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งานวิจัยนี้ศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวของ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 
และ Candida utilis TISTR 5001 รวมกับการผลิตเอนไซมโปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR 25 
ในอาหารขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจน เพื่อหาปริมาณวัตถุดิบและภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซม
โปรตีเอส  พบวาใชแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร   และแอมโมเนียมซัลเฟต 10 กรัมตอลิตร  
ในอาหารขั้นต่ํา ใชเชื้อตั้งตนของ E. fibuligera 7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (เขมขน 5 กรัมตอลิตร)   
เล้ียงเชื้อในถังหมักเปนเวลา 16 ช่ัวโมง จึงเติมเชื้อตั้งตนของ C. utilis  3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
(เขมขน 7 กรัมตอลิตร) โดยควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดาง 5.5 อัตราการ
กวน 250 รอบ / นาที  อัตราการใหอากาศ   1.0 vvm  เล้ียงเชื้อตอจนครบ  40   ช่ัวโมง     จึงเติมเชื้อ
ตั้งตนแบบ  cell  suspension ของ B. subtilis 10  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร     ควบคุมคาความเปนกรด
ดางที่ 7.0 เล้ียงจนครบ 72 ช่ัวโมง พบวาไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.91 กรัมตอลิตร โปรตีน
จริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 49.5 เปอรเซ็นต  มวลเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  
0.527        และโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 2.57 ยูนิตตอมิลลิลิตร  หลังจากหมักเสร็จสิ้นนําตัว
เซลลที่ตกตะกอนออก แลวเติมน้ํายางสด 35%DRC ปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร รวมกับสาร
ละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 % ปริมาณ 1 phr ใชอัตราการกวน 100 รอบตอนาที เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง พบวาสามารถลดปริมาณไนโตรเจนของยางดิบได 70 เปอรเซ็นต ซ่ึงยางดิบที่ไดมี
ปริมาณเถา ไนโตรเจน  ส่ิงสกปรก และส่ิงระเหยเทากับ 0.05, 0.17, 0.002 และ 0.23 เปอรเซ็นตตาม
ลําดับ มีคาการออนตัวเร่ิมตน 30.7 คาดัชนีการออนตัว 86.6 คาความหนืดมูนี 52.9 และดัชนีสี 5 
โดยยางที่ไดมีลักษณะพื้นผิวและภาคตัดขวางไมแตกตางจากยางดิบชุดควบคุม  
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Single  cell   protein   production  by    Endomycopsis    fibuligera  TISTR  5097       and   

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

บทนํา 
 

1.1  ความเปนมา และความสําคัญของโครงการ 
 

ในชวงตนทศวรรษ 1950 ประชากรโลกไดเผชิญกับปญหาการขาดแคลนอาหารประเภท
โปรตีน   นักวิทยาศาสตรพยายามศึกษาหาแหลงอาหารประเภทโปรตีนสําหรับเปนอาหารมนุษย 
(Food) หรือเปนอาหารสัตว (Feed) โดยใหความสําคัญแกโปรตีนจากจุลินทรีย  จึงเริ่มมีการศึกษา
ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของจุลินทรียและการผลิตโปรตีนจากจุลินทรียไดมีการพัฒนามาก
ขึ้น  ความตองการนําโปรตีนเซลลเดี่ยวของจุลินทรียมาใชประโยชนเปนอาหารสําหรับมนุษยและ
สัตว ทําใหมีการศึกษาเรื่องการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากจุลินทรียมากยิ่งขึ้น  โดยในระหวาง
สงครามโลกครั้งที่ 1 และ 2  ประเทศแถบยุโรปมีการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสตเพื่อใชเปน
แหลงอาหารมนุษย โดยจุลินทรียที่ใชในการผลิตคือ Candida. utilis  ซ่ึงเปนยีสตที่เจริญเติบโตได
เร็ว มีปริมาณโปรตีนสูง อุดมดวยวิตามินบีรวม และเจริญเติบโตไดในวัตถุดิบหลายชนิด 
(Rose,1979a) ในประเทศอังกฤษใชประโยชนจากยีสตซ่ึงเปนผลพลอยไดจากการทําเบียรเปน
อาหารสัตว  สวนประเทศไทยเริ่มมีการทดลองใชยีสตเปนแหลงโปรตีนในอาหารสัตว   เนื่องจาก
แหลงโปรตีนในอาหารสัตว ซ่ึงไดจากกากถั่วเหลืองและปลาปนมีราคาสูงและหายาก  ดังนั้นการ
ผลิตโปรตีนจากจุลินทรียจึงเปนแหลงโปรตีนสําคัญอีกแหลงหนึ่งที่สมควรนํามาใชเปนอาหารสัตว  
เพราะมีปริมาณโปรตีนสูงสามารถเลี้ยงไดในระยะเวลาสั้น วัตถุดิบราคาถูก และประหยัดเนื้อที่ใน
การผลิต  จากการเพิ่มขึ้นของประชากรโลกอยางรวดเร็ว  นํามาสูการขาดแคลนอาหารประเภท
โปรตีน  ดังนั้นโปรตีนจากจุลินทรียจึงมีความสําคัญอยางมากในการเปนแหลงอาหารทดแทนแหลง
อาหารจากพืชและสัตว ซ่ึงนับวันมีราคาแพงและหายากมากขึ้น  ในอนาคตการขาดแคลนอาหาร
ยอมเปนปญหาใหมสําหรับมนุษย  เพราะอัตราการเพิ่มขึ้นของประชากรโลกสูงมาก  ในขณะที่
อัตราการเพิ่มของอาหารคงที่และมีแนวโนมลดลง  นอกจากนั้นความตองการแหลงอาหารประเภท
โปรตีนสําหรับใชในการเลี้ยงสัตวมีมากขึ้น   
 ประเทศไทยเปนแหลงผลิตยางธรรมชาติที่สําคัญของโลก รองลงมาคืออินโดนีเซีย   และ
มาเลเซีย   ยางธรรมชาติที่ผลิตไดเกือบทั้งหมดถูกสงออกไปยังตางประเทศ  จึงสมควรที่ประเทศ
ไทยจะปรับตัวเพื่อพัฒนาการผลิตและคุณภาพทั้งยางธรรมชาติและผลิตภัณฑยางใหสามารถแขงขัน
กับตางประเทศได  รวมทั้งหาแนวทางเพื่อเพิ่มปริมาณการใชยางในประเทศใหมากขึ้นเพื่อทดแทน
การนําเขา  ผลผลิตยางธรรมชาติสงออกของไทย แบงออกเปน 6 ประเภทคือ ยางแผนดิบ  น้ํายางขน  
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ยางแทง  ยางแผนผ่ึงแหง ยางเครพและอื่นๆ  อุตสาหกรรมผลิตยางดังกลาวของประเทศ  สวนใหญ
เปนอุตสาหกรรมขนาดกลางและขนาดยอม  ปญหาสําคัญที่อุตสาหกรรมเหลานี้ประสบอยูคือ การ
ขาดแคลนเทคโนโลยีการผลิต  รวมทั้งปญหาดานวัตถุดิบที่คุณภาพไมสม่ําเสมอ  และมีผลไปถึงคุณ
ภาพของผลิตภัณฑที่ไมไดมาตรฐาน  จึงจําเปนที่จะตองพัฒนาคุณภาพวัตถุดิบยางและผลิตภัณฑยาง
ใหได 
 ในชวงประมาณ 10 ป มานี้ มีรายงานการแพโปรตีนที่มาจากถุงมือยางธรรมชาติในโรง
พยาบาลในตางประเทศ  ทําใหหลายประเทศที่ส่ังนําเขาผลิตภัณฑจากน้ํายางธรรมชาติพยายามที่จะ
กําหนดมาตรฐานเกี่ยวกับปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑยางธรรมชาติ  ประเทศไทยซึ่งเปนผูผลิตทั้ง
น้ํายางขนและผลิตภัณฑจากน้ํายางขนตองพึ่งตลาดตางประเทศเปนหลัก  จึงอยูในภาวะที่จะไดรับ
ผลกระทบโดยตรง  มีการศึกษาทั้งในและตางประเทศเกี่ยวกับการกําจัดโปรตีนออกจากน้ํายาง
ธรรมชาติ  อีกทั้งมีการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนที่กอใหเกิดการแพ ซ่ึงเปนการแพชนิดรุนแรง และบาง
รายอาจเสียชีวิตในเวลาเพียง 10 วินาที 
 การใชเอนไซมในการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติจึงเปนอีกแนวทางที่ควรศึกษาโดย 
เฉพาะเอนไซมจากจุลินทรีย  งานวิจัยนี้ใช  Bacillus  subtilis TISTR 25 ซ่ึงมีสมบัติในการผลิต
เอนไซมโปรตีเอส  ซ่ึงคาดวานาจะสามารถยอยและลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติใหลดนอยลงได  
ในขณะเดียวกันก็มีการเลี้ยงเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097  และ Candida  utilis 
TISTR 5001  เพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว เพื่อสามารถใหประโยชนในการเปนอาหารสัตวใน
กระบวนการผลิตที่มีการใชสารอาหารเดียวกันได 
 
1.2   วัตถุประสงคของงานวิจัย 

เพื่อผลิตยางธรรมชาติที่มีโปรตีนนอยลง ควบคูไปกับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
 
1.3     ขั้นตอนการวิจัย 

1. คนควาและรวบรวมขอมูลของงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
2. การหาปริมาณวัตถุดิบที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวระดับขวดทดลอง 
3. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในถังหมัก 
4. ศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอสเพื่อใชในการยอยโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ 
5. ศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติในถังหมัก 
6. ทดสอบสมบัติทางกายภาพและตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยางแผนดิบแหงที่ผลิต

ได 
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1.4    ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากงานวิจัย 
1. ไดวิธีการใหมในการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ โดยใชเอนไซมที่ผลิตไดจากจุลินทรีย 
2. ไดผลิตภัณฑโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต เพื่อใชเปนแหลงอาหารโปรตีนและวัตถุดิบที่ใชใน

การผลิตโปรตีนทดแทนโปรตีนจากเนื้อสัตว เพื่อใชเปนแหลงอาหารเสริมโปรตีนและสาร
อาหารที่จําเปนในอาหารสัตวทดแทนอาหารเสริมที่มีราคาสูง ซ่ึงเปนการลดตนทุนคา
อาหารสัตว 

3. เปนการลดกระบวนการและวัตถุดิบโดยการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียแบบผสม เพื่อผลิตทั้งตัว
เซลลโปรตีนที่ใชประโยชนเปนอาหารสัตวควบคูกับการสรางเอนไซมโปรตีเอสซึ่งคาดวา
จะกําจัดหรือลดโปรตีนที่มีอยูในน้ํายางธรรมชาติเพื่อแกปญหาการแพโปรตีนในยางธรรม
ชาติได 



บทที่ 2  
 

 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 
2. 1   ยางธรรมชาติ 
 

ตนยางพาราซึ่งมีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Hevea brasiliensis  เปนตนไมที่เจริญงอกงามไดดี
ในประเทศแถบรอนที่มีดินรวน ตองการฝนไมมากไมนอย  ของเหลวที่ไดจากการกรีดตนยางพารา
จะเปนน้ํายางธรรมชาติ       ซ่ึงโดยทั่วไปสามารถกรีดน้ํายางธรรมชาติจากตนยางพาราไดตั้งแตอายุ 
7 ปไปจนถึง 30 ป   
 
1) น้ํายางสด 
  น้ํายางธรรมชาติเปนสวนของไซโตพลาสซึมที่อยูภายในทอน้ํายาง สามารถทําให
ไหลออกมาจากทอน้ํายาง โดยวิธีกรีด หรือเจาะ จะพบนิวเคลียสจํานวนมากติดอยูขางๆทอน้ํายาง 
แตไมคอยพบปะปนอยูในสวนน้ํายางหลังกรีด เปนไปไดวานิวเคลียสนี้มีสวนสําคัญในการควบคุม
กระบวนการสรางน้ํายางขึ้นมา  สําหรับสวนของไมโตคอนเดรีย สามารถตรวจพบปริมาณจํานวน
มาก ติดอยูภายในสวนของทอน้ํายางที่ยังออนอยู แตจะมีปริมาณลดลงเมื่อทอน้ํายางอายุมากขึ้น ใน
น้ํายางซึ่งกรีดไดจากตนยางจะพบไมโตคอนเดรียปริมาณนอยมาก 
        สวนของทอน้ํายาง มีลักษณะเปนทอที่เกิดจากเซลลตอกัน โดยตรงปลายของแตละ
เซลลจะทะลุถึงกัน และมีสวนเชื่อมโยงถึงกันเปนตาขาย หากดูตามแนวตัดขวางของทอน้ํายาง จะ
เห็นเปนรูปคอนขางกลมเรียงอยูรอบแกนของลําตน  แตถาดูตามแนวลําตน จะพบทอน้ํายางเรียง
เปนแนวยาวเชื่อมติดกันหลายๆทอ ซ่ึงทอน้ํายางจากทอหนึ่งสามารถไหลไปอีกทอหนึ่งได และทอ
น้ํายางจะไหลเวียนจากขวาไปซาย เมื่อทอน้ํายางถูกตัดจากการกรีดยาง น้ํายางธรรมชาติจึงไหลออก
มาสูภายนอกเปนน้ํายางสด 
     น้ํายางสดที่มาจากการกรีดจากตนยางพารา มีลักษณะเปนของเหลวสีขาวขุนเหมือนน้ํา
นม  มีสภาพเปนคอลลอยดหรือสารแขวนลอย  มีความหนาแนนอยูระหวาง 0.975 ถึง 0.98 กรัมตอ
มิลลิลิตร มีคาความเปนกรดดาง (pH) ประมาณ  6.5 ถึง 7.0 (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี , 2540) 
        น้ํายางสดมีลักษณะเปนสารละลายคอลลอยด ชนิดไฮโดรโซล  กลาวคือเปนสาร
ละลายที่มีน้ําเปนตัวทําละลาย  และมีอนุภาคยางลอยอยู แตมีลักษณะพิเศษกวาไฮโดรโซลทั่วไปคือ
อนุภาคยางมีลักษณะทั้งชอบน้ํา (hydrophilic)   กระจายไดงายเมื่อมีน้ําเปนตัวกลาง และลักษณะที่
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ไมชอบน้ํา (hydrophobic) จึงไมยอมรวมกับน้ํา แตลักษณะไมชอบน้ําจะเดนกวา   (เสาวรจน  ชวย
จุลจิตร) 

น้ํายางธรรมชาติเปนสารที่ไมบริสุทธิ์ เมื่อกรีดจากตนยาง    มีปริมาณของเนื้อยาง 

แหงอยูระหวางรอยละ 25 ถึง 45 ความแตกตางระหวางปริมาณสารที่เปนของแข็ง และสารที่เปน
เนื้อยางแหงประมาณรอยละ 3 (แตเมื่อนําน้ํายางมาปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงแลว ความแตกตางจะ
ลดลงเหลือเพียงประมาณรอยละ 1.5)  สวนประกอบตางๆในน้ํายาง สามารถแบงออกเปน 2 สวน
ใหญคือ (เสาวนีย กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

  สวนที่เปนเนื้อยางรอยละ                      35 

 สวนที่ไมใชยางรอยละ                      65 

  สวนที่เปนน้ํารอยละ              55 

  สวนของลูทอยดและสารอื่นรอยละ                   10 

(1)  สวนของเนื้อยางแหง 

        เนื้อยางเปนเม็ดเล็กๆ  รูปรางคลายลูกแพร หรือเรียกวา globules ประกอบดวยสาร
ไฮโดรคารบอนประมาณรอยละ 92 และสารอยางอื่นที่มิใชยางอีกรอยละ 8 ปนอยู   สารที่มิใชยาง
ดังกลาวนี้ไดแก โปรตีน ไขมัน เกลือแร เรซิน และเอนไซม  ส่ิงที่มิใชยางเหลานี้แมวาจะมีเพียง
ปริมาณเล็กนอยแตก็มีอิทธิพลเปนอยางมากตอการอบความรอนใหคงรูป และตอสมบัติอ่ืนๆของ
ยางเปนอยางมาก (พิชัย สราญรมย, 2527) ทั้งนี้เนื่องจากสารเหลานี้สามารถเปนตัวเรง และตัว
กระตุนอยางออนๆสําหรับการคงรูปของยางได 

-  อนุภาคยาง 

  อนุภาคยางถูกหอหุมดวยสารจําพวกไขมัน และโปรตีน โดยโปรตีนนี้จะอยูช้ัน
นอก และอาจมีโลหะบางชนิดเชนแมกนีเซียม โปตัสเซียม และทองแดงปะปนอยูปริมาณเล็กนอย
ประมาณรอยละ 0.5 

  โดยปกติอนุภาคยางจะแขวนลอยในน้ํา มีความหนาแนนเทากับ 0.92 กรัมตอ
มิลลิลิตร ลักษณะอนุภาคยางเปนรูปคอนขางทรงกลม มีขนาดอนุภาคแตกตางกันมากคือ อยู
ระหวาง 0.02  ถึง 2 ไมโครเมตร (200-20,000 อังสตรอม)  อนุภาคยางสวนใหญจะมีขนาดเกิน 0.4 
ไมโครเมตร         (4,000 อังสตรอม) มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยประมาณ 1.2 ไมโครเมตร เมื่อนําน้ํายาง
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สดมาปนดวยความเร็วสูง  พบวาอนุภาคยางที่มีขนาดใหญจะแยกตัวออกจากชั้นน้ําขึ้นมาอยูดานบน
ซ่ึงสามารถแยกออกไดเปนน้ํายางขน สวนอนุภาคยางที่มีขนาดเล็กจะปนอยูกับหางน้ํายาง สามารถ
แยกออกโดยการทําใหจับตัวเปนกอนดวยกรด ( เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540 ) 

 

 

 

                                                  

 

รูปท่ี 2.1   ลักษณะอนุภาคยางธรรมชาติ (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

                           จากการศึกษาพบวา              องคประกอบของยางธรรมชาติประกอบดวยสาร
ไฮโดรคารบอน คือ พอลิไอโซพรีน ((C5H8)n)    ซ่ึงไดจากหนวยของไอโซพรีนตอกันแบบหัวตอ
หาง  ขอที่นาสังเกตอีกประการหนึ่งคือ พอลิไอโซพรีนสามารถเกิดเปน ไอโซเมอรได  ดังรูปที่ 2.3 

 

      CH2                        CH2         CH3                      CH2                       CH3                 CH-CH2 

              C            C                           C           C                    CH2     C                    C     CH2 

       CH3                   H                 CH2                H                            CH    CH2      CH3 

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

 

รูปท่ี  2.2    สูตรโครงสรางแบบตางๆของพอลิไอโซพรีน (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

 จากการศึกษาดวยรังสีเอ็กซ  พบวายางธรรมชาติประกอบดวยสายโซโมเลกุลของพอลิเมอร
ที่มีโครงสรางเกือบทั้งหมดเปน  ซีส-1,4  ดังนั้น ช่ือทางเคมีที่แทจริงของยางธรรมชาติคือ  ซีส-1,4  
พอลิไอโซพรีน  และจากการคนควาดวยไออาร ก็ยืนยันวา     ยางธรรมชาติประกอบดวย ซีส-1,4 
พอลิไอโซพรีน  ประมาณรอยละ 97  
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-  โปรตีน 

สวนของสารพวกโปรตีนที่หอหุมอยูตรงผิวรอบนอกของอนุภาคยาง        จะมีอยู 

ประมาณรอยละ 25 ของโปรตีนทั้งหมดที่มีอยูในน้ํายาง  สวนที่เหลือประมาณรอยละ 50 จะอยูใน
ช้ันน้ํา และอีกรอยละ 25 จะปะปนอยูในสวนของสารลูทอยด  โปรตีนสวนที่อยูในน้ํายางสวนใหญ
เปนชนิด แอลฟากลูบูลิน และฮีวิน 

  สวนนอกสุดของอนุภาคยาง  มีโปรตีนหอหุมอยูประมาณรอยละ 1 ของอนุภาค
ยาง   สวนใหญเปนโปรตีนชนิด แอลฟากลูบูลิน  ซ่ึงไมละลายในน้ํากลั่น แตละลายในกรด ดาง 
และเกลือ มีคาจุดไอโซอิเล็กทริกที่ pH 4.8  อนุภาคยางจะรวมตัวกันอยางรวดเร็วที่คาความเปนกรด
ดาง (pH)  ของแอลฟากลูบูลินละลายไดนอยที่สุด สําหรับโปรตีนที่หอหุมผิวรอบนอกของอนุภาค
ยางซึ่งเปนพวกฮีวิน สามารถละลายในน้ําได มีคาจุดไอโซอิเล็กทริกที่ pH 4.5  จะปองกันอนุภาค
ยางมารวมตัวกัน  เมื่อมีการสูญเสียน้ําเชน การเติมแอลกอฮอล หรือ กรดอะซิติก  อนุภาคยางจะเกิด
การรวมตัวกันเปนกอนแยกออกจากสวนของซีรัม  โปรตีนบนผิวของอนุภาคยางนี้ มีสวนประกอบ
ของกํามะถัน    (crystine  disulphide linkage) อยูประมาณรอยละ 5 ดังนั้นขณะที่น้ํายางเกิดการสูญ
เสียสภาพ จะเกิดการบูดเนา โดยโปรตีนสวนนี้จะสลายตัวใหสารประกอบพวกไฮโดรเจนซัลไฟด    
และสารเมอรแคปแทน ทําใหมีกลิ่นเหม็น  (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

-  ไขมัน 

 ไขมันซึ่งอยูระหวางผิวของอนุภาคยาง และโปรตีน      สวนใหญเปนสารจําพวก   

ฟอสโฟไลปด ชนิดแอลฟาเลซิทิน  เชื่อวาทําหนาที่ยึดโปรตีนใหเกาะอยูบนผิวของอนุภาคยาง  
            น้ํายางในสภาวะที่เปนดางเชน มีแอมโมเนียอยู (ประมาณรอยละ 0.6 ขึ้นไป)      
ฟอสโฟไลปดจะถูกไฮโดรไลซ เปนกรดไขมันที่มีโมเลกุลยาว  ซ่ึงจะรวมตัวกับแอมโมเนียกลาย
เปนสบู  ทําใหน้ํายางมีความเสถียรยิ่งขึ้น  แตกรณีที่มีแอมโมเนียปริมาณนอย      (ประมาณรอยละ 
0.2 ในน้ํายาง)  การไฮโดรไลซิสจะเกิดขึ้นนอย การเพิ่มความเสถียรของน้ํายางจึงจําเปนตองเพิ่มสบู 
หรือ สารอื่นที่ชวยในการเก็บรักษาน้ํายางเพิ่มลงไป 
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ตารางที่ 2.1 สวนประกอบของเนื้อยางแหง (เสาวณีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 

สวนประกอบ รอยละ 

เนื้อยางไฮโดรคารบอน 

น้ํา กระจายอยูในเนื้อยาง 

สารโปรตีน 

สารพวกไขมัน 

86 

10 

1 

3 

 

(2) สวนที่ไมใชยาง 

-  สวนที่เปนน้ํา หรือซีรัม 

ซีรัมของน้ํายาง หรือเรียกวาสวน C-serum มีความหนาแนนประมาณ     

1.02 กรัมตอมิลลิลิตร ประกอบดวยสารชนิดตางๆ คือ 

-  คารโบไฮเดรต 

   คารโบไฮเดรตเปนสารพวกแปง และน้ําตาลมีอยูในน้ํายางประมาณรอย
ละ 1 น้ําตาลสวนใหญเปนชนิดคิวบราซิทอลมีน้ําตาลชนิดกลูโคส  ซูโครส  ฟรุกโตส ปริมาณเล็ก
นอย น้ําตาลเหลานี้จะถูกแบคทีเรียใชเปนอาหาร เกิดปฏิกิริยาการยอยสลายตัวใหกรดโมเลกุลที่มี
ขนาดเล็กๆทําใหน้ํายางเกิดการสูญเสียสภาพ และรวมตัวเปนกอน กรดเหลานี้เปนกรดที่ระเหยได
งายจึงเรียกชื่อวา  VFA  (volatile fatty acid)       ประกอบดวย กรดฟอรมิก  กรดอะซิติก และกรด
โพรไพโอนิก เปนตน  ดังนั้น คากรดไขมันระเหยไดจึงเปนตัวเลขที่บงถึงความสามารถในการรักษา
สภาพของน้ํายาง โดยน้ํายางที่เก็บรักษาดีจะมีคากรดไขมันระเหยไดต่ําประมาณ 0.01 ถึง 0.02 (ตาม
มาตรฐานสากลของน้ํายางขน  กําหนดใหมีคากรดไขมันระเหยไดไมเกิน 0.2 หนวย) 

-  โปรตีน และกรดอะมิโน 

    โปรตีน และกรดอะมิโนเปนสวนที่อยูในซีรัมของน้ํายาง           มีคาจุด
ไอโซอิเล็กทริกหลายคา โปรตีนที่มีคาจุดไอโซอิเล็กทริกสูงสามารถสลายตัวใหประจุบวกได  เปน
สาเหตุใหน้ํายางสูญเสียสภาพ         ซ่ึงโปรตีนที่พบมากในน้ํายางสดสวนใหญเปนโปรตีนประเภท 
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อัลฟากลูโบลีน ซ่ึงมีสมบัติของสารตรงผิวของโมเลกุลมีความวองไว ดังนั้นโดยทั่วไปจะอยูระหวาง
รอยเชื่อมตอของน้ํา-อากาศ และน้ํามัน-น้ํา 
 

-  สวนของลูทอยดและสารอื่นๆ 

-  ลูทอยด 

       ลูทอยด เปนอนุภาคคอนขางกลม ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5  

ถึง 3 ไมโครเมตร  หุมดวยเยื่อบางๆภายในเยื่อบางนี้ เรียกสวนนี้วา B-serum จะมีทั้งสารละลายและ
สารที่แขวนลอยมีคา     pH 5.5 สวนใหญประกอบดวยโปรตีน โดยมีโปรตีนที่ละลายน้ําอยูประมาณ
รอยละ 3 และมีสวนของโปรตีนที่ไมละลายน้ําอยูประมาณรอยละ 2  นอกจากนี้ยังมีสวนของสาร
พวกฟอสโฟไลปดแขวนลอยประมาณรอยละ 0.5 และมีน้ําตาลและสารพวกพอลิฟนอลออกซิเดส  
ซ่ึงเปนสวนสําคัญที่ทําใหยางมีสีเหลือง หรือสีคลํ้าเมื่อสัมผัสกับออกซิเจนในอากาศ    ของเหลวใน
ลูทอยดมีคา pH 5.5 โดยประมาณ ลูทอยดหอหุมดวยเนื้อเยื่อช้ันเดียวสามารถเกิดการออสโมซิสได
งาย ดังนั้นการเติมน้ํายางสด จะทําใหลูทอยดบวมและแตกงาย ขณะที่ลูทอยดเกิดการพองตัวมีผลทํา
ใหน้ํายางมีความหนืดเพิ่มขึ้น และเมื่อลูทอยดแตกความหนืดก็จะลดลง 

ในสภาพของอากาศรอน อุณหภูมิสูงขึ้นมีผลทําใหลูทอยดแตกไดเชนกัน  
โดยของเหลวภายในลูทอยดจะขยายตัว และแตกออก เมื่อลูทอยดแตกของเหลวภายในซึ่งเปนสาร
แขวนลอยที่มีประจุบวก และอิออนของโลหะเชน แคลเซียมอิออน และแมกนีเซียมอิออน จะปะปน
รวมกันอยูภายในซีรัม ทําใหอนุภาคยางเกิดการรวมตัวกัน กอใหเกิดการอุดตันทอน้ํายาง มีผลทําให
น้ํายางหยุดไหลหลังกรีด สวนเนื้อเยื่อบางของลูทอยดที่แตกออก มีรูปรางไมแนนอนจะเกิดจากการ
จับตัวกันเองเปนกอน ติดอยูบนผิวนอกของอนุภาคยาง ทําใหยางมีขนาดโตขึ้น และเกิดการเคลื่อน
ที่ไดชาลง เปนสาเหตุหนึ่งทําใหน้ํายางเกิดการเสียสภาพได หากเติมแอมโมเนียลงไปในน้ํายางสด 
จะพบวาสวนของลูทอยด และสารพวกโลหะแมกนีเซียมจะรวมตัวกับแอมโมเนีย เกิดการตก
ตะกอนเปนตมสีน้ําตาล และสีมวง แยกตัวออกจากเนื้อยาง และเกาะรวมกันอยูดานลางสามารถแยก
ออกได 
   

