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 บทที่1 
 

บทนํา 

ปจจุบันผูคนทัว่โลกหันมาใสใจกับคุณภาพทางโภชนาการเพื่อสุขภาพทีด่ีมากขึ้น สารให

ความหวาน ( Sweeteners ) เปนสิ่งหนึง่ที่คนใหความสนใจเนื่องจากตองการควบคุมน้ําหนกัหรอื

ผูปวยโรคเบาหวาน สารใหความหวานที่ดนีอกจากมีรสชาตทิีด่ีใกลเคียงกับน้ําตาลแลวยงัให

พลังงานต่ํากวาอีกดวย ปจจุบันมีสารใหความหวานแทนน้ําตาลในทองตลาดอยูหลายชนิด แตละ

ชนิดจะมีขอดี-ขอดอยแตกตางกนัไป 

น้ําตาลแอลกอฮอล หรือที่เรียกวา Polyol เปนสารใหความหวานที่เกดิขึ้นตามธรรมชาติ มี

อยูในอาหาร และในพืชบางชนิด ในฐานะที่เปนน้ําตาลชนิดหนึง่ที่ใหแคลอรี่ต่ํากวาน้ําตาลปกติ 

และไมทําใหเกิดการเพิม่น้าํตาลในเลือดอยางฉับพลัน ทั้งนี้เพราะน้าํตาลแอลกอฮอลสามารถ

เปลี่ยนไปเปนกลูโคสไดชามากและไมตองการอินซูลิน ดังนัน้จึงใชในกลุมผูปวยเบาหวาน และเริม่

ใชมากขึ้นในคนทัว่ไป ไดแก แมนนทิอล ซอบิทอล ไซลีทอล แลคติทอล ไอโซมอลท แมน้ําตาล

แอลกอฮอลจะไมไดใชในครัวเรือนทั่วไปแตก็มีการใชในอาหารบางอยางที่ระบุในฉลากวาปราศ 

จากน้ําตาล หรือ “Sugar-free” เชน ในลกูกวาด คกุกี ้หมากฝรั่ง เครือ่งดื่ม ยาอม โดยเฉพาะอยาง

ยิ่งใชมากในผลิตภัณฑชองปาก เชน ยาสีฟน และยาอมบวนปาก ซอรบิทอล เปนสารอนิทรยี

จําพวกพอลิไฮดรกิแอลกอฮอล (Polyhydric alcohol) หรือพอลิออลส (Polyols) เปนน้ําตาลแอ

ลกอฮอลลทีพ่บไดในผลไมประเภทเบอรร่ี สาหราย ผลนทั ใบยาสูบ ลูกแพร แอปเปล เชอรี่ พลัม 

พีช แอปปริคอท องุน  รวมทั้งผลไมอ่ืนๆ และพืชทะเลอกีหลายชนิด มีการนาํมาใชในอุตสาหกรรม

อาหารอยางแพรหลายเนื่องจากมีคุณสมบัติเดนหลายประการ เชน มีความหวานประมาณ 60 % 

ของน้ําตาลทราย ซึง่ใกลเคยีงกับกลโูคส (75 %) ในขณะที่ใหพลังงานเพียงหนึ่งในสามของน้ําตาล

ทราย ( 2.6 แคลอรีตอกรัม) (http://www.caloriecontrol.org/sorbitol.html) แตไมทําใหระดบั

น้ําตาลในเลือดสูงเนื่องจากเมตาบอลิสมไมเกี่ยวกับกลโูคสและอินซูลิน (Erzinger และคณะ 

2003, Silveira and Jonas, 2002) ซอรบิทอลจะถูกเปลี่ยนเปนฟรคุโตสที่ตับ (Kretchmer and 

Hollenbeck, 1991) จึงสามารถใชในอาหารผูเปนเบาหวานและผูตองการควบคุมน้ําหนกัได 

USFDA และEU ใหการยอมรับซอรบิทอลวาเปนสารแตงเติมอาหารกลุม GRAS (Generally 

Recognized As Safe) 10 เปอรเซ็นตของซอรบิทอล สามารถเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดโดย

ไมมีผลตอระดับน้ําตาลในเลอืดจึงนิยมใชเปนสวนและรางกายสามารถยอยสลายซอรบิทอลไดดี

ประมาณ 90 เปอรเซ็นตของสวนที่ไดรับทั้งหมด แมบางสวนจะเปลี่ยนไปเปนกลูโคสไดบางแต

อัตราเร็วในการดูดซึมผานลาํไสชากวากลโูคสมากมกีารนําซอรบทิอลไปผสมในผลิตภัณฑอาหาร 

http://www.caloriecontrol.org/sorbitol.html
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เชน ช็อคโกแลต ผลไมกระปอง ผลิตภัณฑขนมหวาน โดยเฉพาะขนมหวานชนิดแชเยือกแข็ง ซึ่ง

ใหผลดีดานการเก็บรักษา รสชาติและเนื้อสัมผัส และผลติภัณฑเนื้อประเภทไสกรอกเปนตน อาจใช

เปนสวนผสมของยาสฟีนเพือ่ใหเปนเนื้อเดยีวกนั อีกทั้งจุลินทรียในชองปากยังไมสามารถนาํไปใช

ไดจึงไมทําใหเกิดกรดซึ่งเปนสาเหตุใหฟนผ ุ หรือใชเปนสารใหความหวานรวมกบัสารตัวอื่นใน

เครื่องดื่มพลังงานต่ํา ทางดานยาและการแพทยมีการนํามาใชในรูปไซรัปเพื่อปองกันการตกผลกึ

ของน้ําตาลหรอืใชเปนวัตถุดบิในการเตรียมวิตามนิบี 12 วิตามนิซ ี และแอสไพริน ทางดาน

เครื่องสําอาง เนื่องจากซอรบิทอลมคีุณสมบัติดูดน้ําไดดีจึงใชเปนตัวปรับลักษณะเนื้อสารผสม 

(texture)ใหดูชุมและนุม ใชเปนสารรักษาความชืน้ (Humectant) เนื่องจากซอรบิทอลมีสมบัติเปน

สารรักษาความชื้น หรืออาจใชในอุตสาหกรรมทํากาว ใชในการปองกนัการแข็งตัวของน้าํหมึก  

Zymomonas mobilis เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนแทง ไมสรางสปอร ชอบอยูในที่

มีออกซิเจนจํากัด ทนความเขมขนน้าํตาลสูงไดดีสามารถสรางเอทานอลจากน้าํตาลซูโครส หรือ

กลูโคสผสมฟรุคโตสได ( Viikari, 1984 ; Barrow, 1984) มีการศึกษาเพิ่มเติมพบวา  ซอรบิทอลที่

เกิดขึ้นไดมาจากฟรุคโตสเทานัน้ ในขณะเกิดกระบวนการรีดักชั่นเปลีย่นฟรุคโตสเปนซอรบิทอลจะ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นเปลีย่นกลโูคสเปนกลูโคโนแลคโตน โดยใช Glucose-Fructose 

Oxidoreductase. (GFOR) และ NADP เปนโคแฟคเตอร เรงปฏิกิริยาทัง้สองระหวางการเกดิ

กระบวนการสรางเอทานอล (Cazetta และคณะ 2005) 

การเลี้ยงเชื้อในถังหมักนั้นสามารถทําไดหลายแบบขึ้นกับการเติมวัตถุดิบ เชน การเลี้ยง

เชื้อแบบแบตช แบบเฟดแบตชและแบบตอเนื่อง แตการเลี้ยงเชื้อแบบตอเนื่องนั้นไมสามารถรักษา

แรงดันออสโมติกใหกับระบบไดอยางสม่ําเสมอและการเก็บเกี่ยวผลผลิตทําไดยากและเสีย

คาใชจายสูงเนื่องจากผลผลิตมีความเขมขนต่ํา สวนการเลี้ยงเชื้อแบบแบตชนั้นการที่มีแรงดัน

ออสโมติกที่สูงแตแรกนั้นจะทําใหเชื้อมีการเจริญเจริญที่ไมดี 
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โครงการวิจัยนี้จึงมุงเนน การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตซอรบิทอลแบบเฟด

แบตชในถังหมัก โดยใช Zymomonas mobilis TISTR 548  

  
วัตถุประสงค  
หาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตซอรบิทอลโดยการเลี้ยงเชื้อแบบกึง่กะ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลภายในถงัหมักเพือ่ใหไดผลผลิตที่สูง 

 
ขั้นตอนการดําเนินงานวิจัย 

1.  หาชวงที่เชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุด เพื่อใชทําหัวเชื้อเร่ิมตน 

2.  หาภาวะที่เหมาะสมสําหรับผลิตซอรบิทอลในขวดทดลอง  
3.  ศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเติมน้ําตาลในระหวางกระบวนการผลิตซอรบิทอล 

4.  ขยายขนาดเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตร และหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิ

ทอล 
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
ชีววทิยาของ Zymomonas mobilis 
 
 Z. mobilis เปนแบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อมรูีปรางนนูคลาย

เลนส ผิวหนาและขอบเรียบ มีสีขาวคลายเนย มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มม. เซลลมี

รูปรางเปนแทง มีความยาวประมาณ 2-6 ไมโครเมตร และความกวางประมาณ 1-1.4 ไมโครเมตร 

(Gibbs และ Demoss, 1951)สามารถเจริญไดในอาหารที่มีความเขมขนของน้าํตาลสูง มี

ความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล มีความทนทานตอปริมาณแอลกอฮอลไดสูง และเจริญไดใน

ภาวะไรอากาศหรือภาวะทีม่ีออกซิเจนในปริมาณเล็กนอย (Swings และ De Ley,1972)  

 

 

                                             
 

 

                 
รูปที1่. ภาพถาย Zymomonas mobilis จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Gibbs และ Demoss, 

1951) 
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ตารางที่1. องคประกอบภายในเซลลของ Zymomonas mobilis (Swings และ 

DeLey1977) 

 
 

ตารางที่2 ภาวะทีเ่หมาะสมตอการเจริญของ Z. mobilis (Swings และ De Ley1977) 
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Z. mobilis  ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนในการผลิตเอทานอล  Zachariou และ

คณะ (1986) รายงานวาเอนไซมที ่Z. mobilis  ใช ในการยอยซูโครส คือ Levansucrase  และ 

Invertase  โดยยอยที่บริเวณ outer membrane ได กลูโคสและฟรุคโตส จากนัน้จะลําเลียงเขาสู 

periplasm  ของเซลล (รูปที ่2 ) จากนัน้  ฟรุคโตสจะใชพลังงาน 1 ATP เพื่อเปลี่ยนเปน Fructose-

6-phosphate โดยเอนไซม fructokinase และเปลี่ยนจาก fructose-6-phosphate เปน gluose-6-

phosphate โดย เอนไซม phosphohexose-isomerase (Swing และ De Ley 1977) glucose จะ

เกิดปฏิกิริยาเปนซอรบิทอล โดย aldoreductase  อีกสวนหนึง่ใชพลงังาน 1 ATP เพื่อเปลี่ยนเปน 

เปน gluose-6-phosphate  และเขาสู glycolysis pathway เพื่อเปลีย่นเปนเทานอล 

 

 

 
รูปที่2.การลําเลียงกลโูคสและฟรุคโตสเขาสู periplasm ของเซลล(Swing 

และ De Ley 1977) 

 

                                

Zymomonas mobilis สรางซอรบิทอล เปน Byproduct ในกระบวนการผลิตเอทานอล 

(Villard 1984 a, b, Barrow 1984, Bringer-Meyer 1985) มีการศึกษาเพิ่มเติมพบวา ซอรบิทอลที่

เกิดขึ้นไดมาจาก ฟรุคโตสเทานั้น กลูโคสสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม fructokinase ได 

ทําใหมีการสะสมฟรุคโตสภายในเซลล (Doelle1982a, Barrow และคณะ 1984, Parker และคณะ 

1997) กลไกการควบคุมกลูโคสและ ฟรุคโตสของเซลลใชระบบที่แตกตางกันคือ กลูโคสถูกควบคุม

ดวยสมดุลพลังงาน (energy balance) แตฟรุคโตสถูกควบคุมโดยกลูโคส ซึ่งกลูโคส 0.18 กรัม/

ลิตร(1มิลลิโมล) สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม fructokinase ไดประมาณ 40 เปอรเซ็นต

ของคาตั้งตน ฟรุคโตสที่สะสมอยูในเซลลจะถูกเปลี่ยนไปเปนซอรบิทอล (Barrow และคณะ 1984) 

ดวยกระบวนการออกซิเดชั่น-รีดักชั่น ฟรุคโตสถูกรีดิวสเปนซอรบิทอลควบกันกับปฏิกิริยา ออกซิ
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เดชั่น เปลี่ยนกลูโคสเปน กลูโคโนแลคโตน (Leigh, 1984) โดยใชเอนไซม Glucose-Fructose 

Oxidoreductase. (GFOR) ที่มี NADP เปนโคแฟคเตอร (Zachariou and Scopes, 1985) เรง

ปฏิกิริยาทั้งสองระหวางการเกิดกระบวนการสรางเอทานอล (Erzinger และคณะ 2003, Cazetta 

และคณะ 2005) แตไมพบการสะสมกลูโคโนแลคโตนเลย เนื่องจากกรดกลูโคนิก ที่สรางขึน้ถกูฟอส

โฟรีเลทโดยเอนไซม กลูโคเนทไคเนส และถูกเปลี่ยนเปนเอทานอลใน Entner Doudoroff pathway 

(Zachariou and Scopes 1985, Strohdeicher, 1998) ในระหวางการผลิตเอทานอล Z. mobilis 

สามารถสรางซอรบิทอลไดประมาณ 11 เปอรเซ็นต ของ Carbon source (vilkari 1984b)  ในป 

พ.ศ. 2539 หนึ่งฤทัย มีสุข  รายงานวาการเลี้ยงเชื้อในอาหาร pH 6.5 เชื้อสราง ซอรบิทอลไดสูง

ที่ สุด  ซึ่งใกลเคียงกับสมบัติของ  GFOR ที่มี ความเปนกรดดางที่ เหมาะสมประมาณ  6.2 

(Zachariou และ Scopes 1986, Ferraz และคณะ 2001) 
 
ซอรบิทอล 

ซอรบิทอล (Sorbitolหรือ D-glucitol) เปนสารอินทรีย จาํพวก พอลิไฮดริกแอลกอฮอล 

(Polyhydric alcohol) หรือ พอลิออลล (Polyols) มีลักษณะทางกายภาพ เปนผงสีขาว ไมมีกลิน่ 

เปนน้าํตาลแอลกอฮอลล ทีพ่บไดในผลไม ประเภทเบอรร่ี สาหราย ผลนัท ใบยาสูบ ลูกแพร แอป

เปล เชอรี่ พลมั พีช แอปปริคอท องุน รวมทั้งผลไมอ่ืนๆและ พืชทะเล อีกหลายชนิด ซึง่มีการศึกษา

คร้ังแรกโดย Joseph Boussingault ในป 1872 

 

 

  

     

 

 

 

 

 

 

                                                     

รูปที่3.โครงสรางทางเคมีของซอรบิทอล 
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สมบัติของซอรบิทอล       

                        ตารางที่3. คุณสมบัติทางเคมีของซอรบิทอล 

IUPAC name (2R,3S,4S,5S)-Hexol 

Molecular formula C6H14O6

Molecular weight 182.17 g/mol 

Density 0.68 g/cm3

Melting point 95 °C 

Boiling point 296 °C 

 

