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บทคัดยอ:
จากการศึกษาการตรึงเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสบนเสนใยเซลลูโลสท่ีไดจากกระบวนการ

ปนเสนใยดวยไฟฟาสถิต (Electrospinning) โดยใชสารละลายเซลลูโลสอะซิเตทท่ีมีความเขมขนรอยละ
16 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร ดวยวิธีการเช่ือมดวยพันธะโคเวเลนท โดยศึกษาตัวเช่ือมประสาน (Coupling
agent) สองชนิด คือ อีพิคลอโรไฮดริน (Epichlorohydrin) และไซยานูริกคลอไรด (Cyanuric chloride)
พบวาปริมาณโปรตีน (แอลฟา-อะไมเลส) ท่ีเกาะอยูบนเสนใยเม่ือใชมีคาเทากับ 77.29 และ 120.82
มิลลิกรัมเอนไซมตอกรัมเสนใย เม่ือใชอีพิคลอโรไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสาน
ตามลําดับ เม่ือนํามาศึกษาการนํามาใชในปฏิกิริยาการยอยสลายแปงพบวาคาความเปนกรดดางและ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีใหคาแอกทิวิตีของเอนไซมตรึงสูงสุดคือ 7 และ 50 องศาเซลเซียส โดยใหแอกทิวิตี
เทากับ 6.55 และ 6.74 ยูนิตตอกรัมเสนใย เม่ือใชอีพิคลอโรไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือม
ประสานตามลําดับ และสามารถนําเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเสนใยมาใชซํ้าไดสามคร้ังจนกวาแอกทิวิตีจะ
หมด

คําหลัก : Electrospinning, alpha-amylase, immobilized enzyme
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Abstract:

The study of immobilization of alpha-amylase onto cellulose fibers with the covalent
biding method from electrospinning process was carried out. In this study, the concentration of
cellulose acetate solution was kept constant at 16 % w/v. Two types of coupling reagents
included epichlorohydrin and cyanuric chloride were used. The experimental results show that
the amounts of alpha-amylase on cellulose acetate are 77.63 and 121.40 milligram enzyme per
gram fiber when using epichlorohydrin and cyanuric chloride as coupling reagent, respectively.
For a starch hydrolysis, the maximum condition was observed at pH 7.0 and temperature at
50oC in which the highest specific activities of enzyme at 6.85 and 7.97 unit per milligram fiber
are achieved when using epichlorohydrin and cyanuric chloride as coupling reagent,
respectively. To determine the reusability of the immobilized enzyme, the activity was measured
sequentially three times.
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วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนโครงสรางของเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทเปนเสนใยเซลลูโลส

2. เพื่อศึกษาการตรึงแอลฟา-อะไมเลสบนผิวของเสนใยเซลลูโลสดวยกระบวนการเกิดพันธะ
เคมี

3. เพื่อศึกษาความสามารถในการนําเสนใยท่ีทําการตรึงแอลฟา-อะไมเลสมาใชงานซํ้าใน
ปฏิกิริยาการยอยสลายแปง



วิธีการทดลอง

1. การเตรียมเสนใยดวยกระบวนการปนเสนใยดวยไฟฟาสถิต

1.1 ช่ังผงเซลลูโลสอะซิเตทแลวนําไปละลายในตัวทําละลายผสมระหวางอะซิโตนกับได
เมทิลอะเซตาไมด ในอัตราสวน 2:1 โดยปริมาตร โดยในการทดลองทําการเตรียมสารละลายเซลลูโลส
อะซิเตทท่ีมีความเขมขนรอยละ 12-20 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร

1.2 นําสารละลายเซลลูโลสอะซิเตทใสลงในหลอดฉีดยาซ่ึงมีเข็มโลหะติดอยูท่ีปลายหลอด ให
ศักยไฟฟาแกระบบท่ี 15 กิโลโวลต โดยใหมีระยะหางระหวางปลายเข็มกับฉากรับอยูท่ี 15 เซนติเมตร
โดยจะทําการปนเสนใยแตละความเขมขนประมาณ 10 นาที

1.3 นําเสนใยท่ีปนไดในแตละความเขมขนไปสองดวยกลองจุลทรรศอิเล็กตรอนแบบสองกราด
(SEM) เลือกลักษณะของเสนใยท่ีเหมาะสมในการนํามาปนเปนเสนใยเพื่อใชเปนสับสเตรทในการตรึง
เอนไซม

2. การเปลี่ยนเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทใหเปนเสนใยเซลลูโลส

2.1 นําเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทท่ีปนไดมาตัดใหไดขนาดประมาณ 2x2 น้ิว จากน้ันนํามาแช
ลงในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 โมลาร โดยมีตัวทําละลายเปนเอทานอลกับนํ้า
ในอัตราสวน 1:3 โดยปริมาตร ท้ิงไวประมาณ 24 ช่ัวโมง

2.2 นําเสนใยเซลลูโลสท่ีไดจากขอ 2.1 ไปตรวจสอบลักษณะของหมูฟงกชันดวยเคร่ือง
อินฟราเรดสเปกโทรโฟโตมิเตอร (FT-IR) เทียบกับเสนใยเซลลูโลสอะซีเตท

3. การตรึงเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสลงบนเสนใยเซลลูโลส

3.1 ช่ังนํ้าหนักเสนใยเซลลูโลสท่ีได

3.2 นําเสนใยเซลลูโลสไปแชลงในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลารซํ้า
อีกคร้ังใหชุม เพื่อกระตุนหมูไฮดรอกซิลใหเหมาะสมในการตรึงเอนไซม

3.3 นําเสนใยจากขอ 3.2 มาแชลงในสารละลายอีพิคลอโรไฮดรินและสารละลายไซยานูริก-
คลอไรดเพื่อใหเปนตัวเช่ือมประสานระหวางเอนไซมกับเสนใย



ก. อิพิคลอโรไฮดริน ข. ไซยานูริกคลอไรด

รูปท่ี 1 แสดงข้ันตอนการตรึงเอนไซมโดยใชตัวเช่ือมติด ก. อิพิคลอโรไฮดริน และ ข.ไซยานูริกคลอ
ไรด

