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บทคดัย่อ 

 
 การวจิยัคร้ังน้ีไดส้กดัเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจากสมองไก่ และสมอง

หมูเพื่อน าไปใชก้บัชุดทดสอบสารปราบศตัรูพืช  ผูว้จิยัไดส้กดัเอนไซมโ์ดยบดสมองไก่ หรือสมอง
หมูกบัซิลิกาเจลและฟอสเฟตบฟัเฟอร์ จากนั้นน าไปหมุนเหวีย่ง แยกสารสกดัเอนไซมท่ี์ไดแ้ลว้เก็บ
รักษาสภาพไวท่ี้สภาวะท่ีต่างกนั  แลว้น าไปศึกษาสภาพการคงตวั หาปริมาณโปรตีน ปริมาณ
เอนไซม ์ และหาค่าความสามารถจ าเพาะในการท างานของเอนไซม์ (specific activity)  การสกดั
เอนไซมจ์ากสมองไก่ ไดส้ารสกดัจากสมองไก่ดงัต่อไปน้ี สารสกดัเอนไซม์ I เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -
15°C   สารสกดัเอนไซมI์I ใส่กรดซอร์บิค 0.1 โมลาร์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    สารสกดัเอนไซม์III 
เติมกรดซอร์บิค 1 โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   และ สารสกดัเอนไซม์IVเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ5°C 
จากผลการทดลองพบวา่สารสกดัเอนไซม ์ I, II, III และ IV มีปริมาณโปรตีนตั้งแต่  0.12-0.14 
มิลลิกรัม มีปริมาณเอนไซม ์ 0.04--2.40 ยนิูต ตามล าดบั และมีค่า specific activity 0.31-20.00         
ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล าดบั        เม่ือเก็บรักษาสารสกดัเอนไซมไ์วเ้วลาผา่นไป 434 วนั 
ปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่มีค่าเฉล่ียเท่ากบั  0.13 mg/g   สารสกดัเอนไซม์ II  
และสารสกดัเอนไซม ์III   มีปริมาณเอนไซม์  เหลือ 0.57 และ 1.16  units/gสมองไก่ตามล าดบั  ค่า 
specific  activityเท่ากบั 4.75 และ 9.67  units/mg Protein  ตามล าดบั    ส่วนสารสกดัเอนไซม์ I และ
สารสกดัเอนไซม ์ IV นั้นสลายตวัหมดไป   จากการทดลองพบวา่การเติมกรดซอร์บิคลงไปใน
ขั้นตอนการสกดั และรักษาสภาพในขณะสกดัใหมี้อุณหภูมิต ่าจะท าใหไ้ดเ้อนไซมท่ี์มีปริมาณมาก  
เม่ือเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C  ท าใหเ้อนไซมค์งสภาพไดน้าน  

เม่ือศึกษาเปรียบเทียบการสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติมกรดซอร์บิค กรดเบนโซอิค 
และไนเตรท  แลว้ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตพบวา่      เม่ือตกตะกอนดว้ยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟตแลว้ปริมาณโปรตีนลดลง สารสกดัท่ีมีการเติมไนเตรทเม่ือตกตะกอนดว้ยเกลือ
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แอมโมเนียมซลัเฟตแลว้ท าใหมี้ปริมาณเอนไซม ์และ specific activityมากกวา่สารสกดัเอนไซมท่ี์
เติมกรดเบนโซอิค และกรดซอร์บิค  
         เม่ือศึกษาการสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่เปรียบเทียบกบัสมองหมูพบวา่เอนไซมอ์ะซิติลโคลีน
เอสเทอเรสจากสมองไก่มีมากกวา่สมองหมู 
 
ค าส าคัญ   อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส, เอนไซม ์
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Abstract 
This research was acetylcholinesterase (AchE) extraction from the brain of chicken and 

pig, which was used as pesticides test kit. Brains were grinded in phosphate buffer by using silica 
gel and centrifuged. The extract was known as crude enzyme. Next, crude enzymes was divided 
into four samples (Enzyme I to Enzyme IV), each sample was determined enzyme activity, 
protein contents, and specific activity. Enzyme I was stored at -15˚C, Enzyme II was added 0.1 
M sorbic acid, Enzyme III was added 1.0 M and stored at -15˚C, and Enzyme IV was stored at 
5˚C. The result showed that they had enzyme activity of 0.04-2.40 units/gram of brain, protein 
contents of 0.12-0.14 mg/gram of brain, and specific activity of 0.31-20.00 units/mg of protein. 
Then, these samples were stored for four hundred and thirty-four days. It was found that Enzyme 
II and Enzyme III had activity of 0.57 and 1.16 units/gram of brain, respectively, while Enzyme I 
and IV had no activity. In conclusion, the crude enzyme was added sorbic acid and stored at low 
temperature had high activity and the enzyme was preserved for a long time at-15˚C. 

Next, the enzyme from chicken’s brain was studied by extraction with adding various 
salts as sorbic acid, benzoic acid, and nitrate. Then, they were precipitated by ammonium sulfate. 
The result showed that protein contents of extracts decreased and enzyme was extracted by 
addition of nitrate had activity and specific activity  higher  than enzyme  was extracted by 
addition of sorbic acid and benzoic acid. 

Finally, comparing activity of AchE from the brain of chicken and pig was studied. The 
result showed that enzyme  from the brain of chicken was higher. 
Keyword: acetylcholinesterase (AchE), enzyme   
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคญัและที่มาของปัญหาที่ท าการวจิยั 

การวจัิยเร่ืองการเตรียมเอนไซม์โคลนีเอสเตอเรสจากสมองหมูและสมองไก่ ส าหรับใช้ในชุด
ทดสอบสารปราบศัตรูพชืผู้วจัิยมีความสนใจเน่ืองจาก ปัจจุบนัมีการน าสารเคมีหลายชนิดมาใชใ้น
โรงงานอุตสาหกรรมและในทางการเกษตร ท าให ้สารเคมีเหล่านั้นมีการแพร่กระจายไปสู่อากาศ  ดิน  น ้า
และส่ิงแวดลอ้ม   สารปราบศตัรูพืช (สารฆ่าแมลง  สารฆ่าหญา้ สารฆ่าเช้ือรา) เป็นสารเคมีท่ีนิยมใชม้ากอีก
ชนิดหน่ึงและก่อใหเ้กิดปัญหาการปนเป้ือนสู่ส่ิงแวดลอ้ม สารปราบศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสและ
คาร์บาเมตมีความเป็นพิษสามารถยบัย ั้งเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส ( Cholinesterase, ChE )  ซ่ึงเป็น
เอนไซมส์ าคญัในการส่งกระแสประสาทได ้  

ในการยบัย ั้งการท างานของโคลีนเอสเตอเรส  สามารถใชเ้ป็นหลกัการท่ีน าไปใชก้ารวเิคราะห์หา
สารปราบศตัรูพืชในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส และคาร์บาเมตและอ่ืนๆ ไดห้ลายวธีิ   เช่น วธีิการ
วเิคราะห์ของ Ellman et al.  มีการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  410 nm  (Stewart and and 
Stolmand, 1961)  นอกจากน้ีโคลีนเอสเตอเรสท่ีเหลือจากการถูกยบัย ั้งดว้ยสารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส 
และคาร์บาเมต  สามารถท าใหอิ้นโดฟีนิลดาย  (indophenyl  dye)  เปล่ียนสีเป็นสีฟ้าได ้ แลว้วดัสีท่ี
เกิดข้ึนท่ีความยาวคล่ืน  630 nm  (Akbarian  et al, 1997)   จากหลกัการน้ี  ศศิธร   แท่นทอง และคณะ จึง
ไดพ้ฒันาชุดทดสอบส าหรับตรวจสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์บาเมตท่ีตกคา้งในผกั
และผลไม ้การทดสอบวา่มีสารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส  และคาร์บาเมต และอ่ืนๆตกคา้งหรือไม่ ท าได้
โดยใชห้ลกัการยบัย ั้งการท างานของโคลีนเอสเตอเรส      เอนไซมท่ี์ไม่ถูกยบัย ั้งเหลืออยูจ่ะเปล่ียน  
indophenyl dye ใหเ้ป็นสีฟ้า      แต่ชุดทดสอบท่ีพฒันาข้ึนมาไดมี้การใชเ้อนไซมส์ าเร็จท่ีสั่งซ้ือจาก
ต่างประเทศ  ซ่ึงมีราคาแพงมากถึง  6 ,000 บาทต่อมิลลิกรัม    เอนไซม์ โคลีนเอสเตอเรสสามารถสกดัได้
จากสมองหมูและสมองไก่ซ่ึงเป็นวสัดุเหลือใชใ้นประเทศไทย   และในประเทศไทยยงัไม่มีผูผ้ลิต
เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส  จ  าเป็นตอ้งสั่งซ้ือจากต่างประเทศ   และใชเ้วลาในการสั่งซ้ือนาน หลายเดือน  
ท าใหไ้ม่สะดวกในการผลิตชุดทดสอบใชง้านและในเชิงธุรกิจ     

ดงันั้นผูว้จิยัจึงไดส้นใจท่ีศึกษาการเตรียมเอนไซมโ์คลีนเอส-เตอเรสจากสมองหมูและสมองไก่ 
ส าหรับใชใ้นชุดทดสอบเพื่อตรวจสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์บาเมตท่ีตกคา้งในผกั
และผลไมท่ี้ไดพ้ฒันาไวแ้ลว้   และยงัสามารถน าเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสท่ีผลิตไดไ้ปใชใ้นงานท่ี
เก่ียวขอ้ง 
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1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิยั 
1 ศึกษาการน าเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสจากสมองหมู  สมองไก่ มาใชใ้นชุดทดสอบ  
  

1.3.  ทฤษฎ ีสมมุตฐิาน (ถ้ามี)     กรอบแนวความคดิของโครงการวจิยั  
1.3.1 สมมุติฐาน  

สมองหมูและสมองไก่มีเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส ถา้สกดัแลว้น ามาตรึงรูปไดผ้ล  น่าจะ
น ามาใชใ้นชุดทดสอบส าหรับตรวจ สารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์บาเมตท่ีตกคา้งใน
ผกัและผลไมไ้ด ้
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1.3.2 กรอบแนวความคิดของโครงการวจัิย  
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ชุดทดสอบสารฆ่าแมลงท่ีพฒันาข้ึนมาตอ้งใชเ้อนไซม์
โคลีนเอสเตอเรส 

เอนไซมส์ าเร็จท่ีสัง่ซ้ือจากต่างประเทศ  ซ่ึงมีราคาแพงมาก 
6,000 บาทต่อมิลลิกรัม 

ไม่สะดวกในการผลิตชุดทดสอบ 

ใชง้านและในเชิงธุรกิจ   

ทดลองสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูและไก่ , 
ตรึงรูปเอนไซม ์

ใชเ้วลาในการสัง่ซ้ือเอนไซมน์านหลายเดือน 

 

ท าชุดทดสอบ 

สารฆ่าแมลง 

เปรียบเทียบผล
การใชชุ้ดทดสอบกบัวธีิ
มาตรฐาน 
 

มีเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส
ท่ีผลิตไดไ้ปใชใ้นงานท่ีเก่ียวขอ้ง 
 

วเิคราะห์ความคงตวั,  
คงสภาพของเอนไซม ์

ทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการน า
เอนไซมต์รึงรูปไปใชใ้นชุดทดสอบ 

มีชุดทดสอบสารฆ่าแมลง
ท่ีมีคุณภาพ 

ราคาถูก 

ใชท้ดสอบผกั
ปลอดสารพิษ 

ส่งเสริมเกษตรกรรม
คุณภาพท่ีปลอดภยั 

รายไดเ้พ่ิมข้ึน 

ขจดัความยากจน 

ลดการน าเขา้
เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส
จากต่างประเทศ 
 

มีแนวทางในการผลิต
เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสจาก
วสัดุเหลือใช ้
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1.4 ขอบเขตของการวจิยั 

น าเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสจากสมองหมู   และสมองไก่ มาตรึงเพื่อใชใ้นชุดทดสอบ 
 

1.5ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 มีการเผยแพร่ในวารสาร  จดสิทธิบตัร   หน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งน าไปใชป้ระโยชน์ เช่น 
สถานศึกษา   หอ้งปฏิบติัการต่างๆ 
 
 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 
2.1 เอนไซม์ 
 เอนไซม(์enzyme)  เป็นโปรตีนมีบทบาทท่ีส าคญัในร่างกายของส่ิงมีชีวติเพราะเป็นสารชีว
โมเลกุลท่ีมีหนา้ท่ีในการเร่งปฏิกิริยาเคมีต่าง ๆ ในร่างกาย เช่น  เอนไซม ์ ในกระบวนการหายใจ  การ
สังเคราะห์โปรตีน  ถา้เอนไซมท์ าหนา้ท่ียอ่ยอาหารจะเรียกวา่ น ้ายอ่ย  เช่น  อะไมเลส  เพปซิน  ไลเปส
เป็นตน้  เอนไซมเ์ป็นโปรตีนกอ้นกลม  (globular  protein) ประกอบดว้ยโซ่พอลิเพปไทดข์ดมว้นแน่น
ในลกัษณะกลม โครงสร้างของโปรตีนพวกน้ีประกอบดว้ยเกลียวแอลฟา และโครงรูปเบตาในปริมาณ
ต่างๆกนั โดยมีหมู่  R ท่ีโพลาร์ของกรดอะมิโนอยูด่า้นนอกของโมเลกุล และหมู่  R ท่ีไม่โพลาร์อยูด่า้น
ในของโมเลกุล    เอนไซมเ์กือบทุกชนิดส่วนใหญ่ละลายน ้าได ้   โดยทัว่ไปเอนไซมส่์วนใหญ่เป็น
โปรตีน ยกเวน้ ไรโบไซม์ (ribozyme) ซ่ึงเป็นกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid, RNA) ท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาการสลายพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ของ RNA   
 ในปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมร่์วมดว้ยนั้น โมเลกุลของสารตั้งตน้ ( substrate) จะถูกเอนไซมเ์ปล่ียน
สภาพเป็นผลผลิตหรือ ผลิตภณัฑ ์( products) กระบวนการส่วนใหญ่ในเซลล์ในส่ิงมีชีวติตอ้งการ
เอนไซม ์ แต่เอนไซมมี์คุณสมบติัท่ีต่างจากตวัเร่งปฏิกิริยาทัว่ไปคือ เอนไซมมี์ความจ าเพาะกบัสารตั้งตน้    
เน่ืองจาก เอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะ ( selective) กบัสารตั้งตน้  และเร่งปฏิกิริยาของส่ิงมีชีวติ    จะพบ
เอนไซมใ์นเน้ือเยือ่และของเหลวในร่างกายทุกชนิด นอกจากน้ียงัพบเอนไซมบ์นเยือ่หุม้เซลล ์ในระบบ
หมุนเวยีนโลหิต อีกดว้ย  เอนไซมมี์คุณสมบติัเหมือนตวัเร่งปฏิกิริยาเคมีทัว่ไป เอนไซมท์ างานดว้ย การ
ลดพลงังานกระตุน้ ( activation energy)ในปฏิกิริยาเคมี     เอนไซมจ์ะไม่สูญสลายไปกบัปฏิกิริยาหรือ
เปล่ียนรูปเป็นผลิตภณัฑใ์หม่   (พรกมล สาฆอ้ง,2542) 

 2.1.1  การจ าแนกและการเรียกช่ือเอนไซม์  
 การจดัแบ่งหมู่และการเรียกช่ือของเอนไซม์  มีวตัถุประสงค์ เพื่อจะแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
สารท่ีเขา้ท าปฏิกิริยา และชนิดของปฏิกิริยาท่ีเอนไซมน์ั้นเขา้ไปท าหนา้ท่ีเป็นตวัเร่ง        การเรียกช่ือ
เอนไซมแ์ต่เดิมนั้นไม่ไดบ้อกใหท้ราบเร่ืองราวท่ีเก่ียวขอ้งเลย การแบ่งหมู่เอนไซมต์ามระบบของ
สหพนัธ์ชีวเคมีนานาชาติ (International Union of Biochemistry : IUB) อาศยัหลกัการดงัน้ีคือ 

ก. แบ่งชนิดของปฏิกิริยาท่ีเอนไซมท์ าหนา้ท่ีเร่งออกเป็น 6 พวกใหญ่ ๆ แต่ละพวกมีพวก
ยอ่ยอีกประมาณ 4 – 13 พวก 
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ข. ช่ือเอนไซมมี์สองส่วน ส่วนตน้หมายถึง สารตั้งตน้ (อาจมีมากกวา่หน่ึง) ส่วนปลายซ่ึง
ลงทา้ยดว้ย –ase หมายถึงชนิดของปฏิกิริยา ดงันั้น ค า –ase จึงมาอยูท่า้ยช่ือปฏิกิริยาแทนท่ีจะอยูท่า้ยช่ือ
สารตั้งตน้เหมือนท่ีเคยเรียกช่ือเดิม 

ค. หากตอ้งการเพิ่มขอ้มูลเพื่อความกระจ่างชดัของเอนไซม ์ก็อาจใส่ไวใ้นวงเล็บขา้งทา้ย
ตวัอยา่งเช่น เอนไซมเ์ร่งปฏิกิริยาดงัต่อไปน้ี 

L-malate + NAD+     pyruvate + CO2 + NADH + H+ 
เดิมช่ือเอนไซมม์าเลต ( malate enzyme) ถา้เรียกตามระบบ IUB ก็เป็น L-malate :NAD oxidoreductase 
(decarboxylating) 
        ง.  เอนไซมทุ์กตวัจะมีเลขรหสัประจ าตวั ( enzyme comission number, E.C. number) 
ประกอบดว้ยเลข 4 ชุด เช่น malate enzyme ในขอ้  ค  ขา้งบนมีเลขรหสั E.C. 1.1.1.37 เลข 1 ตวัแรก
หมายถึงพวกใหญ่ ( main class) คือ oxidoreductase     เลข 1 ตวัท่ีสองหมายถึงเลขยอ่ย ( sub - class) คือ
มีหมู่ –CH-OH เป็นผูใ้หอิ้เล็กตรอน       เลข 1 ตวัท่ีสามหมายถึง พวกยอ่ยรองลงไป ( sub-sub-class) คือ
มี NAD+ เป็นผูรั้บอิเล็กตรอน และเลขชุดท่ีส่ี คือ 37 หมายถึงล าดบัท่ีของเอนไซมต์วันั้นในพวกยอ่ยรอง
อีกทีหน่ึง  ( มนตรี จุฬาวฒันทล และคณะ, 2542  ) 
  

2.1.2 การวดัปริมาณงานของเอนไซม์ 
 การหาปริมาณเอนไซมใ์นสารตวัอยา่งชีวภาพท าไดล้ าบากเน่ืองจากมีเอนไซมจ์ านวนนอ้ยใน
สารตวัอยา่งนั้น และเอนไซมมี์สภาพเป็นโปรตีน และในสารตวัอยา่งชีวภาพนั้น ๆ ก็มีโปรตีนอ่ืน
จ านวนมาก  การท่ีจะวดัปริมาณเอนไซมด์ว้ยวธีิทางเคมีท่ีใชว้ดัปริมาณโปรตีนทัว่ไปยอ่มใชไ้ม่ได ้แต่
เน่ืองจาก เอนไซมมี์คุณสมบติัเฉพาะตวั คือสามารถเร่งปฏิกิริยาเฉพาะ เจาะจง ไดอ้ยา่งรวดเร็วแมมี้
ปริมาณเพียงเล็กนอ้ย  ดงันั้นจึงสามารถวดัอตัราเร็วของปฏิกิริยา ( rate of reaction) ท่ีเอนไซมน์ั้นท างาน
ได ้  ซ่ึงอตัราเร็วน้ีข้ึนอยูก่บัปริมาณเอนไซมท่ี์มีอยู ่    ถา้มีเอนไซม ์บริสุทธ์ิน ามาวดัอตัราเร็วของ
ปฏิกิริยาเทียบกบัเอนไซมใ์นสารตวัอยา่ง ก็อาจค านวณน ้าหนกั (ไมโครกรัม) ของเอนไซมใ์นสาร
ตวัอยา่งนั้น ๆ ได ้ 
 

 2. 1.3 การเกดิปฏกิริิยาเคมแีละกลไกการเร่งปฏกิริิยาโดยเอนไซม์ 

  การเกิดปฏิกิริยาเคมี คือ การท่ีสารตั้นตน้มีการเปล่ียนแปลงไปเป็นผลิตภณัฑ ์     
ปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมม์าเก่ียวขอ้ง สารตั้งตน้จะตอ้งมีการสัมผสัชนกนักบัเอนไซมเ์สียก่อน เกิดเป็น
เอนไซมซ์บัสเตรตคอมเพล็กซ์ (ES-complex) การสัมผสัชนกนัน้ีจะตอ้งมีพลงังานเกิดข้ึน เพียงพอท่ีจะ
ท าใหเ้กิดปฎิกิริยาได ้ 
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 2.1.4 ปัจจัยทีเ่กีย่วข้องกบัการท างานของเอนไซม์ 
   อตัราเร็วของปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่งนั้น  ส่ิงท่ีมีอิทธิพลต่อการท างานของเอนไซม์ มี
ผลต่ออตัราเร็วของปฏิกิริยา  เช่น  เวลา, อุณหภูมิ, ภาวะความเป็นกรด-เบส ( pH), ปริมาณของเอนไซม,์ 
ปริมาณของสารตั้งตน้  และการสัมผสัเอนไซมแ์ละสารตั้งตน้เป็นตน้      การวดัอตัราการท างานของ
เอนไซมน์ั้นสามารถกระท าได ้ 2 แบบ คือวดัปริมาณของ สารตั้งตน้ ท่ีหายไปและหรือวดัปริมาณของ
ผลิตผลท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยาต่อหน่ึงหน่วยเวลา   
 ก. การสัมผสัเอนไซม์และสารตั้งต้น 
 ก่อนท่ีสารตั้งตน้ถูกเปล่ียนไปเป็นผลิตผล จะตอ้งรวมกบัเอนไซมเ์ป็นสารเชิงซอ้น
เสียก่อน ฉะนั้นการท่ีจะใหป้ฏิกิริยาเกิดไดดี้ จะตอ้งมีการสัมผสัระหวา่งเอนไซมก์บัสารตั้งตน้    ส าหรับ
สารตั้งตน้ท่ีละลายน ้าไดน้ั้นไม่มีปัญหาเร่ืองน้ี     ถา้สารตั้งตน้ไม่ละลายน ้า เช่น สารตั้งตน้จ าพวกไขมนั 
เป็นตน้ จึงมีกลไกพิเศษช่วยใหเ้อนไซมเ์ขา้ไปพบกบัไขมนั การยอ่ยอาหารต่างๆ  ในล าไส้เล็กซ่ึงถึงแม้
จะไม่อยูใ่นรูปสารละลาย แต่ก็เป็นไปอยา่งรวดเร็ว ทั้งน้ีเพราะมีการผสมคลุกเคลา้อยา่งดีระหวา่ง
เอนไซม ์และอาหารอยูต่ลอดเวลาดว้ยการเคล่ือนไหวของล าไส้ การยอ่ยไขมนัซ่ึงไม่ผสมเป็นเน้ือ
เดียวกนักบัเอนไซมก์็ถูกท าใหเ้ป็นอิมลัชนั โดยมีน ้าดีเป็นตวัช่วยท าใหไ้ดไ้ขมนัเป็นหยดเล็ก ๆ มีพื้นผวิ
เพิ่มมากข้ึน สามารถสัมผสักบัเอนไซมไ์ดดี้ข้ึน 
 ข. ความเข้มข้นของเอนไซม์และสารตั้งต้น 
 ในปฏิกิริยาเอนไซมมี์ผล ท าใหใ้หป้ฏิกิริยาถึงสมดุลชา้หรือเร็วเท่านั้นเอง ดงันั้นถา้
ใหเ้วลานานพอการใชเ้อนไซมจ์ านวนเล็กนอ้ยหรือจ านวนมากจะใหผ้ลเท่ากนั คือ  สารตั้งตน้ทั้งหมดจะ
ถูกเปล่ียนไปเป็นผลิตภณัฑเ์หมือน ๆ กนั  ความเขม้ของสารตั้งตน้จะท าใหอ้ตัราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน
ดว้ยจนถึงจุดหน่ึงจะหยดุคงท่ี กล่าวคือ เม่ือใหค้วามเขม้ขน้ของ สารตั้งตน้คงท่ีแต่เปล่ียนแปลงปริมาณ
ของเอนไซมพ์บวา่ การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของเอนไซม ์
(พรกมล  สาฆอ้ง,2542 ) 
 ค. อุณหภูมิ  
     การเพิ่มอุณหภูมิมีผลต่อปฏิกิริยาท่ีเร่งโดยเอนไซมไ์ดท้ั้งทางบวก และทางลบ        
คือถึงแมก้ารเพิ่มของอุณหภูมิจะช่วยเร่งอตัราเร็วของปฏิกิริยา แต่ในขณะเดียวกนัการเพิ่มอุณหภูมิก็จะ
ท าใหเ้อนไซมเ์ปล่ียนสภาพไดง่้ายข้ึน และถา้เพิ่มอุณหภูมิสูงเกินไปจะท าใหเ้อนไซมเ์สียสภาพ
ธรรมชาติ(denaturation) อตัราเร็วของปฏิกิริยาจึงไม่อาจเพิ่มตามอุณหภูมิเสมอไป จะมีอุณหภูมิหน่ึง
เท่านั้นซ่ึงเรียกวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุด (optimum temperature) ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1 ซ่ึงถา้อุณหภูมิ
สูงกวา่น้ีอตัราเร็วของปฏิกิริยาจะลดลง เน่ืองจากสภาพเอนไซมเ์ปล่ียนไปจากเดิม เอนไซม์ ของสัตว์
เล้ียงลูกดว้ยนมส่วนใหญ่มีค่าอุณหภูมิเหมาะท่ีสุดประมาณ 37 ํ C  ถา้อุณหภูมิสูงข้ึนเอนไซมจ์ะท างาน
ไดช้า้ลงและถา้อุณหภูมิ 70 - 80 ํ C เอนไซมจ์ะไม่ท างานเร่งปฏิกิริยาไดเ้ลย   แต่มีเอนไซมใ์นจุลินทรีย์
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อตั
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 ์

บางชนิด เช่น แบคทีเรียท่ีอาศยัตามน ้าพุร้อน หรือปากปล่องภูเขาไฟสามารถท างานในอุณหภูมิท่ีสูงใกล้
จุดเดือดของน ้าได ้    และจากภาพท่ี 2.2 แสดงผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซม ์ซ่ึงเอนไซม์
ส่วนใหญ่ท างานไดดี้ท่ี 37  ํ C และลดลงเม่ืออุณหภูมิต ่าลง โดยเฉพาะท่ี  0   ํ C กล่าวไดว้า่ไม่มี
ปฏิกิริยาเกิดข้ึนเลย ในทางปฏิบติั เม่ือตอ้งการรักษาเอนไซมไ์ม่ใหเ้ร่งปฏิกิริยา มกัจะเก็บเอนไซมไ์วท่ี้
อุณหภูมิต ่าเช่น - 4   ํ C  (ชิษณุสรร  สวสัดิวฒัน์, 2535) 
 
 
                                                                                                       37 ํ C 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2. 1 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิกบัอตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาเพื่อแสดงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมท่ีสุดต่อการท างานของเอนไซม ์
ทีม่า : พรกมล  สาฆอ้ง ,2542  
 
                                                                  
 

 
  

 
 
 
 

                                                                                                                    
ภาพที ่2.2 ผลของอุณหภูมิ(  ํ C) ต่อการท างานของเอนไซม ์
ทีม่า : ชิษณุสรร  สวสัดิวฒัน์ ,2535  
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อุณหภูมิ  

อุณหภูมิเหมาะสมท่ีสุด 
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 ง. ความเป็นกรด – เบส ต่ออตัราการเร็วของปฏิกริิยา 

 เอนไซมเ์ป็นโปรตีนท่ีมีสภาพไวต่อการเปล่ียนแปลงของส่ิงแวดลอ้ม การเปล่ียนแปลงของ pH 
เพียงเล็กนอ้ยอาจจะท าใหอ้ตัราการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมล์ดลงหรือเพิ่มข้ึนได ้เอนไซมจ์ะท างานไดดี้
ท่ีสุดท่ี pH หน่ึงเท่านั้นเรียกวา่ พีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุด ( optimum pH) ส่วนใหญ่จะอยูใ่นช่วงค่า pH 
ระหวา่ง 5-9    ผลของ pH  ต่อการท างานของเอนไซม์ เม่ือเขียนเส้นกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
อตัราเร็วของปฏิกิริยาเอนไซมก์บัภาวะความเป็นกรด – เบส จะไดรู้ปกราฟเป็นรูประฆงัคว  ่า ดงัภาพท่ี 
2.3  
 

 
ภาพที ่2.3 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราเร็วของปฏิกิริยาเอนไซมก์บัภาวะความเป็นกรด – เบส 
ทีม่า : พจน์  ศรีบุญลือ และคณะ ,2540  
 
 จ. เวลา  
     เวลามีผลต่อการท างานของเอนไซม ์ เม่ือใหเ้อนไซมท์ าปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ภายใต้
สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมท่ีสุด แลว้ติดตามการท างานของเอนไซมเ์ป็นระยะๆ พบวา่เม่ือน าผลท่ีไดม้า
เขียนเป็นเส้นกราฟโดยใหแ้กนนอนแทนดว้ยระยะเวลา แกนตั้งแทนดว้ยปริมาณผลิตผลของปฏิกิริยา 
หรือปริมาณสารตั้งตน้ท่ีหายไป เรียกเส้นกราฟน้ีวา่ time – course curve ดงัภาพท่ี 2.4 ซ่ึงจากกราฟ
พบวา่ในระยะช่วงแรกๆเส้นกราฟจะเป็นเส้นตรง ปริมาณของผลิตผลท่ีเกิดข้ึนจะเป็นสัดส่วนโดยตรง
ต่อเวลา แต่เม่ือ เวลาผา่นไปนานๆ ผลิตผลท่ีไดจ้ะมีปริมาณนอ้ยลงและไม่แปรผนัตรงกบัเวลา กราฟจะ
เป็นเส้นโคง้ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสาเหตุ  เช่น ปริมาณของสารตั้งตน้ท่ีเหลือมีจ านวนนอ้ยลงเพราะถูก
ใชไ้ปมากแลว้ หรือปริมาณของผลิตผลเพิ่มมากข้ึนถึงระดบัท่ีท าใหป้ฏิกิริยาเขา้สู่จุดสมดุลหรือเกิดการ
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ยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซม ์ดงันั้นในทางปฏิบติัจึงตอ้งท าปฏิกิริยาภายในระยะเวลาสั้นๆ (พจน์  ศรีบุญ
ลือ และคณะ ,2540) 
 

 
ภาพที ่2.4 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณของผลิตผลกบัเวลาของการท างานของปฏิกิริยาเอนไซม ์
ทีม่า : พจน์  ศรีบุญลือ และคณะ ,2540 
 
 ฉ. สารยบัยั้งปฏิกริิยาของเอนไซม์ (enzyme inhibitors) 
  การท างานของเอนไซมส์ามารถหยดุย ั้งไดด้ว้ยตวัยบัย ั้งเอนไซม ์   ตวัเร่งเอนไซมคื์อ
โมเลกุลท่ีช่วยส่งเสริมการท างานของเอนไซม ์  ยาและยาพิษส่วนมากเป็นตวัยบัย ั้ง และส่งเสริมเอนไซม ์
การแพทยแ์ละเภสัชกรรมดว้ยยาต่าง ๆ หลายชนิดท่ีรักษาโรคเน่ืองจากไปยบัย ั้งปฏิกิริยาเอนไซมบ์าง
ปฏิกิริยา เช่น พวกยาปฏิชีวนะมีฤทธ์ิยบัย ั้งปฏิกิริยาเอนไซมท่ี์จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย   
เป็นตน้ 

 2.1.5 การยงัยั้งการท างานของเอนไซม์   
   สารยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซม ์  มีทั้งสารอนินทรีย ์และสารอินทรีย ์   สารอนินทรียท่ี์ยบัย ั้ง

