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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1   ประวัติความเปนมา 
 

 พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) เปนสารกลุมหนึ่งของคารโบไฮเดรตที่ในโมเลกุล

ประกอบดวยมอนอแซ็กคาไรด (monosaccharide) ตั้งแต 10 โมเลกุลข้ึนไปจนถึงเปนจํานวนรอย

หรือพันโมเลกุล  พอลิแซ็กคาไรดที่พบในธรรมชาติมีโมเลกุลขนาดใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลสูง  

เปนสารประกอบที่มีรูปรางไมแนนอน (amorphous)  ไมมีสีและสวนใหญไมมีรสชาติ  เมื่อละลาย

น้ําจะไดคอลลอยดและสกัดแยกออกมาทําใหบริสุทธิ์ไดยาก 

 เนื่องจากสมบัติทางดานเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดที่แตกตางกัน  

ทําใหพอลิแซ็กคาไรดถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ไดแก อุตสาหกรรมอาหาร  อุตสาหกรรม

เคมี  อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง  อุตสาหกรรมยา  อุตสาหกรรมปโตรเลียม  ดานการแพทย  และ

การบําบัดน้ําเสีย เปนตน (Vandamme และคณะ, 2002)   โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ใชใน

อุตสาหกรรมมีทั้งที่ผลิตจากธรรมชาติ  และจากการสังเคราะหขึ้น    

 พอลิแซ็กคาไรดที่พบในธรรมชาติ  สามารถผลิตไดจากพืช  สัตว  และจุลินทรีย            

ตัวอยางของพอลิแซ็กคาไรดจากพืช  ไดแก  กัวรกัม (guar gum)  โลคัสตบีนกัม (locust bean 

gum)   และทรากาแคนทกัม (tragacanth gum)  เปนตน  ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากสัตว  

ไดแก  ไคติน (chitin)  (Whistler และ BeMiller, 1993)  และตัวอยางของพอลิแซ็กคาไรดจาก       

จุลินทรีย  ไดแก  แซนแทนกัม (xanthan gum)  และเดกซแทรน (dextran)  การผลิตพอลิ         

แซ็กคาไรดจากจุลินทรียมีขอไดเปรียบ คือ สามารถควบคุมคุณภาพของพอลิแซ็กคาไรดได  โดย

ควบคุมภาวะที่ใชในการหมัก (fermentation)  และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดเปนจํานวนมาก  

ในขณะที่การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากพืช  มีขอจํากัด คือ พืชหนึ่งชนิด มักจะผลิตพอลิแซ็กคาไรด

หลายชนิดพรอมกัน  จึงตองมีข้ันตอนการแยกพอลิแซ็กคาไรดเฉพาะที่ตองการออก  ทําให

คาใชจายสูงขึ้น (Whistler, 1993)  และการปลูกพืชยังขึ้นกับสภาพดินฟาอากาศและฤดูกาล 

(Rehm and Reed, 1993) 

 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรีย คือ ชนิดของจุลินทรีย และภาวะที่

เหมาะสมในการผลิต ไดแก  แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  วิตามินและแรธาตุ  อุณหภูมิที่บม  

คาความเปนกรด-เบส  และปริมาณออกซิเจน เปนตน  โดยการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรีย

ในปริมาณมาก ๆ นั้น   จําเปนตองคํานึงถึงความคุมทุน   อาหารเลี้ยงเชื้อเปนปจจัยที่สําคัญ
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ประการหนึ่งสําหรับคาใชจายในการผลิต   ทั้งนี้สูตรอาหารที่จะใชในอุตสาหกรรมควรมีราคาถูก

และใหการเจริญตลอดจนการผลิตสารที่ตองการไดดี   ปกติแลวการเขาสูสูตรอาหาร  ปจจัยที่ควร

คํานึงถึงอยางมาก คือ แหลงคารบอนและไนโตรเจน   แหลงคารบอนที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาจ

เตรียมไดจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (agricultural wastes)   ในขณะที่แหลงไนโตรเจนยัง

อาจเปนชนิดอินทรีย  อนินทรีย  หรือรวมกัน  โดยไนโตรเจนอินทรียก็สามารถเตรียมไดจากวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตร  หรือแหลงที่มีราคาถูกอื่น ๆ                                      

 
1.2   วัตถุประสงค 
 

 เพื่อหาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และภาวะที่ เหมาะสมตอการผลิตพอลิ           

แซ็กคาไรดจาก Enterobacter  cloacae  สายพันธุ EN02  โดยใชวัตถุดิบที่มีราคาถูก  และ

วิเคราะหองคประกอบเบื้องตนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 
1.3   ขั้นตอนการดําเนินการ 
 

1.   เตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงคารบอน 

2.   เตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรีย 

3.   หาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

4.   หาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหาร

สูตรดัดแปลง 

5.   ศึกษารูปแบบการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

6.   หาองคประกอบเบื้องตนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 
 
1.4   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 งานวิจัยนี้ทําใหทราบสูตรอาหารและภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อผลิต    

พอลิแซ็กคาไรดใหไดปริมาณมาก  แตมีตนทุนการผลิตต่ํา   ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลสําหรับการผลิต  

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียในระดับขยายสวนตอไป 
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บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1   พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) 
 
 พอลิแซ็กคาไรดเปนกลุมหนึ่งของสารประเภทคารโบไฮเดรตที่ในโมเลกุลประกอบดวย  

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ตั้งแต 10 โมเลกุลข้ึนไป จนถึงเปนจํานวนรอยหรือพันโมเลกุลเชื่อมตอกัน

ดวยพันธะไกลโคซิดิก (Paul, 1979)  พอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดจะแตกตางกันที่ชนิดของน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยว  โครงแบบและตําแหนงของพันธะไกลโคซิดิกและลักษณะของสายพอลิเมอรที่เปน

สายตรง (linear) หรือมีแขนง (branch)   โครงสรางที่แตกตางกันนี้ จะมีผลทําใหพอลิแซ็กคาไรด

แตละชนิดมีหนาที่ทางชีวภาพแตกตางกัน  (Lehninger, 1993)   พอลิแซ็กคาไรดสวนใหญมหีนาที่

เปนองคประกอบอยูในโครงสราง (structural polysaccharide) ของเซลลพืชและเซลลสัตว       

ทําหนาที่เสริมสรางความแข็งแรงใหแกเซลล ตัวอยางเชน เพกทิน (pectin)  เซลลูโลส  และเฮมิ

เซลลูโลส  เปนองคประกอบอยูในผนังเซลลของพืช   ไคตินเปนองคประกอบในเปลือกของสัตวน้ํา 

เชน กุงและปู   สวนกรดมิวรามิก (muramic acid) เปนองคประกอบในผนังเซลลของแบคทีเรีย   

พอลิแซ็กคาไรดบางชนิดเปนแหลงสะสมอาหาร (storage polysaccharide) เชน แปง (starch) 

เปนแหลงสะสมอาหารของพืช  และไกลโคเจน (glycogen) เปนแหลงสะสมอาหารของสัตว  เมื่อ

ตองการจะนําไปใชในยามขาดแคลนไกลโคเจนจะถูกยอยสลายดวยเอนไซมกลายเปนกลูโคส แลว

จึงนําไปใชตอไป (Lehninger, 1975; BeMiller and Whistler, 1996)   

 

 พอลิแซ็กคาไรดที่พบในธรรมชาติมีโมเลกุลขนาดใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลสูง           

เปนสารประกอบที่มีรูปรางไมแนนอน  ไมมีสีและสวนใหญไมมีรสชาติ สามารถดูดน้ําไดดี  เมื่อ

ละลายน้ําจะไดคอลลอยดและสกัดแยกออกมาทําใหบริสุทธิ์ไดยาก (Gaman and Sherrington, 

1990) 

 

 พอลิแซ็กคาไรด   จําแนกออกตามลักษณะโครงสรางของโมเลกุลไดเปน 3 กลุม 

(Margaritis and Pace, 1985; DeMan, 1990) คือ 

 

 1.   ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด (homopolysaccharides) คือ   เปนพอลิแซ็กคาไรดที่ใน

โมเลกุลประกอบดวยมอโนแซ็กคาไรดเพียงชนิดเดียวเทานั้น  ไดแก แปง  ไกลโคเจน  เซลลูโลส
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พูลลูแลน (pullulan) และเดกซแทรน  เปนตน   โดยการสรางพอลิแซ็กคาไรดประเภทนี้สันนิษฐาน

วา  ถูกสรางมาจากการทํางานและการควบคุมของเอนไซมที่มีระบบไมซับซอน  นอกจากนี้พอลิ

แซ็กคาไรดยังเรียกชื่อตามชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบในโมเลกุล  ไดแก  เพนโทแซน 

(pentosans) เปนพอลิเมอรของน้ําตาลเพนโทส เชน ไซแลน  เปนพอลิเมอรของไซโลส  และ           

อะราแบน (araban) เปนพอลิเมอรของอะราบิโนส  อยางไรก็ตาม  มีพอลิแซ็กคาไรดหลายชนิดที่

โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยกลูโคสตอกันเปนสายยาวเหมือนกัน  โดยในทางการคาเรียกวา  

กลูแคน  ไดแก  เดกซแทรน  พูลลูแลน  สเคลอโรกลูแคน (scleroglucan)  และเคอรดแลน 

(curdlan) เปนตน  โดยพบวา ถึงแมวาในโครงสรางจะมี β (1 → 3) เชนเดียวกัน แตสมบัติ

ตางกัน   เนื่องจากลักษณะสายพอลิเมอรของพอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดมีลักษณะแตกตางกัน  

เชน  สเคลอโรกลูแคนมีลักษณะเปน regular branch  ในขณะที่เคอรดแลนเปน unbranched 

polymer (จันทรจนา ตันสกุล, 2539) ดังรูปที่ 2.1 

 

 
( ก ) 

 
( ข ) 

 

รูปที่ 2.1   โครงสรางของ ก) สเคลอโรกลูแคน (scleroglucan)  และ ข) เคอรดแลน (curdlan) 

(http://www.cargilltexturizing.com) 
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 2.   เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด (heteropolysaccharides) คือ   พอลิแซ็กคาไรดที่ในโมเลกุล

ประกอบดวยมอโนแซ็กคาไรดตั้งแต 2 หรือมากกวา 2 ชนิดขึ้นไป เชน เพกทิน  กัม (gum)  เฮมิ

เซลลูโลส  เรซิน  และแซนแทน  เปนตน   โดยการสรางพอลิแซ็กคาไรดประเภทนี้สันนิษฐานวาถูก

สรางขึ้นมาจากการทํางานและการควบคุมของเอนไซมที่มีระบบซับซอน 

 

 3.   สารประกอบคอนจูเกต (conjugated compounds)   เปนพอลิแซ็กคาไรดบางชนิดที่

เกาะรวมอยูกับสารอ่ืน เชน รวมกับลิพิดเปนไกลโคลิพิด  หรือรวมกับโปรตีนเปนไกลโคโปรตีน            

ในสัตวจะพบไกลโคโปรตีนอยูที่ผิวเซลล  และที่ของเหลวตาง ๆ ในรางกาย  พอลิแซ็กคาไรดที่มีอยู

ในไกลโคโปรตีนมีปริมาณแตกตางกัน ระหวาง 1% ถึง 80% ของน้ําหนัก (Stryer, 1995) 

 

 นอกจากนี้ยังสามารถจําแนกชนิดของพอลิแซ็กคาไรด  ออกตามลักษณะประจุไฟฟาที่อยู

บนโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดได 3 ชนิด (Margaritis and Pace, 1985) คือ 

 

 1.   พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharides) ไดแก เลแวน              

พูลลูแลน  เดกซแทรน  สเคลอโรกลูแคน  เซลลูโลส  และเคอรดแลน  เปนตน 

 

 2.   พอลิแซ็กคาไรดท่ีมีประจุลบ (anionic polysaccharides) หรือบางครั้ง เรียกวา 

acidic เชน  แซนแทน  ที่มีหมูอะเซทิลกับไพรูเวต (Pyruvate) อยูบนโมเลกุล  โดยระดับของ 

pyruvalation มีผลตอสมบัติทางกายภาพของแซนแทน 

 

 3.   พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนบวก (cationic polysaccharides) ไดแก พวกที่มีหมู 

NH2 หรือมีหมูของกรดอะมิโนบางตัวตออยู 
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2.2   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย (microbial polysaccharide)   
 
 พอลิแซ็กคาไรดสามารถผลิตไดทั้งจากพืช สัตว และจุลินทรีย   แตปจจุบันการผลิต       

พอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียเร่ิมมีความสําคัญมากขึ้น   เนื่องจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจาก   

จุลินทรียมีสมบัติเฉพาะตัวที่ดีกวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากพืช เชน แซนแทนกัม  มีสมบัติดาน

ความหนืด  ความเสถียร  ในแงความเปนกรด-เบสที่กวาง  และมีความทนตออุณหภูมิสูง 

(thermotolerance)  อีกประการที่สําคัญ คือ ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียสามารถ

ควบคุมการเจริญของจุลินทรียที่ได   โดยไมตองคํานึงถึงสภาพดินฟาอากาศ  ฤดูกาลหรือมลพิษ

ทางทะเล   ในขณะที่เราตองคํานึงถึงปจจัยเหลานี้เมื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากพืชหรือสาหราย 

(Rehm and Reed, 1993) 

 

 การศึกษาเกี่ยวกับพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย   ในสมัยกอนจะศึกษาในแงของ

การเปนแอนติเจน  และการกอโรค (Cerning, 1990) จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดมีทั้ง

จุลินทรียที่กอโรคและจุลินทรียที่ไมกอโรค   โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรยีตางชนิดกัน  

จะใหการสรางและหนาที่แตกตางกันไป  สามารถจําแนกไดเปน 3 แบบ (Paul, 1979) คือ 

 

 1.  พอลิแซ็กคาไรดที่เปนโครงสรางภายในเซลล (intracellular polysaccharide)         

พอลิแซ็กคาไรดชนิดนี้จะสรางอยูภายในเซลล   บางสวนจะรวมเปนสวนหนึ่งของเยื่อหุมเซลล 

(cytoplasmic membrane)  และทําหนาที่เปนแหลงสะสมอาหารจําพวกคารบอนหรือแหลงสะสม

พลังงานของเซลล 

 

 2.   พอลิแซ็กคาไรดท่ีเปนโครงสราง (structural polysaccharide)  เปนองคประกอบที่

แทรกอยูในผนังเซลลและในบางกรณีอาจรวมตัวกับสวนประกอบอื่น เชน รวมกับลิพิดเปนไกลโค

ลิพิด  และรวมกับพอลิเพปไทดเปนเพปติโดไกลแคน (peptidoglycan)  ผนังเซลลของแบคทีเรียมี

สารเพปติโดไกลแคนเปนองคประกอบสําคัญ  ใน Staphylococcus aureus  แบคทีเรียที่พบในน้าํ

หนองของฝห รือแผลติด เชื้ อ  จะมีสายพอลิเพปไทดประกอบด วยกรดอะมิ โนห าหมู 

(peptapeptide) เปนไกลซีนอยางเดียว  โครงสรางของเพปติโดไกลแคนในผนังเซลลของแบคทีเรีย

นี้ เรียกอีกชื่อหนึ่งวา มิวรีน (murein) (Dumitrice, 1996)  เมื่อนําแบคทีเรียแกรมบวก มายอมสี 

แกรม (Gram’s stain) ชั้นของเพปติโดไกลแคนที่ซอนกันเปนชั้น ๆ ลอมรอบเซลลจะติดสีคริสตัล 

ไวโอเลต (crystal violet) ในแบคทีเรียแกรมลบ  เชน Escherichia coli  ชั้นของเพปทิโดไกลแคน

จะถูกคลุมดวยไขมันและโปรตีนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic protein)  ทําใหยอมสีแกรมไมติด   
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 3.   พอลิแซ็กคาไรดที่สรางภายนอกเซลล (extracellular polysaccharide : EPS)  

พอลิแซ็กคาไรดชนิดนี้สรางขึ้นเพื่อเปนโครงสรางที่ใชหอหุมเซลลที่เรียกวา  แคปซูล (capsule)     

มีลักษณะเปนสารเหนียวคลายเจลเคลือบหรือปกคลุมเซลล  มักทําใหโคโลนีของแบคทีเรียเปน

เมือกเยิ้ม (mucoid) หรือเมื่อใชเข็มเขี่ยแตะขึ้นมาจะยืดเปนเสนสาย  แคปซูลไมไดมีในแบคทีเรีย

ทุกชนิด  ขนาดของแคปซูลจะใหญหรือเล็กขึ้นกับอาหารและสภาพแวดลอมของการเลี้ยงใน

อาหารนั้น ๆ  องคประกอบทางเคมีของแคปซูล  แตกตางกันไปตามชนิดของแบคทีเรีย อาจเปน

สารประกอบพอลิแซ็กคาไรดคอมเพล็กซ (polysaccharide complex) ลวน ๆ หรือมีองคประกอบ

รวมกับสารอ่ืน  สารประกอบพอลิแซ็กคาไรดมีหลายชนิด เชน เดกซแทรน  เดกซทริน  เลแวน 

เซลลูโลส  มีสารที่คลายแคปซูลอีกชนิดหนึ่ง คือ เมือก (slime)  มีองคประกอบและโครงสรางที่

ซับซอนนอยกวาแคปซูล  แตละลายในอาหารไดดีกวา  องคประกอบเปนพวกพอลิแซ็กคาไรดและ

พอลิเพปไทด   ชั้นของแคปซูลและเมือกอาจไมจําเปนตอเซลลมากนัก  พบวาอาจสลัดออกจาก

เซลลไดและเซลลจะสรางใหมอีก  ปริมาณของแคปซูลข้ึนอยูกับลักษณะทางพันธุกรรมและ

ส่ิงแวดลอม  อาจจะสรางไดปริมาณมากถาเลี้ยงในอาหารที่มีน้ําตาล (Robert, 1996) 

 ตัวอยางเชื้อสรางเดกซแทรน (พอลิเมอรของกลูโคส)  เชน Leuconostoc sp.        

(James และ Cameron,1971; Geronimos และ Greenfiold,1978), Streptococcus sp.      

บางชนิด ไดแก S. mutans,  S. sanguis, S. sorbinus และ S. downei  เปนตน (Tsumuraraya 

และ Misaki, 1979)  และ Acetobacter sp. บางชนิด ไดแก Acetobacter capsulatus หรือ 

Gluconobacter oxydans  และ Acetobacter viscus เปนตน  (Sim และคณะ, 2001)    สวนเชื้อ

ที่สรางเลแวน (พอลิเมอรของฟรักโทส) เชน Streptococcus salivarius (Whiley และ Beighton, 

1998)  

 

 จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต และรา (Paul, 1979; 

Margaritis and Pace, 1985; Sutherland, 1996; Ganesh Kumar และคณะ, 2004)  ดังแสดง

ในตารางที่ 2.1  พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรียโดยมากเปนพวกที่ละลายน้ําไดและเปนสารที่

ถูกขับออกมานอกเซลลจุลินทรีย (EPS) (Yalpani และ Sandford, 1987)  และจากการจําแนก

ชนิดของพอลิแซ็กคาไรดตามลักษณะประจุไฟฟาที่อยูบนโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดนั้น       

Pace และ Righelato (1991) รายงานวา การสราง EPS ของจุลินทรียสามารถแยกไดตาม

ลักษณะกลุมของพอลิเมอรวาเปนแบบพอลิเมอรที่มีประจุเปนกลาง (neutral polymer) และ     

พอลิเมอรที่มีประจุเปนลบ (anionic polymer)   นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย

ยังมีความสามารถในการเชื่อมตอโมเลกุลน้ําตาลที่แตกตางกันถึง 7 ชนิด รวมไปถึงการเชื่อมกับ

สารประกอบที่ไมใชน้ําตาล เชน glycoaminoglycans (Crezenzi, 1995) 
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ตารางที่ 2.1   ตัวอยางจุลินทรียและพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได (Sutherland, 1996) 

  
 

จุลินทรีย 
 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 

Xanthomonas campestris 

Pseudomonas elodea 

Leuconostoc mesenteroides 

Alcaligenes sp. 

Alcaligenes faecalis var. myxogenes 

Aureobasidium pullulans 

Sclerotium rolfsii 

Sphingomonas paucimobilis 

Streptococcus equii 

Rhizobium 

Acetobacter xylinium 

Azotobacter chrococcum 

 

แซนแทน (xanthan) 

เจลแลน (gellan) 

เดกซแทรน (dextran) 

เวแลน (welan) และแรมแซน (rhamsan) 

ซักซิโนไกลแคน (succinoglycan) 

พูลลูแลน (pullulans) 

สเครอโรกลูแคน (scleroglucan) 

เจลแลน (gellan) 

กรดไฮยาลูโลนิก (hyaluronic acid) 

ซักซิโนไกลแคน (succinoglycan) 

เซลลูโลส (cellulose) 

แอลจิเนต (alginate) 
 

      

 

 Germine และคณะ (1974) รายงานวา องคประกอบของเดกซแทรนหลังจากผานการ

ยอยสลายดวยกรดซัลฟู ริก  ประกอบดวย  กลูโคส   ไอโซมอลโทส   ไอโซมอลโทไทรโอส 

(isomaltotriose)  ไอโซมอลโทเพนทะโอส (isomaltopentaose)  และไอโซมอลโทเฮกซะโอส 

(isomaltohexaose)  

 

   Fukui และคณะ (1982) รายงานวา องคประกอบของเดกซแทรนที่ไมละลายน้ําจาก     

S. mutans 6715  หลังจากผานการยอยสลายดวยกรดฟอรมิก ประกอบดวย ไอโซมอลโทส  และ        

ไนจีโรส (nigerose) 

 

 Ramaskaya และ Dyment (1982) รายงานวา พอลิเมอรที่ขับออกมานอกเซลลที่มี

ลักษณะขนหนืดของ Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. 

cremoris,  Lactococcus lactis subsp. diacetylactis  เปนสารประกอบเชิงซอนของโปรตีนและ
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คารโบไฮเดรต (carbohydrate-protein complexs) โดยมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ 

คือ กลูโคส  กาแลกโทส  และแรมโนส     

 

 Oda และคณะ (1983) รายงานวา องคประกอบของ EPS ที่ผลิตโดย Lactobacillus 

helveticus var. joghurti ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กลูโคส และกาแลกโทส             

ในอัตราสวน 2 : 1  โดยพอลิเมอรที่ผลิตไดมีน้ําหนักโมเลกุลสูงและมสีมบัติเปนสารตานเนื้องอก 

(antitumor)   

 

 Marcura และ Townsley (1984) รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากเชื้อที่แยกจาก

ภาชนะบรรจุแบบไรอากาศประกอบดวยไกลโคโปรตีน  โดยโปรตีนเชื่อมกับน้ําตาลเฮกโซส และ

สวนประกอบอื่น ๆ เชน เมทิลเพนโทส  นอกจากนี้ยังพบวา Pediococcus sp. ในอุตสาหกรรม

เบียรและไวน  มีการสราง EPS เปนบีตากลูแคน (β-glucan)  ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวย

พันธะ β - 1,3 และ β - 1,2   

 

 Cerning และคณะ (1986) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Lactobacillus bulgaricus 

ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กาแลกโทส  กลูโคส  และแรมโนส ในอัตราสวน 4:1:1 

 

 Cerning และคณะ (1990) รายงานวา EPS สวนใหญประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 

คือ กลูโคส  และกาแลกโทส   ดังแสดงในตารางที่ 2.2  และพบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก 

Streptococcus thermophilus  ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กาแลกโทส  กลูโคส และ 

ไซโลส  มีอะราบิโนส  แมนโนส (mannose) และแรมโนส  เพียงเล็กนอย  โดยความสามารถในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อจะลดลง  เมื่อมีการถายเชื้อบอยครั้ง  
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ตารางที่ 2.2   ตัวอยางชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จากจุลินทรีย (Cerning และคณะ, 1990) 

 
 

น้ําตาลโมเลกลุเดี่ยวใน EPS 
 

 

จุลินทรีย  

Gal 

 

Glu 

 

Fru 

 

Rha 

 

Man 

 

Xyl 

 

Ara 

 

Neu 

 

Lb. delbrueckii 

sp. bulgaricus 

 

 

S. salivarius 

sp. thermophilus 

 

 

 

Lc. lactis 

sp. cremoris   

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

tr 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

 

Gal = Galactose Glu = Glucose  Fru = Fructose  Rha = Rhamnose 

Xyl = Xylose  Ara = Arabinose Neu = Neuramic acid tr = Traces 

 

 

 Kojic และคณะ (1992) รายงานวา Lactobacillus casei CG11 ที่แยกจากเนยแข็ง 

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได   โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีลักษณะประจุเปนกลาง (neutral 

polysaccharide)  มีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ คือ กลูโคส และแรมโนส  ใน

