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 Bacillus siamensis เป็นจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase)  
ซ่ึงมีความสามารถในการยอ่ยสลายซูโครสผา่นกระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) และ         
ท  าหนา้ท่ีในการเช่ือมต่อโมเลกุลผา่นกระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนั (Transfructosylation) 
เกิดเป็นสารลีแวน (Levan) ซ่ึงเป็นสารประเภทพอลิแซ็กคาไรด ์(Polysaccharide) งานวิจยัน้ีจึงศึกษา
การท าบริสุทธ์ิเอนไซมจ์ากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
สารลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส ท่ีความเขม้ขน้ของซูโครส ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของ     
ฟอตเฟสบฟัเฟอร์และอะซิเตทบฟัเฟอร์ และอุณหภูมิ พบวา่ มีโปรตีนทั้งหมด 5 ชนิด หลงัจากท า
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิ และสามารถเพิ่มความบริสุทธ์ิของลีแวนซูเครสได ้11.47 และสามารถเก็บเก่ียว
เอนไซมไ์ดร้้อยละ 78.75 ซ่ึงมีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ท่ากบั 15.95 IU/mg ซ่ึงสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตลีแวนเท่ากบั ความเขม้ขน้ซูโครส 20% (w/v) pH 6 ของฟอตเฟสบฟัเฟอร์ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตลีแวน โดยท่ี
สภาวะของฟอตเฟตบฟัเฟอร์และอะซิเตทบฟัเฟอร์ไม่มีผลแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั โดยมีกิจกรรม
เอนไซมสู์งสุด 0.4 IU/mL และสามารถผลิตลีแวนไดสู้งสุด 14.59% (w/v) จากนั้นท าการศึกษา 
การบ าบดัของเสียอุตสาหกรรมอาหาร พบวา่ กิจกรรมเอนไซมมี์ค่าสูงสุด 0.066 IU/mL และศึกษา
การบ าบดัของเสียอุตสาหกรรมอาหารดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึง พบวา่ กิจกรรมเอนไซม ์        
มีค่าสูงสุด 0.023 IU/mL จากการศึกษาสรุปไดว้า่เอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิสามารถเปล่ียนรูป
ของเสียใหเ้ป็นสารลีแวน ซ่ึงเป็นสารท่ีมีมูลค่า เพื่อส่งเสริมใหมี้การพฒันาเป็นผลิตภณัฑสุ์ขภาพ 
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 Levansucrase enzyme is excreted out of from Bacillus siamensis which can degrade 
sucrose become as products with hydrolysis and transfructosylation reaction formed as a 
polysaccharide or levan. In this study, we performed by using the purified levansucrase enzyme to 
find the optimum condition of sucrose concentration, pH and temperature effect to the production 
of levan. In which all 5 proteins were found after purification of the enzyme. The enzyme was 
finally purified about 11.47 folds purer than crude enzyme, with a recovery of 78.75%. The 
specific activity of enzyme was 15.95 IU/mL. The optimization of sucrose concentration was 
20% (w/v), pH 6 of phosphate buffer and acetate buffer at 37 ºC for 48 hours. The condition of 
phosphate buffer and acetate buffer were not significantly different. The maximal enzyme activity 
of levansucrase was 0.4 IU/mL which produce levan to 14.59% (w/v). Moreover, we used 
purified levansucrase enzyme to produce levan from the food industry waste. The results showed 
that maximal enzyme activity was 0.066 IU/mL. On the other hand, by using immobilized 
levansucrase enzyme, it was found the maximal enzyme activity was 0.023 IU/mL. From the 
study, it can be concluded that the levansucrase enzyme can transform the food waste into levan, 
which is a substance that is worth to encourage the development of health products. 
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บทที ่1  
บทน ำ 

 

ทีม่ำและควำมส ำคญัของโครงงำนวจิยั 
 ปัจจุบนัปัญหาทางดา้นมลพิษท่ีเกิดจากการขยายตวัของอุตสาหกรรมต่าง ๆ โดยเฉพาะ
การปล่อยน ้าเสียลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติ ส่งผลกระทบต่อชุมชน และบา้นเรือนท่ีอยูบ่ริเวณใกลเ้คียง 
ซ่ึงปัญหาท่ีเกิดข้ึนตามมามีหลายดา้น เช่น สุขภาพทางร่างกายและจิตใจของประชาชน ทรัพยากร
ทางธรรมชาติ ความหลากหลายทางชีวภาพในแหล่งน ้าเส่ือมโทรมมีจ านวนลดลง เป็นตน้ 
นอกจากน้ีในปัจจุบนัประเทศไทยมีกลไกการขบัเคล่ือน Thailand 4.0 เป็นการพาไปสู่ ประเทศใน
โลกท่ีหน่ึง โดยเนน้ ระบบเศรษฐกิจท่ีเนน้การสร้างมูลค่า (Value-Based Economy) ท่ีขบัเคล่ือนดว้ย 
นวตักรรม เทคโนโลย ีและความคิดสร้างสรรค ์โดยหน่ึงในกลุ่มเทคโนโลยหีรืออุตสาหกรรม
เป้าหมายท่ีตอ้งการพฒันาในประเทศไทย นั้นคือ กลุ่มเทคโนโลยทีางการเกษตรและอาหาร 
โดยการใชเ้ทคโนโลยชีีวภาพ ซ่ึงแนวคิดของ Thailand 4.0 เพื่อผลกัดนัใหป้ระเทศไทยเป็น
ศูนยก์ลางของผลิตผลการเกษตรและอาหารระดบัชั้นน า และเป็นผูส่้งออกเทคโนโลยี 
ดา้นการเกษตร เมล็ดพนัธ์ุ วคัซีน ท่ีสร้างฐาน เศรษฐกิจท่ีมัน่คงจากความหลากหลายดงักล่าว โดยมี
เป้าหมายในการสร้างมูลค่าทางเศรษฐกิจสูงสุดในระยะ 20 ปี ท่ีมีมูลค่าสูงถึง 1,000,000 ลา้นบาท 
ดว้ยกลไกขบัเคล่ือนต่าง ๆ ซ่ึงคาดวา่ในอีกไม่ก่ีปีขา้งหนา้น้ีจะมีโรงงานอุตสาหกรรมประเภทต่าง ๆ 
เกิดข้ึนอีกจ านวนมาก และอาจส่งผลกระทบต่อการปล่อยน ้าเสียลงสู่แหล่งน ้าตามธรรมชาติมากข้ึน 
อุตสาหกรรมอาหารเป็นหน่ึงในอุตสาหกรรมท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงของประเทศไทย เน่ืองจาก 
มีความตอ้งการของผูบ้ริโภคเพิ่มมากข้ึน ซ่ึงหน่ึงในขอ้จ ากดัท่ีมีผลต่อโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร
คือ ค่าใชจ่้ายในการบ าบดัและก าจดัของเสียท่ีเกิดจากกระบวนการผลิต ส าหรับการพฒันาอยา่ง
ย ัง่ยนืส าหรับอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม (Küçükaşik, et al., 2011) การพฒันาไบโอรีไฟนาร่ี 
(Biorefineries) ไดรั้บความสนใจอยา่งยิง่จากนกัวทิยาศาสตร์และอุตสาหกรรม ซ่ึงแนวคิดน้ี
เก่ียวขอ้งกบัการผลิตสารประกอบต่าง ๆ เช่น เช้ือเพลิงชีวภาพ สารเคมี และพลงังานท่ีดีจากแหล่ง
พลงังานทดแทน อยา่งเช่น พลงังานจากชีวมวล (Alam, et al., 2009) ซ่ึงเป็นกระบวนการแปรรูป   
ชีวมวลใหเ้ป็นวสัดุชีวภาพท่ีมีประโยชน์ และสามารถเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจจากของเสียท่ีเกิดข้ึน
จากกระบวนการผลิต และลดปริมาณน ้าเสียท่ีเกิดข้ึนได ้
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 ในสังคมปัจจุบนัอาหารไม่ไดมี้ความส าคญัเพียงเพื่อใหพ้ลงังานแก่ร่างกายเท่านั้น แต่ยงั
เนน้ไปทางดา้นการส่งเสริมสุขภาพ ความสนใจทางดา้นสุขภาพท่ีเพิ่มข้ึนของผูค้นในการเลือก
รับประทานอาหาร (Dominguez, et al., 2014) ในช่วงท่ีผา่นมาผูค้นใหค้วามส าคญักบัพฤติกรรม 
การบริโภคอาหารมากข้ึน โดยอาหารท่ีใหป้ระโยชน์จะถูกใหค้วามสนใจจากผูบ้ริโภคมากยิง่ข้ึน  
ซ่ึงพรีไบโอติก (Prebiotics) ถือเป็นองคป์ระกอบหลกัของอาหารท่ีมีส่วนประกอบของ
คาร์โบไฮเดรตสายสั้น Fructooligosaccharides (FOSs) และเป็นหน่ึงในกลุ่มหลกัของพรีไบโอติกท่ี
มีคุณสมบติัเป็น bifidogenic โดย FOSs สามารถสกดัไดจ้ากพืชชนิดต่าง ๆ หรือการสังเคราะห์
เอนไซม ์ซ่ึงเอนไซมเ์หล่าน้ีมีอยูใ่นซูโครสท่ีเกิดจากปฏิกิริยา fructosyltransferase (Singh, et al., 
2016) ในบรรดาพรีไบโอติคเหล่าน้ี FOSs เป็นท่ีสนใจเน่ืองจากมีคุณค่าและมูลค่าทางเศรษฐกิจสูง 
(Yun, 1996; Flores-Gallegos et al., 2015) FOSs ทั้งยงัมีส่วนช่วยในการกระตุน้การเจริญเติบโตของ
เช้ือ Bifidobacteria และ Lactobacillus sp. ในล าไส้ใหญ่ของมนุษย ์โดยกลุ่มแบคทีเรียชนิดดงักล่าว
น้ีจะท าใหเ้กิดกรดไขมนั เช่น acetate (C2), propionate (C3) และ butyrate (C4) ซ่ึงช่วยลด 
ความเป็นกรดของล าไส้ใหญ่ ช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุ (Ca2 + และ Mg2 +) และสารอาหารใน
ร่างกาย (Scholz-Ahrens et al., 2007; Tazoe, et al., 2008) เป็นตน้ ลีเวน (Levan) จดัเป็น 
โฮโมโพลิแซคคาไรดช์นิดหน่ึงท่ีมีน ้าตาลฟรุกโตสต่อกนัเป็นสายหลกั (Cerning, 1990) ผลิตไดจ้าก
เช้ือจุลินทรียห์ลากหลายชนิด (Smeekens, et al., 1999) จากการศึกษาเก่ียวกบัการรวบรวม 
การสังเคราะห์และการผลิตลีเวน เร่ิมข้ึนระหวา่งปี พ.ศ. 2413 ถึง พ.ศ. 2483 ในเยอรมนี ฝร่ังเศส 
และองักฤษ (Hendry, et al., 1993) นอกจากคุณสมบติัทัว่ไปลีเวนยงัมีคุณสมบติัทางชีวการแพทย ์
ท่ีส าคญั เช่น สารต่อตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นการอกัเสบ ป้องกนัมะเร็ง สารต่อตา้นเอดส์ ฯลฯ 
(Dahech, et al., 2011) และยงัใชก้นัอยา่งแพร่หลายในอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางในการจดัท า 
ครีมผวิมอยเจอไรเซอร์ ฯลฯ (Yang, 2011) การใชป้ระโยชน์จากลีเวนในภาคอุตสาหกรรมมีจ านวน
มาก ลีแวนจึงกลายเป็นโพลิเมอร์ท่ีส าคญัและเป็นสารท่ีมีความตอ้งการในตลาด โดยท่ีลีเวนเป็น
ผลผลิตท่ีมีมูลค่าสูง  
 ดงันั้นโครงการวจิยัน้ีเป็นการเพิ่มก าลงัการผลิตสารลีแวน (Levan) ซ่ึงเป็นสาร 
พรีไบโอติกมูลค่าสูง โดยผลิตจากของเหลือทิ้งจากโรงงานท่ีมีองคป์ระกอบของน ้าตาลซูโครส  
โดยในปีท่ีแลว้ไดด้ าเนินการวจิยัในเฟสแรกแลว้เสร็จ ทีมนกัวจิยัสามารถผลิตสารลีแวน ซ่ึงเป็น
สารพรีไบโอติก จากของเหลือทิ้งของโรงงานได ้ทั้งน้ีไดด้ าเนินการวเิคราะห์โครงสร้างและ
องคป์ระกอบเสร็จส้ิน โดยในปีน้ีทีมนกัวจิยัและทางโรงงานไดว้างแผนท่ีจะเพิ่มก าลงัการผลิต 
สารลีแวนใหมี้ก าลงัการผลิตท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงจะเป็นการสร้างรายไดแ้ละใชป้ระโยชน์จากของเสียให้
เกิดประโยชน์สูงสุดกบัโรงงาน (พงษธ์ร เพง็นอ้ย, 2561) และเพื่อตอบสนองความตอ้งการของ
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อุตสาหกรรมท่ีเพิ่มข้ึน และเพิ่มผลประโยชน์ทางเศรษฐกิจใหก้บัประเทศได ้และตรงกบันโยบาย 
Thailand 4.0 โดยจะท าใหอ้ตัราการขยายตวัทางเศรษฐกิจจากระดบัร้อยละ 3-4 เป็นร้อยละ 5-6  
การเพิ่มระดบัการวจิยัและพฒันา จากร้อยละ 0.25 GDP ในปี พ.ศ. 2553 เป็นร้อยละ 4.0 (เทียบเท่า
ประเทศเกาหลีใต)้ 
 และโรงงานท่ีมีของเสียประเภทน ้าตาลซูโครส เช่น โรงงานน ้าตาล โรงงานน ้าอดัลม
โรงงานน ้าผลไม ้เป็นตน้ สามารถน าความรู้จากงานวจิยัไปเป็นตน้แบบในการผลิตลีเวนได ้ 
ซ่ึงจะเป็นการสร้างประโยชน์ต่อโรงงานอุตสาหกรรม เพื่อพฒันาคุณภาพของผลิตภณัฑ์ใหมี้
คุณภาพสูง และสามารถแข่งขนักบัตลาดโลกได ้ซ่ึงจะส่งผลใหเ้ศรษฐกิจของประเทศไดรั้บ 
การขยายตวั 
 

วตัถุประสงค์ 
 ศึกษาการท าเอนไซมลี์แวนซูเครสจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ในการผลิตสารลีแวน 
ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส และศึกษาความสามารถใน
การผลิตสารลีแวนมูลค่าสูง ดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึง โดยใชซู้โครสในของเสีย
อุตสาหกรรม 

 

สมมุติฐำนงำนวจิยั 
 เอนไซมลี์แวนซูเครสสามารถผลิตสารลีแวนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยใชน้ ้าตาล
ซูโครสท่ีไดจ้ากของเสียโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร และการตรึงเอนไซมลี์แวนซูเครส ดว้ยวธีิ 
โควาเลนตบ์นเม็ดไคโตซาน สามารถผลิตสารลีแวนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและเป็นองคค์วามรู้
อยา่งง่ายต่อการศึกษาต่อในระดบัอุตสาหกรรม โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเปล่ียนซูโครส
ใหเ้ป็นสารลีแวนไดป้ริมาณและประสิทธิภาพสูงสุด 
 

ขอบเขตของงำนวจิัย 
 เอนไซมลี์แวนซูเครสจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis สามารถผลิตลีแวนไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ โดยใชซู้โครสท่ีไดจ้ากของเสียโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร ช่วยใหป้ระสิทธิภาพใน
การผลิตสารลีแวนสูงข้ึน ซ่ึงการตรึงเอนไซมลี์แวนซูเครสดว้ยวธีิโควาเลนตก์บัเมด็ไคโตซาน  
โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเปล่ียนน ้าตาลซูโครสใหเ้ป็นสารลีแวนไดป้ริมาณ 
และประสิทธิภาพสูง 
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ตัวแปรต้น ตัวแปรตำม และตัวแปรควบคุม 
 
ตารางท่ี 1-1  ตวัแปรตน้ ตวัแปรตาม และตวัแปรควบคุม 
 

การทดลอง ตวัแปรตน้ ตวัแปรตาม ตวัแปรควบคุม 
การท าบริสุทธ์ิของเอนไซม ์     
ลีแวนซูเครสดว้ยวธีิ
แลกเปล่ียนไอออน 

