
บทท่ี 4

อุปกรณ์และวิธีสำเนินการวิจัย 

อุปกรณ์และเคร๋ึองมิรท่ีใช้ในการทดลอง

1. เคร่ึองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker)
2. เคร่ึองวัคความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)
3. เคร่ึองวัคความหนิด (Oswald viscometer)
4. เคร่ึองควบคุมอุณหภูมิ (Water bath and temperature control)
5. หอปฏิกิริยาแบบ!เพ็กเบค (Packed bed column)
หอปฏิกิริยาน้ัมีลักหณะเป็นคอลัมมิแกัวใส รุเปทรงกระบอก 2 ชน ช้ันในเป็นส่วนท่ีบรรจุ 

เม็ดเรชินท่ีถูกตรึง}ปดัวยเอนไชมิเพกติเนสซ่ึงมีขนาดเสันผ่านคูนย่กลาง 2.6 เซนติเมตร และมี 
ความสูงของเบด 30 เซนติเมตร ส่วนช้ันนอกจะหล,อน้ําเพ่ีอควบคุมอุณหภูมิของเบค ด่านบนและ 
ด่านล่างของคอลัมมิจะก้ันดัวยตะแกรงโลหะเพ่ีอกันไม,ให้เม็ดเรชินหอุคออกไป ในการปฏิบัติงาน 
น้ันสับสเตรตจะถูกน่าเข้าสู'คอลัมนเพ่ีอสำปฏิกิริยาทางท่อซ่ึงอยู่ดัานล่างโดยป็มแบบเพอร์ริสตอล- 
ติก (peristaltic pump) หลังจากเกิดปฏิกิริยาแล้วผลิตภัณฑ์ท่ีไดัจะเอาออกทางท่อซ่ึงอยู่ดัานบน 
คอลัมน และท่ีส่วนบนและส่วนล่างขอาคอลัมมิจะมีท่อเพ่ีอใช้ต่อกับมาโนมิเตอร์ (manometer)
เพ่ีอวัคความดันลคท่ีเกิดข้ีน ดังแสดงใน}ปท่ี 4.1 และ 4.2
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รูปท่ี 4.1 แสดงภาพถ่ายของหอปฏิกิริยาแบบแพ็ณบด ท่ีบรรจุเรชินท่ีถูกตรึงรูปภัวย 
เอนไซม์,เพกตเนส ในระหว่างกระบวนการย่อยสลายเพกติน

รูปท่ี 4.2 แผนภาพแสดงส่วนประกอบของหอปฏิกิริยาแบบแพีกเบค และทิศทางการไหล 
ของเพกตินซ่ึงเป็นสับสเตรตและผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึน
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วัสอุและสารเคมีท่ีใช้ในการทคลอง

1. เอนไซม์เพกติเนส (pectinase) บริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เอนไซม์เพกติเนสน้ีมีช่ึอทางการข้าว่า NOVOFERM 14 ของบริษัท NOVO NORDISK

FERMENT จำกัด ประเทศเคนมาร์ก ซ่ึงมีแอกติวิดีของโพลีกาแลกทุโรเนส (polygalacturonase, 
PG) เท่ากับ 26,000 หน่วยต่อมิลลิลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ค่าง 3.5 และอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 
แต่จากการหาค่าแอกติวิตีตามวิธีท่ีใช้ในการทคลองน้ีโดยใช้เทียบกับกราฟมาตราฐาน (standard 
curve) จากการทดลอง ท่ีค่าความเป็นกรค-ค่าง 3.5 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส

2. เพกติน (pectin) บริษัทแกลึกโซ-วิทยาศรม 'รากัด สบุทรปราการ ประเทศไทย
3. ชิตริกแอซีด (citric acid) บริษัท Carlo-Erba ประเทศอิตาลี
4. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-sodium hydrogen phosphate) บริษัท Carlo-Erba 

ประเทศอิตาลี
5. อะชิติกแอชิค (acetic acid) บริษัท Carlo-Erba ประเทศอิตาลี
6. โซเดียมอะชิเตต (sodium acetate) บริษัท Carlo-Erba ประเทศอิตาลี
7. อะชิโตน (acetone) บริษัท AJAX Chemical ประเทศออสเตรเลีย
8. เรชินท่ีใช้เป็นตัวหอุง บริษัท Dow Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา

เรชินท่ีใช้ในการทคลองน้ีเปีนเรชินแลกเปล่ียนประจุลบชนิดเบสอ่อน (weakly basic 
anion exchange resin) ทมชอทางการข้าว่า Dowex MWA-1

สารเคมีท่ีใช้และกล่าวมาแข้วท้ังหมดเป็นเกรดวิเคราะห์, (analytical grade) ยกเวิ'นเพกติน 
จ ะ ใช้เกรดท่ีสามารถใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารไตั (food grade) ส่วนสารเคมีพ้ืนฐานท่ีมีใช้กันป ร ะ จ ำ  

