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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1   ประวัติความเปนมา 
 

 พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) เปนสารกลุมหนึ่งของคารโบไฮเดรตที่ในโมเลกุล

ประกอบดวยมอนอแซ็กคาไรด (monosaccharide) ตั้งแต 10 โมเลกุลข้ึนไปจนถึงเปนจํานวนรอย

หรือพันโมเลกุล  พอลิแซ็กคาไรดที่พบในธรรมชาติมีโมเลกุลขนาดใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลสูง  

เปนสารประกอบที่มีรูปรางไมแนนอน (amorphous)  ไมมีสีและสวนใหญไมมีรสชาติ  เมื่อละลาย

น้ําจะไดคอลลอยดและสกัดแยกออกมาทําใหบริสุทธิ์ไดยาก 

 เนื่องจากสมบัติทางดานเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดที่แตกตางกัน  

ทําใหพอลิแซ็กคาไรดถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ไดแก อุตสาหกรรมอาหาร  อุตสาหกรรม

เคมี  อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง  อุตสาหกรรมยา  อุตสาหกรรมปโตรเลียม  ดานการแพทย  และ

การบําบัดน้ําเสีย เปนตน (Vandamme และคณะ, 2002)   โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ใชใน

อุตสาหกรรมมีทั้งที่ผลิตจากธรรมชาติ  และจากการสังเคราะหขึ้น    

 พอลิแซ็กคาไรดที่พบในธรรมชาติ  สามารถผลิตไดจากพืช  สัตว  และจุลินทรีย            

ตัวอยางของพอลิแซ็กคาไรดจากพืช  ไดแก  กัวรกัม (guar gum)  โลคัสตบีนกัม (locust bean 

gum)   และทรากาแคนทกัม (tragacanth gum)  เปนตน  ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากสัตว  

ไดแก  ไคติน (chitin)  (Whistler และ BeMiller, 1993)  และตัวอยางของพอลิแซ็กคาไรดจาก       

จุลินทรีย  ไดแก  แซนแทนกัม (xanthan gum)  และเดกซแทรน (dextran)  การผลิตพอลิ         

แซ็กคาไรดจากจุลินทรียมีขอไดเปรียบ คือ สามารถควบคุมคุณภาพของพอลิแซ็กคาไรดได  โดย

ควบคุมภาวะที่ใชในการหมัก (fermentation)  และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดเปนจํานวนมาก  

ในขณะที่การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากพืช  มีขอจํากัด คือ พืชหนึ่งชนิด มักจะผลิตพอลิแซ็กคาไรด

หลายชนิดพรอมกัน  จึงตองมีข้ันตอนการแยกพอลิแซ็กคาไรดเฉพาะที่ตองการออก  ทําให

คาใชจายสูงขึ้น (Whistler, 1993)  และการปลูกพืชยังขึ้นกับสภาพดินฟาอากาศและฤดูกาล 

(Rehm and Reed, 1993) 

 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรีย คือ ชนิดของจุลินทรีย และภาวะที่

เหมาะสมในการผลิต ไดแก  แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  วิตามินและแรธาตุ  อุณหภูมิที่บม  

คาความเปนกรด-เบส  และปริมาณออกซิเจน เปนตน  โดยการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรีย

ในปริมาณมาก ๆ นั้น   จําเปนตองคํานึงถึงความคุมทุน   อาหารเลี้ยงเชื้อเปนปจจัยที่สําคัญ
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ประการหนึ่งสําหรับคาใชจายในการผลิต   ทั้งนี้สูตรอาหารที่จะใชในอุตสาหกรรมควรมีราคาถูก

และใหการเจริญตลอดจนการผลิตสารที่ตองการไดดี   ปกติแลวการเขาสูสูตรอาหาร  ปจจัยที่ควร

คํานึงถึงอยางมาก คือ แหลงคารบอนและไนโตรเจน   แหลงคารบอนที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาจ

เตรียมไดจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (agricultural wastes)   ในขณะที่แหลงไนโตรเจนยัง

อาจเปนชนิดอินทรีย  อนินทรีย  หรือรวมกัน  โดยไนโตรเจนอินทรียก็สามารถเตรียมไดจากวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตร  หรือแหลงที่มีราคาถูกอื่น ๆ                                      

 
1.2   วัตถุประสงค 
 

 เพื่อหาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และภาวะที่ เหมาะสมตอการผลิตพอลิ           

แซ็กคาไรดจาก Enterobacter  cloacae  สายพันธุ EN02  โดยใชวัตถุดิบที่มีราคาถูก  และ

วิเคราะหองคประกอบเบื้องตนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 
1.3   ขั้นตอนการดําเนินการ 
 

1.   เตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงคารบอน 

2.   เตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรีย 

3.   หาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

4.   หาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหาร

สูตรดัดแปลง 

5.   ศึกษารูปแบบการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

6.   หาองคประกอบเบื้องตนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 
 
1.4   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 งานวิจัยนี้ทําใหทราบสูตรอาหารและภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อผลิต    

พอลิแซ็กคาไรดใหไดปริมาณมาก  แตมีตนทุนการผลิตต่ํา   ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลสําหรับการผลิต  

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียในระดับขยายสวนตอไป 
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บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1   พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) 
 
 พอลิแซ็กคาไรดเปนกลุมหนึ่งของสารประเภทคารโบไฮเดรตที่ในโมเลกุลประกอบดวย  

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ตั้งแต 10 โมเลกุลข้ึนไป จนถึงเปนจํานวนรอยหรือพันโมเลกุลเชื่อมตอกัน

ดวยพันธะไกลโคซิดิก (Paul, 1979)  พอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดจะแตกตางกันที่ชนิดของน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยว  โครงแบบและตําแหนงของพันธะไกลโคซิดิกและลักษณะของสายพอลิเมอรที่เปน

สายตรง (linear) หรือมีแขนง (branch)   โครงสรางที่แตกตางกันนี้ จะมีผลทําใหพอลิแซ็กคาไรด

แตละชนิดมีหนาที่ทางชีวภาพแตกตางกัน  (Lehninger, 1993)   พอลิแซ็กคาไรดสวนใหญมหีนาที่

เปนองคประกอบอยูในโครงสราง (structural polysaccharide) ของเซลลพืชและเซลลสัตว       

ทําหนาที่เสริมสรางความแข็งแรงใหแกเซลล ตัวอยางเชน เพกทิน (pectin)  เซลลูโลส  และเฮมิ

เซลลูโลส  เปนองคประกอบอยูในผนังเซลลของพืช   ไคตินเปนองคประกอบในเปลือกของสัตวน้ํา 

เชน กุงและปู   สวนกรดมิวรามิก (muramic acid) เปนองคประกอบในผนังเซลลของแบคทีเรีย   

พอลิแซ็กคาไรดบางชนิดเปนแหลงสะสมอาหาร (storage polysaccharide) เชน แปง (starch) 

เปนแหลงสะสมอาหารของพืช  และไกลโคเจน (glycogen) เปนแหลงสะสมอาหารของสัตว  เมื่อ

ตองการจะนําไปใชในยามขาดแคลนไกลโคเจนจะถูกยอยสลายดวยเอนไซมกลายเปนกลูโคส แลว

จึงนําไปใชตอไป (Lehninger, 1975; BeMiller and Whistler, 1996)   

 

 พอลิแซ็กคาไรดที่พบในธรรมชาติมีโมเลกุลขนาดใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลสูง           

เปนสารประกอบที่มีรูปรางไมแนนอน  ไมมีสีและสวนใหญไมมีรสชาติ สามารถดูดน้ําไดดี  เมื่อ

ละลายน้ําจะไดคอลลอยดและสกัดแยกออกมาทําใหบริสุทธิ์ไดยาก (Gaman and Sherrington, 

1990) 

 

 พอลิแซ็กคาไรด   จําแนกออกตามลักษณะโครงสรางของโมเลกุลไดเปน 3 กลุม 

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

 

 1.   ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด (homopolysaccharides) คือ   เปนพอลิแซ็กคาไรดที่ใน

โมเลกุลประกอบดวยมอโนแซ็กคาไรดเพียงชนิดเดียวเทานั้น  ไดแก แปง  ไกลโคเจน  เซลลูโลส
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พูลลูแลน (pullulan) และเดกซแทรน  เปนตน   โดยการสรางพอลิแซ็กคาไรดประเภทนี้สันนิษฐาน

วา  ถูกสรางมาจากการทํางานและการควบคุมของเอนไซมที่มีระบบไมซับซอน  นอกจากนี้พอลิ

แซ็กคาไรดยังเรียกชื่อตามชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบในโมเลกุล  ไดแก  เพนโทแซน 

(pentosans) เปนพอลิเมอรของน้ําตาลเพนโทส เชน ไซแลน  เปนพอลิเมอรของไซโลส  และ           

อะราแบน (araban) เปนพอลิเมอรของอะราบิโนส  อยางไรก็ตาม  มีพอลิแซ็กคาไรดหลายชนิดที่

โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยกลูโคสตอกันเปนสายยาวเหมือนกัน  โดยในทางการคาเรียกวา  

กลูแคน  ไดแก  เดกซแทรน  พูลลูแลน  สเคลอโรกลูแคน (scleroglucan)  และเคอรดแลน 

(curdlan) เปนตน  โดยพบวา ถึงแมวาในโครงสรางจะมี β (1 → 3) เชนเดียวกัน แตสมบัติ

ตางกัน   เนื่องจากลักษณะสายพอลิเมอรของพอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดมีลักษณะแตกตางกัน  

เชน  สเคลอโรกลูแคนมีลักษณะเปน regular branch  ในขณะที่เคอรดแลนเปน unbranched 

polymer (จันทรจนา ตันสกุล, 2539) ดังรูปที่ 2.1 

 

 
( ก ) 

 
( ข ) 

 

รูปที่ 2.1   โครงสรางของ ก) สเคลอโรกลูแคน (scleroglucan)  และ ข) เคอรดแลน (curdlan) 

(http://www.cargilltexturizing.com) 
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 2.   เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด (heteropolysaccharides) คือ   พอลิแซ็กคาไรดที่ในโมเลกุล

ประกอบดวยมอโนแซ็กคาไรดตั้งแต 2 หรือมากกวา 2 ชนิดขึ้นไป เชน เพกทิน  กัม (gum)  เฮมิ

เซลลูโลส  เรซิน  และแซนแทน  เปนตน   โดยการสรางพอลิแซ็กคาไรดประเภทนี้สันนิษฐานวาถูก

สรางขึ้นมาจากการทํางานและการควบคุมของเอนไซมที่มีระบบซับซอน 

 

 3.   สารประกอบคอนจูเกต (conjugated compounds)   เปนพอลิแซ็กคาไรดบางชนิดที่

เกาะรวมอยูกับสารอ่ืน เชน รวมกับลิพิดเปนไกลโคลิพิด  หรือรวมกับโปรตีนเปนไกลโคโปรตีน            

ในสัตวจะพบไกลโคโปรตีนอยูที่ผิวเซลล  และที่ของเหลวตาง ๆ ในรางกาย  พอลิแซ็กคาไรดที่มีอยู

ในไกลโคโปรตีนมีปริมาณแตกตางกัน ระหวาง 1% ถึง 80% ของน้ําหนัก (Stryer, 1995) 

 

 นอกจากนี้ยังสามารถจําแนกชนิดของพอลิแซ็กคาไรด  ออกตามลักษณะประจุไฟฟาที่อยู

บนโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดได 3 ชนิด (Margaritis and Pace, 1985) คือ 

 

 1.   พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharides) ไดแก เลแวน              

พูลลูแลน  เดกซแทรน  สเคลอโรกลูแคน  เซลลูโลส  และเคอรดแลน  เปนตน 

 

 2.   พอลิแซ็กคาไรดท่ีมีประจุลบ (anionic polysaccharides) หรือบางครั้ง เรียกวา 

acidic เชน  แซนแทน  ที่มีหมูอะเซทิลกับไพรูเวต (Pyruvate) อยูบนโมเลกุล  โดยระดับของ 

pyruvalation มีผลตอสมบัติทางกายภาพของแซนแทน 

 

 3.   พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนบวก (cationic polysaccharides) ไดแก พวกที่มีหมู 

NH2 หรือมีหมูของกรดอะมิโนบางตัวตออยู 
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2.2   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย (microbial polysaccharide)   
 
 พอลิแซ็กคาไรดสามารถผลิตไดทั้งจากพืช สัตว และจุลินทรีย   แตปจจุบันการผลิต       

พอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียเร่ิมมีความสําคัญมากขึ้น   เนื่องจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจาก   

จุลินทรียมีสมบัติเฉพาะตัวที่ดีกวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากพืช เชน แซนแทนกัม  มีสมบัติดาน

ความหนืด  ความเสถียร  ในแงความเปนกรด-เบสที่กวาง  และมีความทนตออุณหภูมิสูง 

(thermotolerance)  อีกประการที่สําคัญ คือ ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียสามารถ

ควบคุมการเจริญของจุลินทรียที่ได   โดยไมตองคํานึงถึงสภาพดินฟาอากาศ  ฤดูกาลหรือมลพิษ

ทางทะเล   ในขณะที่เราตองคํานึงถึงปจจัยเหลานี้เมื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากพืชหรือสาหราย 

(Rehm and Reed, 1993) 

 

 การศึกษาเกี่ยวกับพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย   ในสมัยกอนจะศึกษาในแงของ

การเปนแอนติเจน  และการกอโรค (Cerning, 1990) จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดมีทั้ง

จุลินทรียที่กอโรคและจุลินทรียที่ไมกอโรค   โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรยีตางชนิดกัน  

จะใหการสรางและหนาที่แตกตางกันไป  สามารถจําแนกไดเปน 3 แบบ (Paul, 1979) คือ 

 

 1.  พอลิแซ็กคาไรดที่เปนโครงสรางภายในเซลล (intracellular polysaccharide)         

พอลิแซ็กคาไรดชนิดนี้จะสรางอยูภายในเซลล   บางสวนจะรวมเปนสวนหนึ่งของเยื่อหุมเซลล 

(cytoplasmic membrane)  และทําหนาที่เปนแหลงสะสมอาหารจําพวกคารบอนหรือแหลงสะสม

พลังงานของเซลล 

 

 2.   พอลิแซ็กคาไรดท่ีเปนโครงสราง (structural polysaccharide)  เปนองคประกอบที่

แทรกอยูในผนังเซลลและในบางกรณีอาจรวมตัวกับสวนประกอบอื่น เชน รวมกับลิพิดเปนไกลโค

ลิพิด  และรวมกับพอลิเพปไทดเปนเพปติโดไกลแคน (peptidoglycan)  ผนังเซลลของแบคทีเรียมี

สารเพปติโดไกลแคนเปนองคประกอบสําคัญ  ใน Staphylococcus aureus  แบคทีเรียที่พบในน้าํ

หนองของฝห รือแผลติด เชื้ อ  จะมีสายพอลิเพปไทดประกอบด วยกรดอะมิ โนห าหมู 

(peptapeptide) เปนไกลซีนอยางเดียว  โครงสรางของเพปติโดไกลแคนในผนังเซลลของแบคทีเรีย

นี้ เรียกอีกชื่อหนึ่งวา มิวรีน (murein) (Dumitrice, 1996)  เมื่อนําแบคทีเรียแกรมบวก มายอมสี 

แกรม (Gram’s stain) ชั้นของเพปติโดไกลแคนที่ซอนกันเปนชั้น ๆ ลอมรอบเซลลจะติดสีคริสตัล 

ไวโอเลต (crystal violet) ในแบคทีเรียแกรมลบ  เชน Escherichia coli  ชั้นของเพปทิโดไกลแคน

จะถูกคลุมดวยไขมันและโปรตีนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic protein)  ทําใหยอมสีแกรมไมติด   
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 3.   พอลิแซ็กคาไรดที่สรางภายนอกเซลล (extracellular polysaccharide : EPS)  

พอลิแซ็กคาไรดชนิดนี้สรางขึ้นเพื่อเปนโครงสรางที่ใชหอหุมเซลลที่เรียกวา  แคปซูล (capsule)     

มีลักษณะเปนสารเหนียวคลายเจลเคลือบหรือปกคลุมเซลล  มักทําใหโคโลนีของแบคทีเรียเปน

เมือกเยิ้ม (mucoid) หรือเมื่อใชเข็มเขี่ยแตะขึ้นมาจะยืดเปนเสนสาย  แคปซูลไมไดมีในแบคทีเรีย

ทุกชนิด  ขนาดของแคปซูลจะใหญหรือเล็กขึ้นกับอาหารและสภาพแวดลอมของการเลี้ยงใน

อาหารนั้น ๆ  องคประกอบทางเคมีของแคปซูล  แตกตางกันไปตามชนิดของแบคทีเรีย อาจเปน

สารประกอบพอลิแซ็กคาไรดคอมเพล็กซ (polysaccharide complex) ลวน ๆ หรือมีองคประกอบ

รวมกับสารอ่ืน  สารประกอบพอลิแซ็กคาไรดมีหลายชนิด เชน เดกซแทรน  เดกซทริน  เลแวน 

เซลลูโลส  มีสารที่คลายแคปซูลอีกชนิดหนึ่ง คือ เมือก (slime)  มีองคประกอบและโครงสรางที่

ซับซอนนอยกวาแคปซูล  แตละลายในอาหารไดดีกวา  องคประกอบเปนพวกพอลิแซ็กคาไรดและ

พอลิเพปไทด   ชั้นของแคปซูลและเมือกอาจไมจําเปนตอเซลลมากนัก  พบวาอาจสลัดออกจาก

เซลลไดและเซลลจะสรางใหมอีก  ปริมาณของแคปซูลข้ึนอยูกับลักษณะทางพันธุกรรมและ

ส่ิงแวดลอม  อาจจะสรางไดปริมาณมากถาเลี้ยงในอาหารที่มีน้ําตาล (Robert, 1996) 

 ตัวอยางเชื้อสรางเดกซแทรน (พอลิเมอรของกลูโคส)  เชน Leuconostoc sp.        

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

บางชนิด ไดแก S. mutans,  S. sanguis, S. sorbinus และ S. downei  เปนตน (Tsumuraraya 

และ Misaki, 1979)  และ Acetobacter sp. บางชนิด ไดแก Acetobacter capsulatus หรือ 

Gluconobacter oxydans  และ Acetobacter viscus เปนตน  (Sim และคณะ, 2001)    สวนเชื้อ

ที่สรางเลแวน (พอลิเมอรของฟรักโทส) เชน Streptococcus salivarius (Whiley และ Beighton, 

1998)  

 

 จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต และรา (Paul, 1979; 

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

ในตารางที่ 2.1  พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรียโดยมากเปนพวกที่ละลายน้ําไดและเปนสารที่

ถูกขับออกมานอกเซลลจุลินทรีย (EPS) (Yalpani และ Sandford, 1987)  และจากการจําแนก

ชนิดของพอลิแซ็กคาไรดตามลักษณะประจุไฟฟาที่อยูบนโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดนั้น       

Pace และ Righelato (1991) รายงานวา การสราง EPS ของจุลินทรียสามารถแยกไดตาม

ลักษณะกลุมของพอลิเมอรวาเปนแบบพอลิเมอรที่มีประจุเปนกลาง (neutral polymer) และ     

พอลิเมอรที่มีประจุเปนลบ (anionic polymer)   นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย

ยังมีความสามารถในการเชื่อมตอโมเลกุลน้ําตาลที่แตกตางกันถึง 7 ชนิด รวมไปถึงการเชื่อมกับ

สารประกอบที่ไมใชน้ําตาล เชน glycoaminoglycans (Crezenzi, 1995) 
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ตารางที่ 2.1   ตัวอยางจุลินทรียและพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได (Sutherland, 1996) 

  
 

จุลินทรีย 
 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 

Xanthomonas campestris 

Pseudomonas elodea 

Leuconostoc mesenteroides 

Alcaligenes sp. 

Alcaligenes faecalis var. myxogenes 

Aureobasidium pullulans 

Sclerotium rolfsii 

Sphingomonas paucimobilis 

Streptococcus equii 

Rhizobium 

Acetobacter xylinium 

Azotobacter chrococcum 

 

แซนแทน (xanthan) 

เจลแลน (gellan) 

เดกซแทรน (dextran) 

เวแลน (welan) และแรมแซน (rhamsan) 

ซักซิโนไกลแคน (succinoglycan) 

พูลลูแลน (pullulans) 

สเครอโรกลูแคน (scleroglucan) 

เจลแลน (gellan) 

กรดไฮยาลูโลนิก (hyaluronic acid) 

ซักซิโนไกลแคน (succinoglycan) 

เซลลูโลส (cellulose) 

แอลจิเนต (alginate) 
 

      

 

 Germine และคณะ (1974) รายงานวา องคประกอบของเดกซแทรนหลังจากผานการ

ยอยสลายดวยกรดซัลฟู ริก  ประกอบดวย  กลูโคส   ไอโซมอลโทส   ไอโซมอลโทไทรโอส 

(isomaltotriose)  ไอโซมอลโทเพนทะโอส (isomaltopentaose)  และไอโซมอลโทเฮกซะโอส 

(isomaltohexaose)  

 

   Fukui และคณะ (1982) รายงานวา องคประกอบของเดกซแทรนที่ไมละลายน้ําจาก     

S. mutans 6715  หลังจากผานการยอยสลายดวยกรดฟอรมิก ประกอบดวย ไอโซมอลโทส  และ        

ไนจีโรส (nigerose) 

 

 Ramaskaya และ Dyment (1982) รายงานวา พอลิเมอรที่ขับออกมานอกเซลลที่มี

ลักษณะขนหนืดของ Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. 

cremoris,  Lactococcus lactis subsp. diacetylactis  เปนสารประกอบเชิงซอนของโปรตีนและ
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คารโบไฮเดรต (carbohydrate-protein complexs) โดยมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ 

คือ กลูโคส  กาแลกโทส  และแรมโนส     

 

 Oda และคณะ (1983) รายงานวา องคประกอบของ EPS ที่ผลิตโดย Lactobacillus 

helveticus var. joghurti ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กลูโคส และกาแลกโทส             

ในอัตราสวน 2 : 1  โดยพอลิเมอรที่ผลิตไดมีน้ําหนักโมเลกุลสูงและมสีมบัติเปนสารตานเนื้องอก 

(antitumor)   

 

 Marcura และ Townsley (1984) รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากเชื้อที่แยกจาก

ภาชนะบรรจุแบบไรอากาศประกอบดวยไกลโคโปรตีน  โดยโปรตีนเชื่อมกับน้ําตาลเฮกโซส และ

สวนประกอบอื่น ๆ เชน เมทิลเพนโทส  นอกจากนี้ยังพบวา Pediococcus sp. ในอุตสาหกรรม

เบียรและไวน  มีการสราง EPS เปนบีตากลูแคน (β-glucan)  ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวย

พันธะ β - 1,3 และ β - 1,2   

 

 Cerning และคณะ (1986) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Lactobacillus bulgaricus 

ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กาแลกโทส  กลูโคส  และแรมโนส ในอัตราสวน 4:1:1 

 

 Cerning และคณะ (1990) รายงานวา EPS สวนใหญประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 

คือ กลูโคส  และกาแลกโทส   ดังแสดงในตารางที่ 2.2  และพบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก 

Streptococcus thermophilus  ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กาแลกโทส  กลูโคส และ 

ไซโลส  มีอะราบิโนส  แมนโนส (mannose) และแรมโนส  เพียงเล็กนอย  โดยความสามารถในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อจะลดลง  เมื่อมีการถายเชื้อบอยครั้ง  
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ตารางที่ 2.2   ตัวอยางชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จากจุลินทรีย (Cerning และคณะ, 1990) 

 
 

น้ําตาลโมเลกลุเดี่ยวใน EPS 
 

 

จุลินทรีย  

Gal 

 

Glu 

 

Fru 

 

Rha 

 

Man 

 

Xyl 

 

Ara 

 

Neu 

 

Lb. delbrueckii 

sp. bulgaricus 

 

 

S. salivarius 

sp. thermophilus 

 

 

 

Lc. lactis 

sp. cremoris   

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

tr 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

tr 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

 

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

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

 

 

 Kojic และคณะ (1992) รายงานวา Lactobacillus casei CG11 ที่แยกจากเนยแข็ง 

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได   โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีลักษณะประจุเปนกลาง (neutral 

polysaccharide)  มีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ คือ กลูโคส และแรมโนส  ใน

อัตราสวน 75% และ 25% ตามลําดับ 
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 Manca de Nadra และ Strasser de Saad (1995) รายงานวา Pediococcus 

pentosaceus ที่แยกไดจากไวนประเทศอารเจนตินา สามารถสรางพอลิแซ็กคาไรดได  โดยน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ คือ กลูโคส  ฟรักโทส  และกาแลกโทส ที่ตอกันดวยพันธะ α-1,4 

และ α-1,6 ไกลโคซิดิก ในอัตราสวน 1:1  และประกอบดวยน้ําตาลเฮกโซส 5,500 โมเลกุล 

 

  Antti และคณะ (1999) รายงานวา มีการปนเปอนของจุลินทรียพรอมทั้งมีการสราง      

พอลิแซ็กคาไรดในกระบวนการผลิตน้ําตาลจากหัวบีท (sugar beet) ทําใหเกิดปญหาตอ

กระบวนการและคุณภาพของผลิตภัณฑ   และไดศึกษาน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบใน

พอลิแซ็กคาไรดที่จุลินทรียดังกลาวผลิตขึ้น  พบวาน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่พบมากที่สุด คือ กลูโคส 