อัตราสวน 75% และ 25% ตามลําดับ 
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 Manca de Nadra และ Strasser de Saad (1995) รายงานวา Pediococcus 

pentosaceus ที่แยกไดจากไวนประเทศอารเจนตินา สามารถสรางพอลิแซ็กคาไรดได  โดยน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ คือ กลูโคส  ฟรักโทส  และกาแลกโทส ที่ตอกันดวยพันธะ α-1,4 

และ α-1,6 ไกลโคซิดิก ในอัตราสวน 1:1  และประกอบดวยน้ําตาลเฮกโซส 5,500 โมเลกุล 

 

  Antti และคณะ (1999) รายงานวา มีการปนเปอนของจุลินทรียพรอมทั้งมีการสราง      

พอลิแซ็กคาไรดในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบีท (sugar beet) ทําใหเกิดปญหาตอ

กระบวนการและคุณภาพของผลิตภัณฑ   และไดศึกษาน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบใน

พอลิแซ็กคาไรดที่จุลินทรียดังกลาวผลิตขึ้น  พบวาน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่พบมากที่สุด คือ กลูโคส 

 

 Ganesh Kumar และคณะ (2004) รายงานวา Bacillus sp. I-450 ที่แยกไดจากดินที่

ปนเปอนมลพิษสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได   โดยพบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีประจุลบ 

(acidic polysaccharide)  ประกอบดวย น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีประจุเปนกลาง (neutral 

sugars) คือ  กาแลกโทส  ฟรักโทส  กลูโคส  และแรฟฟโนส น้ําตาลที่มีหมูอะมิโน (amino 

sugars)  และกรดยูโรนิก (uronic acids) ในอัตราสวน 52.4 %  2.4 %  และ17.2 % ตามลําดับ มี

น้ําหนักโมเลกุล 2.2 X 106 ดาลตัน                

                                                        

 Forabosco และคณะ (2006) รายงานวา พูลลูแลนที่ผลิตโดย Cryphonectria 

parasitica สายพันธุ CP159 CP263  และCP102  ประกอบดวยหนวยยอย α - (1→6)        

มอลโทเททระโอส (maltotetraose) เปนสวนใหญ  นอกจากนี้ยังพบวา โครงสรางของพูลลูแลนมี

ผลตอการกอเกิดโรคและระดับความรุนแรงของอาการในพืชที่ไดรับเชื้อจาก Cryphonectria 

parasitica   

 

 Parikh และ Madamwar (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดยไซแอโนแบคทีเรีย 

(cyanobacteria) 4 สายพันธุ  ไดแก Cyanothece sp.  Oscillatoria sp.  Nostoc sp.  และ 

Nostoc carneum  ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 4 ชนิด คือ แมนโนส  กลูโคส  ไซโลส และ 

ไรโบส  ในอัตราสวนที่แตกตางกัน  และพบวา EPS ที่ผลิตโดย Cyanothece sp. มีหมูซัลเฟตเปน

องคประกอบ 
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 Prasertsan และคณะ (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Enterobacter cloacae WD7

เปนเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปนลบ ประกอบดวย น้ําตาลที่มีประจุเปนกลาง 

(neutral sugars) 29.4 %  กรดยูโรนิก (uronic acids) 14.2 %  และน้ําตาลที่มีหมูอะมิโน (amino 

sugars) 0.93 %     

 

 Mata และคณะ (2006) รายงานวา แบคทีเรียที่ชอบเค็ม (halophilic bacteria) 2 สปชีส 

คือ Halomonas ventosae และ Halomonas anticariensis สามารถผลิต EPS ได โดย                

H. ventosae สายพันธุ A112T และ A116  ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว คือ กลูโคส  แมนโนส  และกาแลกโทส  พอลิเมอรมีน้ําหนักโมเลกุล 50,000 ดาลตัน  สวน                  

H. anticariensis สายพันธุ FP35T และ FP36 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว คือ กลูโคส  แมนโนส และ กรดกาแลกทูโรนิก (galacturonic acid)  พอลิเมอรมีน้ําหนัก

โมเลกุล 20,000 และ 46,000 ดาลตัน ตามลําดับ 

   

 Jia และคณะ (2007) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Nostoc flagelliforme ประกอบดวย

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีประจุเปนกลาง 4 ชนิด คือ กลูโคส (43.2%)  ไซโลส (20.6%)  กาแลกโทส 

(29.9%)  และแมนโนส (6.3%)  มีน้ําหนักโมเลกุล 2.79 X 105 ดาลตัน  และพบวา EPS ที่ผลิตได

ไมมีหมูซัลเฟต  กรดนิวคลีอิก  และโปรตีนเปนองคประกอบ 

 

 Mata และคณะ (2007) รายงานวา แบคทีเรียที่ชอบเค็มปานกลาง (moderately 

halophilic bacteria) ที่จัดอยูในวงศ Alteromonadaceae 3 สปชีส  ไดแก Idiomarina 

fontislapidosi F32T  Idiomarina ramblicola R22T  และ Alteromonas hispanica F23T 

สามารถผลิต EPS ได  โดย Idiomarina sp. ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปนลบ  

ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 3 ชนิด คือ กลูโคส  แมนโนส  และกาแลกโทส   สวน                 

A. hispanica F23T  ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปนลบ  ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว 3 ชนิด คือ กลูโคส  แมนโนส  และไซโลส 

  

 Sanchez-Medina และคณะ (2007) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Lactobacillus 

delbrueckii sp. bulgaricus LBB.B26 ในนมที่สกัดเอาไขมันออก  เปนพอลิแซ็กคาไรดที่มี

ลักษณะประจุเปนกลาง ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กลูโคส และกาแลกโทส  ใน

อัตราสวน 2 : 3 
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2.3   ประโยชนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรีย 
 
 พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรียสามารถนําไปประยุกตใชในดานตาง ๆ  ไดแก 

อุตสาหกรรมเคมี  อุตสาหกรรมอาหาร  อุตสาหกรรมยาและเครื่องสําอาง  ดานการแพทย   และ

การบําบัดน้ําเสีย เปนตน   เนื่องจากความหลากหลายของจุลินทรียที่ผลิต  และพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตไดจะมีสมบัติทางดานเคมีและกายภาพแตกตางกัน  จึงทําใหสามารถนําไปใชงานไดหลาย

รูปแบบ เชน สารใหความหนืด  สารกอเจล  สารใหความคงตัว  สารหลอล่ืน  สารกอการจับกลุม 

และสารกอฟลม  เปนตน (Margaritis and Pace, 1985; Sutherland, 1996)  ดังแสดงในตารางที่ 

2 .6  

 

ตารางที่ 2.3   ตัวอยางหนาที่ของพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียที่นําไปใชในอุตสาหกรรม   

(Monica, 2003) 
 
 
พอลิแซ็กคาไรด 

 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
การนาํไปใช 

 
แซนแทน 

 

 

 

เดกซแทรน 

 

 

อะซีแทน 

 

 

เจลแลน 

 

 

แอลจิเนต 

 

 

Xanthomonas campestris 

 

 

 

Leuconostoc mesenteroides, 

Klebsiella sp. 

 

Acetobacter xylinum 

 

 

Sphingomonas sp. 

 

 

Azotobacter vinelandii 

 

สารใหความหนืด  สารใหความ

คงตัว  และสารแขวนลอย  

 

 

สารกอเจล สารใหความคงตัว  

และสารหลอล่ืน 

 

สารใหความหนืด  และสารกอ

เจล 

 

สารกอเจล  สารใหความคงตัว  

และสารแขวนลอย 

 

สารกอเจล 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ)   ตัวอยางหนาที่ของพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียที่นําไปใชในอุตสาหกรรม   

(Monica, 2003) 

 

 
พอลิแซ็กคาไรด 

 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
การนาํไปใช 

 
พูลลูแลน 

 

สเคอโรกลูแคน 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จาก lactic acid 

bacteria 

 

Aureobasidium pullulans 

 

Sclerotium glucanicum 

 

Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus ssp, 

Lactococcus lactis 

 

ไฟเบอร  และสารยึดเกาะ 

 

สารปกคลุม 

 

สารใหความหนืด  และสาร

รักษาความชืน้ 

 

 

 
 
 ตัวอยางชนิดและประโยชนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรีย  ไดแก 

 
2.3.1   เซลลูโลส 
 

 ไดมีการนําเซลลูโลสที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  ไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ดังนี้ 

 

 1.   การนําเซลลูโลสที่ผลิตจาก Acetobacter xylinum  ไปผสมกับพอลิเมอรอ่ืน ๆ เชน 

พอลิไวนิลแอลกอฮอล  เพื่อผลิตวัสดุที่มีความแข็งแรง และทนทาน  ใชเปนสารใหความหนืด และ

ความคงตัว  ในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องสําอาง (Coffey และ Bell, 1995) 

 

 2.   การนําเซลลูโลสที่ผลิตจาก Acetobacter xylinum ที่ผานการอบแหงและบดเปนผง

ไปผสมกับฟนอลเรซิน (phenol resin) หรือเสนใยคารบอน (carbon fiber) ที่ปกติไมสามารถทํา

เปนแผนได  จะทําใหเสนใยเหลานี้ขึ้นรูปเปนแผนได (Ross และคณะ, 1991) 
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 3.   ในการผลิตกระดาษ activated carbon fiber sheet  เพื่อใชดูดซับสารพิษ  การเติม

เซลลูโลสจาก  Acetobacter xylinum ลงไป  จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษใหดีขึ้น 

(Ross และคณะ, 1991) 

 

 4.   ในทางการแพทย  ไดมีการนําเซลลูโลสที่ผลิตจากแบคทีเรียไปใชในการผลิตผิวหนัง

เทียม (artificial skin)  และหลอดเลือดเทียม (artificial arteries) (Brown, 2002) 

 
2.3.2   เดกซแทรน 
 

 ไดมีการนําเดกซแทรนและอนุพนัธของเดกซแทรนมาใชประโยชนในอุตสาหกรรม ดังนี้ 

 

 1.   ในอุตสาหกรรมอาหาร  ไดมีการนําเดกซแทรนไปใชเปนสารปรุงแตง เชน ในไอศกรีม 

เบเกอรี่  แยม  และลูกกวาด  วัตถุประสงคหลักเพื่อชวยใหเกิดความคงตัวและชวยใหผลิตภัณฑมี

ลักษณะเนื้อสัมผัสดีขึ้น (Sutherland, 1996) 

 

 2.   ดานการแพทย   ไดมีการนําเดกซแทรนไปใชเพิ่มปริมาตรของโลหิต (blood plasma 

extender) ในผูปวย (Ul Qader และคณะ, 2005)  นอกจากนี้ยังมีการนําอนุพันธของ              

เดกซแทรนมาใชเปนสารตานการแข็งตัวของเลือด (anti-coagulant) และใชรักษาบาดแผล 

(Sutherland, 1996) 

 

 3.   ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง  ไดมีการนําเดกซแทรนมาผสมลงในผลิตภัณฑครีมทา

ผิว  และยาขึ้ผ้ึงตาง ๆ  โดยเดกซแทรนจะทําหนาที่รักษาความชื้นไดเปนอยางดี (de Belder, 

2003) 

 

 4.   ในอุตสาหกรรมขุดเจาะน้ํามัน  ไดมีการนําเดกซแทรนมาใชเปนสารหลอลื่นบริเวณ  

หัวเจาะน้ํามัน  และดวยสมบัติของเดกซแทรนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาก  จึงสามารถนํามา

ประยุกตใชเก็บน้ํามันโดยใชหลักในการแทนที่  ทําใหน้ํามันลอยตัวขึ้นมาสวนบนจึงสามารถเก็บ

น้ํามันสะดวกขึ้น (Kim และคณะ, 2000) 
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2.3.3   แซนแทนกัม 
 

 ในบรรดาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรีย  แซนแทนกัมเปนพอลิแซ็กคาไรดที่นิยมใช

กันอยางแพรหลาย   เนื่องจากใหความขนหนืดสูงที่ความเขมขนต่ํา  และมีความคงทนตอความ

เปนกรด-เบส  และอุณหภูมิ  นอกจากนี้แซนแทนกัมยังสามารถเกิดเจลได  เมื่อนําไปผสมกับ         

กาแลกโทแมนแนน (galactomannan) (Doublier and Llamas, 1991)  ดังนั้นจึงมีการนํา                 

แซนแทนกัม ไปใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 2.7 

 

 

ตารางที่ 2.4   ประโยชนของแซนแทนกัมในอุตสาหกรรมตาง ๆ (Margaritis and Pace, 1985) 

  

 
Food Industry 

 

 
Chemical Industry 

 
Oil Industry 

 

Dressings (high oil, no oil); 

Relishes and sauces; 

Syrups and toppings; 

Starch based product ; 

Dry mix products 

Farinaceous foods (Cakes); 

Beverages; 

Dairy product (ice cream); 

Confectionery. 

 

 

Flowable pesticides; 

Liquid feed supplements; 

Cleaners, abrasives, and 

polishes; 

Metal working; 

Ceramic, Foundry coating; 

Texturized coatings; 

Slurry explosives; 

Dye and pigment 

suspensions. 
 

 

Drilling fluids (muds); 

Workover and completion 

fluids; 

Enhanced oil recovery 

(polymer flooding). 

 

 
 
 Tekada และคณะ (1994) รายงานวา จากการคัดแยกเชื้อจากใบไมพบ Enterobater sp. 

ที่สามารถผลิต EPS ได   และเมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมาผานกระบวนการทําใหบริสุทธ

บางสวนและตรวจสอบสมบัติ  พบวามีสมบัติทางดานการไหล (rheology)  และการเกิดเจล  

(gelling) คลายแซนแทนกัม 
 



 17 

 Yun และ Park (2003)  รายงานวา  จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพของ EPS ที่ผลิต

โดย Bacillus sp. CP912  พบวามีความสามารถในการกออิมัลชันระหวางน้ํามันกับน้ํา 

(emulsifying activity)  และความสามารถในการเปนสารกอการจับกลุม (flocculating activity) 

ตอแอคติเวตคารบอน (activated carbon) สูง   

 

 Arias และคณะ (2003) รายงานวา มัวแรน (mauran) ที่ผลิตโดย Halomonas maura 

S30 เปน EPS ที่มีความหนืดสูงและมีลักษณะเปน pseudoplastic  viscoelastic และ thixotropic  

โดยความหนืดของสารละลายมัวแรน มีความเสถียรในชวงความเปนกรด-เบสที่กวาง (3 - 11) 

นอกจากนี้ยังพบวามีความสามารถในการจับกับโลหะตะกั่ว และแคตไอออน (cations) อ่ืน ๆ สูง   
 
 Mata และคณะ (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Halomonas ventosae  สายพันธุ 

A112T และ A116 และ Halomonas anticariensis  สายพันธุ FP35T และ FP36  พบวา

สารละลายของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีความหนืดต่ํา  มีลักษณะเปน pseudoplastic  และมี

ความสามารถในการจับโลหะแคตไอออนสูง  นอกจากนี้ยังสามารถเกิดไบโอฟลม (biofilms) ทั้งใน

พอลิสไตรีน (polystyrene)  และบอรอซิลิเกต (borosilicate) 

 

 Prasetsan และคณะ (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Enterobacter cloacae WD7 

เปนพอลิแซ็กคาไรดที่สามารถละลายน้ําได  แตไมละลายในตัวทําละลายอินทรียที่ใชทดสอบ  และ

จากการศึกษาสมบัติการเปนสารกอการจับกลุม   พบวาสารละลายพอลิแซ็กคาไรดมีความเสถียร

ในชวงอุณหภูมิ 4 - 60 องศาเซลเซียส  และคาความเปนกรด-เบส 5 - 7  โดยความเขมขนที่

เหมาะสมสําหรับการเปนสารกอการจับกลุม คือ 2 มิลลิกรัมตอลิตร    
  
 Mata และคณะ (2007) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Idiomarina fontislapidosi F32T   

Idiomarina ramblicola R22T  และ Alteromonas hispanica F23T  พบวาสารละลาย             

พอลิแซ็กคาไรดของทั้ง 3 สปชีส  มีความหนืดต่ําและมีลักษณะเปน pseudoplastic  นอกจากนี้ 

ยังพบวามีความสามารถในการกออิมัลชัน  และความสามารถในการจับกับโลหะบางชนิด 
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2.4   ปจจัยที่มีผลตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรีย  
 

 การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรีย  ข้ึนอยูกับปจจัย 2 ประการ คือ ชนิดของจุลินทรีย 

และภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ไดแก  แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  วิตามินและแรธาตุ  

อุณหภูมิที่บม  คาความเปนกรด-เบส  และปริมาณออกซิเจน เปนตน   

 
2.4.1   ชนิดของจุลินทรีย 
 

 การคัดเลือกจุลินทรียเพื่อนํามาผลิตพอลิแซ็กคาไรด  มีหลักเกณฑดังนี้  คือ  เปนจุลินทรีย

ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงในระยะเวลาสั้น    ยีนที่ควบคุมการผลิต                   

พอลิแซ็กคาไรดมีความเสถียรหรือใหผลผลิตสม่ําเสมอ   สามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนิด

โดยเฉพาะแหลงคารบอนราคาถูก   ทนตอการเปลี่ยนแปลงของภาวะแวดลอมไดดี   และให

ผลิตภัณฑอ่ืนที่ไมตองการในปริมาณต่ํา (Asai, 1968) 

 

 Toyosaki และคณะ (1995) รายงานวา จากการคัดแยก Acetobacter sp.  ที่เหมาะสม

ตอการผลิตเซลลูโลสจากผลไม ดอกไม และจากดิน  พบวา Acetobacter sp. BPR 2001 ที่      

คดัแยกไดจากผลไมมีความสามารถในการผลิตเซลลูโลสไดดีที่สุด 

  
2.4.2   แหลงคารบอน (carbon source) 
 

 แหลงคารบอนมีความสําคัญตอการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของจุลินทรีย         

โดยเปนแหลงพลังงานแกจุลินทรีย  และองคประกอบหลักของพอลิแซ็กคาไรด   จุลินทรียสามารถ

ใชแหลงคารบอนไดหลายชนิด ไดแก น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส  ฟรักโทส  กาแลกโทส  

แมนโนส  ไซโลส  และอะราบิโนส  น้ําตาลโมเลกุลคู เชน แลกโทส  มอลโทส  และซูโครส  น้ําตาล

เชิงซอน เชน แปง  และแอลกอฮอล เชน เมทานอล เปนตน (Masaoka และคณะ, 1993)  ดังแสดง

ในตารางที่ 2.5 

 

 

 

 

 



 19 

ตารางที่ 2.5   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรียและสารตั้งตนที่ใชผลิต 

 

 
 

 
ผลิตภัณฑ 

 
สารต้ังตน 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
Yield 

 
แหลงอางอิง 

 

แอลจิเนต 

 

 

พอลิเมอรของ 

ดี-กลูโคส  ด-ีแมนโนส        

6-ดีออกซี-แอล-แมนโนส  

และดี-ไรโบส 

 

เคอรดแลน ซักซิโนไกลแคน 

 

 

เคอรดแลน 

 

 

 

พอลิเมอรประกอบดวย 

ดี-กลูโคส 81.9% 

แอล-แรมโนส 14% 

แอล-กลูโคส 0.7% 

ดี-แมนโนส 1.9% 

ดี-กาแลกโทส 1.5% 
 

 

 

ซูโครส 

 

 

2% 

กลูโคส 

 

 

 

กลูโคส 

 

 

กลูโคส 

 

 

 

1.0 % 

เมทานอล 

 

 

 

 

 

 

 

Azotobacter vinelandii 

NCIB 9068 

 

Xanthomonas fuscans 

 

 

 

 

Alcaligenes faecalis 

var. myxogenes 10C3 

 

Alcaligenes faecalis 

var. myxogenes  

10C3 LFO 13140 

 

Methylocytis parvus 

OBBP 

 

 

 

 

 

 

 

5% 

25% 

 

35% 

 

 

 

 

n.a.* 

 

 

50% 

 

 

 

62% 

 

Bucke et al., 1975 

Deavin et al., 1977 

 

Konicek et al., 1977 

 

 

 

 

Amemura et al., 1977 

 

 

Harada et al., 1977 

 

 

 

Hou et al., 1978 
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ตารางที่ 2.5 (ตอ)   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรียและสารตั้งตนที่ใชผลิต 

 

 

 
ผลิตภัณฑ 

 
สารต้ังตน 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
Yield 

 

 
แหลงอางอิง 

 

พอลิแซ็กคาไรด 

 

 

พอลิแซ็กคาไรด 

 

 

พอลิเมอรของ 

กาแลกโทส  กลูโคส  

กรดกลูคูโรนิก และ

แมนโนส 

 

พอลิเมอรของ 

กลูโคส  กาแลกโทส  

แรมโนส  แมนโนส 

และอะเซทิลไพรูเวต 

 

เลแวน 

 

 

สเคอโรกลูแคน 

 

 

สเคอโรกลูแคน 

 

 

4.55% 

เมทานอล 

 

0.3% 

เมทานอล 

 

1% 

เมทานอล 

 

 

 

2% 

กลูโคส 

 

 

 

2% 

ซูโครส 

 

3% 

กลูโคส 

 

5% 

แปง 

 

Methylomonas mucose 

NRRL B-5696 

 

Methylomonas methanolica 

M13V mutant 

 

Pseudomonas  viscogena 

TS-1004 

 

 

 

Pseudomonas NCIB 11264 

 

 

 

 

Zygomonas mobilis      

NCIB 8938 

 

Sclerotium rolfsii  

ATCC 15026 

 

Sclerotium delphinii,  

Sclerotium glucanicum 

 

45.2% 

 

 

n.a.* 

 

 

n.a.* 

 

 

 

 

n.a.* 

 

 

 

 

< 2% 

 

 

1.5 - 2.2% 

 

 

1.4% 

1.8% 

 

Tam and Finn, 

1977 

 

Haggstrom, 1977 

 

 

Misaki et al., 1979 

 

 

 

 

William and 

Wimpenny, 1978 

 

 

 

Dawes et al., 1966 

 

 

Griffith and 

Compere, 1978 

 

Griffith and 

Compere, 1978 
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ตารางที่ 2.5 (ตอ)   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรียและสารตั้งตนที่ใชผลิต 

 

 

* n.a. : data not available 

ที่มา : Margaritis and Pace (1985)  

 
ผลิตภัณฑ 

 
สารต้ังตน 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
Yield 

 

 
แหลงอางอิง 

PS-7 gum  

กลูโคส 73% 

แรมโนส 16% 

กรดกลูคูโรนิก 11% 

 

พูลลูแลน 

 

 

ฟอสโฟแมนแนน 

 

 

เลแวน 

 

 

แซนแทนกัม 

 

 

กาแลกโทกลูแคน 

 

 

พอลิเมอรของ 

กาแลกโทส  กลูโคส 

และกรดกลูคูโรนิก 

 

3% 

กลูโคส 

 

 

  

5% 

กลูโคส 

 

4.4% 

น้ําตาล 

 

6% 

แลกโทส 

 

6% 

แลกโทส 

 

6% 

แลกโทส 

 

6% 

แลกโทส 

Beijerinckia indica var. 

mysogenes 

 

 

 

Aureobasidium pullulans S-1 

 

 

Hansenula holstii  

NRRL y-2448 

 

Alcaligenes viscosus  

NRRL B-182 

 

Xanthomonas campestris 

NRRL B-1459 

 

Zoogloa ramigera  

NRRL B-3669 

 

Arthrobacter  viscosus 

MRRL B-1973 

n.a.* 

 

 

 

 

50-60% 

 

 

20% 

 

 

2.5% 

 

 

38.3% 

 

 

55.6% 

 

 

0.7% 

Cottrell, 1980; 

Kang and 

McNeely, 1977 

 

 

Ono et al., 1977 

 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 
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 Sutherland (1977) รายงานวา น้ําหนักโมเลกุลของ EPS ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญของ    

จุลินทรีย   โดยฮอมอพอลิแซ็กคาไรดสวนใหญผลิตจากซูโครส  และมีสมบัติทางเคมีแตกตางกัน

ขึ้นอยูกับหลายปจจัย ไดแก ชนิดของอาหาร  ระยะเวลาในการเจริญ  ความเขมขนของซูโครส  

และการผลิตเอนไซมที่ใชในการตัดสายพอลิแซ็กคาไรด   

 

  Cerning และคณะ (1992) รายงานวา Lactococcus lactis subsp. lactis และ 

Lactobacillus casei  subsp. casei  เมื่อเลี้ยงในนมที่ผานการแยกเอาโปรตีนและไขมันออก

บางสวนพบวา   ถามีการเติม casamino acids 1 เปอรเซ็นต   โดยมีกลูโคส หรือซูโครสอยูดวย  

จะทําใหการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเพิ่มข้ึน   และไดสรุปวาการเติมกลโูคส หรือซูโครส จะทําใหเชื้อ

