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การศึกษาการใชแหลงอาหาร (nutrient assimilation) ของ  Aureobasidium pullulans NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่ไมใชพูลลูแลน (non pullulan, NP-EPS)  พบวา

ทั้งสองสายพันธุใชแหลงอาหารคลายคลึงกัน และสามารถใชเมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ

แลคโตส ( lactose) เปนแหลงคารบอนไดเชนเดียวกันกับ A. pullulans var. pullulans NRRL 58560 ซ่ึงเปนสาย

พันธุอางอิงที่ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่เปนพูลลูแลน สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ทําการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอ 3 ตําแหนง ไดแก Internal Transcribed Spacer (ITS) Large Subunit Ribosomal DNA gene (LSU)  

และ Elongase gene (ELO) ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ( PCR) โดยผลิตภัณฑที่ไดจากบริเวณ ITS ของ  

 A. pullulans NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีขนาด  1,293 และ 1,076 คูเบส ตามลําดับ และมีลําดับ  

นิวคลีโอไทดเหมือนกับที่มีรายงานไว สวนผลิตภัณฑที่ไดจากบริเวณ  LSU  มีขนาด  841 และ 670 คูเบส และมี

ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ Aureobasidium sp. HB110 และ A. pullulans isolate Z-19 ที่ 99 

และ 87 เปอรเซ็นตความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด ตามลําดับ ในขณะที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

บริเวณ ELO ได เม่ือศึกษาการเติบโตและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด พบวาการเติบโตในแตละชวงของ A. pullulans 

ทั้ง 2 สายพันธุมีความคลายคลึงกัน และมีการผลิต NP-EPS สูงที่สุดในชวง stationary phase จากการทดสอบความ

ไวของ NP-EPS ตอเอนไซมชนิดตางๆ พบวา NP-EPS มีความไวตอเอนไซม บีตา กลูคาแนส แตตานทานตอ

เอนไซมที่ยอยพันธะแอลฟา เชน พูลลูแลเนส อะไมเลส และกลูโคอะไมเลส ซ่ึงคลายคลึงกับออบาซิแดน และเม่ือ

วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยวิธีอินฟราเรดสเปกโตรสโคป (FT-IR) และนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ

สเปกโตรสโคป (NMR) ชนิด 1H และ 13C  พบวา NP-EPS เปนบีตากลูแคนทีมี่โครงสรางคลายคลึงกับออบาซิ

แดน สําหรับภาวะที่เหมาะสมในการผลิต NP-EPS พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  

NP-EPS ไดดีที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสความเขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) รวมกับโซเดียมไนเตรท 0.06  

เปอรเซ็นต (w/v)  โดยปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเริ่มตนที่ 7.5 และบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  เปน

เวลา 9 วัน โดยมีผลผลิตสูงสุดที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร ซ่ึงมากกวาการเล้ียงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการ

ปรับองคประกอบถึง 6.06 เทา นอกจากนี้พบวา NP-EPS มีผลในการสงเสริมการเติบโตของแบคทีเรียโพรไบโอ

ติก 2 ชนิด คือ Lactobacillus acidophilus และ Lactobacillus casei ไดมากถึง 6.9 และ 5.1 เทา ตามลําดับ และเม่ือ

นํา NP-EPS ผสมลงในฟลมพูลลูแลน พบวา คาความทนตอแรงดึง เปอรเซ็นตการยืดตัว และสมบัติการละลายของ

ฟลมมีแนวโนมลดลง เม่ือความเขมขนของ NP-EPS สูงขึ้น  
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Nutrient assimilation profiles of Aureobasidium pullulans NRRL 58539 and NRRL 58543, 

both are non-pullulan exopolysaccharide (NP-EPS) producing strains, were similar to one another 

and also to that of the pullulan-producing reference strain, A. pullulans NRRL 58560. All 3 strains 

could assimilate methyl-α-D-glucoside and lactose as the sole carbon source. For nucleotide 

sequence analysis, 3 loci including Internal Transcribed Spacer (ITS) Large Subunit Ribosomal 

DNA gene (LSU) and Elongase gene (ELO) were amplified by polymerase chain reaction (PCR). The 

ITS PCR products of A. pullulans NRRL 58539 and NRRL 58543 were 1,293 and 1,076 bp long, 

respectively, and they were identical to those previously reported. The LSU PCR products were 841 

and 670 bp long, respectively, and their nucleotide sequences were similar to those of 

Aureobasidium sp. HB110 and A. pullulans isolate Z-19 with 99 and 87% nucleotide sequence identity, 

respectively. However, the ELO locus was failed to be amplified. For enzyme sensivity test, both  

NP-ESPs from NRRL 58539 and NRRL 58543 were found to be sensitive to β-glucanase digestion, 

but resistant to α-bond hydrolyzing enzymes such as pullulanase, amylase and glucoamylase which 

were similar to aubasidan. The structural analysis using FT-IR and 1H- and 13C-NMR also suggested 

that both NP-EPSs were an aubasidan-like β-glucan. For the optimal condition for the NP-EPS 

production by A. pullulans NRRL 58543, the maximal yield at 14.72 ± 0.03 g/L, 6.06-fold higher than 

that of the unmodified condition, was obtained from the production medium containing 6% (w/v) 

sucrose 0.06% (w/v) sodium nitrate, with initial pH at 7.5, incubation temperature at 25°C and 9-day 

production period. Moreover, the NP-EPS was found to enhance the growth of 2 probiotic bacteria, 

Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei, up to 6.90- and 5.10–fold, respectively. When it 

was incorporated into pullulan film, the addition of NP-EPS trended to decrease the tensile strength, 

elongation and solubility of the film.  
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

Aureobasidium pullulans เปนราคลายยีสต (yeast-like fungus) ที่มีความสําคัญตออุตสาหกรรม

เปนอยางยิ่ง เน่ืองจากสามารถผลิตสารสําคัญตางๆ เชน โปรตีนเซลลเดียว (single cell protein) 

(Deshpande และคณะ, 1992) สารตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. (Takesako และคณะ , 1991 

และ 1993; Lotrakul และคณะ, 2009) และเอนไซมหลายชนิด เชน อะไมเลส โปรติเอส ไลเปส เอสเทอร

เรส เพคติเนส และ เฮมิเซลลูเลส เปนตน (Leathers, 2002; Chi และคณะ , 2009) A. pullulans สามารถ

ผลิตพอลิเมอรชีวภาพ ที่เรียกวา พูลลูแลน (pullulan) ซึ่งพูลลูแลนประกอบดวย นํ้าตาลมอลโตไตรโอส 

หรือ มอลโตเตตระโอสตอกันดวยพันธะแอลฟา 1, 4 (α-1, 4 linkages) และพันธะแอลฟา 1, 6 (α-1, 6 

linkages) นอกจากน้ียังสามารถผลิต  poly (β-L-malic acid) หรือ PMA ซึ่งมีคุณสมบัติเปน hydrophilic 

polyester ที่ละลายนํ้า จึงสามารถประยุกตเปนตัวนําสงยา (drug delivery)ได  (Nagata และคณะ, 1993)  

นอกจากพูลลูแลน ออบาซิแดนเปนพอลิแซ็กคาไรดอีกชนิดที่หลั่งออกภายนอกเซลลของ  

A. pullulans บางสายพันธุ โดยมีโครงสรางเปนกลูแคน (glucan) ที่ตอกันดวยพันธะบีตา 1,  3 (β-1, 3 

linkages) และมี side chain ที่ตอดวยพันธะบีตา 1,6 (β-1, 6 linkages)  และมีหมูฟงกชันที่เปนพันธะ  

แอลฟา 1, 4 (α-1, 4 linkages) (Yurlova และ De Hoog, 1997) จึงจัดเปนบีตากลูแคนชนิดหน่ึง ออบาซิ -

แดนเปนพอลิเมอรที่สามารถถูกยอยสลายไดทางชีวภาพ ไมมีกลิ่น ไมมีรส ละลายนํ้ายาก และไมละลาย

ในตัวทําละลายอินทรีย มีแคลอร่ีตํ่า สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได มีลักษณะเปนเสนใยที่มี

คุณสมบัติคลายกับพอลิเมอรสังเคราะห มีคุณสมบัติในการเชื่อมติด  (adhesive property) จึงนิยมใชเปน

สารยึดเกาะ (Ptitchkina และคณะ , 1994) และนําไปใชประโยชนในผลิตภัณฑทางเภสัชกรรม และ

เคร่ืองสําอาง เปนตน  

พรีไบโอติก (prebiotic) คือสิ่งที่มนุษยรับประทานเขาไปแลวถูกลําเลียงผานมาที่ลําไสสวนลาง 

โดยไมถูกยอย หรือดูดซึมในทางเดินอาหารสวนบน มักเปนพวกนํ้าตาล เชน  ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด  

(fructooligosaccharides) เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด เชน บีตากลูแคน ซึ่งทําหนาที่สงเสริมการเติบโตของ

จุลินทรียบางชนิดในลําไสใหญที่กอใหเกิดผลดีตอสุขภ าพ(Collins และ Gibson, 1999) นอกจากน้ียัง

ชวยลดอาการทองผูก รักษาสมดุลนํ้าและเกลือแรในรางกาย  และชวยในการดูดซึมแรธาตุบางชนิด  เชน 

แคลเซียม  แมกนีเซียม  เหล็ก และสังกะสีอีกดวย  (Bengmark, 2005) มีรายงานการศึกษาหลายฉบับที่
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แสดงใหเห็นวา บีตากลูแคนจากพืช ยีสต และเห็ดราหลายชนิด สามารถทําหนาที่เปนพรีไบโอติกที่ดีคือ 

สามารถกระตุนการเติบโตของ แบคทีเรียในสกุล  Lactobacillus และ Bifidobacterium ได ( Gardiner, 

2000; Mitsou และคณะ, 2010 และ Snart, 2006) 

สําหรับในประเทศไทย มีรายงานการคัดแยก A. pullulans สายพันธุเขตรอน หลายสายพันธุจาก

แหลงอาศัยที่แตกตางกัน (Punnapayak และคณะ, 2003; Prasongsuk และคณะ, 2005; Manitchotpisit 

และคณะ, 2009; Lotrakul และคณะ, 2009) โดยที่บางสายพันธุสามารถสรางเอนไซมไซแลเนส และ

พูลลูแลนไดในปริมาณมาก  Manitchotpisit และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของ A. pullulans สายพันธุเขตรอน เหลาน้ี โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 5 ตําแหนง 

ไดแก ITS  IGS1  EF-1α  BT2 และ RPB2 รวมกับความสามารถในการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด 

และการผลิตเอนไซมไซแลนเนส  จากการวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการพบวา สามารถจัดกลุม

สายพันธุเหลาน้ีออกเปน 12 กลุม (clade) โดยพบวาในกลุมที่  12 ซึ่งประกอบดวย สายพันธุ NRRL 

58539 และ NRRL 58543 มีความแตกตางทางพันธุกรรมจากกลุมอ่ืนๆมาก และเมื่อตรวจสอบ

โครงสรางของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ทั้งสองสายพันธุน้ีผลิตโดย  Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (NMR) พบวามีโครงสรางที่แตกตางกับพูลลูแลนมาตรฐาน เน่ืองจากไมพบพันธะ 

แอลฟา 1, 4 และพันธะแอลฟา 1, 6 และไดรายงานวาเปนเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่ไมใชพูลลูแลน   

(non pullulan, NP-EPS) และยังสรุปวา สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 น้ีอาจ ไมใช 

Aureobasidium ชนิด A. pullulans  

ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงมุงทําการศึกษาลักษณะสมบัติทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุล

บางประการของ Aureobasidium สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 เชน การใชแหลงอาหาร 

รวมกับ ลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงใหม ที่อาจชวยในการจัดจําแนกชนิด ตลอดจนวิเคราะห

โครงสราง  NP-EPS ที่ผลิตโดยทั้ง 2 สายพันธุ และหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต  นอกจากน้ียังศึกษา

การประยุกตใช NP-EPS ดังกลาว โดยวัดสมบัติการเปนพรีไบโอติก และ สมบัติในการขึ้นรูปฟลม อีก

ดวย   

 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 เพื่อศึกษาการผลิต  NP-EPS จาก Aureobasidium pullulans สายพันธุเขตรอนและการขึ้นรูป

ฟลม 
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1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1. ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ   

NRRL 58539 และ NRRL 58543 

2. ศึกษาการเติบโตและการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ  

NRRL 58543 

3. วิเคราะหโครงสรางของ  NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต  NP-EPS จาก A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

5. ศึกษาสมบัติการเปนพรีไบโอติกของ  NP-EPS จาก A. pullulans  สายพันธุ   NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

6.  ศึกษาการขึ้นรูปฟลมของ  NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

สามารถผลิตและระบุชนิดของ  NP-EPS ที่ผลิตโดย   A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ที่คัดแยกไดในประเทศไทย และสามารถนํามาประยุกตใชในอนาคตได  
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บทที่  2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
2.1 Aureobasidium pullulans 

 

Aureobasidium pullulans เปนเชื้อราที่จัดอยูใน Phylum Ascomycota  มีลักษณะคลายยีสต 

(yeast-like fungus) มีชื่อสามัญวา “ยีสตดํา” (black yeast) เน่ืองจากสามารถผลิตเม็ดสีเมลานิน 

(melanin pigment) ไดในระหวางการเ ติบโต ทําใหโคโลนีมีสีดํา  เดิมมีการจัดจําแนกอยูใน Class 

Deuteromycetes (Fungi imperfecti) Order Moniliales Family Dermatiacae (Cooke, 1959; Ramos 

และ Acha, 1975) มีชื่อเรียกหลายชื่อดวยกัน เชน Dermatium pullulans  Pullularia pullulans        

A. vitis และ P. fermentans เปนตน (Cooke, 1959; Ramos และ Acha, 1975; Hermanides-nijhof, 

1977) A. pullulans มีรูปรางไดหลายลักษณะ  (polymorphic) ประกอบดวย บลาสโตสปอร 

(blastospore)  เซลลพอง (swollen cell)  คลาไมโดสปอร (chlamydospore)  เสนใยแท  (hyphae) 

หรือ เสนใยเทียม  (pseudohyphae) เปนตน ( Ramos และ Acha, 1975) ทั้งน้ีการเกิด เซลล 

รูปรางตางๆ มักจะขึ้นอยูกับปจจัยทางสิ่งแวดลอมเปนสําคัญ ปจจุบันมีการจัดจําแนกทาง

อนุกรมวิธานของ A. pullulans ไว ดังน้ี (Yurlova และคณะ, 1999; De Hoog และคณะ, 1999) 

 

 Kingdom   Fungi 

  Phylum  Ascomycota    

    Class   Dothideomycetes 

          Order   Dothideales  

                  Family   Dothideaceae     

                        Genus   Aureobasidium 

                                          Species   Aureobasidium pullulans  

   

การจัดจําแนก A. pullulans แตเดิมน้ัน ใชหลายวิธีประกอบกัน ทั้งทางสัณฐานวิทยา และ

สรีรวิทยา เชน ลักษณะของโคโลนี และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ( Hermanides-nijhof, 

1977)  การใชแหลงอาหาร ชนิดตางๆ ( substrate utilization) การสรางเมลานิน ( Dennis และ 

Buhagiar, 1973)  การสรางโคนิเดีย ( conidiogenesis)  ภาวการณสรางพอลิแซ็กคาไรด (De Hoog 
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และ Yurlova, 1994) และลักษณะของเสนใย (Takeo และ De Hoog, 1991) เปนตน ในปจจุบันไดมี

การนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใชรวมในการจัดจําแนก ซึ่งทําใหการจัดจําแนกมีความสะดวก

ขึ้น สามารถแยกความแตกตางไดในระดับชนิด ( species) เทคนิคที่นิยมใช ไดแก การเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal Transcribed Spacer (ITS) เปนตน          

(Yurlova และคณะ, 1999; Punnapayak และคณะ, 2003)  

 

เมื่อ A. pullulans เติบโตบนอาหารกึ่งแข็ง Malt extract agar (MEA) เปนเวลา 7 วัน โคโลนี

ของ A. pullulans จะมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 40 มิลลิเมตร ลักษณะโคโลนีเรียบ และเปนเมือก

มันวาว มีสีครีมหรือชมพูออนในระยะแรกที่เลี้ยง เมื่อเวลาผานไป โคโลนีจะเปลี่ยนแปลง  มีลักษณะ

เหมือนกํามะหยี่ และเปลี่ยนเปนสีเขมขึ้นหรือเปลี่ยนเปนสีอ่ืน เชน สีเขียวมะกอก สีแดง เหลือง 

นํ้าตาลออน และดํา เปนตน มีเสนใยสั้นๆ ขึ้นรอบๆโคโลนี ลักษณะของเสนใยเรียบ โปรงใส เห็น

ผนังกั้นชัดเจน  ความกวางเสนใยประมาณ 3-12 ไมโครเมตร เมื่อเลี้ยงนานขึ้นอาจเปลี่ยนเปนสีเขม 

และมีผนังเซลลหนาขึ้น เรียกวาเปน คลาไมโดสปอรมีการสรางโคนีเดียจากภายใน ( endoconidia)  

ดานขาง หรือปลายของเสนใย  ( Hermanides-nijhof, 1977)  ลักษณะโคนิเดียปฐมภูมิ ( primary 

conidia) เปนเซลลเด่ียว คอนขางกลม โปรงใส ผนังเรียบ มีรูปรางหลากหลาย และมีขนาดแตกตาง

กัน มักสรางโคนิเดียทุติยภูมิ ( secondary conidia) ขนาดเล็ก หรือ budding cell โดยอาจสราง  

secondary conidia ขนาดเล็กหลายเซลลโดยยังติดอยูกับเซลลแม มีรูปรางคลายกับน้ิวมือ และเมื่อ 

secondary conidia หลุดออกไป ในบางเซลลอาจปรากฏแผลจากการหลุดออกของโคนิเดีย (bud 

scar) (Hermanides-nijhof, 1977; Domsch และคณะ, 1993) (รูปที่ 1) 

 

A. pullulans มีแหลงที่อยูที่หลากหลายในธรรมชาติ เชน บนผิวใบพืช และผลไม ในดิน 

(Ramos และ Acha, 1975) เศษฟาง หญาแหง (Cooke, 1959) หรือในสถานที่ที่มีความชื้นสูง เชน 

ผนังหองนํ้า (Prasongsuk และคณะ, 2005) หรือแมแตในฟองนํ้าทะเล (Shigemori และคณะ, 1998)   

เปนตน A. pullulans พบไดทั้งในแถบประเทศเขตรอน เชน บราซิล อินเดีย  มาเลเซีย และจาไมกา 

แถบประเทศเขตอบอุน เชน เยอรมนี แคนาดา เดนมารก เนเธอรแลนด ออสเตรีย อังกฤษ และ

สหรัฐอเมริกา หรือในเขตแหงแลง เชน อียิปต อิรัก ปากีสถาน และ อัฟริกาใต  รวมทั้งในเขตขั้ว

โลกเหนือ เชน นอรเวย (Zalar และคณะ, 2008) Wickerham และ Kurtzman (1975)  ไดรายงานถึง 
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รูปที่ 1 วงชีวิตของ Aureobasidium pullulans ในระยะตางๆ (Romos และ Acha, 1975) 

วงชีวิตที่ 1 บลาสโตสปอรเกิดการแตกหนอไดบลาสโตสปอรใหม  

วงชีวิตที่ 2 บลาสโตสปอรสรางซูโดไมซีเลียมแบบไมมีผนังกั้น (aseptate)  

วงชีวิตที่ 3 บลาสโตสปอรเปลี่ยนเปนเซลลพอง และเร่ิมสรางเสนใย  

วงชีวิตที่ 4 บลาสโตสปอรที่เปลี่ยนเปนเซลลพอง และเซลลพองเร่ิมสรางผนังเซลลใหหนา

ขึ้น เปลี่ยนเปนคลาไมโดสปอร 

วงชีวิตที่ 5 คลาไมโดสปอรเร่ิมสราง germ tubes และเสนใย  

วงชีวิตที่ 6 เสนใยสรางเม็ดสี และผนังเซลลใหหนาขึ้น 

 

สายพันธุ color variant ของ A. pullulans  วาเปนสายพันธุที่คัดแยกไดจากบริเวณเขตรอน สามารถ

สรางเม็ดสีชนิดอ่ืนๆ ที่ไมสรางเม็ดสีดํา ซึ่งจะไดโคโลนีเปนสีแดง เหลือง สม หรือ สีมวง 

นอกจากน้ี Leathers (1984) ไดรายงานวา  A. pullulans  สายพันธุ color variant จะสามารถผลิต

เอนไซมไซแลนเนสไดในปริมาณมาก 

 

 สําหรับในประเทศไทย มีรายงานวามีการคัดแยก A. pullulans ไดจากอากาศ (airborne) 

(Punnapayak และคณะ , 2003) เขตปาสนเขา  บนผิวใบไม (Prasongsuk และคณะ , 2005; 
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Manitchotpisit และคณะ, 2009) ผนังหองนํ้า และผนังทาสี  (Prasongsuk และคณะ, 2005; Lotrakul 

และคณะ, 2009)  

 

A. pullulans มีความสําคัญตออุตสาหกรรมเปนอยางยิ่ง เน่ืองจากมีการใชประโยชนจาก  

A. pullulans ในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว (single cell protein) (Deshpande และคณะ, 1992)  การ

นํา A. pullulans มาใชในการผลิตสารตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. (Lotrakul และ

คณะ, 2009) นอกจากน้ัน A. pullulans ยังสามารถผลิตเอนไซมไดหลายชนิด เชน อะไมเลส โปรติ

เอส ไลเปส เอสเทอรเรส   เพคติเนส และ  เฮมิเซลลูเลส เปนตน (Leathers, 2002; Chi และคณะ , 

2009)   

 

นอกจากน้ี A. pullulans ยังเปนที่รูจักอยางแพรหลายจากความ สามารถในผลิตพอลิเมอร

ชีวภาพ ที่เรียกวา พูลลูแลน (pullulans) ซึ่งเปนพอลิแซ็ กคาไรดที่หลั่งออกมาภายนอกเซลลขณะ

เพาะเลี้ยง พูลลูแลน ประกอบดวยนํ้าตาลมอลโตไตรโอส หรือ มอลโตเตตระโอสตอกันดวยพันธะ

แอลฟา 1, 4 (α-1,4 linkages) และพันธะแอลฟา 1, 6 (α-1, 6 linkages) (รูปที่ 2)  ซึ่งพอลิเมอร

ดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆมากมาย เชน อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรม

เคร่ืองสําอาง อุตสาหกรรมพลาสติก อุตสาหกรรมสิ่งทอ และงานทางดานอิเลคโทรนิคส              

(Chi และ  คณะ, 2009) (ตารางที่ 1) 

 

 
 

รูปที่ 2 โครงสรางของพูลลูแลน (ที่มา: Leather, 2003)         
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 ตารางที่ 1 ผลิตภัณฑที่ผลิตไดจาก A. pullulans และการนําไปใชประโยชน (Chi และคณะ, 2009) 

 

ผลิตภัณฑทางชีวภาพ การประโยชน อางอิง 

พูลลูแลน ฟลมหรือเสนใยที่ออกซิเจนไมสามารถผานได สารที่

ทําใหหนาและมีความยืดหยุน สารยึดติด หรือสาร

หอหุม สารผสมในอาหารที่มีแคลอรีตํ่า สารปองกัน

การตกตะกอนของเลือด  สารตานไวรัส ใชเปน

วัตถุดิบที่ใชในอุตสาหกรรมทางดานสารเคมี 

Duan  

และคณะ, 2008 

อะไมเลส ใชในกระบวนการทําใหแปงเปนของเหลวและ

เปลี่ยนเปนนํ้าตาล สารลางนํ้าแปงออกใน

อุตสาหกรรมผา สารเติมในผลิตภัณฑซักลาง ใชใน

การผลิตเอทานอล ใชวิเคราะหในทางการแพทยและ

คลินิก ใชผลิตนํ้าเชื่อมฟรุกโทส  ใชในการผลิตยีสต

เซลลเด่ียว และจุลชีพอ่ืนๆ 

Chi  

และคณะ, 2001 

เซลลูเลส ปรับปรุงเสนใยเซลลูโลส สารฟอกน่ิม สารผสมสาร

ซักฟอก ผลิตโปรตีนเซลลเดียว และเชื้อเพลิงชีวภาพ 

บําบัดของเสีย 

Gupta  

และคณะ, 2003 

ไลเปส  ใชเปนสารเรงปฏิกิริยาหลายชนิด เชน ไฮโดรไลซิส 

อินเตอร -เอสเทอรริฟเคชัน  แอลกอฮอลไลซิส อะซิ

โดไลซิส เอสเทอรริฟเคชัน และอะมิโนไลซิส สารที่

ใชในการผลิตไบโอดีเซล 

Hasan  

และคณะ, 2006 

แอลคาไรดโปรติเอส ใชเติมในสารซักฟอก กระบวนการฟอกหนัง สาร

สกัดแยกเงิน ใชเพื่อวัตถุประสงคทางการแพทย ใช

ในอุตสาหกรรมอาหารคนและสัตว อุตสาหกรรมทาง

เคมี บําบัดของเสีย การยอยสลายโปรตีน 

Ni  

และคณะ, 2008 

ไซแลนเนส ใชในอุตสาหกรรมกระดาษ การหมัก และ

อุตสาหกรรมอาหาร รวมทั้งการบําบัดของเสีย 

Li  

และคณะ, 1993 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 

 