- ความเขม้ขน้
โซเดียมคลอไรด์ 

- ปริมาณเอนไซม์
ลีแวนซูเครส 

- เวลา 

- อุณหภูมิ 

- pH 
การศึกษาความเขม้ขน้
ซูโครสท่ีเหมาะสม 
ต่อการท างาน 
ของเอนไซมลี์แวนซูเครส 

- ค.เขม้ขน้ซูโครส 

ฟอตเฟตบฟัเฟอร์/  
อะซิเตทบฟัเฟอร์ 

- กิจกรรมเอนไซม ์

- ลีแวน 

- เวลา 

- อุณหภูมิ 

- pH 
การศึกษาผลกระทบอุณหภูมิ
ของเอนไซมลี์แวนซูเครส  

- อุณหภูมิ 

- ฟอตเฟตบฟัเฟอร์/ 
อะซิเตทบฟัเฟอร์ 

- กิจกรรมเอนไซม ์

- ลีแวน 

- ค.เขม้ขน้ซูโครส 

- เวลา 

- pH 
การศึกษาผลกระทบ 
ความเป็นกรด-ด่าง 
ของเอนไซมลี์แวนซูเครส 

- pH 

- ฟอตเฟตบฟัเฟอร์/ 
อะซิเตทบฟัเฟอร์ 

- กิจกรรมเอนไซม ์

- ลีแวน 

- ค.เขม้ขน้ซูโครส 

- อุณหภูมิ 

- เวลา 
การศึกษาการตรึง 
ลีแวนซูเครสบริสุทธ์ิบนเมด็       
ไคโตซาน 

- ปริมาณเอนไซม ์

- ฟอตเฟตบฟัเฟอร์/ 

อะซิเตทบฟัเฟอร์ 

- กิจกรรมเอนไซม ์

- ลีแวน 

- ค.เขม้ขน้ซูโครส 

- อุณหภูมิ 

- เวลา 

- pH 
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ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 สามารถลดปริมาณของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร และสามารถผลิตลีแวนท่ีมี
มูลค่าสูงได ้สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครส เพื่อเป็นขอ้มูล
พื้นฐานส าหรับการน าไปขยายผลในระดบัอุตสาหกรรม และสามารถผลิตสารลีแวนมูลค่าสูงได ้
จากของเสียอุตสาหกรรมดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึงบนเม็ดไคโตซาน



 

บทที ่2  
ทฤษฎแีละงำนวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

โครงสร้ำงของลแีวน 
 สารลีแวนเป็นคาร์โบไฮเดรตประเภทโฮโมโพลิแซ็กคาร์ไรดท่ี์มีน ้าตาลฟรุกโทส 
เป็นสายหลกั (Cerning, 1990) ไดส้ามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลากหลายชนิดซ่ึงเป็น 
exopolysaccharides (EPS) (Smeekens et al., 1999) สามารถยอ่ยสลายทางชีวภาพและสามารถ
ละลายน ้าได ้เช่นเดียวกบั polysaccharides, levan ไม่สามารถละลายไดใ้นตวัท าละลายอินทรีย ์
ส่วนใหญ่ โดยมีโครงสร้างเป็นน ้าตาลฟรุกโทสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β-(2,6) linkages กบั β-(2,1) 
linkages ในสายหลกัและโซ่ก่ิงตามล าดบัแลว้ต่อกบั d-glucosyl ท่ีปลายดา้นหน่ึงของสายโครงสร้าง
ดว้ยพนัธะ β-(2,1) Linkages (Venugopal, 2016) ดงัภาพท่ี 2-1 
 

 
 
ภาพท่ี 2-1 โครงสร้างของ levan ท่ีมีสายหลกัเป็นฟรุกโทสต่อกนัท่ีพนัธะ β-(2,6) และแบบก่ิงเช่ือม 
 ดว้ยพนัธะ β-(2,1) (Srikanth, et al., 2015) 
 

กำรสังเครำะห์ลแีวน 
 Levan มีอยูก่ระจายทัว่ไปทั้งในพืช ยสีต ์เช้ือรา และแบคทีเรีย (Jang, et al., 2003) โดย
การสังเคราะห์ levan นั้นเกิดจากการใชเ้อนไซมท่ี์ช่ือวา่ levansucrase ท่ีรู้จกักนัในรูปของ sucrose 6-
fructosyltransferase (Hernández, et al., 1999) โดยมีจุลินทรียห์ลากหลายสายพนัธ์ุท่ีสามารถสร้าง
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เอนไซมท่ี์วา่น้ีได ้อาทิเช่น Lactobacillu sjohnsonii, Lactobacillus gasserii, Bacillus subtilis, 
Aerobacter levanicum และ S. salivarius เป็นตน้ (Han, 1990)   
 

 
 
ภาพท่ี 2-2 แผนผงัแสดงการสังเคราะห์ลีแวนจากน ้าตาลซูโครส 
 
 ขั้นตอนท่ี 1: การสังเคราะห์ Levansucrase เกิดข้ึนภายในเซลล ์
 ขั้นตอนท่ี 2: Levansucrase จะถูกสะสมอยูใ่นชั้นของ periplasmic space ก่อนถูกน าส่ง
ออกเซลล ์ 
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 ขั้นตอนท่ี 3: Levansucrase ถูกขบัออกมานอกเซลลสู่์ส่ิงแวดลอ้มทั้งท่ีแยกออกมาจาก 
signal peptide ท่ีหลัง่ออกมาพร้อมกบัโปรตีน และท่ีถูกขบัออกมาดว้ยกลไกจาก signal peptide ของ
ตวัมนัเอง  
 ขั้นตอนท่ี 4: Levansucrase จะท าตวัเป็นสารตั้งตน้ และสังเคราะห์ levan เม่ือเร่ิม
เกิดปฏิกิริยา transfrucosylation  
 ขั้นตอนท่ี 5: จะไปจบักบัน ้าตาลฟรุกโทสท่ีแยกไดจ้ากน ้าตาลซูโครส แลว้น าน ้าตาล
ฟรุกโทสนั้นมาเช่ือมต่อกนัเป็นสายยาวดว้ยปฏิกิริยา transfructosylation ไดม้าเป็น levan backbone 
แลว้เช่ือมต่อกนัดว้ย ปฏิกิริยา polymerization ไดเ้ป็น levan สายยาว (Srikanth, et al., 2015)  
ดงัภาพท่ี 2-2 
 

กลไกของกำรท ำงำนของเอนไซม์ลแีวนซูเครส (Ozimek, et al., 2006)  

 

 
 

ภาพท่ี 2-3  กลไกการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครส 
 
 Active site ของเอนไซมลี์แวนซูเครสต าแหน่ง -1 และ +1 มีความจ าเพาะกบัโมเลกุล
ของฟรุกโตสและกลูโคสตามล าดบั เม่ือโมเลกุลของซูโครส (ประกอบดว้ยฟรุกโตส, F และกลูโคส, 
G) จบัเขา้กบั Active site ของเอนไซมลี์แวนซูเครสในต าแหน่งท่ีถูกตอ้ง พนัธะระหวา่งฟรุกโตส
และกลูโคสจะถูกท าลายและกลูโคสจะถูกปล่อยออกจาก Active site ดงัภาพท่ี 2-3 (A) โดยโมเลกุล
ของน ้าเขา้มาท าปฏิกิริยากบัเอนไซมบ์ริเวณ Active site เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท าใหโ้มเลกุล
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ของฟรุกโตสและกลูโคสหลุดออกจากกนั ดงัภาพท่ี 2-3 (B) หรือในอีกกรณีหน่ึง เม่ือโมเลกุลของ
ซูโครสท าปฏิกิริยากบั Active site และยดึติดกบั Subsite ท่ีต  าแหน่ง +1 และ +2 จะท าใหเ้กิดเป็น
โมเลกุลของโอลิโกแซ็กคาไรดห์รือพอลิแซ็กคาไรด ์ดงัภาพท่ี 2-3 (C) ซ่ึงเรียกวา่  
ปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิลเลชนั (Transglycosylation reactions) ปฏิกิริยาของเอนไซมส์ามารถเกิด
ได ้2 รูปแบบ ไดแ้ก่ รูปแบบของการตดัสายพอลิเมอร์ให้สั้นลงดว้ยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
(Hydrolysis) และต่อใหส้ายพอลิเมอร์ยาวข้ึนดว้ยปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิลเลชนั ดงัภาพท่ี 2-3  
(D และ E) เม่ือพอลิเมอร์ของโอลิโกแซ็กคาไรด ์(G, F4) มาท าปฏิกิริยากบัเอนไซม ์เกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสท าใหโ้มเลกุลของฟรุกโตสหลุดออก 1 โมเลกุล ไดผ้ลิตภณัฑใ์หม่เป็น 
โอลิโกแซ็กคาไรด ์ท่ีประกอบไปดว้ยกลูโคส 1 โมเลกุล และฟรุกโตส 3 โมเลกุล (G, F3) ซ่ึง
โมเลกุล GF4 ท่ีถูกไฮโดรไลซิสจะเรียกวา่ตวัให ้(GF4 donor) ดงัภาพท่ี 2-3 (D) ในส่วนของการต่อ
สายพอลิเมอร์นั้น เม่ือโมเลกุลโอลิโกแซ็กคาไรด ์GF4 ท าปฏิกิริยากบั Active site ท่ีต  าแหน่ง +1 จะ
สามารถเช่ือมต่อพนัธะระหวา่งโมเลกุลของฟรุกโตสท่ีต าแหน่ง -1 บน Active site ท าใหเ้กิด 
แซ็กคาไรดท่ี์สายยาวข้ึน ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นแซ็กคาไรดท่ี์ประกอบไปดว้ยกลูโคส 1 โมเลกุล  
และฟรุกโตส 5 โมเลกุล (G, F5) ดงัภาพท่ี 2-3 (E) GF4 ท่ีถูกต่อสายพอลิเมอร์ใหย้าวข้ึนจะเรียกวา่
ตวัรับ (GF4 acceptor) 
 เอนไซมลี์แวนซูเครสมีความสามารถในการผลิตไดท้ั้งโอลิโกแซ็กคาไรด์ 
และพอลิแซ็กคาไรดซ่ึ์งข้ึนอยูก่บัความสามารถของเอนไซมใ์นการจบักบัโมเลกุลของแซ็กคาไรดท่ี์
เป็นตวัรับบน Active site ท่ีต  าแหน่ง +1 ในกรณีท่ีเอนไซมมี์ความสามารถในการจบักบัโมเลกุลของ
แซ็กคาไรดส์ายสั้น ๆ จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นโอลิโกแซ็กคาไรด ์เรียกกระบวนการน้ีตามแบบจ าลองวา่ 
Non-processive ในทางกลบักนัหากเอนไซมมี์ความสามารถในการจบักบัโมเลกุลของแซ็กคาไรด์
ตวัรับท่ีมีโมเลกุลยาว ๆ จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นพอลิแซ็กคาไรดห์รือท่ีเรียกวา่ ลีแวน (Ozimek, et al., 
2006) 

 

ปัจจัยทีม่ผีลต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ (Scanlon, et al., 2018) 
 1.  ความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละสารเร่ิมตน้ การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์จะตอ้งมี 
การรวมตวักนัของ เอนไซม-์สารเร่ิมตน้ อตัราเร็วของปฏิกิริยาจะข้ึนอยูก่บัจ  านวนการชนกนัของ
โมเลกุลทั้งสอง ถา้มีสารเร่ิมตน้พอเพียง เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ป็นสองเท่าจะท าให้
อตัราเร็วเพิ่มข้ึนไปเป็น 2 เท่าดว้ย แต่เม่ือมีการเพิ่มปริมาณเอนไซมต่์อไปเร่ือย ๆ อตัราการเกิด 
ปฏิกิริยาเป็นแนวระนาบเพราะสารเร่ิมตน้เร่ิมหมดไป ท าใหเ้ป็นตวัจ ากดัการเกิดปฏิกิริยาได ้
อตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาข้ึนอยูก่บัการชนกนัของโมเลกุล ซ่ึงจะชนกนัมากข้ึนเม่ือปริมาณ
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เอนไซมห์รือสารเร่ิมตน้มากข้ึน อตัราการเกิดปฏิกิริยาดงักล่าวขา้งตน้นั้น  ถา้ใหเ้อนไซมเ์ป็นตวั
คงท่ีและเพิ่มปริมาณสารเร่ิมตน้ข้ึนเร่ือย ๆ นั้น ปฏิกิริยาไดเ้ป็น 3 ระยะ คือ 
 ระยะท่ี 1 อตัราเร็วของปฏิกิริยาเป็นสัดส่วนโดยตรงต่อความเขม้ขน้ของสารเร่ิมตน้ 
 ระยะท่ี 2 อตัราเร็วของปฏิกิริยาเร่ิมลดลงเน่ืองจากปริมาณของเอนไซมเ์ร่ิมเป็นตวัจ ากดั 
 ระยะท่ี 3 อตัราเร็วถึงจุดอ่ิมตวั 
 2.  ความเป็นกรดด่าง (pH) ของสารละลายจะมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมใ์น
หลายดา้นตามปกติเอนไซมแ์ต่ละชนิดจะมี pH ท่ีเหมาะสมในการท างาน ซ่ึงการท างานของเอนไซม์
จะลดลงเม่ือ pH สูงหรือต ่ากวา่ pH ท่ีเหมาะสม pH ท่ีเหมาะสมของเอนไซมส่์วนใหญ่จะอยูใ่นช่วง 
6-8 การท่ี pH สูงมากหรือต ่ามาก  จะท าใหเ้อนไซมเ์ส่ือมสภาพ เน่ืองจากเอนไซม ์ประกอบดว้ย 
กลุ่ม (อะมิโน) และ (คาร์บอกซิล) เม่ือมีการเปล่ียนแปลงประจุของไฮโดรเจนไอออนในสารละลาย  
ท าใหมี้การเปล่ียนแปลง ดงัน้ี 
 pH ลดลง - NH2 กลายเป็น - NH3+ 
 pH เพิ่มข้ึน - COOH กลายเป็น - COO- 
 pH อยูท่ี่ isoelectric point 
 - NH2 ยงัคงเป็น - NH2 
 - COOH ยงัคงเป็น - COOH 
 นอกจาก pH จะท าใหเ้กิดการเส่ือมสภาพของเอนไซมแ์ลว้ pH ยงัมีผลต่ออตัราการเกิด 
ปฏิกิริยาอีก 2 ทาง คือ 
  2.1  กิจกรรมของเอนไซมจ์ะข้ึนอยูก่บัการปรากฏของกลุ่มอะมิโน  
และกลุ่มคาร์บอกซิล ซ่ึงทั้ง 2 กลุ่ม อาจจะมีประจุหรือไม่มีประจุก็ได ้แต่เอนไซมจ์ะท างานไดดี้
เพียงเม่ือกลุ่มทั้ง 2 มีประจุหรือไม่มีประจุแลว้แต่ชนิดของเอนไซม ์ถา้เอนไซมท์ างานไดดี้ 
เม่ือกลุ่มอะมิโนไม่มีประจุ pH ท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมช์นิดน้ีมกัจะสูง ในขณะท่ี 
ถา้เอนไซมท์ างานไดดี้ เม่ือคาร์บอกซิลเป็นกลาง pH ท่ีเหมาะสมจะต ่า 
  2.2  pH ควบคุมการแตกตวัของสารเร่ิมตน้ ซ่ึงมีหลายปฏิกิริยาตอ้งเกิดการแตกตวัของ
สารเร่ิมตน้ก่อน ปฏิกิริยาจึงจะด าเนินต่อไปได ้
 3.  อุณหภูมิ การเพิ่มอุณหภูมิจะท าใหพ้ลงังานจลน์เพิ่มข้ึน ซ่ึงจะส่งผลใหป้ฏิกิริยา
เพิ่มข้ึนดว้ย อตัราการเพิ่มความเร็วของปฏิกิริยาค านวณไดจ้ากค่า Q10 หรือ Temperature quotient     
ค่า Q10 ของเอนไซมม์กัจะมีค่ามากกวา่ 1 ข้ึนไป 
 Q10 = อตัราเร็วของปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ X ๐ + 10 ๐C 
 อตัราเร็วของปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ X ๐C 
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 4.  ผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน (Reaction product) อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยานั้น  สามารถวดัไดจ้ากอตัราการหายไปของสารเร่ิมตน้หรืออาจจะวดัจากการปรากฏข้ึน
ของผลิตภณัฑ ์หรือท าทั้ง 2 วธีิพร้อมกนั แต่ไม่วา่จะวดัโดยวธีิใด จะพบวา่ อตัราเร็วของปฏิกิริยาจะ
ชา้ลงเม่ือเวลาผา่นไป อตัราเร็วของปฏิกิริยาท่ีเกิดชา้ลงน้ี เป็นเพราะเกิดการเส่ือมสภาพของเอนไซม ์ 
นอกจากนั้นยงัเกิดเพราะมีการลดลงของสารเร่ิมตน้ และผลิตภณัฑเ์พิ่มมากข้ึน เม่ือความเขม้ขน้ของ
ผลิตภณัฑม์ากข้ึน จนถึงความเขม้ขน้หน่ึง อาจจะท าใหเ้กิดปฏิกิริยาผนักลบั (Reversibility) โมเลกุล
ของผลิตภณัฑจ์ะรวมกบัเอนไซมแ์ทนสารเร่ิมตน้ท าใหป้ฏิกิริยาถูกจ ากดัได ้
 5.  สารระงบัการท างานของเอนไซม ์(Inhibitors) มีสารหลายชนิดท่ีสามารถระงบัการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซมไ์ด ้สารเหล่าน้ีอาจจะเป็นสารอนินทรีย ์เช่น โลหะหนกัต่าง ๆ หรืออาจจะเป็น
สารอินทรีย ์เช่น สารประกอบฟีโนลิค (Phenolic) หรือโปรตีน แต่อยา่งไรก็ตามสารเหล่าน้ีแบ่งเป็น
กลุ่มใหญ่ ๆ ได ้ดงัน้ี 
  5.1  Competitive inhibitor เป็นสารชะงกัการท างานของเอนไซมท่ี์มีโครงสร้าง
คลา้ยคลึงกบัสารเร่ิมตน้มาก และเขา้แยง่ท าปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์ Active site ของเอนไซม ์เม่ือเกิด
การรวมกนัเป็นเอนไซม-์สารชะงกั (Enzyme-Inhibitor) จะท าใหป้ริมาณของเอนไซมล์ดลง ท าให้
อตัราการเกิดปฏิกิริยาลดลง สารชะงกัเหล่าน้ีอาจจะเปล่ียนหรือไม่เปล่ียนไปก็ได ้การเพิ่มปริมาณ
ของสารเร่ิมตน้ใหม้ากข้ึนจะลดผลของ Competitive inhibitor ได ้ตวัอยา่งของ Competitive 
inhibitor คือ การท่ีมาโลเนท (malonate) แยง่ท าปฏิกิริยากบั succinate dehydrogenase ซ่ึงเอนไซม์
ชนิดน้ีปกติจะท าปฏิกิริยากบั succinate ได ้fumarate ซ่ึงปรากฏในการหายใจ ซ่ึงเม่ือ malonate  
รวมกบัเอนไซมแ์ลว้ท าใหก้ารหายใจเกิดไม่ได ้
  5.2  Noncompetitive inhibitor สารชะงกัการท างานของเอนไซมช์นิดน้ีจะเขา้รวมกบั
เอนไซมแ์ต่จะไม่รวมท่ี Active site สารพวกน้ีมีลกัษณะต่างจากสารเร่ิมตน้ การเพิ่มปริมาณของสาร
เร่ิมตน้จะไม่สามารถลบลา้งผลของสารเหล่าน้ีได ้โลหะท่ีเป็นพิษทั้งหลาย และสารท่ีรวมหรือ
ท าลาย กลุ่มซลัฟ์ไฮดริล มกัจะเป็นสารในกลุ่มน้ี เช่น การท่ีมีออกซิเจนมาก จะท าให ้-SH  
ถูกออกซิไดซ์ เกิดไดซลัไฟด ์บริดจข้ึ์นมา ซ่ึงท าใหโ้ครงสร้างของเอนไซมเ์ปล่ียนไป ท าให ้Active  
site รวมกบัสารเร่ิมตน้ไม่ได ้ส่วนโลหะ เช่น Hg+2 และ Ag+ จะเขา้แทนท่ีไฮโดรเจนอะตอมของ
กลุ่มซลัฟ์ไฮดริล เกิดเป็นเมอแคบไทด ์(Mercaptides) ซ่ึงไม่ละลายน ้า 
   5.3  Uncompetitive inhibitor สารชะงกัการท างานของเอนไซม ์ชนิดน้ีไม่รวมกบั
เอนไซมอิ์สระ และไม่มีผลกระทบต่อปฏิกิริยาของเอนไซม ์และสารเร่ิมตน้ แต่จะเขา้รวมกบั 
เอนไซม-์สารเร่ิมตน้ ท าใหไ้ม่สามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไปได ้การชะงกัการท างานของเอนไซมจ์ะ
เพิ่มข้ึนเม่ือมีสารเร่ิมตน้มากข้ึน สารชะงกัชนิดน้ีมกัจะพบในปฏิกิริยาซ่ึงมีสารเร่ิมตน้สองชนิด 
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กำรตรึงเอนไซม์ (Hettiarachchy et al., 2018; Liu et al., 2018) 
 

