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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำที่ท ำกำรวจัิย 
              ประเทศไทยเป็นผูส่้งออกน ้ำตำลและกำกน ้ำตำลอนัดบั 4 ของโลก ท่ีสำมำรถสร้ำงมูลค่ำได้
ปีละประมำณ 55,000 ลำ้นบำท (ส ำนกังำนคณะกรรมกำรออ้ยและน ้ำตำล,2551) อยำ่งไรก็ตำม ยงัมี
ปัญหำขีดควำมสำมำรถในกำรแข่งขนัต ่ำ ไดแ้ก่ กำรปลูกออ้ยมีตน้ทุนสูง ในขณะท่ีผลผลิตต่อไร่ต ่ำ 
และปัญหำของผลผลิตน ้ำตำลในโรงงำนอุตสำหกรรม เป็นตน้ ซ่ึงปัญหำส ำคญัของผลผลิตน ้ำตำล
ในโรงงำนอุตสำหกรรมท่ีท ำใหผ้ลผลิตน ้ำตำล (sucrose) ของโรงงำนน ้ำตำลลดลงท่ีส ำคญั เกิดจำก
จุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนมำกบัวตัถุดิบ ก่อใหเ้กิดผลเสียหำยต่อกระบวนกำรผลิตน ้ำตำล เช่น ท ำให้
น ้ำตำลซูโครสของออ้ยหำยไปบำงส่วนอนัเกิดจำกกำรใชข้องจุลินทรีย ์ และจุลินทรียบ์ำงชนิดผลิต
เมือก เดกซ์แทรน (dextran) ท ำใหน้ ้ำออ้ยขน้หนืด จบัเกำะกบัผวิของท่อส่งน ้ำออ้ย เกิดกำรอุดตนั มี
ผลท ำใหล้ดประสิทธิภำพกำรท ำใส (clarification) และกำรกรอง (filtration) ท ำใหก้ำรระเหยของ
น ้ำออ้ยในหมอ้ระเหยสุญญำกำศชำ้ ยดืเวลำเค่ียวน ้ำตำล ท ำใหน้ ้ำตำลดิบท่ีไดมี้สีปนเป้ือนของโม
ลำส ท ำใหป้ระสิทธิภำพโดยรวมในกำรผลิตน ้ำตำลลดต ่ำลง (ปรีชำ,2543) โรงงำนตอ้งจ่ำยเงิน
จ ำนวนมำกเพื่อติดตั้งระบบน ้ ำร้อนเพื่อลำ้งระบบภำยในโรงงำน หรือมิฉะนั้นก็ตอ้งเสียเงินเพื่อซ้ือ
สำรเคมี Biocide เพื่อใชท้  ำควำมสะอำดระบบในโรงงำนเป็นจ ำนวนมำก กำรก ำจดัเดกซ์แทรนในก
ระบวนกำรผลิตน ้ำตำลของโรงงำนนิยมใชเ้อนไซมเ์ดกซ์แทรนเนส (dextranase) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มี
ควำมจ ำเพำะต่อกำรสลำยพนัธะ–(1,6)–D–glucose ของเดกซ์แทรนพบวำ่เอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนส 
ท่ีผลิตจำกเช้ือรำมีประสิทธิภำพสำมำรถลดเดกซ์แทรนและท ำใหผ้ลผลิตน ้ำตำลเพิ่มข้ึนได ้ แต่
เน่ืองจำกเอนไซมมี์รำคำสูง คณะผูว้จิยัจึงไดศึ้กษำกำรผลิตเอนไซมใ์ชเ้องภำยในประเทศ โดย
สำมำรถแยกเช้ือ Aspergillus sp.X26 ไดจ้ำกดินในเขตภำคตะวนัออกเฉียงเหนือ เป็นเช้ือรำท่ีมี
ประสิทธิภำพสูงในกำรผลิตเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนส (extracellular dextranase ) และสำมำรถท ำให้
บริสุทธ์ิบำงส่วนของเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสโดยกำรใช ้ Sephacryl S-300 จำกโครงกำรวิจยัใน
หวัขอ้ กำรท ำใหบ้ริสุทธ์ิบำงส่วนของเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสจำกเช้ือรำท่ีแยกไดใ้นเขตภำค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ จำกปีงบประมำณ พ.ศ. 2553 และกำรผลิตและท ำเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสจำก
เช้ือรำท่ีแยกไดจ้ำกภำคตะวนัออกเฉียงเหนือในระดบัขยำยขนำด จำกปีงบประมำณ พ.ศ. 2553  ใน
งำนวจิยัน้ีจึงเป็นงำนวจิยัท่ีต่อยอด เพื่อพฒันำ enzyme strip ส ำหรับใชต้รวจสอบ dextran ท่ี
ปนเป้ือนมำกบัน ้ำออ้ยในอุตสำหกรรมน ้ำตำล ซ่ึจะเป็นวธีิกำรตรวจสอบท่ีรวดเร็วและใชง่้ำยเม่ือ
เทียบกบัวธีิ Haze Method ท่ีโรงงำนน ้ำตำลใชอ้ยู ่ซ่ึงเป็นวธีิท่ียุง่ยำกและใชเ้วลำนำนกวำ่ 



 

 

2 

1.2 วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 

              1)  ศึกษำกำรผลิต enzyme strip ส ำหรับตรวจสอบ dextran โดยใชเ้อนไซม ์ dextranase ท่ี
ผลิตไดจ้ำกเช้ือรำ Aspergillus sp. X26  

2) ศึกษำคุณสมบติัของ enzyme strip ในกำรวดัปริมำณ dextran และคุณสมบติัทำง
จลนพลศำสตร์ 

 
1.3 ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 

ศึกษำกำรผลิต enzyme strip ส ำหรับตรวจสอบ dextran โดยใชเ้อนไซม ์dextranase ท่ีผลิต
ไดจ้ำกเช้ือรำ Aspergillus sp. X26 โดยท ำกำรตรึงเอนไซม ์dextranase ดว้ย Sephacryl S-300  และ 
แผน่ nitrocellulose และศึกษำคุณสมบติัของ enzyme strip ในกำรตรวจสอบปริมำณ dextran และ
คุณสมบติัทำงจลนพลศำสตร์ 
 

1.4 กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ทีเ่กี่ยวข้อง  
ออ้ยเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส ำคญัของประเทศไทย เป็นวตัถุดิบหลกัในอุตสำหกรรมน ้ำตำล 

ประเทศไทยบริโภคน ้ำตำลปีละ 1.6-1.7 ลำ้นตนั และมีกำรส่งออกมำกกวำ่ปีละ 3 ลำ้นตนั ประเทศ
ไทยเป็นผูส่้งออกน ้ำตำลและกำกน ้ำตำลอนัดบั 4 ของโลก ท่ีสำมำรถสร้ำงมูลค่ำไดปี้ละประมำณ 
55,000 ลำ้นบำท (ส ำนกังำนคณะกรรมกำรออ้ยและน ้ำตำล,2551) ภำคตะวนัออกเฉียงเหนือมีกำร
ปลูกออ้ยมำกท่ีสุด คิดเป็น 43 เปอร์เซ็นตข์องทั้งประเทศ (ส ำนกังำนคณะกรรมกำรออ้ยและน ้ำตำล
ทรำย, 2549) 

ปัญหำส ำคัญท่ีส่งผลกระทบต่อผลผลิตน ้ ำตำลในกระบวนกำรผลิตของโรงงำน
อุตสำหกรรมน ้ำตำลคือกำรมี polysaccharide ซ่ึง polysaccharide ท่ีพบในน ้ ำออ้ยเกิดไดจ้ำก 2 แหล่ง
ใหญ่ คือ แป้ง(starch) ท่ีเกิดจำกกิจกรรมกำรเจริญของพืชเอง และเดกซ์แทรน (dextran)  จำก
กิจกรรมของจุลินทรีย์บำงชนิด ซ่ึงกำรปนเป้ือนจุลินทรีย์ส่วนใหญ่มำจำกวัตถุดิบอ้อยใน
กระบวนกำรผลิต (Bose และ Singh, 1981) เดกซ์แทรนมีลกัษณะเป็นเมือก ท ำให้น ้ ำออ้ยขน้หนืด 
จบัเกำะกบัผิวของท่อส่งน ้ ำออ้ย เกิดกำรอุดตนั มีผลท ำให้ลดประสิทธิภำพกำรท ำใส (clarification) 
และกำรกรอง (filtration)  ท ำให้กำรระเหยของน ้ ำออ้ยในหมอ้ระเหยสุญญำกำศช้ำ ยืดเวลำเค่ียว
น ้ ำตำล ท ำให้น ้ ำตำลดิบท่ีไดมี้สีปนเป้ือนของโมลำส  ส่งผลให้ประสิทธิภำพโดยรวมในกำรผลิต
น ้ ำตำลลดต ่ำลง น ้ ำตำลดิบท่ีมี dextran ปนเป้ือนสูงกวำ่ 1,000 ppm จะมีผลไปเพิ่มควำมหนืดของ
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น ้ ำออ้ย, น ้ ำเช่ือม (syrup), แมสควิต (massecuite), โมลำส (molasses) ท ำให้ขดัขวำงกำรท ำใส กำร
ตกผลึกน ้ำตำลซูโครส และกำรท ำบริสุทธ์ิน ้ำตำลซูโครส (Meade และ Chen, 1997) 

