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 The parameter of immobilization of dextranase such as pH, enzyme concentration, 

glutaraldehyde concentration and contact time on immobilization of dextranase in 
shake flask and fluidized bed reactor were studied. The properties of the 
immobilized dextranase such as optimum pH, temperature, thermal stability, pH 
stability, Michaelis constant (Km) and reusability were also studied. The optimum 
conditions for the preparation of immobilized dextranase in fluidized bed reactor 
were with 2.5% by volume of glutaraldehyde and the maximal enzyme loading on 
sand was 0.4 to 1.5 mg/g.sand (dry weight). Immobilization was performed at room 
temperature with agitation speed 200 rpm for shake flask and aeration rate at 2.0 
vvm for immobilization in fluidized bed reactor. Times and pH for glutaraldehyde 
cross-linking were 120 mins in shake flask and 60 mins in reactor at pH 7.0 and 
immobilizing steps were 45 mins for shake flask and 30 mins in reactor at pH 4.0. 
Compared with free dextranase, the immobilized dextranase showed similar optimal 
temperature (55°C), shift in pH optimum, the immobilized dextranase activity was 
obtained at pH 5.0 while the optimum pH for free dextranase was found to be at pH 
4.5. The Km value of the immobilized and free dextranase was found to be at 0.002 
mM and 0.0009 mM respectively.Following repeated use, the immobilized 
dextranase retained 25% of initial activity after the sixth hydrolysis cycle. 
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บทที ่1 
 

บทนํา 
 

ออยเปนพืชเศรษฐกิจทีม่ีความสําคัญทั้งในระบบการเกษตรกรรมและภาคอุตสาหกรรม  
เนื่องจากออยเปนพชืหนึ่งทีน่ํามาใชในการผลิตน้ําตาล ปจจุบันมกีารผลิตและบริโภคน้ําตาลทั่วโลก
ประมาณ 130 ลานตนั คิดเปนน้าํตาลทีผ่ลิตจากออยประมาณรอยละ  65–70  ประเทศไทยนบัได
วาเปนประเทศผูสงออกน้าํตาลอันดับที่  4 ของโลก   โดยประเทศที่ผลิตน้าํตาลจากออยที่สําคัญ
ไดแก  บราซิล  อินเดีย  จีน  คิวบา  ออสเตรเลีย  แอฟริกาใต และไทย เปนตน  ปริมาณสงออกใน
แตละปเปนสวนที่เหลือจากการบริโภคภายในประเทศ โดยมีตลาดสงออกที่สําคัญอยูในแถบเอเซยี 
ไดแก อินโดนเีซีย เกาหลีใต ญี่ปุน มาเลเซีย และจนี สําหรับประเทศคูแขงที่สําคัญของไทย คือ 
ออสเตรเลียไทยเปนประเทศที่สงออกน้ําตาลมากเปนอนัดับตนของโลก รองจากบราซิล      
สหภาพยุโรป และออสเตรเลีย  (ท่ีมา : http://www.wangkanai.com/knowlage.htm) 
 ปจจุบันประเทศไทยมีพืน้ที่ปลูกออยประมาณ 6 ลานไร   โดยปลูกมากในเขตภาคกลาง  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ    ผลผลิตรวมทั้งประเทศในป 2544 เทากบั  59 ลานตนั/
ป  หรือมีผลผลิตเฉลี่ย 9 ตนั/ไร/ป (สํานกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2544)  มีโรงงานน้าํตาลทั้งหมด 
46 โรง  ซึ่งกระจายอยูในภาคตางๆ ของประเทศ  โดยมกีําลังการผลิตรวมเทากับ 608,103 ตัน/วนั  
สามารถผลิตน้ําตาลทรายทั้งประเทศไดประมาณปละ 6  ลานตนั   
(ที่มา : http://www.wangkanai.com/cane3.htm) 
 ผลผลิตน้ําตาลประมาณรอยละ 70  เปนการผลิตเพือ่การสงออก สวนที่เหลือประมาณ 
รอยละ 30 ใชสําหรับบริโภคภายในประเทศ  ซึง่มีทัง้บริโภคโดยตรงและใชในอุตสาหกรรมตางๆ   
รายไดจากการสงออกน้าํตาลไปยังตางประเทศในป  2544  มีมูลคา  30,592  ลานบาท  ซึง่สวน
ใหญจะสงออกในรูปน้าํตาลทรายดิบ   และการสงออกในรูปของกากน้ําตาลคิดเปนมูลคา 2,684 
ลานบาท สวนรายไดที่เกิดจากการบริโภคภายในประเทศมีมูลคา 20,000 ลานบาท  สวนใหญจะ
เปนน้าํตาลทรายขาวและน้าํตาลทรายขาวบริสุทธิ์   ประเทศผูรับซื้อน้าํตาลทรายที่สําคัญจากไทย  
ไดแก อินโดนีเซีย  ญี่ปุน  จนี  มาเลเซีย  เกาหลีใตและ กมัพูชา เปนตน 
(ที่มา : http://www.wangkanai.com) 
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ประโยชนของน้ําตาลสาํหรับการบริโภคไดแกแรธาตุตางๆ แรธาตุที่มีอยูมากในน้าํตาล
ทรายแดง ไดแก แคลเซียม โปแตสเซียม โซเดียม และเหล็ก น้ําตาลทรายแดง เปนอกีแหลงหนึง่ ทีม่ี
ปริมาณแรธาตุ ซึ่งใหคุณประโยชนแกรางกาย แรธาตุเหลานี้มาจากวัตถุดิบในการผลิต ซึ่งกค็ือ 
"ออย" นัน่เอง  แมวาน้าํตาลทรายแดงจะมีปริมาณแรธาตุตาง ๆ มากกวาน้าํตาลทรายขาว และ
น้ําตาลทรายขาวบริสุทธ แตหลายคนกย็ังเลือกที่จะบริโภคน้ําตาลสีขาว ๆนอกจากชอบสีที่ดูสะอาด
สดใสแลว คงเพราะปจจุบนัน้ําตาลทรายขาวมีความบริสทุธิ์มากถงึ 99.9% การทําใหบริสุทธิ์ก็ไมได
ใชสารเคมีที่เปนอันตรายตอรางกายแตอยางใด (ที่มา: วังขนายสาร ปที่ 6 ฉบับที่ 61 ประจําเดือน
มีนาคม-เมษายน 2543) 

น้ําออยซึง่เปนวัตถดุิบหลกัในการผลิตน้ําตาลทราย มกีารปนเปอนดวยจุลินทรียที่มี
ความสามารถในการสรางเดกซแทรน ติดมาดวยจากธรรมชาติ จุลนิทรียเหลานี้จะเปลี่ยนน้ําตาล
ซูโครสในน้ําออยใหเปนเดกซแทรนซึ่งเปนสารที่มีลักษณะเหนียวหนืด ทําใหเกาะกบัพื้นผวิตางๆได
เปนผลใหจุลนิทรียอ่ืนๆที่ติดมาสามารถเกาะกับเดกซแทรนและใชน้ําตาลในนั้นเปนแหลงอาหาร
เมื่อเมตาบอไลซน้ําตาลแลวจะมกีารปลดปลอยกรดอินทรียออกมาทาํใหน้ําออยมคีวามเปนกรด
เพิ่มข้ึน เกิดการบูดเปรี้ยวและเมื่อมีปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยสูงเกนิไป เดกซแทรนที่มนี้ําหนัก
โมเลกุลสูงจะทําใหสารละลายน้าํตาลซโูครสมีความหนดืเพิ่มข้ึนในกระบวนการหีบออยและการทาํ
น้ําตาลใหบริสทุธิ์ นอกจากนั้นเดกซแทรนทีเ่กิดขึน้ยงัไดเขาไปรบกวนกระบวนการผลิตและ
กอใหเกิดปญหาในกระบวนการผลิตตางๆของน้ําตาลทราย ทําใหไดปริมาณในการผลิตนอยลง 
และผลผลิตที่ไดไมมีคุณภาพ ซึง่มีผลกระทบมากตออุตสาหกรรมน้ําตาลทราย สําหรับการแกไขนัน้ 
บางโรงงานไดใชความรอนในการสลายเดกซแทรนโดยเมื่อความรอนไปทําใหเดกซแทรนมีโมเลกุล
เล็กลงความหนืดก็จะลดลงไปดวยแตวิธนีีต้องใชพลังงานมาก หรือบางโรงงานใชสารเคมีเพื่อ
ทําลายจุลนิทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนกอนเขากระบวนการผลิต ทําใหลดปญหาทีเ่กิดจาก 
เดกซแทรนได แตเปนการเสียคาใชจายที่สูงขึน้ ดังนั้นการศึกษานี้ไดเสนอวธิีการนําเดกซแทรน     
เนสมาใชแกปญหาเดกซแทรนเนื่องจาก วิธนีี้เปนปฏิกิริยาทางเอนไซมทาํใหมีความจาํเพาะ 
ปฏิกิริยาที่เกิดไมรุนแรง มีความเปนพิษตํ่า และสามารถใชในปริมาณที่นอยแตไดประสิทธิภาพสูง 
อยางไรก็ตามการใชเอนไซมอิสระมีขอจํากดัที่สามารถใชไดเพียงครั้งเดยีวไมสามารถนํามาใชได
ใหมอีก จึงมผีูพยายามหาวิธีทีจ่ะนาํเอนไซมกลับมาใชไดใหมเพื่อความคุมคา โดยใชวิธีการตรึงรูป
เอนไซมในวัตถุประสงคดังกลาว 
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อนันตพงษ สุขเกษ (2543) ไดรายงานถงึการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Penicillium sp. 
สายพนัธุ SMCU 3-14 บนผิวทราย โดยที่ คุณสมบัติของทรายนัน้ไมมีพิษและไมมอัีนตราย ทนตอ
แรงกระแทกไดดี มีความคงรูปสูง แมอยูในสภาพแวดลอมที่มีความเปนกรดดางที่รุนแรง หรือ 
อุณหภูมิสูง ไมสามารถถูกทําลายไดโดยจุลินทรีย  อีกทั้งเปนวัสดุทีห่าไดงาย ราคาถูกและสามารถ
แยกออกจากปฏิกิริยาไดงาย  
 

ดังนัน้ในงานวจิัยนี ้จึงมุงหวงัที่จะหาวิธทีี่จะเพิ่มแอคติวิตขีองเดกซแทรนเนสตรึงรูปใหไดสูง
และทําการตรึงเดกซแทรนเนสใหไดในปรมิาณทีม่ากขึน้ โดยทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสที่
ผลิตจากเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ที่สวุรรณา นพพรพนัธุ (2528) ไดทําการ
กลายพันธุใหผลิตเดกซแทรนเนสไดสูง บนตัวพยุงที่ใช คือ ทรายแมน้ําขนาด 16–20 เมช              
ที่อนนัตพงษ สุขเกษ ( 2543 ) ไดศึกษาทางกายภาพของพื้นผวิและขนาดของทรายแลววามีความ
เหมาะสมที่สดุที่จะมาขยายสวนการผลติในเครื่องปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed 
Reactor) เพื่อประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายตอไป 
 
วัตถุประสงค 
 เพื่อหาภาวะทีเ่หมาะสมในการทําการตรึงเดกซแทรนเนสในระดับขยายสวนในเครื่อง
ปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed Reactor) เพือ่หาความเปนไปไดที่จะนํามา
ประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายตอไป 
 
ข้ันตอนการดําเนินงาน 

1. ทดสอบหาภาวะทีเ่หมาะสมในการตรึงเดกซแทรนเนสในขวดเขยาเพื่อใชเปนขอมูล
เบื้องตนในการตรึงรูประดับขยายสวนตอไป 

2. ทดสอบหาภาวะทีเ่หมาะสมในการตรึงเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณแบบ      
ฟลูอิดไดซเบด  

3. ศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ตรึงไดจากเครื่องปฏิกรณแบบ        
ฟลูอิดไดซเบด  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดขอมูลที่จะนํามาประยกุตใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายตอไป 



บทที่ 2  
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 

อุตสาหกรรมออยและน้ําตาลนับวาเปนตลาดแรงงานใหญที่มีผูเกี่ยวของทั้งดานแรงงานตัด
ออยและแรงงานในโรงงานน้ําตาล ซึ่งรวมการจางงานไมต่ํากวา 700,000 คน นอกจากนี้ยงัมี
อุตสาหกรรมตอเนื่องอีกมากมายทัง้ อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม ผลพลอยไดจาก
อุตสาหกรรมออยยังสรางมูลคาในอุตสาหกรรมตางๆ อีก เชน  
 - กากออย:  ใชผลิตกระดาษอัด, ใชทําปุยปรับปรุงดิน และทําเชื้อเพลิง 
 - กากน้าํตาล  (Molasses):   ใชในอุตสาหกรรมตางๆ ภายในประเทศ   ไดแก        
อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล อุตสาหกรรมผลิตโมโนโซเดียมกลูตาเมท  อุตสาหกรรมผลิตซอส   
ถั่วเหลือง อุตสาหกรรมผลติอาหารสัตว และอุตสาหกรรมผลิตกรดซิตริก ศักยภาพของอุตสาหกรรม
ออยและน้ําตาลของไทย  ข้ึนอยูกับการบริหารและจัดการดานวัตถุดบิ  แมวาประเทศไทยจะเปน
ประเทศที่สงออกน้ําตาลในอันดับตน ๆ  แตเมื่อการคาของโลกมีแนวโนมที่เปดเสรีมากขึ้น   การ
แขงขันยอมสูงขึ้น  เมื่อวิเคราะหถงึศักยภาพการผลิตออยของไทย  พบอุปสรรคและปญหาดังนี ้
ปริมาณผลผลิตออยโดยรวมและตอไรอยูในเกณฑต่ํา  ผลผลิตออยทีเ่พิ่มในแตละป  เกิดจากการ
เพิ่มพืน้ที่การปลูกออยและปริมาณการกระจายของฝนที่ดีเปนหลัก ไมไดมาจากการเพิ่มผลผลิตตอ
หนวยพื้นที ่ เมื่อเปรียบเทยีบผลผลิตออยของประเทศไทยกับประเทศคูแขงขันจะเหน็ไดวา ประเทศ
ไทยอยูที่ประมาณ   8-9 ตัน/ไร  ในขณะที่คูแขง อยางเชน ประเทศออสเตรเลีย และบราซิลมี
ผลผลิตโดยเฉลี่ยอยูที ่ 15 ตัน/ไร  ผลผลิตตองานโดยเฉลี่ยทัง้ประเทศเมื่อเทียบกบัออสเตรเลียจะ
นอยกวาถึง 70% คือ ผลผลิตน้ําตาลของไทยกบัออสเตรเลียนั้นอยูในปริมาณที่เทาๆกัน แตพื้นที่
เพาะปลกูโดยเฉลี่ยของออสเตรเลียนอยกวาประเทศไทยประมาณ 50% นอกจากนั้นยังเกิดปญหา
การขาดแคลน  พนัธุด ี ที่เหมาะสมกับพืน้ที่การผลิตแตละเขต ซึ่งเปนปญหาที่เกี่ยวโยงถึงปญหาที่
กลาวมาขางตน ปญหาเรื่องความหวาน หรือปริมาณน้าํตาลที่ไดตอตนออยอยูในเกณฑที่ต่าํ เมื่อ
เทียบกบัประเทศคูแขง คือ ประเทศไทย   ผลิตน้ําตาลไดประมาณ  103  กิโลกรัม/ตันออย   ในขณะ
ที่ประเทศอืน่ๆ   ผลิตน้ําตาลได  110–115  กิโลกรัม/ตันออย  (หรือคาความหวานโดยเฉลี่ยของ
ประเทศอยูที ่11–12 ซีซีเอส) ในการปลูกออยนั้นเปาหมายคือการผลิตน้ําตาล   

ในสวนของการซื้อขายออย นอกจากจะซือ้ขายกันตามน้ําหนกัออยแลว  จะมีการซื้อขาย
ออยตามคุณภาพความหวานดวย  โดยคุณภาพความหวานวัดเปน ซีซีเอส (CCS = commercial 
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cane sugar)  (ซีซีเอส  หมายถึงน้ําตาลซูโครสที่มีในออยจํานวนหนึ่ง) การวัดซีซีเอส กระทําโดยนาํ
น้ําออยมาวัดดวยเครื่องมือวัดคาบริกซ (brix) ราคาออยจะผันแปรตามคุณภาพความหวาน  ออยที่
มีความหวานมาก คือมีซีซีเอสสูงก็จะไดราคาด ี โดยคามาตรฐานกําหนดที ่10 ซีซีเอสทุกๆ 1 ซีซีเอส
ที่เพิม่ข้ึนจากคามาตรฐานนี้เกษตรกรจะไดราคาเพิ่มข้ึนตันละ 30 บาท ดังนั้นจะเหน็ไดวาคาความ
หวานนั้นมีผลกระทบตอรายไดของเกษตรกรคอนขางมาก ชวงปลูกออยที่เหมาะสมจะแบงตามเขต
พื้นที่ที่ใชปลูกออย ซึ่งสามารถแบงออกเปน 2 เขต คือ  
1.เขตชลประทาน จะปลูกในชวงระหวางเดือนมกราคม ถึง พฤษภาคม  
2.เขตน้ําฝน สามารถปลกูได 2 ชวง คือ  

- ตนฤดูฝน ตั้งแตเดือนเมษายน-มิถุนายน นิยมปลกูในพืน้ทีท่ั่วไป 
- ปลายฤดูฝน ตั้งแตเดือนตุลาคม-ธันวาคม นิยมปลูกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาค
ตะวันออก และภาคเหนือบางพืน้ที ่ 

 เนื่องจากการพื้นที่ในการปลูกออยมีการขยายบริเวณเพิ่มข้ึน ดังนั้นจึงทาํใหการจดัการดาน
วัตถุดิบตองประสบปญหาเกี่ยวกบัการขาดแคลนแรงงานในการเก็บเกีย่ว โดยปจจุบนัชาวไรมีความ
จําเปนตองเผาออยกอนการตัดเนื่องจากใหความสะดวกและรวดเร็วในการเก็บเกีย่ว ซึง่ปญหาจาก
การเผาออยของเกษตรกรเปนปญหาสําคัญมากสําหรบัอุตสาหกรรมออยและน้าํตาลทราย
เนื่องจากทําใหผลผลิตน้าํตาลลดลงอยางมาก อีกทั้งยงัสรางความเสียหายแกเครื่องจักรหลาย
พันลานบาท  

ในชวงเปดหีบ เกษตรกรผูปลูกออยตางเรงรีบทีจ่ะตดัออยสงเขาโรงงานจงึมีการเผาออย
เพื่อความสะดวกรวดเร็วในการเก็บเกีย่ว ซึ่งไดมีการเปรียบเทียบปริมาณออยสดและออยไฟไหม
เขาหีบดังแสดงในตารางที่ 2.1 ซึ่งกอใหเกดิปญหาตามมา ดงันี ้

หลังจากการเผาออย จุลินทรียสวนใหญจะถูกทําลายหมด ยกเวนจุลินทรียที่ใชน้ําตาลได
จําพวก Leuconostoc spp. ซึ่งไดแก L. dextranicum และ L. mersenteroises (Tsuchiya และ
คณะ, 1952) ซึ่งจุลินทรียเหลานี้เมือ่เขามาในชุดลูกหีบกจ็ะใชน้ําตาลเพื่อการเจริญและสราง
ผลิตภัณฑที่เปนสารที่มีความหนืดคลายแปงเปยก คือ เดกซแทรน ซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกุลอยูในชวงที่
กวางมาก ทําใหเกิดภาวะ purity drop ในระหวางชุดลูกหีบ การตมเคีย่วชากวาปกต ิผลึกน้ําตาลมี
ลักษณะเปนเข็มซ่ึงไมเปนทีต่องการ อีกทั้งการกรองยังทาํไดยากขึ้น ซึ่งภาวะที่กลาวมานัน้เปน
สาเหตทุี่ทาํใหประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาลของโรงงานลดลงเปนอยางมาก ลงทีม่า 
ที่มา :วังขนายสาร ฉบับที่ 72 ประจําเดือนมกราคม-กุมภาพันธ 2545 
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ตารางที่ 2.1 เปรียบเทียบปรมิาณออยสดและออยไฟไหมที่เขาหีบ 
ตั้งแตปการผลติ 2539/40-2542/43 

ปการผลิต ออยสด 
( ลานตนั ) รอยละ ออยไฟไหม 

( ลานตนั ) รอยละ 

2539/40 
2540/41 
2541/42 
2542/43 

13.22 
17.94 
23.90 
22.61 

23.52 
42.51 
47.74 
42.56 

42.97 
24.26 
26.16 
30.52 

76.48 
57.49 
52.26 
57.44 

 
ที่มา : รายงานการผลิตน้ําตาลทรายปการผลิต 2542/43 ฝายวิชาการและวางแผน ศูนยบริการการ
ผลิต สํานกังานคณะกรรมการออยและน้าํตาลทราย 

 
กระบวนการผลิตน้ําตาลจากออย 

กระบวนการในการผลิตน้ําตาลทรายดิบ สามารถแบงไดเปน 5 ขัน้ตอน ดังตอไปนี ้
 
1. กระบวนการสกัดน้าํออย (Juice Extraction): ทําการสกดัน้ําออยโดยผานออยเขาไปใน           
ชุดลูกหีบ (4-5 ชุด) และกากออยที่ผานการสกัดน้าํออยจากลกูหบีชุดสุดทาย จะถูกนําไปเปน
เชื้อเพลิงเผาไหมภายในเตาหมอไอน้าํ เพือ่ผลิตไอน้ํามาใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลทราย 
 
2. การทาํความสะอาด หรือทําใสน้ําออย (Juice Purification): น้าํออยที่สกัดไดทั้งหมดจะเขาสู
กระบวนการทาํใส เนื่องจากน้ําออยมีสิ่งสกปรกตาง ๆ จึงตองแยกเอาสวนเหลานีอ้อกโดยผานวธิี
ทางกล ไดแกวิธ ีDefection method  คือ การแยกสิ่งสกปรกออกจากน้ําออยดวยวิธีการตกตะกอน
โดยใหความรอนแกน้าํออยและผสมกับน้าํปูนขาว ผานเครื่องกรองตาง ๆ และวธิีทางเคม ี ไดแกวธิี 
Sulphitation method คือ การฟอกสีแยกสิ่งสกปรกออกจากน้ําออยดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด ซึ่ง
ไดจากการเผากํามะถัน และ Carbonation method  หมายถงึ การฟอกสีแยกสิง่สกปรกออกจาก
น้ําออยดวยกาซคารบอนไดออกไซด  ซึ่งไดจากการฟลิวกาซ  (flue gas)  ในปลองเตาหมอไอน้าํที่
ไดจากการเผาหินปนูกับถานโคก (ฟลวิกาซ คือ ควันกาซที่ออกจากปลองซึ่งไดจากการเผากากออย 
จะมีคารบอนไดออกไซดประมาณ  9-12%  ใชในการตกตะกอนเพื่อผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์) 
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3. การตม (Evaporation): น้ําออยที่ผานการทาํใสแลวจะถูกนาํเขาสูชุดหมอตม (Multiple 
Evaporator) เพื่อระเหยเอาน้ําออก (ประมาณ 70%) โดยน้ําออยขนที่ออกมาจากหมอตมลูก
สุดทาย เรียกวา น้ําเชื่อม (Syrup) 
 
4. การเคี่ยว (Crystallization): น้ําเชื่อมที่ไดจากการตมจะถูกนําเขาหมอเคีย่วระบบสูญญากาศ 
(Vacuum Pan) เพื่อระเหยน้ําออกจนน้ําออกจนน้ําเชื่อมถึงจุดอิ่มตัว ที่จุดนี้ผลึกน้าํตาลจะเกิดขึ้น
โดยที่ผลึกน้ําตาล และกากน้ําตาลที่ไดจากการเคี่ยวนี้รวมเรียกวา แมสิควิท (Messecuite) 
 
