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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ประวัติความเปนมา 

 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ประชากรสวนใหญมีอาชพีเพาะปลูก หนึ่งในพืชที่

เพาะปลูกคือ ออย โดยเกษตรกรสวนใหญจะมุงเนนเพือ่การผลิตน้ําตาลเปนสาํคัญ  อุตสาหกรรม

การผลิตน้ําตาลทรายของประเทศไทยจัดเปนอุตสาหกรรมที่มีความสาํคัญตอเศรษฐกิจของ

ประเทศ โดยเปนประเทศผูผลิต และสงออกน้ําตาลเปนอันดับสามของโลก (กลาณรงค ศรีรอด, 

2533) ในแตละปสรางรายไดเขาประเทศมากกวาสามหมืน่ลานบาท โดยพืชเศรษฐกิจที่ใชเปน

วัตถุดิบคือ ออย จากขอมลูสถิติยอนหลังของอุตสาหกรรมออย และน้ําตาลทรายในประเทศไทย

พบวา ผลผลิตออย และน้าํตาลมีปริมาณสูงมากขึ้นทกุป โดยมกีารขยายตัวการผลิตน้ําตาลใน

อัตราสูงมากจาก 2.22 ลานตนัในปการผลิต 2525/2526 เปน 6.03 ลานตันในปการผลติ 

2538/2539 เนื่องจากมกีารปรับปรุงกรรมวิธีการผลติที่ดีข้ึน อีกทั้งมกีารเพิ่มพืน้ทีก่ารเพาะปลูก

ออยมากขึน้อยางตอเนื่อง ในปจจุบนัมีพืน้ทีก่ารเพาะปลูกออยทัว่ประเทศประมาณ 6.0 ลานไร ดัง

แสดงในตารางที่ 1.1 โดยปลูกเปนสวนมากในเขตภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และ

ภาคเหนือตามลําดับ ผลผลิตน้ําตาลทรายดิบจากออยในปจจุบนัคอื ประมาณ 90 กิโลกรัมตอออย 

1 ตัน (บุญสง แสงออน, 2527)  

อยางไรก็ตามการผลิตน้ําตาลยังไมไดผลผลิตสูงเทาที่ควรเนื่องจากประสบปญหาใน

ระหวางกระบวนการเก็บเกีย่ว จากการปนเปอนของเดกซแทรน (dextran) และกรด ซึ่งเปน

ผลิตภัณฑที่เกดิจากกิจกรรมของเอนไซมของจุลินทรียจาํพวกแลกติกแอซิดแบคทีเรีย ทัง้นี้

แบคทีเรียพวกนี้จะเจริญไดดีในภาวะเปนกลางหรือกรด ที่อุณหภูมติ่ํากวา 60 องศาเซลเซยีส 

ความเขมขนของน้าํตาลซูโครสต่ําๆ (เชน 12-18% ซูโครส) คาความเปนกรดดาง 5.5 จงึสามารถ

ปนเปอน และเจริญบริเวณรอยตัดของออยที่ถกูไฟไหม โดยกรดที่จุลินทรียสรางขึ้นจะทาํการ

เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสไปเปนน้ําตาลรีดิวซ เปนผลใหสูญเสียน้ําตาลซูโครสรอยละ 0.2-0.6 (บุญสง 

แสงออน และ วิวัฒน แดงสภุา, 2527) นอกจากนี้จากการที่เดกซแทรนซึ่งเปนพอลเิมอรของกลูโคส

ที่เชื่อมกนัเปนสายยาว ซึ่งมีลักษณะเปนเมือกเหนียว ยังสงผลกระทบตอกระบวนการผลติ 

คุณภาพของน้าํตาลทราย และผลิตภัณฑทีน่ําน้ําตาลทรายไปใชเปนสวนประกอบ โดยทาํใหเกิด

การอุดตันบริเวณ ทอสง ตะแกรง มีผลตอการไหล การกรอง อัตราการระเหย การทําใหเดือด และ
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การตกตะกอนของน้าํออย รวมทัง้สงผลตอลักษณะผลึกของน้าํตาลทรายที่ได ซึ่งกอใหเกิดการ

สูญเสียของปริมาณน้ําตาลทรายถึง 9.2% ตอผลผลิตของน้ําตาลทรายที่ไดตอป (บุญสง แสงออน,  

2527) 
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ตารางที่1.1 เปรียบเทียบผลสํารวจออยและน้ําตาลทรายตั้งแตปการผลิต 2525/2526–2541/2542  

ปการผลิต พื้นที่เพาะปลกู (ลานไร) ออยเขาหีบ (ลานตนั) น้ําตาล (ลานตัน) 

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 : อุตสาหกรรมออย และน้ําตาลทรายในประเทศไทย 2541/2542 
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จากปญหาดังกลาวจงึไดมีผูสนใจศึกษาวธิีการกาํจัดเดกซแทรนโดยวธิีตางๆ เชน การใช

สารเคมี หรือ  Biocides ในการกําจัดจุลนิทรียที่เปนสาเหตุ รวมทัง้มกีารฉีดลางเครื่องจักรดวยไอ

น้ําตามเวลาทีก่ําหนด แตในภายหลังไดมีความสนใจในการใชเอนไซมเดกซแทรนเนส ซึ่งเปน

เอนไซมทีม่ีความจําเพาะตอเดกซแทรน ซึง่พบวามีความเปนไปไดในการนาํไปใชจริงสูง เนื่องจาก

มีความจาํเพาะเจาะจงของเอนไซมตอสับสเตรท ปฏิกิริยาของเอนไซมไมตองการภาวะที่รุนแรง 

อยางไรก็ตามเมื่อคํานงึถงึความประหยัด การใชเอนไซมอิสระนัน้เปนการใชงานเพยีงครั้งเดยีว 

ยอมไมเปนการประหยัด แตหากเราสามารถตรึงเอนไซมกับตัวพยุงดวยวธิีที่เหมาะสมจะสามารถ

นําเอนไซมตรึงรูปมาใชไดมากกวาเพียงครั้งเดียว ซึง่ทาํใหเกิดความคุมทุนสงูขึ้น ลดการปนเปอน

ของสารเคมีในผลิตภัณฑ ทําใหลดปญหาที่เกิดขึ้นจากเดกซแทรนลงได (Jolly and Prakash, 

1987) การตรึงรูปเอนไซมในบางครั้งสงผลใหเอนไซมมีคุณสมบัติที่ดีข้ึนหลายประการ ซึ่งเปน

ประโยชนตอการนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย คือ เอนไซมมีความทนทานตอ

อุณหภูมิสูงขึ้น ทนทานตอความเปนกรดดางดีข้ึน เก็บรักษางาย อายุการใชงานนานมากขึ้น และมี

ความจาํเพาะตอสารตั้งตนมากขึ้น เปนตน ประสทธภิาพของเอนไซมตรึงรูปนั้นคือวิธีการ ตวัพยุง 

สารเคมี และภาวะในการทาํงานที่เลือกใชใหมีผลกระทบตอการทํางานของเอนไซมนอยที่สุด แตมี

การจับกับตัวพยุงที่ดี เพื่อสามารถนํากลบัมาใชใหมไดหลายๆครั้ง 

งานวิจยันี้ไดทาํการผลิตเดกซแทรนเนสจาก เชื้อรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-

14 ซึ่งทําการกลายพันธุโดย สุวรรณา นพพรพนัธุ (2538)   เพื่อนํามาตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดย

ใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพันธะโควาเลนทกับทรายแมน้ําขนาด 16-20 เมช ทั้งนี้เนื่องจากทราย

แมน้ําเปนวัสดุตามธรรมชาตทิี่หาไดงาย ราคาถูก ทนตอการทาํลายเชงิกล      และการทาํลายโดย

จุลินทรีย ขอดีอีกขอหนึง่คือ หากมีการหลดุของทรายเขาไปในน้าํออยแลวทรายนี้จะถูกขจัดออกได

โดยการเขาสูระบบกําจัดทรายเชน การกรอง ซึ่งเปนขั้นตอนปกติขั้นตอนหนึ่งของกระบวนการผลติ

น้ําตาลทราย งานวิจยันี้ไดศึกษาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนส ความสามารถในการทํางาน

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทียบกับเดกซแทรนเนสอิสระ และภาวะการทํางานที่เหมาะสมของเดกซ

แทรนเนสตรงึรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ ตอการขจัดเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออยในระดับ

หองปฏิบัติการ เพื่อเปนพืน้ฐานในการวิจยัตอไป และสามารถนําไปใชจริงในระดับอุตสาหกรรม  
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การวิจยัในครัง้นี้ไดเปรียบเทียบความสามารถในการทาํงานระหวางเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

และเดกซแทรนเนสอิสระ ในการยอยสลายเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย โดยจะสามารถ

พิจารณาจากผลการทดลองไดวา เอนไซมในรูปแบบใดที่เหมาะสมตอการนํามาใช เพื่อใหได

ประโยชนสงูสดุ โดยพิจารณาจาก ความสามารถ และเวลาที่ใชในการยอยเดกซแทรน รวมทั้งมี

การคํานงึถงึ ความสามารถในการใชซ้าํของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตนทนุ และเวลาในการตรึงรูปวา

มีความเหมาะสมในการนําไปใชจริงหรือไม เพื่อใชเปนขอมูลพืน้ฐานในการวิจยัตอไปในการเพิม่

ระดับการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสในปริมาณที่สูงยิ่งขึ้น สาํหรบัการแกปญหาในกระบวนการ

ผลิตน้ําตาลทราย เพื่อลดการสูญเสียผลผลิตน้ําตาลทราย อันเนื่องมาจากการปนเปอนของเดกซ

แทรน และเพือ่ใหไดน้ําตาลทรายที่มีคุณภาพสงูขึ้น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 6 

บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

ออยมีชื่อทางวทิยาศาสตรวา Saccharum officinarum ในประเทศไทยมกีารปลูกออยทั่ว

ทุกภาค ออยเปนพชืที่มีประสิทธิภาพดีทีสุ่ดในการผลิตชีวมวลเมื่อเปรียบเทียบกับพืชทีม่ีอาย ุ 12 

เดือนดวยกันในเขตรอนชื้น ภายใตภาวะน้ําฝนจากธรรมชาติอยางเดียว จะมีประสิทธิภาพการ

สังเคราะหแสง 0.8% และ 1.1% ในภาวะทีม่ีการชลประทานดวย โดยถามกีารจดัการ และมกีาร

ชลประทานทีม่ีประสิทธิภาพ จะสามารถไดออยสวนที่จะเขาโรงงาน (แยกยอด ใบ และขรุยของ

ออยออกแลว) ถึง 100 ตันตอพื้นที่เพาะปลูก 1 เฮกแตร (1 เฮกแตร = 6.25 ไร) และไดชีวมวล

ทั้งหมด (ออยที่เขาโรงงานรวมยอด ใบและ ขรุย) 148 ตัน (น้ําหนกัเปยก) / เฮกแตร  

ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากออยนอกจากจะไดน้าํตาลแลว ยังไดผลิตผลพลอยได

หลายชนิด ซึ่งถาแบงเปนกลุมตามขั้นตอนที่ผลิตผลพลอยไดจะแบง 2 สวน สวนแรกเปนสวนที่ได

จากการเก็บเกีย่วไดแก ยอด ใบ และขรุยของออย สวนหลังจะไดมาระหวางกระบวนการผลติ  

ไดแก กากออย, กากน้ําตาลสุดทาย และ กากตะกอน ในการผลิตน้าํตาลจากออย 100 ตัน โดยใช

เทคโนโลยีในการผลิตปจจบุันสามารถผลิตผลิตภัณฑ และผลิตผลพลอยไดโดยประมาณ ดัง

ตารางที่ 2.1 

 

ตารางที่ 2.1  ปริมาณผลิตภัณฑและผลพลอยไดที่ไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาลโดยใชออย 100   

                 ตัน เปนวัตถุดิบ 

    ผลิตภัณฑและผลพลอยได   ปริมาณ (ตัน)*           ปริมาณ (ตัน)** 

     

   น้ําตาล (recoverable sugar)          12.0              11-12 

    กากออย (ความชืน้ 50%)         27.5         25-30 

    กากน้ําตาลสุดทาย (88oBrix)            3.4                5 

    ขี้ตะกอน (ความชืน้ 77%)            3.4                - 

    ใบสด             7.8                - 

    ใบแหง             6.9                - 

    ยอดออย             6.9                - 

 ที่มา : * GEPLACEA/UNDP, cited in Silverio (1991)    **  สํารวจจากประเทศไทย  
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การผลิตน้ําตาลทรายนั้นจะเปนผลิตภัณฑซึ่งผลิตไดจากน้ําออย โดยในน้ําออยจะมี

สวนประกอบ และคุณสมบัติทางเคมีดังแสดงในตารางที่ 2.2 และ 2.3 

 

ตารางที่ 2.2  แสดงสวนประกอบในน้าํออย 

 

สวนประกอบในน้าํออย ปริมาณ (%) 

1. น้ํา 

2. เถา 

3. ไฟเบอร 
- เซลลูโลส 

- ไซแลน 

- กัม 

- ลิกนนิ 

4. น้ําตาล 

- ซูโครส 

- เดกซแทรน 

- 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 : สถาบันคนควา และพฒันาผลิตผลทางการเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร  

 

 

 

 



 8 

ตารางที่ 2.3 แสดงองคประกอบทางเคมีในน้ําออย  

องคประกอบออย 100 กรัม ปริมาณเฉลี่ย 

ความเปนกรดดางของออยทีเ่จริญเต็มที ่

พลังงานอาหาร(food energy) 

ความชืน้ (moisture) 

โปรตีน (protein) 

ไขมัน (fat) 

คารโบไฮเดรตทั้งหมด (total carbohydrate) 

เถา (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 เปอรเซ็นต 

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 

ปริมาณเล็กนอย 

0.01 มิลลิกรัม 

0.01 มิลลิกรัม 

0.10 มิลลิกรัม 

ที่มา: Barnes (1974) 
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น้ําตาลทราย คือ น้ําตาลซโูครส (sucrose) ซึ่งแยกไดจากหมอปนน้าํตาล (centrifuge) 

วัตถุดิบซึ่งเปนที่มาของน้าํตาลชนิดนี้ไดแก ออย (sugarcane)  และหัวผักกาดหวาน (beet roots) 

น้ําตาลทรายซึง่ผลิตจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ําตาลทรายนัน้แบงออกไดหลายประเภทเชน 

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

sugar) และน้าํตาลทรายขาวบริสุทธิ ์ (refined sugar) เปนตน นอกจากการผลิตน้าํตาลทรายแต

ละประเภทดังกลาวจะตองใชกระบวนการผลิตที่ตางกันแลว ในการผลิตน้ําตาลทรายประเภท

เดียวกนักย็ังอาจใชกระบวนการผลิตที่ตางกันออกไปอีก ทัง้นี้ข้ึนอยูกบัขีดความสามารถตลอดจน

ความเหมาะสมของแตละโรงงาน 

2.1 กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย 

น้ําตาลทรายดิบเปนน้าํตาลที่มีผลึกเปนสีน้ําตาลเขม มีความชืน้สงูเนื่องจากผลึกถูกหอหุม

ไปดวยกากน้าํตาลที่มีความบริสุทธิ์ต่ําเปนจํานวนมาก ไมผานกรรมวิธกีารฟอกส ี 

น้ําตาลทรายขาวมีลกัษณะเปนผลึกขาวม ีโพลาไรเซชนั ประมาณ 99 องศา ปกติผลิตจาก

ออยโดยตรงสาํหรับโรงงานที่มีลูกหีบ กระบวนการผลติในระยะเริ่มตนจะเหมือนน้ําตาลทรายดิบ 

จะเริ่มแตกตางกนัตั้งแตการทําน้ําออยใหใส   

2.1.1 การขนถายออย (cane transportation and unloading)  หลงัจากผานการ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลในออย หรือคา C.C.S. แลว ออยจะถกูลําเลียงมายัง

ลานพักออย (cane yard) เพื่อทาํการชัง่บนัทกึน้าํหนักออย ในการปลอยใหออย

หลนลงบนสะพานออย (cane carrier) โดยอาศัยเครื่องมือชวยลาก ดังรูป 2.1 

เพื่อเตรียมพรอมเขาสูเครื่องมือชนิดตางๆ  

 
        รูปที่ 2.1 การขนถายออยโดยอาศัยเครื่องมือชวยลาก 
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2.1.2 การเตรียมออยกอนเขาลูกหบี (cane preparation) คือการทําใหลําออย

กลายเปนชิน้ละเอียดกอนปอนเขาลูกหบี โดยอาศัยเครื่องฉีก (shredder) ฉีกยอย

ออยใหเปนฝอยละเอียด โดยอาศัยการตีของแทงคอนทีเ่หวี่ยงตวัหมุนลงมา  

2.1.3 การบดออย (cane milling) ออยจะถูกลาํเลียงไปโดยสะพานปอนออย เขาสูลูก

หีบชุดที่1 น้ําออยที่สกัดไดเรียกวาน้ําออยที่สกัดไดขั้นแรก ซึ่งเปนน้าํออยแท 

จากนั้นออยจะถูกพนดวยน้าํแลวนาํเขาลกูหีบชุดตอไป ทําใหไดน้าํออยสกัดขั้นที่

สอง สวนผสมของน้าํออยทั้งสองสวนนี้เรียกวา น้ําออยรวม (mixed juice) 

ลักษณะของลกูหีบแสดงดังรูปที่2.2  

 

รูปที่ 2.2 ลกูหบีที่เรียงตอกันเปนชุด 

2.1.4 ขั้นตอนการทาํน้าํออยใส (clarification) ขั้นตอนนี้จะแยกสิง่สกปรกออกจาก

น้ําออยโดยการตกตะกอน เชน  

กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายดิบ จะใชวิธทีี่เรียกวา defecation 

method โดยนําน้าํออยรวมเขาหมออุนน้ําออยเมื่ออุณหภูมิถึง 55 องศา

เซลเซียส จึงเติมปูนขาวลงไปจนกระทัง่ม ี คาความเปนกรดดาง ประมาณ 

7.0-7.2 ระยะเวลาผสมไมควรเกิน 3 นาท ีจากนั้นนาํเขาหมออุนใหน้าํออยมี

อุณหภูมิ 102-105  องศาเซลเซียส และผสมกับสารรวมตะกอน (flocculant) 

สิ่งสกปรกที่ตกตะกอนลงมาเรียกตะกอนตม (mud) ซึ่งมีประมาณรอยละ 25 

ของน้ําออยใส 
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กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาว จะทาํน้าํออยบริสุทธิ์โดยเพิม่

กรรมวิธีฟอกสนี้ําออย เชนการใชระบบ ซัลฟเทชัน (sulphitation) ฟอกสี

น้ําออยดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด และระบบคารบอเนชนั (carbonation) 

ใชกาซคารบอนไดออกไซด ซึ่งทัง้สองระบบนี้ยงัคงตองใชน้าํปูนขาว และ

ความรอนในการทําน้ําออยบริสุทธิ ์ สวนการแยกตะกอนออกทําใหน้าํออยใส

นั้น ระบบซัลฟเทชนัยงัคงตองใชถังพักใส เชนเดยีวกับการผลิตน้ําตาลทราย

ดิบ แตระบบคารบอเนชนัจะใชเครื่องกรองแบบมีผากรอง 

2.1.5  ข้ันตอนการทาํน้าํออยใหเปนน้าํเชื่อม (evaporation) น้ําออยที่ผานการทาํให

บริสุทธิ์ตามระบบดังกลาวขางตน  จะถกูสงเขาชดุหมอตม หมอตมที่ใชอาจเปน

ระบบ 4-6 ชุด หมอตมระเหยเหลานี้ตัง้เรียงเปนแถวติดตอกันดังแสดงในรูปที ่2.3 

ใชความรอนจากไอน้าํ สําหรับใบแรกใชความรอนสูงถงึ 128 องศาเซลเซียส ไอ

น้ําที่เกิดขึ้นในหมอตมใบแรกจะถกูนาํไปใชตมระเหยน้ําออยในหมอตมใบที่สอง 

และไอน้ําจากหมอตมใบที่สองจะถกูนาํไปใชในหมอตมใบที่สามเชนกนั การ

ทํางานของหมอตมระเหยจะตอเนื่องกนัจนน้ําเชื่อมมีความเขมขน 65 บริกซ 

ภายใตภาวะสญุญากาศ 

 

รูปที่ 2.3 หมอตมระเหย 

2.1.6  ข้ันตอนการตมเคี่ยวน้ําเชื่อม (boiling) น้ําเชื่อมจากถงัพักน้าํเชื่อมจะถูกนําไปตม

เคี่ยวซึ่งใชความรอนต่ําภายใตสุญญากาศ (vacuum pan) ความรอนที่ใช

ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส สุญญากาศประมาณ 26-28 นิ้วของปรอท 

น้ําเชื่อมจะถกูเคี่ยวจนมีความเขมขนมากขึน้ จนกระทัง่เกิดผลึก (crystalline 

mass) เมื่อน้ําเชื่อมอยูในลกัษณะที่เต็มไปดวยผลึกน้ําตาลเรียกวา แมสซิควิท  
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2.1.7 ขั้นตอนการเลี้ยงผลึกน้ําตาลทรายในถงัพกัผลึก (crystallization in crystallizer) 

เนื่องจากแมสซิควิทที่ปลอยออกมาจากหมอเคี่ยวประกอบดวยผลึกน้าํตาลทราย 

และน้ําเลีย้งผลึก (mother liquor) การเลี้ยงผลึกน้ําตาลทําได 2 วิธีคือ 

  การเคี่ยวใหเกดิผลึกน้ําตาลขึ้นเองจะตองเคี่ยวจนกระทัง่ความเขมขน

ของน้ําเชื่อมเพิ่มถงึภาวะเหนือจุดอิ่มตัวสงูสุด และลดความเขมขนลงโดยเติม

น้ําหรือน้ําเชื่อม เลี้ยงผลกึน้ําตาลที่เกิดขึ้นใหโตถงึขนาดที่ตองการ อยางไรก็

ตามการเลีย้งผลึกโดยวธิีนี้ในปจจุบนัไมนยิมเนื่องจากการควบคุมปริมาณ 

ขนาด และความสม่ําเสมอของผลึกน้าํตาลทําไดยาก 

  วิธีกระตุนใหเกิดแกนผลึกเฉียบพลนั (shock seeding) โดยเคี่ยว

น้ําเชื่อมใหมีความเขมขนระดับหนึง่ตามกาํหนด แลวเติมผงเชื้อน้าํตาลซึ่งได

จากการบดน้าํตาลทรายขาวที่อบแหงละเอยีดขนาด 0.03 มิลลิเมตร ลงไปใน

หมอเคี่ยว หลงัจากนัน้ 2-3 นาที ความเขมขนของน้าํตาลสูงถงึระดบัหนึง่จะ

ทําใหเกิดปฏิกริิยาการกระตุนอยางเฉียบพลัน (shock) น้ําตาลที่ละลายใน

น้ําเชื่อมจะแยกตัวออกมาเปนแกนผลกึอยางตอเนื่องมากมาย เมื่อแกนผลึกมี

มากพอแลว หยุดปฏิกิริยาโดยเติมน้าํเชื่อมเขาหมอเคี่ยวระดับหนึง่จนความ

เขมขนลดลงถงึระดับความเขมขนที่เหมาะในการเลีย้งแกนผลึกเพื่อใหมี

ขนาดโตตามตองการ 

  วิธีเติมผงเชื้อน้ําตาลตามจาํนวนจรงิ (true seeding) โดยบดน้ําตาล

ทรายขาวที่อบแหงแลวผสมกับแอลกอฮอลแลวเติมลงในน้าํเชื่อมที่มคีวาม

เขมขนถึงระดบัที่กาํหนด ปดไอน้ําที่เขาหมอเคี่ยวจนกระทัง่ผงเชื้อน้ําตาล

กระจายตวัทัว่น้ําเชื่อม แลวจึงเปดไอน้ําเคี่ยวตอประมาณ 15-30 นาที เติม

น้ําเชื่อมเขาไปอยางตอเนื่อง เลี้ยงผลึกที่เกดิขึ้นใหมีขนาดโตตามตองการ 
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รูปที่ 2.4 ถังพกัผลึกน้าํตาล 

2.1.8 ข้ันตอนการแยกผลึกน้ําตาลทรายในหมอปนน้าํตาลทราย (curing in 

centrifuge) เมื่อปลอยใหแมสซิควทิเกดิผลึกที่มีขนาดโตตามตองการแลว ให

ปลอย แมสซคิวิท ลงหมอปนน้าํตาลทราย เมื่อหมอปนหมุนดวยแรงเหวี่ยงหนี

ศูนย กากน้าํตาลจะระบายผานรูตะแกรงออกมา 

 

รูปที่ 2.5 หมอปนน้าํตาลทราย 

2.1.9 ข้ันตอนการอบ บรรจุ และเก็บน้าํตาลทราย (packaging) น้ําตาลทรายดิบจะได

ผลึกน้ําตาลซูโครสรอยละ 96-98 และความชื้นรอยละ 1-2 ตองนาํมาอบแหงใหมี

ความชืน้เหลือเพียงรอยละ 0.5 โดยการเก็บน้าํตาลอาจจะวางกองกบัพื้น หรือ

เก็บโดยบรรจกุระสอบ โดยภาชนะบรรจุจะตองปดสนทิ สถานทีเ่กบ็จะตองปด

สนิท และควรมีพัดลมดูดความชื้นออก  
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2.2 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสทุธิ ์

น้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์มีลกัษณะเปนผลกึใสสะอาดไรสี มีปริมาณรอยละของน้ําตาล

ซูโครสไมต่ํากวา 99.5%  มีเถา (ash) ไมเกินรอยละ 0.04  และมีความชืน้ไมเกินรอยละ 0.07 

นับวาเปนอนิทรียทีม่ีความบริสุทธิ์ (purity rubric) เกือบ 100% ในการผลิตน้ําตาลทรายขาว

บริสุทธิ ์ปกติใชน้ําตาลทรายดิบ (raw sugar) เปนวัตถุดบิ ดังนัน้จึงจะทําการผลิตไดอยางตอเนื่อง

ตลอดป สําหรับโรงงานทีม่ีโรงหีบเอง จะทาํการผลิตน้ําตาลทรายดิบจากออยในฤดูตัดออยเพื่อ

สะสมไวปอนโรงงานผลิตน้าํตาลทรายขาวบริสุทธิ์  

สําหรับกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์นัน้ มีวิธีการทาํน้าํเชื่อมใหบริสุทธิ์ไดสูง

กวาวิธีการที่ใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายชนิดอื่นที่กลาวมาแลว และอาจแบงไดหลายแบบ 

คือ 

2.2.1 Active carbon method วิธีนีน้าํน้าํตาลทรายผสมกบัน้ําเชื่อมสําหรับสรางผลึก 

(affination syrup) ในถงัผสมที่เรียกวา magma mingler อุณหภูมิประมาณ 50 

องศาเซลเซยีส แลวนาํไปสลัดแยกน้ําเชื่อมที่ลางออกจากผลกึน้าํตาลทรายดิบ

ดวยหมอปนน้าํตาลทรายที่เรียกวา affination centrifuge น้ําตาลที่ไดเปน 

Washed sugar สวนน้าํเชื่อมที่ลางผลกึน้ําตาลเรียก affination syrup ซึ่งสวน

หนึง่นาํกลับไปใชลางผลึกน้าํตาลทรายดบิอีก สาํหรับผลึกน้ําตาลทรายที่ลางแลว

แยกจากหมอปนน้าํตาลทรายนาํไปหลอมละลายใน melter และผสมกับ 

kieselguhr ซึ่งเปนสารชวยกรอง (filter aid ) กับผงถานฟอกส ี (active carbon) 

แลวนําไปกรอง น้าํหวานทีก่รองไดเรียก filtered liquor หรือ brown liquor แลว

นําไปฟอกสีอีกท ีน้าํหวานทีก่รองไดเรียกวา decolorized liquor หรือ fine liquor 

มีลักษณะใสสะอาดเกือบไรสี นาํไปตมระเหยในหมอตม (evaporator) จนมี

ความเขมขนเปนน้าํเชื่อม 60-65 บริกซ แลวสงตอไปเคี่ยวใหเปน แมสซิควิท ตก

ผลึกจนมีความเขมขน 90-93 บริกซ ปลอย แมสซิควทิ ลงถังพักผลึกจนผลึกโต

เต็มที่ปลอยลงหมอปนน้ําตาลแยกผลึกน้าํตาลทราย ใชน้าํลางกากน้ําตาลออก

จากผลึก สงไปเขาเครื่องอบ และทาํใหเย็น แบงชั่งบรรจกุระสอบ    

สารที่ใชในวิธนีี้ – 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 วิธีนีม้ีวิธีการปฏิบัติเหมือนวิธีแรกทุกประการตางกนัเฉพาะ

ใชถานกระดูก (Bone char) แทนผงถานฟอกสี   

สารที่ใชในวิธนีี้ – 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 และกรดฟอสฟอริกใหเขากัน ตะกอนสกปรกจะ

ลอยติดขึ้นมากับฟองอากาศ ทําการแยกตะกอนออก น้ําหวานใสที่ไดจะถูกนําไป

ฟอกสีตอไปดวยผงถาน  

สารที่ใชในวิธนีี้ – 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 นาํน้าํตาลทรายดิบมาลางดวย

