
บทที่ 2

ตรวจเอกสาร

ในปี ค.ศ. 1982 Anaya M.C. และคณะ ไต้ทำการคืกษากระบวนการทำให้สารละลาย 

เพกตน (pectin) ใสอย่างต่อเมื่องในเครื่องปฏิกรณ์แบบตะแกรง (basket reactor) ที่ถูกตรึง2ป#าข 

เอนไซม์เพกติเนส (pectinase) ซึ่งเครื่องปฏิกรณ์แบบตะแกรงนี้มีลักษณะเป็นตาข่ายรุโปทรงกระ- 

บอก ติดอยู่กับแกนกลาง'ซึ่งสามารถหบุนไต่ เขาคืกษาผลของพารามิเตอร์ (parameter) ต่างๆ ไต่'แก่ 

ความเปีนกรด-ค่าง (pH) อุณหภูมิ ต่อคุณสมบัติของเอนไซม์อิสระ (free enzyme) รวมทั่งสืกษา 

ผลของความเข้มข้นของเอนไซม์ต่ออัตราเร็วของปฏิกริยา (reaction rate) พบว่าค่าความเป็นกรด- 

ค่างที่เหมาะสมคือ 5.2 และที่ค่าความเป็นกรด-ค่างนี้จะให้ค่าอุณหภูมิที่ทำให้เอนไซม์มีค่าแอกติวิตี 

(activity) สูงสูดในช่วงที่กวัางมากนั่นคือ 30-80 องศาเซลเซียส และที่ค่าความเป็นกรด-ค่าง 5.2 

0อุณทภูมิ 50 องศาเซลเซียส เมึ่อใช้สารละลายเพกตินที่มีความเข้มข้น 1 เปอร์เซีนต่โดยนั่าหนัก 

พบว่าความสัมพันธ์ระหว่างอัตราเร็วของปฏิกิริยากับความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ใช้จะเป็นเสันตรง 

จนกระทั่งความเข้มข้นของเอนไซม์เท่ากับ 25 ส่วน'ในลัานส่วน และแอกติวิตีของเอนไซม์มีค่าเท่า 

กับ 3.33 หน่วยต่อมิลลิกรัมผลิตภัณฑ์ สำหรับค่าคงที่ไมเคิลลิส (Michaelis constant, K J  มีค่าเท่า 

กับ 0.16 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเก็บเอนไซม์ที่เตรียมไต่นี้ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer) pH

5.2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน แอกติวัสิจะลดลงจากค่าเริ่มต้นเพียง 17 เปอร์เซ็นต์ 

เท่านั่น แต่เมื่อเก็บในน่าค่าแอกติวิตีจะลดลงถึง 25 เปอร์เซ็นต์ และยังพบว่าเอนไซม์ตรึงรูป 

(immobilized enzyme) บนเสันใยจากเยอไม้ (sisal hemp fibers) มแอกติวัฅประมาณ 6-8

เปอร์เซ็นต์ และจะสูญเสียแอกติวิตีไปประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ หลังจากทำปฏิกิริยาไป 5 ครั้งกับ 

สารละลายเพกตินเข้ม1ข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยน่าหนัก จนกระทั่งความหนืดของสารละลายเพกตินลด 

ลง 50 เปอร์เซ็นต์ ของค่าความหนืดเริ่มต้นแต่เมื่อใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์โดย 

น่าหนัก จะทำให้ค่าแอกติวัตีเพิ่มขึ๋น 15 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าภาวะที่เหมาะสมที่จะให้ค่า 

แอกติวัตีสูงสูดคือ ใช้เอนไซม์ 166 หน่วย (50 มิลลิกรัม) ต่อเสันใย 1 กรัม และสารละลาย 

เพกตินเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์โดยนั่าหนัก ทำให้แอกติวัตีมีค่าเท่ากับ 22.3 หน่วยต่อกรัม และเมื่อ 

เก็บเอนไซม์ตรึงรูปที่ไต่นี้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แอกติวิตีจะลดลงจากค่าเริ่ม 

ต้นประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ และยังคงรักษาค่าแอกติวัตีที่เหลืออีก 30 เปอร์เซ็นต์ไวัไต่เป็นเวลานาน
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จากผลการศึกษาและเปรียบเทียบผลทางปานจลนศาสตรี (kinetics) ระหว่างเอนไซม์อิสระและ 

เอนไซม์ตรึง3ปนี่' เขาอธิบายว่าเนื่องมาจากเสัยไขไม,มีประจุและมีพื่นที่อัแพาะ (specific area) ที่จะ 

ไปเอนไซม์เกาะนัอย รวมทั้งความปานทานภายนอกต่อการส่งผ่านสับสเตรต (substrate) เพื่อเข!ท่า 

ปฏิกิริยา สำหรับความเป็นไปไปไนการไชเครื่องปฏิกรณ์แบบตะแกรงกับของไหลที่ไม่เป็นเนื่อ

เดียวกัน (non homogenous fluids) และเอนไซม์ตรึงรูปนี้ โดยพิจารณาผลของข้อลำกัดการแพร่ 

ภายนอก (external diffusional limitations) ทบว่าการเพิ่มความเร็วรอบไนการหนุน (speed of 

rotation) จะปาไปอัตราการเกิดปฏิกิริยาลุ[งขึ้น ซึ่งค่าความเร็วรอบที่เหมาะสมคือ 5 รอบต่อนาที 

แปว่าเอนไซม์ตรึงรูปจะมีเสถียรภาพ (stability) ป่าแต่ระบบนี้ก็น่าจะเก็บไวัพิจารณาเมื่อของเหลวที่ 

ไปไม่เป็นเนี้อเดียวกัน และเป็นปฏิกิริยาเอนไซม์ที่สับสเตรตมีผลยับทั้งปฏิกิริยา (substrate

inhibition) มาก [5] ไนปีเดียวกัน (ค.ศ. 1982) Kminkova M. และคณะ คืกษาเปรียบเทียบ

การตรึงรูปเพกติเนสบนเรชินแลกเปลี่ยนประจุ (ion exchange resin) ปวยพันธะโควาเลนท 

(covalent bond) โดยวิธีการเชอมปวยกถูตาราลดไฮด (glutaraldehyde) และ azo-coupling ซ่ึง 

เอนไซม์ที่ไปเป็นเอนไซม์ทางการปาชึ๋อ Pectofoetidin G3X และเรชินที่ไป 2 ชนิดคือ ตัวแลก 

เปลี่ยนประจุบวกที่มีอนุพันธ์คารีบอกชิลิก (carboxylic cation exchanger, Ostion KM) และตัว 

แลกเปลี่ยนประจุลบที่ม ีอนุพันธ์อะนิโนโพลีสไตรีนชนิดตติยภูมิ (tert-aminopolystyrene anion 

exchanger, Ostion AT) พบว่าเมื่อไปตัวพยุง Ostion AT ที่ม ีอนุพันธ์อะมิโน โดยวิธีเชึ๋อมปวย 

กลูตาราลดีไฮด์ ทดสอบกับเพกตินความเข้มปน 0.5 เปอรีเซ็นตัโคยน่าหนัก ไนอะชิเตตบัฟเพ่อรี 

(acetate buffer) ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 4.9 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จะมีแอกติวิต ี

สูงลุ(คเท่ากับ 112.5 หน่วยต่อกรัมเอนไซม์ และมีค่าครึ่งชีวิต (half-lift) 456 วัน ซึ่งจากการ 

ทดลองนี้เขาไปเสนอว่า วิธีนี้เป็นวิธีที่เหมาะจะน่าไปไปไนอุตสาหกรรม เนื่องจากวิธีการเตรียม

อนุพันธ์อะมิโนจาก Ostion AT นี้นสามารถท่าไปง่าย และมีราคาไม่สูง [6]

ต่อมาไนปี ค.ศ. 1986 Findlay C.J. และคณะ ศึกษาการตรึงรูปเพกติเนสบนกระลูกเป็ด 

ไก่ ซ่ึงท่าใปมีขนาดประมาณ 10-20 เมช โดยไปวิธีการเซ่ึอมปวยพันธะโควาเลนท่โดยไปกลูดา-

ราลดีไฮด เอชิลเอไซด์ (acyl-azide) และคาโบติอิไมด์ (carbodiimide) เน่ืองจากกระดูกเป็ดและไก่ 

มีราคาถูก หาง่าย มีรูพรูน ไม่เป็นพิษ และมีความแข็ง รวมท้ังมีหมู่พิงกชันนอล (functional group) 