ปฏิกิริยาของเอนไซม ์ เช่น โลหะหนกัต่างๆ  เป็นตน้    สารอินทรียท่ี์ยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซม ์เช่น
สารประกอบฟีโนลิค หรือโปรตีน  เป็นตน้ สารยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซมส์ามารถเป็นออกได ้2 พวก
โดยดูต าแหน่งท่ีมนัเขา้ท าการยบัย ั้ง คือ  1. สารท่ีเขา้ร่วมกบัเอนไซมใ์นต าแหน่งเดียวกบัสารตั้งตน้ หรือ
บริเวณเร่ง(catalytic site) 2.สารท่ีเขา้ร่วมในต าแหน่งอ่ืนซ่ึงเรียกวา่ต าแหน่งแอลโลสเตลิก ( allosteric 
siteหรือ active site )  
  

       2.1.6 ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม์ (specificity of enzyme) 
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 เอนไซมจ์ะเร่งปฏิกิริยาจ าเพาะเจาะจง คือเร่งการเปล่ียนแปลงของสารเพียงชนิดใดชนิดหน่ึง 
ไดแ้ก่ ความจ าเพาะเจาะจงแบบสมบูรณ์ ( absolute specificity) ความจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดของหมู่ธาตุ 
(group specificity) ความจ าเพาะเจาะจงชนิดของปฏิกิริยาหรือชนิดของพนัธะเคมี ( reaction of linkge 
specificity) ความจ าเพาะเจาะจงต่อลกัษณะการจดัวางตวัของหมู่ธาตุ (stereo chemical specificity)  
 

2.2  เอนไซม์ อะซิตลิโคลนีเอสเทอเรส  
   อะซิติลโคลีนเอสเตอเรส ( acethylcolinesterase ) เป็นเอนไซมท่ี์มีหนา้ท่ีในการท าลายสารอะซิ
ติลโคลีนซ่ึงเป็นตวักลางส าคญัในการรับส่งสัญญาณระหวา่งเซลลห์รือสารส่ือประสาทซ่ึงจะหลัง่
ออกมาจากปลายของใยประสาทอตัโนมติัซ่ึงเส้นประสาทเหล่าน้ีจะส่งกระแสประสาทไปยงัอวยัวะและ
เน้ือเยือ่ต่างๆในร่างกาย อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสมีพบมากในสัตวมี์กระดูกสันหลงั  สามารถสกดั
ออกมาไดจ้ากสัตวห์ลายชนิด  สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม นก ปลา สัตวเ์ล้ือยคลาน และแมลง     รวมทั้งพบใน
อวยัวะท่ีท าใหเ้กิดไฟฟ้าของปลา เมด็เลือดแดงของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม เน้ือเยือ่สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมและ
แมลง เอนไซมน้ี์ท่ีอยูใ่นระบบประสาทส่วนกลาง อวยัวะ และต่อมต่างๆ ถูกควบคุมการท างานดว้ย
ระบบประสาทอตัโนมติัส่วนท่ีเรียกวา่ พาราซิมพาเทติก (parasympathetic)    เอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอส
เทอเรสถูกยบัย ั้งการท างานไดด้ว้ยสารก าจดัแมลงกลุ่มออร์แกโนฟอสเฟตท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าประมาณ 
10-5M   เม่ือร่างกายไดรั้บสารท่ียบัย ั้งการท างานของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสแลว้ ก็จะมีการสะสมของ
สารอะซิติลโคลีนข้ึนในร่างกาย สารอะซิติลโคลีนจะไปกระตุน้ตวัรับของตวัมนั  ท าใหมี้การส่งกระแส
ประสาทอยูต่ลอดเวลา  
 อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจะท างานไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ 40  ํ C และจะเสียสภาพไปท่ีอุณหภูมิ  
60  ํ C และ pH ท่ีเหมาะสมคือ 7.5-9 และตวัยบัย ั้งคือ 1,5-bis(4-allyldimethylammonium phenyl 
pentan-3-one) และเสียสภาพดว้ยแอลกอฮอลท่ี์ 78 %  (ศศิธร  แท่นทองและคณะ,2550) 
  

 2. 2.1 อาการทีเ่กดิขึน้ตามแหล่งทีส่ะสมของอะซิติลโคลนี  
 สารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และ คาร์บาเมตมีความเป็นพิษต่อระบบประสาท   มีผลต่อเอนไซม์
โคลีนเอสเตอเรส (cholinesterase)  มีการจบักบัเอนไซมเ์อนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสจะท าใหเ้กิดพิษแลว้
สลายตวัไดเ้อง  พิษเกิดจากการตา้นโคลีนเอสเตอเรส   มีผลต่อกลา้มเน้ือเรียบ เช่น  หวัใจ  และกระเพาะ
อาหารท าใหเ้กิดอาการคัง่ของอะซิลโคลีนในปริมาณนอ้ย ๆ  จะมีฤทธ์ิกระตุน้  แต่เม่ือปริมาณมากกลบั
ออกฤทธ์ิท าลายหรือท าใหเ้ป็นอมัพาต  อาการท่ีแสดง พิษเร่ิมดว้ยคล่ืนไส้  วงิเวยีน  อ่อนเพลีย  
กลา้มเน้ือหดตวัเป็นหยอ่ม ๆ  แน่นหนา้อก  นอกจากน้ีมีอาการอาเจียน  ทอ้งเดิน  ตาพร่า  น ้าลายออก
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มากกวา่ปกติ  และซึมลง  อาการรุนแรงท าใหห้มดสติน ้าลายฟูมปาก   การตายเกิดจากการหายใจ
ลม้เหลว ท าให ้ ป่วย และตายได ้ ในแมลง และเป็นพิษกบัคนดว้ย   ( ศศิธร แท่นทอง และคณะ, 2550)  
     อาการท่ีเกิดข้ึนตามแหล่งท่ีสะสมของอะซิติลโคลีน  แบ่งไดด้งัน้ี 
  ก. อาการทางประสาท จะเกิดอาการเบ่ืออาหาร คล่ืนไส้ อาเจียน ทอ้งเดิน น ้าตาไหล เหง่ือ
ออก ม่านตาหดตวั กลั้นอุจจาระไม่ได ้มีเสมหะมาก 

 ข. อาการทางกลา้มเน้ือ จะเกิดอาการกระตุกของกลา้มเน้ือโดยเฉพาะท่ีล้ิน บริเวณหนา้และ
ล าคอ หรือกระตุกทัว่ร่างกาย เกิดอาการอ่อนเพลียและเป็นอมัพาต 

 ค. อาการทางสมอง จะเกิดอาการปวดศรีษะ มึนงง อาจชกัและหมดสติได้ 
 

 2. 2.2 การยบัยั้งอะซิติลโคลนีเอสเทอเรสโดยสารกลุ่มออร์แกโนฟอสเฟต 
 สารออร์แกโนฟอสเฟตถูกน ามาใชเ้ป็นสารก าจดัแมลงกนัอยา่งแพร่หลาย  สารน้ีมีการยบัย ั้ง
การท างานของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ได ้2 วธีิ วธีิแรกคือ ยบัย ั้งโดยตรง เช่น ได โคลวอส 
(Dichlovos) วธีิท่ีสองยบัย ั้งการท างานของเอนไซมโ์ดยทางออ้ม เม่ือออร์แกโนฟอสเฟตเขา้สู่ร่างกายจ
จะเปล่ียนโครงสร้างทางเคมีท าใหเ้กิดสารใหม่ท่ีก่อใหเ้กิดความเป็นพิษต่อร่างกาย โดยเกิดกระบวนการ
ออกซิเดทีฟดีซลัฟูเรชนั ( oxidativedesulfuration )  ในสูตรโครงสร้างทัว่ไปของออร์แกโนฟอสเฟตจาก
ต าแหน่ง P=S เปล่ียนเป็น P=O โดย  mixed  function  oxidases ( MFO ) ท่ีอยูใ่น  endoplasmic  
reticulum  ในตบั ล าไส้ ไต และปอด ท าให้ สารใหม่ท่ีเกิดข้ึนใหม่มีความเป็นพิษมากกวา่เดิม 
ตวัอยา่งเช่น พาราไทออน  มาลาไทออน  เป็นตน้  
  สารอะซิติลโคลีน ท่ีไม่ถูกไฮโดรไลซ์ ท าใหเ้กิดการสะสมของอะซิติลโคลีนบริเวณรอยต่อ
ของเซลลป์ระสาทมากข้ึนจึงเกิดการกระตุน้ของเซลลป์ระสาทหรือกลา้มเน้ือบริเวณนั้นอยา่งต่อเน่ือง มี
ผลท าใหเ้กิดการเหน่ือยลา้และอาการชกัต่อเน่ืองอยา่งรุนแรง 
  

2.3  เทคนิคการแยก 
 
สารท่ีสนใจในการวเิคราะห์ถูกแยกออกจากสารท่ีรบกวนในการวเิคราะห์โดยอาศยัคุณสมบติั

ทางเคมีและทางฟิสิกส์ท่ีต่างกนั เทคนิคในการแยกมีหลายวธีิดงัตารางท่ี 1.1 
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ตารางท่ี 1.1  การจ าแนกเทคนิคในการแยก 
 
สมบติัพื้นฐานท่ีใช้

ในการแยก 
เทคนิคในการแยก 

ขนาด 
 
 
 
มวลและความ

หนาแน่น ( density ) 
 
การท าใหเ้กิด

สารประกอบ(complex 
formation ) 

 
เปล่ียนสถานะทาง

ฟิสิกส์(change in physical 
state  ) 

 
 
เปล่ียนสถานะทาง

เคมี(change in chemical state ) 
 
 
 

การแบ่งส่วนระหวา่งเฟส        
( partitioning between phase ) 

กรอง, ไดอะไลซีส (dialysis ),ไซซ์เอกซ์คลูซนัโครมาโทรกราฟี ( 
size – exclusion chromatrography ) 

 
 

การหมุนเหวีย่ง ( centrifugation ) 

 
 

การเติมรีเอเจนตล์งไปเพื่อใชป้้องกนัการรบกวนอนัเน่ืองจาก
ส่วนประกอบอ่ืน ๆ ท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งท่ีมีผลต่อสัญญาณของสารท่ี
สนใจในการวเิคราะห์ภาษาองักฤษท่ีใชค้  าวา่ masking 

 
การกลัน่ ( distillation ),การระเหิด ( sublimation ),การตกผลึก
ใหม่ ( recrystallization ) 

 
 
 

การตกตะกอน ( precipitation ),การแลกเปล่ียนไอออน ( ion- 
exchange ),การแยกโดยใชข้ั้วไฟฟ้า (electrodeposition), การท า
ใหเ้กิดไอ (volatilization) 

 
 

การสกดั ( extraction ),โครมาโทรกราฟี ( chromatrograpy ) 

ท่ีมา: (Harvey,  2000 : 205 ) 
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2.3.1  การแยกโดยอาศัยขนาด 
การแยกโดยอาศยัขนาดเป็นการแยกอยา่งง่ายโดยอาศยัสมบติัทางฟิสิกส์  โดยอาศยัขนาดท่ี

ต่างกนัเพื่อแยกสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงท่ีรบกวนออกจากกนั  เทคนิคการแยกโดยอาศยัขนาดแบ่ง
ออกดงัน้ี 

ก.  การกรอง 
การแยกโดยอาศยัขนาดเป็นการแยกอยา่งง่ายโดยอาศยัสมบติัทางฟิสิกส์ โดยอาศยัขนาดท่ี

ต่างกนัเพื่อแยกสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงท่ีรบกวนออกจากกนั การกรองเม่ือใชก้ระดาษกรองท่ีมีขนาด
ต่างกนั อาศยัแรงดึงดูดระหวา่งโลก ท าใหส้ารท่ีมีขนาดต่างกนัแยกออกจากกนัได ้หรือท าใหส้ารท่ีไม่
ละลายในตวัท าละลายแยกออกจากสารท่ีละลายในตวัท าละลายได ้ในการวเิคราะห์น ้าเราสามารถกรอง
เพื่อวเิคราะห์หาสารแขวนลอย  (suspended  solid)  ท่ีอยูใ่นน ้าได ้ ในการวเิคราะห์โดยการชัง่น ้าหนกั  
(gravimetry)  ขั้นตอนการตกตะกอนกรองแลว้ชัง่น ้าหนกั  การกรองเป็นขั้นตอนหน่ึงท่ีจะแยกสารท่ี
ละลายของไอออนต่าง  ๆ  ออกจากตะกอนของสารท่ีสนใจวเิคราะห์ 

ข. ไดอะไลซีส 
        เป็นเทคนิคการแยกสารท่ีมีขนาดโมเลกุลหรือไอออน (ion) ท่ีต่างกนัออกจากกนัโดยเยือ่

ไดอะไลซีสเป็นเยือ่ท่ียอมใหส้ารบางชนิดท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กผา่นได ้ สารขนาดเล็กท่ีผา่นเยือ่ได ้ เช่น  
Na+ , Cl-  , C6H 12O6   เทคนิคน้ีใชส้ าหรับการแยกสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงรบกวนในการวเิคราะห์
ออกจากกนั  เยือ่ไดอะไลซีสท ามาจากเซลลูโลส  (cellulose)  มีขนาดของรูประมาณ  1-5  นาโนเมตร  
(nm)  สารแต่ละชนิดมีความสามารถในการแพร่ผา่น (diffusion) เยือ่ไดอะไลซีสไดต่้างกนั    ใส่สาร
ผสม  เช่น  แป้งผสมน ้าตาลในถุงไดอะไลซีส  แลว้น าไปแช่ในสารละลายท่ีไม่เหมือนกบัสารละลายท่ี
อยูใ่นถุงไดอะไลซีส    น ้าตาลท่ีอยูใ่นถุงไดอะไลซีสและสารละลายท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กกวา่รูของถุง
ไดอะไลซีสจะซึมผา่นเยือ่ได ้ ส่วนสารท่ีมีขนาดใหญ่ไม่สามารถผา่นเยือ่ไดจ้ะอยูใ่นถุง  เช่น  แป้ง      
ไดอะไลซีสใช ้      ส าหรับแยกโปรตีน  ฮอร์โมนและเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ    ในร่างกายไตท าหนา้ท่ีใน
การกรองของเสีย  เช่น  ยเูรีย  กรดยริูก และครีทีนีน  (cretinine)  ออกจากร่างกายโดยวธีิไดอะไลซีส
เช่นกนั   
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ภาพท่ี  2.5  แสดงการท างานของไดอะไลซีส 
ก. สารท่ีตอ้งการท าใหบ้ริสุทธ์ิบรรจุในถุงไดอะไลซีสใส่ไวใ้นตวัท าละลาย 
ข. อนุภาคเล็กจะไหลผา่นเขา้ออกถุงไดอะไลซีสไดส่้วนอนุภาคใหญ่ยงัคงอยูใ่นถุง 

ท่ีมา  (ดดัแปลงมาจาก  Harvey,  2000  :  206) 
 

 ค.ไซซ์เอกซ์คลูซันโครมาโทกราฟี 
        เป็นวธีิการแยกของผสมท่ีมีขนาดต่างกนัออกจากกนัโดยผา่นอนุภาคท่ีมีรูเล็ก  ๆ  สารใดมี

ขนาดเล็กจะออกมาชา้  สารท่ีมีขนาดใหญ่จะออกมาเร็วกวา่เน่ืองจากสารขนาดเล็กรอดเขา้ไปในรูได ้ 
ไซซ์เอกซ์คลูซนัโครมาโทรกราฟีบางคร้ังเรียกวา่  เจลเพอมีเอชนัโครมาโทรกราฟี  (gel  permeation  
chromatography)  หรือโมเลคูลาเอกซ์คลูซนัโครมาโทรกราฟี (molecula exclusion chromatography )  
หลกัการโครมาโทรกราฟีชนิดน้ีคือ  ความสามารถในการแยกข้ึนกบัขนาดของโมเลกุลสารท่ีใชบ้รรจุ
ในคอลมัน์คือ  เดกซ์ทริน  (dextrin)  หรือพอลิอะครายลามาย (polyacrylamide)  ซ่ึงเป็นสารท่ีภายใน
อนุภาคมีรูเล็ก ๆ ขนาด 10 ไมครอน(m)  ซ่ึงเกิดจาการเช่ือมโยง (cross-linked)  กนัภายในอนุภาค  
ขนาดของรูข้ึนอยูก่บัองศาของการเช่ือมโยง (degree of cross-linked)   ยิง่มีองศาของการเช่ือมโยงมาก
จะท าใหข้นาดรูเล็ก  ตวัอยา่งท่ีตอ้งการแยกจะถูกใส่เขา้ไปในกระแสของตวัท าละลายซ่ึงใชปั้มป์ดูดผา่น
คอลมัน์ดว้ยอตัราเร็วสม ่าเสมอ  อนุภาคขนาดเล็ก ๆ ในตวัอยา่งจะผา่นเขา้ไปในรูของสารท่ีบรรจุอยูใ่น
คอลมัน์อนุภาคขนาดเล็กจะแยกออกไดช้า้เพราะจะผา่นเขา้ไปในรูของสารท่ีบรรจุอยูใ่นคอลมัน์  ส่วน
อนุภาคขนาดใหญ่จะหลุดออกมาก่อน  โครมาโทรกราฟีชนิดน้ีมีการใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการแยกเพื่อ
วเิคราะห์พอลิเมอร์  และชีวเคมีซ่ึงใชใ้นการแยกโปรตีน 
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2.3.2  การแยกโดยอาศัยมวลและความหนาแน่น  
ถา้สารละลายท่ีตอ้งการแยกประกอบดว้ยสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงท่ีรบกวนในการวเิคราะห์  

ซ่ึงมีมวลและความหนาแน่นต่างกนั  การใชว้ธีิหมุนเหวีย่งเป็นวธีิหน่ึงท่ีน่าจะแยกสารออกจากกนัได ้ 
สารละลายของตวัอยา่งถูกบรรจุอยูใ่นหลอดทดลองท่ีใชส้ าหรับเคร่ืองหมุนเหวีย่งแลว้หมุนดว้ย
ความเร็วรอบท่ีสูง ๆ อนุภาคท่ีหนกัซ่ึงอยูใ่นสารละลายจะถูกแรงหมุนเหวีย่งท าใหเ้กิดการ
ตกตะกอนอยูท่ี่กน้ของหลอดทดลองไดเ้ร็วกวา่อนุภาคท่ีเบา  อนุภาคท่ีมีความหนาแน่นเท่ากนัแต่
มวลต่างกนัอนุภาคท่ีหนกักวา่จะตกตะกอนเร็วกวา่  อนุภาคท่ีมีมวลเท่ากนัแต่ความหนาแน่นต่างกนั
อนุภาคท่ีมีความหนาแน่นมากกวา่จะตกตะกอนเร็วกวา่  การหมุนเหวีย่งเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีส าคญัท่ี
ใชใ้นการแยกสารชีวโมเลกุล 

2.3.3  การแยกสารชีวโมเลกลุออกจากเซลล์  
 การแยกสารชีวโมเลกุลออกจากเซลลแ์ละท าใหบ้ริสุทธ์ิ  สารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น   เอนไซม ์
เป็นตน้ สามารถแยก   โดยเทคนิคดงัน้ี ( บณัฑิต  ลีละศาสตร์, 2540 ) 
 
 ก. การท าให้เซลล์แตก 
 การแยกสารชีวโมเลกุลท่ีอยูใ่นไซโทพลาสซึมของเซลล ์จะตอ้งจดัการท าใหเ้ซลลแ์ตก
เสียก่อนโดยวธีิต่าง  ๆ เพื่อปลดปล่อยสารนั้นออกมา  โดยวธีิต่างๆ ดงัน้ี 
 1. การใชแ้รงดนัออสโมซิส โดยการเติมน ้าหรือน าเซลลล์งแช่ในสารละลายไฮโปโทนิค 
ซ่ึงเป็นสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ของสารละลายต ่ากวา่ความเขม้ขน้ภายในเซลลใ์นภาวะเช่นน้ีโมเลกุล
ของน ้าจะแพร่เขา้สู่เซลลท์  าใหเ้ซลลบ์วมและแตกออก วธีิน้ีใชไ้ดดี้กบัเซลลส์ัตว ์ 
 2. ใช้ วธีิแช่เยน็เซลลใ์หแ้ขง็แลว้ท าใหอุ่้นข้ึนทนัที  
 3.ใช้ สารละลายอินทรีย ์เช่นอะซีโตนหรือโทลูอีนก็อาจท าใหเ้ซลลแ์ตกได ้แต่สารละลาย
อินทรียเ์หล่าน้ีก็อาจท าใหส้ารชีวโมเลกุล เช่น โปรตีนบางชนิดเสียสภาพไดเ้หมือนกนั  
 4. การบดเซลลใ์นทรายหรืออะลูมินา  
 โดยปกติแลว้จะใชว้ธีิใดก็ตามจะท าใหเ้ซลลแ์ตกในสารละลายท่ีมี pH และความแรง
ไอออนเหมือนในเซลล ์วธีิการท าใหเ้ซลลแ์ตกท่ีใชว้ธีิทางกายภาพส่วนใหญ่จะเกิดความร้อนซ่ึงถา้
อุณหภูมิสูงจะท าใหส้ารชีวโมเลกุลโดยเฉพาะอยา่งยิง่เอนไซมส่์วนมากเสียสภาพธรรมชาติ (denature) 
จึงจ าเป็นตอ้งท าใหเ้ซลลแ์ตกและแยกองคป์ระกอบต่างๆท่ีอุณหภูมิต ่า งานทางดา้นชีวเคมีจึงมกัท าใน
หอ้งเยน็  หลงัจากเซลลแ์ตกแลว้ขั้นตอนต่อไปคือการน าส่วนท่ีไดม้าก าจดัเศษเซลล ์หรือเซลลท่ี์
หลงเหลือออกไป  นอกจากน้ีอาจจะแยกสารท่ีไม่ตอ้งการออกไปดว้ยวธีิการดงัต่อไปน้ี 
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 1. การกรองหรือการป่ันเหวีย่ง (centrifugation) คือ การท าใหส้ารท่ีมีขนาดต่างกนั ความ
หนาแน่นและรูปร่างต่างกนัแยกออกจากกนัโดยอาศยัแรงหนีศูนย ์เคร่ืองมือท่ีใชเ้รียกเคร่ืองเหวีย่งหรือ
เคร่ืองเซนตริฟิวจ ์(centrifuge)   โดยอาศยัหลกัการท่ีวา่องคป์ระกอบท่ีหนกักวา่จะถูกเหวีย่งใหต้กลงมา
ก่อนท่ีความเร็วรอบของการเหวีย่ง  
 2.การ ตกตะกอนดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์หรือสารละลาย เป็นตน้    
 ข. การแยกสารชีวโมเลกุล 
 หลกัการแยกและท าใหส้ารชีวโมเลกุลบริสุทธ์ิ สามารถแบ่งออกไดห้ลายวธีิทั้งน้ีข้ึนอยูก่บั
คุณสมบติัเฉพาะตวัของสารแต่ละชนิด  ดงัตารางท่ี 2.1 
 
ตารางที ่2.1    หลกัการแยกและท าสารชีวโมเลกุลใหบ้ริสุทธ์ิ 
 

คุณสมบติั วธีิการ 
ขนาดหรือมวล - การป่ันเหวีย่ง(Centrifugation) 

- Gel filtration 
- ไดอะไลซิส(Dialysis ), 
Ultrafiltration 

ประจุ - Ion-exchange chromatography 
- Electrophoresis 
- Isoelectric focusing 

ความสามารถในการละลาย - เปล่ียน pH 
- เปล่ียนค่า ionic strength 
- ลดค่า dielectric constant 

ความจ าเพาะกบัสารบางชนิด - Affinity chromatography 
- Affinity elution 

  
  
 สารชีวโมเลกุลท่ีแยกจากเซลลม์กัมีปริมาณนอ้ย เม่ือแยกมาอยูใ่นสารละลายบฟัเฟอร์ 
มกัจะเจือจางไม่สะดวกในการศึกษาและแยกบริสุทธ์ิ วธีิการท าใหส้ารชีวโมเลกุลเขม้ขน้ข้ึนมีหลายวธีิ 
เช่น การตกตะกอนดว้ยเกลือหรือตวัท าละลายอินทรีย์         ไลโอฟิไลเซชนั ( lyophillization หรือ freeze 
- drying) เป็นวธีิเก่าในการท าใหส้ารละลายทางชีวภาพเขม้ขน้ข้ึน และยงัคงใชอ้ยูโ่ดย เฉพาะอยา่งยิง่
เพื่อการเก็บและขนส่งสารชีวภาพ เป็นวธีิท่ีขจดัตวัท าละลายจากตวัอยา่งท่ีแช่แขง็   วธีิน้ีมีประสิทธิภาพ
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ส าหรับการท าใหส้ารท่ีไวต่อความร้อนใหแ้หง้หรือเขม้ขน้สารท่ีระเหยท่ีภาวะอุณหภูมิและความดนัต ่า
จะถูกขจดัออก ส่วนท่ีไม่ระเหย เช่น โปรตีน เกลือ บฟัเฟอร์ เป็นตน้ จะเขม้ขน้ข้ึน 

 2. 3.4 หลกัการแยกและท าให้สารเอนไซม์บริสุทธ์ิ 
มีการพฒันาเทคนิคต่าง ๆมากมายในการแยกและวเิคราะห์สารชีวโมเลกุลเทคนิคท่ีมี

ประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการแยกบริสุทธ์ิสารชีวโมเลกุลทุกชนิดคือ โครมาโทกราฟี (chromatography) 
 ก. โครมาโทกราฟีแบบดูดซับ (absorption chromatography) 
โครมาโทกราฟีแบบดูดซบั เป็นโครมาโทกราฟีแบบท่ีตวักลางท่ีอยูก่บัท่ีเป็นของแขง็ท่ีมีสมบติัดูดซบั
สารต่าง ๆ และมีสารละลายท าหนา้ท่ีเป็นตวัชะสารเหล่านั้น การแยกสารข้ึนอยูก่บัความสามารถของ
ตวักลางท่ีอยูก่บัท่ีในการดูดซบัสารแต่ละชนิดไวไ้ม่เท่ากนั ระหวา่งในการแยก 
 ข.  โครมาโทกราฟีแบบอาศัยการแบ่งละลาย (partition chromatography) 
 วธีิโครมาโทกราฟีนั้นระหวา่งสารตวักลางและตวัชะตวักลางมกัเป็นของเหลว
หรือก๊าซซ่ึงติดอยูก่บัตวัค ้าจุนสารท่ีตอ้งการแยกใหบ้ริสุทธ์ิจะละลายในตวักลางส่วนหน่ึง อีกส่วนหน่ึง
อยูใ่นตวัชะ ดงันั้นจะมีการแบ่งละลายของสารระหวา่งตวักลางและตวัชะ  อตัราส่วนระหวา่งความเขม้
ขั้นของสารท่ีละลายในตวักลางและชะซ่ึงเรียกวา่สัมประสิทธ์ิของการแบ่งละลาย ( partition coefficient, 
Kp) จะมีค่าคงท่ีเสมอ  
 ค. โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลีย่นไอออน (ion – exchange chromatography) 
                               โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนมีตวัค ้าจุนจะเป็นโพลีเมอร์ ท่ีมีประจุท า
หนา้ท่ีเป็นตวักลางท่ีอยูก่บัท่ีท่ีจบักบัตวัถูกละลายในตวักลางท่ีเคล่ือนท่ี ตวัค ้าจุนท่ีมีตวัแลกเปล่ียนประจุ
น้ีเรียกวา่ ion-exchange resin เช่น คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส( carboxymethyl cellulose) เป็นเซลลูโลสท่ี
มีหมู่คาร์บอกซีเมทิล ( carboxymethyl,CM) ซ่ึงถือประจุลบจะจบักบัสารท่ีมีประจุบวกโมเลกุลใน
ตวักลางท่ีเคล่ือนท่ีเรียกวา่ ตวัแลกเปล่ียนประจุบวก ( cationic exchange) ในทางตรงขา้มถา้ตวั
แลกเปล่ียนถือประจุบวก เช่น โพลีสไตรีน  
 ง. แอฟฟินิตีโครมาโตรกราฟี (affinity chromatography) 
                                แอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการท าใหส้ารชีวโมเลกุลใหบ้ริสุทธ์ิ
อยา่งมีประสิทธิภาพสูง โดยอาศยัสมบติัจ าเพาะของสารท่ีตอ้งการแยก เช่น ถา้ตอ้งการแยก 
concanavalin A ซ่ึงเป็นโปรตีนจากพืชใหบ้ริสุทธ์ิ และเราทราบวา่ concanavalin A ต่างจากโปรตีนชนิด
อ่ืนท่ีสามารถจบักบัน ้าตาลกลูโคส เราอาจสร้าง affinity column โดยตรึงน ้าตาลกลูโคสไวก้บัตวักลาง
เม่ือผา่นสารผสม concanavalin A จะจบักลูโคสเม่ือลา้งโปรตีนอ่ืนออกเราสามารถชะ concanavalin A 
ท่ีตอ้งการออกไดโ้ดยใชส้ารละลายกลูโคสความเขม้ขน้สูง 

 จ. เจลฟิลเตรชันโครมาโทกราฟี (gel filtration chromatography) 
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 เจลฟิลเตรชนัโครมาโทกราฟีหรือ gel exclusion หรือ molecular sieve chromatography เป็นเทคนิคการ
แยกสารผสมออกจากกนัตามขนาดของโมเลกุล ในการแยกสารชีว-โมเลกุลขนาดใหญ่ออกจากสารท่ีมี
ขนาดเล็กมาก   

 เทคนิคทางโครมาโทกราฟีเป็นวธีิการซ่ึงใชแ้ยกโมเลกุลต่าง ๆ ออกจากกนัโดยอาศยั
สมบติัต่าง ๆ ของโมเลกุล ส าหรับเจลฟิลเตรชนันั้น เป็นโครมาโทกราฟีท่ีสามารถแยกโมเลกุลท่ีมีขนาด
แตกต่างกนั และจดัเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกสารท่ีมีมวลโมเลกุล ในช่วง 10 ,000 -
100,000 ดงันั้นจึงท าใหเ้จลโครมาโทกราฟีมีความส าคญัในการแยกสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ใหบ้ริสุทธ์ิไม่
วา่จะเป็นกรดนิวคลีอิค โพลีแซคคาไรด ์ ชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ  ดว้ย เจลส่วนมากท ามาจากเด็กซ์ทราน อะกา
โรสหรือโพลีอะคริละไมด ์และเจลเหล่าน้ีสามารถแยกออกไดห้ลายชนิดตามขนาดของรูพรุนเพื่อแยก
สารในช่วงการแยกเหมาะสมกบัสารท่ีตอ้งการแยกดว้ยดงัตารางท่ี 2.2 เป็นตวัอยา่งเจลท่ีใชใ้นขนาด
ต่างๆ 
ตารางที ่2.2 ตวัอยา่งเจลท่ีใชใ้นขนาดต่าง ๆ  

ช่ือการค้า ชนิดของเจล ช่วงการแยกตามขนาด (Kd) 
sephadex G-10 
sephadex G-25 
sephadex G-50 

  sephadex G-100 
  sephadex G-200 

bio-Gel P-2 
bio-Gel P-6 

  bio-Gel P-10 
  bio-Gel P-30 
bio-Gel P-100 
bio-Gel P-300 
sepharose 6B 
sepharose 4B 

