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บทคัดยอ 

น้ํานึ่งปาลมเปนหนึ่งในสามแหลงน้ําทิ้งที่สําคัญของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม เมื่อ
วิเคราะหลักษณะน้ําทิ้ง พบวา มีคาตาง ๆ ตามลําดับดังนี้ มีพีเอช 5.05 คาซีโอดีทั้งหมด 120,000 
มิลลิกรัมตอลิตร ของแข็งทั้งหมด 47,696 มิลลิกรัมตอลิตร ของแข็งแขวนลอย 19,066 มิลลิกรัมตอ
ลิตร น้ําตาลทั้งหมด 8,550 มิลลิกรัมตอลิตร ฟนอล 1,670 มิลลิกรัมตอลิตร ไนโตรเจน 800 
มิลลิกรัมตอลิตร และมีแรธาตุตางๆในปริมาณเล็กนอย จากการศึกษาปจจัยในการแยกพอลิเมอรจาก
น้ํานึ่งปาลม พบวา สภาวะที่เหมาะสม คือ อัตราสวนระหวางน้ํานึ่งปาลมกับเอทานอล 95% เทากับ 
5.0 ที่อุณหภูมิหอง แยกขนาดพอลิเมอรดวยเทคนิค gel filtration chromatography โดยใชคอลัมนที่
บรรจุ Sephadex G-25 ชะดวยน้ํากลั่น พบวา สารละลายพอลิเมอรถูกชะออกมา 2 พีค (peak) คือ พีค 
A (SC-L) และ พีค B (SC-S) ไดพอลิเมอรน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (Mp) ขนาด 1223 และ 2525 ดาล
ตัน ตามลําดับ ผลผลิตได yield เทากับ 65.31 และ 12.82 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สําหรับการผลิต   
พอลิเมอรจากเชื้อรา Cordyceps dipterigena BCC2073 เร่ิมโดยการคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ
สังเคราะห 6 ชนิด เพื่อใชในการเตรียมหัวเชื้อเริ่มตน พบวา เชื้อที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
Potato dextrose broth (PDB) สามารถเจริญและผลิตพอลิเมอรชีวภาพไดดีที่สุด ใหน้ําหนักเซลล
แหงและพอลิเมอร 11.70 และ 3.37 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อศึกษาการผลิตพอลิเมอรชีวภาพใน
น้ํานึ่งปาลมที่เจือจาง (มีคาซีโอดี 40,000 มิลลิกรัมตอลิตร และไนโตรเจน 267 มิลลิกรัมตอลิตร) 
พบวา สภาวะที่เหมาะสม คือ การปรับพีเอชเปน 6.2 เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิหองที่อัตราการเขยา 150 
รอบตอนาที เชื้อมีการเจริญและผลิตพอลิเมอรสูงสุดเทากับ 23.43 และ 6.53 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
ซ่ึงสูงกวาคาที่ไดจากการเลี้ยงใน PDB 2 เทา และสามารถลดคาซีโอดีและปริมาณของแข็งทั้งหมด
ได 70.7 และ 58 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อศึกษาคุณสมบัติบางประการของพอลิเมอรชีวภาพที่ผาน
การทําบริสุทธิ์บางสวน พบวาพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมทั้ง 2 ชนิด สามารถละลายไดในน้ํา และ 
DMSO แตไมละลายในตัวทําละลายอินทรียทั้ง 8 ชนิดที่ใชทดสอบ (อะซิโตรไนไตรล เมทานอล 
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อะซิโตน โพรพานอล ไดคลอโรมีเทน คลอโรฟอรม ไดเอทธิวอีเทอร และเฮกเซน) องคประกอบ
ของพอลิเมอรที่สกัดจากน้ํานึ่งปาลม คือ SC-S และ SC-L ประกอบดวยน้ําตาลทั้งหมด 241.29 และ 
231.70 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหดวย HPLC พบวา พอลิเมอรชนิด SC-S มีน้ําตาล
กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ปริมาณเทากับ 41.29, 109.29 และ 26.14 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิ
เมอร ตามลําดับ ในขณะที่พอลิเมอรชนิด SC-L มีคาเทากับ 5.86, 43.64 และ 7.75 มิลลิกรัมตอกรัม
พอลิเมอร ตามลําดับ เมื่อศึกษาหมูฟงกชั่นดวยวิธี FT-IR พบวามีหมูไฮดรอกซิล อีเทอร แอลเคน 
และคารบอนิล ซ่ึงเปนหมูของโมเลกุลน้ําตาล ดังนั้นจึงจัดเปนพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรด โดย
พอลิเมอรชนิด SC-S และ SC-L มีคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ีย (Mp) เทากับ 1223 และ 6431 ดาลตัน 
ตามลําดับ สําหรับพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม (พอลิเมอร 
CD) สามารถละลายไดในน้ํา แตไมละลายในตัวทําละลายอินทรียทั้ง 8 ชนิดเชนกัน แตละลายใน 
DMSO ไดบางสวนโดยละลายไดสูงสุด 47 มิลลิกรัมตอลิตร และมีองคประกอบน้ําตาลทั้งหมด 
205.33 มิลลิกรัมตอลิตร โดยมีน้ําตาลกลูโคส และอะราบิโนส เปนองคประกอบในโครงสราง
ปริมาณ 147.41 และ 120.68 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ และมีหมูฟงกช่ันเปนหมู       
ไฮดรอกซิล คารบอนิล อีเทอร และแอลเคน โดยมีคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (Mp) เทากับ 20,064 ดาล
ตัน 

เมื่อทดสอบคุณสมบัติการเปนพรีไบโอติกของพอลิเมอรชีวภาพทั้ง 3 ชนิด คือ   
พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S และ SC-L และพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterigena BCC2073 โดย
นํามาทดสอบการทนตอการยอยดวยกรดท่ีพีเอช 1, 2 และ 3 ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
และการยอยดวยเอนไซม α–amylase (1 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
ซ่ึงเปนการจําลองการยอยในกระเพาะอาหารและลําไสเล็กตามลําดับ พบวา พอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด
สามารถทนตอการยอยที่สภาวะเปนกรดสูงไดดี โดยมีพอลิเมอรชีวภาพที่ไมถูกยอยเหลืออยู 97.19, 
97.8 และ 97.46 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนการยอยดวยเอนไซม α–amylase พบวา พอลิเมอรที่ทน
ตอการยอยไดดีคือ พอลิเมอร SC-S โดยมีพอลิเมอรที่เหลืออยูเทากับ 89.35 เปอรเซ็นต ซ่ึงมี
ศักยภาพเปนพรีไบโอติกที่ดีโดยมีพอลิเมอรชีวภาพที่ไมถูกยอยเหลือไปยังลําไสใหญไดมากกวา 80 
เปอรเซ็นต เมื่อนําพอลิเมอรชีวภาพชนิด SC-S มาทดสอบการสงเสริมการเจริญแบคทีเรียโปรไบโอ
ติก ไดแก Lactobacillus plantarum และ Lactobacillus acidophilus พบวา เชื้อเหลานี้ไมสามารถใช
พอลิเมอรชีวภาพชนิด SC-S เปนแหลงคารบอน มีผลใหการเจริญของเชื้อลดลง ผลการศึกษา
คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพทั้ง 3 ชนิด ในสารละลายดินขาว (kaolin) 
พบวา พอลิเมอรชนิด SC-S ใหคากิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุด และมีสภาวะที่เหมาะสมสําหรับ
กิจกรรมการตกตะกอน คือ พีเอช 6.0 มีการเติมแคทไอออนชนิด Fe3+ (FeCl3) ความเขมขน 1.0   
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มิลลิโมลาร และใชพอลิเมอร 2 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 5.22 (1/OD) เมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอ
กิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชนิด SC-S โดยใชวิธีการพื้นผิวผลตอบสนอง (RSM) พบวา มี
คาที่เหมาะสม ดังนี้ ความเขมขนของพอลิเมอรเทากับ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 
เทากับ 1.40 มิลลิโมลาร และคาพีเอชเทากับ 5.5 โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 7.45 
(1/OD)  
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Abstract 

Sterilizer condensate is one of the three major sources of effluent from palm oil 
mill. It had the following characteristics; pH 5.05, 120,000 mg/l COD, 47,696 mg/l total solid 
with 19,066 mg/l suspended solid, 8,550 mg/l total sugar, 1,670 mg/l total phenol, 800 mg/l total 
nitrogen and contained trace amount of mineral salts. Effects of ethanol to sterilizer condensate 
ratio and temperature on yield of the biopolymers were studied. Among various ratio examined at 
room temperature, the ratio of 5.0 gave the highest yield. The biopolymers contained two subunits 
with the molecular weights (Mp) of 1223 (SC-S) and 2525 (SC-L) dalton determined by gel 
filtration chromatography with Sephadex G-25 column eluted by distilled water. The yields of 
SC-S and SC-L were 65.31% and 12.82%, respectively. The biopolymers were partially purified 
by dialysis. For production of polymer from Cordyceps dipterrigena BCC2073, the strain was 
cultivated in six different synthetic media for preparation of inoculum. The highest growth and 
biopolymer production (11.70 and 3.37 g/l, respectively) were obtained from using potato 
dextrose broth (PDB). Optimization studies on biopolymer production in the diluted sterilizer 
condensate (40,000 mg/l COD and 267 mg/l N) revealed the optimum condition at pH 6.2 and 
cultivation at room temperature with 150 rpm shaking speed. After 6 days cultivation,                  
C. dipterrigena BCC2073 produced 6.53 g/l polymers and also reduce  the organic matter with 
COD and total solid removal of 70.7 and 58 %, respectively. Studies on some properties of the 
partially purified biopolymers from sterilizer condensate SC-S and SC-L revealed that they were 
soluble in water and DMSO but insoluble in eight organic solvents tested (acetronitrile, methanol, 
acetone, propanol, dichloromethane, chloroform, diethyl ether and hexane). Characterization on 
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the biopolymers revealed that they were composed of total sugars at 241.29 and 231.70 mg/l, 
respectively. Results from HPLC, after acid hydrolysis, revealed that the biopolymers SC-S and 
the SC-L were composed of glucose, xylose and arabinose in the amount of 41.29, 109.29 and 
26.14 mg/g biopolymer (SC-S) and 5.86, 43.64 and 7.75 mg/g biopolymer (SC-L), respectively. 
FT-IR spectra of the two biopolymers showed the presence of hydroxyl, ether, alkane and 
carbornyl groups which indicated a group of sugar molecule. So they were classified as 
polysaccharide polymers. The molecular weights (Mp) were 1223 and 6431 dalton, respectively. 
For biopolymer from C. dipterigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate were soluble in 
water and partially soluble in DMSO. The maximum solubility of biopolymers in DMSO were 47 
mg/l but insoluble in the eight organic solvents tested. The fungal polymer contained 205.33 mg/l 
total sugar, glucose and arabinose of 147.41 and 120.68 mg/g biopolymer, respectively. The 
biopolymers possessed the functional groups of hydroxyl, carbonyl, ether and alkane groups and 
had the molecular weights (Mp) of 20,064 dalton. Investigation for prebiotic properties of the 
three biopolymers by testing the resistance to acid (pH 1, 2 and 3) and enzymatic hydrolysis 
which performed in vitro simulated the condition of upper-gastrointestinal tract in humans. All 
biopolymers were resistant to acid (HCl buffer pH 1 for 4 h) in which 97.19, 97.80 and 97.46% of 
total carbohydrate remained for SC-S, SC-L and biopolymers from C. dipterigena BCC2073, 
respectively. For the resistant to pancreatic α-amylase, the SC-S biopolymer showed highly 
persistent to enzymatic hydrolysis (1 unit/ml at 37°C for 6 h) with 82.16% of total carbohydrate 
remained. The effect of SC-S biopolymers on the growth enhancement of Lactobacillus 
plantarum and Lactobacillus acidophilus under anaerobic fermentation was studied in vitro. 
Probiotic bacteria could not utilize polymers as carbon source. Flocculating activity of the 
biopolymers in the kaolin suspension was markedly stimulated by the addition of trivalent cation 
under the optimum condition at room temperature. The optimum values were 1 mM FeCl3, 2 mg/l 
SC-S, and the initial pH of 6.0. The effect of interaction of these parameters on flocculating 
activity of SC-S polymer was studied using the response surface methodology (RSM). The 
highest flocculating activity of 7.45 (1/optical density) was obtained with 5.0 mg/l of biopolymer 
in combination with 1.40 mM FeCl3 (Fe+3) at pH 5.5. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

