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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ประวัติความเปนมา 

 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ประชากรสวนใหญมีอาชพีเพาะปลูก หนึ่งในพืชที่

เพาะปลูกคือ ออย โดยเกษตรกรสวนใหญจะมุงเนนเพือ่การผลิตน้ําตาลเปนสาํคัญ  อุตสาหกรรม

การผลิตน้ําตาลทรายของประเทศไทยจัดเปนอุตสาหกรรมที่มีความสาํคัญตอเศรษฐกิจของ

ประเทศ โดยเปนประเทศผูผลิต และสงออกน้ําตาลเปนอันดับสามของโลก (กลาณรงค ศรีรอด, 

2533) ในแตละปสรางรายไดเขาประเทศมากกวาสามหมืน่ลานบาท โดยพืชเศรษฐกิจที่ใชเปน

วัตถุดิบคือ ออย จากขอมลูสถิติยอนหลังของอุตสาหกรรมออย และน้ําตาลทรายในประเทศไทย

พบวา ผลผลิตออย และน้าํตาลมีปริมาณสูงมากขึ้นทกุป โดยมกีารขยายตัวการผลิตน้ําตาลใน

อัตราสูงมากจาก 2.22 ลานตนัในปการผลิต 2525/2526 เปน 6.03 ลานตันในปการผลติ 

2538/2539 เนื่องจากมกีารปรับปรุงกรรมวิธีการผลติที่ดีข้ึน อีกทั้งมกีารเพิ่มพืน้ทีก่ารเพาะปลูก

ออยมากขึน้อยางตอเนื่อง ในปจจุบนัมีพืน้ทีก่ารเพาะปลูกออยทัว่ประเทศประมาณ 6.0 ลานไร ดัง

แสดงในตารางที่ 1.1 โดยปลูกเปนสวนมากในเขตภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และ

ภาคเหนือตามลําดับ ผลผลิตน้ําตาลทรายดิบจากออยในปจจุบนัคอื ประมาณ 90 กิโลกรัมตอออย 

1 ตัน (บุญสง แสงออน, 2527)  

อยางไรก็ตามการผลิตน้ําตาลยังไมไดผลผลิตสูงเทาที่ควรเนื่องจากประสบปญหาใน

ระหวางกระบวนการเก็บเกีย่ว จากการปนเปอนของเดกซแทรน (dextran) และกรด ซึ่งเปน

ผลิตภัณฑที่เกดิจากกิจกรรมของเอนไซมของจุลินทรียจาํพวกแลกติกแอซิดแบคทีเรีย ทัง้นี้

แบคทีเรียพวกนี้จะเจริญไดดีในภาวะเปนกลางหรือกรด ที่อุณหภูมติ่ํากวา 60 องศาเซลเซยีส 

ความเขมขนของน้าํตาลซูโครสต่ําๆ (เชน 12-18% ซูโครส) คาความเปนกรดดาง 5.5 จงึสามารถ

ปนเปอน และเจริญบริเวณรอยตัดของออยที่ถกูไฟไหม โดยกรดที่จุลินทรียสรางขึ้นจะทาํการ

เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสไปเปนน้ําตาลรีดิวซ เปนผลใหสูญเสียน้ําตาลซูโครสรอยละ 0.2-0.6 (บุญสง 

แสงออน และ วิวัฒน แดงสภุา, 2527) นอกจากนี้จากการที่เดกซแทรนซึ่งเปนพอลเิมอรของกลูโคส

ที่เชื่อมกนัเปนสายยาว ซึ่งมีลักษณะเปนเมือกเหนียว ยังสงผลกระทบตอกระบวนการผลติ 

คุณภาพของน้าํตาลทราย และผลิตภัณฑทีน่ําน้ําตาลทรายไปใชเปนสวนประกอบ โดยทาํใหเกิด

การอุดตันบริเวณ ทอสง ตะแกรง มีผลตอการไหล การกรอง อัตราการระเหย การทําใหเดือด และ
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การตกตะกอนของน้าํออย รวมทัง้สงผลตอลักษณะผลึกของน้าํตาลทรายที่ได ซึ่งกอใหเกิดการ

สูญเสียของปริมาณน้ําตาลทรายถึง 9.2% ตอผลผลิตของน้ําตาลทรายที่ไดตอป (บุญสง แสงออน,  

2527) 
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ตารางที่1.1 เปรียบเทียบผลสํารวจออยและน้ําตาลทรายตั้งแตปการผลิต 2525/2526–2541/2542  

ปการผลิต พื้นที่เพาะปลกู (ลานไร) ออยเขาหีบ (ลานตนั) น้ําตาล (ลานตัน) 

2525/26 

2526/27 

2527/28 

2528/29 

2529/30 

2530/31 

2531/32 

2532/33 

2533/34 

2534/35 

2535/36 

2536/37 

2537/38 

2538/39 

2539/40 

2540/41 

2541/42 

4.08 

3.55 

3.81 

3.86 

3.46 

3.75 

4.13 

4.56 

5.28 

6.06 

6.04 

6.03 

5.64 

6.24 

6.00 

5.74 

5.91 

23.92 

23.09 

25.05 

24.00 

24.44 

27.19 

36.67 

33.56 

40.44 

47.50 

34.71 

37.57 

50.46 

57.69 

56.19 

42.21 

50.06 

2.22 

2.21 

2.47 

2.48 

2.54 

2.59 

2.90 

3.35 

3.83 

4.88 

3.62 

3.82 

5.27 

6.03 

5.82 

4.08 

5.19 

ที่มา : อุตสาหกรรมออย และน้ําตาลทรายในประเทศไทย 2541/2542 
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จากปญหาดังกลาวจงึไดมีผูสนใจศึกษาวธิีการกาํจัดเดกซแทรนโดยวธิีตางๆ เชน การใช

สารเคมี หรือ  Biocides ในการกําจัดจุลนิทรียที่เปนสาเหตุ รวมทัง้มกีารฉีดลางเครื่องจักรดวยไอ

น้ําตามเวลาทีก่ําหนด แตในภายหลังไดมีความสนใจในการใชเอนไซมเดกซแทรนเนส ซึ่งเปน

เอนไซมทีม่ีความจําเพาะตอเดกซแทรน ซึง่พบวามีความเปนไปไดในการนาํไปใชจริงสูง เนื่องจาก

มีความจาํเพาะเจาะจงของเอนไซมตอสับสเตรท ปฏิกิริยาของเอนไซมไมตองการภาวะที่รุนแรง 

อยางไรก็ตามเมื่อคํานงึถงึความประหยัด การใชเอนไซมอิสระนัน้เปนการใชงานเพยีงครั้งเดยีว 

ยอมไมเปนการประหยัด แตหากเราสามารถตรึงเอนไซมกับตัวพยุงดวยวธิีที่เหมาะสมจะสามารถ

นําเอนไซมตรึงรูปมาใชไดมากกวาเพียงครั้งเดียว ซึง่ทาํใหเกิดความคุมทุนสงูขึ้น ลดการปนเปอน

ของสารเคมีในผลิตภัณฑ ทําใหลดปญหาที่เกิดขึ้นจากเดกซแทรนลงได (Jolly and Prakash, 

1987) การตรึงรูปเอนไซมในบางครั้งสงผลใหเอนไซมมีคุณสมบัติที่ดีข้ึนหลายประการ ซึ่งเปน

ประโยชนตอการนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย คือ เอนไซมมีความทนทานตอ

อุณหภูมิสูงขึ้น ทนทานตอความเปนกรดดางดีข้ึน เก็บรักษางาย อายุการใชงานนานมากขึ้น และมี

ความจาํเพาะตอสารตั้งตนมากขึ้น เปนตน ประสทธภิาพของเอนไซมตรึงรูปนั้นคือวิธีการ ตวัพยุง 

สารเคมี และภาวะในการทาํงานที่เลือกใชใหมีผลกระทบตอการทํางานของเอนไซมนอยที่สุด แตมี

การจับกับตัวพยุงที่ดี เพื่อสามารถนํากลบัมาใชใหมไดหลายๆครั้ง 

งานวิจยันี้ไดทาํการผลิตเดกซแทรนเนสจาก เชื้อรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-

14 ซึ่งทําการกลายพันธุโดย สุวรรณา นพพรพนัธุ (2538)   เพื่อนํามาตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดย

ใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพันธะโควาเลนทกับทรายแมน้ําขนาด 16-20 เมช ทั้งนี้เนื่องจากทราย

แมน้ําเปนวัสดุตามธรรมชาตทิี่หาไดงาย ราคาถูก ทนตอการทาํลายเชงิกล      และการทาํลายโดย

จุลินทรีย ขอดีอีกขอหนึง่คือ หากมีการหลดุของทรายเขาไปในน้าํออยแลวทรายนี้จะถูกขจัดออกได

โดยการเขาสูระบบกําจัดทรายเชน การกรอง ซึ่งเปนขั้นตอนปกติขั้นตอนหนึ่งของกระบวนการผลติ

น้ําตาลทราย งานวิจยันี้ไดศึกษาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนส ความสามารถในการทํางาน

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทียบกับเดกซแทรนเนสอิสระ และภาวะการทํางานที่เหมาะสมของเดกซ

แทรนเนสตรงึรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ ตอการขจัดเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออยในระดับ

หองปฏิบัติการ เพื่อเปนพืน้ฐานในการวิจยัตอไป และสามารถนําไปใชจริงในระดับอุตสาหกรรม  
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การวิจยัในครัง้นี้ไดเปรียบเทียบความสามารถในการทาํงานระหวางเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

และเดกซแทรนเนสอิสระ ในการยอยสลายเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย โดยจะสามารถ

พิจารณาจากผลการทดลองไดวา เอนไซมในรูปแบบใดที่เหมาะสมตอการนํามาใช เพื่อใหได

ประโยชนสงูสดุ โดยพิจารณาจาก ความสามารถ และเวลาที่ใชในการยอยเดกซแทรน รวมทั้งมี

การคํานงึถงึ ความสามารถในการใชซ้าํของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตนทนุ และเวลาในการตรึงรูปวา

มีความเหมาะสมในการนําไปใชจริงหรือไม เพื่อใชเปนขอมูลพืน้ฐานในการวิจยัตอไปในการเพิม่

ระดับการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสในปริมาณที่สูงยิ่งขึ้น สาํหรบัการแกปญหาในกระบวนการ

ผลิตน้ําตาลทราย เพื่อลดการสูญเสียผลผลิตน้ําตาลทราย อันเนื่องมาจากการปนเปอนของเดกซ

แทรน และเพือ่ใหไดน้ําตาลทรายที่มีคุณภาพสงูขึ้น 
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บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

ออยมีชื่อทางวทิยาศาสตรวา Saccharum officinarum ในประเทศไทยมกีารปลูกออยทั่ว

ทุกภาค ออยเปนพชืที่มีประสิทธิภาพดีทีสุ่ดในการผลิตชีวมวลเมื่อเปรียบเทียบกับพืชทีม่ีอาย ุ 12 

เดือนดวยกันในเขตรอนชื้น ภายใตภาวะน้ําฝนจากธรรมชาติอยางเดียว จะมีประสิทธิภาพการ

สังเคราะหแสง 0.8% และ 1.1% ในภาวะทีม่ีการชลประทานดวย โดยถามกีารจดัการ และมกีาร

ชลประทานทีม่ีประสิทธิภาพ จะสามารถไดออยสวนที่จะเขาโรงงาน (แยกยอด ใบ และขรุยของ

ออยออกแลว) ถึง 100 ตันตอพื้นที่เพาะปลูก 1 เฮกแตร (1 เฮกแตร = 6.25 ไร) และไดชีวมวล

ทั้งหมด (ออยที่เขาโรงงานรวมยอด ใบและ ขรุย) 148 ตัน (น้ําหนกัเปยก) / เฮกแตร  

ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากออยนอกจากจะไดน้าํตาลแลว ยังไดผลิตผลพลอยได

หลายชนิด ซึ่งถาแบงเปนกลุมตามขั้นตอนที่ผลิตผลพลอยไดจะแบง 2 สวน สวนแรกเปนสวนที่ได

จากการเก็บเกีย่วไดแก ยอด ใบ และขรุยของออย สวนหลังจะไดมาระหวางกระบวนการผลติ  

ไดแก กากออย, กากน้ําตาลสุดทาย และ กากตะกอน ในการผลิตน้าํตาลจากออย 100 ตัน โดยใช

เทคโนโลยีในการผลิตปจจบุันสามารถผลิตผลิตภัณฑ และผลิตผลพลอยไดโดยประมาณ ดัง

ตารางที่ 2.1 

 

ตารางที่ 2.1  ปริมาณผลิตภัณฑและผลพลอยไดที่ไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาลโดยใชออย 100   

                 ตัน เปนวัตถุดิบ 

    ผลิตภัณฑและผลพลอยได   ปริมาณ (ตัน)*           ปริมาณ (ตัน)** 

     

   น้ําตาล (recoverable sugar)          12.0              11-12 

    กากออย (ความชืน้ 50%)         27.5         25-30 

    กากน้ําตาลสุดทาย (88oBrix)            3.4                5 

    ขี้ตะกอน (ความชืน้ 77%)            3.4                - 

    ใบสด             7.8                - 

    ใบแหง             6.9                - 

    ยอดออย             6.9                - 

 ที่มา : * GEPLACEA/UNDP, cited in Silverio (1991)    **  สํารวจจากประเทศไทย  
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การผลิตน้ําตาลทรายนั้นจะเปนผลิตภัณฑซึ่งผลิตไดจากน้ําออย โดยในน้ําออยจะมี

สวนประกอบ และคุณสมบัติทางเคมีดังแสดงในตารางที่ 2.2 และ 2.3 

 

ตารางที่ 2.2  แสดงสวนประกอบในน้าํออย 

 

สวนประกอบในน้าํออย ปริมาณ (%) 

1. น้ํา 

2. เถา 

3. ไฟเบอร 
- เซลลูโลส 

- ไซแลน 

- กัม 

- ลิกนนิ 

4. น้ําตาล 

- ซูโครส 

- เดกซแทรน 

- ลีวูโลส 

5. ไนโตรเจน 

6. ไข 

7. เพกตนิ 

8. กรด 

74.50 

0.50 

 

5.50 

2.00 

0.50 

2.00 

 

12.50 

0.90 

0.60 

0.40 

0.20 

0.20 

0.20 

ที่มา : สถาบันคนควา และพฒันาผลิตผลทางการเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร  

 

 

 

 



 8 

ตารางที่ 2.3 แสดงองคประกอบทางเคมีในน้ําออย  

องคประกอบออย 100 กรัม ปริมาณเฉลี่ย 

ความเปนกรดดางของออยทีเ่จริญเต็มที ่

พลังงานอาหาร(food energy) 

ความชืน้ (moisture) 

โปรตีน (protein) 

ไขมัน (fat) 

คารโบไฮเดรตทั้งหมด (total carbohydrate) 

เถา (ash) 

แคลเซียม (calcium) 

ฟอสฟอรัส (phosphorus) 

เหล็ก (iron) 

โซเดียม (sodium) 

โพแทสเซยีม (potassium) 

วิตามนิ เอ (β-carotene equivalent) 

วิตามนิ บ ี1 (thiamine) 

วิตามนิ บ ี2 (riboflavin) 

ไนอะซิน (niacin) 

5.18 

55.15 แคลอรี 

84.95 เปอรเซ็นต 

0.345 กรัม 

0.20 กรัม 

14.30 กรัม 

0.30 กรัม 

12.0 มิลลิกรัม 

8.50 มิลลิกรัม 

0.55 มิลลิกรัม 

2.00 มิลลิกรัม 

102 มิลลิกรัม 

ปริมาณเล็กนอย 

0.01 มิลลิกรัม 

0.01 มิลลิกรัม 

0.10 มิลลิกรัม 

ที่มา: Barnes (1974) 
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น้ําตาลทราย คือ น้ําตาลซโูครส (sucrose) ซึ่งแยกไดจากหมอปนน้าํตาล (centrifuge) 

วัตถุดิบซึ่งเปนที่มาของน้าํตาลชนิดนี้ไดแก ออย (sugarcane)  และหัวผักกาดหวาน (beet roots) 

น้ําตาลทรายซึง่ผลิตจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ําตาลทรายนัน้แบงออกไดหลายประเภทเชน 

น้ําตาลทรายดิบ (raw sugar) น้ําตาลสีรํา (brown sugar) น้ําตาลทรายขาว (plantation white 

sugar) และน้าํตาลทรายขาวบริสุทธิ ์ (refined sugar) เปนตน นอกจากการผลิตน้าํตาลทรายแต

ละประเภทดังกลาวจะตองใชกระบวนการผลิตที่ตางกันแลว ในการผลิตน้ําตาลทรายประเภท

เดียวกนักย็ังอาจใชกระบวนการผลิตที่ตางกันออกไปอีก ทัง้นี้ข้ึนอยูกบัขีดความสามารถตลอดจน

ความเหมาะสมของแตละโรงงาน 

2.1 กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย 

น้ําตาลทรายดิบเปนน้าํตาลที่มีผลึกเปนสีน้ําตาลเขม มีความชืน้สงูเนื่องจากผลึกถูกหอหุม

ไปดวยกากน้าํตาลที่มีความบริสุทธิ์ต่ําเปนจํานวนมาก ไมผานกรรมวิธกีารฟอกส ี 

น้ําตาลทรายขาวมีลกัษณะเปนผลึกขาวม ีโพลาไรเซชนั ประมาณ 99 องศา ปกติผลิตจาก

ออยโดยตรงสาํหรับโรงงานที่มีลูกหีบ กระบวนการผลติในระยะเริ่มตนจะเหมือนน้ําตาลทรายดิบ 

จะเริ่มแตกตางกนัตั้งแตการทําน้ําออยใหใส   

2.1.1 การขนถายออย (cane transportation and unloading)  หลงัจากผานการ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลในออย หรือคา C.C.S. แลว ออยจะถกูลําเลียงมายัง

ลานพักออย (cane yard) เพื่อทาํการชัง่บนัทกึน้าํหนักออย ในการปลอยใหออย

หลนลงบนสะพานออย (cane carrier) โดยอาศัยเครื่องมือชวยลาก ดังรูป 2.1 

เพื่อเตรียมพรอมเขาสูเครื่องมือชนิดตางๆ  

 
        รูปที่ 2.1 การขนถายออยโดยอาศัยเครื่องมือชวยลาก 
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2.1.2 การเตรียมออยกอนเขาลูกหบี (cane preparation) คือการทําใหลําออย

กลายเปนชิน้ละเอียดกอนปอนเขาลูกหบี โดยอาศัยเครื่องฉีก (shredder) ฉีกยอย

ออยใหเปนฝอยละเอียด โดยอาศัยการตีของแทงคอนทีเ่หวี่ยงตวัหมุนลงมา  

2.1.3 การบดออย (cane milling) ออยจะถูกลาํเลียงไปโดยสะพานปอนออย เขาสูลูก

หีบชุดที่1 น้ําออยที่สกัดไดเรียกวาน้ําออยที่สกัดไดขั้นแรก ซึ่งเปนน้าํออยแท 

จากนั้นออยจะถูกพนดวยน้าํแลวนาํเขาลกูหีบชุดตอไป ทําใหไดน้าํออยสกัดขั้นที่

สอง สวนผสมของน้าํออยทั้งสองสวนนี้เรียกวา น้ําออยรวม (mixed juice) 

ลักษณะของลกูหีบแสดงดังรูปที่2.2  

 

รูปที่ 2.2 ลกูหบีที่เรียงตอกันเปนชุด 

2.1.4 ขั้นตอนการทาํน้าํออยใส (clarification) ขั้นตอนนี้จะแยกสิง่สกปรกออกจาก

น้ําออยโดยการตกตะกอน เชน  

กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายดิบ จะใชวิธทีี่เรียกวา defecation 

method โดยนําน้าํออยรวมเขาหมออุนน้ําออยเมื่ออุณหภูมิถึง 55 องศา

เซลเซียส จึงเติมปูนขาวลงไปจนกระทัง่ม ี คาความเปนกรดดาง ประมาณ 

7.0-7.2 ระยะเวลาผสมไมควรเกิน 3 นาท ีจากนั้นนาํเขาหมออุนใหน้าํออยมี

อุณหภูมิ 102-105  องศาเซลเซียส และผสมกับสารรวมตะกอน (flocculant) 

สิ่งสกปรกที่ตกตะกอนลงมาเรียกตะกอนตม (mud) ซึ่งมีประมาณรอยละ 25 

ของน้ําออยใส 
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กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาว จะทาํน้าํออยบริสุทธิ์โดยเพิม่

กรรมวิธีฟอกสนี้ําออย เชนการใชระบบ ซัลฟเทชัน (sulphitation) ฟอกสี

น้ําออยดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด และระบบคารบอเนชนั (carbonation) 

ใชกาซคารบอนไดออกไซด ซึ่งทัง้สองระบบนี้ยงัคงตองใชน้าํปูนขาว และ

ความรอนในการทําน้ําออยบริสุทธิ ์ สวนการแยกตะกอนออกทําใหน้าํออยใส

นั้น ระบบซัลฟเทชนัยงัคงตองใชถังพักใส เชนเดยีวกับการผลิตน้ําตาลทราย

ดิบ แตระบบคารบอเนชนัจะใชเครื่องกรองแบบมีผากรอง 

2.1.5  ข้ันตอนการทาํน้าํออยใหเปนน้าํเชื่อม (evaporation) น้ําออยที่ผานการทาํให

บริสุทธิ์ตามระบบดังกลาวขางตน  จะถกูสงเขาชดุหมอตม หมอตมที่ใชอาจเปน

ระบบ 4-6 ชุด หมอตมระเหยเหลานี้ตัง้เรียงเปนแถวติดตอกันดังแสดงในรูปที ่2.3 

ใชความรอนจากไอน้าํ สําหรับใบแรกใชความรอนสูงถงึ 128 องศาเซลเซียส ไอ

น้ําที่เกิดขึ้นในหมอตมใบแรกจะถกูนาํไปใชตมระเหยน้ําออยในหมอตมใบที่สอง 

และไอน้ําจากหมอตมใบที่สองจะถกูนาํไปใชในหมอตมใบที่สามเชนกนั การ

ทํางานของหมอตมระเหยจะตอเนื่องกนัจนน้ําเชื่อมมีความเขมขน 65 บริกซ 

ภายใตภาวะสญุญากาศ 

 

รูปที่ 2.3 หมอตมระเหย 

2.1.6  ข้ันตอนการตมเคี่ยวน้ําเชื่อม (boiling) น้ําเชื่อมจากถงัพักน้าํเชื่อมจะถูกนําไปตม

เคี่ยวซึ่งใชความรอนต่ําภายใตสุญญากาศ (vacuum pan) ความรอนที่ใช

ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส สุญญากาศประมาณ 26-28 นิ้วของปรอท 

น้ําเชื่อมจะถกูเคี่ยวจนมีความเขมขนมากขึน้ จนกระทัง่เกิดผลึก (crystalline 

mass) เมื่อน้ําเชื่อมอยูในลกัษณะที่เต็มไปดวยผลึกน้ําตาลเรียกวา แมสซิควิท  
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2.1.7 ขั้นตอนการเลี้ยงผลึกน้ําตาลทรายในถงัพกัผลึก (crystallization in crystallizer) 

เนื่องจากแมสซิควิทที่ปลอยออกมาจากหมอเคี่ยวประกอบดวยผลึกน้าํตาลทราย 

และน้ําเลีย้งผลึก (mother liquor) การเลี้ยงผลึกน้ําตาลทําได 2 วิธีคือ 

  การเคี่ยวใหเกดิผลึกน้ําตาลขึ้นเองจะตองเคี่ยวจนกระทัง่ความเขมขน

ของน้ําเชื่อมเพิ่มถงึภาวะเหนือจุดอิ่มตัวสงูสุด และลดความเขมขนลงโดยเติม

น้ําหรือน้ําเชื่อม เลี้ยงผลกึน้ําตาลที่เกิดขึ้นใหโตถงึขนาดที่ตองการ อยางไรก็

ตามการเลีย้งผลึกโดยวธิีนี้ในปจจุบนัไมนยิมเนื่องจากการควบคุมปริมาณ 

ขนาด และความสม่ําเสมอของผลึกน้าํตาลทําไดยาก 

  วิธีกระตุนใหเกิดแกนผลึกเฉียบพลนั (shock seeding) โดยเคี่ยว

น้ําเชื่อมใหมีความเขมขนระดับหนึง่ตามกาํหนด แลวเติมผงเชื้อน้าํตาลซึ่งได

จากการบดน้าํตาลทรายขาวที่อบแหงละเอยีดขนาด 0.03 มิลลิเมตร ลงไปใน

หมอเคี่ยว หลงัจากนัน้ 2-3 นาที ความเขมขนของน้าํตาลสูงถงึระดบัหนึง่จะ

ทําใหเกิดปฏิกริิยาการกระตุนอยางเฉียบพลัน (shock) น้ําตาลที่ละลายใน

น้ําเชื่อมจะแยกตัวออกมาเปนแกนผลกึอยางตอเนื่องมากมาย เมื่อแกนผลึกมี

มากพอแลว หยุดปฏิกิริยาโดยเติมน้าํเชื่อมเขาหมอเคี่ยวระดับหนึง่จนความ

เขมขนลดลงถงึระดับความเขมขนที่เหมาะในการเลีย้งแกนผลึกเพื่อใหมี

ขนาดโตตามตองการ 

  วิธีเติมผงเชื้อน้ําตาลตามจาํนวนจรงิ (true seeding) โดยบดน้ําตาล

ทรายขาวที่อบแหงแลวผสมกับแอลกอฮอลแลวเติมลงในน้าํเชื่อมที่มคีวาม

เขมขนถึงระดบัที่กาํหนด ปดไอน้ําที่เขาหมอเคี่ยวจนกระทัง่ผงเชื้อน้ําตาล

กระจายตวัทัว่น้ําเชื่อม แลวจึงเปดไอน้ําเคี่ยวตอประมาณ 15-30 นาที เติม

น้ําเชื่อมเขาไปอยางตอเนื่อง เลี้ยงผลึกที่เกดิขึ้นใหมีขนาดโตตามตองการ 
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รูปที่ 2.4 ถังพกัผลึกน้าํตาล 

2.1.8 ข้ันตอนการแยกผลึกน้ําตาลทรายในหมอปนน้าํตาลทราย (curing in 

centrifuge) เมื่อปลอยใหแมสซิควทิเกดิผลึกที่มีขนาดโตตามตองการแลว ให

ปลอย แมสซคิวิท ลงหมอปนน้าํตาลทราย เมื่อหมอปนหมุนดวยแรงเหวี่ยงหนี

ศูนย กากน้าํตาลจะระบายผานรูตะแกรงออกมา 

 

รูปที่ 2.5 หมอปนน้าํตาลทราย 

2.1.9 ข้ันตอนการอบ บรรจุ และเก็บน้าํตาลทราย (packaging) น้ําตาลทรายดิบจะได

ผลึกน้ําตาลซูโครสรอยละ 96-98 และความชื้นรอยละ 1-2 ตองนาํมาอบแหงใหมี

ความชืน้เหลือเพียงรอยละ 0.5 โดยการเก็บน้าํตาลอาจจะวางกองกบัพื้น หรือ

เก็บโดยบรรจกุระสอบ โดยภาชนะบรรจุจะตองปดสนทิ สถานทีเ่กบ็จะตองปด

สนิท และควรมีพัดลมดูดความชื้นออก  
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2.2 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสทุธิ ์

น้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์มีลกัษณะเปนผลกึใสสะอาดไรสี มีปริมาณรอยละของน้ําตาล

ซูโครสไมต่ํากวา 99.5%  มีเถา (ash) ไมเกินรอยละ 0.04  และมีความชืน้ไมเกินรอยละ 0.07 

นับวาเปนอนิทรียทีม่ีความบริสุทธิ์ (purity rubric) เกือบ 100% ในการผลิตน้ําตาลทรายขาว

บริสุทธิ ์ปกติใชน้ําตาลทรายดิบ (raw sugar) เปนวัตถุดบิ ดังนัน้จึงจะทําการผลิตไดอยางตอเนื่อง

ตลอดป สําหรับโรงงานทีม่ีโรงหีบเอง จะทาํการผลิตน้ําตาลทรายดิบจากออยในฤดูตัดออยเพื่อ

สะสมไวปอนโรงงานผลิตน้าํตาลทรายขาวบริสุทธิ์  

สําหรับกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์นัน้ มีวิธีการทาํน้าํเชื่อมใหบริสุทธิ์ไดสูง

กวาวิธีการที่ใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายชนิดอื่นที่กลาวมาแลว และอาจแบงไดหลายแบบ 

คือ 

2.2.1 Active carbon method วิธีนีน้าํน้าํตาลทรายผสมกบัน้ําเชื่อมสําหรับสรางผลึก 

(affination syrup) ในถงัผสมที่เรียกวา magma mingler อุณหภูมิประมาณ 50 

องศาเซลเซยีส แลวนาํไปสลัดแยกน้ําเชื่อมที่ลางออกจากผลกึน้าํตาลทรายดิบ

ดวยหมอปนน้าํตาลทรายที่เรียกวา affination centrifuge น้ําตาลที่ไดเปน 

Washed sugar สวนน้าํเชื่อมที่ลางผลกึน้ําตาลเรียก affination syrup ซึ่งสวน

หนึง่นาํกลับไปใชลางผลึกน้าํตาลทรายดบิอีก สาํหรับผลึกน้ําตาลทรายที่ลางแลว

แยกจากหมอปนน้าํตาลทรายนาํไปหลอมละลายใน melter และผสมกับ 

kieselguhr ซึ่งเปนสารชวยกรอง (filter aid ) กับผงถานฟอกส ี (active carbon) 

