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 งานวิจยันี้ไดทาํการศึกษาลกัษณะสมบัตทิางเคมีและกายภาพของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด

จากแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดแยกจากธรรมชาติ ไดแก CU-CH1, CU-CH4, CU-E3, CU-F6,    

CU-M2, CU-M4 และ CU-M5 พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตมีทั้งที่เปนชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด    

และฮอมอพอลิแซ็กคาไรด และทัง้หมดมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1, CU-CH4  สามารถละลายน้าํไดดีที่อุณภูมิหองและมีความหนืดสูง  

ยังพบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีความสามารถในการอุมน้ําสงู 

เปนอิมัลซิไฟเออรตอน้ํามันถั่วเหลืองสงูสดุ และมีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสดุที่ 

2.380 กรัมตอลิตร เมื่อพิจารณาถงึผลผลิตพอลแิซ็กคาไรดและสมบัติทางกายภาพของพอลิ

แซ็กคาไรดจากแบคทีเรียทัง้หมด 7 สายพนัธุ จงึคัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4               

มาทาํการศึกษาตอ จากการพิสูจนเอกลกัษณของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 ทางอนุกรมวธิาน 

พบวามีความคลายกับแบคทีเรียในสกลุ Klebsiella และพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตมีประจุลบ            

มีปริมาณน้าํตาลและโปรตีนเปนองคประกอบเทากับ 87.5% และ 2.8% ตามลําดบั    เมื่อทํา  

บริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดที่ไดดวยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจลุบ และเจลฟลเทรชนัพบ  

พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 เปนลําดับสวนหลกั มีมวลโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน  การวิเคราะห

หมูฟงกชนันัลดวยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกปยนืยนัวา EPS-2 เปนพอลิ       

แซ็กคาไรด และจาก 1H-NMR สเปกตรัม พบวามีสัญญาณของ anomeric proton  non-anomeric 

proton และการเชื่อมตอกนัแบบ β-D-configuration ของน้ําตาล  พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 มี

น้ําตาลกลูโคส กาแลคโทส  เปนองคประกอบหลัก โดยมีน้าํตาลแรมโนสเปนองคประกอบยอย 

นอกจากนีย้ังพบวาพอลิแซก็คาไรดนี้มีสมบัติเปนสารกอการจับกลุม และเปนอิมัลซิไฟเออรกับ

น้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆได   
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  In the present study, production, characterization of exopolysaccharide (EPS) 

from bacteria strain CU-CH1, CU-CH4, CU-E3, CU-F6, CU-M2, CU-M4  and  CU-M5 

were investigated. The polysaccharides from these strains were of either 

heteropolysaccharide or homopolysaccharide in nature, very stable at high temperature. 

Among these, polysaccharides from CU-CH4 and CU-CH1 are water soluble and 

displayed high viscosity with only CU-CH4 that displayed high water holding capacity. 

Owing to its highest EPS production, emulsifying activity of polysaccharide from strain 

CU-CH4 prompt it selection for further studies.  Taxonomic studies via its morphological, 

biochemical and 16S rDNA, strain CU-CH4 was classified as member belong to the 

genus Klebsiella.  Crude polysaccharide obtained was characterized as acidic in 

nature, composed of 87.5% total sugar and 2.8% protein. Upon purification by anion 

exchange and gel filtration chromatography, a main fraction designated as EPS-2 with 

molecular mass greater than 2x106 Da as analyzed via GPC and as polysaccharide 

upon analyzed by FT-IR spectroscopy. Chemical analysis showed its content of glucose 

and galactose as its major components with minor amount of rhamnose, its respective 
1H-NMR spectrum revealed both anomeric and non-anomeric proton signals and its 

hexose units are linked in a β-D-configuration.  Its crude EPS also demonstrate 

flocculating activity as well as emulsifying activity in both oil and hydrocarbon.   
 

Department : ........Microbiology……................ Student’s Signature.................................... 

Field of Study : .....Industrial Microbiology........Advisor’s Signature.................................... 

Academic Year : ..2009…………………........... Co-Advisor’s Signature............................... 



 

 

ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 

  ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร. สุเทพ ธนียวัน อาจารยที่ปรึกษา

วิทยานิพนธ และผูชวยศาสตราจารย ดร.สุชาดา จนัทรประทีป อาจารยทีป่รึกษาวิทยานิพนธรวม ที่

กรุณาใหความรู คําปรึกษา-คําแนะนํา และขอคิดตางๆ ในการทาํวจิัยจนสาํเร็จลุลวงไปไดดวยดี 

ตลอดจนไดกรุณาปรับปรุงวทิยานพินธฉบับนี้ใหสมบูรณมากขึ้น รวมถงึกําลงัใจที่มีใหตลอดมา 

  ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร. กาญจณา จันทองจนี ที่กรุณารับเปน

ประธาน ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร. สุพัฒน เจริญพรวัฒนา และผูชวย

ศาสตราจารย ดร. ชนัญ ผลประไพ ทีก่รุณารับเปนคณะกรรมการในการสอบวทิยานิพนธ รวมทั้ง

ให คําปรึกษา-คําแนะนาํ และกําลงัใจ ตลอดจนปรับปรุงวิทยานิพนธฉบับนี้จนสมบรูณ 

                         ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยในภาควิชาจุลชีววทิยาทุกทาน และขอขอบคุณ

เจาหนาทีทุ่กทานในภาควิชาจุลชีววทิยาทีก่รุณาอํานวยความสะดวกและเปนกาํลังใจในการ

ทํางานวิจยันี ้

  ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร. พลกฤษณ แสงวณิช  ภาควิชาเคม ี

และผูชวยศาสตราจารย ดร. ดุจฤทัย พงษเกา คะชมิา ภาควิชาวัสดุศาสตร ที่กรุณาใหความ

ชวยเหลือ ใหความรู คาํปรึกษา-คําแนะนํา และขอคิดตางๆ ในการทําวิจยัจนสําเร็จลุลวงไปได

ดวยดี 

  ขอขอบพระคุณบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดใหทุนอุดหนนุ

การศึกษาในระดับบัณฑิตศึกษาจฬุาลงกรณมหาวิทยาลยั เพื่อเฉลิมฉลองวโรกาสทีพ่ระบาท 

สมเด็จพระเจาอยูหวัทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษา เพื่อสนับสนนุทุนการศึกษาในระดับ

ปริญญามหาบัณฑิต 

  ขอขอบพระคุณทุนอุดหนนุการวิจยัจากเงนิงบประมาณแผนดิน ประจําปงบ    

ประมาณ 2552 ภายใตโครงการวิจยัเรื่อง แผนงานวิจยันวัตกรรมเพือ่ยกระดับคุณภาพและความ

ปลอดภัยทางอาหารสูโครงสรางเศรษฐกจิยุคใหม  

  สุดทายนี้ขอขอบคุณนองๆทีห่อง 407 และ 448 พี่ๆ เพือ่นๆ และนองๆ ทกุคนบน

ภาควิชาจุลชีววิทยาแหงนี ้ ที่คอยชวยเหลอื และใหกาํลังใจตลอดการทํางานวิจัย และทาํใหมี

ชวงเวลาทีน่าประทับใจตลอดการทํางานวิจยั ณ ภาคจลุชีววทิยาแหงนี ้



 

 

ช 

สารบัญ 
 หนา 

บทคัดยอภาษาไทย......................................................................................................... ง 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ.................................................................................................... จ 

กิตติกรรมประกาศ.......................................................................................................... ฉ 

สารบัญ.......................................................................................................................... ช 

สารบัญตาราง................................................................................................................. ญ 

สารบัญภาพ................................................................................................................... ฎ 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ………………………………………………………………. ฒ 

บทที ่  

1. บทนํา……………………………………………………………………………….. 1 

1.1 ประวัติความเปนมา.............................................................................. 1 

1.2 วัตถุประสงคของการวจิัย...................................................................... 2 

1.3 ข้ันตอนการดําเนนิการวิจัย.................................................................... 2 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ.................................................................... 3 

2. ปริทัศนวรรณกรรม............................................................................................ 4 

2.1 พอลิแซ็กคาไรด.................................................................................... 4 

2.2 พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรยี.................................................... 9 

2.3 ประโยชนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรีย.................................... 13 

2.4 เทคนิคการทําบริสุทธิ์และการวเิคราะหสมบัติของพอลิแซ็กคาไรด............ 20 

3. อุปกรณ เคมีภัณฑ และวธิีดําเนนิการทดลอง……………………………………… 28 

3.1 อุปกรณและเครื่องมือทีใ่ชในการทดลอง................................................. 28 

3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง.................................................................. 30 

3.3  วธิีการดําเนินงานวิจัย…………………………………………………….. 31 

3.3.1 การเลี้ยงและการเก็บรักษาจุลินทรยีที่ใชในงานวจิัย..................... 31 

3.3.2 การผลิตและสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยก          

         จากธรรมชาต…ิ…………………………………………………… 

 

32 

3.3.3 ศึกษาลกัษณะสมบัตทิางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด…. 33 

 



 

 

ซ 

บทที ่ หนา 

                           3.3.4  การคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม  การหารูปแบบการ        

                                      เจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด……………………………….. 

 

35 

                             3.3.5  พสูิจนเอกลกัษณของแบคทีเรียที่ทาํการคัดเลือกไดทาง      

                                       อนุกรมวธิาน……………………………………………………… 

 

36 

                             3.3.6  การทําบริสุทธิ์และการหาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดจาก    

                                      แบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลือก……………...……………………… 

 

43 

4. ผลการทดลอง………………………………………………………………………. 47 

4.1 ประสิทธภิาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกจากธรรมชาต ิ 47 

4.2 ลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซก็คาไรด........................... 48 

           4.2.1 การวิเคราะหหาองคประกอบของพอลิแซก็คาไรด……………….. 48 

           4.2.2  การวิเคราะหสมบัติทางความรอนของพอลิแซ็กคาไรดโดยการ    

                    วิเคราะหเทอรโมกราวิเมทริก……………………………………... 

 

49 

                             4.2.3 การวิเคราะหความสามารถในการอุมน้าํของพอลิแซ็กคาไรด……. 56 

           4.2.4 ทดสอบความสามารถในการละลายน้าํของพอลิแซ็กคาไรด…….. 57 

           4.2.5  ทดสอบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิ                

                     แซ็กคาไรด.............................................................................. 

58 

           4.2.6 วิเคราะหความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด………………..……… 60 

                  4.3  คัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุที่เหมาะสมและศึกษารูปแบบการเจริญเติบโต    

                         และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด……………………………………………..… 

 

61 

                              4.3.1 คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม…………………...……... 61 

                             4.3.2 รูปแบบการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรีย          

                                      สายพันธุ CU-CH4……………..……………..………................. 

 

63 

4.4 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 ทางอนกุรมวิธาน…. 64 

             4.4.1 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา……………………..……. 64 

             4.4.2 การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมี……. 65 

             4.4.3 การวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal DNA……. 67 

                  4.5 การทาํบริสุทธิ์และการศึกษาลักษณะสมบัติของพอลแิซ็กคาไรดจาก             

                        แบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลือก………………………………………………... 

 

70 



 

 

ฌ 

บทที ่ หนา 

                               4.5.1 การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด………. 70 

                               4.5.2  การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่เปนองคประกอบของพอลิ         

                                         แซ็กคาไรด............................................................................   

 

70 

                         4.5.3 การวิเคราะหชนิดประจุของพอลแิซ็กคาไรด………….………… 70 

                               4.5.4  ทําบริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดโดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยน 

                                   ประจุลบ และเจลฟลเทรชนัโครมาโทกราฟฟ………………....... 

 

71 

                         4.5.5  การตรวจสอบมวลโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีเจลเพอรมี   

                                   เอชนัโครมาโทรกราฟ…………………………………………… 

 

73 

                               4.5.6  การวิเคราะหหมูฟงกชนันัลของพอลิแซ็กคาไรดโดยฟูเรียรทราน    

                                         สฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป……………………………… 

 

75 

                               4.5.7 ศึกษาโครงสรางพอลิแซ็กคาไรดโดย 1H-NMR สเปกโทรสโกป…. 76 

                                 4.5.8  วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวที่เปนองคประกอบของ

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 

ดวยวิธีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ………...............   

 

 

77 

                               4.5.9  การศึกษาความสามารถการเปนสารกอการจับกลุมของพอลิ  

                                         แซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4…….. 

 

81 

                               4.5.10 การศึกษาความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิ          

                                          แซ็กคาไรดกับน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ… … 

 

82 

          5. สรุปและวิจารณผลการทดลอง…........................................................................ 84 

รายการอางองิ................................................................................................................ 90 

ภาคผนวก...................................................................................................................... 104 

                ภาคผนวก ก สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ.................................................. 105 

                ภาคผนวก ข สารเคมีที่ใชในการทดลอง............................................................ 107 

                ภาคผนวก ค กราฟมาตรฐาน........................................................................... 111 

                ภาคผนวก ง ลําดับนิวคลีโอไทด……………………...…………………..……… 113 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ................................................................................................ 114 

 
 



 

 

ญ 

สารบัญตาราง 
ตาราง หนา 

2.1 การผลิตพอลแิซ็กคาไรดโดยจุลินทรียชนดิตาง ๆ................................................... 11 

2.2 สมบัติตางๆ ของพอลิแซ็กคาไรดที่ประยกุตใชในผลิตภัณฑอาหาร………………… 14 

4.1 ประสิทธิภาพการผลิตพอลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4   

CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4  และ CU-M5   เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

ที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชณุหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% 

โดยน้าํหนักตอปริมาตร………………………………………………………………. 47 

4.2 แสดงชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 

และ    CU-M5  จากการยอยดวยกรดซัลฟูริก โดยใชสารละลายอะซิโตไนไทรล 

(acetonitrile) 80% โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร

ตอนาที……………………………………………………………………………….. 48 

4.3 เปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากสารละลายพอลิแซ็กคาไรดความเขมขน

0.5 เปอรเซ็นต ที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-E3 CU-F6 

CU-M2  CU-M4 และ CU-M5............................................................................. 56 

4.4 ความสามารถในการละลายน้ําของพอลิแซ็กคาไรดความเขมขน 0.1% ที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ   

CU-M5.............................................................................................................. 57 

4.5 ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสาย

พันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ความ

เขมขน0.1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ผสมกับน้าํมันพืช ในอัตราสวน 1:1………….. 58 

4.6 คาความหนืดของสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุCU-CH1 

และ CU-CH4 ความเขมขน 0.5% โดยน้ําหนกัตอปริมาตร……………………........ 60 

4.7 ลักษณะสมบตัิและประสิทธิภาพการผลติของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรีย

สายพนัธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2 CU-M4 และ  CU-M5…... 62 

4.8 ลักษณะทางชวีเคมีของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4……………………………….. 66 

4.9 การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของ 1 6 S  r D N A ของแบคทีเรียสายพนัธุ   

CU-CH4 กับลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn)…………………………. 68 



 

 

ฎ 

สารบัญภาพ 

  รูปที ่ หนา 

2.1 โครงสรางของเดกซแทรน..................................................................................... 5 

2.2 โครงสรางของพูลลูแลน…………………………………………………………........ 6 

2.3 โครงสรางของแซนแทน…………………………………………………………….. 7 

2.4 โครงสรางของเจลแลน......................................................................................... 7 

2.5 เทคนิคเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ…………………………..……………………... 21 

2.6 เทคนิคเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC)……………...……… 23 

2.7 เทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FT-IR)………………...…….. 24 

2.8 สวนประกอบของนิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป…………………… 26 

4.1 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมทิี่สลายตัวและการสูญเสีย

น้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 โดยใชภาวะใน

การทดสอบเริม่จากอุณหภูมิ 30 ถึง 600 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่ความรอน 10 

องศาเซลเซยีส/นาท ีภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน………………………….. 49 

4.2 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมทิี่สลายตัวและการสูญเสีย

น้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 โดยใชภาวะใน

การทดสอบเริม่จากอุณหภูมิ 30 ถงึ 600 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่ความรอน 10 

องศาเซลเซยีส/นาท ีภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน………………………….. 50 

4.3 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมทิี่สลายตัวและการสูญเสีย

น้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ  CU-E3  โดยใชภาวะใน

การทดสอบเริม่จากอุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่ความรอน 10 

องศาเซลเซยีส/นาท ีภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน...................................... 51 

4.4 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมทิี่สลายตัวและการสูญเสีย

น้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-F6 โดยใชภาวะใน

การทดสอบเริม่จากอุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่ความรอน 10 

องศาเซลเซยีส/นาท ีภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน………………………….. 52 

 

 



 

 

ฏ 

รูปที่ หนา 

4.5 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมทิี่สลายตัวและการสูญเสีย

น้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M2 โดยใชภาวะใน

การทดสอบเริม่จากอุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่ความรอน 10 

องศาเซลเซยีส/นาท ีภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน…………………............. 53 

4.6 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมทิี่สลายตัวและการสูญเสีย

น้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M4 โดยใชภาวะใน

การทดสอบเริม่จากอุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่ความรอน 10 

องศาเซลเซยีส/นาท ีภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน………………………….. 54 

4.7 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมทิี่สลายตัวและการสูญเสีย

น้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M5 โดยใชภาวะใน

การทดสอบเริม่จากอุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่ความรอน 10 

องศาเซลเซยีส/นาท ีภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน………………………….. 55 

4.8 ความเสถียรของอิมัลชันที่เกิดจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ  

CU-CH1 CU-CH4  CU-E3  CU-F6 และแซนแทน ตลอดระยะเวลา 14 วัน ………. 59 

4.9 รูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 ใน

อาหารเหลวทีด่ัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความ

เขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง……………………………. 

 

 

63 

4.10 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 ภายใตกลองจุลทรรศน  

กําลังขยาย 1,000  เทา....................................................................................... 64 

4.11 ลักษณะแคปซูลที่หอหุมเซลลแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ภายใตกลองจุลทรรศน

กําลังขยาย 1,000  เทา………………………………………………………………. 65 

4.12 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 บนอาหารแข็ง MacConkey……... 65 

4.13 phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4  โดยใช  

16S rDNA ของ Plesiomonas shigelloides สายพนัธุ NCIMB9242 เปน  

out-group และตัวเลขที่กิง่สาขาบอกถงึการนับที่ใหผลซํ้าจากทัง้หมด 100 คร้ัง ดวย 

bootstrap…...................................................................................................... 69 

 

 



 

 

ฐ 

รูปที่ หนา 

4.14 ลักษณะตะกอนสีขาวของพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ ภายหลงัการเติมสารละลาย 

เซทิลไพริดิเนยีมคลอไรดความเขมขน 10 เปอรเซนตน้าํหนักตอปริมาตร ใน

สารละลาย    พอลิแซ็กคาไรดซึ่งละลายดวยโซเดียมคลอไรด 0.01 นอรแมล………. 71 

4.15 โครมาโทแกรมการทาํบริสุทธิ์ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สาย

พันธุ  CU-CH4 โดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบบน DEAE–cellulose 

คอลัมน ชะสารละลายพอลิแซ็กคาไรดดวยน้าํกลัน่และเกรเดียนทของโซเดียมคลอ

ไรดความเขมขนจาก    0 ถงึ 2 โมลาร ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท…ี……. 72 

4.16 โครมาโทแกรมการทาํบริสุทธิ์ของพอลิแซ็กคาไรด P - 2  โดยเจลฟลเทรชันโครมาโท 

กราฟบน Superdex G-200 คอลัมน ชะคอลัมนดวยน้าํกลัน่ ดวยอัตราการไหล   

0.5 มิลลิลิตรตอนาท…ี……………………………………………………… 73 

4.17 โครมาโทแกรมของพอลิแซก็คาไรด EPS-2 จากเจลเพอรมีเอชนัโครมาโทกราฟ   

มีสารละลายตัวพาเปนน้ํากลัน่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท…ี………………... 74 

4.18 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเดกซแทรน T2000 มวลโมเลกุล 2 X 106 ดาลตัน   

จากเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ มีสารละลายตัวพาเปนน้าํกลัน่ อัตราการไหล   

1 มิลลิลิตรตอนาท…ี……………………………………………………………........ 74 

4.19 สเปกตรัมของพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 จากฟเูรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทร  

สโกป (Fourier transform infrared spectroscopy)………………………………... 75 

4.20 สเปกตรัมของพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 จากฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติก   

เรโซแนนซสเปกโทรสโกป (FT-NMR) ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส …………………………………………………………………………...... 76 

4.21 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน (แรมโนส   กลูโคส  และกาแลกโทส)  โดยใชอะซิ

โทไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ

นาที………………………………………………………………………………....... 

 

 

78 

4.22 โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวภายหลังการยอยพอลแิซ็กคาไรดที่

ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุCU-CH4  ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรล 80% 

โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาท…ี………..... 

 

 

79 

 

 



 

 

ฑ 

รูปที่ หนา 

4.23 โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวภายหลังการยอยพอลแิซ็กคาไรด 

EPS-2 ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปนสารละลายตวั

พา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาท…ี………………………………………….... 

 

 

79 

4.24 โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยวภายหลังการยอยพอลแิซ็กคาไรด 

EPS-2 ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรลความเขมขนเริม่ตน 90% โดย

ปริมาตรจนถงึ 80%โดยปริมาตรในชวงเวลา 30 นาทเีปนสารละลายตัวพา อัตรา

การไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาท…ี…………………………………………................. 

 

 

 

81 

4.25 ลักษณะสมบัติดานสารกอการจับกลุมของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella 

sp.   สายพันธุ CU-CH4 ความเขมขน 5 - 40 มิลลิกรัมตอลิตร…………………...... 

 

82 

4.26 ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella 

sp.   สายพนัธุ CU-CH4 กับน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ………..... 