ผลิตภัณฑทางชีวภาพ การประโยชน อางอิง 

บีตาฟรุกโตฟูราโนซิ

เดส และมอลโตร

ซิลทรานเฟอเรส 

บรรเทาอาการทองผูก ปรับปรุงองคประกอบของ

ไขมันในเลือดในผูปวยโรคไขมันในเสนเลือดสูง 

กระตุนการดูดซึมแคลเซียมและแมกนีเซียม และ

ยับยั้งการผลิตสารเนาเปอยในลําไสเล็กของมนุษย

และสัตว และเปนปจจัยกระตุนการเติบโตของ 

Bifidobacteria 

Yoshikawa  

และคณะ, 2007 

แมนนาเนส ใชในอุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ การเปลี่ยนแปลง

ของเหลือทิ้งจากชีวมวลเปนนํ้าตาลที่สามารถหมักได  

เพิ่มคุณคาทางโภชนาการในอาหารสัตว ใชในการลด

ความหนืดของสารสกัดกาแฟ ใชในการผลิตแมนโน -

โอลิโกแซ็กคาไรด 

Lin และ Chen, 

2004 

โปรตีนเซลลเดียว เปนอาหารสัตว และอาหารมนุษย เปนแหลงโปรตีน

สําหรับผลิต bioactive peptide 

Gao และคณะ, 

2007: Chi และ

คณะ, 2008 

การควบคุมดวยวิธี

ทางชีวภาพ 

ยับยั้งจุลชีพที่ไมตองการในผลไม ธัญพืช และผัก Mounir  

และคณะ, 2007 

ไซเดอโรฟอร ใชเปนยา การสกัดแยกโลหะ ปรับปรุงฟนฟูแหลงที่มี

ของเสีย 

Wang  

และคณะ, 2008 

 

นอกจากพูลลูแลน ยังมีรายงาน วา A. pullulans สามารถผลิตพอลิแซ็ กคาไรดชนิดอ่ืนๆอีก

หลากหลายชนิด  ขึ้นอยูกับความแตกตางของสายพันธุ  และอาหารที่ใชผลิต   Kikuchi และคณะ  

(1973)  ไดรายงานถึงการผลิต heteropolysaccharide ที่ไมละลายนํ้าของ  A. pullulans ซึ่ง

ประกอบดวยกลูโคส แมนโนส  และกาแลกโตส โดยผนังเซลลของ A. pullulans จะประกอบดวย  

เฮทเทอโรโพลีแซคคาไรด และบีตากลูแคน  ที่เชื่อมตอกันดวย β-(1,3) และ β-(1,6) (Brown และ

คณะ, 1973) Elinov และคณะ (1987) รายงานถึงการผลิตกลูแคน ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ β-(1,3) 

α-(1,4) และ β-(1,6) ไกลโคซิดิก ซึ่งภายหลังเรียกวา ออบาซิแดน  Simon และคณะ (1993) ได
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ศึกษาผนังเซลลของ A. pullulans โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน  ซึ่งแสดงใหเห็นพูลลูแลน  และ 

heteropolysaccharide ที่ไมละลายนํ้า บริเวณวงรอบๆพื้นผิวดานนอกของคลาไมโดสปอร โดยระบุ

วามีองคประกอบของพูลลูแลน  อยูอยางหนาแนนบริเวณวงรอบๆผนังเซลล  ถัดเขามาจะเปน  

บีตากลูแคน   (รูปที่ 3) ที่ประกอบดวย กลูโคส และแมนโนส ซึ่งสวนใหญจะเปนชนิด  β-(1, 3)-

glucan  ซึ่ง β-glucan ที่ผลิตจาก A. pullulans  พบวามีตอ biological activities โดยสามารถยับยั้ง

มะเร็ง  และปองกันการแพอาหาร (Tada และคณะ, 2008) นอกจากน้ี  A. pullulans ยังสามารถผลิต  

poly(β-L-malic acid) หรือ PMA ซึ่งมีคุณสมบัติเปน hydrophilic polyester สามารถละลายนํ้าได  

ทําหนาที่เปนตัวนําสงยา  (drug delivery) ซึ่งเปนพอลิเมอรชีวภาพชนิดหน่ึงที่ไดรับความสนใจ

ในทางเภสัชกรรม  (Nakata และคณะ , 1993) รวมถึงฟรุกโตโอลิโกแซ็ กคาไ รด 

(fructooligosaccharide) ซึ่งมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกที่สําคัญอีกดวย (Shin และคณะ, 2004) 

 

 

 
 

 

รูปที่ 3 ภาพแสดงชั้นของพอลิแซ็กคาไรดบนผนังเซลลดานนอกของ  Aureobasidium pullulans 

(ที่มา: Shingel, 2004) 

 

ในอดีต A. pullulans ถูกจัดจําแนก เปน 2 varieties คือ A. pullulans var. pullulans ซึ่ง

โคโลนีเปนสีครีม ชมพู เหลือง หรือนํ้าตาลออน หลังจากเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA เปนเวลา 3 

สัปดาห และ A. pullulans var. melanogenum ซึ่งโคโลนีจะกลายเปนสีเขียวเขม หรือดํา อยาง

รวดเร็ว เน่ืองจากมีเสนใยสีเขม (dark hyphae) (Hermanides-nijhof, 1977) 
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Yurlova และคณะ (1996) ไดใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาชวยในการจัดจําแนก A. pullulans 

และไดเสนอ variety ใหมคือ A. pullulans var. aubasidani  ซึ่ง A. pullulans var. aubasidani  น้ีไม

สามารถใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ แลคโตส ( lactose) เปนแหลง

คารบอนได ซึ่งตางจาก  A. pullulans var. pullulans ที่สามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองได และ

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิด ออบาซิแดน  (aubasidan) (Yurlova และ De Hoog, 1997) ซึ่งเปน

พอลิเมอรที่สามารถถูกยอยสลายไดทางชีวภาพ ไมมีกลิ่น ไมมีรส ละลายนํ้ายาก มีแคลอร่ีตํ่า 

สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได มีลักษณะเปนเสนใยที่มีคุณสมบัติคลายกับพอลิเมอรสังเคราะห 

มีคุณสมบัติในการเชื่อมติด  (adhesive property) จึงนิยมใชเปนสารยึดเกาะ (Ptitchkina และคณะ , 

1994) และนําไปใชประโยชนในผลิตภัณฑทางเภสัชกรรม และเคร่ืองสําอาง  เปนตน   ซึ่งความ

แตกตางดังกลาวน้ี  สามารถนํามาใชระบุชนิดของ variety  ของ A. pullulans ไดในเบื้องตน  (ตาราง

ที่ 2) นอกจากน้ี Yurlova และคณะยังไดรวม  variety pullulans และ melanogenum ที่มีอยูเดิมเขา

ดวยกัน เปน variety เดียวคือ  A. pullulans var. pullulans   

 

ตารางที่ 2 ลักษณะเฉพาะของ varieties pullulans และ aubasidani (Yurlova และคณะ, 1995) 

 

ลักษณะเฉพาะ var. pullulans var. aubasidan 

Exopolysaccharides Pullulan-like Aubasidan-like 

Optimal N-source for EPS 

production 
(NH4)2SO4 NaNO3 

Assimilation of: 

methyl-α-D-Glucose 

Lactose 

 

+ 

+ 

 

- 

- 

rDNA group 1, 2 3 

 

แตอยางไรก็ดี ในป 2008 Zalar และคณะพบวา แมวา  A. pullulans var. aubasidani จะมี

การใชแหลงอาหารและ มีการผลิต EPS ไดแตกตางจาก A. pullulans var. pullulans แตผลการ

วิเคราะหดีเอ็นเอ ระบุวาทั้ง  A. pullulans var. pullulans  และ A. pullulans var. aubasidani อาจจะ

เปน variety เดียวกัน จึง ไดรวม ทั้ง สอง varieties เขาดวยกันเปน variety เดียวคือ   

A. pullulans var. pullulans  นอกจากน้ียัง ไดรายงานสอง  varieties ใหมของ A. pullulans คือ  
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A. pullulans var. subglaciale ที่ไอโซเลตไดจาก  ใตธารนํ้าแข็งบริเวณขั้วโลกเหนือ และ 

 A. pullulans var. namibiae  ที่มีเพียง 1 สายพันธุจาก Namibia ประเทศ แอฟริกา 

 

2.2 บีตากลูแคน  

 

บีตากลูแคน (β-glucans) เปนพอลิแซ็กคาไรดที่พบในผนังเซลลของจุลินทรีย (Herrera, 

1991) และผนังเซลลพืช เชน แบคทีเรีย ยีสต  เห็ดบางชนิด  สาหราย  ขาวโอต และขาวบารเลย  เปน

ตน  (พรพจน ศรีสุขชยะกุ ล, 2547) การศึกษาบีตากลูแคนเร่ิมขึ้นในทศวรรษที่ 40 เมื่อ Louis 

Pillemer ศึกษา Zymosan ซึ่งเตรียมไดจากผนังเซลลของยีสต ซึ่งเปนที่รูจักกันทั่วไปวาเปน สารที่

ออกฤทธิ์กระตุนระบบภูมิคุมกัน แตในขณะน้ันยังไมเปนที่ทราบแนชัดวา โปรตีน ไขมัน นํ้าตาล

เชิงซอน หรือ องคประกอบใดของ Zymosan  ที่สามารถออกฤทธิ์ตอระบบภูมิคุมกันได หลังจากน้ัน

ราวทศวรรษที่ 50 Nicholas DiLuzio จาก   มหาวิทยาลัย Tulane ประเทศสหรัฐอเมริกาไดทําการ

วิจัยเพิ่มเติมจนพบวาสารที่มีผลตอการกระตุนระบบภูมิคุมกันใน Zymosan ที่จริงแลวคือ บีตา

กลูแคน (พรพจน ศรีสุขชยะกุล, 2547)  

 

บีตากลูแคนที่สรางโดยสิ่งมีชีวิต ตางชนิดกันก็จะมีโครงสราง และคุณสมบัติที่แตกตางกัน

ดวย เชน  บีตากลูแคนที่ สรางโดยยีสตจะประกอบดวย นํ้าตาลกลูโคสที่เชื่อมตอกัน ดวยพันธะไกล

โคไซด โดยภายในสายหลักประกอบดวยกลูโคสซึ่งเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา  1, 3 (1, 3 β linked) 

และสําหรับสายที่เปนกิ่งกานจะประกอบดวยกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา 1, 6 (1, 6 β linked) 

(Kapteyn และคณะ, 1996) (รูปที่ 4)  
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รูปที่ 4 โครงสรางของ β-1,3-1,6-glucan ที่สรางโดยจุลินทรีย  (ที่มา: Volman และคณะ, 2008) 

 

สําหรับ บีตากลูแคนที่ สรางโดย พืช จะมีลักษณะที่แตกตางจากบีตากลูแคนที่ผลิตจาก

จุลินทรีย โดยมีโครงสรางเปน β-1,3-1,4-glucan  (รูปที่ 5) 

 

 
 

รูปที่ 5 โครงสรางของ β-1,3-1,4-glucan ที่สรางโดยธัญพืช (ที่มา: Volman และคณะ, 2008) 
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สําหรับบีตากลูแคนที่ไมสามารถละลายไดในดาง ซึ่งพบที่ผนังชั้นในของผนังเซลล เปน

องคประกอบที่พบประมาณ 30-35 เปอรเซ็นตของผนังเซลล โดยมากประกอบดวยบีตา 1, 3 กลูแคน

เปนสวนใหญ และบีตากลูแคนที่สามารถละลายไดในดาง ซึ่งพบที่ผนังชั้นกลางของผนังเซลล

โดยประมาณ 20-22 เปอรเซ็นตของผนังเซลล โดยมากประกอบดวยบีตา 1, 3 กลูแคนที่มีกิ่งกาน

ของบีตา 1, 6 กลูแคนมาก (Ha และคณะ, 2002) บีตา 1, 3 กลูแคนมีทั้งที่อยูในรูปของโครงขายเสน

ใย (fibrous) และรูปรางไมแนนอน (amorphous) มีคา degree of polarization (DP) ประมาณ 1,500 

มีมวลโมเลกุลประมาณ 240,000 มีความยาวของเสนใยสูงสุดประมาณ 600 นาโนเมตร  

บีตา 1, 3 กลูแคนโดยทั่วไปมีลักษณะเปนเกลียว (helical conformation) โดยเกลียวน้ันอาจ

ประกอบดวยสายเด่ียวของพอลิแซ็กคาไรด หรืออาจประกอบดวยสายที่มีพันธะไฮโดรเจน 3 พันธะ 

ซึ่งทําใหเกลียวเปนแบบ 3 เกลียว (triple helix) จากการศึกษาพบวาเสนใยของบีตา 1, 3 กลูแคนมี

ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 10-30 นาโนเมตร  (Kopeca และ Kerge, 1986)โดยมีแขนงหรือกิ่ง

กานที่หมู 6-ไฮดรอกซี (6-hydroxy group) ซึ่งการแตกแขนงที่ตําแหนงน้ีไมรบกวนตอการเกิด

โครงสรางที่เปน 1 เกลียวหรือ 3 เกลียวแตความยาวของแขนงหรือกิ่งกานดังกลาวมีผลตอเกลียว 

โดยหากแขนงน้ันมีความยาวมากจะสงเสริมใหเกิดโครงขายของเสนใย  แตถาแขนงสั้นจะสงเสริม

ใหเกิดเกลียวแบบ 3 เกลียว (Saito และคณะ, 1991) 

 

บีตา 1,6 กลูแคน เปนพอลิเซ็กคาไรดที่มีการแตกแขนงกิ่งกานมาก ทําหนาที่เชื่อม            

แตละองคประกอบที่ผนังเซลล  ในเซลลที่ขาดความสามารถในการสราง บีตา 1,6 กลูแคน พบวา

เซลลขาดการประกอบกันเปนผนังเซลล  องคประกอบตางๆถูกรบกวน และมีผลกระทบรุนแรงตอ

การเจริญของเซลล นอกจากน้ียังพบวาบีตา 1,6 กลูแคนเปนองคประกอบที่ยึดจับกับไคตินใน

บริเวณรอยแผลที่เกิดจากการแตกหนอ (bud scar) อีกดวย (Kolla และคณะ, 1997)   

 

แหลงของบีตากลูแคน 

1. ธัญพืช  (Cereal β-glucan) 

สําหรับธัญพืช พบบีตากลูแคนในผนังเซลล มีบทบาทชวยในการเจริญเติบโต โดยทําหนาที่

เกี่ยวของกับการ ลําเลียงนํ้าและ แรธาตุ ควบคุมแรงดันออสโมติก  (osmotic pressure) ภายในพืช 

ชวยในการปองกัน และตอตานจุลินทรีย รวมถึงแมลงที่มาเจาะทําลายพืช ประกอบดวยสายตรงของ

บีตา 1, 3 กลูแคน และ บีตา 1, 4 กลูแคนปนกันอยู ในผนังเซลลของเอนโดสเปรมของธัญพืช เชน 

ขาวบารเลย ขาวโอต ขาวไรน และขาวสาลี ซึ่งพบบีตากลูแคน 3-11 เปอรเซ็นต 3-7 เปอรเซ็นต  1-2 

เปอรเซ็นต และนอยกวา 1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Skendi และคณะ, 2003)  มีโครงสรางเปนสาย
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ตรง คือ β-1, 3-1, 4-D-glucans  ซึ่งในขาวโอต และขาวบารเลย มีการผลิตบีตากลูแคนปริมาณ

สูงสุดเมื่อเทียบกับธัญพืชชนิดอ่ืนๆ  เมื่อสกัดบีตากลูแคนออกมาจากขาวโอต พบวาบีตากลูแคนมี

ลักษณะเปนสายตรงที่ นํ้าตาลกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ  β 1,4 ประมาณ 70 เปอรเซ็นต และ

นํ้าตาลกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ  β-1,3-linked  ประมาณ 30 เปอรเซ็นต  (Dais, 1982 และ 

Lazaridou, 2007) โดยปกติบีตากลูแคนในธัญพืชจะพบเปนเกลียวแบบสุม (random coil) แต

สามารถถูกทําใหมีสภาพเปนเจลได   ซึ่ง cereal-β-glucan มีคุณสมบัติคือเปนบีตากลูแคนที่สามารถ

ละลายนํ้าได และมีผลตอสุขภาพ และโภชนาการของมนุษย โดยเปนแหลงของสารอาหาร และใย

อาหารที่ชวยในระบบยอย (Fincher และ Stone, 1986) ซึ่งในอุตสาหกรรมอาหาร ใชในการควบคุม

เน้ือสัมผัสของอาหาร  และ มีรายงานวาบีตากลูแคนที่ผลิตจากธัญพืชจะมีผลตอการรักษาระดับ

นํ้าตาลในเลือด  และ การลดคอเลสเตอรอล   (Kahlon และคณะ , 1993 และNewman และคณะ , 

1992) 

2. แบคทีเรีย (Bacterial-β-glucan) 

Curdlan เปนเอ็กโซพอลิเซ็กคาไรด  ที่ถูกคนพบโดย Harada และคณะ (1964) มีโครงสราง

เปน 1,3-β-D-glucan แบบสายตรงไมมีแขนง มีคา  degree of polymerization (DP) ประมาณ 450 ที่

พบในโครงสรางของเซลล บริเวณที่เก็บสะสมอาหารของแบคทีเรีย รา และสาหราย  (Deslands, 

1980) มีรายงานวา  curdlan ถูกสรางโดยแบคทีเรีย Alcaligenes faecalis var. myxogenes 10C3 ที่คัด

แยกไดจากดิน  และ Agrobacterium rediobacter (Harada, 1992; Meada และคณะ , 1967) curdlan 

ไมละลายนํ้า แตสามารถละลายในสารละลายดาง (alkaline solution) และมีมวลโมเลกุลตํ่า (Mw ≈ 

4-7×104 Da)  พบวาเมื่อสารละลายดางที่ใชมีความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตํ่า curdlan จะมี

รูปรางเปนเกลียว  (helical) เมื่อสารละลายดางที่ใชมีโซเดียมไฮดรอกไซดสูงกวา 0.2 นอรมอล 

curdlan จะมีรูปรางเปนเกลียวแบบสุม และละลายไดหมด (Lee, 2006) curdlan สามารถชวยกระตุน

การทํางานของระบบภูมิคุมกันในมนุษยได    มีผูใชในอุตสาหกรรมอาหาร มีความสามารถในการ

ยับยั้งเน้ืองอก และตอตานอนุมูลอิสระ (Sener และคณะ, 2005) 

 

3. ยีสต (yeast-β-glucan) 

บีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสต เปนพอลิแซ็ กคาไรดที่ไมละลายนํ้า  มีโครงสราง สายหลัก เปน 

β-1, 3-glucan (ประมาณ 85 เปอรเซ็นต) สวนสายที่เปนกิ่งกาน เปน β-1,6-glucan (ประมาณ 3 

เปอรเซ็นต) (Manners และคณะ, 1973) ซึ่งในปจจุบันก็มีการนําเอาบีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสตมาใช

ในอุตสาหกรรมนมผง และอุตสาหกรรมอาหารสัตว  ใชปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพของอาหาร

ทําใหมีความคงตัวเมื่ออยูในรูปของอิมัลชัน (Burkus และ Temelli, 2006) และยังชวยกระตุนระบบ
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ภูมิคุมกันของคน  (Feldman และคณะ, 2009) และสัตว อีกดวย (Hoa และคณะ, 2011) ออบาซิแดน

จัดเปนบีตากลูแคนชนิดหน่ึงที่หลั่งออกมาภายนอกเซลลของ A. pullulans  บางสายพันธุ 

(Ptitchkina และคณะ, 1994) ซึ่งมีคุณสมบัติ เปนพอลิเมอรชีวภาพที่สามารถยอยสลาย เองได และมี

ลักษณะเปนเสนใยที่คลายกับพอลิเมอรสังเคราะห  และถูกนําไปใชประโยชน ทางดานเภสัชกรรม 

เคร่ืองสําอาง อาหาร กาว  และอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับพอลิเมอร (Ptitchkina และคณะ, 1994) 

 

ประโยชนของบีตากลูแคน 

บีตากลูแคนชวยเสริมสรางการทํางานของระบบภูมิคุม ของมนุษย และสัตว ลดระดับ

คอเลสเตอรอล  ชวยรักษาระดับนํ้าตาลในเลือด   เปนสารตานอนุมูลอิสระ สามารถนํามาใชในการ

รักษาโรคมะเร็ง เปนใยอาหารที่ชวยในระบบยอย (Fincher และ Stone, 1986) ซึ่งในอุตสาหกรรม

อาหาร ใชในการควบคุมเน้ือสัมผัสของอาหาร ใชปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพของอาหารทําให

อาหารมีความคงตัวเมื่ออยูในรูปของอิมัลชัน (Burkus และ Temelli, 2000) 

 

Tada และคณะ (2008) พบวา เบตากลูแคนที่ผลิตจาก Aureobasidium pullulans สามารถ

ยับยั้ง biological activities ซึ่งไดแก ยับยั้งมะเร็ง  ยับยั้งกระดูกพรุน  และปองกันอาการแพอาหาร  

เปนตน ในขณะที่ Pelizon และคณะ  (2004) พบวาหนูที่ไดรับเบตากลูแคนจาก Saccharomyces 

cerevisae 100 มิลลิกรัม ผลิต IL-12p40 IL-12p70 TNF-α และเพิ่มกิจกรรมของ NK cellไดมากกวา

หนูที่ไมไดเบตากลูแคน และเมื่อกระตุนดวย Steptococcus aureus และเซร่ัม (serum) ก็พบวาหนูที่

ไดรับเบตากลูแคนมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Paracoccidioides brasiliensis ได

มากกวาหนูที่ไมไดรับเบตากลูแคน 

 

นอกจากน้ีบีตากลูแคนยังใชเปนสวนผสมในเคร่ืองสําอางจําพวกครีมกันแดด  เน่ืองจากมี

คุณสมบัติเปนสารปองกันรังสี  (Hofer และคณะ, 1995) ซึ่งแสงแดดเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหการ

ทํางานของเม็ดสีผิดปกติ เกิดเปนฝา กระ รอยดางดํา และกอใหเกิดภาวะชราของผิวหนังเร็วกวาปกติ 

(Photoageing) แลวยังพบวา  แสงแดดเปนตัวทําลายเซลลในระบบภูมิคุมกันของผิวหนัง คือทําให

เซลล Langerhans มีจํานวนลดลง ดังน้ันคนที่ตากแดดนานๆ จึงมีโอกาสเกิดมะเร็งผิวหนัง  หรือติด

เชื้อที่ผิวหนังไดงาย ซึ่งเบตากลูแคนจะมีคุณสมบัติ สามารถกระตุนใหแผลหายเร็วขึ้น  โดยจะไป

เพิ่มประสิทธิภาพในการสราง collagen ของเซลลผิวหนัง  ลดการเกิดอนุมูลอิสระ  และกระตุนการ

ทํางานของเซลล Langerhans  ซึ่งเปนเซลลที่มีหนาที่นําเสนอสิ่งแปลกปลอมใหแกเซลลในระบบ

ภูมิคุมกันคลายๆกับเซลล  macrophage โดยจะจับสารแปลกปลอมแลวยอยสลายเปนชิ้นเล็กๆ  
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นําไปไวที่ตอมนํ้าเหลือง เพื่อใหเซลลภูมิคุมกันตัวอ่ืน เชน เม็ดเลือดขาว  (T-lymphocyte) สราง