5. การปนแยกผลึกน้าํตาล (Centrifugaling): แมสิควิทที่ไดจากการเคี่ยวจะถกูนาํไปปนแยกผลึก
น้ําตาลออกจากกากน้ําตาล โดยใชเครือ่งปนผลกึน้าํตาลที่ไดนี้จะเปนน้าํตาลดิบ จากนัน้จึงนาํไป
อบและบรรจุ
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วัตถุดิบหลักในการผลิตน้ําตาลทรายในประเทศไทยคือ น้ําออย ในน้ําออยนั้นประกอบดวย
น้ําตาลซูโครสและธาตุอาหารอื่นๆ อีกเปนจํานวนมากดงัแสดงในตารางที่ 2.2 ซึง่เพยีงพอที่จะทําให
แบคทีเรียตางๆ เจริญไดดี  แบคทีเรียที่ปะปนมาในน้ําออยโดยเฉพาะออยที่ผานการเผากอนนาํมา
หีบเหลานี้จะกอใหเกิดความเสียหายหลายประการตอกระบวนการผลติน้ําตาล เชน ปริมาณ
น้ําออยลดลง, เกิดเมือกทําใหน้าํออยหนดืขึ้น, เกดิปริมาณกรดเพิ่มข้ึน, มีการอุดตันของทอเครือ่ง
กรองและรางสงน้าํออย, การตมระเหยน้ําไดชาและการเคี่ยวน้าํตาลทําไดชา ซึง่ลวนแตทําให
ผลผลิตของการผลิตน้ําตาลทรายลดลงอันเนื่องมาจากเดกซแทรนที่แบคทีเรียเหลานี้สรางขึน้ 
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ตารางที่ 2.2 องคประกอบของน้าํออย   (Irvine, 1981) 

 
   ออยที่หบี (Millable Cane) 

 
ปริมาณเปอรเซ็นต 

    
   น้ํา 
  ของแข็ง 
        ของแข็งที่ละลายได ( Soluble Solid ) 
        ไฟเบอรแหง  ( Fiber Dry )  
 
   องคประกอบของน้ําออย 
 
  น้ําตาล  ( Sugar ) 
        ซูโครส ( Sucrose ) 
        กลูโคส ( Glucose ) 
        ฟรุคโตส ( Fructose ) 
 
  เกลือ ( Salts ) 
  กรดอนนิทรีย ( Inorganic Acid ) 
  กรดอินทรีย  ( Organic Acid ) 
        กรดคารบอกซิลิก ( Carboxylic acid ) 
        กรดอะมโิน ( Amino acid ) 
 
  อินทรียสารอื่นๆ ที่ไมใชน้ําตาล 
        โปรตีน ( Protein ) 
        แปง ( Starch ) 
        กัม ( Gum ) 
        แวกซ  ไขมัน  ฟอสฟาไทต 
  สารอืน่ๆ 
 

 
73 – 76 
24 – 27 
10 – 16 
11 – 16 
 
ของแข็งที่ละลายได (เปอรเซน็ต) 
 
75 – 92 
70 – 88 
2 – 4  
2 – 4  
 
3.0 – 4.5 
1.5 – 4.5 
1.0 – 5.5 
1.1 – 3.0 
0.5 – 2.5 
 
 
0.5 – 0.6 
0.001 -  0.050 
0.30 - 0.60 
0.05 - 0.15 
3.0 - 5.0  
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เดกซแทรนจัดเปนปญหาที่สาํคัญในอุตสาหกรรมผลิตน้าํตาลทรายดวย เนื่องจากใน
อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายนั้น พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ Leuconostoc sp. เปนแบคทีเรีย
สายพนัธุที่พบไดบอยวาเปนสาเหตทุี่ทาํใหออยเสียหรือเกิดรสเปรี้ยวขึ้น (Tsuchiya และคณะ, 
1952) โดยจุลินทรียสายพันธุนีม้ีความสามารถในการสังเคราะหแอลฟากลูแคนพอลิแซ็กคาไรด 
ชนิดเดกซแทรน (alpha- glucan polysaccharide : dextran) จากน้ําตาลซูโครส (sucrose) ทีไ่ด
จากแกนออย โดยในน้ําออยซึง่เปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลทรายนัน้จะมจีลุินทรียที่มีความ 
สามารถในการสรางเดกซแทรนปนเปอนติดมาดวยจากธรรมชาต ิ โดยจุลินทรียเหลานี้จะทําการ
เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสในน้ําออยเปนเดกซแทรน (Irvine, 1981) ซึ่งมีลักษณะเหนยีวหนืดจงึทาํให
เกาะกับพืน้ผิวตางๆไดดี และเมื่อมีปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยสูงเกนิ ประมาณ 1000 mg/kg 
(Brix basis) เดกซแทรนทีม่ีน้ําหนักโมเลกุลสูง  จะไปทําใหสารละลายน้าํตาลซโูครสมีความหนดื
เพิ่มข้ึนในกระบวนการโมและการทาํน้ําตาลใหบริสุทธิ ์ (milling & refining processes) 
นอกจากนัน้เดกซแทรนจะเขาไปรบกวนกระบวนการผลติน้ําตาลในอกีหลายๆกระบวนการทาํให
เกิดปญหาในกระบวนการตางๆของการผลิตน้ําตาลทราย ไดแก เครื่องกรองโดยเดกซแทรนจะ
รวมตัวกนัเปนโมเลกุลใหญเกิดเปนอนุภาคที่ไมละลายน้ํา เกิดเปนตะกอนขึน้ ซึง่ทําใหเกิดการอุด
ตัน, บริเวณทอสงน้าํออยเปนผลใหอัตราไหลของน้าํออยต่ําลง อีกทั้งเปนบริเวณที่เหมาะสมในการ
เกาะของจุลินทรียชนิดอืน่ทีป่นเปอนมาดวย (บุญสง แสงออน, 2525) ซึ่งจุลินทรยีเหลานี้สามารถ
ใชน้ําตาลเปนแหลงอาหารและทําการปลดปลอยกรดอินทรียหลายชนิดออกมา (สันต ฉายตระกลู, 
2525) โดยกรดอินทรียเหลานี้จะทําใหความเปนกรดของน้ําออยเพิ่มข้ึน ซึง่เปนสาเหตุในการทาํให
น้ําออยบูดเปรีย้ว มกีลิ่นและรสชาติเปลี่ยนไป,บริเวณถังทาํใหตมระเหยน้ําไดชาสิน้เปลืองพลังงาน
มากขึ้นและในระหวางการระเหยน้ํานั้นจะทาํใหความเขมขนของเดกซแทรนเพิ่มมากขึน้ ซึ่งจะไป
รบกวนโดยจะเกิดการรวมตวัเปนผลกึ (crystal formation) และเกดิการแยกตัวออกมาของผลกึ
(crystal separation) ซึ่งจะเปนผลทําใหเกิดการสูญเสยีซูโครสในกากน้ําตาล (molasses) ในตอน
ทายสุด (Tilbury,1974) ซึ่งจะมีผลใหปริมาณของผลผลิตที่ไดจากกระบวนการลดลง ซึ่งอาจจําเปน
จะตองมีการพกัเครื่องเพื่อการทําความสะอาดกอนที่จะทาํการดําเนนิการทําการผลิตตอไป ซึ่งถา
ตองเสียเวลาทําความสะอาดบอยก็จะเปนการเพิ่มตนทุนการผลิต และเสียเวลาในการผลิต ซึ่งเปน
การเสียเปรียบมากในเชิงเศรษฐศาสตร  
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จากปญหาที่เกิดขึ้น พอจะสรุปปจจัยทีท่ําใหเกิดปญหาขึ้นได คือ ตัวเชื้อแบคทีเรียทีม่ี
ความสามารถในการผลิตเดกซแทรน, น้ําตาลซูโครส, และเดกซแทรน จึงมีการแกปญหาในโรงงาน
น้ําตาลโดยการกําจัดปจจัยที่เปนตวัการใหเกิดซึง่มีหลายวิธ ี ไดแก การฆาเชื้อจุลนิทรียโดยทาํให
ปลอดเชื้อดวยความรอน (sterilization) ซึ่งมีคาใชจายคอนขางสงูและเปลืองพลงังาน, การเติมสาร
เพื่อกําจัดเชื้อจุลินทรียซึ่งสารที่เติมอาจทําใหน้าํตาลที่ไดมีรสชาติหรือมีสีที่เปลี่ยนไป, นําออยทีต่ัด
ไดเขาสูกระบวนการผลิตทนัทกีอนที่จะมกีารสรางเดกซแทรน แตกม็ีความเปนไปไดยากเนื่องจาก
ปริมาณวัตถุดบิมีจํานวนมาก หรือการกําจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออย ซึ่งสามารถทําไดหลายวธิ ี
เชน การสลายดวยกรดรวมกับความรอน (Monsan และ Paul, 1991), การใชรังสีอัลตราไวโอเลต, 
การใชคลื่นเสยีงความถี่สงู (Watson และ Woff, 1955) ซึ่งมีราคาแพงไมคุมกับการลงทนุจึงไมนิยม
ใช วิธทีีน่าสนใจและมีความเหมาะสมที่นยิมใชในปจจบุันนี ้คือ การใชเอนไซมเดกซแทรนเนส  โดย
วิธีนี้เปนปฏิกิริยาทางเอนไซมที่มีความจาํเพาะตอเดกซแทรนสูง ปฏิกริิยาเกิดในสภาวะที่ไมรุนแรง 
มีความเปนพษิตํ่าและใชปริมาณนอยแตไดผลสูง (Imrie และ Tilbury, 1972) แตในการใชเอนไซม
อิสระนั้นมีคาใชจายคอนขางสูง เนื่องจากใชไดเพียงครั้งเดียวแลวไมสามารถนาํกลับมาใชไดอีก 
ดังนัน้จึงมีผูพยายามหาวธิทีี่จะนําเอนไซมกลับมาใชไดใหมอยางคุมคา จึงมกีารศึกษาถงึการนํา
เอนไซมตรึงรูปมาใชเพื่อที่จะสามารถนาํเอนไซมกลับมาใชใหมได 
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เดกซแทรน (dextran) 
เดกซแทรนเปนชื่อโดยทั่วไปของพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยไดแก          

ดี-กลูโคส (D-glucose) มีลักษณะเหนยีวหนืด ละลายน้าํไดยาก เกิดจากการทํางานของเดกซแทรน
ซูเครส (dextransucrase) หรือ กลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (glucosyltransferase) ซึง่เปนเอนไซมที่
ตองการการชกันํา (inducible enzyme) โดยสารชักนาํการสรางเดกซแทรนไดแก ซูโครส ในภาวะที่
มีซูโครส แบคทีเรียจะผลิตกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสมาทําการเปลี่ยนซูโครส ใหเปนเดกซแทรน แลว
ขับออกมานอกเซลล พรอมทั้งปลอยฟรุคโตสอิสระออกมา ดงัแสดงในรูปที่ 2.2  
 
 
ดังปฎิกิริยาตอไปนี้  (Schachtete, 1975) 
 

 
         dextransucrase 
 n-sucrose     [D- glucose]n + n[fructose] 

    หรือ  glucosyltransferase 
รูปที่ 2.2 การเปลี่ยนซโูครส ใหเปนเดกซแทรน 

 
เดกซแทรนที่ผลิตจากจุลนิทรียตางชนิดกันจะมีสมบัติทางเคม ี และทางกายภาพแตกตาง

กัน เชน ความเหนียวหนดื, ความสามารถในการละลายน้ํา และสัดสวนของพันธะไกลโคไซด 
(glycosidic linkage) ที่เปนองคประกอบ ซึ่งโดยปกติเดกซแทรนจะประกอบดวยพันธะไกลโคไซด
แบบ α-1,6 และ α-1,3 เปนสวนใหญ พันธะ α-1,4 และ α-1,2 เปนสวนนอย ดังแสดงในรูปที่ 
2.3 (Jeanes และคณะ, 1950) ขนาดโมเลกุลและชนดิของพันธะจะเปนตัวกําหนดความสามารถ
ในการละลายน้ําของเดกซแทรน โดยยิง่ขนาดโมเลกลุใหญและสัดสวนของพันธะไกลโคไซดแบบ 
α-1,3 มากจะยิ่งละลายน้ําไดยาก โดยเดกซแทรนสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด ไดแก  
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1. เดกซแทรนที่สามารถละลายน้าํได (water soluble dextran) ซึ่งมีพันธะ α-1,6 ในปริมาณมาก 
ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose: 1,6-α-D-glucan 3-α- and 
6-α-glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณมาก (Lewicki และคณะ
, 1971) 
2. เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (water insoluble dextran) ซึ่งมีพนัธะ α-1,3 ในปริมาณ
มาก ถูกสงัเคราะหโดยการทํางานของกลโูคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose:1,3-α-D-glucan 3-α-
glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณมาก (Guggenheim และ 
Newbrun, 1969) 

ในปจจุบนัมีการผลิตเดกซแทรนในทางการคามากมาย โดยมีใหเลือกตามขนาดของ
โมเลกุลและการใชงาน เชน เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ใชเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม
อาหาร เชนเติมในไอศกรีม เบเกอรี่ หรือลูกอม ชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส  เดกซแทรนทีใ่ช
ในทางการแพทย ซึ่งใชในการเพิม่ปริมาตรของโลหิตในผูปวยที่สูญเสียน้ําจากการถูกไฟครอกโดย
ไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิดการตกตะกอนของเลือด, เดกซแทรน T-2000 
(น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000), เดกซแทรน T-40 (น้ําหนักโมเลกุล 40,000) และเดกซแทรน T-20 
(น้ําหนักโมเลกุล 20,000) เปนตน โดยเดกซแทรนที่ผลิตในทางการคาทัง้หมด สังเคราะหโดย
แบคทีเรีย Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F ซึ่งโครงสรางของเดกซแทรนที่เชื้อ
ดังกลาวผลิตขึ้นประกอบดวยพันธะ α-1,6 ถึง 95 เปอรเซ็นต โดยอีก 5 เปอรเซ็นตเปนพนัธะ         
α-1,3 (Wilham และคณะ, 1955) 
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รูปที ่2.3  ก. โครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณสูง  
             ข. โครงสรางของเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง 
(ο แทนหนวยกลูโคสในสาย α-1,6 กลูแคน, − พนัธะ α-1,6 ไกลโคไซด ,  • หนวยกลูโคสในสาย 
α-1,3 กลูแคน, ↓  พนัธะ α-1,3 ไกลโคไซด) 
 
 
 
 

ก. 

ข. 
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เนื่องจากกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสเปนเอนไซมที่มีความจําเพาะในการเรงปฎิกิริยาการ
เปลี่ยนซโูครสเปนเดกซแทรน โดยจะไมเรงปฎิกิริยาการตอสายยาวของกลูโคสอิสระหรือกลูโคสจาก
น้ําตาลโมเลกลุคูชนิดอื่น (Jordan และ Keyes, 1966) และดวยความเหนียวหนืดของเดกซแทรนนี้
เองทาํใหเดกซแทรนไดรับความสนใจและศกึษาใน 2 แงมมุดังนี ้
 
1.การเกิดคราบจุลนิทรียที่เปนสาเหตขุองฟนผุ       

แบคทีเรียในชองปากกลุม Mutans Streptococci สามารถสังเคราะหเดกซแทรนจาก
ซูโครสได โดยเดกซแทรนที ่ Mutans Streptococci สังเคราะหจะประกอบดวยทั้งเดกซแทรนที่
ละลายน้ําได (ซึ่งมีพนัธะ α-1,6 ปริมาณสงู) และเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (ซึ่งมีพนัธะ 
α-1,3 ปริมาณสูง) โดยเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้าํไดนี้เองเปนสาเหตุสําคัญในการทาํให
เกิดการรวมกลุมและเกาะติดบนผิวฟนของแบคทีเรีย (Ebisu และคณะ, 1974) ไดศึกษาสมบัติของ
เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้าํไดจาก Streptococcus mutans OM7 176 พบวา 70 
เปอรเซ็นต เปนเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 และ 30 เปอรเซ็นต เปนพนัธะ α-1,6  
 
2.อุตสาหกรรมการผลิตน้าํตาลทราย (sugar cane industry)      

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลจากออยถือเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญของประเทศ ใน
ข้ันตอนของการหีบออยจะมีการปนเปอนเชื้อกลุม Leuconostoc spp. เชน Leuconostoc 
dextranicum และ Leuconostoc mesenteroides  ที่สามารถผลิตเดกซแทรนที่มีพนัธะ α-1,6 
เปนสวนใหญจากซูโครสทีม่อียูในน้าํออยได เดกซแทรนที่ผลิตจากแบคทีเรียเหลานี ้ เมื่อจับกับ
พื้นผวิทอสงน้าํออยในโรงงาน จะทําใหเกดิการอุดตัน ทําใหอัตราการไหลและการกรองต่ําลงหรอื
หยุดชะงัก (Bennett,1973) อาจทาํใหการเกิดผลึกของน้ําตาลชาหรือไมสมบูรณ (Imrie และ 
Tilbury, 1972) นอกจากนี้ความหนืดของเดกซแทรนยังทาํใหแบคทีเรียชนิดอืน่ที่ปนเปอนมาใน
น้ําออยถูกยึดไว และเจริญโดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารแลวปลดปลอยกรดอินทรียที่เกิด
จากการเมตาบอลิซึมออกมา (Celestine และ Parfait, 1988) ทําใหความเปนกรดของน้ําออย
เพิ่มข้ึน ทําใหน้ําออยบูดเปรีย้ว มีกลิน่ ทาํใหคุณภาพของน้าํตาลต่ําลง Imrie และคณะ, 1972 
รายงานวามกีารปนเปอนของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจาก
หัวบที (sugar beet) โดยซูโครสสวนหนึ่งจะสูญหายไป พรอมทั้งมีการสรางพอลิแซ็กคาไรดที่มี
ลักษณะคลายเมือก  ซึ่งกอใหเกิดปญหาตอกระบวนการและคุณภาพของผลิตภัณฑ 
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เดกซแทรนเนส 
 

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่มีชื่อเรียกตามระบบการเรยีกเอนไซมวา alpha-1,6-glucan-
6-glucanohydrolase, E.C.3.3.1.11 ซึ่งเอนไซมนี้มคีวามจาํเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพนัธะ
แอลฟา-1,6 ซึ่งเปนพนัธะที่เชื่อมระหวางหนวยยอยของกลูโคสบนแกนหลักและสวนที่แตกแขนง
ของเดกซแทรน เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองการการชักนาํ (inducible enzyme)  และมี
ความจาํเพาะตอพันธะเปนอยางมาก สามารถแบงเดกซแทรนเนสออกเปน 2 ชนดิตาม
ความจาํเพาะในการสลายพนัธะ ไดแก เดกซแทรนเนส (α-1,6-glucanase, EC 3.2.1.11) ซึ่ง
จําเพาะตอพนัธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน และเดกซแทรนเนส (α-1,3-glucanase, EC 
3.2.1.59)  ซึ่งจําเพาะตอพนัธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรน 
 
โดยการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายพนัธะของเดกซแทรนสามารถทําได 2 แบบ คือ  

1. Exo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพนัธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจาก
ปลายรีดิวซของสายของเดกซแทรน เปนการตัดทีละโมเลกุลของกลูโคส ผลิตภัณฑทีไ่ดสวนใหญคอื 
กลูโคส 
2. Endo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสทีย่อยสลายพันธะที่จุดใดจุดหนึง่ในสายของเดกซแทรน 
ทําใหไดพอลิเมอรของน้ําตาลในขนาดตางๆแลวแตความหางระหวางแตละจุดตัด ผลิตภัณฑที่ได
จากการยอยสลายอาจเปน  โอลิโกเมอร (oligomer), ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) 
ของกลูโคส 
  

เดกซแทรนเนส (α-1,6-D-glucan-6-glucanohydrolase; E.C.3.3.1.11)  เปนเอนไซม
ที่มีความจาํเพาะตอการสลายพันธะα-1,6  ภายในสายเดกซแทรนทําใหโมเลกุลของเดกซแทรน 
มีขนาดเล็กลง  และมีผลทาํใหความหนดืลดลงดวย (Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 
1991)  เดกซแทรนเนสโดยทั่วไปที่ผลิตจากราจะยอยพันธะ α-1,6 และเปนการตัดแบบ endo   
สายเดกซแทรนทีถู่กยอยแลวจะมีขนาดเลก็ลง  มกัพบอยูในรูปของโอลิโกเมอร ไดเมอร  หรือโมโน
เมอรของน้ําตาลกลูโคส  แตสวนมากอยูในรูปของน้าํตาลไอโซมอลโตส 
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จุลินทรียทีส่ามารถผลิตเดกซแทรนเนส  
 
 เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในแหลงตางๆ เชน เนื่อเยือ่ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด 
และจากจุลินทรียตางๆ ทัง้รา ยีสต แอคติโนมัยซิส และแบคทีเรีย ดังแสดงในตารางที ่ 2.3 
แบคทีเรียในชองปากจํานวนมากสามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (Johnson, 1990) โดยใชในการ
สลายพนัธะของเดกซแทรนในคราบฟนเพือ่นําน้ําตาลเขาสูเซลลสําหรบัเมแทบอลิซมึ (Russell และ
คณะ, 1992 และ Tao และคณะ, 1993)   
 
 ราเปนจุลนิทรยีสําคัญที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่สูงมากกวาแบคทีเรีย 
(Sun และคณะ, 1988) และพบวาราเปนแหลงสําคญัที่สุดของการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสใน
เชิงพาณิชย (Sidebotham, 1974)  แตไมสามารถนาํมาใชในการปองกันฟนผุกับคนได เนื่องจาก
เดกซแทรนที่ราผลิตไดนั้นมกัปนเปอนดวยสารแอฟลาทอกซนิ และมีสวนประกอบของผนงัเซลล 
เชน  กลูแคน ซึ่งอาจกอใหเกิดการแพได (Leach, 1969) จึงมกีารใชเฉพาะในการแกปญหา 
เดกซแทรนในโรงงานน้ําตาลเทานั้น 
 

จากปญหาที่เกิดขึ้นภายในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลอนัเนื่องมาจากเดกซแทรน 
จึงไดมีการคนควาหาวธิีกําจดัเดกซแทรนออกไปจากระบบการผลิตน้าํตาลทรายโดยใช           
เดกซแทรนเนส เนื่องจากมีความจาํเพาะสูงและไมกอใหเกิดปญหาอื่นๆตามมาในขั้นตอนของการ
ผลิตน้ําตาล ทําใหมีการผลิตเดกซแทรนเนสออกมาในรปูเชิงการคา แตทั้งนีก้็ยงัมขีอจํากัดของการ
นําเดกซแทรนเนสไปใช นั่นคือ ราคาที่คอนขางสงูและสามารถนําไปใชประโยชนไดเพียงครั้งเดียว 
ดังนัน้จึงมีผูทีพ่ยายามคิดคนหาวิธกีารนําเอนไซมไปใชอยางคุมคา และวิธทีี่นาสนใจและเปนที่นยิม
กันในปจจุบัน ไดแก การตรึงรูปเอนไซม 
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ตารางที ่2.3  จุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนส 
 จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

แบคทีเรีย  
Acromobacter sp. Sawei และคณะ, 1974 
Arthrobacter globiformis Iwai และคณะ, 1996 
Bacillus circulan Okami และคณะ, 1980 
Bacillus megaterium Zevenhuizen, 1968 
Bacillus subtilis Zevenhuizen, 1968 
Bacteroides sp. Staat และคณะ, 1973 
Capnocytophaga ochracea Igarashi และคณะ, 1998 
Capnocytophaga sputigena Igarashi และคณะ, 1998 
แอคติโนมัยซสี  
Bacteroides ochraceus Schachtele และคณะ, 1975 
Bacteroides oralis Takahashi, 1982 
ยีสต  
Bacteroides thetaiotaomicron Holbrook และ Mcmillan, 1977 
รา  
Penicillium aculeatum Madhu และ Prabhu, 1985  
Penicillium funiculosum Chaiet และ คณะ, 1970 
Penicillium lilacinum Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 

1991 
Penicillium luteum Fukumoto, 1971 
Penicillium minioluteum Mizuno และ คณะ, 1999 
Penicillium purpurogenum Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 

1991 
Penicillium roguefortii Hattori และ Ishibashi, 1981 
Penicillium verruculosum Whetley และ Moo-Yong, 1977 
Spicaria sp. Yamaguchi และ Gocho, 1973 
Spirotichum asteroides Hattori และ Ishibashi, 1981 
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การตรึงรูปเอนไซม ( Enzyme Immobilization ) 
การตรึงรูปเอนไซม คือ การจํากัดเอนไซมใหอยูในขอบเขตที่จํากัด แตยังคงมีสมบัติในการ

