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  แม้วา่จะมีการใช้พอลิเมอร์จากจลิุนทรีย์ในอตุสาหกรรมตา่ง ๆ อยา่งกว้างขวางแตป่ระเทศไทย
ยงัต้องน าเข้าสารดงักล่าวส าหรับการใช้งานอยู ่  ในห้องปฏิบติัการได้มีการพฒันางานด้านนีม้าได้ระดบั
หนึง่เพื่อการผลิตพอลิเมอร์ขึน้เองในประเทศ  หนึง่ในงานวิจยัที่ด าเนินการตอ่คือการเพิ่มผลผลิตจากสาย
พนัธ์ุที่คดัเลือก   ในการนี ้Enterobacter cloacae สายพนัธ์ุ EN02 ที่แยกได้จากสวนผลไม้ได้รับการชกั
น าให้เกิดการกลายพนัธ์ุเป็นสายพนัธ์ุ  E. cloacae UV1-9 แล้วเพิ่มขนาดการเลีย้งในกระบวนการหมกั
แบบแบตช์ ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร พบวา่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในอาหาร
เหลวสูตรปรับ ปรุงซึง่มีสารสกดัจากยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ภายใต้ ภาวะการผลิตที่
ควบคมุความเป็นกรดเบสเทา่กบั 7 ภาวะการเลีย้งเชือ้ที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 
1 vvm และอตัราเร็วใบกวน 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา  36 ชัว่โมง สามารถให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไร ด์
สูงสุดเทา่กบั 9.917 กรัมตอ่ลิตร ในเวลา 30 ชัว่โมง ซึง่มากกวา่การผลิตในระดบัขวดเขยา่ถงึ 9 เทา่ โดยมี
อตัราการเจริญจ าเพาะของจลิุนทรีย์ (µ) เทา่กบั 0.1605 กรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง อตัราการใช้น า้ตาลซูโครส
จ าเพาะ (γ) เทา่กบั  1.9214 กรัมซูโครสตอ่ลิตรชัว่โมง อตัราการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จ าเพาะ(ρ) เทา่กบั 
0.5896 กรัมพอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ลิตรชัว่โมง ปริมาณของเซลล์ที่ได้ตอ่หนว่ยที่ถกูใช้ไป  (Yx/s) เทา่กบั 
0.0453 กรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง ปริมาณผลผลิตที่ได้ตอ่หนว่ยสบัสเตรทที่ถกูใช้ไป  (Yp/s) เทา่กบั 0.3060 
กรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง และมีความสามารถในการผลิต เทา่กบั 0.3305 กรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง เม่ือศกึษา
สมบติัทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ พบวา่ เป็นเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดประจุ
ลบ ประกอบด้วยน า้ตาลกลูโคสเป็นส่วนใหญ่ โดยมีน า้ตาลกาแลคโทส และไซโลสเพียงเล็กน้อย มีความ
เสถียรที่อณุหภูมิสูง สามารถละลายน า้ได้ดีที่อณุหภูมิห้องและมีความหนืดสูง นอกจากนีย้งัพบวา่พอลิ
แซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้มีความสามารถในการอุ้มน า้สูง มีสมบติัเป็นสารกอ่การจบักลุ่ม และเป็นอิมลัซิไฟ
เออร์ตอ่น า้มนัจากพืช และสารประกอบไฮโดร คาร์บอน มีปริมาณน า้ตาลและโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 
เทา่กบั 88 % และ 3.6% ตามล าดบั  
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Despite the wide usage of microbial polymer in numerous industries, Thailand still has to 
import these products for her usages. Some groundwork have been laid in our laboratory in an 
attempt to produce such polymer, one of the extension of this is to increase the exopolysaccharide 
yield of the selected bacterium. Enterobacter cloacae EN02, an bacterium isolated from fruit orchard 
was further mutated by UV induction and eventually gave rise of strain UV1-9, a high EPS producer. 
Scaling up of strain UV 1-9 in a 5 L bioreactor via batch fermentation using optimal conditions of 
300C, pH 7.0, aeration rate of 1 vvm and agitation rate of 200 rpm for 36 hr using yeast extract as the 
only sole nitrogen source, the organism was able to produced exopolysaccharide at 9.917g/L, a nine 
times higher yield than its corresponding wild type.  Results from their characterization including 
specific growth rate, specific consumption rate, specific production rate, Yx/s, Yp/s and productivity of 
0.1605 gL-1h-1, 1.9214 gL-1h-1 , 0.5896 gL-1h-1, 0.0453 gL-1h-1, 0.3060 gL-1h-1  and 0.3305 gL-1h-1 
respectively. Further physical and chemical characterizations revealed the polymer as an acidic 
heteropolysaccharide in nature with glucose, galactose and xylose in its content.  As for its physical 
properties, this exopolysaccharide exhibited a rather heat stable nature 180-6900C with emulsifying 
property upon testing against plant oil and hydrocarbon compound as well as flocculating activity. 
The polymer also showed good water solubility at room temperature with a clear gel appearance, 
viscous and high water holding capacity. Further study revealed that the EPS isolated possessed 
carbohydrate and protein contents of 88% and 3.6%, respectively.  
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   rpm        =       รอบตอ่นาที 
   vvm        =       ปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่ปริมาตรอากาศตอ่นาที 
   gL-1         =       กรัมตอ่ลิตร 
                                    0C            =       องศาเซลเซียส
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

1.1 ประวัติความเป็นมา 
 

พอลิแซ็กคาไรด์เป็นคาร์โบไฮเดรตโมเลกลุใหญ่ท่ีประกอบด้วยหน่วยย่อยมอนอแซ็กคาไรด์
หลายๆโมเลกลุเช่ือมตอ่กนั พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีส าคญัตอ่สิ่งมีชีวิต  ได้แก่ แป้ง เซลลโูลส และไกลโค
เจน ปัจจบุนัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีใช้ในอตุสาหกรรมมีทัง้ท่ีได้จากธรรมชาติ  และสงัเคราะห์ขึน้ มีทัง้ท่ี
ผลิตได้จากพืช สตัว์ และจลุินทรีย์ โดยแหลง่ใหญ่ๆผลิตได้จากพืช ส าหรับจลุินทรีย์นัน้เป็นแหลง่
ผลิตท่ีส าคญัเช่นกนั เพราะสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีโครงสร้างแตกตา่งกนักวา่ 200 ชนิด 
ในขณะท่ีพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากพืชมีเพียง 25 ชนิด (Linton และคณะ, 1991) นอกจากนีย้งั
พบวา่จลุินทรีย์สามารถผลิต พอลิแซ็กคาไรด์ ได้และ มีข้อได้เปรียบ คือ สามารถ ผลิตได้รวดเร็ว 
คา่ใช้จ่ายน้อย สามาถควบคมุภาวะการผลิตได้ และยงัสามารถผลิตได้ ในปริมาณมาก (Whistler, 
1993)  

มีรายงานถึงพอลิแซ็ คคาไรด์ท่ีผลิตโดย แบคทีเรีย ชนิดตา่ง ๆ ได้แก่ แซนแทน จาก 
Xanthomonas campestris อะซิแทน จาก Acetobacter xylinum เจลแลน จาก Sphingomonas 
paucimovilis และเดกซ์แทรน จาก Leuconostoc mesenteroides (Madiedo และ Gavilan, 
2005) พอลิแซ็กคาไรด์จากจลุินทรีย์มีทัง้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสร้างและปลอ่ยออกสูภ่ายนอกเซลล์เป็น
ชนิดท่ีสร้างขึน้เพ่ือโครงสร้างท่ีใช้ ห่อหุ้มเซลล์ท่ีเรียกวา่  แคปซูล  หรือบางชนิดท่ีสร้างและปลอ่ย
ออกมาภายนอกเซลล์ละลายอยู่ในอาหารเหลวท่ีใช้เลีย้งจลุชีพนัน้ๆ เรียกวา่ พอลิแซ็กคาไรด์นอก
เซลล์ หรือ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จึงมีการน าเชือ้เหลา่นีม้าใช้ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในระดบั
อตุสาหกรรมมากกวา่จลุินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ เพราะง่ายตอ่การสกดัและแยกออกจากผนงัเซลล์ เมื่อ
เทียบกบัชนิดท่ีสร้างและเก็บไว้ภายในเซลล์ (Paul, 1979)  

เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นพอลิเมอร์ท่ีมีองค์ประกอบหลกัเป็นคาร์โบไฮเดรต สามารถผลิต
โดยจลุินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย หรือรา โดยจะผลิตออกมานอกเซลล์ โดยมีองค์ประกอบและ
โครงสร้างท่ีหลากหลายมาก สามารถแบ่งได้เป็น ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ และเฮทเทอโรพอลิแซ็กคา
ไรด์ ซึ่งมีความแตกตา่งกนัท่ีจ านวนขององค์ประกอบของสารอินทรีย์ และสารอนินทรีย์ (Mata และ
คณะ, 2008) มีการใช้เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยจลุินทรียอย่างแพร่หลายในอตุสาหกรรม
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ตา่ง ๆ เช่น อตุสาหกรรม อาหาร ยา ผลิตภณัฑ์เคมี  และ ทางสิ่งแวดล้อม อย่างเช่น ในการก าจดั
โลหะหนกั เป็นต้น (Wang และคณะ, 2008) และ ในการบ าบดัน า้เสีย โดยพบวา่มีความปลอดภยั 
มีการออกฤทธ์ิท่ี ดี อีกทัง้ตวัพอลิเมอร์เอง สามารถย่อยสลายได้ในธรรมชาติ  ไมเ่ป็นอนัตรายตอ่
มนษุย์และสิ่งแวดล้อม (Jie และ คณะ, 2005) นอกจากนีย้งัมีรายงานถึงความสามารถในการต้าน
มะเร็ง (anti-tumor)  ต้านไวรัส (anti-viral) และต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory) และชกัน าให้
เกิดอินเตอร์ฟีรอน (interferon) (El-Tayeb และ Khodair, 2007) ของพอลิเมอร์บางชนิด 

เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยจลุินทรีย์ สามารถ ใช้ในอตุสาหกรรมตา่งๆ เน่ืองจากมี
สมบตัิทางเคมี และทางกายภาพท่ีคล้ายกบัพืชและสาหร่าย โดยเฉพาะในอตุสาหกรรมอาหาร เอก
โซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียนัน้จะใช้เพ่ือเพ่ิมคณุลกัษณะตา่งๆ  ให้กบัผลิตภณัฑ์ ได้แก่ 
สารให้ความข้นหนืด สารให้ความคงตวั สารอิมลัชัน่ สารก่อเจล ซึ่งมีบทบาทในการก่อให้ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสมบตัิของไหล และ เพ่ิ มเนือ้สมัผสัของอาหาร รวมทัง้รูปลกัษณ์ท่ีน่ารับประทาน 
ตวัอย่างเช่น แซนแทน เจลแลน เป็นต้น (Madiedo และ Gavilan, 2005)  

ในปัจจบุนั มีความสนใจ เพ่ิมมากขึน้ส าหรับ พอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีผลิตโดย จลุินทรีย์ โดยมี
จลุินทรีย์หลายกลุม่ท่ีมีความสามารถในการผลิต พอลิแซ็กคาไรด์ได้และมีความ หลากหลาย ใน
องค์ประกอบของพอลิแซคคาไรด์ท่ีจลุินทรีย์เหลา่นีส้ร้างขึน้ ลกัษณะดงักลา่วท าให้สามารถ ใช้งาน
พอลิเมอร์ท่ีได้ในด้านตา่งๆ ท่ีสนใจโดยขึน้กบัลกัษณะ วตัถปุระสงค์ท่ีจะใช้ โดยไมจ่ าเพาะเจาะจง
ตอ่ลกัษณะเดน่ลกัษณะใดลกัษณะหนึ่งโดยขึน้กบั สว่นประกอบ เคมีและสมบตัิทางกายภาพของ
พอลิแซ็กคาไรด์แตล่ะชนิด (El-Tayeb และ Khodair, 2007)   

ในธรรมชาติมีจลุินทรีย์อยู่อย่างหลากหลายสง่ผลให้มีผลิตภณัฑ์ท่ีมีความหลากหลายจาก
จลุินทรีย์เหลา่นี ้พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียเหลา่นีม้ีลกัษณะและการท างานท่ีสามารถใช้แทน 
พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากพืชและสาหร่ายทะเลได้  ทัง้นีค้วามหลากหลาย ความคุ้มทนุ ความ
สะดวก ความปลอดภยัทัง้ตอ่ผู้บริโภคและสิ่งแวดล้อมท าให้พอลิเมอร์จากจลุินทรีย์เป็นแหลง่ท่ีเป็น
ท่ีสนใจทางอตุสาหกรรมและการค้า อีกทัง้การท่ีพอลิเมอร์เหลา่นีท่ี้มีความคงตวั และมีความทนตอ่
การเปลี่ยนแปลงของสภาพภมูิอากาศ ภาวะในการเลีย้งเชือ้ การผลิต หรือแม้กระทัง่ ภาวะ ท่ีไม่
เหมาะสมได้เป็นอย่างดี แตก่็ยงั สามารถย่อยได้โดยธรรมชาติ  ไมท่ าลายสิ่งแวดล้อม และไม่
ก่อให้เกิดมลภาวะ สาเหตตุา่งๆเหลา่นีท้ าให้มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียขึน้ในระดบั
อตุสาหกรรม (Bueno และ Cruz, 2006) 
  ส าหรับประเทศไทยแล้ว พอลิเมอร์ท่ีใช้กนัอยู่ยงัต้องอาศยัการน าเข้าจากตา่งประเทศ ท า
ให้สญูเสียรายได้จากการน าเข้าสารเหลา่นี ้การผลิตขึน้เองเพ่ือใช้งานในด้านตา่งๆ ย่อมเป็นการลด
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คา่ใช้จ่ายและเป็นการพึ่งพาตนเองได้ ในภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยัได้ด าเนินการวิจยัในเร่ืองนีม้าระดบัหนึ่ง โดยได้คดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน
การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ศกึษาสมบตัิทางสรีระวิทยา หาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต พอลิ
เมอร์ของแบคทีเรียเหลา่นี ้ปรับปรุงสายพนัธุ์แบคทีเรียโดยการกลายพนัธุ์ให้ได้ผลผลิตท่ีสงู แตง่าน
ทัง้หมดนัน้ด าเนินการในระดบัขวดเขย่า ส าหรับงานวิจยันีไ้ด้พฒันาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
ในระดบัขยายสว่น โดยการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตในระดบัถงัหมกั แล้วศกึษาสมบตัิของ
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากถงัหมกั เพ่ือประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมตอ่ไป  
  
1.2 วัตถุประสงค์ของการวจิัย 
 
 เพ่ือศกึษาถึงอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม ในระดบัขวดเขย่า ศกึษา
ภาวะตา่งๆ ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ โดย Enterobacter cloacae สาย
พนัธุ์ UV1-9 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร แบบแบตช์ และศกึษาสมบตัิทางเคมีและกายภาพของเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ 
 
1.3 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

 
 งานวิจยันีท้ าให้ทราบปัจจยัท่ีมีผลตอ่การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดย Enterobacter 
cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ในถงัหมกัแบบแบตช์ และทราบสมบตัิทางเคมีและกายภาพของเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ เพ่ือใช้เป็นแนวทางการผลิตและประยกุต์ใช้ในระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป 
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บทที่ 2 
 

ปริทศัน์วรรณกรรม 
 
2.1 พอลิแซก็คาไรด์ (polysaccharide)   
 
 พอลิแซ็กคาไรด์เป็นโมเลกลุขนาดใหญ่หรือแมโครโมเลกลุ (macromolecule) ท่ีพบใน
สิ่งมีชีวิตเกือบทกุชนิดในธรรมชาติ เช่น พืช (สว่นต้น ใบ ผล รากใต้ดิน ) สาหร่ายทะเล และ
จลุินทรีย์ เป็นต้น บางชนิดมีหน้าท่ีเป็นอาหารส ารองของพืช เช่น สตาร์ช (starch) บางชนิดท า
หน้าท่ีเป็นองค์ประกอบโครงสร้างเช่น เซลลโูลส (cellulose) เพกทิน (pectin) และเฮมิเซลลโูลส 
(Hemicellulose) และบางชนิดมีหน้าท่ีเก่ียวกบัการท าให้น า้คงตวั (water stabilization) ในพืช 
ได้แก่ กมั (gums) ตา่งๆ เป็นต้น ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1 (Whistler และ Miller, 1993) 
 

 
(ก) 

 

 

(ข) 
 

ภาพท่ี 2.1 โครงสร้างพอลิแซ็กคาไรด์ (ก) เซลลโูลสในพืช, (ข) กวักมัจากพืช 
ท่ีมา : Whistler และ Miller (1993) 
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 พอลิแซ็กคาไรด์ประกอบขึน้จากหลายๆมอนอแซ็กคาไรด์จบัตอ่เน่ืองกนัเป็นสายโซ่ยาว 
การตอ่กนัระหวา่งมอนอแซ็กคาไรด์เกิดจากหมูเ่ฮมิแอซีทลัไฮดรอกซีอิสระของมอนอแซ็กคาไรด์ 
หน่วยแรกจบักบัหมไูฮดรอกซิล (-OH) ของมอนอแซ็กคาไรด์อีกหน่วยหนึ่ง แล้วสญูเสียน า้ออกไป
หนึ่งโมเลกลุ พนัธะท่ีเกิดระหวา่งมอนอแซ็กคาไรด์สองตวัเป็นพนัธะไกลโคซิดิก พอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
เกิดในธรรมชาติจะมีจ านวนมอนอแซ็กคาไรด์สงูในช่วงหลกัร้อยถึง 106 หน่วยของมอนอแซ็กคา
ไรด์ และมีความแตกตา่งจากพวกมอนอแซ็กคาไรด์อิสระธรรมดาเช่น น า้ตาลฟรักโทส น า้ตาล
กลโูคส คือไมม่ีรสหวาน โดยสามารถจ าแนกพอลิแซ็กคาไรด์ ตามชนิดของมอโนแซ็กคาไรด์ท่ีเป็น
องค์ประกอบ ได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ (Nelson และคณะ, 2000) 

 1. ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ (Homopolysaccharides) คือ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบด้วย
มอนอแซ็กคาไรด์เพียงชนิดเดียว ตวัอย่าง เช่น พลูลแูลน (pullulan) เดกซ์แท รน (dextran) 
เซลลโูลส (cellulose) มิวแทน (mutan) อลัเทอร์แนน (alternan) ลีแวน ( levan) เคอร์ดแลน 
(curdlan) และสเครอโรกลแูคน (scleroglucan) เป็นต้น (Laws และคณะ, 2001) 

 2. เฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (Heteropolysaccharides) คือ พอลิแซ็กคาไรด์ ท่ี
ประกอบด้วยมอนอแซ็กคาไรด์ตัง้แต ่2 ชนิดขึน้ไป เช่น แซนแทน (xanthan) ประกอบด้วย น า้ตาล
กลโูคสและแมนโนส เจลแลน (gellan) ประกอบด้วยน า้ตาลกลโูคส แรมโนส และกลคูิวโรนิกแอซิด 
(Laws และคณะ, 2001) และอลัจิเนต (alginate) ประกอบด้วย แมนนโูรเนท แอซิด และกลรููโรเนท 
แอซิด เป็นต้น (Sutherland, 1990) 

 พอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งแบ่งประเภทไว้ดงัข้างต้นนัน้  ผลิตได้จากสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ทัง้
พืช สาหร่ายและจลุินทรีย์ ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1  

ตารางท่ี 2.1 พอลิแซ็กคาไรด์จากพืช สาหร่าย และจลุินทรีย์ (Baird และPettitt, 1991) 

Algal Botanical Microbial 

Agar, algin, Carrageenan, 
Furcellaran 

Guar gum, Gum Arabic, Gum 
ghatti, Gum tragacanth, Karaya 
gum, Locust bean gum, Pectin 

Dextran, Xanthan gum, 
Gellan gum, Curdlan, 
Pullulan 
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 นอกจากนีย้งัพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากจลุินทรีย์เป็นพอลิเมอร์ท่ีละลายน า้ และ
ในธรรมชาติอาจจะมีประจไุฟฟ้า หรือไมม่ีประจไุฟฟ้า  (Kumar และคณะ , 2004) โดยสามารถ
จ าแนกชนิดของพอลิแซ็กคาไรด์ออกตามลกัษณะประจไุฟฟ้าท่ีอยู่บนโมเลกลุของพอลิแซ็กคาไรด์
ได้ 3 ชนิด คือ (Margaritis และ Pace, 1985)  

 1. พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจลุบ (Anionic polysaccharides) หรือบางครัง้เรียกวา่  Acidic 
polysaccharides เช่น xanthan ท่ีมีหมูอ่ะเซทิล (Acetyl) กบั ไพรูเวท (Pyruvate) อยู่บนโมเลกลุ 
ตวัอย่าง จลุินทรีย์ท่ี สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจลุบ  ได้แก่ Klebsiella pneumoniae 
(Kang และคณะ , 1983) Pseudomonas sp. (Williams และ Winpenny, 1977) Arthrobacter 
viscosus (Sloneker และคณะ , 1968) Pestalotiopsis sp.(Kwon และคณะ , 1996) Bacillus 
sp.(Suh และคณะ, 1997) Enterobacter sp. (Yokoi และคณะ, 1997) และ Zoogloea ramigera 
(Suh และคณะ, 1997) เป็นต้น 

 2. พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจเุป็นกลาง (Neutral polysaccharides) เช่น ลีแวน (Levan) 
พลูลแูลน (Pullulan) เดกซ์แทรน (Dextran) และสเครอโรกลแูคน (Scleroglucan) เป็นต้น 
ตวัอย่าง จลุินทรีย์ท่ี สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจเุป็นกลาง  ได้แก่ Enterobacter 
aggromerans (Yoo และ Chnng, 1989; Yoo และคณะ, 1989) Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus สายพนัธุ์ LBB.B332 (Sanchez-Medina และคณะ, 2007) เป็นต้น 

 3. พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจบุวก (Cationic polysaccharides) คือ พอลิแซ็กคาไรด์ พวกท่ี
มีหมู ่ NH3 หรือมีหมูข่องกรดอะมิโนบางตวัตอ่อยู่  เช่น พอลิเมอร์ท่ีเป็นพอลิกลตูาเม ต 
(polyglutamate) ตวัอย่างจลุินทรีย์ท่ี สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจุ บวก ได้แก่ Bacillus 
subtilis (Ashiuchi และคณะ , 2001 ) และ Bacillus licheniformis (Hoppensack และคณะ , 
2003) 
 
 Ganesh Kumar และคณะ (2004) รายงานวา่ Bacillus sp. I-450 ท่ีแยกได้จากดินท่ี
ปนเปือ้นมลพิษสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ โดยพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มีประจลุบ 
(acidic polysaccharide) ประกอบด้วย น า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีมีประจเุป็นกลาง (neutral 
sugars) คือ  กาแลกโทส  ฟรักโทส  กลโูคส  และแรฟฟิโนส น า้ตาลท่ีมี หมูอ่ะมิโน (amino 
sugars)  และกรดยโูรนิก (uronic acids) ในอตัราสว่น 52.4 %  2.4 %  และ17.2 % ตามล าดบั มี
น า้หนกัโมเลกลุ 2.2 X 106 ดาลตนั                
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 Prasertsan และคณะ (2006) รายงานวา่ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย Enterobacter 
cloacae WD7เป็นเฮเทอโรพอลิ แซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะประจเุป็นลบ ประกอบด้วย น า้ตาลท่ีมี
ประจเุป็นกลาง (neutral sugars) 29.4% กรดยโูรนิก (uronic acids) 14.2% และน า้ตาลท่ีมี
หมูอ่ะมิโน (amino sugars) 0.93 %     
 
 Jia และคณะ (2007) รายงานวา่ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย Nostoc flagelliforme 
ประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีมีประจเุป็นกลาง 4 ชนิด ได้แก่ กลโูคส (43.2%) ไซโลส 
(20.6%) กาแลกโทส (29.9%) และแมนโนส (6.3%) มีน า้หนกัโมเลกลุ 2.79 X 105ดาลตนั และ
พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ไมม่ีหมูซ่ลัเฟต กรดนิวคลีอิก และโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 
 
 Mata และค ณะ (2007 ) รายงานวา่ แบคทีเรียท่ีชอบเคม็ปานกลาง (moderately 
halophilic bacteria) ท่ีจดัอยู่ในวงศ์  Alteromonadaceae 3 สปีชีส์  ได้แก่ Idiomarina 
fontislapidosi F32T  Idiomarina ramblicola R22T  และ Alteromonas hispanica F23T 
สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ โดย Idiomarina sp. ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะประจุ
เป็นลบ  ประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว 3 ชนิด คือ กลโูคส  แมนโนส  และกาแลกโทส สว่น                 
A. hispanica F23T  ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีลกัษณะประจเุป็นลบ  ประกอบด้วยน า้ ตาลโมเลกลุ
เดี่ยว 3 ชนิด คือ กลโูคส  แมนโนส  และไซโลส 
 
 Wang และคณะ (2010) รายงานวา่ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย  Lactobacillus 
plantarum สายพนัธุ์ KF5 ประกอบด้วยน า้ตาลแรมโนส กลโูคส และกาแลกโทส เป็นองค์ประกอบ
ด้วยอตัราสว่น 1:4.99:6.90 ตามล าดบั และพบวา่ โค รงสร้างประกอบด้วยหมูค่าร์บอกซิล 
(carboxyl group) ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) และเอไมด์ (amide group) 
 
 Torres และคณะ (2011) รายงานวา่ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย Enterobacter 
cloacae สายพนัธุ์ A47 ประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีมีประจเุป็นลบ ได้แก่ ฟโูคส (26%) กา
แลกโทส (28.9%) และกลโูคส (43.7%) เป็นองค์ประกอบ มีน า้หนกัโมเลกลุ 8 X 105 ถึง 5 X 106

ดาลตนั  
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2.2 พอลิแซก็คาไรด์จากจุลินทรีย์ (Microbial polysaccharide) 

 พอลิแซ็กคาไรด์หลายชนิดสามารถผลิตได้จากจลุินทรีย์ ทัง้แบคทีเรีย และรา ได้แก่ แซน
แทน จาก Xanthomonas campestris อะซิแทน จาก Acetobacter xylinum เจลแลน จาก 
Sphingomonas paucimovilis และเดกซ์แทรน จาก Leuconostoc mesenteroides (Madiedo 
และ Gavilan, 2005) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2 อีกทัง้การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากจลุินทรีย์ยงัมีข้อ
ได้เปรียบ คือ สามารถควบคมุคณุภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ได้ โดยควบคมุภาวะท่ีใช้ในการหมกั 
และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้เป็นจ านวนมาก สว่นการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากพืชมี
ข้อจ ากดั คือ พืชชนิดหนึ่งๆ มกัจะผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้หลายชนิดพร้อมๆกนั ท าให้ต้องมีขัน้ตอน
ในการแยกพอลิแซ็กคาไรด์ตวัท่ีต้องการออกมา ท าให้มีคา่ใช้จ่ายสงู (Whistler, 1993)  
  
 จลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มีทัง้จลุินทรีย์ท่ีก่อโรคและจลุินทรีย์ท่ีไมก่่อโรค 
และพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากจลุินทรีย์ตา่งชนิดกนั จะให้การสร้างและหน้าท่ีแตกตา่งกนัไป 
สามารถจ าแนกได้เป็น 3 ชนิด (Paul, 1979) คือ 
 
 1. พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นโครงสร้างภายในเซลล์ (intracellular polysaccharide) พอลิ
แซ็กคาไรด์ชนิดนีจ้ะสร้างอยู่ภายในเซลล์ บางสว่นจะรวมเป็นสว่นหนึ่งของเย่ือหุ้มเซลล์ 
(cytoplasmic membrane) และท าหน้าท่ีเป็นแหลง่สะสมอาหารจ าพวกคาร์บอนหรือแหลง่ส ะสม
พลงังานของเซลล์ 
 
 2. พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นโครงสร้าง (structural polysaccharide) เป็นองค์ประกอบท่ี
แทรกอยู่ในผนงัเซลล์และในบางกรณีอาจรวมตวักบัสว่นประกอบอ่ืน เช่น รวมกบัลิพิดเป็นไกลโค
ลิพิด และรวมกบัพอลิเพปไทด์เป็นเพปติโดไกลแคน (peptidoglycan)  
  
 3. พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสร้างภายนอกเซลล์ (extracellular polysaccharide) พอลิแซ็กคา
ไรด์ชนิดนีส้ร้างขึน้เพ่ือเป็นโครงสร้างท่ีใช้ห่อหุ้มเซลล์ท่ีเรียกวา่ แคปซูล (capsule) มีลกัษณะเป็น
สารเหนียวคล้ายเจลเคลือบหรือปกคลมุเซลล์ มกัท าให้โคโลนีของแบคทีเรียเป็นเมือกเยิม้ 
(mucoid) หรือเมื่อใช้เขม็เขี่ยแตะขึน้มาจะยืดเป็นเส้นสาย (Robert, 1996) นิยมน าจลุินทรีย์ท่ีผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์ชนิดนีม้าใช้ในการผลิตในระดบัอตุสาหกรรมมากกวา่จลุินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ เพราะง่าย
ตอ่การสกดั และแยกออกจากผนงัเซลล์ (Paul, 1979) 
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ตารางท่ี 2.2 จลุินทรีย์และพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ (Kumar และคณะ, 2007) 
จุลินทรีย์ พอลิแซก็คาไรด์ 

Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter vinelandii 
Acinetobacter calcoaceticus 
Sphingomonas paucimobilis 
Streptococcus equii, Streptococcus 
zooepidemicus 
Xanthomonas campestris 
Acetobacter spp. 
Rhizobium meliloti, Agrobacterium radiobacter 
Alcaligenes faecalis var. myxogenes 
Leuconostoc mesenteriodes 

อลัจิเนท (alginate) 
อิมลัแซน (emulsan) 
เจลแลน (gellan) 
ไฮยาลโูรนิค แอซิด (hyaluronic acid) 
 
แซนแทน (xanthan) 
เซลลโูลส (cellulose) 
เคอร์ดแลน (curdlan) 
ซคัซิโนไกลแคน (succinoglycan) 
เดกซ์แทรน (dextran) 

 เดกซ์แทรน (Dextran) เป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ (homopolysaccharide) ชนิดท่ีผลิต
และปลดปลอ่ยออกมาภายนอกเซลล์ (exopolysaccharide) (Broadbent และคณะ , 2003) ท่ี
ประกอบขึน้จากหน่วยย่อยของน า้ตาลดี-กลโูคส (D-glucose) ท่ีได้จากการสลายของซูโครสมาจบั
กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิก (glycosidic linkage) หรือท่ีเรียกวา่ กลแูคน (glucan) โดยพนัธะนีจ้ะ

