
บทท่ี 4

ผลการทดลอง

โครงการวิจัอนํ ้แบ่งการทดลองออกเป็นฟ้องฟ้วนตัวรกัน คอ ในฟ้วนนรกดะเป็นการ 

สิกษาหาภาวะที ่ เหมาะฟ้มในการตรังปาเปนบนทราร พร้อมทั้งสิกษาฟ้มบัสิปีองปานเนตรังรปที่  
'เด้ ในฟ้วนที ่ฟ้องดะเป็นการนาปาIปนตรังรปมาประรุกตัใฟ้กับนารางธรรมฟ้าสิ  เปรัรบเทรบ 

ประสิทธิภาพการใฟ้งานระหว่างปาเปนตรังรปนละปาเปนอฟ้ระ เพอเป็นจ้อมลพนฐานในการ 

สิกษาความเป็นไปไตัที ่ดะนาปาเปนตรังรปไปใปี’’ในระดับอุดฟ้าหกรรมต่อไป

ผลการสิกษาการตรงปาเปนบนเม็ดทราร

1. ผลการสิกเทฟ้นดจองตัวกระตุ้นทรารที่ เหมาะฟ้ม

ตรงเอนไชม็ปาเปนบนทรารทะเลปีนาด 80-120  เมฟ้ โดอใฟ้ตัวกระตัน 3 

ฟ้นด ดอ a m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i l a n e  <APTS>, h ex am ethy lenete tram ine  

1HMT > และ melamine» MM» ผลการทดลองแฟ้ดงว่าในการกระตุ ้นฑรารด้วรตัวกระตุ ้นที ่แตก 

ต่างกันปรัมาทเโปรตีนที ่ตดบนทรารจะมด่าใกล้ เครงกันมาก คอประมาแเ 0 . 5 9 - 0 . 6 3  มลสิกรัม 

โปรตน/กรัม ทราอ แต่ MM เป็นตัวกระตุ ้นที ่ทาให้ปาเปนตรังรปมด่าแอคสิวิตีและนอคสิวิตี 

ดาเพาะฟ้งที่ฟ้ด เม็อเทรบกับการกระตุ ้นค้วร HMT APTS หร้อการไม,กุกกระตุ ้นเลร 

'ตารางที ่  4 . 1 )  ดังนันดงเลอกาฟ้ MM เป็นตัวกระตุ ้นทรารดลอดการทคลอง

2. ผลการสิกเทปีนาดจองทรารที ่ เหมาะฟ้ม
ทรารเป็นตัวรดประเภทที ่ไม่มรพรุน การนาทรารมาาฟ้ในการตรังเอนไชม็  พน

ที่ ผิวดงเป็นสิงที ่ ต้องคานงถง เตวรมฑรารที ่มจนาดแดกต่างกัน 3 ปีนาด คอ 40 -6 0 ,  60-80
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ตารางri 4 .1  เปรืรบเฑอบผล3องตัวกระตุ ้นทราอ!(นตต่างๆ ต่อภารตรงปาIปน

ตากระต้น โปรต้นที่ต้ดบนฑรา8 แอดต้วิต้ แอดต้วต้จำเพาะ
(ผก.โปรตีน/กรัม ทราอ) (CDU/กรัม ฑราอ) (CDU/ม ก.โปรต้น)

APTS 0 .63 28 4 4 .4

HMT 0.6 27 45

MM 0 .59 32 54

ไพ่'ใtfตัากระต้น 0 .30 12 40

ตรงปาเปนบนทวาaปีนาต 80-12 เมซ' โดรใซฯธึการตรงกี ่แตกต่างกัน 4 วส ตอ
1. APTS(2%>+กลฑารัลดไโ(ด<1.25%)+ปาเปน(ฟ่อส์เฟ่ตบัฟ่เฟ่อร pH 7)

2. HMT (2%> +กลทารัลต้ไฮด(1.25%>+ปา1ปน(ฟ่อสํ เฟ่ตบัฟเฟ่อร pH 7)

3. MM( 0 .2 5  กรัม)+ กลฑารัลดไฮต์(1.25%)+ชาเปน(ฟ่อส์1ฟ่ตบัฟ่ เฟ่อร pH7)
4. กลทารัลดไสด'1.25%>+ปาเปนเฟ่อสํ เฟ่ตบัฟ่ เฟ่อร pH 7)
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แระ 80-120 เมช นาทรารแต่ละปีนา«มาตรีงเอนไชมีโ«รใช้  MM ป็นดัวกระตุ้น รรารทท 

ค่าแอดตรีดัปีองปาเปนตรีงรปที ่ไต้ พบวาทรารที ่มี ปีนา«เลกระให้ร่าแอ«ตรี«ฟ้งกว่าทรารที ่มี

ปีนา«ใหแร่ ทราฮที่มีปินาด 80-120 เมช รงเป็นปินา«ที ่ เหมาะฟ้มที ่ฟ้ดานการนัามาใช้ตรีง
เอนไชมปาเปน (รปท่ี 4 .1 )

3. พลการดัก!ทภาวะที ่ เหมาะฟ้มในการฅรีงปาเปนนนทรา8 

นอกรากปีนารปิองทรารแล้ว ชรรรที ่รังมีผลต่อแอดตรีตีปีองปาเปนตรีงรุป ไต้
แก่จานวนหม,ฟ้งช้นที ่บรี เวทเพวปิองทรารที ่ระเช้าทำปฎกัรีรากับเอนไชมี รังก็ต้อปริมาทเปิอง

MM และกลทารัลดไชต ดัก!ทอิทรีฟ่ลปีองฟ้ารทัง 2 ชนต โตรแปรผันดวามเปิมปีนและเวลา 

ในการกาปฎกัรีราปีองฟ้ารดังกล่าว และดัก!ทภาวะที ่ เหมาะฟ้มานการเตรีรมฟ้ารละลาร
ปาเปน ไต้ผลดังต่อไปน รอ

เมึ ๋อาช้ทรารรานวน 5 กรัม การใช้  MM เป็นตัวกระตุ้น ภาวะที ่ เหมาะฟ้ม
รอใช้  MM ปรีมาทเ 0 .3  กรัม เป็นเวลา 90 นาทั เรปที่  4 . 2ก และ 4.2ปิ )

ภาวะที ่ เหมาะฟ้มป็องการใช้กลทารัล«ไชด เพอทำาห้ เกัดการเรัอมช้ามระหว่าง
ปาเปนกับตัวรด รอ ใช้กลทารัลดไชด์  ที ่ มีดวามเปีมปีนฟ้«ท้ารเท่ากับ 1.25 เปอรี เช็นต
เป็นเวลา 30 นาท้ (รปท่ี 4 . 3ก และ 4 . 3ปี)

ในกรผปิองฟ้ารละลา8 เอนไชมีที่ ,ใช้  ภาวะที ่ เหมาะฟ้ม รอ ใช้การส์ารละลาร

ปาเปนใน 0 .0 5  โมลารี  ทรีฟ้ -ไชโตรดลอไวต บัน่เฟ่อรี pH 8 . 5  (รปที่  4 . 4 )  และใช้  
เวลาในการตรีง 150 นาท้ (รุปท่ี 4 .5  ) 4

4. พลการดักบาปรีมาทเปาเปนที่ เหมาะฟ้ม

หลังรากเลอกภาวะทเหมาะฟ้มานการตรีงไต้แล้ว รงทาการท«ลองIพอหาปรีมาทเ
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Enzyme Activity (CDU/g sand)

40-60 60-80 80-120
Size of Sand (mesh)

รปก่ี 4 .1  ปีนาตปีองกราฮกี ่ ใช้ ในการตรงปาเปน

เม ึ ๋อ ท ่าก าร ต ว ง เอ น าช ม ป าเป น ซ น ก ร าร ป ิน าด ต ่างๆ  กัน 3 ปีนา« ตอ 4 0 - 6 0  

6 0 - 6 0  และ 8 0 - 1 2 0  เมช โ « ร ใ ช ้ MM เปนตัวกระต ุ ้น
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E n z y m  A ctiv ity  <CDU/g t a r d )

0.1 จ ! 0.3 0.4
Melamine (g/5 g sand)

รปกี ่ 4 . 2ก ปริมาณ MM ก ี ่ 'ไร ้'ไนการกระตุ ้นฑราa เน ึ ๋อตรงป•นปน

รปกี ่ 4 . 2 3  เว ล าก ี ่น น ท ะ ส ์ม ก ี ่ไร ้ไน ก ารก ระ ต ุ ้น ฑ ราร«ว ร  MM
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E nzym e A ctiv ity  <COU/g M nd)
/  ----------------------

//

40 -

50 -

30

20 -

10-

Gîutaraldehyde (%/ธ g sand)

