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บทคัดย่อ 

คีเฟอรันเป็นเอ็กโซโพลีแซ็คคาไรด์ท่ีสามารถใชเ้ป็นสารเพิ่มความคงตวัและมีคุณสมบติั
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและสารตา้นเช้ือจุลินทรีย ์ คีเฟอรันสามารถผลิตไดจ้ากหวัเช้ือคีเฟอร์เกรน
ท่ีเล้ียงในนมสดหรือนมถัว่เหลือง หรือผลิตโดยเช้ือแบคทีเรียแลคติก Lactobacillus kefiranofaciens 
JCM 6985 ซ่ึงพบวา่การเล้ียงหวัเช้ือคีเฟอร์เกรนในนมถัว่เหลืองใหคี้เฟอรันสูงกวา่ในนมสด คิดเป็น
ผลผลิตเท่ากบั 30.5+0.6 มิลลิกรัมคีเฟอรันต่อกรัมสารตั้งตน้ แต่หากผลิตคีเฟอรันโดยเช้ือแบคทีเรีย
แลคติกใหผ้ลผลิตคีเฟอรันสูงกวา่คือเท่ากบั 45.4+0.8 มิลลิกรัมคีเฟอรันต่อกรัมสารตั้งตน้ อยา่งไรก็
ตามเน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือมีราคาสูงท าใหต้น้ทุนการผลิตคีเฟอรันสูงตามไปดว้ย ดงันั้นงานวิจยัน้ี
จึงสนใจใช้ผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมเกษตรเพื่อเป็นแหล่งอาหารราคาถูกในการผลิตคีเฟอรัน 
ซ่ึงได้แก่ น ้ ามะพร้าวแก่ และเวย์แลคโตสในการเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ผลการ
ทดลองพบวา่น ้ามะพร้าวแก่ให้ผลผลิตคีเฟอรันสูงเทียบเท่ากบัการใชน้ ้าตาลบริสุทธ์ิ และสูงกวา่การ
ใชเ้วยแ์ลคโตส และพบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตคีเฟอรันจากน ้ ามะพร้าวแก่ คือ การใช้น ้ า
มะพร้าวแก่ท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3 และควบคุมพีเอชท่ี 5.5 ตลอดการหมกัเพื่อลด
การยบัย ั้งโดยกรดแลคติกท่ีเช้ือผลิตข้ึนระหว่างการเจริญ ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวพบวา่
เช้ือสามารถเจริญและใหน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 2.78+0.12 กรัมต่อลิตร และผลิตคีเฟอรันได้
เท่ากบั 2.04+0.08 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลผลิตคีเฟอรันเท่ากบั 67.7+3.0 มิลลิกรัมคีเฟอรันต่อกรัม
สารตั้งตน้ และพบว่าเช้ือมีการใช้น ้ าตาลมากกว่าร้อยละ 98 และผลิตกรดรวมเท่ากบัร้อยละ 3.05 
จากการศึกษาการเติมแหล่งไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และควบคุมพีเอชระหว่างการหมกั 
พบว่าการเติมยีสต์สกดัท่ี 3 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ท าให้การผลิตคีเฟอรันเพิ่มข้ึนเป็น 3.26+0.03 
กรัมต่อลิตรและผลิตกรดรวมไดร้้อยละ 5.90 จากการวิเคราะห์โครงสร้างคีเฟอรันพบวา่คีเฟอรันท่ี
ผลิตโดยใช้น ้ ามะพร้าวแก่มีโครงสร้างคลา้ยคลึงกบัคีเฟอรันท่ีสกดัไดจ้ากหัวเช้ือคีเฟอร์เกรน จาก
การเพาะเล้ียงแบบกะซ ้ าต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ขนาด 1 ลิตร สามารถผลิตคีเฟอรันได้มากกว่า 
2.02+0.03 กรัมต่อลิตร ถึง 6 รอบของการหมกั ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าน ้ ามะพร้าวสามารถ
น ามาใช้เป็นแหล่งอาหารตน้ทุนต ่าส าหรับการผลิตคีเฟอรันโดยเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 
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ได ้จากการขยายขนาดการผลิตคีเฟอรันในถงัปฏิกรณ์ขนาด 7 ลิตร โดยใชน้ ้ ามะพร้าวแก่เป็นแหล่ง
อาหารเพียงอยา่งเดียว และเก็บขอ้มูลการใชส้ารเคมี ค่าไฟฟ้า ค่าแก็สในการผลิตและสกดัคีเฟอรัน 
พบวา่การผลิตคีเฟอรันจากน ้ ามะพร้าวแก่มีตน้ทุนอยูท่ี่ 8.94 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน จากการศึกษาการ
ประยกุตใ์ชคี้เฟอรันและกรดแลคติกเป็นส่วนผสมในโลชัน่บ ารุงผวิ และท าการประเมินคุณภาพทาง
ประสาทสัมผสักบัผูท้ดสอบโดยใช้ 9-point hedonic scale พบว่าโลชั่นบ ารุงผิวท่ีมีส่วนผสมของ          
คีเฟอรันไดรั้บคะแนนความชุ่มช้ืนแก่ผิวสูงสุดเท่ากบั 6.40 และคะแนนความชอบโดยรวมสูงสุด
เท่ากบั 6.85 ซ่ึงสูงกว่าชุดควบคุมท่ีไม่ได้เติมคีเฟอรันและกรดแลคติกท่ีได้รับคะแนนความชอบ
โดยรวมเท่ากบั 6.25 อีกทั้งยงัพบว่าโลชัน่บ ารุงผิวท่ีมีส่วนผสมคีเฟอรันมีคุณสมบติัเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ ส าหรับโลชั่นท่ีมีส่วนผสมของคีเฟอรันและกรดแลคติกได้รับคะแนนความชอบ
โดยรวมรองลงมาอนัดบัสองเท่ากบั 6.25 ส าหรับโลชัน่ท่ีมีส่วนผสมของกรดแลคติกไดรั้บคะแนน
การซึมซบัเขา้สู่ผวิสูงสุดเท่ากบั 6.65  
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ABTRACT 
Kefiran is a functional exopolysaccharide that can be used as stabilizers and also has 

antioxidant and antimicrobial properties. Kefiran could be produced either by kefir grains cultivated 
in milk/soymilk or pure culture of Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985. It was found that 
kefiran produced by kefir grains in soymilk was higher than that in milk at 30.5+0.6 mg-kefiran/g-
substrate but the lactic acid bacteria can produce kefiran higher at 45.4+0.8 mg-kefiran/g-substrate. 
However, the production costs of kefiran are high, mainly due to the high cost of fermentation 
media. Therefore, utilizing byproducts from agro-industries would be economically attractive. 
Mature coconut water (MCW) and whey lactose (WL) are byproducts from industries that could be 
as low-cost nutrient sources for kefiran production by L.  kefiranofaciens JCM 6985. It was found 
that MCW gave high kefiran yield comparable to that obtained from pure sugars and from the use 
of WL. The optimal conditions for kefiran production from MCW were: initial sugar concentration 
of 3% and controlling pH at 5.5 during fermentation to reduce the inhibitory effect from growth-
associated byproduct, lactic acid. The maximum dry cell weight and kefiran production were 
2.78+0.12 g/L and 2.04+0.08 g/L, respectively. The sugar consumption and total acid production 
were also as high as >98% and 3.05%, respectively. When the MCW was added with yeast extract 
at 3 g-N/L, the kefiran production was increased up to 3.26+0.03 g/L. The total acid production 
was 5.9%. The structure analysis indicated that kefiran produced using MCW had similar structure 
to that extracted from kefir grains. The repeated-batch cultivation in 1 L bioreactor could produce 
the kefiran > 2.02+0.03 g/L up to 6 cycles. These results indicate that MCW could be used as a 
suitable low-cost nutrient source for kefiran production by L.  kefiranofaciens. The scale up of 
kefiran production in 7 L of bioreactor with mature coconut only and collect data of chemicals, 
electric and gas for producing and extracting kefiran. It was found that the production of kefiran 
from mature coconut water has cost was 8.94 baht/g-kefiran. The produced kefiran and lactic acid 
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as a by-product were used as ingredients in skin lotion and evaluated for the sensory quality with 
the testers by 9-point hedonic scale used scale. The skin lotion added with kefiran received the 
highest score of 6.4 for giving moisture and the highest overall liking score of 6.85. While the 
control that contained no kefiran and lactic acid received overall liking score of 6.25.The skin lotion 
added with kefiran has also antioxidant property. The skin lotion added with kefiran and lactic acid 
received the overall liking score of 6.25 and the skin lotion added with lactic acid received the 
highest absorbing score of 6.65. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

บทน ำต้นเร่ือง  
     คีเฟอรัน (Kefiran) ประกอบดว้ยโมเลกุลของน ้ ำตำลกลูโคสและกำแลคโตสต่อกนัเป็น

สำยยำวในอตัรำส่วน 1:1 (Zajsek and Gorsek, 2010) ซ่ึงจดัเป็นสำรประกอบเอก็โซพอลิแซ็คคำไรด์
สำยยำวท่ีสำมำรถละลำยน ้ ำได้ ผลิตโดยเช้ือ  Lactobacillus kefiranofaciens โดยควำมหลำกหลำย
ขององค์ประกอบจะข้ึนอยู่กับสำยพันธ์ุของจุลินทรีย์และองค์ประกอบของอำหำรเล้ียงเช้ือ 
โดยเฉพำะแหล่งคำร์บอนและไนโตรเจน ตลอดจนพีเอช และอุณหภูมิท่ีใช้ในกำรเล้ียงเช้ือ โดย    
เอ็กโซพอลิแช็คคำไรด์ท่ีผลิตจำกแบคทีเรียแลคติกได้รับควำมสนใจ เน่ืองจำกแบคทีเรียแลคติก
ได้รับกำรยอมรับว่ำเป็นแบคทีเรียท่ีมีควำมปลอดภยั (Generally Recognized As Safe; GRAS) ซ่ึง   
คีเฟอรันท่ีผลิตโดยเช้ือ L. kefiranofaciens สำมำรถสกดัได้โดยตรงจำกคีเฟอร์เกรน (Piermaria et 
al., 2016) ซ่ึงเป็นกอ้นเช้ือผสมระหว่ำงแบคทีเรียแลคติกและยีสต์ท่ีนิยมใช้ส ำหรับหมกันมเปร้ียว
ของชำวพื้นเมืองในประเทศรัฐเชีย หรือผลิตโดยเช้ือเด่ียว L. kefiranofaciens ซ่ึงคีเฟอรันท่ีผลิตโดย
เช้ือเด่ียวมีทั้งท่ีขบัออกนอกเซลล์ (broth kefiran) และท่ีเกำะติดอยู่กบัผนงัเซลล์ในรูปของแคปซูล 
(capsular kefiran) (Cheirsilp et al., 2001)  
       คีเฟอรันสำมำรถประยุกตใ์ชป้ระโยชน์ไดห้ลำยอยำ่ง ไม่วำ่จะเป็นอุตสำหกรรมอำหำร 
อุตสำหกรรมผลิตเคร่ืองส ำอำงหรือเภสัชกรรม เน่ืองจำกคีเฟอรันมีฤทธ์ิเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระ 
(Sabaghi  et al., 2015) ท่ีมีควำมสำมำรถในกำรต่อตำ้นร้ิวรอย (Sun et al., 2015) ซ่ึงสำมำรถน ำมำ
ประยุกต์ใช้เป็นเคร่ืองส ำอำงบ ำรุงผิว นอกจำกน้ีมีรำยงำนว่ำกำรใช้นมคีเฟอร์ทำใบหน้ำจะช่วย
กระชับรูขุมขน ท ำให้ใบหน้ำดูอ่อนเยำว ์เต่งตึง และยงัช่วยขจดัสิว (พรผจง เลำหวิเชียร, 2009) 
ส ำหรับอุตสำหกรรมอำหำรสำมำรถใช้เป็นสำรเพิ่มควำมคงตวัในอำหำร สำรทดแทนไขมนั และ
เป็นสำรท ำให้เกิดเจล (Dimitreli et al., 2016) อีกทั้งสำมำรถประยุกตใ์ชใ้นทำงกำรแพทยเ์น่ืองจำกมี
คุณสมบติัในกำรตำ้นแบคทีเรีย เช้ือรำ และมีกิจกรรมกำรต้ำนเน้ืองอก (Ghasemlou et al., 2012) 
จำกคุณสมบติัดงักล่ำวท ำให้มีหลำยงำนวิจยัท่ีตอ้งกำรพฒันำกำรผลิตคีเฟอรันระดบัอุตสำหกรรม  
โดยแหล่งคำร์บอนท่ีสำมำรถน ำมำเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens เพื่อผลิตคีเฟอรัน ได้แก่ น ้ ำตำล         
กำแลคโตส น ้ ำตำลแลคโตส น ้ ำตำลกลูโคส และน ้ ำตำลซูโครส (Blandn et al., 2018) และแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือไดแ้ก่ ทริปโตน ยีสต์สกดั เน้ือสกดั และไตรแอมโมเนียมซิเตรต ซ่ึงแหล่ง
คำร์บอนและแหล่งไนโตรเจนเหล่ำน้ีมีรำคำค่อนขำ้งสูง   ท ำให้กำรผลิตคีเฟอรันยงัคงมีตน้ทุนของ
อำหำรส ำหรับกำรผลิตสูง ดงันั้นหำกมีงำนวจิยัท่ีศึกษำหำแหล่งคำร์บอนและแหล่งไนโตรเจนรำคำ
ถูกในกำรเล้ียงเช้ือก็จะเป็นกำรลดตน้ทุนกำรผลิตคีเฟอรัน นอกจำกน้ีในระหว่ำงกำรเจริญและกำร
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ผลิตคีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens พบวำ่เช้ือจะมีกำรสร้ำงกรดแลคติกไปพร้อมกบักำรเจริญ 
ซ่ึงกรดแลคติกสำมำรถใชเ้ป็นสำรตั้งตน้ในกำรผลิตพลำสติกชีวภำพไดอี้กดว้ย (สุวรรณี สุขแสวง, 
2016) 

     งำนวิจยัน้ีสนใจศึกษำกำรผลิตคีเฟอรันต้นทุนต ่ำโดยใช้วสัดุเศษเหลือจำกโรงงำน
อุตสำหกรรมเกษตร โดยเร่ิมจำกกำรเปรียบเทียบกำรผลิตคีเฟอรันจำกหัวเช้ือคีเฟอร์เกรนกบักำร
ผลิตคีเฟอรันโดยใช้เช้ือเด่ียว L. kefiranofaciens JCM 6985 และศึกษำกำรใช้น ้ ำมันมะพร้ำวแก่
ทดแทนอำหำรเล้ียงเช้ือ กำรใช้เวยแ์ลคโตสเป็นแหล่งคำร์บอน กำรเติมแหล่งไนโตรเจนรำคำถูก 
ไดแ้ก่ เซลล์ยสีตใ์ชแ้ลว้ กำกถัว่เหลือง และโมโนโซเดียมกลูตำเมต เปรียบเทียบกบักำรใชย้ีสตส์กดั
เป็นแหล่งไนโตรเจน รวมทั้งศึกษำโครงสร้ำงคีเฟอรันท่ีผลิตจำกแหล่งอำหำรรำคำถูก จำกนั้นจึง
ขยำยขนำดกำรผลิตคีเฟอรันขนำด 7 ลิตร เพื่อศึกษำต้นทุนกำรผลิต และสุดท้ำยศึกษำกำร
ประยุกต์ใช้คีเฟอรันและกรดแลคติกท่ีเป็นผลพลอยได้จำกกำรเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 
6985 ในผลิตภณัฑโ์ลชัน่บ ำรุงผวิ 

 
บทตรวจสอบเอกสำร 
1. สำรประกอบเอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ (Exopolysaccharides, EPS) 
               เอ็กโซโพลิแซ็คคำไรด์ เป็นสำรท่ีจุลินทรียส์ร้ำงหรือผลิตข้ึนในขณะท่ีมีกำรเจริญและขบั
ออกมำภำยนอกผนงัเซลล์ มีลกัษณะเป็นเมือกเหนียวหรือเป็นยำงหนืด ซ่ึงองค์ประกอบส่วนใหญ่
เป็นสำรในกลุ่มคำร์โบไฮเดรตท่ีจุลินทรีย์สร้ำงข้ึนเพื่อป้องกันอันตรำยจำกส่ิงแวดล้อมท่ีไม่
เหมำะสมและป้องกันกำรกัดกินจำกโปรโตซัว (Ven den Berg et al., 1993 อำ้งโดย ศิริลออ รำช
บุตร, 2552) กำรผลิตเอก็โซพอลิแซ็คคำไรด์โดยจุลินทรียเ์ป็นกำรผลิตผำ่นกระบวนกำรหมกั เอ็กโซ
พอลิแซ็คคำไรค์ท่ีผลิตจำกจุลินทรีย์มักมีน ้ ำหนักโมเลกุลสูง และโครงสร้ำงโดยทั่วไปจะ
ประกอบดว้ยโมเลกุลเด่ียวหลำยๆ โมเลกุลต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิก โดยท่ีโมเลกุลของน ้ ำตำล
จะต่อแบบซ ้ ำๆ กนัระหวำ่ง 3-7 หน่วย เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์จำกจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีโครงสร้ำงท่ี
แตกต่ำงกนัและจุลินทรียส์กุลเดียวกนัแต่ต่ำงสำยพนัธ์ุก็จะมีองคป์ระกอบทำงเคมีของเอ็กโซพอลิ
แซ็คคำไรดท่ี์ต่ำงกนัดว้ย โดยจะมีควำมหลำกหลำย และมีลกัษณะเฉพำะตวัมำกกวำ่พอลิแซ็คคำไรด์
จำกพืชหรือสำหร่ำย ซ่ึงอำจมีมำกถึง 200 ชนิด (Agira, 1992 อ้ำงโดย สุวรรณี สุขแสวง, 2559) 
นอกจำกน้ียงัมีรำยงำนวำ่องคป์ระกอบและสมบติัทำงเคมีกำยภำพของเอก็โซโพลีแซ็คคำไรด(์EPSs) 
ยงัข้ึนอยูก่บัแหล่งคำร์บอนท่ีใชใ้นอำหำรเล้ียงเช้ืออีกดว้ย (Polak et al., 2015) 
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    1.1 กำรจ ำแนกประเภทเอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ 
               กำรจดัจ ำแนกประเภทของเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ข้ึนอยู่กับหลักเกณฑ์ท่ีแบ่งใช้ ดังน้ี 
(Agira, 1992 อำ้งโดย สุวรรณี สุขแสวง, 2559) 
           1.1.1 กำรจ ำแนกตำมลกัษณะกำรสร้ำงสำรประกอบเอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ของจุลนิทรีย์ 
               กำรสร้ำงเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ของจุลินทรียม์กัมีควำมสัมพนัธ์กบัลกัษณะโครงสร้ำง
ของเซลล ์ซ่ึงกำรจ ำแนกสำรประกอบเอก็โซพอลิแซ็คคำไรดส์ำมำรถจดัจ ำแนกได ้2 ประเภท คือ 
               1) ส ำรป ระกอบ เอ็ ก โซ พ อ ลิ แซ ค ค ำไรด์ ท่ี เก ำะ ติ ด รอบ ผนั ง เซ ล ล์  ( capsular 
exopolysaccharides) เป็นเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีมีลกัษณะเป็นเมือกเหนียว มีรูปร่ำงไม่แน่นอน 
เกำะติดรอบๆ เซลลข์องจุลินทรีย ์
               2) สำรประกอบเอ็กโซพอลิแซคคำไรด์ท่ีสะสมในน ้ ำหมกั (broth exopolysaccharides) 
เป็นเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีพบไดท้ัว่ไป มีลกัษณะเป็นเมือกเหนียว มีรูปร่ำงไม่แน่นอน ซ่ึงกำร
ผลิตสำรประกอบเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ชนิดน้ีมีผลท ำให้อำหำรมีควำมหนืดข้ึนเพิ่มข้ึน (วิลำวณัย ์
เจริญจิระตระกูล, 2530; Gassem et al., 1997) 
 1.1.2 กำรจ ำแนกตำมชนิดของโมโนเมอร์ (monomer) ทีเ่ป็นองค์ประกอบ 
  กำรจ ำแนกตำมชนิดของโมโนเมอร์ (monomer) สำมำรถจ ำแนกได ้4 ประเภท ดงัน้ี 
              1) เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีมีองค์ประกอบเป็นสำรอินทรีย์ โดยสำรอินทรีย์ท่ีพบใน
โครงสร้ำงของเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ ได้แก่ อะซิเตท ไพรูเวท ซักซิเนต และโพรพิโอเนต ซ่ึง
สำรอินทรียเ์หล่ำน้ีจะมีผลต่อประจุรวมบนโมเลกุลของเอก็โซพอลิแซ็คคำไรด ์และนอกจำกน้ียงัพบ
กรดอะมิโน ได้แก่ ซีรีน และ กรดกลูตำมิกในโครงสร้ำงของเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีได้จำก
แบคทีเรียบำงชนิดดว้ย 
              2) เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ ท่ีมีองค์ประกอบเป็นสำรอินทรียฟ์อสเฟตซ่ึงเป็นสำรอินทรียท่ี์
พบไดบ้่อยในโครงสร้ำงของเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ ซ่ึงจะเหมือนกบักรด teichoic โดยจะอยูใ่นรูป
ของ phosphorylate exopolysaccharides พบในผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกนอกจำกพบ
ฟอสเฟตในโครงสร้ำงของเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์แลว้ ยงัพบเอก็โซพอลิแซ็คคำไรด์ชนิดซลัเฟตอยู่
ในโครงสร้ำงของโมเลกุลดว้ย 
              3) โฮ โม โพ ลี แ ซ็ ค ค ำไรด์  ( homopolysaccharides) เป็ น เอ็ ก โซ พ อ ลิ แ ซ็ ค ค ำไ รด ์                           
ท่ีประกอบดว้ยโมโนแซ็คคำไรด์เพียงชนิดเดียว ต่อกนัเป็นสำยยำวดว้ยพนัธะไกลโคซิดิก ซ่ึงโดย
ส่วนใหญ่มกัเป็นน ้ำตำลกลูโคสหรือน ้ำตำลฟรุคโตสสำมำรถจ ำแนกได ้4 กลุ่มยอ่ยๆ ดงัน้ี 
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  ก) กลุ่ม α-ß-glucan เช่น กลูแคน ภำยในโมเลกุลประกอบดว้ย น ้ำตำลกลูโคสต่อกนัเป็น
สำยยำว โดยแต่ละชนิดมีพนัธะท่ีจบัแตกต่ำงกนั ท ำให้สำมำรถแบ่งกลูแคนไดเ้ป็นหลำยชนิด เช่น 
bacterial cellulose (ß-D glucan) pullulan (α-D glucan) และ scleroglucan (1,3-ß-D glucan) 
  ข) กลุ่ม ß-D glucan เช่น curdian (1,3-ß-glucan) 
    ค) กลุ่ม fructans เช่น levan เป็นเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรค์ ท่ีมีโครงสร้ำงน ้ ำตำลฟรุคโตส
จบักนัดว้ยพนัธะ ß-2-6 glycosidic ผลิตโดย Streptococcus salivarius (Cerning, 1994) 
  ง) กลุ่มอ่ืนๆ เช่น polygalactan 
               4) เฮทเทอโรพอลิแซ็คคำไรด์ (heteropolysaccharide) เป็นเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ ท่ี
สำมำรถพบไดท้ัว่ไป โครงสร้ำงทัว่ไปประกอบดว้ยน ้ ำตำลมำกกวำ่ 1 ชนิดท่ีต่อกนัเป็นสำยยำวดว้ย
พนัธะไกลโคซิดิก เฮทเทอโรพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีพบส่วนใหญ่จะประกอบไปด้วยโครงสร้ำงของ
น ้ ำตำลกลูโคสและกำแลคโตสเป็นองคป์ระกอบ แต่ก็มีพบ แรมโนส ฟรุคโตส หรือแมนโนส เป็น
องค์ประกอบไดบ้้ำงเช่นกนั นอกจำกน้ีอำจมีองค์ประกอบอ่ืนๆ เช่น sn-glycerol-3-phosphate, N-
acetyl-aminosugar หรือ หมู่ acetyl เป็นองคป์ระกอบรวมอยูด่ว้ย (ระพีพรรณ เติมตนัทร์, 2547) กำร
มีองค์ประกอบภำยในโมเลกุลท่ีแตกต่ำงกนั จะท ำให้สมบติัของสำรประกอบพอลิแซ็คคำไรด์มี
ควำมแตกต่ำงกนั 
 1.1.3 กำรจ ำแนกตำมประจุไฟฟ้ำภำยในโครงสร้ำงของเอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ 
  จ ำแนกตำมประจุไฟฟ้ำภำยในโครงสร้ำงของเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ ไดเ้ป็น 3 ประเภท 
ดงัน้ี (หน่ึง เตียอ ำรง, 2532) 
               1) เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีมีประจุลบ (anionic exopolysaccharides) เป็นเอ็กโซพอลิแซ็ค
คำไรด์ท่ีประกอบด้วยมวลโมเลกุลของกรดยูโรนิค กรดอินทรีย์ หรือ หมู่อะซิติล ตวัอย่ำงเช่น          
เจลแลน (gellan) เป็นเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตโดย Sphigomonas paucimobilis ภำยในโมเลกุล
ประกอบด้วยโครงสร้ำงของกลูโคสต่อกบักรดกลูโคโรนิคและน ้ ำตำลแรมโนส ตำมล ำดบั หรือ 
แซนแทน (xanthan) ท่ีมีโครงสร้ำงน ้ ำตำลแมนโนสต่อกับกรดกลูโคโรนิค (Nampoothiri et al., 
2003; Winter, 1978) 
  2) เอก็โซพอลิแซ็คคำไรดท่ี์มีประจุเป็นกลำง (neutral exopolysaccharides) เป็นเอ็กโซพอลิ
แซ็คคำไรด์ท่ีมีเพียงโครงสร้ำงของน ้ ำตำลเป็นองคป์ระกอบ เช่น เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตโดย 
Streptococcus thermopilus SY ภำยในโมเลกุลประกอบด้วยโครงสร้ำงของน ้ ำตำลกลูโคสต่อกับ   
กำแลคโตสและแมนโนส ในอตัรำส่วน 2:4:5:1 (Ricciardi et al., 2002) 
               3) เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีมีประจุบวก (cationic exopolysaccharides) เป็นเอ็กโซพอลิ
แซ็คคำไรดท่ี์พบไดน้อ้ย โดยส่วนใหญ่ผลิตโดยเช้ือรำ  



5 

 

    1.2 กำรผลติเอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์จำกแบคทเีรียแลคติก 
          ในกำรผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรค์ของจุลินทรีย์จ  ำเป็นต้องอำศัยกำรหมักภำยใต้
สภำพแวดลอ้มท่ีเหมำะสมต่อกระบวนกำรเจริญเติบโตและกำรผลิตเอก็โซพอลิแซ็คคำไรด์ (Linton 
et al., 1991 อำ้งโดย ศุภศิลป์ มณีรัตน์, 2543) กำรผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ของแบคทีเรียแลคติก
จะข้ึนกับองค์ประกอบของอำหำรเล้ียงเช้ือ ได้แก่ แหล่งคำร์บอน แหล่งไนโตรเจน และสภำวะ
แวดลอ้มในกำรเพำะเล้ียง ไดแ้ก่ อุณหภูมิ พีเอช ปริมำณออกซิเจน และระยะเวลำท่ีใชใ้นกำรหมกั 
รวมทั้งสำยพนัธ์ุ (Cerning, 1990) 
          กำรสังเครำะห์เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรค์ของแบคทีเรียมีควำมซับซ้อนและมีควำมเก่ียวขอ้ง
กบักำรท ำงำนของยนีหลำยๆช้ิน โดยยนีท่ีควบคุมกำรสังเครำะห์เอนไซมแ์ละกำรท ำงำนของโปรตีน
เพื่อผลิตเฮเทอโรโพลีแซคคำไรด์จำกแบคทีเรียแลคติกกลุ่ม mesophilic เช่น Lactococus จะอยูบ่น 
พลำสมิด ส่วนแบคทีเรียแลคติกกลุ่ม thermophilic เช่น Lactobacilli จะอยู่บนโครโมโซม (Law et 
al., 2001) 
     วิถีกำรสังเครำะห์เฮเทอโรพอลิแซ็คคำไรค์สำมำรถ แบ่งย่อยออกได้เป็น 4 ปฏิกิริยำ
ต่อเน่ืองกนั โดยขั้นตอนแรก คือ กำรน ำน ้ ำตำลเขำ้สู่เซลล์หรือไซโตพลำสซึม ขั้นตอนท่ีสอง คือ 
กำรสังเครำะห์ sugar-1-phosphates ขั้นตอนท่ีสำม คือ กำรกระตุน้และกำรต่อกนัของน ้ ำตำล และ
สุดทำ้ย คือกำรน ำเอก็โซพอลิแซ็คคำไรคอ์อกมำภำยนอกเซลล ์ซ่ึงสำมำรถแสดงไดด้งั Figure 1 
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Figure 1 Biosythetic pathways leading to EPS synthetic in lactic acid bacteria 
ท่ีมำ: Welman และ Maddox (2003) 
 
  ขั้นตอนแรกของกำรน ำน ้ ำตำลเขำ้สู่เซลลโ์ดยกำรท ำงำนของ phosphoenolpyruvate (PEP)-
sugar phosphotransferase system (PTS) ซ่ึง PEP-PTS ประกอบดว้ยกลุ่มของโปรตีนท่ีท ำหน้ำท่ีใน
กำรจบักบัน ้ ำตำล น ำน ้ ำตำลเขำ้สู่เซลล์และเติมหมู่ฟอสเฟตให้กบัน ้ ำตำล อย่ำงไรก็ตำมแบคทีเรีย   
แลคติกบำงสำยพันธ์อำจจะใช้ non-PEP-PTS ในกำรน ำน ้ ำตำลเข้ำสู่ เซลล์ เช่น primary และ 
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secondary transport system คือกำรน ำน ้ ำตำลเข้ำสู่ เซลล์ผ่ำนช่องโปรตีนของเซลล์โดยกำรใช ้
protons (Law et al., 2001) 
               ขั้นตอนท่ีสอง คือกำรสังเครำะห์ sugar-1-phosphate เพื่อน ำไปใชใ้นกำรสังเครำะห์เอ็กโซ
พอลิแซ็คคำไรด์ อย่ำงไรก็ตำมเซลล์จะมีระบบเพื่อควบคุมกำรสังเครำะห์ทั้ง sugar-1-phosphate 
และ sugar-6-phosphate เพรำะ sugar-6-phospate จะใช้ในกระบวนกำร catabolism ซ่ึงระบบท่ีท ำ
ก ำ ร ค ว บ คุ ม ก ำ ร สั ง เค ร ำ ะ ห์ ว่ ำ จ ะ เป็ น  sugar-1-phosphate ห รื อ  sugar-6-phospate คื อ
phosphoglucomutases (PGMs) เช่น ในกระบวนกำรเมตำบอลิซึมของมอลโทส ซ่ึงเป็นน ้ ำตำล
โมเลกุลคู่นั้น Lactococcus lactis จะน ำมอลโทสเขำ้สู่เซลล์โดยเอนไซม ์permease แลว้มอลโตสจะ
ถูกเปล่ียนเป็นกลูโคสและ ß-glucose-1-phosphate ถำ้ ß-glucose-1-phosphate ถูกใชใ้นกระบวนกำร 
catabolic พบว่ำ ß-glucose-1-phosphate ก็จะถูกเปล่ียนเป็น glucose-6-phosphate โดยกำรท ำงำน
ของ ß-PGMs ในกรณีของ α-PGMs จะท ำหนำ้ท่ีตรงกนัขำ้มคือจะเปล่ียน glucose-6-phosphate ไป
เป็น glucose-1-phosphate และสังเครำะห์เอก็โซพอลิแซ็คไรด์ 
  ในอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีมีฟรุคโตสเป็นแหล่งคำร์บอน ฟรุคโตสจะถูกน ำเขำ้เซลล์โดย PEP-
Fructose PTS ซ่ึงจะท ำให้ได้เป็น fructose-1-phosphate แล้ว fructose-1-phosphate จะถูกเปล่ียน
ต่อไปเป็น fructose-1,6 –biphosphate และ fructose-6-phosphate และ glucose-6-phosphate และ 
glucose-1-phosphate ตำมล ำดบั แต่วธีิน้ีจะสั้นลงถำ้เล้ียงเช้ือในอำหำรท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคำร์บอน 
โดยกลูโคสจะถูกเป ล่ียนโดย PEP-glucose PTS ได้เป็น glucose-6-phosphate และ glucose-1-
phosphate ตำมล ำดบั 
               ขั้นตอนท่ีสำม คือกำรสังเครำะห์ sugar nucleotide และกำรต่อสำยพอลิแซ็คคำไรค์ โดย 
sugar nucleotide หลักในกำรผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ คือ UDP-glucose, UDP-galactose และ 
dTDP-rhamnose ซ่ึง sugar nucleotide เหล่ำน้ี ใช้เป็น precursor ของ repeat unit ของเอ็กโซพอลิ
แซ็คคำไรด์ ส่วนขั้นต่อไปในกำรสังเครำะห์เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์จ  ำเป็นต้องใช้ EPS-specific 
enzymes ซ่ึงเอนไซมท่ี์มีควำมส ำคญัคือ glycosyltransferase 
              ขั้นตอนสุดทำ้ยคือกำรขบัเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรดอ์อกสู่อำหำรเล้ียงเช้ือ รำยละเอียดในส่วน
ของกำรขบัเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ จำก plasma membrane ผ่ำนชั้น peptidoglycan ของแบคทีเรีย  
แกรมบวกยงัไม่มีมำกนัก อย่ำงไรก็ตำม subunits ของเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์จะถูกสร้ำงอยู่บนท่ี 
undecaprenol lipid carrier ซ่ึงอยู่ในส่วนของ cytoplasmic และเอนไซม์ polymerase ท ำหน้ำท่ีใน
กำรควบคุมควำมยำวเอก็โซพอลิแซ็คคำไรด ์(Law et al., 2001 อำ้งโดย สุวรรณี สุขแสวง, 2559) 
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    1.3 สำยพนัธ์ุของแบคทเีรียแลคติก 
               แหล่งของแบคทีเรียแลคติกมีผลต่อคุณสมบติัของเอก็โซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตไดโ้ดยกำร
ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ (Badel, 2011) ในปัจจุบันจะใช้เช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกได้จำก
อำหำร เน่ืองจำกพบว่ำเช้ือท่ีแยกได้สำมำรถผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีมีควำมบริสุทธ์สูงมี 
Lactobacilli ประมำณ 30 สำยพนัธ์ุท่ีมีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์     เช่น 
Lactobacillus casei, L. acidophilus, L. brevis, L. curvatus, L. delbrueckii bulgaricus,                               
L.  helveticus, L.   rhamnosus, L.   plantarum, L.  johnsonii เป็นตน้ โดยทัว่ไปอำ้งวำ่ Lactobacillus 
sp. ไม่ใช่สำยพันธ์ุท่ีผลิตพอลิแซ็คคำไรค์ท่ีดีท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียจำกดิน เช่น 
Xanthomonas campestris ท่ีผลิต    แซนแทนมำกกว่ำ 2000 ตนัต่อปี เพื่อใช้บริโภคเป็นสำรเพิ่ม
ควำมข้นหนืด (Sutherland, 2002) โดยกำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ข้ึนอยู่กับอุณหภูมิ พีเอช 
ปริมำณออกซิเจน เป็นตน้ และพบวำ่น ้ำตำลซูโครสเป็นแหล่งคำร์บอนท่ีดีท่ีสุดส ำหรับ Lactobacilli 
สำยพนัธ์ุต่ำงๆ (Van Gee Schutten et al., 1998) นมและอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ ำตำลกลูโคสเป็นแหล่ง
คำร์บอนจะท ำให้เช้ือผลิตเอ็กโซพอลิแซ็ค  คำไรด์มำกท่ีสุด Table 1 แสดงกำรผลิตเอก็โซพอลิแซ็ค
คำไรด์โดยใช้สำยพันธ์ุ L. rhamnosus ในแหล่งอำหำรชนิดต่ำงๆ พบว่ำ L. rhamnosus ให้กำร
ผลิตเอก็โซพอลิแซ็คคำไรดสู์งสุดเท่ำกบั 2.7 กรัมต่อลิตร 
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Table 1 Principle producers and culture conditions for exopolysaccharides production 
Microorganisms Media EPS Temperature 

(°C) 
Time 
(h) 

pH Yield 
(mg/L) 

Ref. 

