
ผลการทดลอง

4.1 การผลิตเดกช์แทรนเนส'จากรา Pénicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14

จากการเล้ียง Pénicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวเพื่อผลิต 
เดกซ์แทรนเนส ซึ่งมีเดกช์แทรนความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน และมีการเติม 
กากน้ําตาลเพื่อเพิ่มการสร้างเอนไซม์ (ติโรจน์ ศรีสรากรท!, 2547) ตามวิธีในข้อ 3.2 รวมถึงการ 
ตรวจลอบแอคติวิตีฃองเอนไซม์ตามวิธีการในข้อ 3.3 พบว่า Pénicillium sp. สายพันธุ SMCU 3- 
14 สามารถผลิตเดกซ์แทรนเนสได้ประมาณ 640.89 หน่วยต่อมิลลิลิตร'ของน้ําเล้ียงเช้ือ และมี 
ปริมาณโปรตีนประมาณ 5.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

4.2 ผลการตรวจลอบโปรติเอสในสารละลายเอนไซม์

จากการท่ีเอนไซม์ถูกย่อยสลายได้ด้วยโปรติเอส และการปนเปีอนด้วยโปรติเอลเป็น
สาเหตุหลักที่ทำให้เอนไซมํไม่เสถียร การทดลองนี้จึงได้รับการทำเพื่อตรวจสอบว่าในล่วนนํ้าใล
ของเดกซ์แทรนเนสมีการปนเปีอนด้วยโปรติเอสหรือไม่ โดยนำสารละลายเอนไซม์มาหยดลงในรู 
ท่ีเจาะไว้บนจานวุ้นที่ผสมนมผงพร่องมันเนย จากนั้นนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ ตามวิธีการวิจัยใน 
ข้อ 3.6 แล้วตรวจลอบการทำงานของโปรติเอสโดยลังเกตจากวงกลมใสท่ีเกิดขึ้น

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.1 พบว่าไม่มีวงกลมใสเกิดขึ้นในทุกๆจาน แต่เน่ืองจากน้ํา 
เล้ียงเช้ือมีสีเข้มทำให้ผลที่ได้ไม่ชัดเจน ดังนั้นวิธีการนี้อาจไม่สามารถใช้ตรวจหาโปรติเอลได้
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(ค)

รูปท่ี 4.1 ผลของการตรวจลอบโปรติเอสในสารละลายเดกซ์แทรนเนสโดยบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
(ก) อุณหภูมิห้อง (ข) 37 องศาเซลเซียส และ (ค) 45 องศาเซลเซียส
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ทำการแปรผันความเป็นกรดเบสของสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการเก็บรักษาเดกซ์แทรน 
เนลต้ังแต่ 4.0 -  7.0 และเก็บรักษาเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส ตามวิธีการ 
ดำเนินงานวิจัยในข้อ 3.7 แล้ววิเคราะห์แอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนลท่ีเหลืออยู่เม่ือเวลาผ่านไป 
ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.2 และ 4.3

4 .3  ความเป ็นกรดเบสท ี่เหมาะสมในการเก ็บร ักษาเดกซ ์แทรนเนส

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่อเวลาผ่านไปแอคติวิตีของเดกช์แทรนเนสมีแนวโน้ม
ลดลงท้ังที่เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิห้องแอคติวิตีลดลงอย่าง 
รวดเร็วเมื่ออยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดเบสอยู่ในช่วงกรดคือ ต้ังแต่ 4.0 - 6.0 
เมื่อเปรียบเทียบกับเดกซ์แทรนเนสปกติที่ไม่มีการเติมบัฟเฟอร์ แต่เม่ือค่าความเป็นกรดเบส
เพิ่มขึ้นแนวโน้มของแอคติวิตีก็ไม่แตกต่างจากเอนไซม์ปกติมากนัก พบว่าเม่ือใช้บัฟเฟอร์ท่ีมีค่า 
ความเป็นกรดเบส 6.5 เดกซ์แทรนเนสมีแนวโน้มของแอคติวิตีคงเหลือมากที่สุด จึงเลือก
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ท่ีมีค่าความเป็นกรดเบส 6.5 ลำหรับนำไปใช้ในการทดลองข้ันต่อไป
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รูปท่ี 4.2 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในบัฟเฟอร์ท่ีความเป็นกรดเบสต่างๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.3 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในบัฟเฟอร์ท่ีความเป็นกรดเบสต่างๆ ท่ี 4 องศาเซลเซียส
- 4 ----- - เอนไซม์ — —  อะซิเตตบัฟเฟอร์ pH 5.5
■ --- - อะซิเตตบัฟเฟอร์ pH 4.0 — • —  ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0
▲ --- - อะซิเตตบัฟเฟอร์ pH 4.5 I ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.5
-X—-  อะซิเตตบัฟเฟอร์pH 5.0 -  ฟคล!.ฟตบัฟเ.ฟคร์ pH 7 ก

โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100 % คิดเทียบจากแอคติวิตีจำเพาะในวันแรกของการเก็บรักษา 
ของแต่ละการทดลอง
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เปรียบเทียบการตกตะกอนเดกช์แทรนเนสด้วยสารเคมี 3 ชนิด คือ แอมโมเนียมชัลเฟต 
อะชีโตน และเอทานอล โดยทำการทดลองตามวิธีดำเนินงานวิจัยในข้อ 3.8.1 จากน้ันตรวจสอบ 
แอคติวิตีท้ังหมดของเดกซ์แทรนเนสหลังจากผ่านการตกตะกอนแล้ว ได้ผลการทดลองดังแสดงใน 
ตารางท่ี 4.1 โดยพบว่าหลังตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 
เอนไซม์มีแอคติวิตีลัมพัทธ์คงเหลือ 79.43 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นเป็น 80 และ 90 
เปอร์เซ็นต์ แอคติวิตีลัมพัทธ์ไม่เพิ่มขึ้น สำหรับการตกตะกอนเดกซ์แทรนเนลด้วยเอทานอล พบว่า 
เมื่อความเข้มข้นของเอทานอลเพิ่มขึ้นเอนไซม์มีแอคติวิตีลัมพัทธ์เพิ่มข้ึนเช่นกัน และมีแอคติวิตี 
ลัมพัทธ์มากท่ีสุดเท่ากับ 88.51 เมื่อใช้เอทานอลท่ีความเข้มข้น 90 เปอร์เซ็นต์ และสุดท้ายเม่ือ 
ตกตะกอนด้วยอะซีโตนท่ีความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ เอนไซม์มีแอคติวิตีลัมพัทธ์มากท่ีสุดเท่ากับ 
92.84 เปอร์เซ็นต์ ถึงแม้ว่าจะเพิ่มความเข้มข้นของอะซีโตนแอคติวิตีลัมพัทธ์ก็ไม่เพิ่มขึ้น จากผล 
การทดลองน้ี จึงเลือกอะซีโตนที่ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ในการตกตะกอนเดกซ์แทรนเนส 
สำหรับใชในการทดลองต่อไป สำหรับเดกซ์แทรนเนลเข้มข้นที'เตรียมได้จะทำการเติมโซเดียมเอ 
ไซดํให้ได้ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ เพื่อเป็นการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ ก่อนท่ีจะนำไป 
เก็บรักษาด้วยวิธีต่างๆต่อไป

4.4 สารท่ีเหมาะสมในการตกตะกอนเดกช์แทรนเนส

จากการท่ีการทำงานของโปรติเอสถูกยับยั้งด้วยสารยับยั้งโปรติเอส เช่น ทีเนิลเมทิลซัลโฟ 
นิลฟลูออไรด์ (Phenylmethylsuphonyl Fluoride, PMSF) เพื่อเป็นการตรวจสอบว่าไม่มีโปรติ 
เอสในส่วนเตรียม จึงทำการเติมทีเนิลเมทิลชัลโฟนิลฟลูออไรด์ลงไปในส่วนเตรียมในระหว่างการ 
ตกตะกอน จากผลการทดลองพบว่าในระบบที่มีการเติมที!นิลเมทีลซัลโฟนิลฟลูออไรด์ แอคติวิตี 
สัมพัทธ์ของเดกช์แทรนเนสที่ได้จากการตกตะกอนด้วยสารต่างๆ ไม่มีความแตกต่างจากระบบท่ี 
ไม่มีการเติม เป็นไปได้ว่าในนํ้าเล้ียงเชื้ออาจไม่มีการปนเปีอนด้วยโปรติเอส แต่เน่ืองจากทีเนิล 
เมทิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์ ยับยั้งเฉพาะเซอรีนโปรติเอลดังน้ันหากมีโปรติเอสชนิดอ่ืนวิธีน้ีจะไม่
ลามารถตรวจพบโปรติเอสได้
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ตารางท่ี 4.1 ผลการตกตะกอนเดกช์แทรนเนลด้วยชนิดต่างๆ

สารเคมีท่ีใช้!นการ แอคติวิตีสัมพัทธ์ แอคติวิตีสัมพัทธ์
ตกตะกอน (%) (%) (เติม PMSF)