 

 Ganesh Kumar และคณะ (2004) รายงานวา Bacillus sp. I-450 ที่แยกไดจากดินที่

ปนเปอนมลพิษสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได   โดยพบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีประจุลบ 

(acidic polysaccharide)  ประกอบดวย น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีประจุเปนกลาง (neutral 

sugars) คือ  กาแลกโทส  ฟรักโทส  กลูโคส  และแรฟฟโนส น้ําตาลที่มีหมูอะมิโน (amino 

sugars)  และกรดยูโรนิก (uronic acids) ในอัตราสวน 52.4 %  2.4 %  และ17.2 % ตามลําดับ มี

น้ําหนักโมเลกุล 2.2 X 106 ดาลตัน                

                                                        

 Forabosco และคณะ (2006) รายงานวา พูลลูแลนที่ผลิตโดย Cryphonectria 

parasitica สายพันธุ CP159 CP263  และCP102  ประกอบดวยหนวยยอย α - (1→6)        

มอลโทเททระโอส (maltotetraose) เปนสวนใหญ  นอกจากนี้ยังพบวา โครงสรางของพูลลูแลนมี

ผลตอการกอเกิดโรคและระดับความรุนแรงของอาการในพืชที่ไดรับเชื้อจาก Cryphonectria 

parasitica   

 

 Parikh และ Madamwar (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดยไซแอโนแบคทีเรีย 

(cyanobacteria) 4 สายพันธุ  ไดแก Cyanothece sp.  Oscillatoria sp.  Nostoc sp.  และ 

Nostoc carneum  ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 4 ชนิด คือ แมนโนส  กลูโคส  ไซโลส และ 

ไรโบส  ในอัตราสวนที่แตกตางกัน  และพบวา EPS ที่ผลิตโดย Cyanothece sp. มีหมูซัลเฟตเปน

องคประกอบ 
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 Prasertsan และคณะ (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Enterobacter cloacae WD7

เปนเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปนลบ ประกอบดวย น้ําตาลที่มีประจุเปนกลาง 

(neutral sugars) 29.4 %  กรดยูโรนิก (uronic acids) 14.2 %  และน้ําตาลที่มีหมูอะมิโน (amino 

sugars) 0.93 %     

 

 Mata และคณะ (2006) รายงานวา แบคทีเรียที่ชอบเค็ม (halophilic bacteria) 2 สปชีส 

คือ Halomonas ventosae และ Halomonas anticariensis สามารถผลิต EPS ได โดย                

H. ventosae สายพันธุ A112T และ A116  ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว คือ กลูโคส  แมนโนส  และกาแลกโทส  พอลิเมอรมีน้ําหนักโมเลกุล 50,000 ดาลตัน  สวน                  

H. anticariensis สายพันธุ FP35T และ FP36 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว คือ กลูโคส  แมนโนส และ กรดกาแลกทูโรนิก (galacturonic acid)  พอลิเมอรมีน้ําหนัก

โมเลกุล 20,000 และ 46,000 ดาลตัน ตามลําดับ 

   

 Jia และคณะ (2007) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Nostoc flagelliforme ประกอบดวย

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีประจุเปนกลาง 4 ชนิด คือ กลูโคส (43.2%)  ไซโลส (20.6%)  กาแลกโทส 

(29.9%)  และแมนโนส (6.3%)  มีน้ําหนักโมเลกุล 2.79 X 105 ดาลตัน  และพบวา EPS ที่ผลิตได

ไมมีหมูซัลเฟต  กรดนิวคลีอิก  และโปรตีนเปนองคประกอบ 

 

 Mata และคณะ (2007) รายงานวา แบคทีเรียที่ชอบเค็มปานกลาง (moderately 

halophilic bacteria) ที่จัดอยูในวงศ Alteromonadaceae 3 สปชีส  ไดแก Idiomarina 

fontislapidosi F32T  Idiomarina ramblicola R22T  และ Alteromonas hispanica F23T 

สามารถผลิต EPS ได  โดย Idiomarina sp. ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปนลบ  

ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 3 ชนิด คือ กลูโคส  แมนโนส  และกาแลกโทส   สวน                 

A. hispanica F23T  ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปนลบ  ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยว 3 ชนิด คือ กลูโคส  แมนโนส  และไซโลส 

  

 Sanchez-Medina และคณะ (2007) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Lactobacillus 

delbrueckii sp. bulgaricus LBB.B26 ในนมที่สกัดเอาไขมันออก  เปนพอลิแซ็กคาไรดที่มี

ลักษณะประจุเปนกลาง ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ กลูโคส และกาแลกโทส  ใน

อัตราสวน 2 : 3 
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2.3   ประโยชนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรีย 
 
 พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรียสามารถนําไปประยุกตใชในดานตาง ๆ  ไดแก 

อุตสาหกรรมเคมี  อุตสาหกรรมอาหาร  อุตสาหกรรมยาและเครื่องสําอาง  ดานการแพทย   และ

การบําบัดน้ําเสีย เปนตน   เนื่องจากความหลากหลายของจุลินทรียที่ผลิต  และพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตไดจะมีสมบัติทางดานเคมีและกายภาพแตกตางกัน  จึงทําใหสามารถนําไปใชงานไดหลาย

รูปแบบ เชน สารใหความหนืด  สารกอเจล  สารใหความคงตัว  สารหลอล่ืน  สารกอการจับกลุม 

และสารกอฟลม  เปนตน (Margaritis and Pace, 1985; Sutherland, 1996)  ดังแสดงในตารางที่ 

2 .6  

 

ตารางที่ 2.3   ตัวอยางหนาที่ของพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียที่นําไปใชในอุตสาหกรรม   

(Monica, 2003) 
 
 
พอลิแซ็กคาไรด 

 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
การนาํไปใช 

 
แซนแทน 

 

 

 

เดกซแทรน 

 

 

อะซีแทน 

 

 

เจลแลน 

 

 

แอลจิเนต 

 

 

Xanthomonas campestris 

 

 

 

Leuconostoc mesenteroides, 

Klebsiella sp. 

 

Acetobacter xylinum 

 

 

Sphingomonas sp. 

 

 

Azotobacter vinelandii 

 

สารใหความหนืด  สารใหความ

คงตัว  และสารแขวนลอย  

 

 

สารกอเจล สารใหความคงตัว  

และสารหลอล่ืน 

 

สารใหความหนืด  และสารกอ

เจล 

 

สารกอเจล  สารใหความคงตัว  

และสารแขวนลอย 

 

สารกอเจล 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ)   ตัวอยางหนาที่ของพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียที่นําไปใชในอุตสาหกรรม   

(Monica, 2003) 

 

 
พอลิแซ็กคาไรด 

 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
การนาํไปใช 

 
พูลลูแลน 

 

สเคอโรกลูแคน 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จาก lactic acid 

bacteria 

 

Aureobasidium pullulans 

 

Sclerotium glucanicum 

 

Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus ssp, 

Lactococcus lactis 

 

ไฟเบอร  และสารยึดเกาะ 

 

สารปกคลุม 

 

สารใหความหนืด  และสาร

รักษาความชืน้ 

 

 

 
 
 ตัวอยางชนิดและประโยชนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรีย  ไดแก 

 
2.3.1   เซลลูโลส 
 

 ไดมีการนําเซลลูโลสที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  ไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ดังนี้ 

 

 1.   การนําเซลลูโลสที่ผลิตจาก Acetobacter xylinum  ไปผสมกับพอลิเมอรอ่ืน ๆ เชน 

พอลิไวนิลแอลกอฮอล  เพื่อผลิตวัสดุที่มีความแข็งแรง และทนทาน  ใชเปนสารใหความหนืด และ

ความคงตัว  ในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องสําอาง (Coffey และ Bell, 1995) 

 

 2.   การนําเซลลูโลสที่ผลิตจาก Acetobacter xylinum ที่ผานการอบแหงและบดเปนผง

ไปผสมกับฟนอลเรซิน (phenol resin) หรือเสนใยคารบอน (carbon fiber) ที่ปกติไมสามารถทํา

เปนแผนได  จะทําใหเสนใยเหลานี้ขึ้นรูปเปนแผนได (Ross และคณะ, 1991) 
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 3.   ในการผลิตกระดาษ activated carbon fiber sheet  เพื่อใชดูดซับสารพิษ  การเติม

เซลลูโลสจาก  Acetobacter xylinum ลงไป  จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการดูดซับสารพิษใหดีขึ้น 

(Ross และคณะ, 1991) 

 

 4.   ในทางการแพทย  ไดมีการนําเซลลูโลสที่ผลิตจากแบคทีเรียไปใชในการผลิตผิวหนัง

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

 
2.3.2   เดกซแทรน 
 

 ไดมีการนําเดกซแทรนและอนุพนัธของเดกซแทรนมาใชประโยชนในอุตสาหกรรม ดังนี้ 

 

 1.   ในอุตสาหกรรมอาหาร  ไดมีการนําเดกซแทรนไปใชเปนสารปรุงแตง เชน ในไอศกรีม 

เบเกอรี่  แยม  และลูกกวาด  วัตถุประสงคหลักเพื่อชวยใหเกิดความคงตัวและชวยใหผลิตภัณฑมี

ลักษณะเนื้อสัมผัสดีขึ้น (Sutherland, 1996) 

 

 2.   ดานการแพทย   ไดมีการนําเดกซแทรนไปใชเพิ่มปริมาตรของโลหิต (blood plasma 

extender) ในผูปวย (Ul Qader และคณะ, 2005)  นอกจากนี้ยังมีการนําอนุพันธของ              

เดกซแทรนมาใชเปนสารตานการแข็งตัวของเลือด (anti-coagulant) และใชรักษาบาดแผล 

(Sutherland, 1996) 

 

 3.   ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง  ไดมีการนําเดกซแทรนมาผสมลงในผลิตภัณฑครีมทา

ผิว  และยาขึ้ผ้ึงตาง ๆ  โดยเดกซแทรนจะทําหนาที่รักษาความชื้นไดเปนอยางดี (de Belder, 

2003) 

 

 4.   ในอุตสาหกรรมขุดเจาะน้ํามัน  ไดมีการนําเดกซแทรนมาใชเปนสารหลอลื่นบริเวณ  

หัวเจาะน้ํามัน  และดวยสมบัติของเดกซแทรนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาก  จึงสามารถนํามา

ประยุกตใชเก็บน้ํามันโดยใชหลักในการแทนที่  ทําใหน้ํามันลอยตัวขึ้นมาสวนบนจึงสามารถเก็บ

น้ํามันสะดวกขึ้น (Kim และคณะ, 2000) 
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2.3.3   แซนแทนกัม 
 

 ในบรรดาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรีย  แซนแทนกัมเปนพอลิแซ็กคาไรดที่นิยมใช

กันอยางแพรหลาย   เนื่องจากใหความขนหนืดสูงที่ความเขมขนต่ํา  และมีความคงทนตอความ

เปนกรด-เบส  และอุณหภูมิ  นอกจากนี้แซนแทนกัมยังสามารถเกิดเจลได  เมื่อนําไปผสมกับ         

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

แซนแทนกัม ไปใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 2.7 

 

 

ตารางที่ 2.4   ประโยชนของแซนแทนกัมในอุตสาหกรรมตาง ๆ (Margaritis and Pace, 1985) 

  

 
Food Industry 

 

 
Chemical Industry 

 
Oil Industry 

 

Dressings (high oil, no oil); 

Relishes and sauces; 

Syrups and toppings; 

Starch based product ; 

Dry mix products 

Farinaceous foods (Cakes); 

Beverages; 

Dairy product (ice cream); 

Confectionery. 

 

 

Flowable pesticides; 

Liquid feed supplements; 

Cleaners, abrasives, and 

polishes; 

Metal working; 

Ceramic, Foundry coating; 

Texturized coatings; 

Slurry explosives; 

Dye and pigment 

suspensions. 
 

 

Drilling fluids (muds); 

Workover and completion 

fluids; 

Enhanced oil recovery 

(polymer flooding). 

 

 
 
 Tekada และคณะ (1994) รายงานวา จากการคัดแยกเชื้อจากใบไมพบ Enterobater sp. 

ที่สามารถผลิต EPS ได   และเมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมาผานกระบวนการทําใหบริสุทธ

บางสวนและตรวจสอบสมบัติ  พบวามีสมบัติทางดานการไหล (rheology)  และการเกิดเจล  

(gelling) คลายแซนแทนกัม 
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 Yun และ Park (2003)  รายงานวา  จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพของ EPS ที่ผลิต

โดย Bacillus sp. CP912  พบวามีความสามารถในการกออิมัลชันระหวางน้ํามันกับน้ํา 

(emulsifying activity)  และความสามารถในการเปนสารกอการจับกลุม (flocculating activity) 

ตอแอคติเวตคารบอน (activated carbon) สูง   

 

 Arias และคณะ (2003) รายงานวา มัวแรน (mauran) ที่ผลิตโดย Halomonas maura 

S30 เปน EPS ที่มีความหนืดสูงและมีลักษณะเปน pseudoplastic  viscoelastic และ thixotropic  

โดยความหนืดของสารละลายมัวแรน มีความเสถียรในชวงความเปนกรด-เบสที่กวาง (3 - 11) 

นอกจากนี้ยังพบวามีความสามารถในการจับกับโลหะตะกั่ว และแคตไอออน (cations) อ่ืน ๆ สูง   
 
 Mata และคณะ (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Halomonas ventosae  สายพันธุ 

A112T และ A116 และ Halomonas anticariensis  สายพันธุ FP35T และ FP36  พบวา

สารละลายของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีความหนืดต่ํา  มีลักษณะเปน pseudoplastic  และมี

ความสามารถในการจับโลหะแคตไอออนสูง  นอกจากนี้ยังสามารถเกิดไบโอฟลม (biofilms) ทั้งใน

พอลิสไตรีน (polystyrene)  และบอรอซิลิเกต (borosilicate) 

 

 Prasetsan และคณะ (2006) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Enterobacter cloacae WD7 

เปนพอลิแซ็กคาไรดที่สามารถละลายน้ําได  แตไมละลายในตัวทําละลายอินทรียที่ใชทดสอบ  และ

จากการศึกษาสมบัติการเปนสารกอการจับกลุม   พบวาสารละลายพอลิแซ็กคาไรดมีความเสถียร

ในชวงอุณหภูมิ 4 - 60 องศาเซลเซียส  และคาความเปนกรด-เบส 5 - 7  โดยความเขมขนที่

เหมาะสมสําหรับการเปนสารกอการจับกลุม คือ 2 มิลลิกรัมตอลิตร    
  
 Mata และคณะ (2007) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Idiomarina fontislapidosi F32T   

Idiomarina ramblicola R22T  และ Alteromonas hispanica F23T  พบวาสารละลาย             

พอลิแซ็กคาไรดของทั้ง 3 สปชีส  มีความหนืดต่ําและมีลักษณะเปน pseudoplastic  นอกจากนี้ 

ยังพบวามีความสามารถในการกออิมัลชัน  และความสามารถในการจับกับโลหะบางชนิด 
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2.4   ปจจัยที่มีผลตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรีย  
 

 การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรีย  ข้ึนอยูกับปจจัย 2 ประการ คือ ชนิดของจุลินทรีย 

และภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ไดแก  แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  วิตามินและแรธาตุ  

อุณหภูมิที่บม  คาความเปนกรด-เบส  และปริมาณออกซิเจน เปนตน   

 
2.4.1   ชนิดของจุลินทรีย 
 

 การคัดเลือกจุลินทรียเพื่อนํามาผลิตพอลิแซ็กคาไรด  มีหลักเกณฑดังนี้  คือ  เปนจุลินทรีย

ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงในระยะเวลาสั้น    ยีนที่ควบคุมการผลิต                   

พอลิแซ็กคาไรดมีความเสถียรหรือใหผลผลิตสม่ําเสมอ   สามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนิด

โดยเฉพาะแหลงคารบอนราคาถูก   ทนตอการเปลี่ยนแปลงของภาวะแวดลอมไดดี   และให

ผลิตภัณฑอ่ืนที่ไมตองการในปริมาณต่ํา (Asai, 1968) 

 

 Toyosaki และคณะ (1995) รายงานวา จากการคัดแยก Acetobacter sp.  ที่เหมาะสม

ตอการผลิตเซลลูโลสจากผลไม ดอกไม และจากดิน  พบวา Acetobacter sp. BPR 2001 ที่      

คดัแยกไดจากผลไมมีความสามารถในการผลิตเซลลูโลสไดดีที่สุด 

  
2.4.2   แหลงคารบอน (carbon source) 
 

 แหลงคารบอนมีความสําคัญตอการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของจุลินทรีย         

โดยเปนแหลงพลังงานแกจุลินทรีย  และองคประกอบหลักของพอลิแซ็กคาไรด   จุลินทรียสามารถ

ใชแหลงคารบอนไดหลายชนิด ไดแก น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส  ฟรักโทส  กาแลกโทส  

แมนโนส  ไซโลส  และอะราบิโนส  น้ําตาลโมเลกุลคู เชน แลกโทส  มอลโทส  และซูโครส  น้ําตาล

เชิงซอน เชน แปง  และแอลกอฮอล เชน เมทานอล เปนตน (Masaoka และคณะ, 1993)  ดังแสดง

ในตารางที่ 2.5 
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ตารางที่ 2.5   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรียและสารตั้งตนที่ใชผลิต 

 

 
 

 
ผลิตภัณฑ 

 
สารต้ังตน 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
Yield 

 
แหลงอางอิง 

 

แอลจิเนต 

 

 

พอลิเมอรของ 

ดี-กลูโคส  ด-ีแมนโนส        

6-ดีออกซี-แอล-แมนโนส  

และดี-ไรโบส 

 

เคอรดแลน ซักซิโนไกลแคน 

 

 

เคอรดแลน 

 

 

 

พอลิเมอรประกอบดวย 

ดี-กลูโคส 81.9% 

แอล-แรมโนส 14% 

แอล-กลูโคส 0.7% 

ดี-แมนโนส 1.9% 

ดี-กาแลกโทส 1.5% 
 

 

 

ซูโครส 

 

 

2% 

กลูโคส 

 

 

 

กลูโคส 

 

 

กลูโคส 

 

 

 

1.0 % 

เมทานอล 

 

 

 

 

 

 

 

Azotobacter vinelandii 

NCIB 9068 

 

Xanthomonas fuscans 

 

 

 

 

Alcaligenes faecalis 

var. myxogenes 10C3 

 

Alcaligenes faecalis 

var. myxogenes  

10C3 LFO 13140 

 

Methylocytis parvus 

OBBP 

 

 

 

 

 

 

 

5% 

25% 

 

35% 

 

 

 

 

n.a.* 

 

 

50% 

 

 

 

62% 

 

Bucke et al., 1975 

Deavin et al., 1977 

 

Konicek et al., 1977 

 

 

 

 

Amemura et al., 1977 

 

 

Harada et al., 1977 

 

 

 

Hou et al., 1978 
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ตารางที่ 2.5 (ตอ)   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรียและสารตั้งตนที่ใชผลิต 

 

 

 
ผลิตภัณฑ 

 
สารต้ังตน 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
Yield 

 

 
แหลงอางอิง 

 

พอลิแซ็กคาไรด 

 

 

พอลิแซ็กคาไรด 

 

 

พอลิเมอรของ 

กาแลกโทส  กลูโคส  

กรดกลูคูโรนิก และ

แมนโนส 

 

พอลิเมอรของ 

กลูโคส  กาแลกโทส  

แรมโนส  แมนโนส 

และอะเซทิลไพรูเวต 

 

เลแวน 

 

 

สเคอโรกลูแคน 

 

 

สเคอโรกลูแคน 

 

 

4.55% 

เมทานอล 

 

0.3% 

เมทานอล 

 

1% 

เมทานอล 

 

 

 

2% 

กลูโคส 

 

 

 

2% 

ซูโครส 

 

3% 

กลูโคส 

 

5% 

แปง 

 

Methylomonas mucose 

NRRL B-5696 

 

Methylomonas methanolica 

M13V mutant 

 

Pseudomonas  viscogena 

TS-1004 

 

 

 

Pseudomonas NCIB 11264 

 

 

 

 

Zygomonas mobilis      

NCIB 8938 

 

Sclerotium rolfsii  

ATCC 15026 

 

Sclerotium delphinii,  

Sclerotium glucanicum 

 

45.2% 

 

 

n.a.* 

 

 

n.a.* 

 

 

 

 

n.a.* 

 

 

 

 

< 2% 

 

 

1.5 - 2.2% 

 

 

1.4% 

1.8% 

 

Tam and Finn, 

1977 

 

Haggstrom, 1977 

 

 

Misaki et al., 1979 

 

 

 

 

William and 

Wimpenny, 1978 

 

 

 

Dawes et al., 1966 

 

 

Griffith and 

Compere, 1978 

 

Griffith and 

Compere, 1978 
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ตารางที่ 2.5 (ตอ)   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรียและสารตั้งตนที่ใชผลิต 

 

 

* n.a. : data not available 

ที่มา : Margaritis and Pace (1985)  

 
ผลิตภัณฑ 

 
สารต้ังตน 

 
จุลินทรียที่ผลิต 

 
Yield 

 

 
แหลงอางอิง 

PS-7 gum  

กลูโคส 73% 

แรมโนส 16% 

กรดกลูคูโรนิก 11% 

 

พูลลูแลน 

 

 

ฟอสโฟแมนแนน 

 

 

เลแวน 

 

 

แซนแทนกัม 

 

 

กาแลกโทกลูแคน 

 

 

พอลิเมอรของ 

กาแลกโทส  กลูโคส 

และกรดกลูคูโรนิก 

 

3% 

กลูโคส 

 

 

  

5% 

กลูโคส 

 

4.4% 

น้ําตาล 

 

6% 

แลกโทส 

 

6% 

แลกโทส 

 

6% 

แลกโทส 

 

6% 

แลกโทส 

Beijerinckia indica var. 

mysogenes 

 

 

 

Aureobasidium pullulans S-1 

 

 

Hansenula holstii  

NRRL y-2448 

 

Alcaligenes viscosus  

NRRL B-182 

 

Xanthomonas campestris 

NRRL B-1459 

 

Zoogloa ramigera  

NRRL B-3669 

 

Arthrobacter  viscosus 

MRRL B-1973 

n.a.* 

 

 

 

 

50-60% 

 

 

20% 

 

 

2.5% 

 

 

38.3% 

 

 

55.6% 

 

 

0.7% 

Cottrell, 1980; 

Kang and 

McNeely, 1977 

 

 

Ono et al., 1977 

 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 

 

Stauffer and 

Leeder, 1978 
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 Sutherland (1977) รายงานวา น้ําหนักโมเลกุลของ EPS ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญของ    

จุลินทรีย   โดยฮอมอพอลิแซ็กคาไรดสวนใหญผลิตจากซูโครส  และมีสมบัติทางเคมีแตกตางกัน

ขึ้นอยูกับหลายปจจัย ไดแก ชนิดของอาหาร  ระยะเวลาในการเจริญ  ความเขมขนของซูโครส  

และการผลิตเอนไซมที่ใชในการตัดสายพอลิแซ็กคาไรด   

 

  Cerning และคณะ (1992) รายงานวา Lactococcus lactis subsp. lactis และ 

Lactobacillus casei  subsp. casei  เมื่อเลี้ยงในนมที่ผานการแยกเอาโปรตีนและไขมันออก

บางสวนพบวา   ถามีการเติม casamino acids 1 เปอรเซ็นต   โดยมีกลูโคส หรือซูโครสอยูดวย  

จะทําใหการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเพิ่มข้ึน   และไดสรุปวาการเติมกลโูคส หรือซูโครส จะทําใหเชื้อ

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมากขึ้น 

 

 Oikawa และคณะ (1995) รายงานวา Acetobacter xylinum KU-1 เมื่อเล้ียงในอาหารที่

ใชแมนนิทอล  และอะราบิทอล  เปนแหลงคารบอน  พบวาการใชแมนนิทอล 0.5 เปอรเซ็นต เชือ้ให

ผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนถึง 3 เทา และการใชอะราบิทอล 1.5 

เปอรเซ็นต  เชื้อใหผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใชกลูโคสเปนคารบอนถึง 6 เทา 

  

 Robert และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS โดย Bifidobacterium longum    

BB-79  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีประจุลบ  และสามารถผลิต EPS ไดสูงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง   เมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ไดไปผานกระบวนการตกตะกอนดวยเอทานอล  และทําให

บริสุทธิ์มากขึ้นดวยการนําไปไดแอลิซิส จากนั้นทําใหแหงดวยไลโอฟไลเซอร และทําใหบริสุทธิ์

ยิ่งขึ้นดวยการผาน anion exchange และ gel – filtration chromatography  นํา EPS ที่ไดไป

ตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลดวย GLC-mass spectrography พบวา EPS มีน้ําหนักโมเลกลุมากกวา 

200,000 ดาลตัน  โดย EPS ที่ผลิตไดมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเปนองคประกอบ คือ กาแลกโทส และ

เฮกโซส  ท่ีไมสามารถจําแนกชนิดได  โดยอาจเปนกลูโคสปริมาณเล็กนอย  นอกจากนี้ยังพบวา 

เมื่อเลี้ยงเชื้อในแลกโทส  สามารถผลิต EPS ไดสูงสุด 

 