 
 

ภาพท่ี 2-4  วธีิการตรึงเอนไซมรู์ปแบบต่าง ๆ 
 
 1.  การตรึงรูปดว้ยวธีิการเช่ือมยดึติดกบัสารตวักลาง (carrier binding) ท่ีไม่ละลายน ้า  
วธีิน้ีมีเทคนิคการท าอยูห่ลายรูปแบบ โดยอาจท าการเช่ือมเอนไซมเ์ขา้กบัผวิของตวัพยงุ  
ดว้ยพนัธะเคมีท่ีเรียกวา่ พนัธะไอออนิก หรือเช่ือมดว้ยพนัธะโคเวเลนต ์ปฏิกิริยาการเกิดพนัธะ 
จะมีผลต่อโครงสร้างและแอคติวตีิของเอนไซม ์หรือจะเช่ือมเอนไซมเ์ขา้กบัผวิของตวัพยงุ 
ดว้ยวธีิการดูดซบัทางกายภาพก็ได ้ซ่ึงจะไม่ท าใหโ้ครงสร้าง และแอคติวตีิของเอนไซมเ์สียไป  
แต่เอนไซมจ์ะหลุดออกจากตวัพยงุไดง่้าย การตรึงรูปเอนไซมว์ธีิน้ีจะตอ้งพิจารณาเลือกตวัพยงุให้
เหมาะสมกบัชนิดของเอนไซม ์และวตัถุดิบท่ีใชเ้ป็นซบัสเตรท ซ่ึงมีทั้งสารธรรมชาติ 
และสารสังเคราะห์ 
 2.  การตรึงรูปดว้ยการเช่ือมแบบไขว ้(Cross linking method) การตรึงรูปวธีิน้ีไม่ตอ้งใช้
ตวัพยงุแต่จะอาศยัสารเช่ือมต่อระหวา่งโมเลกุลของเอนไซมด์ว้ยพนัธะเคมีแบบโคเวเลนต ์ท าให้
โมเลกุลเอนไซมต์ั้งแต่ 2 โมเลกุลข้ึนไป ต่อเช่ือมเกาะกนัเป็นกลุ่มท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึน ท าใหล้ะลายน ้า
ไดน้อ้ย การตรึงรูปเอนไซมว์ิธีน้ีจะมีผลต่อโครงสร้าง และแอคติวต้ีิของเอนไซมท่ี์ได ้เน่ืองจาก 
การเช่ือมระหวา่งโมเลกุลของเอนไซมก์บัสารเช่ือมขวางจะเกิดปฏิกิริยารุนแรง 
 3.  การตรึงรูปดว้ยการห่อหุม้เอนไซมเ์อาไว ้(Entrapping method) การตรึงเอนไซมว์ธีิน้ี 
เป็นท่ีนิยมใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง เพราะเอนไซมไ์ม่ไดส้ร้างพนัธะเคมีใด ๆ กบัสารห่อหุ้ม  
และเอนไซมไ์ม่ไดจ้บัยดึกบัตวัพยงุหรือจบัยดึกนัเอง แต่จะถูกขงัใหอ้ยูใ่นบริเวณท่ีจ ากดั  
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ซ่ึงมีอยู ่2 แบบ คือ 
  3.1  เอนไซมจ์ะถูกขงัหรือห่อหุม้ไว ้ภายในช่องตาข่าย ของสารโพลีเมอร์ท่ีไม่ 
ละลายน ้าอยา่งสม ่าเสมอ สารท่ีใชห่้อหุม้เอนไซมว์ธีิน้ีอาจเป็นสารโพลีเมอร์ธรรมชาติ  
หรือสังเคราะห์ก็ได ้การเตรียมเอนไซมว์ธีิน้ีจะตอ้งเลือกชนิดของสารโพลีเมอร์ให้เหมาะสมกบั
เอนไซมท่ี์ใช ้เน่ืองจากสารบางชนิดขณะเกิดเป็นโพลีเมอร์จะมีปฏิกิริยารุนแรงจนท าให ้เสถียรภาพ
ของเอนไซมเ์สียหายไปได ้
  3.2  เอนไซมจ์ะถูกห่อหุม้ไวใ้นแคปซูลเล็กท่ีมีคุณสมบติัยอมใหส้ารบางชนิดผา่น  
เขา้-ออกได ้แต่เอนไซมผ์า่นออกมาไม่ได ้การเตรียมเอนไซมว์ธีิน้ีจะตอ้งควบคุมสภาวะท่ีใชท้  า
ปฏิกิริยาขณะเกิดสารโพลีเมอร์ให้ดี มิฉะนั้นจะมีผลต่อแอคติวิตีของเอนไซมท่ี์ได ้
 การน าเอนไซมม์าใชใ้นวงการอุตสาหกรรมทัว่ ๆ ไปจะอยูใ่นรูปของเอนไซมอิ์สระ  
และยงัสามารถน ามาใชไ้ดใ้นอีกลกัษณะหน่ึง คือ ใชใ้นแบบของเอนไซมต์รึงรูป ซ่ึงจะเป็น 
การเปล่ียนสถานะของเอนไซมจ์ากสารเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของเหลว ใหก้ลายมาเป็นสารเร่งปฏิกิริยา
ท่ีเป็นของแขง็ท่ีไม่ละลายน ้า หรือละลายไดน้อ้ยมาก โดยการน าเอาเอนไซมอิ์สระมาจ ากดัใหอ้ยูใ่น
ขอบเขตท่ีก าหนดหรือจดัไว ้หรือน ามาจบัยดึไวก้บัตวักลางท่ีไม่ละลายน ้า หรือท าใหโ้มเลกุล
เอนไซมจ์บัเช่ือมกนัเองจนมีขนาดใหญ่ข้ึน 
 เอนไซมต์รึงรูปน้ีเม่ือใชง้านแลว้ สามารถแยกน ากลบัมาใชง้านไดอี้กหลายคร้ังจนกวา่ 
แอคติวตีิ (activity) หรือความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะลดต ่าลงมาก ท าให้
ประหยดักวา่การใชใ้นรูปเอนไซมอิ์สระ และสามารถใชส้ภาวะในการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างไปจาก
เอนไซมอิ์สระดั้งเดิมได ้ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัการเลือกชนิดของตวักลางท่ีใชจ้บัยดึ กบัวธีิการตรึงรูป 
ดงันั้นจึงสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดก้วา้งขวางมากกวา่การใชเ้อนไซมอิ์สระ ซ่ึงจะตอ้งใชส้ภาวะ
การท าปฏิกิริยาท่ีจุดหน่ึงท่ีเหมาะสมเท่านั้น 
 เอนไซมต์รึงรูปค่อนขา้งจะมีเสถียรภาพท่ีดีกวา่เอนไซมใ์นรูปอิสระ สามารถใชง้านใน
ระบบท่ีมีเอนไซมห์ลาย ๆ ตวัได ้และใชไ้ดท้ั้งในลกัษณะแบบต่อเน่ืองหรือเป็นคร้ังคราว เอนไซมท่ี์
จะน ามาตรึงรูปไม่จ  าเป็นตอ้งท าใหบ้ริสุทธ์ิมากนกั ก็สามารถท างานไดดี้เหมือนเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ  
ส าหรับเคร่ืองปฏิกรณ์ท่ีจะใชก้บัเอนไซมต์รึงรูปก็ไม่มีปัญหาอะไร เพราะสามารถเลือกใชใ้ห้
เหมาะสมไดข้ึ้นอยูก่บัรูปแบบของการตรึงรูป และสารท่ีเป็นซบัสเตรทจะเห็นวา่การใชเ้อนไซม ์
ตรึงรูปจะมีขอ้ดีอยูห่ลายประการ ดงันั้นนอกจากจะใชใ้นงานอุตสาหกรรมแลว้ ยงัใชเ้ป็นเคร่ืองมือ
ตรวจวเิคราะห์ รวมทั้งใชใ้นทางการแพทยด์ว้ย วธีิใชก้็ไม่ยุง่ยากจะยุง่บา้งก็ตอนท่ีเลือกวธีิการ 
ตรึงรูป และสารตวักลางท่ีจะใชจ้บัยดึใหเ้หมาะสมตรงกบัจุดประสงคท่ี์ตอ้งการเท่านั้น  
ดงัภาพท่ี 2-4 
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ของเสียโรงงำนอตุสำหกรรมอำหำรและเคร่ืองด่ืม 
 ของเสียจากอุตสาหกรรมเคร่ืองด่ืมเป็นสารยอ่ยสลายทางชีวภาพไดสู้งและเป็นสารผสม
ต่าง ๆ ของสารเคมี ไดแ้ก่ น ้าตาลฟรุกโตส น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลซูโครส น ้าตาลแลคโตส สารให้
ความหวานเทียม น ้าผลไมเ้ขม้ขน้ สารปรุงรส สารละลายคาร์บอนไดออกไซด์ คาร์บอเนต  
ไบคาร์บอเนต สารสี สารกนับูด (กรดฟอสฟอริกและกรด  tartaric) และเกลือแร่ท่ีใชใ้นระหวา่ง 
การผลิต ความตอ้งการออกซิเจนทางชีวภาพ (BOD) และความตอ้งการของสารเคมีออกซิเจน 
(COD) (BOD : COD) ของน ้ าเสียจากเคร่ืองระหวา่งการผลิตเคร่ืองด่ืม โดยทัว่ไป 0.05 : 1  
(Ait Hsine et al., 2005) น ้าตาลท่ีเป็นของเสียเป็นปัจจยัหลกัท่ีมีค่า COD สูง 25-145,000 มก./ ล. 
ปริมาณไอโอดีน 130-350 มก./ ลิตรสารแขวนลอยทั้งหมด 26-38,000 มก./ ลิตรปริมาณของแขง็ท่ี
ละลายได ้(TDS) 1200 มก./ ลิตร รวมไนโตรเจน (TN) 20-1180 มก./ ลิตร และฟอสฟอรัสทั้งหมด 
(TP) 130-250 mg/ L pH อาจเป็นกรดหรือด่างตั้งแต่ 3.4 ถึง 11 (Ait Hsine et al., 2005; Matošić  
et al., 2009) การปล่อยลงสู่แหล่งน ้าจึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการบ าบดัของเสียก่อนปล่อยออกนอก
โรงงาน เพราะไม่อยา่งนัน่จะท าใหเ้กิดมลภาวะต่อส่ิงแวดลอ้ม (Manyele et al., 2008; Matošić  
et al., 2009) ผลกระทบของสภาวะต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม ์
  

ระบบกำรบ ำบัดน ำ้เสีย (Fersi et al., 2005) 
 ขั้นตอนการบ าบดัน ้าเสียโดยทัว่ไปแบ่งออกไดเ้ป็น 4 ขั้น ดงัภาพท่ี 2-5 
 1.  การบ าบดัขั้นเตรียมการ (Preliminary treatment) เป็นขั้นตอนการแยกส่ิงสกปรกท่ีมี
ขนาดใหญ่ไม่ละลายน ้าออกจากน ้า โดยการใชต้ะแกรง (Screens)  
 2.  การบ าบดัขั้นตน้ (Primary treatment) น ้าเสียท่ีผา่นขั้นตอนจากขอ้ท่ี 1 แลว้ จะถูก
น ามาตกตะกอนในถงัตกตะกอน ซ่ึง เรียกวา่ Primary sludge การบ าบดัในขั้นน้ีจะลดค่า BOD ได้
ประมาณ 25-40% แลว้แต่คุณลกัษณะของน ้าทิ้งและประสิทธิภาพของถงัตกตะกอน  
 3.  การบ าบดัขั้นท่ีสอง (Secondary treatment) น ้าเสียจากขอ้ 2 จะถูกน าเขา้ไปสู่ถงัเติม
อากาศซ่ึงจะมีการเติมอากาศใหแ้ก่แบคทีเรียโดยใชเ้คร่ืองเติมอากาศ แบคทีเรียช่วยยอ่ยสลายและ
ก าจดัสารอินทรียห์รือ BOD ซ่ึงอยูใ่นรูปของสารละลายหรืออนุภาคคอลลอยดอ์อกไปกลายเป็น
ตะกอนตกลงไปท่ีกน้ถงักากตะกอนในส่วนน้ีจะถูกน าไปก าจดัต่อไปหรืออาจจะมีการเติมโพลิเมอร์  
 4.  การบ าบดัขั้นท่ีสาม (Tertiary treatment) น ามาผา่นระบบการดูดซบัดว้ยถ่านกมัมนัต์
โดยขั้นตอนน้ีจะท าการบ าบดัเพื่อเป็นการดูดซบัสีและกล่ินก่อนปล่อยน ้าลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติ 
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ภาพท่ี 2-5  แผนภาพแสดงกระบวนการการบ าบดัน ้าเสีย 
 

เอกสำรและงำนวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 Esawy et al. (2008) ศึกษาวธีิการตรึงเอนไซม ์Levansucrase จากจุลินทรีย ์Bacillus 
subtilis ดว้ยวธีิการตรึงรูปแบบต่าง ๆ เช่น การดูดซบัทางกายภาพ (Physical adsorption)  
พนัธะโควาเลนต ์(Covalent binding) พนัธะไอออนิก (Ionic binding) และ Entrapment  
จากการศึกษาผลการทดลอง พบวา่ การตรึงเอนไซมท่ี์เตรียมดว้ยวธีิโควาเลนต ์โดยใช ้
Gluteraldehyde 3% เป็นความเขม้ขน้ท่ีดีท่ีสุดในการกระตุน้การสนบัสนุน (ไคโตซาน) เพื่อใหไ้ด้
เอนไซมต์รึงรูปท่ีใหผ้ลผลิตสูงสุด ซ่ึงมีประสิทธิภาพการตรึงท่ีดี (81.51%) ดงันั้นจึงใชเ้ป็นตวัอยา่ง
ทัว่ไปส าหรับการตรึง Levansucrase จากจุลินทรีย ์Bacillus subtilis NRC33a แต่จากการทดสอบ
พบวา่ เวลาของปฏิกิริยาและความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ของเอนไซมต์รึงมีค่าต ่ากวา่เอนไซมอิ์สระ 
โดยท่ี Levansucrase ท่ีตรึงไวจี้มีกิจกรรมเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัเอนไซมฟ์รีท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 
35 องศาเซลเซียส พลงังานกระตุน้ คือ 6.62 และ 9.27 kcal mol-1 ส าหรับเอนไซมอิ์สระและตรึง
ตามล าดบั แมว้า่ความคงตวัทางความร้อนของ Levansucrase ท่ีตรึงไวจ้ะสูงกวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือ
เทียบกบัรูปแบบอิสระ ผลของค่า pH ท่ีแตกต่างกนัพบวา่ pH ท่ีมีความเป็นกรดสูงการท างานของ 
Levansucrase ท่ีตรึงอยูมี่แอค็ติวต้ีิสูงกวา่ของเอนไซมอิ์สระ และการศึกษาความคงตวัของค่า pH 
ของ Levansucrase ท่ีเอนไซมอิ์สระและเอนไซมท่ี์ถูกตรึง แสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซมท่ี์ถูกตรึงสามารถ
ปกป้องเอนไซมจ์ากค่าความเป็นกรดและเป็นด่างรุนแรง และการตรึงเอนไซมมี์ค่าแอค็ติวต้ีิสูงถึง 
51.13% หลงัจากท่ีมีการใชซ้ ้ า 14 คร้ัง  

โรงงาน
อุตสาหกรรม ตะแกรงแยกขยะ 

น ้าเสีย 

ถังตกตะกอน ถังเติมอากาศ ถังตกตะกอน 

กากตะกอน 

ระบบการดูดซับด้วยคาร์บอน ปล่อยสู่แหล่งน ้าธรรมชาติ 

ก้าจัด 
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 โดยในแต่ละปีท่ีผา่นมาทาง นิสิตระดบัปริญญาตรีและระดบัปริญญาโท สาขาวชิา
วศิวกรรมเคมี คณะวศิวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา ไดท้  าการศึกษาวจิยัโครงการการผลิต 
สารลีแวนดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis โดยการหมกัไดด้ าเนินการวิเคราะห์โครงสร้างและ
องคป์ระกอบเสร็จส้ินแลว้ จึงน าผลการศึกษาต่าง ๆ มาประยกุตใ์ชก้บังานวจิยัโครงการน้ี โดยท่ี
ขอ้มูลจากทีมวจิยัท่ีไดศึ้กษา มีดงัต่อไปน้ี 
 ณฐัพงค ์ทาค า (2559) ไดท้  าการศึกษาการคดัเลือกและศึกษา จุลินทรียท่ี์ผลิต 
สารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากถัว่เหลืองหมกั ดว้ยวธีิการดงัน้ี 
 1.  ท าการเจือจางสารแบบ serial dilution ถัว่เหลืองหมกั 
 2.  เล้ียงเช้ือจุลินทรียจ์ากถัว่เหลืองหมกั ในอาหารแขง็ท่ีใชส้ าหรับสกรีนจุลินทรีย ์ท่ีมี
น ้าตาลซูโครสสูงโดยพิจารณาจากการสร้างเมือกของจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตลีแวนจากน ้าตาล 
ซูโคสได ้และน าไปเล้ียงในอาหารแขง็สูตร 2 ท่ีมีปริมาณซูโครสนอ้ยสามารถคดัเลือกจุลินทรียท่ี์
เป็นโคโลนีได ้9 ชนิด 
 3.  หาประสิทธิภาพการยอ่ยน ้าตาลซูโครสของจุลินทรียเ์บ้ืองตน้ โดยคดัเลือกจุลินทรีย ์5 
ชนิด ในอาหารเหลวสูตร 1 ดว้ยวธีิ DNS เพื่อหาปริมาณน ้าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากกระบวนการ
ไฮโดรไลซิส  
 4.  ศึกษาพฤติกรรมการยอ่ยน ้ าตาลกลูโคส พบวา่ ท่ีชัว่โมงท่ี 12 จุลินทรียช์นิดฺ B-5 มี
ประสิทธิภาพในการยอ่ยสูงสุด และ B-1, B-6, B-2, B-4 ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 2-6 
 5.  ศึกษาองคป์ระกอบของผลิตภณัฑท่ี์ได ้ดว้ยวธีิการ Thin layer chromatography (TLC) 
พบวา่ ท่ี 0 ชัว่โมง เช้ือจุลินทรียย์งัไม่เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เม่ือผา่นไป 6 ชัว่โมงเช้ือจุลินทรีย์
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และทรานฟรุกโทซิเลชัน่ ไดผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ป็นสารโพลิแซ็คคาไรด์ 
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ภาพท่ี 2-6  กราฟแสดงพฤติกรรมของเอนไซมลี์แวนซูเครสในแต่ละช่วงเวลาของจุลินทรีย ์
 
 จากการศึกษาพบวา่การน าถัว่เหลืองหมกัมาคดัแยกจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตสารลีแวน
เบ้ืองตน้เล้ียงบนอาหารแขง็เล้ียงเช้ือท่ีใชส้ าหรับสกรีนจุลินทรีย ์ไดโ้คโลนีท่ีเป็นเมือกและแต่ละ
โคโลนีไม่อยูติ่ดกนัจานวนทั้งหมด 43 โคโลนี และจากการศึกษาสัณฐานวทิยาจุลินทรีย ์ 
และการยอ้มสีแกรมสามารถแบ่งกลุ่มของจุลินทรียท่ี์ไดท้ั้งหมดออกไดเ้ป็น 9 กลุ่ม คือ กลุ่ม B-1 ถึง 
B-9 เม่ือน าเอนไซมลี์แวนซูเครสของจุลินทรียแ์ต่ละกลุ่มทาการศึกษาพฤติกรรมของเอนไซม ์
ลีแวนซูเครส พบวา่ ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง จุลินทรีย ์B-5, B-1 และ B-6 สามารถผลิตเอนไซมไ์ดม้าก
ท่ีสุดซ่ึงผลิตได ้10.30 IU/ ml, 8.88 IU/ ml และ 8.51 IU/ ml ตามล าดบั 
 ณฐิัวฒิุ ไตรโอสถ (2560) ไดก้ารคดัเลือกและศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ี์
ผลิตสารพรีไบโอติกในรูปของลีแวนจากถัว่เหลืองหมกั ดว้ยวธีิการดงัน้ี 
 1.  น าจุลินทรีย ์B-5 และ B-6 ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร 
Enrich media เพื่อเพาะจุลินทรียท่ี์คดัเลือกให้เจริญเติบโตไดดี้ข้ึน 
 2.  เล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเหลวสูตร Selective media เพื่อตรวจสอบวา่เกิดการผลิต 
สารลีแวน 
 3.  การท าสารใหบ้ริสุทธ์ิ (Purification) โดยการตกตะกอนดว้ยเอทานอล และการท า 
Dialysis 
 4.  ศึกษาโครงสร้างและองคป์ระกอบของผลิตภณัฑท่ี์ได ้ดว้ยวธีิ FTIR และ NMR 
 5.  ศึกษาลกัษณะของจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดจ้ากถัว่หมกั ดว้ยวธีิการจ าแนกสายพนัธ์ุ 
(Species) โดยการใช ้16S rRNA เพื่อหาล าดบัเบสของจุลินทรีย ์
 6.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตลีแวนโดยจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดจ้ากถัว่หมกั 
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 7.  ศึกษาความเขม้ขน้ของคาร์บอนท่ีมีผลต่อการผลิตสารลีแวน 
 

 
 

ภาพท่ี 2-7  กราฟแสดงการวเิคราะห์โครงสร้างของสารลีแวน B-5 ดว้ยเทคนิค FTIR 
 

 
 

 ภาพท่ี 2-8  กราฟแสดงการวิเคราะห์โครงสร้างของสารลีแวน B-6 ดว้ยเทคนิค FTIR 
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 จากการทดสอบ FTIR ดงัภาพท่ี 2-7 และภาพท่ี 2-8 พบวา่ สามารถวเิคราะห์
องคป์ระกอบสารแค่ช่วงเลขคล่ืน 4000-1000 cm-1 เท่านั้น เน่ืองจากช่วงเลขคล่ืนท่ีนอ้ย 1000 cm-1 
มีความเฉพาะเจาะจงของสาร ซ่ึงยากต่อการวเิคราะห์ขา้งตน้ จึงมีการน าสารไปวเิคราะห์ร่วมกบั
เคร่ืองมือวิเคราะห์ Nuclear magnetic resonance 
 จากการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค NMR ของจุลินทรียก์ลุ่ม B-5 และจุลินทรียก์ลุ่ม B-6 โดย
การพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ย 1H NMR และ 13C NMR โดยการส่งตรวจคณะวทิยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยับูรพา โดยใชเ้คร่ืองมือ Bruker, Avance Ultrashield ความถ่ี 400 MHz บนัทึกในรูป
ความสูงของพีก และค่า Chemical shifts (ppm) โดยใชส้ารละลาย D2O (Deuterium oxide) 
จากการวเิคราะห์ดว้ย1H NMR spectroscopy ไดข้อ้มูลเพิ่มเติมเก่ียวกบัโครงสร้างของสารผลิตภณัฑ์
ท่ีเกิดข้ึนจากจุลินทรียก์ลุ่ม B-5 จากภาพท่ี 2-8 กราฟแสดงการวเิคราะห์โครงสร้างของสารลีแวน  
B-5 ดว้ยเทคนิค 1H NMR แสดงใหเ้ห็นวา่ สเปกตรัมของ 1H NMR เป็นสัญญาณของ 
การเปล่ียนแปลงของโปรตอน ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ ลกัษณะการเกิดพีคของสารผลิตภณัฑจ์ะอยู่
ในช่วง 4.9-5.3 ppm เป็นการบ่งช้ีใหเ้ห็นลกัษณะของการเกิดพนัธะ α-(1→6) glucosyl residues 
(H-1), α-(1→2) glucosyl residues (H-1) และ α-(1→3) glucosyl residues (H-1) มีลกัษณะคลา้ย
โครงสร้างของเดกซ์แทรน แต่เน่ืองจากท่ีพีค 4.720 ppm คือ สารละลาย D2O (Deuterium oxide)  
ซ่ึงซอ้นทบักบัลกัษณะพีคของการเกิดพนัธะของสารผลิตภณัฑจึ์งท าใหต้อ้งท าการวิเคราะห์เพิ่มเติม
ดว้ย 13C NMR spectroscopy, HSQC spectrum และ HMBC spectrum  เพื่อยนืยนัลกัษณะ
โครงสร้างของเดกซ์แทรน (dextran) 
 

 
 

ภาพท่ี 2-9  กราฟแสดงการวเิคราะห์โครงสร้างของสารลีแวน B-5 ดว้ยเทคนิค 1H NMR 
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 จากการวเิคราะห์ดว้ย 1H และ 13C NMR spectroscopy ดงัภาพท่ี 2-9 ใหข้อ้มูลเพิ่มเติม
เก่ียวกบัโครงสร้างของสารลีแวนของจุลินทรียก์ลุ่ม B-6 สเปกตรัมของ 1H NMR ช้ีใหเ้ห็นสัญญาณ
ของโปรตอนวา่มีโมเลกุลของฟรุกโตส ซ่ึงเป็นโมโนเมอร์ของสารลีแวน ซ่ึงสัญญาณเหล่าน้ี 
แสดงใหเ้ห็นการเปล่ียนแปลงทางเคมีท่ี 4.08 ppm (H-3), 3.95 ppm (H-4), 3.83 ppm (H-5), 3.81 
ppm (H-6a), 3.69 ppm (H-1a), 3.66 ppm (H-1b) และ 3.48 ppm (H-6b) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลิตภณัฑ์
ของสารลีแวนท่ีผลิตมาจาก Bacillus megaterium GJT321 Bacillus methylotrophicus SK 21.002 
และ Bacillus licheniformis BK AG21 จากตารางท่ี 2-1 ตารางเปรียบเทียบการส่งสัญญาณของ  
13C chemical shift ระหวา่งโครงสร้าง β(2→6) glycosidic linkage levan กบัแบคทีเรียอ่ืน ๆ  
และจากการวเิคราะห์ดว้ยสเปกตรัมของ 13C NMR พบวา่ มีการเกิดสัญญาณโซแนนซ์ข้ึนทั้ง 6 
ต  าแหน่ง ดงัน้ี 104.42 ppm (C-2), 80.47 ppm (C-5), 76.26 ppm (C-3), 75.02 ppm (C-4), 63.56 ppm 
(C-6) และ 60.41 ppm (C-1) ซ่ึงยนืยนัไดว้า่ hexoses เป็นรูปร่างของ monosaccharaides ของ 
Exopolysaccharides และเก่ียวขอ้งกบัสารลีแวน เน่ืองจากโครงสร้างพนัธะทางเคมีแสดงใหเ้ห็นถึง
ต าแหน่งของคาร์บอนของสารลีแวน ท่ีไดรั้บรายงานจากการศึกษาก่อนหนา้น้ีจาก (Porras-
domínguez, 2014) และความสัมพนัธ์ทั้งหมดของ HMBC ไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงการเช่ือมโยง β-2,6-
glycosidic ระหวา่งฟรุกโตส ซ่ึงไดจ้ากความสัมพนัธ์ของ tree-bond บ่งช้ีใหเ้ห็นถึงความไม่เสถียร
ของโปรตอนทั้ง 2 (CH2-O) ดงัน้ี H-6a ท่ี 3.43 และ H-6b ท่ี 3.37 กบัคาร์บอน (C-2) ท่ี 101.66  
ใน HMBC สเปกตรัม ดงัภาพท่ี 2-10 กราฟแสดงการวิเคราะห์โครงสร้างของสารลีแวน B-6  
ดว้ยเทคนิค 1H NMR กราฟแสดงการวเิคราะห์โครงสร้างของสารลีแวน B-6 ดว้ยเทคนิค 13C NMR 
 

 
 

ภาพท่ี 2-10  กราฟแสดงการวเิคราะห์โครงสร้างของสารลีแวน B-6 ดว้ยเทคนิค 1H NMR 
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ตารางท่ี 2-1  เปรียบเทียบการส่งสัญญาณของ 13C chemical shift ระหวา่งโครงสร้าง β(2→ 6)  
                     glycosidic linkage levan กบัแบคทีเรียอ่ืน ๆ  
 