3.4 นําเสนใยท่ีไดจากขอ 3.3 มาแชลงในสารละลายแอลฟา-อะไมเลสท่ีความเขมขน 2
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 เปนตัวทําละลาย แชในเคร่ืองชวยเขยาเปนเวลา
ประมาณ 6 ช่ัวโมง

3.5 นําสารละลายแอลฟา-อะไมเลสมาวัดปริมาณเอนไซมกอนตรึงดวยวิธีการของแบรด
ฟอรด (Bradford’s Method) โดยใช Bovine serum albumin (BSA) เปนสารละลายมาตรฐาน และหา
แอกทิวิตีของเอนไซมกอนตรึงโดยใชมอลโตสเปนสารละลายมาตรฐาน

4. การสรางกราฟมาตรฐานของสารละลาย Bovine serum albumin



4.1 เตรียมสารละลาย Bradford reagent โดยการเตรียม Coomasie Brilliant Blue ท่ีความ
เขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชตัวทําละลายผสมระหวางเอทิลแอลกอฮอล กรดฟอสฟอริก และ
นํ้า ในอัตราสวน 1:2:1 โดยปริมาตร

4.2 เตรีมสารละลาย BSA ท่ีความเขมขน 0.02 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชนํ้าเปนตัวทํา
ละลาย

4.3 ปเปตสารละลายแตละชนิดโดยมีปริมาตรตามตารางท่ี 1 ตั้งท้ิงไว 5 นาที แลวนําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร

ตารางที่ 1 อัตราสวนสารละลายชนิดตางๆ ในการทํากราฟมาตรฐาน BSA

หลอดที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
BSA (mL) 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
Bradford

Reagent (mL)
0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

นํ้ากล่ัน (mL) 0.40 0.35 0.30 0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

4.4 สรางกราฟระหวางความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดได

5. การสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายมอลโตส

5.1 เตรียมสารละลายมอลโตสท่ีความเขมขนรอยละ 5 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร
5.2 เตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid, DNS) เขมขน 0.5

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรโดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 โมลารเปนตัวทําละลาย
5.3 ปเปตสารละลายแตละชนิดโดยมีปริมาตรตามตารางท่ี 2 นําสารละลายไปตมในนํ้าเดือด

เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปแชในนํ้าเย็นทันที เติมนํ้ากลั่นอีก 4 มิลลิลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี
540 นาโนเมตร

5.4 สรางกราฟระหวางความเขมขนของมอลโตสกับคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดได



ตารางที่ 2 อัตราสวนสารละลายชนิดตางๆ ในการเตรียมกราฟมาตรฐานมอลโตส

หลอดที่ 1 2 3 4 5 6
DNS (mL) 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

สารละลายมอลโตส (mL) 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
นํ้ากล่ัน (mL) 0.50 0.45 0.40 0.35 0.30 0.25

6. การหาปริมาณโปรตีน

6.1 เตรียมสารละลายแอลฟา-อะไมเลสเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
6.2 นําสารละลายแอลฟา-อะไมเลสมาผสมกับสารละลาย Bradford reagent ตั้งท้ิงไว 5

นาที ตามภาคผนวก จ
6.3 นําสารละลายในขอ 6.2 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร
6.4 นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปคํานวณหาปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ

BSA

7. การหาแอกทิวิตีบนแผนเสนใย

7.1 เตรียมสารละลายผสมของนํ้าแปงเขมขนรอยละ 1 โดยนํ้าหนัก นํ้ากลั่น และสารละลาย
บัฟเฟอร pH 5.0 ท่ีปริมาตร 2 มิลลิลิตร 1.5 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร ตามลําดับ ในหลอดทดลอง

7.2 นําหลอดทดลองในขอ 7.1 ตั้งไวในอางนํ้ารอนอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5
นาที จากน้ันนําแผนเสนใยเซลลูโลสท่ีตรึงแลวใสลงในหลอดทดลอง ตั้งท้ิงไว 10 นาที

7.3 เตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (Dinitrosalicylic acid, DNS) เขมขน 0.5
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรโดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 โมลารเปนตัวทําละลาย

7.4 ปเปตสารละลายผสมจากหลอดทดลองในขอ 7.2 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงใน DNS
0.5 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมไวในขอ 7.3

7.5 นําสารละลายไปตมในนํ้าเดือดเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปแชในนํ้าเย็นทันที เติมนํ้ากลั่น
อีก 4 มิลลิลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร

7.6 นําคาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดไปคํานวณหาความเขมขนของมอลโตส โดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐานมอลโตส



7.7 ทําการทดลองในขอ 7.1 ถึง ขอ 7.6 ซํ้า โดยใชสารละลายบัฟเฟอรท่ีมี pH 6.0, 7.0, 8.0
และ 9.0 ตามลําดับ

7.8 ทําการทดลองในขอ 7.1 ถึง ขอ 7.7 ซํ้า โดยปรับอุณหภูมิท่ี 30, 40, 50, 60 และ 70
องศาเซลเซียส ตามลําดับ



ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง

1. การเตรียมสารละลายของเซลลูโลสอะซีเตต

สารละลายของเซลลูโลสอะซีเตตเตรียมไดจากระบบของตัวทําละลายผสมดวยอัตราสวน 2:1
(v/v) acetone –DMAc ท่ีความเขมขน 12-20 % (w/v) โดยสารละลายท่ีเตรียมไดจะตองวัดคาความ
หนืด แรงตึงผิวและการนําไฟฟา ดังแสดงในตารางท่ี 3

ตารางที่ 3 คาความหนืด แรงตึงผิวและการนําไฟฟาของสารละลายเซลลูโลสอะซิเตตในระบบตัวทํา
ละลายผสมระหวาง acetone-DMAc (2:1 v/v)

Sample
Concentration

(%(w/v))

Shear
viscosity

(mPa s)

Surface
tension

(mN m-1)

Conductivity
(µS/cm-1)

Fiber diameter

(m)

2:1 (v/v)

acetone-DMAc

12 155.0 28.0 4.83 0.14 ± 0.31

14 260.0 28.3 4.81 0.23 ± 0.25

16 390.0 29.9 5.61 0.26 ± 0.20

18 545.0 29.7 5.51 0.33 ± 0.34

20 928.0 30.0 5.48 0.37 ± 0.28

จากผลการทดลองพบวาคา shear viscosity ของสารละลายจะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขมขนของ
สารละลายมากข้ึน  เน่ืองจากเกิดการพันกันของสายโซพอลิเมอร (chain entanglement) มากข้ึน เม่ือ
ความเขมขนสูงข้ึน