-  อนุภาคเฟรย – วิสล่ิง (frey wyssling) 
                                           อนุภาคเฟรย – วิสล่ิง  เปนสารไมใชยางมีขนาดอนุภาคใหญกวาอนุภาค
ยาง    แตความหนาแนนนอยกวา มีรูปรางคอนขางกลม มีผนังลอมรอบสองชั้น มีปริมาณไมมากนัก 
ประกอบดวยเม็ดสีคาโรตินอยด ซ่ึงทําใหยางมีสีเหลืองเขม สามารถรวมตัวกับแอมโมเนียและแยก
ตัวออกจากยางมาอยูในสวนของซีรัม 
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      หากนําน้ํายางสดมาปนดวยความเร็วสูงประมาณ 20,000 รอบตอนาที จะ
สามารถแยกน้ํายางออกได 4 สวน เรียงจากดานบนถึงดานลางของภาชนะดังนี้ 

-  สวนของเนื้อยาง 
-  อนุภาคเฟรย – วิสล่ิง 
-  ซีรัม 
-  ตะกอนสีเหลือง หรือขาว ซ่ึงสวนใหญเปนสารพวกลูทอยด 

สวนของเนื้อยางอยูดานบนสุด มีลักษณะเปนครีมสีขาว    เปนอนุภาคของยาง  
อาจมีของแข็งอื่น เชน อนุมูลของโลหะอื่นเจือปนบางเล็กนอย 
    สวนที่อยูติดกับเนื้อยางมีลักษณะเปนอนุภาคเชนเดียวกับยางแตมีสีเหลือง เปน
อนุภาคของเฟรย – วิสล่ิง เวลาปนมักปนอยูในสวนของซีรัม 
     ซีรัมจะมีสีใสปนเหลืองเปนฟองงาย สวนใหญประกอบดวย โปรตีน ฟอสฟอรัส  
โปแตสเซียม  ทองแดงและแมกนีเซียม 
   สวนที่อยูช้ันลางสุด เปนตะกอนสีเหลือง น้ําตาลคล้ํา หรือสีขาว สวนใหญเปน
สารพวกโลหะหนักเชน แมกนีเซียม ฟอสฟอรัสและขี้เถา 
 
 
 
 
                                                                                                                     Rubber  fraction 
 
 
                                                                                                                            Frey  wyssling                                    
 
 
                                                                                                                      Bottom  fraction 
           C- serum 
 
 
 

รูปท่ี  2.3  สวนประกอบตางๆของน้ํายางสดเมื่อหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 
      (เสาวนีย  กอวุฒิกุลรังสี, 2540) 
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2)  น้ํายางขน 
  
 น้ํายางขน หมายถึง น้ํายางสดที่ผานการไลน้ําออกไปบางสวนเพื่อใหมีปริมาณเนื้อยางแหง
เพิ่มขึ้นเปนรอยละ 60 ของน้ําหนักน้ํายางทั้งหมด ปจจุบันความตองการน้ํายางขนเพิ่มมากขึ้น จึงได
ปรับปรุงวิธีการผลิตน้ํายางขนใหมีสมบัติที่ดีขึ้น  
 น้ํายางสดจากสวน ยังไมเหมาะจะนําไปใชในงานอุตสาหกรรม เนื่องจากมีรอยละเนื้อยาง
ต่ํา ดังนั้นจึงมีวิธีการผลิตน้ํายางขนเพื่อแยกสวนที่ไมใชยางออกไปทําใหรอยละเนื้อยางสูงขึ้น และ
งายตอการเก็บรักษา 
 การผลิตน้ํายางขนในทางการคาแบงออกเปน 4 วิธีคือ 

-  วิธีทําใหเกิดครีม 
-  วิธีใชเครื่องหมุนเหวี่ยง 
-  วิธีทําใหน้ําระเหย 
-  วิธีการแยกดวยไฟฟา 

แตวิธีที่นิยมมากในปจจุบันคือวิธีใชเครื่องหมุนเหวี่ยง       น้ํายางขนที่ไดสามารถนําไปทํา 
ผลิตภัณฑยางสําเร็จรูปไดแทบทุกชนิด เครื่องหมุนเหวี่ยงที่ใชเรียกวา latex separator หรือ latex 
concentrator  เปนการหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกยางซึ่งเบากวา (ความถวงจําเพาะ 0.92) ออกจากของเหลว
ที่หนักกวา (ความถวงจําเพาะ 1.02)  
 น้ํายางขนสามารถแบงไดเปน  2 ประเภท 

(1)  HA latex (High Ammonia latex)  ใชแอมโมเนียสูงถึง 0.7 เปอรเซ็นตเพื่อรักษาสภาพ
น้ํายาง 

(2)  LA latex (Low Ammonia latex)   ใชแอมโมเนีย 0.2 เปอรเซ็นตในน้ํายาง และสารเคมี
อ่ืนๆ เชน boric acid 0.2 เปอรเซ็นต santrobrite 0.2 เปอรเซ็นต อยูดวย เปนตน 

น้ํายางขนสามารถนําไปแปรรูปเปนยางวัตถุดิบขั้นตน (crude rubber) ไดหลายชนิด ขึ้นอยู
กับวาจะตองการนําไปผลิตเปนผลิตภัณฑขั้นสุดทายประเภทใด น้ํายางขนก็จัดวาเปนยางวัตถุดิบขั้น
ตนชนิดหนึ่ง นอกจากน้ํายางขนแลวยังมียางประเภทอื่นๆ อีกเชน ยางแผน ยางแผนรมควัน ยางแผน
ผ่ึงแหง ยางเครพและยางแทง เปนตน 
 แตไมวาการที่นําน้ํายางมาแปรสภาพใหเปนอะไรตอไปก็ตาม จะตองกรองน้ํายางเอาฝุนผง 
และส่ิงสกปรกออกเสียกอน  มิฉะนั้นสิ่งที่ไดจากการแปรสภาพไปนั้นจะไมอยูในมาตรฐาน แมวา
จะยังจําหนายไดก็ตาม 
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3)  การจับตัวของน้ํายาง  (บุญธรรม นิธิอุทัย, 2530) 
 
 น้ํายางสดสามารถจับตัวไดเองตามธรรมชาติโดยไมตองเติมสารเคมี  แตการจับตัวอยาง
สมบูรณของน้ํายางธรรมชาตินั้นตองใชเวลานานมาก (มากกวา 36 ช่ัวโมง)  จึงจะไดกอนยางที่พอ
จับถือเคลื่อนยายไปสูขั้นตอนการผลิตตอๆไป  ดังนั้นถาตองการน้ํายางสดไปผลิตเปนยางดิบแหง
ชนิดตางๆ จึงทําใหน้ํายางจับตัวในระยะเวลาที่กําหนดเพื่อเปนการประหยัดเวลาและเนื้อที่ที่ใชใน
การเก็บรักษา  และเพื่อใหไดกอนยางจับตัวที่มีลักษณะตรงกับความตองการ  ทั้งนี้โดยการใชสาร
เคมีทําใหน้ํายางจับตัว  (coagulant) สารเคมีที่ทําใหน้ํายางจับตัวที่สําคัญ ไดแก กรดฟอรมิก กรดอะ
ซิติก เมื่อกรดแตกตัวจะใหอนุมูลไฮโดรเจน (H+) และอนุมูลนี้จะทําปฏิกิริยากับอนุมูลลบของคาร
บอกซิเลต (R.COO-) ที่อยูรอบๆอนุภาคยาง 
   H+      +     R.COO-                                    R.COOH  (fatty acid) 
 เกิดกรดไขมัน (fatty acid)  ขึ้นรอบๆอนุภาคยาง  กรดนี้ไมละลายน้ํา  ไมแตกตัวเปนน้ํา  
เมื่อเกิดปฏิกิริยาดังกลาวพลังงานรอบๆอนุภาคยางลดลงเปนศูนย  ช้ันหอหุมอนุภาคยางแฟบลง  
สวนของโมเลกุลที่เปนน้ํา  (hydration  sheath)  ที่เคยหอหุมอนุภาคยางอยูแตเดิมจะกระจายไปน้ํา
ยางขณะนี้จึงอยูในสภาพจับตัวเปนกอนโคแอกูลัมอยางรวดเร็ว 
 สารเคมีที่ทําใหน้ํายางจับตัวนิยมใชกรดกํามะถัน  เพราะมีราคาถูก แตไมแนะนําในการใช
กรดกํามะถันในการทํายางแทงและยางแผนเพราะจะทําใหยางมีสีไมสวย  และยังทําใหยางมีปริมาณ
ผลเถาสูงอีกดวย (บุญธรรม นิธิอุทัย, 2530) 
 
4) การรักษาสภาพของน้ํายาง (วราภรณ ขจรไชยกุล, 2534) 
 
 น้ํายางสด  เปนสารแขวนลอยที่มีสวนของอนุภาค (rubber particle) แขวนลอยกระจายอยู
ในตัวกลางที่เรียกวา serum ในน้ํายางมีสวนของสารโปรตีน สวนหนึ่งของสารโปรตีนนี้จะดูดซับอยู
รอบผิวอนุภาคยาง (hydrated protein envelope) ช้ันหอหุมนี้มีความสําคัญตอสถานะความคงตัวเปน
ของเหลวของน้ํายาง  เพราะชั้นโปรตีนนี้ปองกันไมใหอนุภาคยางรวมตัวกัน 
 นอกจากชั้นโปรตีนจะหอหุม ทําหนาที่รักษาสถานะการเปนของเหลวใหน้ํายางแลว  ใน
ช้ันโปรตีนนี้  ยังมีอนุมูลลบของคารบอกซีเลต (carboxylate R.COO-) ซ่ึงกอใหเกิดการผลักกัน
ระหวางอนุภาคยาง  นั่นคือน้ํายางคงสภาพเปนของเหลวอยูไดดวยปจจัยสําคัญ 2 ประการ คือช้ัน
โปรตีนที่หอหุมอนุภาคยาง  และอนุมูลประจุลบของคารบอกซีเลต 
 การเสียสภาพจากการเปนของเหลวของน้ํายาง  จะเกิดขึ้นเมื่อมีการทําลายปจจัยสําคัญทั้ง
สองดังกลาวขางตน  เชนการสูญเสียน้ํา (dehydrated) ในชั้นโปรตีน       การทําลายอนุมูลลบของ
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คารบอกซีเลต  เมื่อสภาพของน้ํายางถูกกระทบกระเทือนดังกลาวนี้  จะทําใหอนุภาคยางจับตัวกัน
เปนกอน เรียกวา โคแอกูลัม (coagulum) แยกจากสวนของ serum  
 
5)  โปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ   (Hasma  H., 1992) 

 
(1)  ลักษณะของโปรตีนในน้ํายางสด 
           น้ํายางธรรมชาติประกอบดวยอนุภาคยางที่แขวนลอยกระจายอยูในของเหลวที่เรียก 

กันวา   serum  นอกจากอนุภาคยางแลวยังมีองคประกอบอื่นที่ไมใชยาง  ไดแก  โปรตีน  ไขมัน  
คารโบไฮเดรต และสารอนินทรียอ่ืนๆ เชน  แมกนีเซียม  แคลเซียม  เหล็ก สังกะสี ทองแดง และ  
แมงกานีส เปนตน   โดยที่โปรตีนที่เปนหนึ่งในสารที่ไมใชยางนี้จะมีอยูประมาณ 1.5 % โดยเฉลี่ย 
หรือคิดเปน 30-50 มิลลิกรัมตอกรัมยางแหง  โปรตีนในน้ํายางนี้จะกระจายอยูในสวนที่เปนเนื้อยาง 
27 % ในสวน B-serum 25 %  และ C- serum  48 %  ดังมีรายละเอียดดังนี้ 

- โปรตีนที่อยูในสวนเนื้อยางจะเกาะอยูที่ผิวของอนุภาคยาง  สวนใหญเปน 
โปรตีนที่ไมละลายน้ํา  แตสามารถถูกสกัดไดโดยสารลดแรงตึงผิว เชน  sodium dodecyl sulphate    
(SDS) หรือตัวทําละลายอินทรีย  เชน ตัวทําละลายผสม chloroform- methanol  แตอยางไรก็ตาม 
โปรตีนในสวนของเนื้อยางบางสวน (1 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหง)  สามารถละลายน้ําไดและ
สามารถสกัดไดดวยแอมโมเนีย  โปรตีนสวนนั้นเปนโปรตีนที่มีคา Isoelectric point (pI)  ระหวาง 
3.5-6.0 น้ําหนักโมเลกุล 14.0 และ 66.0  กิโลดาลตัน (kD) 

- โปรตีนที่อยูในสวน serum  เปนโปรตีนที่ละลายน้ําไดที่อยูใน B-serum และ  
C - serum  ประกอบดวย cationic และ anionic proteins ที่มีคา  pI  (คา pH ที่ประจุรวมของโปรตีนมี
คาเปนศูนย)  ตั้งแต 3.5-9.5  และมีน้ําหนักโมเลกุล  ตั้งแตนอยกวา 14  กิโลดาลตัน เชน  Hevein    
(5 kD) มีคา  pI  4.7  พบไดใน B-serum ไปจนถึงมากกวา 100 kD  แตสวนใหญเปน anionic 
proteins ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 14.0 และ 66.0 kD 
 

(2)  ลักษณะของโปรตีนในน้ํายางขน   
น้ํายางขนเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑจากน้ํายางชนิดตางๆ ทําจากน้ํายางสด 

ซ่ึงมีปริมาณเนื้อยางแหงประมาณ 60 % เพื่อใหสะดวกในการนําไปขึ้นรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ  การ
ทําน้ํายางขนสามารถทําได 3 วิธี คือ การใชเครื่องปนแยก  การทําใหเปนครีมและการระเหยน้ํา  แต 
น้ํายางขนที่ผลิตในเชิงอุตสาหกรรมจะเปนน้ํายางขนที่ไดโดยวิธีการใชเครื่องปนแยก  เมื่อน้ํายางสด
จากตนยางผานกระบวนการไปเปนน้ํายางขน  ทําใหโปรตีนในยางบางสวนสูญเสียไปกับ serum ที่
ถูกแยกออกไป  และปริมาณโปรตีนสามารถลดลงจาก  30-50 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหงไปเปน 
16-26 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหง  ซ่ึงกระจายอยูระหวางสวนของเนื้อยางและสวนของ serum 
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โปรตีนที่เกาะอยูที่อนุภาคยางเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 14.0และ 24.0 kD เชนเดียวกับในน้ํา
ยางสด  แตเร่ืองของปริมาณอาจลดลงเนื่องจากถูกสกัดออกมาจากผิวเม็ดยางโดยแอมโมเนียที่ใช
รักษาสภาพน้ํายาง  โปรตีนที่เหลืออยูในน้ํายางขนสวนใหญเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 
14.0 kD  
 

(3)  โปรตีนกับอาการแพ  (พญ. สุวิรากร  โอภาสวงศ, 2539) 
       การแพยางเปนที่รูจักในวงการแพทยมากวา 60 ปแลว  โดยที่ลักษณะการแพเปนแบบ
ผิวหนังอักเสบบริเวณที่สัมผัสยาง  ซ่ึงอาจเปนถุงมือยาง  รองเทาแตะยาง  ถุงยางอนามัย  จากการ
ทดสอบภูมิแพทางผิวหนังพบวาเกิดจากอาการแพสารที่ใชในกระบวนการผลิตยาง ไดแกสารที่ใช
เปนตัวเรง  (accelerator) และสารปองกันออกซิเดชัน (antioxidation)   การแพลักษณะนี้ไมเปน
อันตราย เมื่อหยุดสัมผัสผ่ืนก็จะหายไป 
     ตอมาเมื่อป พ.ศ. 2522  มีรายงานการแพโปรตีนในยางเปนรายแรกโดยเปน   การแพ
แบบเฉียบพลัน  ลักษณะเปนผ่ืนลมพิษโดยที่ไมมีการแพสารที่ใชในกระบวนการผลิตยางอยางที่เคย
ทราบกัน   ตั้งแตนั้นมาแพทยนานาชาติก็ใหความสําคัญตอการแพชนิดนี้  ชวง 10 ป หลังจากนี้การ
การรายงานการแพโปรตีนจากยางธรรมชาติเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  โดยรายงานมากกวา 600 ราย  ที่
เกิดการแพยางแบบเฉียบพลันและรุนแรง โดยที่ในจํานวนนี้มี 16 ราย มีอาการถึงแกชีวิตดวย 
  จากการสํารวจประชากรทั่วไปในสหรัฐอเมริกาและฟนแลนดพบวาประมาณ 1-2%      
ของประชากรมีการแพยาง  ผูที่มีโอกาสแพยางสูง ไดแก 

-  บุคลากรทางการแพทย  มีการศึกษาสถิติพบวาบุคลากรทางแพทยมีการแพได   4-11 %   
ขึ้นอยูกับความบอยของการใชถุงมือยาง โดยเฉพาะศัลยแพทยและพยาบาลหองผาตัด ยิ่งในปจจุบัน
การใชถุงมือยางเพื่อปองกันการติดเชื้อเอดส จึงทําใหมีอัตราการแพสูง 

-  ผูที่มีอาชีพสัมผัสกับยางทุกวัน  เชน ผูที่ทํางานในโรงงานทําถุงมือยาง  ทําเครื่องมือ 
แพทยจากยาง 

-  ผูปวยที่มีความผิดปกติทางระบบประสาทตั้งแตกําเนิดที่มีการใสสายสวนทางเดิน 
ปสสาวะบอยๆทําใหมีโอกาสสัมผัสกับยางโดยการสัมผัสทางเนื้อเยื่อ เชน เยื่อบุทางเดินอาหาร  
ทวารหนัก  ซ่ึงทําใหอัตราการแพเพิ่มมากขึ้น 

-  ผูปวยที่ไดรับการสวนสายเอกซเรยทางเดินอาหาร (barium enema) ดวยสายยางที่มี 
ปลายเปนยาง 
    สําหรับอาการของผูที่แพมีตั้งแตเล็กนอยไปจนถึงมากได คือ ตั้งแตอาการแสบๆคันๆ 
เวลาใสถุงมือยางใหมอาจมีผ่ืนหรือไมก็ได  ผ่ืนอาจเปนแคผ่ืนแดง  บวมแบบมีลมพิษ       มีอาการ
น้ํามูก  น้ําตาไหล  หรือในรายที่เปนมานานๆจะเกิดผ่ืนแบบผิวหนังอักเสบได  ในบางครั้งทําใหเกิด
อาการระคายเคือง คัน แสบ ภายหลังจากใสถุงมือนานเปนชั่วโมงหรือนอยกวา  ในรายที่แพมากอาจ
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มีอาการทางระบบภายในรวมดวย คือ อาการแนนหนาอกหายใจไมออก ปวดทอง ทองเสีย หอบ หืด 
หรือถึงแกความตายได  อาการอาจคอยเปนคอยไปหรือรุนแรงในครั้งแรกก็ได 
     การพิสูจนการแพแบบผิวหนังอักเสบ      ทําไดโดยการทดสอบปดแผนหลังโดยวิธี
แพทชเทส (patch test) สวนการแพแบบเฉียบพลันทําไดโดยการสะกิดผิวหนัง (prick test) เนื่องจาก
มีรายงานวาการทดสอบดวยวิธีนี้อาจทําใหเกิดการแพถึงแกชีวิตไดเหมือนกับการทดสอบดวยยา
เพนนิซิลิน  จงึแนะนําใหทดสอบขั้นตนดวยการทดสอบโดยการใช (use test) กอน  โดยใชถุงมือตัด
ออกเฉพาะนิ้วนาน 15 นาที ถอดออกแลวอานผล ถาไมเกิดอาการใหใสทิ้งไวทั้งมือ 15 นาที หากไม
เกิดอาการจึงทําการทดสอบดวยวิธีสะกิด  โดยใชถุงมือของผูปวยและสารมาตรฐาน 
      การปองกันการแพยางโดยการหลีกเลี่ยงการสัมผัสกับยางเปนสิ่งที่เปนไปไดยาก   โดย
เฉพาะบุคลากรทางแพทย  หากรูวาแพถุงมือยางใหใชถุงมือที่ทําจากยางสังเคราะห เชน neoprene 
glove หรือ vinyl  glove หรือใสถุงมือผาไวกอนใสถุงมือยาง   
  ในปจจุบันปญหานี้ยังไมมีรายงานในประเทศไทย แตเปนสิ่งที่ไมควรประมาทเพราะ
สามารถทําใหเกิดอันตรายถึงชีวิตได 
 
      น้ํายางผสมสารเคมีจะมีปริมาณโปรตีนที่สกัดไดอยูประมาณ 1 มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยาง
แหง  ซ่ึงเปนผลมาจากการมี KOH และสารลดแรงตึงผิวจึงสามารถทําการละลายโปรตีนไดมากขึ้น    
อยางไรก็ตามการใหความรอนกับน้ํายางผสมสารเคมีหรือแผนฟลมที่ไดจากน้ํายางผสมสารเคมีนั้น  
ทําใหสามารถวัดปริมาณโปรตีนที่สกัดไดเพิ่มขึ้นถึง 2  มิลลิกรัมตอกรัมเนื้อยางแหง หรือมากกวา  
และแมจะทําการชะละลายสารเคมี (leaching) เพื่อลดปริมาณสารตกคางไดบาง (การชะละลายสาร
เคมีที่ตกคางเปนวิธีมาตรฐานในกระบวนการผลิตถุงมือยาง  โดยมีจุดประสงคที่จะชะละลายสารที่
ละลายน้ําไดออกไป เพื่อลดการเกิดสีขุน  การเปลี่ยนสีหรือการดูดน้ําของผลิตภัณฑ) การชะละลาย
นี้สามารถทําได 2 แบบ คือ แบบ dry film leaching หมายถึงเมื่อผานการทําใหคงรูปแลว จึงผานไป
ในถังชะละลายทําใหแหงแลวถอดออกจากพิมพ และแบบ wet gel leaching  ซ่ึงหมายถึงเมื่อจุม
พิมพลงในถังน้ํายาง ทําใหหมาด แลวผานไปในถังชะละลาย กอนทําใหแหงและทําใหคงรูปตาม
ลําดับ โดยที่การชะละลายเปนกระบวนการที่ควบคุมโดยการแพรของสารเคมีในตัวกลาง   2    แบบ 
(diffusion  controlled  process)  การทํา  wet  gel  leaching  จะมีประสิทธิภาพมากกวา  dry  film  
leaching  ในการกําจัดสารที่ละลายน้ําได  แตในขั้นตอนการทําใหแหง  ก็ทําใหฟลมไดรับความรอน
อีก  และจะวัดปริมาณโปรตีนที่สกัดไดเพิ่มมากขึ้น  ดวยเหตุนี้การทําใหการทํา  dry  film  leaching 
มีความจําเปนในกระบวนการผลิตถุงมือยางและถุงยางอนามัย  ซ่ึงตองเปนผลิตภัณฑที่มีปริมาณ
โปรตีนที่สกัดไดนอย  อยางไรก็ตาม  wet  gel  leaching  ก็สามารถกําจัดโปรตีนไดในระดับหนึ่ง 
แตการที่ถุงมือในพิมพตองผานขั้นตอนการทําใหยางคงรูปซึ่งใชอุณหภูมิประมาณ  120 องศา
เซลเซียสนั้น  จะทําใหโปรตีนเคลื่อนยายมาอยูที่ผิวของถุงมือยาง  เมื่อมีการตรวจปริมาณโปรตีนก็
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จะไดปริมาณโปรตีนที่สกัดไดมากเชนเดิม  สวน  dry  film  leaching  นั้น  หลังการชะละลายควร
ทําใหแหงที่อุณหภูมิต่ํา  เพื่อปองกันการเคลื่อนยายของโปรตีนมาที่ผิวของถุงมือยาง (นุชนาฎ ณ 
ระนอง และ วราภรณ ขจรไชยกุล, 2539) 
 
 ในเนื้อยางพบวามีโปรตีนปริมาณเล็กนอย  โดยโปรตีนจะเกาะและถูกดูดซับอยูที่ผิวของ
อนุภาคยาง  ประกอบดวยโปรตีนที่มีขั้วหรือชอบน้ํา (hydrophilic) ของโปรตีน  เชื่อวาจะมีผลตอ
สมบัติของยางในหลายๆสวน  โปรตีนทําใหเกิดการ  crosslink บางสวนมากเกินไป  อีกทั้งทําใหคา
มอดูลัสเปลี่ยนไปดวยเพราะมีความไวตอความชื้น  น้ําจะถูกดูดซับดวยโปรตีนและสารที่ชอบน้ํา
อ่ืนๆ ทําใหเพิ่มคา   stress  relaxation   หรืองายตอการเสียรูปของยางเมื่อรับแรง          เปนผลใหคา
มอดูลัสลดลง  จากปญหาขางตนจะเห็นวาการผลิตยางที่มีโปรตีนต่ํามากจะชวยปรับปรุงสมบัติของ
ยางได (พรฤดี  มุงสมานกูล, 2535) 
 โดยสรุปการกําจัดโปรตีนมี  3 วิธีใหญๆดวยกันคือ 

- การกําจัดทางเคมี  โดยแชยางในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  24 ช่ัวโมง  
โปรตีนจะถูกไฮโดรไลซดวยปฏิกิริยาเคมี 

- การกําจัดดวยวิธีชะละลายออกจากผิวยาง  เชนใชสารลดแรงตึงผิวหรือตัวทํา 
ละลาย  และมีการใชคารบอนไดออกไซดเหลวในการไลโปรตีนออกจากเม็ดยาง 

-  การกําจัดทางชีวเคมี  โดยใชเอนไซมชนิด  proteolytic  เชน   papain, trypsin,  
alcalase เปนตน  ซ่ึงจะไฮโดรไลซโปรตีนเปนเพปไทดและกรดอะมิโนสายสั้นๆ ทําใหละลายน้ําได
ตอไป 
 

H. Y. Yeang และ Faridah Yusof  (1993)  ศึกษาความแตกตางระหวางปริมาณ extractable 
protein  ที่ชะละลายไดจากผิวดานในและดานนอกของถุงมือตรวจโรคที่ผลิตจากยางธรรมชาติ พบ
วา ปริมาณ extractable protein  ที่ถูกชะละลายจากถุงมือยางบริเวณผิวดานในมีมากกวาดานนอก 
คิดเปนอัตราสวนโดยเฉลี่ย 26.7 เทา และปริมาณ extractable protein ที่ถูกชะละลายออกจากผิวดาน
ในบริเวณนิ้วของถุงมือยางมีมากกวาดานนอก 

 
 
A. R. Shamsul Bahli, Samsidar Hamzah และ H. Y. Yeang   (1993)  ไดพิสูจนวา แปงขาว

โพดและสารชวยในการจับตัวไมใชสาเหตุที่ทําใหปริมาณ extractable protein ที่ผิวดานในถุงมือยาง
มีมากกวาผิวดานนอก  เนื่องจากมีขอสันนิษฐาน 2 ประการ ดังนี้ 

- ในกระบวนการผลิตนั้น แปงขาวโพดจะถูกนํามาใชเปนสารหลอล่ืน เพื่อให 
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ใสถุงมือยางไดสะดวก  ดังนั้นกอนถอดถุงมือยางออกจากพิมพ ถุงมือยางจะถูกจุมลงแปงขาวโพด  
ดังนั้นแปงขาวโพดจะเคลือบอยูที่ผิวดานในของถุงมือยาง  เมื่อถอดถุงมือยางออกจากพิมพแลวมี
การสันนิษฐานวา แปงขาวโพดอาจเปนสาเหตุที่ทําใหปริมาณ extractable  protein  ที่ผิวดานในถุง
มือยางมีมากกวาดานนอก  โดยเม็ดแปงจะให extractable protein  มาเกาะที่เม็ดแปง 

- แบบพิมพของถุงมือยางกอนที่จะจุมลงในน้ํายาง  จะถูกเคลือบที่ผิวดวยสารที่ 
ชวยในการจับตัว  สันนิษฐานวาสารนั้นจะขวางกั้นไมให extractable protein  ถูกชะละลายออกจาก
ผิวได  จากการทดลองพบวาแปงขาวโพดและสารชวยในการจับตัวไมมีผลตอความแตกตางของ
ปริมาณ extractable protein  ที่สกัดไดจากผิวดานในและดานนอกของถุงมือยาง 

