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 ในการศึกษาครั้งนี้ ไดทาํการตรึงรูปเดกซแทรนเนสจากเชื้อ Penicillium sp.สายพันธุ  

SMCU 3-14  ซึ่งมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส บนผวิของทรายทีม่ีขนาด 16–20 
เมช โดยใชกลตูารัลดีไฮดเปนสารชวยตรึง ไดทําการศึกษาตัวแปรตางๆ ที่เกี่ยวของในการ 
ตรึงรูป ไดแก ความเปนกรดดาง, ปริมาณเอนไซม, ความเขมขนของกลตูารัลดีไฮด, ระยะเวลา
ในการทําปฏิกริิยา ทัง้ในการทดลองระดับขวดเขยาและในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบด และ
ไดทําการเปรยีบเทียบสมบตัิของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรนเนสอิสระ พบวาภาวะที่
เหมาะสม สําหรับการตรึงรูป คือ ใชกลูตารลัดีไฮดที่ความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) และ
เดกซแทรนเนสเริ่มตนที ่ 0.778 มก.ตอมล.ในระดับขวดเขยา และเอนไซมเจือจาง 10 เทาใน
การตรึงในเครือ่งปฏิกรณฟลอิูดไดซเบด ทาํการตรึงที่อุณหภูมิหอง ที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที สําหรับการตรึงในขวดเขยา และอตัราการใหอากาศ 2.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตร
สารละลายในเครื่องปฏิกรณ โดยใชเวลา 120 นาทีในการตรึงกลูตารลัดีไฮดในขวดเขยาและ 
60 นาที ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซที่ความเปนกรดดาง 7.0 และในขั้นตอนการตรึงรูปใช
เวลา 45 นาทใีนขวดเขยา 30 นาทีในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซที่ความเปนกรดดาง 4.0 เมื่อทํา
การเปรียบเทยีบสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดกับเอนไซมอิสระ พบวา เดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปมีอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการทํางานเทากนัคือที ่ 55°ซ ความเปนกรดดางที่เหมาะสม
กับการทํางานเปลี่ยนจาก 4.5 เปน 5.0 สามารถทาํงานไดที่ชวงความเปนกรดดางกวางขึ้นที่  
4.5 – 6.0 มีความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดางมากขึ้น และคา Km ของเอนไซม
ตรึงมีคามากกวาเอนไซมอิสระที่ 0.002 และ 0.0009 มลิลิโมลาร ตามลําดับ และเมื่อนํามาใช
ซ้ําพบวามีแอคติวิตีเหลืออยู 25% หลังจากการใชรอบที ่6 
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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. 

 
Department    Microbiology  …Student’s signature………………………….……. 
Field of study Industrial Microbiology…Advisor’s signature………………………………... 
Academic year    2004   ...Co-advisor’s signature………….…………………. 



 ฉ

กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จไปดวยดีดวยความชวยเหลืออยางยิ่งของผูชวยศาสตราจารย  
ดร. สุเทพ ธนยีวัน อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธ และศาสตราจารย สมศักดิ์ ดํารงคเลิศ อาจารยที่
ปรึกษารวมวทิยานพินธที่ไดใหความรู คําแนะนําและขอคิดเห็นตางๆ ตลอดจนตรวจแกไขตนฉบับ
วิทยานิพนธ  ซึ่งผูวิจยัขอกราบขอบพระคณุอยางสงูไว ณ ทีน่ี้ดวย 
 กราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร. ไพเราะ ปนพานิชการ ทีก่รุณารับเปนประธาน
กรรมการในการสอบ ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยตลอดระยะเวลาการศึกษา 
 ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร. สุพัฒน เจริญพรวัฒนา และอาจารย ดร. 
ปาหนัน เริงสาํราญ ที่กรุณารับเปนกรรมการในการสอบตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ และ
ชวยตรวจแกไขวิทยานพินธใหมีความสมบูรณยิ่งขึ้น 
 กราบขอบพระคุณอาจารยทกุทานในภาควิชาจุลชวีวทิยาที่กรุณาใหความรู และคําแนะนาํ
ตางๆ แกผูวิจยั 
 กราบขอบพระคุณพี่ๆเพื่อนๆ ที่อยูเคียงขาง ใหความชวยเหลือ และเปนกําลังใจใหเสมอมา   
 ขอขอบคุณเจาหนาที่ในภาควิชาจุลชวีวทิยาทกุทานที่มสีวนในการชวยเหลือตลอดมา 
 สุดทายขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ที่ใหการสนับสนุนและความชวยเหลือ ตลอดจน
ใหกําลงัใจแกผูวิจัยตลอดมา 
 
 
 
 
 



สารบัญ 
 

หนา 
บทคัดยอภาษาไทย …………………………………………………………………..……….... ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ ………………………………………………………………..……...... จ 
กิตติกรรมประกาศ ……………………………………………………………………..……….. ฉ 
สารบัญ ……………………………………………………………………..…………..……..... ช 
สารบัญตาราง ………………………………………………………………..…………..……... ซ 
สารบัญภาพ ………………………………………………………………..………………........ฌ 
คํายอ ………………………………………………………………..………………......…..….. ฏ 
บทที ่

1. บทนาํ …………………………………………………………………………...... 1 
2. ปริทรรศนวรรณกรรม …………………………………………………………...... 4 
3. อุปกรณและวธิีดําเนนิการทดลอง ……………………………………………...... 36 
4. ผลการทดลอง ………………………………………………………………….....68 
5. สรุปและอภิปรายผล... …………………………………………………...............108 

รายการอางองิ ……………………………………………………………………...................  116 
ภาคผนวก ……………………………………………………………………..........................123 
 ภาคผนวก ก ………………………………………………………............................ 124 
 ภาคผนวก ข ………………………………………………………............................ 125 
 ภาคผนวก ค ………………………………………………………............................ 128 
 ภาคผนวก ง ………………………………………………………............................ 130 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ ………………………………………………………..................... 131 



 ซ

สารบัญตาราง 
 

ตาราง  หนา 
2.1 เปรียบเทยีบปริมาณออยสดและออยไฟไหมที่เขาหีบต้ังแตปการผลิต 2539/40-2542/43. 6 
2.2 องคประกอบของน้ําออย……………………………………………..........................….. 10 
2.3 จุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได.........................................………...........….  19 
2.4 ตัวอยางรายงานการวิจยัทีม่กีารนาํการตรึงมาใชในการตรึงเซลล,เอนไซม และสาร

ผลิตภัณฑตางๆ ……………………………………………………………...………….... 
 

21 
4.1 ผลของการหาปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป........................................ 68 
4.2 ผลของการแชทรายในกรดแลวเขยาในขั้นตอนการเตรียมตัวพยงุตอการตรึงรูปเอนไซม.... 69 
4.3 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป...................................... 94 
4.4 ผลของการเสยีสภาพในการทํางานของเอนไซมตรึงรูป................................................... 104 

 
 
 
 
 
 
 



 ฌ

สารบัญภาพ 
 

ภาพประกอบ          หนา 
2.1 กระบวนการผลิตน้ําตาล………………………………………................................ 8 
2.2 การเปลี่ยนซูโครส ใหเปนเดกซแทรน………………………………………............... 13 
2.3 ก. โครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณสูง  

ข. โครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,3 ปริมาณสูง………………....................... 15 
2.4 การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยหลักการดดูซับทางกายภาพ……………………….... 23 
2.5 การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยการเชื่อมระหวางกลุมฟงกชันนัลบนตัวพยุงกับ

เอนไซม……………………………………………………………….………............ 
 

24 
2.6 การเชื่อมโยงของเอนไซมโดยใชกลูตารัลดีไฮด……………………….………........... 25 
2.7 การกักขงัเอนไซมไวในรูพรุน………………………………………..……….............. 26 
2.8 การกักขงัเอนไซมใหอยูในลูกกลมผนงับางกึ่งซึมผานได……………………............. 26 
2.9 ลักษณะของเบดที่มีของไหลตางชนิดกันไหลผานดวยความเรว็มากกวาความเร็ว

ต่ําสุดในการเกิดฟลูอิไดเซชนั.....................................................………............... 
 

29 
2.10 รูปแบบการไหลสําหรับฟลูอิไดซเบดแกส-ของแข็ง..............................…................ 30 
2.11 ลักษณะของเบดนิ่งที่ไมมีและมีการเคลื่อนที่สัมพทัธกับผนัง......……….…………… 31 
2.12 ลักษณะการเกิด wake......................................................……………………...... 32 
3.1 การเตรียมตัวพยุง…………………………………………………………………...... 44 
3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยการเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปพรอมกบั 

เดกซแทรนเนส……………………………………………………………………...... 
 

45 
3.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยเติมกลูตารัลดีโฮดลงไป 

จากนั้นจงึคอยลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป…………………...………………... 46 
3.4 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยเติมกลูตารัลดีไฮดลงไป 

จากนั้นเททิ้งโดยไมตองลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป………………….………... 47 
3.5 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยโดยไมมีการเติมกลตูารัลดีไฮดลงไป………...... 48 
4.1 แสดงลักษณะการไหลภายในในเครื่องปฏกิรณฟลูอิดไดซ………………………...... 70 
4.2 แสดงทําใหเกดิการฟลูอิดไดซแบบ smooth fluidization……………………............ 71 
4.3 แสดงทําใหเกดิการฟลูอิดไดซแบบ bubling fluidization……………………............ 71 



 ญ

สารบัญภาพ ( ตอ ) 
 

ภาพประกอบ          หนา 
4.4 ผลของเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายที่ทาํใหเกิดการฟลูอิดไดซ 

แบบ smooth fluidization และ แบบ bubling fluidization…………………………. 73 
4.5 แสดงผลของกลูตารัลดีไฮดตอการตรึงรูปเอนไซม………………….……………....... 74 
4.6 อัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในขวดเขยา…...... 77 
4.7 อัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดใน

เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ..…………………….…………………………………….... 
 

78 
4.8 อัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปใน 

เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ….………………….…………………………...………….. 
 

79 
4.9 ปริมาณโปรตีนเริ่มตนของเดกซแทรนเนสที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซมในขวด

เขยา................................................................................................................... 
 

81 
4.10 ปริมาณเดกซแทรนเนสเจือจางเริ่มตนที่เหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซมในเครื่อง

ปฏิกรณฟลูอิดไดซ..……………….………………………….…………….………… 
 

82 
4.11 ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับการเตรียม 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป………………………….……………………..………………. 84 
4.12 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย……........ 85 
4.13 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส…………………………..……..... 87 
4.14 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับ

ทรายในขวดเขยา………………………….………………………….………………. 
 

89 
4.15 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับ

ทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ………………………….……………………….… 
 

89 
4.16 ความเขมขนทีเ่หมาะสมของบัพเฟอรในขัน้ตอนการทําปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดี

ไฮดกับทราย………………………….………………………….…………………… 
 

90 
4.17 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสในขวดเขยา…......... 92 
4.18 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสในเครือ่งปฏิกรณ

ชีวภาพฟลูอิดไดซ………………....………………….………………………………. 
 

92 
4.19 ความเขมขนของบัพเฟอรที่เหมาะสมในขัน้ตอนการตรึงเดกซแทรนเนส………......... 93 

 



 ฎ

สารบัญภาพ ( ตอ ) 
 

ภาพประกอบ          หนา 
4.20 ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและ 

เดกซแทรนเนสอิสระ……………….……………………………......................……. 97 
4.21 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและ 

เดกซแทรนเนสอิสระ………….………………………….…….……………………... 
 

98 
4.22 ผลของความเสถียรตอความเปนกรดดางของเอนไซมตรึงรูป………………….......... 99 
4.23 ผลของความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซมตรึงรูป…….…………………................ 100 
4.24 ผลของการนาํเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระมาทาํการไฮโดรไลซเดกซแทรน  

ท-ี2000............................................................................................................. 
 

101 
4.25 จาํนวนรอบของการใชซ้าํเดกซแทรนเนสตรึงรูป…………………………………...... 103 
4.26 การประมาณคา Km โดยวิธไีลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot)  ของ 

เดกซแทรนเนสตรึงรูปเมื่อใชเดกซแทรน ที – 2000 เปนสับสเตรท โดยทําการบม
เอนไซมตรึงรูปที่ 55°ซ ความเปนกรดดาง 5.0………………….…….……..……..... 

 
 

106 
4.27 การประมาณคา Km โดยวิธไีลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot)  ของ 

เดกซแทรนเนสอิสระเมื่อใชเดกซแทรน ท–ี2000 เปนสับสเตรท โดยทําการบม
เอนไซมตรึงรูปที่ 55°ซ ความเปนกรดดาง 4.5……..………………………………… 

 
 

107 
                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 ฏ

 
 
 

คํายอ 
 

°ซ   = องศาเซลเซยีส 
%   = เปอรเซ็นต 
µg   =  ไมโครกรัม 
µM   = ไมโครโมลาร 
µl   = ไมโครลิตร 
mM   = มิลลิโมลาร 
มก.   = มิลลิกรัม 
มล.   = มิลลิลิตร 
U   = ยูนิต (หนวยของเอนไซม) 

   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                              1

บทที ่1 
 

บทนํา 
 

ออยเปนพืชเศรษฐกิจทีม่ีความสําคัญทั้งในระบบการเกษตรกรรมและภาคอุตสาหกรรม  
เนื่องจากออยเปนพชืหนึ่งทีน่ํามาใชในการผลิตน้ําตาล ปจจุบันมกีารผลิตและบริโภคน้ําตาลทั่วโลก
ประมาณ 130 ลานตนั คิดเปนน้าํตาลทีผ่ลิตจากออยประมาณรอยละ  65–70  ประเทศไทยนบัได
วาเปนประเทศผูสงออกน้าํตาลอันดับที่  4 ของโลก   โดยประเทศที่ผลิตน้าํตาลจากออยที่สําคัญ
ไดแก  บราซิล  อินเดีย  จีน  คิวบา  ออสเตรเลีย  แอฟริกาใต และไทย เปนตน  ปริมาณสงออกใน
แตละปเปนสวนที่เหลือจากการบริโภคภายในประเทศ โดยมีตลาดสงออกที่สําคัญอยูในแถบเอเซยี 
ไดแก อินโดนเีซีย เกาหลีใต ญี่ปุน มาเลเซีย และจนี สําหรับประเทศคูแขงที่สําคัญของไทย คือ 
ออสเตรเลียไทยเปนประเทศที่สงออกน้ําตาลมากเปนอนัดับตนของโลก รองจากบราซิล      
สหภาพยุโรป และออสเตรเลีย  (ท่ีมา : http://www.wangkanai.com/knowlage.htm) 
 ปจจุบันประเทศไทยมีพืน้ที่ปลูกออยประมาณ 6 ลานไร   โดยปลูกมากในเขตภาคกลาง  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ    ผลผลิตรวมทั้งประเทศในป 2544 เทากบั  59 ลานตนั/
ป  หรือมีผลผลิตเฉลี่ย 9 ตนั/ไร/ป (สํานกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2544)  มีโรงงานน้าํตาลทั้งหมด 
46 โรง  ซึ่งกระจายอยูในภาคตางๆ ของประเทศ  โดยมกีําลังการผลิตรวมเทากับ 608,103 ตัน/วนั  
สามารถผลิตน้ําตาลทรายทั้งประเทศไดประมาณปละ 6  ลานตนั   
(ที่มา : http://www.wangkanai.com/cane3.htm) 
 ผลผลิตน้ําตาลประมาณรอยละ 70  เปนการผลิตเพือ่การสงออก สวนที่เหลือประมาณ 
รอยละ 30 ใชสําหรับบริโภคภายในประเทศ  ซึง่มีทัง้บริโภคโดยตรงและใชในอุตสาหกรรมตางๆ   
รายไดจากการสงออกน้าํตาลไปยังตางประเทศในป  2544  มีมูลคา  30,592  ลานบาท  ซึง่สวน
ใหญจะสงออกในรูปน้าํตาลทรายดิบ   และการสงออกในรูปของกากน้ําตาลคิดเปนมูลคา 2,684 
ลานบาท สวนรายไดที่เกิดจากการบริโภคภายในประเทศมีมูลคา 20,000 ลานบาท  สวนใหญจะ
เปนน้าํตาลทรายขาวและน้าํตาลทรายขาวบริสุทธิ์   ประเทศผูรับซื้อน้าํตาลทรายที่สําคัญจากไทย  
ไดแก อินโดนีเซีย  ญี่ปุน  จนี  มาเลเซีย  เกาหลีใตและ กมัพูชา เปนตน 
(ที่มา : http://www.wangkanai.com) 
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ประโยชนของน้ําตาลสาํหรับการบริโภคไดแกแรธาตุตางๆ แรธาตุที่มีอยูมากในน้าํตาล
ทรายแดง ไดแก แคลเซียม โปแตสเซียม โซเดียม และเหล็ก น้ําตาลทรายแดง เปนอกีแหลงหนึง่ ทีม่ี
ปริมาณแรธาตุ ซึ่งใหคุณประโยชนแกรางกาย แรธาตุเหลานี้มาจากวัตถุดิบในการผลิต ซึ่งกค็ือ 
"ออย" นัน่เอง  แมวาน้าํตาลทรายแดงจะมีปริมาณแรธาตุตาง ๆ มากกวาน้าํตาลทรายขาว และ
น้ําตาลทรายขาวบริสุทธ แตหลายคนกย็ังเลือกที่จะบริโภคน้ําตาลสีขาว ๆนอกจากชอบสีที่ดูสะอาด
สดใสแลว คงเพราะปจจุบนัน้ําตาลทรายขาวมีความบริสทุธิ์มากถงึ 99.9% การทําใหบริสุทธิ์ก็ไมได
ใชสารเคมีที่เปนอันตรายตอรางกายแตอยางใด (ที่มา: วังขนายสาร ปที่ 6 ฉบับที่ 61 ประจําเดือน
มีนาคม-เมษายน 2543) 

น้ําออยซึง่เปนวัตถดุิบหลกัในการผลิตน้ําตาลทราย มกีารปนเปอนดวยจุลินทรียที่มี
ความสามารถในการสรางเดกซแทรน ติดมาดวยจากธรรมชาติ จุลนิทรียเหลานี้จะเปลี่ยนน้ําตาล
ซูโครสในน้ําออยใหเปนเดกซแทรนซึ่งเปนสารที่มีลักษณะเหนียวหนืด ทําใหเกาะกบัพื้นผวิตางๆได
เปนผลใหจุลนิทรียอ่ืนๆที่ติดมาสามารถเกาะกับเดกซแทรนและใชน้ําตาลในนั้นเปนแหลงอาหาร
เมื่อเมตาบอไลซน้ําตาลแลวจะมกีารปลดปลอยกรดอินทรียออกมาทาํใหน้ําออยมคีวามเปนกรด
เพิ่มข้ึน เกิดการบูดเปรี้ยวและเมื่อมีปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยสูงเกนิไป เดกซแทรนที่มนี้ําหนัก
โมเลกุลสูงจะทําใหสารละลายน้าํตาลซโูครสมีความหนดืเพิ่มข้ึนในกระบวนการหีบออยและการทาํ
น้ําตาลใหบริสทุธิ์ นอกจากนั้นเดกซแทรนทีเ่กิดขึน้ยงัไดเขาไปรบกวนกระบวนการผลิตและ
กอใหเกิดปญหาในกระบวนการผลิตตางๆของน้ําตาลทราย ทําใหไดปริมาณในการผลิตนอยลง 
และผลผลิตที่ไดไมมีคุณภาพ ซึง่มีผลกระทบมากตออุตสาหกรรมน้ําตาลทราย สําหรับการแกไขนัน้ 
บางโรงงานไดใชความรอนในการสลายเดกซแทรนโดยเมื่อความรอนไปทําใหเดกซแทรนมีโมเลกุล
เล็กลงความหนืดก็จะลดลงไปดวยแตวิธนีีต้องใชพลังงานมาก หรือบางโรงงานใชสารเคมีเพื่อ
ทําลายจุลนิทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนกอนเขากระบวนการผลิต ทําใหลดปญหาทีเ่กิดจาก 
เดกซแทรนได แตเปนการเสียคาใชจายที่สูงขึน้ ดังนั้นการศึกษานี้ไดเสนอวธิีการนําเดกซแทรน     
เนสมาใชแกปญหาเดกซแทรนเนื่องจาก วิธนีี้เปนปฏิกิริยาทางเอนไซมทาํใหมีความจาํเพาะ 
ปฏิกิริยาที่เกิดไมรุนแรง มีความเปนพิษตํ่า และสามารถใชในปริมาณที่นอยแตไดประสิทธิภาพสูง 
อยางไรก็ตามการใชเอนไซมอิสระมีขอจํากดัที่สามารถใชไดเพียงครั้งเดยีวไมสามารถนํามาใชได
ใหมอีก จึงมผีูพยายามหาวิธีทีจ่ะนาํเอนไซมกลับมาใชไดใหมเพื่อความคุมคา โดยใชวิธีการตรึงรูป
เอนไซมในวัตถุประสงคดังกลาว 
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อนันตพงษ สุขเกษ (2543) ไดรายงานถงึการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิตจาก Penicillium sp. 
สายพนัธุ SMCU 3-14 บนผิวทราย โดยที่ คุณสมบัติของทรายนัน้ไมมีพิษและไมมอัีนตราย ทนตอ
แรงกระแทกไดดี มีความคงรูปสูง แมอยูในสภาพแวดลอมที่มีความเปนกรดดางที่รุนแรง หรือ 
อุณหภูมิสูง ไมสามารถถูกทําลายไดโดยจุลินทรีย  อีกทั้งเปนวัสดุทีห่าไดงาย ราคาถูกและสามารถ
แยกออกจากปฏิกิริยาไดงาย  
 

ดังนัน้ในงานวจิัยนี ้จึงมุงหวงัที่จะหาวิธทีี่จะเพิ่มแอคติวิตขีองเดกซแทรนเนสตรึงรูปใหไดสูง
และทําการตรึงเดกซแทรนเนสใหไดในปรมิาณทีม่ากขึน้ โดยทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสที่
ผลิตจากเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 ที่สวุรรณา นพพรพนัธุ (2528) ไดทําการ
กลายพันธุใหผลิตเดกซแทรนเนสไดสูง บนตัวพยุงที่ใช คือ ทรายแมน้ําขนาด 16–20 เมช              
ที่อนนัตพงษ สุขเกษ ( 2543 ) ไดศึกษาทางกายภาพของพื้นผวิและขนาดของทรายแลววามีความ
เหมาะสมที่สดุที่จะมาขยายสวนการผลติในเครื่องปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed 
Reactor) เพื่อประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายตอไป 
 
วัตถุประสงค 
 เพื่อหาภาวะทีเ่หมาะสมในการทําการตรึงเดกซแทรนเนสในระดับขยายสวนในเครื่อง
ปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed Reactor) เพือ่หาความเปนไปไดที่จะนํามา
ประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายตอไป 
 
ข้ันตอนการดําเนินงาน 

1. ทดสอบหาภาวะทีเ่หมาะสมในการตรึงเดกซแทรนเนสในขวดเขยาเพื่อใชเปนขอมูล
เบื้องตนในการตรึงรูประดับขยายสวนตอไป 

2. ทดสอบหาภาวะทีเ่หมาะสมในการตรึงเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณแบบ      
ฟลูอิดไดซเบด  

3. ศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ตรึงไดจากเครื่องปฏิกรณแบบ        
ฟลูอิดไดซเบด  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดขอมูลที่จะนํามาประยกุตใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายตอไป 