ภูมิคุมกัน  จากน้ันจะถูกทําลายไปโดย Macrophage กระบวนการเหลาน้ีจะมีผลทําใหผิวพรรณเปลง

ปลั่ง สดใส ลดร้ิวรอย และชะลอความแกของเซลลผิวหนังใหชาลง (Williams และคณะ, 1996) 

  

2.3 พรีไบโอติก (prebiotic) 

 

 พรีไบโอติก คือ  อาหารที่ไมถูกยอยหรือถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารสวนตน (Fooks 

และคณะ, 1999)  แตจะถูกหมักใหยอยสลายโดยแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสใหญ    กอใหเกิด

สารตางๆ ที่ใหประโยชนตอสุขภาพรางกาย    ซึ่งจะมีผลในการกระตุนการเติบโตของแบคทีเรียที่มี

ประโยชนในลําไสของมนุษยและสัตว  แลวกอใหเกิดประโยชนตอสุขภาพรางกายของสิ่งมีชีวิต

น้ันๆ  โดยทําหนาที่ชวยปรับสมดุลของสภาพแวดลอมในระบบลําไส  ซึ่งพรีไบโอติกที่ดีควร

สงเสริมการเจริญของจุลินทรียในลําไส เชน Bifidobacteria และ Lactobacilli และสามารถยับยั้งการ

เติบโตของจุลินทรียกอโรค เชน  Clostridium perfrigens ซึ่งเปนแบคทีเรียที่สามารถสรางสารพิษได 

(Gibson และ Roberfroid, 1995)   

  

เมื่อจุลินทรียในลําไสใหญนําพรีไบโอติกไปใช จะใหพลังงานและสารบางชนิด  เชน กรด

แลกติกและกรดไขมันชนิดสายสั้น  (short-chain fatty acids) ซึ่งเปนผลิตผลจากกระบวน              

การหมัก ซึ่งการหมักน้ีจะทําใหมีการกระตุนการเจริญของกลุมจุลินทรียสุขภาพ  และสภาวะความ

เปนกรดที่เกิดขึ้นจะชวยยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียบางชนิดในลําไสที่ทําใหเกิดโรค 

เชน Clostridium perfringens Salmonella spp. และ Esherichia coli เปนตน  (Gibson และ 

Roberfroid, 1995)  พรีไบโอติกสวนใหญจะเปนคารโบไฮเดรตเชิงซอนสายสั้นๆ  ซึ่งเปนอาหารของ

แบคทีเรียบางชนิด  หรือจะกลาวอีกนัยหน่ึงก็คือ  พรีไบโอติกก็จะเปนอาหารใหแกจุลินทรียที่

เฉพาะเจาะจง  ซึ่งองคประกอบในอาหารที่จัดเปนพรีไบติก  ไดแก อินนูลิน (inulin) ฟรุกโตโอลิ

โกแซ็กคาไรด  (fructooligosaccharide) ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด  (xylooligosaccharide)  

ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด (isomaltooligosaccharide) กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด  

(galactooligosaccharide) แลคทูโลส (lactulose)  (Rycroft และคณะ , 2001) และ บีตากลูแคน  

(β-glucan) (Gardiner, 2000 และ Snart, 2006) นอกจากน้ียังชวยลดอาการทองผูก  รักษาสมดุลนํ้า

และเกลือแรในรางกาย และชวยในการดูดซึมแรธาตุบางชนิด เชน แคลเซียม แมกนีเซียม  เหล็ก และ

สังกะสีอีกดวย  (Bengmark, 2005) ซึ่งในปจจุบันมีการพัฒนาผลิตภัณฑอาหารสุขภาพ  โดยการเติม

สารที่จัดเปนพรีไบโอติกลงในผลิตภัณฑอาหารชนิดตางๆ  มากมาย เพื่อเพิ่มมูลคาใหกับผลิตภัณฑ  
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และเพื่อเปนทางเลือกแกผูบริโภคในการดูแลสุขภาพ  ในการลดความเสี่ยงหรือปองกันโรคหลาย

ชนิด สําหรับพรีไบโอติกเองก็มีนักวิจัยใหความสนใจและสนับสนุนการเสริมลงในอาหารที่บริโภค

ประจําวัน  ไดแก นํ้าผลไม ผลิตภัณฑนม  ผลิตภัณฑธัญพืชตางๆ  หรืออาจเปนผลิตภัณฑพรอมใช  

สําหรับเติมลงในอาหารที่จะบริโภคโดยตรง  เชน เคร่ืองด่ืม  กาแฟ หรือใชประกอบอาหาร  เปนตน 

(สุญาณี พงษธนานิกร, 2549) 

 

2.4  โพรไบโอติก (probiotic) 

 

  โพรไบโอติกคือกลุมจุลินทรียที่มีประโยชนตอสุขภาพของมนุษยและสัตวซึ่งพบในบริเวณ

ลําไสที่เรียกวา Gastrointestinal tract (GI) โดยทั่วไปมีจุลินทรียอยูหลายชนิดที่มีสมบัติเปน  

พรีไบโอติก โดยแบงเปนจุลินทรียที่อยูในกลุมของ  Bifidobacterium ซึ่งประกอบดวย  

B. animalis B. longum B. lactis B. infantis B. breve B. bifidum B. thermophilum และ 

 B. adolescents กลุม Lactobacillus ไดแก L. acidophilus  L. casei L. farciminis L. gasseri  

L.  johnsonii L. plantarum L.reuteri L. rhamnosus L. salivarius L. delbrueckii sub Bugaricus  

B. brevis B. cellobiosus B. curvatus B. fermentum L. helviticus และแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ เชน 

Streptococcus thermophilus Enterococcus feacium Lactobacillus lactis Propionibacterium 

freudenreichii Escherichia coli nessle 1917 Bacillus clauii และ Bacillus oligonitrophilis รวมถึง

ยีสตบางชนิด คือ S. cerevisiae และ S. boulardi (Penner และคณะ, 2005) เชื้อจุลินทรียโปรไบโอติ

กสวนใหญไดรับจากการบริโภคอาหารที่มีสวนประกอบของโพรไบโอติก เชนผลิตภัณฑนมหมัก

ชนิดตางๆ  โดยแบคทีเรียที่เปนโพรไบโอติกมีคุณสมบัติปกปองรางกายไมใหไดรับอันตรายจาก

จุลินทรียกอโรค เชน Clostridium ซึ่งเปนจุลินทรียที่สรางสารพิษ  (Gibson และ Roberfroid, 1995) 

และสามารถผลิตเอนไซมมายอยสารอาหารบางประเภทที่ระบบในรางกายมนุษยไมสามารถยอยได

ใหเปนสารที่มีประโยชน และรางกายสามารถดูดซึมไปใชได ซึ่งแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ดีจะตองมี

คุณสมบัติ สามารถสรางกรดแลกติก และปรับสภาพของระบบทางเดินอาหารใหอยูในสภาพที่

แบคทีเรียกอโรคเจริญไดยาก และมีคุณสมบัติทนตอกรดในกระเพาะอาหารไดดี (Kontula, 1998) 

สามารถแขงขันกับจุลินทรียกอโรคในการยึดเกาะกับผนังลําไสที่มีการบีบตัวใหเคลื่อนที่ในลักษณะ

ลูกคลื่น (peristalsis) การที่โพรไบโอติกเกาะเคลือบที่ผนังทางเดินอาหารจะชวยในการ colonization 

ของโพรไบโอติกดีขึ้น ทั้งยังชวยในการยอยอาหาร และการดูดซึมใหเปนไปอยางปกติ และสามารถ

สรางสารตางๆ  เชน กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซ ด และแบคเทอริโอซิน เพื่อยับยั้งจุลินทรีย

กอโรคไมใหมีจํานวนที่มากเกินไป (Fuller, 1993)  
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ตัวอยางของแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกในกลุม  Lactobacillus ซึ่งเปนที่นิยม

นํามาใชในอุตสาหกรรมผลิตโยเกิรต และนมเปร้ียว (Sultana และคณะ, 2000) 

 

 Lactobacillus acidophilus 

 

 L. acidophilus จัดอยูในวงศ Lactobacillaceae เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเซลลเปนรูป

ทอน อาจอยูเด่ียวๆ เรียงตัวเปนคูๆ หรือสายสั้นๆ เปน Lactic acid bacteria ที่ผลิตกรดแล กติกทั้ง 

ชนิด dextrorotatory และ levorotatory (D, L-lactic acid) เปนแบคทีเรียที่มีประโยชนตอรางกาย 

ปองกันการเกิดโรค เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความเปนกรดดาง ที่เหมาะสมในการ

เจริญคือ 5.5-6.0 สามารถจัดลําดับอนุกรมวิธาน ไดดังน้ี 

 

Kingdom   Bacteria 

  Phylum  Firmicutes    

    Class   Bacilli 

          Order   Lactobacillales  

                  Family   Lactobacillaceae     

                        Genus   Lactobacillus 

                                          Species   Lactobacillus acidophilus  

 

L. acidophilus เปนกลุมแบคทีเรียที่ตองการอากาศ ซึ่งทําหนาที่ในการผลิตกรดแลคติก

จํานวนมากในกระบวนการหมักคารโบไฮเดรต เปนแบคทีเรียที่ทําใหสุขภาพดีในบริเวณลําไสเล็ก 

เน่ืองจากบริเวณลําไสเล็กมีจํานวนแบคทีเรียที่มีประโยชนนอย สวนมากจะเปนแบคทีเรียที่กอโรค 

ทําใหสุขภาพไมดี เปนแบคทีเรียที่มีความจําเปนในการสังเคราะหและดูดซึมวิตามินในบริเวณลําไส

เล็ก ชวยลดระดับคลอเลสเตอรอลในเลือด ชวยควบคุมและขจัดพิษในวัตถุที่เสี่ยงในอาหาร สามารถ

ทํางานรวมกับเอนไซมในการยอยอาหาร ชวยควบคุมระดับพีเอชของลําไส โดยผลิต  

แลกติก 
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Lactobacillus casei 

 

Kingdom   Bacteria 

  Phylum  Firmicutes    

    Class   Bacilli 

          Order   Lactobacillales  

                  Family   Lactobacillaceae     

                        Genus   Lactobacillus 

                                          Species   Lactobacillus casei  

 

Lactobacillus casei เปน facultative anaerobe จัดอยูในกลุม facultatively lactobacilli 

แบคทีเรียแกรมบวก ไมสามารถเคลื่อนที่ และไมสรางสปอร รูปรางแทง เปนแบคทีเรียทนกรด 

(acid tolerant) มีกระบวนการหมักแบบ  facultative heterofermentative โดยเปนแบคทีเรียแลกติกที่

สามารถหมักนํ้าตาลผาน  Pentose phosphaoketolase pathway (EMP pathway) แลวไดผลิตภัณฑ

หลัก คือกรดแลคติก (Axelsson, 1998) สามารถพบไดในผลิตภัณฑนมดิบ นมหมัก ผักผลไมหมัก 

ลําไสของมนุษยและสัตว ในอุตสาหกรรมมีการผลิตเพื่อเปนจุลินทรียโพรไบโอติก และเชื้อต้ังตน

ในอุตสาหกรรมนมหมัก (Sultana และคณะ, 2000)  
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บทที่  3 

 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 

 

อุปกรณ 

 

บริษัท/ ประเทศ 

1.  กลองจุลทรรศนรุน BX-51 Olympus/ Japan 

2.  กลองจุลทรรศนรุน CH 30 RF200 Olympus/ Japan 

3.  เคร่ืองเขยา (Shaker) รุน SPL15 Labcon/ The Republic Of 

South Africa 

4.  เคร่ืองเขยาแบบบม (Incubator shaker) Vision scientific CO., 

LTD/ South Korea 

5.  เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง รุน BL610 Sartorius/ Germany 

6.  เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC-205 Denver Instrument 

Company/ USA 

7.  เคร่ืองปนเหว่ียง รุน Rotofix32 Hettich/ Germany 

8.  เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน PP-50 Sartorius/ Germany 

9.  ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar Flow รุน BV 123 ISSOC/ Thailand 

10. ตูอบ (Hot air oven) Binder/ USA 

11. หมอน่ึงความดันไอนํ้า Ta Chang Medical 

instrument Factory/ 

Taiwan 

12. อุปกรณนับเม็ดเลือด (Haemacytometer) Brand/ Germany 

13. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS Spectrophotometer)  

รุน 2800 

Unico/USA 

14. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS Spectrophotometer)  

รุน HP 8453 

Agilent/ USA 
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3.2 สารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 

       

สารเคมี  บริษัท/ ประเทศ 

 

1.  Glucose (C6H12O6) Sigma/ USA 

2.  Sucrose(C12H22C21) Ajax/ Australia 

3.  Malt extract HiMedia/ India 

4. Yeast extract HiMedia/ India 

5. Peptone HiMedia/ India 

6.  Meat extract HiMedia/ India 

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

8.  Sodium nitrate (NaNO3) Ajax/ Australia 

9.  Tween 80 Fluka/ Switzerland 

10. Copper sulphate (CuSO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 

11. Sodium chloride (NaCl) Merck/ Germany 

12. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 

13. Dipotassium phosphate (K2HPO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 

14. Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4·7H2O) Carlo Erba Reagent/ Italy 

15. Calcium chloride dihydrate (CaCl2·2H2O) Ajax/ Australia 

16. Zine sulphate (ZnSO4·7H2O) May & Baker/ England 

17. Agar Sigma/ USA 

18. Ethanol (95 %) องคการสุรากรม

สรรพสามิต/ ประเทศไทย 

19. Ammonium molybdate (H24Mo7N6O24)  Fluka/ Switzerland 

20. L-asparagine Monohydrate (C4H8N2O3·H2O) Fluka/ Switzerland 

21. Sodium acetate (CH3COONa)  Ajax/ Australia 

22. Tri-ammonium citrate ((NH4)3C6H5O7)   Sigma/ USA 

23. Manganese (II) sulfate monohydrate (MnSO4·H2O) Merck/ Germany 

24. Hydrochloric acid (HCl) Merck/ Germany 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=kh2po4&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.made-in-china.com%2Fshowroom%2Fxh-wax%2Fproduct-detailLexEvVRDsIhY%2FChina-Potassium-Dihydrogen-Phosphate-KH2PO4-.html&ei=W5RZUK3sEMjKrAeuzYDYBg&usg=AFQjCNH5fgt0pEaMHS_cjo614w5bYBwJNg
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=k2hpo4&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDipotassium_phosphate&ei=9pdZUMq2LciIrAfH1YDICA&usg=AFQjCNFhnhEeiqRgOsieadLrW71r7S-C1A
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=mgso4%E2%80%A27h2o&source=web&cd=7&cad=rja&sqi=2&ved=0CFkQFjAG&url=http%3A%2F%2Funisonchem.en.alibaba.com%2Fproduct%2F230047287-209945240%2FMagnesium_Sulphate_Heptahydrate_MgSO4_7H2O_.html&ei=UphZUJHNE4frrQfLgIHABQ&usg=AFQjCNFZ7j27s2VAVrt_dA1KV9NfQwzynQ
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=cacl2%E2%80%A22h2o%20cal&source=web&cd=2&cad=rja&sqi=2&ved=0CCwQFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FCalcium_chloride&ei=t5hZUM_0IYnNrQfn64H4AQ&usg=AFQjCNFZ77GUTLI3DNPyn0OOwR-Xc2Zc7A
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3.3 เชื้อจุลินทรียท่ีใชในงานวิจัย 

Aureobasidium pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 58543  NRRL 58560 และ 

NRRL 58013 ไดรับมาจาก Microbial Genomics and Bioprocessing Research Unit, the United 

States Department of Agriculture  

การเตรียมหัวเชื้อ ทําโดยเลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร Yeast Malt Broth (YMB) 

(Atlas, 1993) (ภาคผนวก ก ) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 3 วัน 

สําหรับการเก็บ A. pullulans เปน stock culture ทําโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตร YMB เปนเวลา 2-3 

วัน จากน้ันเก็บเชื้อในหลอด microcentrifuge เติมสารละลายกลีเซอรอลจนมีความเขมขนสุดทาย

เปน 15 เปอรเซ็นต (v/v) แลวนําไปเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะสั้น  และทําเปน  

freeze dried stock (Bond, 2007) เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะยาว 

Lactobacillus acidophilus สายพันธุ TISTR 1338 และ Lactobacillus casei สายพันธุ 

TISTR 390 ไดรับมาจาก สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  (วว.) การเตรียม

หัวเชื้อ ทําโดยเลี้ยง L. acidophilus สายพันธุ TISTR 1338 และ L. casei สายพันธุ TISTR 390 ใน

อาหารสูตร 1 Man Rogosa Sharpe Broth (MRS) (Pelczar และคณะ, 1986) (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส  เขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 2 วัน สําหรับการเก็บแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ 

เปน stock culture ทําโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตร MRS เปนเวลา 2 วัน จากน้ันเก็บเชื้อในหลอด 

microcentrifuge เติมสารละลายกลีเซอรอลจนมีความเขมขนสุดทายเปน 15 เปอรเซ็นต (v/v) 

จากน้ันนําไปเก็บที่ -80 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะสั้นและทําเปน freeze dried stock เก็บ

ใน 4 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะยาว 

 

3.4 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.4.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543  

 

3.4.1.1 การใชแหลงอาหารของ  A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

     เลี้ยง A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร YMB ที่

อุณหภูมิหอง เขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 วัน นับจํานวนเซลลโดยใช Haemacytometer แลว

เจือจางใหได  2.5×107 เซลลตอมิลลิลิตร ถายเชื้อที่เตรียมได ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก

ขนาด 250 มิลลิลิตร  ที่มีอาหารสูตร Mineral Medium (Lin และ Kolattukudy, 1978) ปริมาตร 50 
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มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอน ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นต (w/v) กรัมคารบอน และแหลง

ไนโตรเจนตางๆ ที่ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (w/v) กรัมไนโตรเจน เลี้ยงที่อุณหภูมิหอง  

(30±2 องศาเซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน นับจํานวนเซลลดวย 

Haemacytometer ในวันที่  0  3  และ 5 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

 

3.4.1.1.1  ศึกษาแหลงคารบอนทั้งหมด  24 ชนิด ประกอบดวย   D-Arabinose L-Arabinose 

D-Fructose D-Galactose D-Glucose   β-D-Glucose Methyl-α-D-glucose D-Mannose L-Sorbose 

D-Xylose D-Cellobiose  β-Lactose  D-Maltose D-Sucrose D-Trehalose⋅2H2O Maltrotriose  

D-Melezitose⋅H2O α-Cellulose Starch (soluble) D-Glucosamine D-Mannitol D-Salicin Glycerol 

Ethanol และ Methanol โดยใชแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลง

ไนโตรเจน 

 

3.4.1.1.2 ศึกษาแหลงไนโตรเจนทั้งหมด 16 ชนิด ประกอบดวย Ammonium acetate 

Ammonium chloride Ammonium citrate Ammonium nitrate Ammonium oxalate Ammonium 

sulfate Ammonium tartrate Potassium nitrate Sodium nitrate Urea L-Asparagine ⋅ H2O Glycine 

L-Leucine L-Lysine L-Phenylalanine และ Peptone โดยใชกลูโคสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (w/v) 

เปนแหลงคารบอน 

 

3.4.2 การศึกษาลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

3.4.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ  

  เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 บนอาหารสูตร 

YMA เปนเวลา 3 วัน หลังจากน้ันเขี่ยเชื้อ 1 โคโลนีลงในอาหารสูตร YMB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 วัน 

นํามาตกตะกอนเซลลโดยการปนเหว่ียงที่ 6,000 รอบตอนาที  (5,232 g) เปนเวลา 10 นาที นําเซลลที่

ไดมาสกัดดีเอ็นเอ  โดยวิธี Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (Zhou และคณะ , 2002) เร่ิม

จากนําเซลลใสในโกรง แลวบดเซลลในไนโตรเจนเหลวใหเซลลแตกจนมีลักษณะเปนผงละเอียด 

ตักเซลล 0.5 กรัม ใสลงในหลอด  microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 2X CTAB 

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที เติมฟนอลปริมาตร 350 
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ไมโครลิตร และคลอโรฟอรม -ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (อัตราสวน 24 : 1) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ืองเขยาผสมสาร ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที (8,716 g) 

เปนเวลา 10 นาที ปเปตสวนใสดานบนใสลงในหลอด  microcentrifuge หลอดใหม และทําการสกัด

ซ้ําอีกคร้ังกอนปเปตสวนใสดานบนมาใสในหลอด  microcentrifuge หลอดใหม  โดยวัดปริมาตร

สวนใสที่ปเปตมาดวย แลวเติมไอโซโพรพานอลในปริมาตร เทากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส   เปนเวลา 60 นาที  เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ จากน้ันนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 14 ,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายในหลอดทิ้งใหเหลือแตตะกอน แลวเติมสารละลาย  

เอทานอล (70 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที เพื่อลางตะกอนของดีเอ็นเอ เทสารละลายเอทานอลทิ้ง ทิ้งตะกอนใหแหงที่

อุณหภูมิหอง จากน้ันละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  เก็บตัวอยาง 

ดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.4.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณตําแหนง Internal Transcribed Spacer (ITS) Large 

Subunit Ribosomal DNA gene (LSU) และ Elongase gene (ELO) โดยใชไพรเมอร ITS5 และ ITS4  

(White และคณะ, 1990) LSU NL1 และ NL4 (Boekhout และคณะ, 1995) และ ELO2-F และ 

ELO2-R (Zalar และคณะ, 2008) ตามลําดับ (ตารางที่ 3) สําหรับชุดปฏิกิริยามีสวนประกอบที่มี

ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ดังน้ี 

 

สาร ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

10X PCR Buffer with Mg2+ (บริษัท RBC Bioscience ประเทศ ไตหวัน) 5 

2.5 mM dNTPs 5 

Primer (Forword) (10 pmol/µl) 2.5 

Primer (Reword) (10 pmol/µl) 2.5 

Tag DNA polymerase (บริษัท RBC Bioscience ประเทศ ไตหวัน) 1 

DNA template 5 

Sterilized distilled water 29 

ปริมาตรรวม 50 

 

http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
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นําไปทําปฏิกิริยา PCR ดวยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิแบบอัตโนมัติ Peltier Thermal Cycler 

รุน PTC-100TM และทําปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสทั้งหมด 35 รอบ ซึ่งสภาวะปฎิกิริยาลูกโซ  

พอลิเมอรเรสแสดงในตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3  ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS  LSU  และ ELO  

 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด เอกสารอางอิง 

ITS5 5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’ (White และคณะ, 1990) 

ITS4 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’ (White และคณะ, 1990) 

NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ (Boekhout และคณะ, 1995) 

NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ (Boekhout และคณะ, 1995) 

ELO2-F 5'-CAC TCT TGA CCG TCC CTT CGG-3' (Zalar และคณะ, 2008) 

ELO2-R 5'-GCG GTG ATG TAC TTC TTC CAC CAG-3' (Zalar และคณะ, 2008) 

 

ตารางที่ 4 สภาวะปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ  ITS  LSU และ 

ELO 

 

ขั้นตอนปฎิกิริยา อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาท)ี 

1. Initial denaturation 94 5 

2. Denaturation 94 1 

3. Annealing 56 (ITS), 59 (LSU, ELO) 1 

4. Extension 72 2 

5. Final extension 72 10 

6. Hold 4 ∞ 

 

ตรวจสอบผลการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเบื้องตน ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซีส (electrophoresis) 

โดยการแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลความเขมขน 1  เปอรเซ็นต (w/v) ในบัฟเฟอร 1X TBE 

buffer  และใหกระแสไฟฟา 100 โวลท เปนเวลา 4 5 นาที และ จากน้ันนําเจลไปยอมดวย Ethidium 

bromide ความเขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที แลวนําเจลไปตรวจสอบแถบดี

http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
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เอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฎิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอรเรสไปทําใหบริสุทธโดยใช UltraClean® 15 DNA Purification Kit (MO BIO 

Laboratories, USA) 

   

3.4.2.3 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

3.4.2.3.1 การทํา Automated DNA sequencing  

สงผลิตภัณฑ PCR ไปทําการตรวจสอบลําดับ นิวคลีโอไทด ที่บริษัท 

Macrogen อินคอรปอเรชั่น สาธารณรัฐเกาหลี  แลวนําลําดับนิวคลีโอไทด ที่ไดไปทําการศึกษาใน