ตวัอยำ่งของจุลินทรียท่ี์ผลิตเดกซ์แทรนท่ีพบมำกและก่อใหเ้กิดปัญหำในกระบวนกำรผลิต
น ้ำตำลไดแ้ก่ Leuconostoc mesenteroides และ  Leuconostoc dextranicum  นอกจำกนั้นยงัพบ
จุลินทรียช์นิดอ่ืนๆอีกเช่น Aerobacter sp., Betabacterium dextranicum, Streptococcus sp. จุลินทรีย์
เหล่ำน้ีพบไดท้ัว่ไปในไร่ออ้ยหรือบริเวณท่ีมีน ้ำออ้ย งำนวิจยัของ Milintawisamai และคณะ (2009) 
ไดศึ้กษำจุลินทรียท่ี์ผลิตเดกซ์แทรนจำกตวัอยำ่งน ้ำออ้ยของโรงงำนน ้ำตำมิตรภูเวยีง อ ำเภอหนอง
เรือ จงัหวดัขอนแก่น พบวำ่เป็น Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae และ Lactobacillus 
fermentum   

Imrie และ Tilbury (1972) พบวำ่ออ้ยท่ีเผำไฟจะเกิดเดกซ์แทรนไดม้ำกกวำ่ออ้ยสด 
เน่ืองจำกออ้ยไหมไ้ฟมีโอกำสติดเช้ือง่ำยโดยเฉพำะเช้ือ L. mesenteroides อนัเน่ืองมำจำกบำดแผลท่ี
เกิดข้ึน และเอนไซมใ์นระบบป้องกนัเช้ือโรคถูกท ำลำย นอกจำกนั้นควำมล่ำชำ้ในกำรเก็บเก่ียว กำร
ขนส่ง กำรเขำ้คิวเพื่อขนถ่ำยออ้ยเขำ้ส่งโรงงำน ก็เป็นปัจจยัท่ีท ำใหเ้ช้ือยิง่เจริญท ำให้เกิดกำรสร้ำง
เดกซ์แทรนดว้ยเช่นกนั  

เดกซ์แทรน (Dextran) มีโครงสร้ำงเป็น homopolysaccharide ของกลูโคส  ซ่ึงกลูโคสแต่ละ
โมเลกุลเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ  -(1,6)-glycosidic linkage (ประมำณ 90-95%) และมีแขนงยอ่ย
เช่ือมต่อดว้ยพนัธะ -(1,2) ,  -(1, 3)  หรือ  -(1,4)-glycosidic linkage (ประมำณ 5-10%)   
(Brown และ Inkerman, 1992)   ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทียท่ี์ผลิตเดกซแทรน โดยทัว่ไปพบวำ่
จะมีน ้ำหนกัโมเลกุลสูงมำกประมำณ 106-107 ดำลตนั ท ำให้ dextran มีคุณสมบติัเหนียวและมีควำม
หนืดสูง ไม่ละลำยในแอลกอฮอล์แต่สำมำรถละลำยน ้ ำได้ดี จึงยำกต่อกำรก ำจัดออกจำก
กระบวนกำรผลิต 

 กำรก ำจดัและกำรลดปริมำณเดกซ์แทรน Chen และ Rauh (1990) เสนอใหจ้ดัระบบ
สุขำภิบำลหรือกำรท ำควำมสะอำดท่ีดีและใช ้ biocide พบวำ่จะช่วยควบคุมปริมำณจุลินทรียท่ี์ท ำให้
เกิดเดกซ์แทรนได ้ แต่อยำ่งไรก็ตำมปริมำณเดกซ์แทรนท่ีปนเป้ือนมำกบัวตัถุดิบก็ยงัเป็นปัญหำต่อ
กระบวนกำรผลิตน ้ำตำลอยู ่ 

 Imrie และ Tilbury (1972) พบวำ่กำรใชเ้อนไซม ์ dextranase เพียง 3% สำมำรถก ำจดั 
dextran ไดถึ้ง 68.5% ในเวลำเพียง 20 นำที ท่ีควำมเป็นกรด-ด่ำง 7.0 และอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส  
             กำรก ำจดั dextran ในโรงงำนอุตสำหกรรมน ้ำตำลนิยมใชเ้อนไซม ์dextranase  ซ่ึงจะไดผ้ลดี
เม่ือเติม dextranase ลงในน ้ ำออ้ยทนัทีหลงัจำกกำรหีบสกดั ท ำให้ปัญญำควำมหนืดหมดไป ส่งผลดี
ต่อกระบวนกำรผลิตน ้ำตำลทำย ท ำใหล้ดกำรอุดตนัและใชพ้ลงังำนลดลง (Meade และ Chen, 1997) 
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จำกบทควำมของ ปรีชำ (2541)  กำรใส่ dextranase ลงไปในน ้ำออ้ยและน ้ำเช่ือมท่ีก ำลงั
เค่ียวใหต้กผลึก โดยของเหลวทั้งคู่ตอ้งมี pH อยูท่ี่ 5-8 ท ำให ้dextran ลดขนำดลง แต่กำรใชเ้อนไซม์
น้ีมิไดท้  ำให ้dextran หมดไป เพียงแต่ท ำใหมี้ขนำดเล็กลง ซ่ึงยงัคงท ำใหก้ำรวเิครำะห์น ้ ำตำลซูโครส
ผดิพลำดและควำมเหนียวขน้ของน ้ำออ้ยและน ้ำเช่ือมยงัคงมีอยู ่