บทที่ 2  
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 

อุตสาหกรรมออยและน้ําตาลนับวาเปนตลาดแรงงานใหญที่มีผูเกี่ยวของทั้งดานแรงงานตัด
ออยและแรงงานในโรงงานน้ําตาล ซึ่งรวมการจางงานไมต่ํากวา 700,000 คน นอกจากนี้ยงัมี
อุตสาหกรรมตอเนื่องอีกมากมายทัง้ อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม ผลพลอยไดจาก
อุตสาหกรรมออยยังสรางมูลคาในอุตสาหกรรมตางๆ อีก เชน  
 - กากออย:  ใชผลิตกระดาษอัด, ใชทําปุยปรับปรุงดิน และทําเชื้อเพลิง 
 - กากน้าํตาล  (Molasses):   ใชในอุตสาหกรรมตางๆ ภายในประเทศ   ไดแก        
อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล อุตสาหกรรมผลิตโมโนโซเดียมกลูตาเมท  อุตสาหกรรมผลิตซอส   
ถั่วเหลือง อุตสาหกรรมผลติอาหารสัตว และอุตสาหกรรมผลิตกรดซิตริก ศักยภาพของอุตสาหกรรม
ออยและน้ําตาลของไทย  ข้ึนอยูกับการบริหารและจัดการดานวัตถุดบิ  แมวาประเทศไทยจะเปน
ประเทศที่สงออกน้ําตาลในอันดับตน ๆ  แตเมื่อการคาของโลกมีแนวโนมที่เปดเสรีมากขึ้น   การ
แขงขันยอมสูงขึ้น  เมื่อวิเคราะหถงึศักยภาพการผลิตออยของไทย  พบอุปสรรคและปญหาดังนี ้
ปริมาณผลผลิตออยโดยรวมและตอไรอยูในเกณฑต่ํา  ผลผลิตออยทีเ่พิ่มในแตละป  เกิดจากการ
เพิ่มพืน้ที่การปลูกออยและปริมาณการกระจายของฝนที่ดีเปนหลัก ไมไดมาจากการเพิ่มผลผลิตตอ
หนวยพื้นที ่ เมื่อเปรียบเทยีบผลผลิตออยของประเทศไทยกับประเทศคูแขงขันจะเหน็ไดวา ประเทศ
ไทยอยูที่ประมาณ   8-9 ตัน/ไร  ในขณะที่คูแขง อยางเชน ประเทศออสเตรเลีย และบราซิลมี
ผลผลิตโดยเฉลี่ยอยูที ่ 15 ตัน/ไร  ผลผลิตตองานโดยเฉลี่ยทัง้ประเทศเมื่อเทียบกบัออสเตรเลียจะ
นอยกวาถึง 70% คือ ผลผลิตน้ําตาลของไทยกบัออสเตรเลียนั้นอยูในปริมาณที่เทาๆกัน แตพื้นที่
เพาะปลกูโดยเฉลี่ยของออสเตรเลียนอยกวาประเทศไทยประมาณ 50% นอกจากนั้นยังเกิดปญหา
การขาดแคลน  พนัธุด ี ที่เหมาะสมกับพืน้ที่การผลิตแตละเขต ซึ่งเปนปญหาที่เกี่ยวโยงถึงปญหาที่
กลาวมาขางตน ปญหาเรื่องความหวาน หรือปริมาณน้าํตาลที่ไดตอตนออยอยูในเกณฑที่ต่าํ เมื่อ
เทียบกบัประเทศคูแขง คือ ประเทศไทย   ผลิตน้ําตาลไดประมาณ  103  กิโลกรัม/ตันออย   ในขณะ
ที่ประเทศอืน่ๆ   ผลิตน้ําตาลได  110–115  กิโลกรัม/ตันออย  (หรือคาความหวานโดยเฉลี่ยของ
ประเทศอยูที ่11–12 ซีซีเอส) ในการปลูกออยนั้นเปาหมายคือการผลิตน้ําตาล   

ในสวนของการซื้อขายออย นอกจากจะซือ้ขายกันตามน้ําหนกัออยแลว  จะมีการซื้อขาย
ออยตามคุณภาพความหวานดวย  โดยคุณภาพความหวานวัดเปน ซีซีเอส (CCS = commercial 
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cane sugar)  (ซีซีเอส  หมายถึงน้ําตาลซูโครสที่มีในออยจํานวนหนึ่ง) การวัดซีซีเอส กระทําโดยนาํ
น้ําออยมาวัดดวยเครื่องมือวัดคาบริกซ (brix) ราคาออยจะผันแปรตามคุณภาพความหวาน  ออยที่
มีความหวานมาก คือมีซีซีเอสสูงก็จะไดราคาด ี โดยคามาตรฐานกําหนดที ่10 ซีซีเอสทุกๆ 1 ซีซีเอส
ที่เพิม่ข้ึนจากคามาตรฐานนี้เกษตรกรจะไดราคาเพิ่มข้ึนตันละ 30 บาท ดังนั้นจะเหน็ไดวาคาความ
หวานนั้นมีผลกระทบตอรายไดของเกษตรกรคอนขางมาก ชวงปลูกออยที่เหมาะสมจะแบงตามเขต
พื้นที่ที่ใชปลูกออย ซึ่งสามารถแบงออกเปน 2 เขต คือ  
1.เขตชลประทาน จะปลูกในชวงระหวางเดือนมกราคม ถึง พฤษภาคม  
2.เขตน้ําฝน สามารถปลกูได 2 ชวง คือ  

- ตนฤดูฝน ตั้งแตเดือนเมษายน-มิถุนายน นิยมปลกูในพืน้ทีท่ั่วไป 
- ปลายฤดูฝน ตั้งแตเดือนตุลาคม-ธันวาคม นิยมปลูกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาค
ตะวันออก และภาคเหนือบางพืน้ที ่ 

 เนื่องจากการพื้นที่ในการปลูกออยมีการขยายบริเวณเพิ่มข้ึน ดังนั้นจึงทาํใหการจดัการดาน
วัตถุดิบตองประสบปญหาเกี่ยวกบัการขาดแคลนแรงงานในการเก็บเกีย่ว โดยปจจุบนัชาวไรมีความ
จําเปนตองเผาออยกอนการตัดเนื่องจากใหความสะดวกและรวดเร็วในการเก็บเกีย่ว ซึง่ปญหาจาก
การเผาออยของเกษตรกรเปนปญหาสําคัญมากสําหรบัอุตสาหกรรมออยและน้าํตาลทราย
เนื่องจากทําใหผลผลิตน้าํตาลลดลงอยางมาก อีกทั้งยงัสรางความเสียหายแกเครื่องจักรหลาย
พันลานบาท  

ในชวงเปดหีบ เกษตรกรผูปลูกออยตางเรงรีบทีจ่ะตดัออยสงเขาโรงงานจงึมีการเผาออย
เพื่อความสะดวกรวดเร็วในการเก็บเกีย่ว ซึ่งไดมีการเปรียบเทียบปริมาณออยสดและออยไฟไหม
เขาหีบดังแสดงในตารางที่ 2.1 ซึ่งกอใหเกดิปญหาตามมา ดงันี ้

หลังจากการเผาออย จุลินทรียสวนใหญจะถูกทําลายหมด ยกเวนจุลินทรียที่ใชน้ําตาลได
จําพวก Leuconostoc spp. ซึ่งไดแก L. dextranicum และ L. mersenteroises (Tsuchiya และ
คณะ, 1952) ซึ่งจุลินทรียเหลานี้เมือ่เขามาในชุดลูกหีบกจ็ะใชน้ําตาลเพื่อการเจริญและสราง
ผลิตภัณฑที่เปนสารที่มีความหนืดคลายแปงเปยก คือ เดกซแทรน ซึ่งมนี้ําหนกัโมเลกุลอยูในชวงที่
กวางมาก ทําใหเกิดภาวะ purity drop ในระหวางชุดลูกหีบ การตมเคีย่วชากวาปกต ิผลึกน้ําตาลมี
ลักษณะเปนเข็มซ่ึงไมเปนทีต่องการ อีกทั้งการกรองยังทาํไดยากขึ้น ซึ่งภาวะที่กลาวมานัน้เปน
สาเหตทุี่ทาํใหประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาลของโรงงานลดลงเปนอยางมาก ลงทีม่า 
ที่มา :วังขนายสาร ฉบับที่ 72 ประจําเดือนมกราคม-กุมภาพันธ 2545 
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ตารางที่ 2.1 เปรียบเทียบปรมิาณออยสดและออยไฟไหมที่เขาหีบ 
ตั้งแตปการผลติ 2539/40-2542/43 

ปการผลิต ออยสด 
( ลานตนั ) รอยละ ออยไฟไหม 

( ลานตนั ) รอยละ 

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 : รายงานการผลิตน้ําตาลทรายปการผลิต 2542/43 ฝายวิชาการและวางแผน ศูนยบริการการ
ผลิต สํานกังานคณะกรรมการออยและน้าํตาลทราย 

 
กระบวนการผลิตน้ําตาลจากออย 

กระบวนการในการผลิตน้ําตาลทรายดิบ สามารถแบงไดเปน 5 ขัน้ตอน ดังตอไปนี ้
 
1. กระบวนการสกัดน้าํออย (Juice Extraction): ทําการสกดัน้ําออยโดยผานออยเขาไปใน           
ชุดลูกหีบ (4-5 ชุด) และกากออยที่ผานการสกัดน้าํออยจากลกูหบีชุดสุดทาย จะถูกนําไปเปน
เชื้อเพลิงเผาไหมภายในเตาหมอไอน้าํ เพือ่ผลิตไอน้ํามาใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลทราย 
 
2. การทาํความสะอาด หรือทําใสน้ําออย (Juice Purification): น้าํออยที่สกัดไดทั้งหมดจะเขาสู
กระบวนการทาํใส เนื่องจากน้ําออยมีสิ่งสกปรกตาง ๆ จึงตองแยกเอาสวนเหลานีอ้อกโดยผานวธิี
ทางกล ไดแกวิธ ีDefection method  คือ การแยกสิ่งสกปรกออกจากน้ําออยดวยวิธีการตกตะกอน
โดยใหความรอนแกน้าํออยและผสมกับน้าํปูนขาว ผานเครื่องกรองตาง ๆ และวธิีทางเคม ี ไดแกวธิี 
Sulphitation method คือ การฟอกสีแยกสิ่งสกปรกออกจากน้ําออยดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซด ซึ่ง
ไดจากการเผากํามะถัน และ Carbonation method  หมายถงึ การฟอกสีแยกสิง่สกปรกออกจาก
น้ําออยดวยกาซคารบอนไดออกไซด  ซึ่งไดจากการฟลิวกาซ  (flue gas)  ในปลองเตาหมอไอน้าํที่
ไดจากการเผาหินปนูกับถานโคก (ฟลวิกาซ คือ ควันกาซที่ออกจากปลองซึ่งไดจากการเผากากออย 
จะมีคารบอนไดออกไซดประมาณ  9-12%  ใชในการตกตะกอนเพื่อผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์) 
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3. การตม (Evaporation): น้ําออยที่ผานการทาํใสแลวจะถูกนาํเขาสูชุดหมอตม (Multiple 
Evaporator) เพื่อระเหยเอาน้ําออก (ประมาณ 70%) โดยน้ําออยขนที่ออกมาจากหมอตมลูก
สุดทาย เรียกวา น้ําเชื่อม (Syrup) 
 
4. การเคี่ยว (Crystallization): น้ําเชื่อมที่ไดจากการตมจะถูกนําเขาหมอเคีย่วระบบสูญญากาศ 
(Vacuum Pan) เพื่อระเหยน้ําออกจนน้ําออกจนน้ําเชื่อมถึงจุดอิ่มตัว ที่จุดนี้ผลึกน้าํตาลจะเกิดขึ้น
โดยที่ผลึกน้ําตาล และกากน้ําตาลที่ไดจากการเคี่ยวนี้รวมเรียกวา แมสิควิท (Messecuite) 
 
5. การปนแยกผลึกน้าํตาล (Centrifugaling): แมสิควิทที่ไดจากการเคี่ยวจะถกูนาํไปปนแยกผลึก
น้ําตาลออกจากกากน้ําตาล โดยใชเครือ่งปนผลกึน้าํตาลที่ไดนี้จะเปนน้าํตาลดิบ จากนัน้จึงนาํไป
อบและบรรจุ
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วัตถุดิบหลักในการผลิตน้ําตาลทรายในประเทศไทยคือ น้ําออย ในน้ําออยนั้นประกอบดวย
น้ําตาลซูโครสและธาตุอาหารอื่นๆ อีกเปนจํานวนมากดงัแสดงในตารางที่ 2.2 ซึง่เพยีงพอที่จะทําให
แบคทีเรียตางๆ เจริญไดดี  แบคทีเรียที่ปะปนมาในน้ําออยโดยเฉพาะออยที่ผานการเผากอนนาํมา
หีบเหลานี้จะกอใหเกิดความเสียหายหลายประการตอกระบวนการผลติน้ําตาล เชน ปริมาณ
น้ําออยลดลง, เกิดเมือกทําใหน้าํออยหนดืขึ้น, เกดิปริมาณกรดเพิ่มข้ึน, มีการอุดตันของทอเครือ่ง
กรองและรางสงน้าํออย, การตมระเหยน้ําไดชาและการเคี่ยวน้าํตาลทําไดชา ซึง่ลวนแตทําให
ผลผลิตของการผลิตน้ําตาลทรายลดลงอันเนื่องมาจากเดกซแทรนที่แบคทีเรียเหลานี้สรางขึน้ 
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ตารางที่ 2.2 องคประกอบของน้าํออย   (Irvine, 1981) 

 
   ออยที่หบี (Millable Cane) 

 
ปริมาณเปอรเซ็นต 

    
   น้ํา 
  ของแข็ง 
        ของแข็งที่ละลายได ( Soluble Solid ) 
        ไฟเบอรแหง  ( Fiber Dry )  
 
   องคประกอบของน้ําออย 
 
  น้ําตาล  ( Sugar ) 
        ซูโครส ( Sucrose ) 
        กลูโคส ( Glucose ) 
        ฟรุคโตส ( Fructose ) 
 
  เกลือ ( Salts ) 
  กรดอนนิทรีย ( Inorganic Acid ) 
  กรดอินทรีย  ( Organic Acid ) 
        กรดคารบอกซิลิก ( Carboxylic acid ) 
        กรดอะมโิน ( Amino acid ) 
 
  อินทรียสารอื่นๆ ที่ไมใชน้ําตาล 
        โปรตีน ( Protein ) 
        แปง ( Starch ) 
        กัม ( Gum ) 
        แวกซ  ไขมัน  ฟอสฟาไทต 
  สารอืน่ๆ 
 

 
73 – 76 
24 – 27 
10 – 16 
11 – 16 
 
ของแข็งที่ละลายได (เปอรเซน็ต) 
 
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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เดกซแทรนจัดเปนปญหาที่สาํคัญในอุตสาหกรรมผลิตน้าํตาลทรายดวย เนื่องจากใน
อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายนั้น พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ Leuconostoc sp. เปนแบคทีเรีย
สายพนัธุที่พบไดบอยวาเปนสาเหตทุี่ทาํใหออยเสียหรือเกิดรสเปรี้ยวขึ้น (Tsuchiya และคณะ, 
1952) โดยจุลินทรียสายพันธุนีม้ีความสามารถในการสังเคราะหแอลฟากลูแคนพอลิแซ็กคาไรด 
ชนิดเดกซแทรน (alpha- glucan polysaccharide : dextran) จากน้ําตาลซูโครส (sucrose) ทีไ่ด
จากแกนออย โดยในน้ําออยซึง่เปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลทรายนัน้จะมจีลุินทรียที่มีความ 
สามารถในการสรางเดกซแทรนปนเปอนติดมาดวยจากธรรมชาต ิ โดยจุลินทรียเหลานี้จะทําการ
เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสในน้ําออยเปนเดกซแทรน (Irvine, 1981) ซึ่งมีลักษณะเหนยีวหนืดจงึทาํให
เกาะกับพืน้ผิวตางๆไดดี และเมื่อมีปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยสูงเกนิ ประมาณ 1000 mg/kg 
(Brix basis) เดกซแทรนทีม่ีน้ําหนักโมเลกุลสูง  จะไปทําใหสารละลายน้าํตาลซโูครสมีความหนดื
เพิ่มข้ึนในกระบวนการโมและการทาํน้ําตาลใหบริสุทธิ ์ (milling & refining processes) 
นอกจากนัน้เดกซแทรนจะเขาไปรบกวนกระบวนการผลติน้ําตาลในอกีหลายๆกระบวนการทาํให
เกิดปญหาในกระบวนการตางๆของการผลิตน้ําตาลทราย ไดแก เครื่องกรองโดยเดกซแทรนจะ
รวมตัวกนัเปนโมเลกุลใหญเกิดเปนอนุภาคที่ไมละลายน้ํา เกิดเปนตะกอนขึน้ ซึง่ทําใหเกิดการอุด
ตัน, บริเวณทอสงน้าํออยเปนผลใหอัตราไหลของน้าํออยต่ําลง อีกทั้งเปนบริเวณที่เหมาะสมในการ
เกาะของจุลินทรียชนิดอืน่ทีป่นเปอนมาดวย (บุญสง แสงออน, 2525) ซึ่งจุลินทรยีเหลานี้สามารถ
ใชน้ําตาลเปนแหลงอาหารและทําการปลดปลอยกรดอินทรียหลายชนิดออกมา (สันต ฉายตระกลู, 
2525) โดยกรดอินทรียเหลานี้จะทําใหความเปนกรดของน้ําออยเพิ่มข้ึน ซึง่เปนสาเหตุในการทาํให
น้ําออยบูดเปรีย้ว มกีลิ่นและรสชาติเปลี่ยนไป,บริเวณถังทาํใหตมระเหยน้ําไดชาสิน้เปลืองพลังงาน
มากขึ้นและในระหวางการระเหยน้ํานั้นจะทาํใหความเขมขนของเดกซแทรนเพิ่มมากขึน้ ซึ่งจะไป
รบกวนโดยจะเกิดการรวมตวัเปนผลกึ (crystal formation) และเกดิการแยกตัวออกมาของผลกึ
(crystal separation) ซึ่งจะเปนผลทําใหเกิดการสูญเสยีซูโครสในกากน้ําตาล (molasses) ในตอน
ทายสุด (Tilbury,1974) ซึ่งจะมีผลใหปริมาณของผลผลิตที่ไดจากกระบวนการลดลง ซึ่งอาจจําเปน
จะตองมีการพกัเครื่องเพื่อการทําความสะอาดกอนที่จะทาํการดําเนนิการทําการผลิตตอไป ซึ่งถา
ตองเสียเวลาทําความสะอาดบอยก็จะเปนการเพิ่มตนทุนการผลิต และเสียเวลาในการผลิต ซึ่งเปน
การเสียเปรียบมากในเชิงเศรษฐศาสตร  
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จากปญหาที่เกิดขึ้น พอจะสรุปปจจัยทีท่ําใหเกิดปญหาขึ้นได คือ ตัวเชื้อแบคทีเรียทีม่ี
ความสามารถในการผลิตเดกซแทรน, น้ําตาลซูโครส, และเดกซแทรน จึงมีการแกปญหาในโรงงาน
น้ําตาลโดยการกําจัดปจจัยที่เปนตวัการใหเกิดซึง่มีหลายวิธ ี ไดแก การฆาเชื้อจุลนิทรียโดยทาํให
ปลอดเชื้อดวยความรอน (sterilization) ซึ่งมีคาใชจายคอนขางสงูและเปลืองพลงังาน, การเติมสาร
เพื่อกําจัดเชื้อจุลินทรียซึ่งสารที่เติมอาจทําใหน้าํตาลที่ไดมีรสชาติหรือมีสีที่เปลี่ยนไป, นําออยทีต่ัด
ไดเขาสูกระบวนการผลิตทนัทกีอนที่จะมกีารสรางเดกซแทรน แตกม็ีความเปนไปไดยากเนื่องจาก
ปริมาณวัตถุดบิมีจํานวนมาก หรือการกําจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออย ซึ่งสามารถทําไดหลายวธิ ี
เชน การสลายดวยกรดรวมกับความรอน (Monsan และ Paul, 1991), การใชรังสีอัลตราไวโอเลต, 
การใชคลื่นเสยีงความถี่สงู (Watson และ Woff, 1955) ซึ่งมีราคาแพงไมคุมกับการลงทนุจึงไมนิยม
ใช วิธทีีน่าสนใจและมีความเหมาะสมที่นยิมใชในปจจบุันนี ้คือ การใชเอนไซมเดกซแทรนเนส  โดย
วิธีนี้เปนปฏิกิริยาทางเอนไซมที่มีความจาํเพาะตอเดกซแทรนสูง ปฏิกริิยาเกิดในสภาวะที่ไมรุนแรง 
มีความเปนพษิตํ่าและใชปริมาณนอยแตไดผลสูง (Imrie และ Tilbury, 1972) แตในการใชเอนไซม
อิสระนั้นมีคาใชจายคอนขางสูง เนื่องจากใชไดเพียงครั้งเดียวแลวไมสามารถนาํกลับมาใชไดอีก 
ดังนัน้จึงมีผูพยายามหาวธิทีี่จะนําเอนไซมกลับมาใชไดใหมอยางคุมคา จึงมกีารศึกษาถงึการนํา
เอนไซมตรึงรูปมาใชเพื่อที่จะสามารถนาํเอนไซมกลับมาใชใหมได 
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เดกซแทรน (dextran) 
เดกซแทรนเปนชื่อโดยทั่วไปของพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยไดแก          

ดี-กลูโคส (D-glucose) มีลักษณะเหนยีวหนืด ละลายน้าํไดยาก เกิดจากการทํางานของเดกซแทรน
ซูเครส (dextransucrase) หรือ กลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (glucosyltransferase) ซึง่เปนเอนไซมที่
ตองการการชกันํา (inducible enzyme) โดยสารชักนาํการสรางเดกซแทรนไดแก ซูโครส ในภาวะที่
มีซูโครส แบคทีเรียจะผลิตกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสมาทําการเปลี่ยนซูโครส ใหเปนเดกซแทรน แลว
ขับออกมานอกเซลล พรอมทั้งปลอยฟรุคโตสอิสระออกมา ดงัแสดงในรูปที่ 2.2  
 
 
ดังปฎิกิริยาตอไปนี้  (Schachtete, 1975) 
 

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

    หรือ  glucosyltransferase 
รูปที่ 2.2 การเปลี่ยนซโูครส ใหเปนเดกซแทรน 

 
เดกซแทรนที่ผลิตจากจุลนิทรียตางชนิดกันจะมีสมบัติทางเคม ี และทางกายภาพแตกตาง

กัน เชน ความเหนียวหนดื, ความสามารถในการละลายน้ํา และสัดสวนของพันธะไกลโคไซด 
(glycosidic linkage) ที่เปนองคประกอบ ซึ่งโดยปกติเดกซแทรนจะประกอบดวยพันธะไกลโคไซด
แบบ α-1,6 และ α-1,3 เปนสวนใหญ พันธะ α-1,4 และ α-1,2 เปนสวนนอย ดังแสดงในรูปที่ 
2.3 (Jeanes และคณะ, 1950) ขนาดโมเลกุลและชนดิของพันธะจะเปนตัวกําหนดความสามารถ
ในการละลายน้ําของเดกซแทรน โดยยิง่ขนาดโมเลกลุใหญและสัดสวนของพันธะไกลโคไซดแบบ 
α-1,3 มากจะยิ่งละลายน้ําไดยาก โดยเดกซแทรนสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด ไดแก  
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1. เดกซแทรนที่สามารถละลายน้าํได (water soluble dextran) ซึ่งมีพันธะ α-1,6 ในปริมาณมาก 
ถูกสังเคราะหโดยการทาํงานของกลูโคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose: 1,6-α-D-glucan 3-α- and 
6-α-glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณมาก (Lewicki และคณะ
, 1971) 
2. เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (water insoluble dextran) ซึ่งมีพนัธะ α-1,3 ในปริมาณ
มาก ถูกสงัเคราะหโดยการทํางานของกลโูคซิลทรานสเฟอรเรส (sucrose:1,3-α-D-glucan 3-α-
glucosyltransferase) ที่สังเคราะหเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณมาก (Guggenheim และ 
Newbrun, 1969) 

ในปจจุบนัมีการผลิตเดกซแทรนในทางการคามากมาย โดยมีใหเลือกตามขนาดของ
โมเลกุลและการใชงาน เชน เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ใชเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม
อาหาร เชนเติมในไอศกรีม เบเกอรี่ หรือลูกอม ชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส  เดกซแทรนทีใ่ช
ในทางการแพทย ซึ่งใชในการเพิม่ปริมาตรของโลหิตในผูปวยที่สูญเสียน้ําจากการถูกไฟครอกโดย
ไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิดการตกตะกอนของเลือด, เดกซแทรน T-2000 
(น้ําหนักโมเลกุล 2,000,000), เดกซแทรน T-40 (น้ําหนักโมเลกุล 40,000) และเดกซแทรน T-20 
(น้ําหนักโมเลกุล 20,000) เปนตน โดยเดกซแทรนที่ผลิตในทางการคาทัง้หมด สังเคราะหโดย
แบคทีเรีย Leuconostoc mesenteroides NRRL B512F ซึ่งโครงสรางของเดกซแทรนที่เชื้อ
ดังกลาวผลิตขึ้นประกอบดวยพันธะ α-1,6 ถึง 95 เปอรเซ็นต โดยอีก 5 เปอรเซ็นตเปนพนัธะ         
α-1,3 (Wilham และคณะ, 1955) 
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รูปที ่2.3  ก. โครงสรางของเดกซแทรนพันธะ α-1,6 ปริมาณสูง  
             ข. โครงสรางของเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 ปริมาณสูง 
(ο แทนหนวยกลูโคสในสาย α-1,6 กลูแคน, − พนัธะ α-1,6 ไกลโคไซด ,  • หนวยกลูโคสในสาย 
α-1,3 กลูแคน, ↓  พนัธะ α-1,3 ไกลโคไซด) 
 
 
 
 

ก. 

