
บทที่ 5

ผลการทดลอง วิเคราะห และสรุปผลการทคลอง 

การตรึงรุปเอนไชม NOVQFERM 14 บนตัวพยุง DQWEX MWA-1

จากการสืกษาการตรึงรุปเอนไซม์ NOVOFERM 14 บนตัวพยุง DOWEX MWA-1 ชึ่งเปีน 

เรชินแลกเปลี่ยนไอออน พบว่าเอนไซม์จะถูกตรึงรุปอยู่เฉพาะบริเวณผิวของตัวพยุงเท่านั้น ไม่ 

สามารถเข้าไปไนรุพรุนของตัวพยุงไตั โดยพิจารณาจากการท่า Scanning Electron Microscope จะ 

เห็นว่าขนาดโมเลกุลของเอนไซม์มีขนาดใหญ่กว่าขนาดรุพรุนของตัวพยุงมาก (รุปที่ 5.1-5.3) และ 

เอนไซม์ที่มีนั้าหนักโมเลกุล 25,000-30,000 จะมีขนาดเส์'นผ่านภูนยกลางประมาณ 17.5-21.0 นาโน 

เมตร [4] ซึ่งใหญ่กว่าขนาดรุพรุนของตัวพยุง (11.6 นาโนเมตร จากการวัคตัวยเครึ่อง BET) มาก 

และการที่โมเลกุลเอนไซม์จับบนตัวพยุง.ปีนบางตำแหน่งนั้น เนื่องมาจากหมู่พิงกัชันนอล 

(functional group) ของตัวพยุงที่สามารถจับกับเอนไซม์ไตัมีเฉพาะในบางตำแหน่งเท่านั้น และ 

โมเลกุลของเอนไซม์ซึ่งมีขนาดใหญ่ที่จับบนตัวพยุงเแรึวเป็นตัวขัดขวางการเข้าจับของโมเลกุล 

เอนไซม์อื่นๆ

รุปที่ 5.1 พื้นผิวของเรชินโดยการท่า Scanning Electron Microscope ท่าลังขยาย 9000 เท่า
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5.2 พื้นผิวของเรชินที,ถูกตรึง'Ï ปด้วยเอนไซม์เพกติเนส ที่ภาวะที่เหมาะสมโดยการท่า 

Scanning Electron Microscope fil ลังขขาย 750 เท่า

3ปที่ 5.3 เอนไซม์เพกณินสตรึง'Ï ปบนเรซิน ที่ภาวะที่เหมาะสมโดยการท่า Scanning Electron 

Microscope ท่าลังขยาย 9000 เท่า
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ภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไชม์ NOVOFERM 14

1. เวลาที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์ NOVOFERM 14 

จากการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์ NOVOFERM 14 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรบนตัวพยุง DOWEX MWA-1 จำนวน 5 กรัม ที่ความเป็นกรด-ค่าง 3.5 และอุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียสโดยแปรเปลี่ยนค่าเวลาในการตรึงรูปตั้งแต่ 30 นาที ถึง 480 ชั่วโมง เนื่องจากและใมิ, 

แอกตัวสิสูงลุ(ค คือช่วงเวลา 90-360 นาที (รูปที่ 5.4) ตั้งนี้เนื่องจากหมู่ฟ้งกัชันนอลของตัวพยุงที่ 

สามารถจับกับหมู่Vเงกชันนอลของเอนไซม์ไตัมีปริมาณจำกัด สำหรับงานวิจัยนี้จะเลือกใชัเวลาใน 

การตรึงรูปที่ 240 นาที (4 ชั่วโมง) เนื่องจากเอนไซม์ตรึงรูปที่ไตัมีคาแอกตัวิตีค่อนข้างคงที่ แสดง 

ว่ามีเสถียรภาพดี ซึ่งแอกฅิวิดีที่ไตัมีคาประมาณ 1.55 หน่วยต่อมิลลิลิตรเอนไซม์

0 100 200 300 400 500

เวลาท่ีใ'«ไนการตรึงรูป (นาที)

รูปที่ 5.4 ผลของเวลาที่ใชัไนการตรึงรูปเอนไซม์ NOVOFERM 14 ต่อค่าแอกตัวิตืของเอนไซม์ 

ตรึงรูป ที่ความเป็นกรด-ต่าง 3.5 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของ 

สับสเตรตที่ใช้ทำปฎกัริยาเท่ากับ 1 เปอรัเชีนตัโดยนี้าหนักต่อปริมาตร ทำปฎิกัริยาเป็น 

เวลา 10 นาที
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2. ความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม NOVOFERM 14 

ผลการศึกษาหาค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์ทางการห ้า ช่ึอ 

NOVOFERM 14 ปริมาตร 1 มลลิลิตร บนเรชินแลกเปลี่ยนไอออน DOWEX MWA-1 fo u วน 5 

กรัม ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างในการตรึงรูปตั้งแต่ 3-6 ในชิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอรึ และอุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส โดยฟาการตรึงรูปเป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมในการ 

ตรึงรูปเอนไซม์นี้มีค่าเท่ากับ 3.5 ในชิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอรึ เนื่องจากที่ค่าความเป็นกรด-ด่างนี้ 

จะให้ค่าแอกติวิสีสูงสูด (รูปที่ 5.5) ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่สูงหรือตํ่ากว่า 3.5 จะให้ค่าแอกติวิต ี

ของเอนไซม์ตรึงรูปลดลง ทงนี้เนื่องมาจากที่ความเป็นกรด-ด่างที่สูงหรือตํ่าเกินไปอาจมีผลท่าให้ 

เอนไซม์บางส่วนเสืยสภาพ (denaturated)ไห้

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

ดวามเป็นกรดด่างท่ีใช้ในการพรึงรูป

รูปท ี่ 5.5 ผ ล ข อ งค วาม เป ็น ก รด -ด ่างท ี่ใช ิไน ก ารต ร ึงร ูป เอ น ไซ ม ์ N O V O FE R M  14 ต ่อ ค ่าแอกต ิว ิต ี
ต ่อ ข อ งเอ น ไ ซ ม ์ต ร ึงร ูป  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35 อ งศ าเซ ล เซ ียส  ความ เข ้ม ข ้น ข องส ับ ส เต รต ท ี่ใช ้ท ่า

ป ฏ ิก ิร ิยาเท ่าก ับ  1 เป อ ร ึเซ ็น ต โด ยน ี้าห น ัก ต ่อ ป ร ิม าต ร ท ่าป ฏ ิก ิร ิยาเป ็น เวลา 10 นาที
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อุณหภูมิท่ีใช้ในการตรึงรูป (องศาเซณชียส)

รูปที่ 5.6 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการตรึงรูปเอนไซม์ NOVOFERM 14 ต่อค่าแอกติวิสืของเอนไซม์ 

ตรึงรูป ที่ความเป็นกรด-ด่าง 3.5 ความเข้มข้นของสับสเตรตที่ใช้ท่าปฏิกิริยาเท่ากับ 1 

เปอร์เซ็นต์โดยป้าหนักต่อปริมาตร ท่าปฎิกัริยาเป็นเวลา 10 นาคี

3. อุณหภูมิที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์ NOVOFERM 14

ผลการคืกษาหาค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์ทางการห้าชึ่อ NOVOFERM 

14 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บนเรชินแลกเปลี่ยนไอออน DOWEX MWA-1 ฟ้าน-วน 5 กรัมโดยการ 

แปรเปลี่ยนค่าอุณหภูมิในการตรึงรูปตั้งแต่ 25-40 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ค่าง 3.5 ใน 

ชิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร์ โดยท่าการตรึงรูปเป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ 

ตรึงรูปเอนไซม์นี้อยู่ในช่วง 25-40 องศาเซลเซียส (รูปที่ 5.6) สำหรับการทคลองนี้จะใช้อุณหภูม ิ

ในการตรึงรูปเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส เนื่องจากที่อุณหภูมินี้มีค่าใกลิ'เคียงกับอุณหภูมิห้องจึง 