 Manca de Nadra และ Strasser de Saad (1995) รายงานวา Pediococcus 

pentosaceus  ที่แยกไดจากไวน  สามารถผลิต EPS ไดจากน้ําตาลหลายชนิด คือ กลูโคส  

ฟรักโทส  และซูโครส  แตปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากซูโครสจะสูงที่สุด  
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 Grobben และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS จาก Lactobacillus 

delbrueckckii subsp. bulgaricus เพิ่มข้ึน  เมื่อเพิ่มปริมาณกลูโคส  และพบวากลูโคสเปนสารที่

จํากัด (limiting reagent) เมื่อมีปริมาณต่ํากวา 18 กรัมตอลิตร 

 

 Kojima และคณะ (1998) รายงานวา Acetobacter xylinum subsp. nonacetoxidan

และ Acetobacter xylinum subsp. nov BPR 2001 เปนสายพันธุใหมที่เจริญและสรางเซลลูโลส

ในอาหารที่มีแหลงคารบอนเปนซูโครส  และพบวาตางจาก Acetobacter sp. อ่ืน คือ ไมสามารถ

ออกซิไดสอะซิเทต  และแลกเทต  ใหเปนคารบอนไดออกไซดและน้ําได   

 

 Santos และคณะ (2000) รายงานวา การผลิตเดกซแทรนของ L. mesenteroides 

NRRLB512 (f)   โดยใชวิธีการหมักแบบแบชและแบบตอเนื่องพบวา  การเจริญของเซลลไมถูก

ยับยั้งเมื่อใชความเขมขนของซูโครสมากขึ้น  แตความเขมขนของซูโครสที่มากกวา 40 กรัมตอลิตร

ข้ึนไป  มีผลทําใหการนําผลผลิตออกจากเซลลยากขึ้น 

  

 Celik และคณะ (2008) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa G1 

และ Pseudomonas putida G12  เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แปรผันแหลงคารบอน  ไดแก 

กลูโคส   แมนโนส   ฟรักโทส   และไซโลส   พบวาแบคทีเ รียทั้ง  2 สายพันธุสามารถผลิต                

พอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุด  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลสเปนแหลงคารบอน  และเมื่อทําการทดลอง

แปรผันความเขมขนของไซโลสตั้งแต 2 – 6% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวาสายพันธุ G1 

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ 368 มิลลิกรัมตอลิตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลส            

ความเขมขน 3% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ในขณะที่สายพันธุ G12 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ

262 มิลลิกรัมตอลิตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลส  ความเขมขน 2% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 
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2.4.3   แหลงไนโตรเจน (nitrogen source) 
 

 เซลลแบคทีเรียมีองคประกอบของไนโตรเจนประมาณ 8 - 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนัก   

เซลลแหง  ความตองการไนโตรเจนของแบคทีเรียจะขึ้นอยูกับสายพันธุ และปจจัยทางสิ่งแวดลอม 

เชน อุณหภูมิ  คาความเปนกรด-เบส  และออกซิเจน เปนตน   โดยสารอาหารไนโตรเจนสําคัญ  

ตอการเจริญของแบคทีเรีย  แตถาปริมาณของไนโตรเจนในอาหารมากเกินไป  จะไปลด

ประสิทธิภาพการเปลี่ยนคารโบไฮเดรตเปนพอลิแซ็กคาไรด (BeMiller and Whistler, 1996)  

แหลงไนโตรเจนของจุลินทรีย ประกอบดวย  แหลงไนโตรเจนอนินทรีย เชน แอมโมเนียมซัลเฟต  

แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และแอมโมเนียมคลอไรด  เปนตน  และแหลงไนโตรเจน

อินทรีย  เชน beef extract,  peptone,  tryptone,  soybean hydrolysate,  soytone, casamino 

acid  และ corn steep liquor เปนตน 

 

 Abbad และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS โดย Bifidobacterium longum    

เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีแลกโทสเปนองคประกอบ  สามารถผลิต EPS ได 140 มิลลิกรัมตอลิตร   

และสามารถสรางไดมากที่สุดเมื่อมีการใชแหลงไนโตรเจนเปนเพปโทน กับสารสกัดจากยีสต        

โดยใชแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ในการควบคุมความเปนกรด-เบส  และพบวาพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีน้ําหนักโมเลกุล 1.2 เมกกะดาลตัน  และ 0.36 เมกกะดาลตัน 
 
 Oikawa และคณะ (1995) รายงานวา การใชทริปโทนรวมกับสารสกัดจากยีสต  ในการ

ผลิตเซลลูโลสจาก  Acetobacter xylinum  พบวาใหผลผลิตสูงกวาที่ใชทริปโทนหรือสารสกัดจาก

ยีสตอยางใดอยางหนึ่ง  นอกจากนี้ยังพบวา  การใชพอลิเพปโทนรวมกับสารสกัดจากยีสตในการ

ผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum KU-1  พบวาใหผลผลิตสูงกวาเดิมถึง 2 เทา 

 

 Msuoka และคณะ (1996) รายงานวา การศึกษาผลของกรดอะมิโนตอการผลิตเซลลูโลส  

โดยการเปรียบเทียบกับ corn steep liquor ที่เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด  เนื่องจากมีกรดอะมิโน

หลายชนิดเปนองคประกอบ  พบวา ในอาหารที่มีเมไธโอนีนเพียงอยางเดียว  มีปริมาณเซลลูโลส

ใกลเคียงกับอาหารที่มีกรดอะมิโนทั้ง 14 ชนิด  และในอาหารที่ไมมีเมไธโอนีนจะมีปริมาณ

เซลลูโลสที่ต่ํากวามาก   นอกจากนี้ยังไดทดลองแปรปริมาณเมไธโอนีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4 

ระดับ คือ 0  0.0025  0.005  และ 0.0075% (น้ําหนักตอปริมาตร)  พบวาปริมาณเมไธโอนีนที่ใช 

คือ 0.005% (น้ําหนักตอปริมาตร)  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหผลการเจริญของเชื้อและการ

ผลิตเซลลูโลสดีที่สุด 
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 Behravan และคณะ (2003) รายงานวา กากน้ําตาลจากโรงงานผลิตน้ําตาล และสาร

สกัดจากรําขาวสาลี (wheat bran extract)  สามารถนํามาใชเปนแหลงคารบอนและแหลง

ไนโตรเจนที่มีราคาถูกและหาไดทั่วไปในทองถิ่น   โดยทดลองแปรผันความเขมขนเพื่อหาปริมาณ

ของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเดกซแทรนจาก L. mesenteroides 

สายพันธุ NRRL B-512  รวมทั้งทดลองแปรผันคาความเปนกรด-เบส  พบวาความเขมขนของ

กากน้ําตาลและรําขาวสาลีที่เหมาะสมคือ 20% และ 15% (น้ําหนักตอปริมาตร) ตามลําดับ              

คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม คือ 7.5  โดยสามารถผลิตไดเดกซแทรนได 9.44 กรัมตอ 100 

มิลลิลิตรของซูโครส 

 

 Banik และคณะ (2007) รายงานวา องคประกอบของอาหารที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง 

Sphingomonas paucimobilis ATCC-31461 เพื่อผลิตเจลแลน ประกอบดวย กากน้ําตาล        

ทริปโทน  casamino acid  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออรโธฟอสเฟต  และแมงกานีสคลอไรด ปริมาณ 

112.5  1.0  1.0  1.0  และ 0.947 กรัมตอลิตร  ตามลําดับ  โดยสามารถผลิตเจลแลนไดถึง 13.814 

กรัมตอลิตร 

 
2.4.4   อุณหภูมิ 
 

 จากการศึกษาที่ผานมาพบวา   การผลิต EPS ของแบคทีเรียสวนใหญจะสูงขึ้นเมื่อมีแหลง

คารบอนในปริมาณมาก  และที่อุณหภูมิต่ํา (Sutherland, 1977; Souw and Demain, 1979; Shu 

and Yang, 1990)  อยางไรก็ตาม สําหรับแบคทีเรียบางชนิด  ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดของแตละสายพันธุอาจแตกตางกันไป  บางสายพันธุอาจจะผลิตพอลิแซ็กคาไรด ไดดีที่

ภาวะที่ไมใชภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต เชน ภาวะที่มีปริมาณไนโตรเจนนอยและจํากัด  

ในขณะที่ปริมาณนํ้าตาลสูง  (Sutherland, 1979; Cerning, 1990) หรือเมื่ออุณหภูมิต่ํากวา

อุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญเติบโต (Cerning, 1992)   

 

 ผลของภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียแตละชนิด 

แตกตางกันไป   ทั้งนี้อาจเปนเพราะกลไกการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อแตกตางกัน  เชน      

หากการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเกิดควบคูไปกับการเจริญเติบโตของเชื้อ (growth-assosiated)  

ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเพื่อใหไดปริมาณมาก   ควรจะเปนภาวะที่เหมาะสม

ตอการที่จะทําใหชวงเวลาของการเจริญเติบโตของเชื้อเปนไปไดนาน  ในขณะที่เชื้อมีอัตราการผลิต 

พอลิแซ็กคาไรดสูง  (Andaloussi และคณะ, 1995) 
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 Garcia-Garibay และ Marshall (1991) รายงานวา การผลิต EPS จาก Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus  เมื่อเจริญที่ภาวะตาง ๆ พบวาอุณหภูมิสูงทําใหการสราง EPS ตอ

เซลลต่ํา   นอกจากนี้การเติม hydrolysed casein ในอาหาร MRS เพื่อเปนแหลงไนโตรเจนพบวา

ไมมีผลตอการเพิ่มข้ึนของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  และจากการศึกษาเบื้องตนพบวา EPS มี

สมบัติเปนไกลโคโปรตีน 

 

 Cerning (1991) รายงานวา การคัดแยกและศึกษาสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย 

Slime-Forming Mesophilic Lactic Acid Bacteria พบวา เชื้อที่สามารถสรางเมือกเหนียว ไดแก 

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

Lactobacillus casei  subsp. casei  ผลิตเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเปน

องคประกอบ คือ กลูโคส  กาแลกโทส  แมนโนส และแรมโนส  โดยสามารถผลิตไดประมาณ         

30 – 600 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อเลี้ยงในน้ํานม   นอกจากนี้ยังพบวา  ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เชื้อสามารถผลิต EPS ไดปริมาณมากกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 50 – 60%  และ

การเติมกลูโคสหรือซูโครส ลงในน้ํานมหรือหางนมจะมีผลชวยเสริมการผลิต EPS 

 

 Grobben และคณะ (1995) รายงานวา Lactobacillus delbrueckckii subsp. 

bulgaricus  NCFB 2772 สามารถผลิต EPS เมื่อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส หรือแลกโทส

เปนแหลงคารบอน   พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเปนองคประกอบ คือ 

กลูโคส  กาแลกโทส และแรมโนส  ในอัตราสวน 1 : 6.8 : 0.7  นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อบมเชื้อที่

อุณหภูมิสูงจะมีการผลิต EPS สูงขึ้น  แตเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 47 องศาเซลเซียส เชื้อจะสูญเสีย

ความสามารถในการผลิต EPS   โดยมีลักษณะการผลิตแบบ growth-related   และการมีแหลง

คารบอนปริมาณมากไมมีผลตอการเพิ่มข้ึนของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด         

 

 Van den Berg และคณะ (1995) รายงานวา การผลิต EPS โดย Lactobacillus sake   

O-1   เมื่อเล้ียงเชื้อบนอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยวเปนองคประกอบ คือ กลูโคส  และแรมโนส  ในอัตราสวน 3 : 2  มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย            

6 X 106 ดาลตัน   และเมื่อนํา EPS มาละลายน้ําใหมีความเขมขน 1% (น้ําหนักตอปริมาตร)  

พบวา EPS ที่ผลิตไดมีความขนหนืดมากกวาแซนแทนกัม  เมื่อวัดความหนืดดวยความเร็วรอบ

ในชวง 0 – 300 รอบตอนาที   นอกจากนี้เมื่อทําการทดลองโดยใชวิธีการหมักแบบแบช (batch 

culture fermentation)   เพื่อศึกษาอัตราการผลิต EPS  พบวาอัตราการผลิตสูงสุด 1.4 กรัมตอ

ลิตร ในภาวะไรอากาศ ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-เบส 5.8   และเมื่อเลี้ยงเชื้อ
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ที่อุณภูมิ 10 องศาเซลเซียส  พบวาการผลิต EPS ตอกรัมของมวลชีวภาพ (biomass) เพิ่มข้ึนจาก 

600 มิลลิกรัม ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปน 700 มิลลิกรัม ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  แต

อัตราการเจริญในระยะเอกซโพเนนเชียลลดลงจาก 0.16 เปน 0.03 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง โดยเริ่มมี

การผลิต EPS เมื่อเขาสูในชวงเริ่มตนของ growth phase  และเมื่อศึกษาการเจริญโดยแปรผัน

แหลงคารบอน ไดแก กลูโคส  กาแลกโทส  แมนโนส  ฟรักโทส และซูโครส  พบวาองคประกอบของ

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดไมมีความแตกตางกัน 

 
2.4.5   คาความเปนกรด-เบสเริ่มตน (pH) 
 

 คาความเปนกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อเปนอีกปจจัยหนึ่งที่ตองมีการควบคุมกอน    

การหมัก  เพื่อใหไดภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของจุลินทรีย   

เนื่องจากคาความเปนกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเชื้อ  จะมีผลโดยตรงตอการทํางานของเอนไซม   

ในกระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย   โดยจุลินทรียสวนใหญจะผลิต EPS ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มีคาความเปนกรด-เบสเปนกลาง (Roseiro, 1992) 

 

 Oikawa และคณะ (1995) รายงานวา จากการศึกษาผลของคาความเปนกรด-เบสตอการ

ผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter sp. โดยการแปรผันคาความเปนกรด-เบสเริ่มตนในชวง 3.0 - 8.0 

พบวา คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมสําหรับผลิตเซลลูโลส คือ 5.0 เมื่อใชอะราบิทอลเปนแหลง

คารบอน 

 

 Karthikeyan และคณะ (1996) รายงานวา ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนโดยใช

วิธีการหมักแบบแบช   มีดังนี้  สารอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเดกซแทรน ประกอบดวย ซูโครส  

สารสกัดจากยีสต และ ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ปริมาณ 300 10 และ 30 

มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม คือ 8.3 และอุณหภูมิที่เหมาะสม 

คือ 23 องศาเซลเซียส  โดยปริมาณเดกซแทรนที่ผลิตไดจากการหมักดวยวิธีนี้ คือ 154 มิลลิกรัม

ตอลิตร 

 Kim และคณะ (2003) รายงานวา ความเขมขนของซูโครสในอาหารเลี้ยงเชื้อ  คาความ

เปนกรด-เบส และอุณหภูมิ ในการเลี้ยง L. mesenteroides B512FMCM มีผลตอการผลิต      

เดกซแทรนขนาดโมเลกุลตาง ๆ  และการเกิดกิ่งสาขาของเดกซแทรน   โดยพบวาการเพิ่มความ

เขมขนของซูโครส จะสงผลใหมีการผลิตเดกซแทรนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กลง (low – molecular 

weight dextran; LMWD (นอยกวา 105 ดาลตัน)) และเกิดการสรางกิ่งสาขาเพิ่มข้ึน  สําหรับผล
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ของอุณหภูมิในชวงทดลอง  (4 – 45 องศาเซลเซียส) พบวาไมมีผลตอขนาดโมเลกุลของ                

เดกซแทรนมากนัก  แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้นจะมีผลตอการเกิดกิ่งสาขาเพิ่มมากขึ้น  นอกจากนี้

การปรับคาความเปนกรด-เบสในชวง 4.5 – 6.0 จะไมมีผลทั้งขนาดโมเลกุลและการเกิดกิ่งสาขา

ของเดกซแทรน   โดยการควบคุมการผลิตเดกซแทรนใหมีลักษณะที่แตกตางกัน จะเปนแนวทาง

สําคัญในการนําเดกซแทรนชนิดตาง ๆ มาใชประโยชน 

  

 Bueno และ Garcia-Cruz (2006) รายงานวา Pseudomonas sp. และ Arthrobacter 

sp. จํานวน 6 สายพันธุ ไดแก 3B 4B  7B  21B  18E  และ 21D ที่คัดแยกไดจากดิน  พบวา

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได   และจากการศึกษาผลของคาความเปนกรด-เบสเริ่มตนในอาหาร

เล้ียงเชื้อตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม

คาความเปนกรด-เบสเร่ิมตนในอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 5.0 เปน 7.0  แตที่คาความเปนกรด-เบส 8.0  

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาลดลง 

  

 Ayala-Hernandez และคณะ (2008) รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย Lactococcus lactis 

subsp. cremoris (JFR1)  พบวาพอลิแซก็คาไรดที่ผลิตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคาความเปน  

กรด-เบสเริ่มตน 5.5  มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา

ความเปนกรด-เบส 6.5  

 
2.4.6   ออกซิเจน 
 

 ออกซิเจนที่เขารวมในกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลลจุลินทรีย  จะอยูในรูปของ

โมเลกุลของออกซิเจนที่ละลายได (dissolve oxygen molecule : DO)   โดยออกซิเจนก็เปนอีก

ปจจัยที่สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย  เชนเดียวกับกลูโคส   แตที่ออกซิเจนแตกตางจาก

สารอาหารอื่น คือ การละลายของออกซิเจนในน้ํามีปริมาณจํากัด เชน ในการหมักปกติสามารถ

ละลายกลูโคสไดถึง 10,000 มิลลิกรัมตอลิตร   ในขณะที่ออกซิเจนละลายไดนอยกวา 10 มิลลิกรัม

ตอลิตร   โดยการสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศเขาสูเซลลมีหลายขั้นตอน ดังนี้ 

 1)   การสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศใหละลายเขาไปในอาหารเหลว 

 2)   การสงผานออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลวไปยังเซลลจุลินทรีย 

 3)   การดูดซึมออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลวเขาสูเซลลจุลินทรีย 
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 โดยออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายของการสรางพลังงาน  และถูกกระตุนจาก 

ไซโทโครมออกซิเดส ในกระบวนการหายใจ 

 

 จากการศึกษาการผลิตแซนแทนกัม และพอลิแซ็กคาไรดชนิดอื่น ๆ โดยแบคทีเรีย  พบวา

แบคทีเรียสวนใหญตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโตและผลิตพอลิแซ็กคาไรด (Atkinson and 

Mavituna, 1983; Cerning, 1990)   

 

 Watanabe และ Yamanaka (1995) รายงานวา จากการศึกษาผลของออกซิเจนตออัตรา

การผลิตและลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum สายพันธุตาง ๆ 

ภายใตภาวะนิ่ง (static culture) ในถังหมัก   พบวาอัตราการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน 25 เปอรเซ็นต 

เมื่อปริมาณออกซิเจนที่ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ (oxygen tension) มีคาเทากับ 10 – 15 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร  และเมื่อเพิ่มปริมาณออกซิเจนท่ีผิวหนาใหอยูในชวง 15 – 30 เปอรเซ็นต  พบวา

อัตราการเจริญของเซลลคงที่   และเมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสโดยใช 

scanning electron microscopy (SEM)  พบวาความหนาแนนของเสนใยที่ภาวะ oxygen 

tension เทากับ 50 เปอรเซ็นตมีมากที่สุด และความหนาแนนของแผนเซลลูโลสจะลดลงเมื่อ 

oxygen tension เพิ่มข้ึน 

  

 Chao และคณะ (2000) รายงานวา จากการศึกษาการผลิตเซลลูโลสใน 50 L Internal – 

loop airlift reactor   โดยใช  Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001 พบวา

อัตราการผลิตเซลลูโลสในถังหมักแบบ airlift มีคาเทากับ 0.0567 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง โดย

มากกวาการผลิตเซลลูโลสโดยใช agitated – stirred fermenter และเมื่อมีการเติมออกซิเจนใน

อากาศที่ใหแกถังหมัก 50 เปอรเซ็นตของปริมาณอากาศที่ใหแกระบบ  พบวาอัตราการผลิต

เซลลูโลสเพิ่มข้ึนเปน 2 เทา    
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ตารางที่ 2.6   ตัวอยางองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่ใชเล้ียงเชื้อเพื่อผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดตาง ๆ ในอุตสาหกรรม (Monica, 2003) 
 

 

พอลิแซ็กคาไรด 
 

 

ระบบเลีย้งเชื้อ 
 

ภาวะเลี้ยงเชือ้ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

แอลจิเนต 
 

แบบตอเนื่อง 
 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

คาความเปนกรด-เบส 7.2 

ใหอากาศแกระบบ  

(ออกซิเจนในปริมาณที ่

มากเกินพอ ไมกระตุนการ

สังเคราะห EPS) 

มีการเขยา 

 

ซูโครส (20 กรัมตอลิตร) 

เปนแหลงคารบอน 
 

การผลิตEPS สูงขึ้นอยาง

รวดเร็วเมื่อจํากัด 

ปริมาณโมลิบดีนัม 

(molybdenum) และ

ฟอสฟอรัสในระบบ 
 

เดกซแทรน 
 

แบบแบช 
 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส 

(อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

สําหรับการเจริญของเชื้อ และ

อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซยีส 

สําหรับการผลิต EPS) 

คาความเปนกรด-เบส 6.0 

(สําหรับการผลิต EPS) 

ไมมีการใหอากาศในชวง

กระตุนการผลิต EPS 

 

ซูโครส (5-10 กรัมตอลิตร) 

เปนแหลงคารบอน 
 

ไนโตรเจนและแคลเซียม 

คลอไรดในปริมาณมาก 

จะกระตุนการสังเคราะห EPS 

 

แซนแทนกัม 
 

แบบแบชหรือ

แบบตอเนื่อง 

 

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส 

คาความเปนกรด-เบส 7.0 

ใหอากาศแกระบบ  

(0.5 - 0.75 ลิตรตอนาที  

ในชวงแรก จากนัน้  

0.75 - 1.5 ลิตรตอนาท ี 

ในชวงที่ความหนืดของ 

น้ําเลีย้งเชื้อสูงขึ้น) 

มีการเขยา 

 

กลูโคส (2 – 3.5 กรัมตอลิตร) 

เปนแหลงคารบอน 
 

มีไนโตรเจน ซลัเฟอรหรือ

ฟอสฟอรัสในปริมาณที่จาํกดั 
 

ควบคุมอัตราการเจือจาง 
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 การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียในปริมาณมาก ๆ นั้น   จําเปนตองคํานึงถึง       

ความคุมทุน   อาหารเลี้ยงเชื้อเปนปจจัยที่สําคัญอันหนึ่งสําหรับคาใชจายในการผลิต   ทั้งนี้สูตร

อาหารที่จะใชในอุตสาหกรรมควรมีราคาถูกและใหการเจริญตลอดจนการผลิตสารที่ตองการไดดี      

ปกติแลวการเขาสูสูตรอาหาร   ปจจัยที่ควรคํานึงถึงอยางมาก คือ แหลงคารบอนและไนโตรเจน    

แหลงคารบอนที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาจเตรียมไดจากผลิตภัณฑเหลือใชทางการเกษตร   

ในขณะที่แหลงไนโตรเจนยังอาจเปนชนิดอินทรีย  อนินทรีย  หรือรวมกัน    โดยไนโตรเจนอินทรียก็

สามารถเตรียมไดจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหรือแหลงที่มีราคาถูกอื่น ๆ ได  

   

  สืบเนื่องจากการที่ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม   หลังฤดูการเก็บเกี่ยวแตละป   

จะมีวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟางขาว  ซังขาวโพด  แกลบ  ชานออย  กากเมล็ดฝาย         

กากถั่วเหลือง  และกากเมล็ดทานตะวัน เหลือเปนจํานวนมาก   และจากการที่วัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรเหลานี้ (ฟางขาว ซังขาวโพด แกลบ และชานออย) มีเซลลูโลสเปนองคประกอบ       

สวนใหญ เชน   ชานออย มีเซลลูโลสเปนองคประกอบมากถึง 33-41% (Paturua, 1989) ฟางขาว

มี 32.1 - 36% (Virkola, 1975) เปนตน จึงมีการศึกษาเพื่อนําเซลลูโลสจากวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรเหลานี้มาใชเปนสับสเตรทหรือแหลงคารบอนในการผลิตสารเคมีตาง  ๆ เชน               

แอลกฮอลล  กรดอะซีติก  และกรดอินทรียอ่ืน ๆ    สวนกากเมล็ดฝาย กากถั่วเหลือง และ         

กากเมล็ดทานตะวัน มีการศึกษาเพื่อนํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย   

(สุภาพร ชาติวรพงศา, 2536)    

 
2.5   สวนประกอบในวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 

 วัสดุเหลือใชทางการเกษตรจัดเปนวัสดุลิกโนเซลลูโลสิก (lignocellulosic material) มี

สวนประกอบหลัก ไดแก เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน (ligin)  ในปริมาณที่แตกตางกัน

ขึ้นอยูกับสายพันธุและภาวะที่เจริญเติบโต (ชมพูนุช   หาญนันทวิวัฒน, 2547) 

 

 2.5.1   โครงสรางของเซลลูโลส 

 

  เซลลูโลสเปนพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวย ดี-กลูโคส เชื่อมตอกันดวยพันธะ   