ในหองปฏิบัติการกีเปีนเกรดวิเคราะห์พนกันท้ังหมด

วิธีทดลอง

1. การหาแอกติวิตีของเอนไซม์เพกติเนสอิสระและตรีง}ปในการย่อยสลายสารละลาย
เพกติน

1.1 แอกติวิตีของเอนไซม์เหกติเนสอิสระ
การหาแอกติวิตีของเอนไซม์อิสระน้ีนท่าโดย น่าสารละลายเอนไซม์ท่ีความเช้มขนต่างๆ  

ในอะชิเตตบัฟเฟอร์ (acetate buffer) ความเป็นกรด-ค่าง 3.5 เติมลงในสารละลายเพกตินเช้มข้น 1
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เปอร์เซ็นต์โดยน่าหนักต่อปริมาตร ในชิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (citrate phosphate buffer) ความ 
เป็นกรด-ด่าง 3.5 เขย่าในเคร่ึองเขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และความเร็ว 
รอบในการเขย่าเท่ากับ 168 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างท่ีเวลาต่างๆ มาท่าการวัดความหนืดของสาร 
ละลายสับสเตรต โดยใช้ Oswald viscometer ตามวิธีในช้อ 2

1.2 แอกติวิตี'ของเอนไซม์เพกติเนสต'รึง3ป
การหาแอกตัวิตี'ของเอนไซม์ตรึง}ปน้ันท่าไตั'โดย น่าเอนไชมตรึงรูปมาเติมสารละลาย 

เพกตินเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยน่าหนักต่อปริมาตร ในชิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ค่าความเป็นกรค- 
ดาง 3.5 เขย่าในเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบในการ 
เขย่าเท่ากับ 168 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างท่ีเวลาต่างๆ มาท่าการวัคค่าความหนืดของสารละลาย 
สับสเตรต โดยใช้ Oswald viscometer ตามวิธีในข้อ 2

ท่าหนคให้แอกติวิตี 1 หน่วยฯองเอนไชม', เป็นปริมาณเอนไซม์,ท่ีท่าให'ค่าความหนืด 
สัมพัทธ์ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ของค่า:ร่ืมตันสำหรับสารละลายเพกติน 1 เปอร์เซ็นต์โดยน่าหนักต่อ 
ปริมาตรภายในเวลา 20 นาที ทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส

2. วธการวัคความหนคโดยใช้ Oswald viscometer
การวัดความหนืดน้ีจะวัคท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยปีเปตสารตัวอย่างท่ีตัองการวัด 

ความหนืดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงใน Oswald viscometer ทางปลาย A (ดูรูปท่ี 4.3) จาก 
น้ีนดูคสารตัวอย่างท่ีอยู่ใน Oswald viscometer ข๋ึนมาทางปลาย B ให้สารตัวอย่างข้ึนมาเหนือขีด C 
จากน้ีนปล่อยให้สารตัวอย่างไหลลงบา เม่ึอถึงขีด C ให้เร่ิมจับเวลาจนกระท่ังสารตัวอย่างไหลลง 
มาถึงขีด D แห้วน่าเวลาท่ีไตัไปคำนวณหาค่าความหนืดและเปอร์เซ็นต์ความหนืดสัมพัทธ์ท่ีลคลง 
(%RV) ตามสมการข้างล่างน้ี

U  =  V P .................. (4.1)

เม่ึอ V = t * c0
JJ. คือ ความหนืด (viscosity, mPa.s,cP)

V คือ ความหนืดไคนีเมติก (Kinematic viscosity, mm /s,cSt)
P คือ ความหนาแน่นของสารละลาย (density, g/ml) 
t คือ เวลาท่ีวัคไตัข องสารละลายตัวอย่าง (efflux time, sec)
C0 คือ ค่าคงท่ีของเคร่ืองวัดความหนดทใช้ (viscometer constant, mm /s , cSt/s) ซ่ึงมี 

ค่าเท่ากับ 0.03333 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส
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% R V  ะ= * 1 0 0
t o - t ,

(4.2)

เม่ือ %RV คือ ความหนืดสัมพัทธ์ (relative viscosity.%) 
to คือ เวลาท่ีวัคไต้ของสารละลายเร่ิมต้น (sec) 
tg คือ เวลาท่ีวัคไต้ของตัวพัาละลาย (sec) 
t คือ เวลาท่ีวัดไต้ของสารละลายตัวอย่าง ณ เวลาใดๆ  (sec)