น้ําเชื่อม นําไปหลอมละลายใน mingler อุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซยีส 

raw liquor ที่ไดผสมกับน้าํปูนขาวแลวสงเขา continuous carbonator ซึ่งม ี

carbon dioxide  8-12% ผานเขาไป 40-60นาท ีได carbonated liquor  pH 8.0 

ทําใหมีอุณหภมูิสูง 80 องศาเซลเซียส กรองแยกตะกอน ผสมผงถานฟอกส ี filter 

liquor ที่ได นําไปกรองยกตะกอน ได fine liquor สงไปตมระเหย และตมเคี่ยว

แยกเปนน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ตอไป 

สารที่ใชในวิธนีี้ – 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 ใชวิธีการเหมอืนวิธกีารในขอ 4.4 แตใช

ถานกระดูกแทนผงถานฟอกสี 

2.2.6 Carbonation, Active and Anion-exchange resin method วิธนีี้เปนวิธีผสมซ่ึง

มีการฟอกสีดวย anion-exchange resin หลงัจากที่ได fine liquor แลว ให fine 

liquor ผานเขาไปในถังบรรจุ Anion-exchange resin ที่ใชคือ Amberlite 

IRA.401 resin นี้ สามารถกรองฟอกน้ําเชือ่มประมาณ 500 รอบ หรือมากกวา  

 สารที่ใชในวิธนีี้  - 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 ใชวิธีการ

เหมือนวิธกีารในขอ 2.2.6 แตใชถานกระดูกแทนผงถาน 

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

method วิธนีีร้วมทุกวิธีเขาดวยกนัเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพในการฟอกสี และทาํให

ไดน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิท์ี่มีคุณภาพสงูสุด 

2.3 การสูญเสยีผลผลิตซูโครสในกระบวนการผลิตน้ําตาลทราย 

การสูญเสียผลผลิตน้ําตาลซูโครสนั้นเกิดตั้งแตขั้นตอนการเก็บเกี่ยวออยจนกระทั่งขั้นตอน

สุดทายคือ การผลิตน้ําตาลบริสุทธิ์ (refine sugar) ซึ่งมีการสูญเสียผลผลิตประมาณรอยละ 5-35 

ซึ่งมีความผนัแปรอยูในชวงกวาง ทัง้นี้ขึน้กับปจจยัหลายประการ เชน ปจจัยทางดานภูมิศาสตร 

และเทคนิคการผลิตน้ําตาลทรายของประเทศตางๆ (Clarke และคณะ , 1980)  

2.3.1 ข้ันตอนที่เกิดการสูญเสียซูโครสมีดังนี ้

- การเก็บเกี่ยวออย (cane harvesting) ซึ่งเกิดการสูญเสยีซูโครส

ประมาณรอยละ 5-25       ในขัน้ตอนนี้เกิดการปนเปอนจุลินท

รียที่สรางเดกซแทรน  เชน Leuconostoc mesenteroides ซึ่ง

เปนจุลนิทรียที่พบในอากาศ ดิน และน้าํ ซึ่งจําเปนตองปรับปรุง
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ประสิทธิภาพการเก็บเกี่ยว   และปองกนัการเจริญของจุลินทรีย

นี้โดยการใชสารฆาเชื้อจุลินทรีย (biocide) 

- การผลิตน้ําตาลทรายดิบ (raw sugar mill) นอกจากจะ

ปรับปรุงการเก็บเกี่ยวใหมีประสิทธิภาพแลวจะตองนําออยเขาสู

กระบวนการผลิตทันทีหลงัการเก็บเกีย่ว และในกระบวนการ

ผลิต จะตองมกีารควบคุมข้ันตอนตางๆ เปนอยางด ีการสูญเสีย

ซูโครสไปกับสวนของกากออยมีประมาณรอยละ 3-8 

- การผลิตน้ําตาลทรายบริสุทธิ ์ (cane sugar refinery) ใน

ขั้นตอนนี ้ คาความเปนกรดดาง ประมาณ 7.0-9.0 ซึง่เปน คา

ความเปนกรดดาง ที่ซูโครสมีความเสถียรมากที่สุด อยางไรก็

ตามมีการสูญเสียซูโครสเนื่องจากกระบวนการ self-catalyzing 

ของน้ําตาลอนิเวอรท เกิดเปนกรดอินทรยี และจากการศึกษา

โดยใช HPLC พบวามีการสูญเสียน้าํตาลซูโครสในขั้นตอนการ

ทําใส (clarification) โดยวธิีคารบอเนชนั ซึ่งทําใหเกิดน้ําตาล

อินเวอรท จากการศึกษาพบวาในภาวะที่เปนกลางหรอืดางนัน้ 

เกิดการสูญเสยีน้ําตาลซูโครสประมาณรอยละ 0.004-0.04 ซึ่ง

การสูญเสียนีส้วนใหญเนื่องมาจากสารเคมี และความรอน เมื่อ

สารละลายซโูครสอยูในภาวะที่อุณหภูมิสูง ความเขมขนของ

ซูโครสสูง และ คาความเปนกรดดาง เปนกลาง 

2.3.2 ประเภทของการสูญเสียผลผลิตน้ําตาลซโูครส คือ  

- การสูญเสียเนือ่งจากสาเหตทุางกายภาพ (physical loss) เปน

การสูญเสียน้าํตาลซูโครสโดยตรง เนื่องจากเทคนคิการเก็บ

เกี่ยว การเก็บรักษา รวมทั้งการขนสงออย และน้าํตาล ทําอยาง

ไมมีประสิทธภิาพ ทําใหเกดิการปนเปอน และการเจรญิเติบโต

ของจุลินทรีย นอกจากนีย้ังเกิดการสูญเสียซูโครสสวนหนึ่งไป

กับสวนของน้าํเสียในโรงงาน และสวนของตะกอน (mud) ทั้งนี้
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เนื่องจากในกระบวนการผลติไมสามารถลางซูโครสออกจาก

สวนของตะกอนไดหมด  

- การสูญเสยีเนื่องจากจุลินทรีย (microbiological cause of 

sugar loss) จุลินทรียในสกุล Leuconostoc sp. และจุลินทรีย

สรางเมือกบางชนิด จะสรางสารประกอบเดกซแทรน กอใหเกิด

ผลกระทบตอกระบวนการผลิต คุณภาพของน้ําตาลทราย และ

ผลิตภัณฑที่นาํน้าํตาลทรายไปใช  

นอกจากนีย้ังมีจุลินทรียชนดิอื่นที่เจริญเตบิโต และใชซูโครสแต

ไมสรางสารประกอบเดกซแทรน ไดแก ยีสต รา แบคทีเรีย 

โดยเฉพาะยีสตในสายพันธุ Saccharomyces sp. ซึ่ง

เจริญเติบโตและสรางเอทานอล แบคทีเรีย Clostridium 

thermosaccharolyticum ซึ่งสรางกรดบิวทีริค 

- การสูญเสียน้าํตาลซูโครสเนื่องจากความรอน (thermal 

sucrose loss) ความรอนกอใหเกิดสารเชิงซอน และสารใหสี

อ่ืนๆในน้าํเชื่อมระหวางกระบวนการผลิต และในผลึกน้าํตาลใน

ระหวางการเกบ็ กระบวนการที่เกิดขึน้เรียกวาการเกิดคาราเมล 

(caramel formation) ปฏิกิริยานี้เกิดในสวนของโมลาส หรือ

น้ําเชื่อมที่เคลอืบสวนผวิของผลึกน้ําตาล ในภาวะทีม่ีน้ําหรือ

ความชืน้เพยีงพอตอการเกิดปฏิกิริยา กอใหเกิดการสูญเสีย

ซูโครสขณะเก็บ และอุณหภูมิภายในโกดังที่เก็บน้ําตาลสูงขึ้น

ดวย การเกดิสีเพิ่มข้ึนนี้เปนสิ่งที่บงชีว้าเกิดการสูญเสยีผลผลิต

น้ําตาลซูโครส 

- การสูญเสียซูโครสเนื่องจากสารเคมี (chemical sucrose loss) 

เนื่องจากซโูครสถูกทาํลายดวยความรอนไดคาราเมล ซึง่เกิดขึ้น

ทั้งภาวะกรด และภาวะดาง สําหรับ คาความเปนกรดดาง ที่

น้ําตาลซูโครสเสถียรมากที่สุดคือ คาความเปนกรดดาง ดาง 

8.0-8.5  
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1. ภาวะกรดจะเกิดการผกผนัของซูโครสไปเปนกลูโคส และฟรุค

โทส ในน้าํออยปฏิกริิยาการผกผันถูกเรงโดยอินเวอรเทส 

(invertase) ในทกุภาวะที ่ คาความเปนกรดดาง ต่ํา โดยเกิด

เปนน้าํตาลรีดวิซ และสารใหสีอ่ืนๆ ซึ่งโดยทั่วไปแลวในน้ําออย

จะมีนาํตาลรีดวิซ อยูประมาณ 0.5 % (บุญสง แสงออน, 2527) 

2. ภาวะดาง การสูญเสียน้าํตาลซูโครสในภาวะนีไ้มใชปญหา

สําคัญ แตทําใหเกิดปญหาดานสี และเพิม่การสูญเสียซูโครสใน

สวนของโมลาส ทั้งนี้เนื่องจากในภาวะดางซูโครสจะสลายตัวให

กรดอินทรียโดยเฉพาะอยางยิ่งกรดแลคติค และใหสารประกอบ

เชิงซอนที่ใหสทีั้งในรูปของ melanoidin และสารประกอบในรูป

ของกรดแซคคารินิค (saccharinic acid)  

ปญหาสาํคัญที่พบในกระบวนการผลิตน้าํตาลทรายเนื่องจากมีการปนเปอนของเดกซ

แทรน (dextran) และกรด           ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซมที่ปลดปลอยโดย

จุลินทรียซึ่งเปนแลกติกแอซดิแบคทีเรีย เจริญไดดีในภาวะเปนกลางหรือกรด ที่อุณหภูมิต่ํากวา 60 

องศาเซลเซยีส ความเขมขนของน้าํตาลซูโครสต่ําๆ (เชน 12-18% ซูโครส) คาความเปนกรดดาง 

5.5 จึงสามารถปนเปอนและเจริญบริเวณรอยตัดของออยที่ถกูไฟไหม โดยกรดที่จุลนิทรียสรางขึ้น

จะทาํใหเกิดการผกผัน (inversion) ของน้าํตาลซูโครสไปเปนน้ําตาลรีดิวซ เปนผลใหสูญเสยี

น้ําตาลซูโครสรอยละ 0.2-0.6 (บุญสง แสงออน และ ววิัฒน แดงสุภา, 2527)   นอกจากนี้เดกซ

แทรน (รูปที ่ 2.6) ซึ่งเปนพอลิเมอรของกลูโคสที่เชื่อมกนัเปนสายยาวเปนผลทีเ่กิดจากกิจกรรมของ

เอนไซม เดกซแทรนซูเครส (dextransucrase, E.C.2.4.1.5) ทาํลายน้าํตาลซโูครสจะไดผลผลิต

เปนกลูโคส และฟรุกโตสดังสมการตอไปนี ้

 

 

n sucrose                                             (glucose)n  +  n(fructose) 

 

 

dextransucrasee 
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รูปที่ 2.6 แสดงลักษณะของเดกซแทรน 

 

ดังรูปที ่ 2.6 เฉพาะโมเลกุลกลูโคสเทานัน้ที่ถูกนํามาสรางสารประกอบเดกซแทรน สวนฟ

รุคโทสที่เกิดขึ้นนัน้จะอยูในรปูของฟรุคโทสอิสระ (invert sugar หรือ reducing sugar) เมื่อถูกจุลิ

นทรียใชแลวอาจถูกเมแทบอไลตออกมาในรูปของกรดอินทรีย และสารใหสี ซึง่เปนสาเหตุให คา

ความเปนกรดดาง ของน้ําออยลดลง และการผกผนัของซูโครสยิ่งสูงขึน้ไปอีก ผลพลอยไดของการ

สรางสารประกอบเดกซแทรน คือ กรดอะซิติค กรดแลคติค แมนนิทอล และเอทานอล สารตางๆ

เหลานี้ทาํให คาความเปนกรดดาง ของน้ําออยลดลง และสรางสารใหสี สวนเดกซแทรนที่สรางขึน้

นั้นมนี้าํหนักโมเลกุลต้ังแต 2-20 x 106 ดาลตัน ประกอบไปดวยหนวยของน้าํตาลกลูโคสที่เกาะกนั

ดวยพนัธะ α-1,6   α-1,4  และ α−1,3   โดยสวนใหญจะเปน α−1,6 glycosidic linkage ที่จุลิ

นทรียสรางขึ้น   มีรูปรางแบบเข็ม หรือมีรูปเปนผลึกแบบ C-axis และการที่เดกซแทรนมีโครงสราง

ของโมเลกุลและน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกนัจึงสงผลใหการวิเคราะหเดกซแทรนโดยวิธีตกตะกอน

ดวยแอลกอฮอล (Haze method) ผิดพลาด เนื่องจากถกูรบกวนดวยสารอื่นในน้ําออย อาทิเชน 

แปง กัม และโปรตีน   เชื่อวาเดกซแทรนที่มนี้าํหนักโมเลกุลตํ่ากวา 40,000 ซึง่เปนเดกซแทรนที่

ละลายน้ําได (soluble dextran) ทาํใหเกดิปญหาตอกระบวนการผลติ เนื่องจากไมสามารถแยก 

หรือกําจัดออกได ทําใหความหนืดของน้าํออย น้ําเชื่อม และแมสซคีวิท เพิ่มข้ึน ทัง้นี้เนื่องจาก 

เดกซแทรนที่ละลายน้ําไดจะเกิด temporary adsorption บน crystal lattices ทําใหเกิดอัตราการ

ตกผลึกชาลง และผลึกที่ไดเปนลักษณะรูปเข็ม ทําใหเกดิการสูญเสียของน้ําตาล 9.2% ตอผลผลิต

ของน้ําตาลที่ไดตอป (บุญสง แสงออน,  2527) สงผลกระทบตอกระบวนการผลิต ผลผลิต 

คุณภาพของน้าํตาลทราย และผลิตภัณฑทีน่ําน้ําตาลทรายไปใชเปนสวนประกอบ โดยมีรายงาน

วาน้ําออยที่มปีญหามากในประเทศออสเตรเลียจะพบเดกซแทรนถงึ 5,000-13,000 ppm on  Brix 
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แตถาในน้าํออยทีพ่บปญหานอยจะมีเดกซแทรน 1,500-3,000 ppm on Brix (Inkerman และ 

James, 1976)  

 

2.4 ปจจัยการเกิด เดกซแทรน   

 

การเกิด เดกซแทรน มีสองปจจัย คือ 

 

2.4.1 ปริมาณจุลินทรีย หมายถงึ ปริมาณ Leuconostoc sp. ที่เร่ิมตนเขามาใน

กระบวนการผลิต ซึ่งจุลินทรยีกลุมนี้มาจากดิน และปนเปอนที่ลาํออย  การเก็บ

เกี่ยวออยจึงมสีวนเกี่ยวของโดยตรง โดยปริมาณจุลินทรียจะปนเปอนเขาสู

กระบวนการผลิตดังแสดงในตารางที ่ 2.4 ซึ่งออยทีเ่ก็บเกี่ยวโดยเครื่องจักร (ออย

ทอน) ยาวประมาณ 50 ซม. (เรียกวา billet) หัวทายจึงมีรอยแผลมาก เปนแหลง

ใหเชื้อเพิม่ปริมาณขึ้นในระยะเวลาสั้นๆ เปนไปไดสูง ถาสามารถลางดวยน้าํ

สะอาดได และหีบทันท ี ก็จะลดปริมาณจลุินทรียได การเก็บเกี่ยวดวยแรงงานคน 

คนงานจะตัดยอดแลวริดใบแลวจึงตัดโคน (ออยลํา) ดังนัน้จะเห็นไดวาออยลํา

หนึง่จะมเีพยีงแผลที่ยอดและที่โคนเทานัน้ การเขาทาํลายของเชื้อจึงนอยกวา ซึง่

คา C.C.S. ของออยลํา และออยทอนนัน้แสดงดังตารางที่ 2.5 แตอยางไรก็ตาม

การเก็บเกี่ยวดวยแรงงานคนก็มีปญหาเรือ่งเวลาเขามาเกี่ยวของดวยเชนกนั การ

เก็บเกี่ยวอีกวธิีหนึ่ง คือ ใชรถบลูโดเซอรดันออยทั้งแปลงแลวใชรถเครนจับขยุม

ออยขึ้นสูรถบรรทุก วิธีนี้ออยจะมีเศษดนิติดไปมาก แมวาจะใชน้าํฉดีลาง แตเชื้อ

โรคก็ติดไปกับลําออยไดมากเหมือนกนั 
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ตารางที่ 2.4 ปริมาณ Leuconostoc spp. ทีพ่บไดในกระบวนการผลติ 

 

sample Total bacteria 

(x106/ml) 

Leuconostoc 

(x106/ml) 

% Leuconostoc 

น้ําออยสกัดขั้นแรก 

น้ําออยสกัดขั้นสุดทาย 

น้ําออยที่สกัดจากออยที่พรมน้ํา 

น้ําออยที่ผานตะแกรงกรองสิ่งสกปรก 

น้ําออยหลังจากเติมปูนขาว 

น้ําออยที่ผานการกรอง 

กากตะกอน 

กากออย 

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  คาการเปลี่ยนแปลง C.C.S. (Commercial cane sugar) ของออย 

 

ปการผลิต คาเฉลี่ย C.C.S. ออยลํา 

C.C.S.เปลี่ยนแปลง 

ออยทอน 

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 ความเร็วของการผลิตเดกซแทรน ซึ่งเดกซแทรนจะถูกผลิตเปนจํานวนมาก 

นอกจากขึ้นอยูกับปริมาณเริ่มตนของจุลนิทรียแลว  ยงัขึ้นกับการเรงปฏิกิริยาของ

เอนไซมจากจลุินทรียซึง่ขึ้นกับปจจัยดังนี้  

- อุณหภูมิของอากาศ  อุณหภูมิของอากาศที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต

ของเชื้อสาเหตุ ยอมทําใหเกิดปริมาณของเชื้อมากขึ้นในสภาพแวดลอม

ในไรออย เชน อากาศรอนชืน้ ฝนตกมาก 
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- ความชืน้ ความชื้นที่เหมาะสมตอการเจรญิเติบโตของเชื้อสาเหต ุยอมทํา

ใหเกิดปริมาณของเชื้อมากขึ้นในสภาพแวดลอมในไรออย 

- ปริมาณน้าํฝน / โคลน / ดิน และสภาพเปรอะเปรื้อนโคลนดิน  เนื่องจาก

ฝนจะทําใหออยสกปรก คือ จะทําใหดินโคลน และดิน เปรอะเปรื้อนตาม

ลําออย เนื่องจาก เชื้อ Leuconostoc อาศัยอยูในดิน 

- การที่ออยถูกไฟไหม  จะทาํใหอุณหภูมทิีผ่ิวออยสูงมากกวา 200oC จะ

ทําใหผิวของเปลือกออยแตก และเกิดแผล ทําใหเชื้อเขาทาํลายออยไดทั้ง

ลํา ดังแสดงในตารางที ่2.6 

- ระยะเวลากอนหีบออย ยิ่งระยะเวลาในการรอหีบออยมากเทาใด 

ปริมาณ เดกซแทรน ที่ผลิตจากเชื้อยิง่เพิ่มปริมาณมากขึ้น มีการประเมิน

ถึงความเสียหายจากการทิง้ออยไวเปนเวลานานกอนนําเขากระบวนการ

ผลิต ดังแสดงในตารางที ่2.7 

- พันธุออย แตละพันธุจะมีความตานทานตอเชื้อจุลินทรียตางกัน  ทัง้นี้

เนื่องจาก ปริมาณไข (wax), เยื่อใย (fiber) เปนตน  

 

ตารางที่ 2.6  ปริมาณเดกซแทรน โดยเฉลีย่ในออยสด และออยไฟไหมภายหลงัการเก็บเกี่ยว 48   

                    ชั่วโมง 

 

ปริมาณเดกซแทรน (ppm/Brix) ชนิดของออย 

ตัดทอนสั้น ตัดทอนยาว  

( >250mm) 

ออยสด 

ออยไฟไหม 

770 

2,950 

603 

1,442 

ที่มา : Clarke (1997) 
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ตารางที่ 2.7  ตารางประเมนิความเสียหายจากการทิ้งออยไวกอนการนําเขา กระบวนการผลิต 

 

 ทิ้งไว 1 วนั ทิ้งไว 5 วนั 

ความหวานลดลง (โพลาไรเซชัน) 

ความบริสุทธิข์องน้ําออยลดลง (purity) 

น้ําหนกัของออยลดลง (ก.ก.)  

น้ําตาลรีดิวซ      

0.41% 

2.10% 

1.5% 

0.036% 

2.05% 

10.50% 

12.50% 

0.015% 

 

ที่มา : คณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย (2529) 

     

 สําหรับประเทศไทยไดมีการทดลองในป พ.ศ. 2535-2536  โดยเก็บตัวอยางน้าํออยจาก

โรงงานน้ําตาลสุพรรณบุรีที่มาจากออยเผา และออยสด เมื่อมาบมไว 72 ชม. พบ Leuconostoc 

sp. ทุกตัวอยาง, คา คาความเปนกรดดาง ลดลงจาก 5.5 เปน 3.4, คาเดกซแทรนอยูในระดับสูงถึง 

10 มก./มล. ซึ่งออยทีถู่กเผา จะทําใหเกิดเดกซแทรน มากกวาออยสด 2-4 เทา (กลาณรงค ศรีรอต,  

2540) 

 

2.5 การเกิด เดกซแทรน ในระหวางการผลิต    

 

2.5.1 การตัดออย ถาใชใบมีดที่ทื่อ จะทาํใหเกิดเดกซแทรน มากกวาใบมีดที่คมกวา และ

ยิ่งออยถกูตัดเปนทอนสั้นๆ มาก สวนที่ถูกตัดยอมมีโอกาสใหเชื้อเขาทาํลาย

ไดมาก สวนเวลาการเขาหบี  ตองใชเวลาเร็วที่สุดจากการตัด ไปสูการสกัดและ

การฟอกใส  อยางนอยที่สุดควรใหมีเวลาการขยายปริมาณของจุลินทรียนอยที่สุด 

2.5.2 การสกัด ระหวางการสกัด กอนทีน่้ําออยจะถูกใหความรอน และทาํการฟอกใส 

(defecation) เปนชวงที่อันตรายมากทีสุ่ด เพราะในชุดลูกหีบจะมปีม ตะแกรง 

และหลายๆจุดที่การเคลื่อนที่ของน้าํออยเปนไปไดไมสะดวก ทําใหมีการ

เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรยีเปนอยางดี  รวมทัง้การจัดการเกีย่วกับอุณหภูมิ 

ระหวางการสกัด  ซึง่ถาต่ําไป เชื้อจะเจรญิเติบโตไดดี  

2.5.3 การฟอกใส  การทํา hot liming หรือ cold liming จะมีผลตอการเจริญเติบโตของ

เชื้อจุลินทรีย เนื่องจากการใสปูนขาว จะทาํใหคาความเปนกรดดาง เพิ่มข้ึนได  
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ทําใหชวยลดปริมาณการเจริญเติบโตของเชื้อลง แตถาเปน cold liming เชื้อจะไม

ถูกทาํลาย และหลังจากการกรอง filter mud  โดย vacuum drum filter  น้ําออย

ใสก็จะถูกนํากลับมาผสม ในกระบวนการฟอกใสอีกครั้ง ซึ่งก็มีปริมาณ

เชื้อจุลินทรียอยู คลายเปนการเพิ่มเชื้อเขาไปอีก 

  

2.6 ผลกระทบของเดกซแทรนตออุตสาหกรรมการผลิตน้าํตาลทราย  

 

 คุณภาพของน้าํตาลทรายดบิในตางประเทศ กาํหนดวาตองมีเดกซแทรนต่ํากวา 250 สวน 

เพราะหากเกนิกวากาํหนดนี้ นอกจากจะถูกปรับราคาซื้อขายแลว ยังทําใหคาใชจายในการผลติ

น้ําตาลทรายบริสุทธิ์สูงขึน้กวาปกติอีกดวย (สันต ฉายตระกูล,  2525) และผลกระทบที่เกิด

เนื่องจากเดกซแทรนตอกระบวนการผลิตมีดังนี ้(Chung และ Mark,  1980) 

 

2.6.1 การสูญเสียน้าํตาลโดยตรงเนื่องจากเอนไซมเดกซแทรนซูเครสสามารถยอย

น้ําตาลซูโครสไดจึงเปนการสูญเสียน้าํตาลซูโครสโดยตรงตั้งแตออยอยูในไร 

จนถงึเขาหีบ ตลอดจนถึงสายการผลิต  

2.6.2 การผิดพลาดในการวัดคาโพลาไรเซชัน (pol) เดกซแทรนโมเลกุลเล็กๆ สามารถ

ละลายน้ําได และเปนสารประกอบซึ่งม ี asymatric carbon atom อยูปริมาณ

มาก  มีกาํลังการเบี่ยงเบนแสงโพลาไรซไดมากกวาซโูครส 3 เทา คือ เดกซแทรนมี

คา  specific rotation อยูที ่+199 ในขณะที่ซูโครสมีคา specific rotation อยูที่ 

+66.53 (นิภา สิริไพบูลยพงศ, 2545) จึงตองมกีารกาํจัดเดกซแทรนกอนการวัด

คา โพลาไรเซชัน เพื่อลดปญหาในการตรวจวัดคา Pol และการวิเคราะหคุณภาพ

ออยเพื่อคํานวณ CCS   

2.6.3 การสูญเสียน้าํตาลในกากน้าํตาล  เนื่องจากแมสซิควทิ มีความหนืดทีสู่งผิดปกติ 

การปนทําไดยาก  น้ําตาลจับเปนผลึกไดยาก จะทําใหมีน้ําตาลซูโครสติดไปกับ

กากน้ําตาล มากกวาปกต ิ ทกุๆ 300 ppm ของเดกซแทรนที่พบในน้าํเชื่อม 

หมายถงึการสญูเสีย 1 หนวย ของความบริสุทธิ์น้าํเชื่อม ไปในกากน้าํตาล 

2.6.4  กระบวนการผลิตชาลงเนื่องจากปริมาณออยที่หบีไดตอวันจะนอยกวาปกต ิ ทั้งนี้

เนื่องจาก เดกซแทรนโมเลกลุเล็กๆ จะรวมตัวกนัเปนโมเลกุลใหญ ซึ่งจะทาํใหเกิด

ความหนืดขึ้น 
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- การตกตะกอน และการกรองทุกกระบวนการชาลง รวมทั้งการกรอง mud  

- การตมระเหยชาลงเปนเทาตัว  ทั้งนี้เพราะ heat transfer rate ลดลง และ 

boiling point rising (BPR) เพิ่มข้ึน 

- การตกผลึกชารวมทัง้เดกซแทรนจะเปนตวักระตุนใหเกิดนิวเคลียสใหญขึ้นเอง
ไดในระหวางการเคี่ยวและรูปรางของผลกึน้ําตาลจะผดิ  

- การปน (centrifugal) น้ําตาลออกจาก กากน้ําตาล ไดยากขึ้น เพราะความหนืด

ที่สูง และรูปรางของผลกึที่ไมถูกตอง ตะแกรงของหมอปนจะชํารุดไดงาย  

 

ตารางที่ 2.8 การสูญเสียน้าํตาลซูโครส (%) คาดคะเนจากปริมาณเดกซแทรน ทีพ่บใน 

 น้าํตาลทรายดิบ 

 

ปริมาณ เดกซแทรน (ppm) การสูญเสียน้าํตาลซูโครส (%) 

500 

1000 

5000 

0.2 

0.4 

2.0 

ที่มา : Clarke และคณะ (1980) 

 

ตารางที่ 2.9  ปริมาณต่ําสุดของเดกซแทรน ที่สรางปญหาในระหวางกระบวนการผลิตน้ําตาล 

 

ปญหา ปริมาณต่ําสุดของ เดกซแทรน (ppm) 

การอานคาโพลผิดพลาด 

ทําใหรูปรางผลึกเสีย 

น้ําตาล remelt รูปผลึกเสีย 

ความหนืดเพิม่ข้ึนในการ remelt 

การบรรจุมีปญหา (นิ่ม, soft sugar) 

กากน้ําตาลมคีวามบริสุทธิ ์สูงขึ้น (มีน้ําตาลติด

ไปมาก) 

คุณภาพของผลผลิตลดลง 

300 

600 

400 

400 

400 

100 

250 

ที่มา : Clarke (1997) 
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2.7 การปองกนัและกาํจัดเดกซแทรนออกจากกระบวนการผลิต 

 

จากผลกระทบของเดกซแทรนดังกลาวขางตน อุตสาหกรรมผลิตน้ําตาลทรายจงึพยายามหา

วิธีการปองกนั และแกไขปญหาการเกิดเดกซแทรน ซึ่งสามารถกระทาํไดหลายวธิีดังนี ้(Imrie และ