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมากขึ้น 

 

 Oikawa และคณะ (1995) รายงานวา Acetobacter xylinum KU-1 เมื่อเล้ียงในอาหารที่

ใชแมนนิทอล  และอะราบิทอล  เปนแหลงคารบอน  พบวาการใชแมนนิทอล 0.5 เปอรเซ็นต เชือ้ให

ผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนถึง 3 เทา และการใชอะราบิทอล 1.5 

เปอรเซ็นต  เชื้อใหผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใชกลูโคสเปนคารบอนถึง 6 เทา 

  

 Robert และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS โดย Bifidobacterium longum    

BB-79  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีประจุลบ  และสามารถผลิต EPS ไดสูงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง   เมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ไดไปผานกระบวนการตกตะกอนดวยเอทานอล  และทําให

บริสุทธิ์มากขึ้นดวยการนําไปไดแอลิซิส จากนั้นทําใหแหงดวยไลโอฟไลเซอร และทําใหบริสุทธิ์

ยิ่งขึ้นดวยการผาน anion exchange และ gel – filtration chromatography  นํา EPS ที่ไดไป

ตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลดวย GLC-mass spectrography พบวา EPS มีน้ําหนักโมเลกลุมากกวา 

200,000 ดาลตัน  โดย EPS ที่ผลิตไดมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเปนองคประกอบ คือ กาแลกโทส และ

เฮกโซส  ท่ีไมสามารถจําแนกชนิดได  โดยอาจเปนกลูโคสปริมาณเล็กนอย  นอกจากนี้ยังพบวา 

เมื่อเลี้ยงเชื้อในแลกโทส  สามารถผลิต EPS ไดสูงสุด 

 

 Manca de Nadra และ Strasser de Saad (1995) รายงานวา Pediococcus 

pentosaceus  ที่แยกไดจากไวน  สามารถผลิต EPS ไดจากน้ําตาลหลายชนิด คือ กลูโคส  

ฟรักโทส  และซูโครส  แตปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากซูโครสจะสูงที่สุด  
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 Grobben และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS จาก Lactobacillus 

delbrueckckii subsp. bulgaricus เพิ่มข้ึน  เมื่อเพิ่มปริมาณกลูโคส  และพบวากลูโคสเปนสารที่

จํากัด (limiting reagent) เมื่อมีปริมาณต่ํากวา 18 กรัมตอลิตร 

 

 Kojima และคณะ (1998) รายงานวา Acetobacter xylinum subsp. nonacetoxidan

และ Acetobacter xylinum subsp. nov BPR 2001 เปนสายพันธุใหมที่เจริญและสรางเซลลูโลส

ในอาหารที่มีแหลงคารบอนเปนซูโครส  และพบวาตางจาก Acetobacter sp. อ่ืน คือ ไมสามารถ

ออกซิไดสอะซิเทต  และแลกเทต  ใหเปนคารบอนไดออกไซดและน้ําได   

 

 Santos และคณะ (2000) รายงานวา การผลิตเดกซแทรนของ L. mesenteroides 

NRRLB512 (f)   โดยใชวิธีการหมักแบบแบชและแบบตอเนื่องพบวา  การเจริญของเซลลไมถูก

ยับยั้งเมื่อใชความเขมขนของซูโครสมากขึ้น  แตความเขมขนของซูโครสที่มากกวา 40 กรัมตอลิตร

ข้ึนไป  มีผลทําใหการนําผลผลิตออกจากเซลลยากขึ้น 

  

 Celik และคณะ (2008) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa G1 

และ Pseudomonas putida G12  เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แปรผันแหลงคารบอน  ไดแก 

กลูโคส   แมนโนส   ฟรักโทส   และไซโลส   พบวาแบคทีเ รียทั้ง  2 สายพันธุสามารถผลิต                

พอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุด  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลสเปนแหลงคารบอน  และเมื่อทําการทดลอง

แปรผันความเขมขนของไซโลสตั้งแต 2 – 6% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวาสายพันธุ G1 

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ 368 มิลลิกรัมตอลิตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลส            

ความเขมขน 3% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ในขณะที่สายพันธุ G12 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ

262 มิลลิกรัมตอลิตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลส  ความเขมขน 2% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 
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2.4.3   แหลงไนโตรเจน (nitrogen source) 
 

 เซลลแบคทีเรียมีองคประกอบของไนโตรเจนประมาณ 8 - 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนัก   

เซลลแหง  ความตองการไนโตรเจนของแบคทีเรียจะขึ้นอยูกับสายพันธุ และปจจัยทางสิ่งแวดลอม 

เชน อุณหภูมิ  คาความเปนกรด-เบส  และออกซิเจน เปนตน   โดยสารอาหารไนโตรเจนสําคัญ  

ตอการเจริญของแบคทีเรีย  แตถาปริมาณของไนโตรเจนในอาหารมากเกินไป  จะไปลด

ประสิทธิภาพการเปลี่ยนคารโบไฮเดรตเปนพอลิแซ็กคาไรด (BeMiller and Whistler, 1996)  

แหลงไนโตรเจนของจุลินทรีย ประกอบดวย  แหลงไนโตรเจนอนินทรีย เชน แอมโมเนียมซัลเฟต  

แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และแอมโมเนียมคลอไรด  เปนตน  และแหลงไนโตรเจน

อินทรีย  เชน beef extract,  peptone,  tryptone,  soybean hydrolysate,  soytone, casamino 

acid  และ corn steep liquor เปนตน 

 

 Abbad และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS โดย Bifidobacterium longum    

เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีแลกโทสเปนองคประกอบ  สามารถผลิต EPS ได 140 มิลลิกรัมตอลิตร   

และสามารถสรางไดมากที่สุดเมื่อมีการใชแหลงไนโตรเจนเปนเพปโทน กับสารสกัดจากยีสต        

โดยใชแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ในการควบคุมความเปนกรด-เบส  และพบวาพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีน้ําหนักโมเลกุล 1.2 เมกกะดาลตัน  และ 0.36 เมกกะดาลตัน 
 
 Oikawa และคณะ (1995) รายงานวา การใชทริปโทนรวมกับสารสกัดจากยีสต  ในการ

ผลิตเซลลูโลสจาก  Acetobacter xylinum  พบวาใหผลผลิตสูงกวาที่ใชทริปโทนหรือสารสกัดจาก

ยีสตอยางใดอยางหนึ่ง  นอกจากนี้ยังพบวา  การใชพอลิเพปโทนรวมกับสารสกัดจากยีสตในการ

ผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum KU-1  พบวาใหผลผลิตสูงกวาเดิมถึง 2 เทา 

 

 Msuoka และคณะ (1996) รายงานวา การศึกษาผลของกรดอะมิโนตอการผลิตเซลลูโลส  

โดยการเปรียบเทียบกับ corn steep liquor ที่เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด  เนื่องจากมีกรดอะมิโน

หลายชนิดเปนองคประกอบ  พบวา ในอาหารที่มีเมไธโอนีนเพียงอยางเดียว  มีปริมาณเซลลูโลส

ใกลเคียงกับอาหารที่มีกรดอะมิโนทั้ง 14 ชนิด  และในอาหารที่ไมมีเมไธโอนีนจะมีปริมาณ

เซลลูโลสที่ต่ํากวามาก   นอกจากนี้ยังไดทดลองแปรปริมาณเมไธโอนีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4 

ระดับ คือ 0  0.0025  0.005  และ 0.0075% (น้ําหนักตอปริมาตร)  พบวาปริมาณเมไธโอนีนที่ใช 

คือ 0.005% (น้ําหนักตอปริมาตร)  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหผลการเจริญของเชื้อและการ

ผลิตเซลลูโลสดีที่สุด 
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 Behravan และคณะ (2003) รายงานวา กากน้ําตาลจากโรงงานผลิตน้ําตาล และสาร

สกัดจากรําขาวสาลี (wheat bran extract)  สามารถนํามาใชเปนแหลงคารบอนและแหลง

ไนโตรเจนที่มีราคาถูกและหาไดทั่วไปในทองถิ่น   โดยทดลองแปรผันความเขมขนเพื่อหาปริมาณ

ของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเดกซแทรนจาก L. mesenteroides 

สายพันธุ NRRL B-512  รวมทั้งทดลองแปรผันคาความเปนกรด-เบส  พบวาความเขมขนของ

กากน้ําตาลและรําขาวสาลีที่เหมาะสมคือ 20% และ 15% (น้ําหนักตอปริมาตร) ตามลําดับ              

คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม คือ 7.5  โดยสามารถผลิตไดเดกซแทรนได 9.44 กรัมตอ 100 

มิลลิลิตรของซูโครส 

 

 Banik และคณะ (2007) รายงานวา องคประกอบของอาหารที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง 

Sphingomonas paucimobilis ATCC-31461 เพื่อผลิตเจลแลน ประกอบดวย กากน้ําตาล        

ทริปโทน  casamino acid  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออรโธฟอสเฟต  และแมงกานีสคลอไรด ปริมาณ 

112.5  1.0  1.0  1.0  และ 0.947 กรัมตอลิตร  ตามลําดับ  โดยสามารถผลิตเจลแลนไดถึง 13.814 

กรัมตอลิตร 

 
2.4.4   อุณหภูมิ 
 

 จากการศึกษาที่ผานมาพบวา   การผลิต EPS ของแบคทีเรียสวนใหญจะสูงขึ้นเมื่อมีแหลง

คารบอนในปริมาณมาก  และที่อุณหภูมิต่ํา (Sutherland, 1977; Souw and Demain, 1979; Shu 

and Yang, 1990)  อยางไรก็ตาม สําหรับแบคทีเรียบางชนิด  ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดของแตละสายพันธุอาจแตกตางกันไป  บางสายพันธุอาจจะผลิตพอลิแซ็กคาไรด ไดดีที่

ภาวะที่ไมใชภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต เชน ภาวะที่มีปริมาณไนโตรเจนนอยและจํากัด  

ในขณะที่ปริมาณนํ้าตาลสูง  (Sutherland, 1979; Cerning, 1990) หรือเมื่ออุณหภูมิต่ํากวา

อุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญเติบโต (Cerning, 1992)   

 

 ผลของภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียแตละชนิด 

แตกตางกันไป   ทั้งนี้อาจเปนเพราะกลไกการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อแตกตางกัน  เชน      

หากการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเกิดควบคูไปกับการเจริญเติบโตของเชื้อ (growth-assosiated)  

ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเพื่อใหไดปริมาณมาก   ควรจะเปนภาวะที่เหมาะสม

ตอการที่จะทําใหชวงเวลาของการเจริญเติบโตของเชื้อเปนไปไดนาน  ในขณะที่เชื้อมีอัตราการผลิต 

พอลิแซ็กคาไรดสูง  (Andaloussi และคณะ, 1995) 
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 Garcia-Garibay และ Marshall (1991) รายงานวา การผลิต EPS จาก Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus  เมื่อเจริญที่ภาวะตาง ๆ พบวาอุณหภูมิสูงทําใหการสราง EPS ตอ

เซลลต่ํา   นอกจากนี้การเติม hydrolysed casein ในอาหาร MRS เพื่อเปนแหลงไนโตรเจนพบวา

ไมมีผลตอการเพิ่มข้ึนของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  และจากการศึกษาเบื้องตนพบวา EPS มี

สมบัติเปนไกลโคโปรตีน 

 

 Cerning (1991) รายงานวา การคัดแยกและศึกษาสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย 

Slime-Forming Mesophilic Lactic Acid Bacteria พบวา เชื้อที่สามารถสรางเมือกเหนียว ไดแก 

Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris และ    

Lactobacillus casei  subsp. casei  ผลิตเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเปน

องคประกอบ คือ กลูโคส  กาแลกโทส  แมนโนส และแรมโนส  โดยสามารถผลิตไดประมาณ         

30 – 600 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อเลี้ยงในน้ํานม   นอกจากนี้ยังพบวา  ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เชื้อสามารถผลิต EPS ไดปริมาณมากกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 50 – 60%  และ

การเติมกลูโคสหรือซูโครส ลงในน้ํานมหรือหางนมจะมีผลชวยเสริมการผลิต EPS 

 

 Grobben และคณะ (1995) รายงานวา Lactobacillus delbrueckckii subsp. 

bulgaricus  NCFB 2772 สามารถผลิต EPS เมื่อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส หรือแลกโทส

เปนแหลงคารบอน   พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเปนองคประกอบ คือ 

กลูโคส  กาแลกโทส และแรมโนส  ในอัตราสวน 1 : 6.8 : 0.7  นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อบมเชื้อที่

อุณหภูมิสูงจะมีการผลิต EPS สูงขึ้น  แตเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 47 องศาเซลเซียส เชื้อจะสูญเสีย

ความสามารถในการผลิต EPS   โดยมีลักษณะการผลิตแบบ growth-related   และการมีแหลง

คารบอนปริมาณมากไมมีผลตอการเพิ่มข้ึนของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด         

 

 Van den Berg และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS โดย Lactobacillus sake   

O-1   เมื่อเล้ียงเชื้อบนอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยวเปนองคประกอบ คือ กลูโคส  และแรมโนส  ในอัตราสวน 3 : 2  มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย            

6 X 106 ดาลตัน   และเมื่อนํา EPS มาละลายน้ําใหมีความเขมขน 1% (น้ําหนักตอปริมาตร)  

พบวา EPS ที่ผลิตไดมีความขนหนืดมากกวาแซนแทนกัม  เมื่อวัดความหนืดดวยความเร็วรอบ

ในชวง 0 – 300 รอบตอนาที   นอกจากนี้เมื่อทําการทดลองโดยใชวิธีการหมักแบบแบช (batch 

culture fermentation)   เพื่อศึกษาอัตราการผลิต EPS  พบวาอัตราการผลิตสูงสุด 1.4 กรัมตอ

ลิตร ในภาวะไรอากาศ ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-เบส 5.8   และเมื่อเลี้ยงเชื้อ
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ที่อุณภูมิ 10 องศาเซลเซียส  พบวาการผลิต EPS ตอกรัมของมวลชีวภาพ (biomass) เพิ่มข้ึนจาก 

600 มิลลิกรัม ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปน 700 มิลลิกรัม ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  แต

อัตราการเจริญในระยะเอกซโพเนนเชียลลดลงจาก 0.16 เปน 0.03 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง โดยเริ่มมี

การผลิต EPS เมื่อเขาสูในชวงเริ่มตนของ growth phase  และเมื่อศึกษาการเจริญโดยแปรผัน

แหลงคารบอน ไดแก กลูโคส  กาแลกโทส  แมนโนส  ฟรักโทส และซูโครส  พบวาองคประกอบของ

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดไมมีความแตกตางกัน 

 
2.4.5   คาความเปนกรด-เบสเริ่มตน (pH) 
 

 คาความเปนกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อเปนอีกปจจัยหนึ่งที่ตองมีการควบคุมกอน    

การหมัก  เพื่อใหไดภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของจุลินทรีย   

เนื่องจากคาความเปนกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อ  จะมีผลโดยตรงตอการทํางานของเอนไซม   

ในกระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย   โดยจุลินทรียสวนใหญจะผลิต EPS ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มีคาความเปนกรด-เบสเปนกลาง (Roseiro, 1992) 

 

 Oikawa และคณะ (1995) รายงานวา จากการศึกษาผลของคาความเปนกรด-เบสตอการ

ผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter sp. โดยการแปรผันคาความเปนกรด-เบสเริ่มตนในชวง 3.0 - 8.0 

พบวา คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมสําหรับผลิตเซลลูโลส คือ 5.0 เมื่อใชอะราบิทอลเปนแหลง

คารบอน 

 

 Karthikeyan และคณะ (1996) รายงานวา ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนโดยใช

วิธีการหมักแบบแบช   มีดังนี้  สารอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรน ประกอบดวย ซูโครส  

สารสกัดจากยีสต และ ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ปริมาณ 300 10 และ 30 

มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม คือ 8.3 และอุณหภูมิที่เหมาะสม 

คือ 23 องศาเซลเซียส  โดยปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตไดจากการหมักดวยวิธีนี้ คือ 154 มิลลิกรัม

ตอลิตร 

 Kim และคณะ (2003) รายงานวา ความเขมขนของซูโครสในอาหารเลี้ยงเชื้อ  คาความ

เปนกรด-เบส และอุณหภูมิ ในการเลี้ยง L. mesenteroides B512FMCM มีผลตอการผลิต      

เดกซแทรนขนาดโมเลกุลตาง ๆ  และการเกิดกิ่งสาขาของเดกซแทรน   โดยพบวาการเพิ่มความ

เขมขนของซูโครส จะสงผลใหมีการผลิตเดกซแทรนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กลง (low – molecular 

weight dextran; LMWD (นอยกวา 105 ดาลตัน)) และเกิดการสรางกิ่งสาขาเพิ่มข้ึน  สําหรับผล
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ของอุณหภูมิในชวงทดลอง  (4 – 45 องศาเซลเซียส) พบวาไมมีผลตอขนาดโมเลกุลของ                

เดกซแทรนมากนัก  แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้นจะมีผลตอการเกิดกิ่งสาขาเพิ่มมากขึ้น  นอกจากนี้

การปรับคาความเปนกรด-เบสในชวง 4.5 – 6.0 จะไมมีผลทั้งขนาดโมเลกุลและการเกิดกิ่งสาขา

ของเดกซแทรน   โดยการควบคุมการผลิตเดกซแทรนใหมีลักษณะที่แตกตางกัน จะเปนแนวทาง

สําคัญในการนําเดกซแทรนชนิดตาง ๆ มาใชประโยชน 

  

 Bueno และ Garcia-Cruz (2006) รายงานวา Pseudomonas sp. และ Arthrobacter 

sp. จํานวน 6 สายพันธุ ไดแก 3B 4B  7B  21B  18E  และ 21D ที่คัดแยกไดจากดิน  พบวา

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได   และจากการศึกษาผลของคาความเปนกรด-เบสเริ่มตนในอาหาร

เล้ียงเชื้อตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม

คาความเปนกรด-เบสเร่ิมตนในอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 5.0 เปน 7.0  แตที่คาความเปนกรด-เบส 8.0  

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาลดลง 

  

 Ayala-Hernandez และคณะ (2008) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Lactococcus lactis 

subsp. cremoris (JFR1)  พบวาพอลิแซก็คาไรดที่ผลิตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคาความเปน  

กรด-เบสเริ่มตน 5.5  มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา

ความเปนกรด-เบส 6.5  

 
2.4.6   ออกซิเจน 
 

 ออกซิเจนที่เขารวมในกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลลจุลินทรีย  จะอยูในรูปของ

โมเลกุลของออกซิเจนที่ละลายได (dissolve oxygen molecule : DO)   โดยออกซิเจนก็เปนอีก

ปจจัยที่สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย  เชนเดียวกับกลูโคส   แตที่ออกซิเจนแตกตางจาก

สารอาหารอื่น คือ การละลายของออกซิเจนในน้ํามีปริมาณจํากัด เชน ในการหมักปกติสามารถ

ละลายกลูโคสไดถึง 10,000 มิลลิกรัมตอลิตร   ในขณะที่ออกซิเจนละลายไดนอยกวา 10 มิลลิกรัม

ตอลิตร   โดยการสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศเขาสูเซลลมีหลายขั้นตอน ดังนี้ 

 1)   การสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศใหละลายเขาไปในอาหารเหลว 

 2)   การสงผานออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลวไปยังเซลลจุลินทรีย 

 3)   การดูดซึมออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลวเขาสูเซลลจุลินทรีย 
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 โดยออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายของการสรางพลังงาน  และถูกกระตุนจาก 

ไซโทโครมออกซิเดส ในกระบวนการหายใจ 

 

 จากการศึกษาการผลิตแซนแทนกัม และพอลิแซ็กคาไรดชนิดอื่น ๆ โดยแบคทีเรีย  พบวา

แบคทีเรียสวนใหญตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโตและผลิตพอลิแซ็กคาไรด (Atkinson and 

Mavituna, 1983; Cerning, 1990)   

 

 Watanabe และ Yamanaka (1995) รายงานวา จากการศึกษาผลของออกซิเจนตออัตรา

การผลิตและลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum สายพันธุตาง ๆ 

ภายใตภาวะนิ่ง (static culture) ในถังหมัก   พบวาอัตราการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน 25 เปอรเซ็นต 

เมื่อปริมาณออกซิเจนที่ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ (oxygen tension) มีคาเทากับ 10 – 15 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร  และเมื่อเพิ่มปริมาณออกซิเจนท่ีผิวหนาใหอยูในชวง 15 – 30 เปอรเซ็นต  พบวา

อัตราการเจริญของเซลลคงที่   และเมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสโดยใช 

scanning electron microscopy (SEM)  พบวาความหนาแนนของเสนใยที่ภาวะ oxygen 

tension เทากับ 50 เปอรเซ็นตมีมากที่สุด และความหนาแนนของแผนเซลลูโลสจะลดลงเมื่อ 

oxygen tension เพิ่มข้ึน 

  

 Chao และคณะ (2000) รายงานวา จากการศึกษาการผลิตเซลลูโลสใน 50 L Internal – 

loop airlift reactor   โดยใช  Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001 พบวา

อัตราการผลิตเซลลูโลสในถังหมักแบบ airlift มีคาเทากับ 0.0567 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง โดย

มากกวาการผลิตเซลลูโลสโดยใช agitated – stirred fermenter และเมื่อมีการเติมออกซิเจนใน

อากาศที่ใหแกถังหมัก 50 เปอรเซ็นตของปริมาณอากาศที่ใหแกระบบ  พบวาอัตราการผลิต

เซลลูโลสเพิ่มข้ึนเปน 2 เทา    
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ตารางที่ 2.6   ตัวอยางองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่ใชเล้ียงเชื้อเพื่อผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดตาง ๆ ในอุตสาหกรรม (Monica, 2003) 
 

 

พอลิแซ็กคาไรด 
 

 

ระบบเลีย้งเชื้อ 
 

ภาวะเลี้ยงเชือ้ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

แอลจิเนต 
 

แบบตอเนื่อง 
 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

คาความเปนกรด-เบส 7.2 

ใหอากาศแกระบบ  

(ออกซิเจนในปริมาณที ่

มากเกินพอ ไมกระตุนการ

สังเคราะห EPS) 

มีการเขยา 

 

ซูโครส (20 กรัมตอลิตร) 

เปนแหลงคารบอน 
 

การผลิตEPS สูงขึ้นอยาง

รวดเร็วเมื่อจํากัด 

ปริมาณโมลิบดีนัม 

(molybdenum) และ

ฟอสฟอรัสในระบบ 
 

เดกซแทรน 
 

แบบแบช 
 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส 

(อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

สําหรับการเจริญของเชื้อ และ

อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซยีส 

สําหรับการผลิต EPS) 

คาความเปนกรด-เบส 6.0 

(สําหรับการผลิต EPS) 

ไมมีการใหอากาศในชวง

กระตุนการผลิต EPS 

 

ซูโครส (5-10 กรัมตอลิตร) 

เปนแหลงคารบอน 
 

ไนโตรเจนและแคลเซียม 

คลอไรดในปริมาณมาก 

จะกระตุนการสังเคราะห EPS 

 

แซนแทนกัม 
 

แบบแบชหรือ

แบบตอเนื่อง 

 

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส 

คาความเปนกรด-เบส 7.0 

ใหอากาศแกระบบ  

(0.5 - 0.75 ลิตรตอนาที  

ในชวงแรก จากนัน้  

0.75 - 1.5 ลิตรตอนาท ี 

ในชวงที่ความหนืดของ 

น้ําเลีย้งเชื้อสูงขึ้น) 

มีการเขยา 

 

กลูโคส (2 – 3.5 กรัมตอลิตร) 

เปนแหลงคารบอน 
 

มีไนโตรเจน ซลัเฟอรหรือ

ฟอสฟอรัสในปริมาณที่จาํกดั 
 

ควบคุมอัตราการเจือจาง 
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 การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียในปริมาณมาก ๆ นั้น   จําเปนตองคํานึงถึง       

ความคุมทุน   อาหารเลี้ยงเชื้อเปนปจจัยที่สําคัญอันหนึ่งสําหรับคาใชจายในการผลิต   ทั้งนี้สูตร

อาหารที่จะใชในอุตสาหกรรมควรมีราคาถูกและใหการเจริญตลอดจนการผลิตสารที่ตองการไดดี      

ปกติแลวการเขาสูสูตรอาหาร   ปจจัยที่ควรคํานึงถึงอยางมาก คือ แหลงคารบอนและไนโตรเจน    

แหลงคารบอนที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาจเตรียมไดจากผลิตภัณฑเหลือใชทางการเกษตร   

ในขณะที่แหลงไนโตรเจนยังอาจเปนชนิดอินทรีย  อนินทรีย  หรือรวมกัน    โดยไนโตรเจนอินทรียก็

สามารถเตรียมไดจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหรือแหลงที่มีราคาถูกอื่น ๆ ได  

   

  สืบเนื่องจากการที่ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม   หลังฤดูการเก็บเกี่ยวแตละป   

จะมีวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟางขาว  ซังขาวโพด  แกลบ  ชานออย  กากเมล็ดฝาย         

กากถั่วเหลือง  และกากเมล็ดทานตะวัน เหลือเปนจํานวนมาก   และจากการที่วัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรเหลานี้ (ฟางขาว ซังขาวโพด แกลบ และชานออย) มีเซลลูโลสเปนองคประกอบ       

สวนใหญ เชน   ชานออย มีเซลลูโลสเปนองคประกอบมากถึง 33-41% (Paturua, 1989) ฟางขาว

มี 32.1 - 36% (Virkola, 1975) เปนตน จึงมีการศึกษาเพื่อนําเซลลูโลสจากวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรเหลานี้มาใชเปนสับสเตรทหรือแหลงคารบอนในการผลิตสารเคมีตาง  ๆ เชน               

แอลกฮอลล  กรดอะซีติก  และกรดอินทรียอ่ืน ๆ    สวนกากเมล็ดฝาย กากถั่วเหลือง และ         

กากเมล็ดทานตะวัน มีการศึกษาเพื่อนํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย   

(สุภาพร ชาติวรพงศา, 2536)    

 
2.5   สวนประกอบในวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 

 วัสดุเหลือใชทางการเกษตรจัดเปนวัสดุลิกโนเซลลูโลสิก (lignocellulosic material) มี

สวนประกอบหลัก ไดแก เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน (ligin)  ในปริมาณที่แตกตางกัน

ขึ้นอยูกับสายพันธุและภาวะที่เจริญเติบโต (ชมพูนุช   หาญนันทวิวัฒน, 2547) 

 

 2.5.1   โครงสรางของเซลลูโลส 

 

  เซลลูโลสเปนพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวย ดี-กลูโคส เชื่อมตอกันดวยพันธะ   

β-1,4 ไกลโคซิดิก เปนสายตรง ไมมีแขนงยอย (unbranched polymer) มีสูตรทั่วไป คือ 

(C6H10O5)n   เซลลูโลสเปนองคประกอบที่ใหความแข็งแรงในพืช   โดยธรรมชาติของพืชจะไมพบ

เซลลูโลสอยูในรูปอิสระ แตมักพบอยูรวมกับลิกนิน  เฮมิเซลลูโลส  เพนโทแซน (pentosans)  กัม 
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(gum)  แทนนิน (tannin)  ไขมัน  และสารเกิดสี (colouring matter) เปนตน (Paturau, 1989)   

การจัดเรียงตัวของหนวยดี-กลูโคสจะอยูในลักษณะ chair form   แตละโมเลกุลในสายเซลลูโลสจะ

เชื่อมตอกันดวย พันธะไฮโดรเจน (Intra molecule H-bond) ระหวางหมูไฮดรอกซิล ที่คารบอน

ตําแหนงที่ 3 กับออกซิเจนที่อยูในวงแหวน (ring) ของโมเลกุลถัดไป   และเชื่อมตอระหวางสาย

เซลลูโลสที่ขนานกันดวยพันธะไฮโดรเจน (Intermolecular H-bond) ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 6 

กับออกซิเจนที่เชื่อมระหวางโมเลกุลดี-กลูโคสในอีกสาย (Nisizawa, 1973) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 

และรูปที่ 2.3  

 

 
 

รูปที่ 2.2   ลักษณะการจัดเรยีงตัวของหนวยกลูโคสในเซลลูโลส ( http://www. greenspirit.org.uk ) 

 

 

 
 

รูปที่ 2.3   เซลลูโลสในเซลลพืช ( http://www. learners.in.th ) 
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 จํานวนหนวยของกลูโคสในสายของเซลลูโลสไมสามารถทราบจํานวนที่แทจริงได แต

ประมาณไดวาตองมีจํานวนมาก   ตั้งแต 1,000 ถึง 10,000 หนวยกลูโคส แตกตางกันไปตามชนิด

ของพืช (Tsao and Chiang, 1983)   เชน degree of polymerization ของเซลลูโลสในไฟเบอร

ของพืชจําพวกฝายและปาน  มีจํานวนหนวยกลูโคส ตั้งแต 6,500 ถึง 9,000 หนวย (Meyer, 1961)  

  

 ผนังของเซลลพืชจะมีเซลลูโลสจัดเรียงตัวเปนแถบ ไมติดตอกันโดยตลอด   เมื่อเซลลแก

เต็มที่ภายในชองวางจะเต็มไปดวยลิกนิน  ที่ไมละลายน้ําและสารอินทรียชนิดใด   โดยจะอยูรอบ 

เซลลูโลส  และทําหนาที่ปองกันเซลลูโลสจากการยอยสลาย   นอกจากนี้ ยังมีพอลิแซ็กคาไรดอ่ืน  

ที่ปะปนอยูกับเซลลูโลสในผนังเซลลพืช   ไดแก  ไซแลน   แมนแนน   พอลิยูโรไนด   อะราบิแนน   

และกาแลกแตน   แตมักพบในปริมาณที่นอยกวาเซลลูโลส (Gokoyr และ Ereken, 1986)  

 

 เซลลูโลสมีโครงสรางที่ซับซอน และไมละลายน้ํา ตัวทําละลายอินทรีย หรือสารละลายเบส

ออน แตสามารถละลายไดดีในกรดหรือเบสแก   ดังนั้นจึงสามารถแบงชนิดของเซลลูโลสตาม    

การละลายในโซเดียมไฮดรอกไซด  ไดเปน 3 ชนิด (Paturua, 1989) คือ 

1.   แอลฟา-เซลลูโลส (α-cellulose)   เปนเซลลูโลสที่ไมละลายน้ํา แตละลายใน 17.5% ของ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่อุณหภูมิหอง 

2.   บีตา-เซลลูโลส (β-celulose)   เปนเซลลูโลสที่ละลายใน 17.5% ของสารละลายโซเดียม     

ไฮดรอกไซด  แตตกตะกอนไดงายเมื่อสารละลายมีสภาพเปนกรด 

3.   แกมมา-เซลลูโลส (γ-cellulose)   เปนเซลลูโลสที่ละลายใน 17.5% ของสารละลายโซเดียม  

ไฮดรอกไซดและกรด   แตสามารถตกตะกอนไดในแอลกฮอลล  

  

 2.5.2   โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส 

 

  เฮมิเซลลูโลสเปนสวนประกอบที่สามารถละลายใน 17.5% ของสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเย็น ได (Paturau, 1989)  เฮมิเซลลูโลสไมใชสารเริ่มตนของเซลลูโลส  และ

ไมไดเปนสวนใดสวนหนึ่งในกระบวนสังเคราะหเซลลูโลส  แตเฮมิเซลลูโลสเปนกลุมของเฮเทอโร

พอลิแซ็กคาไรดที่ในโมเลกุลประกอบดวย  น้ําตาลตั้งแต 2 – 4 ชนิดขึ้นไป  มีทั้งน้ําตาลเฮกโซส

และเพนโทส   น้ําตาลที่พบมากที่สุด คือ ไซโลส  และอะราบิโนส   นอกจากนั้นยังพบกลูโคส   

แมนโนส  กาแลกโทส  และกรดกลูคูโรนิก  เฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบในโครงสรางของผนัง

เซลลพืช   โดยรวมอยูกับลิกนินและเซลลูโลส  มีสมบัติไมละลายน้ําแตละลายไดในสารละลายเบส 

(Paturau, 1989; Kirk, 1983)   ดงัแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4   ตัวอยางน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวทีเ่ปนองคประกอบของเฮมิเซลลูโลส  

(http:// www.engin.umich.edu) 

 

 ในรําขาวสาลีประกอบดวยเฮมิเซลลูโลสประมาณ 43% ของคารโบไฮเดรตทั้งหมด  และ

โครงสรางโมเลกุลของเฮมิเซลลูโลสประกอบดวย  อะราบิโนส 59%  ไซโลส 38.5%  และ             

กรดกลูคูโรนิก 9%  และเปนสายแขนงของอะราโบไซแลนเปนสวนใหญ  ในโมเลกุลประกอบดวย

หนวยยอยของน้ําตาลประมาณ 300 หนวย (DeMan, 1990)  

 

 2.5.3   โครงสรางของลิกนิน 

 

  ลิกนินไมใชคารโบไฮเดรต  แตจะทําหนาที่เคลือบผนังเซลลพืช   ลิกนินเปน       

พอลิเมอรของสารประกอบอะโรมาติก (aromatic compound) หรือเรียกวาเปน ฟโนลิกพอลิเมอร  

(phenolic polymer)  ดังแสดงในรูปที่ 2.5  ที่ตําแหนงแอลฟา และบีตาของโมเลกุลลิกนิน       

อาจเกิดการเชื่อมกันระหวางโมเลกุล  หรือคารบอนในหนวยฟนอล  อาจเกิดพันธะกับคารบอนใน

อีกหนวยหนึ่งภายในสายพอลิเมอรที่ประกอบกันเปนโมเลกุลลิกนิน  ทําใหลิกนินมีโครงสรางที่

แข็งแรง  ไมละลายน้ํา แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียบางชนิด เชน  ในเอทานอล 

หรือ เมทานอลที่รอน  และในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   ปกติลิกนินจะอยูในโครงสรางของ

เซลลพืชบริเวณรอบเซลลูโลส  โดยเปนตัวปองกันเซลลูโลสจากการยอยอีกดวย  (Biely, 1985)   
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รูปที่ 2.5   ตัวอยางองคประกอบของลิกนนิ (http:// www.engin.umich.edu) 

 
2.6   การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 

 การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ทําได 2 วิธี คือ การยอยดวยสารเคมี (Chemical 

Hydrolysis)  และการยอยดวยเอนไซม (Enzymatic Hydrolysis) 

 

 2.6.1   การยอยดวยสารเคมี 

 

  เปนการยอยดวยสารละลายกรดหรือสารละลายเบส   โดยจะเกิดปฏิกิริยาการ

ทําลายพันธะไกลโคซิดิก ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 กับออกซิเจน   เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส

เปนพอลิเมอรของน้ําตาล   เมื่อนํามาทําการยอยจะไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว  ถาเซลลูโลสถูกยอย

อยางสมบูรณ  จะไดกลูโคลเพียงอยางเดียว   ถาการยอยไมสมบูรณจะไดทั้งกลูโคส  เซลโลไบโอส 

และโอลิโกแซ็กคาไรด  ปนกัน   สวนเฮมิเซลลูโลสเมื่อถูกยอย  จะใหน้ําตาลเพนโทสหลายชนิดปน

กัน  ขึ้นอยูกับโครงสรางของเฮมิเซลลูโลส 
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การยอยดวยสารเคมีแบงตามวิธีของ Paquot และคณะ (1984) ไดเปน 2 ประเภท คือ  

 

 2.6.1.1   การยอยดวยกรด (Acid Hydrolysis) แบงเปน 2 กระบวนการ ดังนี้ 

 

  2.6.1.1.1   Homogeneous process   เปนกระบวนการที่ใชกรดแก เชน       

กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) หรือกรดซัลฟูริก (sulfuric acid) ผลิตภัณฑสวนใหญที่ได 

คือ กลูโคส  แตมีขอเสีย คือ ตองมีการแยกกรดออกจากน้ําตาลกอนนําไปใช  และจะมีปญหาดาน

การผุกรอนของเครื่องมือ 

    

  2.6.1.1.2   Heterogeneous process   เปนกระบวนการที่ใชกรดออนกวา แตใช

อุณหภูมิสูงกวา 180 องศาเซลเซียส   วิธีนี้ไมสามารถนํากรดกลับมาใชใหมได  นิยมใชกันมากใน

อุตสาหกรรมผลิตไฮโดรเซลลูโลส (hydrocellulose) และ gel – form microcrystalline cellulose 

แตจะใหผลผลิตต่ํา (50 – 55%)  

 

 การยอยดวยกรด  จะทําใหเพนโทแซนในเฮมิเซลลูโลสเปลี่ยนเปนเฟอรฟูรัล (furfural)       

ที่เปนพิษตอเซลลได (Paturau, 1989) ดังสมการ 

 

C5H8O   C5H10O5  C5H4O2 

เพนโทแซน  เพนโทส   เฟอรฟูรัล 

 

 

 2.6.1.2   การยอยดวยเบส (Alkaline Hydrolysis) 

 

  สารละลายเบสที่นิยมใช   ไดแก  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง   

แอมโมเนีย   และเอทิลีนไดอะมีน (ethylene diamine) เปนตน   การใชเบสยอยวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรจะมีผลทําใหสายของพอลิแซ็กคาไรดส้ันลง   ปฏิกิริยานี้เกิดในสภาพอุณหภูมิสูง

ประมาณ 160 ถึง 180 องศาเซลเซียส  และตองการออกซิเจนในปริมาณเล็กนอยเพื่อใชในการ

ยอยเฮมิเซลลูโลส 
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2.6.2   การยอยดวยเอนไซม (Enzymatic Hydrolysis) 

 

 เอนไซมที่ใชในปฏิกิริยาการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหรือเซลลูโลส คือ เซลลูเลส 

(Woodward, 1987)  เปนเอนไซมที่พบไดในจุลินทรียหลายชนิด ทั้งรา และแบคทีเรีย   แตเอนไซม

ที่นิยมใช คือ เซลลูเลสจากรา  โดยเฉพาะ Tricoderma viride  หรือภายหลังจัดอยูใน T. reesei  

(Parisi, 1989) 

 

 2.6.2.1   สมบัติของเซลลูเลส 

 

  เซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซมที่ประกอบดวย  เอนไซมอยางนอย 3 ชนิด        

(Ryu และ Mandel, 1980) คือ 

  1.   Endo-β-1,4 glucan glucanohydrolyase (E.C. 3.2.1.4) หรือ               

เอนโดกลูคาเนส หรือ Cx ทําหนาที่ตัดพันธะ β - 1,4 ไกลโคซิดิก ภายในสายเซลลูโลสในบริเวณที่

เปนอะมอรฟส  หรืออนุพันธของเซลลูโลส   โดยเปนการตัดแบบสุม  ไดผลิตภัณฑสวนใหญเปน

เซลโลไบโอส  และมีกลูโคสบางเล็กนอย 

  2.   Exo-β-1,4 glucan cellobiohydrolase หรือ เอกโซกลูคาเนส หรือ C1    

(E.C. 3.2.1.91)  ทําหนาที่ตัดพันธะ β - 1,4 ไกลโคซิดิก จากปลายทางดาน non-reducing ทําให

ไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส และเซลโลไบโอส 

  3.   β-Glucosidase หรือ เซลโลไบเอส (E.C. 3.2.1.21) ทําหนาที่ยอยสลาย    

เซลโลไบโอส และเซลโลเดกซทรินไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส 

 

 Dwivedi และ Ghose (1979) รายงานวา  จากการศึกษากลไกการยอยเซลลูโลสใน       

ชานออยที่ผานการปรับสภาพแลว  ดวยเซลลูเลสจาก T. reesei  QM 9414 พบวา                    

เอนโดกลูคาเนส  และเอกโซกลูคาเนส  จะถูกดูดซับอยูบนผิวของชานออยบริเวณที่ไมละลายน้ํา 

(insoluble crystalline bagasse) เปนขั้นตอนแรก   โดยจะตัดสายเซลลูโลส (depolymerization) 

จากปลายดาน non-reducing ไดผลิตภัณฑสวนใหญเปนเซลโลไบโอส  และกลูโคสบางเล็กนอย  

จากนั้นจะปลดปลอยน้ําตาลที่ไดออกมาอยูในสารละลาย  เพื่อทําปฏิกิริยากับบีตา-กลูโคซิเดส 

เพื่อเปลี่ยนเซลโลไบโอส  ใหเปนกลูโคส 
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2.6.2.2   การปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนการยอยดวยเอนไซม  

 

 เซลลูโลสจากพืช  หรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย และซังขาวโพด  

จะอยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนระหวางลิกนิน เซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลส ดังที่กลาวไว

ขางตน   นอกจากนี้ลักษณะโครงสรางของเซลลูโลส ไดแก ดีกรีของผลึก (degree of crystallinity)  

จํานวนหนวยกลูโคสในสายเซลลูโลส (degree of polymerization)  การอมน้ํา (degree of water 

swelling)  และพื้นที่ผิว เปนตน   ส่ิงเหลานี้จะทําใหประสิทธิภาพในการยอยดวยเซลลูเลสไมได

ผลดีเทาที่ควร   ดังนั้นจึงตองทําการปรับสภาพ (pretreat) วัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนการ

ยอยดวยเอนไซม   เพื่อใหไดน้ําตาลที่จะนําไปใชเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อตอไป 

 การปรับสภาพวัสดุวัสดุเหลือใชทางการเกษตร   เปนการเตรียมวัตถุดิบใหเหมาะสมตอ

การยอยดวยเอนไซม  ดวยการทําลายโครงสรางผลึกในเซลลูโลส  และโครงสรางสารประกอบ

เชิงซอนระหวางลิกนินและคารโบไฮเดรต  กําจัดลิกนิน  เพิ่มพื้นที่ผิวเพ่ือใหเอนไซมเขายอยไดงาย

ขึ้น  และเพิ่มจํานวนพันธะไกลโคซิดิก  เพื่อใหจับกับเอนไซมไดงาย (Dekker และ Wallis, 1983; 

Woodward, 1987; Pirisi, 1989)  ดังแสดงในรูปที่ 2.6 

 

 

 

รูปที่ 2.6   การปรับสภาพวสัดุลิกโนเซลลโูลสิก (lignocellulosic material)  

(http://www.biomassmagazine.com) 
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 วิธีการปรับสภาพ แบงไดเปน 2 วิธี (Pirisi, 1989) คือ วิธีทางกายภาพ (Physical 

Pretreatment)  และวิธีทางเคมี (Chemical Pretreatment) 

 

 2.6.2.2.1   วิธีทางกายภาพ  ประกอบดวย 

 

  (1)   การบด คัด ลดขนาดวัตถุดิบ  เปนการบดผลึกของเสนใยเซลลูโลสใหแตก

ออก  เพื่อใหเอนไซมยอยสลายไดงายขึ้น  รวมทั้งเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบ  ทําใหเอนไซม

สามารถเขาทําการยอยไดงายขึ้น  จากการศึกษาของ Kelsey and Shafizadeh (1980)  พบวา

การบดวัสดุพวกลิกโนเซลลูโลสจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากขึ้น 

 

  (2)   การใชความรอน  และความดัน  เปนการทําใหเซลลูโลสในวัตถุดิบอ่ิมตัว

ดวยไอน้ํา  ภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  แลวลดความดันทันที ทําใหน้ําระเหยอยางรวดเร็ว  

จะทําใหเสนใยแยกออกจากกัน  เปนการเพิ่มขนาด  เพื่อใหเอนไซมเขาทําปฏิกิริยา เรียกวา            

“ Steam Explosion Process ” 

 

 2.6.2.2.2   วิธีทางเคมี 

 

  การใชสารเคมีจะทําใหปริมาณลิกนิน และผลึก (crystalline) ลดลงและทําให

เซลลูโลสมกีารละลายน้ํา หรืออมน้ํามากขึ้น   Manonmani และ Sreekantieh (1987) รายงานวา 

จากการศึกษาการใชเบส โซเดียมไฮดรอกไซด 1.5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร รวมกับการอบไอน้ํา

ภายใตความดัน (autoclave)  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  พบวาสามารถลดปริมาณลิกนินไดถึง 80.69% 

และเมื่อนําไปยอยดวยเซลลูเลสจาก T. viride  ความเขมขน 1.0 หนวยตอมิลลิลิตร  ที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-เบส 4.8 เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซถึง 87.75% 

 

 Yanez และคณะ (2004) รายงานวา จากการศึกษาการกําจัดเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

ออกจาก corrugated cardboard เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยดวยเอนไซม  พบวาหลังการปรับ

สภาพดวยกรดซัลฟูริก ความเขมขน 3% โดยปริมาตรตอปริมาตร ที่อุณหภมูิ 130 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 180 นาที ปริมาณเฮมิเซลลูโลสลดลงจากเดิม 13.8 เหลือเพียง 4.7% โดยน้ําหนัก  แต

ปริมาณเซลลูโลสเพิ่มข้ึนจากเดิม 59.7 เปน 75.1% โดยน้ําหนัก  ในสารละลายจึงประกอบดวย

น้ําตาลที่ไดจากเฮมิเซลลูโลส และกลูโคส 
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 Xiao และคณะ (2004) รายงานวา จากการศึกษาผลกระทบของการยับยั้งของกลูโคสและ

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวชนิดอื่น ๆ ที่มีตอเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดส  พบวา เมื่อปริมาณกลูโคส

เพิ่มข้ึนมีผลทําใหการยับยั้งแอกทิวิตีของเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดสเพิ่มตาม  ในขณะที่แมนโนส 

ไซโลส  และกาแลกโทส  ไมมีผลยับยั้งแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส  แตมีผลตอแอกทิวิตีของ  

เซลลูเลส 

 

 Varga และคณะ (2004) รายงานวา จากการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมของการปรับ

สภาพโดยใชความดันของเปลือกขาวโพด (corn stover) เพื่อเพิ่มความสามารถในยอยของ    

เซลลูเลส  พบวาการปรับสภาพเปลือกขาวโพดโดยใชอุณหภูมิสูงรวมกับการใชกรดซัลฟูริก         

จะสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดดีกวาการใชอุณหภูมิเพียงอยางเดียว   โดยการปรับสภาพดวย

กรดซัลฟูริก ความเขมขน 2% โดยปริมาตรตอปริมาตร  ที่อุณหภูมิ 190 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 

นาที  หลังจากนั้นนํามายอยดวยเซลลูเลส  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง ได

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 56.1 กรัมตอ 100 กรัมสารตั้งตน  

 

 Saha และคณะ (2005) รายงานวา การยอยสลายฟางขาวสาลี ดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 

0.75% โดยปริมาตรตอปริมาตร  ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จะใหปริมาณ

น้ําตาลกลูโคส  และไมพบสารเฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล  

 

 Davis และคณะ (2005) รายงานวา การยอยสลาย wheat stillage ดวยกรดซัลฟูริก 

ความเขมขนมากกวา  1% โดยปริมาตรตอปริมาตร  จะพบเฟอรฟู รัลเกิดขึ้น   แตเมื่อทํา 

detoxification ปรับคาความเปนกรด-เบสของไฮโดรไลเสตที่ได ใหอยูในชวง 1.5 – 5.0 โดย

แคลเซียมไฮดรอกไซด  พบวาจะชวยลดปริมาณสารเฟอรฟูรัลไดถึง 55% เมื่อครบเวลา 5.5 ชั่วโมง 

 

 Sun และ Cheng (2005) รายงานวา การปรับสภาพฟางไรย (rye straw) และหญา 

bermuda โดยใชกรดซัลฟูริก ความเขมขน 1.5% โดยปริมาตรตอปริมาตร ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 90 นาที หลังจากนั้นนําไปยอยดวยเซลลูเลส  และบีตากลูโคซิเดส ที่อุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา  ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 197.1 และ 229.3 

มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ 

 

 Wen  และคณะ (2005) รายงานวา จากการศึกษาการใชเซลลูเลสผสมของเชื้อรา           

T. reesei และ A. phoenicis  พบวาสามารถผลิตเซลลูเลสที่ประกอบดวยบีตากลูโคซิเดส  
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คอนขางสูง  ทําใหการยอยเซลลูโลสมีประสิทธิภาพมากขึ้น  เมื่อเปรียบเทียบกับการใชเซลลูเลส

ทางการคา (Celluclast®) และเซลลูเลสจาก T. reesei  เพียงอยางเดียว 

 

ตารางที่ 2.7   เปรียบเทียบขอดีและขอเสียระหวางการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรด

และดวยเอนไซม (Parisi, 1989) 

 
 

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

ดวยเอนไซม 

 

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

ดวยกรด 
 

ขอดี 
1.   ภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด-

เบสไมรุนแรง 

2.   ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นไมถูกยอยเปลี่ยนเปนสาร

ที่เปนพิษตอเซลล เชน เฟอรฟูรัล 

3.   สามารถหมักน้าํตาลที่เกดิขึ้นไปพรอมกับ

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรได 

4.   ไมตองใชอุปกรณที่ทนการกัดกรอน หรือ

ราคาแพง 

 
ขอเสีย 
1.   วัสดุเหลือใชทางการเกษตรตองผานการ

ปรับสภาพกอน 

2.   ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นสามารถยับยั้งปฏิกิริยา

ของตัวเองได (product inhibition) 

3.   สูญเสียเอนไซมไปเนื่องจากถกูดูดซับอยูบน

วัสดุที่ไมถกูยอย 

 