 
K.Makuuchi (1997)  ไดศึกษาผลของการวัลคาไนซยางดวยรังสี โดยใชฟลมยางที่ไดจาก

น้ํายางธรรมชาติวัลคาไนซดวยรังสี (RVNRL)  หลังจากนั้นนําไปชะละลายพบวา ปริมาณ 
extractable protein ต่ําลงเนื่องจาก โปรตีนดังกลาวเสื่อมสลายดวยอนุภาครังสี ทําใหมีโมเลกุลที่เล็ก
ลงสามารถชะละลายออกดวยน้ําไดงายขึ้น ตอมามีการศึกษาตอเพื่อผลิตน้ํายางปราศจากโปรตีนโดย
ใช field latex หรือ HA-latex  มาฉายรังสี เมื่อนํามาเจือจางดวยน้ําแลวทําการ centrifuge จะไดน้ํา
ยางปราศจากโปรตีน 
  
2.2  โปรตีนเซลลเดี่ยว 
 

โปรตีนเซลลเดี่ยว (single cell protein) เขียนยอๆวา SCP ก็คือโปรตีนจากจุลินทรียซ่ึงไดแก 
ยีสต สาหราย เชื้อรา และแบคทีเรีย ไมจําเปนจะตองเปนจุลินทรียที่มีเซลลเดียว (unicellular) ซ่ึงได
แก แบคทีเรีย ยีสต และสาหรายบางชนิด แตรวมถึงจุลินทรียที่มีหลายเซลล (multicellular) ไดแก 
เชื้อราและสาหราย 
 โปรตีนเซลลเดี่ยวเริ่มไดรับความสนใจเมื่อองคการอนามัยโลก (WHO) ไดจัดตั้งหนวยงาน
หนึ่ง เพื่อหาแหลงโปรตีนใหมสําหรับมนุษย ซ่ึงจะตองมีความปลอดภัยและเหมาะสําหรับเปน
อาหารของมนุษย (Food) หรือเปนอาหารสัตว (Feed) หนวยงานนี้คือ Protein Advisory Group โดย
จัดตั้งเมื่อป ค.ศ. 1955  
 สาเหตุที่โปรตีนเซลลเดี่ยวเปนที่สนใจเพราะการขาดแคลนอาหารโปรตีนในขณะที่จํานวน
ประชากรของโลกมีเพิ่มมากขึ้นอยางรวดเร็ว ทําใหตองหาแหลงอาหารที่มีโปรตีนสูงมาทดแทน
แหลงโปรตีนเดิมที่มีราคาคอนขางแพงและมีปริมาณนอยเชน โปรตีนจากถั่วเหลือง  โปรตีนจาก
เนื้อสัตว   ดังนั้นจึงมุงไปที่การหาแหลงโปรตีนจากจุลินทรีย ซ่ึงก็คือโปรตีนเซลลเดี่ยว    โดยใช
วัตถุดิบที่มีราคาถูกและหาไดงายในทองถ่ิน หรือเปนวัสดุเหลือใช        เนื่องจากวัสดุเหลือใชสวน
ใหญจะมีองคประกอบของสารอินทรียอยูสูง เปนที่ยอมรับของนักเทคโนโลยีชีวภาพวาการแปรรูป
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สารอินทรียและอ่ืนๆในวัสดุเหลือใชเปนสารที่มีประโยชนและมีราคา โดยใชจุลินทรียเปนวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสูงสุด         โดยเฉพาะอยางยิ่งการแปรรูปเปนเซลลจุลินทรียที่มีโปรตีนและคุณคาทาง
อาหารอื่นๆสูง เหมาะสําหรับเปนอาหารสัตวหรืออาหารเสริมในสัตว  (Ravindra, A.P.,2000) 
 
1)  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว  (Moss และ Smith, 1977) 
 
 โปรตีนเซลลเดี่ยวเปนที่หวังวาจะเปนแหลงอาหารโปรตีนของโลก ที่กําลังขาดแคลน
อาหารโดยเฉพาะโปรตีน เพราะ 

(1)  ราคาถูก เนื่องจากใชวัตถุดิบราคาถูก สามารถใชวัตถุดิบไดหลายชนิด รวมทั้งวัสดุ
เหลือใชจากโรงงานอุตสาหกรรมและการเกษตร 

(2)  การเลี้ยงใชระยะเวลาสั้น เนื่องจากมีอัตราการเจริญเร็ว โดยแบคทีเรียมีอัตราการเจริญ
สูงสุดคือประมาณ 0.3-2.0 ช่ัวโมง ยีสตรองลงมาคือ 1-3 ช่ัวโมง สาหรายประมาณ 2-6 ช่ัวโมง และ
เชื้อราประมาณ 4-12 ช่ัวโมง 

(3)  ประหยัดเนื้อที่ในการผลิต ซ่ึงถาเปรียบเทียบกับพืชหรือสัตว จะเห็นวาการผลิตโปรตีน 
เซลลเดียวใชพื้นที่นอยกวามาก ในการผลิตเพื่อใหไดปริมาณโปรตีนเทากัน 

(4)  มีโปรตีนสูงประมาณ 7-12 กรัม โปรตีนไนโตรเจน ตอ 100 กรัม น้ําหนักแหง      มี
กรดอะมิโนจําเปนคลายกับสัตว แตสังเคราะหไดเร็วกวาพืชและสัตว    ในโปรตีนเซลลเดี่ยวจะมี 
ไลซิน  เมไทโอนินและทริปโตเฟน ซ่ึงโปรตีนจากพืชมักจะขาด 

ถึงแมวาการใชโปรตีนเซลลเดี่ยวเปนแหลงอาหารโปรตีนจะมีขอดีหลายประการดังกลาว 
แตการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวตองใชเทคโนโลยีที่สูงมาก  รวมทั้งบุคลากรในการผลิตและควบคุม 
ตลอดจนอุปกรณที่ใชก็มีราคาสูงมาก จะตองมีการศึกษาในแงเศรษฐศาสตรควบคูไปกับการลงทุน
อ่ืนๆ ซ่ึงถาพิจารณาถึงผลในระยะยาวจะเห็นไดวาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจะไดผลตอบแทนที่คุม
คา ในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวแบบมาตรฐานทั่วๆไป จะมีขั้นตอนตางๆ ดังแสดงในรูปที่ 2.4 และ
รูปที่ 2.5 
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รูปท่ี 2.4 ไดอะแกรมแสดงถึงขั้นตอนการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว (Reedและ Nagodawithana,1995) 

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

      
 

รูปท่ี 2.5  การเตรียมวัตถุดิบเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว (Ravindra,2000) 
 
 ในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวตองการเซลลที่ประกอบดวยโปรตีนสูง สวนคารโบไฮเดรต 
กรดนิวคลีอิค ไขมันตองการปริมาณต่ํา และสามารถแขงขันกับโปรตีนจากพืชหรือปลาปนได สวน
ประกอบทางเคมีของเซลลนอกจากขึ้นกับชนิดของเชื้อแลว โดยทั่วไปขึ้นกับอาหารและสภาพการ
เจริญ ถาไนโตรเจนนอยจะเปนตัวจํากัดการเจริญเติบโต 
 
2) วัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 

วัตถุดิบที่ใชในการผลิตมวลชีวภาพของยีสต  ควรเปนแหลงอาหารและพลังงานที่ 
เหมาะสมตอการเติบโตของยีสต          โดยพบวาวัตถุดิบที่ไดจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรและ
อุตสาหกรรมมีปริมาณมาก  กอใหเกิดปญหาตอส่ิงแวดลอม  สามารถนํามาใชเปนแหลงอาหารและ
พลังงานที่สําคัญ  เนื่องจากวัสดุเหลือใชสวนใหญมีสวนประกอบของสารอินทรียสูง  เปนที่ยอมรับ
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ของนักเทคโนโลยีชีวภาพวา   การแปรรูปสารอินทรียและอ่ืนๆ ในวัสดุเหลือใชเปนสารที่มี
ประโยชนและมีราคาโดยจุลินทรียเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุด  โดยเฉพาะอยางยิ่งการแปรรูป
เปนเซลลจุลินทรียที่มีโปรตีนที่มีคุณคาทางอาหารอื่นๆสูง ซ่ึงเหมาะสําหรับเปนอาหารสัตวหรือ
อาหารเสริมใหสัตว (Goldberg, 1985)  สําหรับวัสดุเหลือใชทางธรรมชาติมีหลายประเภทที่นํามาใช
ในการผลิตมวลชีวภาพของยีสต  สวนใหญเปนวัตถุดิบประเภทคารโบไฮเดรตสามารถแยกออกเปน
แซ็กคาไรด  (saccharide)  และพอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide)  ควรมีสารอาหารที่เหมาะสําหรับ
การเติบโตของยีสต       โดยอยูในสภาพที่งายตอการนําไปใช         พบวาวัตถุดิบเหลือใชประเภท
พอลิแซ็กคาไรด  ตองผานกระบวนการปรับปรุง (pre-treatment) กอนนําไปใช  ทําใหตนทุนการ
ผลิตสูง      (Hedenskog, 1973)   ในขณะที่ Gaden  (1974) แบงวัตถุดิบสําหรับการผลิตมวลชีวภาพ
ของยีสต ออกเปน 2 ประเภทใหญๆ คือ ไฮโดรคารบอน  และคารโบไฮเดรต 
 

(1)  ไฮโดรคารบอน 
ไฮโดรคารบอนมีทั้งที่อยูในสภาพเปนของเหลว  เชน  เมทานอล  เอทานอล    และ 

พาราฟน      สวนไฮโดรคารบอนในสภาพแกส  เชน มีเทน  บิวเทน  โพรเพน และอีเทน เปนตน  
จุดเริ่มตนที่สนใจใชสารประกอบนี้เปนวัตถุดิบเริ่มโดยบริษัท  British  Petroleum (BP)  บริษัท 
Kanegafushi Chemical Industry  และบริษัท Dianippon  Ink  Chemical  ตางสนใจใชสารประกอบ
แอลเคนของปโตรเลียมเปนวัตถุดิบเพราะมีปริมาณมาก  ราคาถูก  และมีความบริสุทธิ์สูง  แตในชวง
นั้นอยูในวิกฤตการณน้ํามัน  ทําใหความสนใจในการนําสารพวกนี้มาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตมวล
ชีวภาพโดยใชสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงอาหาร  ไดแก C. utilis,  C. tropicalis   และ     
C. lipolytica  (Peppler, 1970)   ขณะที่ Gharsallah (1993)  ไดศึกษาถึงความเปนพิษของมวลชีวภาพ
ของยีสตเมื่อใชสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงอาหาร  พบวาองคประกอบภายในเซลลยีสต
มีสารพวกโลหะหนัก  รวมทั้งสารประกอบพอลิไซคลิก (polycyclic) ซ่ึงเปนสารกอมะเร็ง 
 

(2)  คารโบไฮเดรต 
คารโบไฮเดรต ไดแก น้ําตาล  แปง  เซลลูโลส  รวมทั้งของเหลือใชทางการเกษตร 

และอุตสาหกรรม  โดยวัตถุดิบที่เปนแปงหรือเซลลูโลสจะตองผานกระบวนการยอยทางเคมีหรือ
เอนไซมเพื่อเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาลกอน โดยเฉพาะมันสําปะหลังมีแปงเปนสวนใหญ นิยมใช
เปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวเนื่องจากหางาย ราคาถูกและมีทุกฤดูกาล นอกจากนี้
พบวานิยมนํากากน้ําตาลและน้ําทิ้งจากโรงงานทํากระดาษ  (spent  sulfite  waste  liquor)  มาใชเปน
อาหารสําหรับการเลี้ยงยีสต  (Snyder, 1970)  สําหรับกากน้ําตาลเปนของเหลือจากโรงงานน้ําตาล  
เปนสวนที่ไมตกผลึกของน้ําออยเมื่อนําไปเคี่ยวทําน้ําตาล  ในกากน้ําตาลมีน้ําตาลตางๆมากมาย เชน 
กลูโคส  ฟรักโตสและซูโครส  กากน้ําตาลที่นิยมใชในการผลิตมวลชีวภาพของยีสตมี 2 ประเภทคือ 
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กากน้ําตาลจากออย และกากน้ําตาลจากหัวบีท (Suomalainen และคณะ, 1970)   นิยมนํามาเปน
แหลงอาหารในการเลี้ยงยีสต  C. utilis   สําหรับการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของยีสต       และ 
S. cerevisiae  สําหรับใชเปนแหลงอาหารในการผลิตเอธานอลและยีสตขนมอบ (baker’ s yeast)  
สวนน้ําทิ้งจากโรงงานทํากระดาษมีน้ําตาลเปนองคประกอบ 15-22 เปอรเซ็นต        สวนใหญเปน
น้ําตาลเฮกโซส  นิยมนํามาใชเล้ียงยีสต  C. utilis      โดยเฉพาะในยุโรปนิยมเลี้ยงยีสต  C. tropicalis  
(Peppler, 1968 ; Reed และ Peppler, 1973) 
 

ตารางที่ 2.2 บริษัทผูผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย (Reed  Nagodawithana, 1995) 
 

ระดับ
การ
ผลิต 

บริษัท ประเทศ 
ผูผลิต 

วัตถุดิบ ชนิดของ 
จุลินทรีย 

ขนาดผลิต 
(ตันตอป) 

British  petroleum อังกฤษ แอลเคน ยีสต 4,000 

Chinese  
Petroleum ไตหวัน แอลเคน ยีสต 1,000 

Imperial Chemical  
Industries 

อังกฤษ เมทานอล แบคทีเรีย 1,000 

Kanegafuchi ญี่ปุน แอลเคน ยีสต 5,000 

Milbrew อังกฤษ หางนม ยีสต 5,000 
Shell เนเธอรแลนด เมทานอล แบคทีเรีย 1,000 

วิจัย
และ
การ
สาธิต 

Svenska- Sockker สวีเดน แปงมันฝร่ัง ยีสต 2,000 

British Petroleum อังกฤษ น้ํามันกาซ ยีสต 20,000 
Imperial  
Chemical  
Industries 

อังกฤษ เมทานอล แบคทีเรีย 50,000 กึ่งการ
คา 

Unite Paper Mills ฟนแลนด น้ําทิ้งโรงงาน 
ทํากระดาษ 

ยีสต 10,000 

British Petroleum อังกฤษ แอลเคน ยีสต 100,000 
การคา Liquichimica 

Biosintesi อิตาลี แอลเคน ยีสต 100,000 
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 Bhatacharjee (1970)  รายงานวาโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย  มีทั้งสาหราย  รา  
แบคทีเรีย และยีสต  โดยรวบรวมคุณสมบัติของจุลินทรียที่เหมาะสมในการผลิตเปนโปรตีน (ตาราง
ที่ 1.5- 1.6) ดังนี้ 

-  เติบโตไดเร็วในอาหารที่มีราคาถูก  เปนวัตถุดิบที่หางายในทองถ่ิน 
-  เติบโตไดดีในอาหารที่มีสวนประกอบงายๆ  มีความตองการวิตามินและสาร 

อาหารสําหรับการเติบโต (growth factor) ตางๆนอยหรือไมตองการเลย 
-  คงลักษณะทางพันธุกรรมไดดี  ไมกลายพันธุงายเมื่อเล้ียงติดตอกันเปนเวลา 

นาน 
-  การแยกและเก็บเกี่ยวเซลลทําไดงายไมยุงยาก 
-  มีความตานทานตอการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่นๆ 
-  ทราบคุณสมบัติทางพันธุกรรม    สรีรวิทยาและสามารถปรับปรุงทางดาน 

พันธุกรรมได 
-  ใชแหลงพลังงานไดอยางมีประสิทธิภาพ 
-  หลังจากผานกระบวนการเลี้ยงแลว  มีวัสดุเหลือทิ้งนอยหรือไมมีเลย 
-  ไมเปนพิษ  และทําใหเกิดอาการภูมิแพ 
-  ใหปริมาณโปรตีนสูง  โดยเฉพาะโปรตีนตองมีกรดอะมิโนที่มีคุณคา 
-  เก็บรักษาไดงาย  เชน  การทําใหแหงได 
ถึงแมวาการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย  เปนแหลงอาหารโปรตีนมี 

ขอดีหลายประการ  แตการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรียตองอาศัยเทคโนโลยีในการ
ผลิตสูงมาก  รวมทั้งบุคลากรในการผลิตและควบคุม  ตลอดจนอุปกรณที่ใชมีราคาสูงมาก  ดังนั้น
ในการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรียตองมีการศึกษาในแงเศรษฐศาสตรควบคูไปดวย  
เชนเดียวกับการลงทุนอื่นๆ   ถาพิจารณาถึงผลระยะยาวจะเห็นไดวาการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพ
ของจุลินทรียไดผลตอบแทนที่คุมคา  และสําหรับประเทศที่กําลังพัฒนาควรพยายามศึกษาหาทางใช
เทคโนโลยีที่เหมาะสม (ดวงพร  คันธโชติ, 2530 ; Ravindra, 2000) 
  ในการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย  ตองการเซลลที่ประกอบดวย
โปรตีนสูง  สวนคารโบไฮเดรต  กรดนิวคลีอิก  ไขมันตองมีปริมาณต่ํา  และสามารถแขงขันกับ
โปรตีนจากพืชหรือปลาปนได  มีกล่ินรสดี  และที่สําคัญคือมีไลซีน  เมไธโอนีนและทริปโตแฟนสูง  
ซ่ึงโปรตีนจากพืชมักไมมี   สวนประกอบทางเคมีของเซลลนอกจากขึ้นกับชนิดของเชื้อแลว  โดย
ทั่วไปขึ้นกับอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะการเติบโต  ตัวอยางเชน  สัดสวนของโปรตีนตอไขมัน  เปน
ผลจากสัดสวนของคาคารบอนตอไนโตรเจนที่มีในอาหาร  ถามีไนโตรเจนนอยจะเปนตัวจํากัดการ
เติบโต  ไขมันจึงสะสมภายในเซลล     โดยทั่วไปโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรียมักขาดกรด
อะมิโนที่มีกํามะถันเปนองคประกอบ  แบคทีเรียมีแนวโนมผลิตเมไธโอนีนไดมากกวายีสต        แต
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ยีสตมีไลซีนมากกวาโปรตีนในขาวสาลี   จึงมีการเติมกรดอะมิโนจําเปนบางในการผลิตโปรตีนจาก
มวลชีวภาพของจุลินทรียบางชนิด  วิตามินที่ไดจากจุลินทรียสวนใหญเปนกลุมวิตามินบีโดยเฉพาะ
จากยีสต  ยกเวนวิตามินบี 12 ที่ไดจากแบคทีเรีย (Scrimshaw และ Young, 1979) 
 
3)  ประเภทของจุลินทรียท่ีใชในการผลิตโปรตีน 

 
(1)  สาหราย 

                   มีการดํารงชีวิตโดยใชพลังงานแสงอาทิตยเปนแหลงของพลังงานในการรีดิวซ 
สารอนินทรีย  ใหเปนสารอินทรีย  ขอดีของสาหรายคือมีปริมาณโปรตีนสูงประมาณ 55 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักเซลลแหง   เปนโปรตีนที่มีคุณภาพ  อุดมดวยวิตามินซีและวิตามินบีรวม  ขอเสียของ
สาหรายคือ  อัตราการเติบโตต่ํากวาจุลินทรียกลุมอ่ืน  และถาเลี้ยงในถังหมักมีปญหาการให
คารบอนไดออกไซดและแสงแกเซลลสาหราย สาหรายที่ไดรับความสนใจใชเปนแหลงอาหาร
โปรตีน ไดแก  Chlorella sp.,  Scenedesmus sp.,  Coelastrum sp.,  Urenema sp. และ  Durvillea sp.  
โดยเฉพาะ  Spirulina  maxima  ชาวพื้นเมืองแอฟริกาและบางสวนของเม็กซิโกใชผสมในอาหาร  
เนื่องจาก   Spirulina  maxima  มีกรดอะมิโนที่มีกํามะถันเปนองคประกอบและมีกรดนิวคลีอิกภาย
ในเซลลต่ํา (Reed และ  Nagodawithana, 1995 ; Singh, 1998) 
             สําหรับราคาในการผลิต  เชนการผลิตสาหราย  Chlorella sp. มีการศึกษาพบวา  
ราคาประมาณ  20 –50 เซนตตอปอนด  ซ่ึงเปนราคาที่สูง  แตถาเลี้ยงในน้ําทิ้งจะมีราคาประมาณ 3-6 
เซนตตอปอนด (Udall et.al, 1984)  สําหรับประเทศไทยมีบริษัทสยามแอลจีผลิต Spirulina sp. เมื่อ
ผลิตแลวจึงสงไปขายยังประเทศญี่ปุนจําหนายเปนอาหารบํารุงสุขภาพ  และอาหารเสริมในสัตว  
สวนการเลี้ยงสาหรายในน้ําทิ้งเปนการกําจัดน้ําทิ้งโดยไดเซลลของสาหรายมาเปนแหลงอาหารสัตว
หรือใชทําปุย  หรือใชหมักกาซชีวภาพ (ดวงพร  คันธโชติ, 2530) 
 

(2)  รา 
                     ราที่ใชเปนแหลงอาหารของมนุษยมานานก็คือเห็ด      ซ่ึงเปนโปรตีนที่มนุษย 

สามารถบริโภคไดโดยตรง เชน Aspergillus niger  (Singh et al, 1991) , Penicillium cyclopium     
(Kim และ Lebeault, 1981),  Agaricus  campestris  ถูกใชเปนอาหารแถบยุโรป  สวนประเทศจีน
นิยมบริโภคเห็ด  Cortinellus  berkelyanus  ในสมัยสงครามโลกครั้งที่ 2  ประเทศเยอรมัน  ไดเล้ียง
ราพวก  Geotrichum  candidum  เปนอาหารเสริมมนุษย (Goldberg, 1985)    การใชราในการผลิต
โปรตีนจําเปนตองเสริมดวยเมไธโอนีน  กรดกลูตามิก วิตามินบี 2 และวิตามินบี 12  ทั้งนี้เพราะมี
กรดอะมิโนที่มีกํามะถันเปนองคประกอบ  มีกรดนิวคลีอิกและวิตามินบีรวมต่ํา   ขอดีของราคือ เปน
ที่ยอมรับไดงายตลอดจนมีคุณ คาทางอาหารใกลเคียงกับยีสต  แตอัตราการเติบโตต่ํากวายีสตและ
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แบคทีเรีย  และมีปญหาในการเลี้ยงเนื่องจากเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว  เสนใยราจะอยูในสภาพเปน
กลุมกอน  (pellet)  ทําใหเกิดปญหาในการใหออกซิเจนแกเซลล (Kihlberg, 1972  อางถึงใน  ดวงพร  
คันธโชติ , 2530)  
            ราที่มีแนวโนมวาสามารถนํามาใชเปนแหลงอาหารโปรตีนคือ  ราในกลุม  
Imperfect fungi  เพราะวามีอัตราการเติบโตและสามารถใชวัสดุตางๆเปนแหลงของคารบอนได  
เชน  มันฝร่ัง  ขาว  ขาวโพด  มันสําปะหลัง  กากน้ําตาล  เยื่อกระดาษ       และของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมอาหาร  สวนแหลงของไนโตรเจนคือ  เกลืออนินทรีย  สําหรับ Fusarium sp. และ  
Rhizopus sp. เหมาะสําหรับนํามาใชเปนแหลงอาหารโปรตีน เพราะมีซิสติน  และเมไธโอนีนใน
ปริมาณสูง  โดยพบวาโปรตีนในสวนของเสนใยรามีปริมาณต่ํากวาในสวนของ fruiting body  ใน
ประเทศฟนแลนดผลิตโปรตีนจากเชื้อรา  Paecilomyces  varioti  โดยใชน้ําทิ้งจากโรงงานทํา
กระดาษ  โดยใชถังหมัก 2 ถัง  ผลิตเสนใยแหงได  15- 16.5 ตันตอถังตอวัน  เก็บเกี่ยวเซลลโดยการ
กรองไดผลผลิตประมาณ 0.55 กรัมน้ําหนักเซลลแหงตอกรัมอาหาร  มีโปรตีน  52- 57  เปอรเซ็นต  
เหมาะสําหรับใชเปนอาหารสัตว (Singh และคณะ, 1991) 
 

(3)  แบคทีเรีย   
                    การศึกษาการใชแบคทีเรียเปนแหลงอาหารโปรตีน  เปนที่สนใจมากขึ้น  เนื่อง 

จาก แบคทีเรียมีอัตราการเติบโตสูงกวาจุลินทรียกลุมอ่ืน คือ 20 –30 นาที  ขณะที่ยีสตหรือรามีอัตรา
การเติบโต  2-3 ช่ัวโมง  และ  4-16 ช่ัวโมง ตามลําดับ  มีปริมาณโปรตีนสูง  โปรตีนในแบคทีเรียแต
ละชนิดมีปริมาณแตกตางกันตั้งแต  47- 87 เปอรเซ็นต  ขณะที่โปรตีนจากสาหราย  รา  และยีสต  มี
ประมาณ  40, 40 และ  50  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  แบคทีเรียมีกรดอะมิโนจําเปนคือ เมไธโอนีน  
ทริปโตแฟน และซิสติน             การปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรียทําไดงายเพื่อนํามาใชในทาง
อุตสาหกรรม  แตมีขอเสียคือมีกรดนิวคลีอิกภายในเซลลคอนขางสูงคือ 10 –16 เปอรเซ็นต ( ดวงพร  
คันธโชติ, 2530)  และเซลลมีขนาดเล็กทาํใหเก็บเกี่ยวผลผลิตยาก แบคทีเรียที่ใชเปนแหลงโปรตีน
ไดแก Pseudomonas oleovarans, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp., Alcaligenes sp. 
แบคทีเรียที่ใชเปนแหลงโปรตีนในระดับอุตสาหกรรมที่พบมากใชเมทานอลเปนสารอาหาร  เชน 
Imperial Chemical Industries ผลิต Methylophilus methylotrophus   และใหช่ือผลิตภัณฑวาพรูทีน 
(pruteen) มีโปรตีน 70 –72 เปอรเซ็นต  ใชเปนอาหารสัตว ผลิตแบบตอเนื่องโดยไดผลผลิต 30 กรัม
น้ําหนักเซลลแหงตอลิตร (Reed  และ Nagodawithana, 1995) 
                  Han และ คณะ (1971)  เล้ียง Cellulomonas sp. และ  Alcaligenes faecalis  ยอย
สลายชานออยจากโรงงานน้ําตาลเปลี่ยนเปนเซลลจุลินทรีย          ไดโปรตีน  46.2 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักเซลลแหง  โดยมีกรดอะมิโนครบถวน  Tannenbaum  และ Wang (1975) เล้ียง 
Methylomonas  methanolica             โดยใชมีเทนเปนแหลงคารบอนไดผลผลิตมากกวา  0.5  กรัม
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น้ําหนักเซลลแหงตอกรัมเมทานอล อัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดในระบบการเลี้ยงเชื้อแบบ ตอ
เนื่องเทากับ  0.52 ตอช่ัวโมง  มีโปรตีน 81 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง  และมีกรดอะมิโน
ครบถวน 
 

(4)  ยีสต 
                     มีรายงานวายีสตเปนจุลินทรียที่มีคุณสมบัติเหมาะสมที่สุดในการใชเปนแหลง 

โปรตีนและมีการใชกันแพรหลายตั้งแตสมัยสงครามโลกครั้งที่สอง เนื่องจากขาดโปรตีน ยีสตที่
นิยมใชกันไดแก Candida utilis นอกจากนี้ยังมี R. gracilis, S. cerevisiae, S. carlbergensis และ     
C. tropicalis 

- Food  yeast (Dried yeast, Inactive dried yeast)   เปนเซลลยีสตที่มีคุณคาทางอาหาร 
และมีการปรับปรุงกลิ่นรสใหเหมาะสําหรับเปนอาหารมนุษย 

- Feed yeast (fodder yeast)   แตกตางจาก food yeast ในเรื่องของคุณภาพ โดยที่  food  
yeast จะตองมีการปนเปอนของแบคทีเรีย เชื้อราไดนอยกวา  แตตองมีวิตามิน โปรตีนสูงกวา  
ตลอดจนมีการแตงกลิ่นสีและรสใหเหมาะสมสําหรับรับประทาน  โดยทั่วไปคําวา fodder yeast มัก
หมายถึง torula  yeast เพราะสวนใหญของ fodder yeast ไดจาก torula  yeast ซ่ึงเปนการเลี้ยง 
Candida utilis (Torulopsis  utilis) ซ่ึงเปนเชื้อยีสตที่ใชอาหารไดกวางรวมทั้งน้ําตาลที่มีคารบอน 5 
อะตอม เชน น้ําตาลเพนโตส 
 