  กำรก ำจดัเดกซ์แทรนในโรงงำนอุตสำหกรรมน ้ ำตำลนิยมใชเ้อนไซม์เดกซ์แทรนเนส ซ่ึง
จะไดผ้ลดีเม่ือเติมเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสลงในน ้ำออ้ยทนัทีหลงัจำกกำรหีบสกดั ท ำให้ปัญหำควำม
หนืดหมดไป ส่งผลดีต่อกระบวนกำรผลิตน ้ำตำลทรำยท ำให้ลดกำรกำรอุดตนัและใชพ้ลงังำนลดลง 
(Khalikova และคณะ, 2005)  Egglestona และ Monge (2005) ศึกษำกำรใชเ้อนไซมเ์ดกซ์แทรน
เนสเกรดกำรคำ้ (commercial grade) ท่ีผลิตจำกเช้ือรำ Chaetomium gracile และ C. erraticum ทั้ง
ชนิดท่ีท ำให้เขม้ขน้และไม่ไดท้  ำให้เขม้ขน้ในโรงงำนอุตสำหกรรมน ้ ำตำล พบว่ำท่ี pH 5.4-5.8  
เอนไซม์มีกิจกรรมสูงสุดท่ี 50oC โดยกิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงท่ีควำมหวำนของน ้ ำตำลเป็น 
25-30 oBrix และพบวำ่กำรใส่เอนไซมใ์นน ้ำออ้ยช่วงหีบสกดัจะให้ผลดีกวำ่กำรใส่เอนไซมใ์นไซรับ 
(syrup) และพบวำ่กำรใส่เอนไซมท่ี์ยงัไม่ไดท้  ำใหเ้ขม้ขน้ในช่วงระเหยไซรับ (evaporator syrup) นั้น
เป็นกำรส้ินเปลืองเอนไซม ์อยำ่งไรก็ตำมในกรณีท่ีไซรับ มีปัญหำมำกในเร่ืองเดกซ์แทรนก็สำมำรถ
ใชเ้อนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสชนิดเขม้ขน้ท่ีควำมเขม้ขน้ 10 ppm/solid (เทียบเท่ำกบั 45 ppm/juice) ซ่ึง
สำมำรถก ำจดัเดกซ์แทรนไดป้ระมำณ 37 เปอร์เซ็นต ์กำรใชเ้อนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสกบัน ้ ำออ้ยท่ีมี
อุณหภูมิ 50oC นอกจำกจะเป็นกำรประหยดัเอนไซม์แล้วยงัสำมำรถก ำจดัเดกซ์แทรนได้ดีกว่ำท่ี
อุณหภูมิ 32oC ด้วย โดยพบว่ำกำรใช้เอนไซม์เดกซ์แทรนเนสชนิดไม่เข้มข้นในปริมำณ 10 
ppm/solid เป็นเวลำนำน 10 นำที ท่ี 50oC สำมำรถก ำจดัเดกซ์แทรนไดป้ระมำณ 46.3 เปอร์เซ็นต ์
ในขณะท่ีอุณหภูมิ 32oC จะก ำจดัเดกซ์แทรนไดเ้พียง 13.6 เปอร์เซ็นต ์นอกจำกน้ียงัพบวำ่เอนไซม์
สำมำรถท ำงำนไดใ้นน ้ ำออ้ยท่ีมีสำร dithiocarbamate ซ่ึงเป็นสำร biocide ท่ีมกัใส่ลงไปในน ้ ำออ้ย 
โดยพบวำ่ไม่มีกำรเพิ่มข้ึนของเดกซ์แทรนท่ีอุณหภูมิ 50oC ดว้ย 
 งำนวจิยัท่ีผำ่นมำไดมี้ผูศึ้กษำกำรท ำบริสุทธ์ิและคุณลกัษณะของเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสทั้ง
ในเช้ือรำและแบคทีเรียหลำยชนิด ตวัอยำ่งกำรศึกษำในเช้ือรำไดแ้ก่ Dipak และคณะ (1996) ได้
ศึกษำกำรท ำบริสุทธ์ิ extracellular endo-dextranase จำกเช้ือ Penicillium lilacinum โดยใชว้ธีิ 
calcium phosphate gel chromatography ไดเ้อนไซมท่ี์มี specific activity 3893.10 U/mg มีมวล
โมเลกุลประมำณ 26,500 1,500 Da ค่ำ Km เป็น 0.06 g/ml ซ่ึงถือวำ่เป็นเอนไซมท่ี์มี
ควำมจ ำเพำะต่อเดกซ์แทรนสูง  

วธีิกำรตรวจวเิครำะห์ dextran นั้น Rauh และคณะ (website1) รำยงำนวำ่มีวธีิกำรวเิครำะห์ 
dextran อยูห่ลำยวธีิ แต่ละวธีิมีควำมเร็วรวดและแม่นย  ำแตกต่ำงกนัไป ไดแ้ก่ Haze Method, Robert 
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Method, Gel permeation chromatography และกำรใช ้Antibody ซ่ึงเป็นวธีิใหม่แต่ยงัไม่แพร่หลำย 
วธีิHaze Method (Keniry และคณะ, 1969) และ Roberts Method (Roberts, 1983) เป็นวธีิมำตรฐำน
ท่ีอุตสำหกรรมน ้ำตำลใชอ้ยูป่ระจ ำ เป็นกำรวดักำรตกตะกอนของ dextran เม่ือละลำยในแอลกอฮอล์ 
แต่ 2 วธีิน้ีไม่มีควำมจ ำเพำะ มีรำคำท่ีสูง และใชเ้วลำในกำรวเิครำะห์นำน (Kubik และคณะ, 1994; 
De Stefano and Irey, 1986; Curtin และ Cowage, 1986 และ Brown และ Inkerman, 1992)  

Singleton และคณะ (2002) เสนอวธีิกำรวิเครำะห์ dextran และ sucrose วธีิใหม่ท่ีรวดเร็ว
โดยใช ้ Near Infrared Polarimeter (NIR) ร่วมกบักำรใชเ้อนไซม ์ dextranase ใชเ้วลำวเิครำะห์
ประมำณ 10 นำที และพบวำ่สำมำรถวดัไดท้ั้งในน ้ำออ้ยและตวัอยำ่งน ้ำตำล  

เกษตรกรภำคตะวนัออกเฉียงเหนือบำงส่วนยงัมีกำรเก็บเก่ียวโดยวิธีกำรเผำออ้ยอยู่ ซ่ึงท ำ
ให้มีปัญหำเดกซ์แทรนปนเป้ือนสูงในวตัถุดิบออ้ย โดยเฉพำะในฤดูหีบออ้ย กำรก ำจดั dextran  ใน
กระบวนกำรผลิตน ้ำตำลในโรงงำนอุตสำหกรรมกระท ำไดย้ำก เน่ืองจำก dextran ละลำยน ้ ำไดดี้มำก 
ในอุตสำหกรรมน ้ ำตำลนิยมใชเ้อนไซม ์dextranase  ในกำรยอ่ย dextran     ดงันั้นกำรวำงแผนกำร
ใชเ้อนไซมใ์นกระบวนกำรผลิตน ้ ำตำล จึงควรเป็นไปอย่ำงมีประสิทธิภำพและคุม้ค่ำ ซ่ึงในฤดูหีบ
หน่ึงๆ จะมีกำรตรวจพบ dextran สูงเป็นช่วงๆ และแตกต่ำงกนัในแต่ละพื้นท่ี พบมำกในลูกหีบท่ีมี
ออ้ยไฟไหม ้ดงันั้นวิธีกำรตรวจสอบ dextran ในวตัถุดิบดว้ยวิธีกำรท่ีรวดเร็วจึงน่ำจะมีควำมจ ำเป็น
ในกำรประเมินวตัถุดิบและผลกระทบต่อผลผลิตน ้ ำตำล และถำ้ตอ้งกำรใช้ dextranase เพื่อก ำจดั 
dextran จะตอ้งใช้ปริมำณเท่ำใด ดงันั้นวิธีกำรตรวจวดัท่ีรวดเร็วจึงมีประโยชน์อย่ำงยิ่งในกำรวำง
แผนกำรควบคุม เพื่อควบคุมผลผลิตน ้ำตำลทรำยใหไ้ดป้ริมำณสูงสุด ในปัจจุบนัโรงงำนน ้ ำตำลมิตร
ผลยงัคงประสบปัญหำกำรปนเป้ือน dextran ในกระบวนกำรหีบออ้ย (milling process) อยู ่มีผลท ำ
ให้มีกำรสูญเสียปริมำณน ้ ำตำลซูโครสในน ้ ำตำลทรำยดิบ และมีผลกระทบต่อเน่ืองไปถึงกำรผลิต
น ้ำตำลทรำยขำว (refined sugar) และในกำรวเิครำะห์ปริมำณ dextran ในตวัอยำ่งน ้ ำออ้ยเป็นวิธีท่ีชำ้
ใชเ้วลำหลำยชัว่โมงต่อตวัอยำ่ง      

