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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ศุภิศา เอกเผ่าพันธุ์ : การผลิต การหาลักษณะสมบัติ และการขึ้นรูปแผ่นฟิล์มของเอกโซพอ
ลิ แ ซ็ ก ค า ไ ร ด์ จ า ก  Aureobasidium pullulans YTP6-14 (PRODUCTION, 
CHARACTERIZATION AND FILM FORMATION OF EXOPOLYSACCHARIDE FROM 
Aureobasidium pullulans YTP6-14) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. จิราภรณ์ ธนีย
วัน, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. สุเทพ ธนียวัน{, 118 หน้า. 

Aureobasidium pullulans YTP6-14 เป็นราคล้ายยีสต์ที่แยกจากบริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง 
จังหวัดชลบุรี เมื่อท าการศึกษาปัจจัยการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ คุณสมบัติทางเคมีและทาง
กายภาพ และการขึ้นรูปฟิล์ม พบว่า เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM ที่ประกอบด้วยน้ าตาลซูโครส 6 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน เปปโทน 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหล่งไนโตรเจน ที่ค่าความ
เป็นกรดเบสเริ่มต้น 3.5 เป็นเวลา 4 วัน ที่ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที ให้
ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์สูงสุดที่ 12.33 กรัมต่อลิตร เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ละลายน้ าได้ปาน
กลางโดยมีตะกอนเล็กน้อย และไม่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ มีความสามารถในการอุ้มน้ า
เทียบเท่ากับคาราจีแนน มีองค์ประกอบเป็นน้ าตาลกลูโคสเพียงชนิดเดียว มีความสามารถการเป็น
อิมัลซิไฟเออร์ใกล้เคียงกับแซนแทนกัมในน้ ามันถั่วเหลืองและน้ ามันทานตะวัน ไม่มีความสามารถใน
การก่อเจล มีประจุเป็นกลาง ทนความร้อนได้สูง และมีพฤติกรรมการไหลแบบนอนนิวโตเนียน ชนิดซู
โดพลาสติกโดยเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์พบว่ามีความหนืดเพ่ิมขึ้น  พอลิแซ็กคาไรด์ที่
ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  ที่ไม่เติมกลีเซอรอลและที่เติมกลีเซอรอลซึ่งเป็น  พลาสติไซเซอร์ ที่
ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต ์(w/v) มาข้ึนฟิล์มเทียบกับฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อ
เทสโก้ พบว่าฟิล์มที่ไม่มีการเติมกลีเซอรอลมีลักษณะเปราะ แข็ง และไม่ยืดหยุ่น ส่วนฟิล์มที่เติมกลีเซ
อรอลจะเพ่ิมความยืดหยุ่นได้ นอกจากนี้กลีเซอรอลยังท าให้ฟิล์มมีความหนา ความยืดที่จุดขาด การ
ซึมผ่านของไอน้ า การละลายเพ่ิมขึ้น และความต้านทานแรงดึงลดลง เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลีเซ
อรอล ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มีค่าความต้านทานแรงดึงต่ ากว่าฟิล์ม
ยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ แต่มีความยืดหยุ่นสูงกว่าทางการค้า การซึมผ่านของไอน้ าและการ
ละลายสูงกว่าฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก ้
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5672109623 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORDS: AUREOBASIDIUM PULLULANS / EXOPOLYSACCARIDE/EDIBLE FILM 

SUPISA EKKPOWPAN: PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND FILM 
FORMATION OF EXOPOLYSACCHARIDE FROM Aureobasidium pullulans YTP6-
14. ADVISOR: ASSOC. PROF. JIRAPORN THANIYAVARN, CO-ADVISOR: ASSOC. 
PROF. SUTHEP THANIYAVARN, Ph.D. {, 118 pp. 

A yeast-like fungus Aureobasidium pullulans YTP6-14 was isolated from the 
coastal area of Koh Si Chang, Chonburi province, Thailand. The aim of this study was 
to formulate a suitable medium as well as optimum condition for the production of 
exopolysaccharides, chemical and physical properties of polysaccharide and their film 
formation. It was found that the optimal medium for exopolysaccharide production by 
this strain was yeast malt extract (YM) with 6% sucrose (w/v) as a carbon source and 
peptone at 0.5% (w/v) as a nitrogen source, pH 3.5 at 30 oC for 96 h with agitation 
speed of 200 rpm. Under these  conditions a yield of 12.33 g/L was obtained. Chemical 
and physical properties of polysaccharide are as followed; the polysaccharide is partly 
soluble in water but not in other solvents (methanol, acetone, isopropanol and n-
butanol), water holding capacity quite the same as carrageenan. These polysaccharide 
consist of glucose, not form gel, neutral charge, high temperature resistant, good 
emulsifier comparable to xanthan gum in soybean oil and sunflower oil and exhibiting 
a non-Newtonian pseudoplastic behavior. When glycerol (as plasticizer) were added at 
1, 1.5 and 2 % (w/v), film without glycerol were brittle and rigid while glycerol improved 
flexibility of the films. In addition, increasing concentration of glycerol resulted in 
decreased tensile strength (TS) but increased in elongation (E), thickness, water vapor 
permeability (WVP) and film solubility. Film polysaccharide had a elongation, water 
vapor permeability and solubility higher than Tesco cling film but with lower 
tensile.                       
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ประวัติความเป็นมา 

ในปัจจุบันประเทศไทยมีบทบาทส าคัญในเศรษฐกิจโลกมากข้ึน ทั่วโลกต่างให้ความสนใจในการ
ขยายตัวทางเศรษฐกิจของประเทศไทยโดยเฉพาะการขยายตัวทางเศรษฐกิจด้านอุตสาหกรรมอาหาร 
ซึ่งประเทศไทยมีการผลิตสินค้าเพ่ือการบริโภคทั้งภายในประเทศและส่งออกสินค้าไปทั่วโลก แต่
เนื่องจากประชากรที่เพ่ิมมากข้ึนท าให้วัตถุดิบที่ใช้ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารไม่เพียงพอจึงต้องมีการ
สั่งจากต่างประเทศเข้ามา ท าให้เพ่ิมต้นทุนในกระบวนการผลิตมากขึ้น ดังนั้นการผลิตวัตถุดิบขึ้นได้
เองจะช่วยลดต้นทุนในการผลิตได้เป็นอย่างมาก สารไฮโดรคอลลอยด์ (hydrocolloid) เป็นพอลิเมอร์
ที่ผลิตได้จาก พืช สัตว์และจุลินทรีย์ สารนี้เป็นวัตถุดิบหลักอย่างหนึ่งที่ถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายใน
อุตสาหกรรมอาหารในรูปสารเติมแต่งอาหาร (food additive) เพ่ือปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพ
ของอาหารให้ดีขึ้นเป็นที่พึงพอใจของผู้บริโภค ดังนั้น หากประเทศไทยสามารถผลิตสารเหล่านี้ได้เอง
จะช่วยลดต้นทุนในกระบวนการผลิตได้มากข้ึน 

พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) เป็นสารไฮโดรคอลลอยด์ชนิดหนึ่งที่นิยมน ามาใช้ในอาหาร 
เป็นพอลิเมอร์ที่ประกอบด้วยหน่วยย่อยที่เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวมาเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก  
พอลิแซ็กคาไรด์สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทตามชนิดของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ เป็นองค์ประกอบ 
คือ พอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวเพียงชนิดเดียวมาเชื่อมต่อกัน เรียกว่า 
ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ (homopolysaccharide) และ พอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุล
เดี่ยวต่างชนิดกันมาเชื่อมต่อกัน เรียกว่า เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (heteropolysaccharide) พอลิ
แซ็กคาไรด์เป็นไบโอพอลิเมอร์ชนิดหนึ่งที่สามารถผลิตได้จากสิ่งมีชีวิต เช่น พืช สัตว์ จุลินทรีย์และ
สาหร่าย เป็นต้น (Venugopal, 2011) จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มีทั้งแบคทีเรีย รา 
และยีสต์ เช่น แซนแทนกัม ผลิตจาก Xanthomonas sp. เจลแลน ผลิตจาก Sphingomonas sp. 
เดกซ์แทรน ผลิตจาก Leuconostoc sp. และแอลจิ เนต ผลิตจาก  Azotobacter sp. และ 
Pseudomonas sp. เป็นต้น (Kumar และคณะ, 2007; Rehm, 2010) การใช้จุลินทรีย์ในการผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์มีข้อดีกว่าการใช้สิ่งมีชีวิตอ่ืนในการผลิต คือ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์ท า
ได้ง่าย ผลิตได้เป็นจ านวนมาก และรวดเร็วกว่าการผลิตในพืชและสาหร่าย การเจริญของจุลินทรีย์ไม่
ขึ้นกับสภาวะดินฟ้าอากาศและฤดูกาล ขั้นตอนการสกัดสารและการท าให้บริสุทธิ์ท าได้ง่าย และ
สามารถควบคุมคุณภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ในการผลิตได้ โดยการควบคุมสภาวะต่าง ๆ ให้มีความ
เหมาะสมต่อการผลิตสารของจุลินทรีย์ (สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธิ์, 2551) พอลิแซ็กคาไรด์ที่สร้างโดย
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จุลินทรีย์อาจได้รับการปลดปล่อยออกนอกเซลล์ในลักษณะเป็นเมือกหรืออยู่ในรูปของแคปซูลติดอยู่
กับเซลล์เรียกว่า เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (exopolysaccharide หรือ EPS) มีการน าเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์มาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมการเกษตร ยา เครื่องส าอาง อุตสาหกรรม
ปิโตรเลียม อุตสาหกรรมสิ่งทอ สารซักฟอก และ การบ าบัดน้ าเสีย เป็นต้น โดยเฉพาะในอุตสาหกรรม
อาหารมีการน าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ใช้เป็นสารเติมแต่งอาหารเพ่ือเพ่ิมคุณภาพและรสชาติของ
อาหารให้ดีขึ้น เช่น สารที่ท าให้ข้นหนืด (viscosifying), สารเพ่ิมความคงตัว (stabilizing), สารก่อเจล 
(gelling) และสารก่ออิมัลชัน (emulsifying) สารก่อฟิล์ม (film forming) เป็นต้น (Jolly และคณะ, 
2002; Sheoran และคณะ, 2012)  

Aureobasidium pullulans เป็นราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) ชื่อสามัญ คือ แบล็คยีสต์ 
เนื่องจากในระหว่างการเจริญจะผลิตเม็ดสีเมลานินจึงท าให้โคโลนีมีสีด า เชื้อเจริญภายใต้ภาวะที่มี
อากาศ มีรูปร่างได้หลายลักษณะ เช่น บลาสโตสปอร์ (blastospores), เซลล์พอง (swollen cell), 
คลาไมโดสปอร์ (chlamydospores) เส้นใยแท้ (mycelium) หรือเส้นใยเทียม (pseudomycelium) 
เป็นต้น (Ramos และ Garcia Acha, 1975) โดยรูปร่างจะขึ้นอยู่กับชนิดของอาหารและภาวะที่ใช้ใน
การเลี้ยง (Ravella และคณะ, 2010) A. pullulans เป็นราที่สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น   
ในดิน น้ าทะเล บนผิวของใบพืชและผลไม้ เป็นต้น (Deshpande และคณะ, 1992) A. pullulans 
เป็นเชื้อที่มีความส าคัญในด้านอุตสาหกรรมต่างๆ เนื่องจากสามารถผลิตสารได้หลากหลายชนิด เช่น 
โปรตีนเซลล์เดียว ซิเดอโรฟอร์ และเอนไซม์ เช่น อะไมเลส เซลลูเลส และไลเปส เป็นต้น  (Chi และ
คณะ, 2009; Deshpande และคณะ, 1992) นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans    
ยังมีบทบาทส าคัญในด้านอุตสาหกรรม ส าหรับปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ            A. 
pullulans ได้แก่ สายพันธุ์ ชนิดของคาร์บอนและไนโตรเจน ปริมาณของคาร์บอนและไนโตรเจน  
สภาวะการเลี้ยงเชื้อ ( อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดเบส เวลา ความต้องการอากาศ และ อ่ืนๆ) 
(Campbell และคณะ, 2003; Singh และคณะ, 2008) พอลิแซ็กคาไรด์ที่มีบทบาทส าคัญโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น พูลลูแลน คุณสมบัติของพูลลูแลน คือ ละลายน้ าได้ดี ไม่เป็นพิษ 
ไม่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์หรือมะเร็ง สามารถรับประทานได้ ไม่มีรส และกลิ่น (Choudhury และ
คณะ, 2011; Gniewosz และ Synowiec, 2011; Leathers, 2003)  

พูลลูแลนมีคุณสมบัติสามารถข้ึนเป็นรูปฟิล์มได้ จึงมีการน าพูลลูแลนมาท าฟิล์มหรือสารเคลือบ
ที่สามารถบริโภคได้ (edible films and coatings) เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์อาหาร 
ช่วยลดการสูญเสียความชื้น ลดการแลกเปลี่ยนแก๊สที่ส าคัญ เช่น แก๊สออกซิเจน และแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งส่งผลต่อคุณภาพของอาหาร (Fajardo และคณะ, 2010) ฟิล์มนี้สามารถย่อย
สลายได้ตามธรรมชาติ (biodegradable) เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และปลอดภัยต่อผู้บริโภค ในการ
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ท าฟิล์มที่บริโภคได้มีการน าสารต้านจุลินทรีย์ผสมลงไป เช่น แบคเทอริโอซิน  เอนไซม์ น้ ามันหอม
ระเหย และกรดไขมัน เป็นต้น (Seydim และ Sarikus, 2006) เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมากับอาหาร ดังรายงานวิจัยของ Gniewosz และคณะ (2013) ได้น าน้ ามัน
หอมระเหยที่สกัดมาจากยี่หร่าใส่ผสมลงในฟิล์มพูลลูแลนเพ่ือน ามาเคลือบแครอทเพ่ือยืดอายุการเก็บ
รักษา  

ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจน าพอลิแซ็กคาไรด์จาก  A. pullulans YTP6-14 ที่แยกได้จาก
โครงการความหลากหลายของยีสต์จากบริเวณพ้ืนที่ 5 ชายฝั่งของเกาะสีชัง อ าเภอเกาะสีชัง จังหวัด
ชลบุรี ปี พ.ศ. 2554 – 2555 ระบุสายพันธุ์ของยีสต์โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยาและพิสูจน์
เอกลักษณ์ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล จากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ ในโดเมน D1/D2 ของ 26s rDNA 
เทียบกับฐานข้อมูล (Thaniyavarn และคณะ, 2013) และน ามาประยุกต์ใช้โดยศึกษาสมบัติทางเคมี
และทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์เพื่อสามารถน ามาประยุกต์ใช้เบื้องต้นได้อย่างเหมาะสม  

 

1.2 วัตถุประสงค์ 

เพ่ือศึกษาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 และการขึ้นรูป
แผ่นฟิล์ม 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้พอลิแซ็กคาไรด์และทราบลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans 
YTP6-14 และสามารถน าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ไปขึ้นรูปแผ่นฟิล์มได้



 

 

บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) 

พอลิแซ็กคาไรด์ เป็นโมเลกุลคาร์โบไฮเดรตที่ประกอบด้วยหน่วยย่อยที่เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว
หลายๆโมเลกุลมาเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก ลักษณะของพอลิเมอร์อาจเป็นแบบสายตรงหรือ
แตกเป็นกิ่งก้านสาขาหรือทั้งสองแบบ (Cui, 2005; Sutherland, 1994) พอลิแซ็กคาไรด์มีสูตรทั่วไป
คือ  Cx(H2O)y โดยที่ y มีค่าระหว่าง 200-2500 (Kalia และ Sabaa, 2013) ในธรรมชาติส่วนใหญ่  
พบว่ามอนอแซ็กคาไรด์มีโครงสร้างเป็นวง เนื่องจากเป็นโครงสร้างที่เสถียรกว่าโครงสร้างแบบโซ่เปิด 
(Sikorski, 2007) โดยโครงสร้างแบบวงของพอลิแซ็กคาไรด์ส่วนใหญ่จะประกอบด้วยคาร์บอน            
6 อะตอม เรียกว่า ไพราโนส หรืออาจจะอยู่ในรูปของฟูราโนส ซึ่งเป็นโครงสร้างแบบวงที่ประกอบด้วย
คาร์บอน 5 อะตอม (Preston, 1979) น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มักพบอยู่ในโครงสร้างของพอลิแซ็กคา
ไรด์ เช่น D-กลูโคส D-กาแล็กโทส D-แมนโนส L-ฟิวโคส และ L-แรมโนส นอกจากนี้ยังพบอนุพันธุ์ของ
น้ าตาลชนิดโมเลกุลเดี่ยว เช่น D-กลูโคซามีน D-กาแลกโตซามีน N-อะซิติลนิวรามินิกแอซิด N-อะซิติล
มิวรามิกแอซิด กลูคูโรนิก และ ยูโรนิกแอซิด เป็นต้น (Sutherland, 1994; Venugopal, 2011) 
โครงสร้างที่หลากหลายของพอลิแซ็กคาไรด์ เนื่องมาจากความแตกต่างองค์ประกอบของน้ าตาล
โมเลกุลเดี่ยว ต าแหน่งของพันธะ จ านวนการแตกกิ่งก้านและความยาวของสาย เป็นตัวบ่งบอกถึง
คุณสมบัติทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น การละลาย พฤติกรรมการไหล การก่อเจล เป็นต้น  
(Cui, 2005) พอลิแซ็กคาไรด์ที่พบในธรรมชาติจะมีน้ าหนักโมเลกุลสูง สามารถละลายน้ าได้ ไม่มีสีและ
ส่วนใหญ่ไม่มีรสชาติ สามารถดูดน้ าได้ดี เมื่อละลายน้ าจะท าให้มีความหนืดเพ่ิมมากขึ้น  (Chen และ
คณะ, 2006) พอลิแซ็กคาไรด์ที่ใช้ในทางการค้า เช่น แป้ง เซลลูโลส และอนุพันธ์ของเซลลูโลส เช่น 
เซลลูโลสอะซิเตท คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส เมทิลเซลลูโลส โซเดียมอัลจิเนต แซนแทนกัม เดกซ์ทริน 
คาราจีแนน และกรดไฮโดรฟลูออริก เป็นต้น (Kalia และ Sabaa, 2013)  

พอลิแซ็กคาไรด์ผลิตได้จากสิ่งมีชีวิต เช่น พืช สัตว์ จุลินทรีย์และสาหร่าย แสดงดังตารางที่ 2.1 
หน้าที่ส าคัญ 2 อย่างของพอลิแซ็กคาไรด์ คือ ท าหน้าที่เป็นองค์ประกอบอยู่ในโครงสร้าง (structural 
polysaccharide) เช่น เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และเพกทิน เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์พืช ไคติน 
เป็นองค์ประกอบของเปลือกในสัตว์น้ า เช่น กุ้ง ปู แมลง และยังเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์รา 
ยีสต์ และจุลินทรีย์อีกหลายชนิด ส่วนอีกหน้าที่ คือ พอลิแซ็กคาไรด์ที่ท าหน้าที่เป็นแหล่งสะสม
พลังงาน (storage polysaccharide) เช่น แป้ง เป็นแหล่งสะสมพลังงานของพืช และไกลโคเจน เป็น
แหล่งสะสมพลังงานของสัตว์ (Cui, 2005; Sikorski, 2007) 
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ตารางท่ี 2.1 ตัวอย่างพอลิแซ็กคาไรด์จากสิ่งมีชีวิตต่างๆ 
 

สิ่งมีชีวิต พอลิแซ็กคาไรด์ 

สัตว์ 

ไคติน (chitin) 

ไคโตซาน (chitosan) 

กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) 

พืช 

แป้ง (starch) 

เซลลูโลส (cellulose) 

กัวกัม (guar gum) 

อะราบิกกัม (Arabic gum) 

เพคติน (pectin) 

สาหร่าย 

วุ้น (agar) 

คาราจีแนน (carrageenan) 

อัลจิเนต (alginate) 

จุลินทรีย์ 

แซนแทน (xanthan) 

เจลแลน (gellan) 

พูลลูแลน (pullulan) 

เดกซ์แทรน (dextran) 

เคอร์ดแลน (curdlan) 

ลีแวน (levan) 

เอลซิแนน (elsinan) 

 
ที่มา : (Cui, 2005; Sikorski, 2007)  
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การจ าแนกชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ 

1. จ าแนกตามหน้าที่ของพอลิแซ็กคาไรด์ สามารถแบ่งได้ออกเป็น 2 ประเภท ดังนี้ 

1.1 พอลิแซ็กคาไรด์สะสม (storage polysaccharide) 

เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท าหน้าที่เป็นแหล่งสะสมอาหารไว้ในเซลล์ เมื่อขาดแคลนอาหารจะ
ถูกย่อยด้วยเอนไซม์กลายเป็นน้ าตาลหน่วยย่อยเพ่ือน ามาใช้ เช่น ไกลโคลเจนเป็นแหล่งสะสมอาหาร
ของสัตว์ พบได้ในตับและกล้ามเนื้อสัตว์ และแป้งเป็นแหล่งสะสมอาหารของพืช  โครงสร้างโมเลกุล
ของแป้ง แสดงดังรูปที่ 2.1 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสร้างอะไมโลส และอะไมโลเพกติน 

ที่มา : Chamy และ Rosenkranz (2013) 

แป้งประกอบด้วยโมเลกุล 2 ชนิด ได้แก่ อะไมโลส (amylose) และ อะไมโลเพกติน 
(amylopectin)  โดยทั่วไปในแป้งจะพบอะไมโลส ประมาณ 25% และอะไมโลเพกติน ประมาณ 

75%  โครงสร้างของอะไมโลส ประกอบด้วยกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิกแบบ α-1,4 เป็น
สายยาว  ส่วนโครงสร้างอะไมโลเพกตินจะประกอบด้วยกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิกแบบ 

α-1,4 และส่วนที่เป็นกิ่งแตกออกมาจะเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิกแบบ α-1,6 (Sikorski, 
2007)  
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1.2 พอลิแซ็กคาไรด์ที่เป็นองค์ประกอบอยู่ในโครงสร้าง (structural polysaccharide) 

เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท าหน้าที่เป็นองค์ประกอบอยู่ในโครงสร้าง เช่น เพกทิน เซลลูโลส 
เป็นองค์ประกอบอยู่ในผนังเซลล์ของพืช  ไคติน เป็นองค์ประกอบในโครงสร้างของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด 
เช่น เปลือกหอย ปู กุ้ง เปลือกของแมลง และยังเป็นองค์ประกอบผนังเซลล์ของเห็ด รา ยีสต์ และ
สาหร่ายบางชนิด โครงสร้างไคติน แสดงดังรูปที่ 2.2   

 

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างไคติน 

ที่มา : Ravi Kumar (2000) 
 

ไคตินเป็นพอลิแซ็กคาไรด์สายยาว ประกอบด้วย N-acetyl-D-glucosamine (N – แอซี
ติลกลูโคซามีน, NAG) ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของกลูโคสหลายๆโมเลกุลที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก

แบบ β-1,4 มีโครงสร้างคล้ายกับเซลลูโลส แต่จะต่างตรงที่หมู่ไฮดรอกซิลที่ต าแหน่ง C 2 จะถูกแทนที่
ด้วยหมู่อะมิโนแอซีทิล (acetyl amino (-NHCOCH3)) (Ravi Kumar, 2000)  

2. จ าแนกตามชนิดของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เป็นองค์ประกอบ Badel และคณะ (2011) 
สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ดังนี้ 

2.1 ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ (homopolysaccharide)  

เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวเพียงชนิดเดียวมาเชื่อมต่อกัน เช่น 
เซลลูโลส แป้ง เคอร์ดแลน พูลลูแลน และ เดกซ์แทรน เป็นต้น (Sutherland, 1990) โครงสร้างของ
เซลลูโลส แสดงดังรูปที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3 โครงสร้างเซลลูโลส 
ที่มา : Ravi Kumar (2000)  

 
เซลลูโลสเป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์สายยาว โครงสร้างเกิดจากหน่วยย่อยของกลูโคสมา

เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิกแบบ β-(1,4) โดยโมเลกุลของเซลลูโลสที่เป็นส่วนประกอบในผนัง
เซลล์พืชมีประมาณ 13,000-14,000 จะแตกต่างจากเซลลูโลสจากแบคทีเรีย (bacterial cellulose) 
ซึ่งมีประมาณ 2,000-6,000 โมเลกลุ (Khan และคณะ, 2007)  

2.2 เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (heteropolysaccharide) 

เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวต่างชนิดกันมาเชื่อมต่อกัน เช่น 
แซนแทนกัม เจลแลน เพกทิน เฮมิเซลลูโลส อัลจิเนต เป็นต้น (Sutherland, 1990) แสดงโครงสร้าง
ของเจลแลน แสดงดังรูปที่ 2.4 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.4 โครงสร้างเจลแลน 
ที่มา : Freitas และคณะ (2014) 
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เจลแลนประกอบด้วยหน่วยย่อยของเตตระแซ็กคาไรด์เชื่อมต่อกันเป็นสายยาว มี

องค์ประกอบเป็น ดี-กลูโคส (Glc), แอล-แรมโนส (Rha) และ ดี-กลูคิวโรนิก แอซิด (GlcA) โดยมี     

(1-3)-บี--กลูโคส, (1-4)--ดี-กลูคิวโรนิก แอซิด, (1-4)--ดี-กลูโคส และ (1-4)-a-แอล-แรมโนส 
เป็น backbone โอ-อะซิทิล และ กลีเซอริล เป็นส่วนแทนที่ (Khan และคณะ, 2007) 

3. จ าแนกตามประจุบนโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์ สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภท ดังนี้ 

(Margaritis และ Pace, 1985) 

3.1 พอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประจุเป็นกลาง (neutral polysaccharide) ได้แก่ ลีแวน พูลลู
แลน เดกซ์แทรน และสเครอโรกลูแคน  

3.2 พอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประจุบวก (cationic polysaccharide) ได้แก่ พวกที่มีหมู่ NH3  
ฯลฯ หรือมีหมู่ของกรดอะมิโนบางตัวต่ออยู่ 

3.3 พอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประจุลบ (anionic polysaccharide) หรือบางครั้งเรียกว่า acidic 
polysaccharides เช่น แซนแทนกัม ที่มีหมู่อะเซทิลกับไพรูเวตอยู่บนโมเลกุล 

 
2.2 พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ (microbial polysaccharide) 

พอลิแซ็กคาไรด์เป็นไบโอพอลิเมอร์ชนิดหนึ่งที่สามารถผลิตได้จากสิ่งมีชีวิต เช่น พืช สัตว์ 
จุลินทรีย์และสาหร่าย (Kaur และคณะ, 2013; Venugopal, 2011) โดยจุลินทรีย์ที่สามารถผลิต     
พอลิแซ็กคาไรด์ได้มีทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต์ (Donot และคณะ, 2012; Kumar และคณะ, 2007)      
เช่น แซนแทนกัมผลิตจาก Xanthomonas sp. เจลแลนผลิตจาก Sphingomonas sp. เดกซ์แทรน
ผลิตจาก Leuconostoc sp. และแอลจิเนตผลิตจาก Azotobacter sp. และ Pseudomonas sp. 
เป็นต้น (Kumar และคณะ, 2007; Rehm, 2010) ดังแสดงในตารางที่ 2.2  ในปัจจุบันจุลินทรีย์เริ่มมี
บทบาทส าคัญมากขึ้นในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ เนื่องจาก การใช้จุลินทรีย์มีข้อดีกว่าการใช้สิ่งมีชีวิต
อ่ืนในการผลิต คือ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์ท าได้ง่าย ผลิตได้เป็นจ านวนมาก และ
รวดเร็วกว่าการผลิตในพืชและสาหร่าย การเจริญของจุลินทรีย์ไม่ขึ้นกับสภาวะดินฟ้าอากาศและ
ฤดูกาล ขั้นตอนการสกัดสารและการท าให้บริสุทธิ์ท าได้ง่าย สารตั้งต้นที่ใช้ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
มีความปลอดภัยและมีส่วนผสมที่ง่าย และสามารถควบคุมคุณภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ในการผลิตได้ 
โดยการควบคุมภาวะต่าง ๆ ให้มีความเหมาะสมต่อการผลิตสารของจุลินทรีย์ นอกจากนี้จุลินทรีย์ยัง
สามารถใช้ของเสียที่มาจากอุตสาหกรรมต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโตและผลิต         
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พอลิแซ็กคาไรด์ได้ เช่น กลีเซอรอล สารประกอบไฮโดรคาร์บอน และ คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นต้น ซึ่ง
ถือว่าเป็นการบ าบัดสิ่งแวดล้อมด้วย (Donot และคณะ, 2012; Fang, 2013; Khan และคณะ, 2007)  

ตารางท่ี 2.2 ตัวอย่างพอลิแซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์ 
  

สิ่งมีชีวิต พอลิแซ็กคาไรด์ จุลินทรีย์ที่ผลิต 

ราและยีสต์ 

สเคลอโรกลูแคน (scleroglucan) Sclerotium sp. 

