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 งานวิจยันี้ไดทาํการศึกษาลกัษณะสมบัตทิางเคมีและกายภาพของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด

จากแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดแยกจากธรรมชาติ ไดแก CU-CH1, CU-CH4, CU-E3, CU-F6,    

CU-M2, CU-M4 และ CU-M5 พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตมีทั้งที่เปนชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด    

และฮอมอพอลิแซ็กคาไรด และทัง้หมดมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1, CU-CH4  สามารถละลายน้าํไดดีที่อุณภูมิหองและมีความหนืดสูง  

ยังพบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีความสามารถในการอุมน้ําสงู 

เปนอิมัลซิไฟเออรตอน้ํามันถั่วเหลืองสงูสดุ และมีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสดุที่ 

2.380 กรัมตอลิตร เมื่อพิจารณาถงึผลผลิตพอลแิซ็กคาไรดและสมบัติทางกายภาพของพอลิ

แซ็กคาไรดจากแบคทีเรียทัง้หมด 7 สายพนัธุ จงึคัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4               

มาทาํการศึกษาตอ จากการพิสูจนเอกลกัษณของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 ทางอนุกรมวธิาน 

พบวามีความคลายกับแบคทีเรียในสกลุ Klebsiella และพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตมีประจุลบ            

มีปริมาณน้าํตาลและโปรตีนเปนองคประกอบเทากับ 87.5% และ 2.8% ตามลําดบั    เมื่อทํา  

บริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดที่ไดดวยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจลุบ และเจลฟลเทรชนัพบ  

พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 เปนลําดับสวนหลกั มีมวลโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน  การวิเคราะห

หมูฟงกชนันัลดวยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกปยนืยนัวา EPS-2 เปนพอลิ       

แซ็กคาไรด และจาก 1H-NMR สเปกตรัม พบวามีสัญญาณของ anomeric proton  non-anomeric 

proton และการเชื่อมตอกนัแบบ β-D-configuration ของน้ําตาล  พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 มี

น้ําตาลกลูโคส กาแลคโทส  เปนองคประกอบหลัก โดยมีน้าํตาลแรมโนสเปนองคประกอบยอย 

นอกจากนีย้ังพบวาพอลิแซก็คาไรดนี้มีสมบัติเปนสารกอการจับกลุม และเปนอิมัลซิไฟเออรกับ

น้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆได   
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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.   
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

 oซ   =                องศาเซลเซยีส 

 %  =                เปอรเซ็นต 

  :  =       อัตราสวนตอ 

  x  =       เทาทวีคณู 

  cps   =                เซนติพอยส 

  cm-1   =        ตอเซนติเมตร 

 OD550 , A550      =               คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 550 นาโนเมตร 

 δ        =       chemical shift 

 ppm     =       สวนตอลานสวน



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1   ประวัติความเปนมา 

 
 พอลิแซ็กคาไรด เปนคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายๆ โมเลกุล

บางครั้งประกอบดวยน้ําตาลเชิงเดี่ยวมากกวาหนึ่งชนิดเชื่อมตอโดยพันธะไกลโคซิดิกเปนสายยาว 

และอาจมีการแตกแขนงหรือไมแตกก็ไดและโดยมากจะมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Yang และ Zhang, 

2009) สามารถละลายน้ําได และมีสมบัติไฮโดรคอลลอยดสามารถดูดน้ําไดดี เมื่อละลายใน

ของเหลวจะทําใหของเหลวมีความหนืดมากขึ้น (Ying และคณะ, 2006) 

 พอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากธรรมชาติจัดเปนพอลิเมอรทางชีวภาพ ซึง่มีสมบัติทางกายภาพ

เฉพาะตัวและมีสมบัติการไหล (rheological properties) ที่ดี ไมเปนพิษกับส่ิงแวดลอม และเปน

สารที่สลายไดงาย สามารถประยุกตใชไดในอุตสาหกรรมตางๆ อยางกวางขวาง (Ying และคณะ, 

2006) ตัวอยางเชน อุตสาหกรรมยา เครือ่งสําอางค อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมขุดเจาะน้าํมนั 

อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมกระดาษและสี เปนตน (Vinarta และคณะ, 2007) ดวย       

สมบัติทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดที่เหมาะสม จงึไดรับการใชในอุตสาหกรรมอยางแพรหลาย 

ตัวอยางเชน ดวยความสามารถในการอุมน้ําจึงมีการประยกุตใชในการกอสรางคอนกรีตเพื่อ

ปองกนัการแตกของชั้นคอนกรีต (Anonymous, 1996) อุณหภูมหิลอมเหลวที่เหมาะสม ที่ใหความ

เสถียรและการเปลี่ยนแปลงตออุณหภูมิของพอลิเมอร (Zohuriaan และ Shokrolahi, 2004) การ

ละลายน้ํา เชน แซนแทนเมื่อละลายน้าํจะมีความหนืดสูงที่ความเขมขนต่ําจึงมลัีกษณะเปนซโูด

พลาสติก(pseudo  plastic) ที่มกีารประยุกตใชในอุตสาหกรรมส ี สารเคลือบผิว (Rinaudo และ 

Milas, 1978)       พอลิแซ็กคาไรดที่มีคุณสมบัติดานความหนืดและการเปนอิมัลซิไฟเออรที่มีความ

เหมาะสมสาํหรับไปใชในอุตสาหกรรม อาหาร ยา และเครื่องสําอางค (Kodali และคณะ, 2009) 

เปนตน  ในดานการบําบดัน้ําเสีย มีรายงานการใชพอลิแซ็กคาไรดเปนตัวจับในการดึงเอาโลหะ

หนกัออกจากน้ําเสยี (Ozdemir และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยงัมีการใชพอลิแซ็กคาไรดทางดาน

การแพทย เชน ปองกนัการเกิดลิ่มเลือด และมีสมบัติตานมะเรง็ได (Fan และคณะ, 2007) 
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 ปจจุบันพอลิแซ็กคาไรดที่ใชในอุตสาหกรรมมีทัง้ชนิดที่ไดจากธรรมชาติ และที่สังเคราะห

ข้ึน โดยที่มีจาํหนายทางการคามีทั้งที่ผลิตไดจาก พืช สัตว สาหรายและจุลินทรยี (Yang และ 

Zhang, 2009)  ทั้งนี้จุลินทรียจัดเปนแหลงผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่สําคัญ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด

จากจุลินทรียมีประโยชนคอนขางมาก เนื่องจากความหลากหลายของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก   

จุลินทรียตาง ๆ ทําใหสามารถประยุกตใชในงานและอุตสาหกรรมตางๆ ได  นอกจากนี้สามารถ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียในปริมาณสูงในเวลาเพียงสัน้ๆ ข้ันตอนในการผลิตไมยุงยากและ

ยังสามารถผลติไดในภาวะแวดลอมทีห่ลากหลาย โดยไมตองคํานงึถงึสภาพดินฟาอากาศ ฤดกูาล 

หรือมลพิษทางทะเล (Yun และ Park, 2003) ในขณะที่ปจจัยเหลานี้มีผลกระทบตอการผลิตจาก

พืชหรือสาหราย   ทําใหจุลินทรียมีความเหมาะสมสาํหรบัการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากกวาพืชหรือ

สาหราย (Freitas และคณะ, 2009 ) 
 ปจจุบันการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียทวีความสําคัญมากขึ้น เนื่องจากพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรียมีสมบัติเฉพาะตัวที่ดี จึงมีการศึกษาเพื่อคัดแยกเชื้อที่ผลิตพอลิ

แซ็กคาไรดสําหรับการหาพอลิแซ็กคาไรดชนิดใหมๆ ที่มีประโยชนโดยอาศัยการวิเคราะหหา

องคประกอบทางเคมี และตรวจสอบสมบัติตางๆ เชน ความขนหนืด การเกิดเจล น้ําหนักโมเลกุล 

อุณหภูมิการยอยสลาย (Kumar และคณะ, 2004) เพื่อนําพอลิแซ็กคาไรดไปประยุกตใชไดใน

อุตสาหกรรมตางๆ 

  
1.2   วัตถุประสงค 
 

      เพื่อศึกษาสมบัตทิางเคมีและกายภาพของพอลิแซก็คาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกจาก

ธรรมชาติ และคัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุที่เหมาะสมทีม่ีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดใน

ปริมาณสูงและมีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมทีี่ดี  
 
1.3   ขั้นตอนการดําเนินการ 
 

1.  ผลิตและสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกได 

2.  ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด 

3.  คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม ศึกษารูปแบบการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

4.  พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียที่ทําการคัดเลือกไดทางอนุกรมวิธาน 

5.  ทําบริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือก 
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1.4   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

 งานวิจัยนี้ทําใหทราบสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย 

แบคทีเรียที่คัดแยกจากธรรมชาติ ทั้งนี้เพื่อเปนขอมูลเพื่อนําไปใชพัฒนาอุตสาหกรรมประเภทตางๆ



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
2.1   พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) 

  
 พอลิแซ็กคาไรด เปนคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายๆ โมเลกุล

และอาจมากกวาหนึ่งชนิดเชื่อมตอดวยพนัธะไกลโคซิดกิเปนสายยาว และอาจมีการแตกแขนง

หรือไมมีก็ได เปนสารประกอบที่ไมมีรสหวาน โดยมากจะมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Yang และZhang, 

2009) และมีสมบัติไฮโดรคอลลอยดสามารถดูดน้ําไดด ี พอลิแซ็กคาไรดบางชนิดสามารถละลาย

น้ําได เมื่อละลายในของเหลวจะทาํใหของเหลวมีความหนืดมากขึน้ (Ying และคณะ, 2006)      

พอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดจะแตกตางกนัที่ชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวโครงแบบ และตําแหนง

ของพันธะไกลโคซิดิกและลักษณะของสายพอลิเมอรที่เปนสายตรง (linear) หรือที่แตกแขนง 

(branch)   โครงสรางที่แตกตางกันนี้ จะมีผลทําใหพอลิแซ็กคาไรดแตละชนิดทาํงานทางชีวภาพที่

แตกตางกนั  (Lehninger, 1993)  พอลิแซ็กคาไรดสวนใหญมีหนาที่เปนองคประกอบอยูใน

โครงสราง (structural polysaccharide) ของเซลลพืชและเซลลสัตว เสริมสรางความแข็งแรงใหแก

เซลล  ตัวอยางเชน เพกทนิ   (pectin)  เซลลูโลส   และเฮมิเซลลูโลส  ทีเ่ปนองคประกอบอยูในผนงั

เซลลของพืช   ไคตินที่เปนองคประกอบในเปลือกของสตัวน้ํา เชน  กุง  ปู  แมลง  และผนงัเซลล

ของพวกรา  ยีสตและจุลินทรียอีกหลายชนิด พอลิแซ็กคาไรดบางชนิดทาํหนาทีเ่ปนแหลงสะสม

อาหารไวในเซลล เมื่อมีความตองการหรือยามขาดแคลนจะนําไปใชโดยถูกยอยดวยเอนไซม

กลายเปนน้ําตาลหนวยยอย เชน แปง ซึ่งเปนแหลงสะสมอาหารของพืช และไกลโคเจน 

(glycogen) ที่เปนแหลงสะสมอาหารของสตัว (Lehninger, 1975; BeMiller and Whistler, 1996) 

  พอลิแซ็กคาไรดมีองคประกอบแตกตางกนัไปตามชนิดของโมโนแซ็กคาไรดที่มาเชือ่มตอ

กัน เชน กลโูคส กาแลคโทส แรมโนส แมนโนส   เอน็อะซิติลกลูโคซามีน  เอ็นอะซติิลกาแลคโตซา

มีน และ กรดกลูคิวโรนกิ เปนตน ทาํใหสามารถแบงพอลิแซ็กคาไรดตามชนิดของโมโนแซ็กคาไรดที่

เปนองคประกอบไดเปน 2 กลุมดังตอไปนี้ (Margaritis และ Pace, 1985; Duboc และ Mollet, 

2001)  
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 1. ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด (Homopolysaccharide) คือ พอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวย

โมโนแซก็คาไรดเพียงชนิดเดยีว เชน พูลลูแลน (Pullulan) เดกซแทรน (Dextran) ซึง่มีกลูโคสเปน

องคประกอบ โดยการสรางพอลิแซ็กคาไรดประเภทนี้สันนษิฐานวาถกูสรางมาจากการทาํงานและ

การควบคุมของเอนไซมที่มรีะบบไมซับซอน 

 เดกซแทรน เปนฮอมอพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบขึ้นจากหนวยยอยของน้ําตาลกลโูคสมา

เชื่อมกันดวยพันธะไกลโคซดิิกหรือที่เรียกวา กลูแคน (glucan) โดยพนัธะไกลโคซิดิกจะเปนชนดิ 

α-1,6 เปนสวนใหญ และยงัประกอบดวยพันธะไกลโคซดิิกชนิด α-1,2  α-1,3  และ α-1,4 เปน

สวนของกิ่งสาขาอีกดวย (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   โครงสรางของเดกซแทรน  

ที่มา: Zamora (2005) 

 

 พูลลูแลน เปนฮอมอพอลิแซ็กคาไรดที่มีลักษณะเปนเสนตรงประกอบดวยหนวยของมอล

โทไทรโอส (maltotriose) เชือ่มดวย α-1,4- และ α-1,6-  กลูแคน โดยหนวยกลูโคสในมอลโทไทร

โอสจะเชื่อมกนัดวยพันธะ α-1,4 ไกลโคซิดิก ในขณะที่มอลโทไทรโอสจะเชื่อมกับตัวอื่นดวยพนัธะ 

α-1,6 ไกลโคซิดิก ซึ่งผลิตโดย Aureobasidium  pullulans  (Seo และคณะ, 2004)  โครงสราง

แสดงดังรูปที่ 2.2   
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รูปที ่2.2    โครงสรางของพลูลูแลน  

ที่มา: Fao (2005) 

  

 2. เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด (Heteropolysaccharide)  คือ พอลิแซ็กคาไรดที่มี

องคประกอบของโมโนแซ็กคาไรดตั้งแต 2 ชนิด ข้ึนไป เชน แซนแทน ประกอบดวย กลูโคส แมน

โนส และกรดกลูคิวโรนิกเปนองคประกอบ  เจลแลน ประกอบดวยกลูโคส แรมโนส และกรดกลูคิว

โรนิกเปนองคประกอบ (Laws และคณะ, 2001) เปนตน สรางขึ้นมาจากการทํางานและการ

ควบคุมของเอนไซมที่มีระบบซับซอน 

    

 แซนแทน เปนเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรดซึ่งผลิตโดย Xanthomonas campestris ประกอบ

ข้ึนจากหนวยยอยเพนตะแซก็คาไรด (pentasaccharide)  ประกอบไปดวย กลูโคส  แมนโนส     

กรดกลูคิวโรนกิ ในอัตราสวนทั้งหมด 2:2:1 โดยม ี acetal เชื่อมกรดไพรูวิกและหมูอะซทิลิ         

(Baird, 1989) ซึ่งแกนกลางของสายพอลิแซ็กคาไรดประกอบดวยสองหนวยของบีตา-ดี-กลูโคส            

(β-D-glucose) เชื่อมตรงตาํแหนง 1 และ 4  สายดานขางประกอบดวยแมนโนส 2 ตัว และกลูควิ

โรนิก 1 ตัว ดังนัน้ทัง้สายจึงประกอบดวยหนวยน้าํตาล 5 หนวยซ้าํ สายขางเชือ่มกับกลูโคสอื่น

ตําแหนงที ่ 3 ของแกนกลาง หนวยของแมนโนสตัวสุดทายมีหมูกรดไพรูวิกเชื่อมดวยหมู ketal ที่

ตําแหนง 4 และ 6  และหนวยแมนโนสอื่นมีหมูอะซทิลิ ตําแหนงที่ 6 โดยสายเหลานี้จะอยูในรปู   

เฮลิกซคู (double helix) ทําใหมีประสิทธิภาพสูงทางดานความหนืด (Sutherland, 1990; 

Mandala และคณะ, 2004) โครงสรางแสดงดังรูปที ่2.3  

 

 

 

   

 



 

 

7 

 
 

  รูปที่  2.3   โครงสรางของแซนแทน  

ที่มา: Zamora (2005) 

 

 เจลแลน เปนเฮทเทอโรพอลแิซ็กคาไรด มลัีกษณะเปนเสนตรงของหนวยเตตระแซ็กคาไรด 

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

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

เหลือเปนแอล-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 เชื่อมตอกันเปนแกนกลาง 

(backbone) (Noda และคณะ, 2008) โครงสรางแสดงดังรูปที ่2.4 

 
 

 
    

รูปที่ 2.4 โครงสรางของเจลแลน  

ที่มา : Paradise (2007) 
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 นอกจากนี้ยังสามารถจําแนกชนิดของพอลิแซ็กคาไรด ตามประจุบนโมเลกุลไดเปน  3 ชนดิ 

คือ (Margaritis และ Pace, 1985) 

 1. พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ (Anionic polysaccharides) หรือบางครั้งเรียกวา Acidic 

polysaccharides เชน แซนแทน ที่มีหมูอะเซทิลกับไพรูเวตอยูบนโมเลกุล 

 2. พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง (Neutral polysaccharides) ไดแก ลีแวน พูลลูแลน 

เดกซแทรน และสเครอโรกลูแคน  

 3. พอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุบวก (Cationic polysaccharides) ไดแก พวกที่มีหมู NH3  

ฯลฯ หรือมีหมูของกรดอะมิโนบางตัวตออยู 

 

 พอลิแซ็กคาไรดสามารถผลติไดทั้งจากธรรมชาติและจากการสังเคราะห สามารถแบงได

เปน 3 กลุมตามแหลงที่มา ดงันี ้ (Glicksman,1979) 

 1. พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากธรรมชาต ิ (natural polysaccharide) ซึ่งผลิตโดย พืช 

สาหราย สัตว และ จุลินทรีย ไดแก 

  1.1  พอลิแซก็คาไรดจากสาหรายทะเล (Seaweed extracts) ตัวอยางไดแก คา

ราจีแนน อะการ  เฟอเซลลาแรน และอัลจิเนต 

  1.2   พอลิแซก็คาไรดที่สกัดจากพืช  เชน  เพคทนิ อะราบิโนกาแลคแทน  

  1.3  พอลิแซ็กคาไรดจากเมล็ดของพืช (Plant seed gums) ตัวอยางเชน โลคัส

บีนกัม (Locust bean gum)  กัวรกัม (Guar gum) ควินซกมั (Quince gum) และทามารีนดกัม 

(Tamarind gum) 

  1.4  พอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากยางพืช (Plant exudated gums) เชน กัมอาราบกิ

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

  1.5   พอลิแซก็คาไรดจากสตัว (Animal-derived) เชน  ไคติน    

  1.6  พอลิแซก็คาไรดที่ผลิตโดยจุลินทรีย (Microbial polysaccharide)   ตัวอยาง  

เชน แซนแทน (Xanthan)  เดกซแทรน (Dextran)  เคอรดแลน (Curdland) 

 2.   พอลิแซ็กคาไรดที่ดัดแปลงจากสารที่ไดจากธรรมชาติ   (modified  natural  

polysaccharide)   ไดแก  อนุพนัธของเซลลูโลส   เชน  คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส   เมทิลเซลลูโลส  

ไฮดรอกซีเอทิลเซลลูโลส   
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 3.  พอลิแซ็กคาไรดสังเคราะห  เชน  การสงัเคราะหพอลแิซ็กคาไรดโดยการใชเอนไซมไกล

โคซิเดส  และเอนไซมไกลโคซินเทส    (Faijes และPlanas, 2007) 
 
2.2   พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรีย (Microbial polysaccharides) 
 

 ปจจุบันพอลิแซ็กคาไรดที่ใชในอุตสาหกรรมมีทั้งที่ไดจากธรรมชาติ และจากการสังเคราะห

โดยที่จําหนายในทองตลาด มีทั้งที่ผลิตไดจาก พืช สัตว สาหรายและจุลินทรีย (Yang และ Zhang, 

2009) การผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียมีความสําคัญมากขึ้นเนื่องจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

ไดมีโครงสราง และสมบัติที่หลากหลาย สามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ ได ดังนั้น

พอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียจึงเปนแหลงของพอลิเมอรที่สําคัญของอุตสาหกรรมและนําไปสูการ

แขงขันทางการคากับพอลิแซ็กคาไรดจากธรรมชาติที่ผลิตจากสาหรายและพืช  โดยขอดีของ        

จุลินทรียนั้นสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดเปนจํานวนมากในระยะเวลาสั้น มีข้ันตอนในการผลิต

ไมยุงยาก และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดในภาวะแวดลอมที่หลากหลาย (Yun และ Park, 

2003) โดยไมตองคํานึงถึงสภาพดินฟาอากาศ ฤดูกาล หรือมลพิษทางทะเล ในขณะที่เราตอง

คํานึงถึงปจจัยเหลานี้เมื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากพืชหรือสาหราย ดังนั้นจุลินทรียจึงเปนแหลงที่

เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรดมากกวาพืชหรือสาหราย (Freitas และคณะ, 2009 )  

 จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมีทั้งจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียที่ไมกอใหเกิด

โรค โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากจุลินทรียตางชนิดกันจะมีการสรางและหนาที่แตกตางกันไป 

ซึ่งสามารถจําแนกไดเปน 3 แบบ คือ (Paul, 1979) 