 
ประโยชนของซอรบิทอลในทางอุตสาหกรรม 
 จากคุณสมบัติดังกลาวทาํใหมีการนาํซอรบิทอลมาใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน 

• ใชในอุตสาหกรรมเคมี 

ผลิตสารเคมีเชน ซอรโบส, วิตามนิซี, โพรพิลีนไกลคอลและเรซินเมลามีน 

ใชปองกันการแข็งตัวของน้าํตาลเพื่อยืดอายุของลูกกวาด 

ใชในเครื่องสําอาง เปนตวัเกบ็ความชืน้ของครีมและโลชัน่ และเปนสารที่ทํา

ใหสวนประกอบตางๆของยาสีฟนรวมตัวเปนเนื้อเดยีวกัน และอยูตัวเวลาบีบจากหลอด 

ใชในการปองกันการแข็งตัวของน้ําหมกึ 

ใชในอุตสาหกรรมเครื่องหนงั 

ใชในอุตสาหกรรมพอลิเมอรและเสนใย 

• ใชในอุตสาหกรรมอาหาร ยาและเวชภัณฑเชน 

ผสมในผลไมแชแข็งและผลไมกระปอง 

ใชเปนยาระบายออนๆในความดูแลของแพทย 

ใชเปนสารใหความหวานในอาหารและเครื่องดื่มพลังงานต่ําสําหรับผูปวย

โรคเบาหวาน  

ใชเปนสวนผสมยาเพื่อชวยเพิ่มอัตราการดูดซึมวิตามนิและสารอาหารอื่นๆ 

นอกจากนัน้ยงัมีรายงานการทดลองที่แสดงใหเห็นถงึประสิทธิภาพในการฟอกขาวของ 

sorbitol peracetate ที่ใสลงในผงซักฟอก (Johns และคณะ, 1991) 
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การนาํซอรบิทอลไปใชจะมีการดึงเอาน้ําออกจาก ซอรบทิอลใหโครงสรางอยูในรูป cyclic 

(รูปที่ 4) เพื่อปรับปรุงคุณสมบัติตางๆ เชน การทนความรอน  

 

   

                              
     รูปที่4. การดึงน้าํออกจากซอรบิทอล 

 

ตารางที่ 4 คณุสมบัติของสารใหความหวาน(Use of Nutritive and Nonnutritive Sweeteners 

[pdf]; Journal of THE AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION; Feb 2004; Vol.104 No.2)  
 

สารใหความ
หวาน 

รสชาติ 
ใหพลังงาน 

(แคลอรี/กรัม) 
ทําใหฟนผ ุ หมายเหต ุ

ฟรุกโทส อรอย 4 ฟนผุ 
มีมากในน้ํา
ผลไม 

แลกโทส ปานกลาง 4 ฟนผุ มีมากในน้ํานม 
มอลทิทอล  
ซอรบิทอล  
ไซลิทอล 

อรอย 2.6 ไมผุ 
ถาบริโภคมากๆ
อาจทําให
ทองเสีย 

อีริไธทอล อรอย นอยกวา 0.2 ไมผุ ราคาสูงมาก 
ซูคราโลส อรอย 0 ไมผุ ราคาสูง 
สตีเวีย หรือ 
สารสกัดจาก
หญาหวาน 

แย ถึง ปาน
กลาง 

0 ไมผุ 
มีปนรสขมของ

หญา 

แอสปารแตม ปานกลาง 

0 (พลังงานจริง
คือ 

4 แคลอรี่ แต
เนื่องจากใชใน
ปริมาณนอย
มากจึงถือวา
เปน 0) 

ไมผุ 

หามใชปรุง
อาหารรอนบน
เตา, หามใชใน
ผูปวยโรคฟนิลคี

โตนูเรีย 

อะซิซัลแฟม-เค 
และ  

แซคคารีน 
แย 0 ไมผุ 

มีปนรสขมของ
โลหะ 

http://www.on-diet.com/readArticle.asp?articleName=sweetener.pdf
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การผลิตซอรบิทอล สามารถทําไดหลายวิธ ีเชน  

วิธีทางเคม ี
 

ใชกระบวนการเติมไฮโดรเจนใหกบัน้าํตาลกลูโคส (Hydrogenation) ภายใตอุณหภูมิ 150 

องศาเซลเซยีส ความดนัไอสูง 40-50 บรรยากาศ   โดยใชนิเกิล เปนตัวเรงปฏิกิริยา(Gorp และ

คณะ, 1999) แตพบวากระบวนการนี้อันตรายและปญหาสิง่แวดลอมจากการกาํจดันิเกิล (Phillips, 

1963)  อีกทั้งเสียคาใชจายสงูในการแยกผลพลอยไดอ่ืนๆ เพื่อทาํใหซอรบทิอลบริสุทธิ์ (Kim และ 

Kim, 1991, Barros และ Celligio, 2006))และสารประกอบนิเกิลบางรปูอาจกอมะเร็งได 

(http://en.wikipedia.org/wiki/nikle)  

  

 

   
รูปที่5. กระบวนการเติมไฮโดรเจนใหกับน้าํตาลกลูโคส 

 

 
กระบวนการทางชวีภาพ  
 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในกระบวนการทางชวีภาพเปนภาวะที่ไมมีอันตราย ปฏิกิริยามี

ความจาํเพาะสูง และไมกอใหเกิดปญหาทางดานสภาวะแวดลอม พบวาจุลินทรียบางชนิด เชน 

แบคทีเรีย Zymomonas mobilis  และยีสต Candida boidini สามารถที่จะผลิตซอรบิทอลได โดย

ใชฟรุคโตสเปนแหลงคารบอน  แต Zymomonas mobilis สามารถดูดดึงน้ําตาลกลูโคสเขาสูเซลล

ไดอยางรวดเรว็และผลิตแอลกอฮอลไดเร็วกวายีสต (Rogers และคณะ1982)  
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รูปที่6.วถิีการใชน้ําตาลซโูครสของ Zymomonas mobilis (Sprenger, 1996) 

(INVB, invertase B; LEV U, levan sucrase; GFOR, glucose-fructose oxidoreductase;  

GNL, gluconolactonase GNT K, gluconate kinase; GLF, glucose facilitator; FRK, 

fructokinase; GLK, glucokinase;; KDPG, 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate; PDC, 

pyruvate decarboxylase; ADH, alcohol dehydrogenase)   
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การผลิตซอรบิทอลโดย Zymomonas mobilis อาจใชวิธ ีตางๆกนัดังนีค้ือ 

1. การใชเซลล  
1.1 การใชเซลลอิสระ เปนการเลี้ยงเพิ่มจาํนวนเซลลแลวใหเซลลผลิตสารที่เรา

ตองการ เปนวธิีที่สะดวกตนทุนต่าํควบคุมการผลิตงาย แตผลผลิตคอนขางต่าํเนื่องมาจาก

ความสามารถของเซลลมีจํากัด 

1.2 การตรึงเซลล (Immobilized cells) หมายถงึ เซลลจุลินทรียที่ถกูจํากัด

ขอบเขตใหอยูในบริเวณทีท่าํใหจุลินทรียไมสูญเสียความสามารถในการเปนตัวเรง และ

สามารถนํากลบัมาใชไดหลายครั้งหรือใชไดอยางตอเนื่อง โดยเซลลทีถ่กูตรึงอาจอยูใน

สภาพเซลลทีก่ําลังเจริญ เซลลระยะพกั หรือเซลลที่ตายแลวก็ได สารที่ใชในการตรึงเซลล

มีหลายชนิดการนํามาใชก็ข้ึนกับสมบัติของสารเชน คารราจีแนน เจลมีความแข็งแรงแต

ความคงตวัต่ํา เมื่ออยูในสภาวะที่ไมมี gel-inducing agent เซลลจะร่ัวออกมาจากเจลได 

แตการเติม gel-inducing agent ก็อาจทาํใหเกิดการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมที่ตองการ

ได เซลลที่ถกูตรึงมีขอดี คือ สามารถใชซ้าํในระบบกะ หรือระบบตอเนื่องไดงายกวา มี

โอกาสปนเปอนจากจุลินทรยีอ่ืนไดนอยลง การแยกผลผลิตทําไดงายกวา เซลลที่ถกูตรึงซึ่ง

เปนเซลลในระยะพกัตองการพลังงานนอยเพียงเพื่อรักษาสภาพความอยูรอดทําใหไดผล

ผลิตสูงกวาการใชเซลลอิสระแต มีขอเสีย คอื เซลลอาจสญูเสียความสามารถบางสวนใน

ระหวางการตรึง 

1.3 การทําใหผนังเซลลมีรูพรุน (Permeabilized cells) อาจใชวิธทีางกายภาพ

เชน freeze thaw หรือใชสารเคมีชวยเชน toluene วิธีนีจ้ะทาํใหสารตัง้ตนเขาสูเซลลได

งายขึน้ทาํใหผลิตสารที่ตองการไดในเวลาทีเ่ร็วกวาการใชเซลลปกติแตวธิีนี้จะทําใหเซลล

สูญเสียความสามารถในการเจริญไปเนื่องจากสารที่จําเปนในการเจรญิบางอยางอาจ

สูญเสียออกนอกเซลลในระหวางที่มีการทาํใหเยื่อหุมเซลลเสียสภาพแตก็อาจใชสาร

บางอยางชวยลดการสูญเสียสารที่สําคัญภายในเซลลได  

2. การใชเอนไซม 
2.1การใชเอนไซมอิสระ วิธนีี้จะทําใหสารตั้งตนเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซมได

อยางจาํเพาะและรวดเร็วมากที่สุดทาํใหไดผลผลิตในปริมาณมากและรวดเร็วโดยไมตอง

สูญเสียไปกับการเจริญของเซลลเลย แตการแยกเอนไซมออกจากผลผลิตทําไดยากทําให

การนาํกลับมาใชซ้ําหรือการใชอยางตอเนื่องทําไดยากดวยและวิธนีีม้ีคาใชจายคอนขางสงู

เมื่อเทียบกับการใชเซลลปกติ 
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2.2 การตรึงเอนไซม  วิธนีี้จะทําใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้นและนาํกลับมา

ใชใหมไดงายกวาการใชเอนไซมอิสระแตวิธีนี้ตองสกัดเอนไซมออกจากเซลลและตองทํา

ใหบริสุทธิ์เพื่อชวยลดการสูญเสียความสามารถของเอนไซม โดยเฉพาะเอนไซมที่เชือ่มติด

กับเยื่อหุมเซลลหรือเอนไซมที่เมื่อสกัดออกจากเซลลแลวไมคงตัว (สมใจ ศิริโภค, 2547) 
 
การศึกษาการผลิตซอรบิทอล 

 
- การผลิตซอรบิทอลโดยใชน้ําตาลซูโครส 

 Doelle และ Greenfields (1985) พบวาซอรบิทอลเกิดขึ้นเมื่อเลี้ยง Z. mobilis ในถงัหมกั

ที่ใชน้าํตาลซูโครสเขมขน 20-40% โดยเลีย้งที่ pH 6.5, 35°C ยิ่งน้ําตาลเขมขนขึ้นแบคทีเรียจะใช

เวลาในการหมักนานขึน้และใชน้ําตาลไดนอยลง ปริมาณซอรบิทอลที่เกิดขึ้นไมสัมพันธกับความ

เขมขนของน้าํตาลตั้งตน 

 โดยปกติซอรบิทอลสะสมอยูในเซลลเปนตัวชวยดงึน้าํไวภายในเซลลเมื่อเซลลเผชิญกับ

ภาวะออสโมตกิสูงๆ ดังนัน้การทําใหเยือ่หุมเซลลมีรูพรุนอาจมีสวนชวยทาํใหการผลิตซอรบิทอล

งายและมากขึ้นเนื่องจากเปนการเปดชองใหซอรบิทอลทะลักออกมาจากเซลลได Vignoli และ

คณะ(2006) ทดลองใช Cetylmethyl ammoniumbromide(CTAB) ทําใหเยื่อหุมเซลลทะล ุ แลว

ตรึงเซลลไวดวยไคโตซานปรมิาณ 10 mg/g cell เมื่อเลีย้งแบคทีเรียในซูโครสเขมขน 30% ที ่30°C 

พบวาการทําใหเยื่อหุมเซลลทะลุไมชวยใหการผลิตซอรบิทอลดีข้ึน แตการตรึงเซลลและใชเวลา

เลี้ยง 36 ชม. ใหผลดีกวาการเลี้ยงเซลลอิสระ 12 ชม. อยางไรก็ตามผลการทดลองนี้ไมสอดคลอง

กับการทดลองของ Chun และ Roger (1988) และ Rehr และคณะ (1991) ซึ่งทดลองใช toluene 

และ detergents ตามลําดบั เพื่อทําใหเยือ่หุมเซลลทะลุ พบวาผลิตซอรบิทอลไดถึง 94 และ 98% 

ปริมาณผลผลิตตามลําดับ   

 การเติมสารเพิม่แรงดันออสโมติกเชน NaCl 0.16 M ซึ่งคิดเปน Osmolarity ประมาณ     

1.9 osmolar/kg  พบวาชวยทําใหไดซอรบิทอลมากขึ้นกวาที่ไมเติมถงึ 6.4 เทา แตเมื่อเพิ่มข้ึนถงึ    

0.34 M จะยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย (Beckers และคณะ, 2000, Swings และ                   

De Ley, 1977 ) 

 เมื่อเติมซอรบิทอลลงในอาหารที่มีกลโูคสเขมขน มากกวาหรือเทากับ 25% Loos และคณะ 

(1994) พบวาแบคทีเรียเจรญิไดดีกวาเมื่อไมเติม หลงัจากการเติมซอรบิทอล Z. mobilis ลําเลียง     

ซอรบิทอลเขาสูเซลลตาม Michaelis-Menten kinetics โดยมีคา Km = 34 mM และ Vmax = 11.2 

n mol/min-mg drymass  

- การผลิตโดยใชกลูโคสและฟรุคโตส 
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 จากการศึกษาเอนไซมกลูโคส-ฟรุคโตส ออกซิโดรีดัคเตส (Glucose-fructose  

oxidoreductase, GFOR ) ทําใหทราบวาซอรบิทอลเกดิจากโมเลกุลฟรุคโตสและการเกิดปฏิกิริยา

จะตองเกิดควบคูไปกับการเปลี่ยนกลโูคสไปเปนกรดกลูโคนิก (Zachariou และ Scopes, 1986) 

ทําใหทราบวาหากนาํกลูโคสผสมกับฟรุคโตสแทนซูโครส Zymomonas ก็สามารถผลิตซอรบิทอล

ไดเลยโดยไมตองยอยซูโครสกอน 

 เมื่อนําเซลล Z. mobilis ATCC 29191 ไปเล้ียงในอาหารที่ใชกลโูคสและฟรุคโตสเปน

แหลงคารบอนแทนซูโครสโดยควบคุมภาวะการเลี้ยงที ่pH 6.5, 30°C  Silveira และคณะ (1999) 

พบวาแบคทีเรียสามารถสรางซอรบิทอลไดถึง 91% ปริมาณผลผลิต ในเวลา 6 ชั่วโมง จากน้ําตาล