คณะ,  1972) 

 

2.7.1 พัฒนาสายพนัธุออยที่ตานทานตอการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย  

2.7.2 การควบคุมในไร  เปนสิ่งทีสํ่าคัญที่สุด เพราะเปนการปองกนัปญหา เนื่องจาก 

Leuconostoc sp. มาจากดนิ  เพราะฉะนัน้  การเก็บเกีย่วออย จงึตองไมใหมกีาร

ปนเปอนดนิมามาก ไมควรเผากอนตัด   

2.7.3 เวลาการเขาหบีควรใชเวลานอยที่สุด  เนื่องจากเวลาที่สูญเสียไประหวางการ

ขนสง และการรอคอยการหีบทาํใหจุลนิทรียเพิ่มจํานวนมากขึน้ ดังนัน้จึงควร

นําเขากระบวนการผลิตทันที ไมควรทิ้งออยคางไวเนื่องจากจุลนิทรียชนิดตางๆจะ

เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะในออยทีถู่กเผาไฟ ออยทีถู่กแชแข็งดวย

ความเย็นจัด และออยที่ถกูตัดเปนทอนดวยเครื่องมือกล เนื่องจากเนื้อเยื่อจะถูก

ทําลายทําใหจลุินทรียเจริญอยางรวดเร็ว 

2.7.4 การดูแลออยระหวางการรอหีบ  ส่ิงแรกคือ ลานจอดรถ ควรปรับปรุงไมใหมีฝุน 

ดิน  ควรเก็บออยไวในรม เนื่องจากแสงแดดและความรอน คือ การเรงปฏิกิริยา

ของเอนไซมเดกซแทรนซูเครส  

2.7.5 พัฒนาวธิีทางกายภาพ และทางเคมี เพื่อควบคุมจํานวนจุลินทรีย เชน การเก็บที่

อุณหภูมิต่ํา การควบคุม aw การควบคุม คาความเปนกรดดาง และการใชสารเคมี

ฆาเชื้อซ่ึงตองเปนสารเคมทีี่กฎหมายอนุญาตใหใชได เปนสารพวก quaternary 

ammonium วิธีการใชอาจฉีดพนที่ใบมีดของเครื่องตัดออย แตการใชวิธทีาง

กายภาพเพื่อปองกนัการเกดิเดกซแทรนตามทีก่ลาวมาแลวนั้นไมเหมาะสมที่จะ

นํามาใชทางอตุสาหกรรม เนื่องจากตองเสียคาใชจายสงู สวนวิธีการทางเคมีนัน้ 

สารเคมีบางชนิดนอกจากมรีาคาสูงแลว ยังมีปญหาดานความปลอดภัยในการใช  
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2.7.6 การหีบ   

- ในกรณีที่มกีารลางกอนหีบ  ตองคํานงึวาน้ําลางเปนน้ําสะอาด (อาจใชน้ําจาก 

condenser ซึ่งผานความรอนฆาเชื้อมาแลว) 

- น้ําพรม  ควรใชอุณหภูมิสูงมากกวา 90 OC ถังเก็บน้ําออย ปม หรือจุดตางๆที่

อับหรือขาดการเคลื่อนไหว  ตองฉีดน้ําโดยน้ํารอน หรือไอน้ําทกุๆ 2-4 ชม. จึง

ทําใหมีการกําหนดจุดตรวจสอบความสะอาดในชุดลูกหีบ   

2.7.7 การฟอกใส  ในระหวางการฟอกใส ควบคุมความรอน อุณหภูมิระหวางการกรอง 

พยายามใหการกรองเปนไปอยางเร็วที่สดุ  

2.7.8 การตมเคี่ยว  ระหวางตมเคี่ยวเปนชวงทีโ่มเลกุล เดกซแทรน เล็กๆ จะจับตัวเปน

สายยาว  และสรางปญหา  

 

สรุปปจจัยทีท่าํใหเกิดปญหาขึ้นไดคือ จลุินทรียที่มีความสามารถในการเปลี่ยนซูโครสเปน

เดกซแทรน มผูีใช bactericides หรือ biocides (carbamate หรือ quaternary ammonium 

compounds) เพื่อฆาจุลินทรีย แตพบวาการใชสารเคมีจะเปนการเพิ่มตนทนุที่สิน้เปลืองโดยไม

จําเปน จึงมผูีหันมาศึกษาการใชเอนไซมเดกซแทรนเนส ซึ่งสามารถยอยเดกซแทรนออกเปนโอลิ

โกแซ็กคาไรด มีรายงานในประเทศทีม่ีความกาวหนาทางดานเทคโนโลยี เชน สหรัฐอเมริกา และ

ออสเตรเลีย โดยใหผลเปนทีน่าพอใจ สําหรับประเทศไทยนัน้ยงัไมเคยมีการทดลองนําเอนไซม

ดังกลาวมาใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลเลย สาเหตุอาจเนื่องมาจากเอนไซมมีราคาแพง (นิภา สิริ

ไพบูลยพงศ, 2545) 

เทคนิคการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสเปนวธิีทีน่าสนใจ มีความเหมาะสม และนิยมใชใน

ปจจุบันเนื่องจากปฏิกิริยาทางเอนไซมมีความจาํเพาะตอเดกซแทรนสงู เกิดภายใตภาวะที่ไม

รุนแรง มีความเปนพิษตํ่า (ไมสงผลกระทบตอผูบริโภค) แตในการใชเอนไซมอิสระนั้นทําให

ส้ินเปลืองตนทุน เนื่องจากไมสามารถนํากลบัมาใชใหมได อีกทั้งจะสงผลถงึการปนเปอนใน

ผลิตภัณฑดวย ดงันัน้จึงมผีูพยายามศึกษาการนําเอนไซมมาตรึงรูปโดยวิธีตางๆ เพื่อแกปญหาที่

กลาวถึงขางตน ศึกษาวธิีการที่จะนํามาใชในการแกปญหาที่เกิดขึน้ในกระบวนการผลิตน้ําตาล

ทราย เพื่อใหไดน้ําตาลทรายที่มีคุณภาพดี ผลิตไดในปริมาณมาก ตนทนุการผลิตและพลังงานที่ใช

ต่ํา 
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2.8 เดกซแทรนเนส 

 

 เดกซแทรนเนส เปนเอนไซมที่มีชื่อเรียกตามระบบสากลวา  E.C.3.2.1.11, α-1,6-D-

glucan-6-glucanohydrolase เปนเอนไซมที่สรางขึน้โดยตองอาศยัสารชักนํา (inducible 

enzyme) ซึ่งก็คือเดกซแทรน และถูกปลดปลอยออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) 

(Koenig และ Day, 1989) ซึ่งสามารถยอยสลายพันธะ α-1,6 ภายในสายฮอมอพอลิเมอรเดกซ

แทรน (Koh และ Khown, 1970; Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991) ไดผลิตภัณฑ

สวนใหญเปนไอโซมอลโทส และโอลิโกแซก็คาไรดอ่ืนๆ และอาจไดกลูโคสบางเลก็นอย (Tsuchiya 

และคณะ, 1956; Koenig และ Day, 1989) ผลของการยอยจะทําใหเหลือสายของเดกซแทรนที่สัน้

ลง (น้าํหนกัโมเลกุลลดลง) โดยหากผลิตภัณฑที่ไดมีขนาดจาํนวนกลูโคสนอยกวา 8 หนวยแลวจะ

ทําใหคุณสมบัติความหนืดและเหนียวลดลงจนหมด ซึง่เปนวิธีแกไขปญหาเดกซแทรนในน้าํออย 

ซึ่งกอความเสยีหายในกระบวนการผลิตน้าํตาลทรายได 

 

2.9 แหลงของเดกซแทรนเนส (เอก แสงวิเชียร,  2531) 

 

แหลงของเดกซแทรนเนสในธรรมชาติ พบใน แบคทีเรีย ยีสต รา และแอคติโนมัยซีตสี 

 

2.9.1 เดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย ไดแก 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    เดกซแทรนเนสจากยีสต ไดแก จาก 

Lipomyces starkeyi 

 

2.9.3 เดกซแทรนเนสจากรา ไดแก 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. 



 30 

2.9.4 เดกซแทรนเนสจากแอคติโนมัยซีตีส ไดแก จาก 

Actinomyces israelrii, Streptomyces cinamonensis 

 

2.10 ลักษณะการยอยสลายของเดกซแทรนโดยเดกซแทรนเนส มี 2 แบบ คือ 

 

2.10.1  Exo-spliting dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพนัธะที่เชื่อมโมเลกุล

ของกลูโคสจากปลายของสายเดกซแทรน แลวตัดทีละโมเลกุลของกลูโคสได

ผลผลิตอยูในรูปน้ําตาลกลูโคส 

2.10.2  Endo-spliting dextranase เปนเดกซแทรนเนสทีย่อยสลายพนัธะที่จุดใดจุดหนึง่

ในสายเดกซแทรนทําใหไดพอลิเมอรที่สั้นลง เดกซแทรนเนสจากราโดยทั่วไปจะมี

การยอยสลายแบบเอนโด สายเดกซแทรนที่ยอยแลว จะมีขนาดที่เล็กลงโดยอาจ

พบอยูในรูปของโอลิโกเมอร ไดเมอร หรือโมโนเมอรของน้ําตาลกลโูคส แต

โดยทัว่ไปแลวมักพบอยูในรูปของน้ําตาลไอโซมอลโทส และ ไอโซมอลโทไตรโอส 

(Novo,  1983) 

 

เดกซแทรนเนสจากจาก Penicillium sp. มีคุณสมบัติการยอยสลายแบบ endo-1,6-α-D-

glucosidase (Tsuru และคณะ, 1971; เอก แสงวิเชยีร, 2531) ไดผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส 

และไอโซมอลโทแซ็กคาไรดเปนสวนใหญ ผลของการยอยสลายเดกซแทรนนี้จะทําใหไดเดกซแทรน

ที่มีขนาดสั้นลง และคุณสมบัติความเหนียวหนืดลดลง สามารถละลายน้ําไดมากขึ้น ลดปญหา

ตางๆที่อาจเกดิขึ้นได เชน การเกิดผลกึรูปเข็ม ปญหาความเหนียวหนืดของน้ําออย น้าํเชื่อม 

และแมสซีควิท 

 

 Fukumoto และคณะ (1971) ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium 

luteum ATCC 9644 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย เดกซแทรน 1%, NaNO3 0.2%, K2HPO4 

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

ปรับคาความเปนกรดดาง 6.0 บมเขยาที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน พบวา

สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสได 13.0 หนวยตอมลิลิลิตร 

 Joshi และ Tamhane (1975) ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากรา Aspergillus 

luchuensis Inui โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปง 2% ปรับความปนกรดดาง 5.5 พบวาเมื่อบม
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เขยาที่อุณหภมูิหอง (28-30 องศาเซลเซียส) จะผลิตเอนไซมไดสูงสุด 335 หนวยตอมิลลิลิตร ใน

ชั่วโมงที ่120 ของการเลี้ยงเชื้อ 

 

 Shukla และคณะ (1989) ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากราหลายชนดิ เชน 

Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., พบวา P. 

aculeatum สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดสูงสุด 230 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงใน

อาหารสูตรของ Fukumoto ที่มีเดกซแทรน (น้ําหนกัโมเลกุล 4x106) 1.5% ความเปนกรดดาง 5.5-

6.0 ที่อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 96-120 ชั่วโมง 

 Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia (1991) ทําการคัดเลือกจลุินทรียที่ใชในการผลิต

เอนไซมเดกซแทรนเนส พบวา รา Penicillium purpurogenum และ Paecilomyces lilacinus ให

ปริมาณผลิตเอนไซมสูงสุด และเมื่อทาํการปรับปรุงอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ P. lilacinus พบวา

สามารถเพิ่มปริมาณการผลติเอนไซมเดกซแทรนเนสไดเปน 2 เทา และเอนไซมที่ไดมีความเสถียรที่

อุณหภูมิสูงถงึ 60 องศาเซลเซียส สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมน้ําตาลได 

เดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Chaetomium gracile ใชกันมากในโรงงานน้าํตาลทีป่ระเทศ

ออสเตรเลีย ทาํงานไดดีที่คาความเปนกรดดาง 5-7 ทนอณุหภูมิสูงถงึ 60-70 องศาเซลเซียส ความ

เขมขนน้าํตาลสูงถึง 65 บริกซ (Morel du Boil,1991)  

 สําหรับการศึกษาในประเทศไทย เอก แสงวิเชยีร (2531) ไดรายงานถงึการคัดเลือกรา 

Penicillium sp. สายพันธุ 61 จากตวัอยางดินแหลงตางๆ ในประเทศไทยที่สามารถผลิตเอนไซม

เดกซแทรนเนสไดเมื่อเลี้ยงในอาหาร Fukumoto สูตรปรับปรุงภายใตภาวะการบมเขยาที่

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 6 วนั โดยสามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสได 

42.0 หนวยตอมิลลิลิตร 

สุภาพร ชาตวิรพงศา (2536) ศึกษาการใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตรสําหรับผลิตเอนไซม

เดกซแทรนเนส โดย Penicillium sp. สายพันธุ 61 พบวา การใชไฮโดรไลเสตของชานออย สามารถ

ใชเลี้ยงราที่ผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดดี โดยใชสูตรอาหารดัดแปลง ประกอบดวยไฮโดรไลเสท

ของชานออย 0.1% (น้ําหนกัตอปริมาตร คิดเปนปริมาณกลูโคส) เปนแหลงคารบอน, เดกซแทรน 

1% เปนสารชักนาํการสรางเอนไซม, NaNO3 0.2% เปนแหลงไนโตรเจน และสารสกัดจากยสีต 

0.2% ความเปนกรดดาง 6.0 สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดระหวาง 35-42 หนวยตอ

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

ดวยแสงอัลตราไวโอเลต และสารเคม ี NTG ได Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ซึ่งให

ลักษณะโคโลนีที่เหมือนเดิม การผลิตเดกซแทรนเนสคอนขางคงที่ และที่อุณหภูมหิอง 30-35 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดางประมาณ 4.0 เปนชวงที่เหมาะสมสําหรับการเจริญ และการผลิต

เอนไซม ซึ่งใหปริมาณเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึนเปน 330.17 หนวยตอมลิลิลิตร ในวนัที่ 10 ของการ

เลี้ยงเชื้อ โดยเพิ่มข้ึนจากสายพนัธุตั้งตน 3.81 เทา ซึ่งสมบัติของเดกซแทรนเนสที่ไดจะทํางานไดดี

ที่อุณหภูม ิ 55 องศาเซลเซียส ทาํปฏิกิริยาใน 0.05 โมลาร อะซเิตทบฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 

4.5  

 

2.11 ขอดีจากการกําจัดเดกซแทรนในน้ําออยดวยเดกซแทรนเนส 

 

การยอยสลายเดกซแทรนในน้ําออยดวยเดกซแทรนเนสนัน้ใหผลดีตอกระบวนการผลติ

น้ําตาลทราย สามารถลดปญหาเนื่องจากเดกซแทรนในน้าํออยไดเปนอยางดีในทกุขั้นตอนของ

กระบวนการผลิต แตที่จะนาํมากลาวในทีน่ี้มี 2 ประเด็นคือ 

  

2.11.1 ข้ันตอนการทาํน้าํออยใส และเพิ่มความสามารถในการกรอง 

เดกซแทรนทําใหความสามารถในการกรองของน้าํออยรวมต่ํา เนื่องจากตะกอน 

(mud) ที่เกิดขึ้นเปนตะกอนละเอยีดแขวนลอยในน้าํออย ทาํใหไมสามารถ

ตกตะกอนในขั้นตอนการพกัใสไดทั้งหมด ตะกอนเหลานี้อาจจะติดมากับน้ําออย

ที่จะนําเขาสูขั้นตอนการทาํน้ําออยใหเปนน้ําเชื่อมโดยใชหมอตมระเหย ซึง่เปนผล

ใหเกิดตะกรนัในหมอตมระเหยเปนปริมาณมาก การแลกเปลี่ยนความรอนไดไมดี 

ดังนัน้การใชเดกซแทรนเนสสําหรับการกําจัดเดกซแทรนสามารถลดปญหาการ

กรองในขั้นตอนการทําใสไดเปนอยางด ี

2.11.2 ความยาวของผลึกน้ําตาลซูโครส 

จากที่ไดกลาวมาแลววาเดกซแทรนกอใหเกิดปญหาผลกึรูปเข็ม เพราะความยาว

ของผลึกทางดานแกน c มากกวาแกน b เปนเหตุใหอัตราสวน c/b ของผลึก

น้ําตาลมีคามากกวา 1 เปนลกัษณะของผลึกรูปเข็มซ่ึงไมเปนที่ตองการใน

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล    ดงันัน้การกําจัดเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนส 
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สามารถแกปญหาความยาวของผลึกน้ําตาลซูโครสได โดย Day (1971) พบวา 

ความยาวของผลึกน้ําตาลซูโครสขึ้นกับปจจัยหลายประการ ไดแก 

- ความเขมขน และขนาดโมเลกุลของเดกซแทรน 

- ระดับของ super saturation ของน้าํเชื่อมขณะตกผลึก 

- ความบริสุทธิข์องน้ําเชื่อมทีใ่ชเลี้ยงผลึก และอุณหภูมิขณะเลี้ยงผลกึน้ําตาล 

 

ในทางปฏิบัตแิลว มีการนาํเอนไซมเดกซแทรนเนส ไปใชกับอุตสาหกรรมน้าํตาลทรายใน

หลายประเทศ เชน  

มีรายงานวา ในหมูเกาะอินเดียตะวันตกสามารถกําจัดเดกซแทรนออกไปได 68.5 % โดย

การใชเอนไซม 3 หนวยตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยเปนเวลา 20 นาท ี ที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส   

สําหรับในเปอรโตริโก และจาไมกา มกีารทดลองพบวา เดกซแทรนเนสปริมาณ 6-7 หนวย

ตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยสามารถกําจัดเดกซแทรนในน้าํออยรวม โดยใชเวลา 20 นาท ี 50 

องศาเซลเซยีส (Tilbury, 1974)  

Hidi และ Staker (1975) ซึ่งทําการทดลองในกากน้ําตาล-บี ซึ่งมเีดกซแทรนอยู 1400-

2800 ppm เติมเดกซแทรนเนสในระดับทีเ่หมาะสมบมไวที ่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

ซึ่งทาํใหกากน้าํตาล-บี มีความหนืดลดลงรอยละ 12 อยางรวดเร็ว เมื่อนํากากน้ําตาล-บี ไปตกผลกึ

เปนน้าํตาล-ซี พบวาลกัษณะของผลึกน้าํตาล-ซี นัน้มีลักษณะเปนรูปลูกบาศกเมือ่เทียบกบัผลกึ

น้ําตาล-ซี ทีเ่กิดขึ้นจากกากน้ําตาล-บี ที่ไมเติมเดกซแทรนเนส  

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

ผลิตน้ําตาลพบวาเปอรเซน็ตของผลึกรูปเข็มที่เกิดขึ้นในน้ําตาลทรายดิบลดลงเมื่อเติมเดกซแทรน

เนสในน้ําออยรวม ทัง้นีเ้นื่องจากน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของเดกซแทรนลดลงเพราะถกูยอยสลาย

ดวยเดกซแทรนเนส ปญหาการเกิดผลึกรูปเข็มจึงลดลงดวย 

จากการศึกษาของ Inkerman (1980) ประเทศออสเตรเลียทีน่ําเดกซแทรนเนสทางการคา 

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

Novo 25 L (Novo) กําจดัเดกซแทรนในน้าํออย พบวาการใชเดกซแทรนเนส Novo 25 L ให

ประสิทธิภาพการกําจัดที่สงูกวา ถงึแมวาความเขมขนของเดกซแทรนในน้าํออยมีปริมาณต่ําก็ตาม 

เดกซแทรนเนสที่ใชมีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0 และ
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พบวาน้าํออยรวมที่มีปญหาเดกซแทรนมีคาความเปนกรดดางประมาณ 4.5-5.5 ซึ่งเอนไซมจะมีแอ

คติวิตีเหลือเพยีงรอยละ 80 เทานัน้  

Jolly และ Prakash (1987 อางถึงใน เอก แสงวเิชียร,  2531) ในประเทศอินเดยี ได

ทดลองกาํจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออยโดยใชเอนไซมเดกซแทรนเนส (Novo 25 L) 100 ppm ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที พบวา สามารถขจัดเดกซแทรนลงได 48-52% 

ในป 1989 ประเทศเม็กซิโก มกีารใชเดกซแทรนเนสปริมาณ 4 ตนั ในโรงงานน้ําตาล

ประมาณ 40% ของโรงงานทัว่ประเทศ โดยทัว่ไปแลวจะใชเอนไซมในชวงระหวาง 10-120 ppm 

โดยขึ้นอยูกับชวงเวลาในการทําปฏิกิริยา และความรุนแรงของการปนเปอน พบวาในกรณีที่มกีาร

ปนเปอนสงู อาจตองใชเอนไซมสูงถึง 15,000 ppm ซึ่งคิดเปนมลูคา 0.11-1.32 ดอลลาร ตอ

น้ําตาลออย 1ตัน หรือ 1.00-13.00 ดอลลารตอน้ําตาลทราย  1 ตนั แตคาใชจายเหลานี้ยงันอย

กวามูลคาการสูญเสียเนื่องจากเดกซแทรนหลายเทาตัว (Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 

1991) 

มีการทดลองใชเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Chaetomium gracile กับน้าํออยเปน

เวลา 10 นาท ี ที่อุณหภูมิต่ํากวา 60 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 5-6 ซึง่สามารถลด

ปริมาณเดกซแทรนลงไดมากกวา 60 % (Clarke MA., 1997) 

 

2.12 ขอดอยของการยอยสลายดวยเดกซแทรนเนสอิสระ 

 

 จากการศึกษาในประเทศออสเตรเลีย พบวาน้ําตาลทรายดิบนอยกวารอยละ 2 ผลิตจาก

น้ําออยรวมทีผ่านการเติมเดกซแทรนเนส โดยการเติมเดกซแทรนเนสจะเติมเฉพาะออยบางชุดที่มี

ปญหาเรื่องเดกซแทรนจนไมสามารถนําเขาสูกระบวนการผลิตปกติได ซึ่งแสดงใหเห็นวาการกาํจดั

เดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนส ไมไดรับความนิยมเทาทีค่วร ถงึแมวาภายหลงัจากการกําจัดเดกซ

แทรนออกไปแลวจะใหผลดตีอกระบวนการผลิตก็ตาม ทั้งนี้เนื่องจากสาเหตุบางประการคือ 

(Fulcher และ Inkerman,  1976) 

2.12.1 ราคาของเอนไซม พบวาราคาของเอนไซมมีราคาสงูหากนํามาใชในกระบวนการ

ผลิตน้ําตาลทราย และนอกไมสามารถนําเอนไซมกลับมาใชใหมได ทาํใหเปนการ

เพิ่มคาใชจายในกระบวนการผลิต 

2.12.2 ความไมสะดวก หากนํามาใชในกระบวนการผลิตแบบเดิม เนื่องจากการบมเดกซ

แทรนเนสกับน้ําออยรวม ตองใชอุณหภูมสิูงถึง 55 องศาเซลเซียส และระยะเวลา
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การบมนานถงึ 40 นาที ซึ่งจําเปนตองสรางถงัเก็บ (storage tank) เพื่อใชบม

น้ําออยรวมกบัเดกซแทรนเนส และตองเพิ่มหนวยนี้เขาไปในกระบวนการผลิต จงึ

เปนการไมสะดวก 

2.12.3 ปริมาณวัตถุดบิเขาโรงงานมมีากเกินไปจนไมสามารถกําจัดเดกซแทรนไดทัน เชน

โรงงานที่มีกาํลังการผลิต 400 ตันออยตอช่ัวโมง ดังนัน้การกําจัดเดกซแทรนใน

อุตสาหกรรมจงึไมสะดวก รวมทัง้ตองใชระยะเวลาการเก็บรวบรวมน้ําออย และ

ระยะเวลาในการบมน้าํออยรวมกับเดกซแทรนเนสใชเวลานาน อาจเกิดปญหา

การเจริญเติบโตของจุลินทรียในน้าํออยขึน้ได 

 

 

2.13 การกาํจดัเดกซแทรนในน้าํออยรวมโดยใชระบบตอเนื่อง 

 

 การกําจัดเดกซแทรนในน้ําออยรวมโดยใชระบบตอเนื่อง โดยอาศัยเทคนิคเอนไซมตรึงรูป

มาประยกุตกบัอุตสาหกรรมน้ําตาลทรายจึงใหผลดกีวาในแงของประสิทธิภาพการใชงาน และการ

ปฏิบัติในโรงงานกลาวคือ 

2.13.1 สามารถแกปญหาในเรื่องของเอนไซมมีราคาสูงได เนือ่งจากสามารถนําเอนไซม

กลับมาใชใหมได ทําใหเกิดความประหยดัในอุตสาหกรรม ดังนั้นศักยภาพที่จะ

นํามาใชในอุตสาหกรรมจงึมคีวามเปนไปไดสูง 

2.13.2 การควบคุมอุณหภูมิของการบม สามารถควบคุมเฉพาะหนวยทีเ่กิดปฏิกิริยาของ

เอนไซมไดโดยไมตองควบคุมอุณหภูมิของน้ําออยทั้งหมด จึงสามารถนาํมา

ปฏิบัติในอุตสาหกรรมไดสะดวก และระยะเวลาการทาํปฏิกิริยาของเอนไซมตรึง

รูปกับเดกซแทรนในน้าํออย (residential time) ก็สามารถควบคุมไดจากอัตราการ

ไหลของน้าํออย ทาํใหสามารถควบคุมอัตราการยอยสลายในระดับที่เหมาะสมได 

2.13.3 ไมจําเปนที่จะตองรวบรวมน้าํออยใหไดปริมาณมากกอนที่จะนําไปกาํจดัเดกซ
แทรน และสามารถสรางหนวยกําจัดเดกซแทรนใหเหมาะสมกับกาํลังการผลิต

ของโรงงานได 

2.13.4 เนื่องจากการกําจัดเดกซแทรนในระบบตอเนื่อง จงึไมทาํใหจุดใดจุดหนึ่งของสาย
งานการผลิตหยุดชะงัก สามารถทาํการไดเหมือนการผลติปกติ 

จากขอไดเปรียบดังกลาวจงึมีนักวิทยาศาสตรหลายกลุมไดศึกษาถงึการตรึงรูปเดกซแทรน 
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เนสบนตวัพยงุชนิดตางๆ อยางกวางขวาง 

 

2.14 การตรึงรูปเอนไซม 

 

การตรึงรูปเอนไซมคือ การจํากัดเอนไซมใหอยูในขอบเขตที่จํากัด แตยังคงมีคุณสมบัติใน

การเรงปฏิกิริยาได (Wang และคณะ, 1979)  

 

2.14.1 ขอดีของเอนไซมตรึงรูป (Wang และคณะ, 1979)  

2.14.1.1 เพิม่เสถียรภาพของเอนไซม 

2.14.1.2 สามารถนาํเอนไซมกลับมาใชใหมได หรือแยกเอนไซมออกจากระบบได

งาย 

2.14.1.3 เอนไซมที่ใชตรึงรูปอาจจะไมตองนาํมาทําใหบริสุทธิ์กอน เชนการตรึงรูป

จุลินทรียที่สรางเอนไซม 

2.14.1.4 สามารถเปลี่ยนภาวะการทําปฏิกริิยาไดโดยเลือกชนิดของตัวพยุง 

2.14.1.5 กําหนดรูปรางของเอนไซมไดตามชนิดของตวัพยงุใหเหมาะสมกับชนิด

ของ bioreactor, stirred tank, fluidized bed และกรรมวิธกีาร

นําไปใช เชน biosensor 

2.14.1.6  สามารถใช multienzyme system ไดอยางมปีระสิทธิภาพ  

2.14.1.7 แอคติวิตีของเอนไซมอาจจะเพิ่มข้ึนถาตวัพยงุมีสารประกอบบางอยาง  

              ชวยเสริมปฏิกิริยา 

 

2.14.2  ขอเสยีบางประการของเอนไซมตรึงรูป (Wang และคณะ, 1979)  

2.14.2.1แอคติวิตีอาจถูกกระทบกระเทือนเนื่องจากเปลีย่นโครงรูป

(conformation)  ของเอนไซมโดยตัวพยุงที่ไมเหมาะสม 

2.14.2.2  ตัวพยุงที่ไมเหมาะสมอาจมีผลกระทบตอผลผลิต 

2.14.2.3 การเกิดปฏิกิริยาระหวางสารตั้งตนกับเอนไซมตรึงรูปอาจเกิดขึ้นไดยาก

กวาเอนไซมอิสระ 
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2.15 การตรึงรูปเอนไซมแบงเปน 3 ประเภท ดังนี ้ (Wang และคณะ, 1979)  

 

2.15.1 การเชือ่มกับตัวพยุง (carrier binding method) หมายถึงการเชื่อมเอนไซมกับตัว

พยุงที่ไมละลายน้ํา ซึง่แบงออกเปน 3 วธิีตามลักษณะการเชื่อมกับเอนไซม 

- การดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) เปนการดูดซับเอนไซมโปรตีน