บทนําตนเรื่อง 

ปาลมน้ํามัน เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย และอุตสาหกรรมปาลม
น้ํามันยังมีความสําคัญยิ่งตอเศรษฐกิจของภาคใต มีการปลูกกันมากที่จังหวัดกระบี่, สตูล,               
สุราษฎรธานีและชุมพร ในป พ.ศ. 2551 มีพื้นที่เพาะปลูกประมาณ 3.50 ลานไร และมีจํานวน
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม 52 โรง (สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย, 2552) โดยเฉพาะอยางยิ่ง
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน (wet process) ซ่ึงเปนกระบวนการที่ใชน้ําในการสกดัน้าํมนั
มีประมาณ 75-80% ของการผลิตน้ํามันปาลม (H-Kittikun et al., 2000) และเปนสาเหตุใหมีน้ําเสีย
เกิดขึ้นในกระบวนการสกัด โดยมีปริมาณเฉลี่ย 0.87 ลูกบาศกเมตรตอตันทะลายปาลมสด ซ่ึงเปน
ปริมาณน้ําเสียที่ไดจากขั้นตอนตางๆ ของการผลิตไดแก น้ํานึ่งปาลม น้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร 
หรือเครื่องแยก (separater) และเครื่องกําจัดน้ําออกจากน้ํามันในขั้นตอนสุดทาย (Prasertsan and 
Prasertsan, 1996) 

น้ํานึ่งปาลมหรือน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีปริมาณ 200 ลิตรตอ 10 ตันทะลายปาลม
สด (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) มีลักษณะเปนสีน้ําตาล มีคาพีเอชในชวง 4.8-5.3 มี
สารอินทรียในรูปบีโอดี (BOD) 22,880-41,985 มิลลิกรัมตอลิตร และในรูปของซีโอดี (COD) 
45,360-80,146 มิลลิกรัมตอลิตร ไนโตรเจนในรูปแอมโมเนีย 7.7-66.3 มิลลิกรัมตอลิตร และในรูป
ของสารอินทรีย 22.4-1,287 มิลลิกรัมตอลิตร จากการที่มีปริมาณสารอินทรียอยูสูงและผานการให
ความรอนสูงจึงเหมาะที่จะนํามาใชประโยชนแทนการปลอยทิ้งสูระบบบําบัดน้ําเสียโดยตรง ซ่ึงไม
มีผลตอบแทนและอาจกอใหเกิดปญหาดานสิ่งแวดลอม  

จากการศึกษาวิจัยเบื้องตน พบวา น้ํานึ่งปาลมมีสวนผสมของพอลิเมอรชนิด                  
เฮมิเซลลูโลสซึ่งละลายออกจากทะลายปาลมและผลปาลมระหวางการนึ่งปาลมที่อุณหภูมิสูง         
เฮมิเซลลูโลสดังกลาวสามารถสกัดออกมาไดดวยวิธีการทางเคมี ซ่ึงนอกจากจะไดผลิตภัณฑที่มี
มูลคาแลว ยังสามารถลดความสกปรก (คาบีโอดี) ของน้ําเสียของโรงงานไดดวย นอกจากนี้ในการ
บําบัดน้ําเสีย พบวา เชื้อราสามารถเจริญไดดี เนื่องจากน้ําเสียมีพีเอชเปนกรด (พีเอช 4.5-5.5) และ
เชื้อราบางสายพันธุสามารถผลิตพอลิเมอรออกมาในระหวางการเจริญไดดวย และมีรายงาน
ผลการวิจัยวา เฮมิเซลลูโลสหรือสารไซโลโอลิโกแซคคาไรคของพอลิเมอรนี้มีคุณสมบัติในการเปน
สารพรีไบโอติก สามารถนําไปใชประโยชนเปนอาหารเสริมสุขภาพได (Crittenden and Playne 
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1996; Vazquez et al., 2000) สวนพอลิเมอรจากเชื้อราก็มีรายงานที่มีผูวิจัยพบวามีฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ซ่ึงใชในทางการแพทยได (Isaka and Tanticharoen, 2001; Isaka et al., 2005) 

การตรวจเอกสาร 

1.   แหลงท่ีมาและองคประกอบน้ํานึ่งปาลม 

1.1  แหลงท่ีมาของน้ําท้ิงของโรงงานน้ํามันปาลม 
น้ําเสียสวนใหญที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิตน้ํามันปาลมมีปริมาณ 1.0-

1.3 ลูกบาศกเมตรตอ 1 ตันทะลายปาลมสด คิดเปน 50-79% ของปริมาณน้ําเสียจากการสกัดน้ํามัน
ปาลมทั้งหมดที่เกิดขึ้น (Chavalparit et al., 2006) โดยสามารถสรุปกระบวนการผลิตไดเปน 3 
ประเภท (H-Kittikun et al., 2000) คือ  

1. การผลิตแบบไมใชน้ําหรือแบบแหง โดยใชความรอนในการอบผลปาลมไดจาก
ฟน ซ่ึงใชเวลานานกวาการอบดวยไอน้ํามาก วิธีนี้จึงเหมาะสมกับโรงงานขนาดเล็ก ไดน้ํามันดิบที่
เรียกวา น้ํามันกะเทย คือ น้ํามันที่มีการผสมทั้งน้ํามันจากสวนเปลือกและน้ํามันในเมล็ด วัสดุเศษ
เหลือทิ้งของโรงงานประเภทนี้ คือ กากปาลมเพียงอยางเดียวจะไมมีน้ําเสียออกจากระบบการผลิต 

2. กระบวนการผลิตแบบทอดผลปาลม (Frying process) คือกระบวนการที่ทอดผล
ปาลมในน้ํามันภายใตสภาวะสุญญากาศจากนั้นนําผลปาลมที่ไดเขาเครื่องหีบแบบเกลียว ซ่ึง
กระบวนการผลิตวิธีนี้น้ํามันที่ไดจะเปนน้ํามันผสมกับน้ํามันเมล็ดใน ขอดีของกระบวนการผลิตวิธี
นี้คือไมเกิดน้ําเสียจากกระบวนการผลิต 

3. กระบวนการผลิตแบบใชน้ํา (Wet process) หรือแบบมาตรฐาน โดยมีการใชน้ํา 
(ไอน้ํา) ในการอบทะลายปาลม หรือผลปาลม และในกระบวนการสกัดน้ํามันแบงยอยออกเปน 2 
ลักษณะ คือ แบบที่ใชเครื่องสกัดแยกน้ํามันแบบ 3 เฟส (phase) ที่เรียกวา decanter และแบบที่ใช
เครื่องแยกน้ํามันแบบ 2 เฟส ที่เรียกวา separator แหลงที่มาของน้ําทิ้งสวนใหญมาจาก 2 ขั้นตอน 
ไดแก น้ําทิ้งจากหมอนึ่งอบผลปาลม และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร ในกระบวนการผลิตนี้จะมี
ขอเสียคือมีปริมาณน้ําเสียจากกระบวนการผลิตสูง 

สําหรับขั้นตอนทั่วไปของการสกัดน้ํามันปาลม (Figure 1) แบบใชน้ําเริ่มจากการ
อบทะลายปาลมสดดวยไอน้ําอุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส ความดัน 40-60 ปอนดตอตารางนิ้ว 
ประมาณ 40-60 นาที การอบทะลายปาลมสดนอกจากจะชวยใหผลปาลมนุมหลุดจากทะลายปาลม
ไดงายขึ้นแลวยังเปนการยับยั้งปฏิกิริยาลิโปไลซิสที่จะทําใหเกิดกรดไขมันอิสระในผลปาลม 
จากนั้นไดสงทะลายปาลมที่ผานการอบแลวไปยังเครื่องแยกผลปาลม แลวสงตอผลปาลมเขาเครื่อง
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ยอยผลปาลม ขณะยอยผลปาลมมีการเติมน้ําลงไปดวยเล็กนอย จากนั้นปอนเขาเครื่องหีบแบบอัด
เกลียว (screw press) เพื่อแยกน้ํามันออกจากเมล็ดในและเสนใย น้ํามันที่ไดจากเครื่องหีบ กรองแยก
เสนใยผานตะแกรงแบบสั่น จากนั้นแยกกรวดทรายแบบไฮโดรไซโคลน น้ํามันสวนนี้จะเขาสูเครื่อง 

Fresh Fruit Bunch, FFB 100%

Sterilizer

Separating palm fruit from fruit bunch
(Thresher)

