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ในการศึกษาครั้งนี้ ทําการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อ Penicillium sp. สายพันธุ 
SMCU 3-14  บนผิวของทรายขนาด 16 – 20 เมช โดยใชกลูตารัลดีไฮดทําหนาที่เปนสารชวยตรึง 
พบวา สภาวะที่เหมาะสมตอการตรึงรูปคือ ใชกลูตารัลดีไฮด  2.5% (โดยปริมาตร) และความเขมขน
ของเดกซแทรนเนส  0.1690  มก.โปรตีนตอกรัมทรายแหง     โดยทําที่อุณหภูมิหอง,   อัตราการ
เขยา  200  รอบตอนาที  สําหรับเวลาและความเปนกรดดางที่ใชในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับทราย และการตรึงรูปเดกซแทรนเนสคือ 120 นาที  ที่ความเปนกรดดาง 7.0    และ  
45 นาที  ที่ความเปนกรดดาง   4.0   ตามลําดับ

คุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเมื่อเปรียบเทียบกับเดกซแทรนเนสอิสระพบวา   
เดกซแทรนเนสตรึงรูปมีแอคติวิตีจําเพาะคงเหลือ 37 เปอรเซ็นต  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอ
การทํางานเปลี่ยนแปลงไปเล็กนอย โดยสูงขึ้นจาก pH 4.5 เปน 5.0 และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
ทํางานนั้น ไมมีการเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม  ความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนส 
ตรึงรูปอยูในชวงแคบตั้งแต   3.5  –   4.5    แตมีความเสถียรตออุณหภูมิดีกวาเดกซแทรนเนสอิสระ     
ยังพบอีกวา เมื่อเก็บเดกซแทรนเนสตรึงรูปไวในสารละลาย 0.05 โมลาร อะซิเตทบัพเฟอร ความ
เปนกรดดาง 4.5    ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วัน จะสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซม
เพียงเล็กนอยเทานั้น    นอกจากนี้เมื่อนําเดกซแทรเนสตรึงรูปมาใชไฮโดรไลซเดกซแทรน ที–2000 
ซํ้าแบบตอเนื่อง   ยังคงสามารถรักษาแอคติวิตีไวได 65 เปอรเซ็นต หลังผานการใชงานไป 10 รอบ     
สวนคาคงที่ไมคิลิสมีคาเทากับ   12.50   ไมโครโมลาร สําหรับสับสเตรทเดกซแทรน ที–2000 ซ่ึง
เปนคาที่สูงกวาเดกซแทรนเนสอิสระ  
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Dextranase from Penicillium sp. SMCU 3-14 was immobilized on 16 – 20 mesh sand 
surface using glutaraldehyde as bifunctional agent. The optimum conditions for the preparation of 
immobilized dextranase were with 2.5% by volume of glutaraldehyde and the maximal enzyme 
loading on sand was 0.1690 mg. per gram sand (dry weight). Immobilization was performed at   
room temperature with agitation speed of  200  rpm.   Times and pH for cross–linking and 
enzyme immobilizing steps were 120 mins at pH 7.0  and  45 mins at pH 4.0,    respectively.

In comparison to free dextranase, the immobilized dextranase retained 37% of its original 
specific activity. The optimum pH of the immobilized enzyme was found shift from pH 4.5 to 5.0, 
while the optimum temperature of both free and immobilized enzyme was found to be the same at 
55 oC.  As of pH stability, immobilized dextranase was stable within a narrow pH range, between 
3.5 to 5.5, whereas its temperature stability was better than of the free enzyme. Moreover,   the  
immobilized enzyme could retain more than 95% of its activity even stored for 30 days in 0.05 M 
acetate buffer pH 4.5 at 4 oC. After the tenth cycle of its repetative hydrolysis, the enzyme still 
gave 65% of its initial activity.  Finally, the Michaelis constant, Km of the immobilized dextranase 
toward its substrate dextran T-2000 was 12.50 µM, which is higher than that of free enzyme.      
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บทท่ี 1

บทนํา

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายเปนอุตสาหกรรมที่มีความสําคัญตอเศรษฐกิจของ
ประเทศเปนอยางมาก โดยเฉพาะน้ําตาลทรายเปนสินคาสงออกที่นําเงินตราตางประเทศเขาประเทศ
ประมาณรอยละ 15 ของมูลคาการสงออกสินคาเกษตรกรรมทั้งหมด นอกจากนี้ยังชวยแกปญหา
สังคมที่เกิดจากการวางงาน  ทําใหเกิดการจางงานในชนบท   เปนจํานวนกวา 6 แสนคน สงผลใหมี
เงินทุนหมุนเวียนในระบบเศรษฐกิจไมต่ํากวา 150,000 ลานบาทตอป และยังสามารถทํารายไดใน
รูปภาษีใหกับรัฐบาลปละหลายพันลานบาท

ประเทศไทยจัดเปนผูสงออกน้ําตาลทรายรายใหญเปนอันดับ  3  ของโลก รองจากบราซิล
และออสเตรเลีย (ไมรวมกลุมสหภาพยุโรป) โดยวัตถุดิบที่ใชในการผลิต คือ ออย มีชื่อทางวิทยา
ศาสตรวา  Saccharum officinarum  ซ่ึงเปนพืชที่เหมาะสมตอภูมิอากาศแบบรอนชื้นของประเทศ
ไทยเพียงอยางเดียว (บุญสง  แสงออน, 2525) สามารถปลูกไดทุกภาคของประเทศไทย ซ่ึงแตละภาค
จะปลูกออยในพันธุที่แตกตางกันไปตามลักษณะอากาศและสภาพดิน (การคนควาและการทดลอง,
2510)  นอกจากนี้ หัวผักกาดหวาน (บีท) ก็สามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตน้ําตาลทรายไดเชนกัน

น้ําตาลทราย มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา ซูโครส (sucrose) เปนน้ําตาลชนิดไดแซกคาไรด
(disaccharide) ประกอบดวยน้ําตาลโมโนแซกคาไรด (monosaccharide) สองชนิดคือ กลูโคส
(glucose) และฟรุคโตส (fructose) น้ําตาลทั้งสองชนิดนี้รางกายจะดูดซึมไปใชที่บริเวณลําไสเล็ก
เพื่อรักษาระดับน้ําตาลในเลือดเพราะมีความจําเปนตอสมองและเซลลทุกเซลลในรางกาย ซูโครส
เปนสารอาหารที่รางกายใชไดงายชนิดหนึ่ง         ซ่ึงแตกตางจากอาหารชนิดอ่ืนในดานคุณภาพ
ความหวาน และคงไวซ่ึงรสชาติโดยไมเปล่ียนแปลง อาจกลาวไดวาน้ําตาลซูโครสเปนสวน
ประกอบที่สําคัญในอาหารอันเนื่องมาจากคุณสมบัติดังนี้

1. น้ําตาลเปนคารโบไฮเดรต      ซ่ึงถูกดูดซึมเขาสูรางกายไดงาย       ชวยใหรางกาย
ใชทดแทนพลังงานที่สูญเสียไปอยางรวดเร็ว

2. น้ําตาลเปนแหลงพลังงานที่มีราคาถูก ใหพลังงานมากกวาและมีราคาถูกกวาอาหาร
สวนมาก
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3. เปนสารใหความหวานที่เปนที่นิยม    เพราะความสม่ําเสมอ    มีระดับความหวาน
พอเหมาะ ไมมีผลตกคางภายหลังรับประทาน นอกจากนี้ยังชวยเพิ่มรสชาติในอาหารที่ดอยรสชาติ
แตมีคุณคา

ชนิดของน้ําตาล

น้ําตาลที่สรางขึ้นในตนออยนั้นมีหลายชนิด แตที่แยกเอามาทําเปนน้ําตาลใชบริโภคกันคือ
ผลึกของซูโครสที่ไดจากน้ําออย  นอกจากนั้น น้ําตาลซูโครสที่ใชบริโภคก็อาจผลิตไดจากน้ําเชื่อม
หรือไดจากตนตาล มะพราว ขาวโพดหวาน เมเปล และหัวผักกาดหวาน จึงทําใหน้ําตาลมีชื่อเรียก
หลายอยาง น้ําตาลที่คนไทยรูจักโดยทั่วไป มีดังนี้

1. น้ําตาลทรายดิบ (Raw Sugar) หมายถึง ผลึกซูโครสที่มีความบริสุทธิ์ต่ํา เปนเกล็ด
ใสสีน้ําตาลออนถึงเขม ตามสีของกากน้ําตาลที่หุมอยูนอกผลึก มีความชื้นปานกลาง เกล็ดน้ําตาลจะ
จับเกาะติดกันไมรวน วิธีการผลิตใชปูนขาวเปนตัวฟอกสีของน้ําออย น้ําตาลชนิดนี้ผลิตจากออย
โดยตรงและยังไมบริสุทธิ์พอที่จะบริโภคได ใชเปนวัตถุดิบเพื่อทําน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์อีกที
หนึ่ง

2. น้ําตาลทรายขาว (Plantation White Sugar) หมายถึง ผลึกซูโครสที่มีความบริสุทธิ์
สูง เปนเกล็ดใสสีขาวถึงสีเหลืองออน มีความชื้นเล็กนอย เกล็ดน้ําตาลรวนไมติดกันและมีกากน้ํา
ตาลติดอยูเปนสวนนอย ผลิตจากออยโดยตรง วิธีการผลิตใชกํามะถันหรือกาซคารบอนไดออกไซด
เปนตัวฟอกสี

3. น้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ (Refined sugar) หมายถึง ผลึกซูโครสที่มีความบริสุทธิ์
สูงที่สุด มีลักษณะเปนเกล็ดใส สีขาวสะอาดปราศจากกากน้ําตาล (Molassess) เกือบไมมีความชื้น
เลย ผลิตจากน้ําตาลทรายดิบ

4. น้ําตาลทรายสีรํา (Brown sugar) หมายถึง น้ําตาลทรายขาวทั่วๆ ไป เปนเกล็ดใส
เล็กกวาน้ําตาลทรายดิบเล็กนอย มีสีน้ําตาลออนเนื่องมาจากสีของน้ําตาลไหม หรือสีของกากน้ําตาล
มีความชื้นนอยกวาน้ําตาลทรายดิบ น้ําตาลชนิดนี้ผลิตจากน้ําเชื่อมหรือน้ําตาลทรายแดง
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5. น้ําตาลทรายแดง (Soft Brown Sugar) เปนผงละเอียดหรืออาจจับตัวกันเปนกอน มี
สีน้ําตาลออนถึงเขม มีความชื้นสูง มีกล่ินน้ําตาลไหม ผลิตจากออยโดยตรง มีทั้งการเคี่ยวในกะทะ
เปด (open pan method) หรือใชกรรมวิธีการผลิตที่ทันสมัย

6. น้ําตาลทรายอัดกอน หรือน้ําตาลทรายปอนด (Cube Sugar) เปนกอนสี่เหล่ียม นิยม
ใชในการชงเครื่องดื่มประเภท น้ําชา กาแฟ ไดจากการอัดน้ําทรายขาวเปนกอน แลวผานเขาอบดวย
ความรอนจากแสงอินฟราเรด เพื่อลดความชื้นใหเหลือเพียง 0.5 – 1.0%  จากนั้นจึงเปาดวยลมเย็น
เพื่อใหแข็งเปนกอนบรรจุในกลองกระดาษ

7. น้ําตาลปบ เปนกอนเหนียวมีความหนืดสูง มีสีน้ําตาลออนถึงเขม มีความชื้นมาก
ผลิตจากตนตาลและมะพราว ใชประกอบอาหารและขนม

8. น้ําตาลกรวด (Crystalline Sugar) เปนกอนเหลี่ยมคลายกอนสารสมสีขาวใส ผลิต
จากน้ําเชื่อมจากออย โดยผานกระบวนการตกผลึกอยางชาๆ เปนเวลาหลายวัน จะมีความหวานนอย
กวาน้ําตาลทรายชนิดอื่น

ปจจุบันผลผลิตน้ําตาลโลกจากออยคิดเปน 70% และหัวผักกาดหวานคิดเปน 30%    ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 แสดงผลผลิตน้ําตาลโลก

ผลผลิตน้ําตาล (1,000 ตัน มูลคาน้ําตาลทรายดิบ)วัตถุดิบ
2535/36 2536/37 2537/38 2538/39 2539/40 2540/41

หัวผักกาดหวาน 38,921 39,512 35,248 36,358 37,744 37,996
ออย 73,044 70,206 81,037 87,307 85,284 86,217
รวม 111,965 109,718 116,285 123,665 123,028 124,213

ที่มา : อุตสาหกรรมออยและน้ําตาลทรายในประเทศไทย 2541-42
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ประเทศไทยมีโรงงานน้ําตาลทั้งหมด 46 โรงงาน กระจายอยูตามภาคตางๆ ไดแก
ภาคเหนือ 9 โรงงาน   ภาคกลาง 22 โรงงาน   ภาคตะวันออก 9 โรงงาน  และภาคตะวันออกเฉียง
เหนือ 6 โรงงาน สําหรับกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายของโรงงานแตละโรงงานแตละแหงยอยใช
กรรมวิธีในการผลิตที่แตกตางกัน  ขึ้นกับปจจัยของความตองการ ความพรอมในดานเงินทุน การจัด
ทําเครื่องจักรอุปกรณการผลิต ตลอดจนความสามารถในการจัดการ กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย
ประกอบดวยขั้นตอนหลักๆ ดังตอไปนี้  (ฝายพัฒนาเทคโนโลยีน้ําตาล, 2532 และ Barnes, 1974)

กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย

1. การขนสงออยลงบนสะพานปอนออย โดยขนถายออยลงจากรถบรรทุก ซ่ึงออยที่
ผานการตรวจสอบลักษณะ, คุณภาพ และน้ําหนักออย เทลงบนสะพานออยโดยเครื่องขนถายออย
แบบตางๆ เชน คราด หรือ แบบแทนเทรถบรรทุกออยระบบไฮโดรลิค แบบเครื่องกวานหรือปนจั่น
เมื่อออยถูกถายลงบนสะพานปอนออยแลวจะผานเขาเครื่องมือเตรียมออยชนิดตางๆ

2. การเตรียมออยปอนลูกหีบ เปนการแปรรูปออยใหลูกหีบสามารถทํางานไดสะดวก
และมีประสิทธิภาพ เครื่องมือในการเตรียมออยชุดตางๆ ไดแก มีดหนุนสับออย ทําหนาที่สับออย
และเกลี่ยใหสวนบนของกองออยมีระดับต่ําลงและสม่ําเสมอกับการปอนเขามีดสับชุดตอๆ ไป ซ่ึง
ทําหนาที่ทอนออยใหเปนชิ้นเล็กลงไปตามลําดับกอนเขาเครื่องฉีกออยใหเปนทอนเล็กลงไปตาม
ลําดับกอนเขาเครื่องฉีกออยใหเปนฝอยละเอียดพอสมควร โดยการตีดวยแทงคอน

3. การสกัดน้ําออย เครื่องมือที่ใชสกัดน้ําออย ไดแกชุดลูกหีบที่ติดตั้งเปนแถวตอ
เนื่อง แถวที่หนึ่งอาจประกอบดวยชุดลูกหีบ 4 – 7 ชุด ปกติชุดหนึ่งๆใชลูกหีบ 3 ลูก ในตําแหนงชุด
สามเหลี่ยม ลูกกลิ้งแตละลูกของชุดลูกหีบจะมีฟนและรองผิวแนบตางๆ กันโดยที่ทําหนาที่ตางๆ
กัน คือ เพื่อชวยจับยึดออยที่ปอนเขามา ชวยสกัดและระบายน้ําออยลงรางน้ําออย และชวยคายกาก
ออยจากชุดลูกหีบ กากออยจะนําไปใชเปนเชื้อเพลิงในเตาหมอน้ํา โดยท่ัวไปเครื่องหีบชุดแรกจะได
น้ําออยประมาณรอยละ 60 เครื่องหีบชุดตอไปจะบีบคั้นน้ําออยเพิ่มขึ้นอีก ทั้งนี้โดยการพรมน้ําให
พนลงบนออยเมื่อผานลูกหีบหมดแลวจะเหลือแตเศษออยหรือชานออย (bagasse)

น้ําออยรวมที่ผานตะแกรงแยกกากออยแลวจะถูกสงไปเขากรรมวิธีทําน้ําออยใหใสตอไป
อยางไรก็ตามระหวางที่ทําการสกัดน้ําออยจะตองดูแลไมใหน้ําออยสูญเสียปริมาตรโดยการรั่วไหล
จากปมหรือทอสงตางๆ                 ตลอดจนมิใหเกิดการเสื่อมเสียคุณภาพเนื่องจากการทําลายน้ําตาล



5

จากจุลินทรีย ซ่ึงประการหลังปองกันโดยการรักษาความสะอาดบริเวณหนวยลูกหีบ โดยการฉีดลาง
ดวยไอน้ํา หรือใชสารเคมีทําลายจุลินทรีย ที่อนุญาตใหใชไดในอุตสาหกรรมอาหาร

4. การทําออยใหใส เมื่อไดน้ําออยจากการหีบมาแลวจะเขาสูกรรมวิธีการทําใหใส
โดยปกติกรรมวิธีทําน้ําออยใหใส มี 3 วิธี

4.1  Defection method หมายถึงการแยกสิ่งสกปรกออกจากน้ําออยดวยวิธีการตก
ตะกอนโดยใหความรอนแกน้ําออยและผสมกับน้ําปูนขาว น้ําตาลทรายดิบที่ไดจะไมใชในการ
บริโภคแตจะใชในการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์

4.2  Sulphitation method   หมายถึงการฟอกสีแยกสิ่งสกปรกออกจากน้ําออยดวยกาซ
ซัลเฟอรไดออกไซด ซ่ึงไดจากการเผากํามะถัน

4.3  Carbonation method หมายถึงการฟอกสีแยกสิ่งสกปรกออกจากน้ําออยดวยกาซ
คารบอนไดออกไซด ซ่ึงไดจากการฟลิวกาซ (flue gas) ในปลองเตาหมอไอน้ําที่ไดจากการเผาหิน
ปูนกับถานโคก (ฟลิวกาซ คือ ควันกาซที่ออกจากปลองซึ่งไดจากการเผากากออยจะมี
คารบอนไดออกไซดประมาณ 9 – 12%  ใชในการตกตะกอนเพื่อผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์)

น้ําตาลทรายขาวที่ไดจากการฟอกสีดวยวิธี sulphitation จะใชปริมาณปูนขาวนอยกวาแบบ
carbonation แตลักษณะสีของน้ําตาลจะดอยกวา ชวงที่เปล่ียนแปลงสีระหวางการเก็บจะสั้นกวาและ
% recovery ต่ํากวา อยางไรก็ตามน้ําตาลทรายขาวที่ผลิตจากทั้งสองวิธีใชบริโภคไดโดยตรง แตกรณี
ที่จะใชในอุตสาหกรรมอาหารจะใชน้ําตาลทรายที่ไดจากกรรมวิธี carbonation มากกวา เพราะมีสาร
ตกคางจากกระบวนการทางเคมีต่ํากวา

5. การตมน้ําออยใหเปนน้ําเชื่อม  น้ําออยใสที่ผานกรรมวิธีการทําใหใสตามระบบ
ตางๆ เชน sulphitation เมื่อผานกาซซัลเฟอรไดออกไซดลงในถังผสม (sulphitator) จะเกิดเปน
ตะกอน calcium sulphite ทําการดูดซึมและดูดซับแยกสารที่เปน สี, ส่ิงสกปรกออกจากน้ําออย แยก
ตะกอนออกแลวเขาขั้นตอนตอไป ถาเปนขบวนการจาก carbonation เปล่ียนจากกาซซัลเฟอรได
ออกไซดเปนคารบอนไดออกไซดแทน น้ําออยใสที่ไดแยกตะกอนออกแลวจะถูกสงเขาชุดหมอตม
ซ่ึงอาจระเหยอยางตอเนื่องกันจนไดน้ําเขื่อมที่มีความเขมขนตามตองการ หมอตมที่ใชเปนระบบ 4
ถึง  6  ชุด ซ่ึงชุดหนึ่งๆ จะประกอบดวยหมอตม 1 ใบ หรือมากกวา จากนั้นจึงถายน้ําเชื่อมที่ไดไป
เก็บไวในถังพักน้ําเชื่อม
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6. การตมเคี่ยวน้ําเชื่อมใหเปนผลึกน้ําตาล น้ําเชื่อมที่ไดจากขอ 5 มีความเขมขน 60 –
65oบริกซ นําน้ําเชื่อมจากถังพักน้ําเชื่อมไปตมเคี่ยวในหมอเคี่ยวซ่ึงใหความรอนต่ําภายใตสูญญากาศ
โดยทั่วไปการเคี่ยวน้ําเชื่อมใหเปนผลึกน้ําตาลมีอยู 3 วิธี

6.1 วิธีเคี่ยวใหเกิดผลึกน้ําตาลขึ้นมาเอง ซ่ึงจะตองเคี่ยวจนกระทั่งความเขมขนของน้ํา
เชื่อมเพิ่มขึ้นจนถึงภาวะเหนือจุดอิ่มตัวสูงสุด แลวจึงลดความเขมขนลงมาเลี้ยงผลึกน้ําตาลที่เกิดขึ้น
จนไดขนาดที่ตองการ

6.2 วิธีกระตุนใหเกิดผลึกน้ําตาลอยางฉับพลัน (shock seeding)
6.3 วิธีเติมหัวเชื้อผลึก (true seeding) ซ่ึงไดจากการบดน้ําตาลทรายขาวในแอลกอฮอล

หรือบางครั้งเรียกวา  wet seeding  จนไดน้ําเชื่อมที่อยูในลักษณะเต็มไปดวยผลึกน้ําตาล  เรียกวา
แมสซิควิท (massecuite)  ซ่ึงจะมีน้ําเหลืออยูประมาณ 8 – 10%  ความเขมขน  92 – 93  oบริกซ

7. การเลี้ยงผลึกน้ําตาลทรายในถังพักผลึก เนื่องจากแมสซิควิทที่ปลอยออกมาจาก
หมอเคี่ยวประกอบดวยผลึกน้ําตาลและน้ําเล้ียงผลึก ซ่ึงในน้ําเล้ียงผลึกยังคงมีปริมาณน้ําตาลละลาย
อยูมากพอที่จะตกผลึกออกมาอีก เมื่ออุณหภูมิของแมสซิควิทลดลง