เป็นชนิด -1,6 เป็นสว่นใหญ่ และยงัประกอบด้วยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด -1,2 -1,3 และ -
1,4 เป็นสว่นของก่ิงสาขาอีกด้วย (Park และคณะ, 2001) ดงัภาพท่ี 2.2  

 

ภาพท่ี 2.2 โครงสร้างของเดกซ์แทรน 
ท่ีมา : Pharmacosmos (2006) 
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 เคอร์ดแลน (Curdlan) หรือ -1,3-glucan เป็นพอลิเมอร์ของกลโูคส 1,3--D-glucan ท่ี

มีน า้หนกัโมเลกลุสงู ซึ่งไมล่ะลายน า้ โดยประกอบด้วย β-(1,3) เช่ือมกบักลโูคสท่ีเหลือ โครงสร้าง
แสดงดงัภาพท่ี 2.3 และมีประจเุป็นกลาง สามารถรวมตวัเป็นเป็นเจลท่ียืดหยุ่นได้เป็นสาร
แขวนลอยกบัน า้เมื่อโดนความร้อน ผลิตได้จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ Alcaligenes faecalis var. 
myxogenes Agrobacterium sp. และ Rhizobium sp. (Sutherland, 1990) 

 

  

ภาพท่ี 2.3 โครงสร้างของเคอร์ดแลน  
ท่ีมา : Chaplin (2008) 

 

 เจลแลน (gellan) เป็นเฮทเทอโร พอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีมีเส้นตรง เป็นหน่วยเตตระแซ็กคาไรด์
ชนิดท่ี ผลิตและปลดปลอ่ยออกมาภายนอกเซลล์ (exopolysaccharide) โดย Sphingomonas 
paucimobilis (Kang และ  Veeder, 1982 ; Martin และคณะ , 1996 ) ประกอบด้วยดี -กลโูคส 
(Glc), ดี-กลคูิวโรนิก แอซิด (Glc A) และท่ีเหลือเป็นแอล -แรมโนส (Rha) (Jansson และคณะ , 

1983) ซึ่ง (1-3)-b--glucose,(1-4)--D-glucuronic acid, (1-4)--D-glucose และ (1-4)-a-L-
rhamnose เป็น backbone (Noda และคณะ, 2008) โครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 2.4   

 
 

 
   

ภาพท่ี 2.4 โครงสร้างของเจลแลน  
ท่ีมา : Paradise (2007) 
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 แซนแทน (Xanthan gum) เป็นเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (Heteropolysaccharides) ซึ่ง
ผลิตโด ย Xanthomonas campestris ประกอบขึน้จากหน่วยย่อยเพนตะแซ็กคาไรด์ 
(pentasaccharide) ประกอบไปด้วย ดี-กลโูคส (D-glucose) ดี-แมนโนส (D-mannose) ดี-กลคูิว
โรนิก แอซิด (D-glucuronic acid) ในอตัราสว่นทัง้หมด 2:2:1 แกนกลาง (backbone) ของสายพอ

ลิแซ็กคาไรด์ประกอบด้วยสองหน่วยของ -D-glucose เช่ือมตรงต าแหน่ง 1 และ 4 สายด้านข้าง 
(side chain) ประกอบด้วยแมนโนส 2 หมู่ และกลคูิวโรนิก 1 หมู่ ดงันัน้ทัง้สายจึงประกอบด้วย
หน่วยน า้ตาล 5 หน่วยซ า้ สายข้างเช่ือมกบักลโูคสอ่ืนต าแหน่งท่ี 3 ของแกนกลาง หน่วยของแมนโน
สมีกลุม่ pyruvic acid เช่ือมเป็น ketal ท่ีต าแหน่ง 4 และ 6 หน่วยแมนโนสอ่ืนมีกลุม่ acetyl 
ต าแหน่งท่ี 6 โดยสายเหลา่นีจ้ะอยู่ในรูป double helix ท าให้มีประสิทธิภาพสงูทางด้านความหนืด  
(Mandala และคณะ, 2004; Sutherland, 1990) โครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 2.5  
 

 

 

ภาพท่ี 2.5 โครงสร้างของแซนแทน  
ท่ีมา : Zamora (2006) 
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2.3 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตพอลิแซก็คาไรด์ 

 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยจลุินทรีย์  ขึน้อยู่กบัปัจจยั 2 ประการ คือ ชนิดของจลุินทรีย์ 
และภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต ได้แก่  แหลง่คาร์บอน  แหลง่ไนโตรเจน  วิตามินและแร่ธาต ุ 
อณุหภมูิท่ีใช้ในการบ่ม  คา่ความเป็นกรดเบส  และปริมาณออกซิเจน เป็นต้น   
 
 2.3.1 ชนิดของจลุินทรีย์ 
 
 การคดัเลือกจลุินทรีย์เพ่ือน ามาผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  มีหลกัเกณฑ์ดงันี ้ คือ เป็นจลุินทรีย์
ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูในเวลาสัน้ ยีนส์ท่ีควบคมุการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์มี
ความเสถียรหรือให้ผลผลิตสม ่าเสมอ สามารถใช้แหลง่คาร์บอนได้หลายชนิดโดยเ ฉพาะแหลง่
คาร์บอนราคาถกู ทนตอ่การเปลี่ยนแปลงของภาวะแวดล้อมได้ดี และให้ผลิตภณัฑ์อ่ืนท่ีไมต้่องการ
ในปริมาณต ่า (Asai, 1968) 
 
 2.3.2 แหลง่คาร์บอน (carbon source) 
 
 แหลง่คาร์บอนมีความส าคญัตอ่การเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของจลุินทรีย์         
โดยเป็นแหลง่พลงังาน และเป็นองค์ประกอบหลกัของพอลิแซ็กคาไรด์ จลุินทรีย์สามารถใช้แหลง่
คาร์บอนได้หลายชนิด ได้แก่ น า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว เช่น กลโูคส  ฟรักโทส  กาแลกโทส  แมนโนส  
ไซโลส  และอะราบิโนส  น า้ตาลโมเลกลุคู ่เช่น แลกโทส  มอลโทส  และซูโครส  น า้ตาลเชิงซ้อน 
เช่น แป้ง  และแอลกอฮอล์ เช่น เมทานอล เป็นต้น (Masaoka และคณะ, 1993)  
 
 Celik และคณะ (2008 ) รายงานวา่เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย Pseudomonas 
aeruginosa G1 และ Pseudomonas putida G12  เมื่อเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีแปรผนัแหลง่
คาร์บอน  ได้แก่ กลโูคส  แมนโนส  ฟรักโทส  และไซโลส  พบวา่แบคทีเรียทัง้ 2 สายพนัธุ์สามารถ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีไซโลสเป็นแหลง่คาร์บอน และเมื่อท าการ
ทดลองแปรผนัความเข้มข้นของไซโลสตัง้แต ่2 – 6% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร พบวา่สายพนัธุ์ G1 
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูสดุ คือ 368 มิลลิกรั มตอ่ลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีไซโลส            
ความเข้มข้น 3% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ในขณะท่ีสายพนัธุ์ G12 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูสดุ คือ
262 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีไซโลส ความเข้มข้น 2% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
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 2.3.3 แหลง่ไนโตรเจน (nitrogen source) 
 
 เซลล์แบคทีเรียมีองค์ประกอบของไนโตรเจนประมาณ 8 - 10 เปอร์เซ็นต์ของน า้หนกั   
เซลล์แห้ง  ความต้องการไนโตรเจนของแบคทีเรียจะขึน้อยู่กบัสายพนัธุ์ และปัจจยัทางสิ่งแวดล้อม 
เช่น อณุหภมูิ คา่ความเป็นกรดเบส และออกซิเจน เป็นต้น โดยสารอาหารไนโตรเจนส าคญั ตอ่การ
เจริญของแบคทีเรีย แตถ้่าปริมาณของไนโตรเจนในอาหารมากเกินไป จะไปลดประสิทธิภาพการ
เปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ (BeMiller and Whistler, 1996) แหลง่ไนโตรเจนของ
จลุินทรีย์ ประกอบด้วย แหลง่ไนโตรเจนอนินทรีย์ เช่น แอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตและแ อมโมเนียมคลอไรด์ เป็นต้น และแหลง่ไนโตรเจนอินทรีย์  เช่น beef 
extract, yeast extract, peptone, tryptone, soybean hydrolysate, soytone, casamino acid  
และ corn steep liquor เป็นต้น 
 
 Behravan และคณะ (2003) รายงานวา่ กากน า้ตาลจากโรงงานผลิตน า้ตาล และสาร
สกดัจากร าข้าวสาลี (wheat bran extract)  สามารถน ามาใช้เป็นแหลง่คาร์บอนและแหลง่
ไนโตรเจนท่ีมีราคาถกูและหาได้ทัว่ไปในท้องถ่ิน   โดยทดลองแปรผนัความเข้มข้นเพ่ือหาปริมาณ
ของแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเดกซ์แทรนจาก L. mesenteroides 
สายพนัธุ์  NRRL B-512  รวมทัง้ทดลองแปรผนัคา่ความเป็นกรด- เบส  พบวา่ความเข้มข้นของ
กากน า้ตาลและร าข้าวสาลีท่ีเหมาะสมคือ 20% และ 15% (น า้หนกัตอ่ปริมาตร ) ตามล าดบั              
คา่ความเป็นกรด- เบสท่ีเหมาะสม คือ 7.5  โดยสามารถผลิตได้เดกซ์แทรนได้ 9.44 กรัมตอ่ 100 
มิลลิลิตรของซูโครส 
 
 Banik และคณะ (2007) รายงานวา่ องค์ประกอบของอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับเลีย้ง 
Sphingomonas paucimobilis ATCC-31461 เพ่ือผลิตเจลแลน ประกอบด้วย กากน า้ตาล        
ทริปโทน  casamino acid  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต  และแมงกานีสคลอไรด์ ปริมาณ 
112.5  1.0  1.0  1.0  และ 0.947 กรัมตอ่ลิตร  ตามล าดบั โดยสามารถผลิตเจลแลนได้ถึง 13.814 
กรัมตอ่ลิตร 
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 2.3.4 อณุหภมูิ 
 
 จากการศกึษาท่ีผา่นมาพบวา่  การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสว่นใหญ่จะ
สงูขึน้เมื่อมีแหลง่คาร์บอนในปริมาณมาก และท่ีอณุหภมูิต ่า (Sutherland, 1977; Souw and 
Demain, 1979; Shu and Yang, 1990) อย่างไรก็ตาม ส าหรับแบคทีเรียบางชนิด ภาวะท่ี
เหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแตล่ะสายพนัธุ์อาจแตกตา่งกนัไป บางสายพนัธุ์อาจจะ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ดีท่ีภาวะท่ีไมใ่ช่ภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญเติบโต เช่น ภาวะท่ีมีปริมาณ
ไนโตรเจนน้อยและจ ากดั ในขณะท่ีปริมาณน า้ตาลสงู (Sutherland, 1979; Cerning, 1990) หรือ
เมื่ออณุหภมูิต ่ากวา่อณุหภมูิท่ีเหมาะตอ่การเจริญ (Cerning, 1992)   
 
 ผลของภาวะท่ีใช้ในการเลีย้งเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบ คทีเรียแตล่ะชนิด 
แตกตา่งกนัไป ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะกลไกการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของเชือ้แตกตา่งกนั เช่น หากการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เกิดควบคูไ่ปกบัการเจริญของเชือ้ (growth-assosiated) ภาวะท่ีเหมาะสมตอ่
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เพ่ือให้ได้ปริมาณมาก ควรจะเป็นภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การท่ีจะท าให้
ช่วงเวลาของการเจริญเติบโตของเชือ้เป็นไปได้นาน ในขณะท่ีเชือ้มีอตัราการผลิต พอลิแซ็กคาไรด์
สงู (Andaloussi และคณะ, 1995) 
 
 2.3.5 คา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้น (pH) 
 
 คา่ความเป็นกรดเบสของอาหารเลีย้งเชือ้เป็นอีกปัจจยัหนึ่ง ท่ีต้องมีการควบคมุก่อน การ
หมกั เพ่ือให้ได้ภาวะท่ีเหมาะสมส า หรับการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของจลุินทรีย์   
เน่ืองจากคา่ความเป็นกรด-เบสของอาหารเลีย้งเชือ้ จะมผีลโดยตรงตอ่การท างานของเอนไซม์ ใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมของจลุินทรีย์  โดยจลุินทรีย์สว่นใหญ่จะผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ใน
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีคา่ความเป็นกรดเบสเป็นกลาง (Roseiro, 1992) 
 Kim และคณะ (2003) รายงานวา่ ความเข้มข้นของซูโครสในอาหารเลีย้งเชือ้ คา่ความเป็น
กรดเบส และอณุหภมูิ ในการเลีย้ง Leuconostoc mesenteroides มีผลตอ่การผลิตเดกซ์แทรน  
ขนาดโมเลกลุตา่งๆ และการเกิดก่ิงสาขาของเดกซ์แทรน โดยพบวา่การเพ่ิมความเข้มข้นของซูโครส 
จะสง่ผลให้มีการผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีขนาดโมเลกลุเลก็ลง และเกิดการสร้างก่ิงสาขาเพ่ิมขึน้ ส าหรับ
ผลของอณุหภมูิในช่วงทดลอง (4-45 องศาเซลเซียส ) พบวา่ไมม่ีผลต่ อขนาดโมเลกลุของ เดกซ์
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แทรนมากนกั แตเ่มื่อเพ่ิมอณุหภมูิสงูขึน้จะมีผลตอ่การเกิดก่ิงสาขาเพ่ิมมา กขึน้  นอกจากนีก้าร
ปรับคา่ความเป็นกรดเบสในช่วง 4.5-6.0 จะไมม่ีผลทัง้ขนาดโมเลกลุและการเกิดก่ิงสาขาของเดกซ์
แทรน โดยการควบคมุการผลิตเดกซ์แทรนให้มีลกัษณะท่ีแตกตา่งกนั จะเป็นแนวทางส าคญัในการ
น าเดกซ์แทรนชนิดตา่งๆ มาใช้ประโยชน์ 
 Bueno และ Garcia-Cruz (2006) รายงานวา่ Pseudomonas sp. และ Arthrobacter 
sp. จ านวน 6 สายพนัธุ์ ได้แก่ 3B 4B  7B  21B  18E  และ 21D ท่ีคดัแยกได้จากดิน  พบว่ า
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ และจากการศกึษาผลของคา่ความเป็นกรด เบสเร่ิมต้นในอาหาร
เลีย้งเชือ้ตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ พบวา่ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มีคา่เพ่ิมขึน้เมื่อเพ่ิมคา่
ความเป็นกรด เบสเร่ิมต้นในอ าหารเลีย้งเชือ้จาก 5.0 เป็น 7.0 แตท่ี่คา่ความเป็นกรด เบส 8.0  
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มีคา่ลดลง 
 Ayala-Hernandez และคณะ (2008 ) รายงานวา่เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย 
Lactococcus lactis subsp. cremoris (JFR1) พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ในอาหารเลีย้งเชือ้
ท่ีมีคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้น 5.5 มีน า้หนกัโมเลกลุมากกวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีมีคา่ความเป็นกรดเบส 6.5  

 2.3.6 การให้อากาศหรือการกวน 

 การเพ่ิมปริมาณออกซิเจนให้กบัจลุิน ทรีย์เพ่ือน าไปใช้ในกระบวนการเมแท บอลิซึมทาง
หนึ่ง นอกจากนีย้งัเป็นการช่วยให้จลุินทรีย์อยู่ในสภาพแขวนลอย สามารถดดูซึมปริมาณออกซิเจน
เพ่ือน าไปใช้ได้มากขึน้ ซึ่งออกซิเจนท่ีจลุินทรีย์สามารถน าไปใช้ได้นัน้ต้องอยู่ในรูปของโมเลกลุ
ออกซิเจนท่ีละลายหรืออยู่ในรูปของเหลว การละลายของออกซิเจนในน า้มีปริมาณจ ากดั ออกซิเจน
สามารถละลายในสื่อกลางท่ีเป็นน า้ได้เพียงไมก่ี่มิลลิกรัมตอ่ลิตรด้วยอากาศท่ีความดนั 1 
บรรยากาศ นบัวา่น้อยมากเมื่อเทียบกบัปริมาณออกซิเจนท่ีจลุินทรีย์ต้องการ ดงันัน้จึงจ าเป็นต้อง
ท าให้มีออกซิเจนละลายเข้าไปในอาหารเหลวอยู่ตลอดเวลา โดยการถ่ายเทจากอากาศ ซึ่งช่วยให้
จลุินทรีย์ท่ีต้องการอากาศเจริญได้ด้วยความหนาแน่นสงูภายใต้ภาวะท่ีเป็นอนัหนึ่งอนัเดียวกนั 
ดงันัน้ในขัน้ตอนกระบวนการหมกัจึงต้องมีการให้อากาศตลอดเวลา การมีออกซิเจนเพียงพอท่ีจะ
น าไปใช้ได้โดยควบคมุการให้อากาศ และความเร็วในการกวนสามารถรักษาปริมาณออกซิเจนท่ี
ละลายอยู่ได้ไมน้่อยกวา่ 30% (ในกรณีทีมีอยู่ 60%) ซึ่งเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิเมอร์ 
(McNeely, 1967)  
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ตารางท่ี 2.3   ตวัอย่างองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้และภาวะท่ีใช้เลีย้งเชือ้เพ่ือผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ตา่งๆ ในอตุสาหกรรม (Monica, 2003) 
 

 

พอลิแซก็คาไรด์ 
 

 

ระบบการ
เลีย้งเชือ้ 

 

ภาวะเลีย้งเชือ้ 
 

อาหารเลีย้งเชือ้ 

 

แอลจิเนต 
 

แบบตอ่เน่ือง 
 

- อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
- คา่ความเป็นกรดเบส 7.2 
- ให้อากาศแก่ระบบ
(ออกซิเจนในปริมาณท่ีมาก
เกินพอ ไมก่ระตุ้นการ
สงัเคราะห์ EPS) 

 

- ซูโครส (20 กรัมตอ่ลิตร) 
เป็นแหลง่คาร์บอน 
-- การผลิต EPS สงูขึน้อย่าง
รวดเร็วเมื่อจ ากดัปริมาณ
โมลิบดีนมั (molybdenum) 
และฟอสฟอรัสในระบบ 

 

เดกซ์แทรน 
 

แบบแบตช์ 
 

- อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส  
- คา่ความเป็นกรดเบส 6.0  
- ไมม่ีการให้อากาศในช่วง
กระตุ้นการผลิต EPS 

 

- ซูโครส (5-10 กรัมตอ่ลิตร) 
เป็นแหลง่คาร์บอน 
- ไนโตรเจนและแคลเซียม 
คลอไรด์ในปริมาณมาก 
จะกระตุ้นการสงัเคราะห์ EPS 

 

แซนแทนกมั 
 

แบบแบตช์
หรือ

แบบตอ่เน่ือง 

 

- อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส 
- คา่ความเป็นกรดเบส 7.0 
- ให้อากาศแก่ระบบ  
(0.5 - 0.75 ลิตรตอ่นาที 
ในช่วงแรก จากนัน้  
0.75 - 1.5 ลิตรตอ่นาที  
ในช่วงท่ีความหนืดของ 
น า้เลีย้งเชือ้สงูขึน้) 

 

- กลโูคส (2 – 3.5 กรัมตอ่ลิตร) 
เป็นแหลง่คาร์บอน 
- มีไนโตรเจน ซลัเฟอร์หรือ
ฟอสฟอรัสในปริมาณท่ีจ ากดั 
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2.4 การผลิตพอลิแซก็คาไรด์ในระดับขยายส่วน 

 การศกึษาทดลองภายในห้องปฏิบตัิการนัน้ โดยทัว่ไปนิยมเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ในระดบัขวด
เขย่า เน่ืองจากสามารถท าเป็นจ านวนมากหลายๆการทดลองได้ ไมยุ่่งยาก และมีโอกาสปนเปือ้น
น้อย จึงช่วยให้สามารถศกึษาปัจจยัท่ีเก่ียวข้องเพ่ือหาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเปลี่ยนแปลง
เก่ียวกบัเมแทบิลิซึม ผลของอณุหภมูิ อตัราการให้อากาศ การเติมสารชนิดตา่งๆ และการปรับ
ความเป็นกรดเบส ในระหวา่งการเลีย้งเชือ้ ดงันัน้ก่อนท่ีจะพฒันากระบวนการหมกัไปจนถึงระดบั
อตุสาหกรรมได้ จะต้องมีการศกึษาปัจจยัตา่งๆเหลา่นีใ้นถงัหมกัขนาดเลก็ระดบัห้องปฏิบตัิการ
ก่อน เน่ืองจากถงัหมกัระดบัห้องปฏิบตัิการนีม้ีลกัษณะคล้ายกบัถงัหมกัท่ีใช้ในระดบัอตุสาหกรรม 
เพียงแตม่ีขนาดเลก็กวา่ จึงท าให้สามารถศกึษาปรับปรุงภาวะตา่งๆให้เหมาะสมได้ โดยท่ีเสีย
คา่ใช้จ่ายไมส่งูนกั ก่อนท่ีจะขยายไปสูก่ารผลิตในระดบัขยายสว่นและระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป 

 กระบวนการหมักแบบแบตช์ 

 กระบวนการหมกัแบบแบตช์ เป็นกระบวนการเพาะเลีย้งจลุินทรีย์ในระบบปิด ซึ่งสามารถ
ท าได้ทัง้ในระดบัขวดเขย่าและระดบัถงัหมกั ท่ีบรรจอุาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมตอ่กา รเจริญ และ
เลีย้งเชือ้ภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสม กระบวนการหมกัแบบนีจ้ะท าในระบบปิดท่ีมีสารอาหารเร่ิมต้น
ปริมาณจ ากดั และเมื่อใสจ่ลุินทรีย์ลงในระบบแล้วจะไมม่ีการเติมสารอาหารใดๆเพ่ิมลงไปอีก 
เซลล์จะเจริญจนกระทัง่องค์ประกอบของสารอาหารท่ีจ าเป็นหมดไป หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อม เป็นต้น จากการเลีย้งเชือ้แบบแบตช์นีจ้ะเป็นข้อมลูเบือ้งต้นท่ีเป็นประโยชน์ในการ
พฒันาการเลีย้งแบบเฟดแบตช์ตอ่ไป 

Lopes และ คณะ (2003) ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ท่ีไมก่่อโรค 
คือ Arthrobacter viscosus ในถงัหมกั โดยใช้ไซโลสเป็นแห ลง่คาร์บอน (25 กรัมตอ่ลิตร ) มีการ
ควบคมุคา่ความเร็วรอบในการกวนของใบพดั (agitation speed) ท่ี 800 รอบตอ่นาที  ภายใต้การ
ควบคมุคา่ความเป็นกรดเบส เท่ากบั 7 สามารถให้ผลผลิตสงูสดุ 10 กรัมตอ่ลิตร ในเวลา 14 วนั 
และให้สมบตัิท่ีเหมือนแซนแทนกมั สามารถประยกุต์ใช้ในอตุสากรรมอาหารได้ 
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Castillo และ Uribelarrea (2004) ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก Klebsiella 
pneumoniae K63 ในถงัหมกัแบบตอ่เน่ือง (fed-batch culture) ภายใต้การควบคมุสารอาหาร 
การเพ่ิมปริมาณแหลง่คาร์บอนท่ีมากกวา่ปกติ และการจ ากดัปริมาณแหลง่ไนโตรเจน สามารถให้
ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 54.8 และ 47.4 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั และได้เอ กโซพอลิแซ็กคา
ไรด์ท่ีมีทัง้คณุภาพ และมีปริมาณสงูในเวลาเดียวกนั 

 
 Bandaiphet และ Prasertsan (2006 ) ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก Enterobacter 
cloacae WD7 ภายใต้การหมกัแบบให้อากาศ พบวา่ ผลผลิต มีปริมาณมากขึน้ เมื่อมีการเพ่ิมคา่
อตัราการให้อากาศ (aeration rate) และคา่ความเร็วรอบในการกวนของใบพดั (agitation speed) 
ในการผลิตระดบัอตุสาหกรรม 
 
 Prasertsan และคณะ (2008) ศกึษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไบโอพอลิเมอร์จาก E. 
cloacae WD7 แบบตอ่เน่ือง ในถงัหมกัขนาด 3 ลิตร  ได้ภาวะท่ีเหมาะสมของอาหารเลีย้งเชือ้ คือ 
ใช้ 3 % ซูโคลสเป็นแหลง่คาร์บอน , 0.05 % yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจน , 0.2 % KH2PO4, 
0.05 % MgSO4.7H2O และ0.01 % NaCl ภายใต้การควบคมุคา่ ความเป็นกรดเบส เท่ากบั 7 ท่ี
อณุหภมูิ 30องศาเซลเซียส คา่อตัราการให้อากาศ (aeration rate) 2.0 vvm และคา่อตัราเร็วใน
การกวนของใบพดั (agitation speed) ท่ี 200 รอบตอ่นาที ให้ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 7.28 
กรัมตอ่ลิตร ซึ่งจะมีการพฒันาการผลิตในระดบัท่ีสงูขึน้ คือ ในถงัหมกัขนาด 72 ลิตร ในขัน้ตอ่ไ ป
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ตารางท่ี 2.4 ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ตา่ง  ๆ

จลุินทรีย์ แหลง่คาร์บอน แหลง่ไนโตรเจน อณุหภมูิ 
(องศาเซลเซียส) 

คา่ความ 
เป็นกรดเบส 

ความเร็วรอบ 
ในการให้อากาศ 

(รอบตอ่นาที) 

น า้หนกัผลผลิต 
(กรัมตอ่ลิตร) 

เวลา 
ในการเลีย้ง 

เอกสารอ้างอิง 

Agrobacterium radiobacter ซูโครส 2.62% 
(ในระบบถงัหมกั) 

KNO3 0.26% 30 6.24 250 2.26% 3 วนั Triveni และ
คณะ (2001 ) 

Sphingomonas paucimobilis 
 สายพนัธุ์ NK2000 

กลโูคส 2% peptone 
0.05% 

30 6.5-6.8 200 4.95 3 วนั Jin และคณะ 
(2003 ) 

Arthrobacter  viscosus ไซโลส 2.5% 
(ในระบบถงัหมกั) 

ยีสต์สกดั 2% 28 7 800 10 15 วนั Lopez และ
คณะ(2003) 

Enterobacter cloacae 
สายพนัธุ์ WD7 

ซูโครส 3% 
(ในระบบถงัหมกั) 

ยีสต์สกดั 
0.05% 

30 7 200 4.8 3 วนั Prasertsan และ
คณะ (2008) 

19 



20 
 

 
 

2.5 ประโยชน์ของพอลิแซก็คาไรด์ท่ีผลิตจากจุลินทรีย์และการประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ 

 พอลิแซ็กคาไรด์สามารถน ามาประยกุต์ใช้ได้ในอตุสาหกรรมตา่งๆ เช่น อตุสาหกรรมยา 
เคร่ืองส าอางค์ อตุสาหกรรมเคมี อตุสาหกรรมขดุเจาะน า้มนั อตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรม
กระดาษและสี เป็นต้น (Vinarta และคณะ, 2007)  พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้จากธรรมชาติจดัเป็นพอลิ
เมอร์ทางชีวภาพซึ่งมีสมบตัิทางกายภาพเฉพาะตวัและมีสมบตัิการไหล  (rheological properties) 
ท่ีดี ไมเ่ป็นพิษกบัสิ่งแวดล้อม และเป็นสารท่ีสลายได้ง่าย  ซึ่งสามารถน าไปประยกุต์ใช้ได้อย่าง
กว้างขวาง (Ying และคณะ, 2006) สมบตัิทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีถกูใช้ในอตุสาหกรรม
อย่างแพร่หลาย เช่น ความสามารถในการอุ้มน า้ ซึ่งประยกุต์ใช้ในการก่อสร้างคอนกรีตเพ่ือป้องกนั
การแตกแยกของชัน้คอนกรีต (Anonymous, 1996) อณุหภมูิหลอมเหลว ท าให้ทราบความเสถียร
และการเปลี่ยนแปลงตอ่อณุหภมูิของพอลิเมอร์ วิเคราะห์โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์เทอร์โมกราวิ
เมทริก (Thermogravimetric analysis; TGA) (Zohuriaan และ Shokrolahi, 2004) การละลาย
น า้ เช่น แซนแทนเมื่อละลายน า้จะมีความหนืดสงูท่ีความเข้มข้นต ่า จึงมีลกัษณะเป็นซูโดพลาสติก
ใช้ในการประยกุต์ทางอตุสาหกรรมสี สารเคลือบผิว โดยหากเลือกตวัท าละลายท่ีไมด่ี สารเคลือบ
ผิวจะหลดุลอ่นได้ง่าย (Rinaudo และ Milas, 1978) พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมี สมบตัิ ด้านความหนืด
สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในอาหารและเคร่ืองส าอางค์  (Renaud และคณะ , 2005) การเป็น อิมลั
ซิไฟเออร์เป็นสมบตัิท่ีส าคญัสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมอาหารและยา  (Kodali และ
คณะ, 2009) เป็นต้น  นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรด์ยงัมีสมบตัิเฉพาะตวัอ่ืนๆอีกขึน้อยู่กบัชนิดของพอ
ลิแซ็กคาไรด์นัน้ๆ ท าให้สามารถน าไปใช้งานได้หลากหลาย เช่น ใช้เป็นสารอิมลัซิไฟเออร์ สารท า
ให้เสถียร สารจบัเกาะ สารก่อ เจล สารท าให้เลือดแขง็ตวั  สารหลอ่ลื่น  สารขึน้รูปฟิล์ม  สารท าข้น 
และสารท่ีให้แขวนลอย (Margaritis และ Pace, 1985) ในด้านการบ าบดัน า้เสีย พบวา่ มีการใช้พอ
ลิแซ็กคาไรด์ เป็นตวัจบัในการดงึเอาโลหะหนกัออกจากน า้เสีย  (Ozdemir และคณะ , 2003) 
นอกจากนี ้พอลิแซ็กคาไรด์ยงัมีประโยชน์ทางด้านการแพทย์อีก เช่น ป้องกนัการเกิดลิ่มเลือด และ
มีสมบตัิต้านมะเร็งได้ (Fan และคณะ, 2007) 
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 2.5.1   ด้านอตุสาหกรรมอาหาร  
  
 พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีใช้ในอตุสาหกรรมอาหารโดยมากจะใช้ชนิดท่ีสามารถละลายน า้ได้ และ
มีสมบตัิเป็นสารจ าพวกไฮโดรคอลลอยด์ สามารถดดูน า้ได้ดี เมื่อละลายในของเหลวจะก่อให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงสมบตัิของการไหล (rheological properties) ของน า้ท่ีมีอยู่ในอาหารเป็นผลให้
เนือ้สมัผสัของผลิตภณัฑ์เปลี่ยนแปลงไป เน่ืองจากความสามารถของการท าข้นหนืด จากสมบตัิ
เหลา่นีพ้อลิแซ็กคาไรด์จึงได้ถกูน าไปใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารตา่งๆ เช่น ในแยม ซ๊อส น า้เช่ือม หรือ
ไส้ขนม (Sanford และ Baird, 1983)  โยเกิร์ต นมเปรีย้ว เนยแขง็ ขนมหวาน (Velasco และคณะ , 
2006) และก่อลกัษณะเจลในเจลล่ี พาย ขนมตา่งๆ นอกจากนีย้งัใช้ในการเคลือบลกูกวาด การท า
ไอศกรีม และน า้สลดั (Sutherland, 1990) เน่ืองจากพอลิแซ็กคาไรด์มีสมบตัิท่ีหลากหลาย แสดง
ดงัตารางท่ี 2.5 จึงนิยมน าไปใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารตา่งๆ ได้มากมาย 
  
ตารางท่ี 2.5 สมบตัิตา่งๆ ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีประยกุต์ใช้ในผลิตภณัฑ์อาหาร 

หน้าท่ี การประยุกต์ใช้ในอาหาร 
  สารจบัยึด น า้ตาลโรยหน้าขนม (ไอซ่ิง) 

สารเคลือบ ลกูกวาด 
อิมลัซิไฟเออร์ น า้สลดั 
สารห่อหุ้ม ผงสารก่อรส 
สารก่อฟิล์ม ไส้ส าหรับหุ้มห่อไส้กรอก 

สารท าให้ใส (ตกตะกอนสารคอลลอยด)์ ไวน์ และเบียร์ 
สารก่อความเสถียรของฟอง เบียร์ 

สารก่อเจล ลกูกวาด, เจลล่ี, พาย และไส้ขนม 
สารยบัยัง้การเกิดผลกึ อาหารแช่แขง็ และน า้เช่ือม 
สารก่อความเสถียร ไอศกรีม และน า้สลดั 

สารยบัยัง้ซินเนอเรซิส (syneresis) เนยแขง็ และอาหารแช่แขง็ 
สารเสริมการก่อเจล เนือ้เจลสงัเคราะห์ และอ่ืนๆ 

สารท าข้น แยม, ซ๊อส, น า้เช่ือม และไส้พาย 
  

ท่ีมา: Sutherland (1990) 
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 Fodje และคณะ (2007) พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก Pediococcus damnosus 2.6 
มีลกัษณะหนืดในสารละลาย มีสมบตัิของการไหล ซึ่งเหมาะสมในการใช้เป็นสารให้ความข้นหนืด
ในผลิตภณัท์อาหาร 
 
 Kodali และคณะ (2009) พบวา่แบคทีเรีย  Bacillus coagulans สายพนัธุ์ RK-02 
สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิด เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (Heteropolysaccharide) 
ประกอบด้วยน า้ตาลกาแลคโทส แมนโนส ฟโูคส กลโูคส และ กลโูคซามีน  เป็นองค์ประกอบ และ
พบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์มีความสามารถเป็นอิมลัซิไฟเออร์ได้ดีกบัน า้มนัพืชตา่งๆ และสารพวกท่ีไม่
ชอบน า้ (hydrophobic substrates) ซึ่งมีความเป็นไปได้ท่ีจะน ามาประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรม
อาหารและยา 
 
 2.5.2   ด้านการแพทย์ 
 
 พอลิแซ็กคาไรด์เป็นสารท่ีได้รับความสนใจทางด้านการแพทย์โดยมีความเก่ียวข้องทัง้ทาง 
ตรงและทางอ้อมตอ่การแพทย์ เช่น ทางเภสชักรรม โดยการใช้เป็นตวัห่อหุ้มยาหรือเป็นแคปซูล
ส าหรับบรรจยุา และอาจใช้เพ่ือตรึงเอนไซม์ส าหรับการวินิจฉยัโรค หรือน ามาใช้ส าหรับการ
ปรับปรุงโดยวิธีการทางเคมี (chemical modification) ของผลิตภณัฑ์ยา สมบตัิการไหล 
(rheology) และการก่อลกัษณะเจล และสมบตัิทางชีววิทยา (biological properties) เช่น สมบตัิ
ต้านมะเร็ง สมบตัิต้านไวรัส และอาจใช้เป็นวคัซีนแทนการใช้เซลล์จลุินทรีย์เพ่ือหลีกเลี่ยง
ผลข้างเคียงเน่ืองจากองค์ประกอบอ่ืนๆ  ของเซ ลล์เช่น โปรตีน เป็นต้น สมบตัิ เหลา่นีข้องพอลิ
แซ็กคาไรด์สามารถน ามาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ได้ (Sutherland,1990) 
  
 Liu และคณะ (2009) พบวา่ แบคทีเรีย Paenibacillus polymyxa สายพนัธุ์ EJS-3 
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งมีแมนโนส ฟรักโทส และกลโูคสเป็นองค์ประกอบ มีสมบตัิ ต้าน
ออกซิเดชนั (antioxidant) ซึ่งมีแนวโน้มท่ีใช้น าไปใช้ในการรักษาบ าบดัโรค เช่น โรคมะเร็ง          
โรคสมองเสื่อม หรืออลัซ์ไฮเมอร์ (Alzheimer's disease) และความเสื่อมโทรมของเซลล์ 
  
 Tong และคณะ (2009) รายงานวา่ พอลิแซ็กคาไรด์จาก  Pleurotus ostreatus ซึ่ง
ประกอบด้วยน า้ตาลแมนโนส กาแลคโทส กลโูคส สามารถละลายน า้ได้  มีสมบตัิต้านเซลล์มะเร็ง
ได้ดี จึงอาจน าไปพฒันาเป็นสารต้านมะเร็งได้ 
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 2.5.3 ด้านการบ าบดัน า้เสีย 
 
 สารก่อการจบักลุม่  (flocculants)  ถกูน ามาใช้ประโยชน์ในกระบวนการของอตุสาหกรรม
ตา่งๆ เช่น กระบวนการ downstream กระบวนการหมกั รวมถึงในการบ าบดัน า้เสีย (Salehizadeh 
และ Shojaosadati, 2001) แม้วา่สารก่อการจบักลุม่ท่ีสงัเคราะห์ทางเคมีมีลกัษณะเฉพาะตวั 
รวมทัง้มีประสิทธิภาพและราคาถกู แตส่ารเหลา่นีย้่อยสลายยาก บางครัง้สารท่ีสงัเคราะห์เป็นสาร
ก่อการจบักลุม่ก่อให้เกิดปัญหาทางสขุภาพและเพ่ิมภาวะเสี่ยงทางสิ่งแวดล้อม  ตวัอย่างเช่น 
polyacrylamide เป็นท่ีนิยมในการใช้เป็นสารก่อการจบักลุม่ เกิดจากการรวมตวัของ acrylamide 
ซึ่งตรวจพบวา่เป็นพิษตอ่ประสาทและเป็นสารก่อ มะเร็งตอ่มนษุย์ (Dearfield และ Abermathy, 
1988; Yokoi และคณะ , 1997)  ดงันัน้สารก่อการจบักลุม่ทางชีวภาพ (Bioflocculants) จึงมี
ความส าคญัและน่าสนใจท่ีจะน ามาใช้แทนท่ีสารก่อการจบักลุม่ท่ีสงัเคราะห์ทางเคมี  (Jang และ
คณะ, 2001) เพราะย่อยสลายทางธรรมชาติได้ และมีควา มปลอดภยัตอ่ระบบนิเวศน์ (He และ
คณะ, 2004) พอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งมีสมบตัิเป็นสารก่อการจบักลุม่  จึงมีบทบาทส าคญัมากขึน้โดย
สามารถผลิตได้จากจลุินทรีย์  เช่น Alcaligenes cupidus สายพนัธุ์ KT-201(Toeda และ Kurane, 
1991) Alcaligenes latus สายพนัธุ์ B-16 (Kurane และ Nohata, 1991) และ Bacillus sp. สาย
พนัธุ์ DP-152 (Suh และคณะ, 1997)   
    
 สารก่อการจบักลุม่ทางชีวภาพท าให้เกิดการตกตะกอนของอนภุาคสารแขวนลอยโดยการ
สร้างสะพานเช่ือม (bridging) และการท าให้เกิดสภาพเป็นกลาง (charge neutralization) สารก่อ
การจบักลุม่ทางชีวภาพเหลา่นีจ้ะมีการจบักลุม่กนัได้หนาแน่น ซึ่งต้องขึน้กบัไอออนบวกด้วย 
ตวัอย่างเช่น สารก่อการจบักลุม่ทางชีวภาพท่ีผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ์ S11 ไมส่ามารถ
จบักลุม่ได้ถ้าไมม่ีการเติมสารละลาย CaCl2 (Dermlim และคณะ, 1999) และสารก่อการจบักลุม่ท่ี
ผลิตโดย Enterobacter aerogenes ต้องการ Zn2+ ส าหรับการจบักลุม่ (Lu และคณะ , 2005 ) 
บทบาทของ  ไบเวเลนต์  และไทรเวเลนต์ แคตไอออน  คือการเพ่ิมการเกาะติดของพอลิเมอร์ทาง
ชีวภาพบนอนภุาคสารแขวนลอยโดยการลดประจลุบบนพอลิเมอร์และอนภุาคสารแขวนลอย  
(Levin และ Friesen, 1987; Levy และ คณะ ,1992) 
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 Yun และ Park (2003) รายงานวา่ จากการศกึษาสมบตัิทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์
ท่ีผลิตโดย Bacillus sp. CP912 พบวา่มีความสามารถในการก่ออิมลัชนัระหวา่งน า้มนักบัน า้ และ
มีความสามารถในการเป็นสารก่อการจบักลุม่ตอ่แอคติเวตคาร์บอน (activated carbon) สงู   
 
 Prasertsan และคณะ (2006) พบวา่ แบคทีเรีย  Enterobacter cloacae สายพนัธุ์ WD7
สามารถผลิต เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีมีประจลุบ และมีสมบตัิเป็นสารก่อการจบักลุม่ ซึ่งมี
กิจกรรมการก่อการจบักลุม่สงูสดุ (flocculating activity) ท่ีความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์        
2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และ 40 มิลลิโมลาร์  CaCl2 ซึ่งมีบทบาทร่วมกนัตอ่การตกตะกอนของดินขาว 
(kaolin) 
 
 Freitas และคณะ (2011) ได้รายงานวา่ พอลิแซ็กคาไรด์จาก Enterobacter strain A47 
DSM23139 มีสมบตัิในการเป็นสารก่อการจบักลุม่กบัอนภุาคดินได้ดี จึงสามารถประยกุต์ใช้ใน
ด้านการบ าบดัน า้เสียได้ 
 
 นอกจากนีย้งัมีการศกึษาถึงการใช้พอลิแซ็กคาไรด์ดดูซบัโลหะหนกัโดยพอลิแซ็กคาไรด์
สามารถใช้แยกโลหะหนกัจากน า้เสีย ซึ่งเกิดปฎิกิริยากนัระหวา่งประจบุวกของโลหะหนกัและประจุ
ลบของพอลิแซ็กคาไรด์ (Salehizadeh และ Shojaosadati, 2003)  
  
 จากการศกึษาของ Moon และคณะ (2006) พบวา่ เพสแทน เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ผลิตจาก
รา Pestalotiopsis sp. สายพนัธุ์ KCTC 8637P มีสมบตัิเป็นสารก่อการจบักลุม่ แล้วยงัสามารถ
ก าจดัโลหะหนกัได้ซึ่งสามารถดดูซบัตะกัว่ (Pb2+) และ สงักะสี (Zn2+) ในน า้เสียสงัเคราะห์ได้ 
  
 Mokaddem และคณะ (2009) รายงานวา่เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย Paenibacillus 
polymyxa สามารถดดูซบัแคดเมียม (Cd2+) จากสารละลายได้ ดงันัน้จึงอาจน าไปใช้เป็นตวัดดูซบั
โลหะหนกัท่ีผลิตง่าย ราคาไมแ่พง และมีประสิทธิภาพ เพ่ือก าจดัโลหะหนกัจากน า้เสีย 
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 2.5.4 ด้านอตุสาหกรรมน า้มนั 
 
 การขดุเจาะน า้มนัมีการพฒันาการเจาะหลมุปิโตรเลียมจากแบบกระแทกมาเป็นแบบหมนุ
และอาศยัของไหลส าหรับการเจาะ (Drilling Fluid) หรือน า้โคลนส าหรับการเจาะ (Drilling Mud) 
น า้โคลนส าหรับการเจาะเป็นสว่นท่ีส าคญัมากอนัหนึ่งของการท างานในสว่นของงานการเจาะ มนั
เป็นตวัช่วยหลอ่ลื่ นให้กบัหวัเจาะและช่วยน าพาเศษดิน เศษหินท่ีถกูเจาะหรือถกูตดั (Drill 
Cuttings) ขึน้มาสูพื่น้ผิว  (Chilingarian และ  Vorabutr, 1983) น า้โคลนหรือของไหลส าหรับ     
การเจาะ โดยปกติแล้วจะมีสมบตัิเป็นของไหลแบบซูโดพลาสติกและต้องเสถียรภายใต้แรงเฉือน 
(shear forces) และอุณหภมูิระหวา่งกระบวนการขดุเจาะน า้มนั ในการขดุเจาะน า้มนันัน้พบวา่   
ได้มีการน าพอลิแซ็กคาไรด์มาประยกุต์ใช้เป็นของไหลหรือเป็นสว่นผสมในน า้โคลนส าหรับการ
เจาะ (Sutherland,1990) 
 
 Paul และคณะ (1986) รายงานวา่ PS-7 กมัเป็นเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย  
Azotobacter indicus เป็นพอลิเมอร์ของน า้ตาลกลโูคส แรมโนส กรดกลคูิว คิวโลนิก และหมู ่     
O-acetyl สามารถละลายน า้ได้และท าให้สารละลายมีความหนืดสงู มีสมบตัิเป็นของไหลแบบซูโด
พลาสติก ท่ีดี มีความเสถียรตอ่อณุหภมูิ ในช่วง 40C – 930C มีความเสถียรและเข้ากนัได้ดีกบั
สารละลายเกลือท่ีความเข้มข้นสงูได้ ดงันัน้จึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะน ามาประยกุต์ใช้เป็นของไหล
ส าหรับการเจาะ  
 
 2.5.5 ด้านอตุสาหกรรมการย้อมและการพิมพ์สิ่งทอ 
 
 สมบตัิด้านการท าข้น (thickener) และความสามารถการเป็นอิมลัซิไฟเออร์หรือสารท าใ ห้
เสถียรของพอลิแซ็กคาไรด์ มีประโยชน์ในอตุสาหกรรมสีย้อมและการพิมพ์สิ่งทอ  โดยช่วยเพ่ิมการ
แทรกซึมและการกระจายตวัของสีไปยงัเส้ยใย เป็นตวัช่วยเพ่ิมความคงทนตอ่การจบัเกาะของสีกบั
เส้นใยระหวา่งกระบวนการอบแห้งหลงัการพิมพ์ (Sutherland,1990) 
 
 อลัจิเนต เป็นสารท าข้นท่ีดีส าหรับน ามาใช้ในการพิมพ์สิ่งทอเน่ืองจากสมบตัิด้านความข้น
หนืด ในการควบคมุสมบตัิการไหลของสีเพ่ือความคมชดั และความสะอาดของลวดลายบนเนือ้ผ้า
โดยป้องกนัการกระจดักระจายของสีบนเนือ้ผ้า (Fijan และคณะ, 2007) 
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 Paul และคณะ (1986) รายงานวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ PS-10 ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียจากดิน ซึ่ง
มีน า้ตาลกลโูคส กาแลคโทส แมนโนส ฟโูคส และกรดกลคูิวโลนิกเป็นองค์ประกอบ มีแนวโน้มท่ีจะ
ประยกุต์ใช้ในการพิมพ์พรม เน่ืองจากมีความสามารถเข้ากนัได้กบั สีเบสิก  (basic or cationic 
dye) และสามารถทนได้ดีตอ่เอนไซม์เซลลเูลสและเสถียรตอ่อณุหภมูิ  
 
 2.5.6 ด้านเกษตรกรรม 
  
 พอลิแซ็กคาไรด์มีสมบตัิเป็นสารก่อฟิล์ม จึงสามารถน ามาใช้เป็นสารเคลือบผิว เคลือบ
เมลด็ และรากของพืช ป้องกนัพืชจากความแห้งแล้งและสภาพแวดล้อมตา่งๆได้ เพ่ือรักษาอายขุอง
ผลผลิตทางการเกษตร ตวัอย่างเช่น การใช้อลัจิเนตเป็นสารเคลือบ (coating agent) ต้นออ่นของ
พืช (Sutherland,1990)  
 Chenu (1993) ได้รายงานวา่จลุินทรีย์ท่ีแยกได้จากดิน สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมี
ความสามารถในการอุ้มน า้ได้ดี เน่ืองจากพอลิแซ็กคาไรด์เป็นสารโมเลกลุใหญ่ท่ีสามารถเกิดพนัธะ
ไฮโดรเจนกบัน า้ได้ จึงท าให้ดดูซบัน า้ไว้ได้ดี มีประโย ชน์ในการเพ่ิมการดดูซบัน า้ของดินเหนียว 
และดินทรายส าหรับการเพาะปลกูพืชได้ 
 
2.6 เทคนิคการวเิคราะห์สมบัติของพอลิแซก็คาไรด์ 
 

 2.6.1 ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี  (High Performance Liquid chromato   
graphy) 

 เทคนิคแยกสารเคมีภายใต้ความดนัของเหลว  เป็นเทคนิคการวิเคราะห์สารเชิงคณุภาพ
วิเคราะห์ (qualitative analysis) และปริมาณวิเคราะห์ (quantitative analysis) โดยการ
เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน  เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้มากวิธีหนึ่ง โดยสามารถใช้กบังานด้านตา่ง ๆ 
อย่างกว้างขวาง เช่น  ในการวิเคราะห์ทาง ด้านอาหารและยา ทางด้านการแพทย์  และทางด้าน
สิ่งแวดล้อม เป็นต้น  สามารถตรวจวิเคราะห์ สารปริมาณต ่าๆได้ในระดบัไมโครกรัม (µg) ถึงพิโค
กรัม (pg) เมื่อเลือกใช้เคร่ืองตรวจวดัท่ีเหมาะสม HPLC เป็นเทคนิคแยกสารผสมแบบใช้เคร่ืองสบู
แรงดนัสงู (high pressure pump) สบูตวัท าละลายซึ่งท าหน้าท่ีเป็นเฟสเคลื่อนท่ี (mobile phase) 
พาสารตวัอย่างท่ีถกูฉีดเข้าทางช่องฉีดสาร (injector) ผา่นอนภุาคท่ีเป็นเฟสอยู่กบัท่ี (stationary 
phase) ซึ่งบรรจอุยู่ในคอลมัน์  (column) สารผสมตวัอย่างจะเคลื่อนท่ีผา่นคอลมัน์และถกูแยก
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ออกมา สารจะถกูแยกออกมาในเวลาท่ีตา่งกนั โดยสารผสมท่ีอยู่ในตวัอย่างสามารถถกูแยกออก
จากกนัได้นัน้ขึน้อยู่กบัการดดูซบัของสารประกอบนัน้กบัเฟสอยู่กบัท่ี สารท่ีดดูซบัได้ต ่ากบัเฟสอยู่
กบัท่ีจะเคลื่อนท่ีผา่นคอลมัน์ได้เร็ว สารนัน้ก็จะถกูแยกออกมาก่อน สว่นสารท่ีดดูซบัได้ดีกบัเฟสอยู่
กบัท่ีจะเคลื่อนท่ีผา่นคอลมัน์ได้ช้าก็จะถกูแยกออกมาทีหลงั (Lindsay,1991) และผา่นเข้าสูเ่คร่ือง
ตรวจวดั (detector) ในเวลาท่ีตา่งกนั  สญัญาณท่ีวดัได้จะอยู่ในรูปสญัญาณไฟฟ้าตามเวลาและ
ปริมาณของสารแตล่ะตวัท่ีตรวจวดัได้ จากนัน้สญัญาณจะถกูสง่ไปยงัเคร่ืองบนัทึกสญัญาณ เพ่ือ
แสดงผลออกมาเป็นโครมาโทแกรม  (chromatogram)  โดยระบบการแยก ในเทคนิค HPLC มี 2 
แบบตามลกัษณะการใช้เฟสเคลื่อนท่ีคือ การแยกโดยใช้องค์ประกอบของเฟสคงท่ีแบบเดียวตลอด
การแยก (Isocratic) และการแยกโดยมีการเปลี่ยนองค์ประกอบของเฟสคงท่ีในระหวา่งการแยก
แบบตอ่เน่ืองหรือแบบทีละขัน้ (Gradient elution) (Skoog, 1988) 

 

 2.6.2 เทอร์โมกราวิเมทริกแอนาไลซิส (Thermogravimetric analysis: TGA) 
 

 เทคนิควิเคราะห์สมบตัิทางความร้อนโดยศกึษาการเปลี่ยนแปลงน า้หนกัของสารเมื่อได้รับ
ความร้อนภายใต้บรรยากาศท่ีก าหนด เป็นเทคนิคท่ีจ าเป็นส าหรับการวิเคราะสมบตัิของวสัดตุา่ง ๆ 
เช่น   พอลิเมอร์ สารอินทรีย์หรือสารอนินทรีย์ เซรามิค โลหะ แก้ว และวสัดทุัว่ไปอ่ืน ๆ                 
การวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อน  เป็นการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงสมบตัิทางกายภาพหรือทาง
เคมีของวสัดท่ีุขึน้กบัอณุหภมูิและเวลา  ผลการวิเคราะห์จะให้ข้อมลูเก่ียวกบั สมบตัิทางความร้อน 
ความเสถียรตอ่ความร้อน  และลกัษณะการผา่นกระบวนการทางความร้อนของวสัดุ  โดยท าการ  
ศกึษาน า้หนกัท่ีหายไปเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอณุหภมูิ   ความร้อนท่ีวสัดดุดูหรือคาย เมื่อเกิดการ
เปลี่ยนแปลงอณุหภมูิหรือเวลา และการเปลี่ยนแปลงขนาดของวสัด ุ เทคนิคนีเ้หมาะส าหรับศกึษา
การเปลี่ยนแปลงสภาพท่ีเก่ียวข้องกบัการดดูซบัก๊าซ หรือระเหยของน า้ ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนเฟส 
หรือ การสลายตวัของวสัด ุ(Decomposition) (Gooch, 1997) 
 
 หลกัการท างานของเทคนิคเทอร์โมกราวิเมทริกแอนาไลซิส คือ ใช้พืน้ฐานการวดัน า้หนกั
อย่างตอ่เน่ืองด้วยเคร่ืองชัง่ท่ีมีความไวสงู (thermobalance) ในระหวา่งการวิเคราะห์ อณุหภมูิของ
ตวัอย่างซึ่งอยู่ในบรรยากาศปกติ  หรือก๊าซเฉ่ือยจะถกูท าให้เพ่ิมขึน้อย่างตอ่เน่ือง  ข้อมลูการ            
วิเคราะห์จะถกูบนัทึกเป็นเทอร์โมแกรมท่ีแสดงการเปลี่ยนแปลงน า้หนกัของตวัอย่าง และอณุหภมูิ  
(Hatakeyama และ Quinn, 1999)
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภณัฑ์ และวิธีด าเนินงานวิจยั 
 
3.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวจิัย 
 

1. ถงัหมกั (fermenter) ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME ของบริษัท Eyela, Japan 
2. กล้องจลุทรรศน์คอมพาวด์ไมโครสโคป (compound microscope) Olympus รุ่น BX51 

ของบริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 
3. กล้องจลุทรรศน์สเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุ่น SZ60 ของ

บริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 
4. ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX 
5. หลอดทดลอง (test tube) ของบริษัท PYREX 
6. กระบอกตวง (cylinder) ของบริษัท PYREX 
7. บีกเกอร์ (beaker) ของบริษัท PYREX 
8. หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษัท PYREX 
9. เคร่ืองก าเนิดเสียงความถ่ีสงู  ชนิดอา่ง รุ่น Soronex RK 100 ของบริษัท  Bandelin 

Electronic, Germany  
10. เคร่ืองเขย่า รุ่น Innova 2300 ของบริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, 

N.J., USA 
11. เคร่ืองเขย่าควบคมุอณุหภมูิ รุ่น Innova 4330 ของบริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุ่น Gyromax 707R ของบริษัท Amerex Instruments, 
Inc., USA 

12. เคร่ืองชัง่หยาบ (laboratory balance) รุ่น PG 2002-S และรุ่น PG 6002-S ของบริษัท 
Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

13. เคร่ืองชัง่ละเอียด (analytical balance) รุ่น AG 204 และรุ่น AG 285 ของบริษัท Mettler 
Toledo Co., Ltd., Switzerland 

14. เคร่ืองดดูอากาศ รุ่น A3-S ของบริษัท Eyela, Japan  
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15. เคร่ืองนึ่งอบฆ่าเชือ้ (autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy Seiko 
Ltd., Japan รุ่น MLS 3020 ของบริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น HV-25 ของ
บริษัท Hirayama Co., Ltd., Japan 

16. เคร่ืองป่ันเหว่ียงความเร็วสงูชนิดควบคมุอณุหภมูิ (high speed refrigerated centrifuge) 
รุ่น 6500 ของบริษัท Kubota Corp., Tokyo, Japan 

17. เคร่ืองป่ันเหว่ียงขนาดเลก็ (micro centrifuge) รุ่น Spectrafuge ของบริษัท National 
Labnet, Co., Edison, USA 

18. เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดตัง้โต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น Mikro20 ของบริษัท Hettich 
zentrifugen, Germany 

19. เคร่ืองวดัความเป็นกรดเบส (pH meter) รุ่น Cuberscan 1000 ของบริษัท Eutech 
Cybermatics, Singapore 

20. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของ
บริษัท  Spectronic Unicam, USA, รุ่น Gensys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic, 
USA และรุ่น Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer ของบริษัท  
PerkinElmer, Inc., USA 

21. เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries Inc., USA 
22. เคร่ืองกวนแบบมีแมเ่หลก็ (magnetic stirrer/hot plate) รุ่น 502P-2 ของบริษัท Mettler 

Toledo., USA 
23. ตู้เขี่ยเชือ้ ISSCO รุ่น BV-124, ของบริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุ่น Clear รุ่น V3-4 ของบริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 
Bosstech รุ่น HVB 120S ของบริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

24. ตู้แช่แขง็จดุเยือกแขง็ต ่า (deep freezer) อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส ของบริษัท Forma 
Scienctific, USA และ Sanyo Electric, Japan 

25. ตู้แช่แขง็จดุเยือกแขง็ต ่า (deep freezer) อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo 
Electric, Japan 

26. ตู้แช่เย็น (freezer) อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo, Japan 
27. ตู้อบความร้อนแห้ง (hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
28. ตู้อบฆ่าเชือ้ (hot air oven) รุ่น D06063 ของบริษัท Memmert, Germany 
29. ตู้บ่มเชือ้ (incubator) รุ่น BE800 ของบริษัท Memmert, Germany 
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30. โถดดูความชืน้ (desiccator) 
31. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (water bath) 
32. ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P20, P100, P200, P1000, P5000 และP10000 ของ

บริษัท Gilson, France 
33. ปิเปตทิป (pipette tip) ขนาด 1-200 ไมโคลิตร , 1 ml, 5 ml และ 10 ml ของบริษัท 

Axygen Scientific, USA 
34. หวักรองชนิดเซลลโูลสอะซิเตต ขนาดความกว้างของรูกรอง 0.20 ไมครอน รุ่น SF-W13 

ของบริษัท Gat Asia, Ltd., Hong Kong 
35. เขม็ฉีดสารตวัอย่าง ขนาด 100 ไมโครลิตร รุ่น EXMSR 100 ของบริษัท ITO Corporation, 

Japan 
36. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท นิโปร (ประเทศไทย) จ ากดั 
37. เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) รุ่น 2000ES ขอบบริษัท Alltech, 

USA 
38. คอลมัน์ Sugar SZ5532 ของบริษัท Shodex, Japan 
39. เคร่ืองระเหยแห้งแบบสญุญากาศ รุ่น N-100 ของบริษัท Eyela, Japan 
40. เคร่ือง Simultaneous thermal analyzer รุ่น 409 ของบริษัท Netzsch, Germany 
41. เคร่ือง Viscometer รุ่น LVDV III ของบริษัท  Brookfield Engineering Laboratories, 

Inc., USA 
 

3.2 เคมีภัณฑ์ 

 
1. กลโูคส (glucose) ของบริษัท Merck, Germany 
2. ซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany 
3. อะราบิโนส (arabinose) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
4. ฟรุกโทส (fructose) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
5. กาแลคโทส (galactose) ของบริษัท Difco, USA 
6. แมนโนส (mannose) ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA และของบริษัท Fluka, 
 Switzerland 
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7. แรมโนส (rhamnose) ของบริษัท Difco, USA  
8. ไรโบส (ribose) ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA และของบริษัท Fluka, 
 Switzerland 
9. ไซโลส (xylose) ของบริษัท Difco, USA และของบริษัท Fluka, Switzerland 
10. แลคโทส (lactose) ของบริษัท Merck, Germany                                                                                                                           
11. กลีเซอรอล (C3H8O3) ของบริษัท Merck, Germany 

12. แมกเนเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO47H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
13. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 
14. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
15. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
16. สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) ของบริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 
17. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
18. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) ของบริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, Italy 
19. แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4) 2SO4 ) ของบริษัท Merck, Germany 
20. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
21. กรดซลัฟริูกเข้มเข้น (H2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 
22. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
23. เมทานอล (methanol) ของบริษัท Merk, Germany 
24. เอทานอล (ethanol) ของบริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Thailand 
25. อะซีโตน (C3H6O) ของบริษัท Merk, Germany 
26. เฮกเซน (C6H14) ของบริษัท Mallinckrodt Baker, USA 
27. ฟีนอล (Phenol) ของบริษัท Merk, Germany 
28. ฟีนอลไนโตรพรัสไซด์ (Na2[Fe(CN)5NO]) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
29. คแูมสซีบล ู(coomassie blue) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
30. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) ของบริษัท ของบริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, Italy 
31. คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) ของบริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, Italy 

