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การผลิตสารลีแวนด้วยเอนไซมลี์แวนซูเครสเพ่ือการเพ่ิมมลูค่ากากของเสีย
อตุสาหกรรม  
 Production of Levan by Levansucrase for Value -Added Industrial Waste  
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บทคดัย่อ 
 

  Bacillus siamensis เป็นจุลนิทรยีท์ีส่ามารถผลติเอนไซมล์แีวนซเูครส (Levansucrase) ซึง่มคีวามสามารถ
ในการย่อยสลายซูโครสผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) และท าหน้าที่ในการเชื่อมต่อโมเลกุลผ่าน
กระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชันเกิดเป็นสารลีแวนซึ่งเป็นสารประเภทพอลิแซ็กคาไรด์  โดยจะมีโครงสร้างเป็น
น ้าตาลฟรุกโทสเชื่อมต่อกนัด้วยพนัธะ β(2→6) linkages กบั β(2→1) linkages ในสายหลกัและโซ่กิง่ตามล าดบั 
งานวจิยัน้ีจงึศกึษาการท าบรสิุทธิเ์อนไซม์จากจุลนิทรยี ์Bacillus siamensis และศกึษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลติ
สารลีแวนด้วยเอนไซม์ลีแวนซูเครส ที่ความเข้มขน้ของซูโครส ความเป็นกรด-ด่าง (pH) และอุณหภูมิต่างๆ พบว่า
สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติลแีวนเท่ากบั ความเขม้ขน้ของซโูครส 20%(w/v) pH 6 อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 
48 ชัว่โมง ซึง่เป็นสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติสารลแีวน โดยมกีจิกรรมเอนไซมส์งูสดุ 0.68 ยูนิตต่อมลิลลิติร จากนัน้
ท าการศึกษาการบ าบัดของเสยีอุตสาหกรรมอาหารที่มีซูโครสความเข้มข้น 20% (w/v) ด้วยเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
บรสิุทธิ ์ที่ pH 6 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง พบว่ากิจกรรมเอนไซม์มีค่าสูงสุด 0.57 ยูนิตต่อ
มลิลลิติร จากการศกึษาสรุปไดว้่าเอนไซมล์แีวนซูเครสบรสิทุธิส์ามารถเปลีย่นรปูของเสยีใหเ้ป็นสารลแีวน ซึง่เป็นสารที่
มมีลูค่า เพื่อสง่เสรมิใหม้กีารพฒันาเป็นผลติภณัฑส์ขุภาพ 
 

ค าส าคญั: จุลนิทรยี ์Bacillus siamensis ของเสยีอุตสาหกรรม ลแีวน ลแีวนซเูครส  
 

ABSTRACT 
 

 Levansucrase is excreted from Bacillus siamensis which can degrade sucrose through hydrolysis 
reaction and transfructosylation reaction to form Levan. Levan is polysaacharide with the structure of fructose 
linked with bonds of β(2→6) linkages and β(2→1) linkages in the main chains and branched chains, 
respectively. In this research investigation, the researchers examined the enzyme purification of Bacillus 
siamensis and the conditions appropriate for the production of Levan using Levansucrase with sucrose 
concentration, potential of hydrogen ion (pH), and various temperatures. It was found that the conditions 
appropriate for the production of Levan were 20 percent (w/v) sucrose concentration, pH 6 at 37 degree 
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Celsius for 48 hours. The enzyme activity was at the maximum of 0.68 unit per milliliter (IU/mL). The study of 
food industrial waste management with 20 percent (w/v) sucrose concentration using pure Luvansucrase at 
pH 6 and 38 degree Celcius for 48 hours found that enzyme activity was at the maximum of 0.57 IU/mL). It 
can be concluded that pure Levansucrase could transform waste into Levan which is a valuable substance to 
promote its development to be quality products. 
 