A  B

c

D

3ปท่ี 4.3 แสดงลักษณะและวิธีการใช้ Oswald viscometer

I l  b ]  ร น พ



รูปที่ 4.4 ภาพถ่ายแสคงการวัคความหนืดโดยใช้ Oswald viscometer 

ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส

3. วิธีการตรึงรูปเอนไชมิเพกติเนสบนเรชินแลกเปลี่ยนไอออน

ช่ังเรชิน Dowex MWA-1 จำนวน 5 กรัม ใส่ในขวดรูปชมสู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสาร 
ละลายชิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟ่อรึ ซ่ึงมีค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสม (3.5) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร จากน้ันเติมสารละลายเอนไชมิเพกติเนส (NOVOFERM 14) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไป 
แห้วน่าสารผสมท่ีไดีไปเขย่าในเคร่ืองเขย่าท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดี'วยความเร็วรอบเท่ากับ 
168 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง แห้วจึงเทสารผสมออก และห้างเรชินท่ีถูกตรึงรูปแห้วดี'วยป้า 
ดีไอออนไนช (deion ized water) เพ่ือให้สารละลายเอนไขมิท่ีไม'ถ ูกตรึงหลุดออกไป จากนนน่าเรชิ 
นท่ีไดี'แช่ในป้าดีไอออนไนช์และเก็บใวัในดู้เยีน (4  องศาเซลเซียส) เพ่ือท่ีจะน่าไปใช้ในการย่อย 
สลายสารละลายเพกตินและหาค่าแอกติวิดีต่อไป

4. วิธีการสืกษาหาค่าความเป็น-ารค-ค่างที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไชมิเพกติฌส

ท่าตามวิธีในข้อ 3 แต่แปรเปลี่ยนค่าความเป็นกรด-ค่างตั้งแต่ 3-6 แห้วน่าเอนไชมิตรึงรูป 

ที่ไดีไปหาค่าแอกติวิตีโดยใช้ Oswald viscometer ตามวิธีในข้อ 1.2 เพื่อหาค่าความเป็นกรด-ด่าง 

ที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไชมิที่ให้ค่าแอกติวิตีสูงลุ[ด
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5. วิธีการศึกษาหาค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์เพกติเนส

ค่าตามวิธีในข้อ 3 แต่แปรเปลี่ยนค่าอุณหภูมิตั้งแต่ 25-40 องศาเซลเซียส แห้วปาเอนไซม์ 

ตรึงรูปที่ไข้ไปหาค่าแอกติวิตีโดยใช้ Oswald viscometer ตามวิธีในข้อ 1.2 เพี่อหาค่าอุณหภูมิที่ 

เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์ที่ให้ค่าแอกติวิสืสุงลฺ(ค

6. วิธีการศึกษาหาค่าความเข้มข้นของเอนไซม์เพกติเนสที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม ์

เพกติเนส

ค่าตามวิธีในข้อ 3 แต่แปรเปลี่ยนค่าความเข้มข้นของเอนไซม์เพกต่เนสตั้งแต่ 0.1-2 

มิลลิลิตร ต่อเรชิน 5 กรัม แห้วปาเอนไซม์ตรึงรูปที่ไข้ไปหาค่าแอกติวิตีโดยใช้ Oswald 

viscometer ตามวิธีในข้อ 1.2 เพี่อหาค่าความเข้มข้นที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม์ที่ให้ค่า 

แอกติวิตีชุงลุด และใช้ปริมาณเอนไซม์น้อยที่ภูค

7. วิธีการศึกษาผลกระทบของความเป็นกรด-ค่างต่อแอกติวิตีของเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูป

ปาเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูปที่สภาวะที่เหมาะสมไปค่าการหาค่าแอกติวิตีตามวิธีในข้อ 1.2

แต่แปรเปลี่ยนค่าความเป็นกรด-ค่างของสารละลายเพกตินตั้งแต่ 3-6

8. วิธีการศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิต่อแอกติวิตีของเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูป

ปาเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูปที่สภาวะที่เหมาะสมไปค่าการหาค่าแอกติวิตีตามวิธีในข้อ 1.2 

แต่แปรเปลี่ยนค่าอุณหภูมิที่ใช้ในการย่อยสลายสารละลายเพกตินตั้งแต่ 25-40 องศาเซลเซียส

9. วิธีการศึกษาผลกระทบของความเร็วรอบของการกวนที่ใช้ในการย่อยสลายสารละลาย 

เพกตินต่อแอกติวิตีของเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูป

ปาเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูปที่สภาวะที่เหมาะสมไปค่าการหาค่าแอกติวิสีตามวิธีในข้อ 1.2 

แต่แปรเปลี่ยนค่าความเร็วรอบของการกวนที่ใช้ในการย่อยสลายสารละลายเพกตินตั้งแต่ 86-224 

รอบต่อนาที

10. วิธีการหาค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์’ (kinetic constant, Km> Vra 1) ของเอนไซม ์