32. คอปเปอร์ไดคลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl22H2O) ของบริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, 
 Italy 
33. สารก าจดัฟอง (antifoam A) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
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34. วุ้นผง (agar) ของบริษัท บิกเบน โปรดคัตอรา เดอ อะการ์ เอส.เอ., Chile 
35. แซนแทนกมั ของบริษัท Success chemical, Thailand 
36. คาราจีแนน ของบริษัท Success chemical, Thailand 
37. กวักมั ของบริษัท Success chemical, Thailand 
38. ดินขาว (kaolin) ของบริษัท Mark, England 
39. น า้มนัหลอ่ลื่น ของบริษัท เอม็เอน็ออโต้ทีม, Thailand 
40. น า้มนัดิบ (crude oil) ของสถาบนัวิจยัและเทคโนโลยี บริษัท ปตท. จ ากดั, Thailand 
41. น า้มนัเมลด็ดอกทานตะวนั ของศนูย์เรียนรู้เครือขา่ยกสิกรรมไร้สารพิษ, Thailand 
42. น า้มนัมะพร้าวสกดัเย็น ตราสวนมะพร้าวยายระเบียบ, Thailand 
43. น า้มนัถัว่เหลือง ของบริษัท ธนากรผลิตภณัฑ์น า้มนัพืช จ ากดั, Thailand 
44. น า้มนัปาล์ม ขอบบริษัท มรกตอินดสัตรีส์ จ ากดั, Thailand 
45. น า้มนัมะกอก ของบริษัท มิงกล กาเยโก เอส เอ, Spain 

 
3.3 วธีิด าเนินงานวจิัย 
  
 3.3.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวจิัย 
  
 จลุินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจยันี ้คือ Enterobacter cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 เป็นแบคทีเรีย
สายพนัธุ์กลายจากแบคทีเรียตัง้ต้น คือ E. cloacae สายพนัธุ์ EN02 ท่ีคดัแยกได้จากอ้อย อ าเภอ
ก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม โดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) เป็นแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ และผา่นการปรับปรุงสายพนัธุ์จลุินทรีย์โดยการชกัน าใ ห้เกิดการกลาย
พนัธุ์ด้วยรังสีอลัตราไวโอเลตร่วมกบัการใช้สารเคมี N-methyl-N-nitrosoguanidine (NTG) โดย 
ณฤดี อศัวเสรีเลิศ (2552) 
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3.3.2 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวจิัย 
 
  3.3.2.1 การเก็บรักษาจลุินทรีย์ในระยะสัน้ 
  

 เขี่ยเชือ้ E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ท่ีพฒันาโดยสมฤดี ชณุห
โรจน์ฤทธ์ิ (2551) โดยดดัแปลงสตูรของ Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ  (1998) และเสริม
ด้วยน า้ตาลซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก ) แล้วน าไปบ่มท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อเชือ้เจริญเตม็ท่ีแล้วน าไปเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาใช้ และถ่ายเชือ้ลงอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ใหมท่กุๆ 1 สปัดาห์ 
 
  3.3.2.2 การเก็บรักษาจลุินทรีย์ในระยะยาว 
 
 เขี่ยเชือ้ E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี 
ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) โดยดดัแปลงสตูรของ Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ  
(1998)(ภาคผนวก ก) แล้วน าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  อตัราเร็วการเขย่า 200 รอบตอ่
นาที จนกระทัง่วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ได้เ ท่ากบั 0.8 - 1.0 น าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที  น ามาละลายเซลล์กลบัในอาหารเหลวชนิด
เดียวกบัข้างต้น (ภาคผนวก ก ) ท่ีมีกลีเซอรอลอยู่ 15% และน าไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ - 80 องศา
เซลเซียส 
 
 3.3.3 การผลิตและสกัดแยกพอลิแซก็คาไรด์จากแบคทีเรีย 
 
  3.3.3.1 การเตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 

 
 น าเชือ้บริสทุธ์ิในข้อ 3.3.2.1 มาใช้เป็นหวัเชือ้โดยถ่ายแบคทีเรียลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว

ท่ีดดัแปลงสตูรโดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) เสริมด้วยซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร (ภาคผนวก ก ) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็น กรด-เบสเท่ากบั 7.0   บ่มท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 20 0 รอบตอ่นาที จนวดัคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ี  550 นาโนเมตร ได้เท่ากบั 0.8 เพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ 
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  3.3.3.2 การผลิต สกดัแยก และการท าพอลิแซ็กคาไรด์ให้บริสทุธ์ิบางสว่น 
 

 น าแบคทีเรียมาตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยถ่ายหวัเชือ้ ปริมาณ 
10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีดดัแปลงสตูรโดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) 
เสริมด้วยซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก ) ปรับคา่ความเป็นกรด -
เบสเท่ากบั 7.0  ปริมาตร 50  มิลลิลิตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ บ่มท่ีอณุหภมูิ 30  องศาเซลเซียส บน
เคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200   รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชัว่โมง น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีได้ไปป่ัน
เหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ออกท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลลเซียส น าสว่นน า้ใสท่ีแยกได้ไปเติมกรดไตรคลอโรอะซิติกให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 4% 
โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร เพ่ือตกตะกอนโปรตีน (Lin และChien, 2007) จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงเพ่ือ
แยกตะกอนโปรตีนออกท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภมูิ  4 องศา
เซลเซียส แล้วน าสว่นน า้ใสท่ีแยกได้ไปตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์โดยใช้เอทานอลเย็น ความ
เข้มข้น 95% โดยปริมาตรของเอทานอลท่ีใช้เป็น 3 เท่าของปริมาตรสว่นน า้ใสท่ีน ามาตกตะกอน 
จากนัน้เขย่า และน าไปเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24  ชัว่โมง จะได้ตะกอนของพอ
ลิแซ็กคาไรด์ แยกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์โดยน าไปป่ันเหว่ียงแยกท่ีความเร็วรอบ 9,000 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 20 นาที (Kumar และคณะ, 2004)  ท าบริสทุธ์ิพอลิแซ็กคาไรด์โดยละลายตะกอนท่ี
ได้ในน า้กลัน่ จากนัน้ตกตะกอนด้วยเอทานอลเย็นปริมาตรเป็น 3 เท่า เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส แล้วป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที น าตะกอนท่ีได้ไปท าแห้ง
ด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อณุหภมูิต ่า (Lyophilizer) ท าให้น า้หนกัคงท่ีในโถดดูความชืน้ 
(desiccator) หาน า้หนกัแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์  และรายงา นผลท่ีได้ในหน่วยกรัมตอ่ลิตร  เพ่ือ
น าไปใช้ในการศกึษาลกัษณะสมบตัิทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ไป 

   
  3.3.4 ศึกษาความเสถียรของการเจริญและการผลิตเอกโซพอลิแซก็คาไรด์ของเชือ้ 
 

  3.3.4.1 ศกึษารูปแบบการเจริญของเชือ้  
 

 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดงัข้อ 3.3.3.1 จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 10 % ลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) โดยดดัแปลงสตูรของ 
Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ (1998)(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคา่ความ
เป็นกรดเบส เท่ากบั 7 บรรจใุนฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 
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550 นาโนเมตร และเก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ า้ 
น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีได้มาวิเคราะห์การเจริญของเซลล์ วดัคา่ความเป็นกรดเบส น า้หนกัเซลล์ แห้งตาม
ข้อ 3.3.5.2 น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 3.3.5.3 และปริมาณน า้ตาลทัง้หมดตามข้อ 3.3.5.4  

 
  3.3.4.2 ศกึษาความเสถียรในการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของเชือ้ 
 
 เลีย้งเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ตามวิธีดงัข้อ 3.3.3.1 และ3.3.3.2 ในวนัท่ี 1 3 7 15 30 
60 90 และ120 ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีได้มาวิเคราะห์หาน า้หนกัเซลล์แห้งตามข้อ 
3.3.5.3 และน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 3.3.5.4 

 
 
  3.3.5 การผลิตพอลิแซก็คาไรด์ในระดับขวดเขย่า 
 

  3.3.5.1 ศกึษาหาอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ่การ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 

   
 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดงัข้อ 3.3.3.1 จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 10 % ลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) โดยดดัแปลงสตูรของ 
Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคา่ความ
เป็นกรดเบส เท่ากบั 7 บรรจใุนฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอน
ตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 20 60 100 และ 200 โดยมีแหลง่คาร์บอนคือ น า้ตาลซูโครส และแหลง่
ไนโตรเจนคือ แอมโมเนียมซลัเฟต ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดยเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200   รอบตอ่นาที เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 6 ชัว่โมง เป็น
เวลา  48 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งตามข้อ 3.3.5.3 น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 
3.3.5.4 ปริมาณน า้ตาลรวมตามข้อ 3.3.5.5 และปริมาณไนโตรเจนตามข้อ 3.3.5.6 
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   3.3.5.2 ศกึษาผลของการเติมแหลง่ไนโตรเจน 
 

 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดงัข้อ 3.3.3.1 จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 10 % ลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) (ภาคผนวก ก ) ท่ีแปรผนั
อตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจากข้อ 3.3.5.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับ
คา่ความเป็นกรดเบส เท่ากบั 7 บรรจใุนฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดยเลีย้ง
เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200   รอบตอ่นาที เก็บตวัอย่าง
น า้เลีย้งเชือ้ทกุ 6 ชัว่โมง เป็น เวลา  48 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งตามข้อ 3.3.5.3 
น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 3.3.5.4 ปริมาณน า้ตาลรวม ตามข้อ 3.3.5.5 และปริมาณ
ไนโตรเจนตามข้อ 3.3.5.6 โดยแปรผนัการเติมแหลง่ไนโตรเจน ดงัตอ่ไปนี ้
 

- ภาวะ ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนครบทัง้สองชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต 
(NH4)2SO4 และสารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) 

- ภาวะท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4 
- ภาวะ ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ สารสกดัจากยี สต์ (Yeast 

extract) 
 

  3.3.5.3 การวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง 
    
 ป่ันแยกเซลล์ออกจากน า้เลีย้งเชือ้ โดยใช้เคร่ืองป่ันเหว่ี ยงควบคมุอณุหภมูิท่ี 4 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที ท าการทดลอง 3 ซ า้ จากนัน้น าเซลล์
ไปอบในตู้อบความร้อนแห้งท่ีอณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส ท าให้น า้หนกัคงท่ีในโถดดูความชืน้ 
(desiccator) แล้วน าไปชัง่เพ่ือค านวณหาน า้หนกัเซลล์แห้งในหน่วยกรัมตอ่ลิตร 
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  3.3.5.4 การวิเคราะห์น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
 การผลิต สกดัแยก และท าพอลิแซ็กคาไรด์ให้บริสทุธ์ิบางสว่นตามวีธีในข้อ 3.3.3.2 โดยท า
การทดลอง 3 ซ า้ แล้วน าไปชัง่เพ่ือค านวณหาน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์แห้งในหน่วยกรัมตอ่ลิตร 
 

  3.3.5.5 การวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดโดยวิธี Phenol-Sulfuric acid ตาม
วิธีของ Dubois และคณะ (1956)  
  
 น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีแยกเซลล์ออกแล้วมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม จากนัน้น าน า้
เลีย้งเชือ้ท่ีเจือจางแล้วปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสล่งในหลอดทดลอง ขณะเดียวกนัท า blank โดยใช้
น า้กลัน่ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอล (Phenol reagent) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ 
(ภาคผนวก ข ) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตวัอย่าง ผสมให้เข้ากนัท่ีอณุหภมูิห้อง 
จากนัน้เติมกรดซลัฟริูกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา  10 นาที เขย่าผสมให้
เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 
นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ จากนัน้น ามาเปรียบเทียบคา่ปริมาณน า้ตาลกบักราฟมาตรฐาน
น า้ตาลกลโูคส ความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) แล้วค านวณหาปริมาณ
น า้ตาลทัง้หมดในหน่วยกรัมตอ่ลิตร 
 
  3.3.5.6  การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนตามวิธีของ Kemper (1974) 
 
 น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีแยกเซลล์ออกแล้ว มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม จากนัน้น าน า้
เลีย้งเชือ้ท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสล่งในหลอดทดลอง เติมโพแทสเซียมคลอไรด์ ความ
เข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั จากนัน้เติมฟีนอลไนโตรพรัสไซด์รีเอเจนท์ 2 มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร์ไฮโป
คลอไรด์รีเอเจนต์ 4 มิลลิลิตร และเติมน า้กลัน่ปลอดประจ ุ 8 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั น าไปอุน่ใน
อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปวดัคา่การ ดดูกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 636 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ แล้วน าคา่ท่ีได้มาเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน
ระหวา่งปริมาณแอมโมเนียม-ไนโตรเจน และคา่การดดูกลืนแสงท่ี 636 นาโนเมตร แล้วค านวณหา
ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตในหน่วยกรัมตอ่ลิตร 
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  3.3.6 การผลิตพอลิแซก็คาไรด์ในระดับถังหมัก 
 

3.3.6.1 ศกึษาผลของการเติมแหลง่ไนโตรเจนในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 
 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดงัข้อ 3.3.3.1 จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 10 % ลง
ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ีบรรจุ อาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) 
โดยดดัแปลงสตูรของ Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ  (1998) (ภาคผนวก ก ) ท่ีแปรผนั
อตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจากข้อ 3.3.5.2 โดยแปรผนัการเติมแหลง่
ไนโตรเจน ได้แก่  
 

- ภาวะท่ีใช้แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4 เป็นแหลง่ไนโตรเจน  
- ภาวะท่ีใช้สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) เป็นแหลง่ไนโตรเจน  

 
 โดยเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการควบคมุอณุหภมูิเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส ควบคมุคา่ความ
เป็นกรดเบสเท่ากบั 7 เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 6 ชัว่โมง เป็น เวลา  48 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์
น า้หนกัเซลล์แห้งตามข้อ 3.3.5.3 น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 3.3.5.4 ปริมาณน า้ตาลรวมตาม
ข้อ 3.3.5.5 และปริมาณไนโตรเจนตามข้อ 3.3.5.6 

 
   3.3.6.2 ศกึษาอตัราการให้อากาศท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ในถงั

  หมกัขนาด 5 ลิตร 
 

 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดงัข้อ 3.3.3.1 จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 10 % ลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) โดยดดัแปลงสตูรของ 
Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ (1998)(ภาคผนวก ก) ลงในถงัหมกัท่ีบรรจุอาหารเลีย้งเชือ้
เหลวสตูรข้างต้นท่ีมีการ แปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน ท่ีเหมาะสมตามข้อ 3.3.6.1 
โดยให้ปริมาตรของอาหารเลีย้งเชือ้รวมทัง้หมดเป็น 2.5 ลิตร แปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงั
หมกัท่ี 1 2 และ 3 vvm ตามล าดบั ควบคมุอณุหภมูิท่ี 30 องศาเซลเซียส ควบคมุคา่ความเป็นกรด
เบสเท่ากบั 7 เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์
แห้งตามข้อ 3.3.5.3 น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 3.3.5.4 และปริมาณน า้ตาลรวม ตามข้อ 
3.3.5.5 
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  3.3.6.3 ศกึษาอตัราเร็วใบกวนท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในถงัหมกั
ขนาด 5 ลิตร 

 
 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดงัข้อ 3.3.3.1 จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 10 % ลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) โดยดดัแปลงสตูรของ 
Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ  (1998)(ภาคผนวก ก ) ลงในถงัหมกัท่ีมีอาหารเลีย้ง เชือ้
เหลวสตูรข้างต้นท่ีมีการปรับปรุงสตูรท่ีเหมาะสมตามข้อ 3.3.6.1 บรรจอุยู่ โดยให้ปริมาตรของ
อาหารเลีย้งเชือ้รวมทัง้หมดเป็น 2.5 ลิตร แปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 200 400 และ600 รอบตอ่นาที 
ตามล าดบั โดยเลือกอตัราการให้อากาศท่ีเหมาะสมตามข้อ 3.3.6.2 มาใช้ในการศกึษา โดย
ควบคมุอณุหภมูิท่ี 30 องศาเซลเซียส ควบคมุคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 7 เก็บตวัอย่างอาหาร
เลีย้งเชือ้ทกุ 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งตามข้อ 3.3.5.3 น า้หนกั
พอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 3.3.5.4 และปริมาณน า้ตาลรวมตามข้อ 3.3.5.5 
 
  3.3.6.4 ศกึษารูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร 

 
 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดงัข้อ 3.3.3.1 จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 10 % ลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีพฒันาโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) โดยดดัแปลงสตูรของ 
Bromfield ร่วมกบั Tallgren และคณะ  (1998)(ภาคผนวก ก ) ลงในถงัหมกัท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้
เหลวสตูรข้างต้นท่ีมีการปรับปรุงสตูรท่ีเหมาะสมตามข้อ 3.3.6.1 บรรจอุยู่ โดยให้ปริมาตรของ
อาหารเลีย้งเชือ้รวมทัง้หมดเป็น 2.5 ลิตร ใช้อตัราการให้อากาศ และ อตัราเร็วใบกวน ท่ีเหมาะสม
ตามข้อ 3.3.6.2 และ 3.3.6.3 ตามล าดบั ควบคมุอณุหภมูิท่ี 30 องศาเซลเซียส ควบคมุคา่ความ
เป็นกรดเบสเท่ากบั 7 เก็บตวัอย่างอาหารเลีย้งเชือ้ทกุ 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 36 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์
น า้หนกัเซลล์แห้งตามข้อ 3.3.5.3 น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ตามข้อ 3.3.5.4 และปริมาณน า้ตาลรวม
ตามข้อ 3.3.5.5 
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  3.3.6.5 ศกึษาจลนพลศาสตร์ของการหมกั 
 
 น าคา่น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ และ ปริมาณน า้ตาลรวม  จากการศกึษา
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในระดบัขวดเขย่าตามข้อ 3.3.5.1 และ3.3.5.2 และการผลิตในระดบัถงั
หมกัตามข้อ 3.3.6.1  3.3.6.2  3.3.6.3 และ3.3.6.4 มาค านวณค่าพารามิเตอร์ของจลนพลศาสตร์ 
เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรีย ดงันี ้ 

- อตัราการเจริญจ าเพาะของจลุินทรีย์ (specific growth rate; µ) 
- อตัราการใช้สบัสเตรทจ าเพาะ (specific consumption rate; γ) 
- อตัราการผลิตจ าเพาะ (specific production rate; ρ) 
- ปริมาณของเซลล์ท่ีได้ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกูใช้ไป (Yx/s) 
- ปริมาณผลผลิตท่ีได้ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกูใช้ไป (Yp/s) 
- ความสามารถในการผลิต (productivity) 

  
  3.3.7 ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซก็คาไรด์ 
   
   3.3.7.1 ทดสอบหาชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิ 

  แซ็กคาไรด์ 
   3.3.7.1.1 ย่อยสลายพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ด้วยกรดซลัฟริูก  
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ มาย่อยด้วยกรดซลัฟริูก โดยชัง่พอลิแซ็กคาไรด์ปริมาณ 
10 มิลลิกรัม ละลายในสารละลาย กรดซลัฟริูก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใน
หลอดทดลองแตล่ะหลอด จากนัน้น าไปบ่มในเคร่ืองนึ่งอบฆ่าเชือ้ ท่ีอณุหภมูิ 120 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (Kambourova และคณะ , 2009) เพ่ือสลาย
พอลิแซ็กคาไรด์ให้เป็นมอโนแซ็กคาไรด์ จากนัน้รอให้เย็นและปรับสารละลายท่ีได้ให้มีคา่ความเป็น
กรดเบสเท่ากบั 7.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 10 โมลาร์ และ1 โมลาร์ ตามล าดบั น ามาป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที และกรองสว่นน า้ใสผา่นแผน่กรองท่ีมีขนาด 0.2 
ไมครอน แล้วจึงน าไปฉีดวิเคราะห์ชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวด้วยเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิ
ดโครมาโทกราฟี (HPLC) โดยเก็บสารละลายใสท่ีได้ไว้ท่ีอณุหภมูิ - 20 องศาเซลเซียส  (วิมลิน  ศิริ
พฒันานนท์, 2549) 
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   3.3.7.1.2 วิเคราะห์ชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประ กอบของ
พอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี 

 
ในการวิเคราะห์ชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี

ผลิตได้ ด้วยเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) ใช้คอลมัน์  Sugar SZ5532 ตัง้
อณุหภมูิคอลมัน์ 60 องศาเซล เซียส โดยใช้สารละลายอะซิโตไนไทรล์ (acetonitrile) 80% โดย
ปริมาตร เป็นสารละลายตวัพา (mobile phase) และใช้อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 
ประมวลผลโดย Evaporative Light Scattering detectors 

 
ฉีดสารละลายตวัอย่างท่ีต้องการทราบชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร โดยน าโครมาโทแกรมท่ีได้เปรียบเทียบชนิดของน า้ตาลจากสารละลายมาตรฐาน จาก
เวลาท่ีสารตวัอย่างถกูชะออกจากคอลมัน์ 

 
  3.3.7.2 การวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์โมกราวิเมทริกแอน
นาไลซิส (TGA)  
 
 น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ปริมาณ 20–25 มิลลิกรัม มาวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อน
ด้วยเทคนิค TGA ด้วยเคร่ือง Simultaneous Thermal Analyzer (STA) ภาวะในการทดสอบเร่ิม
จากอณุหภมู ิ30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที ท า
การทดสอบภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน (Kumar และคณะ, 2004) 
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  3.3.7.3 การตรวจวดัความสามารถในการอุ้มน า้โดยวิธี paper chromatography 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายในน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น  0.5% โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร จากนัน้ใช้กระดาษกรอง (filter paper) จุ่มลงในสารละลาย เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้
วดัระยะทางของเหลวท่ีเคลื่อนท่ีได้ โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ระยะทางของเหลวท่ีเคลื่อนท่ีได้ตอ่
ระยะทางของน า้ท่ีเคลื่อนท่ีได้หรือเปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์     
(% syneresis) ท าการทดลอง 3 ซ า้ ส าหรับการแปรผล ถ้าเปอร์เซ็นต์อตัราการสกดั ของเหลวออก
จากพอลิแซ็กคาไรด์ต ่า แสดงถึง ความสามารถในการอุ้มน า้สงู โดยเปรียบเทียบกบัแซนแทนกมั 
ซึ่งใช้วิธีเดียวกบัข้างต้น (Tako และคณะ, 1982) 

 
  3.3.7.4 การทดสอบความสามารถในการละลาย (solubility test) 

 
น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายในน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้ นเท่ากบั  0.5% โดย

น า้หนกัตอ่ปริมาตร ตามล าดบั จากนัน้ท าการผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร (vortex) ท่ี
อณุหภมูิห้อง  ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดยเปรียบเทียบกบัแซนแทนกมั ซึ่งใช้วิธีเดียวกบัข้างต้น 
จากนัน้สงัเกตการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์ (Collins และคณะ, 1973) 
 
  3.3.7.5 การทดสอบความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) ของพอ
ลิแซ็กคาไรด ์
 
 น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายน า้ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.1% โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร แล้วน ามาผสมกบัน า้มนัพืช (น า้มนัมะกอก น า้มนัถัว่เหลือง น า้มนัมะพร้าว และน า้มนั
เมลด็ดอกทานตะวนั) ในอตัราสว่น 1:1 น าไปผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสม สาร เป็นเวลา 2 นาที 
แล้วน าไปเขย่าด้วยอตัรา 200 ครัง้ตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีรอบต ่า
ท่ี 2000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้ววดัคา่ความสามารถการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) 
โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ของระดบัความสงูของการแยกชัน้ตอ่ระดบัความสงูทัง้หมด  (% 
Emulsifing activity) ตามวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Yun และ Park (2003) ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดย
เปรียบเทียบกบัแซนแทนกมั ซึ่งใช้วิธีเดียวกบัข้างต้น และชดุควบคมุใช้น า้กลัน่แทนสารละลายพอ
ลิแซ็กคาไรด์ 
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  3.3.7.6 การศกึษาความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์กบั
น า้มนัและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนตา่งๆ (Cooper และGoldenberg, 1987) 
 
 น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายน า้ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.5% โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร แล้วน ามาผสมกบัน า้มนัและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนตา่งๆ  ได้แก่ น า้มนัหลอ่ลื่น     
น า้มนัดีเซล  น า้มนัดิบ  น า้มนัถัว่เหลือง  น า้มนัปาล์ม  เบนซีน  เฮกเซน และโทลอีูน  ในอตัราสว่น 
1:1 น าไปผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร  เป็นเวลา 2 นาที หลงัจากนัน้น าไปตัง้ทิง้ไว้ 24 ชัว่โมง 
แล้ววดัคา่ความสามารถการเป็นอิมลัซิไฟเออร์จากระดบัความสงูของชัน้อิมลัซิไฟ เออร์  และ
ค านวณหา คา่ดชันีบ่งชีค้วามสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsification index (E24)) จาก
สตูรข้างลา่งดงันี ้
 
  Emulsification index (E24) =     ระดบัความสงูของชัน้อิมลัซิไฟเออร์   x100 

                                                                                ระดบัความสงูทัง้หมด  

 
3.3.7.7 การศกึษาความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ (Flocculant) ของพอลิ

แซ็กคาไรด์ (Kurane และคณะ, 1986) 
 

 น าสารละลายแขวนลอยดินขาว (Kaolin clay) ความเข้มข้น 5 กรัมตอ่ลิตร  ปรับคา่ความ
เป็นกรดเบสเท่ากบั 7 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมกบัแคลเซียมคลอไรด์  (CaCl2)  10% โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร ท่ีมีคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 7 ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร จากนัน้เติมสารละลายพอลิ
แซ็กคาไรด์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร โดยมีการแปรผนัความเข้มข้นพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 5 10 15 
20 25 30 35 และ 40 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้ท าการผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร (vortex) 
เป็นเวลา 30 วินาที และตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที จากนัน้ท าการดดู สว่นน า้ใสชัน้บน  (upper phase) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น ามาวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ชดุควบคมุใช้น า้กลัน่แทน
สารละลายพอลิแซ็กคาไรด์  และค านวณหากิจกรรมการเกิดการจบักลุม่ (Flocculating activity) 
จากสตูรข้างลา่งดงันี ้
 

Flocculating activity = 1/(A550) – 1/(A550)
C 
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  3.3.7.8 การวิเคราะห์ชนิดประจขุองพอลิแซ็กคาไรด์ (Ueda และคณะ, 1981) 
 
 น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.01 นอร์มลั 
(ภาคผนวก ข ) เติมสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (Cetylpyridiniumchloride) ท่ีมีความ
เข้มข้น 10 เปอร์เซนต์น า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ข ) สงัเกตตะกอนในสารละลายถ้าพบ
ตะกอนแสดงวา่เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจลุบ (acidic polysaccharide) ถ้าไมพ่บตะกอนให้
น ามาทดสอบวา่เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ประเภทท่ีมีประจเุป็นกลาง (neutral polysaccharide) โดย
การตกตะกอนซ า้ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซนต์ จะท าให้เกิดตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์
ขึน้อีกครัง้  
 
  3.3.7.9 การวิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด ์

 
   3.3.7.9.1 การวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดของพอลิแซ็กคาไรด์โด ย

วิธี Phenol-Sulfuric acid ตามวิธีของ Dubois และคณะ (1956)  
 

 น าสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ขณะเดียวกนัท า blank 
โดยใช้น า้กลัน่ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอล (Phenol reagent) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ 
(ภาคผนวก ข ) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตวัอย่าง ผสมให้เข้ากนัท่ีอณุหภมูิห้อง 
จากนัน้เติมกรดซลัฟริูกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา  10 นาที เขย่าผสมให้
เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 
นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ จากนัน้น ามาเปรียบเทียบคา่ปริมาณน า้ตาลกบักราฟม าตรฐาน
น า้ตาลกลโูคส ความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 
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   3.3.7.9.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิ
แซ็กคาไรด์โดยวิธี Protein Dye Binding ตามวิธีของ Bradford (1976)  

 
 น าสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง ขณะเดียวกนัท า blank 
โดยใช้น า้กลัน่ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Coomassie blue (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
เขย่าและตัง้ทิง้ไว้ ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา  15 นาที น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ า้  จากนัน้น ามาเปรี ยบเทียบ คา่ปริมาณโปรตีน กบักราฟ
มาตรฐานท่ีใช้โบวีนซีรัมแอลบมูิน (BSA) ความเข้มข้น 0-2500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก 
ค) 

 
   3.3.7.10 การวดัความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด ์
 
  น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น 0.5% จากนัน้น ามาวดั
ความหนืดโดยใช้เคร่ือง Viscometer ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส (Mata และคณะ, 2008) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 ศึกษาความเสถียรของการเจริญและการผลิต พอลิแซก็คาไรด์ของเชือ้  Enterobacter 
cloacae สายพันธ์ุ UV1-9 
 
 สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) ได้ศกึษาการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย โดยคดั
แยกแบคทีเรียจากแหลง่ตา่งๆ จากนัน้คดักรองสายพนัธุ์ท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงู ได้แก่ 
E. cloacae สายพนัธุ์ EN02 และศกึษาการปรับปรุงสตูรอาหารเลีย้งเชื อ้ พบวา่ อาหารเลีย้งเชือ้ท่ี
ประกอบด้วย ซูโครสความเข้มข้น 4.0% (NH4) 2SO4ความเข้มข้น 1.0% และยีสต์สกดัความเข้มข้น 
1.0% โดยน า้หนกัเป็นแหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจน สามารถผลิต พอลิแซ็กคาไรด์ได้ สงูสดุ
เท่ากบั 0.93 กรัมตอ่ลิตร และเมื่อศกึษาหาลกัษณะสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ พบวา่ มี
ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดเท่ากบั 88.94 เปอร์เซนต์ และปริมาณโปรตีนเท่ากบั 0.29 เปอร์เซนต์ เมื่อ
ท าให้พอลิแซ็กคาไรด์บริสทุธ์ิบางสว่นและหาชนิดประจ ุพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์มีประจลุบ (acidic 
polysaccharide)  
 ตอ่มางานวิจยัของ ณฤดี อศัวเสรีเลิศ (2552) ได้ศกึษาการปรับปรุงสายพนัธุ์ จลุินทรีย์ E. 
cloacae สายพนัธุ์ EN02 โดยการชกัน าให้เกิดการกลายพนัธุ์ด้วยรังสีอลัตราไวโอเลตร่วมกบัการ
ใช้สารเคมี N-methyl-N-nitrosoguanidine (NTG) สามารถคดัเลือกแบคทีเรียกลายพนัธุ์ได้มา
ทัง้หมด 8 ชนิด เ มื่อศกึษาและเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ พบวา่ 
แบคทีเรียสายพนัธุ์กลาย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ ใน ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ระดบัขวดเขย่า ท่ีมีคา่ความเป็นกรดเบส เท่ากบั 7.0 ในอาหารเลีย้งเชือ้ ด้วยอตัราการบ่ม
เขย่า 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น เวลา  18 ชัว่โมง สามารถผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ 7.15 กรัมตอ่ลิตร 
 ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์ในการหา อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ี
เหมาะสมในระดบัขวดเขย่า เพ่ือน าภาวะ ท่ีเหมาะสมไป ศกึษาการผลิตพอลิแซ็กคาไร ด์โดย E. 
cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร แบบแบตช์ และศกึษาสมบตัิทางเคมีและ
กายภาพของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ 
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  4.1.1 ศกึษารูปแบบการเจริญของเชือ้  
 