แลวนําไปกรอง น้าํหวานทีก่รองไดเรียก filtered liquor หรือ brown liquor แลว

นําไปฟอกสีอีกท ีน้าํหวานทีก่รองไดเรียกวา decolorized liquor หรือ fine liquor 

มีลักษณะใสสะอาดเกือบไรสี นาํไปตมระเหยในหมอตม (evaporator) จนมี

ความเขมขนเปนน้าํเชื่อม 60-65 บริกซ แลวสงตอไปเคี่ยวใหเปน แมสซิควิท ตก

ผลึกจนมีความเขมขน 90-93 บริกซ ปลอย แมสซิควทิ ลงถังพักผลึกจนผลึกโต

เต็มที่ปลอยลงหมอปนน้ําตาลแยกผลึกน้าํตาลทราย ใชน้าํลางกากน้ําตาลออก

จากผลึก สงไปเขาเครื่องอบ และทาํใหเย็น แบงชั่งบรรจกุระสอบ    

สารที่ใชในวิธนีี้ – Kieselguhr 0.7-0.8% raw sugar 

                - Active carbon 0.5-0.6% raw sugar 
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2.2.2 Bone char method วิธีนีม้ีวิธีการปฏิบัติเหมือนวิธีแรกทุกประการตางกนัเฉพาะ

ใชถานกระดูก (Bone char) แทนผงถานฟอกสี   

สารที่ใชในวิธนีี้ – Kieselguhr 0.5-0.6% raw sugar 

           - Bone char  25-30% raw sugar 

2.2.3 Phosphatation and Activate  carbon method วิธนีี้ใช raw liquor อุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซยีส ผสมกับปูนขาว และกรดฟอสฟอริกใหเขากัน ตะกอนสกปรกจะ

ลอยติดขึ้นมากับฟองอากาศ ทําการแยกตะกอนออก น้ําหวานใสที่ไดจะถูกนําไป

ฟอกสีตอไปดวยผงถาน  

สารที่ใชในวิธนีี้ – Kieselguhr 0.2% raw sugar 

    -  Active carbon 0.35-0.4% raw sugar 

    - Phosphoric acid (P2O5) 0.3-0.5% raw sugar 

     - น้าํปูนขาว (CaO) 0.1% raw sugar 

2.2.4  Carbonation and Active carbon method นาํน้าํตาลทรายดิบมาลางดวย

น้ําเชื่อม นําไปหลอมละลายใน mingler อุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซยีส 

raw liquor ที่ไดผสมกับน้าํปูนขาวแลวสงเขา continuous carbonator ซึ่งม ี

carbon dioxide  8-12% ผานเขาไป 40-60นาท ีได carbonated liquor  pH 8.0 

ทําใหมีอุณหภมูิสูง 80 องศาเซลเซียส กรองแยกตะกอน ผสมผงถานฟอกส ี filter 

liquor ที่ได นําไปกรองยกตะกอน ได fine liquor สงไปตมระเหย และตมเคี่ยว

แยกเปนน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ตอไป 

สารที่ใชในวิธนีี้ – Kieselguhr 0.2% raw sugar 

    - Active carbon 0.25-0.3% raw sugar 

     - น้าํปูนขาว (CaO) 0.5-0.7% raw sugar 
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2.2.5 Carbonation and Bone char method ใชวิธีการเหมอืนวิธกีารในขอ 4.4 แตใช

ถานกระดูกแทนผงถานฟอกสี 

2.2.6 Carbonation, Active and Anion-exchange resin method วิธนีี้เปนวิธีผสมซ่ึง

มีการฟอกสีดวย anion-exchange resin หลงัจากที่ได fine liquor แลว ให fine 

liquor ผานเขาไปในถังบรรจุ Anion-exchange resin ที่ใชคือ Amberlite 

IRA.401 resin นี้ สามารถกรองฟอกน้ําเชือ่มประมาณ 500 รอบ หรือมากกวา  

 สารที่ใชในวิธนีี้  - Active carbon 0.15% raw sugar 

      - น้าํปนูขาว (CaO) 0.5-0.8% raw sugar 

      - NaCl 0.5% raw sugar 

2.2.7 Carbonation, Bone-char and Anion-exchange resin method ใชวิธีการ

เหมือนวิธกีารในขอ 2.2.6 แตใชถานกระดูกแทนผงถาน 

2.2.8 Carbonation, Bone-char and Active carbon Anion-exchange resin 

method วิธนีีร้วมทุกวิธีเขาดวยกนัเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพในการฟอกสี และทาํให

ไดน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิท์ี่มีคุณภาพสงูสุด 

2.3 การสูญเสยีผลผลิตซูโครสในกระบวนการผลิตน้ําตาลทราย 

การสูญเสียผลผลิตน้ําตาลซูโครสนั้นเกิดตั้งแตขั้นตอนการเก็บเกี่ยวออยจนกระทั่งขั้นตอน

สุดทายคือ การผลิตน้ําตาลบริสุทธิ์ (refine sugar) ซึ่งมีการสูญเสียผลผลิตประมาณรอยละ 5-35 

ซึ่งมีความผนัแปรอยูในชวงกวาง ทัง้นี้ขึน้กับปจจยัหลายประการ เชน ปจจัยทางดานภูมิศาสตร 

และเทคนิคการผลิตน้ําตาลทรายของประเทศตางๆ (Clarke และคณะ , 1980)  

2.3.1 ข้ันตอนที่เกิดการสูญเสียซูโครสมีดังนี ้

- การเก็บเกี่ยวออย (cane harvesting) ซึ่งเกิดการสูญเสยีซูโครส

ประมาณรอยละ 5-25       ในขัน้ตอนนี้เกิดการปนเปอนจุลินท

รียที่สรางเดกซแทรน  เชน Leuconostoc mesenteroides ซึ่ง

เปนจุลนิทรียที่พบในอากาศ ดิน และน้าํ ซึ่งจําเปนตองปรับปรุง
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ประสิทธิภาพการเก็บเกี่ยว   และปองกนัการเจริญของจุลินทรีย

นี้โดยการใชสารฆาเชื้อจุลินทรีย (biocide) 

- การผลิตน้ําตาลทรายดิบ (raw sugar mill) นอกจากจะ

ปรับปรุงการเก็บเกี่ยวใหมีประสิทธิภาพแลวจะตองนําออยเขาสู

กระบวนการผลิตทันทีหลงัการเก็บเกีย่ว และในกระบวนการ

ผลิต จะตองมกีารควบคุมข้ันตอนตางๆ เปนอยางด ีการสูญเสีย

ซูโครสไปกับสวนของกากออยมีประมาณรอยละ 3-8 

- การผลิตน้ําตาลทรายบริสุทธิ ์ (cane sugar refinery) ใน

ขั้นตอนนี ้ คาความเปนกรดดาง ประมาณ 7.0-9.0 ซึง่เปน คา

ความเปนกรดดาง ที่ซูโครสมีความเสถียรมากที่สุด อยางไรก็

ตามมีการสูญเสียซูโครสเนื่องจากกระบวนการ self-catalyzing 

ของน้ําตาลอนิเวอรท เกิดเปนกรดอินทรยี และจากการศึกษา

โดยใช HPLC พบวามีการสูญเสียน้าํตาลซูโครสในขั้นตอนการ

ทําใส (clarification) โดยวธิีคารบอเนชนั ซึ่งทําใหเกิดน้ําตาล

อินเวอรท จากการศึกษาพบวาในภาวะที่เปนกลางหรอืดางนัน้ 

เกิดการสูญเสยีน้ําตาลซูโครสประมาณรอยละ 0.004-0.04 ซึ่ง

การสูญเสียนีส้วนใหญเนื่องมาจากสารเคมี และความรอน เมื่อ

สารละลายซโูครสอยูในภาวะที่อุณหภูมิสูง ความเขมขนของ

ซูโครสสูง และ คาความเปนกรดดาง เปนกลาง 

2.3.2 ประเภทของการสูญเสียผลผลิตน้ําตาลซโูครส คือ  

- การสูญเสียเนือ่งจากสาเหตทุางกายภาพ (physical loss) เปน

การสูญเสียน้าํตาลซูโครสโดยตรง เนื่องจากเทคนคิการเก็บ

เกี่ยว การเก็บรักษา รวมทั้งการขนสงออย และน้าํตาล ทําอยาง

ไมมีประสิทธภิาพ ทําใหเกดิการปนเปอน และการเจรญิเติบโต

ของจุลินทรีย นอกจากนีย้ังเกิดการสูญเสียซูโครสสวนหนึ่งไป

กับสวนของน้าํเสียในโรงงาน และสวนของตะกอน (mud) ทั้งนี้
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เนื่องจากในกระบวนการผลติไมสามารถลางซูโครสออกจาก

สวนของตะกอนไดหมด  

- การสูญเสยีเนื่องจากจุลินทรีย (microbiological cause of 

sugar loss) จุลินทรียในสกุล Leuconostoc sp. และจุลินทรีย

สรางเมือกบางชนิด จะสรางสารประกอบเดกซแทรน กอใหเกิด

ผลกระทบตอกระบวนการผลิต คุณภาพของน้ําตาลทราย และ

ผลิตภัณฑที่นาํน้าํตาลทรายไปใช  

นอกจากนีย้ังมีจุลินทรียชนดิอื่นที่เจริญเตบิโต และใชซูโครสแต

ไมสรางสารประกอบเดกซแทรน ไดแก ยีสต รา แบคทีเรีย 

โดยเฉพาะยีสตในสายพันธุ Saccharomyces sp. ซึ่ง

เจริญเติบโตและสรางเอทานอล แบคทีเรีย Clostridium 

thermosaccharolyticum ซึ่งสรางกรดบิวทีริค 

- การสูญเสียน้าํตาลซูโครสเนื่องจากความรอน (thermal 

sucrose loss) ความรอนกอใหเกิดสารเชิงซอน และสารใหสี

อ่ืนๆในน้าํเชื่อมระหวางกระบวนการผลิต และในผลึกน้าํตาลใน

ระหวางการเกบ็ กระบวนการที่เกิดขึน้เรียกวาการเกิดคาราเมล 

(caramel formation) ปฏิกิริยานี้เกิดในสวนของโมลาส หรือ

น้ําเชื่อมที่เคลอืบสวนผวิของผลึกน้ําตาล ในภาวะทีม่ีน้ําหรือ

ความชืน้เพยีงพอตอการเกิดปฏิกิริยา กอใหเกิดการสูญเสีย

ซูโครสขณะเก็บ และอุณหภูมิภายในโกดังที่เก็บน้ําตาลสูงขึ้น

ดวย การเกดิสีเพิ่มข้ึนนี้เปนสิ่งที่บงชีว้าเกิดการสูญเสยีผลผลิต

น้ําตาลซูโครส 

- การสูญเสียซูโครสเนื่องจากสารเคมี (chemical sucrose loss) 

เนื่องจากซโูครสถูกทาํลายดวยความรอนไดคาราเมล ซึง่เกิดขึ้น

ทั้งภาวะกรด และภาวะดาง สําหรับ คาความเปนกรดดาง ที่

น้ําตาลซูโครสเสถียรมากที่สุดคือ คาความเปนกรดดาง ดาง 

8.0-8.5  
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1. ภาวะกรดจะเกิดการผกผนัของซูโครสไปเปนกลูโคส และฟรุค

โทส ในน้าํออยปฏิกริิยาการผกผันถูกเรงโดยอินเวอรเทส 

(invertase) ในทกุภาวะที ่ คาความเปนกรดดาง ต่ํา โดยเกิด

เปนน้าํตาลรีดวิซ และสารใหสีอ่ืนๆ ซึ่งโดยทั่วไปแลวในน้ําออย

จะมีนาํตาลรีดวิซ อยูประมาณ 0.5 % (บุญสง แสงออน, 2527) 

2. ภาวะดาง การสูญเสียน้าํตาลซูโครสในภาวะนีไ้มใชปญหา

สําคัญ แตทําใหเกิดปญหาดานสี และเพิม่การสูญเสียซูโครสใน

สวนของโมลาส ทั้งนี้เนื่องจากในภาวะดางซูโครสจะสลายตัวให

กรดอินทรียโดยเฉพาะอยางยิ่งกรดแลคติค และใหสารประกอบ

เชิงซอนที่ใหสทีั้งในรูปของ melanoidin และสารประกอบในรูป

ของกรดแซคคารินิค (saccharinic acid)  

ปญหาสาํคัญที่พบในกระบวนการผลิตน้าํตาลทรายเนื่องจากมีการปนเปอนของเดกซ

แทรน (dextran) และกรด           ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซมที่ปลดปลอยโดย

จุลินทรียซึ่งเปนแลกติกแอซดิแบคทีเรีย เจริญไดดีในภาวะเปนกลางหรือกรด ที่อุณหภูมิต่ํากวา 60 

องศาเซลเซยีส ความเขมขนของน้าํตาลซูโครสต่ําๆ (เชน 12-18% ซูโครส) คาความเปนกรดดาง 

5.5 จึงสามารถปนเปอนและเจริญบริเวณรอยตัดของออยที่ถกูไฟไหม โดยกรดที่จุลนิทรียสรางขึ้น

จะทาํใหเกิดการผกผัน (inversion) ของน้าํตาลซูโครสไปเปนน้ําตาลรีดิวซ เปนผลใหสูญเสยี

น้ําตาลซูโครสรอยละ 0.2-0.6 (บุญสง แสงออน และ ววิัฒน แดงสุภา, 2527)   นอกจากนี้เดกซ

แทรน (รูปที ่ 2.6) ซึ่งเปนพอลิเมอรของกลูโคสที่เชื่อมกนัเปนสายยาวเปนผลทีเ่กิดจากกิจกรรมของ

เอนไซม เดกซแทรนซูเครส (dextransucrase, E.C.2.4.1.5) ทาํลายน้าํตาลซโูครสจะไดผลผลิต

เปนกลูโคส และฟรุกโตสดังสมการตอไปนี ้

 

 

n sucrose                                             (glucose)n  +  n(fructose) 

 

 

dextransucrasee 
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รูปที่ 2.6 แสดงลักษณะของเดกซแทรน 

 

ดังรูปที ่ 2.6 เฉพาะโมเลกุลกลูโคสเทานัน้ที่ถูกนํามาสรางสารประกอบเดกซแทรน สวนฟ

รุคโทสที่เกิดขึ้นนัน้จะอยูในรปูของฟรุคโทสอิสระ (invert sugar หรือ reducing sugar) เมื่อถูกจุลิ

นทรียใชแลวอาจถูกเมแทบอไลตออกมาในรูปของกรดอินทรีย และสารใหสี ซึง่เปนสาเหตุให คา

ความเปนกรดดาง ของน้ําออยลดลง และการผกผนัของซูโครสยิ่งสูงขึน้ไปอีก ผลพลอยไดของการ

สรางสารประกอบเดกซแทรน คือ กรดอะซิติค กรดแลคติค แมนนิทอล และเอทานอล สารตางๆ

เหลานี้ทาํให คาความเปนกรดดาง ของน้ําออยลดลง และสรางสารใหสี สวนเดกซแทรนที่สรางขึน้

นั้นมนี้าํหนักโมเลกุลต้ังแต 2-20 x 106 ดาลตัน ประกอบไปดวยหนวยของน้าํตาลกลูโคสที่เกาะกนั

ดวยพนัธะ α-1,6   α-1,4  และ α−1,3   โดยสวนใหญจะเปน α−1,6 glycosidic linkage ที่จุลิ

นทรียสรางขึ้น   มีรูปรางแบบเข็ม หรือมีรูปเปนผลึกแบบ C-axis และการที่เดกซแทรนมีโครงสราง

ของโมเลกุลและน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกนัจึงสงผลใหการวิเคราะหเดกซแทรนโดยวิธีตกตะกอน

ดวยแอลกอฮอล (Haze method) ผิดพลาด เนื่องจากถกูรบกวนดวยสารอื่นในน้ําออย อาทิเชน 

แปง กัม และโปรตีน   เชื่อวาเดกซแทรนที่มนี้าํหนักโมเลกุลตํ่ากวา 40,000 ซึง่เปนเดกซแทรนที่

ละลายน้ําได (soluble dextran) ทาํใหเกดิปญหาตอกระบวนการผลติ เนื่องจากไมสามารถแยก 

หรือกําจัดออกได ทําใหความหนืดของน้าํออย น้ําเชื่อม และแมสซคีวิท เพิ่มข้ึน ทัง้นี้เนื่องจาก 

เดกซแทรนที่ละลายน้ําไดจะเกิด temporary adsorption บน crystal lattices ทําใหเกิดอัตราการ

ตกผลึกชาลง และผลึกที่ไดเปนลักษณะรูปเข็ม ทําใหเกดิการสูญเสียของน้ําตาล 9.2% ตอผลผลิต

ของน้ําตาลที่ไดตอป (บุญสง แสงออน,  2527) สงผลกระทบตอกระบวนการผลิต ผลผลิต 

คุณภาพของน้าํตาลทราย และผลิตภัณฑทีน่ําน้ําตาลทรายไปใชเปนสวนประกอบ โดยมีรายงาน

วาน้ําออยที่มปีญหามากในประเทศออสเตรเลียจะพบเดกซแทรนถงึ 5,000-13,000 ppm on  Brix 
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แตถาในน้าํออยทีพ่บปญหานอยจะมีเดกซแทรน 1,500-3,000 ppm on Brix (Inkerman และ 

James, 1976)  

 

2.4 ปจจัยการเกิด เดกซแทรน   

 

การเกิด เดกซแทรน มีสองปจจัย คือ 

 

2.4.1 ปริมาณจุลินทรีย หมายถงึ ปริมาณ Leuconostoc sp. ที่เร่ิมตนเขามาใน

กระบวนการผลิต ซึ่งจุลินทรยีกลุมนี้มาจากดิน และปนเปอนที่ลาํออย  การเก็บ

เกี่ยวออยจึงมสีวนเกี่ยวของโดยตรง โดยปริมาณจุลินทรียจะปนเปอนเขาสู

กระบวนการผลิตดังแสดงในตารางที ่ 2.4 ซึ่งออยทีเ่ก็บเกี่ยวโดยเครื่องจักร (ออย

ทอน) ยาวประมาณ 50 ซม. (เรียกวา billet) หัวทายจึงมีรอยแผลมาก เปนแหลง

ใหเชื้อเพิม่ปริมาณขึ้นในระยะเวลาสั้นๆ เปนไปไดสูง ถาสามารถลางดวยน้าํ

สะอาดได และหีบทันท ี ก็จะลดปริมาณจลุินทรียได การเก็บเกี่ยวดวยแรงงานคน 

คนงานจะตัดยอดแลวริดใบแลวจึงตัดโคน (ออยลํา) ดังนัน้จะเห็นไดวาออยลํา

หนึง่จะมเีพยีงแผลที่ยอดและที่โคนเทานัน้ การเขาทาํลายของเชื้อจึงนอยกวา ซึง่

คา C.C.S. ของออยลํา และออยทอนนัน้แสดงดังตารางที่ 2.5 แตอยางไรก็ตาม

การเก็บเกี่ยวดวยแรงงานคนก็มีปญหาเรือ่งเวลาเขามาเกี่ยวของดวยเชนกนั การ

เก็บเกี่ยวอีกวธิีหนึ่ง คือ ใชรถบลูโดเซอรดันออยทั้งแปลงแลวใชรถเครนจับขยุม

ออยขึ้นสูรถบรรทุก วิธีนี้ออยจะมีเศษดนิติดไปมาก แมวาจะใชน้าํฉดีลาง แตเชื้อ

โรคก็ติดไปกับลําออยไดมากเหมือนกนั 
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ตารางที่ 2.4 ปริมาณ Leuconostoc spp. ทีพ่บไดในกระบวนการผลติ 

 

sample Total bacteria 

(x106/ml) 

Leuconostoc 

(x106/ml) 

% Leuconostoc 

น้ําออยสกัดขั้นแรก 

น้ําออยสกัดขั้นสุดทาย 

น้ําออยที่สกัดจากออยที่พรมน้ํา 

น้ําออยที่ผานตะแกรงกรองสิ่งสกปรก 

น้ําออยหลังจากเติมปูนขาว 

น้ําออยที่ผานการกรอง 

กากตะกอน 

กากออย 

243 

80 

290 

182 

- 

44 

0.28 

103 

135 

25 

114 

145 

282 

0.003 

- 

7 

56 

32 

39 

80 

- 

- 

- 

1 

ที่มา : Lillehoj et al (1984) 

 

ตารางที่ 2.5  คาการเปลี่ยนแปลง C.C.S. (Commercial cane sugar) ของออย 

 

ปการผลิต คาเฉลี่ย C.C.S. ออยลํา 

C.C.S.เปลี่ยนแปลง 

ออยทอน 

C.C.S.เปลี่ยนแปลง 

1962 

1963 

1966 

13.90 

14.54 

14.92 

-0.17 

-0.16 

-0.28 

-1.70 

-1.30 

-1.16 

ที่มา : Egan (1971)  

 

2.4.2 ความเร็วของการผลิตเดกซแทรน ซึ่งเดกซแทรนจะถูกผลิตเปนจํานวนมาก 

นอกจากขึ้นอยูกับปริมาณเริ่มตนของจุลนิทรียแลว  ยงัขึ้นกับการเรงปฏิกิริยาของ

เอนไซมจากจลุินทรียซึง่ขึ้นกับปจจัยดังนี้  

- อุณหภูมิของอากาศ  อุณหภูมิของอากาศที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต

ของเชื้อสาเหตุ ยอมทําใหเกิดปริมาณของเชื้อมากขึ้นในสภาพแวดลอม

ในไรออย เชน อากาศรอนชืน้ ฝนตกมาก 
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- ความชืน้ ความชื้นที่เหมาะสมตอการเจรญิเติบโตของเชื้อสาเหต ุยอมทํา

ใหเกิดปริมาณของเชื้อมากขึ้นในสภาพแวดลอมในไรออย 

- ปริมาณน้าํฝน / โคลน / ดิน และสภาพเปรอะเปรื้อนโคลนดิน  เนื่องจาก

ฝนจะทําใหออยสกปรก คือ จะทําใหดินโคลน และดิน เปรอะเปรื้อนตาม

ลําออย เนื่องจาก เชื้อ Leuconostoc อาศัยอยูในดิน 

- การที่ออยถูกไฟไหม  จะทาํใหอุณหภูมทิีผ่ิวออยสูงมากกวา 200oC จะ

ทําใหผิวของเปลือกออยแตก และเกิดแผล ทําใหเชื้อเขาทาํลายออยไดทั้ง

ลํา ดังแสดงในตารางที ่2.6 

- ระยะเวลากอนหีบออย ยิ่งระยะเวลาในการรอหีบออยมากเทาใด 

ปริมาณ เดกซแทรน ที่ผลิตจากเชื้อยิง่เพิ่มปริมาณมากขึ้น มีการประเมิน

ถึงความเสียหายจากการทิง้ออยไวเปนเวลานานกอนนําเขากระบวนการ

ผลิต ดังแสดงในตารางที ่2.7 

- พันธุออย แตละพันธุจะมีความตานทานตอเชื้อจุลินทรียตางกัน  ทัง้นี้

เนื่องจาก ปริมาณไข (wax), เยื่อใย (fiber) เปนตน  

 

ตารางที่ 2.6  ปริมาณเดกซแทรน โดยเฉลีย่ในออยสด และออยไฟไหมภายหลงัการเก็บเกี่ยว 48   

                    ชั่วโมง 

 

ปริมาณเดกซแทรน (ppm/Brix) ชนิดของออย 

ตัดทอนสั้น ตัดทอนยาว  

( >250mm) 

ออยสด 

ออยไฟไหม 

770 

2,950 

603 

1,442 

ที่มา : Clarke (1997) 
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ตารางที่ 2.7  ตารางประเมนิความเสียหายจากการทิ้งออยไวกอนการนําเขา กระบวนการผลิต 

 

 ทิ้งไว 1 วนั ทิ้งไว 5 วนั 

ความหวานลดลง (โพลาไรเซชัน) 

ความบริสุทธิข์องน้ําออยลดลง (purity) 

น้ําหนกัของออยลดลง (ก.ก.)  

น้ําตาลรีดิวซ      

0.41% 

2.10% 

1.5% 

0.036% 

2.05% 

10.50% 

12.50% 

0.015% 

 

ที่มา : คณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย (2529) 

     

 สําหรับประเทศไทยไดมีการทดลองในป พ.ศ. 2535-2536  โดยเก็บตัวอยางน้าํออยจาก

โรงงานน้ําตาลสุพรรณบุรีที่มาจากออยเผา และออยสด เมื่อมาบมไว 72 ชม. พบ Leuconostoc 

sp. ทุกตัวอยาง, คา คาความเปนกรดดาง ลดลงจาก 5.5 เปน 3.4, คาเดกซแทรนอยูในระดับสูงถึง 

10 มก./มล. ซึ่งออยทีถู่กเผา จะทําใหเกิดเดกซแทรน มากกวาออยสด 2-4 เทา (กลาณรงค ศรีรอต,  

2540) 

 

2.5 การเกิด เดกซแทรน ในระหวางการผลิต    

 

2.5.1 การตัดออย ถาใชใบมีดที่ทื่อ จะทาํใหเกิดเดกซแทรน มากกวาใบมีดที่คมกวา และ

ยิ่งออยถกูตัดเปนทอนสั้นๆ มาก สวนที่ถูกตัดยอมมีโอกาสใหเชื้อเขาทาํลาย

ไดมาก สวนเวลาการเขาหบี  ตองใชเวลาเร็วที่สุดจากการตัด ไปสูการสกัดและ

การฟอกใส  อยางนอยที่สุดควรใหมีเวลาการขยายปริมาณของจุลินทรียนอยที่สุด 

2.5.2 การสกัด ระหวางการสกัด กอนทีน่้ําออยจะถูกใหความรอน และทาํการฟอกใส 

(defecation) เปนชวงที่อันตรายมากทีสุ่ด เพราะในชุดลูกหีบจะมปีม ตะแกรง 

และหลายๆจุดที่การเคลื่อนที่ของน้าํออยเปนไปไดไมสะดวก ทําใหมีการ

เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรยีเปนอยางดี  รวมทัง้การจัดการเกีย่วกับอุณหภูมิ 

ระหวางการสกัด  ซึง่ถาต่ําไป เชื้อจะเจรญิเติบโตไดดี  

2.5.3 การฟอกใส  การทํา hot liming หรือ cold liming จะมีผลตอการเจริญเติบโตของ

เชื้อจุลินทรีย เนื่องจากการใสปูนขาว จะทาํใหคาความเปนกรดดาง เพิ่มข้ึนได  
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ทําใหชวยลดปริมาณการเจริญเติบโตของเชื้อลง แตถาเปน cold liming เชื้อจะไม

ถูกทาํลาย และหลังจากการกรอง filter mud  โดย vacuum drum filter  น้ําออย

ใสก็จะถูกนํากลับมาผสม ในกระบวนการฟอกใสอีกครั้ง ซึ่งก็มีปริมาณ

เชื้อจุลินทรียอยู คลายเปนการเพิ่มเชื้อเขาไปอีก 

  

2.6 ผลกระทบของเดกซแทรนตออุตสาหกรรมการผลิตน้าํตาลทราย  

 

 คุณภาพของน้าํตาลทรายดบิในตางประเทศ กาํหนดวาตองมีเดกซแทรนต่ํากวา 250 สวน 

เพราะหากเกนิกวากาํหนดนี้ นอกจากจะถูกปรับราคาซื้อขายแลว ยังทําใหคาใชจายในการผลติ

น้ําตาลทรายบริสุทธิ์สูงขึน้กวาปกติอีกดวย (สันต ฉายตระกูล,  2525) และผลกระทบที่เกิด

เนื่องจากเดกซแทรนตอกระบวนการผลิตมีดังนี ้(Chung และ Mark,  1980) 

 

2.6.1 การสูญเสียน้าํตาลโดยตรงเนื่องจากเอนไซมเดกซแทรนซูเครสสามารถยอย

น้ําตาลซูโครสไดจึงเปนการสูญเสียน้าํตาลซูโครสโดยตรงตั้งแตออยอยูในไร 

จนถงึเขาหีบ ตลอดจนถึงสายการผลิต  

2.6.2 การผิดพลาดในการวัดคาโพลาไรเซชัน (pol) เดกซแทรนโมเลกุลเล็กๆ สามารถ

ละลายน้ําได และเปนสารประกอบซึ่งม ี asymatric carbon atom อยูปริมาณ

มาก  มีกาํลังการเบี่ยงเบนแสงโพลาไรซไดมากกวาซโูครส 3 เทา คือ เดกซแทรนมี

คา  specific rotation อยูที ่+199 ในขณะที่ซูโครสมีคา specific rotation อยูที่ 

+66.53 (นิภา สิริไพบูลยพงศ, 2545) จึงตองมกีารกาํจัดเดกซแทรนกอนการวัด

คา โพลาไรเซชัน เพื่อลดปญหาในการตรวจวัดคา Pol และการวิเคราะหคุณภาพ

ออยเพื่อคํานวณ CCS   

2.6.3 การสูญเสียน้าํตาลในกากน้าํตาล  เนื่องจากแมสซิควทิ มีความหนืดทีสู่งผิดปกติ 

การปนทําไดยาก  น้ําตาลจับเปนผลึกไดยาก จะทําใหมีน้ําตาลซูโครสติดไปกับ

กากน้ําตาล มากกวาปกต ิ ทกุๆ 300 ppm ของเดกซแทรนที่พบในน้าํเชื่อม 

หมายถงึการสญูเสีย 1 หนวย ของความบริสุทธิ์น้าํเชื่อม ไปในกากน้าํตาล 

2.6.4  กระบวนการผลิตชาลงเนื่องจากปริมาณออยที่หบีไดตอวันจะนอยกวาปกต ิ ทั้งนี้

เนื่องจาก เดกซแทรนโมเลกลุเล็กๆ จะรวมตัวกนัเปนโมเลกุลใหญ ซึ่งจะทาํใหเกิด

ความหนืดขึ้น 
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- การตกตะกอน และการกรองทุกกระบวนการชาลง รวมทั้งการกรอง mud  