(5)   ยีสตที่นํามาใชเปนแหลงอาหาร 
-  Saccharomyces  sp. ใชในการผลิตเครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอล เปนพวก brewer’s  

yeast  
-   Torula  yeast (fodder  yeast) คือเชื้อ Candida  utilis ใชผลิตเปนโปรตีนเซลลเดี่ยวมากที่

สุด เพราะเจริญเร็ว  เล้ียงงาย  โปรตีนสูง  ใชอาหารไดหลายชนิด 
 

(6)   กระบวนการที่ใชในการเลี้ยงยีสตเพื่อเอาเซลล 
- Swedish  Symba  Process ใชเชื้อ Endomycopsis  fibuligera ซ่ึงมีเอนไซม  α และ  β  

amylase  เปนสวนใหญจะยอยแปงใหเปนน้ําตาลกอน สวนเชื้อ Candida  utilis จะใชน้ําตาลในการ
เจริญโดยเชื้อชนิดหลังใชเปนแหลงโปรตีนหลัก  

- Amylo  process ใชจุลินทรีย  2  ชนิด คือ Rhizopus sp.และ Saccharomyces  cerevisiae  
โดยใชแปงเปนวัตถุดิบซ่ึงราจะยอยแปงเปนน้ําตาลซึ่งเปนอาหารของยีสตไดเซลลยีสตเปนโปรตีน
เซลลเดี่ยว 
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-    Waldhof  process ใช Candida  utilis ใน sulfite waste liquor ในถังหมักแบบตอเนื่อง 
ไดโปรตีน 55-60 % 

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

-     n-paraffin และ gas oil ใช Candida  lipolytica โดยใช hydrocarbon เปน substrate  
 
ตารางที่  2.3   ชนิดของจุลินทรียและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพของจุลินทรีย 

             ในเชิงพาณิชย (Waterworth, 1990) 
 

จุลินทรีย วัตถุดิบ บริษัทผูผลิต ช่ือทางการคา 

รา    

Ascomycetes sp. ปาลม Paper  Industry Pekilo 
แบคทีเรีย    

Methylophilus  methylotrophus เมทานอล ICI Pruteen 

Methylophilus Clara เมทานอล Hoechst Probion 

Methylophilus Methanica เมทานอล Norsk-Hydro Norprotein 

Pseudomonas sp. เมทานอล Misubishi  

ยีสต    

Candida sp. พาราฟน Dainippon Ronipron 

Candida lipolytica พาราฟน British Petroleum Toprina 

Pichia เมทานอล Phillips Petroleum Provesteen 

Saccharomyces cerevisiae มอลโตส Brewing  
Industries 

Feed yeast 

Saccharomyces cerevisiae หางนม Bel  Industries Bel yeast 

Torulopsis sp. น้ําทิ้งโรงงาน 
ทํากระดาษ 

Paper  Industries Torula  yeast 
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         Milan  Dostalek (1986)  ศึกษากระบวนการผลิตไขมันจากแปงโดยเลี้ยงเชื้อแบบ 
mixed culture ระหวาง Saccharomycopsis  fibuliger และ Rhodosporidium  toruloides โดยเชื้อตัว
แรกมีคุณสมบัติในการผลิตเอนไซม amylase เพื่อยอยแปงใหเปนน้ําตาล สวนเชื้อที่สองมีคุณสมบัติ
ในการสังเคราะหไขมันไดจากการใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอนในการเจริญเติบโต ซ่ึงกระบวนการ
เพาะเลี้ยงจะควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และปรับ pH ที่ 5.5 พบวาปริมาณไขมันที่ผลิตได
สูงที่สุดคือ 9.7 g/l  และตัวเซลลที่ประกอบดวยไขมันปริมาณมากถึง 36.5%   โดยการทดลองจะ
ควบคุมปริมาณแหลงไนโตรเจนซึ่งที่ความเขมขน 0.5 g/l ใหผลไดของเซลลสูงสุด  
 
        Endang Sukara (1999)  ศึกษากระบวนการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว และ เอนไซม 
amyloglucosidase  โดยทําการหมักเปนแบบขั้นตอนเดียว คือใชเชื้อจุลินทรียตัวเดียวคือ เชื้อรากลุม 
Aspergillus sp. จากกระบวนการผลิตโดยใชแปงมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบ พบวาเชื้อราสามารถ
ผลิตเอนไซม amyloglucosidase ที่มี active สูงถึง 282 units ซ่ึงสามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาลได
และเมื่อแปงหมด เชื้อตัวเดียวกันนี้ก็สามารถใชน้ําตาลที่ไดจากการยอยเพื่อเจริญเติบโตและสรางตัว
เซลลที่ประกอบโปรตีนที่มีปริมาณสูงถึง 26.48 % ได  
  
2.3   กระบวนการหมักแบบ Batch 

 
กระบวนการหมักแบบ batch              เปนกระบวนการหมักที่ทําโดยการเพาะเลี้ยง            

จุลินทรียในระบบปด  การเลี้ยงเชื้อนิยมทําในขวดเขยาหรือในถังหมัก  โดยใชสารอาหารที่เหมาะ
สมตอการเจริญเติบโต  สารอาหารที่ใชในระบบมีปริมาณจํากัด เพราะไมมีการเติมสารอาหาร  
ภาวะภายในระบบมีการเปลี่ยนแปลงดังตอไปนี้จนกระทั่งส้ินสุดการหมัก  เมื่อใสจุลินทรียลงใน
อาหารระยะแรกเซลลยังไมมีการเพิ่มจํานวน  เรียกระยะนี้วา  ระยะการพักตัว (lag phase) เนื่องจาก
เปนระยะที่เชื้อกําลังปรับตัว  ระยะเวลาในชวงการพักตัวนี้ในกระบวนการหมักระดับอุตสาหกรรม
ตองทําใหส้ันที่สุดเพื่อลดตนทุนการผลิต  โดยใชเชื้อเร่ิมตนที่เหมาะสม  หลังจากนั้นจุลินทรียจึงมี
อัตราการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นตามลําดับ  จนกระทั่งเขาสูระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ  (log หรือ 
exponential  phase)  ซ่ึงเปนระยะที่จุลินทรียมีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดและคงที่  เมื่อเกิดการ
เปลี่ยนแปลงขึ้นในน้ําหมัก  เชน  การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดาง  ความเขมขนของสาร
อาหารและปริมาณสารอินทรียที่จุลินทรียสรางขึ้นจะมีผลทําใหอัตราการเจริญเติบโตของ               
จุลินทรียหยุดชะงักลง  นั่นคือเขาสูระยะการเติบโตแบบคงที่ (stationary  phase)  และระยะการ
เจริญเติบโตแบบลดลง (decline  phase)  ซ่ึงอัตราการตายของจุลินทรียมีคาสูงกวาอัตราการเจริญ
เติบโต  เรียกชวงระยะการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้วา  วัฏจักรการเจริญเติบโต  (growth  cycle)  
(Aiba, 1973 ; Stanbury  และ  Whitaker, 1984 ; Scragg, 1991) 
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  การเจริญเติบโตของจุลินทรียในระยะ  log  phase  สามารถเขียนเปนสมการไดดัง
นี้ 
   เซลลที่สะสม    =    เซลลเจริญ  -  เซลลออก  - เซลลตาย 
 
    dX/dt   =    mX  -  aX    (1) 
เซลลไมถูกนําออกจากระบบการเลี้ยงเชื้อ และ  a >>  m   เขียนสมการ (1)  ใหมไดคือ 
 
    dX/dt    =    µX     (2) 
 เมื่อ                    X    =  ความเขมขนของมวลชีวภาพ  (กรัมตอลิตร) 
   t     =      เวลา (ช่ัวโมง) 

µ =      อัตราการเติบโตจําเพาะ (specific  growth rate)(ตอช่ัวโมง) 
α =      อัตราการตายจําเพาะ (specific  death rate)(ตอช่ัวโมง) 

เมื่อ  integrate  สมการ (2)  จะได 
 
                Xt    =   X0  eµt     (3) 
 เมื่อ         X0      =       ความเขมขนของมวลชีวภาพเริ่มตน  
   Xt        =       ความเขมขนของมวลชีวภาพหลังการเพาะเชื้อเปนเวลา  t  ช่ัวโมง 
   e        =        ฐานของ  natural  logarithm 
เมื่อใส    natural  logarithm  ในสมการ (3)   จะได 
 
   ln Xt     =     ln X0   +   µt     (4) 
 
       ดังนั้นเมื่อเปนความสัมพันธระหวาง   ln (X-X0)  ของความเขมขนมวลชีวภาพกับเวลา  
จึงไดกราฟเสนตรง  มีคาความลาดเอียง  (slope) เทากับอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด (µ max) ซ่ึง
แตกตางกันตามชนิดของจุลินทรียและสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Wang, 1979 ; Scragg, 
1991)  
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2.4  เอนไซมโปรตีเอส (Protease) 
       เปนเอนไซมที่ชวยเรงปฏิกิริยาการสลายโปรตีนเปนกรดอะมิโนและเปปไทดส้ันๆ    

เอนไซมนี้มีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมตางๆมากมาย          โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร  
ฟอกหนัง  ผงซักฟอก (Ward, 1983) เปนตน  แหลงของเอนไซมโปรตีเอสที่สําคัญในระยะแรกของ
การศึกษา ไดจากพืชและสัตว  ดังตารางที่ 2.4 

 
ตารางที่ 2.4  การใชเอนไซมโปรตีเอสจากพืชและสัตว (Aunstup, 1983) 

 
Application Protease Source 

Cheese  manufacture 
Bating 

Chill haze prevention 
Meat tenderization 

Brewing 
Protein hydrolysis 
Protein hydrolysis 

Rennin 
Trypsin 
Papain 
Papain 
Papain 

Pancreatin 
Pepsin 

animal 
animal 
plant 
plant 
plant 

animal 
animal 

 
 ในระยะตอมาไดพัฒนาแหลงผลิตนอกเหนือจากพืชและสัตว  โดยใชจุลชีพซ่ึงนับวาเปน
แหลงผลิตสําคัญ  เนื่องจากเปนเอนไซมที่สรางและขับออกสูนอกเซลล (extracellular enzyme) จึง
งายตอการแยกและสามารถผลิตไดในปริมาณสูง (Ward, 1983)   ไดเอนไซมโปรตีเอส ที่มีความ
บริสุทธิ์สูงและตนทุนการผลิตต่ํากวา (Aunstrup, 1980) แบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิดสามารถผลิต
โปรตีเอสไดแตมีเพียง 2-3 ชนิดเทานั้นที่ใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรม ไดแก  บาซิลลัสและรา  
Aspergillus เนื่องจากจุลชีพเหลานี้สามารถขับเอนไซมโปรตีเอสออกมาภายนอกเซลล       
(Extracellular หรือ Exoenzyme) ในปริมาณที่สูงมีผูศึกษาถึงความสามารถในการผลิตของแบคทีเรีย 
ในสกุล บาซิลลัส (genus Bacillus) กันอยางกวางขวาง  ดังในตารางที่ 2  (Priest, 1977)  เพราะนอก
จากขับเอนไซม โปรตีเอสออกมาแลว  ยังมีเอนไซมอ่ืนๆที่มีประโยชนมากในทางอุตสาหกรรมถูก
ขับออกมาพรอมกันอีกดวย เชน ใน Bacillus licheniformis  พบวานอกจากเอนไซมโปรตีเอสแลว
จะขับ แอลฟา อะไมเลส (α-amylase) , เพนิซิลินเนส  (penicillinase) และ antibiotic bacitracin ออก
มาดวย (Coleman, 1967) จากรายงานการสํารวจปริมาณการใชเอนไซมโปรตีเอสจากจุลชีพในป 
1981 ในอุตสาหกรรมตางๆ พบวามีปริมาณการใชเปน 40 เปอรเซ็นตของปริมาณเอนไซมทั้งหมด  
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ที่มีการซื้อขายกันในตลาดโลก ซ่ึงอุตสาหกรรมที่ใชโปรตีเอส เชน อุตสาหกรรมยา  ฟอกหนัง  เสน
ใยทอผา  กระดาษ และอุตสาหกรรมผลิตผงซักฟอก (Ward, 1983) 
 
1)  ประเภทของเอนไซมโปรตีเอส 
 โปรตีเอสจากจุลชีพ แบงออกเปน 4 กลุม ตามกลไกพื้นฐานการเกิดปฏิกิริยา คือ 

(1)  แอซิดโปรตีเอส (Acid protease) (EC. 3. 4. 23)     จุลชีพที่ผลิตเอนไซมนี้สวน 
ใหญเปนจําพวกราและยีสต มีแบคทีเรียบางชนิดที่ผลิตได เอนไซมมีสภาวะการทํางานที่เหมาะสม 
อยูในชวง pH 3-4 ลักษณะโครงสรางคลายกับเอนไซมเพปซิน เรนนินถูกยับยั้งการทํางานไดโดย 
สารจําพวก diazoketone (Mizobe, 1973) แตไมถูกยับยั้งโดยสาร ethylene diamine tetra acetic acid 
(EDTA) และ di- isopropryl fluorophosphate (DFP)  น้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 30,000-40,000
ดาลตัน สามารถเกิดปฏิกิริยาจําเพาะไดดีกับกรดอะมิโนที่มีโครงสรางเปนวง (aromatic amino acid)  
เชื้อจุลชีพที่ผลิตเอนไซมนี้ไดแกเชื้อรา Aspergillus sp.,  Penicillium  sp.,  Rhizopus sp.,  Mucor sp. 
และ Edothia sp.      การใชประโยชนของเอนไซมสวนใหญใชในอุตสาหกรรมการผลิต ผลิตภัณฑ
โปรตีนจากถั่วเหลือง เชน ซีอ๊ิว  เตาเจี้ยว เปนตน  นอกจากนี้ยังใชในอุตสาหกรรมขนมอบและเนย
แข็ง 
 

(2)  ไธออล โปรตีเอส (Thiol protease)(EC. 3. 4. 22)    เปนเอนไซมที่ทํางานไดดีใน 
ชวงที่ pH เปนกลาง ถูกเรงปฏิกิริยาไดดีเมื่อมีสารรีดิวซ ไดแก HCN หรือกรดอะมิโนซิสเตอีน และ
ถูกยับยั้งปฏิกิริยาโดยสารจําพวก sulhydryl reagent เชน p-chloromercuribenzoate สําหรับสาร DFP 
จะมีผลตอการยับยั้งปฏิกิริยาเพียงเล็กนอยเทานั้น  มีมวลโมเลกุลอยูระวาง 30,000-50,000 ดาลตัน 
เชื้อจุลชีพที่ผลิตเอนไซมไดแก Clostridium sp. และ Streptococcus sp. 
 

(3)  เมตัลโล โปรตีเอส  (Metallo protease) (EC. 3. 4. 24) เรียกอีกชื่อหนึ่งวา neutral  
protease  เปนเอนไซมที่มีอะตอมของโลหะอยูในโครงสรางซึ่งมักจะเปนสังกะสี (zinc) สามารถทํา
ปฏิกิริยาไดดีกับกรดอะมิโนไลซีน  สามารถถูกยับยั้งปฏิกิริยาไดดวยสารจําพวก chelating agent 
เชน EDTA (Ward, 1983) มีความสามารถสูงสุดในการยอยพันธะเปปไทดของโปรตีนที่สภาวะ
ความเปนกรด-ดาง (pH) ประมาณ 7  แตมีความเสถียรในชวง  pH 5-10  โมเลกุลของเอนไซมจะ
เสถียรขึ้นเมื่อมีแคลเซียมไอออน  เชื้อจุลชีพที่สามารถสรางเอนไซมนี้สวนใหญไดแก แบคทีเรียใน
สกุล Bacillus sp.  เชน  B. subtilis, B. cereus, B. megaterium,  B. thermoproteolyticus   และ         
B. thuringiensis  เปนตน  
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(4)  ซีรินโปรตีเอส    (serine protease)(EC. 3. 4. 21. 14)      มีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง  
25,000 – 30,000 ดาลตัน โครงสรางของเอนไซมเปนโปรตีนสายเดี่ยวที่มีกรดอะมิโนซิรีน (serine)  
อยูที่บริเวณเรง (catalytic site) (Priest, 1977)  ดังนั้นการเรงปฏิกิริยาของมันจึงถูกยับยั้งโดยสารที่เขา
ทําปฏิกิริยากับหมูซีรีนที่บริเวณเรงนั้น  ไอออนของโลหะไมมีความจําเปนตอความเสถียรและการ
เรงปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุมนี้   ซีรีนโปรตีเอสอาจเรียกอีกชื่อหนึ่งวาอัลคาไลนโปรตีเอส    
(alkaline protease)  เนื่องจากมีคา pH ที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาที่คา pH 7.0 – 11.0  ซีรินโปรตี
เอสผลิตไดจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  เปนสวนใหญ ไดแก B. licheniformis  และ B. subtilis  
โดยเอนไซมจะถูกสรางและปลอยออกเปนอิสระในน้ําเลี้ยงเชื้อ          และอาจจะรวมกับเอนไซม
โปรตีเอสอื่นดวย คือ นิวทรัลโปรตีเอส  ซีรีนโปรตีเอสจากจุลชีพแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุม A 
เปนเอนไซมที่มีความเสถียรนอยที่คา  pH ต่ํากวา 9.5 และมี esterase activity มากกวาในกลุม  B  ได
แกเอนไซมจาก B. licheniformis คือ  subtilisin  carlsberg และ B. pumilus   

เอนไซมโปรตีเอสที่ถูกขับออกมาโดยสกุลบาซิลลัส  สวนใหญเปนซีรินโปรตีเอส  
(ปกรณ จิโรจนกุลกิจ, 2532) หรือ เมตัลโปรตีเอส   ซ่ึงนับวาเปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางการคา
มากที่สุด  แบคทีเรียที่เปนแหลงของเอนไซมอาจเปน neutrophilic หรือ alkalophilic bacilli         
(Aunstrup, 1979; Horikshi และ Akiba, 1982; Markland, 1971) 
 
2)   การสรางเอนไซมและความสําคัญ 
  เอนไซมโปรตีเอสมีบทบาทที่สําคัญคือ ไฮโดรไลซสับสเตรทที่เปนพอลิเปปไทด
สายใหญใหเปนโมเลกุลเล็กลง  ทําใหเซลลสามารถดูดซึมเพื่อใชเปนสารอาหารไดซ่ึงไมเพียงแต
เฉพาะเอนไซมโปรตีเอสที่ไดจากจุลินทรียเทานั้น  แตยังรวมถึงเอนไซมที่ไดจากสัตวและพืชดวย  
นอกจากนี้โปรตีเอสยังมีความสําคัญอีกมากมาย แตจะขอกลาวถึงเฉพาะจุลชีพเทานั้น  โดยเฉพาะ 
Bacillus sp. ซ่ึงเปนจุลชีพที่สําคัญที่สุดในการผลิตเอนไซมโปรตีเอส 
  การสรางเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อ Bacillus sp.  จะเกี่ยวของกับการเจริญของเชื้อ
โดยการสรางเอนไซมจะเกิดขึ้นในชวงปลายของการเจริญแบบทวีคูณ (Exponential phase) หรือใน
ชวงระยะแรกของการเจริญแบบคงที่ (Stationary phase) ใน complex  media (Millet และคณะ, 
1969)  การสรางเอนไซมจะถูกจํากัดโดยปริมาณกรดนิวคลีอิก โดยที่ปริมาณของกรดนิวคลีอิกจะ
ลดนอยลง  ในขณะที่เซลลมีการเจริญจะมีการนํากรดนิวคลีอิกจํานวนมากไปใชในการสังเคราะห 
rRNA  เพื่อสังเคราะหไรโบโซม  และเมื่อเซลลหยุดการเจริญ การสรางไรโบโซมจะหยุดลงจึงมี
กรดนิวคลีอิกเหลือพอที่จะไปใชในการสังเคราะหเอนไซม  จึงทําใหมีการสรางเอนไซมในปริมาณ
สูงในชวง Stationary  phase (Coleman, 1967)  
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  การสรางเอนไซมของเชื้อ Bacillus sp. เกี่ยวของกับการสรางสปอร  โดยการสราง
เอนไซมจะเกิดในระยะแรกของการสรางสปอรซ่ึงเปนชวงปลายของการเจริญระยะ  logarithmic 
phase  
  
3)  ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางเอนไซม 
 

(1)  แหลงคารบอน 
  แหลงคารบอนโดยเฉพาะกลูโคส  ซ่ึงเปนแหลงคารบอนที่เชื้อจุลินทรียสามารถนํา
ไปใชไดงาย  กลูโคสในปริมาณที่เหมาะสมจะชวยใหเซลลมีการเจริญที่พอเหมาะไมมากเกินไป  
การสรางเอนไซมของเชื้อก็จะดําเนินไปตามปกติ (ศุภชัย ใชเทียมวงศ, 2537) คือ เมื่อแหลงอาหาร
และพลังงานเริ่มนอยลง การสรางสปอรของเชื้อก็จะเกิดขึ้นพรอมๆกับการสรางเอนไซม แตเมื่อมี
ปริมาณกลูโคสในอาหารมากเกินไป ก็จะทําใหเกิด catabolic  repression  โดยกลูโคส (Doi, 1973)  
กดการทํางานของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ไมใหมีการสรางเอนไซมออกมาหรือทําใหสราง
ออกมาชาลง     (Bernlohr, 1964)  เชน การผลิตเอนไซมของเชื้อ B. sutilis NRRL-B3411 จะลดลง
ทันทีเมื่อเติมกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Heineken และ Conner, 1972) 

(2)  แหลงไนโตรเจน 
  การสรางเอนไซมโปรตีเอสมีความสัมพันธกับแหลงไนโตรเจน โดย Heineken 
และ Conner (1972) ไดศึกษาการสรางเอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอสใน  B. sutilis NRRL-B3411 พบ
วา แอมโมเนียมคลอไรดที่ใชเปนแหลงไนโตรเจนนั้นมีผลตอมีผลตอปริมาณเอนไซมอัลคาไลน
โปรตีเอสและนิวทรัลโปรตีเอสที่เชื้อสรางขึ้น ในขณะที่แหลงคารบอนมีผลตอการสังเคราะห
เอนไซมแอลฟาอะไมเลส (α- amylase) 

(3)  ฟอสเฟต 
  ฟอสเฟตเปนองคประกอบของสารพันธุกรรม (DNA, RNA) และโปรตีน ใน
ขบวนการสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอส  ฟอสเฟตจะชวยเพิ่มความเสถียรของ mRNA ดวยการยับยั้ง
เอนไซม RNAase  หรือชวยใหเอนไซมโปรตีเอสที่สรางขึ้นภายในเซลลปลอยออกนอกเซลลไดดี
ขึ้น  ถาปริมาณของฟอสเฟตมีมากเกินไปในการเริ่มตนเลี้ยงเชื้อ จะมีผลยับยั้งการเจริญและกดดัน
การสรางเอนไซมโปรตีเอสดวย (Seung – Hyeon  Moon, 1990)  

(4)  ไอออนโลหะ 
  ไอออนของโลหะมีสวนสําคัญในการเจริญและสรางเอนไซมของเชื้อบาซิลลัส 
เชน แมกนีเซียมไอออนมีความสําคัญและจําเปนตอการเจริญ  การแบงตัวใน complex  media  
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(5)  คาความเปนกรด-ดาง  (pH )  
  สภาวะแวดลอมในระหวางการเลี้ยงเชื้อหรือเร่ิมตน   มีผลตอการสรางเอนไซม
โปรตีเอส  โดยเฉพาะอัลคาไลนโปรตีเอสพบวา pH  เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอแอคติวิตี
ของเอนไซมและปริมาณเอนไซมที่สรางขึ้น Roger  และ Bernard (1972) ไดเล้ียงเชื้อ B.subtilis  
โดยเริ่มตนที่ pH  ตางๆตั้งแต  5- 12  พบวาที่  pH 7.5-9.5 จะใหแอคติวิตีของเอนไซมดีที่สุด  

(6)  อิทธิพลของอุณหภูมิ 
  อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมจะตองเหมาะสม โดยมีรายงานพบวา
อุณหภูมิจะมีอิทธิพลตอระดับของการแปรรหัสของ mRNA สําหรับสรางเปนเอนไซมโปรตีเอส 
ของเชื้อ B. megaterium (Jaroslav และคณะ, 1991)   โดยที่เอนไซมโปรตีเอสจะเสถียรในชวง
อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส 
 
             Yang, J.K และคณะ (1999)  เล้ียงเชื้อ B.subtilis ในสูตรอาหารขั้นต่ําที่คาความเปนกรดดาง 
6.0 ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา  2 วัน  พบ
วาสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสได  20.2 หนวยตอมิลลิลิตร และสามารถลดโปรตีนในน้ําเสียใน
อุตสาหกรรมเตรียมไคตินจากเปลือกกุง ปูไ ด โดยพบวาเกลืออนินทรีย Mg2+, Mn2+, Zn2+, Fe2+ และ 
Co2+ เปนตัวกระตุนการทํางานของเอนไซม 
 
             Yang, S.S and Wang, J.W (1999)  พบวาเชื้อ B. subtilis สามารถสรางเอนไซมโปรตีเอสได
หลังการเลี้ยงเปนเวลา  24  ช่ัวโมง  ในอาหารที่ประกอบดวยแปง  น้ําทิ้งจากโรงงานขาวโพด และ
แอมโมเนียมซัลเฟต โดยสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสและอะไมเลส ได 26.7 และ 2642.7 หนวย
ตอกรัมแปงตามลําดับในการเลี้ยงบนอาหารแข็ง และผลิตเอนไซมโปรตีเอสและอะไมเลส ได 17.4 
และ 691.3 หนวยตอกรัมแปงตามลําดับในการเลี้ยงบนอาหารเหลว 
 
             Ustariz, F.J และคณะ (2003)  ศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอส โดยเลี้ยงเชื้อ Serratia  
marcescens ในขวดเขยาโดยที่คาความเปนกรดดางเริ่มตน 7.6  ในอาหารขั้นต่ํามี bovine serum 
albumin เปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน พบวาการเจริญเติบโตในชวง exponential  growth  
phase หรือระหวาง stationary  phase เชื้อสามารถสรางเอนไซมไดสูงที่สุด 200 U/ml 
 
              Antczak และคณะ (2004)  ศึกษาการตรึงเอนไซมที่สรางโดย B. subtilis ใน PVA Cryogel 
beads และศึกษาการสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอส โดยเลี้ยงในอาหารขั้นต่ําประกอบดวยแปง  น้ํา
ตาลแลกโตส เคซีน เปนสวนประกอบ  พบวาที่คาความเปนกรดดางเริ่มตน 8.4 เชื้อสามารถผลิต
เอนไซมได 29.6 U /ml 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 

3.1    อุปกรณ  เคมีภัณฑ และสายพันธุจุลินทรีย 
1)  อุปกรณ 

  อุปกรณ      บริษัทผูผลิต 
 เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)   Clements ประเทศออสเตรเลีย 
 เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ   ALC  ประเทศไทย 
 เครื่องชั่งหยาบ     Sartorius   ประเทศเยอรมัน 
 เครื่องชั่งละเอียด     Sartorius  ประเทศเยอรมัน 
 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง    Jasco  ประเทศอังกฤษ 
 (UV-Vis spectrophotometer) 
 เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter)  Schott   ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 ตูถายเชื้อแบบ laminar flow    Asian Chemical & Engineering 

 ประเทศไทย  
 ตูอบแหง (hot air oven)    Memmert  ประเทศเยอรมัน 
 หมอนึ่งฆาเชื้อดวยไอน้ํา (autoclave)  Isuzu  ประเทศญี่ปุน 
 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  Memmert  ประเทศเยอรมัน 
 เครื่องใหความรอน (hot plate)   Ikamag  ประเทศเยอรมัน 
 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ (incubator)   Contherm Scientific  

ประเทศนิวซีแลนด 
 กลองจุลทรรศน (microscope)   Novex  ประเทศเนเธอรแลนด 
 เครื่องเขยาสารเคมี (vortex)   Scientific Industries  
       ประเทศสหรัฐอเมริกา 

เครื่องเขยา (rotating shaker)              ภาควิชาเคมีเทคนิค  คณะวิทยาศาสตร     
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   