ทางเคมี จากการศึกษาพบว่า เม่ือน่าเอนไซม์ตรึงรูปตามวิธีตังกล่าวข้างปนมาทดสอบกับสารละลาย 

เพกตินไนอะชิเตตบัพ่เพ่อรีท่ีมีความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 4.4 จะมีแอกติวิตีเท่ากับ 0.27 0.11 และ

0.10 หน่วยต่อกรัม ตามลำตับ ซ่ึงก็จะเห็นไปว่าวิธีการตรึงรูปท่ีดีท่ีสูดคือการเช่ึอมปวยกลูตาราล- 

ดไฮด์ [7]
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ป ี ค.ศ. 1987 Lozano P. และคณะ คืกษาการตรึงรูปเพกติเนสบนไนลอนเมมเบรน (nylon 

membrane) ที่มีขนาครูพรุน 10 ไมโครเมตร และมีความสามารถให้ป้าผ่านไม้ 82 ลิตรต่อตาราง 

เมตร-วินาที โดยวิธีการกระตุ้นม้วย G-alkylation เพิ่อใช้ในการท่าให้นํ™ลไม้ใสในถังปฎิกรณ'’ที่ม ี

การไหลของสับสเตรตแบบขนานกับเมมเบรน (cross now reactor) และผลิตภัณฑ์จะไหลผ่าน

เมมเบรนในทิศตั้งฉาก ซึ่งเอนไชม์ที่ใช้มีช่ือท างการม้าว ่า Pectinol D เมึ๋อนำมาทดสอบกับสาร

ละลายเพกตินเข้มข้น 0.5 เปอรึเช็นต่ ในอะชีเตตบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรด-ค่างเท่ากับ 4.0 และ 

ป้า apricot สด พบว่าค่า Kjn^pp) และ v m(app) เท่ากับ 0.42 มิลลิกรัมต่อมลลิลิตร และ 155 

หน่วยต่อกรัมตัวพยุง ซึ่งมีค่าชุงกว่าและตํ่ากว่าเมึ่อใช้ถังกวนตามลำดับ ซึ่งเขาอธิบายว่าเป็นผลมา 

จากอัตราเร็วในการเกิดปฎิกิริยาถูก^กัดโดยการแพร่ภายนอกของสับสเตรต ท่าให้มีผลต่ออัตรา

การไหลวนกลับ (recirculation rate) ของสับสเศรต และการอัากัดเนึ๋องจากการแพร่ภายนอกนี้ 

สามารถท่าให้ลดลงไม้โดยการเพิ่มอัตราการไหลของสับสเตรต สำหรับการท่าให้ป้า apricot ใส 

จะท่าในระบบแบบต่อเนึ่องที่มีอัตราการไหลวนกลับของป้า apricot เท่ากับ 2.4 ลิตรต่อชั่วโมง 

และความตันเท่ากับ 1 กิโลกรัมต่อตารางเชนติเมตร พบว่า เมึ่อใช้เอนไชม้ตรึงรูปร่วมกับไมโคร 

พีลเทรชัน (microfiltration)ป้าผลไม้'ที่ไม้'จะมีความหนืดสัมพัทธ์ (relative viscosity) เท่ากับ 11.6 

เปอรึเช็นตั ที่เวลา 45 นาที ขณะที่ป้าผลไม้ที่ไม้จากการใช้ไมโครพีลเทรชันเพียงอย่างเดียวจะมี 

ความหนืดสัมพัทธ์มากกว่า คือ เท่ากับ 335 เปอธ์เชีนต์ ที่เวลา 100 นาที จากการทดลองนี่จะเห็น 

ไม้ว่าการใช้เอนไซม้ตรึงรูปบนเมมเบรนให้ประสิทธิภาพในการกรองสูงกว่าการใช้ไมโครพีลเทร- 

ชันเมมเบรน microfiltration membrane) อย่างเดียวและยังมีอายุการใช้งานนานกว่า ซึ่งเขาไม้ 

อธิบายว่าเป็นผลมาจากการย่อยสลายโดยเอนไชม้ช่วยท่าให้ผิวหม้าของไมโครพีลเทรชันเมมเบรน 

ไม,เกิดการอุคตันของคอลลอยค (colloid) ในป้าผลไม้ [2]

ในปี ค.ศ. 1992 Maxim ร. และคณะ คืกษาการตรึงรูปเพกติเนสบนตัวพยุงอาครีลิค 

(acrylic support) ชนิดต่าง1ๆ ไม้แก่ PONILEX AS, PONILEX ASH และ PONILEX CC 

เพ่ิอนำไปใช้ในกระบวนการก่าจัคเพกตินในป้าแอปเปีล พบว่าเม่ึอใช้เอนไชม'’ท่ีมีช่ือทางการม้าว่า 

Ultrazym 100G ตรึงบนตัวพยุงชนิด PONILEX ASH ทดสอบกับป้าแอปเปีลท่ีเก็บไวิ'เป็นเวลา 6-8 

เดือน ท่ีความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 3.5-4.5 และอุณหภูมิ 40 องศาเชลเชียส จะมีแอกติวิดี'ของ 

เพกตินเอสเทอเรส (pectinesterase) อยู่ในช่วง 99.8-296.4 เปอธ์เชีนต์ และแอกติวิดีตัวท่ีใช้ตัด 

โมเลภูลเพกตินสายตรง (chain splitting) อยู่ในช่วง 101.85-252.94 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงมีค่าสูงกว่าค่า 

แอกติวิดีของเอนไชม้ท่ีถูกตรึงรูปบนตัวพยุงชนิด PONILEX AS และ PONILEX CC และยังพบ 

ว่าเอนไชม'’ที่ถูกตรึงรูปบน PONILEX ASH จะให้ค่าแอกติวิดีสูงกว่าเอนไชม้อิสระ และแอกติวิดี 

ของเอนไชม'’จะมีค่าเพ่ิมข้ีนเม่ึอเพ่ิมความเป็นกรดของสับสเตรต เน่ึองจากเพกตินในป้าแอปเปีลท่ี



อ่อนและสคที่มีคาความเป็นกรดมากจะมีหม่เอสเทอรึ (ester group) น้อยค่าให้โพสีกาแลกทุโรเนส 

(polygalacturonase) ค่างานไห้ดีขึ้น และยังพบว่าเมึ่อใช้ Ultrazyme 100G เพียงตัวเดียวตรึงรูปบน 

PONILEX ASH จะให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายองค่ประกอบของแข็งที่แขวนลอยอยู่ในป้า 

แอปเปิลอย่างสมบุรณ์เช่นเดียวกับการใช้ Ultrazyme 100G ร่วมกับอะไมโลกลูโคซิเคส

(amyloglucosidase) ในรูปเอนไชมอิสระ หรือการใช้ Ultrazyme 100G ร่วมกับอะไมโลกสูโค- 

ซิ!คส ตรึงรูปบน PONILEX CC ส่วนเสถียรภาพในการค่างานของเอนไชม',เทกตัเนสตรึงรูปบน 

ตัวพยุง PONILEX ASH จะทดสอบโดยการวัดแอกตัวิดีของเพกตันเอสเทอเรสและแอกตัวิดีของ 

ตัวที่ใช้ตัดโมเลกุลเพกตันสายตรง ผลปรากฎว่า แอกตัวัดีไม่เปลี่ยนแปลงระหว่างการใช้ 17 คร้ัง 

ในกระบวนการย่อยสลายเพกตันในป้าแอปเปีลที่เก็บไห้ 6-8 เดือน [8]

ในรายงานที่ผ ่านมาจะเห็นว่านอกจากมีการตรึงรูปเพกตัเนสหรือเพกโตไลตักเอนไชม', 

(pectolytic enzyme) บนตัวพยุงชนิดต่างๆและวิธึการตรึงรูปที่ต่างกันตังที่กล่าวมาช้างตันแห้ว ยังมี 

รายงานที่ศกบาเกี่ยวกับการตรึงรูปเอนไชม่ในกสู่มของเพกโตไลตักเอนไชม',เพียงชนิดเดียว ไห้แก่ 

โพสีกาแลกทุโรเนส เพกตันไลเอส (pectinlyase) เพกตันเอสเทอเรส (pectin esterase) และโพสี- 

เมทธอกชีกาแลกทุโรไนดไลเอส (poly(methoxygalacturonide)lyase) บนตัวพยุงต่างๆ นอกจาก 