 1. พอลิแซ็กคาไรดที่อยูภายในเซลล (Intracellular polysaccharides) พอลิแซ็กคาไรด

ชนิดนี้จะสรางอยูภายในเซลล บางสวนจะรวมเปนสวนหนึ่งของเยื่อหุมเซลล (cytoplasmic 

membrane) และทําหนาที่เปนแหลงสะสมอาหารจําพวกคารบอนหรือแหลงสะสมพลังงานของ

เซลล 

 2. พอลิแซ็กคาไรดที่เปนโครงสราง (Structural polysaccharides) เปนองคประกอบที่

แทรกดวยอยูในผนังเซลลและในบางกรณีอาจรวมตัวกับสวนประกอบอื่น เชน ลิพิด เปนไลโพพอลิ

แซ็กคาไรด (lipopolysaccharides) และรวมกับพอลิเพปไทดเปนเพปติโดไกลแคน 

(peptidoglycan) เปนตน 

 3. พอลิแซ็กคาไรดที่ปลดปลอยออกภายนอกเซลล (Extracellular polysaccharides: 

EPS) พอลิแซ็กคาไรดชนิดนี้สรางขึ้นเพื่อเปนโครงสรางที่ใชหอหุมเซลลที่ เ รียกวา แคปซูล 

(capsule) มีลักษณะเปนสารเหนียวคลายเจลเคลือบหรือปกคลุมเซลล  มักทําใหโคโลนีของ
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แบคทีเรียเปนเมือกเยิ้ม (mucoid) หรือบางชนิดที่สรางและปลอยออกมาภายนอกเซลล ละลายอยู

ในอาหารเหลวที่ใชเลี้ยงจุลชีพนั้นๆ มีลักษณะเปนเมือก และทําใหอาหารเหลวมีลักษณะขนหนืด

ซึ่งนิยมผลิตในระดับอุตสาหกรรม เพราะงายตอการสกัด และแยกออกจากผนังเซลล  

 จุลินทรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต และราเชน Xanthomonas 

campestris ผลิตแซนแทน (Kalogiannis และคณะ, 2003) Pseudomonas elodea ผลิตเจลแลน 

(Matsukawa และ Watanabe, 2007) Leuconostoc mesenteroides ผลิตเดกซแทน (Santos 

และคณะ, 2005) Alcaligenes faecalis ผลิตเคอรดแลน (Harada, 1977) Aureobasidium 

pullulans ผลิตพูลลูแลน (Seo และคณะ, 2004) Sclerotium rolfsii ผลิตสเครอโรกลูแคน 

(Survase และคณะ, 2007) เปนตน สวนใหญพอลิแซ็กคาไรดจากจุลินทรียโดยมากเปนพวกที่

ละลายน้ําไดและเปนพอลิแซ็กคาไรดที่สรางและปลอยออกมาภายนอกเซลลโดยละลายอยูใน

อาหารเหลวเรียกวา พอลิแซ็กคาไรดนอกเซลล หรือ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด (EPS) ซึ่งนิยมนํามาใช

ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรดในระดับอุตสาหกรรม  เพราะงายตอการสกัด และแยกออกจากผนัง

เซลล สารพวกนี้แมจะมีโครงสรางที่มีขนาดใหญและบางกรณีซับซอน แตจุลินทรียสามารถผลิตได

งายและรวดเร็วจากวัตถุดิบที่หาไดงาย มีความหลากหลาย แสดงดังตารางที่ 2.4 ดังนั้นจึงนิยม

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียเปนจํานวนมาก  
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ตารางที่ 2.1   การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียชนิดตางๆ 

 

จุลินทรีย ซับสเตรต ผลผลิต เอกสารอางอิง 

Alcaligenes  faecalis var. 

myxogenes สายพนัธุ 

10C3 LFO 13140 

กลูโคส เคอรดแลน 

( Curdlan) 

Harada, 1977 

Azotobacter vinelandii 

สายพนัธุ NCIB 9068 

ซูโครส อัลจิเนต (Alginate) Deavin และคณะ,  

1977 

 

Arthrobacter  viscosus  

สายพนัธุ NRRL B-1973 

แลคโทส พอลิเมอรของ       

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 เดกซแทรน 

 

Qader และคณะ, 2005 

Methylocytis parvus  

สายพนัธุ OBBP 

เมทานอล พอลิเมอรของ

กลูโคส แรมโนส  

แมนโนส และ       

กาแลคโทส  

Hou และคณะ, 1978  
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ตารางที่ 2.1   การผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยจุลินทรียชนิดตางๆ (ตอ) 

 

จุลินทรีย ซับสเตรต ผลผลิต เอกสารอางอิง 

Pseudomonas viscogena    

สายพนัธุ TS-1004 

เมทานอล พอลิเมอรของ         

กาแลคโทส กลูโคส 

แมนโนส  และกรดกลู

คิวโรนิก  

Misaki และคณะ, 1979 

Sclerotium  glucanicum แปง สเครอโรกลูแคน  

(Scleroglucan) 

Compere และ Griffith, 

1978 

Serratia sp. ซูโครส และ 

กลูโคส 

ลีแวน 

 

Kojima และคณะ, 

1993 

Xanthomonas fuscans กลูโคส พอลิเมอรของ 

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 

ประกอบดวย กลูโคส  

ไซโลส  แมนโนส       

ไรโบส กาแลคโทส    

อะราบิโนส  และ      

กรดกลูคิวโรนกิ  

Beedle และคณะ, 

2000 
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2.3   ประโยชนของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากจุลินทรีย 
 
 พอลิแซ็กคาไรดสามารถนํามาประยกุตใชไดในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมยา 

เครื่องสําอางค อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมขุดเจาะน้ํามัน อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรม

กระดาษและสี เปนตน (Vinarta และคณะ, 2007)  พอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากธรรมชาติจัดเปนพอลิ

เมอรทางชีวภาพซึง่มีสมบัตทิางกายภาพเฉพาะตวัและมีสมบัติการไหล (rheological properties) 

ที่ดี ไมเปนพษิกับส่ิงแวดลอม และเปนสารที่สลายไดงาย ซึง่สามารถนาํไปประยุกตใชไดอยาง

กวางขวาง (Ying และคณะ, 2006) สมบัติทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดที่ถูกใชในอุตสาหกรรม

อยางแพรหลาย เชน ความสามารถในการอุมน้ํา ซึง่ประยุกตใชในการกอสรางคอนกรีตเพื่อปองกนั

การแตกแยกของชั้นคอนกรตี (Anonymous, 1996) อุณหภูมิหลอมเหลว ทําใหทราบความเสถียร

และการเปลี่ยนแปลงตออุณหภูมิของพอลเิมอร วิเคราะหโดยใชเทคนิคการวเิคราะหเทอรโมกราวิ

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

น้ํา เชน แซนแทนเมื่อละลายน้ําจะมีความหนืดสงูที่ความเขมขนต่าํ จึงมีลักษณะเปนซูโดพลาสติก

ใชในการประยุกตทางอุตสาหกรรมสี สารเคลือบผิว โดยหากเลือกตวัทาํละลายที่ไมดี สารเคลือบ

ผิวจะหลุดลอนไดงาย (Rinaudo และ Milas, 1978) พอลิแซ็กคาไรดที่มีคุณสมบัตดิานความหนืด

สามารถนําไปใชประโยชนในอาหารและเครื่องสําอางค (Renaud และคณะ, 2005)   การเปน 

อิมัลซิไฟเออรเปนสมบัติที่สําคัญสามารถนาํไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหารและยา (Kodali 

และคณะ, 2009) เปนตน  นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรดยังมีสมบัติเฉพาะตวัอื่นๆอีกขึ้นอยูกับชนิด

ของพอลิแซ็กคาไรดนั้นๆ ทําใหสามารถนาํไปใชงานไดหลากหลาย เชน ใชเปนสารอิมัลซิไฟเออร 

สารทําใหเสถยีร สารจับเกาะ สารกอเจล สารทําใหเลือดแข็งตัว สารหลอล่ืน สารขึ้นรูปฟลม สาร

ทําขน และสารที่ใหแขวนลอย (Margaritis และ Pace, 1985) ในดานการบําบดัน้ําเสีย พบวา      

มีการใชพอลิแซ็กคาไรดเปนตัวจับในการดึงเอาโลหะหนกัออกจากน้าํเสีย (Ozdemir และคณะ, 

2003) นอกจากนี ้ พอลิแซก็คาไรดยังมีประโยชนทางดานการแพทยอีก เชน ปองกนัการเกิดลิ่ม

เลือด และมีสมบัติตานมะเร็งได (Fan และคณะ, 2007) 

 
2.3.1   ดานอุตสาหกรรมอาหาร  
  

 พอลิแซ็กคาไรดที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารโดยมากจะใชชนิดที่สามารถละลายน้าํได และ

มีสมบัติเปนสารจําพวกไฮโดรคอลลอยด สามารถดูดน้ําไดดี เมื่อละลายในของเหลวจะกอใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงสมบัติของการไหล (rheological properties) ของน้ําที่มีอยูในอาหารเปนผลให
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เนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑเปล่ียนแปลงไป เนื่องจากความสามารถของการทาํขนหนดื จากสมบตัิ

เหลานี้พอลิแซก็คาไรดจึงไดถูกนาํไปใชในผลิตภัณฑอาหารตางๆ เชน ในแยม ซอส น้าํเชื่อม หรือ

ไสขนม (Sanford และ Baird, 1983)  โยเกิรต นมเปรี้ยว เนยแข็ง ขนมหวาน (Velasco และคณะ, 

2006) และกอลักษณะเจลในเจลลี่ พาย ขนมตางๆ นอกจากนี้ยงัใชในการเคลือบลูกกวาด การทาํ

ไอศกรีม และน้ําสลัด (Sutherland, 1990)   เนื่องจากพอลิแซ็กคาไรดมีสมบัติทีห่ลากหลาย แสดง

ดังตารางที่ 2.5 จึงนิยมนําไปใชในผลิตภัณฑอาหารตางๆ ไดมากมาย 

  

ตารางที่ 2.2  สมบัติตางๆ ของพอลิแซ็กคาไรดที่ประยกุตใชในผลิตภัณฑอาหาร 
 

หนาที ่ การประยุกตใชในอาหาร 

  สารจับยึด น้ําตาลโรยหนาขนม (ไอซิ่ง) 

สารจับเกาะ อาหารสัตว 

สารเคลือบ ลูกกวาด 

อิมัลซิไฟเออร น้ําสลัด 

สารหอหุม ผงสารกอรส 

สารกอฟลม ไสสําหรับหุมหอไสกรอก 

สารทําใหใส (ตกตะกอนสารคอลลอยด) ไวน และเบยีร 

สารกอความเสถียรของฟอง เบียร 

สารกอเจล ลูกกวาด, เจลลี่, พาย และไสขนม 

สารยับยัง้การเกิดผลึก อาหารแชแข็ง และน้ําเชื่อม 

สารกอความเสถียร ไอศกรีม และน้ําสลัด 

สารกอการบวมตัว ผลิตภัณฑเนื้อที่ผานกรรมวธิ ี

สารยับยัง้ซินเนอเรซิส (syneresis) เนยแข็ง และอาหารแชแข็ง 

สารเสริมการกอเจล เนื้อเจลสังเคราะห และอ่ืนๆ 

สารทําขน แยม, ซอส, น้าํเชื่อม และไสพาย 

  
 

ที่มา: Sutherland (1990) 
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 เจลแลน กัม (Gellan gum) เปนพอลิแซ็กคาไรดที่ปลดปลอยออกภายนอกเซลลของ

แบคทีเรีย Sphingomonas elodea มีสมบัติการไหลทีด่ี ทาํใหเกิดลักษณะขนหนดืและมีเนือ้สัมผัส

ในผลิตภัณฑอาหาร (Yamamoto และ Cunha, 2007) 

 แซนแทน กมั เปนพอลิแซ็กคาไรดผลิตโดย Xanthomonas campestris นยิมใชใน

อุตสาหกรรมอาหารตางๆ เนื่องจากมีความสามารถเปนสารอิมัลซิไฟเออร มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิ สามารถผสมเขากนัไดดีกับสวนประกอบของอาหาร มีลักษณะขนหนืด และมีสมบัติการ

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

2000)  

 พูลลูแลน มคีวามสามารถในการใหกาซออกซิเจนแพรผานไดต่ํา เมื่อนํามาเชื่อมกันเปน

รางแห (cross linked) กับวัสดุอ่ืนๆ สําหรับสรางเปนพอลเิมอรฟลมเพื่อใชเปนวัสดุหอหุม    

อาหาร ทําใหสามารถลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ในอาหารได (Margaritis และ       

Pace ,1985) 

 Broadbent และคณะ (2001) รายงานวาเอกโซพอลิแซก็คาไรดผลิตโดย Streptococcus 

thermophilus สามารถเปนตัวชวยเพิ่มความชื้นและสมบัติการละลายของ Mozzarella cheese 

ซึ่งนยิมใชในพซิซาใหดีข้ึน เนื่องจากสมบตัิดานความหนืด การทําใหเกิดความเสถยีร และสมบตัิ

การจับเกาะกบัโมเลกุลน้ําของพอลิแซ็กคาไรด 

 Fodje และคณะ (2007) พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Pediococcus damnosus 2.6 

มีลักษณะหนดืในสารละลาย มีสมบัติของการไหล ซึ่งเหมาะสมในการใชเปนสารใหความขนหนดื

ในผลิตภัณทอาหาร 

 Kodali และคณะ (2009) พบวาแบคทีเรีย Bacillus coagulans สายพนัธุ RK-02 สามารถ

ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด (Heteropolysaccharide) ประกอบดวย

น้ําตาลกาแลคโทส แมนโนส ฟูโคส กลูโคส และกลูโคซามนี เปนองคประกอบ และพบวา           

พอลิแซ็กคาไรดมีความสามารถเปนอมิัลซิไฟเออรไดดีกับน้ํามนัพืชตางๆ และสารพวกที่ไมชอบน้าํ 

(hydrophobic substrates) ซึ่งมีความเปนไปไดที่จะนํามาประยกุตใชในอุตสาหกรรมอาหารและ

ยา 

 
2.3.2   ดานการแพทย 
 
 พอลิแซ็กคาไรดเปนสารที่ไดรับความสนใจทางดานการแพทยโดยมีความเกีย่วของทัง้ทาง 

ตรงและทางออมตอการแพทย เชน ทางเภสัชกรรม โดยการใชเปนตัวหอหุมยาหรือเปนแคปซลู
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สําหรับบรรจุยา และอาจใชเพื่อตรึงเอนไซมสําหรับการวินิจฉัยโรค หรือนํามาใชสําหรับการ

ปรับปรุงโดยวธิีการทางเคม ี (chemical modification) ของผลติภัณฑยา สมบัติการไหล 

(rheology) และการกอลักษณะเจล และคุณสมบัติทางชวีวทิยา (biological properties) เชน 

สมบัติตานมะเร็ง สมบัติตานไวรัส และอาจใชเปนวคัซีนแทนการใชเซลลจุลินทรียเพื่อหลีกเลีย่ง

ผลขางเคียงเนือ่งจากองคประกอบอื่นๆของเซลลเชน โปรตีน  เปนตน คุณสมบัติเหลานี้ของพอลิ

แซ็กคาไรดสามารถนาํมาใชประโยชนทางการแพทยได (Sutherland,1990) 

 เดกซแทรน มีบทบาททีน่าสนใจทางการแพทยโดยมกีารนําไปใชเปนสารชวยเพิ่มปริมาตร

ของโลหิต (blood-plasma volume expander) ในผูปวย (Qader และคณะ, 2005)   นอกจากนี้

ยังมกีารนาํอนพุันธของเดกซแทรนมาใชเปนสารตานการแข็งตัวของเลอืด (anti-coagulant) 

(Sutherland, 1996) และมกีารนาํเดกซแทรนมาผสมลงในผลิตภัณฑครีมทาผิว  และยาขึ้ผ้ึงตาง ๆ  

โดยเดกซแทรนจะทําหนาทีรั่กษาความชืน้ไดเปนอยางดี (De Belder, 2003) 

 เซลลูโลส เปนพอลิเมอรบีตา-1,4-ดี-กลูโคส ที่ไมละลายน้าํ สามารถผลิตจากแบคทีเรีย 

Acetobacter xylinum (Paul และคณะ, 1986) และในทางการแพทยไดมีการนําเซลลูโลสไปใชใน

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

 เคอรดแลน เปนพอลิเมอรของกลูโคสประกอบดวย บีตา-1,3-กลูแคน และมีน้าํหนัก

โมเลกุลสูง ผลิตโดย Agrobacterium radiobacter สายพนัธุ NCIM 2443 เคอรดแลน

ประกอบดวยหมูไฮดรอกซิลอิสระเปนจํานวนมาก ทาํใหสามารถจบัเกาะกับเอนไซมไดดี จึง   

เหมาะสมสาํหรับการนํามาใชเปนตัวยึดจบัหรือเมทริกซ (matrix) ในการตรึงเอนไซม (Saudagar 

และ Singhal, 2004) สําหรับการวนิิจฉัยโรค 

 Liu และคณะ (2009) พบวา แบคทีเรีย Paenibacillus polymyxa  สายพันธุ EJS-3 

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดซึ่งมีแมนโนส ฟรักโทส และกลูโคสเปนองคประกอบ มีสมบัติตาน

ออกซิเดชัน (antioxidant) ซึ่งมีแนวโนมที่ใชนาํไปใชในการรักษาบาํบัดโรค เชน โรคมะเร็ง          

โรคสมองเสื่อม หรืออัลไซเมอร (Alzheimer's disease) และความเสื่อมโทรมของเซลล 

 Tong และคณะ (2009) รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดจาก Pleurotus ostreatus ซึ่ง

ประกอบดวยน้ําตาลแมนโนส กาแลคโทส กลูโคส สามารถละลายน้าํได   มีสมบัติตานเซลลมะเร็ง

ไดดี จึงอาจนาํไปพัฒนาเปนสารตานมะเร็งได 
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2.3.3  ดานการบําบัดน้าํเสีย 
 
 สารกอการจับกลุม  (flocculants)  ถูกนํามาใชประโยชนในกระบวนการของอุตสาหกรรม

ตางๆ เชน กระบวนการ downstream กระบวนการหมกั รวมถงึในการบําบัดน้าํเสยี (Salehizadeh 

และ Shojaosadati, 2001) แมวาสารกอการจับกลุมที่สังเคราะหทางเคมมีีลักษณะเฉพาะตวั 

รวมทัง้มีประสิทธิภาพและราคาถูก แตสารเหลานี้ยอยสลายยาก บางครั้งสารที่สังเคราะหเปนสาร

กอการจับกลุมกอใหเกิดปญหาทางสุขภาพและเพิ่มภาวะเสี่ยงทางสิง่แวดลอม ตัวอยางเชน 

polyacrylamide เปนทีน่ิยมในการใชเปนสารกอการจับกลุม เกิดจากการรวมตัวของ acrylamide 

ซึง่ตรวจพบวาเปนพษิตอประสาทและเปนสารกอมะเร็งตอมนุษย (Dearfield และ Abermathy, 

1988; Yokoi และคณะ, 1997)  ดังนัน้สารกอการจบักลุมทางชวีภาพ (Bioflocculants) จึงมี

ความสาํคัญและนาสนใจทีจ่ะนาํมาใชแทนที่สารกอการจับกลุมที่สังเคราะหทางเคม ี (Jang และ

คณะ, 2001) เพราะยอยสลายทางธรรมชาติได และมคีวามปลอดภยัตอระบบนิเวศน (He และ

คณะ, 2004) พอลิแซ็กคาไรดซึ่งมีสมบัติเปนสารกอการจับกลุม จึงมีบทบาทสาํคัญมากขึ้นโดย

สามารถผลิตไดจากจุลินทรยี  เชน 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)      

 สารกอการจับกลุมทางชวีภาพทําใหเกิดการตกตะกอนของอนุภาคสารแขวนลอยโดยการ

สรางสะพานเชื่อม (bridging) และการทําใหเกิดสภาพเปนกลาง (charge neutralization) สารกอ

การจับกลุมทางชวีภาพเหลานี้จะมีการจับกลุมกนัไดหนาแนน ซึ่งตองขึ้นกับไอออนบวกดวย 

ตัวอยางเชน สารกอการจับกลุมทางชวีภาพที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ S11 ไมสามารถ

จับกลุมไดถาไมมีการเติมสารละลาย CaCl2 (Dermlim และคณะ, 1999) และสารกอการจับกลุมที่

ผลิตโดย Enterobacter aerogenes ตองการ Zn2+ สําหรับการจับกลุม (Lu และคณะ, 2005) 

บทบาทของ bivalent และ trivalent cations คือการเพิม่การเกาะติดของพอลิเมอรทางชีวภาพบน

อนุภาคสารแขวนลอยโดยการลดประจุลบบนพอลิเมอรและอนุภาคสารแขวนลอย (Levin และ 

Friesen, 1987; Levy และ คณะ ,1992) 

 Yun และ Park (2003) รายงานวา จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด

ที่ผลิตโดย Bacillus sp. CP912  พบวามีความสามารถในการกออิมัลชันระหวางน้ํามันกับน้ํา และ

มีความสามารถในการเปนสารกอการจับกลุมตอแอคติเวตคารบอน (activated carbon) สูง   
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 Prasertsan และคณะ (2006) พบวา แบคทีเรีย Enterobacter cloacae สายพนัธุ WD7

สามารถผลิตเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ และมีสมบัติเปนสารกอการจบักลุม ซึ่งมี

กิจกรรมการกอการจับกลุมสูงสุด (flocculating activity) ที่ความเขมขนของพอลิแซ็กคาไรด        

2 มิลลิกรัมตอลิตร และ 40 มิลลิโมลาร CaCl2 ซึ่งมบีทบาทรวมกนัตอการตกตะกอนของดนิขาว 

(kaolin) 

