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งานวิจยันีไ้ด้ศกึษาสมบตัิของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 

EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 พบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตมีทัง้ท่ีเป็น
ชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ และฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ สามารถละลายน า้ได้ดี ให้ความหนืดต ่า 
พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากกลุ่ม EN และ EP มีความสามารถในการอุ้มน า้และการเป็นอิมลัซิไฟ
เออร์ได้ดีกวา่กลุ่ม LAB ขณะท่ีกลุ่ม LAB มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงูกว่า และมีประสิทธิภาพใน
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูกว่ากลุ่ม EN และ EP   4-5 เท่า จากการทดสอบทางชีวเคมีเบือ้งต้น
พบวา่ กลุม่ท่ีมีรหสั EN และ EP เป็นแบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae ขณะท่ีกลุม่ LAB เป็น
แบคทีเรียในกลุ่มแลคติกแอสิดแบคทีเรียซึ่งเป็นเชือ้ไม่ก่อโรค จึงคดัเลือกกลุ่ม LAB มาศึกษา
สมบัติเ พ่ิมเติม พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์จาก LAB1 LAB2 และ LAB3 มีประจุเป็นกลาง มี
ความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์และเป็นสารก่อการจบักลุม่ได้ แต่ไม่มีความสามารถในการ
เกิดเจล โดยพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 มีลกัษณะสมบัติท่ีดีกว่า
ท่ีเหลือจึงคดัเลือกแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 มาพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียทางอนกุรมวิธานซึง่ 
พบวา่เป็นแบคทีเรีย Weissella confusa (Lactobacillus confusus) จากนัน้หาภาวะท่ีเหมาะสม
ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากสายพนัธุ์ LAB1 ในอาหาร MRS สตูรดดัแปลงใหม่ ท่ีประกอบด้วย 
ซูโครสความเข้มข้น 5.0% และอตัราส่วน Yeast extract : Proteose peptone : Beef extract  มี
คา่เท่ากบั  0.5 : 0.5 : 1  เป็นแหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจนตามล าดบั ภายใต้ภาวะท่ีปรับค่า
ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากบั 6.0 ภาวะการเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ในระดบัขวด
เขย่าอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มีค่าเท่ากับ 13.78 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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In the present study, characterization of exopolysaccharides (EPSs) from 

bacteria strain EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 and LAB3  were 
performed.  Polysaccharides from these strains were of either heteropolysaccharide or 
homopolysaccharide in nature with good water solubility and low viscosity. 
Polysaccharides from EN and EP groups have higher water holding and emulsifying 
activities than LABs.  However, LAB group is more stable at high temperature and gave 
EPSs yield of 4-5 times that of EN and EP. Morphological characteristics and 
biochemical studies revealed  EN and EP groups as Enterobacteriaceae and LAB as 
Lactic acid bacteria, a non-pathogenic organism.  Further study and analysis of LAB 
polysaccharides showed that those from strains LAB1 LAB2 and LAB3 displayed a 
neutral characteristic, able to use as either stabilizer or flocculant while unable to use as 
gelling agent with LAB1’s polysaccharide showed superior characteristics as compare 
to that of LAB2 and LAB3.  Based on above result, strain LAB1 was selected for further 
study. Taxonomic studies and 16SrDNA analysis classified strain LAB1 as member of 
Weissella confusa (Lactobacillus confusus). When grew in the modified MRS medium  
consist of 5% (w/v) sucrose, 0.5% (w/v) yeast extract, 0.5% (w/v) proteose peptone and 

1% beef extract at optimum conditions of  initial pH at 6.0 , at 200 rpm, 30C for 18 
hours strain LAB1 was able to produced the polysaccharide at 13.78 mg/ml. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
1.1   ประวัติความเป็นมา 
 

พอลิแซ็กคาไรด์เป็นพอลิเมอร์ของโมโนแซ็กคาไรด์ท่ีพบได้ในธรรมชาติ มีน า้หนักโมเลกุล
สูงเ น่ืองจากมักเป็นพอลิเมอร์สายยาว  พอลิเมอร์นีม้ีลักษณะเป็นเส้นตรงหรือมีการแตก
ก่ิงก้านสาขา โดยท่ีน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีประกอบกันเป็นพอลิเมอร์นีจ้ะเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ  
ไกลโคซิดิก เราสามารถจ าแนกพอลิแซ็กคาไรด์ออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ 1) Homopolysaccharides 
หรือ Homopolymers ซึ่ งมีส่วนประกอบของน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวเพียงชนิดเดียว  และ                        
2) Heteropolysaccharides หรือ Heteropolymers ซึ่งประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวมากกว่า 
หนึ่งชนิดขึน้ไป (Dumitriu, 1998) 

พอลิแซ็กคาไรด์ ได้รับการใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น ในอุตสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์ อุตสาหกรรมทอผ้า อุตสาหกรรมยา (Lopez และคณะ, 2003) 
อตุสาหกรรมผลิตสารท าความสะอาด อตุสาหกรรมขดุเจาะน า้มนัดิบ และใช้ในการบ าบัดน า้เสีย 
(Yalpani และ Sandford, 1987) เป็นต้น  พอลิแซ็กคาไรด์จากธรรมชาติมีความเหมาะสมต่อการ
ใช้งานเน่ืองจากไมเ่ป็นพิษกบัสิ่งแวดล้อมและสามารถย่อยสลายได้ง่าย ด้วยสมบัติทางกายภาพ 
ทางเคมี และสมบัติการไหล (rheological properties) ท่ีแตกต่างกันของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิด
ต่างๆ ท าให้สามารถน าพอลิแซ็กคาไรด์เหล่านีไ้ปประยุกต์ใช้ตามลักษณะสมบัติของมันอย่าง
กว้างขวาง (Moreno และคณะ, 1998) เช่น ใช้เป็นสารอิมลัซิไฟเออร์ สารท าให้เสถียร สารจับเกาะ 
สารก่อเจล สารท าให้เลือดแข็งตวั สารหล่อลื่น สารขึน้รูปฟิลม์ สารท าข้น และสาร แขวนลอย    
เป็นต้น (Margaritis และ Pace, 1985)  

ปัจจบุนัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีใช้ในอตุสาหกรรมมีทัง้ท่ีได้จากธรรมชาติและจากการสงัเคราะห์ 
และมีจ าหน่ายในทางพาณิชย์ทัง้ชนิดท่ีผลิตจากพืช สตัว์ จุลินทรีย์ (Dumitriu, 1998) ทัง้นีพ้อลิ
แซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์ได้ทวีความส าคญักว่าอีกสองแหล่ง พบว่าจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์นัน้มีทัง้ชนิดท่ีก่อโรคและท่ีไมก่่อโรค โดยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากจลุินทรีย์ตา่งชนิด
กันจะให้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอาจมีองค์ประกอบและสมบัติทางเคมีและกายภาพท่ีแตกต่างกันไป 
(Sandford, 1979) นอกจากนีย้งัพบวา่สว่นประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้และภาวะของการเจริญมี
ผลตอ่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ด้วย (Margaritis และ Pace, 1985)  
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ตามปกติจลุินทรีย์ท่ีใช้ในทางอตุสาหกรรมต้องให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ใช้แหลง่คาร์บอน
ท่ีมีราคาถกู (Slodki, 1978) และผลิตภณัฑ์ท่ีได้ต้องมีความเหมาะสมตอ่การใช้งาน เช่น การทนตอ่
ความร้อน เน่ืองจากทางอตุสาหกรรมมีขัน้ตอนในการให้ความร้อนเพ่ือเปลี่ยนรูปพอลิแซ็กคาไรด์
เป็นสารชนิดตา่งๆ (Whistler และ BeMiller, 1973) ความเสถียรต่ออณุหภมูิ อณุหภมูิหลอมเหลว
หลอมเหลว และการเปลี่ยนแปลงของพอลิเมอร์ตอ่อณุหภมูิท่ีเพ่ิมสงูขึน้ซึ่งเป็นสมบัติท่ีมีผลต่อการ
ใช้งานของพอลิเมอร์นัน้ๆ สมบัติเหล่านีส้ามารถวิเคราะห์ได้โดยใช้ TGA (thermogravimetric 
analysis) (Zohuriaan และ Shokrolahi, 2004) ส าหรับพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร
มกัจะมีลกัษณะของการละลายน า้ได้ บางชนิดเกิดความหนืดสงู (Roller และ Dea, 1992; Tombs 
และ Harding, 1998) หรือบางชนิดเกิดความหนืดต ่า ขึน้อยู่กับการน าไปประยุกต์ใช้งานใน
ผลิตภณัฑ์อาหารนัน้ (De Vuyst และ Degeest, 1999) สามารถในการอุ้มน า้ได้ (Water holding 
capacity) (Anonymous 1996)   อาจใช้เป็นสารอิมลัชัน เช่น ในน า้สลดั (Sutherland, 1990) ก่อ
เจล ซึ่งเป็นสมบตัิท่ีมีความส าคญัในการปรับปรุงเนือ้สมัผสัได้ โดยท่ีบางชนิดสามารถก่อเจลได้ใน
ความเข้มข้นต ่าประมาณ 1% เท่านัน้ ส าหรับพวกท่ีไมม่ีความสามารถในการก่อเจลอาจได้รับการ
ใช้ตามความสามารถอ่ืน เช่น ใช้เป็นสารเพ่ิมความคงตวั (stabilizer) (Nitta และ Nishinari, 2005) 
นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรด์ยังสามารถประยุกต์ใ ช้ เ ป็นสารก่อการจับกลุ่มทางชีวภาพ 
(bioflocculant) ในกระบวนการผลิตน า้ดื่ม เคร่ืองดื่ม หรือใช้ในขัน้ตอน downstream processing 
ในอตุสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากมีความปลอดภยั ไม่เป็นอนัตรายต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม และ
ยังเป็นพอลิเมอร์ท่ีสามารถย่อยสลายได้ในธรรมชาติ  (Salehizadeh และคณะ, 2000; 
Salehizadeh และ Shojaosadati, 2001; Zhang และคณะ, 2007) 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแต่ละชนิด จะมีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ
แตกต่างกัน จึงน าไปใช้ได้ไม่เหมือนกัน (Stephen และคณะ, 2006) ดงันัน้จึงต้องมีการศึกษา
คณุสมบตัิตา่งๆ เพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการน าพอลิแซ็กคาไรด์ไปประยุกต์ใช้ในด้านท่ีเหมาะสม 
(De Vuyst และคณะ, 2001) 

การศกึษาเก่ียวกบัเร่ืองพอลิแซ็กคาไรด์ สว่นใหญ่จะเพ่ือหาพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดใหม ่ๆ ท่ีมี
ความเหมาะสมต่อการประยุกต์ในงานต่าง ๆ ซึ่งมีความหลากหลายและสมบัติท่ีแตกต่างกันไป
แล้วแตง่านท่ีจะใช้ การวิเคราะห์ตา่ง ๆ เช่น การหาองค์ประกอบทางเคมีและกายภาพ  การศึกษา
ถึงปัจจัยต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ จึงเป็นท่ีสนใจส าหรับการศึกษาคัดเลือก        
พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเหมาะสมส าหรับการพัฒนาพอลิแซ็กคาไรด์ให้มีลกัษณะท่ีต้องการหรือน าไป
ประยกุต์ให้เหมาะสมกบัอตุสาหกรรมนัน้ ๆ 
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1.2   วัตถุประสงค์ 
 

เพ่ือคดัเลือกจลุินทรีย์และหาลกัษณะสมบตัิของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ ปัจจัยท่ีมี
ผลตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น องค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียท่ีเลือก 
 
1.3   ขัน้ตอนการด าเนินการ 
 
1.  เก็บตวัอย่างและคดัแยกแบคทีเรียท่ีผลิตพอลิเมอร์ได้ 
2.  ผลิตและสกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียท่ีเลือกจากธรรมชาติ 
3.  ศกึษาลกัษณะสมบตัิทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ 
4. คัดเลือกแบคทีเ รียกลุ่มท่ี เหมาะสมเบือ้งต้น และศึกษาลักษณะสมบัติ เ พ่ิมเติมของ                 

พอลิแซ็กคาไรด์จากกลุม่แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ 
5.  คดัเลือกแบคทีเรียสายพนัธุ์ท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในอตุสาหกรรม 
6.  พิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียทางอนกุรมวิธาน 
7.  หาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับแบคทีเรียท่ีคดัเลือกตอ่การเจริญและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 
  
1.4   ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
 

ได้แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ทราบสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิ
แซ็กคาไรด์ส าหรับการคดัเลือกและใช้งานตอ่ไป 
 



 
                                                                                                                                                                 

บทที่ 2 
 

ปริทศัน์วรรณกรรม 
 
2.1  พอลิแซก็คาไรด์ (polysaccharide) 

 
คาร์โบไฮเดรตท่ีพบในธรรมชาติสว่นมากเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีน า้หนักโมเลกุลสงู อาจมี

ลักษณะเป็นเส้นตรงหรือมีการแตกก่ิงก้านสาขา ซึ่งประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยว 
(monosaccharide) หรือ อนุพันธ์ของน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide derivatives) 
เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิก 

น า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีพบเป็นส่วนมากในพอลิแซ็กคาไรด์ คือ D-glucose ตามด้วย D-
mannose, D-fructose, D- และ L-galactose, D-xylose,D-arabinose,D-glucosamine, D-
galactosamine, D-glucuronic acid, N-acetyl muramic acid และ N-acetyl neuraminic acid 
ในขณะท่ีพบ D- หรือ L-rhamnose และ D- หรือ L- fucose บ้าง จากการท่ีพบพอลิแซ็กคาไรด์
สามารถมีน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีแตกต่างกันท าให้สามารถจ าแนกพอลิแซ็กคาไรด์เป็น 2 ชนิด 
ได้แก่ (Dumitriu, 1998) 

1 ) Homopolysaccharides หรือ Homopolymers ซึ่งมีสว่นประกอบของน า้ตาลโมเลกุล
เดี่ยวเพียงชนิดเดียว เช่น เดกซ์แทรน เคอร์ดแลน(Curdlan) เซลลโูลส ลีแวน(Levan) และพอลิกา
แลคโตซามีน เป็นต้น 

2 ) Heteropolysaccharides หรือ Heteropolymers ซึ่งประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว
มีมากกว่า 2 ชนิดขึน้ไป เช่น แซนแทน(Xanthan) วีแลน(Welan) เจลแลน(Gellan) อัลจิเนต 
(Alginate) ซักซิโนไกลแคน(Succinoglycan) กรดไฮยาลโูรนิค(Hyaluronic acid) และอิมลัแซน
(Emulsan) เป็นต้น (Harrah และคณะ, 2006) 
 

พอลิแซ็กคาไรด์แตล่ะชนิดมีลกัษณะแตกตา่งกนัจึงท าให้คณุสมบตัิหน้าท่ีของพอลิแซ็กคา
ไรด์แตกตา่งกนัไป ความแตกตา่งนีข้ึน้อยู่กบั 4 ชนิด ดงัตารางท่ี 2.1 (Dumitriu, 1998) อนัได้แก่ 

1 )  สว่นประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ ได้แก่ ชนิดและปริมาณของหน่วยย่อย 
2 )  โครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ ได้แก่ การจดัเรียงตวัของหน่วยย่อยและชนิดของพนัธะท่ี 
      ใช้เช่ือมตอ่ 
 



 
 

 

5 

 

3 )  มวลโมเลกลุ  
4 )  ชนิดและและการจดัเรียงของสว่นแทนท่ี 
 

ตารางท่ี 2.1  ปัจจยัท่ีเก่ียวข้องกบัลกัษณะของพอลิแซก็คาไรด์ 
 

ปัจจยั ตวัอย่าง : xanthan 

สว่นประกอบ กลโูคส : กลโูคโรนิก แอสิด : แมนโนส (2:1:2) 

โครงสร้าง 

แกนกลาง (backbone) ของสายพอลิแซ็กคาไรด์ประกอบด้วยสอง

หน่วยของ -D-glucose เช่ือมตรงต าแหน่ง 1 และ 4 สายด้านข้าง
(side chain) ประกอบด้วยแมนโนส 2 ตวั และกลคูิวโรนิก 1 ตวั 
เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดกิ 

มวลโมเลกลุ (2-15) x 106 

สว่นแทนท่ี อะซิเตทและกลุม่ไพรูเวทท่ีหน่วยของแมนโนส 
 

ท่ีมา: (Dumitriu, 1998) 
 

ในธรรมชาติพอลิแซ็กคาไรด์สามารถผลิตได้จากหลายแหลง่ (Mironescu, 2003) ได้แก่ 
1 )  สตัว์ เช่น ไคตนิ ไกลโคลเจน 
2 )  พืช เช่น แป้ง เซลลโูลส เพคติน และกาแลคโตแมนแนน 
3 )  สาหร่าย เช่น วุ้น คาราจีแนน และแอลจิเนท 
4 )  จลุินทรีย์ เช่น แซนแทน เจลแลน เซลลโูลส กรดไฮยาลโูรนิค และซกัซิโนไกลแคน เป็นต้น 
5 )  ยีสต์และรา ซึ่งพบเป็นสว่นน้อย (Sutherland, 1990) 

 
โดยพอลิแซ็กคาไรด์ส่วนใหญ่มีหน้าท่ีเป็นองค์ประกอบของโครงสร้าง (structural 

polysaccharide) เป็นแหล่งสะสมพลงังาน (storage polysaccharide) และเสริมสร้างความ
แขง็แรงให้แก่เซลล์  เช่น จลุินทรีย์มีแคปซูลเป็นโครงสร้างเพ่ือใช้ห่อหุ้มเซลล์ แป้งและไกลโคลเจน
เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีท าหน้าท่ีเป็นแหลง่สะสมพลงังานอย่างมากในพืชและสตัว์ ตามล าดบั ส่วน
เซลลโูลสเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีท าหน้าท่ีเป็นโครงสร้างและผนังเซลล์ในพืช แสดงดังรูปท่ี 2.1 
(Whitfield, 1998) 
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(ก) 

 

 
(ข) 

 
รูปท่ี 2.1  โครงสร้างพอลิแซ็กคาไรด์  ก) แป้งในพืชท่ีประกอบด้วยอะไมโลส 

[poly(1,4--D-glucose)]  และอะไมโลเพคติน [1,6-branched amylose]  ข) เซลลโูลสในพืช  
ท่ีมา : Whistler และ BeMiller (1993)  

 
 
2.2   พอลิแซก็คาไรด์จากจุลินทรีย์ (Microbial exopolysaccharides) 

 
จุลินทรีย์ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เพ่ือท าหน้าท่ีหลายอย่าง คือ 1 ) เพ่ือสะสมอาหาร ได้แก่ 

ไกลโคเจน (glycogen) ซึ่งอยู่ตรงต าแหน่งไซโตพลาสซึม (cytoplasm)  2 ) เพ่ือท าหน้าท่ีเป็น
โครงสร้างของผนังเซลล์ ได้แก่ เปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) และกรดไลโพไทโคอิค
(lipoteichoic acids) ในแบคทีเรียแกรมบวก และไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharides) 
ตรงผนงัเซลล์ด้านนอกของแบคทีเรียแกรมลบ แสดงดงัรูปท่ี 2.1 
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รูปท่ี 2.2  ต าแหน่งของพอลิแซ็กคาไรด์ในเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ 
CPS = Capsular polysaccharides (แคบซูล), EPS = exopolysaccharides (ชัน้เมือก) (Ruas-
Madiedo และ de los Reyes-Gavilan, 2005) 
 
 

นอกจากนีแ้บคทีเรียบางชนิดยงัสามารถสร้างพอลิแซ็กคาไรด์และปล่อยออกมาภายนอก
เซลล์ละลายอยู่ในอาหารเหลวท่ีใช้เลีย้งจลุชีพนัน้ๆมีลกัษณะข้นหนืด เรียกวา่ พอลิแซ็กคาไรด์นอก
เซลล์ หรือ เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (EPS) นิยมน าเชือ้เหล่านีม้าผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในระดับ
อุตสาหกรรมมากกว่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ เพราะง่ายต่อการสกัด และแยกออกจากผนังเซลล์ 
(Sandford, 1979) 
 

จลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มีทัง้จุลินทรีย์ท่ีก่อโรคและจุลินทรีย์ท่ีไม่ก่อโรค 
โดยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดกัน จะให้การสร้างและหน้าท่ีแตกต่างกันไป
(Sandford, 1979) ซึ่งในธรรมชาติจลุินทรีย์จะผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ขึน้เพ่ือท าหน้าท่ีป้องกัน
เซลล์จากภาวะแวดล้อมภายนอก เช่น ความแห้งแล้ง ส่ิงแปลกปลอม การโจมตีของไวรัส แอนติไบ
โอติก หรือสารพิษ(ไอออนของโลหะท่ีเป็นพิษ ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ เอทานอล) และความเครียด
ออสโมติก (osmotic stress) ท าหน้าท่ีเกาะติดกับพืน้ผิวและสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) (Cerning, 
1990) 
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ข้อดีของการใช้จลุินทรีย์ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์นัน้คือสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้
เป็นจ านวนมากในระยะเวลาสัน้ มีขัน้ตอนในการผลิตไมยุ่่งยาก และสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
ได้ในภาวะแวดล้อมท่ีหลากหลาย (Yun และ Park, 2003) โดยไมต้่องค านึงถึงสภาพดินฟ้าอากาศ 
ฤดกูาล หรือมลพิษทางทะเล ในขณะท่ีเราต้องค านึงถึงปัจจัยเหล่านีเ้มื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก
พืชหรือสาหร่าย ดงันัน้จลุินทรีย์จึงเป็นแหลง่ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์มากกว่า
พืชหรือสาหร่าย (Freitas และคณะ, 2009) โดยการวิจยัท่ีมีประวตัิศกึษากนัมาระยะเวลายาวนาน
ส าหรับการผลิตพอลิเมอร์จากจลุินทรีย์ในถงัหมกัท่ีถกูรายงายเป็นอนัดบัแรกในระดบัอตุสาหกรรม
ขนาดใหญ่ ได้แก่ เดกซ์แทรน (dextran) ซึ่งผลิตได้จาก Leuconostoc mesenteroides ขณะท่ีการ
ผลิตพอลิเมอร์จากจุลินทรีย์ท่ีไม่เป็นเชือ้ก่อโรคถูกพัฒนามาและได้รับการรับรองจาก United 
States Food and Drug Administration (FDA) ได้แก่ แซนแทนกัม ท่ีผลิตได้จาก Xanthamonas 
campestris (Jana และ Ghosh 1997; Sanchez และคณะ, 1997) และปัจจุบันพบว่าแซน
แทนกมัมีผลผลิตมากท่ีสดุทางการค้าในอตุสาหกรรมกาวแต่ละปีผลิตถึง 30,000 ตนั เป็นจ านวน
เงิน 408 ล้านดอลลาร์ (Kalogiannis และคณะ, 2003) 

 
จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ท่ีใช้ในทางการค้าและมีการศึกษาอย่าง

กว้างขวางในปัจจุบันได้แก่  แซนแทนกัม โดย Xanthomonas compestris เจลแลน โดย 
Sphingomonas paucimobilis แอลจิเนท โดย Pseudomonas sp. Azotobacter vinelandii และ 
Azotobacter chrococcum เซลลูโลสโดย Acetobacter xylinium กรดไฮยาลูโรนิค โดย 
Streptococcus equii และซักซิโนไกลแคน โดย Rhizobium sp. (Sutherland, 1990; 
Sutherland, 1994) พอลิแซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์เหล่านีไ้ด้รับการประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวางใน
อตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์ อตุสาหกรรมทอผ้า อตุสาหกรรมยา (Lopez และ
คณะ, 2003) อตุสาหกรรมผลิตสารท าความสะอาด อตุสาหกรรมขดุเจาะน า้มนัดิบ และในการ
บ าบัดน า้เสีย (Yalpani และ Sandford, 1987) เป็นต้น เน่ืองจากเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้จาก
ธรรมชาติมีคณุสมบตัิหน้าท่ีเฉพาะตวั ไมเ่ป็นพิษกบัสิ่งแวดล้อม และย่อยสลายได้ง่ายในธรรมชาติ 
ประกอบกับสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ีแตกต่างกันในพอลิแซ็กคาไรด์ต่างชนิดท าให้
สามารถประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมในวงกว้างขึน้กบัลกัษณะเฉพาะตวัท่ีเหมาะสม (Moreno และ
คณะ, 1998) ตวัอย่างของจลุินทรีย์และพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตและใช้ในทางอตุสาหกรรมได้แสดง
ไว้ในตารางท่ี 2.2 
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ตารางท่ี 2.2  พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยจลุินทรีย์ 
 

พอลิแซ็กคาไรด ์ จลุนิทรีย์ท่ีผลิต 

อะซีแตน Acetobacter xylinium 
อลัจิเนต   Acetobacter vinelandii 
เซลลโูลส   Acetobacter xylinium 
ไคโตซาน  Mucora sp. 
เคอร์ดแลน  Alcaligenes faecalis var. myxogenes 
ไซโคลโซโฟแรน  Agrobacterium sp. 

Rhizobium sp. 
Xanthomonas sp. 

พอลิเมอร์ของ 6—-ด-ีออกซี- เฮกโซส Klebsiella sp. 
เดกซ์แทรน  Leuconostoc mesenteroides 

Leuconostoc dextranicum 
Lactobacillus hilgardii 

อิมลัแซน  Acinetobacter calcoaceticus 
กาแลคโตกลโูคพอลิแซ็กคาไรด์  Achromobacter sp. 

Agrobacterium radiobacter 
Pseudomonas marginalis 
Rhizobium sp. 
Zooglea sp. 

เจลแลน  Auremonas elodea 
Sphingomonas paucimobilis 

กลคูโูรแนน  Rhizobium meliloti 
เอน็อะซิทิลเฮปะโรแซน  Escherichia coli 
กรดไฮยาลโูรนิค  Streptococcus equi 
อินดิแคน  Beijerinckia indica 
เคอฟิแลน  Lactobacillus hilgardii 
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ตารางท่ี 2.2  พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยจลุินทรีย์  (ตอ่) 
 

พอลิแซ็กคาไรด ์ จลุินทรีย์ท่ีผลิต 

เลนติแนน  Lentinus elodes 
ลีแวน  Alcaligenes viscosus  

Zymomonas mobilis 
พลูลแูลน  Aureobasidium pullulans 
สเครอโรกลแูคน   Sclerotium rolfsii 

Sclerotium delphinii 
Sclerotium glucanicum 

ชิโซไฟแลน  Schizophyllum commune 
ซกัซิโนไกลแคน   Alcaligenes faecalis var.myxogenes 
แซนแทนกมั Xanthomonas compestris 
วีแลน  Alcaligenes sp. 
ไมม่ีช่ือ Dairy and meat starters: 

Cyanothece sp. 
Cyanothece capsulata 

 
ท่ีมา: (Sutherland, 1990; Margaritis และ Pace, 1985; Graber และคณะ, 1988; Roller และ 

Dea, 1992; Crescenzi, 1995; Paul และคณะ, 1986; Lee, 1997 และ Pidoux และคณะ, 
1990) 

 
ลกัษณะท่ีพึงประสงค์ของจลุินทรีย์ท่ีมีความเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิเมอร์ได้แก่ (Slodki, 1978) 

 
1   ) พอลิเมอร์ท่ีผลิตได้ให้ความหนืดสงูท่ีความเข้มข้นต ่า 
2   ) ให้สมบตัิทางกายภาพในการแพร่กระจายในสารละลายได้ดี 
  3 ) สามารถผลิตได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยการใช้แหลง่คาร์บอนหลายชนิดท่ีมีราคาถกู 
 4  ) พอลิเมอร์ถกูปลดปลอ่ยสูอ่าหารเพาะเลีย้งในการหมกัไมม่ากกวา่ 2-3 วนั 
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ตามท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์ต่างชนิดอาจให้
องค์ประกอบของพอลิเมอร์ท่ีตา่งกนั จากสมบตัิข้อนีท้ าให้ท าให้แบ่งพอลิแซ็กคาไรด์ได้เป็น 2  กลุ่ม 
ดงัตอ่ไปนี ้(Margaritis และ Pace, 1985; Duboc และ Mollet, 2001) 
 

1. ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ คือ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบด้วยโมโนแซก็คาไรด์เพียงชนิด
เดียว เชน่ เดกซ์แทรน เคอร์ดแลน เซลลโูลส ลีแวน และอลัเทอแนน เป็นต้น ซึ่งการสร้างพอลิ
แซ็กคาไรด์ประเภทนีส้นันิษฐานวา่ถกูสร้างมาจากการท างานและการควบคมุของเอนไซม์ท่ีมีระบบ
ไมซ่บัซ้อน 

 
เดกซ์แทรนเป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีประกอบขึน้จากหน่วยย่อยของน า้ตาลกลโูคสมา

เช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิกหรือท่ีเรียกวา่ กลแูคน โดยพนัธะไกลโคซิดิกจะเป็นชนิด  -1,6 

เป็นสว่นใหญ่ และยงัประกอบด้วยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด  -1,2    -1,3   และ  -1,4 เป็นสว่นของ
ก่ิงสาขาอีกด้วย (Jeanes และคณะ, 1954; Robyt, 1986; Park และคณะ, 2001) แสดงดงัรูปท่ี 
2.3  พอลิเมอร์ชนิดนีม้ีมวลโมเลกุลสงูและมีประจุเป็นกลาง ในการผลิตในอตุสาหกรรมจะใช้
แบคทีเรียสายพันธุ์  Leuconostoc mesenteroides ซึ่งผลิตพอลิแซ็กคาไรด์มีมวลโมเลกุล           
4-5 x 107 Da และสามารถน าเดกซ์แทรนมาใช้ประโยชน์เป็นตวัเพ่ิมพลาสมาในเลือด ดดัแปลงให้
เป็นเซฟาเดกซ์ (Sephadex) และใช้เป็นสารต้านการจับตวัเป็นก้อนของเลือด(anti-coagulant) 
(Monsan และคณะ, 2001) ซึ่งการเช่ือมต่อของเดกซ์แทรนนัน้เป็นการเช่ือมต่อแบบไม่ซับซ้อน 
สามารถย่อยสลายได้ง่าย จึงถกูน ามาใช้ในอตุสาหกรรมยาเป็นสว่นมาก (Gumagalieva และคณะ
, 1998; Cascone และคณะ, 2001) 

 

 
 

รูปท่ี  2.3  โครงสร้างของเดกซ์แทรน 
ท่ีมา: Prabhat และ Sushant (2009) 
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เคอร์ดแลน หรือ -1,3-glucan เป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ประกอบด้วยหน่วยย่อยของ
น า้ตาลกลโูคสมาเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิกเป็นชนิด β-(1,3) โครงสร้างแสดงดงัรูปท่ี 2.4 
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดนีจ้ะผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  Alcaligenes faecalis ซึ่ง           
พอลิแซ็กคาไรด์ผลิตท่ีผลิตได้จะมีมวลโมเลกุลต ่า(น้อยกว่า 100 kDa) และมีค่าความสามารถ
ละลายน า้ได้ต ่า สามารถรวมตวัเป็นเป็นเจลท่ียืดหยุ่นได้เป็นสารแขวนลอยกับน า้เมื่อโดนความ
ร้อน (Nishinari และคณะ, 2000; Zhang และคณะ, 2002) ในประเทศญ่ีปุ่ นมีการใช้เคอร์ดแลน
เป็นสารเติมแตง่ในอาหาร เช่น ใช้เคลือบผิว (Coating) และ เพ่ิมเนือ้สมัผสั เป็นต้น 

 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.4  โครงสร้างของเคอร์ดแลน 
ท่ีมา: Moscovici และคณะ (2009) 

 
 

เซลลโูลสเป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นเส้นตรงท่ีประกอบขึน้จากหน่วยย่อยของน า้ตาล
กลโูคสมาเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไกลโคซิดิก โดยพันธะไกลโคซิดิกจะเป็นชนิด β-(1,4) โครงสร้าง
แสดงดังรูปท่ี 2.5 โดยผลิตได้จากแบคทีเรีย Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter, 
Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina และ Zoogloea เป็นต้น 
พอลิแซ็กคาไรด์ชนิดนีม้ีโครงสร้างท่ีแข็งแรง มีการน าไประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ เช่น ใช้รักษา
ทางผิวหนังและฟัน ส่วนในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น สารเ พ่ิมความหนืด , สารเติมแต่งใน
อตุสาหกรรมกระดาษ และใช้เป็นแผ่นกันความร้อน (Jonas และ Farah, 1998; Vandammeet 
และคณะ, 1998) 

 
 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Glucan
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รูปท่ี 2.5  โครงสร้างของเซลลโูลส 
ท่ีมา: Smith (1971) 

