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บทคัดยอ 
 ไคโตซานเจลในรูปบีดสถูกเตรียมจากไคโตซานชนิดเกล็ด และชนิดผงที่มีขนาด 60 mesh ดวยวิธีการทํา

ใหเปนกลางและวิธีการเชื่อมขวาง การเตรียมบีดสดวยวิธีการทําใหเปนกลางจากไคโตซานชนิดเกล็ดจะไดบีดสที่

มีลักษณะเปนเม็ดกลมและมีความยืดหยุน สวนบีดสที่เตรียมดวยวิธีการทําใหเปนกลางจากไคโตซานชนิดผงจะมี

ลักษณะแบนและเปราะบาง สําหรับการเตรียมดวยวิธีการเชื่อมขวางพบวา อัตราสวนของสารเชื่อมขวาง glyoxal 

hydrate ตอ tetrasodium pyrophosphate ที่แตกตางกันจะสงผลตอลักษณะของบีดสที่เตรียมจากไคโตซาน

ชนิดเกล็ด แตจะไมมีผลตอบีดสที่เตรียมจากไคโตซานชนิดผง อยางไรก็ตาม บีดสที่เตรียมโดยวิธีการเชื่อมขวาง

จากไคโตซานทั้ง 2 ชนิด จะเปราะบางและไมมีความยืดหยุน ดังนั้นไคโตซานเจลในรูปบีดสที่เตรียมดวยวิธีการทํา

ใหเปนกลางจากไคโตซานชนิดเกล็ดจึงเหมาะสําหรับใชเปนตัวพยุงในการตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลส โดย

เอนไซมอัลคาเลสที่ตรึงรูปดวยวิธีเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนตจะมีกิจกรรมสูงกวาเอนไซมที่ตรึงรูปดวยวิธีการดูดซับ

ทางกายภาพ โดยระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงรูปดวยพันธะโคเวเลนตคือ 3 ชั่วโมง 

 

ABSTRACT 
 Chitosan gels in the form of beads were prepared from chitosan flakes and powders (60 

mesh) by neutralization and crosslinking methods. Chitiosan beads prepared by neutralization 

method from chitosan flakes had spherical shape and flexible characteristics. For chitosan beads 

prepared by neutralization method from chitosan powders, the flat shape and fragile characteristics 

were obtained. For preparation of chitosan beads by crosslinking method, the results showed that the 

ratio of glyoxal hydrate to tetrasodium pyrophosphate crosslinking agents influenced the 

characteristics of chitosan beads obtained from chitosan flakes but this was not the case when 

chitosan beads were prepared from chitosan powders. However, chitosan beads prepared from both 

chitosan flakes and powders by using crosslinking method were so fragile and inflexible. Therefore 

chitosan gel beads prepared by neutralization method from chitosan flakes were suitable supports for 

immobilizing alcalase. The immobilized alcalase by covalent binding method exhibited higher activity 

than that prepared by physical adsorption method. The optimal incubating time during covalent 

binding immobilization was 3 hours.  
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คํานํา 
เอนไซมตรึงรูปมีขอดีหลายประการ เชน มีความเสถียร สามารถใชซ้ําหรือใชแบบตอเนื่องได ทําใหไม

ส้ินเปลืองเอนไซมและยังสามารถแยกผลิตภัณฑออกไดงาย จึงมีความเหมาะสมสําหรับการใชงานในระดับ

อุตสาหกรรมมากกวาเอนไซมอิสระ องคประกอบหนึ่งที่สําคัญในการตรึงรูปเอนไซมคือ ตัวพยุง (immobilization 

support) ซึ่งสารที่นิยมนํามาใชเตรียมเปนตัวพยุงไดแก อัลจิเนต (alginate) อะกาโรส (agarose) ไคโตซาน 

(chitosan) พอลิอะคริลาไมด (polyacrylamide) ซิลิกา (silica) และแกวมีรูพรุน (controlled pore glass) เปน

ตน จากสมบัติของไคโตซานซึ่งเปนไบโอพอลิเมอรที่มีหมูอะมิโนอิสระมากทําใหจับกับเอนไซมไดงาย จึงนิยม

นํามาเตรียมเปนตัวพยุงสําหรับการตรึงรูปเอนไซม โดยไคโตซานเปนผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาดิอะซิทิเลชัน 

(deacetylation) ของไคตินซึ่งเปนองคประกอบหลักในเปลือกของสัตวจําพวกกุงและปูซึ่งเปนของเหลือทิ้งจาก