ขอดี 
1.  วัสดุเหลือใชทางการเกษตรไมตองผานการ

ปรับสภาพกอน 

2.   ปฏิกิริยาเกิดขึ้นเร็ว งาย และสั้น 

3.   ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใช (catalyst) มีราคาถูก 

และหางาย 

4.   ปฏิกิริยาสามารถเกิดไดที่อุณหภูมิต่ํา (ถาใช

กรดแก) 

5.   ใหผลิตภณัฑสูง (ถาใชกรดแก) 

 
 ขอเสีย 
1.   ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไมเจาะจง  ทําใหได

ผลิตภัณฑที่ไมบริสุทธิ ์

2.   น้าํตาลที่ไดจะถูกเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑอ่ืน

เชน เฟอรฟูรัล ที่เปนพษิตอเซลล 

3.   ตองใชอุณหภูมิสูง (ถาใชกรดออน) 

4.   กรณีใชกรดแก  จําเปนตองมีกระบวนการ

แยกกรดออก (recovery) มีราคาสูง 

5.   กอนนาํน้าํตาลไปใชจําเปนตองมี

กระบวนการทาํน้าํตาลใหเปนกลางกอน 

6.   ตองใชเครือ่งมือและอุปกรณที่สามารถทน

กรดได 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

3. เครื่องชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 

Switzerland 

4. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

5. ตูเขี่ยเชื้อ ISSCO รุน BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุน Clean, รุน V 3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 

Bosstech รุน HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

6. ตูแชแข็งชนิดจุดเยือกแข็งต่ํา -20 ๐ซ บริษัท Sanyo Electric, Japan 

7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา -70 ๐ซ บริษัท Forma Scientific, USA 

8. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert, 

Germany 

9. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน N-100 บริษัท Eyela, Japan 

10. เครื่องทําความเย็น รุน CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 

11. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

12. ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert, Germany 

13. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 

14. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin Electronic, 

Germany 

15. ตูอบความรอน รุน UE 600 และรุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
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16. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

            บริษัท Beckman Coulter, Germany 

17. เครื่องเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., 

USA 

18. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 

USA 

19. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Mikro20 บริษัท Hettich 

zentrifugen, Germany 

20. ไมโครปเปตต ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

21. เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic stirrer/hot plate) รุน 502P-2 บริษัท Mettler 

Toledo., USA 
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3.2   เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxy methyl cellulose) บริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 

2. ซาลิซิน (C13H18O7) บริษัท Sigma Chemical Co., Hong Kong 

3. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

4. สารสกัดจากยีสต บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 

5. โซเดียมไฮดรอกไซด บริษัท Merck, Germany 

6. โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต บริษัท Merck, Germany 

7. โซเดียมคารบอเนต บริษัท Merck, Germany 

8. โซเดียมอะซิเตต บริษัท Merck, Germany 

9. โซเดียมไนเตรต บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 

10. กรดซัลฟูริก บริษัท Merck, Germany 

11. กรดไดไนโตรสาลิไซลิก บริษัท Fluka Chemika, Switzerland 

12. กรดอะซิติก บริษัท Merck, German 

13. กรดไฮโดรคลอริก บริษัท Merck, Germany 

14. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต บริษัท Merck, Germany 

15. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต บริษัท Merck, Germany 

16. ซูโครส บริษัท Merck, Germany 

17. กลูโคส บริษัท Merck, Germany 

18. ฟรักโทส บริษัท Fluka, Switzerland 

19. ไซโลส บริษัท Difco, USA และ บริษัท Fluka, Switzerland 

20. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต บริษัท Merck, German 

21. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

22. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

23. โพแทสเซียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

24. แอมโมเนียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

25. แอมโมเนียมคลอไรด บริษัท Ajax Chemicals, Australia 

26. แอมโมเนียมไนเตรต บริษัท Mallinckrodt Baker, Inc., USA 

27. เอทานอล บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 

28. กรดบอริก บริษัท Merck, Germany 

29. เมธิลเรด บริษัท Merck, Germany 
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30. เมธิลลีนบลู บริษัท Merck, Germany  
 
3.3   วัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชในงานวิจัย 7 ชนิด คือ 
 

1. ชานออย  

2. ฟางขาว  

3. แกลบ  

4. รําขาว  

5. กากถั่วเหลือง  
6. กากเมล็ดทานตะวัน  

7. กากงา  
 
3.4   เอนไซม 
 

1. เซลลูเลส  จาก Trichoderma reesei                                                                         

บริษัท Genencor, Finland ยี่หอ GC220 

2. แอลฟา-อะไมเลส จาก Geobacillus stearothermophillus                                         

บริษัท Genencor International ยี่หอ SPEZYME®ETHYL  

3. กลูโคอะไมเลส จาก Aspergillus niger                                                                    

บริษัท Genencor International ยีห่อ DISTILLASE®L-400  

4. อินเวอรเทส จาก Saccharomyces cerevisiae                                                           

บริษัท สยามวคิตอรี่ เคมิคอล จํากัด ยีห่อ BIOZYME INVERT L10,000 
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3.5 วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 
 3.5.1   การเลี้ยงและการเก็บรักษาจลุนิทรียที่ใชในงานวจิัย 
 

3.5.1.1   จุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

   แบคทีเรีย Enterobacter  cloacae สายพันธุ EN02 คัดแยกไดจากออย 

อําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม โดยสมฤดี  ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) เปนแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

3.5.1.2   การเก็บรักษาจุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

 3.5.1.2.1   การเก็บรักษาจลิุนทรียในระยะสั้น 

 

    เขี่ยเชื้อ E. cloacae สายพันธุ EN02 ลงบนอาหารแข็งตามวิธี

ของ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก)    แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มท่ีแลวใหเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 

และเขี่ยเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งใหมทุก 2 สัปดาห 

 

   3.5.1.2.2   การเก็บรักษาจุลินทรียในระยะยาว 

 

    เขี่ยเชื้อ  E. cloacae สายพันธุ  EN02 ลงบนอาหารเหลวที่

ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก) 

แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ไดเทากับ 0.8 - 1.0 นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 10 นาที  นํามาละลายเซลลกลับในอาหารเหลวชนิดเดียวกับขางตน (ภาคผนวก ก) 

ที่มีกลีเซอรอลอยู 15% และนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส    
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3.5.2   การเตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงคารบอน 
 

 3.5.2.1   ปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนการยอยดวยเซลลูเลส GC220 

 

  ปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรตามวิธีของ สุภาพร ชาติวรพงศา (2536) 

โดยนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดที่ผานการอบจนแหงสนิทดีที่ 80 องศาเซลเซียส     

มาตัดและ/หรือบดดวยเครื่องปน   และทําการปรับสภาพกอนการยอยดวยเซลลูเลส GC220           

ดวยวิธีการดังนี้ 

ฟางขาวและชานออย   ปรับสภาพดวยการใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1% โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร  รวมกับการใชความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที   

แกลบและรําขาว   ปรับสภาพดวยการใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 และ 10 นาที ตามลําดับ 

  ลางวัสดุที่ผานการปรับสภาพแลวดวยน้ําประปา   จนกระทั่งน้ําที่ผานวัสดุออกมา

มีคาความเปนกรด-เบสประมาณ 7.0 นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

 

 3.5.2.2    ศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลส GC220 

 

  นําเซลลูเลส GC220 มาวัดแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสตามวิธีของ Ghose 

(1987) (ภาคผนวก ข ขอ 2) และวัดแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสตามวธิีของ Sternberg และคณะ 

(1977) (ภาคผนวก ข ขอ 2) หาอุณหภูมิและคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมที่สุดตอแอกทิวิตี

เอนไซม  และปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมตอการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  

 

 3.5.2.3   ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดดวย

เซลลูเลส GC220 

 

  นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพแลว จากขอ 3.5.2.1 จํานวน 

5 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  (จารุวรรณ  สัมพันธวณิช, 2548)  มายอยดวยเซลลูเลส GC220 ที่

อุณหภูมิ คาความเปนกรด-เบส  และปริมาณที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220 จาก

ขอ 3.5.2.2  หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ปนแยกตะกอน   วิเคราะหปริมาณ
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น้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสดวยวิธี DNS (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข)  หาระยะเวลาที่เหมาะสมตอ

การทํางานของเซลลูเลส GC220 ในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิด 

 

 3.5.2.4   ยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC220 เพื่อใชศึกษาชนิดของ

แหลงคารบอน 

 

  นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพแลว  ไดแก  ชานออย              

ฟางขาว  แกลบ และรําขาว จากขอ 3.5.2.1   5 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  มายอยดวยเซลลูเลส 

GC220 ที่อุณหภูมิ  คาความเปนกรด-เบสและปริมาณที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส 

GC220  จากขอ 3.5.2.2  ดวยเวลาที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิด  

จากขอ 3.5.2.3  หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ปนแยกตะกอน  วิเคราะห

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดดวยวิธี DNS 

(ภาคผนวก ข)  จากนั้นนําสวนน้ําใสมาทําใหมีความเขมขนมากขึ้นดวยเครื่องระเหยแหงแบบ

สุญญากาศ (Lyophilizer หรือ Freeze Dryer) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จนกวาจะ

นํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  

 

 3.5.2.5   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดยการ

ยอยดวยกรดซัลฟูริก (ดัดแปลงจากวิธีของ วิมลิน ศิริพัฒนานนท, 2549) 

 

  ชั่งวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพแลว ไดแก ชานออย  ฟางขาว  

แกลบ และรําขาว จากขอ 3.5.2.1   2.5 กรัม  เติม 1 โมลาร กรดซัลฟูริก  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

นําไปนึ่งอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา           

1 ชั่วโมง  ปนแยกตะกอน  วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสจากวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรแตละชนิดดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข)  

 

 3.5.2.6   เตรียมไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลังและวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพื่อ

ใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

 

  ชั่งแปงมันสําปะหลัง 5 กรัม ละลายใน 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร  คาความเปน             

กรด-เบส 5.6 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปอุนบนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก จนไดสารละลายใส  

นํามายอยสลายดวยแอลฟา-อะไมเลส  บมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาท ี เมือ่
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ครบเวลาที่กําหนด  นําสารละลายมาปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 4.5 ดวยกรดอะซิติกเขมขน  

จากนั้นนํามายอยสลายดวยกลูโคอะไมเลส  บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือด เปนเวลา 5 นาที   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซใน   

ไฮโดรไลเสตดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข)  และเก็บไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลังไวที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส  จนกวาจะนํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  

 

 3.5.2.7   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกากน้ําตาลโดยการยอยดวยอินเวอรเทสเพื่อ

ใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

 

  เตรียมกากน้ําตาล 10 % โดยปริมาตร  ใน 0.05 โมลารอะซิเตรตบัฟเฟอร          

คาความเปนกรด-เบส 4.5  นํามายอยสลายดวยอินเวอรเทส บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 3 ชั่วโมง  จากนั้นวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข) 

 
3.5.3   การเตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรีย 
 
 3.5.3.1   วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรและไฮโดรไลเสตโดย

วิธี Kjeldahl (Leonard, 1987) 

 

  ชั่งวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 1 กรัม ไดแก   กากถั่วเหลือง  กากเมล็ดทานตะวัน  

และกากงาที่ไดรับความอนุเคราะหมาจากโรงงานน้ํามันพืช  (กากถั่วเหลืองและกากเมล็ด

ทานตะวันไดรับมาจากบริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด  และกากงาไดรับมาจากบริษัท 

ยูเนียนฟูด อินดัสตรี จํากัด)    โดยไมมีการปรับสภาพใด ๆ  และไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรที่ใชเปนแหลงไนโตรเจน ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร เติมตัวคะตะไลส  (ภาคผนวก ข ขอ 3) 

7 กรัม  และกรดซัลฟูริกเขมขน ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  นําไปอุนบนเตาหลุมจนไดสารละลาย        

สีเขียวใส ทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  นําตัวอยางไปกลั่นดวยเครื่อง Buchi 

โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร 75 มิลลิลิตร นําเอาขวดที่

บรรจุกรดบอริกที่ผสมอินดิเคเตอร (ภาคผนวก ข ขอ 3) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร มารองรับ

สารละลายที่กลั่นไดจนกระทั่งมีปริมาตรรวม 75 -100 มิลลิลิตร หรือสีของสารละลายเปลี่ยนไป

เปนสีเขียวใสแลวจึงนําไปไทเทรตกับสารละลายกรดซัลฟูริกที่ทราบความเขมขนแนนอน   ไทเทรต

จนสีของสารละลายเปลี่ยนกลับไปเปนมวงแดง  คํานวณหาปริมาณไนโตรเจน  จากสูตรขางลาง

ดังนี้ 
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 %ไนโตรเจน = [(A-B) x C x 1.4] / V 

A คือ ปริมาตรกรดซัลฟูริกทีใ่ชไทเทรตตัวอยาง B คือ ปริมาตรกรดซัลฟูริกทีใ่ชไทเทรต blank 

C คือ ความเขมขนของกรดซลัฟูริก  V คือ ปริมาตรของตัวอยางทีใ่ช 

 

 3.5.3.2   เตรียมไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชศึกษาชนิดของแหลง

ไนโตรเจนอินทรีย  (สุภาพร ชาติวรพงศา, 2536)   

 

  ชั่งวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ไดแก กากถั่วเหลือง กากเมล็ดทานตะวัน  และ

กากงา 12 กรัมใสในภาชนะที่ทนกรด  เติม 1 โมลาร กรดซัลฟูริก ปริมาตร 40 มิลลิลิตร นําไปนึ่ง

อบไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 40 นาที         

ทําใหเย็นแลวเติมน้ําขจัดไอออน ปริมาตร 80 มิลลิลิตร  นําไปปรับความเปนกรด-เบสใหได

ประมาณ 7.0  โดยใช 10 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด   จากนั้นนํามาตกตะกอนดวยเครื่องปน

เหวี่ยง ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  เก็บสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณ

ไนโตรเจนทั้งหมดดวยวิธี Kjeldahl  และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   จนกวาจะนํามาใช

ศึกษาแหลงไนโตรเจนอินทรียเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 
3.5.4   ศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยง Enterobacter  
cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

 3.5.4.1   เตรียมหัวเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจาก E.  cloacae  สายพันธุ EN02 

 

  เข่ียเชื้อ E. cloacae สายพันธุ EN02 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

(ภาคผนวก ก ) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คาความเปนกรด-เบส 6.5  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30         

องศาเซลเซียส  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550          

นาโนเมตร  ไดเทากับ 0.8 - 1.0  เพื่อนําไปใชเปนกลาเชื้อในการทดลองตอไป 
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 3.5.4.2   การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจาก E. cloacae  สายพันธุ EN02 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก)       

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 40         

องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 

ชั่วโมง  วิเคราะหการเจริญของเซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา   

 

  3.5.4.2.1   วิเคราะหการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ดวยการหา

น้ําหนักเซลลแหง    

 

   นําอลูมิเนียมฟอยล (aluminum foil) ไปอบในตูอบแหง  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร (desiccator) นํามาชั่งน้ําหนักดวยเครื่องชั่งละเอียด   จากนั้น

นําน้ําเลี้ยงเชื้อของ E. cloacae สายพันธุ EN02  จากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาปนเหวี่ยง ความเร็ว 

9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เพื่อแยกเซลลออก (สวนน้ําใส นําไปสกัดแยกพอลิ            

แซ็กคาไรด)  นําเซลลมาใสในอลูมิเนียมฟอยลขางตน   และทําใหแหงในตูอบแหง  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง   ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร   ชั่งน้ําหนักแหงจนไดน้ําหนักคงที่  คํานวณหาน้ําหนักเซลล

แหง  และรายงานผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร 

 

  3.5.4.2.2   สกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดดวยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา 

(ดัดแปลงจากวิธีของ Moreno และคณะ, 1998) 

 

   นําน้ําเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาปนเหวี่ยงแยกเซลลออกจาก

น้ําเลี้ยงเชื้อ ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที   จากนั้นนําสวนน้ําใสมาเติม             

เอทานอล  ความเขมขน 95% โดยปริมาตร ปริมาณ 2 เทาของปริมาตรของสวนน้ําใส   ตั้งทิ้งไว

ขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จะไดตะกอนขาวของพอลิแซ็กคาไรด  ปนเหวี่ยงแยกตะกอน

ออกจากสวนน้ําใส  ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  นําตะกอนพอลิแซ็กคาไรดมา

ใสในอลูมิเนียมฟอยล (ที่ผานการอบในตูอบแหง เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร  

ชั่งน้ําหนักอลูมิเนียมฟอยลเปลาดวยเครื่องชั่งละเอียด)  ทําใหแหงในตูอบแหง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร  ชั่งน้ําหนักแหงจนไดน้ําหนักคงที่  คํานวณหาน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรด  

และรายงานผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร 

 

3.5.4.3   ชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

แปรผันแหลงคารบอน ไดแก ไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลัง  ไฮโดรไลเสตจากฟางขาว  

ไฮโดรไลเสตจากชานออย  กากน้ําตาล   โดยปรับใหมีความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากัน 

เพื่อทดแทนซูโครสบริสุทธิ์ 4 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจาก

อาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก) ทําการทดลอง         

3 ซ้ํา  โดยมีชุดควบคมุเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

 

 3.5.4.4   ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

มีแหลงคารบอนที่เหมาะสม  จากขอ 3.5.4.3  แลวแปรผันแหลงไนโตรเจน ไดแก  แอมโมเนียม       

ไนเตรต  แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมคลอไรด  โซเดียมไนเตรต  ไฮโดรไลเสตจากกาก            

ถั่วเหลือง  ไฮโดรไลเสตจากกากทานตะวัน  และไฮโดรไลเสตจากกากงา  โดยปรับใหมีปริมาณ

ไนโตรเจนเริ่มตนเทากัน  คือ 0.02 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  โดยมี               

ชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 

 3.5.4.5   แหลงวิตามินและเกลือแรที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

มีแหลงคารบอนที่เหมาะสม จากขอ 3.5.4.3  และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม จากขอ 3.5.4.4              

โดยแปรผันแหลงวิตามินและเกลือแร ไดแก   สารสกัดจากยีสต และแมกนีเซียมซัลเฟต              

ทําการทดลอง 4 ชุดดังนี้  

 

 ชุดที่ 1  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัดจากยีสต 0.1 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร   

 ชุดที่ 2  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟต 0.02 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  
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 ชุดที่ 3  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีทั้งสารสกัดจากยีสต 0.1 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร

   และแมกนีเซียมซัลเฟต 0.02 %โดยมวลตอปริมาตร 

 ชุดที่ 4  อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีทั้งสารสกัดจากยีสตและแมกนีเซียมซัลเฟต 

 

  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยแตละชุดมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  

จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

 

 3.5.4.6   ปริมาณคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

ที่มีแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.5.4.3  และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.5.4.4 

โดยแปรผันปริมาณแหลงคารบอนต้ังแต 1.0 – 5.0 %โดยน้ําหนักตอปริมาตร (1.0  2.0  3.0  3.5  

4.0  4.5 และ 5.0 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามลําดับ)  ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยมีชุดควบคุม

เปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

  

 3.5.4.7   ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

มีแหลงคารบอนและปริมาณที่เหมาะสม  จากขอ 3.5.4.3 และ 3.5.4.6 ตามลําดับ  และแหลง

ไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.5.4.4  โดยแปรผันปริมาณแหลงไนโตรเจนตั้งแต 0.02 – 0.12 % 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร (0.02  0.04  0.06  0.08  0.10 และ 0.12 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ตามลําดับ)   ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตาม

วิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.5   ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ 
EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง (จากขอ 3.5.4)  
 

 3.5.5.1   คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

สูตรดัดแปลง จากขอ 3.5.4 โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต 5.5 – 7.5 



 54 

(5.5  6.0  6.5  7.0  และ 7.5 ตามลําดับ) นําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อัตราเร็วการเขยา 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  วิเคราะหการเจริญของเซลลโดยการ

หาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา  

ตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

 

3.5.5.2   อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเช้ือจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว           

สูตรดัดแปลง จากขอ 3.5.4 นําไปบมที่อุณหภูมิตั้งแต 30 – 45 องศาเซลเซียส (30 37 40 และ45 

องศาเซลเซียส ตามลําดับ) โดยมีคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมจากขอ 3.5.5.1 อัตราเร็ว     

การเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  วิเคราะหการเจริญของเซลล

โดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่

อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.6   ศึกษารูปแบบการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
(จากขอ 3.5.4) 
 

 ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร

ดัดแปลง จากขอ 3.5.4  โดยมีคาความเปนกรด-เบสและอุณหภูมิที่ใชบมที่เหมาะสม จากขอ 

3.5.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ทุก 3 ชั่วโมง 

จนครบ 24 ชั่วโมง โดยเริ่มต้ังแตชั่วโมงที่ 0 นําน้ําเลี้ยงเชื้อเลี้ยงเชื้อที่ไดมาวิเคราะหการเจริญของ

เซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอล

ที่อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.7  เปรียบเทียบการเจริญและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae สายพันธุ 
EN02 ระหวางสูตรอาหารเดิมและสูตรอาหารที่ดัดแปลงใหม (จากขอ 3.5.4) 
 

 ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม 

(อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 

(1998) (ภาคผนวก ก))  และอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  จากขอ 3.5.4  โดยมีคาความเปน

กรด-เบสและอุณหภูมิที่ใชบมที่เหมาะสม จากขอ 3.5.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที เปน
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เวลา 12 ชั่วโมง  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  โดยแตละชุดมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  

วิเคราะหการเจริญของเซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได

โดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.8   การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ EN02 
จากอาหารสูตรดัดแปลงใหม 
 

 ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร

ดัดแปลง จากขอ 3.5.4 ที่คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม จากขอ 3.5.5  อัตราการเขยา 200 

รอบตอนาที  เปนเวลา 12 ชั่วโมง  โดยแปรผันแหลงไนโตรเจนและอุณหภูมิที่บมเชื้อ  ทําการ

ทดลอง 7 ชุดดังนี้ 

 

ชุดที่ 1   แหลงไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมคลอไรด  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

ชุดที่ 2 แหลงไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมคลอไรด  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน               

 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา 

ชุดที่3 แหลงไนโตรเจน  คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน  บมเชื้อที่ อุณหภูมิ 40                    

 องศาเซลเซียส 

ชุดที่ 4 แหลงไนโตรเจน  คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน บมเชื้อที่ อุณหภูมิ 30               

 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ใน                

 6 ชั่วโมงตอมา 

ชุดที่ 5 แหลงไนโตรเจน คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันและแอมโมเนียมคลอไรด   โดย

 เลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน ใน 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นเติม

 แอมโมเนียมคลอไรดลงในอาหาร ใน 6 ชั่วโมงตอมา บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ชุดที่ 6 แหลงไนโตรเจน คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันและแอมโมเนียมคลอไรด   โดย

 เลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน ใน 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นเติม

 แอมโมเนียมคลอไรดลงในอาหาร ใน 6 ชั่วโมงตอมา บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

ชุดที่ 7 แหลงไนโตรเจน คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันและแอมโมเนียมคลอไรด   โดย

 เล้ียงเชื้อในอาหารที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน  และบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30                 

 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงแรก   จากนั้นเติมแอมโมเนียมคลอไรดลงในอาหาร  และ            

 บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา 
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 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยแตละชุดมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  วิเคราะห

การเจริญของเซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธี

ตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.9   ศึกษาสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 
 

 3.5.9.1   วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

 

  ชั่งพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 100 มิลลิกรัม  ละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 10 

มิลลิลตร  นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry (ภาคผนวก ข ขอ 4) 

 

 3.5.9.2   วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 
 

  3.5.9.2.1   ยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดดวยกรดซัลฟูริก (ดัดแปลงจากวิธี

ของวิมลิน  ศิริพัฒนานนท, 2549) 
 

   ชั่งพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 10 มิลลิกรัม มายอยดวยกรดซัลฟูริก          

ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  โดยนําไปบมในเครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นปรับสารละลายที่ไดให

มีคาความเปนกรด-เบสเทากับ 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 10 โมลาร และ 1 โมลาร ตามลําดับ 

นําไปผานแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน  นําสารละลายใสที่ไดไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข ขอ 1) และเก็บสารละลายใสที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

จนกวาจะนําไปฉีดวิเคราะหชนิดของมอนอแซ็กคาไรดดวยเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิด              

โครมาโทกราฟ  และปริมาณกลูโคสดวยเครื่องวิเคราะหกลูโคส (glucose analyzer) 

 

