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บทคัดย่อภาษาไทย 

ธนัชชา ผาติพงศ์ : การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากวัชพืชโดยใช้ไซแลเนสจาก 
Aureobasidium pullulans (PRODUCTION OF XYLOOLIGOSACCHARIDES FROM 
WEEDS USING A XYLANASE FROM Aureobasidium pullulans) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: ผศ. ดร.สีหนาท ประสงค์สุข, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.พงศ์ธาริน โล่ห์ตระกูล, 
อ. ดร.ภาณุวัฒน์ ผดุงรส{, 105 หน้า. 

เมื่อคัดกรอง Aureobasidium pullulans จ านวน 30 สายพันธุ์ ในอาหารสูตร production 
medium ท่ีมีซังข้าวโพด 1% (w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน เพื่อหาสายพันธุ์ท่ีสร้างเอนไซม์ไซแลเนสท่ีท างานได้
ดีท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 7 และอุณหภูมิห้อง (28±2 องศาเซลเซียส) พบว่า A. pullulans AP 46 สามารถ
ผลิตเอนไซม์ไซแลเนสได้สูงสุดท่ี 2.70±0.11 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเอนไซม์นี้มีความเสถียรสูงท่ีภาวะดังกล่าว 
โดยมีแอคติวิตีคงเหลือประมาณ 60% หลังจากเก็บเป็นเวลา 4 วัน เมื่อหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซม์ไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 พบว่าสายพันธุ์ดังกล่าวสามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุดเท่ากับ 
5.19±0.08 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production medium ท่ีมีฟางข้าวเข้มข้น 3.89% 
(w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน และมีโซเดียมไนเตรตเข้มข้น 0.75% (w/v) เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยปรับค่าความ
เป็นกรดด่างของอาหารเป็น 5.5 และเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเอนไซม์ไซแลเนสหยาบที่ผลิตได้มา
ย่อยไซแลนที่สกัดจากชีวมวลของพืชโตเร็วและวัชพืช ได้แก่ หญ้าคา หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก และผักตบชวา 
เพื่อผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ จากการสกัดไซแลน พบว่าสามารถสกัดไซแลนจากหญ้าเนเปียร์ได้ในปริมาณ
สูงสุดเท่ากับ 28.33±3.33% (w/w) และพบว่าไซแลนที่สกัดได้จากพืชทุกชนิดประกอบด้วยพอลิเมอร์ที่มี
มวลโมเลกุลสูงเป็นส่วนใหญ่ เมื่อย่อยไซแลนจากพืชชนิดต่างๆ ท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 7 และอุณหภูมิห้อง 
พบว่า การย่อยไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าคาและหญ้าแฝก ให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดและไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ และการย่อยไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าแฝกให้ปริมาณโดยรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตร
โอสสูงสุด ดังนั้น จึงหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ โดยใช้ไซแลนท่ีสกัดจากหญ้าแฝก
เป็นสารต้ังต้น พบว่า เมื่อใช้ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 27.94 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และใช้เวลาในการย่อยเท่ากับ 
92 ชั่วโมง 19 นาที จะท าให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดท่ี 23.65±1.34 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน 
เมื่อน าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้มาท าให้บริสุทธิ์บางส่วน และน าไปทดสอบสมบัติการเป็นพรีไบโอติก 
พบว่าสามารถกระตุ้นการเติบโตของ Lactobacillus brevis และ Lactobacillus casei ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลูโคส  
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5571993723 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
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TANUTCHA PATIPONG: PRODUCTION OF XYLOOLIGOSACCHARIDES FROM WEEDS USING 
A XYLANASE FROM Aureobasidium pullulans. ADVISOR: ASST. PROF. DR.SEHANAT 
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PADUNGROS {, 105 pp. 

Thirty strains of Aureobasidium pullulans were screened in the production medium 
containing 1% (w/v) corn cob as carbon source for the production of xylanase functioning well at 
pH 7 and room temperature (28±2°C). It was found that A. pullulans AP 46 produced the highest 
xylanase activity at 2.70±0.11 unit/ml and this enzyme was highly stable at this condition with 
approximately 60% of its original activity remained after 4-day storage. When the xylanase 
production of A. pullulans AP 46 was optimized, this strain yielded the highest xylanase activity 
at 5.19±0.08 unit/ml when cultured in the production medium containing 3.89% (w/v) rice straw 
as carbon source and 0.75% (w/v) sodium nitrate as nitrogen source at pH 5.5 for 72 hours. The 
crude xylanase was used to hydrolyze xylans extracted from biomasses of fast-growing plants 
and weeds, including cogon grass, napier grass, vetiver grass and water hyacinth, in order to 
produce xylooligosaccharides. After the extraction, the highest yield of xylan at 28.33±3.33% 
(w/w) was obtained from napier grass and the extracted xylans from all plants comprised the 
majority of high-molecular-weight polymers. When these xylans was hydrolyzed at pH 7 and 
room temperature, the amounts of reducing sugars in cogon grass and vetiver grass xylan 
hydrolysates were the highest and not significantly different from each other. Moreover, the 
hydrolysis of vetiver grass xylan provided the highest amount of xylobiose and xylotriose 
combined. Therefore, the optimization of xylooligosaccharide production was carried out using 
the vetiver grass xylan as substrate. When the xylanase was used for xylan hydrolysis at the 
concentration of 27.94 unit/g xylan for 92 hour 19 minutes, the highest amount of reducing 
sugars was achieved at 23.65±1.34 mg/100 mg xylan. The produced xylooligosaccharides were 
partially purified and tested for their prebiotic property. It was found that they can significantly 
stimulate the growth of Lactobacillus brevis and Lactobacillus casei when compared with 
glucose.  
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บทท่ี 1 
บทน า 

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ (xylooligosaccharides) เป็นน้ าตาลสายส้ัน ๆ ซึ่งมีหน่วยย่อยคือ

น้ าตาลไซโลส (xylose) ต้ังแต่ 2 ถึง 10 โมเลกุล แต่ละโมเลกุลของไซโลสเช่ือมกันด้วยพันธะบีตา-1,4-

ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic linkage) (Carvalho และคณะ, 2013) ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์มีรส

หวาน (Makelainen และคณะ, 2010) และมีสมบัติเป็นพรีไบโอติก (prebiotic) คือไม่ถูกย่อยใน

ทางเดินอาหาร แต่สามารถเป็นแหล่งอาหารของโพรไบโอติก (probiotic) ได้ โพรไบโอติกนั้นเป็น

แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ เช่น แบคทีเรียในกลุ่ม bifidobacteria และ lactobacilli (Chapla, 

Pandit และ Shah, 2012) แบคทีเรียเหล่านี้มีประโยชน์ต่อร่างกายมนุษย์ในแง่ต่างๆ เช่น สามารถลด

การเติบโตของแบคทีเรียก่อโรคได้โดยการสร้างสารยับยั้ง  แย่งพื้นท่ียึดเกาะบนผนังล าไส้ และแย่ง

สารอาหารในการเติบโต นอกจากนี้ ยังสามารถสร้างเอนไซม์ท่ีช่วยในการย่อยอาหาร มีบทบาทในการ

เพิ่มภูมิคุ้มกันและการป้องกันการเจริญของเนื้องอก (Fuller, 1989) อย่างไรก็ดี ความสามารถในการ

เป็นพรีไบโอติกของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์นั้นขึ้นอยู่กับน้ าหนักโมเลกุล  (Hughes และคณะ, 2007) 

โดยเฉพาะโมเลกุลท่ีประกอบด้วยไซโลสต่ ากว่า 4 หน่วยจะแสดงสมบัติพรีไบโอติกได้สูงกว่าโมเลกุล

ใหญ่ๆ (Carvalho และคณะ, 2013)  ดังนั้น ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ทางการค้าจึงมีไซโลไบโอส 

(xylobiose) และไซโลไตรโอส (xylotriose) เป็นส่วนผสมหลักในผลิตภัณฑ์ (Gullon และคณะ, 

2008) ด้วยสมบัติดังกล่าวของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จึงท าให้มีการน าไปใช้เป็นอาหารเสริม หรือเป็น

ส่วนผสมในเครื่องด่ืมและอาหารประเภทต่างๆ (Vazquez และคณะ, 2000; Kumar, Pushpa และ 

Prabha, 2012) และยังสามารถใช้เป็นสารให้ความหวานพลังงานต่ า เหมาะส าหรับผู้ป่วย

โรคเบาหวาน (Carvalho และคณะ, 2013) 

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์สามารถผลิตได้จากการย่อยสลายไซแลน (xylan) เพื่อให้ได้โมเลกุลท่ี

เล็กลง ไซแลนเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ของน้ าตาลไซโลส และเป็นองค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสท่ีอยู่ใน

ผนังเซลล์พืช แต่ไซแลนบริสุทธิ์มีราคาแพง ดังนั้นจึงมีการศึกษาวัตถุดิบอื่นๆ ท่ีมีราคาถูก และมี       

ไซแลนเป็นองค์ประกอบเพื่อน าไปเป็นวัตถุดิบในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ วัชพืชเป็นวัตถุดิบ

หนึ่งท่ีมีความน่าสนใจ เนื่องจากไม่มีมูลค่า และไม่ได้ถูกน าไปใช้ประโยชน์ หรืออาจต้องก าจัดท้ิง หาก
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สามารถน าวัชพืชมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ ก็จะเป็นการลดต้นทุนการผลิต

ลง และเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับวัชพืช อีกท้ังยังเป็นแนวทางในการก าจัดวัชพืชอีกด้วย อย่างไรก็ตาม 

โครงสร้างของไซแลนในผนังเซลล์พืชจะเช่ือมติดอยู่กับลิกนิน (lignin) ด้วยพันธะท่ีแข็งแรง ท าให้เป็น

อุปสรรคต่อการย่อยสลาย (Rabetafika และคณะ, 2014) ดังนั้นจึงต้องท าการสกัดไซแลนด้วยด่าง

ก่อน ซึ่งจะท าให้เกิดการสลายพันธะระหว่างไซแลนและลิกนิน (Peng และคณะ, 2009) จากนั้นจึง

ย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์ ซึ่งการย่อยด้วยเอนไซม์มีข้อดีกว่าการย่อยด้วยกรดคือ ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นมี

ความจ าเพาะ ท าให้เกิดน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวน้อย และไม่เกิดเฟอฟิวราล ( furfural) ซึ่งเป็นสารพิษ 

นอกจากนั้นยังไม่ก่อให้เกิดปัญหาการกัดกร่อน จึงไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์พิเศษ (Chapla, Pandit 

และ Shah, 2012; Carvalho และคณะ, 2013)  

เอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยสลายไซแลนคือเอนไซม์ในกลุ่มไซแลเนส (xylanases) โดยเอนไซม์

กลุ่มนี้จะกระตุ้นปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะท่ีเช่ือมระหว่างหน่วยย่อยในไซแลนให้ได้ไซโลออลิ

โกแซ็กคาไรด์ (Subramaniyan และ Prema, 2002) ไซแลเนสสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลาย

ชนิด รวมถึง Aureobasidium pullulans (Leathers, Kurtzman และ Detroy, 1984; Leathers, 

1986; Li และคณะ, 1993) การผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans นิยมใช้วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร

เป็นวัตถุดิบแทนไซแลนบริสุทธิ์ เนื่องจากมีปริมาณมากและราคาต่ า ท าให้สามารถลดต้นทุนการผลิต

ลงได้ (Nasr และคณะ, 2013; Bankeeree และคณะ, 2014) 

Aureobasidium pullulans ซึ่งเป็นราชนิดหนึ่งท่ีมีลักษณะคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) 

(Leathers, Kurtzman และ Detroy, 1984) มีช่ือสามัญว่า “ยีสต์ด า” หรือ “black yeast” 

เนื่องจากสามารถผลิตสารสีเมลานิน (melanin pigment) ได้ จึงท าให้โคโลนีมีสีด า (Lingappa, 

Sussman และ Bernstein, 1963) A. pullulans มีการแพร่กระจายท่ัวโลก สามารถพบได้ในสภาพ

ภูมิอากาศหลากหลายต้ังแต่ร้อนจัดไปจนถึงหนาวจัด (Deshpande, Rale และ Lynch, 1992) 

ส าหรับประเทศไทยซึ่งอยู่ในเขตร้อนก็มีการพบ A. pullulans โดย Punnapayak และคณะ (2003) 

สามารถคัดแยก A. pullulans จากอากาศได้จ านวน 3 สายพันธุ์ Lotrakul และคณะ (2009) 

สามารถคัดแยก A. pullulans จากผนังห้องน้ าได้จ านวน 10 สายพันธุ์ Prasongsuk และคณะ 

(2005) และ Manitchotpisit และคณะ (2009) สามารถคัดแยก A. pullulans จากใบไม้และพื้นผิว

ต่างๆ ได้แก่ ผนังห้องน้ า พื้นผิวท่ีทาสี และพื้นผิวของไม้ ได้จ านวน 5 สายพันธุ์ และ 45 สายพันธุ์ 
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ตามล าดับ นอกจากนี้ Manitchotpisit และคณะ (2009) ยังได้ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

ของ A. pullulans เหล่านี้โดยวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 5 บริเวณ ได้แก่ ITS IGS EF-1α BT2 

และ RPB2 ร่วมกับความสามารถในการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์ (exopolysaccharides) และการ

ผลิตไซแลเนส พบว่าสามารถจัดกลุ่มสายพันธุ์เหล่านี้ได้เป็น 12 กลุ่ม ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความ

หลากหลายทางชีวภาพของ A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนในประเทศไทย  

ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งคัดเลือก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนจากคลังเช้ือของหน่วยปฏิบัติการ

วิ จัยการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย เพื่อน ามาผลิตไซแลเนสโดยใช้วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเป็นวัตถุดิบ ภายใต้ภาวะท่ี

เหมาะสม จากนั้นน าไซแลเนสท่ีได้ไปใช้ในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากชีวมวลของหญ้าและ

วัชพืชบางชนิดท่ีมีในประเทศไทย โดยศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต แล้วทดสอบสมบัติการเป็น  

พรีไบโอติกของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ ผลการวิจัยนี้จะเป็นแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์

อาหารเสริม หรือสารปรุงแต่งอาหารจากวัตถุดิบท่ีมีต้นทุนต่ าต่อไป 

 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากวัชพืชโดยใช้ไซแลเนสจาก A. pullulans 
 

ขอบเขตของงานวิจัย 

1. คัดเลือก A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนสซึ่งสามารถย่อยไซแลนได้ดีท่ี pH 7 และ

อุณหภูมิห้อง (28±2 องศาเซลเซียส) 

2. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซแลเนส 

3. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้า

และผักตบชวา 

4. ศึกษาสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 สามารถผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากชีวมวลพืชท่ีมีมูลค่าต่ า และมีสมบัติเป็นพรีไบโอติก 

เพื่อใช้เป็นอาหารเสริมในอนาคต 



 

 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ชีวมวลพืช 

ชีวมวลพืชเป็นทรัพยากรประเภทหมุนเวียนกลับมาใช้ใหม่ได้ (renewable resource) ท่ีมี

ปริมาณมากท่ีสุดในโลก และจัดเป็นแหล่งวัตถุดิบส าคัญส าหรับการผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพ (biofuel) 

และผลิตภัณฑ์ทางชีวภาพท่ีมีมูลค่าสูง (high-value bioproduct) โดยท่ัวไปชีวมวลพืชจะเป็นสาร

ประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) ซึ่งมีองค์ประกอบหลัก ได้แก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ

ลิกนิน (Moure และคณะ, 2006) โดยปริมาณขององค์ประกอบเหล่านี้จะมีความแตกต่างกันในพืชแต่

ละชนิด 

เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบท่ีมีปริมาณสูงสุดในชีวมวลพืช พบประมาณ 40-55% ในไม้เนื้อ

แข็ง 45-50% ในไม้เนื้ออ่อน และ 25-40% ในพืชวงศ์หญ้า (Kumar และคณะ, 2009) เซลลูโลสเป็น

โฮโมพอลิแซ็กคาไรด์ (homopolysaccharide) ท่ีประกอบด้วยหน่วยย่อยของน้ าตาลกลูโคสเช่ือมต่อ

กันเป็นเส้นตรงด้วยพันธะบีตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-gylosidic linkage) โดยไม่มีการแตกกิ่ง และ

มีพันธะไฮโดรเจนยึดท้ังภายในและระหว่างโมเลกุล โมเลกุลของเซลลูโลสจะเรียงตัวกันเป็นสายยาว 

กลุ่มของสายจะรวมตัวกันเป็นไมโครไฟบริล (microfibril) ซึ่งในไมโครไฟบริลจะมีส่วนท่ีเป็นผลึก 

(crystalline) สลับกับส่วนท่ีเป็นอสัณฐาน (amorphous) กลุ่มของไมโครไฟบริลจะรวมตัวกันเป็น

ไฟบริล (fibril) และกลายเป็นเส้นใยเซลลูโลส (Sjostrom, 1993) 

เฮมิเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบของชีวมวลพืชซึ่งพบประมาณ 24-40% ในไม้เนื้อแข็ง       

25-35% ในไม้เนื้ออ่อน และ 35-50% ในพืชวงศ์หญ้า (Kumar และคณะ, 2009) เฮมิเซลลูโลสเป็น

เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (heteropolysaccharide) ท่ีมีการแตกกิ่ง ประกอบด้วยหน่วยย่อยของ

น้ าตาลห้าคาร์บอน ได้แก่ ไซโลส อะราบิโนส แรมโนส น้ าตาลหกคาร์บอน ได้แก่ กาแลกโตส กลูโคส 

และแมนโนส และกรดน้ าตาลได้แก่ กรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid, 4-O-methyl- glucuronic 

acid) และกรดกาแลคทูโรนิก (galacturonic acid) องค์ประกอบเหล่านี้จะแตกต่างกันไปตามชนิด

ของพืช โดยจะพบแมนโนสเป็นน้ าตาลหลักในเฮมิเซลลูโลสของไม้เนื้ออ่อน และพบไซโลสเป็นน้ าตาล

หลักในเฮมิเซลลูโลสของไม้เนื้อแข็งและพืชล้มลุกทางเศรษฐกิจ (Sjostrom, 1993; Taherzadeh 
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และ Karimi, 2008) เฮมิเซลลูโลสมีโครงสร้างหลายรูปแบบ เช่น กาแลกโตกลูโคแมนแนน 

(galactoglucomannan) อ ะ ร า บิ โ น ก ลู คู โ ร โ น ไ ซ แ ล น  (arabinoglucurunoxylan)                    

อะราบิโนกาแลกแตน (arabinogalactan) กลูคูโรโนไซแลน (glucuronoxylan) กลูโคแมนแนน 

(glucomannan) ซึ่งจะแตกต่างกันไปตามชนิดของพืชเช่นกัน (Sjostrom, 1993) เฮมิเซลลูโลสท า

หน้าท่ียึดโครงสร้างระหว่างเซลลูโลสและลิกนินด้วยพันธะไฮโดรเจนและพันธะโคเวเลนต์ตามล าดับ 

(Freudenberg, 1965) 

ลิกนินเป็นองค์ประกอบของชีวมวลพืชซึ่งพบประมาณ 18-25% ในไม้เนื้อแข็ง 25-35% ในไม้

เนื้ออ่อน และ 10-30% ในพืชวงศ์หญ้า (Kumar และคณะ, 2009) ลิกนินสามารถสังเคราะห์ได้จาก 

coniferyl alcohols sinapyl alcohol และ p-coumaryl alcohol ผ่านปฏิกิริยา polymerization 

ได้หน่วยย่อยของ phenylpropane ชนิดต่างๆ ได้แก่ guaiacylpropane syringylpropane และ  

4-hydroxyphenylpropane ตามล าดับ หน่วยย่อยเหล่านี้เป็นองค์ประกอบในลิกนินซึ่งมีลักษณะ

เป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ท่ีมีโครงสร้างซับซ้อนเป็นสามมิติ  ในไม้เนื้ออ่อนจะพบหน่วยย่อย 

guaiacylpropane เป็นส่วนใหญ่ ในไม้เนื้อแข็งจะพบ guaiacylpropane และ syringylpropane 

โดยมีสัดส่วน ของหน่วยย่อยท้ังสองชนิดแปรผันระหว่าง 4:1 ถึง 1:2 ส่วนในหญ้าหรือพืชปีเดียว 

(annual plant) จะพบ ท้ั ง  guaiacylpropane syringylpropane และ                                  

4-hydroxyphenylpropane (Sjostrom, 1993; Monteil-Rivera และคณะ, 2013) ลิกนินเป็น

องค์ประกอบท่ีท าให้โครงสร้างของพืชมีความแข็งแรงและมีบทบาทในการป้องกันการเข้าท าลายของ

จุลินทรีย์ (Mao, Zhang และ Xu, 2012) 

โครงสร้างของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินจะยึดเกาะกันดังรูปท่ี 1 โดยเฮมิเซลลูโลส

จะเช่ือมติดกับเซลลูโลสด้วยพันธะไฮโดรเจน และเช่ือมติดกับลิกนินด้วยพันธะโคเวเลนต์ (Peng และ

คณะ, 2009) 
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รูปท่ี 1 การยึดเกาะกันของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (Bidlack, 1992) 
 

2.2 ไซแลน 

ไซแลนเป็นโครงสร้างหลักของเฮมิเซลลูโลสในไม้เนื้อแข็ง และพบมากในพืชปีเดียวและธัญพืช 

ได้แก่ ข้าว ข้าวฟ่าง อ้อย  และข้าวโพด เป็นต้น (Ebringerova และ Heinze, 2000; Kayserilioğlu 

และคณะ, 2003) โครงสร้างของไซแลนประกอบด้วยหน่วยย่อยของไซโลสเช่ือมต่อกันด้วยพันธะบีตา-

1,4-ไซโลซิดิก (β-1 ,4-xylosidic linkage) เป็นโซ่หลัก และมีโซ่ข้างเป็นน้ าตาลอะราบิโนส           

กรดกลูคูโรนิก หมู่อะซีทิล หรือสารประกอบฟีนอล ซึ่งจะเช่ือมต่อกับไซโลสในโซ่หลักท่ีต าแหน่ง C2 

และ C3 (Ebringerova และ Heinze, 2000) โครงสร้างของไซแลนในพืชชนิดต่างๆ จะมีโซ่ข้าง

แตกต่างกัน เช่น ในไม้เนื้อแข็งพบกลูคูโรโนไซแลน (glucuronoxylan) ซึ่งมีหมู่อะซีทิลและ          

กรดกลูคูโรนิกเป็นโซ่ข้าง (รูปท่ี 2) ในช้ันแป้งเอนโดสเปิร์ม (starchy endosperm) และช้ันร า (bran) 
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ของเมล็ดธัญพืชพบอะราบิโนไซแลน (arabinoxylan) ซึ่งมีน้ าตาลอะราบิโนสเป็นโซ่ข้าง (รูปท่ี 3) ใน

หญ้าและช้ันร าของเมล็ดธัญพืชพบกลูคูโรโนอะราบิโนไซแลน (glucuronoarabinoxylan) ซึ่งมีหมู่ 

อะซีทิล กรดกลูคูโรนิก น้ าตาลอะราบิโนส และกรดเฟอรูลิกเป็นโซ่ข้าง (รูปท่ี 4) ในไม้เนื้ออ่อนพบ  

อะราบิโนกลูคูโรโนไซแลน (arabinoglucuronoxylan) ซึ่งมีกรดกลูคูโรนิกและน้ าตาลอะราบิโนสเป็น

โซ่ข้าง (รูปท่ี 5) นอกจากนี้ยังพบโฮโมไซแลน (homoxylan) ซึ่งไม่มีโซ่กิ่งในสาหร่ายทะเล และพบ

เฮเทอโรไซแลน (heteroxylan) ซึ่งมีโซ่กิ่งเป็นน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหลายชนิดหรือออลิโกแซ็กคาไรด์

ในร าของธัญพืช เมล็ดพืช และกัมจากยางพืช (ตารางท่ี 1) (Ebringerová, 2005; Sedlmeyer, 

2011)  

 
รูปท่ี 2 โครงสร้างของกลูคูโรโนไซแลนในไม้เนื้อแข็ง (Vazquez และคณะ, 2000) 
 