Carbon 
atom 

The chemical shift (ppm) of the levans formed from 
B. siamensisa B. megaterium 

GJT321  
B. licheniformis BK 

AG21  
 B. methy-
lotrophicus 

C-1 60.41 59.86 59.81 61.20 
C-2 104.2 104.14 104.22 104.66 

C-3 76.26 76.25 76.24 77.51 

C-4 75.02 75.31 75.18 76.10 

C-5 80.47 80.23 80.31 80.77 
  
 จากการศึกษาลกัษณะของจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดจ้ากถัว่หมกั โดยการจ าแนกสายพนัธ์ุ 
ดว้ยเทคนิค 16S rRNA พบวา่ จุลินทรียใ์นกลุ่ม B-5 มีความคลา้ยคลึงกบั Bacillus tequilensis และ 
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum ถึง 99.92% และพบวา่ จุลินทรียใ์นกลุ่ม B-6 มีความคลา้ยคลึง
กบั Bacillus siamensis ถึง 100% 
 จากการจ าแนกสายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค 16S rRNA จึงไดค้ดัเลือกท่ีจุลินทรียช์นิด B-6 หรือ
จุลินทรีย ์Bacillus siamensis น ามาการศึกษาความเขม้ขน้ของคาร์บอนท่ีมีผลต่อการผลิตสารลีแวน
เพื่อใหไ้ดป้ริมาณลีแวนสูงสุด โดยพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสท่ี 10%w/v จุลินทรีย์
สามารถเจริญเติบโตมากท่ีสุด รองมาคือ ความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสท่ี 20%w/v, 5%w/v, 
30%w/v และ 40%w/v โดยค่าการเจริญเติบโตของจุลินทรียเ์ท่ากบั 2.34957, 2.1424, 2.0657, 1.9813 
และ 0.8962 ตามล าดบั 
 พงษธ์ร เพง็นอ้ย (2561) การบ าบดัของเสียซูโครสจากอุตสาหกรรมอาหารทางชีวภาพ
ดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส ดว้ยวธีิการดงัน้ี 
 การวจิยัน้ีศึกษาการบ าบดัของเสียท่ีมีองคป์ระกอบของซูโครสโดยเปล่ียนให้อยูใ่นรูป
ของลีแวนดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีถูกคดัเลือกจากถัว่เน่า โดยศึกษาความเขม้ขน้ของ
ซูโครสท่ีเหมาะสมในการก าจดัซูโครสและผลิตลีแวนในอาหารเล้ียงจุลินทรีย ์หลงัจากนั้นจึง
เลือกใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวประยกุตใ์ชใ้นการก าจดัของเสียซูโครสจากอุตสาหกรรมอาหาร 
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 จากขั้นตอนการศึกษาความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีเหมาะสมต่อการยอ่ยสลายดว้ยจุลินทรีย์
พบวา่ หลงัจากการบ่มอาหารเหลวสูตรท่ี 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครสเขม้ขน้ 10 20 และ 30 %w/v ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เกิดกระบวนการ 
ทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัมากกวา่กระบวนการไฮโดรไลซิส ของซูโครสเขม้ขน้ 20 และ 30%w/v แต่
ส าหรับซูโครสเขม้ขน้ 10 %w/v เกิดกระบวนกานไฮโดรไลซิสมากกวา่กระบวนการ 
ทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานวจิยัของ Shih et al. (2005) โดยรายงานวา่ 
ความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีเหมาะสมเป็นตวัแปรท่ีท าใหเ้กิดการสร้างลีแวนในปริมาณท่ีต่างกนั  
โดยลีแวนเป็นพอลีแซ็กคาไรดท่ี์เกิดจากกระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนั  
 จากการยอ่ยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารดว้ยจุลินทรีย ์โดยเล้ียงจุลินทรีย ์
Bacillus siamensis ในอาหารเหลวสูตรท่ี 1 และ 2  แต่แทนท่ีซูโครสดว้ยของเสียจากอุตสาหกรรม
อาหารโดยมีความเขม้ขน้ 20%w/v ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
พบวา่ ปริมาณซูโครสลดลงตามระยะเวลาบ่มและเกิดเป็นกลูโคสและฟรุกโตส โดยฟรุกโตสมี
ปริมาณมากกวา่ปริมาณซูโครส ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Ozimek et al. (2006) โดยอา้งอิงถึง
การท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครส โดยเอนไซมลี์แวนซูเครสจะเขา้จบักบัซูโครส เกิด
กระบวนการไฮโดรไลซิสไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกลูโคสและฟรุกโตส จากนั้นเอนไซมด์งักล่าวจะจบักบั
โมเลกุลของกลูโคส 1 โมเลกุลและเช่ือมต่อกบัโมเลกุลของฟรุกโตสอิสระเป็นสายยาวผา่น
กระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัเกิดเป็นพอลิแซ็กคาไรดห์รือลีแวนเม่ือเปรียบเทียบ Enzyme 
activity ระหวา่งการบ่มจุลินทรียด์ว้ยอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของซูโครส 20%w/v และของเสีย
เขม้ขน้ 20%w/v พบวา่เกิด Enzyme activity 1.00 และ 0.92 IU/mL ตามล าดบัซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั 
เป็นผลลพัธ์ท่ียนืยนัไดว้า่ เอนไซมลี์แวนซูเครสจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis สามารถก าจดัของ
เสียท่ีมีองคป์ระกอบของซูโครสได ้โดยสามารถลดปริมาณซูโครสไดสู้งสุดจาก 17.42 %w/v เหลือ 
3.21 %w/v โดยใชเ้วลาบ่ม 48 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 



 

บทที ่3  
อุปกรณ์และวธีิด ำเนินงำนวจิยั 

 

สำรเคมแีละอำหำรเลีย้งจุลนิทรีย์ 
 1.  น ้าตาลซูโครส (Sucrose)  
 2.  น ้าตาลกลูโคส (Glucose) 
 3.  น ้าตาลฟรุกโตส (Fructose) 
 4.  สารสกดัจากยสีต ์(Yeast extract)  
 5.  กลูตา้แอลดีไฮด ์(Glutaldehyde) 
 6.  โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)  
 7.  อาหารเล้ียงเช้ือ (Trytorn) 
 8.  อาหารเล้ียงเช้ือ (Nutrient agar) 
 9.  DEAE-TOYOPERL  
 10.  แอลกอฮอลล ์95%  
 11.  โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH)  
 12.  โพแทสเซียม ตาร์เตรท (K2C4H4O6) 
 13.  กรดอะซิติก  
 14.  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  
 15.  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 
 16.  แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 
 17.  ของเสียอุตสาหกรรม 
 18.  อาหารแขง็เล้ียงจุลินทรียสู์ตรท่ี 1 
 19.  อาหารเหลวเล้ียงจุลินทรียสู์ตรท่ี 1 
 20.  อาหารเหลวเล้ียงจุลินทรียสู์ตรท่ี 2 
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อปุกรณ์และเคร่ืองแก้ว 
 1.  เคร่ือง Spectrophotometer 1 เคร่ือง 
 2.  เคร่ือง pH meter 1 เคร่ือง  
 3.  เคร่ือง HPLC 1 เคร่ือง  
 4.  เคร่ืองชัง่ 4 ต  าแหน่ง 1 เคร่ือง  
 5.  หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (Autoclave) 1 เคร่ือง  
 6.  บีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร  4 ใบ  
 7.  บีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร 4 ใบ  
 8.  ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 2 ขวด  
 9.  ขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร 2 ขวด  
 10.  แท่งแกว้คนสาร 1 อนั  
 11.  ท่ีกรองสารละลาย 50 อนั  
 12.  จานอาหารเล้ียงจุลินทรียแ์บบพลาสติก 1 อนั  
 13.  หลอดพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร 50 หลอด  
 14.  แท่งแกว้สามเหล่ียม (Spreader) 2 อนั  
 15.  เขม็เข่ียจุลินทรีย ์(Loop) 2 อนั  
 16.  ตะเกียงแอลกอฮอล ์2 อนั  
 17.  หลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร 5 อนั 
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วธิีกำรทดลอง 

  
ภาพท่ี 3-1  แผนภาพโดยรวมของการทดลอง 

 
 
 
 

 
 

การท าเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase)  
ใหบ้ริสุทธ์ิจากเช้ือจุลินทรีย ์B. siamensis 

เตรียมเช้ือจุลินทรีย ์Bacillus siamensis 

การศึกษาการยอ่ยสลายของเสียจากอุตสาหกรรม

อาหารดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส 

การศึกษาผลกระทบของความเขม้ขน้

ซูโครส ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ  

ของเอนไซมลี์แวนซูเครส 

การศึกษาการยอ่ยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารดว้ย     

เอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึงบนเมด็ไคโตซาน 

ศึกษาชนิดและปริมาณของผลิตภณัฑท่ี์ไดว้า่เป็นไปตามสมมติฐาน

หรือไม่ ดว้ยวธีิ HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 
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 1.  การเตรียมเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) จากเช้ือจุลินทรีย ์B. siamensis 

   
ภาพท่ี 3-2  การเตรียมเอนไซมลี์แวนซูเครสจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis 
 

  1.1  เข่ียจุลินทรีย ์B. siamensis ท่ีไดจ้ากการ Stock จุลินทรียเ์ก็บไวท้  าการแยก
จุลินทรียเ์บ้ืองตน้บนอาหารแขง็เล้ียงจุลินทรียสู์ตร Differentiate media ท าการคดัเลือกโคโลนีท่ี
สร้างเมือก 
  1.2  ท  าการเล้ียงลงในอาหารเหลวเล้ียงจุลินทรียสู์ตร Enrich media เพื่อเพาะเล้ียง
จุลินทรียใ์หมี้การเจริญเติบโต โดยดึงจุลินทรียอ์อกมาจ านวน 1 ลูป และใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 
250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา่ทิ้งไว ้1 คืน ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที (rpm) ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เข่ียจุลินทรีย ์Bacillus siamensis  

เล้ียงในอาหารแขง็สูตร Differentiate media  

น าจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีสร้างเมือก 

เล้ียงต่อในอาหารเหลวสูตร Enrich media 

ดึงจุลินทรียจ์ากอาหารเหลวมา 100 mL 

เล้ียงในอาหารเหลวสูตร Selective media 

1,000 mL, 48 ชัว่โมง, เขยา่ 200 rpm, 37 ºC 

น าสารละลายท่ีไดป่ั้นเหวีย่งดว้ย ความเร็ว

รอบ 5,000 rpm  เป็นเวลา 45 นาที   

น าสารละลายส่วนใสท่ีมีเอนไซมลี์แวน        

ซูเครสผสมอยูไ่ปเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 ºC 
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  1.3  น าจุลินทรียท่ี์ไดจ้ากอาหารเหลวสูตร Enrich media จ านวน 100 มิลลิลิตร มาใส่
ในขวดรูปชมพูท่ี่เตรียมอาหารเหลวเล้ียงจุลินทรียสู์ตรท่ี Fermentation media ปริมาณ 1,000 
มิลลิลิตร เพื่อใหไ้ดเ้อนไซมลี์แวนซูเครส โดยเขยา่ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
  1.4 น าสารละลายท่ีไดม้าใส่ในหลอดพลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวีย่ง 
ดว้ยความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 นาที เพื่อก าจดัเซลลจุ์ลินทรียอ์อก หลงัจากนั้นจะ
ไดส้ารละลายส่วนใสท่ีมีเอนไซมลี์แวนซูเครสผสมอยู ่เพื่อน าสารละลายไปใชแ้ยกเอนไซมใ์ห้
บริสุทธ์ิต่อไป 
 2.  การแยกเอนไซมลี์แวนซูเครสใหบ้ริสุทธ์ิจากเช้ือจุลินทรีย ์B. siamensis 

               

  
ภาพท่ี 3-3  การแยกเอนไซมลี์แวนซูเครสใหบ้ริสุทธ์ิจากเช้ือจุลินทรีย ์B. siamensis 
 

  2.1  ตรวจสอบปริมาณโปรตีนของเอนไซมร์วม (Crude Enzyme) เพื่อหาปริมาณ
ความจุท่ีเรซินรับได ้(30±5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
  2.2  เตรียมเรซินบรรจุลงในคอลมัน์โดยน าเทียบกบัค่าความจุท่ีเรซฺนรับไดต่้อเอนไซม์
รวม 1 L ปรับสภาพเรซินดว้ย Phosphate buffer pH 6 จากนั้นป้อนเอนไซมร์วมเขา้คอลมัน์ 
 

เตรียมเรซินบรรจุลงในคอลมัน์ ปรับสภาพ 

เรซินดว้ยฟอตเฟตบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาห์และ
ท าการเติมสารละลายเอนไซมร์วมเขา้สู่คอลมัน์ 

จากนั้นเติม Sodium chloride “0 ถึง1 M NaCl” 

1 mL/min  และน าไปวดัโปรตีนท่ี OD280 

จากนั้นท าการทดสอบเอนไซม ์โดยการน า

สารละลายแต่ละช่วงไปดูค่า Activity ของ

เอนไซม ์หาความเขม้ขน้ของ NaCl ท่ีตอ้งใช ้
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  2.3  จากนั้นชะโปรตีนดว้ย Sodium chloride ตั้งแต่ 0 ถึง 1 M NaCl ดว้ยอตัราการไหล 
1 mL/min และเก็บสารละลายท่ีออกมาหลอดละ 5 mL แลว้น าไปวดั OD280 เพื่อหาปริมาณโปรตีน
ของแต่ละช่วงความเขม้ขน้ 
  2.4  จากนั้นท าการทดสอบเอนไซม ์โดยการน าสารละลายแต่ละหลอดไปดูค่า
กิจกรรมเอนไซม ์หาความเขม้ขน้ของ NaCl ท่ีตอ้งใชเ้พื่อดึงเอนไซมอ์อกจากผวิของเรซิน 
  2.5  น าจุลินทรียจ์ากขอ้ 2.3 จ  านวน 20 mL (10% inoculum) เติมลงไปในอาหารเหลว
สูตรท่ี 2 ส าหรับเร่งการผลิตเอนไซมลี์แวนซูเครส ท่ีมีความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีเหมาะสมท่ีสุดจาก
การทดลองท่ี 1 ปริมาตรสุดทา้ยจ านวน 200 mL และเขยา่ทิ้งไว ้48 ชัว่โมง ดว้ย ความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 25, 30, 37, 45 และ 50 ºC และ pH 6 
 3.  การศึกษากิจกรรมของเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) 
 

 
ภาพท่ี 3-4  การทดสอบของเอนไซมลี์แวนซูเครส 
 

  3.1  เตรียมซูโครส 20% ใน 50 mM Phosphate buffer pH 6 ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 
  3.2  เติมเอนไซมลี์แวนซูเครส 0.6 IU/mL ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใชค้วามเร็วรอบในการหมุนของใบพดัท่ี 200 รอบต่อนาที แลว้เล้ียง
ไวเ้ป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

เตรียมซูโครส 20% ใน 50 mM Phosphate buffer 

pH 6 ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 

เติมเอนไซมลี์แวนซูเครส 0.6 IU/mL  

ปริมาณ 3 mL น าไปบ่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

เขยา่ 200 rpm, 37 ºC 

น าสารละลายท่ีไดไ้ปป่ันเหวี่ยง 5,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 45 นาที และน าส่วนใสไปตม้ท่ี 

100ºC และน าไปวดั HPLC 
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  3.3  น าสารละลายท่ีไดไ้ปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกของแขง็ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
45 นาที จะไดส่้วนใสท่ีเป็นของเหลวดา้นบน  
  3.4  หลงัจากนั้นน าส่วนใสไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
และแช่ในน ้าเยน็จดั 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุการท างานของเอนไซม ์
 4.  การตรึงลีแวนซูเครส โดยตรึงลีแวนซูเครสดว้ยวธีิโควาเลนต์กบัเมด็ไคโตซาน 
  

  
ภาพท่ี 3-5  การตรึงลีแวนซูเครสดว้ยวธีิโควาเลนตบ์นเมด็ไคโตซาน 
 

  4.1  เตรียมเมด็ไคโตซาน โดยการละลายไคโตซาน 3% (w/v) ใน 1% (v/v)  
กรดอะซิตริก หยดสารละลายลงบน 1 N NaOH ลา้งออกดว้ยน ้า DI จน pH เป็นกลาง 
  4.2  การตรึงลีแวนซูเครสลงบนเมด็ไคโตซาน โดยเตรียมเมด็ไคโตซาน 1 กรัม (เปียก) 
ในลีแวนซูเครส 0.6 IU/mL ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร  
  4.3  น าไปบ่มดว้ยกลูตา้แอลดีไฮด ์(5%w/v) ในสารละลาย 50 mM ของซิเตรด
บฟัเฟอร์ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั 

ละลายไคโตซาน 3% (w/v) ใน 1% (v/v)  กรดอะซิตริก 

หยดสารละลายลงบน 1 N NaOH ลา้งออกดว้ยน ้า DI      

จน pH เป็นกลาง 

เตรียมเมด็ไคโตซาน 1 กรัม (เปียก) ผสมเขา้กบั                 

ลีแวนซูเครส 0.6 IU/mL ปริมาณ 20 มิลลิลิตร 

น าไปบ่มดว้ยกลูตา้แอลดีไฮด์ (5%w/v) ในสารละลาย     

50 mM ของซิเตรดบฟัเฟอร์ท่ี 4 °C เป็นเวลา 2 วนั 

จากนั้นลา้งออกดว้ยซิเตรดบฟัเฟอร์เยน็ 3 คร้ัง        

และท าการเก็บรักษาไวใ้นอุณหภูมิ 4 °C 
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  4.4  หลงัจากนั้นลา้งออกดว้ยซิเตรดบฟัเฟอร์เยน็ 3 คร้ัง และท าการเก็บรักษาไวใ้น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 5.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) 
  

 
ภาพท่ี 3-6  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซมลี์แวนซูเครส 
 

  5.1  เตรียมน ้าตาลซูโครสท่ี 5 10 และ 20% (w/v) ใน 50 mM acetate buffer (pH 4 5 
และ 6) และ 50 mM Phosphate buffer (pH 6 7 และ 8) ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 
  5.2  ป้อนเอนไซมลี์แวนซูเครส 0.6 IU/mL ลงในหลอดทดลอง ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 37 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 200 รอบต่อนาที 
  5.3  น าสารละลายท่ีไดไ้ปป่ันเหวีย่งเพื่อแยกของแขง็ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 
นาที จะไดส่้วนใสท่ีเป็นของเหลวดา้นบน  
  5.4  หลงัจากนั้นน าส่วนใสไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
และแช่ในน ้าเยน็จดั 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุการท างานของเอนไซม ์
 

เตรียมน ้าตาลซูโครสท่ี 5 10 และ 20% (w/v)  ใน 50 mM acetate buffer (pH 4 5 

และ 6)  และ 50 mM Phosphate buffer (pH 6 7 และ 8)   ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 

ลงในขวดรูปชมพู ่ปริมาตร 100 mL 

เติมเอนไซมลี์แวนซูเครส 0.6 IU/mL ลงในหลอดทดลองปริมาณ         
3 มิลลิลิตร น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 37 และ 50 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