นั้นยังมีรายงานที่คืกษาการตรึงรูปเขึ้อราที่ผลตเพกโตไลตักเอนไชม์ (pectinolytic fungi) บนกัอน 

เจลาตัน (gelatin block) ตังที่จะกล่าวต่อไป

ปี คศ. 1975 Weibel M.K. และคณะ สืกบาการตรึงรูปเพกตันเอสเทอเรส บนแห้วมีรูพรุน 

ที่มีหมู่เบนโซอิลเอไชค (benzoyl azide) โดยการเช่ึอมห้วยพันธะโควาเลนท่ พบว่าเม่ึอลดขนาด 

ของตัวพยุงลงประมาณ 12 เท่าจะค่าให้แอกตัวิดีของเอนไชม่ตรึงรูปเพ่ิมข้ึน เน่ืองมาจากช้๗ ากัด 

ของการถ่ายเทมวลสารภายในต่อค่าเทอนโอเวอรึ (turnover) และยังพบว่าเศษส่วนป้าหนักโมเลกุล 

(molecular weight fraction) ของสับสเตรตไม,มีผลต่อพฤติกรรมทางห้านจลนศาสตรึของเอนไชม่ 

อิสระ น่ันคือ เน่ือใช้สับสเตรตท่ีมีเศษส่วนป้าหนักโมเลกุลมากหรือน้อยก็ตามจะให้ค่า Km 

ปรากฎเท่ากันคือ 0.08 เปอรึเช็นตัโดยป้าหนัก แต่ส่าหรับเอนไซม์ตรึงรูปน้ันพบว่าเม่ึอสับสเตรตมี 

เศษส่วนป้าหนักโมเลกุลน้อยค่า Km ปรากฎจะมีค่าเท่ากับ 0.2 เปอรึเชีนตัโดยป้าหนัก แต่เม่ือใช้ 

สับสเตรตท่ีมีป้าหนักโมเลกุลมากข้ึนจะค่าให้ค่า Km ปรากฎเพ่ิมข้ึน 5 เท่า คือมีค่าเท่ากับ 1.0 

เปอรึเชีนตัโดยป้าหนัก แต่เศษส่วนป้าหนักโมเลกุลไม่มีผลต่อค่า v ra 1 ของเอนไชม์ตรึงรูป น่ันคือ 

ไม่ว่าเศษส่วนป้าหนักโมเลกุลจะมีค่ามากหรือน้อยก็ตามค่า v mx ยังคงมีค่าเท่าเตัม และค่าความ 

เป็นกรด-ค่างท่ีหมาะสมในการค่างานของเอนไชม์ตรึงรูปจะต่ํากว่าเอนไชม์อิสระ ช่ึงเปีนผลเน่ือง 

มาจากความสามารถในการจับกันระหว่างร่างแหของตัวพยุงกับสับสเตรตท่ีเป็นโพสีอิเล็กโตรไลตั 

(polyelectro- lyte) สำหรับเสถียรภาพต่ออุณหภูมิของเอนไชม์ตรึงรูปน้ัพบว่ามีค่าคร่ึงชีวิตประมาณ
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2 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และเอนไซม์ตรึงรูปโดยวิธีนี้มีแอกตัวิตีเพียง 0.8 หน่วย 

ต่อมิลลืกรัม แต่เมื่อ,ใช้ตัวพยุงที่มีขนาคเล็กลงกว่า 60 เมช ค่าแอกติวิตีจะเพิ่มขึ้นประมาณ 12 เท่า 

คือมีค่าประมาณ 9.5 หน่วยต่อมิลลิกรัม ซึ่งเป็นผลมาจากตัวพยุงมีพี้นที่ผิวในการจับกับเอนไซม์ 

มากขึ้น ส่วนเสถียรภาพในการเก็บเอนไซม์อสระ และเอนไซม์ตรึงรูปพบว่า เมื่อเก็บเอนไซม์ 

อิสระที่อ ุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 เดือนครึ่ง ค่าแอกตัวิตียังคง 

เป็น 100 เปอร์เซ็นต์ สำหรับเอนไซม์ตรึงรูปเมื่อเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วัน แอกติวิตี 

จะเหลือ 95 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แอกติวิตีจะลดลงถึง 50 

เปอร์เซ็นต์ [9]

ในปี ค.ศ. 1978 Hanisch W.H. และคณะ ท่าการถึกษาการตรึงรูปโพลีเมทธอกซีกาแลกทุ 

โรไนคไลเอส (poly(methoxygalacturonide)lyase, PMGL) บนตัวพยุง 2 ชมิคคือ DEAE- 

เซลถูโลส (DEAE-cellulose) และแกัวมีรูพรูนโดยวิธีการเชื่อมตัวยโลหะไทเทเนียม (titanium) พบ 

ว่าค ่า ความเป็นกรด-ค่างที่เหมาะสมสำหรับเอนไซม์อิสระ, เอนไซม์ตรึงรูปบนแกัวมีรูหรูน และ 

เอนไซม์ตรึงรูปบน DEAE-เชลลูโลสมีค่าเท่ากับ 5.2, 6.2-Ô.9 และ 3.7-4.7 ตามสำตับ และเมื่อไซ ้

สารละลายเพกตินเข้มซ้นระหว่าง 0.2-1.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นสับสเตรตท่าปฎิอิริยากับเอนไซม์ที ่

อุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับเอนไซม์แต่ละชนิดจะไตัค่า Km เท่ากับ 1.1, 0.83 และ 0.17 เปอร์เซ็นต ์

โดยน่าหนักเพกตนตามสำคับ [10]

ในปี ค.ศ. 1981 Rexova-Benkova L. และคณะ ถึกษาเก่ียวกับการตรึงรปูเอนโคคีกาแลกทุ 

โรนาเนส (Endo-D-galacturonanase) โดยการดูดซับบนโพลีเอทธีลีนเทอร์เรพธาเลท

(polyethyleneterephthalate) ที่มีรูพรูน พบว่าการตรึงรูปวิธีน้ีให้แอกติวิตีค่า ซ่ึงค่าแอกติวิตีสัมพัทธ์ 

สูงอุดเท่ากับ 42.4 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณเอนไซม์บนตัวพยุงท่ีเหมาะสมมีค่าเท่ากับ 5.25 

มิลลิกรัมต่อกรัมตัวพยุง ซ่ึงจะให้ค่าแอกติวิสิเท่ากับ 58 และ 95 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเวลาท่ีใซ้ท่า 

ปฎิอิริยาเท่ากับ 5 และ 30 นาทีตามลำดับ และค่าแอกตวิสิของเอนไซม์ตรึงรปูมีค่าค่ากว่าเอนไซม์ 

อิสระ ท้ังน้ีข้ึนอยู่กับปริมาณเอนไซม์ท่ีถูกตรึงบนตัวพยุง และพบว่าปริมาณของเอนไซม์ท่ีถูกดูด 

ซับบนตัวพยุงไม,ข้ึนกับค่าความเป็นกรด-ต่าง แต่ค่าความเร็วและความแรงในการดูดซับของ

เอนไซม์บนตัวพยุงข้ึนอยู่กับความเป็นกรด-ด่างหรือค่าความแรงของประชุ (ionic strength) และ 

ภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์คือ อะซัเตตบัฟเฟอร์ ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ต่าง 4.2 และท่ี 

ภาวะนี้เมื่อเก็บเอนไซม์ตรึงรูปท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ค่าแอกติวิตีจะลดลงในช่วง 1-2 วันแรก 

ประมาณ 12-15 เปอร์เซ็นต์ และค่าแอกตัวิสิของเอนไซม์ตรึงรปูท่ีเก็บในภาวะน้ีจะคงท่ีอยู่ท่ีระดับน้ี 

ไปเป็นเวลาหลายเดือน เขากล่าวว่าการลดลงของแอกตัวิตีในช่วงแรกของเอนไซม์ไม,ไตัเอิดจาก



9

การหลุดของเอนไซม์จากตัวพยุง และเอนไซม์เอนโคดีกาแลกทุโรนาเนสที่ถูกตรึงรูปที่ภาวะที่

เหมาะสมนี้เอนไซม์จะไม่หลุดออกจากตัวพยุงที่ภาวะในการเก็บที่เปีนนา อะชิเตต

บัฟเฟอร์ ค่าความเปีนกรดค่าง 4-7 สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride) 0.1-1 โมลต่อ 

ลิตร คัวนดีน (guanidine) 3 โมลต่อลิตร เพกตันเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ และสารละลายโซเดียม 