ชวงเวลาพักแมสซิควิท  จะเร็วหรือชาขึ้นอยูกับชนิดและคุณภาพของแมสซิควิท เชน กรณี
ที่เปนน้ําตาลทรายขาวอาจจะไมมีการพักเลี้ยงผลึกของแมสซิควิทเลยจะปลอยลงรางกวน (mixer)
เพื่อปอนหมอน้ําตาลโดยตรง ทั้งนี้เพราะความหนืดของน้ําเล้ียงผลึกมีอัตราการตกผลึกสูง แตถา
ตองการเก็บผลผลิตน้ําตาลทรายในขั้นนี้ใหสูงขึ้นก็จะมีการพักเลี้ยงผลึกประมาณ 2 – 4 ชั่วโมง
เปนตน

8. การปนแยกผลึกน้ําตาลทรายในหมอปน        การแยกผลึกน้ําตาลทรายออกจาก
แมสซิควิทอาศัยการทํางานของหมอปนน้ําตาลซึ่งมีหลายแบบ ตัวหมอรับแมสซิควิททุกแบบจะทํา
ดวยโลหะมีรูที่ขางหมอเปนแถวๆ สําหรับระบายกากน้ําตาลขณะปนทํางาน โดยกากน้ําตาลจะแยก
ตัวออกจากแมสซิควิทดวยแรงหนีจุดศูนยกลาง ทิ้งผลึกน้ําตาลใหคางอยูบนตะแกรงหมอปนแลว
ลอดผานแผนโครงรองรับตะแกรง รวมตัวไหลออกจากชองระบายน้ําตาลที่อยูขางลาง

9. การอบ บรรจุ และเก็บน้ําตาล น้ําตาลทรายที่ออกจากหมอปน ปกติจะมีความชื้น
อยูประมาณชวง 1 – 2%  ยกเวนจะมีการใชไอน้ําอบไลความชื้นบางสวนออก อยางไรก็ตาม
ถาปลอยใหมีความชื้นอยูกับผลึกน้ําตาลดังกลาว น้ําตาลทรายที่ชื้นนี้จะเสื่อมคุณภาพเร็วและ
ถูกทําลายโดยเชื้อแบคทีเรียไดงาย ดังนั้นจึงตองมีการนําน้ําตาลทรายที่ออกจากหมอปนแลวไปผาน
หมออบน้ําตาลทรายกอนจึงนําไปบรรจุและเก็บตอไป
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ตารางที่ 2 แสดงองคประกอบของออย และของแข็ง (Irvine, 1981)

ออยที่หีบ (Millable Cane) ปริมาณ เปอรเซ็นต

น้ํา 73 – 76
ของแข็ง 24 – 27
ไพเบอรแหง (Fiber dry) 11 – 16
ของแข็งที่ละลายได (Soluble Solids) 10 – 16
น้ําตาล (Sugar) 75 – 92
ซูโคส (Sucrose) 70 – 88
กลูโคส (Glucose) 2 – 4
ฟรุคโตส (Fructose) 2 – 4
เกลือ (Salts) 3.0 – 4.5
กรดอนินทรีย (Inorganic acid) 1.5 – 4.5
กรดอินทรีย (Organic acid) 1.0 – 5.5
กรดคารบอกซิลิก 1.1 – 3.0
กรดอะมิโน 0.5 – 2.5
อินทรียสารอื่นๆ ที่ไมใชน้ําตาล
โปรตีน (Protein) 0.5 – 0.6
แปง (Starch) 0.001 – 0.050
กัม (Gums) 0.30 – 0.60
แวกซ ไขมัน ฟอสฟาไทต 0.05 – 0.15
สารอื่นๆ 3.0 – 5.0
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ตารางที่ 3  องคประกอบทางเคมีของน้ําออย (Barnes, 1974)

องคประกอบออย 100 กรัม ปริมาณเฉลี่ย หนวย
พีเอชของออยที่เจริญเต็มที่ 5.18
พลังงานอาหาร (food energy) 55.15 แคลอรี
ความชื้น (moisture) 84.95 เปอรเซ็นต
โปรตีน (protein) 0.345 กรัม
ไขมัน (fat) 0.20 กรัม
คารโบไฮเดรตทั้งหมด (total carbohydrate) 14.30 กรัม
เถา (ash) 0.30 กรัม
แคลเซียม (calcium) 12.0 มิลลิกรัม
ฟอสฟอรัส (phosphorus) 8.50 มิลลิกรัม
เหล็ก (iron) 0.55 มิลลิกรัม
โซเดียม (sodium) 2.00 มิลลิกรัม
โบตัสเซียม (potassium) 102 มิลลิกรัม
วิตามิน เอ (β-carotene equivalent) ปริมาณเล็กนอย
วิตามิน บี 1 (thiamine) 0.01 มิลลิกรัม
วิตามิน บี 2 (riboflavin) 0.01 มิลลิกรัม
ไนอะซิน (niacin) 0.10 มิลลิกรัม
วิตามิน ซี (ascobic acid) ปริมาณเล็กนอย
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จากขอมูลสถิติยอนหลังของอุตสาหกรรมออยและน้ําตาลทรายในประเทศไทย พบวา        
มีการขยายตัวการผลิตน้ําตาลในอัตราสูงมากจาก  2.22  ลานตัน ในปการผลิต  2525/26   เปน  6.03
ลานตัน ในปการผลิต  2538/39  อีกทั้งมีการเพิ่มขึ้นของพื้นที่การปลูกออยอยางตอเนื่องเชนกัน    
ซ่ึงในปจจุบันมีพื้นที่ปลูกออยทั่วประเทศประมาณ  6.0  ลานไร  ดังตารางที่ 4  โดยปลูกมากในเขต
ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ตามลําดับ

ตารางที่ 4  เปรียบเทียบผลสํารวจออยและน้ําตาลทรายตั้งแตปการผลิต 2525/26 – 2541/42

ปการผลิต พื้นที่ปลูก
(ลานไร)

ออยเขาหีบ
(ลานตัน)

น้ําตาล
(ลานตัน)

2525/26 4.08 23.92 2.22
2526/27 3.55 23.09 2.21
2527/28 3.81 25.05 2.47
2528/29 3.86 24.00 2.48
2529/30 3.46 24.44 2.54
2530/31 3.75 27.19 2.59
2531/32 4.13 36.67 2.90
2532/33 4.56 33.56 3.35
2533/34 5.28 40.44 3.83
2534/35 6.06 47.50 4.88
2535/36 6.04 34.71 3.62
2536/37 6.03 37.57 3.82
2537/38 5.64 50.46 5.27
2538/39 6.24 57.69 6.03
2539/40 6.00 56.19 5.82
2540/41 5.74 42.21 4.08
2541/42 5.91 50.06 5.19

ที่มา :  อุตสาหกรรมออยและน้ําตาลทรายในประเทศไทย 2541/42
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เนื่องจากการเพิ่มขึ้นของพื้นที่การปลูกออย ทําใหการจัดการดานวัตถุดิบตองประสบปญหา
เกี่ยวกับการขาดแคลนแรงงานในการเก็บเกี่ยว  โดยปจจุบันชาวไรมีความจําเปนตองเผาออยกอน
การตัดเพื่อเพิ่มความสะดวกและรวดเร็ว ซ่ึงปญหาออยไฟไหมเปนปญหาที่ใหญมากใน
อุตสาหกรรมออยและน้ําตาลทราย  และเปนจุดเชื่อมโยงไปสูการแขงขันทางตลาดการคาที่ตองใช
มาตรฐานที่วาดวยส่ิงแวดลอม (ISO 14000)       เปนผลกระทบตอสภาวะแวดลอมของประเทศ   
เปนอันตรายตอสุขภาพของผูที่เกี่ยวของ และที่สําคัญที่สุดคือ ลดประสิทธิภาพการผลิตของโรงงาน

ตารางที่ 5 เปรียบเทียบปริมาณออยสดและออยไฟไหมเขาหีบตั้งแตปการผลิต 2539/40 – 2542/43

ปการผลิต ออยสด
(ลานตัน)

รอยละ ออยไฟไหม
(ลานตัน)

รอยละ

2539/40 13.22 23.52 42.97 76.48
2540/41 17.94 42.51 24.26 57.49
2541/42 23.90 47.74 26.16 52.26
2542/43 22.61 42.56 30.52 57.44

ที่มา : รายงานการผลิตน้ําตาลทรายปการผลิต 2542/43  ฝายวิชาการและวางแผน ศูนยบริการการ
ผลิต สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย
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ผลกระทบของออยไฟไหมตอประสิทธิภาพการผลิตของโรงงานน้ําตาล มีดังตอไปนี้ คือ

1. การสูญเสียน้ําตาลในลําตนออย
ความรอนในระหวางการเผาออย คือ ตัวเรงปฏิกิริยาทุกชนิดที่อยูในลําตนของออย รวมทั้ง

การแตกตัวของน้ําตาลซูโครส ทั้งนี้ถาออยมีบาดแผลมาก ก็จะยิ่งเกิดปฏิกิริยาไดเร็วขึ้น และถาทิ้ง
เวลาไวนานความรอนระอุนาน การแตกตัวของน้ําตาลซูโครสก็มีมากขึ้นดวย

2. เกิดการคัดเลือกเชื้อจุลินทรียใหมีปรากฏในผลิตภัณฑ
ในธรรมชาติจะมีจุลินทรียหลายชนิดอยูตามดิน และบาดแผลของออย      สวนใหญจะเปน

จุลินทรียที่สามารถใชน้ําตาลชนิดตางๆ เปนอาหารและสรางเมือกหรืออ่ืนๆ     เมื่อทําการเผาออย
จะทําใหเชื้อที่ไมทนรอนหรือไมสรางสปอรก็จะถูกทําลาย  เมื่อออยเย็นตัวลง จุลินทรียที่ทนอยูไดก็
จะเจริญไดอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะพวกที่สรางสปอรหรือพวกที่ใชน้ําตาลไดดี จากการสํารวจ (กลา
ณรงค และ สิริวัฒนา, 2539)   พบเชื้อที่สรางสปอรอยูในน้ําตาลทรายขาวจากโรงงานในประเทศใน
ระดับตางๆ กัน

3. เกิดการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการผลิต
หลังจากการเผาออย จุลินทรียสวนใหญจะถูกทําลายหมด ยกเวนแตจุลินทรียที่ใชน้ําตาลได

จําพวก Leuconostoc spp.  ซ่ึงไดแก  L. dextranicum  และ  L. mersenteroides  (Tsuchiya และคณะ,
1952)  สามารถเจริญไดดีในสภาวะอากาศรอนชื้น  จึงเพิ่มปริมาณไดสูง เมื่อเขามาในชุดลูกหีบก็จะ
ใชน้ําตาลเพื่อการเจริญและสรางผลิตภัณฑที่เปนสารที่มีความเหนียวหนืด     คือ    เดกซแทรน      มี
น้ําหนักโมเลกุลตางๆ ไดอยางรวดเร็ว เดกซแทรนที่เกิดขึ้นนี้ จะทําใหเกิดสภาวะ purity drop ใน
ระหวางชุดลูกหีบ   การตมเคี่ยวชากวาปกติ   ผลึกน้ําตาลมีลักษณะเปนเข็ม  และการกรองทําไดยาก
ขึ้น ซ่ึงสภาวะที่กลาวมาทั้งหมดเปนสาเหตุทําใหประสิทธิภาพการผลิตของโรงงานลดลงอยางมาก
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เดกซแทรน (Dextran)

เดกซแทรน  เปนโฮโมโพลิเมอรของ ดี-กลูโคส ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ α–1,6 เปนแกน
หลักอาจมีการแตกแขนงออกเปนพันธะ  α–1,3  และ  α–1,4  ได   เกิดจากปฏิกิริยาการไฮโดรไลซ
ซูโครสใหกลายเปนกลูโคสและฟรุคโตส    โดยเอนไซมเดกซแทรนซูเครส (dextransucrase)  หรือ
เรียกอีกชื่อหนึ่งวา  กลูโคซิลทรานเฟอเรส (glucosyltransferase, GTF) ซ่ึงแบคทีเรียในกลุม
Leuconostoc spp. มีความสามารถในการสังเคราะหเอนไซมดังกลาวนี้ จากนั้นกลูโคสแตละหนวย
จะถูกตอเรียงกันเปนสายโพลิเมอรของกลูโคสโดยมีกลไกการสังเคราะหเดกซแทรน    ตามรูปที่ 2

n Sucrose [ D-glucose ]n  +  n fructose
  ซูโครส   เดกซแทรน       ฟรุคโตส

รูปที่ 2 ปฏิกิริยาการเกิดเดกซแทรนจากเดกซแทรนซูเครส (Barnes, 1974)

เดกซแทรนที่สรางขึ้นมีความยาวและขนาดโมเลกุลแตกตางกันมาก คือตั้งแตหลายพันขึ้น
ไปจนถึงหลายลานดาลตัน      โดยน้ําหนักโมเลกุลและจํานวนแขนงยอยนี้ขึ้นกับชนิดและสายพันธุ
ของจุลินทรีย     การแตกแขนง (branching) ของพันธะกลูโคสนี้จะลดคุณสมบัติการละลายน้ํา และ
ทําใหเดกซแทรนมีลักษณะเหนียว  ประกอบกับน้ําหนักโมเลกุลของเดกซแทรนสูงถึง 106 – 107

ดาลตัน ยิ่งทําใหเกิดลักษณะเหนียวหนืดและเกาะกับพื้นผิวตางๆ  เชน    ทอสงน้ําออย    ถัง    เครื่อง
กรอง และอ่ืนๆ เกิดการอุดตัน      เปนผลใหอัตราการไหลของน้ําออยต่ําลง   การถายเทความรอน
ลดลง  การตมระเหยน้ําไดชา การเคี่ยวน้ําตาลก็ทําไดชาเชนกัน นอกจากนี้เดกซแทรนโมเลกุล
ใหญๆ  ก็จะไปเปลี่ยนแปลงกระบวนการการตกผลึกของน้ําตาลทําใหรูปรางผิดแปลกไปจากเดิม
กลายเปนรูปรางแหลมคลายเข็ม (กลาณรงค ศรีรอด, 2540)   อีกทั้งคุณสมบัติความหนืดเหนียวของ
เดกซแทรนนี้ยังทําใหแบคทีเรียอ่ืนๆที่ปนเปอนมาในน้ําออยจะถูกจับไวดวย แบคทีเรียเหลานี้
สามารถใชน้ําตาลเปนแหลงอาหารไดและปลอยกรดอินทรียหลายชนิดออกมา เชน กรดแลคติค
กรดบิวทิริค เปนตน กรดอินทรียเหลานี้จะทําใหความเปนกรดของน้ําออยเพิ่มขึ้น ซ่ึงเปนสาเหตุให
น้ําออยบูดเปรี้ยว สําหรับฟรุคโตสที่เหลืออยูก็อาจสลายตัวเปนกรดอินทรียและสารประกอบที่มีสี
ขึ้น การเกิดผลึกของน้ําตาลทรายชาลงหรือไมสมบูรณ (สันต ฉายตระกูล, 2525)

Dextransucrase
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จากปญหาดังกลาวมาขางตน พอจะสรุปปจจัยที่กอใหเกิดปญหาได 3 ประการ ดังนี้
เชื้อแบคทีเรีย น้ําตาลซูโครส และเดกซแทรน การแกปญหาในโรงงานน้ําตาลจึงอาจทําไดโดยการ
กําจัดปจจัยใดปจจัยหนึ่ง เชนการฆาเชื้อจุลินทรียโดยทําใหปลอดเชื้อดวยความรอน (sterilization)
หรือเติมสารกําจัดแบคทีเรีย (bacteriocide) ลงไป แตในทางปฏิบัติยังไมประสบความสําเร็จเทา
ที่ควร โดยในกรณีแรกตองเสียคาใชจายสูง สวนในกรณีหลังทําใหน้ําตาลที่ไดมีรสชาติหรือมีสี
เปล่ียนไป วิธีที่สาม คือ การนําออยที่ตัดแลวเขาแปรรูปเปนน้ําตาลทรายทันที แตเปนการยากที่จะทํา
การแปรรูปไดหมดทุกๆวันเพราะวัตถุดิบที่เขามามีปริมาณมากกวาความสามารถในการผลิตไดใน
แตละวันจึงมีการคางของวัตถุดิบ วิธีที่ส่ี คือ การควบคุมปริมาณเดกซแทรนในระบบ ทําได 2 วิธี
(Imrie และ Tibury, 1972) ดวยกัน คือ

1. การปองกันการเกิดเดกซแทรนในน้ําออย โดยอาศัยขอเท็จจริงที่วาเดกซแทรนเกิด
เนื่องจากการปนเปอนของ Leuconostoc mersenteroides และ Leuconostoc dextranicum  ดังนั้นการ
ปองกันการเกิดเดกซแทรนจําเปนตองกําจัดที่ตนเหตุ เชน

1.1 การใชวิธีทางกายภาพ คือการปองกันน้ําออยบูดเนาดวยการควบคุมสภาวะ
แวดลอมทางกายภาพ เพื่อหยุดการเจริญของเชื้อ เชน การเก็บที่อุณหภูมิต่ํา การใชความรอน การ
ควบคุมความเปนกรดดางของน้ําออย  และการควบคุมปริมาณน้ําที่จุลินทรียใชได (water activity)
และการฉายรังสี เปนตน แตวิธีทั้งหมดลวนเปนวิธีที่ใชไดผลในระดับหองปฏิบัติการ จึงไมประสบ
ผลสําเร็จในการนําไปใชจริง

1.2  การใชวิธีทางเคมี ไดแก การใชสารเคมีฆาหรือยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (bacteriocide
หรือ bacteriostatic) กับตนออย ดินที่ปลูก หรือใชกับเครื่องมือที่ใชในการตัดออย แตวิธีนี้อาจมีสาร
เคมีตกคางเปนอันตรายตอผูบริโภคได

2.       การกําจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออย ซ่ึงสามารถทําไดหลายวิธี เชน

2.1 การสลายดวยกรดรวมกับความรอน (Monsan และ Paul, 1991) แตวิธีนี้มีขอเสีย
คือ เกิดการตัดโมเลกุลเดกซแทรนแบบสุม (random) และอาจทําใหเกิด sucrose inversion ได

2.2 การใชรังสีอัลตราไวโอเลต การใชคล่ืนเสียงความถี่สูง (ultrasonic wave) (Watson
และ Woff, 1955) นอกจากนี้อาจใชวิธีทางกาพภาย เชน   อัลตราฟลเทรชั่น   (ultrafiltration)         
ไดอะไลซิส (dialysis) และรีเวอรสออสโมซิส (reverse osmosis) แตวิธีการเหลานี้ไมนิยมเนื่องจาก
มีราคาแพงไมคุมกับการลงทุน
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อยางไรก็ตาม วิธีการที่นาสนใจและมีความเหมาะสมวิธีหนึ่งในปจจุบันนี้ คือ การใช
เอนไซมเดกซแทรนเนส (Dextranase, E.C.3.2.1.11) ซ่ึงขอดีของการใชเอนไซมมีดังนี้  คือ  เปน
ปฏิกิริยาทางเอนไซมที่จําเพาะตอเดกซแทรนสูง ปฎิกิริยาเกิดในสภาวะที่ไมรุนแรง (อุณหภูมิ, ความ
เปนกรดดาง) มีความเปนพิษต่ํา และใชปริมาณนอยแตไดผลสูง (Imrie และ Tilbury, 1972)

เดกซแทรนเนส

เดกซแทรนเนส เปนเอนไซมที่มีชื่อเรียกตามระบบวา E.C.3.2.1.11 , α–1,6-D-glucan-6-
glucanohydrolase    มีความจําเพาะเจาะจงตอการสลายพันธะ  α–1,6  ภายในสายเดกซแทรน   ทํา
ใหเดกซแทรนมีขนาดเล็กลงและคุณสมบัติความหนืดเหนียวก็ลดลงดวย (Galvez-Mariscal และ
Lopez-Munguia, 1991)        พบวาหากผลิตภัณฑที่ไดมีขนาดของกลูโคสต่ํากวา   8   หนวยแลว
เดกซแทรนจะสูญเสียคุณสมบัติความหนืดเหนียวทั้งหมด

เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในจุลินทรียหลายชนิดทั้งในแบคทีเรีย    เชื้อรา   ยีสต    และ
แอคติโนมัยซีส ดังแสดงในตารางที่  6  นอกจากนี้ยังพบในพืชช้ันสูง และเนื้อเยื่อสัตวเล้ียงลูกดวย
นมบางชนิด  พบวาเชื้อราเปนแหลงสําคัญที่สุดของการผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสในเชิงพานิชย     
(Sidebotham, 1974) เอนไซมเดกซแทรนเนสเทาที่มีการรายงานนั้น เปนเอนไซมที่สรางขึ้นโดยตอง
อาศัยสารชักนํา (inducible enzyme) ซ่ึงก็คือ เดกซแทรน และถูกปลดปลอยออกมานอกเซลล
(extracellular enzyme) (Koenig และ Day, 1989) เอนไซมนี้สามารถยอยเดกซแทรน ไดสองแบบ
คือ

1. Exo - spliting dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพันธะที่เชื่อมโมเลกุล
ของกลูโคสจากปลายของสายเดกซแทรนดานใดดานหนึ่ง เปนการตัดทีละโมเลกุลของ
กลูโคส

2. Endo - spliting dextranase เปนเดกซแทรนเนสที่ยอยสลายพันธะที่จุดใดจุดหนึ่ง
ในสายเดกซแทรนทําใหไดสายโพลิเมอรน้ําตาลสั้นๆ ผลการยอยเดกซแทรนเปนสายสั้นๆ ทําให
โมเลกุลลดลง มีผลทําใหสมบัติความเหนียวหนืดลดลงตามไปดวย  ซ่ึงเดกซแทรนเนสจากเชื้อรา
โดยทั่วไปพบวา จะมีการยอยสลายแบบ Endo สายเดกซแทรนที่ถูกยอยแลวจะมีขนาดเล็กลง มักพบ
อยูในรูปของ  โอลิโกเมอร  ไดเมอร  หรือโมโนเมอรของน้ําตาลกลูโคส    แตสวนมากอยูในรูปของ
น้ําตาลไอโซมอลโตส (isomaltose)
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ตารางที่   6   เชื้อจุลินทรียบางชนิดที่ผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนส

เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง
รา ไดแก
Aspergillus sp. (Foxgarty และ Kelly, 1984)