Palm Fruit 70%

Digester

Double Screw  Press

Oil from mesocarp 49% Fiber + Nut 21%

Cyclone

Palm Press Fiber, PPF 
11%

Nut 10%
Decanter

Decanter Cake 4%
Oil

Wastewater Pone

Condensate

Nut Cracker

Palm Shell 5%Palm Kernel 5%
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Figure 1.  Palm oil milling process 
ที่มา : ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 
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เหวี่ยงแยกความเร็วสูงเพื่อกําจัดอนุภาคของแข็งกอนผานการไลความชื้นและนําไปเก็บในถังเก็บ 
เพื่อรอการทําบริสุทธิ์หรือสงจําหนายโรงงานกลั่นน้ํามันบริสุทธิ์ตอไป (อรัญ หันพงศกิตติกูล และ
คณะ, 2537) 

นอกจากน้ําทิ้งแลว กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมยังกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือ
ของแข็ง ไดแก ทะลายปาลม, เสนใย และ กะลาปาลม โดยมีปริมาณเทากับ 3.96, 2.31 และ 1.0   
(ตันตอไรตอป) ตามลําดับ และปริมาณน้ําเสียเทากับ 10.56 ตันตอไรตอป (Table 1) (Chavalparit et 
al., 2006)  

1.2  ปริมาณ คุณลักษณะ และองคประกอบของน้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
Chavalparit และคณะ (2006) ประมาณการปริมาณน้ําเสียที่เกิดจากกระบวนการ

สกัดน้ํามันปาลมในป 2545 ประมาณ 113,000 ตันตอป จากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบใช
น้ําจะมีน้ําทิ้งออกมาในปริมาณมาก อัตราการใชน้ําในกระบวนการผลิตเฉลี่ย 0.5-1.0 ลูกบาศกเมตร
ตอตันทะลายปาลมสด และปริมาณน้ําเสียที่เกิดขึ้นประมาณ 66.7-100% ของปริมาณน้ําที่ใชใน
กระบวนการผลิตทั้งหมด น้ําเสียสวนใหญมาจากสองขั้นตอน คือ น้ํานึ่งปาลม หรือน้ําทิ้งจากหมอ
ฆาเชื้อ (Sterilizer condensate) และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรหรือเครื่อง separator โดยน้ําทิ้งจาก
หมอฆาเชื้อมีประมาณ 200 ลิตรตอ 10 ตันทะลายปาลม ปริมาณน้ําทิ้งคิดเปน 2.5-3.0 เทาของ
ปริมาณน้ํามันที่ผลิตได (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) 

กระบวนการผลิตน้ําปาลมดิบไมตองใชสารเคมีในกระบวนการผลิต แตอยางไรก็
ตามก็ยังมีปญหาสิ่งแวดลอมเกิดขึ้น เชน มีน้ําเสียจากกระบวนการผลิตปริมาณสูงซ่ึงมีสารอินทรีย
เปนองค ประกอบอยูสูง โดยในแตละขั้นตอนของกระบวนการผลิตจะมีของเสียเกิดขึ้นหลายชนิด
ในปริมาณที่แตกตางกัน (Table 2) 

น้ําเสียสวนใหญมาจากกระบวนการผลิตแบบใชน้ํา (wet process) โดยน้ําเสียสวน
ใหญเกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิตน้ํามันปาลมซึ่งมีปริมาณ 1.0-1.3 ลูกบาศกเมตรตอ 1 ตัน
ทะลายปาลมสด คิดเปน 50-79 เปอรเซ็นต ของปริมาณน้ําเสียจากการสกัดน้ํามันปาลมทั้งหมดที่
เกิดขึ้น ในป พ.ศ. 2546 มีรายงานวาปริมาณน้ําเสียเกิดขึ้น 2.56 ลานลูกบาศกเมตรมีคาบีโอดี 118 
ลานกิโลกรัม ซ่ึงคาบีโอดีที่เกิดขึ้นเทียบเทากับน้ําเสียจากชุมชนที่มีประชากรประมาณ 5 ลานคน 
(ตอป) (Chavalparit et al., 2006) ดังนั้นในกระบวนการผลิตจึงไดมีการหมุนเวียนน้ํามาใชในระบบ
การผลิตเพื่อลดปริมาณน้ําเสียที่จะปลอยออกจากกระบวนการผลิต 
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Table 1.  The average values of raw material and waste generated from five selected factories in      
Thailand (2002) 

 Wet weight (ton/ha/year) Dry weight (ton/ha/year) 
Fresh fruit bunch 
Fiber  
Shell  
Oil yield 
Wastewater 
Oil extraction (%) 
Empty fruit bunch 
Oil content in oil palm fruit (%) 

16.5 
2.31 
1.0 
2.75 
10.56 
16.8 
3.96 
17 

10.6 
1.6 
0.9 
2.75 
0.64 
- 
2.6 
- 

ที่มา : Chavalparit และคณะ (2006) 

Table 2.  Summary of the emissions associated with the crude palm oil production 

Process  Air emission Wastewater (WW) Solid waste 
Sterilization Steam blow down High organic WW - 
Oil extraction - - Fiber, shell 
Loading ramp - Oil contaminated WW - 
Oil clarification - High organic WW Decanter cake 
Oil purification Vapor High organic WW - 
Bunch stripping - - Empty fruit bunch 
Steam generation Particulate matter - Ash 

Note: WW, Wastewater  
ที่มา : ดัดแปลงจาก Chavalparit และคณะ (2006) 
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จากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือจํานวนมากไดแก 
ทะลายเปลา เสนใยปาลมกะลาปาลม กากเนื้อผลปาลม และน้ําทิ้ง ซ่ึงความแตกตางของวัสดุเศษ
เหลือข้ึนกับคุณภาพวัตถุดิบดวย โดยเฉพาะน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีปริมาณมากถึง 0.87 
ลูกบาศกเมตรตอตันทะลายปาลมสด ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบเปรียบเทียบปริมาณน้ําทิ้งของโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม 4 โรงงานในภาคใต พบวาโรงงานที่ใชเครื่อง separater มีปริมาณน้ําทิ้งตอตันทะลาย
ปาลมสดสูงกวาโรงงานที่ใชเครื่องดีแคนเตอร ในน้ําทิ้งมีมวลสารในรูป ซีโอดี บีโอดี ของแข็ง
แขวนลอย และน้ํามันในระดับสูง มีสีน้ําตาลเขมถึงน้ําตาลปนดํา พีเอช 4-5 (Table 3) แรธาตุชนิด
ตางๆที่พบไดในน้ําทิ้งของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม แสดงใน Table 4 เมื่อเปรียบเทียบสัดสวน
ระหวางคารบอนตอไนโตรเจน พบวามีคาที่สูงเพราะมีรอยละของไนโตรเจนต่ําประมาณรอยละ
สองของน้ําหนักแหง แตเนื่องจากน้ําทิ้งของโรงงานน้ํามันปาลมมีสารอาหารสูง จึงมีการนํามาเปน
วัตถุดิบสําหรับเล้ียงจุลินทรียเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดียว และใชเปนแหลงผลิตแกสชีวภาพ (พูนสุข 
ประเสริฐสรรพ, 2542) 

Hartley (1977) กลาววา กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมไมมีการเติมสารเคมีอื่นใด
นอกจากน้ํา  ดังนั้นสีน้ําตาลของน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม  อาจเกิดจากการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบและโครงสรางของสารอินทรียตางๆ ในปาลมน้ํามันอันเนื่องจากการให
ความรอนในขั้นตอนการนึ่งปาลม และการแตกตัวขององคประกอบ จากขั้นตอนการหีบอัด       
รงควัตถุพวกแอนโทไซยานิน (anthocyanins) และแคโรทีน (carotene) ที่มีอยูในผลปาลมถูกสกัด
ออกมาพรอมกับน้ํามันและไอน้ําเนื่องจากเซลลผลปาลมถูกทําลาย นอกจากนี้ยังพบสารประกอบ
พวกโพลีฟนอล แทนนิน และโพลีแอลกอฮอล โดยน้ําทิ้งจากหมอนึ่งฆาเชื้อมีปริมาณเพคตินและ
โพลีฟนอลเทากับ 5.7 และ 2.0 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Barker and Worgan, 1981 อางโดย พูนสุข 
ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2544) การวิเคราะหปริมาณฟนอลในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม
ที่ผานกระบวนการบําบัดทางชีวภาพแลวพบวา มีฟนอล 4.5-5.5 มิลลิกรัมตอลิตร ที่พีเอชประมาณ 
9.4 (จินตนา แกวบริสุทธิ์, 2541 อางโดย โสภาวรรณ รัตนพันธุ, 2547) และในองคประกอบของน้ํา
ทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมยังพบสารในกลุมคารโบไฮเดรต ไดแก แปง น้ําตาล เพคติน 
และเพนโตซาน (pentosan) รวมทั้งโปรตีนทั้งในสวนน้ําทิ้งและสลัดจ ปริมาณน้ําตาลและโปรตีนที่
พบในสวนของสลัดจรอยละ 2.5 และ 12.2 โดยน้ําหนักแหงตามลําดับ (Hwang et al., 1978) 
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Table 3.  Characteristics of effluent from various steps during palm oil extraction and mixed 
effluent 

Parameter  Mixed effluent Sterilizer condensate Decanter effluent 
Color  Dark-brown Brown  Brown or dark brown 
pH 4.05 – 4.62 4.84 – 5.35 4.61 – 4.89 
BOD 54,750 – 60,000 22,800 – 41,985 21,000 – 45,375 
COD 80,523 – 115,934 45,360 – 80,146 38,246 – 67,567 
Alkalinity 68 – 200 37 – 1,576 86 – 480 
Total solid 49,063 – 88,508 26,367 – 76,733 25,634 – 47,242 
Volatile acid 3,128 – 5,870 998 – 7,125 1,838 – 2,273 
Volatile solid 42,063 – 81,872 24,415 – 67,635 23,056 – 39,617 
Oil and Grease 16 – 2,449 20 – 1,165 4.7 
Suspended solid 18,500 – 52,000 2,600 – 6,100 2,900 – 20,300 
Nitrogen  

- Ammonia 
- Organic 

 
27 – 61 
551 – 1,172 

 
7 – 66.3 
22 – 1,287 

 
22 – 23 
518 

All parameter units are mg/l except pH 
ที่มา : ดัดแปลงจาก พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 
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Table 4. Characteristics and distribution of chemical constituents of palm oil mill effluent (POME) 

Parameter  Concentration  
pH 
Oil and grease (mg/l) 
Biological oxygen demand (BOD)(mg/l) 
Chemical oxygen demand (COD) (mg/l) 
Total solids (mg/l) 
Suspended solids (mg/l) 
Ammonia cal nitrogen (mg/l) 