เครื่องรีดยางแบบ 2 ลูกกลิ้ง (two roll mill)  ภาควิชาเคมีเทคนิค  คณะวิทยาศาสตร     
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ถังหมัก (fermenter) ขนาด 5 ลิตร และชุดควบคุม ภาควิชาเคมีเทคนิค  คณะวิทยาศาสตร     
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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2)  ถังหมักและชุดอุปกรณควบคุม 
 

 
                                                          

(1) คือ  ถังกวนประกอบดวยใบกวน, pH probe, sampling port  และตัวใหอากาศ 
(2) คือ  มอเตอรและเครื่องควบคุมอัตราการกวน 
(3) คือ  เครื่องใหอากาศ (air  pump) 
(4) คือ  ตัวกรองอากาศ (air  filter) 
(5) คือ  โรตามิเตอร 
(6) คือ  เครื่องวัดคาความเปนกรดดางและอุณหภูมิ 
(7) คือ  ชุดอุปกรณควบคุมการเก็บตัวอยางอัตโนมัติ 
(8) คือ  วาลวปด-เปดแบบโซลีนอยด 
(9) คือ  กระบอกสุญญากาศ 
(10)  คือ  ขวดเก็บตัวอยาง 
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3) เคมีภัณฑ 
 

เคมีภัณฑ      บริษัทผูผลิต 
 
กรดซัลฟูริก (sulfuric acid)    Merck  ประเทศเยอรมัน 
กรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid)  Merck  ประเทศเยอรมัน 
กรดฟอรมิก (formic acid)    Merck  ประเทศเยอรมัน 
กลูโคส (glucose)     APS  ประเทศออสเตรเลีย 
คอปเปอรซัลเฟต  (copper sulphate)   BDH  ประเทศอังกฤษ 
เคซีน (casein)      Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมคลอไรด (sodium chloride)   Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate)   Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulphate)  Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide)   Ajax  ประเทศออสเตรเลีย 
ไดโปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    M & B  ประเทศอังกฤษ 
(di-potassium hydrogen phosphate)    
ทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอร (Tris-HCL buffer)  Fisher  ประเทศอังกฤษ 
ไทโรซีน (tyrosine)     Himedia  ประเทศอินเดีย 
แบคโต เปปโตน (bacto peptone)    Himedia  ประเทศอินเดีย 
โบไวน ซีรัม อัลบูมิน (bovine serum albumin)  Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
แปงที่ละลายน้ําได (soluble starch)   Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต    M & B  ประเทศอังกฤษ 
(potassium hydrogen phosphate) 
โปตัสเซียม โซเดียม ทารเทรท                 Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด 
(potassium sodium tartrate) 
ฟอลลิน รีเอเจนท  (folin reagent)    Merck  ประเทศเยอรมัน 
ฟนอล (phenol)      Carlo erba  ประเทศอิตาลี 
แมกนีเซียมซัลเฟต (magnesium sulphate)          Fluka ประเทศสวิทเซอรแลนด  
สารสกัดจากยีสต (yeast extract)    Scharlau  ประเทศสเปน 
สารสกัดจากมอลท (malt extract)    Himedia  ประเทศอินเดีย 
สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)    Scharlau  ประเทศสเปน 
แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate)   Ajax  ประเทศออสเตรเลีย 
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4) สายพันธุจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
(1) Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 
(2) Candida  utilis TISTR 5001 
(3) Bacillus  subtilis TISTR 25 

                   ซ่ึงทั้งสามชนิดเปนเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์ของ Culture  Collection ที่สถาบันวิจัยวิทยา
ศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย TISTR (Thailand  Institute  of  Science  and Technological  
Research)   
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3.2 วิธีดําเนินงานวิจัย 
1) การเก็บรักษาเชื้อ (stock  culture) 

จุลินทรียที่ใชในการทดลองคือ ยีสต 2 ชนิดไดแก Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097  
และ Candida  utilis TISTR 5001  และแบคทีเรียคือ Bacillus  subtilis TISTR 25  จากสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  การเก็บรักษาเชื้อที่ใชในการทดลองทําโดยถายเชื้อลง
ในอาหารแข็งเอียงตามชนิดของเชื้อไดแก อาหาร yeast starch, yeast malt (YM) และ nutrient broth  
(NB) ตามลําดับ (ภาคผนวก ก) จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สําหรับ
แบคทีเรีย และ 48 ช่ัวโมงสําหรับยีสต เททับดวยกลีเซอรีนที่นึ่งฆาเชื้อแลว และเก็บรักษาเชื้อที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2) ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อบริสุทธ์ิในขวดทดลอง 

    2.1)  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 
     ใชเข็มเขี่ยเชื้อ E.  fibuligera TISTR 5097 ที่เก็บรักษาไวบนอาหารแข็ง  yeast - 

starch  1-2 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตรบรรจุอยูในขวด
ทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร เล้ียงบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอล - กรดซัลฟูริก (phenol-sulfuric acid)  ปริมาณโปรตีนโดยวิธี
ของลอรี (Lowry)  และคาความเปนกรดดาง 

2.2)  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Candida  utilis TISTR 5001 
     ใชเข็มเขี่ยเชื้อ C .  utilis TISTR 5001 ที่เก็บรักษาไวบนอาหารแข็ง  yeast - 

malt  1-2 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตรบรรจุอยูในขวด
ทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร เล้ียงบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง   ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการหา น้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอล-กรดซัลฟูริก  ปริมาณโปรตีนโดยวิธีของลอรี  และคาความเปน
กรดดาง 

2.3)  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus  subtilis  TISTR  25  
     ใชเข็มเขี่ยเชื้อ B.  subtilis  TISTR  25  ที่เก็บรักษาไวบนอาหารแข็ง  nutrient  

broth 1-2 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวปริมาตร 50 มิลลิลิตรบรรจุอยูในขวด
ทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร เล้ียงบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการวัดคาความขุนที่
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  วัดแอคติวิตีของเอนไซมโปรตีเอส และ คาความเปนกรดดาง 
 



 39

3) การเล้ียงเชื้อผสมเพื่อหาปริมาณวัตถุดิบท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวดทดลอง 
3.1)     การเตรียมเชื้อตั้งตน 

นําเชื้อ  E. fibulegera  TISTR 5097 ที่เล้ียงไว 48 ช่ัวโมง   ไปเหวี่ยงตกตะกอน 
ดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนเซลลมากระจาย
ในน้ํากลั่น (resuspend) ที่ผานการฆาเชื้อแลว         นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร ใหไดความขุน 0.5  (ถาเกินควรเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ) 

 นําเชื้อ C. utilis  TISTR 5001 ที่เล้ียงไว 48 ช่ัวโมง     ไปเหวี่ยงตกตะกอนดวย 
เครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนเซลลมากระจายใน
น้ํากลั่น ที่ผานการฆาเชื้อแลว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหไดความ
ขุน 0.5  (ถาเกินควรเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ) 

นําเชื้อ B. subtilis  TISTR  25  ที่เล้ียงไว 16 ช่ัวโมง    ไปเหวี่ยงตกตะกอนดวย 
เครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 3500 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวนําสวนเซลลมากระจายใน
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ใหไดความ
ขุนประมาณ  0.5  (ถาเกินควรเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปลอดเชื้อ) 
 

3.2)      การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวดทดลอง 
     เล้ียงเชื้อ E.  fibuligera TISTR 5097 โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 7 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร ในอาหารเหลวขั้นต่ํา (ภาคผนวก ก) ที่มีคาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.5 เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ในขวดทดลองที่เขยา 180 รอบตอนาที    โดยทําการเก็บตัวอยางทุก 4 ช่ัวโมง จาก
นั้นเติมเชื้อ  C.  utilis TISTR 5001   ในชั่วโมงที่ 16 หลังจากการเลี้ยงเชื้อชนิดแรก โดยใชปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน  3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เล้ียงเชื้อตอไปที่ภาวะเดิม และเติม B. subtilis 25 ใชปริมาณเชื้อเร่ิม
ตน  5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร   ติดตามผลของการเจริญเติบโตของเชื้อผสมโดยเก็บตัวอยางทุกๆ 4 
ช่ัวโมง จนครบ 64 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอล-
กรดซัลฟูริก และปริมาณโปรตีนโดยวิธีของลอรี   โดยใชโบไวนซีรัมอัลบูมินเปนโปรตีนมาตรฐาน 
 

3.3)   การหาปริมาณแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวดทดลอง 
หาปริมาณของแหลงคารบอนซึ่งคือแปงมันสําปะหลัง ที่ใชเติมในอาหารเลี้ยง 

เชื้อข้ันต่ํา (ภาคผนวก ก) โดยแปรผันปริมาณดังนี้  5,  10,  15 และ 20 กรัมตอลิตร  รวมกับ
แอมโมเนียมซัลเฟต  2 กรัมตอลิตร เล้ียงเชื้อในขวดทดลองตามวิธีการในขอ 3.2) ติดตามการเจริญ
เติบโตโดยหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนของเซลลและ ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด เพื่อคัดเลือก
ปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต และการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
 



 40

3.4)   การหาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในขวด 
ทดลอง 

  หาปริมาณของแหลงไนโตรเจนซึ่งคือแอมโมเนียมซัลเฟต   ที่ใชเติมใน 
อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา (ภาคผนวก ก) โดยแปรผันปริมาณดังนี้  2,  5, 7  และ 10 กรัมตอลิตร รวมกับ
ปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3) เล้ียงเชื้อในขวดทดลองตามวิธีการในขอ 3.2) 
ติดตามการเจริญเติบโตโดยหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนของเซลลและปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 
เพื่อคัดเลือกปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต และการผลิตโปรตีนเซลล
เดี่ยว 
 
4)   การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในถังหมัก 

     เล้ียงเชื้อทั้งสามชนิดในอาหารขั้นต่ําโดยมีวัตถุดิบที่คัดเลือกไดจากขอ   3)  
เปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน โดยขยายสวนจากการเลี้ยงในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร
บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ  50 มิลลิลิตร  เปนถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ 2500 มิลลิลิตร  
เล้ียงตามวิธีการเดียวกับขอ 3.2)  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  และคาความเปนกรด
ดางในชวงที่เล้ียงเชื้อยีสตสองชนิดแรกที่ 5.5 สวนคาความเปนกรดดางที่ใชในการเลี้ยงแบคทีเรียควบ
คุมอยูที่ 7.0  โดยมีการใหอากาศและกวนตลอดเวลา  เปรียบเทียบหาความเร็วในการกวนและอัตรา
การใหอากาศที่ใหผลการเจริญเติบโตของเซลลจุลินทรีย  และปริมาณโปรตีนที่ดีที่สุด 

4.1)   การหาอัตราเร็วในการกวนที่เหมาะสม 
เล้ียงเชื้อตามวิธีการขอ 4) โดยทําการใหอากาศ  0.5 vvm โดยแปรผันความเร็วในการกวน

เปน 150,  200, 250  และ 300 รอบตอนาที เปรียบเทียบหาความเร็วในการกวนที่ใหผลการเจริญเติบ
โตของเซลลจุลินทรีย  ปริมาณโปรตีนสูงสุด และปริมาณเอนไซมโปรตีเอส 

4.2)   การหาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสม 
เล้ียงเชื้อตามวิธีการขอ 4) โดยใชอัตราเร็วในการกวนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 4.1)   และแปร

ผันอัตราการใหอากาศเปน 0.5, 1.0  และ 1.5 vvm  เปรียบเทียบหาอัตราการใหอากาศที่ใหผลการเจริญ
เติบโตของเซลลจุลินทรีย  ปริมาณโปรตีนที่ดีที่สุด และปริมาณเอนไซมโปรตีเอส 
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5)  ศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอสโดยจุลินทรียในถังหมัก 
  เล้ียงเชื้อจุลินทรียทั้ง 3  ชนิดตามวิธีการและภาวะที่เหมาะสมจากขอ 4)  โดย 

ใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ B.  subtilis  เปน  5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยควบคุมใหคาความเปน
กรดดางอยูในชวง 7.0 เล้ียงเชื้อที่สภาวะเดิม  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อ  โดยหาน้ําหนักเซลล
แหง โปรตีน น้ําตาลทั้งหมด และโปรตีเอสแอคติวิตีทุกๆ 4 ช่ัวโมง จนครบ 64 ชั่วโมง 

5.1)   เปรียบเทียบการใชเชื้อตั้งตนของ  B. subtilis TISTR 25 แบบ washed cell  กับ แบบ  
cell suspension  

ใชเชื้อตั้งตนของ B.  subtilis TISTR 25  เปนแบบ washed cell  กับ แบบเซลลแขวนลอย (cell 
suspension) ปริมาณ  5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเทากัน เพื่อเปรียบเทียบลักษณะเชื้อตั้งตนที่เหมาะสม
ในการผลิตเอนไซมโปรตีเอส 

5.2)  การหาปริมาณเชื้อตั้งตนของ B. subtilis TISTR 25          ท่ีเหมาะสมในการผลิต 
เอนไซมโปรตีเอส 
   โดยแปรผันปริมาณเชื้อตั้งตนของ B.  subtilis TISTR 25  เปน 5, 10 และ 15 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร โดยใชระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ 72 ช่ัวโมง เพื่อหาปริมาณเชื้อตั้งตนที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซมโปรตีเอส เพื่อศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติตอไป 
 
6) การวัดการเจริญเติบโตของเชื้อ 
 

6.1)   การวัดความขุนของเซลล  (Bacillus subtilis) 
ใชปเปตที่ผานการอบนึ่งฆาเชื้อแลวดูดตัวอยางมา  5 มิลลิลิตร  นําไปเหวี่ยง 

ใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ  3500 รอบตอนาที  เปนเวลา 20 นาที และลางเซลล
ดวยน้ํากลั่น  5 มิลลิลิตร  2 คร้ัง แยกเอาสวนที่เปนน้ําใสเก็บไว สวนที่เปนตัวเซลลเติมน้ํากลั่น 5  
มิลลิลิตรผสมใหเขากันแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  
 

6.2)   การหาน้ําหนักเซลลแหง ( Endomycopsis  fibuligera  และ Candida  utilis) 
ใชปเปตที่ผานการอบนึ่งฆาเชื้อแลวดูดตัวอยางมา  5 มิลลิลิตร  นําไปเหวี่ยง 

ใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ  3500 รอบตอนาที  เปนเวลา  20 นาที และลาง
เซลลดวยน้ํากลั่น  5 มิลลิลิตร  2 ครั้ง แยกเอาสวนที่เปนน้ําใสเก็บไว สวนที่เปนตัวเซลลนําไปอบแหง
ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ช่ัวโมง 
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6.3)   การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีลอรี  (Lowry, 1951) 
        นําน้ําหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปนแยกสวนน้ําใสออก     เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 

เขมขน 1 นอรมัล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปอุนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา  10 นาที ตั้งทิ้ง
ไวใหเย็น นํามาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม นําสารละลายโปรตีนที่ไดเจือจางแลวปริมาตร  
1 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย Lowry C  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 5  มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที  เติมสารละลาย Lowry D (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  ผสม
ใหเขากัน  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  30  นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
660  นาโนเมตร  โดยใชโบไวนซีรัมอัลบูมิน (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน 
 

 6.4)   การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในน้ําหมักโดยวิธีฟนอล-กรดซัลฟูริก 
         นําตัวอยางน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว ปริมาตร  1 มิลลิลิตร        เติมสารละลาย  

ฟนอลเขมขน  5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน       เติมกรด 
ซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เขยาแรงๆ ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา  20 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร  แลวนํา
คาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณน้ําตาลกลูโคส และคาการ
ดูดกลืนแสงของตัวอยางที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
 

6.5)   การวัดแอคติวิตีของเอนไซมโปรตีเอส 
     เก็บตัวอยางมาเหวี่ยงตกตะกอนแยกเซลลออก  นําสวนใสมาหาแอคติวิตีโดย 

บมตัวอยาง  0.1  มิลลิลิตร  กับสารละลายเคซีน  0.5 เปอรเซ็นต  ที่ละลายในบัฟเฟอร  1 มิลลิลิตร  
เติมบัฟเฟอร 0.9 มิลลิลิตร นําไปแชในอางน้ําอุนที่ควบคุมอุณหภูมิไวที่ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
20 นาที   นําขึ้นจากอางน้ําอุนและแชลงในอางน้ําเย็น     หยุดปฏิกิริยาทันทีโดยเติมสารละลายกรด
ไตรคลอโรอะซิติกเขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร  2  มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนําไปเหวี่ยงตกตะกอน 
ที่ความเร็วรอบ  3500 รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  นําสวนน้ําใสไปวัดการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น   280  นาโนเมตร    และนําคาที่ไดมาคํานวณหาแอคติวิตีของเอนไซมโดยเทียบหา
ปริมาณไทโรซีนที่เกิดจาดการยอยสลายเคซีนโดยเอนไซมกับกราฟมาตรฐานไทโรซีนที่ความเขมขน  
0- 140 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
  กําหนดให  1  ยูนิตเอนไซมเทากับ  ปริมาณของไทโรซีน  1 ไมโครโมลที่ไดจากการ
ยอยสลายเคซีนโดยเอนไซมที่สภาวะของการวัดแอคติวิตี  ภายในเวลา  1  นาที 
  ในการวัดแอคติวิตีของเอนไซมทุกตัวอยางจะตองทําหลอดควบคุมดวย  สําหรับ
เปรียบเทียบหาปริมาณไทโรซีนที่ไดจากการยอยสลายโดยเอนไซมอยางแทจริง  โดยทําการบมสาร
ละลายเคซีนกับบัฟเฟอรที่อุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20  นาทีกอนและหยุดปฏิกิริยาดวย
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กรดไตรคลอโรอะซิติกเขมขน  10  เปอรเซ็นตจากนั้นจึงคอยเติมตัวอยางลงไป  นําไปเหวี่ยงตก
ตะกอนแยกสวนน้ําใสมาวัดการดูดกลืนแสง        คาการดูดกลืนแสงของปริมาณไทโรซีนที่เกิดจาก
การยอยสารละลายเคซีนโดยเอนไซมอยางแทจริงหาไดจาก คาการดูดกลืนแสงจากตัวอยางหักออก
จากคาการดูดกลืนแสงจากหลอดควบคุม แลวจึงนําไปเปรียบเทียบหาปริมาณไทโรซีนจากกราฟมาตร
ฐาน 
 
7)  ศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติโดยอาศัยเอนไซมโปรตีเอสท่ีไดจากเชื้อท่ีเล้ียงในถัง 
หมัก 

7.1)  การหาวิธีการที่เหมาะสมในการลดปริมาณโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ 
หลังจากกระบวนการหมักเสร็จสิ้น         หยุดการกวนและใหอากาศและปลอยใหตัว 

เซลลยีสตที่ผลิตไดตกตะกอนลงมาที่ดานลางของถังหมักเปนเวลา    2-3  ช่ัวโมง จากนั้นคอยๆปลอย
น้ําหมักที่มีตัวเซลลตกตะกอนปนอยูออกมาจากถังหมักเปนปริมาตร   500     มิลลิลิตร ก็จะเหลือน้ํา
หมักที่มีน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีเอนไซมโปรตีเอสอยูเปนสวนใหญปริมาตร    2500          มิลลิลิตร  จากนั้น
เติมน้ํายางสด 35 % DRC  ลงไปปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําหมัก เพื่อศึกษาการลด
โปรตีนในน้ํายางสดโดยอาศัยเอนไซมโปรตีเอสที่มีอยูในน้ําเลี้ยงเชื้อ โดยแปรผันระยะเวลาในการ
กวนผสมน้ํายางสดเขากับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก   ปริมาณสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 
เขมขน   10 เปอรเซ็นต  (น้ําหนักตอปริมาตร)  และอัตราเร็วในการกวนผสม  จากนั้นนําน้ํายางสดที่
ไดออกมาจับตัวดวยกรดฟอรมิกเขมขน 2  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  45 ±  5  
องศาเซลเซียสจนไดเปนแผนยางดิบแหง  จากนั้นนํายางดิบแหงที่ไดไปวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 
เปรียบเทียบกับยางดิบแหงชุดควบคุม (น้ํายางสด 35 % DRC ที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก เขมขน 2  
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  45 ±  5 องศาเซลเซียสจนไดเปนแผนยางดิบแหง) 
เพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมในการผลิตยางที่มีโปรตีนลดลง 
 

7.2)   ศึกษาผลของระยะเวลาในการกวนผสมน้ํายางสดเขากับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก 
กวนผสมน้ํายางสด 35    % DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเลี้ยงเชื้อในถัง

หมัก ที่มีการเติม 10% SDS 0.2 phr  โดยใชอัตราการกวน 50 รอบตอนาที และแปรผันระยะเวลา   ใน
การกวนผสมเปน  0, 1, 2, 3, 4   และ 5  ช่ัวโมง  เพื่อดูผลที่มีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของยาง 
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7.3)   ศึกษาผลของปริมาณของสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ในการลด 
โปรตีนของน้ํายาง ในถังหมัก 

 กวนผสมน้ํายางสด 35% DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก  
ใชอัตราการกวน 50  รอบตอนาที  และระยะเวลาที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 7.2)โดยแปรผันปริมาณของ
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เขมขน  10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน 0, 0.2, 0.5, 1.0 
และ 1.5  phr  เพื่อดูผลที่มีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 

7.4)   ศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวนผสมน้ํายางสดเขากับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก 
 กวนผสมน้ํายางสด 35% DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเลี้ยงเชื้อในถังหมัก  

ที่มีการเติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน  10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาณที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 7.3)  โดยแปรผันอัตราการกวนเปน  0, 50, 70 , 100, 120 และ 150 รอบตอนาที  
เพื่อดูผลที่มีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 

 
8)   วิเคราะหสมบัติของน้ํายางสดที่ไดจากกระบวนผลิต 

ทดสอบสมบัติตางๆของยางแผนดิบที่ผลิตไดเพื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และมาตรฐาน
ยางดิบแหงของสถาบันวิจัยยาง กรมวิชาการเกษตร และมาตรฐานของยางดิบโปรตีนต่ํา   ตามสมบัติ
ดังนี้คือ ปริมาณเถา  ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณสิ่งสกปรก  ปริมาณสิ่งระเหย  คาการออนตัวเร่ิมตน  
คาดัชนีความออนตัว และคาความหนืดมูนี   ดัชนีสี  ดังวิธีการตอไปนี้  

 
8.1)  การเตรียมชิ้นตัวอยางที่มีความสม่ําเสมอ  (SMR Bulletin No.7) 

                                  นําชิ้นตัวอยางไปผานลูกกลิ้งที่ปรับระยะหางของชองวาง 1.65 มิลลิเมตร 
จํานวน 6 คร้ัง ยางที่ผานลูกกลิ้งออกมาแตละครั้ง มวนเปนรูปทรงกระบอก ใสปลายขางหนึ่งเขา
เครื่องในการบดครั้งตอๆไป ระหวางบดครั้งที่ 1 - 5 หากมีเศษยางตกอยูบนภาชนะรองรับใตลูกกลิ้ง
ทั้งสอง ใหเก็บนํามารวมกับยางที่จะบดครั้งตอไปใหหมด สวนครั้งที่ 6 รีดยางออกเปนแผน แลวนํา
ไปตัดแบงเปนชิ้นเล็กๆ เพื่อนําไปทดสอบสมบัติตางๆตอไป 
 

8.2)  การหาปริมาณสิ่งสกปรก  (dirt content) (ASTM D 1278-91a) 
ปริมาณสิ่งสกปรก หมายถึง  ปริมาณของสารที่ไดจากการกรองดวยตัวกรอง  ที่มีแผน 

ตะแกรงกรอง ขนาดรูตะแกรง 325 เมช  ซ่ึงสารที่ไดจากการกรองนั้น  ประกอบดวยสารแปลกปลอม
อ่ืนๆ เชน เปลือกไม  ดิน  ใบไม  ปริมาณและชนิดของสิ่งสกปรกมีความสําคัญตอกระบวนการนํายาง
ไปแปรรูปทําผลิตภัณฑยาง  ถาหากยางมีปริมาณสิ่งสกปรกสูง  จะมีผลกระทบตอกระบวนการแปร
รูปและคุณภาพของผลิตภัณฑสําเร็จรูป  ดังนั้น จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองควบคุมการผลิตยางใหมี
ปริมาณสิ่งสกปรกนอยที่สุด 
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วิธีการทดสอบ 
                                  ช่ังตัวอยางยางหนัก  15 กรัม นําไปผานเครื่องบดแบบหลอเย็น (cold  mill)  ที่ตั้ง
ระยะหางของลูกกลิ้งไว 0.330 มิลลิเมตร จํานวน 2 คร้ัง แลวนําไปตัดเปนชิ้นเล็กๆ ช่ังใหไดน้ําหนักที่
แนนอน ระหวาง 10.0000 – 10.0200 กรัม ใสในขวดแกวรูปชมพู ขนาด  500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุ
น้ํามันสนจํานวน 250 มิลลิลิตร และสารเคมีเรงการละลายยาง จํานวน  1 มิลลิลิตร   ใหความรอนที่
อุณหภูมิประมาณ  140 องศาเซลเซียส  โดยแกวงขวดแกวทุก 30 นาที เพื่อชวยเรงการละลายใหเร็วขึ้น
จนยางละลายหมด จากนั้นนําสารละลายยางที่ยังรอนมาเทผานตัวแกรงกรองที่สะอาดและแหง  ซ่ึงชั่ง
น้ําหนักไวแลว ลางสิ่งสกปรกที่หลงเหลืออยูในขวดรูปแกวดวยน้ํามันสนรอน  2 คร้ัง คร้ังละ 30-50 
มิลลิลิตร เทน้ํามันสนรอนผานตัวกรอง จากนั้นนําตัวกรองที่มีส่ิงสกปรกเหลืออยูไปอบแหงที่
อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  แลวจึงนําตัวกรองออกมาวางใหเย็นในหมอดูด
ความชื้น และชั่งน้ําหนัก (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ปริมาณสิ่งสกปรกคิดเปนรอยละไดดังสูตร 
 
                    ปริมาณสิ่งสกปรก        =                 น้ําหนักสิ่งสกปรก           x  100 
                                                                        น้ําหนักของชิ้นทดสอบ 
 

8.3)   การหาปริมาณเถา  (ASTM D 1278-91a) 
    เถาในยางธรรมชาติ ประกอบดวยเกลืออนินทรีย  (inorganic salt) พวก 

คารบอเนตออกไซด และฟอสเฟตของโพแทสเซียม  แมกนีเซียม  แคลเซียม โซเดียมและแรธาตุอ่ืน  
นอกจากนี้ เถาอาจเปนพวกซิลิกาหรือซิลิเกตที่มีอยูในยางเองหรือปะปนมาจากขางนอก ปริมาณเถาจะ
เปนตัวบงชี้ปริมาณแรธาตุที่มีอยูในยางดิบ และชวยบงชี้วามีการเติมสารตัวเติม (filler) ลงไปชวยเพิ่ม
น้ําหนักยางหรือไม         

วิธีทดสอบ 
                 นําถวยทนความรอนเปลาไปเผาที่อุณหภูมิ 550  ± 20 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 
นาที  จากนั้นปลอยทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองในเดซิเคเตอรและชั่งน้ําหนักละเอียด 0.0001 กรัม  จาก
นั้นนํายางดิบ 5 กรัม ช่ังน้ําหนักที่แนนอนละเอียด 0.0001 กรัม ใสลงในถวยทนความรอนแลวนําไป
เผาในเตาเผาอุณหภูมิสูง ที่อุณหภูมิ 550  ± 20 องศาเซลเซียส  เผาจนกระทั่งคารบอนถูกออกซิไดซ
อยางสมบูรณและไดเถาออกมา  นําถวยทนความรอน และสวนที่เหลือออกมาทําใหเย็นลงในเดซิเค
เตอร และชั่งน้ําหนักละเอียดได 0.0001 กรัม ปริมาณเถาคิดเปนรอยละไดดังนี้ 

การคํานวณ 
                           ปริมาณเถา        =              A – B   x 100 
                                   W 
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           A    =    น้ําหนักถวยทนความรอน เปลา (กรัม) 
           B    =    น้ําหนักถวยทนความรอน + เถา (กรัม) 
           W   =    น้ําหนักชิ้นทดสอบ (กรัม) 
 

8.4)   การหาปริมาณสิ่งระเหย  (ASTM D 1278-91a)  
ส่ิงระเหยในยางสวนใหญเปนความชื้น   ถามีปริมาณสูงจะทําใหยางเกิดราไดงาย   

มีกล่ินเหม็นและเกิดปญหาระหวางกระบวนการแปรรูปเปนผลิตภัณฑ  โดยทําใหยางลื่นบดผสมกับ
สารเคมีอ่ืนไดยาก 