(Godfrey และ Reichelt, 1983)
A. carneus (Hirsoka และคณะ, 1972)
Chaetomium gracile (Hattori และ Ishibashi, 1981)

(Hattori และคณะ, 1981)
Gilberella fujikuroi (Hattori และ Ishibashi, 1981)
Penicillium funicolosum (Abdel-Naby และคณะ, 1999)

(Sugiura และ Ito, 1974)
(Kosaric และคณะ, 1973)
(Chaiet และคณะ, 1970)

P. lilacinus (Galves-Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991)
P. luteum (Tsuru และคณะ, 1971)
P. verruculosum (Tchuchiya และคณะ, 1952)

(Wheatley และ Moo-Young,1977)
P. aculeatum (Madhu และ Prabhu, 1984)
P. notatum (Szczodrak และคณะ, 1994)
Penicillium sp. strain 61 (เอก แสงวิเชียร, 2531)
Penicillium sp. SMCU 3 - 14 (สุวรรณา นพพรพันธุ, 2538)
Verticillium sp. (Tchuchiya และคณะ, 1952)

(Foxgarty และ Kelly, 1984)
ยีสต ไดแก
Lipomyces stakeyi (Webb และ Spencer-Martins, 1983)

(Koenig และ Day, 1988)
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ตารางที่  6 (ตอ)

เชื้อจุลินทรีย เอกสารอางอิง
แอคติโนมัยซีตีส ไดแก
Actinomyces israelrii (Staat และ Schachtele, 1974)

(Staat และคณะ, 1973)
Streptomyces cinamonensis (Staat และ Schachtele, 1974)

แบคทีเรีย ไดแก
Achromobacter sp. (Foxgarty และ Kelly, 1984)
Bacillus sp. (Zevenhuizen, 1968)
Bacteroides sp. (Baily และ Clark, 1959)
Brevibacterium sp. (Yamaguchi และ Gocho, 1973)
Cytophaga johnsonii (Foxgarty และ Kelly, 1984)
Flavobacterium sp. (Kobayashi และคณะ, 1983)
Lactobacillus bifidus (Foxgarty และ Kelly, 1984)
Micrococcus sp. strain Z - 10 (ณฐินี สุวรรณสิงห, 2533)
Streptococcus mitis (Staat และ Schachtele, 1974)
Thermophilic bacterium, Rt364. (Wynter  และคณะ,1997)

จากปญหาที่เกิดขึ้นภายในโรงงานอุสาหกรรมผลิตน้ําตาล     อันเนื่องมาจากเดกซแทรนนั้น
จึงไดมีบริษัทผูผลิตหลายราย ผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสออกมาในรูปเชิงทางการคาเพื่อนําไปใช
แกไขปญหาดังกลาว ทั้งนี้เพราะเอนไซมเดกซแทรนเนสมีความจําเพาะสูง และไมกอใหเกิดปญหา
อ่ืนๆ ตามมาในขั้นตอนการผลิต ดังตัวอยางเชน

DextranexTM L - 4000 ของบริษัท  Solvey  ASIA  PACIFIC ประเทศสิงคโปร   
(Solvey, 1996)
Dextranase 25 L และ 50 L ของบริษัท NOVO ประเทศเดนมารก (NOVO, 1983)
Talozyme ของบริษัท Tate and Lyte ประเทศอังกฤษ (Inkerman, 1980)
Glucanase D-1 ของบริษัท Pfizer ประเทศสหรัฐอเมริกา (Tilbury, 1974)
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และไดมีการทดลองนําเอนไซมเดกซแทรนเนสเหลานี้ไปใชแกไขปญหาที่ เกิดจาก            
เดกซแทรนในโรงงานผลิตน้ําตาลของประเทศตางๆ เชน ออสเตรเลีย, จาไมกา, เปอรโตริโก,
อินเดีย และบางประเทศในแถบทวีปอเมริกาใต

Jolly และ Prakash (1987) ศึกษาในประเทศอินเดีย  ทดลองใช NOVO Dextranase 25 L
กําจัดเดกซแทรนออกจากน้ําออย โดยใชปริมาณ 100 ppm ที่อุณหภูมิ 60 oซ และเวลา 15 นาที
สามารถกําจัดเดกซแทรนออกไปไดรอยละ 48 – 52 และถามีการตมที่ 100 oซ  หลังจากการกรองจะ
สามารถกําจัดเดกซแทรนไดเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 61 – 85

Tilbury (1974)   ทําการศึกษาในหมูเกาะเวสตอินดีสต           พบวาเอนไซมเดกซแทรนเนส
3 หนวยตอน้ําออย 100 มล. สามารถกําจัดเดกซแทรน 68.5%  ภายในเวลา 20 นาที  ที่อุณหภูมิ 40 oซ
นอกจากนี้ยังพบอีกวาในแตประเทศ   ความรุนแรงและการกําจัดไมเทากัน  มีอัตราที่เรียกวา
dextran hydrolyzed / minute / unit  ตางกันไป   คํานวณคาใชจายเทากับ  1.0 – 1.5  เหรียญสหรัฐ
ตอการผลิตน้ําตาล  1  ตัน

Fulcher (1974) และ Inkerman (1980) รายงานถึงการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อ
Penicillium sp.  ในรัฐ   Queenland ประเทศออสเตรเลีย   ถาเพิ่มการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสเปน
8 หนวยตอ 100 มล.น้ําออย แทน 3 หนวยตอ 100 มล. ตามการรายงานของ Tilbury แลว จะชวยเพิ่ม
ปริมาณและคุณภาพของน้ําตาลได และรายงานเพิ่มเติมอีกวา การใชเอนไซมเดกซแทรนเนสทาง
การคา 2 ชนิด  คือ Glucanase D-1 และ NOVO Dextranase กับ Dextran T-2000 อัตราการยอยสลาย
เดกซแทรนจะลดลง เมื่อมีเดกซแทรนเกินกวา 4,000 ppm  แตถามีเดกซแทรนต่ําจะมีผลเพียงอัตรา
การยอยสลายเทานั้น แตเนื่องจากเอนไซมในเชิงการคาทั้ง 2 ชนิด มีคุณสมบัติแตกตางกันในแงของ
ความเปนกรดดาง, อุณหภูมิ และระยะเวลาที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม จึงเปนปจจัยที่จะ
ตองคํานึงถึงในการใชเอนไซมแตละชนิด

Inkerman (1980) รายงานการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสในประเทศออสเตรเลียวา
มีประโยชนมากในกรณีที่ออยไดรับความเสียหายกอนเขาหีบ     โดยการใชเอนไซมเดกซแทรนเนส
5 – 10 หนวย ในสภาวะการผลิตปกติ ถาสามารถยอยสลายเดกซแทรนใหมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํากวา
10,000 ก็ถือวาเปนการเพียงพอที่จะขจัดความเสียหายอันเนื่องมาจากเดกซแทรนได โดยไมตองรอ
ใหเกิดการยอยสลายอยางสมบรูณ ซ่ึงการยอยสลายในระดับนี้เพียงพอที่จะลดการเกิดผลึกน้ําตาล
รูปเข็มลงได  อยางไรก็ตามเขาไดเสนอวา ถามีเอนไซมที่สามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิสูงกวา 70 oซ
เนื่องจากปจจุบันเดกซแทรนในรูปเชิงการทางคาเกิดการสลายตัวที่อุณหภูมิสูงกวา  65 oซ  สําหรับ
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คาใชจายของเอนไซมเมื่อคิดถึงปริมาณน้ําตาลที่ตองสูญเสียไปในรูปเดกซแทรนและกากน้ําตาล
แลว เอนไซมเดกซแทรนเนสก็จะทําใหผลกําไรที่คุมคาทางเศรษฐกิจ

Inkerman และ Jame (1976)ใชเอนไซมเดกซแทรนเนสที่มีช่ือทางการคาวา Glucanase D -1
ยอยสลายเดกซแทรนได    95 – 97%     แตเนื่องจากมีราคาแพง    จึงเปนขอจํากัดในดานการใชงาน
อีกประการหนึ่ง

จากเอกสารแนะนําการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสของบริษัท   Solvey  ASIA   PACIFIC     
(1996)    ไดทําการศึกษาพบวาถามีเดกซแทรนมากกวา 100  มก.ตอน้ําออย  100  มล.       จะพบวามี
เดกซแทรนโมเลกุลสูงเปนจํานวนมากเพิ่มความเหนียวของสารละลายน้ําตาลทําใหขั้นตอนการทํา
บริสุทธิ์ (refining process) ทําไดยากขึ้น และยังมีผลกระทบเปนลูกโซไปยังขั้นตอนอื่นๆ เชน อัตรา
การกรองลดลง เนื่องจากเดกซแทรนไปเกาะที่แผนกรองทําใหอุดตันและตองเปลี่ยนแผนกรอง
บอยๆ อัตราการตม  (boiling rate)  การเกิดผลึกน้ําตาล  การระเหยน้ํา การสูญเสียซูโครสไปในรูป
ของเดกซแทรนและกลูโคสในกากน้ําตาล ผลผลิตของน้ําตาลตอตันออยลดลงถามีเดกซแทรนมาก
อาจถึงขั้นตองปดโรงงานทําความสะอาดหนวยการผลิตอื่นๆได เดกซแทรนเนสนี้ผลิตจาก
Chaetomium gracile var. Dextranex L - 4000      สายพันธุนี้ทางสหรัฐอเมริกา   ยินยอมใหใชใน
อุตสาหกรรมทางอาหาร และไมมี invertase ซ่ึงสามารถทําลายน้ําตาลได  เอนไซมเดกซแทรนเนส
มีภาวะที่เหมาะสมคือ ความเปนกรดดางที่ 5.0 – 5.5  อุณหภูมิที่ 50 – 60 oซ  10oบริกซ  เอนไซมจาก
เชื้อนี้สามารถใชในโรงงานน้ําตาลไดดี เนื่องจากสามารถทนอุณหภูมิสูงและปลอดภัยตอผูบริโภค
อีกดวย

จากเอกสารแนะนําการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสของบริษัท NOVO (1983) ไดเสนอวา
ควรใชเอนไซมเดกซแทรนเนสกําจัดเดกซแทรนในชวงแรกของการผลิตโดยการเติมเอนไซม
เดกซแทรนเนสลงไปในน้ําออยดิบหรือระหวางการหีบ หรือหลังจากหีบแลวจะเปนชวงที่ดีที่สุด แต
การเติมเอนไซมเดกซแทรนเนสก็อาจจะทําไดในชวงขั้นตอนการทําใหใส (clarification) หรือใน
ชวงตมระเหยน้ําออย โดยการเติมเอนไซมเดกซแทรนเนส 5 กรัม ตอตันน้ําออย ภายใตภาวะที่มี
เดกซแทรน 10,000 ppm น้ําตาล 20 oบริกซ  คาความเปนกรดดาง  5.0   ที่อุณหภูมิ 50 oซ   เปนเวลา
30 นาที  จะลดปริมาณเดกซแทรนลงไดถึง  90%   สวนภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
เดกซแทรนเนส คือ ชวงอุณหภูมิ 50 – 55 oซ   คาความเปนกรดดาง 5.0 – 5.5  ระยะเวลาของการ
ทํางานไมควรเกิน  30  นาที
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เมื่อคํานึงถึงขอจํากัดของการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสในโรงงานผลิตน้ําตาล คือ การใช
ประโยชนของเอนไซมจะใชไดเพียงครั้งเดียว ไมสามารถนํากลับมาใชไดใหม อีกทั้งราคาที่คอน
ขางสูง ดังนั้นจึงมีผูพยายามคิดคนหาวิธีการใชเอนไซมอยางคุมคา วิธีการหนึ่งที่นาสนใจและกําลัง
เปนที่นิยมกันในปจจุบัน คือ การตรึงรูปเอนไซม

การตรึงรูปเอนไซม (Enzyme Immobilization)

การตรึงรูปเอนไซม หมายถึง การจํากัดเขตเอนไซมใหอยูในขอบเขตที่กําหนดให แตยังคง
คุณสมบัติในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาของเอนไซม  ตามระบบการสรางเอนไซมตรึงรูปนั้น (Wang
และคณะ,1979) อีกทั้งยังไดมีการพบวาเอนไซมตรึงรูป มีสมบัติที่ดีขึ้นหลายประการ ไดแก

1. สามารถแยกเอนไซมตรึงรูปออกจากสิ่งแวดลอมที่เกิดปฎิกิริยาขึ้นไดงาย
2. สามารถนําเอนไซมตรึงรูปกลับมาใชไดอีก
3. กระบวนการผลิตที่ใชเอนไซมตรึงรูปสามารถทําในระบบตอเนื่องได
4. เอนไซมบางชนิดหลังจากการตรึงรูปแลว จะมีคุณสมบัติบางประการเปลี่ยนแปลง

ไปในทางที่เปนประโยชนตอการนํามาใชในอุตสาหกรรม เชน ความเสถียรตอความรอน (thermal
stability), การเก็บรักษา (storage),  ความจําเพาะตอสารตั้งตน (substrate specificity), ความไวตอ
การตอบสนองตอตัวยับยั้ง (sensitivity of inhibitor),  อุณหภูมิ ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซม เปนตน

วิธีการตรึงรูปเอนไซมสามารถแบงไดเปน 3 ประเภทตาม  Chibata (1978)  แสดงดังรูปที่ 3 และมี
รายละเอียด ดังนี้

รูปที่  3  วิธีการตรึงรูปเอนไซม
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1. การตรึงรูปเอนไซมกับตัวพยุง
สามารถแบงออกเปน 3 แบบ ดังนี้

1.1 การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยหลักการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption)

การดูดซับกับตัวพยุงนั้นเกิดขึ้นกับแรงดึงดูดไดหลายแบบ เชน พันธะเชิงไอออน พันธะ
ไฮโดรเจน แรงวันเดอรวาล วิธีนี้ดีในแงที่เกิดการตรึงรูปงายไมซับซอน และภาวะการตรึงไมรุนแรง
แตแรงดึงดูดระหวางเอนไซมกับตัวพยุงไมคอยแข็งแรง       จึงทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
(conformation) ของเอนไซม และเกิดความเสียหายกับเอนไซมนอย สามารถนําตัวพยุงกลับมาใช
ใหมไดอีก     ซ่ึงเอนไซมจะถูกชะออกจากตัวพยุงเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและคาความเปน
กรดดาง

1.2 การตรึงเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพันธะไอออนิค (Ionic binding)

พันธะไอออนิคเปนพันธะเคมีที่เกิดจากอะตอม   2   อะตอม   รวมกันโดยถายเท (transfer)
อิเลคตรอนจากอะตอมหนึ่งไปยังอีกอะตอมหนึ่ง พันธะไอออนิคเปนพันธะที่เกิดงาย ดังนั้นจึงมีผล
ตอการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซมนอย แรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เอนไซม
สามารถหลุดออกจากตัวพยุงไดงาย เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางของสารละลาย หรือ
เกิดการเปลี่ยนแปลงความแรงของพันธะ ฉะนั้นการรักษาคาพีเอชของสารละลายและความแรงของ
พันธะใหเหมาะสมจึงมีความสําคัญตอการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้

1.3 การตรึงรูปเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพันธะโควาเลนท (Covalent binding)

การตรึงวิธีนี้เกิดจากการเชื่อมระหวางกลุมฟงกชันนัลบนตัวพยุงกับเอนไซม เกิดปฏิกิริยา
เชื่อมกันเปนพันธะโควาเลนทใหม  บางครั้งจะนําตัวพยุงมากระตุนโดยเปลี่ยนใหเปนอนุพันธตางๆ
การเชื่อมเอนไซมติดกับตัวพยุงจะพยายามเชื่อมโดยใชกลุมฟงกชันนัลของเอนไซมที่ไมมีผลตอ
ปฏิกิริยาการเรงดวยเอนไซม แตบางครั้งก็ควบคุมไมได เพราะเกิดการเชื่อมแบบสุม เอนไซมมักมี
อายุการใชงานยาวนานกวาวิธีการตรึงแบบอื่นๆ
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2. การตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีเชื่อมโยงโดยใชสารไบฟงกชันนัล

การตรึงวิธีนี้ทําโดยใชสารไบฟงกชันนัลซ่ึงทําหนาที่ตรึงรูประหวางโมเลกุลของโปรตีน
เอนไซม ทําใหเกิดเปนอนุภาคใหญขึ้น วิธีการตรึงแบบนี้จะเกิดขึ้นงาย ไมคอยซับซอน สามารถ
ควบคุมสมบัติทางกายภาพและขนาดของอนุภาคที่ตรึงได        แตขอเสียของวิธีนี้คือ      เอนไซมจะ
เสียแอคติวิตีไปในกระบวนการตรึงรูปดวยสารพวกนี้    จึงมีขอจํากัดในการนําไปใชงาน     แตก็มี
สารไบฟงกชันนัลตัวหนึ่ง คือ กลูตารัลดีไฮด (Taylor, 1991) นิยมนํามาใชตรึงรูป ซ่ึงปฏิกิริยาการ
ตรึงรูปนี้เปนปฏิกิริยาที่ผันกลับไมได  และสามารถคงทนอยูไดในสภาพความเปนกรดดางหรือ
อุณหภูมิที่รุนแรง

รูปที่  4  การเชื่อมโยงโมเลกุลของเอนไซมโดยใชกลูตารัลดีไฮด (Crueger และ Crueger, 1991)
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3. การตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีดักจับเอนไซมไวภายใน (Entrapment)
วิธีนี้แบงไดเปน 2 แบบ คือ

3.1 การจํากัดเขตเอนไซมในตัวพยุง (Lattice type)

เปนการกักขังเอนไซมไวในโพรงของเจล เกิดจากการโฟลิเมอไรเซชั่นของเจลในสาร
ละลายที่มีเอนไซมอยู ไดเปนโครงสรางของเจลที่ขังเอนไซมใหอยูตามโพรงในโครงสรางของเจล
เหลานั้น

3.2 การจํากัดเขตเอนไซมในแคปซูลขนาดเล็ก (Microcapsule type)

เปนการตรึงรูปเอนไซมในลูกทรงกลมผนังบางแบบกึ่งซึมผานได (semipermeable
membrane)   ผนังบางนี้จะไมยอมใหเอนไซมที่ถูกกักขังไวภายในซึมผานออกมา   แตจะยอมให
สับสเตรทและผลิตภัณฑซึมผานได

แมวาการตรึงรูปเอนไซมจะมีวิธีการเตรียมไดหลายวิธี แตไมมีวิธีการเตรียมใดที่จะสามารถ
นํามาใชไดกับเอนไซมทุกชนิดและทุกกรณี เนื่องจากเอนไซมแตละชนิดมีความความแตกตางกัน
ทางดานองคประกอบของโครงสรางและสมบัติทางเคมี  รวมทั้งความแตกตางของสับสเตรทและ
สารผลิตภัณฑ     วิธีการตรึงเอนไซมชนิดใดชนิดหนึ่งนั้น       จะตองทําการทดลองเพื่อใหไดวิธีที่
ใหประสิทธิภาพในการตรึงที่ดี รักษาแอคติวิตีของเอนไซมไวไดมากที่สุดและมีความคงตัวระหวาง
การใชงาน พรอมทั้งตองเปนวิธีที่สะดวกและมีตนทุนต่ํา  ซ่ึงไดเปรียบเทียบการตรึงเอนไซมดวยวิธี
ตางๆ      ดังตารางที่ 7
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ตารางที่ 7  แสดงการเปรียบเทียบการตรึงเอนไซมดวยวิธีการตางๆ (Kennedy และ Cabral, 1987)

เทคนิคการตรึงเอนไซม
ขอเปรียบเทียบ เชื่อมโยง ดูดยึดทาง

กายภาพ
ดูดยึดดวย

พันธะไอออนิค
ดูดยึดดวยพันธะ
โควาเลนท

ดักจับ

1. วิธีการเตรียม สะดวก สะดวก สะดวก ยุงยาก ยุงยาก

2. การยึดระหวาง
เอนไซมกับตัวพยุง

แข็งแรง ออน ปานกลาง แข็งแรง ปาน
กลาง

3. การนําตัวพยุงกลับ
มาใชใหม

ไมได ได ได ไดในบางกรณี ไมได

4. ตนทุนในการตรึง ปาน
กลาง

ปานกลาง ต่ํา ต่ํา สูง

5. ความคงตัวของ
เอนไซมตรึงรูป

สูง ต่ํา ปานกลาง สูง ปาน
กลาง

6. การประยุกตใชงาน ไมได ได ได ไมได ได

7. ปองกันการสลาย
ตัวของเอนไซมจาก
จุลินทรีย

ไดบาง
คร้ัง

ไมได ไมได ไมได ได
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ตัวพยุงสําหรับการตรึงรูปเอนไซม

องคประกอบที่สําคัญสําหรับการตรึงรูปเอนไซมไดแก เอนไซม, ตัวพยุง, วิธีการที่ทําให
เอนไซมดูดยึดกับตัวพยุงหรืออยูภายในตัวพยุง วัสดุที่ใชเปนตัวพยุงมีความสําคัญมากตอแอคติวิตี
และความคงตัวของเอนไซม      อยางไรก็ตาม  ตัวพยุงที่ดีควรมีลักษณะดังนี้ คือ เปนสารที่ไม
ละลายน้ํา  มีพื้นผิวมากเพื่อใชสําหรับการดูดยึดของเอนไซม  มีการซึมผานไดของสับสเตรทและ
ผลิตภัณฑ  โมเลกุลประกอบดวยสวนที่มีสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic)  มีความคงตัวตอสารเคมี
ความรอนและแรงกระแทก  มีรูปรางที่พอเหมาะ  มีความตานทานตอการทําลายของจุลินทรียและ
สามารถนํากลับคืนมาใชใหมได   การจัดแบงชนิดของตัวพยุง   สามารถแบงตัวพยุงตามลักษณะ
ทางกายภาพหรือแบงตามสมบัติทางเคมี ไดดังนี้

ชนิดของตัวพยุงแบงตามลักษณะทางกายภาพไดเปน 2 ชนิด คือ
1. ตัวพยุงที่ไมมีรูพรุน เมื่อใชตัวพยุงที่ไมมีรูพรุนมาตรึงเอนไซม ทําใหเอนไซมมี

โอกาสถูกดูดยึดไวไดในขอบเขตที่จํากัด ซ่ึงเฉพาะที่ผิวของตัวพยุงเทานั้น แตมีขอดีคือ สับสเตรท
สามารถเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซมไดโดยงาย เนื่องจากเอนไซมถูกยึดไวที่บริเวณผิวรอบนอกของ
ตัวพยุง