กลูแคน (glucan) 

Rhodoturula sp. 

Tremella fusiformes 

Crytptococcus sp. 

Ganoderma lucidum 

พูลลูแลน (pullulan) Aureobasidium pullulans 

แบคทีเรีย 

เซลลูโลส (cellulose) 
Acinetobacter sp. 

Acetobacter xylinum 

อัลจิเนต (alginate) 

Pseudomonas 
Aerugina 

Azobacter sp. 

เจลแลน (gellan) 
Alcaligenes faecalis 

Shingomonas 

ลีแวน (levan) 
Erwinia sp. 

Bacillus spp. 

แซนแทน (xanthan) Xanthomonas campestris 

เดกซ์แทรนและอนุพันธ์ (dextran) Leucomostoc sp. 

เคอร์ดแลน (curdlan) Agrobacterium 

ท่ีมา : Donot และคณะ (2012) 
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จุลินทรีย์สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีสมบัติแตกต่างกัน เนื่องจากองค์ประกอบของน้ าตาล
โมเลกุลเดี่ยวของโครงสร้างที่แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.3 พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์
มีหน้าที่ทีแ่ตกต่างกัน ดังนี้ (Donot และคณะ, 2012)  

1. พอลิแซ็กคาไรด์ที่เป็นโครงสร้าง (structural polysaccharide) พอลิแซ็กคาไรด์ประเภทนี้
เป็นองค์ประกอบที่อยู่ในผนังเซลล์และอาจอยู่รวมกับส่วนประกอบอ่ืนๆ เช่น เพปติโดไกลแคน 
(peptidoglycan) เกิดจากการรวมกับพอลิเพปไทด์ ลิโพพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide) เกิด
จากรวมกับลิพิด เป็นต้น 

2. พอลิแซ็กคาไรด์ที่เป็นโครงสร้างภายในเซลล์ (intracellular polysaccharide) พอลิแซ็กคา
ไรด์ประเภทนี้จะสร้างอยู่ภายในเซลล์ ท าหน้าที่เป็นแหล่งสะสมคาร์บอนและพลังงานให้แก่เซลล์  

3. พอลิแซ็กคาไรด์ที่สร้างภายนอกเซลล์ (extracellular polysaccharide : EPS) พอลิแซ็กคา
ไรด์ประเภทนี้จุลินทรีย์สร้างขึ้นและปลดปล่อยออกมานอกเซลล์เพ่ือใช้เป็นโครงสร้างในการห่อหุ้ม
เซลล์ที่เรียกว่า แคปซูล (capsule) มีลักษณะเป็นสารเหนียวคล้ายเจลหุ้มอยู่รอบเซลล์ มีรูปร่างไม่
แน่นอน ท าให้โคโลนีของแบคทีเรียมีลักษณะเป็นเมือกเยิ้ม (mucoid) นอกจากนี้มีสารที่คล้ายแคปซูล
อีกชนิดหนึ่งเรียกว่า เมือก (slime) แต่มีลักษณะโครงสร้างที่เกาะอยู่บนผิวเซลล์กันหลวมๆ จึงท าให้
ละลายหลุดออกมาได้ง่ายกว่า (Kumar และคณะ, 2007) เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ช่วยให้แบคทีเรีย
สามารถอยู่รอดได้ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น ความแห้งแล้ง อุณหภูมิ สารเคมี ความเป็น
กรดเบส ช่วยปกป้องเซลล์จากไวรัสและโปรโตซัว ช่วยในการเกาะบนพ้ืนผิว และช่วยในการสร้าง      
ไบโอฟิล์ม (Donot และคณะ, 2012; Kumar และคณะ, 2007; Sutherland, 2001) นอกจากนี้พบว่า
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ไม่สามารถท าหน้าที่เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานให้กับจุลินทรีย์ได้ ยกเว้น 
Cellulomonas flavigena ที่พบว่าใช้เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานส ารอง
ได้ ข้อดีของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์คือมีการสร้างและปล่อยออกมานอกเซลล์  
ดังนั้นจึงท าให้ง่ายต่อการสกัดและแยกออกจากผนังเซลล์ (Sutherland, 1999) 
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ตารางท่ี 2.3 องค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์  
 

พอลิแซ็กคาไรด์ องค์ประกอบ จุลินทรีย์ที่ผลิต 

พูลลูแลน กลูโคส Aureobasidium pullulans 

เจลแลน 

กลูโคส 
แรมโนส 

กลูคิวโรนิกแอซิด 
อะซีเตท 

กลีเซอเรท 

Sphingomonas 
paucimobilis 

ลีแวน ฟรุกโทส 
Zymomonas mobilis 

Halomonas smyrnensis 
Bacillus subtilis 

เคอร์ดแลน กลูโคส Agrobacterium sp. 

อัลจิเนต 
กลูคิวโรนิกแอซิด 
แมนนูโรนิกแอซิด 

อะซีเตท 

Azotobacter vinelandii 
Pseudomonas aeruginosa 

เซลลูโลส กลูโคส Gluconacetobacter sp. 

ไฮยาลูโรแนน 
 

กลูคิวโรนิกแอซิด 
แอเซทิลกลูโคซามีน 

Streptococcus sp. 
Pseudomonas aeruginosa 

แซนแทนกัม 
กลูโคส 

แมนโนส 
กลูคิวโรนิกแอซิด 

Xanthomonas sp. 

เดกซ์แทรน กลูโคส 
Leuconostoc mesenteroid 

 

ซัคซิโนไกลแคน 
กลูโคส 

กาแลกโตส 

Rhizobium  
Alcaligenes 

Pseudomonas 
Agrobacterium 

ที่มา : (Freitas และคณะ, 2011; Freitas และคณะ, 2014) 
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พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์สามารถจ าแนกได้เป็น 2 ประเภท ตามชนิดของน้ าตาล
โมเลกุลเดี่ยวที่เป็นองค์ประกอบ ดังนี้ 

1. ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ คือ พอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวเพียงชนิด
เดียวมาเชื่อมต่อกัน เช่น เดกซ์แทรน (dextran) พูลลูแลน (pullulan) ลีแวน (levan) เซลลูโลส 
(cellulose) เคอร์ดแลน (curdlan) มิวแทน (mutan) อัลเทอแนน (alternan) (Fang, 2013; Freitas 
และคณะ, 2014)  

1.1 เดกซ์แทรน โครงสร้างประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก

ชนิด α-1,6 เป็นสายหลัก (รูปที่ 2.5) และส่วนของก่ิงก้านจะเชื่อมด้วยพันธะแบบ α-1,2 α-1,3 และ 

α-1,4 ผลิตจากแบคทีเรียหลายสายพันธุ์  เช่น Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc 
dextranicum และ Streptococcus mutans (Rosenberg และคณะ, 2013)  

 
รูปที่ 2.5 โครงสร้างเดกซ์แทรน 
ที่มา : Khan และคณะ (2007) 

 
1.2 พูลลูแลน โครงสร้างประกอบด้วยน้ าตาลมอลโตไตรโอส (maltotriose) หลายหน่วย

เชื่อมต่อกันเป็นสายยาวด้วยพันธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,4 และเชื่อมกับตัวอ่ืนด้วยพันธะไกลโคซิดิก

ชนิด α-1,6 (รูปที่ 2.6) ผลิตจากแบคทีเรียหลายชนิด เช่น Aureobasidium pullulans, Tremella 
mesenterica, Cyteria sp., Teloschistes flavicans เป็นต้น (Cheng และคณะ, 2011)  
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รูปที่ 2.6 โครงสร้างพูลลูแลน 

ที่มา : Kumar และคณะ (2012)  
 

1.3 เคอร์ดแลน โครงสร้างประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสเชื่อมต่อกันเป็นสายยาวด้วยพันธะ

ไ ก ล โ ค ซิ ดิ ก ช นิ ด  β-1,3 (รู ป ที่  2.7) ผ ลิ ต จ า ก  Alcaligenes faecalis var. myxogenes 
Agrobacterium radiobacter และ Rhizobium sp. (Paul และคณะ, 1986; Sutherland, 2001) 

 
รูปที่ 2.7 โครงสร้างเคอร์ดแลน 
ที่มา : Khan และคณะ (2007) 

 
1.4 ลีแวน โครงสร้างประกอบด้วยน้ าตาลฟรุกโทสเชื่อมต่อกันเป็นสายยาวด้วยพันธะไกล

โคซิดิกชนิด β-2,6 (รูปที่ 2.8) ผลิตจากแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ เช่น Zymomonas mobilis 
Halomonas smyrnensis และ Bacillus subtilis เป็นต้น (Donot และคณะ, 2012; Freitas และ
คณะ, 2014) 
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รูปที่ 2.8 โครงสร้างลีแวน 
ที่มา : Donot และคณะ (2012) 

 
2. เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ คือ พอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลตั้งแต่ 2 ชนิดขึ้นไปมา

เชื่อมต่อกัน เช่น แซนแทนกัม และเจลแลน (Fang, 2013) 

2.1 เจลแลน โครงสร้างประกอบด้วยเททระแซ็กคาไรด์โอส (β - กลูโคส-(1,4)- β-กรดกลู

คูโรนิก -(1,4)- β กลูโคส -(1,4)- α-แรมโนส) ซ้ ากันเป็นสายตรงยาว มีหมู่แทนที่ L-กลีเซอริล บน
ต าแหน่ง C ที่ 2 ของ 1,3-กลูโคส และหมู่แทนที่กลุ่มอะซีติล อยู่บนต าแหน่ง C ที่ 6 ของ 1,3-กลูโคส 
เช่นกัน (รูปที่  2.9) (Izydorczyk และคณะ , 2005) ผลิตจากแบคที เรียหลายสายพันธุ์  เช่น 
Aureomonas elodea, Sphingomonas paucimobilis, Sphingomonas elodea เ ป็ น ต้ น 
(Rosenberg และคณะ, 2013)  

 
 

รูปที่ 2.9 โครงสร้างเจลแลน 
ที่มา : Freitas และคณะ (2014) 

MONSAN 
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2.2 แซนแทนกัม โครงสร้างประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4 เป็น

สายหลัก และมีไตรแซ็กคาไรด์ (β-D-แมนโนส-(1,4)-β-D–กรดกลูโคโรนิก-(1,2)-α-D-แมนโนส)    
(รูปที่ 2.10) ผลิตจาก Xanthomonas campestris (Cui, 2005)  

รูปที่ 2.10 โครงสร้างแซนแทนกัม 
ที่มา : Khan และคณะ (2007) 

 
2.3 การประยุกต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์ในอุตสาหกรรมต่างๆ 

พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์ถูกน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆมากมาย ไม่ว่าจะ
เป็น อุตสาหกรรมยาและเครื่องส าอาง ด้านการแพทย์ อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมการขุดเจาะ
น้ ามัน และการบ าบัดน้ าเสีย เป็นต้น (Freitas และคณะ, 2011; Kumar และคณะ, 2004) เนื่องจาก
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้มีสมบัติทางกายภาพที่หลากหลาย จึงท าให้น าไปใช้ในงานได้หลายรูปแบบ 
เช่น สารให้ความข้นหนืด (viscosifying) สารก่ออิมัลชัน (emulsifying) สารให้ความคงตัว 
(stabilizing) สารก่อเจล (gelling) สารก่อฟิล์ม (film forming) สารอุ้มน้ า สารก่อการจับกลุ่ม 
(flocculant) เป็นต้น (Baird และคณะ, 1983; Bajaj และคณะ, 2007; Rinaudo, 2008) การเลือกใช้
พอลิแซ็กคาไรด์ไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆให้เหมาะสมนั้น จะต้องทราบสมบัติทางกายภาพ 
เช่น พอลิแซ็กคาไรด์ที่มีความสามารถของการท าข้น (thickener) ถูกน าไปใช้ เช่น ในแยม ซ๊อส 
น้ าเชื่อม หรือไส้ขนม (Baird และคณะ, 1983) ความสามารถในการเป็นสารเพ่ิมความคงตัว น าไปใช้
กับไอศกรีมและผลิตภัณฑ์นม หรือน้ าสลัด (Ramalingam และคณะ, 2014 ) ความสามารถในการ
เป็นอิมัลซิไฟเออร์ น าไปใช้ในน้ าสลัด มายองเนส หรือน้ าเครื่องปรุงชนิดต่างๆ (Tomasik, 2003) 
ความสามารถในการเพ่ิมความข้นหนืด น าไปใช้ในอาหารและเครื่องดื่ม ผลิตภัณฑ์ยา และ 
อุตสาหกรรมสีย้อม (De Vuyst และ Degeest, 1999; Freitas และคณะ, 2011) ความสามารถใน
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การก่อเจล ถูกน าไปใช้ในขนมหวานต่างๆ เช่น ลูกกวาด เจลลี่ พาย และไส้ขนมต่างๆ (Baird และ
คณะ, 1983) ความสามารถในการอุ้มน้ า ซึ่งประยุกต์ใช้ในการก่อสร้างคอนกรีตเพ่ือป้องกันการ
แตกแยกของชั้นคอนกรีต (McIntosh และคณะ, 2005) ใช้ในการลดการสูญเสียน้ าในผลิตภัณฑ์นม 
(Badel และคณะ, 2011) ความสามารถในการก่อฟิล์ม ถูกน ามาใช้ในการเคลือบผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น 
ลูกกวาด เม็ดยา เมล็ดและรากของพืช (Sutherland, 1990) ส่วนพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีความสามารถใน
การเป็นสารก่อการจับกลุ่ม ถูกน ามาใช้ในกระบวนการผลิตน้ าดื่ม และกระบวนการ downstream ใน
กระบวนการหมัก (Shih และคณะ, 2001) รวมถึงการน าไปใช้ในการบ าบัดน้ าเสีย (Salehizadeh 
และ Shojaosadati, 2001) โดยพอลิแซ็กคาไรด์จะเป็นตัวจับโลหะหนักและแยกออกมาจากน้ าเสีย 
(Corzo และคณะ, 1994; Loaec และคณะ, 1997) นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรด์ยังมีประโยชน์ทางด้าน
การแพทยอี์ก เช่น สารต้านการแข็งตัวของเลือด (anti-coagulant) (Sutherland, 1996) ป้องกันการ
เกิดลิ่ ม เลือด (Fan และคณะ , 2007) ช่วยเ พ่ิมปริมาตรของโลหิต  (blood-plasma volume 
expander) ในผู้ป่วย (Uretimi, 2005) ควบคุมการปล่อยยาหรือเป็นตัวน าส่งยาเข้าสู่ระบบ และมี
สมบัติต้านมะเร็ง (anti-tumor) ต้านไวรัส (anti-viral) และต้านการอักเสบ (anti-inflammatory) ได้
เช่นกัน (Calazans และคณะ, 1997; Kumar และคณะ, 2004) การประยุกต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ แสดงดังตารางที่ 2.4 
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ตารางท่ี 2.4 การประยุกต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์ในอุตสาหกรรมต่างๆ  
 

พอลิแซ็กคาไรด์ คุณสมบัติ การประยุกต์ 

พูลลูแลน 

- ละลายน้ าได้ 
- ความสามารถในการก่อฟิล์ม ซึ่ง
มีลักษณะโปร่งใส ทนความร้อนได้ 
และ ป้องกันการซึมผ่านของแก๊ส 
ออกซิเจน 

- อาหาร  
- ยา 

 

เจลแลน 

- สารไฮโดรคอลลอยด์ 

- ทนต่อ pH ในช่วงกว้าง 

- สารก่อเจล 

- Thermoreversible gels 

- ความสามารถในการก่อฟิล์ม 

- อาหาร 

- อาหารสัตว์ 

- ยา 

- สารเคลือบบริโภคได้ (edible 

coating) 

- การห่อหุ้มสารให้กลิ่นรส (flavour 

encapsulation) 

- งานวิจัย (ใช้ใน gel 
electrophoresis) 

ลีแวน 

- ความหนืดต่ า 

- ละลายน้ าได้ดี 

- มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น มีฤทธิ์

ต้านเซลล์มะเร็ง, ต้านการอักเสบ 

- ความสามารถในการก่อฟิล์ม 

- อาหาร (พรีไบโอติกส์) 

- อาหารสัตว์ 

- เครื่องส าอาง 

- การแพทย์ เช่น ใช้ในการเร่งการ

หายของแผล หรือใช้เป็นวัสดุปิด

แผล  
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เคอร์ดแลน 

- สามารถก่อเจลได้ 

- ไม่ละลายน้ า 

- รับประทานได้และไม่เป็นพิษ 

- มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

- อาหาร 

- ก าจัดโลหะหนัก 

- ส่วนผสมของคอนกรีต 

- การแพทย์ เช่น ใช้เป็นสารเคลือบ

เม็ดยาและควบคุมการปลดปล่อยยา 

- สารเคลือบบริโภคได้ 

อัลจิเนต 

-  ละลายน้ าได้ 

- เป็นสารไฮโดรคอลลอยด์ 

- ความสามารถในการก่อเจล 

- ความสามารถในการก่อฟิล์ม 

- อาหาร 

- การแพทย์ เช่น ใช้เป็นวัสดุปิด

แผลและควบคุมการปลดปล่อยยา 

เซลลูโลส 

- โครงสร้างเป็นผลึกสูง 

- ไม่ละลายในตัวท าละลาย 

- แรงต้านทานการดึงสูง (tensile 

strength) 

- อาหาร (เส้นใยที่ย่อยไม่ได้) 

- การแพทย์ เช่น ใช้ในการเร่งการ

หายของแผล, เนื้อเยื่อหลอดเลือด

เทียม 

 
ไฮยาลูโรแนน 

 
 

- มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
- ละลายน้ าได้ดี 
- เข้ากันได้กับเนื้อเยื่อในร่างกาย 
(biocompatible) 

- การแพทย์ เช่น ใช้ในการเร่งการ
หายของแผล หรือใช้เป็นวัสดุปิด
แผล, ควบคุมการปลดปล่อยยา, ใช้
ท าคอนแทคเลนส์    
 

เดกซ์แทรน 

- ไม่มีประจุ 

- มีความเสถียรดี 

-สมบัติการไหลชนิดนิวโตเนียน 

- อาหาร 

- ยา (เพ่ิมปริมาณเลือด) 

- ตัวดูดซับโครมาโตกราฟี 

แซนแทนกัม 
 
 

- เป็นสารไฮโดรคอลลอยด์ 

- ความหนืดสูงที่ความเข้มข้นต่ า   

- ทนต่ออุณหภูมิ pH และความ

เข้มข้นเกลือในช่วงกว้าง 

- อาหารและยา 

- ปิโตรเลียม 

- เครื่องส าอาง 

- การเกษตร 
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ซัคซิโนไกลแคน 

- สมบัติการไหลชนิด 

Pseudoplastic fluid 

- ทนต่อกรด 

- อาหาร 

- อุตสาหกรรมขุดเจาะน้ ามัน เช่น 

ใช้เพิ่มผลผลิตน้ ามันดิบ 

 
ที่มา : (Freitas และคณะ, 2011; Freitas และคณะ, 2014) 
 
2.4 การประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารของพอลิแซ็กคาไรด์ 

พอลิแซ็กคาไรด์มีบทบาทส าคัญอย่างมากในอุตสาหกรรมอาหาร มีการน าพอลิแซ็กคาไรด์มาใช้
กันอย่างกว้างขวาง โดยใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหาร เพ่ือปรับปรุงคุณลักษณะต่างๆให้กับผลิตภัณฑ์
อาหาร เนื่องจากพอลิแซ็กคาไรด์ที่น ามาใช้มีสมบัติทางกายภาพที่หลากหลาย เช่น เป็นสารให้ความ
ข้นหนืด (viscosifying) สารก่ออิมัลชัน (emulsifying) สารให้ความคงตัว (stabilizing) สารก่อเจล 
(gelling) และสารก่อฟิล์ม เป็นต้น (Jolly และคณะ, 2002) ดังแสดงในรูปที่ 2.11 จึงนิยมน ามาใช้เป็น
ส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์อาหารอยู่หลายชนิด การน าพอลิแซ็กคาไรด์มาประยุกต์ใช้ในอาหารต่างๆ มี
ปัจจัยในการเลือกใช้ เช่น ประเภทของการน าไปประยุกต์ใช้ ความรู้สึกในการบริโภค (mouthfeel) 
ความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ หรือสามารถเข้ากับส่วนผสมอ่ืนๆที่อยู่ในอาหารได้ เรื่องของ
ราคา คุณภาพ และการยอมรับจากผู้บริโภค เป็นต้น (Sutherland, 1990) 

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.11 คุณสมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์ 
ที่มา : ดดัแปลงจาก Khan และคณะ (2007) 
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พอลิแซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์ที่นิยมน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร คือ แซนแทนกัม      
เจลแลน ซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ทางการค้า (Baird และคณะ, 1983) โดยแซนแทนกัมได้รับการอนุมัติ
ให้ใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหารในปี ค.ศ.1969 จากองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (Food 
and Drug Administration (FDA)) ต่อมาในปี  ค.ศ.1980 คณะกรรมาธิการยุ โรป (European 
Commission) อนุมัติให้แซนแทนกัมสามารถใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหารได้เช่นเดียวกัน คือ ใช้เป็น

สารให้ความคงตัว และสารให้ความข้นหนืด (Khan และคณะ, 2007) บริษัทที่มีการผลิต แซนแทนกัม
ทางการค้า เช่น Kelco และ Pfizer บริษัทจากสหรัฐอเมริกา Rhone-Poulenc บริษัทจากฝรั่งเศส 
เป็นต้น (Paul และคณะ, 1986) ส าหรับเจลแลน ในปี ค.ศ. 1992 องค์การอาหารและยาของ
สหรัฐอเมริกา ได้อนุมัติให้เจลแลนใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหารได้ (Bajaj และคณะ, 2007) โดยทั่วไป
เจลแลนมักนิยมใช้ เป็น สารให้ความคงตัว สารก่อเจล และสารให้ความข้นหนืดในอาหาร 
(Ramalingam และคณะ, 2014 ) มีหลายประเทศที่น าเจลแลนไปใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหาร เช่น 
ออสเตรเลีย แคนาดา สหรัฐอเมริกา ญี่ปุ่น เกาหลีใต้ และฟิลิปปินส์ เป็นต้น (Cui, 2005) โดยมี Kelco 
ในประเทศญี่ปุ่นและสหรัฐอเมริกาเป็นบริษัทหลักในการผลิตเจลแลนทางการค้า (Bajaj และคณะ, 
2007) นอกจากนี้ เดกซ์แทรน และพูลลูแลน (Ravella และคณะ, 2010) ก็นิยมน ามาใช้ด้วยเช่นกัน 
เนื่องจากพอลิแซ็กคาไรด์มีสมบัติที่แตกต่างกัน จึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอาหารด้วยลักษณะที่
แตกต่างกันได้ ดังแสดงในตารางที่ 2.5 

ตารางท่ี 2.5 ลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์และการประยุกต์ใช้ในอาหาร 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ ลักษณะสมบัติ การประยุกต์ใช้ 

แซนแทนกัม 

สารก่ออิมัลชัน น้ าสลัด 

สารให้ความข้นหนืด 

 

น้ าเชื่อม, ทอปปิ้ง, เครื่องปรุง

รส และซอส 

สารให้ความคงตัว 

 

 

 

เครื่องดื่ม (น้ าผลไม้ ,  นมผง

ปราศจากไขมัน (non-fat dry 

milk)), ผ ลิ ต ภัณ ฑ์ น ม  แ ล ะ      

เบเกอรี่  

สารลดการสูญเสียน้ า  อาหารแช่แข็ง 
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เจลแลน 

สารก่อเจล 

สารเคลือบ 

ช่วยปรับปรุงเนื้อสัมผัส 

 

เยลลี่ 

แยม 

ลูกกวาด 

ผลิตภัณฑ์อาหารและเนื้อที่ผ่าน

กระบวนการ 

น้ าตาลโรยหน้าขนม (ไอซ์ซิ่ง) 

ไส้พาย 

พูลลูแลน การก่อฟิล์ม  ลูกกวาด, อาหารขบเขี้ยว 

เดกซ์แทรน 
สารเพ่ิมความหนืด ไอศกรีม 

การก่อฟิล์ม อาหารแช่แข็ง 

อัลจิเนต 

สารให้ความข้นหนืด 

สารให้ความคงตัว 

สารก่อเจล 

ลูกอม, ผลิตภัณฑ์นม, เครื่อง

ดื่ม.แยม, ซุป, ซอส, เนื้อสัตว์  

เคอร์ดแลน 

สารก่อเจล 

 

เยลลี่, ผลิตภัณฑ์อาหารที่ผ่าน

กระบวนการ 

ช่วยปรับปรุงเนื้อสัมผัส ผลิตภัณฑ์เนื้อที่ผ่าน

กระบวนการ 

สารเพ่ิมความหนืด  ซอส 

สารลดการสูญเสียน้ า อาหารแช่แข็ง 

 
ที่มา : Ramalingam และคณะ (2014 )  
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2.5 A. pullulans  

A. pullulans เป็นราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) มีชื่อสามัญว่า แบล็คยีสต์ เนื่องจากใน
ระหว่างการเจริญจะผลิตเม็ดสีเมลานินจึงท าให้โคโลนีมีสีด า A. pullulans มีชื่อเรียกหลายชื่อ เช่น 
Dematium pullulans, Pullularia pullulans, Aureobasidium vitis แ ล ะ Pullularia 
fermentans เป็นต้น เดิมมีการจัดจ าแนกอยู่ ใน Class Deuteromycetes (Fungi imperfecti) 
Order Moniliales Family Dermatiacae (Cooke, 1959) ปัจจุบันมีการจัดจ าแนกทางอนุกรมวิธาน
ของเชื้อไว้ ดังรูปที่ 2.12 (De Hoog และคณะ, 1999; Thambugala และคณะ, 2014; Yurlova และ
คณะ, 1999) 

 

Kingdom   Fungi 

 Division   Ascomycota 

  Class   Dothideomycetes 

   Order   Dothideales 

    Family   Aureobasidiaceae 

     Genus   Aureobasidium 

      Species   Aureobasidium pullulans  

 

รูปที่ 2.12 การจัดจ าแนกอนุกรมวิธานของ A. pullulans 
ที่มา : (De Hoog และคณะ, 1999; Thambugala และคณะ, 2014; Yurlova และคณะ, 1999) 