- การตมระเหยชาลงเปนเทาตัว  ทั้งนี้เพราะ heat transfer rate ลดลง และ 

boiling point rising (BPR) เพิ่มข้ึน 

- การตกผลึกชารวมทัง้เดกซแทรนจะเปนตวักระตุนใหเกิดนิวเคลียสใหญขึ้นเอง
ไดในระหวางการเคี่ยวและรูปรางของผลกึน้ําตาลจะผดิ  

- การปน (centrifugal) น้ําตาลออกจาก กากน้ําตาล ไดยากขึ้น เพราะความหนืด

ที่สูง และรูปรางของผลกึที่ไมถูกตอง ตะแกรงของหมอปนจะชํารุดไดงาย  

 

ตารางที่ 2.8 การสูญเสียน้าํตาลซูโครส (%) คาดคะเนจากปริมาณเดกซแทรน ทีพ่บใน 

 น้าํตาลทรายดิบ 

 

ปริมาณ เดกซแทรน (ppm) การสูญเสียน้าํตาลซูโครส (%) 

500 

1000 

5000 

0.2 

0.4 

2.0 

ที่มา : Clarke และคณะ (1980) 

 

ตารางที่ 2.9  ปริมาณต่ําสุดของเดกซแทรน ที่สรางปญหาในระหวางกระบวนการผลิตน้ําตาล 

 

ปญหา ปริมาณต่ําสุดของ เดกซแทรน (ppm) 

การอานคาโพลผิดพลาด 

ทําใหรูปรางผลึกเสีย 

น้ําตาล remelt รูปผลึกเสีย 

ความหนืดเพิม่ข้ึนในการ remelt 

การบรรจุมีปญหา (นิ่ม, soft sugar) 

กากน้ําตาลมคีวามบริสุทธิ ์สูงขึ้น (มีน้ําตาลติด

ไปมาก) 

คุณภาพของผลผลิตลดลง 

300 

600 

400 

400 

400 

100 

250 

ที่มา : Clarke (1997) 
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2.7 การปองกนัและกาํจัดเดกซแทรนออกจากกระบวนการผลิต 

 

จากผลกระทบของเดกซแทรนดังกลาวขางตน อุตสาหกรรมผลิตน้ําตาลทรายจงึพยายามหา

วิธีการปองกนั และแกไขปญหาการเกิดเดกซแทรน ซึ่งสามารถกระทาํไดหลายวธิีดังนี ้(Imrie และ

คณะ,  1972) 

 

2.7.1 พัฒนาสายพนัธุออยที่ตานทานตอการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย  

2.7.2 การควบคุมในไร  เปนสิ่งทีสํ่าคัญที่สุด เพราะเปนการปองกนัปญหา เนื่องจาก 

Leuconostoc sp. มาจากดนิ  เพราะฉะนัน้  การเก็บเกีย่วออย จงึตองไมใหมกีาร

ปนเปอนดนิมามาก ไมควรเผากอนตัด   

2.7.3 เวลาการเขาหบีควรใชเวลานอยที่สุด  เนื่องจากเวลาที่สูญเสียไประหวางการ

ขนสง และการรอคอยการหีบทาํใหจุลนิทรียเพิ่มจํานวนมากขึน้ ดังนัน้จึงควร

นําเขากระบวนการผลิตทันที ไมควรทิ้งออยคางไวเนื่องจากจุลนิทรียชนิดตางๆจะ

เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะในออยทีถู่กเผาไฟ ออยทีถู่กแชแข็งดวย

ความเย็นจัด และออยที่ถกูตัดเปนทอนดวยเครื่องมือกล เนื่องจากเนื้อเยื่อจะถูก

ทําลายทําใหจลุินทรียเจริญอยางรวดเร็ว 

2.7.4 การดูแลออยระหวางการรอหีบ  ส่ิงแรกคือ ลานจอดรถ ควรปรับปรุงไมใหมีฝุน 

ดิน  ควรเก็บออยไวในรม เนื่องจากแสงแดดและความรอน คือ การเรงปฏิกิริยา

ของเอนไซมเดกซแทรนซูเครส  

2.7.5 พัฒนาวธิีทางกายภาพ และทางเคมี เพื่อควบคุมจํานวนจุลินทรีย เชน การเก็บที่

อุณหภูมิต่ํา การควบคุม aw การควบคุม คาความเปนกรดดาง และการใชสารเคมี

ฆาเชื้อซ่ึงตองเปนสารเคมทีี่กฎหมายอนุญาตใหใชได เปนสารพวก quaternary 

ammonium วิธีการใชอาจฉีดพนที่ใบมีดของเครื่องตัดออย แตการใชวิธทีาง

กายภาพเพื่อปองกนัการเกดิเดกซแทรนตามทีก่ลาวมาแลวนั้นไมเหมาะสมที่จะ

นํามาใชทางอตุสาหกรรม เนื่องจากตองเสียคาใชจายสงู สวนวิธีการทางเคมีนัน้ 

สารเคมีบางชนิดนอกจากมรีาคาสูงแลว ยังมีปญหาดานความปลอดภัยในการใช  
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2.7.6 การหีบ   

- ในกรณีที่มกีารลางกอนหีบ  ตองคํานงึวาน้ําลางเปนน้ําสะอาด (อาจใชน้ําจาก 

condenser ซึ่งผานความรอนฆาเชื้อมาแลว) 

- น้ําพรม  ควรใชอุณหภูมิสูงมากกวา 90 OC ถังเก็บน้ําออย ปม หรือจุดตางๆที่

อับหรือขาดการเคลื่อนไหว  ตองฉีดน้ําโดยน้ํารอน หรือไอน้ําทกุๆ 2-4 ชม. จึง

ทําใหมีการกําหนดจุดตรวจสอบความสะอาดในชุดลูกหีบ   

2.7.7 การฟอกใส  ในระหวางการฟอกใส ควบคุมความรอน อุณหภูมิระหวางการกรอง 

พยายามใหการกรองเปนไปอยางเร็วที่สดุ  

2.7.8 การตมเคี่ยว  ระหวางตมเคี่ยวเปนชวงทีโ่มเลกุล เดกซแทรน เล็กๆ จะจับตัวเปน

สายยาว  และสรางปญหา  

 

สรุปปจจัยทีท่าํใหเกิดปญหาขึ้นไดคือ จลุินทรียที่มีความสามารถในการเปลี่ยนซูโครสเปน

เดกซแทรน มผูีใช bactericides หรือ biocides (carbamate หรือ quaternary ammonium 

compounds) เพื่อฆาจุลินทรีย แตพบวาการใชสารเคมีจะเปนการเพิ่มตนทนุที่สิน้เปลืองโดยไม

จําเปน จึงมผูีหันมาศึกษาการใชเอนไซมเดกซแทรนเนส ซึ่งสามารถยอยเดกซแทรนออกเปนโอลิ

โกแซ็กคาไรด มีรายงานในประเทศทีม่ีความกาวหนาทางดานเทคโนโลยี เชน สหรัฐอเมริกา และ

ออสเตรเลีย โดยใหผลเปนทีน่าพอใจ สําหรับประเทศไทยนัน้ยงัไมเคยมีการทดลองนําเอนไซม

ดังกลาวมาใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลเลย สาเหตุอาจเนื่องมาจากเอนไซมมีราคาแพง (นิภา สิริ

ไพบูลยพงศ, 2545) 

เทคนิคการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสเปนวธิีทีน่าสนใจ มีความเหมาะสม และนิยมใชใน

ปจจุบันเนื่องจากปฏิกิริยาทางเอนไซมมีความจาํเพาะตอเดกซแทรนสงู เกิดภายใตภาวะที่ไม

รุนแรง มีความเปนพิษตํ่า (ไมสงผลกระทบตอผูบริโภค) แตในการใชเอนไซมอิสระนั้นทําให

ส้ินเปลืองตนทุน เนื่องจากไมสามารถนํากลบัมาใชใหมได อีกทั้งจะสงผลถงึการปนเปอนใน

ผลิตภัณฑดวย ดงันัน้จึงมผีูพยายามศึกษาการนําเอนไซมมาตรึงรูปโดยวิธีตางๆ เพื่อแกปญหาที่

กลาวถึงขางตน ศึกษาวธิีการที่จะนํามาใชในการแกปญหาที่เกิดขึน้ในกระบวนการผลิตน้ําตาล

ทราย เพื่อใหไดน้ําตาลทรายที่มีคุณภาพดี ผลิตไดในปริมาณมาก ตนทนุการผลิตและพลังงานที่ใช

ต่ํา 

 

 



 29 

2.8 เดกซแทรนเนส 

 

 เดกซแทรนเนส เปนเอนไซมที่มีชื่อเรียกตามระบบสากลวา  E.C.3.2.1.11, α-1,6-D-

glucan-6-glucanohydrolase เปนเอนไซมที่สรางขึน้โดยตองอาศยัสารชักนํา (inducible 

enzyme) ซึ่งก็คือเดกซแทรน และถูกปลดปลอยออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) 

(Koenig และ Day, 1989) ซึ่งสามารถยอยสลายพันธะ α-1,6 ภายในสายฮอมอพอลิเมอรเดกซ

แทรน (Koh และ Khown, 1970; Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991) ไดผลิตภัณฑ

สวนใหญเปนไอโซมอลโทส และโอลิโกแซก็คาไรดอ่ืนๆ และอาจไดกลูโคสบางเลก็นอย (Tsuchiya 

และคณะ, 1956; Koenig และ Day, 1989) ผลของการยอยจะทําใหเหลือสายของเดกซแทรนที่สัน้

ลง (น้าํหนกัโมเลกุลลดลง) โดยหากผลิตภัณฑที่ไดมีขนาดจาํนวนกลูโคสนอยกวา 8 หนวยแลวจะ

ทําใหคุณสมบัติความหนืดและเหนียวลดลงจนหมด ซึง่เปนวิธีแกไขปญหาเดกซแทรนในน้าํออย 

ซึ่งกอความเสยีหายในกระบวนการผลิตน้าํตาลทรายได 

 

2.9 แหลงของเดกซแทรนเนส (เอก แสงวิเชียร,  2531) 

 

แหลงของเดกซแทรนเนสในธรรมชาติ พบใน แบคทีเรีย ยีสต รา และแอคติโนมัยซีตสี 

 

2.9.1 เดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย ไดแก จาก 

Achromobacter sp., Bacillus subtilis,  Bacillus sp., Baterium sp., 

Brevibacterium sp., Brevibacterium fuscum, Cellvebrio fluvus, 

Cytophaga johnsonii, Fucobacterium fusiforme, Lactobacillus bifidus, 

Streptococcus mitis 

 

2.9.2    เดกซแทรนเนสจากยีสต ไดแก จาก 

Lipomyces starkeyi 

 

2.9.3 เดกซแทรนเนสจากรา ไดแก จาก 

Aspergillus sp., A. caneus, A. luchvansis, Fusarium moniliforme, 

Chaetomium gracile, Gibberella fujukoroi, Penicillium funiculosum, P. 

luteum, P. lilacinum, P. verruculosum, P. aculeatum, Verticillium sp. 
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2.9.4 เดกซแทรนเนสจากแอคติโนมัยซีตีส ไดแก จาก 

Actinomyces israelrii, Streptomyces cinamonensis 

 

2.10 ลักษณะการยอยสลายของเดกซแทรนโดยเดกซแทรนเนส มี 2 แบบ คือ 

 

2.10.1  Exo-spliting dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพนัธะที่เชื่อมโมเลกุล

ของกลูโคสจากปลายของสายเดกซแทรน แลวตัดทีละโมเลกุลของกลูโคสได

ผลผลิตอยูในรูปน้ําตาลกลูโคส 

2.10.2  Endo-spliting dextranase เปนเดกซแทรนเนสทีย่อยสลายพนัธะที่จุดใดจุดหนึง่

ในสายเดกซแทรนทําใหไดพอลิเมอรที่สั้นลง เดกซแทรนเนสจากราโดยทั่วไปจะมี

การยอยสลายแบบเอนโด สายเดกซแทรนที่ยอยแลว จะมีขนาดที่เล็กลงโดยอาจ

พบอยูในรูปของโอลิโกเมอร ไดเมอร หรือโมโนเมอรของน้ําตาลกลโูคส แต

โดยทัว่ไปแลวมักพบอยูในรูปของน้ําตาลไอโซมอลโทส และ ไอโซมอลโทไตรโอส 

(Novo,  1983) 

 

เดกซแทรนเนสจากจาก Penicillium sp. มีคุณสมบัติการยอยสลายแบบ endo-1,6-α-D-

glucosidase (Tsuru และคณะ, 1971; เอก แสงวิเชยีร, 2531) ไดผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส 

และไอโซมอลโทแซ็กคาไรดเปนสวนใหญ ผลของการยอยสลายเดกซแทรนนี้จะทําใหไดเดกซแทรน

ที่มีขนาดสั้นลง และคุณสมบัติความเหนียวหนืดลดลง สามารถละลายน้ําไดมากขึ้น ลดปญหา

ตางๆที่อาจเกดิขึ้นได เชน การเกิดผลกึรูปเข็ม ปญหาความเหนียวหนืดของน้ําออย น้าํเชื่อม 

และแมสซีควิท 

 

 Fukumoto และคณะ (1971) ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium 

luteum ATCC 9644 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย เดกซแทรน 1%, NaNO3 0.2%, K2HPO4 

0.2%, สารสกดัจากยีสต (yeast extract) 0.2%, MgSO47H2O 0.05% และ  FeSO47H2O 0.01% 

ปรับคาความเปนกรดดาง 6.0 บมเขยาที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน พบวา

สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสได 13.0 หนวยตอมลิลิลิตร 

 Joshi และ Tamhane (1975) ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากรา Aspergillus 

luchuensis Inui โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปง 2% ปรับความปนกรดดาง 5.5 พบวาเมื่อบม
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เขยาที่อุณหภมูิหอง (28-30 องศาเซลเซียส) จะผลิตเอนไซมไดสูงสุด 335 หนวยตอมิลลิลิตร ใน

ชั่วโมงที ่120 ของการเลี้ยงเชื้อ 

 

 Shukla และคณะ (1989) ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากราหลายชนดิ เชน 

Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., พบวา P. 

aculeatum สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดสูงสุด 230 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงใน

อาหารสูตรของ Fukumoto ที่มีเดกซแทรน (น้ําหนกัโมเลกุล 4x106) 1.5% ความเปนกรดดาง 5.5-

6.0 ที่อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 96-120 ชั่วโมง 

 Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia (1991) ทําการคัดเลือกจลุินทรียที่ใชในการผลิต

เอนไซมเดกซแทรนเนส พบวา รา Penicillium purpurogenum และ Paecilomyces lilacinus ให

ปริมาณผลิตเอนไซมสูงสุด และเมื่อทาํการปรับปรุงอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ P. lilacinus พบวา

สามารถเพิ่มปริมาณการผลติเอนไซมเดกซแทรนเนสไดเปน 2 เทา และเอนไซมที่ไดมีความเสถียรที่

อุณหภูมิสูงถงึ 60 องศาเซลเซียส สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมน้ําตาลได 

เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Chaetomium gracile ใชกันมากในโรงงานน้าํตาลทีป่ระเทศ

ออสเตรเลีย ทาํงานไดดีที่คาความเปนกรดดาง 5-7 ทนอณุหภูมิสูงถงึ 60-70 องศาเซลเซียส ความ

เขมขนน้าํตาลสูงถึง 65 บริกซ (Morel du Boil,1991)  

 สําหรับการศึกษาในประเทศไทย เอก แสงวิเชยีร (2531) ไดรายงานถงึการคัดเลือกรา 

Penicillium sp. สายพันธุ 61 จากตวัอยางดินแหลงตางๆ ในประเทศไทยที่สามารถผลิตเอนไซม

เดกซแทรนเนสไดเมื่อเลี้ยงในอาหาร Fukumoto สูตรปรับปรุงภายใตภาวะการบมเขยาที่

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 6 วนั โดยสามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสได 

42.0 หนวยตอมิลลิลิตร 

สุภาพร ชาตวิรพงศา (2536) ศึกษาการใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตรสําหรับผลิตเอนไซม

เดกซแทรนเนส โดย Penicillium sp. สายพันธุ 61 พบวา การใชไฮโดรไลเสตของชานออย สามารถ

ใชเลี้ยงราที่ผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดดี โดยใชสูตรอาหารดัดแปลง ประกอบดวยไฮโดรไลเสท

ของชานออย 0.1% (น้ําหนกัตอปริมาตร คิดเปนปริมาณกลูโคส) เปนแหลงคารบอน, เดกซแทรน 

1% เปนสารชักนาํการสรางเอนไซม, NaNO3 0.2% เปนแหลงไนโตรเจน และสารสกัดจากยสีต 

0.2% ความเปนกรดดาง 6.0 สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดระหวาง 35-42 หนวยตอ

มิลลิลิตร ของอาหารเลี้ยงเชือ้ 
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สุวรรณา นพพรพันธุ (2538) ศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ Penicillium sp. สายพันธุ 61 

ดวยแสงอัลตราไวโอเลต และสารเคม ี NTG ได Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ซึ่งให

ลักษณะโคโลนีที่เหมือนเดิม การผลิตเดกซแทรนเนสคอนขางคงที่ และที่อุณหภูมหิอง 30-35 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดางประมาณ 4.0 เปนชวงที่เหมาะสมสําหรับการเจริญ และการผลิต

เอนไซม ซึ่งใหปริมาณเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึนเปน 330.17 หนวยตอมลิลิลิตร ในวนัที่ 10 ของการ

เลี้ยงเชื้อ โดยเพิ่มข้ึนจากสายพนัธุตั้งตน 3.81 เทา ซึ่งสมบัติของเดกซแทรนเนสที่ไดจะทํางานไดดี

ที่อุณหภูม ิ 55 องศาเซลเซียส ทาํปฏิกิริยาใน 0.05 โมลาร อะซเิตทบฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 

4.5  

 

2.11 ขอดีจากการกําจัดเดกซแทรนในน้ําออยดวยเดกซแทรนเนส 

 

การยอยสลายเดกซแทรนในน้ําออยดวยเดกซแทรนเนสนัน้ใหผลดีตอกระบวนการผลติ

น้ําตาลทราย สามารถลดปญหาเนื่องจากเดกซแทรนในน้าํออยไดเปนอยางดีในทกุขั้นตอนของ

กระบวนการผลิต แตที่จะนาํมากลาวในทีน่ี้มี 2 ประเด็นคือ 

  

2.11.1 ข้ันตอนการทาํน้าํออยใส และเพิ่มความสามารถในการกรอง 

เดกซแทรนทําใหความสามารถในการกรองของน้าํออยรวมต่ํา เนื่องจากตะกอน 

(mud) ที่เกิดขึ้นเปนตะกอนละเอยีดแขวนลอยในน้าํออย ทาํใหไมสามารถ

ตกตะกอนในขั้นตอนการพกัใสไดทั้งหมด ตะกอนเหลานี้อาจจะติดมากับน้ําออย

ที่จะนําเขาสูขั้นตอนการทาํน้ําออยใหเปนน้ําเชื่อมโดยใชหมอตมระเหย ซึง่เปนผล

ใหเกิดตะกรนัในหมอตมระเหยเปนปริมาณมาก การแลกเปลี่ยนความรอนไดไมดี 

ดังนัน้การใชเดกซแทรนเนสสําหรับการกําจัดเดกซแทรนสามารถลดปญหาการ

กรองในขั้นตอนการทําใสไดเปนอยางด ี

2.11.2 ความยาวของผลึกน้ําตาลซูโครส 

จากที่ไดกลาวมาแลววาเดกซแทรนกอใหเกิดปญหาผลกึรูปเข็ม เพราะความยาว

ของผลึกทางดานแกน c มากกวาแกน b เปนเหตุใหอัตราสวน c/b ของผลึก

น้ําตาลมีคามากกวา 1 เปนลกัษณะของผลึกรูปเข็มซ่ึงไมเปนที่ตองการใน

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล    ดงันัน้การกําจัดเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนส 
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สามารถแกปญหาความยาวของผลึกน้ําตาลซูโครสได โดย Day (1971) พบวา 

ความยาวของผลึกน้ําตาลซูโครสขึ้นกับปจจัยหลายประการ ไดแก 

- ความเขมขน และขนาดโมเลกุลของเดกซแทรน 

- ระดับของ super saturation ของน้าํเชื่อมขณะตกผลึก 

- ความบริสุทธิข์องน้ําเชื่อมทีใ่ชเลี้ยงผลึก และอุณหภูมิขณะเลี้ยงผลกึน้ําตาล 

 

ในทางปฏิบัตแิลว มีการนาํเอนไซมเดกซแทรนเนส ไปใชกับอุตสาหกรรมน้าํตาลทรายใน

หลายประเทศ เชน  

มีรายงานวา ในหมูเกาะอินเดียตะวันตกสามารถกําจัดเดกซแทรนออกไปได 68.5 % โดย

การใชเอนไซม 3 หนวยตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยเปนเวลา 20 นาท ี ที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส   

สําหรับในเปอรโตริโก และจาไมกา มกีารทดลองพบวา เดกซแทรนเนสปริมาณ 6-7 หนวย

ตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยสามารถกําจัดเดกซแทรนในน้าํออยรวม โดยใชเวลา 20 นาท ี 50 

องศาเซลเซยีส (Tilbury, 1974)  

Hidi และ Staker (1975) ซึ่งทําการทดลองในกากน้ําตาล-บี ซึ่งมเีดกซแทรนอยู 1400-

2800 ppm เติมเดกซแทรนเนสในระดับทีเ่หมาะสมบมไวที ่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

ซึ่งทาํใหกากน้าํตาล-บี มีความหนืดลดลงรอยละ 12 อยางรวดเร็ว เมื่อนํากากน้ําตาล-บี ไปตกผลกึ

เปนน้าํตาล-ซี พบวาลกัษณะของผลึกน้าํตาล-ซี นัน้มีลักษณะเปนรูปลูกบาศกเมือ่เทียบกบัผลกึ

น้ําตาล-ซี ทีเ่กิดขึ้นจากกากน้ําตาล-บี ที่ไมเติมเดกซแทรนเนส  

จากการศึกษาในประเทศออสเตรเลีย ป ค.ศ. 1976, 1977 และ 1978 ในอุตสาหกรรมการ

ผลิตน้ําตาลพบวาเปอรเซน็ตของผลึกรูปเข็มที่เกิดขึ้นในน้ําตาลทรายดิบลดลงเมื่อเติมเดกซแทรน

เนสในน้ําออยรวม ทัง้นีเ้นื่องจากน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของเดกซแทรนลดลงเพราะถกูยอยสลาย

ดวยเดกซแทรนเนส ปญหาการเกิดผลึกรูปเข็มจึงลดลงดวย 

จากการศึกษาของ Inkerman (1980) ประเทศออสเตรเลียทีน่ําเดกซแทรนเนสทางการคา 

3 ชนิด คือ Talozyme (Tate and Lyle), Glucanase D-1 (Pfizer Chemical) และ Dextranase 

Novo 25 L (Novo) กําจดัเดกซแทรนในน้าํออย พบวาการใชเดกซแทรนเนส Novo 25 L ให

ประสิทธิภาพการกําจัดที่สงูกวา ถงึแมวาความเขมขนของเดกซแทรนในน้าํออยมีปริมาณต่ําก็ตาม 

เดกซแทรนเนสที่ใชมีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0 และ
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พบวาน้าํออยรวมที่มีปญหาเดกซแทรนมีคาความเปนกรดดางประมาณ 4.5-5.5 ซึ่งเอนไซมจะมีแอ

คติวิตีเหลือเพยีงรอยละ 80 เทานัน้  

Jolly และ Prakash (1987 อางถึงใน เอก แสงวเิชียร,  2531) ในประเทศอินเดยี ได

ทดลองกาํจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออยโดยใชเอนไซมเดกซแทรนเนส (Novo 25 L) 100 ppm ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที พบวา สามารถขจัดเดกซแทรนลงได 48-52% 

ในป 1989 ประเทศเม็กซิโก มกีารใชเดกซแทรนเนสปริมาณ 4 ตนั ในโรงงานน้ําตาล

ประมาณ 40% ของโรงงานทัว่ประเทศ โดยทัว่ไปแลวจะใชเอนไซมในชวงระหวาง 10-120 ppm 

โดยขึ้นอยูกับชวงเวลาในการทําปฏิกิริยา และความรุนแรงของการปนเปอน พบวาในกรณีที่มกีาร

ปนเปอนสงู อาจตองใชเอนไซมสูงถึง 15,000 ppm ซึ่งคิดเปนมลูคา 0.11-1.32 ดอลลาร ตอ

น้ําตาลออย 1ตัน หรือ 1.00-13.00 ดอลลารตอน้ําตาลทราย  1 ตนั แตคาใชจายเหลานี้ยงันอย

กวามูลคาการสูญเสียเนื่องจากเดกซแทรนหลายเทาตัว (Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 

1991) 

มีการทดลองใชเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Chaetomium gracile กับน้าํออยเปน

เวลา 10 นาท ี ที่อุณหภูมิต่ํากวา 60 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 5-6 ซึง่สามารถลด

ปริมาณเดกซแทรนลงไดมากกวา 60 % (Clarke MA., 1997) 

 

2.12 ขอดอยของการยอยสลายดวยเดกซแทรนเนสอิสระ 

 

 จากการศึกษาในประเทศออสเตรเลีย พบวาน้ําตาลทรายดิบนอยกวารอยละ 2 ผลิตจาก

น้ําออยรวมทีผ่านการเติมเดกซแทรนเนส โดยการเติมเดกซแทรนเนสจะเติมเฉพาะออยบางชุดที่มี

ปญหาเรื่องเดกซแทรนจนไมสามารถนําเขาสูกระบวนการผลิตปกติได ซึ่งแสดงใหเห็นวาการกาํจดั

เดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนส ไมไดรับความนิยมเทาทีค่วร ถงึแมวาภายหลงัจากการกําจัดเดกซ

แทรนออกไปแลวจะใหผลดตีอกระบวนการผลิตก็ตาม ทั้งนี้เนื่องจากสาเหตุบางประการคือ 

(Fulcher และ Inkerman,  1976) 

2.12.1 ราคาของเอนไซม พบวาราคาของเอนไซมมีราคาสงูหากนํามาใชในกระบวนการ

ผลิตน้ําตาลทราย และนอกไมสามารถนําเอนไซมกลับมาใชใหมได ทาํใหเปนการ

เพิ่มคาใชจายในกระบวนการผลิต 

2.12.2 ความไมสะดวก หากนํามาใชในกระบวนการผลิตแบบเดิม เนื่องจากการบมเดกซ

แทรนเนสกับน้ําออยรวม ตองใชอุณหภูมสิูงถึง 55 องศาเซลเซียส และระยะเวลา
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การบมนานถงึ 40 นาที ซึ่งจําเปนตองสรางถงัเก็บ (storage tank) เพื่อใชบม

น้ําออยรวมกบัเดกซแทรนเนส และตองเพิ่มหนวยนี้เขาไปในกระบวนการผลิต จงึ

เปนการไมสะดวก 

2.12.3 ปริมาณวัตถุดบิเขาโรงงานมมีากเกินไปจนไมสามารถกําจัดเดกซแทรนไดทัน เชน

โรงงานที่มีกาํลังการผลิต 400 ตันออยตอช่ัวโมง ดังนัน้การกําจัดเดกซแทรนใน

อุตสาหกรรมจงึไมสะดวก รวมทัง้ตองใชระยะเวลาการเก็บรวบรวมน้ําออย และ

ระยะเวลาในการบมน้าํออยรวมกับเดกซแทรนเนสใชเวลานาน อาจเกิดปญหา

การเจริญเติบโตของจุลินทรียในน้าํออยขึน้ได 

 

 

2.13 การกาํจดัเดกซแทรนในน้าํออยรวมโดยใชระบบตอเนื่อง 

 

 การกําจัดเดกซแทรนในน้ําออยรวมโดยใชระบบตอเนื่อง โดยอาศัยเทคนิคเอนไซมตรึงรูป

มาประยกุตกบัอุตสาหกรรมน้ําตาลทรายจึงใหผลดกีวาในแงของประสิทธิภาพการใชงาน และการ

ปฏิบัติในโรงงานกลาวคือ 

2.13.1 สามารถแกปญหาในเรื่องของเอนไซมมีราคาสูงได เนือ่งจากสามารถนําเอนไซม

กลับมาใชใหมได ทําใหเกิดความประหยดัในอุตสาหกรรม ดังนั้นศักยภาพที่จะ

นํามาใชในอุตสาหกรรมจงึมคีวามเปนไปไดสูง 

2.13.2 การควบคุมอุณหภูมิของการบม สามารถควบคุมเฉพาะหนวยทีเ่กิดปฏิกิริยาของ

เอนไซมไดโดยไมตองควบคุมอุณหภูมิของน้ําออยทั้งหมด จึงสามารถนาํมา

ปฏิบัติในอุตสาหกรรมไดสะดวก และระยะเวลาการทาํปฏิกิริยาของเอนไซมตรึง

รูปกับเดกซแทรนในน้าํออย (residential time) ก็สามารถควบคุมไดจากอัตราการ

ไหลของน้าํออย ทาํใหสามารถควบคุมอัตราการยอยสลายในระดับที่เหมาะสมได 

2.13.3 ไมจําเปนที่จะตองรวบรวมน้าํออยใหไดปริมาณมากกอนที่จะนําไปกาํจดัเดกซ
แทรน และสามารถสรางหนวยกําจัดเดกซแทรนใหเหมาะสมกับกาํลังการผลิต