 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงการใชพอลิแซ็กคาไรดดูดซับโลหะหนักโดยพอลิแซ็กคาไรด

สามารถใชแยกโลหะหนักจากน้ําเสีย ซึ่งเกิดปฎิกิริยากันระหวางประจุบวกของโลหะหนักและประจุ

ลบของพอลิแซ็กคาไรด (Salehizadeh และ Shojaosadati, 2003)  

 จากการศึกษาของ Moon และคณะ (2006) พบวา เพสแทน เปนพอลแิซ็กคาไรดผลิตจาก

รา Pestalotiopsis sp. สายพนัธุ KCTC 8637P มีสมบัติเปนสารกอการจับกลุม แลวยังสามารถ

กําจัดโลหะหนักไดซึ่งสามารถดูดซับตะกั่ว (Pb2+) และ สังกะส ี(Zn2+) ในน้ําเสยีสังเคราะหได 

 Mokaddem และคณะ (2009) รายงานวา เอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย  

Paenibacillus polymyxa สามารถดูดซับแคดเมียม (Cd2+) จากสารละลายได ดังนั้นจงึอาจ

นําไปใชเปนตัวดูดซับโลหะหนกัที่ผลิตงาย ราคาไมแพง และมีประสิทธิภาพ เพื่อกําจัดโลหะหนัก

จากน้ําเสยี 

 
2.3.4   ดานอุตสาหกรรมน้ํามัน 
 
 การขุดเจาะน้าํมันมีการพัฒนาการเจาะหลุมปโตรเลียมจากแบบกระแทกมาเปนแบบหมนุ

และอาศัยของไหลสําหรับการเจาะ (Drilling Fluid) หรือน้ําโคลนสําหรบัการเจาะ (Drilling Mud) 

น้ําโคลนสําหรบัการเจาะเปนสวนที่สําคัญมากอนัหนึ่งของการทํางานในสวนของงานการเจาะ มัน

เปนตัวชวยหลอล่ืนใหกับหวัเจาะและชวยนาํพาเศษดิน เศษหนิที่ถูกเจาะหรือถูกตัด (Drill 

Cuttings) ข้ึนมาสูพืน้ผิว (Chilingarian และ Vorabutr, 1983) น้ําโคลนหรือของไหลสําหรับ     

การเจาะ โดยปกติแลวจะมีสมบัติเปนของไหลแบบซูโดพลาสติกและตองเสถียรภายใตแรงเฉือน 

(shear forces) และอุณหภูมิระหวางกระบวนการขุดเจาะน้ํามนั ในการขุดเจาะน้ํามนันั้นพบวา   

ไดมีการนําพอลิแซ็กคาไรดมาประยุกตใชเปนของไหลหรอืเปนสวนผสมในน้าํโคลนสาํหรับการ

เจาะ (Sutherland,1990) 

 เดกซแทรน เปนพอลิเมอรทีน่ํามาใชเปนสารหลอล่ืนบริเวณหัวเจาะน้าํมัน เนื่องจากสมบัติ

ของเดกซแทรนที่มนี้าํหนักโมเลกุลมาก  จึงสามารถนาํมาประยุกตใชเก็บน้าํมนัโดยใชหลักในการ

แทนที่  ทาํใหน้ํามนัลอยตวัขึ้นมาสวนบนจึงสามารถเกบ็น้ํามนัสะดวกขึ้น (Kim และคณะ, 2000) 
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 แซนแทน มีสมบัติเปนสารแขวนตะกอน (suspending agent) และสารใหความหนดืที่ดี  

ซึ่งมีความเสถยีรในชวงของความเปนกรด-เบส และอุณภูมิที่กวาง สามารถเขากันไดดีกับเกลือและ

สารเคมีตางๆ ดังนัน้จึงสามารถนํามาใชในอุตสาหกรรมการขุดเจาะน้าํมันได (Sutherland, 2001) 

 Paul และคณะ (1986) รายงานวา PS-7 กัมเปนเอกโซพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย 

Azotobacter indicus เปนพอลิเมอรของน้าํตาลกลโูคส แรมโนส กรดกลูคิวคิวโลนิก และหมู     

O-acetyl สามารถละลายน้าํไดและทําใหสารละลายมีความหนืดสงู มีสมบัติเปนของไหลแบบซูโด

พลาสติกที่ด ี มีความเสถียรตออุณหภูมิในชวง 4 Oซ – 93 Oซ มีความเสถยีรและเขากันไดดีกับ

สารละลายเกลือที่ความเขมขนสูงได ดังนั้นจงึมีความเปนไปไดที่จะนํามาประยกุตใชเปนของไหล

สําหรับการเจาะ  

 
2.3.5   ดานอุตสาหกรรมการยอมและการพิมพสิง่ทอ 
 
 สมบัติดานการทําขน (thickener) และความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรหรือสารทําให

เสถียรของพอลิแซ็กคาไรด มีประโยชนในอุตสาหกรรมสยีอมและการพิมพส่ิงทอ โดยชวยเพิ่มการ

แทรกซึมและการกระจายตวัของสีไปยังเสยใย เปนตวัชวยเพิ่มความคงทนตอการจบัเกาะของสีกบั

เสนใยระหวางกระบวนการอบแหงหลังการพิมพ (Sutherland,1990) 

 อัลจิเนต เปนสารทําขนที่ดสํีาหรับนํามาใชในการพิมพส่ิงทอเนื่องจากสมบัติดานความขน

หนืด ในการควบคุมสมบัติการไหลของสีเพื่อความคมชดั และความสะอาดของลวดลายบนเนื้อผา

โดยปองกนัการกระจัดกระจายของสีบนเนือ้ผา (Fijan และคณะ, 2007) 

 Paul และคณะ (1986) รายงานวา พอลิแซ็กคาไรด PS-10 ที่ผลิตโดยแบคทีเรียจากดิน ซึง่

มีน้ําตาลกลูโคส กาแลคโทส แมนโนส ฟโูคส และกรดกลูคิวโลนกิเปนองคประกอบ มีแนวโนวทีจ่ะ

ประยุกตใชในการพิมพพรม เนื่องจากมีความสามารถเขากันไดกับสีเบสิก(basic or cationic dye) 

และสามารถทนไดดีตอเอนไซมเซลลูเลสและเสถียรตออุณหภูมิ  
 
2.3.6  ดานเกษตรกรรม 
  
 พอลิแซ็กคาไรดมีสมบัติเปนสารกอฟลม จึงสามารถนํามาใชเปนสารเคลือบผิว เคลือบ

เมล็ดและรากของพืช ปองกนัพืชจากความแหงแลงและสภาพแวดลอมตางๆได เพือ่รักษาอายุของ

ผลผลิตทางการเกษตร ตัวอยางเชน การใชอัลจิเนตเปนสารเคลือบ (coating agent) ตนออนของ

พืช (Sutherland,1990)  
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2.4   เทคนิคการทาํบรสิุทธิ์และการวิเคราะหสมบติัของพอลิแซ็กคาไรด 
 
2.4.1 โครมาโทกราฟ (Chromatography) 
 

 เปนเทคนิคทีน่าํมาใชประโยชนสําหรับการแยกสาร ตรวจสอบ และ วิเคราะหชนิดของสาร 

การแยกตัวถูกละลายที่ผสมกันหลายชนิดในปริมาณนอยใหออกจากสารละลายผสม ซึ่งอาศัย

หลักการละลายของสารในตวัทาํละลาย  และการถกูดูดซับโดยตัวดูดซับ   โดยสารทีต่องการนาํมา

แยกโดยวธิีนี้จะมีสมบัติการละลายในตัวทาํละลายไดไมเทากนั   และถูกดูดซับโดยตัวดูดซับไดไม

เทากัน  ทําใหสารเคลื่อนที่ไดตางกนั วิธกีารนี้จะมีเฟส 2 เฟส ไดแก เฟสอยูกบัที่ (stationary 

phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) องคประกอบของสารผสมจะเคลื่อนผานเฟสอยูกับที่

โดยการไหลผานของเฟสเคลื่อนที ่ การแยกของสารอาศัยความแตกตางของอัตราการเคลื่อนที่

ระหวางสารตัวอยาง (Skoog, 1988) 

 

 2.4.1.1   โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน (Ion-exchange chromatography) 

  

  เทคนิคที่ใชแยกโมเลกุลที่มีประจุ หรือโมเลกุลที่มีความสามารถในการแตกตัวให

ประจุออกจากกัน โดยอาศัยความแตกตางของคาประจ ุ (Net charge) และการดูดซับหรือจับกนั

แบบผันกลับได (Reversible adsorption) ดวยแรงทางไฟฟา (Electrostatic force หรือ Ionic 

force) ที่แตกตางกันของโมเลกุลทีม่ีประจุตรงขามกับอิออนของเฟสอยูกับที่ และการจับกนันี้จะ

สามารถถูกไลหรือแทนที่ได ดวยโมเลกลุอ่ืนที่มีความสามารถในการจับกับเรซินไดดีกวา เขามา

แขงขันแยงจับ เรซินสาํหรับแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange resin) หรือตัวแลกเปลี่ยนประจ ุ

(ion-exchanger) สามารถเปนตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation-exchanger) และตัวแลกเปลี่ยน

ประจุลบ (anion-exchanger) ซึ่งประกอบดวยตัวค้ําจนุ (matrix) เปนของแข็ง ไมละลายน้าํ ซึ่งมี

หมูทีม่ีประจุตดิกับตัวค้ําจนุดวยพนัธะโคเวเลนต (covalent bond) และมีประจุตรงกันขาม 

(counter ions) จับกับหมูทีม่ีประจุบนตัวค้ําจุนดวยพนัธะไอออนิก (ionic bond)  (Kraak, 1982) 

โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน ม ี2 แบบ (Fritz และ Gjerde, 2000) คือ 

  -โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange chromatography) 

สารตัวกลาง (resin) มีประจุบวก เชน ไดเอทิลอะมิโนเอทิล (Diethylaminoethyl  :DEAE) ใชใน

การแลกเปลี่ยนโมเลกุลที่มปีระจุลบ 
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   -โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation exchange chromato 

graphy) สารตัวกลาง (resin) มีประจุลบ เชน คารบอกซีเมทิล (Carboxymethyl: CM) ใชในการ

แลกเปลี่ยนโมเลกุลที่มีประจบุวก 
 

2.4.1.2  เจลฟลเทรชนัโครมาโทกราฟ (Gel filtration chromatography) 

 

  เทคนิคเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ (gel filtration chromatography) หรือ Size 

exclusion หรือ Gel permeation chromatography เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยสมบตัิ

ความแตกตางกันของขนาด และมวลของโมเลกุล อาศัยคุณสมบัติของเม็ดเจลที่มีลักษณะชองวาง

หรือรูพรุนภายในที่เกิดจากการเชื่อมไขวของพอลิเมอรที่ใชในการสรางเจลเมทริกซ (gel matrix)  

(Dawkins, 1982) ตัวเจลทีน่ยิมใชกนัทัว่ไปไดแก เซฟาเดกซ (Sephadex)  เซฟาโรส (Sepharose) 

และ ไบโอ-เจล เอ (Bio-Gel A) เปนตน โดยภายในเม็ดเจลแตละเม็ดมีขนาดชองวางที่จําเพาะ 

ยอมใหสารทีม่ีขนาดโมเลกลุคาหนึ่งผานเขาไปในเม็ดเจลได สวนสารที่มีขนาดใหญกวาไมสามารถ

ผานเขาไปไดจึงถูกชะออกมากับสารละลายบัฟเฟอรที่ใชชะหลุดออกจากคอลัมนกอน ดังนั้นจงึ

สามารถแยกสารที่มีขนาดเลก็และใหญออกจากกันได แสดงดังรูปที ่2.5 (Skoog, 1988) 

 

 
 

รูปที่ 2.5   เทคนิคเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ  

ที่มา: Hamley (2004) 
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 2.4.1.3 ไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (High Performance Liquid chromato   

graphy) 

  เทคนิคแยกสารเคมีภายใตความดนัของเหลว เปนเทคนิคการวิเคราะหสารเชิง

คุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) และปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) โดยการ

เปรียบเทยีบกบัสารมาตรฐาน  เปนเทคนคิที่นิยมใชมากวิธหีนึง่ โดยสามารถใชกับงานดานตาง ๆ 

อยางกวางขวาง เชน ในการวิเคราะหทางดานอาหารและยา ทางดานการแพทย และทางดาน

ส่ิงแวดลอม เปนตน สามารถตรวจวิเคราะหสารปริมาณต่ําๆไดในระดับไมโครกรัม (μg) ถึงพิโค

กรัม (pg) เมื่อเลือกใชเครื่องตรวจวัดที่เหมาะสม HPLC เปนเทคนิคแยกสารผสมแบบใชเครื่องสูบ

แรงดันสูง (high pressure pump) สูบตัวทําละลายซึง่ทาํหนาที่เปนเฟสเคลื่อนที ่(mobile phase) 

พาสารตัวอยางทีถู่กฉีดเขาทางชองฉีดสาร (injector) ผานอนุภาคทีเ่ปนเฟสอยูกับที่ (stationary 

phase) ซึ่งบรรจุอยูในคอลัมน (column) สารผสมตัวอยางจะเคลือ่นที่ผานคอลมันและถกูแยก

ออกมา สารจะถูกแยกออกมาในเวลาทีต่างกนั โดยสารผสมที่อยูในตัวอยางสามารถถูกแยกออก

จากกนัไดนัน้ข้ึนอยูกับการดูดซับของสารประกอบนัน้กบัเฟสอยูกับที ่ สารที่ดูดซับไดต่ํากับเฟสอยู

กับที่จะเคลื่อนที่ผานคอลัมนไดเร็ว สารนัน้ก็จะถูกแยกออกมากอน สวนสารที่ดูดซับไดดีกับเฟสอยู

กับที่จะเคลื่อนที่ผานคอลัมนไดชาก็จะถูกแยกออกมาทหีลัง (Lindsay,1991) และผานเขาสูเครื่อง

ตรวจวัด (detector) ในเวลาที่ตางกนั สัญญาณที่วัดไดจะอยูในรูปสัญญาณไฟฟาตามเวลาและ

ปริมาณของสารแตละตัวที่ตรวจวัดได จากนัน้สัญญาณจะถูกสงไปยังเครื่องบันทกึสญัญาณ เพื่อ

แสดงผลออกมาเปนโครมาโทแกรม (chromatogram)  แสดงดังรูปที่ 2.6  โดยระบบการแยก      

ในเทคนิค HPLC มี 2 แบบตามลักษณะการใชเฟสเคลื่อนที่คือ การแยกโดยใชองคประกอบของ

เฟสคงที่แบบเดียวตลอดการแยก (Isocratic) และการแยกโดยมีการเปลี่ยนองคประกอบของเฟส

คงที่ในระหวางการแยกแบบตอเนื่องหรือแบบทีละขั้น (Gradient elution) (Skoog, 1988) 
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รูปที่ 2.6   เทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซลิควดิโครมาโทกราฟ (HPLC) 

ที่มา: Clark  (2007) 

 

2.4.2 ฟูเรยีรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (Fourier transform infrared 
spectroscopy: FTIR) 

 

 เปนเทคนิควิเคราะหโดยใชรังสีอินฟราเรด รังสีอินฟราเรดเปนชวงหนึง่ของคลื่นแมเหล็ก  

ไฟฟาที่มีความยาวคลื่นในชวง 0.7 - 500 μm หรือ wavenumber ในชวง 1400 - 20 cm-1       

โดยชวงของอนิฟราเรดที่มีประโยชนในการวิเคราะหทางเคมี ไดแก ชวงความยาวคลืน่กลาง 

(Middle Infrared) ซึ่งมีประโยชนในการใหขอมูลดานโครงสรางโมเลกุล โดยรงัสอิีนฟราเรดจะมี

พลังงานต่ํากวารังส ี UV เมื่อโมเลกุลของสารดูดซับรังสีอินฟราเรด   จะทําใหโมเลกุลเกิดการสั่น

และการหมนุของพันธะภายในโมเลกุลของสารตัวอยาง โดยโมเลกุลจะดูดซับรังสีอินฟราเรดที่

ความยาวคลืน่เดียวกันกับความถี่ในการสั่นของโมเลกลุของสารนัน้ ดังนัน้สารอินทรียแตละชนดิจะ

มีคาความถี่ในการสัน่จําเพาะที่แตกตางกนัไป ทําใหสามารถนําเทคนิคนีม้าใชในการวิเคราะห

ประเภทของสารอินทรีย และหมูพันธะเคมีในโมเลกุล (functional group) ของสารชีวโมเลกุล 

ไดแก โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต และกรดนิวคลีอิกได โดยแสดงลักษณะของอินฟราเรด

สเปกตรัมที่แตกตางกันใหผลในรูปแบบของรอยพิมพลายนิ้วมือ (finger print) หรือ FTIR marker 

ซึ่งมีความจาํเพาะในตัวอยางแตละชนิด (Gooch, 1997) นอกจากนํามาใชประโยชนในการ
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วิเคราะหดานคุณภาพ เชนการวิเคราะหชนิดของหมูฟงกชันนัล (functional group) แลวกย็ัง

สามารถนํามาใชในการวิเคราะหเชิงปริมาณไดอีกดวย โดยอาศยัหลักการวเิคราะหตามกฎของ 

Beer-Lambert's Law ซึ่งปริมาณความเขมขนของสารตัวอยางในสารละลายจะเปนสัดสวน

โดยตรงกับคาการดูดซับ (Absorbance) ของสารละลายนัน้ เทคนิคนี้สามารถวิเคราะหไดทั้ง

ตัวอยางที่เปนของแข็ง ของเหลวและกาซ โดยมีวิธกีารเตรียมตัวอยางในการวัดตัวอยางแบบตาง ๆ 

เชนการใช KBr disk สําหรับตัวอยางของแข็งหรือการใช liquid cell สําหรับตัวอยางของเหลว หรือ 

gas cell สําหรับตัวอยางที่เปนกาซ เปนตนอีกทั้งเปนเทคนิคที่สามารถวิเคราะหไดอยางรวดเร็ว มี

ความแมนยาํสูงและเปนเทคนิคที่ไมทาํลายตัวอยางอกีดวย เทคนิคนีจ้ึงเปนเทคนิคที่นยิมใชในการ

วิเคราะหอยางแพรหลายในปจจุบัน เชนการวิเคราะหดานพอลิเมอร ปโตรเคมี สามารถประยุกตใช

ไดทั้งงานดานชีววทิยา ชวีเคมี การแพทย ส่ิงแวดลอม อาหาร และทางดานเคมีอินทรีย เพื่อใชใน

การตรวจสอบวิเคราะหสารได (Smith, 1996) 

 ฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FTIR) ประกอบไปดวย แหลงกําเนดิแสง  

(IR Source)จะถูกใหความรอนจนมีอุณหภูมิสูงและจะปลดปลอยแสงที่มีความถี่ในชวงอนิฟราเรด

ออกมา Monochromator สําหรับแยกลาํแสงเปนลําแสงความยาวคลื่นเดี่ยวทาํใหแสงแตละความ

ยาวคลืน่ถูกตรวจวัดในเวลาที่ตางกัน ตัวอยางที่จะนาํมาวิเคราะห และตัวตรวจวัด (Detector) ทํา

หนาที่ตรวจวดัพลังงานแสงที่ผานออกมาจากตัวอยาง แสดงดังรูปที่ 2.7 

 

 
 

รูปที่ 2.7   เทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FT-IR) 

ที่มา: Hsu (1996) 
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2.4.3 นิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy: NMR) 

 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป ( NMR Spectroscopy ) เปนเทคนิคที่มี

ประโยชนในการศึกษาโครงสรางโมเลกุลของสารประกอบ โดยการเกดิอันตรกิริยา ( interaction ) 

ระหวางรังสีแมเหล็กไฟฟาในชวงคลื่นวิทยุ กับนิวเคลยีสที่เกาะอยูที่ตาํแหนงตางๆ ในโมเลกุลขณะ

วางอยูในสนามแมเหล็ก นิวเคลียสเหลานี้มีสมบัติทางสนามแมเหล็กตางกัน ซึ่งนิวเคลยีสที่

สามารถเกิดอนัตรกิริยากบัสนามแมเหลก็ไดตองมีเลขสปนควนัตัม (spin quantum number,I>0 ) 

มากกวาศนูย  (Field และ Sternhell, 1989) นิวเคลียสที่มเีลขสปนมากกวา 0 จะมีคุณสมบัติ

เสมือนหนึง่วาหมุนรอบตัวเองไดเนื่องจากภายในนิวเคลยีสเหลานี้มปีระจุอยู  โดนนิวเคลียสของ

ธาตุที่มปีระจุ   ประจุนี้จะหมุน (spin) เปนวงรอบแกนนิวเคลียส ซึ่งเปนสมบัติเฉพาะของนิวเคลยีส

แตละชนิดเมื่ออยูภายใตสนามแมเหล็ก การสปนของนิวเคลยีสนี้จะกอใหเกดิโมเมนตแมเหล็ก 

(magnetic moment) เมื่อมีสนามแมเหล็กภายนอกกระทาํกับนิวเคลียส จะไปทําใหนวิเคลียสที่

จําเพาะเจาะจงเกิดการหนัไปในทิศทางทีแ่นนอนเมื่อเทยีบกับทิศทางของสนามแมเหล็ก ทิศทาง 

การจัดตัวที่ตางกนัจะมีคาพลังงานที่ตางกนั ดังนัน้จงึสามารถนําขอมูลคาพลงังานทีว่ัดไดมาบง