อุตสาหกรรมอาหารทะเล จึงสามารถหาไดงายและราคาไมแพง นอกจากนี้ไคโตซานยังสามารถยอยสลายไดทาง

ชีวภาพและไมมีความเปนพิษ ไคโตซานไมละลายในน้ําแตละลายไดในสารละลายที่มีความเปนกรดเบสต่ํากวา 

6.5 เมื่ออยูในสารละลายกรดหมูอะมิโน (-NH2) บนสายของพอลิเมอรไคโตซานจะอยูในรูปของ -NH3
+ ทําให

สามารถไปดึงดูดกับสารที่มีประจุลบหรือสวนของไคโตซานที่มีประจุลบสงผลให เกิดการรวมตัวกัน 

(aggregation) เปนโครงสรางเจลได การเตรียมตัวพยุงจากไคโตซานสามารถทําไดโดยการละลายไคโตซานใน

สารละลายกรดอินทรีย (organic acids) เชน กรดฟอรมิก (formic acid) กรดอะซิติก (acetic acid) กรดทารทา

ริก (tartaric acid) และกรดซิตริก (citric acid) ทําใหไดสารละลายที่มีความขนหนืด ซึ่งจะตกตะกอนเมื่อปรับ

ความเปนกรดเบสใหสูงขึ้น วิธีนี้สามารถใชในการเตรียมตัวพยุงไคโตซานเจลในรูปของบีดส (beads) เมมเบรน 

(membrane) ไฟเบอร (fiber) และแคปซูล (capsule) เปนตน (Krajewska, 2004) ไคโตซานในรูปบีดสสามารถ

ใชเปนตัวพยุงของเอนไซมไดหลายชนิด (Cetinus and Oztop, 2003; Ensuncho et al., 2005; Altun and 

Cetinus, 2007) วิธีการเตรียมไคโตซานในรูปบีดสสามารถทําไดหลายวิธีแตการเตรียมดวยวิธีการทําใหเปนกลาง 

(neutralization method) และวิธีการเชื่อมขวาง (crosslinking method) สามารถทําไดงาย ใชระยะเวลาสั้น และ

ไมจําเปนตองใชเครื่องมือที่ซับซอน ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงศึกษาถึงชนิดของไคโตซานและวิธีการเตรียมบีดสที่

เหมาะสมโดยเปรียบเทียบจาก 2 วิธีคือ วิธีการทําใหเปนกลางและวิธีการเชื่อมขวาง เพื่อใหไดตัวพยุงที่สามารถ

นําไปใชในการตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลส นอกจากนี้ยังศึกษาวิธีการตรึงรูปเอนไซมที่เหมาะสมโดยเปรียบเทียบจาก 

2 วิธีคือ วิธีการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption method) และวิธีการเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนต 

(covalent binding method) เอนไซมอัลคาเลสตรึงรูปที่ไดจะมีการนําไปพัฒนาเพื่อใชในกระบวนการแปรรูป

อาหาร เชน การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเซตตอไปในอนาคต  

 

อุปกรณและวิธีการ 
การเตรียมตัวพยุง 
 เตรียมบีดสจากไคโตซานชนิดเกล็ดและชนิดผงที่มีขนาด 60 mesh จาก 2 วิธี คือ วิธีการทําใหเปนกลาง

และวิธีการเชื่อมขวาง (ไคโตซานทั้ง 2 ชนิด มีคา degree of deacetylation เทากับ 90% โดยไดรับความ

อนุเคราะหจากบริษัทอควา พรีเมียร จํากัด) 



- วิธีการทําใหเปนกลาง โดยหยดสารละลายไคโตซานในกรดอะซิติกเขมขน 8% โดยปริมาตร ลงใน

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขนเทากัน (8%) ดวยเข็มฉีดยาขนาด 0.70 x 38 mm บมไวนาน 24 

ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นลางบีดสของไคโตซานดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง 

- วิธีการเชื่อมขวาง โดยหยดสารละลายไคโตซานในกรดอะซิติกเขมขน (glacial acetic acid)  ดวยเข็ม

ฉีดยาขนาด 0.70 x 38 mm ลงในสารละลายที่ประกอบดวยสารเชื่อมขวาง 2 ชนิด คือ glyoxal hydrate เขมขน 