2. ตัวพยุงที่มีรูพรุน ตัวพยุงชนิดนี้มีพื้นที่ผิวสําหรับใหเอนไซมเกาะหรือดูดยึดมาก
ขึ้นเมื่อเทียบในปริมาณ 1 หนวยน้ําหนักกับตัวพยุงที่ไมมีรูพรุน ดังนั้นตัวพยุงที่มีรูพรุนสามารถดูด
ยึดเอนไซมไวไดมากกวา แตมีขอเสียเนื่องจากพื้นที่ภายในรูพรุนที่เอนไซมถูกตรึงนั้น จะตองมี
ขนาดของรูพรุนใหญเพียงพอสําหรับใหโมเลกุลของสับสเตรทผานเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซมได
และในขณะเดียวกันจะตองใหสารผลิตภัณฑผานออกไดสะดวก

ชนิดของตัวพยุงแบงตามสมบัติทางเคมีไดเปน 2 ชนิด คือ
1. ตัวพยุงที่เปนสารอินทรีย ตัวพยุงที่เปนสารอินทรียนั้นมีขอไดเปรียบกวาในการใช

งานทางอุตสาหกรรม ทั้งนี้สารอินทรียมีกลุมฟงกชัน (function group) จํานวนมาก ที่สามารถตรึง
เอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ   อยางไรก็ตาม ตัวพยุงอินทรียมีขอเสียเนื่องจากสมบัติทางกายภาพ
ที่ทําใหเอนไซมที่ตรึงดวยตัวพยุงที่เปนสารอินทรียนี้ มีการสูญเสียความคงตัวไดงายเมื่อไดรับการ
กระทบจากความรอน  สารเคมีและจุลินทรีย เปนตน

2. ตัวพยุงที่เปนสารอนินทรีย ตัวพยุงที่เปนสารอนินทรียมีความเหมาะสมหลาย
ประการในการใชงานทางอุตสาหกรรม เนื่องจากมีความคงทนตอแรงกระแทก, ทนตอความรอน
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สารเคมี, ไมถูกยอยสลายดวยจุลินทรีย,  งายตอการเก็บรักษา, มีอายุของการใชงานนาน และ
สามารถนํากลับมาใชใหมไดอีกโดยงาย นอกจากนี้ตัวพยุงอนินทรียยังมีรูปรางคงที่เมื่อมีการเปลี่ยน
แปลงความเปนกรดดาง ความดันหรืออุณหภูมิก็ตาม ตัวพยุงมีเพียงหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl
group) เทานั้นที่จะทําการดูดยึดเขากับปลายดานที่ประกอบดวยหมูคารบอกซิล (carboxy group)
หรือหมูอะมิโน (amino group) ของเอนไซมดวยการดูดซับ (adsorp) หรือระหวางอิออน และจะไม
เกิดพันธะโควาเลนทระหวางเอนไซมกับตัวพยุงที่เปนสารอนินทรีย (Kennedy และ Cabral, 1987)

มีรายงานหลายฉบับที่ศึกษาการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนส โดยใชวิธีการตรึงแบบตางๆ
กัน และมีการใชวัสดุที่ทําหนาที่เปนตัวพยุงแตกตางกันไปดวย แตอยางไรก็ตาม งานวิจัยเกี่ยวกับ
การตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสยังไมเปนที่แพรหลายกันมากนัก     ซ่ึงพอที่จะรวบรวมไวได
แสดงดังตารางที่  8
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ตารางที่ 8  ตัวอยางรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนส

จุลินทรียที่ผลิตเอนไซม ตัวพยุงที่เลือกใช สารเคมีชวยตรึง เอกสารอางอิง

Penicillium funiculosum Sepharose 4 B Cyanogen bromide Suguira และ Ito
(1974)

Brevibacterium fuscum
var. dextranolyticum

Sepharose 4 B Cyanogen bromide Suguira และ Ito
(1975)

- Porous titanium
(IV) oxide

Ammonia Kennedy และ Kay
(1977)

- Porous titanium
(IV) oxide

Diazotised 1,3-
diamino benzene

Kennedy และ Kay
(1977)

- Zircinia coated
alkylamine glass

Glutaraldehyde Ramesh และ
Singh (1980)

Penicillium aculeutum Bentonite - Madhu และ
Prabhu (1985)

Penicillium notatum Silanised porous
glass

Glutaraldehyde Rogalski และคณะ
(1997)

Penicillium funiculosum Chitosan Glutaraldehyde Abdel-Naby และ
คณะ (1999)

Penicillium sp. strain 61 Silanised
activated carbon

Glutaraldehyde อุษณีย กุลินทร-
ประเสริฐ (2535)

Penicillium sp. SMCU 3-14 Calcium alginate - นุสรา เจริญกิจทวี
 (2539)

  -   หมายถึง  ไมมีการรายงานไว
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จากรายงานของ นุสรา เจริญกิจทวี (2539) ไดเคยตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อ
Penicillium sp. SMUC 3-14 แบบลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต   ซ่ึงการเลือกวิธีการตรึงเอนไซม
ดังกลาวนั้น ไมเหมาะที่นําไปประยุกตใชในโรงงานอุตสาหกรรมเนื่องจากราคาตนทุนในการตรึง
เอนไซมคอนขางสูงเพราะวาอัลจิเนตมีราคาแพง นอกจากนี้ขั้นตอนในการตรึงมีขอจํากัดมากมาย
ยิ่งไปกวานั้นวิธีการตรึงแบบนี้ไมเหมาะที่จะใชกับสับสเตรตที่มีมวลโมเลกุลสูง เชน เดกซแทรน
เปนตน

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงเนนที่จะหาวิธีการตรึงที่เหมาะสม         สําหรับตรึงรูปเอนไซม
เดกซแทรนเนสที่ผลิตจากเชื้อ Penicillium sp. SMCU 3-14  ที่สุวรรณา นพพรพันธุ (2528)  ทําการ
กลายพันธุแลวใหผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสไดสูง และมีความจําเพาะตอสับสเตรทสูง บนตัวพยุง
ที่มีราคาถูก    ซ่ึงในงานวิจัยนี้เลือกใชทราย        เนื่องจากทรายเปนวัสดุที่หาไดงายภายในประเทศ
มีราคาถูกและมีความเปนไปไดที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลโดยไมทําใหส้ินเปลือง
คาใชจายในการผลิตมากนัก    พรอมทั้งหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงและสมบัติของเอนไซม
ตรึงรูปเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับนําไปประยุกตใชในระดับขยายสวนตอไป



บทท่ี 2

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย

อุปกรณที่ใชในการวิจัย

1. เครื่องเขยา (shaker) รุน  innova 2100 เขยาแบบโรตารี่ บริษัท New Brunwick
Scientific Co.,Inc.,Edison, N. J., USA

2. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิดวยน้ํา (Water bath Shaker) เขยาแบบรีซิโปรคอล รุน
1086 บริษัท Gesellschaft fur labortechnit (GFL)

3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath ) รุน Temppet บริษัท T-20 Tokyo Rikakikai Co.,
Ltd, Japan

4. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 401 บริษัท Milton Roy
Co., USA

5. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech
Cybernetics, Singapore

6. เครื่องนึ่งฆาเชื้อจุลินทรีย (Autoclave) รุน H–88 L4 บริษัท Kokusan, Japan
7. เครื่องผสมสาร (Vortex–Genie 2) รุน G560 E บริษัท Scientific Industries Inc., USA
8. ตูเขี่ยเชื้อ Laminar flow  ISSCO รุน BV–124, USA
9. เครื่องชั่ง รุน  L2200P  Satorius, USA
10. เครื่องชั่ง รุน  AG 204 Mettler Toledo, Switzerland
11. กลองจุลทรรศน (Microscope) รุน UNILUX–12 บริษัท Kyowa, Tokyo, Japan
12. ตะแกรงรอน แบบ Laboratory test sieve mesh No. 8 – 50 บริษัท Endecotts Ltd.,

England
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เคมีภัณฑ

1. เดกซแทรนคุณภาพอุตสาหกรรม น้ําหนักโมเลกุล 5 – 40×106 Sigma Chemical Co.,
USA

2. เดกซแทรน ที-2000 น้ําหนักโมเลกุล 2×106  Pharmacia, Sweden
3. ทวีน–80 BDH Chemical Ltd., England
4. โบไวนซีร่ัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)  Sigma Chemical Co., USA
5. กลูโคส E. Merck, Germany
6. 3–อะมิโนโพรพิวไทรเอททอกซีไซเลน (3–aminoproplytriethoxysilane, APTS) Sigma

Chemical Co., USA
7. กลูตารัลดีไฮด (Glutaraldehyde 50% in water) Fluka AG. Buchs, Switzerland
8. โฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent) Carlo erba reagenti,
9. ไดโปรตัสเซียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) E. Merck, Germany
10. โปตัสเซียมคลอไรด (KCl) Carlo erba reagenti,
11. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) Fluka AG. Buchs, Switzerland
12. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) Ajax Chemicals, Australia
13. สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) Difco Laboratories, USA
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วิธีการดําเนินการวิจัย

2.1 เชื้อจุลินทรีย การเก็บ และการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดลอง

2.1.1 เชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดลอง

เชื้อรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3–14 เปนเชื้อที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุ
(mutate) โดย สุวรรณา นพพรพันธุ (2538) จากเชื้อรา Penicillium sp. สายพันธุ 61 ที่คัดแยกโดย
เอก แสงวิเชียร (2531)

2.1.2 การเก็บรักษาเชื้อราที่ใชในการทดลอง

2.1.2.1 การเก็บเชื้อในระยะสั้น

เขี่ยสปอรของเชื้อรา Penicillium sp. สายพันธุ  SMCU 3–14 ลงบนอาหารแข็งเอียง (agar
slant) ปรับปรุงจาก Fukumoto และคณะ (ภาคผนวก ก.) ที่มีเดกซแทรนความเขมขน 1% บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญเต็มที่ เก็บไวที่ 4oซ จนกวาจะนํามาใช

2.1.2.2 การเก็บเชื้อในระยะยาว

เก็บสปอรของเชื้อรา โดยวิธี Lyophilization

2.2 การเลี้ยงเชื้อในขวดแกวทรงกรวยเพื่อเตรียมเดกซแทรนเนสจากเชื้อ Penicillium sp. สายพันธุ
SMCU 3–14

เติมทวีน-80 ความเขมขน 0.1%   ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว  (ที่ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ เปนเวลา 15 นาที) ลงในหลอดเก็บเชื้อรา (stock culture) จากขอ 2.1.2.1
ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยในทวีน-80 นับสปอรใหอยูในชวง 2×107 สปอรตอมล.
โดยใชฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ถายสปอรแขวนลอย 1 มล. ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับ
ปรุงจาก Fukumoto และคณะ ปริมาตร 50 มล. ซ่ึงบรรจุอยูในขวดแกวรูปทรงกรวยขนาด 250 มล.
บมบนเครื่องเขยาแบบ rotary shaker อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 10 วัน แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1
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สวนน้ําใสนํามาวิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนสและปริมาณโปรตีน  คํานวณหา
แอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อรา

2.3 การตรวจสอบแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมเดกซแทรนเนส ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนส ทําตามวิธีของ Fukumoto และคณะ
(1971) ดังนี้ นําสารละลายเดกซแทรน ที-2000 ความเขมขน 0.625% ในอะซิเตทบัพเฟอร 0.05
โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 0.4 มล.  และสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร
ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 0.5 มล. บมที่อุณหภูมิ 55 oซ เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติมน้ําเล้ียงเชื้อ
ที่ผานการกรองแยกเซลลออกแลว ปริมาตร 0.1 มล. แลวผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 55 oซ  เปน
เวลา  15 นาที  เก็บตัวอยางที่เวลา  0  และ 15  นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการตมในอางน้ําเดือด 5 นาที
นําไปวิเคราะหหาน้ําตาลรีดิวซที่ถูกปลอดปลอยออกมาโดยวิธีของ Somogyi (1952)

1 หนวย (unit) ของเอนไซมเดกซแทรนเนส    หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายเดกซแทรน
ที-2000 และปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะ
ทดสอบ

การเตรียมสับสเตรท โดยช่ังเดกซแทรน ที-2000 น้ําหนัก 0.625 กรัม ละลายในอะซิเตทบัพเฟอร
0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปรับปริมาตรใหเปน 100 มล.ในขวดเตรียมสาร (volumetric
flask)

2.4 การตรวจวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952)

นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะห 1 มล. เติม Alkaline copper reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร
1 มล. ผสมใหเขากัน นําไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ทําใหเย็นลงอยางรวดเร็ว แลวเติม
Nelson’s reagent (ภาคผนวก ข.) ปริมาตร 1 มล.  ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ
30 นาที เติมน้ําปลอดประจุ (deionized water) ปริมาตร 5 มล. ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  เปรียบเทียบคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานที่
ใชน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 0 – 200 ไมโครกรัมตอมล.
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2.5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1951)

นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 1 มล. เติมสารละลายผสม Lowry C (ภาคผนวก ข.)
ปริมาตร 5 มล. ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 15 นาที จึงเติม
สารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ข.) ปริมาตร 0.5 มล. ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
ประมาณ 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบคา
ปริมาณโปรตีน  จากกราฟมาตรฐานที่ใชโบไวนซีร่ัมอัลบูมิน ความเขมขน  0  –  200  ไมโครกรัม
ตอมล.

การคํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะทําไดโดยนําคาแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนส (หนวยตอมล.)
หารดวยปริมาณโปรตีน (มก.ตอมล.) คาแอคติวิตีจําเพาะมีหนวยเปน หนวย (unit) ของเอนไซมตอ
มก.โปรตีน

2.6 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

วิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนตัวพยุง

2.6.1 การเลือกตัวพยุง

ตัวพยุงที่คัดเลือกนํามาใชในการตรึงเดกซแทรนเนส ในงานวิจัยนี้ คือ ทรายแมน้ํา ซ่ึงมี
ขนาดตางๆ กัน คือ

1. ทราย ขนาด 8 – 16 เมช
2. ทราย ขนาด 16 – 20 เมช
3. ทราย ขนาด 20 – 50 เมช

โดยเลือกทรายขนาด 16 – 20 เมช  ซ่ึงมีขนาด, น้ําหนักที่พอเหมาะและมีความเหมาะสม
มากที่สุด ที่จะนําไปใชในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed Reactor) นํามา
ใชเปนตัวพยุงสําหรับตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสตอไป
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2.6.2    การเตรียมตัวพยุง

ทรายที่นํามาใชเปนตัวพยุง กอนนําไปใช ตองนํามาลางน้ําสะอาด 3 - 4 คร้ัง แลวจึงนําไป
แชในกรดไนตริกเขมขน เปนเวลา 1 วัน เพื่อกําจัดสารอินทรียตางๆ ที่ติดมา ลางกรดดวยน้ําปลอด
ประจุ นําไปอบแหงอุณหภูมิ 70 oซ เปนเวลา 1 วัน เก็บไวในภาชนะสะอาดปดฝาสนิท

2.6.3 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยวิธีการเตรียมแบบที่ 1

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติมสาร
กระตุนตัวพยุง APTS  5% (โดยปริมาตร)ในอะซิโตน ปริมาตร 10 มล.ในอัตราสวน ทราย : APTS
เทากับ 1 : 2 นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotary shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 3 ชม. เทสารละลาย APTS ทิ้ง นําไปอบที่อุณหภูมิ 45 oซ เปนเวลา 1 วัน เติมสารละลาย
กลูตารัลดีไฮด ความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ในฟอสเฟตบัพเฟอร 0.1 โมลาร ความเปนกรด
ดาง 7.6 ปริมาตร 10 มล.   ที่จะใชเปนสารสรางพันธะรวม   นําไปเขยาที่สภาวะเดิมเปนเวลา  2  ชม.
ลางทรายดวยน้ําปลอดประจุ 3 คร้ัง จากนั้นเติมสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปน
กรดดาง 4.5 ปริมาตร 6 มล. และเดกซแทรนเนสที่ยังไมผานการทําใหบริสุทธิ์ (crude dextranase)
ปริมาตร 4 มล. นําไปเขยาที่สภาวะเดิมเปนเวลา 2 ชม. ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร
0.05 โมลาร  ความเปนกรดดาง 4.5  จํานวน  4  คร้ัง  หรือจนกระทั่งพบวาไมมีแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสเหลืออยู   ขั้นตอนตางๆ   แสดงดวยภาพดังรูปที่    5     จากนั้นนําเดกซแทรนเนส
ตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง ตามวิธีการ
ดําเนินการวิจัยขอ  2.7 และ 2.8  ตามลําดับ  และคํานวณหาเปอรเซ็นตแอคติวิตีที่กักขังไว
(% activity retained)

2.6.4 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยวิธีการเตรียมแบบที่ 2

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย    เติมสาร
ละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 6 มล. และเดกซแทรนเนสที่ยัง
ไมผานการทําใหบริสุทธิ์ (crude dextranase) ปริมาตร 4 มล.  นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotary
shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชม.  ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตท
บัพเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปนกรดดาง 4.5  จํานวน  4  คร้ัง   หรือจนกระทั่งพบวาไมมีแอคติวิตี
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ของเดกซแทรนเนสเหลืออยู ขั้นตอนตางๆ  แสดงดวยภาพดังรูปที่  6  จากนั้นนําเดกซแทรนเนส
ตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง     ตามวิธีการ
ดําเนินการวิจัยขอ    2.7    และ   2.8    ตามลําดับ     และคํานวณหาเปอรเซ็นตแอคติวิตีที่กักขังไว
(% activity retained)

2.6.5 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยวิธีการเตรียมแบบที่ 3

บรรจุทรายที่ใชในการตรึงรูป 5 กรัม (โดยน้ําหนักแหง) ลงในขวดแกวทรงกรวย เติมสาร
ละลายกลูตารัลดีไฮด ความเขมขน 2.5% (โดยปริมาตร) ในฟอสเฟตบัพเฟอร 0.1 โมลาร ความเปน
กรดดาง 7.6 ปริมาตร 10 มล. ที่จะใชเปนสารสรางพันธะรวม นําไปเขยาบนเครื่องเขยาแบบ rotary
shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชม. ลางทรายดวยน้ําปลอดประจุ 3 คร้ัง
จากนั้นเติมสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 6 มล. และ
เดกซแทรนเนสที่ยังไมผานการทําใหบริสุทธิ์ (crude dextranase)ปริมาตร 4 มล. นําไปเขยาที่สภาวะ
เดิมเปนเวลา 2 ชม. ลางทรายดวยสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5
จํานวน 4 คร้ัง หรือจนกระทั่งพบวาไมมีแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสเหลืออยู   ขั้นตอนตางๆ
แสดงดวยภาพดังรูปที่   7     จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะหหาแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง ตามวิธีการดําเนินการวิจัยขอ  2.7  และ 2.8   ตามลําดับ
และคํานวณหาเปอรเซ็นตแอคติวิตีที่กักขังไว (% activity retained)
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ทราย (16-20 เมช) 5.00 กรัม
และ APTS 5% ใน อะซิโตน 10 มล.

↓
เขยา 200 รอบตอนาที, เวลา 3 ชม.

↓
เทสารละลาย APTS 5% ทิ้ง

↓
นําตัวพยุงไปอบที่ 45 oซ, เวลา 1 วัน

↓
เติมกลูตารัลดีไฮด 2.5% ในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร

0.1โมลาร ความเปนกรดดาง 7.6 ปริมาตร 10 มล.
↓

เขยา 200 รอบตอนาที, เวลา 2 ชม.
↓

เทสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5% ทิ้ง
↓

ลางดวยน้ํากลั่น 3  คร้ัง
↓

เติมเดกซแทรนเนส (crude enzyme) ปริมาตร 4 มล.
และสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 6 มล.

↓
เขยา 200 รอบตอนาที, เวลา 2 ชม.

↓
ลางดวยสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5, 4 คร้ัง

↓
เดกซแทรนเนสตรึงรูป

(เก็บไวในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ที่ 4 oซ )

รูปที่  5   ขั้นตอนการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปแบบที่ 1
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ทราย (16-20 เมช) 5.00 กรัม
↓

เติมเดกซแทรนเนส (crude enzyme) ปริมาตร 4 มล.
และสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 6 มล.

↓
เขยา 200 รอบตอนาที, เวลา 2 ชม.

↓
ลางดวยสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5, 4 คร้ัง

↓
เดกซแทรนเนสตรึงรูป

(เก็บไวในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ที่ 4 oซ )

รูปที่   6   ขั้นตอนการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปแบบที่  2
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ทราย (16-20 เมช) 5.00 กรัม
↓

เติมกลูตารัลดีไฮด 2.5% ในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร
0.1โมลาร ความเปนกรดดาง 7.6 ปริมาตร 10 มล.

↓
เขยา 200 รอบตอนาที, เวลา 2 ชม.

↓
เทสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5% ทิ้ง

↓
ลางดวยน้ํากลั่น 3  คร้ัง

↓
เติมเดกซแทรนเนส (crude enzyme) ปริมาตร 4 มล.

และสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ปริมาตร 6 มล.
↓

เขยา 200 รอบตอนาที, เวลา 2 ชม.
↓

ลางดวยสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5, 4 คร้ัง
↓

เดกซแทรนเนสตรึงรูป
(เก็บไวในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ที่ 4 oซ )

รูปที่  7   ขั้นตอนการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปแบบที่ 3
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2.6.6 การเตรียมเดกซแทรเนสตรึงรูปโดยวิธีลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต (Entrapment) ตามวิธี
ของ นุสรา เจริญกิจทวี (2539)

นําสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 40 มล. ผสมกับ
เอนไซมเดกซแทรนเนสเทียบเทากับปริมาณโปรตีน 3.8360 มก. แลวหยดสารละลายผสมลงใน
แคลเซียมคลอไรด 0.14 โมลาร ความเปนกรดดาง 5.3 ปริมาตร 600 มล. ที่ปนกวนเบาๆ ตลอดเปน
เวลา 2 ช่ัวโมง แลวจึงลางเม็ดเจลตรึงดวยแคลเซียมคลอไรด 0.14 โมลาร ความเปนกรดดาง 5.3
จํานวน 4 คร้ัง นําไปชั่งน้ําหนักกอนที่จะนําไปใช จากนั้นนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ไดไปวิเคราะห
หาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสและปริมาณโปรตีนตรึง ตามวิธีการดําเนินการวิจัยขอ  2.7  และ 2.8
ตามลําดับ

2.7 การวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

โดยใชวิธีที่ดัดแปลงเล็กนอยจากวิธีการหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสดังนี้ บมสารละลาย
อะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ที่ความเปนกรดดาง  4.5 ปริมาตร 0.6 มล. และสารละลายเดกซแทรน
ที-2000 ความเขมขน 0.625% (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 0.4  มล. จนไดอุณหภูมิ 55 oซ  ซ่ึง
ใชเวลาประมาณ 5 นาที จากนั้นเติมสารผสมปฎิกิริยาทั้งหมดลงใน 100 มก. เดกซแทรนเนสตรึงรูป
เขยาดวยเครื่องปนผสมใหเขากัน  แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่  55  oซ  อัตราการ
เขยา  200  คร้ังตอนาที  เปนเวลา 15 นาที   หยุดปฏิกิริยาโดยการตมเดือดเปนเวลา 5 นาที     ปเปต
สารละลายสวนน้ําใสนําไปวิเคราหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ Somogyi (1952) ซ่ึงสารละลาย
สวนน้ําใสนี้จะตองปรับความเขมขนของสารละลายน้ําตาลใหเหมาะสมกอนนําไปวิเคราะห

สําหรับการวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป      โดยวิธีลอมจับดวยแคลเซียม
อัลจิเนต (ในรูปสารละลายจากเม็ดเจล)  ทําไดโดยช่ังเม็ดเจลตรึงรูป 0.5 กรัม เติมสารละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 4.5 มล. ทิ้งไวขามคืน นําสารละลาย
แขวนลอยมาวิเคราะหหาแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตามวิธีของ Fukumoto และคณะ (1971)

1 หนวย (unit) ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป    หมายถึง   ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลายเดกซแทรน
ที-2000 และปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซเทียบเทากับน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะ
ทดสอบ
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2.8 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ใชวิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนแบบวิธีทางออม (Indirect Method)   โดยวิเคราะหจาก
ผลตางของโปรตีนของเดกซแทรนเนสอิสระที่เร่ิมตนกอนทําปฎิกิริยา    กับปริมาณโปรตีนของ
เดกซแทรนเนสที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาในน้ําลาง โดยวิเคราะหตามวิธีของ Lowry (1951) เชนเดียวกับ
วิธีการดําเนินการวิจัยขอ 2.5

สําหรับการวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยวิธีลอมจับดวย
แคลเซียมอัลจิเนต ทําไดโดย ช่ังเม็ดเจลตรึง 0.5 กรัม เติมสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร 0.05 โมลาร
ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 4.5 มล. ทิ้งไวขามคืน นําสารแขวนลอยมาวิเคราะหหาปริมาณ
โปรตีนที่ถูกตรึง ตามวิธีของ Lowry (1951) ตามวิธีการดําเนินการวิจัยขอ 2.5 เชนเดียวกัน

2.9 การวัดความแข็งของเม็ดเจลตรึง (gel strength) โดยเครื่องมือที่ประดิษฐขึ้น
(นุสรา  เจริญกิจทวี, 2539)

2.9.1 ลักษณะและสวนประกอบของเครื่องมือ

มีลักษณะคลายตาชั่งแขนเดียวแบบสปริง ประกอบดวยโลหะ 2 สวนที่สําคัญคือ จานโลหะ
2 ใบ ที่เชื่อมตอกันดวยแทงโลหะทรงกระบอกตัน สามารถขยับแทงโลหะขึ้นลงไดโดยไมมีความ
ฝดโดยมีสวนบนเปนจานใสน้ําหนัก สวนลางเปนจานกดน้ําหนักลงบนตัวอยาง สวนที่ 2 เปนแทนที่
ใสตัวอยาง

2.9.2 วิธีวัดและเปรียบเทียบ strength ของเม็ดเจลตรึง

วางเม็ดเจลตรึงบนแทนใสตัวอยางใหเม็ดเจลตรึงอยูที่จุดศูนยกลางของจานกดน้ําหนักเลื่อน
แทงโลหะทรงกระบอกมาสัมผัสเม็ดเจลตรึง ใสน้ําหนักครั้งละ 1 กรัม หาน้ําหนักสุดทายที่ทําใหเม็ด
เจลตรึงแบนติดกระจก เนื่องจากวาเม็ดเจลตรึงไมมีรอยปริแตกใหสังเกตเห็น

ในการทดลองนี้จะสุมตัวอยางของเม็ดเจลตรึง ซ่ึงไดวัดเสนผาศูนยกลางของเม็ดเจลตรึงกอนอยาง
นอย  5 เม็ด
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2.9.3 วิธีรายงานความแข็งของเม็ดเจลตรึง (gel strength)

รายงานเปนน้ําหนักต่ําสุดที่ทําใหเม็ดเจลแบนติดกระจก โดยคํานวณคาน้ําหนักที่เติมบน
จานชั่ง ตอพื้นที่ผิวเม็ดเจลตรึง รายงานเปนหนวย กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร

2.10 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนผิวของทรายโดยวิธีการเตรียมที่ใช
เฉพาะกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยในการตรึง

จากการคัดเลือกวิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปจากทั้งหมด 3 วิธีนั้น วิธีที่ใหแอคติวิตี
แอคติวิตีจําเพาะ และเปอรเซ็นตแอคติวิตีที่กักขังไว (%activity retained) ดีที่สุด คือ วิธีที่ใชเฉพาะ
กลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยในการตรึงรูป  (วิธีแบบที่ 3)    ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาหาสภาวะที่
เหมาะสมในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนผิวของทรายขนาด 16 – 20 เมช ตอไป

2.10.1    ทดสอบหาความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับการเตรียม
เดกซแทรนเนสตรึงรูป

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ  2.6.5  โดยแปรผันความเขมขน
ของสารละลายกลูตารัลดีไฮด 4 ระดับ คือ 1.0, 2.5, 3.5 และ 5.0% ตามลําดับ วัดแอคติวิตีและ
โปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.7 และ 2.8  ตามลําดับ
เลือกความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส

2.10.2 ทดสอบหาอัตราเขยาที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ   2.6.5   โดยแปรผันอัตราการเขยา
3 ระดับ คือ 150, 200 และ 250 รอบตอนาที  ตามลําดับ       โดยคงที่ความเขมขนของสารละลาย
กลูตารัลดีไฮดที่ 2.5%   วัดแอคติวิตีและโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธี
ดําเนินการวิจัยขอ  2.7  และ  2.8  ตามลําดับ    เลือกอัตราการเขยาที่เหมาะสม  สําหรับการตรึงรูป
เดกซแทรนเนส
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2.10.3 ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันเวลาในการทํา
ปฏิกิริยา 5 ระดับ คือ 30, 60, 120, 180 และ 300 นาที ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสาร
ละลายกลูตารัลดีไฮดที่ 2.5% และอัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที   วัดแอคติวิตีและโปรตีนของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.7 และ 2.8 ตามลําดับ เลือกเวลาที่ใช
ทําปฏิกิริยาที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส

2.10.4 ทดสอบหาปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่เหมาะสมที่ใชในการตรึงรูป
เอนไซม

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันปริมาณเอนไซม
เร่ิมตน 6 ระดับ คือ 0.0338, 0.0592, 0.0845, 0.1690, 0.3380 และ 0.6760 มิลลิกรัมของโปรตีนตอ
กรัมทรายแหง ตามลําดับ โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ 2.5%   อัตราการ
เขยาที่ 200 รอบตอนาที  และเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย  120 นาที
วัดแอคติวิตีและโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.7 และ
2.8  ตามลําดับ   เลือกปริมาณโปรตีนของเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่เหมาะสม สําหรับการ
ตรึงรูปเดกซแทรนเนส

2.10.5 ทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันเวลาที่ใชใน
ขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส 6 ระดับ คือ 15, 30, 45, 60, 120 และ 180 นาที  ตามลําดับ โดยคงที่
ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ 2.5%  อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที  เวลาในการทํา
ปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย 120 นาที และปริมาณโปรตีนเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่
0.1690 มก.โปรตีนตอกรัมทรายแหง  วัดแอคติวิตีและโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได
ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ   2.7   และ   2.8   ตามลําดับ  เลือกเวลาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
ที่เหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส
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2.10.6 ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮด
กับทราย

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันความเปนกรดดาง
ในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับตัวพยุงตั้งแต 4.0 – 8.0 (แปรผันที่ละ 0.5) โดย
คงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่  2.5%  อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที   เวลาใน
การทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย  120 นาที    ปริมาณโปรตีนเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่
0.1690 มก.โปรตีนตอกรัมทรายแหง  และเวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส  45 นาที
วัดแอคติวิตีและโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.7  และ
2.8  ตามลําดับ    เลือกความเปนกรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายที่
เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส

2.10.7 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมของบัพเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง
กลูตารัลดีไฮดกับทราย

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายบัพเฟอร 5 ระดับ คือ 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 โมลาร ตามลําดับ โดยคงที่ความเขม
ขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ 2.5%  อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที   เวลาในการทําปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย  120 นาที   ปริมาณโปรตีนเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่ 0.1690 มก.
โปรตีนตอกรัมทรายแหง   เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส   45  นาที   และคาความเปน
กรดดางในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ  7.0   วัดแอคติวิตีและ
โปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได  ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ  2.7 และ  2.8  ตามลําดับ        
เลือกความเขมขนของบัพเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิ ริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย                  
ที่เหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส

2.10.8 ทดสอบหาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันความเปนกรดดาง
ในขั้นตอนการตรึงรูปเดกซแทรนเนสตั้งแต 2.5 – 6.0 (แปรผันทีละ 0.5)  โดยคงที่ความเขมขนของ
สารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ 2.5% อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวาง
กลูตารัลดีไฮดกับทราย  120 นาที   ปริมาณโปรตีนเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่ 0.1690 มก.โปรตีนตอ
กรัมทรายแหง   เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส  45 นาที  ความเขมขนและคาความ



44

เปนกรดดางของสารละลายบัพเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทา
กับ 0.5 โมลาร และ 7.0  ตามลําดับ  วัดแอคติวิตีและโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได
ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.7 และ 2.8  ตามลําดับ เลือกคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการตรึงรูป
เดกซแทรนเนสที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส

2.10.9 ทดสอบหาความเขมขนที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันความเขมขนของ
สารละลายบัพเฟอรในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส  5  ระดับ  คือ  0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ
1.0 โมลาร ตามลําดับ  โดยคงที่ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ 2.5% อัตราการเขยาที่
200 รอบตอนาที   เวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย  120 นาที   ปริมาณ
โปรตีนเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่ 0.1690 มก.โปรตีนตอกรัมทรายแหง     เวลาที่ใชในขั้นตอนการ
ตรึงเดกซแทรนเนส  45  นาที    ความเขมขนและคาความเปนกรดดางของสารละลายบัพเฟอรใน
ขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายเทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0  ตามลําดับ  และ
คาความเปนกรดดางในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสเทากับ  4.0  วัดแอคติวิตีและโปรตีนของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ  2.7  และ  2.8  ตามลําดับ  เลือกคา
ความเขมขนของบัพเฟอรในขั้นตอนการตรึงรูปเดกซแทรนเนสที่เหมาะสม สําหรับการตรึงรูป
เดกซแทรนเนส

2.10.10 ทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป   ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.6.5 โดยแปรผันอุณหภูมิในการ
เตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป 2 ระดับ คือ 4 oซ และ อุณหภูมิหอง (28 – 31 oซ ) ตามลําดับ  โดยคงที่
ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่  2.5%  อัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที   เวลาในการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย  120 นาที   ปริมาณโปรตีนเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่
0.1690   มก.โปรตีนตอกรัมทรายแหง   เวลาที่ใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส  45  นาที
ความเขมขนและคาความเปนกรดดางของสารละลายบัพเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง 
กลูตารัลดีไฮดกับตัวพยุงเทากับ 0.5 โมลาร และ 7.0   ตามลําดับ    ความเขมขนและคาความเปน
กรดดางในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสเทากับ 0.05  โมลาร และ 4.0  ตามลําดับ วัดแอคติวิตี
และโปรตีนของเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เตรียมได ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.7 และ 2.8 ตามลําดับ
เลือกอุณหภูมิในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่เหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส   .
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2.11 ศึกษาการหลุดของเอนไซม (leaching) จากทรายของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยใสสารผสมปฏิกิริยาทั้งหมด ที่ความเปน
กรดดาง 4.5 รวมทั้งเดกซแทรนเนสตรึงรูป 100 มก. บมที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลัง
จากนั้นแยกเดกซแทรเนสตรึงรูปออก  และบมสารผสมปฏิกิริยาตอไปอีกเปนเวลา 15 นาที
ตลอดระยะเวลาในการทําปฏิกิริยานําสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดยวิธี
ของ Somogyi (1952) ทุกๆ 5 นาที

2.12 ศึกษาภาพถายอิเลคตรอน โดยใชเครื่องถายภาพ Scanning Electron Microscope เปรียบเทียบ
ภาพปรากฏของโปรตีนเอนไซมบนผิวของทราย (ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย)

ดําเนินการโดยนําตัวอยางทรายกอนและหลังทําการตรึงรูปเอนไซม ไปสองดูภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) เพื่อดูภาพปรากฏของ
โปรตีนที่ยึดติดอยูบนผิวของทราย
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2.13  การศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเปรียบเทียบกับเดกซแทรนเนสอิสระ

2.13.1   ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับ
เดกซแทรนเนสอิสระ

บมเดกซแทรนเนสอิสระปริมาณที่เทาๆ กัน และเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 100 มก.
ในสารผสมของปฏิกิริยาที่มีความเปนกรดดางในชวงตางๆ โดยใชสารละลายบัพเฟอรความเขมขน
0.05 โมลาร ของ

ไกลซีนไฮโดรคลอไรด บัพเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง  2.5 – 3.5
อะซิเตท บัพเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง  3.5 – 6.0
ฟอสเฟต บัพเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง  6.0 – 7.0

บมที่อุณหภูมิ 55 oซ  เปนเวลา 15 นาที แลววัดแอคติวิตีตามวิธีการดําเนินการวิจัยขอ 2.7 ภายใต
สภาวะที่เหมาะสม

เปรียบเทียบชวงความเปนกรดดางที่เดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ 
แสดงแอคติวิตี โดยใชกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตีสัมพันธกับคาความเปนกรดดางของสาร
ผสมปฏิกิริยา (โดยแอคติวิตีสัมพัทธที่ 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีสูงสุดของแตละการทดลอง)

2.13.2   อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับ
เดกซแทรนเนสอิสระ

บมเดกซแทรนเนสอิสระปริมาณที่เทาๆ กัน และเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 100 มก.
ในสารผสมของปฏิกิริยาที่ความเปนกรดดาง 4.5 และ 5.0 ตามลําดับ ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่
40, 45, 50, 55, 60, 65 และ 70 oซ เปนเวลา 15 นาที    แลววัดแอคติวิตี   ตามวิธีการดําเนินการวิจัย
ขอ  2.7  ภายใตสภาวะที่เหมาะสม

เปรียบเทียบชวงอุณหภูมิที่เดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ แสดงแอคติวิตี
โดยใชกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตีสัมพันธกับอุณหภูมิที่ใชบมทําปฏิกิริยา (โดยแอคติวิตี
สัมพัทธที่ 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีสูงสุดของแตละการทดลอง)
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2.13.3     ความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและ
เดกซแทรนเนสอิสระ

บมเดกซแทรนเนสอิสระปริมาณที่เทาๆ กัน และเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 100 มก.
ในสารละลายบัพเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ชนิดตางๆ คือ

ไกลซีนไฮโดรคลอไรด บัพเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง   2.5 – 3.5
อะซิเตท บัพเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง   3.5 – 6.0
ฟอสเฟต บัพเฟอร ในชวงความเปนกรดดาง   6.0 – 7.0

ที่อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 30 นาที    แลววัดแอคติวิตีของเดกซแทรเนสอิสระและเดกซแทรนเนส
ตรึงรูป  ตามวิธีการดําเนินการวิจัยขอ 2.7 ภายใตสภาวะที่เหมาะสม

เปรียบเทียบความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรน
เนสอิสระ โดยใชกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตีสัมพัทธกับคาความเปนกรดดางที่ใชในการ
บม     (โดยแอคติวิตีสัมพัทธที่ 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมไดบม)

2.13.4   ความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรนเนสอิสระ

บมเดกซแทรนเนสอิสระปริมาณที่เทาๆ กัน  และเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 100 มก.
ในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ที่ความเปนกรดดาง 4.5 และ 5.0 ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ
40, 45, 50, 55, 60, 65 และ 70 oซ เปนเวลา  30 นาที  แลววัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสอิสระและ
เดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีการดําเนินการวิจัยขอ 2.7 ภายใตสภาวะที่เหมาะสม

เปรียบเทียบความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสตรึงกับเดกซแทรนเนสอิสระ โดย
ใชกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตีสัมพัทธกับอุณหภูมิที่ใชบมทําปฏิกิริยา (โดยแอคติวิตี
สัมพัทธที่ 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีของเอนไซมที่ไมไดบม)



48

2.13.5 ความเสถียรของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในระหวางการเก็บ

เก็บเดกซแทรนเนสตรึงรูป ในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปนกรดดาง
4.5 และ 5.0 ที่อุณหภูมิ 4 oซ แลววัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป ในชวงเวลาการเก็บ 30 วัน
โดยวัดแอคติวิตีทุกๆ 2 วัน

2.13.6 ทดสอบหาจํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป

บมเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 100 มก. ในสารผสมปฏิกิริยา โดยแบงออกเปน 2 การ
ทดลองดังนี้

1. เปรียบเทียบอุณหภูมิที่ 40 และ 50 oซ   โดยคงความเปนกรดดางที่ 5.0
2. เปรียบเทียบความเปนกรดดางที่ 4.5 และ 5.0   โดยคงอุณหภูมิที่ 40 oซ

ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 15 นาที แลวแยกสวนน้ําใสออก นําไปตมเดือดเพื่อหยุดปฏิกิริยา
แลววัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป สวนเดกซแทรนเนสตรึงรูปนําไปลางดวยบัพเฟอร
หลังจากนั้นนํากลับมาใชซํ้าในรอบใหม โดยทําการใชซํ้า 10 รอบ ตอเนื่องกัน

2.13.7 หาคา  Km  ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน
ที–2000

บมเดกซแทรนอิสระในปริมาณที่เทาๆ กัน และเดกซแทรนเนสตรึงรูปปริมาณ 100 มก. ใน
สารผสมปฏิกิริยา โดยแปรผันความเขมขนของเดกซแทรน ที–2000 ตั้งแต 0.15625 – 2.5%           
(0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25 และ 2.5%  ตามลําดับ)   ที่อุณหภูมิ   55 oซ   เปนเวลา 15 นาที
วัดแอคติวิตีของเอนไซม นําคาที่ไดไปเขียนกราฟในรูปของไลน-ลิเวอรเบิรกระหวาง 1/V และ1/[S]
หาจุดตัดแกน X นําคาไปคํานวณเพื่อหาคา Km ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป



บทท่ี 3

ผลการทดลอง

3.1 การตรึงรูปเดกซแทรนเนสแบบลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต

ทําการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ   2.6.6   แลววัดแอคติวิตีและ
แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนส ในลักษณะที่เปนเม็ดเจลและสารละลายจากการสลายเม็ดเจล
รวมทั้งวัดความแข็งของเม็ดเจล (gel strength) ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ  2.9

ตารางที่   9    แสดงการเปรียบเทียบแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะระหวางเดกซแทรนเนสอิสระกับ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยวิธีลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต ตามวิธีของนุสรา เจริญกิจทวี, 2539.

รูปแบบเอนไซม 1
แอคติวิตี
ทั้งหมด
(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง

(มก.)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย / มก.โปรตีน)

เดกซแทรนเนสตรึงรูป
(วิเคราะหในรูปเม็ดเจล)

31.34 0.8471 64.93

เดกซแทรนเนสตรึงรูป
(วิเคราะหในรูปสารละลายจากเม็ดเจล)

350.17 0.8471 725.44

เดกซแทรนเนสอิสระ 1,918.70 ----- 500.18

 1  ปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ใชในทุกกรณีเทากับ  3.8360  มก.