(a) Mineral (mg/l) 
Phosphorous 
Potassium  
Magnesium  
Calcium  
Boron  
Iron  
Manganese  
Copper  
Zinc  
(b) Carbohydrate constituents (mg/l) 
Glucose 
Reducing sugars  
Starch  
Pectin  
Others  
(c) Protein (mg/l) 
Amino acids 
Peptides  
Others  

4.7 
4,000 
25,000 
50,000 
40,500 
18,000 
35 
3,560 
180 
2,270 
615 
439 
7.6 
46.5 
2.0 
0.89 
2.3 
3,900 
140 
1,450 
360 
328 
1,622 
2,830 
Not available 
Not available 
Not available 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Ahmad และคณะ (2007) 
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2.   เฮมิเซลลูโลส 

เฮมิเซลลูโลส เปนสารประกอบที่มีโมเลกุลใหญ ซ่ึงเปนสารประกอบประเภท  
เฮทเทอรโรจีเนียสพอลิแซคคาไรด ที่ประกอบดวยน้ําตาลโมโนแซคคาไรดที่มี 5 คารบอน (ไซโลส 
และอะราบิโนส) และ 6 คารบอน (แมนโนส, กลูโคส และกาแลคโตส) และน้ําตาลที่มีหมูคารบอก
ซิล (sugar acid) ประกอบอยูในโมเลกุลเดียวกัน (Saha, 2003) ซ่ึงเฮมิเซลลูโลสในไมเนื้อแข็งสวน
ใหญประกอบดวยกลูคูโรโนไซแลน ในขณะที่ไมเนื้อออนจะประกอบดวยกาแลคโตกลูโคแมน
แนน (Klemn et al., 1998) เฮมิเซลลูโลสจะละลายในสารละลายดางแตไมละลายในน้ํา โดย           
เฮมิเซลลูโลสจะแตกตางกับเซลลูโลส ซ่ึงเปนสารประเภทโฮโมจีเนียสพอลิแซคคาไรดที่
ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสประเภทเดียวประกอบอยูในโมเลกุล เฮมิเซลลูโลสเปนโมเลกุลที่มีคา
มวลโมเลกุลนอยกวามวลโมเลกุลของเซลลูโลส และมีคา Degree of polymerization (DP) ต่ํา (only 
50-300) โมเลกุลของเฮมิเซลลูโลสสามารถถูกไฮโดรไลซไดงายดวยสารละลายกรด แลวใหโมเลกุล
ของน้ําตาลที่มีขนาดเล็กลงคือ โมเลกุลเดียวของน้ําตาลกลูโคส แมนโนส ไซโลส และอะราบิโนส 
(Klemn et al., 1998) เฮมิเซลลูโลสสามารถแบงออกไดเปนชนิดตางๆ ดังนี้คือ  

(1) กาแลคโตกลูโคแมนแนน (Galactoglucomannan) (Figure 2) ประกอบดวยน้ําตาลแมนโนส 
กลูโคส และกาแลคโตส  

(2) อะราบิโนกลูคูโรโนไซแลน (Arabinoglucuronoxylan) (Figure 3) ประกอบดวยน้ําตาล
ไซโลส อะราบิโนส และกลูคูโรนิกแอซิด 

(3) กลูคูโรโนไซแลน (Glucuronoxylan) (Figure 4) ประกอบดวยน้ําตาลกลูคูโรนิกแอซิด และ
ไซโลส 

(4) กลูโคแมนแนน (Glucomannan) (Figure 5) ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส และแมนโนส 
(5) อะราบิโนกาแลคแทน (Arabinogalactan) (Figure 6) ประกอบดวยน้ําตาลกาแลคโตส 

และอะราบิโนส  
(6) อะราบิโนไซแลน (Arabinoxylan) (Figure 7) ประกอบดวยน้ําตาลไซโลส อะราบิโนส     

กลูคูโรนิกแอซิด และเฟอลูริคแอซิด 
เฮมิเซลลูโลสสามารถนํามาใชประโยชนอยางกวางขวาง เชน กลูคูโรโนไซแลน

หรือไซแลน ซ่ึงมีน้ําตาลไซโลสเปนองคประกอบหลัก จะนํามาใชในการผลิตไซโลส ไซลิทอล       
เฟอรฟูรอล อะราบิโนกาแลคแทนใชเปน binder, emulsifier และ stabilizer ในอุตสาหกรรมอาหาร 
สวนกลูโคแมนแนนสามารถหมักดวยจุลินทรียเพื่อผลิตเปนเอทานอลได (Saha, 2003) ไซโลโอลิโก
แซคคาไรดที่เก็บเกี่ยวจากวัสดุเศษเหลือจากทางเกษตร นํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร สารให
ความหวาน และอาหารสุขภาพ อุตสาหกรรมเภสัชกรรมสําหรับรักษาไวรัสและมะเร็ง (Cano and 
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Palet, 2007) นอกจากนี้ในเฮมิเซลลูโลสยังพบกรดเฟอรูลิค (ferulic acid) (Figure 8) ซ่ึงเปน
สารพฤกษเคมีมีโครงสรางคลายกับฟนอล (phenol) จากการรายงาน พบวา กรดเฟอรูลิคมีคุณสมบัติ
เปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) และมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดมะเร็งและการกลายพันธุ 
(Kawabata et al., 2000; Kampa et al., 2003) 

กระบวนการที่ใชไอน้ําที่อุณหภูมิและความดันสูงจะสามารถแยกเอาเซลลูโลส                  
เฮมิเซลลูโลส และลิกนินออกจากกัน โดยสวนของเฮมิเซลลูโลสจะละลายในน้ําที่ควบแนนจากไอ
น้ํา ซ่ึงจากการศึกษาของ วิทยา ปนสุวรรณ และคณะ (2551) โดยทําการทดลองตมเยื่อเปลือกสาดวย
ไอน้ําที่สภาวะอุณหภูมิ 190 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที พบวาไดเยื่อปอสาที่เหมาะสมในการทํา
กระดาษสา และไดสารละลายเฮมิเซลลูโลสเปนผลพลอยไดออกมาดวย เมื่อตรวจหาองคประกอบ
ของน้ําตาลในสารละลายเฮมิเซลลูโลสที่ไดจากการระเบิดเปลือกปอสาดวยไอน้ํา  พบวา
องคประกอบหลักคือ น้ําตาลโอลิโกแซคคาไรด และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวของ กาแลคโตส และ     
อะราบิโนส และเมื่อไฮโดรไลซสารละลายดวยเอนไซมพบวาน้ําตาลโอลิโกแซคคาไรดเปลี่ยนเปน
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวของกลูโคสและไซโลส และการแยกสกัดอะราบิโนไซแลนจากรําขาวเจา โดย
การตมในน้ําเดือดเปนเวลาครึ่งชั่วโมงกรองแยกสวนที่ละลายน้ํานํามาตกตะกอนในสารละลายเอทา
นอล 70% (v/v) นําไปทําแหงภายใตสภาวะเยือกแข็ง ตะกอนสารที่ไดของการแยกสกัดอะราบิโน
ไซแลน สวนที่ละลายน้ําไดและสวนที่ไมละลายน้ําจากรําขาวมีปริมาณรอยละโดยน้ําหนัก 0.2 และ 
7.6 ตามลําดับ (Luangwitchajaroen et al., 2007) 

 
Sugar units: β-D-glucopyranose (Glcp); β-D-mannopyranose (Manp); β-D-galactopyranose 
(Galp). R = CH3CO or H. The lower representation is the abbreviated formula showing the 
proportions of the units (galactose-rich fraction) 
Figure 2.  Principal structure of galactoglucomannans in softwood 
ที่มา : Klemn และคณะ (2005) 
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Sugar units: β-D-xylopyranose (Xylp); 4-O-methyl-α-D-glucopyranosyluronic acid (GlcpA);    
α-L-Arobinofuranose (Araf). The lower representation is the abbreviated formula showing the 
proportions of the units. 
Figure 3.  Principal structure of arabinoglucuronoxylan in softwood 
ที่มา : Klemn และคณะ (2005) 
 

 

Sugar units: β-D-xylopyranose (Xylp); 4-O-methyl-α-D-glucopyranosyluronic acid (GlcpA);      
R = Acetyl group (CH3CO). 
Figure 4.  Principal structure of glucuronoxylan in hardwood 
ที่มา : Klemn และคณะ (2005) 
 

 

Figure 5. The structural representation of glucomannan from konjac 
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ที่มา : Li และคณะ (2006) 

 

Figure 6.  Structural details of AG-1. The galactose backbone is shown with the terminal 
glucuronic acids and the infrequently occurring single arabinose side chain 

ที่มา : Brecker และคณะ (2005) 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 7. Arabinoxylan from grasses 
ที่มา : Vazquez และคณะ (2000) 

 

 
Figure 8. Molecular structure of ferulic acid 
ที่มา : Kawabata และคณะ (2000) 
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3.   ความหมายและคุณสมบัติของพรีไบโอติก  

พรีไบโอติก (Prebiotics) คือ สารหรือองคประกอบในกลุมคารโบไฮเดรตที่ไมถูก
ยอยในทางเดินอาหารสวนบน โดยสามารถทนตอการยอยโดยกรดในกระเพาะอาหารและเอนไซม
ในลําไสเล็ก และมีผลสงเสริมสุขภาพของผูบริโภค มีประโยชนคือชวยกระตุนการเจริญเติบโตและ/
หรือการออกฤทธิ์ของแบคทีเรียในลําไสใหญกลุมจําเพาะหรือจํานวนหนึ่งที่มีประโยชนในระบบ
ทางเดินอาหาร โดยมีกลไกการทํางานดัง Figure 9 (Gibson and Roberfroid, 1995) พรีไบโอติกบาง
ชนิดสามารถจับกับจุลินทรียที่กอโรคไดอยางจําเพาะเจาะจง เชน เชื้อ Salmonella และ E. coli  ซ่ึง
ตอมาจะถูกกําจัดออกจากระบบทางเดินอาหารไปกับอุจจาระ บางชนิดอาจจะไปกระตุนการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียที่เปนประโยชน เชน เชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacilli โดยเปนแหลงอาหาร
ใหกับแบคทีเรีย ทําใหลําไสเกิดความสมดุลและยังชวยเพิ่มการนําสารอาหารไปใชดวย สารที่จะ
จัดเปนพรีไบโอติกไดนั้นจะตองมีลักษณะอยางนอย 3 ประการ คือ สารนั้นจะตองไมถูกยอยหรือดดู
ซึมในกระเพาะอาหารและลําไสเล็ก สารนั้นจะตองมีความจําเพาะกับแบคทีเรียที่เปนประโยชนใน
ลําไส และสารนั้นควรมีการกระตุนที่เปนประโยชนตอรางกาย (Gibson, 2004)
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Figure 9.  Schematic showing the possible mechanisms of prebiotic action. Solid lines indicate 
relatively well-established modes of action. Dotted lines indicate less well-established 
or speculative modes of prebiotic action 