ของโรงงานได 

2.13.4 เนื่องจากการกําจัดเดกซแทรนในระบบตอเนื่อง จงึไมทาํใหจุดใดจุดหนึ่งของสาย
งานการผลิตหยุดชะงัก สามารถทาํการไดเหมือนการผลติปกติ 

จากขอไดเปรียบดังกลาวจงึมีนักวิทยาศาสตรหลายกลุมไดศึกษาถงึการตรึงรูปเดกซแทรน 
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เนสบนตวัพยงุชนิดตางๆ อยางกวางขวาง 

 

2.14 การตรึงรูปเอนไซม 

 

การตรึงรูปเอนไซมคือ การจํากัดเอนไซมใหอยูในขอบเขตที่จํากัด แตยังคงมีคุณสมบัติใน

การเรงปฏิกิริยาได (Wang และคณะ, 1979)  

 

2.14.1 ขอดีของเอนไซมตรึงรูป (Wang และคณะ, 1979)  

2.14.1.1 เพิม่เสถียรภาพของเอนไซม 

2.14.1.2 สามารถนาํเอนไซมกลับมาใชใหมได หรือแยกเอนไซมออกจากระบบได

งาย 

2.14.1.3 เอนไซมที่ใชตรึงรูปอาจจะไมตองนาํมาทําใหบริสุทธิ์กอน เชนการตรึงรูป

จุลินทรียที่สรางเอนไซม 

2.14.1.4 สามารถเปลี่ยนภาวะการทําปฏิกริิยาไดโดยเลือกชนิดของตัวพยุง 

2.14.1.5 กําหนดรูปรางของเอนไซมไดตามชนิดของตวัพยงุใหเหมาะสมกับชนิด

ของ bioreactor, stirred tank, fluidized bed และกรรมวิธกีาร

นําไปใช เชน biosensor 

2.14.1.6  สามารถใช multienzyme system ไดอยางมปีระสิทธิภาพ  

2.14.1.7 แอคติวิตีของเอนไซมอาจจะเพิ่มข้ึนถาตวัพยงุมีสารประกอบบางอยาง  

              ชวยเสริมปฏิกิริยา 

 

2.14.2  ขอเสยีบางประการของเอนไซมตรึงรูป (Wang และคณะ, 1979)  

2.14.2.1แอคติวิตีอาจถูกกระทบกระเทือนเนื่องจากเปลีย่นโครงรูป

(conformation)  ของเอนไซมโดยตัวพยุงที่ไมเหมาะสม 

2.14.2.2  ตัวพยุงที่ไมเหมาะสมอาจมีผลกระทบตอผลผลิต 

2.14.2.3 การเกิดปฏิกิริยาระหวางสารตั้งตนกับเอนไซมตรึงรูปอาจเกิดขึ้นไดยาก

กวาเอนไซมอิสระ 
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2.15 การตรึงรูปเอนไซมแบงเปน 3 ประเภท ดังนี ้ (Wang และคณะ, 1979)  

 

2.15.1 การเชือ่มกับตัวพยุง (carrier binding method) หมายถึงการเชื่อมเอนไซมกับตัว

พยุงที่ไมละลายน้ํา ซึง่แบงออกเปน 3 วธิีตามลักษณะการเชื่อมกับเอนไซม 

- การดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) เปนการดูดซับเอนไซมโปรตีน

บนผิวของตวัพยุงที่ไมละลายน้ําวิธนีี้มีผลกระทบเลก็นอย หรือไมมผีลเลยตอ

การเปลี่ยนความคงรูปของเอนไซม ดังนั้นจงึไมมีผลตอการทําลายบริเวณเรง 

แตวิธีนี้มีขอจํากัดคอื เอนไซมเกาะกับตัวพยุงไมแนน 

- การเชื่อมแบบไอออนิค (ionic binding method) เปนการเชื่อมโปรตีนเอนไซม

กับตัวพยุงที่ไมละลายน้าํ โดยพนัธะอิออนิควิธนีี้มผีลกระทบตอแอคติวิตีของ

เอนไซมนอย ทัง้ทางดานการเปลีย่นแปลงโครงรูปหรือบริเวณเรง แตวิธีนีม้ี

ขอจํากัดคือ แรงเกาะกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เปนผลใหเอนไซมหลุด

งายในขณะทาํปฏิกิริยาในภาวะที่มีความเขมขนของอิออนิคสูง หรือมีการ

เปลี่ยนคาความเปนกรดดาง 

- การเชื่อมแบบโคเวเลนต (covalent binding method) เปนการเชือ่มโปรตีน

เอนไซมกับตัวพยุงที่ไมละลายน้ําโดยพนัธะโคเวเลนต ซึ่งหากจะแบงชนิดของ

วิธีเชื่อมแบบโคเวเลนตตามชนิดของพนัธะได 3 วิธีคือ  

      1. พันธะไดอะโซ 

   2. พันธะเพปไทด 

                           3. พันธะแอลคิล 

การเชื่อมโดยพันธะโควาเลนทนั้นอาจกระทบกระเทือนการเปลี่ยนโครง

รูป และศูนยกลางบริเวณเรงของเอนไซม เปนผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงแอคติวิตี

ของเอนไซมตอซับสเตรต แตแรงเกาะของเอนไซมกับตัวพยุงคอนขางแข็งแรง 

2.15.2 การเชื่อมขวาง (cross-linking method) หมายถึงการเชื่อมขามระหวางโมเลกุล

ของเอนไซมโดยใชตัวกลางซึ่งเชื่อมระหวาง 2 โมเลกุล (bifunctional agent) หรือ

ตัวกลางเชื่อมระหวางหลายโมเลกุล (multifunctional agent) 

2.15.3 การหอหุม (entrapping method) หมายถึงการบรรจุเอนไซมลงในชองวาง หรือ

โพรง (lattice) ของเจลที่จะสามารถซึมผานบางสวน หรือหอหุมเอนไซมดวยเม

มเบรนพอลีเมอรที่สามารถซมึผานไดบางสวน สามารถแบงได 2 วธิีคือ 
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- การบรรจุในตาขาย (lattice type) 

- การหอหุมในแคปซูลเล็ก (microcapsule type) 

ทั้งสองวิธนีี้เอนไซมไมเชื่อมกับเจลของชองตาขาย หรือเมมเบรนที่หอหุม 
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ตารางที่ 2.10 แสดงการเปรยีบเทยีบการตรึงเอนไซมดวยวิธกีารตางๆ  

 

เทคนิคการตรึงเอนไซม ขอเปรียบเทียบ 

เชื่อมโยง ดูดยึดทาง

กายภาพ 

ดูดยึดดวย

พันธะไอออ

นิค 

ดูดยึดดวย

พันธะโคเว

เลนต 

ดักจับ 

1. วิธีการเตรียม 

 

สะดวก 

 

สะดวก 

 

สะดวก 

 

ยุงยาก 

 

ยุงยาก 

 

2. การยึดระหวางเอนไซมกับ
ตัวพยงุ 

 

แข็งแรง 

 

 

ออน 

 

 

ปานกลาง 

 

 

แข็งแรง 

 

 

ปานกลาง 

 

 

3.การนาํตัวพยุงกลับมาใช

ใหม 

ไมได 

 

ได 

 

ได 

 

ไดในบาง

กรณี 

ไมได 

 

4.ตนทนุในการตรึง ปานกลาง ปานกลาง ต่ํา ต่ํา สูง 

5.ความคงตัวของเอนไซม

ตรึงรูป 

สูง 

 

ต่ํา 

 

ปานกลาง 

 

สูง 

 

ปานกลาง 

 

6.การประยกุตใชงาน ไมได ได ได ไมได ได 

7.ปองกนัการสลายตัวของ 

เอนไซมจากจลิุนทรีย 

ไดบางครั้ง ไมได ไมได ไมได ได 

 

ที่มา : ปรับปรุงจาก Kennedy และ Cabral (1987) 
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ตารางที่ 2.11  แสดงตัวอยางรายงานการวิจัยเกีย่วกับการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนส 

 

จุลินทรียที่ผลิตเอนไซม ตัวพยงุทีเ่ลือกใช สารเคมีชวยตรึง เอกสารอางอิง 

Penicillium funiculosum 

 

Brevibacterium fuscum 

var. dextranolyticum 

- 

 

- 

 

- 

 

Penicillium aculeutum 

 

Penicillium notatum 

 

Penicillium funiculosum 

 

Penicillium sp. Strain 61 

 

Penicillium sp.SMCU 3-14 

 

sepharose 4B 

 

sepharose 4B 

 

porous titanium (IV) 

oxide 

porous titanium (IV) 

oxide 

zircinia coated 

alkylamine glass 

bentonite 

 

silanised porous 

glass 

chitosan 

 

silanised activated 

carbon 

calcium alginate 

cyanogen bromide 

 

cyanogen bromide 

 

ammonia 

 

diazotised 1,3-

diamino benzene 

glutaraldehyde 

 

- 

 

glutaraldehyde 

 

glutaraldehyde 

 

glutaraldehyde 

 

- 

Suguira และ Ito 

(1974) 

Suguira และ Ito 

(1975) 

Kennedy และ Kay 

(1977) 

Kennedy และ Kay 

(1977) 

Ramesh และ Singh 

(1980) 

Madhu และ Prabhu 

(1984) 

Rogalski และคณะ 

(1977) 

Abdel-Naby และ

คณะ (1999) 

อุษณีย กุลินทร

ประเสริฐ (2535) 

นุสรา เจริญกจิทว ี

(2539) 

 

- หมายถงึ ไมมรีายงานไว 
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2.16 การตรึงรูปเอนไซมบนตัวพยงุทราย 

 

 ทรายจัดเปนวสัดุตามธรรมชาติที่สามารถหาไดงาย ราคาถูก และมศีักยภาพที่จะนํามา

ประยุกตใชเพือ่ตรึงรูปเอนไซมไดดีไมแพแกวพรนุ (porous glass) รวมทั้งมีหลายขนาดใหเลือกได

ตามความเหมาะสมของลกัษณะงานที่จะนําไปใช 

 การใชทรายเปนตัวพยุงสาํหรับการตรึงรูปเอนไซมมีขอไดเปรียบหลายประการอาทิเชน 

ทรายมีความคงตัวสูง ทนตอการทาํลายเชิงกล และการทําลายโดยจลิุนทรีย และมคีวามเหมาะสม

ที่จะนําไปใชงานในภาวะทีก่รดเล็กนอย ดังนั้นจึงมนีักวทิยาศาสตรหลายกลุมทดลองตรึงรูป

เอนไซมบนตวัพยุงทราย 

 Byrne และ Johnson (1974) ทดลองตรึงรูปเอนไซม บีตา-กาแลคโทซิเดส จากรา 

Aspergillus niger และ Saccharomyces fragilis บนตัวพยุง 2 ชนิด คือ ทรายขนาดอนุภาคเล็ก

กวา 125 ไมครอน และแกวพรุนขนาดอนุภาค 0.209 ไมครอน โดยวิธกีระตุนตัวพยุงดวย TiCl4 

และ 3-aminopropyltriethoxy-silane (APTS) รวมกับการใชกลูตารัลดีไฮด พบวาการใช APTS ให

ประสิทธิภาพการกระตุนตวัพยุงที่สูงกวาการใช TiCl4 และพบวาการใชทรายเปนตัวพยุงสาํหรับ

ตรึงรูปบีตา-กาแลคโทซิเดส ใหแอคติวิตีเอนไซมตรึงรูปทีสู่งกวาการใชแกวพรนุ 

จากรายงานของนุสรา เจริญกิจทว ี (2539) ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสจาก 

Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 แบบลอมจับดวยแคลเซียมแอลจิเนต แตภายหลงัพบวาวธิี

นี้ไมเหมาะสมตอการนํามาใชในโรงงานอตุสาหกรรม เนื่องจากราคาในการตรึงคอนขางสูง 

เพราะอัลจิเนตมีราคาแพง และขั้นตอนในการตรึงยุงยาก และมีขอจํากัดมาก เพราะวธิีการตรึงนี้ไม

เหมาะกับสารตั้งตนทีม่ีมวลโมเลกุลสูง ดังนั้นจงึไมเหมาะในการนํามาใชกับเดกซแทรน 

อนันตพงษ สขุเกษ (2543) ไดตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพนัธุ 

SMCU3-14 บนผวิทราย โดยหาภาวะที่เหมาะสมในการตรึง และสมบัติของเอนไซมตรึงรูปใน

ระบบการทาํงานในบัฟเฟอร โดยใชเดกซแทรนบริสุทธิ์เปนซับสเตรต         พบวาการตรึงรูปโดย

ใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยตรึงเปนวิธทีีเ่หมาะสมที่สุด สามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0 
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งานวิจยันี้เปนการผลิตเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ซึ่ง

ทําการกลายพันธุโดย สุวรรณา นพพรพนัธุ (2538) และทําการประยุกตใชเทคนิคเอนไซมตรึงรูป

เพื่อการศึกษาการตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพันธะโคเวเลนตบนทราย

แมน้ําขนาด 16-20 เมช  โดยทําการศึกษาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนส ศกึษาความสามารถ 

และเวลาที่ใชในการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทยีบกับเดกซแทรนเนสอิสระ  ภาวะการ

ทํางานทีเ่หมาะสมของเดกซแทรนเนสตรงึรูปและเดกซแทรนเนสอิสระตอการขจัดเดกซแทรนที่

ปนเปอนในน้ําออย เพื่อวเิคราะหวาเอนไซมในรูปแบบใดที่เหมาะสมตอการนํามาใช เพื่อใหได

ประโยชนสงูสดุ รวมทัง้จะมกีารคํานงึถึงความสามารถในการใชซ้ําของเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

ตนทนุ และเวลาในการตรงึรูปวามีความเหมาะสมในการนําไปใชจริงหรือไม เพื่อใชเปนขอมูล

พื้นฐานในการวิจัยตอไปในการเพิ่มระดับการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสในปริมาณที่สูงยิง่ขึ้น   

เพื่อประยุกตใชในโรงงานน้าํตาลทราย ซึง่มีกําลงัการผลติที่สูงมาก นัน่คือการขจัดเดกซแทรนตอง

ทําในอุตสาหกรรมที่มีปริมาณสูงมาก แมวาจะไมสามารถดําเนนิการในหองปฏิบัติการใด ๆ แตการ

ออกแบบเพื่อสรางปฏิกรณที่จะใชจริงในโรงงานนั้นตองอาศัยพารามิเตอรบางอยาง ตัวอยางเชน 

คา Km, Vmax  ของการสลายเดกซแทรนในน้าํออย ตลอดจนเวลาที่ใชเพื่อสลายเดกซแทรนที่ค

วามเขมขนตางๆ เพื่อใชกาํหนดเวลาที่ตองใชในกระบวนการ (residential time) นอกจากนี ้ และ

เนื่องจากสายการผลิตน้ําตาลนั้นมหีลายขัน้ตอน จึงตองคัดเลือกขั้นตอนในสายการผลิตที่

เหมาะสมที่สดุ เชน เดกซแทรนไมมากไป เพื่อลดปริมาณเอนไซม หรือ residential time 

ขณะเดียวกนัตองคํานงึถงึประสิทธิภาพทีจ่ะได เนื่องจากแตละจุดในสายการผลิตอาจมีปจจยัทีท่าํ

ใหเอนไซมลดประสิทธิภาพลง เชน จากอุณหภูมิ หรือคาความเปนกรดดาง หรือสารยับยั้งเอนไซม 

เนื่องจากสิง่ทีป่นเปอนมากบัน้ําออยเปนตน  
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.1 เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

1. เครื่องเขยา (platform shaker) รุน Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific 

2. เครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (shaking waterbath) รุน 1086 บริษทั GFL 

3. โครมาโทกราฟ รุน Biologic บริษัท BioRad 

4. เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน Avanti Centrifuge J-30I 

บริษัท Beckman 

5. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (microcentrifuge) รุน KM-15200 บริษัท Kubota 

6. เครื่องปนเหวีย่ง รุน Biofuge stratos บริษัท Sorvall 

7. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (digital pH meter) รุน Seven Easy บริษัท Mettler Toledo 

8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Thermo Spectronic ® 4001/4 

บริษัท NRTL 

9. เครื่องวัดความหนืด (viscometer) รุน LVDV II+ บริษัท Brookfield  

10. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ รุน AG285 บริษัท Mettler Toledo 

11. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd. และรุน HA-

3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation 

12. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO  

13. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc. 

14. เครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน  502P-2 บริษัท PMC 

15. เครื่อง Sonicator รุน RK100 บริษัท Bandelin Electronic   

16. ฮีมาไซโทมิเตอร (haemacytometer) Schott Duran 

17. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus 

18. ตะแกรงรอน 16-20 mesh รุน ASTME11 บริษัท Retsch 

19. Concentrator tube รุน MIP-2 UFC 901008 Amicon Ultra-15, 10,000 MWCO บริษัท 

Carrigtwohill 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 

1. กลูโคส (D-glucose monohydrate) ของ Merck,  

2. ทรายแมน้ําขนาด 16-20 เมช 

3.  กรดไนตริก 65% ของ Merck 

4. กลูตารัลดีไฮด ของ Fluka 

5. Bovine Serum Albumin (BSA) ของ Sigma 

6. เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (industrial grade) น้ําหนักโมเลกุล 5,000,000-

40,000,000 ของ Sigma 

7. เดกซแทรนที-2000 (T-2000) ของ Amersham Biosciences 
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3.3  วิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.3.1 จุลนิทรีย การเก็บรักษา และการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนส  
 

3.3.1.1 จุลินทรียที่ใชในการทดลอง 

 

รา Penicillium sp. สายพนัธุ  SMCU 3-14 ซึ่งปรับปรุงสายพนัธุโดย  สุวรรณา นพพร

พันธุ (2538) เปนราที่กลายพันธุจากรา Penicillium sp. สายพันธุ 61 ซึ่งเปนสายพันธุตัง้ตน คดั

แยกจากดนิโดย เอก แสงวเิชยีร (2531) 

 

3.3.1.2 การเกบ็รักษาราที่ใชในการทดลอง 

 

3.3.1.2.1 การเก็บรักษาเชื้อในระยะสัน้  

 

เขี่ยสปอรของรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14  ลงบนอาหารแข็ง

เอียง (slant agar) ตามสูตรอาหารของ Fukumoto และคณะ (1971) ซึ่งปรับปรุงโดย เอก แสง

วิเชียร (2531) (ภาคผนวก ก) ที่มีเดกซแทรน 1% บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญ

เต็มที่ เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

3.3.1.2.2 การเก็บรักษาเชื้อในระยะยาว 

 

เขี่ยสปอร และเลี้ยง Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14   แลวจงึนํามา

ขูดสปอรออกดวยเทคนิคปลอดเชื้อโดยใชโดยใชทวีน 80 0.05% (โดยปริมาตร) ที่ฆาเชื้อแลวเปน

ตัวกระจาย ดดูสปอรแขวนลอยออกมากรองผานชุดกรองสปอร (ภาคผนวก ค) เพื่อกําจัดสายใย 

และนําสปอรที่กรองไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาทเีปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใส

ทิ้งไป จากนัน้แขวนลอยสปอรในกลีเซอรอลความเขมขน 30% (โดยปริมาตร) ซึ่งผานการนึง่ฆาเชื้อ

แลว 2 คร้ัง นาํไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

นําสปอรมาทาํไลโอฟไลเซชนั (lyophilization) และเก็บเชื้อในรูปสปอรแหง 

โดยใชบริการของหนวยเก็บรักษาสายพนัธุจุลินทรีย  ศูนยพันธุวศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ

แหงชาติ 
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3.3.1.3 การเลี้ยงราในขวดแกวทรงกรวย 

 

เติม Tween-80 0.1% ที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แลว ลงในหลอดเก็บราจากขอ 3.3.1.2.1 

ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยอยูใน Tween-80 นับสปอรใหอยูในชวง 2x107 สปอร

ตอมล. โดยใช ฮีมาไซโทมิเตอร (haemacytometer) จากนัน้ถายสปอรแขวนลอย 1 มล. ลงใน 50 

มล.ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามสูตรอาหารสําหรับผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนส ซึ่งปรับปรุงโดย 

เอก แสงวิเชียร (2531) (ภาคผนวก ก) ซึ่งบรรจุในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มล. บมบนเครื่อง

เขยาแบบ platform shaker อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30-35 องศา

เซลเซียส) เปนเวลา 10 วัน จากนัน้กรองอาหารเลี้ยงเชือ้ผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ซ่ึง

เดกซแทรนเนสที่ไดจะอยูในสวนน้ําเลีย้ง นําสวนน้าํเลี้ยงมาวิเคราะหหาแอคติวติีของเดกซแทรน

เนส ปริมาณโปรตีน และคํานวณคาแอคตวิิตีจําเพาะตอไป 

 
3.3.2 วธิีวัดคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ 
 

การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนสทาํตามวิธีของ Fukumoto และ

คณะ (1971) โดยเตรียมซบัสเตรตเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายอะซเิตท

บัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.4 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) และ 

สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.5 มิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ข) ลงในหลอดทดลอง บมทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที เติมเดกซ

แทรนเนสอิสระ (น้ําเลีย้งเชือ้ที่ผานการกรองแยกเซลออกจากขอ 3.3.1.3) ซึ่งถูกเจือจาง 1000 เทา

ดวยอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลองที่บรรจุซับสเตรตซึ่งใหความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% ผสมใหเขากนั และบมที่อุณหภูม ิ

55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชใน

อางน้ําเดือด 5 นาท ีวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952)   

 หลอดควบคุมทําโดยเตรียมซับสเตรตเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายอะ

ซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จาํนวน 0.4 มิลลิลิตร และ สารละลายอะซิ

เตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.6 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง โดย

ไมเติมเอนไซมเดกซแทรนเนส และทําปฏกิิริยาตามขัน้ตอนขางตน 
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 สําหรับการวิเคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนส  ทีเ่วลา 0 นาที ทาํโดยเตรียมซับสเตรต 

และหลอดควบคุม โดยเมื่อเติมเดกซแทรนเนสแลวไมตองบมที ่ 55 องศาเซลเซยีส 15 นาท ี แต

นําไปแชในน้ําเดือด 5 นาทีเพื่อหยุดปฏิกิริยาทนัที  

 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดเทียบกับกราฟมาตรฐานของ D-glucose (ภาคผนวก ค) 

และสามารถวเิคราะหแอคติวิตี (หนวย/มิลลิลิตร) ไดตามสูตร 

 

คาการดูดกลนืแสงที่ 520 นาโนเมตร x จํานวนเทาของการเจือจาง x 1มิลลิลิตรเอนไซม 

คาความชนัจากกราฟมาตรฐาน x 0.1 มิลลิลิตรเอนไซม x 15 นาที x 180 

 

1 หนวยเอนไซม  (unit enzyme) คือปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสที่เปลี่ยนซับสเตรต

เดกซแทรน T-2000 น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000 ไปเปนผลิตภัณฑ (คํานวณเทยีบกบั D-glucose 1 

ไมโครโมล) ในเวลา 1 นาท ีที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส 

 
3.3.3 การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952)  
 

นําตัวอยางทีต่องการวเิคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย alkaline-copper 

reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แชในอางน้ําเดือด 15 นาที ทําใหเย็น

ลงโดยแชในอางน้ําแข็ง จากนั้นนํามาวางไวที่อุณหภูมิหอง เติม Nelson reagent (ภาคผนวก ข)  1 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัตั้งทิง้ไว 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วัดคาการดูดกลนื

แสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานที่ใชน้าํตาลกลูโคส 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 

 
3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธ ีLowry (1951) 
 

 นําตัวอยางทีต่องการวเิคราะหปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายผสม Lowry C 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มลิลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 15 นาที จึงเตมิ

สารละลายผสม Lowry D (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไว 30 นาที  

วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

เปรียบเทยีบคาของโปรตีนจากกราฟมาตรฐานที่ใช Bovine Serum Albumin (BSA)  0-200 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) และสามารถวิเคราะหปริมาณโปรตีน (หนวยคือ มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร) ไดตามสูตร 

 

คาการดูดกลนืแสงที่ 660 นาโนเมตร x จํานวนเทาของการเจือจาง 

คาความชนัจากกราฟมาตรฐาน x 1000 

 
3.3.5 การตรงึรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชกลตูารัลดีไฮดเปนสารชวยสรางพันธะ   
        โดยวิธขีอง อนันตพงษ สขุเกษ (2543) 
 

3.3.5.1 ชัง่ทรายแมน้าํที่รอนผานตะแกรงขนาด 16-20 เมช  5 กรัม ลางน้าํกลัน่ 2-3 รอบ 

3.3.5.2 เติมกรดไนตริกรอยละ 65 ในอัตราสวนทรายตอกรดเปน 1:1 โดยเขยา 200 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเทกรดออกแลวลางดวยน้ํากลั่น

หลายๆ รอบจนคาความเปนกรดดางของน้าํลางเทากับคาความเปนกรดดางของน้ํา

กลั่น นาํทรายที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ใน

ภาชนะที่ปดสนิท เพื่อเตรียมเปนตัวพยงุสําหรับตรึงรูปเดกซแทรนเนส 

3.3.5.3 เติม  2.5% กลูตารัลดีไฮดในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอรคาความเปนกรดดาง   7.0   0.5 

โมลาร 10 มิลลิลิตร เขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

3.3.5.4 เทสารละลายกลูตารัลดีไฮดทิ้ง ลางทรายดวยน้าํกลัน่โดยเขยา 200 รอบตอนาท ี เปน

เวลา 5 นาที 4 รอบ  

3.3.5.5  เติมโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอรคาความเปนกรดดาง 4.0  0.05 โมลาร 9 มิลลิลิตร และ 

เดกซแทรนเนสจากน้ําเลีย้งที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1 1 มิลลิลิตร เขยา 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา 45 นาท ี 

3.3.5.6 เทสารละลายปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บไว จากนั้นเตมิ โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรคา

ความเปนกรดดาง 4.5  0.05 โมลาร 10 มิลลิลิตร เขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาท ี

3.3.5.7  ทาํซ้ําขัน้ตอนในขอ 3.3.5.6 อีก 3 รอบ จนไดปริมาตรของสารละลายครบ 50 

มิลลิลิตร เพือ่ใชในการวัดปริมาณโปรตีนที่ไมถูกตรึง เมื่อเทยีบกบัปริมาณโปรตีนที่

วิเคราะหไดจากเอนไซมเดกซแทรนเนสอิสระจากน้ําเลีย้ง จะสามารถทราบปริมาณ

โปรตีนที่ตรึงอยูบนทรายได ซึ่งเปนวิธวีิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ถกูตรึงไดโดยทางออม  
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3.3.5.8 ทรายที่ถกูตรึงรูปแลว เก็บในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอรคาความเปนกรดดาง   4.5   

0.05 โมลาร 10 มิลลิลิตร ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3.3.6 การหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ถกูตรึงรูปบนทราย 
 

การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนสทีถู่กตรึงรูปบนทรายทําตามวิธีการของ 

อนันตพงษ สขุเกษ (2543) โดยชั่งทรายที่ตรึงรูปแลวลงในหลอดทดลอง 0.1 กรัม (100 มิลลิกรัม)  

จากนั้นเตรียมซับสเตรตเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 

โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 จํานวน 0.4 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) และ สารละลายอะซเิตท

บัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 จํานวน 0.6 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) (เทากบั 

เดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0) ผสมเขาดวยกัน 

บมที่อุณหภูม ิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี แลวจึงปเปตสารละลายนี ้ 1 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดทดลองที่บรรจุทรายตรึงรูปไว บมทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 15 นาที จากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที วิเคราะหปริมาณน้ําตาล

รีดิวซโดยวิธ ีSomogyi-Nelson (1952) และวิเคราะหแอคติวิตี  

  หลอดควบคุมทําโดยเตรียมซับสเตรตลงในหลอดทดลอง และทาํปฏิกิริยาตามขั้นตอน

ขางตน (โดยไมมีการเติมทรายตรึงรูป) 

 สําหรับการวิเคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  ที่เวลา 0 นาที ทําโดยเตรียมซับส

เตรต และหลอดควบคุมโดยเมื่อเติมซับสเตรตลงในหลอดทดลองที่มทีรายตรึงรูปอยูแลวไมตองบม

ที่ 55 องศาเซลเซียส 15 นาที แตนาํไปแชในน้าํเดือด 5 นาทีเพื่อหยุดปฏิกิริยาทนัที  

 
3.3.7 การเปรียบเทียบปรมิาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับปริมาณสารต้ังตนที่ใช   
        การวเิคราะหแอคติวิตี 

 
 ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายตามขอ 3.3.5 จากนั้นชัง่ทรายตรงึรูปในหลอดทดลอง 

0.01, 0.05 และ 0.1กรัม ชดุละ 9 หลอด เตรียมสับเสตรท เดกซแทรน T-2000 0.25% วิเคราะห

ตามขั้นตอนการตรวจสอบแอคติวิตี โดยทีแ่ตละชุดจะแบง 3 หลอด มาบมเปนเวลา 5, 15,  25 

นาที จากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาท ี วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธี 

Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟแทงเปรียบเทยีบระหวางปริมาณทราย และแอคติวิตีที่บม

ดวยเวลาตางๆกัน   
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3.3.8 การตรงึรูปเดกซแทรนเนสโดยใช โบวนี ซีรั่ม อัลบูมิน (BSA)  เปนสารชวยในการ  
        ตรึง 

 

เตรียมทรายตามขั้นตอนการตรึงรูปเอนไซมตามขอ 3.3.5.1 และ 3.3.5.2 จากนั้นเติม 

BSA 1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในน้าํกลัน่ 10 มิลลิลิตร ลงในทราย เขยา 200 รอบตอนาท ี ที่

อุณหภูมิหอง 15 นาท ี จากนั้นเติมกลูตารลัดีไฮดตามขั้นตอนการตรึงรูปเดกซแทรนเนส และแปร

ผนัปริมาณเดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยงที่ใชตรึงเปน 150, 300 และ 450 หนวย  วิเคราะหแอคติวิตี

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป เขียนกราฟแทงเปรียบเทียบระหวางแอคติวิตีของการตรึงรูปแบบใช 

BSA และ ไมใช BSA เปนสารชวยตรึง และเปรียบเทยีบปริมาณเดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยงที่ใชใน

การตรึง 

 
3.3.9 การหาคุณสมบัติของเดกซแทนเนสตรึงรูปบนทรายเปรียบเทียบกับเดกซแทรน  
        เนสอิสระ 

 
3.3.9.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระเตรียมการวเิคราะหตามวิธวีดัคาแอคติวิตีของเดกซแทรน

เนสอิสระ และ  สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปเตรียมการวิเคราะหตามวิธวีัดคาแอคติวิตีของเดกซ

แทรนเนสที่ถกูตรึงรูปบนทราย โดยบมในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิตางๆ ดงันี ้ 40 45 50 55 

60 65 70 75 องศาเซลเซยีสตามลําดับ เปนเวลา 15 นาที แลววิเคราะหแอคติวติี เปรียบเทียบ

ความสามารถในการทํางานที่แตละชวงอณุหภูมิของเดกซแทรนเนสอสิระ และเดกซแทรนเนสตรึง

รูป แสดงกราฟความสัมพนัธระหวางแอคติวิตีกับอุณหภูมิที่ใชในการบมทําปฏกิิริยา  

 

3.3.9.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรน

เนสตรึงรูป 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระเตรียมการวเิคราะหตามวิธวีดัคาแอคติวิตีของเดกซแทรน

เนสอิสระ และ  สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปเตรียมการวิเคราะหตามวิธวีัดคาแอคติวิตขีองเดกซ

แทรนเนสที่ถกูตรึงรูปบนทราย โดยซับสเตรตคือสารละลายเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ใน

สารละลายบฟัเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตางๆ ตั้งแต 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 ใน 0.05 โม
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ลาร  จํานวน 0.4 มิลลิลิตร ผสมเขาดวยกันกับ 0.6 มิลลิลิตรของบัฟเฟอรที่คาความเปนกรดดาง

ตางๆ ที่ตองการ บมในอางควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลววิเคราะหแอ

คติวิตี  โดยบฟัเฟอรที่ใชเปนตัวทําละลายมีดังนี ้

 โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

 โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  

เปรียบเทยีบความสามารถในการทํางานทีแ่ตละชวงความเปนกรดดางของเดกซแทรน

เนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูป แสดงกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตีกบัคาความเปน

กรดดางของสารผสมปฏิกิริยาที่ใชในการบมทําปฏกิิริยา  

 
3.3.10 การใชเดกซแทรนเนสตรึงรปูในการยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณ 

 

ทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 5 10 15 20 25 30 40 50 60 

70 80 90 และ 100 นาท ี

วิเคราะหโดยชั่งทรายตรึงรูป 0.1 กรัม (1.5 หนวย)  ลงในหลอดทดลอง 39 หลอด บม

สารละลาย เดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซเิตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 ที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนัน้ปเปตสารละลายลงในหลอดทดลองทีช่ั่ง

ทรายเตรียมไวหลอดละ 1 มลิลิลิตร   และอีก 13 หลอด หลอดละ 1 มลิลิลิตร  (เปนหลอดควบคุม

ไมมีทรายตรึงรูป) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งครบ

เวลา 5 นาท ีจงึนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจาก เครื่องควบคมุอุณหภูมิแบบ

เขยา จากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที สวนหลอดอื่นๆ ใหทาํปฏิกิริยาจนครบ

ตามเวลาทีก่ําหนด จึงคอยหยุดปฏิกิริยา สวนหลอดทีท่ําปฏิกิริยาตัง้แต 70 นาทขีึ้นไป ทาํโดยเมื่อ

เวลา ครบ 60 นาที ใหเติมเดกซแทรนเนสอสิระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงไปที่หลอด 70 80 90 และ

100 นาท ีทาํปฏิกิริยาตอไปอีก 10 นาท ี (หลอดที่ 70 นาที)  ทําปฏกิิริยาตอไป 20 นาที (หลอดที่ 

80 นาที) และเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงไปในหลอดที่ 90 และ 100 นาที 

และเก็บตัวอยางตามเวลา (การเตมิเดกซแทรนเนสอิสระลงไปเพื่อทราบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ทั้งหมดที่สามารถยอยสลายไดจาก เดกซแทรน 0.25%อยางสมบูรณ) เจือจางใหไดปริมาณน้าํตาล

รีดิวซที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิ ีSomogyi-Nelson 

(1952) เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และเวลาในการทาํปฏิกิริยา

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
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3.3.11 การใชเดกซแทรนเนสในการยอยเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ อยางสมบรูณ 

 
เตรียมสารละลายเดกซแทรน 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2% ใน 0.05 โมลาร 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 ใสในหลอดทดลอง ความเขมขนละ 6 หลอด 

หลอดละ 1 มลิลิลิตร บมทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนัน้เติมเดกซแทรนเน

สจากน้ําเลีย้ง 30 หนวย ลงไปทุกหลอด บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา 90 นาที จึงนาํหลอดทดลองความเขมขนละ 3 หลอดออกจาก เครื่องควบคุม

อุณหภูมิแบบเขยา และหยดุปฏิกิริยาโดยแชในอางน้ําเดือด 5 นาท ี สวนหลอดทีเ่หลือเติมเดกซ

แทรนเนสจากน้ําเลีย้ง 30 หนวย ลงไปทุกหลอด บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 

รอบตอนาที ตอไปอีก 30 นาที  จงึคอยหยุดปฏิกิริยา (เพื่อพิสูจนวาการทําปฏิกิริยารอบแรกนั้นได

ยอยเดกซแทรนอยางสมบูรณแลวเนื่องจากไมเกิดน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน) วิเคราะหปริมาณน้าํตาล

รีดิวซโดยวิธ ี Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟแสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกดิจากการยอย

สลายเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ อยางสมบูรณ 

 
3.3.12 สมบติัทางกายภาพของน้ําออย 

 
 ในขั้นตอนการเก็บตัวอยางน้าํออยจากกระบวนการผลิตในโรงงานน้าํตาลทรายนัน้

จําเปนตองมีการเก็บขอมูลตางๆของน้ําออย คือ อุณหภมูิ คาความเปนกรดดาง การวิเคราะหหา

ปริมาณเดกซแทรน และปรมิาณน้าํตาลรดีิวซ 

  โดยจะเก็บตัวอยางน้ําออยในชวงเดือน พฤศจิกายน ถงึ เดือน กุมภาพนัธ (เปนชวงหีบ

ออย) ที่โรงงานน้ําตาลท-ีเอ็น จังหวัดลพบุรี โดยผูวิจัยไดเก็บตัวอยาง วัดอณุหภูมิ โดยใช

เทอรโมมิเตอร และคาความเปนกรดดาง โดยใชกระดาษวัดคาความเปนกรดดาง บริเวณจุดรวม

น้ําออยจากลกูหีบชุดตางๆ และเก็บตัวอยางใสภาชนะซึ่งตองมกีารใชน้ํารอนฉีดลางภาชนะ เมือ่

เก็บน้าํออยแลว จะบรรจุภาชนะในถังน้าํแข็งเพื่อรักษาความเย็น จากนั้นจะฆาเชื้อที่ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เพื่อเก็บรักษาน้ําออยใหใชไดนานตลอดการทดลอง 

 การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ทาํโดยการเจือจางน้าํออยใหเหลือปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่

เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952) 

การวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย โดยวิธีการตกตะกอนดวยเอธานอล

ตามวิธีของ Keniry และคณะ (1969) โดยการนําน้ําออยตัวอยางปนแยกตะกอนดวยเครื่องหมุน
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เหวีย่งที่ความเร็ว 10000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที กรองสวนน้าํ

ใสดวยผาขาวบาง อบหลอดปนเหวี่ยงขนาด 250 มิลลิลิตร 4 หลอด จนแหง และชัง่น้าํหนักที่คงที่ 

เติมน้ําออยที่เตรียมไว หลอดละ 25 มิลลิลิตร 95% เอธานอล 75 มลิลิลิตร (เพื่อการตกตะกอน

อยางสมบูรณ) และไตรคลอโรอะซิติกแอซิด 10% 10 มลิลิลิตร (เพื่อกําจัดโปรตีน) เขยาผสม และ

ตั้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้ปนแยกตะกอนดวยเครื่องหมนุ

เหวีย่งที่ความเร็ว 12000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บรวบรวม

ตะกอน โดยเทสวนน้าํใสทิง้ และนาํหลอดไปอบแหงเพือ่ระเหยน้ําออกจากตะกอน ละลายตะกอน

อีกครั้งดวยน้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร ปนแยกตะกอนดวยเครื่องหมนุเหวี่ยงที่ความเรว็ 12000 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และเก็บเฉพาะสวนน้ําใส (อบหลอดปนเหวีย่ง

ขนาด 250 มิลลิลิตร 4 หลอด จนแหง และชั่งน้ําหนกัที่คงที่) นําสวนน้าํใสตกตะกอนตามขัน้ตอน

แรกอีกครั้ง และเก็บรวบรวมตะกอน เพื่อช่ังน้าํหนักตะกอนที่ไดคือ เดกซแทรน และวิเคราะหไดเปน

รอยละของปริมาณเดกซแทรนในน้าํออย 

 
3.3.13 การยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณดวยเดกซแทรนเนสตรึงรูปในสารละลาย  
         บฟัเฟอร และในน้าํออย  

  

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้10 20 30 40 50 60 และ 70 

นาท ี

วิเคราะหโดยชั่งทราย 0.01, 0.05 และ 0.1 กรัม (0.15, 0.75 และ 1.5 หนวย ตามลําดับ)  ลง

ในหลอดทดลองปริมาณทรายละ 42 หลอด บมสารละลายเดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซิ

เตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 และบมเดกซแทรน 0.25%ในน้าํออย ( sonicate ละลาย

เดกซแทรน T-2000 ลงในน้าํออย เนื่องจากปริมาณเดกซแทรนทีม่ีอยูจริงในน้าํออยนั้นนอยมาก) ที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนัน้ปเปตสารละลายแตละตัวอยางลงในหลอด

ทดลองที่ชั่งทรายเตรียมไวหลอดละ 1 มลิลิลิตร ตัวอยางละ 21 หลอด   และอกีตัวอยางละ 7 

หลอด หลอดละ 1 มิลลิลติร  (เปนหลอดควบคุมไมมีทรายตรงึรูป) บมที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งครบเวลา 5 นาที จงึนาํหลอดทดลองที่ตองการทํา

ปฏิกิริยา 5 นาทีออกจากเครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา และหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 

5 นาท ีสวนหลอดอื่นๆ ใหทาํปฏิกิริยาจนครบตามเวลาที่กําหนด จึงคอยหยุดปฏิกริิยา เจือจางให

ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมสาํหรบัการวิเคราะหโดยวิธี Somogyi-Nelson (1952) เขียน

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และเวลาในการทาํปฏิกิริยาของเดกซแทรน
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เนสตรึงรูป โดยเปรียบเทียบการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูประหวางภาวะบัฟเฟอร และภาวะ

น้ําออย  

 
3.3.14 การใชวิธ ีไดแอลซิิส เพื่อทดสอบความสามารถในการทํางานของเดกซแทรน   
         เนสในน้ําออย 

 
วิธีเตรียมถงุไดแอไลส  

 

นําถงุไดแอไลส (ที่มีรูผานของมวลโมเลกุลระหวาง 120-14,000) ตัดใหไดขนาดยาว

ประมาณ 10 เซนติเมตร 9 ถงุ จากนัน้ตมในEDTA 0.01% 10 นาที จากนัน้ลางน้ํากลัน่หลายๆ 

รอบจนสะอาด  

 

เตรียมการทดลอง ดังนี ้

- เตรียมเดกซแทรน 2% ในน้าํออย 30 มิลลิลิตร  

- เตรียมเดกซแทรน 2%ในโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร  0.05 โมลาร  คาความเปน

กรดดาง 4.5 10 มิลลิลิตร 

- เตรียมเดกซแทรน 2%ในโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร  0.05 โมลาร  คาความเปน

กรดดาง 5.0 10 มิลลิลิตร 

 นําสารละลายที่เตรียมไวทั้งหมดบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

จากนั้น  

- Flask ที ่1  ใสเดกซแทรน 2% ในน้าํออย 10 มิลลิลิตร  

- Flask ที่ 2  ใสเดกซแทรน 2% ในน้ําออย 10 มิลลิลิตร จากนัน้เติมเดกซแทรน

เนสอิสระ 15 หนวย 

- Flask ที่ 3  ชั่งทรายตรึงรูปดวยเดกซแทรนเนส 15 หนวย ใสเดกซแทรน 2% ใน

น้ําออย 10 มลิลิลิตร  

- Flask ที่ 4  ใสเดกซแทรน 2%ในโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร  0.05 โมลาร คา

ความเปนกรดดาง 4.5 10 มิลลิลิตร จากนัน้เติมเดกซแทรนเนสอิสระ 15 หนวย 

- Flask ที่ 5  ชั่งทรายตรึงรูปดวยเดกซแทรนเนส 15 หนวย ใสเดกซแทรน 2%ใน

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 10 มิลลิลิตร 



 55 

 นาํ flask ทั้งหมด 5 flask บมที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้น

หยุดปฏิกิริยาโดยนํา flask ทั้งหมด แชในอางน้ําเดือด 5 นาที ดูดสารละลายของแตละ flask ไว 

0.1 มิลลิลิตร เพื่อเจือจางใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมสาํหรบัการวิเคราะห และวิเคราะห

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี Somogyi-Nelson (1952)  สําหรับ flask ที่ 4 และ 5 จะทาํการเตมิ

เดกซแทรนเนสอิสระลงไปอีก 15 หนวย จาํนวน 3 คร้ัง ทําปฏิกิริยาเพิม่อีก 120 นาที และวิเคราะห

น้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการเตมิเอนไซมแตละครั้ง (เพื่อการยอย เดกซแทรน 2% อยางสมบูรณ) สวน

สารละลาย จาก flask ที ่1, 2 และ 3 ซึง่มีสารละลาย flask ละ 10 มลิลิลิตร แบงใสถุง ไดแอไลส 

จํานวน 9 ถงุ โดยแยกแตละตัวอยางออกจากกนั ทาํวธิีไดแอลิซิส โดยนําถงุที่เปนตวัอยางเดยีวกัน 

ใสลงในบีกเกอรที่มีน้าํกลัน่อยูนอกถุงปริมาตร 1 ลิตร    ( ดังนัน้จงึมีทั้งหมด 3 บกีเกอร สาํหรบั 3 

ตัวอยาง) โดยจะมีการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดในน้าํกลั่นของทกุๆรอบ และเปลีย่น

น้ํากลัน่จนกระทั่งไมมีน้าํตาลรีดิวซออกมาจากถงุ ไดแอไลส อีก  ซึง่พบวาไดทาํการเปลี่ยนน้ํากลัน่

ทั้งหมด 3 ลิตร เปนเวลา 3 วัน  และวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซทั้งหมดทีม่ีอยูในน้ํากลัน่ 3 ลิตร 

โดยวิธ ีSomogyi-Nelson (1952) (แยกเปนของ 3 ตัวอยาง) เพื่อวิเคราะหไดวา 

- Flask ที่ 1 จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูในน้าํกลั่น 3 ลิตร ปริมาณ

นอยซึง่เปนน้าํตาลรดีิวซที่มอียูในน้าํออยเทานั้น เนื่องจากไมเกิดปฏกิิริยาจาก

เอนไซม (สวนปริมาณเดกซแทรนที่อยูในถุง ไดแอไลส จะมีปริมาณเทาเริ่มตน) 

-  Flask ที่ 2 จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูในน้าํกลั่น 3 ลิตร ปริมาณ

มาก เนื่องจากเปนน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในน้ําออย และจากการเกิดปฏกิิริยาจาก

เดกซแทรนเนสอิสระ (สวนปริมาณเดกซแทรนที่อยูในถงุ ไดแอไลส จะมี

ปริมาณนอย หรือ ไมมี) 

- Flask ที่ 3 จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูในน้าํกลั่น 3 ลิตร ปริมาณ

มาก เนื่องจากเปนน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในน้ําออย และจากการเกิดปฏกิิริยาจาก

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย (สวนปริมาณเดกซแทรนที่อยูในถงุไดแอไลส จะ

มีปริมาณนอย หรือ ไมมี) 

นําสารละลายในถุงไดแอไลส ของแตละตัวอยางมาปรบัปริมาตรใหเทากนั จากนัน้ปเปต

มาตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร เพื่อทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสอิสระ 300 หนวย เปนเวลา 90 นาที

(เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการยอยเดกซแทรนทีเ่หลืออยูในสารละลายอยางสมบูรณ) เจือจางใหได

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี

Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟแสดงความสมัพนัธระหวางปรมิาณน้าํตาลรีดิวซนอกถุง ได
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แอไลส และ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากเดกซแทรนภายในถุงไดแอไลส ของแตละตัวอยาง และ

เปรียบเทยีบกบัปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกิดจาก flask ที ่ 4 และ flask ที ่ 5 จากการทดลองนี้จะ

สามารถวิเคราะหความสามารถในการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสที่ตรึง

บนทรายในภาวะน้ําออยได 

 
3.3.15 การเกิดน้ําตาลรีดิวซจากขั้นตอนการวิเคราะหตางๆ  
 

การเกิดน้ําตาลรีดิวซเนื่องจากการสัมผัสกับความรอนในขั้นตอนตางๆ ของการวิเคราะห

แอคติวิตี 

 วิเคราะหโดยเตรียมสารละลายน้าํตาลทราย 20% โดยใช magnetic stirrer 15 นาที และ 

sonicator  15 นาที จากนัน้ เจือจางสารละลายน้ําตาลทรายใหเปน 5% 10% 13% 15% 20% 

โดยในแตละหลอดจะปเปตสารละลาย 1 มิลลิลิตร และใหหลอดควบคุมคือน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร 

แบงการทดลองเปน 4 สวนคือ ชุดที ่ 1 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-

Nelson ทันท ีชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีและ 15 นาท ีชุดที ่3 ตม

ในน้าํเดือด 5 นาที สวนชุดที่ 4 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีและ 15 นาท ี

และตมในน้าํเดือด 5 นาที จากนั้น ชุดที ่ 2, 3 และ 4 วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซตามวธิีของ 

Somogyi-Nelson แสดงกราฟความสมัพันธระหวางปริมาณน้าํตาลรีดิวซกับสารละลายน้ําตาล

ทรายที่ความเขมขนตางๆ จากการทดลองทัง้ 4 ชุด เพื่อวเิคราะหไดวาจากขั้นตอนใดในการ

วิเคราะหแอคติวิตีเปนสาเหตุใหเกิดการสรางน้าํตาลรีดวิซจากน้าํตาลทราย 

 
3.3.16 การหยุดปฏิกริิยาโดยใชเอธานอล และเมธานอล แทนการตมหยุดปฏิกิรยิา 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระทําปฏิกิริยาตามวธิีวัดคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ 

และสําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปทําปฏิกิริยาตามวิธวีัดคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ถูกตรึงรูป

บนทราย โดยซับสเตรตคือ สารละลายเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายน้ําตาล

ทราย 13% และบมเปน 3 แบบ แบบละ 3 ชุดการทดลอง คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 10 นาท ี 15 นาที และ 20 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยชุดที่ 1 การตมในน้าํเดือด 5 นาที ชุดที ่ 2 

การเติม absolute เอธานอล 0.1 มิลลิลิตร 5 นาที และชุดที่ 3 การเติม absolute เมธานอล 0.1 

มิลลิลิตร 5 นาที เขียนกราฟแทงแสดงความสัมพันธระหวางน้ําตาลรีดิวซ และการหยุดปฏิกิริยา

ดวยวิธีตางๆ 
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3.3.17 การหาคา residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน ท-ี2000 ใน  
         สารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระ  

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26%ในโซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 4.5   400 มิลลิลิตร (  คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทาํงานสาํหรับเดกซแทรน

เนสอิสระ)  

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย  32.5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร   คาความเปน

กรดดาง 4.5 50 มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 4.5  200 มิลลิลิตร 

 

ในการหา Residential time จะใชสารละลายทีม่ีความเขมขนตางกันดังนี ้

1. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 14 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 42 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 28 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 28 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 42 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 14 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 56 มิลลิลิตร  

5.   เดกซแทรน 2.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 32.5% 56 มลิลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 70 มิลลิลิตร  

 

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 30 40 50 และ 

60 นาที และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3, 3, 30 หนวย/มลิลิลิตร   
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วิเคราะหโดยปเปตสารละลายเดกซแทรน 0.5% ลงในหลอดทดลองที่เตรียมไวความเขมขนละ 

128 หลอด (สําหรับเวลาตางๆ 8 เวลา และ แยกเปนเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3, 3, 30 หนวย/

มิลลิลิตร  )  หลอดละ 0.9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีเติมเดกซ

แทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย/มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง 24 หลอดที่บรรจุซับสเตรต (เนื่องจาก

อีก 8 หลอด เปนหลอดควบคุม ซึง่จะประกอบดวยซับสเตรต 0.9 มิลลิลิตร และ บัฟเฟอร 0.1 

มิลลิลิตร) ผสมใหเขากนั และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ี

จนกระทั่งครบเวลา 5 นาท ีจงึนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจากเครื่องควบคุม

อุณหภูมิแบบเขยา และหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดอืด 5 นาที สวนหลอดอืน่ๆ ใหทาํปฏิกิริยา

จนครบตามเวลาที่กาํหนด จึงคอยหยุดปฏิกิริยา สวนหลอดที่ 60 นาที ทําโดยเมื่อเวลา ครบ 50 

นาท ี ใหเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร ลงในหลอดที ่ 60 นาท ีและทาํปฏิกิริยาตอไป

อีก 10 นาที (เพื่อทราบปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มใีนสารตั้งตน) จึงคอยหยุดปฏิกิริยา เจือจาง

ใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีเ่หมาะสมสาํหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดย

วิธี Somogyi-Nelson (1952)   

ทดลองโดยใชเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3, 3, 30 หนวย/มิลลิลิตร วิเคราะหโดยใชสารละลาย

เดกซแทรนที่ความเขมขนอื่นตอไปตามลําดับ เชนเดียวกับวธิีการขางตน  เขยีนกราฟแสดง 

residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอสิระ 

  
3.3.18 การทาํบริสทุธิข์องเดกซแทรนเนส 

 
3.3.18.1 การตกตะกอนเดกซแทรนเนสดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

 

นําสวนน้ําใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 (crude 

enzyme) มาวัดปริมาตร ตรวจสอบโปรตีน และแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส เติมผงแอมโมเนียม

ซัลเฟตที่บดอยางละเอียดลงไปอยางชาๆ พรอมทัง้กวนเบาๆ ตลอดเวลาที ่4 องศาเซลเซียส เพื่อให

ไดความเขมขนคือ 0-30% หลังจากนั้นกวนเบาๆ อีก 3-4 ชั่วโมง นาํไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 

12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 30 นาท ี แยกตะกอนที่ไดไวโดยละลายตะกอนดวย 0.05 โมลาร 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 ในปริมาณทีน่อยทีสุ่ด จากนัน้นาํสวนน้าํใสที่

เหลือไปตกตะกอนซ้าํตามวธิีดังกลาวที่แอมโมเนยีมซัลเฟต 30-50% 50-70% และ 70-90% เก็บ

ตะกอนที่ไดในแตละชวงมาไดแอไลสขามคืน (16 ชั่วโมง) ดวย 0.05 โมลาร โซเดียมอะซิเตท

บัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 จากนัน้ทาํ รีเวอรสไดแอไลสดวย 30% กลีเซอรอลใน 0.05 โม
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ลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 4 ชั่วโมง ตรวจสอบโปรตีน 

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และแอคติวิตีของอินเวอรเทส 

 

3.3.18.2  การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

 

นําโปรตนีที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตชวงที่มีแอคติวิตีสูง คํานวณ

ปริมาณโปรตีนในการ load ลงคอลัมน โดยจะทาํการ load โปรตีน 2 มิลลิลิตร คํานวณ bed 

volume (45 มิลลิลิตร) และ bed time (90 นาที) ที่จะใชในการชะคอลัมน โดยจะใชอัตราการไหล 

0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี โดยเก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนลําดับสวนละ 2 มิลลิลิตร เมื่อผาน

โปรตีนลงไปในคอลัมนโปรตีนสวนที่ไมจบักับ DEAE-BioGel A (unbound fraction) จะถกูชะออก

ดวย 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 180 นาที 

(ติดตามโปรตีนโดยดูคาการดูดกลืนแสงที ่ 280 นาโนเมตร จนมีคาเขาใกลศูนย) จากนัน้ชะโปรตีน

ที่ติดอยูกับเจล (bound fraction) ออกดวยเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร ใน 

0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 270 นาที  จากนัน้

ชะโปรตีนที่ตดิอยูกับเจลอยางแนนออกดวยเกลือโซเดียมคลอไรด 1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร 

ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 450 นาที เก็บตัวอยางทั้งหมด จด

บันทกึคาปริมาณโปรตีนที่คาการดูดกลนืแสงที ่ 280 นาโนเมตร  และนํามาตรวจสอบแอคติวิตีใน

ชวงแรกๆ ทุกๆ 5 หลอด สวนในชวงทีม่ีปริมาณโปรตีนมาก (ชวง bound fraction) จะวิเคราะห

ทุกๆ ตัวอยาง จากนั้นรวมเอาตัวอยางที่มแีอคติวิตีเดกซแทรนเนสสงูๆ ไวดวยกนั และลดปริมาตร

ตัวอยางโดยวธิี concentrating centrifugation ที่ 5,000 รอบตอนาท ี10 นาที ดวย concentrator 

tube ที่มีเมมเบรนซึ่งมีคา molecular weight cut off ที่ 10,000 ดาลตัน จากนั้นไดแอไลสขามคืน 

(16 ชั่วโมง) ดวย 0.05 โมลาร โซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 จากนัน้ทาํ รี

เวอรสไดแอไลสดวย 30% กลีเซอรอลใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปน

กรดดาง 4.5 เปนเวลา 4 ชัว่โมง ตรวจสอบโปรตีน แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสที่

ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ 
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3.3.18.3 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสทุธิโ์ดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

              โดยใชเกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรด 0-0.5 โมลาร 

 

        เนื่องจากการทําเดกซแทรนเนสบริสุทธิ์ในขอ 3.3.18.2 โดยใชเกรเดียนตของเกลือ

โซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 

7.5 นั้นไมสามารถแยกเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสออกจากกันได จึงทําการแยกเอนไซมทั้ง

สองโดยการเปลี่ยนเปนเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรด 0-0.5 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-

ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 ซึ่งเปลี่ยนเปนคอลมันเล็ก โดยจะทําการ load 

โปรตีน 0.46 มิลลิลิตร คํานวณ bed volume (9.54 มิลลิลิตร) และ bed time (19.0755 นาที) ที่

จะใชในการชะคอลัมน โดยจะใชอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที โดยเก็บสารละลายที่ออกมา

จากคอลัมนลําดับสวนละ 1 มิลลิลิตร เมื่อผานโปรตีนลงไปในคอลัมนโปรตีนสวนที่ไมจบักับ 

DEAE-BioGel A (unbound fraction) จะถูกชะออกดวย 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร 

คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 40 นาที (ติดตามโปรตีนโดยดูคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโน

เมตร จนมีคาเขาใกลศูนย) จากนั้นชะโปรตีนที่ติดอยูกบัเจล (bound fraction) ออกดวยเกรเดีย

นตของเกลือโซเดียมคลอไรด 0-0.5 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความ

เปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 100 นาท ี  จากนั้นชะโปรตีนที่ติดอยูกับเจลอยางแนนออกดวยเกลือ

โซเดียมคลอไรด 1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 

7.5 เปนเวลา 100 นาท ีจากนั้นเก็บตัวอยางมาวิเคราะหตามขั้นตอนในขอ 3.3.18.2 

 
3.3.19 การหาคา residential time และคา Km Vmax ของ เดกซแทรนเนสอิสระ    
           (DEAE)  เทียบกบัเดกซแทรนเนส (DEAE) ตรึงรูปบนทราย  ตอเดกซแทรน ท-ี  
           2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 
 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระ  

 

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26% ในโซเดียมอะซเิตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 4.5 400 มิลลิลิตร    ( คาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในการทํางานสําหรับเดกซแทรน

เนสอิสระ)  

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 4.5 200 มิลลิลิตร 
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ในการหา residential time จะใชสารละลายทีม่ีตางกนัดังนี ้

1. เดกซแทรน 0.1% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 2.8 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 53.2 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 14 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 42 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 28 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 28 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 56 มิลลิลิตร  

 

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 40 60 80 100 

และ 120 นาท ีและแปรผันของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3 และ 1 หนวย/มิลลิลิตร   

วิเคราะหโดยปเปตสารละลายเดกซแทรน 0.1% ลงในหลอดทดลองที่เตรียมไวความเขมขนละ 

108 หลอด (สําหรับเวลาตางๆ 9 เวลา และ แยกเปนเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3, 1 หนวย/

มิลลิลิตร  )  หลอดละ 0.9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีเติมเดกซ

แทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย/มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง 24 หลอดที่บรรจุซับสเตรต (เนื่องจาก