รปที่ 4 . รก ปริมา{แกลทาร ัลดไ!]ดท่ี ?ๆเม อ ก ำ ก า ร ต ร ิง ป า เป น บ น ท ร าB‘โดธ ?ๆ MM 

เป็นตัวกระต ุ ้น

E nzym e A ctiv ity  (COU/g eand)

รปที่ 4.3ÎI เ ว ล า ท่ๆี ?ในการทาปฎก ัร ิฮาระหว ่างทราฮท ี ่ถ ุกกระต ุ ้นด ้วฮ 

MM กับกลทารัลดไ!]ด
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50 

40 

30 

20 

10

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

pH

รปที่ 4 . 4  อทสHก ป ีอ งต ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่าง  a อ ง ส ำ ร ล ะ กา ธ ต ่อ ก า ร ต ร ง เอ น ไ ช «

ตร ังปาเชนท ี ่ท ุกกระต ุ ้นตัวร MM ( 0 .2 5  กรัม) และมกทุทาร ัลดไ&ตั

(1 .25%> เป ็นส ำรเท ี ่อ มอ ้าม  ส ำร ก ะ ล าอ เอ น ไ ช « ท ุก เต ร ัอ ม ใน ม ัส ํ๗ อรธ'นิดต่างๆ 

ต ังต ่อ1 ปน สำรกะลารฟ ่อส ํเน เตนัฟ่เปอร 0 .0 5  โม ก าร  สำVIรับ pH 6 - 7 . 5  

ส ำ ร ล ะ ล า อ ฑรัสํ-ไส ํโตรตลอไรต ับ ัฟ ่เนเอร 0 .0 5  โ ม ล าร  สำหรับ pH 7 . 5 -  

9 .5  แ ล ะสำร ล ะ ก ารต ารบ อเน ต บ ัฟ ่เฟ ่อ ร  0 .05  โมลาว สำหรับ pH 9 . 5 - 1 0
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Enzyme Activity (CDU/g sand)

Time (min)

รปก 4 .5  แล«งเวลาทใช้ ในการตรงปาเปนนนทรา0

«VIปาเปนบนทรารทกุกกระตุ ้น«วร MM และมกลทารัล«ไฐ«เป็น*ารเส์อมช้าม 

ลารละลาธเอนไชมเ«รรมใน 0 .0 5  ไมลาร ฟอลน(เดบัฟ่เฟ่อร pH 7 

แปรผันเวลาที ่ ใช้ ในการ«รงเอนไชม ต้ังแต่ 30-180 นาท
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ปาเปนที ่ เหมาะชมเพอๆห้ไต้ผลผลต ( y i e l d *  ชงชล โ«ร«รงปาIปนบนทรารที ่ ใช้  MM

เป็นตัวกระตุ่น ( 0 . 3  กรัม, 90 นาท) และใช้กลทารัลต้ไสต้ เป็นชารเที ่อมอ้าม ( 1 .2 5
เปอรเช็นต, 30 นาท) อัตราส่วนระหว่างชารละลาอเอนไชมีกับทราอเท่ากับ 10 มีลลลตร 

ะ 5 กรัม แปรผันความเอ้มอ้นปีองเอนไชมีที ่ ใช้  (ในปริมาตร 10 มลลลตร» ต้ังแต่ 100 

กัง 900 CDU (ชารละลารเอนไชมี เตริรมใน 0 .0 5  โมลาริ  กริชไสโตรตลอไรค บ้ฟ่เฟอริ 

pH 8 . 5 )  หาแอคตัวตัทังหมตจองปาเปนตริงรปจานวน 5 กรัม ผลการทตลองนบว่าเมึ ๋อ

ปริมาทแอนไชมีเพิ ่มปีนแอคลวตปีองปาเปนตริงรุปจะชงปีนต้วอ แต่เผอใช้ปริมาทแอนไชมีตั ้ง

แต่ 700 CDU ปีนไป แอคตัวต้ปิองปาเปนตริงรปจะคงที ่  ตังนั ้นปริมาทแอนาชมที่ เหมาะชม

ตอ 700 CDU โตอชามารถตริงเอนไชมีไต้  250 CDU/5 กรัม ฑราอ ตัตเป็นผลผลต
* y i e l d )  เท่ากับ 35.7 เปอริ เช็นต (รปท่ี 4 .6 )

5. ผลการกัก!ทอทสนลอองริชเตอนและ EDTA ต่อนอตตัวตอองปาเปนตริงรป
ตริงเอนไชมีโตอใช้ภาวะที ่ เหมาะชม โตรเตัมชารเตม ตอ EDTA หริอ

ช้ชเตอน ที ่ความเอ้มอ้นต่างๆ ลงในชารละลาอเอนไชมปาเปนเปริรบเทรบกับการตรง

เอน'ไชมีที ่ไม่มการเตัผชารๆตๆ เลอ 'ตารางที ่  4 . 2 )  นบว่าโ?ชเตอนท่าให้แอคตัวลปีอง
ปาเปนตริงรปชงปีนประมาท! 2.4  เท่า เมอเทัอบกับหลอตควบคุมที่ไม,ไต้ เตัมชารเตมใตๆ
และเมอ เตัมรั?ส์เตอน 20 มีลลโมลาริ  ร่วมกับ EDTA 10 มลกัโมลาริ  แอคตัวตอองปาเปน 

ตริงรปจะเพิ่มจนประมาท! 5 .9  เท่า ส่วนการเตัม EDTA เนองออ่างเต้อามีผลต่อแอตตัวต้

ปีองปาเปแตริงรปน้อรมาก

6.  การเปริอบเท่อบชมบตัจองปา เปนตริงรุปบนทรารต้วอนันสะโตเวเลนตกับ
ป-แปนอชระ

ชมบตัจองเอนไชมีที่ ส่าตัฤเ ไต้แก่ pH ที ่ เหมาะชมในการท่าปฎิกัริอา คุทเหภมีท่ี
เหมาะชมในการทาปฏกัริอา ตา M ic h a e l i s  c o n s t a n t  หริอ Km และความเชถอร
อองเอนไชมี



Immobilized Papain (CDU/5 g sand)

liJn 4 .6  นสิพิ ง ร่า«วามเปิมท้นปีองปาเปนที ่ 'ใช้ 'ในกา1ตรง il ■ นปนบนทราa

ตร')ปาเปนยนกราร โตอาช้สิารละลา ai auไ ช มกับทรา a ในa ตราสิวนเก่า
กับ 10 มลลลตร ะ 5 กรัม แปรผันปรัมาทนอนไชมฑังหมดดั้งแต่ 100-900

CDU/10 มลลลตร (เตรัรมาน 0 .0 5  โมลาร ทรัสิ -ไn ตรดลอไรดั ้ บัฟ่เฟอร pH 

8.5> แอดตวตอองปาเปนตรังรปดดเป็นแอดต่าตกังหมดปีองกราอ 5 กรัม
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ลารางที ่  4 . 2  อิทสMลรองไ?ส์ เลอืนแระ EDTA ล่อนอ«ตริลี ปีองปาเปน«ริงรุป

ส์ารเตมึ

ปริมา 11! 

(mM)

แอล«วลึปิฮงปาเปนตริงรป 

( CDU/1 กรัม ทราร)

- - 10

EDTA 10 12

c y s t e i n 10 24

EDTA + c y s t e i n 10 + 2 15

EDTA + c y s t e i n 10 + 5 22

EDTA + c y s t e i n 10 + 10 38

EDTA + c y s t e i n 10 + 20 59

EDTA + c y s t e i n 10 + 30 59

EDTA + c y s t e i n 10 + 40 60
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6 .1  ผลการเปริ8ฆIfiau pH ที่ เหมาะสํมด่aการร่อ8สํa า ร เ fเซ็นระพาาง
ปา เ ปนฅรงรุปและปาIปแอ๙ระ ตราจส์อบแ0«ตัวตัปิองปาเปนตรงรุปนละปาเปนอส์ระ ใดอ 

ละลารเคซ็น 1 เปอรเซ็นต ในสำรละลา8บัฟ่เฟ่อร็ 0 .0 5  โมลาร ท่ีมิด่า pH ต้ังนต่ 5 . 5 -  

10 (pH 5 . 5 - 6  ใ?(สำรละลารนอ5 เฑรตบัฟ่๗ อร pH 6 - 7 . 5  ใช้ส์ารละลารฟอสํ เฟ่ต

ชัฟเฟอร pH 7 . 5 - 9 . 5  ใช้ส์ารละลา,a ทริสํ -ใ?(ใดรดลอใรด้กัแแฟ่อร และ pH 9 . 5 - 1 0

ใช้ส์ ารละลา8ดาร็บอเนตบัฟ่ เฟอร็ ) ผลการทดลองพบว่าปาเปนอสํระจะสำมารถเร่งปฎิกัริธา 