 

dextran 
dextran 
dextran 
dextran 
dextran 

polyacrylamide 
polyacrylamide 
 polyacrylamide  
polyacrylamide 
polyacrylamide 
polyacrylamide 

agarose 
agarose 
agarose  

0.05-0.7 
1-5 

1-30 
4-150 
5-600 

0.1-1.8 
1-6 

125-20 
2.4-40 
5-100 

60-400 
10-4,000 

60-20,000 
70-40,000 

ทีม่า : บณัฑิต ลีละศาสตร์, 2540  
 ฉ. อเิลก็โตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
 อิเล็กโตรโฟรีซิส  เป็นค าท่ีใชอ้ธิบายการเคล่ือนท่ีของอนุภาคท่ีมีประจุใน
สนามไฟฟ้า โพลีเมอร์ทางชีวภาพ ( biological polymer) ส่วนใหญ่มีประจุจึงสามารถเคล่ือนใน
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สนามไฟฟ้าได ้อาศยัสมบติัต่าง ๆ ของแมโครโมเลกุล ( macromolecule) ตวัอยา่งเช่น มวลโมเลกุลของ
โปรตีน ความแตกต่างของโมเลกุลในแง่ประจุสุทธิ รูปร่างของโปรตีน รวมทั้งการแยกโมเลกุลท่ีต่างกนั
ดว้ย อิเล็กโตรโฟรีซิส สามารถแบ่งออก 2 ชนิดดงัน้ี 
 (1) อเิลก็โตรโฟรีซิสแบบโพลอีะคริลาไมด์เจล ( polyacrylamide gel 
electrophoresis, PAGE)   อิเล็คโตรโฟรีซิสแบบโพลีอะคริลาไมดเ์จลหรือท่ีเรียกยอ่ๆ วา่ PAGE เป็น
เทคนิคท่ีนิยมใชใ้นงานวเิคราะห์โปรตีนและสารผสมโปรตีน ไอออนท่ีมีประจุเม่ืออยูใ่นสนามไฟฟ้าจะ
เคล่ือนท่ีได ้โปรตีนก็เช่นเดียวกนั เป็นแมโครโมเลกุลท่ีมีประจุท่ี pH  ต่างๆ เพราะฉะนั้นจึงเคล่ือนท่ีได้
ในสนามไฟฟ้าและอตัราการเคล่ือนท่ีจะข้ึนอยูก่บัความหนาแน่นของประจุ ( charge density) ของ
โปรตีน ความหนาแน่นของประจุหมายถึงอตัราส่วนของประจุต่อมวล ( charge/mass) ถา้อตัราส่วนน้ีสูง
จะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว เม่ือใหส้นามไฟฟ้ากบัสารละลายโปรตีนผสม โปรตีนแต่ละชนิดจะเคล่ือนท่ีดว้ย
อตัราเร็วท่ีต่างกนัท าใหแ้ยกออกจากกนัได ้
 (2) อเิลค็โตรโฟรีซิสแบบ SDS-โพลอีะคริลาไมด์เจล ( SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE)  ในปัจจุบนัการท า PAGE มกันิยมใชส้ารซกัฟอกท่ีมีช่ือวา่ โซเดียมโด
เดคิลซลัเฟตหรือ SDS ในระบบบฟัเฟอร์ร่วมกบัสารท่ีสลายพนัธะไดซลัไฟด ์( disulfide bond) การท า 
PAGE ท่ีมี SDS เรียกวา่ SDS-PAGE เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการแยกหน่วยยอ่ยของโปรตีนและหามวล
โมเลกุลของมนั SDS 1.4 กรัม/สายโพลีเมอร์เพพไทด ์1 กรัม SDS-โพลีเพพไทดค์อมเพล็กซ์ ( SDS-
polypeptide complex) น้ีมีรูปร่างเป็นแท่ง   เน่ืองจากสายโซ่โพลีเพพไทดเ์ม่ือถูกจบัดว้ย SDS จะคลาย
การขดเป็นสายยาว คอมเพลกซ์น้ีมีประจุเป็นลบ(เน่ืองจาก SDS ไปบดบงัประจุของโปรตีน) ทุก
คอมเพลกซ์จะเคล่ือนท่ีไปในทางทิศทางเดียวกนั เม่ือเปรียบเทียบการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐาน ท่ี
ทราบมวลโมเลกุล จะท าใหท้ราบถึงมวลโมเลกุลของสายโซ่โพลีเพปไทด ์

  

2.4 การเส่ือมสภาพของเอนไซม์ 
    การเส่ือมสภาพของเอนไซม์ เป็นการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน   เป็นการ
เปล่ียนแปลงสภาพตามธรรมชาติของโปรตีน (native conformation) ท่ีปกติท างานไดดี้ ใหก้ลายเป็น
โปรตีนท่ีท างานไดน้อ้ยลงหรือสูญเสียหนา้ท่ีไป และยงัอาจมีการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัอ่ืนๆของ
โปรตีนดว้ย  สาเหตุท่ีท าใหก้ารเส่ือมสภาพของเอนไซม์ ดงัต่อไปน้ี (เนตรนภิส  ธีระ ,2552) 

  2.4.1 สารเคม ี(chemical agents)     
  ก. กรดหรือด่างแก่และตวัท าละลายอินทรียบ์างตวัจะท าลาย H-bond และ salt bridges  

reducing agents เช่น -mercaptoethanol, dithiothreitol จะท าลายพนัธะ disulfide ใหก้ลายเป็นหมู่ 
sulfhydryl ส่วน urea จะท าลาย H-bond และ hydrophobic interaction  
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          ข.  เกลือท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จะมีผลท าใหก้ารละลายของโปรตีนดีข้ึนหรือแยล่งได ้
เช่น fibrous protein ปกติจะละลายน ้าไดย้าก ถา้มีการเติมเกลือลงไปเล็กนอ้ยจะท าใหโ้ปรตีนละลายน ้า
ไดดี้ข้ึน (salting in) แต่ถา้เติมเกลือมากเกินไป จะท าใหโ้ปรตีนนั้นตกตะกอนลงมา (salting out)    

 ค. Detergents   จะท าลาย hydrophobic interactions   ของโปรตีน ท าใหส้าย โพลีเพป
ไทด ์ยดืออกจากกนัเป็นสายยาว  
            ง. โลหะหนกั (heavy metals)   จะท าใหโ้ครงสร้างของโปรตีนเปล่ียนแปลงไป เช่น 
ท าลาย salt bridges หรือโลหะหนกัจบัตวักบัหมู่ sulfhydryl ของโปรตีน ท าใหเ้กิดการเสียสภาพของ
โปรตีนได ้    เช่น Ag+, Hg+2 และ Pb+2 ก็สามารถท าใหเ้อนไซมเ์ส่ือมสภาพได้    (ดนยั บุณยเกียรติ , 
2552) 

 

   2.4.2.  สภาพแวดล้อม  
 สภาพแวดลอ้มท่ีไม่ปกติ เช่น การเขยา่แรงๆจนเกิดฟอง (foaming), การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิท่ี
สูงข้ึน ท าใหอ้ณูของโปรตีนสั่นสะเทือนมากข้ึน ส่งผลให ้ H-bond ซ่ึงเป็นพนัธะอยา่งอ่อนถูกท าลายไป
ได ้นอกจากน้ียงัมี physical agents อยา่งอ่ืนๆ เช่น ความดนั , ความเยน็จดัจนแขง็, รังสี ultraviolet, x-
ray, ultrasound ท่ีสามารถท าลายสภาพธรรมชาติของโปรตีนใหสู้ญเสียไปได ้ 
  โปรตีนบางอยา่งเม่ือถูกท าใหค้ลายตวั (unfolding) และเสียสภาพธรรมชาติไป อาจท าใหก้ลบัคืน
สู่สภาพธรรมชาติไดอี้ก (renaturation) ถา้สภาวะเหมาะสม เช่น pH ของตวัท าลายกลบัคืนสู่สภาพท่ี
เหมาะสม ถา้โปรตีนนั้นเป็นเอนไซม ์เอนไซมน์ั้นก็สามารถท างานไดอี้ก  การท าลายสภาพธรรมชาติ
บางคร้ังก็เกิดข้ึนอยา่งถาวร การแขง็เป็นล่ิมดว้ยความร้อน (coagulation) เป็นการท าลายสภาพธรรมชาติ
อยา่งหน่ึงของโปรตีน ท่ีส่วนมากจะกลบัคืนสู่สภาพเดิมไม่ได ้เช่นโปรตีนในไข่ขาว นัน่คือความร้อนจะ
ท าใหโ้ปรตีนถูกท าลายสภาพธรรมชาติก่อนแลว้จึงมีการแขง็ตวัเป็นล่ิม การแขง็เป็นล่ิมบางอยา่งอาจ
เกิดจากปฏิกิริยาเคมี โดยเอนไซมแ์ละปัจจยัต่างๆร่วมดว้ย เช่น  การแขง็เป็นล่ิมของเลือด การ
เส่ือมสภาพของเอนไซม ์ (Denaturation)    เม่ือโครงสร้างของเอนไซมเ์ปล่ียนไปจนสารตั้งตน้รวมกบั
เอนไซมท่ี์ บริเวณเร่งไม่ได ้จะท าใหคุ้ณสมบติัในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมห์มดไป  
 ดงันั้น ในการสกดัเอนไซมห์รือการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ จึงมกัตอ้งท าในท่ีๆมีอุณหภูมิต ่า เพื่อ
ป้องกนัการเส่ือมสภาพของเอนไซมจ์ากความร้อน  เม่ือสกดัออกจากเซลลค์วามทนทานต่ออุณหภูมิสูง
จะลดลง     ออกซิเจน และสารท่ีเป็นสารออกซิไดซ์สามารถท าใหเ้อนไซมห์ลายชนิดเส่ือมสภาพได ้โดย
มกัจะท าใหเ้กิดไดซลัไฟด ์บริดจ ์ (Disulfide Bridges) ในลูกโซ่โพลีเพปไทดท่ี์มี –SH ของกรดอะมิโน
ซีสเตอีน (Cysteine) สารรีดิวซ์สามารถท าใหเ้อนไซมเ์ส่ือมสภาพได้    จะไปท าลายไดซลัไฟด ์บริดจ ์
เกิดเป็น –SH 2 กลุ่ม  

 



 

 

22 

2. 5 เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
  

โคลีนเอสเตอเรสเป็นเอนไซมท่ี์สลายตวัไดง่้าย   เอนไซมน้ี์ใชใ้นการส่งกระแสประสาท   มีอยู่
ในสัตวทุ์กชนิด พบมากในสมองและน ้าเลือด   ไดมี้การสกดัเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส โดยบดสมองกบั
ซิลิกาเจลและฟอสเฟตบฟัเฟอร์   ได้มีการวจิยัสกดัและท าบริสุทธ์ิเอนไซม ์  อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส 
จากสมองววั  สมองหมู และสมองไก่  โดยบดสมองกบัซิลิกาเจลกบัฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 จากนั้น
ท าการตกตะกอนโปรตีนดว้ยความร้อนและเอธานอล    แลว้น าสารสกดัท่ีไดใ้นแต่ละขั้นตอนมาหา
ปริมาณโปรตีน ปริมาณเอนไซม์  และ specific  activity  ไดผ้ลดงัน้ี พบวา่ สารสกดัสมองท่ีมีปริมาณ
โปรตีนมากท่ีสุดคือ สมองหมู สมองววั และไก่ตามล าดบั    ส่วนปริมาณเอนไซม ์และ specific activity 
มากท่ีสุดคือ สมองไก่  สมองววั และสมองหมู 0.00 6 units , 0.0058 units, 0.00046 units ตามล าดบั 
specific activity 3.2 x 10-7 units/mg protein, 3.0 x10-7 units/mg protein  2.0 x 10-8 units/mg protein  
ตามล าดบั  (กิติพงษ ์ฟากเซ และ ชลิน   ยิม้พงัเทียม , 2549)  เน่ืองจากสารปราบศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโน
ฟอสฟเฟต และกลุ่มคาร์บาเมตสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสได้   การวเิคราะห์
สารปราบศตัรูพืชโดยใชเ้อนไซม์ น้ีจึง เป็นวธีิหน่ึงมีการใชต้รวจหาสารปราบศตั รูพืชแบบไม่
เฉพาะเจาะจง  โดยใชต้รวจหาสารในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอ เฟต และกลุ่มคาร์บาเมตไดเ้กือบทุกชนิด  
เอนไซมช์นิดน้ีจะถูกยบัย ั้งโดยสารกลุ่มออร์กาโนฟอส เฟต และกลุ่มคาร์บาเมตท่ีตกคา้งอยูใ่นอาหาร
และพืชผกัอ่ืนๆ ท าใหไ้ม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได ้ เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส เร่งปฏิกิริยาท่ีใช้ อะซิติลโค
ลีน  (acetyl choline, Ach) เป็นสารตั้งตน้   แลว้เปล่ียนเป็น ผลิตภณัฑท่ี์ประกอบดว้ย โคลีน  ( choline)  
และกรดอะซิติก (acetic acid)  ดงัปฏิกิริยา 
 
       Acetylcholine         cholinesterase       Choline  +  Acetic  acid 
 
 การวดัปริมาณสารปราบศตัรูพืชท าไดโ้ดยวธีิต่างๆ  เช่น  โคลีนเอสเตอเรสท าปฏิกิริยาแลว้
สามารถวดัอตัราการสลายตวัของอะซิติลโคลีนหรือวดัปริมาณโคลีนและกรดอะซิติกท่ีเกิดข้ึน หรือวดั
ปริมาณโคลีนเอสเตอเรสท่ีเหลืออยูก่็ท  าได ้ (Stewart  and  stolmand, 1961 : 689-690) 

การหาปริมาณเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเตอเรสท าไดโ้ดยการน าตวัอยา่งมาป่ันเหวีย่งท่ี 6 ,000 
rpm เป็นเวลานาน 5 นาที หลงัจากนั้นน ามาผา่นคอลมัน์ (column) แลว้น าส่วนท่ีไดจ้ากการผา่นคอลมัน์ 
มาหาปริมาณเอนไซมโ์ดยใช ้0.05 mL หลงัจากนั้นเติม DTNB ลงไป 0.25 mL รอ 10 นาที แลว้น าไปวดั
ค่าดูดกลืนแสงท่ี 412 nm (Ellman, G.L. ,1961)  

ไดมี้การวเิคราะห์ปริมาณเอนไซม ์ AChE โดยน าตวัอยา่งของสมองมา 20 mg เติมฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ 1 mL น าไปป่ันเหวีย่งน าสารละลายใสดา้นบนมาใส่ในคิวเวต 2.6 mL เติม ฟอสเฟตบฟัเฟอร์
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0.4 mL หลงัจากนั้นเติม DTNB 100  L และน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 412  nm แลว้เติม สารตั้งตน้ 
(acetylthiocholine iodide) 2  L และวดัค่าการดูดกลืนแสงอยา่งนอ้ยเป็นเวลา 6 นาที  

                                  AChE 
                   acetylthiocholine                                           thiocholine + acetic acid 
                   thiocholine + DTNB                                     thionitrobenzoate (formation of DTNB)                   
 

 การตรึงเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส จะท าใหเ้ก็บไดน้านและน าไปใชง้านไดส้ะดวกข้ึน  
เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส  จากสมองววั และสมองหมูถูกตรึงบนอลัจินิกท าใหเ้สถียรภาพ และแอคติวตีิ
ของเอนไซมเ์พิ่มข้ึน   โดยท าการสกดัเอนไซม์ ดว้ยการบดสมองกบัซิลิการเจลและฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งเพื่อหาปริมาณโปรตีนและท าบริสุทธ์ิบางส่วนโดยการตกตะกอนดว้ยความร้อน
และเอทานอล ไดผ้ลดงัน้ี พบวา่สารสกดัมีปริมาณโปรตีน 3.437-6.675 มิลลิกรัมต่อกรัมของสมอง  
ปริมาณเอนไซมต์ั้งแต่ 4.0 x 10-6 – 5.8  x 10-5 ยนิูตต่อกรัมของสมอง และ specific activity ตั้งแต่ 1.16 x 
10-6 – 8.68 x 10-6 ยนิูตต่อมิลลิกรัมของโปรตีน จากนั้นไดน้ าสารสกดั fraction I ของสมองววัมาท าการ
ตรึงรูปดว้ยกรดอลัจินิก แลว้ท าการหาปริมาณโปรตีน ปริมาณเอนไซมแ์ละ specific activity (ชนิษฐา  
อุดทา และอคักะบทัคาน ปาทาน, 2550)      การตรึงเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสบนสารท่ีไม่เปียกน ้า  เช่น  
a-naphthylamine, benzylamine, Orp-methylbenzylamine  groups ท าใหเ้ขม้ข้ึน 60-90 เท่า และ 700-
1200 เท่า ใชส้ าหรับทดสอบแบบสกรีน ( Screening)  ในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส  เอนไซมท่ี์ตรึง รูป
แลว้จะทนอุณหภูมิสูงข้ึน  110%  หลงัจากตรึงแลว้นาน 8 ชัว่โมง ยงัท างานได ้82-88 %  (Cao  and et al. 
, 1995)  การตรึงเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสไวบ้นเมมเบรน  Porex(R ) Lateral-FloTM  ท  าใหส้ามารถเก็บ
เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสไวไ้ดห้ลายเดือนท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ใช้ส าหรับทดสอบสารปราบศตัรูพืชในน ้า
บริโภคและน ้าประปา เป็นวธีิทดสอบท่ีง่าย ราคาไม่แพง ใชง้านไดดี้วธีิหน่ึง 
 (Weetall and et al. , 2004) 
 การตรึงอะซิติลโคลีนเอสเตอเรส  ( Acetyl cholinesterase,  AchE)  บน  microtitration  plate 
โดยใช ้ gelatin  หรือ BSA-trehalose  film  โดยตรึง AchE  แบบแหง้พบวา่ใชส้ าหรับทดสอบสารปราบ
ศตัรูพืชในน ้า  ผกั  เลือด  (Nguyen  and  et al, 1997)  มีการตรึง AchE บน  controlled  porous  glass  
beads (CPG) โดยมี acetylcholine เป็นสับสเตรท  โดยใชส้ารยบัย ั้งคือ  paraoxon (diethyl-p-
nitrophenylphosphate)  แลว้ใชส้าร 1,1 / - trimethylene bis (4-formylpyridinium bromide) dioxime  
เป็นสารท าใหเ้อนไซมส์ามารถท างานไดอี้กคร้ัง  (Rodrigues, and et al, 1997)  นอกจากน้ีAchE  ยงัถูก
ตรึงบนผวิของ carbon-modified เพื่อท่ีจะน าไปใชใ้นการตรวจวดัสารปราบศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต  (Pontumma and Sritong kam, 2008)    การตรึงเอนไซม์ไวส้ าหรับใชใ้นการตรวจสภาพการ
ถูกยบัย ั้งของเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส  ท าใหส้ามารถบอกไดว้า่มีสารปราบศตัรูพืชตกคา้งในอาหาร
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และส่ิงแวดลอ้มได ้ นอกจากน้ียงัใชต้รวจหาสารเคมีท่ีอยูใ่นร่างกายได ้     ในยโุรปก าหนดใหมี้สาร
ปราบศตัรูพืชในน ้าด่ืมไดไ้ม่เกิน  1 g/l       การพฒันาวธีิวเิคราะห์สารปราบศตัรูพืชตกคา้งใหเ้ป็นวธีิท่ี
รวดเร็ว ค่าใชจ่้าย ไม่แพง ท าไดโ้ดยใชก้ารเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม ์หรือไบโอเซนเซอร์ ( biosensors)     
มีการตรึงเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสเพื่อใชใ้นการตรวจวดัคุณภาพและปริมาณสารออร์กาโนฟอสเฟต 
และคาร์บาเมตเป็นไบโอเซนเซอร์ส่วนใหญ่มีการใช ้เอนไซม์ โคลีนเอสเตอเรสจาก electric eel, bovine  
erythrocytes, human erythrocytes, butyrylcholine  esterases จาก horse serum หรือ human serum  การ
ตรึงเอนไซมท์ าไดโ้ดยใส่เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสลงใน  500 mg ของแป้งขา้วเจา้ท่ีผสมกบั 1.2 ml 
Tris  buffer (pH 7.4) ผสมกนัในขณะเยน็แลว้เทใส่ 3.3 ml ของ Tris buffer  ผสมกบั  300 lของ 
glycerine  ท่ีตม้ใหร้้อนคนจนสารละลายใส แลว้ท าใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 320 K  ในอีกบิกเกอร์หน่ึงใส่  50 
mg ChE ละลายใน 600  l ของ Tris buffer  แลว้เทสารลงไปกวนในบิกเกอร์แป้งท่ีอุณหภูมิ 320 K  
แลว้ลา้งดว้ย 600  l ของ Tris buffer  ปรับปริมาตรรวมเป็น 6 ml  แลว้สารละลายแป้งผสมเอนไซมต์รึง
ไวบ้น  polyurethane foam (10  10  0.6 cm) ท าใหเ้ยน็ในตูเ้ยน็ท่ี 278 K 1 ชัว่โมง  เพื่อใหแ้ป้งจบัตวั
เป็นเจล  หลงัจากนั้นเก็บในตูดู้ดความช้ืนท าใหแ้หง้ 1 คืน  แลว้ตดัแผน่ท่ีตรึงเอนไซมเ์ป็นช้ินๆ ขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 mm (Pogacnik  and  Franko, 1999) 
   

ไดศึ้กษาการยบัย ั้งเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจากสารป้องกนัก าจดัแมลงกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์บาเมตในน ้าคั้นผกัและผลไมโ้ดยใชห้ลกัการท่ีสาร  DTNB ท าปฏิกิริยากบั
โคลีนเกิดผลิตภณัฑท่ี์มีสีเหลืองและดูดกลืนแสงท่ีค่าความยาวคล่ืน  410 นาโนเมตร เอนไซมอ์ะซิติล
โคลีนเอสเทอเรสไดจ้ากการสกดัเอนไซมจ์ากปลาไหลไฟฟ้า   ใช้อะซิติลไธโอโคลีน  จากการหา
กิจกรรมเอนไซมท่ี์  15 นาทีภายใตอุ้ณหภูมิ  37 ºC ท่ีความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละ สับสเตรทต่างๆ  กนั 
และท าการทดสอบผลของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต กลุ่มคาร์บาเมตต่อการยบัย ั้ง
กิจกรรมเอนไซมพ์บวา่ท่ีความเขม้ขน้ของสับสเตรทและเอนไซม ์1.2 µmolและ 0.02 unit เกิดกิจกรรมท่ี
ดีท่ีสุด (รุ่งนภา ก่อประดิษฐส์กุล และคณะ ,2547) 
  ไดมี้การพฒันาชุดทดสอบ เอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ส าหรับการหาปริมาณสารปราบ
ศตัรูพืชกลุ่ม ออร์กาโนฟอสฟอรัส และ คาร์บาเมต ท่ีตกคา้งในตวัอยา่งทางการเกษตร โดยจะอาศยัวธีิ
ของ Ellman และ ELISA เป็นแนวทางในการพฒันา ส าหรับการตรวจสอบสาร ออร์กาโนฟอสฟอรัส
(OP) และคาร์บาเมต (CB)  ชุดทดสอบท่ีพฒันาข้ึนจะเป็นแบบ Screening  test  มีการใชA้ChEท่ีถูกสกดั
มาจากส่วนหวัของผึ้ง (Apis mellifera L.) มีการใช ้Triton X-100 เป็ตวัสกดั และมีการท าบริสุทธ์ิโดย
ผา่น 3 ขั้นตอน : diethylaminoethyl-cellulose chromatography (DEAE), affinity chromatography and 
membrane filtering  และ Mono-Q column chromatography. และ Epoxy-activated Sepharose 6B 
affinity chromatography ส าหรับการท าบริสุทธ์ิของ AChE  การตรวจวดั ออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์
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บาเมต จะใชห้ลกัการท่ี AChE  เป็นตวัยบัย ั้งการแสดงสี ( 6 แถบ) หรือการไม่ปรากฏของแถบสีจ านวน
หน่ึงในการทดสอบ   ขอ้จ ากดัของการตรวจวดั ออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์บาเมทท่ีตกคา้งในพืชผล
ทางการเกษตร และสารละลายมาตรฐานของสารปราบศตัรูพืช  อยูใ่นช่วง 0.50 ถึง 2.50 ppm และ 0.50 
ถึง 4.75 ppm ตามล าดบั (Bo-Mee Kim et. all ,2007)   
 ได้มีการทดลอง เปรียบเทียบหาสารปราบศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส  จากตวัอยา่งเลือด 
โดยใชว้ธีิการทดสอบ  2 วธีิระหวา่ง Electrochemical กบั Ellman ’s Photometric     วธีิ Electrochemical 
จะเป็นวธีิท่ีใช ้อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส เป็นตวัยบัย ั้ง สามารถใชต้รวจวดัไดท่ี้ pH 4 และความเขม้ขน้ 7 
– 10 M ส่วนวธีิของ Ellman ’s Photometric  น้ีสามารถใชใ้นการตรวจวดัไดท่ี้ pH 5.2 และ ความเขม้ขน้ 
10 - 7 M ซ่ึงทั้งสองวธีิน้ีมีความหมือนกนั    แต่วธีิ Electrochemical  มีเคร่ืองมือท่ีใชง้านไดส้ะดวก 
รวดเร็ว มีความถูกตอ้งแม่นย  า เป็นวธีิท่ีง่าย ประหยดัเวลา และเสียค่าใชจ่้ายนอ้ยในการวเิคราะห์  
นอกจากน้ียงัสามารถเป็นตวัตรวจวดัปริมาณของโลหะพื้นฐานไดอี้กดว้ย  (Miroslav Pohanka et. all 
,2008) 
   การท าโคลีนเอสเตอเรสให้บริสุทธ์ิโดยการผา่น column sephadex G-25  และ sephadex G-
200 และหามวลโมเลกุลของอะซิติลโคลีนเอสเตอเรสโดยใช ้ electrophoresis (SDS-PAGE) ไดค้่ามวล
โมเลกุล ประมาณ 63 ,000 ดาลดตลั (dalton) และหาปริมาณเอนไซมโ์ดยใช ้ ATChI เป็นสารตั้งตน้ใช้
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.002 M ท่ี pH 7.2 และสารDTNB แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 412  nm (Lif 
and Hanz. ,1974) 

Richard L.Rotundo (1984) ไดท้  าบริสุทธ์ิและศึกษาคุณสมบติัเยือ่หุม้ เอนไซมอ์ะซิติลโคลีน
เอสเทอเรสจากสมองไก่ โดยจะตกตะกอนอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (AChE) จากเยือ่หุม้ของสมองไก่ 
แลว้ท าใหบ้ริสุทธ์ิโดย gel fitration และวธีิ Sodium dodecyl sulfate – gel electrophoresis เยื้อหุม้ท่ีได้
จาก AChE จะไม่ละลายน ้า และถา้จะรวมตวักนัจะตอ้งอาศยัความเขม้ขน้และตอ้งปราศจากสารซกัลา้ง 
ซ่ึงจะมีความเสถียรภาพในสารละลายเกลือเขม้ขน้ และสามารถแยกออกโดยการเติมสารซกัลา้ง  
antibodies รูปร่าง Polyconal และ monoclonal มีมากในสมองไก่ ดงันั้น AChE จะท าบริสุทธ์ิไดโ้ดยใช้
วธีิ ion exchange chromatography, affinity chromatography และ preparative gel electrophoresis เป็น
ตน้ 

Süleyman Baykal.(1996) ไดศึ้กษาสภาพการละลายของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ท่ีจบั
กบัคอลลาเจนจากเรตินาไก่  โดยจะสกดัในสารละลายท่ีแตกต่างกนั นั้นคือสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้
ของเกลือสูง  สารท่ีแตกตวัสูง  สารท่ีไม่แตกตวัคลา้ยสารซกัลา้ง และ EDTA เพื่อดูค่าการละลายท่ี
เหมาะสมของคอลลาเจนท่ีจบักบั  AChE จะพบวา่สารละลายท่ีมีความเป็นเกลือสูงและสารละลาย  
EDTA จะมีค่าการละลายของเอนไซมดี์ท่ีสุด  ในการละลายสารสกดั  AChE ใน EDTA ท่ีมีความเขม้ขน้
ของเกลือสูง (ปราศจากสารซกัลา้ง) จะพบ Ca2+ ซ่ึงเป็นธาตุท่ีไม่ละลายน ้า อยา่งไรก็ตาม AChE สามารถ
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แยกออกจากคอลลาเจน โดยการเติม EDTA ลงไป และยบัย ั้งโดยใช ้ Triton x -100 หรือสารซกัลา้งเติม
ลงในบฟัเฟอร์ ซ่ึงมี Ca2+ ปรากฏอยู ่ซ่ึงถือไดว้า่ AChE ท่ีจบักบัคอลลาเจนจะประกอบดว้ยไขมนัท่ีเป็น
กรด ซ่ึงพนัธะท่ีไม่ละลายน ้าจะจบักบัโปรตีน ดงันั้น   Ca2+ น่าจะเป็นตวัเช่ือมโมเลกุลของไขมนัใหเ้ป็น
เน้ือเยือ่ ถา้จะเอาไขมนัออกจาก AChE จะท าใหโ้มเลกุลมีสายสั้นลงและยงัท าให ้ Ca2+ สามารถเขา้ท า
ปฏิกิริยาแยกคอลลาเจนได ้

 
การวเิคราะห์หาปริมาณออร์กาโนฟอสฟอรัสท่ีตกคา้งในผกัและผลไม ้ วธีิวเิคราะห์ท าโดย 

ตวัอยา่งจะผา่นขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยการสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์   แลว้ท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย
วธีิ ลิควดิ-ลิควดิ ( Liquid-Liquid Extraction ,LLE) และโซลิดเฟส  ( Solid – Phase Extraction , SPE)  
ก่อนแลว้จึงวเิคราะห์ดว้ย  GC หรือ HPLC  (Cunniff , 1997)  ซ่ึงวธีิดงักล่าวท าในหอ้งปฏิบติัการ  มี
ความยุง่ยากซบัซอ้น  เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ต่าง ๆ มีราคาแพง  ผูท้  าการวเิคราะห์ตอ้งมีความช านาญสูง  
ใชเ้วลาในการวเิคราะห์นาน ตอ้งเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ค่าใชจ่้ายในการในการวเิคราะห์สูง          
ต่อมากรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุขไดพ้ฒันาชุดทดสอบข้ึนมาใช ้  (กองวเิคราะห์
อาหาร , 2544)  หน่วยงานต่าง ๆ ทั้งภาครัฐและเอกชนน าชุดทดสอบน้ีไปใชใ้นการตรวจสอบสารฆ่า
แมลงในภาคสนาม (นุชนารถ จงเลขาและคณะ , 2542)  แต่มีปัญหาในการใชเ้น่ืองจากพืชผกับางชนิดมี
สี  ท าใหอ่้านผลไดไ้ม่ตรงกบัความจริง  ประกอบกบัสารบางชนิดในชุดทดสอบสลายตวัไดง่้าย ท าให้
ตอ้งเก็บรักษาชุดทดสอบดงักล่าวในตูเ้ยน็ ดั้งนั้นจึงไม่ค่อยสะดวกในการใชง้านในภาคสนาม  

 
ชุดน ้ายาตรวจสอบสารพิษตกคา้ง/ยาฆ่าแมลง “จีที” (กลัยวจัณ์  ธูปหอม, 2550)   ใชห้ลกัการ 