L. rhamnosus 9595 M 
L. delb. bulgaricus RR 
L. rhamnosus R 
L. delb. bulgaricus 
L. delb. bulgaricus 
L. rhamnosus GG  
L.delb. bulgaricus 291 
 
L. casei CG11 
  
L. helveticus 
 
L. delb. bulgaricus  
 
L. rhamnosus 9595 
L. paracasei 

BMMa 

Whey 
BMMa 

Milk 
MRS 
Milk 
Skimmed 
milk 
Skimmed 
milk 
Whey(prot
ein free) 
Whey 
permeate 
BMMa 

 

/ 
Dextran 
/ 
Dextran 
Dextran 
/ 
Dextran 
 
Alginate 
 
/ 
 
Dextran 
 
/ 
Dextran 

32-37 
38 
37 
42 
40 
37 
37 
 
25 
 
37 
 
37 
 
37 
32-37 

72 
24-8 
72 
24 
18 
20 
22 
 
48 
 
60 
 
18 
 
24 
72 

6 
5 
6 
/ 
/ 
/ 
/ 
 
/ 
 
5 
 
6 
 
6 
6 

~1000 
95-110 
500 
110 
263 
80 
80 
 
130 
 
730 
 
800 
 
2775 
~80 

Dupont et al., 2000 
Briczinski et al., 2002 
Pham et al., 2000 
Bouzar et al., 1996 
Aslim et al., 2005 
Landersjo et al., 2002 
Faber et al., 2001 
 
Cerning et al., 1994 
 
Lin et al., 2007 
 
Shene et al., 2007 
 
Macedo et al., 2002 
Dupont et al., 2000 

aBMM: Basal Minimal Medium  /: Not available 
ดดัแปลงจำก Badel (2011)  
 
    1.4 กำรใช้ประโยชน์เอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ 
          1.4.1 กำรใช้เอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ทำงด้ำนอุตสำหกรรมอำหำร 
                พอลิแซ็คคำไรด์ท่ีได้จำกพืชส่วนใหญ่ถูกน ำมำใช้ในอำหำรและใช้เอนไซม์ช่วยในกำร
ปรับปรุงคุณสมบติั เช่น cellulose, starch, pectin, alginate และ carrageenan แต่เน่ืองจำกเอนไซม์
โดยส่วนใหญ่จะมีควำมจ ำเพำะกบัสำรแต่ละชนิดท ำให้มีควำมยุง่ยำกในกำรน ำมำใชป้ระโยชน์ จึง
ไดมี้กำรน ำเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตจำกจุลินทรียม์ำประยุกตใ์ช้ในอำหำร ซ่ึงมีขอ้ดีคือมีควำม
หนืดสูงแมจ้ะใชท่ี้ควำมเขม้ขน้ต ่ำและมีคุณสมบติัเหมือนพลำสติก  
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 เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์สำมำรถใช้เป็นสำรเพิ่มเน้ือสัมผสั เพิ่มควำมคงตวั ปรับปรุง
ลักษณะปรำกฏของอำหำรหลำยชนิด และป้องกันกำรไหลเยิ้มของเจล สำรทดแทนไขมันใน
อุตสำหกรรมกำรผลิตโยเกิร์ต หรือใช้เป็นสำรปรุงแต่งในอำหำร ซ่ึงมีควำมปลอดภยัและรำคำถูก
กวำ่กำรใชส้ำรเคมี (Cerning, et al., 1994; Duenas et al., 2003) ตวัอย่ำงของเอ็กโซพอลีแซ็คคำไรด์
จำกแบคทีเรีย ไดแ้ก่ เด็กซแทรน ซ่ึงเป็นเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ตวัแรกท่ีผลิตจำกแบคทีเรียแลคติก 
ถูกน ำมำใช้ในกำรผลิตเจล ควำมแตกต่ำงของโครงสร้ำงท ำให้เด็กซแทรนมีคุณสมบติัทั้งละลำยน ้ ำ
ไดแ้ละไม่ละลำยน ้ ำ จึงน ำมำใชใ้นกำรผลิตลูกกวำด หมำกฝร่ัง และเจลล่ี แด็ซแทรนจะช่วยป้องกนั
กำรไหลเยิ้มของเจล ไอศกรีม และส่วนผสมในกำรท ำขนมพุดด้ิง และแซนแทนกมั ซ่ึงเป็นเอ็กโซ
พอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตจำก Xanthanmonas campetris ซ่ึงก่อโรคในพืชในปี 1969 แต่ได้รับกำร
ยอมรับให้สำมำรถน ำมำใชใ้นอำหำร และผลิตภณัฑต่์ำงๆ เช่น นม เคร่ืองด่ืม ลูกกวำด ซอส ขนมปัง 
น ้ ำผลไมแ้ละอำหำรสัตว ์หรือใชใ้นอุตสำหกรรมน ้ ำมนั อุตสำหกรรมยำ อุตสำหกรรมเคร่ืองส ำอำง 
อุตสำหกรรมกระดำษ อุตสำหกรรมสี และอุตสำหกรรมส่ิงทอ ตน้ทุนกำรผลิตแซนแทนกมัค่อนขำ้ง
ถูกเน่ืองจำกสำรตั้งตน้ท่ีใช้ คือกลูโคส และเช้ือสำมำรถเปล่ียนกลูโคสเป็นพอลิเมอร์ไดสู้งร้อยละ 
60-70 (Waites et al., 2009 อ้ำงโดย สุวรรณี สุขแสวง, 2559) รำยงำนจำก Gibson (2004) พบว่ำ
แบคทีเรียแลคติก 600 สำยพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดจ้ำกไส้กรอกหมกัชนิดแห้ง(salami) มีแบคทีเรียแลคติก 
30 สำยพนัธ์ุท่ีผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ได้ และพบว่ำเช้ือ L. sake O-1 เป็นสำยพนัธ์ุท่ีสำมำรถ
ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ชนิดแซนแทนท่ีมีควำมหนืดสูงและให้ผลผลิตสูง (1.4 กรัมต่อลิตร) 
สำมำรถน ำไปใชก้บัอำหำรไดห้ลำยชนิด  
  1.4.2 กำรใช้เอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ทำงเภสัชกรรม 
                พอลิเมอร์ท่ี นิยมใช้ในทำงเภสัชกรรมนั้ นมีมำกมำยทั้ งท่ีใช้ เป็นตัวยำส ำคัญ เป็น
ส่วนประกอบในต ำรับ หรือใช้เป็นบรรจุภณัฑ์ พอลิเมอร์ท่ีนิยมใช้ในทำงเภสัชกรรม เช่น ไคติน   
ไคโตแซน แด็กซ์แตรน เพคติน โดยส่วนใหญ่น ำมำใช้เป็นสำรช่วยในต ำรับยำต่ำงๆ โดยเป็นสำร
ช่วยควบคุมกำรปลดปล่อยยำหรือให้ตวัยำออกฤทธ์ินำน สำรก่อฟิล์ม สำรก่อเจล บำงต ำรำสำมำรถ
ท ำใหต้วัยำละลำยหรือแตกตวัไดดี้ข้ึน (จุไรรัตน์ นนัทำนิชม, 2546)  
      Maragkoudakis (2006) พบว่ำเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตโดยเช้ือ Lactococcus lactis 
subsp. cremoris KVS20 สำมำรถยบัย ั้งมะเร็งชนิด Sarcoma-180 ไดเ้ม่ือทดสอบโดยกำรฉีดเขำ้ช่อง
ทอ้งของหนูทดลองและยงัพบวำ่เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตโดยเช้ือ    L. helveticus spp. jugurti 
ช่วยยบัย ั้งกำรเกิดมะเร็งในหนู โดยพบว่ำกำรฉีดเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ให้กบัหนูเม่ือครบ 9 วนั สำมำรถยบัย ั้งกำรเกิดมะเร็งไดร้้อยละ 44 และเม่ือเพิ่มปริมำณเอ็กโซพอลิ
แซคคำไรด์เป็น 40 หรือ 80 มิลลิลิตรต่อกิโลกรัม สำมำรถยบัย ั้งกำรเกิดมะเร็งได้สูงถึงร้อยละ 33 
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นอกจำกน้ียงัพบว่ำเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีผลิตจำกเช้ือ Lactococcus lactis ssp. cremoris SBT 
0495 สำมำรถกระตุ้นกำรผลิต antibody ในหนูและกระตุ้นกำรท ำงำนของ T-lymphocyte 
macrophage และ cytokine ไดอี้กดว้ย (Law, 2001) 
 Liu และคณะ (2002) ทดสอบกำรยบัย ั้งมะเร็งชนิด Sarcoma-180 ของนมววัหมกัคีเฟอร์
และนมถัว่เหลืองหมกัคีเฟอร์โดยกำรฉีดเขำ้ช่องทอ้งของสัตวท์ดลองทำงปำก พบวำ่มีผลยบัย ั้งกำร
เจริญเติบโตของเน้ืองอกร้อยละ 64.8 และ 70.9 ตำมล ำดบั และยงัพบวำ่เกิดกำรสลำยเซลล์มะเร็งผล
กำรศึกษำน้ีช้ีให้เห็นวำ่นมหมกัคีเฟอร์และนมถัว่เหลืองหมกัคีเฟอร์อำจมีองคป์ระกอบท่ีมีแนวโน้ม
ป้องกนัโรคมะเร็งและเพิ่มประสิทธิภำพของควำมตำ้นทำนต่อกำรติดเช้ือในระบบทำงเดินอำหำรได ้
 Blandon และคณะ (2016) ศึกษำกำรใช้คีเฟอรัน ร่วมกับอัลจิเนต ในกำรห่อหุ้มยำ
ปฏิชีวนะ พบวำ่คีเฟอรันช่วยในกำรรักษำเสถียรภำพทนควำมร้อนและกรดในกระเพำะอำหำร โดย
จดัเป็นไบโอโพลิเมอร์ท่ีผลิตจำกจุลินทรียท่ี์ไดรั้บว่ำปลอดภยัน ำมำใช้ห่อหุ้มยำ อีกทั้งยงัช่วยเพิ่ม
กิจกรรมทำงชีวภำพต่อตำ้นจุลินทรียเ์พิ่มข้ึน  
          1.4.3 กำรใช้ประโยชน์ของเอก็โซพอลแิซ็คคำไรด์ในกำรยบัยั้งจุลนิทรีย์ก่อโรค 
                เอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์จำกแบคที เรียแลคติกในกลุ่ม Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc, Acetobacillus และ  Streptococcus spp. พบว่ำมีฤท ธ์ิต้ำนจุลินทรีย์ก่อโรค ได้แก่ 
Salmonelia, Helicobacillus, Shigella, Streptococcus และ Escherichia coli จำกกำรทดลองของ 
Rodrigues และคณะ (2005) พบว่ำเม่ือน ำคีเฟอรันท่ีระดบัควำมเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
มำทดสอบกำรยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคโดยวิธี agar well diffusion โดยพบว่ำ S. pyogenes มีควำมไว
ต่อคีเฟอรันมำกท่ีสุดรองลงมำคือ S. aureus, S. salivarius, Salmonelia typhinmurium, Candida 
albicans และ Lueconostoc monocytogenase ตำมล ำดับในขณะท่ี Psudomonas aerogioosa และ     
E. coli มีควำมไวต่อคีเฟอรันนอ้ยมำก 
 Rodrigues และคณะ (2005) ศึกษำคุณสมบติัของกำรเป็นสำร antimicrobial agents ของ
สำรสกดัจำกคีเฟอร์และคีเฟอรัน และผลของกำรสมำนแผลติดเช้ือ Staphylococcus aureus ในหนู 
Wistar พบวำ่Kefir gel ควำมเขม้ขน้ร้อยละ 70 สำมำรถลดอำกำรอกัเสบสมำนแผลไดภ้ำยใน 7 วนั 
และให้ผลกำรสมำนแผลไดดี้กว่ำหนูในกลุ่มท่ีสมำนแผลดว้ย neomycin-clostebol emulsion ควำม
เขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 Table 2 แสดงกำรประยุกต์ิใช้เอ็กโซพอลีแซคคำไรด์ ไดแ้ก่ เดกซ์แทน, อินนูลิน, ลีแวน, 
คีเฟอรัน โดยพบว่ำเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ เหล่ำน้ีมีคุณสมบัติเป็นสำรท่ีสำมำรถยบัย ั้ งกำร
เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคบำงสำยพนัธ์ุ อีกทั้งสำมำรถใช้เป็นตวัยำท่ีรักษำเน้ืองอกตำ้น
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มะเร็ง และลดระดบัคลอเรสเตอรอลในเลือดให้กบัผูป่้วยท่ีเป็นโรคเบำหวำนไดด้ว้ยเช่นกนั เป็นตน้ 
(Shiomi et al., 1982; Maeda et al 2004; Rodrigues et al., 2005) 
Blandon และคณะ (2018) ทดสอบคุณสมบติัของคีเฟอรันต่อกำรเป็น biocidal properties โดยใช้
วิเครำะห์แบบ Live/Dead BacLight real time พบว่ำคีเฟอรันมีกิจกรรมต่อตำ้นเช้ือก่อโรค พวกเช้ือ 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium 
และเช้ือ S. typhimurium  
 
Table 2 Applications and linkages of functional exopolysaccharides from lactic acid bacteria  
EPS แบคทีเรียแลคติก โครงสร้ำง กำรน ำไปประยกุตใ์ช ้
เดกซ์แทน 
(Dextran) 

Leuconostoc mesenteroides  
Streptococcus mutans  

α-1 ,6  glycosidic linkages 
in main chain and α-1 ,2 , 
α-1,3 and α-1,4branched 
glycosidic linkages 

-ใชเ้ป็นสำรเพิ่มควำมคงตวั 
-ใชใ้นอุตสำหกรรมกระดำษ 
 

อั ล เ ท อ
แนน 
(Alternan) 

Leuconostoc mesenteroides  α-1,6and α-1,3 glycosidic 
linkages, with some α-1,3 
branchings 

-ใชเ้ป็นสำรพรีไบโอติก 
- ใชเ้ป็นสำรใหค้วำมหวำน 
-ใชเ้ป็นสำรแทนควำมหนืด 

ลีแวน  
(Levan) 

Steptococcus salivarius 
Steptococcus mutans 
Leuconostoc mesenteroides 
Lactobacillus  
    sanfranciscensis 
Lactobacillus reuteri 

β-2, 6 glycosidic bonds 
β-2,1-linked side chains 

-ใชเ้ป็นสำรพรีไบโอติก 
- ใชเ้ป็นสำรตำ้นมะเร็ง 
-ใชเ้ป็นสำรเพิ่มควำมหนืด 

อินนูลิน 
(Inulin) 

Lactobacillus johnsonii  
Streptococcus mutans  
Leuconostoc citreum 
Lactobacillus reuteri 

β-1,2 glycosidic -ใชเ้ป็นสำรพรีไบโอติก 
- ใชเ้ป็นสำรตำ้นจุลินทรีย ์
-ใชเ้ป็นสำรทดแทนไขมนั 
-ใชเ้ป็นสำรขนส่งยำ 
-ใชเ้ป็นสำรตำ้นมะเร็ง 

คีเฟอรัน 
(kefiran) 
 

Lactobacillus      
    kefiranofaciens 
Lactobacillus kefirgranum 

Glucose and galactose 
monomers 
 

- มีคุณสมบติัควำมหนืด 
ของยำงเจลท่ีเป็นกรด 
- คุณสมบัติต้ำนเช้ือจุลินทรีย์
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Lactobacillus parakefir 
Lactobacillus kefir 
 

และสมำนแผล 
- ควำมสำมำรถในกำรลดควำม
ดนัโลหิตและคอเลสเตอรอล 
- มีควำมสำมำรถในกำรชะลอ
กำรเติบโตของเน้ืองอก 
- เพิ่มภูมิคุม้กนัของล ำไส้ 

ดดัแปลงจำก Patel และคณะ (2012) 
 
 1.4.4 คุณสมบัติต้ำนอนุมูลอสิระของเอก็โซพอลแีซ็คคำไรด์ 
                อนุมูลอิสระหมำยถึงสำรท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวในอะตอมหรือโมเลกุล เป็นสำเหตุของ
โรคต่ำงๆ มำกมำย ไดแ้ก่ โรคชรำ โรคมะเร็ง โรคหวัใจขำดเลือด โรคควำมจ ำเส่ือม โรคขอ้อกัเสบ 
โรคภูมิแพโ้รคควำมดนั โลหิต โรคเหงือก โรคเก่ียวกบัสำยตำ เกิดควำมผดิปกติของปอด และระบบ
ประสำท เป็นตน้ ธรรมชำติหรือร่ำงกำยของส่ิงมีชีวิต จึงมีกำรสร้ำงสำรตำ้นอนุมูลอิสระข้ึนมำเพื่อ
ท ำหน้ำท่ีในกำรตำ้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงกลไกในกำรตำ้นอนุมูลอิสระมีหลำยรูปแบบ เช่น กำรดกัจบั
อนุมูลอิสระ กำรยบัย ั้งกำรท ำงำนของออกซิเจนท่ีขำดอิเล็กตรอนกำรจบักบัโลหะท่ีสำมำรถเร่ง
ปฏิกิริยำออกซิเดชนั กำรหยุดปฏิกิริยำกำรสร้ำงอนุมูลอิสระกำรเสริมฤทธ์ิและกำรยบัย ั้งกำรท ำงำน
ของเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยำอนุมูลอิสระ ซ่ึงสำรตำ้นอนุมูลอิสระมีทั้งจำกธรรมชำติและจำกกำร
สังเครำะห์ (บุหรัน พนัธ์ุสวรรค ์,2556) 
 Sun และคณะ (2015) รำยงำนวำ่เอ็กโซพอลีแซ็คคำไรด์บำงชนิดมีกิจกรรมกำรตำ้นอนุมูล
อิสระ และมีควำมสำมำรถในกำรกกัเก็บควำมชุ่มช้ืนได ้และไดรั้บกำรประเมินควำมปลอดภยั และ
นิยมใช้ในด้ำนอำหำร เคร่ืองส ำอำงยำ และชีวกำรแพทยแ์ละมีพอลีแซ็คคำไรด์ Fucose สำมำรถ
ประยุกต์ใชเ้ป็นองคป์ระกอบของสำรต่อตำ้นมะเร็งและยำตำ้นกำรอกัเสบในกำรจดัท ำครีมเพื่อเร่ง
กำรรักษำบำดแผลและเป็นสำรให้ควำมชุ่มช้ืนและต่อต้ำนร้ิวรอย (Peterszegi et al., 2003a, b; 
Cescutti et al., 2005) นอกจำกน้ีย ังมีรำยงำนว่ำ fucogel และ fucogel oligosaccharides มีฤท ธ์ิ
ต่อต้ำนร้ิวรอยผิวซ่ึงโดยกลไกกำรกระตุ้นกำรแพร่ขยำยและกำรรอดชีพของไฟโบรบลำสต ์
(Peterszegi et al., 2003a) Chen และคณะ (2015) ศึกษำกิจกรรมสำรตำ้นอนุมูลอิสระของเอ็กโซโพ
ลีแซคคำไรด์ท่ีผลิตจำกก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรนพบว่ำเอ็กโซโพลีแซ็คคำไรด์มีกำรค ำนวณค่ำควำม
เข้มข้นของสำรตัวอย่ำงท่ีสำมำรถท ำให้ควำมเข้มข้นของ DPPH ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) 
ส ำหรับกำรย ับย ั้ ง (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH) ของ 1.73 มิลลิกรัมต่อมิลลิ ลิตร มี
กิจกรรมสำรตำ้นอนุมูลอิสระถึงร้อยละ 52.23  
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2. คีเฟอรัน (kefiran) 
               คีเฟอรันเป็นสำรประกอบเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีพบในคีเฟอร์เกรน (Piermaria et al.,  
2016)  ซ่ึงคีเฟอร์เกรนคือกอ้นเช้ือผสมระหวำ่งแบคทีเรียแลคติกและยีสตท่ี์นิยมใชส้ ำหรับหมกันม
เปร้ียวคีเฟอร์ของชำวพื้นเมืองในประเทศรัฐเชีย เอ็กโซโพลีแซ็คคำไรด์มีท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรด
แลคติคได้รับควำมสนใจเพิ่มข้ึน เน่ืองจำกโดยทัว่ไปได้รับกำรยอมรับว่ำปลอดภยั Zajsek และ 
Gorsek (2010) รำยงำนวำ่โครงสร้ำงของคีเฟอรันนั้นประกอบดว้ยน ้ำตำลกลูโคสและกำแลคโตสใน
อตัรำส่วน 1:1 โดยโครงสร้ำงของคีเฟอรันดงัเแสดงใน Figure 2 ในขณะ Wang และคณะ (2008) 
รำยงำนว่ำโครงสร้ำงของคีเฟอรันนั้ นสำมำรถเปล่ียนแปลงไปได้ตำมแหล่งคำร์บอนท่ีใช้ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัรำยงำนของ  Blandon และคณะ (2018) ท่ีไดศึ้กษำกำรใชน้ ้ ำตำลหลำยชนิดและพบวำ่
โครงสร้ำงของคีเฟอรันสำมำรถเปล่ียนแปลงตำมชนิดของน ้ ำตำลแต่ยงัคงมีคุณสมบติัเช่นเดิม โดย    
คีเฟอรันอยู่ในรูปท่ีถูกขบัออกนอกเซลล์ (broth kefiran) และท่ีเกำะติดอยู่กบัผนังเซลล์ในรูปของ
แคป ซู ล  (capsular kefiran) (Cheirsilp et al., 2001) คี เฟ อ รัน ถู ก ใช้ กัน อย่ ำงก ว้ำงข ว ำงใน
อุตสำหกรรมอำหำร อุตสำหกรรมผลิตเคร่ืองส ำอำงหรือเภสัชกรรม เน่ืองจำกเป็นสำรเพิ่ม
ประสิทธิภำพในอำหำร สำรเพิ่มควำมคงตวัในอำหำร สำรทดแทนไขมนั และเป็นสำรท ำให้เกิดเจล
(Dimitreli et al., 2016) และห่อหุ้มในผลิตภณัฑ์ทำงเภสัชกรรมไดด้ว้ย (Blandon et al., 2016) และ
ยงัมีคุณสมบติัเป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระ (Chen et al., 2015) และสำรตำ้นแบคทีเรียเช้ือก่อโรค เช้ือ
รำ และมีกิจกรรมของกำรตำ้นเน้ืองอก (Ghasemlou et al.,  2012; Blandon et al., 2016; Blandon et 
al., 2018)  ซ่ึงคุณสมบติัน้ีเป็นท่ีน่ำสนใจเป็นอยำ่งยิ่ง นอกจำกน้ีพรผจง เลำหวเิชียร (2009) ไดศึ้กษำ
สรรพคุณของนมหมกัคีเฟอร์ (บวัหิมะ) และพบว่ำคีเฟอรันท่ีสกัดได้สำมำรถน ำมำประยุกต์ใช้
ประโยชน์ไดห้ลำยอยำ่ง เช่น กำรใชเ้ป็นเคร่ืองส ำอำงทำใบหนำ้ช่วยกระชบัรูขุมขน ท ำให้ใบหนำ้ดู
อ่อนเยำว ์เต่งตึง และยงัช่วยขจดัสิว คีเฟอรันยงัช่วยป้องกนักำรเกิดแผลพุพองในปำกท่ีเกิดจำกเช้ือ
รำ (Thrush) ชนิด C. alhicans นอกจำกน้ีคีเฟอรันช่วยเพิ่มกำรผลิตของ interferon b-cortisol และ 
noradrenaline ในเซลลข์องมนุษย ์และใชเ้ป็นอำหำรเสริมเพื่อลดควำมเครียดได ้(Wang et al., 2008) 
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Figure 2 Structure of kefiran from L. kefiranofaciens 
ท่ีมำ: Badel และคณะ (2011) 
 
3. คีเฟอร์เกรน (kefir grains) 
              คีเฟอร์เกรนเป็นกอ้นเช้ือผสมระหว่ำงยีสต์และแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีกำรฝังตวัอยู่ใน
สำรเมือกเหนียวท่ีเรียกวำ่ คีเฟอรัน ซ่ึงลกัษณะของคีเฟอร์เกรนนั้นเป็นกอ้นตะปุ่มตะป ่ ำคลำ้ยดอก
กระหล ่ำสีขำว โดยมีขนำดตั้งแต่ 5-20 มิลลิเมตร (Arihara et al., 1990) คีเฟอร์เกรนเป็นหัวเช้ือนม
หมักพื้นเมืองของชำวคอเคชัส นมหมักท่ีได้มี คุณสมบัติท่ีได้ประโยชน์ มีรสเปร้ียวและมี
แอลกอฮอล์ผสมอยู่ด้วย (Zajsek and Gorsek, 2010) ขณะท่ีก้อนเช้ือจุลินทรีย์ในน ้ ำนมจะมี
กระบวนกำรแบ่งเซลล์เพื่อเพิ่มจ ำนวนอย่ำงต่อเน่ืองพร้อมกับมีกำรสร้ำงสำรพอลิแซ็คคำไรด ์         
(คีเฟอรัน) ควบคู่กนัไป ดงันั้นคีเฟอร์เกรนจึงเป็นเสมือนกอ้นเช้ือผสมท่ีตรึงตวัเองอยูบ่นกอ้นสำร
เมือก ท ำให้สำมำรถใช้เป็นหัวเช้ือในกำรผลิตไดอ้ย่ำงต่อเน่ืองไม่ส้ินสุด (Habibi et al., 2011) จำก
กำรศึกษำลักษณะทำงกำยภำพของก้อนคีเฟอร์เกรนพบว่ำจุลินทรีย์ภำยในก้อนคีเฟอร์เกรนนั้น
ประกอบดว้ยยีสต์และแบคทีเรียแลคติก ส ำหรับสำยพนัธ์ุของยีสต์ภำยในกอ้นคีเฟอร์เกรน มีกำร
รำยงำนไวแ้ตกต่ำงกนัโดย La Riviere และ Kooiman (1967) รำยงำนว่ำยีสต์ท่ีพบร้อยละ 90 เป็น 
Saccharomyces delbrueckii ซ่ึงไม่สำมำรถใช้น ้ ำตำลแลคโตสส ำหรับกระบวนกำรเมตำบอลิซึม
ภำยในเซลล์ได ้ในขณะท่ี Iwasawa และคณะ (1982) รำยงำนวำ่ Saccharomyces exiguous เป็นยีสต์
ท่ีพบมำกในก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรน ส ำหรับแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบส่วนใหญ่คือ Lactobacillus 
spp. และพบ Leuconostoc spp. และ Streptococcus spp. อยู่ประมำณร้อยละ 1 และ 0.1 ตำมล ำดับ 
โดยในช่วงแรกท่ีมีกำรศึกษำสำยพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติกในกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรนพบวำ่ส่วน
ใหญ่เป็นกลุ่ม Heterofermentative ได้แก่ Leuconostoc brevis จึงมีข้อสัณนิฐำนว่ำแบคทีเรียสำย
พนัธ์ุดังกล่ำวมีบทบำทสร้ำงเมือก (La Riviere และ Kooiman, 1967) แต่ต่อมำมีรำยงำนกำรพบ
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แบคทีเรียชนิดใหม่ท่ีช่ือว่ำ Lactobacillus kefiranofaciens ซ่ึงเป็นสำยพันธ์ุท่ีมีกำรสร้ำงคีเฟอรัน
อย่ำงแท้จริง (Toba et al., 1986; Fujisawa et al., 1988) ส ำหรับสมบัติเฉพำะท่ีน่ำสนใจของก้อน
เช้ือคีเฟอร์เกรนสำมำรถจ ำแนกไดด้งัต่อไปน้ี (Arihara et al., 1990) 
1) เซลล์ในกอ้นเช้ือน้ีมีควำมสำมำรถในกำรเพิ่มขนำดและจ ำนวนไดอ้ยำ่งต่อเน่ืองโดยเช้ือจุลินทรีย์
ทั้งหมดยงัคงตรึงอยูใ่นกอ้นเมือก 
2) โดยปกติกอ้นเช้ือสำมำรถเกิดกำรหมกัไดเ้ป็นเวลำนำน ถำ้อยูใ่นสภำวะกำรเพำะเล้ียงเช่นเดิม 
3) ถึงแมว้่ำสภำวะท่ีใช้ในกำรหมกัจะไม่ได้ปลอดเช้ือ แต่จะไม่พบกำรปนเป้ือนในกระบวนกำร 
หมกั ด้วยเหตุผลท่ียงัไม่ทรำบแน่ชัด แต่คำดว่ำอำจจะเน่ืองจำกกำรท่ีเช้ือตรึงตวัในสำรเมือกนั้น
ส่งผลใหเ้ซลลมี์ระบบป้องกนัและสำมำรถด ำเนินบทบำทของตวัเองต่อไปได ้
4) กำรอยูร่่วมกนัของเซลลย์ีสตแ์ละแบคทีเรียกรดแลคติกในกอ้นเช้ือ ท ำให้เกิดกระบวนกำรหมกัท่ี
สำมำรถผลิตสำรท่ีมีคุณค่ำทำงโภชนำกำรและมีฤทธ์ิทำงเภสัชวทิยำ 
 
4. กำรผลติคีเฟอรัน 

ในปัจจุบนัหลำยประเทศก ำลงัให้ควำมสนใจกบักำรผลิตคีเฟอรันอยำ่งจริงจงั เน่ืองจำกคี
เฟอรันเป็นสำรท่ีมีประโยชน์สำมำรถน ำไปใช้ในอุตสำหกรรมอำหำรได้อย่ำงกวำ้งขวำงรวมทั้ง
สำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้ในทำงกำรแพทยไ์ด้ ซ่ึงคีเฟอรันสำมำรถผลิตได้ทั้งจำกกอ้นเช้ือคีเฟอร์
เกรนหรือผลิตโดยเช้ือ L. kefiranofaciens 
 4.1 กำรผลติคีเฟอรันจำกก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรน 