เพกเตต (sodium pectate) และเสถียรภาพในการท่างานของเอนไซม์ตรึงรูปที่อุณหภูมิห้องนั้นพบ 

ว่าสามารถย่อยสลายสารละลายโซเดียมเพกเตต อย่างต่อเนึ่องเปีนปริมาตร 6000 เท่าของปริมาตร 

เบค และยังพบว่าค่าความเปีนกรดต่างทีเหมาะสมในการท่างานของเอนโคดีกาแลกทุโรนาฌสที่ถูก 

ตรึง3ปนั้นไม่เปลี่ยนแปลงไปจากเอนไซม์อสระ นั่นคอค่าความเปีนกรด-ต่างที่เหมาะสมยังคงมีค่า 

เปีน 4 และ 4.8 เช่นเดียวคับเอนไซม์อิสระ และยังพบว่าผลของอุณหภูมิต่อแอกตัวิดีของเอนไซม์ก็ 

มีลักษณะเดียวคัน ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท่างานของเอนไซม์ตรึงรูปมีค่าประมาณ 40 องศา 

เซลเซียส และพบว่าเมึ่อใข้ดีกาแลกทุโรนิกแอชิด (D-galacturonic acid) เป็นลับสเตรต ค่า Vra1 

ของเอนไซม์อิสระมีค่าเท่าคับ 2.08 ไมโครโมลต่อมิลลิกรัม-วนาที ส่วนค่า V ของเอนไซม์ตรึงmai

ร ูป จะล ด ล งจาก ค ่า  v mu ขอ งเอ น ไซ ม ์อ ิส ระไป ป ระม าณ  0.35 ไม โครโมลต ่อม ิดล ิกร ัม -ว ิน าท ี

เช ่น เด ียวค ับ ค ่า  K m จะลดลงจาก  1.95*103 โมลต ่อล ิตร เป ็น  1 .57*103 โม ลต ่อ ล ิต ร  และพบว ่า 
ก าร ต ร ึงร ูป โ ด ย ว ิธ ีก าร ด ูด ซ ับ น ี้จ ะ เป ล ี่ย น ร ูป แ บ บ ก าร ท ่างาน ข อ งเอ น ไ ซ ม ์ต ่อ ล ับ ส เต ร ต ห ้อ ย ก ว ่าก าร  

ต ร ึงร ูป ต ัวยพ ัน ธ ะ โค วาเล น ท ่ (covalent bond) และย ังส าม ารถ ก ระท ่าต ่อ ล ับ ส เต รต โม เล ภ ูล ให ญ ่ไต ั 
ใก ล ัเท ียงค ับ เม ึ๋อ ใข ้เอ น ไซ ม ์อ ิส ระ  ท ่าให ้ก ารท ่างาน ข อ งเอ น ไซ ม ์ไม ่ถ ูก จำค ัด เม ึ่อ ล ับ ส เต รต ม ีโม เล ก ุล  

ให ญ ่ ซ ึ่งต ่างค ับ ก ารต ร ึงต ัวยพ ัน ธะโค วาเล น ท ่โด ยห ม ู,อะม ิโน [11]

ป ี ค.ศ. 1983 Rexova-Benkova L. และคณะ ไตัสืกษาการตรึงรูปเอนโดโพลีกาแลกทุโร- 

เนส (Endopolygalacturonase) บนตัวพยุงโพลี 2,6-ไคเมทธิลพาราปีมิลีนออกไชต์ (poly(2,6- 

dimethyl-p-phynyleneoxide) หรือ Sorfix ที่มีรูพรุนตัวยพันธะโควาเลนทโดยการกระตุ้นตัวยกสู- 

ตาราลดีไฮต์ ซ่ึง Sorfix ที่ใข้มีพี้นที่ผิวจำเพาะ 590 ตารางเมตรต่อกรัม ขนาดอนุภาคเท่าคับ 0.2-

1.2 มิลลิเมตร และปริมาตรรูพรุนเท่าคับ 0.459 สูกบาศคัเซนติเมตรต่อกรัม พบว่าตัวพยุงที่ถูกท่า 

ให้มีหมู่ล ัลดีไฮต์ (ฟdehyde) 2.91 มิลลิโมลต่อกรัมตัวพยุง จะให้แอกตัวิดีเท่าคับ 0.267 หน่วยต่อ 

มิลลิกรัมเอนไซม์ แต่เมึ่อเพิ่มหมู่อัลดีไฮต์บนตัวพยุงเป็น 4.26 มิลลิโมลต่อกรัมตัวพยุงจะท่าให้ 

แอกตัวิตีของเอนไซม์ลดลง ทงนี้เนึ่องมาจากมีโมเลกุลเอนไซม์เซึ่อมพันธะโควาเลนท',บนตัวพยุง

มากเกินไปท่าให้เกิดการบดบังคันเองระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์จึงขัคขวางการเข้าไปท่าปฏิกิริยา 

ของลับสเตรตโมเลกุลใหญ่ ตังนั้นจะเห็นว่าแอกตัวิดีของเอนไซม์ขึ้นอยู่คับปริมาณเอนไซม์ที่จับ 

คับตัวพยุง ซึ่งปริมาณเอนไซม์ที่จับคับตัวพยุงที่เหมาะสมมีค่าเท่าคับ 13.4 มิลลิกรัมต่อกรัมตัวพยุง 

จะให้แอกตัวิตีสูงลุ(ดเท่าคับ 0.305 หน่วยต่อมิลลิกรัมเอนไซม์ และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการตรึง
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รูปคือ 48 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมเท่ากับ 4.0-4.1 นอกจากนี้นยังศึกษา 

เสถียรภาพของเอนไซม์ตรึงรูปน ี้และพบว่าสามารถเก็บไวิไกันานหลายสัปดาห์’ท ี่อุณหภูมิ 4 องศา 

เซลเซียสโดยไม่มีการส ุญ เสียแอกติวิคีเลย แต่เนื่อเก็บที่อุณหภูมิสุงขึ้นคือ 30 และ 40 องศา 

เซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง จะส ูญ เสียแอกติวิคีไปประมาณ 40 และ 92 เปอร์เซ็นต์ ตาม 

ลำดับ ซึ่งการส ุญ เสียแอกติวิคีนี้ไม่ไกัเกิดจากการหลุดของเอนไซม์ออกจากตัวพยุง ส่วนค่า v ra1 

ของเอนไซม์ตรึงรูป (0.55 หน่วยต่อมิลสีกรัม) จะน้อยกว่าค่า v rax ของเอนไซม์อิสระ (2.68 

หน่วยต่อมิลลิกรัม) และค่า Km ของเอนไซม์ตรึงรูป (6.6 มิลลโมลต่อลตร) จะมากกว่าค่า Km ของ 

เอนไซม์อิสระ (1.95 มิลลโมลต่อลิตร) ซึ่งเขาไกัอธบายว่าเป็นผลมาจากการบดบังกันเองของ 

โมเลภูลเอนไซม์ และผลกระทบนี้จะท่าให้ค่าแอกติวิตีสัมพัทธ์ลดลงเมึ่อสับสเตรตมีโมเลกุลใหญ่ 

ข้ึน [12]

Rexova-Benkova L. และคณะ ยังไกัท่าการศึกษาผลกระทบต่อคุณสมบัติการเร่งปฏิกิริยา 

(catalytic properties) ของการตรึงรูปเอนโคโพลีกาแลก'ภูโรเนสและเพกตินเอสเทอเรส พบว่าการ 

ตรึงรูปเอนโดโพลีกาแลกทุโรเนส และเพกตินเอสเทอเรสบนตัวพอุงต่างๆ กัวยวิธีการตรึงรูปต่างๆ 

กันกัวนแต่ท่าให้แอกติวิตีของเอนไซม์ลดลงและการลดลงของแอกติวิคีก็จะมากน้อยแตกต่างกันขึ้น 

กับวิธีการตรึงรูป, ชนิดตัวพยุงที่ใช้กัวย สำหรับตัวพยุงชนิดเคียวกันการสุญเสียแอกติวิตีขึ้นอยู่กับ 

ความพรูนของตัวพยุงหรือขนาดรูพรูน เนื่องจากขนาดรูพรูนมีผลต่อการเข้าท่าปฏิกิริยาของ

สับสเตรตโมเลคุลใหญ่ และยังพบว่าตัวพยุงที่มีขนาครูพรูนเล็กมากๆ จะให้ค่าแอกติวิฅีสุงสุค