ตั้งตน 650 g/l แตหากลดน้ําตาลตัง้ตนลงเหลือ 300 g/l จะสามารถผลิตซอรบิทอลได 40% 

ปริมาณผลผลิตใน 48 นาที การมีซอรบิทอลสูง 14% w/v พบวาจะยับยัง้การใชกลูโคสของ

แบคทีเรียไดถึง 80%  

 เมื่อเลี้ยง Z. mobilis ดวยเทคนิค Fed-batch จากการทดลองของ Shene และ Bravo 

(2001) พบวาไดปริมาณผลผลิตซอรบิทอล 0.148 g/g คิดเปนอัตราการเปลี่ยนฟรคุโตสเปนซอรบิ

ทอล 71% ที่น้าํตาลตั้งตน 200 g/l การมีกลูโคสและฟรุคโตสอยูรวมกันนัน้พบวากลโูคสมีการ

ยับยั้งเอนไซมฟรุคโตไคเนส ทําใหการใชกลูโคสเร็วกวาการใชฟรุคโตสถึง 66% (Roger และคณะ, 

1982) การยับยั้งนั้นมีคา K = 0.14 mM (Scope และคณะ, 1985) นอกจากมีผลตอเอนไซมแลว

กลูโคสยังมีผลยับยั้งการลําเลียงฟรุคโตสเขาสูเซลลดวยเนื่องจากการลําเลียงกลูโคสและฟรุคโตส

ใชระบบลําเลยีงเดียวกนัโดยระบบลําเลยีงแบบ Facilitated diffusion แตคา Km ของกลูโคส = 13 

mM ในขณะที ่Km ของฟรุคโตสเทากับ 200 mM ทําใหฟรุคโตสสะสมอยูนอกเซลล (Parker และ

คณะ, 1997) 

- การผลิตซอรบิทอลโดยใชกากน้ําตาล 

กากน้ําตาลจดัวาเปนของเหลือจากอุตสาหกรรมผลิตน้ําตาลซูโครส ปกติจะใชเปนวัตถุดิบในการ

หมักแอลกอฮอลโดยใชยีสต เมื่อใชในการผลิตซอรบิทอลพบวาสามารถทําไดดีที่ความเขมขน

น้ําตาล 300 g/l, 35 °C และใชเวลา 36 ชั่วโมง ไดซอรบิทอลสูงที่สุดคือ 13.87 g/l (Cazetta และ

คณะ, 2005) ในขณะที่ผลิตแอลกอฮอลได 55.37 g/l ที ่30 °C โดยใชเวลา 48 ชั่วโมง  (Cazetta 

และคณะ, 2007) 
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กระบวนการหมักแบบกะ (batch) 
 
 กระบวนการหมักแบบ batch เปนกระบวนการเพาะเลีย้งจุลินทรียใหเจริญในระบบปด ซึ่ง

สวนใหญทาํในขวดเขยาหรอืถังหมักที่มีสารอาหารเหมาะสมตอการเจริญ และเลี้ยงเชื้อภายใต

ภาวะที่เหมาะสม กระบวนการหมกัแบบนี้ไมมีการเติมสารอาหาร   เซลลจะเจริญจนกระทัง่

องคประกอบของสารอาหารที่จําเปนหมดไป  หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอม เนื่องจาก

สะสมสารพษิหรือ pH เปลี่ยนแปลง เปนตน   การเจรญิของเซลลเมือ่เพาะเลี้ยงแบบ batch แบง

ออกไดเปน 4 ระยะ ดังนี ้

 1. ระยะฟกตัว (lag phase) ระยะนี้เร่ิมตนเมื่อใสจุลินทรยีลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  เปนระยะ

ที่เซลลยงัไมมกีารเจริญ  เนื่องจากเปนระยะที่จุลินทรียกําลังปรับตัว เพื่อใหสามารถเจริญไดใน

ส่ิงแวดลอมใหม ระยะนีจ้ะใชเวลานานเทาใดขึ้นกับลักษณะการเจริญของกลาเชื้อ  ใน

อุตสาหกรรมตองทําใหส้ันที่สุดเพื่อลดตนทนุการผลิต 

 2. ระยะการเจริญแบบทวีคณู (log หรือ exponential phase) เปนระยะที่เซลลมีการเจริญ

เพิ่มข้ึนตามลาํดับจนกระทัง่คงที่  ระยะนี้เซลลมีอัตราการเจริญแบบทวคีูณ 

 3. ระยะการเจริญคงที่ (stationary phase) เมื้อส้ินสดุระยะการเจรญิแบบทวีคูณ อัตรา

การเจริญจะลดลงจนกระทัง่เปนศูนย   ระยะนี้ความหนาแนนของเซลลคอนขางคงที่ และไมมีการ

เจริญของเซลล ซึ่งถงึแมวาเซลลจะมีการเจริญ แตอัตราการเจริญเทากับอัตราการตาย การทีเ่ซลล

หยุดการเจริญเนื่องจากสารอาหารจําเปนหมดไป การสะสมสารพษิ  หรือสภาพแวดลอมในการ

เลี้ยงเชื้อเปลีย่นแปลง เชน คา pH   เซลลที่ดํารงชพีไดระยะนี ้ เนื่องจากเหตุผลหลายประการ คือ 

ภายในเซลลมพีอลิเมอรบางประเภทสะสมอยู ซึ่งเชลลสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทได หรือมีการ

พัฒนารูปแบบเซลลใหทนตอส่ิงแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไป เชน การสรางสปอร 

 4. ระยะการเจริญแบบลดลง (decline หรือ death phase) เปนระยะที่จุลินทรียมอัีตรา

การตายมากกวาอัตราการเจริญ (Scragg,1991; Snape และคณะ,1995; Asenjo และ 

Merchuk,1995) 

 การเจริญของจุลินทรียในระยะ log phase สามารถเขียนเปนสมการไดดังนี ้

  เซลลที่สะสม = เซลลเจริญ-เซลลออก-เซลลตาย 

   dX/dt =  μ X – (F/V)X – aX   (1) 

  เมื่อเซลลไมถกูนําออกจากระบบ และ a นอยกวา μ มาก เขียนสมการ (1) ใหม

ได 
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   dX/dt =  μ X     (2) 

   เมื่อ X = ความเขมขนมวลชวีภาพ (g/l) 

t  =  เวลา (h) 

μ = อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) (h-1) 

F = อัตราการปอนอาหารเขา (l/h) 

V =  ปริมาตรของอาหารเลีย้งเชื้อ (l) 

a = อัตราการตายจําเพาะ (h-1) 

เมื่ออินทเิกรตสมการ (2) จะได 

Xt = Xoe μ t     (3) 

เมื่อ Xo = ความเขมขนมวลชวีภาพเริ่มตน (g/l) 

Xt  = ความเขมขนมวลชวีภาพหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อ ณ เวลา t ชั่วโมง (g/l) 

e   =  ฐานของ natural logarithm 

เมื่อใส natural logarithm ในสมการ (3) จะได 

μ = [ln (Xt/Xo)]/t    (4) 

 

Yp/s คือผลผลิตผลิตภัณฑที่ไดตอซับสเตรทที่ใชไป เปนพารามิเตอรสําคัญที่แสดง

ถึงประสทิธิภาพการเปลีย่นซบัสเตรทไปเปนผลิตภัณฑ  Yp/s สามารถคาํนวณไดจากสมการ 

Yp/s = ΔP/ΔS 

เมื่อ ΔP = ผลตางของผลิตภณัฑ 

       ΔS = ผลตางของซับสเตรทที่ถกูใชไป 

อัตราการผลิต (productivity) ของกระบวนการหมักแบบ batch แสดงคาในเทอม

ของกรัมผลิตภัณฑที่สรางขึ้นตอหนวยปรมิาตรตอหนวยเวลา หรือ กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 
กระบวนการหมักแบบกึง่กะ (fed-batch) 
 
 กระบวนการหมักแบบ fed-batch คือกระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  โดยมกีารเติม

สารอาหาร 1 คร้ัง  หรือมากกวาลงภาชนะที่ใชในการหมักในระหวางการเพาะเลี้ยงเชื้อ  แตไมมี

การนาํของเหลวที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อออกจากระบบจนสิ้นสุดการหมกั   ปริมาตรของของเหลวใน

กระบวนการหมักแบบนี้จะเพิ่มข้ึน     ในระดับอุตสาหกรรมนยิมใชกระบวนการหมักแบบนี้ความ

เขมขนของสารอาหารปอนเขาในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถควบคุมไดโดยการเปลี่ยนอัตราการ

ปอนเขา    ดังนัน้กระบวนการหมกัแบบ fed-batch จึงไดเปรียบกวากระบวนการหมักแบบ batch 
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เนื่องจากเมื่อความเขมขนของสารอาหารเปลี่ยนแปลงมผีลทําใหผลผลิตที่ไดหรืออัตราการผลิต

ของเมตาบอไลทที่ตองการใหเพิม่สูงขึ้น  

 
ปจจัยทีส่งผลใหกระบวนการหมกัแบบ fed-batch มีประสิทธภิาพมากกวาการเพาะเลี้ยง
แบบ batch 

1. กระบวนการหมักแบบ fed-batch สามารถลดผลการยับยัง้ไดโดยการเติบสารอาหาร

ดังกลาวครั้งละนอยๆ ซึ่งทําใหความเขมขนของสารอาหารไมสูงเกนิไป 

2.  สามารถเพาะเลี้ยงแบบใหความหนาแนนของเซลลสูง  เนื่องจากการเพาะเลี้ยงแบบ 

batch ที่มีความเขมขนของซบัสเตรทสูง  อาจจะไปยับยั้งการเจรญิของเซลล  ทําใหไดความเขมขน

เซลลต่ํา    

3.  เมื่อเลี้ยงจลิุนทรียดวยแหลงคารบอนที่ใหพลังงานอยางรวดเร็ว เชน กลโูคส อาจจะ

เกิดการยับยั้งกระบวนการสงัเคราะหเอนไซม  เปนสาเหตุใหเมตาบอลซิึมของแหลงพลังงานเกิดขึน้

ไดชาลง  ซึ่งเรียกวาการยับยัง้แบบนีว้า catabolite repression ดังนั้นกระบวนการหมกัแบบ fed-

batch สามารถควบคุมความเขมขนของสารอาหารใหต่าํไดโดยการควบคุมการปอนเขา  มีผลให

กระบวนการสงัเคราะหเอนไซมไมถูกยับยัง้ 

4.   สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรยสายพนัธุกลายไมสามารถสังเคราะหสารจําเปนบางชนิด

ได (autotrophic mutants) ใหเจริญภายใตการควบคุมการปอนสารอาหารที่จาํเปน  เพื่อให

สามารถสะสมเมตาบอไลททีต่องการในปรมิาณมากได  ในการเพาะเลีย้งจุลินทรียดงักลาววนี ้ 

การใหสารอาหารทีจ่ําเปนในปริมาณมากเกินไปสงผลใหมีการเจริญสูงแตการสะสมผลิตภัณฑต่ํา  

เนื่องจากการยับยั้งแบบ feedback inhibition และ /หรือ end-product repression 

5.  สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรยเพื่อผลิตสารที่ตองการเมือ่เปลี่ยนภาวะการเลี้ยงเชื้อได

อยางมีประสิทธิภาพโดยใชกระบวนการหมกัแบบ fed-batch 2 ข้ันตอน 

 
การจัดจาํแนกกระบวนการหมักแบบ fed-batch โดยอาศัยเทคนคิการปอนสารอาหาร 
 จุดประสงคหลักของการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch คือการควบคุมความเขมขนของ

สารอาหารในอาหารเลี้ยงเชือ้  ดังนั้นวิธกีารปอนสารอาหารใหเหมาะสมจะมีผลตอประสิทธิภาพ

การเพาะเลีย้งสามารถแบงกระบวนการหมกัแบบนี้ออกเปน 2 ประเภท คือแบบ with feedback 

control และ without feedback control  
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1. แบบ without feedback control  

 กระบวนการหมักแบบนี้อัตราการปอนเขาจะเปลี่ยนแปลงระหวางการเพาะเลีย้งตาม

ขอมูลที่ไดมีการศึกษามากอน  สวนใหญการเพาะเลีย้งแบบนี้ในยุคเริม่ตนจะมกีารปอนสารอาหาร

เปนชวง ๆ เนือ่งจากเปนวิธกีารงาย  การปอนสารอาหารเปนชวงที่มคีวามถี่ใหผลที่มีลักษณะ

ใกลเคียงกบัการปอนสารอาหารแบบตอเนือ่ง 

2.  แบบ with feedback control 

 กระบวนการหมักแบบ fed-bacth ที่ใชเทคนิคแบบนี้ แบงไดเปน 2 ประเภท ดังนี ้

 2.1 with indirect feedback control 

  กระบวนการหมักแบบนี ้ ใชพารามิเตอรทีส่ามารถสงัเกตไดซึ่งมีความสัมพันธ

อยางใกลชิดกบัลักษณะของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากจุลินทรีย    พารามเิตอรที่ใชเชน คาออกซิเจน

ละลาย  คา pH  ความเขมขนเมตาบอไลท  และความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนตน  ในกรณีของ 

pH แบงออกไดเปน 2  วธิีการคือ low limit เมื่อ pH มีแนวโนมลดลงระหวางการเพาะเลี้ยงและ 

high limit เมื่อ pH มีแนวโนมสูงขึ้นในระหวางการหมัก จะมีการปอนสารอาหารเขาสูระบบ 

 2.2 with direct feedback control 

 ความเขมขนของสารอาหารปอนเขาในอาหารเลี้ยเงชื้อจะถูกวัดแบบตอเนื่องหรือแบบเปน

ชวง ๆ ซึ่งขอมลูที่ไดใชเปน feedback parameter โดยตรง กระบวนการหมักแบบนีจ้าํเปนตองมี

การตรวจวัดความเขมขนของสารปอนเขาที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อดวยระบบการวัดดวยเซนเซอร 

(sensor detector system) ซึ่งมีการวิจัยและคิดคนไบโอเซนเซอรหลายชนิดเพื่อนาํมาประยกุตใช

กับระบบดังกลาว    ถาสารอาหารที่ใชเปนสารปอนเขาเปนสารระเหย เชน แอลกอฮอล สามารถใช 

tubing sensor ไดดี 

  
การขยายสวนการผลิต (scale-up of production scale) 
 เนื่องจากปจจุบันความตองการสารทางชวีภาพมมีากขึ้น   ทําใหตองมีการเพิ่มผลผลิตซึ่ง

ทําไดโดยการขยายสวนกาํลังการผลิตการผลิตที่ไดจากกระบวนการหมัก   ในการขยายสวนกาํลัง

การผลิตตองอาศัยความรู เทคนิค และขอมูลจากการทาํงานในระดับหองปฏิบัติการที่ไดผลผลิตใน

ระดับที่นาพอใจ   อยางไรกต็ามการนําขอมูลจากหองปฏิบัติการไปใชในการขยายสวนการผลิตนัน้

พบวาเกิดปญหาหลายอยาง   แตปญหาหนึ่งที่สําคัญคือ ผลผลิตที่ไดในระดับขยายสวนนั้นมักไมดี

เทากับในระดบัหองปฏิบัติการ ซึง่สาเหตเุกิดจากความแตกตางในดานตางๆไดแก เทคนิคการให

อากาศและการกวน การทําใหอาหารปลอดเชื้อ การเตรยีมหวัเชื้อ การกําจัดฟอง ชนิดของวัสดุ 

และวัตถุดิบทีใ่ช โดยปจจัยที่มีผลตอการขยายสวนม ี 3 ปจจัย คือ ปจจัยทางกายภาพ ปจจัยทาง