สะดวกต่อการปฏิบัติงาน

4. ความเข้มข้นของเอนไซม์ NOVOFERM 14 ที่เหมาะสมในการตรึงรูป

จากการคืกษาผลของความเข้มข้นของเอนไซม์ NOVOFERM 14 ต่อการตรึงรูปเอนไซม์ 

นี้ เมื่อท่าการแปรเปลี่ยนค่าความเข้มข้นของเอนไซม์ตั้งแต่ 0.02-0.40 มิลลิลิตรต่อกรัมตัวพยุง และ 

ภาวะการตรึงรูปที่เหมาะสม (ที่ความเป็นกรดค่าง 3.5 ในชิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และอุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 4 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของเอนไซม์ที่เหมาะสมในการตรึงรูป คือ



ความเข้มข้นของเอนพ ที่ใช้ในกาï m งรูป (มล.ต่อกรัมคัวพธุง)

ร ูปท ี่ 5 .7 ผลของความเข ้มข ้นของเอนไซม ์ท ี่ใช ้ในการตร ึงร ูปต ่อค ่าแอกต ัว ิค ีของเอนไซม ์ตร ึงร ูป  

ความเป ็นกรด-ด ่าง 3.5 และอ ุณหภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส ความเข ้มข ้นของส ับสเตรตท ี่ใช ้ 

ทำปฏ ิก ิร ิยาเท ่าก ับ 1 เปอร ึเซ ็นต ่โคยน ่าหน ักต ่อปร ิมาตร ทำปฏิก ิร ิยาเป ็นเวลา 10 นาที

0.2 ม ิลล ิล ิตรต ่อกร ัมต ัวพย ุง (ร ูปท ี่ 5.7) แต ่เม ึ่อเพ ิ่มความเข ้มข ้นของเอนไซม ์เป ็น 0.4 ม ิลล ิล ิตรต่อ  

กร ัมต ังพย ุง จะพบว ่าคำแอกต ัว ิค ีท ี่ไต ัม ืค ่าใกล ้เค ียงก ับค ่าแอกต ัว ิค ีท ี่ไต ัจากการใช ้เอนไซม ์เข ้มข ้น

0.2 ม ิลล ิล ิตรต ่อกร ัมต ัวพย ุง ท ั้งน ี้เน ึ่องมาจากข ีดจำก ัดของความสามารถในการจ ับก ันระหว ่าง  

เอนไซม ์ก ับต ัวพย ุง และผลการบดบ ังก ันเองระหว ่างโมเลภ ูลเอนไซม ์ต ่อการเข ้าทำปฏ ิก ิร ิยาของ  

ส ับส เตรตโม เลก ุล ใหญ ่ ซ ึ่ง Rexova-Benkova L . และคณะ [13] ไต ัทำการค ืกษาและพบว ่าไต ัผลใน  

ทำนองเค ียวก ัน

ภาวะท ี่เหมาะสมในการตร ึงร ูป  คือ ความเป ็นกรด-ด ่าง 3.5 อ ุณหภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส  

ความเข ้มข ้นของเอนไซม ์ 0.2 ม ิลล ิล ิตรต ่อกร ัมต ัวพย ุง และเวลาท ี่ใช ้ในการตร ึงร ูป  4  ช ั่ง โม ง ซ ึ่งจะ  

ให ้ค ่าแอกต ัว ิต ีเฉล ี่ยอย ู่ในช ่วง 1.53-1.56 หน ่วยต ่อม ิลล ิล ิตรเอนไซม ์ ในการว ิจ ัยน ี้จะน ่าค ่าแอกต ัว ิค ี 

น ี้เก ีบ ไล ้เพ ิ่อ เป ็นการตรวจสอบแอกต ัว ิค ีเร ิ่มต ันของเอนไซม ์ตร ึงร ูปท ี่เตร ียมข ึ้น เพ ื่อใช ้ในการทคลอง

ะร
แ-
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อ ุณ สมบ ัต ิ'ของเรนไชม ์ N O V O F E R M  14 ตร ึงร ูปบน D Q W E X  M W A -1

ต ร ึง เอ น ไซม ์ N O V O F E R M  14 เข ้มข้น 0.2 ม ิลล ิล ิตรต ่อกร ัมต ัวพย ุง บนต ัวพย ุง D O W E X  

M W A -1  ในสารละลายช ิเตรทฟอสเฟตบ ัฟเฟอร ์ท ี่ค ่าความเป ็นกรด-ด ่างเท ่าก ับ  3.5 ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 35 

องศาเซลเซ ียส และความเร ็วรอบในการกวน 168 รอบต่อนาท ี เป ็นเวลา 4 ช ั่ง โม ง จากนั้นนำ 

มาสืกษาคุณสมบ ัต ัต ่างๆ

1. ความเป ็นกรด-ต ่างท ี่เหมาะสมต ่อปฏ ิก ิร ิยาของเอนไซม ์ตร ึงร ูป  

เม ึ่อนำเอนไซม ์ตร ึงร ูปท ี่ภาวะท ี่เหมาะสมมาท ่าปฏ ิก ิร ิยาก ับสารละลายเพกต ันเข ้มข ้น  1 

เปอร ์เซ ็นต ์โดยนำหน ักต ่อปร ิมาตรในอะช ิเตตบ ัฟ เฟอร ์ท ี่ม ีค ่าความเป ็นกรด-ค ่างต ่างๆ ก ันตั้งแต ่ 3-5 

ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 10 นาที และท ่าการว ัคค ่าแอกต ัว ัต ีตามวธ ีทดลองข ้อ 1.2 

(บทท ี่ 4 ) พบว่า ความเป ็นกรด-ค ่างของส ับสเตรตม ีผลต ่อการท ่างานของเอนไซม ์ตร ึงร ูป  ซ ึ่งค ่า  

ความเป ็นกรด-ต ่างของส ับสเตรตท ี่เหมาะสมต ่อการเร ่งปฏ ิก ิร ิยาการย ่อยสลายเพกต ันของเอนไซม  ์

ตร ึงร ูปม ีค ่าเท ่าก ับ  3.5 (ร ูปท ี่ 5.8) ท ี่ค ่าความเป ็นกรด-ด ่างของส ับสเตรตท ี่เหมาะสมน ั้จะให ้ค ่า  

แอกต ัว ัต ีส ูงส ุด  และจะพบว ่าท ี่ค ่าความเป ็นกรด-ด ่างของส ับสเตรตช ุงหร ือต ่ากว ่า 3.5 จะม ีผลท ่าให  ้

แอกต ัว ิต ีลดลง ซ ึ่งอธ ิบายไต ัว ่าท ี่ค ่าความเป ็นกรด-ค ่างต ํ่ากว ่าและส ูงกว ่าค ่าความเป ็นกรด-ด ่างท ี ่

เหมาะสมน ั้น  กรดอะม ิโนท ี่บร ิเวณ เร ่งของเอนไซม ์ท ี่จำเป ็นต ่อการเร ่งปฏ ิก ิร ิยาจะถ ูกเพ ิ่ม โปรตอน  

(proton, H+) และลดโปรตอน  ตามลำดับ ท ่าให้เข ้าท ่าปฏ ิก ิร ิยาก ับส ับสเตรตไต ัไม ่ต ี และความเป ็น

ร ูปท ี่ 5 .8 ผ ล ก ระท บ ข อ งค ่าค วาม เป ็น ก รด -ค ่างใน ก ารท ่าป ฏ ิก ิร ิยาต ่อ แอ ก ต ัว ิต ีข อ งเอ น ไซ ม ์
N O V O FE R M  14 ตร ึงร ูป บ น  D O W EX  M W A-1 ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35 องศาเซ ลเซ ียส
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กรด-ค ่างย ังม ีผลต ่อพ ันธะไฟฟ ้าสถ ิต  (e lectrostatic bond) ใน โครงสร ัางของเอนไชม ีในระด ับท ุต ิย  