เดกซ์แทรนเนสหยาบ 100 100

แอมโมเนียมชลเฟต
70%(พ /V ) 79.43 81.94
80%(w/v) 73.51 79.34
90%(w/v) 70.14 75.11

อะซีโตน
70%(v/v) 92.84 90.24
80%(v/v) 84.46 91.20
90%(v/v) 88.67 87.55

เอทานอล
70 %(v/v) 46.42 48.59
80%(v/v) 62.16 60.55
90%(v/v) 88.51 87.00

โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100 % คิดเทียบจากแอคติวิตีทั้งหมดของเอนไซม์หยาบก่อนตกตะกอน
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4.5 ผลการเปรียบเทียบการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนสในรูปเอนไซม์หยาบกับเอนไซม์ที่ผ่านการ 
ตกตะกอนด้วยอะซีโตน

ทำการทดลองตามวิธีการดำเนินงานวิจัยในข้อ 3.9 โดยนำเอนไซม์หยาบและเอนไซม์ที่ผ่าน 
การตกตะกอนด้วยอะซีโตนแล้วมาเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส จากน้ันวิเคราะห์แอคติวิตี 
ที่เหลืออยู่ตลอดช่วงของการเก็บรักษา ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.4

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อเวลาผ่านไปเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนด้วยอะซีโตน 
จะมีแนวโน้มของแอคติวิตีคงเหลือมากกว่าเอนไซม์หยาบท้ังที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องและ 4 องศา 
เซลเซียส

รูปท่ี 4.4 ผลการเก็บเดกช์แทรนเนลในรูปเอนไซม์หยาบและเอนไซม์ท่ีผ่านการตกตะกอน

— ♦ —  เอนไซม์หยาบ (เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง) — ■ —  เอนไซม์ที่ตกตะกอนด้วยอะซีโตน
(เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง)

- - - - - - -  เอนไซม์หยาบ (เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส) เอนไซม์ท่ีตกตะกอนด้วยอะซีโตน
(เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส)

โดยแอคต ิว ิต ีส ัมพ ัทธ ์ท ี่ 100 %  ค ิดเท ียบจากแอคต ิว ิต ีจำเพาะในว ันแรกของการเก ็บร ักษา

ของแต ่ละการทดลอง
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4 .6  ผลของอ ุณหภ ูม ิท ี่ม ีต ่อการเก ็บร ักษาเดกซ ์แทรนเนส

หลังจากได้เดกช์แทรนเนสเข้มข้นที่ผ่านการตกตะกอนด้วยอะชีโตน นำเอนไซม์เข้มข้นท่ีผ่าน 
การตกตะกอนมาคืกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเก็บรักษา โดยทำการแปรผันอุณหภูมิ 4 ระดับ คือ 
อุณหภูมิห้อง, 4, -20 และ -70 องศาเซลเซียสตามลำดับ ตามวิธีดำเนินงานวิจัยในข้อ 3.10 จากน้ันทำ 
การวิเคราะห์แอคติวิตีของเอนไซม์ที่เหลืออยู่ตลอดช่วงการเก็บ ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูป 4.5

พบว่าเม่ือเวลาผ่านไปเดกซ์แทรเนสเข้มข้นท่ีเก็บที่อุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส มี 
แอคติวิตีลดลงอย่างรวดเร็ว โดยในวันท่ี 240 เดกซ์แทรนเนลเข้มข้นที่เก็บท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศา 
เซลเซียส มีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 20 และ 40 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ในขณะที่เมื่อเก็บเอนไซม์ที่ 
อุณหภูมิต่ํามาก คือ -20 และ -70 องศาเซลเซียส เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นสามารถรักษาแอคติวิตีไวิได้ 
โดยไนวันที่ 240 เดกซ์แทรนเนสท่ีเก็บ -20 และ -70 องศาเซลเซียส มีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 90 
และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิต่ํามีผลต่อการรักษาแอคติวิตีฃองเอนไซม์ 
เช่นเดียวกันการเก็บเดกซ์แทรนเนลหยาบท่ีอุณหภูมิต่ําถึง -20 และ -70 องศาเซลเซียส สามารถรักษา 
แอคติวิตีของเอนไซม์!วิใด้เม่ือเวลาผ่านไป 240 วัน

รูปท่ี 4.5 ผลการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนสเข้มข้นท่ีอุณหภูมิต่างๆ
— ♦ —  อุณหภูมิห้อง — )£—  -20 องศาเซลเซียส (เดกช์แทรนเนสหยาบ)
— #—  4 องศาเซลเซียส — X---------70องศาเซลเซียส

— ▲ ----  -20 องศาเซลเซียส — • —  -70 องศาเซลเซียส (เดกช์แทรนเนสหยาบ)
โดยแอคติวิตีลัมพัทธ์ท่ี 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีจำเพาะในวันแรกของการ

เก็บรักษาของแต่ละการทดลอง
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4.7 ผลของกลีเซอรอลและซอร์บิทอลท่ีมีต่อการเก็บเดกช์แทรนเนลที่ -20 และ -70 องศาเซลเซียส

จากการท่ีอุณหภูมิตํ่าสามารถช่วยรักษาแอคติวิตีฃองเดกช์แทรนเนสได้ แต่ในบางกรณี
โดยท่ัวไปการถนอมเอนไซม์มีความจำเป็นต้องเติมสารถนอมภายใต้ความเย็น เช่น กลีเชอรอลและ 
ซอร์บิทอล เพื่อป้องกันบริเวณออกฤทธิ้ของเอนไซม์โดยทำการทดลองตามวิธีดำเนินการวิจัยในข้อ
3.11 ผลการทดลองที่ได้จังแสดงในรูปที่4.6 และ4.7

จากผลการทดลองพบว่าเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเติมกลีเชอรอลและซอร์บิทอลเมื่อนำมา 
เก็บท่ี -20 และ -70 องศาเซลเซียส แอคติวิตีของเอนไซม์ท่ีเหลืออยู่ไม่แตกต่างจากเอนไซม์ปกติ 
โดยเดก'ซ์แทรนเนสสามารถรักษาแอคติ'วิตี,ไว้ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเวลาผ่านไป 150 วัน
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เวลา (วัน)

รูปท่ี 4.6 ผลของกลีเชอรอลและชอร์บิทอลท่ีมีต่อการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนลท่ี -20 องศา 
เซลเซียส
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รูปท่ี 4.7 ผลของกลีเชอรอลและซอร์บิทอลที่มีต่อการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนสท่ี -70 องศา 
เซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์
— * —  เอนไซม์ + กลีเชอรอล 4 %

— ▲ ----  เอนไซม์ + ซอร์บิทอล 4 %
โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100 % คิดเทียบจากแอคติวิตีจำเพาะในวันแรกของการเก็บรักษา

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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4.8.1 ผลของน้ําตาลท่ีมีต่อการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส

จากการที่มีรายงานว่าการเติมน้ําตาลลงในสารละลายเอนไซม์สามารถช่วย 
ป้องกันบริเวณแสดงฤทธึ๋ของเอนไซม์ (Ward และคณะ, 1999) จึงได้ทำการทดลองคีกษาผลของ 
นํ้าตาล1ชนิดต่างๆ ได้แก่ กลูโคส, แลคโทส, ซูโครสและมอลโทส ต่อการถนอมแอคติ'วิตีของเดก'ช์ 
แทรนเนส โดยในแต่ละระบบจะผสมนํ้าตาลลงในสารละลายเดกซ์แทรนเนสที่ความเข้มข้น 0.5 
มก.ต่อมล. แล้วนำไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส ติดตามแอคติ'วิตีท่ีเหลืออยู่ 
ตลอดช่วงการเก็บได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.8 และ4.9

4 .8  ค ัด เล ือ ก ส า ร ท ี่ใ ช ้ร ่ว ม ใ น ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า เด ก ซ ์แ ท ร น เน ส

พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป เดกซ์แทรนเนสปกติและเดกซ์แทรนเนสท่ีผ่านการเติม
น้ําตาลท้ัง 4 ชนิดมีแนวโน้มของแอคติวิตีท่ีลดลงใกล้เคียงกัน ท้ังที่เก็บท่ีอุณหภูมิห้องและเก็บที่ 4 
องศาเซลเซียส แสดงให้เห็นว่าน้ําตาลต่างๆ ไม่มีผลต่อการ'ช่วยรักษาแอคติ'วิตีฃองเดกซ์แทรนเนส 
ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่าความเข้มข้นท่ีไข้อาจไม่ใช่ความเข้มข้นที่เหมาะสม จึงทำการทดลองแปรผัน 
ความเข้มข้นของน้ําตาลชนิดต่างๆ 3 ระดับ คือ 0.25, 0.5 และ 1.0 มก.ต่อมล. ตามลำดับ จากน้ัน 
นำเดกซ์แทรนเนสไปเก็บที่อุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส ตรวจติดตามแอคติวิตีท่ีเหลืออยู่ 
ในช่วงของการเก็บ