อีก 8 หลอด เปนหลอดควบคุม ซึง่จะประกอบดวยซับสเตรต 0.9 มิลลิลิตร และ บัฟเฟอร 0.1 

มิลลิลิตร) ผสมใหเขากนั และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ี

จนกระทั่งครบเวลา 5 นาที จึงนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจาก เครื่อง

ควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที สวนหลอดอืน่ๆ ให

ทําปฏิกิริยาจนครบตามเวลาที่กาํหนด จึงคอยหยุดปฏิกริิยา สวนหลอดที่ 100 และ 120 นาท ีทาํ

โดยเมื่อเวลา ครบ 80 นาที ใหเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงในหลอดที่ 100 และ 

120 นาท ี ทาํปฏิกิริยาตอไปอีก 10 และ 20 นาที ตามลําดับ (เพื่อทราบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ทั้งหมดทีม่ีในสารตั้งตน) จึงคอยหยดุปฏิกิริยา เจือจางใหไดปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหมาะสม

สําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธ ีSomogyi-Nelson (1952)   
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ทดลองโดยใชเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 และ 1 หนวย/มิลลิลิตร  และจึงวิเคราะหโดยใช

สารละลายเดกซแทรนที่ความเขมขนอืน่ตอไปตามลําดับ เชนเดียวกบัวิธีการขางตน  เขียนกราฟ 

residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอสิระ  

เนื่องดวยการยอยสลายเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสตรึงรูปจากการทดลองขางตนนัน้ ทาํ

การเก็บตัวอยางที่ระยะหางของเวลานานเกินไป ในการทดลองตอไปจึงทาํการเก็บตัวอยางในชวงที่

ถี่มากขึน้ และศกึษาความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่เหมาะสมในการยอยมากยิง่ขึ้น โดยจะ

ทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 และ 35

นาท ี และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.5, 0.75 และ 1 หนวย/มลิลิลิตร  เขียน

กราฟแสดง residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระ และเขียนกราฟ Lineweaver-Burk Plot  

เพื่อวิเคราะหคา Km และ Vmax  

 

สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

 

-  ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว โดยใชเอนไซมเร่ิมตน

ในการตรึง ซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26%ในโซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 5.0 มิลลิลิตร 400 มิลลิลิตร (คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานสาํหรับเดกซ

แทรนเนสตรงึรูป) 

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 5.0 200 มิลลิลิตร 

 

ในการหา residential time จะใชสารละลายทีม่ีความเขมขนตางกันดงันี ้

1. เดกซแทรน 0.1% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลาย น้าํตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 2.8 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 67.2 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 14 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 56 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 
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สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 28 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 42 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 70 มิลลิลิตร  

 

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 30 40 50 และ 

60 นาที และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.074 และ 1.977 หนวย/

มิลลิลิตร  (ทาํโดยการชัง่ทราย 0.1 กรัม) 

วิเคราะหโดยชั่งทราย 0.1 กรัมลงในหลอดทดลอง 24 หลอด บมสารละลายเดกซแทรน 0.1%

ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี จากนัน้ปเปตสารละลายเดกซแทรน 0.1%ลงใน

หลอดทดลองที่ชั่งทรายเตรียมไว 24 หลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร   และอีก 8 หลอด หลอดละ 1 

มิลลิลิตร  (เปนหลอดควบคุม) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที 

จนกระทั่งครบเวลา 5 นาที จึงนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจาก เครื่อง

ควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที สวนหลอดอืน่ๆ ให

ทําปฏิกิริยาจนครบตามเวลาที่กาํหนด จงึคอยหยุดปฏิกริิยา สวนหลอดที่ 60 นาท ีทําโดยเมื่อเวลา 

ครบ 50 นาท ี ใหเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร  และทาํปฏกิิริยาตอไปอีก 10 นาที 

(เพื่อทราบปรมิาณน้าํตาลรดีิวซทัง้หมดทีม่ีในสารตั้งตน) จึงคอยหยุดปฏิกิริยา เจือจางใหได

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี

Somogyi-Nelson (1952)   

จากนั้นจงึวเิคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรนที่ความเขมขนอื่นตอไปตามลําดับ

เชนเดียวกับวธิีการขางตน  เขียนกราฟแสดง residential time สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปบน

ทราย และเขียนกราฟ Lineweaver-Burk Plot  เพื่อวเิคราะหคา Km และ Vmax  
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3.3.20 การหาจํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรปู 
 

-  ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว โดยใชเอนไซมเร่ิมตน

ในการตรึง ซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26%ในโซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 5.0 มิลลิลิตร 120 มิลลิลิตร (คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานสาํหรับเดกซ

แทรนเนสตรงึรูป) 

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 5.0 50 มลิลิลิตร 

 

ในการทดสอบการใชซ้ําเดกซแทรนเนสตรึงรูปจะใชสารละลายที่มีความเขมขนตางกันดังนี ้

1. เดกซแทรน 0.1% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 1 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 24 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 5 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 20 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 10 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 15 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 25 มิลลิลิตร  

 

การทดลองจะใชความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.074 และ 1.977 หนวย/

มิลลิลิตร โดยจะทาํการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบมกับสารละลายความเขมขนตางๆ ที่เตรียมไวที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที ใชซ้าํจํานวน 6 รอบ โดยแตละรอบจะมีการลาง

ทรายตรึงรูปดวยดวยอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 1 มิลลิลิตร เปนเวลา 

5 นาที  

วิเคราะหโดยชั่งทรายความเขมขนละ 0.1 กรัม ลงในหลอดทดลอง 12 หลอด บมสารละลาย

เดกซแทรนที่เตรียมไวทั้งหมดบมที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี จากนัน้ปเปต
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สารละลายแตละความเขมขนลงในหลอดทดลองที่ชั่งทรายไวแลว (1.074 หนวย 3 หลอด และ 

1.977 หนวย 3 หลอด) หลอดละ 1 มิลลิลิตร และอีก 1 หลอด (เปนหลอดควบคุม) บมที่อุณหภมูิ 

55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 นาที จากนั้นดูดสารละลายออกมา

เพื่อหยุดปฏิกริิยาโดยแชในอางน้ําเดือด 5 นาที จากนัน้เติมโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร 

คาความเปนกรดดาง 5.0 ลงในหลอดทดลองที่มทีรายตรึงรูปที่ใชแลว หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยา 

200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที เพื่อลางทราย จากนั้นเทบฟัเฟอรทิ้ง (เหลือเดกซแทรนเนสตรึง

รูปบนทรายไว) และเติมสารละลายเดกซแทรนซับสเตรตที่เตรียมไวลงในหลอดทดลองดังที่ปฏิบตัิ

มาขั้นตน ทําซ้าํวิธีดงักลาวจนครบ 6 รอบ สวนสารละลายที่ผานการทาํปฏิกิริยา และหยุดปฏิกิริยา

แลวนั้น เจือจางใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟเปรียบเทียบระหวางปริมาณน้าํตาล

รีดิวซที่ไดจากปฏิกิริยา กบัคร้ังที่ทาํปฏกิิริยา และคํานวณประสทิธิภาพการทาํงานที่ลดลงของ

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย และจาํนวนครั้งที่เหมาะสมในการใชซ้ํา 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 

 

4.1 การผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากจลุินทรยี 
 

เมื่อเลี้ยง Penicillium sp. สายพนัธุ  SMCU 3-14 บนอาหารแข็งเอียง (slant agar) แลว

ถายสปอรแขวนลอยลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามสูตรอาหารสําหรับผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนส 

เมื่อนําสวนน้าํเลี้ยงมาวิเคราะหหาแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตอ เดกซแทรน T-2000  0.25% ใน

ภาวะการทาํงานที่ 55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 4.5  พบวาแอคติวิตขีองเดกซแทรน

เนสที่ไดเทากบั 243.50 หนวยตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเทากับ 1.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ

คํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะไดเทากับ 226.51 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แสดงผลดังตารางที่ 4.1 

 
4.2 ผลการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชกลูตารลัดีไฮดเปนสารชวยสรางพันธะ   

   

 ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทราย โดยใชทรายแมน้ํา 16-20 เมช 5 กรัม ซึ่งเตรียม 

ทรายโดยวิธกีารลางดวยกรดไนตริกเขมขน จากนัน้ตรึงรูปโดยใชกลตูารัลดีไฮดเปนสารชวยในการ

ตรึง โดยเดกซแทรนเนสอิสระที่ใชตรึงเปนเดกซแทรนเนสที่ไดจากน้าํเลี้ยงเชื้อ Penicillium sp. 

สายพนัธุ  SMCU 3-14 ซึ่งมีแอคติวิตีประมาณ 250 -300 หนวยตอมิลลิลิตร จากนัน้วิเคราะหหา

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายตอ เดกซแทรน T-2000  0.25% ในภาวะการทํางานที ่

55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0  พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดเทากบั 

4.33 หนวยตอทราย 5 กรัม ปริมาณโปรตนีเทากับ 0.14 มิลลิกรัมตอทราย 5 กรัม  และคํานวณคา

แอคติวิตีจําเพาะไดเทากับ 31.34 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แสดงผลดงัตารางที ่4.1 
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ตารางที่ 4.1 แสดงผลการวเิคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ เทยีบกับแอคติวิตีของเดกซ

แทรนเนสตรงึรูป 

 

เอนไซม โปรตีน แอคติวิตี แอคติวิตีจําเพาะ 

เดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยง 1.075 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร 

243.50 หนวย/

มิลลิลิตร 

226.51หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 

เดกซแทรนเนสที่ตรึงบน

ทราย 

0.14 มิลลิลิกรัม/ทราย 

5 กรัม 

4.33 หนวย/ทราย 5 

กรัม 

31.34 หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 

 

จากตารางที่ 4.1 พบวา       การตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายดวยกลูตารัลดีไฮดนั้นให

แอคติวิตีนอยมากเมื่อเทยีบกับเดกซแทรนเนสในรูปอิสระ เมื่อวิเคราะหแอคติวิตีโดยการชั่งทราย 

0.1 กรัม ดังนั้นจึงมกีารตั้งสมมตฐิานวา ปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายที่ใชในการ

วิเคราะหนัน้อาจมีปริมาณมากเกนิไป สงผลใหเกิดการยอยเดกซแทรนหมดภายในเวลาอันสั้น 

(กอนเวลา 15 นาที) จงึทําใหแอคติวิตีที่ไดนอยเกนิความเปนจริง การทดลองตอไปจึงแปรผัน

ปริมาณเดกซแทรนเนสตรงึรูปบนทราย ในการวิเคราะหแอคติวิตี เพื่อใหมีปริมาณที่เหมาะสมกับ

ปริมาณซับสเตรตที่ใช 
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4.3 ผลการทดลองเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูป เทียบกบัปรมิาณสารตั้งตน  
     ทีใ่ชในการวิเคราะหแอคติวิตี 
  

เปรียบเทยีบปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตี โดยชั่ง

ทรายที่ตรึงรูปดวยเดกซแทรนเนส (ตามขอ 3.3.5) ที่มปีริมาณ 0.01, 0.05 และ 0.1กรัม แลวนาํมา

ทําปฏิกิริยาตอซับสเตรต เดกซแทรน T-2000  0.25% เปนเวลาตางๆ คือ 5 15 และ 25 นาท ีใน

ภาวะการทํางานที่ 55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0 จากผลการทดลองในรูปที ่ 4.1 

พบวาปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหแอคติวิตี คอื 0.01 กรัม 

ซึ่งใหแอคติวิตสูีงสุดคือ ประมาณ 10 หนวยตอทราย 1 กรัม ทั้งนี้เนือ่งจากทราย 0.01 กรัม มี

ปริมาณเอนไซมที่ทาํปฏิกิริยากับซับสเตรตแลวใหแอคติวิตีของเอนไซมคงทีท่ี่เวลาตาง ๆ (ซับส

เตรตมากเกนิพอในการทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.01 กรัม) แตสําหรับทราย 

0.05 และ 0.1 กรัม เปนปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายที่มหีนวยของเอนไซมมากเกินพอ

เมื่อเทียบกับปริมาณซับสเตรต ดังนั้นจงึเกิดการยอยซบัสเตรตที่สมบูรณกอนเวลา 15 และ 25 

นาที เมื่อหาแอคติวิตีของเอนไซมตองมกีารคํานวณเทยีบตอ 1 นาที เวลาที่นาํมาใชคํานวณจึง

เกินไปจากความเปนจริง สงผลใหแอคติวิตีที่คํานวณไดนอยกวาแอคติวิตีทีแ่ทจริงของเอนไซม 

ดังนัน้ในการทดลองตอ ๆ ไปในการวิเคราะหแอคติวิตีเดกซแทรนเนสตรึงรูปจึงใชเดกซแทรนเนสต

รึงรูปบนทรายในการวิเคราะห 0.01 กรัม จากคาแอคตวิิตีที่ถกูตอง และแมนยาํ  จงึทาํใหการตรึง

รูปเดกซแทรนเนสไดแอคติวิตีดังตารางที ่4.2 
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           เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.01 กรัม         

          เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.05 กรัม           

         เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.10 กรัม 
 
 
 
รูปที่ 4.1 กราฟแทงแสดงความสัมพนัธระหวางแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป กับเวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณตางๆ ที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตี 
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ตารางที่ 4.2 แสดงผลการวเิคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนสอิสระเทียบกับแอคตวิิตีของเดกซ  

                   แทรนเนสตรึงรูป (ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายในการวิเคราะห 0.01 กรัม) 

 

 

 

การทดลองตอไปจะปรับปรุงวิธีการตรึงรูปเดกซแทรนเนส เพื่อใหไดแอคติวิตีที่สูงขึ้น 

เนื่องจากทรายที่ใชในการตรึงรูปมีรูพรุนมาก และซับสเตรตที่ใช คือ เดกซแทรนซึง่มีน้าํหนัก

โมเลกุลสูง (น้ําหนกัโมเลกลุเทากับ 2,000,000 ดาลตัน) ซับสเตรตอาจมีการเขาทาํปฏิกิริยากับ

เอนไซมไดยาก จึงทดลองใชโปรตีน โบวนี ซีร่ัม อัลบูมนิ ในการเขายดึเกาะภายในรูพรุนของทราย

กอน แลวจงึสรางพนัธะกับกลูตารัลดีไฮด เพื่อใหเดกซแทรนเนสนัน้ยดึเกาะอยูบริเวณผิวภายนอก

ของเม็ดทราย ซึ่งอาจสงผลใหความสามารถในการทาํปฏิกิริยากับซบัสเตรตไดดียิ่งขึ้น 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

เอนไซม โปรตีน แอคติวิตี แอคติวิตีจําเพาะ 

เดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยง 1.193 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร 

247.8 หนวย/

มิลลิลิตร 

236หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 

เดกซแทรนเนสที่ตรึงบนทราย 0.56 มิลลิกรัม/ 5 กรัม 

ทราย 

50 หนวย/ 5 กรัม 

ทราย 

89 หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 
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4.4 ผลการทดลองตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใช โบวีน ซีรั่ม อัลบูมิน (BSA) เปนสารชวย 
     ในการตรึง 
 

เตรียมทรายตามขั้นตอนการตรึงรูปเอนไซมโดยใชโบวนี ซีร่ัม อัลบูมิน 1 มลิลิกรัม/

มิลลิลิตร ในน้ํากลัน่ 10 มิลลิลิตร เปนตัวยึดเกาะกับรูพรุนของเม็ดทราย จากนั้นจึงใชกลูตารัลดี

ไฮดเปนตัวสรางพันธะยึดเกาะระหวาง โบวีน ซีร่ัม อัลบูมิน กับ เดกซแทรนเนสอิสระ โดยแปรผัน

ปริมาณเดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยงที่ใชตรึงเปน 150, 300 และ 450 หนวย  วิเคราะหแอคติวิตีของ

เดกซแทรนเนสตรึงรูป เปรียบเทยีบระหวางแอคติวิตีของการตรึงรูปแบบใช โบวนี ซีร่ัม อัลบูมนิ 

และ ไมใช โบวีน ซีร่ัม อัลบูมิน เปนสารชวยตรึง จากรปูที่ 4.2 พบวาการใช โปรตีน โบวีน ซีร่ัม อัลบู

มิน เปนสารชวยตรึงรูปนัน้ไมสงผลใหการตรึงรูปดีขึ้น อีกทัง้ทาํใหเอนไซมที่ถูกตรึงมแีอคติวิตีลดลง

มาก คืออยูในชวง 3-9 หนวยตอทราย 1 กรัม เทานัน้ เมื่อเทียบกับการตรึงรูปโดยใชกลูตารัลดีไฮด

เปนสารชวยตรึงเพียงอยางเดียวที่ไดแอคติวิตีอยูในชวง 12-14 หนวยตอทราย 1 กรัม โดยเดกซ

แทรนเนสอิสระที่เหมาะสมทีสุ่ดในการนาํมาตรึงรูปคือ 300 หนวยตอมิลลิลิตร 1 มลิลิลิตร ดังนัน้

ในขั้นตอนตอไป จงึใชการตรึงโดยใชกลตูารัลดีไฮดดังเดิม โดยใชเดกซแทรนเนสอิสระเร่ิมตนใน

การตรึงรูป 300 หนวย 
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   วิธีการใช โบวนี ซีร่ัม อัลบูมนิ และกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยตรึง 

            

วิธีการใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยตรึง (ไมใช โบวนี ซร่ัีม อัลบูมิน)            

 

 

 

รูปที่  4.2 กราฟแทงแสดงความสัมพนัธระหวางแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เกิดจากการ

ตรึงเดกซแทรนเนสอิสระที่มแีอคติวิตีตางๆ โดยเปรียบเทยีบวิธกีารตรึงรูป ระหวางการ

ใช โปรตีน โบวีน ซีร่ัม อัลบูมิน และไมใชโปรตีน โบวนี ซร่ัีม อัลบูมิน เปนสารชวยตรึง 
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4.5 ผลการศกึษาคุณสมบติัของเดกซแทนเนสตรงึรปูบนทรายเปรียบเทียบกบัเดกซแทรน  
     เนสอิสระ 
 

4.5.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

 

วิเคราะหเดกซแทรนเนสอิสระ และ เดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธวีัดคาแอคติวิตี โดยมีการ

แปรผันอุณหภูมิตางๆ คือ 40 45 50 55 60 65 70 75 องศาเซลเซยีส ที่คาความเปนกรดดาง 4.5 

ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.3 และ 4.4 โดยแสดงผลเปรียบเทยีบความสามารถในการทํางาน

ที่แตละชวงอณุหภูมิ ซึง่พบวาเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูปมีภาวะการทาํงานที่

เหมาะสมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีสเทากนั โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระสูงสุด คือ 

370 หนวย และ แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปสูงสุด คือ 82 หนวย 

 

4.5.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรน

เนสตรึงรูป 

 

วิเคราะหเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธีวัดคาแอคติวิตีที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส โดยเตรียมซับสเตรต คือ สารละลายเดกซแทรน T-2000  0.25% ใน

สารละลายบฟัเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตางๆ ตัง้แต 4.0  4.5  5.0  5.5  6.0  6.5  และ 7.0 

ความเขมขน 0.05 โมลาร  โดยบัฟเฟอรที่ใชเปนตัวทําละลายมีดังนี ้

 

 โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

 โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  

 

ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.5 และ 4.6 โดยแสดงผลเปรียบเทยีบความสามารถใน

การทาํงานที่แตละชวงความเปนกรดดาง ซึ่งพบวา เดกซแทรนเนสอิสระมีภาวะการทาํงานที่

เหมาะสมที่คาความเปนกรดดางเทากบั 4.5 โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระสูงสุด คือ 

300 หนวย และสําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปมีภาวะการทํางานที่เหมาะสมที่คาความเปนกรดดาง

เทากับ 5.0 โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปสูงสุด คือ 61 หนวย 
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รูปที่ 4.3  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน  

               T- 2000 0.25% ที่คาความเปนกรดดาง 4.5 
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รูปที่ 4.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปตอเดกซแทรน 

              T- 2000  0.25% ที่คาความเปนกรดดาง 5.0 
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รูปที่ 4.5  คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสอิสระตอ  

              เดกซแทรน T- 2000 0.25% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 

 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  
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รูปที่ 4.6  คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปตอ  

              เดกซแทรน T- 2000 0.25% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 

 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  
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4.6 ผลการทดลองใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปในการยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบรูณ 
 

วิเคราะหโดยใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.5 หนวยเอนไซม (0.1 กรัม) ตอ เดกซ

แทรน T- 2000 0.25% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 5.0 โดยมีการแปรผนั

เวลาในการทําปฏิกิริยา คือ 5 10 15 20 25 30 40 50 60 70 80 90 และ 100 นาที    จากนั้นเติม

เดกซแทรนเนสอิสระเพิ่มอีก 0.3 หนวย/มิลลิลิตร ลงไปที่หลอด 70 80 90 และ100 นาที (เพื่อทราบ

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซทั้งหมดที่สามารถยอยสลายไดจากเดกซแทรน 0.25%อยางสมบูรณ) จากรปู

ที่ 4.7 พบวาการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.5 หนวย ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 

2000  0.25% อยางสมบูรณ เกิดขึ้นจากการเกิดปฏิกิริยาตั้งแตชวงเวลา 15 นาท ีเปนตนไป จนถึง

เวลาที่ 60 นาท ี จากนัน้ไดเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตร เพื่อเปนการยนืยนัการ

ยอยสลายเดกซแทรนวาเกิดขึ้นอยางสมบรูณจริง เนื่องจากไมเกิดปฏกิิริยาการยอยเดกซแทรนเปน

น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก ซึ่งจากผลการทดลองนี้ใชยนืยนัผลในการทดลองที่ 4.3 ได เนื่องจากการ

ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.1 กรัม ในการวิเคราะหแอคติวิตีเปนเวลา 15 นาทีนัน้ ซับส

เตรตถูกยอยเกือบหมดแลว ทําใหการทํางานของเอนไซมนัน้ไมสมบรูณ วิธทีี่เหมาะสม คือการลด

ปริมาณเดกซแทรนเนสตรงึรูปบนทรายที่ใชนั่นเอง 
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รูปที่ 4.7 การใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5 หนวย ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 2000       

             0.25% อยางสมบูรณ ที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0   

 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 0.3 หนวย   
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4.7 การใชเดกซแทรนเนสในการยอยเดกซแทรนทีค่วามเขมขนตางๆ อยางสมบูรณ 
 

วิเคราะหโดยใชเดกซแทรนเนสอิสระ 30 หนวย ตอเดกซแทรน T-2000 0.01, 0.05, 0.1, 

0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 4.5 ทาํปฏิกิริยา

เปนเวลา 90 นาที จากรูปที ่4.8   พบวาการใชเดกซแทรนเนสอิสระในการยอย   เดกซแทรนที่ความ

เขมขนตางๆ ภายใตเวลาการทําปฏิกิริยา 90 นาทนีั้น ซับสเตรตเดกซแทรน T-2000 0.01, 0.05, 

0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2%  เมื่อเกิดการยอยอยางสมบูรณจะเปลี่ยนเปนปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

0.31, 1.42, 2.9, 6.67, 13.9, 29.1, 43.9 และ 52.8 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรตามลําดับ   
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รูปที่ 4.8  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซซึ่งเกิดจากการยอยเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ อยางสมบูรณ 
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4.8 คุณสมบติัทางกายภาพของน้ําออยที่อยูในกระบวนการผลติ  
 

ในขั้นตอนการเก็บตัวอยางน้าํออยนัน้ จะเก็บตัวอยางน้ําออยในชวงเดือนพฤศจกิายนถึง 

เดือนกุมภาพนัธ (เปนชวงหีบออย) ที่โรงงานน้ําตาลท-ีเอ็น จงัหวัดลพบุรี โดยผูวจิัยไดทําการเก็บ

ตัวอยาง วัดอุณหภูมิโดยใชเทอรโมมิเตอร และคาความเปนกรดดางโดยใชกระดาษวัดคาความ

เปนกรดดางบริเวณจุดรวมน้าํออยจากลูกหีบชุดตางๆ ซึ่งจากตารางที่ 4.3 พบวาอุณหภูมิของ

น้ําออยรวมนัน้อยูในชวง 45-55 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางอยูในชวง 5.0-5.5 

จากนั้นวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย โดยวิธกีารตกตะกอนดวยเอธานอลตาม

วิธีของ Keniry และคณะ (1969)  พบวามีปริมาณเดกซแทรนรอยละ 0.1 ของปริมาณน้ําออย และ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิ ีSomogyi-Nelson (1952) พบวามีปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 200 

ไมโครโมลตอมิลลิลิตรน้ําออย 

 

ตารางที่ 4.3 แสดงการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของน้ําออยที่อยูในกระบวนการผลิตโดยการ  

                  วดัอุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง การวเิคราะหหาปริมาณเดกซแทรนและน้ําตาล  

                   รีดิวซในน้าํออย 

 

 

อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง %เดกซแทรน ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 

45-55 องศาเซลเซียส 5.0-5.5 0.1 200 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 

 

 

 เนื่องจากปริมาณเดกซแทรนในน้ําออยนัน้นอยมาก ( เนื่องจากบริเวณที่สามารถเก็บ

ตัวอยางไดนั้นเปนจุดทีย่ังไมเกิดการสะสมของเดกซแทรน ทั้งนี้เนื่องการผลิตน้ําตาลทรายนั้นเปน

ระบบปดจึงไมสามารถเก็บตัวอยางในบริเวณที่เปนปญหาได อีกทัง้ปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยที่

วิเคราะหไดจากวิธกีารตกตะกอนดวยเอธานอลตามวิธีของ Keniry และคณะ (1969) นัน้มีความ

แมนยํา และความไวในการวเิคราะหต่ํา) จงึตองมีการละลายเดกซแทรน T-2000 เพิม่ลงไปใน

น้ําออย  
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4.9 ผลการทดลองเปรียบเทียบการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปในการยอยสลายเดกซแทรน  
     อยางสมบูรณในภาวะบัฟเฟอรและภาวะน้ําออย  
 

วิเคราะหโดยใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.15 0.75 1.5 หนวย (0.01 0.05 0.1 

กรัม) ตอ เดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 และ 

เดกซแทรน 0.25% ในน้าํออย ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยมีการแปรผนัเวลาในการทํา

ปฏิกิริยา คือ 10 20 30 40 50 60 และ 70 นาที จากรปูที่ 4.9 และ 4.10 พบวาการใชเดกซแทรน

เนสตรึงรูปในการยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณในสารละลายบฟัเฟอรและน้ําออยนั้น การ

ยอยในภาวะน้าํออยจะปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากเดกซแทรนมากกวาในภาวะบัฟเฟอรที่

เวลาเดียวกนั ซึ่งอาจเกิดจากความผิดพลาดในการเจอืจางปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพื่อการวัดคาการ

ดูดกลืนแสง เนื่องจากในน้าํออยนั้นมีน้าํตาลรีดิวซอยูในปริมาณที่สงูมาก ตองเจือจางกอนการวัด

คาการดูดกลนืแสงมาก และจากกราฟพบวาคาที่วัดไดไมมีความแมนยํา มีความแปรปรวนสูง จงึมี

การออกแบบการทดลองสาํหรับการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในภาวะน้าํออยโดยการใชวธิี

ไดแอไลซิสตอไป เนื่องจากสามารถใชเทคนิคในการแยกน้าํตาลรดีิวซที่มีอยูในน้ําออยซึง่มีมวล

โมเลกุลเลก็ ออกจากสารละลายเดกซแทรนที่ละลายในน้ําออยได 
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รูปที่ 4.9  การใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 2000 0.25%ใน  

              0.05 โมลาร อะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 อยางสมบูรณ ทีอุ่ณหภูมิ 55         

              องศาเซลเซียส  

 

 

 

 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.15 หนวย 

  เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.75 หนวย 

 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5   หนวย 
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รูปที่ 4.10  การใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 2000 0.25%ในน้ําออย  

                อยางสมบูรณ ทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส  

 

 

 

     เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.15 หนวย 

     เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.75 หนวย 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5   หนวย 
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4.10 ความสามารถในการทํางานของเดกซแทรนเนสในน้าํออย 
 

วิเคราะหการทํางานของเดกซแทรนเนสอสิระ 15 หนวย (flask ที่ 2) และการทํางานของ

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 15 หนวย(flask ที่ 3)  ตอเดกซแทรน 2%ในน้ําออย ที่อุณหภูม ิ55 

องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 30 นาที เทียบกับการไมใชเอนไซม (flask ที่ 1) วิเคราะหปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ  ซึ่งพบวามีน้าํตาลรีดิวซสูงมาก และมีผลกระทบตอการหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสในกา

รสลายเดกซแทรน ซึง่ใชวิธกีารวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอยเชนกนั และหากเดกซแทรนมี

นอยปริมาณของน้าํตาลรีดิวซที่ปลดปลอยจะไมสามารถบอกไดเมื่อในระบบนี้มนี้ําตาลรีดิวซที่สูง

มากๆ ดงันัน้เพื่อใหสามารถหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสไดจึงตองไดแอไลซน้ําตาลรีดิวซ (หรือ

น้ําตาลขนาดเล็ก) ในน้าํออยออกกอน ใหเหลือเพยีงเดกซแทรนเทานั้น ซึ่งทําไดโดยนําสารละลาย

แบงใสถุงไดแอไลซ ทาํวิธีไดแอไลซิส โดยนําถุงที่เปนตวัอยางเดียวกนั ใสลงในบกีเกอรที่มนี้ํากลั่น

อยูนอกถุงปริมาตร 1 ลิตร โดยจะมีการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดในน้ํากลัน่ของทกุๆ

รอบ และเปลีย่นน้ํากลัน่จนกระทัง่ไมมีน้าํตาลรีดิวซออกมาจากถงุไดแอไลซ อีก ซึ่งจากรูปที ่ 4.11 

