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งานวิจัยนี้ศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวของ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 
และ Candida utilis TISTR 5001 รวมกับการผลิตเอนไซมโปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR 25 
ในอาหารขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจน เพื่อหาปริมาณวัตถุดิบและภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซม
โปรตีเอส  พบวาใชแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร   และแอมโมเนียมซัลเฟต 10 กรัมตอลิตร  
ในอาหารขั้นต่ํา ใชเชื้อตั้งตนของ E. fibuligera 7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (เขมขน 5 กรัมตอลิตร)   
เล้ียงเชื้อในถังหมักเปนเวลา 16 ช่ัวโมง จึงเติมเชื้อตั้งตนของ C. utilis  3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
(เขมขน 7 กรัมตอลิตร) โดยควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดาง 5.5 อัตราการ
กวน 250 รอบ / นาที  อัตราการใหอากาศ   1.0 vvm  เล้ียงเชื้อตอจนครบ  40   ช่ัวโมง     จึงเติมเชื้อ
ตั้งตนแบบ  cell  suspension ของ B. subtilis 10  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร     ควบคุมคาความเปนกรด
ดางที่ 7.0 เล้ียงจนครบ 72 ช่ัวโมง พบวาไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.91 กรัมตอลิตร โปรตีน
จริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 49.5 เปอรเซ็นต  มวลเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  
0.527        และโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 2.57 ยูนิตตอมิลลิลิตร  หลังจากหมักเสร็จสิ้นนําตัว
เซลลที่ตกตะกอนออก แลวเติมน้ํายางสด 35%DRC ปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร รวมกับสาร
ละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 % ปริมาณ 1 phr ใชอัตราการกวน 100 รอบตอนาที เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง พบวาสามารถลดปริมาณไนโตรเจนของยางดิบได 70 เปอรเซ็นต ซ่ึงยางดิบที่ไดมี
ปริมาณเถา ไนโตรเจน  ส่ิงสกปรก และส่ิงระเหยเทากับ 0.05, 0.17, 0.002 และ 0.23 เปอรเซ็นตตาม
ลําดับ มีคาการออนตัวเร่ิมตน 30.7 คาดัชนีการออนตัว 86.6 คาความหนืดมูนี 52.9 และดัชนีสี 5 
โดยยางที่ไดมีลักษณะพื้นผิวและภาคตัดขวางไมแตกตางจากยางดิบชุดควบคุม  
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Single  cell   protein   production  by    Endomycopsis    fibuligera  TISTR  5097       and   

Candida  utilis TISTR 5001  together  with the production of protease by Bacillus subtilis TISTR 
25 in minimal medium using cassava starch as a carbon source and ammonium sulphate as a 
nitrogen source has been studied. The objective is to find suitable substrate and optimum 
conditions. Suitable process operations have been found by using 15 g/l of cassava starch and 10 
g/l of ammonium sulphate in minimal medium inoculated with  7% v/v of E. fibuligera (5 g/l) 
cultivated for 16 h  then  added 3% v/v inocculum of  C. utilis (7 g/l). The   pH was controlled at 
5.5, temperature at 30 OC, agitation speed of  250 rpm and aeration rate of 1.0 vvm. A 10% v/v 
cell suspension  of  B. subtilis  was added  at  the 40 th h  and  the cultivation continued until the 
72 th h  in the fermenter.  Single cell protein yield from this process was  7.91 g/l dry weight, 
maximum cellular protein  49.5% , bio-mass per gram cassava 0.527 and highest protease activity  
2.57 U / ml. After  cell bio-mass removal,  the broth was used for the deproteinization by adding  
35% DRC of  field latex 40 % v/v of  broth and 1 phr of  SDS (10% solution) into the broth with 
agitation speed of  100 rpm  for 1 h. The yielded  raw rubber has its nitrogen reduced by 70%. 
The physical properties of  the raw rubber  are 0.05% ash, 0.17% nitrogen, 0.002% dirt content 
and 0.23% volatile matter, P0  30.7, PRI index  86.6, Moony viscosity  52.9  and color index  5. 
The surface and cross section characteristic of sample and control  rubber  have no different.     
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1  ความเปนมา และความสําคัญของโครงการ 
 

ในชวงตนทศวรรษ 1950 ประชากรโลกไดเผชิญกับปญหาการขาดแคลนอาหารประเภท
โปรตีน   นักวิทยาศาสตรพยายามศึกษาหาแหลงอาหารประเภทโปรตีนสําหรับเปนอาหารมนุษย 
(Food) หรือเปนอาหารสัตว (Feed) โดยใหความสําคัญแกโปรตีนจากจุลินทรีย  จึงเริ่มมีการศึกษา
ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของจุลินทรียและการผลิตโปรตีนจากจุลินทรียไดมีการพัฒนามาก
ขึ้น  ความตองการนําโปรตีนเซลลเดี่ยวของจุลินทรียมาใชประโยชนเปนอาหารสําหรับมนุษยและ
สัตว ทําใหมีการศึกษาเรื่องการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากจุลินทรียมากยิ่งขึ้น  โดยในระหวาง
สงครามโลกครั้งที่ 1 และ 2  ประเทศแถบยุโรปมีการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสตเพื่อใชเปน
แหลงอาหารมนุษย โดยจุลินทรียที่ใชในการผลิตคือ Candida. utilis  ซ่ึงเปนยีสตที่เจริญเติบโตได
เร็ว มีปริมาณโปรตีนสูง อุดมดวยวิตามินบีรวม และเจริญเติบโตไดในวัตถุดิบหลายชนิด 
(Rose,1979a) ในประเทศอังกฤษใชประโยชนจากยีสตซ่ึงเปนผลพลอยไดจากการทําเบียรเปน
อาหารสัตว  สวนประเทศไทยเริ่มมีการทดลองใชยีสตเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตว   เนื่องจาก
แหลงโปรตีนในอาหารสัตว ซ่ึงไดจากกากถั่วเหลืองและปลาปนมีราคาสูงและหายาก  ดังนั้นการ
ผลิตโปรตีนจากจุลินทรียจึงเปนแหลงโปรตีนสําคัญอีกแหลงหนึ่งที่สมควรนํามาใชเปนอาหารสัตว  
เพราะมีปริมาณโปรตีนสูงสามารถเลี้ยงไดในระยะเวลาสั้น วัตถุดิบราคาถูก และประหยัดเนื้อที่ใน
การผลิต  จากการเพิ่มขึ้นของประชากรโลกอยางรวดเร็ว  นํามาสูการขาดแคลนอาหารประเภท
โปรตีน  ดังนั้นโปรตีนจากจุลินทรียจึงมีความสําคัญอยางมากในการเปนแหลงอาหารทดแทนแหลง
อาหารจากพืชและสัตว ซ่ึงนับวันมีราคาแพงและหายากมากขึ้น  ในอนาคตการขาดแคลนอาหาร
ยอมเปนปญหาใหมสําหรับมนุษย  เพราะอัตราการเพิ่มขึ้นของประชากรโลกสูงมาก  ในขณะที่
อัตราการเพิ่มของอาหารคงที่และมีแนวโนมลดลง  นอกจากนั้นความตองการแหลงอาหารประเภท
โปรตีนสําหรับใชในการเลี้ยงสัตวมีมากขึ้น   
 ประเทศไทยเปนแหลงผลิตยางธรรมชาติที่สําคัญของโลก รองลงมาคืออินโดนีเซีย   และ
มาเลเซีย   ยางธรรมชาติที่ผลิตไดเกือบทั้งหมดถูกสงออกไปยังตางประเทศ  จึงสมควรที่ประเทศ
ไทยจะปรับตัวเพื่อพัฒนาการผลิตและคุณภาพทั้งยางธรรมชาติและผลิตภัณฑยางใหสามารถแขงขัน
กับตางประเทศได  รวมทั้งหาแนวทางเพื่อเพิ่มปริมาณการใชยางในประเทศใหมากขึ้นเพื่อทดแทน
การนําเขา  ผลผลิตยางธรรมชาติสงออกของไทย แบงออกเปน 6 ประเภทคือ ยางแผนดิบ  น้ํายางขน  
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ยางแทง  ยางแผนผ่ึงแหง ยางเครพและอื่นๆ  อุตสาหกรรมผลิตยางดังกลาวของประเทศ  สวนใหญ
เปนอุตสาหกรรมขนาดกลางและขนาดยอม  ปญหาสําคัญที่อุตสาหกรรมเหลานี้ประสบอยูคือ การ
ขาดแคลนเทคโนโลยีการผลิต  รวมทั้งปญหาดานวัตถุดิบที่คุณภาพไมสม่ําเสมอ  และมีผลไปถึงคุณ
ภาพของผลิตภัณฑที่ไมไดมาตรฐาน  จึงจําเปนที่จะตองพัฒนาคุณภาพวัตถุดิบยางและผลิตภัณฑยาง
ใหได 
 ในชวงประมาณ 10 ป มานี้ มีรายงานการแพโปรตีนที่มาจากถุงมือยางธรรมชาติในโรง
พยาบาลในตางประเทศ  ทําใหหลายประเทศที่ส่ังนําเขาผลิตภัณฑจากน้ํายางธรรมชาติพยายามที่จะ
กําหนดมาตรฐานเกี่ยวกับปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑยางธรรมชาติ  ประเทศไทยซึ่งเปนผูผลิตทั้ง
น้ํายางขนและผลิตภัณฑจากน้ํายางขนตองพึ่งตลาดตางประเทศเปนหลัก  จึงอยูในภาวะที่จะไดรับ
ผลกระทบโดยตรง  มีการศึกษาทั้งในและตางประเทศเกี่ยวกับการกําจัดโปรตีนออกจากน้ํายาง
ธรรมชาติ  อีกทั้งมีการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนที่กอใหเกิดการแพ ซ่ึงเปนการแพชนิดรุนแรง และบาง
รายอาจเสียชีวิตในเวลาเพียง 10 วินาที 
 การใชเอนไซมในการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติจึงเปนอีกแนวทางที่ควรศึกษาโดย 
เฉพาะเอนไซมจากจุลินทรีย  งานวิจัยนี้ใช  Bacillus  subtilis TISTR 25 ซ่ึงมีสมบัติในการผลิต
เอนไซมโปรตีเอส  ซ่ึงคาดวานาจะสามารถยอยและลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติใหลดนอยลงได  
ในขณะเดียวกันก็มีการเลี้ยงเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097  และ Candida  utilis 
TISTR 5001  เพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว เพื่อสามารถใหประโยชนในการเปนอาหารสัตวใน
กระบวนการผลิตที่มีการใชสารอาหารเดียวกันได 
 
1.2   วัตถุประสงคของงานวิจัย 

เพื่อผลิตยางธรรมชาติที่มีโปรตีนนอยลง ควบคูไปกับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
 
1.3     ขั้นตอนการวิจัย 

1. คนควาและรวบรวมขอมูลของงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
2. การหาปริมาณวัตถุดิบที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวระดับขวดทดลอง 
3. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในถังหมัก 
4. ศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอสเพื่อใชในการยอยโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ 
5. ศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติในถังหมัก 
6. ทดสอบสมบัติทางกายภาพและตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยางแผนดิบแหงที่ผลิต

ได 
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1.4    ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากงานวิจัย 
1. ไดวิธีการใหมในการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ โดยใชเอนไซมที่ผลิตไดจากจุลินทรีย 
2. ไดผลิตภัณฑโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต เพื่อใชเปนแหลงอาหารโปรตีนและวัตถุดิบที่ใชใน

การผลิตโปรตีนทดแทนโปรตีนจากเนื้อสัตว เพื่อใชเปนแหลงอาหารเสริมโปรตีนและสาร
อาหารที่จําเปนในอาหารสัตวทดแทนอาหารเสริมที่มีราคาสูง ซ่ึงเปนการลดตนทุนคา
อาหารสัตว 

3. เปนการลดกระบวนการและวัตถุดิบโดยการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียแบบผสม เพื่อผลิตทั้งตัว
เซลลโปรตีนที่ใชประโยชนเปนอาหารสัตวควบคูกับการสรางเอนไซมโปรตีเอสซึ่งคาดวา
จะกําจัดหรือลดโปรตีนที่มีอยูในน้ํายางธรรมชาติเพื่อแกปญหาการแพโปรตีนในยางธรรม
ชาติได 



บทที่ 2  
 

 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
2. 1   ยางธรรมชาติ 
 

ตนยางพาราซึ่งมีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Hevea brasiliensis  เปนตนไมที่เจริญงอกงามไดดี
ในประเทศแถบรอนที่มีดินรวน ตองการฝนไมมากไมนอย  ของเหลวที่ไดจากการกรีดตนยางพารา
จะเปนน้ํายางธรรมชาติ       ซ่ึงโดยทั่วไปสามารถกรีดน้ํายางธรรมชาติจากตนยางพาราไดตั้งแตอายุ 
7 ปไปจนถึง 30 ป   
 
1) น้ํายางสด 
  น้ํายางธรรมชาติเปนสวนของไซโตพลาสซึมที่อยูภายในทอน้ํายาง สามารถทําให
ไหลออกมาจากทอน้ํายาง โดยวิธีกรีด หรือเจาะ จะพบนิวเคลียสจํานวนมากติดอยูขางๆทอน้ํายาง 
แตไมคอยพบปะปนอยูในสวนน้ํายางหลังกรีด เปนไปไดวานิวเคลียสนี้มีสวนสําคัญในการควบคุม
กระบวนการสรางน้ํายางขึ้นมา  สําหรับสวนของไมโตคอนเดรีย สามารถตรวจพบปริมาณจํานวน
มาก ติดอยูภายในสวนของทอน้ํายางที่ยังออนอยู แตจะมีปริมาณลดลงเมื่อทอน้ํายางอายุมากขึ้น ใน
น้ํายางซึ่งกรีดไดจากตนยางจะพบไมโตคอนเดรียปริมาณนอยมาก 
        สวนของทอน้ํายาง มีลักษณะเปนทอที่เกิดจากเซลลตอกัน โดยตรงปลายของแตละ
เซลลจะทะลุถึงกัน และมีสวนเชื่อมโยงถึงกันเปนตาขาย หากดูตามแนวตัดขวางของทอน้ํายาง จะ
เห็นเปนรูปคอนขางกลมเรียงอยูรอบแกนของลําตน  แตถาดูตามแนวลําตน จะพบทอน้ํายางเรียง
เปนแนวยาวเชื่อมติดกันหลายๆทอ ซ่ึงทอน้ํายางจากทอหนึ่งสามารถไหลไปอีกทอหนึ่งได และทอ
น้ํายางจะไหลเวียนจากขวาไปซาย เมื่อทอน้ํายางถูกตัดจากการกรีดยาง น้ํายางธรรมชาติจึงไหลออก
มาสูภายนอกเปนน้ํายางสด 
     น้ํายางสดที่มาจากการกรีดจากตนยางพารา มีลักษณะเปนของเหลวสีขาวขุนเหมือนน้ํา
นม  มีสภาพเปนคอลลอยดหรือสารแขวนลอย  มีความหนาแนนอยูระหวาง 0.975 ถึง 0.98 กรัมตอ
มิลลิลิตร มีคาความเปนกรดดาง (pH) ประมาณ  6.5 ถึง 7.0 (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี , 2540) 
        น้ํายางสดมีลักษณะเปนสารละลายคอลลอยด ชนิดไฮโดรโซล  กลาวคือเปนสาร
ละลายที่มีน้ําเปนตัวทําละลาย  และมีอนุภาคยางลอยอยู แตมีลักษณะพิเศษกวาไฮโดรโซลทั่วไปคือ
อนุภาคยางมีลักษณะทั้งชอบน้ํา (hydrophilic)   กระจายไดงายเมื่อมีน้ําเปนตัวกลาง และลักษณะที่
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ไมชอบน้ํา (hydrophobic) จึงไมยอมรวมกับน้ํา แตลักษณะไมชอบน้ําจะเดนกวา   (เสาวรจน  ชวย
จุลจิตร) 

น้ํายางธรรมชาติเปนสารที่ไมบริสุทธิ์ เมื่อกรีดจากตนยาง    มีปริมาณของเนื้อยาง 

แหงอยูระหวางรอยละ 25 ถึง 45 ความแตกตางระหวางปริมาณสารที่เปนของแข็ง และสารที่เปน
เนื้อยางแหงประมาณรอยละ 3 (แตเมื่อนําน้ํายางมาปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงแลว ความแตกตางจะ
ลดลงเหลือเพียงประมาณรอยละ 1.5)  สวนประกอบตางๆในน้ํายาง สามารถแบงออกเปน 2 สวน
ใหญคือ (เสาวนีย กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

  สวนที่เปนเนื้อยางรอยละ                      35 

 สวนที่ไมใชยางรอยละ                      65 

  สวนที่เปนน้ํารอยละ              55 

  สวนของลูทอยดและสารอื่นรอยละ                   10 

(1)  สวนของเนื้อยางแหง 

        เนื้อยางเปนเม็ดเล็กๆ  รูปรางคลายลูกแพร หรือเรียกวา globules ประกอบดวยสาร
ไฮโดรคารบอนประมาณรอยละ 92 และสารอยางอื่นที่มิใชยางอีกรอยละ 8 ปนอยู   สารที่มิใชยาง
ดังกลาวนี้ไดแก โปรตีน ไขมัน เกลือแร เรซิน และเอนไซม  ส่ิงที่มิใชยางเหลานี้แมวาจะมีเพียง
ปริมาณเล็กนอยแตก็มีอิทธิพลเปนอยางมากตอการอบความรอนใหคงรูป และตอสมบัติอ่ืนๆของ
ยางเปนอยางมาก (พิชัย สราญรมย, 2527) ทั้งนี้เนื่องจากสารเหลานี้สามารถเปนตัวเรง และตัว
กระตุนอยางออนๆสําหรับการคงรูปของยางได 

-  อนุภาคยาง 

  อนุภาคยางถูกหอหุมดวยสารจําพวกไขมัน และโปรตีน โดยโปรตีนนี้จะอยูช้ัน
นอก และอาจมีโลหะบางชนิดเชนแมกนีเซียม โปตัสเซียม และทองแดงปะปนอยูปริมาณเล็กนอย
ประมาณรอยละ 0.5 

  โดยปกติอนุภาคยางจะแขวนลอยในน้ํา มีความหนาแนนเทากับ 0.92 กรัมตอ
มิลลิลิตร ลักษณะอนุภาคยางเปนรูปคอนขางทรงกลม มีขนาดอนุภาคแตกตางกันมากคือ อยู
ระหวาง 0.02  ถึง 2 ไมโครเมตร (200-20,000 อังสตรอม)  อนุภาคยางสวนใหญจะมีขนาดเกิน 0.4 
ไมโครเมตร         (4,000 อังสตรอม) มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยประมาณ 1.2 ไมโครเมตร เมื่อนําน้ํายาง
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สดมาปนดวยความเร็วสูง  พบวาอนุภาคยางที่มีขนาดใหญจะแยกตัวออกจากชั้นน้ําขึ้นมาอยูดานบน
ซ่ึงสามารถแยกออกไดเปนน้ํายางขน สวนอนุภาคยางที่มีขนาดเล็กจะปนอยูกับหางน้ํายาง สามารถ
แยกออกโดยการทําใหจับตัวเปนกอนดวยกรด ( เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540 ) 

 

 

 

                                                  

 

รูปท่ี 2.1   ลักษณะอนุภาคยางธรรมชาติ (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

                           จากการศึกษาพบวา              องคประกอบของยางธรรมชาติประกอบดวยสาร
ไฮโดรคารบอน คือ พอลิไอโซพรีน ((C5H8)n)    ซ่ึงไดจากหนวยของไอโซพรีนตอกันแบบหัวตอ
หาง  ขอที่นาสังเกตอีกประการหนึ่งคือ พอลิไอโซพรีนสามารถเกิดเปน ไอโซเมอรได  ดังรูปที่ 2.3 

 

      CH2                        CH2         CH3                      CH2                       CH3                 CH-CH2 

              C            C                           C           C                    CH2     C                    C     CH2 

       CH3                   H                 CH2                H                            CH    CH2      CH3 

              Cis – 1,4                               trans –1,4                               1,2                   3,4 

 

รูปท่ี  2.2    สูตรโครงสรางแบบตางๆของพอลิไอโซพรีน (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

 จากการศึกษาดวยรังสีเอ็กซ  พบวายางธรรมชาติประกอบดวยสายโซโมเลกุลของพอลิเมอร
ที่มีโครงสรางเกือบทั้งหมดเปน  ซีส-1,4  ดังนั้น ช่ือทางเคมีที่แทจริงของยางธรรมชาติคือ  ซีส-1,4  
พอลิไอโซพรีน  และจากการคนควาดวยไออาร ก็ยืนยันวา     ยางธรรมชาติประกอบดวย ซีส-1,4 
พอลิไอโซพรีน  ประมาณรอยละ 97  
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-  โปรตีน 

สวนของสารพวกโปรตีนที่หอหุมอยูตรงผิวรอบนอกของอนุภาคยาง        จะมีอยู 

ประมาณรอยละ 25 ของโปรตีนทั้งหมดที่มีอยูในน้ํายาง  สวนที่เหลือประมาณรอยละ 50 จะอยูใน
ช้ันน้ํา และอีกรอยละ 25 จะปะปนอยูในสวนของสารลูทอยด  โปรตีนสวนที่อยูในน้ํายางสวนใหญ
เปนชนิด แอลฟากลูบูลิน และฮีวิน 

  สวนนอกสุดของอนุภาคยาง  มีโปรตีนหอหุมอยูประมาณรอยละ 1 ของอนุภาค
ยาง   สวนใหญเปนโปรตีนชนิด แอลฟากลูบูลิน  ซ่ึงไมละลายในน้ํากลั่น แตละลายในกรด ดาง 
และเกลือ มีคาจุดไอโซอิเล็กทริกที่ pH 4.8  อนุภาคยางจะรวมตัวกันอยางรวดเร็วที่คาความเปนกรด
ดาง (pH)  ของแอลฟากลูบูลินละลายไดนอยที่สุด สําหรับโปรตีนที่หอหุมผิวรอบนอกของอนุภาค
ยางซึ่งเปนพวกฮีวิน สามารถละลายในน้ําได มีคาจุดไอโซอิเล็กทริกที่ pH 4.5  จะปองกันอนุภาค
ยางมารวมตัวกัน  เมื่อมีการสูญเสียน้ําเชน การเติมแอลกอฮอล หรือ กรดอะซิติก  อนุภาคยางจะเกิด
การรวมตัวกันเปนกอนแยกออกจากสวนของซีรัม  โปรตีนบนผิวของอนุภาคยางนี้ มีสวนประกอบ
ของกํามะถัน    (crystine  disulphide linkage) อยูประมาณรอยละ 5 ดังนั้นขณะที่น้ํายางเกิดการสูญ
เสียสภาพ จะเกิดการบูดเนา โดยโปรตีนสวนนี้จะสลายตัวใหสารประกอบพวกไฮโดรเจนซัลไฟด    
และสารเมอรแคปแทน ทําใหมีกลิ่นเหม็น  (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

-  ไขมัน 

 ไขมันซึ่งอยูระหวางผิวของอนุภาคยาง และโปรตีน      สวนใหญเปนสารจําพวก   

ฟอสโฟไลปด ชนิดแอลฟาเลซิทิน  เชื่อวาทําหนาที่ยึดโปรตีนใหเกาะอยูบนผิวของอนุภาคยาง  
            น้ํายางในสภาวะที่เปนดางเชน มีแอมโมเนียอยู (ประมาณรอยละ 0.6 ขึ้นไป)      
ฟอสโฟไลปดจะถูกไฮโดรไลซ เปนกรดไขมันที่มีโมเลกุลยาว  ซ่ึงจะรวมตัวกับแอมโมเนียกลาย
เปนสบู  ทําใหน้ํายางมีความเสถียรยิ่งขึ้น  แตกรณีที่มีแอมโมเนียปริมาณนอย      (ประมาณรอยละ 
0.2 ในน้ํายาง)  การไฮโดรไลซิสจะเกิดขึ้นนอย การเพิ่มความเสถียรของน้ํายางจึงจําเปนตองเพิ่มสบู 
หรือ สารอื่นที่ชวยในการเก็บรักษาน้ํายางเพิ่มลงไป 
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ตารางที่ 2.1 สวนประกอบของเนื้อยางแหง (เสาวณีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

สวนประกอบ รอยละ 

เนื้อยางไฮโดรคารบอน 

น้ํา กระจายอยูในเนื้อยาง 

สารโปรตีน 

สารพวกไขมัน 

86 

10 

1 

3 

 

(2) สวนที่ไมใชยาง 

-  สวนที่เปนน้ํา หรือซีรัม 

ซีรัมของน้ํายาง หรือเรียกวาสวน C-serum มีความหนาแนนประมาณ     

1.02 กรัมตอมิลลิลิตร ประกอบดวยสารชนิดตางๆ คือ 

-  คารโบไฮเดรต 

   คารโบไฮเดรตเปนสารพวกแปง และน้ําตาลมีอยูในน้ํายางประมาณรอย
ละ 1 น้ําตาลสวนใหญเปนชนิดคิวบราซิทอลมีน้ําตาลชนิดกลูโคส  ซูโครส  ฟรุกโตส ปริมาณเล็ก
นอย น้ําตาลเหลานี้จะถูกแบคทีเรียใชเปนอาหาร เกิดปฏิกิริยาการยอยสลายตัวใหกรดโมเลกุลที่มี
ขนาดเล็กๆทําใหน้ํายางเกิดการสูญเสียสภาพ และรวมตัวเปนกอน กรดเหลานี้เปนกรดที่ระเหยได
งายจึงเรียกชื่อวา  VFA  (volatile fatty acid)       ประกอบดวย กรดฟอรมิก  กรดอะซิติก และกรด
โพรไพโอนิก เปนตน  ดังนั้น คากรดไขมันระเหยไดจึงเปนตัวเลขที่บงถึงความสามารถในการรักษา
สภาพของน้ํายาง โดยน้ํายางที่เก็บรักษาดีจะมีคากรดไขมันระเหยไดต่ําประมาณ 0.01 ถึง 0.02 (ตาม
มาตรฐานสากลของน้ํายางขน  กําหนดใหมีคากรดไขมันระเหยไดไมเกิน 0.2 หนวย) 

-  โปรตีน และกรดอะมิโน 

    โปรตีน และกรดอะมิโนเปนสวนที่อยูในซีรัมของน้ํายาง           มีคาจุด
ไอโซอิเล็กทริกหลายคา โปรตีนที่มีคาจุดไอโซอิเล็กทริกสูงสามารถสลายตัวใหประจุบวกได  เปน
สาเหตุใหน้ํายางสูญเสียสภาพ         ซ่ึงโปรตีนที่พบมากในน้ํายางสดสวนใหญเปนโปรตีนประเภท 
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อัลฟากลูโบลีน ซ่ึงมีสมบัติของสารตรงผิวของโมเลกุลมีความวองไว ดังนั้นโดยทั่วไปจะอยูระหวาง
รอยเชื่อมตอของน้ํา-อากาศ และน้ํามัน-น้ํา 
 

-  สวนของลูทอยดและสารอื่นๆ 

-  ลูทอยด 

       ลูทอยด เปนอนุภาคคอนขางกลม ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5  

ถึง 3 ไมโครเมตร  หุมดวยเยื่อบางๆภายในเยื่อบางนี้ เรียกสวนนี้วา B-serum จะมีทั้งสารละลายและ
สารที่แขวนลอยมีคา     pH 5.5 สวนใหญประกอบดวยโปรตีน โดยมีโปรตีนที่ละลายน้ําอยูประมาณ
รอยละ 3 และมีสวนของโปรตีนที่ไมละลายน้ําอยูประมาณรอยละ 2  นอกจากนี้ยังมีสวนของสาร
พวกฟอสโฟไลปดแขวนลอยประมาณรอยละ 0.5 และมีน้ําตาลและสารพวกพอลิฟนอลออกซิเดส  
ซ่ึงเปนสวนสําคัญที่ทําใหยางมีสีเหลือง หรือสีคลํ้าเมื่อสัมผัสกับออกซิเจนในอากาศ    ของเหลวใน
ลูทอยดมีคา pH 5.5 โดยประมาณ ลูทอยดหอหุมดวยเนื้อเยื่อช้ันเดียวสามารถเกิดการออสโมซิสได
งาย ดังนั้นการเติมน้ํายางสด จะทําใหลูทอยดบวมและแตกงาย ขณะที่ลูทอยดเกิดการพองตัวมีผลทํา
ใหน้ํายางมีความหนืดเพิ่มขึ้น และเมื่อลูทอยดแตกความหนืดก็จะลดลง 