β-1,4 ไกลโคซิดิก เปนสายตรง ไมมีแขนงยอย (unbranched polymer) มีสูตรทั่วไป คือ 

(C6H10O5)n   เซลลูโลสเปนองคประกอบที่ใหความแข็งแรงในพืช   โดยธรรมชาติของพืชจะไมพบ

เซลลูโลสอยูในรูปอิสระ แตมักพบอยูรวมกับลิกนิน  เฮมิเซลลูโลส  เพนโทแซน (pentosans)  กัม 
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(gum)  แทนนิน (tannin)  ไขมัน  และสารเกิดสี (colouring matter) เปนตน (Paturau, 1989)   

การจัดเรียงตัวของหนวยดี-กลูโคสจะอยูในลักษณะ chair form   แตละโมเลกุลในสายเซลลูโลสจะ

เชื่อมตอกันดวย พันธะไฮโดรเจน (Intra molecule H-bond) ระหวางหมูไฮดรอกซิล ที่คารบอน

ตําแหนงที่ 3 กับออกซิเจนที่อยูในวงแหวน (ring) ของโมเลกุลถัดไป   และเชื่อมตอระหวางสาย

เซลลูโลสที่ขนานกันดวยพันธะไฮโดรเจน (Intermolecular H-bond) ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 6 

กับออกซิเจนที่เชื่อมระหวางโมเลกุลดี-กลูโคสในอีกสาย (Nisizawa, 1973) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 

และรูปที่ 2.3  

 

 
 

รูปที่ 2.2   ลักษณะการจัดเรยีงตัวของหนวยกลูโคสในเซลลูโลส ( http://www. greenspirit.org.uk ) 

 

 

 
 

รูปที่ 2.3   เซลลูโลสในเซลลพืช ( http://www. learners.in.th ) 
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 จํานวนหนวยของกลูโคสในสายของเซลลูโลสไมสามารถทราบจํานวนที่แทจริงได แต

ประมาณไดวาตองมีจํานวนมาก   ตั้งแต 1,000 ถึง 10,000 หนวยกลูโคส แตกตางกันไปตามชนิด

ของพืช (Tsao and Chiang, 1983)   เชน degree of polymerization ของเซลลูโลสในไฟเบอร

ของพืชจําพวกฝายและปาน  มีจํานวนหนวยกลูโคส ตั้งแต 6,500 ถึง 9,000 หนวย (Meyer, 1961)  

  

 ผนังของเซลลพืชจะมีเซลลูโลสจัดเรียงตัวเปนแถบ ไมติดตอกันโดยตลอด   เมื่อเซลลแก

เต็มที่ภายในชองวางจะเต็มไปดวยลิกนิน  ที่ไมละลายน้ําและสารอินทรียชนิดใด   โดยจะอยูรอบ 

เซลลูโลส  และทําหนาที่ปองกันเซลลูโลสจากการยอยสลาย   นอกจากนี้ ยังมีพอลิแซ็กคาไรดอ่ืน  

ที่ปะปนอยูกับเซลลูโลสในผนังเซลลพืช   ไดแก  ไซแลน   แมนแนน   พอลิยูโรไนด   อะราบิแนน   

และกาแลกแตน   แตมักพบในปริมาณที่นอยกวาเซลลูโลส (Gokoyr และ Ereken, 1986)  

 

 เซลลูโลสมีโครงสรางที่ซับซอน และไมละลายน้ํา ตัวทําละลายอินทรีย หรือสารละลายเบส

ออน แตสามารถละลายไดดีในกรดหรือเบสแก   ดังนั้นจึงสามารถแบงชนิดของเซลลูโลสตาม    

การละลายในโซเดียมไฮดรอกไซด  ไดเปน 3 ชนิด (Paturua, 1989) คือ 

1.   แอลฟา-เซลลูโลส (α-cellulose)   เปนเซลลูโลสที่ไมละลายน้ํา แตละลายใน 17.5% ของ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่อุณหภูมิหอง 

2.   บีตา-เซลลูโลส (β-celulose)   เปนเซลลูโลสที่ละลายใน 17.5% ของสารละลายโซเดียม     

ไฮดรอกไซด  แตตกตะกอนไดงายเมื่อสารละลายมีสภาพเปนกรด 

3.   แกมมา-เซลลูโลส (γ-cellulose)   เปนเซลลูโลสที่ละลายใน 17.5% ของสารละลายโซเดียม  

ไฮดรอกไซดและกรด   แตสามารถตกตะกอนไดในแอลกฮอลล  

  

 2.5.2   โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส 

 

  เฮมิเซลลูโลสเปนสวนประกอบที่สามารถละลายใน 17.5% ของสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเย็น ได (Paturau, 1989)  เฮมิเซลลูโลสไมใชสารเริ่มตนของเซลลูโลส  และ

ไมไดเปนสวนใดสวนหนึ่งในกระบวนสังเคราะหเซลลูโลส  แตเฮมิเซลลูโลสเปนกลุมของเฮเทอโร

พอลิแซ็กคาไรดที่ในโมเลกุลประกอบดวย  น้ําตาลตั้งแต 2 – 4 ชนิดขึ้นไป  มีทั้งน้ําตาลเฮกโซส

และเพนโทส   น้ําตาลที่พบมากที่สุด คือ ไซโลส  และอะราบิโนส   นอกจากนั้นยังพบกลูโคส   

แมนโนส  กาแลกโทส  และกรดกลูคูโรนิก  เฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบในโครงสรางของผนัง

เซลลพืช   โดยรวมอยูกับลิกนินและเซลลูโลส  มีสมบัติไมละลายน้ําแตละลายไดในสารละลายเบส 

(Paturau, 1989; Kirk, 1983)   ดงัแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4   ตัวอยางน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวทีเ่ปนองคประกอบของเฮมิเซลลูโลส  

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

 

 ในรําขาวสาลีประกอบดวยเฮมิเซลลูโลสประมาณ 43% ของคารโบไฮเดรตทั้งหมด  และ

โครงสรางโมเลกุลของเฮมิเซลลูโลสประกอบดวย  อะราบิโนส 59%  ไซโลส 38.5%  และ             

กรดกลูคูโรนิก 9%  และเปนสายแขนงของอะราโบไซแลนเปนสวนใหญ  ในโมเลกุลประกอบดวย

หนวยยอยของน้ําตาลประมาณ 300 หนวย (DeMan, 1990)  

 

 2.5.3   โครงสรางของลิกนิน 

 

  ลิกนินไมใชคารโบไฮเดรต  แตจะทําหนาที่เคลือบผนังเซลลพืช   ลิกนินเปน       

พอลิเมอรของสารประกอบอะโรมาติก (aromatic compound) หรือเรียกวาเปน ฟโนลิกพอลิเมอร  

(phenolic polymer)  ดังแสดงในรูปที่ 2.5  ที่ตําแหนงแอลฟา และบีตาของโมเลกุลลิกนิน       

อาจเกิดการเชื่อมกันระหวางโมเลกุล  หรือคารบอนในหนวยฟนอล  อาจเกิดพันธะกับคารบอนใน

อีกหนวยหนึ่งภายในสายพอลิเมอรที่ประกอบกันเปนโมเลกุลลิกนิน  ทําใหลิกนินมีโครงสรางที่

แข็งแรง  ไมละลายน้ํา แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียบางชนิด เชน  ในเอทานอล 

หรือ เมทานอลที่รอน  และในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด   ปกติลิกนินจะอยูในโครงสรางของ

เซลลพืชบริเวณรอบเซลลูโลส  โดยเปนตัวปองกันเซลลูโลสจากการยอยอีกดวย  (Biely, 1985)   
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รูปที่ 2.5   ตัวอยางองคประกอบของลิกนนิ (http:// www.engin.umich.edu) 

 
2.6   การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
 

 การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ทําได 2 วิธี คือ การยอยดวยสารเคมี (Chemical 

Hydrolysis)  และการยอยดวยเอนไซม (Enzymatic Hydrolysis) 

 

 2.6.1   การยอยดวยสารเคมี 

 

  เปนการยอยดวยสารละลายกรดหรือสารละลายเบส   โดยจะเกิดปฏิกิริยาการ

ทําลายพันธะไกลโคซิดิก ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 กับออกซิเจน   เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส

เปนพอลิเมอรของน้ําตาล   เมื่อนํามาทําการยอยจะไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว  ถาเซลลูโลสถูกยอย

อยางสมบูรณ  จะไดกลูโคลเพียงอยางเดียว   ถาการยอยไมสมบูรณจะไดทั้งกลูโคส  เซลโลไบโอส 

และโอลิโกแซ็กคาไรด  ปนกัน   สวนเฮมิเซลลูโลสเมื่อถูกยอย  จะใหน้ําตาลเพนโทสหลายชนิดปน

กัน  ขึ้นอยูกับโครงสรางของเฮมิเซลลูโลส 
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การยอยดวยสารเคมีแบงตามวิธีของ Paquot และคณะ (1984) ไดเปน 2 ประเภท คือ  

 

 2.6.1.1   การยอยดวยกรด (Acid Hydrolysis) แบงเปน 2 กระบวนการ ดังนี้ 

 

  2.6.1.1.1   Homogeneous process   เปนกระบวนการที่ใชกรดแก เชน       

กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) หรือกรดซัลฟูริก (sulfuric acid) ผลิตภัณฑสวนใหญที่ได 

คือ กลูโคส  แตมีขอเสีย คือ ตองมีการแยกกรดออกจากน้ําตาลกอนนําไปใช  และจะมีปญหาดาน

การผุกรอนของเครื่องมือ 

    

  2.6.1.1.2   Heterogeneous process   เปนกระบวนการที่ใชกรดออนกวา แตใช

อุณหภูมิสูงกวา 180 องศาเซลเซียส   วิธีนี้ไมสามารถนํากรดกลับมาใชใหมได  นิยมใชกันมากใน

อุตสาหกรรมผลิตไฮโดรเซลลูโลส (hydrocellulose) และ gel – form microcrystalline cellulose 

แตจะใหผลผลิตต่ํา (50 – 55%)  

 

 การยอยดวยกรด  จะทําใหเพนโทแซนในเฮมิเซลลูโลสเปลี่ยนเปนเฟอรฟูรัล (furfural)       

ที่เปนพิษตอเซลลได (Paturau, 1989) ดังสมการ 

 

C5H8O   C5H10O5  C5H4O2 

เพนโทแซน  เพนโทส   เฟอรฟูรัล 

 

 

 2.6.1.2   การยอยดวยเบส (Alkaline Hydrolysis) 

 

  สารละลายเบสที่นิยมใช   ไดแก  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง   

แอมโมเนีย   และเอทิลีนไดอะมีน (ethylene diamine) เปนตน   การใชเบสยอยวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรจะมีผลทําใหสายของพอลิแซ็กคาไรดส้ันลง   ปฏิกิริยานี้เกิดในสภาพอุณหภูมิสูง

ประมาณ 160 ถึง 180 องศาเซลเซียส  และตองการออกซิเจนในปริมาณเล็กนอยเพื่อใชในการ

ยอยเฮมิเซลลูโลส 

 

 

 



 37 

2.6.2   การยอยดวยเอนไซม (Enzymatic Hydrolysis) 

 

 เอนไซมที่ใชในปฏิกิริยาการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหรือเซลลูโลส คือ เซลลูเลส 

(Woodward, 1987)  เปนเอนไซมที่พบไดในจุลินทรียหลายชนิด ทั้งรา และแบคทีเรีย   แตเอนไซม

ที่นิยมใช คือ เซลลูเลสจากรา  โดยเฉพาะ Tricoderma viride  หรือภายหลังจัดอยูใน T. reesei  

(Parisi, 1989) 

 

 2.6.2.1   สมบัติของเซลลูเลส 

 

  เซลลูเลสเปนกลุมของเอนไซมที่ประกอบดวย  เอนไซมอยางนอย 3 ชนิด        

(Ryu และ Mandel, 1980) คือ 

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

เอนโดกลูคาเนส หรือ Cx ทําหนาที่ตัดพันธะ β - 1,4 ไกลโคซิดิก ภายในสายเซลลูโลสในบริเวณที่

เปนอะมอรฟส  หรืออนุพันธของเซลลูโลส   โดยเปนการตัดแบบสุม  ไดผลิตภัณฑสวนใหญเปน

เซลโลไบโอส  และมีกลูโคสบางเล็กนอย 

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

(E.C. 3.2.1.91)  ทําหนาที่ตัดพันธะ β - 1,4 ไกลโคซิดิก จากปลายทางดาน non-reducing ทําให

ไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส และเซลโลไบโอส 

  3.   β-Glucosidase หรือ เซลโลไบเอส (E.C. 3.2.1.21) ทําหนาที่ยอยสลาย    

เซลโลไบโอส และเซลโลเดกซทรินไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส 

 

 Dwivedi และ Ghose (1979) รายงานวา  จากการศึกษากลไกการยอยเซลลูโลสใน       

ชานออยที่ผานการปรับสภาพแลว  ดวยเซลลูเลสจาก T. reesei  QM 9414 พบวา                    

เอนโดกลูคาเนส  และเอกโซกลูคาเนส  จะถูกดูดซับอยูบนผิวของชานออยบริเวณที่ไมละลายน้ํา 

(insoluble crystalline bagasse) เปนขั้นตอนแรก   โดยจะตัดสายเซลลูโลส (depolymerization) 

จากปลายดาน non-reducing ไดผลิตภัณฑสวนใหญเปนเซลโลไบโอส  และกลูโคสบางเล็กนอย  

จากนั้นจะปลดปลอยน้ําตาลที่ไดออกมาอยูในสารละลาย  เพื่อทําปฏิกิริยากับบีตา-กลูโคซิเดส 

เพื่อเปลี่ยนเซลโลไบโอส  ใหเปนกลูโคส 
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2.6.2.2   การปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนการยอยดวยเอนไซม  

 

 เซลลูโลสจากพืช  หรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟางขาว ชานออย และซังขาวโพด  

จะอยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนระหวางลิกนิน เซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลส ดังที่กลาวไว

ขางตน   นอกจากนี้ลักษณะโครงสรางของเซลลูโลส ไดแก ดีกรีของผลึก (degree of crystallinity)  

จํานวนหนวยกลูโคสในสายเซลลูโลส (degree of polymerization)  การอมน้ํา (degree of water 

swelling)  และพื้นที่ผิว เปนตน   ส่ิงเหลานี้จะทําใหประสิทธิภาพในการยอยดวยเซลลูเลสไมได

ผลดีเทาที่ควร   ดังนั้นจึงตองทําการปรับสภาพ (pretreat) วัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนการ

ยอยดวยเอนไซม   เพื่อใหไดน้ําตาลที่จะนําไปใชเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อตอไป 

 การปรับสภาพวัสดุวัสดุเหลือใชทางการเกษตร   เปนการเตรียมวัตถุดิบใหเหมาะสมตอ

การยอยดวยเอนไซม  ดวยการทําลายโครงสรางผลึกในเซลลูโลส  และโครงสรางสารประกอบ

เชิงซอนระหวางลิกนินและคารโบไฮเดรต  กําจัดลิกนิน  เพิ่มพื้นที่ผิวเพ่ือใหเอนไซมเขายอยไดงาย

ขึ้น  และเพิ่มจํานวนพันธะไกลโคซิดิก  เพื่อใหจับกับเอนไซมไดงาย (Dekker และ Wallis, 1983; 

Woodward, 1987; Pirisi, 1989)  ดังแสดงในรูปที่ 2.6 

 

 

 

รูปที่ 2.6   การปรับสภาพวสัดุลิกโนเซลลโูลสิก (lignocellulosic material)  

(http://www.biomassmagazine.com) 
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 วิธีการปรับสภาพ แบงไดเปน 2 วิธี (Pirisi, 1989) คือ วิธีทางกายภาพ (Physical 

Pretreatment)  และวิธีทางเคมี (Chemical Pretreatment) 

 

 2.6.2.2.1   วิธีทางกายภาพ  ประกอบดวย 

 

  (1)   การบด คัด ลดขนาดวัตถุดิบ  เปนการบดผลึกของเสนใยเซลลูโลสใหแตก

ออก  เพื่อใหเอนไซมยอยสลายไดงายขึ้น  รวมทั้งเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบ  ทําใหเอนไซม

สามารถเขาทําการยอยไดงายขึ้น  จากการศึกษาของ Kelsey and Shafizadeh (1980)  พบวา

การบดวัสดุพวกลิกโนเซลลูโลสจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากขึ้น 

 

  (2)   การใชความรอน  และความดัน  เปนการทําใหเซลลูโลสในวัตถุดิบอ่ิมตัว

ดวยไอน้ํา  ภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  แลวลดความดันทันที ทําใหน้ําระเหยอยางรวดเร็ว  

จะทําใหเสนใยแยกออกจากกัน  เปนการเพิ่มขนาด  เพื่อใหเอนไซมเขาทําปฏิกิริยา เรียกวา            

“ Steam Explosion Process ” 

 

 2.6.2.2.2   วิธีทางเคมี 

 

  การใชสารเคมีจะทําใหปริมาณลิกนิน และผลึก (crystalline) ลดลงและทําให

เซลลูโลสมกีารละลายน้ํา หรืออมน้ํามากขึ้น   Manonmani และ Sreekantieh (1987) รายงานวา 

จากการศึกษาการใชเบส โซเดียมไฮดรอกไซด 1.5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร รวมกับการอบไอน้ํา

ภายใตความดัน (autoclave)  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  พบวาสามารถลดปริมาณลิกนินไดถึง 80.69% 

และเมื่อนําไปยอยดวยเซลลูเลสจาก T. viride  ความเขมขน 1.0 หนวยตอมิลลิลิตร  ที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-เบส 4.8 เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซถึง 87.75% 

 

 Yanez และคณะ (2004) รายงานวา จากการศึกษาการกําจัดเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

ออกจาก corrugated cardboard เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยดวยเอนไซม  พบวาหลังการปรับ

สภาพดวยกรดซัลฟูริก ความเขมขน 3% โดยปริมาตรตอปริมาตร ที่อุณหภมูิ 130 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 180 นาที ปริมาณเฮมิเซลลูโลสลดลงจากเดิม 13.8 เหลือเพียง 4.7% โดยน้ําหนัก  แต

ปริมาณเซลลูโลสเพิ่มข้ึนจากเดิม 59.7 เปน 75.1% โดยน้ําหนัก  ในสารละลายจึงประกอบดวย

น้ําตาลที่ไดจากเฮมิเซลลูโลส และกลูโคส 
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 Xiao และคณะ (2004) รายงานวา จากการศึกษาผลกระทบของการยับยั้งของกลูโคสและ

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวชนิดอื่น ๆ ที่มีตอเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดส  พบวา เมื่อปริมาณกลูโคส

เพิ่มข้ึนมีผลทําใหการยับยั้งแอกทิวิตีของเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดสเพิ่มตาม  ในขณะที่แมนโนส 

ไซโลส  และกาแลกโทส  ไมมีผลยับยั้งแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส  แตมีผลตอแอกทิวิตีของ  

เซลลูเลส 

 

 Varga และคณะ (2004) รายงานวา จากการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมของการปรับ

สภาพโดยใชความดันของเปลือกขาวโพด (corn stover) เพื่อเพิ่มความสามารถในยอยของ    

เซลลูเลส  พบวาการปรับสภาพเปลือกขาวโพดโดยใชอุณหภูมิสูงรวมกับการใชกรดซัลฟูริก         

จะสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดดีกวาการใชอุณหภูมิเพียงอยางเดียว   โดยการปรับสภาพดวย

กรดซัลฟูริก ความเขมขน 2% โดยปริมาตรตอปริมาตร  ที่อุณหภูมิ 190 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 

นาที  หลังจากนั้นนํามายอยดวยเซลลูเลส  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง ได

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 56.1 กรัมตอ 100 กรัมสารตั้งตน  

 

 Saha และคณะ (2005) รายงานวา การยอยสลายฟางขาวสาลี ดวยกรดซัลฟูริกเจือจาง 

0.75% โดยปริมาตรตอปริมาตร  ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จะใหปริมาณ

น้ําตาลกลูโคส  และไมพบสารเฟอรฟูรัล และไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล  

 

 Davis และคณะ (2005) รายงานวา การยอยสลาย wheat stillage ดวยกรดซัลฟูริก 

ความเขมขนมากกวา  1% โดยปริมาตรตอปริมาตร  จะพบเฟอรฟู รัลเกิดขึ้น   แตเมื่อทํา 

detoxification ปรับคาความเปนกรด-เบสของไฮโดรไลเสตที่ได ใหอยูในชวง 1.5 – 5.0 โดย

แคลเซียมไฮดรอกไซด  พบวาจะชวยลดปริมาณสารเฟอรฟูรัลไดถึง 55% เมื่อครบเวลา 5.5 ชั่วโมง 

 

 Sun และ Cheng (2005) รายงานวา การปรับสภาพฟางไรย (rye straw) และหญา 

bermuda โดยใชกรดซัลฟูริก ความเขมขน 1.5% โดยปริมาตรตอปริมาตร ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 90 นาที หลังจากนั้นนําไปยอยดวยเซลลูเลส  และบีตากลูโคซิเดส ที่อุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา  ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 197.1 และ 229.3 

มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ 

 

 Wen  และคณะ (2005) รายงานวา จากการศึกษาการใชเซลลูเลสผสมของเชื้อรา           

T. reesei และ A. phoenicis  พบวาสามารถผลิตเซลลูเลสที่ประกอบดวยบีตากลูโคซิเดส  
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คอนขางสูง  ทําใหการยอยเซลลูโลสมีประสิทธิภาพมากขึ้น  เมื่อเปรียบเทียบกับการใชเซลลูเลส

ทางการคา (Celluclast®) และเซลลูเลสจาก T. reesei  เพียงอยางเดียว 

 

ตารางที่ 2.7   เปรียบเทียบขอดีและขอเสียระหวางการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยกรด

และดวยเอนไซม (Parisi, 1989) 

 
 

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

ดวยเอนไซม 

 

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

ดวยกรด 
 

ขอดี 
1.   ภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด-

เบสไมรุนแรง 

2.   ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นไมถูกยอยเปลี่ยนเปนสาร

ที่เปนพิษตอเซลล เชน เฟอรฟูรัล 

3.   สามารถหมักน้าํตาลที่เกดิขึ้นไปพรอมกับ

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรได 

4.   ไมตองใชอุปกรณที่ทนการกัดกรอน หรือ

ราคาแพง 

 
ขอเสีย 
1.   วัสดุเหลือใชทางการเกษตรตองผานการ

ปรับสภาพกอน 

2.   ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นสามารถยับยั้งปฏิกิริยา

ของตัวเองได (product inhibition) 

3.   สูญเสียเอนไซมไปเนื่องจากถกูดูดซับอยูบน

วัสดุที่ไมถกูยอย 

 

ขอดี 
1.  วัสดุเหลือใชทางการเกษตรไมตองผานการ

ปรับสภาพกอน 

2.   ปฏิกิริยาเกิดขึ้นเร็ว งาย และสั้น 

3.   ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใช (catalyst) มีราคาถูก 

และหางาย 

4.   ปฏิกิริยาสามารถเกิดไดที่อุณหภูมิต่ํา (ถาใช

กรดแก) 

5.   ใหผลิตภณัฑสูง (ถาใชกรดแก) 

 
 ขอเสีย 
1.   ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไมเจาะจง  ทําใหได

ผลิตภัณฑที่ไมบริสุทธิ ์

2.   น้าํตาลที่ไดจะถูกเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑอ่ืน

เชน เฟอรฟูรัล ที่เปนพษิตอเซลล 

3.   ตองใชอุณหภูมิสูง (ถาใชกรดออน) 

4.   กรณีใชกรดแก  จําเปนตองมีกระบวนการ

แยกกรดออก (recovery) มีราคาสูง 

5.   กอนนาํน้าํตาลไปใชจําเปนตองมี

กระบวนการทาํน้าํตาลใหเปนกลางกอน 

6.   ตองใชเครือ่งมือและอุปกรณที่สามารถทน

กรดได 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

3. เครื่องชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 

Switzerland 

4. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

5. ตูเขี่ยเชื้อ ISSCO รุน BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุน Clean, รุน V 3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 

Bosstech รุน HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

6. ตูแชแข็งชนิดจุดเยือกแข็งต่ํา -20 ๐ซ บริษัท Sanyo Electric, Japan 

7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา -70 ๐ซ บริษัท Forma Scientific, USA 

8. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert, 

Germany 

9. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน N-100 บริษัท Eyela, Japan 

10. เครื่องทําความเย็น รุน CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 

11. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

12. ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert, Germany 

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

14. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin Electronic, 

Germany 

15. ตูอบความรอน รุน UE 600 และรุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
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16. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

            บริษัท Beckman Coulter, Germany 

17. เครื่องเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., 

USA 

18. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 

USA 

19. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Mikro20 บริษัท Hettich 

zentrifugen, Germany 

20. ไมโครปเปตต ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

21. เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic stirrer/hot plate) รุน 502P-2 บริษัท Mettler 

Toledo., USA 
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3.2   เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxy methyl cellulose) บริษัท Sigma-Aldrich Co., USA. 