บอกถึงทิศทางการจัดตัวของนวิเคลียสชนดิตาง ๆ ได ดังนัน้เมื่อนําสารเคมีที่ตองการวิเคราะหหา

สูตรโครงสรางเขาเครื่อง NMR สเปกโทรมิเตอร จะได สเปกตรัมซึ่งเปนผลของการดูดกลืนรังสี

แมเหล็กไฟฟาที่ความถี่ตางๆ ผลของ NMR สเปกตรัมจะบอกไดวานิวเคลียสที่ถกูดูดกลืนพลงังาน

นั้นมีสภาวะแวดลอมทางเคมีอยางไร หรืออีกนยัหนึ่งนิวเคลยีสนั้นๆอยูที่ตําแหนงใดในโมเลกุล 

รวมทัง้สามารถบอกจํานวนนิวเคลียสที่อยูในตําแหนงนัน้ๆไดดวย (Gooch, 1997) 

 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy) จะประกอบดวยสวนสําคญัคือ แมเหล็ก ตัวสง (radiofrequency generator) 

ตัวรับสัญญาณคลื่นวิทยุ (detector and amplifier) ซึ่งจะทาํหนาที่สงสัญญาณคลื่นวิทยุไปยัง

ตัวอยางและตรวจวัดสัญญาณที่ถูกดูดกลนืหรือปลดปลอยออกมา และเครื่องคอมพิวเตอรหรือตัว

แสดงผล  แสดงดังรูปที ่ 2.6  ซึง่ยุคแรกการวัดสญัญาณ NMR จะทําในลกัษณะทีเ่รียกวา 

continuous wave (CW) โดยเครื่องสงสัญญาณคลืน่วทิยุจะตองแปรความถี่ของคลื่นวทิย ุ ซึ่ง

สงผานเขาไปในตัวอยางเรื่อยๆ และตรวจวัดสัญญาณหลังจากผานตวัอยางเปรียบเทยีบกบั

สัญญาณที่สงเขาไปที่ความถี่เดียวกัน หากความเขมของสัญญาณลดลงก็แสดงวามีการดูดกลืน

เกิดขึ้น ลักษณะการดูดกลืนก็จะเปนพีคซึ่งจะนาํมาพล็อตเทียบกับความถี่คลายกับในกรณขีอง

อินฟราเรดสเปกตรัม ซึ่งเทคนิคนี้ตองใชเวลานาน และไมคอยมีประสิทธิภาพ ตอมาจึงมกีาร
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พัฒนาเครื่อง NMR โดยใชเทคนิคทีเ่รียกวา Pulsed NMR ซึ่งจะเปนการสงสัญญาณคลื่นวิทยุทีทุ่ก

ความถี่ในชวงที่สนใจเขาไปยังตัวอยางพรอม ๆ กัน ซึ่งจะทาํใหเกิดการฟลิปของสปนทัง้หมดอยาง

ทันทีทนัใดเรียกวาอยูในสถานะถกูกระตุน (excited state) จากนั้นนิวเคลียสก็จะกลบัเขาสูสถานะ

เดิม (ground state) พรอมทั้งปลดปลอยพลังงานออกมาในรูปของคลื่นวทิย ุ เฉพาะความถีท่ี่เกดิ

การดูดกลืนซึง่อาจมีมากกวา 1 คาก็ได ความถี่ของคลืน่ที่ปลดปลอยออกมานี้จะอยูในรูปของคลื่น

ที่ซอนกันที่เรียกวาสัญญาณ FID (free induction decay) ซึ่งสามารถแยกออกเปนแตละความถี่ 

โดยที่แตละความถี่กม็ีความเขมของสัญญาณที่แตกตางกันได โดยกระบวนการทางคณิตศาสตรที่

เรียกวาฟูเรียรทรานสฟอรม (Fourier transform) ดังนัน้เครื่อง NMR สมัยใหมจงึมักเรียกวา        

FT-NMR การทําฟูเรียรทรานสฟอรมจะตองใชการคํานวณที่ซับซอน คอมพิวเตอรสําหรับเก็บขอมลู

และประมวลผลจึงเปนสิง่สาํคัญอยางยิง่สาํหรับ FT-NMR  ขอดีของ FT-NMR คือสามารถเก็บ

สัญญาณ FID รวมกันไดหลาย ๆ คร้ัง แลวนาํมาทําฟูเรียรทรานสฟอรมเพียงครั้งเดยีวซึง่จะทําให

ไดสัญญาณที่ชัดเจนขึ้น โดยเฉพาะกับสารตัวอยางที่มีปริมาณนอย (Friebolin, 2005) 

 

 

 รูปที่ 2.8  สวนประกอบของนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (NMR spectroscopy) 

ที่มา: Reusch (2007) 

 

 



 

 

27 

2.4.4   เทอรโมกราวิเมทรกิแอนาไลซิส (Thermogravimetric analysis:TGA) 
 

 เทคนิควเิคราะหสมบัตทิางความรอนโดยศึกษาการเปลีย่นแปลงน้ําหนักของสารเมือ่ไดรับ

ความรอนภายใตบรรยากาศที่กําหนด เปนเทคนิคที่จาํเปนสําหรับการวิเคราะสมบตัิของวัสดุตาง ๆ 

เชน  พอลิเมอร สารอินทรียหรือสารอนนิทรีย เซรามิค โลหะ แกว และวัสดุทั่วไปอ่ืน ๆ                

การวิเคราะหสมบัติทางความรอน  เปนการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงสมบัติทางกายภาพหรือทาง

เคมีของวัสดุทีข้ึ่นกับอุณหภมูิและเวลา  ผลการวิเคราะหจะใหขอมูลเกี่ยวกับ สมบัติทางความรอน 

ความเสถียรตอความรอน และลักษณะการผานกระบวนการทางความรอนของวัสดุ โดยทาํการ 

ศึกษาน้ําหนกัที่หายไปเมื่อมกีารเปลี่ยนแปลงอุณหภูม ิ  ความรอนที่วสัดุดูดหรือคาย เมื่อเกิดการ

เปล่ียนแปลงอุณหภูมิหรือเวลา และการเปลี่ยนแปลงขนาดของวัสดุ  เทคนิคนี้เหมาะสําหรับศึกษา

การเปลี่ยนแปลงสภาพที่เกีย่วของกับการดดูซับกาซ หรือระเหยของน้าํ ซึ่งเกดิจากการเปลี่ยนเฟส 

หรือ การสลายตัวของวัสดุ (Decomposition) (Gooch, 1997) 

 หลักการทาํงานของเทคนิคเทอรโมกราวิเมทริกแอนาไลซสิ คือ ใชพืน้ฐานการวัดน้ําหนกั

อยางตอเนื่องดวยเครื่องชั่งที่มีความไวสงู (thermobalance) ในระหวางการวิเคราะห อุณหภูมิของ

ตัวอยางซึ่งอยูในบรรยากาศปกติ หรือกาซเฉื่อยจะถกูทําใหเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ขอมูลการ           

วิเคราะหจะถกูบันทึกเปนเทอรโมแกรมที่แสดงการเปลีย่นแปลงน้ําหนกัของตัวอยาง และอุณหภูมิ  

(Hatakeyama และ Quinn, 1999)



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (Digital pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

3. เครื่องชั่งรุน PG 2002-S, รุน PB 3002 และรุน AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 

Switzerland 

4. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุน MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25, บริษัท 

Hirayama, Co., Ltd., Japan 

5. ตูเขี่ยเชื้อ ISSCO รุน BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุน Clean, รุน V 3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 

Bosstech รุน HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

6. ตูแชแข็งชนิดจุดเยือกแข็งต่ํา -20 ๐ซ บริษัท Sanyo Electric, Japan 

7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา -80 ๐ซ บริษัท Forma Scientific, USA 

8. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน W 200 และรุน WB 22 บริษัท Memmert, 

Germany 

9. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน N-100 บริษัท Eyela, Japan 

10. เครื่องทําความเย็น รุน CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 

11. เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

12. ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert, Germany 

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

14. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอาง รุน Soronex RK 100 บริษัท Bandelin Electronic, 

Germany 

15. ตูอบความรอน รุน UE 600 และรุน UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
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16. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดทําความเย็น รุน 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I  

            บริษัท Beckman Coulter, Germany 

17. เครื่องเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., 

USA 

18. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 

Inc., Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 

USA 

19. ไมโครปเปตต ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

20. เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic stirrer/hot plate) รุน 502P-2 บริษัท Mettler 

Toledo., USA 

21. เครื่องลิควิดโครมาโทรกราฟ รุน 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 รุน MJ Mini personal thermal cycler บริษัท Bio-rad 

Laboratories, Ltd., USA 

25. เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทรกราฟ  รุน 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 รุน 409  บริษัท Netzsch, Germany   

29. เครื่องฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโคป (FT-IR) รุน Spectrum One บริษัท 

Perkin Elmer ,USA 

30. เครื่องฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโคป (FT-NMR) รุน 

INOVA บริษัท Varian, Inc., USA 
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3.2   เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

1. โบวีนซีรัมอัลบูมิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 

2. สารสกัดจากยีสต บริษัท Biospringer, France 

3. โซเดียมไฮดรอกไซด บริษัท Merck, Germany 

4. โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรตเตตระไฮเดรต 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. เดกซแทรน 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. ฟนอล 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   การเลี้ยงและการเก็บรักษาจลุนิทรียที่ใชในงานวจิัย 
 
 3.3.1.1   จุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

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

และ CU-M5 ที่คัดแยกไดจากผลไมในสวน อําเภอกาํแพงแสน จงัหวัดนครปฐม โดยธิดารัตน     

วงศรัตน (2550) เปนแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด ไดรับการถายจาก

เซลลเพาะเลี้ยงที่เก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทีพ่ัฒนาโดย  

สมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) โดยดัดแปลงสูตรของ Bromfield รวมกับ Tallgren และคณะ 

(1998)  และเสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้าํหนักตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปรับคา

ความเปนกรด-เบสเร่ิมตนเปน 7.0 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    บนเครื่องเขยาดวยอัตราการ

เขยา 200 รอบตอนาท ี จากนัน้คัดเลือกเชื้อบริสุทธิ์ออกมาโดยนาํมาเลี้ยงตอบนอาหารเลี้ยงเชือ้

แข็ง  ดวยการขีดเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งที่ดัดแปลงจากอาหารสูตรขางตนบมที่อุณหภูม ิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 3.3.1.2   การเก็บรักษาจุลินทรียที่ใชในงานวิจยั 

 

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

CU-M4 และ CU-M5 ลงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อเหลวของ  สมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) ที่

ดัดแปลงสูตรจาก Bromfield รวมกับ Tallgren และคณะ (1998) (ภาคผนวก ก)  แลวนาํไปบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  อัตราเร็วการเขยา 200 รอบตอนาท ีจนกระทั่งวัดคาการดูดกลืนแสงที ่

550 นาโนเมตร ไดเทากบั 0.8 - 1.0 นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที  นาํมาละลายเซลลกลบัในอาหารเหลวชนิดเดียวกบัขางตน ที่มกีลีเซอรอลอยู 15% และนาํไป

เก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส    
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3.3.2   การผลิตและสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกจากธรรมชาต ิ
 

 3.3.2.1   เตรียมหวัเชื้อเพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

 

  นําเชื้อบริสุทธิใ์นขอ 3.3.1.1 มาใชเปนหัวเชื้อโดยถายแบคทีเรียลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดย

น้ําหนกัตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเทากับ 7.0   

บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 20 0 รอบตอนาที จนวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่  550 นาโนเมตร ไดเทากับ 0.8 เพื่อใชเปนหวัเชื้อ 

 

 3.3.2.2    การผลิต สกัดแยก และการทําพอลิแซ็กคาไรดใหบริสุทธิ์บางสวน 

 

  นําแบคทีเรียมาตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยถายหัวเชื้อ 

ปริมาณ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ 

(2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปรับคาความ

เปนกรด-เบสเทากับ 7.0   ปริมาตร 50   มิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา บมที่อุณหภูมิ 30   องศา

เซลเซียส บนเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 200     รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง เติมกรดไตร

คลอโรอะซิติกลงในสวนน้ําใสเซลลเพาะเลี้ยงใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 4% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรเพื่อตกตะกอนโปรตีน (Lin และChien, 2007) ปนเหวี่ยงแยกเซลลและตะกอนโปรตีนออก

ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส แลวนําสวนน้ํา

ใสที่แยกไดไปตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรดโดยใชเอทานอลเย็น ความเขมขน 95% โดยปริมาตรของ

เอทานอลที่ใชเปน 2 เทาของปริมาตรสวนน้ําใสที่นํามาตกตะกอน เขยา และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ชั่วโมง (Kumar และคณะ, 2004) จะไดตะกอนของพอลิแซก็คาไรด 

แยกตะกอนพอลิแซ็กคาไรดโดยนําไปปนเหวี่ยงแยกที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

20  นาที ทําบริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดโดยละลายตะกอนที่ไดในน้ํากลั่น จากนั้นตกตะกอนดวยเอทา

นอลเย็นปริมาตรเปน 2 เทา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําตะกอนที่ไดไปทําแหงดวยเครื่องระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่ํา 

(Lyophilizer) หาน้ําหนักแหงของพอลิแซ็กคาไรด และรายงานผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร สําหรับ

การศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรดจะทําใหพอลิแซ็กคาไรด
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บริสุทธิ์มากข้ึน โดยการนําตะกอนพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้ํากลั่นแลวตกตะกอนดวย         

เอทานอลโดยทําการทดลอง 2 ซ้ํา (Yokoi และคณะ, 1990) นําตะกอนที่ไดไปทําแหงดวยเครื่อง

ระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่ํา (Lyophilizer) 
   
 3.3.3   ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด 
   

  3.3.3.1   ทดสอบหาชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 
 

  3.3.3.1.1 ยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดดวยกรดซัลฟูริก  
 

       นาํพอลิแซก็คาไรด 10 มลิลิกรัม มายอยดวยกรดซัลฟูริก ความเขมขน 

1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  โดยนําไปบมในเครื่องนึง่อบฆาเชื้อ ทีอุ่ณหภูมิ 120 องศาเซลเซยีส  

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 2 ชัว่โมง (Kambourova และคณะ, 2009) จากนัน้ปรับ

สารละลายที่ไดใหมีคาความเปนกรด-เบสเทากับ 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 10 โมลาร และ     

1 โมลาร ตามลําดับ นาํไปผานแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน  และเก็บสารละลายใสที่ไดไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปฉีดวเิคราะหชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียวดวย

เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ  (วิมลิน  ศิริพัฒนานนท, 2549) 

 

  3.3.3.1.2   วิเคราะหชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียวที่เปนองคประกอบของพอลิ

แซ็กคาไรดดวยวิธีไฮเพอรฟอรแมนซลิควดิโครมาโทกราฟ 

   

       ในงานวิจยัหัวขอนี้ไดใชอัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่คงที่ (Isocratic 

elution) และการปรับอัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่ในชวงเวลาการแยก (Gradient elution) เพื่อ

วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได ดังนี ้

       เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) ใชคอลัมน 

Sugar SZ5532 ตั้งอุณหภูมิคอลัมน 60 องศาเซลเซียส โดยใชสารละลายอะซิโตไนไทรล 

(acetonitrile) 80% โดยปริมาตร เปนสารละลายตัวพา หรือ สารละลายอะซิโตไนไทรล 

(acetonitrile) ความเขมขนเริ่มตน 90% โดยปริมาตรจนถงึ 80%โดยปริมาตรในชวงเวลา 30 นาที  

เปนสารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ประมวลผลโดย Evaporative Light 

Scattering detectors                                                                                                            
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       ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการทราบชนิดของน้าํตาลโมเลกุลเด่ียว

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยนําโครมาโทแกรมที่ไดเปรียบเทียบชนิดของน้าํตาลจากสารละลาย

มาตรฐาน   จากเวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลมัน 

 

3.3.3.2 การวิเคราะหสมบัติทางความรอนของพอลิแซ็กคาไรด 

 

    นาํพอลิแซ็กคาไรดน้ําหนักประมาณ 20 มิลลิกรัม มาวิเคราะหสมบัติทางความ

รอนดวยเทคนคิเทอรโมกราวเิมทริกแอนาลซิิส (TGA) ดวยเครื่อง Simultaneous Thermal 

Analyzer (STA) ภาวะในการทดสอบเริ่มจากอุณหภูม ิ 30 ถึง 600 องศาเซลเซยีส อัตราการเพิม่

ความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาท ี ทาํการทดสอบภายใตบรรยากาศของแกสไนโตรเจน (Kumar 

และคณะ, 2004) 

 

 3.3.3.3   การตรวจวัดความสามารถในการอุมน้ําของพอลิแซ็กคาไรด 
 

    ดําเนนิการตามวธิีของ Tako และคณะ (1982) โดยนําพอลแิซ็กคาไรดมา

ละลายในน้าํกลั่นใหมีความเขมขน 0.5% จากนัน้ใชกระดาษกรองจุมลงในสารละลาย เปนเวลา   

1 ชั่วโมง จากนัน้วัดระยะทางของเหลวที่เคลื่อนที่ได โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตระยะทางของเหลวที่

เคลื่อนที่ไดตอระยะทางของน้ําที่เคลื่อนที่ไดหรือเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิ

แซ็กคาไรด (% syneresis) 

 

 3.3.3.4   ทดสอบความสามารถในการละลายน้ํา (solubility test) ของพอลิแซ็กคาไรด 

 

   นาํพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้าํกลัน่ใหมีความเขมขนเปน 0.1% จากนั้นดู

ความสามารถการละลายน้าํของพอลิแซ็กคาไรด จากการละลายของตะกอนในน้าํ ทีอุ่ณหภูมิหอง 

 

 3.3.3.5   ทดสอบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรด 

 

    นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายน้ําใหมีความเขมขนเปน 0.1% แลวนํามาผสมกับ

น้ํามันพืช ในอัตราสวน 1:1 นําไปเขยาดวยอัตรา 200 คร้ังตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไป
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ปนเหวี่ยงที่รอบตํ่าที่ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลววัดคาความสามารถการเปนอิมัลซิ

ไฟเออร โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตของระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ ตอระดับความสูงทั้งหมด  

ตามวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Yun และ Park (2003)  และติดตามวัดระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ

ทุกวัน ตลอดระยะเวลา 14 วัน  เพื่อติดตามความเสถียรของชั้นอิมัลซิไฟ 

 

 3.3.3.6   การวัดความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด 
 
  นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้าํกลัน่ใหมีความเขมขน 0.5% จากนั้นนํามาวัด

ความหนืดโดยใชเครื่อง Viscometer ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Mata และคณะ, 2008) 

 
3.3.4   การคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม  การหารูปแบบการเจริญและการผลิต
พอลิแซ็กคาไรด 
 

3.3.4.1 คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม 

 

    เปรียบเทียบลักษณะสมบตัิและประสิทธิภาพการผลติของพอลิแซ็กคาไรดจาก

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

ทําการคัดเลือกแบคทีเรียทีม่ปีระสิทธิภาพการผลิตพอลแิซ็กคาไรดสูง และมีลักษณะสมบัติทาง

กายภาพและเคมีที่เหมาะสมในอุตสาหกรรม คือ มีความเสถียรตออุณหภูมิสูง มีความสามารถเปน

อิมัลซิไฟเออร สามารถละลายน้ํา  มีความหนืด และมีความสามารถในการอุมน้าํไดดี 

 

 3.3.4.2    ศึกษารูปแบบการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรด 

  

     ทําการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.3.4.1 ในอาหารเหลว

ที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชณุหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้ําหนกั

ตอปริมาตร  (ภาคผนวก ก) และเก็บตัวอยางทุก 1 ชั่วโมง เปนระยะเวลา 7 ชั่วโมงแรก หลังจาก

นั้นเก็บตัวอยางทกุ 3 ชั่งโมง ตลอดระยะเวลาจนถึง  24 ชั่วโมง เพื่อติดตามการเจริญของ

แบคทีเรียโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550   นาโนเมตร และน้ําหนักเซลลแหง (Velasco          

และคณะ, 2006)  โดยนาํอะลูมินัมฟอยล (aluminum foil) ไปอบในตูอบแหง  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ปลอยใหเยน็ในเดซิเคเตอร (desiccator) นํามาชัง่น้าํหนักดวยเครื่องชั่งละเอียด   จากนัน้นาํน้าํ
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เลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลือกจากอาหารเลีย้งเชื้อเหลวมาปนเหวี่ยง ความเร็ว 9,000 

รอบตอนาท ีเปนเวลา 30นาท ี เพื่อแยกเซลลออก (สวนน้าํใส นําไปสกัดแยกพอลแิซ็กคาไรด)  นํา

เซลลมาใสในอะลูมินัมฟอยลขางตน   และทําใหแหงในตูอบแหง  เปนเวลา 24 ชัว่โมง   ปลอยให

เย็นในเดซิเคเตอร   ชัง่น้าํหนกัแหงจนไดน้ําหนกัคงที ่  คํานวณหาน้ําหนกัเซลลแหง  และรายงาน

ผลที่ไดในหนวยกรัมตอลิตร  และติดตามการผลิตพอลิแซ็กคาไรดโดยนําสวนน้ําใสมาตกตะกอน

โปรตีนดวยกรดไตรคลอโรอะซิติก จากนัน้ปนเหวี่ยงแยกตะกอนโปรตีนออกที่ความเร็วรอบ 9,000 

รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที และนําสวนน้ําใสมาสกัดแยกพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีตกตะกอน     

เอทานอลที่อุณหภูมิต่ํา ตามวิธีในขอ 3.3.2.2  จากนัน้หาน้ําหนกัแหงของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตได 