บนผิวของตวัพยุงที่ไมละลายน้ําวิธนีี้มีผลกระทบเลก็นอย หรือไมมผีลเลยตอ

การเปลี่ยนความคงรูปของเอนไซม ดังนั้นจงึไมมีผลตอการทําลายบริเวณเรง 

แตวิธีนี้มีขอจํากัดคอื เอนไซมเกาะกับตัวพยุงไมแนน 

- การเชื่อมแบบไอออนิค (ionic binding method) เปนการเชื่อมโปรตีนเอนไซม

กับตัวพยุงที่ไมละลายน้าํ โดยพนัธะอิออนิควิธนีี้มผีลกระทบตอแอคติวิตีของ

เอนไซมนอย ทัง้ทางดานการเปลีย่นแปลงโครงรูปหรือบริเวณเรง แตวิธีนีม้ี

ขอจํากัดคือ แรงเกาะกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เปนผลใหเอนไซมหลุด

งายในขณะทาํปฏิกิริยาในภาวะที่มีความเขมขนของอิออนิคสูง หรือมีการ

เปลี่ยนคาความเปนกรดดาง 

- การเชื่อมแบบโคเวเลนต (covalent binding method) เปนการเชือ่มโปรตีน

เอนไซมกับตัวพยุงที่ไมละลายน้ําโดยพนัธะโคเวเลนต ซึ่งหากจะแบงชนิดของ

วิธีเชื่อมแบบโคเวเลนตตามชนิดของพนัธะได 3 วิธีคือ  

      1. พันธะไดอะโซ 

   2. พันธะเพปไทด 

                           3. พันธะแอลคิล 

การเชื่อมโดยพันธะโควาเลนทนั้นอาจกระทบกระเทือนการเปลี่ยนโครง

รูป และศูนยกลางบริเวณเรงของเอนไซม เปนผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงแอคติวิตี

ของเอนไซมตอซับสเตรต แตแรงเกาะของเอนไซมกับตัวพยุงคอนขางแข็งแรง 

2.15.2 การเชื่อมขวาง (cross-linking method) หมายถึงการเชื่อมขามระหวางโมเลกุล

ของเอนไซมโดยใชตัวกลางซึ่งเชื่อมระหวาง 2 โมเลกุล (bifunctional agent) หรือ

ตัวกลางเชื่อมระหวางหลายโมเลกุล (multifunctional agent) 

2.15.3 การหอหุม (entrapping method) หมายถึงการบรรจุเอนไซมลงในชองวาง หรือ

โพรง (lattice) ของเจลที่จะสามารถซึมผานบางสวน หรือหอหุมเอนไซมดวยเม

มเบรนพอลีเมอรที่สามารถซมึผานไดบางสวน สามารถแบงได 2 วธิีคือ 
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- การบรรจุในตาขาย (lattice type) 

- การหอหุมในแคปซูลเล็ก (microcapsule type) 

ทั้งสองวิธนีี้เอนไซมไมเชื่อมกับเจลของชองตาขาย หรือเมมเบรนที่หอหุม 
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ตารางที่ 2.10 แสดงการเปรยีบเทยีบการตรึงเอนไซมดวยวิธกีารตางๆ  

 

เทคนิคการตรึงเอนไซม ขอเปรียบเทียบ 

เชื่อมโยง ดูดยึดทาง

กายภาพ 

ดูดยึดดวย

พันธะไอออ

นิค 

ดูดยึดดวย

พันธะโคเว

เลนต 

ดักจับ 

1. วิธีการเตรียม 

 

สะดวก 

 

สะดวก 

 

สะดวก 

 

ยุงยาก 

 

ยุงยาก 

 

2. การยึดระหวางเอนไซมกับ
ตัวพยงุ 

 

แข็งแรง 

 

 

ออน 

 

 

ปานกลาง 

 

 

แข็งแรง 

 

 

ปานกลาง 

 

 

3.การนาํตัวพยุงกลับมาใช

ใหม 

ไมได 

 

ได 

 

ได 

 

ไดในบาง

กรณี 

ไมได 

 

4.ตนทนุในการตรึง ปานกลาง ปานกลาง ต่ํา ต่ํา สูง 

5.ความคงตัวของเอนไซม

ตรึงรูป 

สูง 

 

ต่ํา 

 

ปานกลาง 

 

สูง 

 

ปานกลาง 

 

6.การประยกุตใชงาน ไมได ได ได ไมได ได 

7.ปองกนัการสลายตัวของ 

เอนไซมจากจลิุนทรีย 

ไดบางครั้ง ไมได ไมได ไมได ได 

 

ที่มา : ปรับปรุงจาก Kennedy และ Cabral (1987) 
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ตารางที่ 2.11  แสดงตัวอยางรายงานการวิจัยเกีย่วกับการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนส 

 

จุลินทรียที่ผลิตเอนไซม ตัวพยงุทีเ่ลือกใช สารเคมีชวยตรึง เอกสารอางอิง 

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 ไมมรีายงานไว 
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2.16 การตรึงรูปเอนไซมบนตัวพยงุทราย 

 

 ทรายจัดเปนวสัดุตามธรรมชาติที่สามารถหาไดงาย ราคาถูก และมศีักยภาพที่จะนํามา

ประยุกตใชเพือ่ตรึงรูปเอนไซมไดดีไมแพแกวพรนุ (porous glass) รวมทั้งมีหลายขนาดใหเลือกได

ตามความเหมาะสมของลกัษณะงานที่จะนําไปใช 

 การใชทรายเปนตัวพยุงสาํหรับการตรึงรูปเอนไซมมีขอไดเปรียบหลายประการอาทิเชน 

ทรายมีความคงตัวสูง ทนตอการทาํลายเชิงกล และการทําลายโดยจลิุนทรีย และมคีวามเหมาะสม

ที่จะนําไปใชงานในภาวะทีก่รดเล็กนอย ดังนั้นจึงมนีักวทิยาศาสตรหลายกลุมทดลองตรึงรูป

เอนไซมบนตวัพยุงทราย 

 Byrne และ Johnson (1974) ทดลองตรึงรูปเอนไซม บีตา-กาแลคโทซิเดส จากรา 

Aspergillus niger และ Saccharomyces fragilis บนตัวพยุง 2 ชนิด คือ ทรายขนาดอนุภาคเล็ก

กวา 125 ไมครอน และแกวพรุนขนาดอนุภาค 0.209 ไมครอน โดยวิธกีระตุนตัวพยุงดวย TiCl4 

และ 3-aminopropyltriethoxy-silane (APTS) รวมกับการใชกลูตารัลดีไฮด พบวาการใช APTS ให

ประสิทธิภาพการกระตุนตวัพยุงที่สูงกวาการใช TiCl4 และพบวาการใชทรายเปนตัวพยุงสาํหรับ

ตรึงรูปบีตา-กาแลคโทซิเดส ใหแอคติวิตีเอนไซมตรึงรูปทีสู่งกวาการใชแกวพรนุ 

จากรายงานของนุสรา เจริญกิจทว ี (2539) ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสจาก 

Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 แบบลอมจับดวยแคลเซียมแอลจิเนต แตภายหลงัพบวาวธิี

นี้ไมเหมาะสมตอการนํามาใชในโรงงานอตุสาหกรรม เนื่องจากราคาในการตรึงคอนขางสูง 

เพราะอัลจิเนตมีราคาแพง และขั้นตอนในการตรึงยุงยาก และมีขอจํากัดมาก เพราะวธิีการตรึงนี้ไม

เหมาะกับสารตั้งตนทีม่ีมวลโมเลกุลสูง ดังนั้นจงึไมเหมาะในการนํามาใชกับเดกซแทรน 

อนันตพงษ สขุเกษ (2543) ไดตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพนัธุ 

SMCU3-14 บนผวิทราย โดยหาภาวะที่เหมาะสมในการตรึง และสมบัติของเอนไซมตรึงรูปใน

ระบบการทาํงานในบัฟเฟอร โดยใชเดกซแทรนบริสุทธิ์เปนซับสเตรต         พบวาการตรึงรูปโดย

ใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยตรึงเปนวิธทีีเ่หมาะสมที่สุด สามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0 
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งานวิจยันี้เปนการผลิตเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ซึ่ง

ทําการกลายพันธุโดย สุวรรณา นพพรพนัธุ (2538) และทําการประยุกตใชเทคนิคเอนไซมตรึงรูป

เพื่อการศึกษาการตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพันธะโคเวเลนตบนทราย

แมน้ําขนาด 16-20 เมช  โดยทําการศึกษาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนส ศกึษาความสามารถ 

และเวลาที่ใชในการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทยีบกับเดกซแทรนเนสอิสระ  ภาวะการ

ทํางานทีเ่หมาะสมของเดกซแทรนเนสตรงึรูปและเดกซแทรนเนสอิสระตอการขจัดเดกซแทรนที่

ปนเปอนในน้ําออย เพื่อวเิคราะหวาเอนไซมในรูปแบบใดที่เหมาะสมตอการนํามาใช เพื่อใหได

ประโยชนสงูสดุ รวมทัง้จะมกีารคํานงึถึงความสามารถในการใชซ้ําของเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

ตนทนุ และเวลาในการตรงึรูปวามีความเหมาะสมในการนําไปใชจริงหรือไม เพื่อใชเปนขอมูล

พื้นฐานในการวิจัยตอไปในการเพิ่มระดับการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสในปริมาณที่สูงยิง่ขึ้น   

เพื่อประยุกตใชในโรงงานน้าํตาลทราย ซึง่มีกําลงัการผลติที่สูงมาก นัน่คือการขจัดเดกซแทรนตอง

ทําในอุตสาหกรรมที่มีปริมาณสูงมาก แมวาจะไมสามารถดําเนนิการในหองปฏิบัติการใด ๆ แตการ

ออกแบบเพื่อสรางปฏิกรณที่จะใชจริงในโรงงานนั้นตองอาศัยพารามิเตอรบางอยาง ตัวอยางเชน 

คา Km, Vmax  ของการสลายเดกซแทรนในน้าํออย ตลอดจนเวลาที่ใชเพื่อสลายเดกซแทรนที่ค

วามเขมขนตางๆ เพื่อใชกาํหนดเวลาที่ตองใชในกระบวนการ (residential time) นอกจากนี ้ และ

เนื่องจากสายการผลิตน้ําตาลนั้นมหีลายขัน้ตอน จึงตองคัดเลือกขั้นตอนในสายการผลิตที่

เหมาะสมที่สดุ เชน เดกซแทรนไมมากไป เพื่อลดปริมาณเอนไซม หรือ residential time 

ขณะเดียวกนัตองคํานงึถงึประสิทธิภาพทีจ่ะได เนื่องจากแตละจุดในสายการผลิตอาจมีปจจยัทีท่าํ

ใหเอนไซมลดประสิทธิภาพลง เชน จากอุณหภูมิ หรือคาความเปนกรดดาง หรือสารยับยั้งเอนไซม 

เนื่องจากสิง่ทีป่นเปอนมากบัน้ําออยเปนตน  
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.1 เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

1. เครื่องเขยา (platform shaker) รุน Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific 

2. เครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (shaking waterbath) รุน 1086 บริษทั GFL 

3. โครมาโทกราฟ รุน Biologic บริษัท BioRad 

4. เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน Avanti Centrifuge J-30I 

บริษัท Beckman 

5. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (microcentrifuge) รุน KM-15200 บริษัท Kubota 

6. เครื่องปนเหวีย่ง รุน Biofuge stratos บริษัท Sorvall 

7. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (digital pH meter) รุน Seven Easy บริษัท Mettler Toledo 

8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Thermo Spectronic ® 4001/4 

บริษัท NRTL 

9. เครื่องวัดความหนืด (viscometer) รุน LVDV II+ บริษัท Brookfield  

10. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ รุน AG285 บริษัท Mettler Toledo 

11. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd. และรุน HA-

3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation 

12. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO  

13. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc. 

14. เครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน  502P-2 บริษัท PMC 

15. เครื่อง Sonicator รุน RK100 บริษัท Bandelin Electronic   

16. ฮีมาไซโทมิเตอร (haemacytometer) Schott Duran 

17. กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 บริษัท Olympus 

18. ตะแกรงรอน 16-20 mesh รุน ASTME11 บริษัท Retsch 

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

Carrigtwohill 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 

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

2. ทรายแมน้ําขนาด 16-20 เมช 

3.  กรดไนตริก 65% ของ Merck 

4. กลูตารัลดีไฮด ของ Fluka 

5. Bovine Serum Albumin (BSA) ของ Sigma 

6. เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (industrial grade) น้ําหนักโมเลกุล 5,000,000-

40,000,000 ของ Sigma 

7. เดกซแทรนที-2000 (T-2000) ของ Amersham Biosciences 
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3.3  วิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.3.1 จุลนิทรีย การเก็บรักษา และการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนส  
 

3.3.1.1 จุลินทรียที่ใชในการทดลอง 

 

รา Penicillium sp. สายพนัธุ  SMCU 3-14 ซึ่งปรับปรุงสายพนัธุโดย  สุวรรณา นพพร

พันธุ (2538) เปนราที่กลายพันธุจากรา Penicillium sp. สายพันธุ 61 ซึ่งเปนสายพันธุตัง้ตน คดั

แยกจากดนิโดย เอก แสงวเิชยีร (2531) 

 

3.3.1.2 การเกบ็รักษาราที่ใชในการทดลอง 

 

3.3.1.2.1 การเก็บรักษาเชื้อในระยะสัน้  

 

เขี่ยสปอรของรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14  ลงบนอาหารแข็ง

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

วิเชียร (2531) (ภาคผนวก ก) ที่มีเดกซแทรน 1% บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญ

เต็มที่ เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

3.3.1.2.2 การเก็บรักษาเชื้อในระยะยาว 

 

เขี่ยสปอร และเลี้ยง Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14   แลวจงึนํามา

ขูดสปอรออกดวยเทคนิคปลอดเชื้อโดยใชโดยใชทวีน 80 0.05% (โดยปริมาตร) ที่ฆาเชื้อแลวเปน

ตัวกระจาย ดดูสปอรแขวนลอยออกมากรองผานชุดกรองสปอร (ภาคผนวก ค) เพื่อกําจัดสายใย 

และนําสปอรที่กรองไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาทเีปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใส

ทิ้งไป จากนัน้แขวนลอยสปอรในกลีเซอรอลความเขมขน 30% (โดยปริมาตร) ซึ่งผานการนึง่ฆาเชื้อ

แลว 2 คร้ัง นาํไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

นําสปอรมาทาํไลโอฟไลเซชนั (lyophilization) และเก็บเชื้อในรูปสปอรแหง 

โดยใชบริการของหนวยเก็บรักษาสายพนัธุจุลินทรีย  ศูนยพันธุวศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ

แหงชาติ 
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3.3.1.3 การเลี้ยงราในขวดแกวทรงกรวย 

 

เติม Tween-80 0.1% ที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แลว ลงในหลอดเก็บราจากขอ 3.3.1.2.1 

ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยอยูใน Tween-80 นับสปอรใหอยูในชวง 2x107 สปอร

ตอมล. โดยใช ฮีมาไซโทมิเตอร (haemacytometer) จากนัน้ถายสปอรแขวนลอย 1 มล. ลงใน 50 

มล.ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามสูตรอาหารสําหรับผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนส ซึ่งปรับปรุงโดย 

เอก แสงวิเชียร (2531) (ภาคผนวก ก) ซึ่งบรรจุในขวดแกวทรงกรวยขนาด 250 มล. บมบนเครื่อง

เขยาแบบ platform shaker อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30-35 องศา

เซลเซียส) เปนเวลา 10 วัน จากนัน้กรองอาหารเลี้ยงเชือ้ผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ซ่ึง

เดกซแทรนเนสที่ไดจะอยูในสวนน้ําเลีย้ง นําสวนน้าํเลี้ยงมาวิเคราะหหาแอคติวติีของเดกซแทรน

เนส ปริมาณโปรตีน และคํานวณคาแอคตวิิตีจําเพาะตอไป 

 
3.3.2 วธิีวัดคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ 
 

การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนสทาํตามวิธีของ Fukumoto และ

คณะ (1971) โดยเตรียมซบัสเตรตเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายอะซเิตท

บัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.4 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) และ 

สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.5 มิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ข) ลงในหลอดทดลอง บมทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที เติมเดกซ

แทรนเนสอิสระ (น้ําเลีย้งเชือ้ที่ผานการกรองแยกเซลออกจากขอ 3.3.1.3) ซึ่งถูกเจือจาง 1000 เทา

ดวยอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลองที่บรรจุซับสเตรตซึ่งใหความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% ผสมใหเขากนั และบมที่อุณหภูม ิ

55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชใน

อางน้ําเดือด 5 นาท ีวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952)   

 หลอดควบคุมทําโดยเตรียมซับสเตรตเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายอะ

ซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จาํนวน 0.4 มิลลิลิตร และ สารละลายอะซิ

เตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 0.6 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง โดย

ไมเติมเอนไซมเดกซแทรนเนส และทําปฏกิิริยาตามขัน้ตอนขางตน 
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 สําหรับการวิเคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนส  ทีเ่วลา 0 นาที ทาํโดยเตรียมซับสเตรต 

และหลอดควบคุม โดยเมื่อเติมเดกซแทรนเนสแลวไมตองบมที ่ 55 องศาเซลเซยีส 15 นาท ี แต

นําไปแชในน้ําเดือด 5 นาทีเพื่อหยุดปฏิกิริยาทนัที  

 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดเทียบกับกราฟมาตรฐานของ D-glucose (ภาคผนวก ค) 

และสามารถวเิคราะหแอคติวิตี (หนวย/มิลลิลิตร) ไดตามสูตร 

 

คาการดูดกลนืแสงที่ 520 นาโนเมตร x จํานวนเทาของการเจือจาง x 1มิลลิลิตรเอนไซม 

คาความชนัจากกราฟมาตรฐาน x 0.1 มิลลิลิตรเอนไซม x 15 นาที x 180 

 

1 หนวยเอนไซม  (unit enzyme) คือปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสที่เปลี่ยนซับสเตรต

เดกซแทรน T-2000 น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000 ไปเปนผลิตภัณฑ (คํานวณเทยีบกบั D-glucose 1 

ไมโครโมล) ในเวลา 1 นาท ีที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส 

 
3.3.3 การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952)  
 

นําตัวอยางทีต่องการวเิคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย alkaline-copper 

reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แชในอางน้ําเดือด 15 นาที ทําใหเย็น

ลงโดยแชในอางน้ําแข็ง จากนั้นนํามาวางไวที่อุณหภูมิหอง เติม Nelson reagent (ภาคผนวก ข)  1 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัตั้งทิง้ไว 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วัดคาการดูดกลนื

แสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานที่ใชน้าํตาลกลูโคส 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 

 
3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธ ีLowry (1951) 
 

 นําตัวอยางทีต่องการวเิคราะหปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายผสม Lowry C 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มลิลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 15 นาที จึงเตมิ

สารละลายผสม Lowry D (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไว 30 นาที  

วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

เปรียบเทยีบคาของโปรตีนจากกราฟมาตรฐานที่ใช Bovine Serum Albumin (BSA)  0-200 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) และสามารถวิเคราะหปริมาณโปรตีน (หนวยคือ มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร) ไดตามสูตร 

 

คาการดูดกลนืแสงที่ 660 นาโนเมตร x จํานวนเทาของการเจือจาง 

คาความชนัจากกราฟมาตรฐาน x 1000 

 
3.3.5 การตรงึรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชกลตูารัลดีไฮดเปนสารชวยสรางพันธะ   
        โดยวิธขีอง อนันตพงษ สขุเกษ (2543) 
 

3.3.5.1 ชัง่ทรายแมน้าํที่รอนผานตะแกรงขนาด 16-20 เมช  5 กรัม ลางน้าํกลัน่ 2-3 รอบ 

3.3.5.2 เติมกรดไนตริกรอยละ 65 ในอัตราสวนทรายตอกรดเปน 1:1 โดยเขยา 200 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเทกรดออกแลวลางดวยน้ํากลั่น

หลายๆ รอบจนคาความเปนกรดดางของน้าํลางเทากับคาความเปนกรดดางของน้ํา

กลั่น นาํทรายที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ใน

ภาชนะที่ปดสนิท เพื่อเตรียมเปนตัวพยงุสําหรับตรึงรูปเดกซแทรนเนส 

3.3.5.3 เติม  2.5% กลูตารัลดีไฮดในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอรคาความเปนกรดดาง   7.0   0.5 

โมลาร 10 มิลลิลิตร เขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

3.3.5.4 เทสารละลายกลูตารัลดีไฮดทิ้ง ลางทรายดวยน้าํกลัน่โดยเขยา 200 รอบตอนาท ี เปน

เวลา 5 นาที 4 รอบ  

3.3.5.5  เติมโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอรคาความเปนกรดดาง 4.0  0.05 โมลาร 9 มิลลิลิตร และ 

เดกซแทรนเนสจากน้ําเลีย้งที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1 1 มิลลิลิตร เขยา 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา 45 นาท ี 

3.3.5.6 เทสารละลายปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บไว จากนั้นเตมิ โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรคา

ความเปนกรดดาง 4.5  0.05 โมลาร 10 มิลลิลิตร เขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาท ี

3.3.5.7  ทาํซ้ําขัน้ตอนในขอ 3.3.5.6 อีก 3 รอบ จนไดปริมาตรของสารละลายครบ 50 

มิลลิลิตร เพือ่ใชในการวัดปริมาณโปรตีนที่ไมถูกตรึง เมื่อเทยีบกบัปริมาณโปรตีนที่

วิเคราะหไดจากเอนไซมเดกซแทรนเนสอิสระจากน้ําเลีย้ง จะสามารถทราบปริมาณ

โปรตีนที่ตรึงอยูบนทรายได ซึ่งเปนวิธวีิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ถกูตรึงไดโดยทางออม  
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3.3.5.8 ทรายที่ถกูตรึงรูปแลว เก็บในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอรคาความเปนกรดดาง   4.5   

0.05 โมลาร 10 มิลลิลิตร ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3.3.6 การหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ถกูตรึงรูปบนทราย 
 

การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนสทีถู่กตรึงรูปบนทรายทําตามวิธีการของ 

อนันตพงษ สขุเกษ (2543) โดยชั่งทรายที่ตรึงรูปแลวลงในหลอดทดลอง 0.1 กรัม (100 มิลลิกรัม)  

จากนั้นเตรียมซับสเตรตเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 

โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 จํานวน 0.4 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) และ สารละลายอะซเิตท

บัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 จํานวน 0.6 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) (เทากบั 

เดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0) ผสมเขาดวยกัน 

บมที่อุณหภูม ิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี แลวจึงปเปตสารละลายนี ้ 1 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดทดลองที่บรรจุทรายตรึงรูปไว บมทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 15 นาที จากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที วิเคราะหปริมาณน้ําตาล

รีดิวซโดยวิธ ีSomogyi-Nelson (1952) และวิเคราะหแอคติวิตี  

  หลอดควบคุมทําโดยเตรียมซับสเตรตลงในหลอดทดลอง และทาํปฏิกิริยาตามขั้นตอน

ขางตน (โดยไมมีการเติมทรายตรึงรูป) 

 สําหรับการวิเคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  ที่เวลา 0 นาที ทําโดยเตรียมซับส

เตรต และหลอดควบคุมโดยเมื่อเติมซับสเตรตลงในหลอดทดลองที่มทีรายตรึงรูปอยูแลวไมตองบม

ที่ 55 องศาเซลเซียส 15 นาที แตนาํไปแชในน้าํเดือด 5 นาทีเพื่อหยุดปฏิกิริยาทนัที  

 
3.3.7 การเปรียบเทียบปรมิาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับปริมาณสารต้ังตนที่ใช   
        การวเิคราะหแอคติวิตี 

 
 ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายตามขอ 3.3.5 จากนั้นชัง่ทรายตรงึรูปในหลอดทดลอง 

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

ตามขั้นตอนการตรวจสอบแอคติวิตี โดยทีแ่ตละชุดจะแบง 3 หลอด มาบมเปนเวลา 5, 15,  25 

นาที จากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาท ี วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธี 

Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟแทงเปรียบเทยีบระหวางปริมาณทราย และแอคติวิตีที่บม

ดวยเวลาตางๆกัน   
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3.3.8 การตรงึรูปเดกซแทรนเนสโดยใช โบวนี ซีรั่ม อัลบูมิน (BSA)  เปนสารชวยในการ  
        ตรึง 

 

เตรียมทรายตามขั้นตอนการตรึงรูปเอนไซมตามขอ 3.3.5.1 และ 3.3.5.2 จากนั้นเติม 

BSA 1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในน้าํกลัน่ 10 มิลลิลิตร ลงในทราย เขยา 200 รอบตอนาท ี ที่

อุณหภูมิหอง 15 นาท ี จากนั้นเติมกลูตารลัดีไฮดตามขั้นตอนการตรึงรูปเดกซแทรนเนส และแปร

ผนัปริมาณเดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยงที่ใชตรึงเปน 150, 300 และ 450 หนวย  วิเคราะหแอคติวิตี

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป เขียนกราฟแทงเปรียบเทียบระหวางแอคติวิตีของการตรึงรูปแบบใช 

BSA และ ไมใช BSA เปนสารชวยตรึง และเปรียบเทยีบปริมาณเดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยงที่ใชใน

การตรึง 

 
3.3.9 การหาคุณสมบัติของเดกซแทนเนสตรึงรูปบนทรายเปรียบเทียบกับเดกซแทรน  
        เนสอิสระ 

 
3.3.9.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระเตรียมการวเิคราะหตามวิธวีดัคาแอคติวิตีของเดกซแทรน

เนสอิสระ และ  สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปเตรียมการวิเคราะหตามวิธวีัดคาแอคติวิตีของเดกซ

แทรนเนสที่ถกูตรึงรูปบนทราย โดยบมในอางควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิตางๆ ดงันี ้ 40 45 50 55 

60 65 70 75 องศาเซลเซยีสตามลําดับ เปนเวลา 15 นาที แลววิเคราะหแอคติวติี เปรียบเทียบ

ความสามารถในการทํางานที่แตละชวงอณุหภูมิของเดกซแทรนเนสอสิระ และเดกซแทรนเนสตรึง

รูป แสดงกราฟความสัมพนัธระหวางแอคติวิตีกับอุณหภูมิที่ใชในการบมทําปฏกิิริยา  

 

3.3.9.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรน

เนสตรึงรูป 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระเตรียมการวเิคราะหตามวิธวีดัคาแอคติวิตีของเดกซแทรน

เนสอิสระ และ  สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปเตรียมการวิเคราะหตามวิธวีัดคาแอคติวิตขีองเดกซ

แทรนเนสที่ถกูตรึงรูปบนทราย โดยซับสเตรตคือสารละลายเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ใน

สารละลายบฟัเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตางๆ 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 ผสมเขาดวยกันกับ 0.6 มิลลิลิตรของบัฟเฟอรที่คาความเปนกรดดาง

ตางๆ ที่ตองการ บมในอางควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลววิเคราะหแอ

คติวิตี  โดยบฟัเฟอรที่ใชเปนตัวทําละลายมีดังนี ้

 โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

 โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  

เปรียบเทยีบความสามารถในการทํางานทีแ่ตละชวงความเปนกรดดางของเดกซแทรน

เนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูป แสดงกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตีกบัคาความเปน

กรดดางของสารผสมปฏิกิริยาที่ใชในการบมทําปฏกิิริยา  

 
3.3.10 การใชเดกซแทรนเนสตรึงรปูในการยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณ 

 

ทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 5 10 15 20 25 30 40 50 60 

70 80 90 และ 100 นาท ี

วิเคราะหโดยชั่งทรายตรึงรูป 0.1 กรัม (1.5 หนวย)  ลงในหลอดทดลอง 39 หลอด บม

สารละลาย เดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซเิตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 ที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนัน้ปเปตสารละลายลงในหลอดทดลองทีช่ั่ง

ทรายเตรียมไวหลอดละ 1 มลิลิลิตร   และอีก 13 หลอด หลอดละ 1 มลิลิลิตร  (เปนหลอดควบคุม

ไมมีทรายตรึงรูป) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งครบ

เวลา 5 นาท ีจงึนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจาก เครื่องควบคมุอุณหภูมิแบบ

เขยา จากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที สวนหลอดอื่นๆ ใหทาํปฏิกิริยาจนครบ

ตามเวลาทีก่ําหนด จึงคอยหยุดปฏิกิริยา สวนหลอดทีท่ําปฏิกิริยาตัง้แต 70 นาทขีึ้นไป ทาํโดยเมื่อ

เวลา ครบ 60 นาที ใหเติมเดกซแทรนเนสอสิระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงไปที่หลอด 70 80 90 และ

100 นาท ีทาํปฏิกิริยาตอไปอีก 10 นาท ี (หลอดที่ 70 นาที)  ทําปฏกิิริยาตอไป 20 นาที (หลอดที่ 

80 นาที) และเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงไปในหลอดที่ 90 และ 100 นาที 