 
A. pullulans เจริญภายใต้ภาวะที่มีอากาศ มีรูปร่างได้หลายลักษณะ (polymorphic form) 

เช่น บลาสโตสปอร์, เซลล์พอง, คลาไมโดสปอร์, เส้นใยแท้หรือเส้นใยเทียม เป็นต้น (Ramos และ 
Garcia Acha, 1975) โดยรูปร่างจะขึ้นอยู่กับชนิดของอาหารและภาวะที่ใช้ในการเลี้ยง เช่น อุณหภูมิ 
ความเป็นกรดเบส ปริมาณออกซิเจน เป็นต้น (Gaur และคณะ, 2010; Ravella และคณะ, 2010) 
เ ชื้ อ นี้ แ บ่ ง อ อ ก เ ป็ น  3 varieties คื อ  A. pullulans var. pullulans, A. pullulans var. 
melanogenum และ A. pullulans var. aubasidani Yurlova (Yurlova และ De Hoog, 1997) 
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ในระยะแรก โคโลนีมีลักษณะเรียบ เป็นเมือก มีสีเหลืองและต่อมาจะเปลี่ยนเป็นสีครีม สีชมพู
หรือน้ าตาล และสุดท้ายจะกลายเป็นสีด าเนื่องจากคลาไมโดสปอร์ จะมีเส้นใยสั้นๆ ขึ้นอยู่รอบๆโคโลนี 
ลักษณะของเส้นใยโปร่งใส เรียบ ผนังบาง และมีผนังกั้น มีความกว้างของเส้นใยประมาณ               
2-16 ไมโครเมตร เมื่อเลี้ยงนานขึ้นเส้นใยอาจมีสีเข้มขึ้น และมีผนังเซลล์หนาขึ้นเมื่ออยู่ในช่วงคลาไม
โดสปอร์ (Ramos และ Garcia Acha, 1975) ได้อธิบายวงจรชีวิตของ A. pullulans แบ่งออกเป็น    
6 ระยะ (รูปที่ 2.13) ดังนี้ ในระยะที่ 1 บลาสโตสปอร์เกิดการแตกหน่อได้บลาสโตสปอร์ใหม่ ระยะที่ 
2 บลาสโตสปอร์สร้างเส้นใยเทียม คือ ลักษณะของเซลล์ใหม่ที่อยู่ติดกับเซลล์เดิม ระยะที่ 3 บลาสโต
สปอร์กลายไปเป็นเซลล์พอง โดยเซลล์พองบางเซลล์จะเกิดการแตกหน่อเป็นบลาสโตสปอร์ใหม่ หรือมี
การสร้างท่องอก (germ tube) และเปลี่ยนไปเป็นเส้นใย ระยะที่ 4 เซลล์พองจะสร้างผนังกั้นขึ้นมา 
โดยบางเซลล์อาจจะสร้างบลาสโตสปอร์ หรือ สร้างท่องอก และเปลี่ยนไปเป็นเส้นใยแบบที่มีผนังกั้น 
หรือบางเซลล์เริ่มมีผนังเซลล์หนาขึ้นและเปลี่ยนไปเป็นคลาไมโดสปอร์ ระยะที่ 5 คลาไมโดสปอร์สร้าง
ท่องอก และเปลี่ยนไปเป็นเส้นใย ในบางกรณีคลาไมโดสปอร์อาจจะสร้างบลาสโตสปอร์ และระยะท่ี 6 
เส้นใยจะผลิตเม็ดสี และเปลี่ยนไปเป็นคลาไมโดสปอร ์     
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รูปที่ 2.13 วงจรชีวิตของ A. pullulans 
ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Ramos และ Garcia Acha (1975) 
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ราชนิดนี้สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ โดยเฉพาะบริเวณผิวของใบพืช (phyllosphere) ซึ่ง
เชื้อนี้สามารถก่อโรคในพืช นอกจากนี้ยังสามารถพบได้ในบริเวณอ่ืนๆอีก เช่น ในดิน บริเวณปากแม่น้ า 
น้ าทะเล ตะกอนในมหาสมุทร หินปูน หญ้าแห้ง เนื้อไม้ หิน เศษฟาง หรือบริเวณที่มีความชื้นสูง เช่น 
ผนั งห้องน้ า  ม่ านห้องน้ า  ห้องครัว  ขอบหน้าต่ าง เป็นต้น  (Deshpande และคณะ , 1992)                 
A. pullulans ยังสามารถพบได้ในแถบประเทศเขตอบอุ่น เช่น อังกฤษ อลาสกา แอนตาร์กติกา 
เดนมาร์ก เยอรมนี เนเธอร์แลนด์ โปแลนด์ ออสเตรีย รัสเซีย และสหรัฐอเมริกา เป็นต้น แถบประเทศ
ในเขตทะเลเมดิเตอร์เรเนียนและเขตแห้งแล้ง เช่น อิตาลี ฝรั่งเศส อียิปต์ อิรัก ปากีสถาน และ อัฟริกา
ใต้ เป็นต้น หรือในเขตร้อนและกึ่งเขตร้อน เช่น บราซิล อินเดีย จีน ไทย มาเลเซีย และจาไมกา เป็น
ต้น รวมทั้งในเขตขั้วโลกเหนือ เช่น นอร์เวย์ (Gaur และคณะ, 2010; Zalar และคณะ, 2008) ใน
ประเทศไทย  Punnapayak และคณะ (2003 )  คัดแยก A. pullulans จากอากาศใน เขต
กรุงเทพมหานครและป่าสนเขา Prasongsuk และคณะ (2005) แยกเชื้อได้จากบริเวณผิวใบไม้ ผนัง
ทาสีและผนังห้องน้ า และ Lotrakul และคณะ (2009) แยกเชื้อได้จากบริเวณพ้ืนผิวห้องน้ า และพบว่า
เชื้อมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Aspergillus sp.  

A. pullulans เป็นเชื้อที่มีความส าคัญในด้านอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมการเกษตร 
อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมทางการแพทย์ อุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมเครื่องส าอาง เป็น
ต้น เนื่องจากสามารถผลิตสารได้หลากหลายชนิด เช่น โปรตีนเซลล์เดียว , ซิเดอโรฟอร์ และเอนไซม์ 
เช่น อะไมเลส, เซลลูเลส, โปรติเอส, เพคติเนส และไลเปส เป็นต้น ดังแสดงในตารางที่ 2.6 (Chi และ
คณะ, 2009; Deshpande และคณะ, 1992) นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans ยัง
มีบทบาทส าคัญในอุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก พูลลูแลน เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดหนึ่ง โครงสร้าง

ประกอบด้วยน้ าตาลมอลโตไตรโอสหลายหน่วยเชื่อมต่อกันด้วยพันธะแอลฟา -1,6- ไกลโคซิดิก (α-
1,6-glycosidic bond) (Gniewosz และ  Duszkiewicz-Reinhard, 2008) สมบั ติ ขอ ง พูลลู แลน      
คือ ละลายน้ าได้ดี ไม่เป็นพิษ ไม่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์หรือมะเร็ง สามารถรับประทานได้ ไม่มีรส 
และกลิ่น (Choudhury และคณะ, 2011; Gniewosz และ Synowiec, 2011; Leathers, 2003) ใน
ด้านอุตสาหกรรมอาหาร มีการน าพูลลูแลนมาประยุกต์ใช้เป็นสารเพ่ิมความข้นหนืดในอาหาร เช่น ใน
ซอส ซุป หรือ สารให้ความคงตัวในมายองเนส  การเติมสารนี้ลงไปท าให้อาหารมีความเหนียวหนืด 
นุ่ม คงรูป เหมือนมีแป้งหรือไขมันผสมอยู่ ช่วยลดการเติมไขมันหรือแป้งลงในอุตสาหกรรมอาหาร 
เหมาะแก่ผู้บริโภคที่ต้องการบริโภคอาหารแคลอรี่ต่ า (Cheng และคณะ, 2011; Leathers, 2003) 
นอกจากนี้พูลลูแลนมีสมบัติสามารถขึ้นเป็นรูปฟิล์มได้ จึงมีการน าพูลลูแลนมาท าฟิล์มหรือสารเคลือบ
ที่สามารถบริโภคได้ (edible film and coating) เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์อาหาร    
ช่วยลดการสูญเสียความชื้น ลดการแลกเปลี่ยนแก๊สที่ส าคัญ เช่น แก๊สออกซิเจน และแก๊ส
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คาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งส่งผลต่อคุณภาพของอาหาร (Fajardo และคณะ, 2010) พูลลูแลนถูกน ามาใช้
ในอุตสาหกรรมอาหารที่ประเทศญี่ปุ่นอย่างกว้างขวางเป็นเวลากว่า 20 ปี โดยในปี ค.ศ.1959      
บริษัท Hayashibara ของประเทศญี่ปุ่นผลิตพูลลูแลนทางการค้าออกมาขายเป็นครั้งแรกและในปี          
ค.ศ. 2002 พูลแลนถูกจัดให้เป็น Generally Recognized As Safe (GRAS) โดยองค์การอาหารและ
ยาของสหรัฐอเมริกา ซึง่มีความปลอดภยัตอ่การน ามาใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร (Cheng และคณะ, 

2011; Oguzhan และ Yangılar, 2013)  

 

ตารางท่ี 2.6 การประยุกต์ใช้ A. pullulans ในอุตสาหกรรมต่างๆ 
 

ผลิตภัณฑ์ การประยุกต์ใช้ 

พูลลูแลน 

ฟิล์มที่มีคุณสมบัติในการป้องกันการซึมผ่านของออกซิเจน 
(oxygen-impermeable film) สารเพ่ิมความข้นหนืด สาร
ยึดติดหรือสารห่อหุ้ม สารผสมในอาหารที่มีแคลอรี่ต่ า สาร
ต้านการจับตัวเป็นก้อนของเลือด ใช้เป็นวัตถุดิบส าหรับ
อุตสาหกรรมทางเคมี 

อะไมเลส 

ใช้ ในขั้นตอนการย่อยแป้ ง ให้ เป็นของเหลว (starch 
liquefaction) และเปลี่ยนเป็นน้ าตาล สารลอกแป้งออกใน
อุตสาหกรรมผ้า เป็นสารเติมในผลิตภัณฑ์ซักล้าง ใช้ในการ
ผลิตเอทานอล ใช้วิเคราะห์ในทางการแพทย์และเคมีคลินิก 
ใช้ในการผลิตน้ าเชื่อมฟรุกโทส และยังใช้ในการผลิตยีสต์ 
และจุลินทรีย์อ่ืนๆ 

เซลลูเลส 

ช่วยปรับปรุงเส้นใยเซลลูเลส อุตสาหกรรมสิ่งทอใช้ในการ
ฟอกผ้า (stone wash) เป็นสารเติมในผลิตภัณฑ์ซักล้าง ใช้
ผลิตโปรตีนเซลล์เดียว และเชื้อเพลิงชีวภาพ ใช้ในการ
บ าบัดของเสีย 

ไลเปส 
ใช้เป็นสารเร่งปฏิกิริยา เช่น ไฮโดรไลซิส อินเตอร์-เอสเทอร์
ริฟิเคชัน แอลกอฮอล์ไลซิส อะติโดไลซิส เอสเทอร์ริฟิเคชัน 
และ อะมิโนไลซิส เป็นต้น ใช้ในการผลิตไบโอดีเซล 
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แอลคาไลน์ โปรติเอส 
เป็นสารเติมในผลิตภัณฑ์ซักล้าง ใช้ในการแยกโลหะเงิน ใช้
ในอุตสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว์ อุตสาหกรรมเคมี 
บ าบัดของเสีย และใช้ในการย่อยโปรตีน 

ไซแลนเนส 
ใช้ในอุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมอาหาร และใช้ใน
การบ าบัดของเสีย 

แมนนาเนส 

ใช้ในอุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ ใช้ในการเปลี่ยนของ
เหลือทิ้งจากชีวมวลให้กลายเป็นน้ าตาลที่หมักได้ ช่วยเพ่ิม
คุณค่าทางโภชนาการในอาหารสัตว์ ใช้ลดความหนืดของ
สารสกัดจากกาแฟ และใช้ในการผลิตแมนโน – โอลิโกแซ็ก
คาไรด์ 

 
โปรตีนเซลล์เดียว 

 

ใช้เป็นอาหารสัตว์และอาหารมนุษย์ ใช้เป็นแหล่งโปรตีน
ส าหรับการผลิต bioactive peptide 
 

การควบคุมโดยวิธีชีวภาพ 
(biocontrol) 

ใช้ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ในผลไม้ ธัญพืชและ
ผัก 

ซิเดอโรฟอร์ ใช้ในทางการแพทย์ ใช้ในการแยกโลหะและบ าบัดของเสีย 

 
ที่มา: Chi และคณะ (2009)  
 

A. pullulans สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดอ่ืนๆได้อีกนอกจากพูลลูแลน ขึ้นอยู่กับสาย
พันธุ์และอาหารที่ใช้ในการเจริญของเชื้อ Yurlova และ De Hoog (1997) พบว่า A. pullulans 
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ที่เรียกว่า ออบาซิแดน (aubasidan) ได้ โดยโครงสร้างจะเป็นกลูแคนที่

เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,3, α-1,4 และ β-1,6 ไกลโคซิดิก Kikuchi และคณะ (1973) พบว่า       
A. pullulans ผลิตเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ที่ไม่ละลายน้ า ซึ่งประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส แมนโนส 
และกาแลกโตส ผนังเซลล์ของ A. pullulans ประกอบด้วย เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์และบีตากลูแคน

เชื่อมต่อกันด้วย β-(1,3) และ β-(1,6)  Simon และคณะ (1993) ศึกษาผนังเซลล์ของ A. pullulans 
โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่าประกอบด้วยพูลลูแลน และเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ที่ไม่
ละลายน้ าอยู่บริเวณพ้ืนผิวด้านนอกของคลาไมโดสปอร์ โดยด้านนอกจะประกอบด้วยพูลลูแลนอยู่

อย่างหนาแน่นและถัดมาเป็นชั้นของบีตากลูแคนชนิด β-1,3 ซึ่งประกอบด้วยกลูโคสและแมนโนส (รูป
ที่ 2.14)            
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รูปที่ 2.14 ชั้นของพอลิแซ็กคาไรด์บนผนังเซลล์ของ A. pullulans 

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Shingel (2004)  
 

2.6 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 

2.6.1 แหล่งคาร์บอน 

แหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการน าไปใช้ในการเจริญเติบโตและการผลิต  
พอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans จากงานวิจัยได้มีการศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์ เช่น กลูโคส ซูโครส ฟรุคโตส แรมโนส กาแลคโตส แลคโตส เซลโลไบโอส และ     
มอลโตส เป็นต้น ในรายงานต่างๆพบว่า น้ าตาลที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ คือ 
น้ าตาลกลูโคส และซูโครส ดังงานวิจัยของ Punnapayak และคณะ (2003) ได้ศึกษาแหล่งคาร์บอน 
คือ กลูโคส และซูโครส ต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans ที่แยกได้จากอากาศในเขต
กรุงเทพมหานคร พบว่าทั้งสามไอโซเลตที่แยกได้มีแหล่งคาร์บอนที่ให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด
คือ กลูโคส เช่นเดียวกับรายงานของ Duan และคณะ (2008) พบว่าน้ าตาลที่เหมาะสมที่สุดในการ
ผลิตพูลลูแลนของ A. pullulans Y68 คือ กลูโคส เมื่อเทียบกับน้ าตาลอ่ืนๆ คือ ซูโครส ฟรุคโทส 
ไซโลส มอลโทส และเดกซ์ทริน และรายงานของ Ravella และคณะ (2010) พบว่าเมื่อเปรียบเทียบ
ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแหล่งคาร์บอน 5 แหล่ง คือ ซูโครส กลูโคส ไซโลส ฟรุคโตส และ          
เซลโลไบโอส พบว่า ซูโครสให้ผลผลิตสูงที่สุด คือ 50.9 กรัมต่อลิตร  

2.6.2 แหล่งไนโตรเจน 

แหล่งไนโตรเจนส าหรับการเจริญเติบโตและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans ก็มี
ความส าคัญเช่นเดียวกัน ดังในรายงานของ Ravella และคณะ (2010) พบว่าการใช้โซเดียมไนเตรท
เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถเพ่ิมการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans ได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับ 

ชั้นของพูลลูแลน 
ชั้นของบีตากลูแคน 

ผนังเซลล์ 

ไซโทพลาซึม 
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corn steep liquor, ยูเรีย และแอมโมเนียมซัลเฟต โดยได้สูงถึง 54.7 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้แหล่ง
ไนโตรเจนอ่ืนที่เหมาะส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ดังงานวิจัยของ Gaur และ Singh (2010) 
ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่ เหมาะส าหรับการผลิตพูลลูแลนโดยเปรียบเทียบจาก 5 แหล่ง คือ 
แอมโมเนียมซัลเฟต สารสกัดจากยีสต์ โซเดียมไนเตรท โซเดียมไนไตรท์ และฮีสทิดีน ที่ความเข้มข้น
เท่ากัน คือ 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) พบว่า แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดเมื่อเทียบกับ
แหล่งไนโตรเจนอ่ืน และผลิตพอลิแซ็กคาไรด์มากที่สุด คือ 37.1 ± 0.8 กรัมต่อลิตร ที่ความเข้มข้น 
0.4 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ระดับของไนโตรเจนส่งผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans โดย
พบว่าถ้ามีไนโตรเจนในปริมาณที่จ ากัดจะช่วยส่งเสริมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ เพราะเชื้อจะใช้
แหล่งคาร์บอนในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แทนการใช้ในการเจริญเติบโต (Bulmer และคณะ, 1987; 
Seo และคณะ, 2004)  

2.6.3 ความเป็นกรด-เบส (pH) 

pH ที่เหมาะสมมีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans โดยระหว่างการเลี้ยงเชื้อ 
pH จะมีค่าลดลง (Prasongsuk และคณะ, 2007; Wu และคณะ, 2009) เนื่องจากมีการผลิตกรด
อินทรีย์เกิดขึ้นระหว่างการเจริญของเชื้อ (Chi และ Zhao, 2003) โดยระดับ pH เริ่มต้นที่ 2.5 จะมี
ผลไปยับยั้งการผลิตพูลลูแลน แต่จะไปกระตุ้นการผลิตกลูแคนที่ไม่ละลายแทน (insoluble glucan) 
(Gaur และ Singh, 2010; Shingel, 2004) Cheng และคณะ (2011) ศึกษาผลกระทบของ pH 
เริ่มต้นต่อการผลิตพูลลูแลนของ A. pullulans โดยระแยกแรกให้มีระดับ pH เริ่มต้นที่ 2 และ
เปลี่ยนเป็น 5 ในวันที่ 3 พบว่า ในระยะแรกที่มีค่า pH เป็น 2 พูลลูแลนที่ผลิตได้มีปริมาณน้อยมาก 
แต่เชื้อจะมีการสะสมชีวมวลแทน และเมื่อเปลี่ยนค่า pH เป็น 5 เชื้อจะมีการผลิตพูลลูแลนได้มากขึ้น 
ดังนั้นอาจจะเป็นไปได้ว่า เชื้อจะมีการสะสมชีวมวลที่ระดับ pH ต่ าๆ และผลิตพูลลูแลน เมื่อระดับ pH 
ที่สูงขึ้น เช่นเดียวกับรายงานของ Sugumaran และคณะ (2013) รายงานผลของ pH ต่างๆ คือ 3 5 
6 6.5 7 9 และ 11 ต่อการผลิตพูลลูแลนของ A. pullulans พบว่าความเป็นกรดเบสที่เหมาะสมต่อ
การผลิตพูลลูแลน คือ 6.5 โดยผลิตได้สูงสุดที่ 16.39 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ pH ยังมีผลต่อรูปร่าง
ของ A. pullulans โดยระดับ pH ที่ต่ าๆ เชื้อจะอยู่ในรูปของเส้นใย แต่จะอยู่ในรูปเซลล์เมื่อ pH ที่
สูงขึ้น (McNeil และคณะ, 1989) ดังรายงานของ Wu และคณะ (2009) พบว่า ระดับ pH ที่ต่ ากว่า 3 
เชื้อจะอยู่ในรูปของเส้นใย และเมื่อ ระดับ pH มากกว่า 5 เชื้อจะอยู่ในรูปของเซลล์เดี่ยวเป็นส่วนใหญ่ 
เชื้อที่อยู่ในรูปของเซลล์พอง บลาสโตสปอร์และคลาไมโดสปอร์พบว่าจะมีการผลิตพูลลูแลน 
(Sugumaran และคณะ, 2013) แต่มีบางงานวิจัยรายงานว่าเส้นใยและเซลล์จะพบการผลิตพูลลูแลน
เกิดข้ึนเช่นเดียวกัน (Cheng และคณะ, 2011) 
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2.6.4 อุณหภูม ิ

อุณหภูมิเป็นปัจจัยอย่างหนึ่งที่ส่งผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (McNeil และ Kristiansen, 
1990) Wu และคณะ (2010) พบว่า อุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ                
A. pullulans คือ ที ่26 องศาเซลเซียส ผลิตได้ถึง 27.4 กรัมต่อลิตร ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ
เจริญ คือ 32 องศาเซลเซียส โดยน้ าหนักเซลล์อยู่ที่ 10.0 กรัมต่อลิตร Punnapayak และคณะ 
(2003) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans 3 สายพันธุ์ที่แยกได้จาก
อากาศในเขตกรุงเทพมหานคร พบว่ามีสองสายพันธุ์ที่ผลิตได้ดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ส่วนอีก
สายพันธุ์สามารถผลิตได้ดีที่ 25 องศาเซลเซียส Cheng และคณะ (2011) ได้ศึกษาผลของอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans ที่อุณภูมิต่างๆ คือ 25 28 30 และ 32 องศา
เซลเซียส พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมมากที่สุด คือ 30 องศาเซลเซียส โดยผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดี
ที่สุด คือ 10.1 กรัมต่อลิตร ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์
ของจุลินทรีย์ (Chi และ Zhao, 2003)  

2.6.5 การให้อากาศหรือการกวน 

อัตราการให้อากาศหรืออัตราการกวนเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เพราะ 
A. pullulans ต้องการออกซิเจนในการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (Gaur และ Singh, 2010; 
Lee และคณะ, 2001; Madi และคณะ, 1996) Cheng และคณะ (2011) ได้ศึกษาอัตราการกวนและ
อัตราการให้อากาศที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยเปรียบเทียบความเร็วรอบ คือ 100 
200 และ 500 รอบต่อนาที (rpm) พบว่าผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุด คือ 22.6 กรัมต่อลิตร ที่
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อาจเนื่องมาจากถ้ากวนแรงเกินไปจะท าให้เกิดแรงเฉือน (shearing 
force) สูง จนท าให้จุลินทรีย์เสียหายหรือแตกกระจายได้ และแปรผันอัตราการให้อากาศที่ 0.5 1.0 
1.5 และ 2.0 ลิตรอากาศต่อลิตรอาหารต่อนาที (vvm) จากการศึกษาพบว่า การให้อากาศที่ 1.5 vvm 
ให้พอลิแซ็กคาไรด์สูงสุด คือ 25.8 กรัมต่อลิตร สอดคล้องกับรายงานของ Sheoran และคณะ (2012) 
พบว่าอัตราการให้อากาศท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans  คือ 
1.5 vvm  Lee และคณะ (2001) รายงานผลของการแปรผันอัตราการให้อากาศที่ค่าต่างๆ คือ 0.25 
0.5 1 และ  1.5 vvm ต่ อการ เจริญและการผลิตพลอิแซ็กคาไรด์  พบว่ า  การให้อากาศที่                                
0.5 vvm ให้พอลิแซ็กคาไรด์สูงสุด คือ 15 กรัมต่อลิตร ส่วนการเจริญพบว่าการให้อากาศที่ 1.5 vvm 
สูงที่สุด คือ 14 กรัมต่อลิตร 
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2.7 ฟิล์มและสารเคลือบที่บริโภคได้ (edible film and coating) 

ฟิล์มที่บริโภคได้ คือ แผ่นฟิล์มที่มีลักษณะเป็นชั้นบางๆ ท าจากวัตถุดิบที่สามารถรับประทานได้ 
ใช้เ พ่ือเคลือบหรือห่อหุ้มผลิตภัณฑ์อาหารโดยตรง เช่น พอลิแซ็กคาไรด์ โปรตีน และไขมัน 
(Bourtoom, 2008) ฟิล์มนี้ช่วยควบคุมการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหาร โดยมี
วัตถุประสงค์เพ่ือ ช่วยชะลอการซึมผ่านของไอน้ า แก๊ส เช่น แก๊สออกซิเจน แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 
สารป้องกันจุลินทรีย์ หรือสารอ่ืนๆจากอาหาร ช่วยเก็บรักษากลิ่นรสได้ ป้องกันการเกิดสีน้ าตาล อัน
เป็นผลให้ช่วยยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์อาหารได้  ดังแสดงในรูปที่ 2.15 (Umaraw และ 
Verma, 2015; Valencia-Chamorro และคณะ, 2011) การขึ้นรูปแผ่นฟิล์มสามารถท าได้หลายวิธี 
เช่น การทาด้วยแปรง การพ่นฝอย การห่อหุ้ม และการจุ่ม (Sanchez-Ortega และคณะ, 2014)การ
ใช้ฟิล์มและสารเคลือบที่บริโภคได้มีมานานแล้ว โดยพบว่าในศตวรรษที่ 12 และ13 ประเทศจีนได้
ทดลองน าไข (wax) มาเคลือบผิวส้มและมะนาวเพ่ือชะลอการระเหยของน้ า ป้องกันการสูญเสีย
ความชื้น ในศตวรรษท่ี 16 ได้มีการน าชิ้นเนื้อสัตว์มาเคลือบด้วยไขมัน (fat) เพ่ือป้องกันการหดตัวของ
ชิ้นเนื้อ และในศตวรรษต่อมามีการเก็บรักษาเนื้อสัตว์และอาหารอ่ืนๆโดยเคลือบด้วยฟิล์มเจลาติน 
ศตวรรษที่ 19 มีการน าซูโครสมาเคลือบถั่ว อัลมอนด์ และ เฮเซลนัท เป็นครั้งแรก เพื่อป้องกันการเกิด
ปฎิกิริยาออกซิเดชั่น และ การเกิดเหม็นหืน ระหว่างการเก็บ นับตั้งแต่ช่วงทศวรรษที่ 1930 ฟิล์มและ
สารเคลือบที่บริโภคได้ถูกพัฒนามาอย่างต่อเนื่อง ได้มีการน าอิมัลชันที่เกิดจากขี้ผึ้งและน้ ามันในน้ าฉีด
พ่นลงบนผลไม้เพ่ือปรับปรุงลักษณะที่ปรากฎให้ดีขึ้น เช่น ความมันวาว สี หรือใช้เป็นตัวน าสาร
ป้องกันจุลินทรีย์ ช่วยควบคุมการสุกและชะลอการสูญเสียความชื้น นอกจากนี้ยังมีการน าพอลิแซ็กคา
ไรด์มาเคลือบเนื้อสัตว์ เช่น แอลจิเนต คาราจีแนน เพกติน อนุพันธ์ของแป้ง เพ่ือใช้ในการปรับปรุง
คุณภาพเนื้อสัตว์ที่เก็บไว้ (Debeaufort และคณะ, 1998)  
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รูปที่ 2.15 หน้าที่ของฟิล์ม 

ที่มา : ดัดแปลงมาจาก Debeaufort และคณะ (1998) 
 