ในสภาพของอากาศรอน อุณหภูมิสูงขึ้นมีผลทําใหลูทอยดแตกไดเชนกัน  
โดยของเหลวภายในลูทอยดจะขยายตัว และแตกออก เมื่อลูทอยดแตกของเหลวภายในซึ่งเปนสาร
แขวนลอยที่มีประจุบวก และอิออนของโลหะเชน แคลเซียมอิออน และแมกนีเซียมอิออน จะปะปน
รวมกันอยูภายในซีรัม ทําใหอนุภาคยางเกิดการรวมตัวกัน กอใหเกิดการอุดตันทอน้ํายาง มีผลทําให
น้ํายางหยุดไหลหลังกรีด สวนเนื้อเยื่อบางของลูทอยดที่แตกออก มีรูปรางไมแนนอนจะเกิดจากการ
จับตัวกันเองเปนกอน ติดอยูบนผิวนอกของอนุภาคยาง ทําใหยางมีขนาดโตขึ้น และเกิดการเคลื่อน
ที่ไดชาลง เปนสาเหตุหนึ่งทําใหน้ํายางเกิดการเสียสภาพได หากเติมแอมโมเนียลงไปในน้ํายางสด 
จะพบวาสวนของลูทอยด และสารพวกโลหะแมกนีเซียมจะรวมตัวกับแอมโมเนีย เกิดการตก
ตะกอนเปนตมสีน้ําตาล และสีมวง แยกตัวออกจากเนื้อยาง และเกาะรวมกันอยูดานลางสามารถแยก
ออกได 
   

-  อนุภาคเฟรย – วิสล่ิง (frey wyssling) 
                                           อนุภาคเฟรย – วิสล่ิง  เปนสารไมใชยางมีขนาดอนุภาคใหญกวาอนุภาค
ยาง    แตความหนาแนนนอยกวา มีรูปรางคอนขางกลม มีผนังลอมรอบสองชั้น มีปริมาณไมมากนัก 
ประกอบดวยเม็ดสีคาโรตินอยด ซ่ึงทําใหยางมีสีเหลืองเขม สามารถรวมตัวกับแอมโมเนียและแยก
ตัวออกจากยางมาอยูในสวนของซีรัม 
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      หากนําน้ํายางสดมาปนดวยความเร็วสูงประมาณ 20,000 รอบตอนาที จะ
สามารถแยกน้ํายางออกได 4 สวน เรียงจากดานบนถึงดานลางของภาชนะดังนี้ 

-  สวนของเนื้อยาง 
-  อนุภาคเฟรย – วิสล่ิง 
-  ซีรัม 
-  ตะกอนสีเหลือง หรือขาว ซ่ึงสวนใหญเปนสารพวกลูทอยด 

สวนของเนื้อยางอยูดานบนสุด มีลักษณะเปนครีมสีขาว    เปนอนุภาคของยาง  
อาจมีของแข็งอื่น เชน อนุมูลของโลหะอื่นเจือปนบางเล็กนอย 
    สวนที่อยูติดกับเนื้อยางมีลักษณะเปนอนุภาคเชนเดียวกับยางแตมีสีเหลือง เปน
อนุภาคของเฟรย – วิสล่ิง เวลาปนมักปนอยูในสวนของซีรัม 
     ซีรัมจะมีสีใสปนเหลืองเปนฟองงาย สวนใหญประกอบดวย โปรตีน ฟอสฟอรัส  
โปแตสเซียม  ทองแดงและแมกนีเซียม 
   สวนที่อยูช้ันลางสุด เปนตะกอนสีเหลือง น้ําตาลคล้ํา หรือสีขาว สวนใหญเปน
สารพวกโลหะหนักเชน แมกนีเซียม ฟอสฟอรัสและขี้เถา 
 
 
 
 
                                                                                                                     Rubber  fraction 
 
 
                                                                                                                            Frey  wyssling                                    
 
 
                                                                                                                      Bottom  fraction 
           C- serum 
 
 
 

รูปท่ี  2.3  สวนประกอบตางๆของน้ํายางสดเมื่อหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 
      (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 
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2)  น้ํายางขน 
  
 น้ํายางขน หมายถึง น้ํายางสดที่ผานการไลน้ําออกไปบางสวนเพื่อใหมีปริมาณเนื้อยางแหง
เพิ่มขึ้นเปนรอยละ 60 ของน้ําหนักน้ํายางทั้งหมด ปจจุบันความตองการน้ํายางขนเพิ่มมากขึ้น จึงได
ปรับปรุงวิธีการผลิตน้ํายางขนใหมีสมบัติที่ดีขึ้น  
 น้ํายางสดจากสวน ยังไมเหมาะจะนําไปใชในงานอุตสาหกรรม เนื่องจากมีรอยละเนื้อยาง
ต่ํา ดังนั้นจึงมีวิธีการผลิตน้ํายางขนเพื่อแยกสวนที่ไมใชยางออกไปทําใหรอยละเนื้อยางสูงขึ้น และ
งายตอการเก็บรักษา 
 การผลิตน้ํายางขนในทางการคาแบงออกเปน 4 วิธีคือ 

-  วิธีทําใหเกิดครีม 
-  วิธีใชเครื่องหมุนเหวี่ยง 
-  วิธีทําใหน้ําระเหย 
-  วิธีการแยกดวยไฟฟา 

แตวิธีที่นิยมมากในปจจุบันคือวิธีใชเครื่องหมุนเหวี่ยง       น้ํายางขนที่ไดสามารถนําไปทํา 
ผลิตภัณฑยางสําเร็จรูปไดแทบทุกชนิด เครื่องหมุนเหวี่ยงที่ใชเรียกวา latex separator หรือ latex 
concentrator  เปนการหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกยางซึ่งเบากวา (ความถวงจําเพาะ 0.92) ออกจากของเหลว
ที่หนักกวา (ความถวงจําเพาะ 1.02)  
 น้ํายางขนสามารถแบงไดเปน  2 ประเภท 

(1)  HA latex (High Ammonia latex)  ใชแอมโมเนียสูงถึง 0.7 เปอรเซ็นตเพื่อรักษาสภาพ
น้ํายาง 

(2)  LA latex (Low Ammonia latex)   ใชแอมโมเนีย 0.2 เปอรเซ็นตในน้ํายาง และสารเคมี
อ่ืนๆ เชน boric acid 0.2 เปอรเซ็นต santrobrite 0.2 เปอรเซ็นต อยูดวย เปนตน 

น้ํายางขนสามารถนําไปแปรรูปเปนยางวัตถุดิบขั้นตน (crude rubber) ไดหลายชนิด ขึ้นอยู
กับวาจะตองการนําไปผลิตเปนผลิตภัณฑขั้นสุดทายประเภทใด น้ํายางขนก็จัดวาเปนยางวัตถุดิบขั้น
ตนชนิดหนึ่ง นอกจากน้ํายางขนแลวยังมียางประเภทอื่นๆ อีกเชน ยางแผน ยางแผนรมควัน ยางแผน
ผ่ึงแหง ยางเครพและยางแทง เปนตน 
 แตไมวาการที่นําน้ํายางมาแปรสภาพใหเปนอะไรตอไปก็ตาม จะตองกรองน้ํายางเอาฝุนผง 
และส่ิงสกปรกออกเสียกอน  มิฉะนั้นสิ่งที่ไดจากการแปรสภาพไปนั้นจะไมอยูในมาตรฐาน แมวา
จะยังจําหนายไดก็ตาม 
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3)  การจับตัวของน้ํายาง  (บุญธรรม นิธิอุทัย, 2530) 
 
 น้ํายางสดสามารถจับตัวไดเองตามธรรมชาติโดยไมตองเติมสารเคมี  แตการจับตัวอยาง
สมบูรณของน้ํายางธรรมชาตินั้นตองใชเวลานานมาก (มากกวา 36 ช่ัวโมง)  จึงจะไดกอนยางที่พอ
จับถือเคลื่อนยายไปสูขั้นตอนการผลิตตอๆไป  ดังนั้นถาตองการน้ํายางสดไปผลิตเปนยางดิบแหง
ชนิดตางๆ จึงทําใหน้ํายางจับตัวในระยะเวลาที่กําหนดเพื่อเปนการประหยัดเวลาและเนื้อที่ที่ใชใน
การเก็บรักษา  และเพื่อใหไดกอนยางจับตัวที่มีลักษณะตรงกับความตองการ  ทั้งนี้โดยการใชสาร
เคมีทําใหน้ํายางจับตัว  (coagulant) สารเคมีที่ทําใหน้ํายางจับตัวที่สําคัญ ไดแก กรดฟอรมิก กรดอะ
ซิติก เมื่อกรดแตกตัวจะใหอนุมูลไฮโดรเจน (H+) และอนุมูลนี้จะทําปฏิกิริยากับอนุมูลลบของคาร
บอกซิเลต (R.COO-) ที่อยูรอบๆอนุภาคยาง 
   H+      +     R.COO-                                    R.COOH  (fatty acid) 
 เกิดกรดไขมัน (fatty acid)  ขึ้นรอบๆอนุภาคยาง  กรดนี้ไมละลายน้ํา  ไมแตกตัวเปนน้ํา  
เมื่อเกิดปฏิกิริยาดังกลาวพลังงานรอบๆอนุภาคยางลดลงเปนศูนย  ช้ันหอหุมอนุภาคยางแฟบลง  
สวนของโมเลกุลที่เปนน้ํา  (hydration  sheath)  ที่เคยหอหุมอนุภาคยางอยูแตเดิมจะกระจายไปน้ํา
ยางขณะนี้จึงอยูในสภาพจับตัวเปนกอนโคแอกูลัมอยางรวดเร็ว 
 สารเคมีที่ทําใหน้ํายางจับตัวนิยมใชกรดกํามะถัน  เพราะมีราคาถูก แตไมแนะนําในการใช
กรดกํามะถันในการทํายางแทงและยางแผนเพราะจะทําใหยางมีสีไมสวย  และยังทําใหยางมีปริมาณ
ผลเถาสูงอีกดวย (บุญธรรม นิธิอุทัย, 2530) 
 
4) การรักษาสภาพของน้ํายาง (วราภรณ ขจรไชยกุล, 2534) 
 
 น้ํายางสด  เปนสารแขวนลอยที่มีสวนของอนุภาค (rubber particle) แขวนลอยกระจายอยู
ในตัวกลางที่เรียกวา serum ในน้ํายางมีสวนของสารโปรตีน สวนหนึ่งของสารโปรตีนนี้จะดูดซับอยู
รอบผิวอนุภาคยาง (hydrated protein envelope) ช้ันหอหุมนี้มีความสําคัญตอสถานะความคงตัวเปน
ของเหลวของน้ํายาง  เพราะชั้นโปรตีนนี้ปองกันไมใหอนุภาคยางรวมตัวกัน 
 นอกจากชั้นโปรตีนจะหอหุม ทําหนาที่รักษาสถานะการเปนของเหลวใหน้ํายางแลว  ใน
ช้ันโปรตีนนี้  ยังมีอนุมูลลบของคารบอกซีเลต (carboxylate R.COO-) ซ่ึงกอใหเกิดการผลักกัน
ระหวางอนุภาคยาง  นั่นคือน้ํายางคงสภาพเปนของเหลวอยูไดดวยปจจัยสําคัญ 2 ประการ คือช้ัน
โปรตีนที่หอหุมอนุภาคยาง  และอนุมูลประจุลบของคารบอกซีเลต 
 การเสียสภาพจากการเปนของเหลวของน้ํายาง  จะเกิดขึ้นเมื่อมีการทําลายปจจัยสําคัญทั้ง
สองดังกลาวขางตน  เชนการสูญเสียน้ํา (dehydrated) ในชั้นโปรตีน       การทําลายอนุมูลลบของ
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คารบอกซีเลต  เมื่อสภาพของน้ํายางถูกกระทบกระเทือนดังกลาวนี้  จะทําใหอนุภาคยางจับตัวกัน
เปนกอน เรียกวา โคแอกูลัม (coagulum) แยกจากสวนของ serum  
 
5)  โปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ   (Hasma  H., 1992) 

 
(1)  ลักษณะของโปรตีนในน้ํายางสด 
           น้ํายางธรรมชาติประกอบดวยอนุภาคยางที่แขวนลอยกระจายอยูในของเหลวที่เรียก 

กันวา   serum  นอกจากอนุภาคยางแลวยังมีองคประกอบอื่นที่ไมใชยาง  ไดแก  โปรตีน  ไขมัน  
คารโบไฮเดรต และสารอนินทรียอ่ืนๆ เชน  แมกนีเซียม  แคลเซียม  เหล็ก สังกะสี ทองแดง และ  
แมงกานีส เปนตน   โดยที่โปรตีนที่เปนหนึ่งในสารที่ไมใชยางนี้จะมีอยูประมาณ 1.5 % โดยเฉลี่ย 
หรือคิดเปน 30-50 มิลลิกรัมตอกรัมยางแหง  โปรตีนในน้ํายางนี้จะกระจายอยูในสวนที่เปนเนื้อยาง 
27 % ในสวน B-serum 25 %  และ C- serum  48 %  ดังมีรายละเอียดดังนี้ 

- โปรตีนที่อยูในสวนเนื้อยางจะเกาะอยูที่ผิวของอนุภาคยาง  สวนใหญเปน 
โปรตีนที่ไมละลายน้ํา  แตสามารถถูกสกัดไดโดยสารลดแรงตึงผิว เชน  sodium dodecyl sulphate    
(SDS) หรือตัวทําละลายอินทรีย  เชน ตัวทําละลายผสม chloroform- methanol  แตอยางไรก็ตาม 
โปรตีนในสวนของเนื้อยางบางสวน (1 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหง)  สามารถละลายน้ําไดและ
สามารถสกัดไดดวยแอมโมเนีย  โปรตีนสวนนั้นเปนโปรตีนที่มีคา Isoelectric point (pI)  ระหวาง 
3.5-6.0 น้ําหนักโมเลกุล 14.0 และ 66.0  กิโลดาลตัน (kD) 

- โปรตีนที่อยูในสวน serum  เปนโปรตีนที่ละลายน้ําไดที่อยูใน B-serum และ  
C - serum  ประกอบดวย cationic และ anionic proteins ที่มีคา  pI  (คา pH ที่ประจุรวมของโปรตีนมี
คาเปนศูนย)  ตั้งแต 3.5-9.5  และมีน้ําหนักโมเลกุล  ตั้งแตนอยกวา 14  กิโลดาลตัน เชน  Hevein    
(5 kD) มีคา  pI  4.7  พบไดใน B-serum ไปจนถึงมากกวา 100 kD  แตสวนใหญเปน anionic 
proteins ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 14.0 และ 66.0 kD 
 

(2)  ลักษณะของโปรตีนในน้ํายางขน   
น้ํายางขนเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑจากน้ํายางชนิดตางๆ ทําจากน้ํายางสด 

ซ่ึงมีปริมาณเนื้อยางแหงประมาณ 60 % เพื่อใหสะดวกในการนําไปขึ้นรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ  การ
ทําน้ํายางขนสามารถทําได 3 วิธี คือ การใชเครื่องปนแยก  การทําใหเปนครีมและการระเหยน้ํา  แต 
น้ํายางขนที่ผลิตในเชิงอุตสาหกรรมจะเปนน้ํายางขนที่ไดโดยวิธีการใชเครื่องปนแยก  เมื่อน้ํายางสด
จากตนยางผานกระบวนการไปเปนน้ํายางขน  ทําใหโปรตีนในยางบางสวนสูญเสียไปกับ serum ที่
ถูกแยกออกไป  และปริมาณโปรตีนสามารถลดลงจาก  30-50 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหงไปเปน 
16-26 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหง  ซ่ึงกระจายอยูระหวางสวนของเนื้อยางและสวนของ serum 
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โปรตีนที่เกาะอยูที่อนุภาคยางเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 14.0และ 24.0 kD เชนเดียวกับในน้ํา
ยางสด  แตเร่ืองของปริมาณอาจลดลงเนื่องจากถูกสกัดออกมาจากผิวเม็ดยางโดยแอมโมเนียที่ใช
รักษาสภาพน้ํายาง  โปรตีนที่เหลืออยูในน้ํายางขนสวนใหญเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 
14.0 kD  
 

(3)  โปรตีนกับอาการแพ  (พญ. สุวิรากร  โอภาสวงศ, 2539) 
       การแพยางเปนที่รูจักในวงการแพทยมากวา 60 ปแลว  โดยที่ลักษณะการแพเปนแบบ
ผิวหนังอักเสบบริเวณที่สัมผัสยาง  ซ่ึงอาจเปนถุงมือยาง  รองเทาแตะยาง  ถุงยางอนามัย  จากการ
ทดสอบภูมิแพทางผิวหนังพบวาเกิดจากอาการแพสารที่ใชในกระบวนการผลิตยาง ไดแกสารที่ใช
เปนตัวเรง  (accelerator) และสารปองกันออกซิเดชัน (antioxidation)   การแพลักษณะนี้ไมเปน
อันตราย เมื่อหยุดสัมผัสผ่ืนก็จะหายไป 
     ตอมาเมื่อป พ.ศ. 2522  มีรายงานการแพโปรตีนในยางเปนรายแรกโดยเปน   การแพ
แบบเฉียบพลัน  ลักษณะเปนผ่ืนลมพิษโดยที่ไมมีการแพสารที่ใชในกระบวนการผลิตยางอยางที่เคย
ทราบกัน   ตั้งแตนั้นมาแพทยนานาชาติก็ใหความสําคัญตอการแพชนิดนี้  ชวง 10 ป หลังจากนี้การ
การรายงานการแพโปรตีนจากยางธรรมชาติเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  โดยรายงานมากกวา 600 ราย  ที่
เกิดการแพยางแบบเฉียบพลันและรุนแรง โดยที่ในจํานวนนี้มี 16 ราย มีอาการถึงแกชีวิตดวย 
  จากการสํารวจประชากรทั่วไปในสหรัฐอเมริกาและฟนแลนดพบวาประมาณ 1-2%      
ของประชากรมีการแพยาง  ผูที่มีโอกาสแพยางสูง ไดแก 

-  บุคลากรทางการแพทย  มีการศึกษาสถิติพบวาบุคลากรทางแพทยมีการแพได   4-11 %   
ขึ้นอยูกับความบอยของการใชถุงมือยาง โดยเฉพาะศัลยแพทยและพยาบาลหองผาตัด ยิ่งในปจจุบัน
การใชถุงมือยางเพื่อปองกันการติดเชื้อเอดส จึงทําใหมีอัตราการแพสูง 

-  ผูที่มีอาชีพสัมผัสกับยางทุกวัน  เชน ผูที่ทํางานในโรงงานทําถุงมือยาง  ทําเครื่องมือ 
แพทยจากยาง 

-  ผูปวยที่มีความผิดปกติทางระบบประสาทตั้งแตกําเนิดที่มีการใสสายสวนทางเดิน 
ปสสาวะบอยๆทําใหมีโอกาสสัมผัสกับยางโดยการสัมผัสทางเนื้อเยื่อ เชน เยื่อบุทางเดินอาหาร  
ทวารหนัก  ซ่ึงทําใหอัตราการแพเพิ่มมากขึ้น 

-  ผูปวยที่ไดรับการสวนสายเอกซเรยทางเดินอาหาร (barium enema) ดวยสายยางที่มี 
ปลายเปนยาง 
    สําหรับอาการของผูที่แพมีตั้งแตเล็กนอยไปจนถึงมากได คือ ตั้งแตอาการแสบๆคันๆ 
เวลาใสถุงมือยางใหมอาจมีผ่ืนหรือไมก็ได  ผ่ืนอาจเปนแคผ่ืนแดง  บวมแบบมีลมพิษ       มีอาการ
น้ํามูก  น้ําตาไหล  หรือในรายที่เปนมานานๆจะเกิดผ่ืนแบบผิวหนังอักเสบได  ในบางครั้งทําใหเกิด
อาการระคายเคือง คัน แสบ ภายหลังจากใสถุงมือนานเปนชั่วโมงหรือนอยกวา  ในรายที่แพมากอาจ
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มีอาการทางระบบภายในรวมดวย คือ อาการแนนหนาอกหายใจไมออก ปวดทอง ทองเสีย หอบ หืด 
หรือถึงแกความตายได  อาการอาจคอยเปนคอยไปหรือรุนแรงในครั้งแรกก็ได 
     การพิสูจนการแพแบบผิวหนังอักเสบ      ทําไดโดยการทดสอบปดแผนหลังโดยวิธี
แพทชเทส (patch test) สวนการแพแบบเฉียบพลันทําไดโดยการสะกิดผิวหนัง (prick test) เนื่องจาก
มีรายงานวาการทดสอบดวยวิธีนี้อาจทําใหเกิดการแพถึงแกชีวิตไดเหมือนกับการทดสอบดวยยา
เพนนิซิลิน  จงึแนะนําใหทดสอบขั้นตนดวยการทดสอบโดยการใช (use test) กอน  โดยใชถุงมือตัด
ออกเฉพาะนิ้วนาน 15 นาที ถอดออกแลวอานผล ถาไมเกิดอาการใหใสทิ้งไวทั้งมือ 15 นาที หากไม
เกิดอาการจึงทําการทดสอบดวยวิธีสะกิด  โดยใชถุงมือของผูปวยและสารมาตรฐาน 
      การปองกันการแพยางโดยการหลีกเลี่ยงการสัมผัสกับยางเปนสิ่งที่เปนไปไดยาก   โดย
เฉพาะบุคลากรทางแพทย  หากรูวาแพถุงมือยางใหใชถุงมือที่ทําจากยางสังเคราะห เชน neoprene 
glove หรือ vinyl  glove หรือใสถุงมือผาไวกอนใสถุงมือยาง   
  ในปจจุบันปญหานี้ยังไมมีรายงานในประเทศไทย แตเปนสิ่งที่ไมควรประมาทเพราะ
สามารถทําใหเกิดอันตรายถึงชีวิตได 
 
      น้ํายางผสมสารเคมีจะมีปริมาณโปรตีนที่สกัดไดอยูประมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยาง
แหง  ซ่ึงเปนผลมาจากการมี KOH และสารลดแรงตึงผิวจึงสามารถทําการละลายโปรตีนไดมากขึ้น    
อยางไรก็ตามการใหความรอนกับน้ํายางผสมสารเคมีหรือแผนฟลมที่ไดจากน้ํายางผสมสารเคมีนั้น  
ทําใหสามารถวัดปริมาณโปรตีนที่สกัดไดเพิ่มขึ้นถึง 2  มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหง หรือมากกวา  
และแมจะทําการชะละลายสารเคมี (leaching) เพื่อลดปริมาณสารตกคางไดบาง (การชะละลายสาร
เคมีที่ตกคางเปนวิธีมาตรฐานในกระบวนการผลิตถุงมือยาง  โดยมีจุดประสงคที่จะชะละลายสารที่
ละลายน้ําไดออกไป เพื่อลดการเกิดสีขุน  การเปลี่ยนสีหรือการดูดน้ําของผลิตภัณฑ) การชะละลาย
นี้สามารถทําได 2 แบบ คือ แบบ dry film leaching หมายถึงเมื่อผานการทําใหคงรูปแลว จึงผานไป
ในถังชะละลายทําใหแหงแลวถอดออกจากพิมพ และแบบ wet gel leaching  ซ่ึงหมายถึงเมื่อจุม
พิมพลงในถังน้ํายาง ทําใหหมาด แลวผานไปในถังชะละลาย กอนทําใหแหงและทําใหคงรูปตาม
ลําดับ โดยที่การชะละลายเปนกระบวนการที่ควบคุมโดยการแพรของสารเคมีในตัวกลาง   2    แบบ 
(diffusion  controlled  process)  การทํา  wet  gel  leaching  จะมีประสิทธิภาพมากกวา  dry  film  
leaching  ในการกําจัดสารที่ละลายน้ําได  แตในขั้นตอนการทําใหแหง  ก็ทําใหฟลมไดรับความรอน
อีก  และจะวัดปริมาณโปรตีนที่สกัดไดเพิ่มมากขึ้น  ดวยเหตุนี้การทําใหการทํา  dry  film  leaching 
มีความจําเปนในกระบวนการผลิตถุงมือยางและถุงยางอนามัย  ซ่ึงตองเปนผลิตภัณฑที่มีปริมาณ
โปรตีนที่สกัดไดนอย  อยางไรก็ตาม  wet  gel  leaching  ก็สามารถกําจัดโปรตีนไดในระดับหนึ่ง 
แตการที่ถุงมือในพิมพตองผานขั้นตอนการทําใหยางคงรูปซึ่งใชอุณหภูมิประมาณ  120 องศา
เซลเซียสนั้น  จะทําใหโปรตีนเคลื่อนยายมาอยูที่ผิวของถุงมือยาง  เมื่อมีการตรวจปริมาณโปรตีนก็



 16

จะไดปริมาณโปรตีนที่สกัดไดมากเชนเดิม  สวน  dry  film  leaching  นั้น  หลังการชะละลายควร
ทําใหแหงที่อุณหภูมิต่ํา  เพื่อปองกันการเคลื่อนยายของโปรตีนมาที่ผิวของถุงมือยาง (นุชนาฎ ณ 
ระนอง และ วราภรณ ขจรไชยกุล, 2539) 
 
 ในเนื้อยางพบวามีโปรตีนปริมาณเล็กนอย  โดยโปรตีนจะเกาะและถูกดูดซับอยูที่ผิวของ
อนุภาคยาง  ประกอบดวยโปรตีนที่มีขั้วหรือชอบน้ํา (hydrophilic) ของโปรตีน  เชื่อวาจะมีผลตอ
สมบัติของยางในหลายๆสวน  โปรตีนทําใหเกิดการ  crosslink บางสวนมากเกินไป  อีกทั้งทําใหคา
มอดูลัสเปลี่ยนไปดวยเพราะมีความไวตอความชื้น  น้ําจะถูกดูดซับดวยโปรตีนและสารที่ชอบน้ํา
อ่ืนๆ ทําใหเพิ่มคา   stress  relaxation   หรืองายตอการเสียรูปของยางเมื่อรับแรง          เปนผลใหคา
มอดูลัสลดลง  จากปญหาขางตนจะเห็นวาการผลิตยางที่มีโปรตีนต่ํามากจะชวยปรับปรุงสมบัติของ
ยางได (พรฤดี  มุงสมานกูล, 2535) 
 โดยสรุปการกําจัดโปรตีนมี  3 วิธีใหญๆดวยกันคือ 

- การกําจัดทางเคมี  โดยแชยางในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  24 ช่ัวโมง  
โปรตีนจะถูกไฮโดรไลซดวยปฏิกิริยาเคมี 

- การกําจัดดวยวิธีชะละลายออกจากผิวยาง  เชนใชสารลดแรงตึงผิวหรือตัวทํา 
ละลาย  และมีการใชคารบอนไดออกไซดเหลวในการไลโปรตีนออกจากเม็ดยาง 

-  การกําจัดทางชีวเคมี  โดยใชเอนไซมชนิด  proteolytic  เชน   papain, trypsin,  
alcalase เปนตน  ซ่ึงจะไฮโดรไลซโปรตีนเปนเพปไทดและกรดอะมิโนสายสั้นๆ ทําใหละลายน้ําได
ตอไป 
 

H. Y. Yeang และ Faridah Yusof  (1993)  ศึกษาความแตกตางระหวางปริมาณ extractable 
protein  ที่ชะละลายไดจากผิวดานในและดานนอกของถุงมือตรวจโรคที่ผลิตจากยางธรรมชาติ พบ
วา ปริมาณ extractable protein  ที่ถูกชะละลายจากถุงมือยางบริเวณผิวดานในมีมากกวาดานนอก 
คิดเปนอัตราสวนโดยเฉลี่ย 26.7 เทา และปริมาณ extractable protein ที่ถูกชะละลายออกจากผิวดาน
ในบริเวณนิ้วของถุงมือยางมีมากกวาดานนอก 

 
 
A. R. Shamsul Bahli, Samsidar Hamzah และ H. Y. Yeang   (1993)  ไดพิสูจนวา แปงขาว

โพดและสารชวยในการจับตัวไมใชสาเหตุที่ทําใหปริมาณ extractable protein ที่ผิวดานในถุงมือยาง
มีมากกวาผิวดานนอก  เนื่องจากมีขอสันนิษฐาน 2 ประการ ดังนี้ 