การร่อ8ส์ลาa เดโ?นใด้ด้านช้าง pH ที ่กว้างกว่าปาเปนตรงรป ด้อ ตั้งแต่ pH 5 . 5 - 1 0  

สํวนปาเปนตริงรปสำมารถเร่งปฎกัริอาการร่อรสํลารเดซ็นได้ด้ ในช่วง pH 6-8 เท่านั้น pH 

ที่ เพมาะสํมที่ สํดปิองปาเปนอสํระด้อ 7 .5  สำน pH ที ่ เหมาะสํมที ่ สํลปีองปาเปนตรงรป ตอ
6 . 5  (รปที่  4 . 7 '

6 .2  ผลการเปร81)เ ทยบอุณหภุมที ่ เพมาะสํมในการร่อ8สํลากเดซ็นระหว่างปาเปน
ตริงรุปและปาเปนอสํระ ตราจสํอบแอดดวดปีองปาเปนตริงรปและปาเปนอสํระ โด 8ใช้สำร 

ละลา8 เดรน 1 เปอรเซ็นต ใน 0 .0 5  โมลาร ฟอส์เพ่ตบัฟ่เพอร pH 7 เป็นซ็บสํเทรต 

แปรผันอุณหภูมิที่ ใช้ในการบ่มตังแด่ 30-90 องตาเชลเซ็กส์  เป็นเวลานาน 15 นาท พบ 

ว่าปาเปนตริงรปและปาเปนลส์ระสำมารถเร่งปฏิกัริราการร่อ8สํลา8 เดซ็นใด้ด้ท่ีสํคท่ีอุแ!หภูมิ 

เท่ากับ 80 องสำเชลเซ็รสํ  ที่ อุแเหภมิตาแอดตัวต3องเอน'!ชมจะด่อนช้างแอ8แล้วด่อรๆ เพ่ิม 

ปีนตามอ{แหภูมิท่ีมากจน การเพิ่มอุณหภูมิเป็นการช้ว8 เพิ ่มพลังงานจลนของโมเลกุลปีองIอนใชม 

กับซ็บสํเทรต ทาให้เกัดการชนกันใต้มากปีนต่อหนา8 เวลา แต่เมออุลเหภมิส์งปีนมากกว่า 80 

องสำเชลเซ็รส์แล้ว แอดตัวตัปีองเอนใชมจะลดลงอร่างรวดเร็ว (รปท่ี 4 .8 )

6 .3  ผลการเปรทบ เฑฮบดวามเ สํถ8รจองปาเ ปนตริงรุปและปๆ เปนอสํระที่  pH
ต่างๆ บ่มปาเปแตริงรปและปาเปนอิสํระ ในสำรละลา8บัฟเฟ่อร็ดวามเปีมปีน 0 .0 5  โมลาร็  

ท่ีมิด่า pH แตกต่างกัน ตังแต่ pH 4-12 เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องดาเชลเซ็รสํ  
ตรวจสํอบแอดตัวด้ที ่ เหล้ออร่ปิองเอนไชมิทัง 2 ชนิด พบว่าปาเปนตริงรปและปาเปนอสํระมิ
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Relative Activity {%)

Immobilized Papain ...°  Free Papain

รปท 4 .7  เปรอบ L ทรบสํภาพ«วามเป็นกรต-ค่าง ที ่ เหมาะสํมต่อการ BBS สํลา a
เค?น ระหว่างปาเปนตรงรูปกับปาเปนอสํระ

ว้ตแอคตัวตัชองปาเปนตรังรปกับปาเปนอสํระ โ ต flltfส์ ารละตาBIค?นในบัฟ่เฟ่อรที่  

ผต่า pH ตังแต่ 5 . 5 - 1 0  เปน?บส์เทรต บ่มท่ีอ[«หกม 40 องสำเชลเ?รสํ  เป็น 

เวลา 15 นาท (สำรละลา0แอ?เทรตบัฟ่เฟ่อร 0 .0 5  โมลาร ส่าหรับ pH 5 .5  

-6  สำรละลารฟ่อสํเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร 0 .0 5  โมลาร สำหรับ pH 6 - 7 . 5  สำรละ
ลารทรัส์ -ไสํโตรคลอไรคกัฟ่ เฟ่อร 0 .0 5  โมลาร สำหรับ pH 7 . 5 - 9 . 5  สำรละ 

ลารคารบอเนตบัฟ่เฟ่อร 0 .0 5  โมลาร สำหรับ pH 9 . 5 - 1 0 )
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Relative Activity (%)

Immobilized Papain Free Papain

รูปท่ี 4 .8  l ปรรบเฑรบอุท!หภมที่ เฬมาะ๙>1ส่อการร่อ8๙ลารเดรนระ!ทางปาเปน 

ตรงรูปกับปาเปน3๙ระ

วัตแอ«ตวิตปิองปาเปนตรงรูปกับปาเปน3๙ระ โ ต 8ใช ้๙ารละลารเตสิน 0 .0 5
โบลาร ฟอ๙น(เตบัฟ่เฟ่อร pH 7 เปนสิบ๙เฑรต แปรผันอุแ!พภมที่ใช้ในการบ่ม
เอนโ,๙มกับสิบ๙ เทรตานสิวง 30-90 องสาเชลเส ิร๙ ใช้ เวลาในการบ่ม 15 นาท
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flวาม๗ ถฮรต่อ pH นรกต่างกัน รอ ไนช่วง pH ทเป็นต่าง ( 8 -1 0 )  ปาเปนต?งรูปจะ 

มตวามเสํถ8รมากกว่า แต่ทังปาIปนต?งรูปและปา เปนอสํระจะมแอรติ?ติเพลอน้อรที ่ สํรท

pH 12 (รูปท่ี 4 .9 )

6 . 4  ผลกา7 เปรยบเทัgบูรวามเสํกัg 7 ระหว่างปาเปนร?งรฺปแระปาเปน3๙ระท่ี

a am ภุมต่างๆ บ่มปาเปนต?งรปและปาเปนอสํระไนสำรละลาร 0 .0 5  โมลาร ฟ่อสํเฟ่ต 

บัฟเฟ่อร pH 7 ที่ อุ™หภุมแตกต่างกันติอ ต้ังแต่ 20-90 องสำเชลเชู ้รสํ  เป็นเวลา 1 

? วโมง ตรวจสํอบแอรติ?ติที ่ เหลออร่ปีองเอนไชมทั ้ง 2 ชนต โรราชู ้ส์ ารละลารเด?น
0 .0 5  โมลาร ฟ่อสํเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร pH 7 เป็นชู้บสํเตรท ท่ีอุ™หภุแ 40 องสำ เช ลเ5 รสํ พบว่า 

ปาเปนอส์ระมตวามเส์ถ8 รต่ออุ™หภุมสํงกว่าปาเปนต?งรูป โ ต 8ปาเปนอส์ระจะมรวามเสํกัรร 

กงอุ™หภุม 60 องสำเชลเชู ้8สํ  ไนปิ™ะที่ปาเปนต?งรูปมราามเสํถืฮรกังอุ™หภุม 40 องสำ 

เชลเโ?รสํเท่านั ้น ท่ีอุ™หภุมิ 90 องสำเชลเชู ้รสํ  ปาเปนต?งรูป-จะสํเนฺสิธนอรตาต่เกัอบทั้งหมต 

ไนปี™ะที่ปาเปนอิสํระรัง(จงมแอตติ?ตเหลอออ,บ้าง (รูปท่ี 4 .1 0 )

6 .5  ผลการเปร8บเทัรบร่า H i c h a e l i s  c o n s t a n t s  (K_> ระหว่างปาเปน 

ต?งรุปและปาเปนอสํระโต8ไชู ้ เตชู ้นเป็นชู ้บสํ เตรท ตรวจสํอบแอดติ?ติปีองปาเปนต?งรูปและ 

ปาเปนอสํระ โ ด 8แปรผันตวามเปิมปีนปีองชู ้บส์เตรฑเรติน ตังแต่ 1 มลลิกรัม/มลลิลิตร กง 

6 มลลิกรัม/มลลลิตร สิกษาดวามลัมพันธระหว่างสำนกลับปีองแอตติ?ติปีองเอนไชม ( 1 / V )  

กับสํวนกลับปีอง«วามเปีมปีนปีองเตติน ( l / C s l )  โตa Lineweaver-Burk p l o t  จาก 

กราฟ่สำมารถสำนว™ร่า Kra ปีองปาเปนอส์ระไต้ เก่ากับ 3.77  มลลิกรัม/มลลิลิตร ส์วนร่า 