2. การเตรียมเสนใยที่จะใชเปนซับสเตรทในการตรึงเอนไซม

ทําการปนเสนใยจากสารละลายเซลลูโลสอะซีเตต โดยการนําเซลลูโลสอะซีเตตมาละลายในตัว
ทําละลายผสมระหวางอะซีโตนและไดเมทิลอะเซตาไมดในอัตราสวน 2:1 v/v จากน้ันปนเสนใยโดยใช



สารละลายความเขมขนระหวาง 12- 20% w/v ท่ีความตางศักย 15 kV และมีระยะหางระหวางปลายเข็ม
ฉีดกับฉากรับ 15 เซนติเมตร โดยจะทําการปนเสนใยแตละความเขมขนประมาณ 10 นาที

3. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเสนใย

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) ขนาดเสนผานศูนยกลางและความหนาแนน
ของเสนใยเซลลูโลสอะซิเตตทําไดโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM, JEOL JSM-
6400)

12 % 14 %

16 % 18 %

20%

รูปท่ี 2 แสดงภาพจาก SEM ของเสนใยเซลลูโลสอะซิเตตท่ีความเขมขนตาง 12-20 % (w/v) โดยใช
ระบบตัวทําละลายผสมของ acetone – DMAc ท่ี 2:1 (v/v)



จากรูปท่ี 2 ลักษณะสัญฐานวิทยาท่ีไดพบวาท่ีความเขมขนต่ํา (12 %w/v) มีเม็ดปม (bead)
เกิดข้ึนท่ัวไปบนเสนใยเม่ือความเขมขนสูงข้ึนเม็ดปมจะหายไป (14-18 % w/v) แตเม่ือสารละลายมีความ
เขมขนสูง จะทําใหขนาดของเสนใยใหญและขนาดไมสมํ่าเสมอ สงผลใหมีพื้นท่ีผิวของเสนใยลดลง
จากน้ันปนเสนใยโดยใชความเขมขนท่ีเลือกไวใหไดปริมาณเสนใย ขนาด และความหนาท่ีพอเหมาะ

นําเสนใยท่ีปนไดมาแชในสารละลาย 0.1 M NaOH โดยเตรียมจากตัวทําละลายผสมระหวางนํ้า
และเอทานอลในอัตราสวน 3:1 v/v เพื่อกําจัดหมูอะเซติลในเสนใยเซลลูโลสอะซิเตต ทําใหไดเสนใยของ
เซลลูโลส นําไปวิเคราะหลักษณะรูปรางและยืนยันผลดวยเทคนิคตางๆ เชน SEM และ FT-IR
ตามลําดับ

4. ผลการเปล่ียนเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทเปนเสนใยเซลลูโลส

จากการเตรียมเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทโดยใชกระบวนการปนเสนใยดวยไฟฟาสถิตท่ีความ
เขมขนของสารละลายเซลลูโลสอะซิเตทรอยละ 16 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร โดยใชตัวทําละลายผสม
ระหวางอะซิโตนกับไดเมทิลอะเซตาไมดท่ีอัตราสวน 2:1 โดยปริมาตร จะไดเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทซ่ึง
ยังไมสามารถนําไปตรึงเอนไซมไดทันที จะตองทําการเปลี่ยนจากเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทเปนเสนใย
เซลลูโลสกอน โดยโครงสรางของเซลลูโลสอะซิเตทและเซลลูโลสแสดงดังรูปท่ี 3 และ 4 ตามลําดับ

รูปที่ 3 โครงสรางของเซลลูโลสอะซิเตท



รูปที่ 4 โครงสรางของเซลลูโลส

จากรูปท่ี 3 แสดงใหเห็นวาในโครงสรางของเซลลูโลสอะซิเตทจะมีหมูอะซิติลอยูซ่ึงตองทํา
การกําจัดหมูอะซิติลน้ีออกเสียกอน เพื่อใหไดเสนใยเซลลูโลสซ่ึงมีโครงสรางตามรูปท่ี 4 โดยการนําเสน
ใยเซลลูโลสอะซิเตทไปแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 โมลาร โดยมีตัวทําละลาย
ระหวางเอทานอลกับนํ้าในอัตราสวน 1:3 โดยปริมาตร ซ่ึงจะมีข้ันตอนการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังสมการท่ี
(ก.) ถึง (ค.) ดังน้ี

NaOH + CH3CH2OH CH3CH2ONa + H2O (ก.)

(ข.)+ NaOH CH3COOH +

+ H2O (ค.)



สมการ (ก.) แสดงข้ันตอนการแตกตัวของตัวทําละลายผสมระหวางโซเดียมไฮดรอกไซดกับ
เอทานอล ซ่ึงสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจะแตกตัวเปนเปนหมูไฮดรอกซิลแลวเขาไปจับกับอะตอม
ไฮโดรเจนของเอทานอลกลายเปนโมเลกุลของนํ้า

สมการท่ี (ข.) แสดงใหเห็นวาโมเลกุลของโซเดียมไฮดรอกไซดในสมการท่ี (ก.) แตกตัว
เปนไฮดรอกไซดไอออนซ่ึงทําหนาท่ีเปนนิวคลีโอไฟล (Nucleophile) จะเขาไปทําปฏิกิริยากับอะตอม
คารบอนของหมูอะซิติลตามสมการท่ี (ข.) ซ่ึงจะทําหนาท่ีเปนอิเล็กโตรไฟล (Electrophile) เกิดปฏิกิริยา
การแทนท่ีดวยนิวคลีโอไฟล (Nucleophillic substitution) ทําใหหมูอะซิติลหลุดออกไปในรูปของกรดอะซิ
ติก (CH3COOH) เกิดเปนสารมัธยันตร (intermediate) ของเซลลูโลสอะซิเตทซ่ึงมีอะตอมของออกซิเจน
ท่ีพรอมจะเกิดปฏิกิริยาตอไป

สมการท่ี (ค.) แสดงใหเห็นวาสารมัธยันตรท่ีมีอะตอมของออกซิเจนท่ีวองไวในการ
เกิดปฏิกิริยา จะทําปฏิกิริยากับไฮดรอกไซดไอออนท่ีแตกตัวมาจากโมเลกุลของนํ้า และกลายเปน
โมเลกุลของเซลลูโลสในท่ีสุด