และเก็บตัวอยางตามเวลา (การเตมิเดกซแทรนเนสอิสระลงไปเพื่อทราบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ทั้งหมดที่สามารถยอยสลายไดจาก เดกซแทรน 0.25%อยางสมบูรณ) เจือจางใหไดปริมาณน้าํตาล

รีดิวซที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิ ีSomogyi-Nelson 

(1952) เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และเวลาในการทาํปฏิกิริยา

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
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3.3.11 การใชเดกซแทรนเนสในการยอยเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ อยางสมบรูณ 

 
เตรียมสารละลายเดกซแทรน 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2% ใน 0.05 โมลาร 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 ใสในหลอดทดลอง ความเขมขนละ 6 หลอด 

หลอดละ 1 มลิลิลิตร บมทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนัน้เติมเดกซแทรนเน

สจากน้ําเลีย้ง 30 หนวย ลงไปทุกหลอด บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา 90 นาที จึงนาํหลอดทดลองความเขมขนละ 3 หลอดออกจาก เครื่องควบคุม

อุณหภูมิแบบเขยา และหยดุปฏิกิริยาโดยแชในอางน้ําเดือด 5 นาท ี สวนหลอดทีเ่หลือเติมเดกซ

แทรนเนสจากน้ําเลีย้ง 30 หนวย ลงไปทุกหลอด บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 

รอบตอนาที ตอไปอีก 30 นาที  จงึคอยหยุดปฏิกิริยา (เพื่อพิสูจนวาการทําปฏิกิริยารอบแรกนั้นได

ยอยเดกซแทรนอยางสมบูรณแลวเนื่องจากไมเกิดน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึน) วิเคราะหปริมาณน้าํตาล

รีดิวซโดยวิธ ี Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟแสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกดิจากการยอย

สลายเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ อยางสมบูรณ 

 
3.3.12 สมบติัทางกายภาพของน้ําออย 

 
 ในขั้นตอนการเก็บตัวอยางน้าํออยจากกระบวนการผลิตในโรงงานน้าํตาลทรายนัน้

จําเปนตองมีการเก็บขอมูลตางๆของน้ําออย คือ อุณหภมูิ คาความเปนกรดดาง การวิเคราะหหา

ปริมาณเดกซแทรน และปรมิาณน้าํตาลรดีิวซ 

  โดยจะเก็บตัวอยางน้ําออยในชวงเดือน พฤศจิกายน ถงึ เดือน กุมภาพนัธ (เปนชวงหีบ

ออย) ที่โรงงานน้ําตาลท-ีเอ็น จังหวัดลพบุรี โดยผูวิจัยไดเก็บตัวอยาง วัดอณุหภูมิ โดยใช

เทอรโมมิเตอร และคาความเปนกรดดาง โดยใชกระดาษวัดคาความเปนกรดดาง บริเวณจุดรวม

น้ําออยจากลกูหีบชุดตางๆ และเก็บตัวอยางใสภาชนะซึ่งตองมกีารใชน้ํารอนฉีดลางภาชนะ เมือ่

เก็บน้าํออยแลว จะบรรจุภาชนะในถังน้าํแข็งเพื่อรักษาความเย็น จากนั้นจะฆาเชื้อที่ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เพื่อเก็บรักษาน้ําออยใหใชไดนานตลอดการทดลอง 

 การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ทาํโดยการเจือจางน้าํออยใหเหลือปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่

เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952) 

การวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย โดยวิธีการตกตะกอนดวยเอธานอล

ตามวิธีของ Keniry และคณะ (1969) โดยการนําน้ําออยตัวอยางปนแยกตะกอนดวยเครื่องหมุน
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เหวีย่งที่ความเร็ว 10000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที กรองสวนน้าํ

ใสดวยผาขาวบาง อบหลอดปนเหวี่ยงขนาด 250 มิลลิลิตร 4 หลอด จนแหง และชัง่น้าํหนักที่คงที่ 

เติมน้ําออยที่เตรียมไว หลอดละ 25 มิลลิลิตร 95% เอธานอล 75 มลิลิลิตร (เพื่อการตกตะกอน

อยางสมบูรณ) และไตรคลอโรอะซิติกแอซิด 10% 10 มลิลิลิตร (เพื่อกําจัดโปรตีน) เขยาผสม และ

ตั้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้ปนแยกตะกอนดวยเครื่องหมนุ

เหวีย่งที่ความเร็ว 12000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บรวบรวม

ตะกอน โดยเทสวนน้าํใสทิง้ และนาํหลอดไปอบแหงเพือ่ระเหยน้ําออกจากตะกอน ละลายตะกอน

อีกครั้งดวยน้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร ปนแยกตะกอนดวยเครื่องหมนุเหวี่ยงที่ความเรว็ 12000 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และเก็บเฉพาะสวนน้ําใส (อบหลอดปนเหวีย่ง

ขนาด 250 มิลลิลิตร 4 หลอด จนแหง และชั่งน้ําหนกัที่คงที่) นําสวนน้าํใสตกตะกอนตามขัน้ตอน

แรกอีกครั้ง และเก็บรวบรวมตะกอน เพื่อช่ังน้าํหนักตะกอนที่ไดคือ เดกซแทรน และวิเคราะหไดเปน

รอยละของปริมาณเดกซแทรนในน้าํออย 

 
3.3.13 การยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณดวยเดกซแทรนเนสตรึงรูปในสารละลาย  
         บฟัเฟอร และในน้าํออย  

  

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้10 20 30 40 50 60 และ 70 

นาท ี

วิเคราะหโดยชั่งทราย 0.01, 0.05 และ 0.1 กรัม (0.15, 0.75 และ 1.5 หนวย ตามลําดับ)  ลง

ในหลอดทดลองปริมาณทรายละ 42 หลอด บมสารละลายเดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซิ

เตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 และบมเดกซแทรน 0.25%ในน้าํออย ( sonicate ละลาย

เดกซแทรน T-2000 ลงในน้าํออย เนื่องจากปริมาณเดกซแทรนทีม่ีอยูจริงในน้าํออยนั้นนอยมาก) ที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนัน้ปเปตสารละลายแตละตัวอยางลงในหลอด

ทดลองที่ชั่งทรายเตรียมไวหลอดละ 1 มลิลิลิตร ตัวอยางละ 21 หลอด   และอกีตัวอยางละ 7 

หลอด หลอดละ 1 มิลลิลติร  (เปนหลอดควบคุมไมมีทรายตรงึรูป) บมที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งครบเวลา 5 นาที จงึนาํหลอดทดลองที่ตองการทํา

ปฏิกิริยา 5 นาทีออกจากเครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา และหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 

5 นาท ีสวนหลอดอื่นๆ ใหทาํปฏิกิริยาจนครบตามเวลาที่กําหนด จึงคอยหยุดปฏิกริิยา เจือจางให

ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมสาํหรบัการวิเคราะหโดยวิธี Somogyi-Nelson (1952) เขียน

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และเวลาในการทาํปฏิกิริยาของเดกซแทรน
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เนสตรึงรูป โดยเปรียบเทียบการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูประหวางภาวะบัฟเฟอร และภาวะ

น้ําออย  

 
3.3.14 การใชวิธ ีไดแอลซิิส เพื่อทดสอบความสามารถในการทํางานของเดกซแทรน   
         เนสในน้ําออย 

 
วิธีเตรียมถงุไดแอไลส  

 

นําถงุไดแอไลส (ที่มีรูผานของมวลโมเลกุลระหวาง 120-14,000) ตัดใหไดขนาดยาว

ประมาณ 10 เซนติเมตร 9 ถงุ จากนัน้ตมในEDTA 0.01% 10 นาที จากนัน้ลางน้ํากลัน่หลายๆ 

รอบจนสะอาด  

 

เตรียมการทดลอง ดังนี ้

- เตรียมเดกซแทรน 2% ในน้าํออย 30 มิลลิลิตร  

- เตรียมเดกซแทรน 2%ในโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร  0.05 โมลาร  คาความเปน

กรดดาง 4.5 10 มิลลิลิตร 

- เตรียมเดกซแทรน 2%ในโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร  0.05 โมลาร  คาความเปน

กรดดาง 5.0 10 มิลลิลิตร 

 นําสารละลายที่เตรียมไวทั้งหมดบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

จากนั้น  

- Flask ที ่1  ใสเดกซแทรน 2% ในน้าํออย 10 มิลลิลิตร  

- Flask ที่ 2  ใสเดกซแทรน 2% ในน้ําออย 10 มิลลิลิตร จากนัน้เติมเดกซแทรน

เนสอิสระ 15 หนวย 

- Flask ที่ 3  ชั่งทรายตรึงรูปดวยเดกซแทรนเนส 15 หนวย ใสเดกซแทรน 2% ใน

น้ําออย 10 มลิลิลิตร  

- Flask ที่ 4  ใสเดกซแทรน 2%ในโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร  0.05 โมลาร คา

ความเปนกรดดาง 4.5 10 มิลลิลิตร จากนัน้เติมเดกซแทรนเนสอิสระ 15 หนวย 

- Flask ที่ 5  ชั่งทรายตรึงรูปดวยเดกซแทรนเนส 15 หนวย ใสเดกซแทรน 2%ใน

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 10 มิลลิลิตร 
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 นาํ flask ทั้งหมด 5 flask บมที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้น

หยุดปฏิกิริยาโดยนํา flask ทั้งหมด แชในอางน้ําเดือด 5 นาที ดูดสารละลายของแตละ flask ไว 

0.1 มิลลิลิตร เพื่อเจือจางใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมสาํหรบัการวิเคราะห และวิเคราะห

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี Somogyi-Nelson (1952)  สําหรับ flask ที่ 4 และ 5 จะทาํการเตมิ

เดกซแทรนเนสอิสระลงไปอีก 15 หนวย จาํนวน 3 คร้ัง ทําปฏิกิริยาเพิม่อีก 120 นาที และวิเคราะห

น้ําตาลรีดิวซทีไ่ดจากการเตมิเอนไซมแตละครั้ง (เพื่อการยอย เดกซแทรน 2% อยางสมบูรณ) สวน

สารละลาย จาก flask ที ่1, 2 และ 3 ซึง่มีสารละลาย flask ละ 10 มลิลิลิตร แบงใสถุง ไดแอไลส 

จํานวน 9 ถงุ โดยแยกแตละตัวอยางออกจากกนั ทาํวธิีไดแอลิซิส โดยนําถงุที่เปนตวัอยางเดยีวกัน 

ใสลงในบีกเกอรที่มีน้าํกลัน่อยูนอกถุงปริมาตร 1 ลิตร    ( ดังนัน้จงึมีทั้งหมด 3 บกีเกอร สาํหรบั 3 

ตัวอยาง) โดยจะมีการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดในน้าํกลั่นของทกุๆรอบ และเปลีย่น

น้ํากลัน่จนกระทั่งไมมีน้าํตาลรีดิวซออกมาจากถงุ ไดแอไลส อีก  ซึง่พบวาไดทาํการเปลี่ยนน้ํากลัน่

ทั้งหมด 3 ลิตร เปนเวลา 3 วัน  และวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซทั้งหมดทีม่ีอยูในน้ํากลัน่ 3 ลิตร 

โดยวิธ ีSomogyi-Nelson (1952) (แยกเปนของ 3 ตัวอยาง) เพื่อวิเคราะหไดวา 

- Flask ที่ 1 จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูในน้าํกลั่น 3 ลิตร ปริมาณ

นอยซึง่เปนน้าํตาลรดีิวซที่มอียูในน้าํออยเทานั้น เนื่องจากไมเกิดปฏกิิริยาจาก

เอนไซม (สวนปริมาณเดกซแทรนที่อยูในถุง ไดแอไลส จะมีปริมาณเทาเริ่มตน) 

-  Flask ที่ 2 จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูในน้าํกลั่น 3 ลิตร ปริมาณ

มาก เนื่องจากเปนน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในน้ําออย และจากการเกิดปฏกิิริยาจาก

เดกซแทรนเนสอิสระ (สวนปริมาณเดกซแทรนที่อยูในถงุ ไดแอไลส จะมี

ปริมาณนอย หรือ ไมมี) 

- Flask ที่ 3 จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูในน้าํกลั่น 3 ลิตร ปริมาณ

มาก เนื่องจากเปนน้ําตาลรีดิวซที่มีอยูในน้ําออย และจากการเกิดปฏกิิริยาจาก

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย (สวนปริมาณเดกซแทรนที่อยูในถงุไดแอไลส จะ

มีปริมาณนอย หรือ ไมมี) 

นําสารละลายในถุงไดแอไลส ของแตละตัวอยางมาปรบัปริมาตรใหเทากนั จากนัน้ปเปต

มาตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร เพื่อทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสอิสระ 300 หนวย เปนเวลา 90 นาที

(เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการยอยเดกซแทรนทีเ่หลืออยูในสารละลายอยางสมบูรณ) เจือจางใหได

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี

Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟแสดงความสมัพนัธระหวางปรมิาณน้าํตาลรีดิวซนอกถุง ได
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แอไลส และ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากเดกซแทรนภายในถุงไดแอไลส ของแตละตัวอยาง และ

เปรียบเทยีบกบัปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกิดจาก flask ที ่ 4 และ flask ที ่ 5 จากการทดลองนี้จะ

สามารถวิเคราะหความสามารถในการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสที่ตรึง

บนทรายในภาวะน้ําออยได 

 
3.3.15 การเกิดน้ําตาลรีดิวซจากขั้นตอนการวิเคราะหตางๆ  
 

การเกิดน้ําตาลรีดิวซเนื่องจากการสัมผัสกับความรอนในขั้นตอนตางๆ ของการวิเคราะห

แอคติวิตี 

 วิเคราะหโดยเตรียมสารละลายน้าํตาลทราย 20% โดยใช magnetic stirrer 15 นาที และ 

sonicator  15 นาที จากนัน้ เจือจางสารละลายน้ําตาลทรายใหเปน 5% 10% 13% 15% 20% 

โดยในแตละหลอดจะปเปตสารละลาย 1 มิลลิลิตร และใหหลอดควบคุมคือน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร 

แบงการทดลองเปน 4 สวนคือ ชุดที ่ 1 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-

Nelson ทันท ีชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีและ 15 นาท ีชุดที ่3 ตม

ในน้าํเดือด 5 นาที สวนชุดที่ 4 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีและ 15 นาท ี

และตมในน้าํเดือด 5 นาที จากนั้น ชุดที ่ 2, 3 และ 4 วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซตามวธิีของ 

Somogyi-Nelson แสดงกราฟความสมัพันธระหวางปริมาณน้าํตาลรีดิวซกับสารละลายน้ําตาล

ทรายที่ความเขมขนตางๆ จากการทดลองทัง้ 4 ชุด เพื่อวเิคราะหไดวาจากขั้นตอนใดในการ

วิเคราะหแอคติวิตีเปนสาเหตุใหเกิดการสรางน้าํตาลรีดวิซจากน้าํตาลทราย 

 
3.3.16 การหยุดปฏิกริิยาโดยใชเอธานอล และเมธานอล แทนการตมหยุดปฏิกิรยิา 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระทําปฏิกิริยาตามวธิีวัดคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ 

และสําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปทําปฏิกิริยาตามวิธวีัดคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ถูกตรึงรูป

บนทราย โดยซับสเตรตคือ สารละลายเดกซแทรน T-2000 รอยละ 0.625 ในสารละลายน้ําตาล

ทราย 13% และบมเปน 3 แบบ แบบละ 3 ชุดการทดลอง คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 10 นาท ี 15 นาที และ 20 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยชุดที่ 1 การตมในน้าํเดือด 5 นาที ชุดที ่ 2 

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

มิลลิลิตร 5 นาที เขียนกราฟแทงแสดงความสัมพันธระหวางน้ําตาลรีดิวซ และการหยุดปฏิกิริยา

ดวยวิธีตางๆ 
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3.3.17 การหาคา residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน ท-ี2000 ใน  
         สารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระ  

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26%ในโซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 4.5   400 มิลลิลิตร (  คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทาํงานสาํหรับเดกซแทรน

เนสอิสระ)  

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย  32.5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร   คาความเปน

กรดดาง 4.5 50 มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 4.5  200 มิลลิลิตร 

 

ในการหา Residential time จะใชสารละลายทีม่ีความเขมขนตางกันดังนี ้

1. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 14 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 42 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 28 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 28 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 42 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 14 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 56 มิลลิลิตร  

5.   เดกซแทรน 2.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 32.5% 56 มลิลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 70 มิลลิลิตร  

 

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 30 40 50 และ 

60 นาที และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3, 3, 30 หนวย/มลิลิลิตร   
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วิเคราะหโดยปเปตสารละลายเดกซแทรน 0.5% ลงในหลอดทดลองที่เตรียมไวความเขมขนละ 

128 หลอด (สําหรับเวลาตางๆ 8 เวลา และ แยกเปนเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3, 3, 30 หนวย/

มิลลิลิตร  )  หลอดละ 0.9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีเติมเดกซ

แทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย/มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง 24 หลอดที่บรรจุซับสเตรต (เนื่องจาก

อีก 8 หลอด เปนหลอดควบคุม ซึง่จะประกอบดวยซับสเตรต 0.9 มิลลิลิตร และ บัฟเฟอร 0.1 

มิลลิลิตร) ผสมใหเขากนั และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ี

จนกระทั่งครบเวลา 5 นาท ีจงึนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจากเครื่องควบคุม

อุณหภูมิแบบเขยา และหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดอืด 5 นาที สวนหลอดอืน่ๆ ใหทาํปฏิกิริยา

จนครบตามเวลาที่กาํหนด จึงคอยหยุดปฏิกิริยา สวนหลอดที่ 60 นาที ทําโดยเมื่อเวลา ครบ 50 

นาท ี ใหเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร ลงในหลอดที ่ 60 นาท ีและทาํปฏิกิริยาตอไป

อีก 10 นาที (เพื่อทราบปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดที่มใีนสารตั้งตน) จึงคอยหยุดปฏิกิริยา เจือจาง

ใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีเ่หมาะสมสาํหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดย

วิธี Somogyi-Nelson (1952)   

ทดลองโดยใชเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3, 3, 30 หนวย/มิลลิลิตร วิเคราะหโดยใชสารละลาย

เดกซแทรนที่ความเขมขนอื่นตอไปตามลําดับ เชนเดียวกับวธิีการขางตน  เขยีนกราฟแสดง 

residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอสิระ 

  
3.3.18 การทาํบริสทุธิข์องเดกซแทรนเนส 

 
3.3.18.1 การตกตะกอนเดกซแทรนเนสดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 

 

นําสวนน้ําใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 (crude 

enzyme) มาวัดปริมาตร ตรวจสอบโปรตีน และแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส เติมผงแอมโมเนียม

ซัลเฟตที่บดอยางละเอียดลงไปอยางชาๆ พรอมทัง้กวนเบาๆ ตลอดเวลาที ่4 องศาเซลเซียส เพื่อให

ไดความเขมขนคือ 0-30% หลังจากนั้นกวนเบาๆ อีก 3-4 ชั่วโมง นาํไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 

12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 30 นาท ี แยกตะกอนที่ไดไวโดยละลายตะกอนดวย 0.05 โมลาร 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 ในปริมาณทีน่อยทีสุ่ด จากนัน้นาํสวนน้าํใสที่

เหลือไปตกตะกอนซ้าํตามวธิีดังกลาวที่แอมโมเนยีมซัลเฟต 30-50% 50-70% และ 70-90% เก็บ

ตะกอนที่ไดในแตละชวงมาไดแอไลสขามคืน (16 ชั่วโมง) ดวย 0.05 โมลาร โซเดียมอะซิเตท

บัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 จากนัน้ทาํ รีเวอรสไดแอไลสดวย 30% กลีเซอรอลใน 0.05 โม
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ลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 4 ชั่วโมง ตรวจสอบโปรตีน 

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และแอคติวิตีของอินเวอรเทส 

 

3.3.18.2  การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

 

นําโปรตนีที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตชวงที่มีแอคติวิตีสูง คํานวณ

ปริมาณโปรตีนในการ load ลงคอลัมน โดยจะทาํการ load โปรตีน 2 มิลลิลิตร คํานวณ bed 

volume (45 มิลลิลิตร) และ bed time (90 นาที) ที่จะใชในการชะคอลัมน โดยจะใชอัตราการไหล 

0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี โดยเก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนลําดับสวนละ 2 มิลลิลิตร เมื่อผาน

โปรตีนลงไปในคอลัมนโปรตีนสวนที่ไมจบักับ DEAE-BioGel A (unbound fraction) จะถกูชะออก

ดวย 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 180 นาที 

(ติดตามโปรตีนโดยดูคาการดูดกลืนแสงที ่ 280 นาโนเมตร จนมีคาเขาใกลศูนย) จากนัน้ชะโปรตีน

ที่ติดอยูกับเจล (bound fraction) ออกดวยเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร ใน 

0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 270 นาที  จากนัน้

ชะโปรตีนที่ตดิอยูกับเจลอยางแนนออกดวยเกลือโซเดียมคลอไรด 1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร 

ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 450 นาที เก็บตัวอยางทั้งหมด จด

บันทกึคาปริมาณโปรตีนที่คาการดูดกลนืแสงที ่ 280 นาโนเมตร  และนํามาตรวจสอบแอคติวิตีใน

ชวงแรกๆ ทุกๆ 5 หลอด สวนในชวงทีม่ีปริมาณโปรตีนมาก (ชวง bound fraction) จะวิเคราะห

ทุกๆ ตัวอยาง จากนั้นรวมเอาตัวอยางที่มแีอคติวิตีเดกซแทรนเนสสงูๆ ไวดวยกนั และลดปริมาตร

ตัวอยางโดยวธิี concentrating centrifugation ที่ 5,000 รอบตอนาท ี10 นาที ดวย concentrator 

tube ที่มีเมมเบรนซึ่งมีคา molecular weight cut off ที่ 10,000 ดาลตัน จากนั้นไดแอไลสขามคืน 

(16 ชั่วโมง) ดวย 0.05 โมลาร โซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 จากนัน้ทาํ รี

เวอรสไดแอไลสดวย 30% กลีเซอรอลใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปน

กรดดาง 4.5 เปนเวลา 4 ชัว่โมง ตรวจสอบโปรตีน แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสที่

ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ 
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3.3.18.3 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสทุธิโ์ดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

              โดยใชเกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรด 0-0.5 โมลาร 

 

        เนื่องจากการทําเดกซแทรนเนสบริสุทธิ์ในขอ 3.3.18.2 โดยใชเกรเดียนตของเกลือ

โซเดียมคลอไรด 0-1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 

7.5 นั้นไมสามารถแยกเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสออกจากกันได จึงทําการแยกเอนไซมทั้ง

สองโดยการเปลี่ยนเปนเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรด 0-0.5 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-

ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 ซึ่งเปลี่ยนเปนคอลมันเล็ก โดยจะทําการ load 

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

จะใชในการชะคอลัมน โดยจะใชอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาที โดยเก็บสารละลายที่ออกมา

จากคอลัมนลําดับสวนละ 1 มิลลิลิตร เมื่อผานโปรตีนลงไปในคอลัมนโปรตีนสวนที่ไมจบักับ 

DEAE-BioGel A (unbound fraction) จะถูกชะออกดวย 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร 

คาความเปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 40 นาที (ติดตามโปรตีนโดยดูคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโน

เมตร จนมีคาเขาใกลศูนย) จากนั้นชะโปรตีนที่ติดอยูกบัเจล (bound fraction) ออกดวยเกรเดีย

นตของเกลือโซเดียมคลอไรด 0-0.5 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความ

เปนกรดดาง 7.5 เปนเวลา 100 นาท ี  จากนั้นชะโปรตีนที่ติดอยูกับเจลอยางแนนออกดวยเกลือ

โซเดียมคลอไรด 1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 

7.5 เปนเวลา 100 นาท ีจากนั้นเก็บตัวอยางมาวิเคราะหตามขั้นตอนในขอ 3.3.18.2 

 
3.3.19 การหาคา residential time และคา Km Vmax ของ เดกซแทรนเนสอิสระ    
           (DEAE)  เทียบกบัเดกซแทรนเนส (DEAE) ตรึงรูปบนทราย  ตอเดกซแทรน ท-ี  
           2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 
 

สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระ  

 

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26% ในโซเดียมอะซเิตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 4.5 400 มิลลิลิตร    ( คาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในการทํางานสําหรับเดกซแทรน

เนสอิสระ)  

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 4.5 200 มิลลิลิตร 
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ในการหา residential time จะใชสารละลายทีม่ีตางกนัดังนี ้

1. เดกซแทรน 0.1% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 2.8 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 53.2 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 14 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 42 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 28 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 28 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 56 มิลลิลิตร  

 

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 40 60 80 100 

และ 120 นาท ีและแปรผันของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3 และ 1 หนวย/มิลลิลิตร   

วิเคราะหโดยปเปตสารละลายเดกซแทรน 0.1% ลงในหลอดทดลองที่เตรียมไวความเขมขนละ 

108 หลอด (สําหรับเวลาตางๆ 9 เวลา และ แยกเปนเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03, 0.3, 1 หนวย/

มิลลิลิตร  )  หลอดละ 0.9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีเติมเดกซ

แทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย/มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลอง 24 หลอดที่บรรจุซับสเตรต (เนื่องจาก

อีก 8 หลอด เปนหลอดควบคุม ซึง่จะประกอบดวยซับสเตรต 0.9 มิลลิลิตร และ บัฟเฟอร 0.1 

มิลลิลิตร) ผสมใหเขากนั และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ี

จนกระทั่งครบเวลา 5 นาที จึงนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจาก เครื่อง

ควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที สวนหลอดอืน่ๆ ให

ทําปฏิกิริยาจนครบตามเวลาที่กาํหนด จึงคอยหยุดปฏิกริิยา สวนหลอดที่ 100 และ 120 นาท ีทาํ

โดยเมื่อเวลา ครบ 80 นาที ใหเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงในหลอดที่ 100 และ 

120 นาท ี ทาํปฏิกิริยาตอไปอีก 10 และ 20 นาที ตามลําดับ (เพื่อทราบปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ทั้งหมดทีม่ีในสารตั้งตน) จึงคอยหยดุปฏิกิริยา เจือจางใหไดปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหมาะสม

สําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธ ีSomogyi-Nelson (1952)   
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ทดลองโดยใชเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 และ 1 หนวย/มิลลิลิตร  และจึงวิเคราะหโดยใช

สารละลายเดกซแทรนที่ความเขมขนอืน่ตอไปตามลําดับ เชนเดียวกบัวิธีการขางตน  เขียนกราฟ 

residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอสิระ  

เนื่องดวยการยอยสลายเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสตรึงรูปจากการทดลองขางตนนัน้ ทาํ

การเก็บตัวอยางที่ระยะหางของเวลานานเกินไป ในการทดลองตอไปจึงทาํการเก็บตัวอยางในชวงที่

ถี่มากขึน้ และศกึษาความเขมขนของเดกซแทรนเนสที่เหมาะสมในการยอยมากยิง่ขึ้น โดยจะ

ทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 และ 35

นาท ี และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.5, 0.75 และ 1 หนวย/มลิลิลิตร  เขียน

กราฟแสดง residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอิสระ และเขียนกราฟ Lineweaver-Burk Plot  

เพื่อวิเคราะหคา Km และ Vmax  

 

สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

 

-  ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว โดยใชเอนไซมเร่ิมตน

ในการตรึง ซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26%ในโซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 5.0 มิลลิลิตร 400 มิลลิลิตร (คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานสาํหรับเดกซ

แทรนเนสตรงึรูป) 

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 5.0 200 มิลลิลิตร 

 

ในการหา residential time จะใชสารละลายทีม่ีความเขมขนตางกันดงันี ้

1. เดกซแทรน 0.1% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลาย น้าํตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 2.8 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 67.2 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 14 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 56 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 
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สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 28 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 42 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 70 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 70 มิลลิลิตร  

 

โดยจะทดลองที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 30 40 50 และ 

60 นาที และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.074 และ 1.977 หนวย/

มิลลิลิตร  (ทาํโดยการชัง่ทราย 0.1 กรัม) 

วิเคราะหโดยชั่งทราย 0.1 กรัมลงในหลอดทดลอง 24 หลอด บมสารละลายเดกซแทรน 0.1%

ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี จากนัน้ปเปตสารละลายเดกซแทรน 0.1%ลงใน

หลอดทดลองที่ชั่งทรายเตรียมไว 24 หลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร   และอีก 8 หลอด หลอดละ 1 

มิลลิลิตร  (เปนหลอดควบคุม) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาที 

จนกระทั่งครบเวลา 5 นาที จึงนาํหลอดทดลองที่ตองการทําปฏิกิริยา 5 นาทีออกจาก เครื่อง

ควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยแชในอางน้าํเดือด 5 นาที สวนหลอดอืน่ๆ ให

ทําปฏิกิริยาจนครบตามเวลาที่กาํหนด จงึคอยหยุดปฏิกริิยา สวนหลอดที่ 60 นาท ีทําโดยเมื่อเวลา 

ครบ 50 นาท ี ใหเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร  และทาํปฏกิิริยาตอไปอีก 10 นาที 