ที่มา : Ouwehand และคณะ (2005) 

4.   ชนิดของโอลิโกแซคคาไรด 

กลุมของโอลิโกแซคคาไรด (Oligosaccharides) ที่สามารถใชเปนสารพรีไบโอติก 
(Rycroft et al., 2001) ไดแก 

4.1  แลคทูโลส (Lactulose) 
แลคทูโลสเปนไดแซคคาไรด (disaccharides) ประกอบดวยหนวยยอยของน้ําตาล

กาแลคโตสและฟรุคโตสเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 glycosidic linkage (Gal β1-4 Fru) ซ่ึงผลิต
โดยใช catalytic isomerzation ของน้ําตาลแลคโตส ซ่ึงแลคทูโลสจะไมถูกยอยหรือดูดซับในลําไส
เล็กแตจะเกิดการหมักโดยแบคทีเรียในลําไสใหญ และมีผลใหจํานวน Lactobacilli และ 
Bifidobacteria เพิ่มขึ้น และชวยลด Bacteroides นอกจากนี้ยังชวยลดปริมาณสารพิษและเอนไซมที่
เปนพิษจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย เชน ammonia, indole, phenol, skatole, 
nitroreductase, azoreductase และ β-glucuronidase จากการศึกษาผลของแลคทูโลสตอการเจริญ
ของแบคทีเรียในลําไสใหญโดยใหแลคทูโลส 3 กรัมตอวัน ในอาสาสมัคร 8 คน เปนเวลา 14 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียกลุม Bifidobacteria เพิ่มขึ้น และแบคทีเรียที่กอโรค เชน Clostridium 
perfringens, Bacteriodes, Streptococci และ Enterobacteriaceae ลดลง (Terada et al., 1992) โดย
ปกติแลคทูโลสจะไมมีอยูในอาหารทั่วไปหรืออาจมีนอยมากจึงมีการนําแลคทูโลสไปใชเปน
สารเติมแตงในอาหารชนิดตางๆ เพื่อประโยชนตอสุขภาพ เชน โยเกิรต คุกกี้ เคก และช็อคโกแลต 
เปนตน 

4.2  อินนูลิน (Inulin) และ ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (Fructooligosaccharides, FOS) 
อินนูลินเปนสารพอลิแซคคาไรดมีโมเลกุลขนาดเล็กอยูในกลุมฟรุคโตโอลิโกแซค

คาไรดมีฟรุคโตส 3-60 โมเลกุลตอกันดวยพันธะ α,1-2 และ β,2-1 โครงสรางประกอบดวย Glc α1-
2[β Fru 1-2]n เมื่อ n = 10 และ Fruβ2-1Frun ซ่ึงอินนูลินพบไดทั่วไปในธรรมชาติทั้งในพืช 
แบคทีเรีย และราบางชนิด อินนูลินไมถูกยอยโดยเอนไซมในลําไสเล็ก แตบางสวนถูกยอยโดย        
จุลินทรียที่อาศัยอยูในลําไสใหญ และมีความคงตัวสูง มีรสชาติหวานเล็กนอย จึงมีการนําไปใช
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ในทางอุตสาหกรรมอาหารในลักษณะตางๆ เชน นําไปปรับปรุงในรสชาติและเนื้อสัมผัส ชวยรักษา
ความสดและความชื้นในเคก  

นอกจากนี้ อินนูลินยังมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกเนื่องจากชวยเพิ่มจํานวน           
จุลินทรียโปรไบโอติกในลําไสได โดยพบวาอาสาสมัครที่ไดรับอินนูลิน 15 กรัมตอวัน ติดตอกัน
เปนเวลา 15 วัน มีปริมาณจุลินทรีย Bifidobacteria และ Lactobacilli เพิ่มขึ้น 10 เปอรเซ็นต และ     
จุลินทรียที่กอโรคลดลง นอกจากนี้มีการศึกษาการเลี้ยงแบบกะโดยบม faecal slurries ดวยอินนูลิน 
โอลิโกฟรุกโตส แปง พอลิเด็กซโตรส ฟรุกโตส และ เพคติน เปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบวาโอลิโกฟรุก
โตสและอินนูลินชวยเพิ่ม Bifidobacteria ไดอยางดี (Wang and Gibson, 1993) และเปนสารตั้งตน 
พรีไบโอติกที่สําคัญ นอกจากนี้ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดไดนํามาใชในผลิตภัณฑที่รูจักกันในชื่อ 
“นีโอชูการ (Neosugar)” หรือ “ไมโอลิโก (Meioligo)” ซ่ึงชนิดหลังเปนสารผสมของ 1-kestose 
(Glc-Fru,), 1-nystose (Glc-Fru,) และ 1F-β-fructofuranosylnystose (Glc-Fru4)  

4.3  กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด (Galactooligosaccharides, GOS) 
กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด เปนโอลิโกแซคคาไรดที่มีกาแลคโตสเปน

องคประกอบซึ่งมีโครงสรางเปน Gluα1-4[β Gal 1-6]n เมื่อ n = 2-5 พบในน้ํานมของมนุษย น้ํานม
วัว โยเกิรต และสังเคราะหจากแลคโตสไซรัปโดยใชเอนไซม transgalactosylase ของเอนไซม β-
galactosidase  

กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด เปนกลุมโอลิโกแซคคาไรดที่รางกายไมสามารถยอย
ได (non-digestible oligosaccharide) จึงสามารถผานไปถึงลําไสใหญไดโดยไมถูกยอยและดูดซึม 
และถูกนําไปใชประโยชนโดยจุลินทรียที่อาศัยอยูในลําไสใหญ ผลผลิตหลักที่ไดจากการหมักเปน
กรดไขมันสายสั้น (short-chain fatty acid) เชน อะซิเตท โพรพิโอเนท บิวเทอเรท และมีกาซ เชน 
ไฮโดรเจน มีเทน และคารบอนไดออกไซด กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรดมีผลไปกระตุนการเจริญ
ของจุลินทรียกลุม Bifidobacteria และ Lactobacilli การศึกษาการเติมกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด 
20 กรัมตอวัน ในการเลี้ยงแบบตอเนื่องซึ่งมี human faecal bacteria พบวาเกิดกาซและกรดไขมัน
สายสั้นเพิ่มขึ้น ถึงแมวาไมสามารถระบุชนิดแบคทีเรียได แตการเพิ่ม lactate และ acetate ก็สามารถ
ช้ีใหเห็นถึงการเดน (dominate) ของเชื้อแบคทีเรียแลคติก (lactobacilli และ bifidobacteria) เมื่อมี
การเติมกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด 

4.4  โอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลือง (Soybean oligosaccharides (SOR)) 
โอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลืองสวนใหญเปนกลุมแรฟฟโนส (raffinose) และ 

สตาคีโอส (stachyose) (Gibson, 2004a) โดยสารสกัดโอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลืองประกอบดวย 
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stachyose 23% (w/v) และ raffinose 7% (w/v) และเมื่อทําใหบริสุทธ์ิดวย activated charcoal 
chromatography จะประกอบดวย stachyose 71%, raffinose 20% และน้ําตาลอื่นๆ อีก 2% โอลิโก
แซคคาไรดจากถั่วเหลืองเปนกลุมโอลิโกแซคคาไรดที่สามารถทนตอการยอยโดยกรดในกระเพาะ
อาหารและเอนไซมในลําไสเล็ก และเหลือไปถึงลําไสใหญ ซ่ึงจุลินทรียในลําไสใหญจะนําไปใช 
โดยเฉพาะจุลินทรียกลุม Bifidobacteria ซ่ึงจากการศึกษาพบวาโอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลืองชวย
สงเสริมการเจริญของเชื้อ Bifidobacterium infantis แตไมชวยสงเสริมการเจริญของ Escherichia 
coli, Streptococcus faecalis หรือ Lactobacillus acidophilus จากการศึกษาของ Saito และคณะ 
(1992) ใชความเขมขนของ SOR ต่ําๆ (0.1% w/v)ในการเลี้ยง two-stage continuous ของ faecal 
bacteria พบวาชวยเพิ่มจํานวน bifidobacteria ขึ้นถึงสามเทาในจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด  

4.5  แลคโตซูโครส (Lactosucrose, LS) 
แลคโตซูโครสผลิตมาจากการสังเคราะหจากสารตั้งตนของน้ําตาลแลคโตสและ

ซูโครส โดยใชเอนไซมเบตาฟรุคโตฟูโรโนซิเดส (β-fructofuranosidase) เปนตัวเรงปฏิกิริยาและมี
คุณสมบัติไปสงเสริมการเจริญของจุลินทรียกลุม Bifidobacteria โดยพบวาการใหแลคโตซูโครส
ปริมาณ 3 กรัมตอวัน กับอาสาสมัคร 3 คน สามารถเพิ่มจํานวนจุลินทรียกลุม Bifidobacteria ได 0.7 
เทาและลดปริมาณจุลินทรียกลุม Bacteriodes ได 0.6 เทา และยังสงผลใหมีการผลิตกรดไขมันสาย
ส้ัน เชน อะซิเตท และบิวเทอเรท เพิ่มขึ้นดวย (Ohkusa et al., 1995) 

4.6  ไอโซมอลโตโอลิแซคคาไรด (Isomaltooligosaccharides, IMO) 
ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดประกอบดวยหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคส

เชื่อมตอกันดวยพันธะ α,1-6 glucosidic linkages ซ่ึงเปลี่ยนมาจากแปงโดยการใชกระบวนการยอย
โดยใชเอนไซม 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกใชเอนไซม α-amylase และ pullulanase รวมกันเพื่อยอยแปง
ใหเปนไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดซ่ึงเชื่อมตอกันดวยพันธะ α,1-4 glycosidic linkage จากนั้น
ใชเอนไซม α-glucosidase เปลี่ยนเปนพันธะ α,1-6 glycosidic linkage ซ่ึงบางสวนจะถูกยอยดวย
เอนไซมในลําไสเล็กไดเปนไอโซมอลโตส (Kolida et al., 2000) ในทางการคาไอโซมอลโต-900 
ผลิตจากการบมแปงขาวโพดที่มี isomaltose (Glc α1-6Glc), isomaltotriose (Glc α1-6Glcα1-6Glc) 
และ panose (Glc α1-6Glc α1-4Glc) ดวย amylase, pullulanase และ α-glucosidase จากการศึกษา
พบวาไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดสามารถเสริมการเจริญของจุลินทรียโปรไบโอติกไดทั้งใน in 
vitro และ in vivo พบวาเมื่อศึกษาการเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกโดยใชระบบ 
Human colonic-batch culture ซ่ึงมีการเติม IMO ลงไป 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถ
เพิ่มจํานวนของ bifidobacteria ได และปริมาณ clostridia ลดลง (Rycroft et al., 2001)  
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4.7  กลูโคโอลิโกแซคคาไรด (Glucooligosaccharides, GOS) 
กลูโคโอลิโกแซคคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสตอกันดวยพันธะ β,1-6 

glucosidic linkages เกิดจากการสังเคราะหดวยเอนไซม glucosyl-transferase ที่ผลิตจากเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides ซ่ึงจะยายโมเลกุลกลูโคสจากน้ําตาลซูโครสตัวใหไปยังมอลโตสตัวรับ 
ผลของการให GOS แกหนู สามารถเสริมการเจริญของ Bifidobacterium breve และสามารถลดการ
ปนเปอนของ Salmonella ได (Asahara et al., 2001) 

4.8  ไซโลโอลิโกแซคคาไรด (Xylooligosaccharides, XOS) 
ไซโลโอลิโกแซคคาไรด มีโครงสรางหลักประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาล

ไซโลสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ β,1-4 หลักๆจะประกอบดวย xylobiose, xylotriose และ           
xylo-tetraose กลุมเหลานี้สามารถผลิตไดจากการยอย xylan จากเนื้อไมเบิซ โอต หรือซังขาวโพด
ดวยเอนไซม ไซโลโอลิโกแซคคาไรดจะถูกยอยและถูกนําไปใชโดยจุลินทรียกลุม bifidobacteria 
และ lactobacilli ไดอยางจําเพาะทําใหจุลินทรียกลุม Bacteriodes ลดลง อีกทั้งสามารถเพิ่มจํานวน  
จุลินทรียกลุม bifidobacteria ไดมากกวาการใชฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด (Gibson, 2004b) จาก
การศึกษาการหมัก XOS โดยแบคทีเรียในลําไส โดยใหอาสาสมัครผูชาย 5 คน รับประทาน XOS 1 
กรัมและอีก 5 คน รับประทาน XOS 2 กรัมตอวันเปนเวลา 3 สัปดาห พบวามีอาสาสมัครบางราย
เทานั้นที่ตอบสนองตอ XOS โดยชวยเพิ่ม bifidobacteria และชวยลด Bacteroides เมื่อหยุดการให 
XOS พบวาสัดสวนของ bifidobacteria ลดลงจากเริ่มตน โดยปริมาณ XOS 1 กรัมตอวันก็เพียงพอ
ตอการตอบสนองของ bifidobacteria 

5.   ประโยชนของพรีไบโอติก 

ประโยชนของพรีไบโอติกนั้นจะมีความเกี่ ยวของกันกับประโยชนของ             
โปรไบโอติกซึ่งเมื่อมีการเพิ่มการเจริญของแบคทีเรียในกลุมนี้แลวทั้งแบคทีเรียเองและสารที่เกิด
จากกระบวนการในการใชพรีไบโอติกเปนแหลงคารบอนก็จะมีบทบาทตอผูบริโภค โดยประโยชน
ของพรีไบโอติกที่มีตอรางกายไดแก 

5.1  การปองกันการเกิดมะเร็งในลําไสใหญ 
มักพบปญหาไดบอยในลําไสใหญสวนปลายของมนุษย โดยเฉพาะอยางยิ่ง

โรคมะเร็งลําไส ซ่ึงพบไดบอยมากในลําไสใหญเมื่อเทียบกับในสําไสเล็ก (Morotomi et al., 1990) 
ดวยสาเหตุนี้นักวิจัยหลายทานจึงเชื่อวา colonic microflora มีบทบาทสําคัญในการเจริญเติบโตของ
มะเร็งลําไส เปนที่ทราบกันดีวาแบคทีเรียหลายชนิดที่โดยทั่วไปในลําไสสรางสารที่กอใหเกิดมะเร็ง
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และสารกระตุนใหเกิดเนื้องอกจากกระบวนการเผาผลาญอาหารของสวนประกอบอาหาร แตมีการ
พิสูจนแลววา พรีไบโอติกสามารถปองกันมะเร็งได แนวทางในการปองกันมะเร็งลําไสใหญจึง
เจาะจงไปที่พรีไบโอติกซึ่งเปนอาหารของแบคทีเรียโดยบทบาทของพรีไบโอติกในการปองกัน
มะเร็งมีดังนี้ 

5.1.1   เปนสารตั้งตนในการผลิตสารที่มีบทบาทในการปองกันการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะ   
บิวทิเรตซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากกระบวนการหมักและมีบทบาทในการกระตุนใหเกิด
กระบวนการ apoptosis ใน colonic cancer cell lines และถูกใชในการเจริญของเซลลอีกดวย โดย
บทบาทของบิวทิเรตและกรดไขมันสายสั้นชนิดอื่นๆคือโพรพิโอนิก และอะซิติก จะสงผลโดยตรง
ตอเซลลลําไสใหญในการปองกันมะเร็ง  

5.1.2   เปลี่ยนแปลงกระบวนการเมทาบอลิซึมของจุลินทรียในลําไสใหญใหเปนไปในทาง
ที่จะลดการเกิดสารที่จะสงผลเสียตอรางกาย เชน เมทาบอลิซึมของโปรตีนและไขมัน โดยอาจจะ
เปล่ียนเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย Clostridia และ Bacteroides จากการเกิด proteolysis ไปเปน 
saccharolysis และมีบทบาทในการสงเสริมใหแบคทีเรียแลคติกสรางสารที่ไปยับยั้งแบคทีเรียที่ผลิต
เอนไซม carcinogenic นอกจากนั้นพรีไบโอติกยังมีผลไปเปลี่ยนแปลงโดยตรงตอกิจกรรมของ
เอนไซมที่ ผ ลิตโดยแบคที เ รี ยแลคติกที่ เ กี่ ยวของกับการ เกิดมะ เร็ ง  เชน  azoreductases, 
nitroreductases และ β-glucuronidase เปนตน (Reddy, 1998) 

5.2  การยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
พรีไบโอติกชวยสงเสริมการเจริญของเชื้อ bifidobacteria และ lactobacilli โดยชวย

ลดจํานวนกลุมเชื้อที่กอโรค เช้ือไวรัส โปรโตซัว รา และแบคทีเรีย ซ่ึงเชื้อกลุมนี้สามารถทําใหเกิด
กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบอยางรุนแรง ผลิตภัณฑสุดทายที่เกี่ยวกับการเผาผลาญอาหาร เชน 
กรดที่หล่ังโดยกลุมจุลินทรียเหลานี้ จะทําใหคาพีเอชภายในลําไสต่ําลงถึงระดับที่มีผลไปยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียกอโรค ยิ่งไปกวานั้น lactobacilli และ bifidobacteria หลายสปชีสที่สราง 
antibiotics ซ่ึงสามารถไปยับยั้งเชื้อกอโรคในลําไสทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (Gibson, 2004a; 
Gibson, 2004b) 

5.3  เพิ่มการดูดซึมของแรธาตุ 
พรีไบโอติกสามารถเพิ่มการดูดซึมของแรธาตุโดยเฉพาะการดูดซึมของแคลเซียม

และแมกนีเซียมซึ่งเปนประโยชนตอการปองกันโรคกระดูกพรุน ถึงแมวาลําไสเล็กเปนตําแหนง
แรกของการดูดซึมแคลเซียมแตยังคงมีการดูดซึมภายในลําไสใหญอยูและยังคงไดรับความสนใจอยู 
ซ่ึงกลไกในการเพิ่มการดูดซึมของแคลเซียมในลําไสใหญ (Gibson, 2004a; Gibson, 2004b) มีดังนี้ 
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5.3.1   กระบวนการหมักของพรีไบโอติกจะทําใหเกิดกรดไขมันสายสั้น (Short chain fatty 
acid) ซ่ึงทําใหพีเอชในลําไสใหญลดลงจึงทําใหแคลเซียมละลายไดดีสงผลใหมีการดูดซึมที่ดีขึ้น
ดวย 

5.3.2   สารที่อยูในกลุม Phytate (myoinositol hexaphosphate) ซ่ึงเปนองคประกอบในพืช 
โดยเปนสารที่มีความเสถียรสูงและไมละลายน้ําทําใหเมื่อไปจับกับแคลเซียมทําใหรางกายไม
สามารถดูดซึมแคลเซียมไดและจากกระบวนการหมัก Phytate โดยแบคทีเรียในลําไสใหญทําให
แคลเซียมถูกปลอยออกมาเปนอิสระและมีการดูดซึมเขาสูรางกายได 

5.3.3   เกิดกลไกในการแลกเปลี่ยนแคลเซียมภายในลําไสโดยท่ีเกิดจากการแลกเปลี่ยน
โปรตอนระหวางแคลเซียมกับ SCFA ที่มีอยูในลําไส 

5.4  ลดระดับคอเลสเตอรอลและไขมันในเลือด 
ปจจุบันมีความสนใจในอุตสาหกรรมอาหารในการพัฒนาอาหารสุขภาพเพื่อลด

ไขมันในเลือดเชน คอเลสเตอรอล และไตรกลีเซอไรด โดยถาระดับคอเลสเตอรอลในเลือดสูงขึ้น
โดยเฉพาะ low-density lipoproteins (LDL) จะเสี่ยงตอการเปนโรคภาวะหัวใจลมเหลว สําหรับ
การศึกษาเกี่ยวกับการชวยลดระดับไตรกลีเซอไรด และการลดคอเลสเตอรอล ยังมีการศึกษาไมมาก
นัก สวนใหญยังเปนการศึกษาในสัตวทดลอง อยางไรก็ตามมีการอธิบายกลไกการลดระดับแอลดี
แอลคอเลสเตอรอลโดยไปเพิ่มจํานวนแบคทีเรียแลกติก ใหมากขึ้นก็จะชวยยอยสลายคอเลสเตอรอล 
และยับยั้งการดูดซึมผานผนังลําไส หรืออาจเนื่องจากผลจากกระบวนการหมักที่ไดกรดไขมันสาย
ส้ันบางชนิด โดยเฉพาะกรดโพรพิโอนิก ซ่ึงสามารถไปยับยั้งการสังเคราะหไขมันรวมทั้ง
คอเลสเตอรอล อีกกลไกหนึ่งคือมีการปรับเปลี่ยนระดับกลูโคสและอินซูลิน เนื่องจากการ
สังเคราะหไขมันมีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงเมทาบอลิซึมของกลูโคสดวย  ดังนั้น             
พรีไบโอติกอาจชวยลดความเสี่ยงตอโรคหลอดเลือดแข็งซึ่งมีสาเหตุจากไขมัน โดยเฉพาะภาวะ 
ไตรกลีเซอไรดในเลือดสูง (hypertriglyceridemia) และภาวะดื้อตออินซูลิน (insulin resistance) 
(Gibson, 2004a; Gibson, 2004b) 