จากการแปรผันความเข้มข้นของน้ําตาลท้ัง 4 ชนิด ได้แก่ กลูโคส, แลคโทล, 
ซูโครสและมอลโทส เมื่อนำไปเก็บท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส ได้ผลการทดลองดังแสดง 
ในรูปท่ี 4.10 - 4.17 พบว่าเม่ือเวลาผ่านไปนํ้าตาลทุกชนิดที่ความเข้มข้นต่างๆมีแนวโน้มลดลง 
ใกล้เคียงกับเอนไซม์ปกติ แสดงไห้เห็นว่านํ้าตาลชนิดต่างๆไม่มีผลต่อการรักษาแอคติวิตีฃองเดกซ์
แทรนเนส
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เวลา (วัน)

รูปท่ี 4.8 ผลการเก็บเดกช์แทรนเนสในน้ําตาลชนิดต่างๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.9 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในน้ําตาลชนิดต่างๆ ท่ี 4 องศาเชลเชียส

— ♦ —  เอนไชม์ — X  ซูโครส
— •—  กลูโคส )K—  มอลโทส
— ▲ ----  แลคโทล

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100 %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.10 ผลการแปรผันความเข้มข้นของน้ําตาลกลูโคสในการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส 
ท่ีอุณหภูมิห้อง

0 15 30 45 60 75 90
เวลา (วัน)

รูปท่ี 4.11 ผลการแปรผันความเข้มข้นของน้ําตาลกลูโคสในการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — ▲   กลูโคส 0.5มก.ต่อมล.
— •—  กลูโคส 0.25มก.ต่อมล.  X----  กลูโคส 1.0มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.12 ผลการแปรผันความเข้มข้นของน้ําตาลแลคโทสในการเก็บรักษาเดกซ์แทรนฒส 
ท่ีอุณหภูมิห้อง

เวลา (วัน)

รูปท่ี 4.13 ผลการแปรผันความเข้มข้นของน้ําตาลแลคโทสในการเก็บรักษาเดกช์แทรนเนส 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — ▲ ------ แลคโทส 0 .5มก.ต่อมล.
— •—  แลคโทส 0.25มก.ต่อมล. ----X----  แลคโทส 1.0มก.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.15 ผลการแปรผันความเข้มข้นของน้ําตาลซูโครสในการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส 
ท่ี 4 องศาเซลเชียล

— ♦ —  เอนไซม์ — ซูโครส 0.5 มก.ต่อมล.
— «—  ซูโครส 0.25 มก.ต่อมล. — X------  ซูโครส 1.0 มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.16 ผลการแปรผันความเข้มข้นของนํ้าตาลมอลโทสในการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส 
ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.17 ผลการแปรผันความเข้มข้นของนํ้าตาลมอลโทสในการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส

-—♦ —  เอนไซม์ — ▲ ------  มอลโทส 0.5 มก.ต่อมล.
— «—  มอลโทส 0.25 มก.ต่อมล. — X  มอลโทส 1.0 มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100 %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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4.8.2 ผลของพอลิออลท่ีมีต่อการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส

พอลิออลเป็นสารอีกกลุ่มหน่ึงที่นิยมนำมาใช้ในการรักษาความเสถียรของเอนไซม์ 
เนื่องจากสามารถป้องกันเอนไซม์จากการถูกทำลายด้วยความร้อน หรือการถูกทำลายด้วยผลึก
นำแข็งในระหว่างการเก็บ (Ward และคณะ, 1999 และ Heilman และคณะ,1983) ทำการทดลอง 
สืกษาผล,ของพอลิออล'ชนิดต่างๆ ได้แก่ กลีซอรอล ซอร์บิทอล แมนนิทอล และไอโนซิทอล โดยผสม 
กลีเซอรอลและซอร์บิทอลในเดกซ์แทรนเนลให้มีความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และ ผสม 
แมนนิทอลและไอโนซิทอลในเดกซ์แทรนเนสท่ีความเข้มข้น 0.5 มก.ต่อมล. จากน้ันนำไปเก็บรักษา 
ท่ีอุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส ตรวจติดตามแอคติวิตีที่เหลืออยู่ตลอดช่วงการเก็บ ได้ผลการ 
ทดลองดังรูปท่ี 4.18 และ 4.19

พบว่าเม่ือเวลาผ่านไปเอนไซม์ปกติและเอนไซม์ที่เติมพอลิออลชนิดต่างๆ มีแอคติ 
วิตีลดลงทั้งที่เก็บที่อุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม์ที่เติมกลีเซอรอลมีแนวโน้ม 
แอคติวิตีลดลงใกล้เคียงกับเอนไซม์ปกติ ในขณะท่ีเอนไซม์ท่ีเติมซอร์บิทอล แมนนิทอลและไอโนซิ 
ทอลทำให้แอคติวิตีฃองเอนไซม์ลดลงเร็วกว่าเอนไซม์ปกติเล็กน้อย อย่างไรก็ตามในช่วงสัปดาห์
แรกของการทดลองเอนไซม์ที่เติมกลีเซอรอลแสดงแอคติวิตีคงเหลือดีท่ีลุด จึงทำการแปรผันความ 
เข้มข้นของกลีเชอรอล 3 ระดับ คือ 2, 4 และ 8 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ จากนั้นนำเดกซ์แทรน 
เนสไปเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส ตรวจติดตามแอคติวิตีที่เหลืออยู่ในช่วงของการ 
เก็บ ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.20 และ 4.21

จากผลการทดลอง ถึงแม้จะทำการแปรผันความเข้มข้นของกลีเซอรอลทั้ง 3 
ระดับ แต่แอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนสก็ยังคงมีแนวโน้มลดลงเช่นเดียวกับเดกซ์แทรนเนลปกติทั้งที่ 
อุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส โดยเม่ือเวลาผ่านไป 90 วัน เดกซ์แทรนเนสปกติและเดกซ์ 
แทรนเนลท่ีผ่านการเติมกลีเซอรอลท่ีความเข้มข้นต่างๆ เมื่อเก็บท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศา 
เซลเซียส มีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 35 และ 60 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ แสดงให้เห็นว่ากลีเชอ 
รอลท่ีความเข้มข้นต่างๆ ไม่มีผลต่อการรักษาแอคติวิตีของเดกซ์แทรนเนล
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รูปท่ี 4.18 ผลการเก็บเดกช์แทรนเนสในพอลิออลชนิดต่างๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.19 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในพอลิออลชนิดต่างๆ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — X   แมนนิทอล 0.5 มก.ต่อมล.
— ■ —  กลีเซอรอล 4 % — —  ไอโนซิทอล 0.5 มก.ต่อมล.

— ▲ ----- ซอร์บิทอล 4 %

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.20 ผลการแปรผันความเข้มข้นของกลีเชอรอลในการเก็บเดกซ์แทรนเนส ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.21 ผลการแปรผันความเข้มข้นของกลีเชอรอลในการเก็บเดกช์แทรนเนส 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — ▲   กลีเชอรอล 4 %
— »—  กลีเชอรอล 2 % ---- X----  กลีเชอรอล 8 %

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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4.8.3 ผลของกรดท่ีมีต่อการเก็บรักษาเดกช์แทรนเนส

เป็นท่ีทราบก็นดีว่ากรดอินทรย์มีคุณสมบัติเป็นสารถนอมนิยมใชในอุตสาหกรรม 
อาหาร จึงทำการทดลองคีกษาผลของกรดชนิดต่างๆ ได้แก่ กรดเบนโซอิก กรดชิตรก กรดซอร์บิก 
และกรดซาลิไชลิก โดยผสมกรดชนิดต่างๆในเดกซ์แทรนเนสให้มีความเข้มข้น 2 มก.ต่อมล.
จากนั้นนำไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส ตรวจติดตามแอคติวิตีท่ีเหลืออยู่ตลอด 
ช่วงการเก็บ ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 4.22 และ 4.23

จากผลการทดลองพบว่าเม่ือเวลาผ่านไป เดกซ์แทรนเนสท่ีมีการเติมกรดชนิด
ต่างๆมีแนวโน้มของแอคติวิตีลดลงใกล้เคียงกับเดกซ์แทรนเนลปกติทั้งที่เก็บที่อุณหภูมิห้องและเก็บ 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส โดยเม่ือเวลาผ่านไป 150 วัน เดกซ์แทรนเนสปกติและเดกซ์แทรนเนสที่ผ่าน 
การเติมกรดชนิดต่างๆมีแอคติวิตีคงเหลือท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 และ 
50 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ แสดงว่ากรดชนิดต่างๆที่เติมลงไปไม่มีผลในการช่วยรักษาแอคติวิตีฃอง 
เดกซ์แทรนเนส อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของกรดที่เลือกใช้อาจไม่เหมาะสมจึงทำการดัดเลือก
กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกมาแปรผันความเข้มข้น 3 ระดับ คือ 1, 2 และ 4 มก.ต่อมล. 
ตามลำดับ จากนั้นนำเดกซ์แทรนเนสไปเก็บที่อุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส ตรวจติดตาม
แอคติวิตีท่ีเหลืออยู่ในช่วงของการเก็บ