ขั้นตอนตอไป 

   3.4.2.3.2 การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับ นิวคลีโอไทดกับขอมูลที่มีใน

ฐานขอมูล Genbank  

          นําลําดับ นิวคลีโอไทด ที่ไดไปคนหา ลําดับ นิวคลีโอไทด บริเวณ ITS 

LSU และ ELO ที่คลายคลึงกัน ในฐานขอมูล  Genbank โดยใชโปรแกรม  BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) แลวเลือกลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความคลายคลึงกันมาก

ที่สุดมาทํา pairwise alignment ดวยโปรแกรม  BioEdit (Hall, 1999) เพื่อหาเปอรเซ็นต ความ

คลายคลึง ระหวางลําดับ นิวคลีโอไทด ของ  A. pullulans ที่ใชในการศึกษาคร้ังน้ี กับลําดับ  

นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank 5 อันดับที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 

 

3.4.3 ศึกษาการเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans  สายพันธุ   NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

 

3.4.3.1 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร  

Production Medium (PM) (Prasongsuk และคณะ, 2007) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขยา

ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 ชั่วโมง ใน 24 

ชั่วโมงแรก จากน้ันเก็บทุกๆ 6 ชั่วโมงจนครบ 9 วัน ทําการนับจํานวนเซลลดวย Haemacytometer 

และสรางกราฟการเติบโตของเชื้อ ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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3.4.3.2 การผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM  

(Prasongsuk และคณะ, 2007) ปริมาตร 95 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว

รอบ 150 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุกวัน เปนเวลา 9 วัน ทําการปนเหว่ียงเพื่อแยกเซลลออกที่ 6,000 

รอบตอนาที (5,232 g) เปนเวลา 15 นาที แลวนําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน  NP-EPS ดวย

เอธานอล (95 เปอรเซ็นต) (Prasongsuk และคณะ, 2005)  นํา NP-EPS ที่ไดจากการตกตะกอนไปอบ

ใหแหงที่ 60 องศาเซลเซียส จนนํ้าหนักแหงที่ไดคงที่ วัดนํ้าหนักของ  NP-EPS ที่ผลิตได และ

นํ้าหนักเซลลแหง ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

3.4.4 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

และNRRL 58543 

 

เลี้ยง A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM นํา

สารละลายสวนใสมาตกตะกอน NP-EPS ตามวิธีในขอ 3.4.3.2 นํา NP-EPS ที่ไดมาบดเปนผง และ

นําไปวิเคราะห ดังน้ี 

 

3.4.4.1 การทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ (Leathers และคณะ, 1988)  

นําเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด ละลายใน 0.05 M sodium acetate buffer ที่ความเปนกรดดาง

ตางๆไดแก 4.5  5.0 และ 6.9  โดยใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0.1 เปอรเซ็นต (w/v) จากน้ันเตรียม

เอนไซมความเขมขน 0.2 ยูนิตตอมิลลิลิตร และปรับ ความเปนกรดดางใหเหมาะสมตอการทํา

ปฏิกิริยาของเอนไซมชนิดน้ันๆ ดังน้ี  α-amylase (จาก Aspergillus oryzae, Sigma, USA) (ความ

เปนกรดดาง 6.9) pullulanase (จาก Klebsiella pnuemoniae, Sigma, USA) (ความเปนกรดดาง 5.0)  

glucoamylase (จาก Aspergillus niger, Sigma, USA) (ความเปนกรดดาง 4.5) และ β-glucanase 

(จาก Trichoderma longibrachiatum, Sigma, USA) (ความเปนกรดดาง 5.0) แลวปเปตเอนไซม

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีเอ็กโซพอลิแซ็ กคาไรด 1 มิลลิลิตร (ความเขมขน

สุดทายของเอนไซมเปน 0.1 ยูนิตตอมิลลิลิตร) นําไปบมเปนเวลา 15 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 20  25 55 

และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาของเอนไซม α-amylase 

pullulanase glucoamylase และ β-glucanase ตามลําดับ และวัดนํ้าตาลรีดิวส (reducing sugar) ดวย

วิธี dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959) แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  โดย เปรียบเทียบกับ 
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ออบาซิแดนที่ผลิตโดย A. pullulans var aubasidani NRRL 58013 และ พูลลูแลนมาตรฐานจาก

บริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

3.4.4.2 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS 

วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคป (Infrared 

spectroscopy) ดวยเคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrometer (PerkinElmer (Spectrum One), 

USA) ที่ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (Scientific and 

Technological  Research  Equipment  Centre,  Chulalongkorn  University) โดยบดตัวอยาง   

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดผสมกับผงโพแทสเซียมโบรไมด (KBr poweder) ในอัตราสวนตัวอยางตอ

โพแทสเซียม โบรไมด 1 : 100 แลวอัดใหเปนแผน pellet ใชความละเอียดในการอานคา 

(Resolution) 4.0 cm-1 จํานวนสแกน (No. of scan) 16  และ Range ที่ใชวัดอยูในชวง 4,000 - 400 

cm-1  โดย เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตโดย A. pullulans var aubasidani NRRL 58013 และ

พูลลูแลนมาตรฐานจากบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

วิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโคป  

(Nuclear magnetic resonance spectroscopy, Varian, USA) ชนิด  13C และ 1H  (Prasongsuk และ

คณะ, 2007; Manitchotpisit และคณะ, 2009) โดยนําตัวอยาง เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดละลายในนํ้า 

D2O (นํ้าที่มีไฮโดรเจนหนักหรือดิวเทอเรียมในสัดสวนที่มากกวาที่มีอยูในธรรมชาติ ) วัดที่ความถี่ 

125.76 (13C) และ 500.16 (1H) MHz โดยเปรียบเทียบกับออบาซิแดน 

 

3.4.5 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans  

 

คัดเลือก A. pullulans สายพันธุที่สามารถ NP-EPS ไดในปริมาณมาก 1 สายพันธุ (จากการ

ทดลองขอ 3.4.3.2) มาศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต โดยมีภาวะของการเลี้ยงที่ทําการปรับใน

แตละขั้นตอนตามลําดับดังน้ี 

 

3.4.5.1 ศึกษาแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม 

เลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร PM ที่ทําการปรับองคประกอบ โดยเติมแหลง

คารบอน และไนโตรเจนชนิดตางๆ ซึ่งประกอบดวย ซูโครสกับแอมโมเนียมซัลเฟต  ซูโครสกับ

โซเดียมไนเตรท  ซูโครสกับเปปโตน กลูโคสกับแอมโมเนียมซัลเฟต  กลูโคสกับโซเดียมไนเตรท 

กลูโคสกับเปปโตน ฟรุคโ ทสกับแอมโมเนียมซัลเฟต  ฟรุคโ ทสกับโซเดียมไนเตรท และ ฟรุ กโทส
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กับเปปโตน ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส ) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 9 

วัน นําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน NP-EPS ตามวิธีในขอ 3.4.3.2 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูล

ที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน คัดเลือกอาหารสูตร PM ที่เติมคารบอน และ

ไนโตรเจน ชนิดที่สามารถ ผลิต NP-EPS ไดดีที่สุด มาหาคาความเขมขนที่เหมาะสม ในการผลิต 

 NP-EPS โดยออกแบบการทดลองแบบ Factorial design วางแผนการทดลองดวยวิธีพื้นผิว

ตอบสนองแบบ central composite design (CCD) ซึ่งกําหนดชวงของปจจัยที่ศึกษาดังตารางที่ 3.3 

คํานวณหาภาวะที่เหมาะสม และสรางแผนภาพพื้นผิวตอบสนอง (contour plot)โดยใชโปรแกรม 

JMP software เวอรชั่น 10 (StatSoft Inc., USA) จากน้ันทําการทดสอบสมการอธิบายการผลิต  

NP-EPS โดยเลือกระดับปจจัยจากแผนภาพพื้นผิวตอบสนองที่ใหผลของการผลิต NP-EPS ที่สูงสุด 

มาทดลองซ้ําเพื่อเปรียบเทียบกับคาทํานายที่ไดจากสมการ  

 

ตารางที่ 5 การแปรผันความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจน ในอาหารสูตร PM ที่ใชใน

การทดลองวิธีพื้นผิวตอบสนอง 

 

ปจจัย รหัสของปจจัย 

คารบอน (%) (w/v) ไนโตรเจน (%) (w/v) X1 X2 

5.0 0.04 -1 -1 

5.0 0.06 -1 0 

5.0 0.08 -1 1 

6.0 0.04 0 -1 

6.0 0.06 0 0 

6.0 0.08 0 1 

7.0 0.04 1 -1 

7.0 0.06 1 0 

7.0 0.08 1 1 

 

3.4.5.2 ศึกษาระดับความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารที่เหมาะสม  

เลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร PM ที่ไดจากขอ 3.4.5.1 ที่ระดับ ความเปนกรด

ดางเร่ิมตนของอาหารตางๆ (ความเปนกรดดาง 5.5 6.5 และ 7.5) ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 9 วัน นําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน  
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NP-EPS ตามวิธีในขอ 3. 4.3.2 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

 

3.4.5.3 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

เลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร PM ที่ไดจากขอ 3.4.5.2  ที่อุณหภูมิตางๆ 

(อุณหภูมิหอง (30±2)  25  30 และ  35 องศาเซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 

9 วัน นําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน  NP-EPS ตามวิธีในขอ 3. 4.3.2 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นํา

ขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

3.4.6 การทดสอบสมบัติของ NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei 

(ดัดแปลงจาก Huebner และคณะ, 2007) 

 

เขี่ยเชื้อ Lactobacillus  spp. จํานวน 1 โคโลนี ลงใน   MRS  Broth 100 มิลลิลิตร บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา   16-18 ชั่วโมง นํามาวัดคา  1Toptical density 1T (OD) ที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร  แลวปรับโดยการเจือจางดวย MRS Broth ใหไดคา 1TODR600R เทากับ 0.1 1Tถายเชื้อ 

L. acidophilus และ  L. casei ที่ปรับความหนาแนนของเซลลแลว 1% (v/v) ลงในหลอดทดลองที่มี 

MRS broth ที่เติม NP-EPS ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต (w/v) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา วัดการเติบโตของ 

Lactobacillus sp. โดยการนับจํานวนโคโลนี (colony forming unit, CFU) บนอาหารสูตร MRS 

Agar เปรียบเทียบคาเฉลี่ยที่ได กับคาเฉลี่ยของชุดการทดลองควบคุมที่เติมแหลงคารบอนชนิดอ่ืนๆ 

(กลูโคส พูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) และบีตากลูแคน (food-grade) (Core-Chematis 

Co., Ltd., Thailand)) ดวยวิธี Duncan Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย

ใชโปรแกรม 1 TSPSS for windows version 11.5 1T ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

3.4.7 ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 
 

นํา NP-EPS ที่ผลิตจากภาวะที่เหมาะสมที่สุดในขอ 3.4.5 มาขึ้นฟลมที่ความเขมขน 1  3 

และ 5 เปอรเซ็นต (w/v) และนํา NP-EPS ผสมกับพูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) เพื่อขึ้น

รูปฟลม โดยทําการแปรผันความเขมขนของ NP-EPS 5 ระดับ ศึกษาสมบัติทางกายภาพของฟลมที่

ขึ้นรูปไวเปรียบเทียบกับฟลมพูลลูแลนที่เตรียมจากพูลลูแลนเกรดการคา ดังน้ี 
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    3.4.6.1 การเตรียมฟลม 

    เตรียมแผนฟลมที่มีสวนผสมของพูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) 3 

เปอรเซ็นต (w/v) และ NP-EPS 0.1 0.5  1.0  1.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (w/v) นําสวนผสมทั้งหมดมา

ละลายในนํ้ากลั่น 50 มิลลิลิตร โดยใช magnetic stirrer คนสวนผสมทั้งหมดจนละลายเปนเน้ือ

เดียวกัน นําสารที่ผสมเปนเน้ือเดียวกันแลว เทลงในแมพิมพอะคริลิคสําหรับขึ้นรูปที่มีขนาด 

13×17×0.5 เซนติเมตร นําไปอบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งจะทําใหนํ้า

ระเหยออกจนไดเปนแผนฟลม ลอกแผนฟลมออกจากแมพิมพ นําแผนฟลมใสถุงพลาสติกเก็บไว

ใน desiccator เพื่อนําไปทดสอบสมบัติทางกายภาพบางประการตอไป 

 

3.4.6.2 ทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile properties) ของฟลมที่ผลิต (Kristo และ

คณะ, 2007) 

ศึกษาความสามารถในการยืดตัว (elongation) โดยกําหนดสภาวะของเคร่ือง  ใหใช 

load cell ขนาด 5 กิโลกรัม ชุดหัวกดเจาะแบบยาง spherical probe แทนยึดตัวอยางฟลมที่มีชองเปด

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 50 มิลลิเมตร ความเร็วในการเคลื่อน Probe ที่ 10 มิลลิเมตรตอนาที 

ตัวอยางฟลมที่ทดสอบมีขนาดกวาง 6 มิลลิเมตร ยาว 25 มิลลิเมตร โดยเปรียบเทียบกับฟลมที่เตรียม

จากพูลลูแลนมาตรฐานของบริษัท Hayashibara ประเทศญ่ีปุน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมา

หาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

    3.4.6.3 ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมที่ผลิต (Teramoto และ Shibata, 2006) 

      ตัดแผนฟลมใหมีขนาดประมาณ 2×2 เซนติเมตร ใสในบีกเกอรที่มีนํ้ากลั่น

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง คนตลอดเวลาโดยใช  magnetic stirrer  และจับเวลาจนกระทั่ง

แผนฟลมบวมตัวและละลายจนหมด ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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บทที่ 4 

 

ผลการวิจัย 

 

4.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543 

  

        4.1.1 การใชแหลงอาหารของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

         จากการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนชนิด

ตางๆ ของ  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 พบวา A. pullulans ทั้ง 2 สาย

พันธุสามารถใชแหลงคารบอนไดเกือบทุกชนิดที่ทําการทดสอบ ยกเวน methanol และ  

D-Trehalose⋅2H2O และเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง A. pullulans var. pulluans สายพันธุ  

NRRL 58560 แลวพบวาสวนใหญสามารถใชแหลงคารบอนไดเหมือนกัน ยกเวน D-Mannitol ที่ทั้ง 

2 สายพันธุสามารถใชไดดี ในขณะที่สายพันธุอางอิงใชไดนอย และ  D-Trehalose⋅2H2O ที่ทั้ง  2 

สายพันธุไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิงสามารถใชไดดี  (ตารางที่ 6) และสําหรับการ

ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน พบวาทั้ง 2 สายพันธุ รวมทั้งสายพันธุอางอิงสามารถใชแหลง

ไนโตรเจนไดดีเกือบทุกชนิดที่ทําการทดสอบ ยกเวน L-Phenylalanine ที่สามารถใชไดนอย และ  

ยูเรีย ที่สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิง

สามารถใชไดดี (ตารางที่ 7) 
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ตารางที่ 6 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนของ  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 

58543 และ NRRL 58560 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  mineral medium ที่เติม แหลงคารบอนชนิดตางๆ 

ที่ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นตกรัมคารบอน บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เขยา

ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบการเติบโตโดยการนับจํานวนเซลลใน

วันที่ 0  3  และ 5 

 

แหลงคารบอน NRRL 58539 NRRL 58543 NRRL 58560* 

1. D-Arabinose w*** w w 

2. L-Arabinose +** + + 

3. D-Fructose + + + 

4. D-Galactose + + + 

5. D-Glucose + + + 

6. β-D-Glucose + + + 

7. Methyl-α-D-glucose w w w 

8. D-Mannose + + + 

9. L-Sorbose w w w 

10. D-Xylose + + + 

11. D-Cellobiose w w w 

12. β-Lactose w w w 

13. D-Maltose + + + 

14. D-Sucrose + + + 

 

* = สายพันธุอางอิง A. pullulans var pullulans สายพันธุ NRRL 58560 (Prasongsuk และคณะ, 

2005) 

**+ = สามารถใชแหลงอาหารได  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

***w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร แตนอยกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

****- = ไมสามารถใชแหลงอาหารได (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นนอยกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร) 
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ตารางที่ 6 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนของ  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 

58543 และ NRRL 58560 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  mineral medium ที่เติม แหลงคารบอนชนิดตางๆ 

ที่ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นตกรัมคารบอน บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เขยา

ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบการเติบโตโดยการนับจํานวนเซลลใน

วันที่ 0  3  และ 5 (ตอ) 

 

แหลงคารบอน NRRL 58539 NRRL 58543 NRRL 58560* 

15. D-Trehalose⋅2H2O -**** - + 

16. Maltrotriose + + + 

17. D-Melezitose⋅H2O + + + 

18. α-Cellulose w w w 

19. Starch (soluble) w w w 

20. D-Glucosamine + + + 

21. D-Mannitol + + w 

22. D-Salicin + + + 

23. Glycerol w w + 

24. Ethanol w w w 

25. Methanol - - - 

 

* = สายพันธุอางอิง A. pullulans var pullulans สายพันธุ NRRL 58560 (Prasongsuk และคณะ, 

2005) 

**+ = สามารถใชแหลงอาหารได  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

***w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร แตนอยกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

****- = ไมสามารถใชแหลงอาหารได (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นนอยกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร) 
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ตารางที่ 7 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของ  A. pullulans สายพันธุ   NRRL 58539  

NRRL 58543 และ NRRL 58560 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  mineral medium ที่เติม แหลงไนโตรเจน

ชนิดตางๆ ที่ความเขมขนสุดทาย 0.1 เปอรเซ็นตกรัมไนโตรเจน บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส ) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบการเติบโตโดยการนับ

จํานวนเซลลในวันที่ 0  3 และ 5 
 

แหลงไนโตรเจน NRRL 58539 NRRL 58543 NRRL 58560* 

1. Ammonium acetate +** + + 

2. Ammonium chloride + + + 

3. Ammonium citrate + + + 

4. Ammonium nitrate + + + 

5. Ammonium oxalate + + + 

6. Ammonium sulfate + + + 

7. Ammonium tartrate + + + 

8. Potassium nitrate + + + 

9.  Sodium nitrate + + + 

10. Urea -**** - + 

11. L-Asparagine ⋅ H2O + + + 

12. Glycine w*** w + 

13. L-Leucine + + + 

14.  L-Lysine + + + 

15.  L-Phenylalanine w w w 

16. Peptone + + + 
 

* = สายพันธุอางอิง A. pullulans var pullulans สายพันธุ NRRL 58560 (Prasongsuk และคณะ, 

2005) 

**+ = สามารถใชแหลงอาหารได  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

***w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร แตนอยกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

****- = ไมสามารถใชแหลงอาหารได (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นนอยกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร) 
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4.1.2 การศึกษาลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539  

และ NRRL 58543  

 

4.1.2.1 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS LSU และ ELO  

จากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของยีน 3 ตําแหนง คือ Internal transcribed  

spacer (ITS) 17Large subunitribosomal DNA gene (LSU)  และ Elongase gene (ELO) ดวยปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส ( PCR)  พบวา สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไดผลิตภัณฑที่มีขนาด  1,293 

และ1,418 สําหรับบริเวณ ITS และ 841 และ 829 คูเบส สําหรับบริเวณ LSU ตามลําดับ ในขณะที่ไม

สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ ELO ได 

 

4.1.2.2 ผลการทํา Automated sequencing 

           ผลการทํา Automated sequencing ของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ  

ITS ใน 2 ทิศทางโดยใชไพรเมอร  ITS5 และ ITS4 เมื่อตรวจสอบความถูกตองของลําดับ นิวคลีโอ

ไทดจาก Electropherogram แลวไดลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความยาวดังน้ี A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58539 1,293 คูเบส และ NRRL 58543 1,076 คูเบส (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

ชนิด/สายพันธุ ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS 

A. pullulans 

สายพันธุ 

NRRL 58539 

 
1    AAAAAACTAG TTTGATAATT CTGAAGAACG GCATCATTTG GATGATCTTT CTGCAGTGTA  
61   CGCTTACAGA AGCCTGGCCC CCCACGCAAA GTGGGTGACC GCGACTATTA AAGAAAGTGT  
121  CAGCGATGGC AGTCCGACTG CCCGCGGCCG CGTCTTTCGA ATTGACGGGG ACCTTCTTAG  
301  AGCCTACGGC ACCAACCCAG GGGGGAAACC CTTCTAACCC TTCCGAGGTA GCACTTTAAT  
361  CCCAGTGACT GGGGGCCCAT GTTAACCGCA TGGGGTACGG TAAAAGAACG TAGGATTGGG 
421  GAATCCGCAG CCAACGCCTA AGGTCGCGCT CTAACCGGCG CGGCTAAGGT AGGGGTTCAC  
541  AGACTAAGTG TTAGACGGTG TGAATCAGTA GTCCGGCGCG AGCCTGGCGA AGAACATGCT  
661  GAAGATATAG TCGGTCCCTG GGTGAAAGCC CAGGGGAGAA CACTGCGGGG CCCTCGGGCC  
721  CCGATGGAAA ACTGAAAACG TTCCGTAGGT GAACCTGCGG AAGGATCATT AAAGAGTAAG  
781  GGTGCTCGTC GCCCGACCTC CAACCCTCTG TTGTTAAAAC TACCTTGTTG CTTTGGCGGG 
841  ACCGCTCGGT CTCGAGCCGC AGGGGCTCCG GCCCAGGCGA GCGCCCGCCA GAGTTAAACC  
901  AAACTCTTGT TTTTATAACC GGTCGTCTGA GTAAAAATTT TGAATAAATC AAAACTTTCA  
961  ACAACGGATC TCTTGGTTCT CGCATCGATG AAGAACGCAG CGAAATGCGA TAAGTAATGT  
1021 GAATTGCAGA ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA CATTGCGCCC CTTGGTATTC  
1081 CGAGGGGCAT GCCTGTTCGA GCGTCATTAC ACCACTCAAG CACTGCTTGG TATTGGGCCC 
1141 CGTCCCCCTC TCGTTTGGGG GGCGAGCATC AAAGACCTCG GCGAGGCCTC ACCGGCTTTA  
1201 GGCGTAGTAG AATTATTTCG AACGTCTTCA AAACGGGAGG ACTTCTGCCG ACGAAACCTT 
1261 TAAGTTTTCT AAAGTTGGCT CCCGAAAGGG TAG 
 

A. pullulans  

สายพันธุ  

NRRL 58543 

  
1    CTTTACTAGT ATTATGTGTG GTCACCGCCC CGTCTGGGGT CCCTCTCCAA AAACAAGATA  
61   CCTTTACCGC GGCCCGCCTC CCACGTGTGT GGCGCGCTGT GAATAATATG TATATGTCAG  
121  AGAAGGCAGT CTGACTGCCC GCGGGTTTTT TTATTTAATC GCCGCGACCT TGTTAGAGCC  
181  TGCGGCACCA ACCCAGGGGG GACACCCTTC TACCCTTCCG AGGTAGCACT TTAATCCAGT  
241  GACTGGGCGC CCATGTTAAC CGCATGGGGT ACGGTAAAAG AACGTAGGAT TGGGGAATCC  
301  GCAGCCAACG CCTAAGGTCG CGCTCTAACC GGCGCGGCTA AGGTAGGGGT TCACAGACTA  
361  AGTGTTAGAC GGTGTGAATC AGTAGTCCGG CGCGAGCCTG GCGAAGAACA TGCTGAAGAT  
421  ATAGTCGGTC CCTGGGTGAA AGCCCAGGGG AGTACACTGC GGGGCCCTCG GGCCCCGATG  
481  GAAAACTGAA AACGTTCCGT AGGTGGTGAA CCTGCGGAAG GATCATTAAA GAGTAAGGGT  
541  GCTCGTCGCC CGACCTCCAA CCCTCTGTTG TTAAAACTAC CTTGTTGCTT TGGCGGGACC  
601  GCTCGGTCTC GAGCCGCAGG GGCTCCGGCC CAGGCGAGCG CCCGCCAGCC AGAGTTAAAC  
661  CAAACTCTTG TTTTTATAAC CGGTCGTCTG AGTAAAAATT TTGAATAAAT CAAAACTTTC  
721  AACAACGGAT CTCCTTGGTT CTCGCATCGA TGAAGAACGC AGCGAAATGC GATAAGTAAT  
781  GTGAATTGCA GAATTCAGTG AATTCAGTGA ATCATCGAAT CTTTGAACGC ACATTGCGCC  
841  CCTTGGTATT CCGAGGGGCA TGCCTGTTCG AGCGTCATTA CACCACTCAA GCACTGCTTG  
901  GTATTGGGCC CCGTCCCCCT CGCGTTTGGG GGGCGAGCCT CAAAGACCTC GGCGAGGCCT  
961  CACCGGCTTT AGGCGTAGTA GAATTATTTC GAACGTCTTC AAAAGGGGAG GACTTCTGCC  
1021 GACAGAAGTT TAATTTTCTA AGGGTGACCT CGGGATCAGG TAGGGACGCA TGATCC 
 