Km ปีองปาเปนต?งรูปมร่าเก่ ากับ 4 .3 1 9  มลลิกรัม/มลลิลิตร (รูปท่ี 4 . แ ก  และ 4 . 1 1 ปี) 
แสํตงไห้ เห็นว่าปาเปนอสํระมตวามสำมารถานการเปิาทำปฎกั?รากับติบสํ เทรตเตตินดกว่า
ปาเปนต?งรป



61

Residual Activity (%)

pH

Immobilized Papain e  Free Papain

รปท่ี 4 .9  เปรอบเทัอบ«วามเลกั8 รปีองปาเปนตรังรุปกับปาเปนอส์ระฑส์ภาน 

«วามเ!]นกรต-ต่างต่างๆ

บ่มปาเปนตรงรปแตะปาเปนอลระในส์ารละลารบัฟ่ เฟ่อร pH ต่างๆ ต้ังแต่ 4-12  

เปนเวลา 24 รัวโมง ทอท!หภมิ 4 องศาเชลเใ?อล วัตแอตต่วตีที่ เพลอปีอง

เอนไชมทัง 2 ชนต โตอใช้ลารละลาอเ«สิน 0 .0 5  โมลาร ฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร
pH 7 เปน# บลเทรต (ลารละลาอแอi? เทรตบัฟ่เฟ่อร 0 .0 5  โมลาร ส่าหรับ 

pH 4-6 ส์ารละลาอฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร 0 .0 5  โมลาร ส่าหรับ pH 6-8
ลาระลาอฑรัลไ?โตโร«ลอไรตั ้ บัฟ่เฟ่อรสำหรับ pH 8-10  ลารละลาฮตารบอเนต
บัฟ่ เฟ่อรั0 .0 5  โมลาร์  ส่าหรับ pH 10-12)
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Residual Activity (%)

Immobilized Papain Free Papain

รปท่ี 4 .1 0  เปริอบเฑอบตาามเฟ้ทอรต่ออุท!หภมปีองปาเปนตริงรุปกับปาเปน 

อิส์ระ

บ่มปาเปนตริงรปและปาเปนอส์ระ โนส์ารละลา8 0 .0 5  โมลาร ฟอส์เปตบัฝเฟอริ  

pH 7 ท่ีอุท!หภรต่างๆ ตอ 20-90 องเ4าเชลเกัอส์  เป็นเวลา 1 กัวโมง วัต 

แอ«ตาต่ฑเพลอปิองเอนไใ!มทัง 2 รินต โตยไฬ้ารละลาอเตใ}น 0 .0 5  โมลาริ
ฟอฟ้เฟตบัฟเฟอร pH 7 เป็นกับสํเฑรต อุทเพภร 40 องส์าเฟ้ลเกัอสํ
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Vv (x10 J) (COU/mg protein)

รปฑ 4 . 1 3  ท กราฟ Lineweaver-Burk p l o t  จองปาเปนอส์ระ Ta a ใ  ti
ไ?นเ ป็นชับ๙inifH

1/Kn1 0 .2 6 5 ' ม98กรัม/มลร)ล8ร )

K 3 .7 7 îîa a กรน/มรรลิต'ร
1/v (x*)'*) (COU/mg protein)

รปท 4. แ จ  กราฟ Lineweaver-Burk p l o t  จองปาเปน«รงรปโเ*aใพ้เดแ}น 

เ^นรบส์ เทรต
1/Km 0 .232 <ม8ล่กรม/มลลสิรร)

^  รK_ = 4.319 มลลกรม/มลàà«ร
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6 .6  ผลการสิกษาftวาฆเส ํกรรต่ออารุทารเก็บจa งปาเปนครงรูป นำปาIปน«รง
รูปผาเกบรักษาในภาวะที ่แตกร่างกัน 2 ภาวะ 69 1 . เก็บรักษาปาเปนตรงรูปในสำรละลาอ
0 .0 5  โมลาร ทรัล,-ไฮโดรคลอโรตบัพแฟ่อร pH 9 ฑอณรรภม 4 องศาIชลเรัรสํ  2. เก็บ

รักษาปาเปนตรังรูปที่ อุกเหภุม่ 4 องศาเชลเรัรสํโตรปราศลากสำรละลายบัฟ่ เฟ่อร

ท่าการเก็บรัวอร่างปีองปาเปแ«รงรปที ่ เก็บรักษากั ้ง 2 ภาวะ มาตรวจสํอบ 

แอ««วิ«ที ่ เหลอ เป็นระระเวลา 140 วัน พบว่าปาเปนตรังรปที่ เก็บรักษาที่ อุกเหภม่ 4
องศาเชลเรัรสํ  โตยปราศลากส์ารละลารบัฟ่ เฟอ1 มอัตราการสํฤแสิรแอ«ตวิตน้อรกว่าปาเปน 

«รงรูปที ่กกเก็บรักษาในสำรละลาgบันแฟ่อร ( รปท่ี 4 .12 )

6 . 7  ผ ล ก า ร ส ิ ก ษ า « ว า ม  เ ส ํ ก ร ร « อ ก า ร ร ่ อ ร ส ํ ล า ร  เ ค ร ั น จ อ ง « อ ล ั ม น ป า เ ป น « ร ง รุป

แ บ บ ร ่ อ เ น อ ง  เ พ อ ส ิ ก ษ า อ า ร ุ ก า ร ใ ช ้ ง า น จ อ ง ค อ ล ั ม น ์ เ อ น ไ ช ม ป า เ ป น ท ี ่ ท ก ต ร ั ง บ น ท ร า ร ต ้ ว ร พ ั น ส ะ  

โ « เ ว เ ล น ช  ว ่ า ล ะ ส ำ ม า ร ถ น า ม า ใ ช ้ ร ่ อ ร ส ํ ล ๆ ร เ ค 5 น ไ ค ้ เ ป ็ น ร ะ ร ะ เ ว ล า น า น ก ็ ว ั น  เ ต ร ร ม ค อ ล ั ม น ์  

ป า เ ป น ต ร ั ง ร ู ป  โ ต ร ม ก า ร ค ว บ ค ุ ม amหภุมปิองคอลัมน์ 'ให้คงที ่ที ่  4 0  อ ง ศ า เ ช ล เ ร ั ร ส ์  บ ัล น เค ร ั น  

1 เ ป อ ร เ ช ็ น ต  ใ น ส ่ า ร ล ะ ล า ร ฟ ่ อ ส ํ เ ฟ ต บ ั ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร  pH 7 อ ร ่ า ง ร ่ อ เ น ์ อ ง  ใ ห ้ อ ั ต ร า ก า ร บ ั อ น เ ก ่ า ก ั บ  

5 ม ล ล ั ล ต ร / ร ั ว โ ม ง  น ำ ส ำ ร ล ะ ล า ร ใ น แ ร ่ ล ะ แ ฟ ร « ช ้ น ไ ป ต ก ต ะ ก อ น เ ค ร ั น ต ้ ว ร  3 0  เ ป อ ร ั ้ เ ช ็ น ต  

ก ร ต ไ ต ร ค ล อ โ ร แ อ ร ั ส ิ ก  อ ่ า น ร ่ า ก า ร « ต ก ล น น ส ํ ง ก ี ่ « ว า ม ร า ว « ล น  2 8 0  น า โ น เ ม ต ร  หาปร ั มากเ  

ไ ท โ ร ร ั น ท ี ่ เ ก ั « จ น  ผ ล ก า ร ท « ล อ ง น บ ว ่ า ค อ ล ั ม น ์ จ อ ง ป า เ ป น ต ร ั ง ร ู ป ส ำ ม า ร ก ร ่ อ ร ส ํ ล า ร เ ค ร ั น ไ ต ้

อ ย ่ า ง ร ่ อ เ น ์ อ ง เ ป ็ น เ ว ล า น า น  7 วัน โ ต ย ท ี ่ แ อ ค ต ว ิ ต ร ัง ค ง ท ี ่  (รูปที ่  4 . 1 3 )

6 . 8  ผลการสิกษา«วาม เสํกรรร่อการร่อรสํลารเ ครันจองปา เ ปนตรังรูปในลักษ{นะ
แบบไม่ร่อเน์อง จ้อไต้ เปรัรบที ่ส่า«ญอกประการหนิ ่งจองเอนไชมตรังรป«อ การที่สำมารทนำ 

เอนไชมตรังรูปกลับมาใช้งานไต้อก ตังนันจงท่าการสิกษาความเสํกรรจองการใช้งานจอง
ปาเปน«รังรูปเมอนามาร่อรสํลารเ«รันช้าหลายๆ ครั้ง
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Residual Activity {%)

buffer pH 9 no buffer

รุปท่ี 4 .12  เปรอบเทรบ«วามเฟ้ถรร38งปาIปนตรงรปm ก็บในภาวะร่างๆ

เกบรักษาปาเปนตรงรปในภาวะmเตกค่างกัน 2 ภาวะ คอ

1. เก็บรักเทใน๙ารละลา0 0 .0 5  โมลาร ฑรฟ้-ไ[(โครคลอโรค นัฟ่เฟ่อร pH 9 

ทอทเหภุม 4 องฟ้าเชลเ5ยล

2.  เกบรักบาฑอุทเหภุม 4 องฟ้าเโ(ลเใ?กส์ โคกปราฟ้าากฟ้ารละลากบัฟเฝอร
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300 