Keywords: Bacillus siamensis, industrial waste, levan, levansucrase 
 
 บทน า 

ปัจจุบนัปัญหาทางด้านมลพิษที่เกิดจากการ
ขยายตวัของอุตสาหกรรมต่างๆ โดยเฉพาะการปล่อย
น ้าเสยีลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติ ส่งผลกระทบต่อชุมชน 
หรือครวัเรือนที่อยู่ใกล้เคียงโรงงาน ปัญหาที่เกิดขึ้น
ตามมามหีลายด้าน เช่น ด้านสุขภาพทางร่างกายและ
จิตใจ ทรพัยากรทางธรรมชาติและความหลากหลาย
ทางชีวภาพในแหล่งน ้าเสื่อมโทรมและมีจ านวนลดลง 
ซึ่งอุตสาหกรรมอาหารเป็นอุตสาหกรรมที่ส าคญัอย่าง
หนึ่งของประเทศ เนื่องจากมคีวามตอ้งการของผูบ้รโิภค
เพิ่ ม ม ากขึ้น  ซึ่ ง ปั จจัย ส าคัญ ที่ มีผ ล ต่ อ โรงงาน
อุตสาหกรรมทางด้านอาห ารและเครื่ องดื่ ม  คือ 
ค่าใช้จ่ายในการบ าบัดและก าจัดขยะ (Küçükaşik et 
al., 2011) ดงันัน้ การพฒันาอุตสาหกรรมพลงังานและ
เคมีชีวภาพ (Bio-refineries) แบบยัง่ยืนที่เป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม จึงได้รับความสนใจจากผู้ประกอบการ
อุ ต ส าห กรรม  แน วคิดนี้ เกี่ ย วข้อ งกับ ก ารผลิต
สารประกอบต่างๆ เช่น เชือ้เพลงิชวีภาพ, สารเคม ีหรอื
พลังงานที่ดีจากแหล่งพลังงานทดแทน เช่น ชีวมวล 
(Alam and Hossain., 2007) กระบวนการแปรรูปชีว
มวลเป็นวสัดุชวีภาพทีเ่ป็นประโยชน์สามารถเพิม่มูลค่า
ทางเศรษฐกจิของวตัถุดบิทีท่ิง้ในปัจจุบนัและลดปรมิาณ
น ้าเสยีทีผ่ลติไดจ้ากอุตสาหกรรมต่างๆ 
 ในสงัคมปัจจุบันอาหารไม่ได้มีไว้เพื่อความ
ต้องการด้านพลงังานของร่างกายเพียงเท่านัน้ แต่ยัง
เน้นไปทางดา้นการสง่เสรมิสขุภาพ ความสนใจทางดา้น
สุขภาพที่เพิ่มขึ้นของผู้คนในการเลือกรับประทาน
อาหาร (Dominguez and Rodridues., 2014) ในช่วง
ไม่กี่ปีที่ผ่านมาผู้คนให้ความส าคญักับพฤติกรรมการ
บรโิภคอาหารมากขึน้และอาหารทีใ่หป้ระโยชน์จะถูกให้
ความสนใจทางด้านการรักษาสุขภาพของมนุษย ์ 

ลีเวน (Levan) เป็นโฮโมโพลิแซคคาไรด์ชนิดหนึ่งที่มี
น ้าตาลฟรุกโตสต่อกนัเป็นสายหลกั (Cerning, 1990) 
ถูกผลติไดจ้ากเชือ้จุลนิทรยีห์ลากหลายชนิด (Ebskamp 
et al., 1999) ก า รศึ ก ษ า เกี่ ย ว กั บ ก า ร ร ว บ รว ม 
การสังเคราะห์และการผลิตลีเวน เริ่มขึ้นระหว่างปี  
พ.ศ. 2413 ถึง 2483 ในเยอรมนี ฝรัง่เศส และองักฤษ 
(Hendry and Wallace., 1993) นอกจากคุณ สมบัติ
ทัว่ไปของลแีวนยงัมคีณุสมบตัทิางชวีการแพทยท์ีส่ าคญั 
เช่น สารต่อต้านอนุมูลอสิระ, ต้านการอกัเสบ, ป้องกนั
ม ะเร็ง , ส าร ต่ อต้ าน เอดส์  เป็ นต้ น  (Dahech and 
Belghith., 2011) แ ล ะยั ง ใช้ กั น อ ย่ า ง แ พ ร่ ห ล าย 
ในอุตสาหกรรมเครื่องส าอางในการจัดท าครีมผิว 
มอยเจอไรเซอร์ (Yang, 2007) การใช้ประโยชน์จาก 
ลีเวนในภาคอุตสาหกรรมมีจ านวนมาก ลีแวนจึง
กลายเป็นสารพอลแิซค็คาไรด์ที่ส าคญัและเป็นสารที่มี
ความตอ้งการในตลาด โดยทีล่แีวนเป็นผลผลติทีม่มีลูค่า
สูง ซึ่งที่ผ่านมาได้มีการศึกษาท าการวิจัยในระดับ
ปรญิญานิพนธข์อง ณัฐวิุฒ ิและ ฐลชันันท ์(2017) โดย
ศึกษาการวิเคราะห์ผลผลิตที่ได้ และพบว่ามีลักษณะ
โครงสร้างเป็นสารลีแวนด้วยเครื่องมือวิเคราะห ์
Nuclear magnetic resonance (NMR) 