 เลีย้งแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 โดยใช้หวัเชือ้ เร่ิมต้นปริมาตร 10 % ใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูร โดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) (ภาคผนวก ก ) โดยปรับคา่
ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเป็น 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการ
เขย่า 200 รอบตอ่นาที จากนัน้เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 3 ชัว่โมง เป็น เวลา  24 ชัว่โมงน าไปวดั
คา่การดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ ปริมาณ
น า้ตาลรวม และคา่ความเป็นกรดเบส ได้ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 
 

 
ภาพท่ี 4.1 น า้หนกัเซลล์แห้ง ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์  ปริมาณน า้ตาลรวม  และคา่ความเป็นกรด
เบส ของการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9   
 
 จากภาพท่ี 4.1 พบวา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีการเจริญแบบทวีคณูหลงัจากชัว่โมงท่ี 
3 ซึ่งเป็นระยะ log phase และมีเร่ิมเข้าสูภ่าวะคงท่ีหลงัการเลีย้งเชือ้เป็น เวลา  15 ชั่วโมง ในสว่น
ของคา่ความเป็นกรดเบสและปริมาณน า้ตาลรวม  พบวา่มีแนวโน้มท่ีลดลงเร่ือยๆ ในขณะท่ีเชือ้มี
การเจริญเพ่ิมขึน้ จนถึงชัว่โมงท่ี 24 ในอาหารเลีย้งเชือ้มีคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 5และมี
ปริมาณน า้ตาลรวมคงเหลือเท่ากบั 12.067 กรัมตอ่ลิตร เมื่อพิจารณารูปแบบของการ เจริญและ
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แล้ว พบวา่มีการเจริญควบคูไ่ปกบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (growth-
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associated) โดยสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเท่ากบั 8.051 กรัมตอ่ลิตรในชัว่โมงท่ี 
12 ดงันัน้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จึงเป็นสารเมทาบอไลท์แบบปฐมภมูิ (primary metabolite) 
 4.1.2 ศกึษาความเสถียรของการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
 เลีย้งแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 โดยใช้หวัเชือ้ เร่ิมต้นปริมาตร 10 % ใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูร โดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) (ภาคผนวก ก ) โดยปรับคา่
ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเป็น 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการ
เขย่า 200 รอบตอ่นาที วนัท่ี 1 3 7 15 30 60 90 120 และ150 น าน า้เลีย้งเชือ้ท่ีได้มาวิเคราะห์หา
น า้หนกัเซลล์แห้ง และน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์  ได้ผลการทดลองดงัแสดงในต ารางท่ี 4.1 และใน
ภาพท่ี 4.2 
 
ตารางท่ี 4.1 คา่น า้หนกัเซลล์แห้ง และน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ ของ  E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9            
ในช่วงเวลา 150 วนั 
 

เวลา 
 (วนั) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมตอ่ลิตร) 

น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(กรัมตอ่ลิตร) 

1 0.377±0.03 6.745±0.20 
3 0.382±0.01 7.364±0.47 
7 0.375±0.01 7.152±0.01 
15 0.348±0.08 7.072±0.22 
30 0.346±0.01 6.516±0.19 
60 0.365±0.08 6.766±0.10 
90 0.363±0.01 7.008±0.01 
120 0.356±0.07 6.961±0.06 
150 0.378±0.02 7.578±0.14 
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ภาพท่ี 4.2 ความเสถียรของการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae สายพนัธุ์ 
UV1-9 ในช่วงเวลา 150 วนั 

 
 จากตารางท่ี 4.1 เมื่อพิจารณาการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ UV1-9 จากคา่น า้หนกัเซลล์แห้งและน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์แล้ว พบวา่มีน า้หนกัเซลล์แห้ง
มากท่ีสดุเท่ากบั 0.382 กรัมตอ่ลิตร และน้อยท่ีสดุเท่ากบั 0.346 ซึ่งเมื่อพิจาณาแล้ว พบวา่มีคา่
ตา่งของน า้หนกัเซลล์แห้งไมเ่กิน 0.036 กรัมตอ่ลิตร และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุ
เท่ากบั 7.578 กรัมตอ่ลิตร สามารถผลิตได้น้อยท่ีสดุเท่ากบั 6.516 กรัมตอ่ลิตร ซึ่งมีการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้คา่ตา่งไมเ่กิน 1.062 กรัมตอ่ลิตร ดงันัน้ ในช่วง เวลา  150 วนัท่ีท าการทดลอง 
แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จึงมีความเสถียรของการเจิญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.2 
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 4.2 การผลิตพอลิแซก็คาไรด์ในระดับขวดเขย่า 
 
   4.2.1 ศกึษาหาอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ่การผลิต 
 พอลิแซ็กคาไรด์ 
   

 เลีย้งแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 โดยใช้ หวัเชือ้ เร่ิมต้นปริมาตร 10 % ใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูร โดยสมฤดี ชณุห โรจน์ฤทธ์ิ  (2551) (ภาคผนวก ก ) โดยปรับคา่
ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเป็น 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการ
เขย่า 200 รอบตอ่นาที ท่ีแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 20 60 100 
และ 200 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 โดยมีแหลง่คาร์บอนคือ น า้ตาลซูโครส และแหลง่ไนโตรเจนคือ 
แอมโมเนียมซลัเฟต และสารสกดัจากยีสต์  เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 6 ชัว่โมง เป็น เวลา  48 
ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง  น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์  ปริมาณน า้ตาลรวม  และปริมาณ
ไนโตรเจน ได้ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.3-4.8 
 
ตารางท่ี 4.2 ปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจน ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ เมื่อมีการแปรผนัแหลง่
ไนโตรเจน 
 

 
อตัราสว่น C/N 

ปริมาณคาร์บอน 
(น า้ตาลซูโครส, กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณไนโตรเจน 
แอมโมเนียมซลัเฟต 

(กรัมตอ่ลิตร) 
สารสกดัจากยีสต ์

(กรัมตอ่ลิตร) 
5 40 18.66 2 

20 40 4.66 2 
60 40 1.55 2 
100 40 0.93 2 
200 40 0.46 2 
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ภาพท่ี 4.3 เปรียบเทียบการเจริญของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปร
ผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 20 60 100 และ 200 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 

 

 
 

ภาพท่ี 4.4 เปรียบเทียบน า้หนกัเซลล์แห้งของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 48 เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน
เท่ากบั 5 20 60 100 และ 200  

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 6 12 18 24 30 36 42 48

น า้
หน
กัเ
ซล
ล์แ
ห้ง
 (ก
รัม
ต่อ
ลติ
ร)

เวลา (ชัว่โมง)

C/N 5 C/N 20 C/N 60 C/N 100 C/N 200

0

0.5

1

1.5

2

2.5

C/N 5 C/N 20 C/N 60 C/N 100 C/N 200

น า้
หน
กัเ
ซล
ล์แ
ห้ง
 (ก
รัม
ต่อ
ลติ
ร)

อตัราสว่นคาร์บอนต่อไนโตรเจน



52 
 

 
 

 จากภาพท่ี 4.3 เมื่อพิจารณาการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากน า้หนกัเซลล์
แห้ง พบวา่การแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 มีแนวโน้มของการเจริญดี
ท่ีสดุ เมื่อเปรียบเทียบกบัภาวะอ่ืนๆ โดยมีการเจริญแบบทวีคณูหลงัจากชัว่โมงท่ี 6 และเร่ิมเข้าสู่
ภาวะคงท่ีหลงัจากเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 30 ชัว่โมง และเมื่อเปรียบเทียบน า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อสิน้สดุ
การเลีย้งเชือ้ในชัว่โมงท่ี 48 (ภาพท่ี 4.4) พบวา่อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 มีการ
เจริญสงูสดุ โดยให้คา่น า้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 2.187 กรัมตอ่ลิตร และท่ีอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่
ไนโตรเจนเท่ากบั 100 มีการเจริญน้อยท่ีสดุ โดยให้คา่น า้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 0.279 กรัมตอ่ลิตร 
 

 
 
ภาพท่ี 4.5 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อแปรผนั
อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 20 60 100 และ 200 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 จากภาพท่ี 4.5 เมื่อเปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนตา่งๆ พบวา่ท่ีอตัราสว่น
ของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 มีแนวโน้มของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ี สดุ คือ สามารถ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเท่ากบั 8.692 กรัมตอ่ลิตร ในชัว่โมงท่ี 30 และเมื่อสิน้สดุการผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 48 (ภาพท่ี 4.6) พบวา่  อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 
ยงัสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเมื่อเปรียบเทียบกั บภาวะอ่ืนๆ คือสามารถผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้เท่ากบั 8.555 กรัมตอ่ลิตร และอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 20 มี
ความสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้น้อยท่ีสดุเท่ากบั 0.848 กรัมตอ่ลิตร 
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ภาพท่ี 4.6 เปรียบเทียบน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในชั่วโมงท่ี 48 เมื่อ
แปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 20 60 100และ 200  
 

 
 
ภาพท่ี 4.7 เปรียบเทียบการใช้น า้ตาลของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด ์เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 20 60 100 
และ 200 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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 เมื่อพิจารณาการใช้แหลง่คาร์บอน คือน า้ตาลซูโครส ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากภาพท่ี 4.7 พบวา่ในชัว่โมงท่ี 0-12 ของทกุๆ
ภาวะการเลีย้งเชือ้ มีการลดลงของน า้ตาลซูโครสอย่างรวดเร็ว ซึ่งสอดคล้องกบักราฟในภาพท่ี 4.3 
ท่ีแสดงให้เห็นวา่หลงัจากชัว่โมงท่ี 6 มีการเจริญแบบทวีคณูในระยะ log phase แสดงวา่เชือ้มีการ
ใช้น า้ตาลเพ่ือการเจริญในระยะดงักลา่ว และหลงัจากเข้าสูช่่วง stationary phase น า้ตาลจะมี
ปริมาณคอ่นข้างคงท่ี โดยเมื่อสิน้สดุการเลีย้งเชือ้เพ่ือผ ลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 48 พบวา่
ภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 100 และ 200 เชือ้มีการใช้น า้ตาล
ได้ดี โดยมีปริมาณน า้ตาลคงเหลือ เท่ากบั 6.216 และ 6 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 
 

 
 
ภาพท่ี 4.8 เปรียบเทียบการใช้ไนโตรเจนของแบคเรียสายพนัธุ์  UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 20 
60 100 และ 200 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 เมื่อเปรียบเทียบการใช้แหลง่ไนโตรเจนของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอ
ลิแซ็กคาไรด์ เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนตา่งๆ พบวา่ 
ปริมาณไนโตรเจนมีแนวโน้มลดลงอย่างรวดเร็วใน 12 ชัว่โมงแรก และเร่ิมคงท่ีจนถึงชัว่โมงสดุท้าย
ของการเลีย้งเชือ้ ได้แก่ ชัว่โมงท่ี 48 ซึ่งยงัคงมีปริมาณไนโตรเจนคงเหลืออยู่เลก็น้อย  ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.8 
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 จากการศกึษาผลของการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม แสดงให้
เห็นวา่ปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจนมีผลตอ่การเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ และเมื่อ
พิจารณาคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยแบคทีเรียสายพนั ธุ์ UV-9 ได้ผลการ
ทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 พบวา่ อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 และ 200 มี
อตัราการเจริญจ าเพาะของจลุินทรีย์ (specific growth rate; µ (h-1)) อตัราการผลิตจ าเพาะ 
(specific production rate; ρ (g-EPS/g-CDW/h)) ปริมาณของเซลล์ท่ีได้ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกู
ใช้ไป (Yx/s; g-CDW/g-sugar) ปริมาณผลผลิตท่ีได้ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกูใช้ไป  (Yp/s; g-EPS/g-
sugar) และความสามารถในการผลิต (productivity; g-EPS/l/h) ท่ีเหมาะสม ดงันัน้ จึงเลือกใช้
การแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 และ200 ส าหรับการทดลองในขัน้ตอ่ไ ป
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ตารางท่ี 4.3 แสดงคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV-9 ในระดบัขวดเขย่า เมื่อใช้น า้ตาลซูโครสเป็นแหลง่คาร์บอน และ         
แอมโมเนียมซลัเฟตร่วมกบัสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยแปรผนัอตัราสว่นระหวา่งคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 20 60 100 และ 200 
 

Kinetics parameters C/N 5  C/N 20 C/N 60 C/N 100  C/N 200 
µ, specific growth rate  
(h-1) 

0.093 0.0582 0.0579 0.0447 0.0520 

γ, specific consumption rate 
(g-sugar/g-CDW/h) 

0.474 1.5261 1.6640 2.0761 1.7914 

ρ, specific production rate 
(g-EPS/g-CDW/h) 

0.1569 0.056 0.1801 0.2336 0.2497 

Yx/s, cell yield coefficient 
(g-CDW/g-sugar) 

0.0773 0.0201 0.0180 0.0111 0.0162 

Yp/s, conversion yield of substrate to 
product (g-EPS/g-sugar) 

0.3179 0.0409 0.1131 0.0986 0.1551 

Productivity  
(g-EPS/l/h) 

0.178 (48h) 0.017 (48h) 0.060 (48h) 0.066 (48h) 0.065 (48h) 
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 4.2.2 ศกึษาผลของการเติมแหลง่ไนโตรเจน 
 
 เลีย้งแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 โดยใช้หวัเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 %ในอาหาร
เลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูร โดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) (ภาคผนวก ก) ท่ีมีแหลง่คาร์บอนตอ่
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตามข้อ 4.2.1 มาแปรผนัการเติมแหลง่ไนโตรเจน ดงัตอ่ไปนี ้

- ภาวะ ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนครบทัง้สองชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต 
[(NH4)2SO4] และสารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) 

- ในภาวะ ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต  
[(NH4)2SO4] 

- ภาวะ ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ สารสกดัจากยีสต์ (Yeast 
extract) 

 
 เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง 
น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ ปริมาณน า้ตาลรวม และปริมาณไนโตรเจน  ได้ผลการทดลองดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.9-4.14 
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ภาพท่ี 4.9 เปรียบเทียบการเจริญของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปร
ผนัอตัราสว่นขอ งคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ200 โดยใช้แอมโมเนียมซลัเฟต  และสาร
สกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน; AY, ใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจน ; A และใช้สาร
สกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน; Y เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 

 
ภาพท่ี 4.10 เปรียบเทียบน า้หนกัเซลล์แห้งของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในชัว่โมงท่ี 48 เมื่อเลีย้ง
เชือ้ใน ภาวะ ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ 200 โดยใช้
แอมโมเนียมซลัเฟต  และสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน ; AY, ใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น
แหลง่ไนโตรเจน; A และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน; Y  
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 จากภาพท่ี 4.9 เมื่อพิจารณาการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากน า้หนกัเซลล์
แห้ง พบวา่การแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 ในภาวะท่ีใช้แอมโมเนียม
ซลัเฟต เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว มี แนวโน้มของการเจริญดีท่ีสดุ เมื่อเปรียบเทียบกบั
ภาวะอ่ืนๆ โดยมีการเจริญแบบทวีคณูหลงัจากชัว่โมงท่ี 6 และเร่ิมเข้าสูภ่าวะคงท่ีหลงัจากเลีย้งเชือ้
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และเมื่อเปรียบเทียบน า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อสิน้สดุการเลีย้งเชือ้ในชัว่โมงท่ี 48 
(ภาพท่ี 4.10) พบวา่อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 ในภาวะท่ีใช้แอมโมเนียมซลัเฟต 
เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวยงัมีการเจริญสงูสดุ โดยให้คา่น า้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 2.317 
กรัมตอ่ลิตร  
 

 
 

ภาพท่ี 4.11 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน
ภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ200 โดยใช้แอมโมเนียม
ซลัเฟต  และสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน ; AY, ใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่
ไนโตรเจน; A และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน; Y เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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 จากภาพท่ี 4.11 เมื่อเปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 และ200 โดยใช้
แหลง่ไนโตรเจนตา่งๆกนั พบวา่ท่ีอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 โดยใช้แอมโมเนียม
ซลัเฟตร่วมกบัสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน มีแนวโน้มของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดี
ท่ีสดุ คือ สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเท่ากบั 5.999 กรัมตอ่ลิตร ในชัว่โมงท่ี 42 และ
เมื่อสิน้สดุการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 48 (ภาพท่ี 4.12) พบวา่  อตัราสว่นข องคาร์บอนตอ่
ไนโตรเจนเท่ากบั 5 ท่ีมีการใช้แอมโมเนียมซลัเฟตร่วมกบัสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนยงั
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเมื่อเปรียบเทียบกบั ภาวะ อ่ืนๆ คือสามารถผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้เท่ากบั 5.728 กรัมตอ่ลิตร และอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 200 ท่ีใช้
แอมโมเนียมซลัเฟตร่วมกบัสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนมีความสามารถผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ได้น้อยท่ีสดุเท่ากบั 1.246 กรัมตอ่ลิตร 

 

 
ภาพท่ี 4.12 เปรียบเทียบน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในชัว่โมงท่ี 48 เมื่อ
เลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ 200 
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ภาพท่ี 4.13 เปรียบเทียบการใช้น า้ตาลของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด ์เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ200 
โดยใช้แอมโมเนียมซลัเฟตและสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน; AY, ใช้แอมโมเนียมซลัเฟต
เป็นแหลง่ไนโตรเจน; A และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน; Y เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 เมื่อพิจารณาการใช้แหลง่คาร์บอน คือน า้ตาลซูโครส ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากภาพท่ี 4.13 พบวา่ในชัว่โมงท่ี 0-18 ของทกุๆ
ภาวะการเลีย้งเชือ้ มีการลดลงของน า้ตาลซูโครสอย่างรวดเร็ว ซึ่งสอดคล้องกบักราฟในภาพท่ี 4.9 
ท่ีแสดงให้เห็นวา่หลงัจากชัว่โมงท่ี 6 มีการเจริญแบบทวีคณูในระยะ log phase แสดงวา่เชือ้มีการ
ใช้น า้ตาลเพ่ือการเจริญในระย ะดงักลา่ว และหลงัจากเข้าสูช่่วง stationary phase น า้ตาลจะมี
ปริมาณคอ่นข้างคงท่ี โดยเมื่อสิน้สดุการเลีย้งเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 48 พบวา่
ภาวะ ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 ทัง้สอง ภาวะคือ ภาวะ ท่ีใช้
แอมโมเนียมซลัเฟตร่วมกั บสารสกดัจากยีสต์ และ ภาวะ ท่ีใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่
ไนโตรเจน เชือ้มีการใช้น า้ตาลได้ดี โดยมีปริมาณน า้ตาลคงเหลือ เท่ากบั 0.563 และ0.606 กรัมตอ่
ลิตร ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 4.14 เปรียบเทียบการใช้ไนโตรเจนของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ
200 โดยใช้แอมโมเนียมซลัเฟต และสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน ; AY, ใช้แอมโมเนียม
ซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจน; A และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน; Y เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 เมื่อเปรียบเทียบการใช้แหลง่ไนโตรเจนของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอ
ลิแซ็กคาไรด์ เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 
และ200 ร่วมกบัการศกึษาผลของการเติมไนโตรเจน พบวา่ปริมาณไนโตรเจนมีแนวโน้มลดลง
อย่างรวดเร็วใน 24 ชัว่โมงแรก และเร่ิมคงท่ีจนถึงชัว่โมงสดุท้ายของการเลีย้งเชือ้ ได้แก่ ชัว่โมงท่ี 48 
ซึ่งยงัคงมีปริมาณไนโตรเจนคงเหลืออยู่เลก็น้อย ดงัแสดงในภาพท่ี 4.14 
   
 จากการศกึษาผลของการเติมไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว หรือทัง้สองชนิดร่วมกนั แสดงให้
เห็นวา่ปริมาณคาร์บอนและไนโตร เจนมีผลตอ่การเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  และเมื่อ
พิจารณาคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4.4 พบวา่ 
อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 และ200 ในภาวะท่ีใช้แหลง่ไนโตรเจนทัง้สองชนิด
ร่วมกนั และภาวะท่ีใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว มีคา่จลนศาสตร์ท่ี ใกล้เคียงกนั ส าหรับการ
ผลิตในระดบัอตุสาหกรรมนัน้ เมื่อค านึงถึงการลดต้นทนุในการผลิตแล้ว การใช้แหลง่ไนโตรเจน
เพียงชนิดเดียวจึงเหมาะสมกวา่ ดงันัน้ จึงเลือกใช้การแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน
เท่ากบั 5 และ200 ท่ีใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต และการเลีย้งเชือ้
ในภาวะท่ีไมม่ีการแปรผนัแหลง่ไนโตรเจน โดยใช้สารสกดัจากยีสต์ เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิด
เดียว ส าหรับการทดลองในขัน้ตอ่ไป 
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ตารางท่ี 4.4 แสดงคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV-9 ในระดบัขวดเขย่า เมื่อใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียง
อย่างเดียว (A) ใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่คาร์บอนเพียงอย่างเดียว (Y) และใช้แอมโมเนียมซลัเฟตร่วมกบัสารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน (AY) โดยแปรผนั
อตัราสว่นระหวา่งคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ 200 
 

Kinetics parameters C/N=5 (A) C/N=200 (A) C/N=5 (AY) C/N=200 (AY) Yeast extract (Y) 
µ, specific growth rate 
(h-1) 

0.1801 0.0551 0.0832 0.0552 0.0483 

γ, specific consumption rate 
(g-sugar/g-CDW/h) 

0.3725 1.0256 0.6511 1.4971 0.9511 

ρ, specific production rate 
(g-EPS/g-CDW/h) 

0.0504 0.0923 0.1036 0.0738 0.2016 

Yx/s, cell yield coefficient 
(g-CDW/g-sugar) 

0.0853 0.0270 0.0525 0.0151 0.0281 

Yp/s, conversion yield of substrate to 
product (g-EPS/g-sugar) 

0.1385 0.1030 0.1612 0.0510 0.1582 

Productivity 
(g-EPS/l/h) 

0.078 (48h) 0.032 (48h) 0.119 (48h) 0.025 (48h) 0.035 (48h) 
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4.3 การผลิตพอลิแซก็คาไรด์ในระดับถังหมัก 
 

 4.3.1 ศกึษาผลของการเติมแหลง่ไนโตรเจน 
 
 เลีย้งแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใช้หวัเชือ้เร่ิมต้น
ปริมาตร 10 % ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว ปรับปรุงสตูร โดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) 
(ภาคผนวก ก) ท่ีมีแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตามข้อ 4.2.2 โดยปรับคา่ความเป็นกรด
เบสเร่ิมต้นเป็น 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซีย ส เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 6 ชัว่โมง เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์  ปริมาณน า้ตาลรวม  และ
ปริมาณไนโตรเจน ได้ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.15-4.24 
 

 
 

ภาพท่ี 4.15 เปรียบเทียบการเจริญของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปร
ผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ200 โดยใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่
ไนโตรเจน และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนโดยไมม่ีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอน
ตอ่ไนโตรเจน เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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 จากภาพท่ี 4.15 เมื่อพิจารณาการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากน า้หนกัเซลล์
แห้ง พบวา่การแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 มีแนวโน้มของการเจริญดี
ท่ีสดุ เมื่อเปรียบเทียบกบัภาวะอ่ืนๆ โดยมีการเจริญแบบทวีคณูหลงัจากชัว่โมงท่ี 6 และเร่ิมเข้าสู่
ภาวะคงท่ีหลงัจากเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 18 ชัว่โมง  
 

 
 

ภาพท่ี 4.16 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเ ชือ้ใน
ภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไ นโตรเจน เท่ากบั 5 และ200 โดยใช้แอมโมเนียม
ซลัเฟต เป็นแหลง่ไนโตรเจน  และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนโดยไมม่ีการแปรผนั
อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 จากภาพท่ี 4.16 เมื่อเปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 และ200 โดยใช้
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจน และใน ภาวะท่ีใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน
เพียงชนิดเดียว พบวา่ในภาวะท่ีใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวมีแนวโน้ม
ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสดุ คือ สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเท่ากบั 10.666 
กรัมตอ่ลิตร ในชัว่โมงท่ี 48  
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ภาพท่ี 4.17 เปรียบเทียบการใช้น า้ตาลของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  
เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ200 โดยใช้
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจน และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนโดยไมม่ีการ
แปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 เมื่อพิจารณาการใช้แหลง่คาร์บอน คือ น า้ตาลซูโครส ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากภาพท่ี 4.17 พบวา่ในชัว่โมงท่ี 0-24 ของทกุๆ
ภาวะการเลีย้งเชือ้ มีการลดลงของน า้ตาลซูโครสอย่างรวดเร็ว ซึ่งสอดคล้องกบักราฟในภาพท่ี 
4.15 ท่ีแสดงให้เห็นวา่หลงัจากชัว่โมงท่ี 6 มีการเจริญแบบทวีคณูในระยะ log phase แสดงวา่เชือ้
มีการใช้น า้ตาลเพ่ือการเจริญในระยะดงักลา่ว และหลงัจากเข้าสูช่่วง stationary phase ในภาวะท่ี
ใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่คาร์บอนเพียงชนิดเดียว และภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของ
คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 200 พบวา่น า้ตาล มีปริมาณคอ่นข้างคงท่ีจนสิน้สดุการเลีย้งเชือ้ใน
ชัว่โมงท่ี 48 แตท่ี่อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 เชือ้ยงัมีการใช้น า้ตาลจนถึงชัว่โมง
ท่ี 48 ของการเลีย้งเชือ้ 
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ภาพท่ี 4.18 เปรียบเทียบการใช้ไนโตรเจนของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ200 
โดยใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจน และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนโดยไม่
มีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 เมื่อเปรียบเทียบการใช้แหลง่ไนโตรเจนของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งการผลิตพอ
ลิแซ็กคาไรด์ เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 
และ200 และในภาวะท่ีไมม่ีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน โดยใช้สารสกดัจาก
ยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว พบวา่ปริมาณไนโตรเจนมีแนวโน้มลดลงอย่าง ตอ่เน่ือง
จนถึงชัว่โมงสดุท้ายของการเลีย้งเชือ้ ดงัแสดงในภาพท่ี 4.18 
 
 จากการศกึษาผลของการแป รผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม  เมื่อ
พิจารณาคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV-9 ได้ผลการ
ทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4.5 พบวา่ ในภาวะ ท่ีใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน มีคา่
ปริมาณผลผลิตท่ีได้ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกูใช้ไป  (Yp/s) และความสามารถในการผลิต 
(productivity) มากท่ีสดุคือ 0.5692 g-EPS/g-sugar และ 0.444 g-EPS/l/h ตามล าดบั เมื่อ
เปรียบเทียบกบัภาวะอ่ืนๆ ดงันัน้ จึงเลือกใช้การเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีไมม่ีการแปรผนัแหลง่ไนโตรเจน 
โดยใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวส าหรับการทดลองในขัน้ตอ่ไป

0

5

10

15

20

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 6 12 18 24 30 36 42 48

ปริ
มา
ณ
ไน
โต
รเจ

น 
(ก
รัม
ต่อ
ลิต
ร)

เวลา (ชัว่โมง)

สารสกัดจากยีสต์ C/N 200 C/N 5



78 
 

 
 

ตารางท่ี 4.5 แสดงคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV-9 ในระดบัถงัหมกั เมื่อใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียง  
อย่างเดียว (A) โดยแปรผนัอตัราสว่นระหวา่งคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และ 200 และใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่คาร์บอนเพียงอย่างเดียว (Y)  
 

Kinetics parameters C/N=5 (A) C/N=200 (A) Yeast extract (Y) 
µ, specific growth rate  
(h-1) 

0.1094 0.0669 0.0935 

γ, specific consumption rate 
(g-sugar/g-CDW/h) 

0.3218 0.6439 0.4331 

ρ, specific production rate 
(g-EPS/g-CDW/h) 

0.0904 0.2831 0.2371 

Yx/s, cell yield coefficient 
(g-CDW/g-sugar) 

0.1067 0.0599 0.089 

Yp/s, conversion yield of substrate to 
product (g-EPS/g-sugar) 

0.2856 0.4845 0.5692 

Productivity  
(g-EPS/l/h) 

0.3825 (24h) 0.3038 (24h) 0.4440 (24h) 
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  4.3.2 ศกึษาอตัราการให้อากาศท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ในถงั 
 หมกัขนาด 5 ลิตร 

 
 เน่ืองจากปริมาณออกซิเจนท่ีละลายได้ในอาหารเลีย้งเชือ้นัน้มีผลโดยตรงตอ่การเจริญ 
และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของเชือ้ ซึ่งปัจจยัท่ีมีผลโดยตรงตอ่อตัราการละลายของออกซิเจนใน
อาหารเลีย้งเชือ้ ได้แก่ อตัราการให้อากาศและอตัราการกวนของใบพดั จากการเลีย้งแบคทีเรีย
สายพนัธุ์  UV1-9 โดยใช้หวัเชือ้ เร่ิมต้นปริมาตร 10 %ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว ปรับปรุงสตูร โดย
สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) (ภาคผนวก ก) โดยปรับคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเป็น 7.0 บ่มท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ในภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการศกึษาแหลง่ของ
คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม คือ ใช้น า้ตาลซูโครสเป็นแหลง่คาร์บอน และใช้สารสกดัจากยีสต์
เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว โดยใช้อตัราเร็วการกวนของใบพดั เท่ากบั 200 รอบตอ่นาที
แล้วแปรผนัอตัราการให้อากาศเป็น 1 2 และ3 vvm ตามล าดับ  เก็บตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 3 
ชัว่โมง เป็น เวลา  24 ชัว่โมง  ติดตามการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยการวิเคราะห์
น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ และ ปริมาณน า้ตาลรวม  ได้ผลการทดลองแสดงดงัใน
ภาพท่ี 4.19-4.23 พบวา่ท่ีอตัราการให้อากาศเท่ากบั 2 vvm มีอัตราการเจริญของเชือ้สงูสดุ ซึ่ง
ใกล้เคียงกบัอตัราการให้อากาศท่ี 1 vvm ในขณะท่ีอตัราการให้อากาศ 3 vvm มีการเจริญน้อย
ท่ีสดุ โดยในชัว่โมงท่ี 0-15 จะมีการเจริญของเชือ้แบบทวีคณู ในระยะ log phase ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 4.19 และเมื่อพิจาณาน า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อสิน้สดุการเลี ้ ยงเชือ้ในชัว่โมงท่ี 24 (ภาพท่ี 4.20) 
พบวา่ท่ีอตัราการให้อากาศเท่ากบั 2 vvm ยงัมีการเจริญของเชือ้สงูสดุเท่ากบั 1.21 กรัมตอ่ลิตร ซึ่ง
ใกล้เคียงกบัอตัราการให้อากาศท่ี 1 vvm คือ 1.161 กรัมตอ่ลิตร ในขณะท่ีอตัราการให้อากาศท่ี 3 
vvm พบการเจริญน้อยท่ีสดุ โดยมีน า้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 0.1 กรัมตอ่ลิตร  
  