ภ ูม ิ (secondary order) หรอตต ิยภ ูม ิ (te rtia ry  order) ด ังปฏ ิก ิร ิยา

- c o o ’ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - H j N -

COOH H*N -COOHjN-

รวมท ั้งม ีผลต ่อการแตกต ัว (ion iza tion ) ของส ับสเตรต ด ังท ั้น ในการว ัดปฏ ิก ิร ิยาเอนไชม ีต ้องปร ับ  

และควบค ุมระด ับความเป ็นกรด-ค ่างให ้เหมาะสมท ี่? (คท ี่ให ้แอกต ิว ิต ีของเอนไซม ีไม ่ถ ูกย ับย ั้ง

2. อ ุณ หภ ูม ิท ี่เหมาะสมต ่อปฏ ิก ิร ิยาของเอนไชม ีตร ึงร ูป  

เม ื่อนำเอนไชม ีตร ึงร ูปท ี่ภาวะท ี่เหมาะสมมาท ่าปฏ ิก ิร ิยาก ับสารละลายเพกต ินเข ้มข ้น  1 

เปอร ์เซ ็นต ์โดยนำหน ักต ่อปร ิมาตรในอะช ิเตตบ ัฟ เฟอร ์ท ี่ม ีค ่าความเป ็นกรด-ค ่างเท ่าก ับ  3.5 ท่ี

รูปท ี่ 5.9 ผ ล ก ระท บ ข อ งอ ุณ ห ภ ูม ิใน ก ารท ่าป ฏ ิก ิร ิยาต ่อ แ อ ก ต ิว ิส ืข อ งเอ น ไช ม ี N O V O FE R M  14
ตร ึงร ูป บ น  D O W E X  M W A -1 ท ี่ความ เป ็น กรด-ค ่าง 3.5
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อุณหภูม ิต ่างๆ ก ันต ั้งแต ่ 25-40 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 10 นาที และท ีาการว ัคต ่าแอกต ิว ิต ีตามวิธ ี 

ทดลองข ้อ 1.2 (บทท ี่ 4) พบว่า อ ุณ หภ ูม ิในการท ีาปฎ ิก ิร ิยาม ีผลต ่อการท ีางานของเอนไซม ์ตร ึงร ูป  

ซ ึ่งอ ุณหภ ูม ิท ี่เหมาะสมต ่อการเร ่งปฏ ิก ิร ิยาการย ่อยสลายเหกต ินของเอนไซม ์ตร ึงร ูปม ีค ่าอย ู่ในช ่วง  

30-35 องศาเซลเซ ียส (ร ูปท ี่ 5.9) ท ี่อ ุณหภ ูม ิท ี่เหมาะสมน ี้จะให ้ค ่าแอกต ิว ิต ีส ูงส ูด  สำหร ับงานว ิจ ัยน ี ้

จะใช ้อ ุณหภ ูม ิในการท ีาปฏ ิก ิร ิยาเท ่าก ับ  35 องศาเซลเซ ียส เน ึ่องจากท ี่อ ุณหภ ูม ิน ี้ม ีค ่าใกห ้เค ียงก ับ  

อ ุณ หภ ูม ิห ้องจ ึงสะดวกต ่อการปฏ ิบ ัต ิงาน  และจะพบว ่าอ ุณหภ ูม ิในการท ีาปฏ ิก ิร ิยาท ี่ส ูงกว ่า 35 

องศาเซลเซ ียส จะม ีผลทำให ้แอกต ิว ิต ีลดลง ต ั้งน ี้เน ึ่องจากเอนไซม ์เป ็น โปรต ีนจะม ีความคงต ัวท ี ่

ระด ับอ ุณ หภ ูม ิหน ึ่งท ี่เหมาะสม ซ ึ่งจะแตกต ่างก ันสำหร ับ เอนไซม ์แต ่ละชนค และเม ื่ออ ุณหภ ูม ิส ูง  

หร ือต ัากว ่าอ ุณ หภ ูม ิท ี่เหมาะสมจะทำให ้เอนไซม ์เส ียสภาพไต ั' และอ ุณหภ ูม ิย ังม ีผลต ่อสมด ุล  

(equ ilib ria ) หร ือม ีผลต ่อปฏ ิก ิร ิยาช ีวเคม ี กล ่าวล ึอม ีผลต ่อการละลายของส ับสเตรต และการแตกตัว  

ของบ ัฟ เฟอร ์ นอกจากน ั้นย ังม ีผลต ่อการจ ับก ันระหว ่างเอนไซม ์ก ับส ับสเตรต และการแตกต ัวของ  

กรดอะม ิโนในบร ิเวณ เร ่ง (ion iza tion  o f active site) ซ ึ่งต ั้งหมดน ี้ห ้วนม ีผลต ่อแอกต ิว ิต ีของ  

เอน ไซม ์ต ั้งส ิ้น

3. ผลของความเร็วรอบในการเขย่าต่อปฏิกิริยาเอนไซม์
เน่ึอน่าเอนไซม์ตรึงรูปท่ีภาวะท่ีเหมาะสมมาทำปฏิกิริยากับสารละลายเพกตินเข้มข้น 1 

เปอร์เชีนตัโดยน้ีาหนักต่อปริมาตรในอะชิเตตบัฟเฟอร์ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 3.5 ท่ี

70 90 110 130 150 170 190 210 230

ความเร็่วรอบการกวนในการท่าปฏิกิริยา (รอบต่อนาที)

รูปที่ 5.10 ผลของความเร็วรอบในการกวนต่อปฏิกิริยาการย่อยสลายเพกตินของเอนไซม์ตรึงรูป
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อุณหภ ูม ิเท ่าก ับ 35 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 10 นาที โดยท ่าการแปรเปล ี่ยนค ่าความเร ็วรอบในการ  

กวนต ั้งแต ่ 92-224 รอบต ่อนาท ี และท ่าการวัคต ่าแอกต ิว ิต ีตามวิธ ีทดลองข ้อ 1.2 (บทท ี่ 4) พบว่า 

เน ื่อ เพ ิ่มความเร ็วรอบในการเขย ่าจะท ่าไข ้ค ่าแอกต ิว ิส ืของเอนไชม ิตร ึงร ูปม ีค ่ามากข ึ้น  (ร ูปท ี่ 5.10) 

เน ื่องจากการตร ึงร ูป เอนไชมไฉพาะบร ิเวณ ผ ิวของต ัวพย ุงน ั้นอ ัตราการเก ิดปฏ ิก ิร ิยาจะถ ู๗ ากัดตัวย 

อ ัตราการถ ่ายเทมวลสารภายนอก (exte rna l mass transfer) ซ ึ่งการเพ ิ่มความเร ็วรอบในการกวนจะ  

ท ่าใข ้ข ้อ ‘ราก ัดของอ ัตราการถ ่ายเทมวลสารภายนอกลดลง เน ื่องจากความหนาของช ั้นท ีล ์ม ิท ี่ผ ิวต ัว  

พยุงลดลง อ ัตราการเก ิดปฏ ิก ิร ิยาจ ึงเพ ิ่มข ึ้น  [13]

ภาวะท ี่เหมาะสมในการท ่าปฏ ิก ิร ิยา ค ือความเป ็นกรด-ค ่าง 3.5 อ ุณหภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส  

และความเร ็วรอบในการกวน 168 รอบต่อนาท ี เน ื่องจากสามารถควบค ุมความเร ็วรอบไต ัค ่อนข ้าง  

สะดวก และคงท ี่

4. ค่าคงท่ีทางจลนพลศาสตรึของเอนไชมิอัสระและเอนไชมิตรึงรูป 
เน่ือท่าเอนไชมิตรึงรูปมาท่าปฏิกิริยากับสารละลายเพกตินท่ีมีความเข้มข้นต้ังแต่ 0.1-0.4 