 

ลีแวนเป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีฟรุคโตสเป็นองค์ประกอบ ประกอบด้วย -(2,6)-
frutosyl-fructose เช่ือมตอ่โมเลกลุและสายอื่น ดงัโครงสร้างท่ีแสดงไว้ในรูปท่ี 2.6 น า้หนักโมเลกุล
ของลีแวนท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์หรือจากการย่อยด้วยเอนไซม์พบอยู่ ท่ีปร ะมาณ 2.5×106         
(lizuka และคณะ, 1993) และผลิตโดย Zymomonas mobilis (Beker และคณะ, 2005) 

 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.6  โครงสร้างของลีแวน 
ท่ีมา: Manandhar และคณะ (2009) 

 
 
 

http://www.nzetc.org/tm/scholarly/name-405098.html
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อลัเทอแนน (Alternan) เป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีประกอบขึน้จากหน่วยย่อยของ
น า้ตาลกลโูคสมาเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิกหรือท่ีเรียกว่า กลแูคน โดยมีการสลบัพันธะ

ระหว่าง -(1,6) และ -(1,3) ในสายพอลิเมอร์นัน้ แสดงดงัรูปท่ี  2.7  การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
ชนิดนีจ้ะผลิตจากแลคติกแอสิดแบคทีเรียสายพันธุ์  Leuconostoc mesenteroides เป็นพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีมีคุณสมบัติละลายน า้ได้ และสารละลายท่ีได้มีความหนืดต ่า ซึ่งสามารถน าไป
ประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมทางการค้าในผลิตภณัฑ์ท่ีให้ความหนืดต ่าหรือเป็นส่วนประกอบของ
ผลิตภณัฑ์นัน้ โดยเฉพาะในอตุสาหกรรมอาหารและอตุสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์ (De Vuyst และ 
Degeest, 1999) 

 
 

 

 
 

รูปท่ี 2.7  โครงสร้างของอลัเทอแนน 
ท่ีมา: Korakli และ Vogel (2006) 

 
 
2. เฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ คือ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีองค์ประกอบของโมโนแซ็กคาไรด์ตัง้แต่ 2 ชนิด 
ขึน้ไป เช่น แซนแทนกมั และเจลแลน เป็นต้น ซึ่งการสร้างพอลิแซ็กคาไรด์ประเภทนีส้นันิษฐานว่า
ถกูสร้างขึน้มาจากการท างานและการควบคมุของเอนไซม์ท่ีมีระบบซบัซ้อน 
 

แซนแทนกมัเป็นเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจเุป็นลบ ประกอบขึน้จากหน่วยยอ่ยของ
เพนตะแซ็กคาไรด์(pentasaccharide) ประกอบไปด้วย ดี-กลโูคส, ดี-แมนโนส และ ดี-กลคูิวโรนิก 
แอซิด ในอัตราส่วนทัง้หมด 2:2:1 โดยมี  acetal-เ ช่ือม pyruvic  acid และ D-acetyl  group  

(Baird, 1989) โดยท่ีแกนกลางของสายพอลิแซ็กคาไรด์ประกอบด้วยสองหน่วยของ -D-glucose 
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เช่ือมตรงต าแหน่ง 1 และ 4  สายด้านข้างท่ีประกอบด้วยแมนโนส 2 ตัว และกลคูิวโรนิก 1 ตัว 
ดงันัน้ทัง้สายจึงประกอบด้วยหน่วยน า้ตาล 5 หน่วย สายข้างเช่ือมกับกลโูคสอ่ืนต าแหน่งท่ี 3 ของ
แกนกลาง หน่วยของแมนโนสมีหมูก่รดไพรูวิคเช่ือมเป็น ketal ท่ีต าแหน่ง 4 และ 6 หน่วยแมนโนส
อ่ืนมีกลุม่ acetyl ต าแหน่งท่ี 6 มวลโมเลกุลของแซนแทนกัม 106-107 Da โครงสร้างแสดงดงัรูปท่ี 
2.8 โดยแซนแทนกัมผลิตจาก Xanthomonas  campestris ในการหมักแบบใช้อากาศ  ซึ่งแซน
แทนกมัเป็น  พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากจลุินทรีย์ซึ่งมีความส าคญัอย่างมากในอตุสาหกรรม เพราะ
มีคณุสมบตัิท่ีหลากหลาย เช่น ใช้เป็นสารเพ่ิมความหนืด สารเพ่ิมเนือ้สมัผสั ส าหรับอตุสาหกรรม
อาหารและผลิตภณัฑ์เพ่ือสขุภาพ ใช้เป็นสารอิมลัซิไฟเออร์ในอตุสาหกรรมปิโตรเลียม ทัง้นีแ้ซน
แทนกัมยังได้รับการรับรองจาก Food and Drug Administration (FDA) และ Generally 
Recognized As Safe (GRAS) และเป็น Qualified Presumption of Safety (QPS) คือมีความ
ปลอดภยัในการบริโภค (Harrah และคณะ, 2006) 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.8  โครงสร้างของแซนแทนกมั 
ท่ีมา: Paul และคณะ (1986) 

 
 

เจลแลนเป็นเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ มีหน่วยเตตระแซ็กคาไรด์เช่ือมต่อกันเป็นเส้นตรง 
ประกอบด้วยดี-กลโูคส (Glc), ดี-กลคูิวโรนิก แอซิด (GlcA) และท่ีเหลือเป็นแอล-แรมโนส (Rha) 

(Jansson และคณะ, 1983; Baird, 1989) ซึ่ง (1-3)-b--glucose,(1-4)--D-glucuronic acid, 

(1-4)--D-glucose และ (1-4)-a-L-rhamnose เป็น backbone (Noda และคณะ, 2008;   

http://en.wikipedia.org/wiki/Ketal
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetyl
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Baird, 1989) โครงสร้างแสดงดังรูปท่ี 2.9 มี O-acetyl และ glyceryl เป็นส่วนแทนท่ี                
โดยพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดนีผ้ลิตจากจุลินทรีย์สายพันธุ์ Sphingomonas paucimobilis มีมวล
โมเลกุล 500 kDa ซึ่งเจลแลนมีคณุสมบัติในการเกิดเจลจึงน ามาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม
อาหารได้ (Harrah และคณะ, 2006) 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.9  โครงสร้างของเจลแลน  
ท่ีมา: Jiang และคณะ (2006) 

 
ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด์แตล่ะชนิดจะแตกตา่งกนัท่ีชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวโครงแบบ และ

ต าแหน่งของพันธะไกลโคซิดิกและลกัษณะของสายพอลิเมอร์ท่ีเป็นสายตรง(linear) หรือท่ีแตก
แขนง(branch) โครงสร้างท่ีแตกต่างกันนี ้ จะมีผลท าให้พอลิแซ็กคาไรด์แต่ละชนิดท างานทาง
ชีวภาพท่ีแตกตา่งกนั (Lehninger, 1993) 

 
2.3  พอลิแซก็คาไรด์ผลิตจากแลคติกแอสิดแบคทีเรีย 
 

แลคติกแอสิดแบคทีเรีย(Lactic acid bacteria หรือ LAB) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก
น ามาใช้ในการผลิตอาหาร ตวัอย่างเช่น bifidobacteria และ propionibacteria สามารถผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้ ซึ่งปัจจบุนัถกูพิจารณาเพ่ิมมากขึน้เน่ืองจากน าไปประยกุต์ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพ
ได้ เช่น ในผลิตภัณฑ์นมและมีคุณสมบัติ ท่ี เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพร่างกายของมนุษย์         
(Ruas-Madiedo และคณะ, 2002) ทัง้นีพ้อลิแซ็กคาไรด์จากเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียยัง
สามารถน าไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมอาหารได้ทนัที เพราะเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียจัดเป็น 
Food-Grade Bacteria และได้รับการรับรองว่าเป็น  Generally Recognized As Safe (GRAS) 
และ Qualified Presumption of  Safety  (QPS) คือมีความปลอดภยัในการบริโภค (Mogensen 
และคณะ, 2002) การศกึษาท่ีผา่นมา พบวา่เชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียจ านวนมากท่ีสามารถผลิต
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พอลิแซ็กคาไรด์ได้และเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสะสมอยู่ภายนอกเซลล์ (Exopolysaccharides) 
ดงันัน้จึงแยกจากการหมกัได้ง่าย นอกจากนีเ้ชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียยังเป็นจุลินทรีย์ประเภท 
Facultative anaerobe คือ จุลินทรีย์ไม่ต้องการก๊าซออกซิเจนในการเจริญเติบโต แต่สามารถ
เจริญเติบโตได้ในภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจนเลก็น้อยหรือไมม่ีก๊าซออกซิเจนก็ได้ ซึ่งลกัษณะนีจ้ึงท าให้
เชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียมีความน่าสนใจในการใช้เป็นแหล่งผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (สวิุมล และ
คณะ, 2540) 
 

แลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สว่นใหญ่คดัแยกเชือ้จากอาหาร
หมกัดองชนิดตา่งๆ เช่น แป้งหมกั(sourdoughs) ไส้กรอก ชีส โยเกิร์ต คีเฟอร์(kefir) นมเปรีย้ว และ
อาหารพืน้เมืองบางชนิดของประเทศท่ีไม่มีโรงงานอตุสาหกรรม (Ruas-Madiedo และ de  los 
Reyes-Gavilan, 2005; Mozzi และคณะ  ,2006) โดยท่ีเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ออกมา ไม่ได้ใช้เป็นแหล่งพลังงานแต่ผลิตเพ่ือใช้ป้องกันตวัเองจากสิ่งแวดล้อมท่ี
แตกต่างกัน (Ruas-Madiedo และคณะ, 2008) ส่วนลกัษณะของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแล
คติกแอสิดแบคทีเรียแบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่ homopolysaccharides(hopss) ซึ่งมีส่วนประกอบ
ของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวเพียงชนิดเดียว สว่นใหญ่เป็นกลโูคสและฟรักโตส โดยตอ่กนัเป็นสายยาว
เป็นกลูแคนและฟรักแทน ตามล าดับ ส่วน heteropolysaccharides(hepss) ซึ่งประกอบด้วย
น า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวมีมากกว่า 2 ชนิดขึน้ไป อาจมีส่วนแทนท่ีอินทรีย์หรือส่วนแทนท่ีอนินทรีย์ 
(Monsan และคณะ, 2001; De Vuyst และคณะ, 2001; Ruas-Madiedo และคณะ, 2002) ดงั
แสดงในตารางท่ี 2.3 
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ตารางท่ี 2.3  สายพนัธุ์ของเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรีย bifidobacteria และ propionibacteria ท่ี
อยู่ในผลิตภณัฑ์อาหาร ซึ่งผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิด homo-polysaccharides(hopss) และชนิด 
hetero-polysaccharides(hepss) 
 
ชนิดพอลิ
แซ็กคาไรด ์

Genus Species 

HoPSs  

-glucan 
 
 
 
 
 

-glucan 
 
 
 
Fructan 
 
 
 
Polyga- 
lactan 
 

 
 
Lactococcus 
Lactobacillus 
Leuconostoc 
 
Weissella 
 
Lactobacillus 
Oenococcus 
Pediococcus 
 
Lactobacillus 
 
Leuconostoc 
 
Lactococcus 

 
 
Lc. lactis 
Lb. reuteri, Lb. sakei, Lb. fermentum, Lb. plantarum 
Leu. mesenteroides subp. dextranicum,            
Leu. Citreum 
W. cibaria 
 
Lb. diolivorans 
O. oeni 
P. parvulus, P. damnosus 
 
Lb. acidophilus, Lb. panis, Lb. plantarum, 
Lb. reuteri, Lb. sanfranciscensis 
Leu. Mesenteroides 
 
Lc. lactis subsp. Lactis 

HePSs  
Lactococcus 
 

 
Lc. lactis subsp. cremoris 
Pr. freudenreichii subsp. shermanii 
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ตารางท่ี 2.3  สายพนัธุ์ของเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรีย bifidobacteria และ propionibacteria ท่ี
อยู่ในผลิตภณัฑ์อาหาร ซึ่งผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิด homo-polysaccharides(hopss) และชนิด 
hetero-polysaccharides(hepss) (ตอ่) 
 
ชนิดพอลิ
แซ็กคาไรด ์

Genus Species 

HePSs  Lactobacillus 
 
 
 
 
 
 
 
Streptococcus 
 
Bifidobacterium 
 
Propionibacterium 

Lb. acidophilus 
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
Lb. curvatus 
Lb. helveticus 
Lb. paracasei 
Lb. rhamnosus 
Lb. sakei 
Lb. sanfranciscensis 
S. macedonius 
S. thermophilus 
B. lactis 
B. longum 
Pr. acidipropionici 
Pr. freudenreichii subsp. shermanii 

 
ท่ีมา: Ruas-Madiedo และคณะ (2009) 

 
ในส่วนของอุตสาหกรรมแลคติกแอสิดแบคที เ รียนัน้มีความส าคัญในการผลิต               

พอลิแซ็กคาไรด์แล้วปลอ่ยออกมาสูผ่ลิตภณัฑ์ชนิดต่างๆ เช่น นม (Cerning, 1990; Cerning และ 
Marshall, 1999; De Vuyst และ Degeest, 1999; Ricciardi และ Clementi, 2000; Sikkema 
และ Oba, 1998) โยเกิร์ต นมเปรีย้ว ชีส ครีมหมัก และอาหารว่างท่ีมีนมเป็นส่วนประกอบ 
(Bouzar, Cerning, และ Desmazeaud, 1997; Cerning, 1995; Chris-tiansen, Madeira และ 
Edelstein, 1999; Crescenzi, 1995) ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดนีท้ าให้ผลิตภณัฑ์ต่างๆ มีลกัษณะ 
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ข้นหนืด เพ่ิมเนือ้สมัผสั มีความเสถียร ซึ่งท าให้มีความพอใจส าหรับผู้บริโภคในผลิตภณัฑ์เหล่านี ้
ทัง้ในยโุรปและเอเชีย แสดงดงัตารางท่ี 2.4 
 
 
ตารางท่ี 2.4  การประยกุต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียในผลิตภณัฑ์
นมตา่งๆ 
 

แบคทีเรีย การใช้พอลิแซ็กคาไรด์ในผลิตภณัฑ์นม 

Lactococci 
 
L. lactis subsp. Lactis 
 
L. lactis subsp. cremoris 
 
L. lactis biovar diacetylactis 

 
 
คลัเจอร์บตัเตอร์มิลค(์Cultured buttermilk), 
คีเฟอร์(Kefir) 
คลัเจอร์บตัเตอร์มิลค(์Cultured buttermilk), 
คีเฟอร์(Kefir), ดาฮี(Dahi) 
คลัเจอร์บัตเตอร์มิลค์(Cultured buttermilk), 
คีเฟอร์(Kefir), ดาฮี(Dahi) 

Streptococci 
 
S. thermophilus 

 
 
โยเกิร์ต, ดาฮี(Dahi),  
มอสซาเรลลา่(Mozzarella) 

Leuconostoc 
 
L. mesenteroides subsp. mesenteroides 
L. mesenteroides subsp. cremoris 
L. mesenteroides subsp. dextranicum 

 
 
คีเฟอร์(Kefir), คลัเจอร์ครีม(Cultured cream) 
คีเฟอร์(Kefir), คลัเจอร์ครีม(Cultured cream) 
คีเฟอร์(Kefir), คลัเจอร์ครีม(Cultured cream) 
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ตารางท่ี 2.4  การประยกุต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียในผลิตภณัฑ์
นมตา่งๆ (ตอ่) 
 

แบคทีเรีย การใช้พอลิแซ็กคาไรด์ในผลิตภณัฑ์นม 

Bifidobacteria 
B. adolescentis 
B. bifidum 
B. breve 
B. infantis 
B. longum 

 
นมเปรีย้ว 
โยเกิร์ต 
โยเกิร์ต 
โยเกิร์ต 
โยเกิร์ต 

Lactobacilli 
L. delbrueckii subsp. delbrueckii 
L. delbrueckii subsp. lactis 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
 
L. helveticus 
 
L. acidophilus 
 
 
L. paracasei subsp. paracasei 
L. casei 
L. paracasei 
L. rhamnosus 
L. plantarum 
L. kefir 
L. brevis 

 
นมเปรีย้ว, โยเกิร์ต 
นมเปรีย้ว 
โยเกิร์ต, บัลแกเรียบัตเตอร์มิลค์(Bulgarian 
buttermilk), มอสซาเรลลา่(Mozzarella) 
คีเฟอร์(Kefir), คมูิส(koumiss), 
มอสซาเรลลา่(Mozzarella) 
นมเปรีย้วแอซิโดฟิลสั(Acidophilus Milk),  
คีเฟอร์(Kefir) 
นมเปรีย้ว 
โยเกิร์ต, นมเปรีย้ว 
โยเกิร์ต 
โยเกิร์ต 
คีเฟอร์(Kefir) 
คีเฟอร์(Kefir) 
คีเฟอร์(Kefir) 
คีเฟอร์(Kefir) 

 
ท่ีมา: Litopoulou-Tzanetaki และ Tzanetakis (1999) 
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2.4  ประโยชน์และการประยุกต์ใช้ของพอลิแซก็คาไรด์ในอุตสาหกรรม 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากจลุินทรีย์จะมีคณุสมบตัิท่ีหลากหลายและแตกตา่งกนั สว่นใหญ่
มีลกัษณะเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีสายยาวและมีมวลโมเลกลุสงูซึ่งสามารถละลายและแพร่กระจายในน า้
แล้วให้คณุสมบตัิเป็นสารข้นหนืดหรือมีคณุสมบตัิเป็นเจลซึ่งสามารถน าไปประยกุต์ใช้เป็นสารเติม
แตง่ในอตุสาหกรรมอาหารได้ ดงันัน้ด้วยลกัษณะสมบัติท่ีหลากหลายของพอลิแซ็กคาไรด์จึงถูก
น าไปใช้ในอาหาร โดยใช้เป็นอิมลัซิไฟเออร์(emulsifier) สเตบิไลเซอร์(stabilizer) สารก่อการจับ
กลุ่ม(flocculant) สารยึดจับ(binders) สารท าให้อนุภาคแขวนลอย สารควบคมุการตกผลึก สาร
ยับยัง้สารสกัดออกจากของเหลว สารห่อหุ้ม และสารก่อฟิล์ม (De Vuyst และ Degeest, 1999; 
Sandford และคณะ, 1984) หรืออาจใช้ในด้านอตุสาหกรรมอ่ืนโดยใช้เป็นสารหล่อลื่น(lubricant) 
สารยึดเกาะ สารลดการขดัสีและสารเคลือบผิวของวตัถ ุ(Sandford และคณะ, 1984) พอลิแซ็กคา
ไรด์ยงัมีประโยชน์ทางด้านการแพทย์ เช่น ป้องกนัการเกิดลิ่มเลือด (Fan และคณะ,2007) และยงัมี
กิจกรรมทางด้านสรีรวิทยาท่ีหลากหลายในคน เช่น การต่อต้านมะเร็ง(anti-tumor) ต่อต้านไวรัส
(anti-viral) และตอ่ต้านการอกัเสบ(anti-inflammatory) เช่นกนั (Calazans และคณะ,1997) 

ลกัษณะสมบัติทางกายภาพท่ีใช้ในอตุสาหกรรม เช่น ความสามารถในการอุ้มน า้  ซึ่ง
ประยกุต์ใช้ในการก่อสร้างคอนกรีตเพ่ือป้องกนัการแตกแยกของชัน้คอนกรีต (Anonymous 1996) 
อณุหภูมิหลอมเหลว วิเคราะห์โดยใช้ TGA (thermogravimetric analysis) ท าให้ทราบความ
เสถียรและการเปลี่ยนแปลงต่ออณุหภมูิของพอลิเมอร์ (Zohuriaan และ Shokrolahi, 2004) โดย
จากการศกึษาสมบตัิทางความร้อน ท าให้น าไปใช้ในการขดุเจาะน า้มนัท่ีสามารถทนความร้อนสงู
ได้ การละลายน า้และความหนืด เช่น แซนแทนกมัเมื่อละลายน า้จะมีความหนืดสงูท่ีความเข้มข้น
ต ่า จึงประยกุต์ใช้ในทางอตุสาหกรรมสีและสารเคลือบผิว (Rinaudo และ Milas, 1978) หรือพอลิ
แซ็กคาไรด์บางชนิดเมื่อละลายน า้จะให้ความหนืดต ่า เช่น อลัเทอแนน (Alternan) และกัมอารบิก 
(Gum Arabic) สามารถละลายน า้ได้ดี โดยท่ีความเข้นข้นต ่า สารละลายท่ีได้จะมีความหนืดต ่า 
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอตุสาหกรรมทางการค้าในผลิตภัณฑ์ท่ีให้ความหนืดต ่าหรือเป็น
ส่วนประกอบของผลิตภณัฑ์นัน้ โดยเฉพาะในอตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมเคร่ืองดื่ม และ
อตุสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์ (De Vuyst และ Degeest, 1999; Nieto และ Andon, 2009; Belitz 
และคณะ, 2009) การมีความสามารถเป็นสารอิมลัซิไฟเออร์ น าไปใช้ในน า้สลดัหรือน า้เคร่ืองปรุง
ชนิดตา่งๆ (Lai และ Lii, 2004) สารเพ่ิมความคงตวั น าไปใช้ในไอศกรีมและผลิตภณัฑ์นม (นิธิยา 
รัตนาปนนท์, 2539) และการเป็นสารก่อการจับกลุ่ม สามารถน าไปใช้ในกระบวนการผลิตน า้ดื่ม 
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เคร่ืองดื่ม หรือในขัน้ตอน downstream processing ในผลิตภณัฑ์อาหาร หรือน าไปใช้ในการ
บ าบดัน า้เสียได้ (Wang และคณะ, 2008) 

 
นอกจากนีล้กัษณะสมบัติทางเคมียังมีความส าคญั ตวัอย่างเช่น ส่วนประกอบทางเคมี 

เช่น เชือ้ในกลุม่ Alteromonadaceae มีกรดยโูรนิก ซลัเฟต และ ฟอสเฟต เป็นสว่นประกอบซึ่งจะมี
ประสิทธิภาพในการจับกับไออนสามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็น bio-detoxifiers ได้ (Mata และ
คณะ, 2008) ขนาดโมเลกลุ เช่น พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่จะมีความสามารถใช้เป็น
ตวัจบัในการดงึเอาโลหะหนกัออกจากน า้หรือชะโลหะหนกัท่ีมีคณุคา่ออกจากของเสียจากโรงงาน
อตุสาหกรรม (De philippis และคณะ, 2000)  ทัง้นีโ้ครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น น า้หนัก
โมเลกลุ การแทนท่ีของสาร ส่วนประกอบของน า้ตาล และโครงสร้างหลกัท่ีเป็นเส้นตรงหรือแตก
ก่ิงก้านสาขา มีความส าคญัตอ่สมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ (Bohn และ BeMiller, 1995; Kennedy 
และ White, 1983; Kennedy, 1989) และพอลิแซ็กคาไรด์แตล่ะชนิดจะมีลกัษณะเฉพาะตวัเพราะ

มีโครงสร้างโมเลกลุท่ีจ าเพาะแตกต่างกัน เช่น lacquer polysaccharide (LP) มี 1,3--เช่ือมกับ 

D-galactopyranosidic เป็นโซ่หลกัและมีการแตกก่ิงก้านซบัซ้อนด้วย 4-O-methyl--glucuronic 
acid จึงเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีมีความทนทานสูงใช้ในการเคลือบฟิล์ม (Oshima และ 
Kumanotani, 1984; Du และคณะ, 1994) โดยการประยกุต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากจุลินทรีย์
ท่ีใช้ในอตุสาหกรรมทางการค้าตา่งๆ แสดงดงัตารางท่ี 2.5 
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ตารางท่ี 2.5 การประยกุต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์จากจลุินทรีย์ในทางอตุสาหกรรมตา่งๆ 
 

การประยกุตใ์ช้ในอตุสาหกรรม คณุสมบตั ิ พอลิแซ็กคาไรด ์

สารยึดเกาะ  
- กาวเลเท็ค(Latex) 
- ปนูซีเมนต์ 
- กระดาษปิดผนงั(Wallpaper) 

 
ควบคมุการไหล (Rheology) 
ของสาร เพ่ิมความคงตวั 
และท าให้สารข้นหนืด 

 
แอลจิเนต และแป้ง 

การเกษตร 
- ยาฆ่าแมลง 
- ปุ๋ ยน า้ 
- สารเติมแตง่ในอาหารสตัว์ 

 
เป็นสว่นผสมและควบคมุการ
ลอยตวัของสารละลาย 

 
แซนแทนกมั 

เคร่ืองปัน้เผา, วตัถทุนความ
ร้อน,ลวดเช่ือม 

ช่วยเพ่ิมความล่ืนและเคลือบ
ผิวให้กบัวตัถ ุ

แอลจิเนต 

สารขดั น ามาใช้ขดั แซนแทนกมั  
สารดบัเพลิง ท าให้เนือ้โฟมคงตวั แซนแทนกมั และกวักมั 
งานเก่ียวกบัเหลก็ 
- การเคลือบผิวโลหะ 
- อปุกรณ์ตดัแยกแร่ 

 
เป็นสว่นผสมและเคลือบผิว 

 
แซนแทนกมั และแป้ง 

การขดุเจาะน า้มนั 
- โคลนเจาะ 
- ความเป็นกรดเบส 

 
ท าให้เกิดความหนืด 
เสถียรตอ่ความเป็นกรดเบส
เมื่ออณุหภมูิสงูขึน้ 

 
แซนแทนกมั 

งานส ี เป็นสว่นผสมและควบคมุการ
ไหล(Rheology) ของสาร  

ไฮดรอกซีเอทิลเซลลโูลส 
และเมทิลเซลลโูลส 

เจลดบักลิ่นในห้อง คงสภาพความเป็นเจล คาราจีแนน 
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ตารางท่ี 2.5 การประยกุต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์จากจลุินทรีย์ในทางอตุสาหกรรมตา่งๆ (ตอ่) 
 

การประยกุตใ์ช้ในอตุสาหกรรม คณุสมบตั ิ พอลิแซ็กคาไรด ์

อาหาร 
- ขนมหวาน 
- น า้ผลไม้ 
- นม 
- น า้สลดั 
- ผลิตภณัฑ์อาหารสด 
- ยา 

 
สารก่อเจล 
สารเพ่ิมความข้นหนืด 
สารเพ่ิมความคงตวั 
สารอิมลัซิไฟเออร์ 
ฟิล์มและสารเคลือบ 
สารยึดเกาะ 

 
คาราจีแนน, เพคติน  
แซนแทนกมั 
คาราจีแนน, โลคสับีนกมั 
กมัอารบิก, เซลลโูลส 
เพคติน, ไคโตซาน 
เมทิลเซลลโูลส 

 
ท่ีมา: Sandford และคณะ (1984); Lai และ Lii (2004) 

 
อตุสาหกรรมเก่ียวกับพอลิแซ็กคาไรด์ในสหรัฐอเมริกา ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 3,000,000 

ตนั ด้วยอตัราการเจริญทางการค้า 3 เปอร์เซ็นต์ต่อปี มลูค่าทางการตลาดนีม้ีมากกว่า 3 แสน
ล้านดอลล่า (BeMiller  ,1996) งานวิจัยในยุโรป แสดงความต้องการจากอตุสาหกรรมหรือจาก
ผู้ บ ริ โภคส าหรับ เอก โซพอลิ แซ็ กคาไรด์ ช นิดใหม่ๆ  ยั งมีความต้องการสูงขึ น้ เ ร่ื อยๆ 
(Crescenzi,1995) และต้องการค้นหาพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยจลุินทรีย์ชนิดใหม่ เพ่ือมาแข่งขนั
ทางการค้ากับตลาดโลก เน่ืองจากต้องการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดใหม่ท่ีมีสมบัติของไหล 
(rheological properties) มีประสิทธิภาพกว่าเดิม และต้องการลดระยะเวลารวมถึงลดต้นทุนใน
การผลิตด้วย (Paul และคณะ, 1986) 
 
2.5 เทคนิคการวเิคราะห์สมบัติของพอลิแซก็คาไรด์ 
 
2.5.1 ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid chromatography) 
 

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC) เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ท่ีได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย สามารถใช้วิเคราะห์สารได้
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หลากหลาย ให้ผลท่ีถกูต้อง มีความแมน่ย าสงูและรวดเร็ว (Hicks, 1988) สามารถวิเคราะห์สารทัง้
เชิงคณุภาพวิเคราะห์ (qualitative analysis) และเชิงปริมาณวิเคราะห์ (quantitative analysis) 
สว่นใหญ่เทคนิคนีจ้ะใช้ส าหรับการแยกสารออกจากกนั (purification) เพ่ือต้องการสารท่ีมีความ
บริสทุธ์ิสงู เชน่ ในการวิเคราะห์ทางด้านอาหาร ด้านยา และทางการแพทย์ เป็นต้น (Huber และ 
Majors, 2007)  

โดย HPLC จะแยกสารผสมโดยใช้เคร่ืองสบูแรงดนัสงู (high pressure pump) สบู
ของเหลวหรือตวัท าละลายซึ่งท าหน้าท่ีเป็นเฟสเคลื่อนท่ี (mobile Phase) พาสารตวัอย่างท่ีถกูฉีด
เข้าทางช่องฉีดสาร (injector) เคลื่อนท่ีผา่นอนภุาคท่ีเป็นเฟสคคงท่ี (stationary phase ) ซึ่งบรรจุ
อยู่ในคอลมัน์ (column) สารผสมตวัอย่างจะเคลื่อนท่ีผา่นคอลมัน์และถกูแยกออกมา สารจะถกู
แยกออกมาในเวลาท่ีตา่งกนั โดยสารผสมท่ีอยู่ในตวัอย่างสามารถถกูแยกออกจากกนัได้นัน้ขึน้อยู่
กบัการดดูซบัของสารประกอบนัน้กบัเฟสอยูก่บัท่ี สารท่ีดดูซบัได้ต ่ากบัเฟสอยูก่บัท่ีจะเคลื่อนท่ีผา่น
คอลมัน์ได้เร็ว สารนัน้ก็จะถกูแยกออกมาก่อน สว่นสารท่ีดดูซบัได้ดกีบัเฟสอยู่กบัท่ีจะเคลื่อนท่ีผา่น
คอลมัน์ได้ช้ากจ็ะถกูแยกออกมาทีหลงั (Lindsay,1991) และผา่นเข้าสูเ่คร่ืองตรวจวดั (detector) 
ในเวลาท่ีตา่งกนั สญัญาณท่ีวดัได้จะอยู่ในรูปสญัญาณไฟฟ้าตามเวลาและปริมาณของสารแตล่ะ
ตวัท่ีตรวจวดัได้ จากนัน้สญัญาณจะถกูสง่ไปยงัเคร่ืองบนัทึกสญัญาณ เพ่ือแสดงผลออกมาเป็น
โครมาโทแกรม (chromatogram)  แสดงดงัรูปท่ี 2.10  ซึ่งระบบ HPLC นีจ้ะแยกสารได้แตกตา่งกนั
ขึน้อยู่กบัการใช้แรงดนั เฟสเคลื่อนท่ี เฟสคคงท่ี ขนาดของคอลมัน์ และอตัราการไหลท่ีแตกตา่งกนั 
(Hicks, 1988) 

 

 
รูปท่ี 2.10  เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) 

ท่ีมา: Pieper และ Rutledge (1989) 
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2.5.2 เทอร์โมกราวิเมทริกแอนาไลซิส (Thermogravimetric analysis: TGA) 
 

เทอร์โมกราวิเมทริกแอนาไลซิส (Thermogravimetric analysis) เป็นเทคนิควิเคราะห์
สมบตัิทางความร้อนโดยใช้กนัอย่างแพร่หลายในการวดัและติดตามการเปลี่ยนแปลงน า้หนักของ
ตวัอย่างเมื่อได้รับความร้อนภายใต้บรรยากาศท่ีก าหนด โดยการวิเคราะห์นีท้ าให้เกิดการเปลี่ยน
คณุสมบตัิของตวัอย่างท าให้มีผลตอ่น า้หนกัของตวัอย่างนัน้ ซึ่งอาจจะน าไปวิเคราะห์สว่นประกอบ 
โครงสร้าง และความเสถียรของสารตวัอย่างนัน้ได้ (Reed และคณะ, 1994) ส่วนประกอบของ
เคร่ืองท่ีท าหน้าท่ีสมัพนัธ์กนั ประกอบด้วย 4 สว่น ได้แก่ (Harlan และ Roberts, 1973) 