ฟิล์มเกิดจากโครงสร้างของพอลิเมอร์โดยมีแรง 2 ชนิด เข้ามาเกี่ยวข้อง คือ แรงแอดฮีชัน 
(adhesion) เป็นแรงระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์กับสารอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับการเตรียมฟิล์ม เช่น แรง
ระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์กับสารเสริมสภาพพลาสติก และแรงโคฮีชัน (cohesion) เป็นแรง
ระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์ด้วยกันเอง จะเกิดขึ้นระหว่างการเกิดฟิล์ม ท าให้เกิดการเชื่อมต่อกัน
ของผิววัตถุเดียวกัน ช่วยป้องกันหรือต้านทานการแยกออกจากกัน (Guilbert และคณะ, 1996) ฟิล์ม
และสารเคลือบที่บริโภคได้มีข้อดี คือ วัตถุดิบที่ใช้ในการท าฟิล์มมีความปลอดภัยจึงสามารถบริโภคได้
ไปพร้อมกับผลิตภัณฑ์ที่ใช้เคลือบหรือห่อหุ้มสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ  (biodegradable) 
เป็นการช่วยลดปัญหามลพิษทางด้านสิ่งแวดล้อม (Debeaufort และคณะ, 1998) ซึ่งเป็นจุดเด่นของ
ฟิล์มนี้ที่ไม่พบในฟิล์มพลาสติก โดยฟิล์มพลาสติกย่อยสลายได้ยากและใช้ระยะเวลานาน ดังนั้นผู้ผลิต
จึงหันมาให้ความสนใจในการผลิตบรรจุภัณฑ์ที่ท ามาจากวัตถุดิบที่มีความปลอดภัยและสามารถย่อย
สลายได้กันมากขึ้น นอกจากนี้ยังช่วยเพ่ิมคุณค่าทางอาหารให้แก่ผลิตภัณฑ์ เช่น ฟิล์มที่ท ามาจาก
โปรตีน ช่วยเพ่ิมคุณค่าทางประสาทสัมผัสของอาหารท าให้น่ารับประทานมากขึ้น ใช้เคลือบหรือห่อหุ้ม
ผลิตภัณฑ์ที่เป็นชิ้นเล็กๆได้ เช่น ถั่ว ลูกแพร์ สตรอเบอรี่ ใช้เป็นตัวป้องกันการถ่ายเทความชื้นระหว่าง
องค์ประกอบของอาหารที่มีความแตกต่างกัน เช่น พิซซ่า พาย ช่วยชะลอการเสื่อมเสียของอาหารโดย
ท าหน้าที่เป็นตัวน าสารป้องกันจุลินทรีย์และสารกันหืน และยังสามารถใช้ร่วมกับฟิล์มพลาสติกได้โดย
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ให้ฟิล์มบริโภคสัมผัสกับอาหารโดยตรง (Bourtoom, 2008; Dhanapal และคณะ, 2012; Valencia-
Chamorro และคณะ, 2011) 

ฟิล์มมีองค์ประกอบหลักคือ สารก่อฟิล์ม ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง ตัวท าละลาย 
และพลาสติไซเซอร์ (plasticizer) ซึ่งเป็นสารที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า จุดเดือดสูง ระเหยยาก   และ
สามารถรวมเป็นเนื้อเดียวกับสารก่อฟิล์มได้ เช่น กลีเซอรอล ซอร์บิทอล กลูโคส ซูโครส พอลิเอทิลีน
ไกลคอล พรอพิลีนไกลคอล กรดไขมัน สารลดแรงตึงผิว (surfactant) ฟอสโฟลิพิด และมอนอกลีเซอ
ไรด์ (Janjarasskul และ Krochta, 2010; Valencia-Chamorro และคณะ, 2011) พลาสติ       ไซ
เซอร์จะท าหน้าที่ในการช่วยเพ่ิมความยืดหยุ่น ท าให้ฟิล์มไม่เปราะหรือแตกหักง่าย โดยจะไปลดแรง
ยึดเหนี่ยวโมเลกุลระหว่างสายของพอลิเมอร์ ส่งผลท าให้ฟิล์มมีความยืดหยุ่นมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม
พลาสติไซเซอร์ที่เติมลงไปอาจไปเพ่ิมความสามารถในการซึมผ่านของแก๊สและไอน้ าได้เช่นเดียวกัน 
(Dhanapal และคณะ, 2012; Skurtys และคณะ, 2010; Valencia-Chamorro และคณะ, 2011)  

Laohakunjit และ Noomhorm (2004) ศึกษาผลของพลาสติไซเซอร์ 3 ชนิด คือ กลีเซอรอล 
ซอร์บิทอล และ พอลิเอธิลีนไกลคอล ต่อสมบัติของฟิล์มจากแป้งข้าว (rice starch) โดยฟิล์มที่ใช้ซอร์
บิทอลและกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ พบว่าฟิล์มมีลักษณะเป็นเนื้อเดียว (homogeneous)      
ผิวเรียบ ใส และมีส่วนของอนุภาคที่ไม่ละลายน้ าหลงเหลือน้อยกว่าเมื่อเทียบกับฟิล์มจากแป้งข้าวที่ไม่
เติมพลาสติไซเซอร์ ส่วนฟิล์มที่เติมพอลิเอทิลีนไกลคอลไม่สามารถก่อเป็นฟิล์มได้ ฟิล์มที่เติม          
กลีเซอรอลมีค่าความต้านทานแรงดึงขาดต่ ากว่าฟิล์มที่เติมซอร์บิทอล แต่มีค่าการยืดตัวสูงกว่า และ
เมื่อเติมกลีเซอรอลท าให้อัตราการซึมผ่านของไอน้ าและอัตราการซึมผ่านของออกซิเจนเพ่ิมขึ้น
มากกว่าเมื่อเทียบกับซอร์บิทอล โดยเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลีเซอรอลและซอร์บิทอลจะท าให้อัตรา
การซึมผ่านของไอน้ าและอัตราการซึมผ่านของออกซิเจนเพ่ิมขึ้น ส่วนค่าความต้านทานแรงดึงขาด
ต่ าลง ดังนั้นการเติมซอร์บิทอลที่ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อน้ าหนัก) ลงไปในฟิล์มให้ค่า
ความต้านทานแรงดึงขาดที่สูงกว่าและอัตราการซึมผ่านของไอน้ าและอัตราการซึมผ่านของออกซิเจน
ต่ ากว่า จึงมีแนวโน้มที่จะน ามาใช้เป็นสารเคลือบผลิตภัณฑ์ได้ 

Piermaria และคณะ (2009) ศึกษาการเตรียมฟิล์มจากคีเฟอแรน (kefiran) และผลของ  
พลาสติไซเซอร์ คือ กลีเซอรอลที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อสมบัติของฟิล์ม พบว่าฟิล์มที่เติมกลีเซอรอลที่
ความเข้มข้น 25 กรัม ต่อ 100 กรัม ของคีเฟอแรน ให้ค่าการซึมผ่านของไอน้ าที่เหมาะสม คือ       
4.09 x 10-11 g/m s Pa ส่วนฟิล์มที่ไม่เติมกลีเซอรอลมีลักษณะเปราะและแข็ง โดยมีค่ามอดูลัส
ยืดหยุ่น (elastic modulus) และค่าการต้านทานแรงดึงขาดสูง การเติมกลีเซอรอลช่วยให้ฟิล์มที่ได้มี
ค่าการยืดตัวสูงขึ้น โดยมีความยืดหยุ่นใกล้เคียงกับฟิล์มจากพอลิเมอร์สังเคราะห์   
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ชนิดของฟิล์มและสารเคลือบที่บริโภคได้ สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภท (Khan และคณะ, 
2013) (รูปที่ 2.16) ดังนี้ 

1. ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น แซนแทนกัม แคร์ราจีแนน แอลจิเนต ไคติน ไคโตซาน เพกทิน 
แป้ง เจลแลนพูลลูแลน อนุพันธ์ของเซลลูโลส  พอลิแซ็กคาไรด์มีสมบัติชอบรวมตัวกับน้ า  
(hydrophillic) จึงไม่เหมาะส าหรับการน ามาใช้ป้องกันการซึมผ่านความชื้น แต่มีสมบัติในการป้องกัน
การซึมผ่านของแก๊สได้ดี (Janjarasskul และ Krochta, 2010) ดังนั้นจึงน ามาใช้ในการช่วยยืดอายุ
การเก็บรักษาพวกผัก ผลไม้ และป้องกันการเกิดสีน้ าตาล นอกจากนี้ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์บางชนิดยัง
ช่วยป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid oxidation) และองค์ประกอบอื่นในอาหารที่
ท าให้เกิดการเหม็นหืนได้อีกด้วย (Dhanapal และคณะ, 2012) มีการน าไคโตซานมาเคลือบผักและ
ผลไม้ เพ่ือช่วยยืดอายุการเก็บรักษา เช่น ล าไย มะม่วง และลิ้นจี่ที่ปอกเปลือกแล้ว พบว่าไคโตซาน
สามารถป้องกันการสูญเสียความชื้น (Chien และคณะ, 2007; Dong และคณะ, 2004; Jiang และ 
Li, 2001) Lee และคณะ (2003) รายงานว่าแอปเปิ้ลที่เคลือบด้วยคาราจีแนน วิตามินซี กรดซิตริก 
และกรดออกซาลิก ช่วยยืดอายุการเก็บรักษาเป็นเวลา 2 สัปดาห์ที่ท าการทดสอบ ที่อุณหภูมิ 3 องศา
เซลเซียส  

2. ฟิล์มโปรตีน เช่น เจลาติน โปรตีนจากข้าวโพด คอลลาเจน เคซีน กลูเตน โปรตีนจาก        
ถั่วเหลือง เคราติน เจลาติน ไข่ขาว มีคุณสมบัติในการป้องกันการแพร่ผ่านของแก๊สได้ดี แต่เป็นตัวกั้น
ไอน้ าที่ไม่ดี เนื่องจากมีสมบัติชอบน้ า (hydrophilic) เช่นเดียวกับฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ (Khan และ
คณะ, 2013) Baldwin และคณะ (1996) รายงานว่าการเติมโปรตีนจากถั่วเหลืองลงไปใน nature 
seal 1020 ช่วยลดการสูญเสียน้ าและการซึมผ่านของออกซิเจนในแอปเปิ้ลและมันฝรั่งหั่นชิ้นที่ถูก
เคลือบไว้ Bai และคณะ (2003) ศึกษาการเคลือบแอปเปิ้ลด้วยโปรตีนข้าวโพดและโพรพิลีนไกลคอล 
(propylene glycol) พบว่าระดับความเข้มข้นของโปรตีนและโพรพิลีนไกลคอลที่ยอมรับได้ คือ 10 
% โดยน้ าหนัก และเมื่อเทียบกับการเคลือบด้วยเชลแล็ก (shellac) พบว่าการเคลือบด้วยวิธีนี้ช่วย
รักษาคุณภาพได้ใกล้เคียงกัน  

3. ฟิล์มไขมัน เช่น กรดไขมัน ไข (wax) แอซิโทกลีเซอไรด์ (Valencia-Chamorro และคณะ, 
2011) มีสมบัติในการป้องกันการซึมผ่านของไอน้ าและแก๊สที่ดี เนื่องจากมีสมบัติที่ไม่ชอบน้ า 
(hydrophobic) (Suput และคณะ, 2015; Valencia-Chamorro และคณะ, 2011) จึงมีการน ามาใช้
กับผักและผลไม้ เพ่ือป้องกันการสูญเสียความชื้นและชะลอการเสื่อมเสียอันเนื่องมาจากการหายใจที่
จะท าให้ผลไม้สุกงอม ฟิล์มไขมันถูกน ามาใช้เป็นสารเคลือบมากกว่าจะน ามาขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์ม 
เนื่องจากจ านวนโมเลกุลของไขมันที่เชื่อมต่อกันไม่ได้มีจ านวนมากเหมือนพอลิแซ็กคาไรด์ หรือ โปรตีน 
จงึท าให้ฟิล์มที่ได้มีความเปราะบาง แตกง่าย ไม่สามารถข้ึนรูปฟิล์มได้ และยังมีกลิ่นเหม็นหืน ดังนั้นจึง
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นิยมน าไขมันมาใช้ร่วมกับพอลิเมอร์อื่นๆ เพื่อปรับปรุงสมบัติการป้องกันการซึมผ่านของไอน้ าของฟิล์ม
ให้ดีขึ้น (Janjarasskul และ Krochta, 2010) หรือที่เรียกว่า ฟิล์มประกอบ (composite films) 

 
 

 
 
 
 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.16 ชนิดของฟิล์มและสารเคลือบที่บริโภคได้ 

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Suput และคณะ (2015) 

พอลิแซ็กคาไรด์ 
- แป้ง 
- ไคตินและไคโตซาน 
- เพคติน 
- กาแล็คโตแมนแนน 
- คีเฟอแรน 
- เซลลูโลส 
- อัลจิเนต 
- คาราจีแนน 
- เจลแลน 
- แซนแทน 
- พูลลูแลน 

 
 
 

โปรตีน 
- โปรตีนถั่วเหลือง 
- โปรตีนถั่วลันเตา 
- ทานตะวัน 
- เวย์โปรตีน 
- เวย์กลูเตน 
- เซอีนในข้าวโพด 
- เจลาติน 
- เคซีน 
- โปรตีนไข่ขาว  
- โปรตีนถั่วลิสง 

 
 
 

ไขมัน 
- กรดไขมัน 
- ไข 
- พาราฟิน 
- แอซิโทกลีเซอไรด์ 
 

ทีบ่ริโภคได้ 

ทีบ่ริโภคไม่ได้ 

- แป้งผสมพอลิเอทิลีน 
- พอลิไวนิลแอลกอฮอลล์ 
- พอลิแลกติกแอซิด 
- พอลิแอนไฮไดร์ด 

ไบโอพอลิเมอร์ 
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ฟิล์มประกอบ เกิดจากการน าพอลิแซ็กคาไรด์ โปรตีน หรือไขมันมาใช้ร่วมกัน โดยใช้ลักษณะ
เด่นของสารแต่ละชนิดในการช่วยปรับปรุงสมบัติของฟิล์มให้ดีขึ้น คือ พอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีนมี
คุณสมบัติชอบน้ าท าให้รวมตัวกับน้ าได้ดี ท าให้ป้องกันการซึมผ่านของไอน้ าต่ า  (water vapor 
transmission) จึงไม่เหมาะในการน ามาใช้ป้องกันการซึมผ่านความชื้น แต่มีคุณสมบัติในการป้องกัน
การซึมผ่านของแก๊สได้ดี ส่วนไขมันมีสมบัติที่ไม่ชอบน้ าจึงท าหน้าที่ช่วยกันการซึมผ่านของไอน้ าแทน 
(Janjarasskul และ Krochta, 2010) 

Gounga และคณะ (2007) ศึกษาลักษณะทางกลและทางกายภาพของฟิล์มที่เตรียมจาก  
เวย์โปรตีน และกลีเซอรอล โดยความเข้มข้นของเวย์โปรตีนที่ใช้ในการทดสอบคือ 5 7 และ 9 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) และอัตราส่วนของเวย์โปรตีนและกลีเซอรอล คือ 3.6:1 3:1 และ 2:1 
พบว่าเวย์โปรตีนที่ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) ที่อัตราส่วนของเวย์โปรตีนและกลี
เซอรอลที่ 3.6:1 ให้ความหนาของฟิล์มและการซึมผ่านของไอน้ าได้ดีที่สุด ส่วนที่ความเข้มข้น 9 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) พบว่ามีการซึมผ่านของออกซิเจนดี ต่อมามีการปรับปรุงคุณภาพของ
ฟิล์มโดยการผสมของเวย์โปรตีนและพูลลูแลนที่อัตราส่วนต่างๆ โดยใช้ความเข้มข้นของเวย์โปรตีน   
7 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) ที่อัตราส่วนของเวย์โปรตีนและกลีเซอรอลที่ 3.6:1 พบว่า
อัตราส่วนของเวย์โปรตีนและพูลลูแลนที่ 1:1 ให้ค่าการซึมผ่านของไอน้ าและการซึมผ่านของออกซิเจน
ได้ดีที่สุด  

Rojas‐Grau และคณะ (2007) ศึกษาการน าชิ้นแอปเปิ้ลฟูจิมาเคลือบด้วยฟิล์มที่เตรียมจาก
แอลจิเนต และเจลแลน ที่มีการเติมไขมันลงไป คือ น้ ามันทานตะวัน พบว่า น้ ามันทานตะวันช่วยเพ่ิม
คุณสมบัติการป้องกันการซึมผ่านของไอน้ าได้ดีเมื่อเทียบกับฟิล์มที่ไม่มีการเติมน้ ามันทานตะวัน โดย
ฟิล์มที่ผสมเจลแลนกับน้ ามันทานตะวันให้ค่าป้องกันการซึมผ่านของไอน้ าดีกว่าฟิล์มที่ผสมแอลจิเนต
กับน้ ามันทานตะวัน 

Trinetta และคณะ (2011)  ศึกษาสมบัติของฟิล์มที่ เตรียมจากพูลลูแลน กลี เซอรีน            
แซนแทนกัม และ โลคัสบีนกัม (locust bean gum) ที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าความเข้มข้นที่
เหมาะสมส าหรับการขึ้นรูปฟิล์ม คือ พูลลูแลน 100 กรัมต่อลิตร กลีเซอรีน  10 กรัมต่อลิตร           
แซนแทนกัม 1 กรัมต่อลิตร และโลคัสบีนกัม 1 กรัมต่อลิตร โดยกลีเซอรีนที่เติมลงไปส่งผลต่อสมบัติ
ของฟิล์มพูลลูแลน เนื่องจากท าให้เกิดการสร้างพันธะที่แข็งแรงระหว่าง พูลลูแลนกับกลีเซอรีน และ 
แซนแทนกัมกับกลีเซอรีน ดังนั้นฟิล์มพูลลูแลนนี้จึงสามารถน าไปพัฒนาใช้เป็นบรรจุภัณฑ์ในอาหารได้ 

นอกจากนี้ฟิล์มอาจจะใช้ร่วมกับสารเติมแต่งอ่ืนๆ เช่น สารต้านการออกซิเดชัน (antioxidant 
agent) หรือ สารต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial agent) เช่น แบคเทอริโอซิน เอนไซม์ น้ ามันหอม
ระเหย และกรดไขมัน เป็นต้น (Seydim และ Sarikus, 2006) เพ่ือปรับปรุงคุณสมบัติของฟิล์มให้ดี
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ขึ้น การใช้ฟิล์มท าหน้าที่เป็นตัวน าสารต้านจุลินทรีย์มีข้อดีกว่าการเติมลงไปในอาหารโดยตรง คือ 
ฟิล์มที่ผสมสารต้านจุลินทรีย์จะค่อยๆปล่อยสารออกมาสู่พ้ืนผิวของผลิตภัณฑ์ท าให้สารมีความเข้มข้น
คงที่ในระหว่างการขนส่งและการเก็บรักษา แต่ถ้าเติมสารต้านจุลินทรีย์ลงไปโดยตรงที่ผิวหน้าอาหาร 
สารจะแพร่ลงในผลิตภัณฑ์อย่างรวดเร็วท าให้ยับยั้งจุลินทรีย์ได้ไม่นาน หมดฤทธิ์ไว (Hanusova และ
คณะ, 2009; Nonsee และคณะ, 2011) เมื่อเคลือบชิ้นอกไก่งวงด้วยฟิล์มที่ประกอบด้วยพูลลูแลน 
10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) กลีเซอรอล 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) แซนแทนกัม 0.1 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) และ โลคัสบีนกัม 0.1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) ผสมกับ 
sakacin A ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ผลิตจาก Lactobacillus sakei DSMZ 6333 
เ พ่ือยับยั้ ง  Listeria monocytogenes พบว่าฟิล์มพูลลูแลนที่ผสม sakacin A สามารถท าให้   
L. monocytogenes ลดลง 3 log หลังจากเก็บเป็นเวลา 3 อาทิตย์ ที่อุณหภูมิตู้เย็น ดังนั้นการผสม 
sakacin A ลงไปในฟิล์มช่วยเพ่ิมคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์ซึ่งเป็นการช่วยยืดอายุการเก็บรักษา
ชิ้นอกไก่งวงได้ (Trinetta และคณะ, 2010) 

Gniewosz และคณะ (2014) ศึกษาการเตรียมฟิล์มจากพูลลูแลน ผสมสารสกัดจากดอก
meadowsweet (Filipendulae ulmariae flos) ที่ความเข้มข้นต่ างๆ พบว่า  สามารถยับยั้ ง
แบคที เรี ย ได้ดี กว่ าราที่ ใช้ทดสอบ  จากนั้ นน า ฟิล์ มพูลลู แลนที่ ผสมกับสารสกัดจากดอก 
meadowsweet ที่ความเข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) มาเคลือบแอปเปิ้ล พบว่า
สามารถยับยั้ง แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic bacteria) ลดลงไป 2 log นอกจากนี้
ยังสามารถยับยั้ง Rhizopus arrhizus ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้แอปเปิ้ลเน่า โดยแอปเปิ้ลที่มีการเคลือบ
ด้วยฟิล์มพูลลูแลนและสารสกัดจากดอก meadowsweet นอกจากจะช่วยท าให้ฟิล์มมีคุณสมบัติใน
การยับยั้งจุลินทรีย์แล้ว ยังช่วยลดการสูญเสียน้ าหนัก และสารสกัดที่เติมลงไปไม่ส่งผลกระทบต่อสี
ของผลไม้ระหว่างการเก็บรักษาอีกด้วย 

Maqbool และคณะ (2010) ศึกษาการเตรียมฟิล์มจากอะราบิกกัม (arabic gum) และไคโต
ซานที่ความเข้นข้นต่างๆ เพ่ือยับยั้งการเจริญของ Colletotrichum musae ซึ่งเป็นสาเหตุของโรค
แอนแทรคโนส (anthracnose) ในกล้วยที่เกิดข้ึนระหว่างการขนส่งหรือการเก็บรักษา พบว่าไคโตซาน
ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) และ 1.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญของ C. musae และเมื่อน ากล้วยมาเคลือบด้วยฟิล์มอะราบิกกัมความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) และไคโตซานความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) พบว่า
สามารถยับยั้งการเจริญของ C. musae และยังช่วยชะลอการสุกของผลไม้ โดยดูจากความแน่นเนื้อ 
(firmness) ของแข็งทั้งหมดที่ละลายได้ (total soluble solid) ปริมาณกรดที่ไทเทรตได้ (titratable 
acidity) และร้อยละของน้ าหนักที่สูญเสีย (percentage weight loss)  
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คุณสมบัติที่ส าคัญของฟิล์ม (Janjarasskul และ Krochta, 2010; Valencia-Chamorro และ
คณะ, 2011) ดังนี้  

1. คุณสมบัติทางเคมีเชิงฟิสิกส์ 

1.1 ความหนา (thickness) 

ระยะตั้งฉากระหว่างผิวหน้าทั้งสองของฟิล์ม มีหน่วยเป็นไมโครเมตร (ไมครอน) หรือ
มิลลิเมตร ความหนาของฟิล์มจะมีส่วนสัมพันธ์กับคุณสมบัติอ่ืนๆของฟิล์ม เช่น การต้านทานแรงดึง
ขาด การต้านทานการซึมผ่านของไอน้ า และการต้านทานการซึมผ่านของแก๊สออกซิเจน เป็นต้น 

1.2 การซึมผ่านไอน้ า (water vapor transmission) 

ปริมาณไอน้ าที่ซึมผ่านจากผิวหน้าหนึ่งไปยังอีกผิวหน้าหนึ่งต่อหนึ่งหน่วยพ้ืนที่ผิวต่อหนึ่ง
หน่วยความหนาของฟิล์มในระยะเวลาที่ก าหนดและภายใต้ภาวะที่ควบคุมอุณหภูมิและความชื้น
สัมพัทธ์ในการวิเคราะห์ มีหน่วยเป็นกรัมน้ าต่อเมตรต่อวินาทีต่อหน่วยความดัน  (ปาสคาล ) 
(g.m/m2.s.Pa) 

1.3 การซึมผ่านแก๊ส (gas transmission) 

ปริมาณของแก๊สที่ซึมผ่านจากผิวหน้าหนึ่งไปยังอีกผิวหน้าหนึ่งต่อหนึ่งหน่วยความหนา
ของฟิล์มในระยะเวลาที่ก าหนด และภายใต้ผลต่างของความดันหนึ่งหน่วยในภาวะที่ควบคุมอุณหภูมิ
และความชื้ นสั ม พัทธ์  มีหน่วย เป็นโมลต่อ เมตรต่อวินาทีต่ อหน่ วยความดัน  (ปาสคาล ) 
(mol.m/m2.s.Pa) 

2. สมบัติทางกล 

2.1 ความต้านทานแรงดึงขาด (tensile strength) 

ค่าความเครียดที่ใช้ในการดึงฟิล์มที่ปลายข้างใดข้างหนึ่งของแผ่นทดสอบที่มีความกว้าง
คงท่ีจนแผ่นฟิล์มนั้นขาดภายใต้สภาวะการทดสอบที่ก าหนด มีหน่วยเป็นนิวตันต่อตารางเมตร (N/m2) 
โดยการเติมพลาสติไซเซอร์ลงไปในฟิล์มจะท าให้ความต้านทานแรงดึงขาดลดลงเมื่อเทียบกับที่ไม่ได้
เติม เพราะจะไปลดปฏิกิริยาระหว่างพอลิเมอร์ด้วยกันเอง ท าให้ความแข็งแรงของสายโซ่โมเลกุลลดลง 

2.2 ค่าความยืดตัว (elongation) 

ร้อยละของระยะทางที่ฟิล์มถูกยืดออกด้วยแรงดึงจนขาดต่อความยาวเดิม ถ้ามีการเติม 
พลาสติไซเซอร์ลงไปจะส่งผลให้ความแข็งแรงระหว่างสายโซ่โมเลกุลลดลง ท าให้ฟิล์มที่ได้มีความ
ยืดหยุ่นมากขึ้น ไม่เปราะ 



 

40 

2.8 เทคนิคการวิเคราะห์สมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์ 

2.7.1 ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid Chromato   
graphy, HPLC) 

ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี หรือ HPLC เป็นเครื่องมือที่ใช้ส าหรับวิเคราะห์
กลุ่ มของสารประกอบอินทรีย์ที่ ไม่ ระ เหย ( non-volatile organic compound) หรือ  กลุ่ ม
สารประกอบอินทรีย์ที่ ส ามารถระเหยได้ปานกลาง  ( semi-volatile organic compound) 
ประกอบด้วย 2 เฟส ได้แก่ เฟสอยู่กับที่  (stationary phase) หรือ คอลัมน์ และ เฟสเคลื่อนที่ 
(mobile phase) โดยสารประกอบจะถูกพาเข้าสู่คอลัมน์ โดยมีเฟสเคลื่อนที่เป็นตัวพาไป เพ่ือให้เกิด
การแยกสาร โดยอาศัยหลักการความแตกต่างการเคลื่อนที่ของสาร ซึ่งจะถูกแยกออกมาในเวลาที่
ต่างกัน โดยจะขึ้นอยู่กับความสามารถในการดูดซับของสารกับเฟสอยู่กับที่ ถ้าสารชนิดใดสามารถดูด
ซับได้ดีกับเฟสอยู่กับที่ ก็จะเคลื่อนที่ได้ช้า สารนั้นก็จะถูกแยกออกมาทีหลัง ส่วนสารที่ดูดซับกับเฟส
อยู่กับที่ได้ต่ า ก็จะเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ได้รวดเร็ว จึงถูกแยกออกมาได้เร็ว จากนั้นสารที่แยกออกมา
จะถูกตรวจวัดสัญญาณด้วยตัววัดสัญญาณ (detector) และแปรผลออกมาเป็นพีก เรียกว่า  
โครมาโทแกรม (Lindsay, 1991) 

HPLC สามารถตรวจวัดได้ทั้งเชิงคุณภาพวิเคราะห์ (qualitative analysis) โดยเปรียบเทียบ 
retention time (RT) กับสารมาตรฐาน เพ่ือทราบว่าเป็นสารชนิดใด และเชิงปริมาณวิเคราะห์ 
(quantitative analysis) โดยวัดความสูงของพีกกับสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณแล้ว หรือ วัดพ้ืนที่
ใต้กราฟเปรียบเทียบกับพื้นที่ของสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณ ลักษณะตัวอย่างที่น ามาวิเคราะห์ เช่น 
สารอินทรีย์ สารประกอบชีวภาพ พอลิเมอร์ และไอออนขนาดเล็ก เป็นต้น เทคนิค HPLC ถูกน าไปใช้
วิเคราะห์ตัวอย่างในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมยา อาหาร ปิโตรเคมี และสิ่งแวดล้อม 
(Skoog และคณะ, 2007) 