เปอรึเซ็นตัโคยท่าหนักต่อปริมาตรในอะชิเตตบัฟเท่อรึท่ีมีค่าความเป็นกรด-ค่างเท่ากับ 3.5 ที, 
อุณหภูมิเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และท่าการวัดค่าแอกติวิสีตามวิธีทดลองข้อ
1.2 (บทที' 4) พบว่าเอนไชมิ NOVCFERM 14 อิสระมีค่า Vm11 และ Km เท่ากับ 24.69 เปอรึเซ็นตั 
การเปล่ียนแปลงความหนืดต่อเวลา และ 0.0148 เปอรึเซ็นตัโคยน้ัาหนักต่อปริมาตร ตามลำตับ 
(ตารางท่ี 5.1 และรูปท่ี 5.11) ส่วนเอนไซมิ NOVOFERM 14 ตรึงรูปบนตัวพยุง DOWEX 
MWA-1 มีค่า Vmtx(app) และ K^pp) น้อยกว่าเอนไชมิอิสระคือมีค่าเท่ากับ 19.27 เปอรึเซ็นต่การ

ตารางที่ 5.1 เปรียบเท ียบคุณสมบัติต่างๆ ระหว ่างเอนไชม ิตร ึงร ูปและเอนไชม ิอ ิสระ

ค ุ!นสมบ ้ต ิทอง!พ กต ิณ ส  N O V O F E R M  14 ช น ิด ท อ ง!อ น ไช ม !พ ก ต ิณ ส

เอนไชม N O V O F E R M  14 อ ิสระ เอ น ไซ ม ์ N O V O F E R M  14 ■ ครึงรูป

ค ่าค งท ํ่ไม เก ิลล ิส !ม น !ท น , K m  (เป อ ร ิ!ซ ีนด ว ัดยน ้าห น ืกต ่อป ร ิม าดร) 0.0148 0.0056

ค วาม !?วส ูงช ุด , V m ax  0ป อร ิ!ซ ีนต ่ก ารเป ล ี่ยนแป ลงความห น ืด ต ่อ !วลา 24.69 19.27

ความ !ป ีน กรดค ่างท ํ่เห มาะสม ใน การท ำป ฏ ิก ิร ิย า 3.5 3.5

ธ ุผ ห ถ ูม ิท ํ่!ห ม าะส ม ใน ก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย า  (อ งศ า !,V ล !ซ ีย ส ) 35 30-35

แอกต ิว ิด ีส ูงส ุด  (ห น ่วย ต ่อ ม ิลล ิล ิด ร !อ น ไช ม -น าท ี) 0.158 0.103
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"  2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

ส่วนกลับของความเข้มข้นของเพกคิน (1/1ปองเชนคโคขนำหนักต่อปริม’1ตร)

รูปท 5.11 L inew eave r-B u rk  P lo t ของเอนไชม  N O V O F E R M  14 อ ิสระท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 35 องศา 

เซลเซ ียส ความเป ็นกรด-ค ่าง 3.5 และใช้ความ เข้'มข ้นของเพกต ินต ั้งแต ่ 0.1-0.4  

เปอรเซ ็นตโดยน ่าหน ักต ่อปร ิมาตร

ส่วนกลับของความเข้มข้นของเพกฅิน (14ปอร์เช็นต์โคขนาหนักต่อปริมาคง)

ร ูปท ี่ 5.12 L inew eave r-B u rk  P lo t ของเอนไซม ์ N O V O F E R M  14 ตร ึงร ูปท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 35 องศา 

เซลเซ ียส ความเป ็นกรด-ต ่าง 3.5 และใช ้ความเข ้มข ้นของเพกฅ ินต ั้งแต ่ 0.1-0.4  

เปอร ์เซ ็นต ์โดยน ่าหน ักต ่อปร ิมาตร
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ส่วนกลับของความพ้มข้นของเหกติน (พปอร์เซ็นต์โดยนั้าหนักต่อปริมาตร)

■ เอนไซม์อิสระ A เอนไซม์ตรึงรูป
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ร ูปท ี่ 5.13 L inew eave r-B u rk  P lo t เปร ียบ เท ียบระหว ่างเอนไซม ์ตร ึงร ูปและเอนไซม ์อ ิสระท ี ่

อ ุณหภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส ความเป ็นกรด-ด ่าง 3.5 โดยใช ้เพกต ินเข ้มข ้น 0 .1-0.4  

เปอร ์เซ ็นต ์โดยน ่าหน ักต ่อปร ิมาตร

เปล ี่ยนแปลงความหน ืดต ่อเวลา และ 0.0056 เปอร ์เซ ็นต ์โคยน ํ๋าหน ักต ่อปร ิมาตรตามลำด ับ  (ตาราง 

ที่ 5.1 และร ูปท ี่ 5 .12-5.13) ซ ึ่งการลดลงของค ่า K m(spp) น ั้น เน ื่องมาจากการตร ึงร ูป เอนไซม ์ม ีผลน ่า  

ให ้ส ับส เตรตท ี่ถ ูกน ่าเข ้าไปย ังเอนไซม ์ตร ึงร ูปถ ูกบ ังค ับให ้รวมก ันอย ู่ใกค ับร ิเวณ เร ่งของเอนไซม ์จ ึง  

เพ ิ่มประส ิทธ ิภ าพของการจ ับก ันระหว ่างเอนไซม ์ก ับส ับส เตรตไค ีค ีข ี้1น หร ืออธ ิบายได ัว ่าการตร ึงร ูป  

เอน ไซม ์ม ีผลน ่าให ้โค รงสร ้างของเอน ไซม ์เป ล ี่ยน ไป  ฟ ้าให ้การจ ับของเอนไซม ์ก ับส ับสเตรตม ี 

ประส ิทธ ิภาพค ีข ี้น  และเม ื่อต ัวพย ุงม ีประจ ุไฟฟ ้าสม ิตต ่างชน ิดก ับส ับสเตรตก ีอาจเป ็นผลมาจาก  

ประจ ุไฟฟ ้าสม ิต  (e lectrostatic change) ของต ัวพยุง ซ ึ่งในท ี่น ั้ต ัวพย ุงม ีประจ ุบวกแต ่ส ับสเตรตม ี 

ประจ ุลบน ่าให ้เก ิดการด ีงด ูดก ัน  น ่าให ้ความเข ้มข ้นของส ับสเตรตในสภาพแวดค ัอมจ ุลภาค  

(m ic roenv ironm en t) ของเอนไซม ์ส ูงาว ่าภายนอก ความสามารถในการจ ับก ับระหว ่างเอนไซม ์ก ับ  

ส ับสเตรต (a ff in ity )  ส ูงข ี้นจ ึงน ่าให ้'ค ่า K m(i1 pp) ของเอนไซม ์ตร ึงร ูปจ ึงต ํ่าลง โดยเฉพาะอย ่างย ิ่งต ัว
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พยุงที่อาศัยหลักการตรึงต้วยพันธะไอออนิก (ionic bond) จะให้ค่า 8pp) แตกต่างไปจากเดิมมาก

กว่าต ัว พยุงที่อาศัยการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) เพราะมีปริมาณของประชุมากกว่า 

ส่วนการลดลงของค่า V,111111pp) ในเอนไซม์ตรึงรูปนั้น แสดงให้เห็นชัดถึงความอั!กัดของการน่า 

สับสเตรตเข้าและผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาออกจากเอนไซม์ตรึงรูป ซึ่งเป็นผลเนื่องมาจากข้ออั]กัด 

ของการถ่ายเทมวลสารภายนอก จากการคำนวนหาค่า effectiveness factor (ภาคผนวก จ2) พบว่า 

ค่า effectiveness factor น้อยกว่า 1.0 แสดงให้เห็นว่ามีผลของความต้านทานการถ่ายเทมวลสารภาย 

นอกต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยารวม

5. ผลกระทบของอัตราเร็วในการป้อนเพกดินเข้าสู่หอปฏิกิริยาแบบแพีกเบดต่อการย่อย 

สลายเพกดิน

จากการศึกษาการแปรเปลี่ยนค่าอัตราเร็วในการป้อนเพกดินเข้าสู่หอปฏิกิริยาตั้งแต่ 10 20 

30 40 60 และ 80 มีลลัลัตรต่อนาที โดยใช้ปริมาณเรซันตรึงรูปเท่ากับ 166 กรัม และสารละลาย 

เพกดินเข้มข้น 1 เปอร'’เซ็นต้โดยป้าหนักต่อปริมาตร ท่าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