 
1) เตาหลอมและระบบควบคมุอณุหภมูิอตัโนมตัิ โดยจะควบคมุการเพ่ิมอณุหภมูิกบั 

ตวัอย่างทดสอบ 
2) ระบบควบคมุภาวะบรรยากาศภายในเคร่ืองเมื่อใสต่วัอย่างท่ีจะทดสอบลงไป 
3) การวดัน า้หนกั ด้วยเคร่ืองชัง่ท่ีมีความไวสงู (thermobalance) ในระหวา่งการ

วิเคราะห์โดยวิเคราะห์น า้หนกัท่ีหายไป 
4) ระบบบันทึกผลและแสดงผลทางจอภาพ โดยบันทึกการเปลี่ยนแปลงน า้หนักหรือ

เปอร์เซ็นต์ของน า้หนักท่ีเปลี่ยนแปลงไปต่ออุณหภูมิท่ีท าให้น า้หนักของตัวอย่าง
เปลี่ยนแปลงแล้วแสดงผลทางจอภาพ 

 
การวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์โดยใช้ TGA (thermogravimetric 

analysis) ท าให้ทราบความเสถียรและการเปลี่ยนแปลงต่ออณุหภมูิของพอลิเมอร์  น าไปใช้ใน
อตุสาหกรรมอาหารและไม่ใช่อาหาร ท่ีสามารถทนความร้อนและพอลิแซ็กคาไรด์นัน้ไม่ถูกย่อย
สลายได้ง่าย เช่น น าไปใช้ในการขดุเจาะน า้มนั หรือน าไปใช้ในกระบวนการท่ีมีความร้อน ในการ
ละลาย การเปลี่ยนเป็นสารละลายข้นหนืด หรือการเปลี่ยนเป็นฟิล์มหรือสารเคลือบใน
อตุสาหกรรมอาหาร ดงันัน้จ าต้องทราบความเสถียรตอ่ความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์ เพ่ือน าไปใช้
ในทางท่ีเหมาะสม (Othmer, 2007; Soares และคณะ, 2005; Whistler และ BeMiller, 1973) 
และได้มีงานวิจัยการศึกษาเปรียบเทียบลกัษณะสมบัติทางความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิด
ตา่งๆ แสดงดงัตารางท่ี 2.6 
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ตารางท่ี 2.6 แสดงจ านวนขัน้ตอนกระบวนการสลายและอณุหภมูิการย่อยสลายของพอลิแซก็คา
ไรด์ชนิดตา่งๆ ท่ีใช้ในทางอตุสาหกรรม 

 

พอลิแซ็กคาไรด ์

จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ 

จ านวนขัน้ตอน 

กระบวนการสลาย 

อณุหภมูิการย่อยสลาย 

(องศาเซลเซียส) 

Arabic gum 1 32.9–164.6 

 2 223.4-377.5 

Tragacanth gum 1 35.0-193.1 

 2 231.7-306.9 

Xanthan gum 1 30.0-91.3 

 2 251.5-330.3 

Sodium alginate 1 32.0-140.3 

 2 212.1-277.2 

Chitosan 1 45.0-90.0 

 2 282.5-358.4 

Sodium carboxymethyl 1 42.0-196.4 

cellulose 2 263.5-328.6 

Hydroxyethyl cellulose 1 34.0-95.5 

 2 233.1-354.2 

Methyl cellulose 1 324.7-415.0 

 

ท่ีมา: Zohuriaan และ Shokrolahi (2004) 
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2.6   ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพอลิแซก็คาไรด์ 

 
การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์มีปัจจยัหลายอย่างท่ีเก่ียวข้อง ได้แก่ องค์ประกอบของอาหาร

เลีย้งเชือ้(แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และสารอาหารอ่ืนๆ) ภาวะท่ีใช้ในการเจริญ(ค่าความ
เป็นกรดเบส อณุหภมูิ และการให้ออกซิเจน) และระยะเวลาท่ีใช้ในการบ่มเชือ้ (Degeest และคณะ
, 2001) 

 
2.6.1  แหลง่คาร์บอน 
 

แหลง่คาร์บอนท่ีส าคญัท่ีใช้ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์มีหลายชนิด เช่น ซูโครส, กลโูคส, 
แลคโตส, มอลโตส, หางนม, แป้ง, แมนนิทอล ซอบิทอล และเมทานอล เป็นต้น ซึ่งแหล่งคาร์บอน
เหลา่นีม้ีผลตอ่ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (Linton, 1994) ตวัอย่างเช่น การผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ของ Pseudomonas  sp. สายพันธุ์ GSP-910 สามารถใช้แหล่งคาร์บอนทัง้หมดท่ีทดสอบได้ 
(กลโูคส ซูโครส แมนโนส กาแลคโตส ฟรุคโตส ไซโลส แลคโตส และมอลโตส) แต่ผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ได้ในปริมาณสงูเมื่อใช้กลโูคส ซูโครส และไซโลส เป็นแหล่งคาร์บอน (Manresa และคณะ, 
1987) นอกจากนีใ้นงานวิจยัตา่งๆพบวา่ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดย Pseudomonas sp. เพ่ิมขึน้
เมื่อปริมาณแหลง่คาร์บอนท่ีมากพอในปริมาณท่ีเหมาะสม (Congregado และคณะ, 1985) 

แหลง่คาร์บอนต่างชนิดกันยังมีผลท าให้ขนาดมวลโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้
แตกตา่งกนัอีกด้วย ตวัอย่างเช่น อลัจิเนตสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในอาหารท่ีมีฟรักโทสและ
กลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยบ่มเชือ้เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์มีมวลโมเลกุล
เท่ากบั 500,000 และ 276,000 ตามล าดบั (Conti และคณะ, 1994) 
 
2.6.2  แหลง่ไนโตรเจน 
 

ปัจจุบันแหล่งไนโตรเจนท่ีส าคัญท่ีใช้ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์มีหลายชนิด ได้แก่ 
แอมโมเนียมซัลเฟต, เปปโตน, โซเดียมไนเตรต, ยูเรีย และ ยีสต์สกัด เป็นต้น ตวัอย่างในการใช้
แหล่งไนโตรเจนในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น การผลิตพลูลูแลนในปริมาณมากจะใช้
แอมโมเนียมซลัเฟสเป็นแหลง่ไนโตรเจนในอาหารเลีย้งเชือ้ เป็นต้น ซึ่งแหล่งไนโตรเจนยังมีผลต่อ
การเจริญเติบโตของเชือ้และมีผลตอ่ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (Farres และคณะ, 1997)  
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นอกจากนีย้งัพบวา่คาร์บอนบางชนิดยงัถกูพบในแหลง่ไนโตรเจนได้ซึ่งเชือ้สามารถใช้เป็น
ซับสเตทในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้อีกด้วย  (De Souza และคณะ , 1994) และอตัราส่วนของ
แหลง่คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจะช่วยสง่สริมกนัท าให้ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดย่ิีงขึน้ 
(Sutherland, 1983) 

ในการศึกษาแลคติก แอซิดแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ พบว่าความสมัพันธ์ระหว่างพอลิ
แซ็กคาไรด์กบัแหล่งไนโตรเจนมีส่วนเก่ียวข้องกัน (Degeest และ DeVuyst, 1999; Kimmel และ
คณะ, 1998) 

 
2.6.3  อณุหภมูิ 
 

อณุหภมูิในการเลีย้งเชือ้เป็นปัจจยัส าคญัในการสงัเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด์ โดยส่วนใหญ่
พอลิแซ็กคาไรด์ทางการค้าท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์เป็นพวกท่ีเจริญอยู่ในช่วงอณุหภมูิ 20-45 องศา
เซลเซียส (mesophiles) (Lawson และ Sutherland, 1978) จลุินทรีย์สว่นใหญ่จะผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ได้ดีท่ีอณุหภมูิต ่ากว่าอณุหภมูิท่ีเชือ้ใช้ในการเจริญ เช่น Klebsiella sp. (Farres และคณะ, 
1997; Mengistu และคณะ, 1994) 

การผลิตสเครอโรกลแูคน (Scleroglucan) ซึ่งผลิตโดย Sclerotium glucanicum จะผลิต
ได้ดีในช่วงอณุหภมูิ 20-37 องศาเซลเซียส (Halleck, 1967) Lactobacilli จะผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
ได้ดีเมื่อบ่มท่ีอณุหภมูิ 25-35 องศาเซลเซียส (Van Beek, 1997) 

(Shu และ Yang, 1990; Shu และ Yang, 1991) ได้รายงานว่าแซนแทนกัมมีปริมาณ
สงูขึน้ เมื่อเลีย้งท่ีอณุหภมูิระหวา่ง 30 องศาเซลเซียส และ 33 องศาเซลเซียส 

 
2.6.4  ความเป็นกรดเบส 

 
จลุินทรีย์สว่นใหญ่จะผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีค่าความเป็นกรดเบส

เป็นกลาง (Mengistu และคณะ , 1994; Dassy และคณะ , 1991; Williams และ Wimpenny, 
1978) หรือเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีจ ากัดความเป็นกรดเบส (Farres และคณะ , 1997) การผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์โดยเชือ้แลคติกแอสิดแบคทีเรียจะผลิตได้ดีในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีความเป็นกรดเบส
ใกล้เป็นกลาง เช่น เมื่อควบคมุความเป็นกรดเบสเท่ากับ 6.0 ในกระบวนการหมกันมขาดมนัเนย
หรือหางนม จะสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีกว่าการเลีย้งในอาหารท่ีมีค่าความเป็นกรดเบส
เท่ากบั 5.5 และ 5.8 ท่ีเชือ้ใช้ในการเจริญ (Gassem และคณะ, 1997; Schellhaass, 1983) 
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(Racine และคณะ , 1991) ได้รายงานว่า ความเป็นกรดเบสท่ีเหมาะสมในกระบวนการ
หมกัหางนมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากเชือ้ Propionibacterium acidipropionici คือ มีค่า
ความเป็นกรดเบสเท่ากับ 6.0 และส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก Aureobasidium 
pullulansz ผลิตได้ดีท่ีมีคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 4.5-5.5 (Lacroix และคณะ, 1985)  

 
2.6.5  การให้อากาศ 
 

การเพ่ิมปริมาณออกซิเจนให้กับจุลินทรีย์เพ่ือน าไปใช้ในกระบวนการเมตาบอลิซึมทาง
หนึ่ง นอกจากนีย้งัเป็นการช่วยให้จลุินทรีย์อยู่ในสภาพแขวนลอย สามารถดดูซึมปริมาณออกซิเจน
เพ่ือน าไปใช้ได้มากขึน้ ซึ่งออกซิเจนท่ีจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ได้นัน้ต้องอยู่ในรูปของโมเลกุล
ออกซิเจนท่ีละลายหรืออยู่ในรูปของเหลว การละลายของออกซิเจนในน า้มีปริมาณจ ากดั ออกซิเจน
สามารถละลายในสื่อกลางท่ีเป็นน า้ได้เพียงไม่ก่ีมิลลิกรัมต่อลิตรด้วยอากาศท่ีความดัน                
1 บรรยากาศ นับว่าน้อยมากเมื่อเทียบกับปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรีย์ต้องการ ดังนัน้จึง
จ าเป็นต้องท าให้มีออกซิเจนละลายเข้าไปในอาหารเหลวอยู่ตลอดเวลา โดยการถ่ายเทจากอากาศ 
ซึ่งช่วยให้จลุินทรีย์ท่ีต้องการอากาศเจริญได้ด้วยความหนาแน่นสงูภายใต้ภาวะท่ีเป็นอนัหนึ่งอนั
เดียวกนั ดงันัน้ในขัน้ตอนกระบวนการหมกัจึงต้องมีการให้อากาศตลอดเวลา การมีออกซิเจนเพียง
พอท่ีจะน าไปใช้ได้โดยควบคุมการให้อากาศและความเร็วในการกวนสามารถรั กษาปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายอยู่ได้ไม่น้อยกว่า 30% (ในกรณีท่ีมีอยู่ 60%)  ซึ่งเหมาะสมส าหรับการผลิต    
พอลิเมอร์ (McNeely, 1967) มีความสอดคล้องกบัในรายงานอ่ืนๆ 

การเพ่ิมปริมาณออกซิเจนให้กับเชือ้ Aureobasidium pullulansz มีผลต่อการผลิต       
พอลิแซ็กคาไรด์ (Wecker และ Onken, 1991) และเมื่อจ ากัดการเพ่ิมปริมาณการให้ออกซิเจนใน

การเลีย้งเชือ้ Fusarium solani มีผลตอ่การผลิต (13) -D-glucan 
การผลิตแซนแทนกมัจะสงูขึน้เมื่อได้รับความเร็วรอบท่ี 1000 รอบต่อนาที และระยะเวลา

การหมกัท่ี 50 ชัว่โมง (Amanullah และคณะ, 1998) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Glucan


 
 

บทที่ 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภณัฑ์ และวิธีทดลอง 
 
3.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 

1. กล้องจลุทรรศน์ รุ่น CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 
2. ไมโครปิเปตต์ ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 
3. ตู้ เขี่ยเชือ้ ISSCO รุ่น BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุ่น Clean, รุ่น V 3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 
Bosstech รุ่น HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

4. ตู้บ่มเชือ้ควบคมุอณุหภมูิ (Incubator) บริษัท Memmert, Germany 
5. ตู้อบความร้อน รุ่น UE 600 และรุ่น UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
6. ตู้แช่แขง็ชนิดจดุเยือกแขง็ต ่า -20 ๐ซ บริษัท Sanyo Electric, Japan 
7. ตู้แช่แขง็จดุเยือกแขง็ต ่า -80 ๐ซ บริษัท Forma Scientific, USA 
8. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-เบส (Digital pH meter) รุ่น SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 
9. เคร่ืองผสมสาร (Vortex-Genie2) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
10. เคร่ืองนึ่งอบฆ่าเชือ้ (Autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan, รุ่น MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น HV-25, บริษัท 
Hirayama, Co., Ltd., Japan 

11. เคร่ืองเขย่า รุ่น Innova 2300 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., 
USA 

12. เคร่ืองเขย่าควบคมุอณุหภมูิ รุ่น Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 
Inc., Edison, N.J., USA และรุ่น Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 
USA 

13. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys บริษัท 
Spectronic Unicam, USA, รุ่น Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

14. เคร่ืองป่ันเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุ่น Mikro 20 บริษัท Hettich Zentrifugen, 
Germany  
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15. เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดท าความเย็น รุ่น 6500 บริษัท Kubota, Japan และรุ่น Avanti J-30I  
            บริษัท Beckman Coulter, Germany 

16. เคร่ืองระเหยแห้งแบบสญุญากาศ รุ่น N-100 บริษัท Eyela, Japan 
17. เคร่ืองดกัไอสารละลายภายใต้ความเย็น รุ่น CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 
18. โถดดูความชืน้ (desiccator) 
19. เคร่ืองชัง่รุ่น PG 2002-S, รุ่น PB 3002 และรุ่น AG285 บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 

Switzerland 
20. เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทรกราฟี  รุ่น 2000ES บริษัท Alltech, USA 
21. คอลมัน์ Sugar SZ5532 บริษัท Shodex, Japan 
22. เคร่ือง Evaporative Light Scattering Detectors บริษัท Alltech, USA 
23. เคร่ือง Simultaneous thermal analyzer รุ่น 409  บริษัท Netzsch, Germany   

 
3.2   เคมีภัณฑ์ท่ีใช้ในการทดลอง 
 

1. ซูโครส บริษัท Merck, Germany 
2. อะราบิโนส (Arabinose) บริษัท Fluka, Switzerland 
3. ฟรุกโตส (Fructose) บริษัท Fluka, Switzerland 
4. กาแลคโตส (Galactose) บริษัท Difco, USA 
5. กลโูคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany 
6. แมนโนส (Mannose) บริษัท Sigma Chemical Co., USA และ บริษัท Fluka, 

Switzerland 
7. แรมโนส (Rhamnose) บริษัท Difco, USA 
8. ไรโบส (Ribose) บริษัท Sigma Chemical Co., USA และ บริษัท Fluka, Switzerland 
9. ไซโลส (Xylose) บริษัท Difco, USA และ บริษัท Fluka, Switzerland 
10. แลคโตส (Lactose) บริษัท Merck, Germany 
11. แมกนีเซียมซลัเฟต บริษัท Merck, German 
12. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 
13. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 
14. สารสกดัจากยีสต์ บริษัท Biospringer, France 
15. แอมโมเนียมซลัเฟต บริษัท Merck, Germany 
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16. โปรติโอสเปปโตน เบอร์ 3 บริษัท Becton, Dickinson and Company, Thailand 
17. สารสกดัจากเนือ้ บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Thailand 
18. ทวีน 80 บริษัท Merck, Germany 
19. ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรต บริษัท Carlo Erba, Italy 
20. โซเดียมอะซิเตรต บริษัท Merck, Germany 
21. แมงกานีสซลัเฟต บริษัท Merck, Germany 
22. โบรโมครีซอล เพอร์เพิล บริษัท Fluka, USA 
23. กลีเซอรอล บริษัท Merck, Germany 
24. กรดไตรคลอโรอะซิติก บริษัท Merck, Germany 
25. เอทานอล บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Thailand 
26. กรดซลัฟริูก บริษัท Merck, Germany 
27. โซเดียมไฮดรอกไซด์ บริษัท Merck, Germany 
28. แซนแทนกมั บริษัท Success chemical, Thailand 
29. คาราจีแนน บริษัท Success chemical, Thailand 
30.  กวักมั บริษัท Success chemical, Thailand 
31. อะซีโตน (Acetone) บริษัท Merck, Germany 
32.  ไอโซโพรพานอล บริษัท Merck, Germany 
33. เฮกเซน บริษัท Merck, Germany 
34. เมทานอล บริษัท Merck, Germany 
35. ฟีนอล บริษัท Merck, Germany 
36. โคแมสซีบล ูบริษัท Fluka, Switzerland 
37. โบวีนซีรัมอลับมูิน บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
38. โซเดียมคลอไรด์ บริษัท Merck, Germany 
39. โพแทสเซียมคลอไรด์ บริษัท Merck, Germany 
40. แคลเซียมคลอไรด์ บริษัท Merck, Germany 
41. คอปเปอร์ซลัเฟส บริษัท Carlo Erba, Italy 
42. ถ่านกมัมนัต์ Merck, Germany 
43. กรดไฮโดรคลอริก บริษัท Merck, Germany 
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3.3   วธีิการด าเนินงานวจิัย 
 
3.3.1   การเลีย้งและการเก็บรักษาจลุินทรีย์ท่ีใช้ในงานวจิัย 
 

3.3.1.1  แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจยั 
 
  3.3.1.1.1  แบคทีเรีย สายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 ท่ีคดัแยก

โดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) 
 
แบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 เป็นแบคทีเรีย

ท่ีมีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ได้รับการถ่ายจากเซลล์เพาะเลีย้งท่ีเก็บรักษาท่ี
อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีดดัแปลงจากอาหารสตูร Bromfield รวม
กับวิธีของ Tallgren และคณะ (1998) ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจอุยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็น
กรดเบสเร่ิมต้นเท่ากบั 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 
รอบตอ่นาที เพ่ือเป็นการกระตุ้นการเจริญของเชือ้ จากนัน้คดัเลือกเชือ้บริสทุธ์ิออกมาด้วยการขีด
เชือ้ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งท่ีดดัแปลงจากอาหารสตูรข้างต้นบ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 
3.3.1.1.2  แลคติกแอสิดแบคท่ีเรียท่ีท าการคดัแยกใหมจ่ากผกัและผลไม้ดอง 

 
โดยท าการคดัแยกแลคติกแอสิดแบคทีเรียจากผกัและผลไม้ดอง ได้แก่ มะม่วงดอง 

พุทราดอง มะยมดอง มะกอกดอง กระเทียมดอง ผักกาดดอง และหน่อไม้ดอง  (van Geel-
Schutten และคณะ, 1998) โดยน าลปูเขี่ยบริเวณตวัอย่างแตล่ะตวัอย่าง มาขีดลงบนอาหารเลีย้ง
เชือ้แขง็ในสตูรอาหาร MRS ท่ีผสม bromocresol purple (ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงจากนัน้เลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะกลม สีขาวครีม ผิวเรียบเนียน และ
สามารถสร้างกรดได้ โดยสงัเกตกุารเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร์ในอาหารเลีย้งเชือ้จากสีม่วงเป็นสี
เหลือง แล้วเลือกโคโลนีนัน้มาเลีย้งบนอาหารแข็งชนิดเดียวกับข้างต้น เพ่ือแยกสายพันธุ์บริสทุธ์ิ 
(Ogunbanwo และ Okanlawon, 2009) จากนัน้ตรวจสอบประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ได้ โดยน าเชือ้บริสุทธ์ท่ีแยกได้มาเลีย้งบนอาหารแข็งในสตูรอาหาร MRS ท่ีมีซูโครสความ
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เข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง แล้วคัดเลือกแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ โดยสังเกตจุาก
ลกัษณะโคโลนีบนผิวหน้าของอาหารแขง็ท่ีมีเมือกเยิม้ และมีความหนืด (Ruas-Madiedo และ de 
los Reyes-Gavilan, 2005) 

 
3.3.1.2 การเก็บรักษาแบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจยั 
 

3.3.1.2.1 การเก็บเชือ้แบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ 
EP14 และแลคติกแอสิดแบคท่ีเรียท่ีท าการคดัแยกใหมจ่ากผกัและผลไม้ดอง 

 
เขี่ยเชือ้แบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 ลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 
(1998) ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ซึ่งบรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากับ 7.0 ส่วน
แบคทีเรียท่ีคดัแยกใหมจ่ากผกัและผลไม้ดอง เขี่ยเชือ้แบคทีเรียลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวในสตูร
อาหาร MRS ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ซึ่งบรรจอุยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากับ 6.5 
จากนัน้บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เพ่ือ
เป็นการกระตุ้นการเจริญของเชือ้ จนกระทั่งวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ได้เท่ากับ  
0.8-1.0 น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที น ามาละลายเซลล์กลบั
ในอาหารเหลวชนิดเดียวกบัข้างต้น ท่ีมีกลีเซอรอลอยู่ 15% และน าไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 องศา
เซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

37 
 

 

3.3.2 การผลิตและสกัดแยกพอลิแซก็คาไรด์จากจุลินทรีย์ท่ีเลือกจากธรรมชาติ 
 

3.3.2.1 เตรียมหวัเชือ้เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
  3.3.2.1.1 แบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 
 

น าเชือ้บริสทุธ์ิในข้อ 3.3.1.1.1 มาใช้เป็นหวัเชือ้โดยถ่ายแบคทีเรียลงในอาหารเลีย้ง
เชือ้เหลวท่ีดดัแปลงสตูรโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดย
น า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจอุยูใ่นฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากบั 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ือง
เขย่าด้วยอตัราการเขย่า 20 0 รอบตอ่นาที จนวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี  550 นาโนเมตร ได้เท่ากบั 
0.8 เพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ 

 
3.3.2.1.2 แลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากผกัและผลไม้ดอง   

 
น าเชือ้บริสทุธ์ิในข้อ 3.3.1.1.2 มาใช้เป็นหวัเชือ้โดยถ่ายแลคติกแอสิดแบคทีเรียลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้เหลวในสตูรอาหาร MRS ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจอุยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็น
กรดเบสเร่ิมต้นเท่ากบั 6.5 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 20 0 
รอบตอ่นาที จนวดัคา่การดดูกลนืแสงท่ี  550 นาโนเมตร ได้เท่ากบั 0.8 เพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ 
 

3.3.2.2 การผลิตและสกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย 
 

  3.3.2.2.1 การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย 
 
  3.3.2.2.1.1 แบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 
 

น าแบคทีเรียมาตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยถ่ายเชือ้จากกล้า
เชือ้ข้างต้นในข้อ 3.3.2.1.1 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีดดัแปลงสตูร
โดย สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร  



 

 

38 
 

 

(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท าการทดลอง    
3 ซ า้ ปรับคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากบั 7.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่า
ด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

 
3.3.2.2.1.2 แลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากผกัและผลไม้ดอง   
 
น าแลคติกแอสิดแบคทีเรียมาตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  โดย

ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ข้างต้นในข้อ 3.3.2.1.2 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว
ในสตูรอาหาร MRS ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจอุยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ ปรับคา่ความเป็นกรด
เบสเร่ิมต้นเท่ากับ 6.5 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 
รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

 
3.3.2.2.2 การสกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย 
 

น าอาหารเลี ย้ ง เ ชื อ้จากข้อ 3.3.2.2.1.1 และ 3.3.2.2.1.2 มาท าการสกัดแยก           
พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย โดยเติมกรดไตรคลอโรอะซิติกลงในอาหารเลีย้งเชือ้ให้มีความ
เ ข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ  4% โดยน า้หนักต่อป ริมาตร  เ พ่ือตกตะกอนเซลล์และ โปรตีน                   
(Lin และ Chien, 2007) แล้วน าไปป่ันแยกเซลล์ออกด้วย ท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 30 นาที จากนัน้สกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด์จากอาหารเลีย้งเชือ้เหลว โดยวิธีการตกตะกอนด้วย
เอทานอลท่ีอุณหภูมิต ่า น าส่วนน า้ใสมาตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 
95% โดยปริมาตร ปริมาณ 3 เท่าของปริมาตรของส่วนน า้ใส ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืน (18-24 ชั่วโมง) ท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้จึงน าไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 20 นาที (Kumar และคณะ, 2004) ท าบริสทุธ์ิพอลิแซ็กคาไรด์โดยละลายตะกอนท่ีได้ใน      
น า้กลั่น 50 มิลลิลิตร จากนัน้ตกตะกอนด้วยเอทานอลเย็นปริมาตรเป็น 3 เท่า เก็บท่ีอณุหภูมิ        
4 องศาเซลเซียส แล้วป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าตะกอนท่ี
ได้ไปท าแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อณุหภมูิต ่า (Lin และ Chien, 2007) ท าให้น า้หนกัคงท่ีใน
โถดดูความชืน้ (desiccator) ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดยรายงานน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ในหน่วยของ 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) จากนัน้เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรีย
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แตล่ะสายพนัธุ์ และน าสง่วิเคราะห์ตามข้อ 3.3.3.1 และ 3.3.3.2 ท่ีศนูย์เคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
 
3.3.3  ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซก็คาไรด์ 
 

3.3.3.1 ทดสอบหาชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

3.3.3.1.1  การย่อยสลายพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยกรดซลัฟริูก  
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้จากข้อ 3.3.2.2.2 มาย่อยด้วยกรดซลัฟริูก โดยชัง่               
พอลิแซ็กคาไรด์ปริมาณ 10 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายกรดซลัฟริูก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองแตล่ะหลอด จากนัน้น าไปบ่มในเคร่ืองนึง่อบฆ่าเชือ้ ท่ี
อณุหภมูิ 120 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (Kambourova 
และคณะ, 2009) เพ่ือสลายพอลิแซ็กคาไรดเ์ป็นมอโนแซ็กคาไรด ์ จากนัน้รอให้เยน็และปรับ
สารละลายท่ีได้ให้มคีา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 7.0 ด้วยโซเดยีมไฮดรอกไซด์ 10 โมลาร์ และ       
1 โมลาร์ ตามล าดบั น ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที และกรอง
สว่นน า้ใสผา่นแผน่กรองท่ีมีขนาด 0.2 ไมครอน แล้วจึงน าไปฉีดวิเคราะห์ชนิดของน า้ตาลโมเลกลุ
เดี่ยวด้วยเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี โดยเก็บสารละลายใสท่ีได้ไว้ท่ีอณุหภมูิ     
-20 องศาเซลเซียส (วิมลิน  ศิริพฒันานนท์, 2549) 

 
3.3.3.1.2  วิเคราะห์ชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดีย่วท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์

ด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี 
 

ในการวิเคราะห์ชนิดของน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรดท่ี์
ผลิตได้ ด้วยเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) ใช้คอลมัน์ Sugar SZ5532 ตัง้
อณุหภูมิคอลัมน์ 60 องศาเซลเซียส โดยใช้สารละลายอะซิโตไนไทรล์ (acetonitrile) 80% โดย
ปริมาตร เป็นสารละลายตัวพา (mobile phase) และใช้อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที 
ประมวลผลโดย Evaporative Light Scattering detectors 
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ฉีดสารละลายตัวอย่างท่ีต้องการทราบชนิดของน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยว ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร โดยน าโครมาโทแกรมท่ีได้เปรียบเทียบชนิดของน า้ตาลจากสารละลายมาตรฐาน จาก
เวลาท่ีสารตวัอย่างถกูชะออกจากคอลมัน์ 

 
3.3.3.2   การวิเคราะห์สมบตัทิางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์โมกราวิเมทริกแอนนาไลซิส 

(TGA)  
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากข้อ 3.3.2.2.2 ปริมาณ 20–25 มิลลิกรัม มาวิเคราะห์
สมบตัิทางความร้อนด้วยเทคนิค TGA ด้วยเคร่ือง Simultaneous Thermal Analyzer (STA) ภาวะ
ในการทดสอบเร่ิมจากอณุหภมูิ 30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศา
เซลเซียส/นาที ท าการทดสอบภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน (Kumar และคณะ, 2004) 
 

3.3.3.3  การตรวจวดัความสามารถในการอุ้มน า้โดยวิธี paper chromatography 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน า้กลั่นให้มีความเข้มข้น 0.5% โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตร จากนัน้ใช้กระดาษกรอง (filter paper) จุ่มลงในสารละลาย เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้วดั
ระยะทางของเหลวท่ีเคลื่อนท่ีได้ โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ระยะทางของเหลวท่ีเคลื่อนท่ีได้ต่อ
ระยะทางของน า้ท่ีเคลื่อนท่ีได้หรือเปอร์เซ็นต์อตัราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์     
(% syneresis) ท าการทดลอง 3 ซ า้ ส าหรับการแปรผล ถ้าเปอร์เซ็นต์อตัราการสกัดของเหลวออก
จากพอลิแซ็กคาไรด์ต ่า แสดงถึง ความสามารถในการอุ้มน า้สงู โดยเปรียบเทียบกับแซนแทนกัม 
ซึ่งใช้วิธีเดียวกบัข้างต้น (Tako และคณะ, 1982) 

 
3.3.3.4  การทดสอบความสามารถในการละลาย (solubility test) 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน า้กลั่นและสารละลายต่างๆ  ได้แก่ อะซีโตน            
เอทานอล ไอโซโพรพานอล เฮกเซน และเมทานอล ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.5% โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตร ตามล าดบั จากนัน้ท าการผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร (vortex) ท่ีอณุหภมูิห้อง ท า
การทดลอง 3 ซ า้ โดยเปรียบเทียบกับแซนแทนกัม ซึ่งใช้วิธีเดียวกับข้างต้น จากนัน้สงัเกตการ
ละลายของพอลิแซ็กคาไรด์ (Collins และคณะ, 1973) 
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3.3.3.5  การทดสอบความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) ของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายน า้ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.05% และ 0.1% โดยน า้หนัก
ต่อปริมาตร แล้วน ามาผสมกับน า้มนัพืช (น า้มนัมะกอก และน า้มนัถั่วเหลือง) ในอตัราส่วน 1:1 
น าไปเขย่าด้วยอตัรา 150 ครัง้ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีรอบต ่าท่ี 
2000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้ววดัค่าความสามารถการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) 
โดยแสดงเ ป็นเปอร์ เซ็นต์ของระดับความสูงของการแยกชัน้ต่อระดับความสูง ทัง้หมด                  
(% Emulsifing activity) ตามวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Yun และ Park (2003) ท าการทดลอง 3 ซ า้ 
โดยเปรียบเทียบกบัแซนแทนกมั ซึ่งใช้วิธีเดียวกบัข้างต้น และชดุควบคมุใช้น า้กลัน่แทนสารละลาย
พอลิแซ็กคาไรด์ 
 

3.3.3.6  การวิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด ์
 

3.3.3.6.1  การวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี Phenol-Sulfuric 
acid ตามวิธีของ Dubois และคณะ (1956)  

 
น าสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ขณะเดียวกนัท า blank 

โดยใช้น า้กลัน่ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอล (Phenol reagent) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ 
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่าง ผสมให้เข้ากันท่ีอุณหภูมิห้อง 
จากนัน้เติมกรดซลัฟริูกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที เขย่าผสมให้
เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 
นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ จากนัน้น ามาเปรียบเทียบค่าปริมาณน า้ตาลกับกราฟมาตรฐาน
น า้ตาลกลโูคส ความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 

 
3.3.3.6.2  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี 

Protein Dye Binding ตามวิธีของ Bradford (1976)  
 

น าสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง ขณะเดียวกันท า 
blank โดยใช้น า้กลัน่ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Coomassie blue (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เขย่าและตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 15 นาที น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความ
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ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ จากนัน้น ามาเปรียบเทียบค่าปริมาณโปรตีนกับ
กราฟมาตรฐานท่ีใช้โบวีนซีรัมแอลบูมิน (BSA) ความเข้มข้น 0-2500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ค) 
 
3.3.4   ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และทดสอบลักษณะทางชีวเคมีบาง
ประการ เพื่อจัดจ าแนกกลุ่มแบคทีเรีย 
 

น าแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ มาศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
(morphological characteristics) สรีรวิทยา (physiological characteristics) และทดสอบ
ลกัษณะทางชีวทางเคมี (biochemical test) บางประการ อ้างอิงตาม Clinical and Pathogenic 
Microbiology (Howard, 1994), Bergey’s Mannual of Determinative Bacteriology 
(Buchanan และ Gibbons, 1974) และ Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology (Holt 
และคณะ, 1994; Kandler และ Weiss, 1984; Kandler และ Weiss, 1986) 
 

3.3.4.1  การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา (morphological characteristics) 
 

เพาะเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 บน
อาหารเลีย้งเชือ้แข็งท่ีดัดแปลงจากอาหารสูตร Bromfield รวมกับวิธีของ Tallgren และคณะ 
(1998) ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก) และเพาะเลีย้งแลคติก
แอสิดแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากผกัและผลไม้ดอง บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งในสตูรอาหาร MRS ท่ีมี
ซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร (ภาคผนวก ก) น ามาบ่มท่ีอุณหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง สงัเกตลกัษณะโคโลนี หลงัจากนัน้ท าการย้อมสีเซลล์แบคทีเรีย 
โดยวิธีย้อมสีแกรม เพ่ือศกึษารูปร่าง และลกัษณะการติดสีแกรม ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 

 
3.3.4.2  การศกึษาสมบตัิทางสรีรวิทยา และการทดสอบทางชีวเคมีเบือ้งต้น (Physiological 

characteristics and Biochemical test ) 
 

โดยน าแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 ท่ีคดั
แยกโดย สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) และแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากผักและผลไม้
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ดอง เลีย้งแบคทีเรียอายุ 18-24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเดี่ยว ลงในอาหารชนิดต่างๆ และทดสอบทาง
ชีวเคมี ได้แก่  

 
3.3.4.2.1  ศกึษาการเจริญบนอาหารแขง็ McConkey  
 

ตรวจสอบการเจริญของเชือ้ในอาหารแขง็ McConkey (ภาคผนวก ก) โดยบ่มไว้ท่ี 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจผลโดยดกูารเจริญของเชือ้และเชือ้สามารถย่อยน า้ตาล
แลคโตสในอาหารได้ จะมีโคโลนีมีสีชมพอูอ่น 

 
3.3.4.2.2  ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase test) 
 

ทดสอบการผลิตเอนไซม์ Cytochome oxidase ของแบคทีเรีย โดยหยดสารละลาย   
รีเอเจนต์ 1 % tetramethel-p-phenylenediamine dihydrochloride ในน า้เกลือปราศจากเชือ้ 
(ภาคผนวก ข) บนแผน่กระดาษกรองปราศจากเชือ้ และขีดเชือ้อาย ุ24 ชัว่โมง ลงบนแผน่กระดาษ
กรอง ถ้าเกิดสีมว่งหรือสีน า้เงินเข้มบนกระดาษกรองภายใน 10 วินาที ผลการทดสอบเป็นบวก 

 
3.3.4.2.3  ความสามารถในการสร้างเอนไซม์แคทาเลส (Catalase test) 
 

ทดสอบโดยใช้เข็มเขี่ยเชือ้ตรงกลางโคโลนีท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง อายุ 24 
ชัว่โมง แตะบนสไลด์ท่ีสะอาด แล้วหยด 3%H2O2 (ภาคผนวก ข) ลงบนเชือ้ท่ีอยู่บนสไลด์ ถ้าฟอง
ก๊าซเกิดขึน้ในทนัที ผลการทดสอบเป็นบวก 

 
3.3.4.2.4  ความสามารถในการเคลื่อนท่ี (Motility test) 
 

ทดสอบโดยเพาะเชือ้ลงใน Motility test medium (ภาคผนวก ก) โดยปักเชือ้ตรงๆ 
(stab) เพียงครัง้เดียว ประมาณ 2/3 ของสว่นลปูของอาหาร บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18-24 ชั่วโมง ถ้าเห็นการเจริญของเชือ้ออกมานอกรอบรอยปักเชือ้ (stab) ผลการทดสอบ
เป็นบวก 
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3.3.4.2.5  การทดสอบ Triple Sugar Iron (TSI) reaction 
 

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการใช้น า้ตาลกลโูคส แลคโตส และซูโครส ท า
ให้ได้กรดและอาจให้ก๊าซ เป็นผลผลิตสดุท้าย นอกจากนัน้ยงัเป็นการทดสอบถึงความสามารถของ
แบคทีเรียในการให้ไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) ด้วย ทดสอบโดยขีดเชือ้บนหน้าวุ้นของ TSI agar 
(ภาคผนวก ก) ให้ทัว่และปัก (stab) ปลายลปูท่ีขีดเชือ้ในตอนแรกลงลึกประมาณ 2 ใน 3 ของใน
อาหารเลีย้งเชือ้จนถึงก้นหลอด บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง อ่านผล
โดย 

 
1.  ผลการหมกัย่อยน า้ตาลตา่งๆ 
 
1.1 ถ้าแบคทีเรียสามารถหมกัย่อยน า้ตาลกลโูคสอย่างเดียวบนผิววุ้น (stant) ท่ีมีสี

แดงส้มซึ่งเป็นสีของอาหารเลีย้งเชือ้เปลี่ยนไปเป็นสีแดงเข้ม (alkaline หรือ K) สว่นท่ีก้นหลอด
เปลี่ยนจากสีแดง-ส้มเป็นสเีหลือง (acid หรือ A) หรืออา่นผลวา่ K/A 

1.2  ถ้าแบคทีเรียสามารถหมกัย่อยทัง้น า้ตาลกลโูคส และน า้ตาลแลคโตส หรือ
สามารถย่อยน า้ตาลกลโูคสร่วมกบัน า้ตาลซูโครส หรือสามารถหมกัย่อยน า้ตาลทัง้สามชนิด 
ทัง้บนผิว (slant) และท่ีก้น (butt) ของหลอดท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้เปลี่ยนจากสีแดง-ส้มเป็นสี
เหลืองทัง้หลอด หรืออา่นผล A/A 

1.3  หากแบคทีเรียไมส่ามารถใช้น า้ตาลชนิดใดๆเลย มีอยู่ 3 แบบ คือ N/N K/N K/K) 
(N : ไมเ่กิดการเปลีย่นสีของอาหารเลีย้งเชือ้ K : เปลี่ยนเป็นสีแดงเข้ม) 

 
2. การเกิดก๊าซ จะเห็นเป็นรอยแตก หรือสงัเกตเห็นฟองอากาศ  
3.   การเกิดก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟต์ (H2S) จะเหน็สีด าตะกอนเฟอร์รัสซลัไฟด์อยู่ท่ีก้นหลอด 
ถ้าเหน็สีด าบนผิวของวุ้น (slant) เป็นสีแดงของโคโลนีมากกวา่ 

 
3.3.4.2.6  การทดสอบ Indole test 

 
เพาะเชือ้ท่ีต้องการทดสอบลงใน Tryptophan broth (ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง อา่นผลโดยหยดสาร Kovac’s reagent (ภาคผนวก ข) ลง
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ไปบนอาหารเลีย้งเชือ้ 5 หยด จากนัน้เขย่าเบาๆ สงัเกตสีท่ีเกิดขึน้ ถ้าสีของรีเอเจนต์เปลี่ยนไปเป็นสี
แดง ผลการทดสอบเป็นบวก 
 
3.3.5 การคัดเลือกแบคทีเรียกลุ่มท่ีเหมาะสมเบือ้งต้น 

 
ท าการคดัเลือกแบคทีเรียกลุ่มท่ีน่าสนใจมีความเหมาะสมทางอุตสาหกรรมอาหาร 

ได้แก่ เป็นแบคทีเรียกลุม่ท่ีไม่ก่อโรค มีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในปริมาณสงู มี
ความเสถียรตอ่อณุหภมูิสงู ความสามารถในการละลาย  มีความสามารถเป็นอิมลัซิไฟเออร์ และมี
ความสามารถในการอุ้มน า้ได้ดี โดยท าการเปรียบเทียบลกัษณะสมบตัิทางเคมี ทางกายภาพ และ
ประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 
EP04 EP11 และ EP14 ท่ีคดัแยกโดย สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) และแบคท่ีเรียท่ีท าการคดั
แยกใหมจ่ากผกัและผลไม้ดอง จากนัน้ท าการศกึษาลกัษณะสมบัติเพ่ิมเติมของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
เหมาะสมจากกลุม่แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ขัน้ตอ่ไป 

 
 
3.3.6 การศึกษาลักษณะสมบัติเพิ่มเติมของพอลิแซก็คาไรด์จากกลุ่มแบคทีเรียท่ีคัดเลือก
ได้ 
 

3.3.6.1 การวิเคราะห์ชนิดประจขุองพอลิแซก็คาไรด์ (Ueda และคณะ, 1981) 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้จากข้อ 3.3.2.2.2 มาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
0 . 0 1  น อ ร์ แ ม ล  (ภ า ค ผ น ว ก  ข ) เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย เ ซ ทิ ล ไ พ ริ ดิ เ นี ย ม ค ล อ ไ ร ด์ 
(Cetylpyridiniumchloride) ท่ีมีความเข้มข้น 10 เปอร์เซนต์น า้หนักต่อปริมาตร (ภาคผนวก ข) 
สังเกตตะกอนในสารละลายถ้าพบตะกอนแสดงว่าเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจุลบ (acidic 
polysaccharide) ถ้าไมพ่บตะกอนให้น ามาทดสอบว่าเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ประเภทท่ีมีประจุเป็น
กลาง (neutral polysaccharide) โดยการตกตะกอนซ า้ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซนต์ 
จะท าให้เกิดตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์ขึน้อีกครัง้ 
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3.3.6.2  การทดสอบความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) 
 
น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้จากข้อ 3.3.2.2.2 มาทดลองใช้ในผลิตภณัฑ์นมรสโกโก้ โดย

ละลายพอลิแซ็กคาไรด์ในผลิตภณัฑ์นมรสโกโก้ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.05%, 0.1%, 0.5% และ 
1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ตามล าดบั ท าการผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร (vortex) จากนัน้
เก็บรักษาไว้ในตู้เยน็เป็นเวลา 0, 7, 14 และ 21 วนั ตามล าดบั แล้วท าการติดตามการตกตะกอน
ของผงโกโก้โดยเปรียบเทียบปริมาณตะกอนท่ีเกิดขึน้ โดยน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 2000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 10 นาที ตามวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก สวิุมล และคณะ (2540) ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดย
เปรียบเทียบปริมาณตะกอนท่ีเกิดขึน้กบัคาราจีแนน และชดุควบคมุใช้น า้กลัน่แทนสารละลายพอลิ
แซ็กคาไรด ์ซึ่งใช้วิธีเดียวกบัข้างต้น 

 
3.3.6.3  การทดสอบความสามารถการเกิดเจล (gelation)   

 
ท าการละลายพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้จากข้อ 3.3.2.2.2 ให้มีความเข้มข้น 0.5%โดย

น า้หนกัตอ่ปริมาตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกบั 2M NaOH ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร และ เกลือของ
โลหะ (Metal salts) ได้แก่ NaCl, KCl, CaCl2·2H2O, MgSO4·7H20 และ CuSO4·5H20 ตามล าดบั 
ปริมาณ 2 mg จากนัน้ท าการผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร (vortex) แล้วจึงตรวจสอบการเกิด
เจล (gelation) ท าการทดลอง 3 ซ า้ โดยเปรียบเทียบกับแซนแทนกัม ซึ่งใช้วิธีเดียวกับข้างต้น 
(Prasertsan และคณะ, 2006) 
 

3.3.6.4  ความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ (flocculant) ของพอลิแซ็กคาไรด ์
 

ด าเนินการตามวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Wang และคณะ (2008) และ Yun และ Park 
(2003)  โดยสารละลายของผงถ่านกมัมนัต ์(Charcoal-activated carbon) ท่ีความเข้มข้น 5 กรัม
ตอ่ลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร น ามาผสมกบัสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์ 1% โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร มีคา่ความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร จากนัน้น ามาผสมกบัสารละลาย
พอลิแซ็กคาไรด์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร โดยมีการแปรผนัความเข้มข้นพอลิแซก็คาไรด์เท่ากบั 0.2, 
0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมตอ่มิลลลิิตร จากนัน้ท าการผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสาร 
(vortex) เป็นเวลา 30 วินาที และตัง้ทิง้ไว้ 10 นาทีท่ีอณุหภมูิห้อง แล้วท าการดดูสว่นน า้ใสชัน้บน 
(upper phase) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร น ามาวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ท าการทดลอง 
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3 ซ า้ โดยเปรียบเทียบกบักวักมั ซึ่งใช้วิธีเดียวกบัข้างต้น และชดุควบคมุใช้น า้กลัน่แทนสารละลาย
พอลิแซ็กคาไรด ์ และค านวณหากิจกรรมการเกิดการจบักลุม่ (Flocculating activity) จากสตูร
ข้างลา่งดงันี ้
 

% Flocculating activity = (B-A/B) x 100 x dilution rate 
 
หมายเหต ุ
 

    A   =  คา่ความขุน่ของสารละลายท่ีมีสว่นผสมของพอลแิซ็กคาไรด์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
     B   =  คา่ความขุน่ของสารละลายท่ีใช้น า้กลัน่แทนสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
3.3.7 การคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธ์ุท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในอุตสาหกรรม 
 

ท าการคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ์ ท่ีมีความเหมาะสมทางอุตสาหกรรม ได้แก่ มี
ความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) มีความสามารถในการเกิดเจล (gelation) และ
มีความสามารถการเป็นสารก่อการจับกลุ่ม (flocculant) ของพอลิแซ็กคาไรด์ โดยท าการ
เปรียบเทียบลกัษณะสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากแบคท่ีเรียกลุ่มท่ีคดัเลือกได้ จากนัน้
ท าการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ทางอนกุรมวิธาน ท าการศกึษาหาองค์ประกอบ
ของอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในขัน้ตอ่ไป 
 
3.3.8  พสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ทางอนุกรมวธิาน 
  

3.3.8.1  การทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test) ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้          
เพ่ิมเติมจาก ข้อ 3.3.4 
 

แปรผลการทดสอบต่างๆ โดยการอ้างอิงกับคู่มือการจัดหมวดหมู่ของแบคทีเรีย 
Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology (Kandler และ Weiss, 1984; Kandler และ 
Weiss, 1986) 
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เตรียมแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้จากข้อ 3.3.7 ท่ีมีอาย ุ18-24 ชัว่โมง เขี่ยโคโลนีเดี่ยว ลง
ในอาหารชนิดตา่งๆ และทดสอบทางชีวเคมี ได้แก่  

 
3.3.8.1.1  ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ nitrate reductase (Nitrate reduction) 

 
เพาะเชือ้ท่ีต้องการทดสอบลงบน Nitrate broth (ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอณุหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง น ามาเติม 0.5% alpha-naphthylamine (ภาคผนวก ข) 
และ 0.8% sulfanilic acid solution (ภาคผนวก ข) อย่างละ 5 หยด อ่านผลการเปลี่ยนสีของ
อาหาร โดยถ้าเกิดสีแดงขึน้แสดงว่าไนเตรตถูกรีดิวซ์เป็นไนไตรค์ ถ้าไม่ให้ผลดงักล่าว ทดสอบ
ยืนยนัโดยใสผ่งสงักะสี ผลการทดสอบจึงเป็นลบแท้จริง แตถ้่าไมเ่กิดสีแดง ผลการทดสอบรีดิวซ์ไน
เตรตนัน้เป็นจริง ผลการทดสอบเป็นบวก 

 
3.3.8.1.2  ความสามารถในการย่อยสลายเอสคลูิน (Hydrolysis of esculin) 

 
เลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว Esculin (ภาคผนวก ก) แล้วบ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจผลโดยสงัเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเป็นสีน า้ตาลและเกิดตะกอนสีด า 
ผลการทดสอบเป็นบวก 

 
3.3.8.1.3  ความสามารถในการย่อยสลายอาร์จีนีน (Hydrolysis of arginine) 

 
เลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว Arginine (ภาคผนวก ก) แล้วเททับด้วยพาราฟินเหลวท่ี

ปราศจากเชือ้ แล้วบ่มไว้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจผลโดยสงัเกตการ
เปลี่ยนสีของอาหารจากสีเหลืองส้มเป็นสีแดง แสดงวา่เกิดแอมโมเนียขึน้ ผลการทดสอบเป็นบวก 
 

3.3.8.1.4  ทดสอบการสร้างกรดจากการหมกัคาร์โบไฮเดรต (Production of acids from 
carbohydrate) 
 

เลีย้งเชือ้ลงใน Carbohydrate fermentation broth (ภาคผนวก ก) ท่ีมีน า้ตาลแต่ละ
ชนิดได้แก่ น า้ตาลอะราบิโนส กลโูคส ฟรุคโตส แลคโตส แมนโนส ทรีฮาโลส ไซโลส กาแลคโตส 
และไรโบส เหลือ 1 หลอด ไมใ่สเ่ชือ้ เพ่ือใช้เป็นตวัควบคมุ บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
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เวลา 2 วนั ถ้ามีกรดเกิดขึน้ในอาหารเลีย้งเชือ้ อาหารจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง ผลการทดสอบเป็น
บวก 
 

3.3.8.1.5  ทดสอบการเจริญของเชือ้แบคทีเรียท่ีอณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส 
 

เลีย้งเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ในสตูรอาหาร MRS ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดย
น า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก) น ามาบ่มท่ีอณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
สงัเกตการเจริญของแบคทีเรีย ถ้าสามารถเจริญได้ท่ีอณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส ผลการทดสอบ
เป็นบวก 
 

3.3.8.2  การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S ribosomal RNA (16S rRNA) 
 

น าแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์และมีคณุสมบัติท่ี
เหมาะสมในอตุสาหกรรมอาหาร จากข้อ 3.3.7 มาวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA 
โดยน าแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีเก็บในกลีเซอรอล 15% ส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลี โดยใช้ไพร์เมอร์คือ 518F และ 800R เมื่อได้ข้อมลูล าดบั นิวคลีโอไทด์
ของชิน้ดีเอน็เอแล้ว เช่ือมล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม DNASIS-Mac Software Version 2.05 
(Hitachi Software Engineering Co.Ltd., Yokohama, Japan) น าข้อมลูท่ีได้มาวิเคราะห์และ
เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ข้ อ มู ล ใ น  GenBank ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  BlastN 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ของ National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) เพ่ือจ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ 

 
3.3.8.3  ต้นไม้วิวฒันาการ (phylogenetic tree) 

 
น าล าดบันิวคลีโอด์ของ 16S rRNA ท่ีผ่านการวิเคราะห์แล้ว และล าดบันิวคลีโอไทด์

ของ 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไว้ ท าการปรับแนวของล าดับนิวคลีโอไทด์ (multiple 
alignment) โดยใช้โปรแกรม Clustal X จากนัน้น าข้อมลูท่ีผ่านการปรับแนว มาน าเสนอต้นไม้
วิวฒันาการสร้างขึน้ โดยใช้โปรแกรม NJPLOTWIN95.EXE (Perriere และ Gouy, 1996) 
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3.3.9  การศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตพอลิ
แซก็คาไรด์จากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
 

3.3.9.1  องค์ประกอบของอาหารท่ีเหมาะสม 
 
3.3.9.1.1  ชนิดของแหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม 
 

ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ท่ีท าการคดัเลือกได้ในข้อ 3.3.7 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว โดยแปรแหลง่คาร์บอน 3 ชนิด คือ กลโูคส ซูโครส และแลคโตส ตามล าดบั 
(Xu และคณะ, 2010) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีการ
ปรับปริมาณของน า้ตาลเร่ิมต้นเป็น 40 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากับ 6.5 
บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ า้ และวิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ดงัตอ่ไปนี ้

 
3.3.9.1.1.1  วิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
น าอาหารเลีย้งเชือ้มาท าการสกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย โดยเติมกรด

ไตรคลอโรอะซิติกลงในอาหารเลีย้งเชือ้ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 4% โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตร เพ่ือตกตะกอนเซลล์และโปรตีน (Lin และ Chien, 2007) แล้วน าไปป่ันแยกเซลล์ออกด้วย 
ท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้สกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด์จากอาหาร
เลีย้งเชือ้เหลว โดยวิธีการตกตะกอนด้วยเอทานอลท่ีอณุหภมูิต ่า น าส่วนน า้ใสมาตกตะกอนพอลิ
แซ็กคาไรด์ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95% โดยปริมาตร ปริมาณ 3 เท่าของปริมาตรของส่วนน า้
ใส ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืน (18-24 ชั่วโมง) ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้จึงน าไปป่ันเหว่ียงด้วย
ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที (Kumar และคณะ, 2004) ท าบริสทุธ์ิพอลิ
แซ็กคาไรด์โดยละลายตะกอนท่ีได้ในน า้กลัน่ 50 มิลลิลิตร จากนัน้ตกตะกอนด้วยเอทานอลเย็น
ปริมาตรเป็น 3 เท่า เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส แล้วป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าตะกอนท่ีได้ไปท าแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อณุหภมูิต ่า (Lin และ 
Chien, 2007) ท าให้น า้หนกัคงท่ีในโถดดูความชืน้ (desiccator) โดยรายงานน า้หนักพอลิแซ็กคา
ไรด์ในหน่วยของ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
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3.3.9.1.2  ปริมาณของแหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม 
 

ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ท่ีท าการคดัเลือกได้ในข้อ 3.3.7 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีคดัเลือกชนิดของแหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสมได้จากข้อ 3.3.9.1.1 โดยแปรผนั
ปริมาณแหลง่คาร์บอนเป็น 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ดดัแปลงวิธี
จาก Vijayendra และ Sharath Babu (2008)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากับ 6.5 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บน
เคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 20  0 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าน า้
หมักท่ีได้จากอาหารเลีย้งเชือ้มาวิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ตามวิธีในข้อ 
3.3.9.1.1.1 

 
3.3.9.1.3 ปริมาณของแหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

 
ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ท่ีท าการคดัเลือกได้ในข้อ 3.3.7 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีคัดเลือกชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมได้จากข้อ 
3.3.9.1.1 และ 3.3.9.1.2 ตามล าดบั ในการทดลองนีใ้ช้ Proteose peptone, Yeast extract และ 
Beef extract เป็นแหล่งไนโตรเจน ดัดแปลงวิธีจาก สวิุมล และคณะ (2540) ท าการแปรผัน
ปริมาณของแหลง่ไนโตรเจน โดยแบ่งการทดลองเป็น 2 ขัน้ตอน 

 
ขัน้ตอนท่ี 1   ใช้แหลง่ไนโตรเจน 2 ชนิด ได้แก่ Yeast extract และ Proteose peptone 

โดยแปรผนัปริมาณ Yeast extract เป็น 0, 2.5, 5 และ 10 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั รวมทัง้แปรผนัปริมาณ Proteose peptone เป็น 0, 5, 10 
และ 15 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 

 
ขัน้ตอนท่ี 2   ใช้แหล่งไนโตรเจน 3 ชนิด ได้แก่ Yeast extract, Proteose peptone 

และ Beef extract  ท าการแปรผนัปริมาณ Beef extract เป็น 0, 5, 10, 
15 และ 20 กรัมต่อ ลิตร ตามล าดบั โดยใช้ปริมาณ Yeast extract : 
Proteose peptone ท่ีเหมาะสมท่ีได้จากขัน้ตอนท่ี 1 
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ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็น
กรดเบสเร่ิมต้นเท่ากบั 6.5 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 20 0 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าน า้หมกัท่ีได้จากอาหารเลีย้งเชือ้มา
วิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ตามวิธีในข้อ 3.3.9.1.1.1 

 
3.3.9.2  ภาวะท่ีเหมาะสมในการการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  

 
3.3.9.2.1  อณุหภมูิของการเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสม 

 
ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ท่ีท าการคดัเลือกได้ในข้อ 3.3.7 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหมไ่ด้จากข้อ 3.3.9.1 โดยแปรอณุหภมูิบ่มเชือ้เป็น 25, 30, 37, 
และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากบั 6.5 บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 20  0 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าน า้หมกัท่ีได้จากอาหารเลีย้งเชือ้มาวิเคราะห์
ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ตามวิธีในข้อ 3.3.9.1.1.1 

 
3.3.9.2.2  คา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นท่ีเหมาะสม 

 
ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ท่ีท าการคดัเลือกได้ในข้อ 3.3.7 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหมไ่ด้จากข้อ 3.3.9.1 โดยแปรผนัค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมต้น
ของอาหารเลีย้งเชือ้เป็น 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ตามล าดบั ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่ง
บรรจอุยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยบ่มท่ีอณุหภมูิเหมาะสมท่ีคดัเลือกได้จากข้อ 3.3.9.2.1 
บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 20  0 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 ซ า้ น า
น า้หมักท่ีได้จากอาหารเลีย้งเชือ้มาวิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ตามวิธีในข้อ 
3.3.9.1.1.1 

 
3.3.9.2.3  ศกึษาการเขย่าและไมเ่ขย่า 

 
ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ท่ีท าการคดัเลือกได้ในข้อ 3.3.7 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหมไ่ด้จากข้อ 3.3.9.1 บ่มอณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ีคดัเลือกได้จาก



 

 

53 
 

 

ข้อ 3.3.9.2.1 และมีคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเหมาะสมท่ีคดัเลือกได้จากข้อ 3.3.9.2.2 ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจอุยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเลีย้งเชือ้บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการ
เขย่า 200 รอบตอ่นาทีและไมเ่ขย่า (สวิุมล และคณะ, 2540) เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ท าการทดลอง 3 
ซ า้ น าน า้หมกัท่ีได้จากอาหารเลีย้งเชือ้มาวิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ตามวิธีในข้อ 
3.3.9.1.1.1 

 
3.3.10  การศึกษารูปแบบการเจริญในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงใหม่ (จากข้อ 3.3.9) 
 

ถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ท่ีท าการคดัเลือกได้ในข้อ 3.3.7 ปริมาณ 10 %โดยปริมาตร ลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหมไ่ด้จากข้อ 3.3.9.1 โดยมีอณุหภมูิท่ีใช้บ่ม ค่าความเป็นกรด
เบสเร่ิมต้น และการเขย่าท่ีเหมาะสม จากข้อ 3.3.9.2 เก็บตวัอย่างทุก 3 ชั่วโมง โดยเร่ิมตัง้แต่
ชัว่โมงท่ี 0 จนครบ 24 ชัว่โมง แล้วติดตามการเจริญของแบคทีเรียโดยวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 550 
นาโนเมตร และหาน า้หนักเซลล์แห้ง (Velasco  และคณะ, 2006) โดยน าอะลมูินัมฟอยล์ 
(aluminum foil) ไปอบในตู้อบแห้ง  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปลอ่ยให้เย็นในเดซิเคเตอร์ (desiccator) 
น ามาชัง่น า้หนกัด้วยเคร่ืองชัง่ละเอียด จากนัน้น าน า้เลีย้งเชือ้ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ท่ีคดัเลือกจาก
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวมาป่ันเหว่ียง ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30นาที  เพ่ือแยกเซลล์
ออก (สว่นน า้ใส น าไปสกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด)์  น าเซลล์มาใสใ่นอะลมูินมัฟอยล์ข้างต้น   และท า
ให้แห้งในตู้อบแห้ง  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   ปลอ่ยให้เย็นในเดซิเคเตอร์   ชัง่น า้หนกัแห้งจนได้น า้หนกั
คงท่ี  ค านวณหาน า้หนักเซลล์แห้ง  และรายงานผลท่ีได้ในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และ
ติดตามการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยน าสว่นน า้ใสมาตกตะกอนโปรตีนด้วยกรดไตรคลอโรอะซิติก 
จากนัน้ป่ันเหว่ียงแยกตะกอนโปรตีนออกท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 20 นาที และ
น าสว่นน า้ใสมาสกดัแยกพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธีตกตะกอน เอทานอลท่ีอณุหภมูิต ่า ตามวิธีในข้อ 
3.3.2.2.2   จากนัน้หาน า้หนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ โดยรายงานผลท่ีได้ในหน่วย
มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร  จากนัน้สร้างกราฟแสดงรูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ
แบคทีเรียสายพนัธุ์บริสทุธ์ิ 



 
 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1  ตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จาก
ธรรมชาติและคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธ์ุท่ีมีความสามารถในการผลิตพอลิแซก็คาไรด์ 
 

งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์ท่ีจะคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ปริมาณ
สงู โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์   ทัง้นีไ้ด้
แบ่งการทดลองออกเป็น 2 ชุด ได้แก่ แบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 
และ EP14 ท่ีคดัแยกโดย สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) และแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีท าการคดั
แยกใหมจ่ากผกัและผลไม้ดอง 
 
4.1.1  แบคทีเรีย สายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 ท่ีคดัแยกโดย 
สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) 

 
เลีย้งแบคทีเรียเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ 

EP14 โดยถ่ายกล้าเชือ้ปริมาณเร่ิมต้น  10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีดดัแปลง
สตูรโดย สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) โดยใช้ซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร 
(ภาคผนวก ก) เป็นแหลง่คาร์บอนและพลงังาน   ตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 
โดยน ามาตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยเอทานอลท่ีอณุหภมูิต ่า จากนัน้น าไประเหยแห้งด้วย
เคร่ืองระเหยแห้งโดยใช้อณุหภมูิต ่า (lyophilizer) และน าน า้หนักแห้งของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้มา
เปรียบเทียบกนั โดยรายงานน า้หนกัเซลล์แห้งและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ในหน่วยของ (มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) ผลแสดงดงัตารางท่ี 4.1 

 
4.1.2   การคดัแยกแบคท่ีเรียจากผกัและผลไม้ดอง  

 
ท าการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากตวัอย่างผกัและผลไม้ดอง  

อนัได้แก่ มะม่วงดอง พุทราดอง มะยมดอง มะกอกดอง กระเทียมดอง ผกักาดดอง และหน่อไม้
ดอง จ านวน 7 ตวัอย่าง โดยน ามาคดัแยกแบคทีเรียและดกูารผลิตพอลิแซ็กคาไรด์บนอาหารแข็ง
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ในสตูรอาหาร MRS ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร (ภาคผนวก ก)  พบว่า   
ไม่พบแลคติกแอสิดแบคทีเรียในตัวอย่างมะม่วงดอง พุทราดอง มะยมดอง และมะกอกดอง     
ส่วนกระเทียมดอง และผักกาดดอง พบแลคติกแอสิดแบคทีเรียจ านวน 43 และ 35 สายพันธุ์ 
ตามล าดบั แต่แบคทีเรียจากทัง้ 2 แหล่ง ไม่มีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ขณะท่ี
หน่อไม้ดอง พบแลคติกแอสิดแบคทีเรีย 56 สายพันธุ์ และพบว่ามีแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ สามารถ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ โดยลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ แสดงดังในตารางท่ี 4.1  
และรูปท่ี 4.1   เมื่อตรวจสอบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ โดยน ามาเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เชือ้เหลวชนิดเดียวกับข้างต้น แล้วน ามาตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยเอทานอลท่ีอณุหภมูิต ่า 
หลงัการระเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งอณุหภูมิต ่า (lyophilizer) เมื่อน าน า้หนักแห้งของพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบกนั โดยรายงานในหน่วยของ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ได้ผลดงัตารางท่ี 
4.2 และรูปท่ี 4.2 
 
ตารางท่ี 4.1   ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีสร้างเอกโซพอลิแซ็กคาไรดบ์นอาหารเลีย้งเชือ้แข็งท่ี
คดัแยกจากผกัและผลไม้ดอง 
 