เคมี และปจจัยทางชวีภาพ  
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 ปจจัยทางกายภาพ ไดแก ลักษณะทางเรขาคณิตของถังหมัก การใหอากาศ การปนกวน 

การทาํใหอาหารปลอดเชื้อ การควบคุมอุณหภูมิ   ปจจัยทางเคม ีไดแก สารเคมทีี่ใชในการควบคุม 

pH (ชนิดและความเขมขนของกรดและเบส)  คุณภาพของอาหารและน้ําที่ใช  ปจจัยทางชวีภาพ 

ไดแก การเตรียมกลาเชื้อ (inoculum development) เนื่องจากในระดับการผลิตขนาดใหญมี

ข้ันตอนการเตรียมกลาเชื้อหลายขั้นจงึอาจเกิดความเสี่ยงตอการปนเปอนดวยจุลินทรียชนิดอื่น 

และการกลายพันธุ 

 โดยทัว่ไปแลวลําดับข้ันในการขยายขนาดควรจะนอยทีสุ่ดเทาที่เปนไปได อยางไรกต็ามถา

ทําเชนนี้จะเปนการขยายขนาดโดยที่ปริมาตรตางกันมากเกินไปซึง่อาจทําใหการขยายสวนการ

ผลิตผิดพลาดไดมาก โดยทัว่ไปแลวจํานวนลําดับข้ันที่เหมาะสมควรเปน 4 ข้ันตอนดังนี้ ขวดเขยา 

(shake flask) ปริมาตรระหวาง 50-1000 มิลลิลิตร ถังหมักแบบกวนในระดับหองปฏิบัติการ (Lab 

stirred fermentor) ปริมาตรระหวาง 5-20 ลิตร   ถังหมักขนาดตนแบบ (Pilot-scale fermentor)  

ปริมาตรระหวาง 50-5000 ลิตร  ถังหมักขนาดเพื่อการผลิต (Production fermentor)   ปริมาตร

ระหวาง 25-1000 ลิตร ลูกบาศกเมตร โดยจะตองทาํการขยายขนาดจากระดับหองปฏิบัติการไปสู

ระดับเพื่อการผลิตเพียง 3 คร้ังเทานัน้ ไดแก 

 1. ขวดเขยา (shake flask) 

 ในการเริ่มตนงานวิจยัจะเริม่จากขวดเขยาเสมอเพราะจะสามารถทราบตัวแปรในการ

ทดลองมากมายในเวลาอนัสั้น   โดยสิน้เปลืองคาใชจายนอยและสามารถหาภาวะทีเ่หมาะสมใน

การผลิตผลิตภัณฑไดในการทดลองระดับนี ้

 2. ถังหมกัแบบกวนในระดบัหองปฏิบัติการ (lab stirred fermentor) 

 การขยายขนาดการผลิตจากระดับขวดเขยาไปสูระดับโรงงานตนแบบหรือระดับเพื่อการ

ผลิตโดยตรงในขั้นตอนเดยีวนัน้ไมเปนที่ยอมรับเนื่องจากมีความแตกตางกนัมากเกนิไปในสวนของ 

กลาเชื้อ การฆาเชื้ออาหาร การใหอากาศ และการกวน   และมเีหตุผล 2 อยางที่สนับสนนุการ

ขยายขนาดการผลิตจากระดับขวดเขยาไปสูระดับถังหมักแบบกวนในระดับหองปฏิบัติการ ไดแก 

ถังหมักขนาดเล็กในระดับหองปฏิบัติการใชกลาเชื้อแบบเดียวกับที่ใชในระดับขวดเขยา ดังนั้นตวั

แปรหลักในการทดลองจะถกูกําจัดไปได 1 ตัว    และมีพารามิเตอรบางตัวทีเ่ราไมสามารถหาไดใน

ระดับขวดเขยา เชน ผลของ pH การใหอากาศและการกวน และผลของการปอนสารอาหาร ตอ

การเจริญของเซลลและการสรางผลิตภัณฑ    ซึ่งผลของพารามิเตอรเหลานี้สามารหาไดจากการ

ทดลองในถังหมักขนาดเลก็ในระดับหองปฏิบัติการ  ซึ่งสะดวกกวาการทาํการทดลองในถงัหมัก

ขนาดตนแบบ  ทัง้ทางปฎิบัติและดีกวาในแงเศรษฐศาสตรดวย 
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3. ถังหมกัระดบัโรงงานตนแบบ (pilot-scale fermentor) 

 การทดลองในถังหมักระดับนี้เปนขัน้ตอนหนึง่ในกระบวนการขยายขนาด  ในขั้นตอนนี้จะ

ศึกษาการเตรียมกลาเชื้อที่เหมาสม และหาภาวะในการฆาเชื้อใหมทีพ่อเหมาะกอนที่จะเร่ิมทาํการ

หมักในระดับตนแบบเพื่อการผลิตตอไป 
Factorial design 
การทดลองแบบแฟคตอเรียล (Factorial experiment ) เปนการทดลองหลายปจจัย

ประเภทหนึ่ง ซึ่งนอกจากจะทําใหสามารถศึกษาอทิธิพลของแตละปจจัยตามตองการไดแลว ยังทาํ

ใหทราบขอความรูที่สําคัญทีไ่มสามารถจะหาไดจากการทดลองปจจัยเดียว นั่นคือขอความรู

เกี่ยวกับอิทธพิลรวมหรือปฏิสัมพันธ (interaction) ระหวางปจจัย 

 ทรีทเมนต ที่ใชในการทดลองแบบแฟคตอเรียลเกิดจากการนาํระดับ (levels) ของปจจัย

ตั้งแตสองปจจัยขึ้นไปมาใชรวมกันทาํใหเกิดเปนทรีทเมนตคอมบิเนชัน่(treatment combinations) 

ดังนัน้การทดลองแบบแฟคตอเรียลจึงเปนเพยีงการจัดรูปของทรีทเมนตที่ใชทดลองใหมเทานัน้

แผนการทดลองที่ใชในการจัดทรีทเมนตใหแกหนวยทดลอง ยงัคงอาศัยแผนการทดลองพื้นฐาน

แบบใดแบบหนึ่งดงักลาวแลว กลาวคือถาหนวยทดลองที่ใชทดลองมคีวามสม่าํเสมอกันจะจัดทรที

เมนตคอมบิเนชั่นใหกับหนวยทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด ถาหนวยทดลองมี

สาเหตทุี่ทาํใหเกิดความผนัแปรสองสาเหตุ จะตองจัดกลุมหนวยทดลองในสองทิศทางและจัดทรีท

เมนตคอมบิเนชั่นใหกับหนวยทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบลาตนิสแควร 
1. สัญลักษณที่ใชในการทดลองแบบแฟคตอเรียล 

 การทดลองแบบแฟคตอเรียลเปนการทดลองที่มีปจจัยที่ตองการศึกษาตัง้แต 2 ปจจัยขึน้

โดยแตละปจจัยจะมีจาํนวนระดับต้ังแต 2 ระดับ สัญลักษณที่ใชในการทดลองแบบแฟคตอเรียลที่

นิยมใชโดยทัว่ไปอาจกําหนดไดดังนี้ 

1.ใชอักษรตัวใหญ (A, B, C, …) แทนชื่อของปจจัย (factor) เชนใช A แทนปจจัยเกีย่วกับ

สายพนัธุ และใช B แทนปจจัยเกี่ยวกับระยะปลูก ในบางกรณีผูทดลองอาจใชตัวอกัษรที่ส่ือ

ความหมายของปจจัยนั้นๆแทน เชนใช V แทนปจจัยเกีย่วกับสายพันธุ (variety) และใช S แทน

ปจจัยเกีย่วกับระยะปลูก (spacing) 

2.ใชอักษรตัวเล็กพรอมทัง้มตีัวเลขเปนตัวหอย (subscript) แทนระดับของปจจัยเชน ใช 

a1 และ a2 แทนระดับที่1 และ 2 ของปจจัย A และใช b1  และ b2 แทนระดับที ่1 และ 2 ของ

ปจจัย B 

3. ถากําหนดใหปจจัย A มีจํานวนระดับเทากับ a และปจจัย B มีจํานวนระดับ b จะ

เรียกชื่อการทดลองเปน a*b แฟคตอเรียล ดังนัน้การทดลองแบบ 2*3 แฟคตอเรียลจึงหมายถึงการ

ทดลองที่มี 2 ปจจัย โดยปจจัยแรกมี 2 ระดับและปจจัยที่สองม ี3 ระดบั โดยมทีรีทเมนตคอม
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บิเนชัน่ทัง้หมดเทากับ 2*3 = 6 ทรีทเมนต ไดแก a1b1 a1b2 a1b3 a2b1 a2b2 a2b3 ถาเปน

การทดลองทีม่ี 3 ปจจัยจะเขียนไดเปน a*b*c แฟคตอเรียล เชน 4*3*2 แฟคตอเรียล จะหมายถึง

การทดลองทีม่ีปจจัย A 4 ระดับ ปจจัย B 3 ระดับ และปจจัย C 2 ระดับ ซึ่งจะมีจํานวนทรีทเมนต

คอมบิเนชัน่ทีใ่ชทดลองเทากับ 4*3*2 = 24 ทรีทเมนต 

ในกรณีที่ปจจัยแตละปจจัยมีจํานวนระดับเทากัน เชน การทดลองแบบแฟคตอเรียลที่มี 3 

ปจจัย โดยแตละปจจัยม ี2 ระดับ อาจเขียนเปน 23 แฟคตอเรียล ดังนัน้การทดลองแบบ 2k แฟคตอ

เรียล และ 3k แฟคตอเรียลจึงเปนการทดลองที่ม ีk ปจจัย โดยแตละปจจัยมี 2 ระดับ และ 3 ระดบั 

ตามลําดับ 

2. อิทธพิลหลักและอิทธพิลรวม 

อิทธิพลของทรีทเมนตที่เกิดขึ้นในการทดลองแบบแฟคตอเรียลที่เรียกวา อิทธิพลของแฟค 

ตอเรียล (factorial effects) อาจแยกไดเปน 2 ประเภทคอื 

1. อิทธิพลหลกั (main effects) ซึ่งเปนอทิธิพลของปจจัยแตละปจจัย เชน อิทธพิลหลัก

ของปจจัย A (A effect) จะหมายถงึความแตกตางระหวางระดับของปจจัย A  

2. อิทธิพลรวม (interactions) ซึ่งเปนอทิธิพลของปจจัยตั้งแต 2 ปจจัยขึ้นไป ซึง่เกดิ

รวมกันหรือมปีฏิสัมพันธตอกัน เชน อิทธพิลรวมของ 2 ปจจัย (two-factor interaction หรือ first-

order interactions) อิทธพิลรวมของ 3 ปจจัย (three-factor interactions หรือ second-order 

interactions) เปนตน 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 อุปกรณและสารเคม ี
1.1 อุปกรณ 

 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน BE600  บริษัท Memmert, Germany 

- ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN  รุน V3-4 บริษัท Triwork Ltd., Thailand 

- หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven)  รุน UE600 บริษัท Memmert, Germany 

- Column HPLC รุน  All Tech Carbohydrate ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร 

- เครื่องชั่งน้าํหนักหยาบ (Laboratory Balance) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

- เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีด (Analytical Balance) รุน L2200p บริษัท Sartorius, 

Germany 

- กลองจุลทรรศน (light microscope) Olympus  รุน CH30RF200  บริษัท Olympus 

optical Co.,Ltd. Japan 

- เครื่องเขยาแบบหมนุ (shaker)  รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific 

Co., Inc.Edison, USA 

- เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

- เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน Spectrafuge  บริษัท National 

Labnet, Co., Edison, USA   

- เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 6500  

บริษัท Kubota Corp., Tokyo Japan 

- เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora  รุน MW-2020 

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer)  รุน Genesys 20  บริษัท 

Spectronic Unicam, USA 
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- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) Sharp อุณหภูม ิ-20°C   

- เครื่องปนผสม (Vortex mixer)  รุน G560-E บริษัท Scientific Industries, Inc., 

NewYork, USA 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

P20 (2-20μl),  P100 (20-100μl),  P1000 (0.2-1ml)  บริษัท Gilson, France 

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 μl  และ 1 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA  

- หลอดไมโครทวิป (microtubes)  ขนาด 1.5 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA  

- กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 1 ml บริษัท Nipro(Thailand) Corp., LTD., 

Thailand 

- กระดาษกรอง (Nylon membrane syringe filter)  ขนาด 0.45 μm  บริษัท Sartorius, 

Germany 

- ถังหมักขนาด 2 ลิตร บริษัท Marubishi, Japan 

 

1.2 สารเคม ี

 

- สารสกัดจากเปปโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- สารสกัดจากยีสต (Yeast extract ) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- แอมโมเนียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

- โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

- แมกนีเซียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลกลูโคส บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลฟรุคโตส บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลซูโครส บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลซอรบิทอล บริษทั Merck, Germany 

- กรดไฮโดรคลอริก  บริษัท Merck. Germany 

- โซเดียมไฮดรอกไซด  บริษัท Merck. Germany  

- อะซิโตไนไตรด (HPLC grade) บริษัท Merck, Germany 
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3.2 จุลินทรีย 
 
 Zymomonas mobilis TISTR 548 จากศนูยรวมพนัธุจลิุนทรียสถาบนัวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงชาติ (Bangkok MIRCEN) เก็บรักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ Z ที่มนี้ําตาลซูโครสความ

เขมขน 200 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา  18 ชั่วโมง  ทาํการถายเชื้อทกุ 

3 สัปดาห 

  
3.3 อาหารเลีย้งเชื้อ 
 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ Z ประกอบดวย  KHzPO4 2 g. l-1, (NH4)2SO4 2 g. l-1, MgSO4 2 g. l-1, 

yeast extract   2 g. l-1, peptone  5 g. l-1 และ ซูโครส 200 g. l-1

 
3.4 วิธีเตรียมหัวเชื้อ 
 

 เขี่ยเชื้อจาก stock culture ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอุดมที่มีน้ําตาลซูโครสเปนแหลง

คารบอนความเขมขน 200 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 125 มิลลิลิตร 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไมมีการเขยาใหอากาศ เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนัน้

นํามาปรับคาการดูดกลืนแสง ที ่ 550 นาโนเมตร ใหมีคา 0.3 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีมีแหลง

คารบอน เพื่อใชเปนหวัเชื้อต้ังตนในการทดลองตอไป 

 
3.5 วิธีทดลองแบบ 2n factorial design 

 

ศึกษาผลของปจจัยรวมตางๆที่มีตอการผลิตซอรบิทอลทดลองโดยวิธี 2n factorial 

analysis (Cazetta และคณะ 2005) โดยปจจัยที่ทําการศึกษามี4ปจจัยคือ ความเขมขนของ

น้ําตาล คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และระยะเวลาในการผลิต 

- ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส  300-650 กรัมตอลิตร  

- คาความเปนกรด-ดาง 5.5-6.5  

- อุณหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส  

- เวลาในการเลี้ยงเชื้อ 24-48 ชม. 

 



 25
 เลี้ยงเชื้อโดยการแปรผันปจจัยตางๆดังที่กลาวมาแลว โดยปเปตหัวเชื้อต้ังตนปริมาตร 

15% (v/v) ลงในอาหารที่เราจะทําการทดลองใหมีปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 

125 มิลิลิตร แลวนําไปบมที่ภาวะตางๆ ตามตารางการทดลองที่ออกแบบโดยใช 2n factorial 

analysis (ภาคผนวก จ.) 