พบวา ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่อยูนอกถงุไดแอไลซของสารละลายทีม่ีการใชเดกซแทรนเนส และ

เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เวลา 30 นาทนีัน้มีปริมาณ 240 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร (ปริมาณน้าํตาล

รีดิวซที่เกิดจากน้ําออย 195 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร และจากการยอยเดกซแทรน 45 ไมโครโมลตอ

มิลลิลิตร)    ซึ่งเทากับปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่เกิดจากการทาํงานของเดกซแทรนเนสซึ่งยอยเดกซ

แทรนในภาวะบัฟเฟอรที่เวลา 30 นาท ี (45 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร) ซึ่งปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ได

จาก flask ที่ไมไดเติมเอนไซมนัน้มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากน้ําออยเทานัน้คือ 195 ไมโคร

โมลตอมิลลิลิตร จากนัน้มีการนาํสารละลายที่อยูในถงุไดแอไลซ ของแตละตัวอยางมาปรับ

ปริมาตรใหเทากัน จากนัน้ปเปตมาตัวอยางละ 1 มิลลิลติร เพื่อทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสอิสระ 

300 หนวย เปนเวลา 90 นาท ี (เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการยอยเดกซแทรนที่เหลืออยูในสารละลาย

อยางสมบูรณ) วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซ จากรูปที ่ 4.11 ที่เวลา 120 นาที flask ที่ 2 และ 

flask ที่ 3 ไมเกิดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก แสดงวาไมเหลือเดกซแทรนในสารละลาย ซึง่

ยืนยนัไดวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีในภาวะน้ําออย สวน flask ที่ 1 นั้น พบวา เกิดน้ําตาลรีดิวซ

ข้ึนปริมาณ 40 ไมโครโมล ซึ่งแสดงวายงัมีเดกซแทรนอยูในสารละลายในปริมาณเทาเดิม  
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ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีเกิดจากการยอยเดกซแทรน

ในถุงไดแอไลสดวยเดกซแทรนเนส 90 นาที แลว

นํามารวมกับนํ้าตาลรีดิวซนอกถุงไดแอไลส 30 นาที 

 

 
 

 

รูปที่ 4.11 การใชเดกซแทรนเนส และเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายในการยอยสลายเดกซ 

                แทรน 2%ในภาวะน้ําออย โดยอาศัยเทคนิคการไดแอไลซิส 

 

 

   Flask ที ่1 เดกซแทรน 2%ในน้าํออย 

   Flask ที ่2 เดกซแทรนเนสอสิระ 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ในน้ําออย 

Flask ที ่3 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ในน้าํออย 

Flask ที่ 4 เดกซแทรนเนสอสิระ 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ใน

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความ

เปนกรดดาง 4.5  

Flask ที่ 5  เดกซแทรนเนสตรึงรูป 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ใน

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความ

เปนกรดดาง 5.0  

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 15 หนวย   
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จากตารางที่ 4.4 และกราฟแทงรูปที่ 4.12 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจาก flask ที่

มีการเติม และไมเติมเอนไซม โดยวิเคราะหจากน้ํานอกถุงหลังจากผานการไดแอไลซิส อยาง

สมบูรณ (แทงสีมวง) จากนัน้นาํสารละลายในถงุ ไดแอไลซ (มีเดกซแทรนอยู แตน้าํตาลรีดิวซแพร

ผานออกมานอกถุงหมดแลว) มายอยอีกครั้งดวยเดกซแทรนเนสอิสระ พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ที่เกิดขึ้นดงักราฟแทงสีแดง ซึ่งพบวา flask ที่ไมมีการเติมเอนไซมในรอบแรกนั้น มีปริมาณเดกซ

แทรนเหลือในสารละลายมากที่สุด สวน flask ที่มีการเติมเอนไซมในรอบแรกแลวนั้น มีปริมาณ

เดกซแทรนเหลือในสารละลายนอยมาก และไดแสดงผลรวมของน้าํตาลรีดิวซทั้งหมดที่เกิดขึ้นดัง

กราฟแทงสีเหลือง จากการทดลองนี้ยืนยนัไดวาเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูปนั้น

สามารถทํางานไดดีในภาวะน้ําออย (ที่เกบ็ตัวอยางจากโรงงานน้ําตาล) เทียบเทากบัภาวะบฟัเฟอร 

 เนื่องจากการทดลองตอๆ ไป ไมสามารถใชวิธีไดแอไลซิส ในการทดลองไดเนื่องจากมี

ความยุงยากในการทดลองมาก และมีการแปรผันคาตางๆ ในการทดลองมาก และสาเหตุจาก

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซในน้าํออยมีปริมาณสงูมาก เมื่อยอยสลายเดกซแทรนในน้ําออยแลวพบวา 

น้ําตาลรีดิวซในน้าํออยที่มีอยูเดิมในปริมาณสูงมากบดบังปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากเดกซแทร

นจากการทําปฏิกิริยาซึ่งสงผลใหการทดลองมีความผิดพลาดสูงจากการทํา dilution เพื่อวิเคราะห

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จงึมกีารใชสารละลายน้าํตาลทราย 13% ละลายในน้าํกลัน่ (เทียบเทา

ปริมาณ 13%ซูโครส ทีม่ีอยูในน้ําออย อางองิโดย สถาบนัคนควา และพัฒนาผลิตผลทาง

การเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร) แทนการใชน้ําออย แตเมื่อใช สารละลายน้ําตาลทราย 13% 

พบวาเมื่อเกิดปฏิกิริยาและสัมผัสกับความรอน   น้าํตาลทรายสามารถปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซ 

ออกมาในปรมิาณหนึ่ง จึงมีการออกแบบการทดลองเพื่อวิเคราะหหาสาเหตุของการเกิดน้ําตาล

รีดิวซจากน้ําตาลทรายตอไป  
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ตารางที่ 4.4 แสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกิดจากจากวิธไีดแอไลซิส 

 

Flask ที ่ น้ําตาลรีดิวซทีอ่อกมา

นอกถงุไดแอไลซ  

(ไมโครโมล/มลิลิลิตร) 

 

น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดจากเดกซ

แทรนภายในถงุไดแอไลซ 

 (ไมโครโมล/มลิลิลิตร) 

 

น้ําตาลรีดิวซรวม

ทั้งหมด  

(ไมโครโมล/มลิลิลิตร) 

 

1 192.44 36.98 229.42 

2 233.45 4.67 238.13 

3 234.99 5.32 240.31 
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   ปริมาณน้าํตาลรีดิวซนอกถงุไดแอไลซ      

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซจากเดกซแทรนที่เหลอืในถุงไดแอไลซ 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซรวม 

 

 

รูปที่ 4.12 แสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซจากวิธีไดแอไลซิส 
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4.11 ผลการวิเคราะหสาเหตุของการเกิดน้ําตาลรีดิวซจากขั้นตอนการวิเคราะหตางๆ  
 

การวิเคราะหสารละลายน้ําตาลทราย 5% 10% 13% 15% 20% ที่เตรียมโดยใช 

Magnetic stirrer 15 นาท ี และ sonicator  15 นาท ี ซึ่งแบงการทดลองเปน 4 สวนคือ ชุดที่ 1 

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-Nelson ทนัที ชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาที ชุดที่ 3 ตมในน้ําเดือด 5 นาที สวนชุดที ่4 บมที่อุณหภูม ิ

55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีและ 15 นาที และตมในน้าํเดือด 5 นาท ีจากนั้น ชุดที ่ 2, 3 

และ 4 วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-Nelson จากรูปที ่ 4.13 และ 4.14 

พบวา การเตรียมน้ําตาลทรายโดยวิธีการใช sonicator จะเกิดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาการ

เตรียมโดยวิธกีารใช magnetic stirrer และยังพบอกีวาน้ําตาลทรายที่ความเขมขนตางๆ จะ

เปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดเมื่อผานขัน้ตอนการตมดวยน้าํเดือด (ขั้นตอนของการหยดุ

ปฏิกิริยาเอนไซม) ที่เปนเชนนี้เนื่องจากการใช sonicator นั้นจะเกดิความรอนขึน้ขณะทาํงานซึ่ง

สงผลใหน้ําตาลทรายเปลีย่นรูปเปนน้าํตาลรีดิวซมากกวาการใช magnetic stirrer ดังนัน้การ

ทดลองในขัน้ตอ ๆ ไป จึงเตรียมดวยวธิีการใช magnetic stirrer และการทดลองตอไป เพื่อศึกษา

การหยุดปฏิกิริยาดวยวิธีอ่ืนที่สามารถหยุดปฏิกิริยาแทนวิธกีารตมดวยน้ําเดือดได สวนปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจากน้าํตาลทรายโดยที่ไมผานขั้นตอนการโดนความรอนเลยนัน้ เกิดได

เนื่องจากขัน้ตอนพืน้ฐานของการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซนั้นตองมีการกระตุนการทํางาน

ของอัลคาไลนคอปเปอรดวยน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาทีนัน่เอง 
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รูปที่ 4.13  การเกิดน้ําตาลรดีิวซจากน้ําตาลทรายที่ความเขมขนตางๆ ที่เตรียมโดยการใช   

                 magnetic stirrer  

 

 

   ชุดที่ 1 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-  

                                             Nelson ทนัท ี

   ชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาท ี

ชุดที่ 3 ตมในน้ําเดือด 5 นาท ี

ชุดที่ 4 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาที  

           และตมในน้าํเดือด 5 นาท ี
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รูปที่ 4.14  การเกิดน้ําตาลรดีิวซจากน้ําตาลทรายที่ความเขมขนตางๆ ที่เตรียมโดยการใช  

                sonicator 

 

 

   ชุดที่ 1 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-  

                                             Nelson ทนัท ี

   ชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาท ี

ชุดที่ 3 ตมในน้ําเดือด 5 นาท ี

ชุดที่ 4 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาที  

           และตมในน้าํเดือด 5 นาท ี
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4.12 ผลการทดสอบการหยุดปฏกิิริยาโดยใชเอธานอล และเมธานอล แทนการตมหยุด  
       ปฏกิิริยา 
 

จากการวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยซับส

เตรตที่ใชคือ สารละลายเดกซแทรน T-2000 ความเขมขนรอยละ 0.625 ในสารละลายน้าํตาล

ทราย 13% ซึง่บมเปน 3 แบบ แบบละ 3 ชุดการทดลอง คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 15 นาท ีและ 20 นาท ีหยุดปฏิกิริยาโดยชุดที่ 1 การตมในน้ําเดือด 5 นาที ชดุที่ 2 การเติม 

absolute เอธานอล 0.1 มิลลิลิตร 5 นาท ีและชุดที่ 3 การเติม absolute เมธานอล 0.1 มิลลิลิตร 5 

นาที จากรูปที ่ 4.15 และ 4.16 พบวา เมือ่ทําปฏิกิริยาเอนไซม 10 นาท ี และ 15 นาที แลวหยดุ

ปฏิกิริยาดวย absolute เอธานอล และ absolute เมธานอล วัดปริมาณน้าํตาลรีดิวซแลว ให

ปริมาณเทากบั น้าํตาลรีดิวซที่เกิดจากการหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้าํเดือดที่ 15 นาที และ 20 

นาท ีตามลาํดับ  ซึ่งแสดงใหเหน็วาการใช absolute เอธานอล และ absolute เมธานอล นั้น ไม

สามารถหยุดปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสทั้งแบบอิสระ และแบบตรึงรูปได เมื่อเทียบกับวิธกีารหยดุ

ปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือด ในการทดลองตอไปจึงใชการหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือด

ดังเดิม 
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   การตมในน้ําเดือดเพื่อหยุดปฏิกิริยา 

   การเติม absolute เอธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

การเติม absolute เมธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

 

 

 

รูปที่ 4.15  ปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่เกิดจากเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย ตอเดกซแทรน     

                 0.625% ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% จากการทดสอบการหยุดปฏิกิริยา   

                 เปรียบเทียบระหวางการตมหยดุปฏิกิริยาดวยการใชเอธานอล และการใชเมธานอล 
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   การตมในน้ําเดือดเพื่อหยุดปฏิกิริยา 

   การเติม absolute เอธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

การเติม absolute เมธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

 

 

 

รูปที่ 4.16  ปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่เกิดจากเดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5 หนวย ตอเดกซแทรน  

                0.625%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% จากการทดสอบการหยุดปฏิกิริยา  

                เปรียบเทียบระหวางการตมหยดุปฏิกิริยาดวยการใช absolute เอธานอล และการใช

         absolute เมธานอล 
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4.13 ผลการหาคา residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน ที-2000 ที ่
       ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 
 
 เตรียมเดกซแทรนที่ความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5% ในสารละลายน้ําตาลทราย 

13% เติมเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย/มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง แลวบมปฏิกิริยาที่เวลา

ตางๆ ดังนี้ 5 10 15 20 30 40 50 และ 60 นาที ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส สําหรับเดกซแทรน

เนสอิสระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตรทดลองเชนเดียวกับวิธีการขางตน สวนการบมเดกซแทรนเนสอิสระ 

3 และ 30 หนวย/มิลลิลิตร ทดลองดังวธิกีารขางตนเชนกนั แตมีการเพิ่มการทดลองสําหรับหลอด

ทดลองที่มีความเขมขนของเดกซแทรน 0.5, 1.0% ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% โดยบมที่เวลา 

70 นาที เพิ่มข้ึน และสําหรบัความเขมขนของเดกซแทรน1.5, 2.0 และ 2.5%ในสารละลายน้าํตาล

ทราย 13% จะบมที่เวลา 80, 100 และ 120 นาทเีพิ่มข้ึน (เพื่อเพิ่มเวลาในการทาํปฏิกิริยาไดอยาง

สมบูรณมากยิง่ขึ้น) และมีการเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร ที่ทกุๆเวลาสุดทายของ

แตละการทดลอง เพื่อทราบปริมาณน้าํตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูจริงในสารตั้งตน  จากรูปที ่ 4.17 

4.18 4.19 และ 4.20 แสดง residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอสิระ พบวาการใชเดกซแทรน

เนส 0.03 และ 0.3 หนวย นั้น ไมสามารถยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณได เนือ่งจากการยอย 

0.5, 1.0, 1.5และ เดกซแทรน 2.0%อยางสมบูรณนัน้จะตองใหน้ําตาลรีดิวซประมาณ 13.9, 29.1, 

43.9 และ 52.8 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร (จากการทดลองที่ 4.7) สวนการใชเดกซแทรนเนส 3 หนวย 

นั้นใหการยอยเดกซแทรนที่คอนขางสมบูรณเนื่องจากไดปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ใกลเคียงกับผลการ

ทดลองที่ 4.7 แตเมื่อเติมเดกซแทรนเนสอสิระ 3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงไปเพื่อยนืยนัการยอยเดกซ

แทรนอยางสมบูรณ พบวาเกิดปริมาณน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก ซึ่งเมื่อเติมลงไปซ้ําปริมาณน้ําตาล

รีดิวซเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ (ซึ่งเปนความผิดปกตทิี่เกิดขึ้น) และจากการใชเดกซแทรนเนส 30 หนวย พบวา

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซซึ่งเกิดจากการยอยเดกซแทรนนั้นสูงมากผิดปกติ จึงมกีารทดสอบและยืนยัน

ไดวาน้าํตาลรดีิวซที่เกิดเพิ่มข้ึนนัน้เกิดจากการปนเปอนของเอนไซมอินเวอรเทสในน้ําเลี้ยงซึง่

สามารถเกิดปฏิกิริยายอยน้าํตาลทรายได ซึ่งโดยปกตใินเอนไซมเดกซแทรนเนสแทบทุกชนิดจะมี

การปนเปอนของเอนไซมอินเวอรเทสอยู (Inkerman, 1980) จึงตองมกีารทําบริสุทธิ์ตอไป 
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รูปที่ 4.17  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย ตอ มิลลิลิตรของ  

                 เดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.18  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 หนวย ตอ มิลลิลิตรของ 

                 เดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.19  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย ตอ มิลลิลิตรของเดกซ 

                 แทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.20  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 30 หนวย ตอ มลิลิลิตรของ 

                 เดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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 4.14 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ ์
 

4.14.1 การตกตะกอนเดกซแทรนเนสดวยแอมโมเนยีมซลัเฟต 

  

   นาํสวนน้ําใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 (crude 

enzyme) ตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟตความเขมขน 0-30% 30-50% 50-70% และ 70-

90% ผลการตรวจสอบโปรตีน แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และแอคติวิตีของอินเวอรเทส ดัง

ตารางที่ 4.5 และ 4.6 ซึ่งพบวาตะกอนที่ไดในชวงแอมโมเนียมซัลเฟต 50-70% นั้นใหแอคติวิตีของ

เดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสมากที่สุด คอื 49487 และ 37037 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 4.5  การวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีจากน้ําเลีย้งเชื้อทีผ่านการแยกลาํดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต  

  

 

ข้ันตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(%) 

ความ

บริสุทธิ ์

น้ําเลีย้ง  500 486.84 127660 262.22 100 1 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0-30% 

2.56 16.74 1072 64 0.84 0.24 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

30-50% 

1.78 7.89 1575 199.62 1.23 0.76 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

50-70% 

2.83 122.85 140048 1140 109.70 4.35 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

70-90% 

1.4 4.14 2941 710 2.30 2.71 
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ตารางที่ 4.6  การวิเคราะหอินเวอรเทสแอคติวิตีที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการแยกลําดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต  

 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(%) 

ความ

บริสุทธิ ์

น้ําเลีย้ง  500 486.84 197006 404.66 100 1 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0-30% 

2.56 16.74 0 0 0 0 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

30-50% 

1.78 7.89 4349 551.20 2.21 

 

1.36 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

50-70% 

2.83 122.85 104814 853.19 53.20 2.11 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

70-90% 

1.4 4.14 55162 13324.15 28.00 32.93 
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4.14.2 ผลการทาํเอนไซมใหบริสุทธิโ์ดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

 

      นาํตะกอนโปรตีนที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตชวงที่มีแอคติวิตีสูงคือ

ชวง แอมโมเนยีมซัลเฟต 50-70% โดย load ลงคอลัมน 2 มิลลิลิตร อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอ

นาที เก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนลําดับสวนละ 2 มิลลิลิตร จากนัน้ชะโปรตีนที่ติดอยูกบั

เจลดวยเกรเดยีนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-

ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 รูปที่ 4.21 แสดงกราฟโปรตีนที่คาการดูดกลนื

แสงที่ 280 นาโนเมตร  แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทส และจากตารางที่ 4.7 และ 

4.8  การทาํเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิโ์ดยวธิีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A นัน้ใหแอคติวิ

ตีของเดกซแทรนเนส และอนิเวอรเทส เทากับ 32810 และ 8.9 หนวยตอมิลลิลิตรเอนไซมที่ผาน

การทาํใหบริสุทธิ์ตามลาํดับ 
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รูปที่ 4.21  ปริมาณโปรตีนทีค่าการดูดกลนืแสงที่ 280 นาโนเมตร ( )  

                 เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร (             )   

                 แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส (            )   

                 แอคติวิตีของอินเวอรเทส (            ) 
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ตารางที่ 4.7  การวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ไดจากการน้าํเลีย้งเชื้อที่ผานการแยกลําดับ   

                    สวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

         เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(%) 

ความบริสุทธิ์ 

น้ําเลีย้ง  500 486.84 127660 262.22 100 1 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0-30% 

2.56 16.74 1072 64 0.84 0.24 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

30-50% 

1.78 7.89 1575 199.62 1.23 0.76 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

50-70% 

2.83 122.85 140048 1140 109.70 4.35 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

70-90% 

1.4 4.14 2941 710 2.30 2.71 

DEAE-anion 

exchange 

*load sample 2

มิลลิลิตร* 

1.65 51.03 54137 1061 42.41 4.05 
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ตารางที่ 4.8  การวิเคราะหอินเวอรเทสแอคติวิตีที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการแยกลําดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A  

                   เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร 

 

ข้ันตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(%) 

ความ

บริสุทธิ ์

น้ําเลีย้ง  500 486.84 197006 404.66 100 1 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0-30% 

2.56 16.74 0 0 0 0 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

30-50% 

1.78 7.89 4349 551.20 2.21 

 

1.36 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

50-70% 

2.83 122.85 104814 853.19 53.20 2.11 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

70-90% 

1.4 4.14 55162 13324.15 28.00 32.93 

DEAE-anion 

exchange 

*load sample 2

มิลลิลิตร* 

1.65 51.03 14.74 0.29 0.007 0.0007 
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4.14.3 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

           โดยใชเกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

 

เนื่องจากผลของการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในขอ 4.14.1 โดยใช เกรเดียนตของเกลอื

โซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คา

ความเปนกรดดาง 7.5 นัน้ไมสามารถแยกเดกซแทรนเนส และอนิเวอรเทสออกจากกันได จงึแยก

เอนไซมทัง้สองโดยการเปลีย่นเปนเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 ใชคอลัมนเล็ก โดยจะ load 

โปรตีน 0.46 มิลลิลิตร อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี เก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมน

ลําดับสวนละ 1 มิลลิลิตร จากนัน้ชะโปรตีนที่ติดอยูกับเจลดวยเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอ

ไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรด

ดาง 7.5 รูปที ่ 4.22 แสดงกราฟโปรตีนที่คาการดูดกลนืแสงที ่ 280 นาโนเมตร  แอคติวิตีของเดกซ

แทรนเนส และอินเวอรเทส และจากตารางที่ 4.9 และ 4.10 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิโ์ดยวธิี

คอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A นั้นใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทส 

เทากับ 6656 และ 2.9 หนวยตอมิลลิลิตรเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสทุธิ ์ตามลาํดับ ซึ่งพบวายงัมี

แอคติวิตีของอินเวอรเทสอยู แตมีในปริมาณนอยมากเมื่อเทียบกบัแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 

เนื่องจากในการนําเอนไซมมาใชในการยอยเดกซแทรนนั้นตองมีการเจือจางสงู แอคติวิตีของอิน

เวอรเทสจงึไมสงผลกระทบใดๆ ตอปฏิกิริยา 
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รูปที่ 4.22  ปริมาณโปรตีนทีค่าการดูดกลนืแสงที่ 280 นาโนเมตร ( )  

                 เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร (             )   

                 แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส (            )   

                 แอคติวิตีของอินเวอรเทส (            ) 
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ตารางที่ 4.9  การวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ไดจากการน้าํเลีย้งเชื้อที่ผานการแยกลําดับ  

                    สวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

                    เกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(%) 

ความ

บริสุทธิ ์

น้ําเลีย้ง  500 486.84 127660 262.22 100 1 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0-30% 

2.56 16.74 1072 64 0.84 0.24 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

30-50% 

1.78 7.89 1575 199.62 1.23 0.76 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

50-70% 

2.83 122.85 140048 1140 109.70 4.35 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

70-90% 

1.4 4.14 2941 710 2.30 2.71 

DEAE-anion 

exchange 

*load sample 0.46 

มิลลิลิตร* 

1.885 21.11 12546 594 9.82 2.27 
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ตารางที่ 4.10 การวิเคราะหอินเวอรเทสแอคติวิตีที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการแยกลําดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

                    เกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

สัมพัทธ 

(%) 

ความ

บริสุทธิ ์

น้ําเลีย้ง  500 486.84 197006 404.66 100 1 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0-30% 

2.56 16.74 0 0 0 0 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

30-50% 

1.78 7.89 4349 551.20 2.21 

 

1.36 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

50-70% 

2.83 122.85 104814 853.19 53.20 2.11 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

70-90% 

1.4 4.14 55162 13324.15 28.00 32.93 

DEAE-anion 

exchange 

*load sample 0.46 

มิลลิลิตร* 

1.885 21.11 5.447 0.26 0.003 0.0006 
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4.15 การหาคา residential time และคา Km Vmax ของ เดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการ
ทําใหบรสิุทธิเ์ทียบกับเดกซแทรนเนสที่ผานการทําใหบริสทุธิ์ตรงึรูปบนทรายตอ
เดกซแทรน ที-2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 
4.15.1 เดกซแทรนเนสอิสระที่ผานการทําใหบริสุทธิ ์

   จากการวิเคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระเปน 0.03, 0.3 และ 1 หนวย/

มิลลิลิตร โดยทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 5 10 15 20 40 60 80 100 

และ 120 นาที โดยมีการเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร เพื่อทราบปริมาณน้าํตาล

รีดิวซทั้งหมดที่มีในสารตั้งตน  ผล residential time แสดงดังรูปที ่ 4.23 4.24 และ 4.25 แตเนือ่ง

ดวยการยอยสลายเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสตรึงรูปจากการทดลองขางตนนัน้ เก็บตัวอยางที่

ระยะหางของเวลานานเกนิไป จึงมีการทดลองเก็บตัวอยางในชวงทีถ่ี่มากขึ้นและศึกษาความ

เขมขนของเดกซแทรนเนสทีเ่หมาะสมในการยอยมากยิง่ขึ้น โดยจะทดลองที่อุณหภมูิ 55 องศา

เซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 และ 35 นาที และแปรผนัความเขมขน

ของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.5, 0.75 และ 1 หนวย/มิลลิลิตร ผล residential time แสดงดังรูปที่ 

4.26 4.27 และ 4.28 พบวาการใชเดกซแทรนเนส 0.03  หนวยนั้นไมสามารถยอยสลายเดกซแทร

นอยางสมบูรณได (อางอิงจากผลการทดลองที ่ 4.7) และจากตารางที่ 4.11 การใชเดกซแทรนเนส 

0.3 หนวยนั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, และ 1.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% ได

สมบูรณที่ 60, 80 และ 80 นาที ตามลําดับ สวนเดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

นั้นตองใชเวลาในการยอยมากกวา 80 นาทีข้ึนไปจงึจะยอยสมบูรณ  การใชเดกซแทรนเนส 0.5 

หนวยนั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1 และ 0.5 %ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 

14 และ 20 นาท ีตามลาํดับ สวนเดกซแทรน 1.5 และ 2.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13%นั้น

ตองใชเวลาในการยอยมากกวา 20 นาทีข้ึนไปจึงจะยอยสมบูรณ การใชเดกซแทรนเนส 0.75 

หนวยนั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1 และ 0.5 %ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 6 

และ 18 นาที ตามลําดับ สวนเดกซแทรน 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% นั้นตอง

ใชเวลาในการยอยมากกวา 20 นาทีข้ึนไปจึงจะยอยสมบูรณ การใชเดกซแทรนเนส 1 หนวยนั้น

สามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 6, 

12, 16 และ 40นาทีตามลาํดับ และจากรูปที่ 4.29 แสดงคา Km ของเดกซแทรนเนสอิสระที่ผาน

การทาํบริสุทธิต์อเดกซแทรน ท-ี2000 เทากับ 2.6305 ไมโครโมล และ Vmax เทากบั 3.407 ไมโคร

โมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอนาที  
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รูปที่ 4.23  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.03 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.24  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.3 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.25  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 1 หนวย ตอ มิลลิลิตร 

                ของเดกซแทรนทีค่วามเขมขนตางๆ ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

  

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.26  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.5 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.27  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.75 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.28  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 1 หนวย ตอ มิลลิลิตร 

                ของเดกซแทรนทีค่วามเขมขนตางๆ ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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ตารางที่ 4.11  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ตอเดกซ 

                      แทรน ท-ี2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 เดกซแทรนเนส 

0.3 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนส 

0.5 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนส 

0.75 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนส 

1 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

60 14 6 6 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

80 20 18 12 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

80 >20 >20 16 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

>80 >20 >20 40 
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y = 0.7721x + 0.2935

R2 = 0.9976

Vmax =3.407 (micromole/ml)/min
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รูปที่ 4.29 กราฟแสดงไลนวเีวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km และ Vmaxของเดกซแทรนเนสอิสระ     

               ที่ผานการทาํบริสุทธิ์ตอเดกซแทรนท-ี2000  
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 4.15.2 เดกซแทรนเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทราย 

 

     นาํเดกซแทรนเนสที่ผานการทําใหบริสทุธิแ์ลวซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/

มิลลิลิตร มาตรึงรูปบนทราย ซึง่เมื่อผานการตรึงรูปแลวใหแอคติวิตีเทากบั 53.72 หนวย/ทราย 5 

กรัม (1.074 หนวย/ ทราย 0.1 กรัม) และ 98.83 หนวย/ทราย 5 กรัม (1.977 หนวย/ทราย 0.1 

กรัม) ตามลาํดับ ดังตารางที่ 4.12  

จากการวิเคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรงึรูปบนทรายเปน 1.074 และ 

1.977 หนวย/มิลลิลิตร  (ทําไดโดยการชั่งทราย 0.1 กรัม) โดยทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 30 40 50 และ 60 นาท ีหลังจากนัน้เติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 

หนวย/มิลลิลิตร ที่เวลา 60 นาที เพื่อทราบปริมาณน้าํตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูจริงในสารตั้งตน  ผล 

residential time เปนดังรูปที่ 4.30 และ 4.31 และจากตารางที ่ 4.13 พบวา การใชเดกซแทรน

เนสตรึงรูป 1.074 หนวย นั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 10 15 30 และ 50 นาที ตามลําดับ  สวนการใชเดกซแทรนเนสต

รึงรูป 1.977 หนวย นั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้าํตาล

ทราย 13%ไดสมบูรณที่ 5 10 20 และ 30 นาที ตามลาํดับ และจากรปูที่ 4.32 แสดงคา Km ของ

เดกซแทรนเนสที่ผานการทาํบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทรายตอเดกซแทรน ท-ี2000 เทากบั 1.5146 ไมโคร

โมล และ Vmax เทากับ 1.6622 ไมโครโมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอนาที  

 

ตารางที่ 4.12 แสดงผลการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบริสทุธิบ์นทราย 