 

ผลการ ทํา Automated sequencing ของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ LSU ใน 2 

ทิศทางโดยใชไพรเมอร  NL4F และ NL4R เมื่อตรวจสอบความถูกตองของลําดับ นิวคลีโอไทดจาก 

Electropherogram แลวไดลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความยาวดังน้ี A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

841 คูเบส และ NRRL 58543 670 คูเบส (ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 9  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

ชนิด/สายพันธุ ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU 

A. pullulans 

สายพันธุ  

NRRL 58539 

 
1   ACCGGACTAT ATCGAATGAT TATAGACATC TAAATAGAAG ATTTACCGTG GAAGGACGTC 
61  GATTAGAATC ACAGAAGATC GTCTCGATTA ACAGACTGTC TGGCCGTTTG TTGCATTGTC 
121 TATAAGCGGT GGAAAAGACA CCAACAGGGA TTGCCCTAGT AACGGCGAGT GAAGCGGCAA 
181 CAGCTCAAAT TTGAAAGCTG GCCTTCGGGT CCGCATTGTA ATTTGTAGAG GATGCTTTGG 
241 GGCAGCCGCC TGTCTAAGTT CCTTGGAACA GGACGTCATA GAGGGTGAGA ATCCCGTATG 
301 TGACAGGACA TGGCACCCTA TGTAAAGCTC CTTCGACGAG TCGAGTTGTT TGGGAATGCA 
361 GCTCTAAATG GGAGGTAAAT TTCTTCTAAA GCTAAATACC GGCGAGAGAC CGATAGCGCA 
421 CAAGTAGAGT GATCGAAAGA TGAAAAGCAC TTTGGAAAGA GAGTTAAAAA GCACGTGAAA 
481 TTGTTGAAAG GGAAGCGCTT GCAATCAGAC TTGTTTTGAC TGTTCGGCCG GTCTTCTGAC 
541 CGGTTTATTC AGTCTGGACA GGCCAGCATC AGTTTTGGCG GCCGGATAAA GGCCCAGGGA 
601 ATGTGGCTCT CGCTTCGGCG GGAGTGTTAT AGCCCTGGGT GTAATACGGC CAGCCGGGAC 
661 TGAGGTCCGC GCTTCGGCTA GGATGCTGGC ATAATGGTGG TAAGCAACCC AAAAAAAAAA 
721 ACTTACGCAC AAAAAGGTCA CTCACTGGGC CGTATTCGCC CCAGGGGAGT AAAATCGCCC 
781 GCTCAGTAAT ATGTTTAGTC ATGTGATCTG GCTTGTGTTT GGTCACCGCG AGCATAGCGG 
841 A 

A. pullulans 

สายพันธุ  

NRRL 58543 

1 .TCCATAGGGG GGAAAGAGAA CCCACCGGGG TTGCCTCTTG TACGGCGAAT GTGAAGCGGC  
61 ACAGCTCAAT TTGAAAGCTG GCCTTCGGGT CCGCATTGTA ATTTGTAGAG GATGCTTTGG  
121 GGCAGCCGCC TGTCTAAGTT CCTTGGAACA GGACGTCATA GAGGGTGAGA ATCCCGTATG 
181 TGACAGGACA TGGTGAGAAT CCCGTATGTG ACAGGACATG GCACCCTATG TAAAGCTCGA  
241 GTTGTTTGGG AATGCAGCTC TAAATGGGAG GTAAATTTCT TCTAAAGCTA AATACCGGCG 
301 AGAGACCGAT AGCGCACAAG TAGAGTGATC GAAAGATGAA AAGCACTTTG GAAAGAGAGT 
361 TAAAAAGCAC GTGAAATTGT TGAAAGGGAA GCGCTTGCAA CAGACTTGTT TTGACTGTTC 
421 GGCCGGTCTT CTGACCGGTT TTATTTCAGG TCCTGGGACC AGGGCCCAGG CATTCAGTTT 
481 TTGGGCGGGC CCGGATAAAG GCTCAGGGAA TGTGGCTCTC GCTTCGGCGG GAGTGTTATA 
541 GCCCTGGGTG TAATACGGCC AGCCGGATCT GACGTCCGCG CTACGCTAGA TGATGCGTAC 
601 TCACAAGCAG TACACGACCC GTCTTAAACC CCGGGACCAA AAAACGGGCC AGGCGGGCCC 
661 .CGAGAAAACC 
 

 

4.1.2.3 ผลการเปรียบความคลายคลึงของลําดับ นิวคลีโอไทด กับขอมูลที่มีในฐานขอมูล 

Genbank 

 จากการนําลําดับ นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ความยาว 1,293 และ 1,418   คูเบส มา

ตรวจหาลําดับ นิวคลีโอไทด ที่คลายคลึงกันในฐานขอมูล  Genbank โดยใชโปรแกรม BLAST 

จากน้ันนําลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับแรกมาทํา Pairwise 

alignment โดยพบวา เปอรเซ็นต nucleotide identity มีคาระหวาง  95 - 100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 10)   

  จากการนําลําดับ นิวคลีโอไทด บริเวณ  LSU ความยาว 841 และ 829 คูเบส มา

ตรวจหาลําดับ นิวคลีโอไทด ที่คลายคลึงกันในฐานขอมูล  Genbank  โดยใชโปรแกรม BLAST 

จากน้ันนําลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับแรกมาทํา Pairwise 

alignment โดยพบวา เปอรเซ็นต nucleotide identity มีคาระหวาง  87 - 99 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 11) 
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ตารางที่ 10 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ A. pullulans    สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ

นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับ  

 

ชนิด/สายพันธุ  
Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identical base/ 

total base compared 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

A. pullulans  

สายพันธุ NRRL 

58539 

EU719518.1 Aureobasidium sp. NRRL 58539 493/497 2/480 100 

EU719513.1 Aureobasidium sp. NRRL 58543 493/497 2/497 99 

HM807619.1 Aureobasidium sp. E7405b 469/480 3/480 99 

FN665416.1 Aureobasidium sp. RBSS-303 474/497 12/497 97 

AB568372.1 Aureobasidium sp. HB125 444/456 3/456 97 

A. pullulans 

 สายพันธุ NRRL 

58543 

 

EU719518.1 Aureobasidium sp. NRRL 58543 496/512 15/512 97 

EU719513.1 Aureobasidium sp. NRRL 58539 496/512 15/512 97 

HM807619.1 Aureobasidium sp. E7405b 487/511 17/511 95 

AB568372.1 Aureobasidium sp. HB125 464/488 17/488 95 

AB568371.1 Aureobasidium sp. HB110 460/484 17/484 95 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283117?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304334034?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291622137?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348604526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=5SSM4XX601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283117?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304334034?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348604526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=6ZGDMNHG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348604525?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=6ZGDMNHG016
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ตารางที่ 11 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ

นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับ 

 

ชนิด/สายพันธุ  
Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identical base/ 

total base compared 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

 

 

A. pullulans 

สายพันธุ 

NRRL 58539 

AB568343.1 Aureobasidium sp. HB110 506/508 0/508 99 

FJ896010.1 Rhodotorula sp. SF4L02 555/563 2/563 99 

HQ220210.1 Aureobasidium sp. YM24372 531/548 1/548 97 

AM236013.2 Aureobasidium sp. YS67 547/571 2/571 97 

JQ916049.1 A. pullulans isolate OF-01 546/571 2/571 96 

A. pullulans 

สายพันธุ 

NRRL 58543 

JQ011321.1 A. pullulans isolate Z-19 517/597 44/597 87 

FJ150934.1 A. pullulans var. subglaciale strain EXF-2480 515/595 43/595 87 

FJ150919.1 A. pullulans var. melanogenum strain dH 12640 514/594 41/594 87 

FJ150921.1 A. pullulans var. melanogenum strain CBS 621.80 514/594 41/594 87 

FJ150937.1 
 
A. pullulans var. namibiae strain CBS 147.97 

 

509/588 40/588 87 

41 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323482806?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=5JMA79P601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116077927?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=5JMA79P601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394783262?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=5JN5959801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/379318977?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277796?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277783?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=6ZXKCBKG01N
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4.2 ศึกษาการเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

4.2.1 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

         เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง   

(30±2 องศาเซลเซียส) A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีการเติบโตในชวง  

lag phase ใน 6 ชั่วโมงแรกหลังการลงเชื้อ   จากน้ันจะมีการแบงเซลลอยางรวดเร็วเขาสูชวง log 

phase ระหวางชั่วโมงที่ 6 – 24 เปนเวลา 18 ชั่วโมง และหลังจาก 24  ชั่วโมงพบวา มีจํานวนเซลล

คงที่ (stationary phase) (รูปที่ 8) 

 

 

 
 

รูปที่ 8 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 9 วัน 

 

4.2.2 การผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุด

ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง คือ 2.16±0.00 และ 2.43±0.01 กรัมตอลิตร โดยมีนํ้าหนักเซลลแหง คือ 

4.49±0.01 และ 4.99±0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 12 รูปที่ 9, 10) ซึ่ง A. pullulans  
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สายพันธุ    NRRL 58543 มีแนวโนมวาสามารถผลิต NP-EPS ไดมากกวา  A. pullulans  สายพันธุ 

NRRL 58539 จากผลการทดลองดังกลาวจึงเลือก   A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สําหรับ

การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต NP-EPS ตอไป 

 

ตารางที่ 12 นํ้าหนักแหง  NP-EPS และนํ้าหนักแหงเซลล ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

และ NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมซูโครส 5 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน 

และ เปปโตน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที  

ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 10 วัน 

 

วัน 

นํ้าหนักแหง (กรัมตอลิตร)* 

NRRL 58539 NRRL 58543 

NP-EPS เซลล NP-EPS เซลล 

1 0.75±0.01 0.96±0.02 0.62±0.01 0.64±0.01 

2 0.97±0.00 1.76±0.01 0.79±0.00 1.14±0.01 

3 1.09±0.00 2.84±0.03 0.92±0.00 1.93±0.01 

4 1.24±0.01 3.50±0.01 1.16±0.02 2.76±0.03 

5 1.20±0.00 3.93±0.00 1.70±0.02 3.78±0.02 

6 1.21±0.01 4.26±0.039 1.84±0.01 4.27±0.01 

7 1.69±0.01 3.55±0.00 2.30±0.01 3.82±0.01 

8 1.90±0.01 3.95±0.01 1.99±0.01 4.32±0.02 

9 2.16±0.00 4.49±0.01 2.43±0.01 4.99±0.03 

10 2.12±0.01 5.35±0.01 2.25±0.02 5.69±0.03 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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รูปที่ 9 การเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 ในอาหารสูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง 

 (30±2 องศาเซลเซียส ) เปนเวลา 10 วัน ตัวเลขเหนือกราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา บารแสดงสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

44 
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รูปที่ 10 การเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง  

(30±2 องศาเซลเซียส ) เปนเวลา 10 วัน ตัวเลขเหนือกราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา บารแสดงสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

45 
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4.3 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

  

4.3.1   การทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ 

           เมื่อนํา NP-EPS มาทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ ประกอบดวย  α-amylase  

pullulanase   glucoamylase   และ β-glucanase  พบวา NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans  สายพันธุ  

NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีความไวตอเอนไซม pullulanase และ glucoamylase นอยมาก

เมื่อเทียบกับพูลลูแลนที่ผลิตจาก  A. pullulans  สายพันธุอางอิง (NRRL 58560) และพูลลูแลน

มาตรฐาน  (Sigma Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) นอกจากน้ียังพบวา  

NP-EPS จากทั้ง 2 สายพันธุมีความไวตอเอนไซม β-glucanase มากคลายคลึงกับออบาซิแดน 

ในขณะเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดทุกชนิดที่ทดสอบมีความตานทานตอเอนไซม  α-amylase ใกลเคียง

กัน (ตารางที่ 13) 

 

4.3.2 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS 

        จากการวิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคป 

(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR) เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma 

Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) พบวาโครงสรางของพูลลูแลนมาตรฐาน และ  

NP-EPS มีหมูฟงกชันตางๆ ที่ประกอบดวย alkane, carbonyl, ether, hydroxyl, hydroxyl bonding in 

alcohol และ primary alcohol เหมือนกัน แตใน NP-EPS ที่ผลิตจาก  A. pullulans สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543 ไมพบหมูฟงกชัน α-configuration แตพบหมูฟงกชันที่เปน  

β-configuration เชนเดียวกันกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก  A. pullulans var. aubasidani สายพันธุ  

NRRL 58013 โดยจะมีพีกที่ตําแหนง λ = 879.61 887.49 และ 891.88 cm-1 ตามลําดับ ซึ่งแตกตาง

จากพูลลูแลนมาตรฐาน และ พูลลูแลนที่ผลิตจาก  A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58560 ที่มีหมู

ฟงกชัน α-configuration โดยมีพีกที่ตําแหนง λ = 847.95 847.94 และ 849.16 cm-1  ตามลําดับ แต

ไมพบหมูฟงกชัน β-configuration (ตารางที่ 14) (รูปที่ 11-16) 
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ตารางที่ 13 ความไวของ NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 ตอเอนไซม pullulanase α-amylase glucoamylase  และ β-glucanase เปรียบเทียบกับเอ็กโซ

พอลิแซ็กคาไรดชนิดออบาซิแดนที่ผลิตจาก  A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58013 พูลลูแลน

มาตรฐาน (Sigma และ Hayashibara) และพูลลูแลนที่ผลิตจาก   A. pullulans  สายพันธุ   NRRL 

58560  

 

EPS/ source 
Sensitivity (%) 

Pullulanasea α-Amylaseb Glucoamylasec β-Glucanased 

EPS/ NRRL 58539 12.2±0.6e 2.5±0.3 3.5±1 88.6±4.4 

EPS/ NRRL 58543 13.5±0.6 3.5±0.3 NDf 91.4±4.4 

aubasidan/ NRRL 58013 12.2±0.0 1.8±0.2 4.3±0.4 100.0d 

pullulan/ NRRL 58560 77.7±0.3 3.5±0.2 52.5±0.3 NDf 

pullulan/ Sigma (USA) 100.0a 2.8±0.3 52.9±0.7 NDf 

pullulan/ Hayashibara (Japan) 97.0±0.3 2.9±0.4 44.8±0.9 NDf 

Soluble starch 12.0±0.3 100.0b 100.0c NDf 
a เปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยของพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma, USA) ที่ถูกยอยดวยเอนไซม pullulanase 
b, c เปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยของ soluble starch ที่ถูกยอยดวยเอนไซม α-amylase หรือ glucoamylase 
d เปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยของออบาซิแดน (ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013) ที่ถูกยอยดวย

เอนไซม β-glucanase 
e คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา 
f nd = not detectable 
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ตารางที่ 14  หมูฟงกชัน และตําแหนงพีกหลักซึ่งไดจาก FTIR สเปกตราของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 

58543  NRRL 58560 และ NRRL 58013 เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน 

 

หมูฟงกชัน 

ตําแหนงพีก (wavenumber, cm-1) 

NP-EPS           

(NRRL 58539) 

NP-EPS 

(NRRL 58543) 

ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 

พูลลูแลน (NRRL 

58560) 

พูลลูแลน 

(sigma) 

พูลลูแลน

(Hayashibara) 

-OH 

-C-H 

C=O 

-C-OH 

-OH bonding in 

alcohol 

C-O 

α-configuration 

 

β-configuration 

3425.57 

2933.66 

2135.53 

1407.54 

1321.69 

 

1042.40 

- 

 

879.61 

3426.80 

2933.02 

2063.15 

1415.98 

1385.05 

 

1079.73 

- 

 

887.49 

3428.40 

2928.09 

2131.33 

1425.05 

1373.92 

 

1078.76 

- 

 

 

891.88 

 

3433.23 

2928.37 

2144.20 

1426.94 

1370.35 

 

1020.16 

849.16 

 

- 

3433.76 

2928.32 

2074.99 

1427.60 

1365.61 

 

1080.10 

847.95 

 

- 

3434.16 

2928.95 

2147.61 

1423.75 

1366.83 

 

1080.98 

847.94 

 

- 
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รูปที่ 11 FT-IR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

 

NP-EPS (NRRL 58539) 

49 
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รูปที่ 12  FT-IR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 

NP-EPS (NRRL 58543) 

50 
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รูปที่ 13  FT-IR spectrum ของออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013 

aubasidan (NRRL 58013) 

51 
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 รูปที่ 14  FT-IR spectrum ของพูลลูแลนที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58560 

pullulan (NRRL 58560 ) 

52 
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  รูปที่ 15 FT-IR spectrum ของพูลลูแลนมาตรฐาน Sigma Chemical, USA 

pullulan (Sigma) 

53 
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 รูปที่ 16  FT-IR spectrum ของพูลลูแลนมาตรฐาน Hayashibara Co., Ltd., Japan 

pullulan (Hayashibara) 

54 
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จากการวิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนสเปค - 

โตรสโคป   (Nuclear magnetic resonance spectroscopy)  ชนิด  13C  และ  1H  เปรียบเทียบกับ 

ออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013   พบวาโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิต

จาก NRRL 58539 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 4.650 ppm) β-1, 6  (4.266 - 4.289 ppm) 

α-1, 4 (4.266 - 4.289 ppm) และ α-1, 6 (4.916 ppm)  สวนโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก 

NRRL 58543 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.407 - 4.498 ppm) β-1, 6  (4.250 - 4.274 ppm)  

α-1, 4 (5.110 - 5.149 ppm) และ α-1, 6 (4.916 ppm)  configurations ซึ่งคลายกันกับโครงสราง 

ออบาซิแดน  คือมีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 4.513 ppm) β-1, 6  (4.241 - 4.265 ppm)  
α-1, 4 (5.226 - 5.299 ppm) และ α-1, 6 (4.918 ppm)  configurationsในสวนการตวจสอบ

โครงสรางดวยเทคนิค 13C-NMR พบวา โครงสรางของ NP-EPS มีพีกขึ้นที่บริเวณ C-1 ของ α-1, 6 

(ประมาณ 98.251 – 98.623 ppm) C-3 ของ β-1, 3 (ประมาณ 81.000-84.063 ppm)  O-substituted 

C-6 (ประมาณ 66.070 – 66.605 ppm)  และ C-6 (ประมาณ 63.296 – 63.547 ppm)  คลายกันกับ 

ออบาซิแดน แตโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก สายพันธุ NRRL 58543 ไมพบพีก C-1 ของ  

α-1, 4 (ประมาณ 100.775 – 100.789 ppm) และ C-4 (ประมาณ 78.661 – 79.115 ppm)   ในขณะที่

ในโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจากสายพันธุ NRRL 58539 และออบาซิแดน มีพีกชนิดน้ี  และ ไม

พบพีก C-1 ของ β-1,6 (ประมาณ 104.200 ppm) ในโครงสรางของ NP-EPS ของทั้ง 2 สายพันธุ 

ในขณะที่พบพีกชนิดน้ีในโครงสรางออบาซิแดน (ตารางที่ 15, 16) (รูปที่ 17, 18) 
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ตารางที่ 15 ตําแหนงพีกหลักซึ่งไดจาก 1H–NMR สเปกตราที่ระบุชนิดของหมูฟงกชันของ 

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด   

 

Signal 

1H –NMR chemical shift (ppm.) 

NP-EPS 

(NRRL 58539) 

NP-EPS 

(NRRL 58543) 

ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 

 
α-1, 4 

 

5.049  5.062  5.073  

5.086  5.102  และ

5.110 

 

5.110  5.117  5.119  

5.125  5.135   5.138  

และ 5.149 

5.226  5.234  5.262  

5.271  5.279  5.292  

และ 5.299 

 
α-1, 6 4.916 

 

4.916 

 

 

4.918 

 

 

β-1,3 

 

 

4.497  4.513 และ 

4.650 

 

 

4.407  4.440 และ 

4.498 

 

4.497 และ 4.513 

 

β-1,6  

4.266  4.272  4.278  

และ 4.289 

 

 

4.250  4.258  4.265  

และ 4.274 

 

4.241  4.249 และ 

4.265 
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รูปที่ 17 1H-NMR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก (A) A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

(B) NRRL 58543 เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก (C) A. pullulans สายพันธุ NRRL58013

aubasidan (NRRL 58013) 

NP-EPS (NRRL 58539) 

NP-EPS (NRRL 58543) 

D2O 

α-1, 6 

α-1, 4 

Two signals of β-1, 3 

Three signals of β-1, 3 

 

A 

C 

B 
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ตารางที่ 16 ตําแหนงพีกหลักซึ่งไดจาก 13C –NMR สเปกตราที่ระบุชนิดของหมูฟงกชันของเอ็กโซ

พอลิแซ็กคาไรด 

 

Signal 

13C-NMR chemical shift (ppm.) 