 

83 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ฒ 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

 oซ   =                องศาเซลเซยีส 

 %  =                เปอรเซ็นต 

  :  =       อัตราสวนตอ 

  x  =       เทาทวีคณู 

  cps   =                เซนติพอยส 

  cm-1   =        ตอเซนติเมตร 

 OD550 , A550      =               คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 550 นาโนเมตร 

 δ        =       chemical shift 

 ppm     =       สวนตอลานสวน



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1   ประวัติความเปนมา 

 
 พอลิแซ็กคาไรด เปนคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายๆ โมเลกุล

บางครั้งประกอบดวยน้ําตาลเชิงเดี่ยวมากกวาหนึ่งชนิดเชื่อมตอโดยพันธะไกลโคซิดิกเปนสายยาว 

และอาจมีการแตกแขนงหรือไมแตกก็ไดและโดยมากจะมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Yang และ Zhang, 

2009) สามารถละลายน้ําได และมีสมบัติไฮโดรคอลลอยดสามารถดูดน้ําไดดี เมื่อละลายใน

ของเหลวจะทําใหของเหลวมีความหนืดมากขึ้น (Ying และคณะ, 2006) 

 พอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากธรรมชาติจัดเปนพอลิเมอรทางชีวภาพ ซึง่มีสมบัติทางกายภาพ

เฉพาะตัวและมีสมบัติการไหล (rheological properties) ที่ดี ไมเปนพิษกับส่ิงแวดลอม และเปน

สารที่สลายไดงาย สามารถประยุกตใชไดในอุตสาหกรรมตางๆ อยางกวางขวาง (Ying และคณะ, 

2006) ตัวอยางเชน อุตสาหกรรมยา เครือ่งสําอางค อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมขุดเจาะน้าํมนั 

อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมกระดาษและสี เปนตน (Vinarta และคณะ, 2007) ดวย       

สมบัติทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดที่เหมาะสม จงึไดรับการใชในอุตสาหกรรมอยางแพรหลาย 

ตัวอยางเชน ดวยความสามารถในการอุมน้ําจึงมีการประยกุตใชในการกอสรางคอนกรีตเพื่อ

ปองกนัการแตกของชั้นคอนกรีต (Anonymous, 1996) อุณหภูมหิลอมเหลวที่เหมาะสม ที่ใหความ

เสถียรและการเปลี่ยนแปลงตออุณหภูมิของพอลิเมอร (Zohuriaan และ Shokrolahi, 2004) การ

ละลายน้ํา เชน แซนแทนเมื่อละลายน้าํจะมีความหนืดสูงที่ความเขมขนต่ําจึงมลัีกษณะเปนซโูด

พลาสติก(pseudo  plastic) ที่มกีารประยุกตใชในอุตสาหกรรมส ี สารเคลือบผิว (Rinaudo และ 

Milas, 1978)       พอลิแซ็กคาไรดที่มีคุณสมบัติดานความหนืดและการเปนอิมัลซิไฟเออรที่มีความ

เหมาะสมสาํหรับไปใชในอุตสาหกรรม อาหาร ยา และเครื่องสําอางค (Kodali และคณะ, 2009) 

เปนตน  ในดานการบําบดัน้ําเสีย มีรายงานการใชพอลิแซ็กคาไรดเปนตัวจับในการดึงเอาโลหะ

หนกัออกจากน้ําเสยี (Ozdemir และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยงัมีการใชพอลิแซ็กคาไรดทางดาน

การแพทย เชน ปองกนัการเกิดลิ่มเลือด และมีสมบัติตานมะเรง็ได (Fan และคณะ, 2007) 
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 ปจจุบันพอลิแซ็กคาไรดที่ใชในอุตสาหกรรมมีทัง้ชนิดที่ไดจากธรรมชาติ และที่สังเคราะห

ข้ึน โดยที่มีจาํหนายทางการคามีทั้งที่ผลิตไดจาก พืช สัตว สาหรายและจุลินทรยี (Yang และ 

Zhang, 2009)  ทั้งนี้จุลินทรียจัดเปนแหลงผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่สําคัญ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด

จากจุลินทรียมีประโยชนคอนขางมาก เนื่องจากความหลากหลายของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก   

จุลินทรียตาง ๆ ทําใหสามารถประยุกตใชในงานและอุตสาหกรรมตางๆ ได  นอกจากนี้สามารถ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียในปริมาณสูงในเวลาเพียงสัน้ๆ ข้ันตอนในการผลิตไมยุงยากและ

ยังสามารถผลติไดในภาวะแวดลอมทีห่ลากหลาย โดยไมตองคํานงึถงึสภาพดินฟาอากาศ ฤดกูาล 

หรือมลพิษทางทะเล (Yun และ Park, 2003) ในขณะที่ปจจัยเหลานี้มีผลกระทบตอการผลิตจาก

พืชหรือสาหราย   ทําใหจุลินทรียมีความเหมาะสมสาํหรบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากกวาพืชหรือ

สาหราย (Freitas และคณะ, 2009 ) 
 ปจจุบันการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียทวีความสําคัญมากขึ้น เนื่องจากพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรียมีสมบัติเฉพาะตัวที่ดี จึงมีการศึกษาเพื่อคัดแยกเชื้อที่ผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดสําหรับการหาพอลิแซ็กคาไรดชนิดใหมๆ ที่มีประโยชนโดยอาศัยการวิเคราะหหา

องคประกอบทางเคมี และตรวจสอบสมบัติตางๆ เชน ความขนหนืด การเกิดเจล น้ําหนักโมเลกุล 

อุณหภูมิการยอยสลาย (Kumar และคณะ, 2004) เพื่อนําพอลิแซ็กคาไรดไปประยุกตใชไดใน

อุตสาหกรรมตางๆ 

  
1.2   วัตถุประสงค 
 

      เพื่อศึกษาสมบัตทิางเคมีและกายภาพของพอลิแซก็คาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกจาก

ธรรมชาติ และคัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุที่เหมาะสมทีม่ีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดใน

ปริมาณสูงและมีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมทีี่ดี  
 
1.3   ขั้นตอนการดําเนินการ 
 

1.  ผลิตและสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกได 

2.  ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด 

3.  คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม ศึกษารูปแบบการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

4.  พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียที่ทําการคัดเลือกไดทางอนุกรมวิธาน 

5.  ทําบริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือก 
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1.4   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

 งานวิจัยนี้ทําใหทราบสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย 

แบคทีเรียที่คัดแยกจากธรรมชาติ ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลเพื่อนําไปใชพัฒนาอุตสาหกรรมประเภทตางๆ



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
2.1   พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) 

  
 พอลิแซ็กคาไรด เปนคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายๆ โมเลกุล

และอาจมากกวาหนึ่งชนิดเชื่อมตอดวยพนัธะไกลโคซิดกิเปนสายยาว และอาจมีการแตกแขนง

หรือไมมีก็ได เปนสารประกอบที่ไมมีรสหวาน โดยมากจะมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Yang และZhang, 

2009) และมีสมบัติไฮโดรคอลลอยดสามารถดูดน้ําไดด ี พอลิแซ็กคาไรดบางชนิดสามารถละลาย

น้ําได เมื่อละลายในของเหลวจะทาํใหของเหลวมีความหนืดมากขึน้ (Ying และคณะ, 2006)      

พอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดจะแตกตางกนัที่ชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวโครงแบบ และตําแหนง

ของพันธะไกลโคซิดิกและลักษณะของสายพอลิเมอรที่เปนสายตรง (linear) หรือที่แตกแขนง 

(branch)   โครงสรางที่แตกตางกันนี้ จะมีผลทําใหพอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดทาํงานทางชีวภาพที่

แตกตางกนั  (Lehninger, 1993)  พอลิแซ็กคาไรดสวนใหญมีหนาที่เปนองคประกอบอยูใน

โครงสราง (structural polysaccharide) ของเซลลพืชและเซลลสัตว เสริมสรางความแข็งแรงใหแก

เซลล  ตัวอยางเชน เพกทนิ   (pectin)  เซลลูโลส   และเฮมิเซลลูโลส  ทีเ่ปนองคประกอบอยูในผนงั

เซลลของพืช   ไคตินที่เปนองคประกอบในเปลือกของสตัวน้ํา เชน  กุง  ปู  แมลง  และผนงัเซลล

ของพวกรา  ยีสตและจุลินทรียอีกหลายชนิด พอลิแซ็กคาไรดบางชนิดทาํหนาทีเ่ปนแหลงสะสม

อาหารไวในเซลล เมื่อมีความตองการหรือยามขาดแคลนจะนําไปใชโดยถูกยอยดวยเอนไซม

กลายเปนน้ําตาลหนวยยอย เชน แปง ซึ่งเปนแหลงสะสมอาหารของพืช และไกลโคเจน 

(glycogen) ที่เปนแหลงสะสมอาหารของสตัว (Lehninger, 1975; BeMiller and Whistler, 1996) 

  พอลิแซ็กคาไรดมีองคประกอบแตกตางกนัไปตามชนิดของโมโนแซ็กคาไรดที่มาเชือ่มตอ

กัน เชน กลโูคส กาแลคโทส แรมโนส แมนโนส   เอน็อะซิติลกลูโคซามีน  เอ็นอะซติิลกาแลคโตซา

มีน และ กรดกลูคิวโรนกิ เปนตน ทาํใหสามารถแบงพอลิแซ็กคาไรดตามชนิดของโมโนแซ็กคาไรดที่

เปนองคประกอบไดเปน 2 กลุมดังตอไปนี้ (Margaritis และ Pace, 1985; Duboc และ Mollet, 

2001)  

 

 



 

 

5 

 1. ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด (Homopolysaccharide) คือ พอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวย

โมโนแซก็คาไรดเพียงชนิดเดยีว เชน พูลลูแลน (Pullulan) เดกซแทรน (Dextran) ซึง่มีกลูโคสเปน

องคประกอบ โดยการสรางพอลิแซ็กคาไรดประเภทนี้สันนษิฐานวาถกูสรางมาจากการทาํงานและ

การควบคุมของเอนไซมที่มรีะบบไมซับซอน 

 เดกซแทรน เปนฮอมอพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยของน้ําตาลกลโูคสมา

เชื่อมกันดวยพันธะไกลโคซดิิกหรือที่เรียกวา กลูแคน (glucan) โดยพนัธะไกลโคซิดิกจะเปนชนดิ 

α-1,6 เปนสวนใหญ และยงัประกอบดวยพันธะไกลโคซดิิกชนิด α-1,2  α-1,3  และ α-1,4 เปน

สวนของกิ่งสาขาอีกดวย (Jeanes และคณะ, 1954; Robyt, 1986; Park และคณะ, 2001) ดังรูปที่ 

2.1 ซึ่งสามารถผลิตโดยแบคทีเรียสายพนัธุ Leuconostoc sp. Streptococcus sp. และ 

Acetobacter sp. (Qader และคณะ, 2005)  

 

 

 
 

รูปที่  2.1   โครงสรางของเดกซแทรน  

ที่มา: Zamora (2005) 

 

 พูลลูแลน เปนฮอมอพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะเปนเสนตรงประกอบดวยหนวยของมอล

โทไทรโอส (maltotriose) เชือ่มดวย α-1,4- และ α-1,6-  กลูแคน โดยหนวยกลูโคสในมอลโทไทร

โอสจะเชื่อมกนัดวยพันธะ α-1,4 ไกลโคซิดิก ในขณะที่มอลโทไทรโอสจะเชื่อมกับตัวอื่นดวยพนัธะ 

α-1,6 ไกลโคซิดิก ซึ่งผลิตโดย Aureobasidium  pullulans  (Seo และคณะ, 2004)  โครงสราง

แสดงดังรูปที่ 2.2   
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รูปที ่2.2    โครงสรางของพลูลูแลน  

ที่มา: Fao (2005) 

  

 2. เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด (Heteropolysaccharide)  คือ พอลิแซ็กคาไรดที่มี

องคประกอบของโมโนแซ็กคาไรดตั้งแต 2 ชนิด ข้ึนไป เชน แซนแทน ประกอบดวย กลูโคส แมน

โนส และกรดกลูคิวโรนิกเปนองคประกอบ  เจลแลน ประกอบดวยกลูโคส แรมโนส และกรดกลูคิว

โรนิกเปนองคประกอบ (Laws และคณะ, 2001) เปนตน สรางขึ้นมาจากการทํางานและการ

ควบคุมของเอนไซมที่มีระบบซับซอน 

    

 แซนแทน เปนเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรดซึ่งผลิตโดย Xanthomonas campestris ประกอบ

ข้ึนจากหนวยยอยเพนตะแซก็คาไรด (pentasaccharide)  ประกอบไปดวย กลูโคส  แมนโนส     

กรดกลูคิวโรนกิ ในอัตราสวนทั้งหมด 2:2:1 โดยม ี acetal เชื่อมกรดไพรูวิกและหมูอะซทิลิ         

(Baird, 1989) ซึ่งแกนกลางของสายพอลิแซ็กคาไรดประกอบดวยสองหนวยของบีตา-ดี-กลูโคส            

(β-D-glucose) เชื่อมตรงตาํแหนง 1 และ 4  สายดานขางประกอบดวยแมนโนส 2 ตัว และกลูควิ

โรนิก 1 ตัว ดังนัน้ทัง้สายจึงประกอบดวยหนวยน้าํตาล 5 หนวยซ้าํ สายขางเชือ่มกับกลูโคสอื่น

ตําแหนงที ่ 3 ของแกนกลาง หนวยของแมนโนสตัวสุดทายมีหมูกรดไพรูวิกเชื่อมดวยหมู ketal ที่

ตําแหนง 4 และ 6  และหนวยแมนโนสอื่นมีหมูอะซทิลิ ตําแหนงที่ 6 โดยสายเหลานี้จะอยูในรปู   

เฮลิกซคู (double helix) ทําใหมีประสิทธิภาพสูงทางดานความหนืด (Sutherland, 1990; 

Mandala และคณะ, 2004) โครงสรางแสดงดังรูปที ่2.3  
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  รูปที่  2.3   โครงสรางของแซนแทน  

ที่มา: Zamora (2005) 

 

 เจลแลน เปนเฮทเทอโรพอลแิซ็กคาไรด มลัีกษณะเปนเสนตรงของหนวยเตตระแซ็กคาไรด 

ผลิตโดย Sphingomonas paucimobilis (ชื่อเดิม Pseudomonas elodea) (Kang และ Veeder, 

1982; Martin และคณะ, 1996) ประกอบดวย    ดี-กลูโคส, ด-ีกลูคิวโรนิก แอซิด (GlcA) และที่

เหลือเปนแอล-แรมโนส (Rha) (Jansson และคณะ, 1983) ซึ่ง (1-3)-บีตา-ดี-กลูโคส,(1-4)-บีตา-ดี-

กรดกลูคิวโรนกิ, (1-4)-บีตา-ดี-กลูโคส และ (1-4)-แอลฟา-แอล-แรมโนส เชื่อมตอกันเปนแกนกลาง 

(backbone) (Noda และคณะ, 2008) โครงสรางแสดงดังรูปที ่2.4 

 
 

 
    

รูปที่ 2.4 โครงสรางของเจลแลน  

ที่มา : Paradise (2007) 
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 นอกจากนี้ยังสามารถจําแนกชนิดของพอลิแซ็กคาไรด ตามประจุบนโมเลกุลไดเปน  3 ชนดิ 

คือ (Margaritis และ Pace, 1985) 

 1. พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ (Anionic polysaccharides) หรือบางครั้งเรียกวา Acidic 

polysaccharides เชน แซนแทน ที่มีหมูอะเซทิลกับไพรูเวตอยูบนโมเลกุล 

 2. พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง (Neutral polysaccharides) ไดแก ลีแวน พูลลูแลน 

เดกซแทรน และสเครอโรกลูแคน  

 3. พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุบวก (Cationic polysaccharides) ไดแก พวกที่มีหมู NH3  

ฯลฯ หรือมีหมูของกรดอะมิโนบางตัวตออยู 

 

 พอลิแซ็กคาไรดสามารถผลติไดทั้งจากธรรมชาติและจากการสังเคราะห สามารถแบงได

เปน 3 กลุมตามแหลงที่มา ดงันี ้ (Glicksman,1979) 

 1. พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากธรรมชาต ิ (natural polysaccharide) ซึ่งผลิตโดย พืช 

สาหราย สัตว และ จุลินทรีย ไดแก 

  1.1  พอลิแซก็คาไรดจากสาหรายทะเล (Seaweed extracts) ตัวอยางไดแก คา

ราจีแนน อะการ  เฟอเซลลาแรน และอัลจิเนต 

  1.2   พอลิแซก็คาไรดที่สกัดจากพืช  เชน  เพคทนิ อะราบิโนกาแลคแทน  

  1.3  พอลิแซ็กคาไรดจากเมล็ดของพืช (Plant seed gums) ตัวอยางเชน โลคัส

บีนกัม (Locust bean gum)  กัวรกัม (Guar gum) ควินซกมั (Quince gum) และทามารีนดกัม 

(Tamarind gum) 

  1.4  พอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากยางพืช (Plant exudated gums) เชน กัมอาราบกิ

(Gum Arabic)  กัมคารายา (Gum karaya)  และ กัมทรากาแคนท (Gum tragacanth) 

  1.5   พอลิแซก็คาไรดจากสตัว (Animal-derived) เชน  ไคติน    

  1.6  พอลิแซก็คาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรีย (Microbial polysaccharide)   ตัวอยาง  

เชน แซนแทน (Xanthan)  เดกซแทรน (Dextran)  เคอรดแลน (Curdland) 

 2.   พอลิแซ็กคาไรดที่ดัดแปลงจากสารที่ไดจากธรรมชาติ   (modified  natural  

polysaccharide)   ไดแก  อนุพนัธของเซลลูโลส   เชน  คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส   เมทิลเซลลูโลส  

ไฮดรอกซีเอทิลเซลลูโลส   
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 3.  พอลิแซ็กคาไรดสังเคราะห  เชน  การสงัเคราะหพอลแิซ็กคาไรดโดยการใชเอนไซมไกล

โคซิเดส  และเอนไซมไกลโคซินเทส    (Faijes และPlanas, 2007) 
 
2.2   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย (Microbial polysaccharides) 
 

 ปจจุบันพอลิแซ็กคาไรดที่ใชในอุตสาหกรรมมีทั้งที่ไดจากธรรมชาติ และจากการสังเคราะห

โดยที่จําหนายในทองตลาด มีทั้งที่ผลิตไดจาก พืช สัตว สาหรายและจุลินทรีย (Yang และ Zhang, 

2009) การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียมีความสําคัญมากขึ้นเนื่องจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

ไดมีโครงสราง และสมบัติที่หลากหลาย สามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ ได ดังนั้น

พอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียจึงเปนแหลงของพอลิเมอรที่สําคัญของอุตสาหกรรมและนําไปสูการ

แขงขันทางการคากับพอลิแซ็กคาไรดจากธรรมชาติที่ผลิตจากสาหรายและพืช  โดยขอดีของ        

จุลินทรียนั้นสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดเปนจํานวนมากในระยะเวลาสั้น มีข้ันตอนในการผลิต

ไมยุงยาก และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดในภาวะแวดลอมที่หลากหลาย (Yun และ Park, 

2003) โดยไมตองคํานึงถึงสภาพดินฟาอากาศ ฤดูกาล หรือมลพิษทางทะเล ในขณะที่เราตอง

คํานึงถึงปจจัยเหลานี้เมื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากพืชหรือสาหราย ดังนั้นจุลินทรียจึงเปนแหลงที่

เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากกวาพืชหรือสาหราย (Freitas และคณะ, 2009 )  

 จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมีทั้งจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียที่ไมกอใหเกิด

โรค โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรียตางชนิดกันจะมีการสรางและหนาที่แตกตางกันไป 

ซึ่งสามารถจําแนกไดเปน 3 แบบ คือ (Paul, 1979) 

 1. พอลิแซ็กคาไรดที่อยูภายในเซลล (Intracellular polysaccharides) พอลิแซ็กคาไรด

ชนิดนี้จะสรางอยูภายในเซลล บางสวนจะรวมเปนสวนหนึ่งของเยื่อหุมเซลล (cytoplasmic 

membrane) และทําหนาที่เปนแหลงสะสมอาหารจําพวกคารบอนหรือแหลงสะสมพลังงานของ

เซลล 

 2. พอลิแซ็กคาไรดที่เปนโครงสราง (Structural polysaccharides) เปนองคประกอบที่

แทรกดวยอยูในผนังเซลลและในบางกรณีอาจรวมตัวกับสวนประกอบอื่น เชน ลิพิด เปนไลโพพอลิ

แซ็กคาไรด (lipopolysaccharides) และรวมกับพอลิเพปไทดเปนเพปติโดไกลแคน 

(peptidoglycan) เปนตน 

 3. พอลิแซ็กคาไรดที่ปลดปลอยออกภายนอกเซลล (Extracellular polysaccharides: 

EPS) พอลิแซ็กคาไรดชนิดนี้สรางขึ้นเพื่อเปนโครงสรางที่ใชหอหุมเซลลที่ เ รียกวา แคปซูล 

(capsule) มีลักษณะเปนสารเหนียวคลายเจลเคลือบหรือปกคลุมเซลล  มักทําใหโคโลนีของ
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แบคทีเรียเปนเมือกเยิ้ม (mucoid) หรือบางชนิดที่สรางและปลอยออกมาภายนอกเซลล ละลายอยู

ในอาหารเหลวที่ใชเลี้ยงจุลชีพนั้นๆ มีลักษณะเปนเมือก และทําใหอาหารเหลวมีลักษณะขนหนืด

ซึ่งนิยมผลิตในระดับอุตสาหกรรม เพราะงายตอการสกัด และแยกออกจากผนังเซลล  

 จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต และราเชน Xanthomonas 

campestris ผลิตแซนแทน (Kalogiannis และคณะ, 2003) Pseudomonas elodea ผลิตเจลแลน 

(Matsukawa และ Watanabe, 2007) Leuconostoc mesenteroides ผลิตเดกซแทน (Santos 

และคณะ, 2005) Alcaligenes faecalis ผลิตเคอรดแลน (Harada, 1977) Aureobasidium 

pullulans ผลิตพูลลูแลน (Seo และคณะ, 2004) Sclerotium rolfsii ผลิตสเครอโรกลูแคน 

(Survase และคณะ, 2007) เปนตน สวนใหญพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียโดยมากเปนพวกที่

ละลายน้ําไดและเปนพอลิแซ็กคาไรดที่สรางและปลอยออกมาภายนอกเซลลโดยละลายอยูใน

อาหารเหลวเรียกวา พอลิแซ็กคาไรดนอกเซลล หรือ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด (EPS) ซึ่งนิยมนํามาใช

ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดในระดับอุตสาหกรรม  เพราะงายตอการสกัด และแยกออกจากผนัง

เซลล สารพวกนี้แมจะมีโครงสรางที่มีขนาดใหญและบางกรณีซับซอน แตจุลินทรียสามารถผลิตได

งายและรวดเร็วจากวัตถุดิบที่หาไดงาย มีความหลากหลาย แสดงดังตารางที่ 2.4 ดังนั้นจึงนิยม

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียเปนจํานวนมาก  
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ตารางที่ 2.1   การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

จุลินทรีย ซับสเตรต ผลผลิต เอกสารอางอิง 

Alcaligenes  faecalis var. 

myxogenes สายพนัธุ 

10C3 LFO 13140 

กลูโคส เคอรดแลน 

( Curdlan) 

Harada, 1977 

Azotobacter vinelandii 

สายพนัธุ NCIB 9068 

ซูโครส อัลจิเนต (Alginate) Deavin และคณะ,  

1977 

 

Arthrobacter  viscosus  

สายพนัธุ NRRL B-1973 

แลคโทส พอลิเมอรของ       

กาแลคโทส กลูโคส 

และกรดกลูคิวโรนิก 

Stauffer และ Leeder,  

1978 

Alcaligenes   viscosus    

สายพนัธุ NRRL B-182 

แลคโทส ลีแวน 

(Levan) 

Stauffer และ Leeder,  

1978 

Aureobasidium pullulans 

สายพนัธุ S-1 

ซูโครส พูลลูแลน 

(Pullulan) 

Ono และคณะ, 1977 

Erwina   tahitica แลคโทส, 

Hydrolyzed 

starch 

Erwina gum Kang และคณะ, 1977 

Hansenula  holstii 

สายพนัธุ NRRL y-2448 

Hydrolyzed 

whey 

ฟอสฟอแมนแนน 

(Phosphomannan) 

Stauffer และ Leeder,  

1978 

Leuconostoc 

mesenteroides สายพนัธุ 

PCSIR-4 และ PCSIR-9 

 ซูโครส เดกซแทรน 

 

Qader และคณะ, 2005 

Methylocytis parvus  

สายพนัธุ OBBP 

เมทานอล พอลิเมอรของ

กลูโคส แรมโนส  

แมนโนส และ       

กาแลคโทส  

Hou และคณะ, 1978  
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ตารางที่ 2.1   การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียชนิดตางๆ (ตอ) 

 

จุลินทรีย ซับสเตรต ผลผลิต เอกสารอางอิง 

Pseudomonas viscogena    

สายพนัธุ TS-1004 

เมทานอล พอลิเมอรของ         

กาแลคโทส กลูโคส 

แมนโนส  และกรดกลู

คิวโรนิก  

Misaki และคณะ, 1979 

Sclerotium  glucanicum แปง สเครอโรกลูแคน  

(Scleroglucan) 

Compere และ Griffith, 

1978 

Serratia sp. ซูโครส และ 

กลูโคส 

ลีแวน 

 

Kojima และคณะ, 

1993 

Xanthomonas fuscans กลูโคส พอลิเมอรของ 

ดี-กลูโคส  ด-ีแมนโนส   

6-ดีออกซี-แอล-แมน

โนส  และดี-ไรโบส 

Konicek และคณะ, 

1977 

Xanthomonas campestris 

สายพันธุ NRRL B-1459 

แลคโทส แซนแทน  

 

Stauffer และ Leeder,  

1978 

Zymomonas mobilis สาย

พันธุ NCIB 8938 

ซูโครส ลีแวน 

 

Dawes และคณะ, 

1966;  Ribbons     

และคณะ, 1962 

Zoogloa ramigera สายพันธุ 

NRRL B-3669 

แลคโทส กาแลคโทกลูแคน

(Galactoglucan) 

Stauffer และ Leeder,  

1978 

Zoogloea sp. กลูโคส พอลิเมอร 

ประกอบดวย กลูโคส  

ไซโลส  แมนโนส       

ไรโบส กาแลคโทส    

อะราบิโนส  และ      

กรดกลูคิวโรนกิ  

Beedle และคณะ, 

2000 
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2.3   ประโยชนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรีย 
 
 พอลิแซ็กคาไรดสามารถนํามาประยกุตใชไดในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมยา 

เครื่องสําอางค อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมขุดเจาะน้ํามัน อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรม

กระดาษและสี เปนตน (Vinarta และคณะ, 2007)  พอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากธรรมชาติจัดเปนพอลิ

เมอรทางชีวภาพซึง่มีสมบัตทิางกายภาพเฉพาะตวัและมีสมบัติการไหล (rheological properties) 

ที่ดี ไมเปนพษิกับส่ิงแวดลอม และเปนสารที่สลายไดงาย ซึง่สามารถนาํไปประยุกตใชไดอยาง

กวางขวาง (Ying และคณะ, 2006) สมบัติทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดที่ถูกใชในอุตสาหกรรม

อยางแพรหลาย เชน ความสามารถในการอุมน้ํา ซึง่ประยุกตใชในการกอสรางคอนกรีตเพื่อปองกนั

