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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ปุณชรัชต์ ปิลอง : การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก Aureobasidium pullulans  NRRL 
58543 และสมบัติพรีไบโอติกและการขึ้นรูปฟิล์ม (PRODUCTION OF EXOPOLYSACCHARIDE 
FROM Aureobasidium pullulans NRRL 58543 AND ITS PREBIOTIC AND FlLM 
FORMER PROPERTIES) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.หรรษา ปุณณะพยัคฆ์, อ.ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.สีหนาท ประสงค์สุข, อ. ดร.กฤษณา ศิรเลิศมุกุล, 95 หน้า. 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณผลผลิตเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก A. pullulans NRRL 58543 วิเคราะห์สมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ศึกษา
สมบัติพรีไบโอติกและการขึ้นรูปฟิล์ม โดยเมื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดย
การปรับแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน อาหารเสริม 
(ความเข้มข้นของน้้ามันมะกอก)  พีเอชเริ่มต้นของอาหาร และอุณหภูมิ พบว่า A. pullulans NRRL 
58543 ให้ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์สูงสุดที่ 21.04±0.19 กรัมต่อลิตร ในภาวะที่มีซูโครสความ
เข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักโดยปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน โซเดียมไนเตรท 0.06  เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนัก
โดยปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน  และน้้ามันมะกอกเป็นอาหารเสริมที่ระดับความข้นร้อยละ 5 (ปริมาตร
โดยปริมาตร)  พีเอชเริ่มต้นที่ 6.5 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว
รอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 วัน จากนั้นวิเคราะห์โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ด้วยวิธี
อิ น ฟ ร า เ ร ด ส เ ป ก โ ต ร ส โ ค ปี  (FT-IR) แ ล ะ นิ ว เ ค ลี ย ร์ แ ม ก เ น ติ ก เ ร โ ซ แ น น ซ์ ส เ ป ก โ ต ร ส โ ค
ป ี(NMR) ชนิด 1H และ 13C  พบว่า เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นบีตากลูแคนที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับออบา
ซิแดน  นอกจากนี้พบว่า เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักโดย
ปริมาตร) มีผลในการส่งเสริมการเติบโตของแบคทีเรียโพรไบโอติก  2 ชนิด คือ Lactobacillus 
acidophilus และ Lactobacillus casei ได้มากถึง 7.1 6.5 6.7 และ 5.3  เท่า ตามล้าดับ เมื่อทดสอบ
สมบัติของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีอัลจิเนตเป็นตัวขึ้นรูป พบว่า ค่าความทนต่อแรงดึง เปอร์เซ็นต์การ
ยืดตัว และสมบัติการละลายของฟิล์มมีแนวโน้มลดลง เมื่อความเข้มข้นของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ใน
แผ่นฟิล์มสูงขึ้น และฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์สามารถส่งเสริมการเติบโตของ  Lactobacillus 
acidophilus และ Lactobacillus casei  ซึ่งการเติบโตของแบคทีเรียจะเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณของเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ในแผ่นฟิล์มเพิ่มสูงขึ้น 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5672204523 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
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PUNCHARAT PILONG: PRODUCTION OF EXOPOLYSACCHARIDE FROM 
Aureobasidium pullulans NRRL 58543 AND ITS PREBIOTIC AND FlLM FORMER 
PROPERTIES. ADVISOR: ASSOC. PROF. HUNSA PUNNAPAYAK, Ph.D., CO-ADVISOR: 
ASST. PROF. SEHANAT PRASONGSUK, Ph.D., KRISANA SIRALERTMUKUL, Ph.D., 95 
pp. 

This research aimed to investigate the optimum condition for exopolysaccharide 
production from A. pullulans NRRL 58543, the exopolysaccharide structure and its 
prebiotic and film forming properties were also determined. The optimum condition for 
exopolysaccharide production was studied by varying carbon and nitrogen sources, 
concentration of carbon and nitrogen sources, nutrient supplement (concentration of olive 
oil), initial pH and temperature. It was found that A. pullulans NRRL 58543 gave the highest 
exopolysaccharide at 21.04±0.19 g/L under the condition of sucrose 6% (w/v) as a carbon 
source, sodium nitrate 0.06% (w/v) as a nitrogen source and 5% (v/v) of olive oil as a 
nutrient supplement, initial pH 6.5, temperature at 25 °C with shaking at 150 rpm for 6 
days. The structural analyses using FT-IR and NMR (1H and13C) suggested that this 

exopolysaccharide was aubasidan-like β-glucan. Moreover, the exopolysaccharide 
concentration at 0.5 and 1.0 % (w/v) was found to enhance the growth of 2 probiotic 
bacteria, Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei, up to 7.1, 6.5, 6.7 and 5.3 fold, 
respectively. The test ofexopolysaccharide film forming properties with alginate as a film 
former revealed that the tensile strength, elongation and solubility of the 
exopolysaccharide film tended to decrease when the concentration of exopolysaccharide 
in the film increased. The exopolysaccharide film was able to enhance the growth of both 
L. acidophilus and L. casei in which the growth of bacteria was increased when the 
concentration of exopolysaccharide in the film increased. 
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บทที่ 1 
บทน า 

               Aureobasidium pullulans เป็นราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) ที่มีบทบาทส้าคัญ
ต่ออุตสาหกรรมเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากสามารถผลิตสารส้าคัญต่างๆ เช่น การผลิตโปรตีนเซลล์เดี่ยว 
(Single cell protein) Deshpande และคณะ  (1992) สารต้านเชื้อราก่อโรคในกลุ่ม Aspergillus 
spp. Takesako  และคณะ (1993); Lotrakul และคณะ  (2009); Prasongsuk และคณะ  (2005) 
และเอนไซม์หลายชนิด เช่น อะไมเลส โปรติเอส ไลเปส เอสเทอร์เรส เพคติเนส และเฮมิเซลลูเลส 
เป็นต้น Chi และคณะ  (2009)  A. pullulans สามารถผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพที่เรียกว่า พูลลูแลน 
(pullulan) Leathers  (2002) โดยพลูลูแลนนั้นเป็นเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ประกอบด้วย น้้าตาลมอล
โตไตรโอส หรือมอลโตเตตระโอสต่อกันด้วยพันธะแอลฟา 1,4 (α-1,4  linkage) และพันธะแอลฟา 
1,6 (α- 1.6 linkage) นอกจากพูลลูแลน ออบาชิแดนเป็นพอลิแซ็กคาไรด์อีกชนิดที่หลั่งออกภายนอก
เซลล์ของ A. pullulans บางสายพันธุ์ โดยมีโครงสร้างเป็นกลูแคน (glucan) ที่ต่อกันด้วยพันธะบีตา 
1,3 (β-1,3 linkage) และมีโซ่ข้างที่ต่อด้วยพันธะบีตา 1,6 (β-1,6 linkage) และมีหมู่ฟังก์ชันที่เป็น
พันธะแอลฟา 1,4 (α-1,4 linkage) Yurlova และ De Hoog  (1997) จึงจัดเป็นบีตากลูแคนชนิด
หนึ่ง ออบาซิแดนเป็นพอลิเมอร์ที่สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ ไม่มีกลิ่น ไม่มีรส ละลายน้้ายาก 
และไม่ละลายในตัวท้าละลายอินทรีย์ มีแคลอรี่ต่้าสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้ มีลักษณะเป็น
เส้นใยทีม่ีสมบัติคล้ายกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ มีสมบัติในการเชื่อมติด (adhesive property) จึงนิยม
ใช้เป็นสารยึดเกาะ Ptitchkina และคณะ  (1993) และน้าไปใช้ประโยชน์ในทางผลิตภัณฑ์ทางเภสัช
กรรมและเครื่องส้าอาง เป็นต้น  
              บีตากลูแคน (β-glucan) เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่พบในผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ เช่น 
แบคทีเรีย ยีสต์ เห็ดบางชนิด สาหร่าย Ruiz-Herrera  (1991) และผนังเซลล์พืช เช่น ข้าวโอ๊ต และ
ข้าวบาร์เลย์ เป็นต้น พรพจน์ ศรีสุขชยะกุล  (2547) จากการศึกษาบีตากลูแคนซึ่งเตรียมได้จากผนัง
เซลล์ยีสต์ พบว่ามีสมบัติเป็นสารที่ออกฤทธิ์กระตุ้นภูมิคุ้มกัน ปัจจุบันมีการน้าเอาบีตากลูแคนมาใช้ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง เป็นต้น  Burkus และ 
Temelli  (2000) บีตากลูแคนที่ใช้เป็นอาหารนั้นยังสามารถท้าหน้าที่เป็นพรีไบโอติก (prebiotics) 
Gardiner และคณะ  (2002); Mitsou และคณะ  (2010) ; Snart และคณะ  (2006) 
              พรีไบโอติก (prebiotics) คือ ใยอาหารที่มนุษย์รับประทานเข้าไปแล้วถูถล้าเลียงผ่านมาที่
ล้าไส้ส่วนล่างโดยไม่ถูถย่อยหรือถูถดูดซึมในทางเดินอาหาร และล้าไส้เล็กผ่านไปยังล้าไส้ใหญ่ เพ่ือไป
เลี้ยงหรือส่งเสริมการเจริญการเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพแต่ท้าให้แบคทีเรีย
ชนิดที่มีผลเสียต่อสุขภาพร่างกายลดจ้านวนลง ซึ่งแตกต่างจาก Colonic food ซึ่งเป็นใยอาหารที่ไม่
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ถูถย่อยและถูถดูดซึมโดยกระเพาะอาหารและล้าไส้เล็กเช่นเดียวกับพรีไบโอติกแต่ Co-lonic food 
เป็นใยอาหารที่ไม่เลือกจ้าเพาะเจาะจงกับจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์เท่านั้นแต่จะเลี้ยงจุลินทรีย์ทุกชนิด
ทั้งที่มีผลดีและผลเสียต่อสุขภาพทุกชนิด อาหารตามธรรมชาติที่มีพรีไบโอติกมากได้แก่ ข้าวสาลี 
กระเทียม กล้วย หอมหัวใหญ่ ต้นหอม น้้าผึ้ง หน่อไม้ผรั่ง และรากชีโครี พรีไบโอติกที่น้าไปใช้กันอย่าง
แพร่หลาย ได้แก่ ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (fructooligosaccharides) และเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
เช่น บีตากูลแคน ซึ่งท้าหน้าที่ส่งเสริมการเติบโตของจุลินทรีย์บางชนิดในล้าไส้ใหญ่ที่ก่อให้เกิดผลดีต่อ
สุขภาพ Collins และ Gibson  (1999) นอกจากนี้ยังช่วยลดอาการท้องผูก รักษาสมดุลน้้าและเกลือ
แร่ในร่างกาย และช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด เช่น แคลเซียม เหล็ก แมกนีเซียม และสังกะสี อีก
ด้วย Bengmark  (2005) มีการรายงานการศึกษาหลายฉบับที่แสดงให้เห็นว่าบีตากูลแคนจากพืช 
ยีสต์ และเห็ดราหลายชนิดสามารถท้าหน้าที่เป็นพรีไบโอติกที่ดีคือสามารถกระตุ้นการเติบโตของ
แบคทีเรียในสกุล Lactobacillus และ Bifidobacterium ได้ Gardiner และคณะ  (2002); Mitsou 
และคณะ  (2010) และ Snart และคณะ  (2006) 

              ส้าหรับในประเทศไทยมีการรายงานการคัดแยก  A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนหลาย
สายพันธุ์จากแหล่งอาศัยที่แตกต่างกัน Punnapayak และคณะ  (2003); Prasongsuk และคณะ  
(2005);  Manitchotpisit และคณะ  (2009); Lotrakul และคณะ  (2009) โดยที่บางสายพันธุ์
สามารถสร้างเอนไซม์ไซแลนเนส และพูลลูแลนได้ในปริมาณมาก Manitchotpisit และคณะ  (2009) 
ได้ท้าการศึกษาความหลากหลายทางพันธุ์กรรมของ A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนเหล่านี้ โดยการ
วิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 5 ต้าแหน่ง ได้แก่  ITS,  IGS1,  EF-1α,  BT2  และ RPB2  ร่วมกับ
ความสามารถในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์และการผลิตเอนไซม์ไซแลนเนส  จากการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการพบว่า สามารถจัดกลุ่มสายพันธุ์เหล่านี้ออกเป็น 12 กลุ่ม (clade) โดย
พบว่าในกลุ่มที่ 12 ซึ่งประกอบด้วยสายพันธุ์ NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีความแตกต่างทาง
พันธุกรรมจากกลุ่มอ่ืนๆมาก และต่อมา Lotrakul และคณะ  (2013)  ได้รายงานถึงการผลิตสาร
คล้ายบีตากลูแคน จาก A. pullulans  ทั้งสองสายพันธุ์เป็นครั้งแรกในประเทศไทย และจาก
การศึกษาของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555) พบว่า A. pullulans  NRRL 58543  สามารถ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสุดในวันที่ 9 ของการเลี้ยงในปริมาณ 10 กรัมต่อลิตร ซึ่งค่อนข้างยังมี
ปริมาณน้อย และตรวจสอบโครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์นี้ด้วยวิธี Nuclear magnetic 
resonance spectroscopy (NMR)  พบว่าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากเชื้อ  A. pullulans 
NRRL 58543 มีหมู่ฟังก์ชันที่เป็นพันธะแอลฟา 1,4  มีพันธะบีตา 1,3 และพันธะบีตา 1,6 ซึ่งมี
ลักษณะพันธะคล้ายกับโครงสร้างของบีตากลูแคน (β-glucan) อย่างไรก็ตามซึ่งแม้โครงสร้างของเอก
โซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543 จะมีความคล้ายคลึงกับโครงสร้างของบี
ตากลูแคน แต่ปัจจุบันไม่มีการศึกษาถึงสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ 
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และจากการทดสอบการขึ้นรูปฟิล์มโดยสารเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans สายพันธุ์นี้ 
พบว่า ฟิล์มที่ได้มีค่าความทนต่อแรงดึง เปอร์เซ็นต์การยืดตัวและสมบัติการละลายของฟิล์มมีแนวโน้ม
ลดลงตามความเข้มข้นของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่สูงขึ้นจึงเป็นข้อจ้ากัดในการน้าฟิล์มที่ผลิตไปใช้
ประโยชน์ในระดับทางการค้าต่อไป 
 
             ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งท้าการศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์จาก A. pullulans  NRRL 58543 ตลอดจนการวิเคราะห์โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่
ผลิตได้จากภาวะที่เหมาะสม นอกจากนี้ยังศึกษาสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
และแนวทางการใช้ประโยชน์พรีไบโอติกโดยการน้าไปผสมในฟิล์มชนิดรับประทานได้เพ่ือการน้าไปใช้
เป็นผลิตภัณฑ์ฟิล์มพรีไบโอติกชนิดรับประทานแทนผลิตภัณฑ์พรีไบโอติกโดยทั่วไปโดยการใช้อัลจิเนต
เป็นสารก่อฟิล์ม และการเตรียมข้ึนรูปสารเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ในรูปฟิล์มรับประทานได้โดย
การใช้อัลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์มและใช้การขึ้นรูปด้วยตัวท้าละลาย (solvent casting) เพ่ือรักษา
คุณภาพสารพรีไบโอติกที่ได้และศึกษาสมบัติการละลายน้้า และความแข็งแรงของฟิล์มชนิด
รับประทานได้ 
 
1.1 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซพอลิแช็กคาไรค์จาก Aureobasidium 
pullulans NRRL 58543  
2. เพ่ือศึกษาสมบัติการเป็นพรีไบโอติกของเอกโซพอลิแช็กคาไรค์ที่ผลิตได้ 
3. เพ่ือผลิตและศึกษาสมบัติการขึ้นรูปฟิล์มผสมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีอัลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์ม 
 

1.2 ขอบเขตของงานวิจัย 

     1. ศึกษา ค้นคว้าและรวบรวมข้อมูลจากฐานข้อมูล 
     2. ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans NRRL 58543     
     3. วิเคราะห์สมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ 
     4. การทดสอบสมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ Lactobacillus 

acidophilus และ Lactobacillus casei 
     5. การข้ึนรูปฟิล์มผสมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มอัีลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์มและศึกษาสมบัติฟิล์ม 
     6. วิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง เผยแพร่ผลงานวิจัยและเขียนวิทยานิพนธ์ 
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1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

         สามารถผลิตและทราบถึงภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตโดย A. 
pullulans NRRL 58543 รวมทั้งสมบัติการเป็นพรีไบโอติกและประยุกต์เป็นฟิล์ม  
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บทที่  2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 Aureobasidium pullulans 
 
      Aureobasidium pullulans เป็นราที่มีลักษณะคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) มีชื่อสามัญว่า 
“ยีสต์ด้า” (black yeast) เนื่องจากสามารถผลิตเม็ดสีเมลานิน (melanin pigment) ได้ในระหว่าง
การเจริญเติบโต โคโลนีจึงมีสีด้า แต่เดิมมีการจัดจ้าแนกอยู่ใน Class  Deuteromycetes (Fungi 
imperfecti) Order Moniliales Family Dermatiacae Cooke  (1959)  และในปัจจุบันมีการจัด
จ้าแนกทางอนุกรมวิธานของ A. pullulans  ไว้ ดังนี้ De Hoog และคณะ  (1999); Yurlova และ
คณะ  (1999); Thambugala และคณะ  (2014) 

 
 Kingdom   Fungi 

  Phylum Ascomycota    
    Class   Dothideomycetes 
          Order   Dothideales  
                  Family   Aureobasidiaceae     
                        Genus   Aureobasidium 
                              Species Aureobasidium pullulans  
   

A. pullulans แต่เดิมนั้นมีการจัดจ้าแนกโดยใช้หลายวิธีประกอบกัน ทั้งทางสรีรวิทยา และ 
สัณฐานวิทยา เช่น ลักษณะของโคโลนี และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ Hermanides-Nijhof  
(1977) การใช้แหล่งอาหาร (substrate utilization) การสร้างโคนิเดีย (conidiogenesis)  การสร้าง
เมลานิน Dennis และ Buhagiar  (1973)  ลักษณะของเส้นใย Takeo และ De Hoog  (1991) และ
ภาวการณ์สร้างพอลิแซ็กคาไรด์ De Hoog และ Yurlova  (1994) เป็นต้น ปัจจุบันมีการน้าเทคนิค
ทางชีววิทยาโมเลกุลมาใช้ร่วมในการจัดจ้าแนก ซึ่งท้าให้มีความสะดวกมากขึ้น สามารถแยกความ
แตกต่างในระดับชนิดได้ (Species) เทคนิคที่นิยมใช้ ได้แก่ การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
nuclear ribosomal DNA Internal Transcribed Spacer (ITS) เป็นต้น Yurlova และคณะ  
(1999); Punnapayak และคณะ  (2003) 
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A. pullulans มีชื่อเรียกหลายชื่อ เช่น Dermatium pullulans,  Pullulaia pullulans  
A. vitis  และ P. fermentans เป็นต้น Cooke  (1959; Hermanides-Nijhof  (1977) และ A. 
pullulans มีรูปร่างได้หลายลักษณะ (polymorphic) ประกอบด้วย บลาสโตสปอร์ (blastospore)  
เซลล์พอง (swollen cell)  คลาไมโดสปอร์ (chlamydospore)  เส้นใยแท้ (hyphae) หรือ เส้นใย
เทียม (pseudohyphae) เป็นต้น Ramos และ Acha  (1975) ในการเกิดเซลล์รูปร่างต่างๆ ซึ่งมักจะ
ขึ้นอยู่กับปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม 