0.04 g/ml และ tetrasodium pyrophosphate เขมขน 0.03 g/ml โดยแปรอัตราสวนของสารทั้งสองชนิดใน

สารละลายเปน 1:1, 1:10, 1:15 และ 1:30 จากนั้นลางบีดสของไคโตซานดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง 

บีดสของไคโตซานที่เตรียมไดจากทั้ง 2 วิธี จะเก็บไวในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 M pH 7 

ที่อุณหภูมิหองจนกระทั่งนําไปใช 
การศึกษาลักษณะปรากฎของบีดสจากไคโตซาน 
 สุมตัวอยางบีดสของไคโตซานจํานวน 10 เม็ด วัดขนาดเสนผานศูนยกลางและศึกษาลักษณะของบีดส

ภายใตเลนสของเครื่องนับจํานวนแบคทีเรีย (colony counter) ที่มีกําลังขยาย 1.25 เทา คํานวณความเปนทรง

กลมของบีดสจากไคโตซานโดยใชสมการ sphericity = di/dc เมื่อ di = เสนผานศูนยกลางของทรงกลมที่ใหญ

ที่สุดที่สามารถบรรจุในวัตถุได, dc = เสนผานศูนยกลางของทรงกลมที่เล็กที่สุดที่สามารถลอมรอบวัตถุได 

(Mohsenin, 1986)  
การตรึงรูปเอนไซม 
 ตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลส (จาก Novozymes โดยไดรับความอนุเคราะหจากบริษัทอีสเอเชียติก ประเทศ

ไทยจํากัด) บนบีดสของไคโตซานจาก 2 วิธี คือ วิธีการดูดซับทางกายภาพและวิธีเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนต  

 - วิธีการดูดซับทางกายภาพ โดยบมบีดสของไคโตซานปริมาณ 0.5 g ในสารละลายเอนไซมอัลคาเลส

ความเขมขน 10 μl/ml (241.1 Units/ml) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M pH 7 ปริมาตร 5 ml อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส แปรผันระยะเวลาในการบมบีดสของไคโตซาน 0-24 ชั่วโมง จากนั้นลางเอนไซมสวนเกินออกดวยน้ํา

กล่ัน 3 คร้ัง (ตรวจสอบไมพบกิจกรรมของเอนไซมในน้ําลาง) แลวนําไปหาคากิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสตรึง

รูปที่ได ทดลอง 2 ซ้ํา 

 - วิธีการเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนต โดยบมบีดสของไคโตซานปริมาณ 0.5 g ในสารละลายกลูทารัลดีไฮด

ความเขมขน 0.6% โดยปริมาตร นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง ลางดวยน้ํากลั่น 3 ครั้ง เพื่อกําจัดกลูทารัลดีไฮด

สวนเกินออก จากนั้นนําบีดสของไคโตซานมาบมในสารละลายเอนไซมอัลคาเลสความเขมขน 10 μl/ml (241.1 

Units/ml) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M pH 7 ปริมาตร 5 ml อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยแปรผันระยะเวลาใน

การบมบีดสของไคโตซานในสารละลายเอนไซม 0-24 ชั่วโมงเชนเดียวกับการตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 

จากนั้นลางเอนไซมสวนเกินออกดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง (ตรวจสอบไมพบกิจกรรมของเอนไซมในน้ําลาง) นําไปหาคา

กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสตรึงรูปที่ได ทดลอง 2 ซ้ํา 
การหาคากิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสตรึงรูป 
 การหาคากิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสจะใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Abdel-Naby และคณะ (1998) โดยชั่ง

เอนไซมตรึงรูปประมาณ 50 mg ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายเคซีนปริมาตร 1 ml นําไปบมในอางน้ํา

ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย TCA 5%ปริมาตร 2 ml 

นําไปเหวี่ยงแยกที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ปเปตสวนใสปริมาตร 1 ml ลงในหลอด



ทดลอง เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 M ปริมาตร 2 ml และสาร Folin-Ciocalteu reagent 

ปริมาตร 0.1 ml ตั้งทิ้งไว 10 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร คํานวณคาแอกทิวิ

ตีในรูป Units/g immobilized enzyme  
 

ผลการทดลองและวิจารณ  
 

1. ชนิดของไคโตซานและวิธีการเตรียมตัวพยุงที่เหมาะสม 
 จากการเตรียมบีดสของไคโตซานดวยวิธีการทําใหเปนกลางและวิธีการเชื่อมขวางจากไคโตซานชนิด