การแตกแยกของชั้นคอนกรตี (Anonymous, 1996) อุณหภูมิหลอมเหลว ทําใหทราบความเสถียร

และการเปลี่ยนแปลงตออุณหภูมิของพอลเิมอร วิเคราะหโดยใชเทคนิคการวเิคราะหเทอรโมกราวิ

เมทริก (Thermogravimetric analysis; TGA) (Zohuriaan และ Shokrolahi, 2004) การละลาย

น้ํา เชน แซนแทนเมื่อละลายน้ําจะมีความหนืดสงูที่ความเขมขนต่าํ จึงมีลักษณะเปนซูโดพลาสติก

ใชในการประยุกตทางอุตสาหกรรมสี สารเคลือบผิว โดยหากเลือกตวัทาํละลายที่ไมดี สารเคลือบ

ผิวจะหลุดลอนไดงาย (Rinaudo และ Milas, 1978) พอลิแซ็กคาไรดที่มีคุณสมบัตดิานความหนืด

สามารถนําไปใชประโยชนในอาหารและเครื่องสําอางค (Renaud และคณะ, 2005)   การเปน 

อิมัลซิไฟเออรเปนสมบัติที่สําคัญสามารถนาํไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหารและยา (Kodali 

และคณะ, 2009) เปนตน  นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรดยังมีสมบัติเฉพาะตวัอื่นๆอีกขึ้นอยูกับชนิด

ของพอลิแซ็กคาไรดนั้นๆ ทําใหสามารถนาํไปใชงานไดหลากหลาย เชน ใชเปนสารอิมัลซิไฟเออร 

สารทําใหเสถยีร สารจับเกาะ สารกอเจล สารทําใหเลือดแข็งตัว สารหลอล่ืน สารขึ้นรูปฟลม สาร

ทําขน และสารที่ใหแขวนลอย (Margaritis และ Pace, 1985) ในดานการบําบดัน้ําเสีย พบวา      

มีการใชพอลิแซ็กคาไรดเปนตัวจับในการดึงเอาโลหะหนกัออกจากน้าํเสีย (Ozdemir และคณะ, 

2003) นอกจากนี ้ พอลิแซก็คาไรดยังมีประโยชนทางดานการแพทยอีก เชน ปองกนัการเกิดลิ่ม

เลือด และมีสมบัติตานมะเร็งได (Fan และคณะ, 2007) 

 
2.3.1   ดานอุตสาหกรรมอาหาร  
  

 พอลิแซ็กคาไรดที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารโดยมากจะใชชนิดที่สามารถละลายน้าํได และ

มีสมบัติเปนสารจําพวกไฮโดรคอลลอยด สามารถดูดน้ําไดดี เมื่อละลายในของเหลวจะกอใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงสมบัติของการไหล (rheological properties) ของน้ําที่มีอยูในอาหารเปนผลให
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เนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑเปล่ียนแปลงไป เนื่องจากความสามารถของการทาํขนหนดื จากสมบตัิ

เหลานี้พอลิแซก็คาไรดจึงไดถูกนาํไปใชในผลิตภัณฑอาหารตางๆ เชน ในแยม ซอส น้าํเชื่อม หรือ

ไสขนม (Sanford และ Baird, 1983)  โยเกิรต นมเปรี้ยว เนยแข็ง ขนมหวาน (Velasco และคณะ, 

2006) และกอลักษณะเจลในเจลลี่ พาย ขนมตางๆ นอกจากนี้ยงัใชในการเคลือบลูกกวาด การทาํ

ไอศกรีม และน้ําสลัด (Sutherland, 1990)   เนื่องจากพอลิแซ็กคาไรดมีสมบัติทีห่ลากหลาย แสดง

ดังตารางที่ 2.5 จึงนิยมนําไปใชในผลิตภัณฑอาหารตางๆ ไดมากมาย 

  

ตารางที่ 2.2  สมบัติตางๆ ของพอลิแซ็กคาไรดที่ประยกุตใชในผลิตภัณฑอาหาร 
 

หนาที ่ การประยุกตใชในอาหาร 

  สารจับยึด น้ําตาลโรยหนาขนม (ไอซิ่ง) 

สารจับเกาะ อาหารสัตว 

สารเคลือบ ลูกกวาด 

อิมัลซิไฟเออร น้ําสลัด 

สารหอหุม ผงสารกอรส 

สารกอฟลม ไสสําหรับหุมหอไสกรอก 

สารทําใหใส (ตกตะกอนสารคอลลอยด) ไวน และเบยีร 

สารกอความเสถียรของฟอง เบียร 

สารกอเจล ลูกกวาด, เจลลี่, พาย และไสขนม 

สารยับยัง้การเกิดผลึก อาหารแชแข็ง และน้ําเชื่อม 

สารกอความเสถียร ไอศกรีม และน้ําสลัด 

สารกอการบวมตัว ผลิตภัณฑเนื้อที่ผานกรรมวธิ ี

สารยับยัง้ซินเนอเรซิส (syneresis) เนยแข็ง และอาหารแชแข็ง 

สารเสริมการกอเจล เนื้อเจลสังเคราะห และอ่ืนๆ 

สารทําขน แยม, ซอส, น้าํเชื่อม และไสพาย 

  
 

ที่มา: Sutherland (1990) 
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 เจลแลน กัม (Gellan gum) เปนพอลิแซ็กคาไรดที่ปลดปลอยออกภายนอกเซลลของ

แบคทีเรีย Sphingomonas elodea มีสมบัติการไหลทีด่ี ทาํใหเกิดลักษณะขนหนดืและมีเนือ้สัมผัส

ในผลิตภัณฑอาหาร (Yamamoto และ Cunha, 2007) 

 แซนแทน กมั เปนพอลิแซ็กคาไรดผลิตโดย Xanthomonas campestris นยิมใชใน

อุตสาหกรรมอาหารตางๆ เนื่องจากมีความสามารถเปนสารอิมัลซิไฟเออร มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิ สามารถผสมเขากนัไดดีกับสวนประกอบของอาหาร มีลักษณะขนหนืด และมีสมบัติการ

ไหลแบบซูโดพลาสติก (pseudoplastic rheological properties) (Garcia-Ochoa และคณะ, 

2000)  

 พูลลูแลน มคีวามสามารถในการใหกาซออกซิเจนแพรผานไดต่ํา เมื่อนํามาเชื่อมกันเปน

รางแห (cross linked) กับวัสดุอ่ืนๆ สําหรับสรางเปนพอลเิมอรฟลมเพื่อใชเปนวัสดุหอหุม    

อาหาร ทําใหสามารถลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ในอาหารได (Margaritis และ       

Pace ,1985) 

 Broadbent และคณะ (2001) รายงานวาเอกโซพอลิแซก็คาไรดผลิตโดย Streptococcus 

thermophilus สามารถเปนตัวชวยเพิ่มความชื้นและสมบัติการละลายของ Mozzarella cheese 

ซึ่งนยิมใชในพซิซาใหดีข้ึน เนื่องจากสมบตัิดานความหนืด การทําใหเกิดความเสถยีร และสมบตัิ

การจับเกาะกบัโมเลกุลน้ําของพอลิแซ็กคาไรด 

 Fodje และคณะ (2007) พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Pediococcus damnosus 2.6 

มีลักษณะหนดืในสารละลาย มีสมบัติของการไหล ซึ่งเหมาะสมในการใชเปนสารใหความขนหนดื

ในผลิตภัณทอาหาร 

 Kodali และคณะ (2009) พบวาแบคทีเรีย Bacillus coagulans สายพนัธุ RK-02 สามารถ

ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด (Heteropolysaccharide) ประกอบดวย

น้ําตาลกาแลคโทส แมนโนส ฟูโคส กลูโคส และกลูโคซามนี เปนองคประกอบ และพบวา           

พอลิแซ็กคาไรดมีความสามารถเปนอมิัลซิไฟเออรไดดีกับน้ํามนัพืชตางๆ และสารพวกที่ไมชอบน้าํ 

(hydrophobic substrates) ซึ่งมีความเปนไปไดที่จะนํามาประยกุตใชในอุตสาหกรรมอาหารและ

ยา 

 
2.3.2   ดานการแพทย 
 
 พอลิแซ็กคาไรดเปนสารที่ไดรับความสนใจทางดานการแพทยโดยมีความเกีย่วของทัง้ทาง 

ตรงและทางออมตอการแพทย เชน ทางเภสัชกรรม โดยการใชเปนตัวหอหุมยาหรือเปนแคปซลู
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สําหรับบรรจุยา และอาจใชเพื่อตรึงเอนไซมสําหรับการวินิจฉัยโรค หรือนํามาใชสําหรับการ

ปรับปรุงโดยวธิีการทางเคม ี (chemical modification) ของผลติภัณฑยา สมบัติการไหล 

(rheology) และการกอลักษณะเจล และคุณสมบัติทางชวีวทิยา (biological properties) เชน 

สมบัติตานมะเร็ง สมบัติตานไวรัส และอาจใชเปนวคัซีนแทนการใชเซลลจุลินทรียเพื่อหลีกเลีย่ง

ผลขางเคียงเนือ่งจากองคประกอบอื่นๆของเซลลเชน โปรตีน  เปนตน คุณสมบัติเหลานี้ของพอลิ

แซ็กคาไรดสามารถนาํมาใชประโยชนทางการแพทยได (Sutherland,1990) 

 เดกซแทรน มีบทบาททีน่าสนใจทางการแพทยโดยมกีารนําไปใชเปนสารชวยเพิ่มปริมาตร

ของโลหิต (blood-plasma volume expander) ในผูปวย (Qader และคณะ, 2005)   นอกจากนี้

ยังมกีารนาํอนพุันธของเดกซแทรนมาใชเปนสารตานการแข็งตัวของเลอืด (anti-coagulant) 

(Sutherland, 1996) และมกีารนาํเดกซแทรนมาผสมลงในผลิตภัณฑครีมทาผิว  และยาขึ้ผ้ึงตาง ๆ  

โดยเดกซแทรนจะทําหนาทีรั่กษาความชืน้ไดเปนอยางดี (De Belder, 2003) 

 เซลลูโลส เปนพอลิเมอรบีตา-1,4-ดี-กลูโคส ที่ไมละลายน้าํ สามารถผลิตจากแบคทีเรีย 

Acetobacter xylinum (Paul และคณะ, 1986) และในทางการแพทยไดมีการนําเซลลูโลสไปใชใน

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

 เคอรดแลน เปนพอลิเมอรของกลูโคสประกอบดวย บีตา-1,3-กลูแคน และมีน้าํหนัก

โมเลกุลสูง ผลิตโดย Agrobacterium radiobacter สายพนัธุ NCIM 2443 เคอรดแลน

ประกอบดวยหมูไฮดรอกซิลอิสระเปนจํานวนมาก ทาํใหสามารถจบัเกาะกับเอนไซมไดดี จึง   

เหมาะสมสาํหรับการนํามาใชเปนตัวยึดจบัหรือเมทริกซ (matrix) ในการตรึงเอนไซม (Saudagar 

และ Singhal, 2004) สําหรับการวนิิจฉัยโรค 

 Liu และคณะ (2009) พบวา แบคทีเรีย Paenibacillus polymyxa  สายพันธุ EJS-3 

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดซึ่งมีแมนโนส ฟรักโทส และกลูโคสเปนองคประกอบ มีสมบัติตาน

ออกซิเดชัน (antioxidant) ซึ่งมีแนวโนมที่ใชนาํไปใชในการรักษาบาํบัดโรค เชน โรคมะเร็ง          

โรคสมองเสื่อม หรืออัลไซเมอร (Alzheimer's disease) และความเสื่อมโทรมของเซลล 

 Tong และคณะ (2009) รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดจาก Pleurotus ostreatus ซึ่ง

ประกอบดวยน้ําตาลแมนโนส กาแลคโทส กลูโคส สามารถละลายน้าํได   มีสมบัติตานเซลลมะเร็ง

ไดดี จึงอาจนาํไปพัฒนาเปนสารตานมะเร็งได 
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2.3.3  ดานการบําบัดน้าํเสีย 
 
 สารกอการจับกลุม  (flocculants)  ถูกนํามาใชประโยชนในกระบวนการของอุตสาหกรรม

ตางๆ เชน กระบวนการ downstream กระบวนการหมกั รวมถงึในการบําบัดน้าํเสยี (Salehizadeh 

และ Shojaosadati, 2001) แมวาสารกอการจับกลุมที่สังเคราะหทางเคมมีีลักษณะเฉพาะตวั 

รวมทัง้มีประสิทธิภาพและราคาถูก แตสารเหลานี้ยอยสลายยาก บางครั้งสารที่สังเคราะหเปนสาร

กอการจับกลุมกอใหเกิดปญหาทางสุขภาพและเพิ่มภาวะเสี่ยงทางสิง่แวดลอม ตัวอยางเชน 

polyacrylamide เปนทีน่ิยมในการใชเปนสารกอการจับกลุม เกิดจากการรวมตัวของ acrylamide 

ซึง่ตรวจพบวาเปนพษิตอประสาทและเปนสารกอมะเร็งตอมนุษย (Dearfield และ Abermathy, 

1988; Yokoi และคณะ, 1997)  ดังนัน้สารกอการจบักลุมทางชวีภาพ (Bioflocculants) จึงมี

ความสาํคัญและนาสนใจทีจ่ะนาํมาใชแทนที่สารกอการจับกลุมที่สังเคราะหทางเคม ี (Jang และ

คณะ, 2001) เพราะยอยสลายทางธรรมชาติได และมคีวามปลอดภยัตอระบบนิเวศน (He และ

คณะ, 2004) พอลิแซ็กคาไรดซึ่งมีสมบัติเปนสารกอการจับกลุม จึงมีบทบาทสาํคัญมากขึ้นโดย

สามารถผลิตไดจากจุลินทรยี  เชน Alcaligenes cupidus สายพนัธุ KT-201(Toeda และ Kurane, 

1991) Alcaligenes latus สายพนัธุ B-16 (Kurane และ Nohata, 1991) และ Bacillus sp. สาย

พันธุ DP-152 (Suh และคณะ, 1997)      

 สารกอการจับกลุมทางชวีภาพทําใหเกิดการตกตะกอนของอนุภาคสารแขวนลอยโดยการ

สรางสะพานเชื่อม (bridging) และการทําใหเกิดสภาพเปนกลาง (charge neutralization) สารกอ

การจับกลุมทางชวีภาพเหลานี้จะมีการจับกลุมกนัไดหนาแนน ซึ่งตองขึ้นกับไอออนบวกดวย 

ตัวอยางเชน สารกอการจับกลุมทางชวีภาพที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ S11 ไมสามารถ

จับกลุมไดถาไมมีการเติมสารละลาย CaCl2 (Dermlim และคณะ, 1999) และสารกอการจับกลุมที่

ผลิตโดย Enterobacter aerogenes ตองการ Zn2+ สําหรับการจับกลุม (Lu และคณะ, 2005) 

บทบาทของ bivalent และ trivalent cations คือการเพิม่การเกาะติดของพอลิเมอรทางชีวภาพบน

อนุภาคสารแขวนลอยโดยการลดประจุลบบนพอลิเมอรและอนุภาคสารแขวนลอย (Levin และ 

Friesen, 1987; Levy และ คณะ ,1992) 

 Yun และ Park (2003) รายงานวา จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด

ที่ผลิตโดย Bacillus sp. CP912  พบวามีความสามารถในการกออิมัลชันระหวางน้ํามันกับน้ํา และ

มีความสามารถในการเปนสารกอการจับกลุมตอแอคติเวตคารบอน (activated carbon) สูง   
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 Prasertsan และคณะ (2006) พบวา แบคทีเรีย Enterobacter cloacae สายพนัธุ WD7

สามารถผลิตเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ และมีสมบัติเปนสารกอการจบักลุม ซึ่งมี

กิจกรรมการกอการจับกลุมสูงสุด (flocculating activity) ที่ความเขมขนของพอลิแซ็กคาไรด        

2 มิลลิกรัมตอลิตร และ 40 มิลลิโมลาร CaCl2 ซึ่งมบีทบาทรวมกนัตอการตกตะกอนของดนิขาว 

(kaolin) 

 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงการใชพอลิแซ็กคาไรดดูดซับโลหะหนักโดยพอลิแซ็กคาไรด

สามารถใชแยกโลหะหนักจากน้ําเสีย ซึ่งเกิดปฎิกิริยากันระหวางประจุบวกของโลหะหนักและประจุ

ลบของพอลิแซ็กคาไรด (Salehizadeh และ Shojaosadati, 2003)  

 จากการศึกษาของ Moon และคณะ (2006) พบวา เพสแทน เปนพอลแิซ็กคาไรดผลิตจาก

รา Pestalotiopsis sp. สายพนัธุ KCTC 8637P มีสมบัติเปนสารกอการจับกลุม แลวยังสามารถ

กําจัดโลหะหนักไดซึ่งสามารถดูดซับตะกั่ว (Pb2+) และ สังกะส ี(Zn2+) ในน้ําเสยีสังเคราะหได 

 Mokaddem และคณะ (2009) รายงานวา เอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย  

Paenibacillus polymyxa สามารถดูดซับแคดเมียม (Cd2+) จากสารละลายได ดังนั้นจงึอาจ

นําไปใชเปนตัวดูดซับโลหะหนกัที่ผลิตงาย ราคาไมแพง และมีประสิทธิภาพ เพื่อกําจัดโลหะหนัก

จากน้ําเสยี 

 
2.3.4   ดานอุตสาหกรรมน้ํามัน 
 
 การขุดเจาะน้าํมันมีการพัฒนาการเจาะหลุมปโตรเลียมจากแบบกระแทกมาเปนแบบหมนุ

และอาศัยของไหลสําหรับการเจาะ (Drilling Fluid) หรือน้ําโคลนสําหรบัการเจาะ (Drilling Mud) 

น้ําโคลนสําหรบัการเจาะเปนสวนที่สําคัญมากอนัหนึ่งของการทํางานในสวนของงานการเจาะ มัน

เปนตัวชวยหลอล่ืนใหกับหวัเจาะและชวยนาํพาเศษดิน เศษหนิที่ถูกเจาะหรือถูกตัด (Drill 

Cuttings) ข้ึนมาสูพืน้ผิว (Chilingarian และ Vorabutr, 1983) น้ําโคลนหรือของไหลสําหรับ     

การเจาะ โดยปกติแลวจะมีสมบัติเปนของไหลแบบซูโดพลาสติกและตองเสถียรภายใตแรงเฉือน 

(shear forces) และอุณหภูมิระหวางกระบวนการขุดเจาะน้ํามนั ในการขุดเจาะน้ํามนันั้นพบวา   

ไดมีการนําพอลิแซ็กคาไรดมาประยุกตใชเปนของไหลหรอืเปนสวนผสมในน้าํโคลนสาํหรับการ

เจาะ (Sutherland,1990) 

 เดกซแทรน เปนพอลิเมอรทีน่ํามาใชเปนสารหลอล่ืนบริเวณหัวเจาะน้าํมัน เนื่องจากสมบัติ

ของเดกซแทรนที่มนี้าํหนักโมเลกุลมาก  จึงสามารถนาํมาประยุกตใชเก็บน้าํมนัโดยใชหลักในการ

แทนที่  ทาํใหน้ํามนัลอยตวัขึ้นมาสวนบนจึงสามารถเกบ็น้ํามนัสะดวกขึ้น (Kim และคณะ, 2000) 
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 แซนแทน มีสมบัติเปนสารแขวนตะกอน (suspending agent) และสารใหความหนดืที่ดี  

ซึ่งมีความเสถยีรในชวงของความเปนกรด-เบส และอุณภูมิที่กวาง สามารถเขากันไดดีกับเกลือและ

สารเคมีตางๆ ดังนัน้จึงสามารถนํามาใชในอุตสาหกรรมการขุดเจาะน้าํมันได (Sutherland, 2001) 

 Paul และคณะ (1986) รายงานวา PS-7 กัมเปนเอกโซพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย 

Azotobacter indicus เปนพอลิเมอรของน้าํตาลกลโูคส แรมโนส กรดกลูคิวคิวโลนิก และหมู     

O-acetyl สามารถละลายน้าํไดและทําใหสารละลายมีความหนืดสงู มีสมบัติเปนของไหลแบบซูโด

พลาสติกที่ด ี มีความเสถียรตออุณหภูมิในชวง 4 Oซ – 93 Oซ มีความเสถยีรและเขากันไดดีกับ

สารละลายเกลือที่ความเขมขนสูงได ดังนั้นจงึมีความเปนไปไดที่จะนํามาประยกุตใชเปนของไหล

สําหรับการเจาะ  

 
2.3.5   ดานอุตสาหกรรมการยอมและการพิมพสิง่ทอ 
 
 สมบัติดานการทําขน (thickener) และความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรหรือสารทําให

เสถียรของพอลิแซ็กคาไรด มีประโยชนในอุตสาหกรรมสยีอมและการพิมพส่ิงทอ โดยชวยเพิ่มการ

แทรกซึมและการกระจายตวัของสีไปยังเสยใย เปนตวัชวยเพิ่มความคงทนตอการจบัเกาะของสีกบั

เสนใยระหวางกระบวนการอบแหงหลังการพิมพ (Sutherland,1990) 

 อัลจิเนต เปนสารทําขนที่ดสํีาหรับนํามาใชในการพิมพส่ิงทอเนื่องจากสมบัติดานความขน

หนืด ในการควบคุมสมบัติการไหลของสีเพื่อความคมชดั และความสะอาดของลวดลายบนเนื้อผา

โดยปองกนัการกระจัดกระจายของสีบนเนือ้ผา (Fijan และคณะ, 2007) 

 Paul และคณะ (1986) รายงานวา พอลิแซ็กคาไรด PS-10 ที่ผลิตโดยแบคทีเรียจากดิน ซึง่

มีน้ําตาลกลูโคส กาแลคโทส แมนโนส ฟโูคส และกรดกลูคิวโลนกิเปนองคประกอบ มีแนวโนวทีจ่ะ

ประยุกตใชในการพิมพพรม เนื่องจากมีความสามารถเขากันไดกับสีเบสิก(basic or cationic dye) 

และสามารถทนไดดีตอเอนไซมเซลลูเลสและเสถียรตออุณหภูมิ  
 
2.3.6  ดานเกษตรกรรม 
  
 พอลิแซ็กคาไรดมีสมบัติเปนสารกอฟลม จึงสามารถนํามาใชเปนสารเคลือบผิว เคลือบ

เมล็ดและรากของพืช ปองกนัพืชจากความแหงแลงและสภาพแวดลอมตางๆได เพือ่รักษาอายุของ

ผลผลิตทางการเกษตร ตัวอยางเชน การใชอัลจิเนตเปนสารเคลือบ (coating agent) ตนออนของ

พืช (Sutherland,1990)  



 

 

20 

2.4   เทคนิคการทาํบรสิุทธิ์และการวิเคราะหสมบติัของพอลิแซ็กคาไรด 
 
2.4.1 โครมาโทกราฟ (Chromatography) 
 

 เปนเทคนิคทีน่าํมาใชประโยชนสําหรับการแยกสาร ตรวจสอบ และ วิเคราะหชนิดของสาร 

การแยกตัวถูกละลายที่ผสมกันหลายชนิดในปริมาณนอยใหออกจากสารละลายผสม ซึ่งอาศัย

หลักการละลายของสารในตวัทาํละลาย  และการถกูดูดซับโดยตัวดูดซับ   โดยสารทีต่องการนาํมา

แยกโดยวธิีนี้จะมีสมบัติการละลายในตัวทาํละลายไดไมเทากนั   และถูกดูดซับโดยตัวดูดซับไดไม

เทากัน  ทําใหสารเคลื่อนที่ไดตางกนั วิธกีารนี้จะมีเฟส 2 เฟส ไดแก เฟสอยูกบัที่ (stationary 

phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) องคประกอบของสารผสมจะเคลื่อนผานเฟสอยูกับที่

โดยการไหลผานของเฟสเคลื่อนที ่ การแยกของสารอาศัยความแตกตางของอัตราการเคลื่อนที่

ระหวางสารตัวอยาง (Skoog, 1988) 

 

 2.4.1.1   โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน (Ion-exchange chromatography) 

  

  เทคนิคที่ใชแยกโมเลกุลที่มีประจุ หรือโมเลกุลที่มีความสามารถในการแตกตัวให

ประจุออกจากกัน โดยอาศัยความแตกตางของคาประจ ุ (Net charge) และการดูดซับหรือจับกนั

แบบผันกลับได (Reversible adsorption) ดวยแรงทางไฟฟา (Electrostatic force หรือ Ionic 

force) ที่แตกตางกันของโมเลกุลทีม่ีประจุตรงขามกับอิออนของเฟสอยูกับที่ และการจับกนันี้จะ

สามารถถูกไลหรือแทนที่ได ดวยโมเลกลุอ่ืนที่มีความสามารถในการจับกับเรซินไดดีกวา เขามา