(เพื่อทราบปรมิาณน้าํตาลรดีิวซทัง้หมดทีม่ีในสารตั้งตน) จึงคอยหยุดปฏิกิริยา เจือจางใหได

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธ ี

Somogyi-Nelson (1952)   

จากนั้นจงึวเิคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรนที่ความเขมขนอื่นตอไปตามลําดับ

เชนเดียวกับวธิีการขางตน  เขียนกราฟแสดง residential time สําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปบน

ทราย และเขียนกราฟ Lineweaver-Burk Plot  เพื่อวเิคราะหคา Km และ Vmax  
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3.3.20 การหาจํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรปู 
 

-  ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว โดยใชเอนไซมเร่ิมตน

ในการตรึง ซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลายน้ําตาลทราย 26%ในโซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  0.05 โมลาร       คาความเปน

กรดดาง 5.0 มิลลิลิตร 120 มิลลิลิตร (คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานสาํหรับเดกซ

แทรนเนสตรงึรูป) 

- เตรียมสารละลายเดกซแทรน 5% ในโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร คาความเปนกรด

ดาง 5.0 50 มลิลิลิตร 

 

ในการทดสอบการใชซ้ําเดกซแทรนเนสตรึงรูปจะใชสารละลายที่มีความเขมขนตางกันดังนี ้

1. เดกซแทรน 0.1% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 1 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 24 มิลลิลิตร 

2. เดกซแทรน 0.5% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 5 มิลลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 20 มิลลิลิตร 

3.    เดกซแทรน 1.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลติร + สารละลายเดกซแทรน 5% 10 มลิลิลิตร + 

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5 15 มิลลิลิตร 

4.    เดกซแทรน 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% เตรียมโดย 

สารละลายน้ําตาลทราย 26% 25 มิลลิลิตร + สารละลายเดกซแทรน 5% 25 มิลลิลิตร  

 

การทดลองจะใชความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.074 และ 1.977 หนวย/

มิลลิลิตร โดยจะทาํการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบมกับสารละลายความเขมขนตางๆ ที่เตรียมไวที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที ใชซ้าํจํานวน 6 รอบ โดยแตละรอบจะมีการลาง

ทรายตรึงรูปดวยดวยอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร คาความเปนกรดดาง 5.0 1 มิลลิลิตร เปนเวลา 

5 นาที  

วิเคราะหโดยชั่งทรายความเขมขนละ 0.1 กรัม ลงในหลอดทดลอง 12 หลอด บมสารละลาย

เดกซแทรนที่เตรียมไวทั้งหมดบมที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี จากนัน้ปเปต
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สารละลายแตละความเขมขนลงในหลอดทดลองที่ชั่งทรายไวแลว (1.074 หนวย 3 หลอด และ 

1.977 หนวย 3 หลอด) หลอดละ 1 มิลลิลิตร และอีก 1 หลอด (เปนหลอดควบคุม) บมที่อุณหภมูิ 

55 องศาเซลเซียส พรอมเขยา 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 นาที จากนั้นดูดสารละลายออกมา

เพื่อหยุดปฏิกริิยาโดยแชในอางน้ําเดือด 5 นาที จากนัน้เติมโซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  0.05 โมลาร 

คาความเปนกรดดาง 5.0 ลงในหลอดทดลองที่มทีรายตรึงรูปที่ใชแลว หลอดละ 1 มิลลิลิตร เขยา 

200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที เพื่อลางทราย จากนั้นเทบฟัเฟอรทิ้ง (เหลือเดกซแทรนเนสตรึง

รูปบนทรายไว) และเติมสารละลายเดกซแทรนซับสเตรตที่เตรียมไวลงในหลอดทดลองดังที่ปฏิบตัิ

มาขั้นตน ทําซ้าํวิธีดงักลาวจนครบ 6 รอบ สวนสารละลายที่ผานการทาํปฏิกิริยา และหยุดปฏิกิริยา

แลวนั้น เจือจางใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห และวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Somogyi-Nelson (1952) เขียนกราฟเปรียบเทียบระหวางปริมาณน้าํตาล

รีดิวซที่ไดจากปฏิกิริยา กบัคร้ังที่ทาํปฏกิิริยา และคํานวณประสทิธิภาพการทาํงานที่ลดลงของ

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย และจาํนวนครั้งที่เหมาะสมในการใชซ้ํา 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 

 

4.1 การผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากจลุินทรยี 
 

เมื่อเลี้ยง Penicillium sp. สายพนัธุ  SMCU 3-14 บนอาหารแข็งเอียง (slant agar) แลว

ถายสปอรแขวนลอยลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามสูตรอาหารสําหรับผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนส 

เมื่อนําสวนน้าํเลี้ยงมาวิเคราะหหาแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตอ เดกซแทรน T-2000  0.25% ใน

ภาวะการทาํงานที่ 55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 4.5  พบวาแอคติวิตขีองเดกซแทรน

เนสที่ไดเทากบั 243.50 หนวยตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเทากับ 1.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ

คํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะไดเทากับ 226.51 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แสดงผลดังตารางที่ 4.1 

 
4.2 ผลการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชกลูตารลัดีไฮดเปนสารชวยสรางพันธะ   

   

 ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทราย โดยใชทรายแมน้ํา 16-20 เมช 5 กรัม ซึ่งเตรียม 

ทรายโดยวิธกีารลางดวยกรดไนตริกเขมขน จากนัน้ตรึงรูปโดยใชกลตูารัลดีไฮดเปนสารชวยในการ

ตรึง โดยเดกซแทรนเนสอิสระที่ใชตรึงเปนเดกซแทรนเนสที่ไดจากน้าํเลี้ยงเชื้อ Penicillium sp. 

สายพนัธุ  SMCU 3-14 ซึ่งมีแอคติวิตีประมาณ 250 -300 หนวยตอมิลลิลิตร จากนัน้วิเคราะหหา

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายตอ เดกซแทรน T-2000  0.25% ในภาวะการทํางานที ่

55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0  พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดเทากบั 

4.33 หนวยตอทราย 5 กรัม ปริมาณโปรตนีเทากับ 0.14 มิลลิกรัมตอทราย 5 กรัม  และคํานวณคา

แอคติวิตีจําเพาะไดเทากับ 31.34 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แสดงผลดงัตารางที ่4.1 
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ตารางที่ 4.1 แสดงผลการวเิคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ เทยีบกับแอคติวิตีของเดกซ

แทรนเนสตรงึรูป 

 

เอนไซม โปรตีน แอคติวิตี แอคติวิตีจําเพาะ 

เดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยง 1.075 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร 

243.50 หนวย/

มิลลิลิตร 

226.51หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 

เดกซแทรนเนสที่ตรึงบน

ทราย 

0.14 มิลลิลิกรัม/ทราย 

5 กรัม 

4.33 หนวย/ทราย 5 

กรัม 

31.34 หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 

 

จากตารางที่ 4.1 พบวา       การตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายดวยกลูตารัลดีไฮดนั้นให

แอคติวิตีนอยมากเมื่อเทยีบกับเดกซแทรนเนสในรูปอิสระ เมื่อวิเคราะหแอคติวิตีโดยการชั่งทราย 

0.1 กรัม ดังนั้นจึงมกีารตั้งสมมตฐิานวา ปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายที่ใชในการ

วิเคราะหนัน้อาจมีปริมาณมากเกนิไป สงผลใหเกิดการยอยเดกซแทรนหมดภายในเวลาอันสั้น 

(กอนเวลา 15 นาที) จงึทําใหแอคติวิตีที่ไดนอยเกนิความเปนจริง การทดลองตอไปจึงแปรผัน

ปริมาณเดกซแทรนเนสตรงึรูปบนทราย ในการวิเคราะหแอคติวิตี เพื่อใหมีปริมาณที่เหมาะสมกับ

ปริมาณซับสเตรตที่ใช 
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4.3 ผลการทดลองเปรียบเทียบปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูป เทียบกบัปรมิาณสารตั้งตน  
     ทีใ่ชในการวิเคราะหแอคติวิตี 
  

เปรียบเทยีบปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตี โดยชั่ง

ทรายที่ตรึงรูปดวยเดกซแทรนเนส (ตามขอ 3.3.5) ที่มปีริมาณ 0.01, 0.05 และ 0.1กรัม แลวนาํมา

ทําปฏิกิริยาตอซับสเตรต เดกซแทรน T-2000  0.25% เปนเวลาตางๆ คือ 5 15 และ 25 นาท ีใน

ภาวะการทํางานที่ 55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0 จากผลการทดลองในรูปที ่ 4.1 

พบวาปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหแอคติวิตี คอื 0.01 กรัม 

ซึ่งใหแอคติวิตสูีงสุดคือ ประมาณ 10 หนวยตอทราย 1 กรัม ทั้งนี้เนือ่งจากทราย 0.01 กรัม มี

ปริมาณเอนไซมที่ทาํปฏิกิริยากับซับสเตรตแลวใหแอคติวิตีของเอนไซมคงทีท่ี่เวลาตาง ๆ (ซับส

เตรตมากเกนิพอในการทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.01 กรัม) แตสําหรับทราย 

0.05 และ 0.1 กรัม เปนปริมาณเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายที่มหีนวยของเอนไซมมากเกินพอ

เมื่อเทียบกับปริมาณซับสเตรต ดังนั้นจงึเกิดการยอยซบัสเตรตที่สมบูรณกอนเวลา 15 และ 25 

นาที เมื่อหาแอคติวิตีของเอนไซมตองมกีารคํานวณเทยีบตอ 1 นาที เวลาที่นาํมาใชคํานวณจึง

เกินไปจากความเปนจริง สงผลใหแอคติวิตีที่คํานวณไดนอยกวาแอคติวิตีทีแ่ทจริงของเอนไซม 

ดังนัน้ในการทดลองตอ ๆ ไปในการวิเคราะหแอคติวิตีเดกซแทรนเนสตรึงรูปจึงใชเดกซแทรนเนสต

รึงรูปบนทรายในการวิเคราะห 0.01 กรัม จากคาแอคตวิิตีที่ถกูตอง และแมนยาํ  จงึทาํใหการตรึง

รูปเดกซแทรนเนสไดแอคติวิตีดังตารางที ่4.2 
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           เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.01 กรัม         

          เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.05 กรัม           

         เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.10 กรัม 
 
 
 
รูปที่ 4.1 กราฟแทงแสดงความสัมพนัธระหวางแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป กับเวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณตางๆ ที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตี 
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ตารางที่ 4.2 แสดงผลการวเิคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนสอิสระเทียบกับแอคตวิิตีของเดกซ  

                   แทรนเนสตรึงรูป (ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายในการวิเคราะห 0.01 กรัม) 

 

 

 

การทดลองตอไปจะปรับปรุงวิธีการตรึงรูปเดกซแทรนเนส เพื่อใหไดแอคติวิตีที่สูงขึ้น 

เนื่องจากทรายที่ใชในการตรึงรูปมีรูพรุนมาก และซับสเตรตที่ใช คือ เดกซแทรนซึง่มีน้าํหนัก

โมเลกุลสูง (น้ําหนกัโมเลกลุเทากับ 2,000,000 ดาลตัน) ซับสเตรตอาจมีการเขาทาํปฏิกิริยากับ

เอนไซมไดยาก จึงทดลองใชโปรตีน โบวนี ซีร่ัม อัลบูมนิ ในการเขายดึเกาะภายในรูพรุนของทราย

กอน แลวจงึสรางพนัธะกับกลูตารัลดีไฮด เพื่อใหเดกซแทรนเนสนัน้ยดึเกาะอยูบริเวณผิวภายนอก

ของเม็ดทราย ซึ่งอาจสงผลใหความสามารถในการทาํปฏิกิริยากับซบัสเตรตไดดียิ่งขึ้น 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

เอนไซม โปรตีน แอคติวิตี แอคติวิตีจําเพาะ 

เดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยง 1.193 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร 

247.8 หนวย/

มิลลิลิตร 

236หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 

เดกซแทรนเนสที่ตรึงบนทราย 0.56 มิลลิกรัม/ 5 กรัม 

ทราย 

50 หนวย/ 5 กรัม 

ทราย 

89 หนวย/มิลลิกรัม

โปรตีน 
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4.4 ผลการทดลองตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใช โบวีน ซีรั่ม อัลบูมิน (BSA) เปนสารชวย 
     ในการตรึง 
 

เตรียมทรายตามขั้นตอนการตรึงรูปเอนไซมโดยใชโบวนี ซีร่ัม อัลบูมิน 1 มลิลิกรัม/

มิลลิลิตร ในน้ํากลัน่ 10 มิลลิลิตร เปนตัวยึดเกาะกับรูพรุนของเม็ดทราย จากนั้นจึงใชกลูตารัลดี

ไฮดเปนตัวสรางพันธะยึดเกาะระหวาง โบวีน ซีร่ัม อัลบูมิน กับ เดกซแทรนเนสอิสระ โดยแปรผัน

ปริมาณเดกซแทรนเนสในน้าํเลี้ยงที่ใชตรึงเปน 150, 300 และ 450 หนวย  วิเคราะหแอคติวิตีของ

เดกซแทรนเนสตรึงรูป เปรียบเทยีบระหวางแอคติวิตีของการตรึงรูปแบบใช โบวนี ซีร่ัม อัลบูมนิ 

และ ไมใช โบวีน ซีร่ัม อัลบูมิน เปนสารชวยตรึง จากรปูที่ 4.2 พบวาการใช โปรตีน โบวีน ซีร่ัม อัลบู

มิน เปนสารชวยตรึงรูปนัน้ไมสงผลใหการตรึงรูปดีขึ้น อีกทัง้ทาํใหเอนไซมที่ถูกตรึงมแีอคติวิตีลดลง

มาก คืออยูในชวง 3-9 หนวยตอทราย 1 กรัม เทานัน้ เมื่อเทียบกับการตรึงรูปโดยใชกลูตารัลดีไฮด

เปนสารชวยตรึงเพียงอยางเดียวที่ไดแอคติวิตีอยูในชวง 12-14 หนวยตอทราย 1 กรัม โดยเดกซ

แทรนเนสอิสระที่เหมาะสมทีสุ่ดในการนาํมาตรึงรูปคือ 300 หนวยตอมิลลิลิตร 1 มลิลิลิตร ดังนัน้

ในขั้นตอนตอไป จงึใชการตรึงโดยใชกลตูารัลดีไฮดดังเดิม โดยใชเดกซแทรนเนสอิสระเร่ิมตนใน

การตรึงรูป 300 หนวย 
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   วิธีการใช โบวนี ซีร่ัม อัลบูมนิ และกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยตรึง 

            

วิธีการใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยตรึง (ไมใช โบวนี ซร่ัีม อัลบูมิน)            

 

 

 

รูปที่  4.2 กราฟแทงแสดงความสัมพนัธระหวางแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เกิดจากการ

ตรึงเดกซแทรนเนสอิสระที่มแีอคติวิตีตางๆ โดยเปรียบเทยีบวิธกีารตรึงรูป ระหวางการ

ใช โปรตีน โบวีน ซีร่ัม อัลบูมิน และไมใชโปรตีน โบวนี ซร่ัีม อัลบูมิน เปนสารชวยตรึง 
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4.5 ผลการศกึษาคุณสมบติัของเดกซแทนเนสตรงึรปูบนทรายเปรียบเทียบกบัเดกซแทรน  
     เนสอิสระ 
 

4.5.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูป 

 

วิเคราะหเดกซแทรนเนสอิสระ และ เดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธวีัดคาแอคติวิตี โดยมีการ

แปรผันอุณหภูมิตางๆ คือ 40 45 50 55 60 65 70 75 องศาเซลเซยีส ที่คาความเปนกรดดาง 4.5 

ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.3 และ 4.4 โดยแสดงผลเปรียบเทยีบความสามารถในการทํางาน

ที่แตละชวงอณุหภูมิ ซึง่พบวาเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูปมีภาวะการทาํงานที่

เหมาะสมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีสเทากนั โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระสูงสุด คือ 

370 หนวย และ แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปสูงสุด คือ 82 หนวย 

 

4.5.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรน

เนสตรึงรูป 

 

วิเคราะหเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธีวัดคาแอคติวิตีที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส โดยเตรียมซับสเตรต คือ สารละลายเดกซแทรน T-2000  0.25% ใน

สารละลายบฟัเฟอรที่มีคาความเปนกรดดางตางๆ ตัง้แต 4.0  4.5  5.0  5.5  6.0  6.5  และ 7.0 

ความเขมขน 0.05 โมลาร  โดยบัฟเฟอรที่ใชเปนตัวทําละลายมีดังนี ้

 

 โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

 โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  

 

ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.5 และ 4.6 โดยแสดงผลเปรียบเทยีบความสามารถใน

การทาํงานที่แตละชวงความเปนกรดดาง ซึ่งพบวา เดกซแทรนเนสอิสระมีภาวะการทาํงานที่

เหมาะสมที่คาความเปนกรดดางเทากบั 4.5 โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระสูงสุด คือ 

300 หนวย และสําหรับเดกซแทรนเนสตรึงรูปมีภาวะการทํางานที่เหมาะสมที่คาความเปนกรดดาง

เทากับ 5.0 โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปสูงสุด คือ 61 หนวย 
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รูปที่ 4.3  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน  

               T- 2000 0.25% ที่คาความเปนกรดดาง 4.5 
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รูปที่ 4.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปตอเดกซแทรน 

              T- 2000  0.25% ที่คาความเปนกรดดาง 5.0 
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รูปที่ 4.5  คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสอิสระตอ  

              เดกซแทรน T- 2000 0.25% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 

 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  
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รูปที่ 4.6  คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปตอ  

              เดกซแทรน T- 2000 0.25% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 

 

โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0-5.5 

   โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0-7.0  
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4.6 ผลการทดลองใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปในการยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบรูณ 
 

วิเคราะหโดยใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.5 หนวยเอนไซม (0.1 กรัม) ตอ เดกซ

แทรน T- 2000 0.25% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 5.0 โดยมีการแปรผนั

เวลาในการทําปฏิกิริยา คือ 5 10 15 20 25 30 40 50 60 70 80 90 และ 100 นาที    จากนั้นเติม

เดกซแทรนเนสอิสระเพิ่มอีก 0.3 หนวย/มิลลิลิตร ลงไปที่หลอด 70 80 90 และ100 นาที (เพื่อทราบ

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซทั้งหมดที่สามารถยอยสลายไดจากเดกซแทรน 0.25%อยางสมบูรณ) จากรปู

ที่ 4.7 พบวาการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.5 หนวย ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 

2000  0.25% อยางสมบูรณ เกิดขึ้นจากการเกิดปฏิกิริยาตั้งแตชวงเวลา 15 นาท ีเปนตนไป จนถึง

เวลาที่ 60 นาท ี จากนัน้ไดเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตร เพื่อเปนการยนืยนัการ

ยอยสลายเดกซแทรนวาเกิดขึ้นอยางสมบรูณจริง เนื่องจากไมเกิดปฏกิิริยาการยอยเดกซแทรนเปน

น้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก ซึ่งจากผลการทดลองนี้ใชยนืยนัผลในการทดลองที่ 4.3 ได เนื่องจากการ

ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.1 กรัม ในการวิเคราะหแอคติวิตีเปนเวลา 15 นาทีนัน้ ซับส

เตรตถูกยอยเกือบหมดแลว ทําใหการทํางานของเอนไซมนัน้ไมสมบรูณ วิธทีี่เหมาะสม คือการลด

ปริมาณเดกซแทรนเนสตรงึรูปบนทรายที่ใชนั่นเอง 
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รูปที่ 4.7 การใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5 หนวย ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 2000       

             0.25% อยางสมบูรณ ที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0   

 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 0.3 หนวย   
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4.7 การใชเดกซแทรนเนสในการยอยเดกซแทรนทีค่วามเขมขนตางๆ อยางสมบูรณ 
 

วิเคราะหโดยใชเดกซแทรนเนสอิสระ 30 หนวย ตอเดกซแทรน T-2000 0.01, 0.05, 0.1, 

0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2% ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 4.5 ทาํปฏิกิริยา

เปนเวลา 90 นาที จากรูปที ่4.8   พบวาการใชเดกซแทรนเนสอิสระในการยอย   เดกซแทรนที่ความ

เขมขนตางๆ ภายใตเวลาการทําปฏิกิริยา 90 นาทนีั้น ซับสเตรตเดกซแทรน T-2000 0.01, 0.05, 

0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 และ 2%  เมื่อเกิดการยอยอยางสมบูรณจะเปลี่ยนเปนปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

0.31, 1.42, 2.9, 6.67, 13.9, 29.1, 43.9 และ 52.8 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรตามลําดับ   
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รูปที่ 4.8  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซซึ่งเกิดจากการยอยเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ อยางสมบูรณ 
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4.8 คุณสมบติัทางกายภาพของน้ําออยที่อยูในกระบวนการผลติ  
 

ในขั้นตอนการเก็บตัวอยางน้าํออยนัน้ จะเก็บตัวอยางน้ําออยในชวงเดือนพฤศจกิายนถึง 

เดือนกุมภาพนัธ (เปนชวงหีบออย) ที่โรงงานน้ําตาลท-ีเอ็น จงัหวัดลพบุรี โดยผูวจิัยไดทําการเก็บ

ตัวอยาง วัดอุณหภูมิโดยใชเทอรโมมิเตอร และคาความเปนกรดดางโดยใชกระดาษวัดคาความ

เปนกรดดางบริเวณจุดรวมน้าํออยจากลูกหีบชุดตางๆ ซึ่งจากตารางที่ 4.3 พบวาอุณหภูมิของ

น้ําออยรวมนัน้อยูในชวง 45-55 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางอยูในชวง 5.0-5.5 

จากนั้นวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย โดยวิธกีารตกตะกอนดวยเอธานอลตาม

วิธีของ Keniry และคณะ (1969)  พบวามีปริมาณเดกซแทรนรอยละ 0.1 ของปริมาณน้ําออย และ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิ ีSomogyi-Nelson (1952) พบวามีปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 200 

ไมโครโมลตอมิลลิลิตรน้ําออย 

 

ตารางที่ 4.3 แสดงการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของน้ําออยที่อยูในกระบวนการผลิตโดยการ  

                  วดัอุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง การวเิคราะหหาปริมาณเดกซแทรนและน้ําตาล  

                   รีดิวซในน้าํออย 

 

 

อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง %เดกซแทรน ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 

45-55 องศาเซลเซียส 5.0-5.5 0.1 200 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 

 

 

 เนื่องจากปริมาณเดกซแทรนในน้ําออยนัน้นอยมาก ( เนื่องจากบริเวณที่สามารถเก็บ

ตัวอยางไดนั้นเปนจุดทีย่ังไมเกิดการสะสมของเดกซแทรน ทั้งนี้เนื่องการผลิตน้ําตาลทรายนั้นเปน

ระบบปดจึงไมสามารถเก็บตัวอยางในบริเวณที่เปนปญหาได อีกทัง้ปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยที่

วิเคราะหไดจากวิธกีารตกตะกอนดวยเอธานอลตามวิธีของ Keniry และคณะ (1969) นัน้มีความ

แมนยํา และความไวในการวเิคราะหต่ํา) จงึตองมีการละลายเดกซแทรน T-2000 เพิม่ลงไปใน

น้ําออย  
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4.9 ผลการทดลองเปรียบเทียบการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปในการยอยสลายเดกซแทรน  
     อยางสมบูรณในภาวะบัฟเฟอรและภาวะน้ําออย  
 

วิเคราะหโดยใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 0.15 0.75 1.5 หนวย (0.01 0.05 0.1 

กรัม) ตอ เดกซแทรน 0.25%ใน 0.05 โมลาร อะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 และ 

เดกซแทรน 0.25% ในน้าํออย ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส โดยมีการแปรผนัเวลาในการทํา

ปฏิกิริยา คือ 10 20 30 40 50 60 และ 70 นาที จากรปูที่ 4.9 และ 4.10 พบวาการใชเดกซแทรน

เนสตรึงรูปในการยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณในสารละลายบฟัเฟอรและน้ําออยนั้น การ

ยอยในภาวะน้าํออยจะปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากเดกซแทรนมากกวาในภาวะบัฟเฟอรที่

เวลาเดียวกนั ซึ่งอาจเกิดจากความผิดพลาดในการเจอืจางปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพื่อการวัดคาการ

ดูดกลืนแสง เนื่องจากในน้าํออยนั้นมีน้าํตาลรีดิวซอยูในปริมาณที่สงูมาก ตองเจือจางกอนการวัด

คาการดูดกลนืแสงมาก และจากกราฟพบวาคาที่วัดไดไมมีความแมนยํา มีความแปรปรวนสูง จงึมี

การออกแบบการทดลองสาํหรับการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในภาวะน้าํออยโดยการใชวธิี

ไดแอไลซิสตอไป เนื่องจากสามารถใชเทคนิคในการแยกน้าํตาลรดีิวซที่มีอยูในน้ําออยซึง่มีมวล

โมเลกุลเลก็ ออกจากสารละลายเดกซแทรนที่ละลายในน้ําออยได 
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รูปที่ 4.9  การใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 2000 0.25%ใน  

              0.05 โมลาร อะซิเตทบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 5.0 อยางสมบูรณ ทีอุ่ณหภูมิ 55         

              องศาเซลเซียส  

 

 

 

 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.15 หนวย 

  เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.75 หนวย 

 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5   หนวย 
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รูปที่ 4.10  การใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป ในการยอยสลายเดกซแทรน T- 2000 0.25%ในน้ําออย  

                อยางสมบูรณ ทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส  

 

 

 

     เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.15 หนวย 

     เดกซแทรนเนสตรึงรูป 0.75 หนวย 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5   หนวย 
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4.10 ความสามารถในการทํางานของเดกซแทรนเนสในน้าํออย 
 

วิเคราะหการทํางานของเดกซแทรนเนสอสิระ 15 หนวย (flask ที่ 2) และการทํางานของ

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 15 หนวย(flask ที่ 3)  ตอเดกซแทรน 2%ในน้ําออย ที่อุณหภูม ิ55 

องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 30 นาที เทียบกับการไมใชเอนไซม (flask ที่ 1) วิเคราะหปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ  ซึ่งพบวามีน้าํตาลรีดิวซสูงมาก และมีผลกระทบตอการหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสในกา

รสลายเดกซแทรน ซึง่ใชวิธกีารวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอยเชนกนั และหากเดกซแทรนมี

นอยปริมาณของน้าํตาลรีดิวซที่ปลดปลอยจะไมสามารถบอกไดเมื่อในระบบนี้มนี้ําตาลรีดิวซที่สูง

มากๆ ดงันัน้เพื่อใหสามารถหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสไดจึงตองไดแอไลซน้ําตาลรีดิวซ (หรือ

น้ําตาลขนาดเล็ก) ในน้าํออยออกกอน ใหเหลือเพยีงเดกซแทรนเทานั้น ซึ่งทําไดโดยนําสารละลาย

แบงใสถุงไดแอไลซ ทาํวิธีไดแอไลซิส โดยนําถุงที่เปนตวัอยางเดียวกนั ใสลงในบกีเกอรที่มนี้ํากลั่น

อยูนอกถุงปริมาตร 1 ลิตร โดยจะมีการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทัง้หมดในน้ํากลัน่ของทกุๆ

รอบ และเปลีย่นน้ํากลัน่จนกระทัง่ไมมีน้าํตาลรีดิวซออกมาจากถงุไดแอไลซ อีก ซึ่งจากรูปที ่ 4.11 

พบวา ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่อยูนอกถงุไดแอไลซของสารละลายทีม่ีการใชเดกซแทรนเนส และ

เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เวลา 30 นาทนีัน้มีปริมาณ 240 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร (ปริมาณน้าํตาล

รีดิวซที่เกิดจากน้ําออย 195 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร และจากการยอยเดกซแทรน 45 ไมโครโมลตอ

มิลลิลิตร)    ซึ่งเทากับปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่เกิดจากการทาํงานของเดกซแทรนเนสซึ่งยอยเดกซ

แทรนในภาวะบัฟเฟอรที่เวลา 30 นาท ี (45 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร) ซึ่งปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ได

จาก flask ที่ไมไดเติมเอนไซมนัน้มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากน้ําออยเทานัน้คือ 195 ไมโคร

โมลตอมิลลิลิตร จากนัน้มีการนาํสารละลายที่อยูในถงุไดแอไลซ ของแตละตัวอยางมาปรับ

ปริมาตรใหเทากัน จากนัน้ปเปตมาตัวอยางละ 1 มิลลิลติร เพื่อทาํปฏิกิริยากับเดกซแทรนเนสอิสระ 

300 หนวย เปนเวลา 90 นาท ี (เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาการยอยเดกซแทรนที่เหลืออยูในสารละลาย

อยางสมบูรณ) วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซ จากรูปที ่ 4.11 ที่เวลา 120 นาที flask ที่ 2 และ 

flask ที่ 3 ไมเกิดปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก แสดงวาไมเหลือเดกซแทรนในสารละลาย ซึง่

ยืนยนัไดวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีในภาวะน้ําออย สวน flask ที่ 1 นั้น พบวา เกิดน้ําตาลรีดิวซ