 
3.3.5   พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียที่ทําการคัดเลือกไดทางอนุกรมวิธาน 
   

3.3.5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ( Morphological characteristic ) 

 

     เพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.3.4.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็งที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะโคโลนี หลังจากนั้นทําการยอมสีเซลลแบคทีเรีย โดยวิธี

ยอมสีแกรม เพื่อศึกษารูปราง และลักษณะการติดสีแกรม ภายใตกลองจุลทรรศน 

 

 3.3.5.2   การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมี (Physiological 

characteristic and Biochemical test ) 

 

   แปรผลการทดสอบตางๆ โดยการอางอิงตอคูมือการจัดหมวดหมูของแบคทีเรีย 

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

               เตรยีมแบคทีเรียทีม่ีอายุ 18-24 ชม. เขี่ยโคโลนีเดี่ยว ลงในอาหารชนิดตางๆ และ

ทดสอบทางชวีเคมี ไดแก ศึกษาการเจรญิบนอาหารแข็ง McConkey  ความสามารถในการใช

แหลงคารบอน  ความสามารถในการหมกัน้ําตาล  ความสามารถในการเคลื่อนที่ (Motility test)

ความสามารถในการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test)  ความสามารถในการสรางเอนไซม

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

Red–Vogesprokauer tests (MR-VP test) การทดสอบการใชซิเตรต (citrate utilization test) 
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การทดสอบTriple Sugar Iron (TSI) reaction ความสามารถในการสรางไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S)  

ความสามารถในการสรางเอนไซม Lysine decarboxylase  Lysine deaminase  และ Ornithine 

decarboxylase ความสามารถในการผลิตเอนไซมยรีูเอส (Urease test) และทดสอบ

ความสามารถในการใช Malonate 

 

3.3.5.3   การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal DNA (16S rDNA) 

   

     3.3.5.3.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

           

          สกัดจโีนมิกดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสายพนัธุที่คัดเลอืกไดจากขอ 

3.3.4.1 ตามวธิีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยเขีย่โคโลนีเดีย่วของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชือ้

เหลว LB (ภาคผนวก ก) 5 มิลลิลิตร นาํไปเขยาที ่ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา16 ถึง 18 ชัว่โมง 

ถายเชื้อ 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่อุณหภมูิ     

4 องศาเซลเซียส 5,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที กระจายตะกอนเซลลในบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข) 517 ไมโครลติร ใหเปนเนื้อเดียวกับบัฟเฟอร เติมสารละลายไลโซไซม (Lysozyme) 

เขมขน 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดไป

มา และบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวเติมสารละลายโซเดียมโดเดซลิ

ซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) เขมขน 10% (ภาคผนวก ข) 30 ไมโครลิตร และโปรตีน

เนสเค (protinase K) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั บมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร (ภาคผนวก 

ข) 120 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข) 220 ไมโครลิตร บมที่ 65 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้เติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมลิแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 

ในปริมาตรที่เทากบัปริมาตรของสารละลายสุดทาย นาํไปปนเหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 5 นาท ีนําสารละลายชั้นบนมาเติมฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข)  ในปริมาตรที่เทากบั

ปริมาตรของสารละลายสุดทายนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็เดิม นาํสารละลายชัน้บนมาเติมไอโซ  

โพรพานอล 0.6 เทาของปริมาตรสุดทาย กลับหลอดใหเขากนัจนปรากฏสายดีเอ็นเอนาํไปปน

เหวีย่งที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี เทสวนใสทิง้และลางตะกอนดวยเอทานอล 70% 

(ภาคผนวก ข) 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่ง เทสวนใสทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแหงและละลาย

ตะกอนดีเอน็เอดวยบัฟเฟอร TE 100 ไมโครลิตรและใสอารเอ็นเอสเอ (RNase A) เขมขน 10 
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มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 0.2 ไมโครลิตร บมที่ 37 oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศา

เซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 
 

  3.3.5.3.2 การแยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส วิเคราะหความ

บริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

       นาํดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.3.5.3.1 มาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจล 

อิเล็กโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 0.8% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) เท

ลงในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู เมื่ออะกาโรสแข็งตัววางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เท

บัฟเฟอรใหทวมอะกาโรสเจล ผสมดีเอ็นเอกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง โดยชองวิ่งที่ 1 จะหยอด

ดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทาํ 

อิเล็กโทรโฟเรซิส ใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีติดตามเคลื่อนที่ไดในระยะทางที่

เหมาะสม จากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด เปนเวลา 5-10 นาท ี ลาง   

เอธิเดียมโบรไมดที่เกนิออกในน้าํกลัน่ปลอดประจุ เปนเวลา 15-20 นาที แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอ

ดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร  

                 การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอทําไดโดย นาํ

สารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) แลว

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 
 

  3.3.5.3.3    การเพิ่มจาํนวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
 

        นําดีเอน็เอที่สกัดไดมาเพิม่จํานวนบริเวณ 16S rDNA ในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยา และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 27F และ 

1492R ซึ่งเปน universal primers จําเพาะตอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 

         ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลาย

แมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิ
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โมลาร 1× Taq DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 100      

พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธ ี 3.3.5.3.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 

ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั หลงัจากนัน้ดําเนินปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณ     

ดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) โดยใหมีสภาวะการทาํปฏิกิริยาดังนี ้

           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 ี

    ตรวจสอบผลติภัณฑที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  โดยวิธอีะ

กาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% 

เพื่อตรวจสอบขนาดของผลติภัณฑ PCR โดยการเปรยีบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA 

ladder ตามวธิีที่ระบุในขอ 3.3.5.3.2 

  3.3.5.3.4   ทาํบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ PCR เพื่อการโคลน 

       นําผลิตภัณฑที่ไดทาํใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมอื โดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทาของผลิตภัณฑ 

PCR ผสมใหเขากันแลวดูดลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภมูิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 

ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาที ที่

อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอน ทําการปนเหวี่ยงซ้ําอกีครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่เหลือติด 

คอลัมน ยายคอลัมนมายงัหลอดไมโครฟวจอันใหม เติมน้าํประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 

ปริมาตร 30 ถึง 50 ไมโครลิตรใหลงตรงกลางแผนกรอง ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 1 นาท ีนําไปปนเหวี่ยง

ดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมหิอง จะไดผลิตภัณฑ PCR ที่

บริสุทธิ์ เกบ็ไวที่ - 20  องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํมาใช 
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  3.3.5.3.5   โคลนชิ้นผลิตภณัฑ PCR 

                 3.3.5.3.5.1 ไลเกทชิน้ผลิตภัณฑPCR                                            

          ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 3.3.5.3.4 เขากับ 

พลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy ดวยไลเกส ( ligase ) (Promega, USA) ตามวธิทีี่ระบุในคูมือ 

โดยทาํสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี ้

                                                         2x ไลเกชันบฟัเฟอร                5 ไมโครลิตร                         

            พลาสมดิเวกเตอร pGEM-T Easy            1 ไมโครลิตร           

         ( 50 นาโนกรัม )                                         

            ผลิตภัณฑ  PCR  ที่ไดจากขอ 3.3.5.3.4    3 ไมโครลิตร  

         (ประมาณ 150 นาโนกรมั)                    

            T4 DNA ligase ( 3 หนวยตอไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร

            ทาํไลเกชันที่อุณหภูมิ 4 oซ  เปนเวลา 16 ถึง 18 ชั่วโมง 

                3.3.5.3.5.2 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล 

E.coli JM109 และคัดเลือกทรานสฟอรมแมนทที่มีชิน้ยนีที่ตองการอยูภายในชิน้ดีเอน็เอแทรกสอด 

                   ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล  

E.coli JM109  ดวยวธิี heat  shock (Sambrook และ Russell, 2001)  โดยนําคอมพีเทนตเซลล 

E.coli JM109 ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 oซ มาแชในอางน้ําแข็งใหละลายชาๆ ใสรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดที่ไลเกทไวปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในคอมพเีทนตเซลล  E.coli JM109 ปริมาตร 50

ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนั แลวบมในอางน้ําแข็งเปนเวลา 20 นาที heat  shock ทีอุ่ณหภูมิ 42 oซ 

เปนเวลานาน 45 ถึง 50 นาที เมื่อครบเวลาใหแชลงในน้าํแข็งทนัทีเปนเวลา 2 นาที แลวจึงเตมิ

อาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอดบรรจุเชื้อ และนาํไปบมที่

อุณหภูมิ 37 oซ  เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง 

                      คัดเลือกทรานสฟอรมแมนท (transformant) ที่มีรีคอมบิ 

แนนทพลาสมดิที่ตองการดวยวิธ ีBlue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดย

นําสารละลายแขวนลอยของ E.coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมดิแลวปริมาตร 

100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) 

ความเขมขนสดุทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งผานการเกลีย่ดวย X-gal ( 5-Bromo-4-
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chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 2% (ภาคผนวก ข) ใหมีความเขมขนสุดทาย 2 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) เขมขน 1 โมลาห

(ภาคผนวก ข) ใหมีความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไดไวในที่

มืด หลงัจากเกลี่ยเชื้อแลว บมที่อุณหภูม ิ37 oซ เปนเวลา 16 ถึง 24 ชั่วโมง 

  3.3.5.3.6   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 

           สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวยชุดสกัดพลาสมิด

ปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Germany) ตามวธิีที่ระบุในคูมือ โดยเลี้ยง 

E.coli JM109 ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีสารปฏิชีวนะ

แอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาทีอุ่ณหภูมิ 37 oซ ดวยความเร็ว 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ถึง 18 ชั่วโมง ปนเก็บเซลลในหลอดไมโครฟวจดวยเครื่องปนเหวีย่ง 

ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาท ีทีอุ่ณหภูมิหอง แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร 

P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลบั

หลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาท ี เติมสารละลาย 

N3 ปริมาตร 350 ไมโครลติร ผสมโดยการกลับหลอดไปมาจนเกดิตะกอนขาว นําไปปนเหวีย่ง

เพื่อใหตกตะกอนที่ความเรว็ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมหิอง แยกสวนน้ําใส

ลงใน QIAprep Spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1นาท ี

ที่อุณหภูมหิอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้าํใสทิง้ เตมิ

บัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 1นาท ีที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่

เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือ

บัฟเฟอร EB ปริมาตร 50 ถึง 100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง ตัง้ทิง้ไวเปนเวลา 1 นาที นําไป

ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1นาท ี ที่อุณหภูมิหอง จะไดสารละลาย 

พลาสมิดอยูในสวนน้าํใส เก็บสารละลายพลาสมิดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะ

นํามาใช 
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     3.3.5.3.7   การตัดรีคอมบิแนนทพลาสมดิดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

                ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

pGEM-T Easy ตามวิธทีี่ระบุในคูมือ โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา ( ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ) ดังนี้ 

          รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy            1 ไมโครลิตร            

                     10x บัฟเฟอร                                                  1 ไมโครลิตร           

                     เอนไซม EcoRI                                            0.5  ไมโครลิตร             

          น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                               7.5 ไมโครลิตร             

                     ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ถึง 4 

ชั่วโมง หลังจากนัน้นําสวนผสมของปฏิกริิยาที่ไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาทําอะกาโรสเจลอิเลก็ 

โทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2 % 

(ภาคผนวก ข) เพื่อตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกโดยการเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  1 kb 

DNA ladder 

     3.3.5.3.8   วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA 

                วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอสอดแทรกภายในรีคอมบิ  

แนนทพลาสมดิ pGEM-T Easy โดยสงไปวิเคราะหหาลาํดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอที ่ First 

BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซยี ผานทางหางหุนสวนจํากัด วอรด เมดิก โดยใช

ไพรเมอร คือ M13F M13R และ 800R เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอสอดแทรก

แลว นําไปเชื่อมลําดับนวิคลโีอไทดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi 

Software Engineering Co.Ltd) วิเคราะหจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียเปรียบเทยีบกับขอมูลที่มใีน

ฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

      3.3.5.3.9   สราง phylogenetic tree 

                     นําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16SrDNA ที่ผานการวิเคราะหแลว และ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว ทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอ

ไทด (multiple alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X จากนัน้นาํขอมูลที่ผานการปรับแนว มา

คํานวณ distance matrix สราง phylogenetic tree ดวยการวิเคราะหแบบ Neighbor-joining 

และ Bootstrap ดวยโปรแกรม PHYLIP software package version 3.572c ซึ่งประกอบไปดวย 
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DNADIST.EXE NEIGHBOR.EXE SEQBOOT.EXE และ CONSENSE.EXE ตามลําดับ 

phylogenetic tree ที่ถูกสรางขึ้น นําเสนอโดยใชโปรแกรม TREEVIEW (Kimura, 1980) 

 
3.3.6   การทําบริสุทธิ์และการหาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสาย
พันธุที่คัดเลือก 
 
 3.3.6.1 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด โดยวิธี Phenol    

sulfuric acid (Dubois และคณะ,1956) 
 

  นําสารละลายพอลิแซ็กคาไรด 1 มิลลิลิตร ขณะเดียวกันทํา blank โดยใชน้ํากลั่น 

1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอล (Phenol reagent) ความเขมขน 5 เปอรเซนต (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง ผสมใหเขากนัที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมกรด      

ซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 5 มลิลิลิตร ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาท ี เขยาผสมใหเขากนั 

ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ีนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโน

เมตร จากนัน้นํามาเปรียบเทียบคาปริมาณน้ําตาลกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส ความเขมขน 

0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 
 
 3.3.6.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธี 

Protein Dye Binding (Bradford, 1976)   

  นําสารละลายพอลแิซ็กคาไรด 200 ไมโครลิตร ขณะเดียวกันทาํ blank โดยใชน้าํ

กลั่น เติมสารละลาย Coomassie blue (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาและตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

จากนั้นนํามาเปรียบเทียบคาปริมาณโปรตีนกับกราฟมาตรฐานที่ใชโบวีนซีรัมแอลบมูิน (BSA) 

ความเขมขน 0-2500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 
 

 3.3.6.3   การวิเคราะหชนิดประจุของพอลแิซ็กคาไรด (Ueda และคณะ, 1981) 
 

   นาํพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดมาละลายในสารละลายโซเดยีมคลอไรด 0.01 นอร

แมล (ภาคผนวก ข) เติมสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด (Cetylpyridiniumchloride) ที่ม ี
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ความเขมขน 10 เปอรเซนตน้ําหนกัตอปริมาตร (ภาคผนวก ข) สังเกตตะกอนในสารละลายถาพบ

ตะกอนแสดงวาเปนพอลิแซก็คาไรดที่มีประจุลบ (acidic polysaccharide) ถาไมพบตะกอนให

นํามาทดสอบวาเปนพอลิแซก็คาไรดประเภทที่มีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharide) โดย

การตกตะกอนซ้ําดวยเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซนต จะทาํใหเกิดตะกอนพอลิแซ็กคาไรด

ข้ึนอีกครั้ง  

 

 3.3.6.4  ทาํบริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดโดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ และเจล

ฟลเทรชนัโครมาโทกราฟ (พลอยพัฒณ นยิมพลอย, 2551) 

    

     นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 1 มลิลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 8 มิลลิลิตร และโหลดลงบน DEAE–cellulose คอลัมน และชะสารละลายพอลิ

แซ็กคาไรดดวยน้ํากลั่นและตามดวยเกรเดียนตของโซเดียมคลอไรดความเขมขนจาก 0 ถึง 2โมลาร 

ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที เกบ็ลําดับสวนปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอหลอด      และนํามา

วิเคราะหน้าํตาลโดยวธิี Phenol sulfuric acid จากนัน้เก็บลําดับสวนหลักที่มนี้ําตาลมาไดแอไลซ

และทําแหงดวยเครื่องระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิต่ํา จากนัน้นาํพอลิแซ็กคารไรดที่ผานการทาํ

บริสุทธิ์โดย DEAE-cellulose anion exchange chromatography มาละลายในน้ํากลั่นใหมีความ

เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 8 มิลลิลิตร มาทาํบริสุทธิต์อโดยโหลดลงบน Superdex 

G-200 คอลัมน และชะคอลัมนดวยน้าํกลั่น ดวยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี เก็บลําดับ

สวนปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอหลอด   และนํามาวเิคราะหน้ําตาลโดยวิธี Phenol sulfuric acid 

จากนั้นเก็บสวนสารละลายพอลิแซ็กคารไรดบริสุทธิ์มาทําแหงดวยเครื่องระเหยแหงโดยใชอุณหภูมิ

ต่ํา  
 

 3.3.6.5   การตรวจสอบมวลโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีเจลเพอรมีเอชันโครมาโท 

กราฟ (Gel permeation chromatography) 
 

     นาํสารละลายพอลิแซก็คาไรดบริสุทธิ์ทีไ่ดจากขอ 3.3.6.4 ความเขมขน 1 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร มาทดสอบมวลโมเลกุลโดยเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ     มีสารละลาย

ตัวพา (Mobile phase) เปนน้าํกลัน่ ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี ประมวลผลโดย 

refractive index detector ทําการวิเคราะหที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และทําการเปรียบเทยีบ
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เวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลัมนกับสารมาตรฐานเดกซแทรน (Smitinont และคณะ, 

1999) 

 

 3.3.6.6 การวเิคราะหหมูฟงกชันนัลของพอลิแซ็กคาไรดโดยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด 

สเปกโทรสโกป (Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

    นาํพอลิแซ็กคาไรดบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 3.3.6.4 ปริมาณ 2 มิลลิกรัม มาบดผสม

กับผงโพแทสเซียมโบรไมด (KBr) ปริมาณ 150 มิลลิกรัม แลวอัดเปนกอนกลม (pellet) จากนั้น

นํามาวิเคราะหหมูฟงกชนัของพอลิแซ็กคาไรด โดยฟเูรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป 

(Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

  3.3.6.7   การศึกษาโครงสรางพอลิแซ็กคาไรดโดย 1H-NMR สเปกโทรสโกป 

 

    นําพอลิแซ็กคาไรดบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 3.3.6.4 ปริมาณ 7 มิลลิกรัมมาละลาย

ในดิวเทอเรียมออกไซด (D2O)    1 มิลลิลิตร และนํามาวิเคราะห 1H-NMR spectra ดวยฟูเรียร

ทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป(Fourier transform nuclear magnetic 

resonance spectrometer) ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส  

 

 3.3.6.8   การศึกษาความสามารถการเปนสารกอการจับกลุม (Flocculant) ของพอลิ

แซ็กคาไรด (Kurane และคณะ, 1986) 

 

    นาํสารละลายแขวนลอยดนิขาว (Kaolin clay) ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร  

ปรับคาความเปนกรด-เบสเทากบั 7 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร และแคลเซียมคลอไรด (CaCl2)  10% 

โดยน้าํหนักตอปริมาตร มีคาความเปนกรด-เบสเทากับ 7 ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร นํามาผสมกบั

สารละลายพอลิแซ็กคาไรด ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร โดยมีการแปรผันความเขมขนพอลิแซ็กคาไรด

เทากับ 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นทําการผสมใหเขากันดวยเครื่อง

ผสมสาร (vortex) เปนเวลา 30 วินาที และตั้งทิง้ไว 5 นาที จากนัน้ทาํการดูดสวนน้ําใสชัน้บน 

(upper phase) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ชุดควบคุมใช
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น้ํากลัน่แทนสารละลายพอลแิซ็กคาไรด และคํานวณหากิจกรรมการเกิดการจับกลุม(Flocculating 

activity) จากสูตรขางลางดงันี ้

 

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

 

 3.3.6.9   การศึกษาความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดกับน้ํามัน

และสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ (Cooper และ Goldenberg, 1987) 

 

   นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายน้ําใหมีความเขมขนเปน 0.5% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร แลวนํามาผสมกับน้ํามันและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ ไดแก น้ํามันหลอล่ืน    

น้ํามันดีเซล  น้ํามันดิบ  น้ํามันถั่วเหลือง  น้ํามันปาลม  เบนซีน  เฮกเซน และโทลูอีน  ในอัตราสวน 

1:1 นําไปผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร  เปนเวลา 2 นาที หลังจากนั้นนําไปตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง 

แลววัดคาความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรจากระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ และคํานวณหา 

คาดัชนีบงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (Emulsification index (E24)) จากสูตรขางลาง

ดังนี้ 
  
  Emulsification index (E24) =     ระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟ   x100 

                                                                            ระดับความสูงทั้งหมด 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  ประสทิธิภาพการผลติพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คัดแยกจากธรรมชาต ิ
  

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

CU-M5 โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน  10% โดยปริมาตร (ที่คาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.8 ที่

ความยาวคลืน่ 550 นาโนเมตร) ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ 

(2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้าํหนกัตอปริมาตร (ภาคผนวก ก) ตามวิธีในขอ 

3.3.2.2   ไดผลดังตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1   ประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4   

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

โดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

 

แบคทีเรียสายพันธุ น้ําหนกัพอลิแซ็กคาไรด 

(กรัมตอลิตร) 

 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 พบวาเมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรีย

สายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 พบวาแบคทีเรีย

สายพันธุ   CU-CH4 มีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด โดยสามารถผลิตพอลิ       



 

 

48 

แซ็กคาไรด 2.380 กรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดย

น้ําหนักตอปริมาตร 

 
4.2 ลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด 
 
 4.2.1 การวิเคราะหหาองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 

  เมื่อยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4     

CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ดวยสารละลายกรดซัลฟูริก ตามวธิีในขอ 