Zajsek และคณะ (2013) ศึกษำกำรผลิตคีเฟอรันจำกเช้ือผสมท่ีอยู่ในคีเฟอร์เกรน โดยใช้
นมสดเป็นอำหำรเล้ียงเช้ือ โดยมีกำรเติมแหล่งคำร์บอนท่ีเป็นน ้ ำตำลชนิดต่ำงๆ ท่ีควำมเขม้ข้น         
50 กรัมต่อลิตร คือน ้ ำตำลฟรุคโตส น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลซูโครส และน ้ ำตำลแลคโตส พบวำ่กำร
เติมแหล่งคำร์บอนท่ีเป็นน ้ ำตำลแลคโตสท ำให้น ้ ำหนกัคีเฟอร์เกรนเพิ่มข้ึนสูงท่ีสุด เท่ำกบั 12 กรัม
ต่อลิตร และให้กำรผลิตคีเฟอรันเท่ำกบัร้อยละ 4.3 ของน ้ ำหนักคีเฟอร์เกรน รองลงมำคือ น ้ ำตำล
ซูโครส ให้น ้ ำหนกัคีเฟอร์เกรนเท่ำกบั 9 กรัมต่อลิตร และให้กำรผลิตคีเฟอรันเท่ำกบัร้อยละ 3 ของ
น ้ ำหนกัคีเฟอร์เกรน ในขณะท่ีน ้ ำตำลฟรุคโตสน ้ ำตำลกลูโคส ให้น ้ ำหนักคีเฟอร์เกรนเพียง 7 และ       
6 กรัมต่อลิตร และใหก้ำรผลิตคีเฟอรันเท่ำกบัร้อยละ 4 และ 2.5 ของน ้ำหนกัคีเฟอร์เกรน ตำมล ำดบั 
 4.2 กำรผลติคีเฟอรันจำกแบคทเีรียแลคติก 

กำรผลิตคีเฟอรันโดยเช้ือเด่ียวเร่ิมตน้จำกท่ี Yokoi และคณะ(1990) คดัแยกแบคทีเรียกรด
แลคติกท่ีมีกำรผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ในลกัษณะท่ีเกำะติดรอบเซลล์จำกกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรน
จ ำนวน 5 สำยพนัธ์ุ ประกอบดว้ย KPB-167A, KPB-167B, KPB-167C, KPB-167D, KPB-167E เม่ือ



17 

 

น ำไปเล้ียงในอำหำรท่ีมีหำงนมเป็นองค์ประกอบพบว่ำแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ ง 5 สำยพันธ์ุ 
สำมำรถผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์ท่ีมีน ้ ำตำลกลูโคสและกำแลคโตสเป็นองค์ประกอบใน
อตัรำส่วน 1:1 หรือท่ีเรียกว่ำคีเฟอรัน ปริมำณ 300-400 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีกำรปลดปล่อย                    
คีเฟอรันออกสู่น ้ ำหมกัร้อยละ 60-80 ของปริมำณกำรผลิตทั้งหมด ต่อมำ Mitsue และคณะ (1998) 
ศึกษำกำรชกัน ำกำรกลำยพนัธ์ุของเช้ือ Lactobacillus kefiranofaciens KF-75 โดยใช้แสงอลัตร้ำไว
โอเลตเพื่อเพิ่มประสิทธิภำพคีเฟอรันท ำให้เช้ือมีควำมเหมำะสมส ำหรับกำรผลิตในอุตสำหกรรม 
เม่ือน ำเช้ือท่ีถูกชักน ำให้เกิดกำรกลำยพนัธ์ุมำเพำะเล้ียงด้วยระบบกะสำมำรถผลิตคีเฟอรันได้ 2.5 
กรัมต่อลิตร ภำยในเวลำ 7 วนั  นอกจำกน้ี  Mitsue และคณะ (1999) ได้ท ำกำรศึกษำกำรเพิ่ม
ประสิทธิภำพกำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens KF-75 โดยกำรเล้ียงร่วมกับยีสต ์
Torulaspora delbrueckii IFO 1626 ซ่ึงเป็นยีสตท่ี์คดัแยกไดจ้ำกคีเฟอร์เกรน และพบวำ่กำรเล้ียงเช้ือ
ผสมท ำให้ L. kefiranofaciens KF-75 ผลิตคีเฟอรันสูงข้ึนเป็น 3.74 กรัมต่อลิตร ซ่ึงคิดเป็นสองเท่ำ
ของกำรผลิตท่ีใช ้L. kefiranofaciens  KF-75 เพียงชนิดเดียว 1.88 กรัมต่อลิตร 

โดยปัจจยัท่ีมีผลต่อกำรผลิตคีเฟอรันจำกแบคทีเรียแลคติก ไดแ้ก่ 
           4.2.1 องค์ประกอบของอำหำรเลีย้งเช้ือ 
                   1) แหล่งคำร์บอน 
                       คำร์บอนเป็นแหล่งพลงังำนท่ีส ำคญัต่อจุลินทรียเ์พื่อใช้ในกำรเจริญ กำรสร้ำงเซลล์
และผลิตภณัฑ์ จำกงำนวิจยัของ Yokoi และ Watanabe (1992) ท่ีศึกษำผลของแหล่งคำร์บอนต่อกำร
ผลิตคีเฟอรันโดยเช้ือ Lactobacillus sp. KPB-167B โดยเปรียบเทียบกำรเติมน ้ ำตำลแลคโตสควำม
เขม้ขน้ 2, 5, 7.5 และ 10 น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลซูโครสร้อยละ 10 และน ้ ำตำลกลูโคสร้อยละ 5 เป็น
แหล่งคำร์บอน พบว่ำน ้ ำตำลแลคโตสท่ีควำมเขม้ขน้ร้อยละ 10 เป็นควำมเขม้ขน้ท่ีเหมำะสมท่ีให้
กำรผลิตคีเฟอรันสูงสุดเท่ำกบั 1.53 กรัมต่อลิตร รองลงมำคือน ้ ำตำลซูโครส และน ้ ำตำลกลูโคส ให้
กำรผลิตคีเฟอรันเท่ำกบั 0.82, 0.52 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั และพบว่ำน ้ ำตำลกลูโคสร้อยละ 5 ผสม
กบัน ้ ำตำลกำแลคโตสร้อยละ 5 เป็นแหล่งคำร์บอนท่ีไม่เหมำะสมต่อกำรเจริญของเช้ือและกำรผลิต  
คีเฟอรัน โดยเช้ือใหก้ำรผลิตคีเฟอรันเพียง 0.32 กรัมต่อลิตร  
                    Cheirsilp และคณะ (2003) ศึกษำกำรเพิ่มประสิทธิภำพกำรผลิตคี เฟอรันของ                
L. kefiranofaciens โดยกำรเล้ียง L. kefiranofaciens JCM 6985 ร่วมกับ Saccharomyces cerevisiae 
IFO 0216 ภำยใตร้ะบบท่ีมีกำรหมกัแบบก่ึงกะท่ีมีกำรเติมสำรอำหำรใหม่ซ่ึงประกอบดว้ยน ้ ำตำล       
แลคโตส 300 กรัมร่วมกับยีสต์สกัด 100 กรัม เขำ้สู่ระบบท่ี 46 และ 60 ชั่วโมง พบว่ำมีผลท ำให ้             
L. kefiranofaciens JCM6985  ผลผลิตคีเฟอรันเพิ่มข้ึนจำก 44 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ในระบบ
กำรหมกัแบบกะเป็น 62 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ในระบบกำรหมกัแบบก่ึงกะ 
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    นอกจำกน้ี Tada และคณะ (2007) ไดศึ้กษำกำรเพิ่มประสิทธิภำพในกำรผลิตคีเฟอรัน
ของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ท่ีเล้ียงร่วมกบั S. cerevisiae IFO 0216 ภำยใตร้ะบบกำรหมกั
แบบก่ึงกะท่ีมีกำรเติมน ้ ำตำลแลคโตสในลักษณะ feedback และ feedforward พร้อมทั้ งควบคุม
ปริมำณกรดแลคติกในระบบให้ต ่ำกวำ่ระดบัท่ียบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือ ผลกำรทดลองพบวำ่กำรเล้ียง
เช้ือผสมภำยใต้ระบบดังกล่ำวท ำให้ เช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 สำมำรถผลิตคีเฟอรันได ้    
6.3 กรัมต่อลิตร ซ่ึงปริมำณสูงกว่ำกำรเล้ียงเช้ือผสมภำยใตก้ำรหมกัแบบกะท่ีผลิตคีเฟอรันไดเ้พียง 
4.5 กรัมต่อลิตร  
       Wang และBi (2008) ศึกษำผลของแหล่งคำร์บอนต่อกำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ             
L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยใช้แหล่งคำร์บอนชนิดต่ำงๆ คือ น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลแลคโตส 
น ้ ำตำลมอลโตส น ้ ำตำลซูโครส น ้ ำตำลฟรุคโตส น ้ ำตำลกำแลคโตส และโซลูเบิลสตำร์ช ท่ีควำม
เขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ผลกำรทดลองพบวำ่เช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985  สำมำรถใชน้ ้ ำตำล
มอลโตสในกำรเจริญและผลิต   คีเฟอรันได้สูงสุด เท่ำกบั 1.76 และ 1.60 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั 
และแหล่งคำร์บอนท่ีเป็นโซลูเบิลสตำร์ชให้กำรผลิตคีเฟอรันนอ้ยท่ีสุด 1.22 กรัม ต่อลิตร ดงัตำรำง
แสดงใน Table 3 
 
Table 3 Effect of carbon sources on cell growth and kefiran production by L. kefiranofaciens  
           JCM6985 
Source Dry cell weight (g/L) Kefiran (g/L) 
Glucose 
Lactose 
Maltose 
Sucrose 
Fructose 
Galactose 
Soluble Starch 

16.7+0.2 
16.7+0.3 
20.2+0.2 
17.4+0.4 
14.3+0.4 
13.7+0.4 
12.8+0.6 

1.6+0.08 
1.76+0.05 
2.27+0.09 
1.48+0.1 
1.36+0.06 
1.33+0.08 
1.22+0.07 

ท่ีมำ: ดดัแปลงจำก Wang และ Bi (2008) 
 
       Yeesang และคณะ (2008) ศึกษำกำรผลิตคีเฟอรันจำกเช้ือ  L. kefiranofaciens JCM 
6985 โดยใช้แป้งสำคูเป็นแหล่งคำร์บอนและเติมเอนไซม์อลัฟำอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส ใน
กำรเปล่ียนแป้งสำคูให้เป็นน ้ ำตำลกลูโคส โดยศึกษำควำมเขม้ขน้ของแป้งสำคูท่ี 20, 30, 40, 50 กรัม
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ต่อลิตร และใชเ้อนไซมผ์สมระหวำ่งอลัฟำและกลูโคสอะไมเลส ในอตัรำส่วน 50:50 ผลกำรทดลอง
พบวำ่แป้งสำคูท่ีเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ให้กำรผลิตคีเฟอรันท่ีสูงท่ีสุดเท่ำกบั 0.83 กรัมต่อลิตร และ
พบว่ำกำรเพิ่มควำมเขม้ขน้แป้งสำคูเป็น 50 กรัมต่อลิตร ให้กำรผลิตคีเฟอรันลดลงเล็กน้อยเท่ำกบั 
0.80 กรัมต่อลิตร  

Cheirsilp และ Radchabut (2011) ศึกษำกำรเพิ่มประสิทธิภำพกำรผลิตคีเฟอรันของ
เช้ือ L. kefiranofaciens JCM6985 โดยเล้ียงร่วมกับยีสต์สำยพันธ์ุ S. cerevisiae IFO 0216 และใช้
แหล่งคำร์บอนทดแทนจำกเวยแ์ลคโตสควำมเขม้ขน้ร้อยละ 4 พบวำ่กำรเล้ียงเช้ือผสมส่งเสริมให้มี
กำรผลิตคีเฟอรันเพิ่มข้ึนจำกกำรเล้ียงเช้ือเด่ียวท่ีผลิตได้ 568 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 870 และ 938 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในกำรเล้ียงเช้ือผสมภำยใตส้ภำวะให้อำกำศและไม่ให้อำกำศ ตำมล ำดบั ต่อมำ 
Ghasemlou และคณะ (2012) ศึกษำกำรผลิตคีเฟอรันจำกเช้ือผสมในคีเฟอร์เกรนโดยใช้แหล่ง
คำร์บอนรำคำถูกจำกเวยแ์ลคโตส และสภำวะท่ีเหมำะสมของกำรผลิตคีเฟอร์รันดว้ยวิธี Response 
surface methodology (RSM) โดยปัจจยัท่ีศึกษำคือ ควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลแลคโตสในช่วง 20-100 
กรัมต่อลิตร ควำมเขม้ขน้ของยีสต์สกัดในช่วง 0-24 กรัมต่อลิตร พีเอชเร่ิมตน้ของอำหำรในช่วง     
3.5-7.5  และอุณหภูมิในช่วง 15-35 องศำเซลเซียส ผลกำรทดลองพบว่ำควำมเข้มข้นน ้ ำตำล           
แลคโตส 67 กรัมต่อลิตร ควำมเข้มข้นของยีสต์สกัด 13 กรัมต่อลิตร พีเอช 5.7 และอุณหภูมิ 24 
องศำเซลเซียส เป็นสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตคีเฟอรัน โดยให้กำรผลิตคีเฟอรันสูงท่ีสุดเท่ำกบั 
712 มิลลิกรัมต่อลิตร  

Dailin และคณะ (2015) ศึกษำกำรพฒันำอำหำรเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens  เพื่อให้
ได้ผลผลิตคีเฟอรันสูงข้ึน ซ่ึงแหล่งคำร์บอนท่ีศึกษำคือ น ้ ำตำลกลูโคส, น ้ ำตำลแมนโนส,              
น ้ ำตำลซูโครส, น ้ ำตำลแลคโตส ท่ีมีควำมเขม้ขน้เท่ำกนั 20 กรัมต่อลิตร พบวำ่น ้ ำตำลแลคโตสให้
ปริมำณกำรผลิต  คีเฟอรันมำกท่ีสุด เท่ำกับ 0.36 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงถึงร้อยละ 56  เม่ือเทียบกับ
น ้ ำตำลกลูโคส นอกจำกน้ีนักวิจยัได้มีกำรศึกษำควำมเขม้ขน้น ้ ำตำลแลคโตสท่ีต่ำงกนัท่ี 0.0-100 
กรัมต่อลิตร และพบว่ำกำรเจริญเติบโตของเซลล์เพิ่มข้ึนตำมควำมเข้มขน้ของแลคโตส โดยให้
น ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 1.4 กรัมต่อลิตร ท่ีควำมเขม้ขน้น ้ำตำลแลคโตส 100 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีน ้ ำตำล
แลคโตสท่ีควำมเขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตรใหก้ำรผลิตคีเฟอรันสูงสุดเท่ำกบั 0.76 กรัมต่อลิตร  

Suksawang และคณะ (2016) ศึกษำผลของแหล่งคำร์บอนในกำรเล้ียงเช้ือ  L. 
kefiranofaciens JCM 6985 เพื่อผลิตคีเฟอรัน ไดแ้ก่ น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลกำแลคโตส น ้ ำตำลแลค
โตส และน ้ ำตำลซูโครส ท่ีควำมเขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร พบวำ่น ้ำตำลแลคโตสให้ปริมำณคีเฟอรันสูง
ถึง 283.33 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเทียบกบัน ้ำตำลชนิดอ่ืน อีกทั้งยงัมีกำรศึกษำแหล่งคำร์บอกรำคำถูก
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โดยใชก้ำกน ้ ำตำล (molasses) เป็นแหล่งคำร์บอน พบวำ่กำรใชก้ำกน ้ ำตำลท่ีควำมเขม้ขน้ 80 กรัมต่อ
ลิตรสำมำรถใหก้ำรผลิตคีเฟอรันสูงสุดถึง 1286 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Blandón และคณะ (2018) ศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมของกำรเติมน ้ ำตำลแต่ละชนิดใน
หำงนม ไดแ้ก่ น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลกำแลคโตส น ้ ำตำลแลคโตส และน ้ ำตำลซูโครส พบว่ำท่ีกำร
ผลิตคีเฟอรันดว้ยหำงนมท่ีเติมน ้ ำตำลกลูโคสร้อยละ 15 ท ำให้ไดคี้เฟอรันสูงท่ีสุด เท่ำกบั 0.2 กรัม
ต่อลิตร 
   2) แหล่งไนโตรเจน 

จุลินทรียใ์ช้แหล่งไนโตรเจนในกำรสังเครำะห์เอนไซมท่ี์มีควำมจ ำเป็นต่อกำรเจริญ
และกำรเพิ่มจ ำนวนของเซลล์ แหล่งไนโตรเจนท่ีใช้ในอำหำรเล้ียงเช้ือของจุลินทรียมี์ทั้ งแหล่ง
ไนโตรเจนอินทรีย ์เช่น ยีสตส์กดั ทริปโตน และสำรท่ีมีองค์ประกอบของกรดอะมิโน เช่น โปรตีน
ต่ำงๆ และแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย ์เช่น เกลือแอมโมเนียม และเกลือไนเตรท (วริญดำ สุภทร
ประทีป, 2552) 

Yokoi และ Watanabe (1992) ศึกษำปริมำณแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมำะสมส ำหรับกำร
เติบโตและกำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ Lactobacillus sp. KPB-167B พบว่ำแหล่งไนโตรเจนผสมท่ี
ประกอบดว้ย ทริปโตน เน้ือสกดั ยีสต์สกดั และไตรแอมโมเนียมซิเตรต ร้อยละ 2.0, 2.0, 1.0 และ 
0.4 ตำมล ำดบั   มีผลท ำให้เช้ือสำมำรถผลิตคีเฟอรันไดสู้งสุด 1.69 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ี Taniguchi 
และคณะ (2001) ศึกษำผลของกำรใช้ยีสต์สกดัเพียงอย่ำงเดียวต่อกำรเติบโตและกำรผลิตคีเฟอรัน
ของ L. kefiranofaciens JCM 6985 พบว่ำกำรเติมยีสต์สกัด 5 กรัมต่อลิตร มีผลช่วยส่งเสริมกำร
เติบโตและกำรผลิตคีเฟอรัน ท ำใหเ้ช้ือผลิตคีเฟอรันได ้460 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Wang และ Bi (2008) ศึกษำผลของกำรใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรียแ์ละอนินทรียใ์น
กำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดต่ำงๆ ดงัน้ี เป
ปโตน     เคซีน เซลล์ยีสต์ผง ทริปโตน ยีสต์สกัด ยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด์ และแอมโมเนียม
ซัลเฟต ท่ีควำมเขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตร และใช้น ้ ำตำลแลคโตสควำมเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคำร์บอน พบว่ำแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ให้กำรเจริญและกำรผลิตคีเฟอรันสูงกว่ำแหล่ง
ไนโตรเจนอนินทรีย ์และแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นเซลล์ยีสตผ์งให้กำรเจริญสูงสุด ในขณะท่ีเคซีนให้
กำรผลิตคีเฟอรันสูงสุดเท่ำกบั 1.78 กรัมต่อลิตร และพบวำ่ยีสตส์กดัให้ร้อยละของผลผลิตคีเฟอรัน
ต่อน ้ำหนกัเซลลสู์งสุดเท่ำกบั 8.6 จำกกำรศึกษำผลของควำมเขม้ขน้ของยีสตส์กดัท่ีเหมำะสมต่อกำร
ผลิต    คีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยศึกษำท่ีควำมเขม้ขน้ช่วง 20-120 กรัมต่อ
ลิตร และใชแ้หล่งคำร์บอนเป็นน ้ ำตำลแลคโตสควำมเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร  ผลกำรทดลองพบวำ่
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กำรเพิ่มควำมเขม้ขน้ของยีสตส์กดัท ำใหเ้ช้ือมีกำรเจริญและผลิตคีเฟอรันเพิ่มข้ึน โดยยีสตส์กดัควำม
เขม้ขน้ 80 กรัมต่อลิตร ใหก้ำรผลิตคีเฟอรันสูงสุดเท่ำกบั 2.25 กรัมต่อลิตร 

Dailin และคณะ (2015) ศึกษำกำรพฒันำอำหำรเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens  เพื่อให้
ไดผ้ลผลิตคีเฟอรันสูงข้ึน โดยใช้น ้ ำตำลแลคโตสเป็นแหล่งคำร์บอนท่ีควำมเขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตร     
ท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 5.5 อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 72 ชัว่โมง และศึกษำแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่ำงกนั
ไดแ้ก่ ยีสต์สกดั เปปโทน เน้ือสกดั และเคซีนไฮโดรไลซิส พบวำ่ยีสตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ี
เหมำะสมส ำหรับกำรผลิตคีเฟอรัน ตำมดว้ย เปปโทน เคซีสไฮโดรไลซิส โดยยีสต์สกดัให้ปริมำณ   
คีเฟอรัน และอตัรำกำรผลิตคีเฟอรันจ ำเพำะเท่ำกับ 0.75 กรัมต่อลิตร, 0.71 กรัมคีเฟอรันต่อกรัม
เซลล์ ตำมล ำดบั นอกจำกน้ีนกัวิจยัไดศึ้กษำผลของควำมเขม้ขน้ของยีสตส์กดัท่ีแตกต่ำงกนัในช่วง 
0-14 กรัมต่อลิตรต่อกำรเจริญของเซลล์และกำรผลิตคีเฟอรัน พบว่ำควำมเขม้ขน้ยีสตส์กดั 12 กรัม
ต่อลิตร ให้กำรผลิตคีเฟอรันสูงสุดเท่ำกับ 1.25 กรัมต่อลิตร นอกจำกน้ียงัมีรำยงำนอ่ืนท่ีพบว่ำ        
ทริปโตนและเน้ือสกดัใหก้ำรผลิตคีเฟอรันดีกวำ่แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย ์(Zajsek และคณะ, 2013)  
 4.2.2 สภำวะทีใ่ช้ในกำรเลีย้ง 
   1) พเีอช 

พีเอชเป็นปัจจยัท่ีส ำคญัท่ีส่งผลต่อกำรผลิตผลิตภณัฑ์ กำรควบคุมค่ำพีเอชมีหลำยวิธี
ไม่วำ่จะเป็นกำรควบคุมค่ำพีเอชเร่ิมตน้ (Hofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000) เม่ือมีกำรผลิตกรด
แลกติกท่ีมำกข้ึน ควำมเป็นกรดจะมำกข้ึนดว้ย กำรควบคุมค่ำเอช จึงเป็นส่ิงส ำคญัเพื่อลดผลกระทบ
ต่อกำรท ำงำนของเช้ือจุลินทรีย ์สำรท่ีใชใ้นกำรควบคุมค่ำพีเอช เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) หรือแคลเซียมคำร์บอร์เนต (CaCO3) (Akerberg and Zacchi, 
2000) 

Cheirsilp และคณะ (2001) พบว่ำกำรเล้ียง L. kefiranofaciens JCM 6985 ในสูตร
อำหำร Man-Rogosa Sharpe Lactose (MRSL) ท่ีมีพีเอชเร่ิมตน้เท่ำกบั 5.5 เป็นพีเอชท่ีเหมำะส ำหรับ
กำรเติบโตและกำรผลิตคีเฟอรัน ซ่ึงสอดคล้องกบั Taniguchi และคณะ (2001) ท่ีพบว่ำกำรเล้ียง            
L. kefiranofaciens JCM 6985 ในอำหำรสูตร MRSL พีเอชเร่ิมต้น 5.5 ท ำให้เช้ือผลิตคีเฟอรันได้
สูงสุด 650 มิลลิกรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบังำนวจิยัของ Wang และ Bi (2008) ท่ีศึกษำผลของพีเอชต่อ
กำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ท่ีมีพีเอชอยูใ่นช่วง 3.0-8.0 พบวำ่ท่ีพีเอชต ่ำ
กว่ำ 3.0 หรือมำกกว่ำ 8.0 เช้ือไม่สำมำรถเจริญได้  ส ำหรับกำรผลิตคีเฟอรันพบว่ำเช้ือมีกำรผลิต       
คีเฟอรันท่ีพีเอชตั้งแต่ 5.0 ข้ึนไปและให้กำรผลิตคีเฟอรันสูงสุดท่ีพีเอช 5.5 ซ่ึงผลิตไดเ้ท่ำกบั 0.46 
กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัรำยงำนของ Yokoi และคณะ (1991) ท่ีศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำร
เติบโตและกำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens sp. KPB-167B พบวำ่กำรเล้ียงเช้ือในอำหำร
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สูตร MRSL ท่ีมีพีเอชเร่ิมตน้ 5.5 เป็นสภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรเติบโตและกำรผลิตคีเฟอรัน ซ่ึง
ในงำนวิจยัของ Yeesang และคณะ (2008) ท่ีศึกษำผลของพีเอชเร่ิมตน้ต่อกำรผลิตคีเฟอรันจำกแป้ง
สำคูโดยเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยศึกษำพีเอชเร่ิมท่ี 5.0, 5.5, 6.0 พบวำ่พีเอชเร่ิมตน้ 5.5 
เช้ือให้กำรผลิตคีเฟอรันสูงเท่ำกบั 0.65 กรัมต่อลิตร และท่ีพีเอช 5.0 และ 6.0 เช้ือจะผลิตคีเฟอรัน
ลดลงมำเท่ำกบั 0.43 และ 0.54 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั ซ่ึงสอดคล้องกบัรำยงำนของ Yokoi และ
คณะ (1991) ท่ีพบว่ำหำกเพิ่มพีเอชมำกกว่ำ 5.5 เช้ือจะมีกำรผลิตคีเฟอรันลดลง (Yokota et al., 
1995; Gassem et al., 1997) ในขณะท่ี มีกำรใช้พี เอชเร่ิมต้นต ่ ำกว่ำ 5.0 แบคที เรียแลคติกจะ
เจริญเติบโตไดเ้พียงเล็กนอ้ย และจะผลิตคีเฟอรันนอ้ย  
     2) อุณหภูมิ 
         จำกรำยงำนกำรศึกษำผลของอุณหภูมิต่อกำรผลิตผลิตภณัฑ์ชีวภำพจำกแบคทีเรียแล
คติกส่วนใหญ่พบว่ำอุณหภูมิจะมีผลต่อกำรผลิตผลิตภณัฑ์ของเช้ือเป็นอย่ำงมำก โดยท่ีอุณหภูมิต ่ำ
เช้ือมีอัตรำกำรเจริญและกำรผลิตได้ดีกว่ำท่ีอุณหภูมิสูง (Hofvendahl and Haha-Hagerdal, 2000; 
Yumoto and Ikeda, 1995) 

Taniguchi และคณะ (2001) พบวำ่กำรเล้ียง L. kefiranofaciens JCM 6985 ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศำเซลเซียส ในอำหำรสูตร MRSL ภำยใตร้ะบบท่ีมีกำรควบคุมพีเอช ท ำให ้L. kefiranofaciens 
JCM 6985 มีกำรผลิตคีเฟอรันไดสู้งสุด 650 มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะท่ีงำนวิจยัของ Yeesang และ
คณะ (2008) ศึกษำผลอุณหภูมิต่อกำรผลิตคีเฟอรันจำกแป้งสำคูโดยเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 
6985 และเติมทริปโตนร้อยละ1 ยีสต์สกดัร้อยละ 2 เน้ือสกดัร้อยละ 0.2 เป็นแหล่งไนโตรเจน โดย
ศึกษำท่ีอุณหภูมิ 28, 30, 32, 35 องศำเซลเซียส พบวำ่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เช้ือสำมำรถผลิต  
คีเฟอรันไดสู้งสุดเท่ำกบั 0.65 กรัมต่อลิตร และเม่ือเพิ่มอุณหภูมิเป็น 32 และ 35 องศำเซลเซียส เช้ือ
ผลิตคีเฟอรันลดลงเท่ำกับ 0.46 และ 0.36 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั ในงำนวิจยัของ Wang และ Bi 
(2008) ศึกษำผลของอุณหภูมิต่อกำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยศึกษำท่ี
อุณหภูมิ 30, 35, 40 องศำเซลเซียส พบว่ำเช้ือผลิตคีเฟอรันเท่ำกับ 1.9, 1.7 และ 1.6 กรัมต่อลิตร 
ตำมล ำดบั ซ่ึงท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เช้ือจะผลิตคีเฟอรันมำกท่ีสุด  

3) สภำวะไร้อำกำศ 
แบคทีเรียมีกำรใชห้รือทนต่ออำกำศท่ีแตกต่ำงกนั ซ่ึงสำมำรถแบ่งแบคทีเรียออกเป็น

กลุ่มๆ ไดด้งัน้ี anaerobes (facultative anaerobe, obligate anaerobes) และaerobes (obligate aerobes, 
facultative aerobe, microaerophile) Cheirsilp และคณะ (2003) ศึกษำผลของกำรเล้ียงแบบสภำวะ
ไร้อำกำศต่อกำรเจริญและกำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ร่วมกับ  S. 
cerevisiae IFO0216 w พบว่ำกำรพ่นก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์ 0.2 ลิตรต่อนำทีเขำ้สู่ระบบถงัหมกั
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เพื่อรักษำสภำวะไร้อำกำศในกำรเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 พบวำ่กำรเจริญของเช้ือและ
ผลิตคีเฟอรันเท่ำกบั 2.49 และ 12.81 กรัมต่อลิตร ต่อมำมีกำรศึกษำกำรเล้ียงเช้ือภำยใตร้ะบบท่ีมีกำร
ให้อำกำศเล็กน้อยโดยกำรพ่นก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์และพ่นอำกำศอย่ำงละ 0.1 ลิตรต่อนำที ให้
กำรผลิตคีเฟอรันลดลงเท่ำกบั 2.02 กรัมต่อลิตร และจำกกำรศึกษำอตัรำกำรหมุนท่ีควำมเร็วรอบ 
400 รอบต่อนำที ซ่ึงพบวำ่กำรเจริญของเช้ือเพิ่มข้ึนแต่กำรผลิตคีเฟอรันลดลงเท่ำกบั 14.24 กรัมต่อ
ลิตร และ 2.26 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั 

4) กำรหมักแบบกึง่กะ 
                        กำรหมกัแบบก่ึงกะ (Fed-batch) เป็นกำรหมกัท่ีมีกำรเติมสำรอำหำรบำงอย่ำงเพิ่ม
เป็นระยะ เพื่อให้จุลินทรียเ์ติบโตและใชส้ำรอำหำรได้เพิ่มข้ึน โดยไม่มีกำรถ่ำยอำหำรออก กำรหมกั
แบบน้ีส่วนใหญ่เพื่อแกปั้ญหำเก่ียวกบัขอ้จ ำกดัในเร่ืองควำมเขม้ขน้ของสำรอำหำรเร่ิมตน้ ซ่ึงถำ้ใช้
มำกเกินอำจมีผลต่อกำรเติบโตของจุลินทรีย ์หรืออำจท ำให้ปริมำณออกซิเจนไม่เพียงพอ นอกจำกน้ี
กำรผลิตในระบบก่ึงกะยงัสำมำรถควบคุมควำมเขม้ขน้ของสับสเตรทในระบบให้มีควำมเขม้ขน้ต ่ำ
มำกๆ ช่วยลด repressive effect ของแหล่งคำร์บอน และสำมำรถลดควำมเป็นพิษขององค์ประกอบ
บำงชนิดในอำหำรเล้ียงเช้ือ ในกำรศึกษำกำรผลิตคีเฟอรันของ Cheirsilp และคณะ (2003) ท่ี
เปรียบเทียบประสิทธิภำพในกำรผลิตคีเฟอรันของ L. kefiranofaciens JCM 6985 เม่ือเล้ียงร่วมกบั    
S. cerevisiae IFO 0216 ภำยใต้กำรหมกัแบบกะและก่ึงกะ พบว่ำกำรหมักแบบก่ึงกะท่ีมีกำรเติม
สำรอำหำรใหม่ในชั่วโมงท่ี 46 มีผลท ำให้ L. kefiranofaciens JCM 6985 สำมำรถผลิตคีเฟอรันได้
ปริมำณ 4.14 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงกวำ่แบบกำรหมกัแบบกะท่ีผลิตคีเฟอรันได ้2.64 กรัมต่อลิตร  
  Tada และคณะ (2007) ศึกษำกำรหมักแบบก่ึงกะพบว่ำกำรผลิตคีเฟอรันโดยเช้ือ                           
L. kefiranofaciens JCM 6985 ผสมกบั S. cerevisiae IFO0216 ในระบบท่ีมีกำรเติมสำรอำหำรแบบ 
Feedback/Feedforward ในชั่วโมงท่ี 92-102 เพื่อรักษำสมดุลกำรเติบโตระหว่ำงแบคทีเรียกรดแล
คติกและยีสต์ ท ำให้สำมำรถควบคุมควมเข้มข้นของกรดแลคติกตลอดกระบวนกำรหมักให้มี
ปริมำณไม่เกิน 6 กรัมต่อลิตร ส่งผลให้ L. kefiranofaciens JCM 6985 สำมำรถเจริญและผลิตคีเฟอ
รันไดสู้งถึง 6.3 กรัมต่อลิตร  
  ศิริลออ รำชบุตร (2009) ศึกษำกำรผลิตคีเฟอรันจำกหำงนมโดยเช้ือผสมของ                              
L. kefiranofaciens JCM 6985 และยีสต์S. cerevisiae IFO 0216 พบว่ำกำรเล้ียงเช้ือผสมภำยใต้
สภำวะท่ีมีกำรควบคุมปริมำณออกซิเจนละลำยน ้ ำร้อยละ 5 ร่วมกบักำรควบคุมพีเอชของระบบให้
คงท่ีท่ี 5.5 มีผลท ำให้เช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 สำมำรถผลิตคีเฟอรันไดสู้งสุดเท่ำกบั 2.58 
กรัมต่อลิตร ในกำรหมกัแบบกะและผลิตไดเ้พิ่มข้ึนเป็น 3.25 กรัมต่อลิตร ในกำรหมกัแบบก่ึงกะท่ีมี
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กำรเติมอำหำรใหม่ท่ีมีน ้ ำตำลรีดิวซ์จำกหำงนมควำมเขม้ขน้น ้ ำตำลเร่ิมตน้ร้อยละ 4 ท่ีชัว่โมงท่ี 24 
และ 48  
5. วสัดุเศษเหลือจำกอุตสำหกรรมทีใ่ช้เป็นแหล่งคำร์บอนและแหล่งไนโตรเจน 
    5.1 แหล่งคำร์บอน 