 

 
3.6 การผลิตซอรบิทอลในขวดทดลองรูปชมพู 

 

 ปเปตเชื้อจากหัวเชื้อต้ังตนปริมาตร 15% (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอุดมที่มีแหลง

คารบอนตางกัน(น้ําตาลกลูโคส,ฟรุคโตสผสมกลูโคส, ซูโครส ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร) ใหมี

ปริมาตรรวมเปน 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 125 มิลลิลิตร  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางเปนระยะ เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

  

 
3.7 การผลิตซอรบิทอลในถังปฏิกรณชีวภาพ 

 

 ปเปตเชื้อจากหัวเชื้อตั้งตนปริมาตร 15% (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอุดมที่มีน้ําตาล

ซูโครส ความเขมขน 200 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนใหมีปริมาตรรวมเปน 1 ลิตรในถังปฏิกรณ

ชีวภาพ เลี้ยงดวยภาวะ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ไมมีการกวนให

อากาศ แตจะกวน 80 รอบตอนาทีเมื่อมีการเก็บตัวอยางหรือควบคุมคาความเปนกรด-ดาง ทําการ

เก็บตัวอยางเปนระยะจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก 

 

3.8 วิธีเติมน้ําตาลในการผลิตซอรบิทอลแบบ fed-batch ในถังปฏิกรณชีวภาพ 

 

 เมื่อเชื้อเจริญเขาสูชวงปลายของ log phase จึงทําการเติมน้ําตาลซูโครส 200 กรัมลงใน

ถังปฏิกรณชีวภาพและกวนดวยความเร็ว 80 รอบตอนาทีจนน้ําตาลละลายเปนเนื้อเดียวกับน้ํา

หมักและปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.5 จึงหยุดกวนแลวทําการเลี้ยงเซลลตอไปเมื่อเชื้อ

เจริญเขาสูชวงปลาย log phase อีกครั้งจึงทําการปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 6.2 แลวเลี้ยง

เซลลตอไป เก็บตัวอยางเปนระยะจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก 
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3.9 วิธีวิเคราะห 

 3.9.1 วิธีวิเคราะห กลูโคส ฟรุคโตส ซูโครสและซอรบิทอล 

 โดยการนําน้ําหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตรมาปนแยกเซลลที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนใสไปกรองดวย Nylon membrane filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

(ใชสําหรับกรองสารละลาย) นําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาล กลูโคส,ฟรุคโตส, ซูโครส และซอรบิ

ทอล ดวยวิธี HPLC ดวย Prevail Carbohydrate ES column flow 1ml/min  ACN : water 80:20 

 

 

3.9.2 วิธีวิเคราะหการเจริญและน้ําหนักแหงของเซลล 

- วิเคราะหปริมาณเซลลแบคทีเรียโดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโน

เมตร   

- นําน้ําหมกัปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปนแยกเซลล โดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000    

รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที ปนลางเซลลดวยน้าํกลั่น 2 คร้ัง  จากนัน้นําเซลลที่ไดไปใสในถวย

อลูมิเนียมทีท่ราบน้ําหนักแนนอนแลว  อบแหงที่อุณหภูมิ 80  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง 

ชั่งน้าํหนักถวยที่มีเซลลอบแหง   คาํนวณปริมาณน้ําหนกัเซลลแหง (ภาคผนวก ค.) ในหนวยเปน

กรัมตอลิตร 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัยและวิจารณผล 
 
4.1 การหาชนิดน้ําตาลที่เหมาะสาํหรับใชเปนหวัเชือ้เริ่มตนในการผลิตซอรบทิอล 
 

การทดลองนีต้องการหาชนดิน้ําตาลที่จะใชทําเปนหัวเชือ้เร่ิมตนระหวางน้ําตาลกลูโคส

และซูโครส ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร เนื่องจากตองการกระตุนใหเชื้อไดเจอกับภาวะแรง

ออสโมติกสูงเกือบตลอดเวลาพบวาหัวเชื้อเร่ิมตนที่ใชน้ําตาลซูโครสใหผลผลิตซอรบิทอลใกลเคียง

กับหวัเชื้อเร่ิมตนจากน้าํตาลกลูโคสคือ 7.07 กรัมตอลิตร (รูปที่8) และ 10.36 กรัมตอลิตร (รูปที่7) 

อีกทั้งยังใชเวลาในการเจรญินอยกวาดวย  แตเมื่อผลิตซอรบิทอลโดยมีน้าํตาลซูโครสเปนแหลง

อาหารคารบอนนัน้หวัเชื้อเร่ิมตนจากน้าํตาลซูโครสใหผลผลิตซอรบิทอลสูงกวาหวัเชื้อเร่ิมตนจาก

น้ําตาลกลูโคสคือ 15.13 กรัมตอลิตร (รูปที่10) และ 9.02  กรัมตอลิตร (รูปที่9) อีกทัง้ยังใชเวลาใน

การเจรญินอยกวาดวย  จากการทดลองดงักลาวจงึสรุปไดวาควรใชน้าํตาลซูโครสเปนแหลงอาหาร

คารบอนในหัวเชื้อเร่ิมตนนอกจากนี้ซูโครสยังมีราคาถูกกวาน้ําตาลกลูโคส 

 

 

 

4.58
10.363

0

20

40

60

80

100

120

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
เวลา(ชั่วโมง)

ค
วา
ม
เข
มข
นน้ํ
าต
าล

( ก
รัม
ต
อ
ลิต
ร)

Fructose Sorbitol Glucose
 

รูปที7่. การผลิตซอรบิทอลจากกลโูคสผสมฟรุคโตสโดยใชหัวเชื้อที่มกีลูโคสเปนแหลง 

คารบอน 
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Fructose Sorbitol Glucose Sucrose  
รูปที่8. การผลิตซอรบิทอลจากกลโูคสผสมฟรุคโตสโดยใชหัวเชื้อที่มีซโูครสเปน 

           แหลงคารบอน 
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รูปที่9. การผลิตซอรบิทอลจากซูโครสโดยใชหัวเชื้อทีม่กีลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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Fructose Sorbitol Glucose Sucrose  
รูปที่10 การผลิตซอรบิทอลจากซูโครสโดยใชหัวเชื้อทีม่ซีูโครสเปนแหลงคารบอน 

 
4.2 ชวงการเจริญที่เหมาะสมสาํหรับใชทําหัวเชื้อ 
 

 การหาชวงการเจริญสูงสุดของเชื้อโดยใชน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เปนแหลงอาหาร

คารบอนพบวาเชื้อมีความขุนสูงสุดที่เวลาประมาณ 18-22 ชั่วโมง ซึ่งเปนรอยตอระหวาง late 

logphase และ stationary phase (รูปที่11) ซึ่งมีรายงานวาเชื้อจะมีการปลอย Invertase และ 

Levansucrase ออกมาชวงปลาย logphase ดังนั้นจงึใชหัวเชื้อเร่ิมตนจากการเลีย้งเชื้อเปนเวลา 

18-22 ชั่วโมง เพื่อลดเวลาชวง lag phase ในการผลิตซอรบิทอลโดยมีน้าํตาลซูโครสเปนแหลง

อาหารคารบอน 
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รูปที่ 11 ชวงการเจริญที่เหมาะสมสาํหรบัใชทําหัวเชื้อเร่ิมตน 
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รูปที่ 12 น้าํหนักเซลลแหงทีช่วงเวลาตางๆ 

 
4.3 ภาวะที่เหมาะสมสาํหรับผลิตซอรบิทอลในขวดทดลอง 
 

เมื่อนําปจจัย 4 ชนิดคือความเขมขนกลูโคสผสมฟรุคโตส, คาความเปนกรด-ดาง, 

อุณหภูมิ และเวลา มาหาภาวะที่เหมาะสมโดยใช 24 central composite factorial design ตาม 

Cazettea และคณะ (2007) การทดลองชุดแรกแปรผันที่ความเขมขนน้ําตาล 300-600 กรัมตอ

ลิตร พบวาเชือ้ไมเจริญทั้งหมดอาจเนื่องมาจากแรงดนัออสโมติกสูงเกนิไปจึงทําการทดลองอีกครั้ง

โดยลดความเขมขนของน้าํตาลลงมาเปน 100-200 กรัมตอลิตร 

 จากตารางที ่ 5 เมื่อพิจารณาซอรบิทอลที่ไดจากผลของปจจัยทีละปจจัยจะพบวาการใช

น้ําตาลตัง้ตนเปนกลูโคสผสมฟรุคโตสเขมขน 200 กรัมตอลิตร ทําใหการผลิตซอรบิทอลนอยกวา

ความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ถึง 48 เปอรเซนต, pH 6.5 ใหผลดีกวา pH 5.5 40 เปอรเซนต 

อุณหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส ใหผลไมแตกตางกนั ในขณะที่เพิ่มเวลาในการหมกัจาก 24 เปน 

48 ชั่วโมงจะใหซอรบิทอลเพิ่มข้ึน 45เปอรเซนต ดังนั้นเบื้องตนสรุปไดวา น้าํตาลความเขมขน 100 

กรัมตอลิตร pH 6.5 และเวลาหมกั 48 ชัว่โมงเปนภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ดในขอบเขตที่ทาํการศึกษา 

เมื่อพิจารณาผลกระทบระหวาง 2 ปจจัย (ตารางที5่) จะเหน็วาการเพิม่ pH จาก 5.5 เปน 

6.5 จะทาํใหการผลิตซอรบิทอลเพิ่มข้ึนไมวาน้าํตาลจะเพิม่ข้ึน 100 หรือ 200 กรัมตอลิตร ก็ตามแต

ที่ 100 กรัมตอลิตร จะเหน็การเพิม่ข้ึนมากกวาโดยเพิ่มข้ึนถึง 83 เปอรเซนต ในขณะทีท่ี่ 200 กรัม

ตอลิตร จะมีการเพิ่มซอรบทิอลขึ้น 41 เปอรเซนต และมีความเขมขนซอรบิทอลนอยกวา แสดงวา

ความเขมขนของน้าํตาลมีผลกระทบตอผลจาก pH แตเปนผลคานกัน (รูปที่13) และการที่กราฟ

ของทั้ง2ปจจัยตัดกันแสดงใหเหน็วาปจจัยทั้ง2มีปฏิสัมพนัธตอกนัในการผลิตซอรบิทอล 
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รูปที่13.กราฟแสดงอิทธิพลรวมระหวางความเขมขน 

น้ําตาลกับคาความเปนกรด-ดาง 
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ในทาํนองเดียวกันความเขมขนกับเวลาหมกัและเวลาหมกักับอุณหภูมกิ็มีผลเชนเดียวกัน 

โดยทีน่้ําตาลเขมขน 100 กรัมตอลิตร เพิ่มเวลาหมักขึน้ 24 ชั่วโมง จะมีซอรบิทอลเพิ่มข้ึน 50 

เปอรเซนต ทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เพิ่มเวลาหมักขึ้น 24 ชัว่โมง ซอรบิทอลเพิ่มข้ึนถึง 96 

เปอรเซ็นต (รูปที่14) 

  

 

 

 

 

    

 

 รูปที่14. กราฟแสดงความหมายของอิทธิพลรวมระหวางความเขมขน 

น้ําตาลกับเวลา  

เมื่อพิจารณาทีละ 3 ปจจัย จะเหน็ไดชัดวา pH อุณหภูมิ และเวลาหมักเสริมกันกลาวคือ 

เมื่อเพิ่ม pH อุณหภูมิ และเวลาหมักจะทาํใหซอรบิทอลเพิ่มข้ึนโดยทีน่้าํตาล 100 กรัมตอลิตร จะ

ไดผลดีกวา 200 กรัมตอลิตร 

 เมื่อพิจาณา 4 ปจจัยพรอมๆกัน (ตารางที่ 5) ผลยืนยนัวาการใชภาวะ pH 6.5 อุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส เวลาหมกั 48 ชั่วโมง จะใหผลเสริมกันทําใหไดซอรบิทอล 14.68 กรัมตอลิตร 

(รูปที่15)คากลางถงึ 3 เทา จากผลการทดลองดังกลาวจึงสรุปไดวา pH 6.5, อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส เวลาหมกั 48 ชัว่โมงและความเขมขนน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 100 กรัมตอลิตร เปน

ภาวะที่เหมาะสมที่สุดสําหรับผลิตซอรบิทอล และปจจัยเหลานีม้ีผลเสริมกันยกเวนความเขมขน

ของน้ําตาลกลโูคสผสม ฟรุคโตส 
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 เปนทีท่ราบวากลูโคสจะยับยั้งการลําเลียงและการใชฟรุคโตส (Doelle 1982a) ดังนัน้

เมื่อยังมกีลูโคสในอาหารการใชฟรุคโตสสําหรับเมตาบอลิสมจะชาทําใหมี ฟรุคโตสสะสมไวสราง

ซอรบิทอล ดวยภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม GFOR  คอื pH 6.5 , อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสซึง่

ตรงกับการรายงานของ Zachariou และ Scopes, 1986 รวมทัง้เวลาทีน่านกวาดวย ดังนั้นจงึทาํ

ใหแบคทีเรียสรางซอรบิทอลไดมากแตถาน้าํตาลเขมขนขึน้มากเกนิจะทาํใหการเจริญของ

แบคทีเรีย 

และการใชน้าํตาลชาลง การผลิตซอรบิทอลจึงชาลงดวย (Doelle และ Green field, 1987, Loos 

และคณะ 1994, Barros และ Celligio 2006)  

 กําหนดให 

A = 100-200 กรัมตอลิตร, B = pH 5.5-6.5, C = อุณหภูมิ 25-35º ซ, D = เวลา24-48ชั่วโมง 

ตารางที5่เปรียบเทยีบผลวิเคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมักน้ําตาลกลูโคส

ผสมฟรุคโตส 

4 Factors 

Factor Run Sorbitol(g/l) 

A-/B-/C-/D- 1 5.627 

A-/B-/C-/D+ 2 10.524 

A-/B-/C+/D- 3 4.137 

A-/B-/C+/D+ 4 3.931 

A-/B+/C-/D- 5 5.021 

A-/B+/C-/D+ 6 12.111 

A-/B+/C+/D- 7 12.606 

A-/B+/C+/D+ 8 14.686 

A+/B-/C-/D- 9 3.655 

A+/B-/C-/D+ 10 4.843 

A+/B-/C+/D- 11 3.407 

A+/B-/C+/D+ 12 2.864 

A+/B+/C-/D- 13 3.366 

A+/B+/C-/D+ 14 7.244 

A+/B+/C+/D- 15 4.679 

A+/B+/C+/D+ 16 5.524 

(ABCD)0 17,18,19 4.786 
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รูปที่15. เปรียบเทียบซอรบทิอลจากการหมักน้าํตาลกลโูคสผสมฟรุคโตส 

 

 

ตารางที่ 5 เปรียบเทียบผลวเิคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมกัน้าํตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 

1 Factor 

Factor Run Sorbitol(g/l) 

A - 1-8 8.580 

A + 9-16 4.447 

B - 1-4, 9-12 4.873 

B + 5-8, 13-16 8.154 

C – 1,2,5,6,9,10,13,14 6.548 

C + 3,4,7,8,11,12,15,16 6.479 

D - 1,3,5,7,9,11,13,15 5.312 

D + 2,4,6,810,12,14,16 7.715 
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 จากการศึกษาอิทธิพลและปฏิสัมพันธของแตละปจจัยพบวา ปจจัยที่มอิีทธิพลตอการ