 

เอนไซม แอคติวิตี แอคติวิตี 

เดกซแทรนเนสบริสุทธิ ์ 300 หนวย/มลิลิลิตร 600 หนวย/มลิลิลิตร 

เดกซแทรนเนสบริสุทธิ์ตรึงรูป 53.72หนวย/ ทราย 5 กรัม 98.83 หนวย/ทราย 5 กรัม 
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รูปที่ 4.30  residential time ของเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสทุธิ์ตรึงรูป 1.074 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.31  residential time ของเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสทุธิ์ตรึงรูป 1.977 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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ตารางที่ 4.13  residential time ของเดกซแทรนเนสที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทราย 

                      ตอเดกซแทรน ท-ี2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.074 

หนวย/มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป1.977 

หนวย/มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

10 5 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

15 10 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

30 20 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

50 30 
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y = 0.9112x + 0.6016

R2 = 0.9923

Vmax =1.6622 (micromole/ml)/min

Km =1.5146 micromole
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รูปที่ 4.32  กราฟแสดงไลนวเีวอร-เบิรกพลอต ในการหาคา Km และ Vmax ของเดกซแทรนเนส 

                ที่ผานการทาํบริสุทธิ์ตรึงรูปตอเดกซแทรนท-ี2000  
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4.16 ผลการทดสอบหาจาํนวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว โดยใชเอนไซม

เร่ิมตนในการตรึง ซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/มิลลิลิตร ซึ่งเมือ่ผานการตรึงรูปแลวใหแอคติ

วิตีเทากับ 53.72 หนวย/ทราย 5 กรัม (1.074 หนวย/ทราย 0.1 กรัม) และ 98.83 หนวย/ทราย 5 

กรัม (1.977 หนวย/ทราย 0.1 กรัม) ตามลาํดับ  

จากการวิเคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.074, 1.977 

หนวย/มิลลิลิตร ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบมกับสารละลายความเขมขนตางๆ ทีเ่ตรียมไวที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที ใชซ้าํเปนจํานวน 6 รอบ โดยแตละรอบจะมีการลาง

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายดวยดวยอะซิเตทบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปน

กรดดาง 5.0 1 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 นาท ี แสดงผลการยอยเดกซแทรนเปนน้าํตาลรีดิวซดังรูปที่ 

4.33 และ 4.34 และจากตารางที่ 4.14 และ 4.15 พบวาประสทิธภิาพการทํางานของเดกซแทรน

เนสตรึงรูปในการใชซ้ํารอบที่ 2 ลดลงประมาณ 3 เทา เมื่อเทียบกับการทาํงานรอบแรก เนื่องจาก

เดกซแทรนเนสที่ตรึงไวกับทรายนัน้ไดถูกชะหลุดออกมาในสารละลาย เพราะเมื่อนําบฟัเฟอรที่ใช

ลางทรายมาวเิคราะหพบวามีแอคติวิตีอยูปริมาณมาก    และเมื่อนาํทรายมาใชซ้าํตัง้แต 3 รอบข้ึน

ไป แอคติวิตีจะเริ่มคงที ่เนื่องจากเปนแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ตรึงอยูบนทรายจริงๆ  
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รูปที่ 4.33  แสดงการทดสอบจํานวนรอบของการใชซ้ําเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสุทธิ์ตรึงรูป   

                 1.074 หนวย 
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รูปที่ 4.34  แสดงการทดสอบจํานวนรอบของการใชซ้ําเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสุทธิ์ตรึงรูป  

                1.977 หนวย 
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ตารางที่ 4.14  เปรียบเทียบความสามารถในการทํางาน 15 นาที ของเอนไซมตรึงรูป   

                     1.074 หนวย / ทราย 0.1 กรัม 

 

 รอบที่

1(%) 

รอบที่

2(%) 

รอบที่

3(%) 

รอบที่

4(%) 

รอบที่

5(%) 

รอบที่

6(%) 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 47.73 32.03 21.03 21.35 16.01 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 26.82 18.61 12.39 10.97 11.17 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 24.79 17.45 16.54 12.90 13.43 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 25.52 26.04 19.07 17.74 13.05 

 

 

 

ตารางที่ 4.15  เปรียบเทียบความสามารถในการทํางาน 15 นาที ของเอนไซมตรึงรูป   

                      1.977 หนวย / ทราย 0.1 กรัม 

 

 รอบที่

1(%) 

รอบที่

2(%) 

รอบที่

3(%) 

รอบที่

4(%) 

รอบที่

5(%) 

รอบที่

6(%) 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 58.23 37.58 37.12 25.52 28.15 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 29.64 21.27 15.01 11.93 12.35 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 22.64 15.84 14.77 11.88 12.96 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 22.86 18.09 15.27 11.88 11.45 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ปจจุบันอุตสาหกรรมน้าํตาลทรายประสบปญหาสาํคัญในกระบวนการผลิต เนื่องจาก

ประสิทธิภาพการทาํงานของเครื่องจักรต่ํา ลักษณะผลิตภัณฑน้ําตาลที่ไดไมเหมาะสม และผลผลิต

น้ําตาลต่าํ ซึง่ปญหาตางๆเหลานี้ สวนหนึ่งมีสาเหตุเกดิจากเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนปนเปอน

ในน้าํออยในระหวางการเกบ็เกี่ยว และระหวางรอกระบวนการผลติ โรงงานน้ําตาลทรายจงึ

จําเปนตองมีวธิีที่เหมาะสมในการกําจัดเดกซแทรน ซึ่งโดยสวนมากจะมีการใชสารเคมีในการกาํจดั

เชื้อจุลินทรียทีป่นเปอน แตเนื่องจากสารเคมีที่ใชอาจตกคางไปกับผลิตภัณฑซึ่งอาจสงผลกระทบ

ตอผูบริโภค อีกทัง้การใชสารเคมีจะเปนการเพิ่มตนทนุที่ส้ินเปลืองโดยไมจําเปน จึงมีผูหันมาศึกษา

การใชเอนไซมเดกซแทรนเนสซึ่งสามารถยอยเดกซแทรนออกเปนโอลิโกแซ็กคาไรด  

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาการผลติเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-

14 เพื่อยอยสลายเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย และประยกุตใชเทคนิคเอนไซมตรึงรูปเพื่อ

การศึกษาการตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพันธะโควาเลนทบนทราย

แมน้ําขนาด 16-20 เมช  โดยศึกษาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนส ศึกษาความสามารถ และ

เวลาที่ใชในการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทียบกบัเดกซแทรนเนสอิสระ  ภาวะการทํางานที่

เหมาะสมของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ ตอการขจัดเดกซแทรนที่ปนเปอนใน

น้ําออย เพื่อวิเคราะหไดวาเอนไซมในรูปแบบใดที่เหมาะสมตอการนาํมาใช เพื่อใหไดประโยชน

สูงสุด รวมทัง้จะมีการคํานงึถึง    ความสามารถในการใชซ้ําของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตนทนุ และ

เวลาในการตรงึรูปวามีความเหมาะสมในการนําไปใชจริงหรือไม ศึกษาพารามิเตอร เชน คา Km, 

Vmax  ของการสลายเดกซแทรนในน้ําออย ตลอดจนเวลาที่ใชเพื่อยอยสลายเดกซแทรนที่ความ

เขมขนตางๆ เพื่อใชกําหนดเวลาที่ตองใชในกระบวนการ (residential time) เพื่อใชเปนฐานขอมูล

ในการวิจัยตอไปในการเพิ่มระดับการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสในปริมาณที่สูงยิ่งขึ้น   เพื่อ

ประยกุตใชในโรงงานน้ําตาลทราย  

การผลิตเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 เดกซแทรนเนสที่

ไดจะอยูในสวนน้าํเลี้ยง  และเมื่อนําสวนน้ําเลีย้งมาวิเคราะหหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตอ

เดกซแทรน T-2000 0.25%ในภาวะการทํางานที ่ 55 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 4.5  

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดประมาณ 250-300 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งแอคติวิตีที่ไดสูง

มากเมื่อเทยีบกับงานวิจัยทีศ่ึกษาการผลติเอนไซมเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium luteum 
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ATCC 9644 ที่สามารถผลติเอนไซมเดกซแทรนเนสได 13.0 หนวยตอมิลลิลิตร (Fukumoto และ

คณะ, 1971) หรืองานวิจยัที่ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากราหลายชนิด เชน 

Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., โดยพบวา P. 

aculeatum สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดสูงสุด 230 หนวยตอมิลลิลิตร (Shukla และ

คณะ, 1989)  

จากนั้นไดศึกษาวธิีการตรึงรูปเดกซแทรนเนสทีเ่หมาะสม โดยวิธกีารใชกลูตารัลดีไฮดเปน

สารชวยในการตรึงบนตัวพยงุ คือ ทรายแมน้ํา 16-20 เมช ซึง่แอคติวิตีของทรายตรึงรูปตอเดกซ

แทรน T-2000  0.25% ในภาวะการทาํงานที ่55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง   5.0  พบวา

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดเทากับ 50 หนวยตอทราย 5 กรัม (ปริมาณเอนไซมเร่ิมตน

ในการตรึง 250-300 หนวย) 

ผลการศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทนเนสตรงึรูปบนทราย พบวา

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานเทากัน คือ ที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางที่

เหมาะสมเทากับ 4.5 และ 5.0 ตามลาํดบั   ซึง่ใหผลการทดลองที่สอดคลองกับ อนนัตพงษ สุขเกษ 

(2543) รายงานไว โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระสูงสุด คือ 300 หนวยตอมลิลิลิตร และ

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปสูงสุด คือ 61 หนวยตอทราย 5 กรัม ซึ่งอุณหภมูิ และคาความ

เปนกรดดางดังกลาวเปนภาวะที่ใกลเคียงกับสมบัติของน้ําออยรวมทีอ่ยูในกระบวนการผลิต คือ 

อุณหภูมิของน้าํออยรวมนั้นอยูในชวง 45-55 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางอยูในชวง 

5.0-5.5 จากการศึกษานี้จึงมีความเปนไปไดสูงในการนาํเดกซแทรนเนสไปใชไดจริงในระดับ

อุตสาหกรรมโดยกระบวนการผลิตไมจําเปนตองสูญเสยีพลังงานเพื่อใชในการปรับสภาพของ

น้ําออย เนื่องจากน้ําออยมภีาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเดกซแทรนเนสอยูแลว  

จากนั้นทําการวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้าํออยพบวามีปริมาณเดกซ

แทรนรอยละ 0.1 ของปริมาณน้ําออย และทําการวเิคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ พบวามีปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซสูงมากถงึ 200 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรน้ําออย ซึ่งอาจเกิดไดจากในขัน้ตอนการเก็บ

ตัวอยางน้าํออยไดทําการฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส    เพื่อรักษาสภาพน้าํออยจากการ

จุลินทรีย ซึ่งที่อุณหภูมิสงูซโูครสจะแตกตัวเปนกลูโคส และฟรุคโตส (บญุสง แสงออน, 2527) 

สงผลรบกวนการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ปลดปลอยจากเดกซแทรนโดยปฏิกิริยาของเดกซ

แทรนเนส จึงจาํเปนตองใชเทคนคิไดแอไลซิสในการกําจัดน้ําตาลรีดิวซที่มอียูในน้าํออยออกไป

กอน เพื่อวิเคราะหการทาํงานของเดกซแทรนเนสในการกําจัดเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออยได

อยางแมนยาํ จากผลการทดลองพบวา สิ่งสกปรกที่ปนเปอนในน้ําออน เชน ดิน โคลน และสาร
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อนุมูลตางๆ ไมสงผลกระทบตอการทํางานของเอนไซม โดยพบวาเดกซแทรนเนสอสิระ และเดกซ

แทรนเนสตรงึรูปมีความสามารถในการทาํงานสงูเทยีบเทาการทาํงานในภาวะของบฟัเฟอร (ภาวะ

มาตรฐานที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตี) แตเนื่องจากการทําการทดลองตอๆไป ไมสามารถใชวิธีได

แอไลสในการทดลองไดเนื่องจากมีความยุงยากในการทดลองมาก จึงมีการใชสารละลายน้าํตาล

ทราย 13% ละลายในน้าํกลั่น (เทยีบเทา ซูโครส13% ที่มีในน้าํออย อางองิโดย สถาบนัคนควา 

และพัฒนาผลติผลทางการเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร) แทนการใชน้ําออย แตเมื่อใช 

สารละลายน้ําตาลทราย 13% พบวาเมื่อเกิดปฏิกิริยา และโดนความรอน น้ําตาลทรายสามารถ

ปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกมา (บุญสง แสงออน, 2527) ซึ่งพบวา การเตรียมน้าํตาลทรายโดย

วิธีการใช sonicator จะเกิดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาการเตรียมโดยวธิีการใช magnetic 

stirrer เนื่องจากการใช sonicator นั้นจะเกิดความรอนขึ้นขณะทาํงานซึ่งสงผลใหน้าํตาลทราย

เปลี่ยนรูปเปนน้ําตาลรีดิวซมากกวาการใช magnetic stirrer  และยังพบอีกวาน้ําตาลทรายที่ความ

เขมขนตางๆ จะเปลีย่นเปนน้าํตาลรีดวิซมากที่สุดเมือ่ผานขั้นตอนการตมดวยน้าํเดือด (ขั้นตอน

ของการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม) และจากการศึกษาการหยุดปฏิกิริยาดวยวิธีอ่ืน โดยการใช 

absolute เอธานอล และ absolute เมธานอล นั้น ไมสามารถหยุดปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสทัง้

แบบอิสระ และแบบตรึงรูปได ดังนั้นวิธีการหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้าํเดือดจึงเหมาะสมที่สุด

ในการวิเคราะหแอคติวิตี 

 จากนั้นไดหา residential time โดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 

2.5% ในสารละลายน้ําตาลทราย 13%  และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระเปน 

0.03, 0.3, 3 และ 30 หนวย/มิลลิลิตร  โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  แตจาก

การทดลองพบวา เดกซแทรนเนสยอยเดกซแทรนเปนน้าํตาลรีดิวซที่มากเกนิปริมาณที่ควรจะได

จริง จงึมีการทดสอบและยืนยันไดวาน้าํตาลรีดิวซที่เกิดเพิ่มข้ึนนั้นเกิดจากการปนเปอนของเอนไซม

อินเวอรเทสในน้ําเลีย้งนั่นเอง ซึง่โดยปกติในเอนไซมเดกซแทรนเนสแทบทุกชนิดจะมีการปนเปอน

ของเอนไซมอินเวอรเทสอยู  (Inkerman, 1980)  จึงจําเปนตองมกีารทําเดกซแทรนเนส  ใหบริสุทธิ์

โดยการตกตะกอนเดกซแทรนเนสดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต พบวาตะกอนที่ไดในชวง 50-70% 

แอมโมเนยีมซลัเฟตนัน้ ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสมากที่สุด คือ 140048 และ 

104814 หนวยตอ 2.8 มิลลิลิตร ตามลําดบั และไดผานขั้นตอนการทาํเอนไซมใหบริสุทธิ์ตอไปโดย

วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสที่

วิเคราะหได คือ 32,810 และ 8.93 หนวยตอมิลลิลิตรเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสทุธิ์ ตามลาํดบั 

ซึ่งพบวายังมีแอคติวิตีของอินเวอรเทสอยู แตมีในปริมาณนอยมากเมื่อเทียบกับแอคติวิตีของเดกซ
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แทรนเนส เนื่องจากในการนาํเอนไซมมาใชในการยอยเดกซแทรนนั้นตองมีการเจือจางสงู แอคติวิตี

ของอินเวอรเทสจึงไมสงผลกระทบใดๆ ตอปฏิกิริยา 

เมื่อไดเดกซแทรนเนสที่บริสทุธิ์แลวจงึทาํการหาคา residential time ของ     เดกซแทรนเน

สบริสุทธิ ์ (DEAE) ตอสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 

13 % 1 มิลลิลิตร ไดอยางสมบูรณโดยใชเดกซแทรนเนส 1 หนวย ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 6 12 16 

และ 40 นาท ีตามลาํดับ โดยคา Km ของเดกซแทรนเนสอิสระที่ผานการทําบริสุทธิ์ตอเดกซแทรน 

ท-ี2000 เทากบั 2.6305 ไมโครโมล และ Vmax เทากับ 3.407 ไมโครโมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอ

นาที  

residential time สําหรับเดกซแทรนเนสทีบ่ริสุทธิ์ตรึงรูปบนทรายโดยแปรผันความเขมขน

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเปน 1.074 และ 1.977 หนวยตอทราย 0.1 กรัม พบวาการยอย เดกซ

แทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13 % 1 มลิลิลิตร ไดอยางสมบูรณทํา

ไดโดยใชเดกซแทรนเนสตรงึรูป 1.074 หนวย  เปนเวลา 10, 15, 30 และ 50 นาท ีตามลําดับ หรือ

ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.977 หนวย เปนเวลา 5, 10, 20 และ 30 นาที ตามลําดบั โดยคา Km 

ของเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทรายตอเดกซแทรน ท-ี2000 เทากบั 1.5146 ไม

โครโมล และ Vmax เทากับ 1.6622  ไมโครโมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอนาที และจากผลการ

ทดสอบหาจํานวนรอบของการใชซ้ําเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยใชสารละลายเดกซแทรน และเดกซ

แทรนเนสตรงึรูปดังที่กลาวมาขางตน โดยใชทรายตรึงรูปซ้ําเปนจาํนวน 6 รอบ พบวาประสทิธภิาพ

การทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในการใชซ้ํารอบที ่ 2 ลดลงประมาณ 3 เทา เมื่อเทียบกับการ

ทํางานรอบแรก เนื่องจากเดกซแทรนเนสที่ตรึงไวกับทรายนั้นไดถกูชะหลุดออกมาในสารละลาย 

เพราะเมื่อนาํบัฟเฟอรที่ใชลางทรายมาวเิคราะหพบวามีแอคติวิตีอยูปริมาณมาก และเมื่อนําทราย

มาใชซ้ําตัง้แต 3 รอบข้ึนไป แอคติวิตีจะเริ่มคงที่ เนื่องจากเปนแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ตรึงอยู

บนทรายจริงๆ  

โดยมีรายงานวา ในหมูเกาะอินเดียตะวันตกสามารถกําจัดเดกซแทรนออกไปได 68.5 % 

โดยการใชเอนไซม 3 หนวยตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยเปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส   

สําหรับในเปอรโตริโก และจาไมกา มกีารทดลองพบวา เดกซแทรนเนสปริมาณ 6-7 หนวย

ตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยสามารถกําจัดเดกซแทรนในน้าํออยรวม โดยใชเวลา 20 นาท ี 50 

องศาเซลเซยีส (Tilbury, 1974)  



 134 

Jolly และ Prakash (1987 อางถึงใน เอก แสงวเิชียร,  2531) ในประเทศอินเดยี ได

ทดลองกาํจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออยโดยใชเอนไซมเดกซแทรนเนส (Novo 25 L) 100 ppm ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที พบวา สามารถขจัดเดกซแทรนลงได 48-52% 

การใชเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Chaetomium gracile กับน้ําออยเปนเวลา 10 

นาที ที่อุณหภมูิต่ํากวา 60 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 5-6 ซึ่งสามารถลดปริมาณเดกซ

แทรนลงไดมากกวา 60 % (Clarke, 1997) 

จากงานวิจยันีพ้บวาการใชเอนไซมในรูปแบบเดกซแทรนเนสบริสุทธิ ์ 1 หนวยตอมิลลิลิตร

น้ําออย จาก Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 เปนรูปแบบ และปริมาณทีเ่หมาะสมที่สุด ซึง่

มีความเปนไปไดในการนาํไปใชจริงในอุตสาหกรรม ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับงานวจิัยที่ไดกลาวมา

ขางตนนั้นนับวาตองใชปริมาณเดกซแทรนเนสมากกวา แตจากการศึกษาในครั้งนี ้ เวลาที่ใชในการ

ยอยสลายเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆนั้น สามารถกําจัดเดกซแทรนในน้าํออยไดอยางสมบูรณ

เมื่อเทียบกับงานวิจัยอืน่ซึ่งไมไดระบุปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยเริ่มตน และทําการกําจัดเดกซ

แทรนไดเพียง 50-60% ในเวลาที่ใกลเคยีงกัน 

ซึ่งจากผลการทดลองทั้งหมดสรุปงานวิจัยไดวาการนําเดกซแทรนเนสไปใชในอุตสาหกรรม

น้ําตาลทราย เพื่อลดปริมาณเดกซแทรนนัน้ ควรใชเดกซแทรนเนสในรูปอิสระ โดยเลือกใชตาม

ตารางที ่4.11 โดยใชปริมาณเดกซแทรนเนส และเวลา ตามปริมาณเดกซแทรนที่วิเคราะหไดจริงใน

สายการผลิต เพื่อใหตนทนุ และพลังงานที่ใชเปนไปอยางเหมาะสม สวนเดกซแทรนเนสตรึงรูปนัน้

ไมเหมาะสมทีจ่ะนาํมาใช เนื่องจากการตรึงมีพนัธะที่ยดึเหนีย่วเอนไซมไมแข็งแรง จึงทาํใหการนํา

เดกซแทรนเนสตรึงรูปมาใชซ้ําในรอบ 2 นั้น มีแอคติวติีที่นอยลงมาก เนื่องจาก เอนไซมที่ตรึงไว

หลุดออกมาจากทราย อีกทัง้แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระที่นาํมาใชตรึงเริ่มตนมาก เมื่อเทียบ

กับ แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปแลว พบวา แอคติวิตีลดลงมาก รวมทั้งตนทนุ สารเคมี และ

เวลาที่ใชในการตรึง ไมคุมคาตอการนาํมาใชจริง  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหาร และวธิีเตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ 
 

สูตรอาหารสําหรับผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสตามวิธีของ Fukumoto และคณะ ซึ่งปรับปรุงโดย 

เอก แสงวิเชียร (2531)  

 

โซเดียมไนเตรท (NaNO3)      0.2       % 

ไดโปตัสเซียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  0.2       % 

โปตัสเซียมคลอไรด (KCl)     0.05     % 

แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.05     % 

เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     0.0009 % 

สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    0.2       % 

 

1. ปรับความปนกรดดาง 4.5-5.0 สําหรับอาหารแข็งเอียง   

    ปรับความปนกรดดาง 4.0 สําหรับอาหารเหลว 

2. เติมเดกซแทรน (น้ําหนักโมเลกุล 5-40 x 106)  1.0 % 

3. เติมวุน (agar) 1.8-2.0 % เฉพาะอาหารแข็งเอียง 

4. ตมอาหารจนเดกซแทรนละลายหมด 

5. เทแบง 10 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองสาํหรับอาหารแข็งเอียง 

    เทแบง 200 มิลลิลิตร ใส  flask ขนาด 500 มิลลิลิตรสําหรับอาหารเหลว 

    เทแบง 50 มิลลิลิตร  ใส  flask ขนาด 250 มิลลิลิตรสําหรับอาหารเหลว 

6. นึง่ฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี
  

1.สารละลายสําหรับการวิเคราะหแอกติวติีของเดกซแทรนเนส 

 

1.1 สารละลายอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเทากบั 

4.5 (สําหรับวเิคราะหแอกติวติีของเดกซแทรนเนสอิสระ) 

 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชั่งโซเดียมอะซิเตท 29.0917 กรัมละลายในน้ํา

กลั่นปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial acetic 

acid) จนเทากับ 4.5 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการ

วิเคราะหตองเจือจางเปน 0.05 โมลาร 

 

1.2 สารละลายอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเทากบั 

5.0 (สําหรับวิเคราะหแอกติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป) 
 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชัง่โซเดียมอะซิเทตท 52.0680 กรัมละลายใน

น้ํากลัน่ปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial 

acetic acid) จนเทากับ 5.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการ

วิเคราะหตองเจือจางเปน 0.05 โมลาร 

 

1.3 สารละลายเดกซแทรน ที 2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้าํหนัก) (สําหรับวเิคราะหแอกติ

วิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ) 

 

ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัมในสารละลายอะซเิตท บฟัเฟอร 

ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 (ขอ 1.1) โดยการใชเครื่อง sonicator 

และปรับปริมาตร ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. 
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1.4 สารละลายเดกซแทรน ที 2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้าํหนัก) (สําหรับวเิคราะหแอกติ

วิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป) 

 

ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัมในสารละลายอะซเิตท บฟัเฟอร 

ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดาง 5.0 (ขอ 1.2) โดยการใชเครื่อง Sonicator 

และปรับปริมาตร ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. 

 

 

2. สารละลายสําหรับใชในการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนส 

 

2.1 สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอรความเขมขน 0.05 โมลตอลิตรคาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0 
 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชั่งโซเดียมอะซิเตท 12.1447 กรัมละลายในน้ํา

กลั่นปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial acetic 

acid) จนเทากับ 4.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการ

วิเคราะหตองเจือจางเปน 0.05 โมลาร 

 

2.2 สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร ความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 
 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟต 85.48 กรัม และ

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต 47.73 กรัม ละลายในน้าํกลั่นปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคา

ความเปนกรดดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จนเทากับ 7.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวดั

ปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการวิเคราะหตองเจือจางเปน 0.5 โมลาร 

 

3. รีเอเจนตสําหรับวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ โดยวธิขีอง Somogyi-Nelson (1952) 

 

3.1 สารละลาย alkaline copper  reagent  

 

เตรียมโดยละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO412H2O) จํานวน 71 

กรัม และ โปแตสเซียมโซดียมทารเตรท (Potassium Sodium tartrate 4H2O) จํานวน 40 กรัม ใน
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น้ํากลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมัล 100 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) ความเขมขนรอยละ 10 80 มิลลิลิตร และไดโซเดียม

ซัลเฟต180 กรัม ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บใสขวดแกวสีชา สารละลาย

เตรียมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ชั่วโมงกอนการใชงาน 

 

3.2 สารละลาย nelson reagent  

 

เตรียมโดยละลาย แอมโมเนียมโมลิบเดท [(NH4)6MO7 O244H2O] จํานวน 53.2 

กรัม ในน้ํากลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดกํามะถันเขมขน จํานวน 21 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

โซเดียมไฮโดรเจนอารซิเนท (NaHAsO47H2O) ความเขมขนรอยละ 12 จํานวน 50 มิลลิลิตร ผสม

ใหเขากนั แลวปรับปริมาตรจนครบ 1000 มิลลิลิตร เก็บใสขวดแกวสีชา สารละลายเตรียมไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ชั่วโมงกอนการใชงาน 

 

4. รีเอเจนตสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (1951) 

 

 4.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 

 

     โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  60.0 กรัม 

          โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  12.0 กรัม 

                    โซดียมโปตัสเซียมทารเทรท     0.6 กรัม 

                    น้ํากลัน่        3.0 ลิตร 

 

4.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย  

 

 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)     5.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1.0 ลิตร 
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4.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 

 

 สารละลาย Lowry A        50 สวน 

 สารละลาย Lowry B          1 สวน 

 

4.4 สารละลาย Lowry D ประกอบดวย 

 

 สารละลายโฟลีน ฟนอล รีเอเจนต 

 (Folin phenol reagent)                  1 สวน 

 น้ํากลัน่             1 สวน 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของ D-glucose  

 

 เตรียมสารละลายน้าํตาลกลูโคสความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชน้ํากลัน่

เปนตัวทําละลาย จากนั้นเตรียมสารละลายกลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

เตรียมสารละลาย D-glucose ความเขมขน 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 

และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในน้ํากลัน่ นําสารละลายนี้ความเขมขนละ 1 มิลลิลิตร ใสหลอด

ทดลอง วิเคราะหโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952) การทดสอบน้าํตาลรีดิวซโดยเติมสารละลาย 

alkali-copper reagent ลงในหลอดทดลองที่บรรจุสารละลาย D-glucose หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนั แชในอางน้ําเดือด 15 นาท ีทาํใหเย็นลงโดยแชในอางน้าํแข็ง จากนั้นนํามาวางไวที่

อุณหภูมิหอง เติม Nelson reagent  1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัตั้งทิ้งไว 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 

520 นาโนเมตร เขียนกราฟระหวางความเขมขนของสารละลายน้ําตาลกลูโคส และ คาการดูดกลืน

แสงที่ 520 นาโนเมตร 
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รูปที่ ผ1  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร กับน้าํตาล

กลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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2. กราฟมาตรฐานของ Bovine Serum Albumin (BSA)  

 

เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวทําละลาย จากนัน้เตรยีมสารละลาย Bovine Serum Albumin 

(BSA) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ความเขมขน 20, 40, 60, 80, 100, 

120, 140, 160, 180 และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในน้าํกลัน่ นําสารละลายนี้ความเขมขนละ 

1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง วิเคราะหโดยวิธ ี Lowry (1951) การทดสอบปริมาณโปรตีนโดยเติม

สารละลาย Lowry C 5 มิลลิลติร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 15 นาท ี จากนั้นเติม

สารละลาย Lowry D 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาท ี วัดคาการ

ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เขียนกราฟระหวาง

ความเขมขนของสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) และ คาการดูดกลนืแสงที่ 660 นา

โนเมตร 
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รูปที่ ผ2  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร กับปริมาณ

โปรตีน BSA ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวผกาแกว เต็มคําขวัญ เกิดเมื่อวันอาทิตยที ่ 7 ธนัวาคม พ.ศ. 2523 ที่

กรุงเทพมหานคร ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ จากคณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัมหิดล ในปการศึกษา 2544 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ในป

การศึกษา 2545 ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 36/8 ซอยบางบอน 5 ถนนเอกชยั แขวงบางบอน 

เขตบางบอน กรุงเทพมหานคร 10150 
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