NP-EPS 

(NRRL 58539) 

NP-EPS 

(NRRL 58543) 

ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 

C-1 of α-1,4 

 

100.789 

 

 

- 

 

 

100.775 

 

 

C-1 of α-1,6 

 

98.623 98.251 98.615 

C-1 of β-1,6 

 

- 

 

- 104.200 

 

C-3 of β-1, 3 

 

83.390 

 

81.000 

 

 

83.382  83.829 และ 

84.063 

 

 

C-4 

 

 

78.127  78.471 และ

78.661 

 

- 

 

78.097  78.463 78.654  

และ 79.115 

 

O-substituted C-6 

 

 

66.078 และ 66.605 

 

 

67.8 

 

 

66.070 และ 66.598 

 

 

C-6 

 

 

63.311 และ 63.465 

 

 

63.400 และ 63.547 

 

 

63.296 และ 63.457 
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รูปที่ 18 13C-NMR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก (A) A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

(B) NRRL 58543 เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก (C) A. pullulans สายพันธุ NRRL58013

NP-EPS (NRRL 58539) 

NP-EPS (NRRL 58543) 

aubasidan (NRRL 58013) 

C-1 signals of α-1, 4 

C-1 signals of α-1, 6 

Three C-3 signals of β-1, 3 
C-1 signals β-1, 6 

Two signals of C-4 
Two O-substituted C-6 

 signals of C-6 

A 

B 

C 
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4.4 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans 

 

หลังจากทําการศึกษาการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 พบวา A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดมากกวา จึง

คัดเลือก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 มาศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต NP-EPS โดยทํา

การปรับองคประกอบของอาหารสูตร PM และภาวะในการเลี้ยงตามลําดับ ดังน้ี 

 

4.4.1 ศึกษาแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม 

จากการศึกษาผลของแหลงคารบอน และไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต  NP-EPS โดย

เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ที่ปรับองคประกอบชนิดของคารบอน 

ซึ่งประกอบดวย ซูโครส ฟรุกโทส และกลูโคส ที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (w/v) และชนิดของ

ไนโตรเจน ซึ่งประกอบดวย เปปโตน แอมโมเนียมซัลเฟต และโซเดียมไนเตรท ที่ความเขมขน 0.06 

เปอรเซ็นต (w/v) พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดมากที่สุดใน

อาหารที่มีซูโครส และโซเดียมไนเตรท ที่ 3.53±0.03 กรัมตอลิตร รองลงมาไดแก อาหารที่มีซูโครส

และเปปโตน ที่ 2.83±0.00 กรัมตอลิตร และ อาหารที่มีกลูโคส และโซเดียมไนเตรทที่ 2.44±0.01 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ สําหรับในสูตรอาหารอ่ืนๆ พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 

สามารถผลิต  NP-EPS ไดนอยกวา 2.0 กรัมตอลิตร สวนการเติบโตของ  A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 เมื่อใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนที่ตางกันพบวาการเติบโตและการผลิต 

NP-EPS สวนใหญมีความสัมพันธกันคือ สูตรอาหารที่สามารถผลิต NP-EPS ไดมาก การเติบโตก็

มากดวยเชนเดียวกัน ยกเวน สูตรอาหารที่ประกอบดวยฟรุกโทส และโซเดียมไนเตรท  ซูโครส และ 

แอมโมเนียมซัลเฟต กลูโคส และ แอมโมเนียมซัลเฟต ที่สามารถผลิต NP-EPS ไดนอย ในขณะที่

การเติบโตไดดี (ตารางที่ 17) (รูปที่ 18) 
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ตารางที่ 17 นํ้าหนักแหง NP-EPS (กรัมตอลิตร ) และนํ้าหนักแหงเซลล (กรัมตอลิตร ) ของ                          

A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมแหลงคารบอน (5.0% 

(w/v))และแหลงไนโตรเจน  (0.06% (w/v)) ชนิดตาง ๆ โดยบมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน 

 

Cabon+Nitrogen 
นํ้าหนักแหง (กรัมตอลิตร)* 

NP-EPS เซลล 

Fructose+peptone 1.31±0.01ab* 6.63±0.03A 

Fructose+(NH4)2SO4 1.39±0.04ab 6.68±0.01A 

Fructose+NaNO3 1.11±0.01a 10.27±0.03CD 

Sucrose+(NH4)2SO4 1.68±0.02e 10.10±0.01G 

Sucrose+peptone 2.83±0.00bc 13.79±0.03C 

Sucrose+NaNO3 3.53±0.03f 11.29±0.03EF 

Glucose+peptone 1.58±0.02bc 8.58±0.01B 

Glucose+(NH4)2SO4 1.81±0.03c 10.77±0.05DE 

Glucose+NaNO3 2.44±0.01d 11.91±0.08F 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 

 

จากผลการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต NP-EPS 

พบวาซูโครสและโซเดียมไนเตรทสามารถเพิ่มปริมาณ NP-EPS ที่ A. pullulan สายพันธุ  NRRL 

58543 ผลิตไดเปน 0.8 เทา จึงเลือกมาเพื่อศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมดวยแผนการทดลองแบบ  

Central composite design (CCD) และนําผลที่ได (ตารางที่ 17) มาวิเคราะหดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง  

(Response surface methodology) โดยมีปจจัยที่ศึกษาจํานวน   2 ปจจัยคือ ความเขมขนของซู โครส 

และ ความเขมขนของโซเดียมไนเตรท  ประกอบดวยชุดทดลองจํานวน  9 ชุดทดลอง  (ตารางที่ 18)  

พบวา ที่ความเขมขนของซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) (X1) และ โซเดียมไนเตรท 0.06 เปอรเซ็นต  

 (w/v) (X2) สามารถผลิต NP-EPS ไดมากที่สุด เทากับ 10.25±0.01 กรัมตอลิตร 
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4ตารางที่ 18 แผน 4การทดลองแบบ 6Central composite design (CCD) และผลการตอบสนองตอปจจัย

ศึกษาที่ได ( 6นํ้าหนัก NP-EPS)6 สําหรับการศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจนที่

เหมาะสมของการผลิต 4NP-EPS โดย A. 4pullulans 4NRRL 458543 

 

ปจจัย รหัสของปจจัย นํ้าหนัก 

NP-EPS 

(กรัมตอลิตร)* 

Sucrose (%) 

(w/v) 

NaNO3 (%) 

(w/v) 
X1 X2 

5.0 0.04 -1 -1 4.82±0.01 

5.0 0.06 -1 0 6.67±0.04 

5.0 0.08 -1 1 6.21±0.01 

6.0 0.04 0 -1 8.14±0.03 

6.0 0.06 0 0 10.25±0.01 

6.0 0.08 0 1 5.66±0.02 

7.0 0.04 1 -1 5.99±0.01 

7.0 0.06 1 0 5.38±0.02 

7.0 0.08 1 1 4.73±0.01 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา 

 

นําผลการทดลองที่ได มาใชในการสรางสมการอธิบายความสัมพันธ (regression) ระหวาง 6

ความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจน 6 และการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 โดยใชโปรแกรม  JMP software (StatSoft Inc., USA) เวอรชั่น 10 ได สมการรีเกรสชัน

ดังน้ี 

 

  Y = 9.507-0.267X1 -0.383X2 -0.675 X1X2-2.664X1
2-1.814X2

2  

 

โดย  Y คือ คาตอบสนองตอการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 (กรัม

ตอลิตร) 

X1 คือ ซูโครส (เปอรเซ็นต (w/v)) 

X2 คือ โซเดียมไนเตรท (เปอรเซ็นต (w/v)) 
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เมื่อวิเคราะหความแปรปรวนของตัวแปร พบวา คา R2 เทากับ 0.82 แสดงวา  การตอบสนอง

ตามสมการดังกลาวเปนผลมาจากตัวแปรในคาตอบสนอง  82.0 เปอรเซ็นต  และตัวแปร X และ Y มี

ความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ที่คา P = 0.11   

 แผนภาพพื้นที่ผิวตอบสนอง  (contour plot) ถูกนํามาใชในการคํานวณหาคาที่เหมาะสมใน

แตละปจจัย  ที่สงผลให  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต NP-EPSไดสูงที่สุด จาก

รูปที่ 19 แสดง ความสัมพันธระหวางปจจัยของความเขมขนของซูโครส และ ความเขมขนของ

โซเดียมไนเตรท ตอการผลิต NP-EPS  

 

 

 
 

รูปที่ 19 ภาพพื้นผิวตอบสนองแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของซูโครส และโซเดียม 

ไนเตรท ตอนํ้าหนักของ NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543  

 

 จากการทดสอบสมการรีเกรสชันที่ทํานายการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans สายพันธุ  

NRRL 58543 โดยทําการทดลองซ้ําในภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตตามที่สมการคํานวณไดอีกคร้ัง

หน่ึง พบวาสามารถผลิต NP-EPS ได 7.70±0.02 กรัมตอลิตร  ซึ่งอยูในชวงที่สมการทํานายได (7.35 

-11.74 กรัมตอลิตร) ดังน้ันแสดงวาสมการที่ไดจากแผนการทดลอง  CCD ขางตน สามารถนํามาใช

ในการอธิบายการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ไดอยางแมนยํา 
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4.4.2 ศึกษาระดับความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารที่เหมาะสม 

 เมื่อศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการเติบโตและการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans 

สายพันธุ NRRL 58543 โดยปรับคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารสูตร PM ที่ใชซูโครสความ

เขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน และโซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต 

(w/v) เปนแหลงไนโตรเจน เปน 5.5  6.5 และ 7.5 กอนทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส) พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดดีที่สุด เมื่อความ

เปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 7.5  (9.28±0.04 กรัมตอลิตร) รองลงมาไดแก อาหารที่มีความ

เปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 6.5 (7.70±0.02 กรัมตอลิตร) และผลิต NP-EPS ไดนอยที่สุด

ในอาหารที่มีความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 (2.16±0.00 กรัมตอลิตร) (ตารางที่ 19) 

สําหรับการเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ในอาหารที่มีความเปนกรดดางเร่ิมตน

ตางๆ กันพบวา  A. pullulans NRRL 58543 สามารถเติบโตในอาหารที่มีความเปนกรดดางเร่ิมตน

เปนกรด ไดดีกวาที่เปนกลาง หรือเปนดางออน ดังน้ันปริมาณการผลิต NP-EPS  จึงไมสัมพันธกับ

การเติบโตในกรณีของ ความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหาร  

 

ตารางที่ 19 ผลของคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารตอการผลิต NP-EPS และการเติบโต ของ 

 A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) 

และโซเดียมไนเตรท  0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 

(30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 9 วัน 

 

ความเปนกรดดางเร่ิมตน 

ในอาหารสูตร PM 

นํ้าหนักแหง (กรัมตอลิตร) 

NP-EPS เซลล                         

5.5 1.09±0.01c* 8.95±0.01A* 

6.5 7.70±0.02b 6.94±0.02B 

7.5 9.28±0.04a 5.96±0.00C 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิง

แสดงผลการทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 (P ≤0.05) 
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4.4.3. ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

  เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58543 โดยเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสความเขมขน  6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน  

และโซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน โดยมีความเปนกรด

ดางเร่ิมตนของอาหารเปน 7.5 ในตูบมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส )  25  30 และ 35 องศา

เซลเซียส พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต NP-EPS ไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส คือ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร รองลงมา  ไดแกที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คือ 

9.81±0.04 กรัมตอลิตร อุณหภูมิหอง  (30±2 องศาเซลเซียส ) และผลิตไดนอยที่สุดที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส คือ 0.95±0.02 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 20) สําหรับการเติบโตของ A. pullulans สาย

พันธุ NRRL 58543 ที่อุณหภูมิตางๆ กันพบวา สามารถเติบโตไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

โดยมีนํ้าหนักแหง 6.49±0.02 กรัมตอลิตร รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (6.26±0.04 

กรัมตอลิตร) และเติบโตไดนอยที่สุดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (0.87±0.01กรัมตอลิตร) โดยสรุป

พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ  25 องศา

เซลเซียส แตการผลิตและการเติบโตจะลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น 
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ตารางที่ 20 ผลของอุณหภูมิตอการผลิต NP-EPS และการเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน และ

โซเดียมไนเตรท 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน โดยมีความเปนกรดดางของอาหาร

เร่ิมตนเปน 7.5 เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส ) 25  30 

และ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 วัน 

 

อุณหภูมิ (°C) 

NRRL 58543 

NP-EPS 

(กรัมตอลิตร) 

เซลล                        

(กรัมตอลิตร) 

อุณหภูมิหอง (30±2) 9.28±0.04b* 5.96±0.00B* 

25 14.72±0.03a 6.49±0.02A 

30 9.81±0.04b 6.26±0.04AB 

35 0.95±0.02c 0.87±0.01C 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิง

แสดงผลการทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

(P ≤0.05) 

 

เมื่อประมวลผลจากการทดลองทั้งหมดพบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถ

ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีการเปลี่ยนชนิดของแหลงไนโตรเจน โดยเปลี่ยน

จากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) รวมกับการ เพิ่มความ

เขมขนของซูโครสเปน 6 เปอรเซ็นต (w/v) และปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเร่ิมตนเปน 7.5 

และเมื่อทําการเลี้ยงเปนเวลา 9 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะสามารถ ผลิต NP-EPS ไดสูงสุด

ที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกวาการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการปรับ

องคประกอบถึง 6.06 เทา 

 

4.5  การทดสอบสมบัติของ NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei  

 จากการทดสอบสมบัติในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei ของ  

NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 โดยเปรียบเทียบการเติบโตระหวาง  

 L. acidophilus และ L. casei ที่เลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่ใส NP-EPS ความเขมขน 0.8 เปอรเซนต  
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(w/v) กับอาหารเหลว MRS ที่เติม พูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) บีตากลูแคน  (food-

grade) (Core-Chematis Co., Ltd., Thailand) และกลูโคส ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต (w/v)  พบวา 

NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 และบีตากลูแคน สามารถกระตุนการ

เติบโตของ L. acidophilus และ L. casei ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เติม

กลูโคส ในขณะที่พูลลูแลนไมสามารถกระตุนการเติบโตได 

 

ตารางที่ 21  ผลของ 4 4NP-EPS ตอการเติบโตของเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก  L. 4acidophilus และ 4 

 4L. casei 

 

MRS medium 

Supplementation (w/v) 

Bacterial cell density (CFU/ml), 24 ชั่วโมง หลังการลงเชื้อ 

L. acidophilus L. casei 

0.8% glucose (control) 1.6±0.05×1010 d* 1.9±0.10×1010 C 

0.8% pullulan 2.1±0.07×1010 c 5.0±0.50×108 D 

0.8% β-glucan (S. cerevisiae) 1.2±0.04×1011 a 1.9±0.04×1011 A 

0.8% NP-EPS 1.1±0.05×1011 b 9.7±0.90×1010 B 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 

 

4.6  ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 

  

4.6.1 การเตรียมฟลม 

 จากการทดลองนํา  NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 มาขึ้นรูปฟลม

ที่ความเขมขน  1  3  และ 5 เปอรเซ็นต (w/v) พบวาที่ระดับความเขมขน 1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) 

ไมสามารถลอกออกมาเปนแผนฟลมได โดยจะติดแนนกับแมพิมพอะคริลิคสําหรับขึ้นรูป และที่

ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต แผนฟลมที่ขึ้นไดมีลักษณะกรอบ เปราะ และแตกไดงาย ดังน้ันจึงนํา 

NP-EPS ไปผสมกับพูลลูแลนซึ่งมีคุณสมบัติสามารถขึ้นเปนแผนฟลมได โดยใชพูลลูแลนที่ความ

เขมขน 3 เปอรเซ็นต (w/v) ตามการรายงานของปริศนา มังสา  (2555) ผสมกับ NP-EPS ที่ความ

เขมขนตางๆ ไดแก 0.1  0.5  1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) พบวาเน้ือฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS จะ

ขุนขึ้นเมื่อเติมความเขมขนของ  NP-EPS สูงขึ้น จากน้ันนําฟลมที่ไดไปศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ

เปรียบเทียบกับฟลมพูลลูแลนที่เตรียมจากพูลลูแลนเกรดการคา 
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   รูปที่ 20 พูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS ความเขมขนตางๆ 

 

    4.6.2 ทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile properties) ของฟลมที่ผลิต 

ศึกษา ความสามารถในการยืด  (elongation) ของฟลม NP-EPS ที่ผสมกับพูลลูแลน   

โดยเปรียบเทียบกับฟลมพูลลูแลนบริสุทธิ์พบวา คาความทนตอแรงดึงและเปอรเซ็นตการยืดตัวของ

พูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS มีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อความเขมขนของ  NP-EPS ในฟลม

สูงขึ้น (ตารางที่ 22)  โดยฟลมที่เติม NP-EPS ที่ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต (w/v) ไมสามารถทําการ

วิเคราะหผลได เน่ืองจากฟลมมีลักษณะเปราะ และแตกหักงาย จนไมสามารถตัดแผนฟลมเพื่อนําไป

วิเคราะหคาความแข็งแรงตอแรงดึงได 

 

4.6.3 ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมที่ผลิต 

การศึกษา ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลม โดยนําฟลมพูลลูแลน ความเขมขน 3 

เปอรเซ็นต (w/v) ที่ผสม NP-EPS ที่ความเขมขนตางๆ ไดแก 0.1  0.5  1  1.5 และ 3 เปอรเซ็นต 

(w/v) มาละลายในนํ้า พบวา ฟลม เกิดการบวมตัวและละลายกลายเปนเจล ไดชาลงอยางมีนัยสําคัญ

เมื่อเติม NP-EPS ที่ความเขมขนสูงขึ้น  (ตารางที่ 23)  และไมสามารถละลายไดหมด แตจะพบเปน

ตะกอนเล็กๆ ของ NP-EPS เหลืออยู โดยที่ความเขมขนของ NP-EPS สูงขึ้นก็จะพบตะกอนเหลืออยู

มากขึ้นดวย 
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ตารางที่ 22 Tensile strength และเปอรเซ็นต elongation ของฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS 

ที่ความเขมขนตางๆ 

 

Film composition 

(w/v) 

Tensile strength 

(kgf/mm2) 

Elongation 

(%) 

3% Pullulan (Hayashibara) 128.77±5.31a* 12.59±0.10A* 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.1% NP-EPS 78.70±8.78b 11.80±2.55B 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.5% NP-EPS 44.88±0.01c 8.67±0.77C 

3% Pullulan (Hayashibara) + 1.0% NP-EPS 12.43±4.77d 6.97±0.30C 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

(P ≤0.05) 

 

ตารางที่ 23 สมบัติการละลายนํ้าของฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS ที่ความเขมขนตางๆ 

 

Film composition 

(w/v) 

เวลาที่ใชในการละลาย 

(นาที) 

3% Pullulan (Hayashibara) 0.87±0.10e* 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.1% NP-EPS 1.03±0.07e 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.5% NP-EPS 1.53±0.09d 

3% Pullulan (Hayashibara) + 1.0% NP-EPS 1.90±0.09c 

3% Pullulan (Hayashibara) + 1.5% NP-EPS 2.4±0.09b 

3% Pullulan (Hayashibara) + 3.0% NP-EPS 3.95±0.12a 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
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บทท่ี 5 

 

อภิปรายผลการวิจัย 

 

5.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543 

 

จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ A. pullulans สายพันธุเขตรอนโดย  

Manitchotpisit และคณะ (2009) ซึ่งวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 5 ตําแหนง เชน  Internal 

Transcribed Spacer (ITS) Intergenic Spacer 1 (IGS1) Translation Elongation Factor-1 Alpha  

(EF-1α)  Beta Tubulin (BT2)  และ RNA Polymerase II (RPB2)  รวมกับความสามารถในการ

ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด  และการผลิตเอนไซมไซแลนเนส พบวา สามารถจัดกลุมความ

หลากหลายของสายพันธุออกเปน 12 กลุม (Clade) โดยในกลุมที่ 12 ซึ่งประกอบดวย 

Aureobasidium สายพันธุ   NRRL 58539 และ NRRL 58543  มีการสรางเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด

ชนิดที่ไมใชพูลลูแลน  เมื่อพิจารณาลักษณะทางสรีรวิทยา รวมกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

Manitchotpisit และคณะ ไดเสนอวา    A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

อาจมีความแตกตางจาก A. pullulans สายพันธุอ่ืนๆ ในระดับชนิด ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงมุงศึกษา

ลักษณะบางประการของ Aureobasidium สายพันธุ   NRRL 58539 และ NRRL 58543 เพิ่มเติม เพื่อ

ใชประกอบการจัดจําแนก โดยไดตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน และไนโตรเจน

ของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 เปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง ที่

สรางพูลลูแลน  (A. pullulans NRRL 58560) พบวาทั้ง Aureobasidium สายพันธุ   NRRL 58539 

และ NRRL 58543 สามารถใชแหลงอาหารไดคลายคลึงกับ A. pullulans สายพันธุอางอิง ตางกัน

เพียงการใช D-Trehalose⋅2H2O glycerol และ urea โดยสายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

ไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิงใชไดดี และ ทั้งสองสายพันธุสามารถใช  D-mannitol 

เปนแหลงคารบอนไดดี ในขณะที่สายพันธุอางอิงสามารถใชไดนอย รวมถึง glycerol และ glycine 

ที่ทั้งสองสายพันธุใชไดนอย ในขณะที่สายพันธุอางอิงใชไดดี  แมวาจากรายงานของ Federici 

(1982) พบวา A. pullulans ไมสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสได แตจากการศึกษาน้ีจะพบวา   

A. pullulans ทั้งสามสายพันธุสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนได ดังน้ันจึงเปนไปไดวาเชื้อ

ทั้งสามสายพันธุสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสไดแตไมมาก เน่ืองจากสามารถใชเซลลูโลสเปน

แหลงคารบอนได  ทั้งน้ีเคยมีรายงานถึง  A. pullulans ที่สามารถผลิตเอนไซม β-glucosidase ซึ่งเปน
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เอนไซมที่สามารถยอย crystalline cellulose cellobiose และ cello-oligosaccharide และ 

α-glucosidase ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถยอย  cellobiose ไดเชนกัน (Saha และคณะ , 1994; Hayashi 

และคณะ, 1999; Okagbure และคณะ, 2001 และ Iembo และคณะ, 2002) นอกจากน้ีในป ค .ศ. 2005 

Kudanga และ Mwenje ไดผลิตเซลลูเลสจาก  A. pullulans สายพันธุที่คัดแยกจากเขตรอน (tropical 

isolate) โดยใชเปลือกของตน Msasa (Brachystegia sp.) เปนแหลงคารบอน ทําใหสามารถผลิต 

endoglucanase และ exoglucanase ได โดย   A. pullulans ดังกลาวจะสามารถใช Carboxymethyl 

cellulose และ α-cellulose เปนแหลงคารบอนได Cernakova และคณะ (1980)  พบวา A. pullulans 

มีแอคติวิตีของเซลลูเลส α-glucosidase β-glucosidase และ exo-1,4-α-glucosidase ทําใหสามารถ

สรุปไดวา  A. pullulans มีทั้งสายพันธุที่สามารถใช α-cellulose เปนแหลงคารบอนไดและไมได 

อยางไรก็ดีบางรายงานก็พบวา A. pullulans ไมสามารถใช α-cellulose ได แตสามารถใช cellobiose 

เปนแหลงคารบอนได (Dennis และ Euhagiar, 1973; De Hook และ Yurlova, 1994; Saha และคณะ, 

1994 และ Freer และ Bothast, 1994) สําหรับ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 สามารถใช α-cellulose ได   

จากการศึกษาของ Yurlova และ De Hoog (1997) พบวาสายพันธุที่ไม สรางพูลลูแลน เชน 

A. pullulans var. aubasidani ไมสามารถใชเมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ 

แลคโตส (lactose) เปนแหลงคารบอนได ซึ่งตางจาก  Aureobasidium สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ที่แมจะไมสรางพูลลูแลน แต มีการใชแหลงอาหารคลายคลึงกับ A. pullulans สาย

พันธุอางอิงที่ สรางพูลลูแลน ประกอบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ไมมีความแตกตางกันอยาง

ชัดเจน จึงอาจเปนไปไดวาทั้ง 2 สายพันธุนาจะยังเปนชนิด  A. pullulans แตจะเปน variety ใดน้ัน

ตองทําการศึกษาลักษณะระดับโมเลกุล เชน ลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณอ่ืนๆ เพิ่มเติมจากที่ 

Manitchotpisit และคณะ (2009) ไดศึกษาไว อยางไรก็ดี ในป 2008 Zalar และคณะพบวา แมวา  

A. pullulans var. aubasidani จะใชอาหารและผลิต EPS ไดแตกตางจาก A. pullulans var. pullulans 

แตผลการวิเคราะหดีเอ็นเอ ระบุวาทั้ง  A. pullulans var. pullulans  และ A. pullulans var. aubasidani 

อาจจะเปน variety เดียวกัน ดังน้ันการใชแหลงอาหารและชนิดของ EPS ที่สรางอาจไมเพียงพอตอ

การนํามาใชจัดจําแนก A. pullulans ในระดับที่ตํ่ากวาชนิด ในสวนความสามารถในการใช  Ethanol 

และ Methanol ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 สอดคลองกับรายงาน

ของ De Hoog และ Yurlova (1994) ที่รายงานวา A. pullulans ไมสามารถใช  Methanol เปนแหลง

คารบอนได สวน Ethanol A. pullulans ทั้งสองสายพันธุ สามารถใชไดเล็กนอย ดังน้ันจากการศึกษา

การใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนตางๆ ที่กลาวขางตน ยังไม เพียงพอที่จะใช ระบุ variety 

ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ได 
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สําหรับการเปรียบเทียบ ลําดับนิวคลโีอไทดของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ไดเลือกบริเวณ ITS LSU และ ELO เน่ืองจากเปนบริเวณที่มีผูรายงานลําดับนิวคลีโอ

ไทดไวหลายสายพันธุกอนหนาน้ี ทําใหมีขอมูลที่ใชในการเปรียบเทียบไดมาก  (White และคณะ , 

1990 ; Boekhout และคณะ , 1995 และ Zara และคณะ , 2008) แมวา  ITS เปนบริเวณที่ 

Manitchotpisit และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาไวแลว แตเน่ืองจาก  A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58539 และ NRRL 58543 มีความแตกตางทางพันธุกรรมจากสายพันธุอ่ืนๆ คอนขางมาก จึงเปนไป

ไดวาลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง LSU และ ELO จะมีความแตกตางกับสายพันธุอ่ืน ซึ่งอาจทําให

เกิดขอสงสัยวาเปน ลําดับนิวคลีโอไทด ของจุลินทรียอ่ืนที่ปนเปอนมาหรือไม  ดังน้ันเพื่อเปนการ

อางอิงวาลําดับนิวคลีโอไทด ที่ตําแหนง LSU และ ELO จะเปนของสองสายพันธุน้ีจริง จึงตองทํา

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ ITS น้ีซ้ําอีกคร้ัง ซึ่งจากการทํา PCR พบวาสามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 5.8s และ ITS2 บางสวน ไดอยางจําเพาะ  ไดผลิตภัณฑที่มีความยาว  

1,293  และ 1,076 คูเบสตามลําดับ  และมีลําดับนิวคลีโอไทด ตรงกับ ITS1 ของ Aureobasidium sp. 