เพื่อเปนการยืนยันหมูฟงกชันบนเสนใยเซลลูโลสอะซิเตท จึงไดนําเสนใยเซลลูโลสอะซิเตท
ไปวิเคราะหหมูฟงกชันดวยเคร่ืองอินฟราเรดสเปกโตรโฟโตมิเตอร (FT-IR) ไดผลแสดงดังรูปท่ี 5
และเม่ือนําเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทท่ีทําปฏิกิริยากับโซเดียมไฮดรอกไซดและเอทานอล ไปวิเคราะหหมู
ฟงกชันไดผลแสดงดังรูปท่ี 6

รูปที่ 5 สเปกตรัมการวิเคราะหดวย FT-IR ของเสนใยเซลลูโลสอะซิเตท
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รูปที่ 6 สเปกตรัมการวิเคราะหดวย FT-IR ของเสนใยเซลลูโลส

จากรูปท่ี 5 ซ่ึงแสดงผลการวิเคราะหเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทดวยเคร่ืองอินฟราเรดสเปกโตร
โฟโตมิเตอร (FT-IR) พบวาท่ีความถี่ (wavenumber) ประมาณ 1700 cm-1 มีสเปกตรัมของหมูคารบอ
นิลปรากฎเห็นชัดเจน แตเม่ือทําการกําจัดหมูอะซิติลออกแลวจะพบวาสเปกตรัมของคารบอนิลท่ี
ประมาณ 1700 cm-1 ไดหายไป และเกิดสเปกตรัมท่ีความถี่ประมาณ 3300-3500 cm-1 เห็นไดชัดเจนข้ึน
ดังรูปท่ี 6 ซ่ึงแสดงถึงหมูไฮดรอกซิลเกิดเปนชวงกวาง แสดงใหเห็นวาเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทได
เปลี่ยนเปนเสนใยเซลลูโลสเรียบรอยแลว

5. ผลของปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลส

ในการวัดปริมาณโปรตีนบนเสนใยเซลลูโลสโดยใชวิธีของ Bradford ซ่ึงจะคํานวณปริมาณ
โปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ BSA ตามภาคผนวก ก โดยผลการคํานวณพบวา
ปริมาณโปรตีน (แอลฟา-อะไมเลส) ท่ีพบบนเสนใยเซลลูโลสท่ีใชอีพิคลอโรไฮดริน และไซยานูริกคลอไรด
เปนตัวเช่ือมประสานมีคาเทากับ 77.29 และ 120.82 มิลลิกรัมเอนไซมตอกรัมเสนใยตามลําดับ

จากตัวเลขท่ีไดจากการคํานวณพบวา ปริมาณโปรตีนบนเสนใยเซลลูโลสท่ีใช  อีพิคลอโร
ไฮดรินจะมีคานอยกวาการใชไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานเน่ืองจากวา โครงสรางของไซยานู
ริกคลอไรดจะมีตําแหนงท่ีเอนไซมสามารถเขาไปเกาะไดสองตําแหนงซ่ึงมากกวาโครงสรางของอีพิคลอ
โรไฮดรินท่ีมีเพียงหน่ึงตําแหนงเทาน้ัน

Wavenumber (cm-1)

% 
Tr

an
sm

itta
nc

e



6. แอกทิวีตีของเอนไซมที่ถูกตรึงที่คาความเปนกรดดางของซับสเตรทเปล่ียนไป

ในการศึกษาหาคาแอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือทําการปรับสภาพ
ความเปนกรดดางของนํ้าแปงซ่ึงเปนซับสเตรท ในปฏิกิริยาการยอยแปงใหเปนมอลโตส โดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของมอลโตส ตามภาคผนวก ก ผลการคํานวณคาแอกทิวิตีเม่ือใชอีพิคลอ
โรไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานแสดงดังรูปท่ี 7

รูปที่ 7 กราฟแอกทิวิตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือคาความเปนกรดดางของนํ้าแปง
เปลี่ยนไป

จากรูปท่ี 7 แสดงใหเห็นวาแนวโนมของแอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงเม่ือใช อีพิคลอโร
ไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกันและท่ี pH 7.0 จะมีคา
มากท่ีสุด ซ่ึงมีคา 6.43 และ 7.45 ยูนิตตอมิลลิกรัมเสนใย เม่ือใชอีพิคลอโรไฮดรินและไซยานูริกคลอไรด
เปนตัวเช่ือมประสานตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีในสภาวะท่ีเปนกลาง การท่ี
สภาวะเปนกรดหรือดางมากเกินไปอาจทําใหเอนไซมสูญเสียสภาพ จึงไมเหมาะสมในการนํามาใชเปน
ตัวเรงปฏิกิริยา



8. แอกทิวีตีของเอนไซมที่ถูกตรึงเม่ืออุณหภูมิที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาเปล่ียนไป

ในการศึกษาหาคาแอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือทําการปรับสภาพ
ความเปนกรดดางของนํ้าแปงซ่ึงเปนซับสเตรท พบวาท่ีคาความเปนกรดดางท่ี 7.0 จะใหคาสูงท่ีสุด จึง
ไดศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาการยอยแปงใหเปนมอลโตส โดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของมอลโตส ตามภาคผนวก ก ผลการคํานวณคาแอกทิวิตีเม่ือใชอีพิคลอโรไฮดรินและไซยานู
ริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานแสดงดังรูปท่ี 8

รูปที่ 8 กราฟแอกทิวิตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ืออุณหภูมิท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา
เปลี่ยนไป

จากรูปท่ี 8 แสดงใหเห็นวาแนวโนมของแอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึง เม่ือใชอีพิคลอโร
ไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกันและท่ีอุณหภูมิท่ีใชใน
การเกิดปฏิกิริยาเทากับ 50 องศาเซลเซียส จะมีคามากท่ีสุด ซ่ึงมีคา 6.93 และ 7.99 ยูนิตตอมิลลิกรัม
เสนใย เม่ือใชอีพิคลอโรไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานตามลําดับ แสดงใหเห็นวาท่ี
อุณหภูมิต่ําๆ เอนไซมอาจจะยังไมถูกกระตุนใหทํางานไดดี แตถาอุณหภูมิสูงเกินไป เอนไซมอาจสูญเสีย
สภาพความเสถียรไปได

