


 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดดวยเอนไซมตรึง 
 

Fructooligosaccharide Production by Immobilized Enzyme 

 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวเอ้ืองกาญจน ทาทอง 

 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพ) 

พ.ศ.2556



 

เอื�องกาญจน์  ทาทอง  2556: การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดด์ว้ยเอนไซมต์รึง    

ปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพ) สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  ภาควิชา

เทคโนโลยชีีวภาพ  อาจารยท์ี�ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั: รองศาสตราจารยว์ิรัตน์  วาณิชยศ์รีรัตนา, 

Ph.D.  91 หนา้ 

 

 

ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นคาร์โบไฮเดรต ที�ไดจ้ากการใชเ้อนไซมบ์ีตา-ฟรุกโทฟูราโน

ซิเดสย่อยสลายซูโครสให้เป็นกลูโคสและฟรุกโทส จากนั�นเกิดการยา้ยหมู่ของฟรุกโทสไปจบัที�

โมเลกุลของซูโครสอีกโมเลกุลหนึ� งที�ตาํแหน่งบีตา 2,1 ซึ� งฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นสารให้

ความหวานที�ให้พลงังานตํ�าและสารผสมอาหารที�มีคุณสมบติัเป็นพรีไบโอติก และเพื�อเป็นการลด

ตน้ทุนในการผลิตและการประยุกตใ์ช้เอนไซม์ให้เกิดประโยชน์สูงสุด ดงันั�นการตรึงเอนไซม์บีตา-

ฟรุกโทฟูราโนซิเดสเพื�อนาํไปใช้ในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์จึงเป็นอีกวิธีหนึ�งที�นิยมใช้

กนัอย่างกวา้งขวางในอุตสาหกรรมอาหาร ซึ� งการหาสภาวะที�เหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม์บีตา-

ฟรุกโทฟูราโนซิเดสดว้ยแคลเซียมแอลจิเนตโดยการออกแบบการทดลองดว้ยวิธีทะกุจิ ที�มีการแปร

ผนัปัจจยัทั�งหมด 3 ปัจจยั ๆ ละ 3 ระดบั ไดก้ารทดลองแบบ L-9 (33) orthogonal array ไดส้ภาวะที�

เหมาะสมดงันี�  ความเขม้ขน้โซเดียมแอลจิเนต 3.0 เปอร์เซ็นต ์กิจกรรมเอนไซม์เริ�มตน้ 150 หน่วย

ต่อมิลลิลิตร และความเขม้ขน้แคลเซียมคลอไรด์ 1.5 โมลาร์ โดยให้กิจกรรมเอนไซมต์รึงบีตา-ฟรุก

โทฟูราโนซิเดสเท่ากบั 29.71 หน่วยต่อมิลลิลิตร และพบวา่ทุกปัจจยัมีอิทธิพลต่อกิจกรรมเอนไซม์

ตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

 

การศึกษาการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์แบบเบ็ดเสร็จซํ� าภายใตส้ภาวะที�เหมาะสมที�

ไดจ้ากวิธีทะกุจิ พบวา่ในรอบแรกของการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจ์ะให้ผลการผลิตผลิตฟรุก

โทโอลิโกแซ็กคาไรด์ดีที�สุด เท่ากบั 195.8 กรัมต่อลิตร ที�เวลา 4 ชั�วโมง จากนั�นอตัราการผลิตฟรุก

โทโอลิโกแซ็กคาไรดจ์ะค่อย ๆ ลดลงในรอบต่อ ๆ ไป รวมทั�งการผลิตในแต่ละรอบจะใชเ้วลานาน

ขึ�นดว้ย โดยเอนไซมต์รึงที�ไดจ้ากสภาวะที�เหมาะสมจากวิธีทะกุจิสามารถผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็ก

คาไรด์ได ้4 รอบ โดยมีอตัราการใชซ้บัสเตรตเชิงปริมาตรและอตัราการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคา

ไรด์เชิงปริมาตรเท่ากบั 96.69 และ 135.96 กรัมต่อลิตร ชั�วโมง และผลไดฟ้รุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์

เท่ากบั 0.72 กรัมต่อกรัม ที�เวลา 2 ชั�วโมง ตามลาํดบั 
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Fructooligosaccharide is a type of carbohydrates, which is used as sweetener and 

prebiotics ingredients in food industries. Fructooligosaccharide is produced by hydrolysis and 
transfructosylation reaction of ß-fructofuranosidase which hydrolyzed sucrose to glucose and 
fructose then moved fructosyl unit to bind at ß-1,2 position of sucrose molecules under high 
concentration of sucrose.To improve fructooligosaccharide production, immobilized enzyme was 
used for cost reducing and reused in process. Taguchi method was applied to optimize the 
immobilization of ß-fructofuranosidase by varying three factors at three levels. A L-9 (33) 
orthogonal array was used in the experimental design. As a result, the maximum activity of 
immobilized enzyme obtained was 29.71 U/ml from 3.0 % w/v sodium alginate, 150.0 U/ml of 
initial enzyme activity and 1.5 M calcium chloride. By statistical analysis, these factors were 
found to effect on immobilized enzyme activity significantly. 

 
Repeated batch was carried out for fructooligosacchaide production with immobilized 

enzyme under Taguchi optimized conditions. The first cycles gave the highest concentration of 
fructooligosaccharide at 195.8 g/l (122.4 g/l 1-kestose, 67.7 g/l nystose, and 5.6 g/l 1F-
fructofuranosylnystose) at 4 h. The volumetric productivity, volumetric substrate uptake and yield 
of fructooligosaccharide were 96.69 g/l h,135.06 g/l h and 0.72g/g at 2 h, respectively. The 
concentration of fructooligosaccharide decreased when increased reaction time in the other 
cycles. This immobilized enzyme can be used for 4 cycles in the production of 
fructooligosaccharide. 
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ท่ีความเขมขนซูโครส 300 กรัมตอลิตร 

 
69 

ค1 กราฟมาตรฐานการวิเคราะหกลูโคสโดยวิธี DNS 82 
ค2 กราฟมาตรฐาน1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส 87 
ค3 กราฟมาตรฐานนีสโทส 88 
ค4 กราฟมาตรฐาน1-เคสโทส 88 
ค5 กราฟมาตรฐานซูโครส 89 
ค6 กราฟมาตรฐานกลูโคส 89 
ค7 กราฟมาตรฐานฟรุกโทส 90 



1 
 

 

การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดดวยเอนไซมตรึง 
 

Fructooligosaccharide Production by Immobilized Enzyme 
 

คํานํา 

 
ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจัดเปนคารโบไฮเดรต ท่ีมีคุณสมบัติเปนสารใหความหวานท่ีให

พลังงานตํ่า ซ่ึงใหพลังงานคร่ึงหนึ่งของพลังงานท่ีไดจากนํ้าตาลซูโครส ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด
ไมถูกยอยโดยเอนไซมภายในรางกายมนุษย ดังนั้นจึงเปนน้ําตาลท่ีใหพลังงานตํ่าและไมมีผลตอ
ระดับอินซูลินในเลือด ซ่ึงเหมาะสําหรับใชเปนสวนประกอบในอาหารสําหรับผูท่ีตองการควบคุม
น้ําหนักและผูปวยโรคเบาหวาน นอกจากนี้ ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดยังสงเสริมการเจริญของบิฟ
โดแบคทีเรียซ่ึงเปนจุลินทรียท่ีมีประโยชนตอรางกาย ทําใหฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดมีคุณสมบัติ
เปนพรีไบโอติก (Sangeetha et al., 2005)ปจจุบันนิยมใชฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเปน
สวนประกอบในอาหารเพ่ือสุขภาพ (functional foods) เพ่ิมมากข้ึน เชนนมผง โยเกิรต และนม
เปร้ียว เปนตน 

 
ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดมีลักษณะโครงสรางเปนโอลิโกเมอรของน้ําตาลฟรุกโทส ท่ีจับ

กับน้ําตาลซูโครส (GF) ท่ีตําแหนงบีตา-2,1 (ß-2,1) โดยฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดขนาด 3-5 
โมเลกุล ประกอบดวย 1-เคสโทส (1-kestose; GF2) นีสโทส (nystose; GF3) และ 1F-ฟรุกโทฟูราโน
ซิลนีสโทส (1F-fructofuranosyl nystose; GF4)(Yun, 1996) ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดสามารถพบ
ไดในพืชหลายชนิด เชน แกนตะวัน หนอไมฝร่ัง ขาวสาลี น้ําผ้ึง หอมหัวใหญ กระเทียม และกลวย 
เปนตน (Yun, 1996; Sangeetha et al., 2005) ซ่ึงปริมาณฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีพบในพืชมี
ปริมาณนอย ทําใหไมเพียงพอตอการนํามาใชในระดับอุตสาหกรรม จึงมีการผลิตฟรุกโทโอลิ
โกแซ็กคาไรดดวยเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส (ß-fructofuranosidase, ß-FFase) ท่ีผลิตไดจาก
จุลินทรีย เชนAspergillus sp. Aureobasidium sp. Arthrobacte sp. และ Fusarium sp. เปนตน(Yun 
1996; Sangeetha et al., 2005) โดยเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสจะทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาการ
ยอยสลายซูโครสใหเปนกลูโคสและฟรุกโทส และทําการยายฟรุกโทสไปตอกับซูโครสเกิดเปนโอลิ
โกแซ็กคาไรดสายส้ันๆเม่ือมีความเขมขนของซูโครสสูงๆอยางไรก็ตาม วิธีการเตรียมเอนไซมเพ่ือ
นํามาใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดมีตนทุนสูง จึงมีการพัฒนากรรมวิธีการผลิตฟรุกโท
โอลิโกแซ็กคาไรดโดยใชเอนไซมตรึงแทน ซ่ึงการประยุกตใชเอนไซมตรึงในกระบวนการ
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ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเปนทางเลือกหนึ่งท่ีนาสนใจ เนื่องจากสามารถนําเอนไซมตรึง
กลับมาหมุนเวียนใชใหมไดและสามารถแยกเอนไซมออกจากผลิตภัณฑไดงาย (Csanádiand Sisak, 
2006)ปจจุบันมีการนําเอนไซมตรึงมาใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดอยางแพรหลาย โดย
ใชตัวพยุงตาง ๆ กัน เชน การตรึงเอนไซม Pectinex Ultra SP-L ดวย amberlite IRA 900 Cl anion 
exchange resin, Eupergit C และ Sepabeads® EC และการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส
ดวยอะคริลิค เปนตน (Csanádiand Sisak, 2006; Tanriseven and Aslan, 2005; Onderkovàet al., 
2007) 

 
การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟู

ราโนซิเดสโดยปจจัยท่ีใชในการศึกษาไดแก ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต กิจกรรมเอนไซม
เร่ิมตน และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด ท่ีทําการวางแผนการทดลองดวยวิธีทะกุจิ และ
พัฒนาการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบเบ็ดเสร็จซํ้าในระดับฟลาสก 
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วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาการสภาวะท่ีเหมาะสมของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสดวยวิธีทะกุจิ 
 

2.  ศึกษาคาทางจลนพลศาสตรของเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 
3.  ศึกษาการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบเบ็ดเสร็จซํ้าในระดับฟลาสก 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 
 

1.1ลักษณะทางกายภาพและโครงสรางของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 
 

ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเปนช่ือสามัญของโอลิโกเมอรของน้ําตาลฟรุกโทสและมี
ช่ืออ่ืนๆตามท่ีคณะนักวิจัยบางกลุมใชเรียก เชน ฟรุกแทน (fructan)และกลูโคฟรุกโทแซน 
(glucofructosan) เปนตนโดยโอลิโกเมอรขนาด 3-5โมเลกุล ประกอบดวย 1-เคสโทส (1-kestose; 
GF2) นีสโทส (nystose; GF3) และ 1F-ฟรุกโทฟูเรโนซิลนีสโทส (1F-fructofuranosyl nystose; GF4) 
ดังแสดงโครงสรางในภาพท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 โครงสรางของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด1-เคสโทส (ก) นีสโทส (ข) และ 1F-ฟรุกโทฟูรา

โนซิลนีสโทส(ค) 
 
ท่ีมา:Hussein et al. (1998) 

(ก) (ข) (ค) 
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ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดมีโครงสรางแบบ1F (1-ß -D- fructofuranosyl)n-1sucrose; 
เขียนเปนโครงสรางท่ัวไป คือ GFnโดยท่ี nแสดงถึงดีกรีโพลิเมอไรเซชัน (degree of 
polymerization) ซ่ึงหมายถึงจํานวนฟรุกโทสท่ีเรียงตอกันรวมท้ังโพลีฟรุกแทน (polyfructans) และ
โอลิโกฟรุกโทไซด (oligofructosides) ท่ีมีตําแหนงการเชื่อมตอท่ีแตกตางกัน เชน นีโอเคสโทส 
(neokestose; 6G(1-ß-D- fructofuranosyl sucrose)) 6-เคสโทส (6-kestose; (6F(1-ß-D-fructofuranosyl 
sucrose)) และอนุพันธตางๆ เปนตน (Yun, 1996) 
 

1.2หนาท่ีทางสรีระวิทยาของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 
 
1.2.1  การไมยอยสลายของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในรางกาย 
 

เอนไซมในลําไสเล็กจะไมสามารถยอยฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดได จาก
รายงานของ Oku andNakamura (2002) เม่ือนํา 1-เคสโทส (GF2) และ นีสโทส (GF3) มาทําการยอย
ดวยเอนไซมในระบบยอยอาหารของลําไสเล็กของหนูทดลอง พบวาฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดไม
ถูกยอยสลายในระบบทางเดินอาหาร นอกจากนี้ไดฉีดฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีทําการติดฉลาก
คารบอน 14 (14C-fructooligosaccharide) เขาไปในตัวหนูทดลอง พบวาฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ี
ทําการติดฉลากคารบอน 14 ถูกขับออกมาทางปสสาวะของหนูทดลองโดยไมถูกยอยสลายอีกท้ัง
เม่ือทดลองใหหนูกิน ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีติดฉลากคารบอน14 พบวา ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคา
ไรดนั้นไมถูกยอยหรือดูดซึมจากเอนไซมในรางกายของหนูทดลอง 

 
ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดนั้นไมถูกยอยและดูดซึมท่ีลําไสเล็ก แตจะเกิดการ

หมักโดยบิฟโดแบคทีเรียและแลคโทบาซิลไลในลําไสใหญ ในกระบวนการหมักนี้จะเกิดกรด
ไขมันสายส้ันออกมาเชน กรดแอซีติกกรดบิวทิวริก และกรดโพรพิโอนิก อีกท้ังยังเกิดกาซ
คารบอนไดออกไซด มีเทน และไฮโดรเจนออกมาเปนผลิตภัณฑสุดทายของกระบวนการหมัก กรด
ไขมันสายส้ันนี้จะถูกดูดซึมทางลําไสใหญ และเกิดการเมแทบอลิซึมใหเปนพลังงาน (สุภาพร, 
2544) ศึกษาถึงพลังงานท่ีไดจากการหมักฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดโดยบิฟโดแบคทีเรียโดยคํานวณ
พลังงานจากกรดไขมันสายส้ันท่ีเกิดจากการหมักฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด (GFn, n=2-4) ทาง
ทฤษฎีไดเทากับ 2.7 กิโลแคลอรีตอกรัมฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด เม่ือเกิดการหมักท่ีสมบูรณ และ
เช่ือวารางกายสามารถนํากรดไขมันสายส้ันนี้ไปใชไดเพียงบางสวนเทานั้น ข้ึนกับประสิทธิภาพของ
การเปล่ียนกรดไขมันสายส้ันไปเปนพลังงาน ซ่ึงประสิทธิภาพการเปล่ียนกรดไขมันสายส้ันเปน
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พลังงานน้ีคิดเปน 69 เปอรเซ็นตของพลังงานทางทฤษฎี ดังนั้นเม่ือเกิดการหมักฟรุกโทโอลิโกแซ็ก
คาไรดอยางสมบูรณท่ีลําไสใหญจะใหพลังงานประมาณ 2 กิโลแคลอรีตอกรัมฟรุกโทโอลิโกแซ็ก
คาไรด ซ่ึงคิดเปนคร่ึงหนึ่งของพลังงานท่ีไดจากนํ้าตาลซูโครส ท่ีใหพลังงาน 4 กิโลแคลอรีตอกรัม
ซูโครส ดังนั้นฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจึงเปนสารใหความหวานท่ีใหพลังงานตํ่า เหมาะสําหรับใช
เปนสวนประกอบในอาหารสําหรับผูท่ีตองการควบคุมน้ําหนัก 

 
1.2.2  ผลของการบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดตอระดับอินซูลินในเลือด 
 

Sangeetha (2005) รายงานวาการบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในปริมาณ 
20 กรัมตอวัน ไมมีผลตอการทํางานอินซูลินของตับออนเนื่องจากน้ําตาลฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด
ไมถูกเอนไซมในรางกายยอยเปนน้ําตาลโมโนแซ็กคาไรด ท่ีลําไสเล็กและไมถูกดูดซึม จึงไมมีผล
ตอระดับน้ําตาลในเลือด ซ่ึงเหมาะท่ีจะใชฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเปนสวนประกอบในอาหาร
ของผูปวยโรคเบาหวาน 

 
1.2.3  การบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดสงผลตอการดูดซึมแรธาตุ 

 
Scholz-Ahrensand Schrezenmeir (2007) รายงานวาเม่ือบริโภคฟรุกโทโอลิ

โกแซ็กคาไรดเขาไปจะทําใหเกิดการหมักข้ึนในลําไสเล็ก สงผลตอการเจริญเติบโตและกิจกรรม
ของจุลินทรีย โดยจะเกิดการดูดซึมของแรธาตุตางๆ เชน แคลเซียม แมกนีเซียม และฟอสฟอรัส 
รวมท้ังธาตุอาหารตางๆ เชน ทองแดง (copper) เหล็ก (iron) และสังกะสี (zine) เปนตน ซ่ึงแรธาตุ
เหลานี้จะถูกดูดซึมและไปสะสมอยูท่ีกระดูก สงผลใหกระดูกมีสุขภาพแข็งแรง 
 

1.2.4  การสงเสริมการเติบโตของจุลินทรียสุขภาพในลําไส 
 

Sangeetha (2005) ทําการศึกษาเมแทบอลิซึมของ ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด
จากชิโคริ (chicory) โดยจุลินทรียในกลุมบิฟโดแบคทีเรีย คือ Bifidobacteriumlongum,B. infantis 
และ B. angulatum พบวา ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจะไปสงเสริมการเจริญของท้ัง 3 สายพันธุ และ
มีการผลิตมวลเพิ่มข้ึนโดย B. infantis มีการผลิตมวลไดสูงสุด ซ่ึงแสดงวาฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด
จากชิโคริสามารถเปนพรีไบโอติกได เนื่องจากมีคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญของจุลินทรีย
สุขภาพในลําไส 
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บิฟโดแบคทีเรียจัดเปนโพรไบโอติก คือ เปนแบคทีเรียท่ีมีประโยชนตอ
สุขภาพของผูบริโภค โดยบิฟโดแบคทีเรียจะใชฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเปนแหลงคารบอนแลว
ผลิตกรดไขมันสายส้ันและกรดแลกติก โดยกรดไขมันสายส้ันไดแก กรดแอซีติก กรดบิวทิวริก และ
กรดโพรพิ-โอนิก ซ่ึงกรดท่ีสรางข้ึนนี้จะไปมีผลยับยั้งหรือทําลายจุลินทรียท่ีกอโรค เชน Samonella 
sp. Clostidium sp. และ E. coliเปนตน นอกจากนี้ B. bifidum ยังสามารถสรางสารปฏิชีวนะเพื่อ
ทําลายจุลินทรียท่ีกอโรค เชน Shigella olysentiea typhosa Staphylococcus aureusและ E. coliเปน
ตนเพ่ือควบคุมใหจุลินทรียในลําไสใหญเกิดความสมดุล(Ziemer and Gibson,1998) 
 