 
รูปท่ี 3 โครงสร้างของอะราบิโนไซแลนในร าข้าวสาลี (Vazquez และคณะ, 2000) 

 

 
รูปท่ี 4 โครงสร้างของกลูคูโรโนอะราบิโนไซแลนในหญ้า (Vazquez และคณะ, 2000) 
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รูปท่ี 5 โครงสร้างของอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลนในไม้เนื้ออ่อน (Vazquez และคณะ, 2000) 
 

ตารางท่ี 1 โครงสร้างของไซแลนชนิดต่างๆ  
ชนิดของไซแลน โซ่ข้าง แหล่งท่ีมา 

กลูคูโรโนไซแลน 
หมู่อะซีทิล 

กรดกลูคูโรนิก 
ไม้เนื้อแข็ง 

อะราบิโนไซแลน น้ าตาลอะราบิโนส 
ช้ันแป้งเอนโดสเปิร์ม และช้ันร า 

ของเมล็ดธัญพืช 

กลูคูโรโนอะราบิโนไซแลน 

หมู่อะซีทิล 
กรดกลูคูโรนิก 

น้ าตาลอะราบิโนส 
กรดเฟอรูลิก 

หญ้า และช้ันร าของเมล็ดธัญพืช 

อะราบิโนกลูคูโรโนไซแลน 
กรดกลูคูโรนิก 

น้ าตาลอะราบิโนส 
ไม้เนื้ออ่อน 

โฮโมไซแลน - สาหร่ายทะเล 

เฮเทอโรไซแลน 
น้ าตาลโมเลกุลเด่ียว 
ออลิโกแซ็กคาไรด์ 

ร าของธัญพืช เมล็ดพืช  
และกัมจากยางพืช 

 

2.3 การย่อยไซแลน 

2.3.1 การย่อยไซแลนด้วยกรด 

การย่อยด้วยกรดเป็นการใช้กรดในการเร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะในเฮมิเซลลูโลสสายยาวได้

เฮมิเซลลูโลสสายส้ันลงจนได้น้ าตาลโมเลกุลเด่ียว ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นนั้นไม่จ าเพาะท าให้เกิดผลิตภัณฑ์

ท่ีไม่ต้องการอื่นๆ ร่วมด้วย เช่น กรดอะซีติก รวมท้ังเฟอฟิวราล ( furfural) ซึ่งเป็นสารพิษ และเมื่อ
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ย่อยชีวมวลท่ีไม่ได้มีการก าจัดลิกนินออก จะมีส่วนย่อยของลิกนิน (lignin fragment) เกิดขึ้นร่วมด้วย 

นอกจากนี้การย่อยด้วยกรดยังมีต้นทุนสูงเนื่องจากต้องใช้อุปกรณ์ท่ีท าจากวัสดุทนการกัดกร่อนซึ่งมี

ราคาแพง และต้องมีค่าใช้จ่ายในการก าจัดสารพิษ (Wyman และคณะ, 2005; Chapla, Pandit และ 

Shah, 2012; Carvalho และคณะ, 2013) 

2.3.2 การย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์ 

การย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์เป็นปฏิกิริยาท่ีจ าเพาะกับสารตั้งต้นมากกว่าการย่อยด้วยกรด ท า

ให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความบริสุทธิ์สูงกว่า ไม่เกิดเฟอฟิวราล (furfural) ซึ่งเป็นสารพิษ นอกจากนั้นยังไม่

ก่อให้เกิดปัญหาการกัดกร่อน จึงไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์พิเศษ (Chapla, Pandit และ Shah, 2012; 

Carvalho และคณะ, 2013) ในการย่อยไซแลนโดยสมบูรณ์อาศัยการท างานของเอนไซม์หลายชนิด

ร่วมกัน (ตารางท่ี 2) โดยสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มหลักคือ 

2.3.2.1 เอนไซม์ย่อยโซ่หลักของไซแลน 

2.3.2.1.1 เอนโดไซแลเนส (endoxylanase, EC 3.2.1.8) จะสลายพันธะบีตา-1,4-

ไซโลซิดิกในโซ่หลักของไซแลนแบบสุ่มได้ออลิโกแซ็กคาไรด์สายส้ันๆ เป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย  

(Carvalheiro, Duarte และ Gírio, 2008) 

2.3.2.1.2 เอกโซไซแลเนส (exoxylanase) จะสลายพันธะบีตา-1,4-ไซโลซิดิกจาก

ปลายรีดิวซ์ (reducing end) ในโซ่หลักของไซแลน หรือในไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีหน่วย

ย่อย 3 ต้ังแต่หน่วยขึ้นไป ได้ไซโลไบโอสและไซโลสเป็นผลิตภัณฑ์ สุดท้าย (Carvalheiro, 

Duarte และ Gírio, 2008; Tenkanen และคณะ, 2013) 

2.3.2.1.3 บีตา-ไซโลซิเดส  (β-xylosidase, EC 3.2.1.37) จะสลายพันธะบีตา-1,4-

ไซโลซิดิกจากปลายนอนรีดิวซ์ (non-reducing end) ของไซโลไบโอสและไซโลออลิโกแซ็ก

คาไรด์ได้ไซโลสเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Carvalheiro, Duarte และ Gírio, 2008; Tenkanen 

และคณะ, 2013) 

2.3.2.2 เอนไซม์ย่อยโซ่ข้างของไซแลน 

2.3.2.2.1 แอลฟา-แอล-อะราบิโนซิเดส (α-L-arabinosidase, EC 3.2.1.55) จะ

สลายพันธะแอลฟา-1,2- และแอลฟา-1,3- ท่ีเช่ือมระหว่างโซ่ข้างอะราบิโนสกับโซ่หลักของ 
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ไซแลนได้อะราบิโนสเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Manin และคณะ, 1994; Carvalheiro, Duarte 

และ Gírio, 2008) 

2.3.2.2.2 แอลฟา-กลูคูโรนิเดส (α-glucuronidase, EC  3.2.1.139) จะสลาย

พันธะแอลฟา-1,2-ท่ีเช่ือมระหว่างโซ่ข้างกรดกลูคูโรนิก (4-O-methyl glucuronic acid) กับ

โซ่หลักของไซแลนได้กรดกลูคูโรนิกเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Whistler และ Richard, 1980; 

Carvalheiro, Duarte และ Gírio, 2008) 

2.3.2.2.3 อะซีทิล ไซแลน เอสเทอเรส (acetyl xylan esterase, EC 3.1.1.72) จะ

สลายพันธะเอสเทอร์ท่ีเช่ือมระหว่างหมู่อะซีทิลกับโซ่หลักของไซแลนได้กรดอะซีติกเป็น

ผลิตภัณฑ์สุดท้าย และท าให้เอนไซม์ท่ีย่อยสลายโซ่หลักของไซแลนเข้าท างานได้ดีขึ้น  

(Carvalheiro, Duarte และ Gírio, 2008) 

2.3.2.2.4 เฟอรูโลอิล เอสเทอเรส (feruloyl esterase, EC 3.1.1.73) จะสลาย

พันธะเอสเทอร์ท่ีเช่ือมระหว่างอะราบิโนสในโซ่ข้างกับกรดเฟอรูลิกของลิกนินได้กรดเฟอรูลิก

เป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย การท างานของเอนไซม์นี้ช่วยให้ไซแลนเป็นอิสระจากลิกนิน และท าให้

เอนไซม์ย่อยสลายไซแลนอื่นๆ เข้าท างานได้ดีขึ้น (Howard และคณะ, 2004; Carvalheiro, 

Duarte และ Gírio, 2008) 
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ตารางท่ี 2 เอนไซม์ท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการย่อยสลายไซแลน (Carvalheiro, Duarte และ Gírio, 
2008) 

เอนไซม ์ EC พันธะท่ีย่อยสลาย สารตั้งต้น ผลิตภัณฑ์หลัก 

เอนโดไซแลเนส 3.2.1.8 
พันธะบีตา 1,4 

ภายในโครงสร้าง 
โซ่หลัก ออลิโกแซ็กคาไรด์ 

เอกโซไซแลเนส n.c. 
พันธะบีตา 1,4 
ท่ีปลายรีดิวซ์ 

โซ่หลัก 
ไซโลส 

และไซโลไบโอส 

บีตา-ไซโลซิเดส 3.2.1.37 
พันธะบีตา 1,4 

ท่ีปลายนอนรีดิวซ์ 
ออลิโกแซ็กคาไรด์ ไซโลส 

อะราบิโนซิเดส 3.2.1.55 

พันธะแอลฟา-1,2 
และแอลฟา-1,3 

ท่ีเช่ือมระหว่างโซ่ข้าง
กับโซ่หลัก 

โซ่ข้าง อะราบิโนส 

กลูคูโรนิเดส 3.2.1.139 
พันธะแอลฟา-1,2 

ท่ีเช่ือมระหว่างโซ่ข้าง
กับโซ่หลัก 

โซ่ข้าง กรดกลูคูโรนิก 

อะซีทิลไซแลน
เอสเทอเรส 

3.1.1.72 พันธะเอสเทอร์ โซ่ข้าง กรดอะซีติก 

เฟอรูโลอิลเอส
เทอเรส 

3.1.1.73 พันธะเอสเทอร์ โซ่ข้าง กรดเฟอรูลิก 

n.c.: ยังไม่มีก าหนด 
 

2.4 Aureobasidium pullulans  

 

Kingdom  Fungi 

 Phylum  Ascomycota 

  Class  Dothideomycetes 

   Order  Dothideales 
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    Family  Aureobasidaceae  

     Genus  Aureobasidium 

      Species  Aureobasidium pullulans 

 

Aureobasidium pullulans เป็นเช้ือราท่ีมีลักษณะคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) มีช่ือ

สามัญว่า “ยีสต์ด า” (black yeast) เนื่องจากสามารถผลิตสารสีเมลานิน (melanin pigment) ได้ จึง

ท าให้โคโลนีมีสีด า (Lingappa, Sussman และ Bernstein, 1963) A. pullulans มีรูปร่างของเซลล์

ได้หลายลักษณะ (polymorphic) ได้แก่ บลาสโตสปอร์ (blastospore) เซลล์พอง (swollen cell) 

คลาไมโดสปอร์ (chlamydospore) เส้นใยแท้ (hyphae) และเส้นใยเทียม (pseudohyphae) ซึ่งมัก

ขึ้นอยู่กับปัจจัยทางส่ิงแวดล้อม (Ramos และ Acha, 1975) โดยลักษณะเหล่านี้จะปรากฏในระยะ

ต่างๆ ของการเติบโต (รูปท่ี 6) เมื่อเล้ียง A. pullulans ในอาหาร Malt extract agar (MEA) ส่วน

ใหญ่พบว่า ในระยะแรกโคโลนีของ A. pullulans จะมีลักษณะโคโลนีเรียบและเป็นเมือก มันวาว มีสี

แตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ เช่น สีชมพู สีส้ม สีเหลือง เมื่อเวลาผ่านไป โคโลนีจะเปล่ียนแปลงมี

ลักษณะเหมือนก ามะหยี่ และเปล่ียนเป็นสีเข้มขึ้นหรือเปล่ียนเป็นสีอื่น เช่น สีเขียวมะกอก  สีแดง 

เหลืองน้ าตาลอ่อนและด า เป็นต้น มีเส้นใยส้ันๆ ขึ้นรอบๆ โคโลนี หลังจากนั้นอาจเปล่ียนเป็นสีด า

เนื่องจากมีการผลิตเมลานิน และมีผนังหนาขึ้น เรียกว่า คลาไมโดสปอร์ (chlamydospore) 

(Hermanides-Nijhof, 1977) คลาไมโดสปอร์จะเช่ือมต่อกันเป็นโซ่ซึ่งเป็นลักษณะเด่นของ           

A. pullulans เมื่อส่องใต้กล้องจุลทรรศน์จะพบเส้นใยมีลักษณะเรียบ โปร่งใส ผนังบาง  และมีความ

กว้างของเส้นใยประมาณ 2-16 ไมโครเมตร (Deshpande, Rale และ Lynch, 1992) 
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รูปท่ี 6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ Aureobasidium pullulans แบบต่างๆ (Ramos และ 

Acha, 1975) 
1 บลาสโตสปอร์เกิดการแตกหน่อเพื่อสร้างบลาสโตสปอร์ใหม่ 

2 บลาสโตสปอร์เกิดการแตกหน่อได้บลาสโตสปอร์ใหม่ท่ีเช่ือมติดกันแบบไม่มีผนังกั้นเกิดเป็น

เส้นใยเทียม หรือเกิดบลาสโตสปอร์ใหม่ท่ีหลุดออกเป็นอิสระ 

3 บลาสโตสปอร์เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์พอง ซึ่งสามารถเกิดการแตกหน่อได้ 

บลาสโตสปอร์ใหม่ เกิดการสร้างเส้นใยแท้แบบมีผนังกั้น หรือเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์พองแบบมีผนัง

กั้น 

4 เซลล์พองแบบมีผนังกั้นสามารถเกิดการแตกหน่อได้บลาสโตสปอร์ใหม่ เกิดการสร้างเส้นใย

แท้ หรือเกิดการสร้างผนังเซลล์ให้หนาขึ้น และมีสีเข้มข้ึน กลายเป็นเป็นคลาไมโดสปอร์ 

5 คลาไมโดสปอร์สามารถเกิดการแตกหน่อได้บลาสโตสปอร์ใหม่ หรือเกิดการสร้างเส้นใยแท้ 

ซึ่งเส้นใยแท้ก็สามารถเกิดการแตกหน่อได้บลาสโตสปอร์ใหม่ด้วยเช่นกัน 

6 เส้นใยสร้างเม็ดสีและผนังเซลล์ให้หนาขึ้น กลายเป็นเป็นคลาไมโดสปอร์ 

 

การจัดจ าแนก A. pullulans สามารถท าได้โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีรวิทยา เช่น สัณฐานวิทยาของโคโลนี สัณฐานวิทยาของเซลล์ (Hermanides-Nijhof, 1977) การ
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ใช้แหล่งอาหาร (Yurlova และ De Hoog, 1997) การสร้างเมลานิน (Dennis และ Buhagiar, 1973) 

การสร้างโคนีเดีย (conidiogenesis) (De Hoog และ Yurlova, 1994) การสร้างพอลิแซ็กคาไรด์ 

(Yurlova และ De Hoog, 1997) และลักษณะของเส้นใย (Takeo และ De Hoog, 1991) เป็นต้น 

ในปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใช้ประกอบการจัดจ าแนก โดยเปรียบเทียบล าดับ

นิวคลีโอไทด์บริเวณ nuclear ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS) (Yurlova, De 

Hoog และ Van den Ende, 1999; Punnapayak และคณะ, 2003) นอกจากนี้ Zalar และคณะ 

(2008) ยังได้ท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์อื่นๆ อีก 4 ต าแหน่งร่วมกับ ITS ได้แก่ partial large 

subunit of rDNA (LSU) β-tubulin (TUB) translation elongation factor (EF1α) และ 

elongase (ELO) ท าให้สามารถจัดจ าแนก A. pullulans ได้เป็น 4 varieties ได้แก่ A. pullulans 

var. pullulans A. pullulans var. melanogenum A. pullulans var. aubasidani และ       

A. pullulans var. subglaciale ซึ่งปัจจุบันได้มีการยกระดับ varieties ดังกล่าวขึ้นเป็นชนิด 

(Gostincar และคณะ, 2014) 

Aureobasidium pullulans มีแหล่งท่ีอยู่ท่ีหลากหลายในธรรมชาติ สามารถพบได้ท้ังใน

อากาศ (Punnapayak และคณะ, 2003) บนผิวใบไม้ (Ramos และ Acha, 1975; Prasongsuk และ

คณะ, 2005; Manitchotpisit และคณะ, 2009) ผลไม้ ในดิน (Ramos และ Acha, 1975) เศษฟาง 

หญ้าแห้ง (Cooke, 1959) ในฟองน้ าทะเล (Shigemori และคณะ, 1998) นาเกลือ (Gunde-

Cimerman และคณะ, 2000) หิน (Urzì และคณะ, 1999) น้ าแข็งในทะเลเขตหนาว ทุ่งหญ้า พรุ น้ า

จืด น้ าทะเล ดินตะกอนในทะเล (Zalar และคณะ, 2008) ผนังห้องน้ า และผนังทาสี (Prasongsuk 

และคณะ, 2005; Lotrakul และคณะ, 2009) โดยสามารถพบได้ในหลากหลายสภาพภูมิอากาศ ท้ัง

ในเขตร้อน ได้แก่ บราซิล อินเดีย จีน ไทย มาเลเซีย และจาไมกา เขตอบอุ่น ได้แก่ เยอรมัน แคนาดา 

เดนมาร์ก รัสเซีย สาธารณรัฐเช็ก ญี่ปุ่น เนเธอร์แลนด์ โปแลนด์ ออสเตรีย อังกฤษ และสหรัฐอเมริกา 

เขตแห้งแล้งและแถบเมดิเตอร์เรเนียน ได้แก่ อิตาลี ฝรั่งเศส อียิปต์ อิรัก ปากีสถาน และอัฟริกาใต้  

รวมท้ังเขตหนาว ได้แก่ อลาสกา แอนตาร์กติกา และชายฝ่ังทะเลอาร์กติก (Gaur และคณะ, 2010) 
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การผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans  

A. pullulans สามารถผลิตไซแลเนสได้แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ และสภาวะท่ีใช้ใน

การผลิต Manitchotpisit และคณะ (2009) ได้รายงานถึงความสามารถในการผลิตไซแลเนสของ    

A. pullulans สายพันธุ์ต่างๆ ซึ่งสามารถผลิตไซแลเนสได้ในช่วง 7.70-94.30 ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยใช้ 

oat spelt xylan เป็นแหล่งคาร์บอน และมีงานวิจัยจ านวนมากท่ีศึกษาถึงการใช้วัสดุอื่นๆ ท่ีมีราคา

ต่ าเป็นแหล่งคาร์บอนแทนไซแลนบริสุทธิ์ Karni, Deopurkar และ Rale (1993) ได้ศึกษาการผลิต  

ไซแลเนสจาก A. pullulans NCIM 1050 โดยใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน ได้แก่ 

กากอ้อย ฟางข้าว ข้ีเล่ือย แกลบ ร าข้าวสาลี พบว่าสามารถผลิตไซแลเนสได้ในช่วง 0.1-10.2 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร Nasr และคณะ (2013) ได้รายงานถึงความสามารถในการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans 

SN090 ซึ่งสามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุด 2.73 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อใช้ beechwood xylan เป็น

แหล่งคาร์บอน และเมื่อศึกษาการผลิตไซแลเนสโดยใช้ ร าข้าว ร าข้าวสาลี กากอ้อย เป็นแหล่ง

คาร์บอน พบว่าการใช้ร าข้าวสาลีให้ผลการผลิตไซแลเนสไม่แตกต่างจากการใช้ beechwood xylan 

Bankeeree และคณะ (2014) ได้ศึกษาการผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans CBS 135684 โดยใช้

จมูกข้าวสาลี ร าข้าวสาลี และซังข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า สายพันธุ์ดังกล่าวสามารถผลิต        

ไซแลเนสได้สูงสุดเท่ากับ 4.10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อใช้ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอน และได้เสนอว่า 

แม้การใช้ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต จะได้แอคติวิตีของไซแลเนสน้อยว่าการใช้ 

beechwood xylan 1.76 เท่า แต่ซังข้าวโพดเป็นวัสดุท่ีมีราคาต่ า จึงจัดเป็นวัสดุท่ีน่าสนใจส าหรับใช้

ในการผลิตไซแลเนส นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงการผลิตไซแลเนสในภาวะ solid state 

fermentation โดย Leite และคณะ (2007) ได้ศึกษาการผลิตเฮมิเซลลูเลสในภาวะ solid state 

fermentation โดยใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า สามารถผลิตไซแลเนสได้

สูงสุดเท่ากับ 5 ยูนิตต่อมิลลิลิตรเมื่อใช้ร าข้าวสาลีเป็นแหล่งคาร์บอน 

ไซแลเนสท่ีผลิตได้จาก A. pullulans มีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 20-25 kDa และสามารถ

ท างานได้ดีในช่วง pH ประมาณ 3.0-5.0 และในช่วงอุณหภูมิประมาณ 35-55 องศาเซลเซียส 

(Leathers, 1986; Li และคณะ, 1993; Vadi, Strohfus และ West, 1996; Verjans และคณะ, 

2010) อย่างไรก็ตาม Bankeeree และคณะ (2014) ได้รายงานถึง A. pullulans ท่ีผลิตไซแลเนส 

ทนร้อน ซึ่งมีมวลโมเลกุล 72 kDa และสามารถท างานได้ดีท่ี pH 6.0 และอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
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จากรายงาน แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของไซแลเนสท่ีมีแหล่งก าเนิดจาก A. pullulans ต่าง

สายพันธุ์ 

 

2.5 ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ คือน้ าตาลสายส้ันๆ ท่ีประกอบด้วยหน่วยย่อยของไซโลสต้ังแต่ 2 ถึง 

10 โมเลกุล แต่ละโมเลกุลของไซโลสเช่ือมกันด้วยพันธะบีตา-1,4-ไซโลซิดิก (β-1,4-xylosidic 

linkage) มีสูตรโมเลกุลคือ C5nH8n+2O4n+1 โดยท่ี n มีค่าเท่ากับ 2 ถึง 6 (Aachary และ Prapulla, 

2008) แหล่งท่ีพบในธรรมชาติ ได้แก่ หน่อไม้ ผลไม้ ผัก นม และน้ าผ้ึง (Vazquez และคณะ, 2000) 

และสามารถผลิตได้จากการย่อยสลายไซแลนซึ่งเป็นองค์ประกอบในวัสดุลิกโนเซลลูโลสชนิดต่างๆ 

เช่น เปลือกข้าว ร าข้าว ซังข้าวโพด เป็นต้น (Moure และคณะ, 2006) 

 

การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ สามารถแบ่งได้เป็น 3 วิธีหลัก ได้แก่ 

1) การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้สารเคมี 

การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้สารเคมี เป็นการย่อยไซแลนด้วยกรด ซึ่ง

มักจะท าให้เกิดน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวและสารพิษ เช่น เฟอฟิวราล ในปริมาณมาก (Akpinar, 

Erdogan และ Bostanci, 2009) นอกจากนี้ ยังท าให้เกิดปัญหาการกัดกร่อนของอุปกรณ์ 

(Jain, Kumar และ Satyanarayana, 2015) จากรายงานของ Akpinar, Erdogan และ 

Bostanci (2009) ซึ่งผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากไซแลนท่ีสกัดได้จากต้นยาสูบ ต้นฝ้าย 

ต้นทานตะวัน และฟางข้าวสาลี โดยใช้กรดซัลฟิวริก พบว่าเมื่อย่อยโดยใช้กรดซัลฟิวริก

เข้มข้น 0.25 โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที จะได้ปริมาณของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์สูงสุด โดยมี

ค่าอยู่ระหว่าง 8-13% ของปริมาณไซแลนเริ่มต้น 

 

2) การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยกระบวนการ autohydrolysis 

Autohydrolysis เป็นวิธีการย่อยด้วยน้ าท่ีอุณหภูมิสูง เช่น 140-200 องศาเซลเซียส 

ซึ่งสามารถท าให้เกิดการย่อยไซแลนได้ โดยท่ีอุณหภูมิสูงจะท าให้น้ าจะมีสภาวะเป็นกรดอ่อน 

และมีการปลดปล่อยหมู่อะซีทิลออกจากโครงสร้างของไซแลนซึ่งจะท าให้ระบบมีสภาวะเป็น
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กรดมากขึ้น กรดท่ีเกิดขึ้นในระบบนี้จะเร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะในโครงสร้างของไซแลน

และได้เป็นไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ (Nabarlatz, Farriol และ Montané, 2005) ปฏิกิริยาท่ี

เกิดขึ้นจากวิธีการนี้จะเป็นไปอย่างไม่จ าเพาะ จึงท าให้ได้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีมวล

โมเลกุลหลากหลาย ซึ่งรวมถึงไซโลสด้วย และได้ผลิตภัณฑ์ท่ีไม่ต้องการ เช่น  ลิกนิน เป็นต้น 

แม้ว่าวิธีการนี้จะสามารถลดปัญหาการกัดกร่อนของอุปกรณ์ได้ แต่ก็ยังจ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์