ข้ึนปริมาณ 40 ไมโครโมล ซึ่งแสดงวายงัมีเดกซแทรนอยูในสารละลายในปริมาณเทาเดิม  
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ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีเกิดจากการยอยเดกซแทรน

ในถุงไดแอไลสดวยเดกซแทรนเนส 90 นาที แลว

นํามารวมกับนํ้าตาลรีดิวซนอกถุงไดแอไลส 30 นาที 

 

 
 

 

รูปที่ 4.11 การใชเดกซแทรนเนส และเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายในการยอยสลายเดกซ 

                แทรน 2%ในภาวะน้ําออย โดยอาศัยเทคนิคการไดแอไลซิส 

 

 

   Flask ที ่1 เดกซแทรน 2%ในน้าํออย 

   Flask ที ่2 เดกซแทรนเนสอสิระ 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ในน้ําออย 

Flask ที ่3 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ในน้าํออย 

Flask ที่ 4 เดกซแทรนเนสอสิระ 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ใน

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความ

เปนกรดดาง 4.5  

Flask ที่ 5  เดกซแทรนเนสตรึงรูป 15 หนวยตอ เดกซแทรน 2%ใน

โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความ

เปนกรดดาง 5.0  

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 15 หนวย   
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จากตารางที่ 4.4 และกราฟแทงรูปที่ 4.12 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจาก flask ที่

มีการเติม และไมเติมเอนไซม โดยวิเคราะหจากน้ํานอกถุงหลังจากผานการไดแอไลซิส อยาง

สมบูรณ (แทงสีมวง) จากนัน้นาํสารละลายในถงุ ไดแอไลซ (มีเดกซแทรนอยู แตน้าํตาลรีดิวซแพร

ผานออกมานอกถุงหมดแลว) มายอยอีกครั้งดวยเดกซแทรนเนสอิสระ พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ที่เกิดขึ้นดงักราฟแทงสีแดง ซึ่งพบวา flask ที่ไมมีการเติมเอนไซมในรอบแรกนั้น มีปริมาณเดกซ

แทรนเหลือในสารละลายมากที่สุด สวน flask ที่มีการเติมเอนไซมในรอบแรกแลวนั้น มีปริมาณ

เดกซแทรนเหลือในสารละลายนอยมาก และไดแสดงผลรวมของน้าํตาลรีดิวซทั้งหมดที่เกิดขึ้นดัง

กราฟแทงสีเหลือง จากการทดลองนี้ยืนยนัไดวาเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทรนเนสตรึงรูปนั้น

สามารถทํางานไดดีในภาวะน้ําออย (ที่เกบ็ตัวอยางจากโรงงานน้ําตาล) เทียบเทากบัภาวะบฟัเฟอร 

 เนื่องจากการทดลองตอๆ ไป ไมสามารถใชวิธีไดแอไลซิส ในการทดลองไดเนื่องจากมี

ความยุงยากในการทดลองมาก และมีการแปรผันคาตางๆ ในการทดลองมาก และสาเหตุจาก

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซในน้าํออยมีปริมาณสงูมาก เมื่อยอยสลายเดกซแทรนในน้ําออยแลวพบวา 

น้ําตาลรีดิวซในน้าํออยที่มีอยูเดิมในปริมาณสูงมากบดบังปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดจากเดกซแทร

นจากการทําปฏิกิริยาซึ่งสงผลใหการทดลองมีความผิดพลาดสูงจากการทํา dilution เพื่อวิเคราะห

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ จงึมกีารใชสารละลายน้าํตาลทราย 13% ละลายในน้าํกลัน่ (เทียบเทา

ปริมาณ 13%ซูโครส ทีม่ีอยูในน้ําออย อางองิโดย สถาบนัคนควา และพัฒนาผลิตผลทาง

การเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร) แทนการใชน้ําออย แตเมื่อใช สารละลายน้ําตาลทราย 13% 

พบวาเมื่อเกิดปฏิกิริยาและสัมผัสกับความรอน   น้าํตาลทรายสามารถปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซ 

ออกมาในปรมิาณหนึ่ง จึงมีการออกแบบการทดลองเพื่อวิเคราะหหาสาเหตุของการเกิดน้ําตาล

รีดิวซจากน้ําตาลทรายตอไป  
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ตารางที่ 4.4 แสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกิดจากจากวิธไีดแอไลซิส 

 

Flask ที ่ น้ําตาลรีดิวซทีอ่อกมา

นอกถงุไดแอไลซ  

(ไมโครโมล/มลิลิลิตร) 

 

น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดจากเดกซ

แทรนภายในถงุไดแอไลซ 

 (ไมโครโมล/มลิลิลิตร) 

 

น้ําตาลรีดิวซรวม

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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   ปริมาณน้าํตาลรีดิวซนอกถงุไดแอไลซ      

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซจากเดกซแทรนที่เหลอืในถุงไดแอไลซ 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซรวม 

 

 

รูปที่ 4.12 แสดงปริมาณน้าํตาลรีดิวซจากวิธีไดแอไลซิส 
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4.11 ผลการวิเคราะหสาเหตุของการเกิดน้ําตาลรีดิวซจากขั้นตอนการวิเคราะหตางๆ  
 

การวิเคราะหสารละลายน้ําตาลทราย 5% 10% 13% 15% 20% ที่เตรียมโดยใช 

Magnetic stirrer 15 นาท ี และ sonicator  15 นาท ี ซึ่งแบงการทดลองเปน 4 สวนคือ ชุดที่ 1 

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-Nelson ทนัที ชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาที ชุดที่ 3 ตมในน้ําเดือด 5 นาที สวนชุดที ่4 บมที่อุณหภูม ิ

55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีและ 15 นาที และตมในน้าํเดือด 5 นาท ีจากนั้น ชุดที ่ 2, 3 

และ 4 วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-Nelson จากรูปที ่ 4.13 และ 4.14 

พบวา การเตรียมน้ําตาลทรายโดยวิธีการใช sonicator จะเกิดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาการ

เตรียมโดยวิธกีารใช magnetic stirrer และยังพบอกีวาน้ําตาลทรายที่ความเขมขนตางๆ จะ

เปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดเมื่อผานขัน้ตอนการตมดวยน้าํเดือด (ขั้นตอนของการหยดุ

ปฏิกิริยาเอนไซม) ที่เปนเชนนี้เนื่องจากการใช sonicator นั้นจะเกดิความรอนขึน้ขณะทาํงานซึ่ง

สงผลใหน้ําตาลทรายเปลีย่นรูปเปนน้าํตาลรีดิวซมากกวาการใช magnetic stirrer ดังนัน้การ

ทดลองในขัน้ตอ ๆ ไป จึงเตรียมดวยวธิีการใช magnetic stirrer และการทดลองตอไป เพื่อศึกษา

การหยุดปฏิกิริยาดวยวิธีอ่ืนที่สามารถหยุดปฏิกิริยาแทนวิธกีารตมดวยน้ําเดือดได สวนปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจากน้าํตาลทรายโดยที่ไมผานขั้นตอนการโดนความรอนเลยนัน้ เกิดได

เนื่องจากขัน้ตอนพืน้ฐานของการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซนั้นตองมีการกระตุนการทํางาน

ของอัลคาไลนคอปเปอรดวยน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาทีนัน่เอง 
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รูปที่ 4.13  การเกิดน้ําตาลรดีิวซจากน้ําตาลทรายที่ความเขมขนตางๆ ที่เตรียมโดยการใช   

                 magnetic stirrer  

 

 

   ชุดที่ 1 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-  

                                             Nelson ทนัท ี

   ชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาท ี

ชุดที่ 3 ตมในน้ําเดือด 5 นาท ี

ชุดที่ 4 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาที  

           และตมในน้าํเดือด 5 นาท ี
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รูปที่ 4.14  การเกิดน้ําตาลรดีิวซจากน้ําตาลทรายที่ความเขมขนตางๆ ที่เตรียมโดยการใช  

                sonicator 

 

 

   ชุดที่ 1 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Somogyi-  

                                             Nelson ทนัท ี

   ชุดที่ 2 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาท ี

ชุดที่ 3 ตมในน้ําเดือด 5 นาท ี

ชุดที่ 4 บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ 15 นาที  

           และตมในน้าํเดือด 5 นาท ี
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4.12 ผลการทดสอบการหยุดปฏกิิริยาโดยใชเอธานอล และเมธานอล แทนการตมหยุด  
       ปฏกิิริยา 
 

จากการวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยซับส

เตรตที่ใชคือ สารละลายเดกซแทรน T-2000 ความเขมขนรอยละ 0.625 ในสารละลายน้าํตาล

ทราย 13% ซึง่บมเปน 3 แบบ แบบละ 3 ชุดการทดลอง คือ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 15 นาท ีและ 20 นาท ีหยุดปฏิกิริยาโดยชุดที่ 1 การตมในน้ําเดือด 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 พบวา เมือ่ทําปฏิกิริยาเอนไซม 10 นาท ี และ 15 นาที แลวหยดุ

ปฏิกิริยาดวย absolute เอธานอล และ absolute เมธานอล วัดปริมาณน้าํตาลรีดิวซแลว ให

ปริมาณเทากบั น้าํตาลรีดิวซที่เกิดจากการหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้าํเดือดที่ 15 นาที และ 20 

นาท ีตามลาํดับ  ซึ่งแสดงใหเหน็วาการใช absolute เอธานอล และ absolute เมธานอล นั้น ไม

สามารถหยุดปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสทั้งแบบอิสระ และแบบตรึงรูปได เมื่อเทียบกับวิธกีารหยดุ

ปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือด ในการทดลองตอไปจึงใชการหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือด

ดังเดิม 
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   การตมในน้ําเดือดเพื่อหยุดปฏิกิริยา 

   การเติม absolute เอธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

การเติม absolute เมธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

 

 

 

รูปที่ 4.15  ปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่เกิดจากเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย ตอเดกซแทรน     

                 0.625% ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% จากการทดสอบการหยุดปฏิกิริยา   

                 เปรียบเทียบระหวางการตมหยดุปฏิกิริยาดวยการใชเอธานอล และการใชเมธานอล 
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   การตมในน้ําเดือดเพื่อหยุดปฏิกิริยา 

   การเติม absolute เอธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

การเติม absolute เมธานอลเพื่อหยุดปฏิกริิยา 

 

 

 

รูปที่ 4.16  ปริมาณน้าํตาลรดีิวซที่เกิดจากเดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.5 หนวย ตอเดกซแทรน  

                0.625%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% จากการทดสอบการหยุดปฏิกิริยา  

                เปรียบเทียบระหวางการตมหยดุปฏิกิริยาดวยการใช absolute เอธานอล และการใช

         absolute เมธานอล 
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4.13 ผลการหาคา residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน ที-2000 ที ่
       ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 
 
 เตรียมเดกซแทรนที่ความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5% ในสารละลายน้ําตาลทราย 

13% เติมเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย/มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง แลวบมปฏิกิริยาที่เวลา

ตางๆ ดังนี้ 5 10 15 20 30 40 50 และ 60 นาที ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส สําหรับเดกซแทรน

เนสอิสระ 0.3 หนวย/มิลลิลิตรทดลองเชนเดียวกับวิธีการขางตน สวนการบมเดกซแทรนเนสอิสระ 

3 และ 30 หนวย/มิลลิลิตร ทดลองดังวธิกีารขางตนเชนกนั แตมีการเพิ่มการทดลองสําหรับหลอด

ทดลองที่มีความเขมขนของเดกซแทรน 0.5, 1.0% ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% โดยบมที่เวลา 

70 นาที เพิ่มข้ึน และสําหรบัความเขมขนของเดกซแทรน1.5, 2.0 และ 2.5%ในสารละลายน้าํตาล

ทราย 13% จะบมที่เวลา 80, 100 และ 120 นาทเีพิ่มข้ึน (เพื่อเพิ่มเวลาในการทาํปฏิกิริยาไดอยาง

สมบูรณมากยิง่ขึ้น) และมีการเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร ที่ทกุๆเวลาสุดทายของ

แตละการทดลอง เพื่อทราบปริมาณน้าํตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูจริงในสารตั้งตน  จากรูปที ่ 4.17 

4.18 4.19 และ 4.20 แสดง residential time สําหรับเดกซแทรนเนสอสิระ พบวาการใชเดกซแทรน

เนส 0.03 และ 0.3 หนวย นั้น ไมสามารถยอยสลายเดกซแทรนอยางสมบูรณได เนือ่งจากการยอย 

0.5, 1.0, 1.5และ เดกซแทรน 2.0%อยางสมบูรณนัน้จะตองใหน้ําตาลรีดิวซประมาณ 13.9, 29.1, 

43.9 และ 52.8 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร (จากการทดลองที่ 4.7) สวนการใชเดกซแทรนเนส 3 หนวย 

นั้นใหการยอยเดกซแทรนที่คอนขางสมบูรณเนื่องจากไดปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ใกลเคียงกับผลการ

ทดลองที่ 4.7 แตเมื่อเติมเดกซแทรนเนสอสิระ 3 หนวย/มิลลิลิตร  ลงไปเพื่อยนืยนัการยอยเดกซ

แทรนอยางสมบูรณ พบวาเกิดปริมาณน้าํตาลรีดิวซเพิ่มข้ึนอีก ซึ่งเมื่อเติมลงไปซ้ําปริมาณน้ําตาล

รีดิวซเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ (ซึ่งเปนความผิดปกตทิี่เกิดขึ้น) และจากการใชเดกซแทรนเนส 30 หนวย พบวา

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซซึ่งเกิดจากการยอยเดกซแทรนนั้นสูงมากผิดปกติ จึงมกีารทดสอบและยืนยัน

ไดวาน้าํตาลรดีิวซที่เกิดเพิ่มข้ึนนัน้เกิดจากการปนเปอนของเอนไซมอินเวอรเทสในน้ําเลี้ยงซึง่

สามารถเกิดปฏิกิริยายอยน้าํตาลทรายได ซึ่งโดยปกตใินเอนไซมเดกซแทรนเนสแทบทุกชนิดจะมี

การปนเปอนของเอนไซมอินเวอรเทสอยู (Inkerman, 1980) จึงตองมกีารทําบริสุทธิ์ตอไป 
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รูปที่ 4.17  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.03 หนวย ตอ มิลลิลิตรของ  

                 เดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.18  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.3 หนวย ตอ มิลลิลิตรของ 

                 เดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.19  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย ตอ มิลลิลิตรของเดกซ 

                 แทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.20  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระ 30 หนวย ตอ มลิลิลิตรของ 

                 เดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

    เดกซแทรน 2.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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 4.14 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ ์
 

4.14.1 การตกตะกอนเดกซแทรนเนสดวยแอมโมเนยีมซลัเฟต 

  

   นาํสวนน้ําใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 (crude 

enzyme) ตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟตความเขมขน 0-30% 30-50% 50-70% และ 70-

90% ผลการตรวจสอบโปรตีน แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และแอคติวิตีของอินเวอรเทส ดัง

ตารางที่ 4.5 และ 4.6 ซึ่งพบวาตะกอนที่ไดในชวงแอมโมเนียมซัลเฟต 50-70% นั้นใหแอคติวิตีของ

เดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสมากที่สุด คอื 49487 และ 37037 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 4.5  การวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีจากน้ําเลีย้งเชื้อทีผ่านการแยกลาํดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต  

  

 

ข้ันตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

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  การวิเคราะหอินเวอรเทสแอคติวิตีที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการแยกลําดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต  

 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

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 ผลการทาํเอนไซมใหบริสุทธิโ์ดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

 

      นาํตะกอนโปรตีนที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตชวงที่มีแอคติวิตีสูงคือ

ชวง แอมโมเนยีมซัลเฟต 50-70% โดย load ลงคอลัมน 2 มิลลิลิตร อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอ

นาที เก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมนลําดับสวนละ 2 มิลลิลิตร จากนัน้ชะโปรตีนที่ติดอยูกบั

เจลดวยเกรเดยีนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-

ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 รูปที่ 4.21 แสดงกราฟโปรตีนที่คาการดูดกลนื

แสงที่ 280 นาโนเมตร  แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทส และจากตารางที่ 4.7 และ 

4.8  การทาํเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิโ์ดยวธิีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A นัน้ใหแอคติวิ

ตีของเดกซแทรนเนส และอนิเวอรเทส เทากับ 32810 และ 8.9 หนวยตอมิลลิลิตรเอนไซมที่ผาน

การทาํใหบริสุทธิ์ตามลาํดับ 
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รูปที่ 4.21  ปริมาณโปรตีนทีค่าการดูดกลนืแสงที่ 280 นาโนเมตร ( )  

                 เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร (             )   

                 แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส (            )   

                 แอคติวิตีของอินเวอรเทส (            ) 
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ตารางที่ 4.7  การวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ไดจากการน้าํเลีย้งเชื้อที่ผานการแยกลําดับ   

                    สวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

         เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

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  การวิเคราะหอินเวอรเทสแอคติวิตีที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการแยกลําดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A  

                   เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร 

 

ข้ันตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

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 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

           โดยใชเกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

 

เนื่องจากผลของการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ในขอ 4.14.1 โดยใช เกรเดียนตของเกลอื

โซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-1.0 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คา

ความเปนกรดดาง 7.5 นัน้ไมสามารถแยกเดกซแทรนเนส และอนิเวอรเทสออกจากกันได จงึแยก

เอนไซมทัง้สองโดยการเปลีย่นเปนเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 7.5 ใชคอลัมนเล็ก โดยจะ load 

โปรตีน 0.46 มิลลิลิตร อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี เก็บสารละลายที่ออกมาจากคอลัมน

ลําดับสวนละ 1 มิลลิลิตร จากนัน้ชะโปรตีนที่ติดอยูกับเจลดวยเกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอ

ไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร ใน 0.05 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร คาความเปนกรด

ดาง 7.5 รูปที ่ 4.22 แสดงกราฟโปรตีนที่คาการดูดกลนืแสงที ่ 280 นาโนเมตร  แอคติวิตีของเดกซ

แทรนเนส และอินเวอรเทส และจากตารางที่ 4.9 และ 4.10 การทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิโ์ดยวธิี

คอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A นั้นใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทส 

เทากับ 6656 และ 2.9 หนวยตอมิลลิลิตรเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสทุธิ ์ตามลาํดับ ซึ่งพบวายงัมี

แอคติวิตีของอินเวอรเทสอยู แตมีในปริมาณนอยมากเมื่อเทียบกบัแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 

เนื่องจากในการนําเอนไซมมาใชในการยอยเดกซแทรนนั้นตองมีการเจือจางสงู แอคติวิตีของอิน

เวอรเทสจงึไมสงผลกระทบใดๆ ตอปฏิกิริยา 
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รูปที่ 4.22  ปริมาณโปรตีนทีค่าการดูดกลนืแสงที่ 280 นาโนเมตร ( )  

                 เกรเดียนตของเกลือโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร (             )   

                 แอคติวิตีของเดกซแทรนเนส (            )   

                 แอคติวิตีของอินเวอรเทส (            ) 
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ตารางที่ 4.9  การวิเคราะหเดกซแทรนเนสแอคติวิตีที่ไดจากการน้าํเลีย้งเชื้อที่ผานการแยกลําดับ  

                    สวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

                    เกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

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 

 

 

 

 

 

 

 



 111 

ตารางที่ 4.10 การวิเคราะหอินเวอรเทสแอคติวิตีที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่ผานการแยกลําดับสวนดวย 

                   แอมโมเนยีมซัลเฟต และ การใชคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A 

                    เกรเดียนตของเกลือโซเดยีมคลอไรดที่ความเขมขน 0-0.5 โมลาร 

 

ขั้นตอนการทาํ ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตี

ทั้งหมด 

(หนวย) 

แอคติวิตี

จําเพาะ 

(หนวย/

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 การหาคา residential time และคา Km Vmax ของ เดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการ
ทําใหบรสิุทธิเ์ทียบกับเดกซแทรนเนสที่ผานการทําใหบริสทุธิ์ตรงึรูปบนทรายตอ
เดกซแทรน ที-2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 
4.15.1 เดกซแทรนเนสอิสระที่ผานการทําใหบริสุทธิ ์

   จากการวิเคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระเปน 0.03, 0.3 และ 1 หนวย/

มิลลิลิตร โดยทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 5 10 15 20 40 60 80 100 

และ 120 นาที โดยมีการเติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 หนวย/มิลลิลิตร เพื่อทราบปริมาณน้าํตาล

รีดิวซทั้งหมดที่มีในสารตั้งตน  ผล residential time แสดงดังรูปที ่ 4.23 4.24 และ 4.25 แตเนือ่ง

ดวยการยอยสลายเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสตรึงรูปจากการทดลองขางตนนัน้ เก็บตัวอยางที่

ระยะหางของเวลานานเกนิไป จึงมีการทดลองเก็บตัวอยางในชวงทีถ่ี่มากขึ้นและศึกษาความ

เขมขนของเดกซแทรนเนสทีเ่หมาะสมในการยอยมากยิง่ขึ้น โดยจะทดลองที่อุณหภมูิ 55 องศา

เซลเซียส เปนเวลาตางๆ ดังนี้ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 และ 35 นาที และแปรผนัความเขมขน

ของเดกซแทรนเนสอิสระ 0.5, 0.75 และ 1 หนวย/มิลลิลิตร ผล residential time แสดงดังรูปที่ 

4.26 4.27 และ 4.28 พบวาการใชเดกซแทรนเนส 0.03  หนวยนั้นไมสามารถยอยสลายเดกซแทร

นอยางสมบูรณได (อางอิงจากผลการทดลองที ่ 4.7) และจากตารางที่ 4.11 การใชเดกซแทรนเนส 

0.3 หนวยนั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, และ 1.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% ได

สมบูรณที่ 60, 80 และ 80 นาที ตามลําดับ สวนเดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

นั้นตองใชเวลาในการยอยมากกวา 80 นาทีข้ึนไปจงึจะยอยสมบูรณ  การใชเดกซแทรนเนส 0.5 

หนวยนั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1 และ 0.5 %ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 

14 และ 20 นาท ีตามลาํดับ สวนเดกซแทรน 1.5 และ 2.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13%นั้น

ตองใชเวลาในการยอยมากกวา 20 นาทีข้ึนไปจึงจะยอยสมบูรณ การใชเดกซแทรนเนส 0.75 

หนวยนั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1 และ 0.5 %ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 6 

และ 18 นาที ตามลําดับ สวนเดกซแทรน 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% นั้นตอง

ใชเวลาในการยอยมากกวา 20 นาทีข้ึนไปจึงจะยอยสมบูรณ การใชเดกซแทรนเนส 1 หนวยนั้น

สามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 6, 

12, 16 และ 40นาทีตามลาํดับ และจากรูปที่ 4.29 แสดงคา Km ของเดกซแทรนเนสอิสระที่ผาน

การทาํบริสุทธิต์อเดกซแทรน ท-ี2000 เทากับ 2.6305 ไมโครโมล และ Vmax เทากบั 3.407 ไมโคร

โมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอนาที  
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รูปที่ 4.23  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.03 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.24  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.3 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.25  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 1 หนวย ตอ มิลลิลิตร 

                ของเดกซแทรนทีค่วามเขมขนตางๆ ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

  

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.26  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.5 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.27  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 0.75 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.28  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระทีผ่านการทาํบรสุิทธิ์ 1 หนวย ตอ มิลลิลิตร 

                ของเดกซแทรนทีค่วามเขมขนตางๆ ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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ตารางที่ 4.11  residential time ของเดกซแทรนเนสอิสระที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ตอเดกซ 

                      แทรน ท-ี2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 เดกซแทรนเนส 

0.3 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนส 

0.5 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนส 

0.75 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนส 

1 หนวย/

มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

60 14 6 6 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

80 20 18 12 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

80 >20 >20 16 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

>80 >20 >20 40 
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รูปที่ 4.29 กราฟแสดงไลนวเีวอร-เบิรกพลอตในการหาคา Km และ Vmaxของเดกซแทรนเนสอิสระ     

               ที่ผานการทาํบริสุทธิ์ตอเดกซแทรนท-ี2000  
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 4.15.2 เดกซแทรนเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทราย 

 

     นาํเดกซแทรนเนสที่ผานการทําใหบริสทุธิแ์ลวซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/

มิลลิลิตร มาตรึงรูปบนทราย ซึง่เมื่อผานการตรึงรูปแลวใหแอคติวิตีเทากบั 53.72 หนวย/ทราย 5 

กรัม (1.074 หนวย/ ทราย 0.1 กรัม) และ 98.83 หนวย/ทราย 5 กรัม (1.977 หนวย/ทราย 0.1 

กรัม) ตามลาํดับ ดังตารางที่ 4.12  

จากการวิเคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรงึรูปบนทรายเปน 1.074 และ 

1.977 หนวย/มิลลิลิตร  (ทําไดโดยการชั่งทราย 0.1 กรัม) โดยทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลาตางๆ ดังนี ้5 10 15 20 30 40 50 และ 60 นาท ีหลังจากนัน้เติมเดกซแทรนเนสอิสระ 3 

หนวย/มิลลิลิตร ที่เวลา 60 นาที เพื่อทราบปริมาณน้าํตาลรีดิวซทัง้หมดที่มีอยูจริงในสารตั้งตน  ผล 

residential time เปนดังรูปที่ 4.30 และ 4.31 และจากตารางที ่ 4.13 พบวา การใชเดกซแทรน

เนสตรึงรูป 1.074 หนวย นั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% ไดสมบูรณที่ 10 15 30 และ 50 นาที ตามลําดับ  สวนการใชเดกซแทรนเนสต

รึงรูป 1.977 หนวย นั้นสามารถยอยเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้าํตาล

ทราย 13%ไดสมบูรณที่ 5 10 20 และ 30 นาที ตามลาํดับ และจากรปูที่ 4.32 แสดงคา Km ของ

เดกซแทรนเนสที่ผานการทาํบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทรายตอเดกซแทรน ท-ี2000 เทากบั 1.5146 ไมโคร

โมล และ Vmax เทากับ 1.6622 ไมโครโมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอนาที  

 

ตารางที่ 4.12 แสดงผลการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบริสทุธิบ์นทราย 

 

เอนไซม แอคติวิตี แอคติวิตี 

เดกซแทรนเนสบริสุทธิ ์ 300 หนวย/มลิลิลิตร 600 หนวย/มลิลิลิตร 

เดกซแทรนเนสบริสุทธิ์ตรึงรูป 53.72หนวย/ ทราย 5 กรัม 98.83 หนวย/ทราย 5 กรัม 
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รูปที่ 4.30  residential time ของเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสทุธิ์ตรึงรูป 1.074 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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รูปที่ 4.31  residential time ของเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสทุธิ์ตรึงรูป 1.977 หนวย ตอ  

                มิลลิลิตรของเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆ ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 

   เดกซแทรน 0.1%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 0.5%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

เดกซแทรน 1.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   เดกซแทรน 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 13% 

   

หลอดที่มกีารเติมเดกซแทรนเนสอิสระเพิม่อีก 3 หนวย   
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ตารางที่ 4.13  residential time ของเดกซแทรนเนสที่ผานขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทราย 

                      ตอเดกซแทรน ท-ี2000 ในสารละลายน้ําตาลทราย 13% 

 

 เดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.074 

หนวย/มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป1.977 

หนวย/มิลลิลิตร  

(นาท)ี 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

10 5 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

15 10 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

30 20 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 

50 30 
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y = 0.9112x + 0.6016

R2 = 0.9923

Vmax =1.6622 (micromole/ml)/min
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รูปที่ 4.32  กราฟแสดงไลนวเีวอร-เบิรกพลอต ในการหาคา Km และ Vmax ของเดกซแทรนเนส 

                ที่ผานการทาํบริสุทธิ์ตรึงรูปตอเดกซแทรนท-ี2000  
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4.16 ผลการทดสอบหาจาํนวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

ตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนทรายโดยใชเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว โดยใชเอนไซม

เร่ิมตนในการตรึง ซึ่งมีแอคติวิตี 300 และ 600 หนวย/มิลลิลิตร ซึ่งเมือ่ผานการตรึงรูปแลวใหแอคติ

วิตีเทากับ 53.72 หนวย/ทราย 5 กรัม (1.074 หนวย/ทราย 0.1 กรัม) และ 98.83 หนวย/ทราย 5 

กรัม (1.977 หนวย/ทราย 0.1 กรัม) ตามลาํดับ  

จากการวิเคราะหโดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ2.0%ในสารละลาย

น้ําตาลทราย 13% และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทราย 1.074, 1.977 

หนวย/มิลลิลิตร ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปบมกับสารละลายความเขมขนตางๆ ทีเ่ตรียมไวที่

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที ใชซ้าํเปนจํานวน 6 รอบ โดยแตละรอบจะมีการลาง

เดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายดวยดวยอะซิเตทบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปน

กรดดาง 5.0 1 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 นาท ี แสดงผลการยอยเดกซแทรนเปนน้าํตาลรีดิวซดังรูปที่ 