NRRL 58539 และ Aureobasidium sp. NRRL 58543 ในฐานขอมูล Genbank ที่ Manitchotpisit และ

คณะ (2009) ไดรายงานไว  100 และ 98 เปอรเซ็นต (identity) ตามลําดับ  ทั้งน้ี Manitchotpisit และ

คณะ (2009) ไดรายงาน ลําดับนิวคลีโอไทด ไวเฉพาะบริเวณ ITS1 จึงไมไดทําการเปรียบเทียบ

บริเวณ 5.8s และ ITS2 บางสวน 

สําหรับบริเวณ LSU และ ELO เปนบริเวณที่ยังไมไดมีการศึกษา ไวกอนหนาน้ี  ใน

การศึกษาน้ี จึงไดเลือกบริเวณดังกลาวเพื่อนํามาศึกษาเพิ่มเติม  พบวา บริเวณ LSU สามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอที่มี ความยาว  841 และ 670 คูเบส ไดอยางจําเพาะ และลําดับนิวคลีโอไทดมีความ

คลายคลึงกับ  Aureobasidium sp. HB110 และ A. pullulans I-Y383b ในฐานขอมูล Genbank โดยมี

เปอรเซ็นตความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด 99 และ 87 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  อยางไรก็ดีไม

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ELO ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 ได เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ  A. pullulans var. pullulans สายพันธุ NRRL 58560 ที่

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ELO ได โดยมีความยาว ประมาณ 700 คูเบส ซึ่งใกลเคียงกับ

รายงานของ Zalar และคณะ (2008)  ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ ELO ของ A. pullulans ได

โดยมีขนาด 699 คูเบส การที่ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ  ELO ของ A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58539 และ NRRL 58543 ไดน้ัน อาจเปนผลมาจากความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง  

A. pullulans สองสายพันธุ น้ี กับ A. pullulans var pullulans สายพันธุอ่ืนๆ ทําใหไพรเมอรไม

สามารถจับกับสายดีเอ็นเอแมพิมพบริเวณน้ีได  

 

http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
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5.2 ศึกษาการเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

จากการศึกษาการเติบโตและชวงเวลาของการผลิต NP-EPS ในอาหารสูตร PM พบวา ทั้ง 2

สายพันธุสามารถผลิต NP-EPS ในชวง  late log phase และจะมีการผลิตอยางตอเน่ืองจนถึงชวง 

stationary phase โดย A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 สามารถผลิต  

NP-EPS ไดดีที่สุดในวันที่ 9 ของการเลี้ยงคือ 4.32 และ4.86 เปอรเซ็นต  conversion ตามลําดับ ซึ่ง

คอนขางนอย เมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตพูลลูแลน โดย มีรายงานวา   A. pullulans สายพันธุที่คัด

แยกไดในประเทศไทยสามารถผลิต พูลลูแลนได อยูในชวง 7.4 – 15.8 เปอรเซ็นต  conversion 

(Prasongsuk และคณะ, 2005) และเมื่อพิจารณารูปแบบการผลิต NP-EPS  พบวา NP-EPS มีการผลิต

แบบ secondary metabolite คลายกับการผลิตพูลลูแลน คือ จะเร่ิมผลิตในชวง late log phase ทั้งน้ี

การผลิตพูลลูแลนจะผลิตไดมากขึ้นในภาวะที่การเติบโตจํากัด หรือชวงที่เขาสู stationary phase 

(Zwietering, 1974 และ Leathers, 2002) และการผลิตจะเร่ิมลดลงในวันที่  10 ซึ่งอาจเกิดจากภาวะที่

อาหารถูกใชหมด หรือมีการสรางเอนไซมบางชนิดมายอย NP-EPS เชน β-1, 3-D-glucanase ซึ่ง

เปนเอนไซมที่ Dake และคณะ (2002) พบวา A. pullulans สายพันธุ NCIM-1041 สามารถผลิตได

เมื่อเลี้ยงในอาหารที่เติม β-glucan เปนตัวชักนํา 

 

5.3 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

 

จากการศึกษาโครงสรางของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย  A. pullulans สายพันธุ    

NRRL 58539 และ NRRL 58543 ดวยวิธี 1H-NMR ของ Manitchotpisit และคณะ (2009) พบวา  

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตมีพีกที่แตกตางจากพูลลูแลนที่ผลิตจากสายพันธุอ่ืนๆ โดยไมพบพีกที่

แสดงถึงพันธะแอลฟา จึงไดสรุปไววา  A. pullulans ทั้งสองสายพันธุมีการสราง 

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่ไมใชพูลลูแลน ดังน้ันเพื่อระบุชนิด NP-EPS ที่ผลิตไดน้ี จึงทําการ

วิเคราะหโครงสรางเพิ่มเติมโดยทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ (Leathers และคณะ, 1988) 

ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans  ทั้งสองสายพันธุ  พบวา NP-EPS มีความไวตอเอนไซม   

β-glucanase มากเมื่อเปรียบเทียบกับออบาซิแดน (aubasidan) ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58013 แตมีความไวตอเอนไซม pullulanase นอยมากเมื่อเทียบกับพูลลูแลนที่ผลิตจาก  

 A. pullulans  สายพันธุอางอิง  (NRRL 58560) และ พูลลูแลนมาตรฐาน  (Sigma Chemical, USA 
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และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) ซึ่งจากผลดังกลาวขางตนสามารถระบุชนิดของ NP-EPS ไดใน

เบื้องตนวานาจะเปนบีตากลูแคน ซึ่งสอดคลองกับผลการตรวจสอบโครงสรางดวยเทคนิค

อินฟราเรดสเปกโตรสโคป ที่พบวา NP-EPS ที่ผลิตโดย สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 

มีรูปแบบของ FT-IR spectra แตกตางกับคาของพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma Chemical, USA และ 

Hayashibara Co., Ltd., Japan)  โดยใน NP-EPS ที่ผลิตจาก  A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539  

และ NRRL 58543 ไมพบหมูฟงกชัน α-configuration แตพบหมูฟงกชันที่เปน β-configuration 

เชนเดียวกันกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans var. aubasidani สายพันธุ  NRRL 58013 โดย

จากการทดลองจะพบพีกที่ตําแหนง λ = 879.61 887.49 และ 891.88 cm-1 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลอง

กับรายงานของ Yurlova และ De Hoog (1997) ที่พบวา  A. pullulans var. aubasidani สามารถ

ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดออบาซิแดน ซึ่งจะพบหมูฟงกชัน   β-configuration ที่บริเวณ

ความถี่ที่ λ = 890 cm-1 และรายงานของ Leal-Serrano และคณะ (1980) ที่ระบุวา β-configuration 

ของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก A. pullulans จะมีความถี่ที่  λ = 890 cm-1 และจากการ

ตรวจสอบโครงสรางดวยเทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนสเปคโตรสโคปชนิด  13C  และ  1H  

ของ NP-EPS เทียบกับออบาซิแดน  ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013 พบวา 

โครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก NRRL 58539 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 4.650 

ppm) β-1, 6  (4.266 - 4.289 ppm) α-1, 4 (4.266 - 4.289 ppm) และα-1, 6 (4.916 ppm)  สวน

โครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก NRRL 58543 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.407 - 4.498 

ppm) β-1, 6  (4.250 - 4.274 ppm) α-1, 4 (5.110 - 5.149 ppm) และα-1, 6 (4.916 ppm)  

configurations ซึ่งคลายกันกับโครงสรางออบาซิแดน  คือมีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 

4.513 ppm) β-1, 6  (4.241 - 4.265 ppm) α-1, 4 (5.226 - 5.299 ppm) และα-1, 6 (4.918 ppm)  

configurations (Manitchotpisit และคณะ, 2009 และ Reis และคณะ, 2002)  ในสวนการตรวจสอบ

โครงสรางดวยเทคนิค 13C-NMR พบวา โครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจากสายพันธุ NRRL 58539 

มีพีกขึ้นที่บริเวณ C-3 ของ β-1, 3 (81.000 - 84.063 ppm) C-1 ของ α-1, 6 (98.251 - 98.623 ppm) 

คลายกันกับออบาซิแดน แตโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก สายพันธุ NRRL 58543 ไมพบพีก 

C-1 ของ α-1, 4 (100.775 – 100.789 ppm) ในขณะที่ในโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจากสาย

พันธุ NRRL 58539 และออบาซิแดน มีพีกชนิดน้ี  และ ไมพบพีก C-1 ของ β-1,6 (104.200) ใน

โครงสรางของ NP-EPS ของทั้งสองสายพันธุ ในขณะที่พบพีกชนิดน้ีในโครงสรางออบาซิแดน  

(Prasongsuk และคณะ , 2007 และ Reis และคณะ , 2002) เมื่อทําการประมวลผลการวิเคราะห

โครงสรางทั้งหมดสามารถกลาวไดวา NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 คือ บีตากลูแคนที่มีโครงสรางคลายคลึงกับออบาซิแดน (aubasidan-like β-glucan) 
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5.4 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans  

 

จากการศึกษาการผลิต NP-EPS พบวาผลผลิตที่ได มีปริมาณ คอนขาง นอย  จึงสนใจ

ทําการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนและไนโตรเจนซึ่งเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอกิจกรรมของ

เซลลที่ใชในการเติบโต และการสรางสารประกอบตางๆ เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิต  NP-EPS ใหมาก

ขึ้น โดยจากการศึกษาพบวา  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต NP-EPS ไดมาก

ที่สุดในอาหาร PM ที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอน และโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ที่ 

3.53±0.03 กรัมตอลิตร ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ  Reese และ Maguire (1971) ที่พบวา ซูโครส

เปนแหลงคารบอนที่ดีกวากลูโคส เน่ืองจาก A. pullulans  สามารถผลิตเอนไซมซูเครส (invertase, 

EC. 3.2.1.26) ได ซึ่งเมื่อทําการสังเกตจากการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดอ่ืนที่ A. pullulans 

ผลิตก็พบวาสวนใหญสามารถใชซูโครสไดดี เชน รายงานของ Leathers และคณะ (1998) ที่พบวา

ซูโครสเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดพูลลูแลนจาก  

A. pullulans สายพันธุ NRRL 6992 และ จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโดย  

 A. pullulans สายพันธุ P56  ของ Schuster และคณะ (1993) พบวาซูโครสใหผลผลิตสูงสุด   

(0.19 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)   เชนกัน สําหรับแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมกับการผลิต NP-EPS น้ัน 

พบวา NRRL 58543 สามารถใชโซเดียมไนเตรทไดดี ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Yurlova และ

คณะ (1995) ที่พบวา  A. pullulans var. aubasidani สามารถใชโซเดียมไนเตรทในการผลิต 

ออบาซิแดนไดดีที่สุด ในขณะที่ถาเปน A. pullulans var. pullulans จะสามารถใชแอมโมเนียม

ซัลเฟตเปนแหลงในโตรเจนในการผลิตพูลลูแลนไดดีกวา  

 

แมวาการปรับชนิดของแหลงไนโตรเจนจากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทจะสามารถ

เพิ่มผลผลิตของ NP-EPS สูงขึ้น 2.10 เทาจากสูตรอาหารเดิม แตปจจัยที่สําคัญอีกปจจัยหน่ึงที่อาจ

สงผลกระทบตอการผลิตคือความเขมขนและอัตราสวนของทั้งแหลงคารบอนและไนโตรเจน  

ในการศึกษาน้ีเลือกใชวิธี response surface methodology (RSM) ซึ่งเปนวิธีทางสถิติที่นิยมนํามา

ประยุกตใชในการศึกษาตัวแปรที่ซับซอน เขามาชวยทํานายความเขมขนที่เหมาะสมและผลผลิตที่

คาดวาจะได  โดยวางแผนการทดลองแบบ  central composite design (CCD) (Ghadge และ 

Raheman, 2006) เพื่อวิเคราะห multiple regression และ correlation ในการประเมินผลของตัวแปร

ตน ( independent variable) (Yuan และคณะ , 2008) ซึ่งมีสองหรือมากกวาหน่ึงตัวแปรตอการ

เปลี่ยนแปลงของตัวแปรตาม  (dependent variable) (Tiwari  และคณะ, 2007) โดยเทคนิค  RSM 
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สามารถลดจํานวนกลุมการทดลองและไดผลการทดลองซึ่งเปนที่ยอมรับทางสถิติ  (Jeong และคณะ

, 2009) ซึ่งพบวา ความเขมขนของซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) และ โซเดียมไนเตรท 0.06 

เปอรเซ็นต  (w/v) สามารถผลิต NP-EPS ไดมากที่สุด  เทากับ 10.25±0.01 กรัมตอลิตร ซึ่งอัตราการ

เปลี่ยนแปลงการผลิตสูงขึ้น และจากการตรวจสอบสมการอธิบายการผลิต NP-EPS จาก  

 A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 โดยทดลองซ้ําอีกคร้ังหน่ึง  พบวาสามารถผลิต NP-EPS ได 

7.70±0.02 กรัมตอลิตร  ซึ่งอยูในชวงที่สมการทํานายได (7.35 - 11.74 กรัมตอลิตร) ดังน้ันแสดงวา

สมการที่ได  สามารถนํามาใชในการอธิบายการผลิต  NP-EPS จาก  A. pullulans สายพันธุ  

NRRL 58543 ไดอยางแมนยํา 

 

จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหาร โดยเลี้ยง A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 ในอาหารสูตร  PM ที่ใชซูโครสความเขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน 

และ โซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน พบวา  สามารถผลิต 

NP-EPS ไดดีที่สุด เมื่อความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 7.5 คือ 9.28±0.04 กรัมตอลิตร  

ในขณะที่ A. pullulans NRRL 58543 สามารถเติบโตในอาหารที่มี pH เร่ิมตนเปนกรด ไดดีกวาที่

เปนกลาง หรือเปนดางออน ดังน้ันปริมาณการผลิต NP-EPS  จึงไมสัมพันธกับการเติบโตในกรณี

ของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหาร  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Youssef  และคณะ (1998) ที่

ศึกษาผลความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารตอการผลิตพูลลูแลน จาก A. pullulans สายพันธุ P-56 

พบวา ความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ  7.5 เหมาะสมกับการผลิตพูลลูแลนมากที่สุด 

อยางไรก็ตามจากการศึกษาอ่ืนๆ พบวาผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารที่เหมาะสมมี

ความแตกตางกันไปตามสายพันธุที่ใชผลิต  เชน การศึกษาการผลิตพูลลูแลนจาก A. pullulans สาย

พันธุ NRM2 ที่คัดแยกไดจากเขตรอนของ Prasongsuk และคณะ (2007) พบวาความเปนกรดดาง

เร่ิมตนของอาหารเทากับ 6.5  สามารถผลิตพูลลูแลนไดมากที่สุด และงานวิจัยของ Thirumavalavan 

และคณะ (2009)  ที่พบวา A. pullulans สายพันธุ MTCC 2195 ผลิตพูลลูแลนมากที่สุดเมื่อความเปน

กรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 7.0  

 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิต NP-EPS โดยเลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58543 ในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสความเขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน และ

โซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน ความเปนกรดดางเร่ิมตน

ของอาหาร เทากับ 7.5 พบวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สามารถ เติบโตไดดีที่สุดและผลิต  

NP-EPS ได มากที่สุด ที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร แตการผลิตและการเติบโตจะลดลงเมื่ออุณหภูมิ
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เพิ่มสูงขึ้น รายงานของ Ueda และคณะ (1963) ที่พบวาอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหผลผลิตพูลลู

แลนสูงกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และการผลิตมีแนวโนมลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และ West 

และ Hamer (1993) ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิในการผลิตพูลลูแลนที่อุณหภูมิ 23 – 33 องศา

เซลเซียส พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมโดยทั่วไปคือ 24 – 26 องศาเซลเซียส 

 

เมื่อประมวลผลจากการทดลองทั้งหมดพบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถ

ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีการเปลี่ยนชนิดของแหลงไนโตรเจน โดยเปลี่ยน

จากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) รวมกับการ เพิ่มความ

เขมขนของซูโครสเปน 6 เปอรเซ็นต (w/v) และปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเร่ิมตนเปน 7.5 

และเมื่อทําการเลี้ยงเปนเวลา 9 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะสามารถ ผลิต NP-EPS ไดสูงสุด

ที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกวาการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการปรับ

องคประกอบถึง 6.06 เทา 

 

5.5 การทดสอบสมบัติของ NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ  L. acidophilus และ  

 L. casei  

จากรายงานที่ผานมาพบวา  มีพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากราหลายชนิดที่มีคุณสมบัติในการ

เปนพรีไบโอติกได  (Bogaert และคณะ, 2009)  เชน บีตากลูแคนซึ่งสามารถผลิตไดจากจุลินทรีย

หลายชนิด เชน S. cerevisiae, Bipolaris spicifera and  Sporothrix schenckii (Odabasi et al., 2006) 

รวมถึง A. pullulans ก็มีรายงานวาสามารถผลิตบีตากลูแคนไดเชนกัน (Finkelman และ Vardanis, 

1987) ซึ่งจากการทดลองในหนูทดลองของ Snart และคณะ (2006) พบวาบีตากลูแคนที่ผลิตจากขาว

บารเลยมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก สามารถกระตุนการเติบโตของ Lactobacillus spp. สารอาหารที่

สามารถเปนพรีไบโอติกที่ดีน้ัน จะตองไมถูกยอยหรือถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารสวนตน 

(Fooks และคณะ , 1999) สามารถยับยั้งการเติบโตของจุลินทรียกอโรค เชน Clostridium ซึ่งเปน

จุลินทรียที่สรางสารพิษ   รวมทั้งสงเสริมการเติบโตของจุลินทรียที่ดีในลําไส เชน Bifidobacterium 

และ Lactobacillus (Gibson และ Roberfroid, 1995) โดยทั่วไปมีจุลินทรียอยูหลายชนิดที่มีสมบัติ

เปนพรีไบโอติก โดยแบงเปนจุลินทรียที่อยูในกลุมของ  Bifidobacterium ซึ่งประกอบดวย  

B. animalis B. longum B. lactis  B. infantis B. breve B. bifidum B. thermophilum และ  

B. adolescents กลุม Lactobacillus ไดแก  L. acidophilus  L. casei L. farciminis L. gasseri  

L.  johnsonii L. plantarum L.reuteri L. rhamnosus L. salivarius L. delbrueckii sub Bugaricus  
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B. brevis B. cellobiosus B. curvatus B. fermentum L. helviticus และแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ 

Streptococcus thermophilus Enterococcus feacium Lactobacillus lactis Propionibacterium 

freudenreichii Escherichia coli  Bacillus clauii และ Bacillus oligonitrophilis รวมถึงยีสตบางชนิด 

คือ S. cerevisiae และ S. boulardi (Penner และคณะ , 2005) โดยในการทดลองน้ีเราคัดเลือก

จุลินทรียในกลุม Lactobacilus ซึ่งไดแก  L. acidophilus  และ L. casei ซึ่งเปนแลคติกแอสิด

แบคทีเรียที่นําไปใชในอุตสาหกรรมผลิตโยเกิรต และนมเปร้ียว (Sultana และคณะ , 2000) 

การศึกษาบีตากลูแคนที่ผลิตจากจุลินทรียโดยทั่วไปจะมุงเนน สมบัติในการกระตุนระบบภูมิคุมกัน

มากกวาความสามารถในการสงเสริมการเติบโตของจุลินทรียโพรไบโอติก  ในการทดลองน้ีจึงได

ทดลองนํา  NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543มาทดสอบสมบัติความเปน 

พรีไบโอติก ในการกระตุนการเติบโตของแบคทีเรียกลุม Lactobacillus spp. ซึ่งในการเปรียบเทียบ

การเติบโตของแบคทีเรีย วิธีที่นิยมใชมี 3 วิธีคือ การวัดการดูดกลืนแสง การวัดนํ้าหนักแหงเซลล 

และการนับจํานวนเซลลเปน CFU แตในการทดลองน้ีตองการตรวจสอบจํานวนแบคทีเรียที่มีชีวิต

และสามารถเติบโตได เทาน้ัน  จึงเลือกใชวิธีวัดคาการเติบโตดวยวิธีการนับเซลลที่มีชีวิตที่โตเปน

โคโลนีได (colony count)  ซึ่งจากการทดลองพบวา NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 มีผลกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei  ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เติมกลูโคสไดถึง  6.9 และ 5.1 เทา ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับ

อาหารที่เติมบีตากลูแคน จากยีสต (food-grade) พบวาสามารถกระตุนการเติบโตของ  Lactobacillus 

ทั้ง 2 สายพันธุไดใกลเคียงกัน ดังน้ันจะเห็นวา NP-EPS มีศักยภาพเปนพรีไบโอติกไดดีเทียบเทากับ

บีตากลูแคนเกรดการคา ซึ่งจากการทดลองสอดคลองกับการศึกษาของ  Gardiner  (2000) ที่พบวา 

β-glucan ที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก สามารถกระตุนการเติบโตของ

แลกติกแอซิดแบคทีเรีย  Lactobacillus และ Bifidobacterium  ได โดยแบคทีเรียเหลาน้ีมีผลในการ

ปองกันปญหาตางๆในระบบยอยอาหาร ของมนุษย เชน อาการทองผูก และโรคกระเพาะ  และจาก

การศึกษาความเปนพรีไบโอติกของสารอ่ืนๆ เชน การศึกษาของ  Huebner และคณะ  (2007) ซึ่ง

ทดสอบความเปนพรีไบโอติกของ กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด ตอการเติบโตของ  L. acidophilus  

สายพันธุ 3320 และ NCRM พบวาสามารถกระตุนการเติบโตเพิ่มขึ้น 0.7 และ 0.66 เทา ตามลําดับ 

นอกจากน้ีจากทดลองของ Mitsou และคณะ (2010) กับอาสาสมัคร 52 คน อายุระหวาง 39 – 70 ป 

โดยทําการเก็บตัวอยางอุจจาระของอาสาสมัครที่ทานเคกผสมบีตากลูแคนที่ผลิตจากขาวบารเลหมา

ตรวจ พบวา มีผลในการเพิ่มจํานวน Bifidobacterium ทั้งน้ีไดเคยมีรายงานวาพูลลูแลนน้ันก็สามารถ

กระตุนการเติบโตของ Bifidobacterium ไดเชนกัน ซึ่งเปน lactic acid bacteria เชนเดียวกับ  

Lactobacillus spp. ได (Leathers, 2003) แตจากการทดลองน้ีไดทดสอบความเปนพรีไบโอติกของ
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พูลลูแลนในการกระตุน  Lactobacillus พบวาพูลลูแลนไมมีคุณสมบัติในการกระตุนการเติบโตของ  

Lactobacillus ทั้ง 2 สายพันธุได  

 

5.6  ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 

 

ในปจจุบันฟลมที่ขึ้นรูปจากสารทางชีวภาพเปนทางเลือกใหม ที่นํามาใชเน่ืองจากสามารถ

ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ กินไดโดยไมเปนอันตรายตอผูบริโภค สารที่พบในธรรมชาติ

หลากหลายชนิดที่นํามาขึ้นรูปฟลม เชน ไคติน (Su และคณะ, 1997)  ไคโตซาน (Howling และคณะ

, 2001) และ β (1-3),(1-6)-D-glucan (Kofuji และคณะ, 2010) ดังน้ันเพื่อใหสามารถนํา NP-EPS ไป

ประยุกตใชไดในทางอุตสาหกรรมทางดานเภสัชกรรม  และผลิตภัณฑอาหารเสริม ในการทดลองน้ี

เราจึงทําการนํา NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 มาขึ้นรูปฟลม ที่ระดับ

ความเขมขน 1  3 และ 5 เปอรเซ็นต  (w/v) พบวา ไมสามารถขึ้นเปนแผนฟลมได โดยจะมีลักษณะ

กรอบ เปราะ แตกหักงาย จนไมสามารถลอกออกมาจาก acrylic plate ได ดังน้ันในการทดลองน้ีจึง

นํา NP-EPS ไปผสมกับพูลลูแลน ซึ่งมีคุณสมบัติขึ้นฟลมไดดี เน่ืองจากพูลลูแลนมีโครงสรางของ

พันธะ α-1, 6 ซึ่งเปนองคประกอบที่มีผลตอการขึ้นแผนฟลม (สีหนาท ประสงคสุข , 2552)  โดยใช

ความเขมขนของพูลลูแลน 3 เปอรเซ็นต (w/v)  ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการขึ้นเปน

แผนฟลม (ปริศนา    มังสา , 2555) และเมื่อทําการทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile 

properties) ประกอบดวยคาความเคนหรือการทนตอแรงดึง (tensile strength)  และความยืดหยุน  