พบว่าในช่วงสัปดาห์แรกของการทดลอง เดกซ์แทรนเนสปกติและเดกซ์แทรนเนส 
ที่ผ่านการเติมกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกมีแนวโน้มการลดลงของแอคติวิตีใกล้เคียงกัน ท้ังท่ีเก็บ 
ท่ีอุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเซียส แต่เม่ือเร่ิมเข้าส่ช่วงสัปดาห์ที่ 2 ของการทดลอง พบว่า 
เดกซ์แทรนเนลที่มีการเติมกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกท่ีความเข้มข้น 2 และ 4 มก.ต่อมล. เร่ิม 
มีแนวโน้มลดลงเร็วกว่าเดกซ์แทรนเนสปกติเล็กน้อย ในขณะที่เดกซ์แทรนเนสท่ีมีการเติมกรดเบน 
โซอิกและกรด1ซอร์บิกเพียง 1 มก.ต่อมล.มีแนวโน้มของแอคติวิตีใกล้เคียงกับเอนไซม์ปกติตลอด
ช่วงการทดลอง กรดท้ัง 2 ชนิด ได้แก่ เบนโซอิกและซอร์บิกไม่มีผลช่วยในการรักษาแอคติวิตีของ 
เดกซ์แทรนเนส ขณะเดียวกันถ้ามีความเข้มข้นของกรดสูงยังมีผลในการยับยั้งการทำงานของ
เดกซแทรนเนสด้วย
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รูปท่ี 4.22 ผลการเก็บเดกช์แทรนเนสในกรดชนิดต่างๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.23 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในกรดชนิดต่างๆ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — X----- กรดซอร์บิก 2 มก.ต่อมล.
— •—  กรดเบนโซอิก 2 มก.ต่อมล. — —  กรดซาลิไซลิก 2 มก.ต่อมล.
— Tk----- กรดชิตรก 2 มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.24 ผลการแปรผันความเข้มข้นของกรดเบนโซอิกในการเก็บเดกซ์แทรนเนส ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.25 ผลการแปรผันความเข้มข้นของกรดเบนโซอิกในการเก็บเดกซ์แทรนเนส ท่ี 4 องศา 
เซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — ▲ ----- กรดเบนโซอิก 2 มก.ต่อมล.
— ■ —  กรดเบนโซอิก 1 มก.ต่อมล  X  กรดเบนโซอิก 4 มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.26 ผลการแปรผันความเข้มข้นของกรดซอร์บิกในการเก็บเดกซ์แทรนเนส ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.27 ผลการแปรผันความเข้มข้นของกรดซอร์บิกในการเก็บเดกซ์แทรนเนล ท่ี 4 องศา 
เซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — ▲ ----- กรดซอร์บิก 2 มก.ต่อมล.
— ■ —  กรด1ซอร์บิก 1 มก.ต่อมล ----X  กรดซอร์บิก 4 มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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4.8.4 การใช้พอลิเมอร์เพ่ือช่วยในการรักษาเดกซ์แทรนเนส

อีกวิธีการหน่ึงที่ใช้ในการรักษาแอคติวิตีของเอนไซม์ คือ การป้องกันบริเวณออก 
ฤทธิ้ของเอนไซม์โดยเชื่อมกับสารประเภทพอลิเมอร์ ซึ่งอาจจะเช้าจับหรือล้อมจับโมเลกุลของ
เอนไซม์เพื่อป้องกันจากส่ิงแวดล้อมท่ีอยู่รอบเอนไซม์ (Gibson และคณะ, 1993 และ Abian และ 
คณะ, 2002 และ Fagain, 2003) ในการทดลองน้ีทำการคืกษาผลของพอลิเมอร์ชนิดต่างๆ ได้แก่ 
เดกซ์แทรน ไคโตซานและเซลลูโลส ท่ีเป็นซับสเตรตและสารท่ีมีโครงสร้างคล้ายซับสเตรตซึ่งคาดว่า 
จะเช้าจับบริเวณออกฤทธิ้ แล้วทำให้ช่วยป้องการสูญเสียแอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนสเมื่อเก็บเป็น 
เวลานานได้ โดยการผสมพอลิเมอร์ต่างๆในเดกซ์แทรนเนลให้มีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
จากน้ันนำไปเก็บที่อุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส แล้วตรวจติดตามแอคติวิตีที่เหลืออยู่ใน 
ระหว่างช่วงการเก็บได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.28 และ 4.29

พบว่าเม่ือทำการตรวจสอบแอคติวิตีของเดกช์แทรนเนสปกติและเดกซ์แทรนเนสที่ 
ผ่านการเติมพอลิเมอร์ท้ัง 3 ชนิด มีแนวโน้มการลดลงของแอคติวิตีใกล้เคียงกันอย่างเห็นได้ซัด 
โดยที่อุณหภูมิห้องเดกซ์แทรนเนสมีการสูญเสียแอคติวิตีท่ีรวดเร็วกว่าที่ 4 องศาเซลเซียส จากผล 
การทดลองแสดงให้เห็นว่าพอลิเมอร์ท้ัง 3 ชนิด ไม่มีผลต่อการรักษาแอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนส 
เม่ือแปรผันความเข้มข้นของเดกซ์แทรนและไคโตซาน ท่ี 0.25, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ หลังจาก 
ผสมพอลิเมอร์ท้ัง 2 ชนิดท่ีความเข้มข้นต่างๆกันในเดกซ์แทรนเนสแล้ว นำไปเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 
และ 4 องศาเซลเซียส แล้วตรวจติดตามแอคติวิตีท่ีเหลืออยู่ในระหว่างช่วงการเก็บ

ผลการแปรผันความเข้มข้นของพอลิฌอร์ท้ัง 2 ชนิด พบว่าไม่มีผลในการช่วย 
รักษาแอคติวิตีฃองเดกช์แทรนเนส เนื่องจากมีแนวโน้มของแอคติวิตีลดลงเช่นเดียวกับเดกซ์แทรน 
เนสปกติ โดยเมื่อเวลาผ่านไป 90 วัน เดกซ์แทรนเนลปกติและเดกซ์แทรนเนสที่มีการเติมเดกซ์ 
แทรนและไคโตซานที่ความเข้มข้นต่างๆ เม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส
มีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 40 และ 60 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ
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รูปท่ี 4.28 ผลการเก็บเดกช ์แทรนเนสในพอลิเมอร์ชนิดต่างๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง

0 30 60 90 120 150
เวลา (วัน)

รูปท่ี 4.29 ผลการเก็บเดก'ซ์แทรนเนล'ในพอลิเมอร์ซนิดต่างๆ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — 7เk ----- ไคโตซาน 0.5 %
— •—  เดกซ์แทรน 0.5 % ----X----- เซลลูโลส 0.5 %

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.30 ผลการแปรผันความเข้มข้นของเดกช์แทรนในการเก็บเดกซ์แทรนเนล ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.31 ผลการแปรผันความเข้มข้นของเดกซ์แทรนในการเก็บเดกซ์แทรนเนส ท่ี 4 องศา 
เซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — ▲ ----- เดกซี’แทรน 0.5 %
— * —  เดกซี’แทรน 0.25 % — X----  เดกซี’แทรน 1.0%

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี, 100 %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.32 ผลการแปรผันความเข้มข้นของไคโตซานในการเก็บเดกซ์แทรนเนส ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.33 ผลการแปรผันความเข้มข้นของไคโตซานในการเก็บเดกซ์แทรนเนส ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ — ▲ ----- ไคโตซาน 0.5 %
— •—  ไคโตซาน 0.25 % — X  ไคโตซาน 1.0 %

โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100 % คิดเทียบจากแอคติวิตีจำเพาะในวันแรกของการเก็บรักษา
ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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4.8.5 ผลของโปรตีนที่มีต่อการเก็บรักษาเดกช์แทรนเนส

โปรตีนเป็นสารอีกกลุ่มท่ีลามารถป้องกันเอนไซม์จากความร้อน ซ่ึงช่วยทำให้
โครงสร้างของเอนไซม์เสถียร (Izutsu และคณะ, 1993) จึงได้มีการนำมาใช้รักษาแอคติวิตีของ 
เอนไซม์ (Kuhlmeyer และ Klein, 2003) ไนการทดลองนี้ได้ทำการตีกษาผลของอัลบูมินซึ่ง 
นอกจากจะป้องกันเอนไซม์จากความร้อน Dolapchiev และ Vassilev (1980) รายงานว่าสามารถ 
ดูดซับส่ิงปนเปีอนในสารละลายและรักษาแอคติวิตีของเอนไซม์ได้ โดยแปรผันความเข้มข้น
ออกเป็น 3 ระดับ คือ 0.25, 0.5 และ 1.0 มก.ต่อมล. หลังจากผสมอัลบูมินที่ความเข้มข้นต่างๆใน 
เดกซ์แทรนเนลแล้ว นำไปเก็บท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส แล้วตรวจติดตามแอคติวิตีท่ี 
เหลืออยู่ในระหว่างช่วงการเก็บ ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.34 และ 4.35