ความเป็นกรด-ค่าง 3.5 ไต้ผลตังป้

ผลของอัตราเร็วในการป้อนสารละลายเพกดินต่อแอกดิวัตีของเอนไซม์ตรึงรูป พบว่า 

อัตราเร็ว'ในการป้อนสารละลายเพกดินสูงล(คที่ยังคงให้'ปริมาณเพกดินที่ถูกย่อยสลายลุงลุด (17.7 

กรัม ท่ี 100 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย) คือ 40 มิลลิลิตรต่อนาที (รูปที่ 5.14-5.15) ที่อัตราเร็วในการ 

ป้อนมากกว่า 60 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าเปอร์การย่อยสลายลดลง เนื่องจากเวลาที่สับสเตรตสัมผัส 

กับเอนไซมิ’น้อยลง และมีการหลุดของเอนไซม์บางส่วนจากผิวของตัวพยุง โดยจะพิจารณาจากการ 

น่าตัวอย่างที่เก็บออกมาจากเอนไซม์ตรึงรูปมาท่าการวัดความหนืด พบว่ายังคงมีการย่อยสลาย 

เพกดินต่อไปอีก เนื่องจากยังคงมีการลดลงของความหนืด (ภาคผนวก จ!)

ผลของอัตราเร็วในการป้อนสารละลายเพกดินต่ออัตราเร็วในการย่อยสลายเพกดิน นั้นพ บ  

ว่า เนื่อเพิ่มอัตราเร็วในการป้อนเพกดินจะท่าให้อัตราเร็วในการย่อยสลายเพกดินเพิ่มขึ๋น 

(รูปที่ 5.16) ตั้งป้เนื่องจากผลของการแพร,ภายนอกของเอนไซม์ตรึงรูปที่ผิวตัวพยุงลดลงซึ่งเกี่ยว 

เนื่องกับการลดความหนาของชั้นพิล์มต้านทาน (boundary layer) ซึ่งสอดคลัองกับการศึกษาของ 

Rexova-Benkova [13]

ผลของอัตราเร็วในการป้อนสารละลายเพกดินต่อความตันลด พบว่าเมื่อเพิ่มอัตราเร็วใน 

การป้อนสารละลายเพกดินจะท่าให้ความตันลดมีค่าเพิ่มขึ้น (รูปที่ 5.17-5.18) ซึ่งสอคคลัองกับ 

สมการของ Ergen (รูปที่ 5.19-5.30)
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อัตราเร็วในการป๋อนสับสเตรต (มล.ต่อนาที)

รปที่ 5.14 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายเพกตินกับอัตราเร็วในการป็อน 

สารละลายเพกติน ในหอปฎิกัริยาแพ็ณบด เมึ่อใช้ความเข้มข้นของสารละลายเพกติน 

1 เปอร์เซ็นต์โดยน่าหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

ความเป็นกรด-ต่าง 3.5
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อัตราเร็วในการป๋อนสับสเตรฅ (มล.ต่อนาที)

— ปริ มาณเพกฅินที่ถูกย่อย ฟ้านวนรอบ - A -  อวามสามารถในการย่อยสลาย

3ปท่ี 5.15 แสคงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเพกตินท่ีถูกย่อยสลาย อัานวนรอบในการย่อยสลาย 
ไพั 100 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย และความสามารถในการย่อยสลาย กับอัตราเร็วใน 
การป็อนสับสเตรต ในหอปฎกริยาแพีกเบด เม่ึอใช้ความเข้มข้นของสารละลายเพกต่น 
1 เปอร์เซ็นต์โดยนาหนักต่อปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ความเป็นกรด-ค่าง 3.5
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เวลาท่ีใช้ไนการทำปฏิกิริยา (นาที) 

—A— 20 มล.ต่อนาที 

—• — 60 มล.ต่อนาที

500 600 700

30 มล.ต่อนาที 

—4— 80 มล.ต่อนาที

รูปท่ี 5.16 ผลของอัตราเร็วในการป้อนเพกต่นต่ออัตราเร็ว̂ นการย่0ยสลาย อัวยเอน'ใชม
ตรึงรูป'ในหอปฏิกิริยาแพีกเบค เม่ึอใช้ความเข้มข้นของสารละลายเพกติน 1 เปอรึเซีนต่ 
โดยนาหนักต่อปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเปีนกรด-ค่าง 3.5
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เวลาที่ใฟ้นการทีาปฎิกิริยา (นาท)

—ร— 10 มล.ต่อนาที —A— 20 มล.ต่อนาที —K— 30 มล.ต่อนาที

— 40 มล.ต่อนาที 60 มล.ต่อนาที —+— 80 มล.ต่อนาที

^ปท่ึ 5.17 ผลข อ ง อัตราเร็วในกใ'Ï ป็อนเพกดินต่ยควในดิน^ในพ®บ่ป็^^3แพกเบด เมอใชความ
เข้มข้นของสารละลายเพกดิน 1 เปอร็เซีนตใคยป้าหนักต่อ1เริมาต,ร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา 
เซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 3.5
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อัตราเร็วในการป๋อนสับสเตรต (มล.ต่อนาที)

รูปท่ี 5.18 แสดงค่าความดันลดของหอปฏิกิริยาแพีกเบค ท่ีอัตราการป้อนสับสเตรตต้ังแต่ 10-80 
มิลลิลิตรต่อนาที เม่ึอใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โคยนัาหนักต่อปริมาตร 
และปริมาณเอนไชมตรึงรูป 166 กรัม ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเชียส ความเป็นกรด-ด่าง 
เท่ากับ 3.5
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เวลาที่ใช้ในการฟ่าปฏิกิริยา (นาทึ)

— ♦ — ความหนืด - ■ ร’ ■ ความคันลด

3ปท่ี 5.19 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความหนีดของผลิตภัณฑ์ก ับ ความดันลด ท่ีอัตราเร็วในการ 
ป้อนส ับ สเตรต 10 มลลิลิตรต่อนาที เม๋ึอใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอรเซ็นตโดย 
ปำหนักต่อปริมาตร และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ค่าง 3.5
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รูปท่ี 5.20 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดของผลิตภัณฑ์กับความดันลด ท่ีอัตราเร็วในการ 
ป้อนสับสเตรต 20 มิลลิลิตรต่อนาที เม่ึอใช ้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอรเซ็นตโดย 
ปำหนักต่อปริมาตร และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ต่าง 3.5
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I
ร่ะ

* — ความหนืด - ■ ร- ■ ความดันลด

5.21 แสดงความส้มพันธระหว่างความหนืดของผลิตภัณฑ์กับความดันลด ที่อัตราเร็วในการ 
ฟ้อนส้บสเตรต 30 มิลลิลิตรต่อนาที เมื่อใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอร์เชีนต่โดย 
น่าหนักต่อปริมาตร และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเปีนกรด-ค่าง 3.5

เวลาที่ใช้ในการภัาปกิกิริยา (นาที)

— ♦ — ความหนืด - -อ- •ความดันถด

5.22 แ ส ด งค วาม ส ้ม พ ัน ธระห ว ่างค วาม ห น ืด ข อ งผล ิต ภ ัณ ฑ ์ก ับ ค วาม ด ัน ล ด  ท ี่อ ัต ราเร ็วใน การ
ฟ ้อ น ส ้บ ส เต รต  40 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี เม ื่อใช ้ส ารละลายเพ กต ิน เข ้ม ข ้น  1 เป อร ิเซ ็น ต ่โด ย

น ่าห น ักต ่อป ร ิม าต ร แล ะอ ุณ ห ภ ูม ิ 35 อ งศ าเซ ล เซ ียส  ความเป ็น กรด-ต ่าง 3.5
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เวลาที่ใช้ในการน่าปฏิกิริยา (นาท)

— ♦ — ความหนืด - -sa- ■ ความดันลด
รูปที่ 5.23 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดของผลิตภัณฑ์กับความดันลด ที่อัตราเร็วในการ 