แหล่งคำร์บอนท่ีสำมำรถน ำมำเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens เพื่อผลิตคีเฟอรัน ได้แก่ 
น ้ ำตำลแลคโตส น ้ ำตำลมอลโตส น ้ ำตำลกลูโคส และน ้ ำตำลซูโครส (Wang and Bi, 2008) ซ่ึงมี
รำคำสูง ท ำให้ต้นทุนกำรผลิตสูงตำมไปด้วย  ดังนั้ น จึงมีงำนวิจัย ท่ีสนใจใช้ของเสียจำก
ภำคอุตสำหกรรม มำใชเ้ป็นแหล่งคำร์บอน เพื่อลดตน้ทุนกำรผลิต (สำโรจน์  ศิริศนัสนียกุล, 2554) 
ตวัอย่ำงวสัดุเศษเหลือท่ีสำมำรถใช้เป็นแหล่งอำหำรรำคำถูก คือ น ้ ำมะพร้ำวแก่ ส ำหรับวสัดุเศษ
เหลือท่ีสนใจใชเ้ป็นแหล่งคำร์บอนทดแทนได ้คือ เวยแ์ลคโตส 
          น ำ้มะพร้ำวแก่ (mature coconut) 

 น ้ ำมะพร้ำวพบในประเทศฟิลิปปินส์ ศรีลงักำ ไทย และประเทศอ่ืน ๆ (Azam-Ali and 
Battcock, 1998) น ้ ำมะพร้ำวประกอบดว้ย น ้ำ, คำร์โบไฮเดรต, ไขมนั, แคลเซียม, ฟอสฟอรัส, เหล็ก, 
กรดอะมิโน, วิตำมินซี, วิตำมินบี และเกลือแร่ (Table 4) น ้ ำมะพร้ำวไดรั้บกำรยอมรับให้เป็นแหล่ง
คำร์บอนท่ีดีส ำหรับกำรเจริญเติบโต (growth factor) และกำรผลิตโพลิแซ็คคำไรด์โดยเช้ือจุลินทรีย ์
ดงัเช่นในงำนวิจยัของ Kongruang (2005) ท่ีพบวำ่น ้ ำมะพร้ำวมีประสิทธิภำพส ำหรับกำรผลิตแซน
แทน  (xanthan) โดย  Xanthomomas campestitris TISTR 1100 และน ้ ำมะพ ร้ำวย ังส ำมำรถใช้
ประโยชน์ในกำรผลิตเอ็กโซโพลีแซ็คคำไรด์โดย Agrobacterium sp. CFR24 (Shivakumar and 
Vijayendra, 2006) น ้ำมะพร้ำวท่ีใชเ้ป็นแหล่งคำร์บอนควรเป็นมะพร้ำวแก่ เน่ืองจำกเป็นของเสียจำก
กระบวนกำรผลิตน ้ ำกะทิ ท ำให้สำมำรถลดตน้ทุนของอำหำรเล้ียงเช้ือได้ (growth factor) (สมศรี 
ลีปิพฒันวทิย,์ 2531 อำ้งโดย โกวทิ สุวรรณหงษ,์ 2555)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



25 

 

Table 4 The nutritional analysis of the mature coconut 
Mature Coconut Water   Composition  

Total solids (%) 5.4 
Reducing sugars (%) 0.2 
Minerals (%) 0.5 
Protein (%) 0.1 
Fat (%) 0.1 
Acidity mg (%) 60.0 
pH 5.2 
Potassium mg (%) 247.0 
Sodium mg (%) 48.0 
Calcium mg (%) 40.0 
Magnesium mg (%) 15.0 
Phosphorous mg (%) 6.3 
Iron mg (%) 79.0 
Copper mg (%) 26.0 
ท่ีมำ: ดดัแปลงจำก Krishnankutty (1987) 
 

โดยทัว่ไปแล้วน ้ ำมะพร้ำวแก่มีปริมำณน ้ ำตำลรวมประมำณร้อยละ 3-5 ประกอบด้วย
น ้ ำตำลซูโครส น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลฟรุคโตส แร่ธำตุ และวิตำมินอีกหลำยชนิด (Van der bert, 
1945) ซ่ึงสอดคล้องกับงำนของ Kongruang (2005) ท่ีรำยงำนว่ำน ้ ำมะพร้ำวถือเป็นทั้ งแหล่ง
คำร์บอนและแหล่งไนโตรเจน (arginine, alanine และอ่ืนๆ) และแร่ธำตุท่ีมีคุณค่ำส ำหรับกำร
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์โดย Kuberski และคณะ (1979) ไดว้ิเครำะห์น ้ ำตำลท่ีมีอยู่ในน ้ ำมะพร้ำว
และพบน ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลฟรุกโตส และน ้ ำตำลซูโครสในสัดส่วนประมำณร้อยละ 50, 35 และ 
15 ตำมล ำดบั กำรศึกษำในปัจจุบนัพบว่ำสัดส่วนของน ้ ำตำลต่ำงๆ ข้ึนอยู่กบักำรเจริญเติบโตของ
มะพร้ำว ซ่ึงน ้ ำตำลกลูโคสจะอยู่ในช่วงร้อยละ 34-45 น ้ ำตำลซูโครสอยูใ่นช่วงร้อยละ 53-18 และ
น ้ำตำลฟรุกโตสอยูใ่นช่วงร้อยละ 12-36 ฒำลิศำ ยุวอมรพิทกัษ ์(2540) รำยงำนวำ่น ้ ำมะพร้ำวแก่เป็น
แหล่งอำหำรท่ีดีในกำรผลิตแซนแทนกมัจำก Xanthomonas sp. TISTR 840 น ้ ำมะพร้ำวแก่เจือจำง
ตอ้งเติมน ้ ำตำลทรำยให้มีควำมเขม้ขน้และเติมโซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.03 จึงจะให้ผลผลิตแซน
แทนกมัได ้และพบว่ำกำรเติมโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนในน ้ ำมะพร้ำวเจือจำง มีผลท ำ
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ให้ปริมำณแซนแทนกมัเพิ่มข้ึนเพียงเล็กน้อย นอกจำกน้ีน ้ ำมะพร้ำวยงัใช้เป็นสำรตั้งต้นส ำหรับ 
Acetobacter xylinum ในกำรเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเซลลูโลสแบคทีเรียส ำหรับผลิตภณัฑ์อำหำรเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต้อีกดว้ย (Kongruang, 2005) และกำรศึกษำก่อนหน้ำน้ียงัช้ีให้เห็นว่ำน ้ ำมะพร้ำว
สำมำรถเพิ่มผลผลิตเอ็กโซพอลิแซคคำไรด์ไดอี้กดว้ย (Shivakumar และVijayendra, 2006) อำทิตยำ 
กำวีอำ้ย (2008) ศึกษำกำรผลิตเอกซ์โซโพลีแซกคำไรด์โดยเช้ือ Lactobacillus confusus CMU 198 
และใชน้ ้ ำมะพร้ำวแก่เป็นแหล่งคำร์บอนและแหล่งไนโตรเจน พบวำ่สำมำรถใชน้ ้ ำมะพร้ำวแก่เป็น
แหล่งวตัถุดิบทดแทนเปปโตน ยีสต์สกดั และเน้ือสกดั ไดบ้ำงส่วนในอำหำร MRS สูตรปรับปรุง 
โดยสำมำรถลดเปปโตน ยสีตส์กดั และเน้ือสกดั ลงอยำ่งละคร่ึงจำก 10.0, 5.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร 
เป็น 5.0, 2.5 และ 2.5 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั และพบวำ่กำรแทนท่ีน ้ ำท่ีใชใ้นกำรเตรียมอำหำรดว้ย
น ้ำมะพร้ำวแก่ ท ำใหเ้ช้ือสำมำรถผลิตเอก็โซโพลีแซกคำไรดสู์งสุดเท่ำกบั 12.05 กรัมต่อลิตร 

เวย์แลคโตส (whey lactose) 
เวย์แลคโตสเป็นผลิตภัณฑ์ของเสียจำกกำรผลิตชีส  ซ่ึงเป็นปัญหำมลพิษท่ีส ำคญัใน

ประเทศในอุตสำหกรรมนม เวยแ์ลคโตสโดยทัว่ไปมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นสำรประกอบ
อินทรีย์ในกลุ่มน ้ ำตำลแลตโตสดังแสดงใน Table 5 สำมำรถใช้เป็นแหล่งคำร์บอนส ำหรับ
เช้ือจุลินทรียบ์ำงสำยพนัธ์ุเพื่อใชใ้นกำรผลิตผลิตภณัฑบ์ำงชนิดได ้(Panesar et al., 2007) สอดคลอ้ง
กับงำนวิจยัของ Pais และคณะ (2009) และ Obruca และคณะ (2009) ท่ีรำยงำนว่ำเวย์แลคโตส
สำมำรถใชเ้ป็นแหล่งคำร์บอนส ำหรับจุลินทรียไ์ด ้เพรำะมีปริมำณของน ้ ำตำลแลตโตสท่ีสูง ซ่ึงกำร
ใชป้ระโยชน์เวยแ์ลคโตสเป็นแหล่งน ้ ำตำลแลคโตสก ำลงัไดรั้บควำมสนใจอยำ่งมำก เน่ืองจำกรำคำ
ถูกกวำ่น ้ำตำลแลคโตสบริสุทธ์ิมำก  
 

Table 5 Constituent in sweet whey power   

ท่ีมำ: ดดัแปลงจำก Panesar และคณะ (2007) 

Chemical Parameters Amount (g/L) 
Total solid  0.63 
Lactose 46 
Protein  6 
Phosphate 1 
Lactate 2 
Chloride 1.1 
Calcium 0.4 
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จำกงำนวิจยัท่ีใช้เวย์แลคโตสเป็นแหล่งคำร์บอนส ำหรับใช้เล้ียงเช้ือจุลินทรีย์ พบว่ำ 

Mustafa และคณะ (1997) ศึกษำกำรใช้เวยแ์ลคโตสในกำรผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคำไรด์โดยเช้ือ 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ส ำหรับกำรหมกัท่ีพีเอช 6.5 ผลกำรทดลองพบว่ำเช้ือ
พอลิแซ็คคำไรด์สูงอยู่ในช่วง 1.55-2.13 กรัมต่อลิตร Rodrigues และคณะ (2006) ศึกษำกำรใช้เวย์
แลคโตสเป็นแหล่งคำร์บอนให้กบัเช้ือ Lactococcus lactis 53 และ Streptococcus thermophiles A 
เพื่อผลิตสำรลดแรงตึงผิวโดยผลิตได ้1.2-1.5 เท่ำของผลผลิตต่อน ้ ำหนกัเซลลแ์หง้ และพบวำ่กำรใช้
เวยแ์ลคโตสเป็นแหล่งคำร์บอนสำมำรถลดตน้ทุนได้ถึงร้อยละ 60-80 นอกจำกน้ี Cheirsilp และ 
Radchabut (2011) ไดศึ้กษำกำรน ำเวยแ์ลคโตสมำใชเ้ป็นแหล่งคำร์บอนในกำรผลิตคีเฟอรันของเช้ือ 
L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยเล้ียงร่วมกับยีสต์สำยพนัธ์ุ S. cerevisiae IFO 0216 พบว่ำเช้ือมี
กำรผลิตคีเฟอรันไดสู้งสุด เท่ำกบั 0.94 กรัมต่อลิตร Ghasemlou และคณะ (2012) ศึกษำกำรใชแ้หล่ง
คำร์บอนรำคำถูกจำกเวยแ์ลคโตสเช่นกนั ซ่ึงสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตคีเฟอรันคือควำมเขม้ขน้
ของน ้ ำตำลแลคโตสในเวยแ์ลคโตส 67 กรัมต่อลิตร ควำมเขม้ขน้ของยีสต์สกดั 13 กรัมต่อลิตร พี
เอช 5.7 และอุณหภูมิ 24 องศำเซลเซียส ท ำให้เช้ือสำมำรถผลิตคีเฟอรันได้สูงท่ีสุดเท่ำกับ 712 
มิลลิกรัมต่อลิตร  
    5.2 แหล่งไนโตรเจน 

แหล่งไนโตรเจนมีควำมส ำคญัต่อกำรเจริญของจุลินทรียเ์ป็นอยำ่งมำกเน่ืองจำกจุลินทรีย์
ใชแ้หล่งไนโตรเจนในกำรสังเครำะห์เอนไซมท่ี์มีควำมจ ำเป็นต่อกำรเจริญและกำรเพิ่มจ ำนวนของ
เซลล ์แหล่งไนโตรเจนท่ีใชใ้นอำหำรเล้ียงเช้ือของจุลินทรียมี์ทั้งแหล่งไนโตรเจนอินทรีย ์และแหล่ง
ไนโตรเจนอนินทรีย์ โดยงำนวิจัยท่ีสนใจใช้ของเสียจำกภำคอุตสำหกรรม มำใช้เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน เพื่อลดตน้ทุนกำรผลิต (สำโรจน์  ศิริศนัสนียกุล, 2554) ตวัอยำ่งวสัดุเศษเหลือท่ีสำมำรถ
ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนรำคำถูก ได้แก่ เซลล์ยีสต์ใช้แล้ว กำกถั่วเหลือง และ ผงชูรสหรือโมโน
โซเดียมกลูตำเมต 
          เซลล์ยสีต์ใช้แล้ว (spent cell yeast) 

เซลล์ยีสต์ใชแ้ลว้เป็นยีสตผ์งท่ีไดจ้ำกอุตสำหกรรมเบียร์ ซ่ึงมีโปรตีนสูงถึงร้อยละ 30-46 
(Tacon et al., 2009) ท ำให้สำมำรถน ำไปใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนส ำหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียไ์ด้ มี
รำยงำนว่ำเซลล์ยีสต์ผงประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 16 ชนิด เกลือแร่ 14 ชนิด วิตำมิน 17 ชนิด 
นอกจำกน้ียงัมีแร่ธำตุต่ำงๆ ไดแ้ก่ โครเม่ียม สังกะสี เหล็ก ฟอสฟอรัส และเซเลเนียม อีกทั้งเซลล์
ยีสต์ผงยงัถือเป็นแหล่งส ำคญัของโปรตีนถึง 16 กรัมต่อปริมำณยีสต์ 30 กรัม (Sombutyanuchit et 
al., 2001) จำกงำนวิจยัของสุวรรณี สุขแสวง (2559) ท่ีศึกษำกำรผลิตคีเฟอรันโดยกำรใชเ้ซลล์ยีสต์



28 

 

ใช้แลว้เป็นแหล่งไนโตรเจนส ำหรับเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 พบว่ำเช้ือผลิตคีเฟอรัน
สูงสุดเท่ำกบั 480 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจำกน้ี สุวรรณี สุขแสวง (2559)  ยงัศึกษำกำรยอ่ยเซลล์ยีสต์
ให้เป็นโปรตีนไฮโดรไลสเสต เพื่อท ำให้โมเลกุลของโปรตีนเล็กลงและง่ำยต่อกำรน ำไปใช้โดย
เช้ือจุลินทรีย ์  

จำกงำนวิจยัของ Champagne และคณะ (2003) ท่ีศึกษำผลของกำรใช้เซลล์ยีตส์ใช้แลว้ท่ี
ผำ่นและไม่ผำ่นกระบวนกำรออโตไลซิส (Autolysis) หรือกระบวนกำรยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นตวัยีสต์
เอง พบวำ่กำรใชเ้ซลล์ยสีตท่ี์ผำ่นกำรยอ่ยแลว้ 100 กรัมต่อลิตร ท ำใหเ้ช้ือมีกำรเจริญเติบโตไดดี้ โดย
วดัค่ำดูดกลืนแสงเท่ำกบั 1.264 ซ่ึงสูงกว่ำกำรใช้เซลล์ยีสต์ปกติท่ีไม่ผ่ำนกระบวนกำรย่อยให้ค่ำ
ดูดกลืนแสงเพียง 0.383 นอกจำกน้ียงัมีงำนวิจยัของ Gao และคณะ (2006) ท่ีท ำกำรศึกษำผลของกำร
เล้ียงเช้ือ L. rhamnosus เพื่อผลิตกรดแลคติก โดยใช้เซลล์ยีตส์ใช้แลว้เป็นแหล่งไนโตรเจนเทียบกบั
กำรใช้ยีสต์สกดั ท่ีควำมเขม้ขน้ 5 กรัมต่อลิตร พบว่ำเซลล์ยีสต์ใช้แล้วให้กำรผลิตกรดแลคติกสูง
มำกกวำ่กำรใชย้สีตส์กดั 
          กำกถั่วเหลือง (soybean meal) 

กำกถัว่เหลืองเป็นส่วนเหลือจำกกำรท ำน ้ ำเตำ้หู้ กำกถัว่เหลืองสำมำรถใช้เป็นทั้งแหล่ง
โปรตีนและคำร์โบไฮเดรตได ้เน่ืองจำกประกอบดว้ยโปรตีนร้อยละ 50 และคำร์โบไฮเดรตประมำณ
ร้อยละ 30 (กลัทิมำ พิชยั, 2549) เน่ืองจำกกำกถัว่เหลืองเป็นของเหลือท่ี ปรำศจำกสำรพิษ และมีอยู่
เพียงพอท่ีจะน ำมำใชเ้ป็นแหล่งอำหำรของจุลินทรียไ์ด ้(Dahod, 1999) จำกงำนวิจยัของ Zhang และ
คณะ (2015) พบวำ่กำกถัว่เหลืองมีองคป์ระกอบโปรตีนร้อยละ 44-50, คำร์โบไฮเดรตร้อยละ 20-30, 
ไขมนัร้อยละ 0.5, ไฟเบอร์ร้อยละ 7 และควำมช้ืนร้อยละ 12 และจำกกำรย่อยกำกถัว่เหลืองก่อน
น ำไปใชเ้ป็นอำหำรเล้ียงเช้ือพบวำ่ไดโ้ปรตีนไฮโดรไลเซท 10-15 กรัมต่อลิตร นอกจำกโปรตีนแลว้
ยงัประกอบด้วยสตำร์ทโรส ประมำณ 10.7 กรัมต่อลิตร กลูโคสประมำณ 1.7 กรัมต่อลิตร และกำ
แลคโตสประมำณ 2.7 กรัมต่อลิตร เม่ือน ำกำกถัว่เหลืองไฮโดรไลซิสมำใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนใน
กำรเล้ียงเช้ือ Rhizopus oryzae ATCC 20344 พบวำ่กำรใช้กำกถัว่เหลืองไฮโดรไลซิสเขม้ขน้ร้อยละ 
30 โดยปริมำตร และใช้สปอร์เขม้ขน้ 8×107 ต่อลิตร ท ำให้เช้ือผลิตกรดฟูมำริกสูงเท่ำกบั 50.2 กรัม
ต่อลิตร โดยคิดเป็นผลผลิตเท่ำกบั 0.72 กรัมต่อกรัมกลูโคส โดยงำนวิจยัน้ีไดส้รุปวำ่กำกถัว่เหลือง
ไฮโดรไลซิสท ำใหส้ปอร์เจริญเติบโตเร็ว ระยะพกัเซลลส์ั้น 

ผงชูรสหรือโมโนโซเดียมกลูตำเมต (monosodium glutamate) 
โนโซเดียมกลูตำเมตเป็นสำรประกอบประเภทกลูตำเมตซ่ึงเป็นเกลือของกรดกลูตำมิก 

(glutamic acid) อนัเป็นกรดอะมิโนชนิดหน่ึงท่ีเป็นองค์ประกอบส ำคญัของโปรตีนทั่วไป เช่น 
โปรตีนในเน้ือสัตว ์โปรตีนในนม และโปรตีนในพืช โดยกลูตำเมตจะจบัอยูก่บักรดอะมิโนตวัอ่ืนๆ 
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เกิดเป็นโครงสร้ำงของโปรตีน กลูตำเมตท่ีอยูใ่นรูปของโปรตีนจะไม่มีกล่ินรสและไม่มีคุณสมบติั
ท ำให้เกิดรสอร่อยในอำหำร แต่เม่ือเกิดกำรยอ่ยสลำยของโปรตีน เช่น เกิดกระบวนกำรหมกั กำรบ่ม 
กำรสุกงอมของผกัและผลไม ้กำรท ำใหสุ้กดว้ยควำมร้อน จะท ำให้กลูตำเมตในโปรตีนเกิดกำรสลำย
แยกตวัออกมำเป็นกลูตำเมตอิสระ ซ่ึงเป็นตวัท่ีท ำให้เกิดรสอร่อยในอำหำร นอกจำกน้ียงัไดมี้กำร
คน้พบวำ่สำรท่ีเกิดจำกกำรยอ่ยสลำยไรโบนิวคลีโอไทดใ์นนิวเคลียสของเซลล์ส่ิงมีชีวติซ่ึงไดแ้ก่ ไอ
โนซิเนต(inosinate) และกวัไนเลต(guanylate) ก็มีคุณสมบติัใหร้สอร่อยช่นเดียวกบักลูตำเมตอิสระ 
 Auer และคณะ (1990) ศึกษำผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่ำงกันเพื่อกำรผลิตพอลิ
แซคคำไรด์โดยเช้ือ Aureobasidium pullulans ในอำหำรเล้ียงเช้ือแบบกะ พบว่ำกำรใช้โมโน
โซเดียมกลูตำเมตเป็นแหล่งไนโตรเจน 0.5 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ท ำให้ไดชี้วมวลถึง 9.88 กรัมต่อ
ลิตร และสำมำรถผลิตพลูแลนได ้3.94 กรัมต่อลิตรต่อมำ ศิริพร และคณะ (2544) ศึกษำกำรใชโ้มโน
โซเดียมกลูตำเมตทำงกำรคำ้แทนกรดกลูตำมิกบริสุทธ์ิเพื่อเล้ียงจุลินทรีย ์Proteus mirabili SM 13, 
Bacillus subtilil SM29 และ Bacillus subtilis SM 29 ในกำรผลิตพอลิเมอร์ พบว่ำสำมำรถใช้โมโน
โซเดียมกลูตำเมตเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีให้ผลผลิตพอลิเมอร์ถึง 39.18, 34.35, 31.45 กรัมต่อลิตร 
ตำมล ำดบั ต่อมำChen และคณะ (2010) ศึกษำกำรใชโ้มโนโซเดียมกลูตำเมตเป็นแหล่งไนโตรเจน
ในกำรผลิต squalene โดยเช้ือ Aurantiochytrium sp. พบว่ำกำรใช้โมโนโซเดียมกลูตำเมตท่ีควำม
เขม้ขน้ 13.53 กรัมต่อลิตร ท ำให้เช้ือเจริญและให้น ้ ำหนักเซลล์แห้งเท่ำกบั 8.09 กรัมต่อลิตร และ
ใหผ้ลผลิต squalene เท่ำกบั 2.59 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
6. กรดแลคติกและกรดแลคติกจำกเช้ือแบคทเีรียแลคติก 

 กรดแลคติกเป็นผลิตผลท่ีเกิดข้ึนจำกกระบวนกำรหมกัโดยจุลินทรียแ์บคทีเรียแลคติก 
(lactic acid bacteria, LAB) กรดแลคติกท่ีผลิตไดจ้ำกจุลินทรียก์รดแลคติกมีอยู ่3 ชนิด คือ L(+),D(-) 
และ DL (สำโรจน์  ศิริศนัสนียกุล, 2547) ในทำงอุตสำหกรรมอำหำรกรดแลคติกท ำหน้ำท่ีเป็นตวั
ปรับสภำพเป็นกรดในอำหำร เพื่อให้เกิดรสชำติของควำมเปร้ียวท่ีพึงประสงค์ของอำหำรและ
เคร่ืองด่ืม ตลอดจนกำรใชใ้นอำหำรแปรรูปและผลิตภณัฑ์ขนมอบ กรดแลคติกยงัถูกใช้ เป็นสำรกนั
บูดเพื่อป้องกนักำรเส่ือมเสียของผลิตภณัฑอ์ำหำรได ้

ปัจจุบนัไดเ้ร่ิมมีกำรสนใจท่ีจะน ำกรดแลคติกไปใชเ้ป็นสำรตั้งตน้ในกำรผลิตโพลิเมอร์ท่ี
สำมำรถถูกย่อยสลำยได้โดยส่ิงมีชีวิตรวมถึงจุลินทรีย์ ได้แก่ poly-L-lactate (PLLA) ซ่ึงเป็น
biodegradable polymer หรือเรียกว่ำ bioplastic ท่ีสำมำรถน ำไปใช้ประโยชน์ในหลำยๆ ด้ำน เช่น 
ในทำงกำรแพทย ์ดำ้นศลัยกรรมมีกำรน ำไปท ำเป็นไหมเยบ็แผล หรือหมุดยึดกระดูก โดยหลงักำร
ผำ่ตดัไม่ตอ้งน ำออกมำ ร่ำงกำยจะยอ่ยสลำยไดใ้นท่ีสุด ดำ้นเภสัชกรรมสำมำรถน ำไปใชท้  ำแคปซูล
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ยำ ส ำหรับยำบำงชนิดท่ีด้องกำรให้ยำถูกปลดปล่อยออกมำอย่ำงช้ำๆส่วนในด้ำนประโยชน์ต่อ
ส่ิงแวดลอ้ม โดยวสัดุภณัฑ์ต่ำงๆ ท่ีท ำจำกสำรไบโอพลำสติกนั้น เม่ือทิ้งลงสู่ส่ิงแวดลอ้มจะถูกยอ่ย
สลำยโดยจุลินทรียใ์นธรรมชำติ (Dhatta et al., 1995) นอกจำกน้ียงัสำมำรถน ำมำใช้ส ำหรับปรับ
สภำพควำมเป็นกรด-ด่ำงของน ้ ำ ท่ีใช้ในกระบวนกำรผลิตอุตสำหกรรมต่ำงๆ อำทิ อุตสำหกรรม
พลำสติก อุตสำหกรรมผลิตเส้นใย อุตสำหกรรมยำนยนต ์กำรผลิตเคร่ืองมือทำงกำรแพทย ์เป็นตน้   

อุตสำหกรรมเคร่ืองส ำอำงถือเป็นอุตสำหกรรมท่ีน ำกรดแลคติก และกรดท่ีผลิตจำก
แบคทีเรียแลคติกมำใช้อย่ำงแพร่หลำย (De Bruyn et  al., 1988)  ไม่ว่ำจะเป็นผลิตภณัฑ์บ ำรุงผิว 
โดยนิยมใช ้กรดแลคติก แลคเตท แคลเซียมแลคเตท โซเดียมแลคเตท เพื่อเป็นสำรเร่งกำรผดัผวิใหม่ 
ใหค้วำมชุ่มช้ืน ลดกำรเกิดสิว ควบคุมพีเอช ในส่วนของผลิตภณัฑส์ ำหรับช่องปำก ใชส้ำรแคลเซียม
แลคเตท มำใช้เพื่อป้องกนัฟันผุ และยบัย ั้งกำรก่อตวัของหินปูน ในรูปของส่วนผสมของยำสีฟัน 
และน ้ ำยำบว้นปำก นอกจำกน้ียงัมีผลิตภณัฑ์บ ำรุงเส้นผม โดยใช้กรดแลคติกเป็นส่วนผสม เพื่อท ำ
หนำ้ท่ี เคลือบใหเ้ส้นผมเงำงำม และผลิตภณัฑ์ท ำควำมสะอำดร่ำงกำย โดยใชแ้คลเซียมแลคเตทเป็น
ส่วนผสมเพื่อท ำหนำ้ท่ีให้ควำมชุ่มช้ืน และขดัเซลผิว อำทิ ครีมอำบน ้ ำ สบู่กอ้น สบู่เหลว โลชนัทำ
ผวิ ยำสระผม และท ำหนำ้ท่ีรักษำควำมชุ่มช้ืนใหก้บัผลิตภณัฑ ์

จุลินทรียท่ี์ใชใ้นกำรผลิตกรดแลคติกมีวิถีของกำรสังเครำะห์กรดแลคติกตำมวิถีกำรสร้ำง
และสลำยท่ีเรียกว่ำ ไกลโคไลซิส ท่ีท ำให้ได้กรดแลคติกสองโมลจำกน ้ ำตำลกลูโคสหน่ึงโมล 
นอกจำกน้ีเช้ือยงัสำมำรถใชใ้นนมเป็นวตัถุดิบของกำรผลิตกรดแลคติกไดเ้ป็นอยำ่งดี  กรดแลคติก
เป็นกรดอินทรียท่ี์ส ำคญัท่ีใชใ้นทำงเคมี, ยำ และอุตสำหกรรมอำหำร ซ่ึงกรดในรูป L(+) ง่ำยต่อกำร
ดูดซึมเขำ้ร่ำงกำยมนุษย ์ท ำให้มีกำรผลิตมำกท่ีสุดในเชิงพำณิชย์ (Rodrigues et al., 2017) ส ำหรับ
กำรผลิตกรดแลคติกโดยวิธีทำงเทคโนโลยชีีวภำพ เป็นกำรหมกันมดว้ยจุลินทรียท่ี์ไม่ท ำให้เกิดโรค
หรือไม่ท ำให้เกิดพิษ นมหมกัท่ีพบจ ำหน่ำยในทอ้งตลำดจะมี 2 รูปแบบ คือ นมเปร้ียวพร้อมด่ืม       
มีลกัษณะเป็นน ้ ำเหมือนน ้ ำนมทัว่ไป บริโภคง่ำย และโยเกิร์ต ซ่ึงมีลกัษณะก่ึงแข็ง ก่ึงเหลว โดย
จุลินทรียท่ี์น ำมำผลิตนมเปร้ียวตอ้งเป็นแบคทีเรียกลุ่มท่ีเปล่ียนน ้ ำตำลแลคโตสในนมให้เป็นกรดแล
คติกเท่ำนั้น ซ่ึงแบคทีเรียท่ีผูผ้ลิตนิยมน ำมำใช้ในกรรมวิธีกำรผลิตนมเปร้ียวก็ คือ Lactobacillus 
bulgaricus (เสำวนีย ์ธรรมสถิติ, 2547) Lactobacillus bulgaricus เป็นแบคทีเรียท่ีพบโดยทัว่ไปใน
อำหำรหมกัดองหลำยชนิด เป็นเช้ือท่ีช่วยท ำให้เกิดกำรถนอมอำหำรโดยกระบวนกำรหมกั อีกทั้ง
เป็นแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภำพอีกดว้ย แบคทีเรียชนิดน้ีมีควำมสำมำรถในกำรต่อตำ้นกำร
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์อ่ืนๆ รวมทั้ งพวกท่ีท ำให้อำหำรเน่ำเสียหรือพวกท่ีเป็นเช้ือก่อโรค 
ควำมสำมำรถในกำรผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียชนิดน้ีมีขอ้ดี คือ เน่ืองจำกกรดแลคติกท่ีเกิดข้ึน
จะท ำให้พีเอชในบริเวณนั้นๆต ่ำลงจนกระทัง่จุลินทรียช์นิดอ่ืนๆ ท่ีไม่เป็นท่ีตอ้งกำรนั้นไม่สำมำรถ
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เจริญเติบโตได้ จำกงำนวิจยัท่ีเก่ียวกบักำรผลิตคีเฟอรันโดยเช้ือ L. kefiranofaciens พบว่ำเช้ือมีกำร
ผลิตกรดแลคติกข้ึนไปพร้อมกบักำรผลิตคีเฟอรัน ซ่ึงกรดแลคติกถือเป็นผลพลอยไดจ้ำกกำรผลิต    
คีเฟอรัน (Cheirsilp et al., 2003) 

  
7. กำรใช้วสัดุเศษเหลืออุตสำหกรรมในกำรเลีย้งเช้ือแบคทเีรียแลคติก 

ประเทศไทยมีวสัดุเหลือทิ้งทำงกำรเกษตร เช่น ล ำตน้ขำ้วฟ่ำงหวำน เปลือกขำ้วโพด และ
วสัดุเศษเหลือจำกอุตสำหกรรมเกษตร เช่น กำกชำนออ้ย และกำกมนัส ำปะหลงั เป็นตน้  ปัจจุบนัมี
ควำมพยำยำมน ำวสัดุเหลือทิ้งทำงเกษตรและวสัดุเศษเหลือจำกอุตสำหกรรมกำรเกษตรมำใช้ผลิต
น ้ ำตำล เน่ืองจำกวสัดุเหล่ำน้ีประกอบดว้ย เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงสำมำรถเปล่ียนให้เป็น
น ้ำตำลได ้เม่ือน ำมำหมกัดว้ยยีสตห์รือแบคทีเรียจะสำมำรถผลิตกรดแลคติก ซ่ึงเป็นกรดอินทรียท่ี์มี
ควำมส ำคญัในอุตสำหกรรมต่ำงๆ (ธนพร วิชัย, 2554) แบคทีเรียแลคติกสำมำรถท่ีจะเติบโตใน
สภำพแวดลอ้มท่ีอุดมไปด้วยคำร์โบไฮเดรตซ่ึงเป็นแหล่งท่ีมีศกัยภำพของสำรอำหำรเพื่อกำรผลิต
สำรประกอบท่ีมีคุณค่ำได ้ไม่วำ่จะเป็น กรดต่ำง หรือ สำรพอลิแซ็คคำไรด ์(Novik et al., 2017) 