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าอัลบูมินท่ีความเข้มข้นต่างๆไม่มีผลในการช่วย 
รักษาแอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนส เห็นได้จากแอคติวิตีลัมพัทธ์ท่ีลดลงท่ีเวลาต่างๆซ่ึงมีแนวโน้ม
การลดลงใกล้เคียงกับเดกซ์แทรนเนสปกติ โดยท่ีเม่ือเวลาผ่านไป 60 วัน เดกซ์แทรนเนสปกติและ 
เดกซ์แทรนเนสท่ีผ่านการเติมอัลบูมินท่ีความเข้มข้นต่างๆ มีแอคติวิตีคงเหลือท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 
องศาเซลเซียส ประมาณ 40 และ 60 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ

4.8.6 ผลของเกลือท่ีมีต่อการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนล

ท่ีผ่านมามีหลายงานวิจัยท่ีได้นำสารในกลุ่มของเกลือมาใช้ในการรักษาแอคติวิตี 
ของเอนไซม์ โดยถ้าใช้ในปริมาณน้อยจะสามารถช่วยให้เอนไซม์ละลายอยู่ในสารละลายได้ดีขึ้น 
เป็นการป้องกันการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเอนไซม์ (Goller และ Galinski, 1999 และ Abian 
และคณะ, 2002) ดังน้ันในการทดลองนี้จึงดำเนินการตีกษาผลของเกลือชนิดต่างๆ ได้แก่
แอมโมเนียมซัลเฟต โซเดียมซัลเฟต โปแทสเชียมคลอไรต์และโซเดียมคลอไรด์ที่มีต่อการเก็บรักษา 
เดกซ์แทรนเนล โดยทำการผสมแอมโมเนียมซัลเฟต โซเดียมซัลเฟต ในเดก'ซ์แทรนเนส'ให้มีความ 
เข้มข้น 0.5 มก.ต่อมล. และผสมโปแทสเชียมคลอไรต์และโซเดียมคลอไรด์ให้มีความเข้มข้น 15 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นนำเอนไซม์ไปเก็บท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศาเซลเซียส แล้ววัดแอคติวิตีท่ี 
เหลืออยู่ตลอดช่วงการเก็บ ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.36 และ 4.37

พบว่าแอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนสที่มีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตและโซเดียม 
ซัลเฟตมีแนวโน้มลดลงใกล้เคียงกับเดกซ์แทรนเนลปกติ ในขณะท่ีโปแทสเชียมคลอไรด์และ
โซเดียมคลอไรด์มีผลทำให้เอนไซม์สูญเสียแอคติวิตีอย่างรวดเร็ว แสดงให้เห็นว่าเกลือชนิดต่างๆท่ี 
ดัดเลือกมาใช้ไม่มีผลในการรักษาแอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนส
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รูปท่ี 4.34 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในอัลบูมีน ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.35 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในอัลบูมีน ท่ี 4 องศาเซลเซียส

—  เอนไซม์
m—  อัลบูมีน 0.25 มก.ต่อมล.

-A.----  อัลบูมีน0.5 มก.ต่อมล.
-X----  อัลบูมีน 1.0 มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.36 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในเกลือชนิดต่างๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.37 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนลในเกลือชนิดต่างๆ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ ---- X----  โปแทสเชียมคลอไรด์15%
— •—  แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 มก.ต่อมล. — ----  โซเดียมคลอไรด์15 %
— ▲ ----  โซเดียมซัลเฟต 0.5มก.ต่อมล.

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100  %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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4.8.7 ผลของสารละลายอินทรีย์ท่ีมีต่อการถนอมแอคติวิตีและเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส

Brena และคณะ (2003) รายงานว่า อะชีโตนและเอทานอล ช่วยป้องกันการ 
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเอนไซม์ในสารละลายได้ ดังน้ันจึงได้คืกษาผลของสารละลายอินทรีย์ 2 
ชนิดน้ี ที่มีต่อการเก็บรักษาเดกช์แทรนเนล โดยทำการผสมเอทานอลและอะชีโตน ในเดกช์แทรน 
เนสให้มีความเข้มข้น 18 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นนำเอนไซม์ไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศา
เซลเซียส วัดแอคติวิตีที่เหลืออยู่ในระหว่างช่วงการเก็บ ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.38 และ 
4.39

เมื่อทำการเติมอะซีโตนและเอทานอลในเดกซ์แทรนเนส พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป 
แอคติวิตีฃองเอนไซม์มีแนวโน้มลดลงอย่างรวดเร็วกว่าเดกซ์แทรนเนสปกติ โดยเพียงวันที่ 5 ของ 
การทดลองเดกช์แทรนเนสที่มีการเติมอะซีโตนและเอทานอล เม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 องศา 
เซลเซียส สูญเสียแอคติวิตีไปถึง 60 และ 50 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ในขณะท่ีเอนไซม์ปกติยังคง 
รักษาแอคติวิตีไว้ได้ท้ังหมด แสดงให้เห็นว่าอะซีโตนและเอทานอลนอกจากจะไม่ช่วยรักษาแอคติวิ 
ตีของเดกซ์แทรนเนสแล้ว ยังกลับมีผลทำให้เอนไซม์สูญเสียแอคติวิตีมากขึ้นด้วย

4.8.8 ผลของสารไบฟังก์ชันนอลที่มีต่อการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส

สารไบฟังก์ชันนอลสามารถช่วยรักษาความเสถียรของเอนไซม์ โดยการเช่ือมโยง 
โมเลกุลของเอนไซม์ใว้ เป็นการป้องกันการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเม่ืออยู่ในภาวะท่ีไม่เหมาะสม
นอกจากน้ียังนิยมใข้ในการตรีงรูปเอนไซม์ไว้กับตัวพยุง ซึ่งพบว่าลามารถรักษาความเสถียรของ
เอนไซม์ได้ ในการทดลองนี้คืกษาผลของกลูตารัลดีไฮดํซึ่งเป็นสารไบฟังก์ชันนอลท่ีมีต่อการเก็บ
รักษาเดกซ์แทรนเนล โดยแปรผันความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์เป็น 2 ระดับ คือ 5 และ 10 มิลลิ 
โมลาร์ หลังจากผลมกลูตารัลดีไฮต์ที่ความเข้มข้นต่างๆในเดกช์แทรนเนลแล้ว นำไปบ่มท่ี
อุณหภูมิห้องตรวจติดตามแอคติวิตีที่เหลืออยู่ทุกๆ2 ช่ัวโมง

พบว่ากลูตารัลดีไฮด์มีผลทำให้เดกซ์แทรนเนลสูญเสียแอคติวิตอีย่างรวดเร็ว จาก 
รูปท่ี 4.40 เห็นได้ชัดว่า กลูตารัลดีไฮด์เพียง 5 มิลลัโมลาร์ ทำให้เดกซ์แทรนเนลสูญเลียแอคติวิตี 
ทั้งหมดไปในเวลาเพียง 12 ช่ัวโมง แสดงให้เห็นว่ากลูตารัลดีไฮดํใม่เหมาะท่ีจะใช้เป็นสารเติมแต่ง 
ในการเก็บรักษาเดกซ์แทรนเนส
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รูปท่ี 4.38 ผลการเก็บเดกช์แทรนเนสในสารละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.39 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสในสารละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ ท่ี 4 องศาเซลเซียส

— ♦ —  เอนไซม์ 
— * —  เอทานอล 18%
— ▲ ----- อะซีโตน 18%

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 100 %  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เพ า ะ ใน ว ัน แ ร ก ข อ ง ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า

ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.40 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนลในกลูตารัลดีไฮด์ที่อุณหภูมิห้อง

— ♦ —  เอนไซม์
— * —  กลูตารัลดีไฮด์ 5 มิลลิโมลาร์ 
— ▲ ----- กลูตารัลดีไฮด์10มิลลิโมลาร์

โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100 % คิดเทียบจากแอคติวิตีจำเพาะในชั่วโมงแรกของการเก็บ
รักษาของแต่ละการทดลอง
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4.9 ผลการเก็บเดกช์แทรนเนสโดยการไลโอฟิไลช์

4.9.1 ผลของสารเติมแต่งชนิดต่างๅท่ีมีต่อการไสโอฟิไลซกัดกซ์แทรนเนส

โดยปกติการไลโอทิเไลซ์ มักจะมีผลต่อโครงสร้างของเอนไซม์ทำให้เอนไซม์สูญเลีย 
แอคติวิตี จึงต้องมีการเติมสารที่มีคุณสมมัติในการป้องกันเอนไซม์ลงไป ในการทดลองน้ีจะนำ 
เดกช์แทรนเนสมาทำแห้งด้วยการไลโอทิเไลช์โดยการเติมสารต่างๆลงไป ได้แก่ นมผงพร่องมันเนย, 
มอลโทล, แลคโทส, แอมโมเนียมซัลเฟต, กลีเซอรอล, แมนนิทอล, ไอโนซิทอล และ ซอร์บิทอล ท่ี 
ความเข้มข้น 2, 4 และ 8 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ เพื่อช่วยรักษาแอคติวิตีของเอนไซม์ในระหว่างการ 
ทำแห้ง ได้ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4.2