ผลิตซอรบิทอลมากที่สุดคือ ความเขมขนน้าํตาล  รองลงมาคือ คาความเปนกรด-ดาง เวลา และ 

อุณหภูมิ ตามลําดับ (รูปที่16)และพบวา คาความเปนกรด-ดางมีผลเสริมกันกับเวลา (รูปที่17.1) 

และอุณหภูมิแทบจะไมมีผลตอการผลิตซอรบิทอลเลย (รูปที่17.2) 
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รูปที่16. อิทธพิลและปฏิสัมพันธของแตละปจจัยที่มีตอการผลิตซอรบิทอล 

 ( A = ความเขมขนน้าํตาล, B = pH, C = อุณหภูมิ, D = เวลา ) 
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รูปที่17.1 กราฟแสดงอทิธพิลรวมระหวางคาความเปนกรด-ดางกับเวลา 
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รูปที่17.2 กราฟแสดงอทิธพิลรวมระหวางอุณหภูมิกับคาความเปนกรด-ดาง 

 

ตารางที่ 5 เปรียบเทียบผลวเิคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมกัน้าํตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 

2 Factors 

Factor Run Sorbitol(g/l) 
A-/B- 1-4 6.054 
A-/B+ 5-8 11.106 
A+/B- 9-12 3.692 
A+/B+ 13-16 5.203 
A-/C- 1,2,5,6 8.320 
A-/C+ 3,4,7,8 8.840 
A+/C- 9,10,13,14 4.777 
A+/C+ 11,12,15,16 4.118 
A-/D- 1,3,5,7 6.847 
A-/D+ 2,4,6,8 10.313 
A+/D- 9,11,13,15 3.776 
A+/D+ 10,12,14,16 5.118 
B-/C- 1,2,9,10 6.162 
B-/C+ 3,4,11,12 3.584 
B+/C- 5,6,13,14 6.935 
B+/C+ 7,8,15,16 9.373 
B-/D- 1,3,9,11 4.206 
B-/D+ 2,4,10,12 5.540 
B+/D- 5,7,13,15 6.418 
B+/D+ 6,8,14,16 9.891 
C-/D- 1,5,9,13 4.417 
C-/D+ 2,6,10,14 8.680 
C+/D- 3,7,11,15 6.207 
C+/D+ 4,8,12,16 6.751 
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบผลวเิคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมกัน้าํตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 

3 Factors 

Factor Run Sorbitol(g/l) 
A-/B-/C- 1,2 8.075 
A-/B-/C+ 3,4 4.034 
A-/B+/C- 5,6 8.566 
A-/B+/C+ 7,8 13.646 
A+/B-/C- 9,10 4.249 
A+/B-/C+ 11,12 3.135 
A+/B+/C- 13,14 5.305 
A+/B+/C+ 15,16 5.101 
B-/C-/D- 1,9 4.641 
B-/C-/D+ 2,10 7.683 
B-/C+/D- 3,11 3.772 
B-/C+/D+ 4,12 3.397 
B+/C-/D- 5,13 4.193 
B+/C-/D+ 6,14 9.677 
B+/C+/D- 7,15 8.642 
B+/C+/D+ 8,16 10.105 

 
A-/C-/D- 1,5 5.324 
A-/C-/D+ 2,6 11.317 
A-/C+/D- 3,7 8.371 
A-/C+/D+ 4,8 9.308 
A+/C-/D- 9,13 3.510 
A+/C-/D+ 10,14 6.043 
A+/C+/D- 11,15 4.043 
A+/C+/D+ 12,16 4.194 
A-/B-/D- 1,3 4.882 
A-/B-/D+ 2,4 7.227 
A-/B+/D- 5,7 8.813 
A-/B+/D+ 6,8 13.398 
A+/B-/D- 9,11 3.531 
A+/B-/D+ 10,12 3.853 
A+/B+/D- 13,15 4.022 
A+/B+/D+ 14,16 6.384 
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4.4 การหาคา Osmolarity ของน้ําตาลที่ความเขมขนตางๆ 
 จากการวิเคราะหหาคา Osmolarity ของน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส ความเขมขน 10% 

พบวามีคาอยูที่ประมาณ  600 mOsmol/kg ซึ่งการทีเ่ชื้อจะสามารถสรางซอรบทิอลไดมากหรือ

นอยนั้นขึ้นกับความดันออสโมติกดวยจงึลองเปลี่ยนแหลงคารบอนมาเปนซูโครสซึ่งเทียบแลวได

ความเขมขนประมาณ 15% แตจากรายงานกอนหนานี้พบวาการใชน้ําตาลความเขมขนต่าํกวา 

15% จะไดซอรบิทอลในปรมิาณนอยมาก จึงไดนาํภาวะที่ไดจากขอ 4.4 มาทดลองผลิตซอรบิทอล

โดยใชซูโครสความเขมขน 20% เปนแหลงคารบอนในการทดลองตอไป  
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รูปที่18. คา Osmolarity ของน้าํตาลกลูโคส ฟรุคโตสและซูโครส 

 

 

 

 การผลิตซอรบิทอลของ Z. mobilis ข้ึนอยูกับความเขมขนของน้าํตาลในอาหารโดยความ

เขมขนของน้าํตาลจะมีผลโดยตรงตอ osmolarity และ osmotic pressure (Doelle และ 

Greenfield, 1985) ดังนัน้การวัด osmolarity ของน้ําตาลเพื่อใชควบคุมการผลิตซอรบิทอลจึงเปน

เร่ืองสําคัญ จากการทดลองพบวาน้ําตาลซูโครสมีผลเพิ่ม osmolarity ของสารละลายนอยกวา

กลูโคสและฟรคุโตสตามลําดับ (รูปที่18) ดังนัน้ Z. mobilis จึงควรจะเจริญในซูโครสที่ความเขมขน

สูงกวากลูโคสและฟรุคโตสดังนัน้การทดลองตอไปจะใชน้ําตาลซูโครสแทนสารละลายผสมกลูโคส

และฟรุคโตสโดยเลือกความเขมขนที่ให osmolarity เทากัน 
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4.5 การผลิตซอรบิทอลโดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอน 
 
 จากการทดลองดวย factorial design ไดนํามาทดลองผลิต      ซอรบิทอลแตใชซูโครส 

20% เหตุที่ใชซูโครส 20% คือ Zymomonas mobilis จะตองยอยซโูครสกอนและน้ําตาลกลูโคส

สูงสุดที่เปนไปไดคือ 10% เทานัน้และ osmolarity ของซูโครส 20% คือ 685.8 mOsmol/kg 

ในขณะที่กลโูคส 10% และฟรุคโตส 10% มีคา osmolarity เทากบั 594+651 = 1245 

mOsmol/kg ดังนัน้ซูโครสจงึมีคา osmolarity ต่ํากวากลูโคสผสมฟรคุโตสถึง 2 เทา เมื่อซูโครสถกู

ยอยเปนกลูโคสและฟรุคโตสจะทาํให osmolarity ของสารละลายยังคงสูงอยูเปนการบังคับให Z. 

mobilis สรางซอรบิทอลเพิม่ข้ึนและตนทนุต่ํา เนื่องจากราคาซูโครสต่ํากวากลูโคสและฟรุคโตส 

 จากการทดลอง ซึง่ใชน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและใชน้าํตาล

ซูโครสเปนอาหารเตรียมหัวเชื้อต้ังตนพบวาน้าํตาลซูโครสลดลงอยางรวดเร็วดวยอัตราคอนขาง

สม่ําเสมอนับตั้งแตชั่วโมงที ่5 ไปจนถึงชัว่โมงที่ 28 (รูปที่19) ซอรบิทอลที่ไดคือ 15.13 กรัมตอลิตร 

(0.54 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) จากน้ําตาลที่วิเคราะหได 194.86 กรัมตอลิตร ตามทฤษฎีนาจะมีฟรุค

โตส    102.6 กรัมตอลิตร และจากการทีม่ีฟรุคโตสเหลอืในอาหาร 62.92 กรัมตอลิตร ดังนั้นฟรคุ

โตสจึงถูกใชไป 39.67 กรัมตอลิตร เมื่อคิดเปนปริมาณผลผลิตซอรบิทอลจึงเทากบั 0.38 กรัมตอ

ลิตร  
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4.6 ผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพูดวยน้ําตาลซูโครสความเขมขน 200-400 กรัมตอลิตร 
 
 พบวาการใชน้าํตาลซูโครสเริม่ตนที ่ 200 กรัมตอลิตร ใหซอรบิทอลมากที่สุดคือ 18.52 

กรัมตอลิตรเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง ซึง่มากกวาการใชน้ําตาล 400 และ 300 กรัม

ตอลิตร ซึ่งไดซอรบิทอล 15.82 และ 10.46 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นัน่คือน้ําตาลเขมขนมากขึ้นทาํ

ใหระยะเวลาที่เร่ิมสรางซอรบิทอลนานขึน้ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Loos และคณะ (1994) 

ที่พบวาการเจริญของ Z. mobilis จะม ี log phase ยาวขึน้ เมื่อเจริญในอาหารที่มีความเขมขน

สูงขึ้นและจะมกีารสะสมซอรบิทอลเพื่อตอตานแรงดันออสโมติกที่เกิดจากความเขมขนของน้าํตาล

ภายนอกเซลล (Sprenger,1996. ; Silveira และคณะ1999)นั่นคือเมื่อเพิ่มความเขมขนของ

น้ําตาลจะทาํใหมีการสรางซอรบิทอลในปรมิาณสูงขึน้ดวย (Bekers และคณะ 2000. ; Erzinger 

และคณะ 2003. ; Vignoli และคณะ, 2006) จึงสรุปไดวาการเลีย้งเชื้อดวยน้าํตาลซูโครส 200 กรัม

ตอลิตร จะทาํใหไดปริมาณซอรบิทอลสูงสุดและยังใชเวลานอยอีกดวย คิดเปน อัตราการผลิต

สูงสุดคือ 0.386 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามตารางที่6 อยางไรก็ตามที่ความเขมขน 400 กรัมตอ

ลิตร หากเพิม่เวลาการเลี้ยงไปจน 72 ชัว่โมง แมวาจะไดซอรบิทอลเพิม่ข้ึนเปน 18.91 กรัมตอลิตร 

แตก็ตองใชเวลานานเพิ่มข้ึนอีกถงึ 24 ชัว่โมงหรือ 79.17 เปอรเซนต (รูปที่20) 
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ตารางที่6 ปริมาณซอรบิทอลที่เวลา 48 ชั่วโมง (คิดจากปริมาณน้าํตาลเริ่มตนภายหลงั

เติมหัวเชื้อเร่ิมตน) 

ความ
เขมขน 

(%) 

ปริมาณซอรบิทอล 
(g/l) 

อัตราการผลติ 
(g/l-h) 

YP/S

 
YP/X

 
QP

(h-1) 

20 18.521 0.386 0.45 8.410 0.37 

30 10.463 0.218 0.29 6.381 0.19 

40 15.828 0.330 0.24 14.465 0.22 

 
4.7 เพาะเลีย้งในถังหมกัขนาด 2 ลิตร และหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลแบบ
กะ 
 จากผลการทดลอง 4.4 ไดทําการขยายขนาดโดยทําการผลิตซอรบิทอลในถังหมกัพบวา

เลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรด-ดาง เร่ิมตน 6.5  โดยมีความเขมขน

น้ําตาลซูโครสเริ่มตน 100, 200, 300 และ 400 กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบวาความเขมขนที่

ใหคาซอรบิทอลสูงสุดคือ 200 รองลงไปคือ 300, 400 และ 100 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยได

ผลผลิต 24.069, 12.726, 12.22 และ 10.605 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (รูปที่21และตารางที ่ 7)  

และแมวาความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน  400 กรัมตอลิตรจะใหคาซอรบทิอลสูงสุดคือ 24.282 กรัม

ตอลิตร ที่เวลา 76 ชั่วโมง แตก็ตองใชเวลาเพิ่มข้ึนถงึ 28 ชั่วโมง ดังนั้นความเขมขนน้าํตาลซูโครส 

200 กรัมตอลิตร จึงนาจะเปนความเขมขนที่เหมาะสมทีสุ่ดในการผลิตซอรบิทอล ซึง่ผลการทดลอง

ก็สอดคลองกบัการทดลองในขวดรูปชมพูกอนหนานี้และยังสอดคลองกับ บุญรัตน และคณะ 

(2534) ซึ่งพบวาการเลี้ยงเชือ้ดวยน้าํตาลซูโครสตั้งตน 200-250 กรัมตอลิตร ใหคาการผลิตซอรบิ

ทอลสูงสุด 
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ตารางที่7. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกะที่เวลา48ชั่วโมง (คิดจากปริมาณน้าํตาล

เร่ิมตนภายหลงัเติมหวัเชื้อ) 

ความ
เขมขน 

(%) 

ปริมาณซอรบิทอล 
(g/l) 

อัตราการผลติ 
(g/l-h) 

YP/S

 

YP/X

 

QP

(h-1) 

10 10.605 0.221 0.134 2.658 0.134 

20 24.069 0.501 0.244 10.977 0.404 

30 12.726 0.265 0.138 4.940 0.118 

40 12.22 0.255 0.106 11.017 0.323 
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จากการผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพูและในถังหมกัที่เวลา 48 ชัว่โมงไดผลสรุปดังนีค้ือ 

 

ตารางที่8 เปรียบเทียบการผลิตซอรบิทอลในขวดทดลองกับในถังหมัก (คิดจากปริมาณน้าํตาล

เร่ิมตนภายหลงัเติมหวัเชื้อเร่ิมตน) 

อัตราการผลิตซอร
บิทอล 
(g/l-h) 

YP/S YP/X
QP

 

(h-1) ความ
เขมขน

(%) ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

10 - 0.221 - 0.134 - 2.658 - 0.134 

20 0.386 0.501 0.45 0.244 8.410 10.977 0.37 0.404 

30 0.218 0.265 0.29 0.138 6.381 4.940 0.19 0.118 

40 0.330 0.255 0.24 0.106 14.465 11.017 0.22 0.323 

เมื่อเปรียบเทยีบระหวางการทดลองในขวดรูปชมพูและในถังหมกัพบวาที่เวลา 48 ชั่วโมง 

ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร จะใหคาการผลิตและอัตราการผลิตซอรบิทอลสูงที่สุด แมวาที่เวลา

ผานไปความเขมขน 400 กรัมตอลิตรจะมีอัตราการผลติซอรบิทอลสูงขึ้นและไดผลผลิตมากขึ้นจน

เทากับความเขมขน 200 กรัมตอลิตรแตก็ตองใชเวลาที่มากกวาทั้งนี้เนื่องมากจากการที่เชื้อตอง

เผชิญกับภาวะที่มีความดนัออสโมติกสูงกวาจงึตองใชพลังงานบางสวนไปในการรักษาสภาพเซลล

กอนจงึทาํใหชวง lag phase ยาวนานกวาและยังไดมวลชีวภาพนอยกวาดวยซึง่ตรงกับรายงาน

ของ Barros และ Celligio (2006) แตเมื่อมีการสรางเอนไซมแลวจะมีอัตราการผลิตซอรบทิอล

ใกลเคียงกนัทัง้นี้เพราะเอนไซมเมื่อสรางแลวจะอยูที่บริเวณ periplasmic membrane ซึ่งการ