9. แอกทิวีตีของเอนไซมที่ถูกตรึงเม่ือนํามาใชงานซํ้า

ในการศึกษาหาคาแอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือทําการปรับสภาพ
ความเปนกรดดางของนํ้าแปงซ่ึงเปนซับสเตรท พบวาท่ีคาความเปนกรดดางท่ี 7.0 และอุณหภูมิท่ีใชใน



การเกิดปฏิกิริยาการยอยแปงใหเปนมอลโตสท่ี 50 องศาเซลเซียส มีคาสูงท่ีสุด จึงจะทําการศึกษาผล
แอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงเม่ือนํามาใชงานซํ้า โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของมอลโตส ตาม
ภาคผนวก ก ผลการคํานวณคาแอกทิวิตีเม่ือใชอีพิคลอโรไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือม
ประสานแสดงดังรูปท่ี 9

รูปที่ 9 กราฟแอกทิวิตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือนํามาใชงานซํ้า

จากรูปท่ี 9 แสดงใหเห็นวาแนวโนมของแอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงเม่ือใชอีพิคลอโรไฮ-
ดรินและไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกันซ่ึงเม่ือผานการใชงานไป
แลว 3 คร้ัง แอกทิวีตีของเอนไซมท่ีถูกตรึงยังคงเหลืออีกรอยละ 11.13 และ 15.08 เม่ือเทียบกับแอกทิวิ
ตีเร่ิมตนของเอนไซมท่ีถูกตรึงท่ีใชงานในคร้ังแรก เม่ือใชอีพิคลอโรไฮดรินและไซยานูริกคลอไรดเปน
ตัวเช่ือมประสานตามลําดับ



สรุปผลการทดลอง

จากการทดลองเราสามารถเตรียมเสนใยเซลลูโลสอะซิเตท (Cellulose acetate) ท่ีมีความ
เขมขนรอยละ 16 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร จากกระบวนการปนเสนใยดวยไฟฟาสถิต (Electrospinning)
ซ่ึงใชคาศักยไฟฟาท่ี 15 กิโลโวลต ซ่ึงใหลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีเหมาะสมในการนําไปใชเปนสับสเตรท
ในการตรึงเอนไซม จากน้ันทําการเปลี่ยนเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทเปนเสนใยเซลลูโลสเพื่อท่ีจะทําใหเกิด
หมูพังกชันท่ีเหมาะสม ท้ังน้ีไดทําการศึกษาผลของการใชตัวประสานระหวางสับสเตรตกับเอนไซมตรึง 2
ชนิด จากการทดลองพบวาเราสามารถตรึงแอลฟา-อะไมเลสบนแผนเสนใยเซลลูโลส โดยใชอีพิคลอโร-
ไฮดริน (Epichlorohydrin) และไซยานูริกคลอไรด (Cyanuric chloride) เปนตัวเช่ือมประสาน โดยการใช
ไซยานูริกคลอไรดใหคาแอกทิวิตีของเอนไซมบนแผนเสนใยไดดีกวาอีพิคลอโรไฮดริน นอกจากน้ัน
พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการนําเอนไซมไปใชประโยชน มีคาความเปนกรดดางท่ี pH 7.0 และ
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ตลอดท้ังสามารถนําเอนไซมท่ีถูกตรึงบนแผนเสนใยเซลลูโลสอะซิเตทกลับ
มาใชซํ้าไดถึง 3 คร้ัง



ภาคผนวก ก

การสรางกราฟมาตรฐาน

ก-1. ผลการสรางกราฟมาตรฐาน BSA
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รูปที่ ก-1 กราฟมาตรฐาน BSA สําหรับการวัดปริมาณโปรตีน

จากรูปท่ี ก-1 กราฟมาตรฐานในการวัดปริมาณโปรตีนท่ีมีอยูในสารละลายเอนไซมแสดง
ความสัมพันธระหวางปริมาณ Bovine serum albumin (BSA, µg) กับคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ซ่ึงไดกราฟท่ีมีสมการเสนตรงเปน y = 0.08843x คา R2 = 0.99386

สําหรับการหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford โดยใช Bovine serum albumin
เปนสารมาตรฐานมีหลักการคือเปนวิธีหาความเขมขนของโปรตีนดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายท่ีเกิดข้ึนจากการรวมตัวของโปรตีนกับสีของสารละลายโปรตีนรีเอเจนต ซ่ึงประกอบดวย
Coomassie Brilliant Blue G-250 (ในสภาพท่ีเปนกรด) ไดเปนสารละลายสีนํ้าเงินวิธีน้ีสีท่ีเกิดข้ึนจะมี
ความสัมพันธโดยตรงกับความเขมขนของโปรตีน



ก-2. ผลการสรางกราฟมาตรฐานมอลโตส

จากรูปท่ี ก-2 กราฟมาตรฐานมอลโตสแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขน
ของมอลโตสกับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร สมการเสนตรงท่ีไดจากกราฟ
มาตรฐาน คือ y = 0.00339x คา R2 = 0.99550
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รูปที่ ก-2 กราฟมาตรฐานมอลโตสสําหรับการหาแอกทิวิตีของเอนไซม



ภาคผนวก ข
ขอมูลการทดลอง

ข-1. ผลการหาปริมาณโปรตีนกอนตรึงของเอนไซม แสดงผลดังตารางตอไปน้ี

ตารางที่ ข-1 ผลการวัดปริมาณโปรตีนในสารละลายแอลฟา-อะไมเลส กอนตรึงท่ีความเขมขน 2 mg/mL
(เจือจาง 2 เทา)

ปริมาตรของ สารละลาย
แอลฟา-แอมิเลส (µL)

คาการดูดกลืนแสงในชวง
595 นาโนเมตร

ความเขมขนโปรตีน
(µg/µL)

โปรตีนรวม
(mg)

75 0.832 0.251
2.50550 0.552 0.250

คาเฉล่ีย 0.2505

ข-2. ผลการหาปริมาณโปรตีนหลังตรึงของเอนไซมโดยใชอีพิคลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือมประสาน
แสดงผลดังตารางตอไปน้ี