 ดงัภาพท่ี 4.21 เมื่อพิจาณาการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 vvm 
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุเท่ากบั 9.78 กรัมตอ่ลิตร ในชัว่โมงท่ี 18 ซึ่งใกล้เคียงกบัอตัรา
การให้อากาศท่ี 2 vvm สว่นท่ีอตัราการให้ อากาศเท่ากบั 3 vvm สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้
น้อยท่ีสดุ เมื่อพิจารณาร่วมกบัการผลิตการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เมื่อสิน้สดุการเลีย้งเชือ้ในชัว่โมงท่ี 
24 (ภาพท่ี 4.22) พบวา่ อตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 vvm ยงัสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้
สงูสดุเท่ากบั 9.272 กรัมตอ่ลิตร สว่นอตัราการให้อากาศท่ี 3 vvm ผลิตได้น้อยท่ีสดุ เท่ากบั 6.435 
กรัมตอ่ลิตร 
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 เมื่อพิจารณา ปริมาณน า้ตาลรวม  ในชัว่โมงท่ี 0- 12 ชัว่โมง ของทกุอตัราการให้อากาศ 
พบวา่มีการลดลงของน า้ตาลอย่างรวดเร็ว ซึ่งสอดคล้องกบักราฟในภาพท่ี 4.19 ซึ่งมีการเจริญ
แบบทวีคณูในระยะ log phase แสดงวา่มีการใช้น า้ตาลเพ่ือการเจริญแบบทวีคณู และหลงัจาก
การเจริญเข้าสูช่่วง stationary phase ปริมาณน า้ตาลท่ีมีอยู่คอ่นข้างคงท่ี ดงัแสดงในภาพท่ี 4.23  
 
 เมื่อน าน า้หนกัเซลล์แห้ง และผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 24 ของแตล่ะอตัราการให้
อากาศ มาเปรียบเทียบกนั ร่วมกบัคา่จลนพลศาสตร์ในตารางท่ี 4.6 พบวา่อตัราการให้อากาศท่ี 1 
vvm สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ และเป็นภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ ดงันัน้ในการทดลองตอ่ไป จึงเลือกใช้อตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 vvm 
 
 

 
 

ภาพท่ี 4.19 เปรียบเทียบการเจริญของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปร
ผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 2 และ 3 vvm เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี 4.20 เปรียบเทียบการเจริญของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมีการแปร
ผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 2 และ 3 vvm ด้วยอตัราเร็วการกวนให้อากาศของใบพดั
เท่ากบั 200 รอบตอ่นาที เมื่อสิน้สดุการเลีย้งเชือ้ท่ี 24 ชัว่โมง 

 
 

 
ภาพท่ี 4.21 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน
ภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 2 และ3 vvm ด้วยอตัราเร็วการกวนให้
อากาศของใบพดัเท่ากบั 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี 4.22 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน
ภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 2 และ3 vvm ด้วยอตัราเร็วการกวนให้
อากาศของใบพดัเท่ากบั 200 รอบตอ่นาที เมื่อสิน้สดุการเลีย้งเชือ้ท่ี 24 ชัว่โมง 
 

 
 

ภาพท่ี 4.23 เปรียบเทียบการใช้น า้ตาลของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งผลิตพอลิแซ็กค าไรด์
เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 2 และ3 vvm ด้วย
อตัราเร็วการกวนให้อากาศของใบพดัเท่ากบั 200 รอบตอ่นาที เป็น เวลา  24 ชัว่โมง
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ตารางท่ี 4.6 แสดงคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV-9 ในระดบัถงัหมกั เมื่อใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนั      
อตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 2 และ 3 vvm 
 

Kinetics parameters 1 vvm 2 vvm  3 vvm 
µ, specific growth rate  
(h-1) 

0.1561 0.1569 0.058 

γ, specific consumption rate 
(g-sugar/g-CDW/h) 

0.6777 0.854 2.2393 

ρ, specific production rate 
(g-EPS/g-CDW/h) 

0.4718 0.4993 0.9174 

Yx/s, cell yield coefficient 
(g-CDW/g-sugar) 

0.1008 0.0873 0.0127 

Yp/s, conversion yield of substrate to 
product (g-EPS/g-sugar) 

0.7000 0.6104 0.3956 

Productivity  
(g-EPS/l/h) 

0.3585 (24h) 0.2708 (24h) 0.2681 (24h) 
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 4.3.3 ศกึษาอตัราเร็วใบกวน ท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร 

 
 อตัราเร็วในการกวนให้อากาศของใบพดั ก็เป็นปัจจยัหนึ่งท่ีมีผลตอ่การละลายของ
ออกซิเจนในอาหารเลีย้งเชือ้ ซึ่งใบกวนในถงัหมกัท าหน้าท่ีในการตีฟองอากาศท่ีผา่นเข้าไปจากก้น
ถงัหมกัให้เป็นฟองขนาดเลก็และแตกกระจายไปยงัสว่นตา่งๆของอาหารเลีย้งเชือ้ นอกจากนี ้การ
กวนยงัท าให้จลุินทรีย์และสารอาหารท่ีใช้ไมต่กตะกอน เกิดการผสมและสมัผสักนัอย่างสม ่าเสมอ 
จากการเลีย้งแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 โดยใช้หวัเชือ้ เร่ิมต้นปริมาตร 10 %ในอาหารเลีย้งเชือ้
เหลวปรับปรุงสตูร โดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) (ภาคผนวก ก) โดยปรับคา่ความเป็นกรดเบส
เร่ิมต้นเป็น 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ในภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมี
การศกึษาแหลง่ของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม คือ ใช้น า้ตาลซูโครสเป็นแหลง่คาร์บอน และ
ใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว โดย มีอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 vvm 
แล้วแปรผนัอตัราเร็วในการกวนให้อากาศของใบพดัเป็น 200 400 และ600 ตามล าดบั เก็บ
ตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ทกุ 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ติดตามการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ โดยการวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ และปริมาณน า้ตาลรวม ได้ผลการ
ทดลองแสดงดงัในภาพท่ี 4.24-4.28 พบวา่  อตัราเร็วในการกวนให้อากาศของใบพดัเท่ากบั 200 
rpm มีการเจริญของเชือ้สงูสดุ ในขณะท่ีอตัราเร็วในการกวนเท่ากบั 400 และ600 พบการเจริญท่ี
ใกล้เคียงกนั (ภาพท่ี 4.24) ซึ่งสอดคล้องกบัการผลิตพอลิแซ็กคา ไรด์  ดงัภาพท่ี 4.26 โดยพบวา่
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอตัราเร็วการกวนใบพดัเท่ากบั 200 มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูสดุ 
และมีแนวโน้มของการผลิตเพ่ิมสงูขึน้หลงัจาก 24 ชัว่โมง สว่นท่ีอตัราเร็วในการกวนใบพดัเท่ากบั 
400และ600 rpm มีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีใกล้เคียงกนั แตท่ี่อตัราเร็วในการกวนใบพดัเท่ากบั 
400 rpm สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีกวา่ เมื่อพิจารณาการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เมื่อสิน้สดุ
การเลีย้งเชือ้ในชัว่โมงท่ี 24 (ภาพท่ี 4.27) พบวา่ ท่ีอตัราเร็วการกวนใบพดัเท่ากบั 200 สามารถ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ เท่ากบั 5.584 กรัมตอ่ลิตร และท่ีอตัราเร็วการกวนใบพดัเท่ากบั 600 
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้น้อยท่ีสดุเท่ากบั 2.813 กรัมตอ่ลิตร 
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 เมื่อพิจารณาปริมาณน า้ตาลรวม พบวา่ ในช่วง 0-6 ชัว่โมง ของทกุอตัราเร็วการกวนใบพดั 
มีการลดลงของน า้ตาลซูโครสอย่างรวดเร็ว ซึ่งสอดคล้องกบักราฟในภาพท่ี 4.24 ซึ่งมีการเจริญของ
เชือ้แบบทวีคณูในระยะ log phase และหลงัจากเชือ้เจริญเข้าสูช่่วง stationary phaseแล้ว 
ปริมาณน า้ตาลจะคอ่นข้างคงท่ี ดงัแสดงในภาพท่ี 4.28 
 
 เมื่อน าน า้หนกัเซลล์แห้ง และผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 24 ของแตล่ะอตัราการให้
อากาศ มาเปรียบเทียบกนั ร่วมกบัคา่จลนพลศาสตร์ในตารางท่ี 4.7 พบวา่อตัราการกวนให้อากาศ
ของใบพดัเท่ากบั 200 rpm สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ และเป็น ภาวะ ท่ีเหมาะสม
ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ดงันัน้ในการทดลองตอ่ไป จึงเลือกใช้อตัราการกวนให้อากาศของ
ใบพดัเท่ากบั 200 ส าหรับการทดลองในขัน้ตอ่ไป 
 

 

 
 

ภาพท่ี 4.24 เปรียบเทียบการเจริญของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปร
ผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 200 400 และ 600 rpm เป็นเวลา 24  ชัว่โมง 
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ภาพท่ี 4.25 เปรียบเทียบการเจริญของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน ภาวะท่ีมีการแปร
ผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 200 400 และ 600 rpm เมื่อสิน้สดุการเลีย้ง เชือ้เป็นเวลา24 ชัว่โมง 
 
 

 

 
 

ภาพท่ี  4.26 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน
   ภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 200 400 และ 600 rpm เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี  4.27 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เมื่อเลีย้งเชือ้ใน
ภาวะท่ีมีการแปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 200 400 และ 600 rpm เมื่อสิน้สดุการเลีย้งเชือ้ท่ี 24 ชัว่โมง 

 
 

 
 
ภาพท่ี 4.28 เปรียบเทียบการใช้น า้ตาลของแบคเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ระหวา่งผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
เมื่อเลีย้งเชือ้ในภาวะท่ีมกีารแปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 200 400 และ600 rpm เป็นเวลา 24 ชัว่โมง
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ตารางท่ี 4.7 แสดงคา่จลนศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV-9 ในระดบัถงัหมกั เมื่อใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัรา   
         ความเร็วในการกวนของใบพดัท่ี 200 400 และ 600 rpm 
 

Kinetics parameters 200 rpm 400 rpm 600 rpm 
µ, specific growth rate  
(h-1) 

0.1577 0.0697 0.074 

γ, specific consumption rate 
(g-sugar/g-CDW/h) 

1.5093 5.5396 4.3194 

ρ, specific production rate 
(g-EPS/g-CDW/h) 

0.2067 0.7335 0.4819 

Yx/s, cell yield coefficient 
(g-CDW/g-sugar) 

0.0455 0.0082 0.01 

Yp/s, conversion yield of substrate to 
product (g-EPS/g-sugar) 

0.1106 0.1295 0.1101 

Productivity  
(g-EPS/l/h) 

0.2326 (24h) 0.1321 (24h) 0.1172 (24h) 
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4.3.4 ศกึษารูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 

  เลีย้งแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 โดยใช้หวัเชือ้ เร่ิมต้นปริมาตร 10 % ในถงั
หมกัขนาด 5 ลิตร ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูรท่ีเหมาะสมตามข้อ 4.4.2 บรรจอุยู่ ใช้
อตัราการให้อากาศ เท่ากบั 1 vvm และอตัราเร็วใบกวน ท่ี 200 rpm ควบคมุอณุหภมูิท่ี 30 องศา
เซลเซียส ควบคมุคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 7 เก็บตวัอย่างอาหารเลีย้งเชือ้ทกุ 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 
36 ชัว่โมง เพ่ือวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์  และปริมาณน า้ตาลรวม  ได้ผล
การทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.29 พบวา่เชือ้มีการเจริญแบบทวีคณูหลงัจากชัว่โมงท่ี 3 และเร่ิม
เข้าสูภ่าวะคงท่ีหลงัจากเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ซึ่งสอดคล้องกบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดย
แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุเท่ากบั 9.917 กรัมตอ่ลิตร ใน
ชัว่โมงท่ี  30 เมื่อพิจาณาคา่จลนพลศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แล้ว พบวา่ มีอตัราการ
เจริญจ าเพาะของจลุินทรีย์  (specific growth rate; µ) เท่ากบั 0.1605 h-1, อตัราการใช้สบัสเตรท
จ าเพาะ (specific consumption rate; γ) เท่ากบั 1.9214 g-sugar/g-CDW/h, อตัราการผลิต
จ าเพาะ (specific production rate; ρ) เท่ากบั 0.5896 g-EPS/g-CDW/h, ปริมาณของเซลล์ท่ีได้
ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกูใช้ไป  (Yx/s) เท่ากบั 0.0453 g-CDW/g-sugar, ปริมาณผลผลิตท่ีได้ตอ่
หน่วยสบัสเตรทท่ีถกูใช้ไป  (Yp/s) เท่ากบั 0.3060 g-EPS/g-sugar และความส ามารถในการผลิต 
(productivity) เท่ากบั 0.3305 g-EPS/l/h ในชัว่โมงท่ี 30 
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ภาพท่ี 4.29 การเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร แบบแบตช์ ใน
ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีควบคมุคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 7 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสควบคมุ
อตัราการให้อากาศท่ี 1 vvm และอตัราเร็วในการกวนให้อากาศของใบพดัเท่ากบั 200 rpm  
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4.4 ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซก็คาไรด์ 
   
  4.4.1 ทดสอบหาชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ มาย่อยด้วยกรดซลัฟริูก แล้วน าไปฉีดวิเคราะห์ชนิดของ
น า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวด้วยเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) โดยใช้คอลมัน์  
Sugar SZ5532 ตัง้อณุหภมูิคอลมัน์ 60 องศาเซลเซียส โดยใช้สารละลายอะซิโตไนไทรล์ 
(acetonitrile) 80% โดยปริมาตร เป็นสารละลายตวัพา (mobile phase) และใช้อตัราการไหล 1.0 
มิลลิลิตรตอ่นาที ประมวลผลโดย Evaporative Light Scattering detectors (วิมลิน ศิริพฒันา
นนท์, 2549) ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.8 และภาพท่ี 4.30 

ตารางท่ี  4.8 ชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
 

การผลิต ชนิดน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว 

ระดบัขวดเขย่า 

ระดบัถงัหมกั 

กาแลคโทส กลโูคส และไซโลส 

กาแลคโทส กลโูคส และไซโลส 
 

 
 

ภาพท่ี 4.30 โครมาโทแกรมแสดงชนิดน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวภายหลงัการย่อยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในระดบัถงัหมกั ด้วยกรดซลัฟริูก โดยใช้อะซิโทไนไทรล์ 80% โดย
ปริมาตรเป็นสารละลายตวัพา อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 
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  (ก) 

  (ข) 
 

  (ค) 
 

 
ภาพท่ี 4.31 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน (ไซโลส กลโูคส และกาแลกโทส) โดยใช้อะซิโทไน
ไทรล์ 80% โดยปริมาตรเป็นสารละลายตวัพา อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 
 

ก) สารละลายมาตรฐานน า้ตาลไซโลส 
ข) สารละลายมาตรฐานน า้ตาลกลโูคส 
ค) สารละลายมาตรฐานน า้ตาลกาแลกโทส 
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 4.4.2 การวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์โมกราวิเมทริกแอนนาไลซิส  
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ปริมาณ 20–25 มิลลิกรัม  มาวิเคราะห์สมบตัิทางความ
ร้อนด้วยเทคนิค TGA ด้วยเคร่ือง Simultaneous Thermal Analyzer (STA) ภาวะในการทดสอบ
เร่ิมจากอณุหภมูิ 30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที ท า
การทดสอบภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน (Kumar และคณะ , 2004) ได้ผลการทดลองดงั
แสดงในตารางท่ี 4.9 ภาพท่ี 4.32 และภาพท่ี 4.33 

 
ตารางท่ี 4.9 แสดงอณุหภมูิการย่อยสลายท่ีจ านวนขัน้ตอนกระบวนการสลายของพอลิแซ็ กคาไรด์
ท่ีผลิตได้จาก E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 
 

การผลิต 
จ านวนขัน้ตอน 

กระบวนการสลาย 
อณุหภมูิการย่อยสลาย 

(องศาเซลเซียส) 

ระดบัขวดเขย่า 1 
2 
3 
4 

30-150 
170-250 
260-490 
560-730 

ระดบัถงัหมกั 1 
2 
3 
4 

30-150 
180-210 
250-690 
750-880 
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ภาพท่ี 4.32 โครมาโทแกรมแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอณุหภมูิท่ีสลายตวัและการสญูเสียน า้หนกั
ของพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย E.cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ในระดบัขวดเขย่าโดยใช้
ภาวะในการทดสอบเร่ิมจากอณุหภมูิ 30 ถึง 900 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศา
เซลเซียส/นาที ภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน 
 
 พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 แสดงดงัภาพท่ี 4.19 มีขัน้ตอน
กระบวนการสลาย 4 ขัน้ตอน โดยขัน้ตอนท่ี 1 พบวา่ช่วงอณุหภมูิประมาณ 30-150 องศาเซลเซียส
มีการลดลงของน า้หนกั 10.90% เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกุลน า้ท่ีมีใน พอลิแซ็กคา
ไรด์  และขัน้ตอนท่ี 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอณุหภมูิ 170 องศาเซลเซียสจนถึง  
250 องศาเซลเซียส และน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงอณุหภมูิ 230 องศา
เซลเซียส  โดยการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 2 มีเปอร์เซนต์การสญูเสียน า้หนกัของ
พอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 5.20% กระบวนการสลายในขัน้ตอนท่ี 3 มีการสลายตวัของพอลิแซ็กคา
ไรด์ในช่วง  260 – 490 องศาเซลเซียส โดยการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ในขัน้ตอนท่ี  3 มี
เปอร์เซนต์การสญูเสียน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 29.70% และกระบวน การสลายใน
ขัน้ตอนท่ี 4 มีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ในช่วง 560-730 องศาเซลเซียส โดยการสลายตวั
ของพอลิแซ็กคาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 4 มีเปอร์เซนต์การสญูเสียน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 
8.3% 
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ภาพท่ี 4.33 โครมาโทแกรมแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอณุหภมูิท่ีสลายตวัและการสญูเสียน า้หนกั
ของพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ในระดบัถงัหมกัโดยใช้
ภาวะในการทดสอบเร่ิมจากอณุหภมูิ 30 ถึง 900 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศา
เซลเซียส/นาที ภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน 
 
 พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 แสดงดงัภาพท่ี 4.19 มีขัน้ตอน
กระบวนการสลาย 4 ขัน้ตอนเช่นกนั โดยขัน้ตอนท่ี 1 พบวา่ช่วงอณุหภมูิประมาณ 30-150 องศา
เซลเซียสมีการลดลงของน า้หนกั 19.90% เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกลุน า้ท่ีมีใน พอ
ลิแซ็กคาไรด์  และขัน้ตอนท่ี 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอณุหภมูิ 180 องศา
เซลเซียสจนถึง  210 องศาเซลเซียส  และน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง
อณุหภมูิ 190 องศาเซลเซียส  โดยการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 2 มีเปอร์เซ็นต์การ
สญูเสียน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 3.10% กระบวนการสลายในขัน้ตอนท่ี 3 มีการสลายตวั
ของพอลิแซ็กคาไรด์ในช่วง  250 – 690 องศาเซลเซียส โดยการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ใน
ขัน้ตอนท่ี 3 มีเปอร์เซนต์การสญูเสียน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 41.0% และกระบวนการ
สลายในขัน้ตอนท่ี 4 มีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ในช่วง 750-880 องศาเซลเซียส โดยการ
สลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 4 มีเปอร์เซนต์การสญูเสียน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์
เท่ากบั 1.0% 
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 4.4.3 การตรวจวดัความสามารถในการอุ้มน า้โดยวิธี paper chromatography 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายในน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น  0.5% โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร จากนัน้ใช้กระดาษกรอง  (filter paper) จุ่มลงในสารละลาย  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  วดั
ระยะทางของเหลวท่ีเคลื่อนท่ีได้ โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ระยะทางของเหลวท่ีเคลื่อนท่ีได้ตอ่
ระยะทางของน า้ท่ีเคลื่อนท่ีได้หรือเปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์     
(% syneresis) (Tako และคณะ, 1982) ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.10 

 
ตารางท่ี 4.10 เปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ ความเข้มข้น 
0.5 เปอร์เซ็นต์ ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ เปอร์เซ็นตอ์ตัราการสกดัของเหลวออกจาก 
พอลิแซ็กคาไรด ์

UV1-9 (ในระดบัขวดเขย่า) 
UV1-9 (ในระดบัถงัหมกั) 

แซนแทน 
กวักมั 

คาราจีแนน 

28.17 
25.60 
5.82 
30 

49.2 

 
 จากตารางท่ี 4.10  พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์  UV1-9 ในระดบั
ขวดเขย่าและระดบัถงัหมกั มีเปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจาก พอลิแซ็กคาไรด์ เท่ากบั  
28.17 และ 25.60 % ตามล าดบั แสดงวา่พอลิแซ็กคาไรด์ดงักลา่วมีความสามารถในการอุ้มน า้สงู
กวา่ตวัอย่างพอลิแซ็กคาไรด์อ่ืนๆ ได้แก่ กวักมั แ ละคาราจีแนน ทัง้นีเ้มื่อเปรียบเทียบกบั
ความสามารถในการอุ้มน า้ของแซนแทน พบวา่ แซนแทนมีความสามารถในการอุ้มน า้ได้สงูกวา่พอ
ลิแซ็กคาไรด์ของสายพนัธุ์ UV1-9 ทัง้จากการผลิตในระดบัขวดเขย่าและในระดบัถงัหมกั 
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 4.4.4 การทดสอบความสามารถในการละลาย (solubility test) 
 
น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายในน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้นเท่ากบั  0.5% โดย

น า้หนกัตอ่ปริมาตร จากนัน้ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร (vortex) ท่ีอณุหภมูิห้อง  จากนัน้
สงัเกตการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์ โดยเปรียบเทียบกบัแซนแทนกมั (Collins และคณะ , 1973) 
ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.11 พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ทัง้
จากการผลิตในระดบัขวดเขย่า และระดบัถงัหมกั สามารถละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิ ห้อง ให้
ลกัษณะของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีความข้นหนืดเช่นเดียวกนักบัแซนแทน 

 
ตารางท่ี 4.11 ความสามารถในการละลายน า้ ของพอลิแซ็กคาไรด์ความเข้มข้น 0.5% ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย ความสามารถการละลายน า้ของพอลิแซ็กคาไรด ์
UV1-9 (ในระดบัขวดเขย่า) ละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง 

สารละลายมีความข้นหนืด 
UV1-9 (ในระดบัถงัหมกั) ละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง 

สารละลายมีความข้นหนืด 
แซนแทน ละลายน า้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง 

สารละลายมีความข้นหนืด 
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 4.4.5 การทดสอบความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) ของพอลิแซ็กคา
ไรด ์
 
 น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาวดัคา่ความสามารถการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) 
โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ของระดบัความสงูของการแยกชัน้ตอ่ระดบัความสงูทัง้หมด  (% 
Emulsifing activity) ตามวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Yun และ Park (2003) โดยเปรียบเทียบกบัแซน
แทนกมั และชดุควบคุ มใช้น า้กลัน่แทนสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์  ได้ผลการทดลองดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4.12 และภาพท่ี 4.34 
 
ตารางท่ี 4.12 ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ UV1-9 ความเข้มข้น 0.1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ผสมกบัน า้มนัพืช ในอตัราสว่น 1:1 
 

 
พอลิแซ็กคาไรด์ 

ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (%) 
น า้มนัมะพร้าว น า้มนัเมล็ด 

ดอกทานตะวนั 
น า้มนัถัว่
เหลือง 

น า้มนัมะกอก 

UV1-9  
(ในระดบัขวดเขยา่) 

46 42 40 44 

UV1-9  
(ในระดบัถงัหมกั) 

48.6 44 44 44.6 

แซนแทน 42 38.6 40.6 40.6 

น า้กลัน่ 0 0 0 0 
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ภาพท่ี 4.34  ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ UV1-9 กบัน า้มนัจากพืชชนิดตา่งๆ 
  
 จากผลการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิ
แซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในระดบัขวดเขย่าและระดับถงัหมกั พบวา่พอลิแซ็กคา
ไรด์จากทัง้ในระดบัขวดเขย่าและระดบัถงัหมกัมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนั
มะพร้าว น า้มนัถัว่เหลือง และน า้มนัมะกอก สงูกวา่แซนแทน โดยมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิ
ไฟเออร์ในน า้มนัมะพร้าวสงูสดุ คือ 55% และส าหรับในน า้มนัเมลด็ดอกท านตะวนั พบวา่พอลิ
แซ็กคาไรด์ทัง้สามชนิดมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัเมลด็ดอกทานตะวนัท่ี
ใกล้เคียงกนั 
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 4.4.6 การศกึษาความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์กบั น า้มนัและ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนตา่งๆ (Cooper และGoldenberg, 1987) 
 
  น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายน า้ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.5% โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร แล้วน ามาผสมกบัน า้มนัและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนตา่งๆ  ได้แก่ น า้มนัหลอ่ลื่น     
น า้มนัดีเซล  น า้มนัดิบ  น า้มนัถัว่เหลือง  น า้มนัปาล์ม  เบนซีน  เฮกเซน และโทลอีูน  ในอตัราสว่น 
1:1 หลงัจากนัน้น าไปตัง้ทิง้ไว้ 24 ชัว่โมง แล้ววดัคา่ความสามารถการเป็นอิมลัซิไฟเออร์จากระดบั
ความสงูของชัน้อิมลัซิไฟเออร์ และค านวณหา คา่ดชันีบ่งชีค้วามสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ 
(Emulsification index (E24)) ได้ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 4.35 

 
ภาพท่ี 4.35 ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ UV1-9 กบัน า้มนัจากพืชและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนตา่งๆ 
  
 จากภาพท่ี 4.35 แสดงให้เห็นวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ท่ีผลิต
จากระดบัถงัหมกัมีความเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัชนิดตา่งๆได้ดีกวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากระดบั
ขวดเขย่า โดยมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัจากพืช ได้แก่น า้มนัถัว่เหลือง และ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน  ได้แก่ น า้มนัดีเซล น า้มนัเบนซิน  น า้มนัดิบ เฮกเซน และโทลอีูนได้
ดีกวา่แซนแทน โดยพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคที เรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีความสามารถในการ
เป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัหลอ่ลื่นได้ดีท่ีสดุ จากผลการทดลองดงักลา่วนี ้สามารถน าพอลิแซ็กคา
ไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ไปประยกุต์ใช้ในด้านสิ่งแวดล้อมได้ 
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 4.4.7 การศกึษาความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ (Flocculant) ของพอลิแซ็กคา  
ไรด ์(Kurane และคณะ, 1986) 

 
          ท าการแปรผนัความเข้มข้นพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 5 10 15 20 25 30 35 และ 40 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากกนัน้น ามาวิเคราะห์และค านวณหากิจกรรมการเกิดการจบักลุม่  
(Flocculating activity) ได้ผลการทดลองแสดงดงัในภาพท่ี 4.36 และ4.37 โดยพบวา่พอลิแซ็กคา
ไรด์จากระดบัถงัหมกัมีความสามารถในการเป็นสารก่อการจบักลุม่ได้สงูสดุเมื่อใช้ความเข้มข้น
ของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 15 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และดีกวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากระดบัขวดเขย่า  

 
ภาพท่ี 4.36 ลกัษณะสมบตัิด้านสารก่อการจบักลุม่ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสาย    
พนัธุ์ UV1-9 ในระดบัขวดเขย่าความเข้มข้น 5-40 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

 
ภาพท่ี 4.37  ลกัษณะสมบตัิด้านสารก่อการจบักลุม่ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสาย    
พนัธุ์ UV1-9 ในระดบัถงัหมกั ความเข้มข้น 5-40 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 



91 
 

 
 

4.4.8 การวิเคราะห์ชนิดประจขุองพอลิแซ็กคาไรด์ (Ueda และคณะ, 1981) 
 
 น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.01 นอร์มลั 
(ภาคผนวก ข ) เติมสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (Cetylpyridiniumchloride) ท่ีมีความ
เข้มข้น 10 เปอร์เซนต์น า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ข ) สงัเกตตะกอนในสารละลายถ้าพบ
ตะกอนแสดงวา่เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจลุบ (acidic polysaccharide) ถ้าไมพ่บตะกอนให้
น ามาทดสอบวา่เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ประเภทท่ีมีประจเุป็นกลาง (neutral polysaccharide) โดย
การตกตะกอนซ า้ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซนต์ จะท า ให้เกิดตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์
ขึน้อีกครัง้ ได้ผลการทดลองแสดงดงัในภาพท่ี 4.38 พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ 
UV1-9 มีประจลุบ (Acidic polysaccharide) 

 

 
(ก)         (ข)     (ค)                (ง) 

ภาพท่ี 4.38 ลกัษณะตะกอนสีขาวของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจลุบ ภายหลงัการเติมสารละลาย  
Cetylpyridiniumchloride (CPC) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์น า้หนกัตอ่ปริมาตร ใน     
สารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งละลายด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.01 นอร์มลั 
 

(ก) สารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากระดบัขวดเขย่า 
(ข) สารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากระดบัถงัหมกั 
(ค) สารละลายแซนแทนกมั (ชดุควบคมุบวก) 
(ง) สารละลาย CPC และโซเดียมคลอไรด์ (ชดุควบคมุลบ) 
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 4.4.9 การวิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
  4.4.9.1 การวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี Phenol-

Sulfuric acid ตามวิธีของ Dubois และคณะ (1956) ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.13 
พบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากระดบัขวดเขย่า และระดบัถงัหมกัมี
น า้ตาลเป็นองค์ประกอบเท่ากบั 85.3 และ 88% ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 4.13 ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
 

การผลิต ปริมาณน า้ตาลทัง้หมด (%) 
ระดบัขวดเขย่า 
ระดบัถงัหมกั 

85.3 
88 

 
  4.4.9.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์โดย
วิธี Protein Dye Binding ตามวิธีของ Bradford (1976) ได้ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 
4.14 พบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากระดบัขวดเขย่า และระดบัถงัหมกั
มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบเท่ากบั 5.8 และ 3.6% ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 4.14 ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีผลิตได้แบคทีเรียสายพนัธุ์ 
UV1-9 
  

การผลิต ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบ (%) 

ระดบัขวดเขย่า 
ระดบัถงัหมกั 

5.8 
3.6 
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 4.4.10 การวดัความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด ์
 
  น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น  0.5% จากนัน้น ามาวดั
ความหนืดโดยใช้เคร่ือง Viscometer ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส (Mata และคณะ , 2008) ได้ผล
การทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.15 พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีคา่
ความหนืดน้อยกวา่แซนแทนซึ่งผลิตใช้ในอตุสาหกรรม 
 