ท่ีสามารถทนต่ออุณหภูมิและความดันสูงได้ (Vazquez และคณะ, 2000; Samanta และ

คณะ, 2015)  

จากรายงานของ Chen และคณะ (2014) ซึ่งผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากหญ้า

มิสแคนทัสช้าง (Miscanthus giganteus) โดยกระบวนการ autohydrolysis พบว่าเมื่อท า

ปฏิกิริยาท่ี 200 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จะได้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ปริมาณสูงสุด

เท่ากับ 13.5% ของน้ าหนักหญ้าเริ่มต้น 

 

3) การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้เอนไซม์ 

การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้เอนไซม์เป็นการย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์      

ไซแลเนสท่ีมีกลไกการย่อยสลายแบบเอนโด ซึ่งจะท าให้เกิดการสลายพันธะบีตา-1,4-ไซโลซิ

ดิกในโครงสร้างของไซแลนแบบสุ่มได้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์  

จากรายงานของ Boonchuay และคณะ (2014) ได้ผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จาก

ซังข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่าง โดยใช้เอนไซม์ไซแลเนสท่ีผลิตจาก Streptomyces 

thermovulgaris ท่ีความเข้มข้น 129.43 ยูนิตต่อกรัมซังข้าวโพดท่ีปรับสภาพแล้ว ท า

ปฏิกิ ริ ย า ท่ี  53.80 อ งศา เซลเซี ยส  ท่ี ค่ าความ เป็ นกรดด่ าง  6.17 พบว่ า ไ ด้                    

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ปริมาณสูงสุดเท่ากับ 16.30% ของน้ าหนักซังข้าวโพดเริ่มต้น 

จากรายงานของ Li และคณะ (2012) ได้ผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์จากไซแลนท่ีได้

จากซังข้าวโพด ต้นถั่ว และกากอ้อย ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง โดยใช้

ไซแลเนสท่ีผลิตได้จาก Streptomyces rameus L2001 และผ่านการท าบริสุทธิ์ พบว่ามี

น้ าตาลรีดิวซ์เกิดขึ้น 15.0% 10.5% และ 13.3% ของปริมาณไซแลนเริ่มต้น ตามล าดับ โดย

มีไซโลไบโอส ไซโลไตรโอส ไซโลเตตระโอส และไซโลเพนตะโอส เกิดขึ้นในปริมาณท่ีใกล้เคียง
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กัน เมื่อย่อยไซแลนท่ีได้จากซังข้าวโพดและกากอ้อย ส่วนการย่อยไซแลนท่ีได้จากต้นถั่วจะมี

เพียงไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสเกิดขึ้นเท่านั้น และมีปริมาณใกล้เคียงกัน  

จากรายงานของ Samanta และคณะ (2012) ซึ่งได้ศึกษาการผลิตไซโลออลิโกแซ็ก

คาไรด์จาก natural grass (Sehima nervosum) โดยท าการหาภาวะท่ีท าให้ได้ไซโลไบโอส

และไซโลไตรโอสสูงสุด พบว่าจะได้ไซโลไบโอสสูงสุดเท่ากับ 11% เมื่อท าการผลิตท่ี pH 5.03 

อุณหภูมิ 45.19 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10.11 ช่ัวโมง โดยใช้ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 17.41 

ยูนิต และจะได้ไซโลไตรโอสสูงสุดเท่ากับ 7.06% เมื่อท าการผลิตท่ี pH 5.11 อุณหภูมิ 40.33 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16.55 ช่ัวโมง โดยใช้ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 13.20 ยูนิต 

 

2.6 พรีไบโอติก 

 พรีไบโอติก คือส่วนของอาหารท่ีไม่ถูกย่อยและไม่ถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหาร แต่

สามารถกระตุ้นการเติบโตหรือกระตุ้นกิจกรรมของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ได้ เช่น แบคทีเรีย

ในกลุ่ม bifidobacteria และ lactobacilli โดยเฉพาะในล าไส้ใหญ่ ซึ่งพรีไบโอติกจะท าหน้าท่ีเป็น

แหล่งอาหารส าหรับการเติบโตของแบคทีเรียดังกล่าว  (Gibson และ Roberfroid, 1995; Gibson 

และคณะ, 2004) ในธรรมชาติ สามารถพบพรีไบโอติกได้ในนม น้ าผ้ึง ผัก และผลไม้ เช่น หัวหอม 

กระเทียม กล้วย มะเขือเทศ น้ าอ้อย ในปริมาณ 0.3-6.0% ของน้ าหนักสด (Aachary และ Prapulla, 

2011)  พรี ไบโอ ติก ส่วน ใหญ่จะ เป็นคาร์ โบไฮ เดรตสาย ส้ัน ไ ด้แก่  อินนู ลิน  ( inulin)                     

ฟ รุ ก โ ต โ อ ลิ โ ก แ ซ็ ก ค า ไ ร ด์  ( fructooligosaccharides) ไ ซ โ ล อ อ ลิ โ ก แ ซ็ ก ค า ไ ร ด์ 

(xylooligosaccharides) ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (isomaltooligosaccharides) กาแลคโตโอ

ลิโกแซ็กคาไรด์ (galactooligosaccharides) แลคทูโลส (lactulose) (Rycroft และคณะ, 2001) 

และบีตากลูแคน (β-glucan) (Gardiner และคณะ, 2002; Snart และคณะ, 2006) ซึ่งนอกจากจะ

ช่วยเพิ่มจ านวนแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้แล้ว ยังช่วยลดอาการท้องผูก รักษาสมดุลน้ าและเกลือ

แร่ในร่างกาย และช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด เช่น แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก และสังกะสี อีก

ด้วย (Bengmark, 2005) ในปัจจุบันมีการพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารสุขภาพ โดยการเติมสารท่ีจัดเป็น 

พรีไบโอติกลงในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่างๆ มากมาย เพื่อเพิ่มมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์และเพื่อเป็น

ทางเลือกแก่ผู้บริโภคในการดูแลสุขภาพ ในการลดความเส่ียงหรือป้องกันโรคหลายชนิด 
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2.7 โพรไบโอติก 

โพรไบโอติก คือ จุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตซึ่งใช้เสริมในอาหาร มีประโยชน์ต่อร่างกายเนื่องจาก

สามารถควบคุมความสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้ได้ (Fuller, 1989) และสามารถปกป้องร่างกายไม่ให้

ได้รับอันตรายจากจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น Clostridium ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีสร้างสารพิษ (Gibson และ 

Roberfroid, 1995) จุลินทรีย์ท่ีเป็นโพรไบโอติกมีหลายชนิด เช่น แบคทีเรียในกลุ่ม lactobacilli 

ได้แก่ Lactobacillus acidophilus L. casei L. delbrueckii subsp. bulgaricus L. reuteri     

L. brevis L. cellobiosus L. curvatus L. fermentum L. plantarum L. rhamnosus           

L. salivarius L. gasseri L. johnsonii L. helviticus และ L. farciminis กลุ่ม bifidobacteria 

ได้แก่ Bifidobacterium bifidum B. infantis B. longum B. thermophilum B. adolescentis  

B. lactis B. animalis และ B. breve แบคทีเรียกลุ่มอื่นๆ ได้แก่ Streptococcus thermophilus 

Enterococcus faecium Lactococcus lactis Propionibacterium freudenreichii 

Escherichia coli Nissle 1917 Bacillus clausii และ Bacillus oligonitrophilis รวมถึงยีสต์บาง

ชนิด ได้แก่ Saccharomyces cerevisiae และ Saccharomyces boulardii (Penner, Fedorak 

และ Madsen, 2005) โพรไบโอติกพบเป็นองค์ประกอบในอาหารหมักชนิดต่างๆ เช่น โยเกิร์ต ชีส ผัก

ดอง ผลิตภัณฑ์จากถั่วเหลืองหมัก เป็นต้น (Guo, 2009) 

เมื่อโพรไบโอติกเข้าสู่ล าไส้ จะเกิดการแข่งกับกับแบคทีเรียก่อโรคเพื่อแย่งพื้นท่ียึดเกาะและ

สารอาหารต่างๆ โพรไบโอติกสามารถสร้างสารยับยั้งแบคทีเรีย และกรดอินทรีย์ซึ่งท าให้ค่า pH ของ

ส่ิงแวดล้อมลดลง ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียก่อโรค และยังสามารถยับยั้ง

แบคทีเรียก่อโรคผ่านระบบภูมิคุ้มกันโดยเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้าง cytokine และกระตุ้นการหล่ัง 

IgA โพรไบโอติกสามารถลดความเป็นพิษในล าไส้โดยจับกับสารพิษท่ีเกิดจากการย่อยอาหารหรือ

จุลินทรีย์และก าจัดออก โพรไบโอติกมีบทบาทในการช่วยให้เยื่อบุและเนื้อเยื่อในล าไส้คงสภาพ

สมบูรณ์และสามารถท างานได้อย่างปกติ โดยยับยั้งการสร้างสารก่อมะเร็ง กระตุ้นการหล่ังเมือกและ

การแบ่งเซลล์ของเย่ือบุล าไส้ และสร้างสารอาหาร ได้แก่ กรดไขมันสายส้ัน (short chain fatty acid) 

และวิตามิน กรดไขมันสายส้ันเป็นแหล่งพลังงานหลักของเซลล์ผิวของล าไส้ใหญ่ (colonocyte) ซึ่ง

หากเซลล์ดังกล่าวลดจ านวนลงจะท าให้เกิดการอักเสบของล าไส้ใหญ่ โพรไบโอติกสามารถสร้าง

เอนไซม์บางชนิดซึ่งช่วยในการย่อยสารอาหาร เช่น เอนไซม์แลกเทส (lactase) ท่ีช่วยในการย่อยแลก
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โทสให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีร่างกายสามารถดูดซึมได้ ท าให้บรรเทาอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ 

คล่ืนไส้ ปวดท้อง ท้องเสีย ซึ่งเกิดจากการท่ีร่างกายไม่สามารถย่อยแลกโทสเนื่องจากไม่มีเอนไซม์   

แลกเทส นอกจากนี้ โพรไบโอติกยังมีประโยชน์ต่อร่างกายในด้านอื่นๆ เช่น ลดคลอเรสเทอรอลในน้ า

เลือด ลดความดันโลหิต ลดอาการแพ้ ลดการติดเช้ือ และลดความเส่ียงในการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ 

(Guo, 2009) 

 

Lactobacillus  

Lactobacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างเป็นแท่ง ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคล่ือนท่ี 

จัดเป็น facultative anaerobe อยู่ในกลุ่มแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดแลกติกได้ พบเป็น normal 

flora ในร่างกายเช่น ในทางเดินอาหาร และช่องคลอด สามารถใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร

อย่างแพร่หลาย เช่น การผลิตนมเปรี้ยว ชีส โยเกิร์ต เครื่องด่ืม ขนมปัง ผักหมัก และสามารถใช้เป็น

ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกได้ เนื่องจากเป็นแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกายหลายประการ เช่น สามารถ

ยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคได้ ป้องกันอาการท้องร่วง ป้องกันการอักเสบของล าไส้ ลดอาการท้องผูก ลด

อาการท้องเสียท่ีเกิดจากการที่ร่างกายขาดเอนไซม์แลกเทส และช่วยในการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน 

เป็นต้น ตัวอย่างของแบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus ท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร และพบใน

ล าไส้ ได้แก่ L. brevis และ L. casei (Axelsson, 1998; Sultana และคณะ, 2000) 

 

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์เป็นสารท่ีมีสมบัติเป็นพรีไบโอติก (prebiotic) เนื่องจากไม่ถูกย่อยใน

ทางเดินอาหาร (Vazquez และคณะ, 2000) และสามารถกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียท่ีมี

ประโยชน์ต่อร่างกาย หรือแบคทีเรียโพรไบโอติก หลายชนิด เช่น Bifidobacterium adolescentis 

B. bifidum Lactobacillus brevis L. plantarum (Manisseri และ Gudipati, 2012) จาก

รายงานท่ีผ่านมา พบว่าไซโลไบโอสไม่ถูกย่อยสลายโดยน้ าลาย แพนครีเอติน (pancreatin) น้ าย่อยใน

กระเพาะอาหาร (gastric juice) และน้ าย่อยจากล าไส้เล็ก (brush border enzymes) (Okazaki 

และคณะ, 1991; Joo และคณะ, 1998) และไม่พบไซโลไบโอสในอุจจาระและปัสสาวะภายใน 24 

ช่ัวโมง หลังจากการรับประทาน ซึ่งแสดงว่าไซโลไบโอสถูกย่อยสลายในร่างกายโดยแบคทีเรียใน

ทางเดินอาหาร (Okazaki และคณะ, 1991) ความสามารถในการใช้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ของ
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แบคทีเรียจะแตกต่างกันไปในแต่ละชนิด จากรายงานของ Moura และคณะ (2007) พบว่า           

B. adolescentis และ L. brevis สามารถใช้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในการเติบโตได้ดี โดย            

B. adolescentis สามารถใช้ท้ังไซโลไบโอส ไซโลไตรโอส และไซโลเตตระโอสได้ ส่วน L. brevis นั้น

จะเจริญเติบโตได้ดีเมื่อให้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมี ไซโลไบโอสเป็นองค์ประกอบโดยส่วนใหญ่ และ

จากรายงานของ Gobinath และคณะ (2010) พบว่า เมื่อทดลองโดยให้หนูกินไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

ก็พบว่า Bifidobacterium และ Lactobacillus ในล าไส้ใหญ่มีปริมาณเพิ่มขึ้น ซึ่งการเพิ่มจ านวน

ของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์จะช่วยในการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียก่อโรคได้ เช่น Clostridium 

perfrigens Salmonella spp. และ Escherichia coli เป็นต้น (Gibson และ Roberfroid, 1995) 

นอกจากนี้ ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ยังแสดงสมบัติอื่นๆ ท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย เช่น เสริมสร้างการ

ท างานของล าไส้ เพิ่มการดูดดซึมแคลเซียม ลดความเส่ียงในการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ มีผลในการยับยั้ง

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของมนุษย์ มีฤทธิ์ ในการต้านอนุมูลอิสระ ควบคุมระดับน้ าตาลในเลือด 

กระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ลดไขมันและคลอเรสเทอรอล (Aachary และ Prapulla, 

2011; Singh, Banerjee และ Arora, 2015) 

เนื่องจากไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์มีสมบัติท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย และยังมีความเสถียร

ในช่วง pH กว้าง (2.5-8.0) มีกล่ินรสท่ียอมรับได้ ไม่ท าให้ฟันผุ และให้พลังงานต่ า จึงสามารถใช้ผสม

ในอาหารชนิดต่างๆ เช่น นมถั่วเหลือง นมผง เครื่องด่ืม โยเกิร์ต ลูกอม เค้ก เยลล่ี แยม และใช้เป็น

อาหารสุขภาพส าหรับเด็กและผู้สูงอายุ Mumtaz และคณะ (2008) ได้ศึกษาการเสริมไซโลออลิ

โกแซ็กคาไรด์ในโยเกิร์ต พบว่าการเสริมไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ไม่เกิน 3.5 % จะไม่ส่งผลกระทบต่อ

คุณภาพและรสชาติของโยเกิร์ต จากการศึกษาของ Okazaki, Fujikawa และ Matsumoto (1990) 

พบว่า เมื่อให้กลุ่มตัวอย่างเพศชาย อายุ 50-60 ปี บริโภคไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ปริมาณ 1-2 กรัมต่อ

วัน เป็นเวลา 3 สัปดาห์ จะสามารถเพิ่มปริมาณแบคทีเรียกลุ่ม Bifidobacteria ได้ถึง 10-30 % จาก

รายงานของ Tateyama และคณะ (2005) พบว่า เมื่อให้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ปริมาณ 4.2 กรัมต่อ

วัน เป็นเวลา 4 สัปดาห์ สามารถลดอาการท้องผูกในสตรีมีครรภ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และ Sheu 

และคณะ (2008) ได้รายงานว่า การบริโภคไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ปริมาณ 4 กรัมต่อวัน เป็นเวลา 8 

สัปดาห์ สามารถควบคุมระดับน้ าตาลและไขมันในเลือดได้อย่างมีประสิทธิภาพในผู้ป่วยโรคเบาหวาน

ชนิดท่ี 2 



 

 

บทท่ี 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

อุปกรณ์ บริษัท/ประเทศ 

1. 10 kDa MW membrane cut-off Vivaflow 50  Sartorius/Germany 

2. CHNS/O elemental analyzer รุ่น 2400 Series II PerkinElmer/USA 

3. Gel permeation chromatography (GPC)  

(model LC-10A dvp) Shimadzu/USA 

4. High performance liquid chromatography (model 2690) Waters/USA 

5.  Mass spectrometer รุ่น Micromass Quattro Micro Shimadzu/USA 

6. กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CH 30 RF200 Olympus/Japan 

7. เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate stirrer)  

รุ่น C-MAG HS 10 Ika/Germany 

8. เครื่องเขย่า (shaker) รุ่น SPL15 Labcon/The Republic  

 of South Africa 

9. เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง รุ่น BL610 Sartorius/Germany 

10. เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง รุ่น TC-205 Denver Instrument  

 Company/USA 

11. เครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze-dryer) รุ่น LL3000 Thermo Fisher  

 Scientific/USA 

12. เครื่องปั่นเหวี่ยง รุ่น Rotofix32 Hettich/Germany 

13. เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) Scientific Industries/  

 USA 

14. เครื่องระเหยสารภายใต้สุญญากาศแบบหมุน  Tokyo Rikakikai Co., 

(rotary vacuum evaporator) รุ่น N-N series Ltd/Japan 
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15. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  

(UV/VIS spectrophotometer) รุ่น 2800 Unico/USA 

16. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 

(UV/VIS spectrophotometer) รุ่น HP 8453 Agilent/USA 

17. เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น PP-50 Sartorius/Germany 

18. ตู้เข่ียเช้ือแบบ laminar flow รุ่น BV 123 ISSOC/Thailand 

19. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Binder/Germany 

20. ตู้อบความร้อนสูง (hot air oven) Memmert/Germany 

21. เตาเผาเถ้า (muffle furnace) Fisher Scientific/UK 

22. หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) Ta Chang Medical  

 Instrument Factory/ 

 Taiwan 

23. อุปกรณ์นับเม็ดเลือด (haemacytometer) Boeco/Germany 

 

3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

สารเคมี บริษัท/ประเทศ 

1. Acetic acid, glacial (CH3COOH) Merck/Germany 

2. Acetone (C3H6O) Qrec/ New Zealand 

3. Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) Ajax/Australia 

4. L-asparagine (C4H8N2O3) Sigma/USA 

5. Beechwood xylan Sigma/USA 

6. Beef extract HiMedia/India 

7. Cetyl trimethylammonium bromide  

(CH3(CH2)15N(CH3)3Br, CTAB) Ajax/Australia  

8. Decahydronaphthalene (C10H18) Fluka/Switzerland 

9. 3, 5-dinitrosalicylic acid (C7H4N2O7) Sigma/USA 
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10. Disodium ethylenediamine tetraacetate  

(C10H14N2O8Na2∙2H20, EDTA) Vivantis/Malaysia 

11. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck/Germany 

12. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) Ajax/Australia 

13. Ethanol, 95% (C2H5OH) องค์การสุรากรม 

 สรรพสามิต/ประเทศไทย 

14. Ethanol, absolute (C2H5OH)  Merck/Germany 

15. 2-Ethoxyethanol (C4H10O2) Merck/ Germany 

16. Ferric nitrate nanohydrate (Fe(NO3)3∙9H2O) Loba Chemie/India 

17. Gas pack Becton, Dickinson and  

 Company Sparks/USA 

18. Glycerol (C3H8O3) Ajax/Australia 

19. Glucose (C6H12O6) Sigma/USA 

20. Hydrochloric acid (HCl) Ajax/Australi 

21. Malt extract HiMedia/India 

22. Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4∙7H2O) Ajax/Australia 

23. Manganese sulphate monohydrate (MnSO4∙H2O) Merck/Germany 

24. Oxalic acid dihydrate (HO2CCO2H · 2H2O) Carlo Erba/Italy 

25. Peptone HiMedia/India 

26. Phenol (C6H6O) Merck/Germany 

27. Potassium acetate (C2H3KO2) Ajax/Australia 

28. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Ajax/Australia 

29. Potassium permanganate (KMnO4) Merck/Germany 

30. Potassium sodium tartrate (KNaC4H4O6∙4H2O)  Ajax/Australia 

31. Silver nitrate (AgNO3) Poch/Poland 

32. Silver sulphate (Ag2SO4) Carlo Erba/Italy 
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33. Skim milk HiMedia/India 

34. Sodium acetate trihydrate (CH3COONa∙3H2O) Ajax/Australia  

35. Sodium bisulfite (NaHSO3) J.T.Baker/USA 

36. Sodium borate dacahydrate (Na2B4O7∙10H2O) Ajax/Australia 

37. Sodium borohydride (NaBH4) HiMedia/India 

38. Sodium chloride (NaCl) Ajax/Australia 

39. Sodium dihydrogen phosphate dihydrate (NaH2PO4∙2H2O) Merck/Germany 

40. Sodium hydroxide (NaOH) Ajax/Australia 

41. Sodium lauryl sulphate (CH3(CH2)11OSO3Na)  Ajax/Australia 

42. Sodium nitrate (NaNO3) Ajax/Australia 

43. Sodium sulfite (NaSO3) Scharlau/Spain 

44. Sulfuric acid (H2SO4) J.T.Baker/USA 

45. Tertiary butyl alcohol (C4H10O) Panreac/Spain 

46. Tri-ammonium citrate (C6H17N3O7) Sigma/USA  

47. Tween 80  Ajax/Australia 

48. Xylobiose (C10H18O9) Megazyme/ Ireland 

49. Xylose (C5H10O5) Sigma/USA 

50. Xylotriose (C15H26O13) Megazyme/ Ireland 

51. Yeast extract HiMedia/India 

52. Yeast nitrogen base HiMedia/India 

53. ถ่านกัมมันต์ (Activated charcoal) Sigma/USA 

 

3.3 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 

 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ Aureobasidium pullulans สายพันธุ์ต่างๆ ซึ่งได้รับมาจาก 

Microbial Genomics and Bioprocessing Research Unit, the United States Department 

of Agriculture และหน่วยปฏิบัติวิจัยการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะ
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วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  Lactobacilus brevis และ L. casei ซึ่งได้รับมาจาก

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) (ตารางท่ี 3) 

 

ตารางท่ี 3 จุลินทรีย์สายพันธุ์ต่างๆ ท่ีใช้ในงานวิจัย 
จุลินทรีย์ สายพันธุ์ สถาบัน 

Aureobasidium pullulans 

NRRL Y2311-1 

Microbial Genomics and 
Bioprocessing Research Unit, 

the United States 
Department of Agriculture 

NRRL 58516 
NRRL 58519 
NRRL 58522 
NRRL 58523 
NRRL 58525 
NRRL 58526 
NRRL 58527 
NRRL 58528 
NRRL 58529 
NRRL 58536 
NRRL 58538 
NRRL 58540 
NRRL 58541 
NRRL 58542 
NRRL 58544 
NRRL 58547 
NRRL 58550 
NRRL 58551 
NRRL 58552 
NRRL 58554 
NRRL 58557 
NRRL 58558 
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ตารางท่ี 3 จุลินทรีย์สายพันธุ์ต่างๆ ท่ีใช้ในงานวิจัย (ต่อ) 

จุลินทรีย์ สายพันธุ์ สถาบัน 

Aureobasidium pullulans 

AP 22 

หน่วยปฏิบัติการวิจัยการใช้
ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

AP 44 
AP 46 
AP 73 
BCU 1 
BCU 2 
BCU 3 
SR-5 

Lactobacilus brevis TISTR 868 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) Lactobacillus casei TISTR 390 

 

การเก็บ stock culture ท าโดยเล้ียง A. pullulans สายพันธุ์ต่างๆ ในอาหารสูตร Yeast 

Malt (YM) broth (Atlas, 1993) และเล้ียง L. brevis และ L. casei ในอาหารสูตร de Man 

Rogosa Sharpe (MRS) broth (De Man, Rogosa และ Sharpe, 1960) โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง 

(28±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2-3 วัน จากนั้นเก็บเช้ือ