ตารางที่ ข-2 ผลการวัดปริมาณโปรตีนในสารละลายแอลฟา-อะไมเลส ของแผนเสนใย หลังตรึงท่ีความ
เขมขน 2 mg/mL (เจือจาง 2 เทา) และนํ้าลางแผนเสนใย

แผนเสนใย
(แผนที่)

น้ําตรึงเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส น้ําลางแผนเสนใย

ปริมาตร
สารละลาย

(µL)

ABS
595
nm

ความเขมขน
โปรตีน
(µg/µL)

โปรตีน
รวม
(mg)

ปริมาตร
สารละลาย

(µL)

ABS
595
nm

ความเขมขน
โปรตีน
(µg/µL)

โปรตีน
รวม
(mg)

1

75 0.609 0.184
1.730

150 0.321 0.024

0.11650 0.358 0.162 100 0.197 0.022

คาเฉล่ีย 0.1730 คาเฉล่ีย 0.0230

2

75 0.564 0.170

1.625

150 0.333 0.025

0.11250 0.343 0.155 100 0.176 0.020

คาเฉล่ีย 0.1625 คาเฉล่ีย 0.0225

3

75 0.585 0.176

1.640

150 0.304 0.023

0.12550 0.336 0.152 100 0.242 0.027

คาเฉล่ีย 0.1640 คาเฉล่ีย 0.0250
คาเฉลี่ยโปรตีนรวม 1.665 คาเฉลี่ยโปรตีนรวม 0.118



ข-3. ผลการหาปริมาณโปรตีนหลังตรึงของเอนไซมโดยใชไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสาน
แสดงผลดังตารางตอไปน้ี

ตารางที่ ข-3 ผลการวัดปริมาณโปรตีนในสารละลายแอลฟา-อะไมเลส ของแผนเสนใย หลังตรึงท่ีความ
เขมขน 2 mg/mL (เจือจาง 2 เทา) และนํ้าลางแผนเสนใย

แผนเสนใย
(แผนที่)

นํ้าตรึงเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส นํ้าลางแผนเสนใย

ปริมาตร
สารละลาย

(µL)

ABS
595
nm

ความเขมขน
โปรตีน
(µg/µL)

โปรตีน
รวม
(mg)

ปริมาตร
สารละลาย

(µL)

ABS
595
nm

ความเขมขน
โปรตีน
(µg/µL)

โปรตีน
รวม
(mg)

1
75 0.443 0.133

1.330

300 0.450 0.017

0.08450 0.293 0.133 200 0.295 0.017

คาเฉลี่ย 0.133 คาเฉลี่ย 0.017

2

75 0.436 0.131

1.331

300 0.354 0.013

0.07250 0.298 0.135 200 0.271 0.015

คาเฉลีย่ 0.133 คาเฉลี่ย 0.014

3

75 0.445 0.137

1.236

300 0.424 0.016

0.07450 0.243 0.110 200 0.242 0.014

คาเฉลี่ย 0.1235 คาเฉลี่ย 0.015
คาเฉลี่ยโปรตีนรวม 1.299 คาเฉลี่ยโปรตีนรวม 0.077

ข-4. การคํานวณหาปริมาณโปรตีนท่ีอยูบนแผนเสนใยเซลลูโลส

ตารางที่ ข-4 ผลของปริมาณโปรตีนท่ีวัดไดบนแผนเสนใยเซลลูโลสโดยใชอีพิคลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือม
ประสาน

แผนเสนใย
ปริมาณโปรตีนในสารละลาย (mg) นํ้าหนักเสนใยเฉลี่ย

(g)
ปริมาณโปรตีนบน
เสนใย (mg/g fiber)กอนตรึง หลังตรึง นํ้าลาง

1
2.505

1.728 0.116

0.0093 77.29
2 1.626 0.112
3 1.642 0.125

คาฉลี่ย 2.505 1.665 1.118



ตารางที่ ข-5 ผลของปริมาณโปรตีนท่ีวัดไดบนแผนเสนใยเซลลูโลสโดยใชไซยานูริกคลอไรด เปน
ตัวเช่ือมประสาน

แผนเสนใย
ปริมาณโปรตีนในสารละลาย (mg)

นํ้าหนักเสนใย
เฉลี่ย (g)

ปริมาณโปรตีน
บนเสนใย

(mg/g fiber)กอนตรึง หลังตรึง นํ้าลาง

1
2.499

1.330 0.084

0.0093 120. 82
2 1.331 0.072
3 1.236 0.074

คาฉลี่ย 2.499 1.299 0.077

ข-5. ผลของ pH ตอคาแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใช อีพิ
คลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือมประสาน แสดงผลดังตารางตอไปน้ี

ตารางที่ ข-6 ผลการวัดแอกทิวิตีของแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชอีพิคลอโรไฮ
ดรินเปนตัวเช่ือมประสาน

ชุดที่

pH

1 2
คาแอกทิวิตีเฉล่ีย

(U/mg fiber)ABS 540 nm ABS 540 nm
ABS 540 nm

เฉล่ีย

5.0 0.442 0.439 0.441 5.41
6.0 0.446 0.440 0.443 5.44
7.0 0.521 0.525 0.523 6.43
8.0 0.293 0.291 0.292 3.59
9.0 0.197 0.195 0.196 2.41

ข-6. ผลของ pH ตอคาแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใช ไซ
ยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสาน แสดงผลดังตารางตอไปน้ี



ตารางที่ ข-7 ผลการวัดแอกทิวิตีของแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชไซยานูริกคลอ
ไรดเปนตัวเช่ือมประสาน

ชุดที่

pH

1 2
คาแอกทิวิตีเฉล่ีย

(U/mg fiber)ABS 540 nm ABS 540 nm
ABS 540 nm

เฉล่ีย

5.0 0.442 0.348 51.33 58.26
6.0 0.446 0.351 51.77 58.78
7.0 0.521 0.377 55.60 66.22
8.0 0.293 0.300 44.25 43.73
9.0 0.197 0.290 42.77 35.91

ข-7. ผลของอุณหภูมิตอคาแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชอีพิ
คลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือมประสานท่ี pH=7.0 แสดงผลดังตารางตอไปน้ี