2.7.2 เทอร์โมกราวิเมทริกแอนาไลซิส (Thermogravimetric analysis: TGA) 

เทอร์โมกราวิเมทริกแอนาไลซิส เป็นเทคนิคที่ใช้ส าหรับวิเคราะห์ความเสถียรของวัตถุเมื่อ
ได้รับความร้อน โดยวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงน้ าหนักของวัตถุ เมื่อได้รับความร้อนที่อุณหภูมิสูงขึ้น
เรื่อยๆ ภายใต้บรรยากาศที่ก าหนด โดยน้ าหนักของตัวอย่างที่เปลี่ยนแปลงจะเกิดขึ้นที่อุณหภูมิเฉพาะ
ของสารแต่ละชนิด เครื่องมือนี้สามารถใช้วิเคราะห์ตัวอย่างได้หลากหลายชนิด เช่น พอลิเมอร์ 
สารอินทรีย์ ยา เครื่องส าอาง สี และสารประกอบในอาหาร เป็นต้น ผลการวิเคราะห์ทดสอบสามารถ
ท าให้ทราบความเสถียรทางความร้อนของสาร ความร้อนที่วัตถุดูดหรือคาย น้ าหนักที่เปลี่ยนแปลง
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และน้ าหนักที่หายไปของสารเมื่อได้รับความร้อน และปริมาณความชื้นหรือสารระเหยของวัตถุ เป็น
ต้น (Craig และ Reading, 2006) 

TGA ประกอบด้วย สองส่วนประกอบที่ส าคัญ ได้แก่ ตัววัดสัญญาณน้ าหนัก (mass 
detector) และ ตั ว วั ดสัญญาณความร้อน  (temperature detector) ในการวิ เ คราะห์การ
เปลี่ยนแปลงน้ าหนักจะขึ้นกับอุณหภูมิ เวลา และบรรยากาศ โดยการเปลี่ยนแปลงน้ าหนักวัดด้วย
เครื่องชั่งที่มีความละเอียดและความไวสูง (thermobalance) ข้อมูลการวิเคราะห์จะถูกบันทึกออกมา
เป็น โครมาโทแกรม ที่แสดงการเปลี่ยนแปลงระหว่างน้ าหนักกับเวลา หรือ น้ าหนักที่หายไปกับเวลา 
(Tracton, 2005)  

2.9 สมบัติการไหล (rheological properties) 

ความหนืด (viscosity) คือ ความสามารถในการต้านการไหลของของไหล เมื่อมีแรงมากระท า 
ส่วนของไหล หมายถึง สสารที่สามารถไหลได้ เช่น ของเหลว และแก๊ส ของไหลที่มีความหนืดสูง จะมี
การต้านทานต่อการไหลสูง ขณะที่ของไหลที่มีความหนืดต่ า ก็จะมีการต้านทานต่อการไหลต่ า การวัด
ความหนืด จะเป็นการวัดแรงต้านทานการไหลภายในของของไหล เมื่อมีแรงมากระท า ในแนวขนาน
กับพ้ืนผิว เรียกว่า แรงเฉือน (shear force) เมื่อพิจารณาก้อนของไหลสี่เหลี่ยมที่ประกอบด้วยแผ่น
โมเลกุลหลายแผ่นขนานกันอยู่ โดยแผ่นล่างสุดถูกยึดไว้อยู่ เมื่อแผ่นบนได้รับแรงกระท าคงที่ แผ่น
ด้านล่างถัดไปจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็วเป็นสัดส่วนโดยตรงกับระยะทางจากแผ่นล่างสุดที่ไม่เคลื่อนที่ 
ความแตกต่างของความเร็ว (dv) ระหว่างของไหลสองแผ่นกับระยะทางที่เปลี่ยนไป (dx) คืออัตรา
เฉือน (shear rate) ส่วนค่าแรงต่อหน่วยพ้ืนที่ที่ท าให้เกิดการไหล เรียกว่า แรงเค้นเฉือน (shear 
stress) (Grassi และคณะ, 2006) 

ลักษณะการไหลของของเหลวสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

1. ของไหลแบบนิวโตเนียน (newtonian fluid) คือของเหลวที่มีความหนืดไม่ขึ้นกับอัตราเฉือน
หรือความเร็วในการกวน จะขึ้นกับอุณหภูมิและองค์ประกอบของของเหลว ตัวอย่างเช่น น้ า น้ าเชื่อม 
น้ ามัน น้ าผลไม้ นม กาแฟ แอลกอฮอล์ เป็นต้น (Tracton, 2005) 

2. ของไหลแบบนอนนิวโตเนียน (non newtonian fluid) คือของเหลวที่มีความหนืดขึ้นอยู่กับ
อัตราเฉือนหรือ ความเร็วในการกวน ณ อุณหภูมิหนึ่งๆค่าความหนืดไม่คงที่ ของไหลนอนนิวโตเนียนที่
มีความหนืดไม่แปรตามเวลาในการให้แรงเฉือน (Farid, 2010) แบ่งออกได้เป็น 4 ชนิด (รูปที่ 2.17) 
ได้แก่   

2.1 ของไหลแบบซูโดพลาสติก (pseudoplastic fluid) ของไหลที่มีความหนืดลดลง เมื่อ
อัตราเฉือนเพิ่มขึ้น หรือความเร็วการกวนมาก ยิ่งกวน ยิ่งไหลง่ายขึ้น พฤติกรรมนี้แสดงสมบัติที่เรียกว่า 
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“shear thinning” เช่น สารละลายพอลิเมอร์ที่ได้จากธรรมชาติ สารละลายพอลิเมอร์สังเคราะห์ น้ า
ผลไม้เข้มข้น น้ าผึ้ง และเนย เป็นต้น 

2.2 ของไหลแบบไดเลแทนท์ (dilatant fluid) ของไหลที่มีความหนืดเพ่ิมขึ้น เมื่ออัตรา
เฉือนเพ่ิมขึ้นในระหว่างการให้แรงเฉือน หรือ ความเร็วในการกวนมาก ยิ่งกวน ยิ่งมีความหนืดมากขึ้น 
พฤติกรรมนี้แสดงสมบัติที่เรียกว่า “shear thickening” เช่น น้ าแป้ง และ น้ าดินข้น เป็นต้น 

2.3 ของไหลแบบบิงแฮมพลาสติก (bingham plastic) ของไหลที่เมื่อมีแรงมากระท าสูง
พอ จะท าให้เกิดลักษณะการไหลแบบนิวโตเนียน เช่น นมช็อกโกแลต ยาสีฟัน และน้ าสลิปของเซรา
มิก เป็นต้น 

2.4 ของไหลแบบพลาสติก (plastic) ของไหลที่เมื่อมีแรงกระท าสูงพอเพ่ือเอาชนะค่า
ความเค้น ณ จุดคราก (yield stress) ถึงจะเริ่มไหลได้ และจะไหลแบบซูโดพลาติก หรือ ตามโมเดล
ของ Herschel-Buckley ตัวอย่างเช่น ซอสมะเขือเทศ สี ดินเหนียว มายองเนส เป็นต้น (Farid, 
2010) 

 
รูปที่ 2.17 ลักษณะการไหลของของเหลว 
ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Tracton (2005) 

 
 ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาปัจจัยการผลิตและลักษณะสมบัติทางเคมีและ

กายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ทีผ่ลิตจาก A. pullulans YTP6-14 และการขึ้นรูปฟิล์ม 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีทดลอง 

3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 

1. เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy Seiko Ltd., Japan รุ่น MLS 
3020 ของบริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น HV-25 ของบริษัท Hirayama Co., Ltd., 
Japan 

2. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., 
Edison, N.J., USA และรุ่น Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., USA 

3. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง รุ่น Spectronic 20 Genesys บริษัท Spectronic Unicam, USA, 
รุ่น Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

4. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมความเย็น รุ่น 6500 บริษัท Kubota, Japan 

5. เครื่องวัดความเป็นกรด-เบส รุ่น SevenEasy บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

6. เครื่องระเหิดแห้งแบบสุญญากาศ รุ่น N-100 บริษัท Eyela, Japan 

7. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า -80 องศาเซลเซียส บริษัท Forma Scientific, USA 

8. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า -20 องศาเซลเซียส บริษัท Forma Scientific, USA 

9. ตู้แช่เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสของบริษัท Sanyo, Japan 

10. ตู้อบความร้อนแห้ง รุ่น UE 600 บริษัท Memmert, Germany 

11. ตู้บ่มเชื้อควบคุมอุณหภูมิ บริษัท Memmert, Germany 

12. ตู้เขี่ยเชื้อ ISSCO รุ่น BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., Thailand, 
รุ่น Clear รุ่น V3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ Bosstech รุ่น HVB 120S 
บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

13. โถดูดความชื้น  

14. เครื่องชั่งหยาบ รุ่น PG 2002-S และรุ่น PG 6002-S ของบริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 
Switzerland 
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15. เครื่องชั่งละเอียด รุ่น AG 204 และรุ่น AG 285 บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 
Switzerland 

16. เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 

17. เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก รุ่น Spectrafuge บริษัท National Labnet, Co., Edison, USA 

18. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ รุ่น Mikro20 บริษัท Hettich zentrifugen, Germany 

19. ไมโครปิเปต รุ่น P20, P100, P200, P1000 และ P5000 บริษัท Gilson, France 

20. ปิเปตทิป ขนาด 1-200 ไมโครลิตร, 1 ml, 5 ml และ 10 ml บริษัท Axygen Scientific, USA 

21. กระบอกปั่นเหวี่ยง บริษัท NALGENE, USA 

22. หัวกรองชนิดเซลลูโลสอะซิเตต ขนาดความกว้างของรูกรอง 0.20 ไมครอน รุ่น SF-W13 บริษัท 
Gat Asia, Ltd., Hongkong 

23. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท นิโปร (ประเทศไทย) จ ากัด 

24. กระดาษกรอง Whatman บริษัท General Electric (GE), China 

25. กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 

26. ปิเปตต์แก้วขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร บริษัท HBG, Germany 

27. ฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร บริษัทเทสโก้ 

 

3.2 เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Biospringer, France 

2. สารสกัดจากข้าวมอลต์ (malt extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 

3. แบคโตเพปโตน (bactopeptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

4. แอมโมเนียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

5. ซูโครส (น้ าตาลทรายขาว) บริษัท น้ าตาลมิตรผล ประเทศไทย 

6. กลูโคส บริษัท Merck, Germany 

7. แลกโทส บริษัท Difco Laboratories, USA 
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8. มอลโทส บริษัท Difco Laboratories, USA 

9. แมกนีเซียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

10. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

11. กรดไฮโดรคลอริก บริษัท Merck, Germany 

12. โซเดียมไฮดรอกไซด์ บริษัท Merck, Germany 

13. กรดไตรคลอโรอะซิติก บริษัท Merck, Germany 

14. เอทานอล บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Thailand 

15. กรดซัลฟูริก บริษัท Merck, Germany 

16. กรดฟอสฟอริก บริษัท Mallinckrodt chemicals, USA 

17. ฟีนอล บริษัท Merck, Germany 

18 คูแมสซีบลู บริษัท Fluka, Switzerland 

19. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

20. เมทานอล บริษัท Merck, Germany 

21. อะซีโตน บริษัท Merck, Germany 

22. ไอโซโพรพานอล บริษัท Merck, Germany 

23. n-บิวทานอล บริษัท Merck, Germany 

24. แซนแทนกัม บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

25. กัวกัม บริษัท Success chemical, Thailand 

26. น้ ามันถั่วเหลือง ตรากุ๊ก บริษัท ธนากรผลิตภัณฑ์น้ ามันพืช ประเทศไทย 

27. น้ ามันมะกอก บริษัท Sabroso, Spain  

28. น้ ามันทานตะวัน บริษัท ธนากรณ์ผลิตภัณฑ์น้ ามันพืช ก าจัด 

29. โซเดียมคลอไรด์ บริษัท Merck, Germany 

30. โพแทสเซียมคลอไรด์ บริษัท Merck, Germany 

31. แคลเซียมคลอไรด์ บริษัท Merck, Germany  
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32. คอปเปอร์ซัลเฟต บริษัท Carlo Erba, Italy  

33. พาราไดเมทิลอะมิโนเบนซัลดีไฮด์ บริษัท Fluka, Switzerland 

34. ไอโซเอมิล แอลกอฮอล์ บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd, Australia 

35. น้ าส้มสายชูกลั่น 5% ตราภูเขาทอง บริษัท ไทยเทพรส ประเทศไทย 

36. โซเดียมเบนโซเอต บริษัท Merck, Germany 

37. เกลือ ตราปรุงทิพย์ บริษัท อุตสาหกรรมเกลือบริสุทธิ์ จ ากัด ประเทศไทย 
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3.3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.3.1 การเก็บรักษาแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย 

3.3.1.1 การเก็บรักษาเชื้อในระยะสั้น 

ขีดเชื้อ A. pullulans YTP6-14 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งแบบเอียง YM 
(ภาคผนวก ก) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 - 4 วัน น าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส และถ่ายเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบบเอียงใหม่ทุก 1 สัปดาห์ 

3.3.1.2 การเก็บรักษาเชื้อในระยะยาว 

เขี่ยเชื้อ A. pullulans YTP6-14 ลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Yeast Malt (YM) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที จนกระทั่งได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร อยู่ระหว่าง 0.8 – 1.0 น าสารละลายเซลล์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าตะกอนเซลล์แขวนลอยในอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดเหลว YM ที่มีกลีเซอรอลอยู่ 10% และน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

3.3.2 ผลิตและสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์  

3.3.2.1 เตรียมหัวเชื้อส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 

น าเชื้อมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง YM บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 - 4 วัน (Ravella และคณะ, 2010) จากนั้นน าลูปเขี่ยเชื้อข้างต้นใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
เหลวชนิดเดียวกัน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ค่าความเป็น  
กรดเบส เท่ากับ 4.5 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสบนเครื่อวงเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 20 0 
รอบต่อนาที จนได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Duan และคณะ, 2008) อยู่
ในช่วงระหว่าง 0.8 - 1.0 เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อ 

3.3.2.2 ผลิตและสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ 

ถ่ายหัวเชื้อจากข้อ 3.3.2.1 ปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสบนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง (Ravella 
และคณะ, 2010) หลังจากนั้นสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ ตามวิธีดัดแปลงของ  (Gniewosz และ 
Synowiec, 2011) โดยตกตะกอนโปรตีนและเซลล์ด้วยกรดไตรคลอโรอะซิติกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อให้
มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที ปั่นแยกเซลล์
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ออกด้วยความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสที่ได้มาตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์
ด้วย 95% เอทานอลที่เย็น ปริมาตร 2 เท่าของส่วนใส ตั้งทิ้งไว้ข้ามคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น าตะกอนพอลิแซ็กคา
ไรด์ที่ได้มาละลายน้ ากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์อีกครั้งด้วย  95% 
เอทานอลที่เย็น ปริมาตร 3 เท่าของส่วนใส ตั้งทิ้งไว้ข้ามคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น
น าตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์ที่เก็บไว้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น า
ตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ไปท าแห้งด้วยเครื่องระเหิดแห้งที่อุณหภูมิต่ า  หลังจากนั้นเก็บในเดซิเค
เตอร์เพื่อให้น้ าหนักคงที่ น าพอลิแซ็กคาไรด์ไปชั่งน้ าหนักแห้ง รายงานเป็นหน่วยกรัมต่อลิตร 

3.3.3 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  

3.3.3.1 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 

น าเชื้อมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง YM บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3-4 วัน จากนั้นเขี่ยเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวชนิดเดียวกัน บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที จนได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร อยู่ในช่วงระหว่าง 0.8-1.0 เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อ จากนั้นถ่ายหัวเชื้อปริมาณ 10% 
โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2 สูตรที่จะใช้เปรียบเทียบ ดังนี้ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มี
ความเข้มข้นซูโครส 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร แทนกลูโคสความเข้มข้น 1% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร
ที่มีอยู่ในสูตรเดิมของ YM และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากสูตรอาหารของ (Youssef และคณะ, 1999) 
(ภาคผนวก ก) ที่มีความเข้มข้นซูโครส 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่
ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการ
เขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง รายงานหน่วยเป็น
กรัมต่อลิตร และ วิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์โดยการตกตะกอนด้วยเอทานอลที่อุณหภูมิต่ า ชั่ง
น้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้เปรียบเทียบกันระหว่างอาหาร 2 สูตร รายงานเป็นหน่วยกรัมต่อ
ลิตร 

3.3.3.2 แหล่งคารบ์อนท่ีเหมาะสม 

ถ่ายหัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว จากข้อ 
3.3.3.1 ที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยจะแปรผันชนิดของคาร์บอน ดังนี้ กลูโคส ซูโครส 
มอลโทส และแลกโทส ที่ความเข้มข้น 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (Duan และคณะ, 2008) ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ใน ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์
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แห้ง รายงานหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร และวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์โดยการตกตะกอนด้วย  
เอทานอลที่อุณหภูมิต่ า ชั่งน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ รายงานหน่วยเป็นกรมัต่อลิตร 

3.3.3.3 ปริมาณคาร์บอนที่เหมาะสม  

ถ่ายหัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว จากข้อ 
3.3.3.2 ที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยจะแปรผันปริมาณของคาร์บอน ดังนี้ 3, 6, 9 ,12 
และ 15% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (Cheng และคณะ, 2011) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง รายงานหน่วยเป็นกรัมต่อ
ลิตร และวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์โดยการตกตะกอนด้วย เอทานอลที่อุณหภูมิต่ า ชั่งน้ าหนัก
แห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ รายงานหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 

3.3.3.4 ค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้นที่เหมาะสม 

ถ่ายหัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่คัดเลือกสูตร
อาหาร ชนิด และปริมาณของคาร์บอนที่เหมาะสม จากข้อ 3.3.3.1 3.3.3.2 และ 3.3.3.3 โดยจะแปร
ผันค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้น ดังนี้  3.5, 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5 (Youssef และคณะ , 1999) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ใน ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งหา
น้ าหนักเซลล์แห้ง รายงานหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร และ วิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์โดยการ
ตกตะกอนด้วยเอทานอลที่อุณหภูมิต่ า ชั่งน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ รายงานเป็นหน่วยกรัม
ต่อลิตร 

3.3.3.5 ปริมาณไนโตรเจน (เปปโทน) ที่เหมาะสม 

ถ่ายหัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่คัดเลือกสูตร
อาหาร ชนิด ปริมาณของคาร์บอน และค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้นที่เหมาะสม จากข้อ 3.3.3.1,  
3.3.3.2,  3.3.3.3 และ 3.3.3.4 โดยจะแปรผันปริมาณของไนโตรเจน ดังนี้  0.1 0.3 0.5 0.7 และ     
0.9 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (Lin และ Chen, 2007) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ใน ฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง รายงานหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 
และ วิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์โดยการตกตะกอนด้วยเอทานอลที่อุณหภูมิต่ า ชั่งน้ าหนักแห้ง
ของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ รายงานหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 
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3.3.3.6 เวลาผลิตที่เหมาะสม 

ถ่ายหัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่คัดเลือกสูตร
อาหาร ชนิด ปริมาณของแหล่งคาร์บอน ค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้น และปริมาณไนโตรเจนที่
เหมาะสม จากข้อ 3.3.3.1, 3.3.3.2, 3.3.3.3, 3.3.3.4 และ 3.3.3.5 โดยจะแปรผันช่วงเวลาที่ใช้ในการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ดังนี้ 24, 48, 72, 96, 120, 144  และ168 ชั่วโมง (Singh และคณะ, 2012) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งหา
น้ าหนักเซลล์แห้ง รายงานหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร และ วิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์โดยการ
ตกตะกอนด้วยเอทานอลที่อุณหภูมิต่ า ชั่งน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้ รายงานหน่วยเป็นกรัม
ต่อลิตร 

3.3.4 ลักษณะสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ 

3.3.4.1 วิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 

3.3.4.1.1 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี phenol-
sulfuric acid ตามวิธีของ (Dubois และคณะ, 1956) 

น าสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง โดยใช้น้ ากลั่น ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเป็น blank จากนั้นเติม
สารละลายฟีนอล ความเข้มข้น 5 % (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่าง 
ผสมให้เข้ากันที่อุณหภูมิห้อง เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 
นาที ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยเปรียบเทียบค่าปริมาณน้ าตาลกับกราฟมาตรฐาน
น้ าตาลกลูโคส ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 

3.3.4.1.2 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี 
protein dye binding ตามวิธีของ (Bradford, 1976) 

น าสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง โดยใช้น้ ากลั่นเป็น blank จากนั้นเติมสารละลายคูแมสซีบลู 
(Coomassie blue) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 5 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
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โดยเปรียบเทียบค่าปริมาณโปรตีนกับกราฟมาตรฐานที่ใช้โบวีนซีรัมแอลบูมิน (BSA) ความเข้มข้น     
0-1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค)  

3.3.4.2 ความสามารถในการละลาย (solubility test) 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน้ ากลั่นและสารละลายต่างๆ ได้แก่ เมทานอล อะ
ซีโตน ไอโซโพรพานอล n-บิวทานอล ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
ตามล าดับ จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร (vortex) ที่อุณหภูมิห้อง โดยเปรียบเทียบกับ
แซนแทนกัม ท าการทดลอง 3 ซ้ า สังเกตการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์ (Collins และคณะ, 1973) 

3.3.4.4 ความสามารถในการอุ้มน้ าโดยวิธี paper chromatography 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้น  0.5% โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร จากนั้นใช้กระดาษกรอง (filter paper) จุ่มลงในสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นเวลา         
1 ชั่วโมง ส่วนอีกชุดท าเหมือนข้างต้นแต่ใช้น้ ากลั่นแทน วัดระยะทางของเหลวที่เคลื่อนที่ได้ ท าการ
ทดลอง 3 ซ้ า โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์การสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ (% syneresis) คือ 
ระยะทางของเหลวในสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ที่เคลื่อนที่ได้ ต่อระยะทางของน้ ากลั่นที่เคลื่อนที่ได้ 
ถ้ามีความสามารถในการอุ้มน้ าสูง เปอร์เซ็นต์การสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์จะต่ า โดย
เปรียบเทียบกับแซนแทนกัม คาราจีแนน และกัวกัม (Tako และคณะ, 1982) 

3.3.5 ลักษณะสมบัติเพิ่มเติมของพอลิแซ็กคาไรด์ 

3.3.5.1 ชนิดของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ปริมาณ 10 มิลลิกรัม มาย่อยด้วยกรดซัลฟูริกความเข้มข้น    
1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดฝาเกลียว จากนั้นน าไปผ่านความร้อนในเครื่อง
นึ่งอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
(Kambourova และคณะ, 2009) เพ่ือสลายพอลิแซ็กคาไรด์เป็นมอโนแซ็กคาไรด์ รอให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง แล้วปรับค่าความเป็นกรดเบสให้มีค่าเท่ากับ 7 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ
เข้มข้น 10 โมลาร์ 1 โมลาร์ และ 0.1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข) ตามล าดับ จากนั้นน าสารละลายไปปั่น
เหวี่ยงด้วยอัตราเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนน้ าใสที่ได้ผ่านกระดาษกรอง
ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บสารละลายใสที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นน าสารละลายใสที่
เก็บไว้ไปส่งวิเคราะห์ชนิดของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวด้วยเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี 
(HPLC) ที่ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยใช้คอลัมน์ 
Sugar SZ5532 ตั้ ง อุณหภูมิคอลัมน์  60 องศาเซลเซียส โดยใช้สารละลายอะซิ โตไนไทรล์  
(acetonitrile) 80% โดยปริมาตร เป็นสารละลายตัวพา (mobile phase) และใช้อัตราการไหล 1.0 
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มิลลิลิตรต่อนาที ประมวลผลโดย evaporative light scattering detectors โดยฉีดสารละลาย
ตัวอย่างที่ต้องการทราบชนิดของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าโครมาโทแกรมที่ได้
เปรียบเทียบชนิดน้ าตาลจากสารละลายมาตรฐาน จากเวลาที่สารตัวอย่างถูกชะออกจากคอลัมน์  
(retention time) 

3.3.5.2 ความสามารถการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นน ามาผสมกับน้ ามันพืชชนิดต่างๆ ในอัตราส่วน 1:1 ดังนี้ น้ ามันมะกอก น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามัน
ข้าวโพด น้ ามันร าข้าว และน้ ามันเมล็ดดอกทานตะวัน ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที แล้ววัดค่าความสามารถการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ (emulsion index) 
หลังจาก 24 ชั่วโมง (E24) โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ของระดับความสูงของอิมัลชันต่อระดับความสูง
ทั้งหมด (% emulsifying activity) ท าการทดลอง 3 ซ้ า เปรียบเทียบกับแซนแทนกัม ส าหรับชุด
ควบคุมใช้น้ ากลั่นแทนสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ (Yadav และคณะ, 2014) 

3.3.5.3 ความสามารถการเกิดเจล (gelation)   

น าพอลิแซ็กคาไรด์ ความเข้มข้น 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  ปริมาณ            
1 มิลลิลิตร ผสมกับ 2 M NaOH ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และ เกลือของโลหะ (metal salts) ได้แก่ 
NaCl, KCl, CaCl2·2H2O, MgSO4·7H2O และ CuSO4·5H2O ตามล าดับ ปริมาณ 2 มิลลิกรัม ผสมให้
เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร จากนั้นตรวจสอบการเกิดเจล ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยเปรียบเทียบกับ
แซนแทนกัม (Prasertsan และคณะ, 2006) 

3.3.5.4 ชนิดประจุของพอลิแซ็กคาไรด์  

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.01 N (ภาคผนวก 
ข) จากนั้นเติมสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์  (CPC) (ภาคผนวก ข) ที่มีความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร พอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประจุลบ (acidic polysaccharide) จะพบ
ตะกอนในสารละลาย แต่ถ้าไม่พบตะกอนให้น ามาทดสอบว่าเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ประเภทที่มีประจุเป็น
กลาง (neutral polysaccharide) โดยตกตะกอนซ้ าด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์อีกครั้ง 
(Ueda และคณะ, 1981) 

3.3.5.5 วิเคราะห์สมบัติทางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์โมกราวิเมทริกแอนนาไลซิส (TGA)  

น าพอลิแซ็กคาไรด์ ปริมาณ 10–20 มิลลิกรัม ส่งวิเคราะห์สมบัติทางความร้อน
ด้วยเทคนิค TGA ด้วยเครื่อง Perkin-Elmer TGA 7 thermogravimetric analyzer ที่วิทยาลัย
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ปิโตรเลียมและปิโตรเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ภาวะที่ใช้ในการทดสอบเริ่มจากอุณหภูมิ 30 ถึง 
600 องศาเซลเซียส อัตราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียส/นาที โดยท าการทดสอบภายใต้
บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน (Zhu และคณะ, 2014) 

3.3.5.6 การวัดความหนืด  

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายน้ าให้มีความเข้มข้น 0.5 2 3 4 และ 5% โดยมวล
ต่อปริมาตร วัดสมบัติการไหลและความหนืดด้วยเครื่อง Rheometer Bohlin รุ่น C-VOR ที่ภาควิชา
เทคโนโลยีทางการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยประมวลผลด้วยโปรแกรม 
Bohlin software CVOR15 ที่อัตราเฉือนระหว่าง 0.04 - 400 วินาที-1 เปรียบเทียบกับแซนแทนกัม 
(Wu และคณะ, 2013) 