เปนตัวเรงปฏิกิริยาได อีกทั้งยงัพบวาการตรึงรูปเอนไซมทําใหเอนไซมมีสมบัติที่ดีขึน้หลายประการ 
เชน สามารถนํากลับมาใชใหมไดอีก,นาํไปใชในกระบวนการผลิตสามารถทําในระบบตอเนื่องได, 
สามารถแยกเอนไซมออกจากผลิตภัณฑทีต่องการไดงาย และเอนไซมบางชนิดหลงัจากตรงึรูปแลว
อาจมสีมบัติบางประการเปลี่ยนไปในทางที่เปนประโยชนตอการนํามาใชในโรงงานอุตสาหกรรม 
เชน มีความทนทานตออุณหภูมิสูงขึน้ เก็บรักษาไดงายและมีอายกุารใชงานไดนานขึ้น                  
มีความจาํเพาะตอสารตั้งตนมากขึ้น เปนตน องคประกอบที่สําคัญสําหรับการตรึงรูปเอนไซม ไดแก 
เอนไซม ตวัพยุง และวิธีการที่ทําใหเอนไซมดูดยึดกับตัวพยงุ ซึ่งไดมงีานวิจยัที่มกีารนําการตรึงมา
ใชมากมายดงัแสดงในตารางที ่2.4 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางรายงานการวิจยัที่มกีารนาํการตรงึมาใชในการตรึงเซลล, เอนไซม และสาร
ผลิตภัณฑตางๆ  

จุลินทรีย เอนไซม /สารผลิตภัณฑ ตัวพยงุที่เลือกใช สารเคมีชวยตรึง เอกสารอางอิง 

Saccharomyces 
cerevisiae 

 
ethanol polyamide - Oliveira และ 

คณะ, 1997 

- urease chitosan beads glutaraldehyde Chen และ Chiu, 
1999 

Aspergillus awamori and 
Saccharomyces 

pastorianus 
ethanol cellulose - Fujii และ คณะ, 

2001 

anaerobic sludge - chitosan lignosulfonate 
 

Tartakovskyและ 
คณะ, 1998 

yeast cells urease vermiculite glutaraldehyde Anita และ Zue, 
1997 

Candida rugosa - wool glutaraldehyde Krastanov และ 
Cabral, 1997 

Pseudomonas isoamylase lipase polymer - Mojovic และ 
คณะ, 1998 

Penicillium funiculosum ตรึงเซลล 
polysaccharide 

matrices - 
Jinn-Tsyy และ  
คณะ, 1998 

Penicillium funiculosum dextranase chitosan glutaraldehyde 
Abdel-Nabyและ
คณะ, 1999 

Penicillium aculeatum dextranase bentonite - 
Madhu และ

Prabhu, 1985 

Penicillium sp.SMCU 3-14 dextranase calsium alginate - นุสรา เจริญกจิทว ี
, 2539 

หมายเหต ุ: ( - ) หมายถึง ไมมีการรายงานไว  
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 ขอจํากัดของเอนไซมอิสระทีท่ําใหมีแนวคิดหันมาใชเอนไซมตรึงรูปตาม  
ปราณี อานเปรื่อง (2535) ไดแก 

1. เอนไซมอิสระไมเสถียร 
2. เอนไซมอิสระนํามาใชงานไดเพียงครั้งเดียว 
3. เมื่อนําเอนไซมอิสระผสมลงในสารละลายซับสเตรตและผลผลิต ทาํใหแยกเอนไซมออกมา

ไมได  
4. เอนไซมอิสระสวนใหญละลายน้าํ และในสารละลายได จึงนาํมาใชในลักษณะ solid 

catalyst ไมได ทาํใหไมสามารถนาํมาใชกบัเครื่องปฏิกรณประเภทตางๆได 
5. เอนไซมอิสระมีตนทนุสูง 
6. เอนไซมอิสระอาจกอพษิตอผูใช หากสัมผัสในปริมาณมาก 
7. เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรยีตองผานกระบวนการสกัดและทําใหบริสุทธิ ์

กอนนาํมาใชงาน 
8. เอนไซมอิสระที่เติมลงไปในอุตสาหกรรมที่ตองระเหยน้าํออกในขัน้สดุทาย จะไปเพิ่ม

ปริมาณน้าํ ทาํใหส้ินเปลืองพลังงานในการระเหยเอนไซมอิสระที่เติมลงไปดวย 
9. เอนไซมอิสระมีขอจํากัดทางภาวะในการใชงานสูง (reaction condition) 

 
ขอดีของการตรึงรูปเอนไซม ไดแก 

1. สามารถแยกเอนไซมตรึงรูปออกจากระบบที่เกิดปฏิกริยาไดงาย 
2. สามารถนํากลบัมาใชไดอีก 
3. สามารถนําไปใชในระบบตอเนื่องได 
4. ทําใหสมบัติบางประการดีขึ้น เชน ความเสถียรตอความรอน, การเกบ็รักษา ,ชวงความเปน
กรดดาง, ความจําเพาะกับซบัสเตรต เปนตน 
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วิธีการตรึงรูปเอนไซมสามารถแบงได 4 ประเภทหลกัตาม Goel,1994 ดังนี้  
การตรึงรูปเอนไซมกับตัวพยุง (Carrier Binding) แบงเปน 4 แบบ ไดแก      
 
1. การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยหลกัการดูดซับทางกายภาพ (Physical Adsorption) ดัง
แสดงในรูปที ่ 2.4 โดยระหวางเอนไซมกับตัวพยุงจะมีแรงกระทาํกนัอยางออนๆ เกิดแรงดึงดดูได
หลายแบบ เชน แรงวัลเดอรวาล  พันธะไฮโดรเจน โดยวิธีนี้เกิดไดงายไมซับซอน ภาวะการตรึงไม
รุนแรง ทําใหเกิดความเสยีหายกับเอนไซมนอย จากการที่แรงดึงดูดที่เกิดขึ้นไมคอยแข็งแรงดังนัน้
เอนไซมจึงถูกชะออกจากตัวพยุงไดงายเมือ่ความเปนกรดดางหรืออุณหภูมิเปลี่ยนแปลงเพยีง
เล็กนอย       

 
 
 
 

รูปที่ 2.4 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยหลักการดูดซับทางกายภาพ 
ที่มา : http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/immethod.html 

 
การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพนัธะไอออนิค   (Ionic Bonding) เกิดจากอะตอม 2 อะตอม
มารวมกันโดยการถายเทอเิลคตรอนจากอะตอมหนึ่งไปยังอีกอะตอมหนึง่ โดยเปนพนัธะที่เกดิได
งายดงันัน้จงึทาํใหเอนไซมคงแอคติวิตีไวไดสูง แตแรงเกาะกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน 
เอนไซมจึงสามารถหลุดออกจากตวัพยงุไดงาย เมื่อเปนการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดาง  
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การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท (Covalent Bonding) ดังแสดงในรูปที ่ 2.5 
วิธีนี้เปนการเชื่อมระหวางกลุมฟงกชันนัลบนตัวพยุงกับเอนไซม ซึ่งเปนการเชื่อมแบบสุม ทาํให
ควบคุมไมได ดังนั้นอาจจะไปมีผลกระทบตอบริเวณที่ทาํปฏิกิริยาของเอนไซมทาํใหไมสามารถไป
จับกับซับสเตรตได จึงมีผลลดแอคติวิตีของเอนไซม แตวิธีนีก้ารจับกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยงุ
คอนขางแข็งแรง จึงมักมีอายุการใชงานยาวนานกวาวธิกีารตรึงแบบอื่น 

 
 
 
 

รูปที่ 2.5 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยอาศัยการเชื่อม 
ระหวางกลุมฟงกชนันัลบนตัวพยงุกับเอนไซม 

ที่มา : http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/immethod.html 
 
2. การตรึงรปูเอนไซมดวยวิธเีชื่อมโยงโดยใชสารไบฟงกชันนลั  (Cross Linking) 
 
เปนวธิีทีท่ําโดยใชสารไบฟงกชันนัลทาํหนาที่ตรึงรูประหวางโมเลกุลของโปรตีนเอนไซมทําใหมี
อนุภาคใหญข้ึน เกิดขึน้งายไมยุงยาก สามารถควบคุมขนาดของอนภุาคและสมบัติทางกายภาพได 
แตในระหวางกระบวนการตรึงเอนไซมอาจมีการเสียสภาพระหวางกระบวนการตรึงไดเนื่องจากเปน
การใชสารเคม ีโดยสารที่นยิมใชในการตรึงโดยวธิีนื ้คือ กลูตารัลดีไฮด  
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3. การตรึงรปูเอนไซมดวยวิธีดักจับเอนไซมไวภายใน ( Entrapping ) 
การจํากัดเอนไซมไวในตัวพยุง (Lattice type) เปนการกักขังเอนไซมไวในรูพรุนของเจล โดยเกดิ
จากปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน่ของเจลในสารละลายที่มีเอนไซมอยู ทาํใหไดเปนโครงสรางของเจลที่
มีรูพรุนสามารถขังเอนไซมใหอยูตามโพรงในโครงสรางเจล ดังแสดงในรูปที่ 2.7 

 
 

รูปที่ 2.7  การกักขังเอนไซมไวในรูพรุน 
ที่มา : http://prosys.korea.ac.kr/lab/bio/research/items/EnzymeImmo.html 

 
4. การจาํกัดเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็ก (Microcapsule type)เปนการตรึงรูปเอนไซมโดย
กักขังเอนไซมใหอยูในลกูทรงกลมผนังบางแบบกึ่งซึมผานได โดยสมบัติของผนงับางนี้จะยอมให
ซับสเตรตและผลิตภัณฑซึมผานเขาออกได แตจะไมยอมใหเอนไซมซึมผานออกมา ดังนัน้วธิีนี้
ขนาดโมเลกุลของเอนไซม ผลิตภัณฑ และซับสเตรตมีความสําคัญมาก เนือ่งจากถาเอนไซมมี
ขนาดเล็กชองตองมีขนาดเลก็จึงจะกันไมใหเอนไซมออกมาได ดังนัน้ถาซับสเตรตมีขนาดใหญจะไม
สามารถซมึผานเขาไปเจอเอนไซมได ดังแสดงในรูปที ่2.8 

 
  รูปที่ 2.8   การกักขังเอนไซมใหอยูในลูกกลมผนงับางกึ่งซึมผานได 

ที่มา : http://prosys.korea.ac.kr/lab/bio/research/items/EnzymeImmo.html 
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แมวาการตรึงรูปเอนไซมจะมีการเตรียมไดหลายวิธ ี แตไมมีวิธีการใดที่จะสามารถนํามาใช
ไดกับเอนไซมทุกชนิดและทกุกรณี เนื่องจากเอนไซมแตละชนิดมีความแตกตางกนัทั้งทางดาน
โครงสราง, องคประกอบทางเคมี รวมทัง้ความแตกตางของซับสเตรตและสารผลิตภัณฑ จึงตองมี
การพิจารณาเลือกวิธีการตรึงใหเหมาะสมกับชนิดของเอนไซม ซึง่อาจจะตองใชวิธกีารตรึงมากกวา
หนึง่วธิีมาใชรวมกนัเพื่อใหไดประสิทธิภาพในการตรึงทีด่ีสามารถรักษาสมบัติของเอนไซมไวไดมาก
ที่สุดและมีความคงตัวระหวางการใชงาน อีกทั้งตองเปนวิธีที่สะดวกและมีตนทุนที่ใชในการตรึงต่าํ 
 จากรายงานของ นุสรา เจริญกิจทว ี (2539) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อ 
Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU3-14  แบบลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต ซึ่งการใชวิธีนี้ไมเหมาะ
ตอการนํามาใชในโรงงานอตุสาหกรรมเนือ่งจากราคาในการตรึงคอนขางสูง เนือ่งจากอัลจิเนตมี
ราคาแพง นอกจากนี้ข้ันตอนในการตรึงมีความยุงยากและมีขอจํากัดมาก โดยวิธีตรึงแบบนีไ้ม
เหมาะในการใชกับซับสเตรตที่มีมวลโมเลกลุสูง ดังนั้นจึงไมเหมาะตอการนาํมาใชกับเดกซแทรน 
เนื่องจากมโีมเลกุลสูง 
 จากรายงานของ อนนัตพงษ สุขเกษ (2543) ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิต
จากเชื้อ     Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU3-14  บนผิวทราย ในขวดเขยา พบวาการตรึงรูปบน
เม็ดทรายขนาด 16 – 20 เมช โดยใชกลตูารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชนันัล ใหแอคติวิตีดีที่สุดเทากบั 
1.3 หนวยตอ 1 กรัมทราย จึงไดนําขอมูลเบื้องตนมาทาํการศึกษาเพื่อที่จะนํามาตรึงในระดับขยาย
สวนตอไป 
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ฟลูอิดไดเซชัน 
ในปจจุบันฟลูอิดไดเซชันเปนเทคนิคที่ไดรับความสนใจจากวงการอุตสาหกรรมเปนอยาง

มากเนื่องจากเปนกระบวนการที่สามารถตอบสนองความตองการทางอุตสาหกรรมในการลดตนทุน
การผลิตและทําใหกระบวนการผลิตมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น เครื่องมือฟลูอิดไดซเบดที่ใชใน
อุตสาหกรรมขนาดใหญจึงไดถูกสรางขึ้น และพัฒนาอยางรวดเร็วทั้งในยุโรปและอเมริกา เชน 
เครื่องทํานมผงใหโตขึ้น (Agglomeration), เครื่องอบแหงเมล็ดพืช เปนตน 

นิยาม 
คําวา ฟลูอิดไดเซชัน เปนนิยามที่ใชอธิบายกระบวนการหรือวิธีการที่ทําใหของแข็งซึ่งมี

รูปรางลักษณะเปนเม็ดหรือชิ้น สัมผัสกับของไหลแลวเม็ดของแข็งเหลานี้จะมีสมบัติคลายของไหล 
ดังนั้น เมื่อนําเม็ดของแข็งกลุมหนึ่งมาวางไวบนตะแกรงในหอทดลองแลวใหของไหล (แกส, 
ของเหลว) ไหลผานจากดานลางของตะแกรงที่รองรับเม็ดของแข็ง ของไหลก็จะผานชั้นของเม็ด
ของแข็ง และไหลออกทางสวนบนของหอทดลอง เมื่อเพิ่มความเร็วของไหลขึ้นเรื่อยๆ ในที่สุดจะเห็น
เม็ดของแข็งขยับตัวและลอยตัวขึ้นเปนอิสระไมเกาะติดกัน ของแข็งที่อยูในลักษณะนี้จะมีสมบัติ
คลายของไหล เรียกของแข็งที่ประพฤติตัวในลักษณะนี้วา ฟลูอิดไดซเบด และเรียกปรากฏการณ
ดังกลาววา ฟลูอิดไดเซชัน  

ประเภทของฟลูอิดไดเซชัน  
งานของฟลูอิดไดเซชัน ตั้งแตเร่ิมตนจนถึงปจจุบันพอที่จะสรุปประเภทของงานไดเปน 2 แบบ

ดวยกัน คือ ฟลูอิดไดเซชันสองสถานะและฟลูอิดไดเซชันสามสถานะ 
1. ฟลูอิดไดเซชันสองสถานะ (two-phase fluidization) หมายความวาในหอทดลอง

หรือในเบดที่ใชงานประกอบดวยสองสถานะ คือ ของแข็งกับของไหล โดยที่ของไหลจะเปนแกสหรือ
ของเหลวอยางใดอยางหนึ่ง ดังนั้นฟลูอิดไดซเบด 2 สถานะจึงแบงยอยไดเปน 

- แกสฟลูอิดไดเซชัน (gas fluidization) 
- ฟลูอิดไดเซชันของเหลว (liquid fluidization) 

2. ฟลูอิดไดเซชันสามสถานะ (three-phase fluidization) หมายความวาในหอ
ทดลองหรือในเบดจะประกอบดวยของสามสถานะอยูพรอม คือ ของแข็ง ของเหลว และแกส  

สําหรับฟลูอิดไดเซชันสามสถานะนั้นเปนกระบวนการที่พัฒนาไปจากฟลูอิดไดเซชันสอง
สถานะ หอทดลองที่เปนฟอง (bubble column) และหอทดลองที่บรรจุดวยของแข็ง (packed bed) 
ดังนั้นจึงมีกลไกที่ซับซอนมาก  
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ลักษณะของฟลูอิดไดซเบด 
คําวา เบด (bed) หมายถึง อาณาเขตในหอการทดลองทีม่ีปริมาณเม็ดของแข็งบรรจุอยูไมวา

ของแข็งนั้นจะอยูนิ่งหรือเคลือ่นไหวดวยของไหลในหอทดลอง จะมรีะดับต้ังแตแผนโลหะทาํเปน
ตะแกรงรองรับหรือเปนตัวกระจายแกส (distributor) จนถึงระดับสูงสุดหรือผิวหนาของเม็ดเบด 

ฟลูอิดไดซเบดที่มีการขยายตัวของเบดเปนไปอยางสม่ําเสมอ การลอยตัวและการหมุนรอบ
ตัวเปนไปอยางชาๆ เรียกเบดแบบนี้วา เบดสม่ําเสมอ หรือเบดที่เปนเนื้อเดียวกัน สาํหรับฟลูอิดไดซ
เบดที่ของไหลเปนแกส ลักษณะเบดที่เกิดขึน้จะแตกตางจากที่เปนของเหลวมากเพราะวาเมื่อ
ความเร็วของแกสสูงกวาความเร็วต่ําสุดทีท่ําใหเกิดฟลูอิดไดซเบดแลว แกสสวนหนึง่ยังทาํหนาที่ให
เกิดการลอยตวัของเม็ดของแข็งเหมือนเดมิ แตมีอีกสวนหนึง่รวมตวักันแลวกอตัวกันเปนฟองแกส
ขึ้น ฟองแกสก็จะแทรกตัวขึน้มายังบนผิวหนาของเบดและแตกตัวในที่สุด แตขณะที่ฟองแกสลอย
ขึ้นมานี้จะทําใหเม็ดของแข็งลอยติดตามฟองแกสข้ึนมาดวย เมด็ของแข็งภายในเบดจึงมกีาร
เคลื่อนที่เปนไปอยางชุลมุนวุนวาย ดังแสดงในรูปที ่2.9 

 
รูปที่ 2.9 ลักษณะของเบดที่มีของไหลตางชนิดกันไหลผานดวยความเร็วมากกวาความเร็วต่ําสุดใน
การเกิดฟลูอิดไดเซชัน (Kunii และ Levenspiel, 1991) 

  Gas   Gas   Gas 
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รูปที่ 2.10  รูปแบบการไหลสําหรับฟลูอิดไดซเบดแกส-ของแข็ง (Grace และคณะ, 1997) 
แกสฟลูอิดไดเซชัน 
แกสฟลูอิดไดเซชันเปนการเกิดฟลูอิดไดซเบดสองสถานะระหวางของไหลที่เปนแกสกับ

ของแข็งดังที่ไดกลาวไวแลวขางตน ขอบเขตของฟลูอิดไดซเบด (regime of fluidization) สามารถ
แบงไดดังรูปที ่2.10 

เมื่อเบดวางตวับนตะแกรงหรือตัวกระจายแกส (gas distributor) และมีแกสเคลื่อนที่ผาน
ขึ้นมา (upward flowing) ซึ่งความเร็วที่เพิม่ข้ึน ที่เกิดขึ้นอธิบายไดดังนี ้

- เบดนิ่ง (pack bed หรือ fixed bed) 
เมื่อแกสไหลผานเบดขึ้นมาดวยความเร็วต่ํา ของแข็งทีว่างตวัอยูบนตัวกระจายแกสจะวางตัว

นิ่งไมเคลื่อนไหว แกสจะไหลคดเคี้ยวไปตามชองวางที่มีอยูในเบด หรือเบดอาจมีการเคลื่อนที่
สัมพัทธกับผนงัแตอนุภาคของแข็งในเบดไมมีการเคลื่อนที่สัมพทัธตอกนั กรณีนี้เรียกวา moving 
bed ดังแสดงในรูปที่ 2.11 

Increase Velocity 
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รูปที่ 2.11 ลักษณะของเบดนิ่งที่ไมมีและมีการเคลื่อนที่สัมพทัธกับผนัง(Kunii และ Levenspiel, 
1991)  

เมื่อแกสเคลื่อนที่ผานเบดทีว่างนิง่จะมีแรงเนื่องจากการไหลของของไหล กระทําตออนุภาค
ของแข็งในทิศทางการไหล เรียกแรงนีว้าแรงเสียดทานเนื่องจากการไหล (drag force) ซึ่งจะ
กอใหเกิดความดันลด (pressure drop) ตกครอมเบดไว 

- เบดแบบฟองแกส (bubbling fluidized bed) 
เมื่อความเร็วแกสที่เคลื่อนทีผ่านเบดนิ่งเพิม่ข้ึนจนถึงความเร็วคาหนึ่งอนุภาคของแข็งจะเริ่ม

เกิดการเคลื่อนที่ขึน้ เรียกวา การเกิดฟลอิูดไดเซชัน และเรียกเบด ณ จุดนี้วา  fluidized bed ซึ่งเปน
จุดที่อนุภาคของแข็งประพฤติตัวคลายของไหล  

 
สําหรับอนุภาคของแข็ง ถาเพิ่มความเร็วของแกสจนพบวาจะเริ่มเกิดฟองแกสข้ึน เบดจะเริ่ม

แบงออกเปน 2 สวน คือ 
1. สวนที่เปนฟองแกสเรียกวา bubble phase อาจมีอนุภาคของแข็งอยูบางแตนอย

มาก 
2. สวนที่ไมใชฟองแกสหรือสวนที่มีอนุภาคของแข็งอยูหนาแนน เรียกวา emulsion 

phase ขนาดของฟองแกสที่เกิดขึ้นนี้จะมีคาเพิ่มข้ึนตาม 
- ขนาดของอนภุาคของแข็งทีเ่พิ่มข้ึน 

- ความเร็วแกสที่เพิม่ข้ึน 

 

Fixed bed Moving bed 

Gas Gas 
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ฟองแกสที่เกิดขึ้นจะเคลื่อนทีแ่ทรกขึ้นไป และอาจมีการรวมตัวกนัผาน emulsion phase 
โดยที่อาจจะมขีองแข็งบางสวนติดไปดานบนของฟองแกส และบางสวนวิ่งตามฟองแกสข้ึนมาดวย 
จนกระทั่งถึงผวิบนกจ็ะเคลื่อนทีห่ลุดออกไปแลวแตกกระจายอยูเหนือผิว อนุภาคของแข็งที่ติดอยู
เกือบทัง้หมดจะตกกลับลงมายงัเบดใหม โดยเรียกปรากฏการณที่ของแข็งเคลื่อนที่ตามฟองแกสนี้
วาการเกิด wake ดังแสดงในรูปที่ 2.12  

 
รูปที่ 2.12 ลักษณะการเกดิ wake (Kunii และ Levenspiel, 1991) 

 
สวนบริเวณที่อยูเหนือเบดขึ้นไป ซึ่งฟองแกสจะเกิดการแตกตัวและของแข็งที่ติดไปกับฟอง

แกสจะตกลงมายังเบดอีกครั้งดวยผลของแรงโนมถวง  อยางไรก็ตามอาจจะมีอนุภาคของแข็ง
บางสวน (นอยมาก) ซึ่งมีขนาดเล็กถูกพัดพาเคลื่อนที่ไปกับแกสดวย (ไมตกกลับลงมา) ณ ความสูง
คาหนึ่ง แตสวนใหญอนุภาคของแข็งเกือบทั้งหมดตกกลับลงมายังเบด  
 
 
 
 
 

ของแข็ง
หนาแนน 

ของแข็ง
เจือจาง 

a b 

d 

c 

e f 
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- เบดแบบสลัก (slugging bed) 
ดังกลาวมาแลววาขนาดของฟองแกสจะมขีนาดเพิม่ตามความเรว็ของแกส และความสูงของ