เนื่องจากการจับกันระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์กับตัวพยุงจะเกิดขึ้นเฉพาะที่บริเวณพนผิวภายนอก 

ของตัวพยุงเท่านี้น ท่าให้ไม'มีผลกระทบเนื่องจากการแพร่ภายในรูพรุนของตัวพยุง นอกจากนี้น 

การสุญเสียแอกติวิคียังขึ้นกับความเป็นกรด-ด่างของภาวะที่ใช้ตรึงรูป และพบว่าการตรึงรูป

เอนไซม์นี้ไม่ควรท่าที่ภาวะที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างมากกว่า 6 เนื่องจากเอนไซม์นี้ไม่เสถียรที่ค่า 

ความเป็นกรด-ด่างที่สุงหรือมีความเป็นด่างมาก จะท่าให้แอกติวิตีบางส่วนถูกท่าลายไป สำหรับตัว 

พยุงที่ม ีพื้นที่ผ ิวสัมผัสสูง เช่น Spheron Sorfix Sorsüen และ Eupergit แอกติวิตี'ของเอนไซม์ตรึง 

รูปจะขึ้นอยู่กับจำนวนเอนไซม์ที่จับที่ผิวตัวพยุง ซึ่งพบว่าเนื่อเพื้มความเข้มข้นของเอนไซม์จะท่าให ้

แอกติวิตีเพิ่มขึ้นจนถึงระดับหนึ่งที่สุงสุด แน้วแอกติวิคีจะลดลงเนื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์ 

ต่อไปอีก พื้งนี้เนื่องจากผลการบดบังกันเองระหว่างโมเลกุลเอนไซม์ที่หนาแน่นมากๆ บนผิวตัว 

พยุงต่อสับสเตรตโมเลกุลใหญ่ ซึ่งปีญหานี้จะลดลงเนื่อเพิ่มระยะห่างหรือช่องว่าง (spacer)

ระหว่างเอนไซม์กับผิวตัวพยุง ท่าให้แอกติวิคีและความเรึวสูงสุดในการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มขึ้นไกั

และยังพบว่าสำหรับการตรึงรูปเอนไซม์โดยวิธีการดูคชับนี้นเมึ่อท่าการเพิ่มค่าอัตราการไหลของ 

สับสเตรตจะท่าให้อัตราการย่อยสลายสับสเตรตแบบสุ่มเพิ่มขึ้น และยังท่าให้ค่า Km ปรากฎของ
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เอนไซม์ตรึงรูปวิธีนี้มีค่าลดลงอีกห้วย เมื่องจากการเพิ่มอัตราการไหลของสับสเตรตจะท่าให์'ข้อ

ih  กัดเมื่องจากการแพร่ภายนอกลดลงมีผลให้อัตราการส่งผ่านสับสเตรตเพิ่อเข้าไปท่าปฏิกิริยาเพิ่ม 

ข้ึน [13]

ป ี ค.ศ. 1985 Omekova J. และคณะ อีกษาการตรึงรูปเอนโคโพลีกาแลกทุโรเนสห้วย 

พันธะโควาเลนห์บนตัวพยุงโพลี-ช-คาโปแลกแตม (poly(6-caprolactame) หรือ Sorbamide ทึ่มีรู 

พรุนห้วยการกระตุ้นห้วยกถูตาราลคีไฮต์ พบว่า Sorbamide ที่ไม'ถูกกระตุ้นห้วยกถูตาราลดีไฮต์จะมี 

หมู่อะมิโนซึ่งสามารถเกิดพันธะโควาเลนห์กับเอนไซม์ไห้ แต่เอนไซม์ตรึงรูปที่ไห้จะไม'มีแอกติวิตี 

เลย ส่วน Sorbamide ที่ถูกกระตุ้นห้วยกดูตาราลดีไฮต์จะมีหมู่อัลดีไฮต์ 0.39 มิลลิโมลต่อกรัมตัว 

พยุง ซึ่งตัวพยุง 1 กรัม สามารถเกิดพันธะกับเอนไซม์ 0.93 มิลลิกรัมไห้ที่ค่าความเป็นกรด-ค่างเท่า 

กับ 6 และเมื่อใข้โซเดียมเพกเตต (sodium pectate) เป็นสับสเตรตพบว่าแอกติวิตีของเอนไซม์ตรึง 

รูปนี้จะมีค่าประมาณ 0.369 หน่วยต่อมิลลิกรัมเอนไซม์ (แอกตัวิตีสัมพัทธ์ 24.7 เปอร์เซ็นต์) และ 

เมื่อลดขนาดโมเลทุลของสับสเตรตลงค่าแอกติวิตีสัมพัทธ์จะเพิ่มขึ้น และอังพบว่าเมื่อเก็บเอนไซม์ 

ตรึงรูปนี้ท ี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน แอกติวิตีของเอนไซม์ตรึงรูปจะลดลง 

ประมาณ 9 เปอร์เซ็นต์ และจะอังคงที่ที่ระดับนี้นานเป็นเวลาหลายสัปดาห์ ซึ่งเขากล่าวว่าการลดลง 

ของแอกติวิตีนี้ไม'ไห้เกิดจากการหธุดของเอนไซม์จากตัวพยุง เมื่องจากการจับกันระหว่างเอนไซม์ 

กับตัวพยุงห้วยวิธีนี้มีเสถียรภาพมาก ส่าหรับค่า vra1 ของเอนไซม์ตรึงรูปนี้ (0.67 หน่วยต่อ 

มิลลิกรัม) มีค่าห้อยกว่าค่า v m1 ของเอนไซม์อิสระ (1.35 หน่วยต่อมิลลิกรัม) ส่วนค่า Km ของ 

เอนไซม์ตรึงรูป (1.03*10 3 โมลต่อลิตร) มีค่าห้อยกว่าค่า Km ของเอนไซม์อิสระ (1.52*103 โมล 

ต่อลิตร) และค่าความเป็นกรด-ค่างที่เหมาะสมในการท่าปฏิกิริยาของเอนไซม์ตรึงรูปนี้เท่ากับ 4.7 

ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมเท่ากับ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งเขาพบว่าที่อุณหภูมินี้แอกตัวิตีของเอนไซม์ 

ตรึงรูปและเอนไซม์อิสระจะไม่เปลี่ยนแปลงเมื่อบ่ม (incubated) ไวัเปีนเวลา 2 ชั่วโมง แต่เมื่อลด 

อุณหภูมิเป็น 40 องศาเซลเซียส แอกติวิตีของเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปจะลดลง 75 และ 

85 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเป็น 50 องศาเซลเซียส แอกติวิตีของเอนไซม์อิสระ 

และเอนไซม์ตรึงรูปจะลดลง 25 เปอร์เซ็นต์ของค่าแอกติวิตีเริ่มตัน [14]

ในปีเดียวกัน (ค.ศ. 1985) Markovic 0. และคณะ ไห้อีกษาการตรึงรูป!พคตินเอสเทณรส 

(pectinesterase) จากมะเขือเทศ และเขึ้ออุลินทรีย์ (Aspergillus foetidus) โคยใข้พันธะโควาเลนห์ 

บนตัวพยุง Sepharose 4B ที่ถูกกระตุ้นห้วย CNBr และโดยการดูดซับบนตัวพยุงโพลีเอทธิลีน- 

เทอร์เรพธาเลท (polyethylene terephterlate) พบว่าแอกติวิตีสัมพัทธ์ของเพกตินเอสเทอเรสที่ไห  ้

จากจุลินทรีย โดยวิธีการเซึ่อมห้วยพันธะโควาเลนห์บน Sepharose 4B ที่ถูกกระตุ้นห้วย CNBr 

และโดยการดูดซับบนโพลีเอทธิลีนเทอร์เรพธาเลท มีค่าเท่ากับ 11.5 และ 23 เปอร์เซ็นต์ตาม
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ลำดับ และค่าความเป็นกรค-ค่างที่เหมาะสมของเอนไซม์ตรึงรูปที่ไตัไม่เปลี่ยนแปลงไปจากค่า

ความเป็นกรด-ค่างที่เหมาะสมของเอนไซม์อีสระ แค่อุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไชม่ตรึงรูปจะ

เพิ่มขึ้นและเอนไซม์ตรึงรูปยังมีเสถียรภาพต่ออุณหภูมิมากขึ้น และค่า Km ปรากฎสำหรับเพก-

ตนเอสเทอเรสจากมะเขือเทศตรึงรูปบนตัวพยุงทั้ง 2 ชมิค มีค่าเพิ่มขึ้นจาก Km ของเอนไซม์อีสระ 