วิธีทดสอบ 
                       นําตัวอยางยางมาชั่งน้ําหนักใหได  10 กรัม และละเอียด 0.001 กรัม นําไปผานเครื่อง
บด ซ่ึงมีน้ําเย็นผานลูกกลิ้งที่ปรับชองหาง 0.51 มิลลิเมตร และนําตัวอยางยางมาวางในถาดอะลูมิเนียม
นําไปอบในตูอบ อุณหภูมิ 100 ± 3  องศาเซลเซียส นานเปนเวลา 4 ช่ัวโมง  นํายางออกจากตูอบ และ
นํายางแตละชิ้นใสในถุงพลาสติก พับปากถุง 3 คร้ัง แลวนําไปหนีบไวกับที่หนีบ ปลอยยางในถุง
พลาสติกใหเย็น ใชเวลาประมาณ 30 นาที นําไปชั่งละเอียด 0.001 กรัม ปริมาณสิ่งระเหยคํานวณได
จากสูตร 
 
         ปริมาณสิ่งระเหย      =     น้ําหนักตัวอยางยางกอนอบแหง  -  น้ําหนักยางหลังอบแหง    x  100 
                                                                     น้ําหนักตัวอยางยางกอนอบแหง 
 

8.5)  ปริมาณองคประกอบไนโตรเจน  ( ASTM D 3533-90 ) 
ไนโตรเจนในยางดิบ สวนใหญอยูในรูปของโปรตีน  ดังนั้น ปริมาณไนโตรเจนจึง 

เปนตัวบงชี้วาในยางดิบมีโปรตีนอยูมากนอยเพียงใด  การกําหนดขีดจํากัดไนโตรเจนในยางแทง เพื่อ
ปองกันไมใหผูผลิตนําหางน้ํายาง (skim latex)  ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนสูงมาผลิตยางแทง เพราะมีผล
ใหยางเกิดการคงรูปเร็วขึ้น (fast cure)  

วิธีทดสอบ 
         ช่ังยางที่เตรียมใหไดน้ําหนัก  0.1 กรัม   ละเอียด 0.0001 กรัม ใสในขวดแกวสําหรับยอย
สลายแบบ micro-kjedahl เติมสวนผสมของสารเรงปฏิกิริยา 0.65 กรัม และกรดซัลฟูริกเขมขน
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นใหความรอนจนไดสารละลายใสสีเขียวหรือไมมีสี และจะตองไมมีสี
เหลืองปน ทิ้งไวใหเย็นแลวเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวถายสารละลายลงในชุดกลั่น 
ซ่ึงเตรียมผานไอน้ําใหรอนไวแลว เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 67 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ลงในชุดกลั่น จากนั้นนําขวดแกวรูปชมพูที่มีสารละลายกรดบอริกเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยใชสารละลายเมทิลเรด 2-3 หยดเปนอินดิเคเตอร มารองรับสิ่งกลั่น โดยผาน
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ไอน้ําเพื่อทําการกลั่นนานประมาณ  5 นาที ซ่ึงสารละลายจะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเขียว นําสารที่ได
จากการกลั่นมาไตเตรททันทีดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.005โมลาร ที่จุดยุติสารละลาย
จะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง และสําหรับแบลงคทําวิธีเดียวกับตัวอยางแตไมมีการใสตัวอยางยาง 

การคํานวณ 
 ปริมาณไนโตรเจน       =  (V1 – V2) M  x 0.028     x  100 % 
                                                         W 
เมื่อ  V1  =  ปริมาตรสารละลายกรดซัลฟูริก ที่ใชในการไตเตรทตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
        V2  =  ปริมาตรสารละลายกรดซัลฟูริก ที่ใชในการไตเตรทแบลงค (มิลลิลิตร) 
        M   =  ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริก (โมลาร) 
        W  =  น้ําหนักชิ้นยางทดสอบ (กรัม) 
 

8.6)   ดัชนีความออนตัว  (Plasticity Retention Index, PRI) (ASTM D 3194-84) 
ดัชนีความออนตัวของยางแสดงถึงความตานทานของยางดิบตอการแตกหักของ 

โมเลกุลตออุณหภูมิสูง หรือตอการออกซิเดชัน ยางที่มีดัชนีความออนตัวสูง แสดงวามีความตานทาน
ตอการแตกหักของโมเลกุลสูง 

วิธีการทดสอบ 
นํายางตัวอยาง 20 ± 5 g ผานเครื่องบดที่มีน้ําเย็นผานลูกกลิ้งที่ปรับชองหางใหไดความหนา  

3.2 –3.6 mm 2 คร้ัง พับครึ่ง รีดผานลูกกลิ้งแลวตัดชิ้นทดสอบจํานวน 6 ช้ิน    เปน 2 ชุดๆละ 3 ช้ิน 
วางชิ้นทดสอบชุดที่ 1 ระหวางกระดาษมวนบุหร่ี นําเขาเครื่องอัดชิ้นทดสอบโดยแปนโลหะกลมบน
และลางจะกดใหช้ินทดสอบหนา 1 มิลลิลิตร และในเวลาเดียวกันทําใหรอน 100 องศาเซลเซียส   เปน
เวลา 15 วินาที จากนั้น แรง 10 ±  0.1 กิโลกรัม จะอัดยางเปนเวลา 15 วินาที อานคาความออนตัวบน
หนาปทม จะไดคาP0 และนําชิ้นทดสอบชุดที่ 2 เขาตูอบซึ่งควบคุมอุณหภูมิที่ 140 องศาเซลเซียส   
เปนเวลา  30 นาที  นําชิ้นทดสอบออกมาทิ้งใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง ประมาณ 30 นาที  นําไปหาคา
ความออนตัวจะไดคา P30

นําคามัธยฐาน (median) ของชิ้นทดสอบ มาคํานวณหาคาดัชนีความออนตัว ดังนี้ 
   

PRI             =     P30  x  100 
                                            P0 

 เมื่อ      PRI     =    ดัชนีความออนตัว (Plasticity Retention Index) 
P0       =   มัธยฐานคาความออนตัวของยางชุดที่ไมอบ 

  P30     =    มัธยฐานคาความออนตัวของยางชุดที่อบแลว 
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8.7)   การหาคาความหนืดมูนี  (Mooney viscosity) (ASTM D 1646-94) 
              วิธีการทดสอบ 
                         ตรวจสอบอุณหภูมิของชองใสยางใหคงที่ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อุนโรเตอร 
โดยใสลงในชองใสยางใหรอนเปนเวลา 1 นาที นําโรเตอรออกจากชองใสยาง แบงยางที่เตรียมไว
ประมาณ 25  กรัม ออกเปนสองสวนเทาๆกัน โดยแตละสวนมีความหนาประมาณ 6 มิลลิเมตร และมี
น้ําหนักประมาณ 12.5 กรัม นํายางประกบดานบนและลางของโรเตอร ใสในชองใสยาง แลวเดิน
เครื่อง เครื่องจะอุนยางเปนเวลา 1 นาที และโรเตอรหมุนวัดความหนืดเปนเวลา 4 นาที  จะรายงานใน
หนวยของมูนี ,  ML (1+4)  100 องศาเซลเซียส ขนาดของโรเตอร  (L สําหรับชิ้นใหญ) และและ
จํานวนนาทีของการวอรมเครื่อง  (l  นาที) จํานวนนาทีของการทดสอบจริง (4 นาที) และอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส 
การบันทึกผล - ใหบันทึกผลความหนืดที่อานไดจากเครื่องพรอมระบุเงื่อนไขในการทดสอบดังนี้ 
        xML (1+4) 100 OC 
 เมื่อ        x    =   คาความหนืดที่อานไดจากเครื่อง 
  M   =   Mooney Viscosity 
  L    =   โรเตอรใหญ (โรเตอรเล็กใชอักษร S) 

1 =    เวลาที่ใชในการอุนยาง หนวยเปนนาที 
4     =    เวลาที่โรเตอรหมุนวัดความหนืด หนวยเปนนาที 

       100 OC   =    อุณหภูมิที่ใชในการทดสอบ 
 

8.8)   ดัชนีสี  (color  index) (ASTM D 3157-84) 
วิธีการทดสอบ 
 นํายางที่เตรียมไว 20  ± 5 กรัม ผานเครื่องบดซึ่งมีน้ําเย็นผานลูกกลิ้งที่ปรับชองหางไวแลว  

2 คร้ัง แลวพับครึ่ง ตบดวยมือเบาๆใหไดความหนาระหวาง 3.2-3.6 มิลลิเมตร  ตัดตัวอยางใหไดช้ิน
ทดสอบ จํานวน 2 ช้ิน แลวนํามาประกบกัน  วางชิ้นทดสอบลงในแบบพิมพ ประกบแบบพิมพดวย
แผนฟลมพอลิเอสเตอรหรือเซลลูโลส แลวประกบดวยแผนพลาสติกหรืออลูมิเนียม  จากนั้นนําเขา
เครื่องอัด ที่ความดัน 500 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 150 ± 3 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที จาก
นั้นจึงทําการเปรียบเทียบสีของชิ้นทดสอบกับมาตรฐาน Lovibond 
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9)  การทดสอบสัณฐานวิทยาของยางแผนดิบแหงโดยการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
แบบสองกราด (SEM) 
               ทําการตรวจสอบสภาพผิวดานหนา  และภาคตัดขวางของแผนยางดิบแหง ดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด มีขั้นตอนดังนี้ 

(1)  นําแผนยางดิบแหงที่จะตรวจสอบผิวดานหนา มาตัดเปนวงกลมใหมีขนาด 
เทากับพื้นที่หนาตัดของแทงเหล็กขนาดเล็ก ที่เปนอุปกรณชวยในการยึดตัวอยางกับเครื่องตรวจสอบ
และติดเทปกาวยึดใหแนน 

(2)   สําหรับแผนยางที่จะตรวจสอบภาคตัดขวาง  นํามาแชในไนโตรเจนเหลว 
แลวหักใหเปนลักษณะสี่เหล่ียมขนาดเล็ก ใหมีความกวางเทากับเสนผานศูนยกลางของแทงเหล็กทรง
กระบอก  ติดเทปกาวยึดกับอุปกรณชวยยึดตัวอยางซึ่งจะมีลักษณะเปนทรงกระบอกครึ่งซีกขนาดเล็ก 
โดยหันภาคตัดขวางดานที่สนใจขึ้นดานบนใหเลยขอบของแทงเหล็กเล็กนอย 

(3) ทําสัญลักษณสําหรับดานหนา และภาคตัดขวางของตัวอยางที่ใตแทงเหล็ก  
ตามลําดับตัวเลขหรือตัวอักษร 

(4) ทําซําขอ (1) – (3) จนครบทุกตัวอยาง 
(5) นําตัวอยางทั้งหมดไปฉาบดวยทอง 
(6) นําตัวอยางที่ไดจากการฉาบดวยทอง ประกอบเขากับแปนของเครื่องตรวจ 

สอบ ตามลําดับที่กําหนดไว 
(7) สองดูบริเวณพื้นผิวของตัวอยาง ปรับกําลังขยาย เลือกภาพที่ตองการและสั่ง 

พิมพภาพ 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
 
4.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียท่ีใชในการผลิต 
4.1.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ  Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 

เล้ียงเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097  ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร    ที่บรรจุ 
อาหาร yeast starch (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเขยาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาที เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง   ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อทุกๆ 3 ช่ัวโมง  โดยหาปริมาณเซลลแหง  ปริมาณ
โปรตีนจริงของตัวเซลล น้ําตาลทั้งหมดที่ใชไป และคาความเปนกรดดางไดขอมูลแสดงในรูปที่ 4.1 

0
2
4
6
8

10
12

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
ระยะเวลาในการหมัก ( ชั่วโมง )

น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง, โ

ปร
ตีน

, 
น้ํา
ตา
ลท

ั้งห
มด

 ( ก
รัม
ตอ

ลิต
ร

0
2
4
6
8
10
12

คา
คว

าม
เปน

กร
ดด

าง

น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลทั้งหมด
โปรตีนของเซลล คาความเปนกรดดาง

 
รูปท่ี  4.1 รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 

 
จากรูปที่ 4.1 เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097 ที่เล้ียงใน

อาหาร yeast starch เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา เชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 39 เทากับ 5.26 
กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็มีปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคา
ความเปนกรดดางก็คอยๆลดลงในขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโต
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จําเพาะสูงสุดเทากับ  0.121    ตอช่ัวโมง      ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 46.20  
เปอรเซ็นต    และกรัมเซลลตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ    0.526    

 
4.1.2 การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Candida  utilis  TISTR 5001  

เล้ียงเชื้อ  C.  utilis  TISTR 5001  ในขวดทดลองขนาด  250   มิลลิลิตร    ที่บรรจุ 
อาหาร  yeast  malt (YM)  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเขยาที่ความเร็ว 180 รอบตอ
นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง   ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อทุกๆ 3 ช่ัวโมง  โดยหาปริมาณเซลลแหง  
ปริมาณโปรตีนจริงของตัวเซลล  น้ําตาลทั้งหมดที่ใชไป และคาความเปนกรดดาง  ไดขอมูลแสดง
ในรูปที่  4.2 
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รูปท่ี  4.2   รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อ Candida  utilis  TISTR 5001 
 

จากรูปที่ 4.2  เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ C.  utilis  TISTR 5001  ที่เล้ียงใน
อาหาร yeast malt เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาเชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 30 เทากับ 7.32  
กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็มีปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคา
ความเปนกรดดางก็คอยๆลดลงในขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะสูงสุดเทากับ    0.159  ตอช่ัวโมง  โปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 47.76 เปอรเซ็นต  
และกรัมเซลลตอสับสเตรทสูงสุดเทากับ  0.732   
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4.1.3  การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus  subtilis  TISTR 25 
เล้ียงเชื้อ   B. subtilis  TISTR 25  ในขวดทดลองขนาด  250  มิลลิลิตร        ที่บรรจุ 

อาหาร nutrient broth (NB) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอ
นาที  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่  420 นาโนเมตร วิเคราะหปริมาณ
เอนไซมโปรตีเอส  และวัดคาความเปนกรดดาง ไดขอมูลแสดงในรูปที่  4.3  
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รูปท่ี  4.3   รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus  subtilis  TISTR 25 
 

จากรูปที่ 4.3   จะเห็นไดวาเชื้อ B. subtilis  TISTR 25  มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วใน 12  
ช่ัวโมงแรก โดยมีคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตรสูงสุดเทากับ   2.66  โดยพบวายังไมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส  จนเชื้อเร่ิมมีการเจริญคงที่ในชั่วโมง ที่ 15 จะเปนชวงที่เชื้อเร่ิมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส โดยเชื้อจะมีการเจริญเติบโตที่คงที่ไปจนถึงชั่วโมงที่ 24  และอัตราการเจริญก็จะ
ลดลงคือเร่ิมมีการตาย       ในขณะที่การผลิตเอนไซมยังคงมีอยูตอไป        โดยมีโปรตีเอสแอคติวิตี
สูงสุดเทากับ  1.98  ยูนิตตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่  42  และเริ่มมีปริมาณคงที่  สวนคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนอยู 7.0 จะลดลงในชวงแรกจนถึงชั่วโมงที่ 12  จากนั้นก็จะคอยๆเพิ่มขึ้นจนอยูในระดับ
ใกลเคียงกับคาความเปนกรดดางเริ่มตน  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Seung-Hyeon Moon (1990) 
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4.2 ปริมาณวัตถุดิบท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวโดยเลี้ยงเชื้อผสมในขวดเขยา 
โดยเล้ียงเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097  ปริมาตร 7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของอาหาร 

เล้ียงเชื้อ (น้ําหนักเซลลแหงประมาณ  5 กรัมตอลิตร) เมื่อครบ 16 ช่ัวโมงเติม C. utilis TISTR 5001 
ปริมาตร 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  (น้ําหนักเซลลแหงประมาณ 7 กรัมตอลิตร) และเมื่อครบ 40 ช่ัว
โมงเติมเชื้อ B. subtilis  TISTR 25  ปริมาตร 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (คาความขุนที่ 420 นาโน
เมตรประมาณ  0.5)  โดยเล้ียงเชื้อผสมในขวดทดลองที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ํา (ภาคผนวก ก) ที่
มีในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน และใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจน  
 
4.2.1 การหาปริมาณแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 

โดยการเลี้ยงเชื้อผสมของ  E. fibuligera TISTR 5097  และ  C. utilis  TISTR 5001       และ  
B. subtilis TISTR 25 (ตามวิธีในขอ 4.2) ในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลง
คารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน โดยแปรปริมาณแปงมันสําปะหลังเปน 5, 
10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตร เล้ียงในขวดทดลอง เขยาที่
ความเร็ว  180  รอบตอนาที  ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อผสมทุกๆ 4 ช่ัวโมง เปนเวลา 64 ช่ัวโมง 
โดยหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล (intracellular protein)        และปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมด (กรัมตอลิตร)  ไดขอมูลแสดงในรูปที่ 4.4 - 4.7  ตามลําดับ   
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รูปท่ี  4.4  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มี 

                  แปงมันสําปะหลัง  5  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2  กรัมตอลิตร 
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จากรูปที่ 4.4  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  2.49 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
32.93  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.498  
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รูปท่ี 4.5  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มี 
  แปงมันสําปะหลัง  10 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.5 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 10  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  3.95 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
33.67  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.395  
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รูปท่ี 4.6  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มี 
  แปงมันสําปะหลัง  15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.6 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  5.08 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
35.52  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.339  
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รูปท่ี 4.7  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เล้ียงในขวดเขยา ในอาหารขั้นต่ําที่มีแปงสําปะหลัง   
               20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 
 

จากรูปที่ 4.7 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 20  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  5.16 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
33.33  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.258  
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5  กรัมตอลิตร 10  กรัมตอลิตร
15  กรัมตอลิตร 20  กรัมตอลิตร

 
 
 
รูปท่ี 4.8   การเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 

  สําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต      
  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน 

 
จากรูปที่ 4.8 เปนการเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้น

ต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน   รวมกับแอมโมเนียม
ซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  2.49, 3.95, 5.08 
และ 5.16  กรัมตอลิตร  ตามลําดับ 
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รูปท่ี 4.9  การเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

  ขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต        
  2   กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.9 เปนการเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหาร

เล้ียงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 5, 10, 15 และ 20  กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต       
2   กรัมตอลิตร พบวาเชื้อมีปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  32.93, 33.67, 35.52 และ 
33.33  ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นไดวาคาที่ไดไมแตกตางกันมากนัก 
 

จากรูปที่ 4.8 จะเห็นไดวาอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแอมโมเนียม 2 กรัมตอลิตร และแปงมัน
สําปะหลัง 15 และ 20 กรัมตอลิตร จะใหผลน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดมากกวา ที่ 5 และ 10 กรัมตอ
ลิตรอยางเห็นไดชัด และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล ในรูปที่ 4.9 จะเห็นไดวา
แปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตรจะใหผลปริมาณโปรตีนภายในเซลลสูงสุด ดังนั้นจึงเลือกใช
ปริมาณแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการ
ทดลองขั้นตอไป 
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4.2.2 การหาปริมาณแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
แอมโมเนียมซัลเฟตเปนสารที่สามารถนํามาใชเปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่หางายและ 

มีราคาถูก  จุลินทรียสามารถนํามาใชเปนสารอาหารไดงาย  โดยมีผลตอการเจริญเติบโตและการ
สังเคราะหโปรตีนเปนองคประกอบภายในเซลล (Boze และคณะ, 1992)   ดังนั้นในการทดลองนี้จึง
ไดศึกษาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสําหรับการเจริญเติบโต     และการผลิตโปรตีนเซลล
เดี่ยว  โดยการเลี้ยงเชื้อ  E. fibuligera และ C. utilis  และ B. subtilis   ในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ํา   (ภาค
ผนวก ก)  ที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนและใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน 
โดยใชปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองในขอ 4.3.1 คือ 15 กรัมตอลิตร  
โดยแปรปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 2,  5,  7 และ 10  กรัมตอลิตร  เล้ียงเชื้อในขวดเขยาที่
ความเร็ว  180 รอบตอนาที  เปนเวลา 64  ช่ัวโมง  ติดตามการเจริญเติบโตโดยหาน้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล  และปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (กรัมตอลิตร) ไดขอมูลแสดงในรูปที่ 
4.10 - 4.13 
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รูปท่ี 4.10  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.10  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  2  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
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น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.08 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
35.52  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.339   
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รูปท่ี 4.11  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  5  กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.11  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  5  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.17 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
37.52  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.345   
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รูปท่ี 4.12  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมัน 
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  7 กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.12  เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  7  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.24 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
40.84  เปอรเซ็นต   และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.349   
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รูปท่ี 4.13  รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมัน 
    สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตร 

 
จากรูปที่ 4.13  เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม

ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน เช้ือมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.72  กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
48.60  เปอรเซ็นต  และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.381   
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รูปท่ี 4.14   การเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มี 
                 แอมโมเนียมซัลเฟต  2, 5, 7 และ 10  กรัมตอลิตรรวมกับแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอ     
                 ลิตร  
 
                จากรูปที่ 4.14 เปนการเปรียบเทียบน้ําหนักเซลลแหงเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือ
ข้ันต่ําที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต  2, 5, 7   และ 10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน รวมกับ แปงมัน
สําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  5.08,  5.17,  
5.24  และ  5.72  กรัมตอลิตร  ตามลําดับ       จะเห็นไดวาผลของปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะให
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดไมแตกตางกัน 
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รูปท่ี 4.15   การเปรียบเทียบกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมใน 

     อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มี แอมโมเนียมซัลเฟต  2, 5, 7 และ 10  กรัมตอลิตรรวม 
                   กับแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร 
 

จากรูปที่ 4.15 เปนการเปรียบเทียบกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.339, 
0.345, 0.349 และ 0.381  ตามลําดับ จะเห็นไดวาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะทําใหกรัมเซลลตอ
กรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดไมแตกตางกัน 
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รูปท่ี 4.16   การเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเมื่อเล้ียงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
                  ข้ันต่ําที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต  2 , 5, 7 และ 10  กรัมตอลิตรรวมกับแปงมันสําปะหลัง    

15 กรัมตอลิตร  
 

จากรูปที่ 4.16 เปนการเปรียบเทียบโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  35.52, 37.52, 
40.84 และ 48.60  เปอรเซ็นตตามลําดับ จะเห็นไดวาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะมีผลให
เปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดแตกตางกันอยางชัดเจนโดยยิ่งปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 
มากก็ยิ่งทําใหเปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเพิ่มข้ึน โดยจะเห็นไดวาปริมาณ
แอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตร ทําใหเปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 48.60 
ดังนั้นจึงเลือกใชปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตร รวมกับแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงไนโตรเจน และคารบอนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในการ
ทดลองตอไป  
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 Peppler (1970) รายงานวาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวของยีสตในเชิงพาณิชย  ควรมีปริมาณ
โปรตีนจริงเปนองคประกอบภายในเซลลไมต่ํากวา 40 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง  ขณะที่ 
International  Union  of  Pure  and Applied Chemistry    กําหนดใหการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจาก
จุลินทรียในเชิงพาณิชย ควรมีปริมาณโปรตีนจริงเปนองคประกอบภายในเซลลไมต่ํากวา 45 
เปอรเซ็นต 
 
4.3   การหาภาวะที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อผสมในถังหมักเพื่อศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
         และเอนไซมโปรตีเอส 

การใชอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีการใชแปงมันสําปะหลัง  15  กรัมตอลิตร  เปนแหลง 
คารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม มาเล้ียงเช้ือ
ผสม E. fibuligera ในถังหมัก  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียสตลอดการเลี้ยง และ
ควบคุมคาความเปนกรดดางที่  5.5 โดยเติม C. utilis  ลงไปในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงเช้ือตอไปที่ภาวะ
เดิมเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจนถึงช่ัวโมงที่ 40 ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําหมักเปน 7.0 
พรอมกับเติมเชื้อ     B. subtilis และควบคุมคาความเปนกรดดางอยูท่ี 7.0 เพื่อใหภาวะเหมาะสมใน
การผลิตเอนไซมโปรตีเอส ซ่ึงการศึกษาในถังหมักนี้จะทําการศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวน 
และอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซมโปรตีเอส 
 
4.3.1  การศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวนตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซมโปรตีเอส 

 การใชอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีการใชแปงมันสําปะหลัง  15  กรัมตอลิตร  เปน 
แหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม มา
เล้ียงเช้ือผสม  E. fibuligera ในถังหมัก  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียสตลอดการเลี้ยง 
และควบคุมคาความเปนกรดดางที่  5.5 โดยเติม C. utilis  ลงไปในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงเช้ือตอไปที่
ภาวะเดิมจนถึงช่ัวโมงที่ 40 ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําหมักเปน 7.0 พรอมกับเติมเชื้อ           
B. subtilis  และควบคุมคาความเปนกรดดางอยูท่ี 7.0 โดยแปรผันอัตราเร็วในการกวนเปน 150, 200, 
250 และ 300 รอบตอนาที  ท่ีอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm    เล้ียงเช้ือเปนเวลาทั้งหมด 64 ช่ัวโมง  
ติดตามการเจริญเติบโต  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส ทุกๆ 4 ช่ัวโมง
โดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล   ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (กรัมตอ
ลิตร) และโปรตีเอสแอคติวิตี (ยูนิตตอมิลลิลิตร)  ไดผลดังแสดงในรูปท่ี 4.17 – 4.20  
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รูปท่ี 4.17   รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  150 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.17 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  150 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm    พบวาเชื้อมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.32 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
49.44  เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.355  และโปรตีเอส
แอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0166     ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 
 
 
 



 68

0

5

10

15

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

ระยะเวลาในการหมัก ( ชั่วโมง )

น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง, โ

ปร
ตีน

, 
น้ํา
ตา
ลท

ั้งห
มด

 ( ก
รัม
ตอ

ลิต
ร

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

โป
รต
ีเอส

แอ
คต

ิวิต
ี

 ( ย
ูนิต

ตอ
มิล

ลิล
ิตร

 

น้ําหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
น้ําตาลทั้งหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
 
 
รูปท่ี 4.18   รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                 เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  200 รอบตอนาที และอัตราการให 

                    อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.18 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  200 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.52 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.28  
เปอรเซ็นต       ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.368        และ โปรตีเอส
แอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0228     ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
 
รูปท่ี 4.19  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.19 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา  เช้ือมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 6.72 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  
49.85  เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.448 และโปรตีเอส
แอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0412 ยูนิตตอมิลลิลิตร      ซ่ึงจากงานวิจัยของสนธยา ศรี
เมฆ (2533)  เล้ียงเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25 ในอาหารสูตรปรับต่ํารวมกับสารตนตอ
ไนโตรเจนชนิดตางๆที่ pH 6.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    พบวาโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดอยู
ในชวง 0.02 – 0.08 ยูนิตตอมิลลิลิตร  
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นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
 
 
รูปท่ี 4.20  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  300 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.20 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  300 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.96 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.33 
เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.397 และโปรตีเอสแอคติวิติ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0245 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.21   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  
                   และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดในการเลี้ยงเชื้อผสมใน 
                   อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.21 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอน้ําหนักเซลลแหงสูง
สุดในการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถังหมักโดยใชอัตรา
เร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมี
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.32,  5.52, 6.72 และ 5.96  กรัมตอลิตร จะเห็นไดวาที่อัตราเร็วใน
การกวนเพิ่มข้ึนตั้งแต 150 – 250 รอบตอนาที เช้ือจะมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเพิ่มข้ึน คือ 5.32,  
5.52, 6.72  กรัมตอลิตร เนื่องจากอัตราเร็วการกวนที่มากขึ้นจะชวยทําใหอากาศกระจายตัวไดดีใน
น้ําหมักเปนการเพิ่มการละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อและชวยทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อ
กระจายตัวดีทําใหเช้ือจุลินทรียมีโอกาสสัมผัสกับอาหารไดมากขึ้น จึงทําใหเช้ือมีการเจริญเติบโตที่
ดี  โดยท่ีอัตราเร็วการกวน 300 รอบตอนาที เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.96 ซ่ึงนอยกวาที่
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อัตราเร็วในการกวน 250 รอบตอนาที อาจเนื่องมาจากอัตราเร็วในการกวนที่มากเกินไปทําใหของ
เหลวในถังหมักมีความปนปวนมากไปซึ่งเปนสภาพที่ไมเหมาะในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
และอาจเกิด vortex ไดมากจึงเปนเหตุใหออกซิเจนละลายไมดีในน้ําหมักจึงทําใหน้ําหนักเซลลแหง
สูงสุดของเชื้อลดลง 
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รูปท่ี 4.22   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
                  และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุด ในการ 