แขงขันแยงจับ เรซินสาํหรับแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange resin) หรือตัวแลกเปลี่ยนประจ ุ

(ion-exchanger) สามารถเปนตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation-exchanger) และตัวแลกเปลี่ยน

ประจุลบ (anion-exchanger) ซึ่งประกอบดวยตัวค้ําจนุ (matrix) เปนของแข็ง ไมละลายน้าํ ซึ่งมี

หมูทีม่ีประจุตดิกับตัวค้ําจนุดวยพนัธะโคเวเลนต (covalent bond) และมีประจุตรงกันขาม 

(counter ions) จับกับหมูทีม่ีประจุบนตัวค้ําจุนดวยพนัธะไอออนิก (ionic bond)  (Kraak, 1982) 

โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน ม ี2 แบบ (Fritz และ Gjerde, 2000) คือ 

  -โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange chromatography) 

สารตัวกลาง (resin) มีประจุบวก เชน ไดเอทิลอะมิโนเอทิล (Diethylaminoethyl  :DEAE) ใชใน

การแลกเปลี่ยนโมเลกุลที่มปีระจุลบ 
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   -โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation exchange chromato 

graphy) สารตัวกลาง (resin) มีประจุลบ เชน คารบอกซีเมทิล (Carboxymethyl: CM) ใชในการ

แลกเปลี่ยนโมเลกุลที่มีประจบุวก 
 

2.4.1.2  เจลฟลเทรชนัโครมาโทกราฟ (Gel filtration chromatography) 

 

  เทคนิคเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ (gel filtration chromatography) หรือ Size 

exclusion หรือ Gel permeation chromatography เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยสมบตัิ

ความแตกตางกันของขนาด และมวลของโมเลกุล อาศัยคุณสมบัติของเม็ดเจลที่มีลักษณะชองวาง

หรือรูพรุนภายในที่เกิดจากการเชื่อมไขวของพอลิเมอรที่ใชในการสรางเจลเมทริกซ (gel matrix)  

(Dawkins, 1982) ตัวเจลทีน่ยิมใชกนัทัว่ไปไดแก เซฟาเดกซ (Sephadex)  เซฟาโรส (Sepharose) 

และ ไบโอ-เจล เอ (Bio-Gel A) เปนตน โดยภายในเม็ดเจลแตละเม็ดมีขนาดชองวางที่จําเพาะ 

ยอมใหสารทีม่ีขนาดโมเลกลุคาหนึ่งผานเขาไปในเม็ดเจลได สวนสารที่มีขนาดใหญกวาไมสามารถ

ผานเขาไปไดจึงถูกชะออกมากับสารละลายบัฟเฟอรที่ใชชะหลุดออกจากคอลัมนกอน ดังนั้นจงึ

สามารถแยกสารที่มีขนาดเลก็และใหญออกจากกันได แสดงดังรูปที ่2.5 (Skoog, 1988) 

 

 
 

รูปที่ 2.5   เทคนิคเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ  

ที่มา: Hamley (2004) 
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 2.4.1.3 ไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (High Performance Liquid chromato   

graphy) 

  เทคนิคแยกสารเคมีภายใตความดนัของเหลว เปนเทคนิคการวิเคราะหสารเชิง

คุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) และปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) โดยการ

เปรียบเทยีบกบัสารมาตรฐาน  เปนเทคนคิที่นิยมใชมากวิธหีนึง่ โดยสามารถใชกับงานดานตาง ๆ 

อยางกวางขวาง เชน ในการวิเคราะหทางดานอาหารและยา ทางดานการแพทย และทางดาน

ส่ิงแวดลอม เปนตน สามารถตรวจวิเคราะหสารปริมาณต่ําๆไดในระดับไมโครกรัม (μg) ถึงพิโค

กรัม (pg) เมื่อเลือกใชเครื่องตรวจวัดที่เหมาะสม HPLC เปนเทคนิคแยกสารผสมแบบใชเครื่องสูบ

แรงดันสูง (high pressure pump) สูบตัวทําละลายซึง่ทาํหนาที่เปนเฟสเคลื่อนที ่(mobile phase) 

พาสารตัวอยางทีถู่กฉีดเขาทางชองฉีดสาร (injector) ผานอนุภาคทีเ่ปนเฟสอยูกับที่ (stationary 

phase) ซึ่งบรรจุอยูในคอลัมน (column) สารผสมตัวอยางจะเคลือ่นที่ผานคอลมันและถกูแยก

ออกมา สารจะถูกแยกออกมาในเวลาทีต่างกนั โดยสารผสมที่อยูในตัวอยางสามารถถูกแยกออก

จากกนัไดนัน้ข้ึนอยูกับการดูดซับของสารประกอบนัน้กบัเฟสอยูกับที ่ สารที่ดูดซับไดต่ํากับเฟสอยู

กับที่จะเคลื่อนที่ผานคอลัมนไดเร็ว สารนัน้ก็จะถูกแยกออกมากอน สวนสารที่ดูดซับไดดีกับเฟสอยู

กับที่จะเคลื่อนที่ผานคอลัมนไดชาก็จะถูกแยกออกมาทหีลัง (Lindsay,1991) และผานเขาสูเครื่อง

ตรวจวัด (detector) ในเวลาที่ตางกนั สัญญาณที่วัดไดจะอยูในรูปสัญญาณไฟฟาตามเวลาและ

ปริมาณของสารแตละตัวที่ตรวจวัดได จากนัน้สัญญาณจะถูกสงไปยังเครื่องบันทกึสญัญาณ เพื่อ

แสดงผลออกมาเปนโครมาโทแกรม (chromatogram)  แสดงดังรูปที่ 2.6  โดยระบบการแยก      

ในเทคนิค HPLC มี 2 แบบตามลักษณะการใชเฟสเคลื่อนที่คือ การแยกโดยใชองคประกอบของ

เฟสคงที่แบบเดียวตลอดการแยก (Isocratic) และการแยกโดยมีการเปลี่ยนองคประกอบของเฟส

คงที่ในระหวางการแยกแบบตอเนื่องหรือแบบทีละขั้น (Gradient elution) (Skoog, 1988) 
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รูปที่ 2.6   เทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซลิควดิโครมาโทกราฟ (HPLC) 

ที่มา: Clark  (2007) 

 

2.4.2 ฟูเรยีรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (Fourier transform infrared 
spectroscopy: FTIR) 

 

 เปนเทคนิควิเคราะหโดยใชรังสีอินฟราเรด รังสีอินฟราเรดเปนชวงหนึง่ของคลื่นแมเหล็ก  

ไฟฟาที่มีความยาวคลื่นในชวง 0.7 - 500 μm หรือ wavenumber ในชวง 1400 - 20 cm-1       

โดยชวงของอนิฟราเรดที่มีประโยชนในการวิเคราะหทางเคมี ไดแก ชวงความยาวคลืน่กลาง 

(Middle Infrared) ซึ่งมีประโยชนในการใหขอมูลดานโครงสรางโมเลกุล โดยรงัสอิีนฟราเรดจะมี

พลังงานต่ํากวารังส ี UV เมื่อโมเลกุลของสารดูดซับรังสีอินฟราเรด   จะทําใหโมเลกุลเกิดการสั่น

และการหมนุของพันธะภายในโมเลกุลของสารตัวอยาง โดยโมเลกุลจะดูดซับรังสีอินฟราเรดที่

ความยาวคลืน่เดียวกันกับความถี่ในการสั่นของโมเลกลุของสารนัน้ ดังนัน้สารอินทรียแตละชนดิจะ

มีคาความถี่ในการสัน่จําเพาะที่แตกตางกนัไป ทําใหสามารถนําเทคนิคนีม้าใชในการวิเคราะห

ประเภทของสารอินทรีย และหมูพันธะเคมีในโมเลกุล (functional group) ของสารชีวโมเลกุล 

ไดแก โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต และกรดนิวคลีอิกได โดยแสดงลักษณะของอินฟราเรด

สเปกตรัมที่แตกตางกันใหผลในรูปแบบของรอยพิมพลายนิ้วมือ (finger print) หรือ FTIR marker 

ซึ่งมีความจาํเพาะในตัวอยางแตละชนิด (Gooch, 1997) นอกจากนํามาใชประโยชนในการ
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วิเคราะหดานคุณภาพ เชนการวิเคราะหชนิดของหมูฟงกชันนัล (functional group) แลวกย็ัง

สามารถนํามาใชในการวิเคราะหเชิงปริมาณไดอีกดวย โดยอาศยัหลักการวเิคราะหตามกฎของ 

Beer-Lambert's Law ซึ่งปริมาณความเขมขนของสารตัวอยางในสารละลายจะเปนสัดสวน

โดยตรงกับคาการดูดซับ (Absorbance) ของสารละลายนัน้ เทคนิคนี้สามารถวิเคราะหไดทั้ง

ตัวอยางที่เปนของแข็ง ของเหลวและกาซ โดยมีวิธกีารเตรียมตัวอยางในการวัดตัวอยางแบบตาง ๆ 

เชนการใช KBr disk สําหรับตัวอยางของแข็งหรือการใช liquid cell สําหรับตัวอยางของเหลว หรือ 

gas cell สําหรับตัวอยางที่เปนกาซ เปนตนอีกทั้งเปนเทคนิคที่สามารถวิเคราะหไดอยางรวดเร็ว มี

ความแมนยาํสูงและเปนเทคนิคที่ไมทาํลายตัวอยางอกีดวย เทคนิคนีจ้ึงเปนเทคนิคที่นยิมใชในการ

วิเคราะหอยางแพรหลายในปจจุบัน เชนการวิเคราะหดานพอลิเมอร ปโตรเคมี สามารถประยุกตใช

ไดทั้งงานดานชีววทิยา ชวีเคมี การแพทย ส่ิงแวดลอม อาหาร และทางดานเคมีอินทรีย เพื่อใชใน

การตรวจสอบวิเคราะหสารได (Smith, 1996) 

 ฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FTIR) ประกอบไปดวย แหลงกําเนดิแสง  

(IR Source)จะถูกใหความรอนจนมีอุณหภูมิสูงและจะปลดปลอยแสงที่มีความถี่ในชวงอนิฟราเรด

ออกมา Monochromator สําหรับแยกลาํแสงเปนลําแสงความยาวคลื่นเดี่ยวทาํใหแสงแตละความ

ยาวคลืน่ถูกตรวจวัดในเวลาที่ตางกัน ตัวอยางที่จะนาํมาวิเคราะห และตัวตรวจวัด (Detector) ทํา

หนาที่ตรวจวดัพลังงานแสงที่ผานออกมาจากตัวอยาง แสดงดังรูปที่ 2.7 

 

 
 

รูปที่ 2.7   เทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FT-IR) 

ที่มา: Hsu (1996) 
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2.4.3 นิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy: NMR) 

 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป ( NMR Spectroscopy ) เปนเทคนิคที่มี

ประโยชนในการศึกษาโครงสรางโมเลกุลของสารประกอบ โดยการเกดิอันตรกิริยา ( interaction ) 

ระหวางรังสีแมเหล็กไฟฟาในชวงคลื่นวิทยุ กับนิวเคลยีสที่เกาะอยูที่ตาํแหนงตางๆ ในโมเลกุลขณะ

วางอยูในสนามแมเหล็ก นิวเคลียสเหลานี้มีสมบัติทางสนามแมเหล็กตางกัน ซึ่งนิวเคลยีสที่

สามารถเกิดอนัตรกิริยากบัสนามแมเหลก็ไดตองมีเลขสปนควนัตัม (spin quantum number,I>0 ) 

มากกวาศนูย  (Field และ Sternhell, 1989) นิวเคลียสที่มเีลขสปนมากกวา 0 จะมีคุณสมบัติ

เสมือนหนึง่วาหมุนรอบตัวเองไดเนื่องจากภายในนิวเคลยีสเหลานี้มปีระจุอยู  โดนนิวเคลียสของ

ธาตุที่มปีระจุ   ประจุนี้จะหมุน (spin) เปนวงรอบแกนนิวเคลียส ซึ่งเปนสมบัติเฉพาะของนิวเคลยีส

แตละชนิดเมื่ออยูภายใตสนามแมเหล็ก การสปนของนิวเคลยีสนี้จะกอใหเกดิโมเมนตแมเหล็ก 

(magnetic moment) เมื่อมีสนามแมเหล็กภายนอกกระทาํกับนิวเคลียส จะไปทําใหนวิเคลียสที่

จําเพาะเจาะจงเกิดการหนัไปในทิศทางทีแ่นนอนเมื่อเทยีบกับทิศทางของสนามแมเหล็ก ทิศทาง 

การจัดตัวที่ตางกนัจะมีคาพลังงานที่ตางกนั ดังนัน้จงึสามารถนําขอมูลคาพลงังานทีว่ัดไดมาบง

บอกถึงทิศทางการจัดตัวของนวิเคลียสชนดิตาง ๆ ได ดังนัน้เมื่อนําสารเคมีที่ตองการวิเคราะหหา

สูตรโครงสรางเขาเครื่อง NMR สเปกโทรมิเตอร จะได สเปกตรัมซึ่งเปนผลของการดูดกลืนรังสี

แมเหล็กไฟฟาที่ความถี่ตางๆ ผลของ NMR สเปกตรัมจะบอกไดวานิวเคลียสที่ถกูดูดกลืนพลงังาน

นั้นมีสภาวะแวดลอมทางเคมีอยางไร หรืออีกนยัหนึ่งนิวเคลยีสนั้นๆอยูที่ตําแหนงใดในโมเลกุล 

รวมทัง้สามารถบอกจํานวนนิวเคลียสที่อยูในตําแหนงนัน้ๆไดดวย (Gooch, 1997) 

 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy) จะประกอบดวยสวนสําคญัคือ แมเหล็ก ตัวสง (radiofrequency generator) 

ตัวรับสัญญาณคลื่นวิทยุ (detector and amplifier) ซึ่งจะทาํหนาที่สงสัญญาณคลื่นวิทยุไปยัง

ตัวอยางและตรวจวัดสัญญาณที่ถูกดูดกลนืหรือปลดปลอยออกมา และเครื่องคอมพิวเตอรหรือตัว

แสดงผล  แสดงดังรูปที ่ 2.6  ซึง่ยุคแรกการวัดสญัญาณ NMR จะทําในลกัษณะทีเ่รียกวา 

continuous wave (CW) โดยเครื่องสงสัญญาณคลืน่วทิยุจะตองแปรความถี่ของคลื่นวทิย ุ ซึ่ง

สงผานเขาไปในตัวอยางเรื่อยๆ และตรวจวัดสัญญาณหลังจากผานตวัอยางเปรียบเทยีบกบั

สัญญาณที่สงเขาไปที่ความถี่เดียวกัน หากความเขมของสัญญาณลดลงก็แสดงวามีการดูดกลืน

เกิดขึ้น ลักษณะการดูดกลืนก็จะเปนพีคซึ่งจะนาํมาพล็อตเทียบกับความถี่คลายกับในกรณขีอง

อินฟราเรดสเปกตรัม ซึ่งเทคนิคนี้ตองใชเวลานาน และไมคอยมีประสิทธิภาพ ตอมาจึงมกีาร
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พัฒนาเครื่อง NMR โดยใชเทคนิคทีเ่รียกวา Pulsed NMR ซึ่งจะเปนการสงสัญญาณคลื่นวิทยุทีทุ่ก

ความถี่ในชวงที่สนใจเขาไปยังตัวอยางพรอม ๆ กัน ซึ่งจะทาํใหเกิดการฟลิปของสปนทัง้หมดอยาง

ทันทีทนัใดเรียกวาอยูในสถานะถกูกระตุน (excited state) จากนั้นนิวเคลียสก็จะกลบัเขาสูสถานะ

เดิม (ground state) พรอมทั้งปลดปลอยพลังงานออกมาในรูปของคลื่นวทิย ุ เฉพาะความถีท่ี่เกดิ

การดูดกลืนซึง่อาจมีมากกวา 1 คาก็ได ความถี่ของคลืน่ที่ปลดปลอยออกมานี้จะอยูในรูปของคลื่น

ที่ซอนกันที่เรียกวาสัญญาณ FID (free induction decay) ซึ่งสามารถแยกออกเปนแตละความถี่ 

โดยที่แตละความถี่กม็ีความเขมของสัญญาณที่แตกตางกันได โดยกระบวนการทางคณิตศาสตรที่

เรียกวาฟูเรียรทรานสฟอรม (Fourier transform) ดังนัน้เครื่อง NMR สมัยใหมจงึมักเรียกวา        

FT-NMR การทําฟูเรียรทรานสฟอรมจะตองใชการคํานวณที่ซับซอน คอมพิวเตอรสําหรับเก็บขอมลู

และประมวลผลจึงเปนสิง่สาํคัญอยางยิง่สาํหรับ FT-NMR  ขอดีของ FT-NMR คือสามารถเก็บ

สัญญาณ FID รวมกันไดหลาย ๆ คร้ัง แลวนาํมาทําฟูเรียรทรานสฟอรมเพียงครั้งเดยีวซึง่จะทําให

ไดสัญญาณที่ชัดเจนขึ้น โดยเฉพาะกับสารตัวอยางที่มีปริมาณนอย (Friebolin, 2005) 

 

 

 รูปที่ 2.8  สวนประกอบของนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (NMR spectroscopy) 

ที่มา: Reusch (2007) 
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2.4.4   เทอรโมกราวิเมทรกิแอนาไลซิส (Thermogravimetric analysis:TGA) 
 

 เทคนิควเิคราะหสมบัตทิางความรอนโดยศึกษาการเปลีย่นแปลงน้ําหนักของสารเมือ่ไดรับ

ความรอนภายใตบรรยากาศที่กําหนด เปนเทคนิคที่จาํเปนสําหรับการวิเคราะสมบตัิของวัสดุตาง ๆ 

เชน  พอลิเมอร สารอินทรียหรือสารอนนิทรีย เซรามิค โลหะ แกว และวัสดุทั่วไปอ่ืน ๆ                

การวิเคราะหสมบัติทางความรอน  เปนการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงสมบัติทางกายภาพหรือทาง

เคมีของวัสดุทีข้ึ่นกับอุณหภมูิและเวลา  ผลการวิเคราะหจะใหขอมูลเกี่ยวกับ สมบัติทางความรอน 

ความเสถียรตอความรอน และลักษณะการผานกระบวนการทางความรอนของวัสดุ โดยทาํการ 

ศึกษาน้ําหนกัที่หายไปเมื่อมกีารเปลี่ยนแปลงอุณหภูม ิ  ความรอนที่วสัดุดูดหรือคาย เมื่อเกิดการ

เปล่ียนแปลงอุณหภูมิหรือเวลา และการเปลี่ยนแปลงขนาดของวัสดุ  เทคนิคนี้เหมาะสําหรับศึกษา

การเปลี่ยนแปลงสภาพที่เกีย่วของกับการดดูซับกาซ หรือระเหยของน้าํ ซึ่งเกดิจากการเปลี่ยนเฟส 

หรือ การสลายตัวของวัสดุ (Decomposition) (Gooch, 1997) 

 หลักการทาํงานของเทคนิคเทอรโมกราวิเมทริกแอนาไลซสิ คือ ใชพืน้ฐานการวัดน้ําหนกั

อยางตอเนื่องดวยเครื่องชั่งที่มีความไวสงู (thermobalance) ในระหวางการวิเคราะห อุณหภูมิของ

ตัวอยางซึ่งอยูในบรรยากาศปกติ หรือกาซเฉื่อยจะถกูทําใหเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ขอมูลการ           

วิเคราะหจะถกูบันทึกเปนเทอรโมแกรมที่แสดงการเปลีย่นแปลงน้ําหนกัของตัวอยาง และอุณหภูมิ  

(Hatakeyama และ Quinn, 1999)



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

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

Co., Ltd., Switzerland 

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

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

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

Switzerland 

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

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

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

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

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

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

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

7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา -80 ๐ซ บริษัท Forma Scientific, USA 

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

Germany 

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

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

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

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

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

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

Germany 

15. ตูอบความรอน รุน UE 600 และรุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 



 

 

29 

16. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

            บริษัท Beckman Coulter, Germany 

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

USA 

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

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

USA 

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

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

Toledo., USA 

21. เครื่องลิควิดโครมาโทรกราฟ รุน AKTA prime บริษัท Amersham pharmacia Biotech, 

U.S.A 

22. คอลัมน XK 1.6 x 15 cm บริษัท Amersham pharmacia biotech wikstroms, Sweden 

23. คอลัมน XK 1.6 x 60 cm บริษัท Amersham pharmacia biotech wikstroms, Sweden 

24. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ รุน MJ Mini personal thermal cycler บริษัท Bio-rad 

Laboratories, Ltd., USA 

25. เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทรกราฟ  รุน 2000ES บริษัท Alltech, USA 

26. คอลัมน Sugar SZ5532 บริษัท Shodex, Japan 

27. เครื่อง Evaporative Light Scattering Detectors บริษัท Alltech, USA 

28. เครื่อง Simultaneous thermal analyzer รุน 409  บริษัท Netzsch, Germany   

29. เครื่องฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโคป (FT-IR) รุน Spectrum One บริษัท 

Perkin Elmer ,USA 

30. เครื่องฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโคป (FT-NMR) รุน 

INOVA บริษัท Varian, Inc., USA 
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3.2   เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

2. สารสกัดจากยีสต บริษัท Biospringer, France 

3. โซเดียมไฮดรอกไซด บริษัท Merck, Germany 

4. โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต บริษัท Merck, Germany 

5. กรดซัลฟูริก บริษัท Merck, Germany 

6. กรดไฮโดรคลอริก บริษัท Merck, Germany 

7. ซูโครส บริษัท Merck, Germany 

8. กลูโคส บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

9. กาแลคโทส บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

10. แรมโนส  บริษัท Difco, USA 

11. แมนโนส บริษัท Fluka, Switzerland 

12. ไซโลส บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

13. เดกซแทรน 2000 บริษัท Amersham biosciences, Sweden 

14. แซนแทน บริษัท Success chemical, Thailand 

15. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต บริษัท Merck, German 

16. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

17. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

18. แอมโมเนียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

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

20. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

21. Gel filtration resin, superdex G-200 บริษัท Amersham pharmacia Biotech, U.S.A 

22. Ion exchange resin, DEAE- cellulose บริษัท Amersham pharmacia Biotech, U.S.A 

23. ฟนอล บริษัท Merck, Germany 

24. กรดไตรคลอโรอะซิติก บริษัท Merck, Germany 

25. เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด บริษัท BDH chemicals, Ltd.,England 

26. ดินขาว (kaolin) บริษัท Mark, England 

27. แคลเซียมคลอไรด บริษัท Merck, Germany 
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3.3   วธิีการดําเนินงานวิจัย 
 
3.3.1   การเลี้ยงและการเก็บรักษาจลุนิทรียที่ใชในงานวจิัย 
 
 3.3.1.1   จุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

    แบคทีเรีย สายพนัธุ CU-CH4 CU-CH1 CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4  

และ CU-M5 ที่คัดแยกไดจากผลไมในสวน อําเภอกาํแพงแสน จงัหวัดนครปฐม โดยธิดารัตน     

วงศรัตน (2550) เปนแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด ไดรับการถายจาก

เซลลเพาะเลี้ยงที่เก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทีพ่ัฒนาโดย  

สมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) โดยดัดแปลงสูตรของ Bromfield รวมกับ Tallgren และคณะ 

(1998)  และเสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้าํหนักตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปรับคา

ความเปนกรด-เบสเร่ิมตนเปน 7.0 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    บนเครื่องเขยาดวยอัตราการ

เขยา 200 รอบตอนาท ี จากนัน้คัดเลือกเชื้อบริสุทธิ์ออกมาโดยนาํมาเลี้ยงตอบนอาหารเลี้ยงเชือ้

แข็ง  ดวยการขีดเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งที่ดัดแปลงจากอาหารสูตรขางตนบมที่อุณหภูม ิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 3.3.1.2   การเก็บรักษาจุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

   เขี่ยเชื้อแบคทเีรีย สายพนัธุ CU-CH4  CU-CH1  CU-E3  CU-F6  CU-M2    

CU-M4 และ CU-M5 ลงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อเหลวของ  สมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) ที่

ดัดแปลงสูตรจาก Bromfield รวมกับ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก)  แลวนาํไปบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาท ีจนกระทั่งวัดคาการดูดกลืนแสงที ่

550 นาโนเมตร ไดเทากบั 0.8 - 1.0 นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที  นาํมาละลายเซลลกลบัในอาหารเหลวชนิดเดียวกบัขางตน ที่มกีลีเซอรอลอยู 15% และนาํไป

เก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส    
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3.3.2   การผลิตและสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกจากธรรมชาต ิ
 