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

3. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

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

5. โซเดียมไฮดรอกไซด บริษัท Merck, Germany 

6. โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต บริษัท Merck, Germany 

7. โซเดียมคารบอเนต บริษัท Merck, Germany 

8. โซเดียมอะซิเตต บริษัท Merck, Germany 

9. โซเดียมไนเตรต บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 

10. กรดซัลฟูริก บริษัท Merck, Germany 

11. กรดไดไนโตรสาลิไซลิก บริษัท Fluka Chemika, Switzerland 

12. กรดอะซิติก บริษัท Merck, German 

13. กรดไฮโดรคลอริก บริษัท Merck, Germany 

14. คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต บริษัท Merck, Germany 

15. สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต บริษัท Merck, Germany 

16. ซูโครส บริษัท Merck, Germany 

17. กลูโคส บริษัท Merck, Germany 

18. ฟรักโทส บริษัท Fluka, Switzerland 

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

20. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต บริษัท Merck, German 

21. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

22. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

23. โพแทสเซียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

24. แอมโมเนียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

25. แอมโมเนียมคลอไรด บริษัท Ajax Chemicals, Australia 

26. แอมโมเนียมไนเตรต บริษัท Mallinckrodt Baker, Inc., USA 

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

28. กรดบอริก บริษัท Merck, Germany 

29. เมธิลเรด บริษัท Merck, Germany 
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30. เมธิลลีนบลู บริษัท Merck, Germany  
 
3.3   วัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชในงานวิจัย 7 ชนิด คือ 
 

1. ชานออย  

2. ฟางขาว  

3. แกลบ  

4. รําขาว  

5. กากถั่วเหลือง  
6. กากเมล็ดทานตะวัน  

7. กากงา  
 
3.4   เอนไซม 
 

1. เซลลูเลส  จาก Trichoderma reesei                                                                         

บริษัท Genencor, Finland ยี่หอ GC220 

2. แอลฟา-อะไมเลส จาก Geobacillus stearothermophillus                                         

บริษัท Genencor International ยี่หอ SPEZYME®ETHYL  

3. กลูโคอะไมเลส จาก Aspergillus niger                                                                    

บริษัท Genencor International ยีห่อ DISTILLASE®L-400  

4. อินเวอรเทส จาก Saccharomyces cerevisiae                                                           

บริษัท สยามวคิตอรี่ เคมิคอล จํากัด ยีห่อ BIOZYME INVERT L10,000 
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3.5 วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 
 3.5.1   การเลี้ยงและการเก็บรักษาจลุนิทรียที่ใชในงานวจิัย 
 

3.5.1.1   จุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

   แบคทีเรีย Enterobacter  cloacae สายพันธุ EN02 คัดแยกไดจากออย 

อําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม โดยสมฤดี  ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) เปนแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

3.5.1.2   การเก็บรักษาจุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

 3.5.1.2.1   การเก็บรักษาจลิุนทรียในระยะสั้น 

 

    เขี่ยเชื้อ E. cloacae สายพันธุ EN02 ลงบนอาหารแข็งตามวิธี

ของ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก)    แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญเต็มท่ีแลวใหเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 

และเขี่ยเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งใหมทุก 2 สัปดาห 

 

   3.5.1.2.2   การเก็บรักษาจุลินทรียในระยะยาว 

 

    เขี่ยเชื้อ  E. cloacae สายพันธุ  EN02 ลงบนอาหารเหลวที่

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

แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ไดเทากับ 0.8 - 1.0 นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 10 นาที  นํามาละลายเซลลกลับในอาหารเหลวชนิดเดียวกับขางตน (ภาคผนวก ก) 

ที่มีกลีเซอรอลอยู 15% และนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส    

 

 

 

 



 47 

3.5.2   การเตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงคารบอน 
 

 3.5.2.1   ปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรกอนการยอยดวยเซลลูเลส GC220 

 

  ปรับสภาพวัสดุเหลือใชทางการเกษตรตามวิธีของ สุภาพร ชาติวรพงศา (2536) 

โดยนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดที่ผานการอบจนแหงสนิทดีที่ 80 องศาเซลเซียส     

มาตัดและ/หรือบดดวยเครื่องปน   และทําการปรับสภาพกอนการยอยดวยเซลลูเลส GC220           

ดวยวิธีการดังนี้ 

ฟางขาวและชานออย   ปรับสภาพดวยการใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1% โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร  รวมกับการใชความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที   

แกลบและรําขาว   ปรับสภาพดวยการใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 และ 10 นาที ตามลําดับ 

  ลางวัสดุที่ผานการปรับสภาพแลวดวยน้ําประปา   จนกระทั่งน้ําที่ผานวัสดุออกมา

มีคาความเปนกรด-เบสประมาณ 7.0 นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

 

 3.5.2.2    ศึกษาสมบัติบางประการของเซลลูเลส GC220 

 

  นําเซลลูเลส GC220 มาวัดแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสตามวิธีของ Ghose 

(1987) (ภาคผนวก ข ขอ 2) และวัดแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสตามวธิีของ Sternberg และคณะ 

(1977) (ภาคผนวก ข ขอ 2) หาอุณหภูมิและคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมที่สุดตอแอกทิวิตี

เอนไซม  และปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมตอการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  

 

 3.5.2.3   ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดดวย

เซลลูเลส GC220 

 

  นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพแลว จากขอ 3.5.2.1 จํานวน 

5 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  (จารุวรรณ  สัมพันธวณิช, 2548)  มายอยดวยเซลลูเลส GC220 ที่

อุณหภูมิ คาความเปนกรด-เบส  และปริมาณที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220 จาก

ขอ 3.5.2.2  หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ปนแยกตะกอน   วิเคราะหปริมาณ
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น้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสดวยวิธี DNS (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข)  หาระยะเวลาที่เหมาะสมตอ

การทํางานของเซลลูเลส GC220 ในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิด 

 

 3.5.2.4   ยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC220 เพื่อใชศึกษาชนิดของ

แหลงคารบอน 

 

  นําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพแลว  ไดแก  ชานออย              

ฟางขาว  แกลบ และรําขาว จากขอ 3.5.2.1   5 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  มายอยดวยเซลลูเลส 

GC220 ที่อุณหภูมิ  คาความเปนกรด-เบสและปริมาณที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส 

GC220  จากขอ 3.5.2.2  ดวยเวลาที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิด  

จากขอ 3.5.2.3  หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ปนแยกตะกอน  วิเคราะห

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดดวยวิธี DNS 

(ภาคผนวก ข)  จากนั้นนําสวนน้ําใสมาทําใหมีความเขมขนมากขึ้นดวยเครื่องระเหยแหงแบบ

สุญญากาศ (Lyophilizer หรือ Freeze Dryer) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จนกวาจะ

นํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  

 

 3.5.2.5   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดยการ

ยอยดวยกรดซัลฟูริก (ดัดแปลงจากวิธีของ วิมลิน ศิริพัฒนานนท, 2549) 

 

  ชั่งวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพแลว ไดแก ชานออย  ฟางขาว  

แกลบ และรําขาว จากขอ 3.5.2.1   2.5 กรัม  เติม 1 โมลาร กรดซัลฟูริก  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

นําไปนึ่งอบไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา           

1 ชั่วโมง  ปนแยกตะกอน  วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในสวนน้ําใสจากวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรแตละชนิดดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข)  

 

 3.5.2.6   เตรียมไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลังและวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพื่อ

ใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

 

  ชั่งแปงมันสําปะหลัง 5 กรัม ละลายใน 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร  คาความเปน             

กรด-เบส 5.6 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปอุนบนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก จนไดสารละลายใส  

นํามายอยสลายดวยแอลฟา-อะไมเลส  บมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาท ี เมือ่
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ครบเวลาที่กําหนด  นําสารละลายมาปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 4.5 ดวยกรดอะซิติกเขมขน  

จากนั้นนํามายอยสลายดวยกลูโคอะไมเลส  บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือด เปนเวลา 5 นาที   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซใน   

ไฮโดรไลเสตดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข)  และเก็บไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลังไวที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส  จนกวาจะนํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  

 

 3.5.2.7   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกากน้ําตาลโดยการยอยดวยอินเวอรเทสเพื่อ

ใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

 

  เตรียมกากน้ําตาล 10 % โดยปริมาตร  ใน 0.05 โมลารอะซิเตรตบัฟเฟอร          

คาความเปนกรด-เบส 4.5  นํามายอยสลายดวยอินเวอรเทส บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 3 ชั่วโมง  จากนั้นวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข) 

 
3.5.3   การเตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรีย 
 
 3.5.3.1   วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรและไฮโดรไลเสตโดย

วิธี Kjeldahl (Leonard, 1987) 

 

  ชั่งวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 1 กรัม ไดแก   กากถั่วเหลือง  กากเมล็ดทานตะวัน  

และกากงาที่ไดรับความอนุเคราะหมาจากโรงงานน้ํามันพืช  (กากถั่วเหลืองและกากเมล็ด

ทานตะวันไดรับมาจากบริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด  และกากงาไดรับมาจากบริษัท 

ยูเนียนฟูด อินดัสตรี จํากัด)    โดยไมมีการปรับสภาพใด ๆ  และไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรที่ใชเปนแหลงไนโตรเจน ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร เติมตัวคะตะไลส  (ภาคผนวก ข ขอ 3) 

7 กรัม  และกรดซัลฟูริกเขมขน ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  นําไปอุนบนเตาหลุมจนไดสารละลาย        

สีเขียวใส ทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  นําตัวอยางไปกลั่นดวยเครื่อง Buchi 

โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร 75 มิลลิลิตร นําเอาขวดที่

บรรจุกรดบอริกที่ผสมอินดิเคเตอร (ภาคผนวก ข ขอ 3) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร มารองรับ

สารละลายที่กลั่นไดจนกระทั่งมีปริมาตรรวม 75 -100 มิลลิลิตร หรือสีของสารละลายเปลี่ยนไป

เปนสีเขียวใสแลวจึงนําไปไทเทรตกับสารละลายกรดซัลฟูริกที่ทราบความเขมขนแนนอน   ไทเทรต

จนสีของสารละลายเปลี่ยนกลับไปเปนมวงแดง  คํานวณหาปริมาณไนโตรเจน  จากสูตรขางลาง

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

A คือ ปริมาตรกรดซัลฟูริกทีใ่ชไทเทรตตัวอยาง B คือ ปริมาตรกรดซัลฟูริกทีใ่ชไทเทรต blank 

C คือ ความเขมขนของกรดซลัฟูริก  V คือ ปริมาตรของตัวอยางทีใ่ช 

 

 3.5.3.2   เตรียมไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชศึกษาชนิดของแหลง

ไนโตรเจนอินทรีย  (สุภาพร ชาติวรพงศา, 2536)   

 

  ชั่งวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ไดแก กากถั่วเหลือง กากเมล็ดทานตะวัน  และ

กากงา 12 กรัมใสในภาชนะที่ทนกรด  เติม 1 โมลาร กรดซัลฟูริก ปริมาตร 40 มิลลิลิตร นําไปนึ่ง

อบไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 40 นาที         

ทําใหเย็นแลวเติมน้ําขจัดไอออน ปริมาตร 80 มิลลิลิตร  นําไปปรับความเปนกรด-เบสใหได

ประมาณ 7.0  โดยใช 10 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด   จากนั้นนํามาตกตะกอนดวยเครื่องปน

เหวี่ยง ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  เก็บสวนน้ําใสมาวิเคราะหปริมาณ

ไนโตรเจนทั้งหมดดวยวิธี Kjeldahl  และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   จนกวาจะนํามาใช

ศึกษาแหลงไนโตรเจนอินทรียเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 
3.5.4   ศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยง Enterobacter  
cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

 3.5.4.1   เตรียมหัวเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจาก E.  cloacae  สายพันธุ EN02 

 

  เข่ียเชื้อ E. cloacae สายพันธุ EN02 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

(ภาคผนวก ก ) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คาความเปนกรด-เบส 6.5  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30         

องศาเซลเซียส  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที จนกระทั่งวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550          

นาโนเมตร  ไดเทากับ 0.8 - 1.0  เพื่อนําไปใชเปนกลาเชื้อในการทดลองตอไป 

 

 

 

 

 



 51 

 3.5.4.2   การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจาก E. cloacae  สายพันธุ EN02 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

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

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 40         

องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 

ชั่วโมง  วิเคราะหการเจริญของเซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา   

 

  3.5.4.2.1   วิเคราะหการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ดวยการหา

น้ําหนักเซลลแหง    

 

   นําอลูมิเนียมฟอยล (aluminum foil) ไปอบในตูอบแหง  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร (desiccator) นํามาชั่งน้ําหนักดวยเครื่องชั่งละเอียด   จากนั้น

นําน้ําเลี้ยงเชื้อของ E. cloacae สายพันธุ EN02  จากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาปนเหวี่ยง ความเร็ว 

9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เพื่อแยกเซลลออก (สวนน้ําใส นําไปสกัดแยกพอลิ            

แซ็กคาไรด)  นําเซลลมาใสในอลูมิเนียมฟอยลขางตน   และทําใหแหงในตูอบแหง  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง   ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร   ชั่งน้ําหนักแหงจนไดน้ําหนักคงที่  คํานวณหาน้ําหนักเซลล

แหง  และรายงานผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร 

 

  3.5.4.2.2   สกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดดวยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา 

(ดัดแปลงจากวิธีของ Moreno และคณะ, 1998) 

 

   นําน้ําเลี้ยงเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาปนเหวี่ยงแยกเซลลออกจาก

น้ําเลี้ยงเชื้อ ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที   จากนั้นนําสวนน้ําใสมาเติม             

เอทานอล  ความเขมขน 95% โดยปริมาตร ปริมาณ 2 เทาของปริมาตรของสวนน้ําใส   ตั้งทิ้งไว

ขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จะไดตะกอนขาวของพอลิแซ็กคาไรด  ปนเหวี่ยงแยกตะกอน

ออกจากสวนน้ําใส  ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  นําตะกอนพอลิแซ็กคาไรดมา

ใสในอลูมิเนียมฟอยล (ที่ผานการอบในตูอบแหง เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร  

ชั่งน้ําหนักอลูมิเนียมฟอยลเปลาดวยเครื่องชั่งละเอียด)  ทําใหแหงในตูอบแหง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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ปลอยใหเย็นในเดซิเคเตอร  ชั่งน้ําหนักแหงจนไดน้ําหนักคงที่  คํานวณหาน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรด  

และรายงานผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร 

 

3.5.4.3   ชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

แปรผันแหลงคารบอน ไดแก ไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลัง  ไฮโดรไลเสตจากฟางขาว  

ไฮโดรไลเสตจากชานออย  กากน้ําตาล   โดยปรับใหมีความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากัน 

เพื่อทดแทนซูโครสบริสุทธิ์ 4 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจาก

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

3 ซ้ํา  โดยมีชุดควบคมุเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

 

 3.5.4.4   ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

มีแหลงคารบอนที่เหมาะสม  จากขอ 3.5.4.3  แลวแปรผันแหลงไนโตรเจน ไดแก  แอมโมเนียม       

ไนเตรต  แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมคลอไรด  โซเดียมไนเตรต  ไฮโดรไลเสตจากกาก            

ถั่วเหลือง  ไฮโดรไลเสตจากกากทานตะวัน  และไฮโดรไลเสตจากกากงา  โดยปรับใหมีปริมาณ

ไนโตรเจนเริ่มตนเทากัน  คือ 0.02 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  โดยมี               

ชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 

 3.5.4.5   แหลงวิตามินและเกลือแรที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

มีแหลงคารบอนที่เหมาะสม จากขอ 3.5.4.3  และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม จากขอ 3.5.4.4              

โดยแปรผันแหลงวิตามินและเกลือแร ไดแก   สารสกัดจากยีสต และแมกนีเซียมซัลเฟต              

ทําการทดลอง 4 ชุดดังนี้  

 

 ชุดที่ 1  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัดจากยีสต 0.1 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร   

 ชุดที่ 2  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟต 0.02 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  
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 ชุดที่ 3  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีทั้งสารสกัดจากยีสต 0.1 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร

   และแมกนีเซียมซัลเฟต 0.02 %โดยมวลตอปริมาตร 

 ชุดที่ 4  อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีทั้งสารสกัดจากยีสตและแมกนีเซียมซัลเฟต 

 

  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยแตละชุดมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  

จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

 

 3.5.4.6   ปริมาณคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

ที่มีแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอ 3.5.4.3  และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.5.4.4 

โดยแปรผันปริมาณแหลงคารบอนต้ังแต 1.0 – 5.0 %โดยน้ําหนักตอปริมาตร (1.0  2.0  3.0  3.5  

4.0  4.5 และ 5.0 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามลําดับ)  ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยมีชุดควบคุม

เปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

  

 3.5.4.7   ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

มีแหลงคารบอนและปริมาณที่เหมาะสม  จากขอ 3.5.4.3 และ 3.5.4.6 ตามลําดับ  และแหลง

ไนโตรเจนที่เหมาะสมจากขอ 3.5.4.4  โดยแปรผันปริมาณแหลงไนโตรเจนตั้งแต 0.02 – 0.12 % 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร (0.02  0.04  0.06  0.08  0.10 และ 0.12 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ตามลําดับ)   ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  จากนั้นทําตาม

วิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.5   ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ 
EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง (จากขอ 3.5.4)  
 

 3.5.5.1   คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

สูตรดัดแปลง จากขอ 3.5.4 โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต 5.5 – 7.5 
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(5.5  6.0  6.5  7.0  และ 7.5 ตามลําดับ) นําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อัตราเร็วการเขยา 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  วิเคราะหการเจริญของเซลลโดยการ

หาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา  

ตามวิธีในขอ 3.5.4.2 

 

3.5.5.2   อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ถายเช้ือจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว           

สูตรดัดแปลง จากขอ 3.5.4 นําไปบมที่อุณหภูมิตั้งแต 30 – 45 องศาเซลเซียส (30 37 40 และ45 

องศาเซลเซียส ตามลําดับ) โดยมีคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมจากขอ 3.5.5.1 อัตราเร็ว     

การเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  วิเคราะหการเจริญของเซลล

โดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่

อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.6   ศึกษารูปแบบการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
(จากขอ 3.5.4) 
 

 ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร

ดัดแปลง จากขอ 3.5.4  โดยมีคาความเปนกรด-เบสและอุณหภูมิที่ใชบมที่เหมาะสม จากขอ 

3.5.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ทุก 3 ชั่วโมง 

จนครบ 24 ชั่วโมง โดยเริ่มต้ังแตชั่วโมงที่ 0 นําน้ําเลี้ยงเชื้อเลี้ยงเชื้อที่ไดมาวิเคราะหการเจริญของ

เซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธีตกตะกอนเอทานอล

ที่อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.7  เปรียบเทียบการเจริญและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae สายพันธุ 
EN02 ระหวางสูตรอาหารเดิมและสูตรอาหารที่ดัดแปลงใหม (จากขอ 3.5.4) 
 

 ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม 

(อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 

(1998) (ภาคผนวก ก))  และอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  จากขอ 3.5.4  โดยมีคาความเปน

กรด-เบสและอุณหภูมิที่ใชบมที่เหมาะสม จากขอ 3.5.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที เปน
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เวลา 12 ชั่วโมง  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  โดยแตละชุดมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  

วิเคราะหการเจริญของเซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได

โดยวิธีตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.8   การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ EN02 
จากอาหารสูตรดัดแปลงใหม 
 

 ถายเชื้อจากขอ 3.5.4.1 ปริมาณ 10 % โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร

ดัดแปลง จากขอ 3.5.4 ที่คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม จากขอ 3.5.5  อัตราการเขยา 200 

รอบตอนาที  เปนเวลา 12 ชั่วโมง  โดยแปรผันแหลงไนโตรเจนและอุณหภูมิที่บมเชื้อ  ทําการ

ทดลอง 7 ชุดดังนี้ 

 

ชุดที่ 1   แหลงไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมคลอไรด  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

ชุดที่ 2 แหลงไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมคลอไรด  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน               

 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา 

ชุดที่3 แหลงไนโตรเจน  คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน  บมเชื้อที่ อุณหภูมิ 40                    

 องศาเซลเซียส 

ชุดที่ 4 แหลงไนโตรเจน  คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน บมเชื้อที่ อุณหภูมิ 30               

 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ใน                

 6 ชั่วโมงตอมา 

ชุดที่ 5 แหลงไนโตรเจน คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันและแอมโมเนียมคลอไรด   โดย

 เลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน ใน 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นเติม

 แอมโมเนียมคลอไรดลงในอาหาร ใน 6 ชั่วโมงตอมา บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ชุดที่ 6 แหลงไนโตรเจน คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันและแอมโมเนียมคลอไรด   โดย

 เลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน ใน 6 ชั่วโมงแรก  จากนั้นเติม

 แอมโมเนียมคลอไรดลงในอาหาร ใน 6 ชั่วโมงตอมา บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

ชุดที่ 7 แหลงไนโตรเจน คือ ไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันและแอมโมเนียมคลอไรด   โดย

 เล้ียงเชื้อในอาหารที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวัน  และบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30                 

 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงแรก   จากนั้นเติมแอมโมเนียมคลอไรดลงในอาหาร  และ            

 บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา 
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 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยแตละชุดมีชุดควบคุมเปนอาหารเหลวที่ไมไดใสเชื้อ  วิเคราะห

การเจริญของเซลลโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดโดยวิธี

ตกตะกอนเอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา  ตามวิธีในขอ 3.5.4.2  

 
3.5.9   ศึกษาสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 
 

 3.5.9.1   วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951) 

 

  ชั่งพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 100 มิลลิกรัม  ละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 10 

มิลลิลตร  นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry (ภาคผนวก ข ขอ 4) 

 

 3.5.9.2   วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 
 

  3.5.9.2.1   ยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดดวยกรดซัลฟูริก (ดัดแปลงจากวิธี

ของวิมลิน  ศิริพัฒนานนท, 2549) 
 

   ชั่งพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 10 มิลลิกรัม มายอยดวยกรดซัลฟูริก          

ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  โดยนําไปบมในเครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นปรับสารละลายที่ไดให

มีคาความเปนกรด-เบสเทากับ 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 10 โมลาร และ 1 โมลาร ตามลําดับ 

นําไปผานแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน  นําสารละลายใสที่ไดไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ

ดวยวิธี DNS (ภาคผนวก ข ขอ 1) และเก็บสารละลายใสที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

จนกวาจะนําไปฉีดวิเคราะหชนิดของมอนอแซ็กคาไรดดวยเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิด              

โครมาโทกราฟ  และปริมาณกลูโคสดวยเครื่องวิเคราะหกลูโคส (glucose analyzer) 

 

  3.5.9.2.2   วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของ            

พอลิแซ็กคาไรดดวยวิธีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 
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 ในงานวิจัยหัวขอนี้ไดใชเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 2 เครื่อง            

เพื่อวิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได ดังนี้ 

 เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟเครื่องที่หนึ่ง ใชคอลัมน Lichrocart NH2 

ขนาด 250 X 4 มิลลิเมตร  ตั้งอุณหภูมิสารละลายตัวพา 90 องศาเซลเซียส โดยใชสารละลาย          

อะซิโตไนไทรล (acetonitrile) 85% โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 

มิลลิลิตรตอนาที   ประมวลผลโดย Evaporative Light Scattering detectors   

 เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟเคร่ืองที่สอง ใชคอลัมน Aminex HPX-87H 

สําหรับวิเคราะหน้ําตาล กรดออรแกนิค และแอลกอฮอล   ตั้งอุณหภูมิสารละลายตัวพา 60            

องศาเซลเซียส โดยใชน้ํากลั่นปลอดประจุเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอ

นาที   ประมวลผลโดย Refractive Index detector     

 ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการทราบชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวปริมาตร 20 

ไมโครลิตร   โดยนําโครมาโทแกรมที่ไดเปรียบเทียบชนิดของน้ําตาลจากสารละลายมาตรฐาน   

จากเวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลัมน 

 

 3.5.9.3   วิเคราะหการหลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 

  วิเคราะหอุณหภูมิที่หลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด   โดยใชเครื่อง STA 409 

C/CD  บริษัท Netzsch, Germany   และใหความรอนกับพอลิแซ็กคาไรด  (15.630  มิลลิกรัม) 

ในชวงอุณหภูมิ 30 - 800 องศาเซลเซียส  ภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน (N2) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1   การเตรยีมวสัดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงคารบอน  
 

 4.1.1   วิเคราะหแอกทิวิตีของเซลลูเลส GC220 (Genencor) 

 

  จากการนําเซลลูเลส GC220 มาวัดแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนสตามวิธีของ 

Ghose (1987)  และวัดแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสตามวิธีของ Sternberg และคณะ (1977) 

และวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (1951) ไดผลดังตารางที่ 4.1  

 

ตารางที ่4.1   แอกทิวิตีจําเพาะของเอนโดกลูคาเนส  และบีตากลูโคซเิดสของเซลลูเลส GC220    

  

 

เชลลูเลส  

GC220 

 

แอกทิวิตีของเอนไซม 

(หนวยเอนไซมตอ

มิลลิลิตร) 
 

 

ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิลิกรัมตอ

มิลลิลิตร) 
 

 

แอกทิวิตีจาํเพาะ 

(หนวยเอนไซมตอ

มิลลิกรัมโปรตีน) 

 

บีตากลูโคซิเดส 
 

 

507.59 
 

214.84 
 

2.36 

 

เอนโดกลูคาเนส 
 

 

149.65 
 

214.84 
 

0.70 

 

 จากตารางที่ 4.1  พบวาเซลลูเลส GC220 มีแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดสเดนกวาแอกทิวิตี

ของเอนโดกลูคาเนส  และเพื่อยืนยันขอมูลของเซลลูเลส GC220 จากทางผูผลิต (บริษัท 

Genencor, Finland) และเพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220 ใน          

การยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรใหปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซไดมากที่สุด   ในการทดลองตอไป

จึงศึกษาอุณหภูมิ  ความเปนกรด-เบส  ปริมาณเอนไซม  และเวลาที่เหมาะสมสําหรับการยอยวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC220  

 

 



 59 

4.1.2   ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220 ในการยอยวัสดุเหลือใช     

ทางการเกษตร 

  

 งานวิจัยขอ 4.1.2.1 – 4.1.2.3   ไดเลือกศึกษาการยอยชานออยดวยเซลลูเลส GC220   

เพื่อเปนตัวแทนของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ใชศึกษาในงานวิจัยนี้   เนื่องจากชานออยเปน

วัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีอยูเปนจํานวนมากจากกระบวนการหีบออยในโรงงานผลิตน้ําตาล   

ดังนั้นชานออยจึงเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีศักยภาพในการใชศึกษาแหลงคารบอน

สําหรับผลิตพอลิแซ็กคาไรด    

 

 4.1.2.1   ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสม 
   

  ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220   โดยนําชานออย

ที่ผานการปรับสภาพ ตามวิธีในขอ 3.5.2.1 ปริมาณ 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน 0.05 โมลาร 

อะซิเตรตบัฟเฟอร  คาความเปนกรด-เบส 5.0 มาสลายดวยเซลลูเลส GC220 2.5 และ 0.74 

หนวยเอนไซม  บีตากลูโคซิเดสและเอนโดกลูคาเนส  ตามลําดับ  เปนเวลา 6 ชั่วโมง  โดยแปรผัน

อุณหภูมิตั้งแต 40  45  50  55 และ 60 องศาเซลเซียส  ไดผลดังรูปที่ 4.1  
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รูปที่ 4.1   น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออย ดวยเซลลูเลส GC220 ที่อุณหภูมิ 40 45 50 55 

และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  
 
 จากรูปที่  4.1   พบวาเซลลู เลส  GC220 มีความเสถียรในชวงอุณหภูมิ  40 – 55                

องศาเซลเซียส   โดยเลือกใชอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสในการทดลองตอไป 
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 4.1.2.2   ผลของคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม 

 

  ความเปนกรด-เบสมีผลตอการทํางานของเอนไซม  จึงศึกษาคาความเปน      

กรด-เบสที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220   โดยนําชานออย 5% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  มาสลายดวยเซลลูเลส GC220 2.5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) ที่อุณหภูมิ 45  

องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง  โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบสในชวง 4.0 – 8.0  ไดผล       

ดังรูปที่ 4.2  
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รูปที่ 4.2  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออยดวยเซลลูเลส GC220  โดยแปรผันคาความเปน

กรด-เบสในชวง 4.0 – 8.0  

 

 จากรูปที่ 4.2 พบวาเซลลูเลส GC220 มีความเสถียรในชวงคาความเปนกรด-เบส             

4.0 – 6.5   โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดที่คาความเปนกรด-เบส 6.0   ดังนั้นในการทดลองตอไป

เลือกใชคาความเปนกรด-เบส 6.0    

 

 4.1.2.3   ผลของปรมิาณเซลลูเลส GC220 ในการยอยชานออย   

 

  ปริมาณเซลลูเลส GC220 ที่ใชในการทดลองที่ผานมา  เปนคาที่สุมเลือกขึ้นมาจึง

อาจไมใชคาความเขมขนที่เหมาะสมในการยอยชานออย   จึงศึกษาหาปริมาณของเซลลูเลส 

GC220 ที่เหมาะสมตอระบบ   โดยนําชานออย 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน 0.05 โมลาร 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร  คาความเปนกรด-เบส 6.0 มายอยดวยเซลลูเลส GC220 ที่อุณหภูมิ 45        
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง  โดยแปรผันปริมาณเซลลูเลส GC220 ตั้งแต 0  2.5  5  10  25  

และ 50 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส)  ไดผลดังรูปที่ 4.3 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

ปริมาณบีตากลูโคซิเดส (หนวย)

ปร
มิา
ณ
น้ํา
ตา
ลร
ดีิว
ซที่
ปล
ดป
ลอ
ย 

(ม
ลิล
โิม
ลา
ร)

 
รูปที่ 4.3  น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยชานออย ดวยเซลลูเลส GC220  โดยแปรผันปริมาณ

เซลลูเลส GC220  ตั้งแต 0 – 50 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส)   

 

 จากรูปที่ 4.3  พบวาปริมาณเซลลูเลส GC220  5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) 

สามารถปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุด   จึงเลือกคานี้ในการศึกษาขั้นตอไป 

 

 4.1.3   ผลของเวลาที่เหมาะสมในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดดวย

เซลลูเลส GC220 

  

  ในการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ไดแก ฟางขาว รําขาว และแกลบ ที่ผาน

การปรับสภาพ  ตามวิธีในขอ 3.5.2.1 ดวยเซลลูเลส GC220   โดยอุณหภูมิและความเปนกรด-เบส

ที่เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220  ไดใชภาวะที่เหมาะสมตอการยอยชานออย        

จากการทดลองที่ผานมา   เนื่องจากเปนเอนไซมจากแหลงเดียวกัน  อุณหภูมิและคาความเปน

กรด-เบสที่เหมาะสมที่สุดตอการทํางานเอนไซมควรเปนคาเดียวกัน   อยางไรก็ตาม เพื่อใหได

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุด   จึงศึกษาเวลาที่มีเหมาะสมของเซลลูเลส GC220 ตอการยอยวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตรแตละชนิด  ตามวิธีในขอ  3.5.2.3   ไดผลดังรูปที่ 4.4  
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รูปที่ 4.4   น้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

ดวยเซลลูเลส GC220  5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คาความ

เปนกรด-เบส 6.0  อัตราการเขยา 120 รอบตอนาที  โดยแปรผันเวลาที่ใชในการยอยตั้งแต 1  3  6  

24  48  72 96  และ 120 ชั่วโมง 

 

 จากรูปที่ 4.4  พบวาเวลาที่เหมาะสมของเซลลูเลส GC220 ในการยอยชานออย คือ        

6 ชั่วโมง  สวนฟางขาว  แกลบ  และรําขาว คือ 24 ชั่วโมง 

 

 4.1.4   ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC220 ตามภาวะที่

เหมาะสม 

  

  จากผลการทดลองขอ 4.1.3  ทําใหทราบเวลาที่เหมาะสมตอการยอยวัสดุเหลือใช

ทางการเกษตรแตละชนิดดวยเซลลูเลส GC220  จึงนําชานออย  ฟางขาว  แกลบ  และรําขาวที่

ผานการปรับสภาพ   มายอยดวยเซลลู เลส  GC220  ตามวิธี ในขอ  3.5.2.4 เพื่อเตรียม             

ไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  สําหรับใชศึกษาชนิดแหลงคารบอนเพื่อผลิต         

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซในไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรแตละชนิด   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.2     
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ตารางที่ 4.2   ปริมาณน้ําตาลรีดิวซของไฮโดรไลเสตของชานออย  ฟางขาว  รําขาว  และแกลบ 

จากการยอยดวยเซลลูเลส GC220 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-เบส 6.0 ดวย

เวลาที่เหมาะสมของวัสดุเหลือใชแตละชนิด 

 
 

วัสดุเหลือใช 

ทางการเกษตร 

 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 

(กรัมตอลิตร) 
 

 

เวลาที่ใชในการยอยดวยเซลลูเลส GC220 

(ชั่วโมง) 
 

ชานออย 4.10 6 

ฟางขาว 5.99 24 

รําขาว 0.47 24 

แกลบ 0.41 24 

 

 จากตารางที่ 4.2  พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร

ดวยเซลลูเลส GC220  มีปริมาณคอนขางต่ํา  โดยเฉพาะแกลบและรําขาว (0.41 และ 0.47 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ)  จึงนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรทั้ง 4 ชนิด ไดแก ชานออย  ฟางขาว  รําขาว  

และแกลบ  มาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดโดยการยอยดวยกรดซัลฟูริก   

 

 4.1.5  ผลการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดย 

การยอยดวยกรดซัลฟูริก  

 

  จากการนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรทั้ง 4 ชนิด ไดแก ชานออย  ฟางขาว       

รําขาว  และแกลบที่ผานการปรับสภาพ  มายอยดวยกรดซัลฟูริก ตามวิธีในขอ 3.5.2.5 และ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดดวยวิธี DNS (Miller, 1959)  นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับ

ผลที่ไดจากตารางที่ 4.2  ไดผลดังตารางที่ 4.3  
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ตารางที่ 4.3   เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซของไฮโดรไลเสตจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร

ระหวางการยอยดวยกรดซัลฟูริกและเซลลูเลส GC220   

 
 

 

วัสดุเหลือใช

ทางการเกษตร 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการ 

ยอยดวยกรดซัลฟูริก 

 (กรัมตอลิตร) 
 

 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการ

ยอยดวยเซลลูเลส GC220 

(กรัมตอลิตร) 

 

เปอรเซ็นตการปลดปลอย

น้ําตาลรีดิวซจากวัสดุเหลือใช

ทางการเกษตรเมื่อยอยดวย

เซลลูเลส GC220 
 

ชานออย 18.71 4.10 21.91 

ฟางขาว 16.66 5.99 35.95 

รําขาว 22.81 0.47 2.06 

แกลบ 10.72 0.41 3.82 
 

 

 

 จากตารางที่ 4.3    พบวาเปอรเซ็นตการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซของแกลบและรําขาวจาก

การยอยดวยเซลลูเลส GC220 มีปริมาณต่ํามาก (3.82  และ 2.06 % ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบ

กับชานออยและฟางขาว (21.91 และ 35.95 % ตามลําดับ)  สงผลใหแกลบ และรําขาวไม

เหมาะสมที่จะนํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   

จากนั้นจึงนําไฮโดรไลเสตจากชานออยและฟางขาวที่ไดจากการยอยดวยเซลลูเลส GC220  ไปทํา

ใหเขมขนมากขึ้นดวยเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (Lyophilizer)  สําหรับนําไปใชศึกษาชนิด

ของแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดลองตอไป    

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 65 

4.2   การเตรียมวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพื่อใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรีย 
 

 เนื่องจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่เลือกใชเปนแหลงไนโตรเจนอินทรียทั้ง 3 ชนิด อัน

ไดแก   กากถั่วเหลือง  กากเมล็ดทานตะวัน  และกากงา  มีสวนประกอบที่เปนหนวยยอยของ

กรดอะมิโนอยูมากมายและมีปริมาณที่แตกตางกัน   ดังนั้นจึงตองปรับใหไฮโดรไลเสตจากแหลง

ไนโตรเจนอินทรียทั้ง 3 ชนิด  มีปริมาณธาตุไนโตรเจนอิสระเร่ิมตนเทากัน   สําหรับนําไปศึกษาชนิด

ของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย    โดยเตรียม

ไฮโดรไลเสตจากแหลงไนโตรเจนอินทรียทั้ง 3 ชนิดตามวิธีในขอ 3.5.3.2   จากนั้นนําวัสดุเหลือใช

ทางการเกษตรและไฮโดรไลเสตทั้ง 3 ชนิด   มาวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldahl ตาม

วิธีในขอ 3.5.3.1  ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.5  

0.178

3.01

0.105

2.044

0.21

3.57

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4

กา
กถ
ั่วเห
ลือ
ง

ไฮโ
ดร
ไลเ
สต
จา
กก
าก
ถั่ว
เหล
ือง

กา
กเม
ล็ด
ทา
นต
ะว
ัน

ไฮโ
ดรไ
ลเส
ตจ
าก
กา
กเม
ล็ด
ทา
นต
ะว
ัน

กา
กง
า

ไฮโ
ดรไ
ลเส
ตจ
าก
กา
กงา

เป
อร
เซ็
นต
ไน
โต
รเจ
นเ
ฉล
ี่ย

 
รูปที่ 4.5   ปริมาณไนโตรเจนเฉลี่ยของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรและไฮโดรไลเสตจากวัสดุ   

เหลือใชทางการเกษตรแตละชนิดโดยวิธี Kjeldahl  

 

   จากรูปที่ 4.5  พบวาปริมาณไนโตรเจนเฉลี่ยจากไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรทั้ง 3 ชนิด อยูในชวง 0.1 – 0.2% โดยปริมาตร  โดยไฮโดรไลเสตจากกากถั่วเหลืองมี

ปริมาณไนโตรเจนมากที่สุด (0.210% โดยปริมาตร)  สวนไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวันมี

ปริมาณไนโตรเจนต่ําสุด (0.105% โดยปริมาตร)   โดยคาเปอรเซ็นตไนโตรเจนเฉลี่ยที่ไดนําไปใช

คํานวณหาปริมาณไฮโดรเสตที่จะเติมลงในสูตรอาหารสําหรับเลี้ยงแบคทีเ รียเพื่อผลิต                  

พอลิแซ็กคาไรดในการศึกษาขั้นตอไป 
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4.3   การศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยง Enterobacter  
cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 
 

 4.3.1   ชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงคารบอนแตกตางกัน 5 ชนิด 

คือ ซูโครส  ไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลัง (วิธีเตรียมตามขอ 3.5.2.6)  ไฮโดรไลเสตจาก          

ฟางขาว (วิธีเตรียมตามขอ 3.5.2.4)   ไฮโดรไลเสตจากชานออย (วิธีเตรียมตามขอ 3.5.2.4)  และ

กากน้ําตาล  โดยปรับใหมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนเทากัน   เพื่อทดแทนซูโครสในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

(ภาคผนวก ก) ตามวิธีในขอ 3.5.4.3   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.4    

 

ตารางที่ 4.4   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ

EN02  อัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   และปริมาณสารตั้งตนของแหลง

คารบอนแตละชนิดเพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ  4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 
 

 

  

 

แหลงคารบอน 

 

น้ําหนัก 

เซลลแหง  

 (กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนัก 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนัก 

พอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

 

ปริมาณที่ใชเพื่อใหได 

น้ําตาลรีดิวซ 4%  

(กรัม) 
 

ซูโครส 
 

4.60 
 

3.86 
 

0.84 
 

4.00 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

แปงมันสําปะหลัง 

 

4.12 

 

1.93 

 

0.47 

 

4.28 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

ชานออย 

 

0 

 

0 

 

0 

 

62.53 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

ฟางขาว 

 

5.19 

 

4.29 

 

0.83 

 

41.72 

 

กากน้ําตาล 
 

 

2.23 

 

0 

 

0 

 

6.25 
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 ผลจากตารางที่ 4.4  พบวาไฮโดรไลเสตจากฟางขาวเปนแหลงคารบอนที่ทําใหเซลลมี      

การเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด   เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงคารบอนชนิดอื่น  

รองลงมา คือ ซูโครส และแปงมันสําปะหลัง ตามลําดับ   สวนกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่

เซลลมีการเจริญต่ําและไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   ในขณะที่เมื่อใชชานออยเปนแหลงคารบอน

จะสงผลใหไมมีการเจริญของเซลลและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณา

ปริมาณสารตั้งตนที่ใชเพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

พบวาไฮโดรไลเสตจากฟางขาว  ตองใชฟางขาว จํานวน 41.72 กรัม ในขณะที่ซูโครสใชเพียง 4 

กรัม   นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากไฮโดรไลเสตของฟางขาว  มีลักษณะสีน้ําตาลเขม ไม

เปนผงละเอียด  แตกตางจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากซูโครสที่มีลักษณะสีขาว  เปนผงละเอียด  

ดังรูปที่  4.6    

 

 
รูปที่ 4.6   ลักษณะของพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae สายพันธุ EN02 

(ก)   ซูโครสเปนแหลงคารบอน (ข)  ไฮโดรไลเสตจากฟางขาวเปนแหลงคารบอน 

 

  ดังนั้นเมื่อพิจารณาถึงความคุมทุน   ข้ันตอนการเตรียม   การนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปผลิต 

พอลิแซ็กคาไรดในระดับขยายสวน   และการนําผลิตภัณฑไปใชงาน   จะเห็นวา  ไฮโดรไลเสตจาก

ฟางขาวไมเหมาะสมที่จะใชเปนแหลงคารบอน    ดังนั้นจึงเลือกใชซูโครสเชนเดิมเปนแหลง

คารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับพอลิแซ็กคาไรด    

 

 เปนที่ทราบกันกวา  ซูโครสเปนน้ําตาลไดแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยกลูโคส และฟรักโทส  

ดังนั้นการที่ซูโครสใหผลผลิตดีนั้น   มาจากซูโครสเองหรือจากสวนประกอบหลังผานกระบวนการ    

ไฮโดรไลส อันไดแก  กลูโคส และฟรักโทส   จึงทําการทดลองการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ 

EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร  ในอาหาร
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เลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงคารบอนแตกตางกัน 4 ชนิด คือ ซูโครส  กลูโคส  ฟรักโทส  และกลูโคสผสม

ฟรักโทส (ในอัตราสวน 1 : 1) โดยปรับปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนใหเทากัน คือ 4% โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.5  

 

ตารางที่ 4.5   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae          

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง จากแหลงคารบอน

ตาง ๆ  
   

 

 

แหลงคารบอน 
 

น้ําหนักเซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนักพอลิแซ็กคาไรด

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอ 

น้ําหนักเซลลแหง 
ซูโครส 3.26 3.81 1.17 

กลูโคส 3.00 3.29 1.10 

ฟรักโทส 3.18 2.85 0.90 

กลูโคส + ฟรักโทส 

(อัตราสวน 1 : 1) 

3.32 3.48 1.05 

 

 

 ผลจากตารางที่ 4.5  พบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอนมีการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดมากที่สุด  รองลงมา คือ กลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน 1 : 1) กลูโคส และฟรักโทส 

ตามลําดับ   สวนการเจริญของเซลลสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน         

1 : 1) เปนแหลงคารบอน  รองลงมา คือ ซูโครส  ฟรักโทส และกลูโคส ตามลําดับ  ดังนั้นทั้งกลูโคส 

และฟรักโทส มีผลตอการเจริญของเซลล และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  ถาขาดอยางใดอยางหนึ่ง

จะทําใหเซลลมีการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรดนอยลง  จึงยืนยันไดวา  ซูโครสเหมาะสมที่

จะใชเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อในการศึกษาขั้นตอไป  

 

 4.3.2   ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E.  cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครส 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

เปนแหลงคารบอน   โดยใชแหลงไนโตรเจนอินทรียและอนินทรียแตกตางกัน  ที่ปรับปริมาณ

ไนโตรเจนเริ่มตนเปน 0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   ตามวิธีในขอ 3.5.4.4 ไดผลการทดลอง       
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ดังแสดงในตารางที่ 4.6  พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียม

คลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน  รองลงมาคือ แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมไนเตรต และ  

โซเดียมไนเตรต  ตามลําดับ  ลวนแตเปนแหลงไนโตรเจนอนินทรียทั้งสิ้น   ในขณะที่แหลง

ไนโตรเจนอินทรีย  ไดแก  ไฮโดรไลเสตจากกากงา  กากถั่วเหลือง และกากเมล็ดทานตะวัน  พบวา

ไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   โดยไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวัน  เปนแหลงไนโตรเจนที่

เซลลมีการเจริญสูงสุด 

  

ตารางที่ 4.6   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ

EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

 
 

 

แหลงไนโตรเจน 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 
 

 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 
 

3.46 
 

3.81 
 

1.10 
 

แอมโมเนยีมคลอไรด 
 

3.41 
 

4.01 
 

1.18 
 

แอมโมเนยีมไนเตรต 
 

3.81 
 

3.44 
 

0.90 
 

โซเดียมไนเตรต 
 

2.58 
 

1.84 
 

0.71 
 

ไฮโดรไลเสตจากกากงา 
 

3.61 
 

0 
 

0 
 

ไฮโดรไลเสตจาก 

กากถัว่เหลือง 

 

3.12 
 

0 
 

0 

 

ไฮโดรไลเสตจาก 

กากเมล็ดทานตะวัน 
 

 

4.16 
 

0 
 

0 
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 เนื่องจากแอมโมเนียมคลอไรด  เปนแหลงไนโตรเจนอนินทรียที่มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด

สูงสุด   สวนไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวัน  เปนแหลงไนโตรเจนอินทรียที่เซลลมีการเจริญ

สูงสุด   จึงไดทดลองเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีแอมโมเนียมคลอไรดกับไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ด

ทานตะวันเปนแหลงไนโตรเจน   โดยแปรผันอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอไฮโดรไลเสตของ

กากเมล็ดทานตะวัน   ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่  4.7 

  

ตารางที่ 4.7  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

อัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอไฮโดรไลเสตจากกากเมล็ดทานตะวัน  

   
 

อัตราสวน 

แอมโมเนยีมคลอไรดตอ

ไฮโดรไลเสตจาก         

กากเมล็ดทานตะวัน 
 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 
 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรดตอ

น้ําหนกัเซลลแหง 

100 : 0 3.86 3.78 0.98 

75 : 25 4.27 0.06 0.014 

50 : 50 4.30 0 0 

25 : 75 4.49 0 0 

0 : 100 4.50 0 0 

 

 

 จากตารางที่  4.7   พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียม

คลอไรดเพียงอยางเดียวเปนแหลงไนโตรเจน   และในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไฮโดรไลเสตของกาก

เมล็ดทานตะวัน  ปริมาณ 25%  มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรดต่ํามาก คือ 0.06 กรัมตอลิตร             

และในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันเปนองคประกอบตั้งแต 50% ขึ้นไป  

พบวาไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด    ดังนั้นจึงเลือกแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจนใน

อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการศึกษาในขั้นตอไป 

 

 

 



 71 

 4.3.3   ผลของวิตามินและเกลือแร 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครส 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

เปนแหลงคารบอน  และแอมโมเนียมคลอไรด 0.08% โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน  

โดยแปรผันแหลงวิตามินและเกลือแร ตามวิธีในขอ 3.5.4.5  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 4.8    

 

ตารางที่ 4.8   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

แหลงวิตามินและเกลือแร 

 
 

 

แหลงวิตามนิและเกลือแร 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 
 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

 

แมกนีเซยีมซลัเฟต + 

สารสกัดจากยสีต 

 

3.11 
 

4.53 
 

1.46 

สารสกัดจากยสีต 2.72 2.44 0.90 

แมกนีเซยีมซลัเฟต 2.28 4.96 2.18 

ไมใสทั้ง 2 อยาง 
 

2.52 2.14 0.85 

   

 จากตารางที่ 4.8  พบวา ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตเพียงอยางเดียวมี

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด  แตมีการเจริญของเซลลต่ําสุด   สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีทั้ง

แมกนีเซียมและสารสกัดจากยีสต  มีการเจริญของเซลลสูงสุด  รองลงมา คือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

สารสกัดจากยีสตเพียงอยางเดียว   โดยในงานวิจัยมุงเนนการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย

ใหไดปริมาณมาก   ดังนั้นจึงเลือกแมกนีเซียมซัลเฟตเปนแหลงเกลือแรในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ

การศึกษาในขั้นตอไป 
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 4.3.4   ปริมาณของแหลงคารบอนที่เหมาะสม 

  

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน   

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอน   

แอมโมเนียมคลอไรด  0.08% โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน  และแมกนีเซียม

ซัลเฟต  0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงเกลือแร  โดยแปรผันความเขมขนซูโครส ตั้งแต 

1.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามวิธีในขอ 3.5.4.6  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.7   
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นํ้าหนักพอลิแซ็กคาไรด

นํ้าหนักพอลิแซ็กคาไรด
ตอนํ้าหนักเซลลแหง

 
รูปที่ 4.7   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

ความเขมขนซูโครส 1.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   

 

 จากรูปที่ 4.7  พบวาเมื่อเลี้ยง E. cloacae  สายพันธุ EN02 ในอาหารที่มีปริมาณซูโครส

ตั้งแต 3.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาคอนขางคงที่ 

แตกตางกันเพียงเล็กนอย  สวนการเจริญของเซลลมีคาเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของซูโครสใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่เพิ่มขึ้น   โดยอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหงมีคามากสุด  

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  จึงเลือกใชคานี้สําหรับ

การศึกษาในขั้นตอไป 
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 4.3.5   ปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E.  cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน      

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร เปนแหลงคารบอน  แอมโมเนียมคลอไรด เปนแหลงไนโตรเจน  และแมกนีเซียมซัลเฟต  

0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงเกลือแร  โดยแปรผันความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด 

ตั้งแต 0.02 – 0.12% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามวิธีในขอ 3.5.4.7 ไดผลการทดลองดังแสดงใน

รูปที่ 4.8  
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รูปที่ 4.8   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   เมื่อเลี้ยงในอาหารที่แปรผัน

ความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด 0.02 - 0.12% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   

 

 ผลจากรูปที่ 4.8  พบวาการเจริญของเซลลเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของแอมโมเนียม       

คลอไรดที่เพิ่มข้ึน ในชวงความเขมขน 0.02 – 0.10% โดยน้ําหนักตอปริมาตร หลังจากนั้นการ

เจริญของเซลลเร่ิมคงที่   สวนปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ

แอมโมเนียมคลอไรดที่เพิ่มข้ึน ในชวงความเขมขน 0.02 - 0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