 นอกจำกนั้น dextran ท่ีปะปนอยู่ในน ้ ำออ้ยยงัท ำให้กำรวดัน ้ ำตำลในน ้ ำออ้ยโดยกำรใช ้
Polarimeter ไดค้่ำท่ีสูงกวำ่ปรกติ ทั้งน้ีเน่ืองจำก dextran มีคุณสมบติัหมุนระนำบแสงไดม้ำกกกว่ำ
น ้ ำตำลซูโครสถึง 3 เท่ำ ท ำให้ค่ำโพลท่ีวดัไดผ้ิดไป (Clark และคณะ, 1997) ในกรณีประเทศไทยท่ี
ยงัมีเกษตรกรเผำออ้ย ท ำให้ออ้ยมีโอกำสติดเช้ือท่ีผลิตเมือก (dextran) ไดง่้ำย เน่ืองจำกบำกแผลท่ี
เกิดข้ึน ท ำใหว้ดัค่ำ Pol และ CCS ไดสู้งกวำ่ปรกติ จึงอำจท ำให้ไม่เกิดควำมเป็นธรรมในกำรซ้ือขำย
ตำมมำดว้ย 
              คณะผูว้จิยัจึงไดท้  ำกำรศึกษำกำรผลิตเอนไซมใ์ชเ้องภำยในประเทศ โดยสำมำรถแยกเช้ือ 
Aspergillus sp.X26 ไดจ้ำกดินในเขตภำคตะวนัออกเฉียงเหนือ เป็นเช้ือรำท่ีมีประสิทธิภำพสูงใน
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กำรผลิตเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนส (extracellular dextranase ) และสำมำรถท ำใหบ้ริสุทธ์ิบำงส่วน
ของเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสโดยกำรใช้ Sephacryl S-300 จำกโครงกำรวจิยัในหวัขอ้ กำรท ำให้
บริสุทธ์ิบำงส่วนของเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสจำกเช้ือรำท่ีแยกไดใ้นเขตภำคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
จำกปีงบประมำณ พ.ศ. 2553 และกำรผลิตและท ำเอนไซมเ์ดกซ์แทรนเนสจำกเช้ือรำท่ีแยกไดจ้ำก
ภำคตะวนัออกเฉียงเหนือในระดบัขยำยขนำด จำกปีงบประมำณ พ.ศ. 2553  ในงำนวจิยัน้ีจึงเป็น
งำนวจิยัท่ีต่อยอด เพื่อพฒันำวธีิกำรตรวจวดัท่ีรวดเร็ว คณะผูว้จิยัไดท้  ำกำรศึกษำกำรวดัปริมำณ 
dextran โดยปรับใชว้ธีิของ Singleton และคณะ (2002) ท่ีใช ้ Near Infrared Polarimeter (NIR) 
ร่วมกบักำรใชเ้อนไซม ์ dextranase โดยไดรั้บทุนจำกบริษทัมิตรผลวจิยัและพฒันำออ้ยจ ำกดั พบวำ่
วธีิน้ีก็สำมำรถใชว้ดัปริมำณ dextran ในน ้ำออ้ยได ้ หำกแต่เอนไซมท่ี์ซ้ือมำมีรำคำแพง และยงั
ตอ้งกำรเคร่ืองมือ Near Infrared Polarimeter ซ่ึงมีรำคำแพง ไม่มีอยูต่ำมโรงงำน คณะผูว้จิยัจึงได้
พฒันำ enzyme strip ส ำหรับใชต้รวจสอบ dextran ท่ีปนเป้ือนมำกบัน ้ำออ้ยในอุตสำหกรรมน ้ำตำล 
ซ่ึงน่ำจะเป็นวธีิกำรตรวจสอบท่ีรวดเร็ว และใชง่้ำยเม่ือเทียบกบัวธีิ Haze Method ตำมท่ีโรงงำน
น ้ำตำลใชอ้ยูปั่จจุบนั ซ่ึงเป็นวธีิท่ียุง่ยำกและใชเ้วลำนำนกวำ่ 
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                                                                         บทที ่2 
วธีิกำรด ำเนินกำรวิจัย 

 
2.1 แผนและทศิทำงกำรด ำเนินกำรวจัิย 

2.1 กำรผลิตเอนไซมแ์ละกำรท ำบริสุทธ์ิบำงส่วน dextranase จำก Aspergillus sp. X26 
2.2  กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 และกำรศึกษำ

คุณสมบติั immobilized sephacryl S-300 dextranase complex       
2.3  กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 บนแผน่ 

nitrocellulose โดยวธีิ Air Dry 
2.4 กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Penicilium sp. บนแผน่ nitrocellulose 

โดยวธีิเคล่ือนยำ้ย จำก SDS-PAGE ดว้ยกระแสไฟฟ้ำ 
   
2.2 เช้ือจุลนิทริย์ อำหำรเลีย้งเช้ือและสำรเคมี 

เช้ือจุลินทริยคื์อเช้ือรำ Aspergillus sp. X26 ซ่ึงแยกไดจ้ำกดินในภำคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
โดยผูร่้วมวจิยั คือ ผศ.สุวรรณำ  เนียมสนิท ภำควชิำจุลชีววทิยำ คณะวทิยำศำสตร์   

  อำหำรเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ Fukumoto medium        (2% Dextran T 2000, 0.3% 
NaNO3, 0.2% KH2PO4, 0.1%Yeast extract, 0.05% MgSO4.7H2O, 0.05% KCl, 0.001%FeSO4) 
(Fukumoto และคณะ, 1971)  

 สำรเคมีท่ีใชเ้ป็น analytical grade ยกเวน้ Ammonium sulphate เป็น commercial grade  
dextranase standard จำก เช้ือรำ  Penicillium sp. (Sigma,D5884) และ standard protein 

marker คือ (α-Lactalbumin, Trypsin inhibitor, Carbonic anhydrase, Ovalbumin, Albumin, 
Phophorylase b)  

 
2.3 กำรผลติเอนไซม์ dextranase จำก Aspergillus sp. X26 

เล้ียงเช้ือ Aspergillus sp. X26 ในอำหำร Fukumoto stant บ่มท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลำ 4-5 
วนั จำกนั้นท ำ spore suspension โดยใช้น ้ ำกลั่นท่ีมี 0.1% Tween 80 นับสปอร์เช้ือรำด้วย 
Haemacytometer แลว้ใส่เช้ือให้มีปริมำณ 106 สปอร์/ml ในอำหำร Fukumoto  ปริมำณ 50 มิลลิลิตร 
น ำไปบ่มให้เช้ือเจริญดว้ยเคร่ืองเขยำ่ ท่ีควำมเร็วรอบ 125 rpm ท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลำ 9 วนั เม่ือ
ส้ินสุดกำรบ่มเช้ือน ำสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือมำป่ันเหวี่ยงท่ี 15,000 g เป็นเวลำ 30 นำที เพื่อแยก
เอำเฉพำะส่วนสำรละลำยอำหำรคือ crude enzyme 
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2.4 กำรวดักจิกรรมของเอนไซม์ dextranase 
กำรวดักิจกรรมเอนไซม์ dextranase ท ำโดยผสมสำรละลำยเอนไซม์ปริมำตร 0.1 ml 

สำรละลำยสับสเตรท 0.625% w/v dextran T2000 ปริมำตร 0.5 ml และ 0.05M citrate buffer pH 5.5 
ปริมำตร 0.4 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 40oC เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้น วดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนดว้ย
วิธีของ Somogyi-Nelson  วดัสีท่ีเกิดข้ึนด้วย Spectrophotometer ท่ี A500 nmโดยใช้ reaction 
mixture : Somogyi-Nelson reagents = 1:2 โดยปริมำตร ใชส้ำรละลำยกลูโคส 0-100 ug/ml เป็นสำร
มำตรฐำน  โดยก ำหนดให้ 1 ยูนิต ของเอนไซม์ คือปริมำณเอนไซม์ท่ีท ำให้เกิดน ้ ำตำลรีดิวซ์ 
(glucose) 1 µmol ใน 1 หน่วยเวลำ (Wynter, 1997) 

 
2.5  กำรวดัปริมำณโปรตีน 

กำรวดัปริมำณโปรตีนใช้วิธีของ Lowry โดยใช้สำรละลำยโปรตีน BSA ควำมเขม้ขน้         
0 – 250  µg/ml เป็นสำรมำตรฐำน 

 
2.6 กำรท ำบริสุทธ์ิบำงส่วนของเอนไซม์ dextranase ด้วย Sephacryl S-300  
 น ำ crude enzyme 25 ml ผสมกบั Sephacryl S-300 25 g (น ้ ำหนกัเปียก)  เขยำ่เบ่ำๆท่ี
อุณหภูมิห้อง 15 นำที จำกนั้นน ำไปป่ันแยกท่ี 12,000g เป็นเวลำ 5 นำที แยกเอำส่วนท่ีเป็น
สำรละลำย ออก จำกนั้น ลำ้งเอำโปรตีนอ่ืนออกจำก Sephacryl S-300 dextranase complex ดว้ย 0.05 
M citrate buffer, pH 5.0 ปริมำตร 20 ml เขยำ่เบ่ำๆท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นำที  แลว้น ำไปป่ันท่ี 12,000 
g, 5 นำที แยกเอำส่วนท่ีเป็นสำรละลำยทิ้งไป จำกนั้นน ำ Sephacryl S-300 dextranase complex มำ
แยกเอำ dextranase ออกดว้ย 2% dextran T10 ปริมำตร 25 ml เขยำ่เบ่ำๆท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นำที 
น ำไปป่ันแยกท่ี 12,000 g, 5 นำที เก็บส่วนท่ีเป็นสำรละลำยซ่ึงมีเอนไซม ์dextranase 