3.3.3.1.1 แลวนาํไปวิเคราะหชนิดของน้ําตาลโดยใชไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟโดยใช

คอลัมน Sugar SZ5532 เทียบกับน้าํตาลมาตรฐานตามวิธีในขอ 3.3.3.1.2   ไดผลดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2 

ตารางที ่4.2 แสดงชนิดของน้ําตาลโมเลกลุเด่ียวทีเ่ปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

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

การยอยดวยกรดซัลฟูริก โดยใชสารละลายอะซิโตไนไทรล (acetonitrile) 80% โดยปริมาตร เปน

สารละลายตวัพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  

 

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ 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 พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1  CU-CH4 CU-E3  CU-F6  CU-M2   

CU-M4 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด และแบคทีเรียสายพันธุ CU-M5 ผลิต

พอลิแซ็กคาไรดชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรดของแมนโนส 



 

 

49 

 4.2.2 การวิเคราะหสมบัตทิางความรอนของพอลิแซ็กคาไรดโดยการวิเคราะหเทอรโมกรา

วิเมทริก (TGA) 

 

  จากการนาํพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 

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

TGA ตามวิธีในขอ 3.3.3.2  ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.1  4.2  4.3  4.4  4.5  4.6  และ 4.7 

 

 
 
รูปที่ 4.1     โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้าํหนกั

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 จากรูปที ่ 4.1 พบวาพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย (decomposition stage) 3 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิ

ประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของน้าํหนัก 12.29% เนื่องจากการสญูเสียความชื้น

หรือโมเลกุลน้าํที่มีในพอลิแซ็กคาไรด และข้ันตอนที ่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่

อุณหภูมิ 202 องศาเซลเซียสจนถึง 240 องศาเซลเซียส และน้ําหนกัของพอลแิซ็กคาไรดลดลง
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อยางรวดเร็วในชวงอุณหภูม ิ 221 องศาเซลเซียส  โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอน 

ที ่ 2  มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากับ 20.38%  และกระบวนการสลาย

ในขั้นตอนที ่ 3 มีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในชวง 280 – 400 องศาเซลเซยีส และน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอุณหภูมิ 300 องศาเซลเซียส  โดยการสลายตวัของ

พอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที่ 3 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้าํหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากบั 40 % 

                 

 
 

รูปที่ 4.2 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน  

 

 ในขณะทีพ่อลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 แสดงดังรูปที่ 4.2 มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย 3 ขั้นตอนเชนกัน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศา

เซลเซียสพบการลดลงของน้าํหนัก 13.63% เนื่องจากการสูญเสียความชืน้หรือโมเลกุลน้าํทีม่ีใน 

พอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอนที ่ 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูมิ 224 องศา

เซลเซียสจนถงึ 270 องศาเซลเซียส และน้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวง
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อุณหภูมิ 247 องศาเซลเซยีส  โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่2 มีเปอรเซนตการ

สูญเสียน้าํหนกัของพอลิแซก็คาไรดเทากบั 15.90%  และกระบวนการสลายในขั้นตอนที ่ 3 มีการ

สลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในชวง 280 – 390 องศาเซลเซียส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคา

ไรดในขั้นตอนที ่3 มีเปอรเซนตการสูญเสยีน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากับ 40.82 % 

 

 
 

รูปที่ 4.3 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ  CU-E3  โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 สําหรับพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย CU-E3 พบวามีข้ันตอนกระบวนการสลายเพียง      

2 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของ

น้ําหนกั 11.34% เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอน

ที่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 220 องศาเซลเซียสจนถงึ 390 องศา

เซลเซียส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอณุหภูมิ 249 องศาเซลเซยีส  
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โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่ 2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนกัของพอลิ

แซ็กคาไรดเทากับ 60.83% ดังแสดงในรูปที่ 4.3 

 

  

รูปที่ 4.4 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-F6 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ  30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 จากรูปที ่ 4.4 พบวาพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรีย CU-F6 มีข้ันตอนกระบวนการสลาย    

2 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของ

น้ําหนกั 10.43% เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอน

ที่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 230 องศาเซลเซียสจนถงึ 380 องศา

เซลเซียส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอณุหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส  

โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่ 2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนกัของพอลิ

แซ็กคาไรดเทากับ 61.22% 
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รูปที่ 4.5 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M2 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 สําหรับพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M2 พบวามีข้ันตอนกระบวนการสลาย 

3 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที ่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียสพบการลดลงของ

น้ําหนกั 11.22% เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  และข้ันตอน

ที่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 200 องศาเซลเซียสจนถงึ 240 องศา

เซลเซียส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอณุหภูมิ 221 องศาเซลเซยีส  

โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที่ 2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้ําหนกัของพอลิ

แซ็กคาไรดเทากับ 9.39%  และกระบวนการสลายในขัน้ตอนที่ 3 มีการสลายตวัของพอลิแซ็กคา

ไรดในชวง 260 – 400 องศาเซลเซยีสและน้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวง

อุณหภูมิ 311 องศาเซลเซยีส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่3 มีเปอรเซนตการ

สูญเสียน้าํหนกัของพอลิแซก็คาไรดเทากบั 55.60 % ดังแสดงในรูปที ่4.5 

                     



 

 

54 

 
 

รูปที่ 4.6 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M4 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

 ในขณะทีพ่อลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M4 แสดงดังรูปที่ 4.6  มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย 3 ข้ันตอน โดยขั้นตอนที่ 1 พบวาชวงอุณหภูมิประมาณ 40-120 องศาเซลเซยีส

พบการลดลงของน้ําหนัก 9 % เนื่องจากการสูญเสียความชื้นหรือโมเลกุลน้ําที่มีในพอลิแซ็กคาไรด  

และข้ันตอนที ่ 2 เร่ิมมีการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียสจนถึง 240 

องศาเซลเซยีส และน้ําหนักของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวงอุณหภมูิ 221 องศา

เซลเซียส  โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที ่2 มีเปอรเซนตการสูญเสียน้าํหนักของ

พอลิแซ็กคาไรดเทากับ 9.98%  และกระบวนการสลายในขั้นตอนที ่ 3 มีการสลายตัวของพอลิ

แซ็กคาไรดในชวง 260 – 400 องศาเซลเซียสและน้าํหนกัของพอลแิซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเรว็

ในชวงอุณหภมูิ 311 องศาเซลเซียส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดในขั้นตอนที่ 3 มี

เปอรเซนตการสูญเสียน้าํหนกัของพอลิแซก็คาไรดเทากบั 55.84 % 
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รูปที่ 4.7 โครมาโทแกรมแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิที่สลายตัวและการสูญเสียน้ําหนัก

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-M5 โดยใชภาวะในการทดสอบเริ่มจาก

อุณหภูมิ 30 ถึง 800 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่มความรอน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต

บรรยากาศของแกสไนโตรเจน 

 

  จากรูปที ่4.7 พบวาพอลิแซก็คาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M5 มีขั้นตอนกระบวนการ

สลายเพียง 1 ข้ันตอน โดยพบวาเริ่มมกีารสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดที่อุณหภูม ิ 2 7 0  องศา

เซลเซียสจนถงึ 3 2 0  องศาเซลเซียส และน้ําหนกัของพอลิแซ็กคาไรดลดลงอยางรวดเร็วในชวง

อุณหภูมิ 290 องศาเซลเซยีส โดยการสลายตัวของพอลิแซ็กคาไรดตลอดกระบวนการมีเปอรเซนต

การสูญเสียน้าํหนักของพอลิแซ็กคาไรดเทากบั 6.80%                                                            

 โดยสรุปจากการวิเคราะหสมบัติทางความรอนดวยเทคนิคการวเิคราะหเทอรโมกราวิเม 

ทริกพบวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียทัง้หมด 7  สายพนัธุมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง 

โดยมีชวงอุณหภูมกิารยอยสลายตั้งแต 200-400  องศาเซลเซยีส โดยพบวาพอลิแซ็กคาไรดจาก

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

พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-E3 CU-F6 มีข้ันตอนกระบวนการสลาย 2 ข้ันตอน 

และพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-M5 มข้ัีนตอนกระบวนการสลายเพียง 1 ข้ันตอน 
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 4.2.3   การวิเคราะหความสามารถในการอุมน้ําของพอลิแซ็กคาไรด 
 
          เมื่อนําสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 

CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ความเขมขน 0.5% มาวิเคราะหความสามารถใน

การอุมน้าํของพอลิแซ็กคาไรด ตามวิธีในขอ 3.3.3.3 โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตระยะทางของเหลวที่

เคลื่อนที่ไดตอระยะทางของน้ําที่เคลื่อนที่ได หรือเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิ

แซ็กคาไรด (% syneresis) สําหรับการแปลผลนั้นหากเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจาก

พอลิแซ็กคาไรดต่ําจะแสดงวาพอลิแซ็กคาไรดมีความสามารถในการอุมน้ําไดสูง   ผลการทดลอง

ไดแสดงดังตารางที ่4.3 
 
ตารางที ่ 4.3 เปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากสารละลายพอลิแซ็กคาไรดความเขมขน 

0.5 เปอรเซ็นต ที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2    

CU-M4 และ CU-M5  

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ เปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจาก 

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 พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ        

CU-CH4 มีเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรดต่ําสุดที ่18.72% แสดงวามี

ความสามารถในการอุมน้ําสงูสุด ทัง้นี้เมื่อเปรียบเทยีบกบัความสามารถในการอุมน้าํของแซนแทน  
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พบวา แซนแทนสามารถอุมน้ําไดสูงกวาพอลิแซ็กคาไรดของสายพนัธุ CU-CH4 ประมาณ 3 เทา 

ดังแสดงในตารางที ่4.3 
 

 4.2.4   ทดสอบความสามารถในการละลายน้ํา (solubility test) ของพอลิแซ็กคาไรด 
 

  นําพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพนัธุ  CU-CH1  CU-CH4  CU-E3   CU-F6  

CU-M2 CU-M4 และ CU-M5 มาละลายในน้าํกลั่นใหมีความเขมขนเปน 0.1% แลวดู

ความสามารถการละลายน้าํของพอลิแซ็กคาไรดจากการละลายของตะกอนในน้าํ พบวาพอลิ

แซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 และ CU-M5ละลายน้ําไดดทีี่อุณหภูมหิอง

ซึ่งพอลิแซ็กคาไรดจากสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4 แสดงสมบัติที่ดีคือสารละลายมีลักษณะ

ขนหนืด ในขณะที่พอลิแซก็คาไรดอ่ืนตองใชอุณหภูมิสูงถึง 100 องศาเซลเซยีสในการละลาย      

ดังแสดงในตารางที ่4.4 
 

ตารางที่ 4.4  ความสามารถในการละลายน้ําของพอลิแซ็กคาไรดความเขมขน 0.1% ที่ผลิตจาก

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

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ ความสามารถการละลายน้าํของพอลิแซ็กคาไรด 

CU- CH1 ละลายน้ําไดดทีี่อุณหภูมหิอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

CU- CH4 ละลายน้ําดทีีอุ่ณหภูมิหอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

CU-E3 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายไดบางสวน 

CU-F6 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายไดบางสวน 

CU-M2 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายน้ําไดสมบูรณ  

CU-M4 ใชอุณหูมิสูง100 องศาเซลเซียสเปนเวลา30นาท ี

สารละลายน้ําไดสมบูรณ  

CU-M5 ละลายน้ําไดทีอุ่ณหภูมิหอง 
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 4.2.5   ทดสอบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรด 

 

  จากการนําสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 

CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ความเขมขน 0.1% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร  มาวิเคราะหความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดตามวิธีในขอ 

3.3.3.5 โดยแสดงเปนเปอรเซ็นตของระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟตอระดับความสูงทั้งหมด หรือ

รอยละของกิจกรรมการเกิดอิมัลชัน และติดตามวัดระดับความสูงของชั้นอิมัลซิไฟทุกวัน ตลอด

ระยะเวลา 14 วัน เพื่อติดตามความเสถียรของอิมัลชัน ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.8 

 

ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสาย

พันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 ความเขมขน0.1% 

โดยน้ําหนักตอปริมาตร ผสมกับน้ํามันพืช ในอัตราสวน 1:1 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร 

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  พบวาเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ 

CU-CH4 มีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูงสุด และเมื่อเปรียบเทียบกับความสามารถใน

การเปนอิมัลซิไฟเออรของแซนแทน พบวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 

มีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูงกวาแซนแทน 
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รูปที่ 4.8 ความเสถียรของอิมัลชันที่เกิดจากพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ       

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

 

 รูปที่ 4.8 แสดงความเสถียรของอิมัลชันที่เกิดจากพอลิแซ็กคาไรดในระยะวลา   14 วัน  

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 พบวาความเปนอิมัลซิไฟเออรเร่ิมลดลง

หลังจากวันที่ 2 อยางตอเนื่องจนถึง 2.14% ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคา

ไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีการลดลงที่ชากวาคือเร่ิมลดลงหลังจากวันที่ 7 และมี

การลดลงอยางตอเนื่องจนถึง 12.83% ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-E3 เริ่มลดลงหลังจากวันที่ 8 โดยความสามารถการเปนอิมัลซิไฟ

เออรเหลือ 1.92% และความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-F6 เร่ิมลดลงหลังจากวันที่ 13 โดยความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออร

ลดลงเหลือ 1.95% สวนความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของแซนแทนคงที่ตลอดระยะเวลา 14 

วัน     ในทั้งหมดนี้จากการติดตามความเสถียรของพอลิแซ็กคาไรดเปนระยะวลา 14 วันพบวา

ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 

ยังคงมีคาสูงสุดเมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืนๆ 
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 4.2.6   การวิเคราะหความหนืดของพอลิแซ็กคาไรด 

 

            นาํสารละลายพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4   

ความเขมขน 0.5% โดยน้ําหนกัตอปริมาตร ที่เมื่อละลายน้าํแลวเกิดลักษณะขนหนืดมาวัดความ

หนืดโดยใชเครื่อง Viscometer ที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส  ผลการทดลองที่ไดแสดงดังตารางที่ 

4.6 

 

ตารางที่ 4.6 คาความหนืดของสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 

และ CU-CH4 ความเขมขน 0.5% โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

 

พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ คาความหนืด (cps) 

CU-CH4 14.5 

CU-CH1 17 

แซนแทน 40.6 

  

 จากตารางที่ 4.6 พบวาเมื่อเปรียบเทียบคาความหนืดของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 และ CU-CH1 พบวาพอลิแซ็กคาไรดของสายพันธุ CU-CH1 มีความ

หนืดสูงกวาสายพันธุ CU-CH4 แตต่ํากวาของแซนแทนมาก 
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4.3 คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสมและศึกษารูปแบบการเจริญเติบโต และการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด 
  
 4.3.1    คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่เหมาะสม 

 

  เปรียบเทียบลักษณะสมบัติและประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียทั้งหมด 7 สายพันธุ แลวทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคา

ไรดสูง มีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีที่เหมาะสมในอุตสาหกรรม คือ มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิ สูง  มีความสามารถเปนอิมัลซิ ไฟเออร  สามารถละลายน้ํ า  มีความหนืดและ                     

มคีวามสามารถในการอุมน้ําไดดี 
 
  จากผลการทดลองพบวาแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีประสิทธิภาพการผลิต

พอลิแซ็กคาไรดสูงสุดเมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืน โดยมีการผลิตสูงถึง 2.380 กรัมตอลิตร และพอลิ

แซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีที่

เหมาะสมในอุตสาหกรรม คือ มีความเสถียรตออุณหภูมิสูง มีความสามารถเปนอิมัลซิไฟเออร 

สามารถละลายน้ําและเกิดลักษณะขนหนืด และมีความสามารถในการอุมน้ําไดดีเมื่อเทียบกับ

แบคทีเรียสายพันธุอ่ืน ดังแสดงในตารางที่ 4.7 ดังนั้นจึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ       

CU-CH4 มาทําการศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 4.7 ลักษณะสมบัติและประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1  CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2 

CU-M4 และ CU-M5  

  
แบคทีเรีย 

สายพันธุ 

 น้ําหนักพอลิแซ็กคาไรด 

( กรัมตอลิตร) 

อุณหภูมิการยอยสลาย ชนิดน้ําตาล %กิจกรรม

อิมัลชัน 

 % อัตรการสกัด

ของเหลวจากเจล 

การละลายน้ํา คาความหนืด 

(cps) 

CU- CH1 1.762 202oซ - 240oซ 

280oซ - 400oซ 

แรมโนส, แมนโนส, 

กลูโคส 

20.65% 64.73% ละลายน้ําไดดีที่อุณหภูมิหอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

17 

CU- CH4 2.380 224oซ - 270oซ 

280oซ - 390oซ 

แรมโนส, กลูโคส,     

กาแลคโทส 

21.94% 18.72% ละลายน้ําดีที่อุณหภูมิหอง 

สารละลายมีความขนหนืด 

14.5 

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

กาแลคโทส 

2.14% 77.74% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายไดบางสวน 

- 

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

กลูโคส, กาแลคโทส 

2.16% 84.47% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายไดบางสวน 

- 

CU-M2 1.210 200oซ - 240oซ 

260oซ - 400oซ 

แรมโนส, แมนโนส,    

กาแลคโทส 

0% 72.09% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายน้ําไดสมบูรณ 

- 

CU-M4 1.198 200oซ - 240oซ 

260oซ - 400oซ 

แรมโนส, แมนโนส,    

กาแลคโทส 

0% 74.83% ใชอุณหูมิสูง (100oซ~30นาที) 

สารละลายน้ําไดสมบูรณ 

- 

CU-M5 0.064 270oซ - 320oซ แมนโนส 0% 89.04% ละลายน้ําไดที่อุณหภูมิหอง - 
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 4.3.2   รูปแบบการเจริญ และการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพันธุ   CU-CH4 

 

  เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ในอาหารเหลวที่เสริมดวยซูโครสความ

เขมขน 4% โดยน้ําหนักตอปริมาตร และติดตามการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของ

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ตามวิธีในขอ 3.3.4.2 ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.9 
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คาการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร นํ้าหนักแหงพอลิแซ็กคาไรด นํ้าหนักเซลลแหง  
 

รูปที่ 4.9 รูปแบบการเจรญิและการผลติพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ใน

อาหารเหลวทีด่ัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชณุหโรจนฤทธิ ์ (2551) เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% 

โดยน้าํหนักตอปริมาตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 จากรูปที ่ 4.9 แสดงแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 เร่ิมผลิตพอลิแซ็กคาไรดในระยะทวีคูณ

หลังจากชัว่โมงที ่ 4     โดยพิจารณารูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดพบวาเปนแบบ

เมตาบอไลทปฐมภูมิที่สรางพอลิแซก็คาไรดพรอมกับการเจริญ โดยมีปริมาณการผลิตสูงสุดที่ชวง 

การเจริญคงที ่หลงัการเลีย้งเชื้อเปนเวลา 18 ชั่วโมง 
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4.4   การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ทางอนุกรมวิธาน 
 

4.4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ( Morphological characteristic ) 
  
 จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 พบวา

ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี 

ชุณหโรจนฤทธิ์ (2551) มีลักษณะกลม สีขาวครีม ขอบเรียบ และมีเมือกเยิ้ม  และจากการศึกษา

ภายใตกลองจุลทรรศนพบวา เซลลของแบคทีเรียมีลักษณะรูปรางแทงสั้น  และติดสีแกรมลบ      

ดังแสดงในรูปที่ 4.10  

 

 
 

รูปที่ 4.10  ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ภายใตกลองจุลทรรศน  

กําลังขยาย 1,000  เทา 

 

เมื่อนําแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ที่เล้ียงบนอาหารแข็งที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณห

โรจนฤทธิ์ (2551) มายอมสีดูลักษณะแคปซูลภายใตกลองจุลทรรศนพบวา แคปซูลมีลักษณะขาว

ใสหอหุมเซลลแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 ลักษณะแคปซูลที่หอหุมเซลลแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ภายใตกลองจุลทรรศน

กําลังขยาย 1,000  เทา 

 

 4.4.2    การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมี (Physiological 

characteristic and Biochemical test) 

 

  เมื่อศึกษาลกัษณะทางชวีเคมี เพื่อเปนแนวทางในการจัดจําแนกแบคทีเรียโดยทํา

การทดสอบเลีย้งบนอาหารแข็ง MacConkey พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 สามารถยอย

น้ําตาลแลคโทสในอาหารได จึงมีโคโลนีสีชมพู และมีลักษณะเปนเมือกเยิ้ม ดงัแสดงในรูปที ่4.12 

 

 
 

รูปที ่4.12  ลักษณะโคโลนขีองแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 บนอาหารแข็ง MacConkey  

 จากรูปที ่ 4.12 พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 จดัอยูในวงศ Enterobacteriaceae  

จึงทาํการทดสอบทางชีวเคมสํีาหรับแบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae   ตามวธิใีนขอ 3.3.5.2  

ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 4.8 



 

 

66 

ตารางที่ 4.8   ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4  
 

หมายเหตุ   (+) สามารถใชได เจริญได หรือ เกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ  

  (-)  ไมสามารถใชได ไมเจริญ หรือ ไมเกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ,  A/A สรางกรดและกาซ 

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

คารโบไฮเดรต 

กลูโคส 

กาแลคโทส 

ฟรักโทส 

แมนนทิอล 

มอลโทส 

ซูโครส 

ซอรบิทอล 

 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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          จากตารางที ่ 4.8 พบวาจากการทดสอบสมบัติทางชวีเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ        

CU-CH4 อางอิงตาม Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology โดยพิจารณาจากการ

ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมตีางๆ พบวาแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 จัดเปนแบคทีเรียในสกลุ 

Klebsiella sp. 