แหลง่ท่ีมา การให้รหสัเชือ้ ความกว้างของโคโลนีลกัษณะเมือก 

หน่อไม้ดอง LAB1 
LAB2 
LAB3 

++ 
++ 

+++ 
มะมว่งดอง พทุราดอง มะยม
ดอง มะกอกดอง กระเทียมดอง  

และผกักาดดอง 
- ไมพ่บโคโลนีท่ีสร้างเมือกเยิม้ 

 
หมายเหตุ : ความกว้างของเมือกของโคโลนีแทนด้วยเคร่ืองหมายบวก (+) ท่ีวดัได้ 
   

+ เส้นผา่นศนูย์กลางโคโลนีน้อยกวา่ 3.0 มิลลิเมตร 
 ++ เส้นผา่นศนูย์กลางโคโลนีมากกวา่ 3.0 มิลลเิมมตร แตน้่อยกวา่ 3.5 มิลลิเมตร 
 +++ เส้นผา่นศนูย์กลางโคโลนีมากกวา่ 3.5 มิลลิเมตร 
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รูปท่ี 4.1  ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ LAB3 ท่ีมีเมือกเยิม้ และมี
ความหนืด บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร บ่มท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
ตารางท่ี 4.2   เปรียบเทียบน า้หนักพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 
EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 ตามล าดบั 
 

สายพนัธุ์ 
(รหสัเชือ้) 

น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

EN05 2.23±0.07 
EN07 2.22±0.07 
EN13 1.36±0.10 
EN14 1.47±0.07 
EP04 2.23±0.20 
EP11 2.26±0.10 
EP14 2.23±0.07 
LAB1 10.72±0.35 
LAB2 10.43±0.19 
LAB3 8.71±0.27 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์

 (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)
 

 
รูปท่ี 4.2  เปรียบเทียบน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 
EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 
4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

 
 
จากตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.2  เมื่อเปรียบเทียบน า้หนักของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก

แบคทีเรีย 10 สายพันธุ์ พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ 
EP14  สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 1.36–2.26 มิลลิกรัมกรัมตอ่มิลลลิิตร ขณะท่ีแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 8.71–10.72 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ซึ่งมีประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูกว่ากลุ่มแรก  4-5 เท่า โดยพบว่าแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ LAB1 มีความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุท่ี 10.72 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน
อาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร หลงับ่มเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
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4.2  ลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซก็คาไรด์ 
 
4.2.1  การวิเคราะห์ชนิดน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

ท าการย่อยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 
EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 ด้วยสารละลายกรดซลัฟริูก และปรับสารละลายท่ีได้
ให้มีคา่ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 7.0  สว่นน า้ใสท่ีกรองผ่านแผ่นกรองท่ีมีขนาด 0.2 ไมครอนหลงั 
การวิเคราะห์โดยใช้ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี ตามวิธีในข้อ 3.3.3.1.2   ได้
สว่นประกอบของน า้ตาลชนิดตา่ง ๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 
 
ตารางท่ี 4.3  แสดงชนิดของน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียสายพันธุ์  EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3
หลังจากการย่อยด้วยกรดซัลฟูริก โดยใช้สารละลาย 80% โดยปริมาตรอะซิโตไนไทรล์เป็น
สารละลายตวัพา อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 
 

พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ ชนิดน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว 

EN05 แรมโนส และ กลโูคส 

EN07 แรมโนส และ กลโูคส 

EN13 ไซโลส และ กาแลคโตส 

EN14 ไซโลส และ กาแลคโตส 

EP04 ไซโลส 

EP11 ไซโลส 

EP14 ไซโลส 

LAB1 กลโูคส 

LAB2 กลโูคส 

LAB3 กลโูคส 
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แสดงตัวอย่ าง ช นิดน า้ตาลของพอลิ แซ็ กคาไรด์ ช นิดฮอมอพอลิแซ็ กคาไรด์ 
(homopolysaccharide) ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 เปรียบเทียบกับน า้ตาลกลโูคส
มาตรฐาน แสดงดงัรูปท่ี 4.3 

 
 
 

 
 

ก) 
 

 
 

ข) 
 
 
รูปท่ี 4.3  โครมาโทแกรมแสดงชนิดน า้ตาลภายหลงัการย่อยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตแบคทีเรียสาย
พันธุ์ LAB1 ด้วยกรดซัลฟูริก โดยใช้สารละลายอะซิโตไนไทรล์ (acetonitrile) 80% โดยปริมาตร 
เป็นสารละลายตวัพา อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที  ก) สารมาตรฐานน า้ตาลกลโูคส         
ข) ชนิดของน า้ตาลภายหลงัจากการย่อยสลายพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยกรดซลัฟริูก 
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จากตารางท่ี 4.3  พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 และ EN14 ผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ ส่วนแบคทีเรียสายพันธุ์ EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 
และ LAB3 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ 
 
4.2.2  การวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์โมกราวิเมทริกแอนนาไลซิส (TGA) 
 

จากการน าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 
EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 มาวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์
โมกราวิเมทริกแอนนาไลซิส (TGA) ตามวิธีในข้อ 3.3.3.2  ผลการทดลองท่ีได้แสดงดงัตารางท่ี 4.4 
และแสดงตวัอย่างสมบตัิทางความร้อนของพอลิแซ็กคาไรด์บางชนิดดงัรูปท่ี 4.4  4.5  4.6  และ 
4.7 ตามล าดบั 

 
ตารางท่ี 4.4 แสดงอณุหภมูิการย่อยสลายท่ีจ านวนขัน้ตอนกระบวนการสลายของพอลิแซ็กคาไรด์
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 
 

พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย
สายพนัธุ์ 

จ านวนขัน้ตอน 
กระบวนการสลาย 

อณุหภมูิการย่อยสลาย 
(องศาเซลเซียส) 

EN05 1 
2 

40-120 
240-330 

EN07 1 
2 

40-120 
240-330 

EN13 1 
2 

40-120 
220-360 

EN14 1 
2 

40-120 
220-360 
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ตารางท่ี 4.4 แสดงอณุหภมูิการย่อยสลายท่ีจ านวนขัน้ตอนกระบวนการสลายตา่ง ๆ ของพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 
LAB2 และ LAB3 ตามล าดบั (ตอ่) 
  

พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย
สายพนัธุ์ 

จ านวนขัน้ตอน 
กระบวนการสลาย 

อณุหภมูิการย่อยสลาย 
(องศาเซลเซียส) 

EP04 1 
2 

40-120 
220-340 

EP11 1 
2 

40-120 
220-340 

EP14 1 
2 

40-120 
220-340 

LAB1 1 
2 

40-120 
270-320 

LAB2 1 
2 

40-120 
270-320 

LAB3 1 
2 

40-120 
270-320 

 
 
จากตารางเมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์มาวิเคราะห์สมบตัทิางความร้อนด้วยเทคนิคเทอร์โมกรา

วิเมทริกแอนนาไลซิสพบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทัง้หมด 10 สายพนัธุ์ มีความ
เสถียรท่ีอณุหภมูิสงู และมีจ านวนขัน้ตอนกระบวนการสลาย 2 ขัน้ตอน เช่นเดียวกนั โดยขัน้ตอนท่ี 
1  พบการลดลงของน า้หนกั เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกลุน า้ท่ีมีในพอลิแซ็กคาไรด์ 
และขัน้ตอนท่ี 2  เกิดการย่อยสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์  เน่ืองจากการแตกพนัธะ C–O และ  
C–C ในโครงสร้างของพอลิแซก็คาไรด์ โดยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 
LAB2 และ LAB3 มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ คือ เร่ิมมีช่วงอณุหภมูิการย่อยสลายท่ี 270-320 

องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.4  โครมาโทแกรมแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างอณุหภมูิท่ีสลายตวัและการสญูเสียน า้หนัก
ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  EN07 โดยใช้ภาวะในการทดสอบเร่ิมจาก
อณุหภมูิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต้
บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน 
 

จากรูปท่ี 4.4 พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN07 มีจ านวนขัน้ตอน
กระบวนการสลาย 2 ขัน้ตอน โดยขัน้ตอนท่ี 1 พบวา่ช่วงอณุหภมูิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียส
พบการลดลงของน า้หนกั 14.25% เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกลุน า้ท่ีมใีนพอลิแซ็กคา
ไรด์  และขัน้ตอนท่ี 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอณุหภมูิ 240 องศาเซลเซียสจนถึง 
330 องศาเซลเซียส และน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงอณุหภมูิ 258.7 
องศาเซลเซียส  โดยการสลายตวัของพอลิแซก็คาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 2 มีเปอร์เซนตก์ารสญูเสยี
น า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 56.50% 
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รูปท่ี 4.5 โครมาโทแกรมแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอณุหภมูิท่ีสลายตวัและการสญูเสยีน า้หนกั
ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EP04 โดยใช้ภาวะในการทดสอบเร่ิมจาก
อณุหภมูิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต้
บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน 
 

จากรูปท่ี 4.5 พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EP04 มีจ านวนขัน้ตอน
กระบวนการสลาย 2 ขัน้ตอน โดยขัน้ตอนท่ี 1 พบวา่ช่วงอณุหภมูิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียส
พบการลดลงของน า้หนกั 10.39% เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกลุน า้ท่ีมใีนพอลิแซ็กคา
ไรด์  และขัน้ตอนท่ี 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอณุหภมูิ 220 องศาเซลเซียสจนถึง 
340 องศาเซลเซียส และน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงอณุหภมูิ 243.1 
องศาเซลเซียส  โดยการสลายตวัของพอลิแซก็คาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 2 มีเปอร์เซนตก์ารสญูเสยี
น า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 49.22% 
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รูปท่ี 4.6 โครมาโทแกรมแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอณุหภมูิท่ีสลายตวัและการสญูเสยีน า้หนกั
ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 โดยใช้ภาวะในการทดสอบเร่ิมจาก
อณุหภมูิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต้
บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน 
 

จากรูปท่ี 4.6 พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 มีจ านวนขัน้ตอน
กระบวนการสลาย 2 ขัน้ตอน โดยขัน้ตอนท่ี 1 พบวา่ช่วงอณุหภมูิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียส
พบการลดลงของน า้หนกั 11.37% เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกลุน า้ท่ีมใีนพอลิแซ็กคา
ไรด์  และขัน้ตอนท่ี 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอณุหภมูิ 270 องศาเซลเซียสจนถึง 
320 องศาเซลเซียส และน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงอณุหภมูิ 283.6 
องศาเซลเซียส  โดยการสลายตวัของพอลิแซก็คาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 2 มีเปอร์เซนตก์ารสญูเสยี
น า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 58.93% 
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รูปท่ี 4.7 โครมาโทแกรมแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอณุหภมูิท่ีสลายตวัและการสญูเสยีน า้หนกั
ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB3 โดยใช้ภาวะในการทดสอบเร่ิมจาก
อณุหภมูิ  30 ถึง 600 องศาเซลเซียส อตัราการเพ่ิมความร้อน 10 องศาเซลเซียส/นาที ภายใต้
บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจน 
 

จากรูปท่ี 4.7 พบวา่พอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB3 มีจ านวนขัน้ตอน
กระบวนการสลาย 2 ขัน้ตอน โดยขัน้ตอนท่ี 1 พบวา่ช่วงอณุหภมูิประมาณ 40-120 องศาเซลเซียส
พบการลดลงของน า้หนกั 11.62% เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกลุน า้ท่ีมใีนพอลิแซ็กคา
ไรด์  และขัน้ตอนท่ี 2 เร่ิมมีการสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีอณุหภมูิ 270 องศาเซลเซียสจนถึง 
320 องศาเซลเซียส และน า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงอณุหภมูิ 281.4 
องศาเซลเซียส  โดยการสลายตวัของพอลิแซก็คาไรด์ในขัน้ตอนท่ี 2 มีเปอร์เซนตก์ารสญูเสยี
น า้หนกัของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 58.19% 
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4.2.3  การวิเคราะห์ความสามารถในการอุ้มน า้โดยวิธี paper chromatography 
 

เมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น 0.5% โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตรมาวิเคราะห์ความสามารถในการอุ้มน า้ของพอลิแซ็กคาไรด์โดยจุ่มกระดาษกรองลงใน
สารละลาย เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หาเปอร์เซ็นต์ระยะทางของเหลวท่ีเคลื่อนท่ีต่อระยะทางของน า้ท่ี
เคลื่อนท่ีได้เป็นเปอร์เซ็นต์อตัราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ (% syneresis) ทัง้นี ้
หากเปอร์เซ็นต์อตัราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ต ่าจะแสดงว่าพอลิแซ็กคาไรด์มี
ความสามารถในการอุ้มน า้ได้สงู ผลการทดลองได้แสดงดงัตารางท่ี 4.5 

 
ตารางท่ี 4.5 เปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ความเข้มข้น 
0.5% ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 
และ LAB3 ตามล าดบั 
 

พอลิแซ็กคาไรด ์
ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ 

เปอร์เซ็นต์อตัราการสกดั 
ของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด ์

EN05 32.81±1.05 % 
EN07 28.45±0.90 % 
EN13 65.21±1.21 % 
EN14 56.90±0.11 % 
EP04 35.01±0.69 % 
EP11 33.04±0.11 % 
EP14 45.94±1.05 % 
LAB1 74.57±0.75 % 
LAB2 72.33±0.75 % 
LAB3 74.79±0.45 % 

แซนแทนกมั 5.78±0.26% 
 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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จากผลการทดลองพบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเ รียสายพันธุ์  EN07 มี
เปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ต ่าสดุท่ี 28% แสดงว่ามีความสามารถ
ในการอุ้มน า้สงูสดุ แต่ยังมีความสามารถในการอุ้มน า้ต ่ากว่าแซนแทนกัมท่ีเป็นชุดควบคมุมาก 
เมื่อท าการเปรียบเทียบความสามารถในการอุ้มน า้ของพอลิแซ็กคาไรด์จากต ่าไปสงู พบว่า LAB1, 
LAB3 < LAB2 < EN13 < EN14 < EP14 < EP04 < EN05, EP11 < EN07  ตามล าดบั 
 
4.2.4   ความสามารถในการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

เมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 
EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 มาละลายให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.5% โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตร ตามล าดบัในน า้กลัน่และสารละลายต่างๆ ได้แก่ อะซีโตน เอทานอล ไอโซโพรพานอล   
เฮกเซน และเมทานอล โดยเปรียบเทียบกบัแซนแทนกมั แล้วดคูวามสามารถการละลายของพอลิ
แซ็กคาไรด์ ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 
 
ตารางท่ี 4.6  ความสามารถในการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีความเข้มข้น 0.5% โดยน า้หนัก
ต่อปริมาตรท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 
LAB2 และ LAB3 ในน า้และตวัท าละลายตา่ง ๆ 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ 

ความสามารถในการละลายท่ีความเข้มข้น 0.5% 
โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 

น า้กลัน่ 
อะซีโตน, เอทานอล, ไอโซโพรพานอล,  

เฮกเซน และเมทานอล 
EN05 

ละลายได้ดีท่ีอณุหภมูห้ิอง  
มีความหนืดต ่ากวา่ 

แซนแทนกมั 
ไมล่ะลายเกิดเป็นตะกอน 

EN07 
EN13 
EN14 
EP04 
EP11 
EP14 
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ตารางท่ี 4.6  ความสามารถในการละลายของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีความเข้มข้น 0.5% โดยน า้หนัก
ต่อปริมาตร ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 
LAB2 และ LAB3  ในน า้และตวัท าละลายตา่ง ๆ  (ตอ่) 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ 

ความสามารถในการละลายท่ีความเข้มข้น 0.5% 
โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 

น า้กลัน่ 
อะซีโตน, เอทานอล, ไอโซโพรพานอล,  

เฮกเซน และเมทานอล 
LAB1 ละลายได้ดีท่ีอณุหภมูห้ิอง  

มีความหนืดต ่ากวา่ 
แซนแทนกมั ไมล่ะลายเกิดเป็นตะกอน 

LAB2 
LAB3 

แซนแทนกมั 
ละลายได้ดีท่ีอณุหภมูห้ิอง 

มีความหนืดสงู 
 

จากตารางเมื่อเปรียบเทียบกบัแซนแทนกมักบัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 10 
สายพนัธุ์ เมื่อละลายให้มีความเข้มข้นเท่ากบั 0.5% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ท่ีอณุหภมูิห้อง พบว่า 
มีความสามารถในการละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง ลกัษณะมีความหนืดต ่ากวา่แซนแทนกัม และ
ไมส่ามารถละลายในสารละลายอะซีโตน เอทานอล ไอโซโพรพานอล เฮกเซน และเมทานอลได้ ท า
ให้เกิดเป็นตะกอน ได้เช่นเดียวกนั 
 
4.2.5  การทดสอบความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 
EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 มาละลายให้มีความเข้มข้นเป็น 0.05% และ 0.1% โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตร แล้วน ามาผสมกับน า้มนัพืช (น า้มนัมะกอก และน า้มนัถั่วเหลือง) ตามวิธีในข้อ 3.3.3.5 
แล้ววิเคราะห์ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ โดยแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์
ของระดบัความสงูของชัน้อิมลัซิไฟต่อระดบัความสงูทัง้หมด (%Emulsifing activity) ได้ผลดัง
แสดงในตารางท่ี 4.7 
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ตารางท่ี 4.7 ความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสาย
พันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 ท่ีความเข้มข้น 
0.05% และ 0.1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ผสมกบัน า้มนัพืช (น า้มนัมะกอก และน า้มนัถั่วเหลือง) 
ในอตัราสว่น 1:1 
 
พอลิแซ็กคาไรด์
ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรีย 
สายพนัธุ์ 

Emulsifing activity (%) 
 ( น า้มนัถัว่เหลือง ) 

Emulsifing activity (%) 
( น า้มนัมะกอก ) 

0.05% 
polysaccharide 

0.1% 
polysaccharide 

0.05% 
polysaccharide 

0.1% 
polysaccharide 

EN05 15.36±0.36 14.29±0.00 13.33±0.21 17.86±0.00 
EN07 21.55±0.21 17.86±0.00 16.90±0.21 21.43±1.79 
EN13 14.29±1.01 11.79±1.07 10.71±1.79 29.76±0.21 
EN14 16.79±1.43 15.36±0.71 8.93±0.51 32.26±0.21 
EP04 21.43±1.07 46.43±1.43 23.93±0.71 36.79±0.71 
EP11 35.71±0.71 50.00±1.07 21.43±1.43 29.64±1.07 
EP14 21.43±1.07 34.76±0.21 16.79±1.07 27.62±0.90 
LAB1 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 
LAB2 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 
LAB3 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 

แซนแทนกมั 45.36±1.07 28.57±1.07 9.76±0.21 20.48±0.90 
น า้กลัน่ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

จากตารางพบวา่ เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคา
ไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 10 สายพันธุ์ พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ 
EP04 EP11 และ EP14 ท่ีความเข้มข้นเป็น 0.1% โดยน า้หนักต่อปริมาตร มีความสามารถในการ
เป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัถั่วเหลืองสงูกว่าแซนแทนกัมท่ีความเข้มข้นเดียวกัน และพอลิแซ็กคา
ไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 ท่ีความ
เข้มข้นเป็น 0.05% และ 0.1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร สว่นใหญ่มีความสามารถในการเป็นอิมลัซิ
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ไฟเออร์ในน า้มนัมะกอกสงูกวา่แซนแทนกัมท่ีความเข้มข้นเดียวกัน ขณะท่ีพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 เมื่อน ามาละลายน า้ แล้วน าไปผสมกับน า้มนั ท า
ให้สารละลายเกิดความไมส่ม ่าเสมอ มีการแยกชัน้ระหว่างน า้กับไขมนั ท าให้ไม่สามารถวดัค่าได้ 
จึงไมม่ีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ 
 
4.2.6  การวิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิแซก็คาไรด ์

 
4.2.6.1  การวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี Phenol-Sulfuric 

acid ตามวิธีของ Dubois และคณะ (1956)  
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 
EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 ไปวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดของพอลิแซ็กคาไรด์ โดยวิธี 
Phenol sulfuric acid (Dubois และคณะ, 1956) ตามวิธีในข้อ 3.3.3.6.1 ได้ปริมาณน า้ตาล
ทัง้หมดของพอลิแซ็กคาไรด์ทัง้ 10 สายพนัธุ์ ดงัแสดงตารางท่ี 4.8 
 

4.2.6.2  การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์โดยวิธี 
Protein Dye Binding ตามวิธีของ Bradford (1976)  
 

น าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 
EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 ไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคา
ไรด์ โดยวิธี Protein Dye Binding (Bradford, 1976) ตามวิธีในข้อ 3.3.3.6.2 พบปริมาณโปรตีนท่ี
เป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ทัง้ 10 สายพนัธุ์ ดงัแสดงตารางท่ี 4.8 
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ตารางท่ี 4.8  แสดงปริมาณน า้ตาลทัง้หมดและปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคา
ไรดท่ี์ผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ 
LAB3 ตามล าดบั 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ 

ปริมาณน า้ตาลทัง้หมด 
ของพอลิแซ็กคาไรด์ 

ปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบ 
ของพอลิแซ็กคาไรด์ 

EN05 81 % 7 % 
EN07 81 % 9 % 
EN13 62 % 9 % 
EN14 73 % 10 % 
EP04 66 % 10 % 
EP11 80 % 10 % 
EP14 68 % 11 % 
LAB1 91 % 1 % 
LAB2 93 % 1 % 
LAB3 85 % 1 % 

 
 
4.3  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และทดสอบลักษณะทางชีวเคมีบาง
ประการ เพื่อจัดจ าแนกกลุ่มแบคทีเรีย 
 
4.3.1   ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียท่ีคดัเลือก (morphological characteristics) 
 

จากการศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ์  EN05 EN07 EN13 EN14 
EP04 EP11 และ EP14 บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งท่ีดดัแปลงสตูรโดยสมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) 
ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร พบว่า โคโลนีมีลกัษณะกลม สีขาวครีม ขอบ
เรียบ และมีเมือกเยิม้  ขณะท่ีแลคติกแอสิดแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 บนอาหาร
เลีย้งเชือ้แขง็ในสตูรอาหาร MRS ท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร พบวา่ โคโลนี
มีลกัษณะกลม สีครีม ขอบเรียบ และมีเมือกเยิม้ และจากการศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า 
เซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 ติดสีแกรมลบ มี
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ลกัษณะรูปร่างแท่งสัน้  และไมม่ีการสร้างสปอร์ ส่วนแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 
ติดสีแกรมบวก มีลกัษณะรูปร่างแท่งสัน้  และไมม่ีการสร้างสปอร์ แสดงตวัอย่างดงัรูปท่ี 4.8 

 
 

          
 

ก)         ข) 
 

รูปท่ี 4.8  ลกัษณะสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียบางสายพนัธุ์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ก าลงัขยาย 
1,000  เท่า   ก) แบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 กว้าง 0.8-1.0 ไมครอน  ยาว 1.0-2.0 ไมครอน 

ข) แบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 กว้าง 0.8-1.0 ไมครอน  ยาว 1.5-2.0 ไมครอน 
 
 
4.3.2  การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมี เบือ้งต้น (Physiological 
characteristics and Biochemical test) 
 

เมื่อศึกษาลักษณะทางชีวเคมี เพ่ือเป็นแนวทางในการจัดจ าแนกแบคทีเรีย โดยท าการ
ทดสอบเลีย้งบนอาหารแข็ง MacConkey แสดงดงัตารางท่ี 4.9 พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 
EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 สามารถย่อยน า้ตาลแลคโทสในอาหารได้ จึงมีโคโลนี
สีชมพ ูและมีลกัษณะเป็นเมือกเยิม้ แสดงตวัอย่างบางสายพันธุ์ดงัรูปท่ี 4.9 ขณะท่ีแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 ไมส่ามารถเจริญได้บนอาหารแขง็ MacConkey ได้ 

 
 
 



 
 

 

73 

ตารางท่ี 4.9 ผลการจ าแนกแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 
LAB1 LAB2 และ LAB3 ทางสณัฐานวิทยาและสรีรวิทยา 

 

แบคทีเรีย 
สายพนัธุ์ 

สมบตั ิ

ลกัษณะโคโลนี 
การย้อม 
ติดสีแกรม 

รูปร่าง 
ของเซลล์ 

การสร้าง
สปอร์ 

การเจริญบน
อาหารแขง็

MacConkey 

EN05 

ลกัษณะกลม สีขาวครีม 
ขอบเรียบ และมีเมือกเยิม้ 

แกรมลบ 

ลกัษณะ
แท่งสัน้ 

ไมส่ร้าง
สปอร์ 

เจริญและ
โคโลนีมีสี
ชมพ ู

EN07 

EN13 

EN14 

EP04 

EP11 

EP14 

LAB1 

ลกัษณะกลม สีครีม ขอบ
เรียบ และมเีมือกเยิม้  

แกรมบวก ไมเ่จริญ LAB2 

LAB3 
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รูปท่ี 4.9  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ์ EN14 EP11 และ EP14 บนอาหารแข็ง 
MacConkey 
 

จากตารางท่ี 4.9  พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ 
EP14 มี รูปร่างแท่ง ติดสีแกรมลบ ไม่สร้างสปอร์ และเ พ่ือตรวจสอบว่าจัดอยู่ ในวงศ์ 
Enterobacteriaceae หรือไม่จึงทดสอบเลีย้งบนอาหารแข็ง MacConkey พบว่าแบคทีเรียสาย
พนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 สามารถย่อยน า้ตาลแลคโตสในอาหารได้ 
จึงมีโคโลนีมีสีชมพู และมีลักษณะเป็นเมือกเยิม้ จากนัน้ท าการทดสอบทางชีวเคมีส าหรับ
แบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae ต่อไป (Buchanan และ Gibbons, 1974; Holt และคณะ, 
1994) ตามวิธีในข้อ 3.3.4.2  ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี  4.10 

 
ขณะท่ีแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 มีรูปร่างแท่ง ติดสีแกรมบวก ไม่สร้าง

สปอร์ สามารถสร้างกรดได้ และเมื่อเลีย้งบนอาหารแข็ง MacConkey พบว่า ไม่สามารถเจริญได้
บนอาหารแขง็ MacConkey ได้ จึงท าการทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือทดสอบวา่เป็นกลุม่แลคติกแอสิด
แบคทีเรีย (Vanderzant และ Nickelson, 1969; Kandler และ Weiss, 1984; Kandler และ 
Weiss, 1986) ตามวิธีในข้อ 3.3.4.2  ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี  4.10 
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ตารางท่ี 4.10   ลกัษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 
EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 ตามล าดบั 
 

แบคทีเรีย 
สายพนัธุ์ 

ผลการทดสอบทางชีวเคม ี

Oxidase Catalase Motility 
TSI 

reaction 

H2S 
production 

(TSI) 

Indole 
production 

EN05 - + - A/A - - 
EN07 - + - A/A - - 
EN13 - + + A/A - - 
EN14 - + + A/A - - 
EP04 - + - A/A - - 
EP11 - + - A/A - - 
EP14 - + - A/A - - 
LAB1 - - - A/A - - 
LAB2 - - - A/A - - 
LAB3 - - - A/A - - 

 
หมายเหตุ    

 
(+)  สามารถใช้ได้ เจริญได้ หรือ เกิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ  
(-)   ไมส่ามารถใช้ได้ ไมเ่จริญ หรือ ไมเ่กิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ,  A/A สร้างกรด               
       และก๊าซ 

 
จากตารางท่ี 4.10 พบวา่จากการทดสอบสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 

EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 จดัแบคทีเรียอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae  อ้างอิง
ตาม Bergey’s Mannual of Determinative Bacteriology (Buchanan และ Gibbons, 1974) 
และ Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) โดยพิจารณาจาก
การทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีต่างๆ พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EP04 EP11 และ 
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EP14 จัดเป็นแบคทีเรียในสกุล Klebsiella ขณะท่ีแบคทีเรียสายพันธุ์  EN13 และ EN14 จัดเป็น
แบคทีเรียในสกลุ Enterobacter 

ส่วนแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 เมื่อทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีต่างๆ 
พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ LAB3 จัดเป็นแบคทีเรียในกลุ่มแลคติกแอสิด
แบคทีเรีย (Lactic acid bacteria หรือ LAB) อ้างอิงตาม Bergey’s Mannual of Systematic 
Bacteriology (Kandler และ Weiss, 1984; Kandler และ Weiss, 1986)   
 
4.4  การคัดเลือกแบคทีเรียกลุ่มท่ีเหมาะสมเบือ้งต้น 
 

ท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรีย และลกัษณะ
สมบตัิทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 
EP04 EP11 และ EP14 ท่ีคดัแยกโดย สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) และแบคทีเรียสายพันธุ์ 
LAB1 LAB2 และ LAB3 ท่ีท าการคดัแยกใหมจ่ากผกัและผลไม้ดอง รวมทัง้หมด 10 สายพันธุ์ ท า
การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สูง มี ลักษณะสมบัติทาง
กายภาพและเคมีท่ีเหมาะสมในอตุสาหกรรม ได้แก่ มีความเสถียรต่ออณุหภมูิสงู มีความสามารถ
ในการละลาย  มีความสามารถเป็นอิมลัซิไฟเออร์ และมีความสามารถในการอุ้มน า้ได้ดี โดย
ลกัษณะสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียทัง้ 10 สายพนัธุ์ แสดงผลดงัตารางท่ี 4.11 

 
 



 

 

ตารางท่ี 4.11 ประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์และลกัษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  EN05 EN07 
EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 

 

แบคทีเรีย
สายพนัธุ์  

น า้หนกัพอลิ
แซก็คาไรด์
(มิลลกิรัม/
มิลลลิติร) 

ชนดิน า้ตาล 
 

ปริมาณ
น า้ตาล
ทัง้หมด 

(%) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(%) 

อุณหภูมิ 
การย่อย
สลาย 
(   ํC) 

Emulsifing activity (%) 
( น า้มนัถัว่เหลือง ) 

Emulsifing activity (%) 
( น า้มนัมะกอก ) 

อตัรการ
สกดั

ของเหลว 
(%) 

ความสามารถในการละลายท่ีความเข้มข้น 0.5% 
โดยน า้หนกัต่อปริมาตร 

0.05% 
polysaccharide 

0.1% 
Polysaccharide 

0.05% 
polysaccharide 

0.1% 
polysaccharide 

อะซีโตน, เอทานอล, 
ไอโซโพรพานอล, เฮกเซน 

และเมทานอล 
น า้กลัน่ 

EN05 2.23±0.07 
แรมโนส/
กลูโคส 

81 7 240-330 15.36±0.36 14.29±0.00 13.33±0.21 17.86±0.00 33±1.05  

ไม่ละลายเกิดเป็นตะกอน 
ละลายได้ดีท่ีอุณหภูมิห้อง 
มีความหนืดค่อนข้างต ่า 

EN07 2.22±0.07 
แรมโนส/
กลูโคส 

81 9 240-330 21.55±0.21 17.86±0.00 16.90±0.21 21.43±1.79 28±0.90  

EN13 1.36±0.10 
ไซโลส/ 

กาแลคโตส 
62 9 220-360 14.29±1.01 11.79±1.07 10.71±1.79 29.76±0.21 65±1.21  

EN14 1.47±0.07 
ไซโลส/ 

กาแลคโตส 
73 10 220-360 16.79±1.43 15.36±0.71 8.93±0.51 32.26±0.21 57±0.11  

EP04 2.23±0.20 ไซโลส 66 10 220-340 21.43±1.07 46.43±1.43 23.93±0.71 36.79±0.71 35±0.69  

EP11 2.26±0.10 ไซโลส 80 10 220-340 35.71±0.71 50.00±1.07 21.43±1.43 29.64±1.07 33±0.11  
EP14 2.23±0.07 ไซโลส 68 11 220-340 21.43±1.07 34.76±0.21 16.79±1.07 27.62±0.90 46±1.05  

LAB1 10.72±0.35 กลูโคส 91 1 270-320 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 75±0.75  

LAB2 10.43±0.19 กลูโคส 93 1 270-320 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 72±0.75  

LAB3 8.71±0.27 กลูโคส 85 1 270-320 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 75±0.45  

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 77 
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จากตารางท่ี 4.11 พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 ท่ีท าการคดัแยก
ใหม่จากผกัและผลไม้ดอง มีประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงกว่า 4-5 เท่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 
EP11 และ EP14 ท่ีคดัแยกโดย สมฤดี ชณุหโรจน์ฤทธ์ิ (2551) โดยมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูถึง
ประมาณ 8-10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

 
จากการศกึษาคณุสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 LAB2 

และ LAB3 พบวา่ไมม่ีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์และไม่มีความสามารถในการอุ้มน า้
ได้ดีเท่ากับแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 แต่มีลกัษณะ
สมบตัิบางประการท่ีเหมาะสมซึ่งสามารถใช้ในอตุสาหกรรม ได้แก่ มีความเสถียรต่ออณุหภมูิท่ีสงู
กวา่ มีความสามารถในการละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง และไมส่ามารถละลายในสารละลายอะซี
โตน เอทานอล ไอโซโพรพานอล เฮกเซน และเมทานอลได้ และมีความสามารถในการผลิต 
Glucans โดยแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ LAB3 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดฮอมอพอลิ
แซ็กคาไรด์ (homopolysaccharide) ประกอบด้วยน า้ตาลกลโูคสต่อกันเพียงชนิดเดียว ซึ่งอาจ
น าไปใช้ประโยชน์ในด้านตา่งๆ ทางอตุสาหกรรมได้ 