3.3.6 ขึ้นรูปแผ่นฟิล์มของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 และทดสอบ
สมบัติทางกายภาพและเคมีของฟิล์มที่ได้ 

3.3.6.1 น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้น 4% โดยน้ าหนักต่อ

ปริมาตร ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมกลีเซอรอลที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 

(น้ าหนักต่อปริมาตร) (Zhu และคณะ, 2014) ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย (magnetic 

stirrer) จากนั้นเทสารละลายที่ได้ลงในเพลทแก้ว (เส้นผ่านศูนย์กลาง 9.5 เซนติเมตร) ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร รอให้แห้งทีอุ่ณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส น าแผ่นฟิล์มที่แห้งแล้วเก็บใส่เดซิเคเตอร์ที่มีความชื้น

สัมพัทธ์ 53% ด้วยสารละลายอ่ิมตัวแมกนีเซียมไนเตรทเฮกซะไฮเดรต ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  48 

ชั่วโมง (Xu และคณะ, 2001) น าฟิล์มที่ได้ไปทดสอบคุณสมบัติต่างๆเทียบกับฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร 

ยี่ห้อเทสโก้ซ่ึงเป็นฟิล์มทางการค้า  

3.3.6.2 ทดสอบสมบัติทางกายภาพและเคมีของฟิล์มที่ได้ 

3.3.6.2.1 วัดความหนา โดยใช้เครื่องดิจิตอลไมโครมิเตอร์ (Wu และคณะ, 2013) 
ทีภ่าควิชาเทคโนโลยีทางการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

3.3.6.2.2 วัดสี โดยใช้เครื่องโครมามิเตอร์วัดสีของฟิล์ม ที่ภาควิชาเทคโนโลยี
ทางการอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในระบบ CIE ที่จะแสดงค่าของสีเป็น L* 
a*  และ b* โดยที่ค่าสี L*  จะบ่งบอกถึงความสว่าง (Lightness) โดยมีค่าตั้งแต่ 0 (สีด า) ถึง 100 (สี
ขาว) ส่วนค่าสี a* (redness/greenness) จะแสดงความเป็นสีแดงและสีเขียว โดยถ้าค่าเป็นบวกก็จะ
มีความเป็นสีแดงมากขึ้น และถ้าค่าเป็นลบก็จะมีความเป็นสีเขียวมากขึ้น และค่าสี b* จะแสดงถึงสี
เหลืองและสีน้ าเงิน (yellowness/blueness) โดยถ้าค่าเป็นบวกก็จะมีความเป็นเหลืองมากขึ้น และ

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CEMQFjAJ&url=http%3A%2F%2Fharikul.nanasupplier.com%2F%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%2584%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25B7%25E0%25B9%2588%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2587%25E0%25B8%259C%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%25A1%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%25B0%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25A2-%2528magnetic-stirrer%2529-101875-4.html&ei=CHXHVLiXA5Lr8AXM3oGgAw&usg=AFQjCNGuhrkd_kEhBtQsk_3nVvKSEj3mlA&sig2=99tTZc3r6Uwc91wa7XFwbA&bvm=bv.84607526,d.dGc
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CEMQFjAJ&url=http%3A%2F%2Fharikul.nanasupplier.com%2F%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%2584%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25B7%25E0%25B9%2588%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2587%25E0%25B8%259C%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%25A1%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%25B0%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25A2-%2528magnetic-stirrer%2529-101875-4.html&ei=CHXHVLiXA5Lr8AXM3oGgAw&usg=AFQjCNGuhrkd_kEhBtQsk_3nVvKSEj3mlA&sig2=99tTZc3r6Uwc91wa7XFwbA&bvm=bv.84607526,d.dGc
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ถ้าค่าเป็นลบก็จะมีความเป็นสีน้ าเงินมากขึ้น จากนั้นน าค่าที่ได้ไปค านวณหา ∆E (Ahmad และคณะ, 
2012) 

∆𝐸 ∗ =  √(∆𝐿 ∗)2 +  (∆𝑎 ∗)2 +  (∆𝑏 ∗)2 
 

เมื่อ ∆L* ∆a* และ∆b* เป็นค่าความแตกต่างของสีของฟิล์มตัวอย่างกับแผ่นมาตรฐานสี
ขาวที่ใช้เป็นพ้ืนหลัง (แผ่นมาตรฐานสีขาวมีค่าสี L* เท่ากับ 87.82 a* เท่ากับ -1.28 และ b* เท่ากับ
1.25) 

3.3.6.2.3 การละลายของฟิล์ม น าฟิล์มที่ชั่งน้ าหนักเรียบร้อยแล้วแช่ลงในน้ ากลั่น
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง 
น าส่วนที่กรองได้ไปอบให้แห้งและค านวณหาการละลายเป็นเปอร์เซ็นต์ (Wu และคณะ, 2013) 

3.3.6.2.4 ความต้านทานแรงดึง (Tensile strength) และความยืดที่จุดขาด 
(Elongation at break) โดยใช้เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (texture analyzer) ทีภ่าควิชาเทคโนโลยีทางการ
อาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ยึดปลายทั้งสองด้านของฟิล์มเข้ากับหัวหนีบ โดย
ให้ระยะตัวหนีบทั้งสองตัวห่างกัน 20 มิลลิเมตร และใช้ความเร็ว 1 มิลลิเมตรต่อวินาที จากนั้น
ค านวณหาความต้านทานแรงดึงและความยืดที่จุดขาด (Tong และคณะ, 2008) 

𝑇𝑠 (𝑀𝑃𝑎) =  
𝐹𝑚𝑎𝑥

𝐴
 

 
เมื่อ Fmax คือ แรงสูงสุดที่ท าให้ฟิล์มขาด (นิวตัน) 

A คือ พ้ืนที่หน้าตัดของฟิล์ม (ตารางเมตร) 
 

𝐸 (%) =  
∆𝑙

𝑙𝑜
 × 100 

 
เมื่อ lo คือ ความยาวเริ่มต้นของฟิล์ม (เซนติเมตร) 

∆l คือ ความยาวที่เปลี่ยนแปลงไปของฟิล์ม (เซนติเมตร) 
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3.3.6.2.5 การซึมผ่านของไอน้ า (water vapor transmission rate) ส่งวิเคราะห์
ที่มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดยท าตามมาตรฐาน (ASTM, 1995) น าฟิล์มที่ได้มาขึงด้วยพาราฟิน
เหลวบนปากภาชนะที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร โดยภายในบรรจุซิลิกาเจลเอาไว้ จากนั้น
น าไปเก็บไว้ที่ 25 องซาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 75 เปอร์เซ็นต์ ชั่งน้ าหนักจนน้ าหนักคงที่ ค านวณ
การซึมผ่านของไอน้ า  

 

𝑊𝑉𝑇𝑅 =
(𝐺/𝑡)

𝐴
 

 
เมื่อ G/t คือ ความชันของกราฟความสัมพันธ์ระหว่างน้ าที่ถูกดูดซึมกับเวลา (กรัมต่อ

ชั่วโมง) 
A คือ พ้ืนที่ของฟิล์ม (ตารางเมตร) 

 

𝑊𝑉𝑃 =  
𝑊𝑉𝑇𝑅

𝑆(𝑅1 − 𝑅2)
× 𝑑 

 
เมื่อ d คือ ความหนาของฟิล์ม (มิลลิเมตร) 

S คือ ความดันไออ่ิมตัวของน้ าที่อุณหภูมิที่ทดสอบ (ปาสคาล) 
R1 คือ ความชื้นสัมพัทธ์ภายในตู้ควบคุมความชื้น 
R2 คือ ความชื้นสัมพัทธ์ภายในภาชนะท่ีมีตัวดูดความชื้น 

 
3.3.7. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ  A. pullulans YTP6-14 (morphological 

characteristics) 

น าเชื้อมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง YM บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3-4 วัน เพ่ือศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และเตรียมสไลด์เชื้อที่เลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดเหลว YM บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-7 วัน น ามาส่องภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ เพ่ือสังเกตรูปร่างและลักษณะของเซลล์ โดยเปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เชื้ออ้างอิง (Barnett และ Hunter, 1972; De Hoog และ Yurlova, 1994; Zalar และคณะ, 2008)



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  

4.1.1 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 

จากการเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 โดยใช้หัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2 สูตรที่ใช้เปรียบเทียบ ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 
5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากสูตรอาหารของ Youssef และคณะ (1999) 
ที่มีความเข้มข้นซูโครส 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง และน ามาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย 95% เอทานอล ตามวิธีในข้อ 
3.3.3.1 จากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง และ น้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้เปรียบเทียบกัน
ระหว่างอาหาร 2 สูตร รายงานเป็นหน่วยกรัมต่อลิตร จากผลการทดลองพบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตรสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงกว่าอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวจากสูตรของของ Youssef และคณะ (1999) คือ เท่ากับ 10.53 ± 0.42 กรัมต่อลิตร 
ส่วนสูตรของ ของ Youssef และคณะ (1999) ได้เท่ากับ 7.96 ± 0.32 กรัมต่อลิตร และน้ าหนักเซลล์
แห้งก็สูงกว่าเช่นเดียวกัน เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ดังผลในรูปที่ 4.1 
ดังนั้นจึงคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ใช้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในการทดลองต่อไป  
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รูปที่ 4.1 การเปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้งและน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2 สูตรที่ใช้เปรียบเทียบ ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความ
เข้มข้นซูโครส 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากสูตรอาหารของ  Youssef 
และคณะ (1999) ที่มคีวามเข้มข้นซูโครส 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
 

4.1.2 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม 

จากการเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 โดยใช้หัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM โดยจะแปรผันชนิดของคาร์บอน ดังนี้ กลูโคส ซูโครส มอลโทส และ       
แลกโทส ที่ความเข้มข้น 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง และน ามาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย 95% เอทานอล ตามวิธีใน
ข้อ 3.3.3.2 จากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง และ น้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้เปรียบเทียบกัน 
รายงานเป็นหน่วยกรัมต่อลิตร จากผลการทดลองพบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้น
ซูโครส 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตรสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุด คือ เท่ากับ 10.59 ± 0.52 
กรัมต่อลิตร รองลงมาคือกลูโคส ได้เท่ากับ 9.68 ± 0.54 กรัมต่อลิตร ส่วนมอลโทสและแลกโทส ได้
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เท่ากับ 6.71 ± 0.25 และ 0.79 ± 0.02 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และน้ าหนักเซลล์แห้งพบว่า มอลโทส
ให้ค่าสูงกว่าซูโครส กลูโคส และแลกโทส ตามล าดับ เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
96 ชั่วโมง ดังผลในรูปที่ 4.2 ดังนั้นจึงคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 5% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ใช้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในการทดลองต่อไป 

  

 

รูปที่ 4.2 การเปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้งและน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีการแปรผันชนิดของคาร์บอน ดังนี้ กลูโคส ซูโครส 
มอลโทส และแลกโทส ที่ความเข้มข้น 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
 

4.1.3 ปริมาณคาร์บอนที่เหมาะสม  

จากการเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 โดยใช้หัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่ใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยจะแปรผันความเข้มข้นของซูโครสดังนี้   
3, 6, 9 ,12 และ 15% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 96 ชั่วโมง และน ามาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย 95% เอทานอล ตามวิธีในข้อ 3.3.3.3 
จากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง และ น้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้เปรียบเทียบกัน รายงานเป็น
หน่วยกรัมต่อลิตร จากผลการทดลองพบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 9.0 % 
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โดยน้ าหนักต่อปริมาตรสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุด คือ เท่ากับ 10.76 ± 0.57 กรัมต่อลิตร 
รองลงมาคือที่ความเข้มข้นซูโครส 6.0 % คือ 10.13 ± 1.09 กรัมต่อลิตร ส่วนน้ าหนักเซลล์แห้งมีค่า
ใกล้เคียงกัน ยกเว้นซูโครสที่ความเข้มข้น 3.0 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ดังผลในรูปที่ 4.3  จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าที่ความเข้มข้น 6.0 
และ 9.0 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตรของซูโครสให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่ใกล้เคียงกัน ดังนั้นจึงเลือก
ซูโครสที่ความเข้มข้น 6.0 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เพ่ือใช้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในการ
ทดลองต่อไป  

 

 
รูปที่ 4.3 การเปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้งและน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีการแปรผันความเข้มข้นของซูโครส ดังนี้ 3, 6, 9 ,12 และ 
15% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  
 

4.1.4 ค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้นที่เหมาะสม 

จากการเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 โดยใช้หัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร โดยจะแปรผันค่าความ
เป็นกรดเบสเริ่มต้น ดังนี้ 3.5, 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 
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รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง และน ามาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย 95% เอทานอล ตามวิธีใน
ข้อ 3.3.3.4 จากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง และ น้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้เปรียบเทียบกัน 
รายงานเป็นหน่วยกรัมต่อลิตร จากผลการทดลองพบว่า ที่ค่าความเป็นกรดเบสต่ าจะให้ปริมาณพอลิ
แซ็กคาไรด์สูงกว่าค่าความเป็นกรดเบสที่สูงกว่า โดยที่ค่าความเป็นกรดเบสเท่ากับ 3.5 สามารถผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุด คือ เท่ากับ 11.84 ± 0.24 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือที่ค่าความเป็นกรดเบส
เท่ากับ 4.5 ได้เท่ากับ 11.48 ± 0.61 กรัมต่อลิตร  และน้ าหนักเซลล์แห้งพบว่าที่ค่าความเป็นกรดเบส
เท่ากับ 3.5 มีค่าสูงสุด คือ 11.46 ± 0.37 กรัมต่อลิตร เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
96 ชั่วโมง ดังผลในรูปที่ 4.4 ดังนั้นจึงคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 6% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่มีค่าความเป็นกรดเบสเท่ากับ 3.5 ใช้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในการ
ทดลองต่อไป 

 
 

รูปที่ 4.4 การเปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้งและน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นของซูโครส 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่มี
การแปรผันค่าความเป็นกรดเบสเริ่มต้น ดังนี้ 3.5, 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5   
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4.1.5 ปริมาณไนโตรเจน (เปปโทน) ที่เหมาะสม 

จากการเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 โดยใช้หัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ค่าความเป็นกรดเบส
เริ่มต้น 3.5 ที่แปรผันปริมาณของไนโตรเจน (เปปโทน) ดังนี้ 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา              
96 ชั่วโมง และน ามาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย 95% เอทานอล ตามวิธีในข้อ 3.3.3.5 จากนั้นชั่ง
หาน้ าหนักเซลล์แห้ง และ น้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้เปรียบเทียบกัน รายงานเป็นหน่วยกรัม
ต่อลิตร จากผลการทดลองพบว่าเปปโทนที่ความเข้มข้น 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร สามารถผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุด คือ เท่ากับ 14.48 ± 0.99 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือเปปโทนที่ความเข้มข้น 
0.3% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ได้เท่ากับ 13.55 ± 0.34 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์จะ
ลดลงเมื่อใช้ความเข้นข้นของเปปโทนที่สูงขึ้น ส่วนน้ าหนักเซลล์แห้งพบว่าเปปโทนที่ความเข้มข้น    
0.1% โดยน้ าหนักต่อปริมาตรมีค่าสูงสูดเท่ากับ 11.82 ± 1.19 กรัมต่อลิตร เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  ดังผลในรูปที่ 4.5 ดังนั้น จึงคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่
มีความเข้มข้นซูโครส 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ค่าความเป็นกรดเบส 3.5 และเปปโทนที่ความ
เข้มข้น 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ใช้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในการทดลองต่อไป 
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รูปที่ 4.5 การเปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้งและน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นของซูโครส 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ค่า
ความเป็นกรดเบส 3.5 ที่มีการแปรผันความเข้มข้นของเปปโทน ดังนี้ 0.1 0.3 0.5 0.7 และ 0.9 % 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
 

4.1.6 เวลาผลิตที่เหมาะสม 

จากการเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 โดยใช้หัวเชื้อปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นซูโครส 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ค่าความเป็นกรดเบส
เริ่มต้น 3.5 ความเข้มข้นเปปโทน 0.5 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่
ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราการ
เขย่า 200 รอบต่อนาที และแปรผันช่วงเวลาที่ใช้ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ดังนี้ 24, 48, 72, 96, 
120, 144 และ168 ชั่วโมง แล้วน ามาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย 95% เอทานอล ตามวิธีในข้อ 
3.3.3.6 จากนั้นชั่งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง และ น้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้เปรียบเทียบกัน 
รายงานเป็นหน่วยกรัมต่อลิตร จากผลการทดลองพบว่าเวลาที่ใช้ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุด
คือ ที่เวลา 96 ชั่วโมง ได้เท่ากับ 12.33 ± 0.32 กรัมต่อลิตร และเริ่มลดลงเล็กน้อยเมื่อเวลาผ่านไป 
ส่วนน้ าหนักเซลล์แห้ง พบว่ามีปริมาณมากขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ดังผลในรูปที่ 4.6  
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รูปที่ 4.6 การเปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้งและน้ าหนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ที่มีความเข้มข้นของซูโครส 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ค่า
ความเป็นกรดเบส 3.5 ความเข้มข้นเปปโทน 0.5 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่มีการแปรผันช่วงเวลาที่
ใช้ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ดังนี้ 24, 48, 72, 96, 120, 144  และ 168 ชั่วโมง 
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4.2 ลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ 

4.4.1 วิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 

4.4.1.1 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี Phenol-Sulfuric 
acid 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มาวิเคราะห์ปริมาณ
น้ าตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี phenol-sulfuric acid ตามวิธีของ Dubois และคณะ 
(1956) โดยเปรียบเทียบค่าปริมาณน้ าตาลกับกราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส ความเข้มข้น 0-200 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans YTP6-14 มีปริมาณน้ าตาลเท่ากับ 
78.92 ± 0.15 % (w/w) 

4.4.1.2 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี Protein 
Dye Binding 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มาวิเคราะห์ปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี protein dye binding ตามวิธีของ Bradford (1976) โดย
เปรียบเทียบค่าปริมาณโปรตีนกับกราฟมาตรฐานที่ใช้โบวีนซีรัมแอลบูมิน (BSA) ความเข้มข้น 0-1000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans YTP6-14  มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ
1.24 ± 0.83 % (w/w) 

4.4.2 ความสามารถในการละลาย (solubility test)   

น าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.5% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร มาทดสอบการละลายในน้ ากลั่นและสารละลายต่างๆ  ได้แก่ เมทานอล อะซีโตน 
ไอโซโพรพานอล n-บิวทานอล ที่อุณหภูมิห้อง โดยเปรียบเทียบความสามารถในการละลายกับแซน
แทนกัม ผลการทดลองได้แสดงไว้ดังตารางที่ 4.1 
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ตารางท่ี 4.1 ความสามารถในการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์จากวันที่ 1-2 ที่ผลิตจาก A. pullulans 
YTP6-14 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ในน้ ากลั่นและสารละลายต่างๆ ณ 
อุณหภูมิห้อง 
 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : ความสามารถการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์แทนด้วยเครื่องหมาย (+)  

- ไม่ละลาย เป็นตะกอนอยู่ที่ก้นหลอด 
+ ละลายได้ต่ า (ละลายได้เล็กน้อย ยังมีตะกอนอยู่มาก) 

++ ละลายได้ปานกลาง (ละลายได้บางส่วน ยังมีตะกอนอยู่) 

+++     ละลายได้ดี (ละลายได้หมด)  

 จากตารางที่ 4.1 พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ในวันที่ 1 และ 

2 มีความสามารถในการละลายในน้ าได้ปานกลาง ยังมีตะกอนอยู่เล็กน้อย แต่หลังจากวันที่ 2 มี

ความสามารถในการละลายลดลง ส่วนในเมทานอล อะซีโตน ไอโซโพรพานอล และ n-บิวทานอล 

พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ไม่ละลาย ในขณะที่แซนแทนกัมสามารถละลายในน้ าได้ดี แต่ไม่ละลายใน       

เมทานอล อะซีโตน ไอโซโพรพานอล และ n-บิวทานอล เช่นเดียวกัน  

 

 

 

 

พอลิแซ็กคาไรด์ 

ความสามารถในการละลายที่ความเข้มข้น 0.5% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร ณ อุณหภูมิห้อง 

น้ ากลั่น 
เมทานอล อะซีโตน    
ไอโซโพรพานอล  

และ n-บิวทานอล 

พอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิต
จาก A. pullulans 

YTP6-14 
++ - 

แซนแทนกัม +++ - 
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4.4.4 ความสามารถในการอุ้มน้ าโดยวิธี paper chromatography 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มาละลายในน้ ากลั่นให้มีความ
เข้มข้น 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ทดสอบความสามารถในการอุ้มน้ า โดยใช้กระดาษกรอง   
(filter paper) จุ่มลงในสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ส่วนอีกชุดท าเหมือนข้างต้นแต่
ใช้น้ ากลั่นแทน จากนั้นค านวณเปอร์เซ็นต์อัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์                                  
(% syneresis) ถ้ามีความสามารถในการอุ้มน้ าสูง เปอร์เซ็นต์การสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคา
ไรด์จะต่ า โดยเปรียบเทียบกับแซนแทนกัม คาราจีแนน และกัวกัม ซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ทางการค้า    
ผลการทดลองแสดงไว้ดังตารางที่ 4.2 

ตารางท่ี 4.2 เปอร์เซ็นต์อัตราการสกัดของเหลวออกจากสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ความเข้มข้น 
0.5% ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ 
เปอร์เซ็นต์การสกัดของเหลวออก

จากพอลิแซ็กคาไรด์ (%) 
พอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก         
A. pullulans YTP6-14 

36.97 ± 0.60c 

แซนแทนกัม 6.96 ± 0.69a  
คาราจีแนน 36.47 ± 0.62c  

กัวกัม 10.73 ± 0.60b  

หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ได้จากการทดลอง 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

* ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี one-way ANOVA  
 

จากตารางที่  4.2 พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ที่ ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มี
เปอร์เซ็นต์การสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์สูงกว่าแซนแทนกัมและกัวกัม แต่เมื่อเทียบกับ
คาราจีแนน พบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P > 0.05) แสดงว่า พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิต
จาก A. pullulans YTP6-14 มีความสามารถในการอุ้มน้ าต่ ากว่าแซนแทนกัม และกัวกัม แต่ใกล้เคียง
กับคาราจีแนน 
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4.3 ลักษณะสมบัติเพ่ิมเติมของพอลิแซ็กคาไรด์ 

4.3.1 ชนิดของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มาย่อยด้วยสารละลายกรด     
ซัลฟูริก แล้วปรับค่าความเป็นกรดเบสให้มีค่าเท่ากับ 7 กรองส่วนน้ าใสที่ได้ผ่านกระดาษกรองขนาด 
0.2 ไมครอน จากนั้นน าสารละลายใสที่เก็บไว้ไปส่งวิเคราะห์ชนิดของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวด้วยเครื่องไฮ
เพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) ภาวะตามข้อ 3.3.4.1 น าโครมาโทแกรมที่ได้
เปรียบเทียบชนิดน้ าตาลจากสารละลายมาตรฐาน จากเวลาที่สารตัวอย่างถูกชะออกจากคอลัมน์      
ดังแสดงในรูปที่ 4.7 ที่เปรียบเทียบโครมาโทแกรมของน้ าตาลกลูโคสมาตรฐาน กับ โครมาโทแกรม
น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 

จากผลการวิเคราะห์ พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิ ตจาก A. pullulans YTP6-14 มี
องค์ประกอบของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวเป็นน้ าตาลกลูโคสเพียงชนิดเดียว หรือเรียกว่ากลูแคน  (Freitas 
และคณะ, 2011) เป็นชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์  
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รูปที่ 4.7 โครมาโทแกรมแสดง (ก) สารมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส และ (ข) ชนิดน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่
เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ภายหลังการย่อยด้วย
กรดซัลฟูริก โดยใช้สารละลายอะซิโตไนไทรล์ 80% โดยปรมิาตร เป็นสารละลายตัวพา อัตราการไหล 
1.0 มิลลิลิตรต่อนาที 

(ข) 

(ก) 
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4.3.2 ความสามารถการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายน้ าให้มีความเข้มข้นเป็น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน ามา
ผสมกับน้ ามันพืช  ได้แก่ น้ ามันมะกอก และ น้ ามันถั่วเหลือง ในอัตราส่วน 1:1 ตามวิธีการทดลองข้อ 
3.3.4.2 แล้ววัดค่าความสามารถการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ของระดับความสูง
ของการแยกชั้นต่อระดับความสูงทั้งหมด (% emulsifying activity; E24) ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางที่ 4.3 

ตารางที่ 4.3 ความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก  A. pullulans 
YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับน้ ามันมะกอก น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันร าข้าว 
น้ ามันข้าวโพด และน้ ามันทานตะวันในอัตราส่วน 1:1 ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ได้จากการทดลอง 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

    : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี one-way ANOVA  

 

ชนิดน้ ามัน 

emulsifying activity (%) 

ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

พอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก   
A. pullulans YTP6-14 แซนแทนกัม 

น้ ามันมะกอก 46.89 ± 0.44 ab 50.23 ± 0.40 d 

น้ ามันถั่วเหลือง 47.85 ± 0.03 bc 49.27 ± 0.74 cd 

น้ ามันร าข้าว 45.41 ± 0.42 a 52.40 ± 0.40 e 

น้ ามันข้าวโพด 46.86 ± 0.42 ab 49.03 ± 0.84 cd 

น้ ามันทานตะวัน 45.71 ± 0.00 a 47.09 ± 0.05 ab 
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จากตารางที่ 4.3 พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 โดยรวมมี
ค่า emulsifying activity (E24) ใกล้เคียงกันจากน้ ามันทั้งหมดที่ท าการทดสอบ คือน้ ามันมะกอก 
น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันร าข้าว น้ ามันข้าวโพด และน้ ามันทานตะวัน เมื่อเปรียบเทียบกับแซนแทนกัม 
พบว่าค่า emulsifying activity (E24) ของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 กับ
แซนแทนกัม มีค่าเฉลี่ยไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) ในน้ ามันถั่วเหลือง และน้ ามัน
ทานตะวัน เมื่อวิเคราะห์ค่าทางสถิติด้วยวิธี one-way ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ส่วนใน
น้ ามันมะกอก น้ ามันร าข้าว และน้ ามันข้าวโพด  พบว่า ค่า emulsifying activity (E24) ของ 
พอลิแซ็กคาไรด์น้อยกว่าแซนแทนกัมอย่างมีนัยส าคัญ (P≤ 0.05) แสดงว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้
จากเชื้อนี้มีความสามารถการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ได้ดีเทียบเท่ากับแซนแทนกัมในน้ ามันถั่วเหลืองและ
น้ ามันทานตะวัน  

4.3.3 ความสามารถการเกิดเจล (gelation)   

น าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มาละลายให้มีความเข้มข้น 
0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับเกลือของโลหะ ได้แก่ NaCl, KCl, CaCl2·2H2O, MgSO4·7H2O 
และ CuSO4·5H2O ตามล าดับ จากนั้นตรวจสอบการเกิดเจล ตามวิธีข้อ 3.3.4.3 เปรียบเทียบกับแซน
แทนกัม พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ไม่มีความสามารถในการเกิดเจลได้ ส่วนแซนแทนกัมมีความสามารถ
เกิดเจลได้เม่ือผสมกับ CaCl2·2H2O, MgSO4·7H2O และ CuSO4·5H2O     