เบด ถาเบดบรรจุอยูในหอทดลองซึ่งมีขนาดเล็กหรือแคบและยาว ฟองแกสที่เกิดขึ้นอาจจะมีขนาด
ใหญเกือบเทากับเสนผานศนูยกลางหรือความกวางของเบด (หอทดลอง) ในกรณนีี้จะสงัเกตเหน็
ฟองแกสเคลื่อนที่ผานเบดและแยกอนุภาคของแข็งออกเปนชัน้ๆ เรียกวาเกิดสลกั  

- เบดแบบปนปวน (turbulent bed) 
เมื่อความเร็วของแกสที่เคลื่อนที่ผานเบดแบบฟองแกสเพิ่มข้ึนมากเบดจะเกิดการขยายตัว 

และเมื่อเพิ่มความเรว็ขึ้นเรื่อยๆ จะเริ่มสังเกตเห็นรูปแบบการสัมผัสของอนุภาคของแข็งกับแกส ซึง่มี
การขยายตวัเปลี่ยนแปลงไป ฟองแกสที่เกิดขึน้มกีารรวมตัวและแตกกระจายออกจากกันอยาง
รวดเร็ว การเคลื่อนไหวภายในเบดเปนแบบปนปวน ลกัษณะภายในเบดจะแบงไดเปน 2 สวน คือ 

1. dense phase ซึ่งเปนสวนทีม่ีอนุภาคของแข็งอยูหนาแนน 
2. dilute phase ซึ่งเปนสวนที่มอีนุภาคของแข็งอยูเบาบาง 

ฟลูอิดไดเซชันที่กลาวมา อนภุาคของแข็งทัง้หมดที่สัมผัสกับแกสจะถกูจํากัดบริเวณอยูภายในระยะ
ความสงูหนึ่งจากตัวกระจายแกสเทานัน้  
 
 ขอดีและขอเสียของการใชเทคนิคฟลอิูดไดเซชัน 
      ขอเปรียบเทียบระหวางขอดีและขอเสียของการใชเทคนิคทางฟลูอิดไดเซชันกับเทคนิคอื่นๆ พอ
สรุปไดดังนี้ 

  ขอดี 
- เนื่องจากเม็ดของแข็งเคล่ือนที่อยูตลอดเวลาทําใหเกิดการผสมกันไดอยางรวดเร็วและ

สม่ําเสมอ  
- มีการจัดเรียงตัวของเม็ดของแข็ง เม็ดที่มีน้ําหนักนอยจะอยูสวนบน เม็ดที่มีน้ําหนัก

มากจะอยูสวนลาง ซึ่งสามารถนําไปใชในการแยกขนาดของเม็ดของแข็งได  
- การที่เม็ดของแข็งไหลหมนุเวียนอยูภายในเบด ทาํใหอัตราการสัมผัสของสารละลาย

กับตัวกลางสงู เนื่องจากพื้นที่สัมผัสระหวางเม็ดของแข็งกับของไหลมีมากเมื่อเทยีบ
กับเบดนิง่ 

- สามารถทําการตรึงไดในปริมาณทีม่ากกวา 
- เนื่องจากมกีารผสมกันของเม็ดของแข็งอยางรวดเร็วอาจทําใหระยะเวลาที่เม็ดของแข็ง

สัมผัสและผสมกับของไหลสั้นลง 
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ขอเสีย 
- เกิดการขัดสีระหวางเม็ดของแข็งและภาชนะทําใหเกิดการหลุดของโปรตีนไดหากใช

ระยะเวลานานเกิน 
 

งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 Martin และคณะ, 1997 ไดทําการศึกษาการเคลื่อนที่ของอนุภาคในเครื่องฟลูอิดไดซเบด
โดยอนุภาคที่ใชคืออลูมินาที่มีขนาดอนุภาคเฉลี่ย 74.9 µm พบวาอนุภาคในชวงนี้เคลื่อนที่ลงไป
ขางลางมากกวาซึ่งสวนทางกันการไหลของแกส  กลุมอนุภาคที่มีความหนาแนนสูงจะมี อัตราการ
ไหลลงของอนุภาคมาก 
 Horio และคณะ, 1992 ไดทําการศึกษาลักษณะของการเกิดฟลูอิดไดเซชันอนุภาคทราย 
ซิลิกา ผลการทดลองพบวากลุมอนุภาคในชวงฟลูอิดไดเซชันมีแรง gas drag force สัมพันธกับ
น้ําหนัก 

Luong และ Bhattacharya, 1993 การทดลองนี้เปนการทดลองภายใตภาวะปกติที่
อุณหภูมิหอง  เพื่อศึกษาผลของตัวแปรตางๆ ที่มีตออัตราการไหลยอนกลับของของแข็งในเครื่องฟลู
อิดไดซเบดแบบหมนุเวยีน มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.15 m. และมีความสงู 4.5 m. ของแข็งที่ใช
คือ ทราย ซึง่มีขนาด  200 µm., 400 µm.  และ 500 µm. อัตราการไหลของอากาศในทอไรเซอร 
มีคาระหวาง 1400-2000 liters/min และ น้ําหนกัของทรายทัง้หมดในระบบมีคาระหวาง 15-25 kg.  
พบวาอัตราการไหลยอนกลบัของของแข็งใน ฟลูอิดไดซเบดมีคาเพิม่ข้ึน  เมื่ออัตราการไหลของ
อากาศเพิ่ม และ น้าํหนักของของแข็งทัง้หมดเพิ่มข้ึน   

Heping และ Mridul, 1994 ไดทําการศึกษาการกระจายตวัของแกสในเครื่องฟลูอิดไดซ
เบดแบบหมุนเวียนอนุภาคที่ใชคือ glass beads ขนาด 116และ247 µm และความหนาแนน 
2305 และ2245 kg/m3ตัวแปรที่ใชในการศึกษาคือความเร็วของอากาศ อัตราการไหลเวียนของ
ของแข็ง ความเร็วของอนุภาคและขนาดของอนุภาคโดยพบวาอัตราการไหลเวียนของอนุภาคมี
อิทธิพลตอโพรไฟลความเร็วของอากาศ  
 Weinell และคณะ, 1997 ศึกษาการประพฤติตัวของอนุภาคชนิดหนึง่ในเครื่องฟลอิูดไดซ
เบดแบบหมุนเวียน อนุภาคที่ใชในการทดลองคือ ทราย ขนาด 0.15 mm. มีความหนาแนน 2.6 
g/cm3  ในการหาความเร็วอนุภาค พบวาเมื่ออนุภาคมีขนาดใหญข้ึน ความเร็วของอนุภาคจะลดลง  
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Rhodes และคณะ, 1998 ศึกษา flow  structure  ของฟลูอิดไดซเบดแบบหมุนเวียน ที่มี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.09 m. สงู 7.2 m. อนุภาคที่ใชคือ ทราย ขนาด 100 µm. มีความ
หนาแนน 2650 kg/m3  จากการศึกษาพบวาความสัมพันธระหวางความสงูกับปริมาณของของแขง็ 
จะแบงเปน dense phase , interface  และ dilute phase    
 Zevenhoven และคณะ, 1999 ศึกษาเกี่ยวกับความเร็วและความหนาแนนของอนุภาค
บริเวณผนังในเรื่องฟลูอิดไดซเบดแบบหมนุเวยีน โดยเทคนิคการบันทึกภาพวีดีโอ อนุภาคที่ใช คือ 
ควอรทซ ขนาด 310 mm. มีความหนาแนน 1700 kg/m3 พบวาที่ตําแหนงความสูง 2.25 m. 
อนุภาคมีความเร็วเฉลี่ยมากกวาที่ตาํแหนงความสงู 2.75 m. 
 Smolders และ Baeyens, 2000 ทําการวิจัยในเรื่องการเคลื่อนตัวของอนุภาคและเวลาที่
อนุภาคอยูในเครื่องฟลูอิดไดซแบบหมุนเวียนโดยใชทรายขนาด 90 µm.  มีความหนาแนน 2200 
kg/m3  พบวาเวลาที่อนุภาคอยูในคอลัมนมีความสัมพันธกับความเร็วของแกสและอัตราการไหล
ยอนกลับ คือ  เมื่อเพิ่มความเร็วของแกส  จะทําใหอนุภาคมีความเร็วเพิ่มข้ึน  ดังนั้นเวลาที่อนุภาค
อยูในคอลัมนก็จะนอยลง   
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บทที่ 3  
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
 

อุปกรณทีใ่ชในงานวิจัย 
1. เครื่องเขยา (shaker) รุน G-10 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. และรุน 

innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. 
2. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 401 บริษัท Milton Roy, 

U.S.A. และ รุน  Spectronic 21 บริษัท Bausch & Lomb, U.S.A. 
3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech Cybernetics, 

Singapore. 
4. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co, Ltd., Japan และรุน 

HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corperation, Japan 
5. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Larminar flow รุน BV-124 บริษัท ISSCO, U.S.A. 
6. เครื่องผสมสาร (mixer) รุน vortex-genies 2 G560E บริษัท Scientific Industries Inc., 

U.S.A. 
7. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai Co., Ltd., 

Japan และ รุน W 760 Memmert, Germany 
8. เครื่องชั่ง รุน PB3002 และ รุน  L200P บริษัท Sartorius, U.S.A 
9. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P บริษัท Kubota, Japan 
10. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota, Japan 
11. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน J-30I บริษัท Beckman, 

Germany 
12. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 บริษทั 

New Brunswick Scientific Co., Inc, U.S.A 
13. เครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน  502P-2 บริษัท PMC, U.S.A 
14. หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet lamp) ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร G30T8 30w 

บริษัท Sankyo Denki, Japan 
15. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง  (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS 4000 บริษัท Decan 

Ultrasonic, England. 

 



 

 

37

16. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท Gilson, 
France 

เคมีภัณฑ 
1. เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (industrial grade dextran)  บริษัท, Sigma, U.S.A. 
2. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  บริษัท Merck, Germany 
3. โซเดียมคลอไรด (NaCl)  บริษัท Merck, Germany 
4. แมกเนเซยีมซลัเฟต (MgSO4 7H2O)  บริษทั Carlo Erba Regenti, Italy 
5. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4)  บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy 
6. เบรนฮารทอินฟวชัน่ (Brain heart infusion)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
7. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  บริษัท Merck, Germany 
8. ทริปโตน (Tryptone)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
9. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  บริษัท AJEX Chemicals, Australia 
10. โพแทสเซยีมคารบอเนต (K2CO3)  บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy 
11. โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)  บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy 
12. ซูโครส (sucrose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
13. กลูโคส (glucose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
14. ไอโซมอลโทส (isomaltose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
15. ไอโซมอลโทไทรโอส  (isomaltotriose)  บริษัท Fluka, Germany 
16. ไอโซมอลโทเททราโอส (isomaltotetraose)  บริษัท Fluka, Germany  
17. เซลลูโลส (cellulose)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
18. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  บริษัท Merck, Germany 
19. โซเดียมไนเตรต (NaNO3)  บริษัท Fluka, Germany 
20. เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)  บริษัท Unilab, U.S.A. 
21. เอทานอล (C2H5OH)  บริษทั Labscan, Ireland 
22. สารสกัดจากยสีต (yeast extract)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
23. น้ําปลอดประจุ (deionized distilled water) 
24. กรดซัลฟูริก (H2SO4)  บริษัท Merck, Germany 
25. เดกซแทรน T-2000 (Dextrans T-2000)  บริษัท, Phamacia, Sweden 
26. อัลบูมินจากซร่ัีมวัว (bovine serum albumin)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
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3.1 การเลีย้งและการเก็บจุลินทรียที่ใชในการวิจัย   
 
3.1.1 จุลินทรยีที่ใชในการวจิัย 

Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 เปนเชื้อที่ไดรับการกลายพนัธุ  เพื่อการผลิตเดกซ
แทรนเนส โดย สุวรรณา นพพรพันธ (2528) จากเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ 61  
ที่คัดแยกโดย เอก แสงวิเชียร (2531) 
 
3.1.2 อาหารสําหรับการเลีย้งเชื้อต้ังตน 

เลี้ยงเชื้อโดยใชอาหารสูตรปรับปรุงจาก Fukumoto และคณะ, 1971 (ภาคผนวก ก) 
 
3.1.3 การเก็บรักษาจุลินทรยี 
 

3.1.3.1 การเกบ็รักษาระยะสัน้ 
เขี่ยสปอรของเชื้อรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียงตามขอ 

3.1.2 บมที่อุณหภูมิหอง (28-32 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วนั จนสปอรเจริญเต็มที่แลว เททบั
อาหารแข็งเอียงดวยกลีเซอรอลความเขมขน 15% (โดยปริมาตร) เกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
จนกวาจะนาํมาใช นํามาเขีย่ลากเชื้อลงบนอาหารใหม (sub culture) ทุก 3 เดือน 
 

3.1.3.2 การเกบ็รักษาระยะยาว 
เขี่ยสปอรและเลี้ยงเชื้อราตามวิธีตามขอ 3.1.4 แลวจึงนํามาขูดสปอรออกดวยเทคนิค

ปลอดเชื้อโดยใชโดยใชทวนี 80 0.05% (โดยปริมาตร) ที่ฆาเชื้อแลวเปนตวัทาํละลาย ดูดสปอร
แขวนลอยออกมากรองผานชุดกรองสปอร (ภาคผนวก ง) เพื่อกําจัดสายใย และนาํสปอรที่กรองได
ไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาท ี เทสวนน้าํใสทิ้งไป จากนั้น
แขวนลอยสปอรในกลีเซอรอลความเขมขน 30% (โดยปริมาตร) ซึ่งผานการนึง่ฆาเชื้อแลว 2 ครั้ง 
นําไปเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

นําสปอรจากการเลี้ยงเชื้อตามวธิีในขอ 3.1.4 มาทาํการระเหิดแหง (lyophilization) และ
เก็บเชื้อในรูปสปอรแหง  
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3.1.4 การเลี้ยงเชื้อต้ังตนเพือ่ผลิตสปอร 
 

เขี่ยสปอรของเชื้อรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียงตามขอ 
3.1.2 บมที่อุณหภูมิหอง (28-32 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญเต็มที่แลว นาํไปใช
เปนสปอรตั้งตนในการผลิตเดกซแทรนเนส ควรใชสปอรที่ไดในทนัท ี โดยไมเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส กอนนํามาใช เพื่อคงความสามารถสูงสดุของเชื้อราในการผลิตเดกซแทรนเนส 
 
3.1.5 การเลี้ยงเชื้อ Pennicillium sp. SMCU 3-14 ในขวดแกวทรงกรวยเพื่อการผลติ 
เดกซแทรนเนส 
 

เติมทวนี-80  ความเขมขน  0.1 %  ทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อแลวลงในหลอดเก็บเชื้อจากขอ 
3.1.4 ใชลูปเขีย่สปอรใหหลดุออกมาแขวนลอยในทวนี-80  นับสปอรใหอยูในชวง  2 x 107   สปอร
ตอมล. โดยใชฮีมาไซโตมิเตอร ถายสปอรแขวนลอย1 มล. ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ปรับปรุงจาก  
Fukumoto  และคณะ  ปริมาตร  50  มล.  ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูปกรวยขนาด  250  มล.  บมบน
เครื่องเขยาแบบ  rotary  shaker  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา  10  วัน  แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยกรองผานกระดาษกรอง  Whatman  เบอร  1  
สวนน้ําใสนํามาวิเคราะหหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสและปริมาณโปรตีน  คํานวณหาแอคติวติี
จําเพาะของเดกซแทรนเนสจากเชื้อรา 
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3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในขวดแกวทรงกรวย 
 
3.2.1 การเตรียมตัวพยุง 

ขั้นตอนในการเตรียมตัวพยุงแสดงดังรูปที่ 3.1 โดยนาํทรายที่จะใชในการตรึงรูป กอนการ
นําไปใช ตองนํามาลางน้าํสะอาด 3 – 4 คร้ัง จากนัน้นาํไปแชกรดไนตริกเขมขน เขยาเปนเวลา 24 
ชั่วโมง เพื่อกาํจัดสารอินทรยีตางๆที่ติดมาและเตรียมผวิทรายใหเหมาะสมตอการเกาะของเอนไซม 
แลวลางกรดดวยน้าํปลอดประจุจนความเปนกรดลดลงปกติ นําไปอบแหงที่อุณหภมูิ 70 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 วนั เกบ็ไวในภาชนะสะอาดปดฝาสนิท  
 
3.2.2  ศึกษาผลของการเตมิกลูตารัลดีไฮดในระบบตอการตรึงรูปในระดับขวดเขยา 
 

3.2.2.1 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยในกระบวนการตรึงรูปเอนไซมบนผวิทรายให
ทําการเติมกลตูารัลดีไฮดลงไปพรอมกับเดกซแทรนเนส 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติมเดกซ
แทรนเนสที่ยงัไมผานการทาํบริสุทธิ์ (crude dextranase) ปริมาตร 1 มล. ลงไปพรอมกับ
สารละลายกลตูารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 2.5 % (โดยปริมาตร) ในอะซิ
เตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นาํไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ 
rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที ลางทรายดวย
สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ังขัน้ตอนตางๆ แสดง
ดวยภาพดงัรูปที่ 3.2 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
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3.2.2.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยเติมกลูตารัลดีโฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใช
ตรึงกอนจากนัน้จึงคอยลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติม
สารละลาย กลูตารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ใน
ฟอสเฟสบฟัเฟอร 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
แบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชัว่โมง เทสารละลายก
ลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้งจากนั้นลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปน
กรดดาง 4.5 จํานวน 4 คร้ัง จากนัน้เติมเดกซแทรนเนสปริมาตร 1 มล.ลงไปพรอมกบัสารละลาย 
อะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
แบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีลางทรายดวย
สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จาํนวน  4 คร้ัง ข้ันตอนตางๆ 
แสดงดวยภาพดังรูปที ่3.3 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
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3.2.2.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยเติมกลูตารลัดีไฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใช
ตรึงกอนจากนัน้ใหเททิง้โดยไมตองลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติม
สารละลายกลตูารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ใน
ฟอสเฟสบฟัเฟอร 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
แบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เทสารละลาย 
กลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้งจากนัน้เติมเดกซแทรนเนสลงไปพรอมกับสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 
0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นาํไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker 
ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ี ลางทรายดวยสารละลายอะซเิตท
บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 4 คร้ัง ขั้นตอนตางๆ แสดงดวยภาพดังรูป     
ที่ 3.4 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
 
 

3.2.2.4  การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยไมมีการเตมิกลูตารัลดีไฮดลงไปใน
กระบวนการตรึง 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนกัแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย             
เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 1 มล.ลงไปพรอมกับสารละลายอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความ
เปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบ
ตอนาท ีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร 
ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง ข้ันตอนตางๆ แสดงดวยภาพดงัรูปที่ 3.5 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
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3.2.3  การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยในกระบวนการตรึงรูปเอนไซมบนผวิทรายในเครื่อง
ปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบด 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 50 กรัม (โดยน้าํหนักแหง) ลงในเครื่องปฏิกรณแบบ          
ฟลูอิดไดซเบด จากนัน้เตมิสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 
2.5 % (โดยปริมาตร) ในฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 400 มล. ให
ปริมาณอากาศที่ 2.0 vvm ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 60 นาที เทสารละลายกลูตารลัดีไฮดสวนเกิน
ทิ้งจากนั้นลางทรายดวยสารละลายอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 คร้ังละ 
400 มล. จาํนวน  4 คร้ัง จากนัน้เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 40 มล.ลงไปพรอมกับสารละลาย   
อะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 360 มล. ใหปริมาณอากาศที่ 2.0 
vvm ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ี ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร 
ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
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ทรายที่จะใชในการตรึงรูป 
 
 

ลางน้ําสะอาด 3 – 4 คร้ัง 
 
 

แชกรดไนตริกเขมขน เปนเวลา 1 วัน 
 
 

ลางกรดดวยน้าํปลอดประจุจนความเปนกรดลดลงปกติ 
 
 

นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 วัน 
 
 

เก็บไวในภาชนะสะอาดปดฝาสนทิ 
 
 

รูปที่ 3.1  การเตรียมตัวพยุง 
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บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม ลงในขวดแกวทรงกรวย 

 
 

เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 1 มล.  
ลงไปพรอมกบัสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5 %  ในอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  

ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. 
 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ี อุณหภูมิหอง, 30 นาท ี 
 
 

ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 

รูปที่ 3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยการเติมกลตูารัลดีไฮดลงไปพรอมกับเดกซแทรนเนส
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บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม  ลงในขวดแกวทรงกรวย 
 

เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.5 %  ในฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.5 โมลาร  
ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. 

 
นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ีอุณหภูมิหอง, 2 ชั่วโมง  

 
เทสารละลายกลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้ง 

 
ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 

 
เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 1 มล. 

ลงไปพรอมกบัสารละลายในอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ,อุณหภูมิหอง, 30 นาท ี
 

 ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 

รูปที่ 3.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยการเติมกลตูารัลดีโฮดลงไป 
จากนั้นจงึคอยลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
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บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม ลงในขวดแกวทรงกรวย 
 

เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.5 % ในฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.5 โมลาร 
 ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. 