ข. 
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เนื่องจากกลูโคซิลทรานสเฟอรเรสเปนเอนไซมที่มีความจําเพาะในการเรงปฎิกิริยาการ
เปลี่ยนซโูครสเปนเดกซแทรน โดยจะไมเรงปฎิกิริยาการตอสายยาวของกลูโคสอิสระหรือกลูโคสจาก
น้ําตาลโมเลกลุคูชนิดอื่น (Jordan และ Keyes, 1966) และดวยความเหนียวหนืดของเดกซแทรนนี้
เองทาํใหเดกซแทรนไดรับความสนใจและศกึษาใน 2 แงมมุดังนี ้
 
1.การเกิดคราบจุลนิทรียที่เปนสาเหตขุองฟนผุ       

แบคทีเรียในชองปากกลุม Mutans Streptococci สามารถสังเคราะหเดกซแทรนจาก
ซูโครสได โดยเดกซแทรนที ่ Mutans Streptococci สังเคราะหจะประกอบดวยทั้งเดกซแทรนที่
ละลายน้ําได (ซึ่งมีพนัธะ α-1,6 ปริมาณสงู) และเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้ําได (ซึ่งมีพนัธะ 
α-1,3 ปริมาณสูง) โดยเดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้าํไดนี้เองเปนสาเหตุสําคัญในการทาํให
เกิดการรวมกลุมและเกาะติดบนผิวฟนของแบคทีเรีย (Ebisu และคณะ, 1974) ไดศึกษาสมบัติของ
เดกซแทรนที่ไมสามารถละลายน้าํไดจาก Streptococcus mutans OM7 176 พบวา 70 
เปอรเซ็นต เปนเดกซแทรนพนัธะ α-1,3 และ 30 เปอรเซ็นต เปนพนัธะ α-1,6  
 
2.อุตสาหกรรมการผลิตน้าํตาลทราย (sugar cane industry)      

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลจากออยถือเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญของประเทศ ใน
ข้ันตอนของการหีบออยจะมีการปนเปอนเชื้อกลุม Leuconostoc spp. เชน Leuconostoc 
dextranicum และ Leuconostoc mesenteroides  ที่สามารถผลิตเดกซแทรนที่มีพนัธะ α-1,6 
เปนสวนใหญจากซูโครสทีม่อียูในน้าํออยได เดกซแทรนที่ผลิตจากแบคทีเรียเหลานี ้ เมื่อจับกับ
พื้นผวิทอสงน้าํออยในโรงงาน จะทําใหเกดิการอุดตัน ทําใหอัตราการไหลและการกรองต่ําลงหรอื
หยุดชะงัก (Bennett,1973) อาจทาํใหการเกิดผลึกของน้ําตาลชาหรือไมสมบูรณ (Imrie และ 
Tilbury, 1972) นอกจากนี้ความหนืดของเดกซแทรนยังทาํใหแบคทีเรียชนิดอืน่ที่ปนเปอนมาใน
น้ําออยถูกยึดไว และเจริญโดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารแลวปลดปลอยกรดอินทรียที่เกิด
จากการเมตาบอลิซึมออกมา (Celestine และ Parfait, 1988) ทําใหความเปนกรดของน้ําออย
เพิ่มข้ึน ทําใหน้ําออยบูดเปรีย้ว มีกลิน่ ทาํใหคุณภาพของน้าํตาลต่ําลง Imrie และคณะ, 1972 
รายงานวามกีารปนเปอนของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจาก
หัวบที (sugar beet) โดยซูโครสสวนหนึ่งจะสูญหายไป พรอมทั้งมีการสรางพอลิแซ็กคาไรดที่มี
ลักษณะคลายเมือก  ซึ่งกอใหเกิดปญหาตอกระบวนการและคุณภาพของผลิตภัณฑ 
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เดกซแทรนเนส 
 

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่มีชื่อเรียกตามระบบการเรยีกเอนไซมวา alpha-1,6-glucan-
6-glucanohydrolase, E.C.3.3.1.11 ซึ่งเอนไซมนี้มคีวามจาํเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพนัธะ
แอลฟา-1,6 ซึ่งเปนพนัธะที่เชื่อมระหวางหนวยยอยของกลูโคสบนแกนหลักและสวนที่แตกแขนง
ของเดกซแทรน เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตองการการชักนาํ (inducible enzyme)  และมี
ความจาํเพาะตอพันธะเปนอยางมาก สามารถแบงเดกซแทรนเนสออกเปน 2 ชนดิตาม
ความจาํเพาะในการสลายพนัธะ ไดแก เดกซแทรนเนส (α-1,6-glucanase, EC 3.2.1.11) ซึ่ง
จําเพาะตอพนัธะ α-1,6 บนสายเดกซแทรน และเดกซแทรนเนส (α-1,3-glucanase, EC 
3.2.1.59)  ซึ่งจําเพาะตอพนัธะ α-1,3 บนสายเดกซแทรน 
 
โดยการทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายพนัธะของเดกซแทรนสามารถทําได 2 แบบ คือ  

1. Exo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพนัธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจาก
ปลายรีดิวซของสายของเดกซแทรน เปนการตัดทีละโมเลกุลของกลูโคส ผลิตภัณฑทีไ่ดสวนใหญคอื 
กลูโคส 
2. Endo-dextranase เปนเดกซแทรนเนสทีย่อยสลายพันธะที่จุดใดจุดหนึง่ในสายของเดกซแทรน 
ทําใหไดพอลิเมอรของน้ําตาลในขนาดตางๆแลวแตความหางระหวางแตละจุดตัด ผลิตภัณฑที่ได
จากการยอยสลายอาจเปน  โอลิโกเมอร (oligomer), ไดเมอร (dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) 
ของกลูโคส 
  

เดกซแทรนเนส (α-1,6-D-glucan-6-glucanohydrolase; E.C.3.3.1.11)  เปนเอนไซม
ที่มีความจาํเพาะตอการสลายพันธะα-1,6  ภายในสายเดกซแทรนทําใหโมเลกุลของเดกซแทรน 
มีขนาดเล็กลง  และมีผลทาํใหความหนดืลดลงดวย (Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 
1991)  เดกซแทรนเนสโดยทั่วไปที่ผลิตจากราจะยอยพันธะ α-1,6 และเปนการตัดแบบ endo   
สายเดกซแทรนทีถู่กยอยแลวจะมีขนาดเลก็ลง  มกัพบอยูในรูปของโอลิโกเมอร ไดเมอร  หรือโมโน
เมอรของน้ําตาลกลูโคส  แตสวนมากอยูในรูปของน้าํตาลไอโซมอลโตส 
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จุลินทรียทีส่ามารถผลิตเดกซแทรนเนส  
 
 เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในแหลงตางๆ เชน เนื่อเยือ่ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด 
และจากจุลินทรียตางๆ ทัง้รา ยีสต แอคติโนมัยซิส และแบคทีเรีย ดังแสดงในตารางที ่ 2.3 
แบคทีเรียในชองปากจํานวนมากสามารถผลิตเดกซแทรนเนสได (Johnson, 1990) โดยใชในการ
สลายพนัธะของเดกซแทรนในคราบฟนเพือ่นําน้ําตาลเขาสูเซลลสําหรบัเมแทบอลิซมึ (Russell และ
คณะ, 1992 และ Tao และคณะ, 1993)   
 
 ราเปนจุลนิทรยีสําคัญที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่สูงมากกวาแบคทีเรีย 
(Sun และคณะ, 1988) และพบวาราเปนแหลงสําคญัที่สุดของการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสใน
เชิงพาณิชย (Sidebotham, 1974)  แตไมสามารถนาํมาใชในการปองกันฟนผุกับคนได เนื่องจาก
เดกซแทรนที่ราผลิตไดนั้นมกัปนเปอนดวยสารแอฟลาทอกซนิ และมีสวนประกอบของผนงัเซลล 
เชน  กลูแคน ซึ่งอาจกอใหเกิดการแพได (Leach, 1969) จึงมกีารใชเฉพาะในการแกปญหา 
เดกซแทรนในโรงงานน้ําตาลเทานั้น 
 

จากปญหาที่เกิดขึ้นภายในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลอนัเนื่องมาจากเดกซแทรน 
จึงไดมีการคนควาหาวธิีกําจดัเดกซแทรนออกไปจากระบบการผลิตน้าํตาลทรายโดยใช           
เดกซแทรนเนส เนื่องจากมีความจาํเพาะสูงและไมกอใหเกิดปญหาอื่นๆตามมาในขั้นตอนของการ
ผลิตน้ําตาล ทําใหมีการผลิตเดกซแทรนเนสออกมาในรปูเชิงการคา แตทั้งนีก้็ยงัมขีอจํากัดของการ
นําเดกซแทรนเนสไปใช นั่นคือ ราคาที่คอนขางสงูและสามารถนําไปใชประโยชนไดเพียงครั้งเดียว 
ดังนัน้จึงมีผูทีพ่ยายามคิดคนหาวิธกีารนําเอนไซมไปใชอยางคุมคา และวิธทีี่นาสนใจและเปนที่นยิม
กันในปจจุบัน ไดแก การตรึงรูปเอนไซม 
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ตารางที ่2.3  จุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนส 
 จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

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 การจํากัดเอนไซมใหอยูในขอบเขตที่จํากัด แตยังคงมีสมบัติในการ

เปนตัวเรงปฏิกิริยาได อีกทั้งยงัพบวาการตรึงรูปเอนไซมทําใหเอนไซมมีสมบัติที่ดีขึน้หลายประการ 
เชน สามารถนํากลับมาใชใหมไดอีก,นาํไปใชในกระบวนการผลิตสามารถทําในระบบตอเนื่องได, 
สามารถแยกเอนไซมออกจากผลิตภัณฑทีต่องการไดงาย และเอนไซมบางชนิดหลงัจากตรงึรูปแลว
อาจมสีมบัติบางประการเปลี่ยนไปในทางที่เปนประโยชนตอการนํามาใชในโรงงานอุตสาหกรรม 
เชน มีความทนทานตออุณหภูมิสูงขึน้ เก็บรักษาไดงายและมีอายกุารใชงานไดนานขึ้น                  
มีความจาํเพาะตอสารตั้งตนมากขึ้น เปนตน องคประกอบที่สําคัญสําหรับการตรึงรูปเอนไซม ไดแก 
เอนไซม ตวัพยุง และวิธีการที่ทําใหเอนไซมดูดยึดกับตัวพยงุ ซึ่งไดมงีานวิจยัที่มกีารนําการตรึงมา
ใชมากมายดงัแสดงในตารางที ่2.4 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางรายงานการวิจยัที่มกีารนาํการตรงึมาใชในการตรึงเซลล, เอนไซม และสาร
ผลิตภัณฑตางๆ  

จุลินทรีย เอนไซม /สารผลิตภัณฑ ตัวพยงุที่เลือกใช สารเคมีชวยตรึง เอกสารอางอิง 

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 ไมมีการรายงานไว  
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 ขอจํากัดของเอนไซมอิสระทีท่ําใหมีแนวคิดหันมาใชเอนไซมตรึงรูปตาม  
ปราณี อานเปรื่อง (2535) ไดแก 

1. เอนไซมอิสระไมเสถียร 
2. เอนไซมอิสระนํามาใชงานไดเพียงครั้งเดียว 
3. เมื่อนําเอนไซมอิสระผสมลงในสารละลายซับสเตรตและผลผลิต ทาํใหแยกเอนไซมออกมา

ไมได  
4. เอนไซมอิสระสวนใหญละลายน้าํ และในสารละลายได จึงนาํมาใชในลักษณะ solid 

catalyst ไมได ทาํใหไมสามารถนาํมาใชกบัเครื่องปฏิกรณประเภทตางๆได 
5. เอนไซมอิสระมีตนทนุสูง 
6. เอนไซมอิสระอาจกอพษิตอผูใช หากสัมผัสในปริมาณมาก 
7. เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรยีตองผานกระบวนการสกัดและทําใหบริสุทธิ ์

กอนนาํมาใชงาน 
8. เอนไซมอิสระที่เติมลงไปในอุตสาหกรรมที่ตองระเหยน้าํออกในขัน้สดุทาย จะไปเพิ่ม

ปริมาณน้าํ ทาํใหส้ินเปลืองพลังงานในการระเหยเอนไซมอิสระที่เติมลงไปดวย 
9. เอนไซมอิสระมีขอจํากัดทางภาวะในการใชงานสูง (reaction condition) 

 
ขอดีของการตรึงรูปเอนไซม ไดแก 

1. สามารถแยกเอนไซมตรึงรูปออกจากระบบที่เกิดปฏิกริยาไดงาย 
2. สามารถนํากลบัมาใชไดอีก 
3. สามารถนําไปใชในระบบตอเนื่องได 
4. ทําใหสมบัติบางประการดีขึ้น เชน ความเสถียรตอความรอน, การเกบ็รักษา ,ชวงความเปน
กรดดาง, ความจําเพาะกับซบัสเตรต เปนตน 
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วิธีการตรึงรูปเอนไซมสามารถแบงได 4 ประเภทหลกัตาม Goel,1994 ดังนี้  
การตรึงรูปเอนไซมกับตัวพยุง (Carrier Binding) แบงเปน 4 แบบ ไดแก      
 
1. การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยหลกัการดูดซับทางกายภาพ (Physical Adsorption) ดัง
แสดงในรูปที ่ 2.4 โดยระหวางเอนไซมกับตัวพยุงจะมีแรงกระทาํกนัอยางออนๆ เกิดแรงดึงดดูได
หลายแบบ เชน แรงวัลเดอรวาล  พันธะไฮโดรเจน โดยวิธีนี้เกิดไดงายไมซับซอน ภาวะการตรึงไม
รุนแรง ทําใหเกิดความเสยีหายกับเอนไซมนอย จากการที่แรงดึงดูดที่เกิดขึ้นไมคอยแข็งแรงดังนัน้
เอนไซมจึงถูกชะออกจากตัวพยุงไดงายเมือ่ความเปนกรดดางหรืออุณหภูมิเปลี่ยนแปลงเพยีง
เล็กนอย       

 
 
 
 

รูปที่ 2.4 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยหลักการดูดซับทางกายภาพ 
ที่มา : http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/immethod.html 

 
การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพนัธะไอออนิค   (Ionic Bonding) เกิดจากอะตอม 2 อะตอม
มารวมกันโดยการถายเทอเิลคตรอนจากอะตอมหนึ่งไปยังอีกอะตอมหนึง่ โดยเปนพนัธะที่เกดิได
งายดงันัน้จงึทาํใหเอนไซมคงแอคติวิตีไวไดสูง แตแรงเกาะกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน 
เอนไซมจึงสามารถหลุดออกจากตวัพยงุไดงาย เมื่อเปนการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดาง  

 



 24

การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท (Covalent Bonding) ดังแสดงในรูปที ่ 2.5 
วิธีนี้เปนการเชื่อมระหวางกลุมฟงกชันนัลบนตัวพยุงกับเอนไซม ซึ่งเปนการเชื่อมแบบสุม ทาํให
ควบคุมไมได ดังนั้นอาจจะไปมีผลกระทบตอบริเวณที่ทาํปฏิกิริยาของเอนไซมทาํใหไมสามารถไป
จับกับซับสเตรตได จึงมีผลลดแอคติวิตีของเอนไซม แตวิธีนีก้ารจับกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยงุ
คอนขางแข็งแรง จึงมักมีอายุการใชงานยาวนานกวาวธิกีารตรึงแบบอื่น 

 
 
 
 

รูปที่ 2.5 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยอาศัยการเชื่อม 
ระหวางกลุมฟงกชนันัลบนตัวพยงุกับเอนไซม 

ที่มา : http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/immethod.html 
 
2. การตรึงรปูเอนไซมดวยวิธเีชื่อมโยงโดยใชสารไบฟงกชันนลั  (Cross Linking) 
 
เปนวธิีทีท่ําโดยใชสารไบฟงกชันนัลทาํหนาที่ตรึงรูประหวางโมเลกุลของโปรตีนเอนไซมทําใหมี
อนุภาคใหญข้ึน เกิดขึน้งายไมยุงยาก สามารถควบคุมขนาดของอนภุาคและสมบัติทางกายภาพได 
แตในระหวางกระบวนการตรึงเอนไซมอาจมีการเสียสภาพระหวางกระบวนการตรึงไดเนื่องจากเปน
การใชสารเคม ีโดยสารที่นยิมใชในการตรึงโดยวธิีนื ้คือ กลูตารัลดีไฮด  
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3. การตรึงรปูเอนไซมดวยวิธีดักจับเอนไซมไวภายใน ( Entrapping ) 
การจํากัดเอนไซมไวในตัวพยุง (Lattice type) เปนการกักขังเอนไซมไวในรูพรุนของเจล โดยเกดิ
จากปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน่ของเจลในสารละลายที่มีเอนไซมอยู ทาํใหไดเปนโครงสรางของเจลที่
มีรูพรุนสามารถขังเอนไซมใหอยูตามโพรงในโครงสรางเจล ดังแสดงในรูปที่ 2.7 

 
 

รูปที่ 2.7  การกักขังเอนไซมไวในรูพรุน 
ที่มา : http://prosys.korea.ac.kr/lab/bio/research/items/EnzymeImmo.html 

 
4. การจาํกัดเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็ก (Microcapsule type)เปนการตรึงรูปเอนไซมโดย
กักขังเอนไซมใหอยูในลกูทรงกลมผนังบางแบบกึ่งซึมผานได โดยสมบัติของผนงับางนี้จะยอมให
ซับสเตรตและผลิตภัณฑซึมผานเขาออกได แตจะไมยอมใหเอนไซมซึมผานออกมา ดังนัน้วธิีนี้
ขนาดโมเลกุลของเอนไซม ผลิตภัณฑ และซับสเตรตมีความสําคัญมาก เนือ่งจากถาเอนไซมมี
ขนาดเล็กชองตองมีขนาดเลก็จึงจะกันไมใหเอนไซมออกมาได ดังนัน้ถาซับสเตรตมีขนาดใหญจะไม
สามารถซมึผานเขาไปเจอเอนไซมได ดังแสดงในรูปที ่2.8 

 
  รูปที่ 2.8   การกักขังเอนไซมใหอยูในลูกกลมผนงับางกึ่งซึมผานได 

ที่มา : http://prosys.korea.ac.kr/lab/bio/research/items/EnzymeImmo.html 
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แมวาการตรึงรูปเอนไซมจะมีการเตรียมไดหลายวิธ ี แตไมมีวิธีการใดที่จะสามารถนํามาใช
ไดกับเอนไซมทุกชนิดและทกุกรณี เนื่องจากเอนไซมแตละชนิดมีความแตกตางกนัทั้งทางดาน
โครงสราง, องคประกอบทางเคมี รวมทัง้ความแตกตางของซับสเตรตและสารผลิตภัณฑ จึงตองมี
การพิจารณาเลือกวิธีการตรึงใหเหมาะสมกับชนิดของเอนไซม ซึง่อาจจะตองใชวิธกีารตรึงมากกวา
หนึง่วธิีมาใชรวมกนัเพื่อใหไดประสิทธิภาพในการตรึงทีด่ีสามารถรักษาสมบัติของเอนไซมไวไดมาก
ที่สุดและมีความคงตัวระหวางการใชงาน อีกทั้งตองเปนวิธีที่สะดวกและมีตนทุนที่ใชในการตรึงต่าํ 
 จากรายงานของ นุสรา เจริญกิจทว ี (2539) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อ 
Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU3-14  แบบลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต ซึ่งการใชวิธีนี้ไมเหมาะ
ตอการนํามาใชในโรงงานอตุสาหกรรมเนือ่งจากราคาในการตรึงคอนขางสูง เนือ่งจากอัลจิเนตมี
ราคาแพง นอกจากนี้ข้ันตอนในการตรึงมีความยุงยากและมีขอจํากัดมาก โดยวิธีตรึงแบบนีไ้ม
เหมาะในการใชกับซับสเตรตที่มีมวลโมเลกลุสูง ดังนั้นจึงไมเหมาะตอการนาํมาใชกับเดกซแทรน 
เนื่องจากมโีมเลกุลสูง 
 จากรายงานของ อนนัตพงษ สุขเกษ (2543) ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิต
จากเชื้อ     Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU3-14  บนผิวทราย ในขวดเขยา พบวาการตรึงรูปบน
เม็ดทรายขนาด 16 – 20 เมช โดยใชกลตูารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชนันัล ใหแอคติวิตีดีที่สุดเทากบั 
1.3 หนวยตอ 1 กรัมทราย จึงไดนําขอมูลเบื้องตนมาทาํการศึกษาเพื่อที่จะนํามาตรึงในระดับขยาย
สวนตอไป 
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ฟลูอิดไดเซชัน 
ในปจจุบันฟลูอิดไดเซชันเปนเทคนิคที่ไดรับความสนใจจากวงการอุตสาหกรรมเปนอยาง

มากเนื่องจากเปนกระบวนการที่สามารถตอบสนองความตองการทางอุตสาหกรรมในการลดตนทุน
การผลิตและทําใหกระบวนการผลิตมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น เครื่องมือฟลูอิดไดซเบดที่ใชใน
อุตสาหกรรมขนาดใหญจึงไดถูกสรางขึ้น และพัฒนาอยางรวดเร็วทั้งในยุโรปและอเมริกา เชน 
เครื่องทํานมผงใหโตขึ้น (Agglomeration), เครื่องอบแหงเมล็ดพืช เปนตน 

นิยาม 
คําวา ฟลูอิดไดเซชัน เปนนิยามที่ใชอธิบายกระบวนการหรือวิธีการที่ทําใหของแข็งซึ่งมี

รูปรางลักษณะเปนเม็ดหรือชิ้น สัมผัสกับของไหลแลวเม็ดของแข็งเหลานี้จะมีสมบัติคลายของไหล 
ดังนั้น เมื่อนําเม็ดของแข็งกลุมหนึ่งมาวางไวบนตะแกรงในหอทดลองแลวใหของไหล (แกส, 
ของเหลว) ไหลผานจากดานลางของตะแกรงที่รองรับเม็ดของแข็ง ของไหลก็จะผานชั้นของเม็ด
ของแข็ง และไหลออกทางสวนบนของหอทดลอง เมื่อเพิ่มความเร็วของไหลขึ้นเรื่อยๆ ในที่สุดจะเห็น
เม็ดของแข็งขยับตัวและลอยตัวขึ้นเปนอิสระไมเกาะติดกัน ของแข็งที่อยูในลักษณะนี้จะมีสมบัติ
คลายของไหล เรียกของแข็งที่ประพฤติตัวในลักษณะนี้วา ฟลูอิดไดซเบด และเรียกปรากฏการณ
ดังกลาววา ฟลูอิดไดเซชัน  

ประเภทของฟลูอิดไดเซชัน  
งานของฟลูอิดไดเซชัน ตั้งแตเร่ิมตนจนถึงปจจุบันพอที่จะสรุปประเภทของงานไดเปน 2 แบบ

ดวยกัน คือ ฟลูอิดไดเซชันสองสถานะและฟลูอิดไดเซชันสามสถานะ 
1. ฟลูอิดไดเซชันสองสถานะ (two-phase fluidization) หมายความวาในหอทดลอง

หรือในเบดที่ใชงานประกอบดวยสองสถานะ คือ ของแข็งกับของไหล โดยที่ของไหลจะเปนแกสหรือ
ของเหลวอยางใดอยางหนึ่ง ดังนั้นฟลูอิดไดซเบด 2 สถานะจึงแบงยอยไดเปน 

- แกสฟลูอิดไดเซชัน (gas fluidization) 
- ฟลูอิดไดเซชันของเหลว (liquid fluidization) 

2. ฟลูอิดไดเซชันสามสถานะ (three-phase fluidization) หมายความวาในหอ
ทดลองหรือในเบดจะประกอบดวยของสามสถานะอยูพรอม คือ ของแข็ง ของเหลว และแกส  

สําหรับฟลูอิดไดเซชันสามสถานะนั้นเปนกระบวนการที่พัฒนาไปจากฟลูอิดไดเซชันสอง
สถานะ หอทดลองที่เปนฟอง (bubble column) และหอทดลองที่บรรจุดวยของแข็ง (packed bed) 
ดังนั้นจึงมีกลไกที่ซับซอนมาก  
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ลักษณะของฟลูอิดไดซเบด 
คําวา เบด (bed) หมายถึง อาณาเขตในหอการทดลองทีม่ีปริมาณเม็ดของแข็งบรรจุอยูไมวา

ของแข็งนั้นจะอยูนิ่งหรือเคลือ่นไหวดวยของไหลในหอทดลอง จะมรีะดับต้ังแตแผนโลหะทาํเปน
ตะแกรงรองรับหรือเปนตัวกระจายแกส (distributor) จนถึงระดับสูงสุดหรือผิวหนาของเม็ดเบด 

ฟลูอิดไดซเบดที่มีการขยายตัวของเบดเปนไปอยางสม่ําเสมอ การลอยตัวและการหมุนรอบ
ตัวเปนไปอยางชาๆ เรียกเบดแบบนี้วา เบดสม่ําเสมอ หรือเบดที่เปนเนื้อเดียวกัน สาํหรับฟลูอิดไดซ
เบดที่ของไหลเปนแกส ลักษณะเบดที่เกิดขึน้จะแตกตางจากที่เปนของเหลวมากเพราะวาเมื่อ
ความเร็วของแกสสูงกวาความเร็วต่ําสุดทีท่ําใหเกิดฟลูอิดไดซเบดแลว แกสสวนหนึง่ยังทาํหนาที่ให
เกิดการลอยตวัของเม็ดของแข็งเหมือนเดมิ แตมีอีกสวนหนึง่รวมตวักันแลวกอตัวกันเปนฟองแกส
ขึ้น ฟองแกสก็จะแทรกตัวขึน้มายังบนผิวหนาของเบดและแตกตัวในที่สุด แตขณะที่ฟองแกสลอย
ขึ้นมานี้จะทําใหเม็ดของแข็งลอยติดตามฟองแกสข้ึนมาดวย เมด็ของแข็งภายในเบดจึงมกีาร
เคลื่อนที่เปนไปอยางชุลมุนวุนวาย ดังแสดงในรูปที ่2.9 

 
รูปที่ 2.9 ลักษณะของเบดที่มีของไหลตางชนิดกันไหลผานดวยความเร็วมากกวาความเร็วต่ําสุดใน
การเกิดฟลูอิดไดเซชัน (Kunii และ Levenspiel, 1991) 