 
จากที่มีการรายงาน A. pullulans มีแหล่งที่อยู่ที่หลากหลายในธรรมชาติสามารถพบได้

ทั่วไป เช่น บนผิวใบพืช และผลไม้ ในดิน Ramos และ Acha  (1975) หญ้าแห้ง เศษฟาง Cooke  
(1959) หรือสถานที่ที่มีความชื้นสูง เช่น ผนังห้องน้้า Prasongsuk และคณะ  (2005) เป็นต้น A. 
pullulans ยังสามารถพบได้ในแถบประเทศเขตร้อน เช่น อินเดีย มาเลเซีย บราซิล และจาไมกา แถบ
ประเทศเขตอบอุ่น เช่น แคนาดา เยอรมนี เดนมาร์ก ออสเตรีย เนเธอร์แลนด์ อังกฤษ และ
สหรัฐอเมริกา และในเขตแห้งแล้ง เช่น อิรัก อียิปต์ ปากีสถาน และ อัฟริกาใต้  รวมทั้งในเขตขั้วโลก
เหนือ เช่น นอร์เวย์ Zalar และคณะ  (2008) ; Wickerham และ Kurtzman  (1975) ส้าหรับใน
ประเทศไทย พบว่า  มีรายงานการคัดแยก A. pullulans ได้จากเขตกรุงเทพมหานครและป่าสนเขา
ในประเทศไทย Punnapayak และคณะ  (2003) บนผิวใบไม้ Prasongsuk และคณะ  (2005); 
Manitchotpisit และคณะ  (2009) ผนังทาสี และผนังห้องน้้า Prasongsuk และคณะ  (2005); 
Lotrakul และคณะ  (2009) 

 
เมื่อเลี้ยง A. pullulans เติบโตบนอาหารกึ่งแข็ง Malt extract agar (MEA) เป็นเวลา 7 วัน 

โคโลนีของ A. pullulans จะมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 4 เซนติเมตร ลักษณะโคโลนีจะเรียบ เป็น
เมือกและมันวาว มีสีครีมหรือชมพูอ่อนในระยะแรกที่เลี้ยง แต่เมื่อเวลาผ่านไป โคโลนีจะเปลี่ยนแปลง 
มีลักษณะเหมือนก้ามะหยี่สีเข้มขึ้นหรือเปลี่ยนเป็นสีอ่ืน เช่น สีแดง เหลือง สีเขียวมะกอก น้้าตาลอ่อน 
และด้า เป็นต้น เกิดเส้นใยสั้นๆ ขึ้นรอบๆโคโลนี ลักษณะเส้นใยเรียบ โปร่งใส เห็นผนังกั้นชัดเจน  เส้น
ใยกว้างประมาณ 3-12 ไมโครเมตร แต่เมื่อเลี้ยงนานขึ้นอาจเปลี่ยนเป็นสีเข้ม และมีผนังเซลล์หนาขึ้น 
เรียกว่า คลาไมโดสปอร์ (Chlamydospore) เริ่มมีการสร้างโคนีเดียจากภายใน (endoconidia)  
ด้านข้าง หรือปลายของเส้นใย  Hermanides-Nijhof  (1977)  ลักษณะโคนิเดียปฐมภูมิ (primary 
conidia) เป็นเซลล์เดี่ยว ค่อนข้างกลม ผนังเรียบ โปร่งใส มีรูปร่างหลากหลาย และมีขนาดแตกต่าง
กัน มักสร้างโคนิเดียทุติยภูมิ (secondary conidia) ขนาดเล็ก หรือ budding cell โดยอาจสร้าง 
secondary conidia ขนาดเล็กหลายเซลล์โดยยังติดอยู่กับเซลล์แม่ มีรูปร่างคล้ายกับนิ้วมือ และเมื่อ 
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secondary conidia หลุดออกไป ในบางเซลล์อาจปรากฏแผลจากการหลุดออกของโคนิเดีย (bud 
scar) Hermanides-Nijhof  (1977); Domsch และคณะ  (1993) (รูปที่ 1) 

 

 
 

รูปที่ 1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Aureobasidium pullulans ในระยะต่างๆ Ramos และ Acha  
(1975) 

ระยะที่ 1 การสร้างบลาสโตสปอร์เกิดการแตกหน่อได้บลาสโตสปอร์ใหม่  
ระยะที่ 2 การสร้างบลาสโตสปอร์สร้างซูโดไมซีเลียมแบบไม่มีผนังก้ัน (aseptate)  
ระยะที่ 3 บลาสโตสปอร์เปลี่ยนเป็นเซลล์พอง และเริ่มสร้างเส้นใย  
ระยะที่ 4 บลาสโตสปอร์ที่เปลี่ยนเป็นเซลล์พอง และเซลล์พองเริ่มสร้างผนังเซลล์ให้หนาขึ้น 

เปลี่ยนเป็นคลาไมโดสปอร์ 
ระยะที่ 5 คลาไมโดสปอร์เริ่มสร้าง germ tubes และเส้นใย  
ระยะที่ 6 เส้นใยสร้างเม็ดสี และผนังเซลล์หนาขึ้น 
 
  A. pullulans เป็นที่รู้จักอย่างแพร่หลายอย่างมากจากความสามารถในผลิตพอลิเมอร์

ชีวภาพ ที่เรียกว่า เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ซึ่งจะหลั่งออกมาภายนอกเซลล์ขณะเพาะเลี้ยง พูลลูแลนซึ่ง
เป็นเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์อีกชนิดหนึ่ง ประกอบด้วยน้้าตาลมอลโตไตรโอส หรือ มอลโตเตตระโอสต่อ

กันด้วยพันธะแอลฟา 1, 4 (-1,4 linkages) และพันธะแอลฟา 1, 6 (-1, 6 linkages) ซึ่งพอลิ
เมอร์ดังกล่าว มีความส้าคัญต่ออุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีการใช้ประโยชน์จาก A. 
pullulans  ในการน้ามาใช้ผลิตสารต้านเชื้อราก่อโรคในกลุ่ม Aspergillus spp. Lotrakul และคณะ  
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(2009) และการผลิตโปรตีนเซลล์เดียว (single cell protein) Deshpande และคณะ  (1992) รวม
ไปถึงการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆมากมาย เช่น อุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง อุตสาหกรรมยา 
อุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมพลาสติก และงานทางด้านอิเลคโทรนิคส์  Chi และคณะ  (2009) A. 
pullulans ยังสามารถผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิด เช่น อะไมเลส ไลเปส โปรติเอส เพคติเนส เอสเทอร์
เรส   และ เฮมิเซลลูเลส เป็น Chi และคณะ  (2009); Leathers  (2002) (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางที่ 1 ผลิตภัณฑ์ทางชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans และการน้าไปใช้ประโยชน์ 
 

ผลิตภัณฑ์ ประโยชน์ 

 
พูลลูแลน 

สารที่ท้าให้หนาและมีความยืดหยุ่น สารยึดติด หรือสารห่อหุ้ม สาร
ผสมในอาหารที่มีแคลอรีต่้า สารต้านไวรัส สารป้องกันการตกตะกอน
ของเลือด ใช้เป็นวัตถุดิบที่ใช้ในอุตสาหกรรมทางสารเคมี Ptitchkina 
และคณะ  (1993) 

 
บีตากลูแคน 

เสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกัน ลดระดับคอเลสเตอรอล ช่วยรักษาระดับ
น้้าตาลในเลือด เป็นสารต้านอนุมูลอิสระสามารถน้ามารักษาโรคมะเร็ง 
เป็นใยอาหารที่ช่วยระบบการย่อย  Fincher และ Stone  (1986) 

 
เซลลูเลส 

ปรับปรุงเส้นใยเซลลูโลส สารผสมสารซักฟอก สารฟอกนิ่ม ผลิตโปรตีน
เซลล์เดียว และเชื้อเพลิงชีวภาพ บ้าบัดของเสีย Gupta และคณะ  
(2003) 

ไซแลนเนส ใช้ในอุตสาหกรรมกระดาษ  และอุตสาหกรรมอาหาร Li และคณะ  
(1993) รวมทั้งการบ้าบัดของเสีย  

 
ไลเปส 

ใช้เป็นสารเร่งปฏิกิริยาหลายชนิด เช่น ไฮโดรไลซิส อินเตอร์-เอสเทอร์
ริฟิเคชัน Hassan-Montero และ Herrero-Solana  (2006) 
แอลกอฮอล์ไลซิส อะซิโดไลซิส เอสเทอร์ริฟิเคชัน และอะมิโนไลซิส 
สารที่ใช้ในการผลิตไบโอดีเซล 

 
 
 
 
 



9 
 

 
 

ตารางที่ 1 (ต่อ) 
 

ผลิตภัณฑ์ ประโยชน์ 

 
 

อะไมเลส 

ใช้ในกระบวนการท้าให้แป้งเป็นของเหลวและเปลี่ยนเป็นน้้าตาล สาร
ล้างน้้าแป้งออกในอุตสาหกรรมผ้า ใช้ในการผลิตเอทานอล สารเติมใน
ผลิตภัณฑ์ซักล้าง Chi และคณะ  (2009) ใช้วิเคราะห์ในทางการแพทย์
และคลินิก ใช้ผลิตน้้าเชื่อมฟรุกโทส ใช้ในการผลิตยีสต์เซลล์เดี่ยว และ
จุลชีพอ่ืนๆ  

 
แมนนาเนส 

ใช้ในอุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ การเปลี่ยนแปลงของเหลือทิ้งจาก
ชีวมวลเป็นน้้าตาลที่สามารถหมักได้  ใช้ในการลดความหนืดของสาร
สกัดกาแฟ เพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการในอาหารสัตว์  Lin และ 
Kolattukudy  (1978) ใช้ในการผลิตแมนโน-โอลิโกแซ็กคาไรด์  

โปรตีนเซลล์เดียว เป็นอาหารสัตว์ และอาหารมนุษย์ เป็นแหล่งโปรตีนส้าหรับผลิต 
bioactive peptide Chi และคณะ  (2009) 

 
นอกจากเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดที่เรียกว่าพูลลูแลนแล้ว ยังมีรายงานว่า A. pullulans 

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดอ่ืนๆอีกหลากหลายชนิด  ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์และอาหารที่ใช้ผลิต   
Kikuchi และคณะ  (1973) รายงานถึงการผลิต heteropolysaccharide ที่ไม่ละลายน้้าของ A. 
pullulans โดยผนังเซลล์ของ A. pullulans จะประกอบด้วย เฮทเทอโรโพลีแซคคาไรด์ และบีตากลู

แคน เชื่อมต่อกันด้วย -(1,3) และ -(1,6) Brown และคณะ  (1973); Elinov และคณะ  (1987) 

ได้รายงานถึงการผลิตกลูแคน ที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ -(1,3) -(1,4) และ -(1,6) ไกลโคซิดิก ซึ่ง
ภายหลังเรียกว่า ออบาซิแดน Simon และคณะ  (1993) ได้ศึกษาผนังเซลล์ของ A. pullulans โดย
ใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน แสดงให้เห็นถึงพูลลูแลน และ heteropolysaccharide ที่ไม่ละลายน้้า 
บริเวณวงรอบๆพ้ืนผิวด้านนอกของคลาไมโดสปอร์ มีองค์ประกอบของพูลลูแลน อยู่อย่างหนาแน่นถัด
เข้ามาจะเป็นบีตากลูแคน  (รูปที่ 2) ซึ่งประกอบด้วย กลูโคส และแมนโนส ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นชนิด 

-(1, 3)-glucan  ซึ่ง -glucan ที่ผลิตจาก A. pullulans  พบว่ามีผลต่อ biological activities 
โดยสามารถยับยั้งมะเร็ง  และป้องกันการแพ้อาหาร Tada และคณะ  (2008) รวมถึงฟรุกโตโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ (fructooligosaccharide) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกที่ส้าคัญอีกด้วย Shin และ
คณะ  (2004) 
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รูปที่ 2 ภาพแสดงชั้นของพอลิแซ็กคาไรด์บนผนังเซลล์ด้านนอกของ Aureobasidium pullulans 
Shingel  (2004) 
 
2.2 ภาวการณ์ในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 

      2.2.1 แหล่งคาร์บอน (carbon source) 

                  แหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยที่ส้าคัญต่อการเจริญเติบโตและการสังเคราะห์เอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ของ A. pullulans ซึ่งสามารถใช้น้้าตาลได้หลายชนิดในการเจริญเติบโตทั้งน้้าตาลโมเลกุล
เดี่ยว และน้้าตาลโมเลกุลคู่ Catlay (1971) เช่น น้้าตาลกูลโคส (glucose) ฟรุคโตส (fructose) 
ไซโลส  (xylose) ซูโครส (sucrose) แรมโนส (rhamnose) กาแลคโตส (galactose) แลคโตส 
(lactose) มอลโตส (maltose) เซลโลไบโอส (cellobiose) ที่นิยมใช้ในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์ คือ น้้าตาลกลูโคส ซูโครส ฟรุคโตส  มอลโตส และไซโลส จากการศึกษาแหล่งคาร์บอนและสาย
พันธุ์ของ A. pullulans จะมีความสัมพันธ์ต่อปริมาณของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ ซึ่ง
สอดคล้องกับ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555) ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก 
A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการขึ้นรูปฟิล์ม โดยจากการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนซึ่ง
ประกอบด้วย ซูโครส ฟรุกโทส และกลูโคส ที่ความเข้มข้น  5  6 และ 7 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  พบว่า 
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมและสามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด คือ ซูโครส  3.53±0.03 
กรัมต่อลิตร และรายงานของ Reese และ Maguire (1971) ที่พบว่า ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่
ดีกว่ากลูโคส เนื่องจาก A. pullulans สามารถผลิตเอนไซม์ซูเครสได้ และจากการศึกษาแหล่ง
คาร์บอนต่อการผลิต A. pullulans  สายพันธุ์ P56  พบว่า ซูโครสให้ผลผลิตสูงสุดถึง 0.19 กรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง Schuster และคณะ (1993) 
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      2.2.2 แหล่งไนโตรเจน (nitrogen source) 

             แหล่งไนโตรเจนมีความส้าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์และการสังเคราะห์เอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ของ  A. pullulans เช่นเดียวกันชนิดของไนโตรเจนที่แตกต่างกันจะส่งผลให้การ
เจริญเติบโตและสังเคราะห์เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้แตกต่างกัน ขณะที่  Yurlova และคณะ  (1995) 
ที่พบว่า A. pullulans  var. aubasidani  สามารถใช้โซเดียมไนเตรทได้ดีที่สุดในการผลิต ออบาซิ
แดน แต่ถ้าเป็น  A. pullulans  var. pullulans จะสามารถใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในการผลิตพูลลูแลนได้ดีกว่า ซึ่งสอดคล้องกับ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555) ได้
ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการขึ้นรูปฟิล์ม 
โดยจากการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนซึ่งประกอบด้วย เปปโตน โซเดียมไนเตรท และแอมโมเนียม
ซัลเฟต ที่ความเข้มข้น 0.04  0.06 และ 0.08 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  พบว่า อาหารสูตร  PM ที่มีโซเดียม
ไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนสามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด คือ 3.53±0.03 กรัมต่อลิตร 
Seviour และ Kristiansen (1983) การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans ในถังหมัก
ขนาด 6 ลิตร พบว่า การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ขึ้นกับระดับของไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อถ้า
ระดับไนโตรเจนที่สูงเกินความจ้าเป็นจะส่งผลให้อัตราการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ลดลง 
 
   
      2.2.3 แหล่งอาหารเสริม 

             วิตามินจัดเป็นสารอินทรีย์ซึ่งวิตามินมีหน้าที่เกี่ยวข้องในการเร่งปฎิกิริยาภายในเซลล์โดยท้า
หน้าที่เป็น coenzyme หรือเป็นส่วนประกอบของ coenzyme ที่ช่วยในการท้างานของเอนไซม์ที่
เหมาะสม และกรดไขมันต่างๆยังช่วยให้เชื้อเจริญได้ดีมากขึ้น สารอินทรีย์หลายชนิดที่เชื้อราต้องการ
ปริมาณน้อยแต่ความเข้มข้นมากกว่าวิตามิน ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อราชนิดต่างๆได้
แตกต่างกันคือสารที่เป็น growth factor ได้แก่ fatty acids, amino acids, succinic acid, 
sterols, purine, pyrimidine inositol และ choline Roukas  (1999) ได้ศึกษาการผลิตพูลลูแลนที่
คัดแยกได้จากโรงงานบียร์โดยใช้ A. pullulans ในการทดลองศึกษาผลของการเติมแหล่งอาหารเสริม 
พบว่าเมื่อเติมแหล่งอาหารเสริมคือ น้้ามันมะกอกร้อยละ 2.5 ปริมาตรโดยปริมาตร และ Tween 80 
ร้อยละ 0.5 ปริมาตรโดยปริมาตร ให้ปริมาณพูลลูแลน 8.5±0.3 กรัมต่อลิตร ขณะที่ในอาหารสูตร
ปกติท่ีไม่เติมแหล่งอาหารเสริมให้ปริมาณพูลลูแลน 6.0±0.3 กรัมต่อลิตร ซึ่งสอดคล้องกับ ปริศนา มัง
สา  (2554) ได้ท้าการศึกษาผลของภาวการณ์ผลิตที่มีน้้าหนักโมเลกุลของพลูลูแลนที่ผลิตจาก A. 
pullulans สายพันธุ์เขตร้อน โดยศึกษาทดลองเติมแหล่งอาหารเสริมคือ น้้ามันมะกอก น้้ามัน
มะพร้าว น้้ากะทิ ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 3 5 และ 7 (v/v) พบว่า น้้ามันมะกอก ความเข้มข้น
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ร้อยละ 5 (v/v) สามารถผลิตพลูลูแลนได้สูงสุด 36.01±0.12 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง 
จากการศึกษาการเติมแหล่งอาหารเสริม Lazaridou และคณะ  (2002) ศึกษาการผลิตพูลลูแลนจาก
กากน้้าตาลบีทโดยใช้สายพันธุ์ nonpigmented จาก Aureobasiidium pullulans โดยเติมแหล่ง
อาหารเสริมคือน้้ามันมะกอกร้อยละ 2.5 ปริมาตรโดยปริมาตรและใส่ Tween 80 ที่ความเข้มข้นร้อย
ละ 0.5 ปริมาตรโดยปริมาตรให้ผลดีที่สุด Silva และ Smith  (2008) ศึกษาผลของน้้ามันถั่วเหลือง
และ Tween 80 ในการผลิต botryosphaeran โดย Botryosphaeria  rhodina MAMB-05 โดย
เติมน้้ามันถั่วเหลืองที่ 0-10 มิลลิลิตรต่อลิตรและ Tween 80 ที่ 0-5 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้น
ของกลูโคสที่ 10-50 กรัมต่อลิตร บ่มที่ 28 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 180 รอบต่อ
นาที  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากผลการศึกษาที่ดีที่สุดคือความเข้มข้นกลูโคสที่ 40 กรัมต่อลิตร ความ
เข้มข้นน้้ามันถั่วเหลืองที่ 10 มิลลิลิตรต่อลิตรและ Tween 80 ที่ความเข้มข้นร้อยละ 4.5 กรัมต่อลิตร 
Thirumavalavan และคณะ  (2009) ศึกษาการผลิตพูลลูแลนโดย  A. pullulans MTCC 2195 โดย
ศึกษาผลของการเติมน้้ากะทิเป็นแหล่งอาหารเสริม พบว่า ปริมาณพูลลูแลนที่ได้คือ 58.0 กรัมต่อลิตร 
โดยในการศึกษานี้สนใจแหล่งอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอก โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
 