 
ทัง้นีจ้ากการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียทางอนุกรมวิธานเบือ้งต้น พบว่าแบคทีเรีย

สายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 จดัเป็นแบคทีเรียในกลุ่มแลคติกแอสิดแบคทีเรีย (Lactic acid 
bacteria หรือ LAB) ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุม่ท่ีไมก่่อโรค ไม่ก่อเกิดอนัตราย และมีความน่าสนใจ ซึ่ง
สามารถน าไปใช้ในอุตสาหกรรมได้อย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหาร  และ
อุตสาหกรรมยา ดังนัน้จึงท าการคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ LAB3 มา
ท าการศกึษาตอ่ไป 

 
4.5 การศึกษาลักษณะสมบัติเพิ่มเติมของพอลิแซก็คาไรด์จากกลุ่มแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ 
 
4.5.1 การวิเคราะห์ชนิดประจขุองพอลิแซ็กคาไรด์  

 
จากการน าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 มา

วิเคราะห์ชนิดประจขุองพอลิแซ็กคาไรด์ ตามวิธีในข้อ 3.3.6.1 เมื่อเติมสารละลายเซทิลไพริดเินียม
คลอไรด์ลงไป พบวา่ไมพ่บตะกอนของสารละลายพอลิแซก็คาไรด์ทัง้ 3 ชนิด ดงันัน้พอลิแซก็คาไรด์
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จากสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 จึงเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจเุป็นกลาง (neutral 
polysaccharide) ขณะท่ีแซนแทนกมัเกิดเป็นตะกอนสีขาวซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรดท่ี์มีประจลุบ 
(acidic polysaccharide) เมื่อน าสารละลายของพอลิแซก็คาไรด์ทัง้ 3 ชนิด ไปตกตะกอนซ า้ด้วย
เอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซน็ต์ พบวา่มตีะกอนเกิดขึน้จ านวนมาก เป็นการยืนยนัวา่พอลิ
แซ็กคาไรด์จากสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 มีประจเุป็นกลาง (neutral polysaccharide)  
 
4.5.2  การทดสอบความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) 
 

เมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายในผลิตภณัฑ์นมรสโกโก้ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.05% 
0.1% 0.5% และ 1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ตามล าดบั แล้วน ามาวิเคราะห์ความสามารถในการ
เป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) ตามวิธีในข้อ 3.3.6.1 โดยท าการติดตามการตกตะกอนของผงโกโก้
โดยเปรียบเทียบปริมาณตะกอนท่ีเกิดขึน้หลงัจากเก็บรักษาไว้ในตู้ เย็นเป็นเวลา 0, 7, 14 และ 21 
วนั ตามล าดบั โดยเปรียบเทียบการเกิดตะกอนของโกโก้กบัการทดลองควบคมุ คือ นมท่ีไม่ได้เติม
สารพอลิแซ็กคาไรด์ ผลแสดงดงัตารางท่ี 4.12  
 
ตารางท่ี 4.12  แสดงปริมาณตะกอนของโกโก้ในน า้นมเปรียบเทียบกบัการไมเ่ติมพอลิแซ็กคาไรด์
ท่ี 0, 7, 14 และ 21 วนั 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ 

ปริมาณท่ีเติม 
(%) 

ปริมาณตะกอนของโกโก้ในน า้นม 
เวลา (วนั) 

0 7 14 21 

LAB1 

0.05 ++ ++ +++ +++ 
0.1 ++ ++ +++ +++ 
0.5 ++ ++ +++ +++ 
1 + + ++ +++ 

LAB2 

0.05 ++ +++ +++ +++ 
0.1 ++ ++ +++ +++ 
0.5 ++ ++ +++ +++ 
1 + + ++ +++ 
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ตารางท่ี 4.12  แสดงปริมาณตะกอนของโกโก้ในน า้นมเปรียบเทียบกบัการไมเ่ติมพอลิแซ็กคาไรด์
ท่ี 0, 7, 14 และ 21 วนั (ตอ่) 
 

พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ 

ปริมาณท่ีเติม 
(%) 

ปริมาณตะกอนของโกโก้ในน า้นม 
เวลา (วนั) 

0 7 14 21 

LAB3 

0.05 ++ +++ +++ +++ 
0.1 ++ ++ +++ +++ 
0.5 ++ ++ +++ +++ 
1 ++ ++ +++ +++ 

คาราจีแนน 

0.05 + ++ ++ +++ 
0.1 - + ++ ++ 
0.5 - - - + 
1 - - - - 

ชดุควบคมุ 
(นมท่ีไมไ่ด้เติมสาร 
พอลิแซ็กคาไรด)์ 

+++ 

 
หมายเหตุ : 
 +++     =  ตะกอนมาก 
  ++  =   ตะกอนปานกลาง 
    +    =   ตะกอนน้อย 
     -  =   ไมเ่กิดการตกตะกอน 
 

จากตารางเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) ของพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 กบัชดุควบคมุ คือนมท่ีไมไ่ด้เติม
สารพอลิแซ็กคาไรด์ พบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 มีความสามารถ
ในการเป็นสเตบิไลเซอร์ได้ดีท่ีสุด คือเมื่อผสมกับผลิตภัณฑ์นมรสโกโก้ให้มีความเข้มข้นเป็น 
0.05%, 0.1% และ 0.5% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 7-14 วนั และ
ท่ีความเข้มข้น 1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 14-21 วนั ส่วนพอลิ
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แซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB2 เมื่อผสมกบัผลิตภณัฑ์นมรสโกโก้ให้มีความเข้มข้น
เป็น 0.05% โดยน า้หนักต่อปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 0-7 วนั ท่ีความเข้มข้น 
0.1% และ 0.5% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 7-14 วนั และท่ีความ
เข้มข้น 1% โดยน า้หนักต่อปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 14-21 วัน ขณะท่ีพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB3 เมื่อผสมกบัผลิตภณัฑ์นมรสโกโก้ให้มีความเข้มข้น
เป็น 0.05% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 0-7 วนั และท่ีความเข้มข้น 
0.1%, 0.5% และ1% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 7-14 วนั ทัง้นีเ้มื่อ
เปรียบเทียบความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์กับคาราจีแนนพบว่า คาราจีแนนมีค่า
ความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์สงูกว่าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 3 สายพันธุ์ 
ดงัแสดงในตารางท่ี 4.12 
 
4.5.3  การทดสอบความสามารถการเกิดเจล (gelation) 
 

เมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์มาละลายให้มีความเข้มข้นเป็น 0.5% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร แล้ว
ท าการผสมกบัเกลือของโลหะ (Metal salt) แล้วน ามาวิเคราะห์หาความสามารถของการเกิดเจล 
(gelation) ตามวิธีในข้อ 3.3.6.2 พบว่า เมื่อเปรียบเทียบกับแซนแทนกัม พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 ไมม่ีความสามารถในการเกิดเจลได้ ขณะท่ีแซน
แทนกัมมีความสามารถในการเกิดเจลได้เมื่อผสมกับ CaCl2·2H2O, MgSO4·7H20 และ 
CuSO4·5H20  โดยท่ีแซนแทนกมัเกิดเจลได้ดีท่ีสดุเมื่อผสมกบั CuSO4·5H20 
 
4.5.4  ความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ (flocculant) ของพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

เมื่อน าสารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีความเข้มข้นเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 
มิลลิกรัมตอ่มิลลลิิตร โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร แล้วน ามาวิเคราะห์ความสามารถการเป็นสารก่อการ
จับกลุ่ม (flocculant) ตามวิธีในข้อ 3.3.6.3 โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคมุ คือใช้น า้กลัน่แทน
สารละลายพอลิแซ็กคาไรด์ แล้วค านวณหากิจกรรมการเกิดการจับกลุ่ม (Flocculating activity) 
แสดงผลดงัตารางท่ี 4.13 และรูปท่ี 4.10 
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ตารางท่ี 4.13 ลกัษณะสมบตัิด้านสารก่อการจบักลุม่ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย
สายพนัธุ์ LAB1, LAB2 และ LAB3   ท่ีความเข้มข้น 0.2 – 1.0 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร 
 

ปริมาณท่ีเติม 
(มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร) 

% Flocculating activity 
พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ 

LAB1 LAB2 LAB3 กวักมั 
0.2 59.24±0.70 57.59±0.70 54.46±0.47 66.50±0.23 
0.4 67.99±0.93 65.68±0.47 60.56±0.23 71.29±0.93 
0.6 58.09±0.93 56.11±0.93 52.48±0.47 61.55±0.23 
0.8 50.50±0.47 44.06±1.17 46.70±1.17 52.81±0.93 
1.0 42.90±0.93 38.94±0.47 40.92±0.47 44.88±0.47 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 4.10 แสดงสมบตัิด้านสารก่อการจบักลุม่ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  
LAB1, LAB2 และ LAB3 ท่ีความเข้มข้น 0.2–1.0 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
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จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับกัวกัม พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย
สายพนัธุ์ LAB1, LAB2 และ LAB3 มีความสามารถเป็นสารก่อการจับกลุ่ม (flocculant) และมีค่า
ใกล้เคียงกับกัวกัม โดยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 3 สายพันธุ์ มีค่าความสามารถ
สงูสดุในการเป็นสารก่อการจบักลุม่กบัผงถ่านกมัมนัต์ (Charcoal-activated carbon) ได้ดีท่ีความ
เข้มข้น 0.4 มิลลิกรัมตอ่มิลลลิิตร โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร เช่นเดียวกนั โดยท่ีพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 มีความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ได้ดีท่ีสดุ 

 
4.6  การคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธ์ุท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในอุตสาหกรรม 
 

จากการศึกษาลักษณะสมบัติเพ่ิมเติมเพ่ือคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมี
ลกัษณะสมบัติเหมาะสมทางด้านอตุสาหกรรม ได้แก่ มีความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ 
(stabilizer) มีความสามารถในการเกิดเจล (gelation)  และมีความสามารถการเป็นสารก่อการจับ
กลุม่ (Flocculant) ของพอลิแซ็กคาไรด์ แสดงผลดงัตารางท่ี 4.14 

 



 

 

 

      ตารางท่ี 4.14  ลกัษณะสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 
 

พอลแิซก็คาไรด์
ผลติจากแบคทีเรีย

สายพนัธุ์  

ชนดิประจุ 
พอลแิซก็คาไรด์ 

ความสามารถในการเป็นสเตบไิลเซอร์ของพอลแิซก็คาไรด์ 
ท่ีความเข้มข้น 0.05%, 0.1%, 0.5% และ 1% 

(0, 7, 14 และ 21 วนั) 
การเกิดเจล 

% Flocculating activity 
ปริมาณท่ีเติม (มิลลกิรัมต่อมิลลลิติร) 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

LAB1 ประจุเป็นกลาง 
ท่ีความเข้มข้น 0.05% 0.1% และ 0.5% สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 7-14 วนั 

ท่ีความเข้มข้น 1% สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 14-21 วนั 
ไม่ 

เกิดเจล 
59.24±0.70 67.99±0.93 58.09±0.93 50.50±0.47 42.90±0.93 

LAB2 ประจุเป็นกลาง 
ท่ีความเข้มข้น 0.05% สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 0-7 วนั 

ท่ีความเข้มข้น 0.1% และ 0.5% สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 7-14 วนั 
ท่ีความเข้มข้น 1% สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 14-21 วนั 

ไม่ 
เกิดเจล 

57.59±0.70 65.68±0.47 56.11±0.93 44.06±1.17 38.94±0.47 

LAB3 ประจุเป็นกลาง 
ท่ีความเข้มข้น 0.05 % สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 0-7 วนั 

ท่ีความเข้มข้น 0.1%, 0.5% และ 1% สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 7-14 วนั 
ไม่ 

เกิดเจล 
54.46±0.47 60.56±0.23 52.48±0.47 46.70±1.17 40.92±0.47 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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เมื่อท าการเปรียบเทียบลกัษณะสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ 
LAB1, LAB2 และ LAB3 พบวา่ แบคทีเรียทัง้ 3 สายพันธุ์ ไม่มีความสามารถในการเกิดเจล แต่มี
ความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) และมีความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ 
(flocculant) ได้ และพบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จากแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 มีลักษณะ
สมบตัิท่ีดีท่ีสดุเมื่อเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน ดงัแสดงในตารางท่ี 4.14  ดงันัน้จึงท าการ
คัดเลือกแบคทีเ รียสายพันธุ์  LAB1 มาพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียทางอนุกรมวิธาน 
ท าการศกึษาหาองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรดใ์นการศกึษาตอ่ไป 

 
4.7 พสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ทางอนุกรมวธิาน 
 
4.7.1 การทดสอบทางชีวเคมี  (Biochemical test) ของแบคทีเ รีย ท่ีคัด เลือกได้                    
เพ่ิมเติม จาก ข้อ 4.3.2 
 

แปรผลการทดสอบต่างๆ โดยอ้างอิงกับคู่มือการจัดหมวดหมู่ของแบคทีเรีย Bergey’s 
Mannual of Systematic Bacteriology (Kandler และ Weiss, 1984; Kandler และ Weiss, 
1986) เพ่ือหาสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของ LAB1 เพ่ิมเติมจากข้อ 4.3.2 โดยดู
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ nitrate reductase (Nitrate reduction) ความสามารถในการ
ย่อยสลายเอสคูลิน   ความสามารถในการย่อยสลายอาร์จีนีน    การสร้างกรดจากการหมัก
คาร์โบไฮเดรต   และทดสอบการเจริญของเชือ้แบคทีเรียท่ีอณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียสโดยแสดง
ผลรวมกบั ข้อ 4.3.2 ดงัตารางท่ี 4.15 
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ตารางท่ี 4.15 สมบตัิทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 
 

การตรวจทดสอบทางชีวเคม ี สมบตัิของแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 

ลกัษณะโคโลนี ลกัษณะกลม สีครีม ขอบเรียบ และมีเมือกเยิม้ 
การย้อมติดสีแกรม แกรมบวก 

รูปร่างและขนาดของเซลล์ ลกัษณะแท่งสัน้ 
การสร้างสปอร์ ไมส่ร้างสปอร์ 

การเจริญบนอาหาร MacConkey ไมเ่จริญ 
เจริญได้ท่ีอณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส เจริญได้ 

Oxidase - 
Catalase - 
Motility - 

TSI reaction A/A 
H2S production (TSI) - 

Indole production - 
Nitrate reduction - 

Hydrolysis of esculin + 
Hydrolysis of arginine + 

 
 
หมายเหตุ (+) สามารถใช้ได้ เจริญได้ หรือ เกิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ  

   (-)  ไมส่ามารถใช้ได้ ไมเ่จริญ หรือ ไมเ่กิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ 
A/A สร้างกรดและก๊าซ 
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ตารางท่ี 4.15 ลกัษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 (ตอ่) 
 

การทดสอบความสามารถ 
ในการใช้คาร์โบไฮเดรต 

สมบตัิของแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 

อะราบิโนส 
กลโูคส 
ฟรุคโตส 
แลคโตส 
แมนโนส 
ทรีฮาโลส 
ไซโลส 

กาแลคโตส 
ไรโบส 

- 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

 
 

หมายเหตุ  (+) สามารถใช้ได้ เจริญได้ หรือ เกิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ (Positive) 
(-) ไมส่ามารถใช้ได้ ไมเ่จริญ หรือ ไมเ่กิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ (Negative) 

 
 
4.7.2  การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S ribosomal DNA (16S rDNA) 

 
จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ16S rDNA ตามวิธีในข้อ 3.3.8.2 ของ

แบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 ความยาว 1,665 bp เปรียบเทียบกับล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S 
rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ท่ีมีบันทึกไว้ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม 
BLASTn พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 มีความ
คล้ายกบัล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ16S rDNA ของแบคทีเรียในสกลุ Weissella confusa (เรียกอีก
ช่ือว่า Lactobacillus confusus) 99% และ สกุล Weissella sp. 98-99%  ดงัแสดงในตารางท่ี 
4.16 
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ตารางท่ี 4.16  การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 
กบัล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมลู (BLASTn) 
 

สายพนัธุ์แบคทีเรีย Accession No. 
Sequencing identity 

(%) 
เอกสารอ้างอิง 

Weissella confusa 
สายพนัธุ์ LM S-338  

DQ321751 99% Shin และคณะ, 2007 

Weissella confusa 
สายพนัธุ์ NH02 

AB425970 99% 
Wongsuphachat 
และคณะ, 2010 

Weissella confuse 
สายพนัธุ์ C5-7 

FJ429978 99% 
Valerio และคณะ, 

2009 
Weissella confuse 
สายพนัธุ์ C4-17 

FJ429975 99% 
Valerio และคณะ, 

2009 
Weissella sp. 

สายพนัธุ์ MMZ50B 
EU157913 99% 

Ben Belgacem 
และคณะ, 2009 

Weissella sp. 
สายพนัธุ์ Uga65-2 

DQ294967 98% Jin และคณะ, 2007 

 
 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสทุธ์ิ LAB1 และ
ล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมลู (BLASTn) มาท าการปรับแนวของล าดบันิวคลีโอไทด์ (multiple 
alignment) โดยใช้โปรแกรม Clustal X และน าข้อมลูท่ีผ่านการปรับแนวมาสร้าง phylogenetic 
tree ด้วยโปรแกรม NJplot ดงัแสดงในรูปท่ี 4.11 พบวา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 มีความใกล้เคียง
กับแบคทีเ รีย Weissella confusa (Lactobacillus confusus) จึงส รุปว่าเ ชื อ้นีค้ื อ           
Weissella confusa (Lactobacillus confusus) สายพนัธุ์ LAB1 



 

 

 
 
รูปท่ี 4.11  phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 โดยใช้ 16S rDNA ของ Enterococcus raffinosus เป็น out-group 
และตวัเลขท่ีก่ิงสาขาบอกถึงการนบัท่ีให้ผลซ า้จากทัง้หมด 1000 ครัง้ ด้วย bootstrap 
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4.8  การศึกษาองค์ประกอบบางประการของอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ผลิตพอลิแซก็คาไรด์  
 
4.8.1  องค์ประกอบของอาหารท่ีเหมาะสม 
 

4.8.1.1 ชนิดของแหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม 
 

ท าการเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 โดยใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นในการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีใช้แหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกัน 3 ชนิด 
ได้แก่ กลโูคส ซูโครส และแลคโตส 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร ตามวิธีในข้อ 3.3.9.1.1  จากนัน้
วิเคราะห์หาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี 4.17 

 
ตารางท่ี 4.17   น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 จากแหลง่คาร์บอน
ชนิดตา่งๆ 
 

แหลง่คาร์บอน 
น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

กลโูคส 2.55±0.40 
ซูโครส 10.70±0.37 
ฟรักโทส 1.49±0.06 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
จากตารางท่ี 4.17 เมื่อท าการแปรผนัแหลง่คาร์บอน แล้วท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ พบวา่ ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนจะมีการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุ รองลงมา คือ กลโูคส และฟรักโทส ตามล าดับ พบว่าซูโครสเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีเหมาะสมท่ีสดุ โดยมีน า้หนกัผลผลิตเท่ากบั 10.70 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จึงเลือกซูโครส
เป็นแหลง่คาร์บอนในอาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ไป 
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4.8.1.2 ปริมาณแหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม 
 

จากการเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 โดยใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นในการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีใช้ซูโครสเป็นแหลง่คาร์บอน โดยแปรผนั
ความเข้มข้นของซูโครสเป็น 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 กรัมต่อลิตร ตามวิธีในข้อ 
3.3.9.1.2 แล้วหาปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ผลการทดลองได้สรุปไว้ในตารางท่ี 4.18 

 
ตารางท่ี 4.18   น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อเลีย้งในอาหาร
เหลวท่ีแปรผนัความเข้มข้นของซูโครสเป็น 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 กรัมตอ่ลิตร 
 

ปริมาณซูโครส 
(กรัมตอ่ลิตร) 

น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0 1.26±0.05 
10 5.57±0.44 
20 8.43±0.39 
30 10.01±0.16 
40 11.13±0.12 
50 12.09±0.03 
60 11.43±0.04 
70 10.62±0.06 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
จากตารางท่ี 4.18 เมื่อท าการแปรผนัความเข้มข้นของซูโครส แล้วท าการเปรียบเทียบการ

ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ พบวา่ การใช้ซูโครสท่ีความเข้มข้นเป็น 50 กรัมตอ่ลิตร มีปริมาณการผลิตพอ
ลิแซ็กคาไรด์มีคา่มากสดุ โดยสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้เท่ากับ 12.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ดงันัน้จึงท าการคดัเลือกซูโครสท่ีความเข้มข้นเป็น 50 กรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสม
ท่ีสดุเพ่ือใช้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในการศกึษาขัน้ตอ่ไป 
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4.8.1.3 ปริมาณของแหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 
 

เมื่อเลีย้งแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 โดยใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นในการผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ 10% โดยปริมาตร ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวท่ีมีซูโครส 50 กรัมตอ่ลิตร เป็นแหลง่คาร์บอน ใช้  
Proteose peptone, Yeast extract และ Beef extract เป็นแหล่งไนโตรเจน ท าการแปรผัน
ปริมาณของแหล่งไนโตรเจน โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ขัน้ตอน ได้แก่ ขัน้ตอนท่ี 1 ใช้แหล่ง
ไนโตรเจน 2 ชนิด ได้แก่ Yeast extract และ Proteose peptone โดยแปรผนัปริมาณ Yeast 
extract เป็น 0, 2.5, 5 และ 10 กรัมต่อลิตร รวมทัง้แปรผนัปริมาณ Proteose peptone เป็น 0, 5, 
10 และ 15 กรัมต่อลิตร ส่วนขัน้ตอนท่ี 2 ใช้ปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone ท่ี
เหมาะสมท่ีได้จากขัน้ตอนท่ี 1 โดยท าการแปรผนัปริมาณ Beef extract เป็น 0, 5, 10, 15 และ 20 
กรัมตอ่ลิตร ตามวิธีในข้อ 3.3.9.1.3  จากนัน้วิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ผลการ
ทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.19 และตารางท่ี 4.20 
 
ตารางท่ี 4.19   น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อเลีย้งในอาหาร
เหลวท่ีแปรผนัปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone 

 

ปริมาณ 
Yeast extract 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณ 
Proteose peptone 

(กรัมตอ่ลิตร) 

น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0 0 4.55±0.03 
 5 5.35±0.18 
 10 6.46±0.14 
 15 6.75±0.27 
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ตารางท่ี 4.19   น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อเลีย้งในอาหาร
เหลวท่ีแปรผนัปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone (ตอ่) 

 

ปริมาณ 
Yeast extract 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณ 
Proteose peptone 

(กรัมตอ่ลิตร) 

น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

2.5 0 5.01±0.01 
 5 5.93±0.11 
 10 7.16±0.22 
 15 7.49±0.05 
5 0 6.48±0.02 
 5 8.76±0.20 
 10 8.54±0.31 
 15 8.27±0.25 

10 0 6.72±0.24 
 5 8.94±0.71 
 10 8.69±0.47 
 15 8.65±0.03 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
จากตารางท่ี 4.19 พบว่า ปริมาณไนโตรเจนท่ีท าให้แบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 ผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุ คือ ปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone เท่ากับ  10 : 5 กรัมต่อ
ลิตร โดยผลิตได้ 8.94 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมา คือ ปริมาณ Yeast extract : Proteose 
peptone เท่ากบั  5 : 5 กรัมต่อลิตร ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 8.76 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งพบว่า
ผลผลิตแตกต่างกันไม่มาก และเน่ืองจากแหล่งไนโตรเจนทัง้ 2 ชนิดมีราคาค่อนข้างสูง ดังนัน้
ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 จึงเลือกใช้ระดบัท่ีต ่าลงมาแต่ให้
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ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์สงูเช่นเดียวกัน คือ ปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone เท่ากับ  
5 : 5 กรัมตอ่ลิตร  

 
ตารางท่ี 4.20 น า้หนักพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อเลีย้งในอาหาร
เหลวท่ีแปรผนัปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone : Beef extract 
 

ปริมาณ 
Yeast extract 

: Proteose peptone  
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณ 
Beef extract 
(กรัมตอ่ลิตร) 

น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

5:5 0 8.94±0.90 
 5 12.44±0.42 
 10 13.74±0.01 
 15 14.04±0.39 
 20 12.70±0.35 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
จากตารางท่ี 4.20  พบว่าปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone : Beef extract 

เท่ากบั  5 : 5 : 15 กรัมตอ่ลิตร เป็นปริมาณไนโตรเจนท่ีท าให้แบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 ผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุ โดยผลิตได้ 14.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมา คือ ปริมาณ Yeast 
extract : Proteose peptone : Beef extract เท่ากับ  5 : 5 : 10 กรัมต่อลิตร ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์
ได้ 13.74 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งพบว่าผลผลิตแตกต่างกันไม่มาก และเน่ืองจาก Beef extract 
เป็นแหลง่ไนโตรเจนท่ีมีราคาคอ่นข้างสงู จึงเลือกใช้ระดบัท่ีต ่าลงมาแต่ให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
สงูเช่นเดียวกัน ดงันัน้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 จึงเลือกใช้
ปริมาณ Yeast extract : Proteose peptone : Beef extract เท่ากับ  5 : 5 : 10 กรัมต่อลิตร เพ่ือ
ใช้ส าหรับการศกึษาในขัน้ตอ่ไป 
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4.8.2 ภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 
 

4.8.2.1 อณุหภมูิการเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสม 
 

ท าการเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 โดยใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นในการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ 10% โดยปริมาตร ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหม ่จากข้อ 4.8.1 โดยแปรผนั
อณุหภมูิเป็น 25 30 35 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามวิธีในข้อ 3.3.9.2.1 จากนัน้วิเคราะห์
ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ผลการทดลองได้แสดงไว้ในตารางท่ี 4.21 
 
ตารางท่ี 4.21  น า้หนักพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อเลีย้งในอาหาร
สตูรดดัแปลงใหมจ่ากข้อ 4.8.1 โดยแปรผนัอณุหภมูิเป็น 25 30 35 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
 

อณุหภมูิ 
(องศาเซลเซียส) 

น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

25 12.00±0.02 
30 13.52±0.04 
37 2.14±0.04 
40 1.09±0.09 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
จากตารางท่ี 4.21 พบว่า อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสดุจาก

แบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 คือ อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้มี
คา่สงูสดุ คือ 13.52 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  รองลงมา คือ อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส มีปริมาณพอ
ลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้เท่ากบั 12.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และพบว่าท่ีอณุหภมูิ 37 และ 40 องศา
เซลเซียส ท าให้สญูเสียความสามารถในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ดงันัน้จึงเลือกอณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส ส าหรับใช้บ่มเชือ้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในการศกึษาขัน้ตอ่ไป 
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4.8.2.2  คา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นท่ีเหมาะสม 
 

จากการเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 โดยใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นในการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ 10% โดยปริมาตร ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหม ่จากข้อ 4.8.1 โดยแปรผนั
คา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เป็น 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ตามล าดบั 
ตามวิธีในข้อ 3.3.9.2.2 จากนัน้วิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ผลการทดลองดัง
แสดงในตารางท่ี 4.22 
 
ตารางท่ี 4.22   น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อเลีย้งในอาหาร
สตูรดดัแปลงใหม่จากข้อ 4.8.1 โดยแปรผนัค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเป็น 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 
7.5 และ 8.0 ตามล าดบั 
 

คา่ความเป็นกรดเบส 
น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

5.5  12.57±0.02 
6.0 13.73±0.01 
6.5 13.67±0.01 
7.0 13.30±0.04 
7.5 12.46±0.05 
8.0 12.09±0.01 

 
หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
จากตารางท่ี 4.22 พบวา่ ท่ีคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเป็น 6.0  จะมีปริมาณพอลิแซ็กคา

ไรด์ท่ีผลิตได้มีคา่สงูสดุเท่ากบั 13.73 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จึงเลือกใช้คา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้น
ท่ี 6.0 เป็นคา่ความเป็นกรดเบสท่ีเหมาะสมส าหรับใช้เลีย้งเชือ้ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ใน
การศกึษาขัน้ตอ่ไป 
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4.8.2.3 ผลของการเขย่าตอ่ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต 
 

จากการเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 โดยใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นในการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ 10% โดยปริมาตร ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหม่ จากข้อ 4.8.1 โดยเลีย้ง
เชือ้บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบตอ่นาทีและไมเ่ขย่า (สวิุมล และคณะ, 2540) ตาม
วิธีในข้อ 3.3.9.2.3 จากนัน้วิเคราะห์ปริมาณการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ได้ผลการทดลองดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4.23 
 
ตารางท่ี 4.23   น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อเลีย้งในอาหาร
สตูรดดัแปลงใหมจ่ากข้อ 4.8.1 โดยเลีย้งเชือ้บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที
และไมเ่ขย่า 
 

ภาวะ 
น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

เขย่า (200 rpm) 13.78±0.02 
ไมเ่ขย่า 10.16±0.05 

 
หมายเหตุ : คา่เฉลี่ยท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
จากการทดลองเมื่อเปรียบเทียบการให้อากาศโดยการเลีย้งเชือ้บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัรา

การเขย่า 200 รอบตอ่นาทีและไมเ่ขย่าพบวา่ แบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 สามารถผลิตพอลิแซ็กคา
ไรด์ได้ดีเมื่อเลีย้งบนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที โดยผลิตได้ 13.78 มิลลิกรัม
ตอ่มิลลิลิตร และเมื่อเลีย้งเชือ้โดยไมม่ีการเขย่า พบวา่ สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้เช่นเดียวกนั
แตม่ีประสิทธิภาพในการผลิตน้อยกวา่ คือ ผลิตได้ 10.16 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

 
จากการศึกษาหาภาวะเหมาะสมของอาหารเหลวสูตรดัดแปลงใหม่ของ MRS ท่ี

ประกอบด้วยซูโครสความเข้มข้น 5% โดยน า้หนักต่อปริมาตร และอตัราส่วน Yeast extract : 
Proteose peptone : Beef extract  ท่ี   0.5 : 0.5 : 1  เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน
ตามล าดบั โดยปรับค่าความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากับ 6 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บน
เคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชัว่โมง พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จาก 
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LAB1 มีค่าเท่ากับ 13.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีปริมาณสูงกว่าอาหารสตูรเดิม  28.54%   
ทัง้นีอ้าหารเหลวสตูรดดัแปลงใหมท่ี่เหมาะสมตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยสายพันธุ์ LAB1 จะ
เป็นอย่างท่ีแสดงไว้ในตารางท่ี 4.24 
 
ตารางท่ี 4.24   สตูรอาหารดดัแปลงใหม่และภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเลีย้งแบคทีเรีย สายพันธุ์ 
LAB1 เพ่ือผลิตพอลิแซ็กคาไรด์  ใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ี 10% โดยปริมาตร 
 

ชนิด ปริมาณสว่นประกอบสตูรอาหาร และภาวะท่ีเหมาะสม 
ตอ่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด ์ น า้หนกัพอลิ

แซ็กคาไรด ์
(มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร) 

ซูโครส 

Yeast extract 
: Proteose 
peptone 

: Beef extract 

อณุหภมูิ 
(องศา 

เซลเซียส) 
pH ภาวะ 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

50 
กรัมตอ่ลิตร 

5 : 5 : 10 
กรัมตอ่ลิตร 

30 6.0 
เขย่า 

(200 rpm) 
18 13.78 

 
 
4.9  รูปแบบการเจริญในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงใหม่ (จากข้อ 4.8) 

 
ท าการเลีย้งแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 โดยใช้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นในการผลิตพอลิ

แซ็กคาไรด์ 10% โดยปริมาตร ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวสตูรดดัแปลงใหม่ จากข้อ 4.8.1 ปรับค่า
ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเป็น 6.0 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการ
เขย่า 200 รอบตอ่นาที เก็บตวัอย่างทกุ 3 ชัว่โมง โดยเร่ิมตัง้แต่ชั่วโมงท่ี 0 จนครบ 24 ชั่วโมง แล้ว
น าน า้เลีย้งเชือ้มาวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 550    นาโนเมตร หาน า้หนักเซลล์แห้ง และวิเคราะห์
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต ตามวิธีในข้อ 3.3.10  ผลแสดงในรูปท่ี 4.12 



 
 

 

99 

0

0.5

1

1.5

2

0 3 6 9 12 15 18 21 24

เวลา (ชัว่โมง)