1.3  ความปลอดภัยในการบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 
 

สุภาพร  (2544)ไดทําการทดสอบผลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดตอการ
เปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม โดยทดสอบผลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดตอการกลายพันธุของ
จุลินทรีย (Ames test) ทดสอบการเกิดการกลายพันธุในยีนของสัตว และการทดสอบผลของฟรุกโท
โอลิโกแซ็กคาไรดตอการเรียงลําดับเบสในการสังเคราะหดีเอ็นเอ (DNA scheduled synthesis 
assay) พบวาฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดไมมีผลทางดานพันธุกรรมตอท้ังจุลินทรียและสัตว อีกท้ังได
ทําการวิเคราะหความเปนพิษเร้ือรังของการบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด และศึกษาการ
กอใหเกิดมะเร็งในหนูทดลอง พบวาเม่ือหนูบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในปริมาณท่ีสูงถึง 
2.17 กรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม ตอวันเปนเวลานาน พบวาไมมีผลตอการเกิดความเปนพิษเร้ือรัง 
(no-observed-effect-level, NOEL) และไมมีผลตอการเกิดมะเร็งในหนูทดลองอยางมีนัยสําคัญ แต
จะใหผลท่ีไมดีคือลักษณะอุจจาระของหนูทดลองท่ีไดจะมีลักษณะเหลวและหนูเกิดอาการทองรวง
เม่ือบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในปริมาณมาก 
 

Oku andNakamura (2002) รายงานปริมาณฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีบริโภคไดตอ
วันของคนญ่ีปุน พบวาฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดปริมาณมากที่สุดท่ีบริโภคไดโดยไมเกิดทองรวง
ในผูใหญเพศชายเทากับ 0.3 กรัมตอน้ําหนักตอ 1 กิโลกรัมตอวัน และในผูใหญเพศหญิงเทากับ 0.4 
กรัมตอน้ําหนักตอ 1 กิโลกรัมตอวัน หรือคิดโดยเฉล่ียการบริโภคฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดมาก
ท่ีสุดโดยไมเกิดทองรวงในเพศชายคือ 44 กรัมตอวัน และเพศหญิง 49 กรัมตอวัน และปริมาณฟรุก
โทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีเหมาะสมท่ีควรบริโภคตอวันเทากับ 3 กรัม  
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2.  เอนไซมท่ีใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 
 

2.1ชนิดและแหลงของเอนไซม 
 

เอนไซมท่ีใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด แบงออกเปน 2 กลุม คือ เอนไซม
บีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส (ß-fructofuranosidase, ß-FFase) (EC. 3.2.1.26) และเอนไซมฟรุกโท
ซิลทรานสเฟอเรส (fructosyltransferase, FTase) (EC. 2.4.1.9) โดยเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิ
เดสจัดเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลสมีช่ือสามัญ คือ แซ็กคาเรส (saccharase) และอินเวอรเทส 
(invertase) เปนตน ซ่ึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสจะเขาไปทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซซูโครสได
ผลิตภัณฑออกมาเปนกลูโคสและฟรุกโทส และเรงปฏิกิริยาการยายหมูฟรุกโทส โดยจะนํา
ฟรุกโทสท่ีไดจากการไฮโดรไลซซูโครสโมเลกุลหนึ่ง เช่ือมตอท่ีตําแหนงบีตา 2,1 ของซูโครสอีก
โมเลกุลหนึ่ง ซ่ึงเปนปฏิกิริยาขางเคียงท่ีเกิดข้ึนเม่ือซูโครสมีความเขมขนสูง สวนเอนไซมฟรุกโท
ซิลทรานสเฟอเรสเปนเอนไซมในกลุมทรานสเฟอเรส ซ่ึงเอนไซมจะยายโมเลกุลของฟรุกโทสใน
ซูโครสโมเลกุลหนึ่งไปเช่ือมตอท่ีตําแหนง บีตา 2,1 ของซูโครสอีกโมเลกุลหนึ่ง เกิดเปนฟรุกโทโอ
ลิโกแซ็กคาไรดและไดกลูโคสออกมาเปนผลพลอยได (Yun, 1996) 

 
เอนไซมท่ีใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดมาจาก 2 แหลง คือ พืช เชน 

หนอไมฝร่ัง บีตน้ําตาลหอมหัวใหญแกนตะวันขาวสาลี น้ําผ้ึงกระเทียม และกลวย เปนตน (Yun, 
1996; Sangeetha et al., 2005) แตเนื่องจากเอนไซมท่ีผลิตไดจากพืชมีปริมาณนอย ไมสามารถผลิต
เอนไซมจากพืชนั้นๆ ไดตลอดจากขอจํากัดของฤดูกาล และไมคุมตอการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 
ดังนั้นจึงไดมีการผลิตเอนไซมจากแหลงของจุลินทรีย เชน Aspergillus sp. Aureobasidium sp. 
Arthrobacter sp. Fusarium sp. Bacillus macerans EG-6 และ Lactobacillus reutriเปนตน (Yun, 
1996; Sangeetha et al., 2005) 
 

2.2กลไกการทํางานของเอนไซม 
 

เอนไซมท่ีใชผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดนั้นผลิตไดจากทั้งพืชและจุลินทรีย ซ่ึง
กลไกการทํางานของเอนไซมนั้นจะข้ึนกับแหลงท่ีมาของเอนไซม ในกระบวนการการผลิตฟรุกโท
โอลิโกแซ็กคาไรดในพืชนั้นอาจมีการทํางานรวมกันของเอนไซมมากกวาหนึ่งชนิด แตการผลิตฟ
รุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดโดยเอนไซมจากจุลินทรียจะใชเอนไซมเพียงชนิดเดียว 
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ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีสรางข้ึนในพืชเพื่อเก็บไวเปนแหลงคารโบไฮเดรตสะสม
โดยนําฟรุกโทสมาตอกันเปนโมเลกุลยาวๆ ตัวอยางเชน การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในแกน
ตะวัน (Jerusalem artichokes) จะมีการทํางานรวมกันของเอนไซม 2 ชนิดคือ เอนไซมซูโครส : 
ซูโครส 1–ฟรุกโทซิลทรานสเฟอเรส (sucrose : sucrose 1– fructosyltransferase, SST) และเอนไซม

บีตาฟรุกแทน : ฟรุกแทนบีตาฟรุกโทซิลทรานสเฟอเรส (ß,(2→1) fructan : fructan ß,(2→1) 
fructosyltransferase, FFT) โดยเอนไซม SST จะทําการไฮโดรไลซซูโครสไปเปนกลูโคสและ
ฟรุกโทส หลังจากนั้น FFT จะทําการตอหนวยของฟรุกโทสเขาท่ีตําแหนงบีตา 2,1 ของซูโครสได
เปนไทรเมอรหรือพอลิเมอร ดังแสดงสมการปฏิกิริยาท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ 

 
GF + GF                                GF-F + G     (1) 

 
GF-Fn + GF-Fm                            GF-Fn-1 + GF - Fm+1  (2) 

 
n = จํานวนฟรุกโทสของตัวให 
m = จํานวนฟรุกโทสของตัวรับ 
 

สําหรับเอนไซมท่ีผลิตจากจุลินทรียนั้น พบวาเม่ือทําการเพาะเล้ียงเช้ือราหลายชนิดใน
อาหารเพาะเล้ียงท่ีมีซูโครสเปนสวนประกอบ จะมีการสรางฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเกิดข้ึน คาด
วาฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีสรางข้ึนในกระบวนการหมักเพื่อกําจัดฟรุกโทสอิสระท่ีมีปริมาณ
เทากับ กลูโคสท่ีเกิดจากการไฮโดรไลซซูโครส เพื่อท่ีจุลินทรียสามารถใชกลูโคสซ่ึงเปนแหลง
อาหารที่ใชงายกวาในการเจริญเติบโตกอน ซ่ึงจากการทดลองเม่ือใชฟรุกโทสเปนสวนประกอบใน
อาหารเล้ียงเช้ือผสมกับกลูโคส พบวาฟรุกโทสใหการเติบโตลดลงหรือไมสงเสริมการเติบโตของ
จุลินทรียเม่ือเปรียบเทียบกับการเล้ียงเช้ือดวยอาหารที่มีเฉพาะกลูโคส ดังนั้นจุลินทรียจึงมีกลไกท่ีจะ
กําจัดฟรุกโทสอิสระโดยการนํามาตอกันเปนสายยาว และใชกลูโคสในการเติบโตกอน หรืออีกกรณี
หนึ่งฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีสรางข้ึนนั้นเพื่อเก็บไวเปนคารโบไฮเดรตสะสม สําหรับนํามาใช
เปนแหลงอาหารเม่ือกลูโคสในอาหารหมด (Yun, 1996) 
 

Yun (1996) ไดเสนอแบบจําลองการทํางานของเอนไซมฟรุกโทซิลทรานสเฟอเรส
จากเช้ือรา Aspergillus pullulanและ A. nigerดังนี้ 
 

FFT 
SST 
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GFn  +  GFn                           GFn-1  +  Gn+1    (3) 
nเทากับ 1-3 
 

การทํางานของเอนไซมจากเช้ือรานี้ ซูโครส 1 โมเลกุลจะทําหนาท่ีเปนตัวให (donor) 
และอีกหนึ่งโมเลกุลจะทําหนาท่ีเปนตัวรับ (acceptor) โดยจะทําการยายหมูฟรุกโทสของตัวใหไปยัง
ตําแหนงรับ (acceptor site) ของตัวรับ เกิดเปน 1-เคสโทส (GF2) นีสโทส (GF3) และ 1F-ฟรุกโทฟูรา
โนซิลนีสโทส (GF4) ตามลําดับ ซ่ึงเอนไซมท่ีสามารถสราง 1F-ฟรุกโทราโนซิลนีสโทส (GF4) ได
นั้น ตําแหนงรับ (acceptor site) จะตองมีขนาดใหญเพียงพอ และ 1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส 
(GF4) เปนโอลิโกเมอรของฟรุกโทสท่ีมีขนาดใหญท่ีสุดท่ีเกิดจากการสังเคราะหฟรุกโทโอลิโกแซ็ก
คาไรดจากซูโครสท่ีเกิดข้ึน นอกจากนั้นยังไดเสนอแผนภาพแสดงโครงขายการผลิตฟรุกโทโอลิ
โกแซ็กคาไรดแบบ Disproportionation ดังแสดงไวในภาพท่ี 2 

 
  8×342   8GF   ซูโครส 
 
 
  4×504   4GF2   1-เคสโทส 
 
 
  2×666   2GF3   นีสโทส 
 
 
  1×828   GF4    1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส 
 
ภาพท่ี 2  กลไกการเกิดฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบ Disproportionation  

(G, F, GF, GF2, GF3, GF4หมายถึง กลูโคสฟรุกโทส ซูโครส 1-เคสโทส นีสโทส และ 1F-
ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส ตามลําดับ) 

 
ท่ีมา:Yun (1996) 
  

2GF 

4G 

GF2 
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3.  การตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสดวยแคลเซียมแอลจิเนต 
 

เนื่องจากเอนไซมอิสระมีความไมคงตัวตออุณหภูมิและพีเอช และยังใชไดเพียงคร้ังเดียว 
ไมสามารถหมุนเวียนมาใชได ดังนั้นการนําเอนไซมตรึงมาใชจึงเปนวิธีการหนึ่งท่ีใชในการ
แกปญหาดังท่ีกลาวมา โดยเอนไซมตรึงมีความคงตัวท่ีมากกวาและสามารถแยกเอนไซมออกจาก
ผลิตภัณฑไดงายกวา (ปราณี, 2535) สําหรับการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดไดมีการนําเอนไซม
ตรึงมาประยุกตใชเชนกัน อาทิ การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดโดยใชตัวพยุงแบบแลกเปล่ียน
ประจุหรือตัวพยุงที่เปนพอลิเมอร (Csanádiand Sisak 2006; Ghazi et al., 2005; Tarisevenand Aslan 
2005; Onderkovàet al., 2007)แตเนื่องจากตัวพยุงท่ีกลาวมาน้ันมีราคาแพง และมีข้ันตอนการทําท่ี
ยุงยาก ดังนั้นการตรึงเอนไซมโดยใชโซเดียมแอลจิเนตเปนตัวพยุงจึงเปนอีกหนึ่งวิธีท่ีจะนํามาใชใน
การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด เนื่องจากเปนวิธีท่ีสามารถทําไดงาย ไมมีความเปนพิษ และมี
ราคาไมแพง 
 

3.1โครงสรางและคุณสมบัตขิองโซเดียมแอลจิเนต 
 

โซเดียมแอลจิเนตเปนพอลิแซ็คคาไรดธรรมชาติท่ีสกัดไดสาหรายสีน้ําตาล (kelp) มี
มวลโมเลกุลอยูในชวง 32,000-200,000 ดาลตัน มีลักษณะโครงสรางทางเคมีเปนโคพอลิเมอรท่ีเกิด
จากการจับกันระหวาง D-manuronic acid (M) กับ L-glucoronic acid (G) โดยอาศัยพันธะ 1,4-
linkage ซ่ึงในธรรมชาติอาจพบโซเดียมแอลจิเนต3 ลักษณะ คือ D-manuronic acid (M) จับกันเอง
หรือ D-manuronic acid (M) จับอยูกับ L-glucoronic acid (G) หรือ L-glucoronic acid (G) จับกันเอง 
โดยโครงสรางในลักษณะท่ี 3 จะมีความแข็งแรงมากที่สุดเม่ือเทียบกับโครงสรางแบบอ่ืนๆ และมี
อัตราสวนของ M และ G แตกตางกันไปตามแหลงชนิดของสาหรายสีน้ําตาล ซ่ึงสงผลใหโซเดียม
แอลจิเนตมีคุณสมบัติแตกตางกันดวย 
 

โซเดียมแอลจิเนตจะอยูในรูปของเกลือ ซ่ึงอาจเปนเกลือโซเดียมหรือโพแทสเซียม 
โซเดียมแอลจิเนตสามารถเกิดเปนเจลไดเม่ืออยูในสารละลายท่ีเปนไดวาเลนทแคทไอออน เชน 
Ca2+ Sr2+และ Ba2+ ซ่ึงสามารถจับกันไดดีโดยเขาไปแทนท่ี H3O

+ภายในโครงสรางของโซเดียมแอลจิ
เนตที่สรางพันธะไฮโดรเจนกับหมู COO-เกิดเปนโครงสรางท่ีเรียกวา egg box ขณะท่ีสารละลายท่ี
เปนโมโนวาเลนทและ Mg2+ไมมีการเหนี่ยวนําใหเกิดเปนเจล โดยท่ีความแข็งแรงของเจลข้ึนอยูกับ
ความแรงของประจุท่ีเพิ่มข้ึน สวนแคทไอออนอ่ืนๆ เชน Pb2+ Cu2+ Cd2+ Co2+ Ni2+ Zn2+และMn2+



 

เปนตน สาม
Siow, 1998) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3 โคร
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ท่ีมา:  Wayne
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3.2การตรึงเอนไซมดวยแคลเซียมโซเดียมแอลจิเนต 
 

การตรึงเอนไซมดวยแคลเซียมโซเดียมแอลจิเนตโดยท่ัวไปมีอยู 2 วิธี คือ 
 

3.2.1วิธีการหอหุมดวยแคปซูลขนาดเล็ก (encapsulation) 
 

วิธีนี้เปนการหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็กท่ีเตรียมไดจากพอลิเมอรท่ี
เปนสารอินทรีย ซ่ึงพอลิเมอรนี้มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน ท่ีสามารถปลอยใหซับสเตรตและ
ผลิตภัณฑผานได ขอดีของวิธีนี้คือ มีพื้นท่ีผิวมากเพื่อใหซับสเตรตสัมผัสกับเอนไซมไดและ
สามารถตรึงเอนไซมไดหลายชนิดพรอมๆ กัน ในข้ันตอนเดียว โดยไมจํากัดวาเอนไซมนั้นจะผาน
การตรึงดวยวิธีอ่ืนมากอนหรือไม ขอบกพรองของวิธีการนี้คือ ไมสามารถใชสําหรับกรณีท่ีใช  
ซับสเตรตท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง เอนไซมมีการสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึงและ
เอนไซมอาจเขาไปอยูในผนังของเยื่อพอลิเมอรได 
 

3.2.2  วิธีการหอหุมภายในเจล (entrapment) 
 

วิธีนี้เปนการทําใหโมเลกุลของเอนไซมเขาไปอยูในชองตาขายของพอลิเมอรท่ี
ไมละลายนํ้า ซ่ึงตาขายพอลิเมอรนี้เตรียมไดจากสารเร่ิมตน (precursor) ท่ีเปนโมโนเมอร โอลิโก
เมอรหรือพอลิเมอร แลวทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงความสามารถในการละลายดวยการเปล่ียนตัว
แปรของการละลาย ซ่ึงไดแก ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเขมขนของไอออน และพีเอช เพื่อให
เกิดปฏิกิริยาการเช่ือมไขว 
 

3.3  งานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

Cheng et al. (2005) ไดทําการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสที่ผลิตไดจากเช้ือ
ราAspergillus japonicas บนไคโตแซน (chitosan) กับสารเช่ือมไขว ซ่ึงการทดลองนี้ไดทําการ
เปรียบเทียบกันระหวางสารเช่ือมไขว 2 ชนิด คือ กลูทารัลดีไฮด (glutaraldehyde) และทริสไฮดรอก
ซีเมทธิวฟอสไฟน (tris (hydroxy methyl) phosphine หรือ THP) โดยดูจากความคงตัวของอุณหภูมิ 
ความคงตัวของกิจกรรมเอนไซมตอรอบของการผลิตและผลไดของการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคา
ไรด เม่ือดูจากความคงตัวของอุณหภูมิพบวา การตรึงเอนไซมดวยไคโตแซนและใช THP เปนสาร
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เช่ือมไขวมีความคงตัวของเอนไซมตออุณหภูมิสูงถึง 78 เปอรเซ็นต และยังคงกิจกรรมในการผลิต
ฟรุก-โทโอลิโกแซ็กคาไรดไดถึง 75 เปอรเซ็นต เปนเวลานานถึง 11 รอบ (11 วัน)เม่ือเปรียบเทียบ
กับการตรึงเอนไซมโดยใชกลูทารัลดีไฮดเปนสารเช่ือมไขว สวนการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด
ท่ีใชเอนไซมตรึงกับ THP ใหผลไดของการผลิตเทากับ 48 เปอรเซ็นต ซ่ึงนอยกวาผลไดของการ
ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดโดยใชเอนไซมอิสระท่ีเทากับ 58 เปอรเซ็นต เม่ือใชความเขมขน
เร่ิมตนเทากับ 50 เปอรเซ็นต โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 
 

Ghazi et al. (2005) ไดศึกษาถึงการตรึงเอนไซมทางการคา (Pectinex® Ultra SP-L) 
โดยใชวิธีการตรึงแบบโควาเลนทบนพอลิเมอรพอลิเมทธาอะคริเลท-เบส (Sepabeads® EC) โดย
เปรียบเทียบตัวพยุงท่ีมีขนาดรูพรุน (pore volume และ pore size) แตกตางกัน ไดแก Sepabeads EC-
EP 3 และ Sepabeads EC-EP 5 เปนตน โดยทําการศึกษาคาพารามิเตอรท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซม 
ไดแก ความเขมขนของบัฟเฟอร พีเอช ปริมาณเอนไซมตอปริมาณของตัวพยุง ซ่ึงพบวาการตรึง
เอนไซมบนตัวพยุงไมตองการการเติมเกลือหรือบัฟเฟอรเพิ่ม และ Sepabeads EC-EP 5 ท่ีมีขนาด   
ปริมาตรเทากับ (1.67 cm3/g) และขนาดรูพรุนเทากับ (800 nm) เปนตัวพยุงท่ีมีประสิทธิภาพดีกวา
Sepabeads EC-EP 3 จากการทํางานใหผลไดของเอนไซมเทากับ25.9 หนวยตอกรัมตัวพยุง และเม่ือ
นําไปผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบเบ็ดเสร็จโดยใชความเขมขนซูโครสเร่ิมตนเทากับ 630 
กรัมตอลิตร เปนเวลาผลิต 36 ช่ัวโมงสามารถผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดไดเทากับ 387 กรัมตอ
ลิตร คิดเปน 61.5 เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนัก ของปริมาณคารโบไฮเดรตท้ังหมดท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา 
 