4.3.4 ชนิดประจุของพอลิแซ็กคาไรด์  

เมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มาวิเคราะห์ชนิดประจุของ
พอลิแซ็กคาไรด์ เมื่อเติมสารละลายซิทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ลงไป พบว่าไม่มีตะกอนของสารละลาย
พอลิแซ็กคาไรด์เกิดขึ้น ดังนั้นพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากเชื้อนี้ เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประจุเป็นกลาง 
(neutral polysaccharide) ส่วนแซนแทนกัมเกิดเป็นตะกอนสีขาวแสดงว่าเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่มี
ประจุลบ (acidic polysaccharide) แสดงดังในรูปที่ 4.8  
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(ก)                                  (ข)                                       (ค) 

รูปที่  4.8 ผลวิเคราะห์ชนิดประจุของ (ก) พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก  A. pullulans YTP6-14 
(ข) แซนแทนกัม (ชุดควบคุมที่มีประจุลบ) และ (ค) สารละลาย CPC และโซเดียมคลอไรด์ (ชุดควบคุม
ที่มีประจุบวก) 
 

4.3.5 วิเคราะห์สมบัติทางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์โมกราวิเมทริกแอนนาไลซิส (TGA)  

น าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ปริมาณ 10 - 20 มิลลิกรัม มา
วิ เ ค ร า ะ ห์ ส ม บั ติ ท า ง ค ว า ม ร้ อ น ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  TGA ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Perkin-Elmer TGA 7 
thermogravimetric analyzer ภาวะที่ใช้ในการทดสอบเริ่มจากอุณหภูมิ 30 ถึง 600 องศาเซลเซียส 
อัตราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียส/นาที โดยทดสอบภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน 
ผลดังแสดงในรูปที่ 4.9 

จากรูปที่ 4.9 พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มีอุณหภูมิย่อย
สลาย (degradation temperature) เท่ากับ 266.70 องศาเซลเซียส โดยน้ าหนักพอลิแซ็กคาไรด์ เริ่ม
ลดลงตั้งแต่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเวลาลดลงอย่างรวดเร็วที่ประมาณอุณหภูมิ 250 องศา
เซลเซียส  
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รูปที่ 4.9 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ าหนักของ
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 โดยใช้ภาวะในการทดสอบเริ่มจากอุณหภูมิ 30 
ถึง 600 องศาเซลเซียส 
 

4.3.6 การวัดความหนืด 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายน้ าให้มีความเข้มข้น 0.5 2 3 4 และ5% โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร จากนั้นวัดสมบัติการไหลและความหนืดด้วยเครื่อง Rheometer Bohlin รุ่น C-VOR ที่อัตรา
เฉือนระหว่าง 0.04 -400 วินาที-1 เปรียบเทียบกับแซนแทนกัม ผลแสดงดังรูปที่ 4.10-4.15 
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รูปที่ 4.10 ความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดและอัตราเฉือนระหว่าง 0.04–400 วินาที-1 ของ          
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  
 

 

 

รูปที่ 4.11 ความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดและอัตราเฉือนระหว่าง 0.04–400 วินาที-1 ของ          
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 2.0 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
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รูปที่ 4.12 ความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดและอัตราเฉือนระหว่าง 0.04–400 วินาที-1 ของ          
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 3.0 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  
 

 

รูปที่ 4.13 ความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดและอัตราเฉือนระหว่าง 0.04–400 วินาที-1 ของ          
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 4.0 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  
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รูปที่ 4.14 ความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดและอัตราเฉือนระหว่าง 0.04–400 วินาที-1 ของ          
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 5.0 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  
 

 

รูปที่ 4.15 ความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดและอัตราเฉือนระหว่าง 0.04–400 วินาที-1ของ         
แซนแทนกัมที่ความเข้มข้น 0.5 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
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จากรูปที่ 4.10 – 4.15 พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 และ
แซนแทนกัม ลักษณะกราฟมีแนวโน้มไปทางเดียวกันคือ เมื่อเพ่ิมอัตราเฉือน ความหนืดจะลดลง      
ซึ่งเป็นลักษณะของของไหลประเภทนอนนิวโตเนียน ชนิดซูโดพลาสติก โดยความหนืดสูงสุดของ      
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 0.5, 2, 3 และ 4% โดยน้ าหนัก

ต่อปริมาตร คือ 12.6, 57.3, 246 และ 530 mPa∙s ที่อัตราเฉือน 3.65 วินาที-1 ตามล าดับ และที่

ความเข้มข้น 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร คือ 1490 mPa∙s ที่ อัตราเฉือน 3.58 วินาที -1 โดย 

แซนแทนกัม มีความหนืดสูงสุดที่ความเข้มข้น 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร คือ 751 mPa∙s ที ่
อัตราเฉือน 3.65 วินาที-1 

 

4.4 ขึ้นรูปแผ่นฟิล์มของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 และทดสอบสมบัติทาง
กายภาพและเคมีของฟิล์มที่ได้ 

จากการผลิตฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 
4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอลซึ่งใช้เป็นพลาสติไซเซอร์ ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 
1.5 และ 2 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และที่ไม่เติมกลีเซอรอล จากนั้นท าให้แห้งที่ 70 องศาเซลเซียส 
และน าฟิล์มที่แห้งแล้วเก็บใส่ในเดซิเตอร์ที่มีความชื้นสัมพัทธ์ 53% ที่อุณหภูมิห้อง จากการทดลอง
พบว่า ลักษณะทั่วไปของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ทุกชุดมีลักษณะเป็นแผ่นต่อเนื่องกันตลอดทั้ง
แผ่น ไม่มีรอยแตกหรือรูพรุนเมื่อมองด้วยตาเปล่า แต่ฟิล์มที่ไม่มีการเติมกลีเซอรอลพบว่ามีลักษณะ
เปราะและแข็ง ท าให้ลอกออกจากเพลทได้ยาก จึงไม่สามารถน าฟิล์มที่ไม่มีการเติมกลีเซอรอลมา
ทดสอบคุณสมบัติต่างๆได้ (รูปที่ 4.16) เมื่อวัดความหนาของฟิล์มด้วยเครื่องดิจิตอลไมโครมิเตอร์ 
พบว่าฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอลที่ความ
เข้มข้น 1, 1.5 และ 2 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีความหนาของฟิล์มเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P≤0.05) คือ 0.11 ± 0.00, 0.13 ± 0.00 และ 0.14 ± 0.01 มิลลิเมตร ตามล าดับ ส่วนความ
หนาของฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ คือ 0.009 ± 0.00 ดังแสดงผลในรูปที่ 4.17 
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รูปที่ 4.16 ลักษณะของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 4% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ (ก) ไม่เติมกลีเซอรอล (ข) 1% 
(ค) 1.5% และ (ง) 2% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
 
 
 
  
 

(ก) 

(ค) (ง) 

(ข) 
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รูปที่ 4.17 ความหนาของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 
4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2% โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร และฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ 
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี one-way ANOVA  

 

เม่ือวดัสีด้วยเคร่ืองโครมามิเตอร์ในระบบ CIE ท่ีแสดงสีคา่เป็น L* a* และ b* โดยที่ค่าสี 

L*  จะบ่งบอกถึงความสว่าง (Lightness) โดยมีค่าตั้งแต่ 0 (สีด า) ถึง 100 (สีขาว) ส่วนค่าสี a* 
(redness/greenness) จะแสดงความเป็นสีแดงและสีเขียว โดยถ้าค่าเป็นบวกก็จะมีความเป็นสีแดง
มากขึ้น และถ้าค่าเป็นลบก็จะมีความเป็นสีเขียวมากขึ้น และ และค่าสี b* จะแสดงถึงสีเหลืองและสี
น้ าเงิน (yellowness/blueness) โดยถ้าค่าเป็นบวกก็จะมีความเป็นสีเหลืองมากขึ้น และถ้าค่าเป็นลบ
ก็จะมีความเป็นสีน้ าเงินมากข้ึน จากการทดลองพบว่าฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ทุกชุดมีค่าเฉลี่ยของ L* a*  
และ b* ไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญั (P>0.05) โดย ค่า L* ของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก 

A. pullulans YTP6-14 ที่ผสมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2 % โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร มีคา่เท่ากบั 84.41 ± 0.18, 84.28 ± 0.26 และ 84.26 ± 0.35 ตามล าดับ ส่วนค่า a* มี
ค่าเท่ากับ -1.14 ± 0.03, -1.16 ± 0.03 และ -1.17 ± 0.04 ตามล าดับ และค่า b* มีค่าเท่ากับ         
2.77 ± 0.29, 2.82 ± 0.25 และ 2.78 ± 0.16 ตามล าดับ ส่วนฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้มีค่า
L* a* และ b* เท่ากับ 87.58 ± 0.09, -1.31 ± 0.00 และ 1.35 ± 0.02 ส าหรับค่า ∆E* ซึ่งเป็นค่า
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ความแตกต่างของสีของฟิล์มตัวอย่างกับแผ่นมาตรฐานสีขาวที่ใช้เป็นพ้ืนหลังของฟิล์มตัวอย่าง พบว่า
ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ผสมกลีเซอรอลที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ   
1, 1.5 และ 2% โดยน า้หนักต่อปริมาตร มีค่า ∆E* ไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญั (P>0.05) คือ 
3.75 ± 0.29, 3.88 ± 0.25 และ 3.88 ± 0.36 ตามล าดับ ส่วนฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้มีค่า

เท่ากับ 0.27 ± 0.08 ดังแสดงผลในรูปที่ 4.18 - 4.21   

 

  
 
รูปที่ 4.18 ค่าสี L* ของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 4% 

โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2% โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร 
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี one-way ANOVA  
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รูปที่ 4.19 ค่าสี a* ของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 4% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2% โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร 

 
รูปที่ 4.20 ค่าสี b* ของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 4% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2% โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร 
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี one-way ANOVA  
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รูปที่ 4.21 ค่า ∆E* ของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 4% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2% โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร 
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี one-way ANOVA  

เมื่อศึกษาคุณสมบัติเชิงกลของฟิล์ม คือ ความต้านทานแรงดึงและความยืดที่จุดขาด โดย
ใช้เครื่องวัดเนื้อสัมผัส พบว่า ความต้านทานแรงดึงของฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้และฟิล์มพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่ผสมกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 1, 1.5 และ 2% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีค่าเท่ากับ 
18.46 ± 2.93, 4.37 ± 0.50, 0.72 ± 0.12 และ 0.29 ± 0.02 เมกะปาสคาล ตามล าดับ ดังแสดงใน
รูปที่ 4.22 จะเห็นได้ว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลีเซอรอลในสารละลายฟิล์ม จะท าให้ฟิล์มมีค่าความ
ต้านทานแรงดึงลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) ส่วนความยืดที่จุดขาดของฟิล์มยืดหุ้มห่อ
อาหาร ยี่ห้อเทสโก้และฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผสมกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 1 และ 1.5% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยมีค่าเท่ากับ  125.68 ± 
8.98, 532.55 ± 14.5 และ 602.25 ± 4.28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.23 ส าหรับฟิล์ม
ที่ผสมกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 2% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เมื่อฟิล์มยืดไปจนสุดความยาวของ
เครื่องวัด พบว่าฟิล์มยังคงไม่ขาด เนื่องจากฟิล์มมีความยืดหยุ่นมาก คือมีค่าความยืดที่จุดขาดมากกว่า 
1050 เปอร์เซ็นต์   
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รูปที่ 4.22 ความต้านทานแรงดึง ของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่
ความเข้มข้น 4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 
2% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ 
 

 
รูปที่ 4.23 ความยืดที่จุดขาดของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความ
เข้มข้น 4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล  ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1 และ 1.5%  
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ 
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี one-way ANOVA  
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จากการศึกษาการซึมผ่านของไอน้ าของแผ่นฟิล์ม โดยขึงฟิล์มบนปากภาชนะที่ภายใน
บรรจุซิลิกาเจลไว้ด้วยพาราฟินเหลว จากนั้นน าไปไว้ที่ 25 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 
75 เปอร์เซ็นต์ ชั่งน้ าหนักทุกๆ 1 ชั่วโมง จนน้ าหนักคงที่ พบว่า ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผสม 
กลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 1, 1.5 และ 2 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีค่าเท่ากับ 2.94 ± 0.41, 
3.93 ± 0.21 และ 5.64 ± 0.10 กรัมมิลลิเมตรต่อชั่วโมงต่อตารางเมตรต่อกิโลปาสคาล ตามล าดับ 
ส่วนฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโกม้ีค่าเท่ากับ 0.04 ± 0.00 กรัมมิลลิเมตรต่อชั่วโมงต่อตารางเมตร
ต่อกิโลปาสคาล ดังแสดงในรูปที่ 4.24  
 
 

 
 
 

รูปที่ 4.24 การซึมผ่านของไอน้ าของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความ
เข้มข้น 4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2% 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ 
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี one-way ANOVA  
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การละลายน้ าของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผสมกลีเซอรอลที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า
ปริมาณของพลาสติไซเซอร์มีผลต่อการละลายน้ าของฟิล์มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P≤0.05) โดยที่
ความเข้มข้นกลี เซอรอล 1, 1.5 และ 2 เปอร์ เซ็นต์  โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีค่ า เท่ ากับ  
23.12 ± 0.88, 27.40 ± 4.33 และ 30.86 ± 4.93 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร 
ยี่ห้อเทสโกม้ีค่าเท่ากับ 11.07 ± 4.26 ดังแสดงในรูปที่ 4.25  

 

 
 

รูปที่ 4.25 การละลายน้ าของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 ที่ความเข้มข้น 
4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมกับกลีเซอรอล ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 1, 1.5 และ 2% โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร และฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ 
หมายเหตุ : ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี one-way ANOVA  

 

 

 

 

 

23.12a

27.40ab
30.86b

11.07c

0
5

10
15
20
25
30
35
40

1% 1.50% 2% ฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร 
ยี่ห้อเทสโก้

กา
รล

ะล
าย

น้ า
 (เ

ปอ
ร์เซ

็นต
)์

เปอร์เซ็นต์กลีเซอรอล (น้ าหนักต่อปริมาตร)



 

85 

4.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ A. pullulans YTP6-14 

A. pullulans สายพันธุ์ YTP6-14 เป็นเชื้อราคล้ายยีสต์ ที่แยกได้จากโครงการศึกษา
ความหลายหลายของยีสต์ บริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ปี พ.ศ. 2554-2555 
(Thaniyavarn และคณะ, 2013) ซึ่งพิสูจน์เอกลักษณ์ทางอนุกรมวิธาน ระดับโมเลกุล โดยการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในโดเมน D1/D2 ของ 26S rDNA จ านวน 579 bp โดยใช้ primer คือ 
NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG- 3’) และNL2 (5’–GGTCCGTGTTTCAAGACG- 3’) 
เมื่อน า A. pullulans YTP6-14 มาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YM และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 – 4 วัน จากนั้น สังเกตลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และ เลี้ยงเชื้อใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-7 วัน น ามาส่องภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ เพ่ือดูลักษณะรูปร่างของเชื้อ โดยเปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้ออ้างอิง 
(Barnett และ Hunter, 1972 ; De Hoog และ Yurlova, 1994 ; Zalar และคณะ , 2008) จาก
การศึกษาลักษณะโคโลนีของ A. pullulans YTP6-14 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YM ดังแสดงผลในรูป
ที่ 4.26 พบว่าโคโลนีเริ่มแรกมีลักษณะเรียบ มีสีเหลืองอ่อน ในวันที่ 3 รอบๆโคโลนีจะปรากฎเส้นใย
สั้นๆ และต่อมาจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอมชมพู  และเมื่อเก็บเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
2 เดือนขึ้นไป โคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีด า เมื่อศึกษาลักษณะของเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์เมื่อเลี้ยงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM เป็นเวลา 1-7 วัน พบบลาสโตสปอร์ เซลล์พอง เส้นใยเทียม และ การแตก
หน่อ ดังแสดงผลในรูปที่ 4.27    

 

 
รูปที่ 4.26 ลักษณะโคโลนีของ A. pullulans YTP6-14 (ก.) เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง YM ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน และ (ข.) เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง YM ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 เดือน  
 

(ก) (ข) 
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รูปที่ 4.27 ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 1000 เท่า เมื่อเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 
ในอาหารเหลว YM เป็นเวลา 24-168 ชั่วโมง พบ (ก.) บลาสโตสปอร์ และ การแตกหน่อ (ลูกศรชี้) 
(ข.) เส้นใยเทียม (ค.) เส้นใยเทียมและเซลล์พอง (ลูกศรชี้) (ง.) เส้นใยเทียมและมีการสร้างท่องอก 
(ลูกศรชี้) (จ.) เซลล์พองและมีการสร้างท่องอก (ลูกศรชี้) (ฉ.) เซลล์พองและ การแตกหน่อ (ช.) เส้นใย
เทียมและโคนิเดียติดอยู่บริเวณปลายและด้านข้างของเส้นใยเทียม (ลูกศรชี้)   
 

 

 

(ช.) 



 

 

บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ปัจจุบันพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์ทวีความส าคัญมากขึ้นต่อการน ามาประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหารที่มีการน าพอลิแซ็กคาไรด์มาปรับปรุงคุณสมบัติ
ของผลิตภัณฑ์ให้ดีขึ้น ในงานวิจัยนี้ได้น า A. pullulans YTP6-14 ที่แยกได้จากโครงการศึกษาความ
หลายหลายของยีสต์ บริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี (Thaniyavarn และคณะ, 
2013) มาศึกษาการผลิต สมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์และการข้ึนรูปแผ่นฟิล์มที่บริโภคได้  

การน าพอลิแซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์มาใช้ในอุตสาหกรรม ปัจจัยอย่างหนึ่งที่ต้องค านึงถึง คือ 
ความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ให้ได้ปริมาณสูง ดังนั้นจึงได้หาสูตรอาหารและภาวะที่
เหมาะสมส าหรับการเลี้ยงจุลินทรีย์และให้มีผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ที่สูง ในงานวิจัยนี้ได้เปรียบเทียบ
สูตรอาหาร YM เทียบกับสูตรอาหารของ Youssef และคณะ (1999) ผลการทดลองพบว่าสูตรอาหาร 
YM นั้นให้การเจริญและผลผลิตพอลิแซคคาไรด์สูงกว่าสูตรของ Youssef และคณะ (1999) ทั้งนี้อาจ
เกิดขึ้นเนื่องจากอาหาร YM นั้นเป็น complex media ซึ่งประกอบด้วยสารอินทรีย์ วิตามิน เกลือแร่ 
และยังมีสารช่วยเร่งการเจริญอ่ืนๆรวมอยู่ในสูตรอาหารด้วย (Cheng และคณะ, 2011; Seo และ
คณะ, 2004) แต่อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรของ Youssef และคณะ (1999) เป็น synthetic media ซึ่ง
ประกอบด้วยสารอาหารแบบง่ายๆ มีน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน และมีเกลือแร่อยู่ในส่วนประกอบของอาหาร (Gniewosz และ Duszkiewicz-Reinhard, 
2008) ดังนั้นสูตร complex media จึงท าให้เชื้อเจริญเร็วและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ดีกว่าสูตร 
synthetic media  

 แหล่งคาร์บอนก็เป็นปัจจัยหลักอีกข้อหนึ่ง ในการทดลองนี้ได้เปรียบเทียบชนิดของแหล่ง
คาร์บอนอันได้แก่ คือ ซูโครส กลูโคส มอลโทส และแลกโทส ต่อการเจริญและการให้ผลผลิตของเชื้อ
ทดสอบ พบว่า ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะที่สุดส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์อันสอดคล้อง
กับรายงานของ Ravella และคณะ (2010) และ Gibson และ Coughlin (2002) ในขณะที่มีบาง
รายงานพบว่ากลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเช่นเดียวกัน (Choudhury และคณะ, 
2011; Duan และคณะ, 2008; Punnapayak และคณะ, 2003) จากการผันแปรปริมาณซูโครสพบว่า
ซูโครสที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ คือที่ 6% โดยน้ าหนักต่อปริมาตรซึ่งแตกต่างกับ
รายงานของ Cheng และคณะ (2011) ที่พบว่าซูโครสที่ความเข้มข้น 7.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
ให้ผลผลิต พอลิแซ็กคาไรด์มากที่สุด แต่ก็เป็นที่พบเช่นกันว่าแหล่งคาร์บอนที่เหมาะส าหรับการผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์มีความแตกต่างได้ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อ (Choudhury และคณะ, 2011) 
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เมื่อศึกษา pH เริ่มต้นของอาหาร พบว่า ค่า pH ที่ 3.5 และ 4.5 ให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์และ
น้ าหนักเซลล์แห้งใกล้เคียงกัน แต่เมื่อค่า pH เพ่ิมข้ึน การเจริญและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงคล้ายกับ
ผลที่ รายงานของ Sheoran และคณะ (2012) ในขณะที่ Wu และคณะ (2009) พบว่า pH ที่เหมาะ
ส าหรับการผลิตและการเจริญของพอลิแซ็กคาไรด์ คือ 5.5 และ 3.5 ตามล าดับ และระดับ pH ที่ 2.5 
มีผลยับยั้งการผลิตพูลลูแลน แต่กระตุ้นการผลิตกลูแคนที่ไม่ละลายแทน (Gaur และคณะ, 2010) 

ส าหรับความเข้มข้นที่เหมาะสมของไนโตรเจนนั้น ในงานวิจัยนี้เลือกแปรผันความเข้มข้นของ  
เปปโทนในสูตรอาหาร YM เพราะเปปโทนมีราคาถูกและสัดส่วนที่ใช้ในสูตรอาหารมากสุด พบว่าที่
ความเข้มข้น 0.5 % โดยน้ าหนักต่อปริมาตรให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด สอดคล้องกับรายงาน
ของ Prasongsuk และคณะ (2007) แต่ที่ความเข้มข้นที่สูงจะให้ปริมาณของพอลิแซ็กคาไรด์มีค่า
ลดลง Cheng และคณะ (2011) พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดยีสต์ท าให้ผลผลิตของพูลลู
แลนลดลง เนื่องจากปริมาณไนโตรเจนที่ต่ าๆ จะจ ากัดการเจริญของเชื้อแต่เชื้อจะใช้คาร์บอนในการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แทน (Badr-Eldin และคณะ, 1994; Gaur และ Singh, 2010)  

จากการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่าเชื้อมีการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์สูงสุดในชั่วโมงที่ 96 มีค่าเท่ากับ 12.33 ± 0.32 กรัมต่อลิตรในช่วง mid log phase ถึง 
stationary phase ของเชื้อ สอดคล้องกับรายงานของ Chen และคณะ (2012) และ Wu และคณะ 
(2009) และผลิตลดลงเล็กน้อย ซึ่งเชื้ออาจผลิตเอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลายพอลิแซ็กคาไรด์ ออกมา 
(Campbell และคณะ, 2003) ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จัดอยู่ในช่วงที่รายงานโดย Donot และ
คณะ (2012) คือ ในช่วง 1.3 – 52.5 กรัมต่อลิตร     

พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน จึงน าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมได้หลากหลายขึ้นอยู่กับสมบัติเฉพาะตัวนั้นๆของพอลิแซ็กคาไรด์ ดังนั้น ลักษณะสมบัติ
ทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์จึงเป็นปัจจัยที่ก าหนดชนิดของงานที่จะประยุกต์ใช้           
พอลิแซ็กคาไรด์นั้น ๆ ส าหรับพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตนี้ เมื่อวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลและปริมาณโปรตีน
ทั้งหมดที่เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์มีปริมาณน้ าตาลเท่ากับ 78.92 
± 0.15 เปอร์เซ็นต์ และมีปริมาณโปรตีนปนเปื้อนอยู่เล็กน้อย คือ 1.24 ± 0.83 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแสดง
ให้เห็นว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้ค่อนข้างบริสุทธิ์ สอดคล้องกับงานวิจัยของ วิชชุดา วิไลรัศมี (2555) 
พบว่าปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด์อยู่ในช่วง 65-99 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักและมี
ปริมาณโปรตีนต่ า คืออยู่ในช่วง 0.15-3.95 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก  

ความสามารถในการละลายเป็นคุณสมบัติอย่างหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการน าไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหาร ในงานวิจัยนี้ พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์สามารถละลายในน้ าได้ปานกลาง ซึ่งการ
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ละลายน้ าของพอลิแซ็กคาไรด์ขึ้นอยู่กับการมีอยู่ของหมู่ไฮดรอกซิลของพอลิแซ็กคาไรด์ที่สามารถเกิด
พันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลของน้ า (Kumar และคณะ, 2004) ส่วนการที่พอลิแซ็กคาไรด์ไม่ละลายใน
ตัวท าละลายอินทรีย์เนื่องจาก ตัวท าละลายอินทรีย์จะท าให้จ านวนหมู่ไฮดรอกซิลของพอลิแซ็กคาไรด์
เพ่ิมข้ึน จึงท าให้เกิดการตกผลึกของพอลิแซ็กคาไรด์ในตัวท าละลายอินทรีย์ (James, 1986)  

สมบัติการอุ้มน้ าของพอลิแซ็กคาไรด์เป็นสมบัติที่ส าคัญอย่างหนึ่งของการใช้งานพอลิแซ็กคา
ไรด์เช่นเดียวกัน จากงานวิจัยนี้ พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์มีความสามารถในการอุ้มน้ าปานกลาง คือ 
เทียบเท่ากับคาราจีแนน แต่ยังต่ ากว่าแซนแทนกัมและกัวกัม ซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ทางการค้า ดังนั้น
คุณสมบัติการอุ้มน้ าของพอลิแซ็กคาไรด์นี้อาจน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้ เช่น ช่วยลดการ
สูญเสียน้ าในผลิตภัณฑ์นม (Badel และคณะ, 2011) 

ส าหรับส่วนประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์จากการท า total acid hydrolysis และวิเคราะห์โดย
ใช้ HPLC  พบว่า มีองค์ประกอบเป็นน้ าตาลกลูโคสเพียงชนิดเดียวจึงจัดเป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ ซึ่ง
เหมือนกับรายงานของ Mishra และ Vuppu (2013) ที่ว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans 
SB-01 เป็นพูลลูแลน   

ในการประยุกต์ใช้กับอาหารนอกจากความสามารถในการละลายและความสามารถในการอุ้ม
น้ าความสามารถในการอิมัลซิไฟด์ก็เป็นอีกอย่างหนึ่งที่มีความส าคัญในอุตสาหกรรมอาหารโดยเฉพาะ
อาหารที่มีเฟสน้ าและน้ ามันที่แยกจากกันถ้าพอลิแซ็กคาไรด์มีแอคทิวิตีการอิมัลซิไฟด์ที่ดีจะท าให้
อาหารนั้นเป็นอิมัลชันและคงลักษณะได้นาน เช่น ในโยเกิร์ตหรือมายองเนส โดยอิมัลซิไฟเออร์ที่มีการ
ใช้มากในอุตสาหกรรม ได้แก่ แซนแทนกัม (Gutierrez และคณะ, 2008) จึงได้ทดสอบความสามารถ
ในการอิมัลซิไฟด์ของพอลิแซ็กคาไรด์นี้กับน้ ามันชนิดต่างๆ พบว่าสามารถก่ออิมัลชันในน้ ามันถั่ว
เหลือง และน้ ามันทานตะวัน ได้ดีเทียบเท่ากับแซนแทนกัม แตกต่างจากรายงานของ Yadav และ
คณะ (2014) พบว่าความสามารถการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans 
RYLF10 เกิดขึ้นกับน้ ามันมะกอกได้ดีที่สุด แต่ยังต่ ากว่ากัวกัมซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ทางการค้า  
แสดงว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากเชื้อนี้สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้ เช่น  
ในน้ าสลัด มายองเนส ที่มีส่วนผสมของน้ ามันถั่วเหลืองและน้ ามันทานตะวันได้  