 
นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ีอุณหภูมิหอง, 2 ชั่วโมง 

 
เทสารละลายกลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้ง 

 
เติม 1 มล.เดกซแทรนเนส ลงไปพรอมกับสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรด

ดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ีอุณหภูมิหอง, 30 นาท ี
 

ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.4 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยการเติมกลตูารัลดีไฮดลงไป 
จากนั้นเททิ้งโดยไมตองลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 

 
 



48 

 
บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม ลงในขวดแกวทรงกรวย 

 
 

เติม1 มล. เดกซแทรนเนส ลงไปพรอมกับ 9 มล.สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร  
ความเปนกรดดาง 4.0   

 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ี อุณหภูมิหอง , 30 นาท ี
 
 

ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.5 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยไมมีการเตมิกลูตารัลดีไฮดลงไป 
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3.3  วธิีการวิเคราะห 
 
3.3.1  การตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ 
  

การตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส ทาํตามวิธีของ Fukumoto และคณะ (1971) 
ทําโดย นําสวนผสมของปฏกิิริยา (reaction mixture) 0.9  มล.(ประกอบดวย โซเดียมอะซิเตท  
บัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร  ที่มีความเปนกรด-ดางเทากบั 4.5 จํานวน 0.5 มล. ผสมกับเดกซแทรน 
ท-ี2000 0.625% (โดยน้าํหนัก) ละลายในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร ความเปน
กรด-ดาง 4.5 ซึ่งเปนซับสเตรต 0.4 มล. โดยเติมสวนน้ําเลีย้งเชื้อ 0.1 มล. (ที่เจอืจางดวยความ
เขมขนที่เหมาะสมแลว) ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส  เก็บตัวอยางที่เวลา 0 และ 
15 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที แลวจงึเติมสารละลายอัลคาไลนคอป
เปอร (alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข) 1 มล. ผสมใหเขากนั จากนัน้นําตวัอยางมาตมใน
น้ําเดือด 15 นาที แลวทําใหเยน็ทนัที หลังจากนัน้จึงเติมสารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 
(ภาคผนวก ข) 1 มล. ผสมใหเขากนั ตัง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติมน้ํากลั่น  
5 มล. ผสมใหเขากนัอีกครัง้ นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร เพื่อหาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ได โดยเปรียบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของกลูโคสตามวิธีในขอ 3.3.3  
 
 

1  หนวย (Unit)  ของเดกซแทรนเนส  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมทีย่อยสลายเดกซแทรน 
ท-ี2000  และปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทยีบเทากับน้าํตาลกลูโคส  1  ไมโครโมลตอนาท ี  
ภายใตภาวะทดสอบ 
  

การเตรียมซับสเตรตโดยชั่งเดกซแทรนท-ี2000   น้าํหนัก  0.625  กรัม  ละลายในโซเดียม 
อะซิเตทบฟัเฟอร  0.05  โมลาร  ความเปนกรดดาง  4.5  ปรับปริมาตรใหเปน  100  มล. 
ในขวดเตรียมสาร 
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3.3.2  การวิเคราะหแอคติวิตขีองเดกซแทรนเนสตรึงรูป(ปรับปรุงจากวธิีของ อนนัตพงษ, 2543) 
 

ใชวิธีที่ดัดแปลงเล็กนอยจากวิธกีารหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ ดังนี ้
บมสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร ความเปนกรด-ดาง 5.0 ปริมาตร 0.6 มล. 
และสารละลายเดกซแทรนท–ี2000 ที่ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 0.4 
มล. ที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีจากนัน้เติมสารผสมปฏิกิริยาทัง้หมดลงใน 10 
มก.เดกซแทรนเนสตรึงรูป เขยาดวยเครื่องปนผสมใหเขากัน แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิที ่55 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาท ีเก็บตัวอยางทีเ่วลา 0 และ 15 นาท ี
จากนั้นหยุดปฏิกิริยา โดยการตมในน้าํเดอืดเปนเวลา 5 นาท ี ปเปตสารละลายสวนที่เปนน้ําใสมา
วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952) ซึ่งสารละลายสวนน้าํใสนี้จะตอง
ปรับความเขมขนของสารละลายน้าํตาลใหเหมาะสมกอนนําไปวิเคราะห 
 

1 หนวย (Unit)  ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  หมายถงึ  ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย 
เดกซแทรนท-ี2000  และปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากบัน้าํตาลกลูโคส  1  ไมโครโมลตอนาที  
ภายใตภาวะทดสอบ 
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3.3.3  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) 
  

นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากนัแลวนําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 15 นาที แลวทําใหเยน็ทนัที หลังจากนัน้เติม
สารละลายเนลสัน (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
30 นาที จากนั้นเติมน้าํกลัน่ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัอีกครั้ง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 
นาโนเมตร  และทําการหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ได โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ใช
ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
3.3.4  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยวิธขีอง Lowry (Lowry, 1951) 
 

นําตัวอยางทีต่องการวเิคราะหปริมาตร 1 มล. มาเติมสารละลายผสม Lowry C 
(ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 
นาที จงึเติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข) 0.5 ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที 
จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีน
ที่ไดโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐานที่ใชโบรไวนซีร่ัมอัลบูมนิ (Bovine serum  albumin, BSA) ความ
เขมขน  0-200  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
3.3.5  การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูป( อนนัตพงษ, 2543 ) 
 

ใชวิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนแบบวิธทีางออม (Indirect Method)  โดยทําการ
วิเคราะหจากผลตางของโปรตีนของเดกซแทรนเนสอิสระเริ่มตนกอนทาํปฏิกิริยา กบัปริมาณโปรตีน
ของเดกซแทรนเนสทีห่ลุดออกมาในน้าํลาง โดยวิเคราะหตามวิธีของ Lowry (1951) เชนเดียวกับ
วิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.4 
  
คํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะ ทาํโดยนาํคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส (หนวยตอมิลลิลติร)        
หารดวยปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) คาแอคติวิตีจําเพาะมหีนวยเปน หนวย (Unit) ของ
เดกซแทรนเนสตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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3.4 การหาภาวะทีเ่หมาะสมในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใชทรายเปนตัวพยุงในขวดแกวทรง
กรวย และใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารรวมชวยในการตรึง 
 
3.4.1 ทดสอบหาปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป 
 

วิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวธิีการตรึงในหวัขอที่ 3.2.2.2.1 โดยทําการ
วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ตรึงในตัวพยงุ(ทราย) และแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป ตาม
วิธีดําเนินการขอที่ 3.3.5 และ 3.3.2 ตามลาํดับ 
 
3.4.2  ทดสอบหาปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่เหมาะสมที่ในการตรึงรูป 
 

3.4.2.1 ในขวดเขยาเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวิจยัขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผัน
ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตน  7 ระดับ คือ 0.1945, 0.2593, 0.389, 0.778, 1.556, 2.334 
และ 3.112 ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตราการเขยา
ที่ 200 รอบตอนาที และเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ี        
วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกปริมาณ
โปรตีนเริ่มตนที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 

3.4.2.2  ดาํเนินการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเนสที่ใชในการทําการตรึงในเครื่องปฏิกรณ
แบบฟลูอิดไดซเบดตรึงรูปตามวธิีการดําเนินงานวิจยัขอ 3.2.3  โดยแปรผันปริมาณเอนไซมเดกซ
แทรนเนสเจือจางเริ่มตน  5 ระดับ คือ ไมเจือจาง, เจือจาง 5, 10, 50 และ 100 เทา  
จากนั้นวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  
 
3.4.3 ทดสอบหาความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซ
แทรนเนสตรงึรูป 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายกลตูารัลดีไฮด 4 ความเขมขน คือ 1.0, 2.5, 3.5 และ 5.0% ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกความเขมขนของ
สารละลายกลตูารัลดีไฮดที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.4  ทดสอบหาอัตราการเขยาทีเ่หมาะสมสําหรับการสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันอัตราการเขยา 3 
ระดับ คือ 150, 200 และ 250 รอบตอนาทีตามลาํดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลาย  
กลูตารัลดีไฮดที่ 2.5% วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวธิีการดําเนนิการวิจยั
ขอ 3.3.2 เลือกอัตราเขยาที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.4.5  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 30, 60, 120, 180 และ 300 นาท ีตามลําดับ 
โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5% และอัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที  
วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกเวลาใน
การทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.4.6  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันแปรผันเวลาในการ
ทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกบัทราย 7 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 120, 180 และ 300 นาท ี
ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5 % ,อัตราการเขยาที่ 200 รอบ
ตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกริิยาระหวางกลูตารลัดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ี และปริมาณโปรตีน
เร่ิมตนที ่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได 
ตามวิธกีารดําเนินการวจิัยขอ 3.3.2 เลือกเวลาที่เหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาระหวาง              
เดกซแทรนเนสกับทรายสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.7 ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทราย 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเปนกรดดางใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายตัง้แต 4.0–8.0 (แปรผันทีละ 0.5) โดยคงที่
ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตราการเขยาที ่ 200 รอบตอนาที เวลาในการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.
โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง และเวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาท ีวัดแอคติวติี
ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปทีเ่ตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.4 เลือกความเปนกรดดางที่
เหมาะสมในขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายสาํหรับการตรึงรูปเอนไซม 
 
3.4.8 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทราย 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายบฟัเฟอรในขัน้ตอนการทําปฏกิิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 0.01, 
0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่
2.5% ,อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่
120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอน
การตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาท ี และคาความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 7.0 วดัแอคติวิของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวธิีการ
ดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกความความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทํา
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.9  ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง   
เดกซแทรนเนสกับทราย ( การตรึงเดกซแทรนเนส ) 
 
 เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเปนกรดดางใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย ( การตรึงเดกซแทรนเนส )ตั้งแต 2.5–8.0      
(แปรผันทีละ 0.5) โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5% ,อัตราการเขยาที ่
200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาที และปริมาณ
โปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่
45 นาท ี ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกริิยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับ
ทรายเทากับ 0.5 และ 7.0 ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธกีาร
ดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวาง
เดกซแทรนเนสกับทราย  สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
 
3.4.10  ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
เดกซแทรนเนสกับทราย (การตรึงเดกซแทรนเนส) 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายบฟัเฟอรในขัน้ตอนการทําปฏกิิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย 5 ระดับ คือ 0.01, 
0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่
2.5%, อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่
120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอน
การตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาที ความเขมขนและความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮด กับทรายเทากับ 0.5 และ 7.0 ตามลําดับ และคาความเปนกรดดางใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 4.0 วัดแอคตวิติีของเดกซแทรน
เนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางที่เหมาะสมใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.11  ทดสอบหาอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดย ตามลําดับ โดยคงที่ความ
เขมขนของสารละลาย  กลตูารัลที่ไฮดที่ 2.5 % ,อัตราการเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทาํ
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีน
ตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาที ความเขมขนและความ
เปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ 0.5 และ 7.0 
ตามลําดับ ความเขมขนและคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏกิิริยาระหวางเดกซแทรนเนส
กับทรายเทากบั 0.05 โมลาร และ 4.0 ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได 
ตามวิธกีารดําเนินการวจิัยขอ 3.3.2 เลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมสาํหรับการเตรียมเอนไซมตรึงรูป 
 
3.4.12 ผลการเขยาทรายในกรดไนตริก ในขั้นตอนการเตรียมตัวพยงุ 
 

ในขั้นตอนการเตรียมตัวพยุงใหนาํทรายทีจ่ะใชตรึงในกรดไนตริกเขมขนแชไว 1 คืน 
เปรียบเทยีบกบัการแชดวยกรดไนตริกเขมขนแลวทาํการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 
24 ชั่วโมง จากนัน้นาํทรายที่จะใชเปนตัวพยุงมาทําการตรึงรูปเดกซแทรนเนสตามวิธีดาํเนนิการ
ทดลองขอที ่ 3.2.2.2.1จากนัน้นาํเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาทาํการวัดแอคติวิตีของตามวิธีดําเนินการ
วิจัยขอ 3.3.2 ภายใตภาวะทีเ่หมาะสม 
 
3.5  การศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในระดับขยาย(ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ)
เปรียบเทยีบกบัเดกซแทรนเนสตรึงรูปในระดับขวดเขยา 
 

จากการศึกษาการตรึงรูปในระดับขวดเขยาไดเลือกภาวะตางๆที่เหมาะสมมากที่สุดเพื่อ
นํามาตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบด โดยนําทรายที่ผานการเตรียมตัวพยงุแลวในปริมาณที่
เหมาะสมมาทาํการตรึงรูปตามวธิีดําเนินการขอ 3.2.3 โดยมีการเปลี่ยนแปลงตามภาวะที่ทาํการ
ทดลอง 
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3.5.1 ทดสอบหาปริมาณทรายและปริมาตรรวมของระบบตอการตรึงรูปเอนไซม 
ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
 

ทําการทดลองโดยการแปรผนัปริมาณทราย  50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 
450 และ 500 กรัม โดยที่แตละน้ําหนกัใหเติมน้าํลงไปตั้งแต 100–2,000 มิลลิลิตร โดยทาํการเพิม่
ทีละ 100 มล. แลวทําการสังเกตุเพื่อบันทกึถึงลกัษณะการไหลภายในฟลูอิดไดซ จากนัน้จึงเลือก
ปริมาณทรายและปริมาตรรวมของสารละลายภายในระบบที่เหมาะสมเพื่อทําการทดลองตอไป 
  
3.5.2 ทดสอบหาเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีท่ําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth 
fluidization ตอการตรึงรูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
 

จากวธิีดําเนินการทดลองขอที่ 3.5.1 ทําการเลอืกใชปริมาณทรายและปริมาตรของ
สารละลายในฟลูอิดไดซที่ทาํใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth fluidization มาทาํการตรึงในภาวะ
ที่ทาํการศึกษาจากในระดับขวดเขยา โดยทําการแปรผันเวลาเปน 8 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 90, 
120, 150 และ 180 นาท ี จากนัน้นําเดกซแทรนเนสตรงึรูปมาทาํการวดัแอคติวิตี ตามวิธีดําเนนิการ
วิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
 
3.5.3 ทดสอบหาเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีท่ําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling 
fluidization ตอการตรึงรูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

จากวธิีดําเนินการทดลองขอที่ 3.5.1 ทําการเลอืกใชปริมาณทรายและปริมาตรของ
สารละลายในฟลูอิดไดซที่ทาํใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling fluidization มาทาํการตรึงใน
ภาวะที่ทาํการศึกษาจากในระดับขวดเขยา โดยทาํการแปรผันเวลาเปน 8 ระดับ คือ 15, 30,45, 60, 
90, 120, 150 และ 180 นาท ี  จากนัน้นาํเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาทาํการวัดแอคติวิตี ตาม
วิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
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3.5.4  ทดสอบหาปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนเจือจางที่เหมาะสมที่สําหรับการตรึงรูปใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเจือจางเริ่มตน  4 ระดับ คือ เจือจาง 5, 10, 50, 100 เทา และ ไม
เจือจาง ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่ 2.5%, อัตราการให
อากาศ 2 vvm หรือเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ีและเวลาในการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับ
ทรายที่ 120 นาที วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดาํเนนิการวิจัยขอ 
3.3.2 เลือกปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครือ่ง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 
3.5.5  ทดสอบหาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสาํหรบัการทาํปฏิกริิยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
การใหอากาศสําหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 
และ 2.5 vvm ตามลาํดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารลัที่ไฮดที ่ 2.5% เวลาในการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ีและปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจอืจางที่ 10 เทา 
ปริมาตร400 มล. อัตราใหอากาศ 2.0 vvm เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 30 นาท ี
ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏกิิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย
เทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0 ตามลาํดับ ความเขมขนและคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทาํ
ปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 0.05 โมลาร และ 4.0 ตามลําดับวดัแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกอัตราการใหอากาศใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายที่เหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรน
เนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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3.5.6  ทดสอบหาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสาํหรบัการทาํปฏิกริิยาระหวาง 
เดกซแทรนเนสกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
การใหอากาศสําหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 1.5, 
2.0 และ 2.5 vvm ตามลาํดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลตูารัลที่ไฮดที ่2.5 %  เวลาใน
การทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่120 นาที อัตราการใหอากาศ 2.0 vvm หรือ เขยา
ที่ 200 รอบตอนาทีและปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร400 มล. เวลาที่ใชใน
ขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 30 นาท ี ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทํา
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0 ตามลําดับ ความเขมขนและ
คาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏกิิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากบั 0.05 โมลาร 
และ 4.0 ตามลําดับวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดาํเนนิการวิจัยขอ 
3.3.2 จากนัน้เลือกอัตราการใหอากาศในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกบัทรายที่
เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตอไป 
 
3.5.7 ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมสาํหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายในเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธีการวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
เวลาในการทําปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย 7 ระดบั คือ 15, 30, 45, 60, 120, 180 และ 300 
นาท ี ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่ 2.5%  อัตราการใหอากาศ
เทากับ 2.0 vvm และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที ่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. ในสารละลาย    
อะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 อัตราการใหอากาศในขั้นตอนการทาํปฏิกิริยา
ระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 2.0 vvm ความเขมขนและความเปนกรดดางในขัน้ตอนการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0 ตามลาํดับ วัดแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกเวลาเหมาะสมใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณ
ฟลูอิดไดซ 
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3.5.8  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 30, 60, 120, 180 และ 300 
นาท ี ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5 % และอัตราการให
อากาศที่ 2.0 vvm หรือเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจอืจางที่ 10 เทา 
ปริมาตร400 มล.วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดําเนนิการวิจยัขอ 
3.3.2 เลือกเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูป
เดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ เพื่อนําไปใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
 
3.5.9  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
แปรผันเวลาในการทําปฏิกริิยาระหวางเดกซแทรนเนสกบัทราย 7 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 120, 
180 และ 300 นาท ีตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตรา
การเขยาที่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาท ี
และเอนไซมเจอืจางเริ่มตน 10 เทา ปริมาตร 400 มล. วัดแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่
เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกเวลาที่เหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาระหวาง
เดกซแทรนเนสกับทรายสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.5.10  ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
ความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายตั้งแต 4.0–8.0 (แปรผัน
ทีละ 0.5) โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตราการเขยาที ่ 200 รอบ
ตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกริิยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ี และปริมาณโปรตีน
เร่ิมตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. และเวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 30 
นาที วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลอืก
ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย สําหรับการ
ตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.5.11 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
ความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 
ระดับ คือ 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของ
สารละลายกลตูารัลที่ไฮดที ่ 2.5%, อัตราการเขยาที ่ 200 รอบตอนาที เวลาในการทาํปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร
400 มล.เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที่ 30 นาที และคาความเปนกรดดางในขั้นตอน
การทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 7.0 วัดแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่
เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกความความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.5.12  ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง   
เดกซแทรนเนสกับทราย ( การตรึงเดกซแทรนเนส )ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรปูตามวิธกีารวจัิยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทาํการแปรผัน
ความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย (การตรึงเดกซแทรนเนส)ตั้งแต 
2.5 – 6.0 (แปรผันทีละ 0.5)  โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่ 2.5 % ,อัตราการ
เขยาที่ 200 รอบตอนาที เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาที และ
ปริมาณโปรตีนเร่ิมตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. เวลาที่ใชในข้ันตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที่ 
30 นาที ความเขมขนและความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย
เทากับ 0.5 และ 7.0 ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปทีเ่ตรียมได ตามวิธีการ
ดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซ
แทรนเนสกับทราย  สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.5.13  ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
เดกซแทรนเนสกับทราย (การตรึงเดกซแทรนเนส)ในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรปูตามวิธกีารวจัิยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทาํการแปรผัน
ความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย 4ระดับ
คือ 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 
2.5% ,อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาท ีเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่120 
นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที ่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. เวลาที่ใชในข้ันตอนการตรึงเดกซ
แทรนเนสที ่ 30 นาท ี ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง        
กลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากบั 0.5 และ 7.0 ตามลําดบั และคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทํา
ปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 4.0 วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได 
ตามวิธกีารดําเนินการวจัิยขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยา
ระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.6 คุณสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 
 
3.6.1 ทดสอบหาความเปนกรดดางและชนดิของบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมตรงึรูป 
 

ทําการศึกษาโดยการแปรผันความเปนกรดดางของสารผสมในปฏิกริยา โดยทําการบมกับ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในชวงความเปนกรดดางตางๆกัน โดยรักษาความเขมขนทีใ่ช
เทากับ 0.05 โมลารของบัฟเฟอรชนิดตางๆกัน  คือ 
ไกลซีน ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 2.5 – 4.0 
อะซิเตท บฟัเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0 – 6.0 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0 – 8.0 
ที่อุณหภูมิ 55° ซ เปนเวลา 15 นาที  แลวทําการวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป ตามวิธีดําเนนิการวิจัย
ขอ 3.3.2 
 
เปรียบเทยีบความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนสตรงึรูปโดยใชกราฟความสัมพันธ
ระหวางแอคติวิตีสัมพทัธกับคาความเปนกรดดางที่ใชในการบม 
 
3.6.2 ทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาหาโดยการบมเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในสารผสมปฏิกริิยาที่ความ
เปนกรดดาง 5.0 ในอางน้ําควบคุมอุณหภมิูที่ 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80° ซ เปนเวลา 
15 นาที แลวทําการวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูป ตามวธิีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2   
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3.6.3 ทดสอบหาความเสถยีรตอความเปนกรดดางของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยทําการบมกับเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในชวงความเปนกรดดาง
ตางๆกนั โดยรกัษาความเขมขนที่ใชเทากับ 0.05 โมลารของบัฟเฟอรชนดิตางๆกัน  คือ 
ไกลซีน ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 2.5 – 4.0 
อะซิเตท บฟัเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0 – 6.0 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0 – 8.0 
ที่อุณหภูมิ 55° ซ เปนเวลา 60 นาที  จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรปูมาทาํการวัดแอคติวิตีของ ตาม
วิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
 
เปรียบเทยีบความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนสตรงึรูปโดยใชกราฟความสัมพันธ
ระหวางแอคติวิตีสัมพทัธกับคาความเปนกรดดางที่ใชในการบม 
 
3.6.4 ทดสอบหาความเสถยีรตออุณหภูมิของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยทําการบมกับเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในชวงอุณหภูมิตางๆกนั 
โดยรักษาความเขมขนที่ใชเทากบั 0.05 โมลารของอะซเิตท บฟัเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0  
ที่อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80° ซ เปนเวลา 60 นาที จากนัน้นาํ     เดกซแทรน
เนสตรึงรูป  มาทาํการวัดแอคติวิตีของ ตามวิธีดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
 
เปรียบเทยีบความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยใชกราฟความสมัพันธระหวาง     
แอคติวิตีสัมพัทธกับอุณหภูมิที่ใชในการบม 
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3.6.5 ผลของการนาํเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปมาทาํการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท ี– 2000 
 

เปรียบเทยีบการไฮโดรไลซเดกซแทรนที 2000 ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึง
รูปโดยการบมเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรนท ี2000 ที่ความเขมขน
เทากัน ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เวลา 0–300 นาที จากนั้นทําการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีป่ลดปลอยออกมา
ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 
 
3.6.7 ทดสอบหาจํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยหาจาํนวนรอบของการใชเอนไซมตรึงซ้ํา โดยทาํการใชซํ้า 10 รอบ 
1. ทําการใชเอนไซมตรึงซ้ําที ่55°ซ 10 รอบตอเนื่องกนัโดยมีการเติมกลตูารัลดีไฮดเปนสาร

สรางพนัธะรวม 
2. ทําการใชเอนไซมตรึงซ้ําที ่55°ซ 10 รอบตอเนื่องกนัโดยไมมีการเติมกลูตารัลดีไฮดเปนสาร

สรางพนัธะรวม 
บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในสารผสมปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยโซเดียม 
อะซิเตท บฟัเฟอร 0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรด-ดางเทากบั 5.0 จํานวน 0.6 มล. ผสมกับเดกซแทรน 
ท-ี2000 0.625% (โดยน้ําหนัก) ละลายในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร ความเปนกรด
ดาง 5.0 ซ่ึงใชเปนซับสเตรต 0.4 มล. ทาํปฏิกิริยาเปนเวลา 15 นาที จากนัน้แยกเดกซแทรนเนสตรึงรูป
ออกจากสวนน้ําใส นําสวนน้ําใสตมเดือดเพื่อหยุดปฏิกิริยาแลวนาํไปวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปตามวิธดีําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 สวนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปนําไปลางดวยบัฟเฟอรหลังจาก
นั้นนํากลับมาใชซํ้าในรอบใหม โดยทาํการใชซํ้า 10 รอบตอเนื่องกนั 
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3.6.8  ศึกษาการเสียความสามารถในการทํางานของเอนไซมตรึงรูป 
 

เพื่อศึกษาวาความสามารถในการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปท่ีลดลงนัน้เกิดจากการหลุด
ของเอนไซมหลังการนําไปใชงานหรือเกิดจากการเสียสภาพของบริเวณจําเพาะกับซับสเตรตของ
เอนไซม (active site) หลังจากนาํไปใชงาน วิเคราะหโดย แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด ดังนี้  
ชุดที่ 1 บมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 10 มก.กับสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05โมลาร ความเปนกรดดาง 
4.5 ที ่55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นแยกเดกซแทรนเนสตรึงรูปออก นาํมาบมกบั
สารผสมปฏิกริิยาที่ประกอบดวย อะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 0.6 
มล.และสารละลายเดกซแทรนที – 2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนกัตอปริมาตร) ซ่ึงใชเปน
ซับสเตรต ปริมาตร 0.4 มล.บมที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําสวนน้ําใสที่ไดจาก
การทาํปฏิกิริยามาวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกดิขึ้นโดยวิธีของ Somogyi (1952) ตาม
วิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.3 
ชุดที่ 2 บมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 10 มก.กับสารผสมปฏิกิริยาที่ประกอบดวย อะซเิตทบัฟเฟอร 0.05  
โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 0.6 มล.และสารละลายเดกซแทรนที – 2000 ความเขมขน 
0.625% ( โดยน้ําหนักตอปริมาตร ) ซึ่งใชเปนซับสเตรต ปริมาตร 0.4 มล.บมท่ี 55 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 15 นาท ีจากนั้นนําสวนน้ําใสที่ไดจากการทําปฏิกิริยาครั้งแรกมาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
หลังจากนั้นแยกเดกซแทรนเนสตรึงรูปออกลางดวยบฟัเฟอรที่ใชในการทําปฏิกิริยา และบมสารผสม
ปฏิกิริยาตอไปอีกเปนเวลา 15 นาที แลวนําสวนน้ําใสที่ไดจากการทาํปฏิกิริยาครั้งที่ 2 มาวิเคราะหหา
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธขีอง Somogyi (1952) ตามวธิีดําเนนิการวจัิยขอ 3.3.3 
 เปรียบเทียบปริมาณน้าํตาลรีดิวซของทัง้สองชุดการทดลอง 
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3.6.9  การหาคา Km ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ 
 

บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระปริมาณที่เทาๆ กนั  ในสารผสมของปฏิกิริยา
ตามวิธกีารทดลองขอ 3.3.2 และ 3.3.1 ตามลําดับ โดยแปรผันความเขมขนของซับสเตรต คือ  
เดกซแทรน ท-ี2000 ใหมีความเขมขนเทากับ  0.15625-2.50 % (0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25 และ 
2.5% ตามลําดับ) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสทีเ่วลาตางๆ 
จากนั้นนําผลที่ไดมาเขียนใหอยูในรูปไลนวีเวอร-เบิรก  (Lineweaver - Burk Plot)  ระหวาง  1/V  และ  
1/[S]  หาคาจดุตัดแกน  X   นําไปคํานวณคา  Kmของเดกซแทรนเนส 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 ผลของการหาปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป 

 
ทําการวิเคราะหผลการตรึงเดกซแทรนเนสบนผิวทรายโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารสรางพนัธะ

รวม ตามวิธีดาํเนนิการทดลองที ่3.2.2.2 โดยหาแอคติวติีและปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูป ตาม
วิธีดําเนินการทดลองที่ 3.3.2 และ 3.3.4 ตามลําดับ เทยีบกับปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมที่
หลุดออกมาในน้าํลาง ไดผลการทดลองดงัตารางที ่4.1 
 
ตารางที่ 4.1 ผลของการหาปริมาณโปรตีนและแอคติวติีของเอนไซมตรึงรูป 
 

แอคติวติีของ
เอนไซมเร่ิมตน 

(หนวย/มิลลิลติร) 

แอคติวิตีของ
เอนไซมในน้ําลาง 
(หนวย/มิลลิลติร) 

แอคติวติีจับ
เกาะ 
( % ) 

โปรตีนเอนไซม
เร่ิมตน 

(มก./มล.) 