ป้อนสับสเตรต 60 มิลลิลิตรต่อนาที เมื่อใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอธ์เชีนต่โดย 
ปาหนักต่อปริมาตร และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 3.5
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— ♦ ---- ความหนืด - -a- ■ ความดันลด

ร ูปท ี่ 5 .24  แส ด งค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ระห ว ่างค วาม ห น ืด ข อ งผล ิต ภ ัณ ฑ ์ก ับ ค วาม ด ัน ล ด  ท ี่อ ัต ราเร ็วใน การ

ป ้อ น ส ับ ส เต รต  80 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี เม ื่อใช ้ส ารละลายเพ กฅ ิน เข ้ม ข ้น  1 เป อรเซ ็น ต ่โดย
น ่าห น ัก ต ่อป ร ิม าต ร แล ะอ ุณ ห ภ ูม ิ 35 องศ าเซ ล เซ ียส  ความเป ็น กรด-ด ่าง 3.5
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—♦ — ความคันลด —B— สัคส่วนช่องว่าง

ฟ ท ี่ 5.25 แสดงความส้มพันธระหว่างความคันลดกับสัคส่วนช่องว่างที่อัตราเร็วในการป๋อน 
ส้บสเตรต 10 มลลิลิตรต่อนาที เมึ่อใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ป้าห 
ต,อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเปีนกรด-ด่าง 3.5

0 50 100 150 200 250 300

เวลาที่ใช่ไนการปาปฏิกิริยา (นาทิ)

ความคันลด « — สัดส่วนช่องว่าง

รูปท ี่ 5 .26 แส ด งค วาม ส ้ม พ ัน ร ์ระห ว ่างค วาม ค ัน ล ด ก ับ ส ัค ส ่วน ช ่อ งว ่างท ี่อ ัต ราเร ็วใน ก ารป ้อ น
ส ้บ ส เต รต  20 ม ิลล ิล ิต รต ่อน าท ี เม ึ๋อใช ้ส ารละลายเพ กต ิน เข ้ม ข ้น  1 เป อร ์เซ ็น ต ์ป ้าห น ัก
ต ่อ ป ร ิม าต ร ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35 อ งศ าเซ ล เซ ียส  ความเป ็น กรด-ค ่าง 3.5
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เวลาท่ีใช้ในการทีาปฏิกิริยา (นาที)

♦  ความคันถด —B— สัดศ่วนช่องว่าง

รูปที่ 5.27 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความคันลดกับสัคส่วนช่องว่างที่อัตราเร็วในการป็อน
สับสเตรต 30 มิลลิลิตรต่อนาที เมึ๋อใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอรเซ็นตน่าหนัก 
ต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ต่าง 3.5
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ทถาท่ีใช่ไนการทีาปฏิกิริยา (นาที)

—♦ — ความคันลด —O— สัดส่วนช่องว่าง

รูปท ี่ 5.28 แส ดงค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ระห ว ่างค วาม ค ัน ล ด ก ับ ส ัด ส ่วน ช ่อ งว ่างท ี่อ ัต ราเร ็วใน ก ารป ็อ น
ส ับ ส เต รต  40 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี เม ึ๋อใช ้ส ารละลายเพ กต ิน เข ้ม ข ้น  1 เป อรเซ ็น ต ่น ัาห น ัก

ต ่อ ป ร ิม าต ร ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35 องศาเซ ลเซ ียส  ความ เป ็น กรด-ด ่าง 3.5
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เวลาที่ใช้ไนการทีาปฏิกิริยา (นาทิ)

—<♦ — ความดันลด —ร— สัดส่วนร่องว่าง

รูปที่ 5.29 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความคันลดกับสัคส่วนช่องว่างที่อัตราเร็วในการป๋อน
สับสเตรต 60 มิลลิลิตรต่อนาที เมื่อใช้สารละลายเพกตินเข้มข้น 1 เปอธ์เซ็นตน่าหนัก 
ต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 3.5
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เวลาท่ีใช้!นการVใาปฏิกิริยา (นาที)
—♦ — ความดันลด —0— สัดส่วนร่องว่าง

รูปท ี่ 5 .30 แ ส ด งค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ระห ว ่างค วาม ค ัน ล ด ก ับ ส ัค ส ่วน ช ่อ งว ่างท ี่อ ัต ราเร ็วใน ก ารป ๋อ น
ส ับ ส เต รต  80 ม ิลล ิล ิต รต ่อน าท ี เม ื่อใช ้ส ารละลายเพ กต ิน เข ้มข ้น  1 เป อรเซ ็น ต ์น ่าห น ัก

ต ่อ ป ร ิม าต ร ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35 อ งศ าเซ ล เซ ียส  ความเป ็น กรด-ด ่าง 3.5
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6. ผลกระทบของความเข้มข้นของเหกตินต่อการย่อยการสลายเพกตินในหอปฏิกิริยาแบบ 
แพีณบด

จากการสืกษาโดยแปรเปลี่ยนความเข้มข้นของเพกตินตั้งแต่ 0.25 0.50 0.75 และ 1.00 
เปอร์เซีนต่โดยป้าหนักต่อปริมาตร ในอะชิเตตบัฟเฟอร์ความเป็นกรด-ด่าง 3.5 และทำการทดลอง 
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส หอปฏิกิริยาบรรอุเรชินตรึงรูปเป็นปริมาณเท่ากับ 166 กรัมและป้อน 
สารละลายเพกตินข้วยอัตราการไหล 40 มิลลิลิตรต่อนาที ไข้ผลดังนี้

ผลของความเข้มข้นของเพกตินต่ออัตราเร็วในการย่อยสลายเพกติน พบว่าเมื่อเพิ่มความ 
เข้มข้นของเพกตินจะทำให้อัตราเร็วในการย่อยสลายเพกตินมีค่าเพิ่มขึ้น (รูป 5.31) ซึ่งเป็นไปตาม 
สมการ -rA=kCA" หรือ V=Vmax[S]/Km+[ร] จะเห็นว่าอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาจะแปรผันตาม 
ความเข้มข้นของสารตั้งข้นที่ใช้ และสัมพันธ์กับปริมาณเพกตินที่ถูกย่อยสลาย (รูปที่ 5.32)

ผลของความเข้มข้นของเหกตินต่อแอกติวิส ีของเอนไซม์น ั้น พบว่าในช่วงแรกของเวลาที่ 

ใช้ทำปฏิกิริยา ความเข้มข้นของสารละลายเพกต่นที่ส ูงจะให้ค่าแอกต่ว่ต ีช ุงกว่า (ในช่วงความเข้ม 

ข ้นของเพกตินท ี่ทดลอง) ทงป้เม ื่องจากเอนไชม์ท ี่ถ ูกตรึงรูปมีปริมาณมากพอที่จะทำปฏิก ิร ิยาก ับ 

ส ับสเตรตท ี่ใช ้ ด ังป ้นเม ื่อปริมาณสับสเฅรตมากขึ้นโอกาสที่จะจ ับก ับเอนไชมิก ็เพ ิ่มข ึ้น แต่เมื่อ 

เวลาที่ใช้ทำปฏิกิริยานานขึน ท ี่ความเข้มข้นของสับสเตรตสูง จะพบว่าอัตราการลดลงอย่างรวดเร็ว 

ของแอกติวส ีของเอนไชมื่ตร ึงร ูป เม ื่องจากมีการสะสมของอนุภาคของแข็งที่แขวนลอยอยู่ในสาร 

ละลายเพกตินที่เกิดจากสารละลายเพกตินที่ถ ูกย่อยสลายในช่วงแรก ซึ่งเมื่อสารละลายเพกตินที่'ใช้มี 

ความเข้มข้นสูง ปริมาณอนุภาคของแข็งที่ไข้จากการย่อยจะมาก ทำให้เกิดการขัดขวางและอุคดัน 

การเข้าไปทำปฏิกิริยาของสับสเตรตที่เข้ามาในช่วงหลัง (รูปที่ 5.33)

ผลของความเข้มข้นของเหกตินต่อความดันลด พบว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเพกตินจะ 