  Gas   Gas   Gas 
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รูปที่ 2.10  รูปแบบการไหลสําหรับฟลูอิดไดซเบดแกส-ของแข็ง (Grace และคณะ, 1997) 
แกสฟลูอิดไดเซชัน 
แกสฟลูอิดไดเซชันเปนการเกิดฟลูอิดไดซเบดสองสถานะระหวางของไหลที่เปนแกสกับ

ของแข็งดังที่ไดกลาวไวแลวขางตน ขอบเขตของฟลูอิดไดซเบด (regime of fluidization) สามารถ
แบงไดดังรูปที ่2.10 

เมื่อเบดวางตวับนตะแกรงหรือตัวกระจายแกส (gas distributor) และมีแกสเคลื่อนที่ผาน
ขึ้นมา (upward flowing) ซึ่งความเร็วที่เพิม่ข้ึน ที่เกิดขึ้นอธิบายไดดังนี ้

- เบดนิ่ง (pack bed หรือ fixed bed) 
เมื่อแกสไหลผานเบดขึ้นมาดวยความเร็วต่ํา ของแข็งทีว่างตวัอยูบนตัวกระจายแกสจะวางตัว

นิ่งไมเคลื่อนไหว แกสจะไหลคดเคี้ยวไปตามชองวางที่มีอยูในเบด หรือเบดอาจมีการเคลื่อนที่
สัมพัทธกับผนงัแตอนุภาคของแข็งในเบดไมมีการเคลื่อนที่สัมพทัธตอกนั กรณีนี้เรียกวา moving 
bed ดังแสดงในรูปที่ 2.11 

Increase Velocity 
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รูปที่ 2.11 ลักษณะของเบดนิ่งที่ไมมีและมีการเคลื่อนที่สัมพทัธกับผนัง(Kunii และ Levenspiel, 
1991)  

เมื่อแกสเคลื่อนที่ผานเบดทีว่างนิง่จะมีแรงเนื่องจากการไหลของของไหล กระทําตออนุภาค
ของแข็งในทิศทางการไหล เรียกแรงนีว้าแรงเสียดทานเนื่องจากการไหล (drag force) ซึ่งจะ
กอใหเกิดความดันลด (pressure drop) ตกครอมเบดไว 

- เบดแบบฟองแกส (bubbling fluidized bed) 
เมื่อความเร็วแกสที่เคลื่อนทีผ่านเบดนิ่งเพิม่ข้ึนจนถึงความเร็วคาหนึ่งอนุภาคของแข็งจะเริ่ม

เกิดการเคลื่อนที่ขึน้ เรียกวา การเกิดฟลอิูดไดเซชัน และเรียกเบด ณ จุดนี้วา  fluidized bed ซึ่งเปน
จุดที่อนุภาคของแข็งประพฤติตัวคลายของไหล  

 
สําหรับอนุภาคของแข็ง ถาเพิ่มความเร็วของแกสจนพบวาจะเริ่มเกิดฟองแกสข้ึน เบดจะเริ่ม

แบงออกเปน 2 สวน คือ 
1. สวนที่เปนฟองแกสเรียกวา bubble phase อาจมีอนุภาคของแข็งอยูบางแตนอย

มาก 
2. สวนที่ไมใชฟองแกสหรือสวนที่มีอนุภาคของแข็งอยูหนาแนน เรียกวา emulsion 

phase ขนาดของฟองแกสที่เกิดขึ้นนี้จะมีคาเพิ่มข้ึนตาม 
- ขนาดของอนภุาคของแข็งทีเ่พิ่มข้ึน 

- ความเร็วแกสที่เพิม่ข้ึน 

 

Fixed bed Moving bed 

Gas Gas 
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ฟองแกสที่เกิดขึ้นจะเคลื่อนทีแ่ทรกขึ้นไป และอาจมีการรวมตัวกนัผาน emulsion phase 
โดยที่อาจจะมขีองแข็งบางสวนติดไปดานบนของฟองแกส และบางสวนวิ่งตามฟองแกสข้ึนมาดวย 
จนกระทั่งถึงผวิบนกจ็ะเคลื่อนทีห่ลุดออกไปแลวแตกกระจายอยูเหนือผิว อนุภาคของแข็งที่ติดอยู
เกือบทัง้หมดจะตกกลับลงมายงัเบดใหม โดยเรียกปรากฏการณที่ของแข็งเคลื่อนที่ตามฟองแกสนี้
วาการเกิด wake ดังแสดงในรูปที่ 2.12  

 
รูปที่ 2.12 ลักษณะการเกดิ wake (Kunii และ Levenspiel, 1991) 

 
สวนบริเวณที่อยูเหนือเบดขึ้นไป ซึ่งฟองแกสจะเกิดการแตกตัวและของแข็งที่ติดไปกับฟอง

แกสจะตกลงมายังเบดอีกครั้งดวยผลของแรงโนมถวง  อยางไรก็ตามอาจจะมีอนุภาคของแข็ง
บางสวน (นอยมาก) ซึ่งมีขนาดเล็กถูกพัดพาเคลื่อนที่ไปกับแกสดวย (ไมตกกลับลงมา) ณ ความสูง
คาหนึ่ง แตสวนใหญอนุภาคของแข็งเกือบทั้งหมดตกกลับลงมายังเบด  
 
 
 
 
 

ของแข็ง
หนาแนน 

ของแข็ง
เจือจาง 

a b 

d 

c 

e f 
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- เบดแบบสลัก (slugging bed) 
ดังกลาวมาแลววาขนาดของฟองแกสจะมขีนาดเพิม่ตามความเรว็ของแกส และความสูงของ

เบด ถาเบดบรรจุอยูในหอทดลองซึ่งมีขนาดเล็กหรือแคบและยาว ฟองแกสที่เกิดขึ้นอาจจะมีขนาด
ใหญเกือบเทากับเสนผานศนูยกลางหรือความกวางของเบด (หอทดลอง) ในกรณนีี้จะสงัเกตเหน็
ฟองแกสเคลื่อนที่ผานเบดและแยกอนุภาคของแข็งออกเปนชัน้ๆ เรียกวาเกิดสลกั  

- เบดแบบปนปวน (turbulent bed) 
เมื่อความเร็วของแกสที่เคลื่อนที่ผานเบดแบบฟองแกสเพิ่มข้ึนมากเบดจะเกิดการขยายตัว 

และเมื่อเพิ่มความเรว็ขึ้นเรื่อยๆ จะเริ่มสังเกตเห็นรูปแบบการสัมผัสของอนุภาคของแข็งกับแกส ซึง่มี
การขยายตวัเปลี่ยนแปลงไป ฟองแกสที่เกิดขึน้มกีารรวมตัวและแตกกระจายออกจากกันอยาง
รวดเร็ว การเคลื่อนไหวภายในเบดเปนแบบปนปวน ลกัษณะภายในเบดจะแบงไดเปน 2 สวน คือ 

1. dense phase ซึ่งเปนสวนทีม่ีอนุภาคของแข็งอยูหนาแนน 
2. dilute phase ซึ่งเปนสวนที่มอีนุภาคของแข็งอยูเบาบาง 

ฟลูอิดไดเซชันที่กลาวมา อนภุาคของแข็งทัง้หมดที่สัมผัสกับแกสจะถกูจํากัดบริเวณอยูภายในระยะ
ความสงูหนึ่งจากตัวกระจายแกสเทานัน้  
 
 ขอดีและขอเสียของการใชเทคนิคฟลอิูดไดเซชัน 
      ขอเปรียบเทียบระหวางขอดีและขอเสียของการใชเทคนิคทางฟลูอิดไดเซชันกับเทคนิคอื่นๆ พอ
สรุปไดดังนี้ 

  ขอดี 
- เนื่องจากเม็ดของแข็งเคล่ือนที่อยูตลอดเวลาทําใหเกิดการผสมกันไดอยางรวดเร็วและ

สม่ําเสมอ  
- มีการจัดเรียงตัวของเม็ดของแข็ง เม็ดที่มีน้ําหนักนอยจะอยูสวนบน เม็ดที่มีน้ําหนัก

มากจะอยูสวนลาง ซึ่งสามารถนําไปใชในการแยกขนาดของเม็ดของแข็งได  
- การที่เม็ดของแข็งไหลหมนุเวียนอยูภายในเบด ทาํใหอัตราการสัมผัสของสารละลาย

กับตัวกลางสงู เนื่องจากพื้นที่สัมผัสระหวางเม็ดของแข็งกับของไหลมีมากเมื่อเทยีบ
กับเบดนิง่ 

- สามารถทําการตรึงไดในปริมาณทีม่ากกวา 
- เนื่องจากมกีารผสมกันของเม็ดของแข็งอยางรวดเร็วอาจทําใหระยะเวลาที่เม็ดของแข็ง

สัมผัสและผสมกับของไหลสั้นลง 
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ขอเสีย 
- เกิดการขัดสีระหวางเม็ดของแข็งและภาชนะทําใหเกิดการหลุดของโปรตีนไดหากใช

ระยะเวลานานเกิน 
 

งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 Martin และคณะ, 1997 ไดทําการศึกษาการเคลื่อนที่ของอนุภาคในเครื่องฟลูอิดไดซเบด
โดยอนุภาคที่ใชคืออลูมินาที่มีขนาดอนุภาคเฉลี่ย 74.9 µm พบวาอนุภาคในชวงนี้เคลื่อนที่ลงไป
ขางลางมากกวาซึ่งสวนทางกันการไหลของแกส  กลุมอนุภาคที่มีความหนาแนนสูงจะมี อัตราการ
ไหลลงของอนุภาคมาก 
 Horio และคณะ, 1992 ไดทําการศึกษาลักษณะของการเกิดฟลูอิดไดเซชันอนุภาคทราย 
ซิลิกา ผลการทดลองพบวากลุมอนุภาคในชวงฟลูอิดไดเซชันมีแรง gas drag force สัมพันธกับ
น้ําหนัก 

Luong และ Bhattacharya, 1993 การทดลองนี้เปนการทดลองภายใตภาวะปกติที่
อุณหภูมิหอง  เพื่อศึกษาผลของตัวแปรตางๆ ที่มีตออัตราการไหลยอนกลับของของแข็งในเครื่องฟลู
อิดไดซเบดแบบหมนุเวยีน มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.15 m. และมีความสงู 4.5 m. ของแข็งที่ใช
คือ ทราย ซึง่มีขนาด  200 µm., 400 µm.  และ 500 µm. อัตราการไหลของอากาศในทอไรเซอร 
มีคาระหวาง 1400-2000 liters/min และ น้ําหนกัของทรายทัง้หมดในระบบมีคาระหวาง 15-25 kg.  
พบวาอัตราการไหลยอนกลบัของของแข็งใน ฟลูอิดไดซเบดมีคาเพิม่ข้ึน  เมื่ออัตราการไหลของ
อากาศเพิ่ม และ น้าํหนักของของแข็งทัง้หมดเพิ่มข้ึน   

Heping และ Mridul, 1994 ไดทําการศึกษาการกระจายตวัของแกสในเครื่องฟลูอิดไดซ
เบดแบบหมุนเวียนอนุภาคที่ใชคือ glass beads ขนาด 116และ247 µm และความหนาแนน 
2305 และ2245 kg/m3ตัวแปรที่ใชในการศึกษาคือความเร็วของอากาศ อัตราการไหลเวียนของ
ของแข็ง ความเร็วของอนุภาคและขนาดของอนุภาคโดยพบวาอัตราการไหลเวียนของอนุภาคมี
อิทธิพลตอโพรไฟลความเร็วของอากาศ  
 Weinell และคณะ, 1997 ศึกษาการประพฤติตัวของอนุภาคชนิดหนึง่ในเครื่องฟลอิูดไดซ
เบดแบบหมุนเวียน อนุภาคที่ใชในการทดลองคือ ทราย ขนาด 0.15 mm. มีความหนาแนน 2.6 
g/cm3  ในการหาความเร็วอนุภาค พบวาเมื่ออนุภาคมีขนาดใหญข้ึน ความเร็วของอนุภาคจะลดลง  
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Rhodes และคณะ, 1998 ศึกษา flow  structure  ของฟลูอิดไดซเบดแบบหมุนเวียน ที่มี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.09 m. สงู 7.2 m. อนุภาคที่ใชคือ ทราย ขนาด 100 µm. มีความ
หนาแนน 2650 kg/m3  จากการศึกษาพบวาความสัมพันธระหวางความสงูกับปริมาณของของแขง็ 
จะแบงเปน dense phase , interface  และ dilute phase    
 Zevenhoven และคณะ, 1999 ศึกษาเกี่ยวกับความเร็วและความหนาแนนของอนุภาค
บริเวณผนังในเรื่องฟลูอิดไดซเบดแบบหมนุเวยีน โดยเทคนิคการบันทึกภาพวีดีโอ อนุภาคที่ใช คือ 
ควอรทซ ขนาด 310 mm. มีความหนาแนน 1700 kg/m3 พบวาที่ตําแหนงความสูง 2.25 m. 
อนุภาคมีความเร็วเฉลี่ยมากกวาที่ตาํแหนงความสงู 2.75 m. 
 Smolders และ Baeyens, 2000 ทําการวิจัยในเรื่องการเคลื่อนตัวของอนุภาคและเวลาที่
อนุภาคอยูในเครื่องฟลูอิดไดซแบบหมุนเวียนโดยใชทรายขนาด 90 µm.  มีความหนาแนน 2200 
kg/m3  พบวาเวลาที่อนุภาคอยูในคอลัมนมีความสัมพันธกับความเร็วของแกสและอัตราการไหล
ยอนกลับ คือ  เมื่อเพิ่มความเร็วของแกส  จะทําใหอนุภาคมีความเร็วเพิ่มข้ึน  ดังนั้นเวลาที่อนุภาค
อยูในคอลัมนก็จะนอยลง   
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บทที่ 3  
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
 

อุปกรณทีใ่ชในงานวิจัย 
1. เครื่องเขยา (shaker) รุน G-10 บริษัท New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A. และรุน 

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

U.S.A. และ รุน  Spectronic 21 บริษัท Bausch & Lomb, U.S.A. 
3. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech Cybernetics, 

Singapore. 
4. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co, Ltd., Japan และรุน 

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

U.S.A. 
7. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai Co., Ltd., 

Japan และ รุน W 760 Memmert, Germany 
8. เครื่องชั่ง รุน PB3002 และ รุน  L200P บริษัท Sartorius, U.S.A 
9. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P บริษัท Kubota, Japan 
10. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota, Japan 
11. เครื่องปนเหวีย่งชนิดทาํความเย็น (refrigirate centrifuge) รุน J-30I บริษัท Beckman, 

Germany 
12. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 บริษทั 

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

บริษัท Sankyo Denki, Japan 
15. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง  (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS 4000 บริษัท Decan 

Ultrasonic, England. 
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16. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท Gilson, 
France 

เคมีภัณฑ 
1. เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (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. เบรนฮารทอินฟวชัน่ (Brain heart infusion)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
7. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  บริษัท Merck, Germany 
8. ทริปโตน (Tryptone)  บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
9. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  บริษัท AJEX Chemicals, Australia 
10. โพแทสเซยีมคารบอเนต (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. เฟอรรัสซัลเฟต (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. เดกซแทรน T-2000 (Dextrans T-2000)  บริษัท, Phamacia, Sweden 
26. อัลบูมินจากซร่ัีมวัว (bovine serum albumin)  บริษัท Sigma, U.S.A. 
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3.1 การเลีย้งและการเก็บจุลินทรียที่ใชในการวิจัย   
 
3.1.1 จุลินทรยีที่ใชในการวจิัย 

Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 เปนเชื้อที่ไดรับการกลายพนัธุ  เพื่อการผลิตเดกซ
แทรนเนส โดย สุวรรณา นพพรพันธ (2528) จากเชื้อ Penicillium sp. สายพนัธุ 61  
ที่คัดแยกโดย เอก แสงวิเชียร (2531) 
 
3.1.2 อาหารสําหรับการเลีย้งเชื้อต้ังตน 

เลี้ยงเชื้อโดยใชอาหารสูตรปรับปรุงจาก Fukumoto และคณะ, 1971 (ภาคผนวก ก) 
 
3.1.3 การเก็บรักษาจุลินทรยี 
 

3.1.3.1 การเกบ็รักษาระยะสัน้ 
เขี่ยสปอรของเชื้อรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียงตามขอ 

3.1.2 บมที่อุณหภูมิหอง (28-32 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วนั จนสปอรเจริญเต็มที่แลว เททบั
อาหารแข็งเอียงดวยกลีเซอรอลความเขมขน 15% (โดยปริมาตร) เกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
จนกวาจะนาํมาใช นํามาเขีย่ลากเชื้อลงบนอาหารใหม (sub culture) ทุก 3 เดือน 
 

3.1.3.2 การเกบ็รักษาระยะยาว 
เขี่ยสปอรและเลี้ยงเชื้อราตามวิธีตามขอ 3.1.4 แลวจึงนํามาขูดสปอรออกดวยเทคนิค

ปลอดเชื้อโดยใชโดยใชทวนี 80 0.05% (โดยปริมาตร) ที่ฆาเชื้อแลวเปนตวัทาํละลาย ดูดสปอร
แขวนลอยออกมากรองผานชุดกรองสปอร (ภาคผนวก ง) เพื่อกําจัดสายใย และนาํสปอรที่กรองได
ไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาท ี เทสวนน้าํใสทิ้งไป จากนั้น
แขวนลอยสปอรในกลีเซอรอลความเขมขน 30% (โดยปริมาตร) ซึ่งผานการนึง่ฆาเชื้อแลว 2 ครั้ง 
นําไปเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

นําสปอรจากการเลี้ยงเชื้อตามวธิีในขอ 3.1.4 มาทาํการระเหิดแหง (lyophilization) และ
เก็บเชื้อในรูปสปอรแหง  
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3.1.4 การเลี้ยงเชื้อต้ังตนเพือ่ผลิตสปอร 
 

เขี่ยสปอรของเชื้อรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียงตามขอ 
3.1.2 บมที่อุณหภูมิหอง (28-32 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญเต็มที่แลว นาํไปใช
เปนสปอรตั้งตนในการผลิตเดกซแทรนเนส ควรใชสปอรที่ไดในทนัท ี โดยไมเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส กอนนํามาใช เพื่อคงความสามารถสูงสดุของเชื้อราในการผลิตเดกซแทรนเนส 
 
3.1.5 การเลี้ยงเชื้อ Pennicillium sp. SMCU 3-14 ในขวดแกวทรงกรวยเพื่อการผลติ 
เดกซแทรนเนส 
 

เติมทวนี-80  ความเขมขน  0.1 %  ทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อแลวลงในหลอดเก็บเชื้อจากขอ 
3.1.4 ใชลูปเขีย่สปอรใหหลดุออกมาแขวนลอยในทวนี-80  นับสปอรใหอยูในชวง  2 x 107   สปอร
ตอมล. โดยใชฮีมาไซโตมิเตอร ถายสปอรแขวนลอย1 มล. ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ปรับปรุงจาก  
Fukumoto  และคณะ  ปริมาตร  50  มล.  ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูปกรวยขนาด  250  มล.  บมบน
เครื่องเขยาแบบ  rotary  shaker  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา  10  วัน  แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยกรองผานกระดาษกรอง  Whatman  เบอร  1  
สวนน้ําใสนํามาวิเคราะหหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสและปริมาณโปรตีน  คํานวณหาแอคติวติี
จําเพาะของเดกซแทรนเนสจากเชื้อรา 
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3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในขวดแกวทรงกรวย 
 
3.2.1 การเตรียมตัวพยุง 

ขั้นตอนในการเตรียมตัวพยุงแสดงดังรูปที่ 3.1 โดยนาํทรายที่จะใชในการตรึงรูป กอนการ
นําไปใช ตองนํามาลางน้าํสะอาด 3 – 4 คร้ัง จากนัน้นาํไปแชกรดไนตริกเขมขน เขยาเปนเวลา 24 
ชั่วโมง เพื่อกาํจัดสารอินทรยีตางๆที่ติดมาและเตรียมผวิทรายใหเหมาะสมตอการเกาะของเอนไซม 
แลวลางกรดดวยน้าํปลอดประจุจนความเปนกรดลดลงปกติ นําไปอบแหงที่อุณหภมูิ 70 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 วนั เกบ็ไวในภาชนะสะอาดปดฝาสนิท  
 
3.2.2  ศึกษาผลของการเตมิกลูตารัลดีไฮดในระบบตอการตรึงรูปในระดับขวดเขยา 
 

3.2.2.1 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยในกระบวนการตรึงรูปเอนไซมบนผวิทรายให
ทําการเติมกลตูารัลดีไฮดลงไปพรอมกับเดกซแทรนเนส 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติมเดกซ
แทรนเนสที่ยงัไมผานการทาํบริสุทธิ์ (crude dextranase) ปริมาตร 1 มล. ลงไปพรอมกับ
สารละลายกลตูารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 2.5 % (โดยปริมาตร) ในอะซิ
เตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นาํไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ 
rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที ลางทรายดวย
สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ังขัน้ตอนตางๆ แสดง
ดวยภาพดงัรูปที่ 3.2 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
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3.2.2.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยเติมกลูตารัลดีโฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใช
ตรึงกอนจากนัน้จึงคอยลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติม
สารละลาย กลูตารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ใน
ฟอสเฟสบฟัเฟอร 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
แบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชัว่โมง เทสารละลายก
ลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้งจากนั้นลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปน
กรดดาง 4.5 จํานวน 4 คร้ัง จากนัน้เติมเดกซแทรนเนสปริมาตร 1 มล.ลงไปพรอมกบัสารละลาย 
อะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
แบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีลางทรายดวย
สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จาํนวน  4 คร้ัง ข้ันตอนตางๆ 
แสดงดวยภาพดังรูปที ่3.3 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
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3.2.2.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยเติมกลูตารลัดีไฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใช
ตรึงกอนจากนัน้ใหเททิง้โดยไมตองลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติม
สารละลายกลตูารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ใน
ฟอสเฟสบฟัเฟอร 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
แบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เทสารละลาย 
กลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้งจากนัน้เติมเดกซแทรนเนสลงไปพรอมกับสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 
0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นาํไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker 
ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ี ลางทรายดวยสารละลายอะซเิตท
บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน 4 คร้ัง ขั้นตอนตางๆ แสดงดวยภาพดังรูป     
ที่ 3.4 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
 
 

3.2.2.4  การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยไมมีการเตมิกลูตารัลดีไฮดลงไปใน
กระบวนการตรึง 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนกัแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย             
เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 1 มล.ลงไปพรอมกับสารละลายอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความ
เปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบ
ตอนาท ีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร 
ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง ข้ันตอนตางๆ แสดงดวยภาพดงัรูปที่ 3.5 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
 
 



 

 

43

3.2.3  การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยในกระบวนการตรึงรูปเอนไซมบนผวิทรายในเครื่อง
ปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบด 
 

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 50 กรัม (โดยน้าํหนักแหง) ลงในเครื่องปฏิกรณแบบ          
ฟลูอิดไดซเบด จากนัน้เตมิสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่จะใชเปนสารสรางพนัธะรวมความเขมขน 
2.5 % (โดยปริมาตร) ในฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 400 มล. ให
ปริมาณอากาศที่ 2.0 vvm ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 60 นาที เทสารละลายกลูตารลัดีไฮดสวนเกิน
ทิ้งจากนั้นลางทรายดวยสารละลายอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 คร้ังละ 
400 มล. จาํนวน  4 คร้ัง จากนัน้เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 40 มล.ลงไปพรอมกับสารละลาย   
อะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 360 มล. ใหปริมาณอากาศที่ 2.0 
vvm ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ี ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร 
ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเดกซแทรนเนส 
 ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ  3.3.5 
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ทรายที่จะใชในการตรึงรูป 
 
 

ลางน้ําสะอาด 3 – 4 คร้ัง 
 
 

แชกรดไนตริกเขมขน เปนเวลา 1 วัน 
 
 

ลางกรดดวยน้าํปลอดประจุจนความเปนกรดลดลงปกติ 
 
 

นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 วัน 
 
 

เก็บไวในภาชนะสะอาดปดฝาสนทิ 
 
 

รูปที่ 3.1  การเตรียมตัวพยุง 
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บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม ลงในขวดแกวทรงกรวย 

 
 

เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 1 มล.  
ลงไปพรอมกบัสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5 %  ในอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  

ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. 
 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ี อุณหภูมิหอง, 30 นาท ี 
 
 

ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 

รูปที่ 3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยการเติมกลตูารัลดีไฮดลงไปพรอมกับเดกซแทรนเนส
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บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม  ลงในขวดแกวทรงกรวย 
 

เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.5 %  ในฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.5 โมลาร  
ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. 

 
นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ีอุณหภูมิหอง, 2 ชั่วโมง  

 
เทสารละลายกลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้ง 

 
ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 

 
เติมเดกซแทรนเนส ปริมาตร 1 มล. 

ลงไปพรอมกบัสารละลายในอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ,อุณหภูมิหอง, 30 นาท ี
 

 ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 

รูปที่ 3.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยการเติมกลตูารัลดีโฮดลงไป 
จากนั้นจงึคอยลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
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บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม ลงในขวดแกวทรงกรวย 
 

เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.5 % ในฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.5 โมลาร 
 ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 10 มล. 