งานวิจัยนี้ศึกษาการผลิตสารลีแวน (Levan) 
ซึ่งเป็นสารพรีไบโอติกมูลค่าสูง โดยการท าบริสุทธิ ์
เอนไซมล์แีวนซูเครสจากจุลนิทรยี ์Bacillus siamensis 
และหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลีแวนด้วย
เอนไซมล์แีวนซูเครสบรสิุทธิ ์ทีค่วามเขม้ขน้ของซูโครส 
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) และอุณหภูมต่ิางๆ และศกึษา
การผลติสารลแีวนจากของเสยีอุตสาหกรรมที่มซีูโครส
เป็นองคป์ระกอบ 

 
วิธีด าเนินการวิจยั 
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1. การเตรียมเอนไซมลี์แวนซูเครสจาก Bacillus 
siamensis  
 น าจุลินทรีย์ Bacillus siamensis มาท าการ
แยกจุลนิทรยี์เบื้องต้นบนอาหารแขง็เลีย้งจุลนิทรยี์สตูร 
Differentiate media ท าการคดัเลอืกโคโลนีทีส่รา้งเมอืก 
ท าการเลีย้งลงในอาหารเหลวเลีย้งจุลนิทรยีส์ตูร Enrich 
media เพื่อเพาะเลีย้งจุลนิทรยีใ์หม้กีารเจรญิเตบิโต โดย
ดงึจุลนิทรยีอ์อกมาจ านวน 1 ลูป และใส่ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มลิลลิติร ปรมิาตร 100 มลิลลิติร เขย่าทิง้ไว ้
1 คืน ด้วย ความเรว็ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส น าจุลินทรยี์ที่ได้จากอาหารเหลวสูตร 
Enrich media จ านวน 1,000 ไมโครลติร มาใส่ในขวด
รูปชมพู่ที่ เตรียมอาหารเหลวเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที ่
Selective media ปริมาณ 200 มิลลิลิตร เพื่อท าการ
หมักให้ได้เอนไซม์ออกมา โดยเขย่าทิ้งไว้ 24 ชัว่โมง 
ด้วย ความเรว็ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซยีส หลงัจากนัน้จะไดส้ารละลายทีม่เีอนไซมล์แีวน
ซูเครสผสมอยู่ เพื่อน าสารละลายไปใช้แยกเอนไซม์ให้
บรสิทุธิต่์อไป 
 
2. การแยกเอนไซม์ลีแวนซูเครสให้บริสุทธ์ิจาก 
Bacillus siamensis 

น าสารละลายเอนไซม์ที่ได้ไปปัน่เหวี่ยง ด้วย
ความเร็วรอบ 4,500 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 20 นาท ี
จากนัน้เตรยีมเรซนิ (TOYOPERL DEAE-650M) ลงใน
คอลัม น์  ป รับสภาพด้วย  Phosphate buffer (pH6) 
จากนัน้น าสารละลายส่วนใสทีไ่ดจ้ากการปัน่เหวีย่ง เขา้
สู่คอลมัน์ที่อตัราการไหล 1mL/min จนหมด ต่อมาเติม 
Phosphate buffer (pH6) เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อก าจดั
สารละลายส่วนเกินออกไป และท าการเติม Sodium 
chloride “0-1 M NaCl” โดยป้อนที่ความเข้มข้นต ่าไป
สงู จากนัน้น าสารละลายทีไ่ดไ้ปท าการทดสอบเอนไซม ์
โดยการน าสารละลายแต่ละช่วงไปบ่มเพื่อดูค่ากจิกรรม
ของเอนไซม ์หาความเขม้ขน้ของ NaCl ทีต่อ้งใชเ้พื่อดงึ
เอนไซม์ออกจากผิวของเรซินและท าการทดลองซ ้า 3 
ซ ้า และเกบ็ผลการทดลอง 
 
การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมลี์แวนซูเครส 
(Levansucrase) 