 

4.4.3   การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal DNA (16S rDNA) 

  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rDNA ตามวิธีในขอ 3.3.5.3 ของ

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ความยาว 1,504 bp เปรียบเทยีบกับลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ     

16S rDNA ของแบคทีเรียสายพนัธุตางๆที่มีบันทึกไวในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 

BLASTn พบวา ลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีความ

คลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rDNA ของแบคทีเรียในสกุล Klebsiella 99% ถึง 100% 

ดังแสดงในตารางที ่4.9 
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ตารางที ่ 4.9 การเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพนัธุ        

CU-CH4 กับลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn) 

 

สายพนัธุแบคทีเรีย Accession No. 
Sequencing identity 

(%) 
เอกสารอางอิง 

Klebsiella pneumoniae 

สายพนัธุ342 
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 

 

            เมื่อนาํลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ ์CU-CH4  และ

ลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn) มาทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple 

alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X และนําขอมูลทีผ่านการปรับแนวมาสราง phylogenetic tree 

ดวยโปรแกรม PHYLIP software package ดังแสดงในรูปที่ 4.13 พบวาแบคทีเรียสายพันธุ         

CU-CH4 มีความใกลเคียงกับแบคทีเรีย Klebsiella pneumoniae สายพนัธุ 342 อยางไรก็ตามยงัไม

สามารถสรุปไดวาเชื้อนี้คือ Klebsiella pneumoniae จึงเรียกแบคทีเรียนีว้า 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 เปน out-group และตัวเลขที่กิง่สาขาบอกถึงการนบัที่ใหผลซ้ําจากทัง้หมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 
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4.5  การทําบริสุทธิ์และการศึกษาลักษณะสมบัติของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสาย
พันธุที่คัดเลือก 
 
 4.5.1   การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด 

 

  เมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 มาละลาย

ในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน   0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลทั้งหมดของพอลิแซ็กคาไรด โดยวิธี Phenol   sulfuric acid (Dubois และคณะ,1956) ตาม

วิธีในขอ 3.3.6.1  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 มีปริมาณ

น้ําตาลทั้งหมด 87.5% 

 

 4.5.2   การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด 

 

  ทําการละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 ใน

น้ํากลั่นใหมีความเขมขน   2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ

โปรตีนที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด โดยวิธี Protein Dye Binding (Bradford, 1976)  

ตามวิธีในขอ 3.3.6.2  พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 มี

ปริมาณโปรตีนที่เปนองคประกอบ 2.8 % 

 

4.5.3 การวิเคราะหชนิดประจุของพอลิแซ็กคาไรด  

 

   จากการนาํพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 มา

วิเคราะหชนิดประจุของพอลแิซ็กคาไรด ตามวธิีในขอ 3.3.6.3  พบวาสารละลายพอลิแซ็กคาไรด

เกิดตะกอนสีขาวเมื่อเตมิสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรดลงไป ซึ่งใหผลสอดคลองกับแซนแทน 

ซึ่งเปนชุดควบคุมผลบวกของพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบดังแสดงในรปูที่ 4.14  ดังนัน้พอลิ      

แซ็กคาไรดจากสายพันธุ CU-CH4 จึงเปนพอลิแซ็กคาไรดประจุลบ (Acidic polysaccharide) 

และเมื่อนําสารละลายมาปนเหวี่ยงแยกตะกอน แลวนําสวนน้ําใสไปตกตะกอนซ้าํดวยเอทานอล

ความเขมขน 95 เปอรเซ็นต พบวามีตะกอนเกิดขึ้นเพียงเลก็นอยแสดงวาพอลิแซ็กคาไรดตัว

เดียวกนัมีสวนประกอบของสวนพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharide)  

เล็กนอย  
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                   (ก)                                     (ข)                                      (ค) 
 
รูปที่ 4.14 ลักษณะตะกอนสีขาวของพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ ภายหลงัการเติมสารละลาย 

เซทิลไพริดิเนยีมคลอไรดความเขมขน 10 เปอรเซนตน้ําหนกัตอปริมาตร ในสารละลายพอล ิ    

แซ็กคาไรดซึ่งละลายดวยโซเดียมคลอไรด 0.01 นอรแมล 

 

(ก) 10% สารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอไรดกับโซเดียมคลอไรด 0.01 นอรแมล 

(ชุดควบคุมผลลบ) 

(ข) สารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 

(ค) สารละลายแซนแทน  (ชุดควบคุมผลบวก) 

 

4.5.4 ทาํบรสุิทธิ์พอลิแซก็คาไรดโดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ และเจลฟลเทรชัน

โครมาโทกราฟ  

 

  เมื่อนําสารละลายพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4

ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โหลดลงบน DEAE–cellulose คอลัมน และชะสารละลาย 

พอลิแซ็กคาไรดดวยน้ํากลั่นและเกรเดียนตของโซเดียมคลอไรดความเขมขนจาก 0 ถึง 2 โมลาร  

ตามวิธีในขอ  3.3.6.4  ไดผลดังแสดงในรูปที่  4.15 
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รูปที ่4.15   โครมาโทแกรมการทาํบริสุทธิข์องพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ   

CU-CH4 โดยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบบน DEAE–cellulose คอลัมน ชะสาร 

ละลายพอลิแซ็กคาไรดดวยน้ํากลัน่และเกรเดียนทของโซเดียมคลอไรดความเขมขนจาก    0 ถึง 2 

โมลาร ดวยอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี

 

 จากรูปที ่ 4.15 พบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4  

แสดงลําดับสวน 2 สวนไดแก สวน P-1 ซึง่มีปริมาณนอยที่ไมถูกดดูซับโดยเรซิน (unabsorbed 

fraction) และชะออกไดดวยน้าํกลัน่ ซึ่งเปนลาํดับสวนของพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุเปนกลาง 

(neutral polysaccharide) และลําดับสวนหลัก P-2 ที่มีปริมาณมากที่ดูดซับไดโดยเรซิน 

(absorbed fraction) และชะออกโดย NaCl ที่ความเขมขนประมาณ 0.25 โมลาร ซึ่งเปนลําดับ

สวนของพอลแิซ็กคาไรดประจุลบ (acidic polysaccharide) 
 

 เมื่อนําพอลิแซก็คาไรด P-2 ซึ่งเปนลาํดับสวนหลัก (main fraction) มาละลายในน้ํากลั่น 

ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาทาํบริสุทธิ์ตอโดยโหลดลงบน Superdex G-200 คอลัมน 

และชะคอลัมนดวยน้ํากลั่น ตามวิธีในขอ 3.3.6.4 ไดผลดังแสดงในรูปที ่4.16 
 
 

 

 

 

P-1

P-2
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รูปที่ 4.16 โครมาโทแกรมการทําบริสุทธิ์ของพอลิแซ็กคาไรด P-2 โดยเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ

บน Superdex G-200 คอลัมน ชะคอลัมนดวยน้ํากลั่น ดวยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 

 จากรูปที ่ 4.16  พบวาพอลแิซ็กคาไรด P-2 เมื่อผาน Superdex G-200 คอลัมน แลวให

ลําดับสวนหลกั EPS-2 ซึ่งมีพีค (peak) เดียวเทานัน้ จึงเก็บลําดับสวนหลัก EPS-2 เพื่อศึกษา

สมบัติตอไป 

 

 4.5.5     การตรวจสอบมวลโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีเจลเพอรมีเอชันโครมาโท 

กราฟ (GPC) 

 

 นําสารละลายพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร มา

ทดสอบมวลโมเลกุลโดยเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ (GPC) ตามวิธีในขอ 3.3.6.5 และ

เปรียบเทยีบเวลาที่สารตัวอยางถกูชะออกจากคอลัมนกับสารมาตรฐานเดกซแทรน (Dextran) ได 

ผลดังแสดงในรูปที่  4.17 และ 4.18 

 

 

 

 

EPS-2 
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รูปที ่ 4.17 โครมาโทแกรมของพอลแิซ็กคาไรด EPS-2 จากเจลเพอรมีเอชนัโครมาโทกราฟ                 

มีสารละลายตัวพาเปนน้ํากลัน่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาท ี

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ 4.18  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเดกซแทรน T2000 มวลโมเลกุล 2 X 106 ดาลตัน          

จากเจลเพอรมีเอชันโครมาโทกราฟ มีสารละลายตัวพาเปนน้าํกลัน่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ

นาท ี

 

 เมื่อทําการเปรยีบเทยีบเวลาที่สารตัวอยางถูกชะออกจากคอลัมนของพอลิแซ็กคาไรด 

EPS-2 กับ สารมาตราฐานเดกซแทรน T2000 ดังแสดงในรูปที ่ 4.17 และ 4.18 พบวาพอลิ        

แซ็กคาไรด EPS-2 มีมวลโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน และเมือ่เปรียบเทียบกับการหามวล

โมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรดโดยวิธีเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟบน Superdex G-200 คอลัมน กับ

เดกซแทรน T2000 พบวาสารถูกชะออกมาที่ลําดับสวนในชวงเดยีวกัน แสดงวามวลโมเลกุลของ

พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 อาจใกลเคียงกนักบัเดกซแทรน T2000 
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 4.5.6 การวิเคราะหหมูฟงกชันนัลของพอลิแซ็กคาไรดโดยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด 

สเปกโทรสโกป (Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

 นําพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 ปริมาณ 2 มิลลิกรัม มาวิเคราะหหมูฟงกชนันัลโดย 

เทคนิคฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FT-IR) ตามวธิีในขอ 3.3.6.6  ไดผลดังแสดง

ในรูปที่  4.19 
 

 
 

รูปที่ 4.19  สเปกตรัมของพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 จากฟเูรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทร 

สโกป (Fourier transform infrared spectroscopy) 

 

 จากรูปที ่4.19  พบวาจากสเปกตรัมของ EPS-2 ยืนยนัวา EPS-2 เปนพอลิแซ็กคาไรด โดย

ชวงการดูดกลนืแสงระหวาง 3600 – 3200 cm-1 แสดง O-H stretching ในหนวยของน้าํตาลทีเ่ปน

องคประกอบของพอลิแซ็กคาไรด ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 แสดงพีค (peak) ที่ 3434.17 cm-1 

และชวงการดดูกลืนแสงที ่2930.82   cm-1 ของ EPS-2 แสดง C-H stretching ในวงแหวนน้ําตาล 

และแสดง asymmetrical stretching band ที่ 1615.30 cm-1 และชวงการดูดกลืนแสงที1่350 

จนถงึ 1480    cm-1แสดง C-H bending ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 แสดงพีคที ่1371.77 cm-1 และ 

1409.39 cm-1  ชวงการดูดกลืนแสงที่ 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   ศึกษาโครงสรางพอลิแซ็กคาไรดโดย 1H-NMR สเปกโทรสโกป 

 

 เมื่อนําพอลิแซก็คาไรด EPS-2 มาวเิคราะห 1H-NMR spectra ดวยฟูเรียรทราน  

สฟอรมนวิเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (Fourier transform nuclear magnetic 

resonance spectrometer)  ตามวิธีในขอ 3.3.6.7   ไดผลดังแสดงในรปูที่  4.20 

 

 
 

รูปที่ 4.20 สเปกตรัมของพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 จากฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติก       

เรโซแนนซสเปกโทรสโกป (FT-NMR) ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

 

 จากรูปที่ 4.20 พบวามี 5 สัญญาณที่ชัดเจนในชวงδ 4.5-5.5 ซึ่งเปนสัญญาณของ 

anomeric proton ที่ตําแหนง δ  = 4.56, 4.62, 4.94, 5.07 และ 5.13 ppm  และที่ตําแหนง          

δ = 1.36 ppm แสดงสัญญาณที่ชัดเจนซึ่งเปนสัญญาณโปรตอนจากหมูเมทิลของน้ําตาล  และที่

ตําแหนง δ = 4.67 ppm แสดงสัญญาณที่หนาแนนของโปรตอนจากน้ํา (HOD)    ทําใหเห็น

สัญญาณของ   β-anomeric proton ที่δ  4.74 ไมชัดเจน และสัญญาณที่ทับซอนกันของโปรตอนที่ 

δ 4.75 และ 4.74 แสดง β-configuration  สัญญาณของ anomeric proton ที่ตําแหนงδ  >5 
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ppm แสดงสัญญาณของหนวยของน้ําตาลเฮกโซส (C6) เชื่อมตอกันแบบ β-D-configuration  

และที่ตําแหนงδ = 3-4 ppm แสดงสัญญาณของ non-anomeric proton  

 

 4.5.8 วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จาก Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 ดวยวธิีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 

  จากการนาํพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 มายอยดวยสารละลายกรดซัลฟูริก ตามวธิีใน

ขอ 3.3.3.1.1 จากนัน้นําไปวิเคราะหชนิดของน้ําตาลดวยวธิีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโท   

กราฟ ตามวิธใีนขอ 3.3.3.1.2   ไดผลดังแสดงในรูปที ่4.21 4.22  และ 4.23 
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                                                                                                             (ก) 
 

                                                                                                               

 

                         

 

 

 
                                                                                                     (ข)  
   
                                                                                           

 

 

 
 

 
 
 

                                                                                           (ค) 
 
รูปที่ 4.21   โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน (แรมโนส   กลูโคส  และกาแลคโทส)  โดยใชอะซิโท

ไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

   (ก)   สารมาตรฐานน้ําตาลแรมโนส 

   (ข)   สารมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 

   (ค)   สารมาตรฐานน้ําตาลกาแลคโทส 
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รูปที่ 4.22   โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิต

จากแบคทีเรียสายพันธุCU-CH4  ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปน

สารละลายตัวพา  อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.23   โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรด  

EPS-2 ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรล 80% โดยปริมาตรเปนสารละลายตัวพา อัตราการ

ไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
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 จากรูปที่ 4.21  4.22 และ 4.23 พบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ 

CU-CH4 ประกอบดวย น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลกาแลคโทสเปนสวนใหญ  โดยมีน้าํตาลแรมโนส

เพียงเล็กนอย  ซึ่งผลที่ไดกส็อดคลองกับพอลิแซ็กคาไรดบริสุทธิ์ EPS-2 ที่ผานการทําบริสุทธิ์โดย 

โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบและเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ ซึ่งพบวามีน้าํตาล

กลูโคสและน้าํตาลกาแลคโทสเปนสวนใหญ  โดยมนี้าํตาลแรมโนสเพยีงเล็กนอยเปนองคประกอบ  

  

 จากรปูที ่ 4.22 และ 4.23 พบวาน้ําตาลโมเลกลุเด่ียวทีเ่ปนองคประกอบของพอลิ         

แซ็กคาไรดสวนใหญคือน้าํตาลกลูโคสและน้ําตาลกาแลคโทส ทั้งนี้เวลาที่สารตัวอยางถูกชะออก

จากคอลัมนมคีาใกลเคียงกนัมาก และมพีีคที่ซอนทับกนั จึงทาํการปรับอัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่

ในชวงเวลาการแยก (Gradient elution) เพื่อวิเคราะหชนิดปริมาณน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว  โดยใช

สารละลายอะซิโตไนไทรล (acetonitrile) ความเขมขนเริ่มตน 90% โดยปริมาตรจนถงึ 80% โดย

ปริมาตรในชวงเวลา   30 นาทีเปนสารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตามวธิีใน

ขอ 3.3.3.1.2   ไดผลดังแสดงในรูปที ่4.24 

 

 

 

 



 

 

81 

 

 

รูปที่ 4.24   โครมาโทแกรมแสดงชนิดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวภายหลังการยอยพอลิแซ็กคาไรด  

EPS-2 ดวยกรดซัลฟูริก   โดยใชอะซิโทไนไทรลความเขมขนเริ่มตน 90% โดยปริมาตรจนถึง 80%

โดยปริมาตรในชวงเวลา 30 นาทีเปนสารละลายตัวพา อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

 

 จากรูปที่ 4.24 พบวาพอลิแซ็กคาไรด EPS-2 มีน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบ 40.28 %

น้ําตาลกาแลคโทส 30.01 % และมีน้ําตาลแรมโนส 0.77% เปนองคประกอบ  

 

 4.5.9   การศึกษาความสามารถการเปนสารกอการจับกลุม (Flocculant) ของพอลิแซ็กคา

ไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 
 
            จากการนําสารละลายพอลิแซก็คาไรดความเขมขนเทากับ 5, 10, 15, 20, 25, 30,         

35, และ 40มิลลิกรัมตอลิตร มาวิเคราะหความสามารถการเปนสารกอการจับกลุม (Flocculant) 

ตามวิธีในขอ 3.3.6.8    ซึ่งพบวาพอลิแซก็คาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพันธุ CU-CH4  มี



 

 

82 

ความสามารถเปนสารกอการจับกลุม โดยพบวาพอลิแซก็คาไรดความเขมขน 25 มลิลิกรัมตอลิตร

มีความสามารถสูงสุดในการเปนสารกอการจับกลุมกับอนุภาคดินไดดี ดังแสดงในรูปที่ 4.25 
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รูปที่ 4.25  ลักษณะสมบัติดานสารกอการจับกลุมของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.   

สายพันธุ CU-CH4 ความเขมขน 5 - 40 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

 4.5.10    ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดกับน้ํามนัและสาร 

ประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ 

 

  นําพอลิแซ็กคาไรดมาละลายน้ําใหมีความเขมขนเปน 0.5% โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร แลวนาํมาผสมกบัน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ ไดแก น้ํามันหลอล่ืน        

น้ํามนัดีเซล  น้ํามนัดิบ  น้ํามันถัว่เหลือง  น้ํามนัปาลม  เบนซนี  เฮกเซน และโทลูอีน ในอัตราสวน 

1:1 และวิเคราะหความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรตามวิธีในขอ 3.3.6.9   ไดผลดังแสดงใน

รูปที่ 4.26 
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รูปที่ 4.26  ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.   

สายพันธุ CU-CH4 กับน้ํามันและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ 

 

 จากรูปที ่ 4.26 พบวาพอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพนัธุ CU-CH4            

มีความสามารถในการเปนอมิัลซิไฟเออรกบัน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆได ซึง่มี

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร กบั น้ํามันหลอล่ืน  เบนซนี  เฮกเซน โทลอีูน ไดดี โดย

พบวามีคาดัชนีบงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (E24) มากกวา 50% และมี

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร กบั น้ํามันดีเซล ไดปานกลาง โดยพบวามีคาดัชนีบงชี้

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออร (E24) เทากับ 47.56% และพบวามีความสามารถในการ

เปนอิมัลซิไฟเออร กับ น้ํามันดิบ น้ํามนัถั่วเหลือง และน้ํามันปาลม นอยกวา 20%  และเมื่อ

เปรียบเทยีบความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.