Tarisevenand Aslan (2005) ไดศึกษาถึงการตรึงเอนไซมทางการคา (Pectinex® Ultra 
SP-L) โดยใชวิธีการตรึงแบบโควาเลนตบน Eupergit C®ท่ีเปนตัวพยุงเอนไซมท่ีโครงสรางรูพรุน
ของเม็ดบีตสมีขนาดแมคโครพอร จากการตรึงเอนไซมโดยวิธีนี้สามารถใหกิจกรรมสัมพัทธเทากับ 
96เปอรเซ็นตและสามารถคงกิจกรรมของเอนไซมไดเทากับ 20 รอบของการการทําปฏิกิริยา โดยคา
พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเทากับ 5.5-6.5 และ 65 องศาเซลเซียสและมีความคงตัวของพีเอชและ
อุณหภูมิสูงกวาเอนไซมอิสระ จากนั้นทําการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีความเขมขนของซับส
เตรต60 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ไดเทากับ 57 เปอรเซ็นตของปริมาณคารโบไฮเดรต
ท้ังหมดท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา และกิจกรรมเอนไซมตรึงยังมีความคงตัวไดถึง 20 วัน 
 

Csanádiand Sisak (2006) ไดศึกษาถึงการตรึงเอนไซมทางการคา (Pectinex® Ultra 
SP-L) โดยใชวิธีการตรึงแบบแลกเปล่ียนประจุ (ion exchange) ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมตอการตรึง
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จากคา biocatalyse/matrix ratio ซ่ึงมีคาเทากับ 16.7 กรัมของสารละลายเอนไซมตอตัวพยุงโดยแปร
ผันความเขมขนของตัวเช่ือมขวาง (cross linking agent) ไดแก กลูทารัลดีไฮด (glutaraldehyde) และ
ระยะเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยาของสารท่ีใชในการเช่ือมขวาง ซ่ึงความเขมขนของตัวเช่ือมขวางท่ี
เหมาะสมเทากับ 0.125 เปอรเซ็นต และระยะเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยาของสารท่ีใชในการเช่ือม
ขวางเทากับ 15 นาที สวนพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการตรึงเอนไซมเทากับ 5.6 และ 53 
องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมตรึงยังมีความคงตัวตอกิจกรรมเอนไซมไดถึง 12 รอบและผลิตฟรุก
โทโอลิโกแซ็กคาไรดในระดับฟลาสกไดเทากับ 85 กรัมตอลิตรท่ีเวลา 9 ช่ัวโมง 
 

Onderkovàet al. (2007) ไดทําการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสที่ผลิตไดจาก
ยีสต Aureobasidium pullulans แบบโควาเลนทโดยใชตัวพยุงเปนโคพอลิเมอรระหวาง บิวทิว อะคริ
เลท (butyl acrylate) และ เอธิลีนไกลคอล ไดเมธาอะคริเลท (ethylene glycol dimethacrylate) 
กับกลูทารัลดีไฮด (glutaraldehyde) พบวาท่ีพีเอช 6.0 และความเขมขนของเอนไซมเร่ิมตนเทากับ 
8.5 กรัมตอลิตรของตัวพยุง จากนั้นทําการศึกษาผลของพีเอช อุณหภูมิ ความเขมขนของซูโครสตอ
กิจกรรมและความคงตัวของเอนไซม พบวาเอนไซมตรึงและเอนไซมอิสระมีความคงตัวตออุณหภูมิ
ท่ี 65 องศาเซลเซียส ท่ีความเขมขนของซูโครส 700 กรัมตอลิตร และเอนไซมตรึงและเอนไซม
อิสระมีความคงตัวตอพีเอชท่ี 4.8 และ 4.4 ตามลําดับ ซ่ึงสภาวะดังกลาวจะนําไปประยุกตใชในการ
ผลิตเอนไซมในคอลัมนแบบแพ็กเบดตอไป 
 
5.  จลนพลศาสตรของเอนไซม 
 

จลนพลศาสตรของเอนไซมเปนการศึกษาการพัฒนาสมการทางคณิตศาสตรเพ่ือใชในการ
อธิบายอัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเพื่อใชในการทํานายกลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม
Michaelis และMenten ไดพัฒนาสมการจลนพลศาสตรของการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมอยางงาย
คือ Michaelis–Menten kinetics หรือ saturation kinetics โดยอาศัยขอมูลจากผลการทดลองของ
ปฏิกิริยาของเอนไซมในถังปฏิกรณท่ีมีปริมาตรของของเหลวคงท่ีและกําหนดความเขมขนเร่ิมตน
ของเอนไซมและซับสเตรตจลนพลศาสตรเอนไซมแบบsaturation kinetics แสดงกลไกของปฏิกิริยา
ไดดังสมการท่ี 4 กลาวคือปฏิกิริยาข้ันตอนแรกเอนไซม (E) จะรวมตัวกับซับสเตรต (S) เกิดเปน
เอนไซม-ซับสเตรตเชิงซอน (Enzyme substrate complex, ES) ซ่ึงเปนปฏิกิริยายอนกลับไดปฏิกิริยา
ข้ันตอนท่ีสองเปนการสลายตัวของเอนไซม-ซับสเตรตเชิงซอน (ES) ไดเปนผลิตภัณฑ (P)และ
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เอนไซม (E) โดยสมมติฐานของการเกิดปฏิกิริยาดังกลาวไดกําหนดใหการเกิดปฏิกิริยาในข้ันตอนท่ี
สองเปนข้ันตอนจํากัดของปฏิกิริยา (rate limiting step) 
 

E + SESP + E    (4) 
 

โดยอาศัยหลักการของกลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมดังสมการท่ี 4 ไดพัฒนาสรุป
สมการทางคณิตศาสตรจากสมการจลนพลศาสตรของเอนไซม-ซับสเตรตเชิงซอนและผลิตภัณฑ
และสมการสมดุลมวลของเอนไซมไดสมการสําเร็จรูปท่ีเรียกวา Michaelis-Menten equation แสดง
ดังสมการท่ี 5 ซ่ึงสามารถใชในการอธิบายถึงจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซมตางๆไดดีและใช
เปนสมการพื้นฐานในการดัดแปลงเพื่อสรางสมการจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซมในสภาวะ
จําเพาะตางๆอาทิจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซมในสภาวะยับยั้งจากตัวยับยั้งเปนตน 
 

     m

m

 SV
V = 

 + SK
       (5) 

 
·จากสมการท่ี 5 พารามิเตอร vmคืออัตราความเร็วของปฏิกิริยาสูงสุด (maximum velocity)

และพารามิเตอร Km คือคาคงท่ี Michaelis (Michaelis-Menten constant) ซ่ึงมีคาเทากับความเขมขน
ของสับสเทตรตเม่ืออัตราความเร็วของปฏิกิริยาเทากับคร่ึงหนึ่งของอัตราความเร็วของปฏิกิริยา
สูงสุดในการประมาณคาพารามิเตอรท้ังสองดังกลาวจะอาศัยการจัดรูปสมการท่ี 5 ใหมโดยจัดใหอยู

ในรูปของการแสดงความสัมพันธระหวาง
1
V
และ

1
S
แสดงไดดังสมการ  

 

    m

m m

1 1 1K
 =  + 

V SV V
    (6) 

 
เม่ือเขียนกราฟแสดงความสัมพันธท่ีเรียกวา Lineweaver-Burk plot ดังแสดงในภาพท่ี 4 ซ่ึง

จะไดกราฟเสนตรงท่ีมีคาความชันเทากับ m

m

K
V

และมีคาจุดตัดแกน y เทากับ 
m

1
V

ในการทดลองเพ่ือ

ประมาณคาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมจะตองหาอัตราความเร็วของปฏิกิริยาท่ี
ความเขมขนของซับสเตรตตางๆโดยอัตราความเร็วปฏิกิริยาท่ีไดจากการทดลองจะเปนอัตราเร็ว
เร่ิมตนของปฏิกิริยา (initial rate)  
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ภาพท่ี 4การเขียนกราฟ Lineweaver-Burk plot 
 
ท่ีมา:ปราณี(2535) 
 
6.  การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในอุตสาหกรรม 
 

6.1 การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในอุตสาหกรรม 
 

การพัฒนากระบวนการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในระดับอุตสาหกรรม มีท้ัง
กระบวนการผลิตแบบเบ็ดเสร็จ และแบบตอเนื่องโดยสวนใหญจะใชในรูปของการตรึงเอนไซม
หรือตรึงเซลล โดยในป 1984 บริษัท Meiji Seiki Co., Ltd. ประเทศญ่ีปุน เปนบริษัทแรกท่ีเร่ิมทํา
การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดในระดับอุตสาหกรรมโดยทําการตรึงเซลลเช้ือราAspergillus 
nigerดวยแคลเซียมแอลจิเนต โดยใชช่ือทางการคาวา Neosugar รวมท้ังบริษัท Cheil Foods & 
Chemicals Co., Ltd. ประเทศเกาหลี ก็ประสบความสําเร็จในการผลิตฟรุกโทโอลลิโกแซ็กคาไรด
จากการตรึงเซลลยีสตAureobasidium pullulans(Yun, 1996) โดยทําการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคา
ไรดแบบตอเนื่องในช่ือผลิตภัณฑ Meioligo ในรูปน้ําตาลผงและไซรัป อีกท้ังยังใชฟรุกโทโอลิ
โกแซ็กคาไรดเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑตางๆ ออกจําหนาย เชน Oligo Coffee, Oligo Candy, 
Meiji Oligo Pudding เปนตน และยังไดรวมทุนกับบริษัท Beghin Say ประเทศฝรั่งเศส ในช่ือบริษัท 
Beghin-Meiji Indrustries ซ่ึงผลิตผลิตภัณฑออกจําหนายในช่ือ Actilight และใหบริษัท Golden 
Technology จัดจําหนายผลิตภัณฑดังกลาวในสหรัฐอเมริกาภายใตสินคาช่ือ NutraFlora นอกจาก 
Meiji Seiki Co., Ltd. ยังมีอีกหลายบริษัทของญ่ีปุนท่ีผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดออกจําหนาย 
เชน Nihon Oligo Co., Ltd. และ Hakubun Co., Ltd. (สาโรจน 2551; Crittenden and Plane 1996) 
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การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดโดยวิธีเอนไซมนั้นจะเร่ิมจากการผลิตเอนไซมจาก
จุลินทรียกอนจากนั้นนําเอนไซมท่ีไดนั้นมาผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดโดยใชซูโครสเปน     
ซับสเตรตซ่ึงการนําเอนไซมท่ีไดมาประยุกตใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดสามารถแบง
ไดเปนอีก 2 แบบ คือ เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงแสดงดังตารางท่ี 1 และตารางท่ี 2 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 1ชนิดของจุลินทรียและเอนไซมที่เกี่ยวของ สภาวะการผลิตที่เหมาะสม และประสิทธิภาพของการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 
 

จุลินทรีย/ 
เอนไซม 

ซับสเตรต 
(กรัม/ลิตร) 

ระบบ 
การผลิต 

สภาวะของการผลิต   ประสิทธิภาพการผลิต FOS 
เอกสารอางอิง 

 พีเอช 
อุณหภูมิ 

(°C) 
การกวน 

(รอบ/นาที) 
ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

  
ความเขมขน 
(กรัม/ลิตร) 

ผลได 
(กรัม/กรัม) 

อัตราการผลิต 
(กรัม/ลิตร ชม.) 

Pectinex Ultra SP-L 
ซูโครส 

450 
เบ็ดเสร็จ 5.6 65 - 34   FOS=272 ~70%* - 

Hang and 
Woodams (1996) 

Bacillus macerans 
EG-6 

ซูโครส 
500 

เบ็ดเสร็จ 7 50 - 100   - 43%* - Kim et al. (2000) 

Aspergillus niger 
ATCC 20611 

ซูโครส 
400 

เบ็ดเสร็จ 5.5 40 - 32   FOS=333.04 FOS=0.93 FOS=10.41 
Sirisansaneeyakul 

et al. (2000) 

Aspergillus. oryzae  
CFR 202 

ซูโครส 
600 

เบ็ดเสร็จ 5.5 55 - 18   - 53 %* - 
Sangeetha et al. 

(2004) 
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ตารางที่ 1(ตอ) 
 

จุลินทรีย/ 
เอนไซม 

ซับสเตรต 
(กรัม/ลิตร) 

ระบบ 
การผลิต 

สภาวะของการผลิต 
 

ประสิทธิภาพการผลิต FOS 

เอกสารอางอิง 
พีเอช 

อุณหภูมิ 
(°C) 

การกวน 
(รอบ/นาที) 

ระยะเวลา 
(ชั่วโมง)  

ความเขมขน 
(กรัม/ลิตร) 

ผลได 
(กรัม/กรัม) 

อัตราการผลิต 
(กรัม/ลิตร ชม.) 

Cryptococcus sp. 
ซูโครส 

500 
เบ็ดเสร็จ 

 
4.5 50 - 72 

 
- - - 

Hernalsteens and 
Maugeri (2008) 

Aspergillus sp. N74 
ซูโครส 

550 
เบ็ดเสร็จ 

 
5.5 60 - 5.3 

 

FOS=286.04 
GF2=142.16 
GF3=143.88 

- - 
Sánchez et al. 

(2010) 

 
หมายเหตุ:  * เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
  

20 



21 
 

 

ตารางที่ 2ชนิดของจุลินทรียและเอนไซมตรึงที่เกี่ยวของกับ สภาวะการผลิตที่เหมาะสม และประสิทธิภาพของการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 
 

จุลินทรีย/ 
เอนไซม 

ตัวพยุง 
ซับสเตรต 
กรัม/ลิตร) 

ระบบ 
การผลิต 

สภาวะของการผลิต  ประสิทธิภาพการผลิต FOS 

เอกสารอางอิง 
พีเอช

อุณหภูม ิ
(°C) 

อัตรา 
เจือจาง 
(ชม.-1) 

ระยะเวลา 
การผลิต 
(ชั่วโมง) 

 
ความเขมขน
(กรัม/ลิตร) 

ผลได 
(กรัม/กรัม) 

อัตราการผลติ
(กรัม/ลิตร 

ชม.) 

Aureobasidium 
pullulans 

KFCC 10524 

เรซินแลก
เปลี่ยน 
ประจุ 

ซูโครส 
600 

ตอเนื่อง 5.5 50 

อัตราการ
ไหล 

27 ลิตร/
ชม. 

30 วัน  - - 1174 
Yun and Song 

(1996) 

Aspergillus 
japonicas 

ไคโตแซน 
ซูโครส 

500 
เบ็ดเสร็จ 5.5 50 -   - 

Imm.=48% 
Free=58% 

- 
Cheng et al. 

(2005) 

Pectinex Ultra 
SP-L 

พอลิ
เมทธาอะ 
คริเลท-เบส 

ซูโครส 
630 

เบ็ดเสร็จ 5.6 60 - 160  

FOS=387 
GF2=240 
GF3=144 
GF4=3 

61.5% - 
Ghazi et al. 

(2005) 

Pectinex Ultra 
SP-L 

เรซินแลก
เปลี่ยน 
ประจุลบ 

ซูโครส 
1 M 

เบ็ดเสร็จ 5.6 53 - 9  
FOS=84 
GF2=72.7 
GF3=11.3 

- - 
Csanádiand Sisak 

(2006) 

 21 



22 

 

7.การออกแบบการทดลองโดยใชวิธีทะกุจิ(Taguchi approach) 
 

วิธีทะกุจิ เปนวิธีการหนึ่งท่ีนํามาใชอยางมากในภาคอุตสาหกรรม เพื่อการปรับปรุงทางดาน
คุณภาพ โดยมีแนวทางมาจากการเชื่อวาคุณภาพท่ีดีมาจากการออกแบบท่ีดี วิธีนี้จึงใหความสําคัญ
ไปท่ีการออกแบบแผนการทดลอง เพื่อทําใหไดภาวะของกระบวนการหรือผลิตภัณฑท่ีดีท่ีสุด
แผนการทดลองของวิธีทะกุจิ จะใชเคร่ืองมือท่ีเรียกวา Orthogonal array ในการออกแบบการ
ทดลองทําใหจํานวนการทดลองลดลง(Roy, 2001) 

 
การวัดคาในวิธีทะกุจิ จะแสดงในรูปของ Signal/Noise ratio (S/N ratio) ซ่ึงถูกใชเพื่อวัด

อิทธิพลของ noise factor (ตัวแปรท่ีไมสามารถควบคุมไดในกระบวนการ) ท่ีมีตอลักษณะของ
ผลิตภัณฑ หรือกระบวนการ โดยอาศัยการวัดลักษณะของคุณภาพ (Quality Characteristic, QC) ซ่ึง
สามารถแสดงถึงความตองการการเปล่ียนแปลงของผลการทดลองท่ีตองการตางกันประกอบดวย 3 
รูปแบบ ดังน้ี  
 

1.  QC = B Bigger is better 
 

⎡ ⎤⎛ ⎞∑⎜ ⎟⎢ ⎥⎝ ⎠⎢ ⎥
⎣ ⎦

21
y

S/N ratio = -10 × log
N

 

 
2.  QC = S Smaller is better 
 

∑⎡ ⎤
⎢ ⎥⎣ ⎦

2y
S/N ratio = -10 × log

N
 

 
3.  QC = N Nominal is best 
 

( )⎡ ⎤∑
⎢ ⎥⎣ ⎦

2
0 yy -

S/N ratio = -10 × log
N
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โดย y, y0และ N หมายถึง ผลการทดลอง ผลการทดลองท่ีกําหนด และจํานวนการทดลอง 
ตามลําดับ 

 
นอกจากนี้ วิธีทะกุจิยังนําเอาการวิเคราะหความแปรปวนทางสถิติ (analysis of variance, 

ANOVA) มาใชเพื่อพิจารณาอิทธิพลของปจจัยท่ีมีผลตอการทดลองท่ีได 
 

ข้ันตอนการออกแบบการทดลองดวยวิธีทะกุจิ ประกอบดวย 5 ข้ันตอน (Roy, 2001) ดังนี้ 
 

1. การวางแผนการทดลอง (planning experiment) เปนข้ันตอนกําหนดจุดประสงคท่ี
ตองการ รวมท้ังพิจารณาปจจัยตาง ๆ ท่ีเกี่ยวของกับระบบ 

 
2.  การออกแบบการทดลอง (designing experiment) เปนข้ันตอนของการกําหนดหรือเลือก 

Orthogonal arrayท่ีเหมาะสมกับระบบ รวมท้ังกําหนดปจจัยและระดับของปจจัย 
 

3.  การทําการทดลอง (conducting experiment) เปนข้ันตอนของการทําการทดลองตาม
สภาวะของปจจัยและระดับของปจจัยท่ีกําหนดใน Orthogonal array 
 

4.  การวิเคราะหผลการทดลอง (analysing experiment) เปนข้ันตอนของการพิจารณาผล
ของปจจัย และระดับของปจจัยวาปจจัยใดมีผลความสําคัญกับระบบ รวมทั้งหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ของระบบท่ีทําใหไดผลไดสูงท่ีสุด 
 

5.  การทําการทดลองซํ้าเพื่อยืนยันผลการทดลอง (confirming or predicted) เปนข้ันตอน
ของการพิสูจนวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอระบบที่หาไดนั้น มีความเหมาะสม และไดผลไดตามท่ี
ตองการจริงหรือไม รวมท้ังใชสภาวะนั้นศึกษาผลท่ีเกิดข้ึนตอระบบ  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  เคร่ืองมือ 

 
1.1  เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง(Spectrophotometer); (ยี่หอ Shimadzu รุน UV -1201 , Japan) 
1.2  เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง(pH meter); (ยี่หอ Horiba รุน M-11, Japan) 
1.3  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ(Incubator); (ยี่หอ Memmert, Germany) 
1.4  เคร่ืองช่ังแบบละเอียด(Balance); (ยี่หอ Sartorial รุน 1615 MP, USA.) 
1.5เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ; (ยี่หอ New Brunswich Scientific รุน G-25, USA.) 
1.6อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath); (Precission Scientifig, 280, USA) 
1.7เคร่ืองกวนสารละลาย(Magnetic stirrer); (ยี่หอ Sctott รุน CAT-M6, Germany) 
1.8 เคร่ืองสูบ(Peristaltic pump); (ยี่หอ atto รุน model AT-2105, Japan) 
1.9 หัวเข็มฉีดยา; (ยี่หอ Nipro, Japan)ขนาด 20-G (0.9 มิลลิเมตร) 
1.10สายยางซิลิโคน (Silicone tube); (ยี่หอ Dura) ขนาด 4x7 มิลลิเมตร 
1.11 เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถภาพสูง (High Performance Liquid 