โปรตีนเอนไซมใน
น้ําลาง 

(มก./มล.) 

โปรตีนจับ
เกาะ 
( % ) 

324.21 + 15.54 141.71 + 12.93 43.64 + 1.88 0.766 + 0.052 0.487 + 0.067 36.43 + 4.48 
 
และจากการทดสอบหาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป พบวา เอนไซมเดกซแทรนเนสเมื่อนํามา

ตรึงรูปมีแอคติวิตีลดลงมากเมื่อเทียบกับปริมาณของโปรตีนที่สามารถตรึงได จึงทาํการหาวิธีและ
สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเพื่อใหไดแอคติวิตีที่เพิม่ข้ึนตอไป 
  
ในกระบวนการเตรียมเอนไซมตรึงรูปในขวดเขยา ตามหวัขอท่ี 3.2.2.2  น้ัน พบวา ในข้ันตอนการเตรียม
ตัวพยงุ ในชวงที่มกีารแชทรายในกรดไนตริกเปนเวลา 24 ชั่วโมงซึง่เปนการเตรียมพืน้ผิวทรายนัน้ การ
แชโดยไมมีการเขยาอาจใหผลไมดีพอทําใหได แอคติวิตีนอยมากเหลือเพียง 4% จึงทดลองใหเพิ่มการ
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที พบวา แอคติวิตีเอนไซมตรึงรูปเพิ่มสูงขึ้นประมาณ 5 เทา ดงัแสดงใน
ตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 ผลของการแชทรายในกรดแลวเขยาในขั้นตอนการเตรียมตัวพยงุตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

แชในกรดตั้งทิง้ไว แชในกรดเขยา 
แอคติวิตี 

( หนวย ตอ 1 กรัมทราย) 
แอคติวิตีตรึงรูป 

( % ) 
แอคติวิตี 

(หนวย ตอ1กรัมทราย) 
แอคติวิตีตรึงรูป 

( % ) 
1.537 + 0.113 4.21 + 2.18 15.032 + 0.117 20.78 + 3.74 

 
4.2  การศึกษาการตรึงรูปเอนไซมในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

ทําการศึกษาการตรึงรูปเอนไซมในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซโดยใชสภาวะพื้นฐานจาก
การศึกษาการตรึงรูปในระดับขวดเขยา 
 
4.2.1 ผลของปริมาณทรายและปริมาตรของสารละลายตอการตรึงรูปเอนไซม 

ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 
ทําการทดลองโดยการแปรผนัปริมาณทราย  50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450

และ 500 กรัม โดยที่แตละน้าํหนักใหเติมน้าํลงไปตั้งแต 100–2,000 มิลลิลิตร โดยทาํการเพิ่มทีละ 100 
มล. แลวทําการสังเกตุเพื่อบันทกึถงึลักษณะการไหลภายในฟลูอิดไดซ ผลแสดงดังรูปที่ 4.1 



 70

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.1 ลักษณะการไหลภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 
 

พบวา น้ําหนกัทรายและปริมาตรของสารละลายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเม่ือใสทรายที่มี
น้ําหนกัมากเกนิไปจะทําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling fluidization และน้ําหนักทรายที่พอดีจะทํา
ใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth fluidization  ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ซ่ึงทาํใหเกิดการกระจาย
ของเม็ดทรายไดทั่ว และหากมีการเติมสารละลายมากเกินก็จะทําใหมีผลตอน้ําหนกัของสารละลายที่
กดทับเม็ดทรายทําใหเม็ดทรายไมสามารถที่จะเคลื่อนทีภ่ายในฟลูอิดไดซเบดไดดังรูปท่ี 4.2 และ 4.3 
ตามลําดับ 

Gas Gas 
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รูปที่ 4.2 การเกิดฟลูอิดไดซแบบ   รูปที่ 4.3  การเกิดฟลูอิดไดซแบบ 

 smooth fluidization       bubling fluidization 
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4.2.2  ผลของเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีท่ําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth 
fluidization ตอการตรึงรูปในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
 เลือกน้าํหนักทรายและปริมาตรของเหลวในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซที่พอดีจะทาํใหเกิดการฟลู
อิดไดซแบบ smooth fluidization และ แบบ bubling fluidizationตอการตรึงรูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิด
ไดซ ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ จากนัน้ทําการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่เวลาตางๆ ผลแสดง
ดังรูปที่ 4.4 

พบวา เกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling fluidizationในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ ซ่ึงทําใหเกิด
การหมนุแบบปนปวนภายในมีผลใหการยดึติดของเอนไซมอิสระกับเมด็ทรายลดลงทําใหแอคติวิตีที่ได
นอยกวาการเลือกปริมาณทรายทีท่ําใหเกดิการเคลื่อนทีข่องเม็ดทรายแบบ smooth fluidization 
 
4.3  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูป เดกซแทรนเนสบนผวิทราย 
4.3.1 ผลของการเติมกลูตารัลดีไฮดในระบบตอตรึงรูปในระดับขวดเขยา 

ไดทําการตรึงรปูเดกซแทรนเนสโดยใชทรายเปนตัวพยงุ ภายใตภาวะการตรึงรูป ตามวิธีการ
ดําเนินการวิจัยขอ 3.2.2 คือ 

3.2.2.1  ในกระบวนการตรึงรูปเอนไซมบนผิวทรายไดทําการเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปพรอมกับ
เดกซแทรนเนส 

3.2.2.2  เติมกลูตารัลดีโฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใชตรึงกอนจากนั้นจึงคอยลางแลวเติม
เดกซแทรนเนสลงไป 

3.2.2.3  เติมกลูตารัลดีไฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใชตรึงกอนจากนั้นใหเททิ้งโดยไมตองลาง
แลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 

3.2.2.4 ไมมีการเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปในกระบวนการตรึง 
เพื่อศึกษาถงึผลของกลูตารัลดีไฮดสวนเกนิตอการตรึงรูปเอนไซม  

จากผลการทดลองพบวาสารละลายกลูตารลัดีไฮดมีผลตอการตรึงรูปเอนไซม  คือ ถาทําการลางไม
หมดหรือใหสัมผัสกับเอนไซมโดยตรง กลตูารัลดีไฮดจะไปทําลายเอนไซม ทาํใหความสามารถในการ
ทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปลดลง แตกลูตารัลดีไฮดจะชวยใหเอนไซมตรึงรูปยดึติดกับตัวพยงุไดดี
ขึ้นจากการทดลองนาํเอนไซมตรึงรูปมาทาํการใชซํ้าในตามวธิีการทดลองขอ 3.6.7 ผลการทดลองดงัรูป
ที่4.5  จึงทําการตรึงเอนไซมโดยมกีารเติมกลูตารัลดีไฮดลงในระบบการตรึงรูปเอนไซม
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รูปที่ 4.4 ผลของเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีทํ่าใหเกิดการฟลูอิดไดซ 
แบบ smooth fluidization และ แบบ bubling fluidization 
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รูปที่ 4.5 ผลของกลูตารัลดีไฮดตอการตรึงรูปเอนไซม 
 
หมายเหต ุ:  ชุดขอมูลท่ี 1 = ทราย + ( เอนไซม + กลูตารัลดีไฮด )  

ชุดขอมูลท่ี 2 = ทราย + กลูตารัลดีไฮด – ลาง --> + เอนไซม 
ชุดขอมูลท่ี 3 = ทราย + กลูตารัลดีไฮด – ไมลาง --> + เอนไซม  
ชุดขอมูลท่ี 4 = ทราย+ เอนไซม 
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4.3.2 ผลของความเร็วรอบในการเขยาตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ทําการแปรผันอัตราการเขยาสําหรับการตรึงรูปเอนไซมในขวดเขยา ตามวธิีดําเนินการขอ
3.2.2.2 โดยแบงออกเปน 3 ระดับ คือ 150, 200 และ 250 รอบตอนาท ีจากนัน้วิเคราะหแอคติวิตี ของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.6  

พบวา แอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ตรึงในขวดเขยา  โดยใชอัตราการเขยาทั้ง 3 ระดับ 
ไมใหความแตกตางกันแตอยางไร ดงันัน้เพื่อความสะดวกในการทดลอง จึงเลือกใชอัตราการเขยาที่ 
200 รอบตอนาท ีในการทดลองตอไป 

 
4.3.3 ผลของปริมาณการใหอากาศสําหรบัการทาํปฏิกริิยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายตอการตรึง
รูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

ทําการแปรผันอัตราการใหอากาศสาํหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตามวิธีดําเนนิการขอ 3.2.3 โดยแบงออกเปน 3 ระดับ คือ 0.5 , 1.0 , 1.5 , 
2.0 และ 2.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรสารละลาย ( vvm )  จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตี ของเดกซ
แทรนเนสตรงึรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 

พบวาที่ความเร็วต่ํา ของแข็งที่วางตัวอยูบนตัวกระจายแกสจะวางตวันิง่ไมเคลื่อนไหว แกสจะ
ไหลคดเคี้ยวไปตามชองวางที่มีอยูในเบดทําใหสารละลายภายในเบดสัมผัสกับอนุภาคของแข็ง  แต
อนุภาคของแข็งในเบดไมมีการเคลื่อนที่และเมื่อเพิม่ความเร็วของแกสสูงข้ึนจนถงึคาหนึ่งแกสสวนหนึง่
ทําหนาที่ใหเกดิการลอยตัวของเม็ดของแข็ง แตมีอีกสวนหนึง่รวมตวักนัแลวกอตัวกนัเปนฟองแกสข้ึน 
ฟองแกสก็จะแทรกตัวข้ึนมายังบนผวิหนาของเบดและแตกตัวในที่สุด แตขณะที่ฟองแกสลอยขึน้มานี้จะ
ทําใหเม็ดของแข็งลอยติดตามฟองแกสข้ึนมาดวย เม็ดของแข็งภายในเบดจึงมีการเคลื่อนที่เปนไปอยาง
ชุลมุนวุนวาย ซ่ึงเปนผลใหการจับเกาะของกลูตารัลดีไฮดไมดีนักที่ความเร็วแกสสูง 
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4.3.4  ผลของปริมาณการใหอากาศสําหรับการการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 

 
ทําการแปรผันอัตราการใหอากาศสาํหรับการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทรายในฟลูอิดไดซ 

รีแอกเตอร ตามวิธีดําเนนิการขอ 3.2.3 โดยแบงออกเปน 3 ระดับ คือ 0.5 , 1.0 , 1.5 , 2.0 และ 2.5 
ปริมาตรอากาศตอปริมาตรสารละลาย ( vvm ) จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูป ผล
การทดลองแสดงดังรูปที ่4.8 

พบวาที่ความเร็วต่ํา ของแข็งที่วางตัวอยูบนตัวกระจายแกสจะวางตวันิง่ไมเคลื่อนไหว แกสจะ
ไหลคดเคี้ยวไปตามชองวางที่มีอยูในเบด ทําใหสารละลายสัมผัสกบัอนุภาคในเบด แตอนุภาคของแข็ง
ในเบดไมมีการเคลื่อนที่ และเมื่อเพิ่มความเร็วของแกสสูงข้ึนจนถงึคาหนึง่แกสสวนหนึง่ทาํหนาทีใ่หเกิด
การลอยตัวของเม็ดของแข็ง แตมีอีกสวนหนึ่งรวมตัวกนัแลวกอตัวกนัเปนฟองแกสข้ึน ฟองแกสก็จะ
แทรกตัวข้ึนมายังบนผวิหนาของเบดและแตกตัวในที่สุด แตขณะที่ฟองแกสลอยข้ึนมานี้จะทําใหเม็ด
ของแข็งลอยติดตามฟองแกสข้ึนมาดวย เม็ดของแข็งภายในเบดจงึมีการเคลื่อนทีเ่ปนไปอยางชุลมนุ
วุนวายซึ่งอาจเปนผลใหเกิดการหลุดของโปรตีนทําใหแอคติวิตีลดลงที่ความเร็วแกสสูง 
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รูปที่  4.6 อัตราการเขยาทีเ่หมาะสมสาํหรบัการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในขวดเขยา 
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รูปที่ 4.7 อัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮด 
ในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปที่ 4.8 อัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
ในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 

  
 
 



 80

4.3.5 ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่เหมาะสมในการตรึงรูป 
 

ดําเนนิการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเนสที่ใชในการทาํการตรึงเพื่อลดความสิ้นเปลืองเอนไซม
เริ่มตนที่ใชในการตรึงรูปตามวิธีการดําเนนิงานวิจัยขอ 2.4.4 โดยแปรผันปริมาณเอนไซมเดกซแทรน
เนสเริ่มตน  7 ระดับ คือ 0.1945, 0.2593, 0.389, 0.778, 1.556, 2.334 และ 3.112 มก.โปรตีนจากนั้น
วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูป ผลการทดลองแสดงดังรปูที่ 4.9 

พบวา แอคติวติีของเอนไซมตรึงรูปเพิ่มข้ึนที่ปริมาณโปรตีนเริ่มตน 0.2–0.4 มก. และที่ปริมาณ
โปรตีนเริ่มตน 0.4–1.5 มก. ใหแอคติวิตีใกลเคียงกนั จากนัน้แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะคอยๆลดลง
เมื่อมีการเพิ่มปริมาณโปรตีนเริ่มตนชวง 2.0–3.0 มก. เมือ่พิจารณาจากขอมูลที่ได เลือกใชปริมาณ
โปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.ในการทดลองตอไป 

 
4.3.6 ผลของเอนไซมเจือจางเร่ิมตนที่ใชตอการตรึงรูปในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

ดําเนนิการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเนสที่ใชในการทาํการตรึงในเครือ่งปฏิกรณฟลอิูดไดซ 
เพื่อลดความสิน้เปลืองเอนไซมเริ่มตนที่ใชในการตรึงรูปตามวิธกีารดําเนินงานวิจัยขอ 3.2.3 โดยแปรผัน 
ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเจือจางเริ่มตน  5 ระดับ คือ ไมเจือจาง, เจือจาง 5, 10, 50 และ 100 
เทา จากนัน้วเิคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.10 

พบวา จากผลการทดลองโดยใชเอนไซมทีไ่มทําการเจือจางโดยบัฟเฟอรเลย ใหแอคติวิตีต่ํา
พอๆกับทาํการเจือจางเอนไซมที่ 100 เทา โดยทีเ่อนไซมอิสระเร่ิมตนทีท่ําการเจือจาง 10 เทาให        
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุด และเมือ่ทําการเจือจางเพิ่มข้ึนก็จะใหแอคติวิตีทีม่ีแนวโนมลดลง    
จึงเลือกความเขมขนของเอนไซมอิสระเจือจางที่ 10 เทา ในการตรึงในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซในการ
ทดลองตอไป
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รูปที่ 4.9 ปริมาณโปรตีนเริ่มตนของเดกซแทรนเนสทีเ่หมาะสม 
ในการตรึงรูปเอนไซมในขวดเขยา 
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รูปที่  4.10 ปริมาณเดกซแทรนเนสเจือจางเริ่มตนที่เหมาะสม 
ในการตรึงรูปเอนไซมในเครือ่งปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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4.3.7 ผลของความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ทําการแปรผันความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด ในข้ันตอนการตรึงเดกซแทรนเนสใน
ขวดเขยาและในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอที ่ 3.4.3 และ 3.5.11 ตามลาํดับ  
โดยแบงออกเปน 4 ระดับ คือ 1.0, 2.5, 3.5 และ 5.0% จากนั้นวิเคราะหหาแอคติวตีีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.11 
 พบวา แนวโนมของแอคติวิตีตรึงรูปที่ตรึงในขวดเขยาและในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ เมื่อทาํ
การแปรผันความเขมขนของสารละลายกลตูารัลดีไฮดใหรูปแบบแนวโนมใกลเคียงกนั คือ ที่ความ
เขมขน ตั้งแต 1.0–3.5% ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดี เนื่องจากความเขมขนยังไมสูงเพียงพอทีจ่ะ
ทําลายเอนไซมและที่ความเขมขน 2.5% ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรปูดีที่สุด แตเมือ่เพิ่มถงึ 5.0% 
พบวาทาํใหแอคติวิตีลดลง ดังนัน้จึงเลือกความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5% ไปใชในการ
ทดลองตอไป 
 
4.3.8 ผลของเวลาที่ใชในการทําปฎิกิริยาระหวางกลูตารลัดีไฮดกับทรายตอการตรึงรูปเอนไซม 

ทําการแปรผันเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย โดยทาํการแปรผัน  
5 ระดับ คือ 30, 60, 120,180 และ 300 นาที โดยทําการตรึงในขวดเขยาและเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
ตามวิธีดาํเนนิการขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลําดับ จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.12 

เมื่อพิจารณาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป พบวา ระยะเวลาที่ดีที่สุดในการทําปฏิกริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในขวดเขยา คือ ที่ 120 นาที โดยแอคติวิตีจะคอยๆเพิ่มข้ึนในนาทีที่ 30 – 120  
นาทีและหลงัจากนั้นแอคติวิตีจะเร่ิมมีคาคงที่ตั้งแตระยะเวลาที่ 120–300 นาที ดังนัน้ในการตรึงใน 
ขวดเขยาจึงเลอืกใชเวลาในการทาํปฏิกริยาระหวางกลตูารัลดีไฮดกับทรายที ่120 นาที สําหรับทดลอง 
ตอไป ในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรปูที่ทาํการตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซน้ัน พบวา  
ระยะเวลาที่ดทีี่สุดในการทาํปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายผลของปริมาณโปรตีนของเดกซ 
แทรนเนสที่ใชในการตรึงรูปเอนไซม คือ ที่ 60 นาที หลังจากนัน้จะเริ่มลดลงจนเขาสูภาวะคงที ่จากผล 
พบวาระยะเวลาที่ใชในการทําปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายสําหรับการตรึงในเครื่องปฏกิรณ 
ฟลูอิดไดซใชระยะเวลาสัน้กวาการตรึงในขวดเขยา 



 84

0

5

10

15

20

25

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

ความเขมขนกลูตารัลดีไฮด ( % )

แอ
ค
ติ
วิต
ี

 ( 
ห
น
วย

 ต
อ

 ก
รัม
ท
รา
ย

 )

เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ขวดเขยา

 
 

  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

รูปท่ี 4.11 ความเขมขนของสารละลายกลตูารัลดีไฮดท่ีเหมาะสม 
สําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
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รูปที่ 4.12 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 
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4.3.9 เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับผิวทราย 
 

ดําเนนิการแปรผันเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสที่ตรงึบนทรายโดยทําการตรึง
ในขวดเขยาและเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลาํดับ  
โดยแปรผันเวลา 6 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 120 และ180 นาทีตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.4.5 
จากนั้นวิเคราะหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 
4.13 

พบวา แอคติวติีของเอนไซมตรึงรูปในขวดเขยาเพิม่ข้ึนตั้งแตที่ 15–45 นาท ีและจะเริ่มเขาสู
ภาวะคงที่ ที่เวลา 45 นาทีผานไปจนถงึ 180 นาที จึงเลือกใชเวลาที ่45 นาท ีเนื่องจากเปนเวลาที่ส้ัน
ที่สุดสําหรับข้ันตอนการตรึงในขวดเขยา และพบวาในการตรึงโดยเครื่องปฏิกรณฟลูอดิไดซแอคติวิตี
ของเอนไซมตรึงรูปจะเริ่มเขาสูภาวะคงที่ตัง้แตที่ 30 นาทเีปนตนไป ดงันั้นจงึเลือกใชเวลาที่ 30 นาท ี
ในการตรึงโดยเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปที่ 4.13 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
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4.3.10 ผลของความเปนกรดดางและชนิดของบฟัเฟอรที่เหมาะในการทําปฏิกิริยาของกลูตารัลดีไฮด
กับทรายตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ดําเนนิการแปรผันความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย
ตั้งแต 4.0–8.0 (แปรผันทีละ 0.5)ตามวิธดีําเนนิการวิจัยขอ 3.4.7 โดยทําการตรึงในขวดเขยาและเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ ตามวิธีดาํเนินการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลาํดับ  
จากนั้นวิเคราะหหาแอคติวติี ของเดกซแทรนเนสตรึงรปู  

พบวา แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปมีแนวโนมเพิ่มข้ึน ตามคาความเปนกรดางของกลูตารัลดี
ไฮด สัมพันธกันทั้งตรึงในระดับขวดเขยาและตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ โดยที่ความเปนกรดดาง 
4.0–7.0  จะเพิ่มข้ึน และจะเริ่มลดลงในชวงความเปนกรดดาง 7.5–8.0  ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่
4.14 และ 4.15 โดยชนดิบัฟเฟอรและความเปนกรดดางที่ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุดคือ 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร ความเปนกรดดาง 7.0 จึงเลือกคาความเปนกรดดางของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่
7.0 ในการทดลองตอไป 

 
4.3.11  ผลของความเขมขนบัฟเฟอรที่ใชในการทาํปฏิกิริยาของกลูตารัลดีไฮดกับทราย 

ตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ดําเนนิการแปรผันความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาระหวางก
ลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดบั คือ 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร โดยทาํการตรึงในขวดเขยา
และเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลาํดับ จากนัน้วิเคราะห 
แอคติวิตี ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.16 

พบวา แอคติวติีเอนไซมตรึงรูปมีคาเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มความเขมขนของสารละลายบฟัเฟอร โดย
พบวาที่สารละลายบฟัเฟอรความเขมขนที ่0.5 โมลาร จะใหแอคติวิตีของเอนไซมตรงึรูปดีที่สุด จึง
เลือกใชความเขมขนของกลตูารัลดีไฮดบัฟเฟอรที่ 0.5 โมลาร ใชในการทดลองตอไป
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              รูปที่ 4.14 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยา 
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายในขวดเขยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.15 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยา 
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปท่ี 4.16 ความเขมขนที่เหมาะสมของบฟัเฟอรในข้ันตอนการทําปฏกิริยา 
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 
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4.3.12 ผลของความเปนกรดดางและชนดิของบัฟเฟอรที่เหมาะตอการตรึงเดกซแทรนเนสบนผิวทราย 
 

ดําเนนิการแปรผันความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทรายตั้งแต  
2.5–6.0 (แปรผันทีละ 0.5) โดยทาํการตรงึในขวดเขยาและเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการ
วิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลําดับ จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตี ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  