ในหลอด microcentrifuge โดยเติมสารละลายกลีเซอรอลให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 20% 

(v/v) น าไปเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส ส าหรับการเก็บระยะส้ัน และเก็บรักษาด้วยวิธี lyophilization 

โดยใช้ skim milk เป็นสาร cryoprotectant ท่ีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 10% (w/v) ส าหรับการ

เก็บระยะยาว 

 

3.4 พืชที่ใช้ในงานวิจัย 

 พืชท่ีใช้ในในงานวิจัย ได้แก่ หญ้าคา (Imperata cylindrical (L.) Raeusch.) หญ้าเนเปียร์ 

(Pennisetum purpureum Schumach.) หญ้าแฝก (Vetiveria zizanioides (L.) Nash) และ

ผักตบชวา (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) ซึ่งได้จากการเก็บตัวอย่างในพื้นท่ี อ าเภอ    

ปากเกร็ด จังหวัดนนทบุรี ท าการเก็บรักษาตัวอย่างโดยตากแห้ง และอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
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3.5 วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.5.1 การคัดเลือก Aureobasidium pullulans 

3.5.1.1 การศึกษาการผลิตไซแลเนส 

ศึกษาความสามารถในการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนท่ีคัด

แยกได้จากประเทศไทย จ านวน 30 สายพันธุ์ ซึ่งได้จาก Microbial Genomics and 

Bioprocessing Research Unit, the United States Department of Agriculture และ

หน่วยปฏิบัติวิจัยการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ และสายพันธุ์อ้างอิง 

(NRRL Y2311-1) ซึ่งได้จาก Microbial Genomics and Bioprocessing Research Unit, 

the United States Department of Agriculture โดยเล้ียงเช้ือดังกล่าวในอาหารสูตร 

basal medium broth (Leathers, Kurtzman และ Detroy, 1984) ท่ีอุณหภูมิห้อง บน

เครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือ โดยปรับให้ความ

หนาแน่นเซลล์ของหัวเช้ือเท่ากับ 2.5×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรด้วยอาหารสูตร production 

medium ท่ีไม่มีแหล่งคาร์บอน จากนั้นถ่ายหัวเช้ือปริมาณ 1% (v/v) ลงในอาหารสูตร 

production medium (Leathers, Kurtzman และ Detroy, 1984) ส าหรับการผลิต     

ไซแลเนส ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมี 1% (w/v) ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอน เล้ียงท่ี

อุณหภูมิห้อง (28±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 

วัน เก็บเอนไซม์หยาบโดยปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที (3,000 × g) เป็นเวลา 

10 นาที แล้วน าส่วนใสไปตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนส ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าข้อมูลท่ี

ได้มาหาค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

การตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสท าได้โดยบ่มเอนไซม์ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร 

ในสารละลาย 1% (w/v) ไซแลนท่ีเตรียมใน 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7) 

ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ตรวจสอบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ี

เกิดขึ้นโดยเติมสารละลาย dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 0.90 มิลลิลิตร และต้มใน

น้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที เติมน้ ากล่ันปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร (Miller, 1959) เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงกับกราฟ

มาตรฐานซึ่งสร้างจากสารละลายไซโลสท่ีความเข้มข้นต่างๆ เพื่อหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ และ
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ค านวณแอคติวิตีของเอนไซม์ โดยเอนไซม์ 1 ยูนิตเท่ากับปริมาณเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อย

สลายไซแลนให้ได้ไซโลสปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะท่ีก าหนด  

 

3.5.1.2 การศึกษาความเสถียรของไซแลเนสท่ีอุณหภูมิห้อง 

บ่มเอนไซม์หยาบจาก A. pullulans สายพันธุ์ท่ีสามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุดจาก

ข้อ 3.5.1.1 ในสารละลาย 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7) ท่ีอุณหภูมิห้อง 

ตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสทุกวัน จนครบ 7 วัน หาแอคติวิตีท่ีเหลือ ( residual 

activity) โดยคิดแอคติวิตีเริ่มต้นของเอนไซม์เป็น 100% ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าข้อมูลท่ี

ได้มาหาค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

3.5.2 การหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนส 

3.5.2.1 การศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans ในอาหารสูตรพื้นฐาน 

(base medium) 

เล้ียง A. pullulans สายพันธุ์ ท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.5.1 ในอาหารสูตร 

production medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีมี 1% (w/v) ซังข้าวโพดเป็นแหล่ง

คาร์บอน ท่ีอุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ทุก 12 ช่ัวโมง จนครบ 7 วัน นับเซลล์โดยใช้วิธี standard plate count และน า

ส่วนน้ าใสท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบต่อนาที (8,000 × g) เป็นเวลา 2 นาที ไปวัด

แอคติวิตีของไซแลเนส ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าข้อมูลท่ีได้มาหาค่าเฉล่ียและส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน พร้อมท้ังสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างการเติบโตและการผลิตเอนไซม์

เทียบกับเวลา เพื่อก าหนดเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บเอนไซม์ 

 

3.5.2.2 การศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

เล้ียง A. pullulans สายพันธุ์ท่ีคัดเลือกไว้ในอาหารสูตร production medium 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนเท่ากับ 1% (w/v) และความ

เข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนเท่ากับ 0.67% (w/v) ท่ีอุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 
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150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างมาวัดแอคติวิตีของไซแลเนสในเวลาท่ีมีการผลิตเอนไซม์สูงท่ีสุด

ตามข้อมูลท่ีได้จากข้อ 3.5.2.1 ในการทดลองนี้ท าการแปรผันแหล่งคาร์บอน 3 ชนิด และ

แหล่งไนโตรเจน 4 ชนิด แหล่งคาร์บอนท่ีศึกษาใช้เศษวัสดุทางการเกษตรท่ีมีมากในประเทศ

ไทย ได้แก่ ซังข้าวโพด กากอ้อย และฟางข้าว ซึ่งเตรียมได้โดยน าเศษวัสดุดังกล่าวไปอบแห้ง

ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส บดและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร ให้เป็นผงละเอียด

สม่ าเสมอกัน  วิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในเศษวัสดุต่างๆ ตามวิธี

ของ (Goering และ Van Soest, 1970) ส าหรับแหล่งไนโตรเจน เป็นสารอินทรีย์ 2 ชนิด 

และสารอนินทรีย์ 2 ชนิด ได้แก่ แอล-แอสพาราจีน (L-asparagine) เปปโตน (peptone) 

โซเดียมไนเตรต (sodium nitrate) และแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) 

ออกแบบการทดลองแบบ Factorial Design (FD) ท าการทดลอง 3 ซ้ า วิเคราะห์ความ

แตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS version 16.0 (SPSS Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance: ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย

ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

 

3.5.2.3 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

คัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนจากข้อ 3.5.2.2 ท่ีส่งผลให้มีการผลิตไซ

แลเนสได้สูงท่ีสุดมาหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสม โดยเล้ียง A. pullulans สายพันธุ์ท่ีคัดเลือก

ไว้ในอาหารสูตร production medium ท่ีปรับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจน 5 ระดับความเข้มข้น เล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 5,000 รอบ

ต่อนาที เก็บตัวอย่างมาวัดแอคติวิตีของไซแลเนสในเวลาท่ีมีการผลิตเอนไซม์สูงท่ีสุดตาม

ข้อมูลท่ีได้จากข้อ 3.5.2.1 วางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ท่ี

ศึกษา 2 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน (X1) และความเข้มข้นของแหล่ง

ไนโตรเจน (X2) ซึ่งประกอบด้วย 12 ชุดการทดลอง (ตารางท่ี 4) และใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง 

(Response Surface Methodology) ในการวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อหาความเข้มข้นของแหล่ง

คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนส โดยใช้โปรแกรม Design 

Expert เวอร์ชัน 6 (Stat-Ease Inc., US) จากนั้นตรวจสอบสมการอธิบายการผลิตไซแลเนส 
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โดยน าค่าความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีส่งผลให้ผลิตไซแลเนสได้

สูงสุดจากการค านวณมาท าการทดลองซ้ า เพื่อเปรียบเทียบแอคติวิตีของไซแลเนสท่ีได้กับค่า

ท านายท่ีได้จากสมการ 

 

ตารางท่ี 4 แผนการทดลองแบบ CCD ท่ีใช้ในการศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และ
ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตไซแลเนส 

ชุดการทดลอง 
ปัจจัย รหัสปัจจัย 

คาร์บอน (%) ไนโตรเจน (%) X1 X2 
1 5.00 1.20 +1 +1 
2 5.41 0.80 +1.414 0 
3 5.00 0.40 +1 -1 
4 4.00 0.23 0 -1.414 
5 3.00 0.40 -1 -1 
6 2.59 0.80 -1.414 0 
7 3.00 1.20 -1 +1 
8 4.00 1.37 0 +1.414 
9 4.00 0.80 0 0 
10 4.00 0.80 0 0 
11 4.00 0.80 0 0 
12 4.00 0.80 0 0 

 

 3.5.2.4 การศึกษาผลของ pH ต่อการผลิตไซแลเนส 

เล้ียง A. pullulans สายพันธุ์ที่คัดเลือกได้ในอาหารซึ่งประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน

และแหล่งไนโตรเจนในความเข้มข้นท่ีเหมาะสมตามผลท่ีได้จากข้อ 3.5.2.3 ท่ีอุณหภูมิห้อง 

บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที โดยแปรผัน pH เริ่มต้นของอาหารเป็น 4.0 4.5 

5.0 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 เก็บตัวอย่างมาวัดแอคติวิตีของไซแลเนสในเวลาท่ีมีการผลิต

เอนไซม์สูงท่ีสุดตามข้อมูลท่ีได้จากข้อ 3.5.2.1 ออกแบบการทดลองแบบ Completely 

Randomized Design (CRD) ท าการทดลอง 3 ซ้ า วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วย
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โปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance: ANOVA) และ

เปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

 

3.5.2.5 การศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans ในอาหารสูตรที่

เหมาะสม (optimized medium) 

เล้ียง A. pullulans สายพันธุ์ ท่ีคัดเลือกไว้ในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอน แหล่ง

ไนโตรเจน และ pH ท่ีเหมาะสม ท่ีอุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที 

เก็บตัวอย่างทุก 12 ช่ัวโมง จนครบ 7 วัน นับเซลล์โดยใช้วิธี standard plate count และ

น าส่วนน้ าใสท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบต่อนาที (8,000 × g) เป็นเวลา 2 นาที ไป

วัดแอคติวิตีของไซแลเนส ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าข้อมูลท่ีได้มาหาค่าเฉล่ียและส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน พร้อมท้ังสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างการเติบโตและการผลิตเอนไซม์

เทียบกับเวลา เพื่อหาเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บเอนไซม์เม่ือผลิตในอาหารสูตรที่เหมาะสม 

 

3.5.3 การเตรียมไซแลนและวิเคราะห์สมบัติเบื้องต้นของไซแลน 

อบแห้งตัวอย่างพืช ได้แก่ หญ้าคา หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก และผักตบชวา ท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส น าไปบดและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 1 มิลลิเมตร จนเป็นผงละเอียดสม่ าเสมอกัน 

น าไปวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินตามวิธีของ (Goering และ Van Soest, 

1970) จากนั้นสกัดไซแลนจากผงชีวมวลพืชโดยเติมสารละลาย 12% (w/v) NaOH ท่ีมี 1% (w/v) 

NaBH4 ผสมกับผงชีวมวลพืชด้วยอัตราส่วน 1 (กรัม) : 25 (มิลลิลิตร) เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง เก็บส่วนใสและปรับ pH ให้เป็นกลางด้วยกรดอะซิติกเข้มข้น (glacial 

acetic acid) ก่อนจะน าไปตกตะกอนด้วย 95% (v/v) เอทานอลปริมาตรสามเท่า จากนั้นน าตะกอน

ไซแลนไปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (ดัดแปลงจาก Akpinar, Erdogan และ Bostanci 

(2009) และ Samanta และคณะ (2012)) ท าการทดลอง 3 ซ้ า และค านวณปริมาณไซแลนท่ีสกัดได้ 

น าไซแลนท่ีสกัดได้ และ beechwood xylan มาวิเคราะห์มวลโมเลกุลด้วยวิธี gel permeation 

chromatography (GPC) โดยใช้เครื่อง Shimadzu Class-VP V6.14 SP2 ท่ีบรรจุ Shodex PLgel 

column และใช้ refractive index detector ท าการวิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้
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น้ าเป็นเฟสเคล่ือนท่ี ท่ีอัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที (ส่งวิเคราะห์ท่ีวิทยาลัยปิโตรเคมี 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 

 

ปริมาณไซแลนท่ีสกัดได้สามารถค านวณได้จาก  

ปริมาณไซแลน (%)                =          น้ าหนักแห้งของไซแลนท่ีสกัดได้ (g) × 100 

                                                           น้ าหนักแห้งของตัวอย่างพืช (g) 

ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์ (%)     =          ปริมาณไซแลน (%) × 100 

                                                   ปริมาณเฮมิเซลลูโลส (%) 

 

3.5.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

 3.5.4.1 การศึกษาชนิดของไซแลนท่ีเหมาะสม 

เตรียมเอนไซม์หยาบให้มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นด้วยเครื่องอัลตราฟิลเตรชัน Viva 

Flow 25 (Sartorius, Germany) โดยใช้ membrane cut off ท่ี 10,000 Da และท าแห้ง

เอนไซม์ด้วยวิธี lyophilization โดยแช่แข็งเอนไซม์ท่ี -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง แล้วน าไปท าแห้งท่ี -60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ด้วยเครื่องท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง จากนั้นน าเอนไซม์ดังกล่าวมาเตรียมเป็นสารละลาย โดยละลายในสารละลาย    

50 mM sodium phosphate buffer (pH 7) แล้วน าไปย่อยไซแลนท่ีสกัดได้จากพืชท้ัง 4 

ชนิดและ beechwood xylan โดยควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 2% (w/v) และ

ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 U/g แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ย่อยท่ี pH 7 

อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง จากนั้นท าการหยุด

ปฏิกิริยาโดยต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บส่วนใสเพื่อน าไปตรวจสอบปริมาณ

น้ าตาลรีดิวซ์ ด้วยวิธี dinitrosalicylic acid และตรวจสอบปริมาณ ไซโลส ไซโลไบโอส และ

ไซโลไตรโอส ด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้เครื่อง WATERS 2690 Separation Module ท่ี

บรรจุ Thermo Hypersil APS-2 column และใช้ refractive index detector ท าการ

วิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยใช้ 80% (v/v) acetonitrile เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ท่ี

อัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที (ส่งวิเคราะห์ท่ีหน่วยเครื่องมือกลาง คณะ
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วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล) วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 

Design (CRD) ท าการทดลอง 3 ซ้ า วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 

โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วยวิธี DMRT 

 

 3.5.4.2 การศึกษาปริมาณเอนไซม์และเวลาในการย่อยท่ีเหมาะสม 

คัดเลือกชุดทดลองท่ีให้ปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสสูงสุดมาหา

ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยแปรผันปริมาณเอนไซม์และเวลาท่ีใช้

ในการย่อย ควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 2% (w/v) ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร ย่อยท่ี 

pH 7 อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที ท าการหยุดปฏิกิริยาโดยต้มในน้ า

เดือดเป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บส่วนใสเพื่อน าไปตรวจสอบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ วาง

แผนการทดลองแบบ CCD ท่ีศึกษา 2 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณเอนไซม์ (X1) และเวลาท่ีใช้ใน

การย่อย (X2) ซึ่งประกอบด้วย 12 ชุดการทดลอง (ตารางท่ี 5) และใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง ใน

การวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อหาปริมาณเอนไซม์และเวลาท่ีใช้ในการย่อยท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ โดยใช้โปรแกรม Design Expert เวอร์ช่ัน 6 (Stat-Ease Inc., US) 

จากนั้นตรวจสอบสมการอธิบายการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ โดยน าค่าปริมาณเอนไซม์

และเวลาท่ีใช้ในการย่อยท่ีส่งผลให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดจากการค านวณมาท าการ

ทดลองซ้ า เพื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้กับค่าท านายท่ีได้จากสมการ และ

ตรวจสอบปริมาณไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส ในไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ซึ่งได้จาก

การผลิตท่ีภาวะท่ีเหมาะสม 
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ตารางท่ี 5 แผนการทดลองแบบ CCD ท่ีใช้ในการศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์ และเวลาท่ีใช้ในการ
ย่อย ต่อการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

ชุดการทดลอง 
ปัจจัย รหัสปัจจัย 

ปริมาณเอนไซม์  
(ยูนิตต่อกรัมไซแลน) 

เวลา  
(ช่ัวโมง) 

X1 X2 

1 34.00 120.00 +1 +1 
2 37.31 96.00 +1.414 0 
3 34.00 72.00 +1 -1 
4 26.00 62.06 0 -1.414 
5 18.00 72.00 -1 -1 
6 14.69 96.00 -1.414 0 
7 18.00 120.00 -1 +1 
8 26.00 129.94 0 +1.414 
9 26.00 96.00 0 0 
10 26.00 96.00 0 0 
11 26.00 96.00 0 0 
12 26.00 96.00 0 0 

 

3.5.5 การเตรียมไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ที่บริสุทธิ์บางส่วน 

น าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตในภาวะท่ีเหมาะสม ซึ่งได้จากข้อ 3.5.4 มาท าแห้งด้วยวิธี 

lyophilization จากนั้นเพิ่มความบริสุทธิ์โดยการกรองผ่านถ่านกัมมันต์เริ่มจากละลายไซโลออลิ

โกแซ็กคาไรด์ในน้ ากล่ัน จนได้ความเข้มข้มข้นเท่ากับ 2% (w/v) แล้วเติมถ่านกัมมันต์ จนความเข้มข้น

ของถ่านกัมมันต์เท่ากับ 20% ผสมด้วยเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที 

แล้วน ามากรองผ่าน filter crucible Por. 3 ขนาด 50 มิลลิลิตร ล้างน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวไซโลสด้วย

น้ ากล่ัน จากนั้นจึงชะด้วย 15% (v/v) เอทานอล ปริมาตร 1500 มิลลิลิตร อย่างช้าๆ เพื่อท าการแยก

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ออกจากกัน น าส่วนใสของเอทานอลไประเหยด้วยเครื่องระเหยแห้ง และท า

แห้งด้วยวิธี lyophilization (ดัดแปลงจาก Pellerin และคณะ (1991), Wang และ Lu (2013) และ 

Chen และคณะ (2014)) ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค mass spectrometry โดยใช้ mass 
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spectrometer แบบ ESI รุ่น Micromass Quattro Micro โหมด Electrospray positive  โดยใช้

เมทานอลเป็นตัวท าละลาย 

 

3.5.6 การทดสอบสมบัติของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย 

ศึกษาสมบัติของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย 2 ชนิด ได้แก่ 

L. brevis และ L. casei โดยเล้ียงในอาหารสูตร MRS broth ท่ีอุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าท่ี

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือ น าหัวเช้ือมาวัดค่า optical 

density (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร แล้วปรับค่า OD600 ให้เท่ากับ 0.1 โดยเจือจางด้วย 

MRS broth ถ่ายหัวเช้ือท่ีปรับความหนาแน่นของเซลล์แล้วปริมาณ 1% (v/v) ลงในหลอดทดลองท่ีมี

อาหาร MRS broth ซึ่งท าการแปรผันสารที่เติมเพิ่มลงไปในอาหาร ได้แก่ กลูโคส ไซโลส ไซแลน ไซโล

ออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์บริสุทธิ์ บีตากลูแคนจากยีสต์ (food grade) (บริษัท 

โปรโนวา แลบบอราทอรีส์ จ ากัด, ประเทศไทย) และชุดควบคุมซึ่งไม่เติมสารเพิ่ม โดยควบคุมความ

เข้มข้นเริ่มต้นเป็น 2 mg C/ml บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่งและไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 48 

ช่ัวโมง แล้วตรวจสอบการเติบโตของแบคทีเรียด้วยการนับเซลล์โดยวิธี standard plate count 

ออกแบบการทดลองแบบ CRD ท าการทดลอง 3 ซ้ า วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม 

SPSS โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วยวิธี DMRT 
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แผนผังการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การคัดเลือก A. pullulans 

การหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
ไซแลเนส 

การเตรียมไซแลนและวิเคราะห์
สมบัติเบ้ืองต้นของไซแลน 

การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

การเตรียมไซโลออลิโกแซ็กคาไรด ์
ท่ีบริสุทธิ์บางส่วน 

การทดสอบสมบัติของไซโล 
ออลิโกแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการ

เติบโตของแบคทีเรีย 



 

 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การคัดเลือก Aureobasidium pullulans 

4.1.1 การศึกษาการผลิตไซแลเนส 

เมื่อน า A. pullulans มาเล้ียงในอาหารสูตร production medium ท่ีมี 1% (w/v) 

ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอน บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 3 วัน แล้วตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสท่ี pH 7 และอุณหภูมิห้อง พบว่า      

A. pullulans แต่ละสายพันธุ์สามารถผลิตไซแลเนสได้แตกต่างกัน สายพันธุ์ AP 46 สามารถ

ผลิตไซแลเนสได้สูงสุด โดยให้แอคติวิตีเท่ากับ 2.70±0.11 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งไม่แตกต่าง

จากสายพันธุ์อ้างอิง NRRL Y2311-1 ท่ีให้แอคติวิตีเท่ากับ 2.78±0.04 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

สายพันธุ์ NRRL 58526 และ NRRL 58544 ให้แอคติวิตีของไซแลเนสรองลงมาเท่ากับ 

2.32±0.25 และ 2.19±0.08 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ สายพันธุ์อื่นๆ ให้แอคติวิตีของ   

ไซแลเนสอยู่ในช่วง 0.02-1.62 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ส่วน BCU 2 นั้นเป็นสายพันธุ์ท่ีไม่ผลิต     

ไซแลเนส (รูปท่ี 7) 
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รูปท่ี 7 ไซแลเนสแอคติวิตีจาก A. pullulans สายพันธุ์ต่างๆ หลังจากเล้ียงในอาหารสูตร 

production medium ท่ีมี 1% (w/v) ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอน บนเครื่องเขย่าท่ี
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการ
ทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดงส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรท่ีต่างกันแสดงค่าเฉล่ียท่ีมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P≤0.05) 

 

4.1.2 การศึกษาความเสถียรของไซแลเนสท่ีอุณหภูมิห้อง 

ท าการศึกษาความเสถียรของไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ท่ี

สามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุด โดยบ่มเอนไซม์หยาบในสารละลาย 50 mM Sodium 

phosphate buffer pH 7 ท่ีอุณหภูมิห้อง และตรวจสอบแอคติวิตีทุกวัน เป็นเวลา 7 วัน 

พบว่าไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 มีความเสถียรสูงท่ี pH 7 และอุณหภูมิห้อง โดย

สามารถตรวจพบแอคติวิตีมากกว่า 80% เมื่อบ่มเอนไซม์นาน 3 วัน หลังจากบ่มเอนไซม์นาน 

4 วัน พบว่าแอคติวิตีลดลงเหลือ 60% และค่อยๆ ลดลงเหลือ 40% เมื่อบ่มครบ 7 วัน    

(รูปท่ี 8) 
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รูปท่ี 8 แอคติวิตีท่ีเหลือของไซแลเนสท่ีผลิตจาก A. pullulans AP 46 เมื่อบ่มเอนไซม์ท่ี pH 7 และ

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดงส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

4.2 การหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนส 

4.2.1 การศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans ในอาหารสูตรพื้นฐาน 

(base medium) 

จากผลการศึกษาในข้อ 4.1 พบว่า A. pullulans AP 46 เป็นสายพันธุ์ท่ีเหมาะสม

ท่ีสุดส าหรับการผลิตไซแลเนสซึ่งมีความเสถียรและสามารถท างานได้ดีท่ี pH 7 และ

อุณหภูมิห้อง จึงน าสายพันธุ์ ดังกล่าวมาท าการศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสใน

อาหารพื้นฐาน ซึ่งก็คืออาหารสูตร production medium ท่ีมีซังข้าวโพดเข้มข้น 1% (w/v) 

เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเก็บตัวอย่างเอนไซม์มาตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสทุก 12 