น าสารละลายไปป่ันเหวีย่ง 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 นาที         

น าส่วนใสไปตม้ท่ี 100ºC และแช่ในน ้าเยน็ 0 ºC   

เป็นเวลา 10 นาที 
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 6.  ศึกษาการผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิในของเสียอุตสาหกรรม 
 

 
ภาพท่ี 3-7  การผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสในของเสียอุตสาหกรรม 
 

  6.1  เตรียมซูโครสท่ี 20% (w/v) จากของเสียอุตสาหกรรม (ของเสียอุตสาหกรรมมี
องคป์ระกอบของซูโครส 17%) ใน 50mM Acetate buffer (pH 6) และ 50mM Phosphate buffer  
(pH 6) ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 
  6.2  ป้อนเอนไซมลี์แวนซูเครส 0.6 IU/mL ลงในหลอดทดลอง ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 200 รอบต่อนาที 
  6.3  น าสารละลายท่ีไดไ้ปป่ันเหวีย่งเพื่อแยกของแขง็ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 
นาที จะไดส่้วนใสท่ีเป็นของเหลวดา้นบน  
  6.4  หลงัจากนั้นน าส่วนใสไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
และแช่ในน ้าเยน็จดั 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุการท างานของเอนไซม ์
 
 
 
 
 

เตรียมซูโครสท่ี 20% (w/v) จากของเสียอุตสาหกรรมใน 50mM Acetate buffer (pH 6) 

และ50mM Phosphate buffer (pH 6) ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 15 mL 

ป้อนเอนไซมลี์แวนซูเครส 0.6 IU/mL ลงในหลอดทดลอง ปริมาณ 3 

มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

น าสารละลายไปป่ันเหวีย่ง 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 นาที         

น าส่วนใสไปตม้ท่ี 100ºC และแช่ในน ้าเยน็ 0 ºC เป็นเวลา 10 นาที 
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 7.  ศึกษาการผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิในของเสียอุตสาหกรรม 
 

 
ภาพท่ี 3-8  การผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิแบบตรึงในของเสียอุตสาหกรรม 
 

  7.1  เตรียมซูโครสท่ี 20% (w/v) จากของเสียอุตสาหกรรม (ของเสียอุตสาหกรรมมี
องคป์ระกอบของซูโครส 17%) ใน 50mM Acetate buffer (pH 6) และ 50mM Phosphate buffer  
(pH 6) ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 
  7.2  ป้อนเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึง 0.6 IU/mL ลงในหลอดทดลอง ปริมาณ 0.5 
กรัม(เปียก) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 200 รอบต่อนาที 
  7.3  น าสารละลายท่ีไดไ้ปป่ันเหวีย่งเพื่อแยกของแขง็ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 
นาที จะไดส่้วนใสท่ีเป็นของเหลวดา้นบน  
  7.4  หลงัจากนั้นน าส่วนใสไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
และแช่ในน ้าเยน็จดั 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุการท างานของเอนไซม ์

 8.  การวเิคราะห์ผลการทดลอง  
  8.1  วเิคราะห์ดว้ยวธีิ SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบขนาดของเอนไซมลี์แวนซูเครสท่ี
เกิดข้ึน 
  8.2  วเิคราะห์ดว้ยวธีิ Bradford เพื่อหาปริมาณโปรตีนในสารละลาย 

เตรียมซูโครสท่ี 20% (w/v) จากของเสียอุตสาหกรรมใน 50mM Acetate 

buffer (pH 6) และ50mM Phosphate buffer (pH 6) ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 

ป้อนเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึง 0.6 IU/mL ลงในหลอดทดลอง

ปริมาณ 0.5 กรัม(เปียก) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

น าสารละลายไปป่ันเหวีย่ง 5,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 45 นาที         

น าส่วนใสไปตม้ท่ี 100ºC และแช่ในน ้าเยน็ 0 ºC เป็นเวลา 10 นาที 
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  8.3  วเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC (High performance liquid chromatography) เพื่อ
ตรวจสอบปริมาณของผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน 

 
 
 



 

บทที ่4  
ผลกำรทดลองและอภปิรำยผล 

 
 1.  การท าบริสุทธ์ิเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) 

 

 
 

ภาพท่ี 4-1  การท าบริสุทธ์ิเอนไซมลี์แวนซูเครส ค่าดูดกลืนแสง () และกิจกรรมเอนไซม ์(■)  
                  โดยกระบวนการแลกเปล่ียนไอออนดว้ยเรซิน (TOYOPERL DEAE-650M) 
 
 การท าบริสุทธ์ิของเอนไซม ์Levansucrase จากเช้ือจุลินทรีย ์Bacillus siamensis โดยวิธี
แลกเปล่ียนไอออนผา่นคอลมัน์เรซินชนิด TOYOPERL DEAE-650M โดยท าการตรวจสอบ
กิจกรรมของเอนไซมแ์ละปริมาณโปรตีนส าหรับการท าเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ พบวา่ มีโปรตีนออกมา
ทั้งหมด 2 ช่วง ไดแ้ก่ 0.1 ถึง 0.4 M NaCl และ 0.6 ถึง 0.9 M NaCl และพบวา่ มีกิจกรรมของ
เอนไซมลี์แวนซูเครสท่ี 0.8 M NaCl ซ่ึงเกิดกิจกรรมเอนไซมสู์งสุด 0.69 IU /mL (ภาพท่ี 4-1) 
งานวจิยัก่อนหนา้น้ีท าการบริสุทธ์ิเอนไซมลี์แวนซูเครสจากจุลินทรีย ์Bacillus licheniformis ดว้ยวธีิ 
DEAE-cellulose chromatography (Sangmanee, 2013) และจากจุลินทรีย ์Klebsiella sp. strain L1 
ดว้ยวธีิ DEAE-cellulose column chromatography (Desai & Patel, 2019) จากตารางท่ี 4-1 พบวา่ 
สามารถเพิ่มความบริสุทธ์ิของลีแวนซูเครสได ้11.47 ดว้ย 78.75% recovery ซ่ึงมีกิจกรรมจ าเพาะ
ของเอนไซมเ์พิ่มข้ึนจากเอนไซมร์วม 1.39 IU/ mg เป็น 15.95 IU/ mg การท าใหเ้อนไซม ์
ลีแวนซูเครสบริสุทธ์ิจากจุลินทรีย ์Klebsiella sp. พบวา่ สามารถเพิ่มความบริสุทธ์ิได ้5.45 ดว้ย 
22.72% recovery และมีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์48.19 IU/ mg (Desai & Patel, 2019)  
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ตารางท่ี 4-1  การท าบริสุทธ์ิเอนไซมลี์แวนซูเครสจากจุลินทรีย ์Bacillus siamensis 
 

ขั้นตอนการท า
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิ 

กิจกรรม
เอนไซม ์

(IU) 

โปรตีน
ทั้งหมด

(mg) 

กิจกรรมจ าเพาะ
ของเอนไซม ์

(IU/mg) 

Recovery 
(%) 

การเพิ่ม 
ความบริสุทธ์ิ 

เอนไซมร์วม  
(Crude enzyme) 

320 230 1.39 100 1 

TOYOPERL 
DEAE-650M 

252 15.8 15.95 78.75 11.47 

 

 

 
ภาพท่ี 4-2  ขนาดของเอนไซมลี์แวนซูเครสท่ีไดจ้ากกระบวนการท าบริสุทธ์ิ วเิคราะห์ดว้ยวธีิ SDS- 
  PAGE (ก คือ Partial/Marker และ ข คือ Partial/Purified LS) 
 
 การทดสอบขนาดของโปรตีน ดว้ยวธีิ SDS-PAGE พบวา่มีโปรตีนอยูท่ ั้งหมด 5 ขนาด 
โดยมีขนาดตั้งแต่ 210-42 kDa และพบวา่ ในเอนไซมลี์แวนซูเครสยงัมีโปรตีนบางตวัปนเป้ือน
ปรากฏอยูบ่น SDS-PAGE ดงัภาพท่ี 4-2 โดยงานวจิยัก่อนหนา้น้ี การท าลีแวนซูเครสบริสุทธ์ิจาก
จุลินทรีย ์Pseudomonas syringae พบท่ี 45 kDa (Hettwer et al., 1995) จากจุลินทรีย ์Bacillus sp. 
TH4-2 พบท่ี 56 kDa (Ammar et al., 2002) และจุลินทรีย ์Leuconostoc mesenteroides B-512 พบท่ี
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103 kDa บน SDS-PAGE (Kang et al., 2005) ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ Levansucrase มีขนาดโมเลกุลได้
หลายขนาดข้ึนกบัแหล่งท่ีมา (Annamalai, et al., 2009) 
 2.  ผลของความเขม้ขน้ซูโครสต่อการผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส   
จากการทดลองความเขม้ขน้ของซูโครสในอาหารเล้ียงจุลินทรียท่ี์มีความเขม้ขน้ของซูโครส 5 10 
และ 20% (w/v) pH 6 ของฟอตเฟตบฟัเฟอร์และอะซิเตทบฟัเฟอร์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 0.25 0.5 1 3 6 
12 24 และ 48 ชัว่โมง เกิดกิจกรรมเอนไซม ์ดงัภาพท่ี 4-3 
 

 
 

ภาพท่ี 4-3  กิจกรรมเอนไซมท่ี์ซูโครสความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในสภาวะ pH 6 บ่ม 37 องศาเซลเซียส  
  เขยา่ 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง กิจกรรมทั้งหมด () ไฮโดรไลซิส (■)  
  ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (▲) 
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 จากภาพท่ี 4-3 (เส้นทึบ, ------) แสดงกิจกรรมเอนไซมใ์นสภาวะฟอตเฟตบฟัเฟอร์ 
ในช่วงเวลาของการบ่มท่ี 15 นาที พบวา่ กิจกรรมเอนไซม ์ทั้งหมดของซูโครสเขม้ขน้ 5 และ 10% 
(w/v) โดยมีค่า 0.1 และ 0.16 IU/mL ตามล าดบั ซ่ึงมีค่านอ้ยกวา่ซูโครสเขม้ขน้ 20%(w/v) อยา่งเห็น
ไดช้ดั โดยมีค่า 0.2 IU/mL เน่ืองจากอยูใ่นช่วงท่ี 20% เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเกิด
กิจกรรมเอนไซม ์เม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 3 พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมด มีค่าสูงสุดท่ี 0.27 0.35 และ 
0.40 IU/ mL ตามล าดบั และเกิดปฏิกิริยาทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงกวา่ไฮโดรไลซิส เน่ืองจาก 
ฟรุกโตสมีปริมาณเพิ่มข้ึนจนถึงค่าหน่ึง เอนไซมลี์แวนซูเครสจะเร่ิมจบัฟรุกโตสมาต่อเป็นโมเลกุล
สายยาวหรือเรียกวา่ เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโตซิเลชัน่ และเม่ือท าการบ่มต่อไป พบวา่ กิจกรรมของ
เอนไซมจ์ะค่อย ๆ ลดลง จนถึงชัว่โมงท่ี 48 พบวา่ มีค่าเหลือเท่ากบั 0.04 0.11 และ 0.22 IU/ mL 
ตามล าดบั จากค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์ไดด้งัรูปท่ี 21 ท  าใหเ้ห็นวา่ท่ีซูโครสเขม้ขน้ 20%(w/v) นั้น
เหมาะแก่การผลิตสารลีแวนมากท่ีสุด เพราะมีค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุดท่ี 0.40 IU/ mL และปริมาณ
ซูโครสสุดทา้ยเหลืออยู ่เท่ากบั 3.41%(w/v) 
 กิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัของฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ท่ีมีซูโครสเขม้ขน้ 5% (w/v) มีค่าสูงสุด 0.09 และ 0.18 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั 
อาหารเล้ียงจุลินทรียท่ี์มีซูโครสเขม้ขน้ 10% (w/v) มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
และทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.15 และ 0.20 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั และอาหารเล้ียง
จุลินทรียท่ี์มีซูโครสเขม้ขน้ 20% (w/v) มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์
ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.16 และ 0.24 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั 
 จากภาพท่ี 4-3 (เส้นประ, - - - -) แสดงกิจกรรมเอนไซมใ์นสภาวะอะซิเตทบฟัเฟอร์ 
ในช่วงเวลาของการบ่มท่ี 15 นาที พบวา่ กิจกรรมเอนไซม ์ทั้งหมดของซูโครสเขม้ขน้ 5 และ 10% 
(w/v) โดยมีค่า 0.13 และ 0.14 IU/mL ตามล าดบั ซ่ึงมีค่านอ้ยกวา่ซูโครสเขม้ขน้ 20%(w/v) อยา่งเห็น
ไดช้ดั โดยมีค่า 0.18 IU/mL เน่ืองจากอยูใ่นช่วงท่ี 20% เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเกิด
กิจกรรมเอนไซม ์เม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 3 พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมด มีค่าสูงสุดท่ี 0.26 0.33 และ 
0.37 IU/mL ตามล าดบั และเกิดปฏิกิริยาทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงกวา่ไฮโดรไลซิล เม่ือท าการบ่ม
ต่อไป พบวา่ กิจกรรมของเอนไซมจ์ะค่อย ๆ ลดลง จนถึงชัว่โมงท่ี 48 พบวา่ มีค่าเหลือเท่ากบั 0.04 
0.10 และ 0.21 IU/mL ตามล าดบั จากค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์ไดด้งัภาพท่ี 4-3 ท  าใหเ้ห็นวา่ท่ีซูโครส
เขม้ขน้ 20%(w/v) นั้นเหมาะแก่การผลิตสารลีแวนมากท่ีสุด เพราะมีค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุดท่ี 
0.40 IU/mL และปริมาณซูโครสสุดทา้ยเหลืออยู ่เท่ากบั 2.55%(w/v) 
 กิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัของฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ท่ีมีซูโครสเขม้ขน้ 5% (w/v) มีค่าสูงสุด 0.1 และ 0.16 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั  
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อาหารเล้ียงจุลินทรียท่ี์มีซูโครสเขม้ขน้ 10% (w/v) มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
และทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.14 และ 0.19 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั และอาหารเล้ียง
จุลินทรียท่ี์มีซูโครสเขม้ขน้ 20% (w/v) มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์
ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.16 และ 0.21 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั 
 จากการงานวจิยัก่อนหนา้น้ี พบวา่ ช่วงของความเขม้ขน้ซูโครสท่ีเหมาะสมส าหรับ 
การผลิตลีแวน คือ 20-40% (w/v) ท่ีสภาวะ 50 mM citrate buffer pH 6 40 องศาเซลเซียส ดว้ย
จุลินทรีย ์Bacillus licheniformis ซ่ึงช่วงของความเขม้ขน้ดงักล่าวไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 
(สุรวฒิุ แสงมณี, 2556) 
 3.  ผลของความเป็นกรด-ด่างต่อการผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส จากการทดลอง
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของฟอตเฟตบฟัเฟอร์ท่ี 6 7 และ 8 อะซิเตทบฟัเฟอร์ท่ี 4 5 และ 6 ท่ีมี 
ความเขม้ขน้ของซูโครส 20% (w/v) pH ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 0.25 0.5 1 3 6 12 24 และ 48 ชัว่โมง  
เกิดกิจกรรมเอนไซม ์ดงัภาพท่ี 4-4 และภาพท่ี 4-5 
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ภาพท่ี 4-4  กิจกรรมเอนไซมท่ี์ซูโครสเขม้ขน้ 20% ในสภาวะ Phosphate buffer pH ต่าง ๆ  
  บ่ม 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง กิจกรรมทั้งหมด ()  
  ไฮโดรไลซิส (■) ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (▲) 
 
 จากภาพท่ี 4-4 ในช่วงเวลาของการบ่มท่ี 15 นาที พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดของค่า 
pH 6 7 และ 8 โดยมีค่า 0.2 0.09 และ 0 IU/ mL ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ท่ีสภาวะของ pH มากกวา่ 6 
จะท าใหกิ้จกรรมเอนไซมมี์ค่าลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั โดยเฉพาะท่ี pH 8 พบวา่ ไม่เกิดกิจกรรม
เอนไซมเ์ลยหลงัผา่นไป 48 ชัว่โมง ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงสุด คือ pH เท่ากบั 6 ซ่ึงเป็นสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการเกิดกิจกรรมเอนไซม ์เม่ือบ่มถึง 3 ชัว่โมงท่ี pH 6 พบวา่ กิจกรรมเอนไซม์
ทั้งหมด มีค่าสูงสุดท่ี 0.40 IU/ mL แต่เห็นไดว้า่ท่ี pH 7 มีค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุด 0.11 IU/ mL  
ท่ีเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นค่ากิจกรรมเอนไซมล์ดลงเร่ือย ๆ และเม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 48 พบวา่ กิจกรรม
เอนไซมท์ั้งหมดท่ี pH 6 7 และ 8 มีค่าลดลงเท่ากบั 0.22 0.005 และ 0 IU/ mL ตามล าดบั จากค่า
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กิจกรรมเอนไซมท่ี์ไดด้งัภาพท่ี 4-3 ท  าใหเ้ห็นวา่ท่ี pH 6 นั้นเหมาะแก่การผลิตสารลีแวนมากท่ีสุด 
และมีค่ากิจกรรมเอนไซมสู์ง 
 กิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัของ pH 6 มี
ค่าสูงสุด 0.16 และ 0.24 IU/ mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั pH 7 มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.06 และ 0.05 IU/ mL ท่ี 1 ชัว่โมง ตามล าดบั  
และ pH 8 ไม่มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัเกิดข้ึน 
 