ทํางานจะไมเกี่ยวกับเมตาบอลิสมภายในเซลลอีกแลวและที่ความเขมขน 400 กรัมตอลิตรยังคงมี

สารตั้งตนเหลอือยูมากจงึผลิตซอรบิทอลไดอยางตอเนื่อง   
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รูปที่22. เปรียบเทียบปริมาณซอรบิทอลในขวดทดลอง 
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รูปที่23.เปรียบเทียบปริมาณซอรบิทอลในถงัปฏิกรณชีวภาพ 
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 เมื่อดูความสัมพันธระหวางการผลิตซอรบิทอลกับการเจรญิของเซลลพบวาเซลลจะเร่ิม

มีการผลิตซอรบิทอลเมื่อเซลลเขาสูชวง late log phase คือช่ัวโมงที่ 18-22 (รูปที่24-25) ซึ่งตรงกบั

การทดลองที ่ 4.1 และงานวิจยัของ Edye และคณะ(1989) จากผลการทดลองสรุปไดวาความ

เขมขนน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตรเหมาะสมสําหรับการผลิตซอรบิทอลมากทีสุ่ดทั้งในแงของ

เวลาและผลผลิตจึงนาํไปใชในการทดลองตอไป 
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รูปที2่4.การผลิตซอรบิทอลในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดยวิธกีารเพาะเลีย้งแบบ  

Fed-batch โดยใชซูโครสเริ่มตน 200 กรัมตอลิตร 
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รูปที่25.น้าํหนักเซลลแหงทีเ่วลาตางๆจากการใชซูโครสเริ่มตน 200 กรัมตอลิตร 
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4.8 การผลิตซอรบิทอลในถังหมักขนาด 2 ลิตรดวยการเลี้ยงแบบกึ่งกะ 
 จากการทดลองผลิตซอรบิทอลแบบกะในถังหมักสรุปวาความเขมขนน้าํตาลซูโครสเริม่ตน

ควรเปน 200 กรัมตอลิตร แตพบวาที่ความเขมขนน้าํตาลซูโครสเริ่มตน 100 กรัมตอลิตรเชื้อจะใช

เวลาในชวง lag phase นอยกวาอีกทั้งยงัใหมวลชีวภาพสูงกวาดวย ดังนัน้การทดลองนี้จะเร่ิมตน

ดวยการเลี้ยงเชื้อดวยน้าํตาลซูโครส 100 กรัมตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียสเมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงทาํการเตมิน้ําตาลซูโครสความเขมขน 

200 กรัมตอลิตรลงไปเพื่อกระตุนใหมคีวามดันออสโมติกที่มากจนเซลลสรางเอนไซมGFORมาก

ข้ึนแลวทาํการเลี้ยงตอไปจนสิ้นสุดกระบวนการทดลองโดยไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง 

แตมีการกวนทุกครั้งที่มีการเก็บตัวอยาง พบวาน้าํตาลซูโครสถูกเปลี่ยนไปเปนน้ําตาลกลูโคสและ 

ฟรุคโตสเกือบหมดแตน้ําตาลกลโูคสและฟรุคโตสถูกใชไปนอยมากและซอรบิทอลก็นอยตามไป

ดวย (รูปที2่6) เมื่อทาํการตรวจสอบคาความเปนกรด-ดางจงึพบวามีคาอยูที ่ 2-2.5 ตั้งแตชั่วโมงที ่

40 (รูปที่27) อาจเปนสาเหตทุี่ทาํใหภาวะไมเหมาะกับการผลิตซอรบิทอล 
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รูปที่26. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่1 
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รูปที่27. น้ําหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่1 

การทดลองตอมาไดทําการแกปญหาโดยการเริ่มตนเลี้ยงเชื้อดวยความเขมขนน้าํตาล

ซูโครส 100 กรัมตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเมื่อเชื้อเขาสู

ชวงปลายของ log phase จึงเติมน้าํตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตรแลวทําการควบคมุ

คาความเปนกรด-ดาง 6.5 พรอมกับการกวนดวยอัตราเร็ว 80 รอบตอนาที(เพื่อใหอาหารสัมผัสกับ

เชื้ออยางทัว่ถงึและชวยในการควบคุมคาความเปนกรด-ดางใหคงที่) ผลคือน้ําตาลซูโครสถูกใชไป

เพียง 71.392 เปอรเซ็นต และยังมนี้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตสเหลืออยูเล็กนอย แตปริมาณซอรบิ

ทอลสูงสุดที่ไดเพียงแค 18.98 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที ่ 80 (รูปที่28) พบวามีผลึกเกลือตกตะกอน

ออกมาจาํนวนมากซึ่งคาดวามาจากการทีม่ีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซดเพื่อควบคุมคาความเปน

กรด-ดางเพราะชวงที่เชื้อมีการเจริญมีการเปลี่ยนกลโูคสไปเปนกรดกลูโคนิกออกมามากอีกทั้งยังมี

การสรางกรดแลคติกและกรดซัคซินิค (SwingและDolle 1977, Rogers และคณะ 2007) ทําใหคา

ความเปนกรด-ดางลดลงอยางรวดเร็วปริมาณดางที่ใชจึงมากจนไปเปลีย่นใหเกิดเกลอืจํานวนมาก

ซึ่งเกลือที่เพิม่ข้ึนมากเกนินัน้มีผลตอการผลิตซอรบิทอลและการเจรญิของเชื้อ Z.mobilis ทําใหซอร

บิทอลที่ไดนอยลง (Dolle และคณะ 1990) แตถาปลอยทิ้งไวกรดกลูโคนิกที่สรางขึ้นจะถกูฟอสโฟ

รีเลทโดยเอนไซม กลโูคเนทไคเนส และถกูเปลี่ยนเปนเอทานอลใน Entner Doudoroff pathway 

(Zachariou and Scopes, 1985; Strohdeicher, 1998) ในระหวางการผลิตเอทานอล ซึ่งทาํใหคา

ความเปนกรด-ดางเพิม่ข้ึนเองทัง้นี้สีของน้าํหมักยังคล้ําออกน้ําตาลและยังมเีมือกเปนกอนๆเกิดขึ้น

ซึ่งคาดวาเมือกที่เกิดขึ้นนีน้าจะเปนสารพวกโอลิโกแซคคาไรดซึ่งเกิดจากการที่เซลลไดสัมผัสกับ

ภาวะที่มีเกลือสูงทาํใหไมสามารถใชน้าํตาลกลูโคสและฟรุคโตสไดอยางมีประสิทธภิาพอีกทัง้การ

ยอยสลายน้าํตาลซูโครสก็เปนไปไดชาอีกดวยทาํใหเอนไซมลีแวนซูเครสเปลี่ยนซูโครสใหกลายเปน

ลีแวนมากกวายิ่งทําใหผลผลิตซอรบิทอลนอยลง (Dolle และคณะ 1990, Vigants และคณะ 

1998, Oliveira และคณะ 2007)  
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รูปที่28. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่2 
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รูปที่29. น้ําหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่2 

 

 การทดลองตอมาไดทําการแกปญหาโดยการเริ่มตนเลี้ยงเชื้อดวยความเขมขนน้าํตาล

ซูโครส 100 กรัมตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยไมมีการ

กวนเมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงเติมน้าํตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตร

แลวทําการกวนดวยความเรว็ 80 รอบตอนาที และควบคุมคาความเปนกรด-ดาง 6.2 ซึ่งเปนภาวะ

ที่เหมาะสมตอการทาํงานของ GFOR ตามการทดลองของ Zachariou และ Scopes,1986. ; Ferraz 

และคณะ 2001 อีกทัง้ยงัไมเกิดการตกตะกอนของเกลอือีกดวยผลคอืไดซอรบิทอลสูงสุด 43.41 

กรัมตอลิตรที่ชั่วโมงที ่ 93 (รูปที่30) แตยังคงมนี้าํตาลกลูโคสและฟรคุโตสเหลืออยูซึ่งถาในขั้นการ

ทําใหน้าํตาลบริสุทธิ์ถามีสารหลายชนิดจะทาํใหกระบวนการยุงยากมากขึ้นและยงัเพิม่คาใชจาย

ซึ่งถาทาํใหเชือ้สามารถใชน้าํตาลไดหมดจึงนาจะไดผลผลิตเพิ่มข้ึนอกีทัง้ทาํใหบริสุทธิ์ในภายหลัง
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ไดงายขึ้นอีก จากการทดลองที่ผานมาทําใหเราสามารถสรุปไดวาการกวนไมมีผลตอการเปลี่ยน

น้ําตาลซูโครสไปเปนน้าํตาลกลูโคสและฟรคุโตส แตอาจมีผลตอการใช น้าํตาลกลโูคสและฟรุคโตส

ของเซลล เพราะการกวนนั้นจะทาํใหมอีากาศละลายในอาหารมากขึ้นซึ่งมีผลตอการทาํงานของ

เชื้อ และการยอยสลายซโูครสไมสัมพันธกับการใชน้ําตาลกลูโคสของเซลลซึ่งตรงกบัรายงานของ 

Lyness และ Doelle (1981), Abateและคณะ(1996) จากเหตุผลขางตนนั้นเราจึงคิดวานาจะมี

การแบงการควบคุมคาความเปนกรด-ดางเปน 2 ชวง โดยชวงแรกควบคุมภาวะใหเหมาะตอการ

เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนกลโูคสและฟรุคโตส ชวงที่สองเปนภาวะทีเ่หมาะสมตอการเปลี่ยนฟรุค

โตสเปนซอรบทิอลและชวงผลิตซอรบิทอลไมควรกวนอาหารเลี้ยงเชื้อจึงทาํการทดลองในขั้นตอไป 
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รูปที่30. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่3 
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รูปที3่1. น้ําหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่3 

การทดลองตอมาเริ่มตนเลีย้งเชื้อดวยความเขมขนน้าํตาลซูโครส 100 กรัมตอลิตร คา

ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-

ดางเมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตรแลว
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ปรับคาความเปนกรด-ดางขึน้มาใหเปน 5.5 เพื่อใหเหมาะตอการทาํงานของ invertase และกวน 

80 รอบตอนาทีเมื่อเกบ็ตัวอยางเทานัน้หลงัจากนัน้ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง เมื่อเชื้อ

เขาสูชวงปลาย log phase อีกรอบจึงทาํการควบคุมคาความเปนกรด-ดางเปน 6.2 จนสิ้นสุด

กระบวนการหมัก และกวน 80 รอบตอนาทีเมื่อปรับคาความเปนกรด-ดางและเก็บตัวอยางเทานั้น 

ซึ่งพบวาเมื่อเชื้อเขาสูชวงคงที่ภายหลงัชั่วโมงที่ 52 ไปแลวการเปลีย่นแปลงคาความเปนกรด-ดาง

นอยมากแทบจะไมตองมีการเติมกรด-ดาง เลย ผลปรากฏวาไดปริมาณซอรบิทอลสูงสุด 50.328 

กรัมตอลิตร ทีช่ั่วโมงที ่87 คดิเปนอัตราการการผลิตซอรบิทอลตอช่ัวโมงคือ 0.578 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง อีกทั้งแทบจะไมมนี้ําตาลซูโครสกลโูคสและ ฟรุคโตสเหลืออยูเลย แตอัตราการผลิตสูงสุด

จริงๆอยูที่ชัว่โมงที ่66 ไดซอรบิทอล 41.946 คิดเปน 0.636 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง แตยังคงมนี้าํตาล

อ่ืนเหลืออยูเลก็นอย (รูปที่32) 
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รูปที่32. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่4 
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รูปที่33. น้าํหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่4 

 

จากการทดลองในถงัหมักทั้งแบบกะและกึง่กะสามารถสรุปผลไดดังนี้คือ ความเขมขนของ

น้ําตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลทั้งในแงของเวลาและผลผลิต เมือ่

เปลี่ยนกระบวนการหมักเปนแบบกึ่งกะสามารถเพิ่มอัตราการผลิตและผลผลิตรวมไดคือจากการ

หมักแบบกะมคีาผลผลิตรวมและอัตราการผลิตคือ 24.069 กรัมตอลิตร และ 0.501 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง ตามลาํดับ แตเมื่อหมักแบบกึ่งกะใหคาผลผลิตรวมและผลผลติตอเวลาเพิม่ข้ึนเปน 50.328 

กรัมตอลิตร และ 0.636 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ทัง้นี้ในการหมกัแบบกะใชน้าํตาลซโูครสรวม 200 

กรัมตอลิตร ในขณะที่แบบกึ่งกะใชน้าํตาลซูโครสรวม 300 กรัมตอลิตร เพิ่มปริมาณน้ําตาลตัง้ตน

อีก 100 กรัมตอลิตรแตใหผลผลิตเพิ่มข้ึนถงึเทาตัว (รูปที่34) จึงสรุปไดวาความเขมขนของน้าํตาล

ซูโครสประมาณ 25 % เปนชวงความเขมขนที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลโดยใชเซลลอิสระ ซึง่

ถาความเขมขนนอยกวานีจ้ะมีความดันออสโมติกไมเพยีงพอจึงทําใหเซลลนําไปใชในการผลิตเอ

ทานอลมากกวาแตถาความเขมขนน้าํตาลซูโครสมากกวานี้จะทาํใหมคีวามดันออสโมติกมาก

เกินไปทาํใหเซลลตองสูญเสียพลังงานในการรักษาสภาพภายในเซลลมากขึ้นจงึเหลือพลังงานใน

การสรางซอรบิทอลนอยลงอีกทั้งยังใชเวลาในการสรางซอรบิทอลนานกวาดวย 
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บทที่5 
สรุปผลการทดลอง 

จากการทาํการหาชวงการเจริญสูงสุดของเชื้อโดยใชน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เปน

แหลงอาหารคารบอนพบวาเชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุดที ่ 18 ชั่วโมง เมื่อทดสอบผลของปจจัยโดย

ใช 24 central composite factorial design ผลคือภาวะที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตซอรบิทอลคือ 

pH 6.5, อุณหภูมิ 35 °C เวลาหมัก 48 ชั่วโมงและความเขมขนน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 10% 

เหมาะสมที่สุด การทดลองหาชนิดน้าํตาลที่จะใชทําเปนหวัเชื้อเร่ิมตนสรุปไดวาควรใชน้ําตาซูโครส 

เปนแหลงอาหารคารบอนในหัวเชื้อเร่ิมตนเนื่องจากมีราคาถูกกวาน้าํตาลกลูโคสและจากการผลิต

ซอรบิทอลในขวดรูปชมพูดวยน้ําตาลซูโครสความเขมขน 200-400 กรัมตอลิตรพบวาการใชน้ําตาล

ซูโครสเริ่มตนที่ 20% ใหซอรบิทอลมากที่สุดคือ 18.521 กรัมตอลิตรเมื่อทําการเลีย้งเปนเวลา 48 

ชั่วโมง ซึ่งมากกวาการใชน้าํตาล 40% และ 30% ซึ่งไดซอรบิทอล 15.828 และ 10.463 กรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ ที่ความเขมขน 40% หากเพิ่มเวลาการเลี้ยงไปจน 72 ชั่วโมง ได ซอรบิทอลเพิ่มข้ึน

เปน 18.91 กรัมตอลิตร แตก็ตองใชเวลานานเพิม่ข้ึนอกีถึง 38 ชั่วโมงหรือ 79.17% จากผลการ

ทดลองผลิตซอรบิทอลในถงัหมัก โดยมีความเขมขนน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 100-400 กรัมตอลิตร ที่