Chromatography); (ยี่หอ Knauer รุน Smartline system, Germany) 
1.12 เคร่ืองแกวและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหอ่ืนๆ 

 
2.  เอนไซมทางการคาเพื่อใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 

 
เอนไซมทางการคา (Pectinex® Ultra SP-L) ของบริษัท Novozymes A/S ประเทศเดนมารก 

 
3.  สารเคมีท่ีใชในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูเรโนซิเดส 
 

5.1  Calcium chloride; (A-127, Ajax Finechem, Australia)  
5.2  Sodium alginate; (A-7128, Sigma-Aldrich co., Ltd, USA) 
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วิธีการ 
 

1.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

1.1  การออกแบบการทดลองดวยวิธีการทะกุจิ 
 

เพื่อศึกษาผลของปจจัย 3 ปจจัย คือ ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตกิจกรรมเอนไซม
เร่ิมตน และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด ตอคาตอบสนอง ไดแก กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุก
โทฟูราโนซิเดส เนื่องจากปจจัยท้ัง 3 เปนปจจัยท่ีสําคัญตอการตรึงเอนไซมบีตาฟรุกโทฟูราโนซิเดส
โดยออกแบบการทดลองดวยวิธีการทะกุจิในการศึกษาปจจัย 3 ปจจัย ซ่ึงแตละปจจัยกําหนดไว 3 
ระดับ ไดการทดลองแบบ L9 ท่ีมีท้ังหมด 9 การทดลอง ประกอบดวยจํานวนของการทดลองท่ีข้ึนอยู
กับระดับของปจจัยท่ีกําหนดแสดงในตารางท่ี 3และตารางท่ี 4แสดงภาพรวมของ L9 (33) 
Orthogonal arrays (Oas)ท่ีใชในการศึกษานี้ 
 
ตารางท่ี 3 ปจจัยและระดับท่ีใชในการทดลองเพ่ือการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 
สัญลักษณ ปจจัย ระดับ 1 ระดับ 2 ระดับ 3 

A ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต(เปอรเซ็นต) 2 3 4 
B กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน (หนวยตอมิลลิลิตร) 50 100 150 
C ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด (โมลาร) 0.5 1.0 1.5 
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ตารางท่ี 4Orthogonal array L9 (3
3) ของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 

 

การทดลอง 
ปจจัยและระดบัของปจจัย 

A B C 
1 2 50 0.5 
2 2 100 1.0 
3 2 150 1.5 
4 3 50 1.0 
5 3 100 1.5 
6 3 150 0.5 
7 4 50 1.5 
8 4 100 0.5 
9 4 150 1.0 

 
1.2  การตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

เตรียมสารละลายผสมระหวางโซเดียมแอลจิเนตกับเอนไซมโดยแปรผันความเขมขน
โซเดียมแอลจิเนตและกิจกรรมเอนไซมใหมีความเขมขนสุดทายตามสภาวะการทดลองดังตารางท่ี 4
ในฟลาสกขนาด 50มิลลิลิตร(อัตราสวนระหวางปริมาตรเอนไซมตอสารละลายโซเดียมแอลจิเนต
เทากับ 1:1) ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร หยดสารละลายผสมผานหัวเข็มฉีดยาขนาด 0.6 มิลลิเมตร
ดวยเคร่ืองสูบท่ีปรับอัตตราการไหล 0.2 มิลลิลิตรตอนาที ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดท่ีแปร
ผันความเขมขนตามสภาวะการทดลองดังตารางท่ี 4ปริมาตร 100มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 500ลิตร 
ท่ีวางบนเคร่ืองกวนสารละลาย เม่ือหยดสารละลายผสมหมดแลวจึงกวนสารละลายแคลเซียมคลอ
ไรดท่ีมีเม็ดเอนไซมตรึงเปนเวลา 2ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็วรอบเทากับ 200 
รอบตอนาที เพื่อใหแคลเซียมไอออนเขาไปแทนท่ีโซเดียมไอออนของโซเดียมแอลจิเนต จากน้ัน
กรองเม็ดเอนไซมตรึงท่ีไดผานตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 นิ้ว ลางเม็ดเอนไซมตรึงดวยน้ํา
กล่ัน 2 คร้ัง เปนเวลา10 นาที นําเม็ดเอนไซมตรึงท้ังหมดช่ังหาน้ําหนักเปยกท้ังหมด และหาปริมาตร
รวมโดยการแทนที่น้ําและเก็บเม็ดเอนไซมตรึง 50 เม็ด มาหาน้ําหนักเฉล่ียและปริมาตรเฉล่ีย เพ่ือ
คํานวณหาความหนาแนนและจํานวนเม็ดเอนไซมตรึงท้ังหมดท่ีตรึงได(การคํานวณแสดงดัง
ภาคผนวก ค) นําเอนไซมตรึงท่ีไดนี้วิเคราะหกิจกรรมเอนไซตรึงมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ตอไป 
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1.3การวิเคราะหผลทางสถิติ 

 
นําขอมูลจากการทดลองมาวิเคราะหความแปรปรวน และหาสภาวะท่ีเหมาะสมดวย

โปรแกรมสําเร็จรูป Qualitex-4 (version 7.5.0 Nuttek Inc., USA) 
 

1.4  การยืนยันการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมมาใชในการตรึงเอนไซมบีตาฟรุกโทฟูราโนซิเดส โดยเตรียม
สารละลายผสมระหวางโซเดียมแอลจิเนตกับเอนไซมหลังจากผสมแลวจะมีความเขมขนโซเดียม
แอลจิเนตสุดทาย3.0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร และกิจกรมเอนไซมเร่ิมตนเทากับ150 
หนวยตอมิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 50 มิลลิลิตร (อัตราสวนระหวางปริมาตรเอนไซมตอสารละลาย
โซเดียมแอลจิเตเทากับ 1:1) หยดสารละลายผสมผานหัวเข็มฉีดยาขนาด 0.6 มิลลิเมตร ดวยเคร่ือง
สูบท่ีปรับอัตราการไหล 0.2 มิลลิลิตรตอนาที ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 1.5 
โมลาร ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 500 ลิตร ท่ีวางบนเคร่ืองกวนสารละลาย เม่ือหยด
สารละลายผสมหมดแลวจึงกวนสารละลายแคลเซียมคลอไรดท่ีมีเอนไซมตรึงเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เพื่อใหแคลเซียมไอออนเขาไปแทนท่ี
โซเดียมไอออนของโซเดียมแอลจิเนตจากนั้นกรองเม็ดเอนไซมตรึงท่ีไดผานตะแกรงขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 6 นิ้ว ลางเม็ดเอนไซมตรึงดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง เปนเวลา10 นาที นําเม็ดเอนไซมตรึงท่ีได
วิเคราะหกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ศึกษาคาคงที่ทางจลนพลศาสตรและ
นําไปใชในการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบเบ็ดเสร็จซํ้าตอไป 

 
2.การประมาณคาคงท่ีทางจลนพลศาสตรของเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

2.1  การประมาณคาคงท่ีทางจลนพลศาสตรของเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 
เตรียมสารละลายซูโครสใหมีความเขมขนสุดทาย 25 50 75 100 150 200 และ 300 

กรัมตอลิตร ในสารละลายบัฟเฟอร Sodium acetateความเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 5.0 ปริมาตร 
25มิลลิลิตร เตรียมเอนไซมอิสระโดยนําเอนไซมมา1.7 มิลลิลิตร เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร 
Sodium acetate ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 5.0 ปริมาตร 23.3 มิลลิลิตร ใหไดกิจกรรม
เอนไซมอิสระ20หนวยตอมิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวนําเอนไซมและสารละลายซูโครสท่ี
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เตรียมไวไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติมเอนไซมอิสระ
บีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ปริมาตร 25มิลลิลิตร ลงในสารละลายซูโครสท่ีเตรียมไวผสมใหเขากัน 
ไดปริมาตรรวมของสารผสมปฏิกิริยาเริ่มตน (V0) เทากับ 50มิลลิลิตร จึงทําใหมีกิจกรรมเอนไซม
เร่ิมตน (E0) เทากับ 10 หนวยตอมิลลิลิตร ทําการเก็บตัวอยางสารผสมปฏิกิริยาปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร เปนเวลา 30 นาที เพื่อวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีเกิดข้ึนดวยวิธี Dinitrosalicylic acid 
method(DNS)คํานวณอัตราเร็วเร่ิมตน (V0) ท่ีความเขมขนซูโครสตาง ๆ โดยหาคาความชันสูงสุด
ของกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซท่ีวัดไดกับเวลาท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยา และเขียนกราฟไลนวิเวอร-เบิรก(Lineweaver-Burk) และประมาณคาคงท่ีไมเคลิส
(Michaelis;Km) และอัตราเร็วสูงสุด (Vm) ของปฏิกิริยาเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

2.2  การประมาณคาคงท่ีทางจลนพลศาสตรของเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 
เตรียมสารละลายซูโครสความเขมขน 25 50 75 100 150 200 และ 300 กรัมตอลิตร 

ในสารละลายบัฟเฟอร Sodium acetateความเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 5.0 ปริมาตร 50มิลลิลิตร 
เตรียมเอนไซมตรึงโดยนําเอนไซมตรึงมาแทนท่ีน้ําใหไดปริมาตร16.7มิลลิลิตร ใหไดกิจกรรม
เอนไซมตรึง10หนวยตอมิลลิลิตรแลวนําเอนไซมและสารละลายซูโครสท่ีเตรียมไวไปบมในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติมสารละลายซูโครสลงในเอนไซมตรึง
บีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสที่เตรียมไวผสมใหเขากัน ทําการเก็บตัวอยางสารผสมปฏิกิริยาปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร เปนเวลา 30 นาที เพื่อวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีเกิดข้ึนดวยวิธี DNS คํานวณอัตราเร็ว
เร่ิมตน (V0) ท่ีความเขมขนซูโครสตาง ๆ โดยหาคาความชันสูงสุดของกราฟความสัมพันธระหวาง
ความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซท่ีวัดไดกับเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา และเขียนกราฟไลนวิเวอร-
เบิรกและประมาณคา Kmและ Vmของปฏิกิริยาเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
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3.  การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดดวยเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสแบบเบ็ดเสร็จ 
 

3.1  ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดดวยเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสแบบ
เบ็ดเสร็จ 
 

เตรียมสารละลายซูโครสความเขมขน300 กรัมตอลิตร โดยช่ังซูโครส 90 กรัมละลาย
ในบัฟเฟอร Sodium acetate ความเขมขน 0.02 โมลาร พีเอช 5 ปริมาตร 200มิลลิลิตร เตรียม
เอนไซมใหมีกิจกรรมเอนไซม 10 หนวยตอมิลลิลิตร โดยตวงเอนไซมมา10 มิลลิลิตร จากนั้นเติม
เอนไซมลงในสารละลายซูโครสท่ีเตรียมไวแลว ผสมใหเขากันปรับปริมาตรดวยบัฟเฟอร Sodium 
acetate ความเขมขน 0.02 โมลาร พีเอช 5 ใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 300 มิลลิลิตร ในฟลาสก
ขนาด 500 มิลลิลิตร และทําการผลิตท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
ความเร็วรอบในการเขยา 100 รอบตอนาที เก็บตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร เปนเวลา 54 ช่ัวโมง นํา
ตัวอยางมาตมในน้ําเดือด 5 นาที เพื่อหยุดกิจกรรมของเอนไซม หลังจากนั้นกรองตัวอยางดวย
กระดาษกรองขนาดของรูเทากับ 0.45 ไมครอน กอนทําการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลตาง ๆ ดวย
เคร่ืองโครมาโทรกราฟของเหลวสมรรถภาพสูง 

 
3.2  ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสแบบ

เบ็ดเสร็จซํ้า 
 

เตรียมสารละลายซูโครสความเขมขน300 กรัมตอลิตร โดยช่ังซูโครส 90 กรัมละลาย
ในบัฟเฟอร Sodium acetate ความเขมขน 0.02 โมลาร พีเอช 5ใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 300 
มิลลิลิตรเตรียมเอนไซมตรึงใหมีกิจกรรมเอนไซม 10 หนวยตอมิลลิลิตร โดยนําเอนไซมตรึงมา 100
มิลลิลิตร (โดยการแทนท่ีน้ํา) จากน้ันเติมสารละลายซูโครสลงในเอนไซมตรึงท่ีเตรียมไวแลว ผสม
ใหเขากัน ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร และทําการผลิตท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในเคร่ือง
เขยาควบคุมอุณหภูมิ ความเร็วรอบในการเขยา 100 รอบตอนาที เก็บตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
นําตัวอยางมาตมในนํ้าเดือด 5 นาที เพื่อหยุดกิจกรรมของเอนไซม หลังจากนั้นกรองตัวอยางดวย
กระดาษกรองขนาดของรูเทากับ 0.45 ไมครอน กอนทําการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลตาง ๆ ดวย
เคร่ืองโครมาโทรกราฟของเหลวสมรรถภาพสูง และเม่ืออัตราการใชซับสเตรตจะลดลงจะทําการ
เติมสารละลายซูโครสเขาไปใหมโดยกรองเม็ดเอนไซมตรึงออก แลวนําไปลางดวยสารละลาย
บัฟเฟอร Sodium acetate ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 5.0 พรอมคนดวยเคร่ืองกวนเปนเวลา 
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10 นาที 2 คร้ัง หลังจากนั้นนําเม็ดเอนไซมตรึงท่ีไดมาเติมลงในสารละลายซูโครสท่ีเตรียมไวใหม
เพื่อทําการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดซํ้าจนกวาอัตราการใชซับสเตรตจะลดลง 
 
3.  การวิเคราะห 
 

3.1  กิจกรรมเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

กําหนดใหหนึ่งหนวยของเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส คือ ปริมาณเอนไซมท่ีใช
ยอยซูโครสในการทําใหเกิดกลูโคส 1.0ไมโครกรัมตอนาที ภายใตสภาวะตอไปนี้คือ สารผสม
ปฏิกิริยาประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 600 กรัมตอลิตร ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตรสารละลายบัฟเฟอร
Sodium acetateความเขมขน 0.02 โมลาร พีเอช 5.0 ปริมาตร 2.3 มิลลิลิตรและสารละลายเอนไซม 
0.2 มิลลิลิตร (ท่ีเจือจางดวยสารละลายบัฟเฟอรSodium acetate ความเขมขน 0.02 โมลาร พีเอช 5.0)
ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60 นาที วัดปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เกิดข้ึนจาก
ปฏิกิริยาการยอยโมเลกุลของซูโครสดวยวิธี Dinitrosalicylic acid method (DNS) โดยมีกลูโคสเปน
สารละลายมาตรฐาน(ดัดแปลงจาก สุภาพร, 2544) 
 

3.2ปริมาณฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดและนํ้าตาลอ่ืน ๆ 
 

ทําการวิเคราะหองคประกอบของน้ําตาลตาง ๆ ไดแก ฟรุกโทส (F) กลูโคส (G) 
ซูโครส (GF) 1-เคสโทส (GF2) นีสโทส (GF3) 1F-ฟรุกโทฟูราโนซิสนีสโทส (GF4) และนํ้าตาลอ่ืน 
ๆ ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถภาพสูง (High Performance Liquid Chromatography; 
HPLC) โดยใชดีเทกเตอรชนิด Refractive Index (RI detector) และคอลัมน VertisepTM SUGAR 
SOP 10 μmขนาด 7.83×30มิลลิเมตร วัฎภาคเคล่ือนท่ีท่ีใชคือ น้ําปราศจากไอออน (deionizedwater) 
ควบคุมอัตราการไหลเทากับ 0.3 มิลลิลิตรตอนาทีควบคุมอุณหภูมิคอลัมนท่ี 83 องศาเซลเซียส 
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4.  สถานท่ีและระยะเวลาทําการวิจัย 
 

สถานท่ีทําการวิจัยหองปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพและศูนยวิจัยเทคโนโลยีการ
หมัก ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตรมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
บางเขน 
 

ระยะเวลาในการทําวิจัยเร่ิมต้ังแตมิถุนายน พ.ศ. 2551 ถึง มีนาคม2556 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  สภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

1.1  การออกแบบการทดลองดวยวิธีทะกุจิ 
 

การศึกษาการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสดวยแคลเซียมแอลจิเนต โดย
ออกแบบการทดลองดวยวิธีทะกุจิ ประกอบดวยปจจัยการทดลองทั้งหมด3 ปจจัย คือ ความเขมขน
โซเดียมแอลจิเนต(A) กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน (B) และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด (C) แตละ
ปจจัยกําหนดไว 3 ระดับ ไดการทดลองแบบ L9 ท่ีมีการทดลองท้ังหมด 9 การทดลอง (แสดงการ
ทดลองดังตารางท่ี 3และ 4 ในวิธีการทดลอง) โดยนําเอนไซมผสมกับสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 
ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร หยดสารละลายผสมผานหัวเข็มฉีดยาขนาด 0.6 มิลลิเมตร ดวยเคร่ืองสูบ
ท่ีปรับอัตราการไหล 0.2 มิลลิลิตรตอนาที ลงในแคลเซียมคลอไรดปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาสก
ขนาด 500 ลิตร ท่ีวางบนเคร่ืองกวนสารละลาย เม่ือหยดสารละลายผสมหมดแลวจึงกวนสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดท่ีมีเอนไซมตรึงเปนเวลา 2ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที จากน้ันกรองเม็ดเอนไซมตรึงท่ีไดผานตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 นิ้ว ลาง
เม็ดเอนไซมตรึงดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง เปนเวลา10 นาที นําเม็ดเอนไซมตรึงท่ีไดวิเคราะหกิจกรรม
เอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 

 
จากการทดลองท้ัง 9 การทดลอง ไดน้ําหนักเปยกของเอนไซมตรึงท้ังหมด น้ําหนัก

เฉล่ียของเม็ดเอนไซมตรึง ปริมาตรรวมของเอนไซมตรึง ปริมาตรเฉล่ียของเม็ดเอนไซมตรึง ความ
หนาแนนรวมของเอนไซมตรึงความหนาแนนเฉล่ียของเม็ดเอนไซมตรึงและจํานวนเม็ดเอนไซม
ตรึงท้ังหมดท่ีตรึงได(การคํานวณแสดงดังภาคผนวก ค)สรุปดังตารางท่ี 5 และผลการวิเคราะห
กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส สรุปดังตารางท่ี 6และภาพท่ี 5 
  



 

 

ตารางที่ 5ผลของน้ําหนกัเปยกของเอนไซมตรึงทั้งหมดน้าํหนักเปยกเฉลี่ยของเอนไซมตรึง จํานวนเม็ดเอนไซมตรึงทั้งหมด ปริมาตรเอนไซมตรึงจากการ
แทนที่น้ํา ปริมาตรเฉลี่ยของเอนไซมตรึงจากการแทนที่น้ํา ความหนาแนนของเอนไซมตรึงทั้งหมด, ความหนาแนนเฉลี่ยของเอนไซมตรึงและ
ขนาดของเอนไซมตรึงที่ไดจากวิธีการทะกจุิ 

 

การทดลอง 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

น้ําหนกัเปยกของเอนไซมตรึงทั้งหมด (กรัม) 5.66 5.61 4.96 5.58 5.32 5.16 4.89 5.09 3.58 

น้ําหนกัเปยกเฉลี่ยของเอนไซมตรึง (กรัม)1 0.157 0.155 0.179 0.195 0.202 0.234 0.245 0.253 0.221 

ปริมาตรเอนไซมตรึงทั้งหมด (มิลลิลิตร) 5.6 5.4 4.6 5.4 5.1 5.7 4.8 4.9 3.9 

ปริมาตรเอนไซมตรึงเฉลี่ย (มิลลิลิตร)2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 