ตารางที่ ข-8 ผลการวัดแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชอีพิ
คลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือมประสานท่ี pH=7.0

ชุดที่

T (ºC)

1 2
คาแอกทิวิตีเฉล่ีย

(U/mg fiber)ABS 540 nm ABS 540 nm
ABS 540 nm

เฉล่ีย

30.0 0.316 0.319 0.318 3.9
40.0 0.451 0.456 0.454 5.57
50.0 0.563 0.565 0.564 6.93
60.0 0.406 0.405 0.406 4.98
70.0 0.243 0.240 0.242 2.97

ข-8. ผลของอุณหภูมิตอคาแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชไซ
ยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานท่ี pH=7.0 แสดงผลดังตารางตอไปน้ี



ตารางที่ ข-9 ผลการวัดแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชไซ
ยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสานท่ี pH=7.0

ชุดที่

T (ºC)

1 2
คาแอกทิวิตีเฉล่ีย

(U/mg fiber)ABS 540 nm ABS 540 nm
ABS 540 nm

เฉล่ีย

30.0 0.261 0.260 0.261 3.20
40.0 0.354 0.350 0.352 4.33
50.0 0.651 0.649 0.650 7.99
60.0 0.525 0.522 0.526 6.43
70.0 0.195 0.193 0.194 2.38

ข-8. ผลของการใชซํ้าตอคาแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชอีพิ
คลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือมประสาน แสดงผลดังตารางตอไปน้ี

ตารางที่ ข-10 ผลการวัดแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใชอีพิ
คลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือมประสาน

ข-10. ผลของการใชซํ้าตอคาแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใช
ไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสาน แสดงผลดังตารางตอไปน้ี

คร้ังที่

แผนที่

1 2 3

ABS 540 nm ABS 540 nm
เฉล่ีย

ABS 540 nm ABS 540 nm
เฉล่ีย ABS 540 nm ABS 540 nm

เฉล่ีย

1 0.535

0.533

0.238

0.240

0.067

0.0592 0.538 0.250 0.057

3 0.526 0.233 0.054
Activity

(U/mg fiber) 6.55 Activity
(U/mg fiber) 2.95 Activity

(U/mg fiber) 0.73



ตารางที่ ข-11 ผลการวัดแอกทิวิตีของเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสท่ีถูกตรึงบนเสนใยเซลลูโลสเม่ือใช
ไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสาน

คร้ังที่

แผนที่

1 2 3

ABS 540 nm ABS 540 nm
เฉล่ีย

ABS 540 nm ABS 540 nm
เฉล่ีย ABS 540 nm ABS 540 nm

เฉล่ีย

1 0.549

0.548

0.376

0.390

0.085

0.0822 0.550 0.396 0.083

3 0.546 0.398 0.080
Activity

(U/mg fiber) 6.74 Activity
(U/mg fiber) 4.79 Activity

(U/mg fiber) 1.02



ภาคผนวก ค
การคํานวณปริมาณโปรตีนท่ีมีอยูในสารละลายเอนไซม

ตัวอยางดังตอไปน้ี แสดงวิธีการคํานวณของสารละลายแอลฟา-อะไมเลส เขมขน 2 mg/mL

ค-1. ตัวอยางการคํานวณปริมาณโปรตีนท่ีมีอยูใน สารละลายแอลฟา-อะไมเลส กอนตรึง

โปรตีน (P) =
  
    

A595  ÷V ×D
S

กําหนดให

คาการดูดกลืนแสง (A595)) = 0.442
ความชันของกราฟมาตรฐาน BSA (S) = 0.08843
การเจือจาง (D) = 2 เทา
ปริมาตรของสารละลายเอนไซม (V) = 75 μl

จากสมการขางตนจะไดดังน้ี

โปรตีน (P) =  
  
    

0.442
 g ÷75 l ×2

0.08843
=  0.251 µg/µl

ดังน้ัน ปริมาณโปรตีนรวมจะแทนคาดังสมการตอไปน้ี
นํ้าหนักโปรตีนรวม = P x Vt

โดย P คือ ความเขมขนโปรตีน (µg/ μl)
Vt คือ  ปริมาตรของสารละลายเอนไซมกอนตรึงท้ังหมด (ml)

กําหนดให
Vt = 10 ml

แสดงการคํานวณดังน้ี
นํ้าหนักโปรตีนรวม =  (0.251 µg/µl ) x 10 ml

=  2.507 mg

ดังน้ัน โปรตีนท้ังหมดในสารละลายแอลฟา-อะไมเลส กอนตรึง เทากับ 2.507 mg



ค-2. ตัวอยางการคํานวณปริมาณโปรตีนท่ีมีอยูในสารละลายแอลฟา-อะไมเลส หลังตรึง

โปรตีน (P) =
  
    

A595  ÷V ×D
S

กําหนดให

คาการดูดกลืนแสง (A595) = 0.609
ความชันของกราฟมาตรฐาน BSA (S) = 0.08843
การเจือจาง (D) =  2 เทา
ปริมาตรของสารละลายเอนไซม (V) =  75 μl

จากสมการขางตนจะไดดังน้ี

โปรตีน (P) =  
  
    

0.609
 g ÷75 l ×2

0.08843
= 0.184 µg/µL

ดังน้ัน ปริมาณโปรตีนรวมจะแทนคาดังสมการตอไปน้ี

tTotal protein = P  V

โดย P คือ ความเขมขนโปรตีน (µg/ μl)
Vt คือ  ปริมาตรของสารละลายเอนไซมหลังตรึงท้ังหมด (ml)

กําหนดให Vt = 10 ml

แสดงการคํานวณดังน้ี
Total Protein  =  (0.184 µg/µl) x 10 ml

=  1.836 mg

ดังน้ัน โปรตีนท้ังหมดในสารละลายแอลฟา-อะไมเลส หลังตรึง เทากับ 1.836 mg



ค-3. ตัวอยางการคํานวณปริมาณโปรตีนของ สารละลายแอลฟา-อะไมเลส ท่ีอยูในนํ้าลางแผนเสนใย

โปรตีน (P) =
  
    

A595  ÷V ×D
S

กําหนดให

คาการดูดกลืนแสง (A595) = 0.321
ความชันของกราฟมาตรฐาน BSA (S) = 0.08843
การเจือจาง (D) =  2 เทา
ปริมาตรของสารละลายเอนไซม (V) =  150 μl

