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Objectives

 เพื่อศึกษาคุณสมบัติ และกลไกการทํางานของเอนไซม1

 เพื่อศึกษาปจจัยที่มีอิทธิพลตออัตราการทํางานของเอนไซม2

Without enzyme

With enzyme



Enzyme + Substrate ----> Enzyme-substrate ----> Enzyme + Product 
complex

การเกิดปฏิกิริยาระหวาง enzyme และ substrate

Lock and Key theory



คุณสมบัติของเอนไซม

1. ทําใหอตัราเร็วของปฏิกริิยาเพิ่มขึ้น 108 – 1020 เทา และเมื่อสิ้นสดุ
ปฏิกิริยา เอนไซมจะไมมีการเปลี่ยนแปลง

2. สามารถเรงปฏิกิริยาไดแมมีจาํนวนนอย

3. มีความ specificity

4. เรงไดโดยไมตองใชอณุหภูมิและความดนัสูง

Specificity

โครงสรางของ enzyme

• Apoenzyme - สวนที่เปนโปรตีน
• Cofactor - สวนที่ไมใชโปรตีน

- coenzyme
สารอินทรีย - Vitamin

- prosthetic group
สารอนินทรีย - แรธาตุ



1. ความเขมขนของ substrate และความเขมขนของ enzyme
ปจจัยที่มผีลตอการทํางานของเอนไซม 2. อุณหภูมิ (Temperature)

3. ความเปนกรด-เบส (pH) 4. ตัวยบัยั้ง (Inhibitor)
4.1 Competitive inhibitors: จับที่ active site เชน malonic acid 

เปนตัวยับยั้ง succinic dehydrogenase



4.2 Non-competitive inhibitors: จับที่ตาํแหนงอื่นที่ไมใช active site 
และทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไป เชน พวกโลหะหนัก

4.3 Uncompetitive inhibitors: จับกบั ES- complex เกดิเปน 
ESI-complex ทําใหเกิดปฏิกิริยาไมได

ES-complex ESI-complex

สิ่งที่ควรทราบกอนทําการทดลองเรื่องเอนไซม

Buffer solution เปนสารละลายที่ใชเพื่อควบคุมให pH คงที่
ตามที่ตองการตลอดการทดลอง

Indicator เปนสารที่ใชเปนตัวทดสอบโดยอาจจะทดสอบ 
substrate ในกรณีที่จะหาอตัราการทํางานของเอนไซม หรือ
ใชทดสอบผลิตผลในกรณีตองการทราบผลของ
สภาพแวดลอมตอการทํางานของ enzyme อยางไร

งานที่ตองปฏิบัติ



Enzyme: น้ํามันฝรั่ง: Catalase
Substrate: H2O2
Indicator: O2

1. ผลของความเขมขนของ enzyme ตออัตราปฏกิิริยา
2. ผลของความเขมขนของ substrate ตออัตราปฏกิิริยา
3. อุณหภูมิกับอัตราปฏกิิริยา
4. pH กับอัตราปฏกิิริยา

Catalase
H2O2 H2O +  O2

1. ผลของความเขมขนของ enzyme ตออัตราปฏิกิริยา
น้ํามันฝรั่ง (enzyme)

1ml H2O2

100% 75%

50% 25%
• ความสูงของฟองแกส (cm)
• ความหนาแนนของฟองแกส

2. ผลของความเขมขนของ Substrate ตออัตราปฏิกิริยา

100% 75% 50% 25% H2O2

2ml น้าํมันฝรั่ง

3 . อุณหภูมิกับอัตราปฏิกิริยา

2ml H2O2

2ml น้าํมันฝรั่ง

Room Temp. 
10 min

40°C (Water bath)
10 min

น้ําเดอืด 5 min น้ําแข็ง 0°C 10 min



4 . pH กับอัตราปฏิกิริยา

2 ml H2O2

2ml น้าํมันฝรั่ง
Buffer 

Solution
+

3

5 7

9 11

2 ml H2O2

2ml น้าํมันฝรั่ง inhibitors+

Lead
Nitrate
2 ml

Mercury 
Nitrate
0.2 ml

สียอมผา
2 ml

สีผสมอาหาร
2 ml

5.1 Non-competitive inhibitor

control

- Enzyme 
- Substrate

- Product
- Indicator

Succinate dehydrogenase จาก yeast 
Succinic acid 

Fumaric acid +  H+

Methylene Blue

- Inhibitor Malonic acid

5.2 Competitive inhibitor

(Blue) MB(ใส) MBH2

Succinate Fumarate
Succinate dehydrogenase

FAD FADH2



- 1 ml  2% ยีสตใน sucrose 0.2%
control

Malonic acid : Succinic acid

5.2 Competitive inhibitor

blank 1:1               1:2                1:3

- 0.5 ml 0.2% MB
1 หยด ~ 0.1 ml

- น้ํากลั่น
- Malonic acid : Succinic acid สังเกตความเขมของสี MB