ทำให้ความดันลดมีค่ามากขึ้น (รูปที่ 5.34-5.35) ตั้งป้เมื่องจากการเพิ่มความเข้มข้นของเพกตินซึ่ง 
เป็นสารที่มีความหนืด ทำให้ความหนืดมากขึ้น ความเร็วในการไหลของสารละลายช้าลง ส่งผลให้ 
ค่าตัวเลขเรโนลด (Reynold number) น้อยลง ค่าความดันลดจึงเพิ่มขึ้น (รูปที่ 5.36-5.39) ซึ่งสอด 
คลัองกับสมการความดันลดของ Ergen และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเพกติน ปริมาณอนุภาคของ 
แข็งที่ไข้จากการย่อยสลายจะมากขึ้น ทำให้เกิดการอุคดัน สัคส่วนช่องว่างระหว่างอนุภาคตัวพยุง 
จะมีค่าลดลง ส่งผลให้ค่าความดันลดสูงขึ้น (รูปที่ 5.40-5.43) ซึ่งสอคคลัองกับสมการของ Ergen 
เช่นกัน



65

7. เสถียรภาพในการทำงานของเอนไซม์ตรึง2ปในหอปฏิกิริยาแบบแพ็กเบด 
จากการศึกษาโดยใช้เรชิน 166 กรัม บรรจุในหอปฏิกิริยาแบบแพีกเบด ที่มีขนาดเสี'นผ่าน 

คูนยกลาง 2.6 เซนติเมตร และความสูง 30 เซนติเมตร แข้วผ่านสารละลายเพกตินเข้มข้น 1.00 
เปอรัเชีนติโดยป้าหนักต่อปริมาตรในอะชิเตรทบัฟเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-ต่าง 3.5 ข้วยอัตราการ 
ป้อนเพกตินเท่ากับ 40 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบว่าที่เปอร์เช็นต่การย่อย 
สลายสารละลายเพกตินเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ สามารถย่อยสลายสารละลายเพกตินเป็นปริมาตร 
1000 มิลลิลิตร มีปริมาณเพกตินที่ถูกย่อยสลาย 10 กรัม ภายในเวลา 45 นาที โดยไม่สูญเสีย 
แอกติวตีเลย และสามารถย่อยสลายสารละลายเพกตินไข้เป็นระยะเวลาประมาณ 150 นาที โดยยัง 
คงเหลือแอกติวตีเท่ากับ 80 เปอร์เซ็นต์ของแอกติวิตีเริ่มข้น และสามารถย่อยสลายสารละลาย 
เพกตินเป็นปริมาตร 3600 มิลลิลิตร และย่อยสลายสารละลายเพกตินไข้ 9000 มิลลิลิตร โดยสูญ 
เสียแอกติวิตีประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ของแอกติวิตีเริ่มข้น (^ปท่ี 5.44)
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0 50 100 150 200 250 300 350 400

เวลาท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา (นาที)

— 0.25 %(w/v) - « — 0.50 %(w/v) —à — 0.75 %(w/v) —X— 1.00 %(w/v)

รูปที่ 5.31 ผลของความเข้มข้นของเพกตินต่ออัตราเร็วในการย่อยสลายเพกต่นกัวยเอนไซม์ 
เพกติเนสตรึงรูปในหอปฏิกิริยาแพีณบด ที่อุณหภูมิ 35 องศาเชลเชียส ความเป็น 
กรด-ต่าง 3.5 เมื่อใช้เอนไซม์ตรึงรูป 166 กรัม และอัตราเร็วในการป้อนสารละลาย 
เพกตินเท่ากับ 40 มิลลิลิตรต่อนาที
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0 50 100 150 200 250 300 350 400

เวลาท่ีใช้ไนการทำปฏิกิริยา (นาที)

0.25 %(w/v) —a— 0.50 %(w/v) —A— 0.75 %(w/v) —X— 1.00 %(พ/v)

รูปที่ 5.32 ผลของความเข้มข้นของเพกตินต่อปริมาณเพกตินที่ถูกย่อยสลายกัวยเอนไซม์,
เพกติฌสตรึงรูปในหอปฏิกิริยาแพีณบด ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเปีน 
กรค-ด่าง 3.5 เมึ่อใช้เอนไซม์,ตรึงรูป 166 กรัม และอัตราเร็วในการป้อนสารละลาย 
เพกตินเท่ากับ 40 มิลลิลิตรต่อนาที
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0 50 100 150 200 250 300 350 400

เวลาที่ใชในการทำปฏิกิริยา (นาที)

- 0 — 0.25 %(w/v) —a — 0.50 %(พA') - A — 0.75 %(w/v) 1.00 %(w/v)

รูปที่ 5.33 ผลของความเข้มข้นของเพกตินต่อแอกติวิตีของเอนไชมเพกติเนสตรึงรูปใน
หอปฏิกิริยาแพีกเบด ที่อุณหภูม 35 องศาเซลเซียส ความเปีนกรด-ค่าง 3.5 และใข้ 
เอนโซมตรึงร ูป 166 กรัม และอัตราเร็วในการปัอนสาารละลายเพกต่นเท่ากับ 40 
มิลลิลิตรต่อนาที
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0 50

— 0.25 %(w/v)

100 150 200 250 300

ทลาที่ใชในการอัาปฏิกริยา (นาท)

-อ—  0.50 %(w/v) —Û— 0.75 %(w/v)

350 400

- X -  1.00 %(w/v)

^ปท ี่ 5 .34 ผ ลข อ งค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งเพ ก ต ิน ต ่อ ค วาม ด ัน ล ด ใน ห อ ป ฏ ิก ิร ิย าแพ ีก เบ ด  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 35

อ งศ าเซ ล เซ ียส  ความ เป ็น กรค-ต ่าง  3.5 แล ะใช ้เอ น ไช ม ต ร ึงร ูป  166 กรัม และอ ัตราเร ็ว
ใน การฟ ้อน ส าารล ะล ายเพ ก ต ิน เท ่าก ับ  40 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี
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0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

ความเขมขนของสับสเตรต (เปอร์เซ็นต์โดยนํ,าหนักต่อปริมาตร)

รุ5ปท่ี 5.35 แสดงค่าความดันลดของหอปฏิกิริยาแพ็กเบด ที่ความเข้มข้นของสับสเตรดต่างๆ 

ตังแต่ 0.25-1.00 เปอรเซ็นตโดยปาหนักต่อปริมาตร เมึ่อใช้เอนไซม์ตรึงรูป 166 

กรัม และอัตราเร็วในการฟ้อนสารละลายเพกติน 40 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 3.5
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0 50 100 150 200 250 300 350 400

เวลาที่ใช้ไนการทีาปฎิกิริยา (นาที)
----♦  ความหนืด - B ความสันลด

รุ[ปท่ี 5.36 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดของผลิตภัณฑ์กับความดันลด เมึ่อใช้ความ 

เข้มข้นของเพกติน 0.25 เปอรเซ็นตโดยน่าหนักต่อปริมาตร ดัวยอัตราเร็ว'ในการป้อ 

40 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ต่าง 3.5

0 50 100 150 200 250 300 350
เวลาที่ใช้ในการทีาปฎิกิริยา (นาที)

— ♦ — ความหนืด ■ B -••ความสันลด

รุเปที่ 5.37 แสดงความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างความหน ืดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ก ับความด ันลด เมึ่อใช้ความ

เข ้มข ้นของเพกต ิน 0.50 เปอรเซ ็นต ่โคยน ่าหน ักต ่อปร ิมาตร ด ัวยอัตราเร ็วในการป ้อน

40 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส ความเป ็นกรด-ต ่าง 3.5
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1
Fc:

รุเปท่ี 5.38 แสดงความสัมพันธ์’ระหว่างความหนีดของผลิตภัณฑ์กับความดันลด เมื่อ,ใชความ

เข้มข้นของเพกตน 0.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํ๋าหนักต่อปริมาตร ดัวยอัตราเร็วในการฟ้อน 

40 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 3.5

0 50 100 150 200 250

เวลาท่ิใข้ไนการทีาปฎิกิริยา (นาที)
-♦ — ความหนีค . . ร . . .  fn iu ดันล?!