พบวา เอนไซมเดกซแทรนเนสมีแอคติวิตีจําเพาะลดลง เมื่อถูกตรึงรูปโดยวิธีลอมจับดวย
แคลเซียมอัลจิเนต และในแงของแอคติวิตีจะมีความแตกตางกันมากระหวางเดกซแทรนเนสตรึงรูป
ในลักษณะที่เปนเม็ดเจลและสารละลายจากการสลายเม็ดเจล เมื่อเทียบจากน้ําหนักเม็ดเจลที่เทากัน
ดังตารางที่  9   นอกจากนี้จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีนที่ตรึงไดในเม็ดเจลนั้น คอนขางต่ําเมื่อเปรียบ
เทียบกับปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซมอิสระที่ใชตรึง
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และเมื่อนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาไฮโดรไลซเดกซแทรน ที – 2000 แบบตอเนื่อง แลว
วิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและความแข็งของเม็ดเจล (gel strength)  พบวา
แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสลดลงอยางรวดเร็วเมื่อผานการใชงานเพียง  2  รอบเทานั้น  โดยสูญเสีย
แอคติวิตีไปมากกวา 80%   ดังแสดงในรูปที่  8  นอกจากนี้ยังเกิดการบวมของเม็ดเจล โดยที่เม็ดเจล
มีขนาดใหญขึ้น ยังผลใหความแข็งของเม็ดเจลลดลงอยางตอเนื่อง เมื่อนํากลับมาใชงานซ้ํา ดังผล
การทดลองแสดงในรูปที่ 9 จากขอจํากัดของเดกซแทรนเนสตรึงรูปดวยแคลเซียมอัลจิเนตดังกลาว
มาขางตน  จึงมีความพยายามในการเปลี่ยนวิธีการตรึงรูปเดกซแทรนเนสใหม ใหมีความเหมาะสม
มากที่สุดในการนําไปใชงานจริง โดยตองคํานึงถึงความสะดวกในการเตรียม ประหยัดคาใชจาย
และคุณสมบัติที่ดีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป



51

รูปท่ี  8  ผลของการใชซ้ําของเดกซแทรนเนสตรึงรูปดวยแคลเซียมอัลจิเนต
ในการยอยสลายเดกซแทรน ที - 2000 ตอแอคติวิตีของเอนไซม
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รูปท่ี   9   ผลของการใชซ้ําของเดกซแทรนเนสตรึงรูปดวยแคลเซียมอัลจิเนต
ในการยอยสลายเดกซแทรน ที 2000 ตอความแข็งของเม็ดเจล
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3.2 การเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปโดยใชทรายเปนตัวพยุง

จากการบวมของเม็ดเจลตรึงแคลเซียมอัลจิเนต ซ่ึงมีผลทําใหแอคติวิตีของเอนไซม และ
ความแข็งของเม็ดเจลลดลงอยางควบคุมไมได จึงทดลองทําการตรึงรูปเอนไซมบนตัวพยุงของแข็ง
เพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว โดยใชทรายแมน้ําขนาด 16 – 20 เมช (ภาคผนวก ค.)  ที่คัดเลือกจาก
สถานที่ตางๆ กัน 3 แหลง เพื่อทําหนาที่เปนตัวพยุงในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ภายใตภาวะ
การตรึงรูป   ตามวิธีการดําเนินการวิจัยขอ  2.6.3,   2.6.4  และ 2.6.5  ใหผลการทดลองดังแสดงใน
ตารางที่ 10

ตารางที่ 10  ผลของวิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปบนทรายขนาด 16 – 20 เมช

วิธีการเตรียม
ตัวอยาง
ทราย

แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

1 1.6080 0.0435 36.97 8.89
2 1.9764 0.0435 45.43 10.92แบบที่ 1 2
3 1.8420 0.0653 28.21 6.78
1 8.7132 0.1400 62.24 14.96
2 7.8066 0.1200 65.06 15.64แบบที่ 2 3
3 8.3040 0.1200 69.20 16.63
1 14.0352 0.1400 100.25 24.10
2 15.5556 0.1500 103.70 24.93แบบที่ 3 4
3 14.5032 0.1400 103.59 24.90

เอนไซมอิสระเริ่มตน 1,364.52 ----- 416.01 -----

หมายเหต ุ   ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 3.3800 มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม
2 วิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปแบบที่ 1 : Sand + APTS + Glutaraldehyde + Dextranase
3 วิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปแบบที่ 2 : Sand + Dextranase
4 วิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปแบบที่ 3 : Sand + Glutaraldehyde + Dextranase
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จากวิธีการตรึงสามวิธีที่เลือกพบวา    มีความแตกตางกันของแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส
ตรึงรูปในทั้งสามวิธี และเมื่อพิจารณาในแงแอคติวิตีจําเพาะ ประกอบกับเปอรเซ็นตแอคติวิตีที่
กักขังไว (% activity retained)     ที่ไดจากการวิเคราะหแอคติวิตีที่อุณหภูมิ 55 oซ   และความเปน
กรดดางที่  4.5  แลวนั้น   วิธีการตรึงรูปแบบที่ 3   จะใหแอคติวิตี   แอคติวิตีจําเพาะ   และเปอรเซ็นต
แอคติวิตีที่กักขังไว  สูงกวาวิธีการเตรียมแบบอื่นๆ       นอกจากนี้ในแตละวิธีไดใชตัวอยางทราย
ตางตัวอยางกัน  3  ชุด มาทําการทดลอง  แตไมปรากฏความแตกตางของแอคติวิตีของทรายทั้ง 3 ชุด
ภายในวิธีการเตรียมแบบเดียวกัน     ดังนั้นจึงไดเลือกวิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปแบบที่  3
เพื่อใชเปนแนวทางในการศึกษาการตรึงรูปเดกซแทรนเนสตอไป
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3.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนผิวของทราย

3.3.1  ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ทําการแปรผันความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด   ในขั้นตอนการตรึงเอนไซม
เดกซแทรนเนส  ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.10.1  ออกเปน 4 ระดับ คือ 1.0, 2.5, 3.5 และ 5.0%
แลววิเคราะหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป       ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางที่ 11 และ รูปที่ 10

ตารางที่     11     ผลความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับการเตรียม
เดกซแทรนเนสตรึงรูป

ความเขมขนของ
กลูตารัลดีไฮด

(%)

แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

1.0 12.9678 0.2200 58.94 14.35
2.5 14.9412 0.1400 106.72 25.99
3.5 14.4001 0.1400 102.86 25.05
5.0 14.6496 0.1400 104.64 25.48

เอนไซมอิสระเริ่มตน 1,387.92 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 3.3800 มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม

พบวาสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ความเขมขน   2.5%    จะทําใหเดกซแทรนเนสตรึงรูปมี
แอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุดคือ  14.9412  หนวย และ 106.72 หนวยตอมก.โปรตีน
ตามลําดับ และมีเปอรเซ็นตแอคติวิตีที่กักขังไว  25.99%   ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนของสารละลาย
กลูตารัลดีไฮด  2.5%  ไปใชในการทดลองตอไป
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รูปที่    10    ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสม
สําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป
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3.3.2 อัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ทําการแปรผันอัตราการเขยาสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป  ตามวิธีดําเนินการ
วิจัยขอ  2.10.2   ออกเปน   3  ระดับ  คือ 150, 200 และ 250  รอบตอนาที   แลววิเคราะหแอคติวิตี
และแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป   ผลการทดลองแสดงดังตารางที่  12 และ รูปที่  11

ตารางที่ 12  ผลของอัตราการเขยาที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

อัตราการเขยา
(รอบตอนาที)

แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

150 15.4386 0.1400 110.28 26.86
200 15.1320 0.1400 108.09 26.32
250 15.0588 0.1400 107.56 26.19

เอนไซมอิสระเริ่มตน 1,387.92 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 3.3800 มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม

พบวา ทั้งแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมที่ตรึงโดยใชอัตราการเขยาทั้ง 3 ระดับ
ไมใหความแตกตางกันแตอยางไร  อีกทั้งโปรตีนที่ถูกตรึงก็มีปริมาณที่เทากันดวยทั้ง  3  สภาวะ
ดังนั้นเพื่อความสะดวกในการทําการทดลอง  จึงเลือกใชอัตราการเขยาที่ 200 รอบตอนาที ในการ
ทดลองตอๆ ไป
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รูปที่  11  อัตราเขยาที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

100 150 200 250 300
อัตราการเขยา ( รอบตอนาที )

แอ
คติ

วิตี
ทั้ง

หม
ด (

 หน
วย

 ) 
 แอ

คติ
วิต

ีจําเ
พา

ะ (
 หน

วย
ตอ

มก
.โป

รตี
น )

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

ปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง ( มก. )

แอคติวิตีทั้งหมด แอคติวิตีจําเพาะ ปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง
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3.3.3 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย

ดําเนินการแปรผันเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย  5  ระดับ
ตามวิธีดําเนินวิจัยขอ  2.10.3    คือ   30, 60, 120, 180 และ 300 นาที    แลวตรวจสอบแอคติวิตีและ
แอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ตารางที่  13  ผลของเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย

เวลา
(นาที)

แอคติวิตี
ทั้งหมด 1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

30 17.8950 0.3400 52.63 12.82
60 16.4328 0.2200 74.69 18.19
120 14.9706 0.1400 106.93 26.04
180 15.3216 0.1400 109.44 26.65
300 15.1464 0.1400 108.19 26.35

เอนไซมอิสระเริ่มตน 1,387.92 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตน เทากับ 3.3800 มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม

พบวา ระยะเวลาที่ดีที่สุดในการทําปฏิกิริยาคือ 120 นาที ดังตารางที่ 13 และ รูปที่ 12  เมื่อ
พิจารณาจากแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป โดยที่ตั้งแตชวงเวลา 120 – 300 นาที มีคา
ใกลเคียงกับมาก และในสวนของปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงนั้นเริ่มมีคาคงที่ตั้งแตระยะเวลา 120 นาที
เทากับ 0.1400 มก.โปรตีน เปนตนไป ดังนั้นจึงเลือกใชเวลาในการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดี-
ไฮดกับทราย 120 นาที สําหรับในการทําการทดลองตอไป
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รูปที่  12   เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330
เวลาในการทําปฏิกิริยา ( นาที )

แอ
คติ

วิตี
ทั้ง

หม
ด (

 หน
วย

 ) 
 แอ

คติ
วิต

ีจําเ
พา

ะ (
 หน

วย
ตอ

มก
.โป

รต
ีน )

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

ปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง ( มก. )

แอคติวิตีทั้งหมด แอคติวิตีจําเพาะ ปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง



61

3.3.4 ปริมาณของเอนไซมเดกซแทรนเนสที่เหมาะสมที่ใชในการตรึงรูป

จากการทดลองกอนหนา ทําใหทราบวาโปรตีนที่ถูกตรึงรูปบนตัวพยุงนั้นมีคอนขางนอย
เพื่อลดการสิ้นเปลืองเอนไซมที่ใชเร่ิมตนในการตรึงรูป      จึงทดลองการแปรผันปริมาณเอนไซม
เร่ิมตนที่ใชตรึงตั้งแต  0.1690  –  3.3800  มก.โปรตีน   แลวตรวจสอบแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะ
ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ตารางที่  14  ผลของปริมาณโปรตีนของเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตนที่เหมาะสมที่ใชในการ
ตรึงรูปเอนไซม

ปริมาณโปรตีนเริ่มตน
(มก.โปรตีน ) (มก.โปรตีนตอ

กรัมทรายแหง)

แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

เปอรเซ็นต
การยึดติด
ของโปรตีน

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย / มก.
โปรตีน)

0.1690 0.0338 10.7016 0.0650 38.46 164.64
0.2958 0.0592 12.8070 0.0800 27.05 160.09
0.4225 0.0845 13.6842 0.0800 18.93 171.05
0.8450 0.1690 16.3158 0.1400 16.57 116.54
1.6900 0.3380 17.7780 0.1600 9.47 111.11
3.3800 0.6760 14.4150 0.1400 4.14 102.96

หมายเหตุ
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม

พบวา  การเพิ่มขึ้นของปริมาณโปรตีนเริ่มตนจาก 0.1690 ถึง 3.3800 มก. นั้น มีผลทําให
ปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงและแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเพิ่มขึ้น และเขาสูภาวะคงที่เมื่อใช
ปริมาณโปตีนเริ่มตนตั้งแต 0.8450 มก. เปนตนไป  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 14  และรูปที่  13
แตเมื่อพิจารณาในแงของแอคติวิตีจําเพาะ และเปอรเซ็นตการยึดติดของโปรตีน       ผลการทดลอง
จะตรงกันขามคือ คาพารามิเตอรทั้งสองดังกลาวขางตนจะลดลง เมื่อมีการเพิ่มของปริมาณโปรตีน
เร่ิมตน   อยางไรก็ตาม  เมื่อพิจารณาทางดาน 2 พารามิเตอรที่สําคัญคือ แอคติวิตีและปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึงควบคูกัน ซ่ึงมีความนาเชื่อถือมากกวา จึงเลือกที่จะใชปริมาณโปรตีนของเอนไซมเร่ิมตน
เทากับ 0.8450 มก. ในการทดลองขั้นตอไป
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รูปที่   13    ปริมาณโปรตีนเริ่มตนของเอนไซมเดกซแทรนเนสที่เหมาะสม
ที่ใชในการตรึงรูปเอนไซม
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3.3.5 เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

ทําการแปรผันเวลาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที่เวลาตั้งแต 15, 30, 45, 60, 120 และ
180 นาที  แลวตรวจสอบแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ตารางที่ 15  ผลของเวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

เวลา
(นาที)

แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

15 14.0352 0.1200 116.96 28.48
30 15.4968 0.1300 119.21 29.03
45 16.9590 0.1400 121.14 29.50
60 16.9302 0.1400 120.93 29.45
120 16.9008 0.1400 120.72 29.40
180 16.4910 0.1400 117.79 28.69

เอนไซมอิสระเริ่มตน 346.98 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 0.8450  มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม

พบวาเมื่อระยะเวลาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสเพิ่มขึ้นตั้งแต   15   ถึง  180  นาที
มีผลใหปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงและแอคติวิตีเพิ่มขึ้น    ดังตารางที่  15 และ รูปที่  14   และจะเขาสู
ภาวะคงที่เมื่อเวลาผานไป 45 นาที มีคาเทากับ  0.1400  มก.โปรตีน และประมาณ  16.9  หนวย
ตามลําดับ  สําหรับที่เวลา 45 นาทีนั้น  เปนเวลาที่ส้ันที่สุดสําหรับขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
ที่ใหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุด ดังนั้นจึงเลือกไปใชในการทดลองขั้นตอไป
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รูปที่    14   เวลาที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
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3.3.6 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย

ดําเนินการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.10.6 โดยแปรผันคา
ความเปนกรดดางตั้งแต  4.0  –  8.0  (เพิ่มคาความเปนกรดดางครั้งละ 0.5 หนวย)       แลววิเคราะห
แอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

พบวา  ตั้งแตคาความเปนกรดดาง  6.0  ถึง  7.0   แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสมีแนวโนม
เพิ่มขึ้น  ตามคาความเปนกรดดางของสารละลายกลูตารัลดีไฮด และตั้งแตคาความเปนกรดดาง  7.5
เปนตนไป มีผลทําใหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสลดลง ดังตารางที่  16  และ รูปที่  15  โดยที่ความ
เปนกรดดางเทากับ 7.0 จะใหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุดคือ 17.3478 หนวย และ 123.91
หนวยตอมก.โปรตีน ตามลําดับ  จึงเลือกคาความเปนกรดดางของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ 7.0
ไปใชในการทดลองขั้นตอไป
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ตารางที่  16  ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮด
กับทราย

ชนิดบัพเฟอร
แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   4.0 12.1054 0.1400 86.47 21.06
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   4.5 12.2222 0.1400 87.30 21.26
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   5.0 12.3196 0.1450 84.96 20.69
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   5.5 12.5146 0.1450 86.31 21.02
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   6.0 14.3568 0.1500 95.71 23.31
ฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช  6.0 13.6257 0.1500 90.84 22.12
ฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช  6.5 15.5553 0.1500 103.70 25.25
ฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช  7.0 17.3478 0.1400 123.91 30.18
ฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช  7.5 15.8187 0.1400 112.99 27.52
ฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช  8.0 15.1755 0.1450 104.66 25.49
เอนไซมอิสระเริ่มตน 346.98 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 0.8450 มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม
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รูปที่    15    ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง
กลูตารัลดีไฮดกับทราย
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3.3.7 ความเขมขนที่เหมาะสมของบัพเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮด
กับทราย

ดําเนินการแปรผันความเขมขนของสารละลายบัพเฟอร   5  ระดับคือ  0.01,  0.05,  0.1,  0.5
และ  1.0 โมลาร     แลวิเคราะหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ตารางที่   17       ผลของความเขมขนที่เหมาะสมของบัพเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง
กลูตารัลดีไฮดกับทราย

ความเขมขนของบัพเฟอร
(โมลาร)

แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

0.01 12.6900 0.1400 90.64 22.07
0.05 14.4150 0.1400 102.96 25.07
0.1 15.6432 0.1400 111.74 27.21
0.5 17.1348 0.1400 122.39 29.81
1.0 16.1406 0.1400 115.29 28.08

เอนไซมอิสระเริ่มตน 346.98 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 0.8450  มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม

พบวา   ไมมีความแตกตางในแงของปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง      แตมีความแตกตางในแง
แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูป   โดยที่การเพิ่มความเขมขนของสารละลายบัพเฟอร  มีผลให
แอคติวิตีเพิ่มขึ้นดวย ดังตารางที่ 17 และ รูปที่ 16     ซ่ึงความเขมขนที่  0.5  โมลาร    จะใหแอคติวิตี
ดีที่สุด   ดังนั้นจึงเลือกคาความเขมขนของบัพเฟอรดังกลาวไปใชในการทดลองขั้นตอไป



69

รูปที่   16   ความเขมขนที่เหมาะสมของบัพเฟอรในขั้นตอนการทําปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย
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3.3.8 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

ดําเนินการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนส ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ  2.10.8  โดยแปรผัน
ความเปนกรดดางตั้งแต  2.5  –  6.0   (เพิ่มคาความเปนกรดดางครั้งละ 0.5 หนวย)    แลววิเคราะห
แอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ตารางที่ 18  ผลของความเปนกรดดางที่เหมาะสมในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

ชนิดบัพเฟอร
แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)
ไกลซีนไฮโดรคลอไรด บัพเฟอร  พีเอช  2.5 12.9822 0.1300 99.86 24.32
ไกลซีนไฮโดรคลอไรด บัพเฟอร  พีเอช   3.0 13.7424 0.1300 105.71 25.74
ไกลซีนไฮโดรคลอไรด บัพเฟอร  พีเอช   3.5 16.6668 0.1400 119.05 25.51

อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   3.5 15.5556 0.1400 111.11 27.06
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   4.0 17.5440 0.1400 125.31 30.52
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   4.5 15.2046 0.1400 108.60 26.45
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   5.0 8.5932 0.0900 95.51 26.17
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   5.5 5.3802 0.0600 89.67 21.84
อะซิเตทบัพเฟอร  พีเอช   6.0 3.9768 0.0500 79.54 19.37
เอนไซมอิสระเริ่มตน 346.98 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ    ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ  0.8450  มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด  6.0  กรัม

พบวา ตั้งแตชวงความเปนกรดดาง   2.5  ถึง  4.0    ปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงจะเพิ่มขึ้นตาม
คาความเปนกรดดาง และตั้งแตคาความเปนกรดดางที่ 4.5 เปนตนไปนั้น ปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง
ก็จะลดลงตามลําดับ  ดังตารางที่ 18  และ รูปที่ 17    โดยท่ีความเปนกรดดาง 4.0 เดกซแทรนเนส
ตรึงรูปจะมีแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุดคือ 17.5440 หนวยและ 125.31 หนวยตอมก.โปรตีน
ตามลําดับ    ดังนั้นจึงเลือกคาความเปนกรดดางในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสที่  4.0  ไปใชใน
การทดลองขั้นตอไป
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รูปท่ี   17    ความเปนกรดดางท่ีเหมาะสมในข้ันตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
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3.3.9 ความเขมขนที่เหมาะสมของบัพเฟอรในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

ดําเนินการแปรผันความเขมขนของสารละลายบัพเฟอร   5   ระดับคือ  0.01, 0.05, 0.1, 0.5
และ 1.0 โมลาร     แลววิเคราะหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ตารางที่ 19  ผลของความเขมขนที่เหมาะสมของบัพเฟอรในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส

ความเขมขนของบัพเฟอร
(โมลาร)

แอคติวิตี
ทั้งหมด 1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

0.01 16.9008 0.1400 120.72 29.40
0.05 17.6022 0.1400 125.73 30.62
0.1 16.0818 0.1400 114.87 27.97
0.5 15.8478 0.1400 113.20 27.57
1.0 13.7424 0.1400 98.16 23.90

เอนไซมอิสระเริ่มตน 346.98 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 0.8450 มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.0 กรัม

พบวา ไมมีความแตกตางในแงของปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง แตมีความแตกตางในแงของ
แอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะ ดังตารางที่ 19 และ รูปที่ 18  โดยท่ีความเขมขนเทากับ 0.05 โมลาร
จะใหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูปดีที่สุดคือ 17.6022 หนวย และ
125.73 หนวยตอมก.โปรตีน ตามลําดับ ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนที่ 0.05 โมลาร ไปใชในการ
ทดลองขั้นตอไป
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รูปที่   18   ความเขมขนที่เหมาะสมของบัพเฟอรในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
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3.3.10 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ดําเนินการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป ตามวิธีดําเนินการวิจัยขอ 2.10.10 เพื่อเปรียบเทียบ
อุณหภูมิที่ใชในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป  ระหวางอุณหภูมิหอง (28 – 31 oซ) และที่
อุณหภูมิ 4  oซ   แลววิเคราะหแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

ตารางที่ 20  ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

อุณหภูมิ
แอคติวิตี
ทั้งหมด1

(หนวย)

ปริมาณโปรตีน
ที่ถูกตรึง 1

(มก.โปรตีน)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

แอคติวิตี
ที่กักขังไว

(%)

อุณหภูมิหอง 28 – 31 oซ 17.8950 0.1400 127.82 31.13
4 oซ 16.9008 0.1350 125.19 30.49

เอนไซมอิสระเริ่มตน 346.98 ----- 410.63 -----

หมายเหตุ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ 0.8450 มก.
1 คํานวณจากน้ําหนักเปยกของทรายทั้งหมด 6.00 กรัม

พบวา ไมมีความแตกตางทั้งในแงของแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง โดยที่อุณหภูมิ
ทั้ง 2 สภาวะนี้ ใหแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงใกลเคียงกันมาก  ดังแสดงในตารางที่  20
ดังนั้นเพื่อความสะดวกในการทําการทดลองและประหยัดพลังงานที่ตองใชในการควบคุมอุณหภูมิ 
จึงเลือกใชอุณหภูมิหองสําหรับการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป
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3.4 ศึกษาการหลุดของเดกซแทรนเนส (leaching) จากทรายที่ทําหนาที่เปนตัวพยุงของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูป

จากวิธีดําเนินการวิจัยขอ    2.11   โดยวัดแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสกอนและหลังการ
แยกเอาเดกซแทรนเนสตรึงรูปออกจากสารผสมปฏิกิริยาพบวา หลังการแยกเดกซแทรนเนสตรึงรูป
ออกจากระบบ ปริมาณของน้ําตาลรีดิวซในระบบที่ไดนั้น คอนขางคงที่ ที่เวลา  20, 25 และ 30 นาที
หรือ 5, 10 และ 15 นาที ตามลําดับ หลังการเอาเดกซแทรนเนสตรึงรูปออก ซ่ึงแสดงวาไมมีการหลุด
ของเอนไซม หรือมีการหลุดออกนอยมาก ดังแสดงในรูปที่  19