ประมาณ 5-6 เท่า ส่วน Km ปรากฎ สำหรับเพกตินเอสเทอเรสจากอุลินทรียัตรึงรูปบนตัวพยุงทั้ง 2 

ชมิด มีค่าเพิ่มขึ้นประมาณ 4-7 เท่า นอกจากทั้นยังท่าการตรึงรูปเพกตินเอสเทอเรสจากมะเขือเทศ 

และอุลินทรียับนตัวพยุง Enzacryl AA ที่ถูกกระตุ้นตัวยวิธีไคอะโชตัเชชัน (diazotization) พบว่าจะ 

มีการสูญหายของแอกตัวิตีอย่างสมบุรณ์ เขาไตัอธิบายว่าเนื่องจากความสามารถในการจับกันของ 

เอนไซม์จากมะเข ือเทศกับส ับสเตรตต ัากว ่าเอนไซม์จากอุล ินทรีย ัท ่าให ้แอกต ิว ิค ีส ัมพ ัทธ ์ของ 

เอนไชม์จากมะเขือเทศตรึงรูปมีค่าค่า และเนื่องจากเพกตันมีน่าหนักโมเลคุลชุง ท่าให้ขนาค

โมเลคุลไม่เปลี่ยนแปลงหลังจากถูกสืเอส เทอรัท่เคชัน (deesterification) ซึ่งจะมีผลของการบดบัง 

และการแพร่ และยังเนึ่องจากค่าแหน,งของบรัเวณจับกัน (binding sites) ของเอนไชม์จากชุลินทรีย ั

แตกต่างจากเอนไชม์จากมะเขือเทศ จากการทคลองจะเห็นว่าเอนไซม์จากอุลินทรียตรึงรูปบน

Sorsilen เหมาะสำหรับมิาไปใชักับเครื่องปฏิกรณ์เอนไชม์ และค่าความเป็นกรค-ค่างที่เหมาะสมยัง 

อยู่ในช่วงที่เป็นกรคเช่นเคียวกับช่วงความเป็นกรค-ค่างที่เหมาะสมของโพลีกาแลกทุโรเนสอีกตัวย 

[15]

ปี ค.ศ. 1987 Rexova-Benkova L. และคณะ ไตัศึกษาการตรึงรูปเอนโคคีกาแลกทุโรนา- 

เนส ( Endo-D-galacturonanase ) ตัวยพันธะโควาเลนท่บนไฮดรอกชีอัลคิลเจล (hydroxyalkyl 

gels) หรือ Spherons ที่ถูกกระตุ้นตัวยไชยาโนเจนโบรไมตั (cyanogen bromide) เจลที่ใช้นี้มี 3 

ชมิดคือ Spheron 300 1 Spheron 500 และ Spberon 1000 ซึ่งมีขนาดรูพรูนต่างๆกัน เขาไตัท่าการ 

หาปริมาณเอนไชม์ที่เกาะบนตัวพยุง รวมทั้งแอกตัวิคีและค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ นอกจากนั้นยัง 

ศึกษาเสถียรภาพต่อความรัอน เสถียรภ''พในการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเชลเชียส และเสถียรภาพ 

ต่อการท่างานของเอนไซม์นี้ตัวย ซึ่งเขาพบว่าที่ค่าความเป็นกรค-ด่างในการตรึงรูปเท่ากับ 5.5

ปริมาณเอนไซม์ที่จับกับตัวพยุงทั้ง 3 ชมิคมี,,มีค่าเท่ากับ 10.9 1 10.8 และ 5.0 มิลลักรัมต่อกรัมเจล 

ตามลำตับ และมีค่าแอกติวิตีสัมพัทธ์เท่ากับ 20.2 1 36.6 และ 56.4 เปอร์เซ็นต์ ตามลำตับ ซึ่งจะเห็น 

ว่าปริมาณเอนไซม์ที่จับบน Spheron 300 และ Spheron 500 มีค่าสูงที่ชุด เนื่องมาจากมีพึ้นที่ผิว 

จัาเพาะ ( specific surface ) มากที่ชุดคือเท่ากับ 19.5 และ 23.0 ตารางเมตรต่อมิลลิลิตร ตามลำตับ 

และยังพบว่าเนื่อเพิ่มค่าความเป็นกรค-ค่าง จะมีผลท่าให้เอนไซม์จับกับตัวพยุงไตัคีขึ้น แต่แอกตัวิฅ ี

ของเอนไชม์ลคลง เนื่องจากความเป็นกรค-ค่างที่สูงจะท่าให้เอนไซม์เสืยสภาพไตั และขนาครูพรูน 

ของตัวพยุงก็เป็นสัคส่วนโดยตรงกับแอกติวิตสัมพัทธ์ ทั้งนี้เนื่องจากสับสเตรตซึ่งมีโมเลภูลใหญ่
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สามารถเคลื่อนที่เข้าไปในรูพรุนของเจลที่มีขนาดรูพรุนใหญ่ไตัดีกว่าเจลที่มีขนาดรูพรุนเล็ก ดังนั้น 

ค่าแอกติวิตีสัมพัทธ์เมื่อใช้ตัวพยุง Spheron 10๓ จะมีค่าสูงสูด นอกจากยังพบว่าปริมาณเอนไซม์ที่ 

จับบนตัวพยุงก็มีผลต่อแอกติวิสีของเอนไซม์ นั่นคอ ข้ามีปริมาณเอนไซม์ที่จับบนตัวพยุงมาก

แอกตัวัสิของเอนไซม์จะลดลง เนื่องจากผลของการบดบัง ( steric ) มากขึ๋น และยังพบว่าแอกตัวสิ 

ของเอนไซม์ตรึงรูปบน Spheron 300 และ Spheron 500 มีค่าลดลงไม1ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ของค่า 

เริ่มตัน เมื่อเก็บไข้เป็นเวลา 2 ป ี ส่วนค่าแอกตัวิสิของเอนไซม์ตรึงรูปบน Spheron 1000 ไม'มีการ 

เปลี่ยนแปลงเมื่อเก็บไข้เป็นเวลา 7 เดือน และเมื่อ•ค่าการทคลองในระบบต่อเมื่องโดยใช้เอนไซม์ 

ตรึงรูปบน Spheron 500 บรรชุในคอลัมม์ แข้วป้อนสารละลายโซเดียมเพกเตต (sodium pectate) 

เข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าในช่วงเวลา 21 วัน แอกตัวิดี-จะลดลง 38 เปอร์เซ็นต์ ส่วนผลของการ 

ตรึงรูปที่ค่าความเป็นกรด-ค่าง 5.5 ต่อค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ตรึงรูปบนตัวพยุง 

Spheron 300 และ spheron 500 พบว่าค่าคงทไมเคิลลิสเมนเทน (Michaelis-Menten constant) มี 

ค่าเพิ่มขี้นเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์อิสระ นั้งนี้เมื่องมาจากผลของการบดบัง ( steric ) 

และปัจจัยลื่นๆ ที่สัมพันธ์กับกลไกของเอนไซม์ส่งผลให้ค่าแอกตัวิสิลดลงในขณะที่ค่าอัตราเร็วเริ่ม 

ตันของปฏิกิริยาจะลดลงประมาณ 79 และ 65 เปอร์เซ็นต์ ตามลำตับ [16]

และในปีเดียวกัน (ค.ศ. 1987) Stratilova E. และคณะ ไตัดืกษาการตรึงรูปเอนโคโพลีกา- 

แลกทุโรเนสบนตัวพยุง 3-2,3-อี พอก,ชโป รพ อกชโป ร พัว'ชิลี กา (3-(2,3-epoxypropoxypropyl)-

silica) 2 ชนคคอ Fractosil 500 และ Kieselgel และตัวพยุงออกซัเรนอะคริลิก (oxirane-acrylic 

beads) หรือ Eupergit c NO. 7727/37 ซึ่งตัวพยุงแต่ละตัวจะมีขนาดรูพรุนแตกต่างกันดือเท่ากับ 

33, 8 นาโนเมตร และ 0.1-2.5 ไมโครเมตร ตามลำตับ พบว่าสำหรับตัวพยุงทุกตัวที่ค่าความเป็น 

กรด-ต่าง 3.8 เอนไซม์จะจับกับตัวพยุงไตัมากที่สูคแต่เมื่อค่าความเป็นกรด-ค่างเพิ่มขึ๋นเอนไซม์จะ 