              น้้ามันมะกอก (olive oil ) คือ น้้ามันที่สกัดได้จากผลมะกอก ประกอบไปด้วย กรดไขมัน
อ่ิมตัวร้อยละ 8-27 และกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงเดี่ยวร้อยละ 55-83  จากการศึกษาของ Kachouri 
และ Hamdi  (2004) พบว่า น้้ามันมะกอกมีสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ เช่น โทโคเฟอรอล 
(tocopherols) ที่มีมาก คือ อัลฟา-โทโคเฟอรอล อยู่ในรูปของวิตามินอีและมีคาโรทีนในรูปของโปรวิ
ตามินเอ รวมทั้งมีสารฟีนอล เช่น กรดวานิลลิก (vanillic) กรดคาเฟอิก(caffeic) กรดฟีคูมาริก(p-
coumaric) กรดเฟฟูริก (ferulic) กรดไซรินจิก (syringic) และ กรดโฮโมวานิลลิก (homovanillic)   
  
      2.2.4 ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

                 ปัจจัยของ pH ซึ่งมีอิทธิพลต่อการสังเคราะห์เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์  pH ที่เหมาะสมต่อ
การสังเคราะห์เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จะขึ้นอยู่กับชนิดของสายพันธุ์  A. pullulans อย่างไรก็ตามใน
การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ pH  จะลดลงระหว่างการผลิตอันเนื่องมาจากตัวพอลิเมอร์เอง
ตลอดจน กรดอินทรีย์ และอินทรีย์บางชนิดที่เกิดขึ้นระหว่างการเจริญเติบโตของ A. pullulans   
One และคณะ (1977) รายงานว่า ระดับ pH เริ่มต้นในการผลิตมีความส้าคัญต่อความสามารถของ 
A. pullulans สายพันธุ์ S-1 ในการผลิตพูลลูแลน ที่ระดับ pH เริ่มต้นที่ 2-2.5 จะไม่พบการผลิตพูลลู
แลนแต่ถ้าเลี้ยงที่ระดับ pH เริ่มต้น 6.0 จุลินทรีย์จะสามารถเปลี่ยนน้้าตาลไปเป็นผลผลิตได้ในอัตรา 
50-60 % และระดับ pH เริ่มต้นจะลดลงอย่างรวดเร็วในระหว่างการเลี้ยง Lacroixt และคณะ 
(1985) ศึกษาผลกระทบจากระดับ pH เริ่มต้นโดยใช้ A. pullulans  ในการหมัก 2 สายพันธุ์ คือ 
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2552 และ 140B ซึ่งการเจริญเติบโตของเซลล์ และการสังเคราะห์เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า จาก
ระดับ pH เริ่มต้นที่ 5.5 ถึงระดับ pH สุดท้าย ในอาหารจะลดลงอย่างรวดเร็วและจะคงที่ที่ระดับ pH 
2.5 ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อทดสอบ pH เริ่มต้นที่ต่้าคือ pH 2 พบว่า เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
ที่ผลิตได้มีปริมาณน้อยมาก  West และคณะ (1993) ศึกษาผลของ pH ในการผลิตพูลลูแลนของ
อาหารสูตร growth medium โดยศึกษา pH ต่างๆกันที่ pH 2.0- pH 7.5 ในอาหารสูตรใช้ซูโครส
เป็นแหล่งคาร์บอนโดยพบว่า ที่ pH 6.5 ให้ปริมาณพูลลูแลนสูงสุดที่ 8.37 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 5 วัน 
และ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555) ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. 
pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการขึ้นรูปฟิล์ม โดยศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่างเริ่มต้นของ
อาหารโดยเลี้ยง A. pullulans สายพันธุ์ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ที่ปรับความเป็นกรดเป็น
ด่างเริ่มต้นที่  5.5  6.5 และ 7.5  พบว่า ความเป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะสมที่สามารถผลิตเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสุด เมื่อความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.5 คือ 9.28±0.04 กรัมต่อลิตร 
 
      2.2.5 อุณหภูมิ (temperature) 

              อุณหภูมิเป็นปัจจัยอีกอย่างหนึ่งที่ส้าคัญต่อการสังเคราะห์เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ Mcneil  
และคณะ (1989) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans ในช่วง 
20 องศาเซลเซียส ถึง 36 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสังเคราะห์เอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ คืออุณหภูมิที่ 24 องศาเซลเซียส Ueda และคณะ (1963) พบว่า อุณหภูมิที่ 25 องศา
เซลเซียส ให้ผลผลิตพูลลูแลนสูงกว่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คือ 2.26 และ 0.38 กรัมต่อ 100 
มิลลิลิตร ตามล้าดับขณะที่อุณหภูมิทั้งสองมีอัตราการเจริญเติบโตของ A. pullulans ไม่แตกต่างกัน 
และ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555)ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. 
pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการขึ้นรูปฟิล์ม โดยศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิซึ่งประกอบด้วย
อุณหภูมิต่างๆ  25 30 และ 35 องศาเซลเซียส พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ คือ 25 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด คือ 14.72±0.03 กรัม
ต่อลิตร 
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 2.3 บีตากลูแคน  
 
              บีตากลูแคน (-glucans) คือ พอลิแซ็กคาไรด์ที่พบในผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ เช่น 
แบคทีเรีย ยีสต์ เห็ดบางชนิด สาหร่าย Ruiz-Herrera  (1991) และผนังเซลล์พืช เช่น ข้าวบาร์เลย์ 
และข้าวโอ๊ต เป็นต้น พรพจน์ ศรีสุขชยะกุล  (2547) การศึกษาบีตากลูแคนเริ่มขึ้นในทศวรรษที่ 40 
เมื่อ Louis Pillemer ศึกษา Zymosan ที่เตรียมได้จากผนังเซลล์ของยีสต์ ซึ่งเป็นสารที่ออกฤทธิ์
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันที่รู้จักกันทั่วไป แต่ยังไม่เป็นที่ทราบว่าเป็นองค์ประกอบใดของ Zymosan  ที่
สามารถออกฤทธิ์ต่อระบบภูมิคุ้มกันได้ หลังจากราวทศวรรษที่ 50 Nicholas DiLuzio จาก
มหาวิทยาลัย Tulane ประเทศสหรัฐอเมริกาได้ท้าการศึกษาวิจัยเพ่ิมเติม พบว่าสารที่ออกฤทธิ์ซึ่งมีผล
ต่อการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันใน Zymosan คือ บีตากลูแคน พรพจน์ ศรีสุขชยะกุล  (2547) 
 
              บีตากลูแคนท่ีผลิตโดยสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันก็จะมีโครงสร้างที่แตกต่างกัน เช่น บีตากลูแคน
ที่ผลิตจากยีสต์จะประกอบด้วย น้้าตาลกลูโคสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคไซด์ โดยสายหลัก

ประกอบด้วยกลูโคสซึ่งเชื่อมต่อกันด้วยพันธะบีตา 1, 3 (-1, 3  linked) และส้าหรับสายที่เป็นกิ่ง

ก้านจะประกอบด้วยกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วยพันธะบีตา 1, 6 (-1, 6  linked) Kapteyn และคณะ  
(1996) (รูปที่ 3)  
 

 
 

รูปที่ 3 โครงสร้างของ β-1,3-1,6-glucan ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ Volman และคณะ  (2008) 
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ประโยชน์ของบีตากลูแคน 
 

บีตากลูแคนเป็นพอลิเมอร์ชนิดหนึ่งที่ช่วยเสริมสร้างการท้างานของระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ 
และสัตว์ ช่วยรักษาระดับน้้าตาลในเลือด  ช่วยลดระดับคอเลสเตอรอล และยังเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระ สามารถน้ามาใช้รักษาโรคมะเร็ง เป็นใยอาหารที่ช่วยในระบบการย่อย Fincher และ Stone  
(1986) ซึ่งในอุตสาหกรรมอาหาร ใช้ปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพของอาหารท้าให้อาหารมีความคง
ตัวเมื่ออยู่ในรูปของอิมัลชัน ใช้ในการควบคุมเนื้อสัมผัสของอาหาร Burkus และ Temelli  (2000) 
และจากรายงานของ Tada และคณะ  (2008) พบว่า บีตากลูแคนที่ผลิตจาก A. pullulans สามารถ
ยับยั้ง biological activities ได้แก่ ยับยั้งกระดูกพรุน ยับยั้งมะเร็ง และป้องกันอาการแพ้อาหาร เป็น
ต้น 

 
นอกจากนี้ บีตากลูแคนยังมีคุณสมบัติเป็นสารป้องกันรังสี จึงนิยมใช้เป็นส่วนผสมใน

เครื่องส้าอางจ้าพวกครีมกันแดด Hofer  (1996) ซึ่งแสงแดดเป็นสาเหตุส้าคัญที่ท้าให้การท้างานของ
เม็ดสีผิดปกติ เกิดเป็นกระ ฝ้า รอยด่างด้า และก่อให้เกิดการชราของผิวหนังเร็วกว่าปกติ 
(Photoageing) และยังพบว่า แสงแดดเป็นตัวท้าลายเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของผิวหนัง คือ ท้าให้
เซลล์ Langerhans มีจ้านวนลดลง ดังนั้น คนที่ตากแดดนานๆ จึงมีโอกาสเกิดมะเร็งผิวหนัง ซึ่งบี
ตากลูแคนจะมีคุณสมบัติ โดยจะไปเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้าง collagen ของเซลล์ผิวหนัง  
สามารถกระตุ้นให้แผลหายเร็วขึ้น  ลดการเกิดอนุมูลอิสระ และกระตุ้นการท้างานของเซลล์ 
Langerhans  ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีหน้าที่น้าสิ่งแปลกปลอมไปให้แก่เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันโดยจะจับสาร
แปลกปลอมแล้วย่อยเป็นชิ้นเล็กๆ และน้าไปเก็บไว้ที่ต่อมน้้าเหลือง จากนั้นเซลล์ภูมิคุ้มกันตัวอ่ืน เช่น 
เม็ดเลือดขาว (T-lymphocyte) จะสร้างภูมิคุ้มกัน  จากนั้นจะถูกท้าลายไปโดย Macrophage 
กระบวนการทั้งหมดเหล่านี้จะมีผลท้าให้ผิวพรรณสดใส เปล่งปลั่ง ลดริ้วรอย และชะลอความแก่ของ
เซลล์ผิวหนังให้ช้าลง Williams และคณะ  (1996) 
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 2.4 โพรไบโอติก (probiotic) 
 

  โพรไบโอติกคือกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพร่างกายของมนุษย์และสัตว์ โดยทั่วไปมี
จุลินทรีย์อยู่หลายชนิดที่มีสมบัติเป็นพรีไบโอติกดังตัวอย่าง เช่น จุลินทรีย์กลุ่มของ Bifidobacterium 
กลุ่ม Lactobacillus และแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนๆ เช่น Lactobacillus lactis, Streptococcus 
thermophiles, Enterococcus feacium, Propionibacterium freudenreichii, Escherichia 
coli nessle 1917, Bacillus oligonitrophilis และ Bacillus clauii รวมทั้งยีสต์บางชนิด คือ S. 
boulardi และ S. cerevisiae Penner และคณะ  (2005) เชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกส่วนใหญ่จะ
ได้รับจากการบริโภคอาหารที่มีส่วนประกอบของโพรไบโอติก เช่น ผลิตภัณฑ์นมหมักชนิดต่างๆ โดย
คุณสมบัติแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกจะช่วยปกป้องร่างกายไม่ให้ได้รับอันตรายจากจุลินทรีย์ก่อโรค 
ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่สร้างสารพิษ เช่น Clostridium Gibson  (1995) และยังสามารถผลิตเอนไซม์
ออกมาย่อยสารอาหารประเภทที่ระบบในร่างกายมนุษย์ไม่สามารถย่อยได้ให้เป็นสารที่มีประโยชน์ 
แล้วร่างกายสามารถดูดซึมน้าไปใช้ได้ ซึ่งแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ดีจะต้องมีคุณสมบัติ สามารถปรับ
สภาพของระบบทางเดินอาหารให้อยู่ในสภาพที่แบคทีเรียชนิดก่อโรคเจริญได้ยากโดยจะสร้างกรดแลก
ติก รวมทั้งมีคุณสมบัติทนกรดในกระเพาะอาหารได้ดี Kontula และคณะ  (1998) มีความสามารถใน
การแข่งขันกับจุลินทรีย์ชนิดก่อโรคในการยึดเกาะกับผนังล้าไส้ซึ่งจะมีการบีบตัวให้เคลื่อนที่ในลักษณะ
ลูกคลื่น (peristalsis) การที่แบคทีเรียโพรไบโอติกเกาะและเคลือบที่ผนังทางเดินอาหารจะช่วยในการ 
colonization ของแบคทีเรียโพรไบโอติกได้ดีขึ้น รวมทั้งช่วยในการดูดซึม และการย่อยอาหารให้
เป็นไปอย่างปกติ และสามารถสร้างสารต่างๆ  เช่น กรดอินทรีย์ และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เพ่ือ
ยับยั้งจุลินทรีย์กลุ่มที่ก่อโรคไม่ให้มีการเพิ่มจ้านวนที่มากเกินไป Fuller  (1993) 
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ตัวอย่างของแบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus ซึ่งเป็นที่นิยมมากในการน้ามาใช้ ใน
อุตสาหกรรมผลิตนมเปรี้ยว และโยเกิร์ต Sultana และคณะ  (2000) การจัดล้าดับอนุกรมวิธาน ได้
ดังนี้ 

 
Lactobacillus casei 
 

Kingdom   Bacteria 
  Phylum Firmicutes    
    Class   Bacilli 
          Order   Lactobacillales  
                  Family   Lactobacillaceae     
                        Genus   Lactobacillus 
                                        Species   Lactobacillus casei  
 

แบคทีเรีย  L. casei  จัดอยู่ในกลุ่ม facultatively lactobacilli เป็นพวก facultative 
anaerobe แบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ และไม่สร้างสปอร์ เป็นแบคทีเรีย
ทนกรด (acid tolerant) Axelsson  (1998) มีกระบวนการหมักแบบ facultative 
heterofermentative ตัวอย่างพบได้ในผลิตภัณฑ์ นมหมัก นมดิบ ผักผลไม้หมัก ล้าไส้ของมนุษย์และ
สัตว์ ในอุตสาหกรรมมีการผลิตเพ่ือเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก ในอุตสาหกรรมนมหมัก Sultana และ
คณะ  (2000) 

 
 Lactobacillus acidophilus 

 
Kingdom   Bacteria 
 Phylum Firmicutes    
   Class   Bacilli 
         Order   Lactobacillales  
                 Family   Lactobacillaceae     
                     Genus   Lactobacillus 
                                     Species Lactobacillus acidophilus  
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            แบคทีเรีย  L. acidophilus เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ต้องการอากาศ จัดอยู่ในวงศ์ 
Lactobacillaceae มีรูปร่างเซลล์เป็นรูปท่อน เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ที่ผลิตกรดแลกติก Axelsson  
(1998) จ้านวนมากในกระบวนการหมักคาร์โบไฮเดรต ซึ่งเป็นแบคทีเรียชนิดที่ท้าให้เกิดสุขภาพดี
บริเวณล้าไส้เล็ก เพราะว่าบริเวณล้าไส้เล็กจะมีจ้านวนแบคทีเรียที่มีประโยชน์น้อย ส่วนมากจะเป็น
แบคทีเรียชนิดที่ก่อโรค ท้าให้สุขภาพร่างกายไม่ดี ดังนั้น แบคทีเรียไพรไบโอติกมีความจ้าเป็นในการ
สังเคราะห์และดูดซึมวิตามินในบริเวณล้าไส้เล็ก ช่วยควบคุมและขจัดพิษในวัตถุที่เสี่ยงในอาหาร 
รวมทั้งช่วยลดระดับคลอเลสเตอรอลในเลือด ซึ่งยังสามารถท้างานร่วมกับเอนไซม์ในการย่อยอาหาร 
ช่วยควบคุมระดับพีเอชของล้าไส้  ช่วยป้องกันการเกิดโรคโดยจะผลิตกรดแลกติก และจะเจริญได้ดีที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมคือ 5.5-6.0 Sultana และคณะ  (2000) 
 
2.5 พรีไบโอติก (prebiotic) 
 

พรีไบโอติก คือ อาหารที่มนุษย์รับประทานเข้าไปแล้วถูถล้าเลียงผ่านมาที่ล้าไส้ส่วนล่างโดยไม่
ถูกย่อยหรือถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารส่วนต้น Fooks และคณะ  (1999) และจะถูกย่อยสลาย
โดยแบคทีเรียโพรไบโอติกในล้าไส้ใหญ่  จึงก่อให้เกิดสารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพร่างกาย ซึ่งจะมีผลใน
การกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียที่มีประโยชน์ในล้าไส้ของมนุษย์และสัตว์  แล้วเกิดประโยชน์ต่อ
สุขภาพร่างกายของสิ่งมีชีวิตต่างๆ เมื่อจุลินทรีย์โพรไบโอติกในล้าไส้ใหญ่น้าสารพรีไบโอติกไปใช้จะให้
พลังงานและสารบางชนิด เช่น กรดไขมันชนิดสายสั้น (short-chain fatty acids) และกรดแลกติก 
ซึ่งผลจากกระบวนการหมักนี้จะท้าให้เกิดการกระตุ้นการเจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวนของกลุ่ม
จุลินทรีย์สุขภาพ และสภาวะความเป็นกรดที่เกิดขึ้นจากกรดแลกติกที่ผลิตจากจุลินทรีย์จะช่วยยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียในล้าไส้ที่ก่อให้เกิดโรค เช่น  Clostridium perfringens 
Esherichia coli และ Salmonella spp. เป็นต้น Gibson  (1995) นอกจากนี้ยังช่วยรักษาสมดุลน้้า
และเกลือแร่ในร่างกาย ลดอาการท้องผูก และช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุบางชนิด เช่น แคลเซียม 
แมกนีเซียม เหล็ก และสังกะสีอีกด้วย Bengmark  (2005) 

 
พรีไบโอติกส่วนใหญ่จะเป็นคาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนสายสั้นๆ ซึ่งเป็นอาหารให้แก่จุลินทรีย์ที่

เฉพาะเจาะจง ซึ่งองค์ประกอบในอาหารที่จัดเป็นพรีไบติก ได้แก่ อินนูลิน (inulin) ไซโลโอลิโกแซ็กคา
ไรด์ (xylooligosaccharide) ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (fructooligosaccharide) กาแลคโตโอลิ
โ ก แ ซ็ ก ค า ไ ร ด์  (galactooligosaccharide)  ไ อ โ ซ ม อ ล โ ต โ อ ลิ โ ก แ ซ็ ก ค า ไ ร ด์
(isomaltooligosaccharide) แลคทูโลส (lactulose) Rycroft และคณะ  (2001) และ บีตากลูแคน 