พบวา ชวงความเปนกรดดางที่ 2.5–4.0 แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นและ
ตั้งแตความเปนกรดดาง 4.5 เปนตนไป แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะเริ่มลดลงตามลําดับโดยใหผล
สัมพันธกนัทัง้การตรึงในระดับขวดเขยาและเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.17
และจากผลการทดลองพบวาที่คาความเปนกรดดาง 4.0 ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุด จึงเลือก
คาความเปนกรดดางในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่4.0 ไปใชในข้ันตอไป 

 
4.3.13 ผลความเขมขนของบัฟเฟอรในการตรงึเดกซแทรนเนสบนผิวทราย 
 

ดําเนนิการแปรผันความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซ
แทรนเนสกับทราย 5 ระดับ คือ 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร โดยทําการตรึงในขวดเขยา
และเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลําดับ จากนัน้วิเคราะห 
แอคติวิตี ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.19 

พบวา แอคติวติีของเอนไซมตรึงรูป ที่ตรึงในขวดเขยาและเครื่องปฏกิรณฟลูอิดไดซมีแนวโนม
ในทางเดียวกนั คือ เพิ่มขึน้ในชวงความเขมขน 0.01–0.05 โมลาร และจะลดลงอยางตอเนื่องเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.19 โดยพบวาที่ความเขมขน 0.05 
โมลาร ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีทีสุ่ด จึงเลือกไปใชในการทดลองตอไป 
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รูปที่ 4.17 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอน 
การตรึงเดกซแทรนเนสในขวดเขยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.18 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอน 
การตรึงเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปที่ 4.19  ความเขมขนของบัฟเฟอรที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
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4.3.14 ผลอุณหภูมิตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ดําเนนิการแปรผันอุณหภูมิในการตรึงเดกซแทรนเนสในขวดเขยา 2 ระดับ คือ ที่อุณหภูมิหอง 
และ 4 องศาเซลเซียส ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.4.10 จากนั้นวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.2 
 
 
ตารางที่ 4.3  ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

ภาวะการทดลอง แอคติวิตี 
( หนวย ตอ 1 กรัมทราย) 

แอคติวิตีกักขัง 
( % ) 

อุณหภูมิหอง 15.27 + 0.124 22.82 
4 องศาเซลเซยีส 15.11 + 0.117 22.59 

 
 
พบวา ไมมีความแตกตางของแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรปู ดังตารางที่ 4.19 ดังนัน้ เพื่อความ

สะดวกและเพือ่ประหยัดพลงังานในควบคมุอุณหภูมิในการทดลอง จงึเลือกทําการตรึงเดกซแทรนเนสที่
อุณหภูมิหอง
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4.4 คุณสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 
 
4.4.1 ผลของความเปนกรดดางและชนิดของบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมอิสระ 
 

ทําการศึกษาโดยทําการแปรผันความเปนกรดดางของสารผสมในปฏกิิริยา ในชวงความเปน
กรดดางตางๆ โดยทําการแปรผันตั้งแต 4.0–8.0 โดยรักษาความเขมขนที่ใชเทากบั 0.05 โมลารของ
บัฟเฟอร 

พบวา เม่ือทําการบมเดกซแทรนเนสตรงึรูป และ เดกซแทรนเนสอิสระที่ความเปนกรดดาง
ในชวง 4.0–8.0 พบวา ที่ความเปนกรดดางชวง 4.0–5.0 เดกซแทรนเนสอิสระใหแอคติวิตีที่สูงกวาเดกซ
แทรนเนสตรงึรูปและพบวาเดกซแทรนเนสอิสระทํางานไดดีที่สุดที่ความเปนกรดดาง 4.5 และแอคติวิตี
มีแนวโนมลดลงเมื่อมีความเปนกรดดางที ่5.0–8.0 และเดกซแทรนเนสตรึงรูปทํางานไดดีที่สุดที่ 5.0 สูง
กวาเดกซแทรนเนสอิสระเล็กนอย และเมื่อคาความเปนกรดดางสงูข้ึนเดกซแทรนเนสตรึงรูปยังคงใหแอ
คติวิตีดีกวาเดกซแทรนเนสอสิระดังแสดงในรูปท่ี 4.20 ดังนั้นจงึเลือกความเปนกรดดางในการบม
ปฏิกริยาที ่5.0 ในการทําการศึกษาหาคุณสมบัติของเอนไซมตรึงรูปในข้ันตอไป  
 
 
4.4.2 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชตั้งแต 35–80 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มข้ึนทีละ 5 องศา
เซลเซียส บมเอนไซมตรึงเปนเวลา 15 นาที พบวา เดกซแทรนเนสอสิระและเดกซแทรนเนสตรงึรูป มี
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํงานเทากัน คือ ที่ 55 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนในชวง 
60–70 องศาเซลเซียส เดกซแทรนเนสตรึงรูปยังใหแอคติวิตีที่สูงกวาเมื่อเทียบกับเดกซแทรนเนสอสิระที่
สูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเรว็ผลการทดลองดังรูปท่ี 4.21 
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4.4.3 ผลของความเสถียรตอความเปนกรดดางของเอนไซมตรึงรูป 
 

บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ ในบัฟเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดาง
ในชวง 2.5–8.0 ที่อุณหภูม ิ 4°ซ เปนเวลา 60 นาท ี จากนัน้นําไปวเิคราะหแอคติวติีที่เหลือ โดยบมใน
ปฏิกิริยาภายใตภาวะทีเ่หมาะสม พบวา เดกซแทรนเนสตรึงรูปมีความเสียรตอความเปนกรดดางในชวง
ตั้งแต 4.0–5.5 โดยที่คาความเปนกรดดางที ่ 5.5 เดกซแทรนเนสตรึงรูปยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู
มากกวา 80% และเดกซแทรนเนสอิสระ มีชวงของความเสถยีรตอความเปนกรดดางที่แคบกวาที่ 4.0–
5.0 โดยที่ความเปนกรดดาง 5.5 มีแอคติวิตีเหลืออยูเพียง 60% ดังแสดงในรูปที ่4.22 
 
4.4.4 ผลของความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซมตรึงรปู 
 

บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ มาบมที่อุณหภูมิชวง 35–80°ซ เปนเวลา 60 
นาที จากนัน้นําไปวิเคราะหแอคติวิตีที่เหลือ โดยบมในปฏิกริิยาภายใตภาวะที่เหมาะสม พบวา เดกซ
แทรนเนสตรงึรูปมีความเสยีรตออุณหภูมิในชวงอุณหภูมติ่ํากวา60°ซ โดยที่อุณหภูม ิ 60°ซ เดกซแทรน
เนสตรึงรูปยงัคงมีแอคติวิตีเหลืออยู 80% และเดกซแทรนเนสอิสระ มีชวงของความเสถียรตออุณหภูมิ
ในชวงที่แคบกวาที่อุณหภูมติ่ํากวา 55°ซ โดย มีแอคติวติีเหลืออยู 70%ดังแสดงในรูปที่ 4.23  
 
4.4.5 ผลของการนาํเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระไปทําการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท-ี2000  
 

เปรียบเทยีบการไฮโดรไลซเดกซแทรนที 2000 ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึง
รูปโดยการบมเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรน ท-ี2000 ที่ความเขมขน
เทากัน ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เวลา 0–300 นาที จากการทดลองเมื่อเวลาผานไปจนกระทัง่ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ปลดปลอยออกมาเริม่เขาสูสภาวะคงที่ พบวา ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เอนไซมตรึงรูปปลดปลอย
ออกมานอยกวาปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ปลดปลอยจากเอนไซมอิสระ ดังแสดงในรูปที่ 4.24 และเมื่อทํา
การทดลองเติมเอนไซมอิสระลงไปโดยเริ่มที่นาททีี่ 20 และเติมทุก 15 นาที พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ที่ปลดปลอยออกมาหลังจากเริ่มเขาสูภาวะคงที่ มีปริมาณใกลเคียงกัน โดยจะเริ่มเขาสูภาวะคงที่มี
ปริมาณใกลเคยีงกนัผลการทดลองดังแสดงในรูปที4่.25



 97

0

20

40

60

80

100

120

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5

ความเปนกรดดาง

แอ
ค
ติ
วิตี
สั
ม
พั
ท
ธ 

( 
%

 )

เอนไซมตรึงรูป อะซิเตทบัฟเฟอร เอนไซมตรึงรูป ฟอสเฟตบัฟเฟอร
เอนไซมอิสระ อะซิเตทบัฟเฟอร เอนไซมอิสระ ฟอสเฟตบัฟเฟอร

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.20 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
และเดกซแทรนเนสอิสระ 
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รูปที่ 4.21 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ 
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รูปที่ 4.22 ผลของความเสถยีรตอความเปนกรดดางของเอนไซมตรึงรปู 
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รูปที่ 4.23 ผลของความเสถยีรตออุณหภูมิของเอนไซมตรึงรูป 
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รูปที่ 4.24 ผลของการนาํเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระมาทาํการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท-ี 2000
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4.4.6 จํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เมื่อใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปทําการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท–ี2000 เปนจํานวน 10 รอบ
ตอเนื่องกนัที่ความเปนกรดดาง 5.0 ตามวธิีดําเนนิการวจัิยขอ 3.6.7 โดยเปรียบเทยีบระหวางการตรึง
โดยมีกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมไขว และ ไมมีกลูตารัลดีไฮด พบวา แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึง
รูปที่ไมมีกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมไขวจะลดลงอยางรวดเร็วเหลือเพยีงประมาณ 10% ในรอบที่ 3 
ในขณะที่เอนไซมตรึงรูปท่ีใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมไขวจะยงัคงมีแอคติวิตีเหลือประมาณ 50% ใน
รอบที่ 5 และจะลดลงเหลือประมาณ 25-30% ตั้งแตรอบที่ 6–10 ดังแสดงในรูปที ่4.25 
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รูปที่ 4.25  จํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรปู 
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4.4.7 ผลของการเสียความสามารถในการทํางานของเอนไซมตรึงรูป 
 

จากวธิีดําเนินการวิจัยขอ 3.6.8 โดยวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ถกูนาํไปใชซ้ําใน
ชุดการทดลองที่1 เทียบกับการทดลองชุดที ่2 ซ่ึงไดกาํหนดให 
การทดลองชุดที่ 1 ทําการนําเอนไซมตรึงรปูบมในบัฟเฟอรแลวครั้งที่สองจึงคอยมาบมกับซับสเตรต  
การทดลองชุดที่ 2 ทําการนําเอนไซมตรึงรปูบมกับซับสเตรตทั้งสองครั้ง  
ผลการทดลองดังแสดงในตารางที ่4.2 
 
ตารางที่ 4.4 ผลของการเสียสภาพในการทํางานของเอนไซมตรึงรูป 
 

 แอคติวิตี 
 ( หนวยตอ 1 กรัมทราย) 

การเติมซับสเตรต 1 รอบ 15.676 + 0.442 
การเติมซับสเตรต 2 รอบ 15.775 + 0.362 
เอนไซมอิสระเร่ิมตน 334.59 หนวย 

 
พบวาการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรปูในการนํามาใชซ้ําในรอบทีส่องมีผลลดลงทัง้สองชุด

การทดลอง ไมแตกตางกนั ซ่ึงแสดงวาการทําเดกซแทรนเนสตรึงรูปเมื่อนํากลับมาใชซํ้าในรอบตอๆไป 
จะสูญเสียความสามารถเนือ่งจากการหลดุของเอนไซม เปนสวนใหญไมใชจากการถกูทําลายบริเวณ
จําเพาะกบัซับสเตรตหรือบริเวณเรง (active site) เนื่องจากในการทดลองชุดที่มกีารบมกับซับสเตรต 1 
รอบ ไดทําการบมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในบัฟเฟอรโดยไมมีซับสเตรตในรอบที่ 1 แลวจึงคอยนํามาบม
กับซับสเตรตในรอบที่สองพบวาในรอบที่สองนัน้  พบวาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปลดลงทั้งๆที่ในรอบ
แรกไมมีซับสเตรตไปเกาะบริเวณเรง เลย  
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4.4.8   ผลของการหาคา Km โดยวิธีไลนวิเวอร-เบิรกของเอนไซมตรงึรูปเมื่อใชเดกซแทรน ท-ี2000 เปน
ซับสเตรต โดยวัดแอคติวิตีที่ 55°ซ ความเปนกรดดางที่ 5.0 และ เดกซแทรนเนสอิสระเม่ือใชเดกซแทรน 
ท-ี2000 เปนซบัสเตรต โดยวดัแอคติวิตีที่ 55°ซ ความเปนกรดดางที ่4.5 
 

ดําเนนิการวิเคราะหทางจลศาสตรของการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยแปรผันความ
เขมขนของซับสเตรต คอื เดกซแทรน ท-ี2000  แลวหาแอคติวิตีของเอนไซม นาํคาที่ไดมาเขยีนกราฟ
ตามไลนวีเวอร-เบิรก  (Lineweaver - Burk Plot)  ระหวาง  1/V  และ  1/[S]  หาคาจุดตัดแกน  X   
นําไปคํานวณคา  Km  พบวาคา Km   ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ เทากับ 0.002  
และ 0.0009 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 4.26 และ 4.27 ตามลาํดับ   
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รูปที่ 4.26 การประมาณคา Km โดยวิธีไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot)  ของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปเมื่อใชเดกซแทรน ที – 2000 เปนซบัสเตรต โดยทําการบมเอนไซมตรึงรูปท่ี 55°ซ ความเปนกรด
ดาง 5.0 
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R2 = 0.9967
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รูปที่ 4.27  การประมาณคา Km โดยวิธีไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot) ของเดกซแทรนเนส 
อิสระเมื่อใชเดกซแทรน ท–ี2000 เปนซับสเตรต โดยทําการบมเอนไซมตรึงรูปท่ี 55°ซ ความเปนกรด
ดาง 4.5 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและอภปิรายผล 
 

การทดลองนี้มุ งที่จะหาวิธีการตรึงเดกซแทรนเนสในระดับขยายสวน  โดยไดใช            
เดกซแทรนเนส ที่ผลิตจากจุลินทรีย Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ที่คัดแยกโดย  
สุวรรณา นพพรพันธุ (2528) โดยการตรึงรูปบนทราย ทั้งนี้ไดใชทรายเปนตัวพยุงในการตรึงรูป 
เนื่องจากทรายเปนวัสดุที่หาไดงาย มีราคาถูก ไมมีพิษ ทนตอแรงกระแทกไดดี สามารถคงรูปอยูได
ในสภาพแวดลอมที่มีความเปนกรดดางที่รุนแรงหรือในที่ที่มีอุณหภูมิสูง ไมถูกทําลายไดโดย              
จุลินทรีย แยกออกจากระบบไดงายและสามารถนํากลับมาใชเปนตัวพยุงไดอีก โดยเพียงลางดวย
กรดไนตริกเขมขนแลวนํามาอบก็นํากลับมาใชเปนตัวพยุงไดอีก 

จากการทดลองของอนันตพงษ สุขเกษ (2543) ซึ่งไดทําการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับ
ลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวและขนาดของทรายที่จะใชในการตรึงรูป พบวา ทรายขนาด 16–20
เมช มีความเหมาะสมตอการนํามาใชในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ (Fluidized Bed Reactor) ใน
การทดลองระดับขยายสวน 

อยางไรก็ตาม ในการทดลองเบื้องตนพบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป มีแอคติวิตี
ต่ํามาก เมื่อเทียบกับแอคติวิตีของเอนไซมอิสระที่เติมลงไป ดังแสดงในตารางที่ 4.2 ปญหาดังกลาว
อาจเกิดจากกรรมวิธีของการตรึงเอนไซมโดยปริมาณโปรตีนที่ตรึงรูปมีต่ํามากหรือเอนไซมที่ตรึงรูป
อาจทนภาวการณตรึงไมไดจึงทําใหสูญเสียแอคติวิตีไป การศึกษาประเด็นดังกลาวจึงทําการศึกษา
ข้ันตอนการตรึงเอนไซมโดยเริ่มจากขั้นตอนการเตรียมตัวพยุงกอนที่จะนํามาทําการตรึงรูป โดยได
นําการทดลองแชทรายในกรดไนตริกเขมขนเปนระยะเวลานานขึ้นจากเดิมแชทรายที่จะนํามาเปน
ตัวพยุงโดยตั้งทิ้งไว 1 วัน เพิ่มเปนระยะเวลา 2,3,4 และ 5 วัน ตามลําดับ พบวาไมมีความแตกตาง
ในแงของแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป (ไมไดแสดงผลการทดลอง) ดังนั้นจึงไดทําการทดลอง 
แชทรายในกรดไนตริกเขมขนโดยนําไปเขยาที่ 200 รอบตอนาที พบวา สามารถเพิ่มแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปใหสูงขึ้นถึง 5 เทา ดังแสดงในตารางที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาการเขยาเปนการ
เพิ่มการเขาทําปฏิกิริยาของกรดไนตริกกับทราย เนื่องจากทรายมีน้ําหนักจึงเกิดการทับกันจนพื้นที่
ผิวบางแหงไมไดสัมผัสกับกรด ดังนั้นแมจะแชทิ้งไวถึง 5 วัน ก็ไมไดเพิ่มการจบัตัวของเอนไซมแต
อยางไร แตการเขยาจะทําใหกรดไนตริกสัมผัสกับผิวทรายไดมากขึ้นทั่วทุกพื้นผิว ทําใหกรดไนตริก
สามารถที่จะไปดึงคารบอเนตที่เปนองคประกอบอยูบนผิวของทรายไดดีกวาเมื่อเทียบกับการตั้งแช
ทิ้งไว ทําใหทรายมีประจุเปนบวกจึงจับกับหมู aldedyde ของกลูตารัลดีไฮด ใหมีการจับเกาะใน
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ลักษณะ ionic binding ทําใหลดความรุนแรงของปฏิกิริยาที่เกิดจากลูตารัลดีไฮดกับเอนไซมและ
ทําใหพื้นผิวเหมาะสมตอการเกาะของเดกซแทรนเนสไดมากขึ้นนั่นเอง  

ในการพิจารณาเบื้องตนสําหรับการทดลองเลือกตรึงเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณ     
ฟลูอิดไดซเบด เนื่องจากการตรึงในเครื่องปฏิกรณแบบที่มีใบพัด จะทําลายสภาพของเอนไซมใน
ระหวางการตรึงมาก อีกทั้งการตรึงในเครื่องปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบดยังเปนระบบที่ไมยุงยาก
ซับซอนเมื่อเทียบกับรีแอคเตอรชนิดอื่น และทําใหเกิดการเสียสภาพของเอนไซมในระหวางการตรึง
นอยที่สุด จึงเลือกที่จะทําการทดลองตรึงขยายสวน ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบด  

เมื่อทดลองศึกษาผลของปริมาณทรายและปริมาตรของสารผสมปฏิกริยาตอการตรึงรูป
เดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  พบวา น้ําหนักของทราย (ปริมาณทราย) และปริมาตร
ของสารละลายในระบบมีผลตอการกระจายตัวของเม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
พบวาลักษณะการไหลของเม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  แบงได 2 แบบ ดังแสดงใน
รูปที่ 4.2 และ 4.3 คือ แบบ Smooth Fluidization เปนการไหลที่เม็ดของแข็งภายในเคร่ืองปฏิกรณ
มีการไหลกระจายตัวอยางสม่ําเสมอภายในเครื่องปฏิกรณ และ แบบ Bubling Fluidization เปน
การไหลที่มีแกสสวนหนึ่งทําใหเกิดการลอยตัวของเม็ดของแข็งและมีแกสบางสวนเกิดเปนฟอง
แทรกตัวมาบนผิวหนาและแตกตัวซึ่งในขณะที่แกสแตกตัวมายังบริเวณผิวหนาจะมีเม็ดของแข็ง
บางสวนลอยติดมาดวยทําใหเม็ดของแข็งภายในเบดมีการเคลื่อนที่แบบปนปวน ซึ่งเมื่อทําการ
ทดลองหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เลือกปริมาณทรายและปริมาตรสารละลายในเครื่อง
ปฏิกรณใหเกิดการไหลภายในเครื่องปฏิกรณเปนแบบ  Smooth Fluidization  และ แบบ Bubling 
Fluidization พบวา แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่มีการไหลของเม็ดของแข็งภายในเครื่อง
ปฏิกรณแบบ Smooth Fluidization ใหแอคติวิตีสูงกวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่มีการ
ไหลของเม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณแบบ Bubling Fluidization ซึ่งสามารถอธิบายไดวาการ
ที่เม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณมีการไหลแบบ  Smooth Fluidization มีการกระจายตัวไดดีกวา
แบบ Bubling Fluidization ทําใหมีการสัมผัสกับสารผสมในเครื่องปฏิกรณไดอยางทั่วถึงในขณะที่
เม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณที่มีการไหลแบบ Bubling Fluidization ซึ่งเปนการไหลแบบ
ปนปวนภายในเครื่องปฏิกรณเกิดการเสียดสีกันมากกวาแบบ Smooth Fluidization ทําใหโปรตีน
ไมสามารถจับเกาะกับผิวทรายไดดีเทาการไหลแบบ Smooth Fluidization จึงทําใหแอคติวิตีต่าํกวา 
ดังนั้นในการทดลองในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบด จึงเลือกน้ําหนักทรายและปริมาตรสารผสม
ปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของเม็ดของแขง็แบบ Smooth Fluidization ในการตรึงรูปตอไป 
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ในการตรึงรูปเอนไซมตามวิธกีารของ อนนัตพงษ สุขเกษ (2543) ไดทําการตรึงรูป       
เดกซแทรนเนส โดยอาศัยเฉพาะกลูตารลัดีไฮดเปนสารไบฟงกชนันัลเพียงอยางเดยีว ในการชวยให
เอนไซมยึดติดกับตัวพยุง ดังนัน้จึงไดทาํการทดลองเพือ่ศึกษาผลของกลูตารัลดีไฮดตอการตรึงรูป
เดกซแทรนเนส โดยไดทําการทดลองตามวิธีการดําเนนิงานวิจยัขอ 3.2.2 พบวา ผลของการเตมิ
เดกซแทรนเนสผสมลงไปพรอมกับสารละลายกลูตารัลดีไฮด และการทดลองทีท่ําการเติม
สารละลายกลตูารัลดีไฮดลงไปกอนแลวจงึเททิง้โดยไมไดทําการลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
ผลปรากฏวาใหแอคติวิตีต่ํา เมื่อเทยีบกับการทดลองทีท่ําการเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปแลวลาง
สารละลายกลตูารัลดีไฮดสวนที่เกินออกกอนทาํการเติมเดกซแทรนเนสลงไปพบวาใหแอคติวิตีดี
ที่สุด ผลแสดงดังรูปที ่ 4.5 และเมื่อทดลองนาํน้าํลางเดกซแทรนเนสสวนเกินที่เททิง้มาหาแอคติวติี 
พบวาแอคติวิตีที่ไดต่ํากวา แอคติวิตีของน้ําลางจากชุดการทดลองควบคุมที่ไมมีการเติมสารละลาย     
กลูตารัลดีไฮดลงไป (ไมไดแสดงผลการทดลอง) สามารถอธิบายผลไดวาเมื่อใดก็ตามที ่             
สารละลายกลตูารัลดีไฮดสัมผัสกับเอนไซมโดยตรงที่ความเขมขนสูงจะมีผลทําลายสภาพธรรมชาติ
ของเอนไซม ทําใหการทํางานของเอนไซมเสื่อมไปจึงใหไดแอคติวิตีต่ํา แตอยางไรก็ตามกลูตารลัดี
ไฮดจัดวาเปนสารไบฟงกชันนัลที่มีสวนชวยใหเอนไซมยดึติดกับตัวพยงุไดดีข้ึน โดยมีผลตอบริเวณ
เรงปฏิกิริยาของเอนไซมนอย ดังผลการทดลองที่นาํเอนไซมตรึงรูปทีใ่ชกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวย
ตรึงมาทดลองใชซ้ําหลายๆรอบปรากฎวาแอคติวิตีในรอบที่ 2,3 ยงัคงมีแอคติวิตีที่ดีอยูเมื่อเทยีบกบั
การตรึงโดยไมไดเติมกลูตารัลดีไฮดลงไป ดังแสดงในรูปที่ 4.26 อธิบายไดวากลูตารัลดีไฮดนาจะมี
ผลในการจับเกาะของโปรตีนใหเสถียรมากขึ้นหากใชทีค่วามเขมขนทีเ่หมาะสม สอดคลองกับการ
ทดลองของ Zhou และ Chen (2001) ที่ทําการตรึงบีตา–กาแลคโตซิเดส (β–galactosidase)บนผิว
ของกราไฟต โดยกลาววาสารละลายกลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชันนัลที่มีสวนชวยในการยึดติด
กับตัวพยุงใหดีขึ้น Celina และ คณะ (2003) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนซเูครส โดยวธิีการ
ตรึงในเม็ดเจลแอลจิเนต บนไคโตซานฟลม และ การใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชือ่มไขว พบวา 
วิธีการตรึงโดยใชกลูตารัลดีไฮดใหแอคติวิตีดีที่สุด และเมื่อทดลองนาํไปใชซ้ําพบวาในรอบที่ 3 
ยังคงเหลือแอคติวิตีถึง 60% ดังนัน้ในการศึกษานีจ้ึงไดเลือกการตรึงรูปเอนไซมโดยใช        
กลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชันนัลโดยตองทาํการเลือกความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดให
เหมาะสมเพื่อที่จะใหไดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีทีสุ่ด 
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สําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในงานวิจัยนี้ ใชเฉพาะกลูตารัลดีไฮดเปนสาร   
ชวยตรึง โดยสภาวะที่เหมาะสมทั่วไปสําหรับการตรึงในระดับขวดเขยาและตรึงในเครื่องปฏิกรณ  
ฟลูอิดไดซเบดเปนสภาวะเดียวกัน คือ เลือกเตรียมภายใตอุณหภูมิหอง ในขั้นตอนการทําปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย ใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเปนกรดดาง 7.0 ที่ความเขมขน 0.5 โมลาร ซึ่งกลไกการตรึงรูป โดยใช     
กลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชั่นนัลชวยในการตรึงนั้น มีสวนชวยทําใหเอนไซมมีความเสถียรมาก
ข้ึน โดยจะทําหนาที่เชื่อมโยงโมเลกุลโปรตีนของเอนไซม โดยพบวาที่ความเขมขนของกลูตารัล      
ดีไฮดต่ําจะใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปสูง แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดสูงขึ้นจนถึง
คาหนึ่ง จะทําใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปลดลง เนื่องจากความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดที่สูง
เกินจะมีผลไปทําลายโครงสรางโปรตีนของเอนไซม ทําใหเสียสภาพในการทํางาน  