ช่ัวโมง พบว่า A. pullulans AP 46 ให้แอคติวิตีสูงสุดเท่ากับ 4.05±0.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง และจากการตรวจสอบการเติบโตโดยนับเซลล์ด้วยวิธี standard plate 

count พบว่า A. pullulans AP 46 มีการเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วในช่วง 0-24 ช่ัวโมง และ

ปริมาณเซลล์เริ่มคงท่ีเมื่อท าการเล้ียงไปเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  (รูปท่ี 9) 
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รูปท่ี 9 การเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans AP 46 ในอาหารสูตรพื้นฐาน บนเครื่อง

เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน  แสดงปริมาณเซลล์ 
(×107 CFU/ml) และ  แสดงไซแลเนสแอคติวิตี (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจาก
การทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดงส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

4.2.2 การศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

จากการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ต่อการผลิต     

ไซแลเนส โดยเล้ียง A. pullulans AP 46 ในอาหารสูตร production medium ท่ีแปรผัน

ชนิดของคาร์บอนเป็น ซังข้าวโพด ฟางข้าว และกากอ้อย ท่ีความเข้มข้น 1% (w/v) และชนิด

ของไนโตรเจนเป็น แอล-แอสพาราจีน เปปโตน โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ี

ความเข้มข้น 0.67% (w/v) เก็บเอนไซม์ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง ตามข้อมูลท่ีได้จากข้อ 4.2.1 แล้ว

น ามาตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนส พบว่า A. pullulans AP 46 สามารถผลิตไซแลเนส

ได้สูงสุดในอาหารที่มีฟางข้าวและโซเดียมไนเตรต ซึ่งให้แอคติวิตีเท่ากับ 4.10±0.28 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร รองลงมาได้แก่ อาหารท่ีมีฟางข้าวและแอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งให้แอคติวิตีเท่ากับ 

3.47±0.04 ยูนิตต่อมิลลิลิตร อาหารท่ีมีซังข้าวโพดและเปปโตน ซึ่งให้แอคติวิตีเท่ากับ 

2.70±0.24 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และอาหารท่ีมีฟางข้าวและเปปโตน ซึ่งให้แอคติวิตีเท่ากับ 

2.46±0.35 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ส าหรับสูตรอาหารอื่นๆ พบว่าท าให้ A. pullulans 

AP 46 ผลิตไซแลเนสได้ต่ ากว่า 2.00 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (รูปท่ี 10) ท้ังนี้เมื่อวิเคราะห์ปริมาณ
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เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในวัสดุต่างๆ ท่ีใช้เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าซังข้าวโพด 

ฟางข้าว และกากอ้อย มีองค์ประกอบของเซลลูโลสเท่ากับ 28.79±0.51% 34.05±0.50% 

และ 36.77±0.23% เฮมิ เซลลูโลสเท่ากับ 41.60±0.59% 30.94±0.26% และ 

27.86±1.15% และลิกนินเท่ากับ 6.29±0.38% 3.79±0.28% และ 9.62±0.50% 

ตามล าดับ (ตารางท่ี 6) 
 

 
รูปท่ี 10 ผลของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ต่อการผลิตไซแลเนสของ                

A. pullulans AP 46 เมื่อเล้ียงท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 
ช่ัวโมง ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดงส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรท่ี
ต่างกันแสดงค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
(P≤0.05) 

 

ตารางท่ี 6 องค์ประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ส าหรับผลิต    
ไซแลเนส 

ชนิด 
องค์ประกอบ (%) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 
ซังข้าวโพด 28.79±0.51 41.60±0.59 6.29±0.38 
ฟางข้าว 34.05±0.50 30.94±0.26 3.79±0.28 
กากอ้อย 36.77±0.23 27.86±1.15 9.62±0.50 

ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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4.2.3 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

จากผลการศึกษาในข้อ 4.2.2 พบว่าฟางข้าวและโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งคาร์บอน

และแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans AP 46 ดังนั้นจึง

เลือกฟางข้าวและโซเดียมไนเตรตมาศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสม โดยเล้ียง A. pullulans 

AP 46 ในอาหารสูตร production medium ท่ีปรับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและ

แหล่งไนโตรเจนด้วยแผนการทดลองแบบ CCD โดยมีค่าแอคติวิตีของไซแลเนสเป็นค่า

ตอบสนอง (ตารางท่ี 7) เล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 72 ช่ัวโมง  

เมื่อน าผลการทดลองท่ีได้มาสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น

ของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนกับแอคติวิตีของไซแลเนส โดยใช้โปรแกรม Design 

Expert เวอร์ช่ัน 6 (Stat-Ease Inc., USA) จะได้ความสัมพันธ์ดังสมการ 

Y = - 0.19990 + 2.05944X1 + 2.87266 X2 – 0.30606 X1
2 – 3.01133 X2

2 + 0.42500 X1X2 

โดย Y คือ แอคติวิตีของไซแลเนส (ยูนิตต่อมิลลิลตร) 

  X1 คือ ความเข้มข้นของฟางข้าว (%) 

X2 คือ ความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรต (%) 

และมี coefficient of determination หรือ R2 เท่ากับ 0.95 แสดงว่าสมการดังกล่าว

อธิบายความแปรปรวนของตัวแปร X ได้ 95% 

จากค่าตอบสนอง สามารถสร้างแผนภาพพื้นท่ีผิวตอบสนอง (contour plot) (รูปท่ี 

11) เพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจัยท่ีส่งผลให้ได้แอคติวิตีของไซแลเนสสูงสุด และ

สามารถท านายได้ว่า เมื่อปรับความเข้มข้นของฟางข้าวเท่ากับ 3.89% (w/v) และโซเดียม 

ไนเตรตเท่ากับ 0.75% (w/v) จะท าให้ได้แอคติวิตีของไซแลเนสสูงสุดท่ี 4.88 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร เมื่อท าการทดลองซ้ าท่ีภาวะดังกล่าว พบว่า A. pullulans AP 46 สามารถผลิต  

ไซแลเนสได้ 5.19±0.13 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งไม่แตกต่างจากค่าท านายอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ (P=0.06) แสดงว่าสามารถน าสมการท่ีได้มาใช้ในการอธิบายการผลิตไซแลเนสจาก    

A. pullulans AP 46 ได้อย่างแม่นย า  
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ตารางท่ี 7 แผนการทดลองแบบ Central composite design (CCD) และผลการตอบสนอง       
(แอคติวิตีของไซแลเนส) ต่อปัจจัยท่ีศึกษา ส าหรับการศึกษาความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans  

ชุดการทดลอง 
ปัจจัย รหัสปัจจัย แอคติวิตีของ 

ไซแลเนส (ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร) 

ฟางข้าว 
(%) 

โซเดียมไนเตรต 
(%) 

X1 X2 

1 5.00 1.20 +1 +1 4.09 
2 5.41 0.80 +1.414 0 4.25 
3 5.00 0.40 +1 -1 3.85 
4 4.00 0.23 0 -1.414 4.20 
5 3.00 0.40 -1 -1 4.25 
6 2.59 0.80 -1.414 0 4.44 
7 3.00 1.20 -1 +1 3.81 
8 4.00 1.37 0 +1.414 3.79 
9 4.00 0.80 0 0 4.95 
10 4.00 0.80 0 0 4.81 
11 4.00 0.80 0 0 4.96 
12 4.00 0.80 0 0 4.77 

 
รูปท่ี 11 พื้นผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของฟางข้าวและโซเดียม  

ไนเตรตต่อการผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 
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4.2.4 การศึกษาผลของ pH ต่อการผลิตไซแลเนส 

จากการศึกษาผลของ pH เริ่มต้นในอาหารต่อการผลิตไซแลเนส โดยเล้ียง           

A. pullulans AP 46 ในอาหารท่ีมีฟางข้าว 3.89% (w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน และโซเดียม   

ไนเตรท 0.75% (w/v) เป็นแหล่งไนโตรเจน ท าการแปรผัน pH เริ่มต้นของอาหารเป็น 4.0 

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 เล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว่า A. pullulans AP 46 ให้แอคติวิตีของไซแลเนสสูงสุดท่ี 

5.19±0.08 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงในอาหารท่ีปรับ pH เริ่มต้นเป็น 5.5 รองลงมาได้แก่ 

อาหารท่ีปรับ pH เริ่มต้นเป็น 6.5 6.0 4.0 5.0 และ 4.5 ซึ่งให้ค่าแอคติวิตีไม่แตกต่างจาก

อาหารท่ีปรับ pH เริ่มต้นเป็น 5.5 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนอาหารท่ีปรับ pH เริ่มต้น

เป็น 7.0 นั้นให้ค่าแอคติวิตีต่ าสุดท่ี 4.57±0.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (รูปท่ี 12) 

 

 
รูปท่ี 12 ผลของ pH ต่อการผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 เมื่อเล้ียงท่ีความเร็ว 150 รอบ

ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดง
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรท่ีต่างกันแสดงค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P≤0.05) 
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4.2.5 การศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans ในอาหารสูตรที่

เหมาะสม (optimized medium) 

เมื่อเล้ียง A. pullulans AP 46 ในอาหารสูตรท่ีเหมาะสมซึ่งประกอบด้วยฟางข้าว 

3.89% (w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน และโซเดียมไนเตรต 0.75% (w/v) เป็นแหล่งไนโตรเจน 

ปรับ pH เริ่มต้นของอาหารเป็น 5.5 เก็บตัวอย่างเอนไซม์มาตรวจสอบแอคติวิตีของ         

ไซแลเนสทุก 12 ช่ัวโมง พบว่า A. pullulans AP 46 ให้แอคติวิตีสูงสุดเท่ากับ 4.73±0.10    

ยูนิตต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง และจากการตรวจสอบการเติบโตโดยนับเซลล์ด้วยวิธี 

standard plate count พบว่า A. pullulans AP 46 มีการเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วในช่วง 

0-24 ช่ัวโมง และปริมาณเซลล์เริ่มคงท่ีเมื่อท าการเล้ียงไปเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (รูปท่ี 13) 

 

 
รูปท่ี 13 การเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans AP 46 ในอาหารสูตรท่ีเหมาะสม บน

เครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน  แสดงปริมาณเซลล์ 
(×107 CFU/ml) และ  แสดงไซแลเนสแอคติวิตี (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจาก
การทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดงส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

4.3 การเตรียมไซแลนและวิเคราะห์สมบัติเบื้องต้นของไซแลน 

จากการวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในหญ้าคา หญ้าเนเปียร์ หญ้า

แฝก และผักตบชวา พบว่ามีองค์ประกอบของเซลลูโลสเท่ากับ 34.20±1.23% 30.67±0.70% 
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30.74±0.34% และ 24.88±0.65% เฮมิ เซลลูโลสเท่ากับ 33.64±0.67% 32.98±0.54% 

36.15±0.53% และ 21.82±0.50% ลิกนินเท่ากับ 5.59±0.79% 3.48±0.27% 5.03±0.44% และ 

2.90±0.30% ตามล าดับ (ตารางท่ี 8)  

เมื่อท าการสกัดไซแลนจากพืชดังกล่าว พบว่าสามารถสกัดไซแลนจากหญ้าเนเปียร์ได้ใน

ปริมาณสูงสุดเท่ากับ 28.33±3.33% ซึ่งเมื่อค านวณเป็นปริมาณไซแลนสัมพัทธ์โดยเทียบกับปริมาณ 

เฮมิเซลลูโลสในพืชจะได้เท่ากับ 85.91±10.09% รองลงมาได้แก่ หญ้าคา และหญ้าแฝก ซึ่งให้ปริมาณ

ไซแลนเท่ากับ 23.17±2.75% (ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์เท่ากับ 68.87±8.19%) และ 21.00±1.80% 

(ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์เท่ากับ 58.09±4.99%) ตามล าดับ ส่วนผักตบชวานั้นให้ปริมาณไซแลนน้อย

ท่ีสุดเท่ากับ 10.50±0.50% (ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์เท่ากับ 48.12±2.29%) (ตารางท่ี 9) 

เมื่อวิเคราะห์มวลโมเลกุลของไซแลนท่ีสกัดได้จากพืชท้ัง 4 ชนิด และ beechwood xylan 

มาตรฐาน ด้วยวิธี gel permeation chromatography พบว่าไซแลนท่ีสกัดได้มีมวลโมเลกุลสูง และ

มีรูปแบบการกระจายของมวลโมเลกุลท่ีแตกต่างกันในพืชแต่ละชนิด โดยปริมาณของไซแลนในแต่ละ

ตัวอย่างจะแปรผันตรงกับพื้นท่ีใต้สัญญาณของโครมาโตแกรมท่ีได้  (ตารางท่ี 10) (รูปท่ี 14 A-E)      

ไซแลนจากหญ้าคามีการกระจายของมวลโมเลกุลในช่วง 2,100-22,584,000 กรัมต่อโมล โดยมีมวล

โมเลกุลส่วนใหญ่ประมาณ 32,900 1,076,600 และ 5,089,400 กรัมต่อโมล (รูปท่ี 14 A) ไซแลนจาก

หญ้าเนเปียร์มีการกระจายของมวลโมเลกุลเป็นสองช่วงคือ 8 ,000-143,200 และ 251,300-

19,622,300 กรัมต่อโมล โดยมีมวลโมเลกุลส่วนใหญ่ประมาณ 16,100 และ 1,024,900 กรัมต่อโมล 

(รูปท่ี 14 B) ไซแลนจากหญ้าแฝกก็มีการกระจายของมวลโมเลกุลเป็นสองช่วงเช่นกันคือ 2,600-

108,100 และ 251,300-19,622,300 กรัมต่อโมล โดยมีมวลโมเลกุลส่วนใหญ่ประมาณ 1,138,900 

และ 4,215,600 กรัมต่อโมล (รูปท่ี 14 C) ไซแลนจากผักตบชวามีการกระจายของมวลโมเลกุลในช่วง 

1,200-34,431,000 กรัมต่อโมล โดยมีมวลโมเลกุลส่วนใหญ่ประมาณ 4,058,600 กรัมต่อโมล (รูปท่ี 

14 D) ส าหรับมวลโมเลกุลของ beechwood xylan พบว่ามีการกระจายอยู่ในช่วง 108,100-

29,915,700 กรัมต่อโมล โดยมีมวลโมเลกุลส่วนใหญ่ประมาณ 436,000 กรัมต่อโมล (รูปท่ี 14 E) 

นอกจากนี้ ยังพบองค์ประกอบท่ีมีมวลโมเลกุลต่ าประมาณ 430 กรัมต่อโมล ในไซแลนจากพืชทุกชนิด 
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ตารางท่ี 8 องค์ประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในหญ้าชนิดต่างๆ และผักตบชวา   

ชนิด 
องค์ประกอบ (%) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 
หญ้าคา 34.20±1.23 33.64±0.67 5.59±0.79 

หญ้าเนเปียร์ 30.67±0.70 32.98±0.54 3.48±0.27 
หญ้าแฝก 30.74±0.34 36.15±0.53 5.03±0.44 
ผักตบชวา 24.88±0.65 21.82±0.50 2.90±0.30 

ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

ตารางท่ี 9 ปริมาณไซแลนท่ีสกัดได้จากพืชชนิดต่างๆ 

ชนิด ปริมาณไซแลน (%) ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์ (%)* 

หญ้าคา 23.17±2.75 68.87±8.19 

หญ้าเนเปียร์ 28.33±3.33 85.91±10.09 

หญ้าแฝก 21.00±1.80 58.09±4.99 

ผักตบชวา 10.50±0.50 48.12±2.29 

ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
* ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์คือ ปริมาณไซแลนท่ีสกัดได้เมื่อเทียบกับปริมาณเฮมิเซลลูโลสในตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 10 สัญญาณมวลโมเลกุลของไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าคา หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก ผักตบชวา 
และ beechwood xylan ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี gel permeation chromatography 

แหล่งของไซแลน 
สัญญาณมวลโมเลกุล 

(molecular weight, g/mol) 

หญ้าคา 

         428.14 
     32,916.75 
 1,076,632.54 
 5,089,440.01 

หญ้าเนเปียร์ 

         429.34 
     16,139.63 
     43,848.93 
 1,024,943.68 
 3,186,937.16 

หญ้าแฝก 

         431.76 
     40,529.48 
 1,138,905.00 
 4,215,634.98 

ผักตบชวา 

         426.34 
      6,445.21 
     45,162.66 
 1,029,275.18 
 4,058,630.36 

Beechwood 

         427.54 
   436,029.63 
 3,626,932.72 
15,451,299.12 
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รูปท่ี 14 GPC chromatogram ของไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าคา (A) ไซแลนท่ีสกัดได้จาก      

หญ้าเนเปียร์ (B) ไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าแฝก (C) ไซแลนท่ีสกัดได้จากผักตบชวา (D) 
beechwood xylan (E)  
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4.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

 4.4.1 การศึกษาชนิดของไซแลนท่ีเหมาะสม 

เมื่อท าการย่อยสลายไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าคา หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก ผักตบชวา

และ beechwood xylan ด้วยเอนไซม์หยาบท่ีเตรียมได้ท่ี pH 7 อุณหภูมิห้อง ในสภาวะ

เขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมงโดยควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 2% 

(w/v) และปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 ยูนิตต่อกรัมไซแลน ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้ว

ตรวจสอบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์พบว่าการย่อย beechwood xylan ให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์

สูงสุดท่ี 29.58±0.98 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน รองลงมาได้แก่ การย่อยไซแลนจาก

หญ้าคา หญ้าแฝก และหญ้าเนเปียร์  ซึ่งให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 20.44±0.84 

19.44±0.40 และ 17.50±0.29 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ตามล าดับ โดยปริมาณ

น้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยไซแลนจากหญ้าคาและหญ้าแฝกไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ ส่วนการย่อยไซแลนจากผักตบชวานั้นให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์น้อยท่ีสุด

เท่ากับ 0.23±0.12 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน (รูปท่ี 15) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณ 

ไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสในผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการย่อยไซแลนจากหญ้าคา 

หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก และผักตบชวา ด้วยเทคนิค HPLC พบว่าการย่อยไซแลนจากหญ้า

แฝกให้ปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสสูงสุด โดยมีปริมาณไซโลไบโอสและไซโล

ไตรโอสเท่ากับ 5.65±0.18 และ 3.02±0.18 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ตามล าดับ 

และพบไซโลสในปริมาณเล็กน้อยเพียง 0.30±0.03 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน 

รองลงมาได้แก่การย่อยไซแลนจากหญ้าคาและหญ้าเนเปียร์ ซึ่งให้ปริมาณของไซโลส  

ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนการย่อยไซแลน

จากผักตบชวานั้นพบว่าไม่มีน้ าตาลท้ังสามชนิดดังกล่าวเกิดขึ้น อย่างไ รก็ตาม การย่อย 

beechwood xylan ให้ปริมาณไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับการย่อย  

ไซแลนจากพืชชนิดอื่นๆ โดยมีปริมาณของไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสเท่ากับ 

0.64±0.04 13.50±0.03 และ 7.03±0.28 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ตามล าดับ 

(ตารางท่ี 11) (รูปท่ี 16) 
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รูปท่ี 15 ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เกิดการจากย่อยไซแลนจากหญ้าคา หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก ผักตบชวา 

และ beechwood xylan ท่ี pH 7 อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
96 ช่ัวโมงโดยควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 2% (w/v) และปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 
ยูนิตต่อกรัมไซแลน ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า บาร์
แสดงส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรท่ีต่างกันแสดงค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P≤0.05) 

 

ตารางท่ี 11 ปริมาณไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส ท่ีเกิดการจากย่อยไซแลนจากหญ้าคา 
หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก ผักตบชวา และ beechwood xylan ท่ี pH 7 อุณหภูมิห้อง ใน
สภาวะเขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง โดยควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้น
เท่ากับ 2% (w/v) และปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 ยูนิตต่อกรัมไซแลน ในปริมาตร 10 
มิลลิลิตร 

แหล่งของไซแลน 
ปริมาณ (มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน) 

ไซโลส ไซโลไบโอส ไซโลไตรโอส 
หญ้าคา 0.20±0.04c 4.48±0.57c 2.66±0.35bc 

หญ้าเนเปียร์ 0.24±0.03c 4.74±0.10c 2.30±0.11c 
หญ้าแฝก 0.30±0.03b 5.65±0.18b 3.02±0.18b 
ผักตบชวา 0.00±0.00d 0.00±0.00d 0.00±0.00d 

Beechwood 0.64±0.04a 13.50±0.03a 7.03±0.28a 
ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรยกท่ีต่างกันแสดงค่าเฉล่ีย
ท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P≤0.05) 
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รูปท่ี 16 ปริมาณไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส ท่ีเกิดการจากย่อยไซแลนจากหญ้าคา หญ้า    

เนเปียร์ หญ้าแฝก ผักตบชวา และ beechwood xylan ท่ี pH 7 อุณหภูมิห้อง ในสภาวะ
เขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมงโดยควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 2% 
(w/v) และปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 ยูนิตต่อกรัมไซแลน ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร ข้อมูล
แสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า 

 

 4.4.2 การศึกษาปริมาณเอนไซม์และเวลาในการย่อยท่ีเหมาะสม 

จากผลการย่อยไซแลนจากหญ้าชนิดต่างๆ และผักตบชวาในข้อ 4.4.1 พบว่าการ

ย่อยไซแลนจากหญ้าแฝกให้ปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสสูงสุด ดังนั้นจึงเลือก

ไซแลนจากหญ้าแฝกเป็นวัตถุดิบในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ แล้วท าการปรับปริมาณ

เอนไซม์และเวลาในการย่อยด้วยแผนการทดลองแบบ CCD เพื่อหาภาวะท่ีเหมาะสมในการ

ผลิต โดยมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เป็นค่าตอบสนองดังตารางท่ี 12 ท าการย่อยท่ี pH 7 

อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที โดยควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 

2% (w/v) ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เมื่อน าผลการทดลองท่ีได้มาสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ

เอนไซม์และเวลาในการย่อยกับปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ โดยใช้โปรแกรม Design Expert   

เวอร์ช่ัน 6 (Stat-Ease Inc., US) จะได้ความสัมพันธ์ดังสมการ 

Y = - 2.94314 + 0.27290 X1 + 0.08384 X2 – 0.00383 X1
2 – 0.00036 X2

2 – 0.00064 X1X2 
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โดย Y คือ น้ าตาลรีดิวซ์ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

  X1 คือ ปริมาณเอนไซม์ (ยูนิตต่อกรัมไซแลน) 

X2 คือ เวลาท่ีใช้ในการย่อย (ช่ัวโมง) 

และมี coefficient of determination หรือ R2 เท่ากับ 0.91 แสดงว่าสมการดังกล่าว

อธิบายความแปรปรวนของตัวแปร X ได้ 91% 

จากค่าตอบสนอง สามารถสร้างแผนภาพพื้นท่ีผิวตอบสนอง (contour plot) (รูปท่ี 

17) เพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจัยท่ีส่งผลให้ได้น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด  และสามารถ

ท านายได้ว่า เมื่อใช้ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 27.94 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และใช้เวลาในการ

ย่อยเท่ากับ 92 ช่ัวโมง 19 นาที จะท าให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดท่ี 23.70 มิลลิกรัมต่อ 

100 มิลลิกรัมไซแลน เมื่อท าการทดลองซ้ าท่ีภาวะดังกล่าว พบว่าได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์

เท่ากับ 23.65±1.34 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ซึ่งไม่แตกต่างจากค่าท านายอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (P=0.96) แสดงว่าสามารถน าสมการท่ีได้มาใช้ในการอธิบายการผลิตไซโล

ออลิโกแซ็กคาไรด์ได้อย่างแม่นย า เมื่อตรวจสอบปริมาณไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส 

ด้วยเทคนิค HPLC พบว่ามีปริมาณ 0.47±0.36 10.58±0.77 และ 2.69±0.20 มิลลิกรัมต่อ 

100 มิลลิกรัมไซแลน ตามล าดับ และได้ปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสเพิ่มขึ้น

เป็น 1.53 เท่า 
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ตารางท่ี 12 แผนการทดลองแบบ Central composite design (CCD) และผลการตอบสนอง 
(น้ าตาลรีดิวซ์) ต่อปัจจัยท่ีศึกษา ส าหรับการศึกษาปริมาณเอนไซม์ และเวลาท่ีใช้ในการ
ย่อยท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