กำรแยกเอนไซม ์dextranase ออกจำก dextran T10 ท ำโดยกำรใช้ centicon ท่ีมีเมมเบรน 
ขนำด molecular weight cut off 50 kDa ซ่ึง dextran T10 มีขนำดเล็กเพียง 10 kDa จึงสำมำรถผำ่น
เมมเบรนได ้แต่เอนไซม ์dextranase มีขนำด MW 86-87 kDa (Milintawisamai et al, 2011) ซ่ึงมี
ขนำดใหญ่กวำ่เมมเบรน  จึงไม่สำมำรถผำ่นตวักรองได ้ท ำให้สำมำรถแยก dextran T10 ออกจำก
เอนไซม ์dextranase ได ้
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2.7  กำรศึกษำกำรผลติ enzyme strips แบบต่ำงๆ 
2.7.1 Sephacryl S-300 dextranase complex   
ไดท้  ำกำรศึกษำกำรเตรียม sephacryl S-300 dextranase complex เพื่อประยุกต์ใชใ้นกำร

ตรวจวดัปริมำณ dextran โดยใชเ้อนไซม ์dextranase ท่ีถูกตรึงอยูบ่น sephacryl S-300 ซ่ึงจะท ำให้
สำมำรถตรวจวดัปริมำณ dextran โดยท ำกำรเตรียม sephacryl S-300 dextranase complex จำกสำวน
สำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือและศึกษำคุณสมบติัทำงจลนพลศำสตร์ของ enzyme strips และกำร
ตรวจสอบปริมำณ dextran standard 

2.7.1.1 วธีิกำรเตรียม sephacryl S-300 dextranase complex   
 น ำ crude enzyme 25 ml ผสมกบั Sephacryl S-300 25 g (น ้ ำหนกัเปียก) ซ่ึงมีลกัษณะเป็น
เมด็เจล  เขยำ่เบ่ำๆท่ีอุณหภูมิหอ้ง 15 นำที จำกนั้นน ำไปป่ันแยกท่ี 12,000g เป็นเวลำ 5 นำที แยกเก็บ
ส่วนท่ีเป็นเม็ดเจล จำกนั้นลำ้งเอำโปรตีนอ่ืนออกจำก Sephacryl S-300 dextranase complex โดย
กำรใช ้0.05 M citrate buffer, pH 5.0 ปริมำตร 20 ml เขยำ่เบ่ำๆท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นำที  แลว้น ำไป
ป่ันแยกท่ี 12,000 g, 5 นำที แยกเอำส่วนท่ีเป็นสำรละลำยทิ้งไป ส่วนท่ีเหลือจะเป็นเจลของ
Sephacryl S-300 dextranase complex ซ่ึงจะถูกน ำศึกษำสมบติัทำงจลนพลศำสตร์ของเอนไซม์
ต่อไป 
  2.7.1.2 กำรวดัควำมเร็วเร่ิมตน้ของปฏิกิริยำ  
 กำรศึกษำควำมเร็วเร่ิมตน้ของปฏิกิริยำ โดยผสม sephacryl S-300 dextranase complex ซ่ึงมี
ลกัษณะเป็นเจลปริมำตร0.1 ml สำรตั้งตน้ 0.625% w/v dextran T2000 ปริมำตร 0.5 ml และ 0.05M 
citrate buffer pH 5.5 ปริมำตร 0.4 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 40oC แปรผนัเวลำท่ีใชใ้นกำรท ำปฏิกิริยำ
ในช่วง 0 - 30 นำที จำกนั้นวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนด้วยวิธีของ Somogyi-Nelson ใช้
สำรละลำยกลูโคส 0-100 ug/ml เป็นสำรมำตรฐำน   

2.7.1.3 กำรศึกษำจลนพลศำสตร์ (Km, Vmax) 
 กำรศึกษำจลนพลศำสตร์ของ sephacryl S-300 dextranase complex โดยกำรแปรผนัควำม
เขม้ขน้ dextran ซ่ึงเป็นสับสเตรท ในช่วง 0-10,000 ppm เม่ือน ำขอ้มูลระหวำ่งอตัรำกำรเกิดปฏิกิริยำ
และควำมเขม้ขน้ของ substrate มำเขียนเป็นกรำฟในรูปแบบของ Lineweaver-Burk Plot จะท ำให้
สำมำรถค ำนวณหำค่ำ Km และ Vmax ได ้
              2.7.1.4 กำรวดัปริมำณ dextran standard 
     ท ำกำรวดัปริมำณ dextran standard ด้วย immobilized sephacryl S-300 dextranase 
complex ปริมำตร 0.1 ml 0.05M citrate buffer pH 5.5 ปริมำตร 0.4 ml และ dextran T2000 0.5 ml 
โดยแปรผนัควำมเขม้ขน้ dextran ซ่ึงเป็นสับสเตรท ในช่วง 0-10,000 ppm บ่มท่ีอุณหภูมิ 40oC เป็น
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เวลำ 10 นำที จำกนั้นวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนดว้ยวิธีของ Somogyi-Nelson ใชส้ำรละลำย
กลูโคส 0-100 ug/ml เป็นสำรมำตรฐำน   
 

2.7.2 การตรึงเอนไซม์บนแผ่น nitrocellulose โดยวิธี Air Dry 
2.7.2.1 กำรเตรียมตรึงเอนไซมบ์นแผน่ nitrocellulose โดยวธีิ Air Dry 

 กำรเตรียมตรึงเอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 บนแผน่ nitrocellulose 
โดยวิธีหยดสำรละลำยเอนไซม์ควำมเขม้ขน้ 0.1 U/ml ลงบนแผน่ nitrocellulose จำกนั้นท ำให้แห้ง
โดยวิธี air dry ใน vacuum desiccator ท่ีอุณหภูมิ 30ºC จำกนั้นน ำแผน่ nitrocellulose ท่ีเคลือบดว้ย
เอนไซม ์dextranase ตดัแบ่งเป็น strip ใหมี้ขนำด 3 x 50 mm  

2.7.2.2 วธีิกำรวดัปริมำณ dextran ดว้ย enzyme strip 
วดัปริมำณ dextran ดว้ย enzyme strip ดว้ยกำรท ำปฏิกิริยำกบั dextran โดยหยดสำรละลำย 

dextran T-2000 เขม้ขน้ 6000 ppm ปริมำตร 5 ul บนแผน่ nitrocellulose บ่มท่ีอุณหภูมิ 40oC เป็น
เวลำ 10 นำที จำกนั้นตรวจสอบน ้ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนโดยวธีิ DNS และ Somogyi-Nelson 
   

 2.7.3 กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม์บนแผ่น nitrocellulose โดยวิธีเคลื่อนย้ำยโปรตีนจำก 
SDS- PAGE ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
  2.7.3.1 กำรเตรียมตรึงเอนไซมบ์นแผน่ nitrocellulose โดยวธีิยำ้ยโปรตีนจำก SDS- 
PAGE 
 กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม์บนแผ่น nitrocellulose โดยวิธีเคล่ือนยำ้จำก SDS-PAGE ลงสู่
แผน่ nitrocellulose โดยโหลดตวัอยำ่งสำรละลำย จำกเช้ือ เอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Penicilium 
sp.(Sigma) ปริมำณ 3.76 ug (0.4 Unit) /well ท ำกำรแยกแถบโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้ำ 20 mA 
จำกนั้นลำ้งเจลใน 1% (w/v) triton X 100 เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง ยำ้ยเจลไปยงัแผน่ nitrocellulose โดย
ใชก้ระแสไฟฟ้ำ 15V เป็นเวลำ 30 นำที จำกนั้นน ำแผน่ nitrocellulose ตดัแบ่งเป็น strip ให้มีขนำด 3 
x 50 mm  
               2.7.3.2 วธีิกำรวดัปริมำณ dextran ดว้ย enzyme strip 
 น ำ enzyme strip มำตรวจวดักิจกรรมเอนไซม ์โดยแช่แผน่ nitrocellulose ท่ีมีเอนไซมเ์กำะ
อยูใ่นสำรละลำยท่ีมี dextran T2000 ใน 0.05M citrate buffer เขม้ขน้ 0, 500, 1000, 2000 และ 6000 
ppm บ่มท่ี 40oC 45นำที จำกนั้นน ำส่วนสำรละลำยมำวดัผลิตภณัฑ์คือน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนดว้ยวิธี 
Somogyi-Nelson 
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2.8 วธีิวดัปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์ด้วยชุดตรวจสอบ 
 กำรท ำปฏิกิริยำระหวำ่งเอนไซม ์dextranase กบัสับสเตรทคือ dextran ก่อให้เกิดผลิตภณัฑ์
ท่ีเป็นน ้ำตำลรีดิวซ์ ซ่ึงอำจจะเป็น oligosaccharide, disaccharide หรือ monosaccharide  และปริมำณ
ผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนน้ีมีสัมพนัธ์กบัควำมเขม้ขน้ของ dextran ดงันั้นกำรหำวิธีวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์
ท่ีง่ำย และรวดเร็วจึงเป็นประโยชน์อยำ่งมำกท่ีจะน ำไปประยกุตใ์ชใ้นวดัปริมำณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจำก
ยอ่ยสำยโซ่ dextran ของเอนไซม ์dextranase ในขั้นตอนกำรท ำ enzyme strip เพื่อตรวจปริมำณ 
dextran  
 2.8.1 กำรวดัปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์ด้วย glucose strip ร่วมกบั glucometer 