ความหนาแนนของเอนไซมตรึงทั้งหมด (กรัมตอมิลลิลิตร) 1.005 1.044 1.072 1.038 1.038 0.905 1.030 1.044 0.924 

ความหนาแนนเฉลี่ยของเอนไซมตรึง (กรัมตอมิลลิลิตร)3 1.049 1.129 1.020 1.114 0.951 1.171 1.151 1.014 1.107 

จํานวนเอนไซมตรึงทั้งหมด (เม็ด) 36 36 28 29 26 22 20 20 16 

ขนาดของเอนไซมตรึง (เซนติเมตร) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

 
หมายเหตุ  วิธีการคํานวณแสดงในภาคผนวก ค 

1 2 และ 3 คิดจากจํานวนเม็ดเอนไซมตรึง 50 เม็ด 33 
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ตารางท่ี 6 การตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส โดยออกแบบการทดลองแบบทะกุจิ 
 

การทดลอง 
ปจจัย กิจกรรมเอนไซมตรึง 

(หนวยตอมิลลิลิตร) A B C 
1 2 50 0.5 2.35 ± 1.34 
2 2 100 1.0 5.42 ± 0.67 
3 2 150 1.5 10.32 ± 4.15 
4 3 50 1.0 13.26 ± 0.35 
5 3 100 1.5 21.89 ± 2.45 
6 3 150 0.5 27.14 ± 1.11 
7 4 50 1.5 16.01 ± 1.28 
8 4 100 0.5 7.95 ± 0.49 
9 4 150 1.0 13.03 ± 0.57 

คาเฉล่ีย 13.04±1.38 
 
หมายเหตุการทดลองไดจากการทดลองจํานวน 3 ซํ้า (± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน; SD) ตามชุดการ

ทดลองท่ีออกแบบดวยวิธีทะกุจิ โดย A คือ ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต (เปอรเซ็นต
โดยนํ้าหนักตอปริมาตร) B คือ กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน (หนวยตอมิลลิลิตร) และ C คือ 
ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด (โมลาร) 
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ภาพท่ี 5  กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสที่คํานวณจากขอมูลการทดลองท้ัง 9 ชุด
การทดลอง 

 
จากตารางท่ี 5 ไดน้ําหนักเปยกของเอนไซมตรึงท้ังหมดอยูระหวาง 3.58-5.66 กรัม

น้ําหนักเฉล่ียของเอนไซมตรึงอยูระหวาง 0.155-0.253 กรัมตอเม็ด (คิดจากเม็ดเอนไซมตรึง 50 เม็ด)
ปริมาตรรวมของเอนไซมตรึงอยูระหวาง3.9-5.7 มิลลิลิตร ปริมาตรเฉล่ียของเอนไซมตรึงอยู
ระหวาง 0.1-0.3 มิลลิลิตรตอเม็ด (คิดจากเม็ดเอนไซมตรึง 50 เม็ด) ความหนาแนนรวมของเอนไซม
ตรึงอยูระหวาง 0.905-1.072กรัมตอมิลลิลิตรความหนาแนนเฉล่ียของเอนไซมตรึงอยูระหวาง 
0.951-1.151 กรัมตอมิลลิลิตรจํานวนเม็ดเอนไซมตรึงท้ังหมดที่ตรึงไดอยูระหวาง 16-36 เม็ดและ
ขนาดของเม็ดเอนไซมตรึงอยูท่ี 0.3 เซนติเมตร 

 
จากตารางท่ี 6 และภาพท่ี 5 พบวาการทดลองท่ี 6 มีกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโท

ฟูราโนซิเดสสูงท่ีสุด โดยมีกิจกรรมเอนไซมเทากับ 27.14 หนวยตอมิลลิลิตร ท่ีสภาวะตรึง
ดังตอไปนี้ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต 3.0 เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักตอปริมาตร กิจกรรมเอนไซม
เร่ิมตน 150 หนวยตอมิลลิลิตรและความเขมขนแคลเซียคลอไรด 0.5 โมลาร จากการทดลองท้ัง 9 
การทดลองซ่ึงการสูญเสียกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสสาเหตุอาจเกิดจากการ
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เลือกใชความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตที่ไมเหมาะสม เชน ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตนอย
เกินไป สงผลใหเอนไซมร่ัวผานรูพรุนขนาดใหญของเม็ดเจลออกมาไดงาย เนื่องจากเกิดการเช่ือม
ขวางภายในโครงสรางของแคลเซียมแอลจิเนตไดไมดี ขณะท่ีความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตมาก
เกินไป ทําใหโซเดียมแอลจิเนตมีความหนืดมาก สงผลใหรูพรุนของเม็ดเอนไซมตรึงมีขนาดเล็ก
เกินไปซ่ึงยากตอการแพรของซับสเตรตเขาจับกับเอนไซมภายในโครงสรางของเม็ดเจล(Anwaret 
al., 2009) 

 
จากน้ันผลการทดลองท้ังหมด 9 ชุดการทดลอง จะถูกนําไปวิเคราะหผลโดยวิธีทะกุจิ 

เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

1.2  ปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส  
 

การวัดในวิธีทะกุจิจะแสดงในรูปของอัตราสวนสัญญาณตอส่ิงรบกวน (Signal/Noise 
ratio; S/N ratio) .ซ่ึงถูกใชเพ่ือวัดอิทธิพลของ noise factor (ตัวแปรท่ีไมสามารถควบคุมไดใน
กระบวนการ) ท่ีมีตอลักษณะของผลิตภัณฑ หรือกระบวนการ โดยอาศัยการวัดลักษณะของคุณภาพ 
(Quality Characteristic, QC) ซ่ึงสามารถแสดงถึงความตองการการเปล่ียนแปลงของผลการทดลอง
ท่ีตองการตางกันประกอบดวย 3 รูปแบบ คือ กรณีนอยกวาดีกวา (Smaller is better) กรณีมากกวา
ดีกวา (Bigger is better) และกรณีเปาหมายท่ีดีท่ีสุด (Normal is best) กรณีของการตรึงเอนไซมบีตา-
ฟรุกโทฟูราโนซิเดสดวยแคลเซียมโซเดียมแอลจิเนต จะพิจารณาลักษณะคุณภาพจากพารามิเตอร 1 
ชนิด คือ กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส เพ่ือวิเคราะหหาสภาวะท่ีเหมาะสม ซ่ึงจัด
อยูในประเภทมากกวาดีกวา (QC=B) เนื่องจากเปนการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสใหได
สูงสุด อยางไรก็ตาม การวัดคาในวิธีการทะกุจิสามารถแสดงในรูปของคาเฉล่ียของผลการทดลอง
ไดเชนกัน ดังนั้น การวิเคราะหจะทําการพิจารณาท้ังคาอัตราสวน S/N และคาเฉล่ีย 

 
1.2.1  ผลของปจจัยที่พิจารณาจากคาอัตราสวนS/N 

 
โดยนําผลการทดลองท้ัง9 ชุดการทดลองไปคํานวณหาคาเฉล่ีย คาเบ่ียงเบน

มาตรฐาน และคาอัตราสวน S/N แสดงดังตารางท่ี 7 จากนั้นจึงนําคาอัตราสวน S/N มาคํานวณ
คาเฉล่ียของแตละระดับของปจจัย เพื่อวิเคราะหอิทธิพลของปจจัย และหาระดับของปจจัยที่
เหมาะสม โดยพิจารณาจากกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส แสดงดังตารางท่ี 8และ
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ภาพท่ี 6 จากน้ันวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส โดยวิธี 
ANOVA แสดงดังตารางท่ี 10ตามลําดับ 

 
จากตารางท่ี 8 แสดงคาอิทธิพลหลักของแตละปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซม 

โดยพิจารณาจากคาอัตราสวน S/N ของกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส จะเห็นวาชุด
การทดลองใดมีกิจกรรมเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสสูง การทดลองน้ันก็จะมีคาอัตรสวนS/N 
สูงข้ึนตามไปดวย เนื่องจากเปนการออกแบบการทดลองแบบ QC=B เมื่อพิจารณาอิทธิพลของแต
ละปจจัย พบวา ปจจัยท่ีมีผลตอกิจกรรมเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ประกอบดวย 3 ปจจัย 
ไดแก ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 
โดยปจจัยความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเด
สมากท่ีสุด เทากับ 51.62 เปอรเซ็นตรองลงมา คือ ปจจัยกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน และความเขมขน
แคลเซียมคลอไรด เทากับ 24.42 และ 23.96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 7 คาอัตราสวน S/N ของกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสที่คํานวณจากขอมูล
การทดลองท้ัง 9 ชุดการทดลอง 

 

การทดลอง 
กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส (หนวยตอมิลลิลิตร) 

1 2 3 เฉล่ีย SD MSD S/N 
1 3.74 2.23 1.07 2.35 1.34 0.381 4.191 
2 4.65 5.82 5.80 5.42 0.67 0.035 14.540 
3 14.60 6.32 10.02 10.32 4.15 0.013 18.787 
4 13.67 13.07 13.04 13.26 0.35 0.006 22.446 
5 20.62 20.34 24.72 21.89 2.45 0.002 26.704 
6 25.96 27.31 28.16 27.14 1.11 0.001 28.658 
7 14.61 17.13 16.30 16.01 1.28 0.004 24.031 
8 7.56 7.80 8.50 7.95 0.49 0.016 17.978 
9 13.49 13.21 12.39 13.03 0.57 0.006 22.281 

 
หมายเหตุ  การคํานวณคาอัตราสวน S/N แสดงดังตารางภาคผนวก ข  
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ตารางท่ี 8การวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยจากคาอัตราสวน S/N ท่ีมีผลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-
ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 

 

ระดับ 
กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส (หนวยตอมิลลิลิตร) 

A B C 
1 12.50 16.89 16.94 
2 25.94 19.74 19.75 
3 21.43 23.24 23.17 

คาตํ่าสุด 12.50 16.89 16.94 
คาสูงสุด 25.94 23.24 23.17 
คาอิทธิพล1 13.43 6.35 6.23 

% คาอิทธิพล2 51.62 24.42 23.96 
 
หมายเหตุA คือ ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต (เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักตอปริมาตร) B คือ กิจกรรม

เอนไซมเร่ิมตน (หนวยตอมิลลิลิตร) และ C คือ ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด         
(โมลาร) 
1คาอิทธิพล เทากับ ผลตางของคาตํ่าสุดและคาสูงสุด 
2% คาอิทธิพล เทากับ (100×คาอิทธิพล)/คาอิทธิพลรวม โดยใชคาอิทธิพลของกิจกรรม
เอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส เทากับ 26.02 
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ภาพท่ี 6สภาวะท่ีเหมาะสมพิจารณาจากคา S/N ท่ีมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟู

ราโนซิเดส 
 

1.2.2  ผลของปจจัยที่พิจารณาจากคาเฉล่ีย 
 

นําผลการทดลองท้ัง 9 ชุดการทดลอง ไปคํานวณหาคาเฉล่ีย และคาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน แสดงดังตารางท่ี7จากนั้นจึงนํามาคํานวณคาเฉล่ียของแตละระดับของปจจัย เพื่อวิเคราะห
อิทธิพลของปจจัย และหาระดับของปจจัยท่ีเหมาะสม โดยพิจารณาจากกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-
ฟรุกโทฟูราโนซิเดส แสดงดังตารางท่ี 9และภาพท่ี 7ตามลําดับ จากนั้นวิเคราะหอิทธิพลของปจจัย
กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสโดยวิธี ANOVA แสดงดังตารางท่ี 11 

 
จากตารางท่ี 9แสดงคาอิทธิพลหลักของแตละปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซม

บีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส โดยพิจารณาจากคาเฉล่ียของกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิ
เดส เม่ือพิจารณาอิทธิพลของแตละปจจัย พบวา ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟู
ราโนซิเดส ประกอบดวย 3 ปจจัย ไดแก ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต กิจกรรมเอนไซมเอนไซม
เร่ิมตน และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด โดยปจจัยของความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตมีอิทธิพล
ตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสมากท่ีสุด เทากับ 55.94 เปอรเซ็นตรองลงมา คือ 

A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3

10

12

14

16

18

20

22

24

26
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อัตรา
สวน 
S/N 
(เดซิ
เบล) 

ปจจัยและระดับของปจจัย 
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ปจจัยของกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด เทากับ 24.38 และ 19.68 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการวิเคราะหอิทธิพลหลักของปจจัยท่ีพิจารณาจากคา
อัตราสวน S/N ท่ีไดอธิบายไวขางตน 
 
ตารางท่ี 9การวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยจากคาเฉล่ียท่ีมีผลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟู

ราโนซิเดส 
 

ระดับ 
กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส (หนวยตอมิลลิลิตร) 

A B C 
1 6.41 10.54 12.48 
2 20.76 12.17 10.99 
3 12.33 16.79 16.04 

คาตํ่าสุด 6.41 10.54 10.99 
คาสูงสุด 20.76 16.79 16.04 
คาอิทธิพล 14.35 6.26 5.05 

% คาอิทธิพล 55.94 24.38 19.68 
 
หมายเหตุA คือ ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต (เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักตอปริมาตร) B คือ กิจกรรม

เอนไซมเร่ิมตน (หนวยตอมิลลิลิตร) และ C คือ ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด         
(โมลาร) 
1คาอิทธิพล เทากับ ผลตางของคาตํ่าสุดและคาสูงสุด 
2% คาอิทธิพล เทากับ (100×คาอิทธิพล)/คาอิทธิพลรวม โดยใชคาอิทธิพลของกิจกรรม
เอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส เทากับ 25.66 

  



41 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 7สภาวะที่เหมาะสมพิจารณาจากคาเฉล่ีย ท่ีมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟู
ราโนซิเดส 

 
1.3  การวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธีANOVA 

 
1.3.1  การวิเคราะหความแปรปรวนท่ีพิจารณาจากคาอัตราสวนS/N 
 

จากผลการการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) โดยพิจารณาจากคา
อัตราสวน S/N แสดงดังตารางท่ี 10จะเห็นวา ปจจัยท่ีมีอิทธิพล(Persent contribution) ตอกิจกรรม
เอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสมากท่ีสุด ไดแก ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต โดยปจจัย
ของความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสมาก
ท่ีสุด เทากับ 57.13เปอรเซ็นต สวนปจจัยของกิจกรรมเอนไซมเอนไซมเร่ิมตนและความเขมขน
แคลเซียมคลอไรดอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสนอย เทากับ 6.38 และ 
5.85 เปอรเซ็นต ตามลําดับซ่ึงใหผลสอดคลองกับการวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยในตารางท่ี 8ท่ีได
อธิบายไวขางตนและเมื่อพิจารณาจากคาความเช่ือม่ัน (Confidence level) จากคาดังกลาวสามารถ
บอกไดวาความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต เปนปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุก
โทฟูราโนซิเดสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.2สวนกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตนและความเขมขน
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ปจจัยและระดับของปจจัย 
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แคลเซียมคลอไรดเปนปจจัยท่ีไมมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
1.3.2  การวิเคราะหความแปรปรวนท่ีพิจารณาจากคาเฉล่ีย 

 
จากผลการการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) โดยพิจารณาจากคา

อัตราสวน S/N แสดงดังตารางท่ี 11จะเห็นวา ปจจัยท่ีมีอิทธิพล (Persent contribution) ตอกิจกรรม
เอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสมากท่ีสุด ไดแก ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต โดยปจจัย
ของความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสมาก
ท่ีสุด เทากับ 60.61เปอรเซ็นต สวนปจจัยของกิจกรรมเอนไซมเอนไซมเร่ิมตนและความเขมขน
แคลเซียมคลอไรดอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสนอยท่ีสุด เทากับ 
11.11และ 6.52เปอรเซ็นต ตามลําดับซ่ึงใหผลสอดคลองกับการวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยในตาราง
ท่ี 9ท่ีไดอธิบายไวขางตนและเมื่อพิจารณาจากคาความเช่ือม่ัน (Confidence level) จากคาดังกลาว
สามารถบอกไดวาความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตและกิจกรรมเอนไซมเอนไซมเร่ิมตนเปนปจจัยท่ีมี
อิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.01 สวน
ความเขมขนแคลเซียมคลอไรดเปนปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิ
เดสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 

 
จะเห็นวาการวิเคราะหความแปรปรวนของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูรา

โนซิเดสที่พิจารณาจากคาอัตราสวน S/N และคาเฉล่ียมีความแตกตางกัน ซ่ึงสามารถสรุปไดวาความ
เขมขนโซเดียมแอลจิเนต กิจกรรมเอนไซมเอนไซมเร่ิมตน และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด เปน
ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส อยางไรก็ตาม จะเห็นวาทุกปจจัยมี
อิทธิพลตอกระบวนการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส อยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีแตกตาง
กัน โดยปจจัยของความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตและกิจกรรมเอนไซมเอนไซมเร่ิมตนเปนปจจัยท่ีมี
อิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.01 สวน
ความเขมขนแคลเซียมคลอไรดเปนปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิ
เดสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05ดังนั้นสามารถประเมินหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการตรึง
เอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสไดจากระดับของปจจัยท่ีมีคาอิทธิพลสูงท่ีสุดในปจจัยนั้น ๆ 
จากน้ันสามารถคํานวณคาคาดหวังตาง ๆ ได ซ่ึงปจจัยท่ีนําไปใชการคํานวณหาคาคาดหวังตองเปน
ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส  
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ตารางท่ี 10การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA)1ของกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโน
ซิเดส พิจารณาจากคาอัตราสวน S/N 

 
Factor DOF Sum of Squares Variance  F-ratio Pure sum  Percent  Confidence Significant 

A 2 280.38 140.19 8.46 247.23 57.13 89.43 * 

B 2 60.78 30.39 1.83 27.62 6.38 64.70 - 

C 2 58.47 29.23 1.76 25.32 5.85 63.82 - 

Other/Error 2 33.15 16.58 
  

30.64 
 

Total 8 432.78 
   

100.00 

 
หมายเหตุ1วิธีคํานวณแสดงในตารางผนวกท่ี ข1 

*มีอิทธิพลอยางมีนัยสําคัญท่ี p<0.2 
 

ตารางท่ี 11การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA)1ของกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโน
ซิเดส พิจารณาจากคาเฉล่ีย 

 
Factor DOF Sum of Squares Variance F-ratio Pure sum Percent Confidence Significant 

A 2 926.37 463.18 38.35 902.21 60.61 100.00 *** 

B 2 189.48 94.74 7.84 165.33 11.11 99.69 *** 

C 2 121.20 60.60 5.02 97.04 6.52 98.29 ** 

Other/Error 20 241.55 12.08 
  

21.77 
  

Total 26 1488.60 
   

100.00 
  

 
หมายเหตุ1วิธีคํานวณแสดงในตารางผนวกท่ี ข1 

** และ *** มีอิทธิพลอยางมีนัยสําคัญท่ี p<0.05และ p<0.01 ตามลําดับ 
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1.4  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

การประเมินการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
สามารถหาสภาวะที่เหมาะสมจากระดับของปจจัยท่ีมีคาอิทธิพลสูงท่ีสุดในปจจัยนั้น ๆ จากน้ัน
สามารถประเมินคาคาดหวังตาง ๆ ได ซ่ึงปจจัยท่ีนํามาใชในการคํานวณคาคาดหวังตองเปนปจจัยท่ี
มีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ในการประเมินคาคาดหวังตาง ๆ ท่ีจะได
จากการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจากวิธีการทะกุจิ อาศัย
สมการดังนี้ 

 

opt i =  T  +  Y F∑  
 

โดย YoptTҧและFҧiคือ คาคาดหวัง ผลรวมท้ังหมดของคา S/N หรือคาเฉล่ียในทุกชุดการ
ทดลอง และผลรวมของคา S/N หรือคาเฉล่ียของผลการทดลองในแตระดับของแตละปจจัยท่ี
เหมาะสม ตามลําดับ 

 
จากภาพท่ี 6และภาพที่ 7 สามารถสรุปสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-

ฟรุกโทฟูราโนซิเดสไดดังตารางท่ี 12และ13ตามลําดับ คือ ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต3 
เปอรเซ็นต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 150 หนวยตอมิลลิลิตร และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 1.5 
โมลาร  

 
หากพิจารณาสภาวะท่ีเหมาะสมพบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-