เตรยีมน ้าตาลซโูครสทีค่วามเขม้ขน้ 20%(w/v) 
ล ะลายด้ วย  Phosphate buffer (pH 6) ป ริม าณ  3 
มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง 15 มลิลลิติร จากนัน้ป้อน
เอนไซม์ลแีวนซูเครส ปรมิาณ 3 มิลลลิติร ลงในหลอด
ทดลอง น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส, pH 6, 
โดยใช้ความเร็วรอบที่ 200 รอบต่อนาที แล้วเลี้ยงไว้
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าสารละลายไปต้มที่
อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีและแช่
ในน ้าเยน็จดั 0 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อ
หยุดการท างานของเอนไซม์ ท าการทดลองซ ้า 3 ซ ้า 
และเกบ็ผลการทดลอง 

 
3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซมลี์แวนซูเครส 
 เตรยีมน ้าตาลซูโครสที ่10 20 และ 30%(w/v)  
ในสารละลาย  Phosphate buffer (pH 3 6 และ 9) 
ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 15 
มลิลลิติร ป้อนเอนไซมล์แีวนซูเครส ลงในหลอดทดลอง 
ปรมิาณ 3 มลิลกิรมั ท าการบ่มดว้ยความเรว็ 200 รอบ
ต่อนาท ีทีอุ่ณหภูม ิ30 37 และ 50 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง หลังจากนั ้นน าสารละลายไปต้มที่
อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีและแช่
ในน ้าเยน็จดั 0 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อ
หยุดการท างานของเอนไซม์ ท าการทดลองซ ้า 3 ซ ้า 
และเกบ็ผลการทดลอง 
 
4. การค านวณกิจกรรมของเอนไซม ์
 ท าการวดัปริมาณน ้าตาลซูโครส กลูโคสและ 
ฟรุกโตสด้วยเครื่อง HPLC รุ่น Shimadzu UFLC และ
คอลมัน์วิเคราะห์ รุ่น Luna 5 µm NH2 100 Å ขนาด 
250 x 4.6 mm ใชเ้ฟสเคลื่อนที ่(Mobile phase) เป็นอะ
ซโีตไนไตรล ์(Acetonitrile) และน ้า DI ในอตัราส่วน 80 
ต่อ 20 ที่อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ
คอลมัน์ 40 องศาเซลเซยีส 

กจิกรรมเอนไซมข์องปฏกิริยิาทัง้หมดสามารถ
วดัได้จากปรมิาณของกลูโคสที่ถูกปลดปล่อยจากการ
สลายพนัธะของซูโครส โดยลีแวนซูเครส 1 หน่วยถูก
ก าหนดให้สามารถผลิตกลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาท ี
กจิกรรมเอนไซม์ของปฏกิิรยิาไฮโดรไลซสิสามารถวดั
ไดจ้ากปรมิาณฟรุกโตสอสิระทีเ่กดิขึน้ และกจิกรรมของ
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ปฏกิริยิา ทรานสฟ์รุกโตซลิเลชนัสามารถค านวณไดจ้าก
ผลต่างระหว่างกิจกรรมทัง้หมดและกิจกรรมของ
ปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิ 
ผลการวิจยั 
1. ผลของความเข้มข้นของซูโครสต่อการผลิตสาร 
ลีแวนด้วยเอนไซม์ลีแวนซูเครส (Levansucrase) 

จากการทดลองความเขม้ขน้ของซูโครสในอาหารเลี้ยง
จุลนิทรยี์ที่มคีวามเขม้ขน้ของซูโครส 10 20 และ 30% 
(w/v) pH 6 ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีและท าการเกบ็
ตวัอย่างที่เวลา 0, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง เกดิกจิกรรม
เอนไซม ์ดงัภาพที ่1 

 

 

 
 

ภาพท่ี 1 กจิกรรมของเอนไซมใ์นการผลติสารลแีวน a) 10%(w/v) ของซูโครส b) 20%(w/v) ของซูโครส และ c) 30%(w/v) ของซูโครส ที ่
pH 6 อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 
ในช่วงเวลาของการบ่มที่ 12 ชัว่โมงพบว่า