(β-glucan)  Gardiner และคณะ  (2002); Snart และคณะ  (2006) ในปัจจุบันมีการพัฒนา
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ผลิตภัณฑ์อาหารสุขภาพ โดยการเติมสารที่เป็นพรีไบโอติกลงในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่างๆ  เพ่ือเป็น
ทางเลือกแก่ผู้บริโภคในการดูแลสุขภาพร่างกาย และเพ่ิมมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์อีกด้วย และเป็นการ
ลดความเสี่ยงในการเกิดโรคต่างๆ นักวิจัยให้ความสนใจส้าหรับสารที่เป็นพรีไบโอติกที่เพ่ิมลงไปในส่วน
ของอาหารและเครื่องดื่มที่บริโภค สุญาณี พงษ์ธนานิกร  (2549) ได้แก่ ผลิตภัณฑ์นม น้้าผลไม้ 
ผลิตภัณฑ์ธัญพืช หรืออาจจะเป็นผลิตภัณฑ์ส้าเร็จรูปที่พร้อมใช้บริโภคโดยตรง เช่น กาแฟ  เครื่องดื่ม 
เป็นต้น 

    ฟิล์มชนิดรับประทานได้ (Edible film) ในการพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑ์ฟิล์มชนิด

รับประทานได้จะใช้พอลิแซ็กคาไรด์ที่ละลายในน้้า และมีสมบัติเด่น คือ สามารถรับประทานได้ เช่น 

พลูลูแลน (Pullulan), อัลจิเนต (Alginate), กัม (Gum) และแป้งดัดแปลง (Modified starch) Goh 

และคณะ  (2012) ส้าหรับแนวทางการพัฒนาผลิตภัณฑ์ พรีไบโอติกที่น่าสนใจรูปแบบหลัก คือ การ

เตรียมในรูปฟิล์มบรรจุสารพรีไบโอติกชนิดรับประทานได้ และเป็นการสร้างผลิตภัณฑ์พรีไบโอติกรูป

แบบใหม่ใช้รับประทาน 

     อัลจิเนต (Alginate) เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดหนึ่งที่มีประจุลบ สกัดได้จากผนังเซลล์ของ

สาหร่ายสีน้้าตาล มีโครงสร้างเป็นเกลืออนินทรีย์ของกรดอัลจินิค (alginic acid) ชนิดที่ใช้กันมากใน

อุตสาหกรรมอาหาร คือ โซเดียมอัลจิเนต อัลจิเนตจะเป็นโพลิเมอร์ของสาร 2 ชนิดคือ D-

mannuronic acid และ L-gulopyranosyluronic acid ซึ่งอัตราส่วนของสาร 2 ชนิดและ โครง

สารหลักจะเป็นตัวก้าหนดคุณสมบัติของสารละลายอัลจิเนตที่ได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งด้าน

ความสามารถในการเกิดเจลและความแข็งของเจล อิออนบวกที่มีประจุมากกว่าหนึ่ง เช่น แคลเซียม

จะสามารถ ท้าปฏิกิริยาเชื่อมข้ามได้กับอัลจิเนต เมื่อปริมาณอิออนในสารละลายเพ่ิมมากขึ้นจะ ท้า

ให้เกิดความข้นหนืดการเกิดเจล และการตกตะกอนได้ George และ Abraham  (2006) อัลจิเนต

สามารถท้าหน้าที่เป็น สารให้ความคงตัวได้ดี ในผลิตภัณฑ์อาหารหลายประเภท เช่น ผักผลไม้ขึ้นรูป 

ไอศกรีม น้้าตาลไอซิ่ง น้้าสลัด พุดดิ้ง และขนมที่มีลักษณะเป็นเจล และ ISP Food ingredients, 

USA ได้ผลิตสารให้ความคงตัว เพ่ือใช้ในน้้าสลัดและซอสซึ่งมีส่วนผสมของ propylene glycol 

alginate และ microcrystalline cellulose สารทั้งสองชนิดส่งเสริมการท้างานซึ่งกัน และกันและ

ท้าให้เกิดความคงตัวที่ดีเยี่ยม และให้ลักษณะ เนื้อสัมผัสที่เหมือนครีมแม้ในสภาวะที่มีปริมาณไขมัน

ต่้า น้้าผลไม้ที่ใช้ส่วนผสมของโซเดียมอัลจิเนตและ microcrystalline cellulose จะมีความคงตัวที่

ดีมากและเนื้อสัมผัสเนียน ให้ความสดชื่น ปัจจุบันได้พัฒนาผลิตภัณฑ์จากอัลจิเนต เพ่ือใช้ใน

ผลิตภัณฑ์อาหารหลายชนิด เช่น ผลิตภัณฑ์เบเกอรี่ ผลิตภัณฑ์จากนม ซอส น้้าสลัด ฯลฯ Goh และ

คณะ  (2012) อัลจิเนตยังมีการใช้ประโยชน์ในรูปฟิล์มและเป็นสารผสมในผลิตภัณฑ์ อาหารหลาย
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ชนิด และมีการน้ามาใช้ประโยชน์ทางยา และเครื่องส้าอาง อัลจิเนตมีการผลิตและจ้าหน่ายทางการ

ค้าส้าหรับในทางอุตสาหกรรม โดยฟิล์มที่ได้จากการขึ้นรูปอัลจิเนตฟิล์มมีลักษณะใสคล้ายพลาสติก

แต่มีความแข็งแรงคงรูปได้ดีเหมาะแก่การน้ามาใช้เป็นฟิล์มบรรจุสารส้าคัญต่างๆได้ดี 

         การใช้ประโยชน์ของอัลจิเนตในด้านต่างๆ เช่น ด้านอุตสาหกรรมอาหาร เช่น น้้าสลัด นม 

ด้านอุตสาหกรรมยา เช่น แคปซูลบรรจุยา และด้านอุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง เช่น ผสมในครีม

เพ่ือให้เกิดเจลและเนื้อสัมผัสของครีมนุ่ม และผลิตภัณฑ์ฟิล์มรับประทานได้ในท้องตลาด เช่น ผัก

ผลไม้ขึ้นรูป ไอศกรีม น้้าตาลไอซิ่ง พุดดิ้ง ขนมที่มีลักษณะเป็นเจล และผลิตภัณฑ์เบเกอรี่ เป็นต้น  

George และ Abraham  (2006) 
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บทที ่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
อุปกรณ์ บริษัท/ ประเทศ 
1.  กล้องจุลทรรศน์รุ่น CH 30 RF200 Olympus/ Japan 
2.  กล้องจุลทรรศน์รุ่น BX-51 Olympus/ Japan 
3.  เครื่องเขย่าแบบบ่ม (Incubator shaker)  Vision scientific CO., 

LTD/ South Korea  
4.  เครื่องเขย่า (Shaker) รุ่น SPL15 Labcon/ The Republic 

Of South Africa 
5.  เครื่องชั่ง 2 ต้าแหน่ง รุ่น BL610 Sartorius/ Germany 
6.  เครื่องชั่ง 4 ต้าแหน่ง รุ่น TC-205 Denver Instrument 

Company/ USA 
7.  เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น PP-50 Sartorius/ Germany 
8.  เครื่องปั่นเหวี่ยง รุ่น Rotofix32 Hettich/ Germany  
9.  ตู้อบ (Hot air oven) Binder/ USA  
10. ตู้เขี่ยเชื้อแบบ Laminar Flow รุ่น BV 123 ISSOC/ Thailand 
11. หม้อนึ่งความดันไอน้้า Ta Chang Medical 

instrument Factory/ 
Taiwan 

12. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (UV/VIS Spectrophotometer)  
รุ่น 2800) 

Unico/USA 

13. อุปกรณ์นับเม็ดเลือด (Haemacytometer) Brand/ Germany 
14. ถังหมักแอนแอโรบิก จาร์ (Anaerobic jar) 
 
 

Labo Glass Scientific 
Supply/India 
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3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
       
สารเคมี  บริษัท/ ประเทศ 
1.  กลูโคส (glucose) Sigma/ USA 
2.  ซูโครส (sucrose) Ajax/ Australia 
3.  ยีสต์สกัด (yeast extract) HiMedia/ India 
4. มอลล์สกัด (malt extract) HiMedia/ India 
5. บีฟสกัด (beef extract) HiMedia/ India 
6. เปปโตน (peptone) HiMedia/ India 
7. โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3)  Ajax/ Australia 
8.  โซเดียมไนเตรท (NaNO3) Ajax/ Australia 
9.  ทวีน (tween 80) Fluka/ Switzerland 
10. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) Ajax/ Australia 
11. โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) Carlo Erba Reagent/ 

Italy 

12. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O) Carlo Erba Reagent/ 
Italy 

13. ถุงแก๊ส (gaspack) Becton, Dickinson and 
Company Sparks/ USA 

14. โซเดียมอัลจิเนต (sodium alginate) Aldrich/ China 
15. วุ้น (agar) Sigma/ USA 
16. เอทธานอล (95 %) 
 
17. อะซิโตน (acetone)  

องค์การสุรา กรม
สรรพสามิต/ ประเทศไทย 
Duk Sanpure 
Chemicals/ Korea 

18. น้้ามันมะกอก (olive oil)  Naturel/ Spain 
19. โซเดียมอะซิเตรต(CH3COONa)  Ajax/ Australia 
20. แอมโมเนียมซิเทรต ((NH4)3C6H5O7)   Sigma/ USA 
21. แมงกานีส ซัลเฟต โมโนไฮเดรต (MnSO4·H2O) Merck/ Germany 
22. ไฮโดรคลอริก แอซิด (HCl) Merck/ Germany 
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3.3 เชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 

Aureobasidium pullulans NRRL 58543 และ  A. pullulans var. aubasidani NRRL 
58013 ได้รับมาจากคลังเชื้อของหน่วยปฎิบัติการวิจัยการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

Lactobacillus  casei สายพันธุ์ TISTR 390 และ  Lactobacillus acidophilus สายพันธุ์ 
TISTR 1338 ได้รับมาจาก คลังเชื้อของหน่วยปฎิบัติการวิจัยการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
 
3.4 วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.4.1 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans NRRL 58543  

           3.4.1.1 ศึกษาแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน 

                      เลี้ยง A. pullulans NRRL 58543 ในอาหารสูตร production medium 
Prasongsuk และคณะ  (2007) โดยใช้แหล่งคาร์บอน  2 ชนิด เช่น กลูโคส ซูโครส ที่ระดับความ
เข้มข้นเท่ากับ 5 0.เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนัก/ปริมาตร) และแหล่งไนโตรเจน 3 ชนิด เช่น เปปโตน โซเดียม
ไนเตรท โพแทสเซียมไนเตรท ที่ระดับความเข้มข้นเท่ากับ   เปอร์เซ็นต์ 0.06 (น้้าหนัก /ปริมาตร) โดย
เลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์มา
วัดน้้าหนักทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 และ 12 ท้าการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ออกที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 15 นาที แล้วน้าสารละลายส่วนใสมาตกตะกอนด้วยเอทธานอล  95 เปอร์เซ็นต์ 
Prasongsuk และคณะ  (2005) และท้าให้บริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนด้วยอะซิโตนอีกครั้ง จากนั้นน้า
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ตกตะกอนได้ไปอบให้แห้งที่ 60 องศาเซลเซียส จนน้้าหนักแห้งคงที่  วัด
น้้าหนักของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ และน้้าหนักเซลล์ ออกแบบการทดลองแบบ Factorial 
Design (FD) ท้าการทดลอง 3 ซ้้า วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห์
ความแปรปรวน (Analysis of variance: ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT)  
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           3.4.1.2 ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน 

                      คัดเลือกอาหารสูตร PM ที่เติมแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนชนิดที่สามารถ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสุด (ตามข้อมลูที่ได้จากข้อ 3.4.1.1) มาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมใน
การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ โดยวางแผนการทดลองด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (response surface 
methodology) แบบ central composite design (CCD)  ที่ศึกษา 2 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน โดยศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 6 ระดับ ที่ 3.0  
4.0  5.0  6.0  7.0 และ 8.0 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนัก/ปริมาตร) และศึกษาความเข้มข้นของแหล่ง
ไนโตรเจน 3 ระดับ ที ่0.04  0.06  และ 0.08 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนัก/ปริมาตร) เก็บตัวอย่างเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์มาวัดน้้าหนักทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 และ 12 น้าสารละลายส่วนใสมาตกตะกอนเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ ตามวิธีในข้อ 3.4.1.1 ท้าการทดลอง 3 ซ้้า  
 
           3.4.1.3 ศึกษาระดับความเข้มข้นของอาหารเสริมที่เหมาะสม 

       เลี้ยง A. pullulans  NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ที่ปรับผลที่ดีที่สุดจากข้อ 
3.4.1.2 โดยเติมน้้ามันมะกอก ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0 3 5 และ 7 (ปริมาตรโดยปริมาตร) เป็นแหล่ง
อาหารเสริมเก็บตัวอย่างเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์มาวัดน้้าหนักทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 และ 12  น้า
สารละลายส่วนใสมาตกตะกอนเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ตามวิธีในข้อ 3.4.1.1 ท้าการทดลอง 3 ซ้้า 
วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS ตามวิธีในข้อ 3.4.1.1 

 
           3.4.1.4 ศึกษาระดับ pH เริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสม 

                     เลี้ยง A. pullulans  NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ที่ปรับผลที่ดีที่สุดจากข้อ 
3.4.1.3   ที่ระดับ pH เริ่มต้นของอาหารต่างๆ เช่น 5.0  5.5  6.0  6.5  และ 7.0  เก็บตัวอย่างเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์มาวัดน้้าหนักทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 และ 12  น้าสารละลายส่วนใสมาตกตะกอนเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ ตามวิธีในข้อ 3.4.1.1 ท้าการทดลอง 3 ซ้้า  วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วย
โปรแกรม SPSS ตามวิธีในข้อ 3.4.1.1  

  
           3.4.1.5 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

                      เลี้ยง A. pullulans  NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ที่ปรับผลที่ดีที่สุดจากข้อ 
3.4.1.4 ที่อุณหภูมิต่างๆ เช่น 25  28  30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์มาวัด
น้้าหนักทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 และ 12  น้าสารละลายส่วนใสมาตกตะกอนเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ตามวิธี
ในข้อ 3.4.1.1 ท้าการทดลอง 3 ซ้้า วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS ตามวิธีในข้อ 
3.4.1.1   
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3.4.2 วิเคราะห์สมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ 
 
           น้าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จากข้อ 3.4.1 บดเป็นผง และน้าไปวิเคราะห์วิเคราะห์
โครงสร้างของด้วยด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) ด้วยเครื่อง 
Fourier Transform Infrared Spectrometer (PerkinElmer (Spectrum One), USA) ศูนย์
เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  โดยบดตัวอย่าง เอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ผสมกับผงโพแทสเซียมโบรไมด์ (KBr poweder) ในอัตราส่วนตัวอย่างต่อโพแทสเซียม โบร
ไมด์ 1 : 100 แล้วอัดให้เป็นแผ่น pellet ใช้ความละเอียดในการอ่านค่า (Resolution) 4.0 cm-1 
จ้านวนสแกน (No. of scan) 16  และ Range ที่ใช้วัดอยู่ในช่วง 4,000 - 400 cm-1 โดยเปรียบเทียบ
กับออบาซิแดนที่ผลิตโดย A. pullulans var aubasidani NRRL 58013 
 
            วิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี  (Nuclear 
magnetic resonance spectroscopy, Varian, USA) ชนิด 13C และ1H Prasongsuk และคณะ  
(2007); Manitchotpisit และคณะ  (2009) โดยน้าตัวอย่างเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ละลายในน้้า D2O 
วัดที่ความถี่ 125.76 (13C) และ 500.16 (1H) MHz โดยเปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตโดย A. 
pullulans var aubasidani NRRL 58013  
 
3.4.3 การทดสอบสมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus 
และ L. casei  

 
              เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus 2 สายพันธุ์ได้แก่ L.  acidophilus และ L.  casei  
โดยเขี่ยเชื้อ Lactobacillus จ้านวน 1 โคโลนี ลงในอาหาร MRS Broth Lin และ Kolattukudy  
(1978) 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา16-18 ชั่วโมง จากนั้นน้ามาวัดค่า 
OD600  ปรับความหนาแน่นเท่ากับ 0.1 ท้าการถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่ปรับความหนาแน่นของเซลล์แล้ว 1 
% (ปริมาตรโดยปริมาตร) ลงในหลอดที่มี MRS Broth ที่เติมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จากข้อ 
3.4.1 ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักโดยปริมาตร) ท้าการเพาะเลี้ยงในสภาวะไร้
ออกซิเจนในถังแอนแอโรบิกจาร์ เป็นเวลา  1-2 วัน จากนั้นตรวจสอบจากการเจริญของเชื้อด้วยการ
นับจ้านวนโคโลนีของเชื้อ (colony forming unit, CFU) โดยการนับด้วยตาเปล่าที่ค่าเชื่อถือ
ประมาณ 30-300 โคโลนี  นับเฉพาะโคโลนีที่โตได้และมีชีวิตเท่านั้น การค้านวณโดยน้าจ้านวนโคโลนี
ที่นับได้คูณกับจ้านวนที่ไดรูท โดยท้าการทดลอง 3 ซ้้า เปรียบเทียค่าเฉลี่ยที่ได้กับค่าเฉลี่ยของชุดการ
ทดลองควบคุมที่เติมแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ บีตากลูแคน (food-grade) (Core-Chematis 
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Co., Ltd., Thailand) และกลูโคส ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักโดยปริมาตร) ด้วย
วิธี Duncan Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % โดยใช้โปรแกรม SPSS 

 
3.4.4 การขึ้นรูปฟิล์มผสมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีอัลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์มและศึกษาสมบัติฟิล์ม 

            น้าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จากข้อ 3.4.1 มาขึ้นรูปฟิล์มโดยใช้อัลจิเนตเป็นสารก่อ
ฟิล์ม โดยใช้เทคนิคการขึ้นรูปด้วยตัวท้าละลาย และท้าการเทลงบนจานเพสติดิสขนาด 15  x 60 
มิลลิเมตร โดยก้าหนดปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ต่างๆ กัน ร้อยละ 0 5  10  20  30 และ 
50 โดยน้้าหนักของอัลจิเนต จากนั้นทดสอบสมบัติของฟิล์มพรีไบโอติก ประกอบด้วย  
 
          3.4.4.1 การเตรียมฟิล์ม 

              เตรียมแผ่นฟิล์มที่มีส่วนผสมปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ต่างๆกันร้อยละ 
0 5 10 20 30 และ 50 โดยน้้าหนักของอัลจิเนต และน้าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน้้ากลั่น 40 
มิลลิลิตร โดยใช้ magnetic stirrer คนส่วนผสมทั้งหมดจนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน น้าสารที่ผสมเป็น
เนื้อเดียวกันแล้ว เทลงจานเพสติดิสส้าหรับขึ้นรูปที่มีขนาด 15×60 มิลลิเมตร น้าไปอบที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งจะท้าให้น้้าระเหยออกจนได้เป็นแผ่นฟิล์ม ลอกแผ่นฟิล์มออก
จากแม่พิมพ์น้าแผ่นฟิล์มใส่ถุงพลาสติกแล้วเก็บเข้าตู้อบฆ่าเชื้อประมาณ 2 ชั่วโมง จากนั้นเก็บ
แผ่นฟิล์มไว้ใน desiccator เพ่ือน้าไปทดสอบสมบัติทางกายภาพบางประการต่อไป 
 
          3.4.4.2 สมบัติการละลายในน้้าร้อน น้้าเย็น (solubility) Teramoto และ Shibata  (2006) 