 
นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ีอุณหภูมิหอง, 2 ชั่วโมง 

 
เทสารละลายกลูตารัลดีไฮดสวนเกินทิ้ง 

 
เติม 1 มล.เดกซแทรนเนส ลงไปพรอมกับสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรด

ดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล. 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ีอุณหภูมิหอง, 30 นาท ี
 

ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.4 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยการเติมกลตูารัลดีไฮดลงไป 
จากนั้นเททิ้งโดยไมตองลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
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บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม ลงในขวดแกวทรงกรวย 

 
 

เติม1 มล. เดกซแทรนเนส ลงไปพรอมกับ 9 มล.สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร  
ความเปนกรดดาง 4.0   

 
 

นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotaty shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาท,ี อุณหภูมิหอง , 30 นาท ี
 
 

ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 จํานวน  4 คร้ัง 
 
 

เดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 
 

เก็บใน สารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.5 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยไมมีการเตมิกลูตารัลดีไฮดลงไป 
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3.3  วธิีการวิเคราะห 
 
3.3.1  การตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ 
  

การตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส ทาํตามวิธีของ Fukumoto และคณะ (1971) 
ทําโดย นําสวนผสมของปฏกิิริยา (reaction mixture) 0.9  มล.(ประกอบดวย โซเดียมอะซิเตท  
บัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร  ที่มีความเปนกรด-ดางเทากบั 4.5 จํานวน 0.5 มล. ผสมกับเดกซแทรน 
ท-ี2000 0.625% (โดยน้าํหนัก) ละลายในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร ความเปน
กรด-ดาง 4.5 ซึ่งเปนซับสเตรต 0.4 มล. โดยเติมสวนน้ําเลีย้งเชื้อ 0.1 มล. (ที่เจอืจางดวยความ
เขมขนที่เหมาะสมแลว) ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส  เก็บตัวอยางที่เวลา 0 และ 
15 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที แลวจงึเติมสารละลายอัลคาไลนคอป
เปอร (alkaline copper reagent) (ภาคผนวก ข) 1 มล. ผสมใหเขากนั จากนัน้นําตวัอยางมาตมใน
น้ําเดือด 15 นาที แลวทําใหเยน็ทนัที หลังจากนัน้จึงเติมสารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 
(ภาคผนวก ข) 1 มล. ผสมใหเขากนั ตัง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติมน้ํากลั่น  
5 มล. ผสมใหเขากนัอีกครัง้ นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร เพื่อหาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ได โดยเปรียบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของกลูโคสตามวิธีในขอ 3.3.3  
 
 

1  หนวย (Unit)  ของเดกซแทรนเนส  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมทีย่อยสลายเดกซแทรน 
ท-ี2000  และปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทยีบเทากับน้าํตาลกลูโคส  1  ไมโครโมลตอนาท ี  
ภายใตภาวะทดสอบ 
  

การเตรียมซับสเตรตโดยชั่งเดกซแทรนท-ี2000   น้าํหนัก  0.625  กรัม  ละลายในโซเดียม 
อะซิเตทบฟัเฟอร  0.05  โมลาร  ความเปนกรดดาง  4.5  ปรับปริมาตรใหเปน  100  มล. 
ในขวดเตรียมสาร 
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3.3.2  การวิเคราะหแอคติวิตขีองเดกซแทรนเนสตรึงรูป(ปรับปรุงจากวธิีของ อนนัตพงษ, 2543) 
 

ใชวิธีที่ดัดแปลงเล็กนอยจากวิธกีารหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระ ดังนี ้
บมสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร ความเปนกรด-ดาง 5.0 ปริมาตร 0.6 มล. 
และสารละลายเดกซแทรนท–ี2000 ที่ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 0.4 
มล. ที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีจากนัน้เติมสารผสมปฏิกิริยาทัง้หมดลงใน 10 
มก.เดกซแทรนเนสตรึงรูป เขยาดวยเครื่องปนผสมใหเขากัน แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิที ่55 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาท ีเก็บตัวอยางทีเ่วลา 0 และ 15 นาท ี
จากนั้นหยุดปฏิกิริยา โดยการตมในน้าํเดอืดเปนเวลา 5 นาท ี ปเปตสารละลายสวนที่เปนน้ําใสมา
วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952) ซึ่งสารละลายสวนน้าํใสนี้จะตอง
ปรับความเขมขนของสารละลายน้าํตาลใหเหมาะสมกอนนําไปวิเคราะห 
 

1 หนวย (Unit)  ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  หมายถงึ  ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย 
เดกซแทรนท-ี2000  และปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากบัน้าํตาลกลูโคส  1  ไมโครโมลตอนาที  
ภายใตภาวะทดสอบ 
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3.3.3  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีของ Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952) 
  

นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากนัแลวนําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 15 นาที แลวทําใหเยน็ทนัที หลังจากนัน้เติม
สารละลายเนลสัน (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
30 นาที จากนั้นเติมน้าํกลัน่ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัอีกครั้ง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 520 
นาโนเมตร  และทําการหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ได โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ใช
ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
3.3.4  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยวิธขีอง Lowry (Lowry, 1951) 
 

นําตัวอยางทีต่องการวเิคราะหปริมาตร 1 มล. มาเติมสารละลายผสม Lowry C 
(ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 
นาที จงึเติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข) 0.5 ผสมใหเขากนั ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที 
จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีน
ที่ไดโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐานที่ใชโบรไวนซีร่ัมอัลบูมนิ (Bovine serum  albumin, BSA) ความ
เขมขน  0-200  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
3.3.5  การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูป( อนนัตพงษ, 2543 ) 
 

ใชวิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนแบบวิธทีางออม (Indirect Method)  โดยทําการ
วิเคราะหจากผลตางของโปรตีนของเดกซแทรนเนสอิสระเริ่มตนกอนทาํปฏิกิริยา กบัปริมาณโปรตีน
ของเดกซแทรนเนสทีห่ลุดออกมาในน้าํลาง โดยวิเคราะหตามวิธีของ Lowry (1951) เชนเดียวกับ
วิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.4 
  
คํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะ ทาํโดยนาํคาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส (หนวยตอมิลลิลติร)        
หารดวยปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) คาแอคติวิตีจําเพาะมหีนวยเปน หนวย (Unit) ของ
เดกซแทรนเนสตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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3.4 การหาภาวะทีเ่หมาะสมในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใชทรายเปนตัวพยุงในขวดแกวทรง
กรวย และใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารรวมชวยในการตรึง 
 
3.4.1 ทดสอบหาปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป 
 

วิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวธิีการตรึงในหวัขอที่ 3.2.2.2.1 โดยทําการ
วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ตรึงในตัวพยงุ(ทราย) และแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป ตาม
วิธีดําเนินการขอที่ 3.3.5 และ 3.3.2 ตามลาํดับ 
 
3.4.2  ทดสอบหาปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่เหมาะสมที่ในการตรึงรูป 
 

3.4.2.1 ในขวดเขยาเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวิจยัขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผัน
ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตน  7 ระดับ คือ 0.1945, 0.2593, 0.389, 0.778, 1.556, 2.334 
และ 3.112 ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตราการเขยา
ที่ 200 รอบตอนาที และเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ี        
วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกปริมาณ
โปรตีนเริ่มตนที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 

3.4.2.2  ดาํเนินการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเนสที่ใชในการทําการตรึงในเครื่องปฏิกรณ
แบบฟลูอิดไดซเบดตรึงรูปตามวธิีการดําเนินงานวิจยัขอ 3.2.3  โดยแปรผันปริมาณเอนไซมเดกซ
แทรนเนสเจือจางเริ่มตน  5 ระดับ คือ ไมเจือจาง, เจือจาง 5, 10, 50 และ 100 เทา  
จากนั้นวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  
 
3.4.3 ทดสอบหาความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซ
แทรนเนสตรงึรูป 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายกลตูารัลดีไฮด 4 ความเขมขน คือ 1.0, 2.5, 3.5 และ 5.0% ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกความเขมขนของ
สารละลายกลตูารัลดีไฮดที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.4  ทดสอบหาอัตราการเขยาทีเ่หมาะสมสําหรับการสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันอัตราการเขยา 3 
ระดับ คือ 150, 200 และ 250 รอบตอนาทีตามลาํดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลาย  
กลูตารัลดีไฮดที่ 2.5% วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวธิีการดําเนนิการวิจยั
ขอ 3.3.2 เลือกอัตราเขยาที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.4.5  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 30, 60, 120, 180 และ 300 นาท ีตามลําดับ 
โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5% และอัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที  
วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกเวลาใน
การทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.4.6  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันแปรผันเวลาในการ
ทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกบัทราย 7 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 120, 180 และ 300 นาท ี
ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5 % ,อัตราการเขยาที่ 200 รอบ
ตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกริิยาระหวางกลูตารลัดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ี และปริมาณโปรตีน
เร่ิมตนที ่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได 
ตามวิธกีารดําเนินการวจิัยขอ 3.3.2 เลือกเวลาที่เหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาระหวาง              
เดกซแทรนเนสกับทรายสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.7 ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทราย 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเปนกรดดางใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายตัง้แต 4.0–8.0 (แปรผันทีละ 0.5) โดยคงที่
ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตราการเขยาที ่ 200 รอบตอนาที เวลาในการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.
โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง และเวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาท ีวัดแอคติวติี
ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปทีเ่ตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.4 เลือกความเปนกรดดางที่
เหมาะสมในขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายสาํหรับการตรึงรูปเอนไซม 
 
3.4.8 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทราย 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายบฟัเฟอรในขัน้ตอนการทําปฏกิิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 0.01, 
0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่
2.5% ,อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่
120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอน
การตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาท ี และคาความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 7.0 วดัแอคติวิของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวธิีการ
ดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกความความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทํา
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย สาํหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.9  ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง   
เดกซแทรนเนสกับทราย ( การตรึงเดกซแทรนเนส ) 
 
 เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเปนกรดดางใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย ( การตรึงเดกซแทรนเนส )ตั้งแต 2.5–8.0      
(แปรผันทีละ 0.5) โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5% ,อัตราการเขยาที ่
200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาที และปริมาณ
โปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่
45 นาท ี ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกริิยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับ
ทรายเทากับ 0.5 และ 7.0 ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธกีาร
ดําเนนิการวิจยัขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวาง
เดกซแทรนเนสกับทราย  สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
 
3.4.10  ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
เดกซแทรนเนสกับทราย (การตรึงเดกซแทรนเนส) 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายบฟัเฟอรในขัน้ตอนการทําปฏกิิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย 5 ระดับ คือ 0.01, 
0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่
2.5%, อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่
120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีนตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอน
การตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาที ความเขมขนและความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮด กับทรายเทากับ 0.5 และ 7.0 ตามลําดับ และคาความเปนกรดดางใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 4.0 วัดแอคตวิติีของเดกซแทรน
เนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางที่เหมาะสมใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.4.11  ทดสอบหาอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.2.2.1 โดย ตามลําดับ โดยคงที่ความ
เขมขนของสารละลาย  กลตูารัลที่ไฮดที่ 2.5 % ,อัตราการเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทาํ
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.โปรตีน
ตอ 5 กรัมทรายแหง เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 45 นาที ความเขมขนและความ
เปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ 0.5 และ 7.0 
ตามลําดับ ความเขมขนและคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏกิิริยาระหวางเดกซแทรนเนส
กับทรายเทากบั 0.05 โมลาร และ 4.0 ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได 
ตามวิธกีารดําเนินการวจิัยขอ 3.3.2 เลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมสาํหรับการเตรียมเอนไซมตรึงรูป 
 
3.4.12 ผลการเขยาทรายในกรดไนตริก ในขั้นตอนการเตรียมตัวพยงุ 
 

ในขั้นตอนการเตรียมตัวพยุงใหนาํทรายทีจ่ะใชตรึงในกรดไนตริกเขมขนแชไว 1 คืน 
เปรียบเทยีบกบัการแชดวยกรดไนตริกเขมขนแลวทาํการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 
24 ชั่วโมง จากนัน้นาํทรายที่จะใชเปนตัวพยุงมาทําการตรึงรูปเดกซแทรนเนสตามวิธีดาํเนนิการ
ทดลองขอที ่ 3.2.2.2.1จากนัน้นาํเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาทาํการวัดแอคติวิตีของตามวิธีดําเนินการ
วิจัยขอ 3.3.2 ภายใตภาวะทีเ่หมาะสม 
 
3.5  การศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในระดับขยาย(ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ)
เปรียบเทยีบกบัเดกซแทรนเนสตรึงรูปในระดับขวดเขยา 
 

จากการศึกษาการตรึงรูปในระดับขวดเขยาไดเลือกภาวะตางๆที่เหมาะสมมากที่สุดเพื่อ
นํามาตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบด โดยนําทรายที่ผานการเตรียมตัวพยงุแลวในปริมาณที่
เหมาะสมมาทาํการตรึงรูปตามวธิีดําเนินการขอ 3.2.3 โดยมีการเปลี่ยนแปลงตามภาวะที่ทาํการ
ทดลอง 
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3.5.1 ทดสอบหาปริมาณทรายและปริมาตรรวมของระบบตอการตรึงรูปเอนไซม 
ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
 

ทําการทดลองโดยการแปรผนัปริมาณทราย  50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 
450 และ 500 กรัม โดยที่แตละน้ําหนกัใหเติมน้าํลงไปตั้งแต 100–2,000 มิลลิลิตร โดยทาํการเพิม่
ทีละ 100 มล. แลวทําการสังเกตุเพื่อบันทกึถึงลกัษณะการไหลภายในฟลูอิดไดซ จากนัน้จึงเลือก
ปริมาณทรายและปริมาตรรวมของสารละลายภายในระบบที่เหมาะสมเพื่อทําการทดลองตอไป 
  
3.5.2 ทดสอบหาเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีท่ําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth 
fluidization ตอการตรึงรูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
 

จากวธิีดําเนินการทดลองขอที่ 3.5.1 ทําการเลอืกใชปริมาณทรายและปริมาตรของ
สารละลายในฟลูอิดไดซที่ทาํใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth fluidization มาทาํการตรึงในภาวะ
ที่ทาํการศึกษาจากในระดับขวดเขยา โดยทําการแปรผันเวลาเปน 8 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 90, 
120, 150 และ 180 นาท ี จากนัน้นําเดกซแทรนเนสตรงึรูปมาทาํการวดัแอคติวิตี ตามวิธีดําเนนิการ
วิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
 
3.5.3 ทดสอบหาเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีท่ําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling 
fluidization ตอการตรึงรูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

จากวธิีดําเนินการทดลองขอที่ 3.5.1 ทําการเลอืกใชปริมาณทรายและปริมาตรของ
สารละลายในฟลูอิดไดซที่ทาํใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling fluidization มาทาํการตรึงใน
ภาวะที่ทาํการศึกษาจากในระดับขวดเขยา โดยทาํการแปรผันเวลาเปน 8 ระดับ คือ 15, 30,45, 60, 
90, 120, 150 และ 180 นาท ี  จากนัน้นาํเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาทาํการวัดแอคติวิตี ตาม
วิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
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3.5.4  ทดสอบหาปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนเจือจางที่เหมาะสมที่สําหรับการตรึงรูปใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเจือจางเริ่มตน  4 ระดับ คือ เจือจาง 5, 10, 50, 100 เทา และ ไม
เจือจาง ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่ 2.5%, อัตราการให
อากาศ 2 vvm หรือเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ีและเวลาในการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับ
ทรายที่ 120 นาที วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดาํเนนิการวิจัยขอ 
3.3.2 เลือกปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครือ่ง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 
3.5.5  ทดสอบหาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสาํหรบัการทาํปฏิกริิยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
การใหอากาศสําหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 
และ 2.5 vvm ตามลาํดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารลัที่ไฮดที ่ 2.5% เวลาในการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ีและปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจอืจางที่ 10 เทา 
ปริมาตร400 มล. อัตราใหอากาศ 2.0 vvm เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 30 นาท ี
ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏกิิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย
เทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0 ตามลาํดับ ความเขมขนและคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทาํ
ปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 0.05 โมลาร และ 4.0 ตามลําดับวดัแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกอัตราการใหอากาศใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายที่เหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรน
เนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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3.5.6  ทดสอบหาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสาํหรบัการทาํปฏิกริิยาระหวาง 
เดกซแทรนเนสกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
การใหอากาศสําหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย 5 ระดับ คือ 0.5, 1.0, 1.5, 
2.0 และ 2.5 vvm ตามลาํดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลตูารัลที่ไฮดที ่2.5 %  เวลาใน
การทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่120 นาที อัตราการใหอากาศ 2.0 vvm หรือ เขยา
ที่ 200 รอบตอนาทีและปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร400 มล. เวลาที่ใชใน
ขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 30 นาท ี ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทํา
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0 ตามลําดับ ความเขมขนและ
คาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏกิิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากบั 0.05 โมลาร 
และ 4.0 ตามลําดับวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดาํเนนิการวิจัยขอ 
3.3.2 จากนัน้เลือกอัตราการใหอากาศในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกบัทรายที่
เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตอไป 
 
3.5.7 ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมสาํหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายในเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธีการวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
เวลาในการทําปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย 7 ระดบั คือ 15, 30, 45, 60, 120, 180 และ 300 
นาท ี ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่ 2.5%  อัตราการใหอากาศ
เทากับ 2.0 vvm และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที ่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. ในสารละลาย    
อะซิเตทบฟัเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 อัตราการใหอากาศในขั้นตอนการทาํปฏิกิริยา
ระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 2.0 vvm ความเขมขนและความเปนกรดดางในขัน้ตอนการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0 ตามลาํดับ วัดแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวธิีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกเวลาเหมาะสมใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณ
ฟลูอิดไดซ 
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3.5.8  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดับ คือ 30, 60, 120, 180 และ 300 
นาท ี ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5 % และอัตราการให
อากาศที่ 2.0 vvm หรือเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจอืจางที่ 10 เทา 
ปริมาตร400 มล.วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธกีารดําเนนิการวิจยัขอ 
3.3.2 เลือกเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่เหมาะสม สาํหรับการตรึงรูป
เดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ เพื่อนําไปใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
 
3.5.9  ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
แปรผันเวลาในการทําปฏิกริิยาระหวางเดกซแทรนเนสกบัทราย 7 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 120, 
180 และ 300 นาท ีตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตรา
การเขยาที่ 200 รอบตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาท ี
และเอนไซมเจอืจางเริ่มตน 10 เทา ปริมาตร 400 มล. วัดแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่
เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกเวลาที่เหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาระหวาง
เดกซแทรนเนสกับทรายสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.5.10  ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3  โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
ความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายตั้งแต 4.0–8.0 (แปรผัน
ทีละ 0.5) โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 2.5%, อัตราการเขยาที ่ 200 รอบ
ตอนาท ี เวลาในการทําปฏิกริิยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่ 120 นาท ี และปริมาณโปรตีน
เร่ิมตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. และเวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่ 30 
นาที วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูปที่เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลอืก
ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย สําหรับการ
ตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.5.11 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปตามวิธกีารวจิัยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทําการแปรผัน
ความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 
ระดับ คือ 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลาํดับ โดยคงทีค่วามเขมขนของ
สารละลายกลตูารัลที่ไฮดที ่ 2.5%, อัตราการเขยาที ่ 200 รอบตอนาที เวลาในการทาํปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร
400 มล.เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที่ 30 นาที และคาความเปนกรดดางในขั้นตอน
การทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 7.0 วัดแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่
เตรียมได ตามวิธีการดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกความความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรใน
ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.5.12  ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง   
เดกซแทรนเนสกับทราย ( การตรึงเดกซแทรนเนส )ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรปูตามวิธกีารวจัิยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทาํการแปรผัน
ความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทราย (การตรึงเดกซแทรนเนส)ตั้งแต 
2.5 – 6.0 (แปรผันทีละ 0.5)  โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที ่ 2.5 % ,อัตราการ
เขยาที่ 200 รอบตอนาที เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่ 120 นาที และ
ปริมาณโปรตีนเร่ิมตนเจือจางที่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. เวลาที่ใชในข้ันตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที่ 
30 นาที ความเขมขนและความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย
เทากับ 0.5 และ 7.0 ตามลําดับ วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปทีเ่ตรียมได ตามวิธีการ
ดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขัน้ตอนการทาํปฏิกิริยาระหวางเดกซ
แทรนเนสกับทราย  สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
 
3.5.13  ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
เดกซแทรนเนสกับทราย (การตรึงเดกซแทรนเนส)ในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรปูตามวิธกีารวจัิยขอ 3.2.3 โดยใชทราย 50 กรัม ทาํการแปรผัน
ความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย 4ระดับ
คือ 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลที่ไฮดที่ 
2.5% ,อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาท ีเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที ่120 
นาที และปริมาณโปรตีนเริ่มตนเจือจางที ่ 10 เทา ปริมาตร 400 มล. เวลาที่ใชในข้ันตอนการตรึงเดกซ
แทรนเนสที ่ 30 นาท ี ความเขมขนและความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง        
กลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากบั 0.5 และ 7.0 ตามลําดบั และคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการทํา
ปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับทรายเทากับ 4.0 วัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได 
ตามวิธกีารดําเนินการวจัิยขอ 3.3.2 เลือกความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยา
ระหวางเดกซแทรนเนสกับทราย สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
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3.6 คุณสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 
 
3.6.1 ทดสอบหาความเปนกรดดางและชนดิของบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมตรงึรูป 
 

ทําการศึกษาโดยการแปรผันความเปนกรดดางของสารผสมในปฏิกริยา โดยทําการบมกับ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในชวงความเปนกรดดางตางๆกัน โดยรักษาความเขมขนทีใ่ช
เทากับ 0.05 โมลารของบัฟเฟอรชนิดตางๆกัน  คือ 
ไกลซีน ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 2.5 – 4.0 
อะซิเตท บฟัเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0 – 6.0 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0 – 8.0 
ที่อุณหภูมิ 55° ซ เปนเวลา 15 นาที  แลวทําการวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป ตามวิธีดําเนนิการวิจัย
ขอ 3.3.2 
 
เปรียบเทยีบความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนสตรงึรูปโดยใชกราฟความสัมพันธ
ระหวางแอคติวิตีสัมพทัธกับคาความเปนกรดดางที่ใชในการบม 
 
3.6.2 ทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาหาโดยการบมเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในสารผสมปฏิกริิยาที่ความ
เปนกรดดาง 5.0 ในอางน้ําควบคุมอุณหภมิูที่ 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80° ซ เปนเวลา 
15 นาที แลวทําการวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูป ตามวธิีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2   
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3.6.3 ทดสอบหาความเสถยีรตอความเปนกรดดางของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยทําการบมกับเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในชวงความเปนกรดดาง
ตางๆกนั โดยรกัษาความเขมขนที่ใชเทากับ 0.05 โมลารของบัฟเฟอรชนดิตางๆกัน  คือ 
ไกลซีน ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 2.5 – 4.0 
อะซิเตท บฟัเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0 – 6.0 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 6.0 – 8.0 
ที่อุณหภูมิ 55° ซ เปนเวลา 60 นาที  จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรปูมาทาํการวัดแอคติวิตีของ ตาม
วิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
 
เปรียบเทยีบความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนสตรงึรูปโดยใชกราฟความสัมพันธ
ระหวางแอคติวิตีสัมพทัธกับคาความเปนกรดดางที่ใชในการบม 
 
3.6.4 ทดสอบหาความเสถยีรตออุณหภูมิของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยทําการบมกับเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในชวงอุณหภูมิตางๆกนั 
โดยรักษาความเขมขนที่ใชเทากบั 0.05 โมลารของอะซเิตท บฟัเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง 4.0  
ที่อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80° ซ เปนเวลา 60 นาที จากนัน้นาํ     เดกซแทรน
เนสตรึงรูป  มาทาํการวัดแอคติวิตีของ ตามวิธีดําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2  ภายใตภาวะที่เหมาะสม 
 
เปรียบเทยีบความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยใชกราฟความสมัพันธระหวาง     
แอคติวิตีสัมพัทธกับอุณหภูมิที่ใชในการบม 
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3.6.5 ผลของการนาํเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปมาทาํการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท ี– 2000 
 

เปรียบเทยีบการไฮโดรไลซเดกซแทรนที 2000 ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึง
รูปโดยการบมเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรนท ี2000 ที่ความเขมขน
เทากัน ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เวลา 0–300 นาที จากนั้นทําการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีป่ลดปลอยออกมา
ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 
 
3.6.7 ทดสอบหาจํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยหาจาํนวนรอบของการใชเอนไซมตรึงซ้ํา โดยทาํการใชซํ้า 10 รอบ 
1. ทําการใชเอนไซมตรึงซ้ําที ่55°ซ 10 รอบตอเนื่องกนัโดยมีการเติมกลตูารัลดีไฮดเปนสาร

สรางพนัธะรวม 
2. ทําการใชเอนไซมตรึงซ้ําที ่55°ซ 10 รอบตอเนื่องกนัโดยไมมีการเติมกลูตารัลดีไฮดเปนสาร