4.33 และ 4.34 และจากตารางที่ 4.14 และ 4.15 พบวาประสทิธภิาพการทํางานของเดกซแทรน

เนสตรึงรูปในการใชซ้ํารอบที่ 2 ลดลงประมาณ 3 เทา เมื่อเทียบกับการทาํงานรอบแรก เนื่องจาก

เดกซแทรนเนสที่ตรึงไวกับทรายนัน้ไดถูกชะหลุดออกมาในสารละลาย เพราะเมื่อนําบฟัเฟอรที่ใช

ลางทรายมาวเิคราะหพบวามีแอคติวิตีอยูปริมาณมาก    และเมื่อนาํทรายมาใชซ้าํตัง้แต 3 รอบข้ึน

ไป แอคติวิตีจะเริ่มคงที ่เนื่องจากเปนแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ตรึงอยูบนทรายจริงๆ  
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   รอบที่ 2     รอบที่ 5 

รอบที่ 3     รอบที่ 6 

 

 

รูปที่ 4.33  แสดงการทดสอบจํานวนรอบของการใชซ้ําเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสุทธิ์ตรึงรูป   

                 1.074 หนวย 
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   รอบที่ 1     รอบที่ 4 

   รอบที่ 2     รอบที่ 5 

รอบที่ 3     รอบที่ 6 

 

 

รูปที่ 4.34  แสดงการทดสอบจํานวนรอบของการใชซ้ําเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสุทธิ์ตรึงรูป  

                1.977 หนวย 
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ตารางที่ 4.14  เปรียบเทียบความสามารถในการทํางาน 15 นาที ของเอนไซมตรึงรูป   

                     1.074 หนวย / ทราย 0.1 กรัม 

 

 รอบที่

1(%) 

รอบที่

2(%) 

รอบที่

3(%) 

รอบที่

4(%) 

รอบที่

5(%) 

รอบที่

6(%) 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 47.73 32.03 21.03 21.35 16.01 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 26.82 18.61 12.39 10.97 11.17 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 24.79 17.45 16.54 12.90 13.43 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 25.52 26.04 19.07 17.74 13.05 

 

 

 

ตารางที่ 4.15  เปรียบเทียบความสามารถในการทํางาน 15 นาที ของเอนไซมตรึงรูป   

                      1.977 หนวย / ทราย 0.1 กรัม 

 

 รอบที่

1(%) 

รอบที่

2(%) 

รอบที่

3(%) 

รอบที่

4(%) 

รอบที่

5(%) 

รอบที่

6(%) 

เดกซแทรน 0.1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 58.23 37.58 37.12 25.52 28.15 

เดกซแทรน 0.5%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 29.64 21.27 15.01 11.93 12.35 

เดกซแทรน 1%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 22.64 15.84 14.77 11.88 12.96 

เดกซแทรน 2%ในสารละลาย 

น้ําตาลทราย 13% 100 22.86 18.09 15.27 11.88 11.45 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ปจจุบันอุตสาหกรรมน้าํตาลทรายประสบปญหาสาํคัญในกระบวนการผลิต เนื่องจาก

ประสิทธิภาพการทาํงานของเครื่องจักรต่ํา ลักษณะผลิตภัณฑน้ําตาลที่ไดไมเหมาะสม และผลผลิต

น้ําตาลต่าํ ซึง่ปญหาตางๆเหลานี้ สวนหนึ่งมีสาเหตุเกดิจากเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนปนเปอน

ในน้าํออยในระหวางการเกบ็เกี่ยว และระหวางรอกระบวนการผลติ โรงงานน้ําตาลทรายจงึ

จําเปนตองมีวธิีที่เหมาะสมในการกําจัดเดกซแทรน ซึ่งโดยสวนมากจะมีการใชสารเคมีในการกาํจดั

เชื้อจุลินทรียทีป่นเปอน แตเนื่องจากสารเคมีที่ใชอาจตกคางไปกับผลิตภัณฑซึ่งอาจสงผลกระทบ

ตอผูบริโภค อีกทัง้การใชสารเคมีจะเปนการเพิ่มตนทนุที่ส้ินเปลืองโดยไมจําเปน จึงมีผูหันมาศึกษา

การใชเอนไซมเดกซแทรนเนสซึ่งสามารถยอยเดกซแทรนออกเปนโอลิโกแซ็กคาไรด  

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาการผลติเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-

14 เพื่อยอยสลายเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออย และประยกุตใชเทคนิคเอนไซมตรึงรูปเพื่อ

การศึกษาการตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพันธะโควาเลนทบนทราย

แมน้ําขนาด 16-20 เมช  โดยศึกษาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนส ศึกษาความสามารถ และ

เวลาที่ใชในการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทียบกบัเดกซแทรนเนสอิสระ  ภาวะการทํางานที่

เหมาะสมของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ ตอการขจัดเดกซแทรนที่ปนเปอนใน

น้ําออย เพื่อวิเคราะหไดวาเอนไซมในรูปแบบใดที่เหมาะสมตอการนาํมาใช เพื่อใหไดประโยชน

สูงสุด รวมทัง้จะมีการคํานงึถึง    ความสามารถในการใชซ้ําของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตนทนุ และ

เวลาในการตรงึรูปวามีความเหมาะสมในการนําไปใชจริงหรือไม ศึกษาพารามิเตอร เชน คา Km, 

Vmax  ของการสลายเดกซแทรนในน้ําออย ตลอดจนเวลาที่ใชเพื่อยอยสลายเดกซแทรนที่ความ

เขมขนตางๆ เพื่อใชกําหนดเวลาที่ตองใชในกระบวนการ (residential time) เพื่อใชเปนฐานขอมูล

ในการวิจัยตอไปในการเพิ่มระดับการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสในปริมาณที่สูงยิ่งขึ้น   เพื่อ

ประยกุตใชในโรงงานน้ําตาลทราย  

การผลิตเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 เดกซแทรนเนสที่

ไดจะอยูในสวนน้าํเลี้ยง  และเมื่อนําสวนน้ําเลีย้งมาวิเคราะหหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตอ

เดกซแทรน T-2000 0.25%ในภาวะการทํางานที ่ 55 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 4.5  

พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดประมาณ 250-300 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งแอคติวิตีที่ไดสูง

มากเมื่อเทยีบกับงานวิจัยทีศ่ึกษาการผลติเอนไซมเดกซแทรนเนสจากรา Penicillium luteum 



 131 

ATCC 9644 ที่สามารถผลติเอนไซมเดกซแทรนเนสได 13.0 หนวยตอมิลลิลิตร (Fukumoto และ

คณะ, 1971) หรืองานวิจยัที่ศึกษาการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสจากราหลายชนิด เชน 

Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., โดยพบวา P. 

aculeatum สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดสูงสุด 230 หนวยตอมิลลิลิตร (Shukla และ

คณะ, 1989)  

จากนั้นไดศึกษาวธิีการตรึงรูปเดกซแทรนเนสทีเ่หมาะสม โดยวิธกีารใชกลูตารัลดีไฮดเปน

สารชวยในการตรึงบนตัวพยงุ คือ ทรายแมน้ํา 16-20 เมช ซึง่แอคติวิตีของทรายตรึงรูปตอเดกซ

แทรน T-2000  0.25% ในภาวะการทาํงานที ่55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง   5.0  พบวา

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดเทากับ 50 หนวยตอทราย 5 กรัม (ปริมาณเอนไซมเร่ิมตน

ในการตรึง 250-300 หนวย) 

ผลการศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสอิสระ และเดกซแทนเนสตรงึรูปบนทราย พบวา

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานเทากัน คือ ที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางที่

เหมาะสมเทากับ 4.5 และ 5.0 ตามลาํดบั   ซึง่ใหผลการทดลองที่สอดคลองกับ อนนัตพงษ สุขเกษ 

(2543) รายงานไว โดยใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระสูงสุด คือ 300 หนวยตอมลิลิลิตร และ

แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปสูงสุด คือ 61 หนวยตอทราย 5 กรัม ซึ่งอุณหภมูิ และคาความ

เปนกรดดางดังกลาวเปนภาวะที่ใกลเคียงกับสมบัติของน้ําออยรวมทีอ่ยูในกระบวนการผลิต คือ 

อุณหภูมิของน้าํออยรวมนั้นอยูในชวง 45-55 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดางอยูในชวง 

5.0-5.5 จากการศึกษานี้จึงมีความเปนไปไดสูงในการนาํเดกซแทรนเนสไปใชไดจริงในระดับ

อุตสาหกรรมโดยกระบวนการผลิตไมจําเปนตองสูญเสยีพลังงานเพื่อใชในการปรับสภาพของ

น้ําออย เนื่องจากน้ําออยมภีาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเดกซแทรนเนสอยูแลว  

จากนั้นทําการวิเคราะหปริมาณเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้าํออยพบวามีปริมาณเดกซ

แทรนรอยละ 0.1 ของปริมาณน้ําออย และทําการวเิคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ พบวามีปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซสูงมากถงึ 200 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรน้ําออย ซึ่งอาจเกิดไดจากในขัน้ตอนการเก็บ

ตัวอยางน้าํออยไดทําการฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส    เพื่อรักษาสภาพน้าํออยจากการ

จุลินทรีย ซึ่งที่อุณหภูมิสงูซโูครสจะแตกตัวเปนกลูโคส และฟรุคโตส (บญุสง แสงออน, 2527) 

สงผลรบกวนการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ปลดปลอยจากเดกซแทรนโดยปฏิกิริยาของเดกซ

แทรนเนส จึงจาํเปนตองใชเทคนคิไดแอไลซิสในการกําจัดน้ําตาลรีดิวซที่มอียูในน้าํออยออกไป

กอน เพื่อวิเคราะหการทาํงานของเดกซแทรนเนสในการกําจัดเดกซแทรนที่ปนเปอนในน้ําออยได

อยางแมนยาํ จากผลการทดลองพบวา สิ่งสกปรกที่ปนเปอนในน้ําออน เชน ดิน โคลน และสาร
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อนุมูลตางๆ ไมสงผลกระทบตอการทํางานของเอนไซม โดยพบวาเดกซแทรนเนสอสิระ และเดกซ

แทรนเนสตรงึรูปมีความสามารถในการทาํงานสงูเทยีบเทาการทาํงานในภาวะของบฟัเฟอร (ภาวะ

มาตรฐานที่ใชในการวิเคราะหแอคติวิตี) แตเนื่องจากการทําการทดลองตอๆไป ไมสามารถใชวิธีได

แอไลสในการทดลองไดเนื่องจากมีความยุงยากในการทดลองมาก จึงมีการใชสารละลายน้าํตาล

ทราย 13% ละลายในน้าํกลั่น (เทยีบเทา ซูโครส13% ที่มีในน้าํออย อางองิโดย สถาบนัคนควา 

และพัฒนาผลติผลทางการเกษตร และอุตสาหกรรมเกษตร) แทนการใชน้ําออย แตเมื่อใช 

สารละลายน้ําตาลทราย 13% พบวาเมื่อเกิดปฏิกิริยา และโดนความรอน น้ําตาลทรายสามารถ

ปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซออกมา (บุญสง แสงออน, 2527) ซึ่งพบวา การเตรียมน้าํตาลทรายโดย

วิธีการใช sonicator จะเกิดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวาการเตรียมโดยวธิีการใช magnetic 

stirrer เนื่องจากการใช sonicator นั้นจะเกิดความรอนขึ้นขณะทาํงานซึ่งสงผลใหน้าํตาลทราย

เปลี่ยนรูปเปนน้ําตาลรีดิวซมากกวาการใช magnetic stirrer  และยังพบอีกวาน้ําตาลทรายที่ความ

เขมขนตางๆ จะเปลีย่นเปนน้าํตาลรีดวิซมากที่สุดเมือ่ผานขั้นตอนการตมดวยน้าํเดือด (ขั้นตอน

ของการหยุดปฏิกิริยาเอนไซม) และจากการศึกษาการหยุดปฏิกิริยาดวยวิธีอ่ืน โดยการใช 

absolute เอธานอล และ absolute เมธานอล นั้น ไมสามารถหยุดปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสทัง้

แบบอิสระ และแบบตรึงรูปได ดังนั้นวิธีการหยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้าํเดือดจึงเหมาะสมที่สุด

ในการวิเคราะหแอคติวิตี 

 จากนั้นไดหา residential time โดยใชสารละลายเดกซแทรน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 

2.5% ในสารละลายน้ําตาลทราย 13%  และแปรผันความเขมขนของเดกซแทรนเนสอิสระเปน 

0.03, 0.3, 3 และ 30 หนวย/มิลลิลิตร  โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  แตจาก

การทดลองพบวา เดกซแทรนเนสยอยเดกซแทรนเปนน้าํตาลรีดิวซที่มากเกนิปริมาณที่ควรจะได

จริง จงึมีการทดสอบและยืนยันไดวาน้าํตาลรีดิวซที่เกิดเพิ่มข้ึนนั้นเกิดจากการปนเปอนของเอนไซม

อินเวอรเทสในน้ําเลีย้งนั่นเอง ซึง่โดยปกติในเอนไซมเดกซแทรนเนสแทบทุกชนิดจะมีการปนเปอน

ของเอนไซมอินเวอรเทสอยู  (Inkerman, 1980)  จึงจําเปนตองมกีารทําเดกซแทรนเนส  ใหบริสุทธิ์

โดยการตกตะกอนเดกซแทรนเนสดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต พบวาตะกอนที่ไดในชวง 50-70% 

แอมโมเนยีมซลัเฟตนัน้ ใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสมากที่สุด คือ 140048 และ 

104814 หนวยตอ 2.8 มิลลิลิตร ตามลําดบั และไดผานขั้นตอนการทาํเอนไซมใหบริสุทธิ์ตอไปโดย

วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ DEAE-BioGel A พบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส และอินเวอรเทสที่

วิเคราะหได คือ 32,810 และ 8.93 หนวยตอมิลลิลิตรเอนไซมที่ผานการทาํใหบริสทุธิ์ ตามลาํดบั 

ซึ่งพบวายังมีแอคติวิตีของอินเวอรเทสอยู แตมีในปริมาณนอยมากเมื่อเทียบกับแอคติวิตีของเดกซ
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แทรนเนส เนื่องจากในการนาํเอนไซมมาใชในการยอยเดกซแทรนนั้นตองมีการเจือจางสงู แอคติวิตี

ของอินเวอรเทสจึงไมสงผลกระทบใดๆ ตอปฏิกิริยา 

เมื่อไดเดกซแทรนเนสที่บริสทุธิ์แลวจงึทาํการหาคา residential time ของ     เดกซแทรนเน

สบริสุทธิ ์ (DEAE) ตอสารละลายเดกซแทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0%ในสารละลายน้าํตาลทราย 

13 % 1 มิลลิลิตร ไดอยางสมบูรณโดยใชเดกซแทรนเนส 1 หนวย ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 6 12 16 

และ 40 นาท ีตามลาํดับ โดยคา Km ของเดกซแทรนเนสอิสระที่ผานการทําบริสุทธิ์ตอเดกซแทรน 

ท-ี2000 เทากบั 2.6305 ไมโครโมล และ Vmax เทากับ 3.407 ไมโครโมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอ

นาที  

residential time สําหรับเดกซแทรนเนสทีบ่ริสุทธิ์ตรึงรูปบนทรายโดยแปรผันความเขมขน

ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเปน 1.074 และ 1.977 หนวยตอทราย 0.1 กรัม พบวาการยอย เดกซ

แทรน 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0% ในสารละลายน้าํตาลทราย 13 % 1 มลิลิลิตร ไดอยางสมบูรณทํา

ไดโดยใชเดกซแทรนเนสตรงึรูป 1.074 หนวย  เปนเวลา 10, 15, 30 และ 50 นาท ีตามลําดับ หรือ

ใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป 1.977 หนวย เปนเวลา 5, 10, 20 และ 30 นาที ตามลําดบั โดยคา Km 

ของเดกซแทรนเนสที่ผานการทําบริสุทธิ์ตรึงรูปบนทรายตอเดกซแทรน ท-ี2000 เทากบั 1.5146 ไม

โครโมล และ Vmax เทากับ 1.6622  ไมโครโมลเดกซแทรนท-ี2000 ตอนาที และจากผลการ

ทดสอบหาจํานวนรอบของการใชซ้ําเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยใชสารละลายเดกซแทรน และเดกซ

แทรนเนสตรงึรูปดังที่กลาวมาขางตน โดยใชทรายตรึงรูปซ้ําเปนจาํนวน 6 รอบ พบวาประสทิธภิาพ

การทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในการใชซ้ํารอบที ่ 2 ลดลงประมาณ 3 เทา เมื่อเทียบกับการ

ทํางานรอบแรก เนื่องจากเดกซแทรนเนสที่ตรึงไวกับทรายนั้นไดถกูชะหลุดออกมาในสารละลาย 

เพราะเมื่อนาํบัฟเฟอรที่ใชลางทรายมาวเิคราะหพบวามีแอคติวิตีอยูปริมาณมาก และเมื่อนําทราย

มาใชซ้ําตัง้แต 3 รอบข้ึนไป แอคติวิตีจะเริ่มคงที่ เนื่องจากเปนแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสที่ตรึงอยู

บนทรายจริงๆ  

โดยมีรายงานวา ในหมูเกาะอินเดียตะวันตกสามารถกําจัดเดกซแทรนออกไปได 68.5 % 

โดยการใชเอนไซม 3 หนวยตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยเปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส   

สําหรับในเปอรโตริโก และจาไมกา มกีารทดลองพบวา เดกซแทรนเนสปริมาณ 6-7 หนวย

ตอ 100 มิลลิลิตรของน้ําออยสามารถกําจัดเดกซแทรนในน้าํออยรวม โดยใชเวลา 20 นาท ี 50 

องศาเซลเซยีส (Tilbury, 1974)  
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Jolly และ Prakash (1987 อางถึงใน เอก แสงวเิชียร,  2531) ในประเทศอินเดยี ได

ทดลองกาํจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออยโดยใชเอนไซมเดกซแทรนเนส (Novo 25 L) 100 ppm ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที พบวา สามารถขจัดเดกซแทรนลงได 48-52% 

การใชเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Chaetomium gracile กับน้ําออยเปนเวลา 10 

นาที ที่อุณหภมูิต่ํากวา 60 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 5-6 ซึ่งสามารถลดปริมาณเดกซ

แทรนลงไดมากกวา 60 % (Clarke, 1997) 

จากงานวิจยันีพ้บวาการใชเอนไซมในรูปแบบเดกซแทรนเนสบริสุทธิ ์ 1 หนวยตอมิลลิลิตร

น้ําออย จาก Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 เปนรูปแบบ และปริมาณทีเ่หมาะสมที่สุด ซึง่

มีความเปนไปไดในการนาํไปใชจริงในอุตสาหกรรม ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับงานวจิัยที่ไดกลาวมา

ขางตนนั้นนับวาตองใชปริมาณเดกซแทรนเนสมากกวา แตจากการศึกษาในครั้งนี ้ เวลาที่ใชในการ

ยอยสลายเดกซแทรนที่ความเขมขนตางๆนั้น สามารถกําจัดเดกซแทรนในน้าํออยไดอยางสมบูรณ

เมื่อเทียบกับงานวิจัยอืน่ซึ่งไมไดระบุปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยเริ่มตน และทําการกําจัดเดกซ

แทรนไดเพียง 50-60% ในเวลาที่ใกลเคยีงกัน 

ซึ่งจากผลการทดลองทั้งหมดสรุปงานวิจัยไดวาการนําเดกซแทรนเนสไปใชในอุตสาหกรรม

น้ําตาลทราย เพื่อลดปริมาณเดกซแทรนนัน้ ควรใชเดกซแทรนเนสในรูปอิสระ โดยเลือกใชตาม

ตารางที ่4.11 โดยใชปริมาณเดกซแทรนเนส และเวลา ตามปริมาณเดกซแทรนที่วิเคราะหไดจริงใน

สายการผลิต เพื่อใหตนทนุ และพลังงานที่ใชเปนไปอยางเหมาะสม สวนเดกซแทรนเนสตรึงรูปนัน้

ไมเหมาะสมทีจ่ะนาํมาใช เนื่องจากการตรึงมีพนัธะที่ยดึเหนีย่วเอนไซมไมแข็งแรง จึงทาํใหการนํา

เดกซแทรนเนสตรึงรูปมาใชซ้ําในรอบ 2 นั้น มีแอคติวติีที่นอยลงมาก เนื่องจาก เอนไซมที่ตรึงไว

หลุดออกมาจากทราย อีกทัง้แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระที่นาํมาใชตรึงเริ่มตนมาก เมื่อเทียบ

กับ แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปแลว พบวา แอคติวิตีลดลงมาก รวมทั้งตนทนุ สารเคมี และ

เวลาที่ใชในการตรึง ไมคุมคาตอการนาํมาใชจริง  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหาร และวธิีเตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ 
 

สูตรอาหารสําหรับผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสตามวิธีของ Fukumoto และคณะ ซึ่งปรับปรุงโดย 

เอก แสงวิเชียร (2531)  

 

โซเดียมไนเตรท (NaNO3)      0.2       % 

ไดโปตัสเซียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  0.2       % 

โปตัสเซียมคลอไรด (KCl)     0.05     % 

แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.05     % 

เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     0.0009 % 

สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    0.2       % 

 

1. ปรับความปนกรดดาง 4.5-5.0 สําหรับอาหารแข็งเอียง   

    ปรับความปนกรดดาง 4.0 สําหรับอาหารเหลว 

2. เติมเดกซแทรน (น้ําหนักโมเลกุล 5-40 x 106)  1.0 % 

3. เติมวุน (agar) 1.8-2.0 % เฉพาะอาหารแข็งเอียง 

4. ตมอาหารจนเดกซแทรนละลายหมด 

5. เทแบง 10 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองสาํหรับอาหารแข็งเอียง 

    เทแบง 200 มิลลิลิตร ใส  flask ขนาด 500 มิลลิลิตรสําหรับอาหารเหลว 

    เทแบง 50 มิลลิลิตร  ใส  flask ขนาด 250 มิลลิลิตรสําหรับอาหารเหลว 

6. นึง่ฆาเชื้อที ่121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี
  

1.สารละลายสําหรับการวิเคราะหแอกติวติีของเดกซแทรนเนส 

 

1.1 สารละลายอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเทากบั 

4.5 (สําหรับวเิคราะหแอกติวติีของเดกซแทรนเนสอิสระ) 

 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชั่งโซเดียมอะซิเตท 29.0917 กรัมละลายในน้ํา

กลั่นปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial acetic 

acid) จนเทากับ 4.5 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการ

วิเคราะหตองเจือจางเปน 0.05 โมลาร 

 

1.2 สารละลายอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเทากบั 

5.0 (สําหรับวิเคราะหแอกติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป) 
 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชัง่โซเดียมอะซิเทตท 52.0680 กรัมละลายใน

น้ํากลัน่ปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial 

acetic acid) จนเทากับ 5.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการ

วิเคราะหตองเจือจางเปน 0.05 โมลาร 

 

1.3 สารละลายเดกซแทรน ที 2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้าํหนัก) (สําหรับวเิคราะหแอกติ

วิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ) 

 

ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัมในสารละลายอะซเิตท บฟัเฟอร 

ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 (ขอ 1.1) โดยการใชเครื่อง sonicator 

และปรับปริมาตร ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. 
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1.4 สารละลายเดกซแทรน ที 2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้าํหนัก) (สําหรับวเิคราะหแอกติ

วิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป) 

 

ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัมในสารละลายอะซเิตท บฟัเฟอร 

ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดาง 5.0 (ขอ 1.2) โดยการใชเครื่อง Sonicator 

และปรับปริมาตร ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. 

 

 

2. สารละลายสําหรับใชในการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนส 

 

2.1 สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอรความเขมขน 0.05 โมลตอลิตรคาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.0 
 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชั่งโซเดียมอะซิเตท 12.1447 กรัมละลายในน้ํา

กลั่นปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial acetic 

acid) จนเทากับ 4.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการ

วิเคราะหตองเจือจางเปน 0.05 โมลาร 

 

2.2 สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร ความเขมขน 0.5 โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 
 

เตรียมความเขมขน 1 โมลาร โดยชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟต 85.48 กรัม และ

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต 47.73 กรัม ละลายในน้าํกลั่นปริมาตรประมาณ 800 มล. ปรับคา

ความเปนกรดดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จนเทากับ 7.0 จากนัน้ปรับปริมาตรดวยขวดวดั

ปริมาตรขนาด 1,000 มล. โดยในการวิเคราะหตองเจือจางเปน 0.5 โมลาร 

 

3. รีเอเจนตสําหรับวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ โดยวธิขีอง Somogyi-Nelson (1952) 

 

3.1 สารละลาย alkaline copper  reagent  

 

เตรียมโดยละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO412H2O) จํานวน 71 

กรัม และ โปแตสเซียมโซดียมทารเตรท (Potassium Sodium tartrate 4H2O) จํานวน 40 กรัม ใน
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น้ํากลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 1 นอรมัล 100 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) ความเขมขนรอยละ 10 80 มิลลิลิตร และไดโซเดียม

ซัลเฟต180 กรัม ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บใสขวดแกวสีชา สารละลาย

เตรียมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ชั่วโมงกอนการใชงาน 

 

3.2 สารละลาย nelson reagent  

 

เตรียมโดยละลาย แอมโมเนียมโมลิบเดท [(NH4)6MO7 O244H2O] จํานวน 53.2 

กรัม ในน้ํากลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดกํามะถันเขมขน จํานวน 21 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

โซเดียมไฮโดรเจนอารซิเนท (NaHAsO47H2O) ความเขมขนรอยละ 12 จํานวน 50 มิลลิลิตร ผสม

ใหเขากนั แลวปรับปริมาตรจนครบ 1000 มิลลิลิตร เก็บใสขวดแกวสีชา สารละลายเตรียมไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ชั่วโมงกอนการใชงาน 

 

4. รีเอเจนตสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (1951) 

 

 4.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 

 

     โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  60.0 กรัม 

          โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  12.0 กรัม 

                    โซดียมโปตัสเซียมทารเทรท     0.6 กรัม 

                    น้ํากลัน่        3.0 ลิตร 

 

4.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย  

 

 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)     5.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1.0 ลิตร 
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4.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 

 

 สารละลาย Lowry A        50 สวน 

 สารละลาย Lowry B          1 สวน 

 

4.4 สารละลาย Lowry D ประกอบดวย 

 

 สารละลายโฟลีน ฟนอล รีเอเจนต 

 (Folin phenol reagent)                  1 สวน 

 น้ํากลัน่             1 สวน 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของ D-glucose  

 

 เตรียมสารละลายน้าํตาลกลูโคสความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชน้ํากลัน่

เปนตัวทําละลาย จากนั้นเตรียมสารละลายกลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

เตรียมสารละลาย D-glucose ความเขมขน 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 

และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในน้ํากลัน่ นําสารละลายนี้ความเขมขนละ 1 มิลลิลิตร ใสหลอด

ทดลอง วิเคราะหโดยวธิี Somogyi-Nelson (1952) การทดสอบน้าํตาลรีดิวซโดยเติมสารละลาย 

alkali-copper reagent ลงในหลอดทดลองที่บรรจุสารละลาย D-glucose หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากนั แชในอางน้ําเดือด 15 นาท ีทาํใหเย็นลงโดยแชในอางน้าํแข็ง จากนั้นนํามาวางไวที่

อุณหภูมิหอง เติม Nelson reagent  1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัตั้งทิ้งไว 30 นาที เติมน้ํากลั่น 5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 

520 นาโนเมตร เขียนกราฟระหวางความเขมขนของสารละลายน้ําตาลกลูโคส และ คาการดูดกลืน

แสงที่ 520 นาโนเมตร 
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y = 0.0047x

R2 = 0.9983
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รูปที่ ผ1  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร กับน้าํตาล

กลูโคสความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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2. กราฟมาตรฐานของ Bovine Serum Albumin (BSA)  

 

เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวทําละลาย จากนัน้เตรยีมสารละลาย Bovine Serum Albumin 

(BSA) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ความเขมขน 20, 40, 60, 80, 100, 

120, 140, 160, 180 และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในน้าํกลัน่ นําสารละลายนี้ความเขมขนละ 

1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง วิเคราะหโดยวิธ ี Lowry (1951) การทดสอบปริมาณโปรตีนโดยเติม

สารละลาย Lowry C 5 มิลลิลติร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 15 นาท ี จากนั้นเติม

สารละลาย Lowry D 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาท ี วัดคาการ

ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เขียนกราฟระหวาง

ความเขมขนของสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) และ คาการดูดกลนืแสงที่ 660 นา

โนเมตร 
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y = 0.0023x
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รูปที่ ผ2  กราฟมาตรฐานแสดงคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร กับปริมาณ

โปรตีน BSA ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวผกาแกว เต็มคําขวัญ เกิดเมื่อวันอาทิตยที ่ 7 ธนัวาคม พ.ศ. 2523 ที่

กรุงเทพมหานคร ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ จากคณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัมหิดล ในปการศึกษา 2544 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ในป

การศึกษา 2545 ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 36/8 ซอยบางบอน 5 ถนนเอกชยั แขวงบางบอน 

เขตบางบอน กรุงเทพมหานคร 10150 
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