ชุดการทดลอง 
ปัจจัย รหัสปัจจัย น้ าตาลรีดิวซ์ 

(มิลลิกรัมต่อ 100 
มิลลิกรัมไซแลน 

ปริมาณเอนไซม์  
(ยูนิตต่อกรัมไซแลน) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

X1 X2 

1 34 120 +1 +1 21.15 
2 37.31 96 +1.414 0 21.52 
3 34 72 +1 -1 23.26 
4 26 62.06 0 -1.414 21.06 
5 18 72 -1 -1 21.03 
6 14.69 96 -1.414 0 20.13 
7 18 120 -1 +1 21.35 
8 26 129.94 0 +1.414 21.38 
9 26 96 0 0 23.38 
10 26 96 0 0 23.78 
11 26 96 0 0 23.44 
12 26 96 0 0 23.87 

 
รูปท่ี 17 พื้นผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเอนไซม์และเวลาท่ีใช้ในการย่อย

ต่อปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดขึ้น 
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4.5 การเตรียมไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ที่บริสุทธิ์บางส่วน 

เมื่อน าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบท่ีผลิตได้จากภาวะท่ีเหมาะสมไปวิเคราะห์ด้วย mass 

spectrometry พบว่ามีไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสเป็นองค์ประกอบหลัก โดยพบค่ามวลต่อประจุ 

(m/z) ท่ี 305 (M+Na)+ และ 437 (M+Na)+ ตามล าดับ ส่วนไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์อื่นๆ ท่ีพบ 

ได้แก่ ไซโลเตตระโอส ไซโลเพนตะโอส และไซโลเฮกซะโอส ซึ่งมีค่ามวลต่อประจุเท่ากับ 569 

(M+Na)+ 701 (M+Na)+ และ 833 (M+Na)+ นอกจากนี้ยังพบน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวไซโลสท่ีค่ามวล

ต่อประจุเท่ากับ 189 (M+K)+ และส่ิงเจือปนอื่นๆ ด้วย (รูปท่ี 18) หลังจากน าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์

มาเพิ่มความบริสุทธิ์โดยการดูดซับบนถ่านกัมมันต์ ล้างด้วยน้ ากล่ันเพื่อก าจัดไซโลสออกและชะด้วย 

15% (v/v) เอทานอลอย่างช้าๆ พบว่าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีได้มีความบริสุทธ์เพิ่มมากขึ้นโดยมี

ไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสซึ่งเป็นองค์ประกอบหลัก ซึ่งยืนยันได้จากการหายไปของสัญญาณของ

ไซโลส ไซโลเตตระโอส ไซโลเพนตะโอส ไซโลเฮกซะโอสและส่ิงเจือปนอื่นๆ (รูปท่ี 19) 

 

 
รูปท่ี 18 Mass spectrum ของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบก่อนผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธิ์ 
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รูปท่ี 19 Mass spectrum ของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์เมื่อผ่านกระบวนการดูดซับบนถ่านกัมมันต์

และชะด้วย 15% (v/v) เอทานอล 
 

4.6 การทดสอบสมบัติของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย 

 จากการทดสอบสมบัติของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย    

L. brevis และ L. casei โดยเปรียบเทียบการเติบของแบคทีเรียเมื่อเล้ียงในอาหาร MRS ท่ีเติมสาร

ต่างๆ เพิ่มลงไป ได้แก่ กลูโคส ไซโลส ไซแลน ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์

บริสุทธิ์ บีตากลูแคนจากยีสต์ (food grade) (บริษัท โปรโนวา แลบบอราทอรีส์ จ ากัด ) และชุด

ควบคุมซึ่งไม่เติมสารเพิ่ม โดยควบคุมความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 2 mg C/ml พบว่า ไซโลออลิโกแซ็ก

คาไรด์บริสุทธิ์ท่ีผลิตได้สามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. brevis ได้ดีท่ีสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

โดยมีจ านวนโคโลนีเท่ากับ 1.69±0.36×108 CFU/ml ซึ่งมากกว่าการเติมกลูโคส (4.78±1.17×107 

CFU/ml) และบีตากลูแคน (5.00±1.45×107 CFU/ml) แต่เมื่อเล้ียง L. brevis ในอาหารท่ีเติมไซ

แลน และไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ จะท าให้ L. brevis เติบโตได้น้อยลง โดยมีจ านวนโคโลนี

เท่ากับ 3.11±0.19×107 และ 2.67±0.00×107 CFU/ml ตามล าดับ ส่วนการเติมไซโลสจะท าให้มีการ

เติบโตของ L. brevis น้อยท่ีสุด โดยมีจ านวนโคโลนีเท่ากับ 7.89±1.17×106 CFU/ml ซึ่งน้อยกว่า

การเล้ียงในอาหารท่ีไม่เติมสารเพิ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส าหรับ L. casei พบว่า มีการเติบโต



 

 

59 

สูงสุดเมื่อเล้ียงในอาหาร MRS ท่ีเติมไซแลน ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ และไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์

บริ สุทธิ์  โดยมีจ านวนโคโลนี เ ท่ากับ 6.56±1.95×108 6.00±0.88×108 และ 6.11±1.64×108 

CFU/ml ตามล าดับ ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และสูงกว่าการเติมไซโลส 

(4.78±0.84×108 CFU/ml) และบีตากลูแคน (5.67±1.67×108 CFU/ml) ส่วนอาหารท่ีเติมกลูโคส

จะท าให้ L. casei เจริญเติบโตได้น้อยท่ีสุด โดยมีจ านวนโคโลนีเท่ากับ 9.44±1.02×107 CFU/ml ซึ่ง

น้อยกว่าการเล้ียงในอาหารที่ไม่เติมสารเพิ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 13) 

 

ตารางท่ี 13 การเติบโตของแบคทีเรีย L. brevis และ L. casei เมื่อเล้ียงในอาหาร MRS ท่ีเติมไซโล
ออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้เปรียบเทียบกับสารชนิดอื่นๆ โดยควบคุมความเข้มข้นเริ่มต้น
เท่ากับ 2 mg C/ml   

สารที่เติมลงใน MRS 
จ านวนแบคทีเรีย(CFU/ml) 

L. brevis L. casei 
ไม่เติม 5.00±1.33×107 b 3.44±0.51×108 b 
กลูโคส 4.78±1.17×107 b 9.44±1.02×107 c 
ไซโลส 7.89±1.17×106 c 4.78±0.84×108 ab 
ไซแลน 3.11±0.19×107 bc 6.56±1.95×108 a 
ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ 2.67±0.00×107 bc 6.00±0.88×108 a 
ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์บริสุทธิ์ 1.69±0.36×108 a 6.11±1.64×108 a 
บีตากลูแคนจากยีสต์ 5.00±1.45×107 b 5.67±1.67×108 ab 
ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ้ า±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรยกท่ีต่างกันแสดงค่าเฉล่ีย
ท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P≤0.05)



 

 

บทท่ี 5 
การอภิปรายผลการวิจัย 

5.1 การคัดเลือก Aureobasidium pullulans 

5.1.1 การศึกษาการผลิตไซแลเนส 

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีราคาแพง เนื่องจากมีต้นทุนการผลิตสูง ซึ่ง

เป็นผลมาจากวัตถุดิบคือ ไซแลน และไซแลเนส และภาวะท่ีใช้ในการผลิต ไซแลเนสมี

ความส าคัญต่อการผลิต โดยท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายไซแลนไปเป็นไซโลออลิ

โกแซ็กคาไรด์ แต่เนื่องจากไซแลเนสบริสุทธิ์ทางการค้ามีราคาสูง งานวิจัยนี้จึงท าการผลิต    

ไซแลเนสหยาบจาก A. pullulans เพื่อใช้ในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์แทนไซแลเนส 

บริสุทธิ์ การผลิตไซแลเนสโดยท่ัวไปจะใช้ไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอน แต่ไซแลนบริสุทธิ์ทาง

การค้าเป็นวัตถุดิบท่ีมีราคาสูง ดังนั้น วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรจึงเป็นแหล่งคาร์บอน

ทางเลือกท่ีน่าสนใจ เนื่องจากมีราคาต่ า และมีรายงานว่าสามารถกระตุ้นการผลิตไซแลเนสได้

(Chapla และคณะ, 2010; Bankeeree และคณะ, 2014; Kaushik, Mishra และ Malik, 

2014) อย่างไรก็ตาม วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรมีองค์ประกอบและโครงสร้างท่ีซับซ้อน ซึ่ง

อาจส่งผลต่อความสามารถในการผลิตไซแลเนสของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์ จากรายงานของ 

Bankeeree และคณะ (2014) พบว่าการผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans โดยใช้ซังข้าวโพด

เป็นแหล่งคาร์บอนให้แอคติวิตีของไซแลเนสต่ ากว่าการใช้ beechwood xylan เป็นแหล่ง

คาร์บอน 1.76 เท่า อย่างไรก็ตาม ซังข้าวโพดมีราคาต่ า ท าให้สามารถลดต้นทุนในการผลิต

เอนไซม์ลงได้ จึงจัดเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีน่าสนใจมากกว่า ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงศึกษาการผลิต

ไซแลเนสจาก A. pullulans โดยใช้ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอน เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์ท่ี

สามารถใช้แหล่งคาร์บอนท่ีซับซ้อนในการผลิตไซแลเนสได้  

นอกจากนี้ ไซแลเนสจาก A. pullulans สามารถท างานได้ดีในช่วง pH ประมาณ 

3.0-5.0 และช่วงอุณหภูมิประมาณ 35-55 องศาเซลเซียส (Leathers, 1986; Li และคณะ, 

1993; Vadi, Strohfus และ West, 1996; Verjans และคณะ, 2010) แต่เนื่องจากงานวิจัย

นี้มุ่งลดต้นทุนในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ จึงเลือกท าการผลิตท่ี pH 7 และ
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อุณหภูมิห้อง ซึ่งเป็นภาวะท่ีง่ายต่อการควบคุม สามารถลดการใช้อุปกรณ์ท่ีซับซ้อน และลด

ค่าใช้จ่ายท่ีเกี่ยวข้องกับการให้ความร้อนลงได้ ดังนั้น จึ งน าเอนไซม์หยาบท่ีผลิตจาก          

A. pullulans สายพันธุ์ต่างๆ มาตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสท่ี pH 7 และอุณหภูมิห้อง 

เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์ที่ผลิตไซแลเนส ซึ่งสามารถท างานได้ดีท่ีภาวะดังกล่าว 

จากการศึกษาพบว่า A. pullulans ท้ัง 30 สายพันธุ์มีความสามารถในการผลิต    

ไซแลเนสได้แตกต่างกัน โดยมีท้ังสายพันธุ์ที่ไม่ผลิตไซแลเนส และสายพันธุ์ท่ีผลิตไซแลเนสได้

ต้ังแต่ 0.02-2.70 ยูนิตต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตาม A. pullulans ท่ีใช้ในการศึกษานี้ให้ผลการ

ผลิตไซแลเนสค่อนข้างต่ าเมื่อเทียบกับรายงานฉบับอื่นๆ ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากแหล่งคาร์บอน

ท่ีใช้ในการผลิต และภาวะท่ีใช้ในการตรวจสอบแอคติวิ ตีมีความแตกต่างกัน เช่น 

(Manitchotpisit และคณะ, 2009) ได้ท าการศึกษาความสามารถในการผลิตไซแลเนสของ 

A. pullulans หลายสายพันธุ์โดยใช้ oat spelt xylan เป็นแหล่งคาร์บอน และท าการ

ตรวจสอบแอคติวิตีท่ี pH 5 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่า มีการผลิตไซแลเนสอยู่

ในช่วง 7.70-94.30 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ส าหรับการศึกษานี้ A. pullulans AP46 เป็นสายพันธุ์

ท่ีให้แอคติวิตีของไซแลเนสสูงสุด ดังนั้นจึงเลือกสายพันธุ์ดังกล่าวไปศึกษาในขั้นต่อไป 

 

5.1.2 การศึกษาความเสถียรของไซแลเนสท่ีอุณหภูมิห้อง 

ในงานวิจัยนี้จะท าการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ี pH 7 และอุณหภูมิห้อง จึงต้อง

ท าการศึกษาเสถียรภาพของไซแลเนสท่ีผลิตได้จาก A. pullulans AP 46 ท่ีภาวะดังกล่าว 

เป็นระยะเวลานาน เพื่อยืนยันถึงประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ตลอดระยะเวลาการใช้

งาน ดังนั้น จึงท าการตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม์เมื่อบ่มท่ีภาวะดังกล่าวทุกวัน เป็นเวลา 

7 วัน จากการศึกษาพบว่า ไซแลเนสท่ีผลิตได้จาก A. pullulans AP 46 มีความเสถียรท่ี pH 

7 และอุณหภูมิห้อง โดยมีแอคติวิตีมากกว่า 80% เป็นเวลา 3 วัน และยังคงมีแอคติวิตีถึง 

60% เมื่อบ่มเอนไซม์นาน 4 วัน สายพันธุ์ดังกล่าวจึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้ผลิตไซโลออ

ลิโกแซ็กคาไรด์ต่อไป 
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5.2 การหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนส 

5.2.1 การศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans ในอาหารพื้นฐาน 

(base medium) 

จุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดท่ีระยะเวลาแตกต่างกัน 

(Karni, Deopurkar และ Rale, 1993; Nasr และคณะ, 2013) ดังนั้น จึงท าการศึกษาการ

เติบโตและการผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 เพื่อทราบถึงระยะเวลาท่ีเหมาะสม

ในการเก็บเอนไซม์ให้ได้ปริมาณสูงสุด และตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่างการผลิตเอนไซม์

และการเติบโต โดยเล้ียง A. pullulans AP 46 ในอาหารพื้นฐาน ซึ่งมีซังข้าวโพด 1% (w/v) 

เป็นแหล่งคาร์บอน จากการศึกษา พบว่า A. pullulans AP 46 มีการเติบโตระยะ log 

phase ในช่วงเวลา 0-24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะเข้าสู่ระยะ stationary phase อย่างไรก็

ตาม จากผลการทดลองนี้ไม่สามารถระบุช่วงเวลาของการเติบโตแบบ lag phase ได้ ซึ่งอาจ

เนื่องมาจากอาหารท่ีใช้ในการเตรียมหัวเช้ือมีความใกล้เคียงกับอาหารสูตร production 

medium ส่งผลให้จุลินทรีย์ปรับตัวในอาหารได้อย่างรวดเร็ว จึงท าให้มีระยะ lag phase ส้ัน

มากจนไม่สามารถตรวจสอบได้ ส าหรับการผลิตไซแลเนส ซึ่งเป็นสารเมแทบอไลต์ปฐมภูมิ 

(primary metabolite) โดยท่ัวไปจะมีการผลิตขึ้นในระหว่างท่ีจุลินทรีย์มีการเติบโตแบบ 

log phase (Agnihotri และคณะ, 2010; Kaur, Dutt และ Tyagi, 2011) แต่จากการศึกษา

นี้ พบว่า A. pullulans AP 46 เริ่มผลิตไซแลเนสในปริมาณมากหลังจากเล้ียงไปเป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นช่วงท่ีมีการเติบโตแบบ stationary phase เนื่องจากในระหว่างการฆ่าเช้ือ

ด้วยหม้อนึ่งความดันไอ จะท าให้เกิดการปลดปล่อยน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวบางส่วนซึ่งเป็น

องค์ประกอบของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในซังข้าวโพด ได้แก่ กลูโคส ไซโลส และอะราบิ

โนส A. pullulans AP 46 จึงใช้น้ าตาลดังกล่าวในการเติบโตในระยะแรกจนเข้าสู่ 

stationary phase หลังจากนั้นน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวได้หมดลง จุลินทรีย์จึงผลิตเอนไซม์ขึ้นมา

ย่อยซังข้าวโพดให้เป็นน้ าตาลเพื่อใช้ในการเติบโตต่อไป และพบว่า สายพันธุ์ดังกล่าวสามารถ

ผลิตไซแลเนสได้สูงสุดเมื่อเล้ียงไปเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้น สารอาหารได้หมดลง เกิด

การตายของเซลล์ ท าให้มีการปลดปล่อยสารอินทรีย์ออกมาในอาหารเล้ียงเช้ือ ซึ่งเซลล์ท่ีมี

ชีวิตสามารถน าไปใช้ในการเติบโตต่อไปได้โดยไม่ต้องอาศัยการผลิตไซแลเนส รวมท้ังมีการ
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ปลดปล่อยโปรตเิอสจากเซลล์ท่ีตาย ส่งผลให้แอคติวิตีของไซแลเนสลดลง เนื่องจากปฏิกิริยา

การย่อยสลายโปรตีน (proteolysis) (Flores, Pérez และ Huitrón, 1997; Pal และ 

Khanum, 2010; Grady Jr และคณะ, 2011) ดังนั้น จึงท าการเก็บเอนไซม์ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง 

หรือ 3 วัน ในการทดลองขั้นต่อไป  

 

5.2.2 การศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักในอาหารเล้ียงเช้ือ และ

เป็นปัจจัยส าคัญในการเติบโต (Rajput, Khanzada และ Shahzad, 2014) และการผลิต

เอนไซม์ของจุลินทรีย์ (Nasr และคณะ, 2013) การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจะสามารถเพิ่มการผลิตเอนไซม์ให้ได้ปริมาณท่ีสูงขึ้น โดยท่ัวไป ไซแลน

เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตไซแลเนส แต่เนื่องจากไซแลนบริสุทธิ์ทางการค้ามีราคาสูง 

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ได้แก่ ซังข้าวโพด ฟางข้าว และกากอ้อย 

เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งวัสดุเหล่านี้เป็นวัสดุท่ีมีไซแลนเป็นองค์ประกอบ  มีราคาต่ า และมี

ปริมาณมาก (Gupta และ Kar, 2009) และมีรายงานว่าสามารถใช้กระตุ้นการผลิตไซแลเนส

ในจุลินทรีย์หลายชนิด (Chapla และคณะ, 2010; Bankeeree และคณะ, 2014; Kaushik, 

Mishra และ Malik, 2014) ส าหรับแหล่งไนโตรเจนท่ีท าการศึกษาในงานวิจัยนี้ ได้แก่ แอล-

แอสพาราจีน ซึ่งเป็นกรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบในอาหารสูตร production medium 

ส าหรับผลิตไซแลเนส (Leathers, Kurtzman และ Detroy, 1984) เปปโตน ซึ่งเป็นแหล่ง

ไนโตรเจนอินทรีย์ที่ใช้ท่ัวไปในอุตสาหกรรม โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งเป็น

แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ที่มีราคาถูก  

เมื่อท าการแปรผันแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่า 

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีฟางข้าวและโซเดียมไนเตรตเป็นองค์ประกอบสามารถกระตุ้นการผลิต   

ไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 ได้สูงสุดเท่ากับ 4.10±0.28 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อ

พิจารณาองค์ประกอบของฟางข้าว พบว่ามีปริมาณเฮมิเซลลูโลสสูงรองจากซังข้าวโพด แต่มี

ปริมาณลิกนินต่ าท่ีสุด ลิกนินเป็นองค์ประกอบในผนังเซลล์พืช โดยจะเช่ือมติดกับเฮมิ

เซลลูโลสด้วยพันธะโคเวเลนต์ ท าให้โครงสร้างของพืชมีความแข็งแรงและมีบทบาทในการ



 

 

64 

ป้องกันการเข้าท าลายของจุลินทรีย์ (Mao, Zhang และ Xu, 2012) และลิกนินยังท าให้

เอนไซม์เข้าถึงเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได้ยาก (Kumar และ Wyman, 2009) จึงมีผลใน

การขัดขวางกระบวนการแซ็กคาริฟิเคชัน (Novaes และคณะ , 2010) โดยปกติ               

A. pullulans จะมีการผลิตไซแลเนสแบบ constitutive ในปริมาณเล็กน้อย จากนั้น       

ไซแลเนสจะเข้าย่อยสลายไซแลนซึ่งเป็นองค์ประกอบในเฮมิเซลลูโลสได้อนุพันธ์ของไซแลนท่ี

มีขนาดเล็กลง อนุพันธ์เหล่านี้จะมีบทบาทในการกระตุ้นการผลิตไซแลเนสแบบ inducible 

ซึ่งท าให้ได้ไซแลนสในปริมาณมาก (Lubom  r และ Peter, 1998; Kulkarni, Shendye และ 

Rao, 1999) ด้วยเหตุนี้ การท่ีฟางข้าวมีปริมาณลิกนินต่ าท่ีสุดจะท าให้ไซแลเนสเข้าถึงเฮมิ

เซลลูโลสได้ดีท่ีสุด (Guo และคณะ, 2009) เกิดการปลดปล่อยอนุพันธ์ของไซแลน และส่งผล

ให้เกิดการกระตุ้นการผลิตไซแลเนสได้สูงสุด ส าหรับซังข้าวโพดและกากอ้อยซึ่งมีปริมาณ 

ลิกนินสะสมอยู่บนเฮมิเซลลูโลสมากกว่า ท าให้ไซแลเนสเข้าถึงเฮมิเซลลูโลสได้น้อยกว่า จึง

กระตุ้นการผลิตไซแลเนสได้น้อยกว่า ส าหรับแหล่งไนโตรเจน พบว่า A. pullulans AP 46 

สามารถใช้โซเดียมไนเตรตในการผลิตไซแลเนสได้ดีกว่าแหล่งไนโตรเจนชนิดอื่น อย่างไรก็

ตาม แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตไซแลเนสก็มีความแตกต่างกันใน A. 

pullulans แต่ละสายพันธุ์ เช่น Yu และ Gu (2013) รายงานว่าเมื่อใช้เปปโตนและ

ไนโตรเจนอินทรีย์อื่นๆ เป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ จะท าให้ A. pullulans 2012 

ผลิตไซแลเนสได้สูงกว่าการใช้แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ ส่วน Nasr และคณะ (2013) 

รายงานว่าเมื่อ A. pullulans ท่ีแยกได้จากพริก Capsicum annum ในประเทศอิหร่าน ใช้

แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์จะท าให้สามารถผลิตไซแลเนสได้สูงกว่าเมื่อใ ช้แหล่งไนโตรเจน

อินทรีย์ นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่า A. pullulans ท่ีคัดแยกได้ในประเทศไทยทุกสายพันธุ์

สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ได้ (Punnapayak และคณะ, 2003; Prasongsuk และ

คณะ, 2005; Lotrakul และคณะ, 2009; Manitchotpisit และคณะ, 2009) ดังนั้น

ความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจนของจุลินทรีย์จึงขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ 

เนื่องจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีฟางข้าวและโซเดียมไนเตรตเป็นองค์ประกอบท าให้    

A. pullulans AP 46 ผลิตไซแลเนสได้สูงสุด และเป็นวัตถุดิบท่ีมีราคาต่ า ดังนั้น จึงเลือกฟาง
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ข้าวและโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการศึกษา

ในขั้นตอนต่อไป 

 

5.2.3 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน (C/N ratio) เป็นปัจจัยท่ีมีผลต่อการ

เติบโต และการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ (Deshpande และคณะ, 2008) ในการศึกษานี้ 

พบว่า ฟางข้าวและโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม จึง

น ามาศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสม โดยใช้วิธี response surface methodology (RSM) 

และวางแผนการทดลองแบบ central composite design (CCD) วิธี RSM เป็นวิธีทางสถิติ

ท่ีใช้ในงานวิจัยท่ีมีตัวแปรซับซ้อน วิธีการนี้อาศัยการวิเคราะห์การถดถอยพหุคูณ (multiple 

regression) และการวิเคราะห์สหสัมพันธ์ (correlation) ในการประเมินผลของตัวแปรอิสระ

ต้ังแต่สองตัวขึ้นไปต่อตัวแปรตามต่างๆ และสามารถท านายภาวะท่ีเหมาะสมโดยมีจ านวนชุด

การทดลองท่ีน้อยกว่าการออกแบบการทดลองแบบธรรมดา ท าให้ประหยัดเวลาและ

ทรัพยากรท่ีใช้ในการท าการทดลอง (Jeong, Yang และ Park, 2009; Sugumaran และ 

Ponnusami, 2015) จากการวิเคราะห์ด้วย RSM สามารถท านายได้ว่า อาหารเล้ียงเช้ือท่ี

ประกอบด้วยฟางข้าวท่ีความเข้มข้น 3.89% (w/v) และโซเดียมไนเตรตท่ีความเข้มข้น 

0.75% (w/v) ท าให้ A. pullulans AP 46 ผลิตไซแลเนสได้สูงสุด เท่ากับ 4.88 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร ดังนั้น จึงใช้ฟางข้าวท่ีความเข้มข้น 3.89% (w/v) และโซเดียมไนเตรตท่ีความ