  3.5.9.2.2   วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของ            

พอลิแซ็กคาไรดดวยวิธีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 
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 ในงานวิจัยหัวขอนี้ไดใชเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 2 เครื่อง            

เพื่อวิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได ดังนี้ 

 เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟเครื่องที่หนึ่ง ใชคอลัมน Lichrocart NH2 

ขนาด 250 X 4 มิลลิเมตร  ตั้งอุณหภูมิสารละลายตัวพา 90 องศาเซลเซียส โดยใชสารละลาย          

อะซิโตไนไทรล (acetonitrile) 85% โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 

มิลลิลิตรตอนาที   ประมวลผลโดย Evaporative Light Scattering detectors   

 เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟเคร่ืองที่สอง ใชคอลัมน Aminex HPX-87H 

สําหรับวิเคราะหน้ําตาล กรดออรแกนิค และแอลกอฮอล   ตั้งอุณหภูมิสารละลายตัวพา 60            

องศาเซลเซียส โดยใชน้ํากลั่นปลอดประจุเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอ

นาที   ประมวลผลโดย Refractive Index detector     

 ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการทราบชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวปริมาตร 20 

ไมโครลิตร   โดยนําโครมาโทแกรมที่ไดเปรียบเทียบชนิดของน้ําตาลจากสารละลายมาตรฐาน   

จากเวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลัมน 

 

 3.5.9.3   วิเคราะหการหลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 

  วิเคราะหอุณหภูมิที่หลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด   โดยใชเครื่อง STA 409 

C/CD  บริษัท Netzsch, Germany   และใหความรอนกับพอลิแซ็กคาไรด  (15.630  มิลลิกรัม) 

ในชวงอุณหภูมิ 30 - 800 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน (N2) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1   การเตรยีมวสัดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงคารบอน  
 

 4.1.1   วิเคราะหแอกทิวิตีของเซลลูเลส GC220 (Genencor) 

 

  จากการนําเซลลูเลส GC220 มาวัดแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสตามวิธีของ 

Ghose (1987)  และวัดแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสตามวิธีของ Sternberg และคณะ (1977) 

และวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (1951) ไดผลดังตารางที่ 4.1  

 

ตารางที ่4.1   แอกทิวิตีจําเพาะของเอนโดกลูคาเนส  และบีตากลูโคซเิดสของเซลลูเลส GC220    

  

 

เชลลูเลส  

GC220 

 

แอกทิวิตีของเอนไซม 

(หนวยเอนไซมตอ

มิลลิลิตร) 
 

 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิลิกรัมตอ

มิลลิลิตร) 
 

 

แอกทิวิตีจาํเพาะ 

(หนวยเอนไซมตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

 

บีตากลูโคซิเดส 
 

 

507.59 
 

214.84 
 

2.36 

 

เอนโดกลูคาเนส 
 

 

149.65 
 

214.84 
 

0.70 

 

 จากตารางที่ 4.1  พบวาเซลลูเลส GC220 มีแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสเดนกวาแอกทิวิตี

ของเอนโดกลูคาเนส  และเพื่อยืนยันขอมูลของเซลลูเลส GC220 จากทางผูผลิต (บริษัท 

Genencor, Finland) และเพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220 ใน          

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรใหปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซไดมากที่สุด   ในการทดลองตอไป

จึงศึกษาอุณหภูมิ  ความเปนกรด-เบส  ปริมาณเอนไซม  และเวลาที่เหมาะสมสําหรับการยอยวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC220  
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4.1.2   ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220 ในการยอยวัสดุเหลือใช     

ทางการเกษตร 

  

 งานวิจัยขอ 4.1.2.1 – 4.1.2.3   ไดเลือกศึกษาการยอยชานออยดวยเซลลูเลส GC220   

เพื่อเปนตัวแทนของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชศึกษาในงานวิจัยนี้   เนื่องจากชานออยเปน

วัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีอยูเปนจํานวนมากจากกระบวนการหีบออยในโรงงานผลิตน้ําตาล   

ดังนั้นชานออยจึงเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีศักยภาพในการใชศึกษาแหลงคารบอน

สําหรับผลิตพอลิแซ็กคาไรด    

 

 4.1.2.1   ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสม 
   

  ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220   โดยนําชานออย

ที่ผานการปรับสภาพ ตามวิธีในขอ 3.5.2.1 ปริมาณ 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน 0.05 โมลาร 

อะซิเตรตบัฟเฟอร  คาความเปนกรด-เบส 5.0 มาสลายดวยเซลลูเลส GC220 2.5 และ 0.74 

หนวยเอนไซม  บีตากลูโคซิเดสและเอนโดกลูคาเนส  ตามลําดับ  เปนเวลา 6 ชั่วโมง  โดยแปรผัน

อุณหภูมิตั้งแต 40  45  50  55 และ 60 องศาเซลเซียส  ไดผลดังรูปที่ 4.1  
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รูปที่ 4.1   น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออย ดวยเซลลูเลส GC220 ที่อุณหภูมิ 40 45 50 55 

และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  
 
 จากรูปที่  4.1   พบวาเซลลู เลส  GC220 มีความเสถียรในชวงอุณหภูมิ  40 – 55                

องศาเซลเซียส   โดยเลือกใชอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสในการทดลองตอไป 
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 4.1.2.2   ผลของคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม 

 

  ความเปนกรด-เบสมีผลตอการทํางานของเอนไซม  จึงศึกษาคาความเปน      

กรด-เบสที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220   โดยนําชานออย 5% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  มาสลายดวยเซลลูเลส GC220 2.5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) ที่อุณหภูมิ 45  

องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง  โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบสในชวง 4.0 – 8.0  ไดผล       

ดังรูปที่ 4.2  
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รูปที่ 4.2  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออยดวยเซลลูเลส GC220  โดยแปรผันคาความเปน

กรด-เบสในชวง 4.0 – 8.0  

 

 จากรูปที่ 4.2 พบวาเซลลูเลส GC220 มีความเสถียรในชวงคาความเปนกรด-เบส             

4.0 – 6.5   โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดที่คาความเปนกรด-เบส 6.0   ดังนั้นในการทดลองตอไป

เลือกใชคาความเปนกรด-เบส 6.0    

 

 4.1.2.3   ผลของปรมิาณเซลลูเลส GC220 ในการยอยชานออย   

 

  ปริมาณเซลลูเลส GC220 ที่ใชในการทดลองที่ผานมา  เปนคาที่สุมเลือกขึ้นมาจึง

อาจไมใชคาความเขมขนที่เหมาะสมในการยอยชานออย   จึงศึกษาหาปริมาณของเซลลูเลส 

GC220 ที่เหมาะสมตอระบบ   โดยนําชานออย 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน 0.05 โมลาร 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร  คาความเปนกรด-เบส 6.0 มายอยดวยเซลลูเลส GC220 ที่อุณหภูมิ 45        



 61 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง  โดยแปรผันปริมาณเซลลูเลส GC220 ตั้งแต 0  2.5  5  10  25  

และ 50 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส)  ไดผลดังรูปที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออย ดวยเซลลูเลส GC220  โดยแปรผันปริมาณ

เซลลูเลส GC220  ตั้งแต 0 – 50 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส)   

 

 จากรูปที่ 4.3  พบวาปริมาณเซลลูเลส GC220  5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) 

สามารถปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุด   จึงเลือกคานี้ในการศึกษาขั้นตอไป 

 

 4.1.3   ผลของเวลาที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดดวย

เซลลูเลส GC220 

  

  ในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ไดแก ฟางขาว รําขาว และแกลบ ที่ผาน

การปรับสภาพ  ตามวิธีในขอ 3.5.2.1 ดวยเซลลูเลส GC220   โดยอุณหภูมิและความเปนกรด-เบส

ที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220  ไดใชภาวะที่เหมาะสมตอการยอยชานออย        

จากการทดลองที่ผานมา   เนื่องจากเปนเอนไซมจากแหลงเดียวกัน  อุณหภูมิและคาความเปน

กรด-เบสที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานเอนไซมควรเปนคาเดียวกัน   อยางไรก็ตาม เพื่อใหได

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด   จึงศึกษาเวลาที่มีเหมาะสมของเซลลูเลส GC220 ตอการยอยวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตรแตละชนิด  ตามวิธีในขอ  3.5.2.3   ไดผลดังรูปที่ 4.4  
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รูปที่ 4.4   น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ดวยเซลลูเลส GC220  5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คาความ

เปนกรด-เบส 6.0  อัตราการเขยา 120 รอบตอนาที  โดยแปรผันเวลาที่ใชในการยอยตั้งแต 1  3  6  

24  48  72 96  และ 120 ชั่วโมง 

 

 จากรูปที่ 4.4  พบวาเวลาที่เหมาะสมของเซลลูเลส GC220 ในการยอยชานออย คือ        

6 ชั่วโมง  สวนฟางขาว  แกลบ  และรําขาว คือ 24 ชั่วโมง 

 

 4.1.4   ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC220 ตามภาวะที่

เหมาะสม 

  

  จากผลการทดลองขอ 4.1.3  ทําใหทราบเวลาที่เหมาะสมตอการยอยวัสดุเหลือใช

ทางการเกษตรแตละชนิดดวยเซลลูเลส GC220  จึงนําชานออย  ฟางขาว  แกลบ  และรําขาวที่

ผานการปรับสภาพ   มายอยดวยเซลลู เลส  GC220  ตามวิธี ในขอ  3.5.2.4 เพื่อเตรียม             

ไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  สําหรับใชศึกษาชนิดแหลงคารบอนเพื่อผลิต         

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซในไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรแตละชนิด   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.2     
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ตารางที่ 4.2   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซของไฮโดรไลเสตของชานออย  ฟางขาว  รําขาว  และแกลบ 

จากการยอยดวยเซลลูเลส GC220 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-เบส 6.0 ดวย

เวลาที่เหมาะสมของวัสดุเหลือใชแตละชนิด 

 
 

วัสดุเหลือใช 

ทางการเกษตร 

 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
 

 

เวลาที่ใชในการยอยดวยเซลลูเลส GC220 

(ชั่วโมง) 
 

ชานออย 4.10 6 

ฟางขาว 5.99 24 

รําขาว 0.47 24 

แกลบ 0.41 24 

 

 จากตารางที่ 4.2  พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร

ดวยเซลลูเลส GC220  มีปริมาณคอนขางต่ํา  โดยเฉพาะแกลบและรําขาว (0.41 และ 0.47 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ)  จึงนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรทั้ง 4 ชนิด ไดแก ชานออย  ฟางขาว  รําขาว  

และแกลบ  มาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดโดยการยอยดวยกรดซัลฟูริก   

 

 4.1.5  ผลการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดย 

การยอยดวยกรดซัลฟูริก  

 

  จากการนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรทั้ง 4 ชนิด ไดแก ชานออย  ฟางขาว       

รําขาว  และแกลบที่ผานการปรับสภาพ  มายอยดวยกรดซัลฟูริก ตามวิธีในขอ 3.5.2.5 และ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดดวยวิธี DNS (Miller, 1959)  นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับ

ผลที่ไดจากตารางที่ 4.2  ไดผลดังตารางที่ 4.3  
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ตารางที่ 4.3   เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซของไฮโดรไลเสตจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร

ระหวางการยอยดวยกรดซัลฟูริกและเซลลูเลส GC220   

 
 

 

วัสดุเหลือใช

ทางการเกษตร 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการ 

ยอยดวยกรดซัลฟูริก 

 (กรัมตอลิตร) 
 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการ

ยอยดวยเซลลูเลส GC220 

(กรัมตอลิตร) 

 

เปอรเซ็นตการปลดปลอย

น้ําตาลรีดิวซจากวัสดุเหลือใช

ทางการเกษตรเมื่อยอยดวย

เซลลูเลส GC220 
 

ชานออย 18.71 4.10 21.91 

ฟางขาว 16.66 5.99 35.95 

รําขาว 22.81 0.47 2.06 

แกลบ 10.72 0.41 3.82 
 

 

 

 จากตารางที่ 4.3    พบวาเปอรเซ็นตการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซของแกลบและรําขาวจาก

การยอยดวยเซลลูเลส GC220 มีปริมาณต่ํามาก (3.82  และ 2.06 % ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบ

กับชานออยและฟางขาว (21.91 และ 35.95 % ตามลําดับ)  สงผลใหแกลบ และรําขาวไม

เหมาะสมที่จะนํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   

จากนั้นจึงนําไฮโดรไลเสตจากชานออยและฟางขาวที่ไดจากการยอยดวยเซลลูเลส GC220  ไปทํา

ใหเขมขนมากขึ้นดวยเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (Lyophilizer)  สําหรับนําไปใชศึกษาชนิด

ของแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดลองตอไป    
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4.2   การเตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรีย 
 

 เนื่องจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่เลือกใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรียทั้ง 3 ชนิด อัน

ไดแก   กากถั่วเหลือง  กากเมล็ดทานตะวัน  และกากงา  มีสวนประกอบที่เปนหนวยยอยของ

กรดอะมิโนอยูมากมายและมีปริมาณที่แตกตางกัน   ดังนั้นจึงตองปรับใหไฮโดรไลเสตจากแหลง

ไนโตรเจนอินทรียทั้ง 3 ชนิด  มีปริมาณธาตุไนโตรเจนอิสระเร่ิมตนเทากัน   สําหรับนําไปศึกษาชนิด

ของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย    โดยเตรียม

ไฮโดรไลเสตจากแหลงไนโตรเจนอินทรียทั้ง 3 ชนิดตามวิธีในขอ 3.5.3.2   จากนั้นนําวัสดุเหลือใช

ทางการเกษตรและไฮโดรไลเสตทั้ง 3 ชนิด   มาวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldahl ตาม

วิธีในขอ 3.5.3.1  ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.5  
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รูปที่ 4.5   ปริมาณไนโตรเจนเฉลี่ยของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรและไฮโดรไลเสตจากวัสดุ   

เหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดโดยวิธี Kjeldahl  

 

   จากรูปที่ 4.5  พบวาปริมาณไนโตรเจนเฉลี่ยจากไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรทั้ง 3 ชนิด อยูในชวง 0.1 – 0.2% โดยปริมาตร  โดยไฮโดรไลเสตจากกากถั่วเหลืองมี

ปริมาณไนโตรเจนมากที่สุด (0.210% โดยปริมาตร)  สวนไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวันมี

ปริมาณไนโตรเจนต่ําสุด (0.105% โดยปริมาตร)   โดยคาเปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ยที่ไดนําไปใช

คํานวณหาปริมาณไฮโดรเสตที่จะเติมลงในสูตรอาหารสําหรับเลี้ยงแบคทีเ รียเพื่อผลิต                  

พอลิแซ็กคาไรดในการศึกษาขั้นตอไป 
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4.3   การศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยง Enterobacter  
cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 
 

 4.3.1   ชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงคารบอนแตกตางกัน 5 ชนิด 

คือ ซูโครส  ไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลัง (วิธีเตรียมตามขอ 3.5.2.6)  ไฮโดรไลเสตจาก          

ฟางขาว (วิธีเตรียมตามขอ 3.5.2.4)   ไฮโดรไลเสตจากชานออย (วิธีเตรียมตามขอ 3.5.2.4)  และ

กากน้ําตาล  โดยปรับใหมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากัน   เพื่อทดแทนซูโครสในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

(ภาคผนวก ก) ตามวิธีในขอ 3.5.4.3   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.4    

 

ตารางที่ 4.4   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ

EN02  อัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   และปริมาณสารตั้งตนของแหลง

คารบอนแตละชนิดเพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ  4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 
 

 

  

 

แหลงคารบอน 

 

น้ําหนัก 

เซลลแหง  

 (กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนัก 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนัก 

พอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

 

ปริมาณที่ใชเพื่อใหได 

น้ําตาลรีดิวซ 4%  

(กรัม) 
 

ซูโครส 
 

4.60 
 

3.86 
 

0.84 
 

4.00 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

แปงมันสําปะหลัง 

 

4.12 

 

1.93 

 

0.47 

 

4.28 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

ชานออย 

 

0 

 

0 

 

0 

 

62.53 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

ฟางขาว 

 

5.19 

 

4.29 

 

0.83 

 

41.72 

 

กากน้ําตาล 
 

 

2.23 

 

0 

 

0 

 

6.25 
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 ผลจากตารางที่ 4.4  พบวาไฮโดรไลเสตจากฟางขาวเปนแหลงคารบอนที่ทําใหเซลลมี      

การเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด   เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงคารบอนชนิดอื่น  

รองลงมา คือ ซูโครส และแปงมันสําปะหลัง ตามลําดับ   สวนกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่

เซลลมีการเจริญต่ําและไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   ในขณะที่เมื่อใชชานออยเปนแหลงคารบอน

จะสงผลใหไมมีการเจริญของเซลลและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณา

ปริมาณสารตั้งตนที่ใชเพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

พบวาไฮโดรไลเสตจากฟางขาว  ตองใชฟางขาว จํานวน 41.72 กรัม ในขณะที่ซูโครสใชเพียง 4 

กรัม   นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากไฮโดรไลเสตของฟางขาว  มีลักษณะสีน้ําตาลเขม ไม

เปนผงละเอียด  แตกตางจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากซูโครสที่มีลักษณะสีขาว  เปนผงละเอียด  

ดังรูปที่  4.6    

 

 
รูปที่ 4.6   ลักษณะของพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae สายพันธุ EN02 

(ก)   ซูโครสเปนแหลงคารบอน (ข)  ไฮโดรไลเสตจากฟางขาวเปนแหลงคารบอน 

 

  ดังนั้นเมื่อพิจารณาถึงความคุมทุน   ข้ันตอนการเตรียม   การนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปผลิต 

พอลิแซ็กคาไรดในระดับขยายสวน   และการนําผลิตภัณฑไปใชงาน   จะเห็นวา  ไฮโดรไลเสตจาก

ฟางขาวไมเหมาะสมที่จะใชเปนแหลงคารบอน    ดังนั้นจึงเลือกใชซูโครสเชนเดิมเปนแหลง

คารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับพอลิแซ็กคาไรด    

 

 เปนที่ทราบกันกวา  ซูโครสเปนน้ําตาลไดแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยกลูโคส และฟรักโทส  

ดังนั้นการที่ซูโครสใหผลผลิตดีนั้น   มาจากซูโครสเองหรือจากสวนประกอบหลังผานกระบวนการ    

ไฮโดรไลส อันไดแก  กลูโคส และฟรักโทส   จึงทําการทดลองการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ 

EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร  ในอาหาร
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เลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงคารบอนแตกตางกัน 4 ชนิด คือ ซูโครส  กลูโคส  ฟรักโทส  และกลูโคสผสม

ฟรักโทส (ในอัตราสวน 1 : 1) โดยปรับปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนใหเทากัน คือ 4% โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.5  

 

ตารางที่ 4.5   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae          

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง จากแหลงคารบอน

ตาง ๆ  
   

 

 

แหลงคารบอน 
 

น้ําหนักเซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนักพอลิแซ็กคาไรด

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอ 

น้ําหนักเซลลแหง 
ซูโครส 3.26 3.81 1.17 

กลูโคส 3.00 3.29 1.10 

ฟรักโทส 3.18 2.85 0.90 

กลูโคส + ฟรักโทส 

(อัตราสวน 1 : 1) 

3.32 3.48 1.05 

 

 

 ผลจากตารางที่ 4.5  พบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอนมีการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดมากที่สุด  รองลงมา คือ กลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน 1 : 1) กลูโคส และฟรักโทส 

ตามลําดับ   สวนการเจริญของเซลลสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน         

1 : 1) เปนแหลงคารบอน  รองลงมา คือ ซูโครส  ฟรักโทส และกลูโคส ตามลําดับ  ดังนั้นทั้งกลูโคส 

และฟรักโทส มีผลตอการเจริญของเซลล และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  ถาขาดอยางใดอยางหนึ่ง

จะทําใหเซลลมีการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรดนอยลง  จึงยืนยันไดวา  ซูโครสเหมาะสมที่

จะใชเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อในการศึกษาขั้นตอไป  

 

 4.3.2   ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E.  cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครส 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

เปนแหลงคารบอน   โดยใชแหลงไนโตรเจนอินทรียและอนินทรียแตกตางกัน  ที่ปรับปริมาณ

ไนโตรเจนเริ่มตนเปน 0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   ตามวิธีในขอ 3.5.4.4 ไดผลการทดลอง       



 69 

ดังแสดงในตารางที่ 4.6  พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียม

คลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน  รองลงมาคือ แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมไนเตรต และ  

โซเดียมไนเตรต  ตามลําดับ  ลวนแตเปนแหลงไนโตรเจนอนินทรียทั้งสิ้น   ในขณะที่แหลง

ไนโตรเจนอินทรีย  ไดแก  ไฮโดรไลเสตจากกากงา  กากถั่วเหลือง และกากเมล็ดทานตะวัน  พบวา

ไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   โดยไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวัน  เปนแหลงไนโตรเจนที่

เซลลมีการเจริญสูงสุด 

  

ตารางที่ 4.6   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ

EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

 
 

 

แหลงไนโตรเจน 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 
 

 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 
 

3.46 
 

3.81 
 

1.10 
 

แอมโมเนยีมคลอไรด 
 

3.41 
 

4.01 
 

1.18 
 

แอมโมเนยีมไนเตรต 
 

3.81 
 

3.44 
 

0.90 
 

โซเดียมไนเตรต 
 

2.58 
 

1.84 
 

0.71 
 

ไฮโดรไลเสตจากกากงา 
 

3.61 
 

0 
 

0 
 

ไฮโดรไลเสตจาก 

กากถัว่เหลือง 

 

3.12 
 

0 
 

0 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

กากเมล็ดทานตะวัน 
 

 

4.16 
 

0 
 

0 
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 เนื่องจากแอมโมเนียมคลอไรด  เปนแหลงไนโตรเจนอนินทรียที่มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด

สูงสุด   สวนไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวัน  เปนแหลงไนโตรเจนอินทรียที่เซลลมีการเจริญ

สูงสุด   จึงไดทดลองเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีแอมโมเนียมคลอไรดกับไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ด

ทานตะวันเปนแหลงไนโตรเจน   โดยแปรผันอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอไฮโดรไลเสตของ

กากเมล็ดทานตะวัน   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่  4.7 

  

ตารางที่ 4.7  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

อัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวัน  

   
 

อัตราสวน 

แอมโมเนยีมคลอไรดตอ

ไฮโดรไลเสตจาก         

กากเมล็ดทานตะวัน 
 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 
 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรดตอ

น้ําหนกัเซลลแหง 

100 : 0 3.86 3.78 0.98 

75 : 25 4.27 0.06 0.014 

50 : 50 4.30 0 0 

25 : 75 4.49 0 0 

0 : 100 4.50 0 0 

 

 

 จากตารางที่  4.7   พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียม

คลอไรดเพียงอยางเดียวเปนแหลงไนโตรเจน   และในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไฮโดรไลเสตของกาก

เมล็ดทานตะวัน  ปริมาณ 25%  มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรดต่ํามาก คือ 0.06 กรัมตอลิตร             

และในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันเปนองคประกอบตั้งแต 50% ขึ้นไป  

พบวาไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด    ดังนั้นจึงเลือกแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจนใน

อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการศึกษาในขั้นตอไป 
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 4.3.3   ผลของวิตามินและเกลือแร 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครส 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

เปนแหลงคารบอน  และแอมโมเนียมคลอไรด 0.08% โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน  

โดยแปรผันแหลงวิตามินและเกลือแร ตามวิธีในขอ 3.5.4.5  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 4.8    

 

ตารางที่ 4.8   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

แหลงวิตามินและเกลือแร 

 
 

 

แหลงวิตามนิและเกลือแร 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 
 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

 

แมกนีเซยีมซลัเฟต + 

สารสกัดจากยสีต 

 

3.11 
 

4.53 
 

1.46 

สารสกัดจากยสีต 2.72 2.44 0.90 

แมกนีเซยีมซลัเฟต 2.28 4.96 2.18 

ไมใสทั้ง 2 อยาง 
 

2.52 2.14 0.85 

   

 จากตารางที่ 4.8  พบวา ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตเพียงอยางเดียวมี

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด  แตมีการเจริญของเซลลต่ําสุด   สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีทั้ง

แมกนีเซียมและสารสกัดจากยีสต  มีการเจริญของเซลลสูงสุด  รองลงมา คือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

สารสกัดจากยีสตเพียงอยางเดียว   โดยในงานวิจัยมุงเนนการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย

ใหไดปริมาณมาก   ดังนั้นจึงเลือกแมกนีเซียมซัลเฟตเปนแหลงเกลือแรในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ

การศึกษาในขั้นตอไป 

 

 

 



 72 

 4.3.4   ปริมาณของแหลงคารบอนที่เหมาะสม 

  