                     ตัดแผ่นฟิล์มให้มีขนาดประมาณ 2×2 เซนติเมตร ใส่ในบีกเกอร์ที่มีน้้ากลั่นปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิต่างๆ คนตลอดเวลาโดยใช้ magnetic stirrer  และจับเวลาจนกระทั่ง
แผ่นฟิล์มบวมตัวและละลายจนหมด ท้าการทดลอง 3 ซ้้า น้าข้อมูลที่ได้มาหาค่าเฉลี่ย และส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
          3.4.4.3 ความแข็งแรงต่อแรงดึง (tensile properties) ของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
Standard  (1991) 

                     ศึกษาความสามารถในการยืดตัว (elongation) โดยก้าหนดสภาวะของเครื่อง ให้ใช้ 
load cell ขนาด 5 กิโลกรัม ชุดหัวกดเจาะแบบยาง spherical probe แท่นยึดตัวอย่างฟิล์มที่มีช่อง
เปิดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 50 มิลลิเมตร ความเร็วในการเคลื่อน Probe ที่ 10 มิลลิเมตรต่อนาที 
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ตัวอย่างฟิล์มที่ทดสอบมีขนาดกว้าง 6 เซนติเมตร ยาว 10 เซนติเมตร ท้าการทดลอง 3 ซ้้า น้าข้อมูลที่
ได้มาหาค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (ASTM  D 882-02 Standard Test Method for 
Tensile Properties of Thin Plastics Sheeting) เป็นวิธีทดสอบมาตราฐานส้าหรับสมบัติแรงดึง
ของแผ่นฟิล์มบางๆ 
 
          3.4.4.4 ทดสอบสมบัติของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย 
L. acidophilus และ L. casei 

                     เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus 2 สายพันธุ์ได้แก่ L.  acidophilus และ L. 
casei  โดยเขี่ยเชื้อ Lactobacillus จ้านวน 1 โคโลนี ลงในอาหาร MRS Broth Lin และ 
Kolattukudy  (1978) 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา16-18 ชั่วโมง 
จากนั้นน้ามาวัดค่า OD600   ปรับความหนาแน่นเท่ากับ 0.1 ท้าการถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่ปรับความ
หนาแน่นของเซลล์แล้ว 1 % (ปริมาตรโดยปริมาตร) ลงในหลอดที่มี MRS Broth ที่เติมฟิล์มเอกโซพอ
ลิแซ็กคาไรด์ที่บดแล้วที่ผลิตได้จากข้อ 3.4.4.1 ที่ความเข้มข้น  1.0 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักโดยปริมาตร)
ท้าการเพาะเลี้ยงในสภาวะไร้ออกซิเจนในถังแอนแอโรบิกจาร์ เป็นเวลา  1-2 วัน จากนั้นตรวจสอบ
จากการเจริญของเชื้อด้วยการนับจ้านวนโคโลนีของเชื้อ (colony forming unit, CFU) โดยการนับ
ด้วยตาเปล่าที่ค่าเชื่อถือประมาณ 30-300 โคโลนี  นับเฉพาะโคโลนีที่โตได้และมีชีวิตเท่านั้น การ
ค้านวณโดยน้าจ้านวนโคโลนีที่นับได้คูณกับจ้านวนที่ไดรูท โดยท้าการทดลอง 3 ซ้้า  เปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยที่ได้กับค่าเฉลี่ยของชุดการทดลองควบคุมที่ไม่เติมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ด้วยวิธี Duncan 
Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % โดยใช้โปรแกรม SPSS 
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บทที ่4  
ผลการวิจัย 

4.1 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans NRRL 58543 

 
        เมื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans NRRL 
58543 โดยท้าการปรับองค์ประกอบของอาหารสูตร PM และภาวะในการเลี้ยงตามล้าดับ ดังนี้ 

 
            4.1.1 ศึกษาแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน 

          จากการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนชนิดต่างๆ ต่อการผลิตเอกโซพอ
ลิแซ็กคาไรด์ โดยเลี้ยง A. pullulans NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ที่ปรับองค์ประกอบชนิดของ
คาร์บอน ซึ่งประกอบด้วย ซูโครส และกลูโคส ที่ความเข้มข้นร้อยละ 5   (น้้าหนักต่อปริมาตร) และ
ชนิดของไนโตรเจน ซึ่งประกอบด้วย เปปโตน โพแทสเซียมไนเตรท และโซเดียมไนเตรท ที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.06   (น้้าหนักต่อปริมาตร) พบว่า A. pullulans   NRRL 58543 สามารถผลิตเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ ได้มากที่สุดในอาหารที่มีซูโครสและโซเดียมไนเตรท ที่ 3.10±0.01 กรัมต่อลิตร 
น้้าหนักเซลล์แห้ง 6.09±0.02 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง รองลงมาได้แก่ อาหารที่มีกลูโคส
และโพแทสเซียมไนเตรทที่ 2.72±0.02 กรัมต่อลิตร น้้าหนักเซลล์แห้ง 7.8±0.11 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 
9 ของการเลี้ยง อาหารที่มีกลูโคสและเปปโตนที่ 2.50±0.02 กรัมต่อลิตร น้้าหนักเซลล์แห้ง  7.7±0.00 
กรัมต่อลิตร ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง และอาหารที่มีซูโครสและเปปโตนที่ 2.08±0.04 กรัมต่อลิตร 
น้้าหนักเซลล์แห้ง 7.90±0.05 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง ตามล้าดับ ส้าหรับในสูตรอาหาร
อ่ืนๆ พบว่า A. pullulans   NRRL 58543 สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้น้อยกว่า 2.0 กรัม
ต่อลิตร ดังนั้นจึงเลือกซูโครสและโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน เพ่ือศึกษา
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนต่อไป เนื่องจากให้น้้าหนักเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
สูงสุดที ่3.10±0.01 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 2) (รูปที่ 4) 
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 รูปที่ 4 ค่าเฉลี่ยน้้าหนักแห้งของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (กรัมต่อลิตร) จาก  A. pullulans NRRL 
58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM  ที่เติมแหล่งคาร์บอนความเข้มข้นร้อยละ 5.0 (น้้าหนักต่อ
ปริมาตร) และแหล่งไนโตรเจนความเข้มข้นร้อยละ 0.06 (น้้าหนักต่อปริมาตร) ชนิดต่าง ๆ pH เริ่มต้น 
6.5 บ่มที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที โดยเก็บทุกวันที่ 
0, 3, 6, 9 และ 12  
 
            4.1.2 ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสม ของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน 

          จากผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอก
โซพอลิแซ็กคาไรด์  พบว่า ซูโครสและโซเดียมไนเตรทสามารถเพ่ิมปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ของ 
A. pullulan   NRRL 58543 ผลิตได้เป็น 3.10±0.01 กรัมต่อลิตร จึงเลือกมาเพ่ือศึกษาหาความ
เข้มข้นที่เหมาะสมด้วยแผนการทดลองแบบ Central composite design (CCD) และน้าผลที่ได้มา
วิเคราะห์ด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface methodology) โดยมีปัจจัยที่ศึกษาจ้านวน  
2 ปัจจัยคือ ความเข้มข้นของซูโครส และ ความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรท ประกอบด้วยชุดทดลอง
จ้านวน 9 ชุดทดลอง  (ตารางที่ 3) (รูปที่ 5) พบว่า ที่ความเข้มข้นของซูโครสร้อยละ 6  (น้้าหนักต่อ
ปริมาตร) (X1) และ โซเดียมไนเตรทความเข้มข้นร้อยละ 0.06  (น้้าหนักต่อปริมาตร) (X2) สามารถ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากที่สุด เท่ากับ 8.95±0.03 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 3 แผนการทดลองแบบ  Central composite design (CCD) และผลการตอบสนองต่อ
ปัจจัยศึกษาที่ได้ (น้้าหนักเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์) ส้าหรับการศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน  
และไนโตรเจนที่เหมาะสมของการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ โดย A. pullulans NRRL  58543  
 

ปัจจัย รหัสของปัจจัย น้้าหนัก 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 

(กรัมต่อลิตร)* 
ซูโครส  

เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
โซเดียมไนเตรท  

เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
X1 X2 

5.0 0.04 -1 -1 4.95±0.02 
5.0 0.06 -1 0 5.54±0.05 

5.0 0.08 -1 1 6.60±0.02 

6.0 0.04 0 -1 6.21±0.03 
6.0 0.06 0 0 8.95±0.03 

6.0 0.08 0 1 5.49±0.03 

7.0 0.04 1 -1 3.32±0.02 
7.0 0.06 1 0 5.72±0.01 

7.0 0.08 1 1 7.54±0.02 
*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า 
 
           น้าผลการทดลองที่ได้ มาใช้ในการสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์ (regression) ระหว่าง
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน  และแหล่งไนโตรเจน และการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. 
pullulans  NRRL 58543 โดยใช้โปรแกรม Desing-Expert program เวอร์ชั่น 6 ได้ สมการรีเกรส
ชันดังนี้ 
Y = 8.950-0.480x1+0.610x2-2.140x1

2-1.430x2
2+0.640x1x2   

 
โดย  Y คือ ค่าตอบสนองต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans NRRL 58543 

(กรัมต่อลิตร) 
X1 คือ ซูโครส (เปอร์เซ็นต ์(w/v)) 
X2 คือ โซเดียมไนเตรท (เปอร์เซ็นต ์(w/v)) 
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เมื่อวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร พบว่า ค่า R2 เท่ากับ 0.87 แสดงว่า การตอบสนอง
ตามสมการดังกล่าวเป็นผลมาจากตัวแปรในค่าตอบสนอง 87.0 เปอร์เซ็นต์ และตัวแปร X และ Y มี
ความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิต ิ ที่ค่า P = 0.08  
 แผนภาพพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (contour plot) ถูกน้ามาใช้ในการค้านวณหาค่าที่เหมาะสมใน
แต่ละปัจจัย ที่ส่งผลให้ A. pullulans  NRRL 58543 สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงที่สุด 
จากรูปที่ 5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยของความเข้มข้นของซูโครส และ ความเข้มข้นของ
โซเดียมไนเตรท ต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

 
 
รูปที่ 5 ภาพพ้ืนผิวตอบสนองแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของซูโครส และโซเดียมไนเตรท 
ต่อน้้าหนักของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans NRRL 58543 
 
 จากการทดสอบสมการรีเกรสชันที่ท้านายการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans  
NRRL 58543 พบว่า ที่ความเข้มข้นของซูโครสร้อยละ 6   (น้้าหนักต่อปริมาตร) และ โซเดียมไนเตรท
ความเข้มข้นร้อยละ 0.06  (น้้าหนักต่อปริมาตร) สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากที่สุด 
เท่ากับ 8.95±0.03 กรัมต่อลิตร โดยท้าการทดลองซ้้าในภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตตามที่สมการ
ค้านวณได้อีกครั้งหนึ่ง พบว่า สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 7.21±0.03 กรัมต่อลิตร ซึ่งอยู่
ในช่วงที่สมการท้านายได้ (6.29-9.17 กรัมต่อลิตร) ดังนั้น แสดงว่าสมการที่ได้จากแผนการทดลอง 
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CCD ข้างต้น สามารถน้ามาใช้ในการอธิบายการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans  
NRRL 58543 ได้อย่างแม่นย้า 

 
จากการศึกษาผลของความเข้มข้นที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน ต่อ

การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ โดยเลี้ยง A. pullulans NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM โดยใช้
ซูโครส ที่ความเข้มข้นร้อยละ 5   (น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน และใช้โซเดียมไนเตรท ที่
ความเข้มข้นร้อยละ 0.06  (น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยปรับระดับความเข้มข้นของ  
2 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของซูโครสต่อความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรท คือ 3.0:0.04, 3.0:0.06, 
3.0:0.08, 4.0:0.04, 4.0:0.06, 4.0:0.08, 5.0:0.04, 5.0:0.06, 5.0:0.08, 6.0:0.04, 6.0:0.06, 
6.0:0.08, 7.0:0.04, 7.0:0.06, 7.0:0.08, 8.0:0.04, 8.0:0.06 และ 8.0:0.08 (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
พบว่า A. pullulans   NRRL 58543 สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้มากที่สุดในอาหารที่
ระดับความเข้มข้นของซูโครสต่อโซเดียมไนเตรท ที่ 6.0:0.06 คือ 8.95±0.03 กรัมต่อลิตร และผลิต
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้น้อยที่สุด ที่ระดับความเข้มข้นของซูโครสต่อโซเดียมไนเตรท ที่ 3.0:0.08 คือ 
3.20±0.05 กรัมต่อลิตร น้้าหนักเซลล์แห้ง 7.34±0.00 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง ดังนั้นจึง
เลือกระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของซูโครสต่อโซเดียมไนเตรท ที่ 6.0:0.06 เพ่ือศึกษาต่อไป 
เนื่องจากให้น้้าหนักเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์สูงสุดที่ 8.95±0.03 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4) (รูปที่ 6) 
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ณห
ภูม

ิห้อ
ง (

30
±2

 อ
งศ

าเซ
ลเ

ซีย
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0.0
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0.0
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3.4

4±
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1.2

3±
0.0
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3.6
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0.0
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1.1

5±
0.0
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4±
0.0
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0±
0.0

3c  
4.6
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0.0
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0.0
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0.0
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0.0
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7.5
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2.5
0±

0.0
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 ซ
้้า 

ตัว
อัก

ษร
ยก

ที่ต
่าง

กัน
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ซพ
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0.0
2D  

0.5
4±

0.0
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0.0

6C  
3.3

0±
0.0
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0.0
7B  

5.5
4±

0.0
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0.0

4A  
3.9

0±
0.0

5b  
6.9

0±
0.0
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0.0
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0.6
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0.0
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0.0
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5±
0.0
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0.0
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0.0

3a  
8.7

8±
0.1

7A  
8.9

5±
0.0
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ซพ
อล

ิแซ
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0.0
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0.0
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0.0
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0.0
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0.6
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0.0
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0.0
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0.0
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0.0
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0.0
4C  
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0.0
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1.7
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0.0
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0.0
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0.0
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0.5
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0.0

3C  
0.0

0±
0.0
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0.0
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0.7
3±

0.0
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3±

0.0
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0.6
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3.6
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0.1
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3±

0.1
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2.3
0±

0.0
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0.0

3b  
3.2
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0.0
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0.0
4A  

5.3
0±

0.0
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เริ่ม

ต้น
 6

.5 
บ่ม

ที่อุ
ณ

หภ
ูมิห

้อง
 (3

0±
2 

อง
ศา

เซ
ลเ

ซีย
ส)

 เข
ย่า

คว
าม

เร็ว
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            4.1.3 ศึกษาระดับความเข้มข้นของอาหารเสริมที่เหมาะสม 

          จากการเลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร PM โดยใช้ซูโครสที่ความเข้มข้นร้อยละ 
6 (น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน และใช้โซเดียมไนเตรท ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.06  
(น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน pH เริ่มต้น 6.5 ที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เมื่อ
เติมอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอก ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0 3 5 และ 7 (ปริมาตรโดยปริมาตร) พบว่า 
A. pullulans  NRRL 58543 สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด เมื่อความเข้มข้นของ
น้้ามันมะกอกร้อยละ 5 (ปริมาตรโดยปริมาตร)  17.57±0.01 กรัมต่อลิตร น้้าหนักเซลล์แห้ง 
14.48±0.32 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 ของการเลี้ยง และผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้น้อยที่สุดความ
เข้มข้นของน้้ามันมะกอกร้อยละ 0 (ปริมาตรโดยปริมาตร) 7.06±0.03 กรัมต่อลิตร น้้าหนักเซลล์แห้ง 
5.91±0.17 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 ของการเลี้ยง (ตารางที่ 5) (รูปที่ 7) ดังนั้น จึงเลือกน้้ามันมะกอกที่
ความเข้มข้นร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในการศึกษาต่อไปเนื่องจากให้น้้าหนักเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์สูงสุดที ่17.57±0.01 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 7 ค่าเฉลี่ยน้้าหนักแห้งของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (กรัมต่อลิตร) จาก A. pullulans NRRL 
58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM  ที่เติมซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 6   (น้้าหนักต่อปริมาตร) และ
โซเดียมไนเตรทความเข้มข้นร้อยละ 0.06   (น้้าหนักต่อปริมาตร) ระดับ pH เริ่มต้น 6.5 ที่
อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) และเติมแหล่งอาหารเสริมคือ น้้ามันมะกอกความเข้มข้นร้อยละ 
0 3 5 และ 7 (ปริมาตรโดยปริมาตร) เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที โดยเก็บทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 
และ 12  
            4.1.4 ศึกษาระดับ pH เริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสม 

          เมื่อศึกษาผลของระดับ pH เริ่มต้นต่อการเติบโตและการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
ของ A. pullulans   NRRL 58543 โดยปรับระดับ pH เริ่มต้นของอาหารสูตร PM ที่ใช้ซูโครสความ
เข้มข้นร้อยละ 6   (น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน และโซเดียมไนเตรทความเข้มข้นร้อยละ 
0.06   (น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน เป็น 5.0 5.5 6.0  6.5 และ 7.0 ก่อนท้าการเลี้ยงที่
อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) พบว่า A. pullulans   NRRL 58543 สามารถผลิตเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด เมื่อ pH เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 6.5   (19.52±0.05 กรัมต่อลิตร)น้้าหนักเซลล์
แห้ง  17.17±0.07 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 ของการเลี้ยง และผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้น้อยที่สุดที่ 

pH เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 6.0  (16.21±0.19 กรัมต่อลิตร) น้้าหนักเซลล์แห้ง 14.72±0.29 กรัมต่อ
ลิตร ในวันที่ 6 ของการเลี้ยง (ตารางที่ 6)  (รูปที่ 8) ดังนั้น จึงเลือก pH เริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสม
คือ 6.5 ในการศึกษาต่อไปเนื่องจากให้น้้าหนักเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์สูงสุดที่ 19.52±0.05 กรัมต่อ
ลิตร 
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รูปที่ 8 ค่าเฉลี่ยน้้าหนักแห้งของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (กรัมต่อลิตร) จาก A. pullulans NRRL 
58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM  ที่เติมซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 6   (น้้าหนักต่อปริมาตร) และ
โซเดียมไนเตรทความเข้มข้นร้อยละ 0.06   (น้้าหนักต่อปริมาตร) บ่มที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศา
เซลเซียส) และเติมแหล่งอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอกความเข้มข้นร้อยละ 5   (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
โดยปรับระดับ pH เริ่มต้นของอาหารที่ 5.0 5.5 6.0 6.5 และ7.0 เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อ
นาที โดยเก็บทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 และ 12 
 
            4.1.5 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

  เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ของ A. pullulans  
NRRL 58543 โดยเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 6  (น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็น
แหล่งคาร์บอน และโซเดียมไนเตรทความเข้มข้นร้อยละ 0.06   (น้้าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน โดยมี pH เริ่มต้นของอาหารเป็น 6.5 ในตู้บ่มที่อุณหภูมิ  25  28 และ 30 องศาเซลเซียส 
พบว่า A. pullulans   NRRL 58543 สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส คือ 21.04±0.19 กรัมต่อลิตร น้้าหนักเซลล์แห้ง 17.07±0.07 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 
ของการเลี้ยง และผลิตได้น้อยที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คือ 19.04±0.22 กรัมต่อลิตร 
น้้าหนักเซลล์แห้ง 17.70±0.02 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 ของการเลี้ยง (ตารางที่ 7) (รูปที่ 9) ดังนั้น จึง
เลือกอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในการศึกษาต่อไปเนื่องจากให้น้้าหนักเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์สูงสุดที่ 21.04±0.19 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 9 ค่าเฉลี่ยน้้าหนักแห้งของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์   (กรัมต่อลิตร) จาก A. pullulans NRRL 
58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM  ที่เติมซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 6   (น้้าหนักต่อปริมาตร) และ
โซเดียมไนเตรทความเข้มข้นร้อยละ 0.06   (น้้าหนักต่อปริมาตร) ที่ระดับ pH เริ่มต้น 6.5 และเติม
แหล่งอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอกความเข้มข้นร้อยละ 5   (ปริมาตรโดยปริมาตร) ที่อุณหภูมิต่างๆ 
ดังนี้  25 28 และ30 องศาเซลเซียส เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที โดยเก็บทุกวันที่ 0, 3, 6, 9 
และ 12  