Kotzamanidis และคณะ (2002) ศึกษำกำรผลิตกรดแลคติกจำกกำกน ้ ำตำลจำกหัวผกักำด 
โดยใช้ L. delbrueckii NCIMB 8130 โดยใช้ควำมเขม้ขน้น ้ ำตำลเท่ำกบั 100 กรัมต่อลิตร พบว่ำเช้ือ
ผลิตกรดแลคติกได้ 45 กรัมต่อลิตร Wee และคณะ (2004) ศึกษำกำรผลิตกรดแลคติกจำก 
Enterococcus faecalis โดยใช้กำกน ้ ำตำลเป็นแหล่งคำร์บอนพบว่ำเม่ือใช้กำกน ้ ำตำลควำมเขม้ขน้ 
333 กรัมต่อลิตร (170 กรัมน ้ ำตำลทั้งหมดต่อลิตร) สำมำรถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุด 134.9 กรัมต่อ
ลิตร Jyothi และคณะ (2005) ศึกษำกำรผลิตกรดแลคติกจำกเศษเหลือแป้งมนัส ำปะหลงัและกำกออ้ย 
โดยเช้ือ Lactobacillus delbrueckii ดว้ยกระบวนกำรยอ่ยพร้อมกำรหมกั และใช้เอนไซม์ทำงกำรคำ้
ในกำรย่อยสำรตั้งต้น ท ำกำรทดลองท่ีอุณหภูมิต่ำงกัน (25, 30, 37, 44, และ 51 องศำเซลเซียส) 
พบว่ำท่ี 37 องศำเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญของเช้ือมำกท่ีสุด โดยเช้ือสำมำรถ
ผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุด 249 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ ำตำลรีดิวซ์ และในงำนวิจยัของ Buenaventurada 
และคณะ (2007) พบว่ำสำมำรถผลิตกรดแลคติกจำกกำกน ้ ำตำลออ้ยท่ีมีควำมเขม้ขน้น ้ ำตำล 119 
กรัมต่อลิตร และน ้ ำออ้ย 133 กรัมต่อลิตร ไดผ้ลผลิตกรดแลคติกเท่ำกบั 107 และ 120 กรัมต่อลิตร 
ตำมล ำดบั และเม่ือใช้น ้ ำตำลหัวผกักำดเข้มขน้ร้อยละ 10 (105 กรัมน ้ ำตำลทั้งหมดต่อลิตร) เช้ือ
สำมำรถผลิตกรดแลคติกไดเ้ท่ำกบั 84 กรัมต่อลิตร ส่วนงำนวิจยัของ Briczinski และคณะ (2002) 
ศึกษำกำรผลิตเอ็กโซพอลิแซ็คคำไรด์โดยเช้ือ L. delbrueckii spp. bulgaricus RR และใช้เวยเ์ป็น
แหล่งคำร์บอน พบวำ่เช้ือสำมำรถผลิตเอก็โซพอลิแซ็คคำไรดเ์ท่ำกบั 110 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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วตัถุประสงค์ของโครงงำนวจัิย  
1. เพื่อศึกษำกำรใช้วสัดุเศษเหลืออุตสำหกรรมเกษตรในกำรผลิตคีเฟอรันตน้ทุนต ่ำเปรียบเทียบกบั
กำรใชน้ ้ำตำลบริสุทธ์ิและยสีตส์กดั 
2. เพื่อศึกษำควำมเขม้ขน้ของแหล่งคำร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมำะสมในกำรผลิตคีเฟอรัน 
3. เพื่อศึกษำกำรขยำยขนำดในกำรผลิตระบบตน้แบบและค ำนวณตน้ทุนในกำรผลิต 
4. เพื่อประยกุตใ์ชคี้เฟอรันและกรดแลคติกท่ีเป็นผลพลอยไดใ้นผลิตภณัฑโ์ลชัน่บ ำรุงผวิ 
 
ขอบเขตของงำนวจัิย  

งำนวิจยัน้ีศึกษำกำรใช้วสัดุเศษเหลืออุตสำหกรรมเกษตร ไดแ้ก่ มะพร้ำวแก่ และเวยแ์ลค
โตส เป็นแหล่งอำหำรรำคำถูกในกำรผลิตคีเฟอรันต้นทุนต ่ำโดยกำรเล้ียงเช้ือ L. kefiranofacien          
JCM 6985 เปรียบเทียบกบักำรใช้น ้ ำตำลบริสุทธ์ิ และศึกษำกำรใช้แหล่งไนโตรเจนรำคำถูก ไดแ้ก่ 
กำกถั่วเหลือง เซลล์ยีสต์ใช้แล้ว และโมโนโซเดียมกลูตำเมต เปรียบเทียบกับกำรใช้ยีสต์สกัด 
จำกนั้นจึงศึกษำควำมเข้มข้นของแหล่งคำร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมำะสม กำรควบคุม           
พีเอชระหว่ำงกำรหมกั กำรหมกัแบบกะซ ้ ำ รวมทั้งศึกษำโครงสร้ำงคีเฟอรัน กำรขยำยขนำดกำร
ผลิต กำรค ำนวณตน้ทุน และกำรประยุกต์ใช้คีเฟอรันและกรดแลคติกท่ีเป็นผลพลอยได้ในกำร
ผลิตภณัฑโ์ลชัน่บ ำรุงผวิ  

 
ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1. สำมำรถใชว้สัดุเศษเหลืออุตสำหกรรมเกษตรในกำรผลิตคีเฟอรันตน้ทุนต ่ำ 
2. ทรำบสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตคีเฟอรัน 
3. ไดร้ะบบตน้แบบและทรำบตน้ทุนกำรผลิตคีเฟอรันจำกวสัดุเศษเหลือท่ีเหมำะสม 
4. ไดผ้ลิตภณัฑเ์คร่ืองส ำอำงท่ีมีส่วนผสมของคีเฟอรันและกรดแลคติก 
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บทที่ 2 
วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 

วสัดุ 
วสัดุและอุปกรณ์ 
1. วตัถุดิบส าหรับการผลติคีเฟอรัน 

โมโนโซเดียมกลูตาเมต จากร้านคา้ในจงัหวดัสงขลา เซลล์ยีสตแ์ห้งใชแ้ลว้ ซ้ือจากบริษทั
เอนแทค ฟาร์ม น ้ามะพร้าวแก่ จากร้านคั้นกะทิสด ในจงัหวดัสงขลา เวยแ์ลคโตส ซ้ือจากร้าน ฟู้ด ดี
ดี ในกรุงเทพมหานคร  
    1.1 การเตรียมน า้มะพร้าวแก่ 

น าน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีไดม้ากรองดว้ยผา้ขาวบาง เพื่อกรองเศษส่ิงสกปรก แลว้เติมน ้ าตาล
กลูโคสเพื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้ าตาล จากนั้นน าน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีท าเขม้ขน้แลว้ไปกรองฆ่าเช้ือ
ดว้ยกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร แลว้น าไปวดัปริมาณน ้าตาลทั้งหมดก่อนน ามาใช ้

1.2 การเตรียมเวย์แลคโตส 
ชัง่เวยแ์ลคโตส 40 กรัม ละลายในน ้า 1 ลิตร แลว้น าไปใหค้วามร้อนท่ี 121 องศาเซลเซียส 

15 นาที จากนั้นน ามากรองดว้ยผา้ขาวบา้ง 2 รอบ เพื่อเอาตะกอนท่ีตกหลงัใหค้วามร้อนออก แลว้น า
ส่วนใสไปวดัปริมาณน ้าตาลทั้งหมดก่อนน ามาใช ้

1.3 การเตรียมน า้มะพร้าวแก่ทีเ่ติมน า้ตาลและแหล่งไนโตรเจน 
น าน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีไดม้ากรองดว้ยผา้ขาวบาง เพื่อกรองเศษส่ิงสกปรก แลว้เติมน ้ าตาล

กลูโคสเพื่อเพิ่มความเข้มข้นของน ้ าตาล จากนั้ นน าน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีท าเข้มข้นมาเติมแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ท่ีก าหนด แลว้ไปกรองฆ่าเช้ือดว้ยกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร แลว้
น าไปวดัปริมาณน ้าตาลทั้งหมดก่อนน ามาใช ้
2. จุลนิทรีย์ 

Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985 เป็นแบคทีเรียแลคติกท่ีใชส้ าหรับการผลิตคีเฟอ
รัน สั่งซ้ือจาก Japan Collection of Microorganisms ประเทศญ่ีปุ่น เก็บหวัเช้ือเร่ิมตน้ในกลีเซอรอล
ความเขม้ขน้ร้อยละ 30 ภายใตอุ้ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

กอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรนจากประเทศญ่ีปุ่น และร้านคา้ในกรุงเทพมหานคร เก็บหวัเช้ือเร่ิมตน้
ในนมสดยเูอชทีทางการคา้เปล่ียนอาหารทุก 1 เดือน ภายใตอุ้ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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3. อุปกรณ์ส าหรับเพาะเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์และส าหรับการวเิคราะห์ 
 
ช่ือเคร่ืองมือ รุ่น บริษทั 
ตูเ้ก็บเช้ืออุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ 
ตูป้ลอดเช้ือ 
เคร่ืองกวนสาร 
เคร่ืองใหค้วามร้อน 
เคร่ืองกวนแม่เหล็ก 
เคร่ืองป่ันเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ 
ตูอ้บความร้อนแหง้ 
เคร่ืองเขยา่ 
 
เคร่ืองวดัพีเอช 
อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ 
เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 2 ต าแหน่ง 

SF-C697(GYN) 
SS-325 
5270044 
ST5 
HS 115 
RO 5 
5203 
UM 200-800 
Contomate 
MOII 
420 A 
W350 
U-200 
BP 210-s 
HF-1200 

Sanyo, Thailand 
Tomy Seiko Co Ltd, Japan 
Hotpack, China 
FinePCR, Korea 
Ika Labotechnic, Germany 
Ika Labotechnic, Germany 
Hitachi, Japan 
Memmert, Germany 
B. Braun Biotech 
International, Germany 
Orion Research, Inc., Japan 
Memmert, Germany 
Teachical Cooperation, 
Japan 
Sartorius, Germany 
A&D Company, Ltd, Japan 

 
4. สารเคมี 
 สารเคมีส าหรับตรวจวเิคราะห์ปริมาณคีเฟอรัน และปริมาณน ้าตาลทั้งหมด (ภาคผนวก) 
สารเคมีท่ีใชเ้ป็นองคป์ระกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ 
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5. อาหารเลีย้งเช้ือ 

อาหารส าเร็จรูปสูตร Man-Rogosa Sharpe (MRS) ยีห่อ้ Hi-media ส าหรับเตรียมหวัเช้ือ 
สารเคมี ปริมาณ (กรัมต่อลิตร) 
Dipotassium phosphate 
Meat extract 
Yeast extract 
Glucose 
Polysorbate 80 
Ammonium citrate 
Sodium acetate 
Magnesium sulfate 
Manganese sulfate 
Peptone 
Agar 

10.00 
2.00 
5.00 
20.00 
1 มิลลิลิตรต่อลิตร 
2.00 
5.00 
0.10 
0.05 
10.00 
15.00 

  
 อาหาร modified-MRS คืออาหาร MRS ท่ีแทนกลูโคสดว้ยเวยแ์ลคโตส หรือแทนแหล่ง
ไนโตรเจนอินทรียด์ว้ยแหล่งไนโตรเจนราคาถูก (สุวรรณี สุขแสวง, 2559)  
สารเคมี ปริมาณ (กรัมต่อลิตร) ปริมาณไนโตรเจน (กรัมต่อลิตร) 
Tryptone* 
Meat extract* 
Yeast extract* 
Glucose 
Polysorbate 80 
Tri-ammonium citrate 
Sodium acetate 
Magnesium sulfate 
Manganese sulfate 
Calcium chloride 

20.00 
20.00 
10.00 
30.00 
1 มิลลิลิตรต่อลิตร 
4.00 
5.00 
0.58 
0.28 
0.74 

2.40 
2.50 
1.09 
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* หมายถึง แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ท่ีจะถูกทดแทนด้วยแหล่งไนโตรเจนราคาถูกในอาหาร 
Modified MRS โดยจะแทนท่ีในปริมาณกรัมไนโตรเจนท่ีเท่ากนั 
วธีิการเตรียม 

ชัง่ส่วนผสมทั้งหมดละลายในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร คนให้ส่วนผสมเขา้กนั แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ภายในหมอ้น่ึงความดนั ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
วธีิการวเิคราะห์ 
1. การวดัการเจริญของจุลนิทรีย์ 

การวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (OD660) โดยน าน ้ าหมกัมาเจือ
จางใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง 0.2 -0.8 เพื่อดูอตัราการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์

 

2. การวดัน า้หนักเซลล์แห้งของเซลล์และการค านวณค่าทางจลนพลศาสตร์ 
วดัโดยดดัแปลงจากวิธีของ Papanikolaou และคณะ (2002) ปิเปตตวัอยา่ง 2 มิลลิลิตร ใส่

ในหลอดพลาสติก แลว้น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ลา้งตะกอนเซลล์ดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง แลว้น าตะกอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนน ้ าหนกั
คงท่ี คือประมาณ 48-72 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน แลว้น าไปชัง่ บนัทึกผล  
การค านวณหา  
  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) =(A-B) × 1,000/4 
เม่ือ           A   = น ้าหนกัหลอด +น ้าหนกัเซลลห์ลงัจากอบแหง้ 
 B   = น ้าหนกัของหลอดท่ีอบแหง้ 
 ผลผลิตเซลล์ (กรัมต่อกรัมสับสเตรท) = (X120- Xo)/(S0-S120) 
เม่ือ          Xo    = ปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
                X120 = ปริมาณเซลลท่ี์เวลา 120 ชัว่โมง (กรัมต่อลิตร) 
                S0    = ปริมาณสับสเตรทเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
                S120 = ปริมาณสับสเตรทท่ีเวลา 120 ชัว่โมง (กรัมต่อลิตร) 
 อตัราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชัว่โมง)= (In Xt -InXo)/t 
เม่ือ          Xt     = น ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีเวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 
                Xo   = น ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีเวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 
                t      = ช่วงเวลาท่ีเจริญเติบโต 
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3. การวเิคราะห์ปริมาณคีเฟอรัน 
 วดัปริมาณคีเฟอรันในรูปของผลรวมระหว่างคีเฟอรันในส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือ 
(broth kefiran) กบัคีเฟอรันท่ีเกาะรอบเซลล์ (capsular kefiran) ของแบคทีเรียแลคติก (Cheirsilp et 
al., 2001)  
 ก. การวดัปริมาณคีเฟอรันในส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือ (broth kefiran) 

น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตกตะกอนคีเฟอรันดว้ย   
เอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 95 (-20 องศาเซลเซียส) ในอตัราส่วน 1:1 วางทิ้งไว ้30 นาที                ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
แยกส่วนใสออกจากตะกอน โดยการตกตะกอนภายใตส้ภาวะน้ีไม่ท าให้น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหรือ
โมเลกุลคู่ตกตะกอนลงมาดว้ย จากนั้นละลายตะกอนท่ีไดด้ว้ยน ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร             น า
สารละลายดงักล่าวป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเท่าเดิมนาน 10 นาที แยกส่วนใสออกจากตะกอนท่ีไม่
ละลายน ้ าซ่ึงเป็นตะกอนโปรตีน ตกตะกอนส่วนใสซ ้ าอีกคร้ังดว้ยเอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้เท่าเดิม
วางทิ้งไวเ้ป็นเวลา 30 นาที น ามาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบเท่าเดิมนาน 10 นาที แยกส่วนใสออกจาก
ตะกอนละลายตะกอนท่ีได้ด้วยน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เจือจางตวัอย่างให้มีความเขม้ขน้อยู่
ในช่วงท่ีเหมาะสมเพื่อวิเคราะห์ปริมาณคีเฟอรันโดยการวดัน ้าตาลทั้งหมด แสดงขั้นตอนทั้งหมดดงั 
Figure 3 

ส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็นนม ท าการตกตะกอนโปรตีนนมดดัแปลงวิธีจาก Zajšek และคณะ 
(2013) ดว้ย Trichloroacetic acid (TCA) ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 20 ในอตัราส่วน 1:1 ผสมให้เขา้กนั
และทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท าการแยกตะกอนโปรตีนโดยการ
ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยก
ส่วนใสออกจากตะกอนแลว้น าส่วนใสท่ีไดม้าตกตะกอนคีเฟอรันดงัท่ีกล่าวในขา้งตน้ 

ข. การวดัปริมาณคีเฟอรันท่ีเกาะรอบเซลล ์(capsular kefiran) 
ตะกอนเซลลท่ี์แยกไดจ้ากส่วนแรกน ามาละลายดว้ยน ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปตม้

ในน ้าเดือดนาน 30 นาที ป่ันเหวีย่งสารผสมท่ีไดด้ว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แยกสารละลายคีเฟอรันออกจากตะกอนเซลล ์ซ่ึงการ
ตกตะกอนและวิเคราะห์ปริมาณคีเฟอรันในส่วนของ capsular kefiran โดยท าตามวิธีการเดียวกบั
การตกตะกอน และวิเคราะห์ปริมาณคีเฟอรันในส่วนใส (broth kefiran) ในขอ้ ก. แสดงขั้นตอน
ทั้งหมดดงั Figure 3 
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Figure 3 Method of analysis kefiran  
ท่ีมา: Cheirsilp และคณะ (2001) 

น ้าหมกั 

ส่วนใส  ส่วนตะกอนเซลล ์

ละลายน ้ากลัน่ น าไปตม้ในน ้าเดือดนาน 30 นาที 

น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ  
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

ส่วนใส  

ตะกอน 

ตกตะกอนคีเฟอรันดว้ยเอทานอลความ

เขม้ขน้ร้อยละ 95 (-20 องศาเซลเซียส) ใน

อตัราส่วน 1:1 วางทิ้งไว ้30 นาที 

ตกตะกอนคีเฟอรันดว้ยเอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 

95 (-20 องศาเซลเซียส) ในอตัราส่วน 1:1 วางทิ้งไว ้30 

นาที 

น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ  
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 

นาที 
ส่วนใส  

ตะกอนคีเฟอรัน+ตะกอนโปรตีน 

ละลายตะกอนคีเฟอรันดว้ยน ้ากลัน่ น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 

นาที น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ  
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

ตะกอน 
โปรตีน 

สารละลายคีเฟอรัน 

ท าซ ้ าเหมือนเดิมอีก 1 คร้ัง 
เพ่ือเพ่ิมความบริสุทธ์ิ 

ส่วนใส  

ตะกอนคีเฟอรัน+ตะกอนโปรตีน 

ละลายคีเฟอรันดว้ยน ้ากลัน่ 

น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ  
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

ตะกอน

โปรตีน 

สารละลายคีเฟอรัน 

ท าซ ้ าเหมือนเดิมอีก 1 คร้ัง เพ่ือเพ่ิมความบริสุทธ์ิ 

ปริมาณคีเฟอรันในน ้าหมกั 

ปริมาณคีเฟอรันรอบเซลล ์
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วเิคราะห์หาปริมาณคีเฟอรันทั้งหมด จากนั้นน ามาหาค่าผลผลิตคีเฟอรัน 
 ผลผลิตคีเฟอรัน =(P120-P0)/(S0-S120) 
เม่ือ           P0     =  ปริมาณคีเฟอรันเร่ิมตน้ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
                 P120  = ปริมาณคีเฟอรันท่ีเวลา 120 ชัว่โมง (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
                 S0     = ปริมาณสับสเตรทเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
                 S120 = ปริมาณสับสเตรทท่ีเวลา 120 ชัว่โมง (กรัมต่อลิตร) 
 

5. การวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลทั้งหมด 
วิ เคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทั้ งหมดโดยวิธีแอนโทรน (Cheirsilp et al., 2001) เตรียม

สารละลายท่ีใชว้ดัโดยชัง่แอนโทรน 0.8 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมค่อยๆ เติม
กรดซัลฟูริกเขม้ขน้ 300 มิลลิลิตร เจือจางตวัอย่างให้มีความเขม้ขน้อยู่ในช่วงท่ีเหมาะสมแล้วดูด
สารละลายตวัอยา่งปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กเติมสารละลายแอนโทรน
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั จากนั้นน าไปตม้ในน ้ าเดือดนาน 10 นาที ท าให้เยน็ทนัที วดัค่า
การดูดกลืนแสงในความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร และค านวณปริมาณน ้าตาลทั้งหมด                   โดย
เปรียบเทียบค่าท่ีวดัไดก้บักราฟมาตรฐานน ้ าตาลกลูโคส ลบกบัปริมาณคีเฟอรันท่ีวดัไดเ้พื่อค านวณ
ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด 

 
6. การวเิคราะห์นิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (1H-NMR spectrum) 
 เตรียมสารละลายตวัอยา่งความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ลงในดิวเทียมออกไซด์ (Sigma-Aldrich, 
St Louis, USA) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง และใส่สารละลายตวัอยา่ง 700 ไมโครลิตร ถ่ายโอนไปยงัท่อตวัอยา่ง 
NMR 1H เรโซแนนซ์แม่เหล็กนิวเคลียร์ (1H-NMR) ได้รับการบนัทึกในสเปกโตรมิเตอร์ Varian 
Unity Plus (Varian, Palo Alto, USA) ท่ี 60 องศาเซลเซียส โดยใช้ความถ่ีเรโซแนนซ์ 400     เม
กะเฮิร์ตซ์ การเปล่ียนแปลงทางเคมีปรากฏใน ppm (δ) ข้อมูลจะถูกน ามาใช้ในซอฟต์แวร์  
MestReNova 9.0(Mestrelab Research) ในการประมวลผลภาพ 
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7. การวิ เคราะห์หมู่ฟังก์ ช่ันของคี เฟอรันโดยเทคนิค FourierTransform–Infrared (FTIR) 
Spectroscopy  
น าคีเฟอรันอบแห้งตวัอยา่งท่ีสกดัและผา่นการอบแห้งมาบดละเอียดลงบนแผน่กระดาษทิชชู่แลว้ท่ี
ตดัขนาด 1 cm × 1 cm น า ตวัอย่างท่ีเตรียมไวไ้ปใส่ท่ีแท่นวางตวัอย่างของเคร่ือง FTIR (Fourier 
Transform Infrared Spectrometer, Vertex70, Bruker, Germany) ตามวิธีของ Xu และ Li (2013) ท า
การวเิคราะห์คีเฟอรันแหง้ตวัอยา่ง โดยน าตวัอยา่งท่ีไดม้าวางติดอยูบ่นแผน่กระดาษทิชชู่ท่ีเตรียมไว ้
ท าการวิเคราะห์ Spectra ท่ีได้โดยท าการศึกษาเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของ 
Spectra ท่ีไดจ้ากต าแหน่งของพีคบน IR Spectrum และบนัทึกคล่ืนช่วง 4000-400 cm-1 ขอ้มูลท่ีได้
จะถูกน ามาใช้ OPUS/IR NT 4.0 spectroscopic ซอฟแวร์ ถูกติดตั้งอยู่ในเคร่ือง FTIR โดยเทียบผล
การวิเคราะห์คีเฟอรันบริสุทธ์ิจากงานวิจยัของ Esnaashari และคณะ (2014) ท่ีใช้สภาวะในการ
วเิคราะห์เช่นเดียวกนักบังานวจิยัน้ี 
 
8. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของน ้าตาลที่เป็นองค์ประกอบของคีเฟอรันโดยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 ศึกษาชนิดและปริมาณของน ้ าตาลท่ีเป็นองค์ประกอบของคีเฟอรันท่ีได้ด้วย High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยการเตรียมตัวอย่างคีเฟอรันแห้ง ปริมาณ 40 
มิลลิกรัม เติมกรดไตรฟลูออโรอะซิติก (Trifluoro acetic acid; TFA) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 0.2      
โมลาร์ ย่อยท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 14      
โมลาร์ หยดจนให้พีเอชเท่ากบั 7 และใส่น ้ ากลัน่เจือจางจนได้ปริมาตรเท่ากบั 25 มิลลิตร ท าให้
ตวัอยา่งมีอุณหภูมิเป็น 4 องศาเซลเซียส(อา้งอิงจาก Pop et al., 2015) ก่อนน าไปวเิคราะห์ HPLC ส่ง
ตรวจวิเคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ ใช้
น ้าตาลมาตรฐาน 4 ชนิด น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลกาแลคโตส น ้าตาลฟรุคโตส น ้าตาลซูโครส   
 

วธีิการ 
 สภาวะท่ีใช้ในการทดสอบคือ ใช้ตวัอย่างท่ีผ่านการย่อยปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดย
เคร่ืองมือ คอลมัน์: Lichrocart NH4 (250×4 mm) ตวัท าละลายเคล่ือนท่ี (Mobile phase) คือ อะซิโต
ไนไตรล ์(Acetonitrile) และน ้า (Water) ในอตัราส่วน 90:10 อตัราการไหลของตวัท าละลายเคล่ือนท่ี 
คือ 1.9 มิลลิลิตรต่อนาที ตวัตรวจจบัคือ Evaporative light scattering detector; ELSD       80 องศา
เซลเซียส ใชแ้ก๊สไนโตรเจนท่ีอตัราเร็ว 2.0 ลิตรต่อนาที 
 



41 

 

9. การวเิคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดยเทคนิค HPLC 
 วิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดยเทคนิค HPLC โดยดดัแปลงตามวิธีของ Olano-Maetin 
และคณะ (2000) 
 สารเคมี 
 ก. สารมาตรฐานกรดแลคติก 
 ข. กรดซลัฟูริก 
เคร่ืองมือ Column:BIOLAD-RAD Aminex HPX-87 H Ion Exclusion column (300 mm x 7.8 mm) 
 Mobile phase: 0.005 M H2SO4 
 Flow rate: 0.6 ml/min 
 Temp: 50 oC 
 Detecter: UV 215 nm 
 Injet: 20 µL 
วธีิการ  
 ป่ันเหวี่ยงตวัอยา่งดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที แยกส่วนในออกจากตะกอน น าส่วนใสท่ีได้กรองผ่านกระดาษกรองไนลอนขนาด 0.2
ไมโครเมตร และฉีดตวัอยา่งปริมาตร 20 ไมโครลิตร เขา้สู่คอลมัม ์เปรียบเทียบปริมาณสารท่ีไดก้บั
สารมาตรฐานของกรดแลคติกท่ีมีความเขม้ขน้ 100, 50, 25 และ 2.5 มิลลิโมลาร์ 
 

10. การวเิคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดโดยการไตเตรต 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มอล เตรียมได้โดยละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์4 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชา  
 ชัง่ตวัอยา่ง 10 กรัม ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร หยดฟินอล์ฟธาลินไป 2-3 หยด 
น าไปไตเตรต กับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มอล จนถึงจุดยุติ เม่ือสารละลาย
เปล่ียนเป็นสีชมพูอ่อน ท าการทดลอง 3 ซ ้ า ค  านวณหาค่าเฉล่ียของด่างท่ีใช ้และค านวณหาปริมาณ
กรดทั้งหมด 
ปริมาณกรดทั้งหมดคิดเทียบกรดแลคติก(%) =                                                                ×100                                                                                  
 
 
 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด ์(มล.)× N× 90.9     
ปริมาตรของตวัอยา่ง (มล.)×1000 

 

 



42 

 

11. การวเิคราะห์ทางสถิติ 
 ท าการทดลอง 3 ซ ้ า ค  านวณค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+SD) วิเคราะห์
ความแปรปรวนแบบ one way ANOVA และ  Duncan’s multiple range teat(p<0.05) โดยใช้
โปรแกรม SPSS ซอฟตแ์วร์รุ่น 1 
 
วธีิการทดลอง 
1. การผลติคีเฟอรันจากก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรน 
                ท าการเติมก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรนร้อยละ 0.5 ลงในนมสดยูเอชทีทางการค้าท่ีมีปริมาณ
น ้ าตาลทั้งหมดเร่ิมตน้ร้อยละ 2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัการเล้ียงในนมถัว่เหลืองยูเอช
ทีทางการคา้ท่ีมีน ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 8 บ่มท่ีอุณหภูมิท่ี 30+2 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอย่าง
ทั้งหมดเพื่อน ามาวดัปริมาณน ้ าตาลท่ีเหลือ ปริมาณกรด และปริมาณกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรนท่ีเพิ่มข้ึน 
และท าการสกดัคีเฟอรันจากทั้งในนมและกอ้นเช้ือ 
 
2. การศึกษาการผลติคีเฟอรันจากเช้ือเดี่ยว  
                 ถ่ายหัวเ ช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารสูตร 
modified-MRS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดซีร่ัมขนาด 125 มิลลิลิตร เก็บตวัอยา่งท่ีชัว่โมง 48, 72 
ท าการเก็บตวัอย่างทั้งหมดเพื่อน ามาวดัปริมาณน ้ าตาลท่ีเหลือ ปริมาณกรด และปริมาณหัวเช้ือ         
คีเฟอร์เกรนท่ีเพิ่มข้ึน และท าการสกดัคีเฟอรัน 
 

3. การผลติคีเฟอรันจากแหล่งคาร์บอนราคาถูกเปรียบเทียบกบัน า้ตาลชนิดอ่ืนๆ 
 ถ่ายหัวเ ช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารสูตร 
modified-MRS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดซีร่ัมขนาด 125 มิลลิลิตร ท าการทดลองทั้งหมด4 ชุด
การทดลองคือ 
 ชุดการทดลองท่ี 1 อาหารสูตร modified-MRS ท่ีใชน้ ้าตาลกลูโคส (ชุดควบคุม) 
 ชุดการทดลองท่ี 2 อาหารสูตร modified-MRS ท่ีใชน้ ้าตาลแลคโตส (ชุดควบคุม) 
 ชุดการทดลองท่ี 3 อาหารสูตร modified-MRS ท่ีแทนน ้าตาลแลคโตสดว้ยเวยแ์ลคโตส 
 ชุดการทดลองท่ี 4 น ้ามะพร้าวแก่อยา่งเดียว  
 โดยทุกชุดการทดลองใช้ความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3 ปรับพีเอชเร่ิมตน้อาหาร
เท่ากบั 5.5 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง จากนั้นน าไปวิเคราะห์
การเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด และค่าพีเอช  วดัปริมาณกรดแลคติก และปริมาณ
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คีเฟอรันท่ีเช้ือผลิตได ้เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือและการผลิตคีเฟอรันจากแหล่งคาร์บอน น ้าตาล
กลูโคส น ้าตาลแลคโตส เวยแ์ลคโตส และน ้ามะพร้าวแก่  
 

4. การศึกษาผลของการเพิม่ความเข้มข้นน า้ตาลและการควบคุมพเีอช  
 ถ่ายหัวเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหาร ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ในขวดซีร่ัมขนาด 125 มิลลิลิตร ปรับความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ท่ีร้อยละ 3, 5 และ7 
ปรับพีเอชเร่ิมตน้อาหารเท่ากบั 5.5 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง 
โดยชุดการทดลองท่ีมีการควบคุมพีเอชจะท าการปรับพีเอชตวัอยา่งให้อยูใ่นช่วง 5-6 ทุก 12 ชัว่โมง 
ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 10 นอร์มอล  จากนั้ นน าไปวิเคราะห์การเจริญของ
เช้ือจุลินทรีย ์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด และค่าพีเอช  วดัปริมาณกรดแลคติก และปริมาณคีเฟอรันท่ีเช้ือ
ผลิตได ้เลือกความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีเหมาะสมท่ีท าให้การผลิตคีเฟอรันสูงสุดเพื่อใช้ในการทดลอง
ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



44 

 

5. การผลิตคีเฟอรันจากแหล่งไนโตรเจนราคาถูกและการศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่ง
ไนโตรเจน 
 ท าการศึกษาการใช้โมโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารท่ีเหมาะสม
จากข้อ 4 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในขวดดูแรนปริมาตร 100 มิลลิลิตรโดยใช้ช่วงความเข้มข้น
ไนโตรเจนตามสูตรอาหาร MRS คือ 5.99 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร แสดงดงั Table 6 และศึกษาการ
ใชค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ี 7, 5, 3, 1, 0.5 และ 0.11 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร เปรียบเทียบกบัการใชย้สีต์
สกดัท่ีความเขม้ขน้ไนโตรเจนเท่ากนั   
 ท าการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 2 เลือกแหล่งไนโตรเจนและความเขม้ขน้ท่ีให้การผลิต              
คีเฟอรันสูงสุดเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 
 
Table 6 Total nitrogen of MRS medium 

Medium Amount (g/L) Amount N (g/L) 

Tryptone* 
Meat extract* 
Yeast extract* 
Glucose 
Polysorbate 80 
Tri-ammonium citrate 
Sodium acetate 
Magnesium sulphate 
Manganese sulphate 
Calcium chloride 

20.00 
20.00 
10.00 
30.00 
1 ml/L 
4.00 
5.00 
0.58 
0.28 
0.74 

2.40 
2.50 
1.09 
Total N = 5.99 

ท่ีมา: สุวรรณี สุขแสวง, 2559 
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6. การขยายขนาดการทดลองและการหมักแบบกะซ ้า (Repeated batch fermentation) 
น าสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองในขอ้ท่ี 5  มาท าการขยายขนาดถงัหมกัเป็น 1 ลิตร ท า

การทดลองแบบกะซ ้ าโดยท าการเติมอาหารเพิ่มทุก 48 ชัว่โมง ก่อนเติมอาหารใหม่ท าการดึงอาหาร
เก่าออกร้อยละ 90 ของน ้ าหมกัทั้งหมด ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิเท่ากบั 30+2 องศาเซลเซียส ท าการ
ทดลอง 6 รอบ เก็บตวัอยา่งทดสอบทุก 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปวิเคราะห์การเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์
ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และค่าพีเอช และปริมาณคีเฟอรันท่ีเช้ือผลิตได ้เปรียบเทียบการเจริญของ
เช้ือและการผลิตคีเฟอรัน และค านวณค านวณผลผลิตน ้ าหนกัเซลล์แห้ง (Yx/s ) ผลผลิตคีเฟอรันต่อ
สารตั้งตน้ (YP/S) 
 

7. ระบบต้นแบบการผลติคีเฟอรันจากน า้มะพร้าวแก่ต้นทุนต ่า 
    7.1 การเตรียมหัวเช้ือ 
        ในการเตรียมหวัเช้ือเพื่อลงถงัปฏิกรณ์ตน้แบบ ท าการขยายขนาดการเตรียมหวัเช้ือ 2 ระดบั 
คือ จากหวัเช้ือลงอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร และขยายต่อไปลงอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร                       
1 ลิตร โดยมีรายละเอียดดงัน้ี ถ่ายหัวเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ลงในอาหารเหลว MRS ท่ี
ผา่นการปรับค่าพีเอชเท่ากบั 5.5 และผา่นการฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั จนได้ค่าความขุ่น (OD660) 
เท่ากบั 0.2 จากนั้นน าหัวเช้ือท่ีได้ถ่ายลงอาหาร MRS ปริมาตร 1 ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั จนไดค้่าความขุ่น  เท่ากบั 0.2 ขั้นตอนแสดงดงั Figure 4 
 

 
          
 
 
 
MRS medium           100 mL inoculum            1 L MRS medium                        1 L inoculum 
Figure 4 Inoculum preparation and scale up from 100 mL to 1 L. 
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7.2 การเตรียมน า้มะพร้าวแก่ 
น าน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีไดม้ากรองดว้ยผา้ขาวบางเพื่อก าจดัเศษส่ิงสกปรกออก แลว้ปรับพีเอช

ใหเ้ท่ากบั 5.5  แลว้น ามาฆ่าเช้ือโดยการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
พบวา่น ้ามะพร้าวแก่มีความเขม้ขน้น ้าตาลเพิ่มข้ึนเป็น 50 กรัมต่อลิตร จากนั้นท าใหเ้ยน็อยา่งรวดเร็ว 
และบรรจุใส่ลงขวดขนาด 7 ลิตร โดยบรรจุน ้ามะพร้าวแก่เพียง 450 มิลลิลิตร Figure 5 แสดงรูปการ
เตรียมน ้ามะพร้าวแก่ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5 Preparation of mature coconut juice for fermentation 
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Figure 6 Diagram of pasteurization equipment. 
Source: http://www.marchcool.com/en/SME-Pasteurized-mini-set 
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Figure 7 Pictures of pasteurization equipment. 
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7.3 การเลีย้งเช้ือเพ่ือผลติคีเฟอรัน 
น าหวัเช้ือท่ีไดถ่้ายลงอาหารน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีผา่นการท าเขม้ขน้น ้ าตาล 50 กรัมต่อลิตร และ

ปรับ   พีเอช 5.5 แลว้จึงถ่ายเช้ือจากขวด 1 ลิตร ลงไปในถงัหมกัขนาด 7 ลิตร แลว้บ่มเป็นเวลา 5 วนั 
เก็บตวัอย่างทุก 12 ชั่วโมง เม่ือครบ 5 วนั เตรียมน าน ้ าหมกัท่ีได้ไปแช่เย็นในอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ก่อนน าไปสกดั คีเฟอรัน 

 
 
 

 
 
 
 
    Figure 8 Inoculation of 1 L inoculum into 7 L fermenter and incubation for 5 days. 
 