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน   

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอน   

แอมโมเนียมคลอไรด  0.08% โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน  และแมกนีเซียม

ซัลเฟต  0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงเกลือแร  โดยแปรผันความเขมขนซูโครส ตั้งแต 

1.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามวิธีในขอ 3.5.4.6  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.7   
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รูปที่ 4.7   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

ความเขมขนซูโครส 1.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   

 

 จากรูปที่ 4.7  พบวาเมื่อเลี้ยง E. cloacae  สายพันธุ EN02 ในอาหารที่มีปริมาณซูโครส

ตั้งแต 3.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาคอนขางคงที่ 

แตกตางกันเพียงเล็กนอย  สวนการเจริญของเซลลมีคาเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของซูโครสใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่เพิ่มขึ้น   โดยอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหงมีคามากสุด  

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  จึงเลือกใชคานี้สําหรับ

การศึกษาในขั้นตอไป 
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 4.3.5   ปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E.  cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน      

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร เปนแหลงคารบอน  แอมโมเนียมคลอไรด เปนแหลงไนโตรเจน  และแมกนีเซียมซัลเฟต  

0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงเกลือแร  โดยแปรผันความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด 

ตั้งแต 0.02 – 0.12% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามวิธีในขอ 3.5.4.7 ไดผลการทดลองดังแสดงใน

รูปที่ 4.8  
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รูปที่ 4.8   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

ความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด 0.02 - 0.12% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   

 

 ผลจากรูปที่ 4.8  พบวาการเจริญของเซลลเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของแอมโมเนียม       

คลอไรดที่เพิ่มข้ึน ในชวงความเขมขน 0.02 – 0.10% โดยน้ําหนักตอปริมาตร หลังจากนั้นการ

เจริญของเซลลเร่ิมคงที่   สวนปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ

แอมโมเนียมคลอไรดที่เพิ่มข้ึน ในชวงความเขมขน 0.02 - 0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

หลังจากนั้นปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเร่ิมลดลงและคงที่ ในชวงความเขมขน 0.08  - 0.12% 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร  โดยปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดสูงสุดที่ความเขมขนแอมโมเนียม

คลอไรด  0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   จึงเลือกใชคานี้สําหรับการศึกษาในขั้นตอไป   
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 จากผลการทดลองขอ 4.3.1 – 4.3.5   เปนการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่

เหมาะสมในการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด โดยปรับปรุงจากสูตร

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 

(1998) (ภาคผนวก ก) ไดสูตรอาหารดัดแปลงใหมดังนี้ 

 

 ซูโครส        30 กรัม 

แอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl)     0.6 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4⋅7H2O)    0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

 น้ํากลั่น          1.0 ลิตร   

 

 เพื่อใหสูตรอาหารดัดแปลงใหมมีประสิทธิภาพดีในการนําไปเลี้ยง Enterobacter  

cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กไรด   ในการทดลองตอไป จึงศึกษาภาวะที่เหมาะสม

ในการเลี้ยงเชื้อ ไดแก อุณหภูมิ และ คาความเปนกรด-เบส  

 
4.4   การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ 
EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3 
 

 4.4.1   คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน    

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  

โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังแต  5.5 – 7.5 (5.5  6.0  6.5  7.0  และ 

7.5 ตามลําดับ) ตามวิธีในขอ 3.5.5.1  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.9  พบวาปริมาณพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากแบคทีเรียมีคาสูงสุดที่คาความเปนกรด-เบส 6.5  สวนการเจริญของเซลล

ในชวงคาความเปนกรด-เบส 6.0 – 7.5 มีคาใกลเคียงกัน โดยเซลลมีการเจริญสูงสุดที่คาความเปน

กรด-เบส 7.0       
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รูปที่ 4.9  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหมจากขอ 4.3  โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังแต  5.5 – 7.5   

 

 เมื่อพิจารณาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดและอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอ

น้ําหนักเซลลแหงที่มีคาสูงสุด จากรูปที่ 4.9  จึงเลือกใชคาความเปนกรด-เบสที่ 6.5  เปนคาความ

เปนกรด-เบสที่เหมาะสมสําหรับใชเลี้ยงเชื้อในการศึกษาขั้นตอไป 

 

 4.4.2   อุณหภูมิที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน      

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  จากขอ 4.3   

คาความเปนกรด-เบส 6.5   โดยแปรผันอุณหภูมิในการบมเชื้อตั้งแต 30 – 45  องศาเซลเซียส ตาม

วิธีในขอ 3.5.5.2  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.10   พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได

มีคาสูงสุด (5.51 กรัมตอลิตร)  เมื่อบมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส รองลงมา คือ 45 องศา

เซลเซียส (4.35 กรัมตอลิตร) สวนการเจริญของเซลลจะมีคาลดลงเมื่ออุณหภูมิที่ใชบมเชื้อสูงขึ้น 

โดยเซลลมีการเจริญสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   
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รูปที่ 4.10   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหมจากขอ 4.3  โดยแปรผันอุณหภูมิในการบมเชื้อต้ังแต 30 – 45 องศาเซลเซียส          

 

 เมื่อพิจารณาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดและอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอ

น้ําหนักเซลลแหงที่มีคาสูงสุด คือ 5.51 กรัมตอลิตร และ 3.51 ตามลําดับ  จากรูปที่ 4.10  จึง

เลือกใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับใชบมเชื้อสําหรับผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด 

 

 จากผลการทดลองขอ 4.4.1 และ 4.4.2 เปนการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต          

พอลิแซ็กคาไรดโดย E.  cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3         

พบว าE.cloacae สายพันธุ  EN02 สามารถผลิ ตพอลิ แซ็ กคา ไ รด ได ดี ที่  อุณหภูมิ  4 0                

องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส  6.5    
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4.5   การศึกษารูปแบบการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง
ใหม จากขอ 4.3 
 

 จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิต   

พอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3 ที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที  วัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ทุก 3 ชั่วโมง จนครบ 24 ชั่วโมง โดยเริ่มต้ังแตชั่วโมงที่ 0 นําน้ําเลี้ยง

เชื้อเลี้ยงเชื้อที่ไดมาวิเคราะหการเจริญของเซลล  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได ตามวิธีใน

ขอ 3.5.4.2  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.11   

 

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4
4.5

5
5.5

6
6.5

0 3 6 9 12 15 18 21 24

เวลา (ช่ัวโมง)

น้ํา
หนั

ก 
(ก
รัม

ตอ
ลิต

ร)

0
0.5
1
1.5
2
2.5
3
3.5
4
4.5
5
5.5
6
6.5

คา
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

ง 
55

0 
นา

โน
เม

ตร

นํ้าหนักเซลลแหง นํ้าหนักพอลิแซ็กคาไรด

นํ้าหนักพอลิแซ็กคาไรดตอนํ้าหนักเซลลแหง คาการดูดกลืนแสง 550 นาโนเมตร
 

 

รูปที่ 4.11  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 



 78 

 จากรูปที่ 4.11   พบวาการเจริญของเซลลและปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเร่ิมเขาสู

ภาวะคงที่ตั้งแตชั่วโมงที่ 6 เปนตนไป  และเมื่อพิจารณารูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิ       

แซ็กคาไรด   พบวาพอลิแซ็กคาไรดเปนสารที่ถูกสรางขึ้นควบคูไปพรอมกับการเจริญ (primary 

metabolite)   โดยเวลาที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  คือ  9 – 12  ชั่วโมง  เนื่องจากเปนชวงเวลาที่

มีปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากที่สุด  

 

 
4.6   การเปรียบเทียบการเจริญและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae        
สายพันธุ EN02 ระหวางสูตรอาหารเดิมและสูตรอาหารที่ดัดแปลงใหม 
 

 จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิต        

พอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลง

จากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก)) และอาหาร

เลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  ตามวิธีในขอ 3.5.7  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส               

คาความเปนกรด-เบส 6.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ไดผลการ

ทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.9  4.10 และรูปที่ 4.12  4.13   
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ตารางที่ 4.9  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย  E. cloacae            

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรเดิม  

 
 

เวลาที่ใชบม 

(ชั่วโมง) 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกัพอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

0 1.37 0 0 

6 2.76 4.18 1.51 

9 2.80 4.58 1.64 

12 2.94 4.57 1.55 

 

 

ตารางที่ 4.10   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae           

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม (จากขอ 4.3) 

 
 

เวลาที่ใชบม 

(ชั่วโมง) 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกัพอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

0 1.50 0 0 

6 2.42 5.27 2.18 

9 2.58 5.44 2.11 

12 2.14 5.29 2.47 
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รูปที่ 4.12   เปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02   เมื่อเลี้ยงใน

อาหารสูตรเดิม (อาหารเหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และ

คณะ (1998) ) และอาหารสูตรดัดแปลงใหม (จากขอ 4.3)   
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รูปที่ 4.13   เปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02               

เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม (อาหารเหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ 

Tallgren และคณะ (1998) ) และอาหารสูตรดัดแปลงใหม (จากขอ 4.3)   
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 จากตารางที่ 4.9  4.10  และรูปที่ 4.12  4.13  พบวาการเจริญของเซลลในสูตรอาหารเดิม

สูงกวาสูตรอาหารดัดแปลงใหม   ในขณะที่ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดในอาหารสูตรอาหาร

ดัดแปลงใหมมีคามากกวาสูตรอาหารเดิม    โดยปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากสูตรอาหาร

ทั้ง 2 สูตร เร่ิมเขาสูภาวะคงที่ในชั่วโมงที่ 6 และมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุดในชั่วโมงที่ 9  

 

 เมื่อเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดสูงสุดระหวางสูตรอาหารเดิม          

(4.58 กรัมตอลิตร)  และสูตรอาหารดัดแปลงใหม (5.44 กรัมตอลิตร)  พบวาเปอรเซ็นตการผลิต                

พอลิแซ็กคาไรดในอาหารสูตรดัดแปลงใหมเพิ่มข้ึน  18.78%  จากอาหารสูตรเดิม   และเมื่อ

พิจารณาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 สูตร   พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหมไมมี

สารสกัดจากยีสตที่มีราคาแพง  และใชปริมาณซูโครสนอยกวา  เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหารเดมิ 

(อาหารเหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) ) 

ดังนั้นอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  จึงเหมาะที่จะนําไปใชศึกษาการผลิต         

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียในระดับขยายสวนตอไป   อยางไรก็ตาม  เพื่อใหการผลิต                 

พอลิแซ็กคาไรดจากสูตรอาหารดัดแปลงใหมมีประสิทธิภาพมากขึ้น  ในการทดลองตอไปจึงศึกษา

การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากอาหารสูตรดัดแปลงใหม 

 
4.7   การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. Cloacae สายพันธุ EN02 
จากอาหารสูตรดัดแปลงใหม 
 

 จากผลการทดลองที่ผานมา   พบวาเซลลสามารถเจริญไดดีที่สุด  ที่ อุณหภูมิ  30                

องศาเซลเซียส  และมีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันเปนแหลงไนโตรเจน   ในขณะที่              

การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียมีปริมาณสูงสุด  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และมี

แอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน    จึงทําการทดลองเลี้ยง E.  cloacae สายพันธุ EN02  

โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  10% โดยปริมาตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรดัดแปลงใหม เปนเวลา 12 ชั่วโมง  โดยแปรผันแหลงไนโตรเจนและอุณหภูมิที่บมเชื้อ  ตามวิธี

ในขอ 3.5.8   ไดผลการทดลองดังตารางที่ 4.11  
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ตารางที่ 4.11   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae          

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม   โดยแปรผันแหลงไนโตรเจนและอุณหภูมิที่บมเชื้อ   

 

 

 

แหลงไนโตรเจน 

 

 

อุณหภูมิที่ใชบม 

(องศาเซลเซยีส) 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด

ตอน้ําหนัก 

เซลลแหง 

แอมโมเนยีมคลอไรด 40 2.26 4.2 1.86 

แอมโมเนยีมคลอไรด 30 (ชั่วโมงที ่0-6) 

40 (ชั่วโมงที่ 6-12) 

2.12 4.86 2.29 

กากเมล็ดทานตะวัน 40 2.42 0 0 

กากเมล็ดทานตะวัน 30 (ชั่วโมงที ่0-6) 

40 (ชั่วโมงที่ 6-12) 

2.54 0 0 

กากเมล็ดทานตะวัน  

 (ชั่วโมงที่ 0-6)            

เติม แอมโมเนยีมคลอไรด 

(ชั่วโมงที ่6-12) 

 

30 

 

2.78 

 

0 

 

0 

กากเมล็ดทานตะวัน  

 (ชั่วโมงที่ 0-6)            

เติม แอมโมเนยีมคลอไรด 

(ชั่วโมงที ่6-12) 

 

40 

 

2.48 

 

0 

 

0 

กากเมล็ดทานตะวัน  

 (ชั่วโมงที่ 0-6)            

เติม แอมโมเนยีมคลอไรด 

(ชั่วโมงที ่6-12) 

 

30 (ชั่วโมงที ่0-6) 

40 (ชั่วโมงที่ 6-12) 

 

2.30 

 

0 

 

0 
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 จากตารางที่ 4.11  พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียมคลอไรดเพียงอยางเดียวเปน

แหลงไนโตรเจน   เปนอาหารที่มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  โดยเมื่อบมเชื้อที่ อุณหภูมิ 40                

องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได คือ 4.2 กรัมตอลิตร   

ในขณะที่เมื่อมีการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อจาก 30 องศาเซลเซียสใน 6 ชั่วโมงแรก เปน 

40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา  ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได คือ 4.86 กรัมตอลิตร     

              

 ดังนั้นการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อจาก 30 องศาเซลเซียสใน 6 ชั่วโมงแรก เปน 

40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา  ทําใหปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย  ใน

สูตรอาหารดัดแปลงใหมมีคาเพิ่มข้ึน  โดยคิดเปนเปอรเซ็นต เทากับ 15.71%   

 

 จากผลการทดลองที่ผานมา  สามารถสรุปสูตรอาหารและภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง 

E. cloacae  สายพันธุ EN02  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดใหไดปริมาณมาก  ดังแสดงในตารางที่ 

4.12 

   

ตารางที่ 4.12   สรุปสูตรอาหารดัดแปลงใหมและภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง E. cloacae           

สายพันธุ EN02  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

 

ภาวะที่เหมาะสม 

 

สูตรอาหาร 

 

% โดยน้าํหนกั

ตอปริมาตร 

 

อุณหภูมิที่บม 

(องศาเซลเซยีส) 

คาความเปน 

กรด-เบส 

เวลา 

(ชั่วโมง) 
 

Sucrose 

NH4Cl 

MgSO4.7H20 

K2HPO4 

KH2PO4 
 

 

3 

0.06 

0.02 

0.9 

0.3 
 

 

 

30  (ชั่วโมงที่ 0-6 ) 

40  (ชั่วโมงที ่6 – 12) 

 

 

 

 

 

6.5 

 

 

 

12 
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4.8   สมบัติของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 
 

 4.8.1   การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของผลิตภัณฑที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02 
 

  จากการนําผลิตภัณฑที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 เมื่อเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  ปริมาณ100 มิลลิกรัม  ละลายในน้ํากลั่น  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  นํา

สารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951)  พบวาผลิตภัณฑที่

ผลิตไดประกอบดวยโปรตีน 0.0234 กรัมตอลิตร  หรือ 0.234% 
 

 4.8.2   การวิเคราะหปริมาณกลูโคสในผลิตภัณฑที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 
 

  จากการนําผลิตภัณฑที่ผลิตจาก E. cloacae  สายพันธุ EN02 เมื่อเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  มายอยดวยกรดซัลฟูริก  ตามวิธีในขอ 3.5.9.2.1  จากนั้น

ตรวจสอบปริมาณกลูโคสดวยเครื่องวิเคราะหกลูโคส  พบวามีน้ําตาลกลูโคสในผลิตภัณฑ  

ปริมาณ 0.118 กรัมตอลิตร   

 

 4 .8 .3    การวิ เคราะหชนิดของน้ํ าตาลโมเลกุล เดี่ ยวที่ เปนองคประกอบของ                      

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 

 

  จากการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae  สายพันธุ EN02 ดวย           

กรดซัลฟูริก  ตามวิธีในขอ 3.5.9.2.1   จากนั้นตรวจสอบชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวโดยวิธี 

ไฮเพอรฟอรแมนลิควิดโครมาโทกราฟ  ตามวิธีในขอ 3.5.9.2.2  ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.14  4.15

และ 4.16  
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รูปที่ 4.14   โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน (ไซโลส  กลูโคส  และกาแลกโทส)  โดยใช            

อะซิโทไนไทรล 85% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

   (ก)   สารมาตรฐานน้ําตาลไซโลส 

   (ข)   สารมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 

   (ค)   สารมาตรฐานน้ําตาลกาแลกโทส 

(ก)   

(ข)   

(ค)   
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รูปที่ 4.15   โครมาโทแกรมแสดงชนิดของผลิตภัณฑภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก 

E. cloacae  สายพันธุ EN02  เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  ดวยกรดซัลฟูริก   

โดยใชอะซิโทไนไทรล 85% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

 จากรูปที่ 4.14  และ 4.15   พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 

เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  ประกอบดวย น้ําตาลไซโลสเปนสวนใหญ  โดยมี

น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตัวอื่นที่อาจจะเปนน้ําตาลกาแลกโทส  เพียงเล็กนอย   
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รูปที่ 4.16   โครมาโทแกรมแสดงชนิดของผลิตภัณฑภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก 

E. cloacae  สายพันธุ EN02  ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชน้ํากลั่นปลอดประจุเปนสารละลายตัวพา  

อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอนาที 

   (ก)   พอลิแซ็กคาไรดจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  

   (ข)   พอลิแซก็คาไรดจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม 

 

 จากรูปที่ 4.16  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม           

มีองคประกอบของน้ําตาลเหมือนพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (อาหารเหลว

ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) ) 

 

 

 

(ก) (ข) 
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4.8.4   การวิเคราะหการหลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae   สายพันธุ EN02 

 

 จากการนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae   สายพันธุ EN02 เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม  มาวิเคราะหการหลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด  ตามวิธีในขอ 3.5.9.3  ไดผล 

ดังแสดงในรูปที่ 4.17 

 

 
 

รูปที่ 4.17   โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่หลอมเหลวและการสูญเสีย

น้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae    

 

 จากรูปที่  4 .17   พบวาอุณหภูมิที่ หลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด  คือ  227.5               

องศาเซลเซียส  โดยมีขั้นตอนกระบวนการสลาย (decomposition stage) 1 ขั้นตอน  และ           

พอลิแซ็กคาไรดเร่ิมมีน้ําหนักลดลงที่อุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียส  และลดลงอยางรวดเร็วในชวง

อุณหภูมิ 227.5 – 280 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดเร่ิมคงที่ตั้งแต

อุณหภูมิ  300 –  800 องศาเซลเซียส  โดยเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดตลอด

กระบวนการ มีคาเทากับ 18.67%  
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   เพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ส่ิงที่ควร

คํานึงถึง คือ ตนทุนในการผลิต  และประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   โดยขึ้นกับปจจัย

หลายอยาง เชน ชนิดของจุลินทรีย  อาหารเลี้ยงเชื้อ  อุณหภูมิ   คาความเปนกรด-เบส เปนตน           

ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยงเชื้อเพื่อ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียใหไดปริมาณมาก  แตใชตนทุนต่ํา  และสมบัติเบื้องตนของพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 

 งานวิจัยนี้ไดเลือกชานออย  ฟางขาว รําขาว และแกลบ  มาใชศึกษาชนิดของแหลง

คารบอน  โดยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเหลานี้จัดเปนวัสดุลิกโนเซลลูโลสิก  มีสวนประกอบหลัก 

ไดแก เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน   ในปริมาณที่แตกตางกันขึ้นอยูกับสายพันธุและภาวะที่

เจริญเติบโต (ชมพูนุช  หาญนันทวิวัฒน, 2547)  จึงนํามาวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเหลานี้มา

ยอยดวยเซลลูเลส   และเนื่องจากเซลลูโลสที่พบในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมักไมอยูในรูปอิสระ  

และมีโครงสรางที่ยากตอการเขาถึงสําหรับการยอยดวยเอนไซม  (Dekker และ Wallis, 1983; 

Woodward, 1987; Pirisi, 1989) ดังที่กลาวไวในบทที่ 2  จึงตองปรับสภาพวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรเหลานี้  เพื่อใหอยูในรูปที่เหมาะสมสําหรับการยอยดวยเซลลูเลส  ตามวิธีของ สุภาพร  

ชาติวรพงศา (2536) 

 

 ผลการศึกษาแอกทิวิตีของเซลลูเลส GC220  ตามวิธีของ Ghose (1987)  และ 

Sternberg และคณะ (1977)  พบวาเซลลูเลส GC220  มีแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส (507.59 

หนวยเอนไซมตอมิลลิลิตร) เดนกวาแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส  (149.65 หนวยเอนไซมตอ

มิลลิลิตร)  สอดคลองกับขอมูลงานวิจัยของจารุวรรณ  สัมพันธวณิช (2548)   ผลการศึกษาภาวะที่

เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220   พบวาอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  และคาความ

เปนกรด-เบส 6.0   เปนคาที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการทํางานของเซลลูเลส GC220  สอดคลองกับ

เอกสารประกอบการใชเซลลูเลส GC220 ของบริษัท Genencor, Finland   และผลการศึกษา

ปริมาณของเซลลูเลส GC220 ที่เหมาะสมตอการยอยชานออย  พบวาปริมาณเซลลูเลส GC220  

5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) สามารถปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุด  โดยที่ปริมาณ
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มากกวานี้จะไมเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอย  ทั้งนี้เนื่องจากผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น ไดแก         

เซลโลไบโอส และกลูโคส จะยับยั้งการทํางานของเซลลูเลส GC220 เอง (Bailey และ Ollis, 1986)  

Xiao และคณะ (2004) รายงานวา  การศึกษาผลกระทบของการยับยั้งของกลูโคสและน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยวชนิดอื่น ๆ ที่มีตอเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดส   พบวาเมื่อปริมาณกลูโคสเพิ่มข้ึนมีผล

ทําใหการยับยั้งแอกทิวิตีของเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดสเพิ่มตาม  ในขณะที่แมนโนส ไซโลส  

และกาแลกโทส  ไมมีผลยับยั้งแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส  แตมีผลตอแอกทิวิตีของเซลลูเลส 

 

 ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมตอการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส 

GC220  ในระบบที่มีวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพ 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.0  พบวาเวลาที่เหมาะสมของเซลลูเลส 

GC220  ในการยอยชานออย คือ 6 ชั่วโมง สวนฟางขาว  แกลบ  และรําขาว คือ 24 ชั่วโมง            

โดยเวลาที่ใชยอยมากขึ้น  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอยไมไดเพิ่มข้ึนตาม  และพบวาเวลาที่ใช

นอยกวาขอมูลงานวิจัยของ  จารุวรรณ   สัมพันธวณิช (2548)  รายงานวา  เวลาที่เหมาะสมตอ

การยอยชานออย   ซังขาวโพด  ลําไยอบแหง  และฟางขาว  ดวยเซลลูเลส Cyto®CL และ GC220  

คือ 48 ชั่วโมง ในระบบที่มีวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส  ความเปนกรด-เบส 4.5   

 

 ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC 220 ตามภาวะที่เหมาะสม 

พบวาเปอรเซ็นตการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซของแกลบและรําขาวจากการยอยดวยเซลลูเลส 

GC220 มีปริมาณต่ํามาก (3.82 และ 2.06% ตามลําดับ)   เมื่อเปรียบเทียบกับชานออยและ     

ฟางขาว (21.91 และ 35.95% ตามลําดับ)   การที่ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอยของแกลบเมื่อ

ยอยดวยเซลลูเลส GC220 มีคาต่ํามาก  อาจมีสาเหตุมาจากโครงสรางภายในของแกลบ ที่

ประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวน คือ สวนที่เปนสารอินทรียจําพวกเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ

ลิกนิน   และสวนที่เปนสารอนินทรีย  ที่มีซิลิกา (SiO2) เปนองคประกอบหลัก (www.mtec.or.th) 

โดยซิลิกาอาจมีผลยังยั้งการทํางานของเซลลูเลส GC220  สวนกรณีของรําขาว  อาจมีสาเหตุจาก

มีปริมาณเซลลูโลสเปนองคประกอบต่ํา  ทําใหเมื่อนํามายอยดวยเซลลูเลส GC220 จึงปลดปลอย

น้ําตาลรีดิวซออกมาเพียงเล็กนอย   เนริสา   คุณประทุม (2543) รายงานวา  รําขาวเจา  

ประกอบดวย  เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  ปริมาณ 8.30  17.58  และ 2.38 กรัมตอ