 
 
ภาพท่ี 4-5  กิจกรรมเอนไซมท่ี์ซูโครสความเขม้ขน้ 20% ในสภาวะ Acetate buffer pH ต่าง ๆ            
        บ่ม 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง กิจกรรมทั้งหมด ()  

    ไฮโดรไลซิส (■) ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (▲) 
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จากภาพท่ี 4-5 ในช่วงเวลาของการบ่มท่ี 30 นาที พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดของค่า pH 
4 5 และ 6 โดยมีค่า 0 0.205 และ 0.22 IU/ mL ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ท่ีสภาวะของ pH นอ้ยกวา่ 6 
จะท าใหกิ้จกรรมเอนไซมมี์ค่าลดลง โดยเฉพาะท่ี pH 4 พบวา่แทบไม่เกิดกิจกรรมเอนไซมเ์ลยหลงั
ผา่นไป 48 ชัว่โมง ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงสุด คือ pH เท่ากบั 6 ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับ 
การเกิดกิจกรรมเอนไซม ์เม่ือบ่มถึง 3 ชัว่โมงท่ี pH 6 พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมด มีค่าสูงสุดท่ี 
0.37 IU/ mL แต่เห็นไดว้า่ท่ี pH 5 มีค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุด 0.21 IU/ mL ท่ีเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้น
ค่ากิจกรรมเอนไซมล์ดลงเร่ือย ๆ และเม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 48 พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดท่ี pH 4 
5 และ 6 มีค่าลดลงเท่ากบั 0.0039 0.0371 และ 0.2112 IU/ mL ตามล าดบั จากค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์
ได ้ดงัภาพท่ี 4-5 ท  าใหเ้ห็นวา่ท่ี pH 6 นั้นเหมาะแก่การผลิตสารลีแวนมากท่ีสุด และมีค่ากิจกรรม
เอนไซมสู์ง 
 กิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัของ pH 6 มี
ค่าสูงสุด 0.16 และ 0.21 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั pH 5 มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.09 และ 0.12 IU/ mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั  
และ pH 4 ไม่มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัเกิดข้ึน 
 งานวจิยัก่อนหนา้น้ี มีทดสอบพบวา่มีค่ากิจกรรมสูงสุดอยูใ่นช่วงในช่วง pH 5.0 และ 6.5 
โดยใชจุ้ลินทรีย ์Aspergillus niger (L’Hocine et al., 2000; Sangeetha et al., 2002; Belghith et al., 
2012) 
 4.  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส จากการทดลองอุณหภูมิท่ี
มีความเขม้ขน้ของซูโครส 20% (w/v) pH ของฟอตเฟตบฟัเฟอร์และอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 ท่ี
อุณหภูมิ 25 37 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และท า
การเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 0.25 0.5 1 3 6 12 24 และ 48 ชัว่โมง เกิดกิจกรรมเอนไซม ์ดงัภาพท่ี 4-6 
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ภาพท่ี 4-6  กิจกรรมเอนไซมท่ี์ซูโครสเขม้ขน้ 20% ในสภาวะบฟัเฟอร์ต่าง ๆ pH 6 บ่มอุณหภูมิ 
  ต่าง ๆ เขยา่ 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง กิจกรรมทั้งหมด () ไฮโดรไลซิส (■)  
  ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (▲)  
  
 จากภาพท่ี 4-6 (เส้นทึบ, ------) แสดงกิจกรรมเอนไซมใ์นฟอตเฟตบฟัเฟอร์ ในช่วงเวลา
ของการบ่มท่ี 15 นาทีแรก พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดของอุณหภูมิ 25 37 และ 50  
องศาเซลเซียส โดยมีค่า 0.157 0.20 และ 0.102 IU/ mL ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ในท่ีอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส จะท าใหกิ้จกรรมเอนไซมมี์ค่าต ่าอยา่งเห็นไดช้ดั และท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เอนไซมย์งัคงสามารถท างานไดอ้ยูแ่ต่มีประสิทธิภาพนอ้ยกวา่ท่ี 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการเกิดกิจกรรมเอนไซม ์และเม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 3 พบวา่ กิจกรรมเอนไซม์
ทั้งหมด มีค่าสูงสุดท่ี 0.225 0.40 และ 0.122 IU/ mL ตามล าดบั เห็นไดว้า่ท่ีอุณหภูมิ 30  
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องศาเซลเซียส ยงัคงมี กิจกรรมเอนไซมสู์งกวา่ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 
48 พบวา่กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดของอาหารท่ีอุณหภูมิ 30 37 และ 50 องศาเซลเซียส มีค่าลดต ่าลง 
เท่ากบั 0.175 0.22 และ 0.034 IU/ mL ตามล าดบั จากค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์ไดด้งัรูปท่ี 25 ท าใหเ้ห็น
วา่ท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นั้นเหมาะแก่การผลิตสารลีแวนมากท่ีสุด เน่ืองจากใชมี้ค่ากิจกรรม
เอนไซมสู์งสุด 
 กิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัของอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส มีค่าสูงสุด 0.078 และ 0.15 IU/ mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 
0.16 และ 0.24 IU/ mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมเอนไซม์
ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.076 และ 0.046 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง 
ตามล าดบั 
 จากภาพท่ี 4-6 (เส้นทึบ, ------) แสดงกิจกรรมเอนไซมใ์นอะซิเตทบฟัเฟอร์ ในช่วงเวลา
ของการบ่มท่ี 15 นาทีแรก พบวา่กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดของอุณหภูมิ 25 37 และ 50  
องศาเซลเซียส โดยมีค่า 0.13 0.18และ 0.062 IU/mL ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ในท่ีอุณหภูมิ 50  
องศาเซลเซียส จะท าใหกิ้จกรรมเอนไซมมี์ค่าต ่าอยา่งเห็นไดช้ดั และท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เอนไซมย์งัคงสามารถท างานไดอ้ยูแ่ต่มีประสิทธิภาพนอ้ยกวา่ท่ี 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการเกิดกิจกรรมเอนไซม ์และเม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 3 พบวา่ กิจกรรมเอนไซม์
ทั้งหมด มีค่าสูงสุดท่ี 0.225 0.40 และ 0.122 IU/ mL ตามล าดบั เห็นไดว้า่ท่ีอุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส ยงัคงมี กิจกรรมเอนไซมสู์งกวา่ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเม่ือบ่มถึงชัว่โมงท่ี 
48 พบวา่ กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดของอาหารท่ีอุณหภูมิ 30 37 และ 50 องศาเซลเซียส มีค่าลดต ่าลง 
เท่ากบั 0.175 0.22 และ 0.034 IU/ mL ตามล าดบั จากค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์ไดด้งัรูปท่ี 26 ท าใหเ้ห็น
วา่ท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นั้นเหมาะแก่การผลิตสารลีแวนมากท่ีสุด  
 กิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัของอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส มีค่าสูงสุด 0.075 และ 0.15 IU/ mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมเอนไซมข์องปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 
0.16 และ 0.21 IU/ mL ท่ี 3 ชัว่โมง ตามล าดบั และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสมีค่ากิจกรรมเอนไซม์
ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.079 และ 0.028 IU/mL ท่ี 3 ชัว่โมง 
ตามล าดบั งานวจิยัก่อนหนา้น้ี การใชเ้อนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิ จากจุลินทรีย ์Klebsiella sp.  
ใหกิ้จกรรมเอนไซมสู์งสุด 16.21 IU ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Desai & Patel, 2019)  
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จากจุลินทรีย ์Rhodotorula sp. พบวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมเท่ากบั 40 องศาเซลเซียส (Barbosa, 2007) 
และจากจุลินทรีย ์Bacillus macerans EG-6 รายงานอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเท่ากบั 37 องศาเซลเซียส 
(Park et al., 2001) 
 5.  การผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) จากการทดลองอุณหภูมิท่ีมี
ความเขม้ขน้ของซูโครส 5 10 และ 20% (w/v) ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ pH 6 7 8 และอะซิเตทบฟัเฟอร์ 
pH 4 5 6 ท่ีอุณหภูมิ 25 37 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที และท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 0.25 0.5 1 3 6 12 24 และ 48 ชัว่โมง เกิดกิจกรรมเอนไซม ์ 
ดงัภาพท่ี 4-7 ภาพท่ี 4-8 ภาพท่ี 4-9 4-10 และภาพท่ี 4-11 
 

 
 
 
ภาพท่ี 4-7  การผลิตลีแวนท่ีความเขม้ขน้ของซูโครส 5 10 และ 20% (w/v) ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์  
  และอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 200 รอบต่อนาที  
  นาน 48 ชัว่โมง 
 
 จากภาพท่ี 4-7 ความเขม้ขน้ของซูโครส 20%(w/v) ในฟอตเฟสบฟัเฟอร์ pH 6  
และอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีปริมาณลีแวนเกิดข้ึนสูงสุด พบวา่ มีลีแวน
เกิดข้ึนทั้งหมด 15.4% (w/v) และ 14.5% (w/v) ตามล าดบั โดยแบ่งออกเป็นลีแวนขนาดกลาง 
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(ประมาณ 50 kDa) 14.59% (w/v) และ 13.69% (w/v) ตามล าดบั ลีแวนขนาดใหญ่ (ประมาณ 106 
kDa) 0.79% (w/v) และ 0.86% (w/v) ตามล าดบั ซ่ึงพบวา่มีความสามารถในการสร้างลีแวนขนาด
กลางไดม้ากกวา่ขนาดใหญ่ถึง 95% และ 94% ตามล าดบั แต่ในทางกลบักนัเม่ือท าการลด 
ความเขม้ขน้ของซูโครสลงเหลือ 5%(w/v) ในฟอตเฟสบฟัเฟอร์ pH 6 และอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีปริมาณลีแวนเกิดข้ึนต ่าสุด พบวา่มีลีแวนเกิดข้ึนทั้งหมด 2.6% (w/v) 
และ 2.4% (w/v) ตามล าดบั โดยแบ่งออกเป็นลีแวนขนาดกลาง (ประมาณ 50 kDa) 0.19% (w/v) 
และ 0.12% (w/v) ตามล าดบั ลีแวนขนาดใหญ่ (ประมาณ 106 kDa) 2.40% (w/v) และ 2.25% (w/v) 
ตามล าดบั ซ่ึงพบวา่ มีความสามารถในการสร้างลีแวนขนาดใหญ่ไดม้ากกวา่ขนาดกลางถึง 92% 
และ 94% ตามล าดบั ซ่ึงความเขม้ขน้ของซูโครสมีผลต่อขนาดลีแวนท่ีเกิดข้ึน เม่ือความเขม้ขน้
ซูโครสลดลง โดยท่ีงานวิจยัก่อนหนา้ศึกษาซูโครสเขม้ขน้ 20% w/v เกิดลีแวน 7.73 kDa และเม่ือ
เพิ่มความเขม้ขน้ซูโครสถึง 60% w/v เกิดลีแวน 4.98% w/v โดยท าการบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus 
Subtilis (Porras-Domínguez et al., 2015) 
 

 
 
 
ภาพท่ี 4-8  การผลิตลีแวนท่ีความเขม้ขน้ของซูโครส 20% (w/v) ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ pH 6 7 8  
  และอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 4 5 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 200 รอบต่อนาที  
  นาน 48 ชัว่โมง 
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 จากภาพท่ี 4-8 ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีความเขม้ขน้ของซูโครส 20% (w/v)  
ในฟอตเฟสบฟัเฟอร์ท่ี pH 6 7 และ 8 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา่ ท่ี pH 6 สามารถผลิตลีแวน
ไดดี้ท่ีสุด ดว้ยจุลินทรีย ์Klebsiella Strain ในทางกลบักนัเม่ือเพิ่มความเป็นเบสสูงข้ึนท่ี pH 7 และ 8 
ท  าใหค้วามสามารถในการผลิตลีแวนต ่าลงอยา่งมีนยัส าคญั เน่ืองจากอยูใ่นสภาวะความเป็นเบส 
(Desai & Patel, 2019) นอกจากน้ีในอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 4 5 และ 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
พบวา่ ท่ี pH 6 สามารถสร้างลีแวนไดดี้ท่ีสุด ดว้ยจุลินทรีย ์Klebsiella Strain ซ่ึงเม่ือเพิ่มความเป็น
กรดสูงข้ึนท่ี pH 4 และ 5 ท  าใหค้วามในการสามารผลิตลีแวนต ่าลง เน่ืองจากอยูใ่นสภาวะความเป็น
กรด (Desai & Patel, 2019) 
 

 
 
 
ภาพท่ี 4-9  การผลิตลีแวนท่ีความเขม้ขน้ของซูโครส 20% (w/v) ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์และ 
  อะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 25 37 และ 50 องศาเซลเซียส เขยา่ 200 รอบต่อนาที  
  นาน 48 ชัว่โมง 
 
 จากภาพท่ี 4-9 ท่ีอุณหภูมิ 25 37 และ 50 องศาเซลเซียส ในสภาวะความเขม้ขน้ของ
ซูโครส 20% (w/v) ในฟอตเฟสบฟัเฟอร์ pH 6 และอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 มีผลต่อการผลิตลีแวน
อยา่งเห็นไดช้ดัท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พบวา่ เกิดลีแวนเพียงแค่ 0.9% (w/v) และ 0.9% (w/v) 
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ตามล าดบั ในทางตรงกนัขา้มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สร้างลีแวนไดสู้งถึง 12.9% (w/v) และ 
11.5% (w/v) ตามล าดบั 
 

 
 
ภาพท่ี 4-10  อตัราการเกิดลีแวน ลีแวน (▲) ซูโครส () กลูโคส (■) และฟรุกโตส ()  
    ท่ีซูโครสเขม้ขน้ 20% (w/v) ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ pH 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
    200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 
 
 จากภาพท่ี 4-10 อตัราการเกิดลีแวนท่ี 0 ชัว่โมงพบซูโครส 23% (w/v) เม่ือเวลาผา่นไป
ซูโครสจะลดลงตามเวลาจนถึง 48 ชัว่โมง เหลือเพียง 3.3% (w/v) ในทางกลบักนักลูโคส 
และฟรุคโตสจะเพิ่มข้ึนตามเวลาจนถึง 48 ชัว่โมง ซ่ึงพบวา่ กลูโคสและฟรุคโตส 11.46% (w/v) 
และ 2.49% (w/v) ตามล าดบั โดยลีแวนท่ีเกิดข้ึนในช่วงเวลาก่อน 3 ชัว่โมงจะสร้างลีแวนไดน้อ้ย 
เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงกวา่ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ และเม่ือเวลาผา่นไปหลงัจาก 3 
ชัว่โมง พบวา่ ลีแวนถูกสร้างข้ึนอยา่งทวคูีณ ท่ี 12 ชัว่โมง พบวา่มีลีแวนเกิดข้ึนถึง 6% (w/v) ท่ี 24 
ชัว่โมง พบวา่ มีลีแวนเกิดข้ึนถึง 10.7% (w/v) จนกระทัง่ถึง 48 ชัว่โมง พบวา่ เกิดสารลีแวนสูงสุดท่ี 
15.4% (w/v) ซ่ึงเม่ือเทียบเป็นอตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (% transfructosylations) เท่ากบั 
87.5% 
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ภาพท่ี 4-11  อตัราการเกิดลีแวน ลีแวน (▲) ซูโครส () กลูโคส (■) และฟรุกโตส ()  
    ท่ีซูโครสเขม้ขน้ 20% (w/v) ในอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
    200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 
  
 จากภาพท่ี 4-11 อตัราการเกิดลีแวนท่ี 0 ชัว่โมงพบซูโครส 21% (w/v) เม่ือเวลาผา่นไป
ซูโครสจะลดลงตามเวลาจนถึง 48 ชัว่โมง เหลือเพียง 2.55% (w/v) ในทางกลบักนักลูโคส 
และฟรุคโตสจะเพิ่มข้ึนตามเวลาจนถึง 48 ชัว่โมง ซ่ึงพบกลูโคสและฟรุคโตส 10.96% (w/v)  
และ 2.49% (w/v) ตามล าดบั โดยลีแวนท่ีเกิดข้ึนในช่วงเวลาก่อน 3 ชัว่โมงจะสร้างลีแวนไดน้อ้ย 
เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงกวา่ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ และเม่ือเวลาผา่นไปหลงัจาก 3 
ชัว่โมง พบวา่ ลีแวนถูกสร้างข้ึนอยา่งทวคูีณ ท่ี 12 ชัว่โมง พบวา่ มีลีแวนเกิดข้ึนถึง 6.3% (w/v)  
ท่ี 24 ชัว่โมง พบวา่ มีลีแวนเกิดข้ึนถึง 9.9% (w/v) จนกระทัง่ถึง 48 ชัว่โมง พบวา่ เกิดสารลีแวน
สูงสุดท่ี 14.5% (w/v) ซ่ึงเม่ือเทียบเป็นอตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (% transfructosylations) 
เท่ากบั 86.1% 
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 6.  การผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสในของเสียอุตสาหกรรมอาหาร 
 