สายพนัธุ CU-CH4 กับแซนแทน พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพนัธุ      

CU-CH4 มีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร กับน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆ 

ไดแก น้ํามนัดิบ  โทลูอีน    เบนซีน  เฮกเซน น้าํมันดีเซล น้าํมันถัว่เหลือง ไดดีกวาแซนแทน



บทที่ 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

  เปนทีท่ราบกนัวาดวยสมบตัิที่หลากหลายของพอลิแซก็คาไรดจากจลิุนทรีย ทําใหพอลิ

แซ็กคาไรดมีประโยชนอยางมากตออุตสาหกรรมตาง ๆ   เพื่อตอบสนองความตองการสําหรับพอลิ

แซ็กคาไรดตามความตองการของอุตสาหกรรมตาง ๆ  งานวิจยันี้จงึไดศึกษา ชนดิ ประสิทธิภาพ

การผลิตพอลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียที่คดัเลือกไดจากธรรมชาติ อันไดแกแบคทีเรียสายพันธุ  

CU-CH1   CU-CH4  CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5   ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) ที่เสริมดวยซูโครสที่ความเขมขน 4% โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร ผลที่ไดพบวาแบคทีเรียเหลานี้สามารถผลิตพอลิแซก็คาไรดได โดยที่สายพนัธุ        

CU-CH4 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุดที่ 2.380 กรัมตอลิตร จึงไดนําพอลิแซ็กคาไรดที่

ผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 7 สายพนัธุ มาทําการศึกษาสมบตัิทางเคมีและกายภาพตอไป                             

 

 จากการศึกษาองคประกอบของพอลิแซก็คาไรดดวยการยอยดวยกรดและนํามาวเิคราะห

ดวยไฮเพอรฟอรแมนซลิควดิโครมาโทกราฟ พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4  CU-E3 

CU-F6 CU-M2 และ CU-M4 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวย

น้ําตาลโมเลกลุเด่ียวชนิดตางๆ เปนองคประกอบ เชน แรมโนส กาแลคโทส กลูโคส แมนโนส และ

ไซโลส  ในขณะที่แบคทีเรียสายพันธุ CU-M5 ผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรดของ

แมนโนส   เชนเดียวกับการรายงานของ Cerning และคณะ (1988) ที่พบวา เอกโซพอลิแซ็กคาไรด

ที่ผลิตโดย Streptococcus thermophilus สายพนัธุตางๆ ประกอบไปดวย น้ําตาลกาแลคโทส  

กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส แรมโนส และแมนโนส  แสดงถึงความหลากหลายของชนิดน้าํตาลทีเ่ปน

องคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดหรือที่เรียกวาเฮเทอโรพอลิแซคคาไรด   ในขณะที่งานวิจยัของ 

Manca และคณะ (1996) ที่พบวา พอลิแซ็กคาไรด EPS-2 ที่ผลิตจาก Baciilus 

thermoantarcticus เปนฮอมอพอลิแซ็กคาไรดที่ประกอบดวยน้าํตาลแมนโนสเพยีงชนิดเดียว 

 

  จากการศึกษาสมบัติความเสถียรตอความรอนของพอลิแซ็กคาไรดโดยการวเิคราะหเทอร

โมกราวิเมทริก (TGA) พบวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 7 สายพันธุมคีวามเสถียรที่

อุณหภูมิสูง โดยมีชวงอุณหภูมิการยอยสลายในชวงระหวาง 200-400 องศาเซลเซียส โดยพอลิ
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แซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-M2 และ CU-M4 มีข้ันตอน

กระบวนการสลาย (decomposition stage) 3 ข้ันตอน พอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ 

CU-E3 CU-F6 มีข้ันตอนกระบวนการสลาย 2 ข้ันตอน และพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียสายพนัธุ 

CU-M5 มีข้ันตอนกระบวนการสลายเพยีง 1 ข้ันตอน โดยที่สมบัตทิี่ตางกนัเหลานี้ข้ึนอยูกับปริมาณ

และชนิดของน้ําตาลโมเลกลุเด่ียวทีเ่ปนองคประกอบของพอลิแซ็กคาไรดตอรูปแบบการยอยสลาย

ของพอลิแซ็กคาไรด   Parikh และ Madamwar (2006) รายงานวา กัวรกมัและแซนแทนมีความ

เสถียรตออุณหภูมิที่สูง มชีวงอุณหภูมกิารยอยสลายในชวง 240-360 องศาเซลเซียส สําหรับ

กระบวนการยอยสลายพอลแิซ็กคาไรดจะประกอบดวย 4 ข้ันตอนดังนี้  1) การทาํลายการดูดซับ

ของน้ํากับพอลิแซ็กคาไรด  2) การกาํจัดโมเลกุลของน้ํา  3) การยอยสลายพอลิเมอร  โดยการแตก

พันธะ C–O และ C–C ในวงแหวนน้าํตาลเปนผลใหเกิด CO, CO2 และ H2O  4) การเกิดโครงสราง

ของ polynuclear aromatic และ graphitic carbon (Fried, 2000; Zamora และคณะ, 2002) 

 

 เมื่อพิจารณาความสามารถในการอุมน้ําของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ 

CU-CH1 CU-CH4 CU-E3  CU-F6  CU-M2  CU-M4 และ CU-M5 พบวา พอลิแซ็กคาไรดของ

แบคทีเรียสายพันธุ  CU-CH4 มีเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด

(%syneresis) ต่ําสุดที่ 18.72% แสดงวามีความสามารถในการอุมน้ําสูงสุด ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบ

กับความสามารถในการอุมน้ําของแซนแทน พบวาแซนแทนสามารถอุมน้ําไดสูงกวาประมาณ       

3 เทา  โดยมีเปอรเซ็นตอัตราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรดที่ 5.71% ซึ่งผลที่ได

ใกลเคียงกับงานวิจัยของ Tako และคณะ (1982)  รายงานวาแซนแทนมีเปอรเซ็นตอัตราการสกัด

ของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรดที่ 5.5% โดยแสดงความสามารถในการอุมน้ําไดดี  และจากการ

วิเคราะหความสามารถการละลายน้ําของพอลิแซ็กคาไรดจากแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ แสดงให

เห็นวาพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4 มีสมบัติที่ดีคือสามารถละลาย

น้ําไดที่อุณหภูมิหองและสารละลายมีลักษณะขนหนืด  ขณะที่พอลิแซ็กคาไรดจากสายพันธุอ่ืนๆ 

ถึงแมละลายน้ําไดที่อุณหภูมิหองแตไมเกิดลักษณะขนหนืด และตองใชอุณหภูมิสูงในการละลาย      

ทั้งนี้การที่พอลิเมอรสามารถพองตัวและละลายน้ําไดบางสวนหรือทั้งหมดนั้นขึ้นอยูกับการมีหมู 

ไฮดรอกซิลในพอลิแซ็กคาไรดซึ่งสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลของน้ํา (BeMiller และ 

Whistler, 1996)  และเมื่อนําพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 และ CU-CH4 มา

ศึกษาหาคาความหนืด พบวาคาความหนืดของพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ   

CU-CH1 และ CU-CH4 มีคาเทากับ 17 และ 14.5  cps ตามลําดับ ซึ่งตางกันเพียงเล็กนอย      
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แตต่ํากวาของแซนแทนมาก โดยแซนแทนเปนพอลิแซ็กคาไรดที่มีความหนืดสูง มีสมบัตกิารไหลทีด่ ี

(Margaritis และ pace, 1985) แตในการหมักตองใชพลังงานมากเนื่องจากความหนืดที่สูงมากนี้

เอง 

 การศึกษาความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรด พบวา พอลิแซ็กคา

ไรดของแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH1 CU-CH4 CU-E3 และ CU-F6 มีความสามารถในการเปน

อิมัลซิไฟเออรกับน้ํามันถั่วเหลือง  โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มี

ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูงสุด และมีความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออรสูง

กวาแซนแทน  และเมื่อติดตามความเสถียรของพอลิแซ็กคาไรดเปนระยะเวลา 14 วันพบวา

ความสามารถการเปนอิมัลซิไฟเออรของพอลิแซ็กคาไรดลดลงตามระยะเวลาตางๆ  ในขณะที่พอลิ

แซ็กคาไรดจากสายพันธุ CU-CH4 ยังคงมีคาสูงสุดเมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืนๆ   

 

 เมื่อทําการเปรียบเทียบลักษณะสมบัติและประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรดจาก

แบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ  พบวาสายพันธุ CU-CH4 มีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรดสูงสุด

เมื่อเทียบกับสายพันธุอ่ืน โดยมีการผลิตสูงถึง 2.380 กรัมตอลิตร และพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 มีลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีที่เหมาะสมในอุตสาหกรรม 

คือ มีความเสถียรตออุณหภูมิสูง มีความสามารถเปนอิมัลซิไฟเออร สามารถละลายน้ําและเกิด

ลักษณะขนหนืด และมีความสามารถในการอุมน้ําไดดีเมื่อเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน  จึงทํา

การคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ   CU-CH4 มาทําการศึกษาตอไป 
 
 รูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรดของแบคทีเรียสายพนัธุ  CU-CH4 เมือ่เลี้ยง

แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 ในอาหารเหลวที่ดัดแปลงสูตรโดยสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ ์ (2551) 

เสริมดวยซูโครสความเขมขน 4% โดยน้าํหนักตอปริมาตร แบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 เร่ิมผลิต

พอลิแซ็กคาไรดในชวงการเจริญแบบทวีคูณของการเจรญิ โดยการผลิตจัดเปนแบบเมตาบอไลท

ปฐมภูมิที่สรางพอลิแซ็กคาไรดรวมกับการเจริญ โดยมปีริมาณการผลิตสูงสุดที่ชวงการเจริญคงที ่

หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 18 ชั่วโมง                 

 

 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 ทางอนกุรมวิธาน โดยศึกษา

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา และสมบตัิทางสรีรวทิยาหรือการทดสอบทางชีวเคม ี รวมทัง้การ

วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ CU-CH4 จัดเปนแบคทีเรีย
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ในสกุล Klebsiella  และจาก phylogenetic tree  พบวามีความใกลเคียงกับแบคทเีรีย Klebsiella 

pneumoniae สายพันธุ 342 อยางไรก็ตามจากขอมูลการศึกษาขั้นตนยังไมสามารถสรุปไดแนชัด

วาเชื้อนี้คือ Klebsiella pneumoniae จึงสรุปไดวาแบคทีเรียสายพันธุ CU-CH4 เปนแบคทีเรียสกุล 

Klebsiella จึงเรียกแบคทเีรียนี้วา Klebsiella sp.สายพนัธุ CU-CH4 ทัง้นี้แบคทีเรียสกลุ 

Klebsiella sp. เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางแทง สามารถพบไดในธรรมชาติ ไดแก น้าํ ดนิ พืช 

และยังอาศยัอยูตามเยื่อบุผิวของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน คน มา หมู  เปนแบคทเีรียที่อาศยัอยูใน

ลําไสของคน  และอาจเปนสาเหตุกอใหเกิดโรคในมนษุยและสัตวได (Sahly และคณะ, 2000; 

Podschun และคณะ, 2001)  Klebsiella pneumoniae สายพนัธุ 342 เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยู

ในเนื่อเยื่อของพืช (endophytic) มีความสัมพันธที่ดกีับพืชโดยสามารถตรึงไนโตรเจนในพืชได เชน 

ขาวโพด และขาวสาล ี ซึ่งเปนผลผลิตทางการเกษตรทีสํ่าคัญของโลก  ซึง่อาจทาํใหลดการใชปุย

ไนโตรเจนในพชื และอาการของโรคขาดแคลนไนโตรเจนในพืช และยังพบวา Klebsiella 

pneumoniae สายพนัธุ 342 มีแนวโนมทีส่ามารถกอใหเกิดโรคไดจากการทดลองในหนทูดลอง แต

มีความรนุแรงนอยกวาสายพันธุอ่ืนๆที่แยกไดจากผูปวย (Iniguez และคณะ, 2004; Fouts และ

คณะ, 2008)  สําหรับการผลิตและการใชประโยชนของพอลแิซ็กคาไรดจากแบคทีเรียนี ้มีรายงาน

วา Klebsiella sp. สายพันธุ K32 สามารถผลิตเอกโซพอลิแซก็คาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาล     

แรมโนส กาแลคโทส แมนโนส (Bryan และคณะ, 1986)  Klebsiella sp.สายพันธุ S11 สามารถ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดสูงสุด 0.973 กรัมตอลิตร เปนพอลิแซ็กคาไรดที่มีประจุลบ มีสมบัติเปนสาร

กอการจับกลุมทางชวีภาพ (Dermlim และคณะ, 1999) Klebsiella pneumoniae สายพนัธุ H12  

ผลิตพอลิแซ็กคาไรดที่มีสมบัติเปนสารกอการจับกลุมทางชวีภาพ ประกอบดวยน้าํตาลโมเลกุล

เดี่ยว กลูโคส กาแลคโทส และแมนโนส (Kobayashi และคณะ, 2002) Klebsiella pneumoniae 

สายพนัธุ K63 ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ทําใหอาหารเลี้ยงเชือ้มีความขนหนืด และพอลิ          

แซ็กคาไรดมีน้าํตาลกาแลคโทส ฟูโคส และกรดกาแลคทูโรนกิ เปนองคประกอบ และมีสมบัติเปน            

ซูโดพลาสติก จึงมีแนวโนมที่จะประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆได (Ramirez-Castillo และ 

Uribelarrea, 2004)  

 

 พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp. สายพนัธุ CU-CH4 มีปริมาณน้าํตาลและ

โปรตีนเปนองคประกอบเทากับ 87.5% และ 2.8% ตามลําดับ และผลการวิเคราะหชนิดประจุของ

พอลิแซ็กคาไรดพบวามีประจุสุทธิเปนลบ ซึ่งใหผลสอดคลองกับการรายงานของ Dermlim และ

คณะ (1999) พบวา พอลแิซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพนัธุ S11 เปนเฮเทอโรพอลิ
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แซ็กคาไรดที่มปีระจุลบ   การที่พอลิแซก็คาไรดมีประจุลบเนื่องจากอาจมีหมู acidic เชน ไพรูเวต 

ซัคซิเนต กรดยูโรนิก อะซิเทต หรือซัลเฟต อยูบนโมเลกลุ ( Sutherland, 1977; Pace 1980) ซึ่ง

เปนผลใหเกิดปฏิกิริยากับ Quaternary ammonium ion (QN+) ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด 

(Cetylpyridiniumchloride) และทําใหเกดิตะกอนของพอลิแซ็กคาไรดกับเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด

ข้ึน (Scott, 1965) 

 

 การทําบริสุทธิ์พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย Klebsiella sp. สายพันธุ CU-CH4 ดวย        

โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุลบ และเจลฟลเทรชันโครมาโทกราฟ พบพอลิแซ็กคาไรด 

EPS-2 เปนลําดับสวนหลัก และเมื่อนํา EPS-2 มาศึกษามวลโมเลกุลโดยวิธีเจลเพอรมีเอชัน      

โครมาโทกราฟ พบวามีมวลโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน  จากงานวิจัยของ Dermlim และคณะ 

(1999)  รายงานวา พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.  สายพันธุ S11 มีมวลโมเลกุล

มากกวา 2x106 ดาลตัน และผลจากฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรสโกป (FT-IR 

spectroscopy) ยืนยันวา EPS-2 เปนพอลิแซ็กคาไรด โดยแสดงหมูฟงกชันนัล O-H  C-H  และ

พันธะ C-O ที่อยูในโครงสรางวงแหวนของน้ําตาลของพอลิแซ็กคาไรด จากการพิจารณาโครงสราง

พอลิแซ็กคาไรดโดย 1H-NMR สเปกโทรสโกป พบวามีสัญญาณของ anomeric proton           

non-anomeric proton และการเชื่อมตอกันแบบ β-D-configuration ของน้ําตาล  โดยพอลิ

แซ็กคาไรด EPS-2 มีน้ําตาลกลูโคส กาแลคโทส  เปนองคประกอบสวนใหญ และมีน้ําตาลแรมโนส

เปนองคประกอบเล็กนอย 

 

  พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก Klebsiella sp.สายพันธุ CU-CH4  มีสมบตัิเปนสารกอการ

จับกลุม โดยพบวามีความสามารถสูงสดุในการเปนสารกอการจับกลุมกับอนุภาคดินไดดีที่ความ

เขมขน 25 มลิลิกรัมตอลิตร และมีความสามารถลดลงที่ความเขมขนของพอลิแซ็กคาไรดสูงขึ้น ซึ่ง

อาจมีสาเหตุจากการกระจายตัวที่ไมสมบูรณของสารกอการจับกลุม ทําใหอนุภาคดินที่อยูรอบๆ

สารกอการจับกลุมเทานัน้ที่เกิดการจับกลุมกัน ดังนัน้อนุภาคดินอืน่ๆจะไมเกิดการจับกลุม (Yokoi 

และคณะ, 1997)   และเมื่อมีปริมาณสารกอการจับกลุมที่มากเกนิไปจะเกิดการจับเกาะบนผิวของ

อนุภาคดินที่มากเกนิสงผลใหแรงดึงดูดของอนุภาคอืน่ๆลดลง และความสามารถในการจับกลุม

ลดลงดวย (Kwon และคณะ, 1996)  นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรดของ Klebsiella sp.สายพนัธุ  

CU-CH4 ยงัมีสมบัติเปนอิมัลซิไฟเออรกับน้าํมันและสารประกอบไฮโดรคารบอนตางๆได ซึ่งมี

ความสามารถในการเปนอิมลัซิไฟเออรกับ น้ํามนัหลอล่ืน  เบนซีน    เฮกเซน  และโทลูอีน ไดดี  
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โดยมีคาดัชนบีงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (E24) มากกวา 50% โดย Willumsen 

และ Karlson (1997) กลาววา หลักการการพิจารณาความสามารถของการเปนอมิัลซิไฟเออรทีด่ี 

คืออิมัลซิไฟเออรตองมีคาดัชนีบงชี้ความสามารถในการเปนอิมัลซิไฟเออร (E24) นอยที่สุดเทากับ

50%  นอกจากนีพ้บวาพอลแิซ็กคาไรดของ Klebsiella sp.สายพันธุ  CU-CH4 ยงัมคีวามสามารถ

ในการเปนอิมลัซิไฟเออรกับน้ํามนัและสารประกอบไฮโดรคารบอนไดดีกวาแซนแทน ซึ่งจากสมบตัิ

ของพอลิแซ็กคาไรดที่ไดศึกษามาอาจเปนทางเลือกสาํหรับการนําไปประยุกตใชในดานตางๆ เชน 

ทางดานการบาํบัดน้ําเสีย 
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     ความเขมขนของไอออนบวก  คาความเปนกรด-เบส เปนตน เพือ่เพิ่มความสามารถในการจบั   

     กลุมของพอลิแซ็กคาไรด



รายการอางอิง 
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 คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งของสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (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 

วุนผง (Agar)       15.0 กรัม 

น้ํากลัน่ (Distilled water)        1.0 ลิตร 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 15 นาท ี

 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของสมฤดี ชุณหโรจนฤทธิ์ (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 

ปรับระดับความเปนกรดเบสเทากับ    7.0 

อบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 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 

ปรับระดับความเปนกรดเบสเทากับ    7.0 

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐานทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิว้

เปนเวลา 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 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 980 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
 สารละลาย B 

กลูโคส (Glucose)      3.6  กรัม 

น้ําปลอดประจุ       20  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมกับน้าํปลอดประจุ จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง 

ผานหัวกรอง ขนาด 0.20 ไมโครเมตร ผสมสารละลาย A และ B ทั้งหมดดวยกนั เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ 

-20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีที่ใชในการทดลอง 

1.  บัฟเฟอร TE 
 

Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร    10 มิลลิลิตร 

EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร    0.2 มิลลิลิตร 

 เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด 

ตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาท ี

 
2.  บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 50 เทา 
 
 Tris base (C4H11NO3)      242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    100  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตรปริมาตร 800 มิลลิตร แลวเติมน้าํ

ปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 

คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุอุณหภูมิ 60°ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมด

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาท ี
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5.  สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร 
 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      29.2 กรัม 

ละลายในน้าํปลอดประจุจนปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 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

โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.7 โมลาร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 

นาท ี

 
7.  คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

 ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอกอฮอล ในอัตราสวน 24 :1 (ปริมาตร ตอปริมาตร) เก็บ

ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 

 

8.  สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

 เตรียมสารละลายฟนอลอิ่มตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอณุหภูมิ 

68 ๐ซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1% (น้าํหนกั/น้าํหนัก) เติม

สารละลาย Tris-HCl  pH 8.0 เขมขนเปน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 

15 นาท ี ทิง้ใหแยกชัน้ ดูดชั้นน้าํสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1  

โมลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิง้ใหแยกชั้น ดดูชั้นน้าํสวนบนออก 

ทําข้ันนีห้ลายๆ คร้ังดวย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรดเบสของ 

ฟนอลมากกวา 7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร ที่ผสม  

β-mercaptoethanol เขมขน 0.2% ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่
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อุณหภูมิ 4 °ซ ผสมฟนอลที่เตรียมไดกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 25:25 (ปริมาตรตอปริมาตร) 

เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 

 

9.  เอทานอล 70% 
 

เอทานอล 99%       700 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ      300 มิลลิลิตร 

 
10.  อะกาโรสเจลเขมขน 0.8% 
 

อะกาโรสเจล       0.8 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา     100 มิลลิลิตร

 หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 

11.  อะกาโรสเจลเขมขน 2 % 

 

อะกาโรสเจล       2 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา     100 มิลลิลิตร

 หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 
12.  สารปฏชิีวนะแอมพซิิลิน (Ampicilin, Ap) 
 

แอมพิซิลิน       100 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 

13.  5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) เขมขน 2%  
 

X-gal          20 มิลลิกรัม 

ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)         1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
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14.  isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
 

IPTG        238 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
15.  สารละลายฟนอล (Phenol reagent) ความเขมขน 5 เปอรเซนต 
 

 ฟนอล       5.0 กรัม  

 น้ํากลัน่       100 มิลลิลิตร 

 
16.  สารละลาย Coomassie blue 
 

 ชั่ง Coomassie blue G250 100 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอลความเขมขน 95 

เปอรเซนต ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คนจนละลายใหหมด แลวจึงเติมกรดฟอสฟอริก ความเขมขน 85 

เปอรเซนต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรของสารละลายดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตร เปน 

1000 มิลลิลิตร 
 
17. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.01 นอรมัล  
  

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     0.004 กรัม 

 น้ํากลัน่       100 มิลลิลิตร 

 
18.  สารละลาย Cetylpyridinium Chloride (CPC) ความเขมขน 10 เปอรเซนต  
 
 Cetylpyridinium Chloride (CPC)    10 กรัม 

 ละลายในน้าํกลั่น      100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

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

y = 0.01x

R2 = 0.9957
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กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 490 นาโนเมตร กับน้าํตาลกลูโคสความ

เขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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2.  กราฟมาตรฐานโปรตีนเมื่อวิเคราะหดวยวิธี Protein Dye Binding (Bradford, 1976) 
 

y = 0.0004x

R2 = 0.9922
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กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 595 นาโนเมตร กับโปรตีนมาตรฐาน 

โบวีนซีรัมอัลบูมินความเขมขน 0-2500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวธิดารตัน  วงศรัตน   เกิดวนัที่ 11 มิถุนายน พ.ศ. 2529  ที่จังหวัดกรุงเทพฯ   ไดรับ

ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  จากภาควิชาจุลชีววทิยา  คณะวทิยาศาสตร  จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั  ในปการศึกษา 2550   และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  ที่

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2551  ที่อยู

ปจจุบัน  597/130 หมูบานอยูเจริญ ซอยอินทามระ 41 ถนนสทุธิสาร เขตดินแดง กรุงเทพฯ 10320 

 

ผลงานตีพิมพเผยแพร 

 

 สวนหนึง่ของงานวิจัยนี้ไดเขารวมเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับชาติ “ TSB 

2009 : Biotechnology :  A Solution to the Global Economic Crisis? ” ระหวางวนัที่ 24-25 

กันยายน 2552 ณ ศนูยประชุมแหงชาตสิิริกิตต ในหัวขอเร่ือง  “ Polymer production from 

bacteria with chemical and physical properties thereof ”  
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