จากสมการขางตนจะไดดังน้ี

โปรตีน (P) =  
  
    

0.321
 g ÷150 l ×2

0.08843
= 0.024 µg/µl

ดังน้ัน ปริมาณโปรตีนรวมจะแทนคาดังสมการตอไปน้ี

tTotal protein = P  V

โดย P คือ ความเขมขนโปรตีน (µg/ μl)

Vt คือ  ปริมาตรของนํ้าลางแผนเสนใยเซลลูโลส (ml)

กําหนดให Vt = 5 ml

แสดงการคํานวณดังน้ี

Total Protein =  (0.024 µg/µl) x 5 ml
=  1.121 mg

ดังน้ัน โปรตีนท้ังหมดของสารละลายแอลฟา-อะไมเลส ท่ีอยูในนํ้าลางแผนเสนใยเซลลูโลส
เทากับ 1.121 mg



ค-4. ตัวอยางการคํานวณปริมาณโปรตีนท้ังหมดตอนํ้าหนักแผนเสนใยเซลลูโลส

ปริมาณโปรตีนบนแผนเสนใย = (โปรตีนท้ังหมดในสารละลายเอนไซมกอนตรึง - โปรตีนท้ังหมดใน
สารละลายเอนไซมหลังตรึง – โปรตีนท้ังหมดของสารละลายเอนไซมใน

นํ้าลางแผนเสนใย)  นํ้าหนักแผนเสนใยเซลลูโลส

กําหนดให

โปรตีนท้ังหมดในสารละลายเอนไซมกอนตรึง =  mg

โปรตีนท้ังหมดในสารละลายเอนไซมหลังตรึง =  mg

โปรตีนท้ังหมดในนํ้าลางแผนเสนใย =  mg

นํ้าหนักแผนเสนใยเซลลูโลส = 0.0093 g fiber

แสดงการคํานวณดังตอไปน้ี

ปริมาณโปรตีนบนแผนเสนใย = (โปรตีนท้ังหมดในสารละลายเอนไซมกอนตรึง - โปรตีนท้ังหมดใน
สารละลายเอนไซมหลังตรึง – โปรตีนท้ังหมดของสารละลายเอนไซมใน

นํ้าลางแผนเสนใย)  นํ้าหนักแผนเสนใยเซลลูโลส

= ( )  0.0093 g fiber

ดังน้ัน โปรตีนท้ังหมดท่ีมีอยูบนเสนใยเซลลูโลส เทากับ 37.99 mg/g fiber



ภาคผนวก ง

การคํานวณแอกทิวิตีของเอนไซมโดยใชนํ้าแปงเปนซับสเตรท

ง-1. การคํานวณคาแอกทิวิตีของเอนไซมที่ถูกตรึงบนแผนเสนใยเซลลูโลส แสดงดังสมการ ง1

A ×VtEnzyme Activity = S× t ×mf
( ง1 )

กําหนดให 1 ยูนิตเอนไซมเทากับปริมาณของมอลโตส 1 มิลลิกรัม ท่ีไดจากการยอยสลายนํ้าแปงโดย
เอนไซม ท่ีสภาวะของการหาแอกทิวิตี ภายในเวลา 1 นาที

เม่ือ A    = คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
Vt = ปริมาตรของสารละลายเอนไซมท้ังหมด (mL)
S    = คาความชันของกราฟมาตรฐานมอลโตส 0.5%
t     = เวลา (นาที)
mf = นํ้าหนักเสนใยเซลลูโลส (mg fiber)

ตัวอยางการคํานวณแอกทิวิตีของสารละลายเอนไซม แอลฟา-อะไมเลส ท่ีถูกตรึงบนแผนเสนใย
เซลลูโลส

โดย A   =  0.442
Vt = 5  ml
S   =  0.00339
t    =  10 min
mf =  12 mg fiber

จากการแทนคาลงในสมการ ง1 จะไดดังน้ี


 

 
 

0.442 g 5 mlEnzyme Activity = 10 min×12 mg fiber0.00339 ml

= 5.41 U/mg fiber



ภาคผนวก จ

อัตราสวนในการเตรียมสารละลายสําหรับวัดคาการดูดกลืนแสงในการหาปริมาณโปรตีน

จ-1. อัตราสวนสารละลายสําหรับการวัดปริมาณโปรตีนกอนตรึง

ตาราง จ-1 แสดงอัตราสวนสารละลายในการหาปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมแอลฟา-
อะไมเลส กอนตรึง

หลอดท่ี หลอดท่ี 1 หลอดท่ี 2

สารละลายเอนไซม (µl) 50 75

สารละลายบัฟเฟอร (µl) 350 325

Bradford Reagent (µl) 100 100

จ-2. อัตราสวนสารละลายสําหรับการวัดปริมาณโปรตีนหลังตรึง

ตาราง จ-2 แสดงอัตราสวนสารละลายในการหาปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมแอลฟา- อะไมเลส
หลังตรึง

หลอดท่ี หลอดท่ี 1 หลอดท่ี 2

สารละลายเอนไซม (µl) 50 75

สารละลายบัฟเฟอร (µl) 350 325

Bradford Reagent (µl) 100 100

จ-3. อัตราสวนสารละลายสําหรับการวัดปริมาณโปรตีนของนํ้าลางแผนเสนใยหลังตรึง



ตาราง จ-3 แสดงอัตราสวนสารละลายในการหาปริมาณโปรตีนของลางแผนเสนใยหลังตรึง เม่ือใชอิพิ
คลอโรไฮดรินเปนตัวเช่ือมประสาน

หลอดท่ี หลอดท่ี 1 หลอดท่ี 2

สารละลายเอนไซม (µl) 100 150

สารละลายบัฟเฟอร (µl) 300 250

Bradford Reagent (µl) 100 100

ตาราง จ-4 แสดงอัตราสวนสารละลายในการหาปริมาณโปรตีนของลางแผนเสนใยหลังตรึง เม่ือใช
ไซยานูริกคลอไรดเปนตัวเช่ือมประสาน

หลอดท่ี หลอดท่ี 1 หลอดท่ี 2

สารละลายเอนไซม (µl) 200 300

สารละลายบัฟเฟอร (µl) 200 100

Bradford Reagent (µl) 100 100