รปูที ่  19   ผลของการหลุดของเอนไซม ( leaching ) จากทรายทีท่าํหนาทีเ่ปน
ตวัพยงุของเดกซแทรนเนสตรงึรปู
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3.5  ศึกษาภาพถายอิเลคตรอนโดยใชเครื่องถายภาพ Scanning Electron Microscope (SEM)    
เปรียบเทียบภาพปรากฏของโปรตีนเอนไซมบนผิวของทราย

หลังจากดําเนินการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสภายใตสภาวะในการตรึงที่เหมาะสม
โดยใชทรายเปนตัวพยุงแลว   จึงนําตัวอยางทรายที่ใชในการตรึงรูปเอนไซม   ไปสองดูภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด เพื่อเปรียบเทียบลักษณะพื้นผิวของทรายทั้งกอนและหลังทํา
การตรึงรูปเอนไซม  พบวา ทรายที่นํามาใชทดลองนั้น หลังจากผานขั้นตอนการเตรียมตัวพยุงจะทํา
ใหพื้นผิวสะอาดขึ้น โดยไมมีส่ิงสกปรกติดอยูที่พื้นผิว และเมื่อนํามาใชตรึงรูปเอนไซมโดยดําเนิน
การภายใตสภาวะที่เหมาะสมแลวนั้น มีผลทําใหโมเลกุลโปรตีนของเอนไซมสามารถยึดเกาะติดอยู
บริเวณพื้นผิวของทราย  โดยสังเกตเห็นไดเปนลักษณะกลุมกอนเล็กๆ บริเวณรอบผิวทราย ดังแสดง
ในรูปที่  20  และ  21
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3.6 การศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเปรียบเทียบกับเดกซแทรนเนสอิสระ

3.6.1   ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรนเนสอิสระ

เมื่อทําการแปรผันความเปนกรดดางในชวง 2.5 – 7.0 และวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม
พบวา   เดกซแทรนเนสอิสระมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานคือ  4.5     ขณะที่
เดกซแทรนเนสตรึงรูปมีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางาน คือ   5.0       ดังแสดงในรูป
ที่  22

 ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไป   จะบมปฏิกิริยาของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรน
เนสตรึงรูปที่ความเปนกรดดางคือ  4.5  และ  5.0   ตามลําดับ

3.6.2   อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรนเนสอิสระ

เมื่อทดลองบมปฏิกิริยาของเอนไซมที่อุณหภูมิตั้งแต   40  –  70 oซ  พบวา เดกซแทรนเนส
อิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป  มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานเทากันคือ  55 oซ   ดังแสดง
ในรูปที่   23     และยังพบวา ที่อุณหภูมิ  60 และ  65 oซ   เดกซแทรนเนสอิสระจะสูญเสียแอคติวิตี
ไปถึง  70%  และ  98%    ตามลําดับ   ในขณะที่เดกซแทรนเนสตรึงรูป ยังมีแอคติวิตีสูงกวา 55%  ที่
อุณหภูมิทั้งสอง



79

รูปท่ี   22   ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรเนสตรึงรูป
และเดกซแทรนเนสอิสระ
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ฟอสเฟตบพัเฟอร(เดกซแทรนเนสอิสระ)
ไกลซนีไฮโดรคลอไรดบพัเฟอร(เดกซแทรนเนสตรึงรูป)
อะซเิตทบพัเฟอร(เดกซแทรนเนสตรึงรูป)
ฟอสเฟตบพัเฟอร(เดกซแทรนเนสตรึงรูป)
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รูปที ่  23   อุณหภมูทิีเ่หมาะสมตอการทาํงานของเดกซแทรนเนสตรึงรูป
และเดกซแทรนเนสอสิระ
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3.6.3  ความเสถียรตอความเปนกรดดางของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ

บมเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป ในบัพเฟอรที่แปรคาความเปน
กรดดางในชวง  2.5  –  7.0   ที่อุณหภูมิ  4 oซ   เปนเวลา  30  นาที        แลวนําไปวิเคราะหแอคติวิตี
ที่เหลือ โดยบมปฏิกิริยาภายใตภาวะที่เหมาะสม พบวา เดกซแทรนเนสอิสระมีความเสถียรตอความ
เปนกรดดางในชวงตั้งแต   4.5  –  6.5     โดยคาความเปนกรดดางที่  4.0  และ  7.0    เดกซแทรนเนส
อิสระยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูมากกวา  80%   และในชวง  2.5  –  4.0  ก็ยังมีแอคติวิตีเหลืออยู
ประมาณ  60%      สวนในเดกซแทรนเนสตรึงรูป  มีความเสถียรตอความเปนกรดดางที่แคบกวาคือ
ตั้งแต  3.5  –  4.5      โดยที่คาความเปนกรดดาง  2.5  –   3.0  และ  5.0     มีแอคติวิตีเหลืออยู
ประมาณ  95%  และในชวง  5.5  –  7.0   ยังมีแอคติวิตีเหลืออยูประมาณ  60%  ดังแสดงในรูปที่   24

3.6.4  ความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสตรึงรูปกับเดกซแทรนเนสอิสระ

นําเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป มาบมที่อุณหภูมิ 40 – 70 oซ  เปนเวลา
30 นาที แลวจึงนําไปวิเคราะแอคติวิตีที่เหลืออยู โดยทําปฏิกิริยาภายใตสภาวะที่เหมาะสมของ
เอนไซม    พบวา   เดกซแทรนเนสตรึงรูปยังมีแอคติวิตีคงเหลือ   100%   ที่อุณหภูมิสูงถึง  50 oซ
ในขณะที่เดกซแทรนเนสอิสระจะมีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 100%  ที่อุณหภูมิ 40 – 45 oซ ดัง
แสดงในรูปที่ 25 และจะสูญเสียแอคติวิตีรวดเร็วกวาเมื่อเทียบกับเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่อุณหภูมิ
เดียวกัน



82

รูปที่   24   ความเสถียรตอความเปนกรดดาง ของเดกซแทรนเนสตรึงรูป
และเดกซแทรนเนสอิสระ
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ไกลซีนไฮโดรคลอไรดบัพเฟอร(เดกซแทรนเนสตรึงรูป)
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รูปที่    25    ความเสถียรตออุณหภูมิของเดกซแทรนเนสตรึงรูป
และเดกซแทรนเนสอิสระ
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3.6.5  ความเสถียรของเดกซแทรนเนสตรึงรูปในระหวางการเก็บ

เมื่อทดลองเก็บเดกซแทรนเนสตรึงรูปในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความ
เปนกรดดาง 4.5 และ 5.0  ที่อุณหภูมิ   4  oซ เปนเวลา  30  วัน  โดยทําการวัดแอคติวิตีทุกๆ 2 วัน
พบวา    เดกซแทรนเนสตรึงรูปยังคงรักษาแอคติวิตีไวไดดีที่ความเปนกรดดาง   4.5        ดังแสดงใน
รูปที่   26   โดยมีแอคติวิตีคงเหลืออยู  95%    ตลอดระยะเวลาการเก็บ 30 วัน     สวนที่ความเปน
กรดดาง  5.0   เดกซแทรนเนสตรึงรูปจะสูญเสียแอคติวิตีไปมากกวาหลังจากเวลาผานไปเพียง  2 วัน
ซ่ึงมีแอคติวิตีคงเหลือ  65%       และจะมีแอคติวิตีคงที่ไปตลอดระยะเวลาการเก็บเชนเดียวกัน

3.6.6  จํานวนรอบของการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูป

เมื่อใชเดกซแทรนเนสตรึงรูป ไฮโดรไลซเดกซแทรน  ที  –  2000    เปนจํานวน  10  รอบ
ตอเนื่องกัน ที่ความเปนกรดดาง 5.0  โดยเปรียบเทียบระหวางอุณหภูมิ 40 และ 50 oซ   พบวา
ที่อุณหภูมิ 50 oซ   แอคติวิตีของเดกซแทรเนสตรึงรูปจะลดลงอยางตอเนื่อง ดังแสดงในรูปที่  27
โดยในการใชงานในรอบที่  5   มีแอคติวิตีคงเหลือ 30%  และจะเริ่มคงที่ตั้งแตรอบที่   7  ( จนถึง
รอบที่ 10 ) ประมาณ  25%   สวนที่อุณหภูมิ 40 oซ  ก็มีลักษณะที่คลายกัน แตเดกซแทรนเนสตรึงรูป
สามารถรักษาแอคติวิตีในแตละรอบการใชงานไวไดดีกวาเล็กนอย โดยในการใชงานในรอบที่ 6 มี
แอคติวิตีคงเหลือ 35%  และจะคงที่จนถึงรอบการใชงานที่  10

และเมื่อเปรียบเทียบระหวางความเปนกรดดาง 4.5 และ 5.0 โดยคงอุณหภูมิที่ 40 oซ   พบวา
ที่ความเปนกรดดาง  4.5     มีการลดลงของแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสนอยกวา      ที่ความเปน
กรดดาง 5.0   ดังแสดงในรูปที่   28  โดยในรอบที่ 5 ของการใชงานนั้น  ยังมีแอคติวิตีคงเหลือ 65%
และจะคงที่จนถึงรอบการใชงานที่ 10
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รูปที่  26   ความเสถียรของการเก็บเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่อุณหภูมิ 4 oซ 
ระหวางที่ความเปนกรดดาง 4.5 และ 5.0
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รูปที่   27   จํานวนรอบในการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปซ้ําเพื่อการไฮโดรไลซ
เดกซแทรน ที-2000 ที่ความเปนกรดดาง 5.0   ระหวางอุณหภูมิ 40 และ 50 oซ
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รูปที่   28   จํานวนรอบในการใชเดกซแทรนเนสตรึงรูปซ้ําเพ่ือการไฮโดรไลซ
เดกซแทรน ที-2000  ที่ความเปนกรดดาง 4.5 และ  5.0  โดยคงอุณหภูมิที่ 40 oซ
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3.6.7 การหาคา Km ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระตอเดกซแทรน ที – 2000

ดําเนินการวิเคราะหทางจลนพลศาสตรของการทํางานของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและ      
เดกซแทรนเนสอิสระ โดยแปรผันความเขมขนของสับเสตท เดกซแทรน ที – 2000 แลวหาแอคติวิตี
ของเอนไซม  นําคาที่ไดมาเขียนกราฟตามวิธีของไลนวีเวอร–เบิรก (Lineweaver-Burk Plot)
ระหวาง 1/V และ 1/[S]  พบวา คา Km ของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระเทากับ
12.50 และ 0.97 ไมโครโมลาร ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่  29  และ  30
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รูปที่  29   การประมาณคา  K m  โดยวิธีไลนวิเวอร-เบิรกของเดกซแทรนเนสอิสระเมื่อใช
เดกซแทรน ที-2000 เปนสับสเตรท โดยวัดแอคติวิตีที่ 55 oซ ความเปนกรดดาง 4.5
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รูปที่   30   การประมาณคา  K m  โดยวิธีไลนวิเวอร-เบิรกของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเมื่อ
ใชเดกซแทรน ที-2000 เปนสับสเตรท โดยวัดแอคติวิตีที่ 55 oซ ความเปนกรดดาง 5.0

Km = 12.50 ไมโครโมลาร
y = 1.8426x + 0.1421

R2 = 0.9931
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บทท่ี 4

การสรุปและอภิปรายผล

1. การตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสแบบลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต

นุสรา เจริญกิจทวี (2539) ไดทําการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ผลิตจากเชื้อรา
Penicillium sp.สายพันธุ SMCU 3-14  เปนครั้งแรกโดยวิธีลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนต   โดยวิธี
ดังกลาวมีขอดี ที่ภาวะในการตรึงรูปนั้นไมรุนแรง ทําใหเอนไซมตรึงจึงไมเสียสภาพ (denature)
และมีแอคติวิตีที่ดีอยูเมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ อีกทั้งแคลเซียมอัลจิเนตสามารถใชงานที่อุณหภูมิ
55 oซ   ซ่ึงเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมในการสลายเดกซแทรน ที-2000 ได

อยางไรก็ตาม เมื่อวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมระหวางเดกซแทรนเนสตรึงรูปในลักษณะ
ที่เปนเม็ดเจลกับสารละลายจากการสลายเม็ดเจล มีแอคติวิตีที่ตางกันมาก (ดังตารางที่ 9)    ทั้งนี้
เนื่องจากวา  วิธีการตรึงเอนไซมแบบลอมจับดวยแคลเซียมอัลจิเนตนั้น เปนวิธีที่กักขังเอนไซมไว
ในเม็ดเจล ดังนั้นในการทําปฏิกิริยาสับสเตรทตองแพรผานเขาไปในรูพรุนของเม็ดเจลเพื่อเขาทํา
ปฏิกิริยากับเอนไซมที่ถูกตรึงอยู  ซ่ึงในกรณีของเอนไซมเดกซแทรนเนส สับสเตรท คือ เดกซแทรน
ที-2000 เปนโพลีแซคคาไรดที่มีโมเลกุลคอนขางใหญ (MW 2,000,000) ทําใหเปนอุปสรรคตอการ
แพรผานเขาไปในรูพรุนของเม็ดเจลได   ดังนั้นแอคติวิตีสวนใหญจึงเปนแอคติวิตีที่เกิดขึ้นอาจจะได
มาจากโมเลกุลของเอนไซมที่อยูรอบเม็ดเจลเทานั้น    ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Tanaka และ
คณะ (1984) ที่พบวาสารที่มีมวลโมเลกุลมากกวา 20,000 จะไมสามารถผานเขาออกจากรูพรุนของ
เม็ดเจลแคลเซียมอัลจิเนตได

ในการทดลองพบวา  เมื่อนําเดกซแทรนเนสตรึงรูปมาไฮโดรไลซเดกซแทรน ที-2000 แบบ
ตอเนื่องในสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร  แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสจะลดลงอยางรวดเร็วในรอบ
ตอๆ ไป และพบการบวมของเม็ดเจล ซ่ึงมีผลทําใหความแข็งของเม็ดเจลลดลงอยางตอเนื่อง สงผล
ใหเกิดการหลุดออกของแคลเซียมไอออนจากเม็ดเจล  โครงสรางของเจลจะไมคงตัว ดังนั้นโมเลกุล
ของเอนไซมสามารถหลุดออกจากรางแหของเม็ดเจล (gel lattice)ได โดย Shoichet และคณะ (1996)
ไดรายงานวา สารที่มีองคประกอบของ ซิเตรท แลคเตท และฟอสเฟต จะมีผลทําใหเม็ดเจล
แคลเซียมอัลจิเนตมีความเสถียรต่ําลง  กลาวคือ  เม็ดเจลจะมีความแข็ง (gel strength)  ลดลงนั่นเอง
Blandino และคณะ (2000)  ไดทําศึกษาการเพิ่มเปอรเซ็นตความเขมขนของโซเดียมอัลจิเนตและ
แคลเซียมคลอไรดในการขึ้นเม็ดเจล  พบวาสามารถที่จะลดการหลุดออกของโมเลกุลเอนไซมได
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แตการเพิ่มเปอรเซ็นตความเขมขนของโซเดียมอัลจิเนตและแคลเซียมคลอไรดดังกลาว จะมีผลตอ
ขนาดของรูพรุนโดยตรง  ทําใหการผานเขาออกของสารทําไดยากขึ้น

จากขอมูลทั้งหมดที่กลาวมา ทําใหเห็นวาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสแบบลอมจับ
ดวยแคลเซียมอัลจิเนตมีขอจํากัด และเปนการยากตอการแกไขปรับปรุงเพื่อนําไปประยุกตใชในงาน
อุตสาหกรรมจริง ดังนั้นจึงมีความพยายามในการเปลี่ยนวิธีการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนสใหม
ดวยวิธียึดติดโมเลกุลของเอนไซมไวกับตัวพยุงโดยอาศัยแรงพันธะชนิดตางๆ แลวเปรียบเทียบวิธีที่
เหมาะสมที่สุด  เพื่อคัดเลือกนําไปใชในการตรึงรูปตอไป

2. การคัดเลือกวิธีการตรึงเอนไซมเดกซแทรนเนส

ในงานวิจัยนี้ใช ทรายแมน้ํา เปนตัวพยุงเพื่อการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสจากเชื้อ
Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14  สาเหตุที่เลือกใชทรายเปนตัวพยุง คือ โดยคุณสมบัติของ
ทรายที่ไมมีพิษและไมมีอันตรายเมื่อนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร ทนตอแรงกระแทกไดดี
สามารถคงรูปเมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิสูงหรือความเปนกรดดางที่รุนแรง และไมถูก
ทําลายโดยจุลินทรีย     นอกจากนี้ยังเปนวัสดุที่สามารถหาไดงายและมีราคาถูก   เคยมีการศึกษาและ
นํามาใชในการตรึงเอนไซมหลายชนิดเชน ทริปซิน และ เรนนิน เปนตน

ในการพิจารณาเบื้องตนเกี่ยวกับลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวและขนาดของทรายที่จะใช
ในการทดลองทั้ง 3 ขนาด (ภาคผนวก ค.) พบวา ทรายขนาด 16 - 20 เมช  มีความเหมาะสมมากที่สุด
ที่จะนําไปใชในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบฟลูอิดไดซเบด (Fluidized Bed Reactor) โดยที่ทราย
ขนาด 16  - 20 เมช  ดังกลาวนี้  มีน้ําหนักที่พอเหมาะไมเบาหรือหนักจนเกินไป

สําหรับการคัดเลือกวิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปจากทั้งหมด  3  วิธีนั้น วิธีที่ให
แอคติวิตี  แอคติวิตีจําเพาะและเปอรเซ็นตแอคติวิตีที่กักขังไว (% Activity retained) ดีที่สุดนั้น คือ
วิธีที่ใชเฉพาะกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยในการตรึง  สอดคลองกับการศึกษาของ Puvanakrishnan
และ Bose (1980)   ตรึงเอนไซมทริปซินบนพื้นผิวทราย,    Zhou และ Chen (2001)  ตรึงเอนไซม
บีตา-กาแลคโตซิเดส บนผิวของกราไฟต  โดยกลูตารัลดีไฮดซ่ึงเปนสารไบฟงกชันนัลมีสวนชวยใน
การยึดติดกับตัวพยุงใหดีขึ้น โดยมีผลตอบริเวณเรง (active site) ของเอนไซมนอยที่สุด หรืออาจเปน
ไปไดวาวิธีการตรึงรูปเอนไซมที่ใชเฉพาะกลูตารัลดีไฮดนี้ ทําใหเกิดการเสียสภาพของเอนไซมใน
ระหวางการตรึงนอยที่สุดก็ได     นอกจากนี้เมื่อใชทรายจากแหลงตัวอยางตางๆ กัน   มาทดลอง
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ตรึงรูปเอนไซมไมปรากฏความแตกตางของแอคติวิตีภายในวิธีการเตรียมแบบเดียวกัน (ตารางที่ 10)
แสดงวาทรายแตละแหลงตัวอยางนั้น นาจะมีองคประกอบทางเคมีที่คลายคลึงกัน    จึงมีความ
เหมาะสมที่จะนํามาใชเปนตัวพยุงสําหรับตรึงเอนไซม      สิน   สินสกุล (2540)  รายงานไววา
ทรายที่นํามาใชในอุตสาหกรรมทําแบบหลอหรือกอสรางจะประกอบไปดวยองคประกอบทางเคมีที่
สําคัญ   คือ  ซิลิกา (SiO2) มากกวา  98%  และนอกเหนือจากนั้นจะปนเปอนดวยองคประกอบตาง ๆ
เชน  แคลเซียม (CaO)  และแมกนีเซียม (MgO)  เปนตน

จากขอมูลทั้งหมดที่ไดกลาวมา จึงไดเลือกวิธีการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปที่ใชเฉพาะ
กลูตารัลดีไฮดเพื่อใชเปนแนวทางในการศึกษาการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสตอไป

3. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงรูปเดกซแทรนเนสบนผิวของทราย

ในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปสําหรับงานวิจัยครั้งนี้  วิธีที่ใชเฉพาะกลูตารัลดีไฮด
เปนสารชวยในการตรึงเปนวิธีที่เหมาะสมที่สุด       โดยเลือกที่จะเตรียมภายใตสภาวะอุณหภูมิหอง
(28 – 31 oซ)  และใชอัตราการเขยาสําหรับการทําปฏิกิริยาที่ 200 รอบตอนาที  โดยที่คํานึงถึงความ
สะดวกในการทําการทดลอง รวมถึงเพื่อเปนการประหยัดพลังงานที่จะตองใชในการควบคุม
อุณหภูมิ เนื่องจากการตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีดังกลาวนี้ เกิดขึ้นโดยอาศัยปฏิกิริยาทางเคมี ซ่ึง
ปฏิกิริยาจะเกิดเมื่อมีการชนกันของตัวทําปฏิกิริยา   ทั้งนี้อัตราการเขยาดวยความเร็วรอบดังกลาว
ขางตนนั้น เพียงพอที่จะทําใหเกิดปฏิกิริยาได  ประกอบกับเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ใชในงานวิจัย
นี้จากเชื้อ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3–14  มีความเสถียรตออุณหภูมิไดดี  ดังนั้นการเตรียม
เดกซแทรนเนสตรึงรูปภายใตสภาวะอุณหภูมิหอง จึงไมมีผลกระทบเชิงลบตอแอคติวิตีของเอนไซม

สําหรับในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทรายนั้น  สภาวะที่เหมาะสม
ในการทําปฏิกิริยา  คือ ใชสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5% (โดยปริมาตร)ในฟอสเฟตบัพเฟอร 0.5
โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 โดยใชระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาเทากับ 120 นาที   ซ่ึงกลไกการ
ตรึงรูปและการทํางานอาจอธิบายไดวา การตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสบนผิวของทรายโดยมี
เฉพาะกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยในการตรึงนั้น  กลูตารัลดีไฮดจะมีสวนชวยทําใหเอนไซมมีความ
เสถียรมากขึ้น  โดยจะทําหนาที่เปนตัวเชื่อมโยงโมเลกุลโปรตีนของเอนไซม   โดยท่ีความเขมขน
ของกลูตารัลดีไฮดต่ําๆ โปรตีนสามารถยึดติดกับผิวของทรายไดมาก มีผลมาจากการจัดเรียงโมเลกุล
โปรตีนอาจยังไมเปนระเบียบ ยังผลใหเกิดแรงยึดติดแบบดูดซับระหวางโมเลกุลโปรตีนอื่นๆ ตาม
มาดวย จึงทําใหแอคติวิตีของเอนไซมต่ํา และเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูตารัลดีไฮดสูงขึ้น ทําให
การจัดเรียงตัวโมเลกุลโปรตีนของเอนไซมนั้นมีความเปนระเบียบมากขึ้น โดยเกิดขึ้นจากการเชื่อม
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โยงดวยกลูตารัลดีไฮดเพียงเทานั้น   มีผลทําใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงขึ้น   นอกจากนี้ความเขมขน
และคาความเปนกรดดางของบัพเฟอรที่ใชเปนตัวทําละลายกลูตารัลดีไฮดดังกลาวขางตนนั้น จะมี
ผลทําใหการจัดเรียงตัวของโมเลกุลของกลูตารัลดีไฮดบนผิวของทรายมีความเหมาะสมที่สุด   ยังผล
ใหเอนไซมที่สรางพันธะยึดติดกับกลูตารัลดีไฮดสามารถแสดงแอคติวิตีที่ดีตามไปดวย สอดคลอง
กับการรายงานของ Puvanakrishnan และ Bose (1980) ที่ตรึงเอนไซมทริปซินบนพื้นผิวของทราย
โดยใชวิธีเดียวกัน ซ่ึงอธิบายไดวาการจัดเรียงโมเลกุลของกลูตารัลดีไฮดในชวงความเปนกรดดางที่
เปนกลางจนถึงดางนั้น มีความเหมาะสมมากกวาในชวงที่เปนกรด

ในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส  สภาวะที่เหมาะสมคือ ใชปริมาณโปรตีนเริ่มตนเทากับ
0.8450 มก.โปรตีน และระยะเวลาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนสเทากับ 45 นาที  ซ่ึงสามารถ
อธิบายไดวา เมื่อใชปริมาณเอนไซมเร่ิมตนตั้งแต 0.1690 – 3.3800 มก. นั้น ทําใหปริมาณโปรตีนที่
ถูกตรึงและแอคติวิตีของเอนไซมเดกซแทรนเนสมีแนวโนมสูงขึ้น   ดังแสดงในตารางที่  14  และ
รูปที่ 13  เนื่องจากการตรึงรูปเอนไซมเดกซแทรนเนสดวยวิธีการเตรียมที่ใชเฉพาะกลูตารัลดีไฮด
นั้น เกิดจากปฏิกิริยาทางเคมี ซ่ึงปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นเมื่อมีการชนกันของตัวทําปฏิกิริยา ในที่นี้คือ
หมูไวตอปฏิกิริยาของกลูตารัลดีไฮดกับหมูฟงกชันนัลของเอนไซม ดังนั้นความเขมขนที่ต่ําของ
เอนไซม     จะทําใหอัตราการชนกันของหมูฟงกชันนัลของเอนไซมกับหมูไวตอปฏิกิริยาของ
กลูตารัลดีไฮดเกิดขึ้นไดนอย   แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมมากขึ้น    อัตราการชนกันก็เกิด
ไดมาก   ทําใหแอคติวิตีของเอนไซมสูงขึ้นตามลําดับ       อยางไรก็ตาม  เมื่อพิจารณาเปอรเซ็นตการ
ยึดติดของโปรตีนและแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมตรึงรูปจะมีผลตรงกันขาม เนื่องจากพารามิเตอร
ทั้งสองนี้มีการลดลงตามลําดับ ซ่ึงปจจัยที่มีความสําคัญตอคาพารามิเตอรทั้งสอง คือ วิธีการวัด
ปริมาณโปรตีน ซ่ึงเปนผลมาจากการคํานวณผลตางของปริมาณโปรตีนกอนและหลังการตรึง
ดังนั้นในการเลือกสภาวะที่เหมาะสม จําเปนตองเลือกพิจารณาจากคาพารามิเตอรที่มีความเชื่อถือ
มากที่สุด ซ่ึงในการทดลองนี้คือ แอคติวิตีและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึง โดยทั้งสองคาพารามิเตอรนี้
จะตองพิจารณาควบคูกัน

นอกจากนี้     ผลของการเพิ่มระยะเวลาการทําปฏิกิริยาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
ตั้งแต 15 - 180 นาที  มีผลใหแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงเพิ่มขึ้นนั้น  สามารถอธิบายไดวา
การเพิ่มเวลาในชวงแรกๆ ตั้งแต 15 ถึง 45 นาทีนั้น   ทําใหมีโอกาสเกิดพันธะระหวางเอนไซมกับ
กลูตารัลดีไฮดมากขึ้น   ตอมาเมื่อเพิ่มเวลาใหนานขึ้นอีก  เอนไซมไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับ
กลูตารัลดีไฮดไดเนื่องจากหมูไวตอการเกิดปฏิกิริยาของกลูตารัลดีไฮดทําปฏิกิริยากับเอนไซมหมด
แลว แอคติวิตีและปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงจึงเขาสูภาวะคงที่
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สําหรับสารละลายบัพเฟอรที่เลือกใชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส คือ สารละลาย
อะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ซ่ึงอธิบายไดวา การเพิ่มคาความเปนกรดดาง
ในชวงแรกนั้น เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเคมี จึงทําใหเอนไซมสามารถถูกตรึงบนทรายไดดี แต
เมื่อเพิ่มคาความเปนกรดดางขึ้นไปอีก การเกิดพันธะระหวางกลูตารัลดีไฮดกับโปรตีนเปนไปได
ยากขึ้น ทําใหเอนไซมถูกตรึงไดนอยลง คาแอคติวิตีที่ไดจึงต่ํา ดังแสดงในตารางที่ 18 และรูปที่ 17
และที่คาความเขมขนของบัพเฟอรดังกลาวนั้น เดกซแทรนเนสตรึงรูปจะมีแอคติวิตีและแอคติวิตี
จําเพาะดีที่สุด โดยท่ีเปนคาเดียวกับความเขมขนของบัพเฟอรที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
ตรึงรูป

ในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงสําหรับงานวิจัยนี้ ไดใชวิธีของ Lowry (1951) โดย
คํานวณจากผลตางของปริมาณโปรตีนเริ่มตนกับปริมาณโปรตีนที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาในน้ําลาง แต
พบวาปริมาณโปรตีนที่ถูกตรึงนั้นมีปริมาณที่คอนขางต่ํามาก จึงทําใหมีขอจํากัดในการวิเคราะห ซ่ึง
อาจเกิดความผิดพลาดในการคํานวณผลไดสูง ดังนั้นการนําคาพารามิเตอรดังกลาวนี้ไปพิจารณา
เลือกสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากผลการทดลองนั้น จะตองนําคาพารามิเตอรอ่ืนๆ มาพิจารณา
ประกอบดวยเสมอ เชน แอคติวิตีของเอนไซม เปนตน

4.   ศึกษาการหลุดของเดกซแทรนเนสจากทรายที่ทําหนาที่เปนตัวพยุงของเดกซแทรนเนสตรึงรูป

จากรูปที่  19   พบวา การตรึงรูปเดกซแทรนเนสโดยใชเฉพาะกลูตารัลดีไฮดเปนสารชวยใน
การตรึงนั้น หลังจากแยกเดกซแทรนเนสออกจากสารผสมปฏิกิริยา น้ําตาลรีดิวซที่วิเคราะหไดยังคง
มีปริมาณคงที่  แสดงวา การยึดเกาะของเอนไซมบนผิวทรายมีความแข็งแรงเพียงพอ   อยางไรก็ตาม
ในการวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปไดทําภายใตสภาวะอุณหภูมิที่ใชในการบมคือ 
55 oซ และคาความเปนกรดดางเทากับ 4.5 นั่นแสดงวา ที่คาความเปนกรดดาง 4.5 นั้นไมมีผลตอการ
หลุดออกของเอนไซม
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5. การศึกษาคุณสมบัติของเดกซแทรนเนสตรึงรูปเปรียบเทียบกับเดกซแทรนเนสอิสระ

ในการหาคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเดกซแทรนเนส
อิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูป     พบวา   คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เดกซแทรนเนสอิสระเทากับ  4.5     และเดกซแทรนเนสตรึงรูปเทากับ    5.0     โดยเลื่อนไปทางดาง
เล็กนอย   ดังแสดงในรูปที่   22   ที่เปนเชนนี้อาจเปนไปไดวา   ในกระบวนการตรึงรูปเอนไซมนั้น
หมูอะมิโน (-NH2) ของเอนไซมจะถูกนําไปสรางพันธะโควาเลนทกับกลูตารัลดีไฮด จึงทําใหหมู
คารบอกซิล (-COOH) ไมแตกตัว ดังนั้นจึงตองเพิ่ม pH ใหสูงขึ้น เพื่อชวยในการแตกตัวเปน
(-COO- )  ทําใหเอนไซมสามารถละลายน้ําไดดีขึ้น     ยังผลใหมีประสิทธิภาพในการทํางานดีขึ้น
ตามไปดวย     ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Ramesh และ Singh (1980) ที่ตรึงรูปเดกซแทรนเนส
บน Zirconia coated alkylamine glass    โดยที่คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมกับการทํางานของ
เดกซแทรนเนสตรึงรูปเล่ือนจาก 5.4  มาที่  5.2 - 6.2   สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน  พบวา
ทั้งเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเทากัน คือ
55 oซ แตเดกซแทรนเนสตรึงรูปมีแอคติวิตีเหลืออยูมากกวาเดกซแทรนเนสอิสระที่อุณหภูมิเดียวกัน
ซ่ึงเปนผลเนื่องมาจากวิธีการตรึงรูปและตัวพยุงมีสวนชวยในการรักษาสภาพโมเลกุลของโปรตีนไม
ใหเสียสภาพ (denature)    คลายกับการรายงานของ Pifferi และคณะ (1989) ที่ไดตรึงรูปเอนไซม
เอนโด-โพลีกาแลคทูโรเนสบน Trimalehylchitosan (TMC)

นอกจากนี้ยังพบวา      เอนไซมอิสระมีความเสถียรตอความเปนกรดดางที่ดีในชวงตั้งแต
4.5 -6.5  สวนเดกซแทรนเนสตรึงรูปอยูในชวงที่แคบกวา คือตั้งแต 3.5 - 4.5 โดยเลื่อนไปทางกรด
ทั้งนี้สอดคลองกับการรายงานของ  Pifferi และคณะ (1989)  ที่ไดตรึงรูปเอนไซม เอนโด-โพลีกา
แลคทูโรเนส บน Trimalehylchitosan (TMC) ซ่ึงผลดังกลาวจะขึ้นอยูกับคา Isoelectric pH ของ
เอนไซมตรึงรูปชนิดนั้นๆ         สวนความเสถียรตออุณหภูมินั้น   พบวา    เดกซแทรนเนสตรึงรูปจะ
สามารถทนตออุณหภูมิไดในชวงที่กวางกวาเอนไซมอิสระและยังคงรักษาแอคติวิตีไวไดดีกวาเมื่อ
เทียบกับเอนไซมอิสระที่อุณหภูมิเดียวกัน โดยมากแลวการตรึงรูปเอนไซมบนตัวพยุงจะความ
เสถียรตออุณหภูมิเพิ่มขึ้น   อยางไรก็ตาม Chibata (1978) อธิบายไววา ไมมีขอสรุปที่แนนอนของ
ความสัมพันธระหวางวิธีการตรึงรูปเอนไซมและความเสถียรของเอนไซมตอความรอน ดังนั้นจึง
เปนสมบัติเฉพาะตัวของเอนไซมแตละชนิดตอวิธีการตรึงรูปแตละแบบ
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สําหรับการเก็บเดกซแทรนเนสตรึงรูปไวในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร
ความเปนกรดดาง 4.5 และ 5.0   พบวาที่ความเปนกรดดาง 4.5 นั้น  เดกซแทรนเนสตรึงรูปยังคง
รักษาแอคติวิตีไดดีตลอดอายุการเก็บทั้งหมด 30 วัน เปนผลเนื่องมาจากที่คาความเปนกรดดาง 4.5
นั้น    อยูในชวงที่เอนไซมตรึงรูปมีความเสถียรตอความเปนกรดดางดีที่สุด    สวนที่คาความเปน
กรดดาง   5.0    แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสตรึงรูปจะลดลงไปบาง    ตามลําดับ

ในการเปรียบเทียบการใชซํ้าเดกซแทรนเนสตรึงรูปเพื่อไฮโดรไลซเดกซแทรน ที-2000 ที่
สภาวะความเปนกรดดาง 5.0 เปรียบเทียบอุณหภูมิระหวาง 45 และ 50 oซ  พบวา อุณหภูมิในการ
ทํางานมีผลตอแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส โดยที่ทั้ง 2 สภาวะนั้น มีผลทําใหแอคติวิตีของเอนไซม
ลดลงอยางตอเนื่อง แตที่อุณหภูมิ 40 oซ   ยังคงรักษาแอคติวิตีไวไดดีกวา ดังแสดงในรูปที่ 27  และ
เมื่อเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางระหวาง 4.5 และ 5.0 โดยคงอุณหภูมิที่  40 oซ  แสดงใหเห็นวา
คาความเปนกรดดางมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมเชนเดียวกัน  โดยพบวา ที่คาความเปนกรดดาง
4.5  นั้น   เดกซแทรนเนสตรึงรูปสามารถรักษาแอคติวิตีไวไดดีกวาที่  5.0   สืบเนื่องมาจากที่คา
ความเปนกรดดาง 4.5 นั้น   เดกซแทรนเนสตรึงรูปมีความเสถียรที่ดีกวานั้นเอง

และจากการประมาณคา   Km   ของเดกซแทรนเนสอิสระและเดกซแทรนเนสตรึงรูปตอ
เดกซแทรน ที-2000 พบวา เดกซแทรนเนสตรึงรูปมีคา Km สูงกวาเดกซแทรนเนสอิสระเทากับ
12.50 และ 0.97 ไมโครโมลาร ตามลําดับ แสดงวาเดกซแทรนเนสอิสระมีความไวในการจับกับ
เดกซแทรนไดดีกวาเดกซแทรนเนสตรึงรูป ซ่ึงผลของการเพิ่มขึ้นของคา Km ของเดกซแทรนเนส
หลังจากการตรึงรูป สอดคลองกับผลการรายงานการตรึงรูปเดกซแทรนเนสของ  Abdel-Naby และ
คณะ (1999),  Ramesh และSingh (1980), Sugiura และ Ito (1975),  และ  Sugiura และ Ito (1974)
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ตารางที่  21  สรุปสภาวะตางๆ ที่เหมาะสมในการตรึงรูปเดกซแทรนเนส

ขั้นตอนการเตรียม
เดกซแทรนเนสตรึงรูป
(สภาวะที่เหมาะสม)

แอคติวิตี
ทั้งหมด

(หนวย) 1

โปรตีนที่ถูกตรึง
ทั้งหมด

(มก.โปรตีน)1

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด
 (2.5 เปอรเซ็นต)

14.9412 0.1400 106.72

อัตราการเขยา
(200 รอบตอนาที)

15.1320 0.1400 108.09

เวลาในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาระหวาง
กลูตารัลดีไฮดกับทราย

  (120 นาที)

14.9706 0.1400 106.93

ปริมาณเอนไซมเดกซแทรนเนสเริ่มตน
(0.8450 มก.โปรตีน)

16.3158 0.1400 116.54

เวลาในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
(45 นาที)

16.9590 0.1400 121.14

พีเอชในขั้นตอนการทําปฏิกิริยา
ระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย

 (พีเอช 7.0)

17.3478 0.1400 123.91

ความเขมขนของบัพเฟอรในขั้นตอนการ
ทําปฏิกิริยาระหวางกลูตารัลดีไฮดกับทราย

(0.5 โมลาร)

17.1348 0.1400 122.39

พีเอชในขั้นตอนการตรึงเดกซแทรนเนส
(พีเอช 4.0)

17.5440 0.1400 125.31

ความเขมขนของบัพเฟอรในขั้นตอน
การตรึงเดกซแทรนเนส

(0.05 โมลาร)

17.6022 0.1400 125.73

อุณหภูมิในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป
 (อุณหภูมิหอง 28 – 31oซ)

17.8950 0.1400 127.82

หมายเหตุ
1 คํานวณจากน้ําหนักทรายเปยกทั้งหมด 6.0 กรัม
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ทราย (16-20 เมช)
 5.0 กรัม (น้ําหนักแหง)

↓
เติมกลูตารัลดีไฮด 2.5 % ในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร

0.5 โมลาร ความเปนกรดดาง  7.0  ปริมาตร  10  มล.
↓

เขยา 200 รอบตอนาที, เปนเวลา  2  ชม. (อุณหภูมิหอง 28 – 31 oซ)
↓

เทสารละลายกลูตารัลดีไฮด 2.5%  ทิ้ง
↓

ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง
↓

เติมเดกซแทรนเนส (crude enzyme) ปริมาตร 1 มล. เทียบเทากับ 0.8450 มก.โปรตีน
และสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.0 ปริมาตร 9 มล.

↓
เขยา 200 รอบตอนาที, เวลา  45  นาที (อุณหภูมิหอง 28 – 31 oซ)

↓
ลางดวยสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5,  4  คร้ัง

↓
เดกซแทรนเนสตรึงรูป

(เก็บไวในสารละลายอะซิเตทบัพเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดดาง 4.5 ที่ 4 oซ)

รูปที่  31  สรุปแผนผังแสดงขั้นตอนที่เหมาะสมสําหรับการตรึงรูปเดกซแทรนเนส
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ตารางที่  22  เปรียบเทียบสมบัติบางประการของเดกซแทรนเนสตรึงรูปและเดกซแทรนเนสอิสระ

สมบัติของเอนไซม เดกซแทรนเนสอิสระ เดกซแทรนเนสตรึงรูป
(งานวิจัยนี้ )

เดกซแทรนเนสตรึงรูป
(นุสรา เจริณกิจทวี, 2539)

แอคติวิตีจําเพาะ
(หนวย/มก.โปรตีน)

410.63 152.05 64.93

ความเปนกรดดางที่
เหมาะสม

4.5 5.0 4.5

อุณหภูมิที่เหมาะสม
ตอการทํางาน

55 oซ 55 oซ 55 – 60 oซ

ชวงความเสถียร
ตอความเปนกรดดาง

4.5 – 6.5 3.5 – 4.5  -

ชวงความเสถียร
ตออุณหภูมิ

≤ 45 oซ ≤ 50 oซ  -

Km

 (ไมโครโมลาร)
0.97 12.50 1.79

(วิเคราะหจากการสลายเม็ดเจล)

หมายเหตุ      -  หมายถึง ไมไดรายงานไว
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ภาคผนวก ก.

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อ

สูตรอาหารสําหรับผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสตามวิธี   Fukumoto  และคณะ   ซ่ึงปรับปรุงโดย
เอก แสงวิเชียร(2531)

เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม (น้ําหนักโมเลกุล 4 - 50 ×106) 1.0 เปอรเซ็นต
โซเดียมไนเตรต (NaNO3) 0.2 เปอรเซ็นต
ไดโปรตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.2  เปอรเซ็นต
โปตัสเซียมคลอไรด (KCl) 0.05 เปอรเซ็นต
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.05 เปอรเซ็นต
เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4) 0.0005   เปอรเซ็นต
สารสกัดจากยีสต (yeast extract ) 0.2 เปอรเซ็นต

ปรับความเปนกรดดางเริ่มตน 4.0 นึ่งฆาเชื้อ 121oซ 15 นาที
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ภาคผนวก ข.

สารเคมีที่ใชในการทดลอง

1. รีเอเจนตสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี Somogyi (1952) – Nelson (1944)

1.1 อัลคาไลน คอปเปอร รีเอเจนต (Alkaline copper reagent)

ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) 71 กรัม และเกลือของโรเซล (Potassium
ammonium tartrate.4H2O) 40 กรัม ในน้ํา 700 มล.   เติม  1   นอรมัล    ของโซเดียมไฮดรอกไซด
(NaOH) 100 มล. แลวเติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) ความเขมขน 10% ปริมาตร 80 มล.
ผสมใหเขากัน แลวปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ําปลอดประจุ เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไว
ที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนกรองกอนนํามาใช

1.2 เนลสัน รีเอเจนต (Nelson’s reagent)

ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท [(NH4)6Mo7O24.4H2O] 53.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 900 มล. แลวเติม
กรดซัลฟุริกเขมขน 21 มล. ผสมใหเขากัน เติมสารละลาย โซเดียมอาซีเนท (NaHASO4.7H2O)
ความเขมขน 12%  ปริมาตร 50 มล. ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ําปลอดประจุ เก็นใน
ขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนกรองกอนนํามาใช

2. รีเอเจนตสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (1951)

2.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 60.0 กรัม
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 12.0 กรัม
โซเดียมโปรตัสเซียมทารเทรท  0.6 กรัม
น้ําปลอดประจุ 3.0  ลิตร
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2.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 5.0    กรัม
น้ําปลอดประจุ 1.0    ลิตร

2.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย

สารละลาย Lowry A 50   สวน
สารละลาย Lowry B 1   สวน

2.4 สารละลาย Lowry D (phenol reagent)ประกอบดวย

 สารละลายโพลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1  สวน
น้ําปลอดประจุ 1  สวน

3. สารละลาย 3–อะมิโนโพรพิวไทรเอททอกซีไซเลน (APTS)

เตรียมสารละลาย 3–อะมิโนโพรพิวไทรเอททอกซีไซเลนในอะซิโตน ใหมีความเขมขนเปน 5%
(โดยปริมาตร) สารละลายนี้จะทําหนาที่เปนสารกระตุนตัวพยุงในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูป

4. สารละลายกลูตารัลดีไฮด

เตรียมสารละลายกลูตารัลดีไฮด ในสารละลายบัพเฟอร  ใหมีความเขมขนที่ใช  2.5% สารละลายนี้
จะทําหนาทีเปนสารสรางพันธะรวมในการเตรียมเดกซแทรนเนสตรึงรูปวิธีที่ 1 และสารชวยในการ
ตรึงรูปเอนไซมวิธีที่ 3
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นาย อนันตพงษ  สุขเกษ  เกิดวันที่  17  สิงหาคม พ.ศ. 2518   ที่จังหวัดพระนครศรีอยุธยา
ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬา
ลงกรณมหาวิทยาลัย   ในปการศึกษา 2540     และเขารับการศึกษาตอในขั้นปริญญาบัณฑิต   สาขา
วิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววิทยา   คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
ในปการศึกษา 2541    ที่อยูปจจุบัน เลขที่  168  หมูที่ 2  ตําบลบอโพง  อําเภอนครหลวง  จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา
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