 
เมื่อประมวลผลจากการทดลองทั้งหมดพบว่า A. pullulans   NRRL 58543 สามารถผลิต

เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้มากที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นร้อย
ละ 6 (น้้าหนักต่อปริมาตร) แต่มีการปรับองค์ประกอบของแหล่งไนโตรเจนคือ เปลี่ยนจากเปปโตนมา
เป็นโซเดียมไนเตรทที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.06  (น้้าหนักต่อปริมาตร) โดยเติมแหล่งอาหารเสริม คือ 
น้้ามันมะกอก ที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ระดับ pH เริ่มต้นของอาหารเป็น 6.5 
และที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้สูงสุดเมื่อท้าการเลี้ยงเป็น
เวลา 6 วัน ที่  21.04±0.19 กรัมต่อลิตร ซึ่งเพ่ิมสูงขึ้นกว่าการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไม่ผ่านการ
ปรับองค์ประกอบและภาวะในการเลี้ยงถึง 5.78 เท่า 
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4.2 วิเคราะห์สมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ 

  
           จากการวิเคราะห์โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี 
(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR) เปรียบเทียบกับออบาซิแดน พบว่า 
โครงสร้างของออบาซิแดน และเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ มีหมู่ฟังก์ชันต่างๆ ที่ประกอบด้วย alkane, 
carbonyl, ether, hydroxyl, hydroxyl bonding in alcohol และ primary alcohol เหมือนกัน 

แต่ในเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543 ไม่พบหมู่ฟังก์ชัน α-

configuration แต่พบหมู่ฟังก์ชันที่เป็น β-configuration เช่นเดียวกันกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. 
pullulans  var. aubasidani   NRRL  58013 โดยจะมีพีกที่ต้าแหน่ง  890.58 และ 891.88 cm-1 
ตามล้าดับ (ตารางที่ 8) (รูปที่ 10-12)  
 
ตารางที่ 8 หมู่ฟังก์ชัน และต้าแหน่งพีกหลักซึ่งได้จาก FTIR สเปกตราของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่
ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543  เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans var. 
aubasidani NRRL 58013 
 
 

หมู่ฟังก์ชัน 
ต้าแหน่งพีก (wavenumber, cm-1) 

เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
(NRRL 58543) 

ออบาซิแดน 
(NRRL 58013) 

-OH 3411.53 3428.40 

-C-H 2922.04 2928.09 
C=O 2134.91 2131.33 

-C-OH 1426.02 1425.05 
-OH bonding in alcohol 1374.85 1373.92 

C-O 1078.78 1078.76 

α-configuration - - 

β-configuration 890.58 891.88 
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รูปที่ 11  FT-IR spectrum ของ
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. 
pullulans NRRL 58543 
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        จากการวิเคราะห์โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์  ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเร
โซแนนสเปค-โตรสโคปี (Nuclear magnetic resonance spectroscopy)  ชนิด  13C  และ  1H  
เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans var. aubasidani   NRRL 58013    พบว่า
โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans NRRL 58543 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง 

β-1, 3 (4.363, 4.407 และ 4.440  ppm) β-1, 6  (4.221, 4.246, 4.278 และ 4.289 ppm) α-1, 

4 (5.135, 5.209, 5.119, 5.228, 5.242, 5.276 และ 5.294 ppm) และ α-1, 6 (4.930 ppm)  

configurations ซึ่งคล้ายกันกับโครงสร้างออบาซิแดน คือ มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.513 

และ 4.497 ppm) β-1, 6 (4.265, 4.257, 4.249 และ 4.241  ppm) α-1, 4 (5.226,  5.234,  

5.262,  5.271,  5.279,  5.292  และ 5.299 ppm) และ α-1, 6 (4.918 ppm)   configurations 
ในส่วนการตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค 13C-NMR พบว่า โครงสร้างของ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ มี

พีกขึ้นที่บริเวณ C-1 ของ α-1, 4 (ประมาณ 100.870 ppm)  C-1 ของ α-1, 6 (ประมาณ 98.412 

ppm) C-3 ของ β-1, 3 (ประมาณ 81.770  ppm)  O-substituted C-6 (ประมาณ 67.305 ppm)  
และ C-6  (ประมาณ 62.208 และ 63.457 ppm)  คล้ายกันกับออบาซิแดน แต่โครงสร้างของเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543 ไม่พบพีก C-4 (ประมาณ 79.115 ppm)  

และ C-1 ของ β-1,6 (ประมาณ 104.200 ppm) ในขณะที่พบพีกชนิดนี้ในโครงสร้างออบาซิแดน 
(ตารางท่ี 9,10 ) (รูปที่ 13, 14) 
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ตารางที่ 9 ต้าแหน่งพีกหลักซึ่งได้จาก 1H–NMR สเปกตราที่ระบุชนิดของหมู่ฟังก์ชันของ 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์  

 

Signal 

1H –NMR chemical shift (ppm.) 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 

(NRRL 58543) 
ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 
 

α-1, 4 

 
5.135  5.209  5.119  5.228  
5.242   5.276  และ 5.294 

 
5.226  5.234  5.262  5.271  
5.279  5.292  และ 5.299 

 

α-1, 6 

 
4.930 

 

 
4.918 

 
 

β-1,3 
 

 
4.363  4.407   และ 4.440 

 

 
4.497 และ 4.513 

 

 

β-1,6 

 
4.221  4.246  4.278  และ 4.289 

 
4.241  4.249 4.257 และ 4.265 
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รูปที่ 13  1H-NMR  spectrum ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก (A) A. pullulans  NRRL 
58543  เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก (B) A. pullulans var. aubasidani  NRRL58013 

 
 

B 

A 
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ตารางที่ 10 ต้าแหน่งพีกหลักซ่ึงได้จาก 13C–NMR สเปกตราที่ระบุชนิดของหมู่ฟังก์ชันของเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ 
 

Signal 

13C-NMR chemical shift (ppm.) 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 

(NRRL 58543) 
ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 

C-1 of α-1,4 
 

100.870 
 

 
100.775 

 

 

C-1 of α-1,6 
 

98.412 98.615 

C-1 of β-1,6 - 104.200 

 

C-3 of β-1, 3 
 

 
81.770 

 

 
83.382  83.829 และ 84.063 

 

 
C-4 

 

 
- 
 

78.097  78.463 78.654  และ 
79.115 

 
O-substituted C-6 

 

 
67.350 

 

 
66.070 และ 66.598 

 

 
C-6 

 

 
62.208 และ 63.601 

 

 
63.296 และ 63.457 
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รูปที่ 14  13C-NMR spectrum ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก (A) A. pullulans  NRRL 
58543  เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก (B) A. pullulans var. aubasidani  NRRL58013 

 

A 

B 
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4.3 การทดสอบสมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus 
และ L. casei  

        จากการทดสอบสมบัติในการกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei ของเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans   NRRL 58543 โดยเปรียบเทียบการเติบโตระหว่าง L. 
acidophilus และ L. casei ที่เลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่ใส่เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ความเข้มข้น 0.5 
และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ (w/v) กับอาหารเหลว MRS ที่เติมบีตากลูแคน (food-grade) (Core-Chematis 
Co., Ltd., Thailand) และกลูโคส ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  พบว่า เอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans   NRRL 58543 และบีตากลูแคน สามารถกระตุ้นการเติบโต
ของ L. acidophilus และ L. casei  ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เติมกลูโคส 
และไม่เติมแหล่งคาร์บอน 
 
ตารางที่ 11  ผลของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ต่อการเติบโตของ L. 
acidophilus และ L. casei 
 

MRS medium 
Supplementation (w/v) 

 จ้านวนโคโลนีแบคทีเรีย (CFU/ml) 
L. acidophilus L. casei 

control 1.33±0.15×1010 c 2.03±0.25×1010 C 

0.5% กลูโคส 3.36±0.30×1010 b 3.10±0.25×1010 B 

0.5% บีตากลูแคน (เกรดการค้า) 6.73±0.30×1011 a  7.20±0.30×1011 A 

0.5% เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 4.63±0.40×1011 a 4.72±0.35×1011 A 

 
*ค่าเฉลี่ย± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผลการ
ทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
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ตารางที่ 12  ผลของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต ์(w/v) ต่อการเติบโตของ L. 
acidophilus และ L. casei 
 

MRS medium 
Supplementation (w/v) 

จ้านวนโคโลนีแบคทีเรีย (CFU/ml) 
L. acidophilus L. casei 

control 1.52±0.40×1010 d 2.15±0.26×1010 D 

1.0% กลูโคส 3.73±0.37×1010 c  5.46±0.45×1010 C 

1.0% บีตากลูแคน (เกรดการค้า) 4.51±0.25×1012 a  3.28±0.25×1012 A 

1.0% เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 2.58±0.45×1012 b 2.99±0.20×1012 B 

 
*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผล
การทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
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4.4 การขึ้นรูปฟิล์มผสมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีอัลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์มและศึกษาสมบัติฟิล์ม 
 

           4.4.1 การเตรียมฟิล์ม 

           จากการทดลองน้าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543 
มาข้ึนรูปฟิล์มที่ปริมาณร้อยละ 0 5 10 20 30 และ 50 โดยน้้าหนักอัลจิเนตได้ฟิล์มผสมที่มีความหนา
ในช่วง 0.09-0.12 มิลลิเมตร ฟิล์มที่ได้มีลักษณะ เปราะ และแตกได้ง่าย จากนั้นน้าฟิล์มที่ได้ไปศึกษา
คุณสมบัติต่อไป 
 

  
           รูปที่ 15  ฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 
           4.4.2 สมบัติการละลายในน้้าร้อน น้้าเย็น (solubility)  

         จากการศึกษาสมบัติการละลายในน้้าร้อน น้้าเย็น (solubility) ของฟิล์มเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ โดยการละลายในน้้าเย็นที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ละลายในน้้าร้อนที่
อุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ พบว่า ฟิล์มเกิดการบวมตัวและละลายกลายเป็นเจล
ได้ช้าลงอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเติมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น (ตารางที่ 13-16) และ
ละลายได้ไม่หมด พบเป็นตะกอนเล็กๆ ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เหลืออยู่ โดยที่ความเข้มข้นของเอก
โซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่สูงขึ้นก็จะพบตะกอนเหลืออยู่มากข้ึน 
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                    4.4.2.1 สมบัติการละลายในน้้าเย็น  
ตารางที่ 13 สมบัติการละลายน้้าของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดยน้้าหนักของอัลจิเนตที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส 

*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผล
การทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
 
ตารางที่ 14  สมบัติการละลายน้้าของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดยน้้าหนักของอัลจิเนตที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิ 
ร้อยละเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ต่อ

น้้าหนักอัลจิเนต (w/w) 
เวลาที่ใช้ในการละลาย (นาที) 

30˚C 

50 4.0±0.00a 

30 3.3±0.28a 

20 3.2±0.31ab 
10 3.1±0.55bc 

5 3.0±0.75c 
0 1.2±0.29d 

 
*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผล
การทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 

 อุณหภูมิ 
ร้อยละเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ต่อ

น้้าหนักอัลจิเนต (w/w) 
เวลาที่ใช้ในการละลาย (นาที) 

25˚C 

50 4.2±0.68a 
30 4.0±0.20a 

20 3.4±0.57ab 
10 3.2±0.10b 

5 3.1±0.28b 

0 3.0±0.00b 



 
 

 
 
 
 

62 

                    4.4.2.2 สมบัติการละลายในน้้าร้อน  

ตารางที่ 15 สมบัติการละลายน้้าของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดยน้้าหนักของอัลจิเนตที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิ 
ร้อยละเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ต่อ

น้้าหนักอัลจิเนต (w/w) 
เวลาที่ใช้ในการละลาย (นาที) 

37˚C 

50 3.4±0.05a 
30 3.0±0.05b 

20 2.3±0.27c 

10 2.0±0.06d 
5 1.4±0.11d 

0 1.3±0.15e 
 
*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผล
การทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
 
ตารางที่ 16 สมบัติการละลายน้้าของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดยน้้าหนักอัลจิเนตที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิ 
ร้อยละเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ต่อ

น้้าหนักอัลจิเนต (w/w) 
เวลาที่ใช้ในการละลาย (นาที) 

40˚C 

50 3.2±0.15a 

30 3.0±0.00ab 

20 2.4±0.17b 
10 2.2±0.15c 

5 1.3±0.33d 

0 1.0±0.15e 
*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผล
การทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
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            4.4.3 ความแข็งแรงต่อแรงดึง (tensile properties) ของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์  
 ศึกษาความสามารถในการยืด (elongation) ของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดย

น้้าหนักของอัลจิเนต พบว่า ค่าความทนต่อแรงดึงและเปอร์เซ็นต์การยืดตัวของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์โดยน้้าหนักอัลจิเนต มีค่าลดลงอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อความเข้มข้นของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในฟิล์ม
สูงขึ้น (ตารางท่ี 17) (รูปที่ 16) 

 
ตารางที่ 17 ค่าความเค้น (Stress) และเปอร์เซ็นต์การยืดตัวของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ 

ร้อยละเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
ต่อน้้าหนักอัลจิเนต (w/w) 

ค่าความเค้น (Stress) (kgf/mm2) เปอร์เซ็นต์การยืดตัว (%) 

0 41.02±7.09a 24.66±5.19A 

5 39.08±7.47b 19.48±3.38B 

10 35.14±3.80ab 18.84±4.58AB 
20 34.53±3.48ab 18.44±1.37AB 

30 26.32±1.63b 17.32±3.95AB 
50 15.15±2.24c 15.04±2.24B 

 
*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผล
การทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
 

  
รูปที่ 16 เปอร์เซ็นต์การยืดตัวของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดยเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ความเข้มข้น
ร้อยละ 0 5 10 20 30 และ 50 โดยน้้าหนักอัลจิเนต 
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            4.4.4 ทดสอบสมบัติของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. 
acidophilus และ L. casei 

                     จากการทดสอบสมบัติในการกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei 
ของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans   NRRL 58543 โดยเปรียบเทียบการ
เติบโตระหว่าง L. acidophilus และ L. casei ที่เลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่ใส่ฟิล์มเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่บดแล้ว ความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ (w/v) พบว่า เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก 
A. pullulans  NRRL 58543  สามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei ได้เมื่อ
เปอร์เซ็นต์ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เพิ่มมากขึ้น การกระตุ้นการเติบโตก็จะมากขึ้นตามด้วย (ตารางที่ 
18) ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
ตารางที่ 18  ผลของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ต่อการเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย L. acidophilus และ 
L. caspei 
 

ร้อยละเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ต่อ
น้้าหนักอัลจิเนต (w/w) 

จ้านวนโคโลนีแบคทีเรีย (CFU/ml) 

L. acidophilus L. casei 

control 1.12±0.15x1010 d 1.80±0.15x1010 D 
20 % 2.71±0.10x1011 c 3.04±0.15x1011 C 

30 % 3.61±0.28x1011 b 5.93±0.20x1011 B 

50 % 2.57±0.20x1012 a 2.74±0.25x1012 A 
 
*ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้้า ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผล
การทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
 

 
 
 



 
 

 
 

บทที่ 5  
อภิปรายผลการวิจัย 

5.1 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans NRRL 58543 
 
          5.1.1 ศึกษาแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน 

        จากการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์  พบว่าแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจนมีความจ้าเป็นต่อการเติบโตของเซลล์ จึงสนใจท้าการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนซึ่งเป็นปัจจัยที่มีความส้าคัญต่อกิจกรรมของเซลล์ที่ใช้ในการเติบโต และการสร้าง
สารประกอบต่างๆ เพ่ือเพ่ิมปริมาณการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ให้มากขึ้น โดยจากการศึกษาผล
ของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน พบว่า อาหาร PM ที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน และ
โซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงที่สุด คือ  3.10±0.01 
กรัมต่อลิตร ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง  และกลูโคสกับโซเดียมไนเตรทผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ต่้า
ที่สุด คือ 1.90±0.01 กรัมต่อลิตร ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  
(2555)ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการ
ขึ้นรูปฟิล์ม  โดยจากการศึกษาแหล่งคาร์บอน พบว่า แหล่งคาร์บอนที่สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์ได้ดีท่ีสุด คือ ซูโครส  3.53±0.03 กรัมต่อลิตร และจากรายงานของ Leathers และคณะ  (1988) 
ในการศึกษา A. pullulans สายพันธุ์ NRRL 6992 พบว่าซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุดในการ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดพลูลูแลน Reese และ Maguire  (1971) พบว่า ซูโครสเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่ดีกว่ากลูโคส เนื่องจาก A. pullulans   สามารถผลิตเอนไซม์ซูเครส (invertase, EC. 
3.2.1.26) ได้ และจากการศึกษา Prasongsuk และคณะ  (2007) ศึกษาการผลิตพลูลูแลนที่คัดแยก
ได้จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อน พบว่าเมื่อใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนให้ผลผลิตพลลูแลนดี
ที่สุด จากการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดอ่ืนของ A. pullulans ก็พบว่าส่วนใหญ่สามารถใช้
ซูโครสได้ดี เช่น จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตโดย  A. pullulans สายพันธุ์ P56  ของ 
Schuster และคณะ  (1993) พบว่า ซูโครสให้ผลผลิตสูงสุด (0.19 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง)  

  
         ส้าหรับการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์นั้น 

สามารถใช้โซเดียมไนเตรทได้ดี ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Yurlova และคณะ  (1995) พบว่า A. 
pullulans  var. aubasidani สามารถใช้โซเดียมไนเตรทในการผลิตออบาซิแดนได้ดีที่สุด ในขณะที่
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ถ้าเป็น A. pullulans  var. pullulans จะสามารถใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งในโตรเจนในการ
ผลิตพูลลูแลนได้ดีกว่า จากการศึกษาของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555) ได้ท้าการศึกษาการ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการขึ้นรูปฟิล์ม  พบว่า อาหาร
สูตร PM ที่มีโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนสามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด คือ 
3.53±0.03 กรัมต่อลิตร และจากการศึกษาของ Thirumavalavan และคณะ  (2009) ได้ศึกษาแหล่ง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตพลูลูแลนของ A. pullulans สายพันธุ์ MTCC 2195 พบว่า แหล่ง
ไนโตรเจนที่ให้ปริมาณพลูลูแลนสูงที่สุดมี 3 ชนิด คือ แอมโมเนียมซัลเฟต โซเดียมไนเตรท และยีสต์
สกัด 

 
          5.1.2 ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสม ของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน 

        จากการศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสม ของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน แม้ว่า
การปรับชนิดของแหล่งไนโตรเจนจากเปปโตนมาเป็นโซเดียมไนเตรทจะสามารถเพ่ิมผลผลิตของเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ สูงขึ้นจากสูตรอาหารเดิม แต่ปัจจัยที่ส้าคัญอีกปัจจัยที่อาจจะส่งผลกระทบต่อการ
ผลิต คือ ความเข้มข้นของทั้งแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ในการศึกษานี้เลือกใช้วิธี response 
surface methodology (RSM) ซึ่งเป็นวิธีทางสถิติที่นิยมน้ามาประยุกต์ใช้ในการศึกษาตัวแปรที่
ซับซ้อน เข้ามาช่วยท้านายความเข้มข้นที่เหมาะสมและผลผลิตที่คาดว่าจะได้ โดยวางแผนการทดลอง
แบบ central composite design (CCD) Ghadge และ Raheman  (2006) โดยเทคนิค RSM 
สามารถลดจ้านวนกลุ่มการทดลองและได้ผลการทดลองซึ่งเป็นที่ยอมรับทางสถิติ  Jeong และคณะ  
(2009) ซึ่งพบว่า ความเข้มข้นของซูโครส 6 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และ โซเดียมไนเตรท 0.06 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากที่สุด คือ 8.95±0.03 กรัมต่อลิตร ซึ่งอัตราผลผลิต
เพ่ิมสูงขึ้น และจากการตรวจสอบสมการอธิบายการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์  จาก A. pullulans  
NRRL 58543 โดยทดลองซ้้าอีกครั้งหนึ่งพบว่า สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้  7.21±0.03 
กรัมต่อลิตร ซึ่งอยู่ในช่วงที่สมการท้านายได้ (6.29-9.17 กรัมต่อลิตร) ดังนั้น แสดงว่าสมการที่ได้ 
สามารถน้ามาใช้ในการอธิบายการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans  NRRL 58543 ได้
อย่างแม่นย้า 
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          5.1.3 ศึกษาระดับความเข้มข้นของอาหารเสริมที่เหมาะสม 

                   จากการศึกษาระดับความเข้มข้นของอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอก เนื่องจากใน
น้้ามันมะกอก มีวิตามินจัดเป็นสารอินทรีย์ซึ่งวิตามินมีหน้าที่เกี่ยวข้องในการเร่งปฎิกิริยาภายในเซลล์
โดยท้าหน้าที่เป็น coenzyme หรือเป็นส่วนประกอบของ coenzyme ที่ช่วยในการท้างานของ
เอนไซม์ที่เหมาะสม และกรดไขมันต่างๆยังช่วยให้เชื้อเจริญได้ดีมากขึ้น สารอินทรีย์หลายชนิดที่เชื้อรา
ต้องการปริมาณน้อยแต่ความเข้มข้นมากกว่าวิตามิน ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อราชนิดต่างๆ
ได้แตกต่างกันคือสารที่เป็น growth factor ได้แก่ fatty acids, amino acids, succinic acid, 
sterols, purine, pyrimidine inositol Kikuchi และคณะ  (1973) จากการศึกษาระดับความ
เข้มข้นของอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอก ต่อการผลิตของเชื้อ A. pullulans  NRRL 58543 พบว่า 
เมื่อเติมอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอกร้อยละ 5 (ปริมาตรโดยปริมาตร) ให้ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์สูงที่สุดคือ 17.57±0.01 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 ของการเลี้ยง  และให้ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์ต่้าที่สุดคือ 16.21±0.18 กรัมต่อลิตร  เมื่อไม่เติมอาหารเสริม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
ปริศนา มังสา  (2554)  ได้ท้าการศึกษาผลของภาวการณ์ผลิตที่มีน้้าหนักโมเลกุลของพลูลูแลนที่ผลิต
จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อน โดยศึกษาทดลองเติมแหล่งอาหารเสริม คือ น้้ามันมะกอก 
น้้ามันมะพร้าว น้้ากะทิ ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 3 5 และ 7 (v/v) พบว่า น้้ามันมะกอก ความ
เข้มข้นร้อยละ 5 (v/v) สามารถผลิตพลูลูแลนได้สูงสุด 36.01±0.12 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 9 ของการ
เลี้ยง และจากรายงานของ  Roukas  (1999) ได้ศึกษาการผลิตพูลลูแลนจากโรงงานเบียร์โดยใช้ A. 
pullulans ในการทดลองศึกษาผลของการเติมแหล่งอาหารเสริม พบว่า เมื่อเติมแหล่งอาหารเสริม 
คือ น้้ามันมะกอกร้อยละ 2.5 ปริมาตรโดยปริมาตร และ Tween 80 ร้อยละ 0.5 ปริมาตรโดย
ปริมาตร ให้ปริมาณพูลลูแลน 8.5±0.3 กรัมต่อลิตร ขณะที่ในอาหารสูตรปกติที่ไม่เติมแหล่งอาหาร
เสริมให้ปริมาณพูลลูแลน 6.0±0.3 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาการเติมแหล่งอาหารเสริม Lazaridou 
และคณะ  (2002) ศึกษาการผลิตพูลลูแลนจากกากน้้าตาลบีทโดยใช้สายพันธุ์ nonpigmented จาก 
A. pullulans โดยเติมแหล่งอาหารเสริมคือน้้ามันมะกอกร้อยละ 2.5 ปริมาตรโดยปริมาตรและใส่ 
Tween 80 ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ปริมาตรโดยปริมาตรให้ผลดีที่สุด  
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          5.1.4 ศึกษาระดับ pH เริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสม 

                  จากการศึกษาผลของ pH เริ่มต้นระดับต่างๆ ของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า ที่ pH เริ่มต้นอาหาร เท่ากับ 6.5 ให้ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์สูงสุดที่ 
19.52±0.05 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 ของการเลี้ยง และให้ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ต่้าสุดที่ 
16.21±0.19 กรัมต่อลิตร ที่ pH เริ่มต้นเท่ากับ 6.0 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ ปริศนา มังสา  
(2554) ได้ท้าการศึกษาผลของภาวการณ์ผลิตที่มีน้้าหนักโมเลกุลของพลูลูแลนที่ผลิตจาก A. 
pullulans สายพันธุ์เขตร้อน โดยศึกษาระดับ pH เริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสมคือ 6.0 6.5 และ 7.0 
พบว่า ที่ระดับ pH เริ่มต้นอาหารเท่ากับ 6.5 สามารถผลิตพลูลูแลนได้สูงสุด 35.78±0.12 กรัมต่อลิตร 
ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง จากรายงานของ  West และ Reed-Hamer  (1993) ได้ศึกษาถึงผลของ
ระดับ pH เริ่มต้นต่อการผลิตพลูลูแลนจาก A. pullulans สายพันธุ์ ATCC 42023 พบว่า ระดับ pH 
เริ่มต้นที่เหมาะสมในการผลิตพลูลูแลน คือ pH เริ่มต้นที่ 6.5 และการศึกษาการผลิตพูลลูแลนจาก A. 
pullulans สายพันธุ์ NRM2 ที่คัดแยกได้จากเขตร้อนของ Prasongsuk และคณะ  (2007) พบว่า
ความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 6.5  สามารถผลิตพูลลูแลนได้มากที่สุด อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษาอ่ืนๆ พบว่าผลของความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสมมีความแตกต่างกันไป
ตามสายพันธุ์ที่ใช้ผลิต เช่น การศึกษาวิจัยของ Thirumavalavan และคณะ  (2009)  ที่พบว่า A. 
pullulans สายพันธุ์ MTCC 2195 ผลิตพูลลูแลนมากที่สุดเมื่อความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหาร
เท่ากับ 7.0 จากรายงานของ Youssef และคณะ  (1999) ที่ศึกษาผลความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของ
อาหารต่อการผลิตพูลลูแลน จาก A. pullulans สายพันธุ์ P-56 พบว่า ความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของ
อาหารเท่ากับ 7.5 เหมาะสมกับการผลิตพูลลูแลนมากที่สุด  และจากรายงาน พันธกานต์ อุณหภัทร
ฐิติกุล  (2555) ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อน
และการขึ้นรูปฟิล์ม โดยศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่างเริ่มต้นของอาหารสูตร PM พบว่า ความ
เป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะสมที่สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด เมื่อความเป็นกรดด่าง
เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.5 คือ 9.28±0.04 กรัมต่อลิตร 
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          5.1.5 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

                  จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ เนื่องจากอุณหภูมิจะ
มีผลต่อระยะเวลาของการเจริญเติบโต และผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ในการศึกษาอุณหภูมิต่างๆ
ที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans  NRRL 58543 พบว่า ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้สูงที่สุด คือ 21.04±0.19 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 6 
ของการเลี้ยง และผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ต่้าที่สุด คือ 19.04±0.22 กรัมต่อลิตร  ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ซึ่งในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้นปริมาณเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ก็จะลดลง  ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555) ได้
ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการขึ้นรูปฟิล์ม 
โดยศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิต่างๆ พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
คือ 25 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีที่สุด คือ 14.72±0.03 กรัมต่อลิตร    
จากรายงานของ Ueda และคณะ  (1963) ที่พบว่าอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ผลผลิตพูลลูแลนสูง
กว่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และการผลิตจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และ West และ Reed-
Hamer  (1993) ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิในการผลิตพูลลูแลนที่อุณหภูมิ 23 – 33 องศา
เซลเซียส พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 24 – 26 องศาเซลเซียส 

 
       เมื่อประมวลผลจากภาวการณ์ที่ดีที่สุดทั้งหมด พบว่า A. pullulans   NRRL 58543 

สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้มากที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีการปรับองค์ประกอบของแหล่ง
ไนโตรเจนคือ เปลี่ยนจากเปปโตนมาเป็นโซเดียมไนเตรทที่ความเข้มข้น 0.06 เปอร์เซ็นต์  (w/v) 
ร่วมกับแหล่งคาร์บอน คือ ซูโครสความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และ ความเข้มข้นของอาหารเสริม
คือ น้้ามันมะกอกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ (v/v)  ที่ pH ของอาหารเริ่มต้นเป็น 6.5 และเลี้ยงเป็น
เวลา 6 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะสามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ได้สูงสุดเป็น 
21.04±0.19 กรัมต่อลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกว่าการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไม่ผ่านการปรับองค์ประกอบ
ถึง 5.78 เท่า 
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5.2 วิเคราะห์สมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ 

จากการศึกษาโครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตโดย A. pullulans     
 NRRL 58543 โดยการตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี พบว่า เอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่ผลิตโดย A. pullulans  NRRL 58543 มีรูปแบบของ FT-IR spectra เหมือนกันกับออ
บาซิแดน (aubasidan) ที่ผลิตจาก A. pullulans  var. aubasidani   NRRL  58013 คือ ไม่พบหมู่

ฟังก์ชันของ α-configuration แต่พบหมู่ฟังก์ชันที่เป็น β-configuration โดยจากการทดลองจะพบ
พีกที่ต้าแหน่ง  890.58 และ 891.88 cm-1 ตามล้าดับ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Yurlova และ 
De Hoog  (1997) ที่พบว่า A. pullulans  var. aubasidani สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์

ชนิดออบาซิแดน ซึ่งจะพบหมู่ฟังก์ชัน  β-configuration ที่บริเวณความถี่ที่   890 cm-1 และรายงาน

ของ Leal-Serrano และคณะ  (1980) ที่ระบุว่า β-configuration ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิต
จาก A. pullulans จะมีความถี่ท่ี  890 cm-1  

 
จากการตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนสเปคโตรสโคปีชนิด  

13C  และ  1H  ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ เปรียบเทียบกับออบาซิแดน ที่ผลิตจาก A. pullulans  var. 
aubasidani  NRRL 58013 พบว่า โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก A. pullulans 

NRRL 58543 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 β-1,6  α-1, 4  และα-1, 6 configurations ซึ่ง
คล้ายกันกับโครงสร้างออบาซิแดน Reis และคณะ  (2002); Manitchotpisit และคณะ  (2009) ส่วน
การตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค 13C-NMR พบว่า โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก 

A. pullulans  NRRL 58543  มีพีกขึ้นที่บริเวณ C-1 ของα-1, 4   C-1 ของα-1, 6    C-3 ของβ-1, 
3  O-substituted C-6  และ C-6 คล้ายกันกับออบาซิแดน แต่โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่

ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543 ไม่พบพีก C-4  และ C-1 ของ β-1,6 ในขณะที่พบพีกชนิดนี้
ในโครงสร้างออบาซิแดน เมื่อท้าการประมวลผลการวิเคราะห์โครงสร้างทั้งหมดสามารถกล่าวได้ว่าเอก
โซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก A. pullulans   NRRL 58543 คือ บีตากลูแคนที่มีโครงสร้างคล้ายคลึง

กับออบาซิแดน (aubasidan-like β-glucan) ซึ่งนักวิจัยให้ความสนใจส้าหรับออบาซิแดนซึ่งเป็น
สารพรีไบโอติกที่เพ่ิมลงไปในส่วนของอาหารและเครื่องดื่มที่บริโภค ได้แก่ ผลิตภัณฑ์นม น้้าผลไม้ 
ผลิตภัณฑ์ธัญพืช หรืออาจจะเป็นผลิตภัณฑ์ส้าเร็จรูปที่พร้อมใช้บริโภคโดยตรง เช่น กาแฟ  เครื่องดื่ม 
เป็นต้น สุญาณี พงษ์ธนานิกร  (2549) 
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5.3 การทดสอบสมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus 
และ L. casei  

พอลิแซ็กคาไรด์หลายชนิดที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติในการเป็นพรีไบโอติก  เช่น บี
ตากลูแคน สามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลายชนิด เช่น S. cerevisiae, Bipolaris spicifera and  
Sporothrix schenckii Odabasi และคณะ  (2006)  รวมไปถึง A. pullulans ก็มีรายงานว่าสามารถ
ผลิตบีตากลูแคนได้เช่นกัน Finkelman และ Vardanis  (1987) สารอาหารที่สามารถเป็นพรีไบโอติก
ที่ดีได้นั้น จะต้องไม่ถูกย่อยหรือถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารส่วนต้น Fooks และคณะ  (1999) 
และสามารถยับยั้งการเติบโตของจุลินทรีย์ก่อโรคได้ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่สร้างสารพิษได้  รวมทั้งส่งเสริม
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ดีในล้าไส้ เช่น Lactobacillus และ Bifidobacterium Gibson  
(1995) โดยในการศึกษาทดลองนี้ได้เลือกจุลินทรีย์ในกลุ่ม Lactobacilus ซึ่งได้แก่ L. casei และ L. 
acidophilus  ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกได้และน้าไปใช้ในใช้ในอุตสาหกรรมผลิตนม
เปรี้ยว และโยเกิร์ต Sultana และคณะ  (2000) และได้ทดลองน้าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ 
จาก A. pullulans  NRRL 58543 มาทดสอบความเป็นพรีไบโอติกในการกระตุ้นการเติบโตของ
แบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus spp.  ซึ่งจากการทดลองพบว่า เมื่อเติมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ความ
เข้มข้นที่มากขึ้นการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียก็จะเพ่ิมขึ้นด้วย ซึ่งเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
สามารถกระตุ้นการเตบิโตของ L. acidophilus และ L. casei  ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเทียบ
กับชุดควบคุมที่เติมกลูโคส 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  ได้ถึง 7.1 6.5 6.7 และ 5.3 เท่า 
ตามล้าดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารที่เติมบีตากลูแคนเกรดการค้า  (food-grade) พบว่า 
สามารถกระตุ้นการเติบโตของ Lactobacillus ทั้ง 2 สายพันธุ์ได้ใกล้เคียงกัน แต่จากชุดควบคุมที่ไม่
เติมแหล่งคาร์บอนจะไม่มีคุณสมบัติในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์ได้ ดังนั้น 
แสดงว่าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ มีศักยภาพความเป็นพรีไบโอติกได้ดีเทียบเท่ากับบีต้ากลูแคนเกรด
การค้า  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล  (2555) ได้ท้าการศึกษาการผลิต
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและการขึ้นรูปฟิล์ม โดยศึกษาการทดสอบ
สมบัติของ NP-EPS ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei  พบว่า NP-
EPS สามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei  ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อ
เทียบกับชุดควบคุมที่เติมกลูโคสได้ถึง  6.9 และ 5.1 เท่า ตามล้าดับ และจากการศึกษาของ 
Gardiner และคณะ  (2002) พบว่า บีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสต์ S. cerevisiae มีคุณสมบัติสามารถ
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เป็นพรีไบโอติกได้ สามารถกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียแลกติกแอซิด  Bifidobacterium และ 
Lactobacillus ได้ และแบคทีเรียเหล่านี้ยังช่วยการป้องกันปัญหาต่างๆในระบบย่อยอาหาร ของ
มนุษย์ เช่น โรคกระเพาะ และอาการท้องผูกได้  
 
5.4 การขึ้นรูปฟิล์มผสมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีอัลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์มและศึกษาสมบัติฟิล์ม 

      การขึ้นรูปฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีอัลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์ม สามารถขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์ม
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ในการทดลองครั้งนี้เพ่ืออยากจะทราบว่าปริมาณของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
ในแผ่นฟิล์มที่ปริมาณสูงสุดเท่าไหร่ที่จะท้าให้ฟิล์มสามารถข้ึนรูปและคงตัวเป็นแผ่นฟิล์มได้โดยไม่เปาะ
หรือแตกง่าย และฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จะมีลักษณะข้อดีคือ ฟิล์มจะมีลักษณะคงตัวและลอก
ออกมาเป็นแผ่นฟิล์มได้ ซึ่งแผ่นฟิล์มนี้ยังสามารถรับประทานได้เลยเพราะสามารถละลายได้ในปาก 
ส่วนข้อเสียฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ คือ จะเปาะและแตกง่าย 
 
       5.4.1 สมบัติการละลายในน้้าร้อน น้้าเย็น (solubility)  

               จากการศึกษาการทดสอบสมบัติการละลายน้้าร้อนน้้าเย็น (solubility) ของฟิล์มเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด์  ซึ่งเป็นการทดสอบคุณสมบัติในการละลายในน้้าของฟิล์มที่อุณหภูมิต่างๆ โดย
ละลายในน้้าเย็นที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ละลายในน้้าร้อนที่อุณหภูมิ 37 และ 40 องศา
เซลเซียส  พบว่า เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิสูงขึ้นการละลายของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ก็จะเร็วขึ้นด้วย แต่
ฟิล์มมีแนวโน้มเกิดการบวมตัวและสลายกลายเป็นเจลได้ช้าลงเมื่อเติมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ ความ
เข้มข้นสูงขึ้น และจะไม่สามารถละลายได้หมด จะพบเป็นตะกอนเล็กๆของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
เหลืออยู่ เนื่องจากเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์บางส่วนไม่ละลายน้้า  ซึ่งสอดคล้องกับ พันธกานต์ อุณหภัทร
ฐิติกุล  (2555) ที่ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อน
และข้ึนรูปฟิล์มผสมของ NP-EPS ที่ความเข้มข้น 0.1 0.5 1 และ 3 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ที่ผลิตได้จาก A. 
pullulans สายพันธุ์เขตร้อน พบว่า ฟิล์มผสม NP-EPS มีแนวโน้มเกิดการบวมตัวและสลายกลายเป็น
เจลได้ช้าลงเมื่อเติม NP-EPS ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น และจากรายงานของ Manners และคณะ  (1973) 
รวมถึง Novák และคณะ  (2012) ที่พบว่า บีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสต์มีคุณสมบัติไม่ละลายในน้้า โดย
จากภาพรวมของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า คุณภาพของฟิล์มจะลดลงเมื่อเติมเอกโซพอลิ
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แซ็กคาไรด์ลงไป แต่การปรับปรุงคุณสมบัติของฟิล์มโดยการเติมกลีเซอรอล เพ่ือเพ่ิมความยืดหยุ่นหรือ
ลดความเปราะของแผ่นฟิล์ม Novák และคณะ  (2012) 
 