สรางพนัธะรวม 
บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 10 มก. ในสารผสมปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยโซเดียม 
อะซิเตท บฟัเฟอร 0.05 โมลาร  ที่มีความเปนกรด-ดางเทากบั 5.0 จํานวน 0.6 มล. ผสมกับเดกซแทรน 
ท-ี2000 0.625% (โดยน้ําหนัก) ละลายในโซเดียมอะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลตอลิตร ความเปนกรด
ดาง 5.0 ซ่ึงใชเปนซับสเตรต 0.4 มล. ทาํปฏิกิริยาเปนเวลา 15 นาที จากนัน้แยกเดกซแทรนเนสตรึงรูป
ออกจากสวนน้ําใส นําสวนน้ําใสตมเดือดเพื่อหยุดปฏิกิริยาแลวนาํไปวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปตามวิธดีําเนนิการวิจัยขอ 3.3.2 สวนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปนําไปลางดวยบัฟเฟอรหลังจาก
นั้นนํากลับมาใชซํ้าในรอบใหม โดยทาํการใชซํ้า 10 รอบตอเนื่องกนั 
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3.6.8  ศึกษาการเสียความสามารถในการทํางานของเอนไซมตรึงรูป 
 

เพื่อศึกษาวาความสามารถในการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปท่ีลดลงนัน้เกิดจากการหลุด
ของเอนไซมหลังการนําไปใชงานหรือเกิดจากการเสียสภาพของบริเวณจําเพาะกับซับสเตรตของ
เอนไซม (active site) หลังจากนาํไปใชงาน วิเคราะหโดย แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด ดังนี้  
ชุดที่ 1 บมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 10 มก.กับสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร 0.05โมลาร ความเปนกรดดาง 
4.5 ที ่55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นแยกเดกซแทรนเนสตรึงรูปออก นาํมาบมกบั
สารผสมปฏิกริิยาที่ประกอบดวย อะซเิตทบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 0.6 
มล.และสารละลายเดกซแทรนที – 2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนกัตอปริมาตร) ซ่ึงใชเปน
ซับสเตรต ปริมาตร 0.4 มล.บมที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําสวนน้ําใสที่ไดจาก
การทาํปฏิกิริยามาวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เกดิขึ้นโดยวิธีของ Somogyi (1952) ตาม
วิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.3.3 
ชุดที่ 2 บมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 10 มก.กับสารผสมปฏิกิริยาที่ประกอบดวย อะซเิตทบัฟเฟอร 0.05  
โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 0.6 มล.และสารละลายเดกซแทรนที – 2000 ความเขมขน 
0.625% ( โดยน้ําหนักตอปริมาตร ) ซึ่งใชเปนซับสเตรต ปริมาตร 0.4 มล.บมท่ี 55 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 15 นาท ีจากนั้นนําสวนน้ําใสที่ไดจากการทําปฏิกิริยาครั้งแรกมาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
หลังจากนั้นแยกเดกซแทรนเนสตรึงรูปออกลางดวยบฟัเฟอรที่ใชในการทําปฏิกิริยา และบมสารผสม
ปฏิกิริยาตอไปอีกเปนเวลา 15 นาที แลวนําสวนน้ําใสที่ไดจากการทาํปฏิกิริยาครั้งที่ 2 มาวิเคราะหหา
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธขีอง Somogyi (1952) ตามวธิีดําเนนิการวจัิยขอ 3.3.3 
 เปรียบเทียบปริมาณน้าํตาลรีดิวซของทัง้สองชุดการทดลอง 
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3.6.9  การหาคา Km ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ 
 

บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระปริมาณที่เทาๆ กนั  ในสารผสมของปฏิกิริยา
ตามวิธกีารทดลองขอ 3.3.2 และ 3.3.1 ตามลําดับ โดยแปรผันความเขมขนของซับสเตรต คือ  
เดกซแทรน ท-ี2000 ใหมีความเขมขนเทากับ  0.15625-2.50 % (0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25 และ 
2.5% ตามลําดับ) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ตรวจสอบแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสทีเ่วลาตางๆ 
จากนั้นนําผลที่ไดมาเขียนใหอยูในรูปไลนวีเวอร-เบิรก  (Lineweaver - Burk Plot)  ระหวาง  1/V  และ  
1/[S]  หาคาจดุตัดแกน  X   นําไปคํานวณคา  Kmของเดกซแทรนเนส 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 ผลของการหาปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป 

 
ทําการวิเคราะหผลการตรึงเดกซแทรนเนสบนผิวทรายโดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารสรางพนัธะ

รวม ตามวิธีดาํเนนิการทดลองที ่3.2.2.2 โดยหาแอคติวติีและปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูป ตาม
วิธีดําเนินการทดลองที่ 3.3.2 และ 3.3.4 ตามลําดับ เทยีบกับปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซมที่
หลุดออกมาในน้าํลาง ไดผลการทดลองดงัตารางที ่4.1 
 
ตารางที่ 4.1 ผลของการหาปริมาณโปรตีนและแอคติวติีของเอนไซมตรึงรูป 
 

แอคติวติีของ
เอนไซมเร่ิมตน 

(หนวย/มิลลิลติร) 

แอคติวิตีของ
เอนไซมในน้ําลาง 
(หนวย/มิลลิลติร) 

แอคติวติีจับ
เกาะ 
( % ) 

โปรตีนเอนไซม
เร่ิมตน 

(มก./มล.) 

โปรตีนเอนไซมใน
น้ําลาง 

(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 
 
และจากการทดสอบหาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป พบวา เอนไซมเดกซแทรนเนสเมื่อนํามา

ตรึงรูปมีแอคติวิตีลดลงมากเมื่อเทียบกับปริมาณของโปรตีนที่สามารถตรึงได จึงทาํการหาวิธีและ
สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเพื่อใหไดแอคติวิตีที่เพิม่ข้ึนตอไป 
  
ในกระบวนการเตรียมเอนไซมตรึงรูปในขวดเขยา ตามหวัขอท่ี 3.2.2.2  น้ัน พบวา ในข้ันตอนการเตรียม
ตัวพยงุ ในชวงที่มกีารแชทรายในกรดไนตริกเปนเวลา 24 ชั่วโมงซึง่เปนการเตรียมพืน้ผิวทรายนัน้ การ
แชโดยไมมีการเขยาอาจใหผลไมดีพอทําใหได แอคติวิตีนอยมากเหลือเพียง 4% จึงทดลองใหเพิ่มการ
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที พบวา แอคติวิตีเอนไซมตรึงรูปเพิ่มสูงขึ้นประมาณ 5 เทา ดงัแสดงใน
ตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 ผลของการแชทรายในกรดแลวเขยาในขั้นตอนการเตรียมตัวพยงุตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

แชในกรดตั้งทิง้ไว แชในกรดเขยา 
แอคติวิตี 

( หนวย ตอ 1 กรัมทราย) 
แอคติวิตีตรึงรูป 

( % ) 
แอคติวิตี 

(หนวย ตอ1กรัมทราย) 
แอคติวิตีตรึงรูป 

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

 
4.2  การศึกษาการตรึงรูปเอนไซมในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

ทําการศึกษาการตรึงรูปเอนไซมในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซโดยใชสภาวะพื้นฐานจาก
การศึกษาการตรึงรูปในระดับขวดเขยา 
 
4.2.1 ผลของปริมาณทรายและปริมาตรของสารละลายตอการตรึงรูปเอนไซม 

ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 
ทําการทดลองโดยการแปรผนัปริมาณทราย  50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450

และ 500 กรัม โดยที่แตละน้าํหนักใหเติมน้าํลงไปตั้งแต 100–2,000 มิลลิลิตร โดยทาํการเพิ่มทีละ 100 
มล. แลวทําการสังเกตุเพื่อบันทกึถงึลักษณะการไหลภายในฟลูอิดไดซ ผลแสดงดังรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.1 ลักษณะการไหลภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 
 

พบวา น้ําหนกัทรายและปริมาตรของสารละลายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเม่ือใสทรายที่มี
น้ําหนกัมากเกนิไปจะทําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling fluidization และน้ําหนักทรายที่พอดีจะทํา
ใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth fluidization  ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ซ่ึงทาํใหเกิดการกระจาย
ของเม็ดทรายไดทั่ว และหากมีการเติมสารละลายมากเกินก็จะทําใหมีผลตอน้ําหนกัของสารละลายที่
กดทับเม็ดทรายทําใหเม็ดทรายไมสามารถที่จะเคลื่อนทีภ่ายในฟลูอิดไดซเบดไดดังรูปท่ี 4.2 และ 4.3 
ตามลําดับ 

Gas Gas 
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รูปที่ 4.2 การเกิดฟลูอิดไดซแบบ   รูปที่ 4.3  การเกิดฟลูอิดไดซแบบ 

 smooth fluidization       bubling fluidization 
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4.2.2  ผลของเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีท่ําใหเกิดการฟลูอิดไดซแบบ smooth 
fluidization ตอการตรึงรูปในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
 เลือกน้าํหนักทรายและปริมาตรของเหลวในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซที่พอดีจะทาํใหเกิดการฟลู
อิดไดซแบบ smooth fluidization และ แบบ bubling fluidizationตอการตรึงรูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิด
ไดซ ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ จากนัน้ทําการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่เวลาตางๆ ผลแสดง
ดังรูปที่ 4.4 

พบวา เกิดการฟลูอิดไดซแบบ bubling fluidizationในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ ซ่ึงทําใหเกิด
การหมนุแบบปนปวนภายในมีผลใหการยดึติดของเอนไซมอิสระกับเมด็ทรายลดลงทําใหแอคติวิตีที่ได
นอยกวาการเลือกปริมาณทรายทีท่ําใหเกดิการเคลื่อนทีข่องเม็ดทรายแบบ smooth fluidization 
 
4.3  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูป เดกซแทรนเนสบนผวิทราย 
4.3.1 ผลของการเติมกลูตารัลดีไฮดในระบบตอตรึงรูปในระดับขวดเขยา 

ไดทําการตรึงรปูเดกซแทรนเนสโดยใชทรายเปนตัวพยงุ ภายใตภาวะการตรึงรูป ตามวิธีการ
ดําเนินการวิจัยขอ 3.2.2 คือ 

3.2.2.1  ในกระบวนการตรึงรูปเอนไซมบนผิวทรายไดทําการเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปพรอมกับ
เดกซแทรนเนส 

3.2.2.2  เติมกลูตารัลดีโฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใชตรึงกอนจากนั้นจึงคอยลางแลวเติม
เดกซแทรนเนสลงไป 

3.2.2.3  เติมกลูตารัลดีไฮดลงไปจับกับผิวทรายที่จะใชตรึงกอนจากนั้นใหเททิ้งโดยไมตองลาง
แลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 

3.2.2.4 ไมมีการเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปในกระบวนการตรึง 
เพื่อศึกษาถงึผลของกลูตารัลดีไฮดสวนเกนิตอการตรึงรูปเอนไซม  

จากผลการทดลองพบวาสารละลายกลูตารลัดีไฮดมีผลตอการตรึงรูปเอนไซม  คือ ถาทําการลางไม
หมดหรือใหสัมผัสกับเอนไซมโดยตรง กลตูารัลดีไฮดจะไปทําลายเอนไซม ทาํใหความสามารถในการ
ทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปลดลง แตกลูตารัลดีไฮดจะชวยใหเอนไซมตรึงรูปยดึติดกับตัวพยงุไดดี
ขึ้นจากการทดลองนาํเอนไซมตรึงรูปมาทาํการใชซํ้าในตามวธิีการทดลองขอ 3.6.7 ผลการทดลองดงัรูป
ที่4.5  จึงทําการตรึงเอนไซมโดยมกีารเติมกลูตารัลดีไฮดลงในระบบการตรึงรูปเอนไซม
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รูปที่ 4.4 ผลของเวลาและการเลือกใชปริมาณของทรายทีทํ่าใหเกิดการฟลูอิดไดซ 
แบบ smooth fluidization และ แบบ bubling fluidization 
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รูปที่ 4.5 ผลของกลูตารัลดีไฮดตอการตรึงรูปเอนไซม 
 
หมายเหต ุ:  ชุดขอมูลท่ี 1 = ทราย + ( เอนไซม + กลูตารัลดีไฮด )  

ชุดขอมูลท่ี 2 = ทราย + กลูตารัลดีไฮด – ลาง --> + เอนไซม 
ชุดขอมูลท่ี 3 = ทราย + กลูตารัลดีไฮด – ไมลาง --> + เอนไซม  
ชุดขอมูลท่ี 4 = ทราย+ เอนไซม 
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4.3.2 ผลของความเร็วรอบในการเขยาตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ทําการแปรผันอัตราการเขยาสําหรับการตรึงรูปเอนไซมในขวดเขยา ตามวธิีดําเนินการขอ
3.2.2.2 โดยแบงออกเปน 3 ระดับ คือ 150, 200 และ 250 รอบตอนาท ีจากนัน้วิเคราะหแอคติวิตี ของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.6  

พบวา แอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ตรึงในขวดเขยา  โดยใชอัตราการเขยาทั้ง 3 ระดับ 
ไมใหความแตกตางกันแตอยางไร ดงันัน้เพื่อความสะดวกในการทดลอง จึงเลือกใชอัตราการเขยาที่ 
200 รอบตอนาท ีในการทดลองตอไป 

 
4.3.3 ผลของปริมาณการใหอากาศสําหรบัการทาํปฏิกริิยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายตอการตรึง
รูปในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

ทําการแปรผันอัตราการใหอากาศสาํหรับการทาํปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตามวิธีดําเนนิการขอ 3.2.3 โดยแบงออกเปน 3 ระดับ คือ 0.5 , 1.0 , 1.5 , 
2.0 และ 2.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรสารละลาย ( vvm )  จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตี ของเดกซ
แทรนเนสตรงึรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 

พบวาที่ความเร็วต่ํา ของแข็งที่วางตัวอยูบนตัวกระจายแกสจะวางตวันิง่ไมเคลื่อนไหว แกสจะ
ไหลคดเคี้ยวไปตามชองวางที่มีอยูในเบดทําใหสารละลายภายในเบดสัมผัสกับอนุภาคของแข็ง  แต
อนุภาคของแข็งในเบดไมมีการเคลื่อนที่และเมื่อเพิม่ความเร็วของแกสสูงข้ึนจนถงึคาหนึ่งแกสสวนหนึง่
ทําหนาที่ใหเกดิการลอยตัวของเม็ดของแข็ง แตมีอีกสวนหนึง่รวมตวักนัแลวกอตัวกนัเปนฟองแกสข้ึน 
ฟองแกสก็จะแทรกตัวข้ึนมายังบนผวิหนาของเบดและแตกตัวในที่สุด แตขณะที่ฟองแกสลอยขึน้มานี้จะ
ทําใหเม็ดของแข็งลอยติดตามฟองแกสข้ึนมาดวย เม็ดของแข็งภายในเบดจึงมีการเคลื่อนที่เปนไปอยาง
ชุลมุนวุนวาย ซ่ึงเปนผลใหการจับเกาะของกลูตารัลดีไฮดไมดีนักที่ความเร็วแกสสูง 
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4.3.4  ผลของปริมาณการใหอากาศสําหรับการการตรึงรูปเดกซแทรนเนส 
ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 

 
ทําการแปรผันอัตราการใหอากาศสาํหรับการทาํปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทรายในฟลูอิดไดซ 

รีแอกเตอร ตามวิธีดําเนนิการขอ 3.2.3 โดยแบงออกเปน 3 ระดับ คือ 0.5 , 1.0 , 1.5 , 2.0 และ 2.5 
ปริมาตรอากาศตอปริมาตรสารละลาย ( vvm ) จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูป ผล
การทดลองแสดงดังรูปที ่4.8 

พบวาที่ความเร็วต่ํา ของแข็งที่วางตัวอยูบนตัวกระจายแกสจะวางตวันิง่ไมเคลื่อนไหว แกสจะ
ไหลคดเคี้ยวไปตามชองวางที่มีอยูในเบด ทําใหสารละลายสัมผัสกบัอนุภาคในเบด แตอนุภาคของแข็ง
ในเบดไมมีการเคลื่อนที่ และเมื่อเพิ่มความเร็วของแกสสูงข้ึนจนถงึคาหนึง่แกสสวนหนึง่ทาํหนาทีใ่หเกิด
การลอยตัวของเม็ดของแข็ง แตมีอีกสวนหนึ่งรวมตัวกนัแลวกอตัวกนัเปนฟองแกสข้ึน ฟองแกสก็จะ
แทรกตัวข้ึนมายังบนผวิหนาของเบดและแตกตัวในที่สุด แตขณะที่ฟองแกสลอยข้ึนมานี้จะทําใหเม็ด
ของแข็งลอยติดตามฟองแกสข้ึนมาดวย เม็ดของแข็งภายในเบดจงึมีการเคลื่อนทีเ่ปนไปอยางชุลมนุ
วุนวายซึ่งอาจเปนผลใหเกิดการหลุดของโปรตีนทําใหแอคติวิตีลดลงที่ความเร็วแกสสูง 
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รูปที่  4.6 อัตราการเขยาทีเ่หมาะสมสาํหรบัการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในขวดเขยา 
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รูปที่ 4.7 อัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮด 
ในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปที่ 4.8 อัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
ในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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4.3.5 ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่เหมาะสมในการตรึงรูป 
 

ดําเนนิการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเนสที่ใชในการทาํการตรึงเพื่อลดความสิ้นเปลืองเอนไซม
เริ่มตนที่ใชในการตรึงรูปตามวิธีการดําเนนิงานวิจัยขอ 2.4.4 โดยแปรผันปริมาณเอนไซมเดกซแทรน
เนสเริ่มตน  7 ระดับ คือ 0.1945, 0.2593, 0.389, 0.778, 1.556, 2.334 และ 3.112 มก.โปรตีนจากนั้น
วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรงึรูป ผลการทดลองแสดงดังรปูที่ 4.9 

พบวา แอคติวติีของเอนไซมตรึงรูปเพิ่มข้ึนที่ปริมาณโปรตีนเริ่มตน 0.2–0.4 มก. และที่ปริมาณ
โปรตีนเริ่มตน 0.4–1.5 มก. ใหแอคติวิตีใกลเคียงกนั จากนัน้แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะคอยๆลดลง
เมื่อมีการเพิ่มปริมาณโปรตีนเริ่มตนชวง 2.0–3.0 มก. เมือ่พิจารณาจากขอมูลที่ได เลือกใชปริมาณ
โปรตีนเริ่มตนที่ 0.778 มก.ในการทดลองตอไป 

 
4.3.6 ผลของเอนไซมเจือจางเร่ิมตนที่ใชตอการตรึงรูปในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
 

ดําเนนิการแปรผันปริมาณเดกซแทรนเนสที่ใชในการทาํการตรึงในเครือ่งปฏิกรณฟลอิูดไดซ 
เพื่อลดความสิน้เปลืองเอนไซมเริ่มตนที่ใชในการตรึงรูปตามวิธกีารดําเนินงานวิจัยขอ 3.2.3 โดยแปรผัน 
ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเจือจางเริ่มตน  5 ระดับ คือ ไมเจือจาง, เจือจาง 5, 10, 50 และ 100 
เทา จากนัน้วเิคราะหแอคติวติีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.10 

พบวา จากผลการทดลองโดยใชเอนไซมทีไ่มทําการเจือจางโดยบัฟเฟอรเลย ใหแอคติวิตีต่ํา
พอๆกับทาํการเจือจางเอนไซมที่ 100 เทา โดยทีเ่อนไซมอิสระเร่ิมตนทีท่ําการเจือจาง 10 เทาให        
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุด และเมือ่ทําการเจือจางเพิ่มข้ึนก็จะใหแอคติวิตีทีม่ีแนวโนมลดลง    
จึงเลือกความเขมขนของเอนไซมอิสระเจือจางที่ 10 เทา ในการตรึงในเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซในการ
ทดลองตอไป
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รูปที่ 4.9 ปริมาณโปรตีนเริ่มตนของเดกซแทรนเนสทีเ่หมาะสม 
ในการตรึงรูปเอนไซมในขวดเขยา 
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รูปที่  4.10 ปริมาณเดกซแทรนเนสเจือจางเริ่มตนที่เหมาะสม 
ในการตรึงรูปเอนไซมในเครือ่งปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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4.3.7 ผลของความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ทําการแปรผันความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด ในข้ันตอนการตรึงเดกซแทรนเนสใน
ขวดเขยาและในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอที ่ 3.4.3 และ 3.5.11 ตามลาํดับ  
โดยแบงออกเปน 4 ระดับ คือ 1.0, 2.5, 3.5 และ 5.0% จากนั้นวิเคราะหหาแอคติวตีีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.11 
 พบวา แนวโนมของแอคติวิตีตรึงรูปที่ตรึงในขวดเขยาและในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ เมื่อทาํ
การแปรผันความเขมขนของสารละลายกลตูารัลดีไฮดใหรูปแบบแนวโนมใกลเคียงกนั คือ ที่ความ
เขมขน ตั้งแต 1.0–3.5% ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดี เนื่องจากความเขมขนยังไมสูงเพียงพอทีจ่ะ
ทําลายเอนไซมและที่ความเขมขน 2.5% ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรปูดีที่สุด แตเมือ่เพิ่มถงึ 5.0% 
พบวาทาํใหแอคติวิตีลดลง ดังนัน้จึงเลือกความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5% ไปใชในการ
ทดลองตอไป 
 
4.3.8 ผลของเวลาที่ใชในการทําปฎิกิริยาระหวางกลูตารลัดีไฮดกับทรายตอการตรึงรูปเอนไซม 

ทําการแปรผันเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย โดยทาํการแปรผัน  
5 ระดับ คือ 30, 60, 120,180 และ 300 นาที โดยทําการตรึงในขวดเขยาและเคร่ืองปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
ตามวิธีดาํเนนิการขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลําดับ จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.12 

เมื่อพิจารณาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป พบวา ระยะเวลาที่ดีที่สุดในการทําปฏิกริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทรายในขวดเขยา คือ ที่ 120 นาที โดยแอคติวิตีจะคอยๆเพิ่มข้ึนในนาทีที่ 30 – 120  
นาทีและหลงัจากนั้นแอคติวิตีจะเร่ิมมีคาคงที่ตั้งแตระยะเวลาที่ 120–300 นาที ดังนัน้ในการตรึงใน 
ขวดเขยาจึงเลอืกใชเวลาในการทาํปฏิกริยาระหวางกลตูารัลดีไฮดกับทรายที ่120 นาที สําหรับทดลอง 
ตอไป ในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรปูที่ทาํการตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซน้ัน พบวา  
ระยะเวลาที่ดทีี่สุดในการทาํปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายผลของปริมาณโปรตีนของเดกซ 
แทรนเนสที่ใชในการตรึงรูปเอนไซม คือ ที่ 60 นาที หลังจากนัน้จะเริ่มลดลงจนเขาสูภาวะคงที ่จากผล 
พบวาระยะเวลาที่ใชในการทําปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายสําหรับการตรึงในเครื่องปฏกิรณ 
ฟลูอิดไดซใชระยะเวลาสัน้กวาการตรึงในขวดเขยา 
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รูปท่ี 4.11 ความเขมขนของสารละลายกลตูารัลดีไฮดท่ีเหมาะสม 
สําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
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รูปที่ 4.12 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 
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4.3.9 เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสกับผิวทราย 
 

ดําเนนิการแปรผันเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซแทรนเนสที่ตรงึบนทรายโดยทําการตรึง
ในขวดเขยาและเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลาํดับ  
โดยแปรผันเวลา 6 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 120 และ180 นาทีตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 3.4.5 
จากนั้นวิเคราะหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 
4.13 

พบวา แอคติวติีของเอนไซมตรึงรูปในขวดเขยาเพิม่ข้ึนตั้งแตที่ 15–45 นาท ีและจะเริ่มเขาสู
ภาวะคงที่ ที่เวลา 45 นาทีผานไปจนถงึ 180 นาที จึงเลือกใชเวลาที ่45 นาท ีเนื่องจากเปนเวลาที่ส้ัน
ที่สุดสําหรับข้ันตอนการตรึงในขวดเขยา และพบวาในการตรึงโดยเครื่องปฏิกรณฟลูอดิไดซแอคติวิตี
ของเอนไซมตรึงรูปจะเริ่มเขาสูภาวะคงที่ตัง้แตที่ 30 นาทเีปนตนไป ดงันั้นจงึเลือกใชเวลาที่ 30 นาท ี
ในการตรึงโดยเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปที่ 4.13 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
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4.3.10 ผลของความเปนกรดดางและชนิดของบฟัเฟอรที่เหมาะในการทําปฏิกิริยาของกลูตารัลดีไฮด
กับทรายตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ดําเนนิการแปรผันความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย
ตั้งแต 4.0–8.0 (แปรผันทีละ 0.5)ตามวิธดีําเนนิการวิจัยขอ 3.4.7 โดยทําการตรึงในขวดเขยาและเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ ตามวิธีดาํเนินการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลาํดับ  
จากนั้นวิเคราะหหาแอคติวติี ของเดกซแทรนเนสตรึงรปู  

พบวา แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปมีแนวโนมเพิ่มข้ึน ตามคาความเปนกรดางของกลูตารัลดี
ไฮด สัมพันธกันทั้งตรึงในระดับขวดเขยาและตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ โดยที่ความเปนกรดดาง 
4.0–7.0  จะเพิ่มข้ึน และจะเริ่มลดลงในชวงความเปนกรดดาง 7.5–8.0  ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่
4.14 และ 4.15 โดยชนดิบัฟเฟอรและความเปนกรดดางที่ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุดคือ 
ฟอสเฟตบฟัเฟอร ความเปนกรดดาง 7.0 จึงเลือกคาความเปนกรดดางของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่
7.0 ในการทดลองตอไป 