7.4 การตกตะกอนคีเฟอรันแยกออกจากน า้หมัก 

 น าน ้ าหมกัมาท าให้เยน็ท่ี 4 องศาเซลเซียส แลว้เติมเอทานอลเยน็ -20 องศาเซลเซียสเพื่อ
ตกตะกอนคีเฟอรัน ในอตัราส่วนเอทานอลต่อน ้ าหมกัท่ี 1:1 เขยา่อยา่งแรงให้น ้ าหมกักบัเอทานอล
เขา้กนั และน าไปแช่เยน็ห้อง 4 องศาเซลเซียส ทิ้งไว ้1 คืน จากนั้นแยกของเหลวออกจากตะกอน              
คีเฟอรัน 

 
  
 

      
 
 

 
 
Figure 9 Kefiran recovery from fermented broth by cool ethanol precipitation. 
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น าส่วนใสแยกตะกอนออกจากเอทานอลมาหมุนเหวี่ยงท่ี 8,500 รอบต่อนาที 15 นาที แลว้
น าส่วนใสไประเหยเอาเอทานอลกลบัมาใชซ้ ้ า และน าน ้าหมกัไปเก็บเก่ียวกรดแลคติกต่อไป ส าหรับ
ส่วนท่ีเป็นตะกอนน ามาละลายในน ้ ากลั่น อาจมีการให้ความร้อนเพื่อช่วยให้คีเฟอรันออกจาก
ตะกอนได้เร็วข้ึน จากนั้นน ามาหมุนเหวี่ยงแยกตะกอนท่ีไม่ใช้คีเฟอรันออก ในท่ีน้ีคือตะกอน
โปรตีน เก็บส่วนใสคีเฟอรันมาตกตะกอนอีกคร้ัง จากนั้นน าตะกอนไปท าให้แห้งโดยการอบแหง้ท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง ขั้นตอนทั้งหมดแสดงดงั Figure 13 

 
 
 

 
 
 
    Figure 10 Centrifuge to separate liquid (culture broth+ethanol) and precipitate.  
 

                    

                                
 
 
 

Figure 11 Dissolve precipitate in distilled water and centrifuge to separate kefiran solution from 
protein precipitate and repeat ethanol precipitation before drying. 

Kefiran kefiran Dried 
kefiran 
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Figure 12 Overall processes for kefiran production and recovery. 
 
8.  การค านวณต้นทุนการผลติคีเฟอรัน 

น าขอ้มูลจากผลการทดลองขา้งตน้มาค านวณตน้ทุนการผลิตคีเฟอรัน 
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Figure 13 Method of kefiran recovery for 1 L bioreactor.  

น ้าหมกัคีเฟอรันในถงัหมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

ท าการตกตะกอนคีเฟอรันดว้ยเอทานอล 1:1 เอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 95 
 (-20 องศาเซลเซียส) 

ปรับอุณหภูมิใหไ้ด ้4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นผสมกบัตวัอยา่งให้เขา้กนั 

วางทิ้งไวใ้หต้กตะกอนขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ส่วนใสดา้นบน 
(เอทานอล+กรดแลคติก) 

ตะกอนส่วนล่าง 
(คีเฟอรัน+โปรตีน+เซลล)์ 

ตม้ใหล้ะลายจนเดือด แยกกลัน่เอาเอทานอล (evaporated) ดว้ย
อุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส 

เอทานอล 

น าไปป่ันเหวีย่งในขวดวดั
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

แลคเตท 

น าส่วนใสท่ีเหลือมาตกตะกอนดว้ยแคลเซียม

คาร์บอเนต  

ตะกอนเซลล ์

น าส่วนใสตกตะกอนคีเฟอรันดว้ยเอ

ทานอล ในอตัราส่วน 1:1 วางทิ้งไว ้30 

นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เอทานอลความ

เขม้ขน้ร้อยละ 95    

(-20 องศาเซลเซียส) 

น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใส 

ตะกอน (คีเฟอรัน+โปรตีน) 

ละลายตะกอนคีเฟอรันท่ีไดด้ว้ยน ้ากลัน่ 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

ท าแหง้โดยการอบ 60 องศาเซลเซียส 48 

ชัว่โมง 

ส่วนใส 

ตะกอนโปรตีน 
น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

ส่วนใส 
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9. การประยุกต์ใช้คีเฟอรันในผลติภัณฑ์โลช่ัน 
     ท าการเตรียมโลชั่นบ ารุงผิวโดยแบ่งส่วนประกอบเป็น วตัภาคน ้ า A (water phase) และ       
วตัภาคน ้ามนั B (oil phase)   

Phase Chemical Amount 
A น ้ากลัน่ 0.78 kg 

เมทิลพาราเบน (Methyparaben) 10 g 
B สเตียริก เอซิค (Stearic acid) 60 g 

ซิทิล แอลกอฮอล ์(Cetyl alcohol) 30 g 
ไอโซโพรพิล ไมริสเตท (Isopropyl mysistate (IPM)) 30 g 
ทวนิ 20 (Tween 20) 50 g 

C น ้าหอม (Fragrance) 1 g 
 

1. น า Phase A มารวมกนั แลว้น าไปใหค้วามร้อน 
2. น า Phase B มารวมกนั แลว้น าไปใหค้วามร้อน 
3. กวนจนขอ้ 2, 3 ละลายจนหมด 
4. น าขอ้ 1 เทผสมลงในขอ้ 2 แลว้กวนต่อไปเร่ือยๆ จนโลชัน่เซตตวัหนืดข้ึน 

             เม่ืออุณหภูมิลดลงเติมน ้ าหอม Phase C ลงไปแลว้กวนให้เขา้กนัและศึกษาการเติมคีเฟอรัน 
และกรดแลคติกตามชุดการทดลองดา้นล่าง  
ชุดการทดลองท่ี 1 โลชัน่ชุดควบคุมท่ีไม่เติมคีเฟอรันและกรดแลคติก 
ชุดการทดลองท่ี 2 โลชัน่ผสมคีเฟอรันร้อยละ 1 
ชุดการทดลองท่ี 3 โลชัน่ผสมกรดแลคติกร้อยละ 1 
ชุดการทดลองท่ี 4 โลชัน่ผสมกรดแลคติกร้อยละ 0.5 และคีเฟอรันร้อยละ 0.5 

หลังจากผสมส่วนผสมทุกอย่างรอให้อุณหภูมิลดลง 35 องศาเซลเซียส แล้วจึงน าไป
ประเมินคุณสมบติัทางกายภาพ, ทางทางเคมี, ทางจุลชีววิทยา, ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และทางดา้น
ประสาทสัมผสั (เสาวนีย ์กระสานติสุข และหทยัชนก รุณรงค,์ 2549) 
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1) วเิคราะห์ทางกายภาพ โดยดูจากลกัษณะภายนอกของโลชัน่ โดยพิจารณาในเร่ืองต่อไปน้ี 
 - ลกัษณะเน้ือโลชัน่ สังเกตลกัษณะเน้ือโลชัน่ท่ีมองเห็นโดยใชค้  าอธิบายลกัษณะดงัน้ี  
          เน้ือละเอียด หยาบ มนัวาว มีผลึกแหง้ มีหยดน ้ามนั แลว้บนัทึกผลลงตาราง 
 - สี สังเกตสีของโลชัน่ท่ีมองเห็นวา่เป็นสีขาว สีเหลือง หรือสีอ่ืนๆ 
 - การไหลของโลชัน่ น าขวดของโลชัน่มาเอียงท ามุม 45 องศากบัแนวระดบั จบัเวลา 
          ตั้งแต่เร่ิมเอียงจนโลชัน่ไหลมาถึงปากภาชนะ โดยแบ่งเป็นระดบัดงัน้ี  
  ≤ 3 วนิาที ไหลไดดี้มาก ++++      ≥ 10 วนิาที ไหลไดช้า้ ++ 
  4-10 วนิาที ไหลไดดี้  +++             ไม่ไหลเลย  + 
        - ความหนืดวดัโดยเคร่ืองวดัความหนืด Brook field 
2) วเิคราะห์ทางเคมี โดยทดสอบความเป็นกรด – ด่าง pH 1- 11 แลว้บนัทึกผล 
3) วเิคราะห์ทางจุลชีววทิยาทั้งหมด ใชว้ธีิดรอปเพลท (Drop plate count) โดยใช ้MRS agar บ่มท่ี 37 
เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน  
 + มีการเจริญของจุลินทรียห์รือเช้ือรา          - ไม่มีการเจริญของจุลินทรียห์รือเช้ือรา 
4) การทดสอบคุณสมบติัฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH 
       วิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH เร่ิมจากการเตรียมสารละลาย (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH radical) ในเอทานอลความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ โดยใส่
ตวัอยา่งโลชัน่ในขอ้ 7 ลงในหลอดทดลองสีทึบและเติม DPPH ลงไปในสารตวัอยา่งท่ีไดเ้ตรียมไว้
ในอตัราส่วน 1ต่อ1 เขยา่ให้เขา้กนัและตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดประมาณ 30นาที น าไปวดัค่าดูดกล่ืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ ้ า เพื่อยืนยนัผลและท าการหาค่าเฉล่ีย โดย
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน (Butylated hydroxytoluene; BHT) จากนั้นท าการค านวณร้อยละ 
radical scavenging (Manosroi et al., 2011) 
การค านวณ  

% radical scavenging = [1-(Asample-Ablank/Acontrol)] ×100 
เม่ือ Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งท่ีใส่ DPPH  
      Acontrol คือ ค่าการดูดกล่ืนแสงของ DPPH 
       Ablank   คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งในสารละลาย 
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5) วิเคราะห์ทางดา้นประสาทสัมผสั การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผสัโดยผูท้ดสอบประเมิน
ความชอบต่อตวัอย่าง โดยดูความชอบโดยรวม โดยใช้ 9-point hedonic scale (อา้งอิงจาก พลัลภชั 
และคณะ 2557) 
 - การซึมซาบเขา้สู่ผวิหนงั  - ความเหนอะหนะ  
  - สี                                           - ความชุ่มช้ืน 
 -ความรู้สึกมนับนผวิหลงัทา    - ความน่าใช ้ 
    สีลกัษณะทางกายภาพ ทางเคมี และความคงตวัของโลชัน่แลว้บนัทึกผลลงตาราง ดงัน้ี 

9 = ชอบมากท่ีสุด                     8 = ชอบมาก           7 = ชอบปานกลาง 
6 = ชอบเล็กนอ้ย                      5 = เฉยๆ                 4 = ไม่ชอบเล็กนอ้ย  

 3 = ไม่ชอบปานกลาง              2 = ไม่ชอบมาก       1 = ไม่ชอบมากท่ีสุด 
*หมายเหตุ คุณสมบติัของอาสาสมคัร คดัเลือกอาสาสมคัรท่ีมีอายุ 18 ปีข้ึนไป เพศหญิง จ านวน 20
คน (เสาวนีย ์กระสานติสุข และหทยัชนก รุณรงค์, 2549) 
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บทที ่3 
ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
1. การผลติคีเฟอรันจากก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรนเปรียบเทยีบกับเช้ือเดี่ยว L. kefiranofaciens JCM 6985 
 การผลิตคีเฟอรันสามารถผลิตไดจ้ากกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรน และเช้ือเด่ียว L. kefiranofaciens  
(Habibi et al., 2011) จึงไดท้  าการเล้ียงคีเฟอร์เกรนในนมสดทางการคา้และนมถัว่เหลืองทางการคา้
เพื่อผลิตคีเฟอรันเปรียบเทียบกบัการผลิตโดยเช้ือเด่ียว โดยการศึกษาน้ีจะใชป้ริมาณหัวเช้ือคีเฟอร์
เกรนร้อยละ 0.5 ในนม 20 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง และ
ศึกษาการเล้ียงเช้ือเด่ียว L. kefiranofaciens JCM 6985  ในอาหาร MRS ปรับพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากผลการทดลองแสดงดงั Table 7 
พบวา่การเล้ียงคีเฟอร์เกรนในนมถัว่เหลืองทางการคา้เพื่อผลิตคีเฟอรันให้ปริมาณคีเฟอรันสูงท่ีสุด
เท่ากบั 1.92+0.06 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากในนมถัว่เหลืองท่ีใช้เป็นสารตั้งต้นนั้นมีปริมาณน ้ าตาล
เร่ิมตน้ท่ีสูงถึงร้อยละ 8 และมีโปรตีนอะบูมิน และกรดอะมิโนหลายชนิดเช่น ซิสทีอีส ไลซีน และ
โกลบูลิน และยงัมีไอโซฟาโนวซ่ึงจดัเป็นเอสโตรเจนสามารถช่วยในการดูดซบัสารอาหาร แร่ธาตุ
และวิตามิน ท าให้เช้ือมีการผลิตคีเฟอรันสูงท่ีสุด ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Botelho และคณะ 
(2014) ท่ีศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์จากการหมกัก้อนเช้ือเฟอร์เกรนในนมถัว่เหลือง
พบวา่มีการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์สูงถึง 18 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่เม่ือเปรียบเทียบผลผลิตคี
เฟอรันต่อกรัมน ้ าตาลพบวา่เช้ือเด่ียวให้ผลผลิตคีเฟอรันท่ีสูงกว่าเท่ากบั 0.0454+0.0008 กรัมคีเฟอ
รันต่อกรัมสารตั้งตน้ และให้ผลผลิตกรดทั้งหมดสูงสุดเท่ากบัร้อยละ 1.25+0.03 ภายในเวลา 72 
ชัว่โมง และเม่ือเล้ียงต่อไปจนครบ 120 ชัว่โมงให้ผลผลิตคีเฟอรันสูงข้ึนถึง 0.0620+0.0001 กรัมคี
เฟอรันต่อกรัมสารตั้งตน้ ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรนประกอบไปดว้ยเช้ือหลายชนิดผสม
ระหวา่งยสีตแ์ละแบคทีเรียกรดแลคติก (Arihara et al., 1990) ท าใหเ้กิดการแยง่อาหารกนั และท าให้
เช้ือแบคทีเรียท่ีผลิตคีเฟอรันไดรั้บอาหารนอ้ยกวา่และท าใหผ้ลิตคีเฟอรันไดน้อ้ยกวา่การใชเ้ช้ือเด่ียว 
อย่างไรก็ตามการใช้เช้ือเด่ียวท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือทางการคา้นั้น จะมีตน้ทุนของอาหารท่ีสูง 
เน่ืองมาจากแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคาสูง จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาหาแหล่งอาหาร
ราคาถูกเพื่อลดตน้ทุนในการผลิตคีเฟอรัน 
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Table 7 Kefiran production, kefiran yield and total acid production using kefir grain and pure 
culture of L. kefiranofaciens JCM 6985 

Starter Substrate Time (h) Kefiran (g/L) YP/S TA (%) 

Kefir grain 
 

Milk (2%) 72 0.58+0.01d 0.0290+0.0001d 0.38±0.25c 

Soymilk (8%) 72 1.92+0.06a 0.0305+0.0006cd 0.26±0.03c 

Pure culture 
L. kefiranofaciens JCM 6985 

Modified-
MRS (3%) 

72 0.59+0.01c 0.0454+0.0008b 1.25+0.03b 

120 1.61+0.02b 0.0629+0.0001a 2.67+0.04a 

Different superscript letters in the same column indicate significant difference between treatments (p≤ 0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

Figure 14 Physical appearance of kefir grain (A) and photograph under microscope 100X (B). 
 

(A) (B) 
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2. การผลติคีเฟอรันจากแหล่งคาร์บอนราคาถูกเปรียบเทียบกบัน า้ตาลบริสุทธ์ิ 
คาร์บอนเป็นแหล่งพลังงานท่ีส าคญัต่อจุลินทรียท่ี์ใช้ในการเจริญ การสร้างเซลล์และ

ผลิตภณัฑ์ โดยเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 สามารถใช้แหล่งคาร์บอนท่ีเป็นน ้ าตาลไดห้ลาย
ชนิด ไดแ้ก่ น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลแลคโตส น ้าตาลซูโครส น ้าตาลฟรุคโตส น ้าตาลกาแลคโตส เป็น
ตน้ (Wang and Bi, 2008) อยา่งไรก็ตามการใช้อาหารเล้ียงเช้ือและน ้ าตาลบริสุทธ์ิจะท าให้มีตน้ทุน
สูง จากงานวิจยัของสุวรรณี สุขแสวง (2016) ท่ีศึกษาการใช้กากน ้ าตาลท่ีเป็นวสัดุเศษเหลือจาก
อุตสาหกรรมน ้ าตาล พบวา่เช้ือมีการผลิตคีเฟอรันไดน้อ้ย ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากในกากน ้ าตาลมีสารเจือ
ปน เช่น ไฮดรอกซิลเมธิลเฟอร์ฟูรัล ท าให้เกิดการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือและการผลิตคีเฟอรัน 
งานวิจยัน้ีจึงเลือกใชว้สัดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมน ้ ากะทิ นัน่คือ น ้ ามะพร้าวแก่แทนอาหารเล้ียง
เช้ือและใช้วิธีการกรองฆ่าเช้ือ รวมทั้ งศึกษาการใช้เวย์แลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูก
เปรียบเทียบกบัการใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีเป็นน ้ าตาลบริสุทธ์ิ คือ น ้ าตาลกลูโคสและน ้ าตาลแลคโตส 
ก าหนดความเขม้ขน้น ้าตาลให้เท่ากนัท่ีร้อยละ 3 ในอาหาร MRS ปรับพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 น าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 30+2 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะการกวนดว้ยความเร็ว 100  รอบต่อนาที  เป็น
เวลา 120 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 0, 60, 120 เพื่อวดัปริมาณคีเฟอรัน, น ้าหนกัเซลล์แห้ง, 
ปริมาณน ้ าตาลท่ีใชไ้ป และพีเอชท่ีลดลงระหวา่งการเล้ียง ผลการทดลองแสดงดงั Figure 15 พบวา่
เช้ือสามารถใชน้ ้าตาลกลูโคส, น ้าตาลแลคโตส, เวยแ์ลคโตส และน ้ามะพร้าวแก่ ในการเจริญและให้
น ้ าหนักเซลล์แห้งในชั่วโมงท่ี 60 สูงใกลเ้คียงกนั คือเท่ากบั 2.70+0.00, 2.2+0.00, 2.50+0.05 และ 
2.20+0.14 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แต่พบว่าในชั่วโมงท่ี 120 มีเพียงน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีให้การ
เจริญเติบโตของเช้ือเพิ่มข้ึนเป็น 2.70+0.08 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงใกลเ้คียงกบังานวิจยัของสุวรรณี สุข
แสวง (2016) ท่ีใช้น ้ าตาลกาแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนและพบว่าเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 
6985 ให้น ้ าหนกัเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากบั 2.76 กรัมต่อลิตร อีกทั้งพบว่าค่าพีเอชของน ้ ามะพร้าวแก่
ลดลงน้อยกว่าน ้ าตาลชนิดอ่ืน ทั้ งน้ีอาจเน่ืองจากในน ้ ามะพร้าวมีความเป็นบัฟเฟอร์และมี
องค์ประกอบของแคลเซียมท่ีสามารถเขา้ท าปฏิกิริยากบั H3O+ ท าให้พีเอชเปล่ียนแปลงน้อยมาก 
(Krishnankutty, 1987) 

ส าหรับการผลิตคีเฟอรันพบวา่ระหวา่งการเจริญเช้ือจะขบัคีเฟอรันออกมาเกาะรอบเซลล์
ก่อนปล่อยสู่น ้ าหมกั ทั้งน้ีเน่ืองจากปริมาณคีเฟอรันท่ีเกาะรอบเซลล์มีน้อยมาก 2.50-0.50 กรัมต่อ
ลิตร ในงานวจิยัน้ีจึงไดแ้สดงผลในรูปคีเฟอรันทั้งหมด พบวา่น ้ามะพร้าวแก่และน ้ าตาลแลคโตสให้
การผลิตคีเฟอรันสูงสุดใกล้เคียงกันเท่ากับ 1.95+0.06 และ1.96+0.02 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
รองลงมาคือเวยแ์ลคโตส และน ้าตาลกลูโคสท่ีใหก้ารผลิตคีเฟอรันเท่ากบั 1.82+0.13 และ 1.29+0.03  
กรัมต่อลิตร ตามล าดบัในขณะท่ีน ้ าตาลกลูโคสให้กรดทั้งหมดสูงสุดถึงร้อยละ 2.61 รองลงมาคือ
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น ้ าตาลแลคโตสและเวยแ์ลคโตสท่ีให้การผลิตกรดทั้งหมดร้อยละ 2.27-2.32 ส าหรับน ้ าพร้าวแก่ให้
กรดทั้งหมดนอ้ยสุดร้อยละ 1.39 จากการค านวณผลผลิตของน ้ าหนกัเซลลแ์ห้งและผลผลิตคีเฟอรัน
แสดงดงั Figure 16 พบว่าน ้ ามะพร้าวแก่ให้ผลผลิตเช้ือสูงท่ีสุดเท่ากบั 0.090+0.005 กรัมเซลล์ต่อ
กรัมสับสเตรท รองลงมาคือน ้ าตาลแลคโตสและเวย์แลคโตส ท่ีให้ผลผลิตของเช้ือเท่ากับ 
0.710+0.09 0 กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเตรท ส าหรับผลผลิตคีเฟอรันพบว่าน ้ าตาลแลคโตส เวยแ์ลค
โตส และน ้ ามะพร้าวแก่ให้ผลการผลิตคีเฟอรันใกลเ้คียงกนัคือ เท่ากบั 0.065+0.004, 0.060+0.009 
และ0.064+0.002 กรัม     คีเฟอรันต่อกรัมสับสเตรท ตามล าดบั เน่ืองจากองคป์ระกอบในน ้ามะพร้าว
มีวิตามินบี 12  กรดอะมิโน และแร่ธาตุหลายชนิด ซ่ึงสนับสนุนการเจริญของเช้ือ (Kongruang, 
2005) ในขณะท่ีน ้ าตาลกลูโคสใหผ้ลผลิตคีเฟอรันต ่าท่ีสุดเท่ากบั 0.043+0.002 กรัมคีเฟอรันต่อกรัม
สับสเตรท จากรายงาน Wang และBi (2008) ท่ีศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตคีเฟอรัน โดย
ใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีเป็นน ้าตาลกลูโคส น ้าตาลแลคโตส น ้าตาลมอลโตส น ้าตาลซูโครส น ้าตาลฟรุค
โตส น ้ าตาลกาแลคโตส และโซลูเบิลสตาร์ชร่วมกบัการใช้ยีตส์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความ
เขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตร พบว่าน ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุคโตสให้การผลิตคีเฟอรัน
เท่ากบั 1.36, 1.60 และ 1.48 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงเป็นไปไดว้า่น ้ าตาลในน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีมีทั้ง
น ้ าตาลกลูโคส, น ้ าตาลซูโครส และน ้ าตาลฟรุคโตส ซ่ึงเป็นกลุ่มน ้ าตาลท่ีเหมาะสมท่ีเช้ือสามารถ
น าไปผลิตคีเฟอรันไดดี้กวา่การใชน้ ้าตาลกลูโคสเพียงชนิดเดียว 

จากผลการทดลองข้างต้นจะเห็นได้ว่าน ้ ามะพร้าวแก่ให้ผลผลิตของเช้ือและผลผลิต           
คีเฟอรันใกลเ้คียงกบัน ้ าตาลแลคโตส และเม่ือเปรียบเทียบตน้ทุนแหล่งคาร์บอนต่อผลผลิตคีเฟอรัน
พบว่าน ้ ามะพร้าวแก่มีตน้ทุนถูกท่ีสุดเท่ากับ 1.05 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน ในขณะท่ีตน้ทุนน ้ าตาล
กลูโคส น ้ าตาลแลคโตส และเวยแ์ลคโตส รวมกบัตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้มีตน้ทุนอาหารเล้ียง
เช้ือสูงถึง 81.55, 59.39 และ 62.20 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน ตามล าดับ Table 8 ดังนั้ นจึงเลือกน ้ า
มะพร้าวแก่เป็นแหล่งอาหารเล้ียงเช้ือราคาถูกในการทดลองต่อไป 
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Figure 15 Effect of different carbon source on growth, kefiran production, pH, TA(%) and total 

sugar consumption by L. kefiranofaciens JCM 6985 at 30 ◦C,100 rpm, 120 h and initial 
pH 5.5. The sugar concentration was the same at 30 g/L.  
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Figure 16 Effect of different carbon sources on dry cell weight yield (g/g) (a) and (b) kefiran yield 

(g/g) by L. kefiranofaciens JCM 6985 at 30 ◦C, 100 rpm, 120 h and initial pH 5.5. The 
sugar concentration was the same at 30 g/L.  

 
Table 8 Effect of carbon source on kefiran production and analysis of nutrient cost 

Media (Sugar 30 g/L) 
Kefiran 
(g/L), A 

Cost of carbon 
source (Baht/L), 

B 

Cost of 
modified MRS 

(Baht/L),C 

Nutrient cost for kefiran 
production (Baht/g-
kefiran), (B+C)/A 

Modified MRS-Glucose 1.29 3.2 102 81.55 
Modified MRS-Lactose 1.96 14.4 102 59.39 
Modified MRS-Whey lactose 1.82 11.2 102 62.20 
Mature Coconut mature 1.91 2.0 - 1.05 
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3. ผลของการเพิม่ความเข้มข้นน า้ตาลและการควบคุมพเีอชในน า้มะพร้าวแก่ 
    3.1 ผลของการเพิม่ความเข้มข้นน า้ตาลภายใต้สภาวะทีไ่ม่ควบคุมพเีอช  

ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนถือเป็นปัจจยัท่ีส าคญัปัจจยัหน่ึงในการเจริญเติบโตและ
การผลิตคีเฟอรัน จากการศึกษาการท าใหน้ ้ามะพร้าวแก่เขม้ขน้โดยการใหค้วามร้อน พบวา่เช้ือมีการ
เจริญและให้น ้ าหนกัเซลล์แห้งน้อยลง ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากความร้อนท าให้สารอาหาร เช่น วิตามิน
และเกลือแร่ ในน ้ ามะพร้าวแก่เสียสภาพ ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงท าการเพิ่มความเขม้ขน้น ้ าตาลโดย
การเติมน ้ าตาลกลูโคส และศึกษาผลของความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3, 5 และ 7 ปรับพีเอช
เร่ิมตน้ให้เท่ากับ 5.5 แล้วกรองฆ่าเช้ือก่อนน ามาลงหัวเช้ือร้อยละ 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศา
เซลเซียส ภายใตส้ภาวะการกวนดว้ยความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชัว่โมง Figure 17 
แสดงการเจริญของเช้ือ การผลิตคีเฟอรัน ค่าพีเอช การผลิตกรดทั้งหมด และปริมาณน ้ าตาลท่ีเหลือ 
พบวา่เช้ือมีการเจริญใกลเ้คียงกนั และให้ค่าน ้ าหนกัเซลล์แหง้ในช่วง 2.3-2.7 กรัมต่อลิตร  ส่วนการ
ผลิตคีเฟอรันพบว่าท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมต้นร้อยละ 3-5 เช้ือมีการผลิตคีเฟอรันใกล้เคียงกัน
เท่ากบั 1.91-1.99 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 7 ให้การผลิตคีเฟอรัน
นอ้ยกวา่ท่ี 1.45+ 0.12 กรัมต่อลิตร ซ่ึงจะเห็นไดว้า่การใชค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้ท่ีสูงเกินไป
มีผลยบัย ั้งการเจริญและการผลิตคีเฟอรัน และพบวา่ค่าพีเอชลดลงต ่ากวา่ 4 อยา่งรวดเร็วในชัว่โมงท่ี 
24-48 ซ่ึงเกิดจากการท่ีเช้ือผลิตกรดแลคติก จากการไตเตรทกรดทั้งหมดพบวา่ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล
เร่ิมตน้ร้อยละ 5 ให้ปริมาณกรดทั้งหมดร้อยละ 2.10+0.21 ในขณะท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อย
ละ 3 และ7 ให้ปริมาณกรดทั้งหมดร้อยละ 1.38+0.04 และ 1.35+0.00 ตามล าดบั และพบว่าการใช้
ความเขม้ขน้น ้าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3 มีน ้าตาลเหลือเม่ือส้ินสุดการหมกัเท่ากบั 1.48+0.27 กรัมต่อลิตร 
ส่วนการใชค้วามเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 5 มีน ้าตาลเหลือ 6.69+0.40 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีการ
ใช้ความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้สูงถึงร้อยละ 7 ท าให้มีน ้ าตาลเหลือมากท่ีสุดคือ 24.03+0.28 กรัมต่อ
ลิตร  

Figure 19 แสดงผลของความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ต่อผลผลิตเช้ือและผลผลิตคีเฟอรัน
ภายใต้สภาวะท่ีไม่ควบคุมพีเอช พบว่าความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมต้นร้อยละ 3 ให้ผลผลิตเช้ือและ
ผลผลิตคีเฟอรันสูงสุดเท่ากบั 0.0772+0.0005 กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเตรท และ 62.5+3.4 มิลลิกรัม       
คีเฟอรันต่อกรัมสับสเตรท ตามล าดบั จากการค านวณอตัราการเจริญจ าเพาะของเช้ือ (Figure 20a) 
พบว่าเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้สูงกว่าร้อยละ 3 ไม่ได้ท  าให้อตัราการเจริญจ าเพาะเพิ่ม
สูงข้ึน  
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Figure 17 Effect of initial sugar concentration on growth, kefiran production, pH, total acid (TA, 
%) and total sugar consumption by L. kefiranofaciens JCM 6985 under condition without 
pH control at initial pH 5.5, 30 ◦C and 100 rpm.  
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จากงานวจิยัท่ีผา่นมาของ Wang และ Bi (2008) ท่ีศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิต        
คีเฟอรันของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยใชท่ี้ความเขม้ขน้สูงถึงร้อยละ 10 แต่พบวา่เช้ือ
ผลิตคีเฟอรันไดเ้ท่ากบั 2.27 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลผลิตคีเฟอรันต่อสับสเตรทเพียง 22.7 มิลลิกรัม     
คีเฟอรันต่อกรัมสับสเตรท และจากงานวิจยัของ Dailin และคณะ (2015) ท่ีศึกษาการใช้น ้ าตาล
ซูโครสเพียงอยา่งเดียวท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 2-6 พบวา่น ้ าตาลซูโครสท่ีความเขม้ขน้
ร้อยละ 2 ท าใหเ้ช้ือผลิตคีเฟอรันไดเ้พียง 0.83 กรัมต่อลิตร จะเห็นไดว้า่การใชน้ ้ามะพร้าวแก่ และท า
การเติมน ้าตาลในงานวจิยัน้ีใหผ้ลผลิตคีเฟอรันสูงกวา่ในงานวจิยัท่ีผา่นมา  