สําหรับอัตราการเขยาสําหรับการทําปฏิกิริยาในขวดเขยาไดเลือกใชที่ 200 รอบตอนาที 
โดยคํานึงถึงความสะดวกในการทดลองเปนหลัก เนื่องจากแอคติวิตีที่ไดจากการแปรผันความเร็ว
รอบในการเขยาใหผลแอคติวิตีที่ไมมีความแตกตางกันมาก ดังแสดงผลในตารางที่ 4.6 และสําหรับ
ผลของปริมาณการใหอากาศในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ผลที่ไดคือ แอคติวิตีจะคงที่ชวงที่มีการให
อากาศแลวไมเพียงพอที่จะทําใหเม็ดของแข็งกระจายตัวภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ แตจะมี
แอคติวิตีเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มการใหอากาศที่ทําใหทรายกระจายตัวไดดี จากการทดลองแสดงใหเห็นวา
เมื่อเม็ดของแข็งวางตัวบนตะแกรงกระจายแกสและมีแกสผานขึ้นมาดวยความเร็วที่เพิ่มข้ึน พบวา 
เมื่อแกสผานเบดมาดวยความเร็วต่ํา ไมเพียงพอที่จะทําใหของแข็งกระจายตัว เม็ดของแข็ง (ทราย) 
ที่วางตัวอยูบนตะแกรงจะวางตัวนิ่งไมเคลื่อนไหว แตยังคงมีการไหลของของไหลผานเม็ดของแข็ง
นั้นอยูจึงทําใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่ไดไมแตกตางกันมากนัก จนกระทั่งเพิ่มความเร็วแกส
จนถึงคาหนึ่งอนุภาคของเม็ดของแข็งจึงจะเริ่มเคลื่อนที่ทําใหการสัมผัสกับสารผสมปฏิกิริยาไดดีขึ้น 
แตถาเพิ่มปริมาณอากาศมากเกินไป ก็จะทําใหเกิดแรงเสียดสีมากขึ้นทําใหโปรตีนหลุดได แอคตวิตี
ของเอนไซมตรึงรูปจึงลดลง  และนอกจากนั้นยังพบอีกวาการตรึงรูปเอนไซมในเครื่องปฏิกรณ     
ฟลูอิดไดซใหแอคติวิตีที่สูงกวาการตรึงรูปในขวดเขยา ซึ่งอาจอธิบายไดวา ในการตรึงรูปใน       
ขวดเขยา ในการทําการเขยานั้นใชเครื่องเขยาที่เปนแบบ rotary shacker ซึ่งมีการเขยาในทิศทาง
เดียวคือเปนแบบวงกลม ดังนั้นการชนกันของตัวทําปฏิกิริยาอาจไมดีเทาการตรึงในเครื่องปฏิกรณ
ฟลูอิดไดซซึ่งมีการใหอากาศใหเม็ดของแข็ง(ทราย)มีการกระจายตัวไดดีกวา ทําใหการชนกันของ
ตัวทําปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดมากกวา โอกาสในการชนในทิศทางที่เหมาะสมมากกวา จึงทําใหเอนไซมที่
ตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซมีแอคติวิตีที่ดีกวาการตรึงในขวดเขยา 



 112

นอกจากนั้นความเขมขนและคาความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชเปนตัวทําละลาย 
กลูตารัลดีไฮดดังกลาว จะมีผลใหเกิดการเกาะของกลูตารัลดีไฮดบนผิวทรายที่มีความเหมาะสม
ที่สุด ซึ่งจะเปนผลให เอนไซมสามารถสรางพันธะยึดติดกับกลูตารัลดีไฮด สามารถแสดงแอคติวิตีที่
ดีตามไปดวย สอดคลองกับการรายงานของ Puvanakrishman และ Bose (1980) ที่ทําการตรึง
เอนไซมทริปซินบนพื้นผิวของทรายโดยใชวิธีเดียวกัน กลาววา กลูตารัลดีไฮดสามารถทํางานไดดี
ในชวงความเปนกรดดางที่เปนกลางจนถึงดางไดดีกวาในชวงที่เปนกรด โดยในกระบวนการตรึงรูป
ไดใชเวลาการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายในขวดเขยา 120 นาที และในเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 60 นาที ซึ่งอาจอธิบายไดวา การตรึงในเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซมีการกระจายตัวของตัวพยุง (ทราย) ไดดีกวาการเขยาในขวดเขยา ทําใหโอกาส
การชนกันของตัวปฏิกิริยาจึงมีมากกวา และทําใหใชเวลาในการทําปฏิกิริยาสั้นกวานั่นเอง 
 

สําหรับข้ันตอนของการตรึงรูปเดกซแทรนเนส สภาวะที่เหมาะสม คือ ปริมาณเอนไซม
เร่ิมตนอยูในชวง 0.3–1.5 มก. สําหรับการตรึงในขวดเขยา โดยพบวา แอคติวิตีของเอนไซมจะสูงขึ้น
จนถึงคาหนึ่งและจะเริ่มลดลงเมื่อปริมาณเอนไซมเร่ิมตนมากกวา 1.5 มก. แตเมื่อทําการทดลอง
ตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตองใชปริมาณเอนไซมในปริมาณที่มากข้ึน จึงไดทําการทดลอง
เพื่อที่จะหาปริมาณเอนไซมเจือจางเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
ซึ่งผลการทดลองที่ไดพบวา เอนไซมเจือจางเริ่มตนที่ทําใหไดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุดคือ
ที่เอนไซมเร่ิมตนเจือจาง 10 เทา ในขณะที่ผลของการเติมเอนไซมเร่ิมตนที่ไมมีการเจือจางเลย , เจอื
จาง 5 เทา และผลของการเติมเอนไซมที่เจือจางสูงขึ้น คือที่ 50 เทา และ 100 เทา ใหแอคติวิตีต่ํา 
ดังแสดงในรูปที่ 4.10 ซึ่งสามารถอธิบายเหตุการณนี้ไดวา ความเขมขนของเอนไซมที่มากเกินไป
อาจมีผลกับการจัดระเบียบโมเลกุลของโปรตีน ที่ไมเปนระเบียบ และปริมาณโปรตีนที่มากเกินไป
อาจเกิดการแยงจับและไปบดบังบริเวณเรงของสับสเตรทตามมาดวย ทําใหแอคติวิตีของเอนไซม
ตรึงรูปที่ไดต่ํา สอดคลองกับการทดลองของ Bo’da และ Farell (1991) ที่ไดทําการศึกษาการตรึง
เอนไซม บีตา–กาแลคโตซิเดส (β–galactosidase) โดยใชแคลเซียมแอลจิเนต พบวา เมื่อใส
เอนไซมปริมาณมากเกินไป จะใหคาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตํ่าลง Busto และ Prabhu (1995) 
ทําการศึกษาการตรึงเอนไซม บีตา–กลูโคซิเดส (β–glucoosidase) โดยใชแคลเซียมแอลจิเนต 
พบวา การเติมเอนไซมปริมาณที่มากเกินพอ ทําใหเกิด steric overcrowding เกิดการบดบัง 
บริเวณเรงของโมเลกุลโปรตีนที่อยูใกลเคียงกัน  
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มีผลใหแอคติวิตีที่ไดต่ําลง และ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่เจือจาง 50 เทา และ 100 เทามี       
แอคติวิตีต่ํา อธิบายไดวาอาจเจือจางเอนไซมมากเกินไป ทําใหโมเลกุลของโปรตีนนอยเกินไป เมื่อ
เกิดการกระจัดกระจายในสารผสมปฏิกิริยา จึงทําใหโอกาสที่จะเจอกันนอยลง และเนื่องจากการ
ตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีดังกลาวนี้ เกิดขึ้นโดยอาศัยปฏิกิริยาทางเคมี สามารถอธิบายไดตามทฤษฎี
การชนของโมเลกุล (Collision Theory)  โดยกลาววาปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นเมื่อมีการชนกันของตัวทํา
ปฏิกิริยาในทิศทางที่เหมาะสม ทั้งนี้การที่เอนไซมเจือจางมากเกินไป โอกาสในการชนกันของตัวทํา
ปฏิกิริยาอาจจะนอยตาม ทําใหแอคติวิตีที่ไดต่ํา จากขอมูลที่กลาวมาขางตนจึงไดเลือกปริมาณ
เอนไซมเจือจางเริ่มตนที่ 10 เทาในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบดในการ
ทดลองตอไป 
 

ในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงสําหรับงานวิจัยนี้ ไดใชวิธีของ Lowry (1951) โดย
คํานวณจากผลตางของปริมาณโปรตีนเริ่มตนกับปริมาณโปรตีนที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาในน้ําลาง แต
ในการตรึงเอนไซมนี้ ไดใชเอนไซมเร่ิมตนที่ไมไดผานการทําบริสุทธิ์ (crude enzyme) จึงไมสามารถ
บอกไดวาปริมาณโปรตีนที่วัดไดเปนโปรตีนที่เปนเอนไซมจริงหรือไม อาจเกิดความผิดพลาดในการ
รายงานผลไดสูง ดังนั้นในการรายงานผลงานวิจัยนี้จึงไดเปรียบเทียบจากคาแอคติวิตีของเอนไซมที่
ตรึงไดตอน้ําหนักตัวพยุง 
 

สําหรับผลของระยะเวลาการทําปฏิกิริยาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสเนส ไดทําการ
แปรผันเวลาตั้งแต 15–180 นาที พบวา แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป จะเพิ่มข้ึนในชวงระยะเวลา
แรก อธิบายไดวา ที่เวลาชวงแรกจะมีโอกาสเกิดพันธะระหางเอนไซมกับกลูตารัลดีไฮดมากขึ้นจะถงึ
เวลาชวงหนึ่ง เอนไซมไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮดไดอีก เนื่องจากหมูที่ไวตอการ
เกิดปฏิกิริยาของเอนไซมกับกลูตารัลดีไฮดหมด ทําใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปเขาสูสภาวะคงที่ 
แมจะมีการเพิ่มเวลาใหนานขึ้น โดยระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมในขวดเขยาใชเวลา 
45 นาที ก็เพียงพอสําหรับที่จะทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮดหมด ในขณะที่การตรึงใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซใชเวลาเพียง 30 นาที สามารถอธิบายไดวา ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
เม็ดของแข็ง (ทราย) มีการกระจายไดดีกวาการตรึงในขวดเขยา ดังนั้นการชนกันของตัวทําปฏิกิริยา
จึงเกิดไดดีกวาในขวดเขยาจึงใชเวลาสั้นกวาและมีแอคติวิตีที่ดีกวาในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสใน
ขวดเขยา 
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ผลของสารละลายบัฟเฟอรที่เลือกใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส คือ สารละลาย    
อะซิเตทบัฟเฟอร ความเปนกรดดาง 4.0 , ความเขมขน 0.05 โมลาร อธิบายไดวา ที่ความเปนกรด
ดาง 4.0 นั้นเปนคาความเปนกรดดางที่ทําใหโปรตีนอยูในสภาพธรรมชาติที่สมบูรณที่สุด ที่ยัง
สามารถทํางานไดตามปกติ จึงทําใหแอคติวิตีมีคาสูง เนื่องจาก ความเปนกรดดางมีผลตอสภาพ
รูปรางของโปรตีน ถาความเปนกรดดางไมเหมาะสม เอนไซมซึ่งเปนสารประกอบพวกโปรตีนก็จะ
เสียสภาพไป ไมสามารถทํางานไดดังเดิม จึงทําใหแอคติวิตีที่ไดต่ํา ซึ่งโดยปกติแลวคาความเปน
กรดดางที่คงสภาพธรรมชาติของเอนไซมไดดีที่สุด คือ ที่คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ใชในการผลิตเอนไซมนั้น ดังการทดลองนี้ไดทําการตรึงเดกซแทรนเนส ที่ผลิตจากจุลินทรีย 
Penicillium sp ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับปรุงจาก Fukumoto และคณะ ที่ปรับใหคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนเทากับ 4.0  สอดคลองกับการทดลองของ Busto และ Prabhu (1995) ที่ทําการตรึง 
บีตา–กลูโคซิเดส ในแคลเซียมอัลจิเนต พบวา เอนไซมที่มาจากรา ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา
ความเปนกรดดางเทาใด มักจะใหคาความเปนกรดดางขณะทําการตรึงที่ความเปนกรดดาง
เชนเดียวกัน โดยในการทดลองใหคาความเปนกรดดางขณะที่ทําการตรึงเอนไซมนี้ คือ 3.0 ซึ่งเปน
คาความเปนกรดดางเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางเอนไซม ดังนั้นในการตรึงเดกซแทรนเนสที่
คาความเปนกรดดาง 4.0 จึงทําใหสภาพธรรมชาติของโปรตีนที่ตรึงไดยังคงสภาพดีที่สุด ที่จะให      
แอคติวิตีของเอนไซมไดดีทีสุดเชนกัน 

จากการศึกษาหาจํานวนรอบของการนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาใชซ้ํา พบวา แอคติวิตี
ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป จะคอยๆลดลง ในรอบหลังๆ ซึ่งสันนิษฐานไดวา เกิดจากการหลุดของ
โปรตีนหรืออาจเกิดจากการเสียสภาพของบริเวณเรงของเอนไซม จึงไดทําการทดลองศึกษาถึงการที่
แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ลดลงเมื่อมีการนํามาใชซ้ํา และจากผลการทดลองสามารถ
อธิบายไดวา การที่แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปลดลงเนื่องมาจากการหลุดของโปรตีน เนื่องจากได
ทดลองทําการบมแตในบัฟเฟอรกอนในรอบแรก ซี่งเอนไซมจะไมมีการจับเกาะกับสับเสตรทใหเกิด
ความเสยีหายบริเวณเรงได แลวจึงทําการหาแอคติวิตีในรอบตอไป ซึ่งผลที่ไดปรากฏวาแอคติวิตี
ของเอนไซมตรึงรูปมีคาลดลงเหมือนกับการทดลองที่นําเอนไซมตรึงรูปไปใชกอนรอบนึงแลวจึงเอา
มาใชซ้ํา แสดงวา การลดลงของแอคติวิตีเกิดจากการหลุดของเอนไซม มากกวาการเสียสภาพของ
บริเวณเรง สอดคลองกับการทดลองของ Amorim และ คณะ (2003) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมไลเปส
บนไคโตซานฟลม โดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชันนัล พบวาเมื่อนําเอนไซมตรึงรูปมาใชซ้ํา
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะคอยๆลดลง ที่หลังจากใชในปฏิกิริยาแลว 6 รอบ เหลือแอคติวิตีอยู 
ประมาณ 25 %  
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และเมื่อทําการศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูป พบวา คาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทา 5.0 และเดกซแทรนเนสอิสระเทากับ 4.5 
โดยเลื่อนไปทางดางเล็กนอย ดังแสดงในรูปที่ 4.20 ที่เปนเชนนี้อาจเปนไปไดวา  ในกระบวนการ
ตรึงรูปเอนไซมนั้น หมูอะมิโน ( - NH2 ) ของเอนไซมจะถูกนําไปสรางพันธะกับกลูตารัลดีไฮด ทําให
หมูคารบอกซิล ( - COOH ) ไมแตกตัว จึงตองเพิ่มความเปนกรดดางใหสูงขึ้น เพื่อให –COOH แตก
ตัวเปน – COO_  ทําใหประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมดีข้ึนตามไปดวย สอดคลองกับ
งานวิจัยของ Rogalski และ คณะ (1997) ที่ไดทําการตรึงเดกซแทรนบน porous glass พบวา มี
การเปลี่ยนแปลงความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม โดยจะเลื่อนไปในทางที่
เปนดางเล็กนอย จากเดิมที่ 5.5 เปน 6.0 สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการทํางานของ               
เดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระอยูที่ 55°ซ เทากัน และที่อุณหภูมิสูงขึ้นพบวา   
เดกซแทรนเนส ตรึงรูปมีแอคติวิตีเหลืออยูเดกซแทรนเนสอิสระที่อุณหภูมิเดียวกัน อธิบายไดวาเปน
ผลมาจากวิธีการตรึงรูปและสารไบฟงกชันนัลที่ชวยในการยึดติดกับตัวพยุง มีสวนชวยในการรักษา
สภาพโมเลกุลของโปรตีนไมใหเสียสภาพไดงาย และยังพบอีกวา เดกซแทรนเนสตรึงรูป มีความ
เสถียรตอความเปนกรดดาง ความเสถียรตออุณหภูมิ และยังสามารถใชงานไดในชวงความเปนกรด
ดางที่กวางกวา ดังแสดงในรูปที่ 4.22, 4.23 และ 4.20 ตามลําดับ สอดคลองกับงานวิจัยของ Jun 
ichi และ Matsuyama (2000) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมกลูโคอะไมเลส (glucoamylase) บนเซรามิก
เมมเบรน (ceramic membrane) โดยใชกลูตารัลดีไฮด 2.5% ละลายในอะซิเตทบัฟเฟอร ความ
เปนกรดดาง 4.0 พบวา เอนไซมตรึงรูปสามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิสูงขึ้นและชวงความเปนกรด
ดางที่กวางขึ้น 

 
สําหรับการหาคา Km ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป พบวา มีคา 

0.0009 และ 0.002 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.26 และ 4.27 พบวาคา Km ของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปมีคาสูงกวา อธิบายไดวาเนื่องมาจากการเขาไปจับกันระหวางเอนไซมและสับสเตรทใน
ทิศทางที่เหมาะสมของเอนไซมตรึงรูปอาจเปนไปไดยากกวาในเอนไซมอิสระนั่นเอง 
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ภาคผนวก ก 
 
สูตรอาหารและวธิีการเตรยีมอาหารสําหรับเลีย้งเชือ้ 
 
สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ 

      สูตรอาหาร Fukumoto 
ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม    10.0 กรัม 
โซเดียมไนเตรต (NaNO3)    2.0 กรัม 
สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)   2.0 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4⋅7H2O)   0.5  กรัม 
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4⋅7H2O)             0.009 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  2.0 กรัม 
โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)    0.5 กรัม 

 
 ปรับความเปนกรด-ดางเริ่มตนที ่4.0 นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121° ซ ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีกรณีตองการทาํเปนอาหารวุนใหปรับความเปนกรด-ดาง
เร่ิมตนเปน 4.5 และเติมวุนผง (Agar) 20 กรัม 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 

1. การเตรียมสารละลายสําหรบัวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson  
(Somogyi, 1952) 

 
1.1 สารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (Alkaline Copper reagent) 

 
 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดียมโพแทสเซยีมทารเทรต 40.0 กรัม 

ในน้าํกลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 1.0 นอรมัล  ลงไป 100  
มิลลิลิตรและเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัลง
ไป 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและทาํใหรอน จากนัน้เติมโซเดียมซัลเฟต 180 กรัม  ละลาย
ใหเขากนัและปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ เก็บในขวดสีชา ตั้งทิง้ไว
ที่อุณหภูมหิอง 24 ชั่วโมง 

 
1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 

 
ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้าํกลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน
ลงไป 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเตมิสารละลายโซเดียมอารซิเนตที่มีความเขมขน 12 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัลงไป 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร 
ดวยน้าํกลัน่ เก็บในขวดสีชา  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออก
กอนนาํไปใช 
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2. สารละลายสาํหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry’s reagent) 
 

2.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 60.0 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  12.0  กรัม 
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.6 กรัม 
น้ํากลัน่ 3000 มิลลิลิตร 
 

2.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย 
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 50.0 กรัม 
น้ํากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 
 

2.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 
Lowry A  50 สวน 
Lowry B 1 สวน 
 

2.4 สารละลาย Lowry D (phenol reagent) ประกอบดวย 
สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1  สวน 
น้ํากลัน่ 1 สวน 
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3. สารละลายอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร ปริมาตร 1000 มล. คาความเปน
กรด-ดางเทากบั 4.5 
 
ชั่งโซเดียมอะซิเตท 1.45 กรัมละลายในน้าํกลั่นปริมาตรประมาณ 950 มล. ปรับคาความเปนกรด
ดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial acetic acid) จนเทากับ 4.5 จากนั้นปรับปริมาตรดวยขวดวัด
ปริมาตรขนาด 1000 มล. 
 
4. สารละลายเดกซแทรน ท ี2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนกั) 

 
ละลายเดกซแทรน ท ี2000 จํานวน 0.625 กรัมในสารละลายอะซเิตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 
โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 และปรับปริมาตร ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. 
 
 
5. สารละลายกลูตารัลดีไฮด 
 
เตรียมสารละลายกลูตารัลดีไฮด ในสารละลายบพัเฟอร ใหมีความเขมขนที่ตองการใช โดย
สารละลายนี้จะทําหนาที่เปนสารสรางพนัธะรวมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป  
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานน้ําตาลรีดิวซเมื่อวเิคราะหดวยวิธี Samogyi-Nelson (Samogyi, 1952) 
 

y = 0.0055x
R2 = 0.9978
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กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 520 นาโนเมตร กับน้ําตาลกลูโคสความ
เขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอ มล. 
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2. กราฟมาตรฐานโปรตนีเมือ่วิเคราะหดวยวิธ ีLowry (Lowry และคณะ, 1951) 
 

y = 0.0021x
R2 = 0.9978

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

ความเขมขนของโบวีนซีรั่มอัลบูมิน (0-0.2 มก./มล.)

คา
กา

รดู
ดก

ลืน
แส

งที่
 66

0 น
าโน

เม
ตร

 
 
กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 660 นาโนเมตร กับน้ําตาลกลูโคสความ
เขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอ มล. 
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ภาคผนวก ง 
 

1. ชุดกรองสปอรของ Penicillium sp. SMCU3-14 (Hopwood และคณะ, 1985) 
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หมู 4 หมูบาน ราณี 2   ถนนลาดปลาเคา แขวงจรเขบัว เขตลาดพราว กรุงเทพฯ 10230 
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