 3.3.2.1   เตรียมหวัเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  นําเชื้อบริสุทธิใ์นขอ 3.3.1.1 มาใชเปนหัวเชื้อโดยถายแบคทีเรียลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดย

น้ําหนกัตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเทากับ 7.0   

บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 20 0 รอบตอนาที จนวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่  550 นาโนเมตร ไดเทากับ 0.8 เพื่อใชเปนหวัเชื้อ 

 

 3.3.2.2    การผลิต สกัดแยก และการทําพอลิแซ็กคาไรดใหบริสุทธิ์บางสวน 

 

  นําแบคทีเรียมาตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยถายหัวเชื้อ 

ปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ 

(2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปรับคาความ

เปนกรด-เบสเทากับ 7.0   ปริมาตร 50   มิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา บมที่อุณหภูมิ 30   องศา

เซลเซียส บนเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 200     รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง เติมกรดไตร

คลอโรอะซิติกลงในสวนน้ําใสเซลลเพาะเลี้ยงใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 4% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรเพื่อตกตะกอนโปรตีน (Lin และChien, 2007) ปนเหวี่ยงแยกเซลลและตะกอนโปรตีนออก

ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส แลวนําสวนน้ํา

ใสที่แยกไดไปตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรดโดยใชเอทานอลเย็น ความเขมขน 95% โดยปริมาตรของ

เอทานอลที่ใชเปน 2 เทาของปริมาตรสวนน้ําใสที่นํามาตกตะกอน เขยา และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ชั่วโมง (Kumar และคณะ, 2004) จะไดตะกอนของพอลิแซก็คาไรด 

แยกตะกอนพอลิแซ็กคาไรดโดยนําไปปนเหวี่ยงแยกที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

20  นาที ทําบริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดโดยละลายตะกอนที่ไดในน้ํากลั่น จากนั้นตกตะกอนดวยเอทา

นอลเย็นปริมาตรเปน 2 เทา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําตะกอนที่ไดไปทําแหงดวยเครื่องระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่ํา 

(Lyophilizer) หาน้ําหนักแหงของพอลิแซ็กคาไรด และรายงานผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร สําหรับ

การศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดจะทําใหพอลิแซ็กคาไรด
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บริสุทธิ์มากข้ึน โดยการนําตะกอนพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้ํากลั่นแลวตกตะกอนดวย         

เอทานอลโดยทําการทดลอง 2 ซ้ํา (Yokoi และคณะ, 1990) นําตะกอนที่ไดไปทําแหงดวยเครื่อง

ระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่ํา (Lyophilizer) 
   
 3.3.3   ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด 
   

  3.3.3.1   ทดสอบหาชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 
 

  3.3.3.1.1 ยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดดวยกรดซัลฟูริก  
 

       นาํพอลิแซก็คาไรด 10 มลิลิกรัม มายอยดวยกรดซัลฟูริก ความเขมขน 

1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  โดยนําไปบมในเครื่องนึง่อบฆาเชื้อ ทีอุ่ณหภูมิ 120 องศาเซลเซยีส  

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 2 ชัว่โมง (Kambourova และคณะ, 2009) จากนัน้ปรับ

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

1 โมลาร ตามลําดับ นาํไปผานแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน  และเก็บสารละลายใสที่ไดไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปฉีดวเิคราะหชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียวดวย

เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ  (วิมลิน  ศิริพัฒนานนท, 2549) 

 

  3.3.3.1.2   วิเคราะหชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียวที่เปนองคประกอบของพอลิ

แซ็กคาไรดดวยวิธีไฮเพอรฟอรแมนซลิควดิโครมาโทกราฟ 

   

       ในงานวิจยัหัวขอนี้ไดใชอัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่คงที่ (Isocratic 

elution) และการปรับอัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่ในชวงเวลาการแยก (Gradient elution) เพื่อ

วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได ดังนี ้

       เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) ใชคอลัมน 

Sugar SZ5532 ตั้งอุณหภูมิคอลัมน 60 องศาเซลเซียส โดยใชสารละลายอะซิโตไนไทรล 

(acetonitrile) 80% โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา หรือ สารละลายอะซิโตไนไทรล 

(acetonitrile) ความเขมขนเริ่มตน 90% โดยปริมาตรจนถงึ 80%โดยปริมาตรในชวงเวลา 30 นาที  

เปนสารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ประมวลผลโดย Evaporative Light 

Scattering detectors                                                                                                            
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       ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการทราบชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียว

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยนําโครมาโทแกรมที่ไดเปรียบเทียบชนิดของน้าํตาลจากสารละลาย

มาตรฐาน   จากเวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลมัน 

 

3.3.3.2 การวิเคราะหสมบัติทางความรอนของพอลิแซ็กคาไรด 

 

    นาํพอลิแซ็กคาไรดน้ําหนักประมาณ 20 มิลลิกรัม มาวิเคราะหสมบัติทางความ

รอนดวยเทคนคิเทอรโมกราวเิมทริกแอนาลซิิส (TGA) ดวยเครื่อง Simultaneous Thermal 

Analyzer (STA) ภาวะในการทดสอบเริ่มจากอุณหภูม ิ 30 ถึง 600 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่

ความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาท ี ทาํการทดสอบภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน (Kumar 

และคณะ, 2004) 

 

 3.3.3.3   การตรวจวัดความสามารถในการอุมน้ําของพอลิแซ็กคาไรด 
 

    ดําเนนิการตามวธิีของ Tako และคณะ (1982) โดยนําพอลแิซ็กคาไรดมา

ละลายในน้าํกลั่นใหมีความเขมขน 0.5% จากนัน้ใชกระดาษกรองจุมลงในสารละลาย เปนเวลา   

1 ชั่วโมง จากนัน้วัดระยะทางของเหลวที่เคลื่อนที่ได โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตระยะทางของเหลวที่

เคลื่อนที่ไดตอระยะทางของน้ําที่เคลื่อนที่ไดหรือเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิ

แซ็กคาไรด (% syneresis) 

 

 3.3.3.4   ทดสอบความสามารถในการละลายน้ํา (solubility test) ของพอลิแซ็กคาไรด 

 

   นาํพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้าํกลัน่ใหมีความเขมขนเปน 0.1% จากนั้นดู

ความสามารถการละลายน้าํของพอลิแซ็กคาไรด จากการละลายของตะกอนในน้าํ ทีอุ่ณหภูมิหอง 

 

 3.3.3.5   ทดสอบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรด 

 

    นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายน้ําใหมีความเขมขนเปน 0.1% แลวนํามาผสมกับ

น้ํามันพืช ในอัตราสวน 1:1 นําไปเขยาดวยอัตรา 200 คร้ังตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไป
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ปนเหวี่ยงที่รอบตํ่าที่ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลววัดคาความสามารถการเปนอิมัลซิ

ไฟเออร โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตของระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ ตอระดับความสูงทั้งหมด  

ตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Yun และ Park (2003)  และติดตามวัดระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ

ทุกวัน ตลอดระยะเวลา 14 วัน  เพื่อติดตามความเสถียรของชั้นอิมัลซิไฟ 

 

 3.3.3.6   การวัดความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด 
 
  นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้าํกลัน่ใหมีความเขมขน 0.5% จากนั้นนํามาวัด

ความหนืดโดยใชเครื่อง Viscometer ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Mata และคณะ, 2008) 

 
3.3.4   การคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม  การหารูปแบบการเจริญและการผลิต
พอลิแซ็กคาไรด 
 

3.3.4.1 คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม 

 

    เปรียบเทียบลักษณะสมบตัิและประสิทธิภาพการผลติของพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1   CU-CH4   CU-E3   CU-F6   CU-M2   CU-M4 และ CU-M5 แลว    

ทําการคัดเลือกแบคทีเรียทีม่ปีระสิทธิภาพการผลิตพอลแิซ็กคาไรดสูง และมีลักษณะสมบัติทาง

กายภาพและเคมีที่เหมาะสมในอุตสาหกรรม คือ มีความเสถียรตออุณหภูมิสูง มีความสามารถเปน

อิมัลซิไฟเออร สามารถละลายน้ํา  มีความหนืด และมีความสามารถในการอุมน้าํไดดี 

 

 3.3.4.2    ศึกษารูปแบบการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

  

     ทําการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.3.4.1 ในอาหารเหลว

ที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชณุหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้ําหนกั

ตอปริมาตร  (ภาคผนวก ก) และเก็บตัวอยางทุก 1 ชั่วโมง เปนระยะเวลา 7 ชั่วโมงแรก หลังจาก

นั้นเก็บตัวอยางทกุ 3 ชั่งโมง ตลอดระยะเวลาจนถึง  24 ชั่วโมง เพื่อติดตามการเจริญของ

แบคทีเรียโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550   นาโนเมตร และน้ําหนักเซลลแหง (Velasco          

และคณะ, 2006)  โดยนาํอะลูมินัมฟอยล (aluminum foil) ไปอบในตูอบแหง  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ปลอยใหเยน็ในเดซิเคเตอร (desiccator) นํามาชัง่น้าํหนักดวยเครื่องชั่งละเอียด   จากนัน้นาํน้าํ
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เลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลือกจากอาหารเลีย้งเชื้อเหลวมาปนเหวี่ยง ความเร็ว 9,000 

รอบตอนาท ีเปนเวลา 30นาท ี เพื่อแยกเซลลออก (สวนน้าํใส นําไปสกัดแยกพอลแิซ็กคาไรด)  นํา

เซลลมาใสในอะลูมินัมฟอยลขางตน   และทําใหแหงในตูอบแหง  เปนเวลา 24 ชัว่โมง   ปลอยให

เย็นในเดซิเคเตอร   ชัง่น้าํหนกัแหงจนไดน้ําหนกัคงที ่  คํานวณหาน้ําหนกัเซลลแหง  และรายงาน

ผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร  และติดตามการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยนําสวนน้ําใสมาตกตะกอน

โปรตีนดวยกรดไตรคลอโรอะซิติก จากนัน้ปนเหวี่ยงแยกตะกอนโปรตีนออกที่ความเร็วรอบ 9,000 

รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที และนําสวนน้ําใสมาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีตกตะกอน     

เอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา ตามวิธีในขอ 3.3.2.2  จากนัน้หาน้ําหนกัแหงของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 
3.3.5   พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียที่ทําการคัดเลือกไดทางอนุกรมวิธาน 
   

3.3.5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ( Morphological characteristic ) 

 

     เพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.3.4.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็งที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะโคโลนี หลังจากนั้นทําการยอมสีเซลลแบคทีเรีย โดยวิธี

ยอมสีแกรม เพื่อศึกษารูปราง และลักษณะการติดสีแกรม ภายใตกลองจุลทรรศน 

 

 3.3.5.2   การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมี (Physiological 

characteristic and Biochemical test ) 

 

   แปรผลการทดสอบตางๆ โดยการอางอิงตอคูมือการจัดหมวดหมูของแบคทีเรีย 

Bergey’s Mannual of Determinative Bacteriology (Buchanan และ Gibbons, 1974) 

               เตรยีมแบคทีเรียทีม่ีอายุ 18-24 ชม. เขี่ยโคโลนีเดี่ยว ลงในอาหารชนิดตางๆ และ

ทดสอบทางชวีเคมี ไดแก ศึกษาการเจรญิบนอาหารแข็ง McConkey  ความสามารถในการใช

แหลงคารบอน  ความสามารถในการหมกัน้ําตาล  ความสามารถในการเคลื่อนที่ (Motility test)

ความสามารถในการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test)  ความสามารถในการสรางเอนไซม

แคทาเลส (Catalase test) ความสามารถในการผลิต indole (Indole test) การทดสอบ Methyl 

Red–Vogesprokauer tests (MR-VP test) การทดสอบการใชซิเตรต (citrate utilization test) 
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การทดสอบTriple Sugar Iron (TSI) reaction ความสามารถในการสรางไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S)  

ความสามารถในการสรางเอนไซม Lysine decarboxylase  Lysine deaminase  และ Ornithine 

decarboxylase ความสามารถในการผลิตเอนไซมยรีูเอส (Urease test) และทดสอบ

ความสามารถในการใช Malonate 

 

3.3.5.3   การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal DNA (16S rDNA) 

   

     3.3.5.3.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

           

          สกัดจโีนมิกดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลอืกไดจากขอ 

3.3.4.1 ตามวธิีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยเขีย่โคโลนีเดีย่วของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชือ้

เหลว LB (ภาคผนวก ก) 5 มิลลิลิตร นาํไปเขยาที ่ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา16 ถึง 18 ชัว่โมง 

ถายเชื้อ 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่อุณหภมูิ     

4 องศาเซลเซียส 5,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที กระจายตะกอนเซลลในบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข) 517 ไมโครลติร ใหเปนเนื้อเดียวกับบัฟเฟอร เติมสารละลายไลโซไซม (Lysozyme) 

เขมขน 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดไป

มา และบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวเติมสารละลายโซเดียมโดเดซลิ

ซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) เขมขน 10% (ภาคผนวก ข) 30 ไมโครลิตร และโปรตีน

เนสเค (protinase K) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร (ภาคผนวก 

ข) 120 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข) 220 ไมโครลิตร บมที่ 65 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้เติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมลิแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 

ในปริมาตรที่เทากบัปริมาตรของสารละลายสุดทาย นาํไปปนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 5 นาท ีนําสารละลายชั้นบนมาเติมฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข)  ในปริมาตรที่เทากบั

ปริมาตรของสารละลายสุดทายนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็เดิม นาํสารละลายชัน้บนมาเติมไอโซ  

โพรพานอล 0.6 เทาของปริมาตรสุดทาย กลับหลอดใหเขากนัจนปรากฏสายดีเอ็นเอนาํไปปน

เหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี เทสวนใสทิง้และลางตะกอนดวยเอทานอล 70% 

(ภาคผนวก ข) 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่ง เทสวนใสทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแหงและละลาย

ตะกอนดีเอน็เอดวยบัฟเฟอร TE 100 ไมโครลิตรและใสอารเอ็นเอสเอ (RNase A) เขมขน 10 
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มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 0.2 ไมโครลิตร บมที่ 37 oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศา

เซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 
 

  3.3.5.3.2 การแยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส วิเคราะหความ

บริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

       นาํดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.3.5.3.1 มาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจล 

อิเล็กโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 0.8% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) เท

ลงในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู เมื่ออะกาโรสแข็งตัววางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เท

บัฟเฟอรใหทวมอะกาโรสเจล ผสมดีเอ็นเอกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง โดยชองวิ่งที่ 1 จะหยอด

ดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทาํ 

อิเล็กโทรโฟเรซิส ใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีติดตามเคลื่อนที่ไดในระยะทางที่

เหมาะสม จากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด เปนเวลา 5-10 นาท ี ลาง   

เอธิเดียมโบรไมดที่เกนิออกในน้าํกลัน่ปลอดประจุ เปนเวลา 15-20 นาที แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอ

ดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร  

                 การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอทําไดโดย นาํ

สารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) แลว

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 
 

  3.3.5.3.3    การเพิ่มจาํนวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
 

        นําดีเอน็เอที่สกัดไดมาเพิม่จํานวนบริเวณ 16S rDNA ในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยา และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 27F และ 

1492R ซึ่งเปน universal primers จําเพาะตอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 

         ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลาย

แมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิ
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โมลาร 1× Taq DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 100      

พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธ ี 3.3.5.3.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 

ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั หลงัจากนัน้ดําเนินปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณ     

ดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) โดยใหมีสภาวะการทาํปฏิกิริยาดังนี ้

           1.   Initial denaturation  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส     เวลา 5 นาท ี

              2.   Denaturation step อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส     เวลา 1 นาท ี

              3.   Annealing step อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส     เวลา 1.30 นาท ี

                                 4.    Extension step อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส     เวลา 2 นาท ี

              5.    ทําข้ันตอนที ่2-4 จํานวน 30 รอบ                                         

              6.    Final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส     เวลา 7 นาท ี

    ตรวจสอบผลติภัณฑที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  โดยวิธอีะ

กาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% 

เพื่อตรวจสอบขนาดของผลติภัณฑ PCR โดยการเปรยีบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA 

ladder ตามวธิีที่ระบุในขอ 3.3.5.3.2 

  3.3.5.3.4   ทาํบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ PCR เพื่อการโคลน 

       นําผลิตภัณฑที่ไดทาํใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมอื โดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทาของผลิตภัณฑ 

PCR ผสมใหเขากันแลวดูดลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภมูิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 

ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาที ที่

อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอน ทําการปนเหวี่ยงซ้ําอกีครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่เหลือติด 

คอลัมน ยายคอลัมนมายงัหลอดไมโครฟวจอันใหม เติมน้าํประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 

ปริมาตร 30 ถึง 50 ไมโครลิตรใหลงตรงกลางแผนกรอง ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 1 นาท ีนําไปปนเหวี่ยง

ดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมหิอง จะไดผลิตภัณฑ PCR ที่

บริสุทธิ์ เกบ็ไวที่ - 20  องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 
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  3.3.5.3.5   โคลนชิ้นผลิตภณัฑ PCR 

                 3.3.5.3.5.1 ไลเกทชิน้ผลิตภัณฑPCR                                            

          ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 3.3.5.3.4 เขากับ 

พลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy ดวยไลเกส ( ligase ) (Promega, USA) ตามวธิทีี่ระบุในคูมือ 

โดยทาํสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี ้

                                                         2x ไลเกชันบฟัเฟอร                5 ไมโครลิตร                         

            พลาสมดิเวกเตอร pGEM-T Easy            1 ไมโครลิตร           

         ( 50 นาโนกรัม )                                         

            ผลิตภัณฑ  PCR  ที่ไดจากขอ 3.3.5.3.4    3 ไมโครลิตร  

         (ประมาณ 150 นาโนกรมั)                    

            T4 DNA ligase ( 3 หนวยตอไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร

            ทาํไลเกชันที่อุณหภูมิ 4 oซ  เปนเวลา 16 ถึง 18 ชั่วโมง 

                3.3.5.3.5.2 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล 

E.coli JM109 และคัดเลือกทรานสฟอรมแมนทที่มีชิน้ยนีที่ตองการอยูภายในชิน้ดีเอน็เอแทรกสอด 

                   ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล  

E.coli JM109  ดวยวธิี heat  shock (Sambrook และ Russell, 2001)  โดยนําคอมพีเทนตเซลล 

E.coli JM109 ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 oซ มาแชในอางน้ําแข็งใหละลายชาๆ ใสรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดที่ไลเกทไวปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในคอมพเีทนตเซลล  E.coli JM109 ปริมาตร 50

ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนั แลวบมในอางน้ําแข็งเปนเวลา 20 นาที heat  shock ทีอุ่ณหภูมิ 42 oซ 

เปนเวลานาน 45 ถึง 50 นาที เมื่อครบเวลาใหแชลงในน้าํแข็งทนัทีเปนเวลา 2 นาที แลวจึงเตมิ

อาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอดบรรจุเชื้อ และนาํไปบมที่

อุณหภูมิ 37 oซ  เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง 

                      คัดเลือกทรานสฟอรมแมนท (transformant) ที่มีรีคอมบิ 

แนนทพลาสมดิที่ตองการดวยวิธ ีBlue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดย

นําสารละลายแขวนลอยของ E.coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมดิแลวปริมาตร 

100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) 

ความเขมขนสดุทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งผานการเกลีย่ดวย X-gal ( 5-Bromo-4-
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chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 2% (ภาคผนวก ข) ใหมีความเขมขนสุดทาย 2 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) เขมขน 1 โมลาห

(ภาคผนวก ข) ใหมีความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไดไวในที่

มืด หลงัจากเกลี่ยเชื้อแลว บมที่อุณหภูม ิ37 oซ เปนเวลา 16 ถึง 24 ชั่วโมง 

  3.3.5.3.6   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 

           สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวยชุดสกัดพลาสมิด

ปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Germany) ตามวธิีที่ระบุในคูมือ โดยเลี้ยง 

E.coli JM109 ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีสารปฏิชีวนะ

แอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาทีอุ่ณหภูมิ 37 oซ ดวยความเร็ว 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ถึง 18 ชั่วโมง ปนเก็บเซลลในหลอดไมโครฟวจดวยเครื่องปนเหวีย่ง 

ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาท ีทีอุ่ณหภูมิหอง แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร 

P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลบั

หลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาท ี เติมสารละลาย 

N3 ปริมาตร 350 ไมโครลติร ผสมโดยการกลับหลอดไปมาจนเกดิตะกอนขาว นําไปปนเหวีย่ง

เพื่อใหตกตะกอนที่ความเรว็ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมหิอง แยกสวนน้ําใส

ลงใน QIAprep Spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1นาท ี

ที่อุณหภูมหิอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้าํใสทิง้ เตมิ

บัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 1นาท ีที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่

เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือ

บัฟเฟอร EB ปริมาตร 50 ถึง 100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง ตัง้ทิง้ไวเปนเวลา 1 นาที นําไป

ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1นาท ี ที่อุณหภูมิหอง จะไดสารละลาย 

พลาสมิดอยูในสวนน้าํใส เก็บสารละลายพลาสมิดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะ

นํามาใช 
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     3.3.5.3.7   การตัดรีคอมบิแนนทพลาสมดิดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

                ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

pGEM-T Easy ตามวิธทีี่ระบุในคูมือ โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา ( ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ) ดังนี้ 

          รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy            1 ไมโครลิตร            

                     10x บัฟเฟอร                                                  1 ไมโครลิตร           

                     เอนไซม EcoRI                                            0.5  ไมโครลิตร             

          น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                               7.5 ไมโครลิตร             

                     ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ถึง 4 

ชั่วโมง หลังจากนัน้นําสวนผสมของปฏิกริิยาที่ไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาทําอะกาโรสเจลอิเลก็ 

โทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2 % 

(ภาคผนวก ข) เพื่อตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกโดยการเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  1 kb 

DNA ladder 

     3.3.5.3.8   วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA 

                วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอสอดแทรกภายในรีคอมบิ  

แนนทพลาสมดิ pGEM-T Easy โดยสงไปวิเคราะหหาลาํดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอที ่ First 

BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซยี ผานทางหางหุนสวนจํากัด วอรด เมดิก โดยใช

ไพรเมอร คือ M13F M13R และ 800R เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอสอดแทรก

แลว นําไปเชื่อมลําดับนวิคลโีอไทดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi 

Software Engineering Co.Ltd) วิเคราะหจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียเปรียบเทยีบกับขอมูลที่มใีน

ฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

      3.3.5.3.9   สราง phylogenetic tree 

                     นําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16SrDNA ที่ผานการวิเคราะหแลว และ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว ทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอ

ไทด (multiple alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X จากนัน้นาํขอมูลที่ผานการปรับแนว มา

คํานวณ distance matrix สราง phylogenetic tree ดวยการวิเคราะหแบบ Neighbor-joining 

และ Bootstrap ดวยโปรแกรม PHYLIP software package version 3.572c ซึ่งประกอบไปดวย 
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DNADIST.EXE NEIGHBOR.EXE SEQBOOT.EXE และ CONSENSE.EXE ตามลําดับ 

phylogenetic tree ที่ถูกสรางขึ้น นําเสนอโดยใชโปรแกรม TREEVIEW (Kimura, 1980) 

 
3.3.6   การทําบริสุทธิ์และการหาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสาย
พันธุที่คัดเลือก 
 
 3.3.6.1 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด โดยวิธี Phenol    

sulfuric acid (Dubois และคณะ,1956) 
 

  นําสารละลายพอลิแซ็กคาไรด 1 มิลลิลิตร ขณะเดียวกันทํา blank โดยใชน้ํากลั่น 

1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอล (Phenol reagent) ความเขมขน 5 เปอรเซนต (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง ผสมใหเขากนัที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมกรด      

ซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 5 มลิลิลิตร ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาท ี เขยาผสมใหเขากนั 

ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ีนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโน

เมตร จากนัน้นํามาเปรียบเทียบคาปริมาณน้ําตาลกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส ความเขมขน 

0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 
 
 3.3.6.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธี 

Protein Dye Binding (Bradford, 1976)   

  นําสารละลายพอลแิซ็กคาไรด 200 ไมโครลิตร ขณะเดียวกันทาํ blank โดยใชน้าํ

กลั่น เติมสารละลาย Coomassie blue (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาและตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

จากนั้นนํามาเปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีนกับกราฟมาตรฐานที่ใชโบวีนซีรัมแอลบมูิน (BSA) 

ความเขมขน 0-2500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 
 

 3.3.6.3   การวิเคราะหชนิดประจุของพอลแิซ็กคาไรด (Ueda และคณะ, 1981) 
 

   นาํพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมาละลายในสารละลายโซเดยีมคลอไรด 0.01 นอร

แมล (ภาคผนวก ข) เติมสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด (Cetylpyridiniumchloride) ที่ม ี
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ความเขมขน 10 เปอรเซนตน้ําหนกัตอปริมาตร (ภาคผนวก ข) สังเกตตะกอนในสารละลายถาพบ

ตะกอนแสดงวาเปนพอลิแซก็คาไรดที่มีประจุลบ (acidic polysaccharide) ถาไมพบตะกอนให

นํามาทดสอบวาเปนพอลิแซก็คาไรดประเภทที่มีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharide) โดย

การตกตะกอนซ้ําดวยเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซนต จะทาํใหเกิดตะกอนพอลิแซ็กคาไรด

ข้ึนอีกครั้ง  

 

 3.3.6.4  ทาํบริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดโดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ และเจล

ฟลเทรชนัโครมาโทกราฟ (พลอยพัฒณ นยิมพลอย, 2551) 

    

     นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 1 มลิลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 8 มิลลิลิตร และโหลดลงบน DEAE–cellulose คอลัมน และชะสารละลายพอลิ

แซ็กคาไรดดวยน้ํากลั่นและตามดวยเกรเดียนตของโซเดียมคลอไรดความเขมขนจาก 0 ถึง 2โมลาร 

ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เกบ็ลําดับสวนปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอหลอด      และนํามา

วิเคราะหน้าํตาลโดยวธิี Phenol sulfuric acid จากนัน้เก็บลําดับสวนหลักที่มนี้ําตาลมาไดแอไลซ

และทําแหงดวยเครื่องระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่ํา จากนัน้นาํพอลิแซ็กคารไรดที่ผานการทาํ

บริสุทธิ์โดย DEAE-cellulose anion exchange chromatography มาละลายในน้ํากลั่นใหมีความ

เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 8 มิลลิลิตร มาทาํบริสุทธิต์อโดยโหลดลงบน Superdex 

G-200 คอลัมน และชะคอลัมนดวยน้าํกลั่น ดวยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี เก็บลําดับ

สวนปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอหลอด   และนํามาวเิคราะหน้ําตาลโดยวิธี Phenol sulfuric acid 

จากนั้นเก็บสวนสารละลายพอลิแซ็กคารไรดบริสุทธิ์มาทําแหงดวยเครื่องระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิ

ต่ํา  
 

 3.3.6.5   การตรวจสอบมวลโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีเจลเพอรมีเอชันโครมาโท 

กราฟ (Gel permeation chromatography) 
 

     นาํสารละลายพอลิแซก็คาไรดบริสุทธิ์ทีไ่ดจากขอ 3.3.6.4 ความเขมขน 1 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร มาทดสอบมวลโมเลกุลโดยเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ     มีสารละลาย

ตัวพา (Mobile phase) เปนน้าํกลัน่ ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี ประมวลผลโดย 

refractive index detector ทําการวิเคราะหที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และทําการเปรียบเทยีบ
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เวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลัมนกับสารมาตรฐานเดกซแทรน (Smitinont และคณะ, 

1999) 

 

 3.3.6.6 การวเิคราะหหมูฟงกชันนัลของพอลิแซ็กคาไรดโดยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด 

สเปกโทรสโกป (Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

    นาํพอลิแซ็กคาไรดบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 3.3.6.4 ปริมาณ 2 มิลลิกรัม มาบดผสม

กับผงโพแทสเซียมโบรไมด (KBr) ปริมาณ 150 มิลลิกรัม แลวอัดเปนกอนกลม (pellet) จากนั้น

นํามาวิเคราะหหมูฟงกชนัของพอลิแซ็กคาไรด โดยฟเูรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป 

(Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

  3.3.6.7   การศึกษาโครงสรางพอลิแซ็กคาไรดโดย 1H-NMR สเปกโทรสโกป 

 

    นําพอลิแซ็กคาไรดบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 3.3.6.4 ปริมาณ 7 มิลลิกรัมมาละลาย

ในดิวเทอเรียมออกไซด (D2O)    1 มิลลิลิตร และนํามาวิเคราะห 1H-NMR spectra ดวยฟูเรียร

ทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป(Fourier transform nuclear magnetic 

resonance spectrometer) ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส  

 

 3.3.6.8   การศึกษาความสามารถการเปนสารกอการจับกลุม (Flocculant) ของพอลิ

แซ็กคาไรด (Kurane และคณะ, 1986) 

 

    นาํสารละลายแขวนลอยดนิขาว (Kaolin clay) ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร  

ปรับคาความเปนกรด-เบสเทากบั 7 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร และแคลเซียมคลอไรด (CaCl2)  10% 

โดยน้าํหนักตอปริมาตร มีคาความเปนกรด-เบสเทากับ 7 ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร นํามาผสมกบั

สารละลายพอลิแซ็กคาไรด ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร โดยมีการแปรผันความเขมขนพอลิแซ็กคาไรด

เทากับ 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นทําการผสมใหเขากันดวยเครื่อง

ผสมสาร (vortex) เปนเวลา 30 วินาที และตั้งทิง้ไว 5 นาที จากนัน้ทาํการดูดสวนน้ําใสชัน้บน 

(upper phase) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ชุดควบคุมใช
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น้ํากลัน่แทนสารละลายพอลแิซ็กคาไรด และคํานวณหากิจกรรมการเกิดการจับกลุม(Flocculating 

activity) จากสูตรขางลางดงันี ้

 

Flocculating activity = 1/(A550) – 1/(A550)
C 

 

 3.3.6.9   การศึกษาความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดกับน้ํามัน

และสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ (Cooper และ Goldenberg, 1987) 

 

   นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายน้ําใหมีความเขมขนเปน 0.5% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร แลวนํามาผสมกับน้ํามันและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ ไดแก น้ํามันหลอล่ืน    

น้ํามันดีเซล  น้ํามันดิบ  น้ํามันถั่วเหลือง  น้ํามันปาลม  เบนซีน  เฮกเซน และโทลูอีน  ในอัตราสวน 

1:1 นําไปผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร  เปนเวลา 2 นาที หลังจากนั้นนําไปตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง 

แลววัดคาความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรจากระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ และคํานวณหา 

คาดัชนีบงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (Emulsification index (E24)) จากสูตรขางลาง

ดังนี้ 
  
  Emulsification index (E24) =     ระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ   x100 

                                                                            ระดับความสูงทั้งหมด 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  ประสทิธิภาพการผลติพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกจากธรรมชาต ิ
  

 เลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ   

CU-M5 โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน  10% โดยปริมาตร (ที่คาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.8 ที่

ความยาวคลืน่ 550 นาโนเมตร) ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ 

(2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้าํหนกัตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ตามวิธีในขอ 

3.3.2.2   ไดผลดังตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1   ประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4   

CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4  และ CU-M5   เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงสตูร

โดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

 

แบคทีเรียสายพันธุ น้ําหนกัพอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 CU- CH1 1.762 

  CU- CH4 2.380 

 CU-E3 0.466 

 CU-F6 0.222 

CU-M2 1.210 

CU-M4 1.198 

 CU-M5 0.064 

 
 จากตารางที่ 4.1 พบวาเมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรีย

สายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 พบวาแบคทีเรีย

สายพันธุ   CU-CH4 มีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด โดยสามารถผลิตพอลิ       



 

 

48 

แซ็กคาไรด 2.380 กรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดย

น้ําหนักตอปริมาตร 

 
4.2 ลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด 
 
 4.2.1 การวิเคราะหหาองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 

  เมื่อยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4     

CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ดวยสารละลายกรดซัลฟูริก ตามวธิีในขอ 

3.3.3.1.1 แลวนาํไปวิเคราะหชนิดของน้ําตาลโดยใชไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟโดยใช

คอลัมน Sugar SZ5532 เทียบกับน้าํตาลมาตรฐานตามวิธีในขอ 3.3.3.1.2   ไดผลดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2 

ตารางที ่4.2 แสดงชนิดของน้ําตาลโมเลกลุเด่ียวทีเ่ปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5  จาก

การยอยดวยกรดซัลฟูริก โดยใชสารละลายอะซิโตไนไทรล (acetonitrile) 80% โดยปริมาตร เปน

สารละลายตวัพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  

 

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ ชนิดน้าํตาลโมเลกุลเด่ียว 

CU- CH1 แรมโนส, แมนโนส, กลูโคส 

CU- CH4 แรมโนส, กลูโคส, กาแลกโทส 

CU-E3 แรมโนส, กลูโคส, กาแลกโทส 

CU-F6 แรมโนส, ไซโลส, กลูโคส, กาแลกโทส 

CU-M2 แรมโนส, แมนโนส, กาแลกโทส 

CU-M4 แรมโนส, แมนโนส, กาแลกโทส 

CU-M5 แมนโนส 

 จากตารางที4่.2 พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1  CU-CH4 CU-E3  CU-F6  CU-M2   

CU-M4 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด และแบคทีเรียสายพันธุ CU-M5 ผลิต

พอลิแซ็กคาไรดชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรดของแมนโนส 



 

 

49 

 4.2.2 การวิเคราะหสมบัตทิางความรอนของพอลิแซ็กคาไรดโดยการวิเคราะหเทอรโมกรา

วิเมทริก (TGA) 

 

  จากการนาํพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 

CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 มาวิเคราะหสมบัติทางความรอนดวยเทคนคิ 

TGA ตามวิธีในขอ 3.3.3.2  ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.1  4.2  4.3  4.4  4.5  4.6  และ 4.7 

 

 
 
รูปที่ 4.1     โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้าํหนกั

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 จากรูปที ่ 4.1 พบวาพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย (decomposition stage) 3 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิ

ประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของน้าํหนัก 12.29% เนื่องจากการสญูเสียความชื้น

หรือโมเลกุลน้าํที่มีในพอลิแซ็กคาไรด และข้ันตอนที ่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่

อุณหภูมิ 202 องศาเซลเซียสจนถึง 240 องศาเซลเซียส และน้ําหนกัของพอลแิซ็กคาไรดลดลง
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อยางรวดเร็วในชวงอุณหภูม ิ 221 องศาเซลเซียส  โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอน 

ที ่ 2  มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากับ 20.38%  และกระบวนการสลาย

ในขั้นตอนที ่ 3 มีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในชวง 280 – 400 องศาเซลเซยีส และน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอุณหภูมิ 300 องศาเซลเซียส  โดยการสลายตวัของ

พอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที่ 3 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้าํหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากบั 40 % 

                 

 
 

รูปที่ 4.2 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน  

 

 ในขณะทีพ่อลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 แสดงดังรูปที่ 4.2 มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย 3 ขั้นตอนเชนกัน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศา

เซลเซียสพบการลดลงของน้าํหนัก 13.63% เนื่องจากการสูญเสียความชืน้หรือโมเลกุลน้าํทีม่ีใน 

พอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอนที ่ 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูมิ 224 องศา

เซลเซียสจนถงึ 270 องศาเซลเซียส และน้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวง
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อุณหภูมิ 247 องศาเซลเซยีส  โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่2 มีเปอรเซนตการ

สูญเสียน้าํหนกัของพอลิแซก็คาไรดเทากบั 15.90%  และกระบวนการสลายในขั้นตอนที ่ 3 มีการ

สลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในชวง 280 – 390 องศาเซลเซียส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคา

ไรดในขั้นตอนที ่3 มีเปอรเซนตการสูญเสยีน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากับ 40.82 % 

 

 
 

รูปที่ 4.3 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ  CU-E3  โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 สําหรับพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย CU-E3 พบวามีข้ันตอนกระบวนการสลายเพียง      

2 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของ

น้ําหนกั 11.34% เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอน

ที่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 220 องศาเซลเซียสจนถงึ 390 องศา

เซลเซียส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอณุหภูมิ 249 องศาเซลเซยีส  
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โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่ 2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนกัของพอลิ

แซ็กคาไรดเทากับ 60.83% ดังแสดงในรูปที่ 4.3 

 

  

รูปที่ 4.4 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-F6 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ  30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 จากรูปที ่ 4.4 พบวาพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย CU-F6 มีข้ันตอนกระบวนการสลาย    

2 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของ

น้ําหนกั 10.43% เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอน

ที่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 230 องศาเซลเซียสจนถงึ 380 องศา

เซลเซียส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอณุหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส  

โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่ 2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนกัของพอลิ

แซ็กคาไรดเทากับ 61.22% 
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รูปที่ 4.5 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M2 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 สําหรับพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M2 พบวามีข้ันตอนกระบวนการสลาย 

3 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของ

น้ําหนกั 11.22% เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอน

ที่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 200 องศาเซลเซียสจนถงึ 240 องศา

เซลเซียส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอณุหภูมิ 221 องศาเซลเซยีส  

โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที่ 2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนกัของพอลิ

แซ็กคาไรดเทากับ 9.39%  และกระบวนการสลายในขัน้ตอนที่ 3 มีการสลายตวัของพอลิแซ็กคา

ไรดในชวง 260 – 400 องศาเซลเซยีสและน้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวง

อุณหภูมิ 311 องศาเซลเซยีส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่3 มีเปอรเซนตการ

สูญเสียน้าํหนกัของพอลิแซก็คาไรดเทากบั 55.60 % ดังแสดงในรูปที ่4.5 
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รูปที่ 4.6 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M4 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 ในขณะทีพ่อลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M4 แสดงดังรูปที่ 4.6  มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย 3 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซยีส

พบการลดลงของน้ําหนัก 9 % เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  

และข้ันตอนที ่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียสจนถึง 240 

องศาเซลเซยีส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอุณหภมูิ 221 องศา

เซลเซียส  โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้าํหนักของ

พอลิแซ็กคาไรดเทากับ 9.98%  และกระบวนการสลายในขั้นตอนที ่ 3 มีการสลายตัวของพอลิ

แซ็กคาไรดในชวง 260 – 400 องศาเซลเซียสและน้าํหนกัของพอลแิซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเรว็

ในชวงอุณหภมูิ 311 องศาเซลเซียส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที่ 3 มี

เปอรเซนตการสูญเสียน้าํหนกัของพอลิแซก็คาไรดเทากบั 55.84 % 
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รูปที่ 4.7 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M5 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

  จากรูปที ่4.7 พบวาพอลิแซก็คาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M5 มีขั้นตอนกระบวนการ

สลายเพียง 1 ข้ันตอน โดยพบวาเริ่มมกีารสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 2 7 0  องศา

เซลเซียสจนถงึ 3 2 0  องศาเซลเซียส และน้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวง

อุณหภูมิ 290 องศาเซลเซยีส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดตลอดกระบวนการมีเปอรเซนต

การสูญเสียน้าํหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากบั 6.80%                                                            

 โดยสรุปจากการวิเคราะหสมบัติทางความรอนดวยเทคนิคการวเิคราะหเทอรโมกราวิเม 

ทริกพบวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียทัง้หมด 7  สายพนัธุมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง 

โดยมีชวงอุณหภูมกิารยอยสลายตั้งแต 200-400  องศาเซลเซยีส โดยพบวาพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-M2 CU-M4 มีข้ันตอนกระบวนการสลาย 3 ข้ันตอน 

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-E3 CU-F6 มีข้ันตอนกระบวนการสลาย 2 ข้ันตอน 

และพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M5 มข้ัีนตอนกระบวนการสลายเพียง 1 ข้ันตอน 
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 4.2.3   การวิเคราะหความสามารถในการอุมน้ําของพอลิแซ็กคาไรด 
 
          เมื่อนําสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 

CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ความเขมขน 0.5% มาวิเคราะหความสามารถใน

การอุมน้าํของพอลิแซ็กคาไรด ตามวิธีในขอ 3.3.3.3 โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตระยะทางของเหลวที่

เคลื่อนที่ไดตอระยะทางของน้ําที่เคลื่อนที่ได หรือเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิ

แซ็กคาไรด (% syneresis) สําหรับการแปลผลนั้นหากเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจาก

พอลิแซ็กคาไรดต่ําจะแสดงวาพอลิแซ็กคาไรดมีความสามารถในการอุมน้ําไดสูง   ผลการทดลอง

ไดแสดงดังตารางที ่4.3 
 
ตารางที ่ 4.3 เปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากสารละลายพอลิแซ็กคาไรดความเขมขน 

0.5 เปอรเซ็นต ที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2    

CU-M4 และ CU-M5  

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ เปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจาก 

พอลิแซ็กคาไรด 

CU- CH1 64.73% 

CU- CH4 18.72% 

CU-E3 77.74% 

CU-F6 84.47% 

CU-M2 72.09% 

CU-M4 74.83% 

CU-M5 89.04% 

แซนแทน 5.71% 

  

 จากแบคทีเรียทั้ง 7 สายพนัธุ พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ        

CU-CH4 มีเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรดต่ําสุดที ่18.72% แสดงวามี

ความสามารถในการอุมน้ําสงูสุด ทัง้นี้เมื่อเปรียบเทยีบกบัความสามารถในการอุมน้าํของแซนแทน  
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พบวา แซนแทนสามารถอุมน้ําไดสูงกวาพอลิแซ็กคาไรดของสายพนัธุ CU-CH4 ประมาณ 3 เทา 

ดังแสดงในตารางที ่4.3 
 

 4.2.4   ทดสอบความสามารถในการละลายน้ํา (solubility test) ของพอลิแซ็กคาไรด 
 

  นําพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพนัธุ  CU-CH1  CU-CH4  CU-E3   CU-F6  

CU-M2 CU-M4 และ CU-M5 มาละลายในน้าํกลั่นใหมีความเขมขนเปน 0.1% แลวดู

ความสามารถการละลายน้าํของพอลิแซ็กคาไรดจากการละลายของตะกอนในน้าํ พบวาพอลิ

แซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 และ CU-M5ละลายน้ําไดดทีี่อุณหภูมหิอง

ซึ่งพอลิแซ็กคาไรดจากสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4 แสดงสมบัติที่ดีคือสารละลายมีลักษณะ

ขนหนืด ในขณะที่พอลิแซก็คาไรดอ่ืนตองใชอุณหภูมิสูงถึง 100 องศาเซลเซยีสในการละลาย      

ดังแสดงในตารางที ่4.4 
 

ตารางที่ 4.4  ความสามารถในการละลายน้ําของพอลิแซ็กคาไรดความเขมขน 0.1% ที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4 CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ ความสามารถการละลายน้าํของพอลิแซ็กคาไรด 

CU- CH1 ละลายน้ําไดดทีี่อุณหภูมหิอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

CU- CH4 ละลายน้ําดทีีอุ่ณหภูมิหอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

CU-E3 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายไดบางสวน 

CU-F6 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายไดบางสวน 

CU-M2 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายน้ําไดสมบูรณ  

CU-M4 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายน้ําไดสมบูรณ  

CU-M5 ละลายน้ําไดทีอุ่ณหภูมิหอง 
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 4.2.5   ทดสอบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรด 

 

  จากการนําสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 

CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ความเขมขน 0.1% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  มาวิเคราะหความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดตามวิธีในขอ 

3.3.3.5 โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตของระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟตอระดับความสูงทั้งหมด หรือ

รอยละของกิจกรรมการเกิดอิมัลชัน และติดตามวัดระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟทุกวัน ตลอด

ระยะเวลา 14 วัน เพื่อติดตามความเสถียรของอิมัลชัน ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.8 

 

ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสาย

พันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ความเขมขน0.1% 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร ผสมกับน้ํามันพืช ในอัตราสวน 1:1 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร 

CU-CH1 20.65% 

CU-CH4 21.94% 

CU-E3 2.14% 

CU-F6 2.16% 

CU-M2 0% 

CU-M4 0% 

CU-M5 0% 

แซนแทน 4.27% 

 

 จากตารางที่ 4.5  พบวาเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ 

CU-CH4 มีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูงสุด และเมื่อเปรียบเทียบกับความสามารถใน

การเปนอิมัลซิไฟเออรของแซนแทน พบวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 

มีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูงกวาแซนแทน 
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รูปที่ 4.8 ความเสถียรของอิมัลชันที่เกิดจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ       

CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6 และแซนแทน ตลอดระยะเวลา 14 วัน  

 

 รูปที่ 4.8 แสดงความเสถียรของอิมัลชันที่เกิดจากพอลิแซ็กคาไรดในระยะวลา   14 วัน  

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 พบวาความเปนอิมัลซิไฟเออรเร่ิมลดลง

หลังจากวันที่ 2 อยางตอเนื่องจนถึง 2.14% ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคา

ไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีการลดลงที่ชากวาคือเร่ิมลดลงหลังจากวันที่ 7 และมี

การลดลงอยางตอเนื่องจนถึง 12.83% ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-E3 เริ่มลดลงหลังจากวันที่ 8 โดยความสามารถการเปนอิมัลซิไฟ

เออรเหลือ 1.92% และความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-F6 เร่ิมลดลงหลังจากวันที่ 13 โดยความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออร

ลดลงเหลือ 1.95% สวนความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของแซนแทนคงที่ตลอดระยะเวลา 14 

วัน     ในทั้งหมดนี้จากการติดตามความเสถียรของพอลิแซ็กคาไรดเปนระยะวลา 14 วันพบวา

ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 

ยังคงมีคาสูงสุดเมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืนๆ 
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 4.2.6   การวิเคราะหความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด 

 

            นาํสารละลายพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4   

ความเขมขน 0.5% โดยน้ําหนกัตอปริมาตร ที่เมื่อละลายน้าํแลวเกิดลักษณะขนหนืดมาวัดความ

หนืดโดยใชเครื่อง Viscometer ที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส  ผลการทดลองที่ไดแสดงดังตารางที่ 

4.6 

 

ตารางที่ 4.6 คาความหนืดของสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 

และ CU-CH4 ความเขมขน 0.5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ คาความหนืด (cps) 

CU-CH4 14.5 

CU-CH1 17 

แซนแทน 40.6 

  

 จากตารางที่ 4.6 พบวาเมื่อเปรียบเทียบคาความหนืดของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 และ CU-CH1 พบวาพอลิแซ็กคาไรดของสายพันธุ CU-CH1 มีความ

หนืดสูงกวาสายพันธุ CU-CH4 แตต่ํากวาของแซนแทนมาก 
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4.3 คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสมและศึกษารูปแบบการเจริญเติบโต และการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 
  
 4.3.1    คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม 

 

  เปรียบเทียบลักษณะสมบัติและประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียทั้งหมด 7 สายพันธุ แลวทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคา

ไรดสูง มีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีที่เหมาะสมในอุตสาหกรรม คือ มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิ สูง  มีความสามารถเปนอิมัลซิ ไฟเออร  สามารถละลายน้ํ า  มีความหนืดและ                     

มคีวามสามารถในการอุมน้ําไดดี 
 
  จากผลการทดลองพบวาแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีประสิทธิภาพการผลิต

พอลิแซ็กคาไรดสูงสุดเมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืน โดยมีการผลิตสูงถึง 2.380 กรัมตอลิตร และพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีที่

เหมาะสมในอุตสาหกรรม คือ มีความเสถียรตออุณหภูมิสูง มีความสามารถเปนอิมัลซิไฟเออร 

สามารถละลายน้ําและเกิดลักษณะขนหนืด และมีความสามารถในการอุมน้ําไดดีเมื่อเทียบกับ

แบคทีเรียสายพันธุอ่ืน ดังแสดงในตารางที่ 4.7 ดังนั้นจึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ       

CU-CH4 มาทําการศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 4.7 ลักษณะสมบัติและประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2 

CU-M4 และ CU-M5  

  
แบคทีเรีย 

สายพันธุ 

 น้ําหนักพอลิแซ็กคาไรด 

( กรัมตอลิตร) 

อุณหภูมิการยอยสลาย ชนิดน้ําตาล %กิจกรรม

อิมัลชัน 

 % อัตรการสกัด

ของเหลวจากเจล 

การละลายน้ํา คาความหนืด 

(cps) 

CU- CH1 1.762 202oซ - 240oซ 

280oซ - 400oซ 

แรมโนส, แมนโนส, 

กลูโคส 

20.65% 64.73% ละลายน้ําไดดีที่อุณหภูมิหอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

17 

CU- CH4 2.380 224oซ - 270oซ 

280oซ - 390oซ 

แรมโนส, กลูโคส,     

กาแลคโทส 

21.94% 18.72% ละลายน้ําดีที่อุณหภูมิหอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