กิจกรรมเอนไซม์ ทัง้หมดของซูโครสเข้มข้น 10 และ 
30% (w/v) โดยมีค่า 0.17 และ 0.34 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อยกว่าซูโครสเข้มข้น 20%(w/v) 
อย่างเหน็ไดช้ดั โดยมคี่า 0.68 ยนูิตต่อมลิลลิติร ซึง่เป็น
สภาวะที่ เหมาะสม เมื่ อบ่มถึงชัว่โมงที่  24 พบว่า
กิจกรรมเอนไซม์ทัง้หมด มีค่าต ่าลง อยู่ที่ 0.16, 0.37 
และ 0.32 Iยูนิตต่อมลิลลิติร  ตามล าดบั ซึง่จะเหน็ไดว้่า
ที่ 20%(w/v) มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุด และปริมาณ
ซโูครสกล็ดลงเหลอื 1.17%(w/v) และเมื่อบ่มถงึชัว่โมงที ่ 
 
48 พบว่า กิจกรรมเอนไซม์ทั ้งหมดของอาหารที่

ประกอบด้วยซูโครสเข้มขน้ 10, 20 และ 30% (w/v) มี
ค่าเพิม่สงูขึน้ มคี่าเท่ากบั 0.15 0.20 และ 0.27 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ จากค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ได้ 
ดงัภาพที ่1 ท าใหเ้หน็ว่าทซีโูครสเขม้ขน้ 20%(w/v) นัน้
เหมาะแก่การผลิตสารลีแวนมากที่สุด เนื่ องจากใช้
ระยะเวลาที่น้อยกว่า และมคี่ากจิกรรมเอนไซมส์ูงสุดที ่
0.68 ยูนิตต่อมิลลิลิตร กิจกรรมเอนไซม์ของปฏิกิรยิา
ไฮโดรไลซสิและทรานสฟ์รุกโตซลิเลชนัของอาหารเลีย้ง
จุลนิทรยีท์ีม่ซีโูครสเขม้ขน้ 10% (w/v) มคี่าสงูสดุ 0.088 
และ 0.098 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่ 12 ชัว่โมง ตามล าดับ 
อาหารเลีย้งจุลนิทรยีท์ีม่ซีูโครสเขม้ขน้ 20% (w/v) มคี่า
กจิกรรมเอนไซม์ของปฏิกริยิาไฮโดรไลซิสและทรานส์
ฟ รุก โตซิล เลชัน สู งสุด  0.175 และ 0.50 ยูนิ ต ต่ อ

a b 

c 
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มิลลิลิตร ที่ 12 ชัว่โมง ตามล าดับ และอาหารเลี้ยง
จุลินทรีย์ที่มีซูโครสเข้มข้น 30% (w/v) มีค่ากิจกรรม
เอนไซมข์องปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิและทรานสฟ์รุกโตซลิ
เลชนัสูงสุด 0.177 และ 0.164 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่ 12
ชัว่โมง ตามล าดบั 
2. ผลของความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต่อการผลิตสาร
ลีแวนด้วยเอนไซมลี์แวนซูเครส  

จากการทดลองความเป็นกรด-ด่าง (pH) ใน 
phosphate buffer ที่มีความเข้มข้นของซูโครส 20% 
(w/v) pH ข อง  Phosphate buffer 3 6 9 แ ละ  12 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีและท าการเกบ็ตวัอย่าง
ทีเ่วลา 0, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง เกดิกจิกรรมเอนไซม ์ 
ดงัภาพที ่2 

 

 

 
 

ภาพท่ี 2 กจิกรรมของเอนไซมใ์นการผลติสารลแีวน a) pH 3 b) pH 6 c) pH 9 และ d) pH 12 ทีค่วามเขม้ขน้ซูโครส 20%(w/v)  
อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 
ในช่วงเวลาของการบ่มที่ 12 ชัว่โมงพบว่า

กิจกรรมเอนไซม์ทัง้หมดของค่า pH 3, 6, 9 และ 12 
โดยมคี่า 0.46 0.68 0.035 และ 0.029 ยนูิตต่อมลิลลิติร 
ตามล าดบั จะเหน็ไดว้่าในสภาพความเป็นด่าง หรอื pH 
มากกว่า 7 จะท าให้กิจกรรมเอนไซม์มีค่าลดลงอย่าง
เห็นได้ชดั และที่สภาวะความเป็นกรด เอนไซม์ยงัคง
สามารถท างานได้อยู่แต่มปีระสทิธภิาพน้อยกว่าที่ pH 
เท่ากับ 6 ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเกิด
กจิกรรมเอนไซม ์เมื่อบ่มถงึชัว่โมงที ่24 พบว่า กจิกรรม
เอนไซม์ทัง้หมด มีค่าเพิ่มขึ้นอยู่ที่ 0.30 0.37 0.017 
และ 0.014 ยูนิตต่อมลิลลิติร ตามล าดบั เหน็ไดว้่าที ่pH 