 
 

    3.2 ผลของการเพิม่ความเข้มข้นน า้ตาลภายใต้สภาวะทีค่วบคุมพเีอช  
โดยทั่วไปเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 มีการผลิตกรดแลคติคเป็นผลิตภัณฑ์ท่ี

เกิดข้ึนในระหว่างการเจริญเติบโตของเช้ือซ่ึงส่งผลท าให้ค่าพีเอชในอาหารลดลง ความเป็นกรด
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์และการผลิตคีเฟอรัน ดงันั้นการควบคุมพีเอชระหวา่งการ
เล้ียงจึงมีความจ าเป็นต่อการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตคีเฟอรันโดยจะศึกษาผลของความเขม้ขน้
น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3, 5 และ 7 ปรับพีเอชเร่ิมตน้ให้เท่ากบั 5.5 แลว้กรองฆ่าเช้ือก่อนน ามาลงหัว
เช้ือร้อยละ 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะการกวนดว้ยความเร็วรอบ 100 รอบ
ต่อนาที และควบคุมพีเอชทุก 12 ชัว่โมง ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์10 นอร์มอล 

Figure 18 แสดงผลของการควบคุมพีเอชระหวา่งการหมกั พบวา่การปรับพีเอชให้คงท่ีท่ี 
5.5 ท าให้เช้ือมีการเจริญและการผลิตคีเฟอรันสูงข้ึน โดยการใชค้วามเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 5 
ใหน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้เพิ่มข้ึนเป็น 3.10+0.43 กรัมต่อลิตร และผลิตคีเฟอรันไดเ้ท่ากบั 2.23+0.05 กรัม
ต่อลิตร คิดเป็นสองเท่าของการทดลองแบบไม่ควบคุมพีเอช และพบว่าเช้ือมีการใช้น ้ าตาลไดเ้ร็ว
และผลิตกรดไดม้ากข้ึนเป็นร้อยละ 5.59+0.00  

Figure 19 แสดงผลของความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ต่อผลผลิตเช้ือและผลผลิตคีเฟอรัน
ภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมพีเอช พบวา่ความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3 ให้ผลผลิตเช้ือและผลผลิต   
คีเฟอรันสูงสุดเท่ากบั 0.0928+0.0006 กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเตรท และ 67.9+2.6 มิลลิกรัมคีเฟอรัน
ต่อกรัมสับสเตรท และพบวา่สูงกวา่ชุดการทดลองท่ีไม่มีการควบพีเอช นอกจากน้ียงัพบวา่อตัราการ
เจริญจ าเพาะภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมพีเอช สูงกว่าสภาวะท่ีไม่ควบคุมพีเอช (Figure 20b) แสดงให้
เห็นวา่การควบคุมพีเอชสามารถลดการยบัย ั้งการเจริญและการผลิตคีเฟอรันได ้

จากงานวิจัยของ Cheirsilp และคณะ (2003)  ท่ี ศึกษาการผลิตคี เฟอรันโดยเ ช้ือ                                   
L. kefiranofaciens JCM 6985 โดยใชน้ ้าตาลแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อ
ลิตร ควบคุมพีเอชของอาหารให้คงท่ีตลอดการทดลองท่ี 5.0 พบว่าเช้ือเจริญและให้น ้ าหนกัเซลล์
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แห้งสูงสุดเท่ากบั 5.5 กรัมต่อลิตร และให้การผลิตคีเฟอรันเท่ากบั 2.50 กรัมต่อลิตร ต่อมาสุวรรณี 
สุขแสวง (2559) ศึกษาการเล้ียงเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 และใช้น ้ าตาลแลคโตสท่ีความ
เขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร และควบคุมพีเอชท่ี 5.5 พบวา่การควบคุมพีเอชท าให้เช้ือมีน ้าหนกัเซลล์แห้ง
สูงสุดท่ากบั 3.16 กรัมต่อลิตร และผลิตคีเฟอรันไดเ้ท่ากบั 1.69 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงกวา่ชุดการทดลอง
ท่ีไม่ควบคุมพีเอชท่ีใหก้ารผลิตคีเฟอรันเพียง 0.64 กรัมต่อลิตร  

จะเห็นได้ว่าการใช้น ้ ามะพร้าวแก่ท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3 และควบคุม      
พีเอชระหว่างการทดลอง ท าให้เช้ือมีการเจริญให้ผลผลิตน ้ าหนกัเซลล์แห้งและผลผลิตคีเฟอรัน
สูงสุด  
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Figure 18 Effect of initial sugar concentration on growth, kefiran production, total acid (TA, %) 

and total sugar consumption by L. kefiranofaciens JCM 6985 under condition with pH 
control at 5.5, 30 ◦C and 100 rpm.  
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 Figure 19 Comparative effect of initial sugar on dry cell weight yield (g/g) (a) and (b) kefiran yield 

(g/g) by L. kefiranofaciens JCM 6985. Data were taken after cultivations at initial pH 5.5,      
30 ◦C and 100 rpm for 120 h. Difference letters on the bar indicate significant differences 
between treatments.  

 

    
Figure 20 Effect of initial sugar concentration on specific growth rate (µ). (a) Condition on without      

control pH, (b) condition on pH control at 30 ◦C, 100 rpm, 120 h and initial pH 5.5. 
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4. ผลของแหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นไนโตรเจน 
แหล่งไนโตรเจนมีความส าคญัต่อการเจริญของจุลินทรีย ์เน่ืองจากจุลินทรีย์ใช้แหล่ง

ไนโตรเจนในการสังเคราะห์เอนไซมท่ี์มีความจ าเป็นต่อการเจริญและการเพิ่มจ านวนของเซลล์ ซ่ึง
ในการทดลองก่อนหนา้น้ีพบวา่น ้ ามะพร้าวแก่สามารถใชเ้ป็นอาหารเล้ียงเช้ือโดยไม่จ  าเป็นตอ้งเติม
แหล่งไนโตรเจน แต่อย่างไรก็ตามปริมาณไนโตรเจนในน ้ ามะพร้าวมีปริมาณเพียง 0.11 กรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร ซ่ึงน้อยกว่าปริมาณท่ีใช้ในอาหารเล้ียงเช้ือทัว่ไป (5-7 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร) 
ดงันั้นการเพิ่มแหล่งไนโตรเจนคาดวา่น่าจะท าให้เช้ือมีการเจริญและผลิตคีเฟอรันเพิ่มข้ึน โดยแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีใช้อาหารเล้ียงเช้ือทัว่ไป ได้แก่ ทริปโตน ยีสต์สกดั เน้ือสกดั และไตรแอมโมเนียม          
ซิเตรต ซ่ึงถือวา่เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคาค่อนขา้งสูง งานวจิยัน้ีจึงสนใจการใชแ้หล่งไนโตรเจน
ราคาถูก คือ เซลลย์สีตใ์ชแ้ลว้และกากถัว่เหลืองแทนท่ีแหล่งไนโตรเจนทางการคา้ แต่พบวา่การยอ่ย
เซลลย์สีตใ์ชแ้ลว้และกากถัว่เหลืองดว้ยกรดซลัฟูริกความเขม้ขน้ 3 นอร์มอล ก่อนน ามาใชเ้ป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้เกิดปฏิกิริยาการเกิดสีน ้ าตาลหรือปฏิกิริยาเมลลาร์ดเกิดข้ึน
ระหว่างน ้ าตาลรีดิวส์ (reducing sugar) กบักรดแอมิโน โปรตีน หรือสารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ 
โดยมีความร้อนเร่งปฏิกิริยา นอกจากน้ีกรดและความร้อนยงัอาจท าให้เกิดการสลายตวัของน ้ าตาล
เปล่ียนไปเป็นอนุพนัธ์ุของน ้ าตาลท่ีเช้ือไม่สามารถน าไปใช้ได ้และยงัมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของเช้ืออีกดว้ย (Wei et al., 2018) งานวิจยัน้ีจึงศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีไม่ตอ้งท าการย่อย คือผงชู
รสหรือโมโนโซเดียมกลูตาเมตท่ีมีราคาถูก โดยเปรียบเทียบกับการใช้ยีสต์สกดัท่ีเติมลงในน ้ า
มะพร้าวแก่ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 3 และใช้โมโนโซเดียมกลูตาเมตและยีสต์สกดัท่ี
ความเขม้ขน้ไนโตรเจนเท่ากบั 0.5, 1, 3, 5 และ7 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชเร่ิมต้นเท่ากบั 5.5 บ่มท่ี
อุณหภูมิ  30+2 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะการกวนด้วยความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที และ
ควบคุมพีเอชทุก 12 ชัว่โมง ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 10 นอร์มอล ผลการทดลองการใชย้ีสตส์กดั
เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ แสดงดงั Figure 21 พบว่าการเพิ่มความเขม้ขน้ของยีสต์
สกดัจาก 0.5 เป็น 5 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ท าให้เช้ือมีการเจริญเพิ่มสูงข้ึน โดยท่ีความเขม้ขน้ 5 
กรัมไนโตรเจนต่อลิตร เช้ือให้น ้ าหนกัเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากบั 6.03+0.57 กรัมต่อลิตร และให้การ
ผลิตกรดทั้งหมดเพิ่มข้ึนดว้ยเช่นกนั และพบว่าความเขม้ขน้ไนโตรเจน 7 กรัมต่อลิตร ให้การผลิต
กรดทั้งหมดสูงสุดเท่ากบัร้อยละ 9.34 แต่ให้น ้ าหนักเซลล์แห้งลดลงเป็น 5.40+0.04 กรัมต่อลิตร 
ส าหรับการผลิตคีเฟอรันพบวา่เช้ือให้การผลิตคีเฟอรันเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ไนโตรเจนจาก 
0.5 เป็น 5 กรัมต่อลิตร โดยปริมาณคีเฟอรันใกลเ้คียงกนัในช่วง 3.26-3.64 กรัมต่อลิตร ซ่ึงการเติม
ไนโตรเจนความเขม้ขน้สูงข้ึน ท าให้เช้ือมีความสามารถใชน้ ้ าตาลเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั ทั้งน้ีเน่ืองจาก
ยีตส์สกัดมีสารอาหารจ าพวกวิตามินบี 12  กรดอะมิโนหลายชนิด เช่น กลูตามิก แอสปาติก             
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อะลานีน เป็นตน้ และน ้ าตาลกาแลคโตส ซ่ึงช่วยส่งเสริมการเจริญของเช้ือและการผลิตคีเฟอรัน 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Taniguchi และคณะ (2001) ท่ีพบว่าเพิ่มยีสต์สกดั 5 กรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร ในอาหารดดัแปลง MRS ท าให้เช้ือ L. kefiranofaciens มีการผลิตคีเฟอรันสูงข้ึนเท่ากบั 0.65 
กรัมต่อลิตร 

ส าหรับการใช้โมโนโซเดียมกลูตาเมตซ่ึงเป็นเกลือของกรดกลูตามิก กลูตาเมตและ             
กลูตามีนมีบทบาทส าคญัในการเผาผลาญของไนโตรเจนในจุลินทรีย์และสามารถเปล่ียน เป็น
สารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆได้ (Ter et al., 2000) ซ่ึงสามารถช่วยให้เช้ือเจริญเติบโตและผลิต
ผลิตภณัฑ์ชีวภาพได้ ผลการทดลองใช้โมโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นแหล่งไนโตรเจนแสดงดัง             
Figure 22  พบวา่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของไนโตรเจนจาก 0.5 ถึง 5 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ท าใหเ้ช้ือ
มีการเจริญสูงข้ึน แต่ท่ีความเขม้ขน้ไนโตรเจนถึง 7 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ให้ผลการเจริญของเช้ือ
ไม่แตกต่างกนั โดยให้ค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้งอยูใ่นช่วง 4.83- 5.33 กรัมต่อลิตร ส าหรับการผลิตคีเฟอ
รันพบวา่ความเขม้ขน้ไนโตรเจนให้ผลการผลิตคีเฟอรันไม่แตกต่างกนัในช่วง 0.68 - 2.01 กรัมต่อ
ลิตร และพบวา่เช้ือมีการผลิตกรดทั้งหมดเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยในช่วงร้อยละ 3.78-5.52  

จาก Figure 23 และ Figure 24 ท่ีแสดงผลผลิตเช้ือ ผลผลิตคีเฟอรัน และอตัราการเจริญ
จ าเพาะท่ีใชแ้หล่งไนโตรเจนและความเขม้ขน้ต่างกนั พบวา่การใชค้วามเขม้ขน้ของยสีตส์กดั 5 กรัม
ไนโตรเจนต่อลิตรให้ผลผลิตเช้ือสูงสุดเท่ากบั 0.200+0.020 กรัมเซลลต่์อกรัมสับสเตรท และการใช้
ยีสตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท าให้เช้ือมีอตัราการเจริญจ าเพาะสูงกวา่การใช้โมโนโซเดียมกลูตา
เมตเป็นแหล่งไนโตรเจนเล็กน้อย ส าหรับผลผลิตคีเฟอรันพบว่าความเขม้ขน้ไนโตรเจน 3 กรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร ให้ผลผลิตคีเฟอรันสูงใกล้เคียงกับการใช้ความเข้มข้นไนโตรเจน 5-7 กรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Dailin และคณะ (2016) ท่ีศึกษาผลของความ
เข้มข้นแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตคีเฟอรันของเช้ือ Lactobacillus kefiranofaciens พบว่าความ
เขม้ขน้ไนโตรเจนช่วง 5 - 6 กรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต          
คีเฟอรัน ส าหรับการใชโ้มโนโซเดียมกลูตาเมต พบวา่การเพิ่มความเขม้ขน้ไนโตรเจนท าให้ผลผลิต
เช้ือเพิ่มข้ึน แต่การใชค้วามเขม้ขน้ในช่วง 3-7 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ไม่มีผลต่อผลผลิตคีเฟอรัน  

จากผลการทดลองขา้งตน้จะเห็นไดว้่ายีสตส์กดัให้ผลผลิตคีเฟอรันสูงกว่าโมโนโซเดียม 
กลูตาเมต ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากยีสตส์กดัมีสารอาหารจ าพวกวิตามินบี 12 และสารอาหารแร่ธาตุต่างๆ 
กรดอะมิโนหลากหลายชนิดท่ีมากกว่าจึงช่วยส่งเสริมการผลิตคีเฟอรัน ซ่ึงต่างจากโมโนโซเดียม  
กลูตาเมตท่ีมีเพียงกรดอะมิโน คือ กรดกลูตามิก และการเติมไนโตรเจนความเขม้ขน้สูง ท าให้เช้ือมี
ความสามารถใชน้ ้ าตาลเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั จากรายงานของ Auer และคณะ (1990) ท่ีศึกษาผลของ
แหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนัเพื่อการผลิตพอลิแซคคาไรด์โดยเช้ือ Aureobasidium pullulans ใน
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อาหารเล้ียงเช้ือแบบกะ พบว่าการใช้โมโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นแหล่งไนโตรเจน 0.5 กรัม
ไนโตรเจนต่อลิตร ท าให้ไดชี้วมวลถึง 9.88 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตพลูแลนไดถึ้ง 3.94 กรัม
ต่อลิตร ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Chen และคณะ (2010) ท่ีศึกษาการผลิต squalene โดย 
Aurantiochytrium sp. และใชโ้มโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ 13.53 กรัม
ต่อลิตร และพบว่าเช้ือเจริญและให้น ้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 8.09 กรัมต่อลิตร และให้ผลผลิต 
squalene เท่ากบั 2.59 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จากผลการทดลองขา้งตน้ท าให้สามารถสรุปไดว้า่การเติมยีสตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจน
ท่ีความเขม้ขน้ 3 กรัมต่อลิตร เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตคีเฟอรันและจากการวิเคราะห์
ตน้ทุนวตัถุดิบแสดงดงั Table 9 พบวา่ตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือในการผลิตคีเฟอรันโดยใชน้ ้ ามะพร้าว
แก่และเติมยีสตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนมีค่าเท่ากบั 13.72 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน ซ่ึงถูกกวา่การใช้
อาหารเล้ียงเช้ือทางการคา้มากถึง 6 เท่า และผลผลิตคีเฟอรันในงานวิจยัน้ีมีปริมาณใกล้เคียงกบั
งานวจิยัก่อนหนา้ ดงัแสดงใน Table 10 
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(b) Yeast extract at 1 g-N/L
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Figure 21 Effect of nitrogen concentrations of yeast extract on cell growth, kefiran production,               

total acid (TA, %) and total sugar consumption by L. kefiranofaciens JCM 6985 under 
condition with pH control at 30 ◦C,100 rpm, 120 h and initial pH 5.5 
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(a) Yeast extract at 0.5 g-N/L
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(c) Yeast extract at 3 g-N/L 
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Figure 22 Effect of different nitrogen concentrations of Monosodium glutamate on cell growth, 
kefiran production, total acid (TA, %) and total sugar consumption by                            L. 
kefiranofaciens JCM 6985 under condition with pH control at 30 ◦C,100 rpm, 120 h and 
initial pH 5.5. 
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(e) Monosodium glutamate at 7 g-N/L
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(a) Monosodium glutamate at 0.5 g-N/L 
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(b) Monosodium glutamate at 1 g-N/L
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(c) Monosodium glutamate at 3 g-N/L 
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Figure 23 Comparative effect of different nitrogen sources and nitrogen concentrations on dry cell 

weight yield (g/g) (a) and (b) kefiran yield (g/g) by L. kefiranofaciens JCM 6985. Data 
were taken after cultivation at 30 ◦C, 100 rpm, 120 h and initial pH 5.5. Difference letters 
on the bar indicate significant differences between treatments.  

 

        
Figure 24 Effect of initial nitrogen concentration on specific growth rate (µ) under conditions with 

pH control at 5.5, 30◦C and 100 rpm for 120 h. (a) Yeast extract and (b) Monosodium 
glutamate. 
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Table 9 Effect of Nitrogen source on kefiran production and analysis of nutrient cost 

Media (Sugar: 30 g/L) 
Kefiran 
(g/L),A 

Cost of carbon 
source (Baht/L),B 

Cost of N 
(Baht/L),C 

Nutrient cost 
(Baht/g-kefiran), 

(B+C)/A 
MRS-Glucose 1.29 3.2 102.00 81.55 
Mature coconut water (0.11g-N/L) 1.91 2.0 - 1.05 
   - Monosodium glutamate 3 g-N/L 2.00 2.0 8.26 5.13 
   - Monosodium glutamate 5 g-N/L 1.81 2.0 13.76 7.64 
   - Monosodium glutamate 7 g-N/L 1.75 2.0 19.27 11.01 
   - Yeast extract 3 g-N/L 3.26 2.0 41.28 13.27 
   - Yeast extract 5 g-N/L 3.51 2.0 68.80 20.17 
   - Yeast extract 7 g-N/L 3.64 2.0 96.33 27.01 
 
Table 10 Kefiran production in other studies  

Strain Substrate 
Kefiran 

(g/L) 
Reference 

L. kefiranofaciens JCM 6985 Mature coconut water (3%) + Yeast 
extract (0.3%) 

3.26 This study 

Kefir grains Whey milk+ glucose (15%) 0.2 Blandon et al., 2018 
L. kefiranofaciens JCM 6985 Modified -MRS add molasses 1.29 Suksawang, 2016 
L. kefiranofaciens JCM 6985 Modified -MRS add lactose(5%)+ 

Yeast extract 1.2% 
1.25 Dailin  et al., 2015 

L. kefiranofaciens JCM 6985 
+S.cerevisiae IFO 0216 

Whey lactose (4%) +Yeas extract 
(1.3%) 

2.27 Cheirsilp et al., 2012 

L. kefiranofaciens JCM 6985+ 
S.cerevisiae IFO 0216 

Modified -MRS add lactose (15%) 4.5 Tada et al., 2012 

L. kefiranofaciens JCM 6985 Modified -MRS add maltose (10%) 2.27 Wang et al., 2008 
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5. การวเิคราะห์โครงสร้างของคีเฟอรัน 
    5.1 การวเิคราะห์นิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (1H-NMR spectrum) 

1H-NMR spectroscopy เป็นเคร่ืองมือพื้นฐานเพื่อศึกษาคุณสมบติัทางเคมีของพอลิแซ็คคาไรด์
มีการใช้เทคนิค 1H-NMR spectroscopy ร่วมกับเทคนิคอ่ืนๆ เน่ืองจากมีข้อดีท่ีน่าสนใจ เช่น ท าการ
เตรียมตวัอยา่งไดง่้าย ท าการสอบเทียบอุปกรณ์ไดง่้าย และไดผ้ลอยา่งรวดเร็ว (Radhouani et al., 2018) 
ผลการวิเคราะห์แสดงดงั Figure 25  พบวา่สเปกตรัม 1H-NMR มีค่าสูงสุดท่ี 4.90 ppm ไฮโดรเจนเบตา้ 
anomeric แสดงสัญญาณ 6 ต าแหน่งท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงทางเคมี คือ 4.90, 4.89, 4.73, 4.60, 4.58 และ 
4.48 ppm ซ่ึง ณ ต าแหน่ง 4.60 แสดงถึง D-Galp สอดคล้องกับกบัสัดส่วนของการต่อซ ้ าของหน่วย                                   
2,3,4-tri-O-methyl D-galactose และต าแหน่ง 4.90, 4.89, 4.73, 4.60, 4.58 และ 4.48 ppm แสดงถึง 
pyranose ring เป็นวงแหวนของน ้ าตาลท่ีต่อกนัซ ้ าๆ ส าหรับไฮโดรเจนแอลฟา anomeric หลายชนิดท่ี
ก าหนดให้น ้ าตาลเม่ือมีการแยกสาขา ด้วยผลลัพธ์ท่ีได้จากเทคนิคน้ีมีความเป็นไปได้ท่ีจะระบุว่า
โครงสร้างโมเลกุลของคีเฟอรันในงานวิจยัน้ีสอดคลอ้งกบัโครงสร้างโมเลกุลของคีเฟอรันท่ีผลิตโดย             
L. kefiranofaciens ของงานวจิยัก่อนหนา้น้ี (Maeda et al., 2004) อยา่งไรก็ตามเพื่อท่ีจะระบุองคป์ระกอบ
พื้นฐานของคีเฟอรันใหล้ะเอียดข้ึน ควรท่ีจะใชเ้ทคนิค FTIR ร่วมดว้ย (Radhouani et al.,2018) 

 

 

Figure 25  1H-NMR spectrum of kefiran in D2O at 60°C 
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    5.2 การวิ เคราะห์หมู่ฟังก์ ช่ันของคี เฟอรันโดยเทคนิค FourierTransform–Infrared (FTIR) 
Spectroscopy 
 จากการวิเคราะห์ตวัอย่างคีเฟอรัน 2 ตวัอยา่ง คือ คีเฟอรันท่ีไดจ้ากกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรนในนม  
ถั่วเหลืองเปรียบเทียบกับคีเฟอรันท่ีผลิตโดยเช้ือเดียว  L. kefiranofacien JCM 6985 เม่ือเล้ียงใน                  
น ้ ามะพร้าวแก่ท่ีเติมยีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยใช้เทคนิค FTIR (Figure 26 และ 27) พบว่า
อินฟราเรดสเปกตรัมท่ีไดจ้ากตวัอยา่งคีเฟอรันทั้งสองมีลกัษณะคลา้ยกนักบัอินฟราเรดสเปกตรัมของ        
คีเฟอรันท่ีรายงานโดย Zhina และคณะ (2015) โดยท่ีเลขคล่ืน 3423, 3285 cm-1 เป็นตวับ่งช้ีถึงกลุ่ม        
ไฮดรอกซิล O-H stretching ซ่ึงเป็นพนัธะท่ีเก่ียวขอ้งกบัพอลิแซคคาไรดท่ี์ (Wang et al., 2008) เลขคล่ืน
ท่ี 2926, 2924 cm-1 แสดงถึง C-H stretching และมี O-H stretching ท่ีเกิดจากพนัธะของน ้ า เลขคล่ืนท่ี 
1655, 1642 cm-1 และเลขคล่ืนท่ี 1346, 1345 แสดงถึง C-H stretching (Ghasemlou et al., 2012) ส าหรับ
อินฟราเรดสเปกตรัมท่ีส าคญัอีกส่วนคือส่วนท่ีเป็นลายพิมพอิ์นฟราเรดสเปกตรัม (Fingerprint spectral 
region) ซ่ึงอยู่ในช่วง 1200-950 cm-1 เก่ียวข้องกับ stretching ของวงแหวนคาร์โบไฮเดรต  (C-O-C,         
C-OH และ C-H) ซ่ึงจุด 1016, 1003 cm-1 ยืนยนัไดว้า่เป็นคุณลกัษณะของพอลิแซคาไรด์ และเลขคล่ืนท่ี 
909, 916 cm-1 แสดงถึงการสั่นสะเทือนของโมเลกุลของกลูโคสกบักาแลคโตส และพบการเช่ือมโยง
ของพนัธะ β-linkage ในโครงสร้างของคีเฟอรันบริสุทธ์ิ (Piermaria et al., 2011; Esnaashari et al., 
2014) จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบและพนัธะขา้งตน้ สามารถสรุปได้ว่าคีเฟอรันจากก้อนเช้ือคี
เฟอร์เกรนและคีเฟอรันจากเช้ือเด่ียว L. kefiranofacien JCM 6985 ท่ีหมกัในน ้ ามะพร้าวแก่เติมยสีตส์กดั
เป็นคีเฟอรันท่ีมีพนัธะและลกัษณะทัว่ไปท่ีคลา้ยกนั และคลา้ยกบัโครงสร้างของคีเฟอรันบริสุทธ์ิ ดงั
แสดงใน Figure 28 
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Figure 26 FTIR spectrum of the exopolysaccharide in kefir grain (This study) 
 

 
Figure 27 FTIR spectrum of the exopolysaccharide in modified mature coconut water (This study) 
 

                
 

 
Figure 28 FTIR spectra of (a) kefiran nanofiber and (b) purified extracted kefiran                          
Source: Esnaashari et al. (2014) 
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    5.3 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของน ้าตาลที่เป็นองค์ประกอบของคีเฟอรันโดยเทคนิค  High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

ในการวเิคราะห์ชนิดและปริมาณน ้ าตาลท่ีเป็นองคป์ระกอบของคีเฟอรันท่ีผลิตข้ึนภายใตแ้หล่ง

อาหารท่ีก าหนด ตอ้งท าการยอ่ยคีเฟอรันดว้ยกรดไตรฟลูออโรอะซิติก (Trifluoro acetic acid; TFA) ผล

การทดลองแสดงดงั Table 11 พบว่าคีเฟอรันท่ีผลิตโดยเช้ือเด่ียว L. kefiranofaciens JCM 6985 ท่ีเล้ียง

ในน ้ ามะพร้าวแก่เติมยีสต์สกดั มีอตัราส่วนองค์ประกอบน ้ าตาลกลูโคสต่อน ้ าตาลกาแลคโตสเท่ากบั 

1:0.85 ซ่ึงในรายงานวิจยัก่อนหน้าน้ีพบว่าคีเฟอรันท่ีผลิตโดยเช้ือเด่ียว L. kefiranofaciens ท่ีเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือ MRS และมีน ้าตาลแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอน มีอตัราส่วนองคป์ระกอบน ้าตาลกลูโคส

ต่อน ้าตาลกาแลคโตสเท่ากบั 1:1 (Zajsek and Gorsek, 2010) และพบวา่การใชน้ ้าตาลแลคโตสเป็นแหล่ง

คาร์บอนท าให้เอนไซม ์β-Galactosidase เปล่ียนน ้ าตาลแลคโตสไปเป็นน ้ าตาลกาแลคโตส และท าให้

อตัราส่วนของการเกิดน ้ าตาลกาแลคโตสในโมเลกุลของคีเฟอรันสูงเพิ่มข้ึนกวา่การใช้น ้ าตาลชนิดอ่ืน

เป็นแหล่งคาร์บอน (Wang et al., 2008)  ส าหรับการผลิตคีเฟอรันโดยก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรน พบว่า

อตัราส่วนองค์ประกอบน ้ าตาลกลูโคสต่อน ้ าตาลกาแลคโตสเท่ากบั 1:2.13 ซ่ึงสัดส่วนกาแลคโตสท่ี

สูงข้ึนแสดงใหเ้ห็นถึงส่วนของแขนงท่ีมากข้ึน และมีผลท าใหพ้อลิเมอร์มีความเหนียวและความยืดหยุน่

เพิ่มมากข้ึน (Guo et al., 2017) นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าสัดส่วนกลูโคสและกาแลคโตสยงัส่งผลต่อ

คุณสมบติัในการแสดงกิจกรรมตา้นอนุมูลอิสระอีกดว้ย (Zhang et al., 2014) 

Table 11 Monosaccharide compositions of kefiran   

Substrate Inoculum Glucose/Galactose References 
Mature coconut water L. kefiranofaciens JCM6985 1:0.85 This study 
Soy milk + Sucrose Kefir grain 1:2.13 This study 
Lactose L. kefiranofaciens JCM6985 1:4 Wang et al., 2008 
Maltose + Lactose L. kefiranofaciens JCM6985 1:6 Wang et al., 2008 
Milk Kefir grain 1:0.67 Zajsek et al., 2011 
Milk Kefir grain 1:1.08 Pop et al.,2015 
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6. ผลของการหมักแบบกะซ ้า 
 การหมกัแบบกะซ ้ าเป็นกระบวนการท่ีดึงน ้ าหมกัออกในช่วงเวลาท่ีน ้ าหมกัถูกเช้ือใช้
น ้ าตาลเกือบหมดและคงเช้ือส่วนหน่ึงไวเ้ป็นหวัเช้ือส าหรับการหมกัในกะต่อไป โดยการหมกัแบบ
กะซ ้ าสามารถเพิ่มผลผลิตและมีขอ้ไดเ้ปรียบหลายประการเม่ือเทียบกบัการหมกัแบบกะเดียว ไดแ้ก่ 
ลดตน้ทุนการเตรียมหวัเช้ือ เพิ่มผลผลิตผลิตภณัฑ์ได ้สามารถลดระยะเวลาในการหมกัไดเ้น่ืองจาก
ความเขม้ขน้ของเซลล์เร่ิมตน้ท่ีสูงส่งผลให้สามารถเพิ่มอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์ และยงัสามารถลด
การเกิดการยบัย ั้งโดยผลิตภณัฑ์ได ้Dashti และคณะ (2016) ในการทดลองน้ีจะท าการขยายขนาด
การทดลองจากในขวดซีร่ัม 100 มิลลิลิตร เป็นถงัปฏิกรณ์ขนาด 1 ลิตร กวนดว้ยความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที และใช้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองก่อนหน้าน้ี บ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 องศา
เซลเซียส ท าการหมกัเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นท าการดึงน ้ าหมกัออกร้อยละ 90 แลว้จึงเติม
อาหารเล้ียงเช้ือชุดใหม่เขา้ไปท่ีความเขม้ข้นน ้ าตาลเดิมคือร้อยละ 3 และความเขม้ข้นยีสต์สกัด              
3 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ควบคุมพีเอชทุก 12 ชัว่โมง ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์10 นอร์มอล ท าการ
หมกัแบบกะซ ้ าทั้งหมด 6 รอบ ผลการทดลองแสดงดงั Figure 29 พบว่าในการหมกักะแรกน ้ าตาล
จะถูกใช้ไปมากกว่าร้อยละ 90 เช้ือมีการเจริญและให้น ้ าหนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 1.95+0.03  กรัมต่อ
ลิตร ส าหรับการหมกัรอบท่ี 2 เช้ือมีการเจริญและให้น ้ าหนกัเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากบั 4.03+0.11 กรัม
ต่อลิตร ส าหรับการหมกัรอบท่ี 3 – 6 เช้ือมีการเจริญและให้น ้าหนกัเซลลแ์หง้นอ้ยลงเล็กนอ้ยในช่วง 
3.2 – 3.7 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสอดคลอ้งกบัอตัราการใชน้ ้าตาลท่ีนอ้ยลง 
 ส าหรับการผลิตคีเฟอรันพบวา่ในรอบท่ี 1 ใหก้ารผลิตคีเฟอรันเท่ากบั 1.94+0.04  กรัมต่อ
ลิตร และรอบท่ี 2 -5 ให้การผลิตคีเฟอรันในช่วง 2.2 – 2.7 กรัมต่อลิตร เช้ือมีการผลิตคีเฟอรันลดลง
เล็กนอ้ยในรอบท่ี 6 เท่ากบั 2.02+0.03 กรัมต่อลิตร และพบวา่ในรอบท่ี 1 ของการหมกัให้การผลิต
กรดรวมเท่ากบัร้อยละ 2.43  การผลิตกรดรวมเพิ่มข้ึนในรอบท่ี 2 - 6 ในช่วงร้อยละ 3.3 – 3.6 ซ่ึงจะ
เห็นไดว้า่เช้ือมีการผลิตคีเฟอรันและกรดท่ีสอดคลอ้งกบัการเจริญของเช้ือ และพบการผลิต             คี
เฟอรันหลงัจากท่ีเช้ือหยุดการเจริญดว้ย เน่ืองจากการผลิตคีเฟอรันเป็นการผลิตทั้งระหวา่งการเจริญ
และช่วงท่ีเช้ือไม่มีการเจริญหรือเรียกว่า mixed growth associated production และพบว่ารอบการ
หมกัท่ี 4 ใหก้ารผลิตคีเฟอรันสูงท่ีสุดเท่ากบั 2.7 กรัมต่อลิตร ซ่ึงใกลเ้คียงกบัปริมาณเอก็โซโพลีแซค
คาไรด์ในรายงานวิจัยท่ีผ่านมาเช่นงานวิจัยของ Macedo และคณะ (2002) ท่ีศึกษาการผลิต                 
เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์จาก Lactobacillus rhamnosus RW-9595M ในอาหารท่ีมีเวย์โปรตีน ยีสต์
สกดั และวิตามิน เกลือแร่ และกรดอะมิโน โดยเป็นสูตรดดัแปลงจากอาหาร BMM และพบวา่การ
ผลิตเอก็โซโพลีแซคคาไรดใ์กลเ้คียงกนัเท่ากบั 2.775 กรัมต่อลิตร และงานวจิยัของ Bergmaier  และ
คณะ (2003) ท่ีศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์จาก Lactobacillus rhamnosus RW-9595M ใน
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อาหารดดัแปลงท่ีใชเ้วยเ์ป็นแหล่งคาร์บอน โดยให้ผลผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์เท่ากบั 2.75 กรัม
ต่อลิตร Table 12 แสดงผลผลิตคีเฟอรันแต่ละรอบและพบว่าในรอบท่ี 4 ให้ผลผลิตคีเฟอรันสูงสุด 
เท่ากบั 0.0922+0.001 กรัมคีเฟอรันต่อกรัมสารตั้งตน้ 
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Figure 29 (a) Dry cell weight (b) kefiran production (c) total acid (TA%) (d) sugar consumption in repeated 
batch fermentation by L. kefiranofaciens JCM 6985 in mature coconut water added with yeast 
extract under pH control at 30 ◦C,100 rpm, 120 h and initial pH 5.5. 
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Table 12 Results achieved during repeated batch fermentation by L. kefiranofaciens JCM 6985   
Batch 

number 
Dry cell 

weight (g/L) 
Kefiran 
(g/L) 