หลังจากนั้นปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเร่ิมลดลงและคงที่ ในชวงความเขมขน 0.08  - 0.12% 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร  โดยปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดสูงสุดที่ความเขมขนแอมโมเนียม

คลอไรด  0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   จึงเลือกใชคานี้สําหรับการศึกษาในขั้นตอไป   
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 จากผลการทดลองขอ 4.3.1 – 4.3.5   เปนการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่

เหมาะสมในการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด โดยปรับปรุงจากสูตร

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 

(1998) (ภาคผนวก ก) ไดสูตรอาหารดัดแปลงใหมดังนี้ 

 

 ซูโครส        30 กรัม 

แอมโมเนยีมคลอไรด (NH4Cl)     0.6 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4⋅7H2O)    0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

 น้ํากลั่น          1.0 ลิตร   

 

 เพื่อใหสูตรอาหารดัดแปลงใหมมีประสิทธิภาพดีในการนําไปเลี้ยง Enterobacter  

cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กไรด   ในการทดลองตอไป จึงศึกษาภาวะที่เหมาะสม

ในการเลี้ยงเชื้อ ไดแก อุณหภูมิ และ คาความเปนกรด-เบส  

 
4.4   การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. cloacae สายพันธุ 
EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3 
 

 4.4.1   คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน    

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  

โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังแต  5.5 – 7.5 (5.5  6.0  6.5  7.0  และ 

7.5 ตามลําดับ) ตามวิธีในขอ 3.5.5.1  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.9  พบวาปริมาณพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากแบคทีเรียมีคาสูงสุดที่คาความเปนกรด-เบส 6.5  สวนการเจริญของเซลล

ในชวงคาความเปนกรด-เบส 6.0 – 7.5 มีคาใกลเคียงกัน โดยเซลลมีการเจริญสูงสุดที่คาความเปน

กรด-เบส 7.0       
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รูปที่ 4.9  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง   เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหมจากขอ 4.3  โดยแปรผันคาความเปนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังแต  5.5 – 7.5   

 

 เมื่อพิจารณาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดและอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอ

น้ําหนักเซลลแหงที่มีคาสูงสุด จากรูปที่ 4.9  จึงเลือกใชคาความเปนกรด-เบสที่ 6.5  เปนคาความ

เปนกรด-เบสที่เหมาะสมสําหรับใชเลี้ยงเชื้อในการศึกษาขั้นตอไป 

 

 4.4.2   อุณหภูมิที่เหมาะสม 

 

  จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนใน      

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  จากขอ 4.3   

คาความเปนกรด-เบส 6.5   โดยแปรผันอุณหภูมิในการบมเชื้อตั้งแต 30 – 45  องศาเซลเซียส ตาม

วิธีในขอ 3.5.5.2  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.10   พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได

มีคาสูงสุด (5.51 กรัมตอลิตร)  เมื่อบมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส รองลงมา คือ 45 องศา

เซลเซียส (4.35 กรัมตอลิตร) สวนการเจริญของเซลลจะมีคาลดลงเมื่ออุณหภูมิที่ใชบมเชื้อสูงขึ้น 

โดยเซลลมีการเจริญสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   
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รูปที่ 4.10   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหมจากขอ 4.3  โดยแปรผันอุณหภูมิในการบมเชื้อต้ังแต 30 – 45 องศาเซลเซียส          

 

 เมื่อพิจารณาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดและอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอ

น้ําหนักเซลลแหงที่มีคาสูงสุด คือ 5.51 กรัมตอลิตร และ 3.51 ตามลําดับ  จากรูปที่ 4.10  จึง

เลือกใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับใชบมเชื้อสําหรับผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด 

 

 จากผลการทดลองขอ 4.4.1 และ 4.4.2 เปนการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต          

พอลิแซ็กคาไรดโดย E.  cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3         

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

องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส  6.5    
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4.5   การศึกษารูปแบบการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลง
ใหม จากขอ 4.3 
 

 จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิต   

พอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3 ที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที  วัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ทุก 3 ชั่วโมง จนครบ 24 ชั่วโมง โดยเริ่มต้ังแตชั่วโมงที่ 0 นําน้ําเลี้ยง

เชื้อเลี้ยงเชื้อที่ไดมาวิเคราะหการเจริญของเซลล  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได ตามวิธีใน

ขอ 3.5.4.2  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.11   
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รูปที่ 4.11  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02   และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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 จากรูปที่ 4.11   พบวาการเจริญของเซลลและปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดเร่ิมเขาสู

ภาวะคงที่ตั้งแตชั่วโมงที่ 6 เปนตนไป  และเมื่อพิจารณารูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิ       

แซ็กคาไรด   พบวาพอลิแซ็กคาไรดเปนสารที่ถูกสรางขึ้นควบคูไปพรอมกับการเจริญ (primary 

metabolite)   โดยเวลาที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 ในอาหารสูตร

ดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  คือ  9 – 12  ชั่วโมง  เนื่องจากเปนชวงเวลาที่

มีปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากที่สุด  

 

 
4.6   การเปรียบเทียบการเจริญและปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae        
สายพันธุ EN02 ระหวางสูตรอาหารเดิมและสูตรอาหารที่ดัดแปลงใหม 
 

 จากการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02  โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิต        

พอลิแซ็กคาไรด 10% โดยปริมาตร   ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลง

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

เลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  ตามวิธีในขอ 3.5.7  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส               

คาความเปนกรด-เบส 6.5  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ไดผลการ

ทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.9  4.10 และรูปที่ 4.12  4.13   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 79 

ตารางที่ 4.9  น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย  E. cloacae            

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรเดิม  

 
 

เวลาที่ใชบม 

(ชั่วโมง) 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกัพอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

0 1.37 0 0 

6 2.76 4.18 1.51 

9 2.80 4.58 1.64 

12 2.94 4.57 1.55 

 

 

ตารางที่ 4.10   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae           

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม (จากขอ 4.3) 

 
 

เวลาที่ใชบม 

(ชั่วโมง) 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกัพอลิแซ็กคาไรด 

ตอน้ําหนักเซลลแหง 

0 1.50 0 0 

6 2.42 5.27 2.18 

9 2.58 5.44 2.11 

12 2.14 5.29 2.47 
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รูปที่ 4.12   เปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02   เมื่อเลี้ยงใน

อาหารสูตรเดิม (อาหารเหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และ

คณะ (1998) ) และอาหารสูตรดัดแปลงใหม (จากขอ 4.3)   
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รูปที่ 4.13   เปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02               

เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม (อาหารเหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ 

Tallgren และคณะ (1998) ) และอาหารสูตรดัดแปลงใหม (จากขอ 4.3)   
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 จากตารางที่ 4.9  4.10  และรูปที่ 4.12  4.13  พบวาการเจริญของเซลลในสูตรอาหารเดิม

สูงกวาสูตรอาหารดัดแปลงใหม   ในขณะที่ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดในอาหารสูตรอาหาร

ดัดแปลงใหมมีคามากกวาสูตรอาหารเดิม    โดยปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากสูตรอาหาร

ทั้ง 2 สูตร เร่ิมเขาสูภาวะคงที่ในชั่วโมงที่ 6 และมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุดในชั่วโมงที่ 9  

 

 เมื่อเปรียบเทียบปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดสูงสุดระหวางสูตรอาหารเดิม          

(4.58 กรัมตอลิตร)  และสูตรอาหารดัดแปลงใหม (5.44 กรัมตอลิตร)  พบวาเปอรเซ็นตการผลิต                

พอลิแซ็กคาไรดในอาหารสูตรดัดแปลงใหมเพิ่มข้ึน  18.78%  จากอาหารสูตรเดิม   และเมื่อ

พิจารณาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 สูตร   พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหมไมมี

สารสกัดจากยีสตที่มีราคาแพง  และใชปริมาณซูโครสนอยกวา  เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหารเดมิ 

(อาหารเหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) ) 

ดังนั้นอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม จากขอ 4.3  จึงเหมาะที่จะนําไปใชศึกษาการผลิต         

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียในระดับขยายสวนตอไป   อยางไรก็ตาม  เพื่อใหการผลิต                 

พอลิแซ็กคาไรดจากสูตรอาหารดัดแปลงใหมมีประสิทธิภาพมากขึ้น  ในการทดลองตอไปจึงศึกษา

การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากอาหารสูตรดัดแปลงใหม 

 
4.7   การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. Cloacae สายพันธุ EN02 
จากอาหารสูตรดัดแปลงใหม 
 

 จากผลการทดลองที่ผานมา   พบวาเซลลสามารถเจริญไดดีที่สุด  ที่ อุณหภูมิ  30                

องศาเซลเซียส  และมีไฮโดรไลเสตของกากเมล็ดทานตะวันเปนแหลงไนโตรเจน   ในขณะที่              

การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียมีปริมาณสูงสุด  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และมี

แอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน    จึงทําการทดลองเลี้ยง E.  cloacae สายพันธุ EN02  

โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  10% โดยปริมาตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรดัดแปลงใหม เปนเวลา 12 ชั่วโมง  โดยแปรผันแหลงไนโตรเจนและอุณหภูมิที่บมเชื้อ  ตามวิธี

ในขอ 3.5.8   ไดผลการทดลองดังตารางที่ 4.11  
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ตารางที่ 4.11   น้ําหนักเซลลแหงและปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae          

สายพันธุ EN02  และอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม   โดยแปรผันแหลงไนโตรเจนและอุณหภูมิที่บมเชื้อ   

 

 

 

แหลงไนโตรเจน 

 

 

อุณหภูมิที่ใชบม 

(องศาเซลเซยีส) 

 

น้ําหนกั 

เซลลแหง   

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 

น้ําหนกั 

พอลิแซ็กคาไรด

ตอน้ําหนัก 

เซลลแหง 

แอมโมเนยีมคลอไรด 40 2.26 4.2 1.86 

แอมโมเนยีมคลอไรด 30 (ชั่วโมงที ่0-6) 

40 (ชั่วโมงที่ 6-12) 

2.12 4.86 2.29 

กากเมล็ดทานตะวัน 40 2.42 0 0 

กากเมล็ดทานตะวัน 30 (ชั่วโมงที ่0-6) 

40 (ชั่วโมงที่ 6-12) 

2.54 0 0 

กากเมล็ดทานตะวัน  

 (ชั่วโมงที่ 0-6)            

เติม แอมโมเนยีมคลอไรด 

(ชั่วโมงที ่6-12) 

 

30 

 

2.78 

 

0 

 

0 

กากเมล็ดทานตะวัน  

 (ชั่วโมงที่ 0-6)            

เติม แอมโมเนยีมคลอไรด 

(ชั่วโมงที ่6-12) 

 

40 

 

2.48 

 

0 

 

0 

กากเมล็ดทานตะวัน  

 (ชั่วโมงที่ 0-6)            

เติม แอมโมเนยีมคลอไรด 

(ชั่วโมงที ่6-12) 

 

30 (ชั่วโมงที ่0-6) 

40 (ชั่วโมงที่ 6-12) 

 

2.30 

 

0 

 

0 
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 จากตารางที่ 4.11  พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียมคลอไรดเพียงอยางเดียวเปน

แหลงไนโตรเจน   เปนอาหารที่มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  โดยเมื่อบมเชื้อที่ อุณหภูมิ 40                

องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได คือ 4.2 กรัมตอลิตร   

ในขณะที่เมื่อมีการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อจาก 30 องศาเซลเซียสใน 6 ชั่วโมงแรก เปน 

40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา  ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได คือ 4.86 กรัมตอลิตร     

              

 ดังนั้นการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อจาก 30 องศาเซลเซียสใน 6 ชั่วโมงแรก เปน 

40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา  ทําใหปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย  ใน

สูตรอาหารดัดแปลงใหมมีคาเพิ่มข้ึน  โดยคิดเปนเปอรเซ็นต เทากับ 15.71%   

 

 จากผลการทดลองที่ผานมา  สามารถสรุปสูตรอาหารและภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง 

E. cloacae  สายพันธุ EN02  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดใหไดปริมาณมาก  ดังแสดงในตารางที่ 

4.12 

   

ตารางที่ 4.12   สรุปสูตรอาหารดัดแปลงใหมและภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง E. cloacae           

สายพันธุ EN02  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

 

ภาวะที่เหมาะสม 

 

สูตรอาหาร 

 

% โดยน้าํหนกั

ตอปริมาตร 

 

อุณหภูมิที่บม 

(องศาเซลเซยีส) 

คาความเปน 

กรด-เบส 

เวลา 

(ชั่วโมง) 
 

Sucrose 

NH4Cl 

MgSO4.7H20 

K2HPO4 

KH2PO4 
 

 

3 

0.06 

0.02 

0.9 

0.3 
 

 

 

30  (ชั่วโมงที่ 0-6 ) 

40  (ชั่วโมงที ่6 – 12) 

 

 

 

 

 

6.5 

 

 

 

12 
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4.8   สมบัติของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 
 

 4.8.1   การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของผลิตภัณฑที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ 

EN02 
 

  จากการนําผลิตภัณฑที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 เมื่อเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  ปริมาณ100 มิลลิกรัม  ละลายในน้ํากลั่น  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  นํา

สารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry, 1951)  พบวาผลิตภัณฑที่

ผลิตไดประกอบดวยโปรตีน 0.0234 กรัมตอลิตร  หรือ 0.234% 
 

 4.8.2   การวิเคราะหปริมาณกลูโคสในผลิตภัณฑที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 
 

  จากการนําผลิตภัณฑที่ผลิตจาก E. cloacae  สายพันธุ EN02 เมื่อเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  มายอยดวยกรดซัลฟูริก  ตามวิธีในขอ 3.5.9.2.1  จากนั้น

ตรวจสอบปริมาณกลูโคสดวยเครื่องวิเคราะหกลูโคส  พบวามีน้ําตาลกลูโคสในผลิตภัณฑ  

ปริมาณ 0.118 กรัมตอลิตร   

 

 4 .8 .3    การวิ เคราะหชนิดของน้ํ าตาลโมเลกุล เดี่ ยวที่ เปนองคประกอบของ                      

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 

 

  จากการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae  สายพันธุ EN02 ดวย           

กรดซัลฟูริก  ตามวิธีในขอ 3.5.9.2.1   จากนั้นตรวจสอบชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวโดยวิธี 

ไฮเพอรฟอรแมนลิควิดโครมาโทกราฟ  ตามวิธีในขอ 3.5.9.2.2  ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.14  4.15

และ 4.16  
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รูปที่ 4.14   โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน (ไซโลส  กลูโคส  และกาแลกโทส)  โดยใช            

อะซิโทไนไทรล 85% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

   (ก)   สารมาตรฐานน้ําตาลไซโลส 

   (ข)   สารมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 

   (ค)   สารมาตรฐานน้ําตาลกาแลกโทส 

(ก)   

(ข)   

(ค)   
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รูปที่ 4.15   โครมาโทแกรมแสดงชนิดของผลิตภัณฑภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก 

E. cloacae  สายพันธุ EN02  เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  ดวยกรดซัลฟูริก   

โดยใชอะซิโทไนไทรล 85% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

 จากรูปที่ 4.14  และ 4.15   พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae  สายพันธุ EN02 

เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  ประกอบดวย น้ําตาลไซโลสเปนสวนใหญ  โดยมี

น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตัวอื่นที่อาจจะเปนน้ําตาลกาแลกโทส  เพียงเล็กนอย   
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รูปที่ 4.16   โครมาโทแกรมแสดงชนิดของผลิตภัณฑภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก 

E. cloacae  สายพันธุ EN02  ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชน้ํากลั่นปลอดประจุเปนสารละลายตัวพา  

อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอนาที 

   (ก)   พอลิแซ็กคาไรดจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม  

   (ข)   พอลิแซก็คาไรดจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม 

 

 จากรูปที่ 4.16  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม           

มีองคประกอบของน้ําตาลเหมือนพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (อาหารเหลว

ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) ) 

 

 

 

(ก) (ข) 
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4.8.4   การวิเคราะหการหลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae   สายพันธุ EN02 

 

 จากการนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae   สายพันธุ EN02 เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม  มาวิเคราะหการหลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด  ตามวิธีในขอ 3.5.9.3  ไดผล 

ดังแสดงในรูปที่ 4.17 

 

 
 

รูปที่ 4.17   โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่หลอมเหลวและการสูญเสีย

น้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. cloacae    

 

 จากรูปที่  4 .17   พบวาอุณหภูมิที่ หลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด  คือ  227.5               

องศาเซลเซียส  โดยมีขั้นตอนกระบวนการสลาย (decomposition stage) 1 ขั้นตอน  และ           

พอลิแซ็กคาไรดเร่ิมมีน้ําหนักลดลงที่อุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียส  และลดลงอยางรวดเร็วในชวง

อุณหภูมิ 227.5 – 280 องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดเร่ิมคงที่ตั้งแต

อุณหภูมิ  300 –  800 องศาเซลเซียส  โดยเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดตลอด

กระบวนการ มีคาเทากับ 18.67%  

  



 89 

บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   เพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ส่ิงที่ควร

คํานึงถึง คือ ตนทุนในการผลิต  และประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   โดยขึ้นกับปจจัย

หลายอยาง เชน ชนิดของจุลินทรีย  อาหารเลี้ยงเชื้อ  อุณหภูมิ   คาความเปนกรด-เบส เปนตน           

ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และภาวะที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยงเชื้อเพื่อ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียใหไดปริมาณมาก  แตใชตนทุนต่ํา  และสมบัติเบื้องตนของพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 

 งานวิจัยนี้ไดเลือกชานออย  ฟางขาว รําขาว และแกลบ  มาใชศึกษาชนิดของแหลง

คารบอน  โดยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเหลานี้จัดเปนวัสดุลิกโนเซลลูโลสิก  มีสวนประกอบหลัก 

ไดแก เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน   ในปริมาณที่แตกตางกันขึ้นอยูกับสายพันธุและภาวะที่

เจริญเติบโต (ชมพูนุช  หาญนันทวิวัฒน, 2547)  จึงนํามาวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเหลานี้มา

ยอยดวยเซลลูเลส   และเนื่องจากเซลลูโลสที่พบในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมักไมอยูในรูปอิสระ  

และมีโครงสรางที่ยากตอการเขาถึงสําหรับการยอยดวยเอนไซม  (Dekker และ Wallis, 1983; 

Woodward, 1987; Pirisi, 1989) ดังที่กลาวไวในบทที่ 2  จึงตองปรับสภาพวัสดุเหลือใชทาง

การเกษตรเหลานี้  เพื่อใหอยูในรูปที่เหมาะสมสําหรับการยอยดวยเซลลูเลส  ตามวิธีของ สุภาพร  

ชาติวรพงศา (2536) 

 

 ผลการศึกษาแอกทิวิตีของเซลลูเลส GC220  ตามวิธีของ Ghose (1987)  และ 

Sternberg และคณะ (1977)  พบวาเซลลูเลส GC220  มีแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส (507.59 

หนวยเอนไซมตอมิลลิลิตร) เดนกวาแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส  (149.65 หนวยเอนไซมตอ

มิลลิลิตร)  สอดคลองกับขอมูลงานวิจัยของจารุวรรณ  สัมพันธวณิช (2548)   ผลการศึกษาภาวะที่

เหมาะสมตอการทํางานของเซลลูเลส GC220   พบวาอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  และคาความ

เปนกรด-เบส 6.0   เปนคาที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการทํางานของเซลลูเลส GC220  สอดคลองกับ

เอกสารประกอบการใชเซลลูเลส GC220 ของบริษัท Genencor, Finland   และผลการศึกษา

ปริมาณของเซลลูเลส GC220 ที่เหมาะสมตอการยอยชานออย  พบวาปริมาณเซลลูเลส GC220  

5 หนวยเอนไซม (บีตากลูโคซิเดส) สามารถปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุด  โดยที่ปริมาณ
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มากกวานี้จะไมเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอย  ทั้งนี้เนื่องจากผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น ไดแก         

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

Xiao และคณะ (2004) รายงานวา  การศึกษาผลกระทบของการยับยั้งของกลูโคสและน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยวชนิดอื่น ๆ ที่มีตอเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดส   พบวาเมื่อปริมาณกลูโคสเพิ่มข้ึนมีผล

ทําใหการยับยั้งแอกทิวิตีของเซลลูเลสและบีตากลูโคซิเดสเพิ่มตาม  ในขณะที่แมนโนส ไซโลส  

และกาแลกโทส  ไมมีผลยับยั้งแอกทิวิตีของบีตากลูโคซิเดส  แตมีผลตอแอกทิวิตีของเซลลูเลส 

 

 ผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมตอการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส 

GC220  ในระบบที่มีวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่ผานการปรับสภาพ 5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.0  พบวาเวลาที่เหมาะสมของเซลลูเลส 

GC220  ในการยอยชานออย คือ 6 ชั่วโมง สวนฟางขาว  แกลบ  และรําขาว คือ 24 ชั่วโมง            

โดยเวลาที่ใชยอยมากขึ้น  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอยไมไดเพิ่มข้ึนตาม  และพบวาเวลาที่ใช

นอยกวาขอมูลงานวิจัยของ  จารุวรรณ   สัมพันธวณิช (2548)  รายงานวา  เวลาที่เหมาะสมตอ

การยอยชานออย   ซังขาวโพด  ลําไยอบแหง  และฟางขาว  ดวยเซลลูเลส Cyto®CL และ GC220  

คือ 48 ชั่วโมง ในระบบที่มีวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส  ความเปนกรด-เบส 4.5   

 

 ผลการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรดวยเซลลูเลส GC 220 ตามภาวะที่เหมาะสม 

พบวาเปอรเซ็นตการปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซของแกลบและรําขาวจากการยอยดวยเซลลูเลส 

GC220 มีปริมาณต่ํามาก (3.82 และ 2.06% ตามลําดับ)   เมื่อเปรียบเทียบกับชานออยและ     

ฟางขาว (21.91 และ 35.95% ตามลําดับ)   การที่ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ปลดปลอยของแกลบเมื่อ

ยอยดวยเซลลูเลส GC220 มีคาต่ํามาก  อาจมีสาเหตุมาจากโครงสรางภายในของแกลบ ที่

ประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวน คือ สวนที่เปนสารอินทรียจําพวกเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ

ลิกนิน   และสวนที่เปนสารอนินทรีย  ที่มีซิลิกา (SiO2) เปนองคประกอบหลัก (www.mtec.or.th) 

โดยซิลิกาอาจมีผลยังยั้งการทํางานของเซลลูเลส GC220  สวนกรณีของรําขาว  อาจมีสาเหตุจาก

มีปริมาณเซลลูโลสเปนองคประกอบต่ํา  ทําใหเมื่อนํามายอยดวยเซลลูเลส GC220 จึงปลดปลอย

น้ําตาลรีดิวซออกมาเพียงเล็กนอย   เนริสา   คุณประทุม (2543) รายงานวา  รําขาวเจา  

ประกอบดวย  เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  ปริมาณ 8.30  17.58  และ 2.38 กรัมตอ

น้ําหนักแหง  ตามลําดับ   สวนชานออย  ประกอบดวย  เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  

ปริมาณ 34.08  20.31  และ 8.93  กรัมตอน้ําหนักแหง  ตามลําดับ  จากรายงาน  เห็นไดวา

ปริมาณเซลลูโลสในรําขาวนอยกวาชานออยถึง 4.11 เทา  และเมื่อพิจารณาถึงคาใชจาย  และ
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เวลาที่ใชในการเตรียมไฮโดรไลเสตของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร   จะเห็นวาแกลบและรําขาว   

เปนวัตถุดิบที่ไมสมควรจะนํามาใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอนเปนอยางมาก  จึงไดตัดแกลบและ

รําขาวทิ้ง  และเลือกใชไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลังและกากน้ําตาลแทน  สําหรับการศึกษา

ชนิดของแหลงคารบอนในขั้นตอไป   เนื่องจากแปงมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบที่หางาย  ราคาถูก 

สวนกากน้ําตาลเปนของเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตน้ําตาลที่มีคุณคาทางอาหารสูง 

 

 แบคทีเรียที่ใชในงานวิจัย คือ E. cloacae สายพันธุ EN02 คัดแยกไดจากออย โดยสมฤดี  

ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551)  เปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  โดยอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ใชในรายงาน คือ อาหารเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ 

Tallgren และคณะ (1998)  จึงใชสูตรอาหารนี้เปนสูตรเริ่มตนในการปรับปรุง  เร่ิมต้ังแตคัดเลือก

ชนิดของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน  แหลงวิตามินและเกลือแร  ปริมาณของคารบอนและ

ไนโตรเจนที่เหมาะสม  อุณหภูมิและคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม 

 

 วัตถุดิบที่ใชศึกษาชนิดของแหลงคารบอน  ไดแก  ไฮโดรไลเสตจากแปงมันสําปะหลัง  

ไฮโดรไลเสตจากฟางขาว   ไฮโดรไลเสตจากชานออย  และกากน้ําตาล  เพื่อทดแทนซูโครสใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 

(1998)   พบวาไฮโดรไลเสตจากฟางขาวเปนแหลงคารบอนที่ทําใหเซลลมีการเจริญและการผลิต

พอลิแซ็กคาไรดสูงสุด   รองลงมา คือ ซูโครส  แตเมื่อพิจารณาขั้นตอนการเตรียมไฮโดรไลเสต  ที่