- ในกระบวนการผลิตนั้น แปงขาวโพดจะถูกนํามาใชเปนสารหลอล่ืน เพื่อให 
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ใสถุงมือยางไดสะดวก  ดังนั้นกอนถอดถุงมือยางออกจากพิมพ ถุงมือยางจะถูกจุมลงแปงขาวโพด  
ดังนั้นแปงขาวโพดจะเคลือบอยูที่ผิวดานในของถุงมือยาง  เมื่อถอดถุงมือยางออกจากพิมพแลวมี
การสันนิษฐานวา แปงขาวโพดอาจเปนสาเหตุที่ทําใหปริมาณ extractable  protein  ที่ผิวดานในถุง
มือยางมีมากกวาดานนอก  โดยเม็ดแปงจะให extractable protein  มาเกาะที่เม็ดแปง 

- แบบพิมพของถุงมือยางกอนที่จะจุมลงในน้ํายาง  จะถูกเคลือบที่ผิวดวยสารที่ 
ชวยในการจับตัว  สันนิษฐานวาสารนั้นจะขวางกั้นไมให extractable protein  ถูกชะละลายออกจาก
ผิวได  จากการทดลองพบวาแปงขาวโพดและสารชวยในการจับตัวไมมีผลตอความแตกตางของ
ปริมาณ extractable protein  ที่สกัดไดจากผิวดานในและดานนอกของถุงมือยาง 

 
K.Makuuchi (1997)  ไดศึกษาผลของการวัลคาไนซยางดวยรังสี โดยใชฟลมยางที่ไดจาก

น้ํายางธรรมชาติวัลคาไนซดวยรังสี (RVNRL)  หลังจากนั้นนําไปชะละลายพบวา ปริมาณ 
extractable protein ต่ําลงเนื่องจาก โปรตีนดังกลาวเสื่อมสลายดวยอนุภาครังสี ทําใหมีโมเลกุลที่เล็ก
ลงสามารถชะละลายออกดวยน้ําไดงายขึ้น ตอมามีการศึกษาตอเพื่อผลิตน้ํายางปราศจากโปรตีนโดย
ใช field latex หรือ HA-latex  มาฉายรังสี เมื่อนํามาเจือจางดวยน้ําแลวทําการ centrifuge จะไดน้ํา
ยางปราศจากโปรตีน 
  
2.2  โปรตีนเซลลเดี่ยว 
 

โปรตีนเซลลเดี่ยว (single cell protein) เขียนยอๆวา SCP ก็คือโปรตีนจากจุลินทรียซ่ึงไดแก 
ยีสต สาหราย เชื้อรา และแบคทีเรีย ไมจําเปนจะตองเปนจุลินทรียที่มีเซลลเดียว (unicellular) ซ่ึงได
แก แบคทีเรีย ยีสต และสาหรายบางชนิด แตรวมถึงจุลินทรียที่มีหลายเซลล (multicellular) ไดแก 
เชื้อราและสาหราย 
 โปรตีนเซลลเดี่ยวเริ่มไดรับความสนใจเมื่อองคการอนามัยโลก (WHO) ไดจัดตั้งหนวยงาน
หนึ่ง เพื่อหาแหลงโปรตีนใหมสําหรับมนุษย ซ่ึงจะตองมีความปลอดภัยและเหมาะสําหรับเปน
อาหารของมนุษย (Food) หรือเปนอาหารสัตว (Feed) หนวยงานนี้คือ Protein Advisory Group โดย
จัดตั้งเมื่อป ค.ศ. 1955  
 สาเหตุที่โปรตีนเซลลเดี่ยวเปนที่สนใจเพราะการขาดแคลนอาหารโปรตีนในขณะที่จํานวน
ประชากรของโลกมีเพิ่มมากขึ้นอยางรวดเร็ว ทําใหตองหาแหลงอาหารที่มีโปรตีนสูงมาทดแทน
แหลงโปรตีนเดิมที่มีราคาคอนขางแพงและมีปริมาณนอยเชน โปรตีนจากถั่วเหลือง  โปรตีนจาก
เนื้อสัตว   ดังนั้นจึงมุงไปที่การหาแหลงโปรตีนจากจุลินทรีย ซ่ึงก็คือโปรตีนเซลลเดี่ยว    โดยใช
วัตถุดิบที่มีราคาถูกและหาไดงายในทองถ่ิน หรือเปนวัสดุเหลือใช        เนื่องจากวัสดุเหลือใชสวน
ใหญจะมีองคประกอบของสารอินทรียอยูสูง เปนที่ยอมรับของนักเทคโนโลยีชีวภาพวาการแปรรูป
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สารอินทรียและอ่ืนๆในวัสดุเหลือใชเปนสารที่มีประโยชนและมีราคา โดยใชจุลินทรียเปนวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสูงสุด         โดยเฉพาะอยางยิ่งการแปรรูปเปนเซลลจุลินทรียที่มีโปรตีนและคุณคาทาง
อาหารอื่นๆสูง เหมาะสําหรับเปนอาหารสัตวหรืออาหารเสริมในสัตว  (Ravindra, A.P.,2000) 
 
1)  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว  (Moss และ Smith, 1977) 
 
 โปรตีนเซลลเดี่ยวเปนที่หวังวาจะเปนแหลงอาหารโปรตีนของโลก ที่กําลังขาดแคลน
อาหารโดยเฉพาะโปรตีน เพราะ 

(1)  ราคาถูก เนื่องจากใชวัตถุดิบราคาถูก สามารถใชวัตถุดิบไดหลายชนิด รวมทั้งวัสดุ
เหลือใชจากโรงงานอุตสาหกรรมและการเกษตร 

(2)  การเลี้ยงใชระยะเวลาสั้น เนื่องจากมีอัตราการเจริญเร็ว โดยแบคทีเรียมีอัตราการเจริญ
สูงสุดคือประมาณ 0.3-2.0 ช่ัวโมง ยีสตรองลงมาคือ 1-3 ช่ัวโมง สาหรายประมาณ 2-6 ช่ัวโมง และ
เชื้อราประมาณ 4-12 ช่ัวโมง 

(3)  ประหยัดเนื้อที่ในการผลิต ซ่ึงถาเปรียบเทียบกับพืชหรือสัตว จะเห็นวาการผลิตโปรตีน 
เซลลเดียวใชพื้นที่นอยกวามาก ในการผลิตเพื่อใหไดปริมาณโปรตีนเทากัน 

(4)  มีโปรตีนสูงประมาณ 7-12 กรัม โปรตีนไนโตรเจน ตอ 100 กรัม น้ําหนักแหง      มี
กรดอะมิโนจําเปนคลายกับสัตว แตสังเคราะหไดเร็วกวาพืชและสัตว    ในโปรตีนเซลลเดี่ยวจะมี 
ไลซิน  เมไทโอนินและทริปโตเฟน ซ่ึงโปรตีนจากพืชมักจะขาด 

ถึงแมวาการใชโปรตีนเซลลเดี่ยวเปนแหลงอาหารโปรตีนจะมีขอดีหลายประการดังกลาว 
แตการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวตองใชเทคโนโลยีที่สูงมาก  รวมทั้งบุคลากรในการผลิตและควบคุม 
ตลอดจนอุปกรณที่ใชก็มีราคาสูงมาก จะตองมีการศึกษาในแงเศรษฐศาสตรควบคูไปกับการลงทุน
อ่ืนๆ ซ่ึงถาพิจารณาถึงผลในระยะยาวจะเห็นไดวาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจะไดผลตอบแทนที่คุม
คา ในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวแบบมาตรฐานทั่วๆไป จะมีขั้นตอนตางๆ ดังแสดงในรูปที่ 2.4 และ
รูปที่ 2.5 
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รูปท่ี 2.4 ไดอะแกรมแสดงถึงขั้นตอนการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว (Reedและ Nagodawithana,1995) 

 
  Crude cleaning                            Sterilisation                   Flow Regulation 
       Substrates 
       Gaseous 
       (Co2,CH4,NH3)             compression                 cooling demisting 
                                                                                                                                Fermentation 
                                                                            
 
      Liquid 
     ( water,recycle, 
     alcohols, acid)                                               MIXING  heat sterilisation 
    
 
 
     Solids 
     ( starch, minerals, 
      sugars)                                                      LIQUEFACTION( solution,enzymatic hydrolysis) 

      
 

รูปท่ี 2.5  การเตรียมวัตถุดิบเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว (Ravindra,2000) 
 
 ในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวตองการเซลลที่ประกอบดวยโปรตีนสูง สวนคารโบไฮเดรต 
กรดนิวคลีอิค ไขมันตองการปริมาณต่ํา และสามารถแขงขันกับโปรตีนจากพืชหรือปลาปนได สวน
ประกอบทางเคมีของเซลลนอกจากขึ้นกับชนิดของเชื้อแลว โดยทั่วไปขึ้นกับอาหารและสภาพการ
เจริญ ถาไนโตรเจนนอยจะเปนตัวจํากัดการเจริญเติบโต 
 
2) วัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 

วัตถุดิบที่ใชในการผลิตมวลชีวภาพของยีสต  ควรเปนแหลงอาหารและพลังงานที่ 
เหมาะสมตอการเติบโตของยีสต          โดยพบวาวัตถุดิบที่ไดจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรและ
อุตสาหกรรมมีปริมาณมาก  กอใหเกิดปญหาตอส่ิงแวดลอม  สามารถนํามาใชเปนแหลงอาหารและ
พลังงานที่สําคัญ  เนื่องจากวัสดุเหลือใชสวนใหญมีสวนประกอบของสารอินทรียสูง  เปนที่ยอมรับ
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ของนักเทคโนโลยีชีวภาพวา   การแปรรูปสารอินทรียและอ่ืนๆ ในวัสดุเหลือใชเปนสารที่มี
ประโยชนและมีราคาโดยจุลินทรียเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุด  โดยเฉพาะอยางยิ่งการแปรรูป
เปนเซลลจุลินทรียที่มีโปรตีนที่มีคุณคาทางอาหารอื่นๆสูง ซ่ึงเหมาะสําหรับเปนอาหารสัตวหรือ
อาหารเสริมใหสัตว (Goldberg, 1985)  สําหรับวัสดุเหลือใชทางธรรมชาติมีหลายประเภทที่นํามาใช
ในการผลิตมวลชีวภาพของยีสต  สวนใหญเปนวัตถุดิบประเภทคารโบไฮเดรตสามารถแยกออกเปน
แซ็กคาไรด  (saccharide)  และพอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide)  ควรมีสารอาหารที่เหมาะสําหรับ
การเติบโตของยีสต       โดยอยูในสภาพที่งายตอการนําไปใช         พบวาวัตถุดิบเหลือใชประเภท
พอลิแซ็กคาไรด  ตองผานกระบวนการปรับปรุง (pre-treatment) กอนนําไปใช  ทําใหตนทุนการ
ผลิตสูง      (Hedenskog, 1973)   ในขณะที่ Gaden  (1974) แบงวัตถุดิบสําหรับการผลิตมวลชีวภาพ
ของยีสต ออกเปน 2 ประเภทใหญๆ คือ ไฮโดรคารบอน  และคารโบไฮเดรต 
 

(1)  ไฮโดรคารบอน 
ไฮโดรคารบอนมีทั้งที่อยูในสภาพเปนของเหลว  เชน  เมทานอล  เอทานอล    และ 

พาราฟน      สวนไฮโดรคารบอนในสภาพแกส  เชน มีเทน  บิวเทน  โพรเพน และอีเทน เปนตน  
จุดเริ่มตนที่สนใจใชสารประกอบนี้เปนวัตถุดิบเริ่มโดยบริษัท  British  Petroleum (BP)  บริษัท 
Kanegafushi Chemical Industry  และบริษัท Dianippon  Ink  Chemical  ตางสนใจใชสารประกอบ
แอลเคนของปโตรเลียมเปนวัตถุดิบเพราะมีปริมาณมาก  ราคาถูก  และมีความบริสุทธิ์สูง  แตในชวง
นั้นอยูในวิกฤตการณน้ํามัน  ทําใหความสนใจในการนําสารพวกนี้มาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตมวล
ชีวภาพโดยใชสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงอาหาร  ไดแก C. utilis,  C. tropicalis   และ     
C. lipolytica  (Peppler, 1970)   ขณะที่ Gharsallah (1993)  ไดศึกษาถึงความเปนพิษของมวลชีวภาพ
ของยีสตเมื่อใชสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงอาหาร  พบวาองคประกอบภายในเซลลยีสต
มีสารพวกโลหะหนัก  รวมทั้งสารประกอบพอลิไซคลิก (polycyclic) ซ่ึงเปนสารกอมะเร็ง 
 

(2)  คารโบไฮเดรต 
คารโบไฮเดรต ไดแก น้ําตาล  แปง  เซลลูโลส  รวมทั้งของเหลือใชทางการเกษตร 

และอุตสาหกรรม  โดยวัตถุดิบที่เปนแปงหรือเซลลูโลสจะตองผานกระบวนการยอยทางเคมีหรือ
เอนไซมเพื่อเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาลกอน โดยเฉพาะมันสําปะหลังมีแปงเปนสวนใหญ นิยมใช
เปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวเนื่องจากหางาย ราคาถูกและมีทุกฤดูกาล นอกจากนี้
พบวานิยมนํากากน้ําตาลและน้ําทิ้งจากโรงงานทํากระดาษ  (spent  sulfite  waste  liquor)  มาใชเปน
อาหารสําหรับการเลี้ยงยีสต  (Snyder, 1970)  สําหรับกากน้ําตาลเปนของเหลือจากโรงงานน้ําตาล  
เปนสวนที่ไมตกผลึกของน้ําออยเมื่อนําไปเคี่ยวทําน้ําตาล  ในกากน้ําตาลมีน้ําตาลตางๆมากมาย เชน 
กลูโคส  ฟรักโตสและซูโครส  กากน้ําตาลที่นิยมใชในการผลิตมวลชีวภาพของยีสตมี 2 ประเภทคือ 
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กากน้ําตาลจากออย และกากน้ําตาลจากหัวบีท (Suomalainen และคณะ, 1970)   นิยมนํามาเปน
แหลงอาหารในการเลี้ยงยีสต  C. utilis   สําหรับการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของยีสต       และ 
S. cerevisiae  สําหรับใชเปนแหลงอาหารในการผลิตเอธานอลและยีสตขนมอบ (baker’ s yeast)  
สวนน้ําทิ้งจากโรงงานทํากระดาษมีน้ําตาลเปนองคประกอบ 15-22 เปอรเซ็นต        สวนใหญเปน
น้ําตาลเฮกโซส  นิยมนํามาใชเล้ียงยีสต  C. utilis      โดยเฉพาะในยุโรปนิยมเลี้ยงยีสต  C. tropicalis  
(Peppler, 1968 ; Reed และ Peppler, 1973) 
 

ตารางที่ 2.2 บริษัทผูผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย (Reed  Nagodawithana, 1995) 
 

ระดับ
การ
ผลิต 

บริษัท ประเทศ 
ผูผลิต 

วัตถุดิบ ชนิดของ 
จุลินทรีย 

ขนาดผลิต 
(ตันตอป) 

British  petroleum อังกฤษ แอลเคน ยีสต 4,000 

Chinese  
Petroleum ไตหวัน แอลเคน ยีสต 1,000 

Imperial Chemical  
Industries 

อังกฤษ เมทานอล แบคทีเรีย 1,000 

Kanegafuchi ญี่ปุน แอลเคน ยีสต 5,000 

Milbrew อังกฤษ หางนม ยีสต 5,000 
Shell เนเธอรแลนด เมทานอล แบคทีเรีย 1,000 

วิจัย
และ
การ
สาธิต 

Svenska- Sockker สวีเดน แปงมันฝร่ัง ยีสต 2,000 

British Petroleum อังกฤษ น้ํามันกาซ ยีสต 20,000 
Imperial  
Chemical  
Industries 

อังกฤษ เมทานอล แบคทีเรีย 50,000 กึ่งการ
คา 

Unite Paper Mills ฟนแลนด น้ําทิ้งโรงงาน 
ทํากระดาษ 

ยีสต 10,000 

British Petroleum อังกฤษ แอลเคน ยีสต 100,000 
การคา Liquichimica 

Biosintesi อิตาลี แอลเคน ยีสต 100,000 
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 Bhatacharjee (1970)  รายงานวาโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย  มีทั้งสาหราย  รา  
แบคทีเรีย และยีสต  โดยรวบรวมคุณสมบัติของจุลินทรียที่เหมาะสมในการผลิตเปนโปรตีน (ตาราง
ที่ 1.5- 1.6) ดังนี้ 

-  เติบโตไดเร็วในอาหารที่มีราคาถูก  เปนวัตถุดิบที่หางายในทองถ่ิน 
-  เติบโตไดดีในอาหารที่มีสวนประกอบงายๆ  มีความตองการวิตามินและสาร 

อาหารสําหรับการเติบโต (growth factor) ตางๆนอยหรือไมตองการเลย 
-  คงลักษณะทางพันธุกรรมไดดี  ไมกลายพันธุงายเมื่อเล้ียงติดตอกันเปนเวลา 

นาน 
-  การแยกและเก็บเกี่ยวเซลลทําไดงายไมยุงยาก 
-  มีความตานทานตอการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่นๆ 
-  ทราบคุณสมบัติทางพันธุกรรม    สรีรวิทยาและสามารถปรับปรุงทางดาน 

พันธุกรรมได 
-  ใชแหลงพลังงานไดอยางมีประสิทธิภาพ 
-  หลังจากผานกระบวนการเลี้ยงแลว  มีวัสดุเหลือทิ้งนอยหรือไมมีเลย 
-  ไมเปนพิษ  และทําใหเกิดอาการภูมิแพ 
-  ใหปริมาณโปรตีนสูง  โดยเฉพาะโปรตีนตองมีกรดอะมิโนที่มีคุณคา 
-  เก็บรักษาไดงาย  เชน  การทําใหแหงได 
ถึงแมวาการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย  เปนแหลงอาหารโปรตีนมี 

ขอดีหลายประการ  แตการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรียตองอาศัยเทคโนโลยีในการ
ผลิตสูงมาก  รวมทั้งบุคลากรในการผลิตและควบคุม  ตลอดจนอุปกรณที่ใชมีราคาสูงมาก  ดังนั้น
ในการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรียตองมีการศึกษาในแงเศรษฐศาสตรควบคูไปดวย  
เชนเดียวกับการลงทุนอื่นๆ   ถาพิจารณาถึงผลระยะยาวจะเห็นไดวาการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพ
ของจุลินทรียไดผลตอบแทนที่คุมคา  และสําหรับประเทศที่กําลังพัฒนาควรพยายามศึกษาหาทางใช
เทคโนโลยีที่เหมาะสม (ดวงพร  คันธโชติ, 2530 ; Ravindra, 2000) 
  ในการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย  ตองการเซลลที่ประกอบดวย
โปรตีนสูง  สวนคารโบไฮเดรต  กรดนิวคลีอิก  ไขมันตองมีปริมาณต่ํา  และสามารถแขงขันกับ
โปรตีนจากพืชหรือปลาปนได  มีกล่ินรสดี  และที่สําคัญคือมีไลซีน  เมไธโอนีนและทริปโตแฟนสูง  
ซ่ึงโปรตีนจากพืชมักไมมี   สวนประกอบทางเคมีของเซลลนอกจากขึ้นกับชนิดของเชื้อแลว  โดย
ทั่วไปขึ้นกับอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะการเติบโต  ตัวอยางเชน  สัดสวนของโปรตีนตอไขมัน  เปน
ผลจากสัดสวนของคาคารบอนตอไนโตรเจนที่มีในอาหาร  ถามีไนโตรเจนนอยจะเปนตัวจํากัดการ
เติบโต  ไขมันจึงสะสมภายในเซลล     โดยทั่วไปโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรียมักขาดกรด
อะมิโนที่มีกํามะถันเปนองคประกอบ  แบคทีเรียมีแนวโนมผลิตเมไธโอนีนไดมากกวายีสต        แต
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ยีสตมีไลซีนมากกวาโปรตีนในขาวสาลี   จึงมีการเติมกรดอะมิโนจําเปนบางในการผลิตโปรตีนจาก
มวลชีวภาพของจุลินทรียบางชนิด  วิตามินที่ไดจากจุลินทรียสวนใหญเปนกลุมวิตามินบีโดยเฉพาะ
จากยีสต  ยกเวนวิตามินบี 12 ที่ไดจากแบคทีเรีย (Scrimshaw และ Young, 1979) 
 
3)  ประเภทของจุลินทรียท่ีใชในการผลิตโปรตีน 

 
(1)  สาหราย 

                   มีการดํารงชีวิตโดยใชพลังงานแสงอาทิตยเปนแหลงของพลังงานในการรีดิวซ 
สารอนินทรีย  ใหเปนสารอินทรีย  ขอดีของสาหรายคือมีปริมาณโปรตีนสูงประมาณ 55 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักเซลลแหง   เปนโปรตีนที่มีคุณภาพ  อุดมดวยวิตามินซีและวิตามินบีรวม  ขอเสียของ
สาหรายคือ  อัตราการเติบโตต่ํากวาจุลินทรียกลุมอ่ืน  และถาเลี้ยงในถังหมักมีปญหาการให
คารบอนไดออกไซดและแสงแกเซลลสาหราย สาหรายที่ไดรับความสนใจใชเปนแหลงอาหาร
โปรตีน ไดแก  Chlorella sp.,  Scenedesmus sp.,  Coelastrum sp.,  Urenema sp. และ  Durvillea sp.  
โดยเฉพาะ  Spirulina  maxima  ชาวพื้นเมืองแอฟริกาและบางสวนของเม็กซิโกใชผสมในอาหาร  
เนื่องจาก   Spirulina  maxima  มีกรดอะมิโนที่มีกํามะถันเปนองคประกอบและมีกรดนิวคลีอิกภาย
ในเซลลต่ํา (Reed และ  Nagodawithana, 1995 ; Singh, 1998) 
             สําหรับราคาในการผลิต  เชนการผลิตสาหราย  Chlorella sp. มีการศึกษาพบวา  
ราคาประมาณ  20 –50 เซนตตอปอนด  ซ่ึงเปนราคาที่สูง  แตถาเลี้ยงในน้ําทิ้งจะมีราคาประมาณ 3-6 
เซนตตอปอนด (Udall et.al, 1984)  สําหรับประเทศไทยมีบริษัทสยามแอลจีผลิต Spirulina sp. เมื่อ
ผลิตแลวจึงสงไปขายยังประเทศญี่ปุนจําหนายเปนอาหารบํารุงสุขภาพ  และอาหารเสริมในสัตว  
สวนการเลี้ยงสาหรายในน้ําทิ้งเปนการกําจัดน้ําทิ้งโดยไดเซลลของสาหรายมาเปนแหลงอาหารสัตว
หรือใชทําปุย  หรือใชหมักกาซชีวภาพ (ดวงพร  คันธโชติ, 2530) 
 

(2)  รา 
                     ราที่ใชเปนแหลงอาหารของมนุษยมานานก็คือเห็ด      ซ่ึงเปนโปรตีนที่มนุษย 

สามารถบริโภคไดโดยตรง เชน Aspergillus niger  (Singh et al, 1991) , Penicillium cyclopium     
(Kim และ Lebeault, 1981),  Agaricus  campestris  ถูกใชเปนอาหารแถบยุโรป  สวนประเทศจีน
นิยมบริโภคเห็ด  Cortinellus  berkelyanus  ในสมัยสงครามโลกครั้งที่ 2  ประเทศเยอรมัน  ไดเล้ียง
ราพวก  Geotrichum  candidum  เปนอาหารเสริมมนุษย (Goldberg, 1985)    การใชราในการผลิต
โปรตีนจําเปนตองเสริมดวยเมไธโอนีน  กรดกลูตามิก วิตามินบี 2 และวิตามินบี 12  ทั้งนี้เพราะมี
กรดอะมิโนที่มีกํามะถันเปนองคประกอบ  มีกรดนิวคลีอิกและวิตามินบีรวมต่ํา   ขอดีของราคือ เปน
ที่ยอมรับไดงายตลอดจนมีคุณ คาทางอาหารใกลเคียงกับยีสต  แตอัตราการเติบโตต่ํากวายีสตและ
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แบคทีเรีย  และมีปญหาในการเลี้ยงเนื่องจากเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว  เสนใยราจะอยูในสภาพเปน
กลุมกอน  (pellet)  ทําใหเกิดปญหาในการใหออกซิเจนแกเซลล (Kihlberg, 1972  อางถึงใน  ดวงพร  
คันธโชติ , 2530)  
            ราที่มีแนวโนมวาสามารถนํามาใชเปนแหลงอาหารโปรตีนคือ  ราในกลุม  
Imperfect fungi  เพราะวามีอัตราการเติบโตและสามารถใชวัสดุตางๆเปนแหลงของคารบอนได  
เชน  มันฝร่ัง  ขาว  ขาวโพด  มันสําปะหลัง  กากน้ําตาล  เยื่อกระดาษ       และของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมอาหาร  สวนแหลงของไนโตรเจนคือ  เกลืออนินทรีย  สําหรับ Fusarium sp. และ  
Rhizopus sp. เหมาะสําหรับนํามาใชเปนแหลงอาหารโปรตีน เพราะมีซิสติน  และเมไธโอนีนใน
ปริมาณสูง  โดยพบวาโปรตีนในสวนของเสนใยรามีปริมาณต่ํากวาในสวนของ fruiting body  ใน
ประเทศฟนแลนดผลิตโปรตีนจากเชื้อรา  Paecilomyces  varioti  โดยใชน้ําทิ้งจากโรงงานทํา
กระดาษ  โดยใชถังหมัก 2 ถัง  ผลิตเสนใยแหงได  15- 16.5 ตันตอถังตอวัน  เก็บเกี่ยวเซลลโดยการ
กรองไดผลผลิตประมาณ 0.55 กรัมน้ําหนักเซลลแหงตอกรัมอาหาร  มีโปรตีน  52- 57  เปอรเซ็นต  
เหมาะสําหรับใชเปนอาหารสัตว (Singh และคณะ, 1991) 
 

(3)  แบคทีเรีย   
                    การศึกษาการใชแบคทีเรียเปนแหลงอาหารโปรตีน  เปนที่สนใจมากขึ้น  เนื่อง 

จาก แบคทีเรียมีอัตราการเติบโตสูงกวาจุลินทรียกลุมอ่ืน คือ 20 –30 นาที  ขณะที่ยีสตหรือรามีอัตรา
การเติบโต  2-3 ช่ัวโมง  และ  4-16 ช่ัวโมง ตามลําดับ  มีปริมาณโปรตีนสูง  โปรตีนในแบคทีเรียแต
ละชนิดมีปริมาณแตกตางกันตั้งแต  47- 87 เปอรเซ็นต  ขณะที่โปรตีนจากสาหราย  รา  และยีสต  มี
ประมาณ  40, 40 และ  50  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  แบคทีเรียมีกรดอะมิโนจําเปนคือ เมไธโอนีน  
ทริปโตแฟน และซิสติน             การปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรียทําไดงายเพื่อนํามาใชในทาง
อุตสาหกรรม  แตมีขอเสียคือมีกรดนิวคลีอิกภายในเซลลคอนขางสูงคือ 10 –16 เปอรเซ็นต ( ดวงพร  
คันธโชติ, 2530)  และเซลลมีขนาดเล็กทาํใหเก็บเกี่ยวผลผลิตยาก แบคทีเรียที่ใชเปนแหลงโปรตีน
ไดแก Pseudomonas oleovarans, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp., Alcaligenes sp. 
แบคทีเรียที่ใชเปนแหลงโปรตีนในระดับอุตสาหกรรมที่พบมากใชเมทานอลเปนสารอาหาร  เชน 
Imperial Chemical Industries ผลิต Methylophilus methylotrophus   และใหช่ือผลิตภัณฑวาพรูทีน 
(pruteen) มีโปรตีน 70 –72 เปอรเซ็นต  ใชเปนอาหารสัตว ผลิตแบบตอเนื่องโดยไดผลผลิต 30 กรัม
น้ําหนักเซลลแหงตอลิตร (Reed  และ Nagodawithana, 1995) 
                  Han และ คณะ (1971)  เล้ียง Cellulomonas sp. และ  Alcaligenes faecalis  ยอย
สลายชานออยจากโรงงานน้ําตาลเปลี่ยนเปนเซลลจุลินทรีย          ไดโปรตีน  46.2 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักเซลลแหง  โดยมีกรดอะมิโนครบถวน  Tannenbaum  และ Wang (1975) เล้ียง 
Methylomonas  methanolica             โดยใชมีเทนเปนแหลงคารบอนไดผลผลิตมากกวา  0.5  กรัม
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น้ําหนักเซลลแหงตอกรัมเมทานอล อัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดในระบบการเลี้ยงเชื้อแบบ ตอ
เนื่องเทากับ  0.52 ตอช่ัวโมง  มีโปรตีน 81 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง  และมีกรดอะมิโน
ครบถวน 
 