250 

200 

150 

100 

50

° 1  2 3 4 5 6 7
Time (days)

Tyrosine (jjg/ml)

i

รปท่ี 4 .1 3  ดวามเ tfถรรปีองการร่อรสํลารเตรเนปิองปาเปน«'รง•ททนลักษ{แะ 

แบบร่อเ lia ง

บรรจุปาเปนตรงรปหนัก 40 กรัม (นำหนักแห้ง) ลงในดอลัมน ปินาตแนผ่า(จุนร 

กลาง 2 .6  เชนตเมตร ตวามราว 35 เชนตเมตร ห้อนรบฟ้เกรตเตใ?น (ใน

0 .0 5  โมลาร ฟอสํเฟ่ตบัฟ่เฟอร pH 7) ต้วรอัตราการห้อนเท่ากับ 5 มลลลิตร/ 
ÿ วโมง โตฮมีการดวบตมอ{แหภมปีaงคอลัมนให้ดงกี่ กี ่  40 องดา เชล11?รช
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เ «a ทดล่อบ«วา»!Iฟูก8 รปีองปาเปนตรงรุปาแระบบ*1๔7?าท a ะ'ท«ไม่ร่อเนอง 

• batch system) โดรา?ปาเปนตรังรุปเติมลงานฟูารละลารเด?น 1 เปอรั เซ็นติ (5 

มสิ .) านฟอฟูเฟตบัฟแ!เอร pH 7 ฑอุท1พภม 40 องฟูาเฟูลเ?รฟู  1ป็แเวลา 15 นาท 

เพึ ๋อทาการตรวจฟูอบแอดติวต้aลงปาเปนตรังรุป จากนั ้นนาปาเปนตรังรปกลับมาใ?ร่อรฟูลา0 

ฟูารละสิาฮเด$1ฝาอก 4 ดรัง นบว่า พลังการใ?งานดรังกี ่  2 นอคติวต้3องปาเปนตรง 

รุปลดสิงเพลอ 8 8 .2  เปอรั เซ็นติ (เมอIฑรบกับนอดติวต้เริ ่มต้น) และเหลอ 35-32

เปอรเซ็นต พลังการา?งานครังกี ่  4 และ 5 ตามลาดบ (รุปกี่  4 .1 4 )  แฟูดงให้เห็นว่า 

ป-นปนตรังรุปบนทราฮฟูามารกนากลับมาใ?ร่อฝืฟูลาอเดฟูนานลักษน!ะแบบไม่ต่อ เนองได้ประมาน! 

2 ครัง

การลดโปรต่นานน่ารางฟูดด้วรปาเปนตรังรุปบนทราร

น่ารางฟูดทา?'ในงานวัจัร เป็นน่ารางกี ่ได้จากรางพันธุ  RRIM 600 รักบาฟูภาพนั้า 

รางภารพลังการกรัด โดฮเติมแฮมโมเนอ 0 .3  เปอรเซ็นติ เปรัม-!ตร/ปรัมาดร) และ
T r i to n  X-100 1 .4  เปอรั เซ็นติ (ปรัมาตร/ปรัมาตร) เก็บน่ารางไว้กี ่ อุน!หภม 0-4

องฟูาเฟูลเซ็รฟู ก่อนน่าน่ารางมาา ? จะต้องเจอจางด้วฮนากลั ่นเพอาห้นั้ารางกี ่ ม่ปรัมาน!เนอ
รางแห้ง ( DRC) เท่ากับ 25 เปอรัเซ็นติ ทุกดรั้ง

การนาปาเปนตรังรุปบนทรารมาา?กับน่ารางฟูด ระบบกี่ ติดว่าเพมาะฟูมกี ่ฟูดกี ่า?าน 

งานว้จัรก็คอ ระบบใ?,?าท่ละงวดไม่ต่อเนอง 1 (batch system) ทั ้งในนองจากการใ?ปา 

เปนตรังรุปานระบบบต่อเนองแบบคอลัมน อนุภาดรางกี ่แaวนลอออร่าน?นนั ้าเกิดการจับตัวท่า 

าห้ดอลัมนอุดตันไต้ง่าอ การวัดแอคติวต้ธองปาเปนานการลดปรัมาน!โปรต้นท่าโดรท่าาห้ราง
จับตัวโดรการอบไอน่ากี ่ควมดัน 15 ปอนติต่อตารางนํ้า ก่ีอุนเหภม 121 องดาเฟูลเ?ฮฟู  เป็น 

- -  เวลา 5 นาท จากนั้นรัดเป็นแผ่นบาง ล้างน้าและอบให้แห้ง และหาปรัมาน!โปรต้นในรุปธอง 

ไนโตรเจนทั ้งหมดในรางแห้ง (ปรัมาท!โปรต้น% ะะ 6 . 25xüรัมาน!ไนโตรเจนทั้งหมด) เปรัรบ
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Residual Activity (%)

1 2 3 4 5
Batch

รปท 4 .1 4  ความเส์ถรรปิองการร่ออสํลาร!,คโ?แปีองปาt ปนตริงรปในลัทบ•{นะ 

«บน'ไม่ต่ลเนี่อง

น่าปา๗ นตริงรุปพาร่อรส์ลารส์ารaะลาaiRîflA 0 .0 5  โมลาร ฟอสํ๗ ตบันแฟอร 

pH 7 ทอณหภมิ 40 อง!*าเชล!.?รส์  แอกปาเปนต?งรปออก แล้วนำกลับผาร่ออ 

ส์ลาa เค?ใฟ้าอก 4 ครั้ง
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เทอบกบฮางคาบคุมที ่ เตริ  aมจากนารางงวตเตัอวกัน ภาวะที ่ าปีๆนการทดa องเหมอนกัน แต่ 

ปราสํจากปาเปนตริงรูป

1. ภาวะที ่ เหมาะสํ»ในการลดปริมาณโปรตันปิองปาเปนตริงรป
การตรวจสํอบแอดตัาตัปีองปาเปนลริงรูปจากการทดลองที่ม่านมาใช้สำรละลาร 

เดริ}นเป็นรบสํเตรท ภาวะที่ๆช้จงเป็นภาวะที่เทมาะสํมกับสำรกะลาธ เดช้น แต่เนองจากน่า 

รางสํดมอนภาดรางและสำรอนๆ ที่ไม่ใม่โปรตันอร่ล้วร ตังนันจงสิกษาภาวะที่เหมาะส์มจอง 

การลดปริมาณโปรตันในนารางสํต ไตรแปรพันปีจจัรต่างๆ ได้แก่ pH อุ[เพภแ เวลา และ 

ปรูมา{นเอนไชม โดรใช้น ่ารางที่มปริมา»เนอรางแห้ง 25 เปอริ่เช็นต่ ปริมาตร 20 มลลลตร 

กวนกับปาเปแตรงรูปานม่วง 1-7 กรัม ทราร ด้วร m a g n e tic  s t i r r e r  ไตรเทอบปริมา» 

ปาเปนตริงรูปบนทรารานหน่าร CDU ( c a s e in  d i g e s t i o n  u n i t )  พจาร»าอฑสพลปิอง 

ปิจจัรแต่ละตัวจากปริมา»ไนไตรเจนที่เหลอานรางแห้ง (ปริมา»โปรตัน % ะะ 6 .2 5  X 

1เริมา»ไนไตรเจรทังหมด> ตัวดาบอุมตัอน่าฮางที่ม่ภาวะเม่นเตัรวกับการทดลองแต่ปราสํจาก 

ปาเปนตรงรูป ผลการทดลองพบว่าภาวะที่เหมาะสํมานการลดไนโตรเจนด้ารปาเปนตรงรูป

ตอ ใช้นารางส์ลที่ม pH ประมาณ 8-9  อุ»หภม่ 45 องสำเชลเช ้ฮส ํ เป ็นเวลา 4 ร่าโมง 

(รูปที่ 4 .1 5  4 .1 6  และ 4 .1 7 )  สํวนปริมาณปาเปนตริงรูปที่าช้ พบว่าการที่จะสำมารกลด