เกล็ดและชนิดผงพบวา บีดสของไคโตซานที่ไดจะมีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยประมาณ 2-3 มิลลิเมตร 

 เมื่อทดลองเตรียมบีดสของไคโตซานดวยวิธีการทําใหเปนกลางจากไคโตซานชนิดเกล็ดและชนิดผง

พบวา บีดสที่เตรียมจากไคโตซานตางชนิดกันจะมีลักษณะที่แตกตางกัน โดยบีดสที่เตรียมจากไคโตซานชนิด

เกล็ดจะมีลักษณะเปนเม็ดกลม (คา sphericity เทากับ 0.880 + 0.109) (ภาพที่ 1a) เมื่อทดลองกดจะมีความ

ยืดหยุนคลายเจลและคอนขางแข็งแรง สวนบีดสที่เตรียมจากไคโตซานชนิดผงจะมีรอยบุมที่บริเวณสวนกลางของ

บีดส คอนขางแบน ไมเปนเม็ดกลม (คา sphericity เทากับ 0.360 + 0.036) (ภาพที่ 1b) เมื่อทดลองกดพบวา 

บีดสของไคโตซานที่ไดคอนขางเปราะบาง ถูกทําลายไดงาย และไมมีความยืดหยุน 

 

                                             
 

Figure 1 Characteristics of chitosan beads prepared by neutralization method from (a) chitosan flakes  

 and (b) chitosan powders (60 mesh). 

 

เมื่อทดลองเตรียมบีดสของไคโตซานดวยวิธีการเชื่อมขวางจากไคโตซานชนิดเกล็ดโดยแปรผันอัตราสวน

ของสาร glyoxal hydrate ตอสาร tetrasodium pyrophosphate เปน 1:1, 1:10, 1:15 และ 1:30 พบวา 

อัตราสวนของสารเชื่อมขวางมีผลตอลักษณะของ chitosan gel ที่ได  เมื่ออัตราสวนของสารเชื่อมขวางเปน 1:1 

chitosan gel ที่ไดจะมีลักษณะไมเปนเม็ด แตจะมีลักษณะเปนแผนบาง (คา sphericity เทากับ 0.212 + 0.079)

และคอนขางแข็ง  (ภาพที่ 2a) เมื่อเพิ่มสัดสวนของสาร tetrasodium pyrophosphate โดยใชอัตราสวนของสาร

เชื่อมขวางเปน 1:10 และ 1:15 พบวา chitosan gel มีลักษณะเปนเม็ดกลมมากขึ้นโดยมีคา sphericity เทากับ 

0.367 + 0.074 และ 0.370 + 0.083 ตามลําดับ เมื่อใชอัตราสวนของสาร glyoxal hydrate ตอสาร tetrasodium 

pyrophosphate เปน 1:30 chitosan gel ที่ไดจะมีลักษณะเปนเม็ดกลมมากที่สุด (คา sphericity เทากับ 0.400 

+ 0.091) (ภาพที่ 2d) อยางไรก็ตามเมื่อทดลองกดพบวา chitosan gel ที่ไดคอนขางนิ่มและถูกทําลายไดงาย

นอกจากนี้เมื่อทดลองเตรียมบีดสของไคโตซานโดยใช tetrasodium pyrophosphate เปนสารเชื่อมขวางเพียง

ชนิดเดียวพบวา chitosan gel ที่ไดจะมีลักษณะเปนแผนเรียบ คอนขางแบนและนิ่ม ทั้งนี้อาจเนื่องจากการใชสาร 

(a) (b) 



  

     
 

Figure 2 Characteristics of chitosan beads prepared by crosslinking method from chitosan flakes  

 using the ratio of glyoxal hydrate to tetrasodium pyrophosphate as following; (a) 1:1, (b)  

 1:10, (c) 1:15 and (d) 1:30. 

 

 . 

    
 

Figure 3 Effect of glyoxal hydrate and tetrasodium pyrophosphate ratios on characteristics of chitosan  

 beads prepared by crosslinking method from chitosan powders (60 mesh) using the ratio of  

 glyoxal hydrate to tetrasadium pyrophosphate as following; (a) 1:1, (b) 1:10, (c) 1:15 and (d)  

 1:30. 