(4)  ยีสต 
                     มีรายงานวายีสตเปนจุลินทรียที่มีคุณสมบัติเหมาะสมที่สุดในการใชเปนแหลง 

โปรตีนและมีการใชกันแพรหลายตั้งแตสมัยสงครามโลกครั้งที่สอง เนื่องจากขาดโปรตีน ยีสตที่
นิยมใชกันไดแก Candida utilis นอกจากนี้ยังมี R. gracilis, S. cerevisiae, S. carlbergensis และ     
C. tropicalis 

- Food  yeast (Dried yeast, Inactive dried yeast)   เปนเซลลยีสตที่มีคุณคาทางอาหาร 
และมีการปรับปรุงกลิ่นรสใหเหมาะสําหรับเปนอาหารมนุษย 

- Feed yeast (fodder yeast)   แตกตางจาก food yeast ในเรื่องของคุณภาพ โดยที่  food  
yeast จะตองมีการปนเปอนของแบคทีเรีย เชื้อราไดนอยกวา  แตตองมีวิตามิน โปรตีนสูงกวา  
ตลอดจนมีการแตงกลิ่นสีและรสใหเหมาะสมสําหรับรับประทาน  โดยทั่วไปคําวา fodder yeast มัก
หมายถึง torula  yeast เพราะสวนใหญของ fodder yeast ไดจาก torula  yeast ซ่ึงเปนการเลี้ยง 
Candida utilis (Torulopsis  utilis) ซ่ึงเปนเชื้อยีสตที่ใชอาหารไดกวางรวมทั้งน้ําตาลที่มีคารบอน 5 
อะตอม เชน น้ําตาลเพนโตส 
 

(5)   ยีสตที่นํามาใชเปนแหลงอาหาร 
-  Saccharomyces  sp. ใชในการผลิตเครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอล เปนพวก brewer’s  

yeast  
-   Torula  yeast (fodder  yeast) คือเชื้อ Candida  utilis ใชผลิตเปนโปรตีนเซลลเดี่ยวมากที่

สุด เพราะเจริญเร็ว  เล้ียงงาย  โปรตีนสูง  ใชอาหารไดหลายชนิด 
 

(6)   กระบวนการที่ใชในการเลี้ยงยีสตเพื่อเอาเซลล 
- Swedish  Symba  Process ใชเชื้อ Endomycopsis  fibuligera ซ่ึงมีเอนไซม  α และ  β  

amylase  เปนสวนใหญจะยอยแปงใหเปนน้ําตาลกอน สวนเชื้อ Candida  utilis จะใชน้ําตาลในการ
เจริญโดยเชื้อชนิดหลังใชเปนแหลงโปรตีนหลัก  

- Amylo  process ใชจุลินทรีย  2  ชนิด คือ Rhizopus sp.และ Saccharomyces  cerevisiae  
โดยใชแปงเปนวัตถุดิบซ่ึงราจะยอยแปงเปนน้ําตาลซึ่งเปนอาหารของยีสตไดเซลลยีสตเปนโปรตีน
เซลลเดี่ยว 
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-    Waldhof  process ใช Candida  utilis ใน sulfite waste liquor ในถังหมักแบบตอเนื่อง 
ไดโปรตีน 55-60 % 

-    DSM. Oxanene-water process ใช Candida  lipolytica และ Trichosporon  cutaneum 
น้ําทิ้งจากการออกซิไดซ cyclohexane 

-     n-paraffin และ gas oil ใช Candida  lipolytica โดยใช hydrocarbon เปน substrate  
 
ตารางที่  2.3   ชนิดของจุลินทรียและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย 

             ในเชิงพาณิชย (Waterworth, 1990) 
 

จุลินทรีย วัตถุดิบ บริษัทผูผลิต ช่ือทางการคา 

รา    

Ascomycetes sp. ปาลม Paper  Industry Pekilo 
แบคทีเรีย    

Methylophilus  methylotrophus เมทานอล ICI Pruteen 

Methylophilus Clara เมทานอล Hoechst Probion 

Methylophilus Methanica เมทานอล Norsk-Hydro Norprotein 

Pseudomonas sp. เมทานอล Misubishi  

ยีสต    

Candida sp. พาราฟน Dainippon Ronipron 

Candida lipolytica พาราฟน British Petroleum Toprina 

Pichia เมทานอล Phillips Petroleum Provesteen 

Saccharomyces cerevisiae มอลโตส Brewing  
Industries 

Feed yeast 

Saccharomyces cerevisiae หางนม Bel  Industries Bel yeast 

Torulopsis sp. น้ําทิ้งโรงงาน 
ทํากระดาษ 

Paper  Industries Torula  yeast 
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         Milan  Dostalek (1986)  ศึกษากระบวนการผลิตไขมันจากแปงโดยเลี้ยงเชื้อแบบ 
mixed culture ระหวาง Saccharomycopsis  fibuliger และ Rhodosporidium  toruloides โดยเชื้อตัว
แรกมีคุณสมบัติในการผลิตเอนไซม amylase เพื่อยอยแปงใหเปนน้ําตาล สวนเชื้อที่สองมีคุณสมบัติ
ในการสังเคราะหไขมันไดจากการใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอนในการเจริญเติบโต ซ่ึงกระบวนการ
เพาะเลี้ยงจะควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และปรับ pH ที่ 5.5 พบวาปริมาณไขมันที่ผลิตได
สูงที่สุดคือ 9.7 g/l  และตัวเซลลที่ประกอบดวยไขมันปริมาณมากถึง 36.5%   โดยการทดลองจะ
ควบคุมปริมาณแหลงไนโตรเจนซึ่งที่ความเขมขน 0.5 g/l ใหผลไดของเซลลสูงสุด  
 
        Endang Sukara (1999)  ศึกษากระบวนการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว และ เอนไซม 
amyloglucosidase  โดยทําการหมักเปนแบบขั้นตอนเดียว คือใชเชื้อจุลินทรียตัวเดียวคือ เชื้อรากลุม 
Aspergillus sp. จากกระบวนการผลิตโดยใชแปงมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ พบวาเชื้อราสามารถ
ผลิตเอนไซม amyloglucosidase ที่มี active สูงถึง 282 units ซ่ึงสามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาลได
และเมื่อแปงหมด เชื้อตัวเดียวกันนี้ก็สามารถใชน้ําตาลที่ไดจากการยอยเพื่อเจริญเติบโตและสรางตัว
เซลลที่ประกอบโปรตีนที่มีปริมาณสูงถึง 26.48 % ได  
  
2.3   กระบวนการหมักแบบ Batch 

 
กระบวนการหมักแบบ batch              เปนกระบวนการหมักที่ทําโดยการเพาะเลี้ยง            

จุลินทรียในระบบปด  การเลี้ยงเชื้อนิยมทําในขวดเขยาหรือในถังหมัก  โดยใชสารอาหารที่เหมาะ
สมตอการเจริญเติบโต  สารอาหารที่ใชในระบบมีปริมาณจํากัด เพราะไมมีการเติมสารอาหาร  
ภาวะภายในระบบมีการเปลี่ยนแปลงดังตอไปนี้จนกระทั่งส้ินสุดการหมัก  เมื่อใสจุลินทรียลงใน
อาหารระยะแรกเซลลยังไมมีการเพิ่มจํานวน  เรียกระยะนี้วา  ระยะการพักตัว (lag phase) เนื่องจาก
เปนระยะที่เชื้อกําลังปรับตัว  ระยะเวลาในชวงการพักตัวนี้ในกระบวนการหมักระดับอุตสาหกรรม
ตองทําใหส้ันที่สุดเพื่อลดตนทุนการผลิต  โดยใชเชื้อเร่ิมตนที่เหมาะสม  หลังจากนั้นจุลินทรียจึงมี
อัตราการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นตามลําดับ  จนกระทั่งเขาสูระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ  (log หรือ 
exponential  phase)  ซ่ึงเปนระยะที่จุลินทรียมีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดและคงที่  เมื่อเกิดการ
เปลี่ยนแปลงขึ้นในน้ําหมัก  เชน  การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดาง  ความเขมขนของสาร
อาหารและปริมาณสารอินทรียที่จุลินทรียสรางขึ้นจะมีผลทําใหอัตราการเจริญเติบโตของ               
จุลินทรียหยุดชะงักลง  นั่นคือเขาสูระยะการเติบโตแบบคงที่ (stationary  phase)  และระยะการ
เจริญเติบโตแบบลดลง (decline  phase)  ซ่ึงอัตราการตายของจุลินทรียมีคาสูงกวาอัตราการเจริญ
เติบโต  เรียกชวงระยะการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้วา  วัฏจักรการเจริญเติบโต  (growth  cycle)  
(Aiba, 1973 ; Stanbury  และ  Whitaker, 1984 ; Scragg, 1991) 
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  การเจริญเติบโตของจุลินทรียในระยะ  log  phase  สามารถเขียนเปนสมการไดดัง
นี้ 
   เซลลที่สะสม    =    เซลลเจริญ  -  เซลลออก  - เซลลตาย 
 
    dX/dt   =    mX  -  aX    (1) 
เซลลไมถูกนําออกจากระบบการเลี้ยงเชื้อ และ  a >>  m   เขียนสมการ (1)  ใหมไดคือ 
 
    dX/dt    =    µX     (2) 
 เมื่อ                    X    =  ความเขมขนของมวลชีวภาพ  (กรัมตอลิตร) 
   t     =      เวลา (ช่ัวโมง) 

µ =      อัตราการเติบโตจําเพาะ (specific  growth rate)(ตอช่ัวโมง) 
α =      อัตราการตายจําเพาะ (specific  death rate)(ตอช่ัวโมง) 

เมื่อ  integrate  สมการ (2)  จะได 
 
                Xt    =   X0  eµt     (3) 
 เมื่อ         X0      =       ความเขมขนของมวลชีวภาพเริ่มตน  
   Xt        =       ความเขมขนของมวลชีวภาพหลังการเพาะเชื้อเปนเวลา  t  ช่ัวโมง 
   e        =        ฐานของ  natural  logarithm 
เมื่อใส    natural  logarithm  ในสมการ (3)   จะได 
 
   ln Xt     =     ln X0   +   µt     (4) 
 
       ดังนั้นเมื่อเปนความสัมพันธระหวาง   ln (X-X0)  ของความเขมขนมวลชีวภาพกับเวลา  
จึงไดกราฟเสนตรง  มีคาความลาดเอียง  (slope) เทากับอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด (µ max) ซ่ึง
แตกตางกันตามชนิดของจุลินทรียและสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Wang, 1979 ; Scragg, 
1991)  
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2.4  เอนไซมโปรตีเอส (Protease) 
       เปนเอนไซมที่ชวยเรงปฏิกิริยาการสลายโปรตีนเปนกรดอะมิโนและเปปไทดส้ันๆ    

เอนไซมนี้มีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมตางๆมากมาย          โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร  
ฟอกหนัง  ผงซักฟอก (Ward, 1983) เปนตน  แหลงของเอนไซมโปรตีเอสที่สําคัญในระยะแรกของ
การศึกษา ไดจากพืชและสัตว  ดังตารางที่ 2.4 

 
ตารางที่ 2.4  การใชเอนไซมโปรตีเอสจากพืชและสัตว (Aunstup, 1983) 

 
Application Protease Source 

Cheese  manufacture 
Bating 

Chill haze prevention 
Meat tenderization 

Brewing 
Protein hydrolysis 
Protein hydrolysis 

Rennin 
Trypsin 
Papain 
Papain 
Papain 

Pancreatin 
Pepsin 

animal 
animal 
plant 
plant 
plant 

animal 
animal 

 
 ในระยะตอมาไดพัฒนาแหลงผลิตนอกเหนือจากพืชและสัตว  โดยใชจุลชีพซ่ึงนับวาเปน
แหลงผลิตสําคัญ  เนื่องจากเปนเอนไซมที่สรางและขับออกสูนอกเซลล (extracellular enzyme) จึง
งายตอการแยกและสามารถผลิตไดในปริมาณสูง (Ward, 1983)   ไดเอนไซมโปรตีเอส ที่มีความ
บริสุทธิ์สูงและตนทุนการผลิตต่ํากวา (Aunstrup, 1980) แบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิดสามารถผลิต
โปรตีเอสไดแตมีเพียง 2-3 ชนิดเทานั้นที่ใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรม ไดแก  บาซิลลัสและรา  
Aspergillus เนื่องจากจุลชีพเหลานี้สามารถขับเอนไซมโปรตีเอสออกมาภายนอกเซลล       
(Extracellular หรือ Exoenzyme) ในปริมาณที่สูงมีผูศึกษาถึงความสามารถในการผลิตของแบคทีเรีย 
ในสกุล บาซิลลัส (genus Bacillus) กันอยางกวางขวาง  ดังในตารางที่ 2  (Priest, 1977)  เพราะนอก
จากขับเอนไซม โปรตีเอสออกมาแลว  ยังมีเอนไซมอ่ืนๆที่มีประโยชนมากในทางอุตสาหกรรมถูก
ขับออกมาพรอมกันอีกดวย เชน ใน Bacillus licheniformis  พบวานอกจากเอนไซมโปรตีเอสแลว
จะขับ แอลฟา อะไมเลส (α-amylase) , เพนิซิลินเนส  (penicillinase) และ antibiotic bacitracin ออก
มาดวย (Coleman, 1967) จากรายงานการสํารวจปริมาณการใชเอนไซมโปรตีเอสจากจุลชีพในป 
1981 ในอุตสาหกรรมตางๆ พบวามีปริมาณการใชเปน 40 เปอรเซ็นตของปริมาณเอนไซมทั้งหมด  
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ที่มีการซื้อขายกันในตลาดโลก ซ่ึงอุตสาหกรรมที่ใชโปรตีเอส เชน อุตสาหกรรมยา  ฟอกหนัง  เสน
ใยทอผา  กระดาษ และอุตสาหกรรมผลิตผงซักฟอก (Ward, 1983) 
 
1)  ประเภทของเอนไซมโปรตีเอส 
 โปรตีเอสจากจุลชีพ แบงออกเปน 4 กลุม ตามกลไกพื้นฐานการเกิดปฏิกิริยา คือ 

(1)  แอซิดโปรตีเอส (Acid protease) (EC. 3. 4. 23)     จุลชีพที่ผลิตเอนไซมนี้สวน 
ใหญเปนจําพวกราและยีสต มีแบคทีเรียบางชนิดที่ผลิตได เอนไซมมีสภาวะการทํางานที่เหมาะสม 
อยูในชวง pH 3-4 ลักษณะโครงสรางคลายกับเอนไซมเพปซิน เรนนินถูกยับยั้งการทํางานไดโดย 
สารจําพวก diazoketone (Mizobe, 1973) แตไมถูกยับยั้งโดยสาร ethylene diamine tetra acetic acid 
(EDTA) และ di- isopropryl fluorophosphate (DFP)  น้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 30,000-40,000
ดาลตัน สามารถเกิดปฏิกิริยาจําเพาะไดดีกับกรดอะมิโนที่มีโครงสรางเปนวง (aromatic amino acid)  
เชื้อจุลชีพที่ผลิตเอนไซมนี้ไดแกเชื้อรา Aspergillus sp.,  Penicillium  sp.,  Rhizopus sp.,  Mucor sp. 
และ Edothia sp.      การใชประโยชนของเอนไซมสวนใหญใชในอุตสาหกรรมการผลิต ผลิตภัณฑ
โปรตีนจากถั่วเหลือง เชน ซีอ๊ิว  เตาเจี้ยว เปนตน  นอกจากนี้ยังใชในอุตสาหกรรมขนมอบและเนย
แข็ง 
 

(2)  ไธออล โปรตีเอส (Thiol protease)(EC. 3. 4. 22)    เปนเอนไซมที่ทํางานไดดีใน 
ชวงที่ pH เปนกลาง ถูกเรงปฏิกิริยาไดดีเมื่อมีสารรีดิวซ ไดแก HCN หรือกรดอะมิโนซิสเตอีน และ
ถูกยับยั้งปฏิกิริยาโดยสารจําพวก sulhydryl reagent เชน p-chloromercuribenzoate สําหรับสาร DFP 
จะมีผลตอการยับยั้งปฏิกิริยาเพียงเล็กนอยเทานั้น  มีมวลโมเลกุลอยูระวาง 30,000-50,000 ดาลตัน 
เชื้อจุลชีพที่ผลิตเอนไซมไดแก Clostridium sp. และ Streptococcus sp. 
 

(3)  เมตัลโล โปรตีเอส  (Metallo protease) (EC. 3. 4. 24) เรียกอีกชื่อหนึ่งวา neutral  
protease  เปนเอนไซมที่มีอะตอมของโลหะอยูในโครงสรางซึ่งมักจะเปนสังกะสี (zinc) สามารถทํา
ปฏิกิริยาไดดีกับกรดอะมิโนไลซีน  สามารถถูกยับยั้งปฏิกิริยาไดดวยสารจําพวก chelating agent 
เชน EDTA (Ward, 1983) มีความสามารถสูงสุดในการยอยพันธะเปปไทดของโปรตีนที่สภาวะ
ความเปนกรด-ดาง (pH) ประมาณ 7  แตมีความเสถียรในชวง  pH 5-10  โมเลกุลของเอนไซมจะ
เสถียรขึ้นเมื่อมีแคลเซียมไอออน  เชื้อจุลชีพที่สามารถสรางเอนไซมนี้สวนใหญไดแก แบคทีเรียใน
สกุล Bacillus sp.  เชน  B. subtilis, B. cereus, B. megaterium,  B. thermoproteolyticus   และ         
B. thuringiensis  เปนตน  
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(4)  ซีรินโปรตีเอส    (serine protease)(EC. 3. 4. 21. 14)      มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง  
25,000 – 30,000 ดาลตัน โครงสรางของเอนไซมเปนโปรตีนสายเดี่ยวที่มีกรดอะมิโนซิรีน (serine)  
อยูที่บริเวณเรง (catalytic site) (Priest, 1977)  ดังนั้นการเรงปฏิกิริยาของมันจึงถูกยับยั้งโดยสารที่เขา
ทําปฏิกิริยากับหมูซีรีนที่บริเวณเรงนั้น  ไอออนของโลหะไมมีความจําเปนตอความเสถียรและการ
เรงปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุมนี้   ซีรีนโปรตีเอสอาจเรียกอีกชื่อหนึ่งวาอัลคาไลนโปรตีเอส    
(alkaline protease)  เนื่องจากมีคา pH ที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาที่คา pH 7.0 – 11.0  ซีรินโปรตี
เอสผลิตไดจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  เปนสวนใหญ ไดแก B. licheniformis  และ B. subtilis  
โดยเอนไซมจะถูกสรางและปลอยออกเปนอิสระในน้ําเลี้ยงเชื้อ          และอาจจะรวมกับเอนไซม
โปรตีเอสอื่นดวย คือ นิวทรัลโปรตีเอส  ซีรีนโปรตีเอสจากจุลชีพแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุม A 
เปนเอนไซมที่มีความเสถียรนอยที่คา  pH ต่ํากวา 9.5 และมี esterase activity มากกวาในกลุม  B  ได
แกเอนไซมจาก B. licheniformis คือ  subtilisin  carlsberg และ B. pumilus   

เอนไซมโปรตีเอสที่ถูกขับออกมาโดยสกุลบาซิลลัส  สวนใหญเปนซีรินโปรตีเอส  
(ปกรณ จิโรจนกุลกิจ, 2532) หรือ เมตัลโปรตีเอส   ซ่ึงนับวาเปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางการคา
มากที่สุด  แบคทีเรียที่เปนแหลงของเอนไซมอาจเปน neutrophilic หรือ alkalophilic bacilli         
(Aunstrup, 1979; Horikshi และ Akiba, 1982; Markland, 1971) 
 
2)   การสรางเอนไซมและความสําคัญ 
  เอนไซมโปรตีเอสมีบทบาทที่สําคัญคือ ไฮโดรไลซสับสเตรทที่เปนพอลิเปปไทด
สายใหญใหเปนโมเลกุลเล็กลง  ทําใหเซลลสามารถดูดซึมเพื่อใชเปนสารอาหารไดซ่ึงไมเพียงแต
เฉพาะเอนไซมโปรตีเอสที่ไดจากจุลินทรียเทานั้น  แตยังรวมถึงเอนไซมที่ไดจากสัตวและพืชดวย  
นอกจากนี้โปรตีเอสยังมีความสําคัญอีกมากมาย แตจะขอกลาวถึงเฉพาะจุลชีพเทานั้น  โดยเฉพาะ 
Bacillus sp. ซ่ึงเปนจุลชีพที่สําคัญที่สุดในการผลิตเอนไซมโปรตีเอส 
  การสรางเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อ Bacillus sp.  จะเกี่ยวของกับการเจริญของเชื้อ
โดยการสรางเอนไซมจะเกิดขึ้นในชวงปลายของการเจริญแบบทวีคูณ (Exponential phase) หรือใน
ชวงระยะแรกของการเจริญแบบคงที่ (Stationary phase) ใน complex  media (Millet และคณะ, 
1969)  การสรางเอนไซมจะถูกจํากัดโดยปริมาณกรดนิวคลีอิก โดยที่ปริมาณของกรดนิวคลีอิกจะ
ลดนอยลง  ในขณะที่เซลลมีการเจริญจะมีการนํากรดนิวคลีอิกจํานวนมากไปใชในการสังเคราะห 
rRNA  เพื่อสังเคราะหไรโบโซม  และเมื่อเซลลหยุดการเจริญ การสรางไรโบโซมจะหยุดลงจึงมี
กรดนิวคลีอิกเหลือพอที่จะไปใชในการสังเคราะหเอนไซม  จึงทําใหมีการสรางเอนไซมในปริมาณ
สูงในชวง Stationary  phase (Coleman, 1967)  
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  การสรางเอนไซมของเชื้อ Bacillus sp. เกี่ยวของกับการสรางสปอร  โดยการสราง
เอนไซมจะเกิดในระยะแรกของการสรางสปอรซ่ึงเปนชวงปลายของการเจริญระยะ  logarithmic 
phase  
  
3)  ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางเอนไซม 
 

(1)  แหลงคารบอน 
  แหลงคารบอนโดยเฉพาะกลูโคส  ซ่ึงเปนแหลงคารบอนที่เชื้อจุลินทรียสามารถนํา
ไปใชไดงาย  กลูโคสในปริมาณที่เหมาะสมจะชวยใหเซลลมีการเจริญที่พอเหมาะไมมากเกินไป  
การสรางเอนไซมของเชื้อก็จะดําเนินไปตามปกติ (ศุภชัย ใชเทียมวงศ, 2537) คือ เมื่อแหลงอาหาร
และพลังงานเริ่มนอยลง การสรางสปอรของเชื้อก็จะเกิดขึ้นพรอมๆกับการสรางเอนไซม แตเมื่อมี
ปริมาณกลูโคสในอาหารมากเกินไป ก็จะทําใหเกิด catabolic  repression  โดยกลูโคส (Doi, 1973)  
กดการทํางานของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ไมใหมีการสรางเอนไซมออกมาหรือทําใหสราง
ออกมาชาลง     (Bernlohr, 1964)  เชน การผลิตเอนไซมของเชื้อ B. sutilis NRRL-B3411 จะลดลง
ทันทีเมื่อเติมกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Heineken และ Conner, 1972) 

(2)  แหลงไนโตรเจน 
  การสรางเอนไซมโปรตีเอสมีความสัมพันธกับแหลงไนโตรเจน โดย Heineken 
และ Conner (1972) ไดศึกษาการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอสใน  B. sutilis NRRL-B3411 พบ
วา แอมโมเนียมคลอไรดที่ใชเปนแหลงไนโตรเจนนั้นมีผลตอมีผลตอปริมาณเอนไซมอัลคาไลน
โปรตีเอสและนิวทรัลโปรตีเอสที่เชื้อสรางขึ้น ในขณะที่แหลงคารบอนมีผลตอการสังเคราะห
เอนไซมแอลฟาอะไมเลส (α- amylase) 

(3)  ฟอสเฟต 
  ฟอสเฟตเปนองคประกอบของสารพันธุกรรม (DNA, RNA) และโปรตีน ใน
ขบวนการสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอส  ฟอสเฟตจะชวยเพิ่มความเสถียรของ mRNA ดวยการยับยั้ง
เอนไซม RNAase  หรือชวยใหเอนไซมโปรตีเอสที่สรางขึ้นภายในเซลลปลอยออกนอกเซลลไดดี
ขึ้น  ถาปริมาณของฟอสเฟตมีมากเกินไปในการเริ่มตนเลี้ยงเชื้อ จะมีผลยับยั้งการเจริญและกดดัน
การสรางเอนไซมโปรตีเอสดวย (Seung – Hyeon  Moon, 1990)  

(4)  ไอออนโลหะ 
  ไอออนของโลหะมีสวนสําคัญในการเจริญและสรางเอนไซมของเชื้อบาซิลลัส 
เชน แมกนีเซียมไอออนมีความสําคัญและจําเปนตอการเจริญ  การแบงตัวใน complex  media  
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(5)  คาความเปนกรด-ดาง  (pH )  
  สภาวะแวดลอมในระหวางการเลี้ยงเชื้อหรือเร่ิมตน   มีผลตอการสรางเอนไซม
โปรตีเอส  โดยเฉพาะอัลคาไลนโปรตีเอสพบวา pH  เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอแอคติวิตี
ของเอนไซมและปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้น Roger  และ Bernard (1972) ไดเล้ียงเชื้อ B.subtilis  
โดยเริ่มตนที่ pH  ตางๆตั้งแต  5- 12  พบวาที่  pH 7.5-9.5 จะใหแอคติวิตีของเอนไซมดีที่สุด  

(6)  อิทธิพลของอุณหภูมิ 
  อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมจะตองเหมาะสม โดยมีรายงานพบวา
อุณหภูมิจะมีอิทธิพลตอระดับของการแปรรหัสของ mRNA สําหรับสรางเปนเอนไซมโปรตีเอส 
ของเชื้อ B. megaterium (Jaroslav และคณะ, 1991)   โดยที่เอนไซมโปรตีเอสจะเสถียรในชวง
อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส 
 
             Yang, J.K และคณะ (1999)  เล้ียงเชื้อ B.subtilis ในสูตรอาหารขั้นต่ําที่คาความเปนกรดดาง 
6.0 ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา  2 วัน  พบ
วาสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสได  20.2 หนวยตอมิลลิลิตร และสามารถลดโปรตีนในน้ําเสียใน
อุตสาหกรรมเตรียมไคตินจากเปลือกกุง ปูไ ด โดยพบวาเกลืออนินทรีย Mg2+, Mn2+, Zn2+, Fe2+ และ 
Co2+ เปนตัวกระตุนการทํางานของเอนไซม 
 
             Yang, S.S and Wang, J.W (1999)  พบวาเชื้อ B. subtilis สามารถสรางเอนไซมโปรตีเอสได
หลังการเลี้ยงเปนเวลา  24  ช่ัวโมง  ในอาหารที่ประกอบดวยแปง  น้ําทิ้งจากโรงงานขาวโพด และ
แอมโมเนียมซัลเฟต โดยสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสและอะไมเลส ได 26.7 และ 2642.7 หนวย
ตอกรัมแปงตามลําดับในการเลี้ยงบนอาหารแข็ง และผลิตเอนไซมโปรตีเอสและอะไมเลส ได 17.4 
และ 691.3 หนวยตอกรัมแปงตามลําดับในการเลี้ยงบนอาหารเหลว 
 
             Ustariz, F.J และคณะ (2003)  ศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอส โดยเลี้ยงเชื้อ Serratia  
marcescens ในขวดเขยาโดยที่คาความเปนกรดดางเริ่มตน 7.6  ในอาหารขั้นต่ํามี bovine serum 
albumin เปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน พบวาการเจริญเติบโตในชวง exponential  growth  
phase หรือระหวาง stationary  phase เชื้อสามารถสรางเอนไซมไดสูงที่สุด 200 U/ml 
 