ตองมีการปรับสภาพฟางขาวกอน   ดวยเบสและความรอนสูง  จากนั้นยอยดวยเอนไซมเปนเวลา 

24 ชั่วโมง  และตองใชฟางขาวถึง 41.72 กรัม  เพื่อใหไดน้ําตาลรีดิวซ 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  

นอกจากนี้ลักษณะของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากไฮโดรไลเสตของฟางขาว  มีลักษณะสีน้ําตาล

เขมและเปนกอน  แตกตางจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากซูโครสที่มีลักษณะสีขาว  เปนผงละเอียด 

ดังนั้นในแงของความคุมทุน  และคุณภาพผลผลิต  พบวาซูโครสมีความเหมาะสมมากกวาฟางขาว 

สวนการที่กากน้ําตาลและไฮโดรไลเสตจากชานออยเปนแหลงคารบอนที่เซลลมีการเจริญต่ําและ

ไมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  อาจมีสาเหตุมาจากวัตถุดิบทั้งสองมีการปนเปอนของโลหะหนัก  

และสารเคมี (Boonrod และคณะ, 2005) ที่สงผลใหยับยั้งการเจริญของเซลลและการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย   และจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีซูโครส  กลูโคส  ฟรักโทส  และ

กลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน 1:1)  เปนแหลงคารบอน   พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสผลิต

พอลิแซ็กคาไรดมากที่สุด  รองลงมา คือ กลูโคสผสมฟรักโทส (อัตราสวน 1:1)  กลูโคส  และ

ฟรักโทส  ตามลําดับ  ดังนั้น การที่ซูโครสสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดปริมาณมาก  เปนผลจาก

แบคทีเรียตองการทั้งกลูโคสและฟรักโทสในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด   ถาขาดอยางใดอยางหนึ่งจะ
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ทําใหเซลลผลิตไดนอยลง  ในการทดลองตอไป  จึงเลือกซูโครสเปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด   Manca de Nadra และ Strasser de Saad (1995) รายงานวา Pediococcus 

pentosaceus  ที่แยกไดจากไวน   สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดจากน้ําตาลหลายชนิด คือ 

กลูโคส  ฟรักโทส  และซูโครส  แตปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากน้ําตาลซูโครสจะสูงที่สุด 

 

 ผลการศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจน  โดยวัตถุดิบที่ใช  ประกอบดวย  แหลงไนโตรเจน 

อนินทรีย  ไดแก  แอมโมเนียมไนเตรต  แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมคลอไรด  โซเดียมไนเตรต  

และแหลงไนโตรเจนอินทรีย  ไดแก  ไฮโดรไลเสตจากกากถั่วเหลือง  ไฮโดรไลเสตจากกาก

ทานตะวัน  และไฮโดรไลเสตจากกากงา  โดยปรับใหมีปริมาณไนโตรเจนเริ่มตนเทากัน  คือ            

0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวา  E. cloacae  สายพันธุ EN02 สามารถผลิตพอลิ           

แซ็กคาไรดจากแหลงไนโตรเจนอนินทรียเทานั้น  โดยแอมโมเนียมคลอไรด  เปนแหลงไนโตรเจนที่มี

การผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ 4.01 กรัมตอลิตร   ดังนั้นจึงเลือกแอมโมเนียมคลอไรดเปน

แหลงไนโตรเจน  ในการศึกษาขั้นตอไป  Novax และคณะ (1992)  รายงานวา  Arthrobacter 

viscosus NRRL B-1973 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดได  เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลง

คารบอน  และแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน   Moreno และคณะ (1998)  รายงานวา  

Xanthomonas campestris สามารถผลิตแซนแทนไดดี ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียม       

คลอไรด  0.1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงไนโตรเจน  

 

 ผลของแหลงวิตามินและเกลือแร  พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเพียงอยาง

เดียวมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด คือ 4.96 กรัมตอลิตร  รองลงมา คือ อาหารที่มีทั้งแมกนีเซียม

ซัลเฟตและสารสกัดจากยีสต (4.53  กรัมตอลิตร)  เปนที่ทราบกันวา สารสกัดจากยีสตมีราคาแพง

ดังนั้นการที่ E. cloacae  สายพันธุ EN02  สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดในปริมาณมาก  ในอาหาร

ที่ไมมีสารสกัดจากยีสต  ทําใหลดตนทุนการผลิตเปนอยางดี   ในการศึกษาตอไป  จึงเลือก

แมกนีเซียมซัลเฟตเปนแหลงเกลือแรเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด   Prasertsan และคณะ (2008)  

รายงานวา E. cloacae  WD7 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดนอยลง  เมื่อความเขมขนของสาร

สกดัยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน   

 

 การแปรผันความเขมขนของซูโครสตั้งแต 1.0 – 5.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวา

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาคอนขางคงที่  ในชวงความเขมขนซูโครส 3.0 – 5.0% โดย

น้ําหนักตอปริมาตร  โดยอัตราสวนน้ําหนักพอลิแซ็กคาไรดตอน้ําหนักเซลลแหงมีคามากสุด  ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  สอดคลองกับขอมูลงานวิจัยของ
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Prasertsan และคณะ (2008) รายงานวา  ความเขมขนของซูโครสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดโดย E. cloacae  WD7 คือ 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  Stredansky และ Conti 

(1999)  รายงานวา  ความเขมขนของซูโครสที่ เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย 

Agrobacterium tumefaciens คือ 2.5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร   Sutherland (1977) รายงาน

วา น้ําหนักโมเลกุลของ EPS ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญของจุลินทรีย   โดยฮอมอพอลิแซ็กคาไรด 

สวนใหญผลิตจากซูโครส  และมีสมบัติทางเคมีแตกตางกันขึ้นอยูกับหลายปจจัย ไดแก ชนิดของ

อาหาร  ระยะเวลาในการเจริญ  ความเขมขนของซูโครส  และการผลิตเอนไซมที่ใชในการตัดสาย

พอลิแซ็กคาไรด   

 

 การแปรผันความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด  ตั้งแต 0.02 – 0.12% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  พบวาปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเพิ่มข้ึนตาม  ความเขมขนของแอมโมเนียม        

คลอไรดที่เพิ่มข้ึน ในชวงความเขมขน 0.02 - 0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  หลังจากนั้นปริมาณ

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดเร่ิมลดลงและคงที่ ในชวงความเขมขน 0.08  - 0.12% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  โดยปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมีคาสูงสุดที่ความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด  

0.06% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  Lo และคณะ (1996)  รายงานวา  ความเขมขนของไนโตรเจนที่

มากเกินไป  จะสงผลใหการผลิตแซนแทนลดลง  BeMiller and Whistler  (1996) รายงานวา 

สารอาหารไนโตรเจนสําคัญตอการเจริญของแบคทีเรีย  แตถาปริมาณของไนโตรเจนในอาหารมาก

เกินไป  จะไปลดประสิทธิภาพการเปลี่ยนคารโบไฮเดรตเปนพอลิแซ็กคาไรด  

 

 การศึกษาภาวะทางกายภาพที่เหมาะสมสําหรับผลิตพอลิแซ็กคาไรด  พบวาอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส  และความเปนกรด-เบส 6.5  เปนภาวะที่ E. cloacae  สายพันธุ EN02  สามารถ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุด  สวนการเจริญของเซลลมีคาสูงสุด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

และความเปนกรด-เบส 7.0  สอดคลองกับขอมูลงานวิจัยของสมฤดี  ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) 

Prasertsan และคณะ (2008) รายงานวา  E. cloacae  WD7  สามารถเจริญไดดีและผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดในปริมาณมากที่คาความเปนกรด-เบส 7.0   โดยอุณหภูมิที่เหมาะสําหรับผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด คือ  30 องศาเซลเซียส  และพบวาการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจะลดลง 50% ทุก ๆ 

อุณหภูมิที่เพิ่มข้ึน 5 องศาเซลเซียส  Pace (1981)  รายงานวา  คาความเปนกรด-เบสมีผลตอการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากกวาการเจริญของเซลล  Lawson และ Sutherland (1978) รายงานวา        

คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมสําหรับการสังเคราะหพอลิแซ็กคาไรด อยูในชวง 6.0 – 7.5  และ

อุณหภูมิที่บมเปนปจจัยสําคัญในการสังเคราะหพอลิแซ็กคาไรด   โดยจุลินทรียที่ใชผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดในทางการคา สวนใหญเปนพวกมีโซไฟล (mesophile)  Keith และคณะ (1991) 
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รายงานวา  คาความเปนกรด-เบส 7.2  เปนคาที่ เหมาะสําหรับผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย                   

E. herbicola   Grobben และคณะ (1995) รายงานวา Lactobacillus delbrueckckii subsp. 

bulgaricus  NCFB 2772 เมื่อบมเชื้อที่อุณหภูมิสูงจะมีการผลิต EPS สูงขึ้น  แตเมื่ออุณหภูมิสูงถึง 

47 องศาเซลเซียส เชื้อจะสูญเสียความสามารถในการผลิต EPS    

 

  รูปแบบการเจริญของ E. cloacae  สายพันธุ EN02 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหม 

ที่มีซูโครส 3.0% โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงคารบอน  แอมโมเนียมคลอไรด 0.06% โดย

น้ําหนักตอปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน  และแมกนีเซียมซัลเฟต 0.02% โดยน้ําหนักตอปริมาตร

เปนแหลงเกลือแร  บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-เบส 6.0  พบวาพอลิ

แซ็กคาไรดเปนเมแทบอไลตที่ถูกสรางขึ้นควบคูไปพรอมกับการเจริญ (primary metabolite)  โดย

มีรูปแบบการเจริญในระยะเริ่มตนที่คอนขางสั้น  และเขาสูภาวะคงที่ภายในระยะเวลา 12 ชั่วโมง 

และเมื่อบมตอไปจนกระทั่งครบ 24 ชั่วโมง  จะไมมีผลตอการเพิ่มปริมาณพอลิแซ็กคาไรด  โดย

เวลาที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรดัดแปลงใหม  เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด  คือ  9 – 12  

ชั่วโมง  Prasertsan และคณะ (2008) รายงานวา  รูปแบบการเจริญของ  E. cloacae  WD7 เมื่อ

เล้ียงในอาหารที่มีกลูโคส ความเขมขน 1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนแหลงคารบอน  คาความ

เปนกรด-เบส 7.0  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 ชั่วโมง  พบวาแบคทีเรียเจริญอยาง

รวดเร็วใน 6 ชั่วโมงแรก  และผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด (2.23 กรัมตอลิตร) ในชั่วโมงที่ 72  เปน

ชวงที่เซลลมีการเจริญคงที่ (stationary phase) 

 

 การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดย E. Cloacae สายพันธุ EN02 จาก

อาหารสูตรดัดแปลงใหม  โดยการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อ   เนื่องจากแบคทีเรียมีการ

เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  แตผลิตพอลิแซ็กคาไรดปริมาณมากที่อุณหภูมิ 40         

องศาเซลเซียส   พบวาการเปลี่ยนอุณหภูมิระหวางการบมเชื้อจาก 30 องศาเซลเซียสใน 6 ชั่วโมง

แรก เปน 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา  ทําใหปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียในสูตรอาหารดัดแปลงใหมมีคาเพิ่มข้ึน  จาก 4.2  เปน 4.86  กรัมตอลิตร หรือคิดเปน

เปอรเซ็นต เทากับ 15.71%  จากการศึกษาที่ผานมา  พบวาการผลิต EPS ของแบคทีเรียสวนใหญ

จะสูงขึ้นเมื่อมีแหลงคารบอนในปริมาณมาก  และที่อุณหภูมิต่ํา (Sutherland, 1977; Souw and 

Demain, 1979; Shu and Yang, 1990)   อยางไรก็ตาม สําหรับแบคทีเรียบางชนิด  ภาวะที่

เหมาะสมตอการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแตละสายพันธุอาจแตกตางกันไป  บางสายพันธุอาจจะ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด ไดดีที่ภาวะที่ไมใชภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต (Sutherland, 1979; 

Cerning, 1990)    



 95 

 สมบัติเบื้องตนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย E. Cloacae สายพันธุ EN02 จากอาหาร

สูตรดัดแปลงใหม  พบวาประกอบดวยโปรตีน  0.234%  และมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวประกอบดวย 

ไซโลสเปนสวนใหญ  โดยมีกลูโคส  และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตัวอื่นที่อาจจะเปนกาแลกโทสเพียง

เล็กนอย  และพบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรดัดแปลงใหมมีองคประกอบ

ของน้ําตาลเหมือนพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิม (อาหารเหลวดัดแปลงจาก

อาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) )  โดยอุณหภูมิที่หลอมเหลวของ

พอลิแซ็กคาไรด คือ 227.5  องศาเซลเซียส  และจากการศึกษาของสมฤดี  ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551)  

รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae สายพันธุ EN02 เปนพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุ

ลบ  จึงสรุปไดวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae สายพันธุ EN02  เปนเฮเทอโรพอลิ         

แซ็กคาไรดชนิดประจุลบ (acidic heteropolysaccharide)  Prasertsan และคณะ (2006) 

รายงานวา EPS ที่ผลิตโดย E. cloacae WD7 เปนเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะประจุเปน

ลบ  ประกอบดวยน้ําตาลที่มีประจุเปนกลาง 29.4%  กรดยูโรนิก 14.2%  และน้ําตาลทีม่หีมูอะมโิน 

0.93%  Tekada และคณะ (1994) รายงานวา จากการคัดแยกเชื้อจากใบไมพบ Enterobater sp. 

ที่สามารถผลิต EPS ได  และเมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมาผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์

บางสวนและตรวจสอบชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบ  พบวาประกอบดวย  

กลูโคส  แมนโนส  แรมโนส  กาแลกโทยูโรนิก แอซิด และ กลูคลูโรนิก แอซิด  และพบวาไมมี

รายงานการผลิตฮอมอพอลิแซ็กคาไรด  จากแบคทีเรียในสกุล Enterobacter สายพันธุ อ่ืน ๆ  

Cerning และคณะ (1990) รายงานวา EPS สวนใหญประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ 

กลูโคส  และกาแลกโทส   

 

 
สรุปผลการทดลอง 
 

1.   สูตรอาหารดัดแปลงใหมสําหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด  ประกอบดวย  ซูโครส  แอมโมเนียม

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

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

0.3 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร  ตามลําดับ 
 

2.   อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

คือ  30 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงแรก  และ 40 องศาเซลเซียส ใน 6 ชั่วโมงตอมา 
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3.   คาความเปนกรด-เบส 6.5 เปนคาที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยง E. cloacae สายพันธุ EN02 

เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 
 

4.   ปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากสูตรอาหารดัดแปลงใหมสูงกวาอาหารสูตรเดิม (อาหาร

เหลวดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) ) คิดเปน

เปอรเซ็นตเทากับ 18.78%  และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากสูตรอาหารดัดแปลงใหม คือ  

4.86  กรัมตอลิตร 
 

5.   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก E. cloacae สายพันธุ EN02  เปนเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดชนิด

ประจุลบ  ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเปนสวนใหญ  โดยมีน้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลโมเลกุล

เดี่ยวตัวอื่นเพียงเล็กนอย  อุณหภูมิที่หลอมเหลวของพอลิแซ็กคาไรด คือ 227.5  องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ก  

สูตรและวิธเีตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.   อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตามวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    2.0 กรัม 

วุนผง (Agar)       15.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 10 นาท ี

 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวธิีของ Tallgren   
      และคณะ (1998) 
 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    1.0 กรัม 

แอมโมเนยีมซลัเฟต [(NH4) 2SO4]     1.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดเบสเทากับ    6.5 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 10 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

วิธวีิเคราะหและเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
1.   วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธ ีDNS (Miller, 1959) 
 

การเตรียมสารเคมี 

 

1)   ดีเอนเอส รีเอเจนต (DNS reagent) 

 ชั่งสารไดไนโตรสาลิไซลิก [C7H4N2O7] 5 กรัม ละลายใน 2 โมลาร โซเดยีมไฮดรอกไซด 

[NaOH] 100 มิลลิลิตร  จากนัน้คอย ๆ เตมิโซเดียมโปแตสเซียมทารเทต [C4H4KNaO6.4H2O]  

150 กรัม  ผสมใหเขากนับนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก  ปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตรดวยขวด 

วัดปริมาตร   เก็บสารละลายที่ไดใสขวดสีชา อุณหภูมหิอง 

 

2)   2 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด  

 ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] 8 กรัม นาํมาละลายในน้ํากลัน่ 80 มลิลิลิตร แลวจึงปรับ

ปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 

วิธีวิเคราะห 

  

 นําสารตัวอยางที่ตองการวเิคราะหที่ความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเติม

สารละลายดีเอนเอส รีเอเจนต (DNS reagent) 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นาํไปตมในน้าํเดือด

นาน 5 นาที เมื่อครบเวลานาํไปแชในน้าํเย็นทันที เปนเวลา 5 นาท ีจากนัน้เติมน้ํากลั่นหลอดละ 5 

มิลลิลิตร  นาํไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เพื่อดูปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

 เปรียบเทียบคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซไดจากกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ความเขมขน 0 – 2 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร  
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2.   วัดแอกทิวิตีของเซลลูเลส 
 

การเตรียมสารเคม ี

 

1) 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.8 

  ชั่งโซเดียมซิเตรต 14.71 กรัม นาํมาละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1 

โมลาร ไฮโดรคลอริก 75 มิลลิลิตร คนใหเขากัน ปรับคาความเปนกรด-เบสใหได 4.8 แลวจึง

ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 

 

2)   0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 

  ชั่งโซเดียมซิเตรต 7.35 กรัม นํามาละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวเติม 1   

โมลาร  ไฮโดรคลอริก 37.5 มิลลิลิตร คนใหเขากนั ปรับคาความเปนกรด-เบสใหได 4.5 แลวจึง

ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 

 

3)   สารละลายคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethylcellulose) ความเขมขน 2% 

  คอย ๆ เติมคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส 2 กรัม ลงใน 0.05 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร 

pH 4.8 ผสมใหเขากนับนเครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก  ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 

4)   สารละลายซาลิซนิ (D-salicin) ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

  ละลายซาลิซนิ 0.4 กรัม ดวย 0.025 โมลาร ซิเตรตบัฟเฟอร pH 4.5 แลวปรับ

ปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

 

วิเคราะหแอกทิวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส ดวยวิธ ีCarboxymethyl Cellulase Assay    

(Ghose, 1987) 

  

  นําเอนไซม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส

ความเขมขน 2%  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  นําไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีจากนั้นนํามาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี 

DNS เพื่อนําไปคํานวณหาคาแอกทวิิตีจากสูตรตามหลกัของ International Unit (IU) 
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วิเคราะหแอกทิวิตีของเอนไซมบีตากลูโคลซิเดส (Sternberg, 1976) 

 

  นําเอนไซม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายซาลิซินความเขมขน 4 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ที่ละลายใน 0.025 โมลาร ซิเตรตบฟัเฟอร pH 4.5  ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั  นาํไปแชในอางควบคุมอุณหภมูิ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 

30 นาท ีจากนั้นนํามาวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวิธ ีDNS เพือ่นําไปคํานวณหาคา

แอกทิวิตีจากสูตรตามหลักของ International Unit (IU) 

 
คํานวณหา unit of enzyme ตามวิธขีอง The International Union of Biochemistry 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม  คือ  ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตน

      ใหเปนกลูโคส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาท ี

      ภายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นัน้คือ 

1 หนวยของเอนไซม  = 1  ไมโครโมลของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน 1 นาท ี

   = 1 ไมโครโมลของกลูโคสทีถู่กปลดปลอยออกมาใน 1นาท ี

   = 0.180 มิลลิกรัมของกลูโคสทีถู่กปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ี

คาแอกทิวิตีของเอนโดกลูคาเนส และบีตากลูโคสซิเดส จะไดวา 

ถา 0.180 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 1 นาท ีมีคาเทากับ    1 หนวย 

 1.000 มิลลิกรัม กลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน 30 นาที มีคาเทากับ  1 /(0.180 x 30) 

         =   0.185   หนวย 

หากปลดปลอยกลูโคส X มิลลิกรัม ใน 30 นาท ีมีคาเทากับ ((X) x 0.185) / 0.5   หนวย 

หรืออาจคิดเปน 

  

แอกทิวิตีเอนไซม = (มิลลิกรัมกลูโคส x 0.185) / มิลลิลติรของเอนไซม     หนวย/มลิลิลิตร 
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3. การเตรียมสารสําหรับวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวธิี Kjeldahl (Leonard, 1987) 
 

1)   สารเรงปฏิกิริยาที่ใชในการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 

 ผสมโพแทสเซยีมซัลเฟต  คอปเปอรซัลเฟต  และซีลีเนียม ในอัตราสวน 100 : 10 : 1 โดย

น้ําหนกั 

 

2)   สารละลายกรดบอริกผสมอินดิเคเตอร 

 เร่ิมตนจากเตรียมสารละลายอินดิเคเตอรผสม (mixed indicator) โดยละลายเมทิลเรด 

0.066 กรัม และโบรโมครีซอลกรีน 0.099 กรัม ในเอทานอลความเขมขน 95% โดยปริมาตร 

ปริมาณ 80 มลิลิลิตร และปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตรเปน 100 มลิลิลิตร 

 ละลายกรดบอริก 40 กรัมในน้าํรอน  ปริมาตร 1,800 มิลลิลิตร  รอใหเยน็แลวจงึเติม

สารละลายอนิดิเคเตอรผสมลงไปประมาณ 20 มิลลิลิตร จะไดสารละลายผสมสีมวงแดง  จากนัน้

ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่โดยขวดวัดปริมาตรเปน 2 ลิตร 

 

3)   สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 40 %โดยน้ําหนกัตอปริมาตร 

 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยขวดวัด

ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
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4.   วเิคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธขีอง Lowry (Lowry, 1951) 
 

การเตรียมสารเคมี 

 

1)   สารละลาย Lowry A 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)    60.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)    12.0 กรัม 

โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (C4H4KNaO6⋅4H2O)  0.6 กรัม 

น้ํากลัน่       3,000 มิลลิลิตร 

 

2)   สารละลาย Lowry B 

คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O)  5.0 กรัม 

น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 

3)   สารละลาย Lowry C 

สารละลาย Lowry A     50 สวน 

สารละลาย Lowry B     1 สวน 

 

4)   สารละลาย Lowry D 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent) 1 สวน 

น้ํากลัน่       1 สวน 

 

วิธีวิเคราะห 

 

 นําสารตัวอยางที่ตองการวเิคราะหในความเขมขนทีเ่หมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร  มาเติม

สารละลายผสม Lowry C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม ตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาท ีจึงเติมสารละลาย Lowry D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั

แลวตั้งทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหอง 30 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660     

นาโนเมตร 

  เปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีนไดจากกราฟมาตรฐานของโบวนีซีรัมอัลบูมิน (Bovine 

serum albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS (Miller, 1959) 

 

 

 

กราฟมาตรฐานกลูโคส ความเขมขน 0 – 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนกลูโคส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

และคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร

y = 0.5365x

R2 = 0.9994
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2. กราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะหโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (Lowry,1951) 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน ความเขมขน 0 – 120  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

y = 0.0031x

R2 = 0.9975
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวพนิดา  เทียมชัยบุตร   เกิดวันที่ 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2526  ที่จังหวัดกรุงเทพฯ   

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  จากภาควิชาชีวเคมี  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2547   และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  ที่

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2548  ที่อยู

ปจจุบัน  167/245  ซอยบางแค 10  ถนนสุขาภิบาล 1  แขวงบางแค  เขตบางแค  กรุงเทพฯ 10160 

 

 

 

 


	ปกภาษาไทย 
	ปกภาษาอังกฤษ 
	หน้าอนุมัติ 
	บทคัดย่อภาษาไทย 
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
	กิตติกรรมประกาศ 
	สารบัญ 
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ประวัติความเป็นมา
	1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	1.3 ขั้นตอนการดำเนินการ
	1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2 ปริทัศน์วรรณกรรม
	2.1 พอลิแซ็กคาไรด์
	2.2 พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์
	2.3 ประโยชน์ของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์
	2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยจุลินทรีย
	2.5 ส่วนประกอบในวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร
	2.6 การย่อยวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร

	บทที่ 3 อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีทดลอง
	3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง
	3.2 เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในการทดลอง
	3.3 วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่ใช้ในงานวิจัย
	3.4 เอนไซม์ที่ใช้ในงานวิจัย
	3.5 วิธีการดำเนินงานวิจัย

	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	4.1 การเตรียมวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
	4.2 การเตรียมวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเพื่อใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์
	4.3 การศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงE cloacae สายพันธุ์ EN02 เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
	4.4 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacaeสายพันธุ์ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลงใหม่
	4.5 การศึกษารูปแบบการเจริญของ E. cloacae สายพันธุ์ EN02 ในอาหารสูตรดัดแปลงใหม่
	4.6 การเปรียบเทียบการเจริญและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตโดยE. cloacae สายพันธุ์ EN02 ระหว่างสูตรอาหารเดิมและสูตรอาหารที่ดัดแปลงใหม่
	4.7 การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae สายพันธุ์ EN02 จากอาหารสูตรดัดแปลงใหม่
	4.8 สมบัติของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตโดย E. cloacae สายพันธุ์ EN02

	บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