หลกักำรของกำรวดัปริมำณน ้ำตำลรีดิวซ์ดว้ย glucose strip ร่วมกบั glucometer คือเอนไซม ์
glucose dehydrogenase จะเปล่ียนกลูโคสให้เป็น gluconolactone ปฎิกิริยำน้ีจะปล่อยอิเล็กตรอน
ออกมำท ำปฏิกิริยำกับ coenzyme electron acceptor ท ำให้เกิดเป็นรูปรีดิวซ์ของสำร  
Hexacyanoferrate (lll) แถบตรวจใชห้ลกักำรปฏิกิริยำอิเล็กตรอนของ Biamperometry ตวัเคร่ืองน ำ
พลงังำนระหวำ่งขั้วไฟฟ้ำท่ีเหมือนกนั 2 ขั้ว ไปเปล่ียนรูปรีดิวซ์ของสำร Hexacyanoferrate (lll) ให้
กลบัคืนเป็นรูปออกซิไดซ์อีกคร้ัง ซ่ึงจะท ำให้เกิดกระแสแรงต ่ำท่ีเคร่ืองใช้อ่ำนผล และเคร่ืองจะวดั
กำรเปล่ียนแปลงกระแสอิเล็กตรอนท่ีเกิดข้ึน เปล่ียนสัญญำณท่ีไดรั้บเป็นน ้ำตำลบนจอ 
 ขั้นตอนกำรทดลอง ผสมสำรละลำยเอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 ท่ี
แยกบริสุทธ์ิโดย sephacryl S-300 และ centricon ตำมวิธีกำรในขอ้ 4 จ ำนวน   0.1 U, 0.05M citrate 
buffer pH 5.5 และ dextran T2000 ให้มีควำมเขม้ขน้ของ dextran ซ่ึงเป็นสับสเตรท 600, 2400 และ 
4200 ppm ตำมล ำดบั บ่มท่ีอุณหภูมิ 40oC เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นตม้หยุดปฏิกิริยำและวดัปริมำณ
น ้ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนโดยใช ้glucose strip ร่วมกบั glucometer 
 2.8.2 กำรวดัปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์ด้วย Color reagent 
 หลกักำรของกำรวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ดว้ย Color reagent คือกลูโคสจะถูกเอนไซม ์
glucose oxidase ออกซิไดซ์ให้เป็น gluconic acid และ hydrogen peroxide ซ่ึง hydrogen peroxide น้ี
จะส่งผำ่นออกซิเ+จนให้แก่สำรประกอบ amino-4-antipyrine โดยกำรเร่งเอนไซม ์peroxidase ได ้
pheenazone ท่ีมีสีแดง ดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 515 นำโนเมตร 
 ขั้นตอนกำรทดลอง ผสมสำรละลำยเอนไซม์ dextranase ท่ีแยกบริสุทธ์ิโดย sephacryl S-
300 และ centricon ตำมวิธีกำรในขอ้ 4 จ ำนวน 0.1 U, 0.05M citrate buffer pH 5.5 และ dextran 
T2000 ให้มีควำมเขม้ขน้ของ dextran ซ่ึงเป็นสับสเตรท 600, 2400 และ 4200 ppm ตำมล ำดบั บ่มท่ี
อุณหภูมิ 40oC เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นตม้หยุดปฏิกิริยำและวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนโดย
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ใช ้Color reagent โดยใช ้ reaction mixture 10 ul แลว้ใส่ Color reagent  2 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC 
เป็นเวลำ 10 นำที วดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี A515  
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                                                                               บทที ่3 
ผลกำรวจัิยและอภิปรำยผล 

 

3.1 กำรผลติและ กำรท ำบริสุทธ์ิเอนไซม์ dextranase จำก Aspergillus sp. X26 
ท ำกำรผลิตเอนไซม ์dextranase โดยเล้ียงเช้ือ Aspergillus sp. X26 ในอำหำร Fukumoto ปริมำตร 50 

ml ในฟลำส ขนำด 250 ml ท่ีอุณหภูมิ 30oC เป็นเวลำ 9 วนั จำกนั้นน ำสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือมำป่ันเหวี่ยง
ท่ี 15,000 g เป็นเวลำ 30 นำที เพื่อแยกเซลล์ของเช้ือออก ส่วนสำรละลำยอำหำรท่ีไดคื้อ crude enzyme ซ่ึงมี
ปริมำณเอนไซมท์ั้งหมด 78.23 U จำกนั้นท ำมำท ำบริสุทธ์ิโดยใช ้Sephacryl S-300 พบวำ่ได ้yield 29.53% 
เหลือปริมำณเอนไซม ์ 23.10 U และขั้นตอนสุดทำ้ยเป็นกำรแยก dextran T10 ซ่ึงใชเ้ป็นตวัชะออกโดยกำร 
centricon เมมเบรนขนำด molecular weight cut off 50 kDa พบวำ่ได ้yield 13.73% ดงัแสดงในตำรำงท่ี 1 
ตำรำงที ่1 แสดงผลกำรท ำบริสุทธ์ิเอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 
 

Purification step Total protein (mg) Total unit activity(U) Specific activity (U/mg ) Purification (-fold) Yield(%) 

Crude 11.83 78.23 6.62 1 100 

Sephacryl S-300 2.60 23.10 8.87 1.3 29.53 
Centricon 1.01 10.74 10.63 1.6 13.73 

 

3.2 กำรศึกษำคุณสมบัต ิimmobilized sephacryl S-300 dextranase complex 
จำกกำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม ์dextranase ท่ีจบั sephacryl S-300 เป็น immobilized sephacryl S-

300 dextranase complex เพื่อประยกุตใ์ชใ้นกำรตรวจวดัปริมำณ dextran ในสำรละลำยผลกำรทดลองพบวำ่
สำมำรถผลิต immobilize sephacryl S-300 dextranase complex ไดโ้ดยน ำ crude enzyme  ผสมกบั 
Sephacryl S-300  สัดส่วน 1:1 โดยปริมำตร เขยำ่เบ่ำๆท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นำที จำกนั้นน ำไปป่ันแยกท่ี 
12,000g เป็นเวลำ 5 นำที แยกเอำส่วนท่ีเป็นสำรละลำยออก จำกนั้นลำ้งเอำโปรตีนอ่ืนออกจำก Sephacryl S-
300 dextranase complex โดยกำรใช ้0.05 M citrate buffer, pH 5.0 เขยำ่เบำๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นำที  แลว้
น ำไปป่ันแยกท่ี 12,000 g, 5 นำที แยกเอำส่วนท่ีเป็นสำรละลำยทิ้งไป ส่วนท่ีเหลือจะเป็น immobilized 
Sephacryl S-300 dextranase complex พบวำ่มีกิจกรรมของเอนไซม ์0.02 U/ml แลว้ไดท้  ำกำรศึกษำสมบติั
ทำงจลนพลศำสตร์ พบวำ่ 

3.2.1 ควำมเร็วเร่ิมตน้ของปฏิกิริยำ  
จำกกำรศึกษำควำมเร็วเร่ิมตน้ของปฏิกิริยำ พบว่ำ immobilized Sephacryl S-300 dextranase 

complex 0.002 U/reaction  วดัผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึน โดยวิธี Somogyi-Nelson โดยใช ้reaction mixture 0.5 ml 
และ Somogyi-Nelson reagents ปริมำตร 1 ml วดัสีท่ี A500 nm พบวำ่มีอตัรำกำรเกิดปฏิกิริยำเพิ่มข้ึนเป็น
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เส้นตรงท่ีเวลำ 0- 10 นำที และมีอตัรำกำรเกิดปฏิกิริยำสูงสุดท่ีเวลำ 10 นำที อตัรำกำรเกิดปฏิกิริยำจะมี
ค่ำคงท่ี ท่ีเวลำ 10 – 30 นำที ดงัแสดงรูปท่ี 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที่1 แสดงอตัรำเร็วของกำรเกิดปฏิกิริยำท่ีเวลำ 0-30 นำที ของ immobilized sephacryl S-300 
dextranase complex จำกเชือ้ Aspergillus sp. X26 