 

tetrasodium pyrophosphate เพียงชนิดเดียวภายใตสภาวะที่ใชในการทดลองไมสามารถทําใหเกิดการเชื่อม

ขวางไดอยางสมบูรณ 

 สําหรับการเตรียมบีดสดวยวิธีการเชื่อมขวางจากไคโตซานชนิดผงจะใหผลที่แตกตางจากการเตรียมดวย

ไคโตซานชนิดเกล็ดโดยจะพบวา อัตราสวนที่ตางกันของสารเชื่อมขวางไมมีผลตอรูปรางและลักษณะของบีดส 

เนื่องจากรูปรางและลักษณะของบีดสจากไคโตซานที่เตรียมโดยใชอัตราสวนของสารเชื่อมขวางที่ตางกันจะมี

ลักษณะคลายคลึงกันคือ เปนเม็ดกลมแบน มีรูตรงกลางคลายโดนัท (ภาพที่ 3) เมื่อทดลองกดพบวา บีดสของไค

โตซานที่ไดมีลักษณะนิ่มและไมมีความยืดหยุน 

 จากผลการทดลองที่ไดพบวา บีดสที่เตรียมจากไคโตซานชนิดเกล็ดจะมีลักษณะที่ดีกวาบีดสที่เตรียม

จากไคโตซานชนิดผง ทั้งจากการเตรียมดวยวิธีการทําใหเปนกลางและวิธีการเชื่อมขวาง โดยบีดสที่เตรียมจากไค

โตซานชนิดเกล็ดจะมีลักษณะเปนเม็ดกลม ในขณะที่บีดสที่เตรียมจากไคโตซานชนิดผงจะมีลักษณะคลายโดนัท

มีรูกลวงตรงกลางและมีรูปรางคอนขางแบน เมื่อเปรียบเทียบวิธีการเตรียมบีดสจากไคโตซานชนิดเกล็ดโดย

วิธีการทําใหเปนกลางและวิธีการเชื่อมขวางพบวา การเตรียมดวยวิธีการทําใหเปนกลางนอกจากจะใหลักษณะ

ของบีดสจากไคโตซานที่ดีคือ เปนเม็ดกลมและคอนขางยืดหยุน ทําใหบีดสของไคโตซานที่ไดมีความแข็งแรง

(a) (b) (c) (d) 

(a) (b) (c) (d) 



มากกวาบีดสของไคโตซานที่เตรียมดวยวิธีการเชื่อมขวางซึ่งแมจะมีรูปรางลักษณะเปนเม็ดกลมแตไมมีความ

ยืดหยุน ทําใหบีดสของไคโตซานที่ไดคอนขางนิ่ม   

 ดังนั้นจึงเลือกวิธีการเตรียมบีดสดวยวิธีการทําใหเปนกลางจากไคโตซานชนิดเกล็ดเพื่อใชเปนตัวพยุง

สําหรับการตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลสในการทดลองตอไป 
 
2. วิธีที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลสบนตัวพยุงในรูปบีดสจากไคโตซาน 
 จากการทดลองตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ โดยแปรผันระยะเวลาในการบม

บีดสของไคโตซานในสารละลายเอนไซมอัลคาเลสในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M pH 7 อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส พบวา เมื่อใชระยะเวลาของการบม 1-5 ชั่วโมง กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสตรึงรูปที่ไดจะมีคา

ใกลเคียงกัน และกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสจะมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาในการบมนานขึ้น (ภาพที่ 4) 

ดังนั้นระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซมอัลคาเลสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพคือ 1 ชั่วโมง ซึ่ง

นอกจากจะทําใหเอนไซมอัลคาเลสตรึงรูปมีกิจกรรมของเอนไซมสูงแลวยังใชระยะเวลาในการตรึงเอนไซมนอยอีก

ดวย  

เมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาที่ใชในการตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลสโดยวิธีเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนตที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7 พบวา ในชวงแรกกิจกรรมของเอนไซมตรึงรูป

จะมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาในการตรึงรูปนานขึ้นและจะมีคาสูงสุดเมื่อใชระยะเวลาในการตรึงรูป 3 ชั่วโมง 

จากนั้นจะมีแนวโนมลดลงเมื่อใชระยะเวลาในการตรึงสูงกวา 3 ชั่วโมง (ภาพที่ 4)  

โดยสาเหตุที่ทําใหกิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปมีคาลดลงเมื่อใชระยะเวลาในการตรึงรูปนานขึ้นอาจเกิด

จากสภาวะที่บริเวณ microenviroment ของเอนไซมมีความแตกตางจากบริเวณ bulk solution ของสารละลาย