จับกับตัวพยุงไตัน้อยลง ส่วนค่าความเป็นกรด-ค่างที่เหมาะสมในการท่าปฏิกิริยาของเอนไซม์ตรึง 

รูปทุกตัวที่ท่าให้ค่าแอกติวิตีสูงสูดดือ 4.6-4.8 และปริมาณเอนไซม์ที่จับกับตัวพยุงที่เหมาะสม

สำหรับตัวพยุง Fractosil Kieselgel และ Eupergit C มีค่าเท่ากับ 2.92 1.30 และ 1.46 มิลลิกรัม 

ต่อกรัมตามลำตับ ซึ่งจะท่าให้เอนไซม์ตรึงรูปมีค่าแอกติวัสืสูงสูดเท่ากับ 16.25 10.23 และ 47.5

เปอร์เซ็นต์ ตามลำตับ และเมื่อเก็บเอนไซม์ตรึงรูปบนตัวพยุงเหล่านั้ไข้ที่ค่าความเป็นกรด-ค่าง 3.8-

6.0 และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาหลายเดือนพบว่า เอนไซม์ตรึงรูปเหล่านี้จะไม,สูญเสืย 

แอกติวิสิเลย และเมื่อน่าเอนไซม์ตรึงรูปนี้มาใช้อย่างต่อเมื่องที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม

และอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-7 วัน พบว่า แอกตวัสิของเอนไซม์ตรึงรูปบน Kieselgel, Fractosil 

และ Eupergit C จะลดลง 30 22 และ 5 เปอร์เซ็นต์ตามลำตับ ซึ่งเขาว่าการลดลงของแอกติวัสินี้ไม่ 

ไตัเกิดจากการหลุดของเอนไซม์จากตัวพยุงแต่เกิดจากการดูดซับของสับสเตรตโดยร่างแหตัวพยุง
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น้อย และยังพบว่าค่าความเป็นกรด-ต่างที่เหมาะสมในการน้างานของเอนไซม์ตรึงรูปบนตัวพยุงทุก 

ตัวจะเบี่ยงเบนไปทางตัานกรดมากขึ้น นั่นคือเปลี่ยนจากค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 4.8 (เอนไซม์ 

อิสระ) เป็น 3.8 สำหรับ Fractosiï, 4.2 สำหรับ Eupergit C และ 4.6 สำหรับ Kieselgel ส่วนค่า 

อุณหภูมิที่เหมาะสมในการน้างานของเอนไซม์ตรึงรูปบนตัวพยุงทุกตัวจะเปลี่ยนจาก 40 องศา 

เซลเซียส (เอนไซม์อิสระ) เป็น 50 องศาเซลเซียส และค่า Km ของเอนไซม์ตรึงรูป (3.58-5.00 

มิลลิโมลต่อลิตร) จะมากกว่าค่า Km ของเอนไซม์อิสระ (2.84 มิลลิโมลต่อลิตร) ส่วนค่า 11 ของ

เอนไซม์ตรึงรูปจะลดลงจากค่า v m11 ของเอนไซม์อิสระมากน้อยขึ้นอยู่กับจัานวนเอนไซม์ที่จับกับ 

ตัวพยุง ความพรูนของตัวพยุง และธรรมชาตัทางเคมีของร่างแหตัวพยุงกับเอนไซม์ [17]

ป ี ค.ศ. 1988 Miranda C. และคณะ ศึกษาการน้าให้สารละลายเพกตันใสโดยน่าสปอร ์

(spore) ของเขึ้อราที่ผลิตเพกโตไลติกเอนไซม์มาตรึงรูปบนกัอนเจลาตันที่มีรูพรูน เมื่อใช้กัอน

เจลาตันมีรูพรูนขนาค 3 ลูกบาศก์เซนติเมตรตรึงรูปสปอร์พบว่าเน้นใยของราจะไม'หลุดออกมาจาก 

กัอนเจลาตัน และสามารถย่อยสลายสารละลายเพกตันเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ไตัอย่างสมบุรณ์ภาย 

ในเวลา 4 ชั่วโมง ในขณะที่เมึ่อใช้กลุ่มเน้นใยราอิสระในปริมาณที่เท่ากันจะใช้เวลาในการย่อย 

สลายสารละลายเพกตันนานกว่า 24 ชั่วโมง และน้าน้าไปใช้ในการย่อยสลายน้าแอปเปิลพบว่าเน้น 

ใยราที่ถูกตรึงรูปจะใช้เวลาในการย่อยสลายไตัอย่างสมบุรณ์ในเวลา 3 ชั่งโมง แต่เน้นใยราอิสระจะ 

ใช้เวลาในการย่อยสลายนานกว่า 48 ชั่งโมง และยังพบว่าสปอร์หรือเน้นใยที่ถูกตรึงรูปในกัอน 

เจลาตันที่มีรูพรุนสามารถน้ามาใช้'ในการย่อยสลายสารละลายเพกตันไตัอย่างสมา!รณใตัมากกว่า 

10 ครั้งโดยไม,มีการหลุดของเน้นใย และไม่มีการสูญเสืยประสิทธิภาพในการย่อยสลาย จากผลการ 

ศึกษาเหล่านี้น ้าให้เขาพบว่าการตรึงรูปจุลินทรียัท ี่เป ีนเน้นใยพวกรานี้นตัองใช้ตัวพยุงที่ม ีรูพรุน 

เพียงพอที่จะให้เน้นใยเจริญเติบโตออกมาไตัและมีการส่งผ่านอาหารและออกซีเจนไตัง่าย และ

สามารถให้สับสเตรตที่มีโมเลกุลใหญ่ผ่านเข้าไปน้าปฏิกิริยาไตัง,าย [18]

ป ี ค.ศ. 1993 Spagna G. และคณะ ศึกษาการตรึงรูปเพกตันไลเอส (pectinlyase) บนตัว 

พยุงอีพอกซี (epoxy) 2  ชนิด คือ Eupergit C  และ Y-glycidoxypropyltrimethoxysilane (J- 

alumina) พบว่าเอนไซม์ตรึงรูปนี้มีแอกตัวิตึไม,สูง ซึ่งแอกตัวิตีสูงสูคมีค่าประมาณ 115 หน่วยต่อ 

กรัมเมื่อใช้ Eupergit C  [ปีนตัวพยุงและน้าการตรึงรูปที่ภาวะความเป็นกรด-ต่างที่เหมาะสม และ 

เมื่อค่าความเป็นกรด-ต่างเพ ิ่มข ึ้นจะน้าให้แอกตัวิส ืของหมู่อ ีพอกซีของตัวพยุงลดลงแต่จะน้าให  ้

3านวนหมู่อะมิโน (amino) ของเอนไซม์ซึ่งจันปีนในการเกิดพันธะโควาเลนทเพิ่มขึ้น และที่ค่า 

ความเป็นกรด-ต่างเข้าใกน้ค่า pi (isoelectric point สำหรับเพกตันไลเอสนี้มีค่าเท่ากับ 3.7) จะพบว่า 

ค่าเปอร์เซ็นต์ผลไตัของการดูดซับ (adsorption yield, %AY) มีแนวโน้มลดลงแต่ค่าเปอร์เซ็นต์ผล 

ไตัของการตรึงรูป (immobilized yield, %IY) จะมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น ทั้งนี้เมื่องจากแรงยึดเหนี่ยว
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ของประจ ุระหว ่างโมเลก ุลและภายในโมเลก ุลของเอนไซม ์จะม ีค ่าส ูงทำให ้โครงร ูปสามม ิต ิ 

(confonnation) ของเอนไซม์ไม,เปลี่ยนแปลง และพันธะระหว่างเอนไซม์กับตัวพยุงมีแนวโน้มลด 

ลงโดยเฉพาะอย่างยิ่งที่อุณหภูมิค่า (4 องศาเซลเชียส) โครงรูปสามมิติของเอนไซม์จะยิ่งไม่มีการ 

เปลี่ยนแปลง และยังพบว่าเอนไซม์ตรึงรูปจะมีเสถียรภาพต่ออุณหภูมิมากกว่าเอไชม์อิสระ นั่นคือ 

ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเชียสหรึอเพิ่มอุณหภูมิขึ้นอีก 15 องศาเซลเซียส เอนไซม์อิสระจะสูญเสืย 

แอกติวิตีในการเร่งปฏิกิริยาประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ แต่เอนไซม์ตรึงรูปจะสูญเสืยแอกติวตีเพียง 50 