14.5 

CU-E3 0.466 220oซ - 390oซ แรมโนส, กลูโคส,     

กาแลคโทส 

2.14% 77.74% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายไดบางสวน 

- 

CU-F6 0.222 230oซ - 380oซ แรมโนส, ไซโลส, 

กลูโคส, กาแลคโทส 

2.16% 84.47% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายไดบางสวน 

- 

CU-M2 1.210 200oซ - 240oซ 

260oซ - 400oซ 

แรมโนส, แมนโนส,    

กาแลคโทส 

0% 72.09% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายน้ําไดสมบูรณ 

- 

CU-M4 1.198 200oซ - 240oซ 

260oซ - 400oซ 

แรมโนส, แมนโนส,    

กาแลคโทส 

0% 74.83% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายน้ําไดสมบูรณ 

- 

CU-M5 0.064 270oซ - 320oซ แมนโนส 0% 89.04% ละลายน้ําไดที่อุณหภูมิหอง - 
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 4.3.2   รูปแบบการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพันธุ   CU-CH4 

 

  เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ในอาหารเหลวที่เสริมดวยซูโครสความ

เขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร และติดตามการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของ

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ตามวิธีในขอ 3.3.4.2 ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.9 
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คาการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร นํ้าหนักแหงพอลิแซ็กคาไรด นํ้าหนักเซลลแหง  
 

รูปที่ 4.9 รูปแบบการเจรญิและการผลติพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ใน

อาหารเหลวทีด่ัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชณุหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% 

โดยน้าํหนักตอปริมาตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 จากรูปที ่ 4.9 แสดงแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 เร่ิมผลิตพอลิแซ็กคาไรดในระยะทวีคูณ

หลังจากชัว่โมงที ่ 4     โดยพิจารณารูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดพบวาเปนแบบ

เมตาบอไลทปฐมภูมิที่สรางพอลิแซก็คาไรดพรอมกับการเจริญ โดยมีปริมาณการผลิตสูงสุดที่ชวง 

การเจริญคงที ่หลงัการเลีย้งเชื้อเปนเวลา 18 ชั่วโมง 
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4.4   การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ทางอนุกรมวิธาน 
 

4.4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ( Morphological characteristic ) 
  
 จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 พบวา

ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี 

ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) มีลักษณะกลม สีขาวครีม ขอบเรียบ และมีเมือกเยิ้ม  และจากการศึกษา

ภายใตกลองจุลทรรศนพบวา เซลลของแบคทีเรียมีลักษณะรูปรางแทงสั้น  และติดสีแกรมลบ      

ดังแสดงในรูปที่ 4.10  

 

 
 

รูปที่ 4.10  ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ภายใตกลองจุลทรรศน  

กําลังขยาย 1,000  เทา 

 

เมื่อนําแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ที่เล้ียงบนอาหารแข็งที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณห

โรจนฤทธิ์ (2551) มายอมสีดูลักษณะแคปซูลภายใตกลองจุลทรรศนพบวา แคปซูลมีลักษณะขาว

ใสหอหุมเซลลแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 ลักษณะแคปซูลที่หอหุมเซลลแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ภายใตกลองจุลทรรศน

กําลังขยาย 1,000  เทา 

 

 4.4.2    การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมี (Physiological 

characteristic and Biochemical test) 

 

  เมื่อศึกษาลกัษณะทางชวีเคมี เพื่อเปนแนวทางในการจัดจําแนกแบคทีเรียโดยทํา

การทดสอบเลีย้งบนอาหารแข็ง MacConkey พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 สามารถยอย

น้ําตาลแลคโทสในอาหารได จึงมีโคโลนีสีชมพู และมีลักษณะเปนเมือกเยิ้ม ดงัแสดงในรูปที ่4.12 

 

 
 

รูปที ่4.12  ลักษณะโคโลนขีองแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 บนอาหารแข็ง MacConkey  

 จากรูปที ่ 4.12 พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 จดัอยูในวงศ Enterobacteriaceae  

จึงทาํการทดสอบทางชีวเคมสํีาหรับแบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae   ตามวธิใีนขอ 3.3.5.2  

ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 4.8 
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ตารางที่ 4.8   ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4  
 

หมายเหตุ   (+) สามารถใชได เจริญได หรือ เกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ  

  (-)  ไมสามารถใชได ไมเจริญ หรือ ไมเกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ,  A/A สรางกรดและกาซ 

การทดสอบ แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 

Motility - 

Oxidase - 

Catalase + 

Indole production - 

Methyl red - 

Voges-Proskauer + 

Citrate (Simmons) + 

TSI reaction A/A 

H2S production (TSI) - 

Lysine decarboxylase + 

Lysine deaminase + 

Ornithine decarboxylase - 

Urease + 

Malonate + 

การทดสอบความสามารถในการใช

คารโบไฮเดรต 

กลูโคส 

กาแลคโทส 

ฟรักโทส 

แมนนทิอล 

มอลโทส 

ซูโครส 

ซอรบิทอล 

 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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          จากตารางที ่ 4.8 พบวาจากการทดสอบสมบัติทางชวีเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ        

CU-CH4 อางอิงตาม Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology โดยพิจารณาจากการ

ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมตีางๆ พบวาแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 จัดเปนแบคทีเรียในสกลุ 

Klebsiella sp. 

 

4.4.3   การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal DNA (16S rDNA) 

  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rDNA ตามวิธีในขอ 3.3.5.3 ของ

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ความยาว 1,504 bp เปรียบเทยีบกับลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ     

16S rDNA ของแบคทีเรียสายพนัธุตางๆที่มีบันทึกไวในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 

BLASTn พบวา ลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีความ

คลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rDNA ของแบคทีเรียในสกุล Klebsiella 99% ถึง 100% 

ดังแสดงในตารางที ่4.9 
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ตารางที ่ 4.9 การเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพนัธุ        

CU-CH4 กับลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn) 

 

สายพนัธุแบคทีเรีย Accession No. 
Sequencing identity 

(%) 
เอกสารอางอิง 

Klebsiella pneumoniae 

สายพนัธุ342 
CP000964 100% 

Fouts และคณะ, 

2008 

Klebsiella variicola       

สายพนัธุ At-22 
CP001891 99% 

Pinto-Tomas         

และคณะ, 2009 

Klebsiella sp.สายพันธุ 

D3S 
GU259534 99% 

Samaddar          

และคณะ, 2009 

Klebsiella sp. สายพนัธุ P2 AB114634 99% 
Meunchang        

และคณะ, 2003 

Klebsiella pneumoniae 

สายพนัธุ 211 
GQ259887 99% Xia และคณะ, 2009 

Klebsiella pneumoniae 

สายพนัธุ HDMB-X 
GQ214541 99% Luo และคณะ, 2009 

Klebsiella pneumoniae X87276 99% 
Ludwig และคณะ, 

1995 

 

            เมื่อนาํลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ ์CU-CH4  และ

ลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn) มาทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple 

alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X และนําขอมูลทีผ่านการปรับแนวมาสราง phylogenetic tree 

ดวยโปรแกรม PHYLIP software package ดังแสดงในรูปที่ 4.13 พบวาแบคทีเรียสายพันธุ         

CU-CH4 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรีย Klebsiella pneumoniae สายพนัธุ 342 อยางไรก็ตามยงัไม

สามารถสรุปไดวาเชื้อนี้คือ Klebsiella pneumoniae จึงเรียกแบคทีเรียนีว้า Klebsiella sp.         

สายพนัธุ CU-CH4 
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Plesiomonas shigelloides NCIMB9242
[X60418]Citrobacter freundii BRN1 [DQ517285]

Citrobacter koseri E639 [EF059858]

Citrobacter sp. yy-21 [FJ463779]

Klebsiella pneumoniae [X87276] 

CU-CH4
Klebsiella pneumoniae 342 [CP000964]

Klebsiella pneumoniae subsp. Ozaenae [AF228919]

Klebsiella granulomatis K22-14 [EU333881]

Klebsiella oxytoca strain SHD-1 [GU361112]

Klebsiella oxytoca [AY150697]

Enterobacter cancerogenus LMG 2693 [Z96078]

Enterobacter asburiae J2S4 [EU221358]

Enterobacter agglomerans [AF157688]

Enterobacter cloacae [AF157695]

Enterobacter sp. YRL01 [EU373405]

Enterobacter aerogenes JCM1235 [NR024643]

Klebsiella trevisanii ATCC 33558T [AF129444]

Raoultella planticola ATCC33531 [NR024996]

Klebsiella planticola ATCC33531T [Y17659]
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รูปที่ 4.13  phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4  โดยใช 16S rDNA ของ Plesiomonas shigelloides สายพันธุ 

NCIMB9242 เปน out-group และตัวเลขที่กิง่สาขาบอกถึงการนบัที่ใหผลซ้ําจากทัง้หมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 
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4.5  การทําบริสุทธิ์และการศึกษาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสาย
พันธุที่คัดเลือก 
 
 4.5.1   การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด 

 

  เมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 มาละลาย

ในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน   0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด โดยวิธี Phenol   sulfuric acid (Dubois และคณะ,1956) ตาม

วิธีในขอ 3.3.6.1  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 มีปริมาณ

น้ําตาลทั้งหมด 87.5% 

 

 4.5.2   การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ทําการละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 ใน

น้ํากลั่นใหมีความเขมขน   2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ

โปรตีนที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด โดยวิธี Protein Dye Binding (Bradford, 1976)  

ตามวิธีในขอ 3.3.6.2  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 มี

ปริมาณโปรตีนที่เปนองคประกอบ 2.8 % 

 

4.5.3 การวิเคราะหชนิดประจุของพอลิแซ็กคาไรด  

 

   จากการนาํพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 มา

วิเคราะหชนิดประจุของพอลแิซ็กคาไรด ตามวธิีในขอ 3.3.6.3  พบวาสารละลายพอลิแซ็กคาไรด

เกิดตะกอนสีขาวเมื่อเตมิสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรดลงไป ซึ่งใหผลสอดคลองกับแซนแทน 

ซึ่งเปนชุดควบคุมผลบวกของพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบดังแสดงในรปูที่ 4.14  ดังนัน้พอลิ      

แซ็กคาไรดจากสายพันธุ CU-CH4 จึงเปนพอลิแซ็กคาไรดประจุลบ (Acidic polysaccharide) 

และเมื่อนําสารละลายมาปนเหวี่ยงแยกตะกอน แลวนําสวนน้ําใสไปตกตะกอนซ้าํดวยเอทานอล

ความเขมขน 95 เปอรเซ็นต พบวามีตะกอนเกิดขึ้นเพียงเลก็นอยแสดงวาพอลิแซ็กคาไรดตัว

เดียวกนัมีสวนประกอบของสวนพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharide)  

เล็กนอย  
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                   (ก)                                     (ข)                                      (ค) 
 
รูปที่ 4.14 ลักษณะตะกอนสีขาวของพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ ภายหลงัการเติมสารละลาย 

เซทิลไพริดิเนยีมคลอไรดความเขมขน 10 เปอรเซนตน้ําหนกัตอปริมาตร ในสารละลายพอล ิ    

แซ็กคาไรดซึ่งละลายดวยโซเดียมคลอไรด 0.01 นอรแมล 

 

(ก) 10% สารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรดกับโซเดียมคลอไรด 0.01 นอรแมล 

(ชุดควบคุมผลลบ) 

(ข) สารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 

(ค) สารละลายแซนแทน  (ชุดควบคุมผลบวก) 

 

4.5.4 ทาํบรสุิทธิ์พอลิแซก็คาไรดโดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ และเจลฟลเทรชัน

โครมาโทกราฟ  

 

  เมื่อนําสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4

ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โหลดลงบน DEAE–cellulose คอลัมน และชะสารละลาย 

พอลิแซ็กคาไรดดวยน้ํากลั่นและเกรเดียนตของโซเดียมคลอไรดความเขมขนจาก 0 ถึง 2 โมลาร  

ตามวิธีในขอ  3.3.6.4  ไดผลดังแสดงในรูปที่  4.15 
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รูปที ่4.15   โครมาโทแกรมการทาํบริสุทธิข์องพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ   

CU-CH4 โดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบบน DEAE–cellulose คอลัมน ชะสาร 

ละลายพอลิแซ็กคาไรดดวยน้ํากลัน่และเกรเดียนทของโซเดียมคลอไรดความเขมขนจาก    0 ถึง 2 

โมลาร ดวยอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี

 

 จากรูปที ่ 4.15 พบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4  

แสดงลําดับสวน 2 สวนไดแก สวน P-1 ซึง่มีปริมาณนอยที่ไมถูกดดูซับโดยเรซิน (unabsorbed 

fraction) และชะออกไดดวยน้าํกลัน่ ซึ่งเปนลาํดับสวนของพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง 

(neutral polysaccharide) และลําดับสวนหลัก P-2 ที่มีปริมาณมากที่ดูดซับไดโดยเรซิน 

(absorbed fraction) และชะออกโดย NaCl ที่ความเขมขนประมาณ 0.25 โมลาร ซึ่งเปนลําดับ

สวนของพอลแิซ็กคาไรดประจุลบ (acidic polysaccharide) 
 

 เมื่อนําพอลิแซก็คาไรด P-2 ซึ่งเปนลาํดับสวนหลัก (main fraction) มาละลายในน้ํากลั่น 

ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาทาํบริสุทธิ์ตอโดยโหลดลงบน Superdex G-200 คอลัมน 

และชะคอลัมนดวยน้ํากลั่น ตามวิธีในขอ 3.3.6.4 ไดผลดังแสดงในรูปที ่4.16 
 
 

 

 

 

P-1

P-2
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รูปที่ 4.16 โครมาโทแกรมการทําบริสุทธิ์ของพอลิแซ็กคาไรด P-2 โดยเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ

บน Superdex G-200 คอลัมน ชะคอลัมนดวยน้ํากลั่น ดวยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 

 จากรูปที ่ 4.16  พบวาพอลแิซ็กคาไรด P-2 เมื่อผาน Superdex G-200 คอลัมน แลวให

ลําดับสวนหลกั EPS-2 ซึ่งมีพีค (peak) เดียวเทานัน้ จึงเก็บลําดับสวนหลัก EPS-2 เพื่อศึกษา

สมบัติตอไป 

 

 4.5.5     การตรวจสอบมวลโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีเจลเพอรมีเอชันโครมาโท 

กราฟ (GPC) 

 

 นําสารละลายพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร มา

ทดสอบมวลโมเลกุลโดยเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ (GPC) ตามวิธีในขอ 3.3.6.5 และ

เปรียบเทยีบเวลาที่สารตัวอยางถกูชะออกจากคอลัมนกับสารมาตรฐานเดกซแทรน (Dextran) ได 

ผลดังแสดงในรูปที่  4.17 และ 4.18 

 

 

 

 

EPS-2 
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รูปที ่ 4.17 โครมาโทแกรมของพอลแิซ็กคาไรด EPS-2 จากเจลเพอรมีเอชนัโครมาโทกราฟ                 

มีสารละลายตัวพาเปนน้ํากลัน่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ 4.18  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเดกซแทรน T2000 มวลโมเลกุล 2 X 106 ดาลตัน          

จากเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ มีสารละลายตัวพาเปนน้าํกลัน่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ

นาท ี

 

 เมื่อทําการเปรยีบเทยีบเวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลัมนของพอลิแซ็กคาไรด 

EPS-2 กับ สารมาตราฐานเดกซแทรน T2000 ดังแสดงในรูปที ่ 4.17 และ 4.18 พบวาพอลิ        

แซ็กคาไรด EPS-2 มีมวลโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน และเมือ่เปรียบเทียบกับการหามวล

โมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟบน Superdex G-200 คอลัมน กับ

เดกซแทรน T2000 พบวาสารถูกชะออกมาที่ลําดับสวนในชวงเดยีวกัน แสดงวามวลโมเลกุลของ

พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 อาจใกลเคียงกนักบัเดกซแทรน T2000 
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 4.5.6 การวิเคราะหหมูฟงกชันนัลของพอลิแซ็กคาไรดโดยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด 

สเปกโทรสโกป (Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

 นําพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 ปริมาณ 2 มิลลิกรัม มาวิเคราะหหมูฟงกชนันัลโดย 

เทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FT-IR) ตามวธิีในขอ 3.3.6.6  ไดผลดังแสดง

ในรูปที่  4.19 
 

 
 

รูปที่ 4.19  สเปกตรัมของพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 จากฟเูรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทร 

สโกป (Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

 จากรูปที ่4.19  พบวาจากสเปกตรัมของ EPS-2 ยืนยนัวา EPS-2 เปนพอลิแซ็กคาไรด โดย

ชวงการดูดกลนืแสงระหวาง 3600 – 3200 cm-1 แสดง O-H stretching ในหนวยของน้าํตาลทีเ่ปน

องคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 แสดงพีค (peak) ที่ 3434.17 cm-1 

และชวงการดดูกลืนแสงที ่2930.82   cm-1 ของ EPS-2 แสดง C-H stretching ในวงแหวนน้ําตาล 

และแสดง asymmetrical stretching band ที่ 1615.30 cm-1 และชวงการดูดกลืนแสงที1่350 

จนถงึ 1480    cm-1แสดง C-H bending ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 แสดงพีคที ่1371.77 cm-1 และ 

1409.39 cm-1  ชวงการดูดกลืนแสงที่ 1300 -1000 cm-1 แสดงพนัธะ  C-O ของพอลแิซ็กคาไรด 

3434.17 

2930.82 

1615.30 

1409.39 

1371.77 

1152.48 

1075.24 

1035.56 
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 4.5.7   ศึกษาโครงสรางพอลิแซ็กคาไรดโดย 1H-NMR สเปกโทรสโกป 

 

 เมื่อนําพอลิแซก็คาไรด EPS-2 มาวเิคราะห 1H-NMR spectra ดวยฟูเรียรทราน  

สฟอรมนวิเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (Fourier transform nuclear magnetic 

resonance spectrometer)  ตามวิธีในขอ 3.3.6.7   ไดผลดังแสดงในรปูที่  4.20 

 

 
 

รูปที่ 4.20 สเปกตรัมของพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 จากฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติก       

เรโซแนนซสเปกโทรสโกป (FT-NMR) ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

 

 จากรูปที่ 4.20 พบวามี 5 สัญญาณที่ชัดเจนในชวงδ 4.5-5.5 ซึ่งเปนสัญญาณของ 

anomeric proton ที่ตําแหนง δ  = 4.56, 4.62, 4.94, 5.07 และ 5.13 ppm  และที่ตําแหนง          

δ = 1.36 ppm แสดงสัญญาณที่ชัดเจนซึ่งเปนสัญญาณโปรตอนจากหมูเมทิลของน้ําตาล  และที่

ตําแหนง δ = 4.67 ppm แสดงสัญญาณที่หนาแนนของโปรตอนจากน้ํา (HOD)    ทําใหเห็น

สัญญาณของ   β-anomeric proton ที่δ  4.74 ไมชัดเจน และสัญญาณที่ทับซอนกันของโปรตอนที่ 

δ 4.75 และ 4.74 แสดง β-configuration  สัญญาณของ anomeric proton ที่ตําแหนงδ  >5 
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ppm แสดงสัญญาณของหนวยของน้ําตาลเฮกโซส (C6) เชื่อมตอกันแบบ β-D-configuration  

และที่ตําแหนงδ = 3-4 ppm แสดงสัญญาณของ non-anomeric proton  

 

 4.5.8 วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จาก Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 ดวยวธิีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 

  จากการนาํพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 มายอยดวยสารละลายกรดซัลฟูริก ตามวธิีใน

ขอ 3.3.3.1.1 จากนัน้นําไปวิเคราะหชนิดของน้ําตาลดวยวธิีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโท   

กราฟ ตามวิธใีนขอ 3.3.3.1.2   ไดผลดังแสดงในรูปที ่4.21 4.22  และ 4.23 
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รูปที่ 4.21   โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน (แรมโนส   กลูโคส  และกาแลคโทส)  โดยใชอะซิโท

ไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

   (ก)   สารมาตรฐานน้ําตาลแรมโนส 

   (ข)   สารมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 

   (ค)   สารมาตรฐานน้ําตาลกาแลคโทส 
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รูปที่ 4.22   โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จากแบคทีเรียสายพันธุCU-CH4  ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปน

สารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.23   โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรด  

EPS-2 ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา อัตราการ

ไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
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 จากรูปที่ 4.21  4.22 และ 4.23 พบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ 

CU-CH4 ประกอบดวย น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลกาแลคโทสเปนสวนใหญ  โดยมีน้าํตาลแรมโนส

เพียงเล็กนอย  ซึ่งผลที่ไดกส็อดคลองกับพอลิแซ็กคาไรดบริสุทธิ์ EPS-2 ที่ผานการทําบริสุทธิ์โดย 

โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบและเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ ซึ่งพบวามีน้าํตาล

กลูโคสและน้าํตาลกาแลคโทสเปนสวนใหญ  โดยมนี้าํตาลแรมโนสเพยีงเล็กนอยเปนองคประกอบ  

  

 จากรปูที ่ 4.22 และ 4.23 พบวาน้ําตาลโมเลกลุเด่ียวทีเ่ปนองคประกอบของพอลิ         

แซ็กคาไรดสวนใหญคือน้าํตาลกลูโคสและน้ําตาลกาแลคโทส ทั้งนี้เวลาที่สารตัวอยางถูกชะออก

จากคอลัมนมคีาใกลเคียงกนัมาก และมพีีคที่ซอนทับกนั จึงทาํการปรับอัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่

ในชวงเวลาการแยก (Gradient elution) เพื่อวิเคราะหชนิดปริมาณน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว  โดยใช

สารละลายอะซิโตไนไทรล (acetonitrile) ความเขมขนเริ่มตน 90% โดยปริมาตรจนถงึ 80% โดย

ปริมาตรในชวงเวลา   30 นาทีเปนสารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตามวธิีใน

ขอ 3.3.3.1.2   ไดผลดังแสดงในรูปที ่4.24 
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รูปที่ 4.24   โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรด  

EPS-2 ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรลความเขมขนเริ่มตน 90% โดยปริมาตรจนถึง 80%

โดยปริมาตรในชวงเวลา 30 นาทีเปนสารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

 จากรูปที่ 4.24 พบวาพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 มีน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบ 40.28 %

น้ําตาลกาแลคโทส 30.01 % และมีน้ําตาลแรมโนส 0.77% เปนองคประกอบ  

 

 4.5.9   การศึกษาความสามารถการเปนสารกอการจับกลุม (Flocculant) ของพอลิแซ็กคา

ไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 
 
            จากการนําสารละลายพอลิแซก็คาไรดความเขมขนเทากับ 5, 10, 15, 20, 25, 30,         

35, และ 40มิลลิกรัมตอลิตร มาวิเคราะหความสามารถการเปนสารกอการจับกลุม (Flocculant) 

ตามวิธีในขอ 3.3.6.8    ซึ่งพบวาพอลิแซก็คาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพันธุ CU-CH4  มี
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ความสามารถเปนสารกอการจับกลุม โดยพบวาพอลิแซก็คาไรดความเขมขน 25 มลิลิกรัมตอลิตร

มีความสามารถสูงสุดในการเปนสารกอการจับกลุมกับอนุภาคดินไดดี ดังแสดงในรูปที่ 4.25 
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รูปที่ 4.25  ลักษณะสมบัติดานสารกอการจับกลุมของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.   

สายพันธุ CU-CH4 ความเขมขน 5 - 40 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

 4.5.10    ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดกับน้ํามนัและสาร 

ประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ 

 

  นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายน้ําใหมีความเขมขนเปน 0.5% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร แลวนาํมาผสมกบัน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ ไดแก น้ํามันหลอล่ืน        

น้ํามนัดีเซล  น้ํามนัดิบ  น้ํามันถัว่เหลือง  น้ํามนัปาลม  เบนซนี  เฮกเซน และโทลูอีน ในอัตราสวน 

1:1 และวิเคราะหความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรตามวิธีในขอ 3.3.6.9   ไดผลดังแสดงใน

รูปที่ 4.26 
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รูปที่ 4.26  ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.   

สายพันธุ CU-CH4 กับน้ํามันและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ 

 

 จากรูปที ่ 4.26 พบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพนัธุ CU-CH4            

มีความสามารถในการเปนอมิัลซิไฟเออรกบัน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆได ซึง่มี

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร กบั น้ํามันหลอล่ืน  เบนซนี  เฮกเซน โทลอีูน ไดดี โดย

พบวามีคาดัชนีบงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (E24) มากกวา 50% และมี

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร กบั น้ํามันดีเซล ไดปานกลาง โดยพบวามีคาดัชนีบงชี้

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร (E24) เทากับ 47.56% และพบวามีความสามารถในการ

เปนอิมัลซิไฟเออร กับ น้ํามันดิบ น้ํามนัถั่วเหลือง และน้ํามันปาลม นอยกวา 20%  และเมื่อ

เปรียบเทยีบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.