 
4.3.11  ผลของความเขมขนบัฟเฟอรที่ใชในการทาํปฏิกิริยาของกลูตารัลดีไฮดกับทราย 

ตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ดําเนนิการแปรผันความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาระหวางก
ลูตารัลดีไฮดกับทราย 5 ระดบั คือ 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร โดยทาํการตรึงในขวดเขยา
และเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลาํดับ จากนัน้วิเคราะห 
แอคติวิตี ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.16 

พบวา แอคติวติีเอนไซมตรึงรูปมีคาเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มความเขมขนของสารละลายบฟัเฟอร โดย
พบวาที่สารละลายบฟัเฟอรความเขมขนที ่0.5 โมลาร จะใหแอคติวิตีของเอนไซมตรงึรูปดีที่สุด จึง
เลือกใชความเขมขนของกลตูารัลดีไฮดบัฟเฟอรที่ 0.5 โมลาร ใชในการทดลองตอไป
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              รูปที่ 4.14 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยา 
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายในขวดเขยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.15 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกริยา 
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปท่ี 4.16 ความเขมขนที่เหมาะสมของบฟัเฟอรในข้ันตอนการทําปฏกิริยา 
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 
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4.3.12 ผลของความเปนกรดดางและชนดิของบัฟเฟอรที่เหมาะตอการตรึงเดกซแทรนเนสบนผิวทราย 
 

ดําเนนิการแปรผันความเปนกรดดางในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยาเดกซแทรนเนสกับทรายตั้งแต  
2.5–6.0 (แปรผันทีละ 0.5) โดยทาํการตรงึในขวดเขยาและเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการ
วิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลําดับ จากนัน้วิเคราะหแอคติวิตี ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป  

พบวา ชวงความเปนกรดดางที่ 2.5–4.0 แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นและ
ตั้งแตความเปนกรดดาง 4.5 เปนตนไป แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะเริ่มลดลงตามลําดับโดยใหผล
สัมพันธกนัทัง้การตรึงในระดับขวดเขยาและเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.17
และจากผลการทดลองพบวาที่คาความเปนกรดดาง 4.0 ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุด จึงเลือก
คาความเปนกรดดางในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที ่4.0 ไปใชในข้ันตอไป 

 
4.3.13 ผลความเขมขนของบัฟเฟอรในการตรงึเดกซแทรนเนสบนผิวทราย 
 

ดําเนนิการแปรผันความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาระหวางเดกซ
แทรนเนสกับทราย 5 ระดับ คือ 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร โดยทําการตรึงในขวดเขยา
และเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ 3.2.2.2 และ 3.2.3 ตามลําดับ จากนัน้วิเคราะห 
แอคติวิตี ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.19 

พบวา แอคติวติีของเอนไซมตรึงรูป ที่ตรึงในขวดเขยาและเครื่องปฏกิรณฟลูอิดไดซมีแนวโนม
ในทางเดียวกนั คือ เพิ่มขึน้ในชวงความเขมขน 0.01–0.05 โมลาร และจะลดลงอยางตอเนื่องเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของสารละลายบัฟเฟอรผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.19 โดยพบวาที่ความเขมขน 0.05 
โมลาร ใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีทีสุ่ด จึงเลือกไปใชในการทดลองตอไป 
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รูปที่ 4.17 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอน 
การตรึงเดกซแทรนเนสในขวดเขยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.18 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอน 
การตรึงเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
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รูปที่ 4.19  ความเขมขนของบัฟเฟอรที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 
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4.3.14 ผลอุณหภูมิตอการตรึงรูปเอนไซม 
 

ดําเนนิการแปรผันอุณหภูมิในการตรึงเดกซแทรนเนสในขวดเขยา 2 ระดับ คือ ที่อุณหภูมิหอง 
และ 4 องศาเซลเซียส ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.4.10 จากนั้นวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูป ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.2 
 
 
ตารางที่ 4.3  ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

ภาวะการทดลอง แอคติวิตี 
( หนวย ตอ 1 กรัมทราย) 

แอคติวิตีกักขัง 
( % ) 

อุณหภูมิหอง 15.27 + 0.124 22.82 
4 องศาเซลเซยีส 15.11 + 0.117 22.59 

 
 
พบวา ไมมีความแตกตางของแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรปู ดังตารางที่ 4.19 ดังนัน้ เพื่อความ

สะดวกและเพือ่ประหยัดพลงังานในควบคมุอุณหภูมิในการทดลอง จงึเลือกทําการตรึงเดกซแทรนเนสที่
อุณหภูมิหอง
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4.4 คุณสมบัติของเอนไซมตรึงรูป 
 
4.4.1 ผลของความเปนกรดดางและชนิดของบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมอิสระ 
 

ทําการศึกษาโดยทําการแปรผันความเปนกรดดางของสารผสมในปฏกิิริยา ในชวงความเปน
กรดดางตางๆ โดยทําการแปรผันตั้งแต 4.0–8.0 โดยรักษาความเขมขนที่ใชเทากบั 0.05 โมลารของ
บัฟเฟอร 

พบวา เม่ือทําการบมเดกซแทรนเนสตรงึรูป และ เดกซแทรนเนสอิสระที่ความเปนกรดดาง
ในชวง 4.0–8.0 พบวา ที่ความเปนกรดดางชวง 4.0–5.0 เดกซแทรนเนสอิสระใหแอคติวิตีที่สูงกวาเดกซ
แทรนเนสตรงึรูปและพบวาเดกซแทรนเนสอิสระทํางานไดดีที่สุดที่ความเปนกรดดาง 4.5 และแอคติวิตี
มีแนวโนมลดลงเมื่อมีความเปนกรดดางที ่5.0–8.0 และเดกซแทรนเนสตรึงรูปทํางานไดดีที่สุดที่ 5.0 สูง
กวาเดกซแทรนเนสอิสระเล็กนอย และเมื่อคาความเปนกรดดางสงูข้ึนเดกซแทรนเนสตรึงรูปยังคงใหแอ
คติวิตีดีกวาเดกซแทรนเนสอสิระดังแสดงในรูปท่ี 4.20 ดังนั้นจงึเลือกความเปนกรดดางในการบม
ปฏิกริยาที ่5.0 ในการทําการศึกษาหาคุณสมบัติของเอนไซมตรึงรูปในข้ันตอไป  
 
 
4.4.2 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมตรึงรูป 
 

ทําการศึกษาโดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชตั้งแต 35–80 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มข้ึนทีละ 5 องศา
เซลเซียส บมเอนไซมตรึงเปนเวลา 15 นาที พบวา เดกซแทรนเนสอสิระและเดกซแทรนเนสตรงึรูป มี
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํงานเทากัน คือ ที่ 55 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนในชวง 
60–70 องศาเซลเซียส เดกซแทรนเนสตรึงรูปยังใหแอคติวิตีที่สูงกวาเมื่อเทียบกับเดกซแทรนเนสอสิระที่
สูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเรว็ผลการทดลองดังรูปท่ี 4.21 
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4.4.3 ผลของความเสถียรตอความเปนกรดดางของเอนไซมตรึงรูป 
 

บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ ในบัฟเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดาง
ในชวง 2.5–8.0 ที่อุณหภูม ิ 4°ซ เปนเวลา 60 นาท ี จากนัน้นําไปวเิคราะหแอคติวติีที่เหลือ โดยบมใน
ปฏิกิริยาภายใตภาวะทีเ่หมาะสม พบวา เดกซแทรนเนสตรึงรูปมีความเสียรตอความเปนกรดดางในชวง
ตั้งแต 4.0–5.5 โดยที่คาความเปนกรดดางที ่ 5.5 เดกซแทรนเนสตรึงรูปยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู
มากกวา 80% และเดกซแทรนเนสอิสระ มีชวงของความเสถยีรตอความเปนกรดดางที่แคบกวาที่ 4.0–
5.0 โดยที่ความเปนกรดดาง 5.5 มีแอคติวิตีเหลืออยูเพียง 60% ดังแสดงในรูปที ่4.22 
 
4.4.4 ผลของความเสถียรตออุณหภูมิของเอนไซมตรึงรปู 
 

บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ มาบมที่อุณหภูมิชวง 35–80°ซ เปนเวลา 60 
นาที จากนัน้นําไปวิเคราะหแอคติวิตีที่เหลือ โดยบมในปฏิกริิยาภายใตภาวะที่เหมาะสม พบวา เดกซ
แทรนเนสตรงึรูปมีความเสยีรตออุณหภูมิในชวงอุณหภูมติ่ํากวา60°ซ โดยที่อุณหภูม ิ 60°ซ เดกซแทรน
เนสตรึงรูปยงัคงมีแอคติวิตีเหลืออยู 80% และเดกซแทรนเนสอิสระ มีชวงของความเสถียรตออุณหภูมิ
ในชวงที่แคบกวาที่อุณหภูมติ่ํากวา 55°ซ โดย มีแอคติวติีเหลืออยู 70%ดังแสดงในรูปที่ 4.23  
 
4.4.5 ผลของการนาํเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระไปทําการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท-ี2000  
 

เปรียบเทยีบการไฮโดรไลซเดกซแทรนที 2000 ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึง
รูปโดยการบมเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรน ท-ี2000 ที่ความเขมขน
เทากัน ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เวลา 0–300 นาที จากการทดลองเมื่อเวลาผานไปจนกระทัง่ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ปลดปลอยออกมาเริม่เขาสูสภาวะคงที่ พบวา ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เอนไซมตรึงรูปปลดปลอย
ออกมานอยกวาปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ปลดปลอยจากเอนไซมอิสระ ดังแสดงในรูปที่ 4.24 และเมื่อทํา
การทดลองเติมเอนไซมอิสระลงไปโดยเริ่มที่นาททีี่ 20 และเติมทุก 15 นาที พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ที่ปลดปลอยออกมาหลังจากเริ่มเขาสูภาวะคงที่ มีปริมาณใกลเคียงกัน โดยจะเริ่มเขาสูภาวะคงที่มี
ปริมาณใกลเคยีงกนัผลการทดลองดังแสดงในรูปที4่.25
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รูปที่ 4.20 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
และเดกซแทรนเนสอิสระ 
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รูปที่ 4.21 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ 
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รูปที่ 4.22 ผลของความเสถยีรตอความเปนกรดดางของเอนไซมตรึงรปู 
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รูปที่ 4.23 ผลของความเสถยีรตออุณหภูมิของเอนไซมตรึงรูป 
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รูปที่ 4.24 ผลของการนาํเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระมาทาํการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท-ี 2000
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4.4.6 จํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป 
 

เมื่อใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปทําการไฮโดรไลซเดกซแทรน ท–ี2000 เปนจํานวน 10 รอบ
ตอเนื่องกนัที่ความเปนกรดดาง 5.0 ตามวธิีดําเนนิการวจัิยขอ 3.6.7 โดยเปรียบเทยีบระหวางการตรึง
โดยมีกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมไขว และ ไมมีกลูตารัลดีไฮด พบวา แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึง
รูปที่ไมมีกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมไขวจะลดลงอยางรวดเร็วเหลือเพยีงประมาณ 10% ในรอบที่ 3 
ในขณะที่เอนไซมตรึงรูปท่ีใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมไขวจะยงัคงมีแอคติวิตีเหลือประมาณ 50% ใน
รอบที่ 5 และจะลดลงเหลือประมาณ 25-30% ตั้งแตรอบที่ 6–10 ดังแสดงในรูปที ่4.25 
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รูปที่ 4.25  จํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรปู 
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4.4.7 ผลของการเสียความสามารถในการทํางานของเอนไซมตรึงรูป 
 

จากวธิีดําเนินการวิจัยขอ 3.6.8 โดยวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ถกูนาํไปใชซ้ําใน
ชุดการทดลองที่1 เทียบกับการทดลองชุดที ่2 ซ่ึงไดกาํหนดให 
การทดลองชุดที่ 1 ทําการนําเอนไซมตรึงรปูบมในบัฟเฟอรแลวครั้งที่สองจึงคอยมาบมกับซับสเตรต  
การทดลองชุดที่ 2 ทําการนําเอนไซมตรึงรปูบมกับซับสเตรตทั้งสองครั้ง  
ผลการทดลองดังแสดงในตารางที ่4.2 
 
ตารางที่ 4.4 ผลของการเสียสภาพในการทํางานของเอนไซมตรึงรูป 
 

 แอคติวิตี 
 ( หนวยตอ 1 กรัมทราย) 

การเติมซับสเตรต 1 รอบ 15.676 + 0.442 
การเติมซับสเตรต 2 รอบ 15.775 + 0.362 
เอนไซมอิสระเร่ิมตน 334.59 หนวย 

 
พบวาการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรปูในการนํามาใชซ้ําในรอบทีส่องมีผลลดลงทัง้สองชุด

การทดลอง ไมแตกตางกนั ซ่ึงแสดงวาการทําเดกซแทรนเนสตรึงรูปเมื่อนํากลับมาใชซํ้าในรอบตอๆไป 
จะสูญเสียความสามารถเนือ่งจากการหลดุของเอนไซม เปนสวนใหญไมใชจากการถกูทําลายบริเวณ
จําเพาะกบัซับสเตรตหรือบริเวณเรง (active site) เนื่องจากในการทดลองชุดที่มกีารบมกับซับสเตรต 1 
รอบ ไดทําการบมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในบัฟเฟอรโดยไมมีซับสเตรตในรอบที่ 1 แลวจึงคอยนํามาบม
กับซับสเตรตในรอบที่สองพบวาในรอบที่สองนัน้  พบวาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปลดลงทั้งๆที่ในรอบ
แรกไมมีซับสเตรตไปเกาะบริเวณเรง เลย  
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4.4.8   ผลของการหาคา Km โดยวิธีไลนวิเวอร-เบิรกของเอนไซมตรงึรูปเมื่อใชเดกซแทรน ท-ี2000 เปน
ซับสเตรต โดยวัดแอคติวิตีที่ 55°ซ ความเปนกรดดางที่ 5.0 และ เดกซแทรนเนสอิสระเม่ือใชเดกซแทรน 
ท-ี2000 เปนซบัสเตรต โดยวดัแอคติวิตีที่ 55°ซ ความเปนกรดดางที ่4.5 
 

ดําเนนิการวิเคราะหทางจลศาสตรของการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยแปรผันความ
เขมขนของซับสเตรต คอื เดกซแทรน ท-ี2000  แลวหาแอคติวิตีของเอนไซม นาํคาที่ไดมาเขยีนกราฟ
ตามไลนวีเวอร-เบิรก  (Lineweaver - Burk Plot)  ระหวาง  1/V  และ  1/[S]  หาคาจุดตัดแกน  X   
นําไปคํานวณคา  Km  พบวาคา Km   ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ เทากับ 0.002  
และ 0.0009 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 4.26 และ 4.27 ตามลาํดับ   
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รูปที่ 4.26 การประมาณคา Km โดยวิธีไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot)  ของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปเมื่อใชเดกซแทรน ที – 2000 เปนซบัสเตรต โดยทําการบมเอนไซมตรึงรูปท่ี 55°ซ ความเปนกรด
ดาง 5.0 
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รูปที่ 4.27  การประมาณคา Km โดยวิธีไลนวีเวอร-เบิรก (Line weaver-Burk plot) ของเดกซแทรนเนส 
อิสระเมื่อใชเดกซแทรน ท–ี2000 เปนซับสเตรต โดยทําการบมเอนไซมตรึงรูปท่ี 55°ซ ความเปนกรด
ดาง 4.5 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและอภปิรายผล 
 

การทดลองนี้มุ งที่จะหาวิธีการตรึงเดกซแทรนเนสในระดับขยายสวน  โดยไดใช            
เดกซแทรนเนส ที่ผลิตจากจุลินทรีย Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ที่คัดแยกโดย  
สุวรรณา นพพรพันธุ (2528) โดยการตรึงรูปบนทราย ทั้งนี้ไดใชทรายเปนตัวพยุงในการตรึงรูป 
เนื่องจากทรายเปนวัสดุที่หาไดงาย มีราคาถูก ไมมีพิษ ทนตอแรงกระแทกไดดี สามารถคงรูปอยูได
ในสภาพแวดลอมที่มีความเปนกรดดางที่รุนแรงหรือในที่ที่มีอุณหภูมิสูง ไมถูกทําลายไดโดย              
จุลินทรีย แยกออกจากระบบไดงายและสามารถนํากลับมาใชเปนตัวพยุงไดอีก โดยเพียงลางดวย
กรดไนตริกเขมขนแลวนํามาอบก็นํากลับมาใชเปนตัวพยุงไดอีก 

จากการทดลองของอนันตพงษ สุขเกษ (2543) ซึ่งไดทําการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับ
ลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวและขนาดของทรายที่จะใชในการตรึงรูป พบวา ทรายขนาด 16–20
เมช มีความเหมาะสมตอการนํามาใชในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ (Fluidized Bed Reactor) ใน
การทดลองระดับขยายสวน 

อยางไรก็ตาม ในการทดลองเบื้องตนพบวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป มีแอคติวิตี
ต่ํามาก เมื่อเทียบกับแอคติวิตีของเอนไซมอิสระที่เติมลงไป ดังแสดงในตารางที่ 4.2 ปญหาดังกลาว
อาจเกิดจากกรรมวิธีของการตรึงเอนไซมโดยปริมาณโปรตีนที่ตรึงรูปมีต่ํามากหรือเอนไซมที่ตรึงรูป
อาจทนภาวการณตรึงไมไดจึงทําใหสูญเสียแอคติวิตีไป การศึกษาประเด็นดังกลาวจึงทําการศึกษา
ข้ันตอนการตรึงเอนไซมโดยเริ่มจากขั้นตอนการเตรียมตัวพยุงกอนที่จะนํามาทําการตรึงรูป โดยได
นําการทดลองแชทรายในกรดไนตริกเขมขนเปนระยะเวลานานขึ้นจากเดิมแชทรายที่จะนํามาเปน
ตัวพยุงโดยตั้งทิ้งไว 1 วัน เพิ่มเปนระยะเวลา 2,3,4 และ 5 วัน ตามลําดับ พบวาไมมีความแตกตาง
ในแงของแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป (ไมไดแสดงผลการทดลอง) ดังนั้นจึงไดทําการทดลอง 
แชทรายในกรดไนตริกเขมขนโดยนําไปเขยาที่ 200 รอบตอนาที พบวา สามารถเพิ่มแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปใหสูงขึ้นถึง 5 เทา ดังแสดงในตารางที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาการเขยาเปนการ
เพิ่มการเขาทําปฏิกิริยาของกรดไนตริกกับทราย เนื่องจากทรายมีน้ําหนักจึงเกิดการทับกันจนพื้นที่
ผิวบางแหงไมไดสัมผัสกับกรด ดังนั้นแมจะแชทิ้งไวถึง 5 วัน ก็ไมไดเพิ่มการจบัตัวของเอนไซมแต
อยางไร แตการเขยาจะทําใหกรดไนตริกสัมผัสกับผิวทรายไดมากขึ้นทั่วทุกพื้นผิว ทําใหกรดไนตริก
สามารถที่จะไปดึงคารบอเนตที่เปนองคประกอบอยูบนผิวของทรายไดดีกวาเมื่อเทียบกับการตั้งแช
ทิ้งไว ทําใหทรายมีประจุเปนบวกจึงจับกับหมู aldedyde ของกลูตารัลดีไฮด ใหมีการจับเกาะใน
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ลักษณะ ionic binding ทําใหลดความรุนแรงของปฏิกิริยาที่เกิดจากลูตารัลดีไฮดกับเอนไซมและ
ทําใหพื้นผิวเหมาะสมตอการเกาะของเดกซแทรนเนสไดมากขึ้นนั่นเอง  

ในการพิจารณาเบื้องตนสําหรับการทดลองเลือกตรึงเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณ     
ฟลูอิดไดซเบด เนื่องจากการตรึงในเครื่องปฏิกรณแบบที่มีใบพัด จะทําลายสภาพของเอนไซมใน
ระหวางการตรึงมาก อีกทั้งการตรึงในเครื่องปฏิกรณแบบฟลูอิดไดซเบดยังเปนระบบที่ไมยุงยาก
ซับซอนเมื่อเทียบกับรีแอคเตอรชนิดอื่น และทําใหเกิดการเสียสภาพของเอนไซมในระหวางการตรึง
นอยที่สุด จึงเลือกที่จะทําการทดลองตรึงขยายสวน ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบด  

เมื่อทดลองศึกษาผลของปริมาณทรายและปริมาตรของสารผสมปฏิกริยาตอการตรึงรูป
เดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  พบวา น้ําหนักของทราย (ปริมาณทราย) และปริมาตร
ของสารละลายในระบบมีผลตอการกระจายตัวของเม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  
พบวาลักษณะการไหลของเม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ  แบงได 2 แบบ ดังแสดงใน
รูปที่ 4.2 และ 4.3 คือ แบบ Smooth Fluidization เปนการไหลที่เม็ดของแข็งภายในเคร่ืองปฏิกรณ
มีการไหลกระจายตัวอยางสม่ําเสมอภายในเครื่องปฏิกรณ และ แบบ Bubling Fluidization เปน
การไหลที่มีแกสสวนหนึ่งทําใหเกิดการลอยตัวของเม็ดของแข็งและมีแกสบางสวนเกิดเปนฟอง
แทรกตัวมาบนผิวหนาและแตกตัวซึ่งในขณะที่แกสแตกตัวมายังบริเวณผิวหนาจะมีเม็ดของแข็ง
บางสวนลอยติดมาดวยทําใหเม็ดของแข็งภายในเบดมีการเคลื่อนที่แบบปนปวน ซึ่งเมื่อทําการ
ทดลองหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เลือกปริมาณทรายและปริมาตรสารละลายในเครื่อง
ปฏิกรณใหเกิดการไหลภายในเครื่องปฏิกรณเปนแบบ  Smooth Fluidization  และ แบบ Bubling 
Fluidization พบวา แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่มีการไหลของเม็ดของแข็งภายในเครื่อง
ปฏิกรณแบบ Smooth Fluidization ใหแอคติวิตีสูงกวาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่มีการ
ไหลของเม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณแบบ Bubling Fluidization ซึ่งสามารถอธิบายไดวาการ
ที่เม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณมีการไหลแบบ  Smooth Fluidization มีการกระจายตัวไดดีกวา
แบบ Bubling Fluidization ทําใหมีการสัมผัสกับสารผสมในเครื่องปฏิกรณไดอยางทั่วถึงในขณะที่
เม็ดของแข็งภายในเครื่องปฏิกรณที่มีการไหลแบบ Bubling Fluidization ซึ่งเปนการไหลแบบ
ปนปวนภายในเครื่องปฏิกรณเกิดการเสียดสีกันมากกวาแบบ Smooth Fluidization ทําใหโปรตีน
ไมสามารถจับเกาะกับผิวทรายไดดีเทาการไหลแบบ Smooth Fluidization จึงทําใหแอคติวิตีต่าํกวา 
ดังนั้นในการทดลองในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบด จึงเลือกน้ําหนักทรายและปริมาตรสารผสม
ปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของเม็ดของแขง็แบบ Smooth Fluidization ในการตรึงรูปตอไป 
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ในการตรึงรูปเอนไซมตามวิธกีารของ อนนัตพงษ สุขเกษ (2543) ไดทําการตรึงรูป       
เดกซแทรนเนส โดยอาศัยเฉพาะกลูตารลัดีไฮดเปนสารไบฟงกชนันัลเพียงอยางเดยีว ในการชวยให
เอนไซมยึดติดกับตัวพยุง ดังนัน้จึงไดทาํการทดลองเพือ่ศึกษาผลของกลูตารัลดีไฮดตอการตรึงรูป
เดกซแทรนเนส โดยไดทําการทดลองตามวิธีการดําเนนิงานวิจยัขอ 3.2.2 พบวา ผลของการเตมิ
เดกซแทรนเนสผสมลงไปพรอมกับสารละลายกลูตารัลดีไฮด และการทดลองทีท่ําการเติม
สารละลายกลตูารัลดีไฮดลงไปกอนแลวจงึเททิง้โดยไมไดทําการลางแลวเติมเดกซแทรนเนสลงไป 
ผลปรากฏวาใหแอคติวิตีต่ํา เมื่อเทยีบกับการทดลองทีท่ําการเติมกลูตารัลดีไฮดลงไปแลวลาง
สารละลายกลตูารัลดีไฮดสวนที่เกินออกกอนทาํการเติมเดกซแทรนเนสลงไปพบวาใหแอคติวิตีดี
ที่สุด ผลแสดงดังรูปที ่ 4.5 และเมื่อทดลองนาํน้าํลางเดกซแทรนเนสสวนเกินที่เททิง้มาหาแอคติวติี 
พบวาแอคติวิตีที่ไดต่ํากวา แอคติวิตีของน้ําลางจากชุดการทดลองควบคุมที่ไมมีการเติมสารละลาย     
กลูตารัลดีไฮดลงไป (ไมไดแสดงผลการทดลอง) สามารถอธิบายผลไดวาเมื่อใดก็ตามที ่             
สารละลายกลตูารัลดีไฮดสัมผัสกับเอนไซมโดยตรงที่ความเขมขนสูงจะมีผลทําลายสภาพธรรมชาติ
ของเอนไซม ทําใหการทํางานของเอนไซมเสื่อมไปจึงใหไดแอคติวิตีต่ํา แตอยางไรก็ตามกลูตารลัดี
ไฮดจัดวาเปนสารไบฟงกชันนัลที่มีสวนชวยใหเอนไซมยดึติดกับตัวพยงุไดดีข้ึน โดยมีผลตอบริเวณ
เรงปฏิกิริยาของเอนไซมนอย ดังผลการทดลองที่นาํเอนไซมตรึงรูปทีใ่ชกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวย
ตรึงมาทดลองใชซ้ําหลายๆรอบปรากฎวาแอคติวิตีในรอบที่ 2,3 ยงัคงมีแอคติวิตีที่ดีอยูเมื่อเทยีบกบั
การตรึงโดยไมไดเติมกลูตารัลดีไฮดลงไป ดังแสดงในรูปที่ 4.26 อธิบายไดวากลูตารัลดีไฮดนาจะมี
ผลในการจับเกาะของโปรตีนใหเสถียรมากขึ้นหากใชทีค่วามเขมขนทีเ่หมาะสม สอดคลองกับการ
ทดลองของ Zhou และ Chen (2001) ที่ทําการตรึงบีตา–กาแลคโตซิเดส (β–galactosidase)บนผิว
ของกราไฟต โดยกลาววาสารละลายกลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชันนัลที่มีสวนชวยในการยึดติด
กับตัวพยุงใหดีขึ้น Celina และ คณะ (2003) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมเดกซแทรนซเูครส โดยวธิีการ
ตรึงในเม็ดเจลแอลจิเนต บนไคโตซานฟลม และ การใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชือ่มไขว พบวา 
วิธีการตรึงโดยใชกลูตารัลดีไฮดใหแอคติวิตีดีที่สุด และเมื่อทดลองนาํไปใชซ้ําพบวาในรอบที่ 3 
ยังคงเหลือแอคติวิตีถึง 60% ดังนัน้ในการศึกษานีจ้ึงไดเลือกการตรึงรูปเอนไซมโดยใช        
กลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชันนัลโดยตองทาํการเลือกความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดให
เหมาะสมเพื่อที่จะใหไดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีทีสุ่ด 
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สําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปในงานวิจัยนี้ ใชเฉพาะกลูตารัลดีไฮดเปนสาร   
ชวยตรึง โดยสภาวะที่เหมาะสมทั่วไปสําหรับการตรึงในระดับขวดเขยาและตรึงในเครื่องปฏิกรณ  
ฟลูอิดไดซเบดเปนสภาวะเดียวกัน คือ เลือกเตรียมภายใตอุณหภูมิหอง ในขั้นตอนการทําปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย ใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเปนกรดดาง 7.0 ที่ความเขมขน 0.5 โมลาร ซึ่งกลไกการตรึงรูป โดยใช     
กลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชั่นนัลชวยในการตรึงนั้น มีสวนชวยทําใหเอนไซมมีความเสถียรมาก
ข้ึน โดยจะทําหนาที่เชื่อมโยงโมเลกุลโปรตีนของเอนไซม โดยพบวาที่ความเขมขนของกลูตารัล      
ดีไฮดต่ําจะใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปสูง แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดสูงขึ้นจนถึง
คาหนึ่ง จะทําใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปลดลง เนื่องจากความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดที่สูง
เกินจะมีผลไปทําลายโครงสรางโปรตีนของเอนไซม ทําใหเสียสภาพในการทํางาน  