ฟรุกโทฟูราโนซิเดส คือ ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต3 เปอรเซ็นต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 150 
หนวยตอมิลลิลิตร และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 1.5 โมลารซ่ึงไมตรงกับชุดการทดลองท่ีได
ออกแบบไวโดยวิธีทะกุจิ ท้ัง 9 ชุดการทดลอง แตผลการทดลองก็ไดสอดคลองกับการมทดลองใน
ชุดการทดลองท่ี 6 คือ ความเขมขนโซเดียมแอลจิเนต3 เปอรเซ็นต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 150 
หนวยตอมิลลิลิตร และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 0.5 โมลาร 
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ตารางท่ี 12สภาวะท่ีเหมาะสม และคาคาดหวังของพารามิเตอรตาง ๆ ของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุก
โทฟูราโนซิเดสที่ประเมินได โดยพิจารณาจากคา S/N 

 

พารามิเตอร  
สภาวะท่ีเหมาะสม 

 คาคาดหวัง 
 

A B C 
 

Yopt=Tҧ+ሺAത2-Tҧሻ+ሺBത3-Tҧሻ+ሺCത3-Tҧሻ  3 150 1.5  41.865 
 
หมายเหตุวิธีคํานวณแสดงในภาคผนวก ข 

Yoptคือ คาคาดหวังของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส โดยใชคาผลรวม
ท้ังหมดของคาอัตราสวน S/N ในทุกชุดการทดลองของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟู
ราโนซิเดส; Tҧเทากับ 19.956 

 
ตารางท่ี 13สภาวะท่ีเหมาะสม และคาคาดหวังของพารามิเตอรตาง ๆ ของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุก

โทฟูราโนซิเดสที่ประเมินได โดยพิจารณาจากคาเฉล่ีย 
 

พารามิเตอร  
สภาวะท่ีเหมาะสม 

 คาคาดหวัง 
 

A B C 
 

Yopt=Tҧ+ሺAത2-Tҧሻ+ሺBത3-Tҧሻ+ሺCത3-Tҧሻ  3 150 1.5  27.256 
 
หมายเหตุวิธีคํานวณแสดงในภาคผนวก ข 

Yoptคือ คาคาดหวังของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส โดยใชคาผลรวม
ท้ังหมดของคาเฉล่ียในทุกชุดการทดลองของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิ
เดส; Tҧเทากับ 13.168 

 
1.5  การยืนยันสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

จากสภาวะท่ีเหมาะสมที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีทะกุจิ นํามาทําการทดลองเพ่ือ
ยืนยันสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส คือ ความเขมขนโซเดียมแอล
จิเนต3 เปอรเซ็นต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 150 หนวยตอมิลลิลิตร และความเขมขนแคลเซียมคลอ
ไรด 1.5 โมลาร 
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1.5.1  การยืนยันสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

การตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจาก
วิธีการทะกุจิ โดยกําหนดสภาวะของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ดังนี้ ความเขมขน
โซเดียมแอลจิเนต3 เปอรเซ็นต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 150 หนวยตอมิลลิลิตร และความเขมขน
แคลเซียมคลอไรด 1.5 โมลาร  

 
จากผลการทดลองการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสภายใตสภาวะท่ี

เหมาะสมที่ไดจากวิธีการทะกุจิ แสดงกิจกรรมเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ดังตารางท่ี14 คือ 
เม่ือทําการเพ่ิมความเขมขนแคลเซียมคลอไรดจาก 0.5 โมลาร ใหเปน 1.5 โมลาร พบวา กิจกรรม
เอนไซมเพิ่มสูงข้ึนกวาการทดลองท่ี 6เล็กนอย ซ่ึงแสดงวา การเพิ่มความเขมขนแคลเซียมคลอไรดมี
ผลตอการฟอรมรูปของเม็ดเจลเอนไซมตรึง เนื่องจากการเพิ่มข้ึนของไอออนในรูปของ Ca2+ใน
แคลเซียมคลอไรดจะเปนการเพ่ิมความแข็งแรงของประจุในการจับกันกับโซเดียมแอลจิเนต ซ่ึง
สงผลตอการฟอรมรูปของเม็ดเอนไซมตรึง 
 
ตารางท่ี 14การยืนยันสภาวะการทดลองท่ีเหมาะสมของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 

 

การทดลอง  
สภาวะท่ีเหมาะสม 

 
กิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 

(หนวยตอมิลลิลิตร) 
 

A B C 
 

1 
 

3 150 1.5 
 

29.71 
 
2.  การประมาณคาคงท่ีจลนพลศาสตรของเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
 

การประมาณคาคงที่ไมเคลิส (Km)และอัตราเร็วปฏิกิริยาสูงสุด (Vm)ของเอนไซมอิสระและ
ตรึง โดยวัดอัตราเร็วปฏิกิริยาเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสท่ีความเขมขนซูโครสตาง ๆ โดย
กําหนดใหกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตนคงท่ี นํามาหาคาคงท่ีจลนพลศาสตรของเอนไซมโดยวิธีการเขียน
กราฟแบบไลวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burkplots) ระหวางสวนกลับของอัตราเร็วปฏิกิริยาเร่ิมตน 
และสวนกลับของความเขมขนซูโครสดังแสดงในภาพที่ 8 (ขอมูลจากการทดลองแสดงดังตาราง
ผนวกท่ี ก1 และ ก2)  
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ภาพท่ี 8การประมาณคาคงท่ีของปฏิกิริยาเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสโดยใชกราฟแบบไลวี

เวอร-เบิรกของเอนไซมอิสระ ( ) และ เอนไซมตรึง ( ) 
 
จากภาพท่ี 8 พบวาคาจุดตัดแกน X ของกราฟมีคาเทากับ -1/Km และจุดตัดแกน Y เทากับ 

1/V ประมาณคาคงท่ีไมเคลิสของเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงไดเทากับ 34.50 และ 43.16 กรัม
ตอลิตร หรือคิดเปน 0.10 และ 0.13 โมลารและอัตราเร็วปฏิกิริยาสูงสุดของเอนไซมอิสระและ
เอนไซมตรึงเทากับ 76.92 และ 65.79กรัมตอลิตร ชั่วโมงตามลําดับดังแสดงคาคงที่ทาง
จลนพลศาสตรของเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสในตารางท่ี 15 
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ตารางท่ี 15ประมาณคาคงท่ีทางจลนพลศาสตรของเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสอิสระและตรึง 
 

ชนิดของเอนไซม การประมาณคาคงท่ี 

เอนไซมอิสระ 
Vm(free)(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง) 77.52 
Km(free)(กรัมตอลิตร) 34.97 
Km(free)(โมลาร) 0.10 

เอนไซมตรึง 
Vm(imm)(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง) 65.79 
Km(imm)(กรัมตอลิตร) 43.16 
Km(imm)(โมลาร) 0.13 

 
จากตารางท่ี 15แสดงใหเห็นวาเอนไซมตรึงมีคาคงท่ีไมเคลิส (Km)ท่ีสูงกวาเอนไซม

อิสระ ซ่ึงบงบอกถึงความสามารถในการจับกัน (affinity) ระหวางเอนไซมท่ีถูกตรึงกับซับสเตรตได
ต่ํากวาเม่ือเทียบกับเอนไซมอิสระกับซับสเตรต นอกจากนี้ยังพบวาอัตราเร็วปฏิกิริยาสูงสุด (Vm) 
ของเอนไซมตรึงตํ่ากวาของเอนไซมอิสระ ซ่ึงแสดงถึงวาเอนไซมตรึงมีประสิทธิภาพในการทํา
ปฏิกิริยากับซับสเตรตและเปล่ียนไปเปนผลิตภัณฑต่ํากวาเอนไซมอิสระ โดยมีสาเหตุมาจากการ
แพรของซับสเตรตเขาจับกับเอนไซมท่ีตําแหนงเรง (active site) ภายในโครงสรางของเม็ดเจล ได
ยากกวาเอนไซมอิสระ และอาจเกิดการสะสมของผลิตผลพลอยไดซ่ึงสงผลใหเกิดการยับยั้งการเกิด
ผลิตภัณฑได (Anwar et al., 2009) 

 
เปรียบเทียบคาคงท่ีจลนพลศาสตรของเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสเม่ือใชซูโครสเปน

ซับสเตรตกับผลการทดลองของ Tariseven and Aslan (2005) ท่ีประมาณคาจลนพลศาสตรเอนไซม
บีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสเม่ือใชความเขมขนซูโครส 10 ถึง 100 กรัมตอลิตร พบวาเอนไซมอิสระมี
คาคงท่ีไมเคลิส Km(free)และ อัตราเร็วปฏิกิริยาสูงสุด Vm(free)เทากับ 47.0 กรัมตอลิตรและ 86.0 กรัมตอ
ลิตร นาที สวนเอนไซมตรึงมีคา Km(imm)และ Vm(imm) เทากับ 91.0 กรัมตอลิตรและ 82.0 กรัมตอลิตร 
นาทีจะเห็นไดวาในการทดลองน้ีประมาณคาคงท่ีไมเคลิส (Km) ของทั้งเอนไซมอิสระและเอนไซม
ตรึงไดต่ํากวาคาของ Tariseven and Aslan (2005) ซ่ึงแสดงวาคาคงท่ีทางจลนพลศาสตรของท้ัง
เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงในสวนของคาคงท่ีไมเคลิสใหคาท่ีดีกวา แตคาอัตราเร็วปฏิกิริยา
สูงสุด (Vm)ของท้ังเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงไดคาท่ีต่ํากวาคาของ Tariseven and Aslan 
(2005)แสดงถึงความเร็วในการทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซมตรึงกับซับสเตรตและเปลี่ยนไปเปน
ผลิตภัณฑไดต่ํากวา 
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3.  ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดดวยเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 

 
3.1  ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสแบบ

เบ็ดเสร็จ 
 

เตรียมสารละลายซูโครสใหมีความเขมขนสุดทาย 300 กรัมตอลิตร เติมเอนไซมใหมี
กิจกรรมเอนไซม 10 หนวยตอมิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยบัฟเฟอร Sodium acetate ความเขมขน 
0.02 โมลาร พีเอช 5 ใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 300 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร และ
ทําการผลิตท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ ความเร็วรอบในการเขยา 
100 รอบตอนาที เปนเวลา 54 ช่ัวโม สรุปผลการทดลองไดดังภาพท่ี 9 และตารางท่ี 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมอิสระแบบเบ็ดเสร็จระดับฟลาสก  

ความเขมขนน้าํตาลซูโครส ( ) กลูโคส ( ) ฟรุกโทส ( ) 1-เคสโทส ( ) นีสโทส ( ) 1F-
ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส ( ) และฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ( )  
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ตารางท่ี 16  จลนพลศาสตรของการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโท
ฟูราโนซิเดสแบบเบ็ดเสร็จ 

 
พารามิเตอร 

อัตราการใชซับสเตรตเชิงปริมาตร; Qs 
(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง) 

127.73 

อัตราการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเชิงปริมาตร;Qp 
(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง) 

97.18 

ผลไดฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด;YP/S 
(กรัมตอกรัม) 

0.76 

 
หมายเหตุ  วิธีคํานวณแสดงในตารางผนวกท่ี ข2(คํานวณท่ีเวลา 0-2 ช่ัวโมงของการผลิต) 
 

จากภาพท่ี 9 และตารางท่ี 16แสดงปริมาณฟรุกโทส กลูโคส ซูโครส และฟรุกโทโอลิ
โกแซ็กคาไรด ท่ีไดจากการนําเอนไซมอิสระมายอยซูโครสเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเลส ไดผลิตภัณฑ
เปน กลูโคสและฟรุกโทส และปฏิกิริยาฟรุกโทซิลทรานสเฟอเรสจะทําการยายหมูฟรุกโทสไปตอท่ี
ตําแหนง บีตา 2,1 ของซูโครส โดยพบวาท่ีเวลา 2 ช่ัวโมง เกิดฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดไดมากท่ีสุด
เทากับ 200.3 กรัมตอลิตร และพบวาเม่ือเวลาเพิ่มข้ึนเอนไซมจะทําการยายหมูของจาก 1-เคสโทส 
(GF2) ไปเปนนีสโทส (GF3) และ 1-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส (GF4) ตามลําดับ โดยที่เวลา 8 และ 
54 ชั่วโมง พบวามีการเปลี่ยน 1-เคสโทส ไปเปนนีสโทสและ1-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทสมาก
ท่ีสุดเทากับ 83.7 และ 29.0 ตามลําดับ (ขอมูลจากการทดลองแสดงดังตารางท่ีภาคผนวกท่ี ก3) 
 

3.2  ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสแบบ
เบ็ดเสร็จซํ้า ในระดับฟลาสก 

 
ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบเบ็ดเสร็จซํ้าดวยเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโน

ซิเดส ระดับฟลาสกปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 กรัมตอลิตร ท่ีความเขมขนซับส
เตรต 300 กรัมตอลิตร และกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 10 หนวยตอมิลลิลิตร อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที และพีเอชเร่ิมตนเทากับ 5.0 สรุปผลการทดลองไดดัง  
ภาพท่ี 10 และตารางท่ี 16 
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เตรียมสารละลายซูโครสความเขมขน300 กรัมตอลิตร โดยช่ังซูโครส 90 กรัมละลาย
ในบัฟเฟอร Sodium acetate ความเขมขน 0.02 โมลาร พีเอช 5 ใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 300 
มิลลิลิตร เตรียมเอนไซมตรึงใหมีกิจกรรมเอนไซม 10 หนวยตอมิลลิลิตร โดยนําเอนไซมตรึงมา 
100มิลลิลิตร (โดยการแทนท่ีน้ํา) จากนั้นเติมสารละลายซูโครสลงในเอนไซมตรึงท่ีเตรียมไวแลว 
ผสมใหเขากัน ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร และทําการผลิตท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ใน
เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ ความเร็วรอบในการเขยา 100 รอบตอนาที เก็บตัวอยางปริมาตร 3 
มิลลิลิตร นําตัวอยางมาตมในน้ําเดือด 5 นาที เพื่อหยุดกิจกรรมของเอนไซม หลังจากนั้นกรอง
ตัวอยางดวยกระดาษกรองขนาดของรูเทากับ 0.45 ไมครอน กอนทําการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลตาง 
ๆ ดวยเคร่ืองโครมาโทรกราฟของเหลวสมรรถภาพสูง และเม่ืออัตราการใชซับสเตรตจะลดลงจะทํา
การเติมสารละลายซูโครสเขาไปใหมโดยกรองเม็ดเอนไซมตรึงออก แลวนําไปลางดวยสารละลาย
บัฟเฟอร Sodium acetate ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 5.0 พรอมคนดวยเคร่ืองกวนเปนเวลา 
10 นาที 2 คร้ัง หลังจากนั้นนําเม็ดเอนไซมตรึงท่ีไดมาเติมลงในสารละลายซูโครสท่ีเตรียมไวใหม
เพื่อทําการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดซํ้าจนกวาอัตราการใชซับสเตรตจะลดลง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมตรึงแบบเบ็ดเสร็จซํ้าระดับฟลาสก 

ความเขมขนน้าํตาลฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ( )และซูโครส ( )  
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ตารางท่ี 17  จลนพลศาสตรของการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟู
ราโนซิเดสแบบเบ็ดเสร็จซํ้า 

 

รอบของการผลิต 
พารามิเตอร 

Qs Qp YP/S 
รอบท่ี 1 135.06 96.69 0.72 
รอบท่ี 2 109.33 42.01 0.41 
รอบท่ี 3 87.15 18.74 0.39 
รอบท่ี 4 65.94 3.58 0.19 

 
หมายเหตุ  วิธีการคํานวณแสดงในตารางผนวกท่ี ข2 

อัตราการใชซับสเตรตเชิงปริมาตร; Qs(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง)และอัตราการผลิตฟรุกโท
โอลิโกแซ็กคาไรดเชิงปริมาตร;Qp(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง) ของรอบท่ี 1ถึง 4 ไดจากการ
คํานวณท่ีเวลา 0-2ช่ัวโมงของการผลิต 
ผลไดฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด;YP/S(กรัมตอกรัม)ไดจากการคํานวณท่ีเวลา (รอบท่ี 1) 
0-2 ช่ัวโมง (รอบท่ี 2) 0-4ช่ัวโมง(รอบท่ี 3) 0-16ช่ัวโมงและ(รอบท่ี 4) 0-48ช่ัวโมง 
 
ผลการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมตรึงดวยการผลิตแบบเบ็ดเสร็จซํ้า

แสดงดังภาพท่ี 10 และตารางท่ี 17โดยพบวาการผลิตในรอบแรกใหผลการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็ก
คาไรดดีท่ีสุด จากนั้นการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจะคอย ๆ ลดลงในรอบตอ ๆ ไป รวมท้ัง
การผลิตในแตละรอบจะใชเวลานานข้ึนดวย โดยเอนไซมตรึงท่ีไดจากสภาวะท่ีเหมาะสมจากวิธีทะ
กุจิสามารถผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดได 4 รอบ และเม่ือดูจากคาพารามิเตอรจลนพลศาสตร
ของการผลิต ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดพบวาอัตราการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเชิงปริมาตร
(Qs) และอัตราการการใชซับสเตรตเชิงปริมาตร(Qp) มีคาลดลงในแตละรอบของการผลิต นอกจากนี้
เอนไซมตรึงจะผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดไดชากวาเอนไซมอิสระและผลิตไดในปริมาณท่ีนอย
กวา ซ่ึงมีผลมาจากการแพรของซับสเตรตเขาไปจับกับเอนไซมภายในเม็ดเจลไดยากกวาเอนไซม
อิสระ 

 
จากน้ันเปรียบเทียบผลการผลิตฟรุกโอลิโกแซ็กคาไรดดวยเอนไซมอิสระและ

เอนไซมตรึงแบบเบ็ดเสร็จ ที่เวลา 6 ช่ัวโมง สรุปผลการทดลองไดดังภาพท่ี 11 
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ภาพท่ี 11เปรียบเทียบการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงบีตา-

ฟรุกโทฟูราโนซิเดส  
ความเขมขนฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมอิสระ ( ) และ เอนไซมตรึง ( ) 

 
จากภาพท่ี 11แสดงปริมาณฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด ท่ีไดจากการนําเอนไซมอิสระ

และเอนไซมตรึงมายอยซูโครสเกิดปฏิกิริยาไฮโดรเลส ไดผลิตภัณฑเปนกลูโคสและฟรุกโทส 
จากนั้นจะทําการยายหมูฟรุกโทสไปตอท่ีตําแหนง บีตา 2,1 ของซูโครส โดยพบวา ฟรุกโทโอลิ
โกแซ็กคาไรดท่ีเกิดจากกการทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซมอิสระกับซูโครส ใหความเขมขนฟรุกโท
โอลิโกแซ็กคาไรดไดมากท่ีสุดเทากับ 200.3 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 2 ช่ัวโมง ขณะท่ีฟรุกโทโอลิโกแซ็ก
คาไรดท่ีเกิดจากกการทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซมตรึงกับซูโครส ใหความเขมขนฟรุกโทโอลิ
โกแซ็กคาไรดไดมากท่ีสุดเทากับ 195.8กรัมตอลิตรท่ีเวลา 4ช่ัวโมงและพบวาการผลิตฟรุกโทโอลิ
โกแซ็กคาไรดจากเอนไซมอิสระ ใหความเขมขนฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดมากกวาการผลิตดวย
เอนไซมตรึง 1.5 เทา 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

งานวิจัยนี้มุงศึกษาการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสเพื่อผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็ก
คาไรด ซ่ึงมีขอดี คือ ทําใหเอนไซมมีความคงทนตอการเปล่ียนแปลงของภาวะแวดลอม เชน 
อุณหภูมิ และพีเอช เปนตน และสามารถนําเอนไซมตรึงกลับมาใชในการผลิตซํ้าไดโดยการศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสโดยใชวิธีทะกุจิและศึกษาผลิต 
ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบเบ็ดเสร็จซํ้า เพื่อทดสอบความสามารถเอนไซมตรึงตอสภาวะการ
ผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 