เปอร์เซ็นต์ และค่า 1 ของเอนไซม์ตรึงรูป (0.60 ไมโครโมลต่อนาที-มิลลิกรัม) จะน้อยกว่าค่า

v m„  ของเอนไซม์อิสระ (9.62 ไมโครโมลตอนาที-มิลลืกรัม) ในขณะท่ีค่า Km ของเอนไซม์ตรึงรูป 

(1.5 มิลอิโมลต่อลูกบาศกเคซิเมตร) มีค่ามากกว่าค่า Km ของเอนไซม์อิสระ (0.1 มิลอิโมลต่อ 

ลูกบาศต์เคซิเมตร) ทั้งนี้เนื่องมาจากสับสเตรตถูกจำกัดต่อการเข้าไปยังบริเวณเร่งของเอนไซม์ตรึง 

รูป สำหรับค่าครึ่งชีวิตของเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปที่อุณหภูมิ 25 และ 40 องศา 

เซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ค่าง 3.3 จะมีค่าเท่ากันแต่ที่เวลามากกว่า 200 ชั่วโมง พบว่า 

เอนไซม์ตรึงรูปยังคงเหลือแอกติวิตีประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ของแอกติวิตีเริ่มตัน ส่วนเอนไซม์ 

อิสระไม,มีแอกติวิตีเหลือเลย [19]

ป ี ค.ศ. 1994 Dinnella C. คืกหาการตรึงรูปเอนโดเพกตินไลเอส (endopectinlyase) บน 

แกมมาอะลูมินา (Y-alumina) ที่มีขนาดเสันผ่านศูนย์กลางประมาณ 150-250 ไมโครเมตร โดยการ 

เชื่อมตัวยกถูตาราลดีไฮต์ 0.1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าค่าเปอร์เซ็นต์ผลไตัของการดูดซับ (adsorption 

yield percentage, AY%) จะมีคำตํ่าสูดที่ค่าความเป็นกรด-ด่างใกม้กับค่าไอโชอิเล็กตริก (isoelectric 

point, pi ซึ่งเท่ากับ 7.7) เนื่องจากประจุลบทั้งหมดลดลงอย่างรวดเร็วเมื่อเอนไซม์จับกับแกมมา

อะลูมินา และที่ค่าเปอร์เซ็นต์ผลไตัของการดูดซับตํ่านี้จะให้ค่าเปอร์เซ็นต์ผลไตัของการตรึงรูป

(immobilization yield percentage, IY%) สูงกึง 78-90 เปอร์เซ็นต์ และยังพบว่าเมื่อลดค่าความเป็น 

กรด-ค่างของสับสเตรตลง ค่าเปอร์เซ็นต์ผลไตัของการดูดซับจะมีค่าเพิ่มขึ้น แต่จำนวนเอนไซม์ 

ที่ว่องไว (active) จะยังคงที่ เนื่องจากแม้ว่าจะมีการดูดซับเอนไซม์หลายๆ ชั้นก็ตามแต่จะมี 

เอนไซม์ที่ชั้นผิวบนชั้นเดียวที่ยังสามารถทำปฏิกิริยากับสับสเตรตไตั สำหรับค่า Km และ ¥ 1111 

ของเอนไซม์อิสระจะมีค่าเท่ากับ 160 ไมโครโมลต่อลูกบาศณ์คซิเมตร และ 14.0 โมลต่อนาที- 

ลูกบาศก์เซนติเมตร ต่างกับค่า Km และ ของเอนไซม์ตรึงรูปซึ่งมีค่าเท่ากับ 440 ไมโครโมล

ต่อลูกบาศก์เดซิเมตร และ 5.4 โมลต่อนาที-ลูกบาศก์เซนติเมตรตามลำดับ ทั้งนี้เนื่องมาจากมีข้อ 

จำกัดของการแพร่ และยังพบว่าการตรึงรูปเอนไซม์ตัวยวิธีการดูดซับแม้วเชื่อมตัวยกลูตัลราลดีไฮต์ 

จะไม่ทำให้เสถียรภาพของเอนไซม์ตรึงรูปเพิ่มขึ้นแต่จะทำให้เอนไซม์สูญเสืยแอกติวิตี และพบว่า 

เมื่อไม่มีฟอสเฟต (phosphate) ในสารละลายที่ใช้ตรึงรูปจะให้ค่าเปอร์เซ็นต์ผลไตัของการดูดซับตํ่า
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กว่า และให้ค่าเปอร์เซ็นต์ผลไตัของการตรึงรูปชุงกว่าเมื่อมีฟอสเฟต นั่นคือฟอสเฟตจะเปีนตัวทำ 

ให้เสถียรภาพในการจับกันระหว่างเอนไซม์กับตัวพยุงอนินทรีย์คีขึ๋น [20]

ในปีเคียวกัน (ค.ศ. 1994) Spagna G. และคณะ ไตัศึกษาการตรึงรูปเพกตินไลเอส 

(pectinlyase) บนโพถีเอไมต์ (polyamide) 2 ชนคคือ ไนลอน 6 (nylon 6) และไนลอน 11 (nylon 

11) เพื่อไชไนกระบวนการผลิตน่าผลไห้และเครื่องดื่ม ซึ่งวิธีการตรึงรูปที่ใช้จะเป็นการกระตุ้นตัว 

พยุงโดยตรงตัวยกถูตาราลคีไฮต์ และวิธีการเติมหถู่อัลคืล (alkylation) ตัวยไคเมทธิลชัลเฟต 

(dimethylsulphate) แห้วตามตัวยเอมีน (amine) และกถูตาราลคีไฮต์ พบว่าที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 

เหมาะสมนั่นไนลอน 6 ที่ถูกกระตุ้นตัวขกลูตาราลคีไฮต์จะให้แอกตัวิตีประมาณ 200 หน่วยต่อกรัม 

และให้ค่าครึ่งชีวิตประมาณ 190 ชั่งโมง ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 3.3 และอุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส [21]

จากรายงานที่ผ่านมาเกี่ยวกับการศึกษาการตรึงรูปเอนไซม์เหกติฌสและเอนไซม์บางตัวใน 

กลุ่มของเพกตัเนส รวมนั่งอุลินทรียัที่ผลิตเพกติเนส จะเห็นว่ามีการศึกษาการตรึงรูปเอนไซม์

เพกตัเนสเพื่อใช้ในระบบแบบต่อเมื่องค่อน1ข้างห้อยเมื่อเปรียบเทียบกับการตรึงรูปเอนไซม์ตัวอื่นๆ 

เช่น อะไมเลส (amylase) โปรติเอส (protease) เป็นตัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการน่าเอนไซม์ตรึงรูป 

มาใช้กับถังปฏิกรณ์แบบแพีกเบค (packed bed reactor) ซึ่งสามารถควบคุมการทำงานไตัง่ายให ้

ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนจากสับสเตรตไปเป็นผลผลิตชุงกว่าการใช้ถังกวนแบบต่อเมื่อง และยัง 

ให้ผลผลิตชุงกว่าตัวยโดยเฉพาะเมื่อระบบเป็นแบบที่ผลผลิตเป็นตัวยับยั้งอัตราการ๓ คปฏิกิริยา 

[22] และข้อถูลที่ไตัยังสามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาไปธุ่การใช้เทคนิคฟถูลิดไดชเชชัน

(fluidization) ซึ่งเป็นการเพิ่มนั่นที่สัมผัสระหว่างเม็ดเอนไซม์ตรึงรูปกับสับสเตรต และทำให้เกิด 

การผสมกันไตัอย่างรวดเร็วและสมํ่าเสมอ นอกจากนั่นยังพบว่า การตรึงรูปบนเรชินแลกเปลี่ยน 

ไอออนสามารถ ทำไตัง่าย ตัวพยุงที่ใช้มีราคาไม1ชุงและสามารถหาไตัง่าย และสารเคมีที่ใช้ไม่เป็น 

พัษต่อผู้บริโภคเมื่อน่าเอนไซม์ตรึงรูปนั่ไปใช้กับอุตสาหกรรมอาหาร ทำให้สามารถน่ามาประยุกต์ 

ใช้กับอุตสาหกรรมภายในประเทศตัวยเหตุผลตังกล่าวเหล่านี้ทำให้วิทยานิพนร์นี้เปีนการศึกหาการ 

ตรึงรูปเอนไซม์เพกติฌสบนเรชินแลกเปลี่ยนไอออน และน่ามาใช้ไนถังปฏิกรณ์แบบแพ็กเบด
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