              Antczak และคณะ (2004)  ศึกษาการตรึงเอนไซมที่สรางโดย B. subtilis ใน PVA Cryogel 
beads และศึกษาการสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอส โดยเลี้ยงในอาหารขั้นต่ําประกอบดวยแปง  น้ํา
ตาลแลกโตส เคซีน เปนสวนประกอบ  พบวาที่คาความเปนกรดดางเริ่มตน 8.4 เชื้อสามารถผลิต
เอนไซมได 29.6 U /ml 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 

3.1    อุปกรณ  เคมีภัณฑ และสายพันธุจุลินทรีย 
1)  อุปกรณ 

  อุปกรณ      บริษัทผูผลิต 
 เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)   Clements ประเทศออสเตรเลีย 
 เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ   ALC  ประเทศไทย 
 เครื่องชั่งหยาบ     Sartorius   ประเทศเยอรมัน 
 เครื่องชั่งละเอียด     Sartorius  ประเทศเยอรมัน 
 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง    Jasco  ประเทศอังกฤษ 
 (UV-Vis spectrophotometer) 
 เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter)  Schott   ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 ตูถายเชื้อแบบ laminar flow    Asian Chemical & Engineering 

 ประเทศไทย  
 ตูอบแหง (hot air oven)    Memmert  ประเทศเยอรมัน 
 หมอนึ่งฆาเชื้อดวยไอน้ํา (autoclave)  Isuzu  ประเทศญี่ปุน 
 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  Memmert  ประเทศเยอรมัน 
 เครื่องใหความรอน (hot plate)   Ikamag  ประเทศเยอรมัน 
 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ (incubator)   Contherm Scientific  

ประเทศนิวซีแลนด 
 กลองจุลทรรศน (microscope)   Novex  ประเทศเนเธอรแลนด 
 เครื่องเขยาสารเคมี (vortex)   Scientific Industries  
       ประเทศสหรัฐอเมริกา 

เครื่องเขยา (rotating shaker)              ภาควิชาเคมีเทคนิค  คณะวิทยาศาสตร     
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   

เครื่องรีดยางแบบ 2 ลูกกลิ้ง (two roll mill)  ภาควิชาเคมีเทคนิค  คณะวิทยาศาสตร     
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ถังหมัก (fermenter) ขนาด 5 ลิตร และชุดควบคุม ภาควิชาเคมีเทคนิค  คณะวิทยาศาสตร     
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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2)  ถังหมักและชุดอุปกรณควบคุม 
 

 
                                                          

(1) คือ  ถังกวนประกอบดวยใบกวน, pH probe, sampling port  และตัวใหอากาศ 
(2) คือ  มอเตอรและเครื่องควบคุมอัตราการกวน 
(3) คือ  เครื่องใหอากาศ (air  pump) 
(4) คือ  ตัวกรองอากาศ (air  filter) 
(5) คือ  โรตามิเตอร 
(6) คือ  เครื่องวัดคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิ 
(7) คือ  ชุดอุปกรณควบคุมการเก็บตัวอยางอัตโนมัติ 
(8) คือ  วาลวปด-เปดแบบโซลีนอยด 
(9) คือ  กระบอกสุญญากาศ 
(10)  คือ  ขวดเก็บตัวอยาง 
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3) เคมีภัณฑ 
 

เคมีภัณฑ      บริษัทผูผลิต 
 
กรดซัลฟูริก (sulfuric acid)    Merck  ประเทศเยอรมัน 
กรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid)  Merck  ประเทศเยอรมัน 
กรดฟอรมิก (formic acid)    Merck  ประเทศเยอรมัน 
กลูโคส (glucose)     APS  ประเทศออสเตรเลีย 
คอปเปอรซัลเฟต  (copper sulphate)   BDH  ประเทศอังกฤษ 
เคซีน (casein)      Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมคลอไรด (sodium chloride)   Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate)   Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulphate)  Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide)   Ajax  ประเทศออสเตรเลีย 
ไดโปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    M & B  ประเทศอังกฤษ 
(di-potassium hydrogen phosphate)    
ทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร (Tris-HCL buffer)  Fisher  ประเทศอังกฤษ 
ไทโรซีน (tyrosine)     Himedia  ประเทศอินเดีย 
แบคโต เปปโตน (bacto peptone)    Himedia  ประเทศอินเดีย 
โบไวน ซีรัม อัลบูมิน (bovine serum albumin)  Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
แปงที่ละลายน้ําได (soluble starch)   Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต    M & B  ประเทศอังกฤษ 
(potassium hydrogen phosphate) 
โปตัสเซียม โซเดียม ทารเทรท                 Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
(potassium sodium tartrate) 
ฟอลลิน รีเอเจนท  (folin reagent)    Merck  ประเทศเยอรมัน 
ฟนอล (phenol)      Carlo erba  ประเทศอิตาลี 
แมกนีเซียมซัลเฟต (magnesium sulphate)          Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด  
สารสกัดจากยีสต (yeast extract)    Scharlau  ประเทศสเปน 
สารสกัดจากมอลท (malt extract)    Himedia  ประเทศอินเดีย 
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)    Scharlau  ประเทศสเปน 
แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate)   Ajax  ประเทศออสเตรเลีย 
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4) สายพันธุจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
(1) Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 
(2) Candida  utilis TISTR 5001 
(3) Bacillus  subtilis TISTR 25 

                   ซ่ึงทั้งสามชนิดเปนเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์ของ Culture  Collection ที่สถาบันวิจัยวิทยา
ศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย TISTR (Thailand  Institute  of  Science  and Technological  
Research)   
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3.2 วิธีดําเนินงานวิจัย 
1) การเก็บรักษาเชื้อ (stock  culture) 

จุลินทรียที่ใชในการทดลองคือ ยีสต 2 ชนิดไดแก Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097  
และ Candida  utilis TISTR 5001  และแบคทีเรียคือ Bacillus  subtilis TISTR 25  จากสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  การเก็บรักษาเชื้อที่ใชในการทดลองทําโดยถายเชื้อลง
ในอาหารแข็งเอียงตามชนิดของเชื้อไดแก อาหาร yeast starch, yeast malt (YM) และ nutrient broth  
(NB) ตามลําดับ (ภาคผนวก ก) จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สําหรับ
แบคทีเรีย และ 48 ช่ัวโมงสําหรับยีสต เททับดวยกลีเซอรีนที่นึ่งฆาเชื้อแลว และเก็บรักษาเชื้อที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2) ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อบริสุทธ์ิในขวดทดลอง 

    2.1)  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 
     ใชเข็มเขี่ยเชื้อ E.  fibuligera TISTR 5097 ที่เก็บรักษาไวบนอาหารแข็ง  yeast - 

starch  1-2 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตรบรรจุอยูในขวด
ทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร เล้ียงบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอล - กรดซัลฟูริก (phenol-sulfuric acid)  ปริมาณโปรตีนโดยวิธี
ของลอรี (Lowry)  และคาความเปนกรดดาง 

2.2)  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Candida  utilis TISTR 5001 
     ใชเข็มเขี่ยเชื้อ C .  utilis TISTR 5001 ที่เก็บรักษาไวบนอาหารแข็ง  yeast - 

malt  1-2 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตรบรรจุอยูในขวด
ทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร เล้ียงบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง   ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการหา น้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอล-กรดซัลฟูริก  ปริมาณโปรตีนโดยวิธีของลอรี  และคาความเปน
กรดดาง 

2.3)  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus  subtilis  TISTR  25  
     ใชเข็มเขี่ยเชื้อ B.  subtilis  TISTR  25  ที่เก็บรักษาไวบนอาหารแข็ง  nutrient  

broth 1-2 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตรบรรจุอยูในขวด
ทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร เล้ียงบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการวัดคาความขุนที่
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  วัดแอคติวิตีของเอนไซมโปรตีเอส และ คาความเปนกรดดาง 
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3) การเล้ียงเชื้อผสมเพื่อหาปริมาณวัตถุดิบท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวดทดลอง 
3.1)     การเตรียมเชื้อตั้งตน 

นําเชื้อ  E. fibulegera  TISTR 5097 ที่เล้ียงไว 48 ช่ัวโมง   ไปเหวี่ยงตกตะกอน 
ดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนเซลลมากระจาย
ในน้ํากลั่น (resuspend) ที่ผานการฆาเชื้อแลว         นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร ใหไดความขุน 0.5  (ถาเกินควรเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ) 

 นําเชื้อ C. utilis  TISTR 5001 ที่เล้ียงไว 48 ช่ัวโมง     ไปเหวี่ยงตกตะกอนดวย 
เครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนเซลลมากระจายใน
น้ํากลั่น ที่ผานการฆาเชื้อแลว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหไดความ
ขุน 0.5  (ถาเกินควรเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ) 

นําเชื้อ B. subtilis  TISTR  25  ที่เล้ียงไว 16 ช่ัวโมง    ไปเหวี่ยงตกตะกอนดวย 
เครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนเซลลมากระจายใน
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ใหไดความ
ขุนประมาณ  0.5  (ถาเกินควรเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ) 
 

3.2)      การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวดทดลอง 
     เล้ียงเชื้อ E.  fibuligera TISTR 5097 โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 7 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร ในอาหารเหลวขั้นต่ํา (ภาคผนวก ก) ที่มีคาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.5 เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ในขวดทดลองที่เขยา 180 รอบตอนาที    โดยทําการเก็บตัวอยางทุก 4 ช่ัวโมง จาก
นั้นเติมเชื้อ  C.  utilis TISTR 5001   ในชั่วโมงที่ 16 หลังจากการเลี้ยงเชื้อชนิดแรก โดยใชปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน  3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เล้ียงเชื้อตอไปที่ภาวะเดิม และเติม B. subtilis 25 ใชปริมาณเชื้อเร่ิม
ตน  5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร   ติดตามผลของการเจริญเติบโตของเชื้อผสมโดยเก็บตัวอยางทุกๆ 4 
ช่ัวโมง จนครบ 64 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอล-
กรดซัลฟูริก และปริมาณโปรตีนโดยวิธีของลอรี   โดยใชโบไวนซีรัมอัลบูมินเปนโปรตีนมาตรฐาน 
 

3.3)   การหาปริมาณแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวดทดลอง 
หาปริมาณของแหลงคารบอนซึ่งคือแปงมันสําปะหลัง ที่ใชเติมในอาหารเลี้ยง 

เชื้อข้ันต่ํา (ภาคผนวก ก) โดยแปรผันปริมาณดังนี้  5,  10,  15 และ 20 กรัมตอลิตร  รวมกับ
แอมโมเนียมซัลเฟต  2 กรัมตอลิตร เล้ียงเชื้อในขวดทดลองตามวิธีการในขอ 3.2) ติดตามการเจริญ
เติบโตโดยหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนของเซลลและ ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด เพื่อคัดเลือก
ปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต และการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
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3.4)   การหาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวด 
ทดลอง 

  หาปริมาณของแหลงไนโตรเจนซึ่งคือแอมโมเนียมซัลเฟต   ที่ใชเติมใน 
อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา (ภาคผนวก ก) โดยแปรผันปริมาณดังนี้  2,  5, 7  และ 10 กรัมตอลิตร รวมกับ
ปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3) เล้ียงเชื้อในขวดทดลองตามวิธีการในขอ 3.2) 
ติดตามการเจริญเติบโตโดยหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนของเซลลและปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 
เพื่อคัดเลือกปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต และการผลิตโปรตีนเซลล
เดี่ยว 
 
4)   การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในถังหมัก 

     เล้ียงเชื้อทั้งสามชนิดในอาหารขั้นต่ําโดยมีวัตถุดิบที่คัดเลือกไดจากขอ   3)  
เปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน โดยขยายสวนจากการเลี้ยงในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร
บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ  50 มิลลิลิตร  เปนถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ 2500 มิลลิลิตร  
เล้ียงตามวิธีการเดียวกับขอ 3.2)  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  และคาความเปนกรด
ดางในชวงที่เล้ียงเชื้อยีสตสองชนิดแรกที่ 5.5 สวนคาความเปนกรดดางที่ใชในการเลี้ยงแบคทีเรียควบ
คุมอยูที่ 7.0  โดยมีการใหอากาศและกวนตลอดเวลา  เปรียบเทียบหาความเร็วในการกวนและอัตรา
การใหอากาศที่ใหผลการเจริญเติบโตของเซลลจุลินทรีย  และปริมาณโปรตีนที่ดีที่สุด 

4.1)   การหาอัตราเร็วในการกวนที่เหมาะสม 
เล้ียงเชื้อตามวิธีการขอ 4) โดยทําการใหอากาศ  0.5 vvm โดยแปรผันความเร็วในการกวน

เปน 150,  200, 250  และ 300 รอบตอนาที เปรียบเทียบหาความเร็วในการกวนที่ใหผลการเจริญเติบ
โตของเซลลจุลินทรีย  ปริมาณโปรตีนสูงสุด และปริมาณเอนไซมโปรตีเอส 

4.2)   การหาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสม 
เล้ียงเชื้อตามวิธีการขอ 4) โดยใชอัตราเร็วในการกวนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 4.1)   และแปร

ผันอัตราการใหอากาศเปน 0.5, 1.0  และ 1.5 vvm  เปรียบเทียบหาอัตราการใหอากาศที่ใหผลการเจริญ
เติบโตของเซลลจุลินทรีย  ปริมาณโปรตีนที่ดีที่สุด และปริมาณเอนไซมโปรตีเอส 
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5)  ศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอสโดยจุลินทรียในถังหมัก 
  เล้ียงเชื้อจุลินทรียทั้ง 3  ชนิดตามวิธีการและภาวะที่เหมาะสมจากขอ 4)  โดย 

ใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ B.  subtilis  เปน  5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยควบคุมใหคาความเปน
กรดดางอยูในชวง 7.0 เล้ียงเชื้อที่สภาวะเดิม  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อ  โดยหาน้ําหนักเซลล
แหง โปรตีน น้ําตาลทั้งหมด และโปรตีเอสแอคติวิตีทุกๆ 4 ช่ัวโมง จนครบ 64 ชั่วโมง 

5.1)   เปรียบเทียบการใชเชื้อตั้งตนของ  B. subtilis TISTR 25 แบบ washed cell  กับ แบบ  
cell suspension  

ใชเชื้อตั้งตนของ B.  subtilis TISTR 25  เปนแบบ washed cell  กับ แบบเซลลแขวนลอย (cell 
suspension) ปริมาณ  5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเทากัน เพื่อเปรียบเทียบลักษณะเชื้อตั้งตนที่เหมาะสม
ในการผลิตเอนไซมโปรตีเอส 

5.2)  การหาปริมาณเชื้อตั้งตนของ B. subtilis TISTR 25          ท่ีเหมาะสมในการผลิต 
เอนไซมโปรตีเอส 
   โดยแปรผันปริมาณเชื้อตั้งตนของ B.  subtilis TISTR 25  เปน 5, 10 และ 15 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร โดยใชระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ 72 ช่ัวโมง เพื่อหาปริมาณเชื้อตั้งตนที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซมโปรตีเอส เพื่อศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติตอไป 
 
6) การวัดการเจริญเติบโตของเชื้อ 
 

6.1)   การวัดความขุนของเซลล  (Bacillus subtilis) 
ใชปเปตที่ผานการอบนึ่งฆาเชื้อแลวดูดตัวอยางมา  5 มิลลิลิตร  นําไปเหวี่ยง 

ใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ  3500 รอบตอนาที  เปนเวลา 20 นาที และลางเซลล
ดวยน้ํากลั่น  5 มิลลิลิตร  2 คร้ัง แยกเอาสวนที่เปนน้ําใสเก็บไว สวนที่เปนตัวเซลลเติมน้ํากลั่น 5  
มิลลิลิตรผสมใหเขากันแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  
 

6.2)   การหาน้ําหนักเซลลแหง ( Endomycopsis  fibuligera  และ Candida  utilis) 
ใชปเปตที่ผานการอบนึ่งฆาเชื้อแลวดูดตัวอยางมา  5 มิลลิลิตร  นําไปเหวี่ยง 

ใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ  3500 รอบตอนาที  เปนเวลา  20 นาที และลาง
เซลลดวยน้ํากลั่น  5 มิลลิลิตร  2 ครั้ง แยกเอาสวนที่เปนน้ําใสเก็บไว สวนที่เปนตัวเซลลนําไปอบแหง
ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ช่ัวโมง 
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6.3)   การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีลอรี  (Lowry, 1951) 
        นําน้ําหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปนแยกสวนน้ําใสออก     เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 

เขมขน 1 นอรมัล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปอุนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา  10 นาที ตั้งทิ้ง
ไวใหเย็น นํามาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม นําสารละลายโปรตีนที่ไดเจือจางแลวปริมาตร  
1 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย Lowry C  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 5  มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที  เติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  ผสม
ใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  30  นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
660  นาโนเมตร  โดยใชโบไวนซีรัมอัลบูมิน (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน 
 

 6.4)   การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในน้ําหมักโดยวิธีฟนอล-กรดซัลฟูริก 
         นําตัวอยางน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว ปริมาตร  1 มิลลิลิตร        เติมสารละลาย  

ฟนอลเขมขน  5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน       เติมกรด 
ซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เขยาแรงๆ ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา  20 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร  แลวนํา
คาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณน้ําตาลกลูโคส และคาการ
ดูดกลืนแสงของตัวอยางที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
 

6.5)   การวัดแอคติวิตีของเอนไซมโปรตีเอส 
     เก็บตัวอยางมาเหวี่ยงตกตะกอนแยกเซลลออก  นําสวนใสมาหาแอคติวิตีโดย 

บมตัวอยาง  0.1  มิลลิลิตร  กับสารละลายเคซีน  0.5 เปอรเซ็นต  ที่ละลายในบัฟเฟอร  1 มิลลิลิตร  
เติมบัฟเฟอร 0.9 มิลลิลิตร นําไปแชในอางน้ําอุนที่ควบคุมอุณหภูมิไวที่ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
20 นาที   นําขึ้นจากอางน้ําอุนและแชลงในอางน้ําเย็น     หยุดปฏิกิริยาทันทีโดยเติมสารละลายกรด
ไตรคลอโรอะซิติกเขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร  2  มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนําไปเหวี่ยงตกตะกอน 
ที่ความเร็วรอบ  3500 รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  นําสวนน้ําใสไปวัดการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น   280  นาโนเมตร    และนําคาที่ไดมาคํานวณหาแอคติวิตีของเอนไซมโดยเทียบหา
ปริมาณไทโรซีนที่เกิดจาดการยอยสลายเคซีนโดยเอนไซมกับกราฟมาตรฐานไทโรซีนที่ความเขมขน  
0- 140 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
  กําหนดให  1  ยูนิตเอนไซมเทากับ  ปริมาณของไทโรซีน  1 ไมโครโมลที่ไดจากการ
ยอยสลายเคซีนโดยเอนไซมที่สภาวะของการวัดแอคติวิตี  ภายในเวลา  1  นาที 
  ในการวัดแอคติวิตีของเอนไซมทุกตัวอยางจะตองทําหลอดควบคุมดวย  สําหรับ
เปรียบเทียบหาปริมาณไทโรซีนที่ไดจากการยอยสลายโดยเอนไซมอยางแทจริง  โดยทําการบมสาร
ละลายเคซีนกับบัฟเฟอรที่อุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20  นาทีกอนและหยุดปฏิกิริยาดวย
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กรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขน  10  เปอรเซ็นตจากนั้นจึงคอยเติมตัวอยางลงไป  นําไปเหวี่ยงตก
ตะกอนแยกสวนน้ําใสมาวัดการดูดกลืนแสง        คาการดูดกลืนแสงของปริมาณไทโรซีนที่เกิดจาก
การยอยสารละลายเคซีนโดยเอนไซมอยางแทจริงหาไดจาก คาการดูดกลืนแสงจากตัวอยางหักออก
จากคาการดูดกลืนแสงจากหลอดควบคุม แลวจึงนําไปเปรียบเทียบหาปริมาณไทโรซีนจากกราฟมาตร
ฐาน 
 
7)  ศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติโดยอาศัยเอนไซมโปรตีเอสท่ีไดจากเชื้อท่ีเล้ียงในถัง 
หมัก 

7.1)  การหาวิธีการที่เหมาะสมในการลดปริมาณโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ 
หลังจากกระบวนการหมักเสร็จสิ้น         หยุดการกวนและใหอากาศและปลอยใหตัว 

เซลลยีสตที่ผลิตไดตกตะกอนลงมาที่ดานลางของถังหมักเปนเวลา    2-3  ช่ัวโมง จากนั้นคอยๆปลอย
น้ําหมักที่มีตัวเซลลตกตะกอนปนอยูออกมาจากถังหมักเปนปริมาตร   500     มิลลิลิตร ก็จะเหลือน้ํา
หมักที่มีน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีเอนไซมโปรตีเอสอยูเปนสวนใหญปริมาตร    2500          มิลลิลิตร  จากนั้น
เติมน้ํายางสด 35 % DRC  ลงไปปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําหมัก เพื่อศึกษาการลด
โปรตีนในน้ํายางสดโดยอาศัยเอนไซมโปรตีเอสที่มีอยูในน้ําเลี้ยงเชื้อ โดยแปรผันระยะเวลาในการ
กวนผสมน้ํายางสดเขากับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก   ปริมาณสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 
เขมขน   10 เปอรเซ็นต  (น้ําหนักตอปริมาตร)  และอัตราเร็วในการกวนผสม  จากนั้นนําน้ํายางสดที่
ไดออกมาจับตัวดวยกรดฟอรมิกเขมขน 2  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  45 ±  5  
องศาเซลเซียสจนไดเปนแผนยางดิบแหง  จากนั้นนํายางดิบแหงที่ไดไปวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 
เปรียบเทียบกับยางดิบแหงชุดควบคุม (น้ํายางสด 35 % DRC ที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก เขมขน 2  
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  45 ±  5 องศาเซลเซียสจนไดเปนแผนยางดิบแหง) 
เพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมในการผลิตยางที่มีโปรตีนลดลง 
 

7.2)   ศึกษาผลของระยะเวลาในการกวนผสมน้ํายางสดเขากับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก 
กวนผสมน้ํายางสด 35    % DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเลี้ยงเชื้อในถัง

หมัก ที่มีการเติม 10% SDS 0.2 phr  โดยใชอัตราการกวน 50 รอบตอนาที และแปรผันระยะเวลา   ใน
การกวนผสมเปน  0, 1, 2, 3, 4   และ 5  ช่ัวโมง  เพื่อดูผลที่มีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของยาง 
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7.3)   ศึกษาผลของปริมาณของสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ในการลด 
โปรตีนของน้ํายาง ในถังหมัก 

 กวนผสมน้ํายางสด 35% DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก  
ใชอัตราการกวน 50  รอบตอนาที  และระยะเวลาที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 7.2)โดยแปรผันปริมาณของ
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เขมขน  10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน 0, 0.2, 0.5, 1.0 
และ 1.5  phr  เพื่อดูผลที่มีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 

7.4)   ศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวนผสมน้ํายางสดเขากับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก 
 กวนผสมน้ํายางสด 35% DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก  

ที่มีการเติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน  10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาณที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 7.3)  โดยแปรผันอัตราการกวนเปน  0, 50, 70 , 100, 120 และ 150 รอบตอนาที  
เพื่อดูผลที่มีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 

 
8)   วิเคราะหสมบัติของน้ํายางสดที่ไดจากกระบวนผลิต 

ทดสอบสมบัติตางๆของยางแผนดิบที่ผลิตไดเพื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และมาตรฐาน
ยางดิบแหงของสถาบันวิจัยยาง กรมวิชาการเกษตร และมาตรฐานของยางดิบโปรตีนต่ํา   ตามสมบัติ
ดังนี้คือ ปริมาณเถา  ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณสิ่งสกปรก  ปริมาณสิ่งระเหย  คาการออนตัวเร่ิมตน  
คาดัชนีความออนตัว และคาความหนืดมูนี   ดัชนีสี  ดังวิธีการตอไปนี้  

 
8.1)  การเตรียมชิ้นตัวอยางที่มีความสม่ําเสมอ  (SMR Bulletin No.7) 

                                  นําชิ้นตัวอยางไปผานลูกกลิ้งที่ปรับระยะหางของชองวาง 1.65 มิลลิเมตร 
จํานวน 6 คร้ัง ยางที่ผานลูกกลิ้งออกมาแตละครั้ง มวนเปนรูปทรงกระบอก ใสปลายขางหนึ่งเขา
เครื่องในการบดครั้งตอๆไป ระหวางบดครั้งที่ 1 - 5 หากมีเศษยางตกอยูบนภาชนะรองรับใตลูกกลิ้ง
ทั้งสอง ใหเก็บนํามารวมกับยางที่จะบดครั้งตอไปใหหมด สวนครั้งที่ 6 รีดยางออกเปนแผน แลวนํา
ไปตัดแบงเปนชิ้นเล็กๆ เพื่อนําไปทดสอบสมบัติตางๆตอไป 
 

8.2)  การหาปริมาณสิ่งสกปรก  (dirt content) (ASTM D 1278-91a) 
ปริมาณสิ่งสกปรก หมายถึง  ปริมาณของสารที่ไดจากการกรองดวยตัวกรอง  ที่มีแผน 

ตะแกรงกรอง ขนาดรูตะแกรง 325 เมช  ซ่ึงสารที่ไดจากการกรองนั้น  ประกอบดวยสารแปลกปลอม
อ่ืนๆ เชน เปลือกไม  ดิน  ใบไม  ปริมาณและชนิดของสิ่งสกปรกมีความสําคัญตอกระบวนการนํายาง
ไปแปรรูปทําผลิตภัณฑยาง  ถาหากยางมีปริมาณสิ่งสกปรกสูง  จะมีผลกระทบตอกระบวนการแปร
รูปและคุณภาพของผลิตภัณฑสําเร็จรูป  ดังนั้น จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองควบคุมการผลิตยางใหมี
ปริมาณสิ่งสกปรกนอยที่สุด 
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วิธีการทดสอบ 
                                  ช่ังตัวอยางยางหนัก  15 กรัม นําไปผานเครื่องบดแบบหลอเย็น (cold  mill)  ที่ตั้ง
ระยะหางของลูกกลิ้งไว 0.330 มิลลิเมตร จํานวน 2 คร้ัง แลวนําไปตัดเปนชิ้นเล็กๆ ช่ังใหไดน้ําหนักที่
แนนอน ระหวาง 10.0000 – 10.0200 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด  500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุ
น้ํามันสนจํานวน 250 มิลลิลิตร และสารเคมีเรงการละลายยาง จํานวน  1 มิลลิลิตร   ใหความรอนที่
อุณหภูมิประมาณ  140 องศาเซลเซียส  โดยแกวงขวดแกวทุก 30 นาที เพื่อชวยเรงการละลายใหเร็วขึ้น
จนยางละลายหมด จากนั้นนําสารละลายยางที่ยังรอนมาเทผานตัวแกรงกรองที่สะอาดและแหง  ซ่ึงชั่ง
น้ําหนักไวแลว ลางสิ่งสกปรกที่หลงเหลืออยูในขวดรูปแกวดวยน้ํามันสนรอน  2 คร้ัง คร้ังละ 30-50 
มิลลิลิตร เทน้ํามันสนรอนผานตัวกรอง จากนั้นนําตัวกรองที่มีส่ิงสกปรกเหลืออยูไปอบแหงที่
อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  แลวจึงนําตัวกรองออกมาวางใหเย็นในหมอดูด
ความชื้น และชั่งน้ําหนัก (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ปริมาณสิ่งสกปรกคิดเปนรอยละไดดังสูตร 
 
                    ปริมาณสิ่งสกปรก        =                 น้ําหนักสิ่งสกปรก           x  100 
                                                                        น้ําหนักของชิ้นทดสอบ 
 

8.3)   การหาปริมาณเถา  (ASTM D 1278-91a) 
    เถาในยางธรรมชาติ ประกอบดวยเกลืออนินทรีย  (inorganic salt) พวก 

คารบอเนตออกไซด และฟอสเฟตของโพแทสเซียม  แมกนีเซียม  แคลเซียม โซเดียมและแรธาตุอ่ืน  
นอกจากนี้ เถาอาจเปนพวกซิลิกาหรือซิลิเกตที่มีอยูในยางเองหรือปะปนมาจากขางนอก ปริมาณเถาจะ
เปนตัวบงชี้ปริมาณแรธาตุที่มีอยูในยางดิบ และชวยบงชี้วามีการเติมสารตัวเติม (filler) ลงไปชวยเพิ่ม
น้ําหนักยางหรือไม         