น า้
หน
กัเ
ซล
ล์แ
ห้ง

 (มิ
ลล
ิกรั
มต
อ่มิ
ลล
ิลิต
ร) 

/ค
า่ก
าร
ดดู
กล
ืนแ
สง
ที ่

55
0 น

าโ
นเ
มต
ร

0

2

4

6

8

10

12

14

น า้
หน
กัพ

อล
ิแซ็
กค
าไ
รด์

 (มิ
ลล
ิกรั
มต
อ่มิ
ลล
ิลิต
ร)

น า้หนกัเซลล์แห้ง คา่การดดูกลืนแสง 550 นาโนเมตร น า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์
 

 
รูปท่ี 4.12  รูปแบบการเจริญและน า้หนกัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 เมื่อ
เลีย้งในอาหารสตูรดดัแปลงใหมจ่ากข้อ 4.8.1 หลงัการเลีย้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 

 
จากรูปท่ี 4.12 พบวา่ แบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 เร่ิมผลติพอลิแซ็กคาไรด์ในระยะทวีคณู

หลงัจากชัว่โมงท่ี 3 โดยพิจารณารูปแบบการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์พบวา่เป็นแบบ    
เมตาบอไลท์ปฐมภมูิท่ีสร้างพอลิแซ็กคาไรด์พร้อมกบัการเจริญ (primary metabolite) โดยมีการ
เจริญเร่ิมเข้าสูภ่าวะคงท่ีหลงัการเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 



 
 

บทที่ 5  
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

จากการท่ีสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากจลุินทรีย์แตล่ะชนิดมีความแตกตา่งกนั ท า
ให้มีการประยกุต์ใช้พอลิแซ็กคาไรด์เหล่านีใ้นอตุสาหกรรมต่างๆ ท่ีต้องการสมบัติเฉพาะตวันัน้ๆ 
อย่างกว้างขวาง    ในงานวิจัยนีจ้ึงได้ศึกษาชนิด คณุสมบัติ และประสิทธิภาพของการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากธรรมชาติ ได้แก่ แบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 
EN14 EP04 EP11 และ EP14 ท่ีคดัแยกโดย สมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธ์ิ (2551)   และแลคติกแอสิด
แบคทีเรียท่ีท าการคดัแยกใหมจ่ากผกัและผลไม้ดอง ได้แก่ แบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 LAB2 และ 
LAB3   พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14  ผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้ 1.36 – 2.26 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะท่ีแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ 
LAB3 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 8.71 – 10.72 มิลลิกรัมตอ่มิลลลิิตร ซึ่งมีประสิทธิภาพการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้สงูกว่ากลุ่มแรก  4-5 เท่า โดยพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 มีความสามารถใน
การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุท่ี 10.72 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใกล้เคียงกับท่ีรายงานไว้โดย 
Ruas-Madiedo และคณะ (2009) ท่ีพบวา่การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์โดย  
Lactobacillus reuteri สายพนัธุ์ LB121 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สงูถึง 10 มิลลิกรัมกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในจ านวนนีแ้ลคติกแอสิดแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1  เป็นท่ีน่าสนใจในอตุสาหกรรม
เน่ืองจากสามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ปริมาณสงู อย่างไรก็ตามนอกเหนือจากผลผลิตสมบัติ
ทางกายภาพและเคมีของพอลิแซ็กคาไรด์เองก็มีความส าคญัต่อการเลือกใช้เช่นกัน  จึงน าพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียทัง้ 10 สายพนัธุ์ มาท าการศกึษาสมบตัิทางเคมีและกายภาพตอ่ 

 
จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผ่านการย่อยด้วยกรด ด้วยไฮเพอร์

ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี พบวา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 และ EN14 ผลิตพอ
ลิแซ็กคาไรด์ชนิดเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวมากกวา่หนึง่ชนิดเป็น
องค์ประกอบ เช่น แรมโนส กลโูคส ไซโลส และกาแลกโทส โดยลกัษณะดงักล่าวนีพ้บได้เช่นกันใน
จลุินทรีย์อ่ืน เช่น Peik และคณะ (1983) รายงานถึงเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดย Alcaligenes 
sp. วา่มีสว่นประกอบของน า้ตาลกลโูคส แรมโนส และกาแลคทิวโรนิก แอซิด    ตวัอย่างนีแ้สดงให้
เห็นถึงความหลากหลายของชนิดน า้ตาลท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์จากจุลินทรีย์ชนิด  
ตา่ง ๆ   อย่างไรก็ตามในแบคทีเรียท่ีทดสอบพบว่าสายพันธุ์ EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ 
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LAB3 นัน้ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีประกอบด้วยน า้ตาลเพียงชนิดเดียว   
โดยแบคทีเรียสายพันธุ์ EP04 EP11 และ EP14 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีน า้ตาลไซโลสเพียงตวั
เดียวเป็นองค์ประกอบ สว่นแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมี
น า้ตาลกลโูคสเพียงชนิดเดียวท่ีเป็นองค์ประกอบ เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Cerning (1990) พบวา่ 
การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก Pediococci sp. ท่ีพบในอตุสาหกรรมการผลิตเบียร์และไวน์ 
สามารถผลิตเดกซ์แทรน (Dextran) ซึ่งมีกลโูคสเป็นองค์ประกอบเพียงชนิดเดียว และจากการ
รายงานของ Sidebotham (1974) พบวา่ มีแลคติกแอสิดแบคทีเรียหลายชนิดท่ีสามารถผลิตเดกซ์
แทรนท่ีใช้ในอตุสาหกรรม ได้แก่ Leuconostoc sp., Streptococcus sp., Lactobacillus sp. และ 
Weisella sp. 

 
จากการท่ีในอุตสาหกรรมการเตรียมพอลิแซ็กคาไรด์เ ป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ ทัง้ใน

อุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมยาต่างต้องมีขัน้ตอนท่ีเก่ียวข้องกับการให้ความร้อน 
(Whistler และ Be Miller, 1973) ความเสถียรตอ่ความร้อนของผลิตภณัฑ์จึงมีความส าคญัต่อการ
ประยุกต์ใช้ของพอลิแซคคาไรด์ ข้อมลูในด้านนีส้ามารถวิเคราะห์ได้โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์
เทอร์โมกราวิเมทริก (TGA)  เมื่อน าพอลิแซ็กคาไรด์เหล่านีไ้ปวิเคราะห์โดยเทคนิคนีพ้บว่าพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 
LAB2 และ LAB3 มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู และมีจ านวนขัน้ตอนกระบวนการสลาย 2 ขัน้ตอน 
เช่นเดียวกนั โดยขัน้ตอนท่ี 1 พบการลดลงของน า้หนกั  เน่ืองจากการสญูเสียความชืน้หรือโมเลกลุ
น า้ท่ีมีในพอลิแซ็กคาไรด์ และขัน้ตอนท่ี 2 เกิดการย่อยสลายตวัของพอลิแซ็กคาไรด์  เน่ืองจากการ
แตกพันธะ C–O และ C–C ในโครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ โดยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงูกวา่กลุม่ท่ีมีรหัส EN และ 
EP  คือ มีช่วงอณุหภมูิการย่อยสลายท่ี 270-320 องศาเซลเซียส ซึ่งทนความร้อนกว่าแซนแทนกัม 
โดยแซนแทนกัมมีช่วงอณุหภูมิการย่อยสลายท่ี 251-330 องศาเซลเซียส (Zohuriaan และ 
Shokrolahi, 2004) ดงันัน้ด้วยสมบตัิทางความร้อนข้อนี ้ท าให้สามารถใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร
ได้ โดยใช้เป็นฟิล์มและสารเคลือบท่ีบริโภคได้ (edible film and coating) ประยุกต์ใช้กับอาหาร
สด ขนมบิสกิต เพ่ือลดการถ่ายเทความชืน้ และการเกิดออกซิเดชัน่ เป็นสว่นส าคญัในการยืดอายุ
การเก็บรักษาอาหาร ส่วนในผลิตภณัฑ์เบเกอร่ีใช้เคลือบเพ่ือป้องกันการซึมผ่านของน า้มนัใน
ระหว่างการทอด (Soaresและคณะ, 2005; Imprapai และคณะ, 2010; Williams และ Mittal, 
1999) ส าหรับกระบวนการย่อยสลายพอลิแซ็กคาไรด์จะประกอบด้วย 4 ขัน้ตอนดงันี ้ 1) การ
ท าลายการดดูซบัของน า้กบัพอลิแซ็กคาไรด์  2) การก าจัดโมเลกุลของน า้  3) การย่อยสลายพอลิ
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เมอร์  โดยการแตกพันธะ C–O และ C–C ในวงแหวนน า้ตาลเป็นผลให้เกิด CO, CO2 และ H2O  
4) การเกิดโครงสร้างของ polynuclear aromatic และ graphitic carbon (Fried, 2000; Zamora 
และคณะ, 2002) 

 
จากการท่ีความสามารถในการอุ้มน า้ของพอลิแซ็กคาไรด์เป็นสมบตัิท่ีส าคญัด้านหนึ่งของ

การใช้งานพอลิแซ็กคาไรด์   ดงันัน้จึงได้ศึกษาความสามารถในการอุ้มน า้ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ 
LAB3 พบวา่ มีเปอร์เซ็นต์อตัราการสกัดของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 32.81, 28.45, 
65.21, 56.90, 35.01, 33.04, 45.94, 74.57, 72.33, 74.79 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แสดงให้เห็นว่า
กลุม่ท่ีมีรหสั EN และ EP มีเปอร์เซ็นต์อตัราการสกดัของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ต ่ากวา่ รหสั 
LAB นัน่คือมีความสามารถในการอุ้มน า้ได้ดีกวา่ โดยสายพันธุ์ EN07 มีเปอร์เซ็นต์อตัราการสกัด
ของเหลวออกจากพอลิแซ็กคาไรด์ต ่าสดุท่ี 28% หรือมีความสามารถในการอุ้มน า้สงูสดุ สมบัตินี ้
อาจประยกุต์ใช้ปรับปรุงการอุ้มน า้ของดินเพ่ือให้ดินมีคณุภาพดีได้ (Bender และ Phillips, 2004) 
แม้วา่จะต ่ากวา่แซนแทนกมัซึ่งมี 5.8% และ Tako และคณะ (1982) ท่ีรายงานไว้ท่ี 5.5% 

 
จากการวิเคราะห์ความสามารถการละลายน า้ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 

10 สายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบกับแซนแทนกัม  เมื่อละลายให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.5% ท่ี
อณุหภมูิห้อง พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 
EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 มีความสามารถในการละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง 
แตใ่ห้ความหนืดท่ีต ่ากวา่แซนแทนกมั ลกัษณะนีส้ามารถน าไปประยกุต์ใช้ในผลิตภณัฑ์สารละลาย
ท่ีต้องการความหนืดต ่าหรือเป็นสว่นประกอบของผลิตภณัฑ์นัน้ โดยเฉพาะในอตุสาหกรรมอาหาร 
เคร่ืองดื่ม และอตุสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์  เช่นเดียวกับ อัลเทอแนน (Alternan) ท่ีผลิตจาก 
Leuconostoc mesenteroides  เป็นฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบด้วยน า้ตาลกลโูคสเพียงชนิด
เดียว มีคณุสมบตัิในการละลายน า้ได้ และให้ความหนืดต ่า (De Vuyst และ Degeest, 1999) และ
จากการน าพอลิแซ็กคาไรด์จากสายพันธุ์  EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 
LAB2 และ LAB3 ไปละลายในสารละลายอะซีโตน เอทานอล ไอโซโพรพานอล เฮกเซน และเมทา
นอล พบว่าไม่สามารถละลายได้ เกิดเป็นตะกอน ซึ่งเหมือนกับแซนแทนกัมและสอดคล้องกับ 
Kado และ Nakakita (1996) ท่ีรายงานวา่เดกซ์แทรนจาก Lactobacillus confusus ท่ีใช้เป็น สาร
ต้านเนือ้งอกไม่สามารถละลายในแอลกอฮอล์ อะซีโตน และ เฮกเซนได้  พอลิแซ็กคาไรด์ทัง้ 10 
ชนิดนี ้ในเชิงกายภาพจึงสามารถใช้ในงานตา่ง ๆ ได้   โดยเฉพาะรหัส LAB ซึ่งมีสมบัติท่ีใกล้เคียง
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ดงัแสดงในตารางท่ี 5.1 และ 5.2   คือ ละลายน า้ได้ ไม่ละลายใน แอลกอฮอล์ อะซีโตน และ เฮ
กเซน   มีปริมาณโปรตีนต ่า และผลิตจากกลุ่มแลคติกแอสิดเช่นเดียวกัน อาจมีประโยชน์ในทาง
การแพทย์ได้ (Kado และ Nakakita, 1996)  ทัง้นีม้ีรายงานว่าการละลายและไม่ละลายของพอลิ
แซ็กคาไรด์นัน้ ขึน้อยู่กบัการมีหมู่ไฮดรอกซิลท่ีอยู่ในโครงสร้างซึ่งสามารถก่อพันธะไฮโดรเจนกับ
โมเลกลุของตวัท าละลาย (BeMiller และ Whistler, 1996) 

 
จากการท่ีสมบัติของการเป็นอิมัลสิไฟเออร์นัน้มีบทบาทในการใช้งานอย่างมากใน

สารละลายเพ่ือก่อการเข้าเป็นเนือ้เดียวกันของสารพวกชอบน า้และไม่ชอบน า้  สารท่ีมีสมบัติ
ดังกล่าวจะเป็นลักษณะท่ีพึงประสงค์ในอุตสาหกรรมท่ีเ ก่ียวข้องกับสารละลาย เช่น ยา 
เคร่ืองส าอางค์ และอาหาร  จึงทดสอบความเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีอยู่ พบว่า 
พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EP04 EP11 และ EP14 ท่ีความเข้มข้นเป็น 0.1% 
โดยน า้หนักต่อปริมาตร มีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัถั่วเหลืองสงูกว่าแซน
แทนกัมท่ีความเข้มข้นเดียวกัน และพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 
EN13 EN14 EP04 EP11 และ EP14 ท่ีความเข้มข้นเป็น 0.05% และ 0.1% โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตร สว่นใหญ่มีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัมะกอกสงูกว่าแซนแทนกัมท่ี
ความเข้มข้นเดียวกัน ขณะท่ีพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ 
LAB3 เมื่อน ามาละลายน า้ แล้วน าไปผสมกับน า้มนัให้สารละลายท่ีไม่สม ่าเสมอ มีการแยกชัน้
ระหว่างน า้กับไขมันไม่มีความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ ผลจากกลุ่มแลคติคแอซิด
แบคทีเรียนีส้อดคล้องกับ สวิุมล และคณะ (2540) ท่ีรายงานว่า พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตแลคติก
แอสิดแบคทีเรีย Pediococcus sp. สายพนัธุ์ AP-1 AP-3 และ Leuconostoc sp. สายพนัธุ์ LE13-
1 และ LE13-2 ไมม่ีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มนัพืช มีการแยกชัน้ระหว่างน า้
กับไขมนั โดย Banat และคณะ (2000) รายงานว่า อิมลัซิไฟเออร์ เป็นสารท่ีช่วยให้อิมลัชั่นใน
อาหารคงตวั โดยจะต้องมีความสมดลุกนัระหวา่งหมูช่อบน า้ และหมูไ่มช่อบน า้ ท่ีเหมาะสม  

 



 

 

ตารางท่ี 5.1  ประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์และลกัษณะสมบตัิทางเคมีและกายภาพของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  EN05 EN07 EN13 
EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3  

แบคทีเรีย
สายพนัธ์ุ 

น า้หนักพอลิ
แซ็กคาไรด์
(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

ชนิดน า้ตาล 
 

ปริมาณ
น า้ตาล
ทัง้หมด 

(%) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(%) 

อณุหภมูิ 
การยอ่ย
สลาย 
(   ํC) 

Emulsifing activity (%) 
( น า้มนัถัว่เหลือง ) 

Emulsifing activity (%) 
( น า้มนัมะกอก ) 

อตัรการ
สกดั

ของเหลว 
(%) 

ความสามารถในการละลายท่ีความเข้มข้น 0.5% 
โดยน า้หนักตอ่ปริมาตร 

0.05% 
polysaccharide 

0.1% 
polysaccharide 

0.05% 
polysaccharide 

0.1% 
polysaccharide 

อะซีโตน, เอทานอล, 
ไอโซโพรพานอล, เฮกเซนและเมทานอล 

น า้กลั่น 

EN05 2.23±0.07 แรมโนส/กลูโคส 81 7 240-330 15.36±0.36 14.29±0.00 13.33±0.21 17.86±0.00 33±1.05  

ไมล่ะลายเกิดเป็นตะกอน 

ละลายได้ดีท่ี
อณุหภมูิห้อง 
มีความหนืด
คอ่นข้างต ่า 

EN07 2.22±0.07 แรมโนส/กลูโคส 81 9 240-330 21.55±0.21 17.86±0.00 16.90±0.21 21.43±1.79 28±0.90  

EN13 1.36±0.10 ไซโลส/กาแลคโตส 62 9 220-360 14.29±1.01 11.79±1.07 10.71±1.79 29.76±0.21 65±1.21  
EN14 1.47±0.07 ไซโลส/กาแลคโตส 73 10 220-360 16.79±1.43 15.36±0.71 8.93±0.51 32.26±0.21 57±0.11  

EP04 2.23±0.20 ไซโลส 66 10 220-340 21.43±1.07 46.43±1.43 23.93±0.71 36.79±0.71 35±0.69  

EP11 2.26±0.10 ไซโลส 80 10 220-340 35.71±0.71 50.00±1.07 21.43±1.43 29.64±1.07 33±0.11  

EP14 2.23±0.07 ไซโลส 68 11 220-340 21.43±1.07 34.76±0.21 16.79±1.07 27.62±0.90 46±1.05  

LAB1 10.72±0.35 กลูโคส 91 1 270-320 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 75±0.75  

LAB2 10.43±0.19 กลูโคส 93 1 270-320 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 72±0.75  

LAB3 8.71±0.27 กลูโคส 85 1 270-320 เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ เกิดการแยกชัน้ 75±0.45  
 

ตารางท่ี 5.2  ลกัษณะสมบตัิของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 
พอลิแซ็กคาไรด์ผลิต
จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 

ชนิดประจ ุ
พอลิแซ็กคาไรด์ 

ความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ของพอลิแซ็กคาไรด์ 
ท่ีความเข้มข้น 0.05%, 0.1%, 0.5% และ 1%  (0, 7, 14 และ 21 วนั) 

การเกิด
เจล 

% Flocculating activity (ปริมาณท่ีเติม mg/ml) 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

LAB1 ประจุเป็นกลาง 
ท่ีความเข้มข้น 0.05% 0.1% และ 0.5% สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 7-14 วนั 

ท่ีความเข้มข้น 1% สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 14-21 วนั 
ไม ่

เกิดเจล 
59.24±0.70 67.99±0.93 58.09±0.93 50.50±0.47 42.90±0.93 

LAB2 ประจุเป็นกลาง 
ท่ีความเข้มข้น 0.05% สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 0-7 วนั 

ท่ีความเข้มข้น 0.1% และ 0.5% สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 7-14 วนั 
ท่ีความเข้มข้น 1% สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 14-21 วนั 

ไม ่
เกิดเจล 

57.59±0.70 65.68±0.47 56.11±0.93 44.06±1.17 38.94±0.47 

LAB3 ประจุเป็นกลาง 
ท่ีความเข้มข้น 0.05 % สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 0-7 วนั 

ท่ีความเข้มข้น 0.1%, 0.5% และ 1% สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ในวนัท่ี 7-14 วนั 
ไม ่

เกิดเจล 
54.46±0.47 60.56±0.23 52.48±0.47 46.70±1.17 40.92±0.47 

หมายเหตุ : คา่เฉล่ียท่ีได้จากการทดลอง 3 ซ า้ ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 104 
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ในแง่ส่วนประกอบพืน้ฐานของพอลิแซ็กคาไรด์แต่ละตวั  เมื่อท าการวิเคราะห์ปริมาณ
น า้ตาลทัง้หมดและปริมาณโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสาย
พันธุ์ท่ีทดสอบทัง้หมด EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ LAB3 
พบวา่ มีปริมาณน า้ตาลรวมเท่ากบั 81 81 62 73 66 80 68  91 93 และ 85 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
และปริมาณโปรตีน มีค่าเท่ากับ 7 9 9 10 10 10 11  1  1 และ 1 เปอร์เซ็นต์  โดยแลคติกแอสิด
แบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 มีปริมาณน า้ตาลรวมสงูกว่า  และปริมาณโปรตีนท่ี
เป็นองค์ประกอบต ่ากว่ากลุ่มท่ีมีรหัส EN และ EP แสดงว่ามีความบริสุทธ์ิมากกว่า สามารถ
น าไปใช้เป็น antitumor ได้ (Kado และ Nakakita, 1996))   Pidoux และคณะ (1988) พบว่า เอก
โซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก Lactobacillus brevis ประกอบด้วยปริมาณน า้ตาลสงูถึง 98-99 
เปอร์เซ็นต์ และปริมาณโปรตีนต ่ามากเพียง 0.045-0.065 เปอร์เซ็นต์ โดยภาพรวมจะเห็นได้ว่า
สว่นประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ในแง่ของน า้ตาลรวมและปริมาณโปรตีนนัน้มีความหลากหลาย
ในพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดตา่ง ๆ 

 
จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สมบตัิทางสรีรวิทยาและชีวเคมีเบือ้งต้นด้วยการ

อ้างอิงตาม Clinical and Pathogenic Microbiology (Howard, 1994), Bergey’s Mannual of 
Determinative Bacteriology (Buchanan และ Gibbons, 1974) และ Bergey’s Mannual of 
Systematic Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ EN05 EN07 EN13 
EN14 EP04 EP11 และ EP14 จัดเป็นแบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae  สกุล Klebsiella  
ยกเว้นสายพันธุ์  EN13 และ EN14 ท่ีจัดอยู่ในสกุล Enterobacter  ทัง้นีแ้บคทีเรียในวงศ์ 
Enterobacteriaceae  พบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ เช่น ในดิน น า้และพืช (Borman และคณะ, 1944) 
นอกจากนีย้งัพบในล าไส้ของคนและสตัว์ แบคทีเรียวงศ์นี ้ ส่วนใหญ่  เชือ้กลุ่มนีเ้ป็นได้ทัง้เชือ้ก่อ
โรคจริง (True pathogen)   และ เชือ้ก่อโรคแบบฉวยโอกาส (Opportunistic pathogens) ได้แก่ 
แบคทีเรียในสกุล Klebsiella และสกุล Enterobacter เป็นต้น   (Shah และคณะ, 2003)  แม้ว่า
เชือ้กลุม่นีจ้ะมีแนวโน้มในการก่อโรคในคนและสตัว์ท่ีท าให้ไม่เหมาะสมต่อการใช้งานในคนและ
สตัว์แตก่็มีรายงานการใช้ประโยชน์ในด้านอ่ืน เช่น  มีรายงานว่า สามารถผลิตการใช้เอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์จาก Enterobacter sp ท่ีมีลกัษณะข้นหนืดและมีประจุเป็นลบ ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด์นีม้ี
คณุสมบตัิในการจบัอย่างจ าเพาะกบัคอปเปอร์ไดวาเลนท์ไอออน (Cu2+) ส าหรับใช้ในการบ าบดัน า้
เสียได้ (Shimada และคณะ, 1997) และมีรายงานว่า สามารถใช้พอลิแซ็กคาไรด์จาก 
Enterobacter cloacae สายพันธุ์ WD7   ท่ีเป็นเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีประจุเป็นลบในรูป
สารก่อการจบักลุม่ทางชีวภาพ (Prasertsan และคณะ, 2006) นอกจากนีย้ังมีรายงานการใช้พอลิ
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แซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก E. cloacae  ในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ในน า้มันข้าวโพดและโทลอีูนใน
อตุสาหกรรมตา่ง ๆ (Abbasi และ Amiri, 2008) 

ส่วนการผลิตและการใช้ประโยชน์ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียในสกุล 
Klebsiella มีรายงานว่า Klebsiella sp.สายพันธุ์ S11 สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีมีประจุลบ 
ในรูปสารก่อการจับกลุ่มทางชีวภาพ (Dermlim และคณะ, 1999) Klebsiella oxytoca สามารถ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ มีความสามารถละลายน า้ได้ ไมม่ีความสามารถในการเกิดเจลเป็นสเต
บิไลเซอร์หรือสารแขวนตะกอนได้ (Dlamini และคณะ, 2007) 
 

จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีต่างๆ ด้วยการ
อ้างอิงตาม Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology (Kandler และ Weiss, 1984; 
Kandler และ Weiss, 1986) พบวา่ แบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 จดัเป็นแบคทีเรีย
ในกลุม่แลคติกแอสิดแบคทีเรีย (Lactic acid bacteria หรือ LAB)  เป็นท่ียอมรับกนัวา่พอลิแซ็กคา
ไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียกลุ่มนีส้ามารถน าไปใช้ในอตุสาหกรรมอาหารได้ทันทีเน่ืองจากแลคติก
แอสิดแบคทีเรียจัดเป็น Food-Grade Bacteria และได้รับการรับรองว่าเป็น Generally 
Recognized As Safe (GRAS) และ Qualified Presumption of  Safety  (QPS) คือมีความ
ปลอดภยัในการบริโภค (Mogensen และคณะ  ,2002) ส าหรับการผลิตและการใช้ประโยชน์ของ
พอลิแซ็กคาไรด์จากแลคติกแอสิดแบคทีเรียนี ้เช่น มีรายงานวา่ Pediococcus pentosaceus สาย
พันธุ์ AP-1 and AP-3  ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีประกอบด้วยน า้ตาล
กลโูคสเพียงชนิดเดียว (Smitinont และคณะ, 1999) ขณะท่ี เฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก
แลคติกแอสิดแบคทีเรีย ได้แก่ กลูโคส กาแลคโตส และแรมโนส (Ruas-Madiedo และคณะ, 
2009)  จากแลคติกแอสิดแบคทีเรีย พบว่ามีคณุสมบัติเป็นสารเพ่ิมความข้นหนืด อิมลัซิไฟเออร์ 
สเตบิไลเซอร์ และสารก่อการเกิดเจลได้ ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ ได้ 
(Laws และ Marshall, 2001; Ruas-Madiedo และคณะ, 2002)  
 

เมื่อท าการเปรียบเทียบลกัษณะสมบตัิและประสิทธิภาพการผลิตของพอลิแซ็กคาไรด์จาก
แบคทีเรียจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ EN05 EN07 EN13 EN14 EP04 EP11 EP14 LAB1 LAB2 และ 
LAB3 พบวา่ แบคทีเรียกลุม่   LAB   มีประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูกว่ากลุ่ม EN 
และ EP  4-5 เท่า  โดยมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สูงถึงประมาณ  8.71–10.72 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร แต ่ พบวา่ไมม่ีความสามารถในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์และไม่มีความสามารถในการอุ้ม
น า้ได้ดีเท่ากับแบคทีเรียกลุ่ม EN และ EP  ในขณะเดียวกันมีลกัษณะสมบัติบางประการท่ี
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เหมาะสมซึ่งสามารถใช้ในอตุสาหกรรม ได้แก่ มีความเสถียรตอ่อณุหภมูิท่ีสงูกว่า มีความสามารถ
ในการละลายน า้ได้ดีท่ีอณุหภมูิห้อง และไมส่ามารถละลายในสารละลายอะซีโตน เอทานอล ไอโซ
โพรพานอล เฮกเซน และเมทานอล   ผลิต Glucan โดยแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ 
LAB3 จะผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ชนิด ฮอมอพอลิแซ็กคาไรด์ประกอบด้วยน า้ตาลกลโูคสต่อกันเพียง
ชนิดเดียว ซึ่งอาจน าไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ ทางอตุสาหกรรมได้ อีกทัง้แบคทีเรียสายพันธุ์ 
LAB1 LAB2 และ LAB3 จดัเป็นแบคทีเรียในกลุม่แลคติกแอสิดแบคทีเรียซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุม่ท่ีไม่
ก่อโรค ไม่ก่อเกิดอันตราย และมีความน่าสนใจ ซึ่งสามารถน าไปใช้ในอุตสาหกรรมได้อย่าง
กว้างขวาง โดยเฉพาะอตุสาหกรรมอาหาร และอตุสาหกรรมยา ดงันัน้จึงท าการคดัเลือกแบคทีเรีย
สายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 มาท าการศกึษาตอ่ไป 

 
จากการวิเคราะห์ชนิดประจขุองพอลิแซ็กคาไรด์จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ 

LAB3 พบวา่มีประจสุทุธิเป็นกลาง ซึ่งมีลกัษณะคล้ายกบัท่ีรายงานไว้โดย สวิุมล และคณะ (2540) 
รายงานว่า พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก Pediococcus sp. สายพันธุ์  AP-1 AP-3 และ 
Leuconostoc sp. สายพนัธุ์ LE13-1 และ LE13-2 เมื่อมีการเติมสารละลายเซทิลไพริดิเนียมคลอ
ไรด์ลงไป แล้วไมเ่กิดการตกตะกอนและมีลกัษณะประจุเป็นกลาง โดยมีการเปรียบเทียบกับแซน
แทนกมัซึ่งมีลกัษณะเป็นประจลุบ 

 
ส าหรับความเป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) ของพอลิแซ็กคาไรด์จากสายพันธุ์  LAB1 

LAB2 และ LAB3 กบัชดุควบคมุคาราจีแนน พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 มีความสามารถใน
การเป็นสเตบิไลเซอร์ได้ดีท่ีสดุเมื่อเปรียบเทียบกับพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์ 
LAB2 และ LAB3 คือเมื่อผสมกับผลิตภณัฑ์นมรสโกโก้ให้มีความเข้มข้นเป็น 0.05%, 0.1% และ 
0.5% โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร สามารถควบคมุการตกตะกอนได้ 7-14 วนั และท่ีความเข้มข้น 1% 
โดยน า้หนักต่อปริมาตร สามารถควบคุมการตกตะกอนได้ 14-21 วัน ทัง้นีเ้มื่อเปรียบเทียบ
ความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์กบัคาราจีแนน พบวา่ คาราจีแนนมีคา่ความสามารถในการ
เป็นสเตบิไลเซอร์สงูกว่าคือ ท่ีความเข้มข้น 0.05% โดยน า้หนักต่อปริมาตร สามารถควบคมุการ
ตกตะกอนได้ 14-21 วนั และท่ีความเข้มข้น 0.1%, 0.5% และ 1% โดยน า้หนักต่อปริมาตร 
สามารถควบคมุการตกตะกอนได้มากกว่า 21 วนั   นิธิยา รัตนาปนนท์ (2539) รายงานว่า การมี
คาราจีแนนในการค้ากบัอาหารท่ีมีน า้นมเป็นสว่นผสมหรือผลิตภณัฑ์นม  เช่น ใช้ในนมช็อกโกแลต
โดยช่วยให้ผงโกโก้ท่ีใส่ลงในผลิตภัณฑ์นมช็อกโกแลตแขวนลอยอยู่ได้ หรือใช้เป็นส่วนผสมใน
ไอศกรีมเพ่ือเป็นสารเพ่ิมความคงตวัช่วยให้สว่นผสมของไอศกรีมผสมเข้าเป็นเนือ้เดียวกันได้ง่าย 
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สวิุมล และคณะ (2540) รายงานวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก Pediococcus sp. สายพันธุ์ AP-1 
AP-3 และ Leuconostoc sp. สายพันธุ์ LE13-1 และ LE13-2 ไม่สามารถควบคมุการตกตะกอน
ของโกโก้ได้ เน่ืองจากเมื่อเปรียบเทียบคาราจีแนนกับพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ มีค่าความหนืด
คอ่นข้างต ่ากว่าท่ีความเข้มข้นเท่า ๆ กันจึงไม่เป็นสเตบิไลเซอร์ได้ดี ส าหรับพอลิแซ็กคาไรด์จาก
สายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3 เมื่อน ามาละลายในน า้จะมีความหนืดคอ่นข้างต ่าเช่นกัน  แต่ก็
ให้ผลเป็นสเตบิไลเซอร์ได้บ้าง แตด่ีไมเ่ท่ากบัคาราจีแนนท่ีความเข้มข้นเดียวกัน ทัง้นีร้ะยะเวลาใน
การเก็บผลิตภณัฑ์นมรสโกโก้ท่ีใช้ในอตุสาหกรรมอาหารโดย Brennand และ Hendricks (1995)  
รายงานวา่ควรเป็นประมาณ 14 วนั สว่นไอศกรีมควรเป็นไว้ประมาณ 30 วนั ดงันัน้พอลิแซ็กคาไรด์
ของสายพนัธุ์ LAB ท่ีแยกได้จึงเป็นตวัสเตบิไลเซอร์ในระดบัปานกลางเท่านัน้ 