เข้มข้น 0.75% (w/v) ส าหรับการศึกษาการผลิตไซแลเนสในขั้นต่อไป ฟางข้าวและโซเดียม

ไนเตรตท่ีความเข้มข้นดังกล่าวให้อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนเท่ากับ 11.65 

(ปริมาณคาร์บอนในฟางข้าวเท่ากับ 36.9% (w/w) (Nakagawa และคณะ, 2003)) ซึ่ง

ใกล้เคียงกับรายงานของ Lemos, Fontes และ Pereira (2001) และ Biswas และคณะ 

(2010) ท่ีพบว่า เมื่อให้อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนเท่ากับ 10  จะท าให้ 

Aspergillus awamori และ Melanocarpus albomyces ผลิตไซแลเนสได้สูงสุด 

ตามล าดับ และจากการตรวจสอบสมการอธิบายการผลิตไซแลเนสโดยท าการทดลองซ้ าอีก

ครั้งหนึ่ง พบว่าสามารถผลิตไซแลเนสได้ 5.19±0.13 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งไม่แตกต่างจากค่า
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ท านายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงว่าสามารถน าสมการท่ีได้มาใช้ในการอธิบายการผลิต

ไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 ได้อย่างแม่นย า การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซ

แลเนสสามารถให้แอคติวิตีของไซแลเนสสูงขึ้น ซึ่งคิดเป็น 1.27 เท่า ของการผลิตโดยใช้ความ

เข้มข้นของฟางข้าวเท่ากับ 1% (w/v) และโซเดียมไนเตรตเท่ากับ 0.67% (w/v) 

 

5.2.4 การศึกษาผลของ pH ต่อการผลิตไซแลเนส 

pH เป็นปัจจัยหนึ่งซึ่งสามารถส่งผลกระทบต่อการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ของ

จุลินทรีย์ (Bibi และคณะ, 2014) ดังนั้น การศึกษานี้จึงท าการแปรผัน pH ในอาหารเล้ียงเช้ือ

ต้ังแต่ 4-7 เพื่อหา pH ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 จาก

การศึกษา พบว่า A. pullulans AP 46 สามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุดเท่ากับ 5.19±0.08 ยู

นิตต่อมิลลิลิตร เมื่อปรับ pH เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 5.5 ดังนั้น จึงเลือกค่า pH ดังกล่าวไป

ใช้ในการทดลองขั้นต่อไป แต่เมื่อปรับ pH เริ่มต้นของอาหารท่ากับ 7 จะท าให้มีการผลิต  ไซ

แลเนสลดลงเหลือ 4.57±0.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร แสดงว่า A. pullulans AP 46 สามารถ

เติบโตและผลิตไซแลเนสได้ในช่วง pH ท่ีค่อนข้างเป็นกรด จากการศึกษาอื่นๆ แสดงให้เห็น

ว่า pH เริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนสมีความแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับสาย

พันธุ์ท่ีใช้ในการผลิต เช่น Nasr และคณะ (2013) ได้ท าการศึกษาผลของ pH ในอาหารต่อ

การผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans ท่ีแยกได้จากพริก Capsicum annum ในประเทศ

อิหร่าน โดยปรับ pH เริ่มต้นของอาหารเป็น 4 5 6 และ 7 พบว่า A. pullulans สามารถ

ผลิตไซแลเนสได้สูงสุดเมื่อ pH ของอาหารเท่ากับ 4 ซึ่งพบแอคติวิตีใกล้เคียงกับการผลิตท่ี 

pH 5 และเมื่อปรับ pH ของอาหารเท่ากับ 6 และ 7 จะท าให้การผลิตไซแลเนสลดลง  

 

5.2.5 การศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสของ A. pullulans ในอาหารที่เหมาะสม 
(optimized medium) 

เนื่องจากการปรับองค์ประกอบของอาหารเล้ียงเช้ืออาจส่งผลต่อระยะเวลาท่ี

จุลินทรีย์ใช้ในการผลิตเอนไซม์ได้สูงสุด (Kheng และ Omar, 2005) ดังนั้น จึงได้

ท าการศึกษาการเติบโตและการผลิตไซแลเนสจาก A. pullulans AP 46 อีกครั้งหนึ่ง เพื่อ
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ตรวจสอบระยะเวลาท่ีสายพันธุ์ดังกล่าวสามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุด และตรวจสอบ

ความสัมพันธ์ระหว่างการผลิตเอนไซม์และการเติบโตหลังจากปรับองค์ประกอบของอาหาร 

โดยเล้ียง A. pullulans AP 46 ในอาหารสูตรท่ีเหมาะสมซึ่งประกอบด้วยฟางข้าว 3.89% 

(w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน และโซเดียมไนเตรต 0.75% (w/v) เป็นแหล่งไนโตรเจน ปรับ pH 

เริ่มต้นของอาหารเป็น 5.5 จากการศึกษาพบว่า A. pullulans AP 46 มีรูปแบบ

ความสัมพันธ์ระหว่างการผลิตเอนไซม์และการเติบโตเช่นเดียวกับเมื่อเล้ียงในอาหารพื้นฐาน 

กล่าวคือ จุลินทรีย์มีการเติบโตระยะ log phase ในช่วงเวลา 0-24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะเข้า

สู่ระยะ stationary phase ส าหรับการผลิตไซแลเนส พบว่า จุลินทรีย์เริ่มผลิตไซแลเนสใน

ปริมาณมากหลังจากเล้ียงไปเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นช่วงท่ีมีการเติบโตแบบ stationary 

phase และผลิตไซแลเนสได้สูงสุดเมื่อเล้ียงไปเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง โดยมีแอคติวิตีเท่ากับ 

4.73±0.10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งใกล้เคียงกับค่าท านายท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วย RSM  

 

5.3 การเตรียมไซแลนและวิเคราะห์สมบัติเบื้องต้นของไซแลน 

ไซแลนเป็นหนึ่งในองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์พืช และเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตไซโล

ออลิโกแซ็กคาไรด์ (Kumar, Pushpa และ Prabha, 2012) แต่เนื่องจากไซแลนบริสุทธิ์ทางการค้ามี

ราคาแพง ซึ่งจะส่งผลให้มีต้นทุนในการผลิตสูง ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงท าการผลิตไซแลนจากพืชวงศ์

หญ้า และผักตบชวา เพราะเป็นพืชท่ีเจริญเติบโตเร็ว มีปริมาณมาก และมีความจ าเป็นจะต้องก าจัดท้ิง

ในบางกรณี ส าหรับพืชวงศ์หญ้าท่ีเลือกใช้เป็นวัตถุดิบ ได้แก่ หญ้าคา หญ้าเนเปียร์ และหญ้าแฝก ซึ่งมี

องค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสสูง และมีปริมาณลิกนินต่ า ส่วนผักตบชวานั้นก็เป็นวัชพืชในแหล่งน้ า 

ซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายท้ังทางส่ิงแวดล้อมและในเชิงเศรษฐกิจ (Xia และคณะ, 2013) หญ้าและ

ผักตบชวาเป็นพืชท่ีไม่มีเนื้อไม้ ซึ่งโดยท่ัวไป พืชท่ีไม่มีเนื้อไม้จะมีองค์ประกอบของลิกนินประมาณ    

3-6% ซึ่งต่ ากว่าพืชท่ีมีเนื้อไม้ (15-40%) (Sarkanen และ Ludwig, 1971; Marques และคณะ, 

2010) ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงลดขั้นตอนในการก าจัดลิกนินลง โดยไม่ท าการปรับสภาพพืชก่อนน าไปสกัด

ไซแลน 

 เมื่อท าการสกัดไซแลนด้วยสารละลาย NaOH จะเกิดการสลายพันธะระหว่างไซแลนกับ

ลิกนิน และไซแลนกับองค์ประกอบอื่นๆ ในผนังเซลล์พืช เกิดการก าจัดหมู่อะซีทิลและกรดยูโรนิกซึ่ง
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เป็นโซ่ข้างในโครงสร้างของไซแลน ท าให้เอนไซม์เข้าถึงโครงสร้างของไซแลนได้ดีขึ้น (Carvalheiro, 

Duarte และ Gírio, 2008) ในงานวิจัยนี้ได้ใช้ NaBH4 ร่วมในขั้นตอนการสกัดด้วย เนื่องจากสามารถ

ท าให้ไซแลนท่ีสกัดได้มีความเสถียรในสารละลายด่างมากขึ้น โดย NaBH4 จะรีดิวซ์หมู่คาร์บอนิลท่ี

ปลายรีดิวซ์ (reducing end) ของไซแลนได้เป็นหมู่ไฮดรอกซิล ท าให้ไซแลนไม่ถูกท าลายด้วย 

peeling reaction ท่ีจะเกิดขึ้นในสารละลายด่าง (Wang และคณะ, 2015) เมื่อพิจารณาปริมาณ   

ไซแลนท่ีสกัดได้โดยคิดจากน้ าหนักเริ่มต้นของพืช พบว่า สามารถสกัดไซแลนจากหญ้าคา        

หญ้าเนเปียร์ และหญ้าแฝก ได้มากกว่าผักตบชวามาก ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณเฮมิเซลลูโลสและ

ลิกนินในพืช และเมื่อพิจารณาหญ้าท้ังสามชนิด จะเห็นได้ว่าหญ้าเนเปียร์มีปริมาณลิกนินน้อยท่ีสุด ซึ่ง

สอดคล้องกับปริมาณไซแลนท่ีสกัดได้มากท่ีสุด ปริมาณไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าท้ังสามชนิดใน

งานวิจัยนี้มีความใกล้เคียงกับรายงานของ Samanta และคณะ (2012) ซึ่งท าการสกัดไซแลนจาก 

natural grass (Sehima nervosum) ด้วยวิธีเดียวกันและได้ปริมาณไซแลนเท่ากับ 25.12% 

(ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์เท่ากับ 89.39%) 

เมื่อท าการวิคราะห์มวลโมเลกุลของ beechwood xylan และไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าคา 

หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก และผักตบชวา ด้วยวิธี gel permeation chromatography พบ

องค์ประกอบท่ีมีมวลโมเลกุลสูงเป็นส่วนใหญ่ และมีการกระจายของมวลโมเลกุลแตกต่างกัน ซึ่งแสดง

ถึงความแตกต่างของไซแลนจากพืชแต่ละชนิด การพบสัญญาณมวลโมเลกุลหลายสัญญาณในไซแลน

ชนิดเดียวกัน โดยพบท้ังสัญญาณท่ีแสดงมวลโมเลกุลสูงและมวลโมเลกุลต่ า แสดงถึงความหลากหลาย

ขององค์ประกอบในไซแลนชนิดนั้นๆ ซึ่งอาจประกอบด้วยพอลิแซ็กคาไรด์ ออลิโกแซ็กคาไรด์ ไซแลน

ท่ีรวมตัวกัน (aggregated xylan), ไซแลนท่ีไม่รวมตัวกัน (non-aggregated xylan) และ 

สารประกอบเชิงซ้อนลิกนิน-คาร์โบไฮเดรต (lignin-carbohydrate complex) (Panthapulakkal, 

Pakharenko และ Sain, 2013; Rabetafika และคณะ, 2014) 

 

5.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

ไซแลนจากวัชพืชท่ีใช้ในการศึกษานี้ มีโครงสร้างท่ีประกอบด้วยพันธะ β-1,4 เช่ือมระหว่าง

หน่วยย่อยของไซโลส มีน้ าตาลอะราบิโนสเป็นโซ่ข้าง (Ebringerová, 2005 ; Kurniati, 

Darmokoesoemo และ Puspaningsih, 2011; Sedlmeyer, 2011; Saha, Mukherjee และ 
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Ghosh, 2012) เมื่อน ามาย่อยสลายโดยใช้ไซแลเนสหยาบท่ีผลิตได้จาก A. pullulans AP 46 ซึ่งมี 

แอคติวิตีของเอนโดไซแลเนส จะท าให้มีการสลายพันธะ β-1,4 อย่างสุ่ม ด้วยกลไกแบบเอนโด และ

เกิดผลิตภัณฑ์เป็นไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ชนิดต่างๆ อย่างไรก็ตาม พืชแต่ละชนิดอาจมีรายละเอียดใน

โครงสร้างแตกต่างกัน ซึ่งอาจส่งผลต่อการถูกย่อย และชนิดของผลิตภัณฑ์ท่ีจะเกิดขึ้น ดังนั้น จึง

ท าการศึกษาการย่อยไซแลนท่ีได้จากพืชชนิดต่างๆ เพื่อคัดเลือกชนิดของไซแลนท่ีถูกย่อยได้ดีและให้

ปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสสูงสุด แล้วท าการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโดยแปร

ผันปริมาณเอนไซม์และเวลาท่ีใช้ในการย่อย 

 

5.4.1 การศึกษาชนิดของไซแลนท่ีเหมาะสม 

เมื่อท าการย่อยสลาย beechwood xylan และไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าคา หญ้า 

เนเปียร์ หญ้าแฝก และผักตบชวา ท่ี pH 7 อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 96 ช่ัวโมงโดยควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 2% (w/v) และปริมาณเอนไซม์

เท่ากับ 10 ยูนิตต่อกรัม พบว่า ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยสลายไซแลนแต่ละชนิด

มีความแตกต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างระหว่างไซแลนแต่ละชนิด จึงท าให้ถูกย่อยได้

แตกต่างกัน ซึ่งอาจเนื่องมาจากโครงสร้างท่ีแตกต่างกัน และความจ าเพาะของเอนไซม์ต่อ    

ไซแลนชนิดนั้นๆ ซึ่งจะส่งผลต่อ degree of polymerization (DP) ของผลิตภัณฑ์ด้วย 

(Akpinar, Erdogan และ Bostanci, 2009) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยไซแลน

จากหญ้าคา หญ้าเนเปียร์ และหญ้าแฝก เท่ากับ 20.44±0.84 19.44±0.40 และ 

17.50±0.29 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ซึ่งมีความใกล้เคียงกันมากกว่าปริมาณ

น้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยไซแลนจากผักตบชวาและ beechwood xylan ซึ่งเท่ากับ 

0.23±0.12 และ 29.58±0.98 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ซึ่งอาจเนื่องจากหญ้าคา 

หญ้าเนเปียร์ และหญ้าแฝก มีความใกล้ชิดกันทางอนุกรมวิธาน โดยอยู่ในวงศ์ Poaceae 

เช่นกันเดียวกัน จึงมี โครงสร้างของไซแลนท่ีคล้ายคลึงกันมากกว่าผักตบชวาและ 

beechwood ซึ่งอยู่ในวงศ์ Pontederiaceae และ Fagaceae (The Plant List, 2010) 

การย่อยไซแลนจากผักตบชวาให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ต่ ามาก อาจเนื่องมาจากเมแทบอไลต์

ทุติยภูมิบางชนิดท่ีพบเป็นองค์ประกอบในผักตบชวา เช่น แทนนิน  (Lalitha, Sripathi และ 
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Jayanthi, 2012) ซึ่งไม่พบในหญ้าโดยท่ัวไป (MacAdam และคณะ, 2013) สามารถยับยั้ง

การท างานของไซแลเนสได้ (Okunowo และคณะ, 2010; Nsahlai, Fon และ Basha, 

2011) นอกจากนี้ ความบริสุทธิ์ของไซแลนก็มีผลต่อการย่อยเช่นกัน โดยการย่อย 

beechwood xylan ทางการค้าซึ่งมีความบริสุทธิ์ 90% นั้นให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด  

จากการตรวจสอบปริมาณไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส ในผลิตภัณฑ์ด้วย

เทคนิค HPLC พบว่าการย่อยไซแลนจากหญ้าคา หญ้าเนเปียร์ หญ้าแฝก และ beechwood 

xylan ให้ปริมาณไซโลไบโอสสูงสุด รองลงมาเป็นไซโลไตรโอส และพบไซโลสในปริมาณเพียง

เล็กน้อย แสดงว่าเอนไซม์หยาบท่ีใช้ในการย่อยมีกลไกการท างานแบบ endo-mechanism 

(Christov และคณะ, 1997) โดยจะย่อยโซ่หลักของไซแลนแบบสุ่มได้ออลิโกแซ็กคาไรด์สาย

ส้ันๆ เป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Carvalheiro, Duarte และ Gírio, 2008) ส่วนการย่อยไซแลน

จากผักตบชวานั้นพบว่า ไม่มีท้ังไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสเกิดขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับ

การมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เพียงเล็กน้อย แม้ว่าการย่อย beechwood xylan จะให้ปริมาณ

น้ าตาลทุกชนิดสูงท่ีสุด แต่เป็นวัตถุดิบท่ีหาได้ยากกว่า และมีราคาสูงกว่าหญ้ามาก  ดังนั้นจึง

ท าการพิจารณาการย่อยไซแลนจากหญ้าท้ังสามชนิด และพบว่าการย่อยไซแลนจากหญ้าแฝก

ให้ปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสสูงสุด ดังนั้นจึงเลือกใช้ไซแลนจากหญ้าแฝก

ในการศึกษาข้ันต่อไป  

 

5.4.2 การศึกษาปริมาณเอนไซม์และเวลาในการย่อยท่ีเหมาะสม 

ปริมาณเอนไซม์และเวลาท่ีใช้ในการย่อยเป็นปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตไซโลออลิ

โกแซ็กคาไรด์ จากการศึกษาปริมาณเอนไซม์และเวลาในการย่อยท่ีเหมาะสมโดยวิธี RSM 

โดยใช้ไซแลนจากหญ้าแฝกเป็นวัตถุดิบในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ และปรับปริมาณ

เอนไซม์และเวลาในการย่อยด้วยแผนการทดลองแบบ CCD สามารถท านายได้ว่าเมื่อใช้

ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 27.94 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และใช้เวลาในการย่อยเท่ากับ 92 ช่ัวโมง 

19 นาที จะได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดท่ี 23.70 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน จาก

การตรวจสอบสมการอธิบายการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยท าการทดลองซ้ าอีกครั้งหนึ่ง 

พบว่าได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 23.65±1.34 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ซึ่งไม่
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แตกต่างจากค่าท านายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงว่าสามารถน าสมการท่ีได้มาใช้ในการ

อธิบายการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ได้อย่างแม่นย า และพบปริมาณไซโลส ไซโลไบโอส 

และไซโลไตรโอส มีค่าเท่ากับ 0.47±0.36 10.58±0.77 และ 2.69±0.20 มิลลิกรัมต่อ 100 

มิลลิกรัมไซแลน ตามล าดับ ปริมาณผลผลิตเหล่านี้ย่อมขึ้นอยู่กับปัจจัยในการผลิตหลาย

ปัจจัย เช่น ชนิดและปริมาณเริ่มต้นของวัตถุดิบ แหล่งท่ีมาและปริมาณของเอนไซม์ เวลาและ

ภาวะท่ีใช้ในการย่อย ซึ่งส่งผลให้มีปริมาณผลผลิตแตกต่างกันในแต่ละงานวิจัย เช่น 

Samanta และคณะ (2012) ได้ท าการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์โดยใช้ไซแลนท่ีสกัดจาก 

natural grass (Sehima nervosum) ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ไซโลส ไซโลไบโอส และไซโล

ไตรโอส เท่ากับ 19.60 2.35 11.00 และ 7.06 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ตามล าดับ 

ส่วน Akpinar, Erdogan และ Bostanci (2009) ได้ท าการย่อยไซแลนท่ีสกัดได้จากฟางข้าว

สาลี ต้นฝ้าย ต้นทานตะวัน และต้นยาสูบ พบว่า ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ไซโลส ไซโลไบโอส 

และไซโลไตรโอส อยู่ในช่วง 13.80-21.45 0.84-1.50 3.39-7.95 และ 3.60-5.90 มิลลิกรัม

ต่อ 100 มิลลิกรัมไซแลน ตามล าดับ ส าหรับการหาภาวะท่ีเหมาะสมในงานวิจัยนี้ สามารถท า

ให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสเพิ่มขึ้น ซึ่งคิดเป็น 

1.22 และ 1.53 เท่า ของการผลิตโดยใช้ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 ยูนิตต่อกรัม และย่อย

เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง นอกจากนี้ ยังท าให้มีประสิทธิภาพในการผลิตใกล้เคียงกับรายงาน

ข้างต้น โดยพบน้ าตาลรีดิวซ์ ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส ในปริมาณท่ีใกล้เคียงกับรายงาน

ดังกล่าว และพบไซโลสในปริมาณน้อยกว่าเล็กน้อย 

 

5.5 การเตรียมไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ที่บริสุทธิ์บางส่วน 

เมื่อน าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากภาวะท่ีเหมาะสมมาวิเคราะห์ด้วย mass 

spectrometry พบว่ามีไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสเป็นองค์ประกอบหลัก และยังมีไซโลเตตระโอส 

ไซโลเพนตะโอส ไซโลเฮกซะโอส ไซโลส และส่ิงเจือปนอื่นๆ ร่วมด้วย แต่เนื่องจากความสามารถใน

การเป็นพรีไบโอติกของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ขึ้นอยู่กับน้ าหนักโมเลกุล (Hughes และคณะ, 2007) 

โดยเฉพาะโมเลกุลท่ีประกอบด้วยไซโลสต่ ากว่า 4 มอนอเมอร์จะแสดงสมบัติพรีไบโอติกได้ดีกว่า

โมเลกุลใหญ่ๆ (Carvalho และคณะ, 2013) ซึ่งจะเห็นได้จากไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ทางการค้ามี
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ไซโลไบโอส (xylobiose) และไซโลไตรโอส (xylotriose) เป็นองค์ประกอบหลัก (Gullon และคณะ, 

2008) ดังนั้นจึงจ าเป็นท่ีต้องน าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากภาวะท่ีเหมาะสมมาท าบริสุทธิ์

เพิ่มขึ้น โดยผู้วิจัยเลือกใช้วิธีดูดซับบนถ่านกัมมันต์ (activated charcoal adsorption) ซึ่งอาศัย

หลักการการดูดซับออลิโกแซ็กคาไรด์บนพื้นผิวของอนุภาคคาร์บอนด้วยแรงแวนเดอวาลล์  (Hung 

และคณะ, 2005) เนื่องจากพื้นผิวส่วนใหญ่ของถ่านกัมมันต์มีลักษณะไม่มีขั้วหรือไม่ชอบน้ า และไซโล

ออลิโกแซ็กคาไรด์โมเลกุลใหญ่ก็มีความไม่ชอบน้ าสูงกว่าโมเลกุลเล็ก ดังนั้นไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์

โมเลกุลใหญ่จึงถูกดูดซับบนถ่านกัมมันต์ได้ดีกว่า (Abe, Hayashi และ Kitagawa, 1983) และถูกชะ

ออกจากพิ้นผิวถ่านกัมมันต์ด้วยตัวท าละลายท่ีมีความไม่ชอบน้ าสูงกว่า ดังนั้นหากเลือกใช้ตัวท า

ละลายผสมระหว่างน้ าและเอทานอล เมื่อเพิ่มอัตราส่วนของเอทานอลขึ้น ก็จะสามารถชะไซโลออลิ

โกแซ็กคาไรด์ท่ีมีมวลโมเลกุลใหญ่ออกมาจากถ่านกัมมันต์ได้ (Zhu และคณะ, 2006) จากการทดลอง

พบว่าเมื่อล้างด้วยน้ ากล่ันและชะด้วย 15% (v/v) เอทานอลอย่างช้าๆ แล้วท าการเก็บแฟรคชัน 

ติดตามองค์ประกอบของแต่ละแฟรกชันด้วยเทคนิค TLC พบว่าสามารถเพิ่มความบริสุทธิ์ให้กับ

ผลิตภัณฑ์ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสได้ โดยน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวไซโลสถูกชะออกมาก่อนด้วยน้ า