(elongation) ของฟลม ซึ่งเปนการทดสอบคุณสมบัติความตานทานของวัตถุตอแรงที่มากระทํา 

พบวา คาความทนตอแรงดึง และเปอรเซ็นตการยืดตัวของพูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS ที่ความ

เขมขน 0.1  0.5  1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) มีแนวโนมลดลงเมื่อคว ามเขมขนของ NP-EPS ในฟลม

สูงขึ้น  และเมื่อยิ่งเพิ่มความเขมขนของ  NP-EPS  มีผลทําใหคุณสมบัติการยืดหยุนของฟลมลด

นอยลง และจากการทดสอบการบวมตัว (swelling)  ของฟลม  ซึ่งเปนการทดสอบคุณสมบัติในการ

ละลายในนํ้าหรือสารละลายของฟลม พบวา ฟลมมีแนวโนม เกิดการบวมตัวและสลายกลายเปนเจล

ไดชาลงเมื่อเติม NP-EPS ความเขมขนสูงขึ้น  และไมสามารถละลายไดหมด แตจะพบเปนตะกอน

เล็กๆของ  NP-EPS เหลืออยู  เน่ืองจาก NP-EPS บางสวนไมละลายนํ้า ซึ่งสอดคลองกับการทดลอง

ของ Manners และคณะ (1973) รวมถึง Novak และคณะ (2012)  ที่พบวาบีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสต

มีคุณสมบัติไมละลายในนํ้า โดยจากภาพรวมของฟลมพบวาคุณภาพของฟลมลดลงเมื่อเติม NP-EPS 

ลงไป แตการปรับปรุงคุณสมบัติเชิงกลของฟลมสามารถทําไดโดยการเติมกลีเซอรอล หรือสาร  

plasticizer อ่ืนๆ เพื่อเพิ่มความยืดหยุนหรือลดความเปราะของแผนฟลม  (Novak และคณะ, 2012) 
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โดยกลีเซอรอลจะมีผลตอสมบัติเชิงกลของฟลมในลักษณะที่เปนทั้ง  plasticizer และ antiplasticizer 

ขึ้นกับคา water activity (aw) (Chang และคณะ, 2006) จากรายงานของ   Alves และคณะ (2007) 

พบวา การเติมกลีเซอรอลในอัตราสวนที่นอย  สงผลใหกลีเซอรอล แสดงสมบัติเปน  antiplasticizer

ในขณะที่การเติมกลีเซอรอลรอยละ  32.5 และ 45 สงผลใหฟลมแปงมันสาปะหลังมีความยืดหยุน

เพิ่มขึ้นและมีความเปราะนอยลง ทําใหฟลมที่ไดมีความเปนพลาสติกมากขึ้น 
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บทที่ 6 

 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 

6.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543  

 

6.1.1 การใชแหลงอาหารของ  A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

   A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 สามารถใชแหลงคารบอนได

เกือบทุกชนิดที่ทําการทดสอบ ยกเวน methanol และ D-Trehalose⋅2H2O และเมื่อเปรียบเทียบกับ

สายพันธุอางอิง    (A. pullulans var. pullulan สายพันธุ NRRL 58560) แลวพบวาสวนใหญสามารถ

ใชแหลงคารบอนไดเหมือนกัน ยกเวน D-Mannitol ที่ทั้ง 2 สายพันธุสามารถใชไดดี ในขณะที่ สาย

พันธุอางอิงใชไดนอย และ  D-Trehalose⋅2H2O ที่ทั้ง 2 สายพันธุไมสามารถใชได ในขณะที่สาย

พันธุอางอิงสามารถใชไดดี  (ตารางที่ 4.1) และสําหรับการตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน พบวา

ทั้ง 2 สายพันธุ รวมทั้งสายพันธุอางอิงสามารถใชแหลงไนโตรเจนไดดีเกือบทุกชนิดที่ทําการ

ทดสอบ ยกเวน L-Phenylalanine ที่สามารถใชไดนอย และยูเรีย ที่สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิงสามารถใชไดดี 

 

6.2 ศึกษาการเติบโตและการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 
 

 

6.2.1 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

   เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 

องศาเซลเซียส ) A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีการเติบโตในชวง  lag 

phase ใน 6 ชั่วโมงแรกหลังการลงเชื้อ จากน้ันจะมีการแบงเซลลอยางรวดเร็วเขาสูชวง log phase 

ระหวางชั่วโมงที่ 6 – 24 เปนเวลา 18 ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงพบวา มีจํานวนเซลลคงที่ 

(stationary phase) 
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6.2.2 การผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

    A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุดใน

วันที่ 9 ของการเลี้ยง คือ 2.16±0.00 และ 2.43±0.01 กรัมตอลิตร โดยมีนํ้าหนักเซลลแหง คือ 

4.49±0.01 และ 4.99±0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

 

6.3 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 
 

6.3.1 การทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ 

            เมื่อนําเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดมาทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ 

ประกอบดวย α-amylase  pullulanase   glucoamylase และ β-glucanase พบวา NP-EPS ที่ผลิตจาก 

A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีความไวตอเอนไซม pullulanase และ 

glucoamylase นอยมากเมื่อเทียบกับพูลลูแลนที่ผลิตจาก  A. pullulans  สายพันธุอางอิง (NRRL 

58560) และพูลลูแลนมาตรฐาน  (Sigma Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) 

นอกจากน้ียังพบวา NP-EPS จากทั้ง 2 สายพันธุมีความไวตอเอนไซม β-glucanase มาก คลายคลึง

กับออบาซิแดน ในขณะเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดทุกชนิดที่ทดสอบมีความตานทานตอเอนไซม   

α-amylase ใกลเคียงกัน 

 

6.3.2 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS 

            จากการวิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคป 

(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR) เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma 

Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) พบวาโครงสรางของ  NP-EPS ที่ผลิตจาก  

 A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539  และ NRRL 58543 ไมพบหมูฟงกชัน α-configuration แต

พบหมูฟงกชันที่เปน β-configuration เชนเดียวกันกับออบาซิแดน (aubasidan) ที่ผลิตจาก   

A. pullulans var. aubasidani สายพันธุ  NRRL 58013 โดยจะมีพีกที่ตําแหนง λ = 879.61 887.49 

และ 891.88 cm-1 ตามลําดับ  
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6.4 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans  

 

A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดมากที่สุดในอาหารสูตร PM 

ที่มีการปรับองคประกอบ ตางๆ คือ 1. ความเขมขนของซูโครส จาก 5 % (w/v) เปน 6 % (w/v) 2. 

ชนิดของแหลงไนโตรเจน โดย เปลี่ยนจากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขน 0.06 

เปอรเซ็นต (w/v) และ 3. ปรับ คาความเปนกรดดางของอาหารเร่ิมตน จาก 6.5 เปน 7.5 และเมื่อทํา

การเลี้ยงเปนเวลา 9 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะสามารถผลิต  NP-EPS ไดสูงสุดเปน 14.72 

กรัมตอลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกวาการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการปรับองคประกอบถึง 6.06 

เทา 

 

6.4 การทดสอบสมบัติของ  NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ   

L. casei  
 

NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถกระตุนการเติบโตของ   

L. acidophilus และ L. casei ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

 

6.4 ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 
 

6.6.1 การเตรียมฟลม 

NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ไมสามารถขึ้นเปนแผนฟลมได 

ดังน้ันจึงตองนําไปผสมกับพูลลูแลน โดยพบวาฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS จะมีสีที่ขุนขึ้นเมื่อเติม

ความเขมขนของ NP-EPS สูงขึ้น 

 

6.6.2 ทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile properties) ของฟลมที่ผลิต 

         คาความทนตอแรงดึง และเปอรเซ็นตการยืดตัวของพูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS ที่

ความเขมขน 0.1  0.5  1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) มีคาลดลงเมื่อความเขมขนของ NP-EPS ในฟลม

สูงขึ้น 
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6.6.3 ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมที่ผลิต 

         จากการทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมพบวา ฟลมมีแนวโนมเกิดการบวม

ตัวและสลายกลายเปนเจลไดชาลงเมื่อเติม NP-EPS ความเขมขนสูงขึ้น  และไมสามารถละลายได

หมด แตจะพบเปนตะกอนเล็กๆของ NP-EPS เหลืออยู เน่ืองจาก NP-EPS บางสวนไมละลายนํ้า 

 

ขอเสนอแนะ 

 

       จากการศึกษาน้ีพบวา NP-EPS ที่ผลิตไดน้ันคอนขางนอย และมีสีดํา ดังน้ันจึงควรที่ทํา

การคัดแยกเพื่อหา A. pullulans สายพันธุที่สามารถผลิต NP-EPS ไดในปริมาณที่มากขึ้น รวมทั้ง

ทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต NP-EPS ตอไป และในการขึ้นรูปฟลม  อาจทําการเติม 

กลีเซอรอลเพื่อทําใหฟลมที่ขึ้นรูปน้ันมีคุณสมบัติที่ดีขึ้น เพื่อนําไปประยุกตใชเปนบีตากลูแคนฟลม

ที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกที่ดีไดตอไปในอนาคต 

 

 



รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 

 

อาหารเล้ียงเช้ือและวิธีการเตรียม 

 

 1.  สูตรอาหาร Yeast malt broth/ agar (YMB/ YMA) 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

Yeast extract 5  g 

Malt extract 5  g 

Peptone 5  g 

Glucose 20  g 

Distilled water  1000  ml 

Yeast extract 5  g 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวนในนํ้ากลั่น หากตองการเตรียม yeast malt agar ให

เติม agar นํ้าหนัก 15 g แลวนําไปอุนใหรอนจนวุนละลาย ปรับปริมาตรใหได 1000 ml ถายใส 

ฟลาสกขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 100 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันที่อุณหภูมิ 120 

องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 

 

2. Production medium  

องคประกอบของสูตรอาหาร 

Sucrose 5 g 

Peptone 0.06 g 

K2HPO4 0.5 g 

MgSO4·7H2O 0.04 g 

NaCl 0.2 g 

Yeast extract 0.08 g 

Distilled water 1000 ml 
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วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวน ในนํ้ากลั่น 950 ml ปรับ pH ใหเทากับ 6.5 ปรับ

ปริมาตรใหได 1000 ml ถายใสฟลาสกขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 95 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง

น่ึงความดันที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 

 

3. MRS broth/ agar 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

Peptone  10 g 

Beef extract 10 g 

Yeast extract 5 g 

Glucose 20 g 

Tween 80 1 ml 

K2HPO4 2 g 

Sodium acetate 5 g 

Tri-ammonium citrate 2 g 

MgSO4·7H2O 0.2 g 

MnSO4·H2O 0.02 g 

Distilled water  1000 ml 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวนในนํ้ากลั่น หากตองการเตรียม MRS agar ใหเติม 

agar นํ้าหนัก 15 g แลวนําไปอุนใหรอนจนวุนละลาย ปรับปริมาตรใหได 1000 ml ถายใสฟลาสก

ขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 100 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันที่อุณหภูมิ 120 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 
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4. Mineral medium 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

(NH4)2SO4 2 g 

KH2PO4 4 g 

Na2HPO4 6 g 

MgSO4 0.2 g 

FeSO4·7H2O 1 mg 

CaCl2 1 mg 

H3BO3 10 µg 

MnSO4 10 µg 

ZnSO4 70 µg 

CuSO4 50 µg 

MoO3 10 µg 

Distilled water 1000 ml 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวน ในนํ้ากลั่น ปรับ  pH เปน 7.2 ปรับปริมาตรใหได     

1000 ml ถายใสฟลาสกขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 50 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันที่

อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

การเตรียมสารเคมี 

 

1. สารเคมีสําหรับการตรวจสอบดีเอ็นเอ 

1.1 Chloroform: isoamyl alcohol (24:1)  

Chloroform                               96                  ml 

Isoamyl alcohol                               4                  ml 

 

1.2 2X CTAB buffer  

1.0 M Tris-HCl (pH 8.4) 10 ml 

4.0 M NaCl 35 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 4 ml 

cetyl-trimethylammonium bromide (CTAB) 2 ml 

* β-mercaptoethanol 2 ml 

* Polyvinylpyrrolidone (PVP) 2 g 

นํ้ากลั่น 100 ml 

หมายเหตุ *เติมกอนนําไปใชในการทดลอง 

 

1.3 70% Ethanol 

Ethanol abosolute (analytical 

grade) 
          700 ml 

12นํ้ากลั่น 12           300 ml 

 

12ผสม 12Ethanol abosolute และ 12นํ้ากลั่น ใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซสเซียส 
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1.4 TE buffer (pH 8.0)  

1.0 M Tris-HCl (pH 

8.0) 
10 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 ml 

นํ้ากลั่น 1 L 

 

ผสมสารละลาย 1.0 M Tris-HCl (pH 8.0) และ 0.5 M EDTA (pH 8.0) หลังจากน้ันเติมนํ้า

กลั่นที่ปราศจากเชื้อเพื่อปรับปริมาตรใหไดเปน 1000 ml แลวจึงนําไปน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซสเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิวเปนเวลา 15 นาที 

 

1.5 1% (v/w) Agarose gel 

Agarose  0.2 g 

1X TBE  20 ml 

                           

ละลาย Agarose 0.2 g ใน 1X TBE ปริมาตร 20 ml โดยใหความรอนจนไดสารละลายใส 

 

1.6 Ethidium bromide (10 mg/ml) 

Ethidium bromide 1 g 

นํ้ากลั่น 100 ml 

  

 ละลาย  Ethidium bromide 1 กรัมในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเก็บไวในขวด

แกวสีชาที่อุณหภูมิหอง   

   

1.6 10X TBE buffer 

89 mM Tris base (pH 8.3) 108 g 

89 mM Boric Acid 55 g 

2 mM EDTA (pH 8.3) 40 ml 

นํ้ากลั่น 1000 ml 
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ละลายสวนผสมทั้งหมดในนํ้ากลั่นที่ปราศจากเชื้อแลวปรับปริมาตรเปนปริมาตร 1000 ml 

หลังจากน้ันจึงนําไปน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิวเปน

เวลา 15 นาที 

 

1.8 CTAB buffer 

 

ละลาย CTAB 2 g ในสารละลายผสม 1.0 M Tris-HCl (pH 8.4), 4.0 M NaCl และ 0.5 M 

EDTA (pH 8.0) ใหความรอนจน CTAB ละลายหมดและจึงปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นจนไดปริมาตร

เปน 100 ml   

หมายเหตุ  * เติมกอนนําไปใชในการทดลอง  

 

1.9 Phenol (1x STE saturated) 

 

 ชั่ง phenol (crystalline) 250 g ใสในขวดสีชา นําไปละลายที่อุณหภูมิ 65 °C เติม  

8-hydroxyquinoline 0.25 g (0.1% w/v) และ 2x STE buffer 250 ml ผสมใหเขากันดวย magnetic 

stirrer เปนเวลา 1 คืน จากน้ันแยกชั้น phenol ดวยกรวยแยก แลวเติม 1x STE buffer นําไปปนตอ

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําซ้ําจน phenol มี pH ประมาณ 8.0 จึงเติม 1x STE buffer 30 ml ปดผิวหนาชั้น 

phenol เก็บที่อุณหภูมิ 4 °C 

 

1.10 STE buffer 

4x STE buffer (200 mM Tris, 400 mM NaCl, 4mM EDTA, pH 8.0) 

 

ละลาย Tris 24.23 g NaCl 23.38 g ในนํ้ากลั่น 800 ml ปรับ pH เปน 8.0 ละลาย EDTA 1.49 

g ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นจนเปน 1000 ml น่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส ความดัน 15 

ปอนดตอตารางน้ิวเปนเวลา 15 นาที 
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1.11 TE buffer 

10x TE buffer (100 mM Tris, 10mM EDTA, pH 8.0) 

 

ละลาย Tris 6.06 g ในนํ้ากลั่น 80 ml ปรับ pH เปน 8.0 ละลาย 0.37 g ปรับปริมาตรดวยนํ้า

กลั่นจนเปน 100 ml น่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิวเปน

เวลา 15 นาที 

 

1.12 TBE buffer 

5X TBE buffer 

 

ละลาย Tris 54 g boric acid 27.5 g ในนํ้ากลั่น แลวเติม 0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 ml 

 

2.การเตรียมสารเคมีสําหรับการทดสอบความไวตอเอนไซม 

DNS reagent 

 

1. เตรียมสารละลาย NaOH 10% ปริมาตร 22 มิลลิลิตร ใส Phenol 10 g ปรับปริมาตร

ใหได 100 ml คนใหเขากัน เทแบงออกมา 69 ml เติม NaOSO3 6.9 g คนใหเขากัน 

2. เตรียมสารละลาย DNS 1% ปริมาตร 880 ml และเตรียมสารละลาย Rochelle salt 

255 g ดวยสารละลาย NaOH 4.5% ปริมาตร 300 ml จากน้ันนํามาเทรวมกับสารละลาย DNS 1% 

คนใหเขากัน 

3. นําสารละลายจากขอ 1. และ ขอ 2. เทรวมกัน จะได DNS reagent เก็บในขวดสีชา 

เก็บในตูเย็นอยางนอย 1 คืน กอนนําไปใช 

 

0.05 M Sodium acetate buffer  

 

ละลาย Sodium acetate buffer (MW = 82.08 g/mol) 4.1 g ในนํ้ากลั่น 990 ml ปรับ  

pH ดวย 1 N HCl ใหได 5.0 จากน้ันปรับปริมาตรเปน 1000 ml 
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การสรางกราฟมาตรฐานนํ้าตาลกลูโคสสําหรับการทดสอบความไวตอเอนไซม (enzyme sensitivity 

test) 

 เตรียมสารละลายกลูโคสที่ความเขม 0  0.1  0.2  0.3  0.4 และ 0.5 mg/ml ใสในหลอด

ทดลอง เติมสารละลาย DNS reagent ปริมาณ 3 ml เขยาใหเขากัน นําไปตมในนํ้าเดือดนาน 5 นาที 

ต้ังทิ้งไวใหเย็น เติมนํ้ากลั่นหลอดละ 20 ml เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น

แสง 540 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณนํ้าตาลกลูโคส 

ดังรูป 

  

Glucose standard 

  A540 

   
 

 

รูปที่ 21 กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 

 

 

 

 

 

 

0.1           0.2     0.3             0.4      0.5               0.6 

glucose concentration (mg/ml) 
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ภาคผนวก ค 

 

1. การนับจํานวนเซลลดวยวิธี Direct Microscopic โดยใช Counting chamber ของ  

Heamacytometer 

 

ภาพแสดง Haemacytometer เมื่อสองดูภายใตกลองจุลทรรศน 

 

 
 

ภายใน      ประกอบดวย 25 ชองใหญ และภายในชองใหญแตละชองจะประกอบไปดวย 16 ชองเล็ก 

(ที่มา: http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biofiles/cell-viability-and-

proliferation.html) 
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วิธีการคํานวณ 

ปริมาตรใน 25 ชองใหญ       =  0.1    mm3 

สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองใหญ     =  A      เซลล 

สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองเล็ก     =  B      เซลล 

น่ันคือ                X =  16Y  เซลล 

เพราะฉะน้ัน 

ใน 0.1 mm3 มีจํานวนเซลลทั้งหมด       Ax25 หรือ Bx16x25   เซลล 

ใน 1.0 mm3 มีจํานวนเซลลทั้งหมด        Ax25x10 หรือ Bx16x25x10   เซลล 

ใน 1.0 cm3 มีจํานวนเซลลทั้งหมด            Ax25x10x1000 หรือ Bx16x25x10x1000   เซลล 

                 =  25Ax104 หรือ 4Bx106  เซลล/มิลลิลิตร 
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2. การนับจํานวนเชื้อจุลินทรียท่ีเพาะบนจานอาหาร colony forming unit (CFU) ดวยวิธีการ 

spread plate 

 ทําการเจือจางเชื้อเร่ิมตนโดยทําเปนลําดับ  ลําดับละ 10 เทา (serial dilution) แลวหยด

เชื้อจุลินทรีย 0.1 มิลลิลิตรลงบนจานอาหารที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งแข็งตัวแลว (solidified agar 

medium) จากน้ันเกลี่ยเชื้อจุลินทรียใหกระจายทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อดวยแทงแกวพิเศษที่ผาน

การฆาเชื้อแลว (spreader) ทํา 2 ซ้ํา บมเชื้อทิ้งไว 2 วันแลวทําการนับเซลลเพื่อคํานวนใหเปนหนวย 

CFU โดยนําคาเฉลี่ยของโคโลนีที่นับไดมาคูณกับ dilution  

 

 
 

รูปที่ 22 วิธีการเจือจางเชื้อเร่ิมตนโดยทําเปนลําดับ ลําดับละ 10 เทา (serial dilution) 
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3.  ขนาดของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส   

 

 

 
 

รูปที่ 23 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ ITS และ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58539 และ NRRL 58543 โดยใชอุณหภูมิในขั้นตอน annealing ที่ 56 และ 59 องศา

เซลเซียส ตามลําดับ 

   M    แบคทีริโอฟาจแลมปดาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ EcoRI  

 1-2 ผลิตภัณฑปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ  ITS ของ A. pullulans สายพันธุ                

          NRRL 58539 และ NRRL 58543 

 3-4 ผลิตภัณฑปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ                  

          NRRL 58539 และ NRRL 58543   

 5-6 ผลิตภัณฑปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ ITS ของ A. pullulans สายพันธุ  

          NRRL 58539 

 

 

 
M        1        2        3       4 

564 

1,200 
831 
947 

1,375 
1,584 

600 

ขนาด 
(คูเบส) 
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4.  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ท่ีไดจากการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Genbank   

 

ตารางที่ 24 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ 

นิวคลีโอไทดของ A. pullulans variety ตางๆ ในฐานขอมูล Genbank  
 

ชนิด/สายพันธุ ที่

ใชในการศึกษาน้ี 

Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identitie 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

A. pullulans  

สายพันธุ NRRL 

58539 

FJ150906 Aureobasidium pullulans var. pullulans 455/497 12/497 92 

FJ150905 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 455/497 12/497 92 

FJ150886 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 451/495 18/495 91 

FJ150895 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 446/493 14/493 91 

FJ150875 Aureobasidium pullulans var. namibiae 454/496 11/496 92 

A. pullulans 

 สายพันธุ NRRL 

58543 

 

FJ150906 Aureobasidium pullulans var. pullulans 454/511 25/511 89 

FJ150905 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 454/511 25/511 89 

FJ150886 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 450/509 31/509 88 

FJ150895 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 445/407 27/507 88 

FJ150875 Aureobasidium pullulans var. namibiae 453/510 24/510 89 

113 
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5.  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ท่ีไดจากการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Genbank  

  

ตารางที่ 25 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ

นิวคลีโอไทดของ A. pullulans variety ตางๆ ในฐานขอมูล Genbank  
 

ชนิด/สายพันธุ ที่

ใชในการศึกษาน้ี 

Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identitie 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

A. pullulans  

สายพันธุ NRRL 

58539 

FJ150942 Aureobasidium pullulans var. pullulans 556/589 6/589 94 

FJ150952 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 554/588 4/588 94 

FJ150926 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 553/587 0/587 94 

FJ150913 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 550/588 3/588 94 

FJ150937 Aureobasidium pullulans var. namibiae 548/587 0/587 93 

A. pullulans 

 สายพันธุ NRRL 

58543 

 

FJ150942 Aureobasidium pullulans var. pullulans 524/623 42/623 84 

FJ150952 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 521/622 43/622 84 

FJ150926 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 523/623 42/623 84 

FJ150913 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 520/621 40/621 84 

FJ150937 Aureobasidium pullulans var. namibiae 522/623 42/623 84 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นางสาว พันธกานต  อุณหภัทรฐิติกุล  เกิดเมื่อวันที่ 27 กรกฎาคม พ .ศ. 2529 ที่

กรุงเทพมหานคร สําเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาชีววิทยาประยุกต สาขาวิชา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 

กรุงเทพมหานคร เมื่อป พ .ศ. 2552 จากน้ันไดศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตร

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สําเร็จการศึกษาในป พ.ศ. 2555 

 

ทุนสนับสนุนงานวิจัย 

 ขณะศึกษาไดรับทุนอุดหนุนวิทยานิพนธสําหรับนิสิต คร้ังที่  2 ปงบประมาณ 2555 จาก

บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หมายเลขโครงการ F-31-GS-ES13 เลขที่ 107 
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