ท างานของ cholinesterase inhibition technique    เป็นวธีิก่ึงมาตรฐาน  ใชค้ดักรองตวัอยา่งท่ีไม่
ปลอดภยัเน่ืองจากมีพิษตกคา้งจากยาฆ่าแมลง โดยอาศยัหลกัการท่ีความเป็นพิษตกคา้งจากยาฆ่าแมลง
ท าใหก้ารท างานของเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสลดลงตั้งแต่  ร้อยละ 50 ข้ึนไปเป็นเกณฑบ์อกความไม่
ปลอดภยั   โดยใชเ้วลาในการตรวจสอบประมาณ 30-60 นาที  สามารถตรวจไดค้ร้ังละหลายตวัอยา่ง  
ราคาถูก  เหมาะส าหรับตรวจผกั และผลไม ้  ก่อนวางจ าหน่าย 
 ชุดตรวจสอบอยา่งง่าย (Screening test) ใชร้วดเร็ว บอกไดว้า่มี หรือไม่มี  ผลิตในอเมริกา ใช้
หลกัการท่ีเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสท าใหอ้ะซิติลไธโอโคลีนเกิดปฏิกิริยาเปล่ียนเป็นไธโอโคลีน  แลว้
ไธโอโคลีนท าปฎิกิริยากบัรีเอเจนต ์ (Ellman’s reagent)   เกิดสารประกอบไดสี้เหลือง   ชุดตรวจสอบน้ี
เรียกวา่ Cholinesterase  Screen  Microwell  Plate  Assay   ใชต้รวจสอบออร์กาโนฟอสฟอรัส และคาร์
บาเมต  ในธญัพืช  อาหาร  น ้าด่ืม  น ้าบาดาล  และน ้าบ่อ    ขีดจ ากดัต ่าสุด (limit  of  detection) ของชุด
ตรวจสอบน้ี เท่ากบั 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร   ชุดตรวจสอบน้ีตรวจไดเ้ร็ว  ประหยดัแรงงาน  ค่าใชจ่้าย  
และเวลา (Envirologix Inc., 2550)  
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 ชุดตรวจสอบสารพิษตกคา้ง ผลิตในฟิลิปปินส์  ใชต้รวจสอบสารฆ่าแมลง ส ารก าจดัวชัพืช 
และสารก าจดัเช้ือรา ในผลไม ้ ผกั ดิน น ้า และเมล็ดธญัพืชได ้สามารถท าไดใ้นภาคสนาม  ในตลาด 
และในบา้น    ชุดตรวจสอบสารพิษตกคา้งท าไดง่้าย  ไม่ตอ้งมีความเช่ียวชาญ   อ่านผลไดง่้าย  ผลการ
ตรวจรวดเร็วตรวจสอบสารฆ่าแมลงภายใน 5 นาที   ตรวจส ารก าจดัวชัพืช และสารก าจดัเช้ือราภายใน 
30 นาที ในขณะท่ีตรวจดว้ยวธีิมาตรฐานใชเ้วลาตรวจ 3 วนั และมีการใชต้วัท าละลายอินทรียสู์ง   ชุด
ตรวจสอบสารพิษตกคา้ง   มีการสกดัตวัอยา่งแลว้หยดบนกระดาษ(Y, Xiuhua.,1999)   หยดรีเอเจนตท์บั
ลงไป อ่านผลโดยดูสีท่ีเกิดข้ึนบนกระดาษ (Food&Fertilizer Technology Center,  2549) 
 Organophosphorus  pesticide  residue rapid  inspection  test  ผลิตในประเทศจีน  ใช้
ตรวจสอบออร์กาโนฟอสฟอรัส   ใชท้ดสอบคุณภาพ (qualitative  detection)ในผกั และผลไม ้ ใชเ้วลา
ตรวจสอบภายใน 25 นาที  (Nankai, 2550) 
   

 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 
2.1 เอนไซม์ 
 เอนไซม(์enzyme)  เป็นโปรตีนมีบทบาทท่ีส าคญัในร่างกายของส่ิงมีชีวติเพราะเป็นสารชีว
โมเลกุลท่ีมีหนา้ท่ีในการเร่งปฏิกิริยาเคมีต่าง ๆ ในร่างกาย เช่น  เอนไซม ์ ในกระบวนการหายใจ  การ
สังเคราะห์โปรตีน  ถา้เอนไซมท์ าหนา้ท่ียอ่ยอาหารจะเรียกวา่ น ้ายอ่ย  เช่น  อะไมเลส  เพปซิน  ไลเปส
เป็นตน้  เอนไซมเ์ป็นโปรตีนกอ้นกลม  (globular  protein) ประกอบดว้ยโซ่พอลิเพปไทดข์ดมว้นแน่น
ในลกัษณะกลม โครงสร้างของโปรตีนพวกน้ีประกอบดว้ยเกลียวแอลฟา และโครงรูปเบตาในปริมาณ
ต่างๆกนั โดยมีหมู่  R ท่ีโพลาร์ของกรดอะมิโนอยูด่า้นนอกของโมเลกุล และหมู่  R ท่ีไม่โพลาร์อยูด่า้น
ในของโมเลกุล    เอนไซมเ์กือบทุกชนิดส่วนใหญ่ละลายน ้าได ้   โดยทัว่ไปเอนไซมส่์วนใหญ่เป็น
โปรตีน ยกเวน้ ไรโบไซม์ (ribozyme) ซ่ึงเป็นกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid, RNA) ท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาการสลายพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ของ RNA   
 ในปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมร่์วมดว้ยนั้น โมเลกุลของสารตั้งตน้ ( substrate) จะถูกเอนไซมเ์ปล่ียน
สภาพเป็นผลผลิตหรือ ผลิตภณัฑ ์( products) กระบวนการส่วนใหญ่ในเซลล์ในส่ิงมีชีวติตอ้งการ
เอนไซม ์ แต่เอนไซมมี์คุณสมบติัท่ีต่างจากตวัเร่งปฏิกิริยาทัว่ไปคือ เอนไซมมี์ความจ าเพาะกบัสารตั้งตน้    
เน่ืองจาก เอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะ ( selective) กบัสารตั้งตน้  และเร่งปฏิกิริยาของส่ิงมีชีวติ    จะพบ
เอนไซมใ์นเน้ือเยือ่และของเหลวในร่างกายทุกชนิด นอกจากน้ียงัพบเอนไซมบ์นเยือ่หุม้เซลล ์ในระบบ
หมุนเวยีนโลหิต อีกดว้ย  เอนไซมมี์คุณสมบติัเหมือนตวัเร่งปฏิกิริยาเคมีทัว่ไป เอนไซมท์ างานดว้ย การ
ลดพลงังานกระตุน้ ( activation energy)ในปฏิกิริยาเคมี     เอนไซมจ์ะไม่สูญสลายไปกบัปฏิกิริยาหรือ
เปล่ียนรูปเป็นผลิตภณัฑใ์หม่   (พรกมล สาฆอ้ง,2542) 

 2.1.1  การจ าแนกและการเรียกช่ือเอนไซม์  
 การจดัแบ่งหมู่และการเรียกช่ือของเอนไซม์  มีวตัถุประสงค์ เพื่อจะแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
สารท่ีเขา้ท าปฏิกิริยา และชนิดของปฏิกิริยาท่ีเอนไซมน์ั้นเขา้ไปท าหนา้ท่ีเป็นตวัเร่ง        การเรียกช่ือ
เอนไซมแ์ต่เดิมนั้นไม่ไดบ้อกใหท้ราบเร่ืองราวท่ีเก่ียวขอ้งเลย การแบ่งหมู่เอนไซมต์ามระบบของ
สหพนัธ์ชีวเคมีนานาชาติ (International Union of Biochemistry : IUB) อาศยัหลกัการดงัน้ีคือ 

ก. แบ่งชนิดของปฏิกิริยาท่ีเอนไซมท์ าหนา้ท่ีเร่งออกเป็น 6 พวกใหญ่ ๆ แต่ละพวกมีพวก
ยอ่ยอีกประมาณ 4 – 13 พวก 
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ข. ช่ือเอนไซมมี์สองส่วน ส่วนตน้หมายถึง สารตั้งตน้ (อาจมีมากกวา่หน่ึง) ส่วนปลายซ่ึง
ลงทา้ยดว้ย –ase หมายถึงชนิดของปฏิกิริยา ดงันั้น ค า –ase จึงมาอยูท่า้ยช่ือปฏิกิริยาแทนท่ีจะอยูท่า้ยช่ือ
สารตั้งตน้เหมือนท่ีเคยเรียกช่ือเดิม 

ค. หากตอ้งการเพิ่มขอ้มูลเพื่อความกระจ่างชดัของเอนไซม ์ก็อาจใส่ไวใ้นวงเล็บขา้งทา้ย
ตวัอยา่งเช่น เอนไซมเ์ร่งปฏิกิริยาดงัต่อไปน้ี 

L-malate + NAD+     pyruvate + CO2 + NADH + H+ 
เดิมช่ือเอนไซมม์าเลต ( malate enzyme) ถา้เรียกตามระบบ IUB ก็เป็น L-malate :NAD oxidoreductase 
(decarboxylating) 
        ง.  เอนไซมทุ์กตวัจะมีเลขรหสัประจ าตวั ( enzyme comission number, E.C. number) 
ประกอบดว้ยเลข 4 ชุด เช่น malate enzyme ในขอ้  ค  ขา้งบนมีเลขรหสั E.C. 1.1.1.37 เลข 1 ตวัแรก
หมายถึงพวกใหญ่ ( main class) คือ oxidoreductase     เลข 1 ตวัท่ีสองหมายถึงเลขยอ่ย ( sub - class) คือ
มีหมู่ –CH-OH เป็นผูใ้หอิ้เล็กตรอน       เลข 1 ตวัท่ีสามหมายถึง พวกยอ่ยรองลงไป ( sub-sub-class) คือ
มี NAD+ เป็นผูรั้บอิเล็กตรอน และเลขชุดท่ีส่ี คือ 37 หมายถึงล าดบัท่ีของเอนไซมต์วันั้นในพวกยอ่ยรอง
อีกทีหน่ึง  ( มนตรี จุฬาวฒันทล และคณะ, 2542  ) 
  

2.1.2 การวดัปริมาณงานของเอนไซม์ 
 การหาปริมาณเอนไซมใ์นสารตวัอยา่งชีวภาพท าไดล้ าบากเน่ืองจากมีเอนไซมจ์ านวนนอ้ยใน
สารตวัอยา่งนั้น และเอนไซมมี์สภาพเป็นโปรตีน และในสารตวัอยา่งชีวภาพนั้น ๆ ก็มีโปรตีนอ่ืน
จ านวนมาก  การท่ีจะวดัปริมาณเอนไซมด์ว้ยวธีิทางเคมีท่ีใชว้ดัปริมาณโปรตีนทัว่ไปยอ่มใชไ้ม่ได ้แต่
เน่ืองจาก เอนไซมมี์คุณสมบติัเฉพาะตวั คือสามารถเร่งปฏิกิริยาเฉพาะ เจาะจง ไดอ้ยา่งรวดเร็วแมมี้
ปริมาณเพียงเล็กนอ้ย  ดงันั้นจึงสามารถวดัอตัราเร็วของปฏิกิริยา ( rate of reaction) ท่ีเอนไซมน์ั้นท างาน
ได ้  ซ่ึงอตัราเร็วน้ีข้ึนอยูก่บัปริมาณเอนไซมท่ี์มีอยู ่    ถา้มีเอนไซม ์บริสุทธ์ิน ามาวดัอตัราเร็วของ
ปฏิกิริยาเทียบกบัเอนไซมใ์นสารตวัอยา่ง ก็อาจค านวณน ้าหนกั (ไมโครกรัม) ของเอนไซมใ์นสาร
ตวัอยา่งนั้น ๆ ได ้ 
 

 2. 1.3 การเกดิปฏกิริิยาเคมแีละกลไกการเร่งปฏกิริิยาโดยเอนไซม์ 

  การเกิดปฏิกิริยาเคมี คือ การท่ีสารตั้นตน้มีการเปล่ียนแปลงไปเป็นผลิตภณัฑ ์     
ปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมม์าเก่ียวขอ้ง สารตั้งตน้จะตอ้งมีการสัมผสัชนกนักบัเอนไซมเ์สียก่อน เกิดเป็น
เอนไซมซ์บัสเตรตคอมเพล็กซ์ (ES-complex) การสัมผสัชนกนัน้ีจะตอ้งมีพลงังานเกิดข้ึน เพียงพอท่ีจะ
ท าใหเ้กิดปฎิกิริยาได ้ 
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 2.1.4 ปัจจัยทีเ่กีย่วข้องกบัการท างานของเอนไซม์ 
   อตัราเร็วของปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่งนั้น  ส่ิงท่ีมีอิทธิพลต่อการท างานของเอนไซม์ มี
ผลต่ออตัราเร็วของปฏิกิริยา  เช่น  เวลา, อุณหภูมิ, ภาวะความเป็นกรด-เบส ( pH), ปริมาณของเอนไซม,์ 
ปริมาณของสารตั้งตน้  และการสัมผสัเอนไซมแ์ละสารตั้งตน้เป็นตน้      การวดัอตัราการท างานของ
เอนไซมน์ั้นสามารถกระท าได ้ 2 แบบ คือวดัปริมาณของ สารตั้งตน้ ท่ีหายไปและหรือวดัปริมาณของ
ผลิตผลท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยาต่อหน่ึงหน่วยเวลา   
 ก. การสัมผสัเอนไซม์และสารตั้งต้น 
 ก่อนท่ีสารตั้งตน้ถูกเปล่ียนไปเป็นผลิตผล จะตอ้งรวมกบัเอนไซมเ์ป็นสารเชิงซอ้น
เสียก่อน ฉะนั้นการท่ีจะใหป้ฏิกิริยาเกิดไดดี้ จะตอ้งมีการสัมผสัระหวา่งเอนไซมก์บัสารตั้งตน้    ส าหรับ
สารตั้งตน้ท่ีละลายน ้าไดน้ั้นไม่มีปัญหาเร่ืองน้ี     ถา้สารตั้งตน้ไม่ละลายน ้า เช่น สารตั้งตน้จ าพวกไขมนั 
เป็นตน้ จึงมีกลไกพิเศษช่วยใหเ้อนไซมเ์ขา้ไปพบกบัไขมนั การยอ่ยอาหารต่างๆ  ในล าไส้เล็กซ่ึงถึงแม้
จะไม่อยูใ่นรูปสารละลาย แต่ก็เป็นไปอยา่งรวดเร็ว ทั้งน้ีเพราะมีการผสมคลุกเคลา้อยา่งดีระหวา่ง
เอนไซม ์และอาหารอยูต่ลอดเวลาดว้ยการเคล่ือนไหวของล าไส้ การยอ่ยไขมนัซ่ึงไม่ผสมเป็นเน้ือ
เดียวกนักบัเอนไซมก์็ถูกท าใหเ้ป็นอิมลัชนั โดยมีน ้าดีเป็นตวัช่วยท าใหไ้ดไ้ขมนัเป็นหยดเล็ก ๆ มีพื้นผวิ
เพิ่มมากข้ึน สามารถสัมผสักบัเอนไซมไ์ดดี้ข้ึน 
 ข. ความเข้มข้นของเอนไซม์และสารตั้งต้น 
 ในปฏิกิริยาเอนไซมมี์ผล ท าใหใ้หป้ฏิกิริยาถึงสมดุลชา้หรือเร็วเท่านั้นเอง ดงันั้นถา้
ใหเ้วลานานพอการใชเ้อนไซมจ์ านวนเล็กนอ้ยหรือจ านวนมากจะใหผ้ลเท่ากนั คือ  สารตั้งตน้ทั้งหมดจะ
ถูกเปล่ียนไปเป็นผลิตภณัฑเ์หมือน ๆ กนั  ความเขม้ของสารตั้งตน้จะท าใหอ้ตัราเร็วของปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน
ดว้ยจนถึงจุดหน่ึงจะหยดุคงท่ี กล่าวคือ เม่ือใหค้วามเขม้ขน้ของ สารตั้งตน้คงท่ีแต่เปล่ียนแปลงปริมาณ
ของเอนไซมพ์บวา่ การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของเอนไซม ์
(พรกมล  สาฆอ้ง,2542 ) 
 ค. อุณหภูมิ  
     การเพิ่มอุณหภูมิมีผลต่อปฏิกิริยาท่ีเร่งโดยเอนไซมไ์ดท้ั้งทางบวก และทางลบ        
คือถึงแมก้ารเพิ่มของอุณหภูมิจะช่วยเร่งอตัราเร็วของปฏิกิริยา แต่ในขณะเดียวกนัการเพิ่มอุณหภูมิก็จะ
ท าใหเ้อนไซมเ์ปล่ียนสภาพไดง่้ายข้ึน และถา้เพิ่มอุณหภูมิสูงเกินไปจะท าใหเ้อนไซมเ์สียสภาพ
ธรรมชาติ(denaturation) อตัราเร็วของปฏิกิริยาจึงไม่อาจเพิ่มตามอุณหภูมิเสมอไป จะมีอุณหภูมิหน่ึง
เท่านั้นซ่ึงเรียกวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุด (optimum temperature) ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1 ซ่ึงถา้อุณหภูมิ
สูงกวา่น้ีอตัราเร็วของปฏิกิริยาจะลดลง เน่ืองจากสภาพเอนไซมเ์ปล่ียนไปจากเดิม เอนไซม์ ของสัตว์
เล้ียงลูกดว้ยนมส่วนใหญ่มีค่าอุณหภูมิเหมาะท่ีสุดประมาณ 37 ํ C  ถา้อุณหภูมิสูงข้ึนเอนไซมจ์ะท างาน
ไดช้า้ลงและถา้อุณหภูมิ 70 - 80 ํ C เอนไซมจ์ะไม่ท างานเร่งปฏิกิริยาไดเ้ลย   แต่มีเอนไซมใ์นจุลินทรีย์
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บางชนิด เช่น แบคทีเรียท่ีอาศยัตามน ้าพุร้อน หรือปากปล่องภูเขาไฟสามารถท างานในอุณหภูมิท่ีสูงใกล้
จุดเดือดของน ้าได ้    และจากภาพท่ี 2.2 แสดงผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซม ์ซ่ึงเอนไซม์
ส่วนใหญ่ท างานไดดี้ท่ี 37  ํ C และลดลงเม่ืออุณหภูมิต ่าลง โดยเฉพาะท่ี  0   ํ C กล่าวไดว้า่ไม่มี
ปฏิกิริยาเกิดข้ึนเลย ในทางปฏิบติั เม่ือตอ้งการรักษาเอนไซมไ์ม่ใหเ้ร่งปฏิกิริยา มกัจะเก็บเอนไซมไ์วท่ี้
อุณหภูมิต ่าเช่น - 4   ํ C  (ชิษณุสรร  สวสัดิวฒัน์, 2535) 
 
 
                                                                                                       37 ํ C 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2. 1 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิกบัอตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาเพื่อแสดงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมท่ีสุดต่อการท างานของเอนไซม ์
ทีม่า : พรกมล  สาฆอ้ง ,2542  
 
                                                                  
 

 
  

 
 
 
 

                                                                                                                    
ภาพที ่2.2 ผลของอุณหภูมิ(  ํ C) ต่อการท างานของเอนไซม ์
ทีม่า : ชิษณุสรร  สวสัดิวฒัน์ ,2535  
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อุณหภูมิ  

อุณหภูมิเหมาะสมท่ีสุด 
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 ง. ความเป็นกรด – เบส ต่ออตัราการเร็วของปฏิกริิยา 

 เอนไซมเ์ป็นโปรตีนท่ีมีสภาพไวต่อการเปล่ียนแปลงของส่ิงแวดลอ้ม การเปล่ียนแปลงของ pH 
เพียงเล็กนอ้ยอาจจะท าใหอ้ตัราการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมล์ดลงหรือเพิ่มข้ึนได ้เอนไซมจ์ะท างานไดดี้
ท่ีสุดท่ี pH หน่ึงเท่านั้นเรียกวา่ พีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุด ( optimum pH) ส่วนใหญ่จะอยูใ่นช่วงค่า pH 
ระหวา่ง 5-9    ผลของ pH  ต่อการท างานของเอนไซม์ เม่ือเขียนเส้นกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
อตัราเร็วของปฏิกิริยาเอนไซมก์บัภาวะความเป็นกรด – เบส จะไดรู้ปกราฟเป็นรูประฆงัคว  ่า ดงัภาพท่ี 
2.3  
 

 
ภาพที ่2.3 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราเร็วของปฏิกิริยาเอนไซมก์บัภาวะความเป็นกรด – เบส 
ทีม่า : พจน์  ศรีบุญลือ และคณะ ,2540  
 
 จ. เวลา  
     เวลามีผลต่อการท างานของเอนไซม ์ เม่ือใหเ้อนไซมท์ าปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ภายใต้
สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมท่ีสุด แลว้ติดตามการท างานของเอนไซมเ์ป็นระยะๆ พบวา่เม่ือน าผลท่ีไดม้า
เขียนเป็นเส้นกราฟโดยใหแ้กนนอนแทนดว้ยระยะเวลา แกนตั้งแทนดว้ยปริมาณผลิตผลของปฏิกิริยา 
หรือปริมาณสารตั้งตน้ท่ีหายไป เรียกเส้นกราฟน้ีวา่ time – course curve ดงัภาพท่ี 2.4 ซ่ึงจากกราฟ
พบวา่ในระยะช่วงแรกๆเส้นกราฟจะเป็นเส้นตรง ปริมาณของผลิตผลท่ีเกิดข้ึนจะเป็นสัดส่วนโดยตรง
ต่อเวลา แต่เม่ือ เวลาผา่นไปนานๆ ผลิตผลท่ีไดจ้ะมีปริมาณนอ้ยลงและไม่แปรผนัตรงกบัเวลา กราฟจะ
เป็นเส้นโคง้ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสาเหตุ  เช่น ปริมาณของสารตั้งตน้ท่ีเหลือมีจ านวนนอ้ยลงเพราะถูก
ใชไ้ปมากแลว้ หรือปริมาณของผลิตผลเพิ่มมากข้ึนถึงระดบัท่ีท าใหป้ฏิกิริยาเขา้สู่จุดสมดุลหรือเกิดการ
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ยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซม ์ดงันั้นในทางปฏิบติัจึงตอ้งท าปฏิกิริยาภายในระยะเวลาสั้นๆ (พจน์  ศรีบุญ
ลือ และคณะ ,2540) 
 

 
ภาพที ่2.4 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณของผลิตผลกบัเวลาของการท างานของปฏิกิริยาเอนไซม ์
ทีม่า : พจน์  ศรีบุญลือ และคณะ ,2540 
 
 ฉ. สารยบัยั้งปฏิกริิยาของเอนไซม์ (enzyme inhibitors) 
  การท างานของเอนไซมส์ามารถหยดุย ั้งไดด้ว้ยตวัยบัย ั้งเอนไซม ์   ตวัเร่งเอนไซมคื์อ
โมเลกุลท่ีช่วยส่งเสริมการท างานของเอนไซม ์  ยาและยาพิษส่วนมากเป็นตวัยบัย ั้ง และส่งเสริมเอนไซม ์
การแพทยแ์ละเภสัชกรรมดว้ยยาต่าง ๆ หลายชนิดท่ีรักษาโรคเน่ืองจากไปยบัย ั้งปฏิกิริยาเอนไซมบ์าง
ปฏิกิริยา เช่น พวกยาปฏิชีวนะมีฤทธ์ิยบัย ั้งปฏิกิริยาเอนไซมท่ี์จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย   
เป็นตน้ 

 2.1.5 การยงัยั้งการท างานของเอนไซม์   
   สารยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซม ์  มีทั้งสารอนินทรีย ์และสารอินทรีย ์   สารอนินทรียท่ี์ยบัย ั้ง

ปฏิกิริยาของเอนไซม ์ เช่น โลหะหนกัต่างๆ  เป็นตน้    สารอินทรียท่ี์ยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซม ์เช่น
สารประกอบฟีโนลิค หรือโปรตีน  เป็นตน้ สารยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซมส์ามารถเป็นออกได ้2 พวก
โดยดูต าแหน่งท่ีมนัเขา้ท าการยบัย ั้ง คือ  1. สารท่ีเขา้ร่วมกบัเอนไซมใ์นต าแหน่งเดียวกบัสารตั้งตน้ หรือ
บริเวณเร่ง(catalytic site) 2.สารท่ีเขา้ร่วมในต าแหน่งอ่ืนซ่ึงเรียกวา่ต าแหน่งแอลโลสเตลิก ( allosteric 
siteหรือ active site )  
  

       2.1.6 ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม์ (specificity of enzyme) 
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 เอนไซมจ์ะเร่งปฏิกิริยาจ าเพาะเจาะจง คือเร่งการเปล่ียนแปลงของสารเพียงชนิดใดชนิดหน่ึง 
ไดแ้ก่ ความจ าเพาะเจาะจงแบบสมบูรณ์ ( absolute specificity) ความจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดของหมู่ธาตุ 
(group specificity) ความจ าเพาะเจาะจงชนิดของปฏิกิริยาหรือชนิดของพนัธะเคมี ( reaction of linkge 
specificity) ความจ าเพาะเจาะจงต่อลกัษณะการจดัวางตวัของหมู่ธาตุ (stereo chemical specificity)  
 

2.2  เอนไซม์ อะซิตลิโคลนีเอสเทอเรส  
   อะซิติลโคลีนเอสเตอเรส ( acethylcolinesterase ) เป็นเอนไซมท่ี์มีหนา้ท่ีในการท าลายสารอะซิ
ติลโคลีนซ่ึงเป็นตวักลางส าคญัในการรับส่งสัญญาณระหวา่งเซลลห์รือสารส่ือประสาทซ่ึงจะหลัง่
ออกมาจากปลายของใยประสาทอตัโนมติัซ่ึงเส้นประสาทเหล่าน้ีจะส่งกระแสประสาทไปยงัอวยัวะและ
เน้ือเยือ่ต่างๆในร่างกาย อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสมีพบมากในสัตวมี์กระดูกสันหลงั  สามารถสกดั
ออกมาไดจ้ากสัตวห์ลายชนิด  สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม นก ปลา สัตวเ์ล้ือยคลาน และแมลง     รวมทั้งพบใน
อวยัวะท่ีท าใหเ้กิดไฟฟ้าของปลา เมด็เลือดแดงของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม เน้ือเยือ่สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมและ
แมลง เอนไซมน้ี์ท่ีอยูใ่นระบบประสาทส่วนกลาง อวยัวะ และต่อมต่างๆ ถูกควบคุมการท างานดว้ย
ระบบประสาทอตัโนมติัส่วนท่ีเรียกวา่ พาราซิมพาเทติก (parasympathetic)    เอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอส
เทอเรสถูกยบัย ั้งการท างานไดด้ว้ยสารก าจดัแมลงกลุ่มออร์แกโนฟอสเฟตท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าประมาณ 
10-5M   เม่ือร่างกายไดรั้บสารท่ียบัย ั้งการท างานของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสแลว้ ก็จะมีการสะสมของ
สารอะซิติลโคลีนข้ึนในร่างกาย สารอะซิติลโคลีนจะไปกระตุน้ตวัรับของตวัมนั  ท าใหมี้การส่งกระแส
ประสาทอยูต่ลอดเวลา  
 อะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจะท างานไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ 40  ํ C และจะเสียสภาพไปท่ีอุณหภูมิ  
60  ํ C และ pH ท่ีเหมาะสมคือ 7.5-9 และตวัยบัย ั้งคือ 1,5-bis(4-allyldimethylammonium phenyl 
pentan-3-one) และเสียสภาพดว้ยแอลกอฮอลท่ี์ 78 %  (ศศิธร  แท่นทองและคณะ,2550) 
  

 2. 2.1 อาการทีเ่กดิขึน้ตามแหล่งทีส่ะสมของอะซิติลโคลนี  
 สารกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต และ คาร์บาเมตมีความเป็นพิษต่อระบบประสาท   มีผลต่อเอนไซม์
โคลีนเอสเตอเรส (cholinesterase)  มีการจบักบัเอนไซมเ์อนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสจะท าใหเ้กิดพิษแลว้
สลายตวัไดเ้อง  พิษเกิดจากการตา้นโคลีนเอสเตอเรส   มีผลต่อกลา้มเน้ือเรียบ เช่น  หวัใจ  และกระเพาะ
อาหารท าใหเ้กิดอาการคัง่ของอะซิลโคลีนในปริมาณนอ้ย ๆ  จะมีฤทธ์ิกระตุน้  แต่เม่ือปริมาณมากกลบั
ออกฤทธ์ิท าลายหรือท าใหเ้ป็นอมัพาต  อาการท่ีแสดง พิษเร่ิมดว้ยคล่ืนไส้  วงิเวยีน  อ่อนเพลีย  
กลา้มเน้ือหดตวัเป็นหยอ่ม ๆ  แน่นหนา้อก  นอกจากน้ีมีอาการอาเจียน  ทอ้งเดิน  ตาพร่า  น ้าลายออก
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มากกวา่ปกติ  และซึมลง  อาการรุนแรงท าใหห้มดสติน ้าลายฟูมปาก   การตายเกิดจากการหายใจ
ลม้เหลว ท าให ้ ป่วย และตายได ้ ในแมลง และเป็นพิษกบัคนดว้ย   ( ศศิธร แท่นทอง และคณะ, 2550)  
     อาการท่ีเกิดข้ึนตามแหล่งท่ีสะสมของอะซิติลโคลีน  แบ่งไดด้งัน้ี 
  ก. อาการทางประสาท จะเกิดอาการเบ่ืออาหาร คล่ืนไส้ อาเจียน ทอ้งเดิน น ้าตาไหล เหง่ือ
ออก ม่านตาหดตวั กลั้นอุจจาระไม่ได ้มีเสมหะมาก 

 ข. อาการทางกลา้มเน้ือ จะเกิดอาการกระตุกของกลา้มเน้ือโดยเฉพาะท่ีล้ิน บริเวณหนา้และ
ล าคอ หรือกระตุกทัว่ร่างกาย เกิดอาการอ่อนเพลียและเป็นอมัพาต 

   ค. อาการทางสมอง จะเกิดอาการปวดศรีษะ มึนงง อาจชกัและหมดสติได้ 
 

 2. 2.2 การยบัยั้งอะซิติลโคลนีเอสเทอเรสโดยสารกลุ่มออร์แกโนฟอสเฟต 
 สารออร์แกโนฟอสเฟตถูกน ามาใชเ้ป็นสารก าจดัแมลงกนัอยา่งแพร่หลาย  สารน้ีมีการยบัย ั้ง
การท างานของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ได ้2 วธีิ วธีิแรกคือ ยบัย ั้งโดยตรง เช่น ได โคลวอส 
(Dichlovos) วธีิท่ีสองยบัย ั้งการท างานของเอนไซมโ์ดยทางออ้ม เม่ือออร์แกโนฟอสเฟตเขา้สู่ร่างกายจ
จะเปล่ียนโครงสร้างทางเคมีท าใหเ้กิดสารใหม่ท่ีก่อใหเ้กิดความเป็นพิษต่อร่างกาย โดยเกิดกระบวนการ
ออกซิเดทีฟดีซลัฟูเรชนั ( oxidativedesulfuration )  ในสูตรโครงสร้างทัว่ไปของออร์แกโนฟอสเฟตจาก
ต าแหน่ง P=S เปล่ียนเป็น P=O โดย  mixed  function  oxidases ( MFO ) ท่ีอยูใ่น  endoplasmic  
reticulum  ในตบั ล าไส้ ไต และปอด ท าให้ สารใหม่ท่ีเกิดข้ึนใหม่มีความเป็นพิษมากกวา่เดิม 
ตวัอยา่งเช่น พาราไทออน  มาลาไทออน  เป็นตน้  
  สารอะซิติลโคลีน ท่ีไม่ถูกไฮโดรไลซ์ ท าใหเ้กิดการสะสมของอะซิติลโคลีนบริเวณรอยต่อ
ของเซลลป์ระสาทมากข้ึนจึงเกิดการกระตุน้ของเซลลป์ระสาทหรือกลา้มเน้ือบริเวณนั้นอยา่งต่อเน่ือง มี
ผลท าใหเ้กิดการเหน่ือยลา้และอาการชกัต่อเน่ืองอยา่งรุนแรง 
  

2.3  เทคนิคการแยก 
สารท่ีสนใจในการวเิคราะห์ถูกแยกออกจากสารท่ีรบกวนในการวเิคราะห์โดยอาศยัคุณสมบติั

ทางเคมีและทางฟิสิกส์ท่ีต่างกนั เทคนิคในการแยกมีหลายวธีิดงัตารางท่ี 1.1 
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ตารางท่ี 1.1  การจ าแนกเทคนิคในการแยก 
 
สมบติัพื้นฐานท่ีใช้

ในการแยก 
เทคนิคในการแยก 

ขนาด 
 
 
 
มวลและความ

หนาแน่น ( density ) 
 
การท าใหเ้กิด

สารประกอบ(complex 
formation ) 

 
เปล่ียนสถานะทาง

ฟิสิกส์(change in physical 
state  ) 

 
 
เปล่ียนสถานะทาง

เคมี(change in chemical state ) 
 
 
 
การแบ่งส่วนระหวา่ง

เฟส        ( partitioning 
between phase ) 

กรอง, ไดอะไลซีส (dialysis ),ไซซ์เอกซ์คลูซนัโครมาโทรกราฟี ( 
size – exclusion chromatrography ) 

 
 

การหมุนเหวีย่ง ( centrifugation ) 

 
 