ปริมา»โปรตันให้เหลอน้อรที่ส์ดต้องใช้ปาเปนตริงรูป อร่างน้อร 200 CDU ปีนไป ในภาวะ 

ที่เหมาะส์มตังกล่าวปิางด้นปาเปนตริงรูปสำมารกลดปริมาณไนโตรเจนในรางแห้งให้เหลอ 

0 .3 7  เปอริ่เช็นตั จากปริมาณไนโตรเจนเริ่มด้น 0 .6 7  เปอริ่เช็นต่ หริอ 45 เปอริ่เช็นตั 

ปีองปริมาณไนโตรเจนที่ลดลงจากปริมาณตั้งด้น (100%) (รูปท่ี 4 .1 8 )

2. ผลการเปริรบเทัรบประเทสภาพการลดโปรตันจองปาเปนตริงรุปกับ
ปาเปนอสํระ

เตริรมรางโปรตันตั ้า จากนารางสํดที ่พปริมา»เนอรางแห้งเท่ากับ 25
เปอริ ่ เช็นตั โดรใช้ปาเปนตริงรูปและปาเปนอสํระ ก่าหนตให้เอนไชมทั้งสํองชน่ตมปริมา»
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Nitrogen content (g%)

Incubation time (h)

pH 7-8  - 9 -  pH 8-9 —  pH 9-10

รปท่ี 4 .1 5  แร(«งส์ภาพดวามเป็นกรด-ด่าง!!อ'}นารางร์*ดที ่ เหเมาะสัมต่อการas 

ปริ JJ าท!โนโตรเจนด้ารปาเปแตรงรป

เริมตันจากนำรางสด 20 î)aaa«ร ปรับ pH โดรเตัมแอมโผเนํร 25% หรัอ 

ระเพรแอมโผเนอออก ปรับาห้อ{นหภผดงท่ี 45 องสาเชล!,ริฮส แล้วเตมปาเปน 

ตริงรป 200 CDU (4 กรัม ทราร) นำนำรางโปจับตัวด้าอโอนา รัด อบแห้ง 

และหาปริมาท!โนโตรเจนm u a อ เกรบกับรางดาบดม 

c o n t r o l  = รางดวบดุมที ่ โม่มการเตัมปาเปนตริงรป
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Nitrogen content (g%)

45 cc - ^ -  50 °c —  60 °c

รูปท่ี 4 .1 6  แร์1คงอุผหภ«ที ่ เห«าะส์มต่อการล«ปรั«าท)ไนโตรเจนพัวฮปาเปน 

ตรงรูป

เริ ่มพันจากนารางสํด 20 «ลลลตร ปรับ pH เป็น 8 .5  พัวBแอ«โ«เนอ 25%
ปรับอณหก«เป็น 45 50 ใทอ 60 อง*<าเปลเริเรส์ เต«ปาเปนตรงรูป 200 

CDU กวนท่ีอุกแห๓«ที่กำหนต นำนำรางไปจับพัวพัารไอน่า รัต อบแห้ง และหา
ปรั«าท)ไนโตรเจนที ่ เหลอ เทรบกับรางตวบอม 

c o n t r o l  = ฮางควบตุ«ที ่ไ««การเต«ปาเปน«รงรูป
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Nitrogen content (g%)

รปฑ 4 .1 7  แส ์ตงเวลาm vเมาะลมต่อการลตปรัมาท!ไนโตรเจนคัวa ปาเปน 

ตรังรป

เรัมคันจากนืาa างสํตฑมีต่า pH 8 .5  ปรับอุทก1)ภุมเย็น 45 องลาเโ!ลเช้ฮส-

เติมปาเปนตรังรป 200 CDU แปรผันเวลาฑใช้านการกวนนาaางกับปาเปนตรังรป 

ตังแต่ 2-12  ช้วโมง

c o n t r o l  = 8างควบอุมทไม่มีการเติมปาเปนตรังรป



73

Nitrogen content (g%)

รปท่ี 4 .1 6  แส์ดงปริมา a(ปาเปน «1 งรปที่เหมาะร์*มต่อการล«ปริมา(นไนโตรเจน 

ในนารางส์ต

ใปีนัารางฟ้«ที่«ปริมา!นเนอรางแห้ง 25% pH 6 .5  อุ!«นกม 45 อ งส ัา เป ีล เ5 BSf 

แปรผันปริมา!#ปาเปนตริงรปทใปี ต้ังแต่ 40-360 CDU หริอ 0 .6 - 7 .2  กรัม 

ทราร กวนนารางกับปาเปนตริงรปเป็นเวลา 4 îfaโมง 

c o n t r o l  = ราง«วบ«มที่ไม่มการเ««ปาเปนตริงรป
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รังแต่ 40-360 CDU (ปาเปนอชระเตริอมานรูปปิองส์ารละลาร) ภาวะที่'ใช้คa ท่ี pH 8 .5  

อุก!หภม 45 องชาเชลเช ้รส ์ พจารกทประสิทธภาพการท่างานอองเอนไชมาด้จากปริมาท!

ไนโตรเจนที่ลดลงในอางแห้ง เปรมาท!โปรรัน % = 6 .2 5  X ปริมาท!ไนโตรเจนทังหมด)

เมอาช ้อางแห้งที่เตริอมได้จากนาราง pH 8 .5  เป็นรัวดาบอุม ภารใต้ภาวะเรัอวกับการทด 

ลองแต่ปราชจากเอนไชม ผลการทดลองพบว่า ที่ปริมาก!เอนไชมทังฟ้องชน«ที่เท่ากัน ปาเปน 

อชระมประชฑสิภาพานการลดปริมาท!ไนโตรเจนได้รักว่าปาเปนตริงรูป เพราะชามารกลด

ปริมาท!ไนโตรเจนลงเหลอ 0 .2  เปอรเช็นต (รูปที่ 4 .1 9 )

3. ผลภารเปรอบเทือบชมบัรัทางกาอภาพอองอางโปรุรันตาที่เตริอมโดอาช้ปา

เปนตริงรฺปกับปาเปนอชระ

านอุตฟ้าหกรรมการผลิ«อางรับหริออางสรรมชารัที่ไม่ไต้ม่านการวัลดาไนช้จะมว£? 

การและอ้อกาหนดานการตรวจชอบดุก!ภาพอองผลผลิตอางรับที่ไต้ โดอาดปริมาท!สิงเจอปนที่ไม่ 

าอ้อาง ได้แก่ ปริมาท!ไนโตรเจนทังหมด ปริมาก!ผง (Dirt) ปริมาท!เท้า (Ash) ปริมาท! 

สิงระเหอ (V o la tile  Matter) «ชนสิ (color) และฟ้มบัตการอดหอุ่นปีองอาง ได้แก่ 

ด่าดวามอ่อนรัวเริ่มแรก (P J  และรัชนความอ่อนรัวปิองฮาง I P R I-P lastic ity
Retention Index)

ชมบัดทางกาฮภาพปีองอางโปรรันตาที่Iตริอมโดอาช้ปาเปนตริงรูปและปาเปนอฟ้ระ 

เมอาช้ปริมาท!เอนไชมทังฟ้องเท่ากับ 200 CDU เท่ากันานภาวะการทดลองเหม่อนกัน คอ 

ท่ี pH 8 .5  อุทเหภม 45 องชาเชลเไ?อช เวลา 4 อ้าโมง หอคปฎกัริฮาโคอท่าให้อางจับ 

รัวด้วอไอนา จากนันน่าอางไปทดชอบชมบัรัทางกาฮภาพอองรางรับ เปริฮบเทีอบกับอางดวบ 

ดุม ที่เตริอมโดอใช้ภาวะดังกล่าวอ้างต้น แต่เตมน่ากลั่นแทนการเดมชารละลาอเอนไชม่

ตารางที่ 4 .3  แชคงผลการทคลอง 2 ดรั้งๆ ละ 3 ช้า พบว่า อางโปรรันตาที่ผลิตได้จาก 

ปาเปนอชระมปริมาท!ไนโตรเจนดงเหลอออ่านอางแห้งน้อฮที่ชุด 0 .1 2 - 0 .1 5  เปอริ่เช็นต

ตากว่าการาช้ปาเปนตริงรูป 200 CDU เท่ากัน อางโปรรันตาจากปาเปนตริงรูปมปริมาท!