 
จากการการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสโดยใช

วิธีทะกุจิ โดยศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงเอนไซมดวยแคลเซียมแอลจิเนต3 ปจจัย คือ ความเขมขน
โซเดียมแอลจิเนต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตนและความเขมขนแคลเซียมคลอไรดพบวาความเขมขน
โซเดียมแอลจิเนต 3.0 เปอรเซ็นต กิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 150 หนวยตอมิลลิลิตร และความเขมขน
แคลเซียมคลอไรด 1.5 โมลาร ใหกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสเทากับ 29.71 
หนวยตอมิลลิลิตร และพบวาทุกปจจัยมีอิทธิพลตอกิจกรรมเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยท่ีความเขมขนโซเดียมแอลจิเนตมีอิทธิพลตอตอกิจกรรมเอนไซมตรึง
บีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดสมากท่ีสุด 
 

การศึกษาการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดแบบเบ็ดเสร็จซํ้าภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมท่ี
ไดจากวิธีทะกุจิในระดับฟลาสก พบวาในรอบแรกของการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจะใหผล
การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดดีท่ีสุด เทากับ 195.8 กรัมตอลิตร ซ่ึงประกอบดวย 1-เคสโทส 
122.4 กรัมตอลิตรนีสโทส 67.7กรัมตอลิตรและ1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส 5.6กรัมตอลิตรท่ีเวลา 
4 ช่ัวโมง จากนั้นการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจะคอย ๆ ลดลงในรอบตอ ๆ ไป รวมทั้งการ
ผลิตในแตละรอบจะใชเวลานานข้ึนดวย โดยเอนไซมตรึงท่ีไดจากสภาวะท่ีเหมาะสมจากวิธีทะกุจิ
สามารถผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดได 4 รอบ โดยมีอัตราการใชซับสเตรตเชิงปริมาตรและอัตรา
การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเชิงปริมาตรเทากับ 96.69 และ 135.96กรัมตอลิตร ช่ัวโมง และ
ผลไดฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเทากับ 0.72กรัมตอกรัม ตามลําดับ 
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ขอเสนอแนะ 
 

เนื่องจากการตรึงเอนไซมดวยแอลจิเนตดวยวิธีหอหุมภายในเจล (entrapment) ใหกิจกรรม
เอนไซมตรึงไมดีนัก ดังน้ันการใชสารเช่ือมไขว เชน กลูทารัลดีไฮด (glutaraldehy) ใชสารประกอบ
พอลีเอมีน เชน พอลีเอทิลีนอิมีน พอลิโพรพิลีนอิมีน นาจะเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพของการตรึง
เอนไซมใหดีข้ึน(ภาวิณี, 2537) และจากการศึกษาของ Prashanthand Mulimani (2005) พบวาการ
ใชกลูทารัลดีไฮด 1 เปอรเซ็นต มาใชเปนตัวเช่ือมไขวหลังจากการตรึงเอนไซม ß-galactosidaseดวย
แอลลจิเนตจะทําใหกิจกรรมของเอนไซมตรึงมีความคงตัวมากข้ึน 

 
 

 
  



56 

 

เอกสารและสิ่งอางอิง 
 
กิตติพงศ รัตนากรกุล. 2547. การผลิตฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด โดยใชเอนไซมบีตาฟรุกโทฟูเรโนซิ

เดสท่ีถูกตรึงดวยวิธีการหอหุม (Entrapment)ในแคลเซียมโซเดียมแอลจิเนต. เทคนิควิจัย. 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ. 

 
ปราณีอานเปร่ือง. 2535. เอนไซมทางอาหารตอนท่ี 1. คร้ังท่ี 2.โรงพิมพจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 

กรุงเทพฯ. 
 
ภาวิณี  คณาสวัสดิ์ .  2537.  การตรึงเอนไซมและเซลล .  ภาควิชา เคมี  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม, เชียงใหม. 
 
สุภาพรบุญเท่ียง. 2544. การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดดวยวิธีทางเอนไซม. วิทยานิพนธปริญญา

โท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
 
สาโรจน  ศิริศันสนียกุล 2551. วิศวกรรมกระบวนการหมัก กรรมวิธีการผลิตโอลิโกแซ็กคาไรด. 

ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 
กรุงเทพฯ. 

 
สาโรจน  ศิริศันสนียกุล, วรสิทธ์ิ โทจําปา และประวิทย วงศคงคาเทพ. 2551. วิศวกรรมเคมีชีวภาพ

พื้นฐาน 2. พิมพคร้ังท่ี 1. สํานักพิมพมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ. 
 
Anwar, A., S. A. U. Qader, A. Raiz, S. Iqbal and A. Azhar. 2009. Calcium Alginate: A Support 

Material for Immobilization of Proteases from Newly Isolated Strain of Bacillus subtilis 
KIBGE-HAS. World App. Sciences Jour. 7 (10): 1281-1286. 

 
Bisswanger, H. 2002. Enzyme kinetics : principles and methods. Weinheim : Wiley-VCH, 

Germany. 
 



57 

 

Cheng, T.C., K.J. Duan and D.C. Sheu.2005. Immobilization of ß-fructofuranosidase from 
Aspergillus japonicas on chitosan using tris (hydroxy methyl) phosphine or 
glutaraldehyde as a coupling agent. Biotechnol.Lett. 27: 335-338. 

 
Crittenden, R.G. and M.J. Playne. 1996. Production, properties and applications of food-grade 

oligosaccharides. Trends Food Sci Tech. 7:353-361. 
 
Csanádi, Zs. and Cs. Sisak. 2006. Immobilization of Ultra SP-L pectinase and its application to 

production of fructooligosaccharides. Acta.Aliment. Hung. 35: 205-212. 
 
Ghazi, I., A.G. De Segura, L.F. Arrojo, M. Alcalde, M. Yates, M.L.R. Cervantes, F.J. Plou and A. 

Ballesteros. 2005. Immobilisation of fructosyltransferase from Aspergillus aculeatus on 
epoxy-activated Sepabeads EC for the systhesis of fructo-oligosaccharides. J. Mol.Catal. 
B-Enzym. 35: 19-27. 

 
Hang, Y.D. and E.E. Woodams. 1996. Optimization of enzymatic production of fructo-

oligosaccharides from sucrose. Lebensm.Wiss. Technol. 29:578–580. 
 
Hernalsteens, S. and F. Maugeri. 2008. Properties of thermostable extracellular FOS-producing 

fructofuranosidase from Cryptococcus sp. Eur. Food Res.Technol. 228: 213–221. 
 
Hussein, H.S., J.M. Campbell, L.L. Bauer, G.C. Fahey, A.J.C. Lewis Hogarth, B.W. Wolf and 

D.E. Hunter.1998. Selected Fructooligosaccharide Composition of Pet-Food Ingredients. 
J. Nutr.128: 2803S–2805S. 

 
Kim, B.W., H.J. Kwon, H.Y. Park, S.W. Nam, J.P. Park and J.W. Yun. 2000. Production of a 

novel transfructosylating enzyme from Bacillus macerans EG-6. Bioprocess Eng. 23: 11-
16. 

 



58 

 

Nishizawa, M., R. Masumoto, K. Maguma, A. Kamata, E. Saito, N. Ukita and T. Komaki. 2010. 
Production of fructooligosaccharides by ß-fructofuranosidase from Aspergillus oryzae 
KB. J. Agric. Food Chem. 58: 488–492. 

 
Oku, T. and S. Nakamura. 2002. Digestion, absorption, fermentation, and metabolism of 

functional sugar substitutes and their available energy. Pure Appl. Chem. 74: 1253–
1261. 

 
Onderkovà, Z., J. Bryjak and M. Polakovič. 2007. Properties of fructosyltransferase from 

Aureobadium pullulans immobilized on an acrylic carrier. Chem. Pep. 61(5): 359-363. 
 

Prashanth, S.J. and V. H. Mulimani. 2005. Soymilk oligosaccharide hydrolysis by Aspergillu 

soryzaeα-galactosidase immobilized in calcium alginate. Process Biochem.40: 1199-
1205. Cited Ates, S. and U. Mehmetoglu. 1997. A new method for immobilization of ß-
galactosidase and its utilization in a plug flow reactor. Process Biochem.32: 433-436. 

 
Roy, R.K. 2001.Design of Experiments using the Taguchi Approach.John Wiley & Sona, Inc. 
 
Sánchez, O.F., A.M. Rodriguez, E. Silva and L.A. Caicedo.2010. Sucrose biotransformation of 

fructooligosaccharides by Aspergillus sp. N74 free cells. Food Bioprocess Tech. 3:662-
673. 

 
Sangeetha, P.T., M.N. Ramesh and S.G. Prapulla. 2005a. Recent trends in the microbial 

production, analysis and application of fructooligosaccharides. Trends Food Sci Tech. 
16:442–457. 

 
Scholz-Ahrens, K.E. and J. Schrezenmeir. 2007. Inulin and oligofructose and mineral 

metabolism: The Evidence from Animal Trials. J. Nutr. 137: 2513–2523. 
 



59 

 

Sirisansaneeyakul, S., S. Lertsiri, P. Tonsagunrathanachai and P. Luangpituksa. 2000. Enzymatic 
production of fructo-oligosaccharides from sucrose. Kasetsart J. (Nat. Sci.). 34: 262-
269. 

 
Tariseven, A. and Y. Aslan. 2005. Immobilization of Pectinex Ultra SP-L to produce fructooligo 

saccharides. Enzyme Microb. Tech. 36:550-554. 
 
Wayne, R.G. and S.F. Wee. 1998. Protein release from alginate matrices. Adv. Drug Deliver 

Rev.31: 267–285. 
 
Yoshikawa, J., S. Amachi, H. Shinoyama and T. Fujii. 2007. Purification and some properties of 

ß-fructofuranosidaseformed by Aureobasidium pullulans DSM 2402. J. Biosci. Bioeng. 
103 (5): 491-493. 

 
Yun, J.W. 1996. Fructooligosaccharides-occurrence, preparation and application.Enzyme 

Microb. Tech. 19: 107-117. 
 
Ziemer, C.J. and G.R. Gibson. 1998. An Overview of Probiotics, Prebiotics and Synbiotics in the 

Functional Food Concept: Perspectives and Futere Strategies. Int. Dairy J. 8: 473-479. 
  



60 

 

ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
ขอมูลจากการทดลอง 
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ภาพผนวกที่ ก1การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (ก) 25 และ(ข) 50 กรัมตอลิตร 
  

0 2 4 6 8 10
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

0 1 2 3 4 5 6 7
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

ความชัน = 0.5441 กรัมตอลิตร นาที 

(ก) 

เวลา (นาที) 

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.7379กรัมตอลิตร นาที 

(ข) 
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ภาพผนวกท่ี ก2การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (ค) 75และ(ง) 100 กรัมตอลิตร 
 

0 1 2 3 4 5 6 7
0.0
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3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

0 1 2 3 4 5
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

ความชัน = 0.8552กรัมตอลิตร นาที 

(ค) 

เวลา (นาที) 

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.9873กรัมตอลิตร นาที 

(ง) 
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ภาพผนวกที่ ก3การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (จ) 150และ(ฉ) 200 กรัมตอลิตร 

0 1 2 3 4 5
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

0 1 2 3 4 5
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 1.0830กรัมตอลิตร นาที 

(จ) 

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 1.1443กรัมตอลิตร นาที 

(ฉ) 
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ภาพผนวกที่ ก4การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (ช) 300 กรัมตอลิตร 
 
ตารางผนวกที่ก1คาความเขมขนของซับสเตรตกับอัตราเร็วของปฎิกิริยาเอนไซมอิสระบีตา-ฟรุกโท

ฟูราโนซิเดส 
 

ซูโครส [S] 
(กรัมตอลิตร) 

อัตราเร็วเร่ิมตน [V0] 
(กรัมตอลิตรช่ัวโมง) 

1/S 
(ลิตรตอกรัม) 

1/V 
(ลิตร ช่ัวโมงตอกรัม) 

25 32.6460 0.0400 0.0306 
50 44.2740 0.0200 0.0226 
75 51.3120 0.0133 0.0195 
100 59.2380 0.0100 0.0175 
150 64.9800 0.0067 0.0154 
200 68.6580 0.0050 0.0146 
300 66.5100 0.0033 0.0150 

0 1 2 3 4 5
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 1.1085กรัมตอลิตร นาที 

(ช) 
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ภาพผนวกที่ ก5การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (ก) 25 และ(ข) 50 กรัมตอลิตร 
  

0 2 4 6 8 10 12
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

0 2 4 6 8 10 12
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.4260กรัมตอลิตร นาที 

(ก) 

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.5263กรัมตอลิตร นาที 

(ข) 
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ภาพผนวกที่ ก6การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (ค) 75และ(ง) 100 กรัมตอลิตร 
  

0 2 4 6 8 10 12

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

0 2 4 6 8 10

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.6024กรัมตอลิตร นาที 

(ค) 

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.7707กรัมตอลิตร นาที 

(ง) 



68 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพผนวกที่ ก7การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (จ) 150 และ(ฉ) 200 กรัมตอลิตร 
  

0 1 2 3 4 5 6 7

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

0 2 4 6 8 10

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0
เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.8556กรัมตอลิตร นาที 

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 1.053กรัมตอลิตร นาที 

(ฉ) 
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ภาพผนวกที่ ก8การประมาณคาอัตราเร็วเร่ิมตนของเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส ท่ีความ

เขมขนซูโครส (ช) 300 กรัมตอลิตร 
 
ตารางผนวกที่ก2คาความเขมขนของซับสเตรตกับอัตราเร็วของปฎิกิริยาเอนไซมตรึงบีตา-ฟรุกโทฟู

ราโนซิเดส 
 

ซูโครส [S] 
(กรัมตอลิตร) 

อัตราเร็วเร่ิมตน [V0] 
(กรัมตอลิตรช่ัวโมง) 

1/S 
(ลิตรตอกรัม) 

1/V 
(ลิตร ช่ัวโมงตอกรัม) 

25 25.5600 0.0400 0.0391 
50 31.5780 0.0200 0.0317 
75 36.1440 0.0133 0.0277 
100 46.2420 0.0100 0.0216 
150 51.3360 0.0067 0.0195 
200 63.1800 0.0050 0.0158 
300 63.5280 0.0033 0.0157 

  

0 1 2 3 4 5 6 7

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

กลูโค
ส 

(กรัม
ตอ
ลิตร) 

เวลา (นาที) 

ความชัน = 0.8556กรัมตอลิตร นาที 

(ช) 
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ตารางผนวกที่ก3ผลการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมอิสระแบบเบ็ดเสร็จระดับ 
ฟลาสก 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
ความเขมขนน้าํตาล (กรัมตอลิตร) 

GF4 GF3 GF2 GF G F FOS 
0 0.000 0.000 5.939 309.154 0.000 0.000 5.939 
2 0.909 43.664 155.721 53.698 33.792 2.520 200.294 
4 4.910 70.199 122.652 31.240 34.512 2.869 197.761 
6 9.508 80.201 84.922 28.639 43.655 4.297 174.631 
8 12.338 83.680 80.003 26.175 48.289 4.030 176.021 

10 14.993 83.239 68.483 26.761 48.052 2.400 166.715 
12 18.044 81.436 61.649 22.457 55.736 6.585 161.129 
16 21.755 79.756 51.385 21.302 63.085 8.113 152.897 
20 22.760 74.028 46.342 19.290 63.079 8.665 143.130 
24 25.468 73.449 44.481 18.826 65.237 9.004 143.398 
28 26.682 71.580 32.310 18.368 68.175 9.710 130.571 
32 28.116 71.158 41.160 17.994 67.202 9.896 140.434 
36 27.489 71.198 39.718 17.526 67.234 9.337 138.406 
42 27.597 64.357 35.796 17.468 56.384 7.286 127.750 
54 28.963 64.894 29.532 17.355 61.815 9.812 123.390 

 
หมายเหตุ  ผลิตท่ีสภาวะ ซูโครสความเขมขนเร่ิมตน 300 กรัมตอลิตร ความเขมขนเอนไซมอิสระ

บีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส 10 หนวยตอมิลลิลิตร ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในฟลาสก
ขนาด 500 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 100 รอบตอ
นาที พีเอช 5.0 
G, F, GF, GF2, GF3, GF4หมายถึง กลูโคสฟรุกโทส ซูโครส 1-เคสโทส นีสโทส และ1F-
ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส ตามลําดับ 
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ตารงผนวกที่ ก4  การผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดจากเอนไซมตรึงแบบเบ็ดเสร็จซ้ําระดับฟลาสก 
 

รอบที่ 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ความเขมขนน้าํตาล (กรัมตอลิตร) 

GF4 GF3 GF2 GF G F FOS 
1 0 0.000 0.000 0.000 282.395 0.000 0.000 0.000 

 
2 2.49 37.596 94.485 57.233 57.494 6.620 134.574 

 
4 5.155 55.500 79.917 32.057 69.945 8.416 140.571 

 
6 7.192 54.523 56.873 24.617 74.524 10.351 118.588 

2 0 0.000 0.000 0.000 285.891 0.000 0.000 0.000 

 
2 1.046 18.049 64.916 67.239 39.353 4.431 84.012 

 
4 2.329 32.202 67.630 36.202 53.686 6.338 102.161 

 
6 3.238 40.364 61.520 28.251 62.251 7.536 105.122 

 
8 4.161 44.595 55.204 25.685 64.225 8.518 103.960 

3 0 0.000 0.000 0.000 269.472 0.000 0.000 0.000 

 
2 0.320 5.288 31.875 95.176 21.176 3.867 37.484 

 
4 0.197 12.384 51.394 64.586 37.450 4.416 63.975 

 
8 1.067 21.219 56.688 39.607 47.374 6.202 78.973 

 
12 1.427 25.325 59.386 32.791 50.275 6.731 86.137 
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ตารงผนวกที่ ก4 (ตอ) 
 

รอบที่ 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ความเขมขนน้าํตาล (กรัมตอลิตร) 

GF4 GF3 GF2 GF G F FOS 
3 16 1.628 28.913 61.364 32.561 50.027 6.579 91.905 

 
20 1.636 28.008 53.694 25.228 43.798 5.196 83.338 

4 0 0.000 0.000 0.000 266.560 3.283 4.915 0.000 

 
2 0.000 2.020 5.142 134.675 1.112 1.366 7.162 

 
4 0.000 2.032 6.279 144.566 3.521 2.272 8.310 

 
6 0.000 2.115 7.741 148.998 4.771 2.345 9.855 

 
8 0.000 1.879 7.867 144.188 4.035 1.897 9.746 

 
12 0.000 2.214 9.034 138.076 3.749 1.380 11.249 

 
16 0.000 2.354 11.516 152.364 2.626 0.000 13.870 

 
20 0.000 2.186 12.902 151.673 4.464 1.824 15.088 

 
23 0.000 2.357 12.116 150.333 4.912 1.831 14.473 

 
30 0.000 2.197 13.115 152.337 4.700 1.199 15.312 

 
36 0.000 1.699 12.721 146.806 3.234 0.875 14.420 

 
48 0.000 2.897 19.133 149.716 5.736 1.614 22.030 
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ภาคผนวก ข 
การประมาณคาพารามิเตอร 
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ตารางผนวกท่ี ข1การวิเคราะหผลทางสถิติ 
 

 
 
 
 

พารามิเตอร สูตรคํานวณ 

คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ( )∑ 2y - y
SD = 

N - 1
 

เปอรเซ็นตอิทธิพลหลัก 
(% main effect) % main effect =

(คาอิทธิพลสูงสุด-คาอิทธิพลตํ่าสุด)

คาอิทธิพลรวม
×100 

คาองศาอิสระของปจจัย (DOFFactor) DOFFactor= L-1 

คาองศาอิสระรวม(DOFTotal) DOFTotal=(N×r)-1 

คาองศาอิสระของความคลาดเคล่ือน
(DOFError) 

DOFError = DOFTotal-Total of all factor DOF 

Correction factor (C.F.) ( )∑ 2y
(C.F.) = 

N
 

Sum square of factor (SSFactor) 
⎛ ⎞∑⎜ ⎟
⎝ ⎠

2L
k

Factor
k=1

y
SS  =  - C.F.

N
 

Sum square of total(SSTotal) ∑Tota
2

lSS  = y - C.F.  