วิธีทดสอบ 
                 นําถวยทนความรอนเปลาไปเผาที่อุณหภูมิ 550  ± 20 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 
นาที  จากนั้นปลอยทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองในเดซิเคเตอรและชั่งน้ําหนักละเอียด 0.0001 กรัม  จาก
นั้นนํายางดิบ 5 กรัม ช่ังน้ําหนักที่แนนอนละเอียด 0.0001 กรัม ใสลงในถวยทนความรอนแลวนําไป
เผาในเตาเผาอุณหภูมิสูง ที่อุณหภูมิ 550  ± 20 องศาเซลเซียส  เผาจนกระทั่งคารบอนถูกออกซิไดซ
อยางสมบูรณและไดเถาออกมา  นําถวยทนความรอน และสวนที่เหลือออกมาทําใหเย็นลงในเดซิเค
เตอร และชั่งน้ําหนักละเอียดได 0.0001 กรัม ปริมาณเถาคิดเปนรอยละไดดังนี้ 

การคํานวณ 
                           ปริมาณเถา        =              A – B   x 100 
                                   W 
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           A    =    น้ําหนักถวยทนความรอน เปลา (กรัม) 
           B    =    น้ําหนักถวยทนความรอน + เถา (กรัม) 
           W   =    น้ําหนักชิ้นทดสอบ (กรัม) 
 

8.4)   การหาปริมาณสิ่งระเหย  (ASTM D 1278-91a)  
ส่ิงระเหยในยางสวนใหญเปนความชื้น   ถามีปริมาณสูงจะทําใหยางเกิดราไดงาย   

มีกล่ินเหม็นและเกิดปญหาระหวางกระบวนการแปรรูปเปนผลิตภัณฑ  โดยทําใหยางลื่นบดผสมกับ
สารเคมีอ่ืนไดยาก 

วิธีทดสอบ 
                       นําตัวอยางยางมาชั่งน้ําหนักใหได  10 กรัม และละเอียด 0.001 กรัม นําไปผานเครื่อง
บด ซ่ึงมีน้ําเย็นผานลูกกลิ้งที่ปรับชองหาง 0.51 มิลลิเมตร และนําตัวอยางยางมาวางในถาดอะลูมิเนียม
นําไปอบในตูอบ อุณหภูมิ 100 ± 3  องศาเซลเซียส นานเปนเวลา 4 ช่ัวโมง  นํายางออกจากตูอบ และ
นํายางแตละชิ้นใสในถุงพลาสติก พับปากถุง 3 คร้ัง แลวนําไปหนีบไวกับที่หนีบ ปลอยยางในถุง
พลาสติกใหเย็น ใชเวลาประมาณ 30 นาที นําไปชั่งละเอียด 0.001 กรัม ปริมาณสิ่งระเหยคํานวณได
จากสูตร 
 
         ปริมาณสิ่งระเหย      =     น้ําหนักตัวอยางยางกอนอบแหง  -  น้ําหนักยางหลังอบแหง    x  100 
                                                                     น้ําหนักตัวอยางยางกอนอบแหง 
 

8.5)  ปริมาณองคประกอบไนโตรเจน  ( ASTM D 3533-90 ) 
ไนโตรเจนในยางดิบ สวนใหญอยูในรูปของโปรตีน  ดังนั้น ปริมาณไนโตรเจนจึง 

เปนตัวบงชี้วาในยางดิบมีโปรตีนอยูมากนอยเพียงใด  การกําหนดขีดจํากัดไนโตรเจนในยางแทง เพื่อ
ปองกันไมใหผูผลิตนําหางน้ํายาง (skim latex)  ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนสูงมาผลิตยางแทง เพราะมีผล
ใหยางเกิดการคงรูปเร็วขึ้น (fast cure)  

วิธีทดสอบ 
         ช่ังยางที่เตรียมใหไดน้ําหนัก  0.1 กรัม   ละเอียด 0.0001 กรัม ใสในขวดแกวสําหรับยอย
สลายแบบ micro-kjedahl เติมสวนผสมของสารเรงปฏิกิริยา 0.65 กรัม และกรดซัลฟูริกเขมขน
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นใหความรอนจนไดสารละลายใสสีเขียวหรือไมมีสี และจะตองไมมีสี
เหลืองปน ทิ้งไวใหเย็นแลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวถายสารละลายลงในชุดกลั่น 
ซ่ึงเตรียมผานไอน้ําใหรอนไวแลว เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 67 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ลงในชุดกลั่น จากนั้นนําขวดแกวรูปชมพูที่มีสารละลายกรดบอริกเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยใชสารละลายเมทิลเรด 2-3 หยดเปนอินดิเคเตอร มารองรับสิ่งกลั่น โดยผาน
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ไอน้ําเพื่อทําการกลั่นนานประมาณ  5 นาที ซ่ึงสารละลายจะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเขียว นําสารที่ได
จากการกลั่นมาไตเตรททันทีดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.005โมลาร ที่จุดยุติสารละลาย
จะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง และสําหรับแบลงคทําวิธีเดียวกับตัวอยางแตไมมีการใสตัวอยางยาง 

การคํานวณ 
 ปริมาณไนโตรเจน       =  (V1 – V2) M  x 0.028     x  100 % 
                                                         W 
เมื่อ  V1  =  ปริมาตรสารละลายกรดซัลฟูริก ที่ใชในการไตเตรทตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
        V2  =  ปริมาตรสารละลายกรดซัลฟูริก ที่ใชในการไตเตรทแบลงค (มิลลิลิตร) 
        M   =  ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริก (โมลาร) 
        W  =  น้ําหนักชิ้นยางทดสอบ (กรัม) 
 

8.6)   ดัชนีความออนตัว  (Plasticity Retention Index, PRI) (ASTM D 3194-84) 
ดัชนีความออนตัวของยางแสดงถึงความตานทานของยางดิบตอการแตกหักของ 

โมเลกุลตออุณหภูมิสูง หรือตอการออกซิเดชัน ยางที่มีดัชนีความออนตัวสูง แสดงวามีความตานทาน
ตอการแตกหักของโมเลกุลสูง 

วิธีการทดสอบ 
นํายางตัวอยาง 20 ± 5 g ผานเครื่องบดที่มีน้ําเย็นผานลูกกลิ้งที่ปรับชองหางใหไดความหนา  

3.2 –3.6 mm 2 คร้ัง พับครึ่ง รีดผานลูกกลิ้งแลวตัดชิ้นทดสอบจํานวน 6 ช้ิน    เปน 2 ชุดๆละ 3 ช้ิน 
วางชิ้นทดสอบชุดที่ 1 ระหวางกระดาษมวนบุหร่ี นําเขาเครื่องอัดชิ้นทดสอบโดยแปนโลหะกลมบน
และลางจะกดใหช้ินทดสอบหนา 1 มิลลิลิตร และในเวลาเดียวกันทําใหรอน 100 องศาเซลเซียส   เปน
เวลา 15 วินาที จากนั้น แรง 10 ±  0.1 กิโลกรัม จะอัดยางเปนเวลา 15 วินาที อานคาความออนตัวบน
หนาปทม จะไดคาP0 และนําชิ้นทดสอบชุดที่ 2 เขาตูอบซึ่งควบคุมอุณหภูมิที่ 140 องศาเซลเซียส   
เปนเวลา  30 นาที  นําชิ้นทดสอบออกมาทิ้งใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง ประมาณ 30 นาที  นําไปหาคา
ความออนตัวจะไดคา P30

นําคามัธยฐาน (median) ของชิ้นทดสอบ มาคํานวณหาคาดัชนีความออนตัว ดังนี้ 
   

PRI             =     P30  x  100 
                                            P0 

 เมื่อ      PRI     =    ดัชนีความออนตัว (Plasticity Retention Index) 
P0       =   มัธยฐานคาความออนตัวของยางชุดที่ไมอบ 

  P30     =    มัธยฐานคาความออนตัวของยางชุดที่อบแลว 
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8.7)   การหาคาความหนืดมูนี  (Mooney viscosity) (ASTM D 1646-94) 
              วิธีการทดสอบ 
                         ตรวจสอบอุณหภูมิของชองใสยางใหคงที่ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อุนโรเตอร 
โดยใสลงในชองใสยางใหรอนเปนเวลา 1 นาที นําโรเตอรออกจากชองใสยาง แบงยางที่เตรียมไว
ประมาณ 25  กรัม ออกเปนสองสวนเทาๆกัน โดยแตละสวนมีความหนาประมาณ 6 มิลลิเมตร และมี
น้ําหนักประมาณ 12.5 กรัม นํายางประกบดานบนและลางของโรเตอร ใสในชองใสยาง แลวเดิน
เครื่อง เครื่องจะอุนยางเปนเวลา 1 นาที และโรเตอรหมุนวัดความหนืดเปนเวลา 4 นาที  จะรายงานใน
หนวยของมูนี ,  ML (1+4)  100 องศาเซลเซียส ขนาดของโรเตอร  (L สําหรับชิ้นใหญ) และและ
จํานวนนาทีของการวอรมเครื่อง  (l  นาที) จํานวนนาทีของการทดสอบจริง (4 นาที) และอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส 
การบันทึกผล - ใหบันทึกผลความหนืดที่อานไดจากเครื่องพรอมระบุเงื่อนไขในการทดสอบดังนี้ 
        xML (1+4) 100 OC 
 เมื่อ        x    =   คาความหนืดที่อานไดจากเครื่อง 
  M   =   Mooney Viscosity 
  L    =   โรเตอรใหญ (โรเตอรเล็กใชอักษร S) 

1 =    เวลาที่ใชในการอุนยาง หนวยเปนนาที 
4     =    เวลาที่โรเตอรหมุนวัดความหนืด หนวยเปนนาที 

       100 OC   =    อุณหภูมิที่ใชในการทดสอบ 
 

8.8)   ดัชนีสี  (color  index) (ASTM D 3157-84) 
วิธีการทดสอบ 
 นํายางที่เตรียมไว 20  ± 5 กรัม ผานเครื่องบดซึ่งมีน้ําเย็นผานลูกกลิ้งที่ปรับชองหางไวแลว  

2 คร้ัง แลวพับครึ่ง ตบดวยมือเบาๆใหไดความหนาระหวาง 3.2-3.6 มิลลิเมตร  ตัดตัวอยางใหไดช้ิน
ทดสอบ จํานวน 2 ช้ิน แลวนํามาประกบกัน  วางชิ้นทดสอบลงในแบบพิมพ ประกบแบบพิมพดวย
แผนฟลมพอลิเอสเตอรหรือเซลลูโลส แลวประกบดวยแผนพลาสติกหรืออลูมิเนียม  จากนั้นนําเขา
เครื่องอัด ที่ความดัน 500 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 150 ± 3 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที จาก
นั้นจึงทําการเปรียบเทียบสีของชิ้นทดสอบกับมาตรฐาน Lovibond 
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9)  การทดสอบสัณฐานวิทยาของยางแผนดิบแหงโดยการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
แบบสองกราด (SEM) 
               ทําการตรวจสอบสภาพผิวดานหนา  และภาคตัดขวางของแผนยางดิบแหง ดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด มีขั้นตอนดังนี้ 

(1)  นําแผนยางดิบแหงที่จะตรวจสอบผิวดานหนา มาตัดเปนวงกลมใหมีขนาด 
เทากับพื้นที่หนาตัดของแทงเหล็กขนาดเล็ก ที่เปนอุปกรณชวยในการยึดตัวอยางกับเครื่องตรวจสอบ
และติดเทปกาวยึดใหแนน 

(2)   สําหรับแผนยางที่จะตรวจสอบภาคตัดขวาง  นํามาแชในไนโตรเจนเหลว 
แลวหักใหเปนลักษณะสี่เหล่ียมขนาดเล็ก ใหมีความกวางเทากับเสนผานศูนยกลางของแทงเหล็กทรง
กระบอก  ติดเทปกาวยึดกับอุปกรณชวยยึดตัวอยางซึ่งจะมีลักษณะเปนทรงกระบอกครึ่งซีกขนาดเล็ก 
โดยหันภาคตัดขวางดานที่สนใจขึ้นดานบนใหเลยขอบของแทงเหล็กเล็กนอย 

(3) ทําสัญลักษณสําหรับดานหนา และภาคตัดขวางของตัวอยางที่ใตแทงเหล็ก  
ตามลําดับตัวเลขหรือตัวอักษร 

(4) ทําซําขอ (1) – (3) จนครบทุกตัวอยาง 
(5) นําตัวอยางทั้งหมดไปฉาบดวยทอง 
(6) นําตัวอยางที่ไดจากการฉาบดวยทอง ประกอบเขากับแปนของเครื่องตรวจ 

สอบ ตามลําดับที่กําหนดไว 
(7) สองดูบริเวณพื้นผิวของตัวอยาง ปรับกําลังขยาย เลือกภาพที่ตองการและสั่ง 

พิมพภาพ 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
 
4.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียท่ีใชในการผลิต 
4.1.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ  Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 

เล้ียงเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097  ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร    ที่บรรจุ 
อาหาร yeast starch (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเขยาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาที เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง   ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อทุกๆ 3 ช่ัวโมง  โดยหาปริมาณเซลลแหง  ปริมาณ
โปรตีนจริงของตัวเซลล น้ําตาลทั้งหมดที่ใชไป และคาความเปนกรดดางไดขอมูลแสดงในรูปที่ 4.1 
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น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลทั้งหมด
โปรตีนของเซลล คาความเปนกรดดาง

 
รูปท่ี  4.1 รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 

 
จากรูปที่ 4.1 เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097 ที่เล้ียงใน

อาหาร yeast starch เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา เชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 39 เทากับ 5.26 
กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็มีปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคา
ความเปนกรดดางก็คอยๆลดลงในขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโต
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จําเพาะสูงสุดเทากับ  0.121    ตอช่ัวโมง      ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 46.20  
เปอรเซ็นต    และกรัมเซลลตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ    0.526    

 
4.1.2 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Candida  utilis  TISTR 5001  

เล้ียงเชื้อ  C.  utilis  TISTR 5001  ในขวดทดลองขนาด  250   มิลลิลิตร    ที่บรรจุ 
อาหาร  yeast  malt (YM)  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเขยาที่ความเร็ว 180 รอบตอ
นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง   ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อทุกๆ 3 ช่ัวโมง  โดยหาปริมาณเซลลแหง  
ปริมาณโปรตีนจริงของตัวเซลล  น้ําตาลทั้งหมดที่ใชไป และคาความเปนกรดดาง  ไดขอมูลแสดง
ในรูปที่  4.2 
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รูปท่ี  4.2   รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อ Candida  utilis  TISTR 5001 
 

จากรูปที่ 4.2  เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ C.  utilis  TISTR 5001  ที่เล้ียงใน
อาหาร yeast malt เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาเชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 30 เทากับ 7.32  
กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็มีปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคา
ความเปนกรดดางก็คอยๆลดลงในขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะสูงสุดเทากับ    0.159  ตอช่ัวโมง  โปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 47.76 เปอรเซ็นต  
และกรัมเซลลตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ  0.732   
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4.1.3  การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus  subtilis  TISTR 25 
เล้ียงเชื้อ   B. subtilis  TISTR 25  ในขวดทดลองขนาด  250  มิลลิลิตร        ที่บรรจุ 

อาหาร nutrient broth (NB) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอ
นาที  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่  420 นาโนเมตร วิเคราะหปริมาณ
เอนไซมโปรตีเอส  และวัดคาความเปนกรดดาง ไดขอมูลแสดงในรูปที่  4.3  
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รูปท่ี  4.3   รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus  subtilis  TISTR 25 
 

จากรูปที่ 4.3   จะเห็นไดวาเชื้อ B. subtilis  TISTR 25  มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วใน 12  
ช่ัวโมงแรก โดยมีคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตรสูงสุดเทากับ   2.66  โดยพบวายังไมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส  จนเชื้อเร่ิมมีการเจริญคงที่ในชั่วโมง ที่ 15 จะเปนชวงที่เชื้อเร่ิมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส โดยเชื้อจะมีการเจริญเติบโตที่คงที่ไปจนถึงชั่วโมงที่ 24  และอัตราการเจริญก็จะ
ลดลงคือเร่ิมมีการตาย       ในขณะที่การผลิตเอนไซมยังคงมีอยูตอไป        โดยมีโปรตีเอสแอคติวิตี
สูงสุดเทากับ  1.98  ยูนิตตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่  42  และเริ่มมีปริมาณคงที่  สวนคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนอยู 7.0 จะลดลงในชวงแรกจนถึงชั่วโมงที่ 12  จากนั้นก็จะคอยๆเพิ่มขึ้นจนอยูในระดับ
ใกลเคียงกับคาความเปนกรดดางเริ่มตน  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Seung-Hyeon Moon (1990) 
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4.2 ปริมาณวัตถุดิบท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวโดยเลี้ยงเชื้อผสมในขวดเขยา 
โดยเล้ียงเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097  ปริมาตร 7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของอาหาร 

เล้ียงเชื้อ (น้ําหนักเซลลแหงประมาณ  5 กรัมตอลิตร) เมื่อครบ 16 ช่ัวโมงเติม C. utilis TISTR 5001 
ปริมาตร 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  (น้ําหนักเซลลแหงประมาณ 7 กรัมตอลิตร) และเมื่อครบ 40 ช่ัว
โมงเติมเชื้อ B. subtilis  TISTR 25  ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (คาความขุนที่ 420 นาโน
เมตรประมาณ  0.5)  โดยเล้ียงเชื้อผสมในขวดทดลองที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ํา (ภาคผนวก ก) ที่
มีในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน และใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจน  
 
4.2.1 การหาปริมาณแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 

โดยการเลี้ยงเชื้อผสมของ  E. fibuligera TISTR 5097  และ  C. utilis  TISTR 5001       และ  
B. subtilis TISTR 25 (ตามวิธีในขอ 4.2) ในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลง
คารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน โดยแปรปริมาณแปงมันสําปะหลังเปน 5, 
10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตร เล้ียงในขวดทดลอง เขยาที่
ความเร็ว  180  รอบตอนาที  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อผสมทุกๆ 4 ช่ัวโมง เปนเวลา 64 ช่ัวโมง 
โดยหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล (intracellular protein)        และปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมด (กรัมตอลิตร)  ไดขอมูลแสดงในรูปที่ 4.4 - 4.7  ตามลําดับ   
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รูปท่ี  4.4  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มี 

                  แปงมันสําปะหลัง  5  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2  กรัมตอลิตร 
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จากรูปที่ 4.4  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  2.49 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
32.93  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.498  
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รูปท่ี 4.5  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มี 
  แปงมันสําปะหลัง  10 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.5 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 10  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  3.95 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
33.67  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.395  
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รูปท่ี 4.6  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มี 
  แปงมันสําปะหลัง  15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.6 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  5.08 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
35.52  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.339  
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รูปท่ี 4.7  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มีแปงสําปะหลัง   
               20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 
 

จากรูปที่ 4.7 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 20  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  5.16 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
33.33  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.258  
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รูปท่ี 4.8   การเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 

  สําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต      
  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน 

 
จากรูปที่ 4.8 เปนการเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้น

ต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน   รวมกับแอมโมเนียม
ซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  2.49, 3.95, 5.08 
และ 5.16  กรัมตอลิตร  ตามลําดับ 
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รูปท่ี 4.9  การเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

  ขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต        
  2   กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.9 เปนการเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหาร

เล้ียงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต       
2   กรัมตอลิตร พบวาเชื้อมีปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  32.93, 33.67, 35.52 และ 
33.33  ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นไดวาคาที่ไดไมแตกตางกันมากนัก 
 

จากรูปที่ 4.8 จะเห็นไดวาอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแอมโมเนียม 2 กรัมตอลิตร และแปงมัน
สําปะหลัง 15 และ 20 กรัมตอลิตร จะใหผลน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดมากกวา ที่ 5 และ 10 กรัมตอ
ลิตรอยางเห็นไดชัด และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล ในรูปที่ 4.9 จะเห็นไดวา
แปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตรจะใหผลปริมาณโปรตีนภายในเซลลสูงสุด ดังนั้นจึงเลือกใช
ปริมาณแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการ
ทดลองขั้นตอไป 
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4.2.2 การหาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
แอมโมเนียมซัลเฟตเปนสารที่สามารถนํามาใชเปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่หางายและ 

มีราคาถูก  จุลินทรียสามารถนํามาใชเปนสารอาหารไดงาย  โดยมีผลตอการเจริญเติบโตและการ
สังเคราะหโปรตีนเปนองคประกอบภายในเซลล (Boze และคณะ, 1992)   ดังนั้นในการทดลองนี้จึง
ไดศึกษาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสําหรับการเจริญเติบโต     และการผลิตโปรตีนเซลล
เดี่ยว  โดยการเลี้ยงเชื้อ  E. fibuligera และ C. utilis  และ B. subtilis   ในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ํา   (ภาค
ผนวก ก)  ที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนและใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน 
โดยใชปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองในขอ 4.3.1 คือ 15 กรัมตอลิตร  
โดยแปรปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 2,  5,  7 และ 10  กรัมตอลิตร  เล้ียงเชื้อในขวดเขยาที่
ความเร็ว  180 รอบตอนาที  เปนเวลา 64  ช่ัวโมง  ติดตามการเจริญเติบโตโดยหาน้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล  และปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (กรัมตอลิตร) ไดขอมูลแสดงในรูปที่ 
4.10 - 4.13 
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รูปท่ี 4.10  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.10  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
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น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.08 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
35.52  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.339   
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รูปท่ี 4.11  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  5  กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.11  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  5  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.17 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
37.52  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.345   
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รูปท่ี 4.12  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  7 กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.12  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  7  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.24 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
40.84  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.349   
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รูปท่ี 4.13  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมัน 
    สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.13  เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เช้ือมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.72  กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
48.60  เปอรเซ็นต  และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.381   
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รูปท่ี 4.14   การเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มี 
                 แอมโมเนียมซัลเฟต  2, 5, 7 และ 10  กรัมตอลิตรรวมกับแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอ     
                 ลิตร  
 
                จากรูปที่ 4.14 เปนการเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือ
ข้ันต่ําที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต  2, 5, 7   และ 10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน รวมกับ แปงมัน
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  5.08,  5.17,  
5.24  และ  5.72  กรัมตอลิตร  ตามลําดับ       จะเห็นไดวาผลของปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะให
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดไมแตกตางกัน 
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รูปท่ี 4.15   การเปรียบเทียบกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมใน 

     อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มี แอมโมเนียมซัลเฟต  2, 5, 7 และ 10  กรัมตอลิตรรวม 
                   กับแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร 
 

จากรูปที่ 4.15 เปนการเปรียบเทียบกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.339, 
0.345, 0.349 และ 0.381  ตามลําดับ จะเห็นไดวาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะทําใหกรัมเซลลตอ
กรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดไมแตกตางกัน 
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รูปท่ี 4.16   การเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
                  ข้ันต่ําที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต  2 , 5, 7 และ 10  กรัมตอลิตรรวมกับแปงมันสําปะหลัง    

15 กรัมตอลิตร  
 

จากรูปที่ 4.16 เปนการเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  35.52, 37.52, 
40.84 และ 48.60  เปอรเซ็นตตามลําดับ จะเห็นไดวาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะมีผลให
เปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดแตกตางกันอยางชัดเจนโดยยิ่งปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 
มากก็ยิ่งทําใหเปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเพิ่มข้ึน โดยจะเห็นไดวาปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตร ทําใหเปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 48.60 
ดังนั้นจึงเลือกใชปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตร รวมกับแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงไนโตรเจน และคารบอนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในการ
ทดลองตอไป  
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 Peppler (1970) รายงานวาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวของยีสตในเชิงพาณิชย  ควรมีปริมาณ
โปรตีนจริงเปนองคประกอบภายในเซลลไมต่ํากวา 40 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง  ขณะที่ 
International  Union  of  Pure  and Applied Chemistry    กําหนดใหการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจาก
จุลินทรียในเชิงพาณิชย ควรมีปริมาณโปรตีนจริงเปนองคประกอบภายในเซลลไมต่ํากวา 45 
เปอรเซ็นต 
 
4.3   การหาภาวะที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อผสมในถังหมักเพื่อศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
         และเอนไซมโปรตีเอส 

การใชอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีการใชแปงมันสําปะหลัง  15  กรัมตอลิตร  เปนแหลง 
คารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม มาเล้ียงเช้ือ
ผสม E. fibuligera ในถังหมัก  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียสตลอดการเลี้ยง และ
ควบคุมคาความเปนกรดดางที่  5.5 โดยเติม C. utilis  ลงไปในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงเช้ือตอไปที่ภาวะ
เดิมเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจนถึงช่ัวโมงที่ 40 ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําหมักเปน 7.0 
พรอมกับเติมเชื้อ     B. subtilis และควบคุมคาความเปนกรดดางอยูท่ี 7.0 เพื่อใหภาวะเหมาะสมใน
การผลิตเอนไซมโปรตีเอส ซ่ึงการศึกษาในถังหมักนี้จะทําการศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวน 
และอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซมโปรตีเอส 
 
4.3.1  การศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวนตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซมโปรตีเอส 

 การใชอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีการใชแปงมันสําปะหลัง  15  กรัมตอลิตร  เปน 
แหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม มา
เล้ียงเช้ือผสม  E. fibuligera ในถังหมัก  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียสตลอดการเลี้ยง 
และควบคุมคาความเปนกรดดางที่  5.5 โดยเติม C. utilis  ลงไปในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงเช้ือตอไปที่
ภาวะเดิมจนถึงช่ัวโมงที่ 40 ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําหมักเปน 7.0 พรอมกับเติมเชื้อ           
B. subtilis  และควบคุมคาความเปนกรดดางอยูท่ี 7.0 โดยแปรผันอัตราเร็วในการกวนเปน 150, 200, 
250 และ 300 รอบตอนาที  ท่ีอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm    เล้ียงเช้ือเปนเวลาทั้งหมด 64 ช่ัวโมง  
ติดตามการเจริญเติบโต  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส ทุกๆ 4 ช่ัวโมง
โดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล   ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (กรัมตอ
ลิตร) และโปรตีเอสแอคติวิตี (ยูนิตตอมิลลิลิตร)  ไดผลดังแสดงในรูปท่ี 4.17 – 4.20  
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รูปท่ี 4.17   รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  150 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.17 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  150 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm    พบวาเชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.32 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
49.44  เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.355  และโปรตีเอส
แอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0166     ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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น้ําหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
น้ําตาลทั้งหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
 
 
รูปท่ี 4.18   รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                 เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  200 รอบตอนาที และอัตราการให 

                    อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.18 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  200 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.52 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.28  
เปอรเซ็นต       ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.368        และ โปรตีเอส
แอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0228     ยูนิตตอมิลลิลิตร 

 



 69

0

5

10

15

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64

ระยะเวลาในการหมัก ( ช่ัวโมง )

น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง, โ

ปร
ตีน

,   
น้ํา

ตา
ลท

ั้งห
มด

 ( ก
รัม

ตอ
ลิต

ร )

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

โป
รตี
เอส

แอ
คติ

วิตี
 

( ยู
นิต

ตอ
มิล

ลิลิ
ตร

 )

นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
 
รูปท่ี 4.19  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.19 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา  เช้ือมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
49.85  เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.448 และโปรตีเอส
แอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0412 ยูนิตตอมิลลิลิตร      ซ่ึงจากงานวิจัยของสนธยา ศรี
เมฆ (2533)  เล้ียงเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25 ในอาหารสูตรปรับต่ํารวมกับสารตนตอ
ไนโตรเจนชนิดตางๆที่ pH 6.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    พบวาโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดอยู
ในชวง 0.02 – 0.08 ยูนิตตอมิลลิลิตร  
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รูปท่ี 4.20  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  300 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.20 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  300 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.96 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.33 
เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.397 และโปรตีเอสแอคติวิติ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0245 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.21   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  
                   และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดในการเลี้ยงเชื้อผสมใน 
                   อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.21 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอน้ําหนักเซลลแหงสูง
สุดในการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถังหมักโดยใชอัตรา
เร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.32,  5.52, 6.72 และ 5.96  กรัมตอลิตร จะเห็นไดวาที่อัตราเร็วใน
การกวนเพิ่มข้ึนตั้งแต 150 – 250 รอบตอนาที เช้ือจะมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเพิ่มข้ึน คือ 5.32,  
5.52, 6.72  กรัมตอลิตร เนื่องจากอัตราเร็วการกวนที่มากขึ้นจะชวยทําใหอากาศกระจายตัวไดดีใน
น้ําหมักเปนการเพิ่มการละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อและชวยทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อ
กระจายตัวดีทําใหเช้ือจุลินทรียมีโอกาสสัมผัสกับอาหารไดมากขึ้น จึงทําใหเช้ือมีการเจริญเติบโตที่
ดี  โดยท่ีอัตราเร็วการกวน 300 รอบตอนาที เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.96 ซ่ึงนอยกวาที่
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อัตราเร็วในการกวน 250 รอบตอนาที อาจเนื่องมาจากอัตราเร็วในการกวนที่มากเกินไปทําใหของ
เหลวในถังหมักมีความปนปวนมากไปซึ่งเปนสภาพที่ไมเหมาะในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
และอาจเกิด vortex ไดมากจึงเปนเหตุใหออกซิเจนละลายไมดีในน้ําหมักจึงทําใหน้ําหนักเซลลแหง
สูงสุดของเชื้อลดลง 
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รูปท่ี 4.22   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
                  และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุด ในการ 

                     เล้ียงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.22 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอปริมาณโปรตีนจริง
ภายในเซลลสูงสุด โดยใชอัตราเร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที และอัตราการ
ใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 49.44, 49.28, 49.85 
และ 49.33 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาที่อัตราเร็วในการกวนตางๆกันไมมีผลให
เปอรเซ็นตโปรตีนภายในตัวเซลลของเชื้อมีความแตกตางกัน  
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รูปท่ี 4.23   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  
                   และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุด 

     ในการ เล้ียงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.23 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอกรัมเซลลตอกรัม
สับสเตรท (แปงมันสําปะหลัง) สูงสุด โดยใชอัตราเร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอ
นาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  
0.355,  0.368, 0.448 และ 0.397 ตามลําดับ  อัตราเร็วในการกวนมีผลตอ กรัมเซลลตอกรัมแปงมัน
สําปะหลังสูงสุดเชนเดียวกับน้ําหนักเซลลแหง คือท่ีอัตราเร็วการกวน 250 รอบตอนาที ใหผลดีท่ีสุด 
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รูปท่ี 4.24   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  
                   และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด ในการเลี้ยงเช้ือผสม 
                   ในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.24    เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอโปรตีเอสแอคติวิตี
สูงสุด โดยใชอัตราเร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 
vvm  พบวา เช้ือมีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 0.0166,  0.0228, 0.0412 และ 0.0245 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ โดยท่ีแตละอัตราเร็วการกวนคาโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดอยูท่ีช่ัวโมงที่ 64  จะ
เห็นไดวาอัตราเร็วในการกวนที่เพิ่มข้ึนจะใหคาโปรตีเอสแอคติวิตีเพิ่มข้ึน เชนเดียวกับน้ําหนักเซลล
แหง ซ่ึงที่อัตราเร็วในการกวนที่มากเกินไปคือท่ี 300 รอบตอนาที นอกจากเปนภาวะที่ไมเหมาะใน
การเจริญของเชื้อแลว ยังเปนการสิ้นเปลืองพลังงานในการผลิตอีกดวย ดังนั้นอัตราเร็วการกวนที่
เหมาะสมสําหรับใชเปนขอมูลในการทดลองขั้นตอไป คือ ท่ีอัตราเร็ว 250  รอบตอนาที 
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4.3.2    การศึกษาผลของอัตราการใหอากาศตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซมโปรตีเอส 

 การใชอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีการใชแปงมันสําปะหลัง  15  กรัมตอลิตร  เปน 
แหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม มา
เล้ียงเชื้อผสม  E. fibuligera ในถังหมัก  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียสตลอดการเลี้ยง 
และควบคุมคาความเปนกรดดางที่  5.5 โดยเติม C. utilis  ลงไปในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงเชื้อตอไปที่
ภาวะเดิมจนถึงช่ัวโมงที่ 40 ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําหมักเปน 7.0 พรอมกับเติมเชื้อ           
B. subtilis  และควบคุมคาความเปนกรดดางอยูท่ี 7.0 โดยแปรผันอัตราการใหอากาศเปน  0.5, 1.0 
และ 1.5  vvm  และใชอัตราเร็วในการกวนเปน 250 รอบตอนาที  เล้ียงเช้ือเปนเวลาทั้งหมด 64 ช่ัว
โมง  ติดตามการเจริญเติบโต  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   ทุกๆ 4 
ช่ัวโมงโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล   ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด          
(กรัมตอลิตร) และโปรตีเอสแอคติวิตี (ยูนิตตอมิลลิลิตร)  ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.25 – 4.27   
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นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
นํ้าตาลทั้งหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
รูปท่ี 4.25  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
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จากรูปที่ 4.25 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตร ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 
รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 6.72 กรัม
ตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.85 เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัม
แปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.448 และโปรตีเอสแอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0412  
ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของตัวเซลลแหง

นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
รูปท่ี 4.26  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 1.0 vvm 
 

จากรูปที่ 4.26 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.0 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.62 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.74 
เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.508 และโปรตีเอสแอคติวิติ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.512  ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
 
รูปท่ี 4.27  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 1.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.27 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.14 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.16 
เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.476 และโปรตีเอสแอคติวิติ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.229  ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.28   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 
                   การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดในการเลี้ยงเชื้อผสมใน อาหาร 
                   เล้ียงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.28 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วการใหอากาศที่มีตอน้ําหนักเซลลแหง
สูงสุดในการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถังหมักโดยแปรผัน
อัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm  โดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และ พบ
วา เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 6.72,  7.62 และ 7.14  กรัมตอลิตร จะเห็นไดวาที่อัตราการ
ใหอากาศที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของเชื้อท่ีสุดคือท่ี 1.0 vvm เนื่องจากปริมาณอากาศที่มาก
พอดีจะทําใหเช้ือมีอากาศเพียงพอที่จะนําไปใช  ในขณะที่อากาศที่นอยก็อาจทําใหเช้ือมีอากาศไม
พอ และถามากเกินไปก็อาจทําใหเช้ือนําไปใชไมทันไดเชนกัน  ดังนั้นอัตราการใหอากาศ 1.0 vvm 
จึงเปนภาวะที่เหมาะสมที่สุด 
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รูปท่ี 4.29   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 
                   การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุด ในการเลี้ยงเชื้อ 
                  ผสมใน อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.29 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศที่มีตอปริมาณโปรตีนจริงภาย
ในเซลลสูงสุด โดยใชอัตราการใหอากาศ  0.5 , 1.0 และ 1.5 vvm และอัตราเร็วในการกวน  250 
รอบตอนาที พบวา เช้ือมีปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 49.85, 49.74 และ 49.16 
เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาเชนเดียวกับอัตราเร็วในการกวนก็คือ อัตราการใหอากาศไม
มีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีนภายในตัวเซลลของเชื้อเชนเดียวกัน 
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รูปท่ี 4.30   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 

การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดในการเลี้ยง       
เช้ือผสมใน อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 

 
จากรูปที่ 4.30   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศที่มีตอกรัมเซลลตอกรัมแปง

มันสําปะหลังสูงสุด โดยใชอัตราการใหอากาศ 0.5 , 1.0 และ 1.5 vvm และอัตราเร็วในการกวน  250 
รอบตอนาที พบวา เช้ือมีปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.448,  0.508 
และ 0.476 ตามลําดับ  อัตราเร็วในการกวนมีผลตอปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูง
สุดเทากับ เชนเดียวกับน้ําหนักเซลลแหง คือท่ีอัตราการใหอากาศ  1.0 vvm  ใหผลดีท่ีสุด 
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รูปท่ี 4.31   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 
                   การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด ในการเลี้ยงเช้ือผสมใน  
                   อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 

จากรูปที่ 4.31    เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศที่มีตอโปรตีเอสแอคติวิตีสูง
สุด โดยใชอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5 vvm  และอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที 
และ พบวา เช้ือมีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 0.0412,  0.0228, 0.512 และ 0.229 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ  จะเห็นไดวาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ     จะใหคา
โปรตีเอสแอคติวิตีท่ีสูงสุด โดยท่ีแตละอัตราการใหอากาศคาโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดอยูท่ีช่ัวโมงที่ 
64  ดังนั้นอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับใชเปนขอมูลในการทดลองขั้นตอไป คือ 1.0 vvm 
 กระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากเซลลจุลินทรียเปนการหมักแบบตองการ
ออกซิเจน  ภายใตภาวะเชนนี้เช้ือจุลินทรียสามารถออกซิไดสแหลงคารบอนไดคารบอนไดออกไซด
และน้ําอยางสมบูรณ  ซ่ึงจะทําใหไดผลผลิตตัวเซลลจุลินทรียตอปริมาณสับสเตรทที่ใชสูง               
(Snyder, 1970)  ดังนั้นจึงตองใหออกซิเจนมากพอในกระบวนการหมัก  ปริมาณออกซิเจนที่เหมาะ
สมจะขึ้นกับสายพันธุจุลินทรีย  องคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือและภาวะการเลี้ยงเช้ือ  อุณหภูมิท่ี
ใชและขนาดของถังหมัก และเพื่อใหมีการกระจายของออกซิเจน  จึงตองมีการกวนพรอมกับการให
อากาศ  ดังนั้นการทดลองนี้จึงแปรผันอัตราเร็วในการกวนที่ 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที
และอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5 vvm  ติดตามการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตี
เอสของเชื้อทุกๆ 4 ช่ัวโมง  จนครบ 64 ช่ัวโมง   
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 Singh และคณะ (1998) รายงานวาการแปรผันอัตราการกวนและอัตราการใหอากาศมีอิทธิพล
นอยตอปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลจุลินทรีย ซ่ึงเห็นไดจากผลการเปรียบเทียบผลของอัตราการ
กวน และอัตราการใหอากาศใหผลของเปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลล ในรูปที่ 4. 22 และ 4.29  
  
4.4 ศึกษาการผลิตโปรตีเอสของเชื้อผสมในถังหมัก 
4.4.1 การเปรียบเทียบการใชเชื้อตั้งตนของ B.subtilis แบบ washed cell กับแบบ cell  suspension  
          การทดลองนี้ศึกษาการใชเช้ือต้ังตนเปนแบบ washed  cell คือใชเฉพาะตัวเซลลท่ีลางเอา
อาหารเล้ียงเชื้อออกกอน  ปริมาณเชื้อต้ังตนเปน  5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําหมักขณะนั้น  
เปรียบเทียบกับการใชเช้ือต้ังตนแบบ  cell  suspension  คือ มีอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังตนที่เปน rich  
medium ปนอยู โดยใชปริมาณเชื้อต้ังตนปริมาณ    5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําหมักขณะนั้น
เชนเดียวกัน  การเลี้ยงเชื้อทําในลักษณะเดียวกับการทดลองที่ผานมา เปนเวลาทั้งหมด  64  ช่ัวโมง  
โดยติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสทุกๆ  4 ช่ัวโมง  โดยหาน้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  ปริมาณโปรตีนจริงภายในตัวเซลล  (กรัมตอลิตร) และการผลิตเอนไซม
โปรตีเอส  (ยูนิตตอมิลลิลิตร) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.32 และ 4.33 ตามลําดับ 
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รูปท่ี 4.32  การใชเช้ือต้ังตน ของ B. subtilis 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แบบ washed cell  ในการ 
                  เล้ียงเช้ือท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมโปรตีเอสในการเลี้ยงเชื้อในถังหมักโดยใชภาวะ 
                  ท่ีเหมาะสม เปนเวลา 64 ช่ัวโมง 
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นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
รูปท่ี 4.33  การใชเช้ือต้ังตน ของ B. subtilis 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แบบ cell suspension ในการ 
                  เล้ียงเชื้อท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมโปรตีเอส โดยเล้ียงเชื้อในถังหมักเปนเวลา 64 ช่ัวโมง 
 

จากรูปที่  4.32  เมื่อเล้ียงเช้ือโดยใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell     พบวาปริมาณโปรตีเอส
แอคติวิตีสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ 0.50 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในขณะที่ในรูปที่ 4.33 ใชเช้ือต้ังตน
แบบ cell suspension พบวาปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ 0.77 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell ซ่ึงใชปริมาณเชื้อต้ังตน 5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตรเทากัน เนื่องจากการใชเช้ือต้ังตน แบบ cell  suspension ท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อเดิมปนอยูดวย
นั้น เช้ือสามารถนําสารอาหารที่มีอยูซ่ึงเปนพวกเปบโตนและสารสกัดจากเนื้อ ซ่ึงมีโปรตีนและกรด
อะมิโนสูงนําไปใชเปนแหลงไนโตรเจนที่สําคัญในการผลิตโปรตีเอสได จึงทําใหปริมาณโปรตีเอส
แอคติวิตีของเชื้อสูงข้ึน  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Coleman (1967) และ สนธยา ศรีเมฆ (2533) 
ไดรายงานวาขณะที่เซลลมีการเจริญเติบโตสูงสุดแลว จึงมีการสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอสขึ้น โดย
ท่ีกรดนิวคลิอิกจะจับกับกรดอะมิโนเพื่อสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอส  แตเมื่อสับสเตรทมีปริมาณ
กรดอะมิโนต่ํา  การสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอสก็จะไมสมบูรณ หรือสังเคราะหออกมาไดปริมาณ
นอย  แตถาสับสเตรทมีปริมาณกรดอะมิโนสูงก็สังเคราะหเอนไซมโปรตีเอสไดปริมาณที่สูงดวย 
 
4.4.2   เปรียบเทียบปริมาณเชื้อตั้งตนของ B. subtilis ท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมโปรตีเอสท่ีผลิตได 
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จากการทดลองที่ผานมาในขอ 4.4.1 จะเห็นไดวาภาวะที่ทําการทดลอง สามารถทําใหเช้ือ 
B. subtilis  ผลิตเอนไซมโปรตีเอสได  แตมีปริมาณคอนขางนอย คือมีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด
ประมาณ   0.77  ยูนิตตอมิลลิลิตร ในการเลี้ยงเชื้อท้ังหมด  64  ช่ัวโมง                 (นับตั้งแตการเลี้ยง 
E. fibuligera และ C. utilis จนส้ินสุดการเจริญของ B. subtilis)  แตจากการเลี้ยงเช้ือ B. subtilis  
บริสุทธ์ิในรูปและตารางที่  4.3 จะเห็นไดวาเชื้อจะเริ่มผลิตเอนไซมโปรตีเอสในชั่วโมงที่ 12 และมี
การผลิตเพิ่มข้ึนจนถึงช่ัวโมงที่ 40 จึงจะเริ่มคงที่  ดังนั้นในการทดลองนี้จึงมีการเพิ่มเวลาในการเลี้ยง
เช้ือท้ังหมดเปน  72 ช่ัวโมง    เพื่อเพิ่มระยะเวลาในการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อ B. subtilis 
ใหเปนระยะเวลา  32 ช่ัวโมง จากเดิม 24 ช่ัวโมง 

จากการทดลองขอ 4.4.1 จะเห็นไดวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ cell  suspension ทําใหปริมาณ
เอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตไดสูงกวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ
สนธยา ศรีเมฆ (2533) พบวาการเจริญและโปรตีเอสแอคติวิตีเมื่อใชเช้ือต้ังตนแบบ  washed cell ตํ่า
กวาเมื่อใชเช้ือต้ังตนแบบ cell suspension ท่ีมี rich medium ปนอยู ดังนั้นการทดลองนี้จึงทําการ
เปรียบเทียบการผลิตโปรตีเอสโดยเลือกใชเช้ือต้ังตนแบบ cell  suspension ปริมาณตางๆกันเปน 5, 
10 และ 15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยเล้ียงเชื้อท่ีสภาวะเดิม  เปนระยะเวลา72 ช่ัวโมง ติดตามการ
เจริญและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสทุกๆ 4 ช่ัวโมง ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.34 –4. 36  
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 ----------pH5.5------------------I----------pH7.0-------------

รูปท่ี  4.34  การเจริญเติบโตของเชื้อผสมและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   โดยใชเช้ือ B. subtilis ต้ัง 
    ตนแบบ cell   suspension  ปริมาณ  5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      เมื่อเล้ียงในอาหาร  
    ข้ันต่ํา ในถังหมักเปนเวลา  72      ช่ัวโมง 
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จากรูปที่ 4.34 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําสูตรเดิม และเลี้ยงที่ภาวะเดิม 
โดยมีการใชเช้ือต้ังตนของ B . subtilis แบบ cell suspension  ปริมาณ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เพื่อ
ศึกษาการปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตไดพบวามีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 1.10 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 72 เนื่องจากเชื้อ B.  subtilis  มีเวลาในการสรางเอนไซมไดมากขึ้น 
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-------------pH 5.5 ---------------I----------pH 7.0 ------------

 
 
รูปท่ี  4.35  การเจริญเติบโตของเชื้อผสมและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   โดยใชเช้ือ B. subtilis ต้ัง 
                   ตนแบบ cell   suspension  ปริมาณ  10  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      เมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   ข้ันต่ํา ในถังหมักเปนเวลา  72      ช่ัวโมง 
 

จากรูปที่ 4.35 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําสูตรเดิม และเลี้ยงที่ภาวะเดิม 
โดยมีการใชเช้ือต้ังตนของ B . subtilis แบบ cell suspension  ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
เพื่อศึกษาการปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตได พบวามีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 2.57         
ยูนิตตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 72  จะเห็นไดวาเมื่อเพิ่มปริมาณเชื้อต้ังตนของ B . subtilis มากขึ้นก็จะ
ทําใหมีสารอาหารที่สําคัญโดยเฉพาะแหลงไนโตรเจนที่เปนกรดอะมิโนที่ไดจากเปบโตนและสาร
สกัดจากเนื้อท่ีชวยกระตุนและเพิ่มการสรางเอนไซม และการที่ใชปริมาณเชื้อต้ังตนมากขึ้นก็เปน
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การเพิ่มปริมาณของตัวเซลลของ B . subtilis ในน้ําหมักใหมากพอที่จะสรางเอนไซมไดมากขึ้นดวย 
และพบวาน้ําหนักเซลลสูงสุดเทากับ 7.91 กรัมตอลิตร โปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุด  49.49 
เปอรเซ็นต  และมวลเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.527  
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--------------pH----- 5.5------------I---------pH 7.0 -----------------

 
 
รูปท่ี  4.36 การเจริญเติบโตของเชื้อผสมและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   โดยใชเช้ือ B. subtilis ต้ัง 
                  ตนแบบ cell   suspension  ปริมาณ  15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      เมื่อเล้ียงในในอาหาร 
                  ข้ันต่ํา ในถังหมักเปนเวลา  72      ช่ัวโมง 

 
จากรูปที่ 4.36 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําสูตรเดิม และเลี้ยงที่ภาวะเดิม 

โดยมีการใชเช้ือต้ังตนของ B . subtilis แบบ cell suspension  ปริมาณ 15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
เพื่อศึกษาการปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตไดพบวามีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 1.95 ยูนิต
ตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 72  จะเห็นไดวาการใชปริมาณเชื้อต้ังตนที่มากเกินไป อาจทําใหมีตัวเซลล
ท่ีมากเกินไป  อาหารที่มีอยูอาจไมเพียงพอตอการนําไปใชในการเจริญและการสรางเอนไซมโปรตี
เอสจึงทําใหปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีมีคานอยกวาการใชปริมาณเชื้อต้ังตน 10 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร และพบวาน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  7.82 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายใน
เซลลสูงสุดเทากับ 49.19   เปอรเซ็นต และมวลเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.521 
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รูปท่ี  4.37  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตได เมื่อใชเช้ือต้ังตนของ B. subtilis แบบ  

     washed cell  และแบบ cell  suspension ท่ีปริมาณตางๆ 
 

จากการใชเช้ือต้ังตนของ B. subtilis  แบบ washed cell  5 เปอรเซ็นต และแบบ cell  
suspension ท่ีปริมาณ 5, 10 และ 15 เปอรเซ็นต  จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ  
0.50, 1.10, 2.57  และ  1.95  ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ cell 
suspension จะทําใหไดปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีสูงกวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell  นาจะ
มาจากในเชื้อต้ังตนแบบ cell suspension จะมีอาหารที่ใชเล้ียงเช้ือซ่ึงเปนอาหารที่มีกรดอะมิโนจาก
เปปโตน และสารสกัดจากเนื้อซ่ึงเปนตัวเหนี่ยวนํา ท่ีทําใหเช้ือสรางเอนไซมโปรตีเอสมายอยสาร
อาหารเหลานั้น และจากการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อต้ังตน 5, 10 และ 15 เปอรเซ็นต ก็พบวาเชื้อต้ัง
ตนที่ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต จะใหโปรตีเอสแอคติวิตีสูงกวาที่ปริมาณอื่นๆ ก็เนื่องจากวา ปริมาณเชื้อ
ต้ังตนที่ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต จะมีตัวเซลลของ B. subtilis  และมีอาหารที่เหลืออยูในอาหารที่ใช
เล้ียงเชื้อต้ังตนมากพอ ทําใหเช้ือดังกลาวสามารถเจริญเติบโตในอาหารขั้นต่ําที่เหลือจากการเลี้ยง
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ยีสตสองชนิดแรกได  และการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของ B. subtilis  ควรมีสับสเตรทหรืออาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีพวกโปรตีนหรือกรดอะมิโนเพื่อเปนตัวเหนี่ยวนํา  ใหเช้ือสรางเอนไซมมายอยโปรตีน
เหลานั้น  ซ่ึง Heineken และ Connor (1972) รายงานวา ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซม
 โปรตีเอสขึ้นอยูกับองคประกอบของกรดอะมิโนและสารอาหารที่แบคทีเรียตองการเพื่อเหนี่ยวนํา
ใหสรางเอนไซมท่ีจําเพาะกับสับสเตรทนั้น ดังนั้นการใชเช้ือต้ังตนแบบ cell suspension    ซ่ึงมี
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีสวนประกอบของเปปโตนและสารสกัดจากเนื้อในปริมาณที่มากพอ จะเปนตัว
ชวยใหเช้ือเจริญและสรางเอนไซมไดมาก  ในขณะที่ การใชเช้ือต้ังตนท่ีปริมาณ 15 เปอรเซ็นตอาจ
มากเกินไป เนื่องจากมีตัวเซลลอยูมากทําใหเช้ือใชอาหารไมเพียงพอ หรืออาจเกิดจากแหลงอาหารมี
มากไปกวาที่เช้ือจะใชในการเจริญเติบโตหมด และสรางเอนไซมตออาจตองใชเวลานานไปอีก ซ่ึง
ในชั่วโมงที่ 72 อาจยังสรางไดนอย หรืออาจมาจากการที่สับสเตรทมากเกินไปอาจไปกดการสราง
เอนไซมของเชื้อท่ีเรียกวา  catabolite  repression  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Doi (1973)และ 
Bernlohr (1964) 

 
4.5 ศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติในถังหมัก 
4.5.1  การวิเคราะหสมบัติของน้ํายางสดที่ใชในการผลิต 
 น้ํายางสดที่ใชในการวิจัยเก็บรักษาโดยการเติมแอมโมเนีย น้ํายางสดที่ใชในงานวิจัยมี
ปริมาณของแข็งทั้งหมด  41.60 เปอรเซ็นต     ปริมาณเนื้อยางแหงเทากับ  39.30 เปอรเซ็นต     
ปริมาณแอมโมเนีย  มีคาเทากับ    0.17   เปอรเซ็นต    
4.5.2 การลดโปรตีนของน้ํายางสดในถังหมัก 

หลังจากที่กระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและผลิตโปรตีเอสเสร็จส้ินครบ 72  
ช่ัวโมงแลว  หยุดการกวนและใหอากาศและปลอยใหตัวเซลลยีสตตกตะกอนลงมาประมาณ 3      
ช่ัวโมง  จากนั้นนําสวนตะกอนเซลลออก เหลือสวนน้ําเล้ียงเช้ือท่ียังมีเอนไซมโปรตีเอสอยู จากนั้น
เติมน้ํายางสด 35% DRC ปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําเล้ียงเช้ือในถังหมัก  และเติม
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) มีการกวนตลอดเวลา 
เพื่อศึกษาพารามิเตอรท่ีมีผลตอการลดปริมาณโปรตีน (ไนโตรเจน) ของยางที่ได โดยมีการแปรผัน
ระยะเวลาในการกวนผสมเปน 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ช่ัวโมง  ปริมาณโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0, 0.2, 
0.5, 1.0 และ 1.5 phr  และอัตราเร็วในการกวนเปน 0, 50, 70, 100, 120 และ 150 รอบตอนาที  จาก
นั้นนําน้ํายางสดที่ผลิตไดมาจับตัวดวยกรดฟอรมิก นําเขาเครื่องรีดใหเปนแผน แลวนําไปอบที่
อุณหภูมิ 45±5 องศาเซลเซียส  จนใสทั้งแผน แลวนํายางดิบท่ีไดไปหาปริมาณไนโตรเจนเปรียบ
เทียบกับชุดควบคุม (น้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก นําเขาเครื่องรีดใหเปนแผน แลวนําไปอบที่
อุณหภูมิ 45±5 องศาเซลเซียส  จนใสทั้งแผน) ไดผลดังแสดงในรูปท่ี  4.38-4.40 
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รูปท่ี  4.38  ผลของระยะเวลา   0, 1, 2, 3, 4   และ 5  ช่ัวโมง ในการกวนผสมน้ํายางสด 35 % DRC  
                  ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก ท่ีมีการเติม 10% SDS 0.2   
                  phr  อัตราการกวน 50 รอบตอนาที ท่ีมีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 
 
 เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมที่จะลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสดไดมากที่สุด พบวา
ระยะเวลาการกวนผสมน้ํายางสด 35 % DRC  ปริมาณ  40  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  กับน้ําเล้ียงเชื้อ
ในถังหมัก ท่ีมีการเติม 10% SDS 0.2 phr  ใช อัตราการกวน  50 รอบตอนาที เปนเวลา  0, 1, 2, 3, 4   
และ 5  ช่ัวโมง  สามารถลดปริมาณไนโตรเจนลงไดเทากับ 0.68,  52.05,  51.71,  52.39,  50.68 และ 
50.17  เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 4.37)    จะเห็นไดวาการกวนเปน
ระยะเวลา  1 ช่ัวโมง สามารถลดปริมาณไนโตรเจนได  52.05 เปอรเซ็นต โดยการกวน ตอไปเปน
เวลา 2, 3, 4 และ 5 ช่ัวโมงก็ไมทําใหลดปริมาณไนโตรเจนไดมากขึ้น  อีกทั้งการกวนนานขึ้นก็ยิ่ง
เปนการเสียเวลาและสิ้นเปลืองพลังงาน  ดังนั้นจึงเลือกใชระยะเวลาในการกวน  1 ช่ัวโมงสําหรับ
การทดลองตอไป 
 
 
 



 90

0
10
20
30
40
50
60
70

\ ริมา\
ไ\ โ\ รเ\ \
\ ี่ล\ ล\  (%)

1 2 3 4 5

\ ริมา\ โ\ เ\ ียมโ\ เ\ \ ิล\ ัลเฟ\  (phr)

    0               0.2            0.5            1.0             1.5

 
รูปท่ี  4.39  ผลของปริมาณ  10% SDS ท่ี 0, 0.2, 0.5, 1.0 และ 1.5 phr ในการกวนผสมน้ํายางสด   
                  35%DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก  อัตราการกวน           
                  50 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ท่ีมีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 
 