น้ําหนักแหง  ตามลําดับ   สวนชานออย  ประกอบดวย  เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  

ปริมาณ 34.08  20.31  และ 8.93  กรัมตอน้ําหนักแหง  ตามลําดับ  จากรายงาน  เห็นไดวา

ปริมาณเซลลูโลสในรําขาวนอยกวาชานออยถึง 4.11 เทา  และเมื่อพิจารณาถึงคาใชจาย  และ
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เวลาที่ใชในการเตรียมไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร   จะเห็นวาแกลบและรําขาว   

เปนวัตถุดิบที่ไมสมควรจะนํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเปนอยางมาก  จึงไดตัดแกลบและ

รําขาวทิ้ง  และเลือกใชไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลังและกากน้ําตาลแทน  สําหรับการศึกษา

ชนิดของแหลงคารบอนในขั้นตอไป   เนื่องจากแปงมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบที่หางาย  ราคาถูก 

สวนกากน้ําตาลเปนของเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตน้ําตาลที่มีคุณคาทางอาหารสูง 

 

 แบคทีเรียที่ใชในงานวิจัย คือ E. cloacae สายพันธุ EN02 คัดแยกไดจากออย โดยสมฤดี  

ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551)  เปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  โดยอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ใชในรายงาน คือ อาหารเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ 

Tallgren และคณะ (1998)  จึงใชสูตรอาหารนี้เปนสูตรเริ่มตนในการปรับปรุง  เร่ิมต้ังแตคัดเลือก

ชนิดของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน  แหลงวิตามินและเกลือแร  ปริมาณของคารบอนและ

ไนโตรเจนที่เหมาะสม  อุณหภูมิและคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม 

 

 วัตถุดิบที่ใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอน  ไดแก  ไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลัง  

ไฮโดรไลเสตจากฟางขาว   ไฮโดรไลเสตจากชานออย  และกากน้ําตาล  เพื่อทดแทนซูโครสใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 

(1998)   พบวาไฮโดรไลเสตจากฟางขาวเปนแหลงคารบอนที่ทําใหเซลลมีการเจริญและการผลิต

พอลิแซ็กคาไรดสูงสุด   รองลงมา คือ ซูโครส  แตเมื่อพิจารณาขั้นตอนการเตรียมไฮโดรไลเสต  ที่

ตองมีการปรับสภาพฟางขาวกอน   ดวยเบสและความรอนสูง  จากนั้นยอยดวยเอนไซมเปนเวลา 

24 ชั่วโมง  และตองใชฟางขาวถึง 41.72 กรัม  เพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

นอกจากนี้ลักษณะของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากไฮโดรไลเสตของฟางขาว  มีลักษณะสีน้ําตาล

เขมและเปนกอน  แตกตางจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากซูโครสที่มีลักษณะสีขาว  เปนผงละเอียด 

ดังนั้นในแงของความคุมทุน  และคุณภาพผลผลิต  พบวาซูโครสมีความเหมาะสมมากกวาฟางขาว 

สวนการที่กากน้ําตาลและไฮโดรไลเสตจากชานออยเปนแหลงคารบอนที่เซลลมีการเจริญต่ําและ

ไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  อาจมีสาเหตุมาจากวัตถุดิบทั้งสองมีการปนเปอนของโลหะหนัก  

และสารเคมี (Boonrod และคณะ, 2005) ที่สงผลใหยับยั้งการเจริญของเซลลและการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   และจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีซูโครส  กลูโคส  ฟรักโทส  และ

กลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน 1:1)  เปนแหลงคารบอน   พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสผลิต

พอลิแซ็กคาไรดมากที่สุด  รองลงมา คือ กลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน 1:1)  กลูโคส  และ

ฟรักโทส  ตามลําดับ  ดังนั้น การที่ซูโครสสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดปริมาณมาก  เปนผลจาก

แบคทีเรียตองการทั้งกลูโคสและฟรักโทสในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   ถาขาดอยางใดอยางหนึ่งจะ
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ทําใหเซลลผลิตไดนอยลง  ในการทดลองตอไป  จึงเลือกซูโครสเปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด   Manca de Nadra และ Strasser de Saad (1995) รายงานวา Pediococcus 

pentosaceus  ที่แยกไดจากไวน   สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดจากน้ําตาลหลายชนิด คือ 

กลูโคส  ฟรักโทส  และซูโครส  แตปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากน้ําตาลซูโครสจะสูงที่สุด 

 

 ผลการศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจน  โดยวัตถุดิบที่ใช  ประกอบดวย  แหลงไนโตรเจน 

อนินทรีย  ไดแก  แอมโมเนียมไนเตรต  แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมคลอไรด  โซเดียมไนเตรต  

และแหลงไนโตรเจนอินทรีย  ไดแก  ไฮโดรไลเสตจากกากถั่วเหลือง  ไฮโดรไลเสตจากกาก

ทานตะวัน  และไฮโดรไลเสตจากกากงา  โดยปรับใหมีปริมาณไนโตรเจนเริ่มตนเทากัน  คือ            

0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวา  E. cloacae  สายพันธุ EN02 สามารถผลิตพอลิ           

แซ็กคาไรดจากแหลงไนโตรเจนอนินทรียเทานั้น  โดยแอมโมเนียมคลอไรด  เปนแหลงไนโตรเจนที่มี

การผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ 4.01 กรัมตอลิตร   ดังนั้นจึงเลือกแอมโมเนียมคลอไรดเปน

แหลงไนโตรเจน  ในการศึกษาขั้นตอไป  Novax และคณะ (1992)  รายงานวา  Arthrobacter 

viscosus NRRL B-1973 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลง

คารบอน  และแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน   Moreno และคณะ (1998)  รายงานวา  

Xanthomonas campestris สามารถผลิตแซนแทนไดดี ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียม       

คลอไรด  0.1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงไนโตรเจน  

 

 ผลของแหลงวิตามินและเกลือแร  พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเพียงอยาง

เดียวมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ 4.96 กรัมตอลิตร  รองลงมา คือ อาหารที่มีทั้งแมกนีเซียม

ซัลเฟตและสารสกัดจากยีสต (4.53  กรัมตอลิตร)  เปนที่ทราบกันวา สารสกัดจากยีสตมีราคาแพง

ดังนั้นการที่ E. cloacae  สายพันธุ EN02  สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดในปริมาณมาก  ในอาหาร

ที่ไมมีสารสกัดจากยีสต  ทําใหลดตนทุนการผลิตเปนอยางดี   ในการศึกษาตอไป  จึงเลือก

แมกนีเซียมซัลเฟตเปนแหลงเกลือแรเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด   Prasertsan และคณะ (2008)  

รายงานวา E. cloacae  WD7 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดนอยลง  เมื่อความเขมขนของสาร

สกดัยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน   

 

 การแปรผันความเขมขนของซูโครสตั้งแต 1.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวา

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาคอนขางคงที่  ในชวงความเขมขนซูโครส 3.0 – 5.0% โดย

น้ําหนักตอปริมาตร  โดยอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหงมีคามากสุด  ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  สอดคลองกับขอมูลงานวิจัยของ
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Prasertsan และคณะ (2008) รายงานวา  ความเขมขนของซูโครสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดโดย E. cloacae  WD7 คือ 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  Stredansky และ Conti 

(1999)  รายงานวา  ความเขมขนของซูโครสที่ เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย 

Agrobacterium tumefaciens คือ 2.5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   Sutherland (1977) รายงาน

วา น้ําหนักโมเลกุลของ EPS ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญของจุลินทรีย   โดยฮอมอพอลิแซ็กคาไรด 

สวนใหญผลิตจากซูโครส  และมีสมบัติทางเคมีแตกตางกันขึ้นอยูกับหลายปจจัย ไดแก ชนิดของ

อาหาร  ระยะเวลาในการเจริญ  ความเขมขนของซูโครส  และการผลิตเอนไซมที่ใชในการตัดสาย

พอลิแซ็กคาไรด   

 

 การแปรผันความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด  ตั้งแต 0.02 – 0.12% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเพิ่มข้ึนตาม  ความเขมขนของแอมโมเนียม        

คลอไรดที่เพิ่มข้ึน ในชวงความเขมขน 0.02 - 0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  หลังจากนั้นปริมาณ

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเร่ิมลดลงและคงที่ ในชวงความเขมขน 0.08  - 0.12% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  โดยปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาสูงสุดที่ความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด  

0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  Lo และคณะ (1996)  รายงานวา  ความเขมขนของไนโตรเจนที่

มากเกินไป  จะสงผลใหการผลิตแซนแทนลดลง  BeMiller and Whistler  (1996) รายงานวา 

สารอาหารไนโตรเจนสําคัญตอการเจริญของแบคทีเรีย  แตถาปริมาณของไนโตรเจนในอาหารมาก

เกินไป  จะไปลดประสิทธิภาพการเปลี่ยนคารโบไฮเดรตเปนพอลิแซ็กคาไรด  

 

 การศึกษาภาวะทางกายภาพที่เหมาะสมสําหรับผลิตพอลิแซ็กคาไรด  พบวาอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส  และความเปนกรด-เบส 6.5  เปนภาวะที่ E. cloacae  สายพันธุ EN02  สามารถ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุด  สวนการเจริญของเซลลมีคาสูงสุด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

และความเปนกรด-เบส 7.0  สอดคลองกับขอมูลงานวิจัยของสมฤดี  ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) 

Prasertsan และคณะ (2008) รายงานวา  E. cloacae  WD7  สามารถเจริญไดดีและผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดในปริมาณมากที่คาความเปนกรด-เบส 7.0   โดยอุณหภูมิที่เหมาะสําหรับผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด คือ  30 องศาเซลเซียส  และพบวาการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจะลดลง 50% ทุก ๆ 

อุณหภูมิที่เพิ่มข้ึน 5 องศาเซลเซียส  Pace (1981)  รายงานวา  คาความเปนกรด-เบสมีผลตอการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากกวาการเจริญของเซลล  Lawson และ Sutherland (1978) รายงานวา        

คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมสําหรับการสังเคราะหพอลิแซ็กคาไรด อยูในชวง 6.0 – 7.5  และ

อุณหภูมิที่บมเปนปจจัยสําคัญในการสังเคราะหพอลิแซ็กคาไรด   โดยจุลินทรียที่ใชผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดในทางการคา สวนใหญเปนพวกมีโซไฟล (mesophile)  Keith และคณะ (1991) 
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รายงานวา  คาความเปนกรด-เบส 7.2  เปนคาที่ เหมาะสําหรับผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย                   

E. herbicola   Grobben และคณะ (1995) รายงานวา Lactobacillus delbrueckckii subsp. 

bulgaricus  NCFB 2772 เมื่อบมเชื้อที่อุณหภูมิสูงจะมีการผลิต EPS สูงขึ้น  แตเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 

47 องศาเซลเซียส เชื้อจะสูญเสียความสามารถในการผลิต EPS    

 

  รูปแบบการเจริญของ E. cloacae  สายพันธุ EN02 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม 

ที่มีซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงคารบอน  แอมโมเนียมคลอไรด 0.06% โดย

น้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน  และแมกนีเซียมซัลเฟต 0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร

เปนแหลงเกลือแร  บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.0  พบวาพอลิ

แซ็กคาไรดเปนเมแทบอไลตที่ถูกสรางขึ้นควบคูไปพรอมกับการเจริญ (primary metabolite)  โดย

มีรูปแบบการเจริญในระยะเริ่มตนที่คอนขางสั้น  และเขาสูภาวะคงที่ภายในระยะเวลา 12 ชั่วโมง 

และเมื่อบมตอไปจนกระทั่งครบ 24 ชั่วโมง  จะไมมีผลตอการเพิ่มปริมาณพอลิแซ็กคาไรด  โดย

เวลาที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรดัดแปลงใหม  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  คือ  9 – 12  

ชั่วโมง  Prasertsan และคณะ (2008) รายงานวา  รูปแบบการเจริญของ  E. cloacae  WD7 เมื่อ

เล้ียงในอาหารที่มีกลูโคส ความเขมขน 1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงคารบอน  คาความ

เปนกรด-เบส 7.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 ชั่วโมง  พบวาแบคทีเรียเจริญอยาง

รวดเร็วใน 6 ชั่วโมงแรก  และผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด (2.23 กรัมตอลิตร) ในชั่วโมงที่ 72  เปน

ชวงที่เซลลมีการเจริญคงที่ (stationary phase) 

 

 การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. Cloacae สายพันธุ EN02 จาก

อาหารสูตรดัดแปลงใหม  โดยการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อ   เนื่องจากแบคทีเรียมีการ

เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  แตผลิตพอลิแซ็กคาไรดปริมาณมากที่อุณหภูมิ 40         

องศาเซลเซียส   พบวาการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อจาก 30 องศาเซลเซียสใน 6 ชั่วโมง

แรก เปน 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา  ทําใหปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียในสูตรอาหารดัดแปลงใหมมีคาเพิ่มข้ึน  จาก 4.2  เปน 4.86  กรัมตอลิตร หรือคิดเปน

เปอรเซ็นต เทากับ 15.71%  จากการศึกษาที่ผานมา  พบวาการผลิต EPS ของแบคทีเรียสวนใหญ

จะสูงขึ้นเมื่อมีแหลงคารบอนในปริมาณมาก  และที่อุณหภูมิต่ํา (Sutherland, 1977; Souw and 

Demain, 1979; Shu and Yang, 1990)   อยางไรก็ตาม สําหรับแบคทีเรียบางชนิด  ภาวะที่

เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแตละสายพันธุอาจแตกตางกันไป  บางสายพันธุอาจจะ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด ไดดีที่ภาวะที่ไมใชภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต (Sutherland, 1979; 

Cerning, 1990)    
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 สมบัติเบื้องตนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. Cloacae สายพันธุ EN02 จากอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม  พบวาประกอบดวยโปรตีน  0.234%  และมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวประกอบดวย 

ไซโลสเปนสวนใหญ  โดยมีกลูโคส  และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตัวอื่นที่อาจจะเปนกาแลกโทสเพียง

เล็กนอย  และพบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหมมีองคประกอบ

ของน้ําตาลเหมือนพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (อาหารเหลวดัดแปลงจาก

อาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) )  โดยอุณหภูมิที่หลอมเหลวของ

พอลิแซ็กคาไรด คือ 227.5  องศาเซลเซียส  และจากการศึกษาของสมฤดี  ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551)  

รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae สายพันธุ EN02 เปนพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุ

ลบ  จึงสรุปไดวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae สายพันธุ EN02  เปนเฮเทอโรพอลิ         

แซ็กคาไรดชนิดประจุลบ (acidic heteropolysaccharide)  Prasertsan และคณะ (2006) 

รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย E. cloacae WD7 เปนเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปน

ลบ  ประกอบดวยน้ําตาลที่มีประจุเปนกลาง 29.4%  กรดยูโรนิก 14.2%  และน้ําตาลทีม่หีมูอะมโิน 

0.93%  Tekada และคณะ (1994) รายงานวา จากการคัดแยกเชื้อจากใบไมพบ Enterobater sp. 

ที่สามารถผลิต EPS ได  และเมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมาผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์

บางสวนและตรวจสอบชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ  พบวาประกอบดวย  

กลูโคส  แมนโนส  แรมโนส  กาแลกโทยูโรนิก แอซิด และ กลูคลูโรนิก แอซิด  และพบวาไมมี

รายงานการผลิตฮอมอพอลิแซ็กคาไรด  จากแบคทีเรียในสกุล Enterobacter สายพันธุ อ่ืน ๆ  

Cerning และคณะ (1990) รายงานวา EPS สวนใหญประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ 

กลูโคส  และกาแลกโทส   

 

 
สรุปผลการทดลอง 
 

1.   สูตรอาหารดัดแปลงใหมสําหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  ประกอบดวย  ซูโครส  แอมโมเนียม

คลอไรด (NH4Cl) แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4⋅7H2O)  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(K2HPO4)  และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  ปริมาณ  3.0  0.06  0.02  0.9  และ

0.3 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามลําดับ 
 

2.   อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

คือ  30 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงแรก  และ 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา 
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3.   คาความเปนกรด-เบส 6.5 เปนคาที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 

เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 
 

4.   ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากสูตรอาหารดัดแปลงใหมสูงกวาอาหารสูตรเดิม (อาหาร

เหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) ) คิดเปน

เปอรเซ็นตเทากับ 18.78%  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากสูตรอาหารดัดแปลงใหม คือ  

4.86  กรัมตอลิตร 
 

5.   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae สายพันธุ EN02  เปนเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดชนิด

ประจุลบ  ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเปนสวนใหญ  โดยมีน้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยวตัวอื่นเพียงเล็กนอย  อุณหภูมิที่หลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด คือ 227.5  องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ก  

สูตรและวิธเีตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.   อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตามวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    2.0 กรัม 

วุนผง (Agar)       15.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 10 นาท ี

 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวธิีของ Tallgren   
      และคณะ (1998) 
 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    1.0 กรัม 

แอมโมเนยีมซลัเฟต [(NH4) 2SO4]     1.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดเบสเทากับ    6.5 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 10 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

วิธวีิเคราะหและเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
1.   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธ ีDNS (Miller, 1959) 
 

การเตรียมสารเคมี 

 

1)   ดีเอนเอส รีเอเจนต (DNS reagent) 

 ชั่งสารไดไนโตรสาลิไซลิก [C7H4N2O7] 5 กรัม ละลายใน 2 โมลาร โซเดยีมไฮดรอกไซด 

[NaOH] 100 มิลลิลิตร  จากนัน้คอย ๆ เตมิโซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O]  

150 กรัม  ผสมใหเขากนับนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก  ปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตรดวยขวด 

วัดปริมาตร   เก็บสารละลายที่ไดใสขวดสีชา อุณหภูมหิอง 

 

2)   2 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด  

 ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] 8 กรัม นาํมาละลายในน้ํากลัน่ 80 มลิลิลิตร แลวจึงปรับ

ปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 

วิธีวิเคราะห 

  

 นําสารตัวอยางที่ตองการวเิคราะหที่ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเติม

สารละลายดีเอนเอส รีเอเจนต (DNS reagent) 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาํไปตมในน้าํเดือด

นาน 5 นาที เมื่อครบเวลานาํไปแชในน้าํเย็นทันที เปนเวลา 5 นาท ีจากนัน้เติมน้ํากลั่นหลอดละ 5 

มิลลิลิตร  นาํไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เพื่อดูปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

 เปรียบเทียบคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซไดจากกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ความเขมขน 0 – 2 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร  
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2.   วัดแอกทิวิตีของเซลลูเลส 
 

การเตรียมสารเคม ี

 

1) 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 

  ชั่งโซเดียมซิเตรต 14.71 กรัม นาํมาละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1 

โมลาร ไฮโดรคลอริก 75 มิลลิลิตร คนใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบสใหได 4.8 แลวจึง

ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 

 

2)   0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 

  ชั่งโซเดียมซิเตรต 7.35 กรัม นํามาละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1   

โมลาร  ไฮโดรคลอริก 37.5 มิลลิลิตร คนใหเขากนั ปรับคาความเปนกรด-เบสใหได 4.5 แลวจึง

ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 

 

3)   สารละลายคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethylcellulose) ความเขมขน 2% 

  คอย ๆ เติมคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส 2 กรัม ลงใน 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร 

pH 4.8 ผสมใหเขากนับนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 

4)   สารละลายซาลิซนิ (D-salicin) ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

  ละลายซาลิซนิ 0.4 กรัม ดวย 0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 แลวปรับ

ปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

 

วิเคราะหแอกทิวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส ดวยวิธ ีCarboxymethyl Cellulase Assay    

(Ghose, 1987) 

  

  นําเอนไซม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส

ความเขมขน 2%  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีจากนั้นนํามาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี 

DNS เพื่อนําไปคํานวณหาคาแอกทวิิตีจากสูตรตามหลกัของ International Unit (IU) 
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วิเคราะหแอกทิวิตีของเอนไซมบีตากลูโคลซิเดส (Sternberg, 1976) 

 

  นําเอนไซม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายซาลิซินความเขมขน 4 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ที่ละลายใน 0.025 โมลาร ซิเตรตบฟัเฟอร pH 4.5  ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  นาํไปแชในอางควบคุมอุณหภมูิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 

30 นาท ีจากนั้นนํามาวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวิธ ีDNS เพือ่นําไปคํานวณหาคา

แอกทิวิตีจากสูตรตามหลักของ International Unit (IU) 

 
คํานวณหา unit of enzyme ตามวิธขีอง The International Union of Biochemistry 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม  คือ  ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตน

      ใหเปนกลูโคส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ี

      ภายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นัน้คือ 

1 หนวยของเอนไซม  = 1  ไมโครโมลของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน 1 นาท ี

   = 1 ไมโครโมลของกลูโคสทีถู่กปลดปลอยออกมาใน 1นาท ี

   = 0.180 มิลลิกรัมของกลูโคสทีถู่กปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ี

คาแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคสซิเดส จะไดวา 

ถา 0.180 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ีมีคาเทากับ    1 หนวย 

 1.000 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 30 นาที มีคาเทากับ  1 /(0.180 x 30) 

         =   0.185   หนวย 

หากปลดปลอยกลูโคส X มิลลิกรัม ใน 30 นาท ีมีคาเทากับ ((X) x 0.185) / 0.5   หนวย 

หรืออาจคิดเปน 

  

แอกทิวิตีเอนไซม = (มิลลิกรัมกลูโคส x 0.185) / มิลลิลติรของเอนไซม     หนวย/มลิลิลิตร 
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3. การเตรียมสารสําหรับวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวธิี Kjeldahl (Leonard, 1987) 
 

1)   สารเรงปฏิกิริยาที่ใชในการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 

 ผสมโพแทสเซยีมซัลเฟต  คอปเปอรซัลเฟต  และซีลีเนียม ในอัตราสวน 100 : 10 : 1 โดย

น้ําหนกั 

 

2)   สารละลายกรดบอริกผสมอินดิเคเตอร 

 เร่ิมตนจากเตรียมสารละลายอินดิเคเตอรผสม (mixed indicator) โดยละลายเมทิลเรด 

0.066 กรัม และโบรโมครีซอลกรีน 0.099 กรัม ในเอทานอลความเขมขน 95% โดยปริมาตร 

ปริมาณ 80 มลิลิลิตร และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรเปน 100 มลิลิลิตร 

 ละลายกรดบอริก 40 กรัมในน้าํรอน  ปริมาตร 1,800 มิลลิลิตร  รอใหเยน็แลวจงึเติม

สารละลายอนิดิเคเตอรผสมลงไปประมาณ 20 มิลลิลิตร จะไดสารละลายผสมสีมวงแดง  จากนัน้

ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่โดยขวดวัดปริมาตรเปน 2 ลิตร 

 

3)   สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 40 %โดยน้ําหนกัตอปริมาตร 

 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยขวดวัด

ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
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4.   วเิคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธขีอง Lowry (Lowry, 1951) 
 

การเตรียมสารเคมี 

 

1)   สารละลาย Lowry A 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)    60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)    12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (C4H4KNaO6⋅4H2O)  0.6 กรัม 

น้ํากลัน่       3,000 มิลลิลิตร 

 

2)   สารละลาย Lowry B 

คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O)  5.0 กรัม 

น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 

3)   สารละลาย Lowry C 

สารละลาย Lowry A     50 สวน 

สารละลาย Lowry B     1 สวน 

 

4)   สารละลาย Lowry D 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent) 1 สวน 

น้ํากลัน่       1 สวน 

 

วิธีวิเคราะห 

 

 นําสารตัวอยางที่ตองการวเิคราะหในความเขมขนทีเ่หมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร  มาเติม

สารละลายผสม Lowry C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม ตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาท ีจึงเติมสารละลาย Lowry D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั

แลวตั้งทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660     

นาโนเมตร 

  เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีนไดจากกราฟมาตรฐานของโบวนีซีรัมอัลบูมิน (Bovine 

serum albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS (Miller, 1959) 

 

 

 

กราฟมาตรฐานกลูโคส ความเขมขน 0 – 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนกลูโคส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

และคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร

y = 0.5365x

R2 = 0.9994
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2. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry,1951) 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0 – 120  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

y = 0.0031x

R2 = 0.9975
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวพนิดา  เทียมชัยบุตร   เกิดวันที่ 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2526  ที่จังหวัดกรุงเทพฯ   

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  จากภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2547   และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  ที่

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2548  ที่อยู

ปจจุบัน  167/245  ซอยบางแค 10  ถนนสุขาภิบาล 1  แขวงบางแค  เขตบางแค  กรุงเทพฯ 10160 
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