6 ยงัคงมคี่ากจิกรรมเอนไซมส์งูสดุ และปรมิาณซโูครสก็
ลดลงเหลอื 1.17%(w/v) และทีส่ภาวะความเป็นเบส จะ
พบว่าค่ากจิกรรมเอนไซมจ์ะยิง่ต ่าลงอกีเมือ่เวลานานขึน้ 
และเมื่อบ่มถึงชัว่โมงที่ 48 พบว่า กิจกรรมเอนไซม์
ทัง้หมดของอาหารที่ของค่า pH 3, 6, 9 และ 12 มีค่า
ลดลงเท่ากับ 0.19 0.20 0.006 และ 0.006 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ จากค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ได้ดัง
ภาพที ่2 ท าใหเ้หน็ว่าที ่pH 6 นัน้เหมาะแก่การผลติสาร
ลแีวนมากทีสุ่ด เน่ืองจากใชร้ะยะเวลาทีน้่อยกว่า และมี
ค่ากจิกรรมเอนไซมส์งู 

a 
 

b 

c d 
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กิจกรรมเอนไซม์ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
และทรานสฟ์รุกโตซิลเลชนัของ pH 3 มีค่าสูงสุด 0.11 
และ 0.34 ยนูิตต่อมลิลลิติร ที ่12 ชัว่โมง ตามล าดบั pH 
6 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ 
ทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.17 และ 0.50 ยูนิตต่อ
มลิลลิิตร ที่ 12 ชัว่โมง ตามล าดบั pH 9 มีค่ากจิกรรม
เอนไซม์ของปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโต- 
ซิลเลชันสูงสุด 0.011 และ 0.024 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
ที่ 12 ชัว่โมง ตามล าดับ และ pH 12 มีค่ากิจกรรม
เอนไซมข์องปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิและทรานสฟ์รุกโตซลิ

เลชันสูงสุด 0.01 และ 0.019 ยูนิตต่อมิลลิลิตรที่ 12 
ชัว่โมง ตามล าดบั 
3. ผลของอุณหภูมิ ต่อการผลิตสารลีแวนด้วย
เอนไซมลี์แวนซูเครส  

จากการทดลองอุณหภมูทิีม่คีวามเขม้ขน้ของ
ซโูครส 20% (w/v) pH ของ Phosphate buffer 6 ที่
อุณหภูม ิ30 37 และ 50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีและท าการเกบ็
ตวัอย่างทีเ่วลา 0, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง เกดิกจิกรรม
เอนไซม ์ดงัภาพที ่3 

 

 
 

ภาพท่ี 3 กจิกรรมของเอนไซมใ์นการผลติสารลแีวน a) อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส b) อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส และ c) อุณหภมู ิ
50 องศาเซลเซยีส ทีค่วามเขม้ขน้ซูโครส 20%(w/v) pH 6 ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
 
ในช่วงเวลาของการบ่มที่ 12 ชัว่โมงพบว่า

กจิกรรมเอนไซม์ทัง้หมดของอุณหภูมิ 30 37 และ 50 
องศาเซลเซยีส โดยมคี่า 0.26 0.68 และ 0.14 ยูนิตต่อ
มลิลลิติร ตามล าดบั จะเหน็ไดว้่าในทีอุ่ณหภูม ิ50 องศา
เซลเซยีส จะท าใหก้จิกรรมเอนไซมม์คี่าต ่าอย่างเหน็ได้
ชดั และที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เอนไซม์ยังคง
สามารถท างานได้อยู่แต่มีประสทิธภิาพน้อยกว่าที่ 37 
องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมส าหรบัการ