การเติมรีเอเจนตล์งไปเพื่อใชป้้องกนัการรบกวนอนัเน่ืองจาก
ส่วนประกอบอ่ืน ๆ ท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งท่ีมีผลต่อสัญญาณของสารท่ี
สนใจในการวเิคราะห์ภาษาองักฤษท่ีใชค้  าวา่ masking 

 
การกลัน่ ( distillation ),การระเหิด ( sublimation ),การตกผลึก
ใหม่ ( recrystallization ) 

 
 
 

การตกตะกอน ( precipitation ),การแลกเปล่ียนไอออน ( ion- 
exchange ),การแยกโดยใชข้ั้วไฟฟ้า (electrodeposition), การท า
ใหเ้กิดไอ (volatilization) 

 
 
การสกดั ( extraction ) 
โครมาโทรกราฟี ( chromatrograpy ) 

ท่ีมา: (Harvey,  2000 : 205 ) 
 
 



 

 

14 

1.4  การแยกโดยอาศัยขนาด 
การแยกโดยอาศยัขนาดเป็นการแยกอยา่งง่ายโดยอาศยัสมบติัทางฟิสิกส์  โดยอาศยัขนาดท่ี

ต่างกนัเพื่อแยกสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงท่ีรบกวนออกจากกนั  เทคนิคการแยกโดยอาศยัขนาดแบ่ง
ออกดงัน้ี 

             1.4.1  การกรอง 
การแยกโดยอาศยัขนาดเป็นการแยกอยา่งง่ายโดยอาศยัสมบติัทางฟิสิกส์ โดยอาศยัขนาดท่ี

ต่างกนัเพื่อแยกสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงท่ีรบกวนออกจากกนั การกรองเม่ือใชก้ระดาษกรองท่ีมีขนาด
ต่างกนั อาศยัแรงดึงดูดระหวา่งโลก ท าใหส้ารท่ีมีขนาดต่างกนัแยกออกจากกนัได ้หรือท าใหส้ารท่ีไม่
ละลายในตวัท าละลายแยกออกจากสารท่ีละลายในตวัท าละลายได ้ในการวเิคราะห์น ้าเราสามารถกรอง
เพื่อวเิคราะห์หาสารแขวนลอย  (suspended  solid)  ท่ีอยูใ่นน ้าได ้ ในการวเิคราะห์โดยการชัง่น ้าหนกั  
(gravimetry)  ขั้นตอนการตกตะกอนกรองแลว้ชัง่น ้าหนกั  การกรองเป็นขั้นตอนหน่ึงท่ีจะแยกสารท่ี
ละลายของไอออนต่าง  ๆ  ออกจากตะกอนของสารท่ีสนใจวเิคราะห์ 

1.4.2 ไดอะไลซีส 
        เป็นเทคนิคการแยกสารท่ีมีขนาดโมเลกุลหรือไอออน (ion) ท่ีต่างกนัออกจากกนัโดยเยือ่

ไดอะไลซีสเป็นเยือ่ท่ียอมใหส้ารบางชนิดท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กผา่นได ้ สารขนาดเล็กท่ีผา่นเยือ่ได ้ เช่น  
Na+ , Cl-  , C6H 12O6   เทคนิคน้ีใชส้ าหรับการแยกสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงรบกวนในการวเิคราะห์
ออกจากกนั  เยือ่ไดอะไลซีสท ามาจากเซลลูโลส  (cellulose)  มีขนาดของรูประมาณ  1-5  นาโนเมตร  
(nm)  สารแต่ละชนิดมีความสามารถในการแพร่ผา่น (diffusion) เยือ่ไดอะไลซีสไดต่้างกนั    ใส่สาร
ผสม  เช่น  แป้งผสมน ้าตาลในถุงไดอะไลซีส  แลว้น าไปแช่ในสารละลายท่ีไม่เหมือนกบัสารละลายท่ี
อยูใ่นถุงไดอะไลซีส    น ้าตาลท่ีอยูใ่นถุงไดอะไลซีสและสารละลายท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กกวา่รูของถุง
ไดอะไลซีสจะซึมผา่นเยือ่ได ้ ส่วนสารท่ีมีขนาดใหญ่ไม่สามารถผา่นเยือ่ไดจ้ะอยูใ่นถุง  เช่น  แป้ง      
ไดอะไลซีสใช ้      ส าหรับแยกโปรตีน  ฮอร์โมนและเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ    ในร่างกายไตท าหนา้ท่ีใน
การกรองของเสีย  เช่น  ยเูรีย  กรดยริูก และครีทีนีน  (cretinine)  ออกจากร่างกายโดยวธีิไดอะไลซีส
เช่นกนั   
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รูปท่ี  1.1  แสดงการท างานของไดอะไลซีส 
ก. สารท่ีตอ้งการท าใหบ้ริสุทธ์ิบรรจุในถุงไดอะไลซีสใส่ไวใ้นตวัท าละลาย 
ข. อนุภาคเล็กจะไหลผา่นเขา้ออกถุงไดอะไลซีสไดส่้วนอนุภาคใหญ่ยงัคงอยูใ่นถุง 

ท่ีมา  (ดดัแปลงมาจาก  Harvey,  2000  :  206) 
 

1.4.3 ไซซ์เอกซ์คลูซันโครมาโทกราฟี 
        เป็นวธีิการแยกของผสมท่ีมีขนาดต่างกนัออกจากกนัโดยผา่นอนุภาคท่ีมีรูเล็ก  ๆ  สารใดมี

ขนาดเล็กจะออกมาชา้  สารท่ีมีขนาดใหญ่จะออกมาเร็วกวา่เน่ืองจากสารขนาดเล็กรอดเขา้ไปในรูได ้ 
ไซซ์เอกซ์คลูซนัโครมาโทรกราฟีบางคร้ังเรียกวา่  เจลเพอมีเอชนัโครมาโทรกราฟี  (gel  permeation  
chromatography)  หรือโมเลคูลาเอกซ์คลูซนัโครมาโทรกราฟี (molecula exclusion chromatography )  
หลกัการโครมาโทรกราฟีชนิดน้ีคือ  ความสามารถในการแยกข้ึนกบัขนาดของโมเลกุลสารท่ีใชบ้รรจุ
ในคอลมัน์คือ  เดกซ์ทริน  (dextrin)  หรือพอลิอะครายลามาย (polyacrylamide)  ซ่ึงเป็นสารท่ีภายใน
อนุภาคมีรูเล็ก ๆ ขนาด 10 ไมครอน(m)  ซ่ึงเกิดจาการเช่ือมโยง (cross-linked)  กนัภายในอนุภาค  
ขนาดของรูข้ึนอยูก่บัองศาของการเช่ือมโยง (degree of cross-linked)   ยิง่มีองศาของการเช่ือมโยงมาก
จะท าใหข้นาดรูเล็ก  ตวัอยา่งท่ีตอ้งการแยกจะถูกใส่เขา้ไปในกระแสของตวัท าละลายซ่ึงใชปั้มป์ดูดผา่น
คอลมัน์ดว้ยอตัราเร็วสม ่าเสมอ  อนุภาคขนาดเล็ก ๆ ในตวัอยา่งจะผา่นเขา้ไปในรูของสารท่ีบรรจุอยูใ่น
คอลมัน์อนุภาคขนาดเล็กจะแยกออกไดช้า้เพราะจะผา่นเขา้ไปในรูของสารท่ีบรรจุอยูใ่นคอลมัน์  ส่วน
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อนุภาคขนาดใหญ่จะหลุดออกมาก่อน  โครมาโทรกราฟีชนิดน้ีมีการใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการแยกเพื่อ
วเิคราะห์พอลิเมอร์  และชีวเคมีซ่ึงใชใ้นการแยกโปรตีน 
 
1.5  การแยกโดยอาศัยมวลและความหนาแน่น  

ถา้สารละลายท่ีตอ้งการแยกประกอบดว้ยสารท่ีสนใจวเิคราะห์กบัส่ิงท่ีรบกวนในการวเิคราะห์  ซ่ึงมี
มวลและความหนาแน่นต่างกนั  การใชว้ธีิหมุนเหวีย่งเป็นวธีิหน่ึงท่ีน่าจะแยกสารออกจากกนัได ้ 
สารละลายของตวัอยา่งถูกบรรจุอยูใ่นหลอดทดลองท่ีใชส้ าหรับเคร่ืองหมุนเหวีย่งแลว้หมุนดว้ย
ความเร็วรอบท่ีสูง ๆ อนุภาคท่ีหนกัซ่ึงอยูใ่นสารละลายจะถูกแรงหมุนเหวีย่งท าใหเ้กิดการ
ตกตะกอนอยูท่ี่กน้ของหลอดทดลองไดเ้ร็วกวา่อนุภาคท่ีเบา  อนุภาคท่ีมีความหนาแน่นเท่ากนัแต่
มวลต่างกนัอนุภาคท่ีหนกักวา่จะตกตะกอนเร็วกวา่  อนุภาคท่ีมีมวลเท่ากนัแต่ความหนาแน่นต่างกนั
อนุภาคท่ีมีความหนาแน่นมากกวา่จะตกตะกอนเร็วกวา่ 

การหมุนเหวีย่งเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีส าคญัท่ีใชใ้นการแยกสารชีวโมเลกุล 

2.3  การแยกสารชีวโมเลกลุออกจากเซลล์  
 การแยกสารชีวโมเลกุลออกจากเซลลแ์ละท าใหบ้ริสุทธ์ิ  สารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น   เอนไซม ์
เป็นตน้ สามารถแยก   โดยเทคนิคดงัน้ี ( บณัฑิต  ลีละศาสตร์, 2540 ) 
 

 2.3.1 การท าให้เซลล์แตก 
 การแยกสารชีวโมเลกุลท่ีอยูใ่นไซโทพลาสซึมของเซลล ์จะตอ้งจดัการท าใหเ้ซลลแ์ตก
เสียก่อนโดยวธีิต่าง  ๆ เพื่อปลดปล่อยสารนั้นออกมา  โดยวธีิต่างๆ ดงัน้ี 
 ก. การใชแ้รงดนัออสโมซิส โดยการเติมน ้าหรือน าเซลลล์งแช่ในสารละลายไฮโปโทนิค 
ซ่ึงเป็นสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ของสารละลายต ่ากวา่ความเขม้ขน้ภายในเซลลใ์นภาวะเช่นน้ีโมเลกุล
ของน ้าจะแพร่เขา้สู่เซลลท์  าใหเ้ซลลบ์วมและแตกออก วธีิน้ีใชไ้ดดี้กบัเซลลส์ัตว ์ 
 ข. ใช้ วธีิแช่เยน็เซลลใ์หแ้ขง็แลว้ท าใหอุ่้นข้ึนทนัที  
 ค.ใช้ สารละลายอินทรีย ์เช่นอะซีโตนหรือโทลูอีนก็อาจท าใหเ้ซลลแ์ตกได ้แต่สารละลาย
อินทรียเ์หล่าน้ีก็อาจท าใหส้ารชีวโมเลกุล เช่น โปรตีนบางชนิดเสียสภาพไดเ้หมือนกนั  
 ง. การบดเซลลใ์นทรายหรืออะลูมินา  
 โดยปกติแลว้จะใชว้ธีิใดก็ตามจะท าใหเ้ซลลแ์ตกในสารละลายท่ีมี pH และความแรง
ไอออนเหมือนในเซลล ์วธีิการท าใหเ้ซลลแ์ตกท่ีใชว้ธีิทางกายภาพส่วนใหญ่จะเกิดความร้อนซ่ึงถา้
อุณหภูมิสูงจะท าใหส้ารชีวโมเลกุลโดยเฉพาะอยา่งยิง่เอนไซมส่์วนมากเสียสภาพธรรมชาติ (denature) 
จึงจ าเป็นตอ้งท าใหเ้ซลลแ์ตกและแยกองคป์ระกอบต่างๆท่ีอุณหภูมิต ่า งานทางดา้นชีวเคมีจึงมกัท าใน



 

 

17 

หอ้งเยน็  หลงัจากเซลลแ์ตกแลว้ขั้นตอนต่อไปคือการน าส่วนท่ีไดม้าก าจดัเศษเซลล ์หรือเซลลท่ี์
หลงเหลือออกไป  นอกจากน้ีอาจจะแยกสารท่ีไม่ตอ้งการออกไปดว้ยวธีิการดงัต่อไปน้ี 
 ก. การกรองหรือการป่ันเหวีย่ง (centrifugation) คือ การท าใหส้ารท่ีมีขนาดต่างกนั ความ
หนาแน่นและรูปร่างต่างกนัแยกออกจากกนัโดยอาศยัแรงหนีศูนย ์เคร่ืองมือท่ีใชเ้รียกเคร่ืองเหวีย่งหรือ
เคร่ืองเซนตริฟิวจ ์(centrifuge)   โดยอาศยัหลกัการท่ีวา่องคป์ระกอบท่ีหนกักวา่จะถูกเหวีย่งใหต้กลงมา
ก่อนท่ีความเร็วรอบของการเหวีย่ง  
 ข.การ ตกตะกอนดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์หรือสารละลาย เป็นตน้    

 2.3.2 การแยกสารชีวโมเลกลุ 
 หลกัการแยกและท าใหส้ารชีวโมเลกุลบริสุทธ์ิ สามารถแบ่งออกไดห้ลายวธีิทั้งน้ีข้ึนอยูก่บั
คุณสมบติัเฉพาะตวัของสารแต่ละชนิด  ดงัตารางท่ี 2.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที ่2.1    หลกัการแยกและท าสารชีวโมเลกุลใหบ้ริสุทธ์ิ 
 

คุณสมบติั วธีิการ 
ขนาดหรือมวล - การป่ันเหวีย่ง(Centrifugation) 

- Gel filtration 
- ไดอะไลซิส(Dialysis ), 
Ultrafiltration 

ประจุ - Ion-exchange chromatography 
- Electrophoresis 
- Isoelectric focusing 
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ความสามารถในการละลาย - เปล่ียน pH 
- เปล่ียนค่า ionic strength 
- ลดค่า dielectric constant 

ความจ าเพาะกบัสารบางชนิด - Affinity chromatography 
- Affinity elution 

  
  
 สารชีวโมเลกุลท่ีแยกจากเซลลม์กัมีปริมาณนอ้ย เม่ือแยกมาอยูใ่นสารละลายบฟัเฟอร์ 
มกัจะเจือจางไม่สะดวกในการศึกษาและแยกบริสุทธ์ิ วธีิการท าใหส้ารชีวโมเลกุลเขม้ขน้ข้ึนมีหลายวธีิ 
เช่น การตกตะกอนดว้ยเกลือหรือตวัท าละลายอินทรีย์         ไลโอฟิไลเซชนั ( lyophillization หรือ freeze 
- drying) เป็นวธีิเก่าในการท าใหส้ารละลายทางชีวภาพเขม้ขน้ข้ึน และยงัคงใชอ้ยูโ่ดย เฉพาะอยา่งยิง่
เพื่อการเก็บและขนส่งสารชีวภาพ เป็นวธีิท่ีขจดัตวัท าละลายจากตวัอยา่งท่ีแช่แขง็   วธีิน้ีมีประสิทธิภาพ
ส าหรับการท าใหส้ารท่ีไวต่อความร้อนใหแ้หง้หรือเขม้ขน้สารท่ีระเหยท่ีภาวะอุณหภูมิและความดนัต ่า
จะถูกขจดัออก ส่วนท่ีไม่ระเหย เช่น โปรตีน เกลือ บฟัเฟอร์ เป็นตน้ จะเขม้ขน้ข้ึน 

 2. 3.3 หลกัการแยกและท าให้สารเอนไซม์บริสุทธ์ิ 
มีการพฒันาเทคนิคต่าง ๆมากมายในการแยกและวเิคราะห์สารชีวโมเลกุลเทคนิคท่ีมี

ประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการแยกบริสุทธ์ิสารชีวโมเลกุลทุกชนิดคือ โครมาโทกราฟี (chromatography) 
 ก. โครมาโทกราฟีแบบดูดซับ (absorption chromatography) 
โครมาโทกราฟีแบบดูดซบั เป็นโครมาโทกราฟีแบบท่ีตวักลางท่ีอยูก่บัท่ีเป็นของแขง็ท่ีมีสมบติัดูดซบั
สารต่าง ๆ และมีสารละลายท าหนา้ท่ีเป็นตวัชะสารเหล่านั้น การแยกสารข้ึนอยูก่บัความสามารถของ
ตวักลางท่ีอยูก่บัท่ีในการดูดซบัสารแต่ละชนิดไวไ้ม่เท่ากนั ระหวา่งในการแยก 
 ข.  โครมาโทกราฟีแบบอาศัยการแบ่งละลาย (partition chromatography) 
 วธีิโครมาโทกราฟีนั้นระหวา่งสารตวักลางและตวัชะตวักลางมกัเป็นของเหลว
หรือก๊าซซ่ึงติดอยูก่บัตวัค ้าจุนสารท่ีตอ้งการแยกใหบ้ริสุทธ์ิจะละลายในตวักลางส่วนหน่ึง อีกส่วนหน่ึง
อยูใ่นตวัชะ ดงันั้นจะมีการแบ่งละลายของสารระหวา่งตวักลางและตวัชะ  อตัราส่วนระหวา่งความเขม้
ขั้นของสารท่ีละลายในตวักลางและชะซ่ึงเรียกวา่สัมประสิทธ์ิของการแบ่งละลาย ( partition coefficient, 
Kp) จะมีค่าคงท่ีเสมอ  
 ค. โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลีย่นไอออน (ion – exchange chromatography) 
                               โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนมีตวัค ้าจุนจะเป็นโพลีเมอร์ ท่ีมีประจุท า
หนา้ท่ีเป็นตวักลางท่ีอยูก่บัท่ีท่ีจบักบัตวัถูกละลายในตวักลางท่ีเคล่ือนท่ี ตวัค ้าจุนท่ีมีตวัแลกเปล่ียนประจุ
น้ีเรียกวา่ ion-exchange resin เช่น คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส( carboxymethyl cellulose) เป็นเซลลูโลสท่ี
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มีหมู่คาร์บอกซีเมทิล ( carboxymethyl,CM) ซ่ึงถือประจุลบจะจบักบัสารท่ีมีประจุบวกโมเลกุลใน
ตวักลางท่ีเคล่ือนท่ีเรียกวา่ ตวัแลกเปล่ียนประจุบวก ( cationic exchange) ในทางตรงขา้มถา้ตวั
แลกเปล่ียนถือประจุบวก เช่น โพลีสไตรีน  
 ง. แอฟฟินิตีโครมาโตรกราฟี (affinity chromatography) 
                                แอฟฟินิตีโครมาโทกราฟี เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการท าใหส้ารชีวโมเลกุลใหบ้ริสุทธ์ิ
อยา่งมีประสิทธิภาพสูง โดยอาศยัสมบติัจ าเพาะของสารท่ีตอ้งการแยก เช่น ถา้ตอ้งการแยก 
concanavalin A ซ่ึงเป็นโปรตีนจากพืชใหบ้ริสุทธ์ิ และเราทราบวา่ concanavalin A ต่างจากโปรตีนชนิด
อ่ืนท่ีสามารถจบักบัน ้าตาลกลูโคส เราอาจสร้าง affinity column โดยตรึงน ้าตาลกลูโคสไวก้บัตวักลาง
เม่ือผา่นสารผสม concanavalin A จะจบักลูโคสเม่ือลา้งโปรตีนอ่ืนออกเราสามารถชะ concanavalin A 
ท่ีตอ้งการออกไดโ้ดยใชส้ารละลายกลูโคสความเขม้ขน้สูง 

 จ. เจลฟิลเตรชันโครมาโทกราฟี (gel filtration chromatography) 
           เจลฟิลเตรชนัโครมาโทกราฟีหรือ  gel exclusion หรือ molecular sieve 
chromatography เป็นเทคนิคการแยกสารผสมออกจากกนัตามขนาดของโมเลกุล ในการแยกสารชีว-
โมเลกุลขนาดใหญ่ออกจากสารท่ีมีขนาดเล็กมาก   

 เทคนิคทางโครมาโทกราฟีเป็นวธีิการซ่ึงใชแ้ยกโมเลกุลต่าง ๆ ออกจากกนัโดยอาศยั
สมบติัต่าง ๆ ของโมเลกุล ส าหรับเจลฟิลเตรชนันั้น เป็นโครมาโทกราฟีท่ีสามารถแยกโมเลกุลท่ีมีขนาด
แตกต่างกนั และจดัเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกสารท่ีมีมวลโมเลกุล ในช่วง 10 ,000 -
100,000 ดงันั้นจึงท าใหเ้จลโครมาโทกราฟีมีความส าคญัในการแยกสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ใหบ้ริสุทธ์ิไม่
วา่จะเป็นกรดนิวคลีอิค โพลีแซคคาไรด ์ ชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ  ดว้ย เจลส่วนมากท ามาจากเด็กซ์ทราน อะกา
โรสหรือโพลีอะคริละไมด ์และเจลเหล่าน้ีสามารถแยกออกไดห้ลายชนิดตามขนาดของรูพรุนเพื่อแยก
สารในช่วงการแยกเหมาะสมกบัสารท่ีตอ้งการแยกดว้ยดงัตารางท่ี 2.2 เป็นตวัอยา่งเจลท่ีใชใ้นขนาด
ต่างๆ 
ตารางที ่2.2 ตวัอยา่งเจลท่ีใชใ้นขนาดต่าง ๆ  

ช่ือการค้า ชนิดของเจล ช่วงการแยกตามขนาด (Kd) 
sephadex G-10 
sephadex G-25 
sephadex G-50 

  sephadex G-100 
  sephadex G-200 

bio-Gel P-2 
bio-Gel P-6 

dextran 
dextran 
dextran 
dextran 
dextran 

polyacrylamide 
polyacrylamide 

0.05-0.7 
1-5 

1-30 
4-150 
5-600 

0.1-1.8 
1-6 
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  bio-Gel P-10 
  bio-Gel P-30 
bio-Gel P-100 
bio-Gel P-300 
sepharose 6B 
sepharose 4B 

 

 polyacrylamide  
polyacrylamide 
polyacrylamide 
polyacrylamide 

agarose 
agarose 
agarose  

125-20 
2.4-40 
5-100 

60-400 
10-4,000 

60-20,000 
70-40,000 

ทีม่า : บณัฑิต ลีละศาสตร์, 2540  
 ฉ. อเิลก็โตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
 อิเล็กโตรโฟรีซิส  เป็นค าท่ีใชอ้ธิบายการเคล่ือนท่ีของอนุภาคท่ีมีประจุใน
สนามไฟฟ้า โพลีเมอร์ทางชีวภาพ ( biological polymer) ส่วนใหญ่มีประจุจึงสามารถเคล่ือนใน
สนามไฟฟ้าได ้อาศยัสมบติัต่าง ๆ ของแมโครโมเลกุล ( macromolecule) ตวัอยา่งเช่น มวลโมเลกุลของ
โปรตีน ความแตกต่างของโมเลกุลในแง่ประจุสุทธิ รูปร่างของโปรตีน รวมทั้งการแยกโมเลกุลท่ีต่างกนั
ดว้ย อิเล็กโตรโฟรีซิส สามารถแบ่งออก 2 ชนิดดงัน้ี 
 (1) อเิลก็โตรโฟรีซิสแบบโพลอีะคริลาไมด์เจล ( polyacrylamide gel 
electrophoresis, PAGE)   อิเล็คโตรโฟรีซิสแบบโพลีอะคริลาไมดเ์จลหรือท่ีเรียกยอ่ๆ วา่ PAGE เป็น
เทคนิคท่ีนิยมใชใ้นงานวเิคราะห์โปรตีนและสารผสมโปรตีน ไอออนท่ีมีประจุเม่ืออยูใ่นสนามไฟฟ้าจะ
เคล่ือนท่ีได ้โปรตีนก็เช่นเดียวกนั เป็นแมโครโมเลกุลท่ีมีประจุท่ี pH  ต่างๆ เพราะฉะนั้นจึงเคล่ือนท่ีได้
ในสนามไฟฟ้าและอตัราการเคล่ือนท่ีจะข้ึนอยูก่บัความหนาแน่นของประจุ ( charge density) ของ
โปรตีน ความหนาแน่นของประจุหมายถึงอตัราส่วนของประจุต่อมวล ( charge/mass) ถา้อตัราส่วนน้ีสูง
จะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว เม่ือใหส้นามไฟฟ้ากบัสารละลายโปรตีนผสม โปรตีนแต่ละชนิดจะเคล่ือนท่ีดว้ย
อตัราเร็วท่ีต่างกนัท าใหแ้ยกออกจากกนัได ้
 (2) อเิลค็โตรโฟรีซิสแบบ SDS-โพลอีะคริลาไมด์เจล ( SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE)  ในปัจจุบนัการท า PAGE มกันิยมใชส้ารซกัฟอกท่ีมีช่ือวา่ โซเดียมโด
เดคิลซลัเฟตหรือ SDS ในระบบบฟัเฟอร์ร่วมกบัสารท่ีสลายพนัธะไดซลัไฟด ์( disulfide bond) การท า 
PAGE ท่ีมี SDS เรียกวา่ SDS-PAGE เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการแยกหน่วยยอ่ยของโปรตีนและหามวล
โมเลกุลของมนั SDS 1.4 กรัม/สายโพลีเมอร์เพพไทด ์1 กรัม SDS-โพลีเพพไทดค์อมเพล็กซ์ ( SDS-
polypeptide complex) น้ีมีรูปร่างเป็นแท่ง   เน่ืองจากสายโซ่โพลีเพพไทดเ์ม่ือถูกจบัดว้ย SDS จะคลาย
การขดเป็นสายยาว คอมเพลกซ์น้ีมีประจุเป็นลบ(เน่ืองจาก SDS ไปบดบงัประจุของโปรตีน) ทุก
คอมเพลกซ์จะเคล่ือนท่ีไปในทางทิศทางเดียวกนั เม่ือเปรียบเทียบการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐาน ท่ี
ทราบมวลโมเลกุล จะท าใหท้ราบถึงมวลโมเลกุลของสายโซ่โพลีเพปไทด ์
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2.4 การเส่ือมสภาพของเอนไซม์ 
    การเส่ือมสภาพของเอนไซม์ เป็นการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน   เป็นการ
เปล่ียนแปลงสภาพตามธรรมชาติของโปรตีน (native conformation) ท่ีปกติท างานไดดี้ ใหก้ลายเป็น
โปรตีนท่ีท างานไดน้อ้ยลงหรือสูญเสียหนา้ท่ีไป และยงัอาจมีการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัอ่ืนๆของ
โปรตีนดว้ย  สาเหตุท่ีท าใหก้ารเส่ือมสภาพของเอนไซม์ ดงัต่อไปน้ี (เนตรนภิส  ธีระ ,2552) 

  2.4.1 สารเคม ี(chemical agents)     
  ก. กรดหรือด่างแก่และตวัท าละลายอินทรียบ์างตวัจะท าลาย H-bond และ salt bridges  

reducing agents เช่น -mercaptoethanol, dithiothreitol จะท าลายพนัธะ disulfide ใหก้ลายเป็นหมู่ 
sulfhydryl ส่วน urea จะท าลาย H-bond และ hydrophobic interaction  

          ข.  เกลือท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ จะมีผลท าใหก้ารละลายของโปรตีนดีข้ึนหรือแยล่งได ้
เช่น fibrous protein ปกติจะละลายน ้าไดย้าก ถา้มีการเติมเกลือลงไปเล็กนอ้ยจะท าใหโ้ปรตีนละลายน ้า
ไดดี้ข้ึน (salting in) แต่ถา้เติมเกลือมากเกินไป จะท าใหโ้ปรตีนนั้นตกตะกอนลงมา (salting out)    

 ค. Detergents   จะท าลาย hydrophobic interactions   ของโปรตีน ท าใหส้าย โพลีเพป
ไทด ์ยดืออกจากกนัเป็นสายยาว  
            ง. โลหะหนกั (heavy metals)   จะท าใหโ้ครงสร้างของโปรตีนเปล่ียนแปลงไป เช่น 
ท าลาย salt bridges หรือโลหะหนกัจบัตวักบัหมู่ sulfhydryl ของโปรตีน ท าใหเ้กิดการเสียสภาพของ
โปรตีนได ้    เช่น Ag+, Hg+2 และ Pb+2 ก็สามารถท าใหเ้อนไซมเ์ส่ือมสภาพได้    (ดนยั บุณยเกียรติ , 
2552) 

 

   2.4.2.  สภาพแวดล้อม  
 สภาพแวดลอ้มท่ีไม่ปกติ เช่น การเขยา่แรงๆจนเกิดฟอง (foaming), การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิท่ี
สูงข้ึน ท าใหอ้ณูของโปรตีนสั่นสะเทือนมากข้ึน ส่งผลให ้ H-bond ซ่ึงเป็นพนัธะอยา่งอ่อนถูกท าลายไป
ได ้นอกจากน้ียงัมี physical agents อยา่งอ่ืนๆ เช่น ความดนั , ความเยน็จดัจนแขง็, รังสี ultraviolet, x-
ray, ultrasound ท่ีสามารถท าลายสภาพธรรมชาติของโปรตีนใหสู้ญเสียไปได ้ 
  โปรตีนบางอยา่งเม่ือถูกท าใหค้ลายตวั (unfolding) และเสียสภาพธรรมชาติไป อาจท าใหก้ลบัคืน
สู่สภาพธรรมชาติไดอี้ก (renaturation) ถา้สภาวะเหมาะสม เช่น pH ของตวัท าลายกลบัคืนสู่สภาพท่ี
เหมาะสม ถา้โปรตีนนั้นเป็นเอนไซม ์เอนไซมน์ั้นก็สามารถท างานไดอี้ก  การท าลายสภาพธรรมชาติ
บางคร้ังก็เกิดข้ึนอยา่งถาวร การแขง็เป็นล่ิมดว้ยความร้อน (coagulation) เป็นการท าลายสภาพธรรมชาติ
อยา่งหน่ึงของโปรตีน ท่ีส่วนมากจะกลบัคืนสู่สภาพเดิมไม่ได ้เช่นโปรตีนในไข่ขาว นัน่คือความร้อนจะ
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ท าใหโ้ปรตีนถูกท าลายสภาพธรรมชาติก่อนแลว้จึงมีการแขง็ตวัเป็นล่ิม การแขง็เป็นล่ิมบางอยา่งอาจ
เกิดจากปฏิกิริยาเคมี โดยเอนไซมแ์ละปัจจยัต่างๆร่วมดว้ย เช่น  การแขง็เป็นล่ิมของเลือด การ
เส่ือมสภาพของเอนไซม ์ (Denaturation)    เม่ือโครงสร้างของเอนไซมเ์ปล่ียนไปจนสารตั้งตน้รวมกบั
เอนไซมท่ี์ บริเวณเร่งไม่ได ้จะท าใหคุ้ณสมบติัในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมห์มดไป  
 ดงันั้น ในการสกดัเอนไซมห์รือการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ จึงมกัตอ้งท าในท่ีๆมีอุณหภูมิต ่า เพื่อ
ป้องกนัการเส่ือมสภาพของเอนไซมจ์ากความร้อน  เม่ือสกดัออกจากเซลลค์วามทนทานต่ออุณหภูมิสูง
จะลดลง     ออกซิเจน และสารท่ีเป็นสารออกซิไดซ์สามารถท าใหเ้อนไซมห์ลายชนิดเส่ือมสภาพได ้โดย
มกัจะท าใหเ้กิดไดซลัไฟด ์บริดจ ์ (Disulfide Bridges) ในลูกโซ่โพลีเพปไทดท่ี์มี –SH ของกรดอะมิโน
ซีสเตอีน (Cysteine) สารรีดิวซ์สามารถท าใหเ้อนไซมเ์ส่ือมสภาพได้    จะไปท าลายไดซลัไฟด ์บริดจ ์
เกิดเป็น –SH 2 กลุ่ม  