 

 
ภาพท่ี 4-12  กิจกรรมของเอนไซม ์กิจกรรมทั้งหมด () ไฮโดไลซิส (■) ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ 

(▲) ในการผลิตสารลีแวนท่ีซูโครสเขม้ขน้ 20%(w/v) จากของเสีย  
ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 

 

 

 

ภาพท่ี 4-13  อตัราการเกิดลีแวน ลีแวน (▲) ซูโครส () กลูโคส (■) และฟรุกโตส () ท่ีซูโครส
เขม้ขน้ 20% (w/v) จากของเสียในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ pH 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซสเซียส 
200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 
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 จากภาพท่ี 4-12 พบวา่ 1 ชัว่โมงแรกไม่เกิดปฏิกิริยาจนกระทัง่ 3 ชัว่โมง เร่ิมเกิดปฏิกิริยา
ท่ี 0.0307 IU/ mL และเพิ่มข้ึนเม่ือเวลาผา่นไป จนกระทัง่ 24 ชัว่โมง เกิดกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดท่ี 
0.058 IU/ mL เกิดสารลีแวน 1.08% (w/v) (ภาพท่ี 4-13) จากนั้นลดลงท่ี 48 ชัว่โมง กิจกรรม
เอนไซมเ์หลือ 0.0501 IU/mL เกิดลีแวน 1.89% (w/v) โดยท่ีซูโครสในของเสียอุตสาหกรรมเร่ิมตน้
เท่ากบั 22.4% (w/v) สุดทา้ยเหลือ 19.51% (w/v) (ภาพท่ี 4-13) และท าการเทียบเป็นอตัรา 
การเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (% transfructosylations) เท่ากบั 45.9% 

 

 
 

ภาพท่ี 4-14  กิจกรรมของเอนไซม ์กิจกรรมทั้งหมด () ไฮโดไลซิส (■) ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ 
(▲) ในการผลิตสารลีแวนท่ีซูโครสเขม้ขน้ 20%(w/v) จากของเสียใน 

  อะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี 4-15  อตัราการเกิดลีแวน ลีแวน (▲) ซูโครส () กลูโคส (■) และฟรุกโตส () ท่ีซูโครส  

      เขม้ขน้ 20% (w/v) จากของเสียในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ pH 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
      200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 
 

 จากภาพท่ี 4-14 พบวา่ 3 ชัว่โมงแรก ไม่เกิดปฏิกิริยาจนกระทัง่ 6 ชัว่โมง เร่ิมเกิดปฏิกิริยา
ท่ี 0.022 IU/mL และเพิ่มข้ึนเม่ือเวลาผา่นไปถึง 24 ชัว่โมง เกิดกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดท่ี 0.066 
IU/mL เกิดสารลีแวน 1.13% (w/v) (ภาพท่ี 4-15) จากนั้นลดลงท่ี 48 ชัว่โมง กิจกรรมเอนไซมเ์หลือ 
0.046 IU/mL เกิดลีแวน 2.11% (w/v) โดยท่ีซูโครสในของเสียอุตสาหกรรมเร่ิมตน้เท่ากบั 20.79% 
(w/v) สุดทา้ยเหลือ 16.09% (w/v) (ภาพท่ี 4-15) ซ่ึงเม่ือเทียบเป็นอตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ 
(% transfructosylations) เท่ากบั 50% 
 7.  การผลิตลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึงบนเม็ดไคโตซานในของเสีย
อุตสาหกรรม 
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ภาพท่ี 4-16  กิจกรรมของเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึง กิจกรรมทั้งหมด () ไฮโดไลซิส (■)   
      ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (▲)  ในการผลิตสารลีแวนท่ีซูโครสเขม้ขน้ 20%(w/v)  
      จากของเสียอุตสาหกรรมในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
      200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 

 

 
 

ภาพท่ี 4-17  อตัราการเกิดลีแวนดว้ยลีแวนซูเครสแบบตรึง ลีแวน (▲) ซูโครส () กลูโคส (■) 
และฟรุกโตส () ท่ีความเขม้ขน้ซูโครส 20% (w/v) จากของเสียอุตสาหกรรมในฟอต
เฟตบฟัเฟอร์ pH 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 
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 จากภาพท่ี 4-16 พบวา่ 1 ชัว่โมงแรกไม่เกิดปฏิกิริยาจนกระทัง่ 3 ชัว่โมง เร่ิมเกิดปฏิกิริยา
ท่ี 0.0292 IU/mL และลดลงเม่ือเวลาผา่นไปถึง 24 ชัว่โมง เกิดกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดท่ี 0.0217 
IU/mL เกิดสารลีแวน 0.2% (w/v) (ภาพท่ี 4-17) จากนั้นลดลงอีกท่ี 48 ชัว่โมง กิจกรรมเอนไซม์
เหลือ 0.0181 IU/mL เกิดลีแวน 0.38% (w/v) โดยท่ีซูโครสในของเสียอุตสาหกรรมเร่ิมตน้เท่ากบั 
20.22% (w/v) สุดทา้ยเหลือ 19.05% (w/v) (ภาพท่ี 4-17) ซ่ึงเม่ือเทียบเป็นอตัราการเกิด 
ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (% transfructosylations) เท่ากบั 45.8% 

 

 
 

ภาพท่ี 4-18  กิจกรรมของเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึง กิจกรรมทั้งหมด () ไฮโดไลซิส (■) 
ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (▲)  ในการผลิตสารลีแวนท่ีซูโครสเขม้ขน้ 20%(w/v) จากของ
เสียอุตสาหกรรมในอะซิเตทบฟัเฟอร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 rpm  

      เวลา 48 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี 4-19  อตัราการเกิดลีแวนดว้ยลีแวนซูเครสแบบตรึง ลีแวน (▲) ซูโครส () กลูโคส (■) 
และฟรุกโตส () ท่ีความเขม้ขน้ซูโครส 20% (w/v) จากของเสียอุตสาหกรรมในอะซิ
เตทบฟัเฟอร์ pH 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 rpm เวลา 48 ชัว่โมง 

 

 จากภาพท่ี 4-18 พบวา่ 1 ชัว่โมงแรก ไม่เกิดปฏิกิริยาจนกระทัง่ 3 ชัว่โมงเร่ิม เกิดปฏิกิริยา
ท่ี 0.0331 IU/mL และลดลงเม่ือเวลาผา่นไปถึง 24 ชัว่โมง เกิดกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดท่ี 0.0225 
IU/mL เกิดสารลีแวน 0.22% (w/v) (ภาพท่ี 4-19 ) จากนั้นลดลงอีกท่ี 48 ชัว่โมง กิจกรรมเอนไซม์
เหลือ 0.0192 IU/mL เกิดลีแวน 0.39% (w/v) โดยท่ีซูโครสในของเสียอุตสาหกรรมเร่ิมตน้เท่ากบั 
20.84% (w/v) สุดทา้ยเหลือ 19.36  % (w/v) (ภาพท่ี 4-19) ซ่ึงเม่ือเทียบเป็นอตัราการเกิด 
ทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (% transfructosylations) เท่ากบั 53% 
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 8.  การวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซมลี์แวนซูเครสและลีแวน 
  8.1  การวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซมลี์แวนซูเครส 

 

 
 

ภาพท่ี 4-20 กราฟปริมาณความเขม้ขน้ของซูโครส กลูโคส และฟรุกโตส 
 

  ท าการวดัปริมาณน ้าตาลซูโครส กลูโคสและฟรุกโตสดว้ยเคร่ือง HPLC รุ่น 
Shimadzu UFLC และคอลมัน์วเิคราะห์ รุ่น Luna 5 µm NH2 100 Å ขนาด 250 x 4.6 mm ใชเ้ฟส
เคล่ือนท่ี (Mobile phase) เป็นอะซีโตไนไตรล ์(Acetonitrile) และน ้า DI ในอตัราส่วน 80 ต่อ 20 ท่ี
อตัราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิคอลมัน์ 40 องศาเซลเซียส และใช ้Acetonitrile 100%  
ในการเก็บคอลมัน์ 
  8.2  การวเิคราะห์ลีแวน 
 

 
 

ภาพท่ี 4-21 กราฟปริมาณความเขม้ขน้ของลีแวน 



56 

  ท าการวดัปริมาณลีแวนท่ีเกิดข้ึน ดว้ยเคร่ือง HPLC รุ่น Shimadzu UFLC ดว้ยเคร่ือง 
Detector แบบ RI และคอลมัน์ท่ีใชว้เิคราะห์แบบ Size exclusion โดยใชเ้ฟสเคล่ือนท่ี (Mobile 
phase) เป็นเกลือแกง (NaCl) 0.1 โมลาห์ ท่ีอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 40  
องศาเซลเซียส และใช ้20% เอทานอลในการเก็บคอลมัน์ 
 
 
 
 
 



 
 

บทที ่5  
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
 1.  สรุปผลการทดลอง การท าเอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิจากจุลินทรีย ์Bacillus 
siamensis ท่ีสามารถผลิตสารลีแวนได ้ดว้ยวธีิแลกเปล่ียนไอออนบนเรซิน (TOYOPERL DEAE-
650M) ความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรดท่ี์เหมาะส าหรับการดึงเอนไซมลี์แวนซูเครสออกจากเรซิน คือ 
0.8 โมลาร์ วิเคราะห์ดว้ยวธีิ SDS-PAGE พบวา่เอนไซมลี์เวนซูเครสมีขนาด 100 kDa และยงัมี
โปรตีนบางส่วนปนเป้ือนอยู ่ 
 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซมลี์แวนซูเครสต่อการผลิตลีแวน พบวา่ 
เอนไซมลี์แวนซูเครส สามารถผลิตลีแวนไดสู้งสุดท่ีความเขม้ขน้ซูโครส 20% (w/v) pH 6 อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส โดยพบวา่ มีกิจกรรมสูงสุดในฟอตเฟตบฟัเฟอร์และอะซิเตทบฟัเฟอร์อยูท่ี่ 0.398 
และ 0.372 IU/mL ตามล าดบั และสามารถผลิตลีแวนได ้15.4% (w/v) และ 14.5% (w/v) ตามล าดบั 
โดยลีแวนท่ีผลิตไดจ้ะแบ่งออกเป็น 2 ขนาด คือ ขนาดใหญ่ (106 kDa) และ ขนาดกลาง (50 kDa)  
ซ่ึงลกัษณะของการผลิตลีแวน พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ซูโครส 5% จะสามารถผลิตลีแวนขนาดใหญ่ได้
ถึง 95% ของทั้งหมด และท่ีความเขม้ขน้ของซูโครส 20% สามารถผลิตลีแวนขนาดกลางไดถึ้ง 95% 
ของทั้งหมด 
 จากการศึกษาการผลิตลีแวนโดยการเปล่ียนของเสียอุตสาหกรรมท่ีมีซูโครสเป็น
องคป์ระกอบ สามารถผลิตลีแวนไดสู้งสุด 1.89% (w/v) ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ และ 2.11% (w/v) 
ในอะซิเตทบฟัเฟอร์ โดยความสามารถในการผลิตลีแวนลดลง เน่ืองจากสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีอยูใ่น
ของเสียอุตสาหกรรมอาจท าใหเ้อนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิสูญเสียเสถียรภาพ หรือท าใหเ้กิด
กิจกรรมเอนไซมช์า้ลง 
 การตรึงเอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิเพื่อผลิตลีแวน พบวา่เกิดกิจกรรมเอนไซมล์ดลง
จากเอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิ เน่ืองจากยงัมีโปรตีนบางส่วนปนเป้ือนอยูอ่าจท าให้พนัธะ 
โควาเลนตบ์นผวิไคโตซานมีแรงยดึเหน่ียวลดลง ซ่ึงท าการทดสอบโดยการเปล่ียนของเสีย
อุตสาหกรรม สามารถผลิตลีแวนไดสู้งสุด 0.39% (w/v) ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ และ 0.38% (w/v) 
ในอะซิเตทบฟัเฟอร์ และอาจเกิดจากสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีอยูใ่นของเสียอุตสาหกรรมอาจท าให้
เอนไซมลี์แวนซูเครสบริสุทธ์ิสูญเสียเสถียรภาพ และเกิดกิจกรรมเอนไซมช์า้ลง 
 จากการศึกษาเปรียบเทียบสภาวะดว้ยฟอตเฟสบฟัเฟอร์และอะซิเตทบฟัเฟอร์ พบวา่
สามารถผลิตลีแวนไดใ้กลเ้คียงกนั โดยท่ีฟอตเฟตบฟัเฟอร์เหมาะสมส าหรับการใชท่ี้ pH ระหวา่ง  
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6-7 และในทางตรงขา้มท่ีอะซิเตทบฟัเฟอร์เหมาะส าหรับการใชง้านในสภาวะความเป็นกรดอ่อนท่ี 
pH ระหวา่ง 5-6 
 2.  ขอ้เสนอแนะ 
  2.1  ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการตรึงเอนไซมลี์แวนซูเครสบนเมด็ไคโตซาน เช่น  
ความเขม้ขน้ของกลูตา้แอลดีไฮด ์ระยะเวลาในการบ่ม เป็นตน้ 
  2.2  ตรวจสอบสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีอยูใ่นของเสียอุตสาหกรรม เช่น โปรตีน ไขมนั 
คาร์โบไฮเดรต เป็นตน้ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตลีแวน 
  2.3  ศึกษาปริมาณความสามารถในการน าเอนไซมลี์แวนซูเครสแบบตรึงกลบัมาใช้
ใหม่ 
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ภำคผนวก ก 
อาหารเล้ียงจุลินทรีย ์
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 ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงจุลินทรีย ์

 1.  อาหารแขง็ส าหรับเล้ียงจุลินทรีย ์ประกอบดว้ย ซูโครส 50 กรัมต่อลิตร ยสีตส์กดั 

(Yeast extract) 5 กรัมต่อลิตร ทริปโทน (Tryptone) 10 กรัมต่อลิตร เกลือแกง 5 กรัมต่อลิตร  

และผลวุน้ (Agar) 15 กรัมต่อลิตร 

 2.  อาหารเหลวสูตรท่ี 1 สา หรับเพิ่มจา นวนจุลินทรีย ์ประกอบดว้ยซูโครส 50 กรัมต่อ

ลิตร ยสีตส์กดั (Yeast extract) 5 กรัมต่อลิตร ทริปโทน (Tryptone) 10 กรัมต่อลิตร และเกลือแกง    

5 กรัมต่อลิตร 

 3.  อาหารเหลวสูตรท่ี 2 สาหรับเร่งการผลิตเอนไซมลี์แวนซูเครส ประกอบดว้ยซูโครส

100 200 และ 300 กรัมต่อลิตร ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 3.5 กรัมต่อลิตร  

โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 0.8 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) 0.2 กรัม

ต่อลิตร โซเดียมไนเตรท (NaNO3) 3.5 กรัมต่อลิตร และยสีตส์กดั (Yeast extract) 5.0 กรัมต่อลิตร 
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ภำคผนวก ข 
ภาพกราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของสารละลาย  

และอตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ 
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 กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายและพื้นท่ีใตก้ราฟจากการวธีิดว้ย 
HPLC 
 

 
  
ภาพภาคผนวก ข-1  กราฟมาตรฐานของความเขม้ขน้ซูโครส 
 

 
 

ภาพภาคผนวก ข-2  กราฟมาตรฐานของความเขม้ขน้กลูโคส 
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ภาพภาคผนวก ข-3  กราฟมาตรฐานของความเขม้ขน้ฟรุกโตส 
 

 
 

ภาพภาคผนวก ข-4  กราฟมาตรฐานของความเขม้ขน้ลีแวน 
 
 การหาอตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ (% transfructosylations) (Porras-Domínguez 
 et al. 2015) ซูโครสเร่ิมตน้ท่ีความเขม้ขน้ 23.2% (w/v) เม่ือถูกบ่มดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครส  
นาน 48 ชัว่โมง พบวา่ มีความเขม้ขน้ซูโครสเหลือ 3.35% (w/v) และฟรุกโตสเหลือ 2.49 %(w/v) 
 อตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ = (ซูโครสเร่ิมตน้ - ซูโครสสุดทา้ย - ฟรุกโตสสุดทา้ย /  
             ซูโครสเร่ิมตน้ - ซูโครสสุดทา้ย) × 100% 
 อตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ = (23.2 – 3.35 – 2.49 / 23.2 – 3.35) × 100% 
 อตัราการเกิดทรานฟรุคโตซิเลชัน่ = 87.45% 
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