พบว่าเดกซ์แทรนเนสหยาบและเดกซ์แทรนเนสท่ีผ่านการเติมลารชนิดต่างๆ 
ยกเว้นกลีเซอรอล เม่ือผ่านการทำแห้งแล้วเอนไซม์ยังลามารถรักษาแอคติวิตีไว้ได้ท้ังหมด ในขณะ 
ท่ีการเติมกลีเซอรอลมีผลทำให้เอนไซม์สูญเลียแอคติวิตีในระหว่างการไลโอทิเไลช์ จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า เดกซ์แทรนเนสหยาบสามารถรักษาแอคติวิตีในระหว่างการไลโอทิเไลซ็ได้
โดยไม่ต้องมีการเติมสารใดๆ

อย่างไรก็ตามสารชนิดต่างๆ อาจไม่จำเป็นระหว่างการไลโอทิเไลซ์ แต่หลังจากได้ 
เดกซ์แทรนเนลแห้งแล้วต้องนำไปสืกษาอายุการเก็บรักษาเอนไซม์ ที่อุณหภูมิต่างๆ ดังน้ันจึง
ทำการสืกษาผลของสารชนิดต่างๆ ท่ีมีต่ออายุการเก็บรักษาเอนไซม์หลังจากการไลโอทิเไลซ์ต่อไป
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ตารางท่ี 4.2 ผลของสารชนิดต่างๆ ต่อการทำเดกช์แทรนเนลให้แห้งโดยการไลโอพิเไลซ์

สารต่างๆ
แอคติวิตีจำเพาะของเอนไซม์ 

(หน่วยต่อมก.) แอคติวิตีสัมพัทธ์
ก่อนการไลโอทิเไลซ์ หลังการไลโอพิเไลซ์ (%)

เดกซ์แทรนเนสหยาบ 195.61 200.95 102.73

กลเชอรอล
2% 191.82 38.15 19.89
4% 190.60 19.94 10.46
8% 198.23 2.10 1.01

ซอร์บิทอล
2% 191.50 195.34 102.01
4% 184.18 184.69 100.28
8% 197.87 195.48 98.79

แมนนิทอล
2% 184.28 185.90 100.88
4% 188.32 190.47 99.62
8% 186.37 186.76 100.21

ไอโนซิทอล
2% 198.91 197.34 99.212
4% 192.60 193.80 100.62
8% 197.20 198.39 100.60

นมผงพร่องมันเนย
2% 187.78 203.29 108.26
4% 184.50 168.63 91.40
8% 192.14 183.67 95.59
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สารเติมแต่ง
แอคติวิตีจำเพาะของเอนไซม์ 

(หน่วยต่อมก.) แอคติวิตีสัมพัทธ์
(%)ก่อนการไลโอทิเไลช์ หลังการไลโอทิเไลซ์

แอมโมเนียมซัลเฟต
2% 203.24 200.03 98.41
4% 197.76 193.47 97.83
8% 196.98 190.73 96.87

มอลโทส
2% 188.32 200.58 106.51
4% 199.53 183.36 91.90
8% 198.46 194.43 103.85

แลคโทส
2% 200.06 183.09 91.51
4% 194.69 186.38 95.73
8% 189.93 178.36 93.90

กำหนดให้แอคติวิตีจำเพาะของเอนไซม์ก่อนการไลโอฟิไลซ์ของแต่ละการทดลองเท่ากับ 100%
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4.9.2 ผลของสารชนิดต่างๆท่ีมีต่ออายุการเก็บเดกซ์แทรนเนลหลังจากการไสโอทิเไลซ์

จากผลการทดลองในตารางท่ี 4.2 ได้ทำการแปรผันความเข้มข้นของสารต่างๆ 3 
ระดับ คือ 2, 4 และ 8 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ พบว่าเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเติมสารต่างๆทั้ง 3 
ความเข้มข้น มีแอคติ'วิตีคงเหลือ 100 เปอร์เซ็นต์เท่ากัน ดังน้ันจึงเลือกสารต่างๆ ท่ีความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ มาใข้ในการคีกษาผลของสารท่ีมีต่ออายุการเก็บเดกซ์แทรนเนสหลังการไลโอทิเไลซ์
โดยจะทำการเก็บรักษาเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิห้อง, 4 และ -20 องศาเซลเซียส

ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสแห้งท่ีอุณหภูมิห้อง ดังแสดงในรูปท่ี 4.41 จะเห็นว่าเม่ือ 
เวลาผ่านไป แอคติวิตีฃองเดกซ์แทรนเนสแห้งปกติและเดกซ์แทรนเนสแห้งท่ีมีการเติมสารต่างๆ มี 
แนวโน้มลดลงใกล้เคียงกัน โดยเม่ือเวลาผ่านไป 120 วัน เอนไซม์มีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 50 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการเก็บเอนไซม์หยาบในรูปสารละลายจะมีแอคติวิตีเหลือเพียง 
10 เปอร์เซ็นต์ ในเวลาเท่ากัน และจากการสังเกตลักษณะของเอนไซม์แห้งพบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 
เอนไซม์เร่ิมมีความช้ืนเพ่ิมข้ึน ความช้ืนหรือนํ้านี้อาจเป็นสาเหตุทำให้เอนไซม์สูญเสียแอคติวิตี จึง 
ทำการทดลองเก็บเอนไซม์ในภาวะแห้งโดยการเติมชิลิกาเจลลงในระบบ ได้ผลการทดลองดังแสดง 
ในรูปท่ี 4.42 โดยพบว่าซิลิกาเจลสามารถลดความช้ืนภายในระบบทำให้เดกช์แทรนเนสแห้งและ 
เดกซ์แทรนเนสแห้งท่ีมีการเติมสารต่างๆ สามารถรักษาแอคติวิตีไว่ใด้ท้ังหมดในช่วงระยะเวลา 60 
วัน แสดงให้เห็นว่าความช้ืนมีผลต่อการสูญเสียแอคติวิตีฃองเอนไซม์ และซิลิกาเจลช่วยป้องกัน 
ความชื้นทำให้เอนไซม์สามารถรักษาแอคติวิตีไว้ได้

สำหรับผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสแห้งท่ี 4 องศาเซลเซียส ได้แสดงไว้ในรูป 4.43 
พบว่าเดกช์แทรนเนสแห้งและเดกซ์แทรนเนลแห้งที่มีการเติมสารต่างๆ มีแนวโน้มการลดลงของ
แอคติวิตีใกล้เคียงกัน โดยในช่วง 2 สัปดาห์แรกของการทดลอง เอนไซม์ลามารถรักษาแอคติวิตีไว้ 
ได้ท้ังหมด และเอนไซม์มีแอคติวิตีคงเหลือดีกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับการเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง โดย 
เม่ือเวลาผ่านไป 90 วัน เอนไซม์มีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นได้ทำการ 
ทดลองเก็บเอนไซม์แห้งโดยการเติมซิลิกาเจลลงในระบบ ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.44 
เห็นได้ชัดเจนว่าซิลิกาเจลช่วยป้องกันความชื้นที่เกิดช้ืนระบบ ทำให้เอนไซม์สามารถรักษาแอคติวิตี 
ไว้ได้ โดยเดกซ์แทรนเนสแห้งและเดกซ์แทรนเนสแห้งที่มีการเติมสารชนิดต่างๆลามารถรักษาแอคติ 
วิตีไ'ว้ใด้ท้ังหมดเม่ือเวลาผ่าน'ไป 90 วัน
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สุดท้ายเป็นผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสแห้งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยผลการ 
ทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.45 พบว่าเดกซ์แทรนเนสแห้งและเดกซ์แทรนเนสแห้งที่มีการเติมสาร 
ต่าง  ๆสามารถรักษาแอคติวิตีไว้ได้ทั้งหมดแม้เวลาจะผ่านไปถึง 120 วัน และการเก็บท่ีอุณหภูมิ
-20 องศาเซลเซียส นั้นทำให้ระบบมีความช้ืนน้อยมาก ดังน้ันการเติมซิลิกาเจลลงในระบบจึงไม่มี 
ความแตกต่างกันดังรูปท่ี 4.46

4.9.3 ผลอายุการเก็บเดกช์แทรนเนสหลังจากการไลโอทิเไลซ์ภายใต้ภาวะสุญญากาศและป้องกัน 
ความช้ืนด้วยชิลิกาเจล