YP/S YX/S TA (%) 

Batch 1st 1.95+0.03 1.94+0.04 0.0647+0.001e 0.0650+0.001f 3.51+0.09ab 

Batch 2nd 4.03+0.11 2.21+0.01 0.0737+0.001d 0.1345+0.004a 3.29+0.09d 

Batch 3rd 3.31+0.14 2.72+0.01 0.0907+0.002b 0.1105+0.005d 3.65+0.05a 

Batch 4th 3.63+0.48 2.76+0.00 0.0920+0.001a 0.1208+0.016c 3.60+0.14ab 

Batch 5th 3.73+0.10 2.38+0.01 0.0790+0.002c 0.1240+0.003b 3.60+0.09ab 

Batch 6th 2.53+0.51 2.01+0.03 0.0670+0.001e 0.0845+0.017e 3.55+0.05ab 
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7. ระบบต้นแบบการผลติคีเฟอรันจากน า้มะพร้าวแก่ต้นทุนต ่า 
 ในงานวิจยัน้ีไดอ้อกแบบระบบตน้แบบการผลิตท่ีผูป้ระกอบการสามารถน าไปประยกุตใ์ช้
ได ้และเพื่อลดตน้ทุนการผลิตท่ีถูกจึงไดเ้ลือกแหล่งอาหารในการผลิตคีเฟอรันเป็นน ้ ามะพร้าวแก่ท่ี
ไม่เติมน ้ าตาลและแหล่งไนโตรเจนเพิ่ม รวมทั้งท าการฆ่าเช้ือแบบพาสเจอไรเซซัน่และไม่ควบคุมพี
เอช ผลการทดลองแสดงดงั Figure 30 พบวา่ในชัว่โมงท่ี 12 ถึง 48 เช้ือมีการใชน้ ้ าตาลสูง และเช้ือมี
การเจริญเติบโตข้ึนส่งผลใหมี้การผลิตคีเฟอรันเพิ่มข้ึนตามล าดบั และพบวา่พีเอชในอาหารเล้ียงเช้ือ
ลดลง จากการเล้ียง 5 วนั พบวา่เช้ือผลิตคีเฟอรันท่ีได ้1.86 กรัมต่อลิตร โดยท่ีน ้ าตาลเหลืออยู ่5.74 
กรัมต่อลิตร 
 

            
 
 
Figure 30 Cultivation of L. kefiranofaciens JCM 6985 in 7 L fermenter at 30◦C and initial pH 5.5 

for 120 h.   
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8. ค านวณค่าใช้จ่ายในการผลติคีเฟอรันจากน า้มะพร้าวแก่ 
  จากการขยายขนาดการทดลองผลิตคีเฟอรันโดยใช้น ้ ามะพร้าวแก่เป็นแหล่งอาหารเพียง
อย่างเดียวในการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแลคติก และเก็บขอ้มูลการใช้สารเคมี ค่าไฟฟ้า และค่าแก็สใน
การผลิตและสกดั   คีเฟอรัน ผลการวเิคราะห์ตน้ทุนการเตรียมน ้ามะพร้าวแก่โดยวธีิการฆ่าเช้ือแบบ
การพลาสเจอไรซ์แสดงดงั Table 13 พบวา่สามารถผลิตคีเฟอรันจากน ้ ามะพร้าวแก่ได ้โดยมีตน้ทุน
อยู่ท่ี 8.94 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน โดยการทดลองสามารถเปล่ียนจากการใช้แก๊สเป็นการใช้ไฟฟ้า
เพื่อให้ความร้อนในการฆ่าเช้ือทดแทน และเพิ่มอตัราการผลิตต่อหน่วยของคีเฟอรันมากข้ึนจะ
สามารถลดตน้ทุนต่อหน่วยการผลิตไดเ้ยอะข้ึน หรือจะท าคีเฟอรันในรูปแบบของเหลวไม่ตอ้งผา่น
การท าแหง้สามารถลดตน้ทุนการท าแหง้ลงถึง 1.20 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน 
 
Table 13 Overall production cost of kefiran from mature coconut juice using gas for pasteurization 

Items Amount Unit cost Total cost 
Cost (baht)/ 

g-kefiran 

Materials 
- Mature coconut juice 

 
20 L 

 
2 baht/L 

 
40 baht 

 
1.08 

Energy 
- Gas for pasteurization 

 
1.5 kg 

 
22 baht/kg 

 
33 baht 

 
0.89 

Extraction 
- Ethanol lost during reuse process at 
10% of 20 L 
- Recovery Ethanol (4.5 kW 5 h) 
- Centrifugation (1000L/h) 
- Drying (0.4 kW 48 h) 

 
2 L 

 
22.5 kW.h 
7.5 kW.h 

19.2 kW.h 

 
70 baht/L 

 
2.4 baht/kW.h 
2.4 baht/kW.h 
2.4 baht/kW.h 

 
140 baht 

 
54 baht 
18 baht 
46 baht 

6.97 

Operating cost for 37 g kefiran        331 baht - 

Production cost of kefiran (Bath/g-kefiran)  8.94 
*Calculated from maximum capacity of 20 L    
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9. การประยุกต์ใช้คีเฟอรันในผลติภัณฑ์โลช่ันบ ารุงผวิ 
 เน่ืองจากมีรายงานว่าคีเฟอรันมีฤทธ์ิเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีความสามารถในการ
ต่อต้านร้ิวรอย (Sun et al., 2015) และการใช้นมคีเฟอร์ทาใบหน้าจะช่วยกระชับรูขุมขน ท าให้
ใบหน้าดูอ่อนเยาว์ เต่งตึง และยงัช่วยขจัดสิว (พรผจง เลาหวิเชียร, 2009) งานวิจัยน้ีจึงสนใจ
ประยกุตใ์ชคี้เฟอรันในผลิตภณัฑ์โลชัน่บ ารุงผวิ โดยมีชุดการทดลองท่ี 1 เป็นชุดควบคุมโลชัน่บ ารุง
ผิวผสมระหวา่งวตัภาคน ้ า A และวตัภาคน ้ ามนั B ชุดการทดลองท่ี 2 เป็นโลชัน่บ ารุงผิวท่ีเติมคีเฟอ
รันร้อยละ 1  ชุดการทดลองท่ี 3 เป็นโลชัน่บ ารุงผิวท่ีเติมคีเฟอรัน-กรดแลคติกร้อยละ 1 และชุดการ
ทดลองท่ี 4 เป็นโลชั่นบ ารุงผิวท่ีเติมกรดแลคติกร้อยละ 1 จากนั้นท าการประเมินคุณสมบติัทาง
กายภาพ ทางทางเคมี ทางจุลชีววิทยา ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และทางดา้นประสาท
สัมผสั ผลการประเมินแสดงดงั Table 14 พบวา่โลชัน่ทุกชุดการทดลองให้ลกัษณะผิวเรียบเนียนสี
ขาวใกลเ้คียงกนั แต่ลกัษณะการไหลของโลชัน่ท่ีมีการผสมคีเฟอรันมีลกัษณะการไหลไดน้อ้ยท่ีสุด 
สอดคล้องกบัค่าความหนืดท่ีสูงกว่าชุดการทดลองอ่ืน โดยมีค่าความหนืดท่ีสูงท่ีสุดเท่ากบั 3020 
เซนติพอยส์ ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากคีเฟอรันเป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีมีความสามารถในการเพิ่มความหนืด
ของโลชัน่ ส าหรับโลชัน่ท่ีผสมทั้งคีเฟอรันและกรดแลคติกใหค้วามหนืดรองลงมาเท่ากบั 2085 เซน
ติพอยส์ เน่ืองจากกรดแลคติกท าใหส้ายเอก็โซพอลิแซคคาไรดข์องคีเฟอรันสั้นลง ส่งผลท าใหค้วาม
หนืดลดลง ซ่ึงสูงกว่าค่าความหนืดของชุดควบคุมเล็กน้อย ท่ีมีค่าความหนืดเท่ากบั 2010 เซนติ
พอยส์ ความหนืดของโลชัน่เกิดจากการเติมกรดไขมนัอ่ิมตวัท่ีใชเ้ป็นสารเพิ่มความหนืด ส าหรับชุด
การทดลองท่ีเติมกรดแลคติกให้ค่าความหนืดน้อยท่ีสุดเท่ากับ 1230.6 เซนติพอยส์ ทั้ งน้ีอาจ
เน่ืองจากการเติมกรดแลคติกท าให้ค่าพีเอชของโลชั่นต ่าลงและท าให้ความหนืดของโลชั่นลดลง 
ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาทั้งหมด ใช้วิธีดรอปเพลท บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 72 ชัว่โมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน ไม่พบจุลินทรียท์ั้ง 4 ตวัอยา่ง ใชว้ิธีอา้งอิงจากเสาวนีย ์กระ
สานติสุข และหทยัชนก รุณรงค ์(2549) 
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Table 14 Chemical and physical characteristics of the lotion 
Characteristics General lotion Lotion-kefiran Lotion-kefiran-lactic Lotion-lactic 

Appearance Smooth Smooth Smooth Smooth 
Color White White White White 
Flow +++a ++ ++++ +++++ 
Viscosity 2010 cp 3020 cp 2085 cp 1230.6 cp 
pH 4.3 3.59 3.51 3.50 
Microorganism -b - - - 

  
 
 DPPH คืออนุมูลอิสระท่ีมีความเสถียร (stable free radical) เป็นสารท่ีนิยมใช้เป็นตวัช้ีวดั
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารท่ีสนใจ ใช้หลกัการของ DPPH• ในรูปของอนุมูลอิสระ          
ท่ีอยู่ในสารละลายจะมีสีม่วงเข้ม และดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร การสูญเสีย 
อิเล็กตรอนอิสระใหก้บัโมเลกุลอ่ืนหรือสารตา้นอนุมูลอิสระ DPPH• จะเกิดการเปล่ียนแปลงไปอยูใ่นรูป
ออกซิไดซ์ และท าใหสี้ม่วงจางลง เม่ือวดัการลดลงของค่าการดูดกลืนแสงก็จะสามารถค านวณการลดลง
ของ DPPH• ท่ีเป็นผลมาจากปริมาณของสารตา้นอนุมูลอิสระได ้จากการทดลองพบวา่โลชัน่ชุดท่ีมีการ
เติมคีเฟอรันร้อยละ 1 ให้กิจกรรมการยบัย ั้งคร่ึงหน่ึงของอนุมูลอิสระท่ีร้อยละ 41.89+1.00 รองลงมาคือ
โลชัน่ชุดท่ีมีการเติมคีเฟอรันและกรดแลคติกร้อยละ1 ให้ผลร้อยละ 35.38+1.45 ตามดว้ยโลชัน่ชุดท่ีเติม
กรดแลคติกร้อยละ 1 ใหผ้ลเท่ากบัร้อยละ 22.81+0.55 และนอ้ยท่ีสุดคือโลชัน่สูตรทัว่ไปท่ีไม่ไดเ้ติมคีเฟอ
รันและกรดแลคติก ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Chen และคณะ (2015) ท่ีศึกษากิจกรรมสารตา้นอนุมูล
อิสระของเอก็โซโพลีแซคคาไรดท่ี์ผลิตจากกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรนและพบวา่เอ็กโซโพลีแซ็คคาไรดท่ี์ความ
เขม้ขน้ 1.73 กรัมต่อลิตร ใหค้่ากิจกรรมสารตา้นอนุมูลอิสระร้อยละ 52.23 (Table 15) 
 

 Table 15 Effect of antioxidant in all development formulas 
 

Example % Radical scavenging 
General lotion 6.59+0.19d 

Lotion-kefiran 41.89+1.00a 

Lotion-kefiran-lactic acid 35.38+1.45b 

Lotion-lactic acid 22.81+0.55c 

Different superscript letters in the same column indicate significant difference between treatments (p≤ 0.05). 

     a level of flow  b Growth of microorganisms (+ found growth, - not found growth) 
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 ส าหรับการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผสัโดยผู ้ทดสอบใช้ ท าการประเมิน
ความชอบต่อตวัอยา่งจากความชอบโดยรวมโดยใช ้9-point hedonic scale พิจารณาจากการซึมซับ
เขา้สู่ผิวหนงั ความเหนอะหนะ สี ความชุ่มช้ืน ความรู้สึกมนับนผิวหลงัทา และความน่าใช ้ผลการ
ทดลองแสดงดงัTable 16 และ Figure 31 พบว่าชุดการทดลองทั้ง 4 ชุดให้ผลกล่ินไม่แตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญั ส าหรับความหนืดพบวา่โลชัน่ผสมคีเฟอรันไดรั้บคะแนนความชอบสูงสุดเท่ากบั 
6.10+1.73 รองลงมาคือโลชัน่ผสมคีเฟอรันกบักรดแลคติก ส าหรับโลชัน่ท่ีผสมกรดแลคติกไดรั้บ
คะแนนความชอบไม่แตกต่างจากชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคญั ผลการประเมินการซึบซับเข้าสู่
ผิวหนงั พบว่าโลชัน่ผสมกรดแลคติกไดรั้บคะแนนความชอบสูงสุดเท่ากบั 6.65+1.38 และโลชัน่
ผสมคีเฟอรันไดรั้บคะแนนการให้ความชุ่มช้ืนสูงสุดเท่ากบั 6.40+1.31 และคะแนนความรุ้สึกมนั
หลงัทาสูงสุดเท่ากบั 6.55+1.24 เม่ือสรุปผลความชอบโดยรวมจากคะแนนความน่าใช ้พบวา่โลชัน่ท่ี
ผสมคีเฟอรันได้รับคะแนนสูงสุดเท่ากบั 6.25+1.18 รองลงมาคือชุดควบคุม โลชั่นผสมคีเฟอรัน
ผสมกรดแลคติก และโลชัน่ผสมกรดแลคติก 
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d) Lotion-lactic
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Figure 31 9-point hedonic of lotion added with kefiran, kefiran-lactic acid, lactic acid scale was used for 
attributes of odor, viscosity, skin absorption, moisturize on skin, oily on skin (after use) and overall 
liking. 
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Table 16 Liking scores of 6 attributes in all development formulas 

Attribute 
Liking score 

General lotion Lotion-kefiran Lotion-kefiran-lactic acid Lotion-lactic acid 
Odor of lotion 5.80+0.81a 6.30+1.58a 6.55+1.74a 6.25+1.61a 

Viscosity of lotion 5.35+1.82 ab 6.1+1.73a 5.80+1.61ab 5.05+1.46ab 

Skin absorption 5.75+1.63b 6.40+1.56a 6.25+1.48b 6.65+1.38a 

Moisturize on skin 5.95+1.20b 6.40+1.3 a 6.00+1.4 bc 6.20+1.36 b 
Oily on skin (after use) 5.95+1.39bc 6.55+1.24 a 6.40+1.11 a 6.30+1.05 b 
Overall Liking 6.25+1.18 b 6.85+1.01 a 6.25+0.94 b 6.15+1.18 b 
Different superscript letters in the same column indicate significant difference between treatments (p≤ 0.05). 

 
 จากการตรวจผลตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชน ผลิตภณัฑ์บ ารุงผิว มาตรฐานเลขท่ี               
มผช.๕๕๑/๒๕๔๗ โดยส่งตรวจท่ีบริษทั กรีนเทคไบโอแลปซ่ึงเป็นบริษทัผลิตผลิตภณัฑ์เสริม
ความงามในจงัหวดัสงขลา ท าการตรวจสารตอ้งห้ามดงัน้ี สารปรอท ไฮโดรควิโนน และสารสเตีย
รอยด์ พบว่า ผลิตภณัฑ์ทั้ง4 สูตร ไม่มีการตรวจพบสารต้องห้ามดงักล่าวแสดงให้เห็นถึงความ
ปลอดภยัของผลิตภณัฑ์ในระดบัหน่ึง (ภาคผนวก) 
  

Table 17 Product Standard follow the STD.๕๕๑/๒๕๕๓ of Thai Industrial Standards Institute 
(TISI) by GreenTech Biolab Co., LTD. 

Formular Mercury Hydroquinone Steroids 

General lotion nd nd nd 

Lotion-kefiran nd nd nd 

Lotion-kefiran-lactic nd nd nd 

Lotion-lactic  nd nd nd 
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บทที ่4 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
บทสรุป 

จากการศึกษาการผลิตคีเฟอรันจากก้อนเช้ือคีเฟอร์เกรนและเช้ือเด่ียว Lactobacillus 
kefiranofaciens  พบวา่เช้ือเด่ียวสามารถผลิตคีเฟอรันไดสู้งกวา่กอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรน เพื่อเป็นการลด
ตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือ งานวิจยัน้ีไดศึ้กษาการใชน้ ้ ามะพร้าวแก่เป็นแหล่งอาหารราคาถูก โดยพบวา่
น ้ ามะพร้าวแก่ให้ผลผลิตคีเฟอรันสูงใกลเ้คียงกบัการใช้อาหารเล้ียงเช้ือทางการคา้ท่ีมีกลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน แต่เม่ือเปรียบเทียบตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือในการผลิตคีเฟอรัน พบวา่น ้ามะพร้าวแก่มี
ตน้ทุนต ่าท่ีสุด จึงเหมาะสมในการน ามาเป็นอาหารเล้ียงเช้ือและผลิตคีเฟอรัน จากการศึกษาการเพิ่ม
ความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้และควบคุมพีเอช พบว่าการใช้น ้ ามะพร้าวแก่ท่ีความเข้มข้นน ้ าตาล
เร่ิมต้นร้อยละ 3 การควบคุมพีเอชระหว่างการทดลองท่ี 5.5 และการเติมยีสต์สกัดเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้ไนโตรเจน 3 กรัมต่อลิตร เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตคีเฟอรันท่ีมี
ตน้ทุนวตัถุดิบเท่ากบั 13.72 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน จากการศึกษาโครงสร้างคีเฟอรัน พบวา่อินฟราเรด
สเปกตรัมท่ีไดจ้ากตวัอยา่งคีเฟอรันมีลกัษณะคลา้ยกนักบัรายงานก่อนหนา้น้ี เม่ือท าการขยายขนาด
การผลิตในถงัปฏิกรณ์และท าการหมกัแบบกะซ ้ า 6 รอบ ท าใหส้ามารถผลิตคีเฟอรันได ้37 กรัมจาก
น ้ ามะพร้าวแก่ 20 ลิตร และคิดตน้ทุนการผลิตท่ีไม่รวมค่าแรงไดเ้ท่ากบั 8.94 บาทต่อกรัมคีเฟอรัน 
และการประยุกต์ใช้คีเฟอรันในผลิตภณัฑ์โลชัน่บ ารุงผิว ท าให้โลชัน่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และ
ไดรั้บคะแนนการยอมรับจากผูท้ดสอบสูงสุด ซ่ึงคีเฟอรันจดัเป็นสารสกดัจากจุลิทรียท่ี์ได้รับการ
ยอมรับว่าปลอดภยั (Generally Recognized As Safe; GRAS) สามารถใช้ทดแทนวิตามินอีท่ีใช้ใน
การแสดงออกถึงความเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระทัว่ไปทางการคา้โดยมีราคาสูงถึง 32 บาทต่อกรัม  
 
 
 
 
 
 
 
 
ข้อเสนอแนะ 
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1. ควรมีการศึกษาวิธีการย่อยแหล่งไนโตรเจนทดแทนพวกกากถัว่เหลืองและเซลล์ยีสต์ท่ีไม่ท าให้
เกิดสารยบัย ั้งเพื่อน ามาใชใ้นการผลิตคีเฟอรัน 

2. ควรมีการศึกษาการหมกัแบบกะซ ้ าด้วยการเติมน ้ ามะพร้าวเขม้ขน้ในระหว่างการหมกัเพื่อลด
ตน้ทุนในการผลิตแบบกะซ ้ า 

3. ควรมีการคดัแยกเช้ือใหม่จากกอ้นเช้ือคีเฟอร์เกรนเพื่อน าไปใชใ้นการผลิตทางการคา้ 
4. จากการทดลองศึกษาความเขม้ขน้น ้ าตาลควรใชน้ ้ าตาลซูโครสแทนน ้ าตาลกลูโคส เน่ืองจากเป็น

น ้าตาลท่ีมีรายงานวา่เป็นน ้าตาลท่ีท าใหผ้ลิตคีเฟอรันไดสู้งกวา่น ้าตาลกลูโคส 
5. ควรศึกษาสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนเป็นการทดลองแบบ factorial design 
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ภาคผนวก 
 

1. ศึกษาอตัราการเจริญของจุลนิทรีย์ L. kefiranofaciens JCM 6985 ในอาหาร MRS Broth  
น ำเช้ือ Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985 ท่ีเก็บเป็นหัวเช้ือเร่ิมต้นในกลีเซอรอล 

ควำมเขม้ขน้ร้อยละ 30 ภำยใตอุ้ณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส น ำมำ 1 มิลลิลิตร ถ่ำยลงอำหำร MRS 
Broth ปริมำตร 9 มิลลิลิตร น ำไปบ่มท่ี 30+2 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5วนั เก็บตวัอยำ่งทุก 24 ชัว่โมง 
ดูอตัรำกำรเจริญโดยกำรวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 660 นำโนเมตร (OD660) โดยเจือจำงน ้ ำหมกัให้ค่ำ
กำรดูดกลืนแสง อยู่ในช่วง 0.2 - 0.8 เพื่อดูช่วงกำรเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุดไปใช้ในกำรเล้ียงเพื่อผลิต     
คีเฟอรัน 

 

  
Figure 32 Growth curve of the bacterium L. kefiranofaciens JCM 6985 in MRS broth 5 day. 

 
2. การเตรียมสารละลายแอนโทรน  

ชัง่สำรแอนโทรน (Anthrone: 9,10-Dihydro-9-oxoanthracene) 0.8 กรัม ละลำยในน ้ ำกลัน่ 
100 มิลลิลิตร เทกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 98 ลงไปผสม 300 มิลลิลิตร คนให้เขำ้กนัในฟำสก์แลว้
น ำกระดำษฟอยล ์ห่อใหส้นิทเพื่อไม่ใหโ้ดนแสง และน ำไปท ำใหเ้ยน็ก่อนน ำไปใชง้ำน 
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3. การเตรียมกราฟมาตรฐานน า้ตาลกลูโคส 
ชัง่น ้ำตำลกลูโคสจ ำนวน 0.5 กรัม ละลำยในน ้ำกลัน่ 1 ลิตร จำกนั้นท ำกำรเจือจำงสำรละลำย

น ้ำตำลกลูโคสท่ีควำมเขม้ขน้ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.5 กรัมต่อลิตร จำกนั้นท ำกำรดูดสำรละลำยกลูโคส
ท่ีเจือจำงแลว้ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองท่ีเตรียมไว ้จำกนั้นท ำกำรเติมสำรละลำย
แอนโทรน ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองเขยำ่ใหเ้ขำ้กนั และน ำไปตม้ในน ้ำเดือดเป็นเวลำ 
10 นำที จำกนั้น หยดุปฏิกิริยำโดยกำรน ำไปแช่ในน ้ำเยน็ทนัที ส ำหรับแบลงคใ์หใ้ชน้ ้ำกลัน่ปริมำตร 
0.1 มิลลิลิตร และท ำทุก อย่ำงเช่นเดียวกบักำรทดลองขำ้งตน้ จำกนั้นน ำตวัอย่ำงดงักล่ำวไปวดัค่ำ
ดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 620 นำโนเมตร 
 

 
Figure 33 Standard curve of glucose. 
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4. การเตรียมกราฟมาตรฐานน า้ตาลแลคโตส 
ชั่งน ้ ำตำลแลคโตสจ ำนวน 0.5 กรัม ละลำยในน ้ ำกลั่น 1 ลิตร จำกนั้ นท ำกำรเจือจำง

สำรละลำยน ้ ำตำลแลคโตสท่ีควำมเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.5 กรัมต่อลิตร จำกนั้นท ำกำรดูด
สำรละลำยแลคโตสท่ีเจือจำงแลว้ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองท่ีเตรียมไว ้จำกนั้นท ำ
กำรเติมสำรละลำยแอนโทรน ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองเขยำ่ใหเ้ขำ้กนั และน ำไปตม้
ในน ้ ำเดือดเป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้น หยุดปฏิกิริยำโดยกำรน ำไปแช่ในน ้ ำเยน็ทนัที ส ำหรับแบลงค์
ให้ใช้น ้ ำกลัน่ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร และท ำทุก อย่ำงเช่นเดียวกบักำรทดลองขำ้งต้น จำกนั้นน ำ
ตวัอยำ่งดงักล่ำวไปวดัค่ำดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 620 นำโนเมตร 

 

 
Figure 34 Standard curve of lactose. 
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5. การวเิคราะห์ชนิดและปริมาณของน า้ตาลที่เป็นองค์ประกอบของคีเฟอรัน โดยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
        เคร่ืองมือ 
        คอลมัน์: Lichrocart NH4 (250×4 mm)  

ตัวท ำละลำยเคล่ือนท่ี (Mobile phase) คือ อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile) และน ้ ำ (Water)                              
ในอตัรำส่วน 90:10  
อตัรำกำรไหลของตวัท ำละลำยเคล่ือนท่ี คือ 1.9 มิลลิลิตรต่อนำที ตวัตรวจจบัคือ Evaporative 
light scattering detector; ELSD  
อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส ใชแ้ก๊สไนโตรเจนท่ีอตัรำเร็ว 2.0 ลิตรต่อนำที 
ตวัอยำ่งท่ีผำ่นกำรยอ่ยปริมำตร 10 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำร 
ศึกษำชนิดและปริมำณของน ้ ำตำลท่ีเป็นองค์ประกอบของคีเฟอรันท่ีได้ด้วย High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยกำรเตรียมตัวอย่ำงมำตรฐำนน ้ ำตำล กลูโคส 
ซูโครส  กำแลคโตส ฟรุคโตส น ำมำกรองด้วยกระดำษไนลอนขนำด 0.2 ไมโครเมตร และฉีด
ตวัอยำ่งปริมำตร 10 ไมโครลิตร เขำ้สู่คอลมัน์ เปรียบเทียบปริมำณสำรท่ีไดก้บัสำรละลำยมำตรฐำน 

 



104 
 

 
 
Figure 35 Chromatogram of sugar analyzed by HPLC method 
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Figure 36 Monosaccharide composition of the kefiran produced by pure culture of L. 
kefiranofacien JCM 6985 in modified mature coconut water analyzed by HPLC 
method. 
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Figure 37 Monosaccharide composition of the kefiran produced by kefir grain in soy milk 
analyzed by HPLC method. 
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6. กราฟมาตรฐานวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระโดยวธีิ DPPH 
เร่ิมจำกกำรเตรียมสำรละลำย DPPH radical ในเอทำนอลควำมเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลำร์ 

(เตรียม DPPH 0.00789 กรัม ในขวดปรับปริมำตร 100 มิลลิลิตร โดยใช้เอทำนอลในกำรปรับ
ปริมำณตั้งใหแ้ตกตวั 30 นำที) และเตรียมสำรตวัอยำ่งท่ีเขม้ขน้ 10,000 ppm ใน    เมทำนอล จำกนั้น
เจือจำงสำรละลำยตัวอย่ำงให้มีควำมเข้มข้นในช่วง 10-1000 ppm และเติม DPPH ลงไปใน
สำรละลำยแต่ละควำมเขม้ขน้ท่ีไดเ้ตรียมไว ้1:1 เขยำ่ใหเ้ขำ้กนัและตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดประมำณ 30นำที 
น ำไปวดัค่ำดูดกล่ืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 517 นำโนเมตร ท ำกำรทดลอง 3 ซ ้ ำ เพื่อยืนยนัผลและท ำ
กำรหำค่ำเฉล่ีย โดยเปรียบเทียบกบัสำรมำตรฐำนBHT ท่ีควำมเขม้ขน้ 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 
45, 50 จำกนั้นท ำกำรค ำนวณเปอร์เซ็นต์ radical scavenging และค ำนวณหำค่ำ IC50 จำกผลกำร
ทดลองท่ีไดโ้ดยค ำนวณหำเปอร์เซ็นต ์radical scavenging (Manosroi et al., 2011) 

 
Figure 38 DPPH radical scavenging (%) of BHT concentration.  
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7. อาหารส าเร็จรูปเลีย้งเช้ือสูตร Man-Rogosa Sharpe (MRS) ยีห่่อ Hi-media ส าหรับเตรียมหัว

เช้ือเร่ิมต้น L. kefiranofaciens JCM 6985  
 

สำรเคมี ปริมำณ (กรัมต่อลิตร) 
Dipotassium phosphate 
Meat extract 
Yeast extract 
Glucose 
Polysorbate 80 
Ammonium citrate 
Sodium acetate 
Magnesium sulphate 
Manganese sulphate 
Peptone 
Agar 

10.00 
2.00 
5.00 

20.00 
1 มิลลิลิตรต่อลิตร 

2.00 
5.00 
0.10 
0.05 

10.00 
15.00 

 
วธีิการเตรียม 

ชัง่อำหำร MRS 55.15 กรัม ละลำยในน ้ำกลัน่ 1 ลิตร คนใหส่้วนผสมเขำ้กนัปรับพีเอชเป็น 
5.5 ส ำหรับใชเ้ป็นอำหำรเตรียมหวัเช้ือเร่ิมตน้ของเช้ือ L. kefiranofaciens JCM 6985 ถำ้เป็น MRS 
Agar เติม agar และ 15 กรัม แลว้น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือภำยในหมอ้น่ึงควำมดนั ท่ีอุณหภูมิ 121 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 
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8. แบบทดสอบประสาทสัมผัส 
 

กำรทดสอบทำงประสำทสัมผสั โดยวธีิ 9-Point Hedonic scale 
พฒันำผลิตภณัฑ์โลชัน่สูตรผสมสำรตำ้นอนุมูลอิสระ 

ช่ือผูท้ดสอบ…………………………………………........…อำย…ุ.......ปี   เพศ……… ชุดท่ี…….. 
ค าแนะน า  กรุณำทดลองตวัอยำ่งต่อไปน้ี จำกซ้ำยไปขวำ ประเมินคุณภำพทำงประสำทสัมผสัแลว้        
ใหค้ะแนนควำมชอบตำม 
ล ำดบัคะแนนท่ีได ้ก ำหนดไวด้ำ้นล่ำงตำมปัจจยัคุณภำพ และกรุณำบว้นปำกระหวำ่งตวัอยำ่ง 
          9 = ชอบมำกท่ีสุด                                8 = ชอบมำก                                7 = ชอบปำนกลำง               
          6 = ชอบเล็กนอ้ย                         5 = เฉยๆ                                     4 = ไม่ชอบเล็กนอ้ย 
          3 = ไม่ชอบปำนกลำง                          2 = ไม่ชอบมำก                           1 = ไม่ชอบมำกท่ีสุด 
 
 
 

 
ขอ้เสนอแนะ
.............................................................................................................................................................
............................................................................................................................................................. 
 
 

รหสัตวัอยำ่ง .................... .................... .................... .................... 
กล่ิน     
ควำมหนืด     
กำรซึมซำบเขำ้สู่ผวิหนงั     
ควำมชุ่มช้ืนแก่ผวิหลงัทำ     
ควำมรู้สึกมนัหลงัทำ     
ควำมน่ำใช ้     



110 
 

 
 
Figure 39 Product Standard follow the STD.551/2553 of Thai Industrial Standards Institute 
(TISI) by GreenTech Biolab Co., LTD. 
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