 เนื่องจากสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  (SDS)           เปนสารลดแรงตึงผิวประเภท
แอนไอออนิก และเนื่องจากโปรตีนบางโมเลกุลท่ีอยูในน้ํายางธรรมชาติ เมื่อละลายน้ําจะแตกตัว
เปนสารที่มีประจุ (COO-) โดย SDS ซ่ึงเปนสารลดแรงตึงผิวประเภทแอนไอออนิก มีผลในการผลัก
โมเลกุลของโปรตีนและเขาแทนที่โมเลกุลโปรตีนที่เกาะอยูท่ีอนุภาคยาง นอกจากนั้นหลังจากที่
เอนไซมยอยโปรตีนในน้ํายางใหกลายเปนเปบไทดส้ันๆ หรือกรดอะมิโน ซ่ึงสามารถละลายน้ําได
มากขึ้น SDS จึงเปนตัวชวยชะละลายกรดอะมิโนเหลานั้นออกไปจากอนุภาคยางไดมากขึ้น  ดังนั้น
เพื่อหาปริมาณ สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ท่ี
เหมาะสมในการชวยชะละลายโปรตีนที่ไดจากการยอยโดยเอนไซมเพื่อชวยใหลดปริมาณ
ไนโตรเจนไดดียิ่งข้ึน    ซ่ึงน้ํายางสดจะถูกเติมดวยสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 
เปอรเซ็นต ปริมาณ  0 , 0.2, 0.5, 1.0 และ 1.5 phr  พบวาสามารถลดปริมาณไนโตรเจนไดเปน 
45.90,  52.05,  55.46,  60.24  และ  60.75  เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
(รูปที่ 4.38)  ซ่ึงจะเห็นไดวาสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นตปริมาณ 1.0 
และ 1.5 phr จะชวยลดปริมาณไนโตรเจนไดมากที่สุด และเปนปริมาณที่ไมแตกตางกัน ดังนั้นจึง
เลือกใช สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นตปริมาณ 1.0  phr    เพื่อใชเปนขอ
มูลในการทดลองตอไป 
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รูปท่ี  4.40  ผลของอัตราเร็ว  0, 50, 70 , 100, 120 และ 150 รอบตอนาที ในการกวนผสมน้ํายางสด  
40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก  ท่ีมีการเติม 10% SDS 1.0 phr  เปนเวลา 1 ช่ัว
โมง ท่ีมีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 
 
 เพื่อศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวนตอการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติในถังหมัก โดย
แปรผันอัตราเร็วเปน  0, 50, 70, 100, 120 และ 150 รอบตอนาที   ในการกวนผสมน้ํายางสด  40 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก  ท่ีมีการเติม 10% SDS 1.0 phr  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
พบวาสามารถลดปริมาณไนโตรเจนไดเทากับ 18.60,  59.73,  63.82,  70.14,  69.45  และ  55.46 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 4.39)  ซ่ึงจะเห็นไดวาอัตราเร็วในการ
กวนที่เหมาะสมในการลดปริมาณไนโตรเจนไดสูงที่สุดคือ 100 รอบตอนาที ซ่ึงลดได 70.14 
เปอรเซ็นต  เนื่องจากการกวนจะทําใหเกิดการไหลและการผสมกันระหวางน้ํายางสด สารลดแรงตึง
ผิว และเอนไซมโปรตีเอสที่มีอยูในน้ําเล้ียงเช้ือ ซ่ึงการเพิ่มอัตราเร็วในการกวนก็จึงเปนการเพิ่ม การ
กระจายตัวของอนุภาคยางและเอนไซม        ทําใหการจับกันระหวางเอนไซมกับโปรตีนซ่ึงเปน
สับสเตรทเกิดไดดีข้ึน ทําใหเอนไซมยอยโปรตีนไดงายข้ึน และ สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 
ก็จะชวยชะละลาย กรดอะมิโนและเปบไทดสายส้ันๆที่ถูกยอยออกจากอนุภาคยางไดดีข้ึนดวย 
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4.5.3  การทดสอบสมบัติทางกายภาพของยางดิบท่ีผลิตได 
ทดสอบสมบัติตางๆของยางแผนดิบท่ีไดตามมาตรฐานยางดิบแหงของสถาบันวิจัยยาง กรม

วิชาการเกษตร และมาตรฐานของยางดิบโปรตีนต่ําของ PRIM ตามสมบัติดังนี้คือ  ปริมาณเถา  
ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณส่ิงสกปรก  ปริมาณส่ิงระเหย  คาดัชนีความออนตัว   และคาความหนืด
มูนี  ดัชนีสี ไดผลแสดงดังตารางที่ 4.1 
ตารางที่  4.1  ผลการทดสอบสมบัติของยางแผนดิบแหงที่ผลิตได เปรียบเทียบกับชุดควบคุมและ 
                        มาตรฐานยางดิบและยางดิบโปรตีนต่ําของ PRIM 
 

สมบัติ เกณฑมาตรฐาน
ของยางดิบแหง 

ยางดิบแหง 
ควบคุม 

เกณฑมาตรฐาน
ของยางโปรตีนต่ํา 

ยางตัวอยางที่
ผลิตได 

 
ปริมาณเถา 
(โดยนํ้าหนัก) 
 
ปริมาณไนโตรเจน 
( โดยนํ้าหนัก ) 
 
ปริมาณส่ิงสกปรก 
( โดยนํ้าหนัก ) 
 
ปริมาณส่ิงระเหย 
( โดยนํ้าหนัก ) 
 
คาความออนตัวเร่ิมตน 
( P0 ) 
 
ดัชนีความออน
ตัว(PRI) 
 
คาความหนืดมูนี 
MS ( 1+4 ) 100 oC 
 
คาดัชนีสี 

 
0.60 

 
 

0.60 
 
 

0.50 
 

0.80 
 
 

30.0 
 
 

66.0 
 
 
- 
 
- 

 
0.49 

 
 

0.58 
 
 

0.026 
 

0.48 
 
 

34.3 
 
 

89.5 
 
 

54.1 
 
5 

 
0.13 

 
 

0.12 
 
 

0.005 
 

0.25 
 
 

32.0 
 
 

85.0 
 
 

45-65 
 
5 

 
0.05 

 
 

0.17 
 
 

0.002 
 

0.23 
 
 

30.7 
 
 

86.6 
 
 

52.9 
 
5 
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รูปท่ี  4.41  เปรียบเทียบปริมาณเถา  ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณสิ่งสกปรก และปริมาณสิ่ง 
ระเหยของยางดิบแหงชุดควบคุม และยางดิบแหงที่ผลิตไดจากกระบวนการ 
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รูปท่ี  4.42 เปรียบเทียบคาการออนตัวเร่ิมตน (P0) , ดัชนีความออนตัว (PRI) และคาความหนืดมูนี   

    ของยางดิบแหงชุดควบคุม และยางดิบแหงที่ผลิตไดจากกระบวนการ  
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จากผลทดสอบสมบัติยางดิบแหงที่ผลิตไดจากกระบวนการ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
มาตรฐานยางดิบ และมาตรฐานยางดิบโปรตีนต่ํานั้น พบวาปริมาณเถาจะลดลง เปน 0.05 ซ่ึงผลที่ได
ผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (เถา  ≤  0.13%) 

ปริมาณไนโตรเจนจะเปนตัวบงช้ีถึงปริมาณโปรตีนที่มีในน้ํายางธรรมชาติ จากกระบวน
การที่ผลิตพบวาเอนไซมโปรตีเอสสามารถทําลายโปรตีนที่มีโมเลกุลใหญๆท่ีเกาะอยูท่ีอนุภาคยาง  
ซีรัมและในลูทอยดใหกลายเปนกรดอะมิโนหรือเปปไทดส้ันๆ ไดจึงสามารถลดปริมาณไนโตรเจน
ลงไดจนเหลือ  0.17  เปอรเซ็นต      แตผลท่ีไดยังเกินคามาตรฐานของยางโปรตีนต่ําอยูเล็กนอย       
(ไนโตรเจน  ≤  0.12%) 

ปริมาณส่ิงสกปรกของยางที่ผลิตไดจากกระบวนนี้พบวามีปริมาณนอยมากโดยมีคาเทากับ 
0.002  เปอรเซ็นต   ซ่ึงผลที่ไดผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (ส่ิงสกปรก  ≤  0.005 %) 

ปริมาณส่ิงระเหยซึ่งรวมถึงความชื้นของยางที่ผลิตไดมีคาเทากับ 0.23 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปน
คาที่ผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (ส่ิงระเหย ≤ 0.25 %) เนื่องจากโปรตีนเปนสารมีข้ัวและมี
ลักษณะที่ชอบน้ํา จะเพิ่มการดูดซึมน้ําของยางธรรมชาติ ดังนั้นเมื่อโปรตีนมีปริมาณลดลงจึงทําให
ปริมาณส่ิงระเหยลดลงไปดวย 

ดัชนีความออนตัว เปนตัวบอกถึงความตานทานตอการถูกออกซิไดสของยางธรรมชาติ  ยิ่ง
คาสูงก็จะบอกถึงความตานทานที่ดี  ซ่ึงยางที่ไดจากกระบวนการผลิตนี้มีคา P0 เทากับ 30.7  และมี
คา PRI เทากับ 86.6 ซ่ึงถือวาผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (PRI  ≥  85.0) 

คาความหนืดมูนี จะแปรผันตามน้ําหนักโมเลกุลของพอลิไอโซพรีน ยางที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงก็จะมีความหนืดมูนีสูงไปดวย  ซ่ึงการกําจัดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติจะทําใหการ 
cross linking  ของโมเลกุลท่ีไมใชยางที่มีอยูในอนุภาคยางลดลง มีผลใหคาความหนืดมูนีลดลงเล็ก
นอย ซ่ึงยางที่ผลิตไดมีความหนืดมูนีเทากับ  52.9  ซ่ึงถือวาผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา          
(ความหนืดมูนี  =  45 - 65) 

คาดัชนีสีของยางที่ผลิตไดมีคาเทากับ  5  ซ่ึงถือวาผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ําเชนกัน 
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4.6 การตรวจดูลักษณะพื้นผิวและภาคตัดขวางของยางที่ไดจากกระบวนการผลิตโดยการสองดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

4.6.1 ลักษณะพื้นผิวของยางดิบแหงท่ีไดจากน้ํายางสด 
1) พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก (ชุดควบคุม) 

  
           รูปท่ี  4.43  พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก 
2) พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย 

 

 
รูปท่ี 4.44  พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย 

จากรูปที่ 4.43 และ 4.44 จะเห็นวาพื้นผิวของยางทั้งสองรูปไมแตกตางกัน แสดงวา
กระบวนการที่ใชผลิตยาง ไมทําใหลักษณะพื้นผิวของยางที่ไดเสียหรือตางจากยางชุดควบคุมแต
อยางใด 
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4.6.2 ลักษณะภาคตัดขวางของยางดิบท่ีไดจากน้ํายางสด 
1) ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก (ชุดควบคุม) 

 

  
รูปท่ี  4.45  ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก 

 
2) ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมจุลินทรีย  
 

 
รูปท่ี 4.46  ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย 

จากรูปที่ 4.45 และ 4.46 จะเห็นวาภาคตัดขวางของยางทั้งสองรูปไมแตกตางกัน แสดงวา
กระบวนการที่ใชผลิตยาง ไมทําใหลักษณะภาคตัดขวางของยางที่ไดเสียหรือตางจากยางชุดควบคุม
แตอยางใด  รวมทั้งไมมีตัวเซลลจุลินทรียหลงเหลืออยูภายในของเนื้อยางดวย 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

1.     การเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ของเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097 ที่เล้ียงในอาหาร yeast starch เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง พบวา เชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 39 เทากับ 5.26 กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็
มีปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคาความเปนกรดดางก็คอยๆลดลง
ในขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.121        
ตอช่ัวโมง        ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  46.20  เปอรเซ็นต    และปริมาณกรัม
เซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ    0.526    
 
2. การเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ของเชื้อ C.  utilis  TISTR 5001  ที่เล้ียงในอาหาร yeast malt เปนเวลา    48  
ช่ัวโมง พบวาเชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 30 เทากับ 7.32  กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็มี
ปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคาความเปนกรดดางก็คอยๆลดลงใน
ขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.159           
ตอช่ัวโมง  โปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 47.76 เปอรเซ็นต  และปริมาณกรัมเซลลตอกรัม
แปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ    0.732   
 
3.    การเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ของเชื้อ B. subtilis  TISTR 25  มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วใน  12      
ช่ัวโมงแรก โดยมีคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตรสูงสุดเทากับ 2.66  โดยพบวายังไมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส  จนเชื้อเร่ิมมีการเจริญคงที่ในชั่วโมง ที่ 15 จะเปนชวงที่เชื้อเร่ิมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส โดยเชื้อจะมีการเจริญเติบโตที่คงที่ไปจนถึงชั่วโมงที่ 24  และอัตราการเจริญก็จะ
ลดลงคือเร่ิมมีการตาย       ในขณะที่การผลิตเอนไซมยังคงมีอยูตอไป        โดยมีโปรตีเอสแอคติวิตี
สูงสุดเทากับ  1.98  ยูนิตตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่  42  และเริ่มมีปริมาณคงที่  สวนคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนอยู 7.0 จะลดลงในชวงแรกจนถึงชั่วโมงที่ 12  จากนั้นก็จะคอยๆเพิ่มขึ้นจนอยูในระดับ
ใกลเคียงกับคาความเปนกรดดางเริ่มตน 
 
4.  เล้ียงเชื้อยีสต Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 และ  Candida  utilis  TISTR 5001   รวม 
กับการเลี้ยง Bacillus  subtilis  TISTR 25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลง
คารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน             ในขวดทดลอง พบวาเชื้อจุลินทรีย
ผสมเจริญเติบโตไดดีที่สุด เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร 
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และแอมโมเนียมซัลเฟต 10 กรัมตอลิตร โดยมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.72 กรัมตอลิตร  
ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  48.60 เปอรเซ็นต     และปริมาณกรัมเซลลตอกรัม
แปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.381   
 
5. ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในถังหมัก ไดแก เล้ียงเชื้อตั้งตนของยีสต  
Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 ปริมาณ 7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ตั้งแตช่ัวโมงแรก โดย
ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดาง 5.5 และเติมเชื้อตั้งตนของยีสต  
Candida  utilis  TISTR 5001 ปริมาณ 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงตอไปที่ภาวะ
เดิม จนครบชั่วโมงที่ 40  เติมเชื้อตั้งตนของ  Bacillus  subtilis  TISTR 25 ปริมาณ 5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร เล้ียงเชื้อที่ภาวะเดิม และควบคุมคาความเปนกรดดางที่ 7.0  พบวาเชื้อผสมมีการเจริญและ
สรางโปรตีนดีที่สุดเมื่อใชอัตราเร็วในการกวนคือ 250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.0 vvm 
โดยมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.62 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทา
กับ 49.74  เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ   0.508   และมี
โปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ  0.512  ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 
6. การเลี้ยงเชื้อผสมเพื่อศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอส ทําโดยเลี้ยงเชื้อผสมในถังหมักโดยใช
แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน และภาวะที่เหมาะสม  โดยใชเชื้อตั้งตนของ Bacillus  subtilis 
TISTR 25  เปนแบบ cell  suspension ปริมาณ  10  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และเพิ่มระยะเวลาการ
เล้ียงเชื้อรวมเปน  72  ช่ัวโมง พบวามีโปรตีเอสสูงสุดเทากับ    2.57  ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยพบวา
โปรตีนเซลลเดี่ยวมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.91 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายใน
เซลลสูงสุดเทากับ 49.49  เปอรเซ็นต  และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ   
0.527   
 
7.   การใชน้ํายางสด 35 % DRC ปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําเลี้ยงเชื้อ  รวมกับการ
เติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน  10  เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 1.0  phr 
และกวนผสมกับน้ําหมักในถังหมักที่อัตราเร็ว 100  รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาสามารถ
ลดปริมาณไนโตรเจนซึ่งเปนตัวบงชี้ปริมาณโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ  พบวาสามารถลดปริมาณ
ไนโตรเจนของน้ํายางสดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมได   70.14  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก  จนเหลือ
ปริมาณไนโตรเจน  0.17  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
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8.   ยางดิบแหงที่ผลิตไดมีสมบัติดังนี้ ปริมาณเถาเทากับ   0.05 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก   ปริมาณ
ไนโตรเจนเทากับ 0.17  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก   ปริมาณสิ่งสกปรกเทากับ  0.002  เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนัก  ปริมาณสิ่งระเหยเทากับ  0.23  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก    คาการออนตัวเร่ิมตนเทากับ  30.7 
คาดัชนีการออนตัวเทากับ   86.6     คาความหนืดมูนีเทากับ  52.9   และคาดัชนีสีเทากับ  5  ซึ่ง
สมบัติทั้งหมดผานเกณฑมาตรฐานของยางโปรตีนต่ําของ ASTM      ยกเวนปริมาณไนโตรเจนที่ยัง
สูงกวามาตรฐานอยูเล็กนอย 
 
9.  ผลการตรวจดูพื้นผิวและภาคตัดขวางของยางแผนดิบที่ผลิตไดดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองกราด (SEM) เปรียบเทียบกับยางแผนชุดควบคุมพบวาไมมีความแตกตางกันแสดงวายาง
ดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตขางตนทําใหลักษณะและองคประกอบของยางไมแตกตางจากยางดิบ
ที่ผลิตโดยวิธีการจับตัวดวยกรดดังวิธีการทั่วไป 
 
 
ขอเสนอแนะ 
1. หาสารเคมีหรือตัวกลางที่สามารถตกตะกอนตัวเซลลยีสตไดเร็วขึ้น เพื่อเปนการประหยัดเวลา

ในการแยกตัวเซลลยีสตออกจากน้ําหมัก  
2. ควรทําการหมักแบบตอเนื่องเพื่อใหปริมาณโปรตีนเซลลเดี่ยวมากขึ้น และไดปริมาณเอนไซม

โปรตีเอสมากขึ้นดวย เพื่อใหสามารถลดปริมาณไนโตรเจนไดมากขึ้นและผานเกณฑมาตรฐาน
ยางโปรตีนต่ํา 
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ภาคผนวก  ก 
 

1.  สูตรและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.1  การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงและเก็บรักษาเชื้อ  E.  fibuligera TISTR   5097 (Yeast starch) 
                      อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ E.  fibuligera  คืออาหารแข็ง yeast starch agar ประกอบ
ดวย สารสกัดจากยีสต  2 กรัม, แปงที่สามารถละลายน้ําได (soluble starch) 10 กรัมและวุนผง 1.5 
เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น 1 ลิตร ปรับความเปนกรดดางใหไดเทากับ 5.5 และอาหารเหลว yeast  starch 
media  มีสูตรอาหารเหมือนกับสูตรอาหารชนิดแข็ง  แตไมมีสวนประกอบของวุนผง    นําไปนึ่งฆา
เชื้อโดยใชหมอนึ่งความดัน (autoclave)ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตาราง
นิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
1.2   การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงและเก็บรักษาเชื้อ Candida  utilis TISTR 5001 (YM) 

 อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ C.  utilis คืออาหารแข็ง YM agar ประกอบดวย กลูโคส  10  
กรัม  เปปโตน 5 กรัม  สารสกัดจากยีสต 3 กรัม  สารสกัดจากมอลต  3 กรัม        และวุนผง 2.0 
เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น 1 ลิตร และอาหารเหลว YM media  มีสูตรอาหารเหมือนกับสูตรอาหารชนิด
แข็ง  แตไมมีสวนประกอบของวุนผง     นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
1.3    การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงและเก็บรักษาเชื้อ  Bacillus  subtilis TISTR 25 (NB) 

อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ B.  subtilis คืออาหารแข็ง Nutrient agar (NA) ประกอบดวย 
แบคโตเปปโตน  5 กรัม, สารสกัดจากเนื้อ 3 กรัมและวุนผง 2.0 เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น 1 ลิตร และ
อาหารเหลว nutrient broth มีสูตรอาหารเหมือนกับสูตรอาหารชนิดแข็ง  แตไมมีสวนประกอบของ
วุนผง  นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
1.4    อาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําท่ีใชในการทดลอง  (Minimal media) 

อาหารเหลวซึ่งมีสูตรอาหารประกอบดวย    โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  1.0 กรัม, 
ไดโปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต1.0 กรัม , แมกนีเซียมซัลเฟต  0.1 กรัม  ในน้ํากลั่น 1 ลิตรและ
ปรับคาความเปนกรดดางใหเทากับ 5.5   นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
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2.  การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห 
2.1  สารละลายสําหรับหาปริมาณโปรตีน โดยวิธีของลอรี  (Lowry และคณะ, 1951) 

สารละลายอัลคาไลนคอปเปอร ประกอบดวยสารละลาย A สารละลาย B และสารละลาย C 
สารละลาย A ช่ังโซเดียมคารบอเนต 2 กรัม นําไปละลายในสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร 100 มิลลิลิตร 
สารละลาย B ช่ังคอปเปอร (II) ซัลเฟต  1 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร 
สารละลาย C ช่ังโพแตสเซียมทารเทรต  1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลาย A 100 มิลลิลิตร สารละลาย B 1 มิลลิลิตรและสารละลาย C 1  

มิลลิลิตร กอนที่จะนํามาใช 
 สารละลายฟนอลรีเอเจนต (Phenol  reagent) 
  ผสมโซเดียมทังสเตท 50 กรัม  โซเดียมโมลิบเดท  12.5  กรัม  น้ํากลั่น 550 
มิลลิลิตร กรดฟอสฟอริก 85 เปอรเซ็นต 25 มิลลิลิตร  และกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 50 มิลลิลิตร 
กล่ัน (reflux) ดวยความรอนต่ํา 10 ช่ัวโมง และเติมลิเธียมซัลเฟต 75 กรัม น้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร  และ
โบรมีน 2-3 หยด  ตมไลโบรมีนที่มีมากเกินพอเปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นและเติมน้ํากลั่นจนมี
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาในตูเย็นกอนที่จะนํามาใชควรเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตรา
สวน 1 : 1 
 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (standard protein solution)  
  ละลาย Bovine serum  albumin (BSA) เกรด V จํานวน 10 มิลลิกรัม ดวยน้ํากลั่น
ใหมีปริมาตร ครบ 10 มิลลิลิตร เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส 
 
2.2 สารละลายสําหรับหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธีฟนอล – กรดซัลฟูริก 

สารละลายฟนอลเขมขน  5  เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
 ช่ังฟนอลคริสตัล  5  กรัม ละลายในน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา 

 
2.3   สารละลายสําหรับหาโปรตีเอสแอคติวิตี 
 สารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด  0.1 โมลาร  pH7.6 
  ละลายทริส (ไฮดรอกซีเมทธิล) – อะมิโนมีเธน  (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane) 12.12  กรัม ในน้ํากลั่น ปรับ  pH ใหเปน 7.6 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1 
โมลาร เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
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 สารละลายเคซีน  0.5 เปอรเซ็นต  pH 10.5 
  ช่ังเคซีนฮารมมาสเตน  0.5 กรัม ละลายในสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนต
บัฟเฟอร  0.1 โมลาร pH 10.5 จํานวน 100 มิลลิลิตร  คนจนกระทั่งเคซีนละลายหมด เก็บรักษาในตู
เย็น 
 สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก  10 เปอรเซ็นต 
  ช่ังกรดไตรคลอโรอะซิติก  10  กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร  เก็บรักษา
ในตูเย็นกอนนํามาใช 
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ภาคผนวก  ข 
  

กราฟมาตรฐานตางๆสําหรับใชในการวิเคราะห 
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รูปท่ี ข.1   กราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (1951)   
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รูปท่ี ข.2  กราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี ฟนอล- กรดซัลฟูริก  
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รูปท่ี  ข.3  กราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตี 
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ภาคผนวก  ค 
 
การเจริญเติบโตของเชื้อในการศึกษาพารามิเตอรตางๆ และการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ 

 
ตารางที่  ค.1  การเจริญเติบโตของเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
yeast starch  ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนักเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนจริงภาย
ในเซลล 

(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลทั้งหมด 
(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนของ
เซลลแหง 

(เปอรเซ็นต) 

คาความเปน
กรดดาง 

 
0 0.88 0.12 9.67 13.64 5.34 
3 1.42 0.19 9.21 13.57 5.28 
6 1.66 0.21 8.84 12.46 5.25 
9 1.86 0.34 8.75 18.28 5.21 
12 1.74 0.56 8.36 32.18 5.16 
15 1.92 0.72 7.68 37.50 4.64 
18 2.76 0.90 7.25 32.61 4.58 
21 3.42 1.14 6.01 33.33 4.42 
24 4.32 1.85 5.13 42.80 4.36 
27 4.68 2.14 3.62 45.73 4.30 
30 5.04 2.30 2.84 45.66 4.24 
33 5.13 2.31 2.18 45.03 4.12 
36 5.20 2.32 1.09 44.62 3.80 
39 5.26 2.43 0.56 46.20 3.76 
42 5.08 2.32 0.36 45.67 3.63 
45 4.94 2.26 0.34 45.75 3.45 
48 4.8 2.18 0.29 45.42 3.34 
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ตารางที่  ค.2  การเจริญเติบโตของเชื้อ Candida  utilis  TISTR 5001 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast malt  
ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที 

 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนักเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนจริง
ภายในเซลล 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลทั้งหมด 
(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนของ
เซลลแหง 

(เปอรเซ็นต) 

คาความเปน
กรดดาง 

 
0 1.30 0.32 9.98 24.62 6.32 
3 2.23 0.85 8.64 38.12 6.12 
6 2.81 1.04 7.32 37.01 5.64 
9 3.34 1.32 6.54 39.52 5.32 
12 4.12 1.78 5.65 43.20 4.76 
15 4.68 2.11 4.13 45.09 4.33 
18 5.72 2.63 2.93 45.98 4.21 
21 6.44 2.99 2.06 46.43 4.19 
24 7.11 3.32 1.75 46.69 4.06 
27 7.14 3.41 1.64 47.76 3.88 
30 7.32 3.38 1.55 46.17 3.76 
33 7.26 3.21 1.42 44.21 3.68 
36 7.13 3.25 1.36 45.58 3.62 
39 7.18 3.18 1.04 44.29 3.55 
42 7.23 3.20 0.92 44.26 3.54 
45 7.04 3.04 0.84 43.18 3.57 
48 7.08 3.11 0.45 43.93 3.56 
 
 
 

 
 
 
 

 



 115

ตารางที่  ค.3   การเจริญเติบโตของเชื้อ  Bacillus  subtilis  TISTR  25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ       
nutrient broth (NB)  ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที 
 
 

เวลา (ช่ัวโมง) 
คาความขุนที่ 

420 นาโนเมตร 
โปรติเอสแอคติวิตี 
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

คาความเปนกรดดาง 
 

0 0.042 0.0004 6.97 
3 0.56 0.0008 6.31 
6 1.08 0.0014  5.82 
9 2.15 0.0028 5.43 
12 2.66 0.088 5.21 
15 2.56 0.185 5.36 
18 2.6 0.43 6.18 
21 2.57 0.79 6.33 
24 2.52 1.16 6.52 
27 2.39 1.33 6.49 
30 2.32 1.67 6.53 
33 2.28 1.78 6.51 
36 2.24 1.89 6.74 
39 2.17 1.94 6.87 
42 2.11 1.98 6.81 
45 2.06 1.92 6.83 
48 2.02 1.95 6.85 
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ตารางที่  ค.4  การเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เลี้ยงในขวดเขยา ในอาหารขั้นตํ่าที่มีแปงสําปะหลัง 
         5  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2  กรัมตอลิตร 

 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนักเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนจริงภาย
ในเซลล 

(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลทั้ง
หมด 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนของ
เซลลแหง 

(เปอรเซ็นต) 

 
กรัมเซลลตอ
กรัมแปงมัน
สําปะหลัง 

 
0 0.84 0.11 4.97 13.10 0.168 
4 0.92 0.15 4.69 16.30 0.184 
8 1.18 0.22 4.65 18.64 0.236 
12 1.29 0.21 4.42 16.28 0.258 
16 1.79 0.52 3.95 29.05 0.358 
20 1.92 0.60 3.26 31.25 0.384 
24 2.24 0.68 2.36 30.36 0.448 
28 2.29 0.71 1.98 31.00 0.458 
32 2.36 0.76 1.62 32.20 0.472 
36 2.41 0.79 1.24 32.78 0.482 
40 2.45 0.80 0.84 32.65 0.490 
44 2.49 0.82 0.77 32.93 0.498 
48 2.41 0.77 0.54 31.95 0.482 
52 2.22 0.70 0.50 31.53 0.444 
56 2.13 0.66 0.36 30.99 0.426 
60 1.98 0.61 0.21 30.81 0.396 
64 1.64 0.48 0.08 29.27 0.328 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่  ค.5  การเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เลี้ยงในขวดเขยา ในอาหารขั้นตํ่าที่มีแปงสําปะหลัง 
                  10 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 
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