 ความสามารถในการก่อเจลกับเกลือของโลหะของพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่าไม่มีความสามารถใน
การก่อเจลกับเกลือของโลหะได้ ส่วนแซนแทนกัมสามารถเกิดเจลได้กับ  CaCl2·2H2O, MgSO4·7H2O 
และ CuSO4·5H2O กลไกการก่อเจลนั้นนอกจากเกิดจากการจับกันระหว่างพอลิแซ็กคาไรด์และ
ไอออนของเกลือโลหะ แล้วยังขึ้นกับโครงสร้าง ชนิดประจุ ปริมาณประจุของพอลิแซ็กคาไรด์ 
ความสามารถในการเข้าถึงและจับกันอย่างจ าเพาะระหว่างพอลิแซ็กคาไรด์และไอออนเกลือของโลหะ 



 

91 

(Sutherland, 1994) จากการที่พอลิแซ็กคาไรด์นี้มีประจุสุทธิเป็นกลาง จึงไม่สามารถจับกับเกลือของ
โลหะได้ ท าให้ไม่สามารถก่อเจลได้ (Margaritis และ Pace, 1985) Cui (2005) รายงานเช่นกันว่า
พูลลูแลนไม่มีคุณสมบัติในการก่อเจลดังกล่าวและมีประจุเป็นกลาง  

สมบัติทางความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์เป็นสมบัติที่ส าคัญอย่างหนึ่งต่อการน าไปประยุกต์ใช้
ในอุตสาหกรรมอาหาร เนื่องจากในบางอุตสาหกรรมอาหารมีขั้นตอนที่เกี่ยวข้องกับการใช้ความร้อน 
ดังนั้นความเสถียรต่อความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ใช้ในกระบวนการผลิตอาหารจึงมีความส าคัญ
อย่างยิ่ง โดยสมบัติทางความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์ขึ้นอยู่กับโครงสร้างและองค์ประกอบของพอลิ
แซ็กคาไรด์ (Wang และคณะ, 2010) ถ้าพอลิแซ็กคาไรด์มีหมู่ฟังก์ชันหลายหมู่  ก็จะถูกความร้อน
ท าลายทีละหมู่ ดังนั้นจะปรากฎรูปแบบการสลายด้วยความร้อนมากกว่า 1 แบบ ในงานวิจัยนี้ พบว่า 
พอลิแซ็กคาไรด์มีรูปแบบการสลายด้วยอุณหภูมิ 2 พีค (peak) โดยน้ าหนักพอลิแซ็กคาไรด์เริ่มลดลงที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเริ่มลดลงอีกครั้งที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส อธิบายได้ว่าพอลิ
แซ็กคาไรด์นี้มีหมู่ฟังก์ชันที่เกี่ยวข้องกับการทนต่อความร้อนสองชุดในชุดแรกหมู่ฟังก์ชันสูญเสีย
ความสามารถท่ี 30 องศาเซลเซียสและหมู่ฟังก์ชันที่สองที่สูญเสียความสามารถที่ 250 องศาเซลเซียส
และสลายตัวโดยสมบูรณ์ด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 266.70 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับรายงานของ
Ahmed และคณะ (2013) ที่พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก Lactobacillus kefiranofaciens 
ZW3 โครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์มีการสลายที่ 2 อุณหภูมิ คือ 40 องศาเซลเซียส และ 261.40 
องศาเซลเซียส แสดงว่าพอลิแซ็กคาไรด์สามารถทนความร้อนได้ที่อุณหภูมิสูง จึงสามารถน าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารที่มีขั้นตอนการใช้ความร้อนได้ ในกระบวนการย่อยสลายของพอลิแซ็กคาไรด์จะ
ประกอบด้วย 4 ขั้นตอน ดังนี้ 1) การท าลายการดูดซับของน้ ากับพอลิแซ็กคาไรด์  2) การก าจัด
โมเลกุลของน้ า  3) การย่อยสลายพอลิเมอร์  โดยการแตกพันธะ C–O และ C–C ในวงแหวนน้ าตาล 
ท าให้เกิด CO, CO2 และ H2O  4) การเกิดโครงสร้างของ polynuclear aromatic และ graphitic 
carbon (Zamora และคณะ, 2002) 

จากการศึกษาสมบัติการไหลและความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด์ เปรียบเทียบกับแซน
แทนกัม พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์มีสมบัติการไหลประเภทนอนนิวโตเนียน ชนิดซูโดพลาสติก 
เช่นเดียวกับแซนแทนกัม โดยลักษณะการไหลประเภทนี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารได้ เช่น สารก่อเจล สารเพ่ิมความคงตัว และสารให้ความข้นหนืด (Paul และคณะ, 1986) และ
ที่ความเข้มข้น 0.5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์มีความหนืดต่ ากว่าแซนแทนกัม
อย่างเห็นได้ชัด แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์จนถึง 4% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่า
มี      ความหนืดใกล้เคียงกับแซนแทนกัม ดังนั้นการขึ้นรูปฟิล์มจึงเลือกที่ความเข้มข้นนี้ ซึ่งความ
เข้มข้นของสารละลายส่งผลต่อการเกิดโครงสร้างตาข่ายของสายพอลิเมอร์ ถ้าความเข้มข้นของพอลิ
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เมอร์ต่ าไปส่งผลให้คุณสมบัติของฟิล์มไม่สม่ าเสมอ โครงสร้างตาข่ายของฟิล์มที่ได้จึงไม่แข็งแรงและท า
ให้ได้ฟิล์มที่บางเกินไป (Piermaria และคณะ, 2009; ปรมาภรณ์ เกิดทรัพย์, 2545) แต่ถ้าความ
เข้มข้นของ    พอลิเมอร์สูงเกินไปท าให้สายโซ่พอลิเมอร์เคลื่อนที่ได้น้อย ท าให้เกิดโครงสร้างตาข่าย
ระหว่างสายของพอลิเมอร์น้อย ฟิล์มที่ได้จึงไม่แข็งแรงเช่นเดียวกัน  (ปรมาภรณ์ เกิดทรัพย์, 2545) 
และยังยากต่อการท าให้ฟิล์มมีพ้ืนผิวหน้าสม่ าเสมอ (Li และคณะ, 2015) 

เมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์มาขึ้นรูปฟิล์ม พบว่าฟิล์มที่ไม่มีการเติมกลีเซอรอล มีลักษณะเปราะและ
แข็ง ท าให้ลอกออกจากเพลทได้ยาก แต่ฟิล์มที่มีการเติมกลีเซอรอลที่ความเข้มข้นต่างๆ (1-2 % 
น้ าหนักต่อปริมาตร) สามารถลอกออกจากเพลทได้ง่ายกว่า สามารถน ามาขึ้นรูปฟิล์มได้ แสดงว่าการ
เติมกลีเซอรอลช่วยเพ่ิมความยืดหยุ่นและลดความเปราะให้กับฟิล์ม เนื่องจากกลีเซอรอลจะแทรกเข้า
ไปอยู่ระหว่างสายของพอลิเมอร์ ท าให้ความแข็งแรงของพันธะระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์ลดลง 
ฟิล์มที่ได้จึงมีความยืดหยุ่นเพ่ิมข้ึน (Tong และคณะ, 2008) เมื่อศึกษาคุณสมบัติต่างๆของฟิล์มพบว่า 
ฟิล์มมีความหนาอยู่ในช่วง 0.11 - 0.14 มิลลิเมตร ซึ่งมีความหนามากกว่าฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อ
เทสโก้ แต่อย่างไรก็ตามฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ยังอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานของ มอก. 1027-2553 
(มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม , 2553) ที่ระบุไว้ว่าฟิล์มที่มีความหนาอยู่ในช่วง 0.010-0.100        
(± 0.015) มิลลิเมตร สามารถน าไปใช้ท าเป็นถุงพลาสติกส าหรับบรรจุอาหารได้ และเมื่อเพ่ิมความ
เข้มข้นของกลีเซอรอลส่งผลให้ความหนาของฟิล์มเพ่ิมขึ้น สอดคล้องกับรายงานของ Thakhiew และ
คณะ (2010) เนื่องจากกลีเซอรอลมีคุณสมบัติชอบน้ า (hydrophilic plasticizer) ท าให้ฟิล์มดูด
ความชื้นมากขึ้นเกิดการขยายตัวของฟิล์ม ส่งผลให้ฟิล์มมีความหนาเพ่ิมขึ้น หรืออาจเกิดจากการ
จัดเรียงตัวใหม่ของสายพอลิเมอร์ ท าให้มีปริมาตรอิสระมากขึ้น (free volume) (Ahmadi และคณะ, 
2012; Jouki และคณะ, 2013) นอกจากนั้นวิธีและสภาวะในการขึ้นรูปฟิล์มมีผลต่อความหนาอีกด้วย 
(Kanmani และ Lim, 2013)  

สีเป็นคุณสมบัติอย่างหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการยอมรับของผู้บริโภค (Wu และคณะ, 2013) 
จากงานวิจัยพบว่า สีของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ มีค่า L* a* และ b* เท่ากับ 84.32 -1.16 และ 2.79 
ตามล าดับ สอดคล้องกับรายงานของ Wu และคณะ (2013) เมื่อวัดสีฟิล์มพูลลูแลน พบว่าค่า L* a* 
และ b* คือ 85.3 - 0.83 และ 0.75 แต่เมื่อเทียบกับฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้พบว่า มีสีทึบ
ค่อนไปทางสีเหลืองและสว่างน้อยกว่า เนื่องจาก ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์เป็นผลผลิตที่มาจากทางชีวภาพ 
ดังนั้นโดยธรรมชาติจึงมีสีและทึบกว่าฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ (พอลิไวนิลคลอไรด์) ซึ่งเป็น
พลาสติกสังเคราะห์ แต่อย่างไรก็ตามคุณสมบัติของฟิล์มสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับอาหารได้
แตกต่างกัน โดยคุณสมบัติของฟิล์มที่เลือกใช้ส าหรับป้องกันการเกิดออกซิเดชันของอาหารที่มีไขมัน
เนื่องมาจากการสัมผัสกับแสง ท าได้โดยการเลือกใช้ฟิล์มที่มีสี (Akhtar และคณะ, 2010) 
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การศึกษาคุณสมบัติเชิงกลของฟิล์ม คือ ความต้านทานแรงดึงและความยืดที่จุดขาด พบว่า
ปริมาณของกลีเซอรอล ส่งผลท าให้ความต้านทานแรงดึงลดลงและความยืดที่จุดขาดเพ่ิมขึ้น 
สอดคล้องกับรายงานของ Bourtoom (2008) เนื่องจากกลีเซอรอล ซึ่งเป็นพลาสติไซเซอร์มีหมู่ไฮดร
อกซิล สามารถเข้าไปสร้างพันธะไฮโดรเจนแทรกจับระหว่างสายโมเลกุลของพอลิเมอร์ได้ ส่งผลให้
โมเลกุลของพอลิเมอร์จับกันเองได้น้อยลง มีปริมาตรอิสระ (free volume) เพ่ิมขึ้น ท าให้การเคลื่อนที่
ของสายโมเลกุลเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย ความแข็งแรงของฟิล์มจึงลดลง  (Piermaria และคณะ, 2009; 
Rodriguez และคณะ, 2006) และเมื่อเปรียบเทียบกับฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ซึ่งท ามาจาก
พอลิไวนิลคลอไรด์ พบว่า ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์มีความต้านทานแรงดึงน้อยกว่าแต่ความยืดที่จุดขาด
มากกว่าฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้อย่างเห็นได้ชัด โดยความเข้มข้นของพลาสติไซเซอร์ 
ประเภทของสารละลาย ความเข้มข้นของสารละลาย และความหนา ส่งผลต่อคุณสมบัติของฟิล์ม 
(Galdeano และคณะ, 2013; ปรมาภรณ์ เกิดทรัพย์, 2545) 

ฟิล์มที่มีคุณสมบัติแตกต่างกัน สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้คนละวัตถุประสงค์ จากการวิจัยนี้ 
พบว่าฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์มีค่าการซึมผ่านไอน้ าอยู่ในช่วง 2.94 - 5.64 กรัมมิลลิเมตรต่อชั่วโมงต่อ
ตารางเมตรต่อกิโลปาสคาลและการละลายอยู่ในช่วง 23.12 - 30.86 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างจากรายงาน
ของ Wu และคณะ (2013) พบว่าการซึมผ่านไอน้ าและการละลายของฟิล์มพูลลูแลนมีค่าเท่ากับ 0.38 
กรัมมิลลิเมตรต่อชั่วโมงต่อตารางเมตรต่อกิโลปาสคาล และละลายได้ดี และเมื่อเทียบกับฟิล์มยืดหุ้ม
ห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้พบว่า ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์มีค่าอัตราการซึมผ่านไอน้ าและการละลายน้ าสูงกว่า
อย่างชัดเจน โดยปัจจัยที่ท าให้ฟิล์มมีคุณสมบัติแตกต่างกัน คือ เปอร์เซ็นต์กลีแซอรอล เนื่องจากกลีเซ
อรอลมีคุณสมบัติชอบน้ า ดูดซึมน้ าได้ดี และสามารถแทรกตัวในโครงสร้างของพอลิเมอร์ ท าให้         
ไอน้ าผ่านเข้ าไปในโครงสร้างของฟิล์มได้มากขึ้น  (Bourtoom, 2008 ; Rachtanapun และ 
Tongdeesoontorn, 2009) นอกจากนี้คุณสมบัติของฟิล์ม เช่น การมีหมู่ไฮดรอกซิลมาก ท าให้ฟิล์ม
มีคุณสมบัติชอบน้ า จึงท าให้การซึมผ่านไอน้ าและการละลายน้ าสูง (Gounga และคณะ, 2007) ฟิล์ม
ที่มีคุณสมบัติการซึมผ่านไอน้ าและการละลายน้ าที่ต่ า สามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นบรรจุภัณฑ์ส าหรับ
อาหารได้ เช่น อาหารแห้ง (Gounga และคณะ, 2007) และป้องกันการสูญเสียความชื้นของอาหาร 
(Janjarasskul และ Krochta, 2010) ส่วนฟิล์มที่มีคุณสมบัติในการละลายน้ าได้ดีเหมาะส าหรับการ
น าไปประยุกต์ใช้กับการเคลือบอาหารที่บริโภคได้โดยตรง (Ghasemlou และคณะ, 2011; Wu และ
คณะ, 2013) และเมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์กับฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อ
เทสโก้และฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์อ่ืนๆ (ตารางที่ 5.1) พบว่า ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
YTP6-14 มีคุณสมบัติความยืดที่จุดขาดสูงกว่ารายงานวิจัยอ่ืนๆ แสดงว่าฟิล์มมีความเหนียว สามารถ
น าไปพัฒนาใช้เป็นฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหารได้ แต่อย่างไรก็ตามยังต้องมีการปรับปรุงคุณสมบัติของฟิล์ม
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ต่อไป เช่น เพ่ิมคุณสมบัติป้องกันการซึมผ่านไอน้ า อาจท าได้โดยการเติมสารที่ไม่มีขั้วหรือไม่ชอบน้ าลง
ไป เช่น ไขมัน น้ ามันพืช กรดไขมัน ไข น้ ามันหอมระเหย (Janjarasskul และ Krochta, 2010; 
Mellinas และคณะ, 2016) 

ตารางท่ี 5.1 คุณสมบัติของฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์กับฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้และฟิล์ม 
พอลิแซ็กคาไรด์ชนิดต่างๆ 

ฟิล์ม 
ความต้านทานแรงดึง 

(เมกะปาสคาล) 

ความยืดที่จดุขาด 

(เปอร์เซ็นต)์ 

การซึมผ่านไอน้ า 

(กรัมมิลลิเมตรต่อช่ัวโมง
ต่อตารางเมตรต่อกิโล

ปาสคาล) 

ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์จาก 
A. pullulans YTP6-14 
+ กลีเซอรอล 1, 1.5 และ 
2% w/v 

4.37, 0.72 และ 0.29  

 

532.55 และ 602.25 

(กลีเซอรอล 1 และ 1.5% 
ตามล าดับ)  

2.94, 3.93 และ 5.64                          

 

ฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร 
ยี่ห้อเทสโก้  

18.46 125.68 0.04 

ฟิล์มพอลิแซ็กคาไรด์ จาก 
A. pullulans NRRL 
58543 ผสมแอลจิเนต 
(50:50% w/w)  

1.49 x 10-4 15.04 ไม่ได้ท าการทดลอง 

ฟิล์มพูลลูแลน+ กลีเซอ 

รอล 0.75% w/v 

(Tong และคณะ, 2008) 
67.00 11.00 0.44 

ฟิล์มพูลลูแลน + กลีเซอ 

รอล 15% w/w  

(Wu และคณะ, 2013) 
47.60 1.27 0.38 
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ฟิล์มพูลลูแลนผสมเวย์
โปรตีน (70 : 30 % w/w) 
+ กลีเซอรอล 20% w/w  

(Khanzadi และคณะ, 
2015) 

3.19 276.40 0.52 

ฟิล์มพูลลูแลน 

(Kanmani และ Lim, 
2013) 

15.20 0.47 0.03 

ฟิล์มแป้งข้าวโพด + กลีเซอ 

รอล ( 1:0.25) 

(Jimenez และคณะ, 
2012) 

9.20 8.00 7.90 

ฟิล์มไคโตซาน + กลีเซอ 

รอล 15% w/w  

(Wu และคณะ, 2013) 
48.80 19.20 0.65 

ฟิล์มอัลจเินตผสมแอปเปิ้ล 
+ กลีเซอรอล 1.5% w/w  

(Rojas-Grau และคณะ, 
2007) 

2.90 51.06 4.95 

 

เมื่อศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของ A. pullulans YTP6-14 บนอาหารเหลว YM เป็นเวลา   
1-7 วัน พบว่าเซลล์มีรูปร่างหลายแบบตั้งแต่วันที่ 1 คือ บลาสโตสปอร์ การแตกหน่อ เส้นใยเทียม    
โคนิเดีย และเซลล์พอง เป็นต้น โดยรูปร่างของบลาสโตสปอร์ค่อนข้างกลมถึงรี มีหลายขนาด มีการ     
แตกหน่อของบลาสโตสปอร์และเซลล์พอง และมีการสร้างท่องอกของเซลล์พองและเส้นใยเทียม แต่ไม่
พบลักษณะของคลาไมโดสปอร์และเส้นใยตลอดการทดลองถึงวันที่ 7 ส่วนลักษณะโคโลนีบนอาหาร
แข็ง YM พบว่าในระยะแรก โคโลนีมีสีเหลืองอ่อน และเริ่มสร้างเส้นใยสั้นๆออกมารอบโคโลนีในวันที่ 
3 และต่อมาจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอมชมพูเมื่ออายุมากขึ้น สอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่
อธิบายโดย Barnett และ Hunter (1972) และ Zalar และคณะ (2008) และจะเปลี่ยนเป็นสีด า
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บางส่วนเนื่องจากคลาไมโดสปอร์ (De Hoog และ Yurlova, 1994) เมื่อเก็บเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 2 เดือนขึ้นไป แตกต่างจากรายงานอื่นๆที่พบว่าเชื้อมีการผลิตเม็ดสีเมื่อเวลาผ่านไป 
7-14 วัน (Punnapayak และคณะ, 2003; เพ็ญนภา มานิตย์โชติพิสิฐ, 2551) แต่พบเชื้อที่ไม่มีการ
ผลิตเม็ดสีหรือผลิตได้น้อยเช่นเดียวกัน (Choudhury และคณะ, 2011; Prasongsuk และคณะ, 
2007; Shabtai และ Mukmenev, 1995) โดยรูปร่างของเชื้อขึ้นอยู่กับอายุของหัวเชื้อจุลินทรีย์, 
ภาวะในการเลี้ยงเชื้อและสูตรอาหาร (Deshpande และคณะ, 1992; Reeslev และคณะ, 1991; 
Sugumaran และคณะ, 2013) การที่ เชื้อไม่ผลิตเม็ดสีเป็นข้อดีในการน ามาใช้ในอุตสาหกรรม 
เนื่องจาก A. pullulans ส่วนมากมักจะผลิตเม็ดสีออกมาระหว่างการเลี้ยงเชื้อ ท าให้ผลผลิตที่ได้
ปนเปื้อน ดังนั้นจึงต้องมีขั้นตอนการก าจัดสีออกไป เช่น การดูดซับสีด้วยผงถ่านกัมมันต์, การใช้ตัวท า
ละลายหรือเกลือรวมกัน หรือท าให้เชื้อเกิดการกลายพันธุ์ (mutation) เพ่ือให้ผลิตเม็ดสีลดลงหรือไม่
มีการผลิตเม็ดสี เช่น รังสียูวี, กรดไนตรัส เป็นต้น (Gniewosz และ Duszkiewicz-Reinhard, 2008; 
Prajapati และคณะ, 2013) ซึ่งเป็นการเพ่ิมต้นทุนในกระบวนการผลิต ดังนั้นการใช้สายพันธุ์ที่มีการ
ผลิตเม็ดสีน้อยหรือจ ากัด จะช่วยลดขั้นตอนเหล่านี้ได้ 

พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 มีความสามารถในการขึ้นรูปฟิล์ม ถึงแม้จะ
มีคุณสมบัติไม่ดีเท่าฟิล์มยืดหุ้มห่ออาหาร ยี่ห้อเทสโก้ แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการขึ้น
รูปฟิล์มเบื้องต้น ยังต้องมีการปรับปรุงและพัฒนาคุณสมบัติของฟิล์มต่อไป โดยจุดเด่นของฟิล์ม       
พอลิแซ็กคาไรด์ คือ มีความปลอดภัย สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ สามารถรับประทานได้ 
เป็นการช่วยลดปัญหามลพิษทางด้านสิ่งแวดล้อม ซึ่งไม่พบคุณสมบัตินี้ในฟิล์มพลาสติก ดังนั้นฟิล์ม        
พอลิแซ็กคาไรด์จากเชื้อนี้จึงเป็นอีกตัวเลือกหนึ่งที่น่าสนใจและน าไปพัฒนาต่อไป   

 

ข้อเสนอแนะ 

1. ควรศึกษาการผลิตในระดับถังหมักเพ่ือเพ่ิมผลผลิตและประสิทธิภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ให้สูงขึ้น 

2. ควรศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราคาถูกลง เช่น ของเหลือใช้จากอุตสาหกรรม น ามาใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนหรือไนโตรเจน เพ่ือลดต้นทุนในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 

3. ควรศึกษาสมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์เพ่ิมเติม เช่น ความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั 

หมู่ฟังก์ชันนัล น้ าหนักโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นต้น เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลมากขึ้น 
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4. ควรศึกษาภาวะที่เหมาะสมส าหรับการขึ้นรูปฟิล์ม และปรับปรุงฟิล์มให้มีคุณสมบัติดีขึ้น เช่น ชนิด
ของพลาสติไซเซอร์ ความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ การเติมสารที่ไม่ชอบน้ า และสารต้านจุลินทรีย์ 
เป็นต้น 

5. ควรศึกษาคุณสมบัติของฟิล์มเพ่ิมเติม เช่น การซึมผ่านแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และออกซิเจน  
เป็นต้น  
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1.อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งยีสต์มอลต์ (YM) 

สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     3 กรัม  

สารสกัดจากข้าวมอลต์ (Malt extract)    3 กรัม 

แบคโตเพปโตน (Bactopeptone)     5 กรัม  

กลูโคส (glucose)       10 กรัม 

วุ้นผง (Agar)       20 กรัม 

น้ ากลั่น        1000 มิลลิลิตร 

ปรับระดับความเป็นกรดเบสเท่ากับ 4.5  

อบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามสูตรของ (Youssef และคณะ, 1999) 

สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     0.4 กรัม  

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   5 กรัม  

แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4∙7H2O)   0.2 กรัม  

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      1 กรัม  

แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)     0.6 กรัม  

ซูโครส (sucrose)      50 กรัม 

น้ ากลั่น        1000 มิลลิลิตร 

ปรับระดับความเป็นกรดเบสเท่ากับ 5.5  

อบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

หมายเหตุ ถ้าเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง ใส่ผงวุ้น 20.0 กรัมต่อลิตร 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมี 

 

1. สารละลายกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

กรดซัลฟูริกเข้มข้น (conc. H2SO4)     10 มิลลิลิตร 

น้ ากลั่น        100 มิลลิลิตร 

2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 10 โมลาร์  

โซเดียมไฮดรอกไซด์      40  กรัม 

น้ ากลั่น        100  มิลลิลิตร 

3. สารละลายฟีนอล ความเข้มข้น 5% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 

ฟีนอล        5 กรัม 

น้ ากลั่น        100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายคูแมสซีบลู 

 ชั่งสารละลายคูแมสซี่บลู  จี 250  1000 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล 95% ปริมาตร         
50 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมกรดฟอสฟอริก 85 % ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น
จนได้เป็น 1000 มิลลิลิตร 

5. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.01 นอร์มัล 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      0.004 กรัม 

น้ ากลั่น        100 มิลลิลิตร 

6. สารละลายซิทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 10% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 

ซิทิลไพริดิเนียมคลอไรด์      10 กรัม 

น้ ากลั่น        100 มิลลิลิตร 
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y = 0.0007x - 0.005
R² = 0.9989
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 

1. กราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสวิเคราะห์โดยวิธี Phenol-Sulfuric acid (Dubois และคณะ, 

1956) 

 
 
 

2. กราฟมาตรฐานโปรตีนวิเคราะห์โดยวิธี Protein Dye Binding (Bradford, 1976)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.01x + 0.0125
R² = 0.9991

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000

1.200

1.400

1.600

1.800

2.000

2.200

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งท
ี่ 4

90
 น

าโ
นเ

มต
ร

ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)



 

118 

 

 

 
ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาว ศุภิศา เอกเผ่าพันธุ์ เกิดวันศุกร์ที่ 8 มีนาคม 2534 ที่จังหวัดกรุงเทพฯ จบ
การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับหนึ่ง (เหรียญทอง) ภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2555 และเข้ารับการศึกษาต่อ
ในระดับปริญญามหาบัณฑิต ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา สาขาวิชาจุลชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลินทรีย์ 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2556 

ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 

ส่วนหนึ่งของงานวิจัยนี้ได้เข้าร่วมเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ 
ใ น ง า น  The 2 7 th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and 
International Conference  Innovative Biotechnology ระหว่างวันที่ 17-20 พฤศจิกายน 
2558 ณ โรงแรมแมนดาริน จังหวัดกรุงเทพฯ ในหัวข้อเรื่อง “Production, characterization 
and film formation of exopolysaccharides from Aureobasidium pullulans YTP6-14” 
(Proceeding) 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญรูปภาพ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ประวัติความเป็นมา
	1.2 วัตถุประสงค์
	1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2 ปริทัศน์วรรณกรรม
	2.1 พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide)
	2.2 พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ (microbial polysaccharide)
	2.3 การประยุกต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์ในอุตสาหกรรมต่างๆ
	2.4 การประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารของพอลิแซ็กคาไรด์
	2.5 A. pullulans
	2.6 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
	2.7 ฟิล์มและสารเคลือบที่บริโภคได้ (edible film and coating)
	2.8 เทคนิคการวิเคราะห์สมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์
	2.9 สมบัติการไหล (rheological properties)

	บทที่ 3 อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีทดลอง
	3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง
	3.2 เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในการทดลอง
	3.3 วิธีการดำเนินงานวิจัย

	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	4.1 ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
	4.2 ลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์
	4.3 ลักษณะสมบัติเพิ่มเติมของพอลิแซ็กคาไรด์
	4.4 ขึ้นรูปแผ่นฟิล์มของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 และทดสอบสมบัติทางกายภาพและเคมีของฟิล์มที่ได้
	4.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ A. pullulans YTP6-14

	บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ภาคผนวก ก อาหารเลี้ยงเชื้อ
	ภาคผนวก ข สารเคมี
	ภาคผนวก ค กราฟมาตรฐาน

	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