สายพนัธุ CU-CH4 กับแซนแทน พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพนัธุ      

CU-CH4 มีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร กับน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ 

ไดแก น้ํามนัดิบ  โทลูอีน    เบนซีน  เฮกเซน น้าํมันดีเซล น้าํมันถัว่เหลือง ไดดีกวาแซนแทน



บทที่ 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

  เปนทีท่ราบกนัวาดวยสมบตัิที่หลากหลายของพอลิแซก็คาไรดจากจลิุนทรีย ทําใหพอลิ

แซ็กคาไรดมีประโยชนอยางมากตออุตสาหกรรมตาง ๆ   เพื่อตอบสนองความตองการสําหรับพอลิ

แซ็กคาไรดตามความตองการของอุตสาหกรรมตาง ๆ  งานวิจยันี้จงึไดศึกษา ชนดิ ประสิทธิภาพ

การผลิตพอลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คดัเลือกไดจากธรรมชาติ อันไดแกแบคทีเรียสายพันธุ  

CU-CH1   CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5   ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) ที่เสริมดวยซูโครสที่ความเขมขน 4% โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร ผลที่ไดพบวาแบคทีเรียเหลานี้สามารถผลิตพอลิแซก็คาไรดได โดยที่สายพนัธุ        

CU-CH4 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุดที่ 2.380 กรัมตอลิตร จึงไดนําพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 7 สายพนัธุ มาทําการศึกษาสมบตัิทางเคมีและกายภาพตอไป                             

 

 จากการศึกษาองคประกอบของพอลิแซก็คาไรดดวยการยอยดวยกรดและนํามาวเิคราะห

ดวยไฮเพอรฟอรแมนซลิควดิโครมาโทกราฟ พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4  CU-E3 

CU-F6 CU-M2 และ CU-M4 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวย

น้ําตาลโมเลกลุเด่ียวชนิดตางๆ เปนองคประกอบ เชน แรมโนส กาแลคโทส กลูโคส แมนโนส และ

ไซโลส  ในขณะที่แบคทีเรียสายพันธุ CU-M5 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรดของ

แมนโนส   เชนเดียวกับการรายงานของ Cerning และคณะ (1988) ที่พบวา เอกโซพอลิแซ็กคาไรด

ที่ผลิตโดย Streptococcus thermophilus สายพนัธุตางๆ ประกอบไปดวย น้ําตาลกาแลคโทส  

กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส แรมโนส และแมนโนส  แสดงถึงความหลากหลายของชนิดน้าํตาลทีเ่ปน

องคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดหรือที่เรียกวาเฮเทอโรพอลิแซคคาไรด   ในขณะที่งานวิจยัของ 

Manca และคณะ (1996) ที่พบวา พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 ที่ผลิตจาก Baciilus 

thermoantarcticus เปนฮอมอพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยน้าํตาลแมนโนสเพยีงชนิดเดียว 

 

  จากการศึกษาสมบัติความเสถียรตอความรอนของพอลิแซ็กคาไรดโดยการวเิคราะหเทอร

โมกราวิเมทริก (TGA) พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 7 สายพันธุมคีวามเสถียรที่

อุณหภูมิสูง โดยมีชวงอุณหภูมิการยอยสลายในชวงระหวาง 200-400 องศาเซลเซียส โดยพอลิ
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แซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-M2 และ CU-M4 มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย (decomposition stage) 3 ข้ันตอน พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ 

CU-E3 CU-F6 มีข้ันตอนกระบวนการสลาย 2 ข้ันตอน และพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ 

CU-M5 มีข้ันตอนกระบวนการสลายเพยีง 1 ข้ันตอน โดยที่สมบัตทิี่ตางกนัเหลานี้ข้ึนอยูกับปริมาณ

และชนิดของน้ําตาลโมเลกลุเด่ียวทีเ่ปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดตอรูปแบบการยอยสลาย

ของพอลิแซ็กคาไรด   Parikh และ Madamwar (2006) รายงานวา กัวรกมัและแซนแทนมีความ

เสถียรตออุณหภูมิที่สูง มชีวงอุณหภูมกิารยอยสลายในชวง 240-360 องศาเซลเซียส สําหรับ

กระบวนการยอยสลายพอลแิซ็กคาไรดจะประกอบดวย 4 ข้ันตอนดังนี้  1) การทาํลายการดูดซับ

ของน้ํากับพอลิแซ็กคาไรด  2) การกาํจัดโมเลกุลของน้ํา  3) การยอยสลายพอลิเมอร  โดยการแตก

พันธะ C–O และ C–C ในวงแหวนน้าํตาลเปนผลใหเกิด CO, CO2 และ H2O  4) การเกิดโครงสราง

ของ polynuclear aromatic และ graphitic carbon (Fried, 2000; Zamora และคณะ, 2002) 

 

 เมื่อพิจารณาความสามารถในการอุมน้ําของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ 

CU-CH1 CU-CH4 CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 พบวา พอลิแซ็กคาไรดของ

แบคทีเรียสายพันธุ  CU-CH4 มีเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด

(%syneresis) ต่ําสุดที่ 18.72% แสดงวามีความสามารถในการอุมน้ําสูงสุด ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบ

กับความสามารถในการอุมน้ําของแซนแทน พบวาแซนแทนสามารถอุมน้ําไดสูงกวาประมาณ       

3 เทา  โดยมีเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรดที่ 5.71% ซึ่งผลที่ได

ใกลเคียงกับงานวิจัยของ Tako และคณะ (1982)  รายงานวาแซนแทนมีเปอรเซ็นตอัตราการสกัด

ของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรดที่ 5.5% โดยแสดงความสามารถในการอุมน้ําไดดี  และจากการ

วิเคราะหความสามารถการละลายน้ําของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ แสดงให

เห็นวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4 มีสมบัติที่ดีคือสามารถละลาย

น้ําไดที่อุณหภูมิหองและสารละลายมีลักษณะขนหนืด  ขณะที่พอลิแซ็กคาไรดจากสายพันธุอ่ืนๆ 

ถึงแมละลายน้ําไดที่อุณหภูมิหองแตไมเกิดลักษณะขนหนืด และตองใชอุณหภูมิสูงในการละลาย      

ทั้งนี้การที่พอลิเมอรสามารถพองตัวและละลายน้ําไดบางสวนหรือทั้งหมดนั้นขึ้นอยูกับการมีหมู 

ไฮดรอกซิลในพอลิแซ็กคาไรดซึ่งสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลของน้ํา (BeMiller และ 

Whistler, 1996)  และเมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4 มา

ศึกษาหาคาความหนืด พบวาคาความหนืดของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ   

CU-CH1 และ CU-CH4 มีคาเทากับ 17 และ 14.5  cps ตามลําดับ ซึ่งตางกันเพียงเล็กนอย      
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แตต่ํากวาของแซนแทนมาก โดยแซนแทนเปนพอลิแซ็กคาไรดที่มีความหนืดสูง มีสมบัตกิารไหลทีด่ ี

(Margaritis และ pace, 1985) แตในการหมักตองใชพลังงานมากเนื่องจากความหนืดที่สูงมากนี้

เอง 

 การศึกษาความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรด พบวา พอลิแซ็กคา

ไรดของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-E3 และ CU-F6 มีความสามารถในการเปน

อิมัลซิไฟเออรกับน้ํามันถั่วเหลือง  โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มี

ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูงสุด และมีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูง

กวาแซนแทน  และเมื่อติดตามความเสถียรของพอลิแซ็กคาไรดเปนระยะเวลา 14 วันพบวา

ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดลดลงตามระยะเวลาตางๆ  ในขณะที่พอลิ

แซ็กคาไรดจากสายพันธุ CU-CH4 ยังคงมีคาสูงสุดเมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืนๆ   

 

 เมื่อทําการเปรียบเทียบลักษณะสมบัติและประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ  พบวาสายพันธุ CU-CH4 มีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด

เมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืน โดยมีการผลิตสูงถึง 2.380 กรัมตอลิตร และพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีที่เหมาะสมในอุตสาหกรรม 

คือ มีความเสถียรตออุณหภูมิสูง มีความสามารถเปนอิมัลซิไฟเออร สามารถละลายน้ําและเกิด

ลักษณะขนหนืด และมีความสามารถในการอุมน้ําไดดีเมื่อเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน  จึงทํา

การคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ   CU-CH4 มาทําการศึกษาตอไป 
 
 รูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพนัธุ  CU-CH4 เมือ่เลี้ยง

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ในอาหารเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) 

เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้าํหนักตอปริมาตร แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 เร่ิมผลิต

พอลิแซ็กคาไรดในชวงการเจริญแบบทวีคูณของการเจรญิ โดยการผลิตจัดเปนแบบเมตาบอไลท

ปฐมภูมิที่สรางพอลิแซ็กคาไรดรวมกับการเจริญ โดยมปีริมาณการผลิตสูงสุดที่ชวงการเจริญคงที ่

หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 18 ชั่วโมง                 

 

 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 ทางอนกุรมวิธาน โดยศึกษา

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา และสมบตัิทางสรีรวทิยาหรือการทดสอบทางชีวเคม ี รวมทัง้การ

วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 จัดเปนแบคทีเรีย
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ในสกุล Klebsiella  และจาก phylogenetic tree  พบวามีความใกลเคียงกับแบคทเีรีย Klebsiella 

pneumoniae สายพันธุ 342 อยางไรก็ตามจากขอมูลการศึกษาขั้นตนยังไมสามารถสรุปไดแนชัด

วาเชื้อนี้คือ Klebsiella pneumoniae จึงสรุปไดวาแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 เปนแบคทีเรียสกุล 

Klebsiella จึงเรียกแบคทเีรียนี้วา Klebsiella sp.สายพนัธุ CU-CH4 ทัง้นี้แบคทีเรียสกลุ 

Klebsiella sp. เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางแทง สามารถพบไดในธรรมชาติ ไดแก น้าํ ดนิ พืช 

และยังอาศยัอยูตามเยื่อบุผิวของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน คน มา หมู  เปนแบคทเีรียที่อาศยัอยูใน

ลําไสของคน  และอาจเปนสาเหตุกอใหเกิดโรคในมนษุยและสัตวได (Sahly และคณะ, 2000; 

Podschun และคณะ, 2001)  Klebsiella pneumoniae สายพนัธุ 342 เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยู

ในเนื่อเยื่อของพืช (endophytic) มีความสัมพันธที่ดกีับพืชโดยสามารถตรึงไนโตรเจนในพืชได เชน 

ขาวโพด และขาวสาล ี ซึ่งเปนผลผลิตทางการเกษตรทีสํ่าคัญของโลก  ซึง่อาจทาํใหลดการใชปุย

ไนโตรเจนในพชื และอาการของโรคขาดแคลนไนโตรเจนในพืช และยังพบวา Klebsiella 

pneumoniae สายพนัธุ 342 มีแนวโนมทีส่ามารถกอใหเกิดโรคไดจากการทดลองในหนทูดลอง แต

มีความรนุแรงนอยกวาสายพันธุอ่ืนๆที่แยกไดจากผูปวย (Iniguez และคณะ, 2004; Fouts และ

คณะ, 2008)  สําหรับการผลิตและการใชประโยชนของพอลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียนี ้มีรายงาน

วา Klebsiella sp. สายพันธุ K32 สามารถผลิตเอกโซพอลิแซก็คาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาล     

แรมโนส กาแลคโทส แมนโนส (Bryan และคณะ, 1986)  Klebsiella sp.สายพันธุ S11 สามารถ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุด 0.973 กรัมตอลิตร เปนพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ มีสมบัติเปนสาร

กอการจับกลุมทางชวีภาพ (Dermlim และคณะ, 1999) Klebsiella pneumoniae สายพนัธุ H12  

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีสมบัติเปนสารกอการจับกลุมทางชวีภาพ ประกอบดวยน้าํตาลโมเลกุล

เดี่ยว กลูโคส กาแลคโทส และแมนโนส (Kobayashi และคณะ, 2002) Klebsiella pneumoniae 

สายพนัธุ K63 ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ทําใหอาหารเลี้ยงเชือ้มีความขนหนืด และพอลิ          

แซ็กคาไรดมีน้าํตาลกาแลคโทส ฟูโคส และกรดกาแลคทูโรนกิ เปนองคประกอบ และมีสมบัติเปน            

ซูโดพลาสติก จึงมีแนวโนมที่จะประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆได (Ramirez-Castillo และ 

Uribelarrea, 2004)  

 

 พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 มีปริมาณน้าํตาลและ

โปรตีนเปนองคประกอบเทากับ 87.5% และ 2.8% ตามลําดับ และผลการวิเคราะหชนิดประจุของ

พอลิแซ็กคาไรดพบวามีประจุสุทธิเปนลบ ซึ่งใหผลสอดคลองกับการรายงานของ Dermlim และ

คณะ (1999) พบวา พอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ S11 เปนเฮเทอโรพอลิ
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แซ็กคาไรดที่มปีระจุลบ   การที่พอลิแซก็คาไรดมีประจุลบเนื่องจากอาจมีหมู acidic เชน ไพรูเวต 

ซัคซิเนต กรดยูโรนิก อะซิเทต หรือซัลเฟต อยูบนโมเลกลุ ( Sutherland, 1977; Pace 1980) ซึ่ง

เปนผลใหเกิดปฏิกิริยากับ Quaternary ammonium ion (QN+) ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด 

(Cetylpyridiniumchloride) และทําใหเกดิตะกอนของพอลิแซ็กคาไรดกับเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด

ข้ึน (Scott, 1965) 

 

 การทําบริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 ดวย        

โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ และเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ พบพอลิแซ็กคาไรด 

EPS-2 เปนลําดับสวนหลัก และเมื่อนํา EPS-2 มาศึกษามวลโมเลกุลโดยวิธีเจลเพอรมีเอชัน      

โครมาโทกราฟ พบวามีมวลโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน  จากงานวิจัยของ Dermlim และคณะ 

(1999)  รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.  สายพันธุ S11 มีมวลโมเลกุล

มากกวา 2x106 ดาลตัน และผลจากฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FT-IR 

spectroscopy) ยืนยันวา EPS-2 เปนพอลิแซ็กคาไรด โดยแสดงหมูฟงกชันนัล O-H  C-H  และ

พันธะ C-O ที่อยูในโครงสรางวงแหวนของน้ําตาลของพอลิแซ็กคาไรด จากการพิจารณาโครงสราง

พอลิแซ็กคาไรดโดย 1H-NMR สเปกโทรสโกป พบวามีสัญญาณของ anomeric proton           

non-anomeric proton และการเชื่อมตอกันแบบ β-D-configuration ของน้ําตาล  โดยพอลิ

แซ็กคาไรด EPS-2 มีน้ําตาลกลูโคส กาแลคโทส  เปนองคประกอบสวนใหญ และมีน้ําตาลแรมโนส

เปนองคประกอบเล็กนอย 

 

  พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพันธุ CU-CH4  มีสมบตัิเปนสารกอการ

จับกลุม โดยพบวามีความสามารถสูงสดุในการเปนสารกอการจับกลุมกับอนุภาคดินไดดีที่ความ

เขมขน 25 มลิลิกรัมตอลิตร และมีความสามารถลดลงที่ความเขมขนของพอลิแซ็กคาไรดสูงขึ้น ซึ่ง

อาจมีสาเหตุจากการกระจายตัวที่ไมสมบูรณของสารกอการจับกลุม ทําใหอนุภาคดินที่อยูรอบๆ

สารกอการจับกลุมเทานัน้ที่เกิดการจับกลุมกัน ดังนัน้อนุภาคดินอืน่ๆจะไมเกิดการจับกลุม (Yokoi 

และคณะ, 1997)   และเมื่อมีปริมาณสารกอการจับกลุมที่มากเกนิไปจะเกิดการจับเกาะบนผิวของ

อนุภาคดินที่มากเกนิสงผลใหแรงดึงดูดของอนุภาคอืน่ๆลดลง และความสามารถในการจับกลุม

ลดลงดวย (Kwon และคณะ, 1996)  นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรดของ Klebsiella sp.สายพนัธุ  

CU-CH4 ยงัมีสมบัติเปนอิมัลซิไฟเออรกับน้าํมันและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆได ซึ่งมี

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออรกับ น้ํามนัหลอล่ืน  เบนซีน    เฮกเซน  และโทลูอีน ไดดี  
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โดยมีคาดัชนบีงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (E24) มากกวา 50% โดย Willumsen 

และ Karlson (1997) กลาววา หลักการการพิจารณาความสามารถของการเปนอมิัลซิไฟเออรทีด่ี 

คืออิมัลซิไฟเออรตองมีคาดัชนีบงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (E24) นอยที่สุดเทากับ

50%  นอกจากนีพ้บวาพอลแิซ็กคาไรดของ Klebsiella sp.สายพันธุ  CU-CH4 ยงัมคีวามสามารถ

ในการเปนอิมลัซิไฟเออรกับน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนไดดีกวาแซนแทน ซึ่งจากสมบตัิ

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ไดศึกษามาอาจเปนทางเลือกสาํหรับการนําไปประยุกตใชในดานตางๆ เชน 

ทางดานการบาํบัดน้ําเสีย 

 
ขอเสนอแนะ 
 
1. ควรมีการศึกษาเกีย่วกับความสามารถดูดซับโลหะหนักของพอลิแซ็กคาไรด สําหรับการนําพอลิ   

     แซ็กคาไรดไปประยุกตใชดานการบําบดัน้ําเสีย 

2. ควรศึกษาปจจัยที่เหมาะสมตอความสามารถในการจับกลุมของพอลิแซ็กคาไรด เชน ชนิดและ 

     ความเขมขนของไอออนบวก  คาความเปนกรด-เบส เปนตน เพือ่เพิ่มความสามารถในการจบั   

     กลุมของพอลิแซ็กคาไรด
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งของสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) ที่ดัดแปลงสูตรจาก Bromfield
รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    2.0 กรัม 

วุนผง (Agar)       15.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาท ี

 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) ที่ดัดแปลงสูตรจาก Bromfield
รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)   0.2 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    2.0 กรัม 

แอมโมเนยีมซลัเฟต [(NH4) 2SO4]     1.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดเบสเทากับ    7.0 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาท ี
 
3.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB) 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    5.0 กรัม 

ทริปโตน (tryptone)      10.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      10.0 กรัม 
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น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

ปรับระดับความเปนกรดเบสเทากับ    7.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิว้

เปนเวลา 15 นาท ี

 
4.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว  SOC 
 
 สารละลาย A 
 ทริปโตน (Tryptone)      20 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      0.58 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)    2.46 กรัม 

แมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl)     2 กรัม 

โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.18 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 980 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
 สารละลาย B 

กลูโคส (Glucose)      3.6  กรัม 

น้ําปลอดประจุ       20  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมกับน้าํปลอดประจุ จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง 

ผานหัวกรอง ขนาด 0.20 ไมโครเมตร ผสมสารละลาย A และ B ทั้งหมดดวยกนั เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ 

-20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีที่ใชในการทดลอง 

1.  บัฟเฟอร TE 
 

Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร    10 มิลลิลิตร 

EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร    0.2 มิลลิลิตร 

 เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาท ี

 
2.  บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 50 เทา 
 
 Tris base (C4H11NO3)      242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    100  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตรปริมาตร 800 มิลลิตร แลวเติมน้าํ

ปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
3.  สารละลายไลโซไซม (Lysozyme) 
 

ไลโซไซม (Lysozyme)      60 มิลลิกรัม 

บัฟเฟอร TE       1 มิลลิลิตร 

 
4.  10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS)  
 

Sodium lauryl sulfate      10 กรัม 

คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุอุณหภูมิ 60°ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมด

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาท ี
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5.  สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร 
 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      29.2 กรัม 

ละลายในน้าํปลอดประจุจนปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาท ี

 
6.  สารละลาย CTAB/NaCl (Hexadeyl trimethyl ammoniumbromide/sodium chloride) 
 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      4.1 กรัม 

CTAB        10 กรัม 

ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 65 ๐ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนัน้เติม

โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.7 โมลาร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 

นาท ี

 
7.  คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

 ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอกอฮอล ในอัตราสวน 24 :1 (ปริมาตร ตอปริมาตร) เก็บ

ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 

 

8.  สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

 เตรียมสารละลายฟนอลอิ่มตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอณุหภูมิ 

68 ๐ซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1% (น้าํหนกั/น้าํหนัก) เติม

สารละลาย Tris-HCl  pH 8.0 เขมขนเปน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 

15 นาท ี ทิง้ใหแยกชัน้ ดูดชั้นน้าํสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1  

โมลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิง้ใหแยกชั้น ดดูชั้นน้าํสวนบนออก 

ทําข้ันนีห้ลายๆ คร้ังดวย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรดเบสของ 

ฟนอลมากกวา 7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร ที่ผสม  

β-mercaptoethanol เขมขน 0.2% ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่
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อุณหภูมิ 4 °ซ ผสมฟนอลที่เตรียมไดกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 25:25 (ปริมาตรตอปริมาตร) 

เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 

 

9.  เอทานอล 70% 
 

เอทานอล 99%       700 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ      300 มิลลิลิตร 

 
10.  อะกาโรสเจลเขมขน 0.8% 
 

อะกาโรสเจล       0.8 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา     100 มิลลิลิตร

 หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 

11.  อะกาโรสเจลเขมขน 2 % 

 

อะกาโรสเจล       2 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา     100 มิลลิลิตร

 หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 
12.  สารปฏชิีวนะแอมพซิิลิน (Ampicilin, Ap) 
 

แอมพิซิลิน       100 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 

13.  5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) เขมขน 2%  
 

X-gal          20 มิลลิกรัม 

ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)         1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
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14.  isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
 

IPTG        238 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
15.  สารละลายฟนอล (Phenol reagent) ความเขมขน 5 เปอรเซนต 
 

 ฟนอล       5.0 กรัม  

 น้ํากลัน่       100 มิลลิลิตร 

 
16.  สารละลาย Coomassie blue 
 

 ชั่ง Coomassie blue G250 100 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอลความเขมขน 95 

เปอรเซนต ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คนจนละลายใหหมด แลวจึงเติมกรดฟอสฟอริก ความเขมขน 85 

เปอรเซนต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรของสารละลายดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตร เปน 

1000 มิลลิลิตร 
 
17. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.01 นอรมัล  
  

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     0.004 กรัม 

 น้ํากลัน่       100 มิลลิลิตร 

 
18.  สารละลาย Cetylpyridinium Chloride (CPC) ความเขมขน 10 เปอรเซนต  
 
 Cetylpyridinium Chloride (CPC)    10 กรัม 

 ละลายในน้าํกลั่น      100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

1.  กราฟมาตรฐานน้ําตาลทั้งหมดเมื่อวิเคราะหดวยวิธี Phenol-Sulfuric acid (Dubois และ
คณะ, 1956) 

y = 0.01x

R2 = 0.9957
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กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 490 นาโนเมตร กับน้าํตาลกลูโคสความ

เขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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2.  กราฟมาตรฐานโปรตีนเมื่อวิเคราะหดวยวิธี Protein Dye Binding (Bradford, 1976) 
 

y = 0.0004x

R2 = 0.9922
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กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 595 นาโนเมตร กับโปรตีนมาตรฐาน 

โบวีนซีรัมอัลบูมินความเขมขน 0-2500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับนิวคลีโอไทด 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Klebsiella  sp. สายพันธุ CU-CH4 
 
AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATG 
CAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGA 
CGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGG 
AAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTT 
CGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTGGG 
GTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA 
GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG 
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT 
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTG 
AGGTTAATAACCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTA 
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA 
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAA 
TCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCT 
TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT 
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCA 
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG 
CTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGG 
AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA 
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA 
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTT 
CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGC 
TGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 
AACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACT 
GCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCC 
CTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGC 
GACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTG 
GAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATC 
AGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC 
ACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGG 
CGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAAC 
CGTA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวธิดารตัน  วงศรัตน   เกิดวนัที่ 11 มิถุนายน พ.ศ. 2529  ที่จังหวัดกรุงเทพฯ   ไดรับ

ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  จากภาควิชาจุลชีววทิยา  คณะวทิยาศาสตร  จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั  ในปการศึกษา 2550   และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  ที่

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2551  ที่อยู

ปจจุบัน  597/130 หมูบานอยูเจริญ ซอยอินทามระ 41 ถนนสทุธิสาร เขตดินแดง กรุงเทพฯ 10320 

 

ผลงานตีพิมพเผยแพร 

 

 สวนหนึง่ของงานวิจัยนี้ไดเขารวมเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับชาติ “ TSB 

2009 : Biotechnology :  A Solution to the Global Economic Crisis? ” ระหวางวนัที่ 24-25 

กันยายน 2552 ณ ศนูยประชุมแหงชาตสิิริกิตต ในหัวขอเร่ือง  “ Polymer production from 

bacteria with chemical and physical properties thereof ”  
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