เพกติเนสอสระ และตรึงรูป

10.1 หาค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์เพกติเนสลิสระ

ปาเอนไซม์เพกติเนสอิสระไปค่าการหาค่าแอกติวิตีที่สภาวะที่เหมาะสมตามวิธีในข้อ
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1.2 แต่แปรเปลี่ยนค่าความเข้มข้นของสารละลายเพกตินตั้งแต่ 0.1-0.4 เปอร์เซ็นต์โดยป้าหนักต่อ 

ปริมาตร และหาค่า Km และ โดยสรัางความส้มพันร์ตามวิธีของ Lineweaver-Burk

10.2 หาค่าคงที่ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูป

ปาเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูปที่สภาวะที่เหมาะสมไปทำการหาค่าแอกติวิตีที่สภาวะที ่

เหมาะสมตามวิธีในข้อ 1.2 แต่แปรเปลี่ยนค่าความเข้มข้นของสารละลายเพกตินตั้งแต่ 0.1-0.4 

เปอร์เซ็นต์โดยป้าหนักต่อปริมาตร และหาค่า K และ v m . โดยสข้างความส้มพันธตามวิธีของm max

Lineweaver-Burk

11. การย่อยสลายเพกตินตัวยกระบวนการแบบต่อเนื่องในหอปฏิกิริยาแบบแพ็ณบด

ทำการติดตั้งเครึ่องมือดังรูปที่ 1 หรือ 2 ปาเอนไซม์เพกติเนสตรึงรูปที่สภาวะที่เหมาะ 

สม 200 กรัม มาบรรจุลงในหอปฏิกิริยาที่ติดตั้งไข้ จากนั้นฟ้อนสารละลายเพกตินเข้าทางดัานล่าง 

ของหอปฏิกิริยาตัวยเพอร์ริสตอลติโปิมที่ควบคุมอัตราการไหล แส้วทำการเก็บตัวอย่างสารละลาย 

เพกตินที่ออกมาทางดัานบนของหอปฏิกิริยาที่เวลาต่างๆ เพี่อทำการวิเคราะห์,หาค่าแอกติวิตีของ 

เอนไซม์ตรึงรูปในหอปฏิกิริยาแบบแพ็กเบดโดยการวัคค่าความหนืดดัวย Oswald viscometer ตาม 

วิธีในข้อ 2 จนกว่าค่าความหนืดส้มพัทธ์ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์

12. วิธีการศึกษาผลกระทบของอัตราการไหลของสารละลายเพกตินต่อการย่อยสลาย 

เพกตินแบบต่อเนื่องในหอปฏิกิริยาแบบแพีกฌด

ทำตามวิธีในข้อ 11 โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายเพกตินที่เข้าสู่หอปฏิกิริยา 1 

เปอร์เซ็นต์โดยป้าหนักต่อปริมาตร ในชิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ค่าง 3.5 ท่ี 

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แต่แปรเปลี่ยนค่าอัตราการไหลของสารละลายเพกตินที่เข้าสู่หอ 

ปฏิกิริยาเท่ากับ 10, 20, 30, 40, 60, 80 มิลลิลิตรต่อนาที

13. วิธีการศึกษาผลกระทบของความเข้มข้นของสารละลายเพกตินต่อการย่อยสลาย 

เพกตินแบบต่อเนื่องในหอปฏิกิริยาแบบแพ็ณบด

ทำตามวิธีในข้อ 11 โดยใช้ค่าอัตราการไหลที่เหมาะสมจากข้อ 12 แต่แปรเปลี่ยนค่า 

ความเข้มข้นของสารละลายเพกตินที่เข้าสู่หอปฏิกิริยาเท่ากับ 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 เปอร์เซ็นต ์

โดยป้าหนักต่อปริมาตร ในชิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 3.5 ที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส
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14. การสืกษาเสถียรภาพในการปางานของเอนไซมิเหกติเนสตรึงรูปในหอปฏิกิริยาแบบ 

แพ็กเบค

ปาตามวิธีในข้อ 11 โดยใข้ความเข้มข้นของสารละลายเพกตินที่เข้าสู่พอปฏิกิริยา 1 

เปอร์เซ็นต์โ ด ย น่าหนักต่อปริมาตร ในซิเตรดฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่าความเปีนกรด-ค่าง 3.5 ท่ี 

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และอัตราการไหลของสารละลายเพกตินที่เข้าสู่หอปฏิกิริยาที่เหมาะ 

สมจากข้อ 12 แอัวปาการเก็บตัวอย่างสารละลายเพกตันที่ออกมาทางข้านบนของหอปฏิกิริยาที่ 

เวลาต่างๆ เพื่อปาการวิเคราะห์หาค่าแอกติวิตีของเอนไชมิตรึงรูปในหอปฏิกิริยาแบบแพีกเบดโดย 

การวัคค่าความหนืดข้วย Oswald viscometer ตามวิธีในข้อ 2
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