ตารางท่ี 4.15 คา่ความหนืดของสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 
ในระดบัขวดเขย่าและระดบัถงัหมกั 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย คา่ความหนืด (cps) 

UV1-9 (ระดบัขวดเขย่า) 
UV1-9 (ระดบัถงัหมกั) 

แซนแทน 

8.8 
13.0 
35.2 
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บทที่5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 จากสมบตัิทางเคมีและกายภาพท่ีมีความหลากหลายของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จาก
จลุินทรีย์ ท าให้มีประโยชน์อย่างมากในการประยกุต์ใช้ในด้านตา่งๆ ทัง้ทางด้านอตุสาหกรรมและ
สิ่งแวดล้อม ดงันัน้เพ่ือตอบสนองความต้องการของการใช้พอลิแซ็กคาไรด์ยงัมีอยู่มากในปัจจบุนั 
ในงานวิจยันี ้จึงศกึษาองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีความเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ให้มีประสิทธิภาพ เพ่ือน าไปพฒันาการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในระดบัถงัหมกัแบบแบตช์ 
ตลอดจนศกึษาสมบตัิทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จาก Enterobacter 
cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 

 จากการศกึษารูปแบบการเจริญของ  E. cloacae สายพนัธุ์ UV1-9 ในอาหารเลีย้งเชือ้
เหลวปรับปรุงสตูร โดยสมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) ซึ่งประกอบด้วย น า้ตาลซูโครสความเข้มข้น 
4.0% (NH4)  2SO4ความเข้มข้น 1.0% และยีสต์สกดัความเข้มข้น 1.0% โดยน า้หนกัเป็นแหลง่
คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจนตามล าดบั พบวา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีรูปแบบการเจริญใน
ระยะเร่ิมต้นคอ่นข้างสัน้ โดยมีการเจริญแบบทวีคณูหลงัจากชัว่โมงท่ี 3 ซึ่งเป็นระยะ log phase 
และมีเร่ิมเข้าสูภ่าวะคงท่ีหลงัการเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 15 ชัว่โมง เมื่อพิจารณารูปแบบของการเจริญ
และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แล้ว พบวา่มีการเจริญควบคูไ่ปกบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (growth-
associated) โดยสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเท่ากบั 8.051 กรัมตอ่ลิตรในชัว่โมงท่ี 
12 ดงันัน้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จึงเป็นสารเมทาบอไลท์แบบปฐมภมูิ (primary metabolite) ซึ่ง
สอดคล้องกบังานวิจยัของ Bergmaier และคณะ (2002) ท่ีรายงานวา่ แบคทีเรียสามารถเจริญ
และผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสดุภายในเวลา 24 ชัว่โมงของการเลีย้งเชือ้ และสามารถผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้ในปริมาณสงูสดุในช่วงสดุท้ายของการเจริญแบบทวีคณูไปจนถึงช่วงเร่ิมต้นของระยะ 
stationary phase (early stationary phase) 

 การเลอืกใช้แบคทีเรียสายพนัธุ์กลายส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์นัน้สิ่งส าคญัท่ีต้อง
ค านึงถึงคือ ความเสถียรในการผลิต จากการศกึษาความเสถียรในการเจริญและการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 โดยถ่ายเชือ้ทกุวนัเป็นเวลาใน 150 วนั แล้วสุม่ตวัอย่าง
ในช่วงเวลาตา่งๆ พบวา่เชือ้มีน า้หนกัเซลล์แห้งมากท่ีสดุเท่ากบั 0.382 กรัมตอ่ลิตร และน้อยท่ีสดุ
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เท่ากบั 0.346 ซึ่งเมื่อพิจาณาแล้ว พบวา่มีคา่ตา่งของน า้หนกัเซลล์แห้งไมเ่กิน 0.036 กรัมตอ่ลิตร 
และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุเท่ากบั 7.578 กรัมตอ่ลิตร สามารถผลิตได้น้อยท่ี สดุ
เท่ากบั 6.516 กรัมตอ่ลิตร ซึ่งมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้คา่ตา่งไมเ่กิน 1.062 กรัมตอ่ลิตร สรุป
ได้วา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีความเสถียรในการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 

 ในการศกึษาอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
ในระดบัขวดเขย่า เพ่ือหาองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ให้มีประสิทธิภาพ โดยแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 20 60 100 และ
200 พบวา่ แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีการเจริญและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสดุในภาวะท่ีมี 
C/N 5 โดยมีน า้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 2.187 กรัมตอ่ลิตรและสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้
เท่ากบั 8.555 กรัมตอ่ลิตรในเวลา 24 ชัว่โมง เน่ืองจากภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีอตัราสว่นของ C/N 5 
มีแหลง่ไนโตรเจนในปริมาณสงูมาก ซึ่งแหลง่ไนโตรเจนนัน้เป็นปัจจยัส าคญัส าหรับการเจริญของ
เชือ้ จากผลการทดลองพบวา่ ภาวะดงักลา่วนีม้ีการเจริญของเชือ้สงู ดงันัน้จึงท าให้สามารถผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูเช่นเดียวกนั ในขณะท่ี C/N 100 และC/N 200 ให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดี
ใกล้เคียงกนั คือสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้เท่ากบั 3.192 และ3.152 กรัมตอ่ลิตร ตามล า ดบั 
ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Vergas-Garcia และคณะ (2001) ท่ีรายงานวา่ในภาวะท่ีมีการเลีย้ง
เชือ้ท่ีมีความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนสงู (อตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนน้อย ) จะมีผลท า
ให้ได้น า้หนกัเซลล์สงู และพบวา่สว่นใหญ่แล้วแบคทีเรียจะผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีในภ าวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนน้อย เมื่อพิจารณาผลของการวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์
แห้ง และน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ร่วมกบัคา่จลนศาสตร์ พบวา่ ท่ี C/N 5 มีคา่อตัราการเจริญ
จ าเพาะของจลุินทรีย์ (specific growth rate; µ) มากท่ีสดุเท่ากบั 0.093 h-1 ซึ่งสอดคล้องกบั
น า้หนกัเซลล์แห้ง และท่ี C/N 5 และC/N 200 ให้คา่ปริมาณผลผลิตท่ีได้ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกูใช้
ไป (Yp/s) มากท่ีสดุ เท่ากบั 0.3179 และ0.1551 g-EPS/g-sugar ตามล าดบั และส าหรับภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ี C/N 200 ซึ่งมีแหลง่ไนโตรเจนในปริมาณน้อย แตส่ามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีนัน้
เน่ืองมาจาก ในขณะ เชือ้มีการเจริญควบคูไ่ปกบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ และมีการใช้แหลง่
ไนโตรเจนลดน้อยลงเร่ือยๆ เชือ้จะใช้แหลง่คาร์บอนซึ่งมีปริมาณมากพอในการคงสภาพของเชือ้ให้
สามารถเจริญและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ไปได้สิน้สดุการเลีย้งเชือ้ จากการพิจาณาคา่จลนศาสตร์
ท่ีเหมาะสม จึงเลือก C/N 5 และC/N 200 ส าหรับการศกึษาผลของการเติมแหลง่ไนโตรเจนตอ่ไป 
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 เน่ืองจากในสตูรอาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูร โดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ  (2551) มี
แหลง่ไนโตรเจน 2 ชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต และ yeast extract ในการศกึษาการเติมแหลง่
ไนโตรเจนจึงเลือก C/N 5 และC/N 200 มาศกึษา โดยแปรผนัการเติมแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิด
เดียว คือแอมโมเนียมซลัเฟต หรือ yeast extract และใช้แหลง่ไนโตรเจนสองชนิดร่วมกนั จากผล
การทดลอง พบวา่ท่ี C/N 5 ทัง้สองภาวะ คือภาวะท่ีมีแอมโมเนียมซลัเฟตร่ว มกบั yeast extract 
เป็นแหลง่ไนโตรเจน และมีแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว มีการเจริญดี
ท่ีสดุ คือ มีน า้หนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 2.251 และ2.317 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั และสามารถผลิตพอ
ลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ เท่ากบั 5.728 และ3.782 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ส าหรับภาวะท่ีใช้  yeast 
extract เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 1.684 กรัมตอ่ลิตร 
และเมื่อพิจารณาคา่จลนศาสตร์ พบวา่ C/N 5 ท่ีใช้แหลง่ไนโตรเจน 2 ชนิดร่วมกนัมีคา่ µ สงูสดุ
เท่ากบั 0.1801 ซึ่งสอดคล้องกบัน า้หนกัเซลล์แห้ง และเมื่อพิจารณาคา่ Yp/s พบวา่ C/N 5 ในภาวะ
ท่ีใช้แหลง่ไนโตรเจน 2 ชนิด มีคา่มากท่ีสดุเช่นเดียวกนั คือ Yp/s= 0.1612 g-EPS/g-sugar โดยมีคา่
ใกล้เคียงกบั C/N 5 ท่ีใช้ไนโตรเจนชนิดเดียว และภาวะท่ี yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยมี
คา่ Yp/s= 0.1385 และ 0.1582 g-EPS/g-sugar ตามล าดบั จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ การ
เลือกใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวหรือทัง้สองชนิดมีผลตอ่การเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ท่ีใกล้เคียงกนั เมื่อค านึงถึงการลดต้นทนุการผลิตในระดบั
อตุสาหกรรมแล้ว จึงเลือกภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวส าหรับการผลิตใน
ระดบัถงัหมกัตอ่ไป 

 ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในระดบัถงัหมกั ในขัน้ตอนแรก
ได้เลือกภาวะท่ีมีการแปรผนั C/N 5 และC/N 200 ท่ีใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหลง่ไนโตรเจน
เพียงชนิดเดียว เปรียบเทียบกบัภาวะท่ีใช้ yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจน เพ่ือศกึษาผลของ
การเติมแหลง่ไนโตรเจนเพ่ิมเติม ผลการทดลองเมื่อพิจาณาจากการเจริญของเชือ้ พบวา่ C/N 5 มี
การเจริญดีท่ีสดุ แตภ่าวะการเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุ เท่ากบั 10.666 กรัมตอ่ลิตร ในเวลา 48 ชัว่โมง ซึ่งสอดคล้อง
กบังานวิจยัของ Gorret และคณะ (2001) ท่ีรายงานวา่ Propioni bacterium acidi-propoinici 
สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุในภาวะท่ีใช้ yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิด
เดียว และจากงานวิจยัของ Prasertsan และคณะ (2008) ได้รายงานวา่ การเติมแหลง่ไนโตรเจนอ
นินทรีย์ [NH4Cl NH4NO3 และ(NH4)2SO4] ไมม่ีผลตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae 
สายพนัธุ์ WD7 ในถงัหมกัแบบแบตช์ ซึ่งมีเพียงแหลง่ไนโตรเจนอินทรีย์ (0.2% polypeptone และ 
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0.05% yeast extract) ในอาหารเลีย้งเชือ้ก็เพียงพอ เมื่อพิจารณาคา่จลนศาสตร์ในการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 พบวา่ C/N 5 มี µ สงูสดุเท่ากบั 0.1094 h-1 ซึ่งใกล้เคียง
กบัภาวะท่ีใช้ yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจน คือ µ=0.0935 h-1และภาวะท่ีใช้ yeast extract 
เป็นแห ลง่ไนโตรเจนมีคา่ Yp/s และ  productivity สงูสดุเท่ากบั 0.5692 g-EPS/g-sugar และ
0.4440 g-EPS/l/h ในเวลา 24 ชัว่โมง ตามล าดบั จึงเลือกภาวะดงักลา่วนีส้ าหรับการศกึษาภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในขัน้ตอนตอ่ไป 

 จากการเลีย้งแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในระดบัถงัหมกั ใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูรท่ีมี 4% น า้ตาลซูโครส เป็นแหลง่คาร์บอน และ 0.1% yeast 
extract เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ในภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีควบคมุความเป็นกรดเบสของ
อาหารเลีย้งเชือ้เท่ากบั 7 และอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส โดยแปรผนัอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 
2 และ3 vvm พบวา่ท่ีอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 vvm เป็นภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ โดยสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุเท่ากบั 9.78 กรัมตอ่ลิตร ในเวลา 18 ชัว่โมง 
โดยมีคา่ µ=0.1561 h-1, Yp/s=0.700 g-EPS/g-sugar และ productivity สงูสดุเท่ากบั 0.3585 g-
EPS/l/h ในเวลา 24 ชัว่โมงส าหรับการศกึษาอตัราเร็วใบกวน ท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ โดยแปรผนัเป็น 200 400 และ600 รอบตอ่นาที ผลการทดลอง พบวา่อตัราการกวนให้อากาศ
ของใบพดัเท่ากบั 200 รอบตอ่นาที เป็น ภาวะ ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ อาจ
เน่ืองมาจากออกซิเจนท่ีละลายได้ในอาหารเลีย้งเชือ้จากอตัราการให้อากาศท่ี 1 vvm เพียงพอแล้ว
ส าหรับการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ อีกทัง้อตัราเร็วการกวนให้อากาศท่ีสงูเกินไปอาจมี
ผลท าให้เซลล์ถกูท าลายได้ ดงันัน้การเพ่ิมอตัราการกวนให้อากาศของใบพดัท่ีสงูขึน้จึงไมม่ีผลตอ่
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยท่ีอตัราการกวนให้อากาศของใบพดัเท่ากบั 200 รอบตอ่นาที สามารถ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุเท่ากบั 5.584 กรัมตอ่ลิตร ในเวลา 24 ชัว่โมง และพบวา่มีแนวโน้ม
ของการผลิตเพ่ิมมากขึน้หลงัจาก 24 ชั่วโมง โดยมีคา่ µ=0.1577 h-1, Yp/s=0.1106 g-EPS/g-
sugar และ productivity สงูสดุเท่ากบั 0.2326 g-EPS/l/h ในเวลา 24 ชัว่โมง จากผลการทดลอง
ดงักลา่วนี ้สอดคล้องกบังานวิจยัของ Prasertsan และคณะ  (2008) ท่ีรายงานวา่ การเจริญและ
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก E. cloacae สายพนัธุ์ WD7 ในถงัหมกัแบบแบตซ์จะลดลงเมื่อเพ่ิม
ความอตัราเร็วในการกวนของใบพดัจาก 200 เป็น 800 รอบตอ่นาที เน่ืองจากอตัราเร็วการกวนให้
อากาศท่ีสงูเกินไปมีผลท าให้เซลล์ถกูท าลาย 
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 การติดตามการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในถงั
หมกัขนาด 5 ลิตร โดยเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสตูรท่ีมีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้น 
4%  โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร เป็นแหลง่คาร์บอน และ  yeast extract ความเข้มข้น 0.1% โดย
น า้หนกัตอ่ปริมาตร เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ในภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีควบคมุความเป็น
กรดเบสของ อาหารเลีย้งเชือ้เท่ากบั 7 และอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ใช้อตัราการให้อากาศ
เท่ากบั 1 vvm และอตัราเร็วใบกวน ท่ี 200 rpm เป็นเวลา  36 ชัว่โมง พบวา่เชือ้มีการเจริญแบบ
ทวีคณูหลงัจากชัว่โมงท่ี 3 และเร่ิมเข้าสู่ ภาวะ คงท่ีหลงัจากเลีย้งเชือ้เป็น เวลา  18 ชัว่โมง ซึ่ง
สอดคล้องกบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุเท่ากบั 9.917 
กรัมตอ่ลิตร ในชัว่โมงท่ี 30 เมื่อพิจาณาคา่จลนพลศาสตร์ของการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แล้ว พบวา่
มี  µ = 0.1605 h-1, specific consumption rate; γ = 1.9214 g-sugar/g-CDW/h, specific 
production rate; ρ = 0.5896 g-EPS/g-CDW/h, Yx/s = 0.0453 g-CDW/g-sugar, Yp/s = 
0.3060 g-EPS/g-sugar และความสามารถในการผลิต (productivity) เท่ากบั 0.3305 g-EPS/l/h 
ในชัว่โมงท่ี 30 จากผลการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก E. cloacae 
สายพนัธุ์ EN02 ซึ่งเป็นสายพนัธุ์ต้นก าเนิดท่ีผลิตในระดบัขวดเขย่า พบวา่ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
จาก E. cloacae สายพนัธุ์กลาย UV1-9 ในถงัหมกัแบบแบตช์ให้ผลผลิตมากกวา่ถึง 9 เท่า และ
เมื่อเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Prasertsan และคณะ (2008) ท่ีผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย  E. 
cloacae สายพนัธุ์ WD7 ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้น 3% โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร  เป็นแหลง่คาร์บอน  และ yeast extract ความเข้มข้น 0.05% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
เป็นแหลง่ไนโตรเจน ในถงัหมกัแบบแบบแบตช์ ท่ีควบคมุคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 7 อณุหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส ใช้อตัราการให้อากาศเท่ากบั 2 vvm และอตัราเร็วใบกวน ท่ี 200 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  พบวา่แบคทีเรียมีการเจริญอย่างรวดเร็วใน 6 ชัว่โมงแรก และเร่ิมผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ในชัว่โมงท่ี 12 โดยสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุเท่ากบั 4.80 กรัมตอ่ลิตร ใน
ชัว่โมงท่ี 72  ซึ่งเป็นช่วงท่ีเซลล์มีการเจริญคงท่ี (stationary phase) ดงันัน้ E. cloacae สายพนัธุ์ 
UV1-9 ในงานวิจยันีจ้ึงมีความสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีกวา่ถึง 2 เท่า ในเวลาในการผลิตท่ี
น้อยกวา่ 

 การศกึษาองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ด้วยการย่อย
ด้วยกรดแล้วน าไปวิเคราะห์ด้วยไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี และการวิเคราะห์ประจุ
ของพอลิแซ็กคาไรด์ พบวา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ผลิตเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดประจลุบ 
(acidic heteropolysaccharide) ท่ีประกอบไปด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวสามชนิดเป็น
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องค์ประกอบ ได้แก่ น า้ตาลไซโลส กลโูคส และกาแลกโทส เช่นเดียวกนัทัง้การผลิตจากระดบัขวด
เขย่าและระดบัถงัหมกั โดยพอลิแซ็กคาไรด์จากระดบัถงัหมกัมีปริมาณน า้ตาลและโปรตีนเป็น
องค์ประกอบเท่ากบั 88% และ 3.6% ตามล าดบั สว่นพอลิแซ็กคาไรด์จากระดบัขวดเขย่ามี
ปริมาณน า้ตาลและโปรตีนเป็นองค์ประกอบเท่ากบั 85.3% และ 5.8% ตามล าดบั ซึ่งสอดคล้องกบั
ผลการศกึษาสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN 02 ซึ่งเป็นสายพนัธุ์ต้นก าเนิด 
(พนิดา  เทียมชยับตุร , 2551 ) ท่ีรายงานวา่เป็ นเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดประจลุบท่ี
ประกอบด้วยน า้ตาลไซโลส กลโูคส และกาแลกโทส เป็นสว่นประกอบ  และสอดคล้องกบังานวิจยั
ของ Shimada และคณะ (1997) ได้ศกึษาองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก E. cloacae 
พบวา่ผลิตเฮเทโรพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดประจลุบ ท่ีมีน า้ตาลกลโูคส  กาแลกโทส และฟโูคสเป็น
องค์ประกอบ 

 การวิเคราะห์สมบตัิความเสถียรตอ่ความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยเทคนิคเทอร์โมกราวิ
เมทริกแอนนาไลซิส พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ท่ีผลิตจากระดบัถงัหมกั
มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงูกวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากระดั บขวดเขย่า และมีขัน้ตอน
กระบวนการสลาย 4 ขัน้ตอน โดยมีช่วงอณุหภมูิการย่อยสลายในช่วงระหวา่ง 180-690 และ170-
490 องศาเซลเซียส ตามล าดบั จากงานวิจยัของ Prasertsan และคณะ (2006) พบวา่พอลิแซ็กคา
ไรด์จากแบคทีเรีย E. cloacae สายพนัธุ์ WD7 มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงูในช่ วง 282-390 องศา
เซลเซียส โดยเมื่อเปรียบเทียบกบัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 แล้วพบวา่
พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ จากสมบตัิความ
ทนตอ่อณุหภมูิสงูท าให้พอลิแซ็กคาไรด์มีลกัษณะของการเป็นผลกึท่ีแขง็แรง  ทนทาน เมื่อได้รับ
ความร้อน และสามารถต้านทานตอ่ตวัท าละลาย รวมทัง้สารเคมีอ่ืนๆ ท่ีใช้ในกระบวนการผลิตได้ดี 
จากสมบตัิดงักลา่วนีส้ามารถน าพอลิแซ็กคาไรด์ไปประยกุต์ใช้เป็นสารเคลือบในอตุสาหกรรม
อาหารท่ีต้องใช้อณุหภมูิสงู (Kroschwitz, 1990) ส าหรับกระบวนการย่อยสลายพอลิแซ็กคาไรด์จะ
ประกอบด้วย 4 ขัน้ตอนดงันี ้ 1) การท าลายการดดูซบัของน า้กบัพอลิแซ็กคาไรด์  2) การก าจดั
โมเลกลุของน า้  3) การย่อยสลายพอลิเมอร์   โดยการแตกพนัธะ  C–O และ C–C ในวงแหวน
น า้ตาลเป็นผลให้เกิด CO, CO2 และ H2O  4) การเกิดโครงสร้างของ polynuclear aromatic และ 
graphitic carbon (Fried, 2000; Zamora และคณะ, 2002) 
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 ความสามารถในการอุ้มน า้ เป็นสมบตัิท่ีส าคญัอย่างหนึ่งของพอลิแซ็กคาไรด์ส าหรับการ
ประยกุต์ใช้ในด้านตา่งๆ จากการศกึษาความสามารถในการอุ้มน า้ของพอลิแซ็กคาไรด์จาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 จากการผลิตในระดบัถงัหมกัและในระดบัขวดเขย่า พบวา่มีเปอร์เซ็นต์
อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ เท่ากบั 25.60% และ 28.17% ตามล าดบั ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบแล้ว พบวา่มีเปอร์เซ็นต์ต ่ากวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตใช้ในอตุสาหกรรมได้แก่ กวักมั 
และคาราจีแนน ท่ีมีเปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ เท่ากบั 30% และ 
49.2% ตามล าดบั แสดงวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มีความสามารถในการ
อุ้มน า้ได้ดีกวา่กวักมั และคาราจีแนน แตย่งัมีความสามารถในการอุ้มน า้น้อยกวา่แซนแทนซึ่งมี
ความสามารถในการอุ้มน า้สงูสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ 
เท่ากบั 5.82% ซึ่งใกล้เคียงกบังานวิจยัของ Tako และคณะ (1982) ท่ีรายงานวา่แซนแทนมี
เปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี 5.5% และ Chenu (1993) ได้
รายงานวา่จลุินทรีย์ท่ีแยกได้จากดิน สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีความสามารถในการอุ้มน า้ได้
ดี เน่ืองจากพอลิแซ็กคาไรด์เป็นสารโมเลกลุใหญ่ท่ีสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบัน า้ได้ จึงท าให้
ดดูซบัน า้ไว้ได้ดี มีประโยชน์ในการเพ่ิมการดดูซบัน า้ของดินเหนียว และดินทราย จากสมบตัิ
ดงักลา่วนีส้ามารถประยกุต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรี ยสายพนัธุ์ UV1-9 ในการอุ้มน า้ในดิน
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการใช้งานของดินเพ่ือการเกษตรได้ 

 จากการวิเคราะห์ความสามารถในการละลายน า้ของพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ UV1-9 จากทัง้การผลิตในระดบัถงัหมกัและในระดบัขวดเขย่า พบวา่สามารถละลายน า้ได้ดีท่ี
อณุหภมูิห้อง ให้ลกัษณะของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีความข้นหนืด ทัง้นีค้วามสามารถในการละลายน า้
ของพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีสามารถละลายน า้ได้หมดหรือสามารถละลายน า้ได้เพียงบางสว่นนัน้ ขึน้อยู่
กบัการมีหมูไ่ฮดรอกซิลในโครงสร้างพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบัโมเลกลุของ
น า้ (BeMiller และ Whistler, 1996) และเมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 มา
วดัความหนืดข้น พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากระดบัถงัหมกัคา่ความหนืดสงูกวา่จากระดบัขวด
เขย่า โดยมีคา่ความหนืดเท่ากบั 13 และ 8.8 cps ตามล าดบั แตย่งัมีคา่ความหนืดน้อยกวา่แซน
แทนท่ีมีคา่ความหนืดเท่ากบั 35.2 cps จากงานวิจยัของ Garcia และคณะ  (2000) ได้ศกึษา
ลกัษณะสมบตัิของแซนแทนซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีความส าคญัในอตุสาหกรรม พบวา่มีความ
หนืดสงู นิยมใช้ในอตุสหกรรมอาหารได้อย่างหลากหลาย ได้แก่ ไซรัป ซอส และโยเกิร์ต เป็นต้น 
ทัง้นีพ้อลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ถึงแม้จะมีความหนืดต ่าเมื่อเปรียบเทียบกบั
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แซนแทน แตย่งัสามารถประยกุต์ใช้กบัอตุสาหกรรมอ่ืนๆ ท่ีต้องการใช้สารให้ความหนืดไมส่งูมาก 
เช่น อตุสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์ 

 จากการศกึษาความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) ของพอลิ แซ็กคาไรด์
แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 พบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์จากทัง้ในระดบัถงัหมกั และในระดบัขวดเขย่า มี
ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัมะพร้าว น า้มนัถัว่เหลือง และน า้มนัมะกอก สงู
กวา่แซนแทน โดยมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัมะพร้าวสงูสดุ คือ  55% จาก
งานวิจยัของ Abbasi และคณะ (2007) ได้รายงานวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก E. cloacae มี
สมบตัิเป็นอิมลัซิไฟเออร์ตอ่น า้มนัข้าวโพด และโทลอีูนได้ดี โดยสามารถประยกุต์ใช้ใน
อตุสาหกรรมอาหารประเภทอาหารไอออนิก (ionic formulation foods) 

 นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ยงัมีสมบตัิเป็นอิมลัซิไฟเออร์กบั
น า้มนัและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนตา่งๆได้ ซึ่งมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์กบั 
น า้มนัจากพืช ได้แก่น า้มนัถัว่เหลือง และสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ได้แก่ น า้มนัดีเซล น า้มนัเบน
ซิล น า้มนัดิบ เฮกเซน และโทลอีูนได้ดีกวา่แซนแทน โดยพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ UV1-9 จากระดบัถงัหมกัมีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัหลอ่ลื่นได้ดีท่ีสดุ 
โดยมีคา่ดชันีบ่งชีค้วามสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์  (E24) ถึง 80% ซึ่งสอดคล้องกบัง านวิจยั
ของ Willumsen และ Karlson (1997) ท่ีรายงานวา่ หลกัการพิจารณาความสามารถของการเป็น
อิมลัซิไฟเออร์ท่ีดีของพอลิแซ็กคาไรด์นัน้ ต้องมีคา่ดชันีบ่งชีค้วามสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์  
(E24) ไมต่ ่ากวา่50% และจากงานวิจยัของ Hua และคณะ (2010) ได้รายงานวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
ผลิตจาก E. cloacae สายพนัธุ์ TU มีสมบตัิในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ได้ดีกบัสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน ซึ่งสามารถใช้ประโยชน์ในการบ าบดั n-hexadecane ท่ีมีการปนเปือ้นในดิน จาก
สมบตัิในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์กบัสารประกอบไฮโดรคาร์บอนตา่งๆได้ดีของพอลิแซ็กคาไรด์จ าก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 สามารถใช้ประโยชน์ในด้านสิ่งแวดล้อม โดยใช้บ าบดัดินท่ีมีการ
ปนเปือ้นได้ 

 จากการศกึษาสมบตัิเป็นสารก่อการจบักลุม่ของพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ 
UV1-9 จากระดบัถงัหมกัพบวา่มีความสามารถในการเป็นสารก่อการจบักลุม่กบัอนภุาคดินได้
ดีกวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากระดบัขวดเขย่า และมีความสามารถในการเป็นสารก่อการจบักลุม่กบั
อนภุาคดินได้ดีท่ีความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และมีความสามารถลดลงท่ีความเข้มข้นของ
พอลิแซ็กคาไรด์สงูขึน้ ซึ่งอาจมีสาเหตจุากการกระจายตวัท่ีไมส่มบรูณ์ของสารก่อการจบักลุม่ ท า
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ให้อนภุาคดินท่ีอยู่รอบๆสารก่อการจบักลุม่เท่านัน้ท่ีจะเกิดการจบักลุม่กนัได้ ดงันัน้อนภุาคดินอ่ืนๆ
จะไมเ่กิดการจบักลุม่ (Yokoi และคณะ, 1997) และจากงานวิจยัของ Freitas และคณะ (2011) ได้
รายงานวา่ พอลิแซ็กคาไรด์จาก Enterobacter strain A47 DSM23139 มีสมบตัิในการเป็นสารก่อ
การจบักลุม่กบัอนภุาคดินได้ดี สามารถประยกุต์ใช้ในด้านการบ าบดัน า้เสีย จึงสามารถน าพอลิ
แซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ไปใช้ในการบ าบดัน า้เสียได้เช่นเดียวกนั 

 จากการศกึษาการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร แบบแบตช์ พบวา่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุในอาหารเหลวสตูรปรับปรุงซึ่งมีสาร
สกดัจากยีสต์เป็นแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ภายใต้สภาวะการผลิตท่ีควบคมุความเป็นกรด
เบสเท่ากบั 7 ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากา ศ 1 vvm และ
อตัราเร็วใบกวน 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา  36 ชัว่โมง สามารถให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูสดุ
เท่ากบั 9.917 กรัมตอ่ลิตร ในเวลา 30 ชัว่โมง ซึ่งมากกวา่การผลิตในระดบัขวดเขย่าถึง 9 เท่า โดย
มีอตัราการเจริญจ าเพาะของจลุินทรีย์ (µ) เท่ากบั 0.1605 กรัมตอ่ลิตรตอ่ชั่ วโมง อตัราการใช้
น า้ตาลซูโครสจ าเพาะ (γ) เท่ากบั  1.9214 กรัมซูโครสตอ่ลิตรชัว่โมง  อตัราการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์จ าเพาะ(ρ) เท่ากบั 0.5896 กรัมพอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ลิตรชัว่โมง ปริมาณของเซลล์ท่ีได้ตอ่หน่วย
ท่ีถกูใช้ไป (Yx/s) เท่ากบั 0.0453 กรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง ปริมาณผลผลิตท่ีได้ตอ่หน่วยสบัสเตรทท่ีถกู
ใช้ไป (Yp/s) เท่ากบั 0.3060 กรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง และมีความสามารถในการผลิต เท่ากบั 0.3305 
กรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง เมื่อเปรียบเทียบกบัการศกึษาการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสาย
พนัธุ์อ่ืนๆ พบวา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ในงานวิจยันีส้ามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ในปริมาณ
สงู โดยใช้เวลาในการผลิตท่ีสัน้ ดงัแสดงในตารางท่ี 5.1 และเมื่อพิจาณาผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
ร่วมกบัสมบตัิทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคา ไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV1-9 ท่ีพบวา่มี
สมบตัิท่ีดีในหลายๆด้าน ได้แก่ มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู สามารถละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง
และมีความหนืดสงู นอกจากนีย้งัพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์มีความสามารถในการอุ้มน า้สงู มีสมบตัิ
เป็นสารก่อการจบักลุม่ และเป็นอิมลัซิไฟเออร์ตอ่น า้มนัจากพืช และสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
จึงสามารถน าพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ UV 1-9 ไปประยกุต์ใช้ได้อย่างหลากหลาย
ทัง้ในด้านอตุสาหกรรม และส่ิงแวดล้อม 
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ตารางท่ี 5.1 เปรียบเทียบการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ตา่งๆ 