จากผลการทดลองข้างต้น เมื่อเปรียบเทียบการเก็บเดกซ์แทรนเนสแห้งกับเดกซ์แทรน
เนสแห้งท่ีมีการเติมสารต่างๆ พบว่า สารต่างๆท่ีใข้ในการทดลอง ได้แก่ นมผงขาดมันเนย, 
มอลโทส, แลคโทส, แอมโมเนียมซัลเฟต, แมนนิทอล, ไอโนซิทอลและซอร์บิทอล ไม่มีผลต่ออายุ 
การเก็บเดกซ์แทรนเนสหลังการไสโอทิเไลซ์

หลังจากนี้ขั้นตอนต่อไปทำการเก็บเดกซ์แทรนเนสแห้งที่ไม่เติมสารใดๆ โดยการบรรจุในถุง 
ท่ีทำให้เป็นสุญญากาศโดยใช้เครื่องดูดอากาศ เพ่ือป้องกันการเกิดออกซิเดชันของเอนไซม์เมื่อมี 
ความชื้นได้ พบว่าเดกซ์แทรนเนสแห้งท้ังท่ีเก็บท่ี อุณหภูมิห้อง, 4 และ -20 องศาเซลเซียส สามารถ 
รักษาแอคติวิตีไว้ใด้ท้ังหมดเม่ือเวลาผ่านไปถึง 60 วัน ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.47
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รูปท่ี 4.41 ผลการเก็บเดกซนิเทรนเนสหลังการไลโอทิเไลซ์ท่ีอุณหภูมิห้อง

รูปท่ี 4.42 ผลการเก็บเดกช์แทรนเนสหลังการไลโอVเไลช์ที่อุณหภูมิห้องภายใต้ภาวะป้องกัน 
ความช้ืนด้วยชิลิกาเจล

—- เอนไซม์ X แอมโมเนียมซัลเฟต 2 %
■ — - นมผงพร่องมันเนย 2 % — • —  แมนนิทอล 2 %

-A— - มอลโทล 2 % ---- 1----  ไอโนซิทอล 2 %
-X—-  แล คโท ส 2 % ซอร์บิทอล 2 %

โดยแอคต ิว ิต ีส ัมพ ัทธ ์ท ี่ 100 %  ค ิด เท ียบจากแอคต ิว ิต ีจำเพาะในว ันแรกของการเก ็บร ักษา

ของแต ่ละการทดลอง
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รูปท่ี 4.43 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสหลังการไลโอฟิไลซ์ที่ 4 องศาเซลเซียส

รูปท่ี 4.44 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสหลังการไลโอทิเไลซ์ท่ี 4 องศาเซลเซียส ภายใต้ภาวะป้องกัน 
ความช้ืนด้วยซิลิกาเจล

— ♦ —- เอนใซม์ แอมโมเนียมซัลเฟต 2 %
— ■ — - นมผงพร่องมันเนย 2 % — • — - แมนนิทอล 2 %

▲ — - มอลโทส 2 % ---- 1— ' ไอโนซิทอล 2 %
— X—-  แลคโทส 2 % - . ซอร์บิทอล 2 %

โดยแอคต ิว ิต ีส ัมพ ัทธ ์ท ี่ 100 %  ค ิด เท ียบจากแอคต ิว ิต ีจำเพาะในว ันแรกของการเก ็บร ักษา

ของแต ่ละการทดลอง
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รูปท่ี 4.45 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสหลังการไลโอฟิไลซ์ที่ -20 องศาเซลเซียส

รูปท่ี 4.46 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสหลังการไลโอฟิไลซ์ที่ -20 องศาเซลเซียส ภายใต้ภาวะ 
ป้องกันความช้ืนด้วยซิลิกาเจล

-♦ —- เอนไซม์ X แอมโมเนียมฃัลเฟต 2 %
■ — - นมผงพร่องมันเนย 2 % — • —  แมนนิทอล 2 %

-▲ — - มอลโทส 2 % I ไอโนซิทอล 2 %
-  แลคโทส 2 % ซอร์บทอล 2 %

โดยแอคต ิว ิต ีล ัมฟ ัทธ ์ท ี่ 100 %  ค ิดเท ียบจากแอคต ิว ิต ีจำเพาะในว ันแรกของการเก ็บร ักษา

ของแต ่ละการทดลอง
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รูปท่ี 4.47 ผลการเก็บเดกซ์แทรนเนสหลังการไลโอทิเไลซ์ที่อุณหภูมิต่างๆ ภายใต้ภาวะสุญญากาศ 
และป้องกันความช้ืนด้วยชิลิกาเจล

— ♦ —  อุณหภูมิห้อง 
— ■ —  4 องศาเซลเซียส 

— ▲ ----- -20 องศาเซลเซียส

โดยแอคติวิตีลัมพัทธ์ท่ี 100 % คิดเทียบจากแอคติวิตีจำเพาะในวันแรกของการเก็บรักษา
ของแต่ละการทดลอง
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4.10 การสืกษาสมบัติของเดกซ์แทรเนสที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการที่เหมาะสมจากผลการ
ทดลองท่ีผ่านมาเปรียบเทียบกับเดกซ์แทรนเนสหยาบ

จากผลการทดลองทั้งหมดที่ผ่านมาพบว่าวิธีการท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาแอคติวิตีฃอง 
เดกซ์แทรนเนสได้แก่

1. การเก็บเดกช์แทรนเนสหยาบท่ี -20 และ -70 องศาเซลเซียส
2. การเก็บเดกซ์แทรนเนสเข้มฃ้นท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยอะซีโตน ท่ี -20 และ -70 องศา 

เซลเซียส
3. การเก็บเดกซ์แทรนเนสเข้มข้นท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยอะซีโตน ท่ี -20 และ -70 องศา 

เซลเซียส ร่วมกับการเติมกลีเชอรอลหรือซอร์บิทอล
4. การทำเดกซ์แทรนเนสหยาบให้แห้งโดยการไลโอฟิไลซ์ แล้วนำไปเก็บที่อุณหภูมิห้อง, 4 

และ -20 องศาเซลเซียส ภายใต้ภาวะสุญญากาศและป้องกันความช้ืนด้วยซิลิกาเจล

สำหรับข้ันตอนต่อไป ทำการสืกษาสมบัติบางประการของเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บ
เทียบกับเดกซ์แทรนเนสหยาบ โดยคัดเลือกตัวอย่างของเดกช์แทรนเนลที่ผ่านการเก็บด้วยวิธีท่ี
เหมาะสมมาทำการสืกษา 4 ตัวอย่าง ได้แก่ เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส, 
เดกซ์แทรนเนสแห้งท่ีเก็บที่อุณหภูมิห้อง, 4 และ -20 องศาเซลเซียส
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4.10.1 ความเป็นกรดเบสและชนิดของบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมต่อการทำงานของเดกช์แทรเนส 

ที่ผ่านการเก็บรักษาเทียบกับเดกช์แทรนเนสหยาบ

หลังจากทำการแปรผันความเป็นกรดเบสในช่วง 2.5 -  7.0 และวิเคราะห์แอคติวิตีของ 
เอนไชม์หยาบพบว่าไกลซีนไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ที่ความเป็นกรดเบส 2.5 -  3.5 และฟอสเฟต 
บัฟเฟอร์ความเป็นกรดเบส6 - 7 ไม่เหมาะสำหรับการวิเคราะห์แอคติวิตีเอนไซม์เนื่องจากแอคติวิตี 
ของเอนไซม์มีค่าน้อยกว่าการใช้อะชิเตตบัฟเฟอร์และพบว่าเมื่อความเป็นกรดเบสเพิ่มขึ้นมีผลทำให้ 
แอคติวิตีฃองเอนไซม์เพิ่มขึ้นจนถึงค่าความเป็นกรดเบส 4.5 จะทำให้เอนไซม์มีแอคติวิตีสูงที่สุด 
จากนั้นเมื่อเพิ่มความเป็นกรดเบสของอะชิเตตบัฟเฟอร์ขึ้นอีก พบว่าแอคติวิตีของเอนไซม์ลดลง และ 
เมื่อเปรียบเทียบการทำงานของเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บทั้ง 4 ตัวอย่างในบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ 
พบว่ามีความสามารถในการทำงานใกล้เคียงกับเดกซ์แทรนเนสหยาบและมีความเป็นกรดเบสที่ 
เหมาะสมในการทำงานอยู่ในช่วง 4.5 -  5 ผลการทดลองตังแสดงในรูป 4.48

4.10.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของเดกช์แทรเนสที่ผ่านการเก็บรักษาเทียบกับ 
เดกซ์แทรนเนสหยาบ