มากซึ่งอาจไมเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซมตรึงรูป ทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลงเมื่อตรึงรูปดวย

ระยะเวลาที่นานขึ้น ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการศึกษาของ Zhang และ Zeng (2006) ที่พบวา เมื่อ

ใชระยะเวลาในการตรึงรูปเอนไซม β-galactosidase บนไคโตซานมากกวา 10 ชั่วโมง กิจกรรมของเอนไซมจะมี

แนวโนมลดลงเชนกัน 
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Figure 4 Effect of incubating time during enzyme immobilization on the activity of immobilized   

 alcalase. Comparision of physical adsorption and covalent binding immobilization method. 



 เมื่อเปรียบเทียบการตรึงรูปเอนไซมอัลคาเลสโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพและวิธีการเชื่อมดวยพันธะ

โคเวเลนตโดยอาศัยกลูทารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวางพบวา เอนไซมอัลคาเลสที่ตรึงรูปโดยวิธีเชื่อมดวยพันธะ 

โคเวเลนตจะมีกิจกรรมสูงกวาเอนไซมอัลคาเลสที่ตรึงรูปดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ (ภาพที่ 4) ซึ่งผลการ

ทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการศึกษาของ Abdel-Naby และคณะ (1998) ที่พบวา การตรึงรูปเอนไซมอัลคาไลน

โปรติเอส (alkaline protease) บนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพจะมีปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโต

ซานเพียง 18.8% ซึ่งต่ํากวาการตรึงรูปโดยวิธีการเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนตที่มีปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงสูงถึง 

77.41% เนื่องจากการตรึงรูปเอนไซมโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพจะอาศัยแรงดึงดูดทางไอออน พันธะ

ไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟรบิกและแรงแวนเดอรวาลลซึ่งเปนแรงดึงดูดคอนขางออน ไมมีการเกิดพันธะเคมีทําให

เอนไซมหลุดออกจากตัวพยุงไดงายเมื่อเปรียบเทียบกับการตรึงรูปเอนไซมดวยพันธะโคเวเลนต นอกจากนี้การ

ตรึงรูปดวยพันธะโคเวเลนตจะมีการใชรีเอเจนต (reagents) ชนิดตางๆ เชน กลูทารัลดีไฮด (glutaraldehyde) ไซ

ยาโนเจน โบรไมด (cyanogen bromide) เปนตน ในการกระตุนหมูตางๆ บนตัวพยุงหรือบนพื้นผิวของเอนไซมให

ไวตอปฏิกิริยา เมื่อพื้นผิวของเอนไซมมีหมูที่ไวตอปฏิกิริยา (reactive group) มาก โอกาสที่จะเกิดปฏิกิริยาที่หมู

ฟงกชันนัลจําเปน (essential functional group) ที่บริเวณเรง (active site) ของเอนไซมจะลดนอยลง จึงสามารถ

รักษากิจกรรมของเอนไซมไวได (Laskin, 1985) ซึ่งแตกตางกับการตรึงรูปดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพที่มี

ความจําเพาะเจาะจงนอยกวา หากเกิดการดูดซับระหวางตัวพยุงกับเอนไซมที่บริเวณเรงจะทําใหกิจกรรมของ

เอนไซมลดลงได (Taylor, 1991) 

 

สรุป 
 ไคโตซานชนิดเกล็ดมีความเหมาะสมในการนํามาใชเตรียมเปนตัวพยุงในรูปบีดส โดยเตรียมดวยวิธีการ

ทําใหเปนกลางซึ่งจะใหลักษณะของบีดสเปนเม็ดกลม คอนขางยืดหยุนและมีความแข็งแรง สําหรับวิธีการตรึงรูป

เอนไซมอัลคาเลสบนไคโตซานบีดสที่เหมาะสมคือ การเชื่อมดวยพันธะโคเวเลนตโดยใชกลูทารัลดีไฮดความ

เขมขน 0.6% โดยปริมาตร เปนสารเชื่อมขวาง ซึ่งระยะเวลาในการตรึงรูปที่เหมาะสมคือ 3 ชั่วโมง เอนไซมอัล

คาเลสตรึงรูปที่ไดมีรูปราง ลักษณะ ความแข็งแรง และกิจกรรมที่เหมาะสมสําหรับนําไปประยุกตใชในการผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเซตตอไปในอนาคต 
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