75

Nitrogen content (g%)

Immobilized papain (CDU)

Immobilized papain(4 h)F- Free papain(2 h) Free papaln(4 h)

รปฑ 4 .1 9  เปรืรบเทรบประสิฑฮภาพการลดไนโตรเจน'ในนารางส์ตระหว่าง 

ปา เ ปนตรีงรปกับปา I ปน!ฟ้ระ

เตรีฮมรางโปรตีนตาต้าอปาIปนตรีงรปและปาเปน!ลระ ฑมีปรีมา«ตังแต่ 40-360 

CDU ปาเปนตรีงรูป'ใtfเวลาในการกวนกับนาราง 4 ร่าโมง ต่วนปาเปน!ลระใช้' 

เวลาในการกวนกับนาราง 2 และ 4 'ร ่วโม ง 

control = รางควบคมฑึ่โม่มีการเตมปาเปนตรีงรปและปาเปน!ลระ
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คารางฑึ่ 4 .3  ส์นบั«ทางกาทภา«ปีองรางคบโปรRนตาที่1«รอมไค้าากปาท],น«รงรปแaะปาเปน0Îเระ

Exp. 1 Exp. 2

ฟ้มบัค ทาง«บ DPNR DPNR อางคบ DPNR DPNR

อางคบ «ว!]รุม ใเาแเนอฬระะ* ปาเงนครงรป* ควบคุม ปาแเนรส์ระ* ปาเป1นครงรป*

N itro g e n (g*) 0.5410.014 0 . 12±0.025 0.28+0.020 0.57+0.025 0.15+1.070 0.30+0.230

Ash(g*) 0 .2110.148 0.37+0.660 0.3010 .120 0.29+0.012 0.32+0.088 0.34+0.012

D i r t (g*) 0 .005±0.001 0.022+0.002 0.04510.002 0.00410.001 0.012+0.003 0.03810.001

V o la ti le 0.31+0.103 0.28+0.097 0.2710 .010 0.25+0.033 0.22+0.049 0.25+0.047

n a t te r (g * )

P
O

40+1.5 4210.60 40+0.50 34+1.4 26 .215 .4 33.6+2.1

PEI 85 .913 .8 73 .5+ 4.5 82 .6+ 7.0 95.6+3.7 85 .7+ 7 .0 87 .3+ 3 .5

Color 6 6-7 6 6 7 5-6

index

* นปรนาaiTเากัฆ 200 CDU ๒=3)

อาง«ว1เรุม = นาฮางที่'tu’มการเคมIฮนไชม์ มปรมาณIนออางนห้งเท่ากับ 25*
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ไนโตรเจนเหลออร, 0 .2 8 - 0 .3 7  เปอร็เช ็แต้ แม้ว่าปริมาก!ไนโตรเจนลตลงจากรางคาบคุม 

อร่างม้นัฮสำคัทฺ! แต่ปริมาก!ลิงเจอปนที่ไม่ใช่ราง ไต้แก่ ปริมาก!เม้าและปรินาก!ผงรังคงชุงกว่า 

รางควบคม คัชนร[คงท่ี ต่วน Pu และ PRI แปรปรานมาก จงไต้ทำการปรับปรุงวสการ

โตรการเพิ่มรันตอนการแรกโปรต่นบางต่วนออกจากน่าราง ก่อนที่จะนาไปผลิตรางโปรต้นตา

การแอกโปรต้นบางต่วนออกจากนารางสํต ใช้ 2 วสี คอ 1. โตรการปีนแรก 

น ่าราง ( c e n t r i f u g a t i o n ) ที่งเป็แริสีที่สำมารทแอกต่วนที่เป็นน่ารางออกจากต่วนประกอบ 

อนๆ  ไต้ 2. โตรการเจอจางน ่าราง ( d i lu t io n »  เป็นริสการลตปริมาก!เนอรางแห้งให้ 

น้ออลง «ผลให้ปริมาก!โปรต้นน้อฮลงต้วร

4. ผลการลิกบ■ าการผลิตรางโปรต้นตาต้วรน้ารางสํตที่ผ่านการแรกโปรต้นออก

บางต่วน

ปีนแรกน่าฮางสํตในเคริ่องเชั๋นต้ลิวจ (Beckman) ท ี่«วามเร ็ว 10 ,0 0 0  xg 

ท่ีอุก!หภุม 4 องสำเชลเส ีรส ํ เป ็นเวลา 10 นาท แรกเฉพาะช้นลนภาครางต่วนที่เป็นชน 

บนชุ«มาเจอจางต้วรน้ากลั่น ให้ไต้ค่าปริมาท!เน้อรางแห้งเท่ากับ 34 20 และ 10

เปอร็เช็นต้ ตามลาคับ ผลิตรางโปรต้นต้าต้วรปาเปนตริงรป เปริอบเทรบกับรางโปรต้นตาที่ 

ไต้จากน่ารางที่ไม่ไต้ผ่านการปีนแรก แต ่เจอจางโตร เต้มน้ากลั่นให้ม้ปริมาก!เน้อรางแห้งเท่า 

กัน ผลการทตลองพบว่า เมอเจอจางปริมาก!เน้อรางแห้งให้น้อรลงปริมาก!ไนโตรเจนปิอง

รางโปรต้นตาจะลตลงต้าอ แต่วสีการปีนแรกน้ารางจะให้ประลิทสภาพการลตไนโตรเจนไต้ต้ 

กว่า ต้อท่าให้ปริมาก!ไนโตรเจนเหลออร่ในรางแห้งประมาก! 0 .1 5 - 0 .1 8  เปฮร็เช็นต้

หรอลตไนโตรเจนลงไต้ 73-78 เปอรเช็นต้ จากปริมาก!ไนโตรเจนเริ่มต้น ในสก!ะที่ริสีเจอ 

จาง ลตปริมาท!ไนโตรเจนไต้เพรง 55 เปอร็เช็นต้ ที่ปริมาก!เน้อรางแห้งเท่ากับ 10

เปอรเช็นต้ (ตารางท ี่ 4 .4 )
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ตารางที่ 4 .4  เปร a ยเฑรนการผลตรางโปรตนตาต้วฮปาIปนตรงรประหว่าi  

ว Üการปินแอกนาฮางกับการเจอจางนาราง

DRC (%) DPNR จากการปีนแรกนาราง DPNR จากการเจอจางน ้าราง

N itro g e n  

' g%

N itro g e n  

r e d u c t io n  (%>

N itro g e n

( g%>

N itro g e n  

r e d u c t io n '.  %)

34 0 .2 3 66 0 .6 7 0

25 0. 18 73 0 .4 6 31

20 0 .1 8 73 0 .4 4 34

10 0 .1 5 78 0 .3 0 55

L a tex  

( c o n t r o l )

0 .6 7

V

0 .6 7 -

c o n t r o l  ะะ น่ารางสํดที่ไม,ไต้เต้มปาเปนตรงรป ไม่ไต้ผ่านการปีนแรก แสิะม่ปริมากแน้อราง 

แห้งเท่ากับ 34%
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5. ผลการตักษาการไรลาร s t a - b i l i z e r  บางtfน้คไนการเตรียมยางโปรค้นตา

ปิญหาหนิ่งธองการผล้ตยางโปรตแตาจากนำยาง ก็คอ ไนบางปีณะยางจะเกิลการ 

จบตัว Iป็นก้อน'ใน!1๓ะก่ีทำการทคลอง ทาไห้ระยะ I วลาท่ีใ รานการทคลองไม่ เพยงหอคาผที่ต้อง 

การ และเมอรางจับตัวเป็นก้อนอย่างส์มบร»แล้า จะไม่สำมารถแยกปาเปนตรังรูปออกจาก 

ก้อนยางไค้เลย เพอห้องกันการจับคัวกัน3องยางจงค้อง}J การเตมส ์ารบางซ'น้คท่ีส่วยไห้ยาง

คงส์ภาพานลักษถ!ะแธวนลอยไนนำไต้เป ็นเวลานาน3น ลาร s t a b i l i z e r  ท ี่เล ้อการมีอย่ 3 

ฬนด คอ T r i to n  X -100 T eepo l และ SDS (so d iu n  d o d e c y l s u lp h a te )  

ร ่งสำรเคม ีเหล ่าน ั้เป ็นสำรพวกค้เทอรเจนต(d e te r g e n t  ) ท่ีมีคุท!สํมบัตัลคแรงตังผิว นอกจาก 

จะส่วยรัก«■ าลภาพนายางแล้วยังส่วยทาไห้,โปรค้นบางล่วนหลุคออกจากผิวอนุภาคยางอกต้วย 

• John  และคแระ, 1977)

เตรียมยางโปรค้นตา จากนำยางสํตที่มีปริมาท!เนั้อยางแห้ง 25 เปอรีเช็นค้ 

ปริมาท!ปาเปนตรังรูป เท่ากับ 200 CDU แปรผันลนค3อง s t a b i l i z e r  กำหนคปริมาท! 