                     เล้ียงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.22 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอปริมาณโปรตีนจริง
ภายในเซลลสูงสุด โดยใชอัตราเร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที และอัตราการ
ใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 49.44, 49.28, 49.85 
และ 49.33 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาที่อัตราเร็วในการกวนตางๆกันไมมีผลให
เปอรเซ็นตโปรตีนภายในตัวเซลลของเชื้อมีความแตกตางกัน  
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รูปท่ี 4.23   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  
                   และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุด 

     ในการ เล้ียงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.23 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอกรัมเซลลตอกรัม
สับสเตรท (แปงมันสําปะหลัง) สูงสุด โดยใชอัตราเร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอ
นาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  
0.355,  0.368, 0.448 และ 0.397 ตามลําดับ  อัตราเร็วในการกวนมีผลตอ กรัมเซลลตอกรัมแปงมัน
สําปะหลังสูงสุดเชนเดียวกับน้ําหนักเซลลแหง คือท่ีอัตราเร็วการกวน 250 รอบตอนาที ใหผลดีท่ีสุด 
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รูปท่ี 4.24   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวน 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  
                   และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm ท่ีมีตอโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด ในการเลี้ยงเช้ือผสม 
                   ในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.24    เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วในการกวนที่มีตอโปรตีเอสแอคติวิตี
สูงสุด โดยใชอัตราเร็วในการกวน  150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 
vvm  พบวา เช้ือมีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 0.0166,  0.0228, 0.0412 และ 0.0245 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ โดยท่ีแตละอัตราเร็วการกวนคาโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดอยูท่ีช่ัวโมงที่ 64  จะ
เห็นไดวาอัตราเร็วในการกวนที่เพิ่มข้ึนจะใหคาโปรตีเอสแอคติวิตีเพิ่มข้ึน เชนเดียวกับน้ําหนักเซลล
แหง ซ่ึงที่อัตราเร็วในการกวนที่มากเกินไปคือท่ี 300 รอบตอนาที นอกจากเปนภาวะที่ไมเหมาะใน
การเจริญของเชื้อแลว ยังเปนการสิ้นเปลืองพลังงานในการผลิตอีกดวย ดังนั้นอัตราเร็วการกวนที่
เหมาะสมสําหรับใชเปนขอมูลในการทดลองขั้นตอไป คือ ท่ีอัตราเร็ว 250  รอบตอนาที 
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4.3.2    การศึกษาผลของอัตราการใหอากาศตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและเอนไซมโปรตีเอส 

 การใชอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีการใชแปงมันสําปะหลัง  15  กรัมตอลิตร  เปน 
แหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10  กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม มา
เล้ียงเชื้อผสม  E. fibuligera ในถังหมัก  โดยมีการควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียสตลอดการเลี้ยง 
และควบคุมคาความเปนกรดดางที่  5.5 โดยเติม C. utilis  ลงไปในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงเชื้อตอไปที่
ภาวะเดิมจนถึงช่ัวโมงที่ 40 ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําหมักเปน 7.0 พรอมกับเติมเชื้อ           
B. subtilis  และควบคุมคาความเปนกรดดางอยูท่ี 7.0 โดยแปรผันอัตราการใหอากาศเปน  0.5, 1.0 
และ 1.5  vvm  และใชอัตราเร็วในการกวนเปน 250 รอบตอนาที  เล้ียงเช้ือเปนเวลาทั้งหมด 64 ช่ัว
โมง  ติดตามการเจริญเติบโต  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   ทุกๆ 4 
ช่ัวโมงโดยการหาน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลล   ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด          
(กรัมตอลิตร) และโปรตีเอสแอคติวิตี (ยูนิตตอมิลลิลิตร)  ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.25 – 4.27   
 

0

5

10

15

20

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

ระยะเวลาในการหมัก ( ช่ัวโมง )

น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง, โ

ปร
ตีน

, 
น้ํา

ตา
ลท

ั้งห
มด

 ( ก
รัม

ตอ
ลิต

ร )

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1

โป
รต

ีเอส
แอ

คต
ิวิต

ี
( ย
ูนิต

ตอ
มิล

ลิล
ิตร

 )

นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
นํ้าตาลทั้งหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
รูปท่ี 4.25  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเช้ือข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 0.5 vvm 
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จากรูปที่ 4.25 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตร ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 
รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 6.72 กรัม
ตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.85 เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัม
แปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.448 และโปรตีเอสแอคติวิติสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.0412  
ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของตัวเซลลแหง

นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
รูปท่ี 4.26  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 1.0 vvm 
 

จากรูปที่ 4.26 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.0 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.62 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.74 
เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.508 และโปรตีเอสแอคติวิติ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.512  ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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นํ้าหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
 
รูปท่ี 4.27  รูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อผสมเมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อข้ันต่ํา ในถังหมักโดยใชอัตราเร็วการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการให 
                   อากาศ 1.5 vvm 
 

จากรูปที่ 4.27 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถัง
หมักโดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.5 vvm  พบวา เช้ือมีน้ํา
หนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.14 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  49.16 
เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.476 และโปรตีเอสแอคติวิติ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ  0.229  ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.28   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 
                   การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดในการเลี้ยงเชื้อผสมใน อาหาร 
                   เล้ียงเช้ือข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.28 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราเร็วการใหอากาศที่มีตอน้ําหนักเซลลแหง
สูงสุดในการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15  กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต  10 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน ในถังหมักโดยแปรผัน
อัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm  โดยใชอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที และ พบ
วา เช้ือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 6.72,  7.62 และ 7.14  กรัมตอลิตร จะเห็นไดวาที่อัตราการ
ใหอากาศที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของเชื้อท่ีสุดคือท่ี 1.0 vvm เนื่องจากปริมาณอากาศที่มาก
พอดีจะทําใหเช้ือมีอากาศเพียงพอที่จะนําไปใช  ในขณะที่อากาศที่นอยก็อาจทําใหเช้ือมีอากาศไม
พอ และถามากเกินไปก็อาจทําใหเช้ือนําไปใชไมทันไดเชนกัน  ดังนั้นอัตราการใหอากาศ 1.0 vvm 
จึงเปนภาวะที่เหมาะสมที่สุด 
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รูปท่ี 4.29   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 
                   การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุด ในการเลี้ยงเชื้อ 
                  ผสมใน อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 
 

จากรูปที่ 4.29 เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศที่มีตอปริมาณโปรตีนจริงภาย
ในเซลลสูงสุด โดยใชอัตราการใหอากาศ  0.5 , 1.0 และ 1.5 vvm และอัตราเร็วในการกวน  250 
รอบตอนาที พบวา เช้ือมีปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 49.85, 49.74 และ 49.16 
เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาเชนเดียวกับอัตราเร็วในการกวนก็คือ อัตราการใหอากาศไม
มีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีนภายในตัวเซลลของเชื้อเชนเดียวกัน 
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รูปท่ี 4.30   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 

การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดในการเลี้ยง       
เช้ือผสมใน อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 

 
จากรูปที่ 4.30   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศที่มีตอกรัมเซลลตอกรัมแปง

มันสําปะหลังสูงสุด โดยใชอัตราการใหอากาศ 0.5 , 1.0 และ 1.5 vvm และอัตราเร็วในการกวน  250 
รอบตอนาที พบวา เช้ือมีปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.448,  0.508 
และ 0.476 ตามลําดับ  อัตราเร็วในการกวนมีผลตอปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูง
สุดเทากับ เชนเดียวกับน้ําหนักเซลลแหง คือท่ีอัตราการใหอากาศ  1.0 vvm  ใหผลดีท่ีสุด 
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รูปท่ี 4.31   เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5  vvm และ อัตราเร็วใน 
                   การกวน 250 รอบตอนาที ท่ีมีตอโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด ในการเลี้ยงเช้ือผสมใน  
                   อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ํา 

จากรูปที่ 4.31    เปนการเปรียบเทียบผลของอัตราการใหอากาศที่มีตอโปรตีเอสแอคติวิตีสูง
สุด โดยใชอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5 vvm  และอัตราเร็วในการกวน  250 รอบตอนาที 
และ พบวา เช้ือมีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด เทากับ 0.0412,  0.0228, 0.512 และ 0.229 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ  จะเห็นไดวาอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ     จะใหคา
โปรตีเอสแอคติวิตีท่ีสูงสุด โดยท่ีแตละอัตราการใหอากาศคาโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดอยูท่ีช่ัวโมงที่ 
64  ดังนั้นอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมสําหรับใชเปนขอมูลในการทดลองขั้นตอไป คือ 1.0 vvm 
 กระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากเซลลจุลินทรียเปนการหมักแบบตองการ
ออกซิเจน  ภายใตภาวะเชนนี้เช้ือจุลินทรียสามารถออกซิไดสแหลงคารบอนไดคารบอนไดออกไซด
และน้ําอยางสมบูรณ  ซ่ึงจะทําใหไดผลผลิตตัวเซลลจุลินทรียตอปริมาณสับสเตรทที่ใชสูง               
(Snyder, 1970)  ดังนั้นจึงตองใหออกซิเจนมากพอในกระบวนการหมัก  ปริมาณออกซิเจนที่เหมาะ
สมจะขึ้นกับสายพันธุจุลินทรีย  องคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือและภาวะการเลี้ยงเช้ือ  อุณหภูมิท่ี
ใชและขนาดของถังหมัก และเพื่อใหมีการกระจายของออกซิเจน  จึงตองมีการกวนพรอมกับการให
อากาศ  ดังนั้นการทดลองนี้จึงแปรผันอัตราเร็วในการกวนที่ 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที
และอัตราการใหอากาศ 0.5, 1.0 และ 1.5 vvm  ติดตามการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมโปรตี
เอสของเชื้อทุกๆ 4 ช่ัวโมง  จนครบ 64 ช่ัวโมง   
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 Singh และคณะ (1998) รายงานวาการแปรผันอัตราการกวนและอัตราการใหอากาศมีอิทธิพล
นอยตอปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลจุลินทรีย ซ่ึงเห็นไดจากผลการเปรียบเทียบผลของอัตราการ
กวน และอัตราการใหอากาศใหผลของเปอรเซ็นตโปรตีนจริงภายในเซลล ในรูปที่ 4. 22 และ 4.29  
  
4.4 ศึกษาการผลิตโปรตีเอสของเชื้อผสมในถังหมัก 
4.4.1 การเปรียบเทียบการใชเชื้อตั้งตนของ B.subtilis แบบ washed cell กับแบบ cell  suspension  
          การทดลองนี้ศึกษาการใชเช้ือต้ังตนเปนแบบ washed  cell คือใชเฉพาะตัวเซลลท่ีลางเอา
อาหารเล้ียงเชื้อออกกอน  ปริมาณเชื้อต้ังตนเปน  5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําหมักขณะนั้น  
เปรียบเทียบกับการใชเช้ือต้ังตนแบบ  cell  suspension  คือ มีอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังตนที่เปน rich  
medium ปนอยู โดยใชปริมาณเชื้อต้ังตนปริมาณ    5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําหมักขณะนั้น
เชนเดียวกัน  การเลี้ยงเชื้อทําในลักษณะเดียวกับการทดลองที่ผานมา เปนเวลาทั้งหมด  64  ช่ัวโมง  
โดยติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสทุกๆ  4 ช่ัวโมง  โดยหาน้ําหนักเซลลแหง  
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  ปริมาณโปรตีนจริงภายในตัวเซลล  (กรัมตอลิตร) และการผลิตเอนไซม
โปรตีเอส  (ยูนิตตอมิลลิลิตร) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.32 และ 4.33 ตามลําดับ 
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น้ําหนักเซลลแหง โปรตีนของเซลล
น้ําตาลทั้งหมด แอคติวิตีโปรตีเอส

รูปท่ี 4.32  การใชเช้ือต้ังตน ของ B. subtilis 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แบบ washed cell  ในการ 
                  เล้ียงเช้ือท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมโปรตีเอสในการเลี้ยงเชื้อในถังหมักโดยใชภาวะ 
                  ท่ีเหมาะสม เปนเวลา 64 ช่ัวโมง 
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นํ้าตาลท้ังหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

 
รูปท่ี 4.33  การใชเช้ือต้ังตน ของ B. subtilis 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แบบ cell suspension ในการ 
                  เล้ียงเชื้อท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมโปรตีเอส โดยเล้ียงเชื้อในถังหมักเปนเวลา 64 ช่ัวโมง 
 

จากรูปที่  4.32  เมื่อเล้ียงเช้ือโดยใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell     พบวาปริมาณโปรตีเอส
แอคติวิตีสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ 0.50 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในขณะที่ในรูปที่ 4.33 ใชเช้ือต้ังตน
แบบ cell suspension พบวาปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เทากับ 0.77 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell ซ่ึงใชปริมาณเชื้อต้ังตน 5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตรเทากัน เนื่องจากการใชเช้ือต้ังตน แบบ cell  suspension ท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อเดิมปนอยูดวย
นั้น เช้ือสามารถนําสารอาหารที่มีอยูซ่ึงเปนพวกเปบโตนและสารสกัดจากเนื้อ ซ่ึงมีโปรตีนและกรด
อะมิโนสูงนําไปใชเปนแหลงไนโตรเจนที่สําคัญในการผลิตโปรตีเอสได จึงทําใหปริมาณโปรตีเอส
แอคติวิตีของเชื้อสูงข้ึน  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Coleman (1967) และ สนธยา ศรีเมฆ (2533) 
ไดรายงานวาขณะที่เซลลมีการเจริญเติบโตสูงสุดแลว จึงมีการสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอสขึ้น โดย
ท่ีกรดนิวคลิอิกจะจับกับกรดอะมิโนเพื่อสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอส  แตเมื่อสับสเตรทมีปริมาณ
กรดอะมิโนต่ํา  การสังเคราะหเอนไซมโปรตีเอสก็จะไมสมบูรณ หรือสังเคราะหออกมาไดปริมาณ
นอย  แตถาสับสเตรทมีปริมาณกรดอะมิโนสูงก็สังเคราะหเอนไซมโปรตีเอสไดปริมาณที่สูงดวย 
 
4.4.2   เปรียบเทียบปริมาณเชื้อตั้งตนของ B. subtilis ท่ีมีผลตอปริมาณเอนไซมโปรตีเอสท่ีผลิตได 
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จากการทดลองที่ผานมาในขอ 4.4.1 จะเห็นไดวาภาวะที่ทําการทดลอง สามารถทําใหเช้ือ 
B. subtilis  ผลิตเอนไซมโปรตีเอสได  แตมีปริมาณคอนขางนอย คือมีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุด
ประมาณ   0.77  ยูนิตตอมิลลิลิตร ในการเลี้ยงเชื้อท้ังหมด  64  ช่ัวโมง                 (นับตั้งแตการเลี้ยง 
E. fibuligera และ C. utilis จนส้ินสุดการเจริญของ B. subtilis)  แตจากการเลี้ยงเช้ือ B. subtilis  
บริสุทธ์ิในรูปและตารางที่  4.3 จะเห็นไดวาเชื้อจะเริ่มผลิตเอนไซมโปรตีเอสในชั่วโมงที่ 12 และมี
การผลิตเพิ่มข้ึนจนถึงช่ัวโมงที่ 40 จึงจะเริ่มคงที่  ดังนั้นในการทดลองนี้จึงมีการเพิ่มเวลาในการเลี้ยง
เช้ือท้ังหมดเปน  72 ช่ัวโมง    เพื่อเพิ่มระยะเวลาในการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของเชื้อ B. subtilis 
ใหเปนระยะเวลา  32 ช่ัวโมง จากเดิม 24 ช่ัวโมง 

จากการทดลองขอ 4.4.1 จะเห็นไดวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ cell  suspension ทําใหปริมาณ
เอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตไดสูงกวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ
สนธยา ศรีเมฆ (2533) พบวาการเจริญและโปรตีเอสแอคติวิตีเมื่อใชเช้ือต้ังตนแบบ  washed cell ตํ่า
กวาเมื่อใชเช้ือต้ังตนแบบ cell suspension ท่ีมี rich medium ปนอยู ดังนั้นการทดลองนี้จึงทําการ
เปรียบเทียบการผลิตโปรตีเอสโดยเลือกใชเช้ือต้ังตนแบบ cell  suspension ปริมาณตางๆกันเปน 5, 
10 และ 15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร โดยเล้ียงเชื้อท่ีสภาวะเดิม  เปนระยะเวลา72 ช่ัวโมง ติดตามการ
เจริญและการผลิตเอนไซมโปรตีเอสทุกๆ 4 ช่ัวโมง ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.34 –4. 36  
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 ----------pH5.5------------------I----------pH7.0-------------

รูปท่ี  4.34  การเจริญเติบโตของเชื้อผสมและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   โดยใชเช้ือ B. subtilis ต้ัง 
    ตนแบบ cell   suspension  ปริมาณ  5  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      เมื่อเล้ียงในอาหาร  
    ข้ันต่ํา ในถังหมักเปนเวลา  72      ช่ัวโมง 
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จากรูปที่ 4.34 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําสูตรเดิม และเลี้ยงที่ภาวะเดิม 
โดยมีการใชเช้ือต้ังตนของ B . subtilis แบบ cell suspension  ปริมาณ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เพื่อ
ศึกษาการปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตไดพบวามีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 1.10 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 72 เนื่องจากเชื้อ B.  subtilis  มีเวลาในการสรางเอนไซมไดมากขึ้น 
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-------------pH 5.5 ---------------I----------pH 7.0 ------------

 
 
รูปท่ี  4.35  การเจริญเติบโตของเชื้อผสมและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   โดยใชเช้ือ B. subtilis ต้ัง 
                   ตนแบบ cell   suspension  ปริมาณ  10  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      เมื่อเล้ียงในอาหาร 
                   ข้ันต่ํา ในถังหมักเปนเวลา  72      ช่ัวโมง 
 

จากรูปที่ 4.35 เปนการเลี้ยงเชื้อผสมในอาหารเลี้ยงเช้ือข้ันต่ําสูตรเดิม และเลี้ยงที่ภาวะเดิม 
โดยมีการใชเช้ือต้ังตนของ B . subtilis แบบ cell suspension  ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
เพื่อศึกษาการปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตได พบวามีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 2.57         
ยูนิตตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 72  จะเห็นไดวาเมื่อเพิ่มปริมาณเชื้อต้ังตนของ B . subtilis มากขึ้นก็จะ
ทําใหมีสารอาหารที่สําคัญโดยเฉพาะแหลงไนโตรเจนที่เปนกรดอะมิโนที่ไดจากเปบโตนและสาร
สกัดจากเนื้อท่ีชวยกระตุนและเพิ่มการสรางเอนไซม และการที่ใชปริมาณเชื้อต้ังตนมากขึ้นก็เปน
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การเพิ่มปริมาณของตัวเซลลของ B . subtilis ในน้ําหมักใหมากพอที่จะสรางเอนไซมไดมากขึ้นดวย 
และพบวาน้ําหนักเซลลสูงสุดเทากับ 7.91 กรัมตอลิตร โปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุด  49.49 
เปอรเซ็นต  และมวลเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 0.527  
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น้ําตาลทั้งหมด โปรตีเอสแอคติวิตี

--------------pH----- 5.5------------I---------pH 7.0 -----------------

 
 
รูปท่ี  4.36 การเจริญเติบโตของเชื้อผสมและการผลิตเอนไซมโปรตีเอส   โดยใชเช้ือ B. subtilis ต้ัง 
                  ตนแบบ cell   suspension  ปริมาณ  15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร      เมื่อเล้ียงในในอาหาร 
                  ข้ันต่ํา ในถังหมักเปนเวลา  72      ช่ัวโมง 

 
จากรูปที่ 4.36 เปนการเลี้ยงเช้ือผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําสูตรเดิม และเลี้ยงที่ภาวะเดิม 

โดยมีการใชเช้ือต้ังตนของ B . subtilis แบบ cell suspension  ปริมาณ 15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
เพื่อศึกษาการปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตไดพบวามีโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 1.95 ยูนิต
ตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 72  จะเห็นไดวาการใชปริมาณเชื้อต้ังตนที่มากเกินไป อาจทําใหมีตัวเซลล
ท่ีมากเกินไป  อาหารที่มีอยูอาจไมเพียงพอตอการนําไปใชในการเจริญและการสรางเอนไซมโปรตี
เอสจึงทําใหปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีมีคานอยกวาการใชปริมาณเชื้อต้ังตน 10 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร และพบวาน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  7.82 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายใน
เซลลสูงสุดเทากับ 49.19   เปอรเซ็นต และมวลเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.521 



 87

 
 

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
ระยะเวลาใ\ \ ารหมั\  ( ช่ัวโม\  )

โ\
ร\
ีเอส

แอ
\\

ิวิ\
ี 

( ยู
\ิ\

\อ
มิล

ลิล
ิ\ร

 )

5% v/v washed cell 5% v/v cell suspension 
10% v/v cell suspension 15 % v/v cell suspension

 
 
 
รูปท่ี  4.37  เปรียบเทียบปริมาณเอนไซมโปรตีเอสที่ผลิตได เมื่อใชเช้ือต้ังตนของ B. subtilis แบบ  

     washed cell  และแบบ cell  suspension ท่ีปริมาณตางๆ 
 

จากการใชเช้ือต้ังตนของ B. subtilis  แบบ washed cell  5 เปอรเซ็นต และแบบ cell  
suspension ท่ีปริมาณ 5, 10 และ 15 เปอรเซ็นต  จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ  
0.50, 1.10, 2.57  และ  1.95  ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  ซ่ึงจะเห็นไดวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ cell 
suspension จะทําใหไดปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตีสูงกวาการใชเช้ือต้ังตนแบบ washed cell  นาจะ
มาจากในเชื้อต้ังตนแบบ cell suspension จะมีอาหารที่ใชเล้ียงเช้ือซ่ึงเปนอาหารที่มีกรดอะมิโนจาก
เปปโตน และสารสกัดจากเนื้อซ่ึงเปนตัวเหนี่ยวนํา ท่ีทําใหเช้ือสรางเอนไซมโปรตีเอสมายอยสาร
อาหารเหลานั้น และจากการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อต้ังตน 5, 10 และ 15 เปอรเซ็นต ก็พบวาเชื้อต้ัง
ตนที่ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต จะใหโปรตีเอสแอคติวิตีสูงกวาที่ปริมาณอื่นๆ ก็เนื่องจากวา ปริมาณเชื้อ
ต้ังตนที่ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต จะมีตัวเซลลของ B. subtilis  และมีอาหารที่เหลืออยูในอาหารที่ใช
เล้ียงเชื้อต้ังตนมากพอ ทําใหเช้ือดังกลาวสามารถเจริญเติบโตในอาหารขั้นต่ําที่เหลือจากการเลี้ยง
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ยีสตสองชนิดแรกได  และการผลิตเอนไซมโปรตีเอสของ B. subtilis  ควรมีสับสเตรทหรืออาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีพวกโปรตีนหรือกรดอะมิโนเพื่อเปนตัวเหนี่ยวนํา  ใหเช้ือสรางเอนไซมมายอยโปรตีน
เหลานั้น  ซ่ึง Heineken และ Connor (1972) รายงานวา ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซม
 โปรตีเอสขึ้นอยูกับองคประกอบของกรดอะมิโนและสารอาหารที่แบคทีเรียตองการเพื่อเหนี่ยวนํา
ใหสรางเอนไซมท่ีจําเพาะกับสับสเตรทนั้น ดังนั้นการใชเช้ือต้ังตนแบบ cell suspension    ซ่ึงมี
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีสวนประกอบของเปปโตนและสารสกัดจากเนื้อในปริมาณที่มากพอ จะเปนตัว
ชวยใหเช้ือเจริญและสรางเอนไซมไดมาก  ในขณะที่ การใชเช้ือต้ังตนท่ีปริมาณ 15 เปอรเซ็นตอาจ
มากเกินไป เนื่องจากมีตัวเซลลอยูมากทําใหเช้ือใชอาหารไมเพียงพอ หรืออาจเกิดจากแหลงอาหารมี
มากไปกวาที่เช้ือจะใชในการเจริญเติบโตหมด และสรางเอนไซมตออาจตองใชเวลานานไปอีก ซ่ึง
ในชั่วโมงที่ 72 อาจยังสรางไดนอย หรืออาจมาจากการที่สับสเตรทมากเกินไปอาจไปกดการสราง
เอนไซมของเชื้อท่ีเรียกวา  catabolite  repression  ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Doi (1973)และ 
Bernlohr (1964) 

 
4.5 ศึกษาการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติในถังหมัก 
4.5.1  การวิเคราะหสมบัติของน้ํายางสดที่ใชในการผลิต 
 น้ํายางสดที่ใชในการวิจัยเก็บรักษาโดยการเติมแอมโมเนีย น้ํายางสดที่ใชในงานวิจัยมี
ปริมาณของแข็งทั้งหมด  41.60 เปอรเซ็นต     ปริมาณเนื้อยางแหงเทากับ  39.30 เปอรเซ็นต     
ปริมาณแอมโมเนีย  มีคาเทากับ    0.17   เปอรเซ็นต    
4.5.2 การลดโปรตีนของน้ํายางสดในถังหมัก 

หลังจากที่กระบวนการหมักเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวและผลิตโปรตีเอสเสร็จส้ินครบ 72  
ช่ัวโมงแลว  หยุดการกวนและใหอากาศและปลอยใหตัวเซลลยีสตตกตะกอนลงมาประมาณ 3      
ช่ัวโมง  จากนั้นนําสวนตะกอนเซลลออก เหลือสวนน้ําเล้ียงเช้ือท่ียังมีเอนไซมโปรตีเอสอยู จากนั้น
เติมน้ํายางสด 35% DRC ปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําเล้ียงเช้ือในถังหมัก  และเติม
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) มีการกวนตลอดเวลา 
เพื่อศึกษาพารามิเตอรท่ีมีผลตอการลดปริมาณโปรตีน (ไนโตรเจน) ของยางที่ได โดยมีการแปรผัน
ระยะเวลาในการกวนผสมเปน 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ช่ัวโมง  ปริมาณโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 0, 0.2, 
0.5, 1.0 และ 1.5 phr  และอัตราเร็วในการกวนเปน 0, 50, 70, 100, 120 และ 150 รอบตอนาที  จาก
นั้นนําน้ํายางสดที่ผลิตไดมาจับตัวดวยกรดฟอรมิก นําเขาเครื่องรีดใหเปนแผน แลวนําไปอบที่
อุณหภูมิ 45±5 องศาเซลเซียส  จนใสทั้งแผน แลวนํายางดิบท่ีไดไปหาปริมาณไนโตรเจนเปรียบ
เทียบกับชุดควบคุม (น้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก นําเขาเครื่องรีดใหเปนแผน แลวนําไปอบที่
อุณหภูมิ 45±5 องศาเซลเซียส  จนใสทั้งแผน) ไดผลดังแสดงในรูปท่ี  4.38-4.40 
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รูปท่ี  4.38  ผลของระยะเวลา   0, 1, 2, 3, 4   และ 5  ช่ัวโมง ในการกวนผสมน้ํายางสด 35 % DRC  
                  ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก ท่ีมีการเติม 10% SDS 0.2   
                  phr  อัตราการกวน 50 รอบตอนาที ท่ีมีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 
 
 เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมที่จะลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสดไดมากที่สุด พบวา
ระยะเวลาการกวนผสมน้ํายางสด 35 % DRC  ปริมาณ  40  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  กับน้ําเล้ียงเชื้อ
ในถังหมัก ท่ีมีการเติม 10% SDS 0.2 phr  ใช อัตราการกวน  50 รอบตอนาที เปนเวลา  0, 1, 2, 3, 4   
และ 5  ช่ัวโมง  สามารถลดปริมาณไนโตรเจนลงไดเทากับ 0.68,  52.05,  51.71,  52.39,  50.68 และ 
50.17  เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 4.37)    จะเห็นไดวาการกวนเปน
ระยะเวลา  1 ช่ัวโมง สามารถลดปริมาณไนโตรเจนได  52.05 เปอรเซ็นต โดยการกวน ตอไปเปน
เวลา 2, 3, 4 และ 5 ช่ัวโมงก็ไมทําใหลดปริมาณไนโตรเจนไดมากขึ้น  อีกทั้งการกวนนานขึ้นก็ยิ่ง
เปนการเสียเวลาและสิ้นเปลืองพลังงาน  ดังนั้นจึงเลือกใชระยะเวลาในการกวน  1 ช่ัวโมงสําหรับ
การทดลองตอไป 
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รูปท่ี  4.39  ผลของปริมาณ  10% SDS ท่ี 0, 0.2, 0.5, 1.0 และ 1.5 phr ในการกวนผสมน้ํายางสด   
                  35%DRC ปริมาณ  40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก  อัตราการกวน           
                  50 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ท่ีมีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 
 
 เนื่องจากสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต  (SDS)           เปนสารลดแรงตึงผิวประเภท
แอนไอออนิก และเนื่องจากโปรตีนบางโมเลกุลท่ีอยูในน้ํายางธรรมชาติ เมื่อละลายน้ําจะแตกตัว
เปนสารที่มีประจุ (COO-) โดย SDS ซ่ึงเปนสารลดแรงตึงผิวประเภทแอนไอออนิก มีผลในการผลัก
โมเลกุลของโปรตีนและเขาแทนที่โมเลกุลโปรตีนที่เกาะอยูท่ีอนุภาคยาง นอกจากนั้นหลังจากที่
เอนไซมยอยโปรตีนในน้ํายางใหกลายเปนเปบไทดส้ันๆ หรือกรดอะมิโน ซ่ึงสามารถละลายน้ําได
มากขึ้น SDS จึงเปนตัวชวยชะละลายกรดอะมิโนเหลานั้นออกไปจากอนุภาคยางไดมากขึ้น  ดังนั้น
เพื่อหาปริมาณ สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ท่ี
เหมาะสมในการชวยชะละลายโปรตีนที่ไดจากการยอยโดยเอนไซมเพื่อชวยใหลดปริมาณ
ไนโตรเจนไดดียิ่งข้ึน    ซ่ึงน้ํายางสดจะถูกเติมดวยสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 
เปอรเซ็นต ปริมาณ  0 , 0.2, 0.5, 1.0 และ 1.5 phr  พบวาสามารถลดปริมาณไนโตรเจนไดเปน 
45.90,  52.05,  55.46,  60.24  และ  60.75  เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
(รูปที่ 4.38)  ซ่ึงจะเห็นไดวาสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นตปริมาณ 1.0 
และ 1.5 phr จะชวยลดปริมาณไนโตรเจนไดมากที่สุด และเปนปริมาณที่ไมแตกตางกัน ดังนั้นจึง
เลือกใช สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน 10 เปอรเซ็นตปริมาณ 1.0  phr    เพื่อใชเปนขอ
มูลในการทดลองตอไป 
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รูปท่ี  4.40  ผลของอัตราเร็ว  0, 50, 70 , 100, 120 และ 150 รอบตอนาที ในการกวนผสมน้ํายางสด  
40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก  ท่ีมีการเติม 10% SDS 1.0 phr  เปนเวลา 1 ช่ัว
โมง ท่ีมีตอการลดปริมาณไนโตรเจนของน้ํายางสด 
 
 เพื่อศึกษาผลของอัตราเร็วในการกวนตอการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติในถังหมัก โดย
แปรผันอัตราเร็วเปน  0, 50, 70, 100, 120 และ 150 รอบตอนาที   ในการกวนผสมน้ํายางสด  40 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกับน้ําเล้ียงเชื้อในถังหมัก  ท่ีมีการเติม 10% SDS 1.0 phr  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
พบวาสามารถลดปริมาณไนโตรเจนไดเทากับ 18.60,  59.73,  63.82,  70.14,  69.45  และ  55.46 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 4.39)  ซ่ึงจะเห็นไดวาอัตราเร็วในการ
กวนที่เหมาะสมในการลดปริมาณไนโตรเจนไดสูงที่สุดคือ 100 รอบตอนาที ซ่ึงลดได 70.14 
เปอรเซ็นต  เนื่องจากการกวนจะทําใหเกิดการไหลและการผสมกันระหวางน้ํายางสด สารลดแรงตึง
ผิว และเอนไซมโปรตีเอสที่มีอยูในน้ําเล้ียงเช้ือ ซ่ึงการเพิ่มอัตราเร็วในการกวนก็จึงเปนการเพิ่ม การ
กระจายตัวของอนุภาคยางและเอนไซม        ทําใหการจับกันระหวางเอนไซมกับโปรตีนซ่ึงเปน
สับสเตรทเกิดไดดีข้ึน ทําใหเอนไซมยอยโปรตีนไดงายข้ึน และ สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 
ก็จะชวยชะละลาย กรดอะมิโนและเปบไทดสายส้ันๆที่ถูกยอยออกจากอนุภาคยางไดดีข้ึนดวย 
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4.5.3  การทดสอบสมบัติทางกายภาพของยางดิบท่ีผลิตได 
ทดสอบสมบัติตางๆของยางแผนดิบท่ีไดตามมาตรฐานยางดิบแหงของสถาบันวิจัยยาง กรม

วิชาการเกษตร และมาตรฐานของยางดิบโปรตีนต่ําของ PRIM ตามสมบัติดังนี้คือ  ปริมาณเถา  
ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณส่ิงสกปรก  ปริมาณส่ิงระเหย  คาดัชนีความออนตัว   และคาความหนืด
มูนี  ดัชนีสี ไดผลแสดงดังตารางที่ 4.1 
ตารางที่  4.1  ผลการทดสอบสมบัติของยางแผนดิบแหงที่ผลิตได เปรียบเทียบกับชุดควบคุมและ 
                        มาตรฐานยางดิบและยางดิบโปรตีนต่ําของ PRIM 
 

สมบัติ เกณฑมาตรฐาน
ของยางดิบแหง 

ยางดิบแหง 
ควบคุม 

เกณฑมาตรฐาน
ของยางโปรตีนต่ํา 

ยางตัวอยางที่
ผลิตได 

 
ปริมาณเถา 
(โดยนํ้าหนัก) 
 
ปริมาณไนโตรเจน 
( โดยนํ้าหนัก ) 
 
ปริมาณส่ิงสกปรก 
( โดยนํ้าหนัก ) 
 
ปริมาณส่ิงระเหย 
( โดยนํ้าหนัก ) 
 
คาความออนตัวเร่ิมตน 
( P0 ) 
 
ดัชนีความออน
ตัว(PRI) 
 
คาความหนืดมูนี 
MS ( 1+4 ) 100 oC 
 
คาดัชนีสี 

 
0.60 

 
 

0.60 
 
 

0.50 
 

0.80 
 
 

30.0 
 
 

66.0 
 
 
- 
 
- 

 
0.49 

 
 

0.58 
 
 

0.026 
 

0.48 
 
 

34.3 
 
 

89.5 
 
 

54.1 
 
5 

 
0.13 

 
 

0.12 
 
 

0.005 
 

0.25 
 
 

32.0 
 
 

85.0 
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5 

 
0.05 

 
 

0.17 
 
 

0.002 
 

0.23 
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52.9 
 
5 
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รูปท่ี  4.41  เปรียบเทียบปริมาณเถา  ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณสิ่งสกปรก และปริมาณสิ่ง 
ระเหยของยางดิบแหงชุดควบคุม และยางดิบแหงที่ผลิตไดจากกระบวนการ 
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รูปท่ี  4.42 เปรียบเทียบคาการออนตัวเร่ิมตน (P0) , ดัชนีความออนตัว (PRI) และคาความหนืดมูนี   

    ของยางดิบแหงชุดควบคุม และยางดิบแหงที่ผลิตไดจากกระบวนการ  
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จากผลทดสอบสมบัติยางดิบแหงที่ผลิตไดจากกระบวนการ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
มาตรฐานยางดิบ และมาตรฐานยางดิบโปรตีนต่ํานั้น พบวาปริมาณเถาจะลดลง เปน 0.05 ซ่ึงผลที่ได
ผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (เถา  ≤  0.13%) 

ปริมาณไนโตรเจนจะเปนตัวบงช้ีถึงปริมาณโปรตีนที่มีในน้ํายางธรรมชาติ จากกระบวน
การที่ผลิตพบวาเอนไซมโปรตีเอสสามารถทําลายโปรตีนที่มีโมเลกุลใหญๆท่ีเกาะอยูท่ีอนุภาคยาง  
ซีรัมและในลูทอยดใหกลายเปนกรดอะมิโนหรือเปปไทดส้ันๆ ไดจึงสามารถลดปริมาณไนโตรเจน
ลงไดจนเหลือ  0.17  เปอรเซ็นต      แตผลท่ีไดยังเกินคามาตรฐานของยางโปรตีนต่ําอยูเล็กนอย       
(ไนโตรเจน  ≤  0.12%) 

ปริมาณส่ิงสกปรกของยางที่ผลิตไดจากกระบวนนี้พบวามีปริมาณนอยมากโดยมีคาเทากับ 
0.002  เปอรเซ็นต   ซ่ึงผลที่ไดผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (ส่ิงสกปรก  ≤  0.005 %) 

ปริมาณส่ิงระเหยซึ่งรวมถึงความชื้นของยางที่ผลิตไดมีคาเทากับ 0.23 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปน
คาที่ผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (ส่ิงระเหย ≤ 0.25 %) เนื่องจากโปรตีนเปนสารมีข้ัวและมี
ลักษณะที่ชอบน้ํา จะเพิ่มการดูดซึมน้ําของยางธรรมชาติ ดังนั้นเมื่อโปรตีนมีปริมาณลดลงจึงทําให
ปริมาณส่ิงระเหยลดลงไปดวย 

ดัชนีความออนตัว เปนตัวบอกถึงความตานทานตอการถูกออกซิไดสของยางธรรมชาติ  ยิ่ง
คาสูงก็จะบอกถึงความตานทานที่ดี  ซ่ึงยางที่ไดจากกระบวนการผลิตนี้มีคา P0 เทากับ 30.7  และมี
คา PRI เทากับ 86.6 ซ่ึงถือวาผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา (PRI  ≥  85.0) 

คาความหนืดมูนี จะแปรผันตามน้ําหนักโมเลกุลของพอลิไอโซพรีน ยางที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงก็จะมีความหนืดมูนีสูงไปดวย  ซ่ึงการกําจัดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติจะทําใหการ 
cross linking  ของโมเลกุลท่ีไมใชยางที่มีอยูในอนุภาคยางลดลง มีผลใหคาความหนืดมูนีลดลงเล็ก
นอย ซ่ึงยางที่ผลิตไดมีความหนืดมูนีเทากับ  52.9  ซ่ึงถือวาผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ํา          
(ความหนืดมูนี  =  45 - 65) 

คาดัชนีสีของยางที่ผลิตไดมีคาเทากับ  5  ซ่ึงถือวาผานเกณฑมาตรฐานยางโปรตีนต่ําเชนกัน 
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4.6 การตรวจดูลักษณะพื้นผิวและภาคตัดขวางของยางที่ไดจากกระบวนการผลิตโดยการสองดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

4.6.1 ลักษณะพื้นผิวของยางดิบแหงท่ีไดจากน้ํายางสด 
1) พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก (ชุดควบคุม) 

  
           รูปท่ี  4.43  พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก 
2) พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย 

 

 
รูปท่ี 4.44  พ้ืนผิวของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย 

จากรูปที่ 4.43 และ 4.44 จะเห็นวาพื้นผิวของยางทั้งสองรูปไมแตกตางกัน แสดงวา
กระบวนการที่ใชผลิตยาง ไมทําใหลักษณะพื้นผิวของยางที่ไดเสียหรือตางจากยางชุดควบคุมแต
อยางใด 
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4.6.2 ลักษณะภาคตัดขวางของยางดิบท่ีไดจากน้ํายางสด 
1) ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก (ชุดควบคุม) 

 

  
รูปท่ี  4.45  ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่จับตัวดวยกรดฟอรมิก 

 
2) ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมจุลินทรีย  
 

 
รูปท่ี 4.46  ภาคตัดขวางของยางดิบแหงที่ไดจากน้ํายางสดที่ผลิตในถังหมักที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย 

จากรูปที่ 4.45 และ 4.46 จะเห็นวาภาคตัดขวางของยางทั้งสองรูปไมแตกตางกัน แสดงวา
กระบวนการที่ใชผลิตยาง ไมทําใหลักษณะภาคตัดขวางของยางที่ไดเสียหรือตางจากยางชุดควบคุม
แตอยางใด  รวมทั้งไมมีตัวเซลลจุลินทรียหลงเหลืออยูภายในของเนื้อยางดวย 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

1.     การเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ของเชื้อ  E. fibuligera TISTR 5097 ที่เล้ียงในอาหาร yeast starch เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง พบวา เชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 39 เทากับ 5.26 กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็
มีปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคาความเปนกรดดางก็คอยๆลดลง
ในขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.121        
ตอช่ัวโมง        ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  46.20  เปอรเซ็นต    และปริมาณกรัม
เซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ    0.526    
 
2. การเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ของเชื้อ C.  utilis  TISTR 5001  ที่เล้ียงในอาหาร yeast malt เปนเวลา    48  
ช่ัวโมง พบวาเชื้อมีน้ําหนักเซลลสูงสุดในชั่วโมงที่ 30 เทากับ 7.32  กรัมตอลิตร น้ําตาลทั้งหมดก็มี
ปริมาณลดลงเนื่องจากเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโต  รวมถึงคาความเปนกรดดางก็คอยๆลดลงใน
ขณะที่เชื้อมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น โดยคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.159           
ตอช่ัวโมง  โปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 47.76 เปอรเซ็นต  และปริมาณกรัมเซลลตอกรัม
แปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ    0.732   
 
3.    การเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ของเชื้อ B. subtilis  TISTR 25  มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วใน  12      
ช่ัวโมงแรก โดยมีคาดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตรสูงสุดเทากับ 2.66  โดยพบวายังไมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส  จนเชื้อเร่ิมมีการเจริญคงที่ในชั่วโมง ที่ 15 จะเปนชวงที่เชื้อเร่ิมมีการสราง
เอนไซมโปรตีเอส โดยเชื้อจะมีการเจริญเติบโตที่คงที่ไปจนถึงชั่วโมงที่ 24  และอัตราการเจริญก็จะ
ลดลงคือเร่ิมมีการตาย       ในขณะที่การผลิตเอนไซมยังคงมีอยูตอไป        โดยมีโปรตีเอสแอคติวิตี
สูงสุดเทากับ  1.98  ยูนิตตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่  42  และเริ่มมีปริมาณคงที่  สวนคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนอยู 7.0 จะลดลงในชวงแรกจนถึงชั่วโมงที่ 12  จากนั้นก็จะคอยๆเพิ่มขึ้นจนอยูในระดับ
ใกลเคียงกับคาความเปนกรดดางเริ่มตน 
 
4.  เล้ียงเชื้อยีสต Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 และ  Candida  utilis  TISTR 5001   รวม 
กับการเลี้ยง Bacillus  subtilis  TISTR 25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลังเปนแหลง
คารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน             ในขวดทดลอง พบวาเชื้อจุลินทรีย
ผสมเจริญเติบโตไดดีที่สุด เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันต่ําที่มีแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร 
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และแอมโมเนียมซัลเฟต 10 กรัมตอลิตร โดยมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 5.72 กรัมตอลิตร  
ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ  48.60 เปอรเซ็นต     และปริมาณกรัมเซลลตอกรัม
แปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ  0.381   
 
5. ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวในถังหมัก ไดแก เล้ียงเชื้อตั้งตนของยีสต  
Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 ปริมาณ 7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ตั้งแตช่ัวโมงแรก โดย
ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และคาความเปนกรดดาง 5.5 และเติมเชื้อตั้งตนของยีสต  
Candida  utilis  TISTR 5001 ปริมาณ 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในชั่วโมงที่ 16 เล้ียงตอไปที่ภาวะ
เดิม จนครบชั่วโมงที่ 40  เติมเชื้อตั้งตนของ  Bacillus  subtilis  TISTR 25 ปริมาณ 5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร เล้ียงเชื้อที่ภาวะเดิม และควบคุมคาความเปนกรดดางที่ 7.0  พบวาเชื้อผสมมีการเจริญและ
สรางโปรตีนดีที่สุดเมื่อใชอัตราเร็วในการกวนคือ 250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.0 vvm 
โดยมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.62 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทา
กับ 49.74  เปอรเซ็นต   ปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ   0.508   และมี
โปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ  0.512  ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 
6. การเลี้ยงเชื้อผสมเพื่อศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอส ทําโดยเลี้ยงเชื้อผสมในถังหมักโดยใช
แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน และภาวะที่เหมาะสม  โดยใชเชื้อตั้งตนของ Bacillus  subtilis 
TISTR 25  เปนแบบ cell  suspension ปริมาณ  10  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และเพิ่มระยะเวลาการ
เล้ียงเชื้อรวมเปน  72  ช่ัวโมง พบวามีโปรตีเอสสูงสุดเทากับ    2.57  ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยพบวา
โปรตีนเซลลเดี่ยวมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.91 กรัมตอลิตร  ปริมาณโปรตีนจริงภายใน
เซลลสูงสุดเทากับ 49.49  เปอรเซ็นต  และปริมาณกรัมเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ   
0.527   
 
7.   การใชน้ํายางสด 35 % DRC ปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําเลี้ยงเชื้อ  รวมกับการ
เติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเขมขน  10  เปอรเซ็นตน้ําหนักตอปริมาตร ปริมาณ 1.0  phr 
และกวนผสมกับน้ําหมักในถังหมักที่อัตราเร็ว 100  รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาสามารถ
ลดปริมาณไนโตรเจนซึ่งเปนตัวบงชี้ปริมาณโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ  พบวาสามารถลดปริมาณ
ไนโตรเจนของน้ํายางสดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมได   70.14  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก  จนเหลือ
ปริมาณไนโตรเจน  0.17  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
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8.   ยางดิบแหงที่ผลิตไดมีสมบัติดังนี้ ปริมาณเถาเทากับ   0.05 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก   ปริมาณ
ไนโตรเจนเทากับ 0.17  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก   ปริมาณสิ่งสกปรกเทากับ  0.002  เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนัก  ปริมาณสิ่งระเหยเทากับ  0.23  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก    คาการออนตัวเร่ิมตนเทากับ  30.7 
คาดัชนีการออนตัวเทากับ   86.6     คาความหนืดมูนีเทากับ  52.9   และคาดัชนีสีเทากับ  5  ซึ่ง
สมบัติทั้งหมดผานเกณฑมาตรฐานของยางโปรตีนต่ําของ ASTM      ยกเวนปริมาณไนโตรเจนที่ยัง
สูงกวามาตรฐานอยูเล็กนอย 
 
9.  ผลการตรวจดูพื้นผิวและภาคตัดขวางของยางแผนดิบที่ผลิตไดดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองกราด (SEM) เปรียบเทียบกับยางแผนชุดควบคุมพบวาไมมีความแตกตางกันแสดงวายาง
ดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตขางตนทําใหลักษณะและองคประกอบของยางไมแตกตางจากยางดิบ
ที่ผลิตโดยวิธีการจับตัวดวยกรดดังวิธีการทั่วไป 
 
 
ขอเสนอแนะ 
1. หาสารเคมีหรือตัวกลางที่สามารถตกตะกอนตัวเซลลยีสตไดเร็วขึ้น เพื่อเปนการประหยัดเวลา

ในการแยกตัวเซลลยีสตออกจากน้ําหมัก  
2. ควรทําการหมักแบบตอเนื่องเพื่อใหปริมาณโปรตีนเซลลเดี่ยวมากขึ้น และไดปริมาณเอนไซม

โปรตีเอสมากขึ้นดวย เพื่อใหสามารถลดปริมาณไนโตรเจนไดมากขึ้นและผานเกณฑมาตรฐาน
ยางโปรตีนต่ํา 



รายการอางอิง 
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ภาคผนวก  ก 
 

1.  สูตรและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.1  การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงและเก็บรักษาเชื้อ  E.  fibuligera TISTR   5097 (Yeast starch) 
                      อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ E.  fibuligera  คืออาหารแข็ง yeast starch agar ประกอบ
ดวย สารสกัดจากยีสต  2 กรัม, แปงที่สามารถละลายน้ําได (soluble starch) 10 กรัมและวุนผง 1.5 
เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น 1 ลิตร ปรับความเปนกรดดางใหไดเทากับ 5.5 และอาหารเหลว yeast  starch 
media  มีสูตรอาหารเหมือนกับสูตรอาหารชนิดแข็ง  แตไมมีสวนประกอบของวุนผง    นําไปนึ่งฆา
เชื้อโดยใชหมอนึ่งความดัน (autoclave)ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตาราง
นิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
1.2   การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงและเก็บรักษาเชื้อ Candida  utilis TISTR 5001 (YM) 

 อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ C.  utilis คืออาหารแข็ง YM agar ประกอบดวย กลูโคส  10  
กรัม  เปปโตน 5 กรัม  สารสกัดจากยีสต 3 กรัม  สารสกัดจากมอลต  3 กรัม        และวุนผง 2.0 
เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น 1 ลิตร และอาหารเหลว YM media  มีสูตรอาหารเหมือนกับสูตรอาหารชนิด
แข็ง  แตไมมีสวนประกอบของวุนผง     นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
1.3    การเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงและเก็บรักษาเชื้อ  Bacillus  subtilis TISTR 25 (NB) 

อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ B.  subtilis คืออาหารแข็ง Nutrient agar (NA) ประกอบดวย 
แบคโตเปปโตน  5 กรัม, สารสกัดจากเนื้อ 3 กรัมและวุนผง 2.0 เปอรเซ็นตในน้ํากลั่น 1 ลิตร และ
อาหารเหลว nutrient broth มีสูตรอาหารเหมือนกับสูตรอาหารชนิดแข็ง  แตไมมีสวนประกอบของ
วุนผง  นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
1.4    อาหารเลี้ยงเชื้อขั้นต่ําท่ีใชในการทดลอง  (Minimal media) 

อาหารเหลวซึ่งมีสูตรอาหารประกอบดวย    โปตัสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  1.0 กรัม, 
ไดโปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต1.0 กรัม , แมกนีเซียมซัลเฟต  0.1 กรัม  ในน้ํากลั่น 1 ลิตรและ
ปรับคาความเปนกรดดางใหเทากับ 5.5   นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
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2.  การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะห 
2.1  สารละลายสําหรับหาปริมาณโปรตีน โดยวิธีของลอรี  (Lowry และคณะ, 1951) 

สารละลายอัลคาไลนคอปเปอร ประกอบดวยสารละลาย A สารละลาย B และสารละลาย C 
สารละลาย A ช่ังโซเดียมคารบอเนต 2 กรัม นําไปละลายในสารละลายโซเดียม 

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

มิลลิลิตร กอนที่จะนํามาใช 
 สารละลายฟนอลรีเอเจนต (Phenol  reagent) 
  ผสมโซเดียมทังสเตท 50 กรัม  โซเดียมโมลิบเดท  12.5  กรัม  น้ํากลั่น 550 
มิลลิลิตร กรดฟอสฟอริก 85 เปอรเซ็นต 25 มิลลิลิตร  และกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 50 มิลลิลิตร 
กล่ัน (reflux) ดวยความรอนต่ํา 10 ช่ัวโมง และเติมลิเธียมซัลเฟต 75 กรัม น้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร  และ
โบรมีน 2-3 หยด  ตมไลโบรมีนที่มีมากเกินพอเปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นและเติมน้ํากลั่นจนมี
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาในตูเย็นกอนที่จะนํามาใชควรเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตรา
สวน 1 : 1 
 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (standard protein solution)  
  ละลาย Bovine serum  albumin (BSA) เกรด V จํานวน 10 มิลลิกรัม ดวยน้ํากลั่น
ใหมีปริมาตร ครบ 10 มิลลิลิตร เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส 
 
2.2 สารละลายสําหรับหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธีฟนอล – กรดซัลฟูริก 

สารละลายฟนอลเขมขน  5  เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
 ช่ังฟนอลคริสตัล  5  กรัม ละลายในน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา 

 
2.3   สารละลายสําหรับหาโปรตีเอสแอคติวิตี 
 สารละลายบัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด  0.1 โมลาร  pH7.6 
  ละลายทริส (ไฮดรอกซีเมทธิล) – อะมิโนมีเธน  (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane) 12.12  กรัม ในน้ํากลั่น ปรับ  pH ใหเปน 7.6 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1 
โมลาร เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
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 สารละลายเคซีน  0.5 เปอรเซ็นต  pH 10.5 
  ช่ังเคซีนฮารมมาสเตน  0.5 กรัม ละลายในสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนต
บัฟเฟอร  0.1 โมลาร pH 10.5 จํานวน 100 มิลลิลิตร  คนจนกระทั่งเคซีนละลายหมด เก็บรักษาในตู
เย็น 
 สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก  10 เปอรเซ็นต 
  ช่ังกรดไตรคลอโรอะซิติก  10  กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร  เก็บรักษา
ในตูเย็นกอนนํามาใช 
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ภาคผนวก  ข 
  

กราฟมาตรฐานตางๆสําหรับใชในการวิเคราะห 
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รูปท่ี ข.1   กราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry (1951)   
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รูปท่ี ข.2  กราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี ฟนอล- กรดซัลฟูริก  
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รูปท่ี  ข.3  กราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณโปรตีเอสแอคติวิตี 
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ภาคผนวก  ค 
 
การเจริญเติบโตของเชื้อในการศึกษาพารามิเตอรตางๆ และการลดโปรตีนในน้ํายางธรรมชาติ 

 
ตารางที่  ค.1  การเจริญเติบโตของเชื้อ Endomycopsis  fibuligera TISTR 5097 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
yeast starch  ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที 
 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนักเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนจริงภาย
ในเซลล 

(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลทั้งหมด 
(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนของ
เซลลแหง 

(เปอรเซ็นต) 

คาความเปน
กรดดาง 

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

 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนักเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนจริง
ภายในเซลล 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลทั้งหมด 
(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนของ
เซลลแหง 

(เปอรเซ็นต) 

คาความเปน
กรดดาง 

 
0 1.30 0.32 9.98 24.62 6.32 
3 2.23 0.85 8.64 38.12 6.12 
6 2.81 1.04 7.32 37.01 5.64 
9 3.34 1.32 6.54 39.52 5.32 
12 4.12 1.78 5.65 43.20 4.76 
15 4.68 2.11 4.13 45.09 4.33 
18 5.72 2.63 2.93 45.98 4.21 
21 6.44 2.99 2.06 46.43 4.19 
24 7.11 3.32 1.75 46.69 4.06 
27 7.14 3.41 1.64 47.76 3.88 
30 7.32 3.38 1.55 46.17 3.76 
33 7.26 3.21 1.42 44.21 3.68 
36 7.13 3.25 1.36 45.58 3.62 
39 7.18 3.18 1.04 44.29 3.55 
42 7.23 3.20 0.92 44.26 3.54 
45 7.04 3.04 0.84 43.18 3.57 
48 7.08 3.11 0.45 43.93 3.56 
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ตารางที่  ค.3   การเจริญเติบโตของเชื้อ  Bacillus  subtilis  TISTR  25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ       
nutrient broth (NB)  ในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที 
 
 

เวลา (ช่ัวโมง) 
คาความขุนที่ 

420 นาโนเมตร 
โปรติเอสแอคติวิตี 
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

คาความเปนกรดดาง 
 

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

 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

น้ําหนักเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนจริงภาย
ในเซลล 

(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลทั้ง
หมด 

(กรัมตอลิตร) 

โปรตีนของ
เซลลแหง 

(เปอรเซ็นต) 

 
กรัมเซลลตอ
กรัมแปงมัน
สําปะหลัง 

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

 
 
 
 
 
 
ตารางที่  ค.5  การเจริญเติบโตของเชื้อผสมที่เลี้ยงในขวดเขยา ในอาหารขั้นตํ่าที่มีแปงสําปะหลัง 
                  10 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
  นางสาวสุทธิ์กมล  สุทธิกุล  เกิดวันที่ 24 สิงหาคม พ.ศ. 2521  สําเร็จการศึกษาระดับวิทยา
ศาตรบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีอุต
สาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร ในปการศึกษา 2543   และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการ
ศึกษา 2544 
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