3.2.2 กำรศึกษำค่ำจลนพลศำสตร์ (Km, Vmax) 
 จำกกำรศึกษำจลนพลศำสตร์ของ immobilized sephacryl S-300 dextranase complex  0.002 
U/reaction วดัผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึน โดยวิธี Somogyi-Nelson โดยใช ้reaction mixture 0.5 ml และ Somogyi-
Nelson reagents ปริมำตร 1 ml วดัสีท่ี A500 nm โดยใชค้วำมเขม้ขน้สับสเตรท dextran T2000 ในช่วง 0-
10,000 ppm เม่ือน ำขอ้มูลระหว่ำงอตัรำกำรเกิดปฏิกิริยำและควำมเขม้ขน้ของ substrate มำเขียนกรำฟใน
รูปแบบของ Lineweaver-Burk Plot ท ำให้สำมำรถค ำนวณหำค่ำ Km ไดจ้ำกจุดตดัแกน x และ Vmax ไดจ้ำก
จุดตดัแกน y พบวำ่เอนไซมมี์ค่ำ Km เท่ำกบั 3846 ppm และ Vmax เท่ำกบั 188 ug/min ดงัแสดงในรูปท่ี 2 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

 รูปที่2 แสดงอตัรำเร็วของกำรเกิดปฏิกิริยำท่ีควำมเขม้ขน้ substrate ในช่วง 0-10,000 ppm ของ 
immobilized sephacryl S-300 dextranase complex จำกเชือ้ Aspergillus sp. X26 
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Dextran 

Buffer 

A 

Buffer 

Dextran 

B 

3.2.3 กำรวดัปริมำณ dextran ดว้ย immobilized sephacryl S-300 dextranase complex 
กำรวดัปริมำณ dextran T2000 ท่ีอยูใ่นสำระลำยดว้ย immobilized sephacryl S-300 dextranase 

complex ปริมำณ 0.002U/reaction และวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ในสำรละลำยดว้ยวิธี Somogyi-Nelson โดย

ใช้ reaction mixture 0.5 ml และ Somogyi-Nelson reagents ปริมาตร 1 ml วดัสีท่ี A500 nm พบวำ่อตัรำกำร
เกิดปฏิกิริยำเพิ่มเป็นเส้นตรงท่ีควำมเขม้ขน้ของสัสเตรทในช่วง 0-1000 ppm ดงัแสดงในรูปท่ี 3 

 
 
  
 
 

 
 
 
 รูปที่3 แสดงกำรวดัปริมำณ dextran T2000 standard (0 – 1000 ppm) ด้วย immobilized sephacryl 
S-300 dextranase complex จำกเชือ้ Aspergillus sp. X26 

3.3  กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม์ dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 บนแผ่น nitrocellulose 
โดยวธีิ Air Dry 
 จำกกำรทดลองศึกษำกำรตรึงเอนไซม์ dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 บนแผ่น 
nitrocellulose โดยหยดสำรละลำยเอนไซม์dextranase ลงบนแผน่ nitrocellulose จำกนั้นท ำให้แห้งโดยวิธี 
air dry ใน vacuum desiccator ท่ีอุณหภูมิ 30ºC แลว้ทดสอบกำรท ำปฏิกิริยำกบั dextran T2000 โดยหยด
สำรละลำยลงบนแผ่น nitrocellulose และตรวจสอบน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนโดยวิธี DNS และ Somogyi-
Nelson โดยหยดสำรละลำยลงบนแผ่น nitrocellulose เช่นกนั พบว่ำไม่พบควำมแตกต่ำงของสีท่ีเกิดข้ึน
ระหวำ่งชุดทดลองท่ีเติม dextran และชุดควบคุมท่ีไม่เติม dextran ดงัแสดงดงัรูปท่ี 4 ซ่ึงอำจเกิดจำกกำรท่ี
เอนไซม ์dextranase ท่ีอยูบ่นแผน่ nitrocellulose ไม่สำมำรถท ำปฏิกิริยำกบั dextran จนเกิดผลิภณัฑไ์ด ้
  
 

 
 
 

 
รูปที่4 แสดงผลกำรตรวจวดั dextran โดยใช้ enzyme strip จาก Aspergillus sp. X26 ท่ีเตรียมโดยวิธี 

Air dry  (A) ตรวจวดัน ้ำตำลรีดิวซ์ดว้ยวธีิ DNS และ  (B) ตรวจวดัน ้ำตำลรีดิวซ์ดว้ยวธีิ Somogyi-Nelson 
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 ไดท้  ำกำรทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ท่ีตรึงอยู่บนแผ่น nitrocellulose จำกกำรทดลองท่ีผ่ำนมำเม่ือ
ทดลองใชเ้อนไซม ์dextranase ซ่ึงอยูบ่นแผน่ nitrocellulose ท ำปฏิกิริยำกบั dextran และตรวจสอบน ้ ำตำล
รีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนโดยวิธี DNS และ Somogyi-Nelson พบว่ำไม่พบควำมแตกต่ำงระหว่ำงชุดทดลองท่ีเติม 
dextran และชุดควบคุมท่ีไม่เติม dextran จึงท ำกำรตรวจวดักิจกรรมเอนไซมบ์นแผน่ nitrocellulose เพื่อดูวำ่
เอนไซม ์dextranase เสียสภำพหรือไม่ โดยจุ่มแผน่ nitrocellulose ลงในสำรละลำย dextran T2000 ควำม 
เขม้ขน้ 6000 ppm บ่มท่ี 40oC 10นำที เพื่อให้เอนไซมท่ี์อยูบ่นแผน่ nitrocellulose ท ำปฏิกิริยำกบั dextran ใน
สำรละลำย จำกนั้นวดัผลิตภณัฑ์คือน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนดว้ยวิธี Somogyi-Nelson จำกำรทดลองพบวำ่ไม่
สำมำรถตรวจพบน ้ ำตำลรีดิวซ์   จึงสรุปไดว้ำ่ไม่สำมำรถใช้วิธีตรึงเอนไซม์บนแผ่น nitrocellulose โดยวิธี 
Air Dry เพื่อใชใ้นกำรตรวจวดั dextran ได ้
 

3.4 กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม์ dextranase จำกเช้ือ Penicilium sp. บนแผ่น nitrocellulose โดยวิธี
เคลือ่นย้ำยจำก SDS-PAGE ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
 ไดท้ดลองศึกษำกำรตรึงเอนไซมบ์นแผน่ nitrocellulose โดยวิธีเคล่ือนยำ้ยเอนไซม์ dextranase จำก 

เช้ือรำ  Penicillium sp. (Sigma) จำก SDS-PAGE ไปแผ่น nitrocellulose ดว้ยกระแสไฟฟ้ำโดยโหลด
ตวัอยำ่งเอนไซมป์ริมำณ 3.76 ug (0.4 Unit) /well  พบแถบโปรตีนเขม้ท่ีขนำด 66 kDa ดงัรูปท่ี 5 ซ่ึงคำดวำ่
เป็นเอนไซม์ dextranase  มีขนำดแตกต่ำงจำกเอนไซม ์dextranase จำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 ท่ีมีขนำด 
86-87 kDa ลำ้งเจลใน 1% (w/v) triton X 100 เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง จำกนั้นยำ้ยเจลไปยงัแผน่ nitrocellulose 
โดยใชก้ระแสไฟฟ้ำ 15V 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่5 แสดงแถบโปรตีนของเอนไซม์ dextranase เม่ือแยกดว้ย 12% SDS-PAGE  ;lane M =  
marker และ lane 1= เอนไซม ์dextranase จาก Penicillium sp. 
         