เวลา 48 ชัว่โมง ความเขมขนที่ใหคาซอรบิทอลสูงสุดคอื 200, 300, 400 และ 100 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ โดยไดผลผลิตคือ 24.069, 12.726, 12.22 และ 10.605 กรัมตอลิตร และแมวาความ

เขมขนน้าํตาลเริ่มตน  400 กรัมตอลิตรจะใหคาซอรบิทอลสูงสุดคือ 24.282 กรัมตอลิตร ที่เวลา 76 

ชั่วโมง แตก็ตองใชเวลาเพิม่ข้ึนถึง 28 ชัว่โมงเลยทีเดียว ดังนัน้ความเขมขนน้าํตาลซูโครส 200 กรัม

ตอลิตรจึงนาจะเปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตซอรบิทอล ซึ่งผลการทดลองก็สอด 

คลองกับการทดลองในขวดรูปชมพูกอนหนานี้ จากการทดลองผลิตซอรบิทอลแบบกึ่งกะในถงัหมกั

โดยเลี้ยงเชื้อดวยน้าํตาลซโูครส 100 กรัมตอลิตร เมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงไดทาํ

การเติมน้าํตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตรลงไป แลวปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 

5.5 เพื่อใหเหมาะตอการทํางานของ invertase และ Levansucrase เมื่อเชื้อเขาสูชวงปลาย log 

phase อีกรอบจึงทาํการปรับคาความเปนกรดดางขึ้นมาเปน 6.2 จนสิ้นสุดกระบวนการหมัก ผล

ปรากฏวาไดปริมาณซอรบิทอลสูงสุด 50.328 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที ่87 คิดเปนอัตราการการผลิต

ซอรบิทอลตอช่ัวโมงคือ 0.578 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง อีกทัง้แทบจะไมมีน้าํตาลซโูครสกลโูคสและ 

ฟรุคโตสเหลืออยูเลย  

จากการทดลองในถงัหมักทั้งแบบกะและกึง่กะสามารถสรุปผลไดดังนี้คือ ความเขมขนของ

น้ําตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลทั้งในแงของเวลาและผลผลิตและ

เมื่อเปลี่ยนกระบวนการหมกัเปนแบบกึง่กะสามารถเพิม่ผลผลิตตอเวลาและผลผลติรวมไดคือจาก

การหมกัแบบกะมีคาผลผลติรวมและผลผลิตตอเวลาคือ 24.069 กรัมตอลิตร และ 0.501 กรัมตอ
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ลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ แตเมื่อหมักแบบกึ่งกะใหคาผลผลิตรวมและผลผลิตตอเวลาเพิ่มข้ึน

เปน 50.328 กรัมตอลิตร และ 0.636 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ  
ขอเสนอแนะ 
จากการทดลองในการเลี้ยงแบบกึ่งกะที่4หลังจากชั่วโมงที่ 87 พบวาปริมาณซอรบิทอลเริ่ม

คงที่อีกทั้งปริมาณน้าํตาลกลูโคสและฟรุคโตสก็มีปริมาณนอยมากซึง่การทดลองตอไปนาจะ

ทดลองทํา repeat fed-batch ดูเพื่อหาจดุสมดุลในการเพิ่มผลผลิตใหไดมากที่สุด 

การเพิม่ความเขมขนของน้าํตาลแลวมีผลตอการเจริญและการผลิตซอรบิทอลของเชือ้ไม

วาจะเปนซโูครส กลูโคส หรือฟรุคโตสนั้น นาจะเปนผลจากความดันออสโมติกมากกวาจะเปนจาก

ชนิดของน้าํตาล แตเนื่องจากน้ําตาลแตละชนิดมีคาความดันออสโมติกตางกนัจงึทําใหมีผลตางกัน

ดังที่ไดทดสอบแลวพบวาทีค่วามเขมขนเทากนัฟรุคโตสจะใหคาความดันออสโมตกิสูงสุดรองลงมา

คือกลูโคสและซูโครส ตามลาํดับ 

จากการทดลองในขวดรูปชมพูและในถงัหมัก ความเขมขนน้ําตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร

มีคาความดันออสโมติกเปน  685.8 mOsm/kg (รูปที่18) ซึ่งถาเราสามารถหาสารทีเ่ชื้อไมสามารถ

ใชไดและเพิ่มความดันออสโมติกไดมาใชรวมดวยนาจะทําใหการผลิตซอรบิทอลสูงขึ้นและนาจะ

ประหยัดปริมาณสารตั้งตนไดดวยซึ่งคิดวานาจะเปนกลเีซอรอลเพราะเชื้อไมสามารถนําไปใชไดซึง่

ที่คา ความเขมขนน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตรนั้นมคีาแรงดันออสโมติกเทยีบเทากับกลเีซอรอล

ที่ความเขมขน 5.43% (รูปที3่5)  

 

 

Osmolarity ของกลีเซอรอล

y = 129.85x
R2 = 0.9967

0

200
400

600
800

1000
1200

1400

0 5 10 15 20 25 30Conc(%)

m
O

sm
ol

/k
g

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่35. คา Osmolarity ของกลีเซอรอล 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Z-medium 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4)     2  กรัม 

 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4)   2  กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4)     2 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    2 กรัม 

Bacto peptone       5 กรัม 

กลูโคส, ฟรุคโตส, ซูโครส      200 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น  และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร โดย

แยกนึง่ฆาเชื้อน้ําตาลดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 20 นาท ีสวน mineral นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีแลวจึงนํามาผสมกันภายหลงั 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Z-medium 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4)     2  กรัม 

 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4)   2  กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4)     2 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    2 กรัม 

Bacto peptone       5 กรัม 

กลูโคส, ฟรุคโตส, ซูโครส      200 กรัม 

ผงวุน        15 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น  และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร โดย

แยกนึง่ฆาเชื้อน้ําตาลดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 20 นาท ีสวน mineral นึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีแลวจึงนํามาผสมกันภายหลงั 
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ภาคผนวก ข 

 
HPLC โครมาโตแกรม 

 

จากการทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลดวยเครื่องโครมาโตกราฟ 

เพื่อหาปริมาณ น้ําตาล 4 ชนิด พบวาเวลาทีฟ่รุคโตส, ซอรบิทอล, กลูโคส และซูโรส คางในคอลัมน 

(retention time) เปน 8.3, 9.5, 11.0 และ 16.2 นาที ตามลําดับ   

 

 

 

โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหฟรุคโตส, ซอรบิทอล, กลูโคส และซูโครส 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 61
ภาคผนวก ค 

 
สูตรคํานวณ 

 

 
 
 
1. การคาํนวณน้ําหนักเซลลแหง 
 
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = น้ําหนกัถวยที่มีเซลล -น้ําหนกัถวยเปลา  x 1000 

                                                                        5             

2. การคาํนวณหา μ  YX/S YP/S  และ Productivity      

   μ          = lnX  – lnXt
                                    t 

o

    YX/S   =    Xt  - X0

                       S0 - St             

      YP/S   =    Pt  - P0

                       S0 - St             

     Productivity  =               Pt  - P0

                           t 

        
 YX/S  = ผลของเซลลที่ไดตอหนวยสารตั้งตนที่ใชไป  

   YP/S  = ผลของผลิตภัณฑที่ไดตอหนวยสารตั้งตนที่ใชไป 
   YP/X = ผลของผลิตภัณฑที่ไดตอหนึ่งหนวยเซลล 
   Vo   = ปริมาตรเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ (l) 

   μ    = อัตราการเจริญจําเพาะ (h-1) 
   Xo   = ความเขมขนของเซลลเร่ิมตน (g/l 
   SF     = ความเขมขนของน้ําตาลในสารอาหารปอนเขา (g/l) 
    t      = เวลา (h) 
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ภาคผนวก ง. 
กราฟมาตรฐาน 

 

กราฟมาตรฐานน้าํตาลฟรุคโตส 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลฟรุคโตส

y = 103125x + 1E+06
R2 = 0.9544
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กราฟมาตรฐานน้าํตาลซอรบิทอล 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลซอรบิทอล
y = 189691x + 223722

R2 = 0.9695
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กราฟมาตรฐานน้าํตาลกลโูคส 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส
y = 143250x + 397370

R2 = 0.998
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กราฟมาตรฐานน้าํตาลซูโครส 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลซูโครส
y = 144573x + 301620

R2 = 0.9829
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กราฟอัตราการเจริญจําเพาะของ Zymomonas mobilis TISTR 548 
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ภาคผนวก จ. 
 
ตารางที่ 2  24 central composite factorial design experiment เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสรางซอรบิทอล 

 

                 Variables in coded levels   Measured responses 
Run 

X1 X2 X3  X4 Sorbitol (g L-1) 

1 - - - - 5.627 

2 - -  - + 10.524 

3 - - + - 4.137 

4 - - + + 3.931 

5 - + - - 5.021 

6 - + - + 12.111 

7 - + + - 12.606 

8 - + + + 14.686 

9 - - - - 3.655 

10 + - - + 4.843 

11 + - + - 3.407 

12 + - + + 2.864 

13 + + - - 3.366 

14 + + - + 7.244 

15 + + + - 4.679 

16 + + + + 5.524 

17 0 0 0 0 

18 0 0 0 0 

19 0 0 0 0 

4.786 

Real levels 
Factors 

x-1 0 x+1 

X1 Concentration (gL-1) 10 15 20 

X2 pH 5.5 6 6.5 

X3 Temperature (°C) 25 30 35 

X4 Time of cultivation (h) 24 36 48 
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ภาคผนวก ฉ. 

ขอมูลดิบการวิเคราะหน้ําตาล 
 

ในขวดทดลอง 
    
 

Flask 20%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 210.6 
6 0 0 0   
10 0 0 0   
14 17.344 0.743 12.255 168.454 
18 21.081 2.22 20.236 148.516 
22 25.957 4.855 23.882 122.57 
26 36.747 9.906 31.533 90.214 
30 42.065 10.512 31.89 77.757 
36 44.659 12.64 34.257 71.213 
42 53.249 13.127 34.421 49.809 
48 48.789 18.521 28.237 39.452 
72 35.782 18.034 0 0 

 

 

 

 

 

การผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพู(20%ซูโครส)
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Flask 30%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 312.14 
6        
10        
14 7.273 0.756 6.01 276.445 
18 14.468 0.8 11.238 260.353 
22 17.378 1.449 21.523 229.739 
26 29.278 5.728 29.44 206.888 
30 36.204 7.87 35.575 166.349 
34 52.952 7.19 34.229 169.614 
42 62.018 9.589 28.24 132.413 
48 65.039 10.463 38.094 126.352 
54 63.184 12.648 30.723 115.084 
60 70.87 13.441 30.415 88.482 
72 66.003 12.14 36.729 92.552 

 
 

 
 
 

การผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพู(30%ซูโครส)
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   Flask 40%

Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l)   Glu(g/l) Suc(g/l)
0    0 0 0 405.65 
6       
10       
14       
18       
22     1.018 0.274 8.932 361.327
26     4.508 0 8.763 343.243
30    24.084 1.129 25.1 289.867
36   20.694 10.95 22.243 307.999
42  36.168 12.543 30.762 224.211
48 46.836 15.828 41.566 230.11 
54  43.923 14.632 45.295 228.023
60  51.172 15.242 44.779 197.037
66 54.589 17.357 49.624 177.08 
72  49.666 18.91 35.392 162.34 

 

 
 
 
 
 

การผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพู(40%ซูโครส)
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ในถังปฏกิรณชีวภาพ 
 
 
 

 
Fermenter 10%    

Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 
0 0 0 0 150.643 
6 0 0 0 150.389 

10 0 0 0 146.103 
14 0 0 0 144.972 
18 0 0 0.92 131.543 
22 45.939 2.242 36.354 4.981 
26 45.931 3.594 34.457 0.729 
30 36.816 6.53 22.875 0 
38 5.804 10.824 0.741 0 
48 0 10.605 0 0 
54 0 11.139 0 0 
61 0 11.274 0 0 
66 0 11.729 0 0 
72 0 10.616 0 0 

 
 
 
 
 
 

การหมักดวยซูโครส 100 กรัมตอลิตร
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Fermenter 20%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 252.776 
6 0 0 0 247.888 

10 2.847 0 0.6 236.71 
14 3.236 0 0.404 223.549 
18 6.532 0.7 1.714 221.782 
22 37.56 2.106 24.285 118.829 
26 51.586 5.232 61.766 59.126 
30 56.599 8.979 54.714 25.043 
36 51.827 16.518 42.514 2.784 
42 44.914 15.52 38.054 1.254 
48 33.263 24.069 27.434 0 
54 9.22 24.471   1.834 
66 2.895 23.229 16.921 1.414 
72 3.64 22.804 14.693 0.101 

 
 
 
 

การหมักดวยซูโครส 200 กรัมตอลิตร
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Fermenter 30%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 355.609 
16 18.214 0.556 27.55 278.48 
18 24.297  39.33 261.503 
22 28.915 1.374 45.403 239.805 
27 35.722 2.949 48.445 207.76 
30 31.342 5.386 24.492 191 
34 38.948 8.062 37.404 175.772 
44 32.062 10.812 52.806 125.712 
48 37.396 12.726   109.377 
55 38.242 11.151   76.696 
60 40.69 14.17   61.981 
68 38.917 15.228   43.141 
72 41.469 14.463 20.631 36.615 

 
 

 
 
 

การหมักดวยซูโครส 300 กรัมตอลิตร
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Fermenter 40%    

Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 
0 0 0 0 450.121 

23 15.812 2.269 23.497 279.128 
27 21.418 2.695 27.881 260.72 
31 29.989 3.974 33.338 248.218 
35 35.673 6.01 35.651 230.28 
39 35.293 6.591 51.049 217.214 
44 21.634 10.213 31.602 188.835 
48 35.59 12.22 28.552 164.31 
54 34.6 14.76 26.929 153.501 
60 37.283 17.485 24.344 134.182 
66 36.664 20.208 62.904 111.473 
72 36.064 22.713 58.271 92.079 
76 36.484 24.282 59.894 82.322 

 
 
 
 
 

การหมักดวยซูโครส 400 กรัมตอลิตร

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80
เวลา(ช่ัวโมง)

ก
รัม
ต
อ
ลิต
ร

Fruc Sor Glu Suc
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 73
 
 
 
 
 

 
Fed batch     
Time (h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 150.851 
10 0.06 0 2.867 119.364 
14 0 0 4.243 80.859 
18 12.197 0 9.428 27.274 
          

19 16.373 0.594 19.653 202.804 
34 41.043 14.269 43.557 62.504 
38 37.24 20.491 30.681 46.256 
42 34.598 23.537 29.655 40.191 
48 30.946 30.043 26.761 18.035 
52 24.471 32.031 24.66 1.656 
60 12.903 35.556 9.852 1.956 
66 8.115 41.946 14.463 4.335 
72 6.521 45.121 7.256 1.314 
81 5.316 49.964 2.196 0 
87 0 50.328 0 0 
89 0 49.912 0 0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นาย พาคินทร เจริญทิพย เกิดเมื่อวันพุธ ที่ 15 กันยายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพ 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนคริ

นทรวิโรฒน ในปการศึกษา 2547 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุล

ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 

ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 55/2 หมู4 หมูบานชอชัยพฤกษ ถนน สวนผัก-ชัยพฤกษ อ.ตลิ่งชัน   

จ. กรุงเทพ 10170 
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