เกิดกิจกรรมเอนไซม์ เมื่อบ่มถึงชัว่โมงที่ 24 พบว่า
กจิกรรมเอนไซม์ทัง้หมด มคี่าเพิม่ขึน้ อยู่ที่ 0.21 0.37 
และ 0.064 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เห็นได้ว่าที่
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีว ยงัคงม ีกจิกรรมเอนไซม์
สูงกว่าที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเมื่อบ่มถึง
ชัว่โมงที่ 48 พบว่ากจิกรรมเอนไซม์ทัง้หมดของอาหาร
ทีอุ่ณหภูม ิ30 37 และ 50 องศาเซลเซยีส มคี่าลดต ่าลง 
เท่ ากับ  0.17 0.20 แ ล ะ 0.033 ยู นิ ต ต่ อมิ ลลิ ลิต ร 

a b 

c 



 
วารสารวจิยัรามค าแหง (วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย)ี ปีที ่22  ฉบบัที ่2  กรกฎาคม – ธนัวาคม  2562 

41 
 

ตามล าดบั จากค่ากจิกรรมเอนไซมท์ีไ่ดด้งัภาพที ่3 ท า
ให้เห็นว่าที่ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นัน้เหมาะแก่
การผลิตสารลีแวนมากที่สุด เนื่องจากใช้ระยะเวลาที่
น้อยกว่า และมคี่ากจิกรรมเอนไซมส์งูสดุ 
กิจกรรม เอนไซม์ของปฏิกิริย าไฮโดรไลซิสและ 
ทรานสฟ์รุกโตซลิเลชนัของอุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส
มีค่าสูงสุด 0.074 และ 0.187 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่ 12 
ชัว่โมง ตามล าดับ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสมีค่า
กิจกรรม เอนไซม์ของปฏิกิริย าไฮโดรไลซิสและ 
ทรานส์ฟรุกโตซิลเลชนัสูงสุด 0.17 และ 0.50 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ที่ 12 ชัว่โมง ตามล าดับ และอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียสมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ของปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิลเลชันสูงสุด 0.081 
และ 0.06 ยนูิตต่อมลิลลิติรที ่12 ชัว่โมง ตามล าดบั 

4. การผลิตสารลีแวนจากของเสียอตุสาหกรรม
อาหารด้วยเอนไซมลี์แวนซูเครส (Levansucrase) 

ก า รผ ลิ ต ส า ร ลี แ ว น จ า ก ก าก ข อ ง เสี ย
อุตสาหกรรมที่มีความเข้มข้นของเสยี 20% (w/v) ท า
การบ่มเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ที่  pH 6 อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซยีส พบว่าเกดิกจิกรรมเอนไซม์สูงสุด 0.57 
ยนูิตต่อมลิลลิติร ทีเ่วลา 12 ชัว่โมง เกดิการไฮโดรไลซสิ
และทรานสฟ์รุกโตซลิเลชนั 0.142 และ 0.425 ยูนิตต่อ
มลิลลิติร ตามล าดบั (ภาพที่ 4) ในขณะเดยีวกนัพบว่า
ของเสยีเขม้ขน้ 20% (w/v) ประกอบดว้ยซูโครสเขม้ขน้
ประมาณ 17% (w/v) ดว้ยวธิ ีHigh-performance liquid 
chromatography (HPLC) และสามารถลดลงเหลือ
ประมาณ 0.6% (w/v) เมื่อเวลาผ่านไป 48 ชัว่โมง มี
กลโูคสและฟรุกโตสเกดิขึน้สงูสดุ 8.00 และ 1.65%  
(w/v) ตามล าดบั (ภาพที ่4) 

 

 
 

ภาพท่ี 4 กจิกรรมของเอนไซมใ์นการผลติสารลแีวน ทีค่วามเขม้ขน้ของของเสยีอุตสาหกรรม 20%(w/v) pH 6 อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  
           ความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 

สรปุและวิจารณ์ผล 
เอนไซม์ลีแวนซู เครสที่ ได้จากจุลินทรีย ์

Bacillus siamensis สามารถผลติสารลแีวนได้ดทีีค่วาม
เข้มข้นของซู โครส 20%(w/v) pH ของ Phosphate 
buffer 6 และอุณหภู มิ  37 องศาเซลเซียส โดยมี
กจิกรรมเอนไซม์activity สูงสุด 0.68 ยูนิตต่อมลิลลิิตร 
ทีเ่วลาบ่ม 12 ชัว่โมง และเอนไซมล์แีวนซเูครสดงักล่าว  

 

สามารถเปลี่ยนรูปของเสียอุตสาหกรรมให้เป็นสาร 
ลแีวนได ้โดยใชเ้วลาบ่ม 48 ชัว่โมง มกีจิกรรมเอนไซม์
สงูสดุ 0.57 ยนูิตต่อมลิลลิติร 
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