จากการแปรผันอุณหภูมิท่ีใช้ในการทดลองต้ังแต่ 35 -  70 องศาเซลเซียส ได้ผล 
การทดลองตังแสดงในรูปที่ 4.49 พบว่าเม่ืออุณหภูมิเพ่ิมข้ึน จะมีผลให้แอคติวิตีของเดกช์แทรนเนล 
เพ่ิมข้ึน โดยท่ีเดกซ์แทรนเนลหยาบและเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บท้ัง 4 ตัวอย่าง มีอุณหภูมิท่ี 
เหมาะสมในการทำงานเท่ากันคือท่ี 55 องศาเซลเซียส แต่เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิอีกพบว่าแอคติวิตีของ 
เอนไซม์ลดลง แสดงให้เห็นว่า ผลของอุณหภูมิที่มีต่อการทำงานของเดกซ์แทรนเนลที่ผ่านการเก็บ 
ไม่แตกต่าง1จากเดกช์แทรนเนสหยาบ
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รูปท่ี 4.48 ความเป็นกรดฌลที่เหมาะสมต่อการทำงานของเดกช์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บและเดกร์ 
แทรนเนสหยาบ
- - - * - - -  ไกลชีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์(เดกซ์แทรนเนสหยาบ)
— ■  - อะชีเตตบัฟเฟอร์(เดกช์แทรนเนสหยาบ)

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสหยาบ)
- - - - - -  ไกลชีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บท่ี -20 องศาเซลเชียล)
— ♦ —  อะซิเตตบัฟเฟอร์ (เดกช์แทรนเนสเข้มข้นเก็บท่ี -20 องศาเซลเชียส)
- - ♦  - ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บท่ี -20องศาเซลเชียล)
---At- -  ไกลชีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง)
—A  อะซิเตตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง)

- A  - ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง)
- - 0 - -  ไกลชีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์(เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บที่ 4 องศาเซลเชียส)
—©—  อะชิเตตบัฟเฟอร์ (เดกช์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี 4 องศาเซลเชียล)
-  -  ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี 4 องศาเซลเชียล)
-  -  X -  -  ไกลชีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์(เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บที่ -20 องศาเซลเชียล)
----X---- อะซิเตตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี -20องศาเซลเชียล)
- • - X - •■ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี -20องศาเซลเชียส)

โด ย แ อ ค ต ิว ิต ีส ัม พ ัท ธ ์ท ี่ 1 0 0%  ค ิด เท ีย บ จ า ก แ อ ค ต ิว ิต ีส ูง ส ุด ข อ ง แ ต ่ล ะ ก า ร ท ด ล อ ง
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รูปท่ี 4.49 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บและเดกซ์แทรน 
เนสหยาบ

-I—  เดกซ์แทรนเนสหยาบ 
—  เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บ ท่ี -20 องศาเซลเซียส

า*  เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ีอุณหภูมิห้อง
■ ©—  เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
-X----  เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ี -20 องศาเซลเซียส

โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีสูงสุดของแต่ละการทดลอง
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4.10.3 ความเสถียรต่อความเป็นกรดเบสของเดกช์แทรเนสที่ผ่านการเก็บรักษาเทียบกับ
เดกซ์แทรนเนสหยาบ

บ่มเดกซ์แทรนเนสหยาบและเดกช์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บในบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ ที่แปรผัน 
ความเป็นกรดเบสในช่วง 2.5 -  7 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไป 
วิเคราะห์แอคติวิตีที่เหลืออยู่ภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสม ไต้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.50 พบว่า 
เดกช์แทรนเนสหยาบและเดกช์แทรนเนลที่ผ่านการเก็บมิความเสถียรต่อความเป็นกรดเบสใกล้เคียง 
กันในช่วงกว้างตั้งแต่ 4.5-7 โดยมิแอคติ'วิตีคงเหลือประมาณ 90-100 เปอร์เซ็นต์

4.10.4 ความเสถียรต่ออุณหภูมิของเดกซ์แทรเนสที่ผ่านการเก็บรักษาเทียบกับเดกซ์แทรน 
เนสหยาบ

นำเดกช์แทรนเนสหยาบและเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บมาบ่มที่อุณหภูมิต่างๆ โดยแปร 
ผันอุณหภูมิในช่วง 35 - 70 องศาเซลเซียส จากนั้นนำไปวิเคราะห์แอคติวิตีที่เหลืออยู่ภายใต้ภาวะท่ี 
เหมาะสม ผลการทดลองดังแสดงในรูป 4.51 พบว่าความเสถียรต่ออุณหภูมิของเดกซ์แทรนเนส
หยาบและเดกซ์แทรนเนลที่ผ่านการเก็บมิค่าใกล้เคียงกัน โดยท่ีเดกซ์แทรนเนสจะมิความเสถียรต่อ 
อุณหภูมิท่ี 35 -  45 องศาเซลเซียส และเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 50 และ 55 องศาเซลเซียส เอนไซม์มิ 
แอคติวิตีคงเหลือประมาณ 90 และ 60 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ในขณะที่เอนไซม์จะสูญเสียแอคติวิตี
อย่างรวดเร็วเม่ือเพิมอุณหภูมิถึง 65 องศาเซลเซียส
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ความเป ็นกรดเบส

รูปท่ี 4.50 ความเสถียรต่อความเป็นกรดเบสของเดกซ์แทรนเนสท่ีผ่านการเก็บและเดกซ์แทรน 
เนสหยาบ

ไกลซีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์(เดก1ซ์แทรนเนสหยาบ)
— ■ —  อะซิเตตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสหยาบ)

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์(เดกซ์แทรนเนสหยาบ)
- - - - - - -  ไกลซีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส)
— ♦ —  อะชิเตตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บท่ี -20องศาเซลเซียส)

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส)
- -A - -  ไกลซีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์(เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บที่อุณหภูมิห้อง)

—A.  อะซิเตตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง)
A  ฟอสเฟตบัฟเฟอร์(เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บที่อุณหภูมิห้อง)

--๐ -- ไกลซีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์ (เดกช์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส)
—©—  อะซิเตตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส)
-  ■ © ■ -  ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส)
-  -  X -  -  ไกลซีนไฮโรคลอไรด์บัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส)
---- X---- อะชิเตตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส)
-  ■ -X -  • - ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส)

โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีไม่ได้บ่มของแต่ละการทดลอง
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รูปท่ี 4.51 ความเสถียรต่ออุณหภูมิของเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บและเดกซ์แทรนเนสหยาบ

-■ —  เดกซ์แทรนเนลหยาบ
-4—  เดกซ์แทรนเนสเข้มข้นเก็บ ท่ี -20 องศาเซลเซียส
-ÉK.----  เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ีอุณหภูมิห้อง
-©—  เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
-X----  เดกซ์แทรนเนลแห้งเก็บ ท่ี -20 องศาเซลเซียส

โดยแอคติวิตีสัมพัทธ์ท่ี 100% คิดเทียบจากแอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีไม่ได้บ่มของแต่ละการทดลอง
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4.10.5 การหาค่าความจำเพาะต่อซับลเตรต (KJ เดกซ์แทน ที-2000 ของเดกซ์แทรนเนลท่ี 
ผ่านการเก็บเทียบกับเดกช์แทรนเนสหยาบ

การทดลองนี้ได้คีกษาความจำเพาะของเดกซ์แทรนเนลท่ีผ่านการเก็บและเดกซ์แทรนเนส 
หยาบ โดยแปรผันความเข้มข้นของซับสเตรต เดกซ์แทรน ที-2000 แล้ววิเคราะห์แอคติวิตีของ 
เอนไซม์ นำค่าที่ได้มาเขียนกราฟตามวิธีของไลม์วิเวอร์-เบิร์ก (Linewever-Burk plot) ด้งแสดงในรูป 
ท่ี 4.52 พบว่า Km ของเดกซ์แทรนเนสหยาบ มีค่าเท่ากับ 0.87 ไมโครโมลาร์ และเดกซ์แทรนเนลท่ี 
ผ่านการเก็บได้แก่ เดกซ์แทรนเนลเข้มข้นเก็บท่ี -20 องศาเซลเชียล, เดกซัแทรนเนลแห้งเก็บท่ี 
อุณหภูมิห้อง, 4 และ -20 องศาเซลเซียส มีค่า Km เท่ากับ 0.76, 0.83, 0.79 และ 0.83 ไมโครโมลาร์ 
ตามลำดับ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเดกซ์แทรนเนสที่ผ่านการเก็บด้วยวิธีต่างๆมี
ความจำเพาะต่อซับสเตรตใกล้เคียงกับเดกช์แทรนเนสหยาบ
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1/[ชับ ส เตรต] X 106 โมลาร์

รูปท่ี 4.52 การประมาณค่า Km โดยวิธีไลน์วีเวอร์- เบิร์ก (Linewever- Burk plot) ของเดกช์แทรน 
เนสที่ผ่านการเก็บเทียบกับเดก1ซ์แทรนเนสหยาบ เม่ือใช้เดกซ์แทรน ที -  2000 เป็นซับเสตรต

---------  เดกซ์แทรนเนสหยาบ
เดกซัแทรนเนสเข้มข้นเก็บ ท่ี -20 องศาเซลเซียส

--------- เดกช์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ีอุณหภูมิห้อง
---------  เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ี 4 องศาเซลเซียส
—  —  เดกซ์แทรนเนสแห้งเก็บ ท่ี -20 องศาเซลเซียส
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