 
ส่วนความสามารถการเกิดเจล (gelation) กับเกลือของโลหะ เมื่อเปรียบเทียบกับแซน

แทนกมัพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยสายพนัธุ์ LAB1 LAB2 และ LAB3  ไม่มีความสามารถใน
การก่อเจล      Sutherland (1994) รายงานว่า ความสามารถในการก่อเจลเกิดจากการจับกับ
ไอออนของเกลือโลหะโดยขึน้กบั โครงสร้าง ประจุ และปริมาณประจุของพอลิแซ็กคาไรด์ รวมทัง้
การเข้าไปถึงและจับกันอย่างจ าเพาะได้ง่ายระหว่างพอลิแซ็กคาไรด์กับไอออนของเกลือโลหะ   
ดงันัน้พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ LAB3 พบว่ามีประจุสทุธิ
เป็นกลาง เมื่อน ามาทดสอบภายใต้ภาวะนี ้จึงไมส่ามารถจบักบัเกลือของโลหะชนิดต่างๆได้ ท าให้
ไมส่ามารถก่อเจลได้  

 
ในด้านความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ (flocculant) ของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิต

โดยสายพันธุ์  LAB1 LAB2 และ LAB3 พบว่า ต่างมีความสามารถเป็นสารก่อการจับกลุ่ม 
(flocculant) และมีคา่ใกล้เคียงกบักวักมั โดยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 3 สายพันธุ์ 
มีคา่ความสามารถสงูสดุในการเป็นสารก่อการจับกลุ่มกับผงถ่านกัมมนัต์ได้ดีท่ีความเข้มข้น 0.4 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร  โดยท่ีพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตโดยสายพันธุ์  LAB1 มี
ความสามารถการเป็นสารก่อการจับกลุ่มได้ดีท่ีสุด     ซึ่งการมีความสามารถจับกลุ่มได้นัน้ 
Salehizadeh และ Shojaosadati (2001) อธิบายว่า พอลิแซ็กคาไรด์ส่วนใหญ่มีน า้หนักโมเลกุล
สงู ท าให้เพ่ิมบริเวณดดูซับ เกิดการสร้างสะพานเช่ือม (bridging mechanism) ระหว่างอนุภาค
แขวนลอยอย่างแขง็แรง จึงให้คา่กิจกรรมการตกตะกอนสงู   จากนัน้พบว่าความสามารถก่อการ
จบักลุม่จะคอ่ยๆ ลดลงท่ีความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์สงูขึน้ Lim และคณะ (2007)  อธิบายว่า 
เกิดจากสารก่อการจับกลุ่มท่ีมากเกินไป เกิดการแพร่กระจายอย่างไม่สมบูรณ์และทั่วถึง ท าให้
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อนภุาคแขวนลอยท่ีอยู่รอบๆ สารก่อการจบักลุม่เท่านัน้ ท่ีท าให้เกิดการจับกลุ่มกัน  สอดคล้องกับ
รายงานของ  Wang และคณะ (2008) พบว่า พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก Lactobacillus 
kefiranofaciens สายพันธุ์ ZW3 มีความสามารถในการเป็นสารก่อการจับกลุ่มได้ดีท่ีสดุท่ีความ
เข้มข้น 0.4 มิลลิกรัมตอ่มิลลลิิตร จากความสามารถก่อการจบักลุม่จะค่อยๆ ลดลงท่ีความเข้มข้น
ของพอลิแซ็กคาไรด์สงูขึน้   Yun และ Park (2003) พบวา่ พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจาก Bacillus sp. 
สายพนัธุ์ CP912 ท่ีความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร มีสมบัติเป็นสารก่อการจับกลุ่มกับกับ
ผงถ่านกัมมนัต์   ได้ดีกว่า แซนแทนกัม โลคสับีนกัม กัมอารบิก และกัวกัม   จะเห็นได้ว่าพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีทดสอบมีคณุสมบัติข้อนีเ้ทียบเคียงได้กับสารก่อการจับกลุ่มท่ีใช้ในอตุสาหกรรมท่ี
กลา่วมาข้างต้นได้ 
 

โดยสรุปพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1, LAB2 และ LAB3   ไม่มี
ความสามารถในการเกิดเจล แต่มีความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ (stabilizer) และมี
ความสามารถการเป็นสารก่อการจบักลุม่ (flocculant) ได้ และพบวา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้จาก
แบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 มีลกัษณะสมบตัิท่ีดีท่ีสดุเมื่อเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน 

โดยการมีสมบตัิท่ีตา่งกนัของพอลิแซ็กคาไรด์แตล่ะชนิด ท าให้น าไปใช้ในผลิตภณัฑ์ได้ไม่
เหมือนกนั ดงัพอลิแซ็กคาไรด์ทางอตุสาหกรรมเช่น วีแลน(Welan) ผลิตจาก Alcaligenes sp. ไมม่ี
คณุสมบตัิในการเป็นสารก่อเจล แตล่ะลายน า้ได้ มีความหนืดสงู และมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู 
ทนความร้อน จึงเหมาะในการน าไปใช้ในการขุดเจาะน า้มนั ใช้เป็นสารเช่ือมต่อในการก่อสร้าง 
และสารเพ่ิมความข้นหนืดในอตุสาหกรรมสี (Othmer, 2007) ส่วนกัมอารบิก (Gum Arabic) 
สามารถละลายน า้ได้ดีมากในระดบัความเข้มข้นสูงถึง 50% สารละลายท่ีได้มีความหนืดต ่า       
ไมล่ะลายในน า้มนัและตวัท าละลายอินทรีย์ ใช้เป็นสารเพ่ิมความคงตวั สารอิมลัซิไฟเออร์ และสาร
ยึดเกาะในยาอม ลกูอม และขนมหวานตา่งๆ ท่ีไมต้่องการความเหนียวหนืด โดยใช้ท่ีความเข้มข้น 
10-40% ขึน้อยู่กบัลกัษณะของผลิตภณัฑ์นัน้ (Nieto และ Andon, 2009; Belitz และคณะ, 2009; 
Zallie, 1988) และโลคสับีนกัม (Locust bean gum) ไม่ละลายในน า้เย็น ละลายในน า้ร้อนท่ี
มากกวา่ 80 องศาเซลเซียส ไมม่ีความสามารถในการเกิดเจล ต้องน ามาผสมกบัแซนแทนกัมจึงจะ
ท าให้เกิดเจลได้ มีความสามารถอุ้มน า้ และเป็นสารก่อการจับกลุ่มได้ (Pedersen, 1980; Jenita 
และคณะ, 2010) จะเห็นได้ว่าการมีสมบัติท่ีต่างกัน น าไปใช้ได้ไม่เหมือนกัน เพียงแต่ต้องรู้ว่า
คณุสมบัตินัน้มีการใช้งานด้านใดท่ีเหมาะสม เช่นเดียวกับการทดลองนี ้โดยแบคทีเรียสายพันธุ์ 
LAB1 มีลกัษณะสมบัติท่ีดีท่ีสดุ คือ เป็นเชือ้ไม่ก่อโรค ผลิตกลแูคนได้ในปริมาณสงู มีคณุสมบัติ
ละลายในน า้ได้ดี มีความหนืดต ่า ไมส่ามารถละลายในสารละลายอะซีโตน เอทานอล ไอโซโพรพา
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นอล เฮกเซน และเมทานอล มีความเสถียรท่ีอณุหภมูิสงู มีความสามารถในการเป็นสเตบิไลเซอร์ 
และมีความสามารถการเป็นสารก่อการจับกลุ่มได้ จึงเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีใช้ในอตุสาหกรรม เช่น 
ใช้เป็นสารเคลือบผิว สารสเตบิไลเซอร์ในผลิตภณัฑ์นม หรือสารก่อการจบักลุม่ในกระบวนการผลิต
น า้ดื่ม เป็นต้น จากนัน้น าแบคทีเรียสายพันธุ์  LAB1 มาพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียทาง
อนกุรมวิธานตอ่ไป 

 
เมื่อพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ LAB1 ทางอนุกรมวิธาน โดยท าการทดสอบ

ทางชีวเคมีเพ่ิมเติมจากข้างต้น อ้างอิงตาม Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology 
(Kandler และ Weiss, 1984; Kandler และ Weiss, 1986) รวมทัง้การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ 16S rDNA พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ LAB1 จัดเป็นแบคทีเรียในสกุล Weissella (ช่ือเดิม
เรียกว่า Lactobacillus) และจาก phylogenetic tree พบว่ามีความใกล้เคียงกับแบคทีเรีย 
Weissella confusa สายพันธุ์ LM S-338 99% และ Weissella confusa สายพันธุ์ NH 02 99% 
ดังนัน้จึงอาจสรุปได้ว่าแบคทีเ รียสายพันธุ์  LAB1 เป็นแบคทีเ รีย  Weissella confusa 
(Lactobacillus confusus) จึงเรียกแบคทีเรียนีว้่า Weissella confusa สายพันธุ์  LAB1 เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลมหรือรูปท่อน ไมส่ร้างสปอร์ ไมเ่คลื่อนท่ี ไมส่ร้างเอนไซม์คะตะเลส 
(catalase) ไม่ต้องการอากาศในการเจริญหรือต้องการอากาศเพียงเล็กน้อยในการเจริญ  เป็น
แบคทีเรียกลุ่ม Heterofermentative เจริญได้ท่ีอณุหภูมิ 15 องศาเซลเซียส มีลักษณะคล้าย 
Leuconostoc มีความสามารถในการผลิตเดกซ์แทรนจากซูโครส (Kandler และ Weiss, 1984; 
Kandler และ Weiss, 1986) ส าหรับการผลิตและการใช้ประโยชน์ของพอลิแซ็กคาไรด์จาก
แบคทีเรีย Weissella confusa นี ้มีรายงานว่า Weissella confusa สายพันธุ์  E392 มี
ความสามารถในการผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นตรง (linear dextran) ซึ่งสามารถใช้ใน
อตุสาหกรรมได้ โดยอาจเป็นทางเลือกหนึ่งส าหรับการผลิตเดกซ์แทรนท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นตรงแทน
การผลิตจาก Leuconostoc mesenteroides (Maina และคณะ, 2008) การผลิตเอกโซพอลิ
แซ็กคาไรด์จาก Weissella confusa สามารถน าไปปรับปรุงในผลิตภัณฑ์ขนมปัง wheat 
sourdough (Katina และคณะ, 2009) ทัง้นี ้Weissella confusa ยังสามารถผลิตเดกซ์แทรนซึ่ง
สามารถน าไปประยกุต์ใช้ทางการแพทย์ได้ เช่น ใช้เป็น Antitumor, เป็นสารลดคลอเรสตอรอล เป็น
สารช่วยปรับปรุงการไหลของเลือด และท าหน้าท่ีเป็นเม็ดตวักลางเล็กๆ (microcarrier) ในการ
เพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ   (De Vuyst  และคณะ, 2001) 
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จากการศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ และภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์จาก Weissella confusa สายพันธุ์ LAB1 พบว่า เมื่อหาภาวะเหมาะสมของอาหาร
เหลวสตูรดดัแปลงของ MRS ท่ีประกอบด้วยซูโครสความเข้มข้น 5% โดยน า้หนักต่อปริมาตร และ
อตัราส่วน Yeast extract : Proteose peptone : Beef extract  มีค่าเท่ากับ  0.5 : 0.5 : 1  เป็น
แหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจนตามล าดบั โดยปรับคา่ความเป็นกรดเบสเร่ิมต้นเท่ากับ 6 บ่มท่ี
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ผลิตได้ 13.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
ผลิตได้จากสตูรอาหารดดัแปลงใหมส่งูกวา่อาหารสตูรเดิมคิดเป็นเปอร์เซ็นต์เท่ากบั 28.54% 

เมื่อเปรียบเทียบสูตรอาหารดัดแปลงใหม่กับอาหารสูตรเดิม พบว่า เชือ้ Weissella 
confusa สายพันธุ์ LAB1 ยังคงใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนเหมือนเดิม โดยท าให้การเจริญของ
เซลล์สงูสดุและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุ เน่ืองจากน า้ตาลซูโครสเป็นสบัสเตรทจ าเพาะ 
specific substrates ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์นี ้ซึ่งสอดคล้องกับ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก 
Weissella confusa สายพนัธุ์ NH 02 (Wongsuphachat และคณะ, 2010) โดยน า้ตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีมีความส าคญัในการให้พลงังานส าหรับการเจริญของเซลล์และเชือ้ใช้ส าหรับการผลิต
พอลิแซ็กคาไรด์ ทัง้นีซู้โครสยังเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาถูกอีกด้วย (Degeest และ De Vuyst, 
2000; Prasertsan และคณะ, 2008) 

ในอาหารดดัแปลงใหมท่ี่มีซูโครสความเข้มข้น 50 กรัมตอ่ลิตร พบวา่มีการเจริญของเซลล์
สงูสดุและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุ โดยผลิตได้ 12.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่างจาก
อาหารสตูรเดิมท่ีมีซูโครสความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร ผลิตได้เพียง 11.13 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
จะเห็นได้วา่ปริมาณน า้ตาลมีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ เน่ืองจากต้องมีปริมาณน า้ตาลมาก
พอ ถึงจะสามารถผลิตได้ในปริมาณมาก แตเ่มื่อความเข้มข้นของน า้ตาลสงูมากเกินพอ จะมีผลท า
ให้ปริมาณเซลล์ค่อนข้างต ่าลง เน่ืองจากเชือ้อาจถูกยับยัง้การเจริญเติบโตซึ่งอาจเป็นเพราะมี
ปริมาณของแขง็ (Total solid) มากเกินไป (Cerning, 1990)  

เมื่อแปรผนัความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนในอาหารดดัแปลงใหม ่พบวา่ ปริมาณ Yeast 
extract : Proteose peptone : Beef extract เท่ากับ  5 : 5 : 10 กรัมต่อลิตร จะให้ปริมาณการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากท่ีสดุ ต่างจากอาหารสตูรเดิมท่ีมีปริมาณ Yeast extract : Proteose 
peptone : Beef extract เท่ากับ  5 : 10 : 10 กรัมต่อลิตร แสดงให้เห็นว่าอาหารดดัแปลงใหม่มี
ปริมาณ Proteose peptone ลดลงเป็นคร่ึงหนึ่ง ท าให้ลดต้นทุนในการผลิตได้ เน่ืองจากแหล่ง
ไนโตรเจนนีม้ีราคาค่อนข้างสงู  ส าหรับการผลิตยังคงจ าเป็นต้องมีสารทัง้ 3 ชนิด เน่ืองจากเป็น
แหลง่ไนโตรเจนท่ีส าคญัท่ีสง่ผลถึง 94% ท่ีเชือ้ใช้ในการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของเชือ้
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แลคติกแอสิดแบคทีเรีย (Kimmel และ Roberts , 1998) สอดคล้องกับ สวิุมล และคณะ (2540) 
พบวา่ การผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก Pediococcus sp. สายพันธุ์ AP-1  AP-3 และ Leuconostoc 
sp. สายพันธุ์ LE13-1 และ LE13-2 ยังคงจ าเป็นต้องมีสารทัง้ 3 ชนิด โดยการท่ีเชือ้ต้องการสาร
ไนโตรเจนเหลา่นีใ้นปริมาณสงู เน่ืองมาจากลกัษณะการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ผลิตไปพร้อม
กบัการเจริญ (Growth-associated) ท าให้เชือ้เติบโตได้มากท าให้ได้ปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
สงู 

อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ดีท่ีสดุในอาหารดดัแปลง
ใหมแ่ละอาหารเดิม คือ อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกนั เน่ืองจากแลคติกแอสิดแบคทีเรีย
มีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการเจริญและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์อยู่ในช่วง 30-40 องศาเซลเซียส 
โดยผลิตพร้อมกบัการเจริญ (Growth-associated) จึงท าให้ได้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์สงูเน่ืองจาก
เชือ้เจริญได้ดี (Salminen และ Wright, 1993) 

คา่ความเป็นกรดเบสท่ีเหมาะสมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในอาหารสตูรดดัแปลงใหม ่
เท่ากับ 6.0 โดยมีรายงานว่าช่วงค่าความเป็นกรดเบสระหว่าง 6.0-7.5 มีความเหมาะสมท่ีสุด
ส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (Lawson และ Sutherland, 1978)  

เมื่อเลีย้งเชือ้บนเคร่ืองเขย่าด้วยอตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เชือ้สามารถผลิตพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้ดี โดยผลิตได้ 13.78 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เน่ืองจากแลคติกแอสิดแบคทีเรียสามารถ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูสดุเมื่อเลีย้งเชือ้ท่ีมีการให้อากาศ (Cerning, 1990) 

เน่ืองจากมีรายงานทางเศรษฐกิจว่า  แลคติกแอสิดแบคทีเ รียทางการค้า ต้องมี
ประสิทธิภาพในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ในช่วง 10-15 มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร (Welman และ 
Maddox, 2003) ซึ่งสอดคล้องกบัสายพนัธุ์ LAB1 ท่ีผลิตได้ 13.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงให้
เห็นวา่ สายพนัธุ์ LAB1 สามารถผลิตเพ่ือใช้ในทางการค้าได้ดี 

 
จากการศึกษารูปแบบการเจริญของ Weissella confusa สายพันธุ์  LAB1 ท่ีเลีย้งใน

อาหารเหลวสตูรดดัแปลงใหมจ่ากข้างต้น พบวา่ สามารถผลิตพอลิแซคคาไรด์พร้อม ๆ ไปกับการ
เจริญ จึงสรุปได้วา่พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตเป็นสารเมทาบอไลท์แบบปฐมภมูิ (Primary metabolite) 
โดยเร่ิมมีการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สงูเมื่อเชือ้เจริญในระยะ stationary phase และเข้าสู่ภาวะ
คงท่ีหลงัการเลีย้งเชือ้ 18 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับ Wongsuphachat และคณะ (2010) ท่ีรายงาน
วา่ Weissella confusa สายพนัธุ์ NH 02 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แบบปฐมภมูิและผลิตได้สงูสดุเมื่อ
เชือ้เจริญในระยะ early stationary phase  
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. ควรมีการศึกษาลักษณะพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผลิตได้ในด้านต่างๆให้มากกว่านี ้เช่น หา
น า้หนกัโมเลกลุ ศกึษาโครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นต้น เพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการ
น าพอลิแซ็กคาไรด์ไปประยกุต์ใช้ในงาน หรืออตุสาหกรรมตา่งๆ ได้มากขึน้ 

2.   ควรศกึษาด้านพันธุศาสตร์ของ Weissella confusa สายพันธุ์ LAB1 โดยการพัฒนาทาง
พนัธวิุศวกรรม เช่น ปรับปรุงในระดบัพนัธกุรรม โดยการกลายพันธุ์ด้วยการใช้รังสี UV หรือ
สารเคมีบางชนิด เช่น NTG หรือ EMS เป็นต้น เพ่ือน าไปใช้เพ่ิมผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารและวิธีเตรียมอาหารเลี ้ยงเชือ้ 
 

1.  อาหารเลีย้งเชือ้แขง็ของสมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธิ์ (2551) ท่ีดัดแปลงสูตรจาก Bromfield 
     รวมกับวธีิของ Tallgren และคณะ (1998) 
 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.2 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)    2.0 กรัม 
แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4) 2SO4]     1.0 กรัม 
วุ้นผง (Agar)       15.0 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)       1.0 ลิตร 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
 

2.  อาหารเลีย้งเชือ้เหลวของสมฤดี ชุณหโรจน์ฤทธิ์ (2551) ท่ีดัดแปลงสูตรจาก Bromfield 
     รวมกับวธีิของ Tallgren และคณะ (1998) 
 

ซูโครส (Sucrose)      40.0 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.2 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   9.0 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   3.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)    2.0 กรัม 
แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4) 2SO4]     1.0 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)       1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรดเบสเท่ากบั    7.0 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
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3.  อาหารเลีย้งเชือ้แขง็แลคโตบาซลิไล เอม็ อาร์ เอส (Lactobacilli MRS Agar) ผสม     
    bromocresol purple ตามวธีิของ Ogunbanwo และ Okanlawon (2009)  
 

โปรติโอสเปปโตน เบอร์ 3 (Proteose peptone no.3)   10.0 กรัม 
สารสกดัจากเนือ้ (Beef extract)      10.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)     5.0 กรัม 
เดกซ์โตส (Dextrose)       20.0 กรัม 
ทวีน 80 (Tween 80)       1.0 กรัม 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรต (di -Ammonium hydrogen citrate) 2.0 กรัม 
โซเดียมอะซิเตรต (Sodium acetate)     5.0 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)     0.1 กรัม 

แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4H2O)      0.05 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.0 กรัม 
โบรโมครีซอล เพอร์เพิล (bromocresol purple)    0.04 กรัม 
วุ้นผง (Agar)        15.0 กรัม 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
 

4.   อาหารเลีย้งเชือ้เหลวสูตรดัดแปลงจากอาหารสูตรแลคโตบาซลิไล เอม็ อาร์ เอส  ท่ีมี 
ซูโครสความเข้มข้น 4% โดยน า้หนักต่อปริมาตร  

 
โปรติโอสเปปโตน เบอร์ 3 (Proteose peptone no.3)   10.0 กรัม 
สารสกดัจากเนือ้ (Beef extract)      10.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)     5.0 กรัม 
ซูโครส (Sucrose)       40.0 กรัม 
ทวีน 80 (Tween 80)       1.0 กรัม 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนซิเตรต (di -Ammonium hydrogen citrate) 2.0 กรัม 
โซเดียมอะซิเตรต (Sodium acetate)     5.0 กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)     0.1 กรัม 

แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4H2O)      0.05 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.0 กรัม 
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ปรับระดบัความเป็นกรดเบสเท่ากบั     6.5 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 110 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 10 นาที 

 
5.  อาหารแขง็  MacConkey 
 

เปปโตน (Peptone)      17.0 กรัม 
โปรติโอส เปปโตน (Proteose peptone)    3.0 กรัม 
แลคโตส (Lactose)      10.0 กรัม 
Bile salt       1.5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      5.0 กรัม 
วุ้นผง (Agar)       13.5 กรัม 
Neutral red       0.03 กรัม 
คริสตลัไวโอเลต (Crystal violet)     0.001 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)       1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรดเบสเท่ากบั    7.4 
อบฆ่าเชือ้แบบมาตรฐานท่ีอณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 

เวลา 15 นาที 
 
6.  Motility test media อาหารส าหรับทดสอบการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย 
 

ทริปโตส (Tryptose)      10.0  กรัม 
วุ้นผง (Agar)       5.0 กรัม 
0.5%ไตรฟีนิลเตตระโซเลียมคลอไรด ์    100 มิลลิลิตร 
(0.5%Triphenyl tetra zolium chloride)     
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      5.0 กรัม 
น าทริปโตสและวุ้นผสมกนัแล้วต้มให้เดือดรอจนสารละลาย แล้วเติม 0.5%ไตรฟีนิล- 
เตตระโซเลียมคลอไรด์ และโซเดียมคลอไรด์ จากนัน้ท าเป็น agar tall 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
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7. อาหาร Triple sugar iron agar (TSI slant) 
 

สารสกดัจากเนือ้ (Beef extract)     3.0 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)    3.0 กรัม 
เปปโตน (Peptone)      20.0 กรัม 
แลคโตส (Lactose)      10.0 กรัม 
ซูโครส (Sucrose)      10.0 กรัม 
กลโูคส (Glucose)      1.0 กรัม 
เฟอรัสซลัเฟต (FeSO4)      0.2 กรัม 
โซเดียมไทโอซลัเฟต (Na2S2O3)     0.3 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      5.0 กรัม 
วุ้นผง (Agar)       12.0 กรัม 
ฟีนอลเรด (Phenol red)      0.024 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)     1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรดเบสเท่ากบั    7.4 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 

 
8.  อาหารเหลวทริปโตน หรือทริปโตเฟน (Tryptone broth or Tryptophane broth)                                                    
    ส าหรับ  ทดสอบหาผลติภัณฑ์ Indole 

 
ทริปโตน (Tryptone)      10.0 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)       1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรดเบสเท่ากบั    7.2 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
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9. อาหารเหลวไนเตรท (Nitrate broth) 
 

สารสกดัจากเนือ้ (Beef extract)     3.0 กรัม 
เปปโตน (Peptone)      5.0 กรัม 
โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3)     1.0 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)     1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรดเบสเท่ากบั    7.4 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 

 
10.  อาหารเหลวเอสคูลิน (Esculin broth) 
 

เอสคลูิน (Esculin)      1.0 กรัม 
กลโูคส (Glucose)      0.25 กรัม 
เฟอริก ซิเตรท (Ferric citrate)     0.25 กรัม 
สารสกดัจากเนือ้ (Beef extract)     0.50 กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract)    0.50 กรัม 

แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4H2O)     0.01 กรัม 
ทวีน 80 (Tween 80)      0.10 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)      100 มิลลิลิตร 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 

 
11. อาหารเหลวอาร์จีนีน (Arginine broth) 

 
เปปโตน (Peptone)      0.1 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      0.5 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.03 กรัม 
แอลอาร์จีนีนไฮโดรคลอไรด์ ( L(+) arginine HCl)   1.0 กรัม 
ฟีนอล (Phenol)       0.001 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)       100 มิลลิลิตร 
อบฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เวลา 15 นาที 
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12.  Carbohydrate fermentation broth  อาหารส าหรับทดสอบการหมักน า้ตาล 
 
เคซีนท่ีถกูย่อยด้วยเอนไซม์จากตบัออ่น    10.0 กรัม 
(Pancreatic Digest of Casein)       
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       5.0 g 
ฟีนอลเรด (Phenol red)      0.018 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)      1.0 ลิตร 
ปรับระดบัความเป็นกรดเบสเท่ากบั     7.4 
เติมคาร์โบไฮเดรตแตล่ะชนิด 1% ลงในอาหารฟีนอลเรดอย่างละ 1 หลอด 
อบฆ่าเชือ้แบบมาตรฐานท่ีอณุหภมูิ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้

เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 
1. สารละลายกรดซัลฟูริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 

กรดซลัฟริูกความเข้มข้น (conc. H2SO4)    10 มิลลิลิตร 
น า้กลัน่ (Distilled water)      100 มิลลิลิตร 

 
2. 10 M NaOH 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด ์     40 กรัม 

น า้กลัน่ (Distilled water)      100 มิลลิลิตร 
 

3.  สารละลายฟีนอล (Phenol reagent) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ 
 
ฟีนอล        5.0 กรัม  
น า้กลัน่        100 มิลลิลิตร 

 
4.  สารละลาย Coomassie blue 

 
ชั่ง  Coomassie blue G250 100 มิลลิกรัม  ละลายในเอทานอลความเ ข้มข้น 95 

เปอร์เซนต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คนจนละลายให้หมด แล้วจึงเติมกรดฟอสฟอริก ความเข้มข้น 85 
เปอร์เซนต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรของสารละลายด้วยน า้กลัน่จนได้ปริมาตร เป็น 
1000 มิลลิลิตร 

 
5.  1 % tetramethel-p-phenylenediamine dihydrochloride 
 

tetramethel-p-phenylenediamine dihydrochloride  1.0 กรัม 
น า้เกลือปราศจากเชือ้      100 มิลลิลิตร 
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6.  3% สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide solution) 
  

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เข้มข้น 30%   1.0 มิลลิลิตร 
น า้กลัน่ (Distilled water)     9.0 มิลลิลิตร 

 
7.   สารละลายโคแวค (Kovac’s solution) 

 
p-dimetylaminobenzaldehyde     10.0 กรัม 
เอมิล หรือ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (amyl or isoamyl alcohol) 150 มิลลิลิตร 
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (conc. HCl)    50 มิลลิลิตร 
 
ละลายแอลดีไฮด์ด้วยแอลกอฮอล์ แล้วเติมกรดลงไปอย่างช้าๆ ภายหลงัใช้แล้วให้เก็บไว้ท่ี

พ้นแสงและในตู้เย็น (เตรียมใหมก่่อนใช้ ไมค่วรเก็บนานเกิน 2-3 วนั) 
 
8. สารละลายไนเตรท (Nitrate solution) ส าหรับการทดสอบไนเตรทรีดักชั่น 
 

สารละลายแอลฟา-แนฟทิลเอมีน (-Naphthylamine) ประกอบด้วย 

 แอลฟา-แนฟทิลเอมีน (-Naphthylamine)  0.5 กรัม 
 30% อะซิติก แอซิด (Acetic acid)   100 มิลลิลิตร 
 
สารละลายกรดซลัฟานิลิก (Sulfanilic acid solution) ประกอบด้วย 
 กรดซลัฟานิลิก (Sulfanilic acid)    0.8 กรัม 
 30% อะซิติก แอซิด (Acetic acid)   100 มิลลิลิตร 

 
9.  สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.01 นอร์มัล  
  
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      0.004 กรัม 
 น า้กลัน่        100 มิลลิลิตร 
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10.  สารละลาย Cetylpyridinium Chloride (CPC) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซนต์  
 
 Cetylpyridinium Chloride (CPC)    10 กรัม 

ละลายในน า้กลัน่      100 มิลลิลิตร 
 

11.  เอทานอล 70% 
 

เอทานอล 99%       700 มิลลิลิตร 
น า้กลัน่ปลอดประจ ุ     300 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

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

y = 0.0071x

R2 = 0.9976
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กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร กบัน า้ตาลกลโูคสความ
เข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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2.  กราฟมาตรฐานโปรตีนเม่ือวเิคราะห์ด้วยวธีิ Protein Dye Binding (Bradford, 1976) 
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กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร กบัโปรตีนมาตรฐาน 
โบวีนซีรัมอลับมูินความเข้มข้น 0-2500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
 

ล าดบันิวคลีโอไทด์ 
 

1.  ล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ Weissella confusa (Lactobacillus confusus)          
    สายพันธ์ุ LAB1 
 
AATTATCTCATCATTCGCTGAAGGGTCTCGATAGGGACGCTCTTTTGATT 

TTGTGTGTACAAAGTGTTATGGTTGTCGGGGCGGGTTGTTAGAGGAGTTG 

GGGGAAATTATTTCCCGCGGAAGATGAAATGGGGATCCTTTTATAGTATG 

TTTTTTATNGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTAATACATGCAAGTC 

GAACGCTTTGTGGTTCAACTGATTTGAAGAGCTTGCTCAGATATGACGAT 

GGACATTGCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTACC 

TCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAAT 

GACAACCGCATGGTTGTTATTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGA 

TGGTCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCG 

ATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGAC 

ACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGG 

CGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCG 

TAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGT 

GTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGC 

GGTAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA 

GCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGG 

AATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACT 

CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGA 

AGGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAG 

CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAGTGCTA 

GGTGTTTGAGGGTTTCCGCCCTTAAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCAC 

TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG 

GACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA 

ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTTGACAACTCCAGAGATGGAGCGTTCC 

CTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG 

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTG 

CCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG 

AAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA 

CACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGC 

TAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 

CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATA 

CGTTCCCGGGTTCTTTGTACACACCGGCCCGTCAAACCATGGAAGAGTTT 

GTAACACCCAAAGCCCGGTGGGGGTAACCTTTCGGGAGCCAGCCGTCTAA 

GTGGGAATGATTGTG 
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ประวัตผิู้ เขยีนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาววรรษมน  นิลสนัเทียะ   เกิดวนัท่ี 20 ตลุาคม พ.ศ. 2527  ท่ีจงัหวดัสิงห์บรีุ   ได้รับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต จากภาควิชาจลุชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตร์
การแพทย์  มหาวิทยาลยันเรศวร  ในปีการศกึษา 2549  และเข้ารับการศกึษาตอ่ในระดบัปริญญา
มหาบณัฑิต  ท่ีภาควิชาจลุชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์  จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ในปีการศกึษา 
2550  ท่ีอยู่ปัจจบุนั  287 หมู ่13 ต.ท่าโรง อ.วิเชียรบรีุ จ.เพชรบรูณ์ 67130 
 
ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 
 

สว่นหนึ่งของงานวจิยันีไ้ด้เข้าร่วมเสนอผลงานในการประชมุทางวิชาการระดบัชาติ “ TSB 
2009 : Biotechnology :  A Solution to the Global Economic Crisis? ” ระหวา่งวนัท่ี 24-25 
กนัยายน 2552 ณ ศนูย์ประชมุแหง่ชาติสิริกิตต์ ในหวัข้อเร่ือง  “ Isolation and Characterization 
of Exopolysaccharide from Bacteria ” 
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