ที่ไรเท่ากับ 0 .4  p . h . r .  หาค่าไนโตรเจนที่เหล้อไนยางแห้ง ผลการทคลองพบว่า

T r i to n  X-100 เป็นสำร s t a b i l i z e r  ที่ค้กว่า T eepo l เล ็กน้อยเพราะท่าไห้ปาเปนตรัง 

รูปมีประตัฑธภาพไนการลคปริมาท!ไนโตรเจนไกล้เค้ยงกับปาเปนตรังรูปอย่างเค้ยว แต่ SDS 

เป็นสำร s t a b i l i z e r  ที่มีผลยับยังการท่างาน3 องปาเปนตรังรูปอย่างมาก (รปที่ 4.20)

ในงานวจัยนํ้จงเล้อกไ ร  T r i to n  X-100 เป็นสำร s t a b i l i z e r  ไนนายาง 

เนิ่องจากมีผลต่อปาเปนตรังรูปน้อยที่สํค จากน้ันทคลองแปรผันปริมาท! T r i to n  X-100 ท่ี 

เหมาะลมไนส่วง 0 .2 - 1 .0  p . h . r .  พจารท!าจากปริมาท!ที่ส์ามารกจะท่าไห้นำยางคงลภาพ 

อยู่ไค้โคยไม่จับตัวเป็นก้อนภายในระยะเวลา 4 ร่วโมงที่ท่าการทคลองและต้องเป็นปริผาทเที่ 

ทาไห้ปาเปนตรังรูปมีประสทสภาพานการลคปริมาก!ไนโตรเจนไค้ค้ที่ส์ค ตารางท ี่ 4 .5  แลคง 

ว่าปริมาทเธอง T r i to n  X-100 ที่เหมาะสํม ค้อ 0 .4  p . h . r .
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Nitrogen content (g%)

/  น------71

control 0 Teepol Triton x-100 SDS

S ta b ilize r

รปท่ี 4 .2 0  เปรรบเทอบผลการาtfนำร s t a b i l i z e r  3 îfu๑ฑ่ึปรมาณ

0 .4  p . h . r .  ต่อประสิทธิภาพการล«ไนโตรเจนต้วฮปาเปนตรงรป

เตรฮ«ฮางโปรตีนตา แปรผันifนตปีองนำร s t a b i l i z e r  ท ี่เต«ลงในนำฮาง 

หาค่าไนโตรเจนที่เพลอานรางเฑฮบกับฮางโปรตีนตํ้าที่ไ««การเตี«นำร

s t a b i l i z e r

c o n t r o l  = ฮางตบที่'ไม่เต«ปาเปนตรงรูป ; 0 = ฮางโปรตนตาที่ไ«ไต้เต«นำร 

s t a b i l i z e r ;  T e e p o l, T r i to n  X -100, SDS = ฮางโปรตีนตำที่เต ้«ปาเปน 

ตรงรป 200 CDU และ 0 .4  p . h . r .  ปีองนำรแต่ละชนํต
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ตารางท 4 .5  ปริมาณ T r i to n  X-100 tuv■ เมาะส์มตอการผลิตรางโปรตนตา 

ต้วธปาIปนตรงรป

ปริมาณ

T r i to n  X-100 

< P .  h .  r .  )

การจับตัวเป็นก้อนปีองราง 

ในปี(นะกวนกับปา เปนตรงรป

N itro g e n

( g * )

N itro g e n

re d u c tio n (% )

0 + 0 .2 7 49

0 .2 f 0 .3 2 40

0 .4 - 0 .3 0 43

0 .6 - 0 .3 5 34

0 .7 0 .4 0 25

COO - 0 .4 1 23

0 .9 - 0 .3 9 26

1 . 0 - 0 .4 4 17

+ = รางจับตัวเป็นก้อน -  = รางไม่จับตัวเป็นก้อน
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6 . การสิก»■ าผลจอง hydroxy lam in e  h y d r o c h lo r id e  และ 

sodium  m e t a b i s u l f i t e  ต่อแอ«สิไรจองปาเปนแรงรุป

ลมบัสิทางการภาพจองรางสิบจะแปรปรวน «น่เภานไม่«งที่ปีนกับแหล่งผลิตและวธ

การผลิห ไนอุตลาหกรร» ซๆ' Hydroxy lam ine  h y d ro c h o r id e  (HH) เสิมก่อน a างจับ

ตัวเพอให้รางมอ่าอวามหนดองท ( c o n s ta n t  v i s c o s i t y  ru b b e r )  และเสิม sodium  

m e t a b i s u l f i t e  (SMS) เพิ่อให้ลิจองรางจาวปีน ส่วน EDTA และ ซ็ลเตอน มผลานการ 

เพิ่มแอตสิริตัจองปาเปน ตังนั้นจงท่าการสิกษาผลจองส์ารเดม 4 ปี'นตต่อการทางานจอง

ปาIปนตรงรป

เตริรมรางโปรตนตา จากน่ารางลดที่มปริมาท!เนั้อรางแห้งเท่ากับ 25 เปอรเซ็นต 

แปรผันฟ้ารเตมจนิดต่างๆ เสิมลงานนาราง โตรม่ปริมาแ!ตังต่อไปนั้ ตอ T r i to n  X -100 

0 .4  p . h . r .  SMS 0 .0 5  p . h . r .  HH 0 .1 5  p . h . r .  EDTA และ ซ็สํเตอน 

0 .0 5  p . h . r .  หาอ่าไนโตรเจนในเนั้อรางแห้ง เปริอบเท่อบกับราง«วบดุมที่เสิมปาเปน

ตริงรป (IP ) และไม่เสิม ผลการทดลองแลดงว่า ลารเตมแต่ละจ(นตจะส่งผลกระทบ

ต่อการทางานจองปาเปนตริงรปแตกต่างกันตอ T r i to n  X-100 HH และ EDTA ท่ี

ใส่ร่วมกับซ็ลเตอน เป็นลารเดมที่ท่าให้ประลิทสิภาพการท่างานจองปาเปนตริงรปลดลง ส่วน 

SMS เป็นสำรเดมที่ให้ผลานทางตรงกันจาม ตอจะส่วรให้ประลิทสภาพการท่างานจองปาเปน 

ตริ-ทปดปีน (ตารางท ี่ 4 .6 )

7 . ผลการสิก!ท«วามเส์ถอรต่อการท่างานจองปาเปนตริงรปในลัก»■ ท!ะแบบไม่ต่อ1, , 1 ,เนอ-ทมอนามาใจ'กับน่า8างลต

ผลิตรางโปรตนตำด้ารปาเปนตริงรุป หาอ่าปริมาท!ไนโตรเจนที่ลดลงในรางแห้ง

จากนันน่าปาเปนตริงรุปกลับมาาจ้ผลิตรางโปรตนตาซ็าอก 4 ตรัง โตรก’าหนดให้ประลิทสภาพ 

ในการลดไนโตรเจนจองปาเปนตริงรูปานดรั้งแรกมอ่าเท่ากับ 100 เปอริเซ็นต ผลการทด 

ลองแลดงว่า ในการาจ้งานแต่ละ«รั้งประลิฑสภาพการลดไนโตรเจนจองปาIปนตริงรปลดลง
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ตารางท 4 .6  ผลปิองส์ารเต JJ ซางtfนตฑ่ื«ต่อประ iîiff ภาพการสิตไนโตรเจน 

ตัวa ปา!,ปนตรงรป

T re a tm e n t N itro g e n

<g%>

N itro g e n  

r e d u c t io n  (%)

L a te x  'c o n t r o l ) 0 .4 7 -

L a te x  + IP 0 .2 3 51

L a tex  + IP + T r i to n  X-100 0 .2 8 40

L a te x  + IP + HH 0 .2 6 45

L a te x  + IP + SMS 0 .1 9 60

L a te x + IP + T rito n  X-100+HH+SMS 0 .2 9 38

L a te x  + IP + EDTA + c y s t e in 1 0 .2 8 40

IP ะ Im m o b ilized  p a p a in  (200 CDU)

HH ะ h y d ro x y lam in e  h y d ro c h o r id e  (0 .1 5  p . h . r . )

SMS ะ s o d iu m m e ta b is u l f i te  (0 .0 5  p . h . r . )
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เร๋ึ as ๆ  โ»รหลังการาช'ทนดรังท่ี 2 ประสิฑสภาพปิองปาเปน»รงรูปเหลอ เพ a ง 50
เปลรเชน» การาช้งาน«รังท่ี 4 แกะ 5 เพลลเพรง 20 และ 12 เปลรเซ็นต ตาพลๆ »!!
(รูปท่ี 4.21)
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Nitrogen reduction efficiency (%)

100
/  /  7

Batch

รปฑ่ึ 4 .2 1  ต า าม เ(filอรต่อการลตไนโตรเจนานนารางส์ดต้วอปาเปนตรังรป 

เมอน่ามวาร'งานในลักษณะนบซไม่ต่อเนอง

เตรอมอางโปรรนตำร้า8ปาเปนรรงรป จากนันน่าปาเปนตรังรปกลับ!ทา tf งาน^า 

อก 4 ตรัง เมอาห้นอตตรัต่ปีฮงปาเปนตรังรปานการาIfงานอรั้งนรก = 100%
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