กล่ัน (Zhu และคณะ, 2006; Chen และคณะ, 2014) จากนั้นจึงชะด้วย 15% (v/v) เอทานอลอย่าง

ช้าๆ จนสามารถแยกเก็บสารละลายท่ีบริสุทธิ์ของไซโลไบโอส และไซโลไตรโอสได้ โดยไม่พบไซโลออลิ

โกแซ็กคาไรด์โมเลกุลใหญ่เนื่องจากยังถูกดูดซับอยู่บนถ่านกัมมันต์ เมื่อวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์หลังผ่าน

ถ่านกัมมันต์ด้วย mass spectrometry พบว่าการลดลงของสัญญาณของส่ิงเจือปนอื่นๆ ซึ่งอาจเกิด

จากการถูกชะด้วยน้ ากล่ันในขั้นตอนการล้าง หรือถูกดูดซับบนถ่านกัมมันต์ได้ดีจนไม่สามารถชะด้วย 

15% (v/v) เอทานอลได้ จึงเป็นการยืนยันถึงการประสบความส าเร็จของการเพิ่มความบริสุทธิ์ของ

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

 

5.6 การทดสอบสมบัติของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย 

ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์เป็นพรีไบโอติกชนิดหนึ่งท่ีใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่างๆ เช่น นม 

น้ าผลไม้ ชา กาแฟ โยเกิร์ต ลูกอม เยลล่ี (Jain, Kumar และ Satyanarayana, 2015) ซึ่งสมบัติท่ี

ส าคัญของสารจ าพวกพรีไบโอติกคือ สามารถกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ในล าไส้ 

หรือโพรไบโอติก (Gibson และ Roberfroid, 1995) ซึ่งมีหลากหลายสายพันธุ์ โดยแต่ละสายพันธุ์จะ
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มีความสามารถในการใช้แหล่งอาหารและมีกลไกท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกายท่ีแตกต่างกัน (Moura 

และคณะ, 2007; Ramos และคณะ, 2013) ในงานวิจัยนี้ ได้ศึกษาสมบัติของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์

ท่ีผลิตได้ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. brevis และ L. casei ซึ่งเป็นโพรไบโอติกท่ีใช้ในผลิตภัณฑ์

อาหารหมัก เช่น นมเปรี้ยว โยเกิร์ต (Okagbue และ Bankole, 1992; Perna และคณะ, 2015) 

พบว่า ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์สามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. brevis และ L. casei ได้ดีกว่ากลูโคส 

และบตีากลูแคนซึ่งเป็นพรีไบโอติก (Lam และ Cheung, 2013) ทางการค้า โดยพบว่า เมื่อเติมไซโล

ออลิโกแซ็กคาไรด์บริสุทธิ์ที่ผลิตได้ลงในอาหาร MRS จะท าให้ L. brevis มีการเติบโตสูงสุด เนื่องจาก

ในชุดการทดลองดังกล่าวมีปริมาณของไซโลไบโอสสูงสุด ซึ่งเป็นไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์เพียงชนิดเดียว

ท่ี L. brevis สามารถใช้ได้ (Immerzeel และคณะ, 2014) ส่วนชุดท่ีเติมไซแลน และไซโลออลิโกแซ็ก

คาไรด์หยาบจะมีไซโลไบโอสในสัดส่วนท่ีน้อยกว่ามาก จึงท าให้การเติบโตของ L. brevis น้อยลง 

ส าหรับ L. casei พบว่าการเติมไซแลน ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ และไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์

บริสุทธิ์จะส่งผลให ้L. casei มีการเติบโตสูงสุด แสดงว่า L. casei สามารถใช้ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ี

มีโมเลกุลขนาดใหญ่เป็นแหล่งคาร์บอนได้ดีไม่แตกต่างจากการใช้ไซโลไบโอสและไซโลไตรโอส  

 

งานวิจัยนี้สามารถผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีสมบัติเป็นพรีไบโอติก โดยใช้วัตถุดิบหลัก 

ได้แก่ ไซแลเนสและไซแลนท่ีมีราคาต่ ากว่าในท้องตลาด กล่าวคือ สามารถเตรียมไซแลเนสได้โดยมี

ต้นทุนของวัตถุดิบ 1.80 บาทต่อเอนไซม์ 1000 ยูนิต ในขณะท่ีไซแลเนสจาก Trichoderma 

longibrachiatum T. viride และ Aspergillus niger มีราคาประมาณ 700 บาทต่อเอนไซม์ 1000 

ยูนิต (Megazyme) ส่วนไซแลนจากหญ้าแฝกมีต้นทุนของวัตถุดิบ 22,998.30 บาทต่อไซแลน 1 

กิโลกรัม ในขณะท่ี beechwood xylan ทางการค้ามีราคา 141,100 บาทต่อกิโลกรัม (Sigma) 

นอกจากนั้น กระบวนการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ยังท าได้ท่ีอุณหภูมิห้องและ pH ท่ีเป็นกลาง ซึ่ง

ท าให้สามารถลดค่าใช้จ่ายในส่วนของพลังงานไฟฟ้า และอุปกรณ์ท่ีเกี่ยวข้องได้ เมื่อเปรียบเทียบกับ

การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ทางการค้าของ Shangdong Longlive Biotechnology, Ltd. ซึ่งมี

กระบวนการท่ีต้องใช้อุณหภูมิสูง 155-180 องศาเซลเซียส และความดันสูง 5-7 บรรยากาศ (U.S. 

Food and Drug Administration, 2013) ดังนั้น การผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในงานวิจัยนี้จึงมี

ศักยภาพท่ีจะน าไปพัฒนาเพื่อผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 



 

 

บทท่ี 6 
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

6.1 การคัดเลือก Aureobasidium pullulans 

A. pullulans AP 46 สามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุดเมื่อตรวจสอบแอคติวิตีท่ี pH 7 และ

อุณหภูมิห้อง ซึ่งให้แอคติวิตีของเอนไซม์เท่ากับ 2.70±0.11 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และไซแลเนสท่ีผลิตได้มี

ความเสถียรสูงท่ีภาวะดังกล่าว โดยมีแอคติวิตีเหลือมากกว่า 80% เมื่อเก็บเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง  

 

6.2 การหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซแลเนส 

 A. pullulans AP 46 สามารถผลิตไซแลเนสได้สูงสุดเท่ากับ 5.19±0.08 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

เมื่อเล้ียงในอาหารสูตร production medium ท่ีมีฟางข้าวเข้มข้น 3.89% (w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน 

และมีโซเดียมไนเตรตเข้มข้น 0.75% (w/v) เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยปรับ pH เริ่มต้นของอาหารเป็น 

5.5 และเล้ียงเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง  

 

6.3 การเตรียมไซแลนและวิเคราะห์สมบัติเบื้องต้นของไซแลน  

  สามารถสกัดไซแลนจากหญ้าเนเปียร์ได้ในปริมาณสูงสุดเท่ากับ 28.33±3.33% และพบว่า  

ไซแลนท่ีสกัดได้จากพืชทุกชนิดมีองค์ประกอบท่ีมีมวลโมเลกุลสูงเป็นส่วนใหญ่ 

 

6.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ 

เมื่อเปรียบเทียบกับการย่อยสลายไซแลนท่ีสกัดได้จากพืชชนิดต่างๆ พบว่าการย่อยสลาย    

ไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าคาและหญ้าแฝก ให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดและไม่แตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญ และการย่อยสลายไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าแฝกให้ปริมาณรวมของไซโลไบโอสและไซโลไตร

โอสสูงสุด จึงเลือกไซแลนท่ีสกัดได้จากหญ้าแฝกมาศึกษาปริมาณเอนไซม์และเวลาในการย่อยท่ี

เหมาะสม พบว่าเมื่อใช้ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 27.94 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และใช้เวลาในการย่อย
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เท่ากับ 92 ช่ัวโมง 19 นาที จะท าให้ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดท่ี 23.65±1.34 มิลลิกรัมต่อ 100 

มิลลิกรัมไซแลน 

 

6.5 การเตรียมไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ที่บริสุทธิ์บางส่วน 

 สามารถเตรียมไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีมีความบริสุทธิ์สูงขึ้นได้ด้วยการดูดซับบนถ่านกัมมันต์ 

ล้างด้วยน้ ากล่ันและชะด้วย 15% (v/v) เอทานอล ซึ่งจะท าให้มี สัดส่วนของไซโลไบโอสและ       

ไซโลไตรโอสเพิ่มข้ึนในผลิตภัณฑ์ อีกท้ังยังสามารถลดปริมาณของส่ิงเจือปนอื่นๆ ลงได้ 

 

6.6 การทดสอบสมบัติของไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย 

 ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีบริสุทธิ์บางส่วนสามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. brevis และ      

L. casei ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลูโคส  

 

6.7 ข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษานี้พบว่าไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มีสมบัติเป็นพรีไบโอติกโดยสามารถ

กระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียโพรไบโอติก L. brevis และ L. casei ได้ จึงควรศึกษาความสามารถ

ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียโพรไบโอติกชนิดอื่นๆ เพิ่มเติม และศึกษาความสามารถในการ

ยับยั้งเช้ือก่อโรคของแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีเล้ียงในอาหารที่มีไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ต่อไป 
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อาหารเลี ยงเชื อและวิธีเตรียม 
 

1. Yeast Malt (YM) Broth/Agar (Atlas, 1993) 
 Yeast extract    5    กรัม 
 Malt extract    5    กรัม 
 Peptone    5    กรัม 
 Glucose    20    กรัม 
 น้้ากล่ัน     1000    มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมท้ังหมดด้วยน้้ากล่ัน หากต้องการเตรียม Yeast Malt (YM) Agar ให้เติมวุ้น 
15 กรัม ลงในส่วนผสมท่ีละลายในน้้ากล่ันแล้ว จากนั้นน้าไปอุ่นจนวุ้นละลายหมด แล้วปรับปริมาตร
ให้ได้ 1 ลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอ 
 
2. Basal Medium (Leathers, Kurtzman และ Detroy, 1984) 
 Glucose    10    กรัม 
 Yeast-nitrogen base   6.7    กรัม 
 L-Asparagine    2    กรัม 
 KH2PO4     5    กรัม 
 น้้ากล่ัน     1000    มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมแต่ละชนิดด้วยน้้ากล่ัน โดยละลายแยกกัน แล้วน้ามาผสมกัน ปรับปริมาตร
ให้ได้ 1 ลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอ 
 
3. Xylanase Production Medium (Leathers, Kurtzman และ Detroy, 1984) 
 Xylan     10    กรัม 
 Yeast-nitrogen base   6.7    กรัม 
 L-Asparagine    2    กรัม 
 KH2PO4     5    กรัม 
 น้้ากล่ัน     1000    มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมแต่ละชนิดด้วยน้้ากล่ัน โดยละลายแยกกัน แล้วน้ามาผสมกัน ปรับปริมาตร
ให้ได้ 1 ลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอ 
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4. de Man Rogosa Sharpe (MRS) Broth/Agar (De Man, Rogosa และ Sharpe, 1960) 
 Peptone    10    กรัม 
 Beef extract    10    กรัม 
 Yeast extract    5    กรัม 
 Glucose    20    กรัม 

Tween 80    1    มิลลิลิตร 
K2HPO4     2    กรัม 
Sodium acetate   5    กรัม 
Tri-ammonium citrate   2    กรัม 

MgSO4∙7H2O    0.2    กรัม 

MnSO4∙H2O    0.02    กรัม 
น้้ากล่ัน     1000    มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมท้ังหมดด้วยน้้ากล่ัน หากต้องการเตรียม MRS Agar ให้เติมวุ้น 15 กรัม ลงใน

ส่วนผสมท่ีละลายในน้้ากล่ันแล้ว จากนั้นน้าไปอุ่นจนวุ้นละลายหมด แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร 
แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอ
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การเตรียมสารเคมี 
 
1. การเตรียมสารละลาย Dinitrosalycyclic acid (DNS) (Miller, 1959) 

3,5-Dinitrosalycyclic Acid        7.49 กรัม 
NaOH           13.98 กรัม 
Rochelle salt (sodium potassium tartrate)      216.10 กรัม 
Phenol solution (pH 7.0)        5.37 มิลลิลิตร 

 Sodium metabisulphate         5.86 กรัม 
 น้ ากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ัน แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร เก็บสารละลายไว้ในขวดสีชา ท่ี
อุณหภูมิห้อง  
 
2. การเตรียม 50 mM Sodium phosphate buffer pH 7 
 Na2HPO4.2H2O       5.15 กรัม 
 NaH2PO4.2H2O       3.30 กรัม 
 น้้ากล่ัน        1000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้้ากล่ัน แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
 
3. การเตรียมสารละลายส้าหรับวิเคราะห์องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส 
3.1 การเตรียมสารละลาย neutral detergent 
 Sodium lauryl sulphate     30 กรัม 
 Disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA) dehydrate 16.18 กรัม 
 Sodium borate decahydrate (Na2B4O7.10H2O)   6.81 กรัม 
 Na2HPO4       4.56 กรัม 
 2-Ethoxyethanol (ethylene glycol monoethyl ether)  10 มิลลิลิตร 

น้า EDTA และ Na2B4O7.10H2O มาละลายในน้้ากล่ันพอประมาณ และน้าไปต้มจนละลาย
หมด แล้วน้าไปผสมกับ Sodium lauryl sulphate และ 2-Ethoxyethanol จากนั้นน้า Na2HPO4 

มาละลายในน้้ากล่ันพอประมาณ และน้าไปต้มจนละลายหมด แล้วน้าไปผสมกับสารละลายข้างต้น 
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร และปรับ pH อยู่ในช่วง 6.9-7.1 
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3.2 การเตรียมสารละลาย acid detergent 
 Sulfuric acid (% assay = 100)     49.04 กรัม 
 Cetyl trimethylammonium bromide (CTAB)   20 กรัม 
 น้ากรดซัลฟิวริกใส่ในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 1 ลิตร ท่ีมีน้้ากล่ันอยู่
พอประมาณ ผสมให้เข้ากัน และปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร ตรวจความเข้มข้นของสารละลายด้วย
วิธีการไตรเตรท ให้ได้สารละลายท่ีมีความเข้มข้น 1  N แล้วเติม cetyl trimethylammonium 
bromide ผสมให้เข้ากัน 

 
3.3 การเตรียมสารละลาย Saturated potassium permanganate 
 KMnO4        50 กรัม 
 Ag2SO4        0.05 กรัม 
 ละลาย KMnO4 และ Ag2SO4 ในน้้ากล่ัน 1 ลิตร เก็บสารละลายไว้ในขวดแก้วสีชา เก็บไว้
ในตู้เย็น อย่าให้โดนแสง 
 
3.4 การเตรียมสารละลาย lignin buffer 
  Fe(NO3)3.9H2O      6 กรัม 
  AgNO3       0.15 กรัม 
  Potassium acetate     5 กรัม 
  Acetic acid, glacial     500 กรัม 
  Tertiary butyl alcohol     400 กรัม 
 ละลาย Fe(NO3)3.9H2O และ AgNO3 ในน้้ากล่ัน แล้วน้าไปผสมกับ acetic acid และ 
potassium acetate แล้วเติม tertiary butyl alcohol ผสมให้เข้ากัน 
 
3.5 การเตรียมสารละลาย combined permanganate 
 ผสม saturated potassium permanganate กับ lignin buffer ในอัตราส่วน 2:1 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) เตรียมใหม่ก่อนใช้ โดยเก็บไว้ไม่เกิน 1 สัปดาห์ ในตู้เย็นและไม่ให้ถูกแสง ถ้าสาร
กลายเป็นสีแดงจะใช้ไม่ได้ 
 
 
 



 

 

99 

3.6 การเตรียมสารละลาย demineralizing  
  Oxalic acid dehydrate     50 กรัม 
  95% Ethanol      700 มิลลิลิตร
  Hydrochloric acid (HCl)    50 มิลลิลิตร
  น้้ากล่ัน       250 มิลลิลิตร 
 ละลาย oxalic acid dehydrate ใน 95% ethanol แล้วเติม HCL และน้้ากล่ันตามล้าดับ 
ผสมให้เข้ากัน 
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การวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของชีวมวลพืช  
(Goering และ Van Soest, 1970) 

 
1. การสกัดด้วยสารละลาย neutral detergent 

1.1 น า sintered glass crucible เบอร์ 1 ขนาด 50 มิลลิลิตร ไปอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 100 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วน ามาใส่โถดูดความช้ืน (desiccator) ต้ังท้ิงไว้ให้เย็นแล้วช่ัง

น้ าหนัก 

1.2 น าตัวอย่างพืชท่ีผ่านการบดละเอียดใส่ในบีกเกอร์ทรงสูง แล้วเติมสารละลาย neutral 

 detergent 100 มิลลิลิตร sodium sulfite 0.5 กรัม และ decarhydronepthalene 2 

มิลลิลิตร น ามารีฟลักซ์เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

1.3 ถ่ายส่วนผสมท่ีผ่านการรีฟลักซ์ลงใน sintered glass crucible ล้างตัวอย่างใน crucible 

ด้วยน้ าร้อน (90-100 องศาเซลเซียส) 3-4 ครั้ง แล้วล้างด้วย acetone 2 ครั้ง ดูดสารละลายออกด้วย

เครื่อง vacuum pump จากนั้นน า crucible ไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องสสเซลเซียส เป็นเวลา 12 

ช่ัวโมง   

1.4 น า crucible ออกมาท้ิงให้เย็นใน desicator แล้วช่ังน้ าหนัก น้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้น คือ 

ปริมาณของ neutral detergent fiber (NDF) 

 

 วิธีค านวณ 

 

 

2. การสกัดด้วยสารละลาย acid detergent  

2.1 น าตัวอย่างพืชท่ีผ่านการสกัดด้วย neutral detergent มาถ่ายใส่บีกเกอร์ เพื่อท าการ 

รีฟลักซ์  ด้วย acid detergent โดยเติม acid detergent 100 มิลลิลิตร และ 

decahydronapthalene 2 มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง โดยนับเวลาต้ังแต่เริ่มเดือด 

2.2 กรองตัวอย่างพืชใน crucible ใบเดิม เพื่อลดการสูญเสียตัวอย่างให้น้อยท่ีสุด แล้วล้าง

ด้วยน้ า ร้อน(90-100 องศาเซลเซียส) 3-4 ครั้ง แล้วล้างด้วย 80% ethanol 2 ครั้ง 

% NDF        =   [(น้ าหนัก crucible + น้ าหนัก NDF) - น้ าหนัก crucible] x 100
      น้ าหนักตัวอย่างพืช 
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2.3 น า crucible ไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศสเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากน้ าน ามา

ปล่อยให้เย็นในdesicator แล้วชั่งน้ าหนัก น้ าหนักท่ีได้คือ น้ าหนักของ acid detergent fiber (ADF) 

น้ าหนักท่ีแตกต่างระหว่าง NDF และ ADF คือ น้ าหนักของ เฮมิเซลลูโลส 

 

 วิธีค านวณ 

 

 

 % Hemicellulose   =   % NDF - % ADF 

 

3. การวิเคราะห์หา permanganatelignin (PML)  

3.1 เติมสารละลาย combined permanganate 25 มิลลิตร ลงใน crucible ท่ีมีตัวอย่างซึ่ง

ผ่านการสกัดด้วย acid detergent แล้วแช่ crucible ลงในถาดท่ีมีน้ าเย้นสูงประมาณ 2 เซนติเมตร 

คนด้วยแท่งแก้วเป็นบางครั้งเพื่อไม่ให้ตัวอย่างจับกันเป็นก้อน ท้ิงไว้ 45 นาที จากนั้นดูดสารละลาย

ออกโดยใช้ vacuum pump 3.2 เติมสารละลาย combined permanganate 25 มิลลิตร ลง

ใน crucible อิกครั้ง ท้ิงไว้อีก 45 นาที แล้วดูดสารละลายออกโดยใช้ vacuum pump 

3.3 เติมสารละลาย deminneralizing ลงใน crucible แต่ละถ้วยแช่ไว้ 5 นาที แล้วดูด

สารละลายออกโดยใช้ vacuum pump ท าซ้ าจนตัวอย่างเป็นสีขาวภายในเวลา 20 นาที จากนั้นล้าง

ด้วย 80% ethanol และacetone แล้วดูดให้แห้งด้วย vacuum pump  

3.4 น า crucible ไปอบท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นน าปล่อยให้เย็น

ใน desicator แล้วช่ังน้ าหนักท่ีแตกต่างกันระหว่าง acid detergent fiber (ADF) และน้ าหนักพืชท่ี

ผ่านการสกัดลิกนินออก คือ น้ าหนักของลิกนิน 

 

 วิธีค านวณ 

 

 

% ADF         =  [(น้ าหนัก crucible + น้ าหนัก ADF) - น้ าหนัก crucible] x 100
           น้ าหนักตัวอย่างพืช 

% Lignin =     (A - B) x 100  
               น้ าหนักตัวอย่างพืช 
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 โดยท่ี  A =     น้ าหนัก crucible + น้ าหนัก ADF    

  B =     น้ าหนัก crucible + น้ าหนักพืชท่ีผ่านการสกัดลิกนินออก 

  C =     น้ าหนักตัวอย่างพืช 

 

4. การวิเคราะห์หาปริมาณเซลลูโลสด้วยการเผาเถ้า       

น า crucible ท่ีผ่นการสกัดลิกนินออกแล้วไปเผาในเครื่องเผาเถ้าท่ีอุณหภูมิ 500 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปปล่อยให้เย็นมร desicator แล้วชั่งน้ าหนัก น้ าหนักท่ี

แตกต่างกันระหว่าง น้ าหนักพืชท่ีผ่านการสกัดลิกนินออก และน้ าหนักหลังการเผาเถ้า คือ น้ าหนัก

เซลลูโลส ส่วนน้ าหนักเถ้า คือ ผลต่างระหว่างน้ าหนักหลังการเผาและน้ าหนัก crucible   

 

 วิธีค านวณ 

 

  

 โดยท่ี  D =     น้ าหนัก crucible + น้ าหนักตัวอย่างพืชหลังการเผา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% Cellulose =     (B - D) x 100  
       น้ าหนักตัวอย่างพืช 
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ภาคผนวก ง 

ต้นทุนวัตถุดิบในการผลิต 

 

1. ต้นทุนวัตถุดิบของ production medium ท่ีเหมาะสมปริมาตร 1 ลิตร 

วัตถุดิบ ปริมาณ (กรัม) ราคา (บาท) ท่ีมา 

ฟางข้าว 38.90 0.08 http://www.thairath.co.th/content/479208 

NaNO3 7.50 4.58 Ajax Chemical 

KH2PO4 5.00 4.20 Ajax Chemical 

รวม 8.86 
 

จาก แอคติวิตีของไซแลเนสเทา่กบั 5.19 ยนิูตตอ่มิลลิลติร หรือ 5,190 ยนิูตตอ่ลติร 

ดงันัน้ การผลติไซแลเนสมีราคาต้นทุนวตัถดิุบเทา่กบั 9.21 บาทตอ่ 5,190 ยนิูต 

ดงันัน้ราคาต้นทนุวตัถุดิบเทา่กบั 1.8 บาทตอ่ 1000 ยนิูต 

 

2. ต้นทุนวัตถุดิบของการผลิตไซแลนจากหญ้าแฝกปริมาณ 1 กิโลกรัม 

วัตถุดิบ ปริมาณ (กรัม) ราคา (บาท) ท่ีมา 

หญ้าแฝก 4,761.90 21.70 
http://board.kobalnews.com/view.php?ca

tegory=&wb_id=7358 

NaOH 14,285.70 428.57 Qrec 

NaBH4 1,190.50 1,869.09 HiMedia 

รวม 22,998.30 
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ภาคผนวก จ 

การวิเคราะห์ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ และไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์บางส่วน
ด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC)  

 

 
 

หมายเลข 1  คือ ไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส มาตรฐาน 

หมายเลข 2 3 และ 4 คือ ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์หยาบ 

หมายเลข 5 6 และ 7 คือ ไซโลออลิโกแซ็กคาไรด์ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์บางส่วน 

 

ไซโลส 
ไซโลไบโอส 

ไซโลไตรโอส 

1 2 3 4 5 6 7 
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ประว ัติผู้เขียนว ิทยา นิพนธ ์
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
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