รุเปที่ 5.39 แสดงความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างความหน ีดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ก ับความด ันลด เมื่อใชความ

เข ้มข ้นของเหกต ิน 1.00 เปอร ์เซ ็นต ์โดยป ่าหน ักต ่อปร ิมาตร ด ัวยอัตราเร็วในการฟ ้อน

40 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส ความเป ็นกรด-ด ่าง 3.5

คว
ามดั

นถ
ด (

มิล
ลิเม

ตร
ปร

อท
)



คว
ามดิ

นล
ด (

มิล
ลิเม

ตร
ปร

ทท
) 

คว
ามด

ันล
ด (

มิล
ลิเม

ตร
ปร

อท
)

73

0 50 100 150 200 250 300 350 4๓

เวลาท่ีใช่ไนการปาปฏิกิริยา (นาที)
— ♦ — ความดันลด -  A - - สัดส่วนช่องว่าง

ท่ี 5.40 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความดันลดกับสัดส่วนช่องว่าง เมื่อใช่,ความเข้มข้นของ 

เพกติน 0.25 เปอธ์เซ็นตโดยป้าหนักต่อปริมาตร ดัวยอัตราเร็ว,ในการป้อน 40 มิลลิลิ' 

ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ค่าง 3.5

0 50 100 150 200 250 300 350

เวลาที่ใช่ไนการปาปฏิกิริยา (นาที)
— ♦ — ความดันลด -  A - - สัดส่วนช่องว่าง

รู1ปท ี่ 5.41 แสดงความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างความด ันลดก ับส ัคส ่วนช ่องว ่าง เม ื่อใช ่ความเข ้มข ้นของ

เพกตน 0.50 เปอร ์เซ ็นต ์โดยป ้าหน ักต ่อปร ิมาตร ด ัวยอ ัตราเร ็วในการป ้อน 40 ม ิลล ิล ิตร

ต่อนาที ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส ความเป ็นกรด-ด ่าง 3.5
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0 50 100 150 200 250 300

เวลาที่ใช่ไนการน่าปฏิกิริยา (นาที)
— ♦  ความสันถด -  A— - สัคส่วนๆ(องว่าง

รูปที่ 5.42 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความสันลดกับสัดส่วนช่องว่าง เมึ๋อใช้ความเข้มข้นของ

เพทตน 0.75 เปอร์เซ็นต์โดยน่าหนักต่อปริมาตร สัวยอัตราเร็ว,ในการป้อน 40 มลลิลิตร 

ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 3.5

0 50 100 150 200 250

เวลาท่ีใข้ในการน่าปฏิกิริยา (นาที)
— ♦ — ความสันลค - - À - •สัคส่วนช่องว่าง

ร ูปท ี่ 5.43 แสดงความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างความส ันลดก ับส ัดส ่วนช ่องว ่าง เม ึ่อใช ้ความเข ้มข ้นของ

เพกติน 1.00 เปอร ์เซ ็นต ์โดยนาหน ักต ่อปร ิมาตร ส ัวยอ ัตราเร ็วในการป ็อน 40 ม ิลล ิล ิตร

ต่อนาที ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 35 องศาเซลเซ ียส ความเป ็นกรด-ค ่าง 3.5
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0 50 100 150 200 250

เวลาที่ใ*ในการทำปฏิกิริขา (นาทํ)

รูปที่ 5.44 แสดงเสถียรภาพของเอนไชมตรึงรูปในหอปฏิกิริยาแพีณบด เมึ่อความเข้มข้นของ 

สารละลายสับสเตรตเท่ากับ 1 เปอรึเซ็นตโดยน่าหนักต่อปริมาตร ที่อัตราการไหล 

40 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเปีนกรด-ค่าง 3.5
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สรุปผลทารทคลอง

1. การตรึงรุปเอนไซม์เพกติเนส มีชึ่อทางการห้าว่า NOVOFERM 14 บนตัวพยุงที่เป็น 

เรชน มีชั่อทางการห้าว่า DOWEX MWA-1 เป็นการตรึงรุปตัวยพันธะไอออนัก ซึ่งภาวะที่เหมาะ 

สมในการตรึงรุป คือ ความเป็นกรด-ด่าง 3.5 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของ 

เอนไซม์เท่ากับ 0.2 มิลลิลิตรต่อกรัมตัวพยุง และเวลาที่ใช้ในการตรึงรุปเท่ากับ 4 ชั่วโมง

2. ภาวะที่เหมาะสมในการท่าปฏิกิริยาของเอนไซม์ตรึงรุปที่ไตั คือ ความเป็นกรด-ด่าง 3.5 

อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส

3. ค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ตรึงรุปเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์อิสระ พบว่า 

ค่าคงที่ไมเคืลลิสเมนเทน (K J  ของเอนไซม์ตรึงรุปและเอนไซม์อิสระมีค่าเท่ากับ 0.0056 และ

0.0148 เปอร์เซ็นต์โดยท่าหนักต่อปริมาตร ตามสำตับ และค่าความเร็วสูงสูด (Vm11) ของเอนไซม์ 

ตรึงรุปและเอนไซม์อิสระมีค่าเท่ากับ 19.27 และ 24.69 เปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนแปลงความหนืดต่อ 

เวลาตามลำดับ ซึ่งจะเห็นว่าค่าคงที่ไมเคืลลิสเมนเทนกับค่าความเร็วสูงสูดของเอนไซม์ตรึงรุปมีค่า 

น้อยกว่าเอนไซม์อิสระประมาณ 2.6 และ 1.2 เท่าตามลำดับ นั่นคือความสามารถไนการจับกัน 

ระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรตของเอนไซม์ตรึงรุปมากกว่าเอนไซม์อิสระ แต่อัตราเร็วไนการเปลี่ยน 

สับสเตรตไปเป็นผลิตภัณฑของเอนไซม์ตรึงรุปช้ากว่าเอนไซม์อิสระ

4. อัตราเร็วในการป้อนสับสเตรตที่สูงขึ้นจะท่าให้อัตราเร็วในการย่อยสลายสับสเตรตและ 

ความตันลดเพิ่มขึน แต่อัตราการลดลงของแอกติวิตีจะเร็วกว่าที่อัตราเร็วในการป้อนสับสเตรตตํ่า 

ซึ่งอัตราเร็วในการป้อนสับสเตรตที่เหมาะสม 40 มิลลิลิตรต่อนาที จะให้ปริมาณเพกตินที่ถูกย่อย 

สลายสูงสูดเท่ากับ 17.7 กรัม ที่เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์

5. ความเข้มข้นของสับสเตรตสูงท่าให้อัตราเร็วในการย่อยสลายสับสเตรตและความตันลด 

สูง และค่าแอกติวิตีที่สูงในช่วงแรกของเวลาที่ใช้ในการท่าปฏิกิริยาหรือในช่วงเปอร์เซ็นต์การย่อย 

สลายเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ในช่วงหลังที่ความเข้มข้นของสับสเตรตสูง อัตราการลดลงของ 

แอกตัวิตีเร็วกว่าที่ความเข้มข้นของสับสเตรตตํ่า เมื่อพิจารณาที่เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายเท่ากับ 100 

เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้นของสับสเตรตที่เหมาะสมคือ 1 เปอร์เซ็นต์โดยนั่าหนักต่อปริมาตร
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ข้รเสน fl แนะ

เนื่องจากความหนาแน่นของตัวพยุงที่ใช!นการทคลองนี้ไม1แตกต่างจากสับสเตรตมากนัก 

และหอปฎิกิรยาแพีณบดมักมีปัญหาเกี่ยวกับความตันลดที่สุงเกินไป รวมทั้งอาจมีการอุคตัน

ของอนุภาคแขวนลอยอยู่ในสารป้อน จึงน่าให้ระบบหนึ่งที่น่าคืกษาเพี่อช่วยลดปัญหาเหล่านี้ คือ 

ระบบที่เป็นฟลูอิดไดซ์เบค
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