 
 

แบคทีเรียสายพนัธุ ์
ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด ์

(กรัมตอ่ลิตร) 

เวลาในการผลิต 

(ชัว่โมง) 

ชนิดของการหมกั อ้างอิง 

Pseudomonas oleovorans 

 Arthrobacter viscosus  

Enterobacter cloacae  UV1-9  

Enterobacter  A47  

Xanthomonas campestris  

Enterobacter cloacae WD7  

 

11.82 

10 

9.91 

7.50 

6.80 

4.80 

168 

360 

30 

52 

72 

72 

batch 

batch 

batch 

fed-batch 

batch 

batch 

Freitas และคณะ (2010) 

Lopez และคณะ (2003) 

งานวิจยันี ้

Torres และคณะ (2011) 

Papagianni และคณะ (2001) 

Prasertsan และคณะ (2008) 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

1.  อาหารเลีย้งเชือ้แขง็ของสมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) ท่ีดัดแปลงสูตรจาก Bromfield 
     รวมกับวธีิของ Tallgren และคณะ (1998) 
 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.2 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)    2.0 กรัม 
แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4) 2SO4]     1.0 กรัม 
วุ้นผง (Agar)       15.0 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรด-เบสเท่ากบั    7.0 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
 

2.  อาหารเลีย้งเชือ้เหลวของสมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) ท่ีดัดแปลงสูตรจาก Bromfield 
     รวมกับวธีิของ Tallgren และคณะ (1998) 
 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.2 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)    2.0 กรัม 
แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4) 2SO4]     1.0 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรด-เบสเท่ากบั    7.0 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
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3. อาหารเลีย้งเชือ้เหลวปรับปรุงสูตรจากสูตรของสมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) ท่ี     
ดัดแปลงสูตรจาก Bromfield รวมกับวธีิของ Tallgren และคณะ (1998) 

 
ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.2 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)    2.0 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรด-เบสเท่ากบั    7.0 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและวิธีเตรียมที่ใช้ในการทดลอง 
 

1. กลีเซอรอล 10 % 

 

 เตรียมโดยน ากลีเซอรอล 87 % ปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร ละลายในน า้กลัน่ปลอดประจ ุ
 ปริมาตร 88.5 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 121 องศา
 เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. สารละลาย Coomassie blue 

 เตรียมโดย ชัง่ Coomassie blue G250 100 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอลความเข้มข้น 
 95 เปอร์เซนต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คนจนละลายให้หมด แล้วจึงเติมกรดฟอสฟอริก 
 ความเข้มข้น 85 เปอร์เซนต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรของสารละลายด้วยน า้
 กลัน่จนได้ปริมาตร เป็น 1000 มิลลิลิตร 

 
3. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

 
เตรียมโดยละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
2 โมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั เติมน า้กลัน่ 50 มิลลิลิตร ละลายบนเคร่ือง
กวนสารแบบให้ความร้อน (Hotplate Stirrer) เติมโปแทสเซียมตาร์เตรต 30 กรัม จากนัน้
ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน า้กลัน่ปลอดประจ ุเก็บไว้ในขวดสีชา 
 

4. สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2 โมลาร์ (KCl 2 M) 
 

เตรียมโดยละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ 150 กรัมในน า้กลัน่ปลอดประจปุริมาตร 800 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
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5. สารละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
 

เตรียมโดยละลายเกลือของ EDTA ไดโซเดียม (EDTA disodium salt) 6 กรัม ในน า้กลัน่
ปลอดประจปุริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 
มิลลิลิตร 
 

6. สารละลายฟีนอลไนโตรพัสไซด์รีเอเจนท์ 
 

เตรียมโดยละลายฟีนอล 7 กรัมและโซเดียมไนโตรพสัซายด์ 34 มิลลิกรัม ในน า้กลัน่ปลอด
ประจปุริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

7. สารละลายบัฟเฟอร์ไฮโปคลอไรด์รีเอเจนต์  
 

เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.48 กรัม ในน า้กลัน่ปลอดประจปุริมาตร 70 
มิลลิลิตร เติมไดโซเดียมโมโนไฮโดเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม และเติมสารละลายโซเดียมไฮ
โปคลอไรท์ (5-5.25%) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้อยู่ในช่วง 11.4-12.2 ด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร 
 

8. สารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ (0.85% NaCl) 
 

เตรียมโดยละลาย โซเดียมคลอไรด์  0.85 กรัม ในน า้กลัน่ปลอดประจปุริมาตร 100 
มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
 

9. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลล่าร์ (NaOH 1 M) 
 

เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์5.844 กรัม ในน า้กลัน่ปลอดประจปุริมาตร 100 
มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
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10. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 2 โมลล่าร์ (HCl 2 M) 
เตรียมโดยเติมน า้กลัน่ปลอดประจไุปปริมาตรหนึ่ง จากนัน้เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 
37 เปอร์เซ็นต์ลงไป 20 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร 
 

11. สารละลายกรดซัลฟูริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 
กรดซลัฟริูกความเข้มข้น (conc. H2SO4)    10 มิลลิลิตร 
น า้กลัน่ (Distilled water)      100 มิลลิลิตร 
 

12. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.01 นอร์มัล  
  
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      0.004 กรัม 
 น า้กลัน่        100 มิลลิลิตร 
 

13. สารละลาย Cetylpyridinium Chloride (CPC) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซนต์  
 
 Cetylpyridinium Chloride (CPC)    10 กรัม 
 ละลายในน า้กลัน่      100 มิลลิลิตร 

14. Sodium phosphate buffer ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ 

Disodium phosphate       13.8 กรัม 
น า้กลัน่        80 มิลลิลิตร 
ปรับคา่ pH เป็น 7.0 แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

15. สารละลายฟีนอล (Phenol reagent) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ 

ฟีนอล       5.0 กรัม  
น า้กลัน่       100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1.  กราฟมาตรฐานน า้ตาลทัง้หมดเม่ือวเิคราะห์ด้วยวธีิ Phenol-Sulfuric acid (Dubois และ
คณะ, 1956) 

 

กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร กบัน า้ตาลกลโูคสความ
เข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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2.  กราฟมาตรฐานโปรตีนเม่ือวเิคราะห์ด้วยวธีิ Protein Dye Binding (Bradford, 1976) 

 

 

 

กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร กบัโปรตีนมาตรฐาน 
โบวีนซีรัมอลับมูินความเข้มข้น 0-2500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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3. กราฟมาตรฐานไนโตรเจนเม่ือวเิคราะห์ด้วยวธีิของ Kemper (1974)  
 

 
 

กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยามคลื่น 636 นาโนเมตร กบัปริมาณ
แอมโมเนียม-ไนโตรเจนความเข้มข้น 0-0.9 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
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ภาคผนวก ง 
 

ข้อมูลเก่ียวกับถังหมัก 
 

 
             www.eyela.com 

 
ถงัหมกัระดบัห้องปฏิบตัิการ ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME บริษัท Eyela, ประเทศญ่ีปุ่ น 
 

 
        www.eyela.com 
องค์ประกอบภายในถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME บริษัท Eyela, ประเทศญ่ีปุ่ น 
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 รายละเอียดของถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME บริษัท Eyela, ประเทศญ่ีปุ่ น 
 
ตวัถงัหมกั (Vessel)   : ท าจากแก้วหนา 2 ชัน้ 
การหมนุแกนใบพดั (Drive shaft)  : พลงังานแมเ่หลก็ (Magnetically coupled drive) 
ช่วงการควบคมุอณุหภมู ิ   : ควบคมุอณุหภมูิด้วยน า้หลอ่เย็น ในช่วง 5 ถึง 60  
       องศาเซลเซียส 
ช่วงความเร็วใบพดั   : 80-800 รอบตอ่นาที 
การตัง้คา่อณุหภมู ิ   : volume setting 
ฮีตเตอร์     : 300 วตัต์ 
มอเตอร์ใบพดั    : 40 วตัต์ 
ชนิดใบพดั (Impeller)   : Turbine 
ขนาดถงัหมกั (มม.)   : 300 W x 470D x 865H 
น า้หนกัรวม    : 35 กิโลกรัม 
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ภาคผนวก จ 
 
ตารางท่ี 1 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 5 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.079±0.01 0.000±0.00 38.366±0.50 18.211±0.14 
6 0.926±0.02 1.596±0.04 26.033±0.22 12.580±0.25 

12 0.964±0.10 4.202±0.11 20.700±0.45 9.098±0.02 
18 1.162±0.17 5.271±0.59 19.250±0.36 8.938±0.00 
24 1.794±0.04 6.924±0.50 18.283±0.28 8.591±0.01 
30 2.119±0.10 8.692±0.40 17.966±0.20 8.475±0.01 
36 2.165±0.07 8.540±0.10 12.566±0.12 6.284±0.01 
42 2.188±0.10 8.582±0.08 12.116±0.10 5.455±0.01 
48 2.187±0.03 8.555±0.04 11.250±0.05 5.385±0.04 

 

 
 

ภาพท่ี 1 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจน
เท่ากบั 5 
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ตารางท่ี 2 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการ            
เลีย้งเชือ้ท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 20 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
น า้หนกัเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลติร) 
น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณน า้ตาลซูโครส  

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณไนโตรเจน  

(กรัมต่อลติร) 

0 0.070±0.00 0.000±0.00 37.333±0.43 4.372±0.03 
6 0.207±0.03 0.983±0.02 26.033±0.46 3.639±0.01 

12 0.360±0.02 1.036±0.02 24.683±0.18 2.905±0.02 
18 0.584±0.03 0.984±0.04 22.166±0.37 2.101±0.03 
24 0.558±0.02 0.804±0.06 15.083±0.25 2.062±0.00 
30 0.507±0.01 0.845±0.03 14.383±0.15 1.871±0.02 
36 0.557±0.03 0.832±0.02 13.133±0.22 1.721±0.03 
42 0.532±0.01 0.841±0.01 12.300±0.21 1.653±0.02 
48 0.500±0.01 0.848±0.01 11.883±0.12 1.568±0.01 

 

 
 

ภาพท่ี 2 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน                                   
ระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 
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ตารางท่ี 3 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 60 
 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
น า้หนกัเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลติร) 
น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณน า้ตาลซูโครส  

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณไนโตรเจน  

(กรัมต่อลติร) 

0 0.074±0.01 0.000±0.00 39.366±0.34 1.282±0.08 
6 0.288±0.01 1.763±0.27 27.950±0.13 1.162±0.01 

12 0.440±0.05 1.883±0.08 20.850±0.18 1.126±0.01 
18 0.446±0.05 3.391±0.01 16.416±0.78 1.032±0.02 
24 0.670±0.04 3.175±0.05 14.383±0.02 0.972±0.03 
30 0.549±0.02 2.845±0.16 13.800±0.44 0.846±0.02 
36 0.528±0.06 2.874±0.05 11.533±0.42 0.487±0.02 
42 0.554±0.03 2.848±0.01 11.016±0.45 0.253±0.00 
48 0.532±0.05 2.887±0.01 10.916±0.10 0.230±0.00 

 

 
 
ภาพท่ี 3 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมกีารอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 
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ตารางท่ี 4 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 100 
 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
น า้หนกัเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลติร) 
น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณน า้ตาลซูโครส  

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณไนโตรเจน  

(กรัมต่อลติร) 

0 0.075±0.00 0.000±0.00 38.050±0.80 0.948±0.04 
6 0.422±0.05 1.466±0.11 28.983±0.47 0.593±0.05 

12 0.524±0.02 1.724±0.03 22.865±0.16 0.496±0.01 
18 0.504±0.05 1.852±0.07 15.950±0.56 0.458±0.01 
24 0.466±0.03 2.629±0.04 10.400±0.27 0.427±0.01 
30 0.442±0.05 2.692±0.13 7.666±0.22 0.334±0.02 
36 0.312±0.02 3.412±0.32 6.683±0.58 0.320±0.06 
42 0.240±0.00 3.127±0.08 6.583±0.59 0.220±0.01 
48 0.279±0.02 3.192±0.09 6.216±0.55 0.214±0.00 

 

 
 

ภาพท่ี 4 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า ในภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมกีารอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 100 
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ตารางท่ี 5 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมกีารแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 200 
 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
น า้หนกัเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลติร) 
น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณน า้ตาลซูโครส  

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณไนโตรเจน  

(กรัมต่อลติร) 

0 0.075±0.00 0.000±0.00 38.050±0.80 0.948±0.04 
6 0.422±0.05 1.466±0.11 28.983±0.47 0.593±0.05 

12 0.524±0.02 1.724±0.03 22.865±0.16 0.496±0.01 
18 0.504±0.05 1.852±0.07 15.950±0.56 0.458±0.01 
24 0.466±0.03 2.629±0.04 10.400±0.27 0.427±0.01 
30 0.442±0.05 2.692±0.13 7.666±0.22 0.334±0.02 
36 0.312±0.02 3.412±0.32 6.683±0.58 0.320±0.06 
42 0.240±0.00 3.127±0.08 6.583±0.59 0.220±0.01 
48 0.279±0.02 3.192±0.09 6.216±0.55 0.214±0.00 

 

 
 

ภาพท่ี 5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมกีารอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 
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ปริมาณน า้ตาลซูโครส ปริมาณไนโตรเจน
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ตารางท่ี 6 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ ภาวะการ 
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และใช้แหล่งไนโตรเจนครบ
ทัง้สองชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] และสารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)  
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.115±0.00 0.000±0.00 36.700±0.05 18.073±0.07 
6 1.164±0.01 0.414±0.01 32.883±0.25 16.415±0.00 

12 1.193±0.05 5.765±0.03 13.366±0.25 13.828±0.01 
18 1.220±0.08 5.137±0.12 3.453±0.05 11.858±0.00 
24 1.878±0.08 5.229±0.13 1.620±0.03 9.731±0.00 
30 1.992±0.23 5.155±0.12 0.925±0.01 9.679±0.00 
36 2.170±0.05 5.660±0.28 0.740±0.01 8.205±0.00 
42 2.274±0.05 5.999±0.03 0.631±0.00 6.592±0.00 
48 2.251±0.04 5.728±0.18 0.563±0.00 5.607±0.00 

 

 
ภาพท่ี 6 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า  โดยใช้ ภาวะการเลีย้งเชือ้ ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
เท่ากบั 5 และใช้แหลง่ไนโตรเจนครบทัง้สองชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] และสาร
สกดัจากยีสต์ (Yeast extract) 
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ปริมาณน า้ตาลซูโครส ปริมาณไนโตรเจน
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ตารางท่ี 7 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 200 และใช้แหลง่ไนโตรเจน
ครบทัง้สองชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] และสารสกดัจาก ยีสต ์(Yeast extract)  
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.071±0.00 0.00±0.00 38.800±0.10 0.450±0.00 
6 0.632±0.05 1.835±0.11 35.766±0.10 0.321±0.00 

12 0.922±0.04 2.022±0.07 23.833±0.16 0.306±0.00 
18 0.630±0.04 1.883±0.02 20.816±0.10 0.254±0.00 
24 0.649±0.04 1.453±0.03 10.883±0.10 0.224±0.00 
30 0.484±0.04 1.494±0.02 9.666±0.12 0.219±0.00 
36 0.369±0.01 1.380±0.05 8.083±0.07 0.192±0.00 
42 0.395±0.00 1.233±0.05 6.883±0.07 0.189±0.00 
48 0.375±0.03 1.246±0.02 1.783±0.05 0.143±0.00 

 

 
 

ภาพท่ี 7 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า  โดยใช้ ภาวะการเลีย้งเชือ้ ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
เท่ากบั 200 และใช้แหลง่ไนโตรเจนครบทัง้สองชนิด ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต  [(NH4)2SO4] และ
สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)  
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ตารางท่ี 8 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียง
ชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.064±0.00 0.000±0.00 38.633±0.23 16.649±0.02 
6 1.488±0.13 3.820±0.17 35.666±0.16 15.944±0.04 

12 2.602±0.14 4.062±0.37 30.133±0.28 15.158±0.04 
18 2.712±0.22 4.414±0.27 23.166±0.16 12.421±0.08 
24 2.841±0.12 4.648±0.20 19.716±0.20 10.236±0.05 
30 2.672±0.20 4.856±0.23 15.750±0.20 8.014±0.05 
36 2.866±0.00 3.720±0.11 4.846±0.04 8.383±0.07 
42 2.342±0.02 3.724±0.18 0.763±0.02 5.952±0.05 
48 2.317±0.16 3.782±0.05 0.606±0.02 7.763±0.02 

 
 

 
 

ภาพท่ี 8 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า  โดยใช้ ภาวะการเลีย้งเชือ้ ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
เท่ากบั 5 และใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
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ตารางท่ี 9 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เ ท่ากบั 200 และใช้แหลง่ไนโตรเจน
เพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.072±0.06 0.000±0.00 37.483±0.15 0.418±0.00 
6 0.284±0.01 2.303±0.24 32.433±0.23 0.382±0.00 

12 0.336±0.01 2.824±0.04 29.166±0.10 0.383±0.00 
18 0.780±0.08 1.658±0.05 24.350±0.47 0.380±0.00 
24 0.663±0.04 1.660±0.05 21.950±0.25 0.376±0.00 
30 0.635±0.04 1.550±0.10 20.850±0.05 0.326±0.00 
36 0.580±0.03 1.540±0.03 19.450±0.22 0.279±0.00 
42 0.392±0.03 1.446±0.25 18.650±0.22 0.222±0.00 
48 0.310±0.02 1.538±0.04 16.660±0.16 0.216±0.00 

 

 
 

ภาพท่ี 9 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า  โดยใช้ ภาวะการเลีย้งเชือ้ ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
เท่ากบั200 และใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
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น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์
ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณน า้ตาลซูโครส
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ตารางท่ี 10 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมแีหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) โดยไมม่ีการ
แปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.084±0.01 0.000±0.00 39.350±0.05 2.362±0.03 
6 0.247±0.04 1.983±0.08 33.850±0.68 2.270±0.01 

12 0.458±0.02 2.124±0.16 30.366±0.21 2.249±0.02 
18 0.508±0.00 2.361±0.01 29.716±0.27 1.454±0.02 
24 0.472±0.03 2.444±0.05 29.250±0.40 1.374±0.02 
30 0.470±0.02 1.940±0.05 28.616±0.22 1.291±0.02 
36 0.412±0.02 1.938±0.05 27.616±0.14 1.141±0.02 
42 0.410±0.01 1.734±0.04 26.416±0.30 0.862±0.04 
48 0.432±0.00 1.684±0.00 19.566±0.44 0.779±0.03 

 

 
 

ภาพท่ี 10 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัขวดเขย่า โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ สารสกดัจากยีสต์ 
(Yeast extract) โดยไมม่ีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
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ตารางท่ี 11 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 5 และใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียง
ชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.076±0.00 0.000±0.00 38.633±0.23 17.116±0.05 
6 1.035±0.02 1.615±0.01 35.666±0.16 16.238±0.08 

12 2.747±0.07 4.995±0.08 30.216±0.20 15.342±0.04 
18 3.566±0.02 6.202±0.17 23.183±0.20 12.832±0.03 
24 3.441±0.05 7.684±0.09 19.766±0.17 10.512±0.07 
30 3.427±0.06 8.173±0.10 15.733±0.20 8.297±0.03 
36 3.163±0.04 9.206±0.11 4.843±0.04 8.082±0.03 
42 3.195±0.08 9.432±0.09 0.740±0.03 5.615±0.07 
48 3.111±0.14 9.181±0.06 0.540±0.02 4.363±0.10 

 

 
 

ภาพท่ี 11 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 
5 และใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
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น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์
ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณน า้ตาลซูโครส
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ตารางท่ี 12 การผลิตพอลิ แซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั 200 และใช้แหลง่ไนโตรเจน
เพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.111±0.00 0.000±0.00 38.116±0.12 0.427±0.00 
6 0.356±0.02 3.496±0.03 34.183±0.17 0.390±0.00 

12 0.385±0.00 7.352±0.21 28.550±0.35 0.380±0.00 
18 0.522±0.02 8.595±0.12 24.183±0.12 0.371±0.00 
24 0.735±0.00 8.620±0.11 22.666±0.20 0.363±0.00 
30 1.024±0.05 8.670±0.19 20.216±0.50 0.316±0.00 
36 1.553±0.07 8.043±0.04 20.166±0.16 0.288±0.00 
42 1.550±0.07 7.790±0.26 19.316±0.17 0.234±0.00 
48 1.460±0.05 7.292±0.08 18.883±0.17 0.216±0.00 

 

 
 

ภาพท่ี 12 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน เท่ากบั
200 และใช้แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
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139 
 

 
 

ตารางท่ี 13 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมี แหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว  คือ สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) โดยไมม่ีการ
แปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณไนโตรเจน  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.064±0.00 0.000±0.00 37.833±0.15 2.240±0.01 
6 0.505±0.04 4.235±0.16 35.350±0.18 2.141±0.02 

12 0.700±0.07 6.702±0.04 30.900±0.13 1.939±0.02 
18 1.195±0.03 7.973±0.08 27.383±0.30 1.773±0.02 
24 1.653±0.04 9.927±0.14 21.150±0.15 1.592±0.02 
30 1.736±0.03 10.288±0.18 19.666±0.28 1.325±0.02 
36 1.758±0.09 10.223±0.02 18.383±0.16 1.251±0.04 
42 1.808±0.01 10.414±0.42 17.816±0.10 0.892±0.05 
48 1.671±0.01 10.666±0.61 17.583±0.30 0.705±0.03 

 

 
 

ภาพท่ี 13 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว  คือ สารสกดัจากยีสต์ 
(Yeast extract) โดยไมม่ีการแปรผนัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
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ปริมาณน า้ตาลซูโครส ปริมาณไนโตรเจน
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ตารางท่ี 14 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 vvm 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.087±0.01 0.0000±0.00 34.500±0.35 
3 0.575±0.02 0.000±0.00 32.633±0.17 
6 0.784±0.04 3.891±0.08 30.783±0.12 
9 1.110±0.02 5.700±0.14 28.683±0.12 

12 1.251±0.06 6.325±0.29 24.716±0.20 
15 1.501±0.02 9.227±0.12 24.150±0.15 
18 1.483±0.01 9.780±0.03 23.833±0.10 
21 1.311±0.02 9.273±0.17 19.083±0.10 
24 1.161±0.05 9.272±0.18 18.683±0.18 

 

 
 

ภาพท่ี 14 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 1 vvm 
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ตารางท่ี 15 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปร
ผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 2 vvm 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.078±0.03 0.000±0.00 39.033±0.22 
3 0.421±0.02 0.000±0.00 37.850±0.22 
6 0.603±0.05 6.187±0.04 36.966±0.12 
9 0.737±0.13 7.938±0.01 34.366±0.17 

12 1.118±0.04 8.755±0.01 29.683±0.16 
15 1.393±0.03 10.301±0.02 29.066±0.50 
18 1.263±0.04 8.626±0.00 25.483±0.30 
21 1.322±0.05 8.097±0.03 24.366±0.17 
24 1.210±0.01 6.501±0.15 20.916±0.30 

 

 
 

ภาพท่ี 15 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 2 vvm 
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น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ ปริมาณน า้ตาลซูโครส
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ตารางท่ี 16 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปร
ผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 3 vvm 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.078±0.03 0.000±0.00 39.033±0.22 
3 0.421±0.02 0.000±0.00 37.850±0.22 
6 0.603±0.05 6.187±0.04 36.966±0.12 
9 0.737±0.13 7.938±0.01 34.366±0.17 

12 1.118±0.04 8.755±0.01 29.683±0.16 
15 1.393±0.03 10.301±0.02 29.066±0.50 
18 1.263±0.04 8.626±0.00 25.483±0.30 
21 1.322±0.05 8.097±0.03 24.366±0.17 
24 1.210±0.01 6.501±0.15 20.916±0.30 

 
 

 
 
ภาพท่ี 16 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัท่ี 3 vvm 
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น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ ปริมาณน า้ตาลซูโครส
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ตารางท่ี 17 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 200 rpm 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.084±0.01 0.000±0.00 37.250±0.20 
3 0.453±0.03 0.000±0.00 33.833±0.10 
6 0.770±0.05 0.217±0.06 16.800±0.15 
9 1.065±0.08 0.496±0.04 15.550±0.10 

12 1.242±0.04 1.923±0.10 12.233±0.17 
15 1.330±0.02 3.036±0.12 11.700±0.13 
18 1.354±0.03 3.375±0.13 10.350±0.10 
21 1.334±0.04 3.728±0.19 9.966±0.07 
24 1.338±0.03 5.584±0.08 9.766±0.10 

 
 

 
 

ภาพท่ี 17 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราความเร็วในการกวนของ ใบพดัท่ี 200 
rpm 
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น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ ปริมาณน า้ตาลซูโครส
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ตารางท่ี 18 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 400 rpm 

 
เวลา 

(ชัว่โมง) 
น า้หนกัเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลติร) 
น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 

(กรัมต่อลติร) 
ปริมาณน า้ตาลซูโครส  

(กรัมต่อลติร) 

0 0.074±0.01 0.000±0.00 38.433±0.10 
3 0.171±0.01 0.000±0.00 30.333±0.12 
6 0.290±0.02 2.314±0.08 24.383±0.28 
9 0.252±0.02 2.320±0.19 18.750±0.13 

12 0.250±0.00 2.517±0.06 17.216±0.10 
15 0.246±0.01 2.761±0.03 16.133±0.07 
18 0.241±0.01 3.163±0.01 15.766±0.02 
21 0.236±0.01 3.198±0.01 15.450±0.10 
24 0.237±0.01 3.172±0.06 15.100±0.10 

 
 

 
 

ภาพท่ี 18 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราความเร็วในการกวนของ ใบพดัท่ี 400 
rpm 
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น า้หนกัเซลล์แห้ง น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ ปริมาณน า้ตาลซูโครส
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ตารางท่ี 19 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการ
เลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 600 rpm 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.083± 0.000±0.00 39.716±0.17 
3 0.326± 0.000±0.00 37.550±0.31 
6 0.388± 2.003±0.02 20.766±0.20 
9 0.361± 2.154±0.06 18.883±0.12 

12 0.333± 2.287±0.07 16.300±0.27 
15 0.311± 2.718±0.23 16.166±0.16 
18 0.334± 2.846±0.10 15.533±0.07 
21 0.242± 2.817±0.26 15.166±0.05 
24 0.238± 2.813±0.10 14.816±0.07 

 

 
 

ภาพท่ี 19 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีมีการแปรผนัอตัราเร็วใบกวนท่ี 600 rpm 
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ตารางที่ 20 การผลติพอลแิซ็กคาไรด์โดย E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั โดยใช้ ภาวะการเลีย้งเชือ้ที่มีการ
ควบคมุความเป็นกรดเบส เท่ากบั 7 อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 1 vvm และอัตราเร็วใบกวน  
200 rpm เป็นเวลา 36 ชัว่โมง 
 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

น า้หนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลติร) 

น า้หนกัพอลแิซ็กคาไรด์ 
(กรัมต่อลติร) 

ปริมาณน า้ตาลซูโครส  
(กรัมต่อลติร) 

0 0.063±0.00 0.000±0.00 37.833±0.28 
3 0.378±0.00 0.000±0.00 34.216±0.17 
6 0.402±0.01 1.534±0.30 30.783±0.17 
9 0.547±0.02 4.470±0.04 29.866±0.10 

12 0.554±0.05 6.492±0.24 26.116±0.12 
15 0.930±0.05 6.824±0.05 13.666±0.20 
18 1.350±0.05 7.153±0.10 12.733±0.16 
21 0.337±0.02 7.836±0.13 10.600±0.10 
24 0.321±0.00 8.853±0.05 9.633±0.07 
27 0.851±0.04 9.231±0.17 8.100±0.13 
30 0.737±0.06 9.917±0.12 6.366±0.15 
33 0.671±0.05 9.502±0.06 5.000±0.10 
36 0.798±0.03 8.757±0.04 4.700±0.13 

 
 

ภาพที่ 20 ความสมัพนัธ์ระหว่างการเจริญและการผลติพอลแิซ็กคาไรด์ของ E. cloacae UV1-9 ในระดบัถงัหมกั 
โดยใช้ภาวะการเลีย้งเชือ้ที่ควบคมุความเป็นกรดเบส เท่ากบั 7 อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 
1 vvm และอตัราเร็วในการกวนให้อากาศของใบพดั 200 rpm  
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ประวัตผิู้ เขยีนวิทยานิพนธ์ 
 
 นางสาวสกุญัญา เกิดสขุ  เกิดวนัศกุร์ ท่ี 1 กมุภาพนัธ์  พ.ศ.2528 ท่ีจงัหวดัพะเยา  ได้รับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิชาจลุชีววิทยา จากภาควิชาจลุชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ การแพทย์  มหาวิทยาลยั นเรศวร ในปีการศกึษา  2549 และเข้ารับการศกึษาตอ่ใน
ระดบัปริญญามหาบณัฑิต สาขาวิชาจลุชีววิทยาทางอตุสาหกรรม ท่ีภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2550 ปัจจบุนัอาศยัอยู่บ้านเลขท่ี 47 หมู ่7 
บ้านพระนัง่ดิน ต. เวียง อ. เชียงค า จ. พะเยา 56110 
 
ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 
 

 สว่นหนึ่งของงานวิจยันีไ้ด้เข้าร่วมเสนอผลงานในการประชมุทางวิชาการระดบั นานาชาติ
“TSB 2010 : The 22th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology : International 
Conference on Biotechnology for Healthy Living” ระหวา่งวนัท่ี 20-22 ตลุาคม 2553 ณ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์วิทยาเขตตรัง ในหวัข้อเร่ือง “Exopolysaccharide-producing 
Enterobacter cloacae mutants strain UV1-9 and the chemical physical characterizations 
of its product”  
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