สําหรับอัตราการเขยาสําหรับการทําปฏิกิริยาในขวดเขยาไดเลือกใชที่ 200 รอบตอนาที 
โดยคํานึงถึงความสะดวกในการทดลองเปนหลัก เนื่องจากแอคติวิตีที่ไดจากการแปรผันความเร็ว
รอบในการเขยาใหผลแอคติวิตีที่ไมมีความแตกตางกันมาก ดังแสดงผลในตารางที่ 4.6 และสําหรับ
ผลของปริมาณการใหอากาศในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ผลที่ไดคือ แอคติวิตีจะคงที่ชวงที่มีการให
อากาศแลวไมเพียงพอที่จะทําใหเม็ดของแข็งกระจายตัวภายในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ แตจะมี
แอคติวิตีเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มการใหอากาศที่ทําใหทรายกระจายตัวไดดี จากการทดลองแสดงใหเห็นวา
เมื่อเม็ดของแข็งวางตัวบนตะแกรงกระจายแกสและมีแกสผานขึ้นมาดวยความเร็วที่เพิ่มข้ึน พบวา 
เมื่อแกสผานเบดมาดวยความเร็วต่ํา ไมเพียงพอที่จะทําใหของแข็งกระจายตัว เม็ดของแข็ง (ทราย) 
ที่วางตัวอยูบนตะแกรงจะวางตัวนิ่งไมเคลื่อนไหว แตยังคงมีการไหลของของไหลผานเม็ดของแข็ง
นั้นอยูจึงทําใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่ไดไมแตกตางกันมากนัก จนกระทั่งเพิ่มความเร็วแกส
จนถึงคาหนึ่งอนุภาคของเม็ดของแข็งจึงจะเริ่มเคลื่อนที่ทําใหการสัมผัสกับสารผสมปฏิกิริยาไดดีขึ้น 
แตถาเพิ่มปริมาณอากาศมากเกินไป ก็จะทําใหเกิดแรงเสียดสีมากขึ้นทําใหโปรตีนหลุดได แอคตวิตี
ของเอนไซมตรึงรูปจึงลดลง  และนอกจากนั้นยังพบอีกวาการตรึงรูปเอนไซมในเครื่องปฏิกรณ     
ฟลูอิดไดซใหแอคติวิตีที่สูงกวาการตรึงรูปในขวดเขยา ซึ่งอาจอธิบายไดวา ในการตรึงรูปใน       
ขวดเขยา ในการทําการเขยานั้นใชเครื่องเขยาที่เปนแบบ rotary shacker ซึ่งมีการเขยาในทิศทาง
เดียวคือเปนแบบวงกลม ดังนั้นการชนกันของตัวทําปฏิกิริยาอาจไมดีเทาการตรึงในเครื่องปฏิกรณ
ฟลูอิดไดซซึ่งมีการใหอากาศใหเม็ดของแข็ง(ทราย)มีการกระจายตัวไดดีกวา ทําใหการชนกันของ
ตัวทําปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดมากกวา โอกาสในการชนในทิศทางที่เหมาะสมมากกวา จึงทําใหเอนไซมที่
ตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซมีแอคติวิตีที่ดีกวาการตรึงในขวดเขยา 
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นอกจากนั้นความเขมขนและคาความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชเปนตัวทําละลาย 
กลูตารัลดีไฮดดังกลาว จะมีผลใหเกิดการเกาะของกลูตารัลดีไฮดบนผิวทรายที่มีความเหมาะสม
ที่สุด ซึ่งจะเปนผลให เอนไซมสามารถสรางพันธะยึดติดกับกลูตารัลดีไฮด สามารถแสดงแอคติวิตีที่
ดีตามไปดวย สอดคลองกับการรายงานของ Puvanakrishman และ Bose (1980) ที่ทําการตรึง
เอนไซมทริปซินบนพื้นผิวของทรายโดยใชวิธีเดียวกัน กลาววา กลูตารัลดีไฮดสามารถทํางานไดดี
ในชวงความเปนกรดดางที่เปนกลางจนถึงดางไดดีกวาในชวงที่เปนกรด โดยในกระบวนการตรึงรูป
ไดใชเวลาการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายในขวดเขยา 120 นาที และในเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 60 นาที ซึ่งอาจอธิบายไดวา การตรึงในเครื่อง
ปฏิกรณฟลูอิดไดซมีการกระจายตัวของตัวพยุง (ทราย) ไดดีกวาการเขยาในขวดเขยา ทําใหโอกาส
การชนกันของตัวปฏิกิริยาจึงมีมากกวา และทําใหใชเวลาในการทําปฏิกิริยาสั้นกวานั่นเอง 
 

สําหรับข้ันตอนของการตรึงรูปเดกซแทรนเนส สภาวะที่เหมาะสม คือ ปริมาณเอนไซม
เร่ิมตนอยูในชวง 0.3–1.5 มก. สําหรับการตรึงในขวดเขยา โดยพบวา แอคติวิตีของเอนไซมจะสูงขึ้น
จนถึงคาหนึ่งและจะเริ่มลดลงเมื่อปริมาณเอนไซมเร่ิมตนมากกวา 1.5 มก. แตเมื่อทําการทดลอง
ตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ ตองใชปริมาณเอนไซมในปริมาณที่มากข้ึน จึงไดทําการทดลอง
เพื่อที่จะหาปริมาณเอนไซมเจือจางเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการตรึงในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
ซึ่งผลการทดลองที่ไดพบวา เอนไซมเจือจางเริ่มตนที่ทําใหไดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดีที่สุดคือ
ที่เอนไซมเร่ิมตนเจือจาง 10 เทา ในขณะที่ผลของการเติมเอนไซมเร่ิมตนที่ไมมีการเจือจางเลย , เจอื
จาง 5 เทา และผลของการเติมเอนไซมที่เจือจางสูงขึ้น คือที่ 50 เทา และ 100 เทา ใหแอคติวิตีต่ํา 
ดังแสดงในรูปที่ 4.10 ซึ่งสามารถอธิบายเหตุการณนี้ไดวา ความเขมขนของเอนไซมที่มากเกินไป
อาจมีผลกับการจัดระเบียบโมเลกุลของโปรตีน ที่ไมเปนระเบียบ และปริมาณโปรตีนที่มากเกินไป
อาจเกิดการแยงจับและไปบดบังบริเวณเรงของสับสเตรทตามมาดวย ทําใหแอคติวิตีของเอนไซม
ตรึงรูปที่ไดต่ํา สอดคลองกับการทดลองของ Bo’da และ Farell (1991) ที่ไดทําการศึกษาการตรึง
เอนไซม บีตา–กาแลคโตซิเดส (β–galactosidase) โดยใชแคลเซียมแอลจิเนต พบวา เมื่อใส
เอนไซมปริมาณมากเกินไป จะใหคาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตํ่าลง Busto และ Prabhu (1995) 
ทําการศึกษาการตรึงเอนไซม บีตา–กลูโคซิเดส (β–glucoosidase) โดยใชแคลเซียมแอลจิเนต 
พบวา การเติมเอนไซมปริมาณที่มากเกินพอ ทําใหเกิด steric overcrowding เกิดการบดบัง 
บริเวณเรงของโมเลกุลโปรตีนที่อยูใกลเคียงกัน  
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มีผลใหแอคติวิตีที่ไดต่ําลง และ ที่ความเขมขนของเอนไซมที่เจือจาง 50 เทา และ 100 เทามี       
แอคติวิตีต่ํา อธิบายไดวาอาจเจือจางเอนไซมมากเกินไป ทําใหโมเลกุลของโปรตีนนอยเกินไป เมื่อ
เกิดการกระจัดกระจายในสารผสมปฏิกิริยา จึงทําใหโอกาสที่จะเจอกันนอยลง และเนื่องจากการ
ตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีดังกลาวนี้ เกิดขึ้นโดยอาศัยปฏิกิริยาทางเคมี สามารถอธิบายไดตามทฤษฎี
การชนของโมเลกุล (Collision Theory)  โดยกลาววาปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นเมื่อมีการชนกันของตัวทํา
ปฏิกิริยาในทิศทางที่เหมาะสม ทั้งนี้การที่เอนไซมเจือจางมากเกินไป โอกาสในการชนกันของตัวทํา
ปฏิกิริยาอาจจะนอยตาม ทําใหแอคติวิตีที่ไดต่ํา จากขอมูลที่กลาวมาขางตนจึงไดเลือกปริมาณ
เอนไซมเจือจางเริ่มตนที่ 10 เทาในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซเบดในการ
ทดลองตอไป 
 

ในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงสําหรับงานวิจัยนี้ ไดใชวิธีของ Lowry (1951) โดย
คํานวณจากผลตางของปริมาณโปรตีนเริ่มตนกับปริมาณโปรตีนที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาในน้ําลาง แต
ในการตรึงเอนไซมนี้ ไดใชเอนไซมเร่ิมตนที่ไมไดผานการทําบริสุทธิ์ (crude enzyme) จึงไมสามารถ
บอกไดวาปริมาณโปรตีนที่วัดไดเปนโปรตีนที่เปนเอนไซมจริงหรือไม อาจเกิดความผิดพลาดในการ
รายงานผลไดสูง ดังนั้นในการรายงานผลงานวิจัยนี้จึงไดเปรียบเทียบจากคาแอคติวิตีของเอนไซมที่
ตรึงไดตอน้ําหนักตัวพยุง 
 

สําหรับผลของระยะเวลาการทําปฏิกิริยาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสเนส ไดทําการ
แปรผันเวลาตั้งแต 15–180 นาที พบวา แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูป จะเพิ่มข้ึนในชวงระยะเวลา
แรก อธิบายไดวา ที่เวลาชวงแรกจะมีโอกาสเกิดพันธะระหางเอนไซมกับกลูตารัลดีไฮดมากขึ้นจะถงึ
เวลาชวงหนึ่ง เอนไซมไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮดไดอีก เนื่องจากหมูที่ไวตอการ
เกิดปฏิกิริยาของเอนไซมกับกลูตารัลดีไฮดหมด ทําใหแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปเขาสูสภาวะคงที่ 
แมจะมีการเพิ่มเวลาใหนานขึ้น โดยระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมในขวดเขยาใชเวลา 
45 นาที ก็เพียงพอสําหรับที่จะทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮดหมด ในขณะที่การตรึงใน
เครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซใชเวลาเพียง 30 นาที สามารถอธิบายไดวา ในเครื่องปฏิกรณฟลูอิดไดซ 
เม็ดของแข็ง (ทราย) มีการกระจายไดดีกวาการตรึงในขวดเขยา ดังนั้นการชนกันของตัวทําปฏิกิริยา
จึงเกิดไดดีกวาในขวดเขยาจึงใชเวลาสั้นกวาและมีแอคติวิตีที่ดีกวาในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสใน
ขวดเขยา 
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ผลของสารละลายบัฟเฟอรที่เลือกใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส คือ สารละลาย    
อะซิเตทบัฟเฟอร ความเปนกรดดาง 4.0 , ความเขมขน 0.05 โมลาร อธิบายไดวา ที่ความเปนกรด
ดาง 4.0 นั้นเปนคาความเปนกรดดางที่ทําใหโปรตีนอยูในสภาพธรรมชาติที่สมบูรณที่สุด ที่ยัง
สามารถทํางานไดตามปกติ จึงทําใหแอคติวิตีมีคาสูง เนื่องจาก ความเปนกรดดางมีผลตอสภาพ
รูปรางของโปรตีน ถาความเปนกรดดางไมเหมาะสม เอนไซมซึ่งเปนสารประกอบพวกโปรตีนก็จะ
เสียสภาพไป ไมสามารถทํางานไดดังเดิม จึงทําใหแอคติวิตีที่ไดต่ํา ซึ่งโดยปกติแลวคาความเปน
กรดดางที่คงสภาพธรรมชาติของเอนไซมไดดีที่สุด คือ ที่คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ใชในการผลิตเอนไซมนั้น ดังการทดลองนี้ไดทําการตรึงเดกซแทรนเนส ที่ผลิตจากจุลินทรีย 
Penicillium sp ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับปรุงจาก Fukumoto และคณะ ที่ปรับใหคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนเทากับ 4.0  สอดคลองกับการทดลองของ Busto และ Prabhu (1995) ที่ทําการตรึง 
บีตา–กลูโคซิเดส ในแคลเซียมอัลจิเนต พบวา เอนไซมที่มาจากรา ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา
ความเปนกรดดางเทาใด มักจะใหคาความเปนกรดดางขณะทําการตรึงที่ความเปนกรดดาง
เชนเดียวกัน โดยในการทดลองใหคาความเปนกรดดางขณะที่ทําการตรึงเอนไซมนี้ คือ 3.0 ซึ่งเปน
คาความเปนกรดดางเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางเอนไซม ดังนั้นในการตรึงเดกซแทรนเนสที่
คาความเปนกรดดาง 4.0 จึงทําใหสภาพธรรมชาติของโปรตีนที่ตรึงไดยังคงสภาพดีที่สุด ที่จะให      
แอคติวิตีของเอนไซมไดดีทีสุดเชนกัน 

จากการศึกษาหาจํานวนรอบของการนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาใชซ้ํา พบวา แอคติวิตี
ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป จะคอยๆลดลง ในรอบหลังๆ ซึ่งสันนิษฐานไดวา เกิดจากการหลุดของ
โปรตีนหรืออาจเกิดจากการเสียสภาพของบริเวณเรงของเอนไซม จึงไดทําการทดลองศึกษาถึงการที่
แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ลดลงเมื่อมีการนํามาใชซ้ํา และจากผลการทดลองสามารถ
อธิบายไดวา การที่แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปลดลงเนื่องมาจากการหลุดของโปรตีน เนื่องจากได
ทดลองทําการบมแตในบัฟเฟอรกอนในรอบแรก ซี่งเอนไซมจะไมมีการจับเกาะกับสับเสตรทใหเกิด
ความเสยีหายบริเวณเรงได แลวจึงทําการหาแอคติวิตีในรอบตอไป ซึ่งผลที่ไดปรากฏวาแอคติวิตี
ของเอนไซมตรึงรูปมีคาลดลงเหมือนกับการทดลองที่นําเอนไซมตรึงรูปไปใชกอนรอบนึงแลวจึงเอา
มาใชซ้ํา แสดงวา การลดลงของแอคติวิตีเกิดจากการหลุดของเอนไซม มากกวาการเสียสภาพของ
บริเวณเรง สอดคลองกับการทดลองของ Amorim และ คณะ (2003) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมไลเปส
บนไคโตซานฟลม โดยใชกลูตารัลดีไฮดเปนสารไบฟงกชันนัล พบวาเมื่อนําเอนไซมตรึงรูปมาใชซ้ํา
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะคอยๆลดลง ที่หลังจากใชในปฏิกิริยาแลว 6 รอบ เหลือแอคติวิตีอยู 
ประมาณ 25 %  
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และเมื่อทําการศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูป พบวา คาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทา 5.0 และเดกซแทรนเนสอิสระเทากับ 4.5 
โดยเลื่อนไปทางดางเล็กนอย ดังแสดงในรูปที่ 4.20 ที่เปนเชนนี้อาจเปนไปไดวา  ในกระบวนการ
ตรึงรูปเอนไซมนั้น หมูอะมิโน ( - NH2 ) ของเอนไซมจะถูกนําไปสรางพันธะกับกลูตารัลดีไฮด ทําให
หมูคารบอกซิล ( - COOH ) ไมแตกตัว จึงตองเพิ่มความเปนกรดดางใหสูงขึ้น เพื่อให –COOH แตก
ตัวเปน – COO_  ทําใหประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมดีข้ึนตามไปดวย สอดคลองกับ
งานวิจัยของ Rogalski และ คณะ (1997) ที่ไดทําการตรึงเดกซแทรนบน porous glass พบวา มี
การเปลี่ยนแปลงความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม โดยจะเลื่อนไปในทางที่
เปนดางเล็กนอย จากเดิมที่ 5.5 เปน 6.0 สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการทํางานของ               
เดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระอยูที่ 55°ซ เทากัน และที่อุณหภูมิสูงขึ้นพบวา   
เดกซแทรนเนส ตรึงรูปมีแอคติวิตีเหลืออยูเดกซแทรนเนสอิสระที่อุณหภูมิเดียวกัน อธิบายไดวาเปน
ผลมาจากวิธีการตรึงรูปและสารไบฟงกชันนัลที่ชวยในการยึดติดกับตัวพยุง มีสวนชวยในการรักษา
สภาพโมเลกุลของโปรตีนไมใหเสียสภาพไดงาย และยังพบอีกวา เดกซแทรนเนสตรึงรูป มีความ
เสถียรตอความเปนกรดดาง ความเสถียรตออุณหภูมิ และยังสามารถใชงานไดในชวงความเปนกรด
ดางที่กวางกวา ดังแสดงในรูปที่ 4.22, 4.23 และ 4.20 ตามลําดับ สอดคลองกับงานวิจัยของ Jun 
ichi และ Matsuyama (2000) ที่ไดทําการตรึงเอนไซมกลูโคอะไมเลส (glucoamylase) บนเซรามิก
เมมเบรน (ceramic membrane) โดยใชกลูตารัลดีไฮด 2.5% ละลายในอะซิเตทบัฟเฟอร ความ
เปนกรดดาง 4.0 พบวา เอนไซมตรึงรูปสามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิสูงขึ้นและชวงความเปนกรด
ดางที่กวางขึ้น 

 
สําหรับการหาคา Km ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป พบวา มีคา 

0.0009 และ 0.002 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.26 และ 4.27 พบวาคา Km ของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปมีคาสูงกวา อธิบายไดวาเนื่องมาจากการเขาไปจับกันระหวางเอนไซมและสับสเตรทใน
ทิศทางที่เหมาะสมของเอนไซมตรึงรูปอาจเปนไปไดยากกวาในเอนไซมอิสระนั่นเอง 
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ภาคผนวก ก 
 
สูตรอาหารและวธิีการเตรยีมอาหารสําหรับเลีย้งเชือ้ 
 
สูตรอาหารสําหรับการเลี้ยงเชื้อ 

      สูตรอาหาร Fukumoto 
ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม    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 

 
 ปรับความเปนกรด-ดางเริ่มตนที ่4.0 นึ่งฆาเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121° ซ ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีกรณีตองการทาํเปนอาหารวุนใหปรับความเปนกรด-ดาง
เร่ิมตนเปน 4.5 และเติมวุนผง (Agar) 20 กรัม 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 

1. การเตรียมสารละลายสําหรบัวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรดีิวซโดยวธิี Somogyi-Nelson  
(Somogyi, 1952) 

 
1.1 สารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (Alkaline Copper reagent) 

 
 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดียมโพแทสเซยีมทารเทรต 40.0 กรัม 

ในน้าํกลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขน 1.0 นอรมัล  ลงไป 100  
มิลลิลิตรและเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัลง
ไป 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและทาํใหรอน จากนัน้เติมโซเดียมซัลเฟต 180 กรัม  ละลาย
ใหเขากนัและปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ เก็บในขวดสีชา ตั้งทิง้ไว
ที่อุณหภูมหิอง 24 ชั่วโมง 

 
1.2 สารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 

 
ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้าํกลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน
ลงไป 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเตมิสารละลายโซเดียมอารซิเนตที่มีความเขมขน 12 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัลงไป 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร 
ดวยน้าํกลัน่ เก็บในขวดสีชา  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออก
กอนนาํไปใช 
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2. สารละลายสาํหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry’s reagent) 
 

2.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 60.0 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  12.0  กรัม 
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.6 กรัม 
น้ํากลัน่ 3000 มิลลิลิตร 
 

2.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย 
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 50.0 กรัม 
น้ํากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 
 

2.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 
Lowry A  50 สวน 
Lowry B 1 สวน 
 

2.4 สารละลาย Lowry D (phenol reagent) ประกอบดวย 
สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1  สวน 
น้ํากลัน่ 1 สวน 
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3. สารละลายอะซิเตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลตอลิตร ปริมาตร 1000 มล. คาความเปน
กรด-ดางเทากบั 4.5 
 
ชั่งโซเดียมอะซิเตท 1.45 กรัมละลายในน้าํกลั่นปริมาตรประมาณ 950 มล. ปรับคาความเปนกรด
ดางดวยกรดอะซิติกเขมขน (gracial acetic acid) จนเทากับ 4.5 จากนั้นปรับปริมาตรดวยขวดวัด
ปริมาตรขนาด 1000 มล. 
 
4. สารละลายเดกซแทรน ท ี2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนกั) 

 
ละลายเดกซแทรน ท ี2000 จํานวน 0.625 กรัมในสารละลายอะซเิตท บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 
โมลตอลิตร คาความเปนกรด-ดาง 4.5 และปรับปริมาตร ดวยขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มล. 
 
 
5. สารละลายกลูตารัลดีไฮด 
 
เตรียมสารละลายกลูตารัลดีไฮด ในสารละลายบพัเฟอร ใหมีความเขมขนที่ตองการใช โดย
สารละลายนี้จะทําหนาที่เปนสารสรางพนัธะรวมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป  
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
1. กราฟมาตรฐานน้ําตาลรีดิวซเมื่อวเิคราะหดวยวิธี Samogyi-Nelson (Samogyi, 1952) 
 

y = 0.0055x
R2 = 0.9978
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กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 520 นาโนเมตร กับน้ําตาลกลูโคสความ
เขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอ มล. 
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2. กราฟมาตรฐานโปรตนีเมือ่วิเคราะหดวยวิธ ีLowry (Lowry และคณะ, 1951) 
 

y = 0.0021x
R2 = 0.9978
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กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 660 นาโนเมตร กับน้ําตาลกลูโคสความ
เขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอ มล. 
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ภาคผนวก ง 
 

1. ชุดกรองสปอรของ Penicillium sp. SMCU3-14 (Hopwood และคณะ, 1985) 
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
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