 
2. 5 เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
  

โคลีนเอสเตอเรสเป็นเอนไซมท่ี์สลายตวัไดง่้าย   เอนไซมน้ี์ใชใ้นการส่งกระแสประสาท   มีอยู่
ในสัตวทุ์กชนิด พบมากในสมองและน ้าเลือด   ไดมี้การสกดัเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส โดยบดสมองกบั
ซิลิกาเจลและฟอสเฟตบฟัเฟอร์   ได้มีการวจิยัสกดัและท าบริสุทธ์ิเอนไซม ์  อะเซติลโคลีนเอสเทอเรส 
จากสมองววั  สมองหมู และสมองไก่  โดยบดสมองกบัซิลิกาเจลกบัฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 จากนั้น
ท าการตกตะกอนโปรตีนดว้ยความร้อนและเอธานอล    แลว้น าสารสกดัท่ีไดใ้นแต่ละขั้นตอนมาหา
ปริมาณโปรตีน ปริมาณเอนไซม์  และ specific  activity  ไดผ้ลดงัน้ี พบวา่ สารสกดัสมองท่ีมีปริมาณ
โปรตีนมากท่ีสุดคือ สมองหมู สมองววั และไก่ตามล าดบั    ส่วนปริมาณเอนไซม ์และ specific activity 
มากท่ีสุดคือ สมองไก่  สมองววั และสมองหมู 0.00 6 units , 0.0058 units, 0.00046 units ตามล าดบั 
specific activity 3.2 x 10-7 units/mg protein, 3.0 x10-7 units/mg protein  2.0 x 10-8 units/mg protein  
ตามล าดบั  (กิติพงษ ์ฟากเซ และ ชลิน   ยิม้พงัเทียม , 2549)  เน่ืองจากสารปราบศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโน
ฟอสฟเฟต และกลุ่มคาร์บาเมตสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสได้   การวเิคราะห์
สารปราบศตัรูพืชโดยใชเ้อนไซม์ น้ีจึง เป็นวธีิหน่ึงมีการใชต้รวจหาสารปราบศตั รูพืชแบบไม่
เฉพาะเจาะจง  โดยใชต้รวจหาสารในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอ เฟต และกลุ่มคาร์บาเมตไดเ้กือบทุกชนิด  
เอนไซมช์นิดน้ีจะถูกยบัย ั้งโดยสารกลุ่มออร์กาโนฟอส เฟต และกลุ่มคาร์บาเมตท่ีตกคา้งอยูใ่นอาหาร
และพืชผกัอ่ืนๆ ท าใหไ้ม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได ้ เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส เร่งปฏิกิริยาท่ีใช้ อะซิติลโค
ลีน  (acetyl choline, Ach) เป็นสารตั้งตน้   แลว้เปล่ียนเป็น ผลิตภณัฑท่ี์ประกอบดว้ย โคลีน  ( choline)  
และกรดอะซิติก (acetic acid)  ดงัปฏิกิริยา 
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       Acetylcholine         cholinesterase       Choline  +  Acetic  acid 
 
 การวดัปริมาณสารปราบศตัรูพืชท าไดโ้ดยวธีิต่างๆ  เช่น  โคลีนเอสเตอเรสท าปฏิกิริยาแลว้
สามารถวดัอตัราการสลายตวัของอะซิติลโคลีนหรือวดัปริมาณโคลีนและกรดอะซิติกท่ีเกิดข้ึน หรือวดั
ปริมาณโคลีนเอสเตอเรสท่ีเหลืออยูก่็ท  าได ้ (Stewart  and  stolmand, 1961 : 689-690) 

การหาปริมาณเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเตอเรสท าไดโ้ดยการน าตวัอยา่งมาป่ันเหวีย่งท่ี 6 ,000 
rpm เป็นเวลานาน 5 นาที หลงัจากนั้นน ามาผา่นคอลมัน์ (column) แลว้น าส่วนท่ีไดจ้ากการผา่นคอลมัน์ 
มาหาปริมาณเอนไซมโ์ดยใช ้0.05 mL หลงัจากนั้นเติม DTNB ลงไป 0.25 mL รอ 10 นาที แลว้น าไปวดั
ค่าดูดกลืนแสงท่ี 412 nm (Ellman, G.L. ,1961)  

ไดมี้การวเิคราะห์ปริมาณเอนไซม ์ AChE โดยน าตวัอยา่งของสมองมา 20 mg เติมฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ 1 mL น าไปป่ันเหวีย่งน าสารละลายใสดา้นบนมาใส่ในคิวเวต 2.6 mL เติม ฟอสเฟตบฟัเฟอร์
0.4 mL หลงัจากนั้นเติม DTNB 100  L และน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 412  nm แลว้เติม สารตั้งตน้ 
(acetylthiocholine iodide) 2  L และวดัค่าการดูดกลืนแสงอยา่งนอ้ยเป็นเวลา 6 นาที  

                                  AChE 
                   acetylthiocholine                                           thiocholine + acetic acid 
                   thiocholine + DTNB                                     thionitrobenzoate (formation of DTNB)                   

(Tr. J. medical sciences. ,1972) 
 

 การตรึงเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส จะท าใหเ้ก็บไดน้านและน าไปใชง้านไดส้ะดวกข้ึน  
เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส  จากสมองววั และสมองหมูถูกตรึงบนอลัจินิกท าใหเ้สถียรภาพ และแอคติวตีิ
ของเอนไซมเ์พิ่มข้ึน   โดยท าการสกดัเอนไซม์ ดว้ยการบดสมองกบัซิลิการเจลและฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งเพื่อหาปริมาณโปรตีนและท าบริสุทธ์ิบางส่วนโดยการตกตะกอนดว้ยความร้อน
และเอทานอล ไดผ้ลดงัน้ี พบวา่สารสกดัมีปริมาณโปรตีน 3.437-6.675 มิลลิกรัมต่อกรัมของสมอง  
ปริมาณเอนไซมต์ั้งแต่ 4.0 x 10-6 – 5.8  x 10-5 ยนิูตต่อกรัมของสมอง และ specific activity ตั้งแต่ 1.16 x 
10-6 – 8.68 x 10-6 ยนิูตต่อมิลลิกรัมของโปรตีน จากนั้นไดน้ าสารสกดั fraction I ของสมองววัมาท าการ
ตรึงรูปดว้ยกรดอลัจินิก แลว้ท าการหาปริมาณโปรตีน ปริมาณเอนไซมแ์ละ specific activity (ชนิษฐา  
อุดทา และอคักะบทัคาน ปาทาน, 2550)      การตรึงเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสบนสารท่ีไม่เปียกน ้า  เช่น  
a-naphthylamine, benzylamine, Orp-methylbenzylamine  groups ท าใหเ้ขม้ข้ึน 60-90 เท่า และ 700-
1200 เท่า ใชส้ าหรับทดสอบแบบสกรีน ( Screening)  ในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส  เอนไซมท่ี์ตรึง รูป
แลว้จะทนอุณหภูมิสูงข้ึน  110%  หลงัจากตรึงแลว้นาน 8 ชัว่โมง ยงัท างานได ้82-88 %  (Cao  and et al. 
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, 1995)  การตรึงเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสไวบ้นเมมเบรน  Porex(R ) Lateral-FloTM  ท  าใหส้ามารถเก็บ
เอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสไวไ้ดห้ลายเดือนท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ใช้ส าหรับทดสอบสารปราบศตัรูพืชในน ้า
บริโภคและน ้าประปา เป็นวธีิทดสอบท่ีง่าย ราคาไม่แพง ใชง้านไดดี้วธีิหน่ึง 
 (Weetall and et al. , 2004) 
 การตรึงอะซิติลโคลีนเอสเตอเรส  ( Acetyl cholinesterase,  AchE)  บน  microtitration  plate 
โดยใช ้ gelatin  หรือ BSA-trehalose  film  โดยตรึง AchE  แบบแหง้พบวา่ใชส้ าหรับทดสอบสารปราบ
ศตัรูพืชในน ้า  ผกั  เลือด  (Nguyen  and  et al, 1997)  มีการตรึง AchE บน  controlled  porous  glass  
beads (CPG) โดยมี acetylcholine เป็นสับสเตรท  โดยใชส้ารยบัย ั้งคือ  paraoxon (diethyl-p-
nitrophenylphosphate)  แลว้ใชส้าร 1,1 / - trimethylene bis (4-formylpyridinium bromide) dioxime  
เป็นสารท าใหเ้อนไซมส์ามารถท างานไดอี้กคร้ัง  (Rodrigues, and et al, 1997)  นอกจากน้ีAchE  ยงัถูก
ตรึงบนผวิของ carbon-modified เพื่อท่ีจะน าไปใชใ้นการตรวจวดัสารปราบศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต  (Pontumma and Sritong kam, 2008)    การตรึงเอนไซม์ไวส้ าหรับใชใ้นการตรวจสภาพการ
ถูกยบัย ั้งของเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรส  ท าใหส้ามารถบอกไดว้า่มีสารปราบศตัรูพืชตกคา้งในอาหาร
และส่ิงแวดลอ้มได ้ นอกจากน้ียงัใชต้รวจหาสารเคมีท่ีอยูใ่นร่างกายได ้     ในยโุรปก าหนดใหมี้สาร
ปราบศตัรูพืชในน ้าด่ืมไดไ้ม่เกิน  1 g/l       การพฒันาวธีิวเิคราะห์สารปราบศตัรูพืชตกคา้งใหเ้ป็นวธีิท่ี
รวดเร็ว ค่าใชจ่้าย ไม่แพง ท าไดโ้ดยใชก้ารเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม ์หรือไบโอเซนเซอร์ ( biosensors)     
มีการตรึงเอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสเพื่อใชใ้นการตรวจวดัคุณภาพและปริมาณสารออร์กาโนฟอสเฟต 
และคาร์บาเมตเป็นไบโอเซนเซอร์ส่วนใหญ่มีการใช ้เอนไซม์ โคลีนเอสเตอเรสจาก electric eel, bovine  
erythrocytes, human erythrocytes, butyrylcholine  esterases จาก horse serum หรือ human serum  การ
ตรึงเอนไซมท์ าไดโ้ดยใส่เอนไซม์โคลีนเอสเตอเรสลงใน  500 mg ของแป้งขา้วเจา้ท่ีผสมกบั 1.2 ml 
Tris  buffer (pH 7.4) ผสมกนัในขณะเยน็แลว้เทใส่ 3.3 ml ของ Tris buffer  ผสมกบั  300 lของ 
glycerine  ท่ีตม้ใหร้้อนคนจนสารละลายใส แลว้ท าใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 320 K  ในอีกบิกเกอร์หน่ึงใส่  50 
mg ChE ละลายใน 600  l ของ Tris buffer  แลว้เทสารลงไปกวนในบิกเกอร์แป้งท่ีอุณหภูมิ 320 K  
แลว้ลา้งดว้ย 600  l ของ Tris buffer  ปรับปริมาตรรวมเป็น 6 ml  แลว้สารละลายแป้งผสมเอนไซมต์รึง
ไวบ้น  polyurethane foam (10  10  0.6 cm) ท าใหเ้ยน็ในตูเ้ยน็ท่ี 278 K 1 ชัว่โมง  เพื่อใหแ้ป้งจบัตวั
เป็นเจล  หลงัจากนั้นเก็บในตูดู้ดความช้ืนท าใหแ้หง้ 1 คืน  แลว้ตดัแผน่ท่ีตรึงเอนไซมเ์ป็นช้ินๆ ขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 mm (Pogacnik  and  Franko, 1999) 
   

ไดศึ้กษาการยบัย ั้งเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจากสารป้องกนัก าจดัแมลงกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์บาเมตในน ้าคั้นผกัและผลไมโ้ดยใชห้ลกัการท่ีสาร  DTNB ท าปฏิกิริยากบั
โคลีนเกิดผลิตภณัฑท่ี์มีสีเหลืองและดูดกลืนแสงท่ีค่าความยาวคล่ืน  410 นาโนเมตร เอนไซมอ์ะซิติล
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โคลีนเอสเทอเรสไดจ้ากการสกดัเอนไซมจ์ากปลาไหลไฟฟ้า   ใช้อะซิติลไธโอโคลีน  จากการหา
กิจกรรมเอนไซมท่ี์  15 นาทีภายใตอุ้ณหภูมิ  37 ºC ท่ีความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละ สับสเตรทต่างๆ  กนั 
และท าการทดสอบผลของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต กลุ่มคาร์บาเมตต่อการยบัย ั้ง
กิจกรรมเอนไซมพ์บวา่ท่ีความเขม้ขน้ของสับสเตรทและเอนไซม ์1.2 µmolและ 0.02 unit เกิดกิจกรรมท่ี
ดีท่ีสุด (รุ่งนภา ก่อประดิษฐส์กุล และคณะ ,2547) 
  ไดมี้การพฒันาชุดทดสอบ เอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ส าหรับการหาปริมาณสารปราบ
ศตัรูพืชกลุ่ม ออร์กาโนฟอสฟอรัส และ คาร์บาเมต ท่ีตกคา้งในตวัอยา่งทางการเกษตร โดยจะอาศยัวธีิ
ของ Ellman และ ELISA เป็นแนวทางในการพฒันา ส าหรับการตรวจสอบสาร ออร์กาโนฟอสฟอรัส
(OP) และคาร์บาเมต (CB)  ชุดทดสอบท่ีพฒันาข้ึนจะเป็นแบบ Screening  test  มีการใชA้ChEท่ีถูกสกดั
มาจากส่วนหวัของผึ้ง (Apis mellifera L.) มีการใช ้Triton X-100 เป็ตวัสกดั และมีการท าบริสุทธ์ิโดย
ผา่น 3 ขั้นตอน : diethylaminoethyl-cellulose chromatography (DEAE), affinity chromatography and 
membrane filtering  และ Mono-Q column chromatography. และ Epoxy-activated Sepharose 6B 
affinity chromatography ส าหรับการท าบริสุทธ์ิของ AChE  การตรวจวดั ออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์
บาเมต จะใชห้ลกัการท่ี AChE  เป็นตวัยบัย ั้งการแสดงสี ( 6 แถบ) หรือการไม่ปรากฏของแถบสีจ านวน
หน่ึงในการทดสอบ   ขอ้จ ากดัของการตรวจวดั ออร์กาโนฟอสฟอรัสและคาร์บาเมทท่ีตกคา้งในพืชผล
ทางการเกษตร และสารละลายมาตรฐานของสารปราบศตัรูพืช  อยูใ่นช่วง 0.50 ถึง 2.50 ppm และ 0.50 
ถึง 4.75 ppm ตามล าดบั (Bo-Mee Kim et. all ,2007)   
 ได้มีการทดลอง เปรียบเทียบหาสารปราบศตัรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส  จากตวัอยา่งเลือด 
โดยใชว้ธีิการทดสอบ  2 วธีิระหวา่ง Electrochemical กบั Ellman ’s Photometric     วธีิ Electrochemical 
จะเป็นวธีิท่ีใช ้อะซิติลโคลีนเอสเทอเรส เป็นตวัยบัย ั้ง สามารถใชต้รวจวดัไดท่ี้ pH 4 และความเขม้ขน้ 7 
– 10 M ส่วนวธีิของ Ellman ’s Photometric  น้ีสามารถใชใ้นการตรวจวดัไดท่ี้ pH 5.2 และ ความเขม้ขน้ 
10 - 7 M ซ่ึงทั้งสองวธีิน้ีมีความหมือนกนั    แต่วธีิ Electrochemical  มีเคร่ืองมือท่ีใชง้านไดส้ะดวก 
รวดเร็ว มีความถูกตอ้งแม่นย  า เป็นวธีิท่ีง่าย ประหยดัเวลา และเสียค่าใชจ่้ายนอ้ยในการวเิคราะห์  
นอกจากน้ียงัสามารถเป็นตวัตรวจวดัปริมาณของโลหะพื้นฐานไดอี้กดว้ย  (Miroslav Pohanka et. all 
,2008) 
   การท าโคลีนเอสเตอเรสให้บริสุทธ์ิโดยการผา่น column sephadex G-25  และ sephadex G-
200 และหามวลโมเลกุลของอะซิติลโคลีนเอสเตอเรสโดยใช ้ electrophoresis (SDS-PAGE) ไดค้่ามวล
โมเลกุล ประมาณ 63 ,000 ดาลดตลั (dalton) และหาปริมาณเอนไซมโ์ดยใช ้ ATChI เป็นสารตั้งตน้ใช้
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.002 M ท่ี pH 7.2 และสารDTNB แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 412  nm (Lif 
and Hanz. ,1974) 
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Richard L.Rotundo (1984) ไดท้  าบริสุทธ์ิและศึกษาคุณสมบติัเยือ่หุม้ เอนไซมอ์ะซิติลโคลีน
เอสเทอเรสจากสมองไก่ โดยจะตกตะกอนอะซิติลโคลีนเอสเทอเรส (AChE) จากเยือ่หุม้ของสมองไก่ 
แลว้ท าใหบ้ริสุทธ์ิโดย gel fitration และวธีิ Sodium dodecyl sulfate – gel electrophoresis เยื้อหุม้ท่ีได้
จาก AChE จะไม่ละลายน ้า และถา้จะรวมตวักนัจะตอ้งอาศยัความเขม้ขน้และตอ้งปราศจากสารซกัลา้ง 
ซ่ึงจะมีความเสถียรภาพในสารละลายเกลือเขม้ขน้ และสามารถแยกออกโดยการเติมสารซกัลา้ง  
antibodies รูปร่าง Polyconal และ monoclonal มีมากในสมองไก่ ดงันั้น AChE จะท าบริสุทธ์ิไดโ้ดยใช้
วธีิ ion exchange chromatography, affinity chromatography และ preparative gel electrophoresis เป็น
ตน้ 

Süleyman Baykal.(1996) ไดศึ้กษาสภาพการละลายของเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรส ท่ีจบั
กบัคอลลาเจนจากเรตินาไก่  โดยจะสกดัในสารละลายท่ีแตกต่างกนั นั้นคือสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้
ของเกลือสูง  สารท่ีแตกตวัสูง  สารท่ีไม่แตกตวัคลา้ยสารซกัลา้ง และ EDTA เพื่อดูค่าการละลายท่ี
เหมาะสมของคอลลาเจนท่ีจบักบั  AChE จะพบวา่สารละลายท่ีมีความเป็นเกลือสูงและสารละลาย  
EDTA จะมีค่าการละลายของเอนไซมดี์ท่ีสุด  ในการละลายสารสกดั  AChE ใน EDTA ท่ีมีความเขม้ขน้
ของเกลือสูง (ปราศจากสารซกัลา้ง) จะพบ Ca2+ ซ่ึงเป็นธาตุท่ีไม่ละลายน ้า อยา่งไรก็ตาม AChE สามารถ
แยกออกจากคอลลาเจน โดยการเติม EDTA ลงไป และยบัย ั้งโดยใช ้ Triton x -100 หรือสารซกัลา้งเติม
ลงในบฟัเฟอร์ ซ่ึงมี Ca2+ ปรากฏอยู ่ซ่ึงถือไดว้า่ AChE ท่ีจบักบัคอลลาเจนจะประกอบดว้ยไขมนัท่ีเป็น
กรด ซ่ึงพนัธะท่ีไม่ละลายน ้าจะจบักบัโปรตีน ดงันั้น   Ca2+ น่าจะเป็นตวัเช่ือมโมเลกุลของไขมนัใหเ้ป็น
เน้ือเยือ่ ถา้จะเอาไขมนัออกจาก AChE จะท าใหโ้มเลกุลมีสายสั้นลงและยงัท าให ้ Ca2+ สามารถเขา้ท า
ปฏิกิริยาแยกคอลลาเจนได ้

 
การวเิคราะห์หาปริมาณออร์กาโนฟอสฟอรัสท่ีตกคา้งในผกัและผลไม ้ วธีิวเิคราะห์ท าโดย 

ตวัอยา่งจะผา่นขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยการสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์   แลว้ท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย
วธีิ ลิควดิ-ลิควดิ ( Liquid-Liquid Extraction ,LLE) และโซลิดเฟส  ( Solid – Phase Extraction , SPE)  
ก่อนแลว้จึงวเิคราะห์ดว้ย  GC หรือ HPLC  (Cunniff , 1997)  ซ่ึงวธีิดงักล่าวท าในหอ้งปฏิบติัการ  มี
ความยุง่ยากซบัซอ้น  เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ต่าง ๆ มีราคาแพง  ผูท้  าการวเิคราะห์ตอ้งมีความช านาญสูง  
ใชเ้วลาในการวเิคราะห์นาน ตอ้งเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ค่าใชจ่้ายในการในการวเิคราะห์สูง          
ต่อมากรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุขไดพ้ฒันาชุดทดสอบข้ึนมาใช ้  (กองวเิคราะห์
อาหาร , 2544)  หน่วยงานต่าง ๆ ทั้งภาครัฐและเอกชนน าชุดทดสอบน้ีไปใชใ้นการตรวจสอบสารฆ่า
แมลงในภาคสนาม (นุชนารถ จงเลขาและคณะ , 2542)  แต่มีปัญหาในการใชเ้น่ืองจากพืชผกับางชนิดมี
สี  ท าใหอ่้านผลไดไ้ม่ตรงกบัความจริง  ประกอบกบัสารบางชนิดในชุดทดสอบสลายตวัไดง่้าย ท าให้
ตอ้งเก็บรักษาชุดทดสอบดงักล่าวในตูเ้ยน็ ดั้งนั้นจึงไม่ค่อยสะดวกในการใชง้านในภาคสนาม  
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ชุดน ้ายาตรวจสอบสารพิษตกคา้ง/ยาฆ่าแมลง “จีที” (กลัยวจัณ์  ธูปหอม, 2550)   ใชห้ลกัการ 

ท างานของ cholinesterase inhibition technique    เป็นวธีิก่ึงมาตรฐาน  ใชค้ดักรองตวัอยา่งท่ีไม่
ปลอดภยัเน่ืองจากมีพิษตกคา้งจากยาฆ่าแมลง โดยอาศยัหลกัการท่ีความเป็นพิษตกคา้งจากยาฆ่าแมลง
ท าใหก้ารท างานของเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสลดลงตั้งแต่  ร้อยละ 50 ข้ึนไปเป็นเกณฑบ์อกความไม่
ปลอดภยั   โดยใชเ้วลาในการตรวจสอบประมาณ 30-60 นาที  สามารถตรวจไดค้ร้ังละหลายตวัอยา่ง  
ราคาถูก  เหมาะส าหรับตรวจผกั และผลไม ้  ก่อนวางจ าหน่าย 
 ชุดตรวจสอบอยา่งง่าย (Screening test) ใชร้วดเร็ว บอกไดว้า่มี หรือไม่มี  ผลิตในอเมริกา ใช้
หลกัการท่ีเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสท าใหอ้ะซิติลไธโอโคลีนเกิดปฏิกิริยาเปล่ียนเป็นไธโอโคลีน  แลว้
ไธโอโคลีนท าปฎิกิริยากบัรีเอเจนต ์ (Ellman’s reagent)   เกิดสารประกอบไดสี้เหลือง   ชุดตรวจสอบน้ี
เรียกวา่ Cholinesterase  Screen  Microwell  Plate  Assay   ใชต้รวจสอบออร์กาโนฟอสฟอรัส และคาร์
บาเมต  ในธญัพืช  อาหาร  น ้าด่ืม  น ้าบาดาล  และน ้าบ่อ    ขีดจ ากดัต ่าสุด (limit  of  detection) ของชุด
ตรวจสอบน้ี เท่ากบั 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร   ชุดตรวจสอบน้ีตรวจไดเ้ร็ว  ประหยดัแรงงาน  ค่าใชจ่้าย  
และเวลา (Envirologix Inc., 2550)  
 ชุดตรวจสอบสารพิษตกคา้ง ผลิตในฟิลิปปินส์  ใชต้รวจสอบสารฆ่าแมลง ส ารก าจดัวชัพืช 
และสารก าจดัเช้ือรา ในผลไม ้ ผกั ดิน น ้า และเมล็ดธญัพืชได ้สามารถท าไดใ้นภาคสนาม  ในตลาด 
และในบา้น    ชุดตรวจสอบสารพิษตกคา้งท าไดง่้าย  ไม่ตอ้งมีความเช่ียวชาญ   อ่านผลไดง่้าย  ผลการ
ตรวจรวดเร็วตรวจสอบสารฆ่าแมลงภายใน 5 นาที   ตรวจส ารก าจดัวชัพืช และสารก าจดัเช้ือราภายใน 
30 นาที ในขณะท่ีตรวจดว้ยวธีิมาตรฐานใชเ้วลาตรวจ 3 วนั และมีการใชต้วัท าละลายอินทรียสู์ง   ชุด
ตรวจสอบสารพิษตกคา้ง   มีการสกดัตวัอยา่งแลว้หยดบนกระดาษ(Y, Xiuhua.,1999)   หยดรีเอเจนตท์บั
ลงไป อ่านผลโดยดูสีท่ีเกิดข้ึนบนกระดาษ (Food&Fertilizer Technology Center,  2549) 
 Organophosphorus  pesticide  residue rapid  inspection  test  ผลิตในประเทศจีน  ใช้
ตรวจสอบออร์กาโนฟอสฟอรัส   ใชท้ดสอบคุณภาพ (qualitative  detection)ในผกั และผลไม ้ ใชเ้วลา
ตรวจสอบภายใน 25 นาที  (Nankai, 2550) 
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บทที่ 3 
วธีิการด าเนินการวจิัย 

 

3.1 สารเคมีและตวัอย่าง 
  3.1.1 สารเคม ี
          สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลองดงัตารางท่ี 3.1 
ตารางท่ี 3.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง 

ช่ือสารเคมี บริษัทผู้ผลติ 

1.       acetlythiocholine iodide FLUKA 

2.       bovine serum albumin (BSA) FLUKA 

3.       copper sulphate pentahydrate (CuSO4.5H2O) ศึกษาภณัฑพ์าณิชย ์

4.       disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) AJAX  FINECHEM 

5.       disodium carbonate (Na2CO3) AJAX  FINECHEM 

6.       5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoice acid) [DTNB] FLUKA 

7.       folin-ciocalteu’s phenol reagent CARLO  ERBA 

8.       hydrochloric acid (HCl) CARLO  ERBA 

9.       potassium sodium tartrate APS  FINECHEM 

10.   silica gel MERCK 

11.   sodium dihydrogen phosphate dihydrate (NaH2PO4.2H2O) CARLO  ERBA 
12.   sodium hydrogen phosphate anhydrate (NaHPO4) AJAX  FINECHEM 

13.   sodium hydroxide (NaOH) CARLO  ERBA 

14.   sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) ศึกษาภณัฑพ์าณิชย ์

15.   sorbic acid สหภณัฑอุ์ปกรณ์ศึกษา 
16. Benzoic acid  
17. sodium nitrate  
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3.1.2 ตัวอย่าง 
             3.1.2.1ตัวอย่างสมองไก่ 
 หวัไก่จากบริษทั สหฟาร์ม จ ากดั ท่ีไดน้ ามาจ าหน่าย ณ ตลาดเทศบาล 1 ในเขตพื้นท่ี  อ าเภอ
เมือง จงัหวดัเพชรบูรณ์  โดยน าหวัไก่ท่ีไดน้ี้ประมาณ 10 หวั มาผา่กลางหวั แลว้แคะสมองไก่ออกมา
ชัง่น ้าหนกั บนัทึกน ้าหนกัท่ีได ้ 

 
 3.1.2.1ตัวอย่างสมองหมู 
 หวัหมูท่ีน ามาท าการทดลองไดน้ ามาจากฟาร์มชาวบา้น ท่ีน ามาจ าหน่าย ณ ตลาดเทศบาล  1 
ในเขตพื้นท่ี  อ าเภอเมือง จงัหวดัเพชรบูรณ์  โดยน าหวัหมูท่ีไดน้ี้มาผา่กลางหวั แลว้แคะสมองหมู
ออกมาชัง่น ้าหนกั    
 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการทดลองดงัตารางท่ี 3.2 
ตารางท่ี 3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการทดลอง 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ 

    1.      เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (centrifuge) HETTICH  ZENTRIFUGEN 

    2.      แผน่ใหค้วามร้อน ( hotplate) JENWAY 

    3.       เคร่ืองวดักรด – ด่าง (pH meter) HANNA 

    4.       UV-Vis spectrophotometer รุ่น Lambda 12 PERKIN  ELMER 

    5.       เคร่ืองผสมสารละลาย (vortex) SCIENTIFIC  INDUSTRIES 

    6.       เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง SCIENTIFIC  PROMOTION 

 

3.3 การสกดัเอนไซม์จากสมองไก่  
การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ น้ีแบ่งออกเป็น 4 ตอน ดงัต่อไปน้ี 
ตอนท่ี 1 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ 

        ตอนท่ี 2  การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย Sorbic acid ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
        ตอนท่ี 3  การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย Benzoic acid ท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ 
        ตอนท่ี 4  การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่  และตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต  
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 ขั้นตอนการด าเนินการวจัิยสกดัสมองไก่ 

 
 
  
 

สมองไก่ +Silica gel+Phosphate buffer pH 8.0 
ในอตัราส่วน 10 : 1 : 10 บดใหล้ะเอียดเขา้กนั 

น าส่วนผสมท่ีไดไ้ป ป่ันเหวีย่งเพื่อแยกชั้น ท่ีความเร็ว 
6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที    กรองแยกสารสกดัใส 

มาเติม Sorbic acid, Benzoic 
acid, Nitrite แลว้เก็บรักษา

ไวท่ี้สภาวะต่างๆ 

เติมเกลือ ammomium sulphate น าส่วนผสมท่ีไดไ้ปกรอง
แยกตะกอนไปละลายใน Phosphate buffer   น าไป

Centrifuge เพื่อแยกชั้น ท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 20 
นาที    กรองแยกสารสกดัใส 

 
 

หาปริมาณโปรตีน โดยวธีิ Lowry , 
หาปริมาณเอนไซม ์โดยวธีิcolorimetric  
หาค่า specific activity 
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3.3.1 ตอนที ่1 การสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ แล้วเกบ็ไว้ทีอ่ณุหภูม ิ-15°C และ 5°C 
  3.3.1.1  วธีิการเตรียมสารฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Phosphate buffer : PBS) ความเขม้ขน้ 100 
mmol/L มี pH เท่ากบั 8.0     ชัง่ Na2HPO4 มา 6.135 g และ NaH2PO4 .2H2O มา 1.06 g ละลายในน ้า
กลัน่ปรับ pH ดว้ย NaOH (100 mmol/L) หรือ HCl (100 mmol/L) ใหมี้ pH เท่ากบั 8.0 แลว้ปรับให้
ครบปริมาตร 500 ml  
  3.3.1.2 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ 

1. ชัง่สมองไก่ ผสมกบั siliga gel บดใหล้ะเอียด แลว้เติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0  
ในอตัราส่วน 10 : 1 : 10 ตามล าดบั  

2. น าสมองไก่มา Centrifuge เพื่อแยกชั้น ท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
  3. กรองสารสกดัใสส่วนบนซ่ึงเป็นสารสกดัเอนไซมด์ว้ยกระดาษกรอง จากนั้นน า
ส่วนท่ีเหลือมาท าการบดอีกคร้ังโดยใส่ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 จ านวน 10 ml  

 4. น าไป Centrifuge เพื่อแยกชั้นอีกคร้ัง ท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
  5. กรองสารสกดัใสส่วนบนซ่ึงเป็นสารสกดัเอนไซมด์ว้ยกระดาษกรอง น าสารสกดั
ใสทั้งสองส่วนผสมกนั เรียกวา่ สารสกดั  I บนัทึกปริมาตรของสารสกดัเอนไซม ์น าไปหาปริมาณ
โปรตีน ปริมาณเอนไซม ์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส  

3.3.1.3 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 100 mmol/L) ท า 
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 0.1625 gในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้อุณหภูมิ -
15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั II 

3.3.1.4 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 1,000 mmol/L)   ท า
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 1.7604 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้
อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั III 

3.3.1.5 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่     ท าตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส เรียกวา่สารสกดั IV 

 3.3.2 ตอนที ่ 2  การสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่ติม กรดซอร์บิค ทีค่วามเข้มข้นต่างๆ 
3.3.2.1 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่     ท าตามขอ้ 3.3.1.2 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศา

เซลเซียส เรียกวา่สารสกดั S1 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ สารสกดั Sd1 
3.3.2.2 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 20 mmol/L)   ท าตาม

ขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 0.0224 gในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้อุณหภูมิ -
15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั S2 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ สารสกดั 
Sd2 
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3.3.2.3 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 40 mmol/L)    ท าตาม
ขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 0.0449 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้อุณหภูมิ -
15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั S3 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ สารสกดั 
Sd3 

3.3.2.4 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 60 mmol/L)   ท าตาม
ขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 0.0673 g เในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวก้็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั S4 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ 
สารสกดั Sd4 

3.3.2.5 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 80 mmol/L)    ท าตาม
ขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 0.0897 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้อุณหภูมิ -
15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั S5 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ สารสกดั 
Sd5 

3.3.2.6  การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 100 mmol/L) 
    ท าตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 0.1121 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสาร
สกดัไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั S6 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 
เรียกวา่ สารสกดั Sd6 

 3.3.3  ตอนที ่3  การสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่ติม สารกนัเสีย Benzoic acid ทีค่วาม
เข้มข้นต่างๆ 

3.3.3.1 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่    ท าตามขอ้ 3.3.1.2 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศา
เซลเซียส เรียกวา่สารสกดั B1 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ สารสกดั Bd1 

3.3.3.2 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Benzoic acid 50 mmol/L)  ท า
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Benzoic acid 0.1538 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้
อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั B2 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ 
สารสกดั Bd2 

3.3.3.3 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Benzoic acid 100 mmol/L)    ท า
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Benzoic acid 0.3078 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไว ้ท่ี
อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั B3 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ 
สารสกดั Bd3 

3.3.3.4 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Benzoic acid 500 mmol/L)   ท า
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Benzoic acid 1.5388 g   ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้
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อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั B4 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ 
สารสกดั Bd4 

3.3.3.5 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Benzoic acid 1000 mmol/L)  ท า
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Benzoic acid 3.0776 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวท่ี้
อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั B5 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ 
สารสกดั Bd5 
 

 3.3.4  ตอนที ่4  การสกดัเอนไซม์จากสมองไก่  แล้วตกตะกอนด้วยเกลอืแอมโมเนียม
ซัลเฟต   

 3.3.4.1 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่     ท าตามขอ้ 3.3.1.2 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศา
เซลเซียส เรียกวา่สารสกดั b1 และแบ่งเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกวา่ สารสกดั b2 

3.3.4.2 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 100 mmol/L) ท าตาม
ขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 0.112 gในขั้นตอนการบดสมอง  สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่สารสกดั S11 
จากนั้น  น าสารสกดัออกมา 5 ml ท าการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 70% 5 ml น าไป
หมุนเหวีย่ง 5 นาที น าตะกอนท่ีไดเ้ติม phosphate buffer pH 8.0  ปริมาตร 1 ml  แลว้น าไปหมุนเหวีย่ง
อีกคร้ัง 5 นาที  แยกส่วนใสออกมา สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่ สารสกดั S12 แลว้เก็บไวท่ี้ -15 องศา
เซลเซียส  

3.3.4.3 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Sorbic acid 1000 mmol/L)   ท า
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Sorbic acid 1.121 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวส้ารสกดัท่ี
ไดเ้รียกวา่สารสกดั S21 แลว้ปิเปตสารสกดัออกมา 5 ml ท าการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียม
ซลัเฟต 70% 5 ml น าไปหมุนเหวีย่ง 5 นาที น าตะกอนท่ีไดเ้ติม phosphate buffer pH 8.0 1 ml น าไป
หมุนเหวีย่งอีกคร้ัง 5 นาที บนัทึกปริมาตร สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่ สารสกดั S22 แลว้เก็บไวท่ี้ -15 องศา
เซลเซียส  

3.3.4.4 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Benzoic acid 100 mmol/L)  ท า
ตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Benzoic acid 0.212 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไว้
สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่สารสกดั B11 จากนั้นปิเปตสารสกดัออกมา 5 ml ท าการตกตะกอนดว้ยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต 70% 5 ml น าไปหมุนเหวีย่ง 5 นาที น าตะกอนท่ีไดเ้ติม phosphate buffer pH 8.0 
1 ml น าไปหมุนเหวีย่งอีกคร้ัง 5 นาที บนัทึกปริมาตร สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่ สารสกดั B12 น าไปเก็บไว้
ท่ี -15 องศาเซลเซียส  

3.3.4. 5 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Benzoic acid 1000 mmol/L)  
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ท าตามขอ้ 3.3.1.2 แต่เติม Benzoic acid 2.122 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไว้
สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่สารสกดั B21  น าสารสกดัออกมา 5 ml ท าการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียม
ซลัเฟต 70% 5 ml น าไปหมุนเหวีย่ง 5 นาที น าตะกอนท่ีไดเ้ติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 1 ml น าไป
หมุนเหวีย่งอีกคร้ัง 5 นาที บนัทึกปริมาตร สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่ สารสกดั B22 แลว้เก็บไวท่ี้ -15 องศา
เซลเซียส 

3.3.4.6 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Nitrate 100 mmol/L)  ท าตามขอ้ 
3.3.1.2 แต่เติม Nitrate 0.069 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวส้ารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่
สารสกดั N11  ปิเปตสารสกดัออกมา 5 ml ท าการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 70% 5 ml 
น าไปหมุนเหวีย่ง 5 นาที น าตะกอนท่ีไดเ้ติม phosphate buffer pH 8.0 1 ml น าไปหมุนเหวีย่งอีกคร้ัง 
5 นาที บนัทึกปริมาตร สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่ สารสกดั N12 แลว้เก็บไวท่ี้ -15 องศาเซลเซียส  

3.3.4.7 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่โดยเติม สารกนัเสีย (Nitrate 1000 mmol/L)  ท าตามขอ้ 
3.3.1.2 แต่เติม Nitrate 2.122 g ในขั้นตอนการบดสมอง  แลว้เก็บสารสกดัไวส้ารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่
สารสกดั N21  แลว้ปิเปตสารสกดัออกมา 5 ml ท าการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 70% 5 
ml น าไปหมุนเหวีย่ง 5 นาที น าตะกอนท่ีไดเ้ติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 1 ml น าไปหมุนเหวีย่งอีก
คร้ัง 5 นาที บนัทึกปริมาตร สารสกดัท่ีไดเ้รียกวา่ สารสกดั N22 แลว้เก็บไวท่ี้ -15 องศาเซลเซียส 

 
3.4 การสกดัเอนไซม์จากสมองหมู 

แนวทางในการด าเนินการวจิยัประกอบดว้ยขั้นตอนหลกั 2 ขั้นตอน คือ  
ขั้นตอนท่ี 1   การสกดัอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจากสมองหมู  
ขั้นตอนท่ี 2  เก็บรักษาเอนไซม ์ใหอ้ยูไ่ดน้านและไม่เส่ือมคุณภาพโดยมีขั้นตอน ดงัน้ี 
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ขั้นตอนท่ี 1   การสกดัอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจากสมองหมู  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ขั้นตอนท่ี 2  เก็บรักษาเอนไซม ์ใหอ้ยูไ่ดน้านและไม่เส่ือมคุณภาพโดยมีขั้นตอน ดงัน้ี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

สมองหมู+ซิลิกาเจล+ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 
ในอตัราส่วน 10 : 1 : 10 บดใหล้ะเอียดเขา้กนั 

น าส่วนท่ีเหลือมาท าการบดอีกคร้ังโดยใส่ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0  
จ  านวน 10 มล. น าไป หมุนเหวีย่งอีกคร้ัง  ท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที   

กรองสารสกดัใสน าสารสกดัใสทั้งสองส่วนผสมกนั 
บนัทึกปริมาตรของสารสกดัเอนไซม์ 

 

น าส่วนผสมท่ีไดไ้ปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกชั้น ท่ีความเร็ว 
6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที  กรองสารสกดัใส 

สารสกดัใสท่ีไดใ้นขั้นตอนท่ี 1  
 

2.เติม Sorbic acid 0.1 M 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -15ºC 

1.เก็บไวท่ี้ 
อุณหภูมิ -15ºC 

 

3.เติม Sorbic acid 1.0 M 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -15ºC 

 

6.เก็บไวท่ี้ 
อุณหภูมิ  5ºC 

 

หาปริมาณโปรตีน โดยวธีิ Lowry, หาปริมาณเอนไซม ์
โดยวธีิ Colorimetric และค านวณหาค่าแอคติวตีิจ าเพาะ 

4.เติม Benzoic acid 0.1 M 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -15ºC 

5.เติม Benzoic acid 1.0 M 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -15ºC 
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3.4.1  การสกดัเอนไซม์จากสมองหมู 
 3.4.1.1 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู  

1. ชัง่สมองหมู ผสมกบัซิลิกาเจล  บดใหล้ะเอียด แลว้เติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0  
ในอตัราส่วน 10 : 1 : 10 ตามล าดบั  

2. น าสมองหมูไปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกชั้น ท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
  3. กรองสารสกดัใสส่วนบนซ่ึงเป็นสารสกดัเอนไซมด์ว้ยกระดาษกรอง จากนั้นน า
ส่วนท่ีเหลือมาท าการบดอีกคร้ังโดยใส่ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 จ านวน 10 ml  

 4. น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกชั้นอีกคร้ัง ท่ีความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
  5. กรองสารสกดัใสส่วนบนซ่ึงเป็นสารสกดัเอนไซมด์ว้ยกระดาษกรอง น าสารสกดั
ใสทั้งสองส่วนผสมกนั บนัทึกปริมาตรของสารสกดัเอนไซม ์น าไปหาปริมาณโปรตีน ปริมาณ
เอนไซม ์และค่าแอคติวตีิจ าเพาะ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่ สารสกดั A 

   3.4.1.2  การสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูโดยเติม สารกนัเสีย (กรดซอร์บิค  100 
mmol/L)  ท าตามขอ้ 3.4.1.1 แต่เติม Sorbic acid 0.1457 g เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่
สารสกดั B 

3.4.1.3 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูโดยเติม สารกนัเสีย (กรดซอร์บิค 1,000  
mmol/L) ท าตามขอ้ 3.4.1.1 แต่เติม Sorbic acid 1.3455 g เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เรียกวา่
สารสกดั C 

3.4.1.4 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูโดยเติม สารกนัเสีย (กรดเบนโซอิก  
100 mmol/L)  ท าตามขอ้  3.4.1.1 แต่เติม  Benzoic acid 0.1648 g เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -15  องศา
เซลเซียส  เรียกวา่สารสกดั  D   

3.4.1.5 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูโดยเติม สารกนัเสีย (กรดเบนโซอิก 1,000  
mmol/L)ท าตามขอ้  3.4.1.1 แต่เติม  Benzoic acid 1.5875 g เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -15  องศาเซลเซียส  
เรียกวา่สารสกดั  E   

3.4.1.6 การสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู  ท าตามขอ้ 3.4.1.1 แต่เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  5  
องศาเซลเซียส เรียกวา่สารสกดั F 

 3.4.2  การเปรียบเทยีบการสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูกบัสมองไก่ 
ท าการทดลองสกดัเอนไซมใ์นสมองหมูและสมองไก่ในสภาวะต่างๆ ดงัตาราง 3.3 
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ตารางท่ี 3.3   แสดงช่ือของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูและสมองไก่เม่ือสกดัเสร็จแลว้  
การสกดัเอนไซมจ์ากสมอง 
 ในสภาวะ และการเก็บรักษา  

ช่ือสารสกดัเอนไซม ์
จากสมองหมู 

ช่ือสารสกดัเอนไซม ์
จากสมองไก่ 

1. สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   และสมองไก่  ท่ีเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ –15๐C  

สารสกดั A สารสกดั ก 

2.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   และสมองไก่  โดยเติม
กรดซอร์บิค 100 mmol/l ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดั B สารสกดั ข 

3.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู    สมองไก่  โดยเติมกรด
ซอร์บิค 1,000 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดั C สารสกดั ค 

4.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   สมองไก่  โดยเติมกรดเบน
โซอิก 100 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดัD สารสกดั ง 

5.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   สมองไก่  โดยเติมกรด
ซอร์บิค 1,000 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดั E สารสกดั จ 

6.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   สมองไก่  ท่ีเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 5๐C   

สารสกดั F สารสกดั ฉ 

  สกดัเอนไซมใ์นสมองหมูและสมองไก่เก็บรักษาสภาพไวท่ี้สภาวะท่ีต่างกนั  แลว้น าไปศึกษาสภาพ
การคงตวั หาปริมาณโปรตีน ปริมาณเอนไซม ์ และหาค่าความสามารถจ าเพาะในการท างานของ
เอนไซม(์specific activity)ต่อไป 
 

3.5 การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตนีในสารสกดัเอนไซม์จากสมองโดยวธีิ Lowry 
3.5.1 วธิีการเตรียมสาร  

 สารละลาย A  
 ชัง่สาร Na2CO3 2 g น าไปละลายใน 0.1 M NaOH แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ  100 ml ดว้ย
สารละลาย NaOH 
 สารละลาย B  
 ชัง่สาร CuSO4 .5H2O 2 g ละลายน ้ากลัน่ 40 ml และชัง่สาร potassium sodium tartrate  
1 g ละลายน ้ากลัน่ 40 ml  น าสารทั้งสองผสมกนัแลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 
 สารละลาย C  
 น าสารละลาย A 50 ml ผสมกบัสารละลาย B 1 ml โดยผสมเม่ือตอ้งการใช้ 

 สารละลาย D 
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 น าสารละลาย follin-ciocalteau’s phenol reagent มาเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1 
 สารละลายมาตรฐาน BSA 
 ชัง่สาร BSA  0.1250 g ละลายดว้ยน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 500 ml  

 3.5.2 วธิีการวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวธิี Lowry 
 3.5.2.1 การท ากราฟมาตรฐาน  
  ในการหาปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Lowry โดยใชก้ารท าปฏิกิริยาระหวา่งโปรตีนใน
สารละลายมาตรฐาน BSA กบั folin-ciocalteas’s phenol ซ่ึงจะไดส้ารละลายสีฟ้า แลว้วดัการดูดกลืน
แสงของตวัอยา่งดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เม่ือเขียน
กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
BSA โดยปริมาตรสารละลายท่ีใชแ้สดงดงัตารางท่ี 3.3 
ตารางท่ี 3.4 ปริมาตรและสารต่างๆท่ีใชส้ าหรับหาปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Lowry  

สารท่ีใช ้ 
หลอดท่ี  

แบลงค ์ 1 2 3 ……. 10 
สารละลายมาตรฐาน BSA (ml) -  0.1 0.2 0.3 ……. 1.0 

น ้ากลัน่  (ml) 1.0 0.9 0.8 0.7 ……. - 
สารละลาย  C (ml) 5 5 5 5 ……. 5 

เขยา่ดว้ยเคร่ือง VORTEX  ตั้งทิ้งไว ้ 10  นาที 
สารละลาย  D (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 ……. 0.5 

เขยา่ ดว้ยเคร่ือง VORTEX ตั้งทิ้งไว ้ 30  นาที 
บนัทึกค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร 

 
 3.5.2.2 การหาปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอย่าง 
 1. ปิเปตสารสกดัเอนไซม ์มาอยา่งละ 0.1 ml ใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก 4 หลอด  

ตามล าดบัเพื่อท าการเจือจางสารสกดัเอนไซม ์
 2. ปิเปต Phosphate buffer pH 8.0 มา 0.9 ml ลงในหลอดทั้ง 4 เขยา่ใหเ้ขา้กนั สารผสม

ท่ีไดเ้รียกวา่ สตอ๊กตวัอยา่ง  
 3. ท าการทดลองเหมือนกบัขอ้ 3.5.2.1 เพียงแต่ใชส้ารสกดัเอนไซมปิ์เปตจาก 

สตอ๊กตวัอยา่งมา 0.1 ml แทน สารละลาย BSA และใชน้ ้ากลัน่ 0.9 ml ทุกหลอด (โดยใชฟ้อสเฟต
บฟัเฟอร์ เป็น แบลงค์) 
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3.6 การวเิคราะห์หาปริมาณเอนไซม์อะซิตลิโคลนีเอสเทอเรสในสารสกดัจาก
สมอง  
 3.6.1 วธิีการเตรียมสาร 
 3.6.1.1  สารตั้งตน้ acetlythiocholine iodide (75 mmol/L)  
 ชัง่ acetylthiocholine iodide มา 108.35 mg ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 5 ml จะไดส้ารตั้งตน้ 75 
mmol/L (เก็บใส่ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4°C และเก็บไวใ้ชไ้ม่เกิน 7วนั)  
 
 3.6.1.2 สารละลาย DTNB : (DTNB 10 mmol/L : NaHCO3 17.85 mmol/L) 
 ชัง่ DTNB มา 39.6 mg ละลายดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 จ านวน 10 ml และเติม 
Sodium hydrogen carbonate 15 mg คนใหล้ะลาย 

 3.6.2 วธิีการวเิคราะห์ปริมาณเอนไซม์อะซิติลโคลนีเอสเทอเรส 
   3.6.2.1 การท ากราฟมาตรฐาน 
   วธีิการหาปริมาณเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอร์เรส มีดว้ยกนัหลายวธีิ แต่ในวจิยัน้ีได้

เลือกวธีิ colorimetric เพราะวา่การหาปริมาณรวดเร็ว ง่าย และประหยดั โดยวธีิน้ีจะอาศยัการท างาน
ของอะซิติลโคลีนเอสเทอเรสโดยใหท้ าปฏิกิริยากบัสารตั้งตน้ (acetylthiocholine iodide) และใช ้
DTNB เป็นตวัท าปฏิกิริยากบัผลิตภณัฑท่ี์ได ้จะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นท่ีเป็นสีเหลืองและวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 412 nm ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometerโดยใชส้ารสกดัเอนไซมท่ี์น ามา
ทดลองไดจ้ากสารสกดั  มาอยา่งละ 0.1 ml ซ่ึงแสดงวธีิปฏิบติัไวใ้นตารางท่ี 3.5 
 
ตารางท่ี  3.5 ปริมาตรและสารต่างๆท่ีใชส้ าหรับหาปริมาณเอนไซมใ์นสารสกดัเอนไซม์ 

สาร  ปริมาตรท่ีใช ้ หน่วย 
สารสกดัเอนไซม ์ 0.1 ml 

0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 8.0 2.9 ml 
Set auto zero ค่าดูดกลืนแสงท่ี 412 nm 

DTNB 100 µl 
Acetythiocholine iodide 2 µl 

บนัทึกค่าดูดกลืนแสงท่ี 412 nm ทุก 1 นาที จนครบ 6 นาที 
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 สามารถค านวณหาปริมาณเอนไซมใ์นสารสกดัเอนไซม ์โดย ใชค้่าการดูดกลืนแสงนาทีท่ี 1 
และนาทีท่ี 6 ของสารสกดัเอนไซม ์ซ่ึงค านวณไดจ้ากสูตรดงัน้ี ( Süleyman Baykal,1996 ) 
 

ค่าการดูดกลืนแสงนาทีท่ี 6 – ค่าการดูดกลืนแสงนาทีท่ี 1 
                       นาทีท่ี 6 – นาทีท่ี 1 
 

3.7 การหาค่า specific activity  
 ค่า specific activity คือ ความสามารถในการท างานของเอนไซมเ์ป็นการวดัเฉพาะปริมาณของ
เอนไซมท่ี์มีอยูโ่ดยไม่มีโปรตีนอ่ืนปนเป้ือน ซ่ึงไม่ใช่หน่วยในเชิงเปรียบเทียบ จึงตอ้งวดั
ความสามารถจ าเพาะในการท างานของเอนไซม ์(specific activity) เพิ่มเติม โดยความสามารถจ าเพาะ
ในการท างานของเอนไซม ์หมายถึง จ านวนหน่วยของเอนไซมต่์อมิลลิกรัมของโปรตีน ความสามารถ
จ าเพาะของสารสกดัเอนไซมท่ี์เราสนใจมีค่าต ่า ในเวลา เร่ิมตน้ และจะเพิ่มข้ึนระหวา่งการท าให้
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิ เม่ือเอนไซมมี์ความบริสุทธ์ิสูง จะมีค่ามาก ข้ึนตามไปดว้ย ดงันั้น ความสามารถ
จ าเพาะในการท างานของเอนไซม ์ก็คือ การวดัความบริสุทธ์ิของเอนไซม ์นัน่เอง  สามารถค านวณหา
ค่า specific activity ไดจ้ากสูตร  
   
          ปริมาณเอนไซม ์(units/gสมอง) 
             ปริมาณโปรตีน (mg/gสมอง) 
 
 

specific activity  =     

ปริมาณเอนไซม์        =     



 

 

บทที่ 4 
ผลการวจิัยและการอภิปรายผล 

4. 1  ตอนที่ 1 การสกดัเอนไซม์จากสมองไก่  
การทดลองคร้ังน้ีท าการสกดัเอนไซมอ์ะเซติลโคลีนเอสเทอเรสจากสมองไก่ เม่ือสกดัเอนไซม์

แลว้ท าการทดลองเก็บไว ้4 สภาวะ  1) เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    2) สารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดซอร์
บิค 100 mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    3) สารสกดัเอนไซมท่ี์เติมกรดซอร์บิค100น mmol/l 1  เก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิ -15°C   4)  สารสกดัเอนไซมท่ี์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C  จากนั้นน าสารสกดัแต่ละตวัมาหา
ปริมาณโปรตีน ปริมาณเอนไซมแ์ละ specific activity   
4.1.1  การหาปริมาณโปรตีนโดยวธิี Lowry 

การหาปริมาณโปรตีนในสารสกดัเอนไซม ์จะใชส้ารละลาย BSA เป็นสารมาตรฐานท าปฏิกิริยากบั 
folin-ciocalteu’s phenol reagent ซ่ึงสีท่ีไดคื้อสารละลายสีฟ้า และมีการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 
nm ซ่ึงจะแสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน BSA ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆดงัตารางท่ี 4.1 และเม่ือ
เขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
BSA ความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัภาพท่ี 4.1 
   ตารางท่ี 4.1 ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน BSA ของความเขม้ขน้ต่างๆ  

หลอดท่ี  ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BSA (µg/ml) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 750 nm 

แบลงค ์ 0.0 0.000 
1 0.1 0.074 
2 0.2 0.148 
3 0.3 0.213 
4 0.4 0.269 
5 0.5 0.318 
6 0.6 0.369 
7 0.7 0.412 
8 0.8 0.462 
9 0.9 0.512 

10 1.0 0.562 
 

 



 

 

36 

0.000

0.100

0.200

0.300

0.400

0.500

0.600

0.700

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน BSA(ไมโครกรัม)

คา่
กา

รดู
ดก

ลืน
แส

ง ที่
 75

0 น
าโน

เม
ตร

 
ภาพท่ี 4.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของสาร                  
                 มาตรฐาน BSA  
4.1.2 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ 
 ผลการหาปริมาณโปรตีนจากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C และ
สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 100 mmol/l และ 1,000 mmol/l  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -
15°C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.2 
ตารางท่ี 4.2 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ 

สารสกดัเอนไซมต์วัอยา่ง 

ความเขม้ขน้
ของโปรตีน 

(µg/ml) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(mg/gสมอง
ไก่) 

     1.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C ( สารสกดั I) 0.79 0.13 
     2. สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 100 mmol/l เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -15°C (สารสกดั II) 

0.67 0.12 

     3. สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 1,000 mmol/l เก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิ -15°C (สารสกดั III) 

0.71 0.12 

     4.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C (สารสกดั IV) 0.81 0.14 

 
 
 
 

y = 0.0546x + 0.0307 
R2 = 0.9923 



 

 

37 

4.1.3 ผลการหาปริมาณเอนไซม์ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่กบ็รักษาไว้เวลาต่างๆ 
  ผลการหาปริมาณเอนไซมจ์ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C 
และสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย (กรดซอร์บิค 100 mmol/l และ 1,000 mmol/l ) แลว้
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และท าการทดลอง เป็นเวลา 434 วนั ดงัตารางท่ี 4.3และไดก้ราฟแสดง
ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าปริมาณเอนไซมก์บัเวลาในการท าการทดลอง ดงัภาพท่ี 4.2 
 
 
ตารางท่ี 4.3 ผลการหาปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ 

เวลา 
(วนั) 

ปริมาณเอนไซม ์(Units / g สมองไก่) 
สารสกดั I 

เอนไซมเ์ก็บไว้
ท่ี-15°C 

สารสกดั II เอน็ไซมเ์ติม
กรดซอร์บิค 0.1M  เก็บไว้

ท่ี-15°C 

สารสกดั III เอน็ไซมเ์ติม
กรดซอร์บิค 1.0M  เก็บไว้

ท่ี-15°C 

สารสกดั IV 
เอนไซมเ์ก็บไวท่ี้ 

5°C 
1 0.04 0.37 0.70 1.82 
2 0.07 1.17 0.95 1.37 
3 0.99 1.06 1.02 - 
4 0.64 1.35 - - 
5 1.00 - - - 

12 - - - 1.26 
13 - - 1.03 - 
14 - 1.62 - - 
15 0.59 - - - 
22 - - - 0.80 
23 - - 0.70 - 
24 - 1.90 - - 
25 1.13 - - - 
49 - - - 1.18 
50 - - 1.77 - 
51 - 2.32 - - 
52 0.84 - - - 

163 - - - 0.46 
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164 - - 2.12 - 
165 - 2.40 - - 
166 0.08 - - - 

 
409 

- - -  
0.29 

410 - - 1.45 - 
411 - 1.20 - - 
414 - - - 0.22 
415 - - 1.36 - 
416 - 0.64 - - 
426 - - 1.23 - 
427 - 0.62 - - 
433 - - 1.16 - 
434 - 0.57 - - 

 

 

จากตารางท่ี 4.3  น ามาเขียนกราฟระหวา่งผลการหาปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่
และเวลาท่ีเก็บรักษาผลดงัภาพท่ี 4.2 
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ภาพท่ี 4.2ปริมาณเอนไซมใ์นสารสกดัเม่ือเก็บไวเ้วลาต่างๆ 
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4.1.4 ผลการหาค่า specific activity ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ 
 ผลการหาค่า  specific activity  ของเอนไซมไ์ดผ้ลดงัตารางท่ี 4.4   จากนั้นเขียนกราฟ ไดก้ราฟ
แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า specific activity กบัเวลาในการเก็บรักษาสารสกดัเอนไซฒ์ ดงัภาพท่ี 4.3 
ตารางท่ี 4.4 ผลการค านวณหาค่า specific activity ของสารสกดัต่างๆในสมองไก่ 

เวลา (วนั) 
ค่า specific activity ของสารสกดัต่างๆในสมองไก่ 

 ( Units / mg Protein ) 
สารสกดั I สารสกดั II สารสกดั III สารสกดั IV 

1 0.31 3.08 5.83 13.00 
2 0.54 9.75 7.92 9.79 
3 7.62 8.83 8.50 - 
4 4.92 11.25 - - 
5 7.69 - - - 

12 - - - 9.00 
13 - - 8.85 - 
14 - 13.50 - - 
15 4.54 - - - 
22 - - - 5.71 
23 - - 5.83 - 
24 - 15.83 - - 
25 8.69 - - - 
49 - - - 8.43 
50 - - 14.75 - 
51 - 19.33 - - 
52 6.46 - - - 

163 - - - 3.29 
164 - - 17.67 - 
165 - 20.00 - - 
166 0.62 - - - 
409 - - - 2.07 
410 - - 12.08 - 
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เวลา (วนั) 
Specific activity (units/mgสมองไก่) 

สารสกดั I สารสกดั II สารสกดั III สารสกดั IV 
     

411 - 10.00 - - 
414 - - - 1.57 
415 - - 11.33 - 
416 - 5.33 - - 
426 - - 10.25 - 
427 - 5.17 - - 
433 - - 9.67 - 
434 - 4.75 - - 
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ภาพท่ี  4.3 ค่า specific activity  ของเอนไซมใ์นสารสกดัเม่ือเก็บไวเ้วลาต่างๆ 

 
จากการทดลองพบวา่การเติมกรดซอร์บิคท าใหเ้อน็ไซมย์งัคงสภาพและใชง้านไดน้าน  การเติม 

กรดซอร์บิคท่ีความเขม้ขน้ 100 mmol/l  ท าใหเ้อน็ไซมท์ างานไดดี้ในช่วงหลงัสกดัจนถึง 150 วนั   
หลงัจาก 150- 434 วนั เอน็ไซมท์ างานไดล้ดลง 
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4.2  ตอนที่  2 ผลการสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ที่เตมิ กรดซอร์บิคที่ความ  
       เข้มข้นต่างๆ 
4.2.1 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ 
 ผลการหาปริมาณโปรตีนซ่ึงไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิคท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.5 
 
ตารางท่ี 4.5 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดซอร์บิค 
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

สารสกดัจากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค (mmol/l) 
ปริมาณโปรตีน (mg/gสมองไก่) 

เวลา (วนั) 
1 10 15 42 49 55 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ี  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -
15°C  (S1) 

0.0345 0.025 0.026 0.038 0.024 0.012 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 20 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C (S2) 

0.0449 0.029 0.023 0.032 0.039 0.014 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 40 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C (S3) 

0.0352 0.027 0.030 0.029 0.041 0.029 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 60 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C (S4) 

0.0387 0.037 0.039 0.032 0.043 0.019 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 80 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C (S5) 

0.0362 0.017 0.020 0.040 0.024 0.029 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 100 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C (S6) 

0.0319 0.024 0.025 0.035 0.020 0.021 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ี เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  5°C 
( Sd1) 

0.0461 0 0 0 0 0 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 20 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C  ( Sd2) 

0.0352 0 0 0 0 0 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 40 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C ( Sd3) 

0.0352 0 0 0 0 0 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 60 0.0372 0 0 0 0 0 
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mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C ( Sd4) 
สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 80 

mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C ( Sd5) 
0.0337 0 0 0 0 0 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค 20 
mmol/l เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C ( Sd6) 

0.0345 0 0 0 0 0 

 จากตารางพบวา่สารสกดัท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C เม่ือเวลาผา่นไป 10 วนัสลายตวัหมด 
 

4.2.2 ผลการหาปริมาณเอนไซม์ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่ติมกรดซอร์บิค 
 ผลการหาปริมาณเอนไซมซ่ึ์งไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิคท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.6  เม่ือน าผลไปเขียนกราฟดงัภาพท่ี 4.4 
 
ตารางท่ี 4.6 ผลการหาปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดซอร์บิค 
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

สารสกดัจากสมองไก่  
ปริมาณเอนไซม ์(Units / g สมองไก่) 

เวลา (วนั) 
1 15 26 33 42 50 

S1 1.139 1.28 1.00 0.654 0.866 0.913 
S2 0.643 1.23 1.04 0.884 0.475 0.158 
S3 0.660 1.70 0.67 0.969 0.762 0.447 
S4 0.584 0.75 0.75 0.903 0.058 0.623 
S5 0.527 1.30 1.16 1.090 0.749 0.945 
S6 1.152 0.69 1.30 0.917 1.123 1.074 

Sd1 0.959 0 0 0 0 0 
Sd2 1.133 0 0 0 0 0 
Sd3 0.683 0 0 0 0 0 
Sd4 0.597 0 0 0 0 0 
Sd5 0.457 0 0 0 0 0 
Sd6 0.492 0 0 0 0 0 

 
จากตารางพบวา่สารสกดัท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C เม่ือเวลาผา่นไป 10 วนัสลายตวัหมด 
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ภาพท่ี 4.4  แสดงปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดซอร์บิค ท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ 
 จากกราฟพบวา่สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดซอร์บิค ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C เม่ือเวลาผา่นไป 50 วนั ยงพบเอนไซมอ์ยู ่  การเติมกรดซอร์บิค ท่ีความเขม้ขน้ 
1,000 mmol/l  ท าใหป้ริมาณเอนไซมข์องสารสกดัยงัคงอยูป่ริมาณท่ีสูง 
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4.2.3 ผลการหาค่า specific activity ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่ติมกรดซอร์บิค 
 ผลการหาปริมาณ  specific activity ซ่ึงไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิคท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.7  และภาพท่ี 4.5 
ตารางท่ี 4.7 ผลการหาค่า Specific activity ของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดซอร์
บิค ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