Sum square oferror(SSError) ∑Error Total FactorSS  = SS  - SS  
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ตารางผนวกท่ี ข1(ตอ) 

 
หมายเหตุy, N, r, L และ k หมายถึง ผลการทดลอง จํานวนการทดลอง จํานวนซํ้าท่ีทําการทดลอง 

จํานวนระดับของปจจัย และระดับของปจจัยตามลําดับ 
FDISTเปนคาท่ีคํานวณโดยใชฟงกชันสําเร็จรูปในโปรแกรม Excel โดยเปนความสัมพันธ
ระหวาง F-Ratio, DOFFactorและ DOFError 

  

พารามิเตอร สูตรคํานวณ 

Variance of factor (VFactor) VFactor= 
SSFactor

DOFFactor
 

Variance of error (VError)1 VError= 
SSError

DOFError
 

Variance of ratio; F-ratio (F) F-ratio = 
VFactor

VError
 

Pure sum (S') S'=  SSFactor-(VError×DOFFactor) 

Percent contribution (P) P =
100 ×S'

SSTotal
 

Confidence Confidence =100 -FDISTሺF-Ratio,DOFFactor,DOFErrorሻ× 100 
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การคํานวณคาอัตราสวน S/N 
 

การตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส พารามิเตอรท่ีใชในการวิเคราะหหาสภาวะท่ี
เหมาะสมจัดอยูในประเภท bigger is better มีสูตรการคํานวณคาอัตราสวน S/N คือ 

 

⎡ ⎤⎛ ⎞∑⎜ ⎟⎢ ⎥⎝ ⎠⎢ ⎥
⎣ ⎦

21
y

S/N ratio = -10 × log
N

 

 
โดย y, y0และ N หมายถึง ผลการทดลอง ผลการทดลองท่ีกําหนด และจํานวนการทดลอง 

ตามลําดับ 
 

การประมาณคาคาดหวังภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมจากวิธีทะกุจิ 
 

(ก)  กรณีการประมาณคาคาดหวังท่ีอยูในรูปของอัตราสวน S/N ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม
จากวิธีการทะกุจิ 

 
กรณีของการตรึงเอนไซมบีตา-ฟรุกโทฟูราโนซิเดส พารามิเตอรท่ีใชในการวิเคราะห

หาสภาวะท่ีเหมาะสมอยูในประเภท bigger is better ดังนั้น การประมาณคากิจกรรมเอนไซมตรึง
ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจากวิธีทะกุจิ อาศัยสมการดังตอไปนี้ 

 
Yopt=Tҧ+ሺAത2-Tҧሻ+ሺBത3-Tҧሻ+ሺCത3-Tҧሻ 

 
โดย โดย YoptTҧและAത2Bത3Cത3คือ คาคาดหวัง ผลรวมท้ังหมดของคาเฉล่ียอัตราสวน S/N 

ในทุกชุดการทดลอง และคาเฉล่ียอัตราสวน S/N ของผลการทดลองในแตละปจจัย (A B และ C) ท่ี
ระดับของปจจัยท่ีเหมาะสม ตามลําดับ ดังนั้น  

 
Yopt=19.956+(25.935-19.956) + (23.241-19.956)+(23.174-19.956) 

 
Yopt = 32.437 dB  
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คาคาดหวังท่ีไดภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมจากวิธีการทะกุจิจะอยูในรูปของอัตราสวน 
S/N มีหนวนเปนเดซิเบล (dB) ดังนั้น ผลลัพธท่ีไดจะถูกแปลงคากลับจากอัตราสวน S/N ไปปนคา
คาดหวังจริง ซ่ึงสามารถคํานวณไดจากสมการ 

 
Yopt = -10 log (MSD) 

ดังนั้น 
32.437 = -10 log (MSD) 

 
MSD =10(-32.437/10) 

 
MSD =0.000571 

จากนั้นแทนคา MSD ในสมการ 

MSD = 
ቀ 1

Y1
2ቁ + ቀ 1

Y2
2ቁ +…+ ቀ 1

Yn
2ቁ

N
 

 

MSD = 
1

Yopt
2  

 

Yopt = ට
1

MSD
 

 

Yopt = ට
1

0.000571
 

 
Yopt =41.865หนวยตอมิลลิลิตร 
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(ข)  กรณีการประมาณคาคาดหวังท่ีอยูในรูปของคาเฉลี่ยภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมจาก
วิธีการทะกุจิ 

 
การประมาณคากิจกรรมเอนไซมตรึงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวิธีทะกุจิ 

อาศัยสมการดังตอไปนี้ 
 

Yopt=Tҧ+ሺAത2-Tҧሻ+ሺBത3-Tҧሻ+ሺCത3-Tҧሻ 
 
โดย YoptTҧและAത2Bത3Cത3คือ คาคาดหวัง ผลรวมท้ังหมดของคาเฉล่ียในทุกชุดการทดลอง 

และคาเฉล่ียของผลการทดลองในแตละปจจัย (A B และ C) ท่ีระดับของปจจัยท่ีเหมาะสม 
ตามลําดับ ดังนั้น  

 
Yopt=13.168+(20.763-13.168) + (16.794-13.168)+(16.038-13.168) 

 
Yopt = 27.256 หนวยตอมิลลิลิตร 
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ตารางผนวกท่ี ข2  การคํานวณคาพารามิเตอรสําหรับการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด 

 
พารามิเตอร สูตร 

อัตราการใชซับสเตรตเชิงปริมาตร;Qs 
(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง) 

dS

dt
 = 

Smax-S0

t-t0
 

อัตราการผลิตฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรดเชิงปริมาตร; Qp 

(กรัมตอลิตร ช่ัวโมง) 

dP

dt
 = 

Pmax-P0

t-t0
 

ผลไดฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด;YP/S 

(กรัมตอกรัม) 

(Pmax- P0)

(Smax- S0)
 

 
หมายเหตุ  เม่ือ S P และ t หมายถึง ความเขมขนซูโครส (กรัมตอลิตร) ความเขมขนฟรุกโทโอลิ

โกแซ็กคาไรด (กรัมตอลิตร) และเวลา (ช่ัวโมง) ตามลําดับ โดยตัวหอย 0 และ t 
หมายถึงท่ีเร่ิมตนและท่ีเวลาใด ๆ ตามลําดับ และตัวยก max หมายถึง ท่ีสูงสุด 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะห 
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1.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีDNS(Miller, 1959; อางโดยสาโรจนและคณะ, 2544) 
 

สารเคมี 
 

1.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 16 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 16 กรัม ในนํ้ากล่ัน 200 มิลลิลิตร 

2.  สารละลาย DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) เตรียมโดยละลาย DNS 10 กรัมในน้ํากล่ัน
ปริมาตร250 มิลลิลิตรเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดลงไปอยางชา ๆ จนครบ 200 มิลลิลิตร 
แลวนําไปตั้งในอางควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส จากนั้นคอย ๆ เติมโพแทสเซียมโซเดียม
จํานวน 300 กรัม โดยกวนผสมใหเขากันตลอดเวลา ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร แลวบรรจุใน
ขวดสีชา สามารถเก็บรักษาสารละลาย DNS ไดนานประมาณ 3 เดือน  

3.  สารละลายมาตรฐานกลูโคส เตรียมโดยเจือจางสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเขมขน 
2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันใหไดความเขมขน 0-2000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงใน
ตารางภาคผนวกท่ี ค1  
 
ตารางผนวกที่ค1การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

 

ความเขมขนกลูโคส 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปริมาตรสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

(ไมโครลิตร) 

น้ํากล่ัน 
(มิลลิลิตร) 

0 0 500 
800 100 400 
1600 200 300 
2400 300 200 
4000 400 100 
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วิธีการ 
 

1.  ปเปตตัวอยางและสารละลายมาตรฐานกลูโคส (ความเขมขน 0-4000 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) 0.5 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองกรณีของ Blank ใหใชน้ํากล่ัน 0.5 มิลลิลิตร 

2.  เติมสารละลาย DNS ลงไปหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารปฏิกิริยาใหเขากัน ตมในน้ํา
เดือด เปนเวลา 5 นาที และแชในน้ําเย็น เปนเวลาอีก 5 นาทีเติมน้ํากล่ันลงไปหลอดละ 5 มิลลิลิตร 

3.  วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
4.  สรางกราฟมาตรฐานกลูโคส แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนกลูโคสกับคาการ

ดูดกลืนแสง ดังแสดงในภาพผนวกท่ี ค1 เพ่ือหาความชันของกราฟเสนตรง สําหรับใชคํานวณหา
ความเขมขนกลูโคสของตัวอยาง 

 

ความเขมขนกลูโคส(กรัมตอลิตร) = 
(คาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร) ×(อัตรการเจือจาง)

(ความชันของกราฟมาตรฐาน)×1,000
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค1กราฟมาตรฐานการวิเคราะหกลูโคสโดยวิธี DNS 
  

0 1000 2000 3000 4000 5000

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

คาความชัน = 0.0005 

ความเขมขนกลูโคส (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

คา
ดูดก
ลืน
แสง
ที่ 

540 
นา
โ
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2.  การหานํ้าหนัก ปริมาตร และความหนาแนนของเอนไซมตรึง 
 

2.1  การหาน้ําหนักเปยกของเอนไซมตรึงท้ังหมด 
 
2.1.1  นําบีกเกอรเปลาอบแหง ปริมาตร 250 มิลลิลิตร มาช่ังน้ําหนัก 
2.1.2  นําเอนไซมตรึงท้ังหมดผ่ึงบนตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง6 นิ้ว นาน 10 

นาทีบรรจุในบีกเกอรเปลาท่ีทราบน้ําหนักแลวในขอ 2.1.1 นําไปช่ังน้ําหนัก คํานวณหานํ้าหนัก
เปยกท้ังหมดของเอนไซมตรึง ดังน้ี 
 

น้ําหนักเปยกของเอนไซมตรึงท้ังหมด(กรัม) = 
 

น้ําหนักบีกเกอรและเม็ดเอนไซมตรึงท้ังหมด-น้าํหนักบีกเกอรเปลา 
 

2.2  การหาน้ําหนักเปยกเฉล่ียของเอนไซมตรึง 
 

2.2.1  นําpetri dish เปลาอบแหง มาช่ังนํ้าหนัก 
2.2.2  นําเอนไซมตรึงท้ังหมดท่ีผ่ึงบนตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง6 นิ้ว นาน 10 

นาทีจํานวน 50 เม็ดใสลงใน petri dish ท่ีทราบน้ําหนักแลวในขอ 2.2.1 นําไปช่ังน้ําหนัก คํานวณหา
น้ําหนักเปยกเฉล่ียของเอนไซมตรึงดังนี้ 
 

น้ําหนักเปยกเฉล่ียของเอนไซมตรึง(กรัมตอเม็ด) =  
 

น้ําหนัก petri dish และเม็ดเอนไซมตรึง 50 เม็ด -น้ําหนัก petri dish เปลา

จํานวนเม็ดเอนไซมตรึง 50 เม็ด
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2.3  การหาจํานวนเอนไซมตรึงท้ังหมด 
 

คํานวณจํานวนเม็ดเอนไซมตรึงท้ังหมดจากนํ้าหนักเปยกท้ังหมดของเอนไซมตรึง
และนํ้าหนักเปยกเฉล่ียของเอนไซมตรึง ดังน้ี 

 

จํานวนเม็ดเอนไซมตรึงท้ังหมด (เม็ด) = 
น้ําหนักเปยกของเม็ดเอนไซมตรึงหมด (กรัม)

น้ําหนักเปยกเฉล่ียของเม็ดเอนไซมตรึง (กรัมตอเม็ด)
 

 
2.4การหาปริมาตรของเอนไซมตรึงท้ังหมด 

 
2.4.1  เตรียมกระบอกตวง ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุน้ํากล่ัน ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 
2.4.2  นําเอนไซมตรึงท้ังหมดหลังจากท่ีผานการชั่งน้ําหนักแลวใสลงในกระบอกตวง

ท่ีเตรียมไวในขอ2.4.1 สามารถคํานวณปริมาตรของเอนไซมตรึงท้ังหมด ดังนี้ 
 

ปริมาตรของเม็ดเจลท้ังหมด (มิลลิลิตร) =  
 

ปริมาตรน้ํากล่ันและเอนไซมตรึงท้ังหมด (มิลลิลิตร) -ปริมาตรน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
 

2.5  การหาปริมาตรเฉล่ียของเอนไซมตรึง 
 

2.5.1  เตรียมกระบอกตวง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุน้ํากล่ัน ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร 

2.5.2  นําเอนไซมตรึงจํานวน50 เม็ด ใสลงในกระบอกตวงท่ีเตรียมไวในขอ 2.5.1 
สามารถคํานวณปริมาตรเฉล่ียของเอนไซมตรึงดังนี้ 

 
ปริมาตรเฉล่ียของเอนไซมตรึง (มิลลิลิตรตอเม็ด) =  
 

ปริมาตรน้ํากล่ันและเอนไซมตรึง  50 เม็ด (มิลลิลิตร)-ปริมาตรน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร

จํานวนเม็ดเอนไซมตรึง  50 เม็ด
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2.6  การหาความหนาแนนของเอนไซมตรึงท้ังหมด 
 
จากคาน้ําหนักเปยกของเอนไซมตรึงท้ังหมดและปริมาตรของเอนไซมตรึงท้ังหมดใน

ขอ 2.1และ 2.4ตามลําดับ สามารถคํานวณความหนาแนนของเอนไซมตรึงดังนี้ 
 

ความหนาแนนของเอนไซมตรึง (กรัมตอมิลลิลิตร)= 
น้ําหนักเปยกของเอนไซมตรึงท้ังหมด (กรัม)

ปริมาตรของเอนไซมตรึงท้ังหมด (มิลลิลิตร)
 

 
2.7  การหาความหนาแนนเฉล่ียของเอนไซมตรึง 

 
จากคาน้ําหนักเปยกเฉล่ียของเอนไซมตรึงและปริมาตรเฉล่ียของเอนไซมตรึงในขอ 

2.2และ 2.5ตามลําดับ สามารถคํานวณความหนาแนนเฉล่ียของเม็ดเจล ดังนี้ 
 

ความหนาแนนเฉล่ียของเอนไซมตรึง(กรัมตอมิลลิลิตร) = 
 

น้ําหนักเปยกเฉล่ียของเอนไซมตรึง(กรัมตอเม็ด)

ปริมาตรเฉล่ียของเอนไซมตรึง(มิลลิลิตรตอเม็ด)
 

 
3.การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถภาพสูง (High 

Performance Liquid Chromatography; HPLC) 
 
สารเคมี 

 
1. สารละลายมาตรฐานนํ้าตาลฟรุกโทส กลูโคส ซูโครส 1-เคสโทส นีสโทส และ 1F-ฟรุก

โทฟูราโนซิลนีสโทส เตรียมโดยช่ังอยางละ 0.01 กรัมตอลิตร ละลายในน้ําปราศจจากไอออน 
(deionizedwater)แลวปรับปริมาตรสุดทายของแตละสารเปน 10 มิลลิลิตร เพื่อใหไดสารละลาย
มาตรฐานฟรุกโทส กลูโคส ซูโครส 1-เคสโทส นีสโทส และ 1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทสความ
เขมขน 1 กรัมตอลิตร กรองสารละลายมาตรฐานฟรุกโทส กลูโคส ซูโครส 1-เคสโทส นีสโทส และ 
1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทสผานตัวกรอง (cellulose nitrate filter, Sartorius)เสนผานศูนยกลาง
ขนาด 13 มิลลิเมตร ขนาดรู 0.2 ไมครอน จากนั้นนํามาเจือจางดวยน้ําปราศจากไอออนท่ีผาน
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กระดาษกรอง (PTFE filter, Sartorius)เสนผานศูนยกลางขนาด 47 มิลลิเมตรขนาดรู 0.45 ไมครอน
ใหไดความเขมขนฟรุกโทส กลูโคส ซูโครส 1-เคสโทส นีสโทส และ 1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโท
สมาตรฐานต้ังแต 0.0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางผนวกท่ี ค2 

 
2.วัฏภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase) เตรียมโดยนําน้ําปราศจากไอออน (deionizedwater)มา

กรองดวยกระดาษกรอง (PTFE filter, Sartorius)เสนผานศูนยกลางขนาด 47 มิลลิเมตรขนาดรู 0.45 
ไมครอน และทําการไลอากาศออกดวยเคร่ืองอุลตราโซนิกเปนเวลา 10นาที 2 คร้ัง 
 
ตารางผนวกที่ค2การเตรียมสารละลายมาตรฐานฟรุกโทส กลูโคส ซูโครส 1-เคสโทส นีสโทส และ

1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส 
 

ความเขมขนน้าํตาล 
(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน 
ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

(ไมโครลิตร) 

น้ํากล่ัน 
(ไมโครลิตร) 

0 0 1000 
0.2 200 800 
0.4 400 600 
0.6 600 400 
0.8 800 200 
1.0 1000 0 

 
วิธีการ 

 
1.ทําการวิเคราะหองคประกอบของน้ําตาลตาง ๆ ไดแก ฟรุกโทส (F)กลูโคส (G) ซูโครส 

(GF)1-เคสโทส (GF2) นีสโทส (GF3) และ1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส (GF4) ดวยเคร่ืองโคร
มาโทกราฟของเหลวสมรรถภาพสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) โดยใชดี
เทกเตอรชนิด Refractive Index (RI detector) และคอลัมน VertisepTM SUGAR SOP 10 μmขนาด 

7.8×30 มิลลิเมตรวัฎภาคเคล่ือนท่ีท่ีใชคือ น้ําปราศจากไอออน (deionizedwater) ควบคุมอัตราการ
ไหลเทากับ 0.3 มิลลิลิตรตอนาทีควบคุมอุณหภูมิคอลัมนท่ี 83 องศาเซลเซียส 
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2.  การวิเคราะหตัวอยาง แสดงผลออกมาเปนโครมาโทรแกรมและนําคาพื้นท่ีใตโครมา
โทรแกรม 

 

ความเขมขนน้ําตาล (กรัมตอลิตร)  = 
(พื้นที่ใตโครมาโทรแกรม) ×(อัตรการเจือจาง)

(ความชันของกราฟมาตรฐาน)×1,000
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค2กราฟมาตรฐาน1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส  

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

คาความชัน = 3.435×105 
พ้ืนที่
ใต
โคร
มา
โทร
แกรม 

(×
5

ความเขมขน1F-ฟรุกโทฟูราโนซิลนีสโทส (กรัมตอลิตร) 
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ภาพผนวกที่ ค3กราฟมาตรฐานนีสโทส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ค4กราฟมาตรฐาน1-เคสโทส  

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

พ้ืนที่
ใต
โคร
มา
โทร
แกรม 

(×
5

ความเขมขนนีสโทส (กรัมตอลิตร) 

คาความชัน = 3.272×105 

พ้ืนที่
ใต
โคร
มา
โทร
แกรม 

(×
105) 

ความเขมขน1-เคสโทส (กรัมตอลิตร) 

คาความชัน = 2.043×105 
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ภาพผนวกที่ ค5กราฟมาตรฐานซูโครส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ค6กราฟมาตรฐานกลูโคส  

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

พ้ืนที่
ใต
โคร
มา
โทร
แกรม 

(×
105) 

ความเขมขนซูโครส (กรัมตอลิตร) 

คาความชัน = 3.854×105 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

พ้ืนที่
ใต
โคร
มา
โทร
แกรม 

(×
105) 

ความเขมขนกลูโคส (กรัมตอลิตร) 

คาความชัน = 3.823×105 
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ภาพผนวกที่ ค7กราฟมาตรฐานฟรุกโทส 

  

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

พ้ืนที่
ใต
โคร
มา
โทร
แกรม 

(×
105) 

ความเขมขนฟรุกโทส (กรัมตอลิตร) 

คาความชัน = 4.157×105 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 

ชื่อ     นางสาวเอ้ืองกาญจน  ทาทอง 
เกิดวันท่ี     12 กรกฏาคม 2528 
สถานท่ีเกิด    อําเภอแกงคอย จังหวัดสระบุรี 
ประวัติการศึกษา    วท.บ. (เทคโนโลยีชีวภาพ) มหาวิทยาลัยขอนแกน 
ตําแหนงปจจุบัน    - 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน   - 
ผลงานดีเดนและ/รางวัลทางวิชาการ - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ   - 