       5.4.2 ทดสอบความแข็งแรงต่อแรงดึง (tensile properties) ของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
               การทดสอบค่าความเค้นหรือการทนต่อแรงดึง (tensile strength)  และความยืดหยุ่น 
(elongation) ของฟิล์ม พบว่า ค่าความทนต่อแรงดึง และเปอร์เซ็นต์การยืดตัวของฟิล์มเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0 5 10 20 30 และ 50 โดยน้้าหนักอัลจิเนต มีแนวโน้มลดลงเมื่อ
ความเข้มข้นของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในฟิล์มสูงขึ้น  และเมื่อเพ่ิมปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์มีผล
ท้าให้คุณสมบตัิการยืดหยุ่นของฟิล์มลดน้อยลง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติ
กุล  (2555) ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์เขตร้อนและ
การขึ้นรูปฟิล์ม โดยศึกษาการขึ้นรูปฟิล์มของ NP-EPS  พบว่า ค่าความทนต่อแรงดึง และเปอร์เซ็นต์
การยืดตัวของพูลลูแลนฟิล์มที่เติม NP-EPS ที่ความเข้มข้น 0.1  0.5  1 และ 3 เปอร์เซ็นต์ (w/v) มี
แนวโน้มลดลงเมื่อความเข้มข้นของ NP-EPS ในฟิล์มสูงขึ้น และจากการวิจัยของ Lazaridou และ
คณะ  (2002) ได้ศึกษาผลของน้้าหนักโมเลกุลต่อการขึ้นรูปฟิล์ม และทดสอบสมบัติความแข็งแรงต่อ
แรงดึง พบว่า น้้าหนักโมเลกุลมีความสัมพันธ์กับความแข็งแรงต่อแรงดึง 
 
       5.4.3 ทดสอบสมบัติของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. 
acidophilus และ L. casei 

                จากการทดสอบสมบัติของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. 

acidophilus และ L. casei โดยในการศึกษานี้ได้น้าฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ มาทดสอบโดยใช้

จุลินทรีย์ในกลุ่ม Lactobacilus ซึ่งได้แก่ L. casei และ L. acidophilus  ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่สามารถ

ผลิตกรดแลกติกได้และน้าไปใช้ในใช้ในอุตสาหกรรมผลิตนมเปรี้ยว และโยเกิร์ต Sultana และคณะ  

(2000) โดยเป็นการทดสอบความเป็นพรีไบโอติกของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์   ที่ผลิตได้จาก A. 

pullulans   NRRL 58543 ในการกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus spp. จาก

การทดลอง พบว่าฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans   NRRL 58543 สามารถ

กระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei  ที่ปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่สูงขึ้น 

พบว่าการเติบโตของแบคทีเรียมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นด้วย โดยที่ความเข้มข้นร้อยละ 20 30 และ 50 ของ
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เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ สามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei ได้อย่างมี

นัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ถึง  3.0 4.0 4.4 3.0 

6.0 และ 6.6  เท่า ตามล้าดับ ดังนั้นแสดงว่าฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์มีศักยภาพความเป็นพรีไบ

โอติกได้ดีเมื่ออยู่ในรูปของฟิล์ม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Gardiner และคณะ  (2002) ที่พบว่า 

บีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสต์ S. cerevisiae มีคุณสมบัติสามารถเป็นพรีไบโอติกได้ สามารถกระตุ้นการ

เติบโตของแบคทีเรียแลกติกแอซิด Bifidobacterium และ Lactobacillus ได้ และแบคทีเรียเหล่านี้

ยังช่วยการป้องกันปัญหาต่างๆในระบบย่อยอาหาร ของมนุษย์ เช่น โรคกระเพาะ  และอาการท้องผูก

ได้ ในปัจจุบันฟิล์มที่ขึ้นรูปจากสารทางชีวภาพเป็นทางเลือกใหม่ ที่น้ามาใช้ประโยชน์เนื่องจาก

สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ กินได้โดยไม่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภค พบในธรรมชาติหลาย

ชนิด เช่น ไคติน Su และคณะ  (1997) ไคโตซาน Howling และคณะ  (2001) และ   β  (1-3),(1-6)-

D-glucan  Kofuji และคณะ  (2010) จากรายงาน บีตากลูแคนที่ผนังเซลล์ของยีสต์ มีผลในการ

กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน Novak และ Vetvicka  (2009) ความยืดหยุ่นของเนื้อเยื่อผิวหนัง และเพ่ิม

การสะสมของคอลลาเจน  รักษาบาดแผล กระตุ้นการท้างานของแมคโครฟาจก์ Ovington  (1998) 

ดังนั้นเพ่ือให้สามารถน้าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans   NRRL 58543  ไป

ประยุกต์ใช้ได้ในทางอุตสาหกรรมทางด้านเภสัชกรรม เครื่องส้าอาง  ต ัวอย ่างที ่ม ีการน้าอัลจ ิเนตไปใช ้

ในทางเภสัชกรรมคือการเตรยีมไมโครแคปซูลจากเกลือแคลเซียมอัลจิเนต ไมโครแคปซ ูลที ่ได ้สามารถ

ใช ้ในการน้าส ่งยาโปรต ีนและเปปไทด์ (เช ่น อ ินซ ูล ินและแคลซ ิโตน ิน) โดยการร ับประทานอ ัลจ ิเนต

ในร ูปเกล ือสามารถปกป ้องยาโปรต ีนจากการสลายต ัว ในสภาวะกรดในกระเพาะอาหารได ้

เนื ่องจากอ ัลจ ิเนตในร ูปเกล ือ ไม่ละลายในสภาวะกรด อีกทั้งยังสามารถควบคุมการปลดปล่อยยา ใน

ล้าไส้เล็กและล้าไส้ใหญ่ได้ George และ Abraham  (2006) 

      นอกจากนี ้อ ัลจ ิเนตย ังสามารถใช ้เป ็นว ัสด ุในการร ักษาแผล ได ้อย ่างม ีประส ิทธ ิภาพโดย

แผ ่นเจลที ่ได ้จากอ ัลจ ิเนตสามารถ ช่วยดูดซับสารคัดหลัง่ทีม่าจากบาดแผล อีกทัง้ยังชว่ยลดการติด

เชื้อ แบคทีเรยีของแผลได้ มีรายงานการวิจัยที่แสดงใหเ้หน็ว่าการใช้เกลือ อ ัลจ ิเนตของแคลเซ ียและ

ส ังกะส ีเป ็นว ัสด ุห ้ามเล ือดในแผลล ึก สามารถเพิ ่มการแข ็งต ัวของเล ือดได ้มากกว ่าว ัสด ุห ้ามเล ือดที ่

ไม ่มีอัลจิเนตGoh และคณะ  (2012)



 
 

 
 

บทที่ 6  
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

6.1 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ จาก A. pullulans NRRL 58543  
 

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของ  A. pullulans  NRRL 
58543 พบว่า สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีการปรับ
องค์ประกอบต่างๆ คือ ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน โซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน และความ
เข้มข้นของซูโครสที่ 6   เปอร์เซ็นต์  (w/v) ความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรทที่ 0.06 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
และอาหารเสริมคือน้้ามันมะกอกที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 5 (ปริมาตรโดยปริมาตร) ปรับ pH ของ
อาหารเริ่มต้นเป็น 6.5 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 วัน จะสามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุดเป็น 21.04±0.19 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกว่าการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไม่ผ่านการปรับองค์ประกอบถึง 5.78 เท่า 

 
6.2 วิเคราะห์สมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้  

           จากการวิเคราะห์โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี 

(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR) เปรียบเทียบกับออบาซิแดน พบว่าโครงสร้าง

ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543 ไม่พบหมู่ฟังก์ชันของ α-

configuration แต่พบหมู่ฟังก์ชันที่เป็น β-configuration เช่นเดียวกันกับออบาซิแดน (aubasidan) 

ที่ผลิตจาก A. pullulans  var. aubasidani   NRRL  58013 โดยจะมีพีกที่ต้าแหน่ง  890.58 และ 

891.88 cm-1 ตามล้าดับ  

จากการตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนสเปคโตรสโคปีชนิด  

13C  และ  1H   ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ เทียบกับออบาซิแดน ที่ผลิตจาก A. pullulans  var. 

aubasidani  NRRL 58013 พบว่า โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก A. pullulans 

NRRL 58543 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3   β -1, 6  α-1, 4  และ α-1, 6 configurations ซึ่ง

คล้ายกันกับโครงสร้างออบาซิแดน ส่วนการตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค 13C-NMR พบว่า 
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โครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543  มีพีกขึ้นที่บริเวณ C-1 

ของ α-1, 4   C-1 ของ α-1,6  C-3 ของ β-1,3  O-substituted C-6 และ C-6 ซึ่งคล้ายกันกับออ

บาซิแดน เมื่อท้าการประมวลผลการวิเคราะห์โครงสร้างทั้งหมดสามารถกล่าวได้ว่าเอกโซพอลิแซ็กคา

ไรด์ ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 58543 คือ บีต้ากลูแคนที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับออบาซิแดน 

(aubasidan-like β-glucan) 

 

6.3 การทดสอบสมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. acidophilus 
และ L. casei  

 
จากการศึกษาสมบัติของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้จาก A. pullulans NRRL 58543 

สามารถกระตุ้นการเติบโตของ  L. acidophilus และ L. casei ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเทียบ
กับชุดควบคุมกลูโคส และชุดควบคุมที่ไม่เติมแหล่งคาร์บอน 

 

6.4 การขึ้นรูปฟิล์มผสมเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีอัลจิเนตเป็นสารก่อฟิล์มและศึกษาสมบัติฟิล์ม 

           6.4.1 การเตรียมฟิล์ม 

        จากการศึกษาการเตรียมฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans  NRRL 
58543 สามารถขึ้นเป็นแผ่นฟิล์มได้ จะเปราะและแตกง่าย และมีสีที่เข้มขึ้นที่เข้มข้นของเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่เพ่ิมข้ึน 

           6.4.2 สมบัติการละลายในน้้าร้อน น้้าเย็น (solubility)  

         จากการทดสอบสมบัติการละลายในน้้าร้อน น้้าเย็น (solubility) ของฟิล์มที่อุณหภูมิ 
25 30 37 และ 40 องศาเซลเซียส พบว่า เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้นการละลายของฟิล์มเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์ก็จะเร็วขึ้นด้วย และที่ปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่เพ่ิมขึ้นฟิล์มจะเกิดการบวมตัวและ
สลายกลายเป็นเจลได้ช้าลง และจะพบตะกอนของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เหลืออยู่ในน้้าเนื่องจากเอก
โซพอลิแซ็กคาไรด์บางส่วนไม่ละลายน้้า 
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           6.4.3 ความแข็งแรงต่อแรงดึง (tensile properties) ของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 

        ค่าความทนต่อแรงดึง และเปอร์เซ็นต์การยืดตัวของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์  ที่
ความเข้มข้นร้อยละ 0 5 10 20 30 และ 50 โดยน้้าหนักอัลจิเนต จะมีค่าลดลงเมื่อความเข้มข้นของ
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในฟิล์มสูงขึ้น 

           6.4.4 ทดสอบสมบัติของฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ในการกระตุ้นการเติบโตของ L. 
acidophilus และ L. casei 

         พบว่าฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0 20 30 และ 50 ที่ผลิตได้
จาก A. pullulans NRRL 58543 สามารถกระตุ้นการเติบโตของ  L. acidophilus และ L. casei ได้
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมฟิล์มเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 

 

ข้อเสนอแนะ 

  จากการศึกษานี้พบว่า เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้นั้นจะมีสีด้าเข้ม และมีบางส่วนไม่
ละลายน้้า ดังนั้นจึงควรหาวิธีที่สามารถแยกสีด้าออกจากเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตได้ รวมทั้ง
ท้าการศึกษาหาตัวท้าละลายที่เหมาะสมในการละลายเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้  

           ส้าหรับแนวทางการน้าเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ฟิล์มที่น่าสนใจด้วยการน้าไปใช้เป็นผลิตภัณฑ์
ฟิล์มพรีไบโอติกชนิดรับประทานได้ที่สะดวกและง่ายต่อการรับประทานโดยต้องมีการค้านวณปริมาณ
ฟิล์มพรีไบโอติกให้เหมาะสมกับการรับประทานต่อครั้งจะท้าให้เกิดการสร้างผลิตภัณฑ์ฟิล์ม
รับประทานชนิดใหม่ที่น่าสนใจรูปแบบหนึ่ง และในการขึ้นรูปฟิล์มอาจจะน้าฟิล์มไปประยุกต์ใช้ที่มี
คุณสมบัติเป็นพรีไบโอติกที่ดีได้ เช่น ไมโครแคปซูลยา  ผสมในเครื่องดื่มกาแฟ หรือผลิตภัณฑ์นมผง
ต่างๆ เป็นต้น 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม 

 

 1.  สูตรอาหาร Yeast Malt Agar (YMA) 

องค์ประกอบของสูตรอาหาร 

Yeast extract 5  กรัม 

Malt extract 5  กรัม 

Peptone 5  กรัม 

กลูโคส 20  กรัม 

น้้ากลั่น  1000  มิลลิลิตร 

     วุ้น                                   15                                     กรัม 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามอัตราส่วนยกเว้นวุ้นในน้้ากลั่น แล้วตามด้วยการเติมวุ้น แล้วน้าไปอุ่นให้
ร้อนจนวุ้นละลาย ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร ถ่ายใส่ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ให้มีปริมาตร 100 
มิลลิลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 

2.  สูตรอาหาร Yeast malt broth (YMB) 

องค์ประกอบของสูตรอาหาร 

Yeast extract 5  กรัม 

Malt extract 5  กรัม 

Peptone 5  กรัม 

กลูโคส 20  กรัม 

น้้ากลั่น  1000  มิลลิลิตร 
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วิธีการเตรียม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามอัตราส่วนในน้้ากลั่น เช่นเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร YMA แต่ไม่ต้อง
เติมวุ้น ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร ถ่ายใส่ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ให้มีปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 

 

3. Production medium  

องค์ประกอบของสูตรอาหาร 

ซูโครส 5 กรัม 

เปปโตน 0.06 กรัม 

K2HPO4 0.5 กรัม 

MgSO4·7H2O 0.04 กรัม 

NaCl 0.2 กรัม 

ยีสต์สกัด 0.08 กรัม 

น้้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามอัตราส่วน ในน้้ากลั่น 950 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 6.5 ปรับ
ปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ถ่ายใส่ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ให้มีปริมาตร 95 มิลลิลิตร น้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี
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4. MRS broth/ agar 

องค์ประกอบของสูตรอาหาร 

เปปโตน  10 กรัม 

บีฟสกัด 10 กรัม 

ยีสต์สกัด 5 กรัม 

กลูโคส 20 กรัม 

Tween 80 1 มิลลิลิตร 

K2HPO4 2 กรัม 

Sodium acetate 5 กรัม 

Tri-ammonium citrate 2 กรัม 

MgSO4·7H2O 0.2 กรัม 

MnSO4·H2O 0.02 กรัม 

น้้ากลั่น  1000 มิลลิลิตร 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามอัตราส่วนในน้้ากลั่น หากต้องการเตรียม MRS agar ให้เติม agar น้้าหนัก 
15 g แล้วน้าไปอุ่นให้ร้อนจนวุ้นละลาย ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ถ่ายใส่ฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ให้มีปริมาตร 100 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 
1.การนับจ านวนเซลล์ด้วยวิธี Direct Microscopic โดยใช ้Heamacytometer 
 
Haemacytometer เป็นอุปกรณ์ที่ใช้ส้าหรับนับเม็ดเลือด แต่ปัจจุบันน้ามาประยุกต์ใช้ในการนับ
จ้านวนเซลล์จุลินทรีย์หรือนับสปอร์ของราซึ่ง Haemacytometer เป็นสไลด์ที่มีการแบ่งช่องไว้เป็น
ตาราง เมื่อปิดทับด้วย cover glass ใช้เฉพาะส้าหรับอุปกรณ์จะท้าให้มีความลึกระหว่างตัวสไลด์กับ 
cover glass ท้าให้บรรจุของเหลวตัวอย่างที่ต้องการนับจ้านวนไว้ได้ดี ขีดจะแบ่งออกเป็นช่องสี่เหลี่ยม
จัตุรัส 25 ช่องใหญ่ แต่ละช่องมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิเมตร ซึ่งภายในแต่ละช่องจะแบ่งย่อย
ออกเป็น 16 ช่องเล็ก แต่ละช่องจะมีขนาด 0.05 x 0.05 ตารางมิลลิเมตร  

 

ภาพแสดง Haemacytometer เมื่อส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

 
 

ภายใน      ประกอบด้วย 25 ช่องใหญ่ และภายในช่องใหญ่แต่ละช่องจะประกอบไปด้วย 16 ช่องเล็ก 

(ท่ีมา: http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biofiles/cell-
viability-and-proliferation.html 
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วิธีการค้านวณ 

ปริมาตรใน 25 ช่องใหญ่ (400 ช่องเล็ก)              =  0.1    mm3 

สมมติค่าเฉลี่ยจ้านวนเซลล์ใน 1 ช่องใหญ่     =  A      เซลล ์

สมมติค่าเฉลี่ยจ้านวนเซลล์ใน 1 ช่องเล็ก     =  B      เซลล ์

นั่นคือ                A =  16B  เซลล์ 

เพราะฉะนั้น 

ใน 0.1 mm3 มีจ้านวนเซลล์ทั้งหมด       Ax25 หรือ Bx16x25   เซลล์ 

ใน 1.0 mm3 มีจ้านวนเซลล์ทั้งหมด        Ax25x10 หรือ Bx16x25x10   เซลล์ 

ใน 1.0 cm3 มีจ้านวนเซลล์ทั้งหมด         Ax25x10x1000 หรือ Bx16x25x10x1000   เซลล์ 

                 =  25A x 104 หรือ 4Bx106  เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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2. การนับจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ที่เพาะบนจานอาหาร colony forming unit (CFU)  

 

 ท้าการเจือจางเชื้อเริ่มต้นโดยท้าเป็นล้าดับ ล้าดับละ 10 เท่า (serial dilution) แล้วหยด
เชื้อจุลินทรีย์ 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหารที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งแข็งตัวแล้ว (solidified agar 
medium) บ่มเชื้อทิ้งไว้ในสภาวะไร้ออกซิเจน 2 วันแล้วท้าการนับเซลล์เพ่ือค้านวณให้เป็นหน่วย 
CFU โดยน้าค่าเฉลี่ยของโคโลนีที่นับได้มาคูณกับ dilution  

 
 

 รูปที่ 17 วิธีการเจือจางเชื้อเริ่มต้น (serial dilution)  
(ท่ีมา : http://www.agro.kmutnb.ac.th/e-learning/521302/1.php) 

 

 

 

http://www.agro.kmutnb.ac.th/e-learning/521302/1.php
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