สารสกดัจากสมองไก่  
Specific activity (units/mgสมองไก่) 

เวลาท่ีเก็บ (วนั) 
1 15 26 33 42 50 

S1 33.01 51.20 38.46 17.21 36.08 76.08 
S2 14.32 42.41 45.22 27.62 12.18 11.29 
S3 18.75 62.96 22.33 33.41 18.59 15.41 
S4 15.09 20.27 19.23 28.22 1.35 32.79 
S5 14.56 76.47 58.00 27.25 31.21 32.58 
S6 36.11 28.75 52.00 26.2 56.15 51.14 

Sd1 20.80 0 0 0 0 0 
Sd2 32.19 0 0 0 0 0 
Sd3 19.40 0 0 0 0 0 
Sd4 16.05 0 0 0 0 0 
Sd5 13.56 0 0 0 0 0 
Sd6 14.26 0 0 0 0 0 
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ภาพท่ี 4.5 แสดงค่า Specific activity ของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดซอร์บิค ท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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4.3 ตอนที ่ 3 ปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่ติมกรดเบนโซอิค 
4.3.1 ผลการหาปริมาณโปรตีน 
 ผลการหาปริมาณโปรตีนซ่ึงไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิคท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.8 
ตารางท่ี 4.8 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดเบนโซ
อิก ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

สารสกดั  
ปริมาณโปรตีน (mg/gสมองไก่) 

เวลา (วนั) 
1 28 35 41 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   (B1) 0.0318 0.0223 0.0149 0.0183 
สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 50mmol/lเก็บ

ไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   (B2) 
0.0196 0.0189 0.0122 0.0101 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 100mmol/lเก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   (B3) 

0.0196 0.0210 0.0203 0.0115 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 500mmol/lเก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   (B4) 

0.0156 0.0135 0.0149 0.0108 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 1,000mmol/l
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   (B5) 

0.0014 0.0014 0.0007 0.0007 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C   (Bd1) 0.0290 0 0 0 
สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 50mmol/lเก็บ

ไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C (Bd2) 
0.0215 0 0 0 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 100mmol/lเก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C (Bd3) 

0.0303 0 0 0 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 500mmol/lเก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C (Bd4) 

0.0227 0 0 0 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิค 1,000mmol/l
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C Bd5 

0.0183 0 0 0 

 
จากการทดลองพบวา่เม่ือเวลาผา่นไป 7 วนัสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ี เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  

5°C จะเส่ือมสภาพสลายตวัจนหมด 



 

 

47 

 4.3.2 ปริมาณเอนไซม์ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่ติมกรดเบนโซอกิ ทีค่วามเข้มข้น
ต่าง 
 ผลการหาปริมาณเอนไซมซ่ึ์งไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิคท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.9 และภาพท่ี 4.6 
ตารางท่ี 4.9 ผลการหาปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติม กรดเบนโซอิก ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ 
 

สารสกดั 
ปริมาณเอนไซม ์(Units / g สมองไก่) 

เวลา (วนั) 
1 12 19 28 36 

B1 0.89 1.06 1.12 1.11 0.78 
B2 1.22 0.47 0.90 1.21 0.78 
B3 1.40 0.99 1.22 1.40 0.86 
B4 0.84 0.94 1.39 1.10 0.28 
B5 0.62 0.08 0.05 0.03 0.01 

Bd1 0.67 0 0 0 0 
Bd2 0.64 0 0 0 0 
Bd3 0.57 0 0 0 0 
Bd4 0.58 0 0 0 0 
Bd5 0.15 0 0 0 0 

      

จากการทดลองพบวา่เม่ือเวลาผา่นไป 7 วนัสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ี เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  
5°C จะเส่ือมสภาพสลายตวัจนหมด 
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ภาพท่ี 4.6 แสดงปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดเบนโซอิก ท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ 
  จากกราฟพบวา่การเติมสารกนัเสีย กรดเบนโซอิก ท่ีความเขม้ขน้1000 mmol/l ปริมาณเอนไซมข์อง
สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ลดลง 
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  4.3.3 ค่า specific activity ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ทีเ่ติมกรดเบนโซอกิ ทีค่วาม
เข้มข้นต่าง 
 ผลการหาปริมาณ  specific activity ซ่ึงไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิคท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C และ5°C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.10 และภาพท่ี 4.7 
ตารางท่ี 4.10 ผลการหา Specific activity ของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดเบน
โซอิก ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

สารสกดั 
  

Specific activity (units/mgสมองไก่) 
เก็บ1วนั เก็บ12วนั เก็บ19วนั เก็บ28วนั เก็บ36วนั 

B1 27.99 47.53 50.22 74.50 42.62 
B2 62.24 24.87 47.62 99.18 77.23 
B3 71.43 47.14 58.10 68.97 74.78 
B4 53.84 69.63 102.96 73.83 25.93 
B5 42.86 57.14 35.71 42.86 14.29 

Bd1 23.10 0 0 0 0 
Bd2 29.77 0 0 0 0 
Bd3 19.00 0 0 0 0 
Bd4 25.55 0 0 0 0 
Bd5 8.20 0 0 0 0 

 

                         
ภาพท่ี 4.7 แสดงค่า specific activityของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดเบนโซอิก 
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
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 จากกราฟพบวา่การเติมสารกนัเสีย กรดเบนโซอิก ท่ีความเขม้ขน้1000 mmol/l ค่า specific activity 
ของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ลดลง   ดงันั้นในการทดลองต่อไปจึงเลือกการเติมสารกนัเสีย กรด
เบนโซอิก ท่ีความเขม้ขน้100 mmol/l   

 
4.4 ตอนที ่ 4 ผลการสกดัเอนไซม์จากสมองไก่ ทีเ่ติมสารกนัเสีย อยู่ในสภาวะเยน็ และ  
ตกตะกอนด้วยเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟต  
 4.4.1 ปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่   ทีเ่ติมสารกนัเสีย อยู่ในสภาวะเยน็   
และตกตะกอนด้วยเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟต  
 ผลการหาปริมาณโปรตีนซ่ึงไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ โดยเติมสารกนัเสีย คือ กรดซอร์
บิค  กรดเบนโซอิค และ ไนเตรท ท่ีความเขม้ขน้  100 mmol/l และ1,000 mmol/lแลว้แบ่งออกเป็น 2 
ส่วน คือ ส่วนท่ี1 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    ส่วนท่ี2 น าไปตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 70% 
แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.11 
ตารางท่ี 4.11 ผลปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่   ท่ีเติมสารกนัเสีย อยูใ่นสภาวะเยน็   
และตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 

สารสกดั 
 

ปริมาณโปรตีน (mg/gสมองไก่) 
ไม่ตกตะกอนดว้ยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต 

ตกตะกอนดว้ยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ (b1) 0.034 0.005 
เติมกรดซอร์บิค 100 mmol/l (S11) 0.046 0.008 
เติมกรดซอร์บิค 1,000 mmol/l (S21) 0.026 0.011 
เติมกรดเบนโซอิค 100 mmol/l (B11) 0.017 0.006 

เติมกรดเบนโซอิค 1,000 mmol/l 0.1 M (B21) 0.034 0.014 
เติมไนเตรท100 mmol/l (N11) 0.037 0.005 

เติมไนเตรท1,000 mmol/l 1.0 M (N21) 0.041 0.008 

 
พบวา่เม่ือตกตะกอนสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ ดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตแลว้ปริมาณโปรตีน
ลดลง 
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4.4.2 ปริมาณเอนไซม์ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่   ทีเ่ติมสารกนัเสีย อยู่ในสภาวะเยน็   
และตกตะกอนด้วยเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟต  
 ผลการหาปริมาณเอนไซมซ่ึ์งไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ โดยเติมสารกนัเสีย คือ กรด
ซอร์บิค  กรดเบนโซอิค และ ไนเตรท  แลว้น าไปตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต  ผลดงัตาราง
ท่ี 4.12 และกราฟท่ี 4.8 
ตารางท่ี 4.12 ผลการหาปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดเบนโซ
อิก  และตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 

สารสกดั 
 

 ปริมาณเอนไซม ์(Units / g สมองไก่) 
ไม่ตกตะกอนดว้ยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต 

ตกตะกอนดว้ยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต 

สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่(b1) 0.57 0.49 
เติมกรดซอร์บิค 100 mmol/l 0.1 M (S11) 0.42 0.44 
เติมกรดซอร์บิค 1,000 mmol/l (S21) 0.47 0.16 
เติมกรดเบนโซอิค 100 mmol/l (B11) 0.68 0.32 
เติมกรดเบนโซอิค 1,000 mmol/l (B21) 0.48 0.11 

เติมไนเตรท100 mmol/l (N11) 0.45 0.54 
เติมไนเตรท1,000 mmol/l 1.0 M (N21) 0.26 0.57 
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ภาพท่ี 4.8  กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนั
เสีย กรดเบนโซอิก  และตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 



 

 

52 

4.4.3 ค่า specific activity ของสารสกดัเอนไซม์จากสมองไก่   ทีเ่ติมสารกนัเสีย อยู่ใน
สภาวะเยน็   และตกตะกอนด้วยเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟต  
 ผลการหาปริมาณ  specific activity ซ่ึงไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ โดยเติมสารกนัเสีย 
คือ กรดซอร์บิค  กรดเบนโซอิค และ ไนเตรท  ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต  ผลดงั 
ตารางท่ี  4.13     
ตารางท่ี 4.13 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมสารกนัเสีย กรดเบนโซ
อิก ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

สารสกดั 
 

ค่าspecific activity ของเอนไซมส์มองไก่ (units/mgสมองไก่) 
ไม่ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียม

ซลัเฟต 
ตกตะกอนดว้ยเกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต 

 b1  16.76 98.00 
 S11  9.13 55.00 
 S21  18.07 14.54 
 B11  40.00 53.33 
 B21  14.11 7.85 
 N11  12.16 108.00 
  N21  6.34 71.25 
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ภาพท่ี 4.9  กราฟแสดงการเปรียบเทียบspecific activity สมองไก่ท่ีเติมสารต่างๆ  แลว้ตกตะกอนดว้ยม
เนียมซลัเฟต 
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จากกราฟพบวา่สมองไก่ท่ีเติมสารไนเตรท  และตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตมีค่า specific 
activityสูง 

 
4.5 ผลการสกดัเอนไซม์จากสมองหมู 
 จากการทดลองใชส้มองหมูผสมกบัซิลิกาเจล และฟอสเฟตบฟัเฟอร์บดละเอียด   เติม กรดซอร์
บิค 100 mmol/l ,กรดซอร์บิค 1,000 mmol/l,กรดเบนโซอิก 100 mmol/l และกรดเบนโซอิก 1,000 
mmol/l ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C และ 5๐C   ไดส้ารสกดัเอนไซมส์ าหรับหาปริมาณโปรตีน  ปริมาณ
เอนไซม ์ และ specific activity 

4.5.1 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซม์จากสมองหมู 
 ผลการหาปริมาณโปรตีนซ่ึงไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู ท่ีเติม กรดซอร์บิค 100 
mmol/l ,กรดซอร์บิค 1,000 mmol/l,กรดเบนโซอิก 100 mmol/l และกรดเบนโซอิก 1,000 mmol/l  แลว้ 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   และ 5๐C  เม่ือเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 3, 8, 9  และ 10 วนัไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.14 
 
ตารางท่ี 4.14 ผลการหาปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู 

สารสกดัเอนไซม ์
      

ปริมาณโปรตีน 
(mg/gสมองหม)ู 

เก็บ3 
วนั 

เก็บ8 
วนั 

เก็บ9 วนั เก็บ10 
วนั 

1.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C (สารสกดั A) 0.0544 0.0792 0.0552 0.0386 
2.สารสกดัเอนไซมโ์ดยเติมกรดซอร์บิค 100 mmol/l ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐

C (สารสกดั B) 
0.053 0.0446 0.0423 0.0316 

3.สารสกดัเอนไซมโ์ดยเติมกรดซอร์บิค 1,000 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15
๐C (สารสกดั C) 

0.042 0.0549 0.0322 0.334 

4.สารสกดัเอนไซมโ์ดยเติมกรดเบนโซอิก 100 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15
๐C (สารสกดั D) 

0.0424 0.0787 0.0615 0.0354 

5.สารสกดัเอนไซมโ์ดยเติมกรดซอร์บิค 1,000 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15
๐C (สารสกดั E) 

0.0541 0.0507 0.0377 0.0330 

6.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5๐C (สารสกดั F) 0.0546 0.0837 0.0872 0.072 
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4.5.2 ผลการหาปริมาณเอนไซม์ของสารสกดัต่างๆ  ในสมองหมู 
 ผลการหาปริมาณเอนไซมซ่ึ์งไดจ้ากสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู  ท่ีเติมสารกนัเสีย (กรดซอร์
บิค 100 mmol/l ,กรดซอร์บิค 1,000 mmol/l,กรดเบนโซอิก 100 mmol/l และกรดเบนโซอิก 1,000 
mmol/l) ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C และ 5๐C ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.15 
ตารางท่ี 4.15 ผลการหาปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัจากสมองหมู 

     
สารสกดัเอนไซม ์

ปริมาณเอนไซม ์(units/gสมองหมู) 
เก็บ 3 วนั เก็บ 8 วนั เก็บ 9 วนั เก็บ 10 วนั 

1. สารสกดั A 0.1278 0.0339 0.0286 0.0234 
2. สารสกดั B 0.0304 0.0152 0.0334 0.00608 
3. สารสกดั C 0.0185 0.0238 0.0291 0.0212 
4. สารสกดั D 0.0683 0.0574 0.0191 0.0355 
5. สารสกดั E 0.0224 0.0252 0.0168 0.005607 
6. สารสกดั F 0.00185 0.0449 0.0396 0.002642 

 

4.5.3 ผลการหาspecific activityของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมู 
 ความสามารถในการท างานของเอนไซม์ ของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูผลดังตารางที่ 4.16 
ตารางท่ี 4.16 specific activity ของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมู 
 

จ านวนวนั 
            ทีเ่กบ็
รักษา       
สารสกดัเอนไซม์ 

specific activity(units/mgโปรตีน) 

3 วนั 8 วนั 9 วนั 10 วนั 

1. สารสกดั A 2.349 0.4280 0.5181 0.6062 
2. สารสกดั B 0.5661 0.3408 0.7895 0.1924 
3. สารสกดั C 0.4363 0.4335 0.9037 0.6347 
4. สารสกดั D 1.6108 0.7293 0.3105 1.0028 
5. สารสกดั E 0.4140 0.4970 0.4456 0.1699 
6. สารสกดั F 0.0034 0.5364 0.4541 0.3664 

จากตาราง 4.16 พบวา่ค่าspecific activity ของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูมีค่าต ่ามาก 
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4.6 ผลการเปรียบเทียบการสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูกบัสมองไก่ 
ท าการทดลองสกดัเอนไซมใ์นสมองหมูและสมองไก่ในสภาวะต่างๆ ดงัตาราง 4.17 

ตารางท่ี 4.17  แสดงช่ือของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูและสมองไก่เม่ือสกดัเสร็จแลว้  
การสกดัเอนไซมจ์ากสมอง 
 ในสภาวะ และการเก็บรักษา  

ช่ือสารสกดัเอนไซม ์
จากสมองหมู 

ช่ือสารสกดัเอนไซม ์
จากสมองไก่ 

1. สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   และสมองไก่  ท่ีเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ –15๐C  

สารสกดั A สารสกดั ก 

2.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   และสมองไก่  โดยเติม
กรดซอร์บิค 100 mmol/l ท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดั B สารสกดั ข 

3.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู    สมองไก่  โดยเติมกรด
ซอร์บิค 1,000 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดั C สารสกดั ค 

4.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   สมองไก่  โดยเติมกรดเบน
โซอิก 100 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดัD สารสกดั ง 

5.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   สมองไก่  โดยเติมกรด
ซอร์บิค 1,000 mmol/lท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ –15๐C   

สารสกดั E สารสกดั จ 

6.สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู   สมองไก่  ท่ีเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 5๐C   

สารสกดั F สารสกดั ฉ 

 
จากตารางท่ี 4.16 น าสารสกดัเอนไซมไ์ปทดลองหาค่าปริมาณโปรตีนผลดงัตารางท่ี 4.18  

ปริมาณเอนไซมผ์ลดงัตารางท่ี 4.19     specific activityของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูเปรียบเทียบกบั
สมองไก่เม่ือสกดัเสร็จแลว้เก็บรักษาไว ้1-4 วนัผลดงัตารางท่ี 4.20   
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ตารางท่ี 4.18 แสดงปริมาณโปรตีนของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูเปรียบเทียบกบัสมองไก่เม่ือสกดั
เสร็จแลว้เก็บรักษาไว ้1-4 วนั 
สารสกดัเอนไซม ์
จ านวน 
วนัท่ีเก็บรักษา 

ปริมาณโปรตีน(mg/gสมอง ) 
1 วนั 2 วนั 3 วนั 4 วนั 

1. สารสกดั A 
สารสกดั ก 

0.030 
0.039 

0.028 
0.042 

0.034 
0.038 

0.034 
0.0405 

2. สารสกดั B 
สารสกดั ข 

0.030 
0.042 

0.023 
0.029 

0.033 
0.012 

0.028 
0.047 

3. สารสกดั C 
สารสกดั ค 

0.034 
0.052 

0.022 
0.025 

0.030 
0.030 

0.034 
0.040 

4. สารสกดั D 
สารสกดั ง 

0.035 
0.041 

0.026 
0.036 

0.035 
0.036 

0.039 
0.045 

5. สารสกดั E 
สารสกดั จ 

0.051 
0.053 

0.027 
0.040 

0.0313 
0.029 

0.044 
0.048 

6. สารสกดั F 
สารสกดั ฉ 

0.056 
0.090 

0.061 
0.078 

0.0707 
0.086 

0.054 
0.058 
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ตารางท่ี 4.19 แสดงปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูเปรียบเทียบกบัสมองไก่เม่ือสกดั
เสร็จแลว้เก็บรักษาไว ้1-4 วนั 
สารสกดัเอนไซม ์
จ านวน 
วนัท่ีเก็บรักษา 

ปริมาณเอนไซม์(unit/gสมอง ) 
1 วนั 2 วนั 3 วนั 4 วนั 

1. สารสกดั A 
สารสกดั ก 

0.370 
0.652 

0.351 
0.596 

0.848 
0.963 

0.628 
1.296 

2. สารสกดั B 
สารสกดั ข 

0.257 
0.710 

0.312 
0.505 

0.793 
0.684 

0.619 
2.030 

3. สารสกดั C 
สารสกดั ค 

0.324 
0.722 

0.283 
0.336 

0.482 
0.454 

0.698 
2.292 

4. สารสกดั D 
สารสกดั ง 

0.399 
0.510 

0.372 
0.549 

0.883 
0.437 

1.053 
1.963 

5. สารสกดั E 
สารสกดั จ 

0.398 
0.680 

0.351 
0.398 

0.694 
0.955 

0.577 
3.310 

6. สารสกดั F 
สารสกดั ฉ 

0.384 
0.680 

0.511 
2.502 

0.804 
2.492 

0.698 
3.278 
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 ตารางท่ี 4.20 ตารางแสดงspecific activityของสารสกดัต่างๆ ในสมองหมูเปรียบเทียบกบัสมองไก่เม่ือ
สกดัเสร็จแลว้เก็บรักษาไว ้1-4 วนั 
สารสกดัเอนไซม ์
จ านวน 
วนัท่ีเก็บรักษา 

specific activityของสารสกดัต่างๆ(units/mg) 
1 วนั 2 วนั 3 วนั 4 วนั 

1. สารสกดั A 
สารสกดั ก 

12.523 
16.643 

12.754 
14.106 

25.118 
25.202 

18.465 
32.042 

2. สารสกดั B 
สารสกดั ข 

8.534 
16.554 

13.408 
17.143 

24.016 
16.504 

21.835 
43.209 

3. สารสกดั C 
สารสกดั ค 

9.474 
13.839 

12.826 
13.726 

16.016 
15.242 

20.279 
56.677 

4. สารสกดั D 
สารสกดั ง 

10.662 
12.297 

14.154 
15.433 

25.058 
12.046 

26.800 
43.139 

5. สารสกดั E 
สารสกดั จ 

7.747 
12.891 

12.857 
9.969 

22.158 
32.934 

13.097 
69.319 

6. สารสกดั F 
สารสกดั ฉ 

6.823 
7.535 

8.419 
32.186 

11.375 
29.067 

13.857 
57.000 

 
 จากตารางท่ี 4.20 พบวา่ค่าspecific activityของสารสกดัในสมองหมูเม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดั
จากสมองไก่ ในสมองหมูมีค่านอ้ยกวา่สมองไก่ ดงันั้นผูว้จิยัจึงเลือกสมองไก่ในการสกดัเอน็ไซมม์าใช้
กบัชุดทดสอบ 



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
การทดลองคร้ังน้ีท าการสกดัเอนไซมอ์ะเซติลโคลีนเอสเทอเรสจากสมองไก่และสมองหมู

แบ่งออกเป็น 4 ตอนดงัต่อไปน้ี 
ตอนท่ี 1 โดยเม่ือสกดัเอนไซมแ์ลว้ท าการทดลองเก็บไว ้4 สภาวะ  1 ) เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 

-15°C    2 ) สารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดซอร์บิค 0.1โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    3) สารสกดั
เอนไซมท่ี์เติมกรดซอร์บิค 1 โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   4)  สารสกดัเอนไซมท่ี์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 
5°C  จากนั้นน าสารสกดัแต่ละตวัมาหาปริมาณโปรตีน ปริมาณเอนไซมแ์ละ specific activity ไดผ้ล
ดงัน้ี ปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่มีค่าเฉล่ียเท่ากบั  0.13 mg/g   เม่ือเวลาผา่นไป 
166 วนัปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C g เหลือเพียง 0.08 units/gสมองไก่  
และ specific  activityเท่ากบั 0.62  units/mg Proteinหลงัจากนั้นสลายตวัหมดไป     เม่ือเปรียบเทียบ
กบัสารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดซอร์บิค 0.1โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C  เม่ือเวลาผา่นไป 434 วนั
ปริมาณเอนไซมย์งัคงเหลืออยู ่0.57 units/gสมองไก่  และ specific  activityเท่ากบั 4.75   units/mg 
Protein        สารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดซอร์บิค 1.0โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C  เม่ือเวลาผา่นไป 
433 วนัปริมาณเอนไซมย์งัคงเหลืออยู ่ 1.16 units/gสมองไก่  และ specific  activityเท่ากบั 9.67  
units/mg Protein   ในขณะท่ีสารสกดัเอนไซมท่ี์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C เร่ิมตน้มีปริมาณเอนไซมย์งัคง
เหลืออยู ่1.82 units/gสมองไก่   เม่ือเวลาผา่นไป 415 วนัตรวจไม่พบเอนไซม์   จากการทดลองพบวา่
การเติมกรดซอร์บิคท าใหเ้อน็ไซมย์งัคงสภาพและใชง้านไดน้าน  การเติมกรดซอร์บิคท่ีความเขม้ขน้ 
0.1 โมลาร์ ท าใหเ้อน็ไซมท์ างานไดดี้ในช่วงหลงัสกดัจนถึง 150 วนั   หลงัจาก 150- 434 วนั เอน็ไซม์
ท างานไดล้ดลง 

   แสดงวา่การเติมกรดซอร์บิค 0.1โมลาร์ ในสารสกดัเอนไซมจ์ะช่วยรักษาใหเ้อนไซมไ์ม่
สลายตวั เม่ือเวลาผา่นไปจะท าใหเ้อนไซมท์ างานไดดี้ข้ึน     สารสกดัเอนไซมเ์ม่ือเวลาผา่นไปปริมาณ
เอนไซมแ์ละspecific  activityจะเพิ่มข้ึนแลว้ลดลงจนหมดไป   ข้ึนอยูก่บั เวลาท่ีเก็บรักษา อุณหภูมิท่ี
เก็บรักษา และความเขม้ขน้ของสารกนัเสียท่ีเติม  

ตอนท่ี 2 เม่ือสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิคท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้ท าการ
ทดลองเก็บไว ้4 สภาวะ  1 ) เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    2) สารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดซอร์บิค 0.02 
, 0.04,  0.06, 0.08, 0.1โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    3) สารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดซอร์บิค 0.02 , 
0.04,  0.06, 0.08, 0.1โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C  จากนั้นน าสารสกดัแต่ละตวัมาหาปริมาณโปรตีน 
ปริมาณเอนไซมแ์ละ specific activity ไดผ้ลดงัน้ี ปริมาณโปรตีนของสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่มี
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ค่าเฉล่ียเท่ากบั  0.03 8  mg/g   ปริมาณเอนไซมข์องสารสกดัอยูใ่นช่วง 0.457-1.133 units/gสมองไก่  
และ specific  activityเท่ากบั 14.32-36.11   units/mg Protein    เม่ือเวลาผา่นไป 15วนั  สารสกดั
เอนไซมเ์ติมกรดซอร์บิค 0.02 , 0.04,  0.06 , 0.08 , 0.1โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C สลายตวัไม่พบ
เอนไซม ์    ส่วนสารสกดัท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C   เติมกรดซอร์บิคปริมาณ 0.02 , 0.04,  0.06, 0.08, 
0.1โมลาร์ พบวา่ปริมาณโปรตีน  ปริมาณเอนไซม ์ และspecific activity มีความแตกต่างกนั  

ตอนท่ี 3 เม่ือสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดเบนโซอิคท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้ท าการ
ทดลองเก็บไว ้3 สภาวะ  1) เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    2) สารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดเบนโซอิค 
0.05 , 0.1,  0.5, 1.0 โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    3)  สารสกดัเอนไซมเ์ติมกรดเบนโซอิค 0.05 , 
0.1,  0.5, 1.0 โมลาร์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 5°C   จากนั้นน าสารสกดัแต่ละตวัมาหาปริมาณโปรตีน 
ปริมาณเอนไซม ์และspecific activity แลว้เก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 36 วนั ไดผ้ลดงัน้ี  พบวา่เม่ือเวลาผา่น
ไป 7 วนัสารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ี เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  5°C จะเส่ือมสภาพสลายตวัจนหมด 

พบวา่ปริมาณโปรตีน  ปริมาณเอนไซม ์ และspecific activity ของสารสกดัเอนไซมท่ี์เติม
กรดเบนโซอิค 0.05 , 0.1,  0.5 และ 1.0 โมลาร์ มีความแตกต่างกนั การเติมกรดเบนโซอิคท่ีความ
เขม้ขน้ 1.0 โมลาร์ท าใหป้ริมาณเอนไซมข์องสารสกดัสมองไก่ลดลง ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมกรด
เบนโซอิคท่ีควรเติมในการสกดัสมองไก่คือความเขม้ขน้ 0.1  โมลาร์ 

ตอนท่ี 4  เม่ือสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค  เบนโซอิค และไนเตรดท่ีความ
เขม้ขน้ 0.1 และ 1.0 โมลาร์  แลว้ แบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ  1) เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C    2) สาร
สกดัเอนไซมน์ าไปตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตแลว้เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -15°C      
จากนั้นน าสารสกดัแต่ละตวัมาหาปริมาณโปรตีนพบวา่เม่ือตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต
แลว้โปรตีนลดลง   ค่า specific activity เพิ่มข้ึน     พบวา่สารสกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่    และสาร
สกดัเอนไซมจ์ากสมองไก่ท่ีเติมกรดซอร์บิค  เบนโซอิค และไนเตรดท่ีความเขม้ขน้ 0.1   โมลาร์  เม่ือ
ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตแลว้ค่า specific activity เพิ่มข้ึน      การเติมไนเตรดท่ีความ
เขม้ขน้ 0.1   โมลาร์แลว้ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตค่า specific activityมีค่ามากท่ีสุด คือ 
108.00 units/gสมองไก่  

ตอนท่ี 5 เม่ือสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมูผสมซิลิกาเจล และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ท่ีเติมกรดซอร์
บิคท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  เก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ  -15°C  และ 5°C      พบค่า specific activityมีค่า
ระหวา่ง 6.82-26.80 units/gสมองหมู      เม่ือสกดัเอนไซมจ์ากสมองหมู เปรียบเทียบ สกดัเอนไซม์
จากสมองไก่พบค่า specific activity 7.53-69.3  units/gสมองไก่     ค่าspecific activityของสมองไก่
มากกวา่สมองหมู 

เม่ือเปรียบเทียบกบัการสกดัเอนไซมโ์คลีนเอสเตอเรสจากหวัผึ้ง (honeybee heads)โดยใหผ้ึ้ง
ตายท่ีอุณหภูมิ -70 °C  น ามาเฉพาะส่วนหวัเพื่อสกดั  AChE ดว้ย homogenizeในฟอสเฟตบฟัเฟอร์pH 
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7.4 ท่ีเยน็      พบวา่ค่า specific activityเม่ือตกตะกอนสมองผึ้ง  0.112 µmol/min/mg (Kim  Bo-Mee 
and et.al ,2007 ) 

ในการสกดัเอนไซม์ โคลีนเอสเตอเรส หรือการท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ  ตอ้งท าใน สภาพ
อุณหภูมิต ่า เน่ืองจาก เอนไซม์ จะสลายตวัไดด้ว้ย ความร้อน   ถา้เอนไซมอ์ยูใ่นเซลลอ์าจจะทนต่อ
อุณหภูมิสูง ได้ระดบัหน่ึง    แต่เม่ือสกดัออกจากเซลล์ แลว้  ความทนทานต่ออุณหภูมิสูงจะลดลง  
ออกซิเจน สารท่ีเป็นสารออกซิไดซ์ และจุลินทรียท่ี์มีอยูท่ ัว่ไปในอากาศจะท าใหเ้อนไซม์  เส่ือมสภาพ
ได ้   เม่ือโครงสร้างของเอนไซมเ์ปล่ียนไปจนสารเร่ิมตน้รวมกบัเอนไซมท่ี์ Active Site ไม่ได ้จะท า
ใหคุ้ณสมบติัในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมห์มดไป   เม่ือเอนไซมเ์กิดการเส่ือมสภาพไปแลว้ ไม่
สามารถจะกลบัคืนมาสู่สภาพท่ีท างานไดอี้ก   
 ดงันั้นในการทดลองน้ีผูว้จิยัจึงไดน้ าวตัถุกนัเสียท่ีใชใ้นการถนอมอาหารมาใชเ้พื่อยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์มีอยูท่ ัว่ไปในอากาศ   สภาพแวดลอ้ม  ในสมองไก่และหมูท่ีจะใชใ้นการ
สกดัเอนไซม ์ ผูว้จิยัเลือกใช ้กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิค  และไชเดียมไนเตรด  เพราะ กรดซอร์บิค 
ความเขม้ขน้อยูร่ะหวา่ง 0.1-0.25% สารสกดัเอนไซมอ์ะซิติลโคลีนเอสเทอเรสจากสมองไก่คงสภาพ
ไดดี้ท่ีสุดในกรดซอร์บิคเขม้ขน้ 1 โมลาร์  ท างานไดดี้ท่ี 37  ํ C แต่เม่ือตอ้งการรักษาเอนไซมไ์ม่ให้
เร่งปฏิกิริยาหรือชะงกัการเจริญเติบโตและหยดุกระบวนการเมทาบอลิซึมของจุลินทรียต่์างๆ  มกัจะ
เก็บเอนไซมไ์วท่ี้อุณหภูมิ -18  ํ C หรือต ่ากวา่นั้น    จากผลการทดลองเม่ือน าสารสกดัไวใ้นอุณหภูมิ
ท่ีแตกต่างกนัพบวา่ สารสกดัเอนไซมมี์ค่าการท างานต่างกนั 

ข้อเสนอแนะ 
งานวจิยัน้ีผูว้จิยัไดท้ดลองสกดัเอนไซม ์ AChE โดยใชว้ธีิประยกุตอ์ยา่งง่ายโดยอาศยัการท า

ใหว้ตัถุดิบท่ีจะน ามาใชส้กดัอยูใ่นสภาพท่ีเยน็ 
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