จำกกำรทดลองนั้นน ำแผน่ nitrocellulose ท่ีไดม้ำตดัเป็น strip ขนำด 3 x 50 mm ซ่ึงมีกิจกรรมของ
เอนไซม ์0.002 U/strip มำตรวจวดัปริมำณ dextran T2000 ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ ในสำรละลำย โดยกำรแช่
แผน่ nitrocellulose ดำ้นท่ีมีเอนไซมเ์กำะอยูใ่นสำรละลำย dextran T2000 ปริมำตร 2 ml บ่มท่ี 40oC 45 นำที 

M 1 

66.0 

21.1 
14.0 

30.0 

45.0 

97.0 
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จำกนั้นวดัผลิตภณัฑ์คือน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนจำกส่วนของสำรละลำยด้วยวิธี Somogyi-Nelson 
พบว่ำสำมำรถตรวจวดัน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดจำกกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงเอนไซม์ dextranase กบั dextran ดงั
แสดงในรูปท่ี 6 จำกผลกำรทดลองจึงสรุปไดว้ำ่ กำรตรึงเอนไซมd์extranase บนแผน่ nitrocellulose โดยวิธี
เคล่ือนยำ้ยจำก SDS-PAGE ท ำให้เอนไซม์ dextranase ยงัสำมำรถท ำงำนได้ และอำจสำมำรถท่ีจะน ำไป
ประยกุตใ์ชท้  ำ แผน่ตรวจวดั dextran ได ้

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่6 แสดงกำรวดัปริมำณ dextran T2000 ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ ดว้ยเอนไซม ์dextranaseจำก 
Penicillium sp. ท่ีตรึงบนแผน่ nitrocellulose 

3.5 กำรศึกษำวธีิวดัปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์ด้วยชุดตรวจสอบ 
 กำรท ำปฏิกิริยำระหวำ่งเอนไซม ์dextranase ท่ีท ำบริสุทธ์ิบำงส่วนดว้ย sephacryl S-300 และก ำจดั 
dextran T10 ออกตำมวธีิในขอ้ 4 กบัสับสเตรทคือ dextran ก่อใหเ้กิดผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นน ้ ำตำลรีดิวซ์ ซ่ึงอำจจะ
เป็น oligosaccharide, disaccharide หรือ monosaccharide  และปริมำณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนน้ีมีสัมพนัธ์กบั
ควำมเขม้ขน้ของ dextran ดงันั้นกำรหำวิธีวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีง่ำย และรวดเร็วจึงเป็นประโยชน์อยำ่ง
มำกท่ีจะน ำไปประยกุตใ์ชใ้นวดัปริมำณผลิตภณัฑท่ี์เกิดจำก ยอ่ยสำยโซ่ dextran ของเอนไซม ์dextranase ใน
ขั้นตอนกำรท ำ enzyme strip เพื่อตรวจปริมำณ dextran กำรวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ในชุดทดสอบนั้น เป็น
กำรอำศยัหลกักำรกำรท ำงำนของเอนไซม ์ซ่ึงน ำมำทดสอบ 2 แบบ ใหผ้ลกำรทดลองดงัน้ี คือ 
       3.5.1 กำรวดัปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์ด้วย glucose strip 
      จำกกำรศึกษำกำรวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ดว้ย glucose strip พบว่ำเม่ือเพิ่มควำมเขม้ขน้ของ 
dextran T2000 ซ่ึงเป็นสับสเตรท ปริมำณกลูโคสท่ีตรวจวดัไม่เพิ่มข้ึนตำมปริมำณ dextran ดงัแสดงใน
ตำรำงท่ี 2 ซ่ึงอำจเกิดจำกขอ้จ ำกดัของเคร่ืองมือท่ีวดัปริมำณกลูโคสไดจ้  ำกดั อีกทั้งใน reaction mixture อำจ
มีสำรท่ีรบกวนกำรท ำงำนของเคร่ือง จึงไม่สำมำรถใช้ glucose strip มำประยุกตใ์ช้ในกำรตรวจวดัน ้ ำตำล
รีดิวซ์ท่ีเกิดจำกกำรท ำปฏิกิริยำระหวำ่งเอนไซม ์dextranase กบั dextran ได ้
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ตำรำงที่ 2 แสดงผลท่ีได้จำกกำรวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดจำกกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงเอนไซม ์
dextranase บริสุทธ์ิบำงส่วนจำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 กบั dextran T2000 ดว้ย glucose strip ร่วมกบั 
glucometer 
 

 
 

 
 
 

  

3.5.2 กำรวดัปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์ด้วย Color reagent 
 จำกกำรศึกษำกำรวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดจำกปฏิกิริยำระหว่ำงเอนไซม์ dextranase และ 
dextran T10 ดว้ย Color reagent พบวำ่ไม่สำมำรถตรวจวดัปริมำณน ้ ำตำลริวซ์ท่ีเกิดข้ึนได ้ดงัแสดงในตำรำง
ท่ี 3 ซ่ึงอำจเกิดจำก Color reagent เป็นสำรท่ีจเพำะส ำหรับกำรตรวจวดักลูโคสเท่ำนั้น แต่ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจำก
กำรกำรท ำปฏิกิริยำระหวำ่งเอนไซม ์dextranase กบั dextran อำจจะได ้oligosaccharide เป็นสวนใหญ่ มีกลู
โสเกิดข้ึนนอ้ยจึงไม่สำมำรถตรวจพบกลูโคสได ้
 

ตำรำงที่ 3 แสดงผลกำรวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดจำกกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงเอนไซม์ dextranase 
บริสุทธ์ิบำงส่วนจำกเช้ือ Aspergillus sp. X26 กบั dextran T2000 Color reagent 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

กำรทดลองที ่ Dextran (ppm) สำรละลำยเอนไซม์ (U) ค่ำทีอ่่ำนได้จำกเคร่ือง (mg/dl) 

1 600 0.1 159 

2 2400 0.1 152 

3 4200 0.1 148 

กำรทดลองที ่ Dextran (ppm) สำรละลำยเอนไซม์ (U) ค่ำทีว่ดัได้ 

1 600 0.1 0 

2 2400 0.1 0 

3 4200 0.1 0 
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บทที4่ 
สรุปผลกำรวจัิย 

 
1.สำมำรถผลิต Sephacryl S-300 dextranase complex ไดจ้ำกกำรใชเ้อนไซม ์dextranase จำกเช้ือ 

Aspergillus sp. X26  ในส่วนของสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือเพียงขั้นตอนเดียว พบว่ำ Sephacryl S-300 
dextranase complex มีกิจกรรมของเอนไซม์ 0.02U/ml ในสำรละลำย 0.05M citrate buffer pH 5.5 ท่ีมี 
0.625% w/v dextran T2000 บ่มท่ีอุณหภูมิ 40oC เป็นเวลำ 10 นำที มีค่ำ Km app และ Vmax app เท่ำกบั 3846 
ppm (dextran) และ 188 ug (reducing sugar)/min ตำมล ำดบั  

2. สำมำรถใช ้Sephacryl S-300 dextranase complex วดัปริมำณ dextran ในสำรละลำย แลว้ตรวจ
ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนในสำรละลำยดว้ยวิธี Somogyi-Nelson โดยใช้ reaction mixture 0.5 ml และ 

Somogyi-Nelson reagents ปริมาตร 1 ml วดัสีท่ี A500 nm พบวำ่ Sephacryl S-300 dextranase complex 
0.002 U/reaction สำมำรถวดัปริมำณ dextran มีควำมสัมพนัธ์เป็นเส้นตรง (R2= 0.99) อยูใ่นช่วงควำมเขม้ขน้ 
0-1000 ppm    

3. กำรใชชุ้ดตรวจสอบน ้ำตำลกลูโคส ยงัมีควำมไม่เหมำะสมในกำรใชต้รวจสอบปริมำณ dextran 
ได ้

4. สำมำรถผลิตenzyme strip จำกกำรใชเ้อนไซม์ dextranase จำกเช้ือ Penicilium sp.(Sigma) บน
แผน่ nitrocellulose โดยใชก้ระแสไฟฟ้ำ ได ้Enzyme strip ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม ์0.002U/strip (ขนำด 3 x 
50 mm) 

5. สำมำรถใช ้enzyme strip วดัปริมำณ dextran ในสำรละลำย แลว้ตรวจปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ี
เกิดข้ึนในสำรละลำยด้วยวิธี Somogyi-Nelson โดยใช้ reaction mixture 0.5 ml และ Somogyi-Nelson 
reagents ปริมาตร 1 ml วดัสีท่ี A500 nm พบวำ่ enzyme strip 0.002 U/strip  สำมำรถวดัปริมำณ dextran มี
ควำมสัมพนัธ์เป็นเส้นตรง (R2= 0.994) อยูใ่นช่วงควำมเขม้ขน้ 0-6000 ppm    
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