5.5  ชวยเพิ่มระบบภูมิคุมกัน 
พรีไบโอติกไปชวยสงเสริมการเจริญของโปรไบโอติกเชน กลุมแบคทีเรียแลคติก 

โดยโปรไบโอติกจะไปชวยกระตุนกลไกการปกปองเจาบานแบบไมจําเพาะและตอบสนองแบบ
จําเพาะของเซลล โดยชวยเพิ่ม phagocytic activity และ/หรือการเพิ่มโมเลกุลของระบบภูมิคุมกัน
เชน การหลั่ง IgA ซ่ึงมีผลไปยับยั้งเชื้อกอโรคเชน salmonellae และ rotavirus (Schiffrin et al., 
1995) 
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6. เชื้อรา Cordyceps sp. 

Cordyceps เปนฟงไจชั้นสูงจัดอยูในกลุมของแสคฟงไจ (sac fungi) หรือราแมลง 
โดยอาจเรียกวา entomopathogenic, entomogenous หรือ insect fungi ในระยะที่มีการสืบพันธุจะ
สราง ascocarp แบบ perithecium เปนกลุมรวมกันอยูบนโครงสรางที่เรียกวา stroma ซ่ึงสามารถ
มองเห็นไดดวยตาเปลา มีการดํารงชีวิตแบบพาราสิต พบมากบริเวณปาเขตรอนที่มีความชื้น หรือ
ในชวงฤดูฝน สวนใหญเปนพาราสิตบนตัวออน ดักแด และตัวเต็มวัยของแมลง เชน ผ้ึง มด มวน 
ดวง ตอ และผีเส้ือ เปนตน Cordyceps จะเขาทําลายแมลงที่เปน host โดย ascospores ที่ไปตกหรือ
สัมผัสบนตัวแมลงแลวจะสราง germ tube แทงผานผิวช้ันนอกของแมลงโดยการยอยสลายไคติน 
(chitin) เสนใยจะเจริญและเพิ่มจํานวนอยูภายใน hemocoel ของแมลง หลังจากแมลงตายเสนใยจะ
รวมตัวกันกลายเปน sclerotium อัดแนนอยูในตัวแมลง เมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสม sclerotium จะ
พัฒนาไปเปน stroma เจริญออกมาบนผิวนอกของแมลงที่เปน host เมื่อ stroma เจริญเติบโตเต็มที่
และ ascospores ถูกปลอยออกไปแลวจากนั้นก็จะสลายไป ซ่ึงซากของแมลงที่เหลืออยูก็จะมีการ
สราง stroma ขึ้นมาใหมไดอีก (Cheah et al., 2004) ดังแสดงตาม Figure 10. 

Cordyceps หลายสปชีสนิยมนํามาใชในทางการแพทยในประเทศจีน ญี่ปุน และ
เกาหลีและประเทศแถบตะวันออก เพราะวามีสรรพคุณดานยาและมีฤทธ์ิทางชีวภาพ (Shih et al., 
2007) เนื่องจากมีการสรางสารเมตาโบไลทที่มีประโยชนหลายชนิด (Table 5) เชน adenosine มี
คุณสมบัติชวยปองกันโรคหัวใจและเปนยารักษาโรคหัวใจลมเหลวเรื้อรัง (Kitakaze et al., 2000), 
cordycepin หรือ 3´-deoxyadenosine เปนสารคลายกับนิวคลีโอไซดที่แสดงสเปคตรัมทางชีวภาพใน
ชวงกวาง  รวมท้ังเปนสารมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย เชื้อรา ตานการเกิดเนื้องอก 
(antitumor) ตานการเกิดลูคิเมีย (antileukemia) มีฤทธ์ิตานเชื้อไวรัส (antiviral activities) และมีผล
ตอการควบคุมภูมิคุมกัน (Sugar et al., 1998; Kodama et al., 2000; Zhou et al., 2002), ในกลุม 
polysaccharides จากเชื้อ Cordyceps ใชประโยชนทางชีวภาพในการชวยลดการอักเสบ             
(anti-inflammatory) ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) ตานการเกิดเนื้องอก antimetastatic 
immunomodulatory ชวยรักษาอาการ hypoglycaemic steroidogenic และhypolipidaemic (Yang et 
al., 2000; Li et al., 2003; Yu et al., 2004; Park et al., 2005; Yang et al., 2005), นอกจากนี้ยังมีสาร 
immunopotentiating galactomannan และ L-tryptophan (Bok et al., 1999) สาร rythrostominone, 
deoxyerythrostominon, 4-O-methyl erythrostominon, epierythrostominol, dexycrythrostrominal 
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และ 3, 5, 8-trihydroxy-6-methoxy-295-oxohexa-1, 3-dieny-1, 4-naphthoquinone ซ่ึงเปนสารออก
ฤทธิ์ชีวภาพในกลุม naphthoquinones สรางโดย Cordyceps unilateralis BCC1896 ที่เล้ียงในอาหาร 
potato dextrose broth สารประกอบทั้ง 6 ชนิดนี้มีผลในการตอตานเชื้อสาเหตุโรคมาลาเรีย 
Plasmodium falciparum (Kittakoop et al., 1999) นอกจากนี้ Cordyceps บางสปชีสยังมี
ความสามารถในการสรางสารประกอบชนิดใหมอีกดวย เชน Cordyceps pseudomilitalis สรางสาร 
cordyanhyides A และ B (Figure 11) สารประกอบทั้งสองชนิดนี้จัดเปนสารที่พบไดยากใน
ธรรมชาติ (Isaka et al., 2001) นอกจากนี้ Koh และคณะ (2002) พบวา mycelia จาก Cordyceps ก็ยัง
สามารถใชเปนสารกระตุนระบบภูมิคุมกันได 
 

 
 
Figure 10.  The life cycle of Cordyceps sp. 
ที่มา : Cheah และคณะ (2004) 
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Figure 11. Structures of compounds from Cordyceps nipponica (1) cordypyridones A (N-
Hydroxy-2-pyridones), (2) B (N-Methoxy-2-pyridones) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Isaka และ Tanticharoen (2001) 
Table 5.  Compounds isolated from Cordyceps species and biological activity 

Scientific name Compound Activity References 
C. militaris Adenine 

Adenosine 
Cordycepin 
Hypoxanthine 

- Huang et al., 
2003 

C. nipponica 
BCC 1389 

Cordypyridone A 
Cordypyridone B 
Cordypyridone C 
Cordypyridone D 

Antimalarial 
activity 

Isaka et al., 
2001 

C. pseudomilitaris 
BCC 1620 

Bioxanthracene 1 
Bioxanthracene 2 
Bioxanthracene 3 
Bioxanthracene 4 
Bioxanthracene 5 
Bioxanthracene 6 
Bioxanthracene 7 
Bioxanthracene 8 
Bioxanthracene 9 
Bioxanthracene 10 
Bioxanthracene 11 
Oxanthracene 12 
Oxanthracene 13 
Cordyanhydride A 
Cordyanhydride B 

Antimalarial 
activity 

Jaturapat et al., 
2001 
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Table 5.  (Continued) 

Scientific name Compound Activity References 
C. unilateralis Erythrostominone 

Deoxyerythrostominone 
4-O-methylery-
throstominone 
Epierythrostominol 
Deoxyerythrostominol 
3,5,8-trihydroxy-6-methoxy-
2-(5-oxo-hexa-1,3-dienyl)-
1,4-naphthoquinone 

Antimalarial 
activity 
Cytotoxicity  

Kittakoop et 
al., 1999 

C. sinensis 5α, 8α-epidioxy-24-(R)-
methylcholesta-6,22-dien-
3β-D-glucopyranoside 
5α, 6α-epoxy-24-(R)-
methylcholesta-7,22-dien-
3β-olergostery-3-O-β-D-
glucopyranoside 
22,23-dihydroer-gosteryl-3-
O-β-D-glucopyranoside 
Adenine 
Adenoside 
Cordycepin 
Hypoxanthine 

Antitumor  Bok et al., 
1999 

Cordyceps sp. 
BCC 1681 

Cordytropolone  Antimalarial 
activity 

Isaka et al., 
2001 
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ที่มา : ดัดแปลงจาก Pramjit (2004) 

 

7.   พอลิเมอรชีวภาพ 

พอลิเมอรชีวภาพ คือ พอลิเมอรที่ผลิตโดยสิ่งมีชีวิต เชน แบคทีเรีย, แอคติโนมัย
ซีส และรา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม โดยพอลิเมอรที่ผลิตขึ้นจะมีลักษณะเปนสารที่มีความหนืด
และมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (ระพีพรรณ เติมตันท, 2547) โดยพอลิเมอรชีวภาพที่จุลินทรียแตละชนิด
ผลิตจะมีคุณสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ รวมถึงองคประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน 
ซ่ึงพอลิเมอรชีวภาพที่จุลินทรียผลิตสามารถทดแทนพอลิเมอรสังเคราะหที่ไดจากอุตสาหกรรม 
ปโตรเคมี พอลิเมอรชีวภาพสามารถผลิตไดจากวัสดุเหลือทิ้ง ปจจุบันมีการประยุกตใชพอลิเมอร
ชีวภาพกันอยางกวางขวาง เชน ใชในดานเภสัชกรรม ใชในอุตสาหกรรมอาหารหรือใชเปนวัสดุ
บรรจุภัณฑ (ชัยวัฒน เจนวานิชย, 2527) 

โดยพอลิเมอรเหลานี้มีคุณสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพรวมถึง
องคประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน พอลิเมอรชีวภาพสามารถแบงออกไดเปน 4 ประเภท ตาม
องคประกอบของพอลิเมอร ไดแก พอลิเมอรชนิดลิปด พอลิเมอรชนิดโปรตีน พอลิเมอรชนิด      
พอลิอะมิโนแอซิด พอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรด  

พอลิเมอรชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อราสามารถแบงไดเปน 2 ชนิดคือ  

7.1  พอลิแซคคาไรด (Polysaccharides)  
เปนพอลิเมอรที่มีสารกลุมคารโบไฮเดรตเปนองคประกอบหลัก ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง ซ่ึงเกิดจากการที่น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กรดยูโรนิก หรือ น้ําตาล กรดอะมิโนเชื่อมตอ
กันดวยพันธะไกลโคซิดิก และบางครั้งยังพบสารอินทรียและสารอนินทรียรวมอยูในโครงสรางดวย  

พอลิเมอรกลุมพอลิแซคคาไรดจากเชื้อรามีหลายแบบขึ้นกับเกณฑที่ใชในการ
จําแนก คือ 

7.1.1   จําแนกตามกระบวนการสังเคราะห  
ตัวอยางพอลิเมอรไดแก พอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เปน  

พอลิเมอรที่สังเคราะหภายในเซลล (intracellular polymer) และ จุลินทรียหล่ังพอลิเมอรออกมา
ภายนอกเซลลใน 2 รูปแบบ คือแคปซูลซ่ึงยึดติดอยูกับผนังเซลล และในรูปของเมือกซึ่งปลดปลอย
ออกสูส่ิงแวดลอมรอบๆเซลล โดยโครงสรางของพอลิเมอรที่จุลินทรียแตละชนิดผลิตมีชนิดของ
น้ําตาลที่เปนองคประกอบและตําแหนงของพันธะแตกตางกัน นอกจากนี้ก็มีพอลิเมอรที่สังเคราะห
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ภายในเซลล (intracellular polymer) ตองอาศัยการสกัด และการทําบริสุทธิ์เพื่อนําเอาพอลิเมอร
ออกมาจากเซลล พอลิเมอรในกลุมนี้ไดแก พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly-β-hydroxybutyrate) 
ซ่ึงไดจาก Alcaligenes sp. 

7.1.2   จําแนกตามประจุไฟฟาท่ีอยูบนโมเลกุลของพอลิเมอร  
โดยทั่วไปนิยมใชเปนเกณฑในการจําแนกพอลิเมอรประเภทพอลิแซคคาไรด 

Moo-Yang (1985 อางโดย ศิริพร หมาดหลา, 2544) จําแนกพอลิแซคคาไรดไดแก 
7.1.2.1  พอลิเมอรท่ีมีประจุลบ (anionic polysaccharide) ตัวอยางพอลิเมอรในกลุม

นี้ไดแก แซนแทน (xanthan) จากเชื้อ Xanthomonas campestris (Triveni and Shamala, 1998) 
7.1.2.2  พอลิเมอรท่ีมีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharide) ตัวอยางพอลิเมอรใน

กลุมนี้ไดแก พูลลูแลน (pullulan) จากเชื้อ Aureobasidium pullulans (West and Strohfus, 2001) 
Cryphonectria parasitica (Forabosco et al., 2006) และ สเคอโรกลูแคน (scleroglucan) จากเชื้อ 
Sclerotium rolfsii (Vinarta et al., 2006) 

7.1.2.3  พอลิเมอรท่ีมีประจุบวก (cationic หรือ basic polysaccharide ) ตัวอยาง     
พอลิเมอรในกลุมนี้ไดแก ไคโตแซน ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลลของราอันดับ Mucorales 

7.1.3   จําแนกตามโมโนเมอรท่ีเปนองคประกอบ 
Sutherland (1990) ไดจําแนกชนิดของพอลิแซคคาไรดตามองคประกอบภายใน

โมเลกุลออกเปน 4 กลุม คือ 
7.1.3.1  โฮโมพอลิแซคคาไรด 
เปนพอลิเมอรชนิดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเพียงชนิดเดียวในโครงสราง 

เชน กลูแคน โดยสวนมากจะเปนน้ําตาลกลูโคสหรือฟรุคโตส จากการที่น้ําตาลกลูโคสเปนสาร
องคประกอบหลักและมีการเชื่อมตอดวยพันธะที่แตกตางกันทําใหสามารถแบงกลูแคนออกเปนได
หลายชนิด เชน bacterial cellulose (β-D-glucan), pullulan (α-D-Glucan), curdlan (1,3-β-D-glucan 
from bacteria), scleroglucan (1,3-β-D-glucan from fungi) (Table 6) 

7.1.3.2  เฮทเทอโรพอลิแซคคาไรด 
พอลิเมอรกลุมพอลิแซคคาไรดสวนมากจัดอยูในกลุมนี้ โดยโครงสรางจะ

ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไปเชื่อมตอกัน แตในบางชนิดอาจมีน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวที่ตางกันถึง 5 ชนิด และยังมีองคประกอบอื่นๆ เชน sn-glycerol-3-phosphate,            
N-acetyl-aminosugar, ฟอสเฟต หรือ หมูอะซิทิล รวมอยูในโครงสรางของโมเลกุลพอลิเมอรดวย 
ซ่ึงจากองคประกอบที่แตกตางกันนี้ทําใหคุณสมบัติของพอลิแซคคาไรดแตกตางกัน เนื่องจากพนัธะ
และโครงสรางของโมเลกุลตางกัน (Table 7) 
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7.1.3.3  พอลิแซคคาไรดท่ีมีองคประกอบเปนสารอินทรีย  
สารอินทรียที่พบในโครงสรางของพอลิแซคคาไรด ไดแก อะซิเตท ไพรูเวท      

ซักซิเนต โพรพิโอเนท ซ่ึงสารอินทรียเหลานี้จะมีผลตอประจุรวมบนโมเลกุลของพอลิแซคคาไรด 
นอกจากสารดังกลาวแลวยังพบกรดอะมิโน ไดแก ซีรีน และกรดกลูตามิก ในโครงสรางของ        
พอลิแซคคาไรดที่ไดจากแบคทีเรียบางชนิดอีกดวย 

7.1.3.4  พอลิแซคคาไรดท่ีมีองคประกอบเปนสารอนินทรีย  
ฟอสเฟตเปนสารอนินทรียที่พบไดบอยในโครงสรางของพอลิแซคคาไรด ซ่ึงจะ

เหมือนกับกรด teichoic acid โดยจะอยูในรูปของ phosphorylated exopolysaccharide พบในผนัง
เซลลของแบคทีเรียแกรมบวก นอกจากจะพบฟอสเฟตในโครงสรางของพอลิแซคคาไรดแลว ยัง
พบวาพอลิแซคคาไรดบางชนิดมีซัลเฟตอยูในโครงสรางของโมเลกุลดวย 

Table 6.  Chemical structures of homopolysaccharide 

Linkages and types Sources Main chain Branch 

(1 → 3)-β-d-glucan  Scleroglucan from 
Sclerotium sclerotia 

(1→3)-β-d-glucan (1→6)-β- 

 An alkali-soluble glucan 
from Pleurotus tuber-regium 

(1→3)-β-d-glucan (1→6)-β- 

Linear (1→3)-β-d-glucan Auricularia auricula  (1→3)-β-d-glucan - 
Linear (1→6)-α-glucan Armillariella tabescents (1→6)-α-d-glucan - 
(1→3)-β-d-glucan with 1–
2 or 1–6 branches 

Pachyman from Poria cocos) (1→3)-β-d-glucan (1→2)-β-or 
(1→6)-β- 

(1→3)-α-glucan Armillariella tabescens  (1→3)-α-glucan - 
(1→4)-α-; (1→6)-β-
glucan 

Agricus blazei  (1→6)-β-d-glucan (1→4)-α- 

ที่มา : Zhang และคณะ (2006) 
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Table 7.  Chemical structures of heteropolysaccharides 

Polysaccharide Linkages and types Sources Main chain Branch 
Heteroglucans (1→3)-β-

glucuronoglucan 
Ganoderma 
lucidum  

(1→3)-β-
glucuronoglucan 

Glucuronic 
acid 

 Xyloglucan Grifola 
frondosa 

Glucan Xylose 

 Arabinoglucan Ganoderma 
tsugae  

Glucan Arabinose 

 Riboglucan Agricus blazei  Glucan Ribose 
 Galactomannoglucan Hohenbuehelia 

serotina 
Glucan Galactose and 

mannose 
 Galactoxyloglucan Hericium 

erinaceus 
Glucan Galactose and 

xylose 
 Mannoxyloglucan Grifolan 

frondosa  
Glucan Mannose and 

xylose 
 Xylogalactoglucan Inonotus 

obliquus 
Glucan Xylose, 

galactose 
Heterogalactan Glucogalactan Ganoderma 

teugae 
Galactan Glucose 

 Arabinogalactan Pleurotus 
citrinopileatus  

Galactan Arabinose 

 Fucogalactan Sarcodon 
aspratus  

Galactan Fucose 

 Mannogalactan Pleurotus 
pulmonarius  

Galactan Mannose 
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Table 7.  (Continued) 

Polysaccharide Linkages and types Sources Main chain Branch 
Other 
heteroglycans 

Fucomannogalactan Grifola 
frondosa  

Galactose Fucose 
mannose 

 Glucoxylan  Xylan Glucose 

 
Mannogalactofucan Grifola 

frondosa  
Fucan Mannose and 

galactose 

 
Mannoglucoxylan Hericium 

erinaceus  
Xylose Mannose, 

glucose 

 
(1→3)-α-mannan Dictyophora 

indusiata  
(1→3)-α-
mannan 

- 

 Glucomannan  Mannan Glucose 

 
(1→2)-β-; (1→3)-
β-glucomannan 

Agricus blazei  (1→3)-β-
linked mannose 

(1→2)-β-
glucan 

ที่มา : Zhang และคณะ (2006) 

7.2  พอลิแซคคาโรเปปไทด (Polysaccharopeptides)  
พอลิเมอรชนิดนี้มีน้ําตาลและโปรตีนเปนองคประกอบที่สําคัญ เชน พอลิแซคคา

โรเปปไทดแยกไดจากเชื้อ Cordyceps sphecocephala มี 3 fraction คือ FR-I, FR-II และ FR-III ซ่ึงมี
องคประกอบของคารโบไฮเดรตและโปรตีนในแตละ fraction มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญและ
น้ําหนักโมเลกุลของ FR-I, FR-II และ FR-III วัดได 1831, 27 และ 2.2 kDa ตามลําดับ และเมื่อ
วิเคราะหองคประกอบทั้งสาม fraction พบวาในสวนของโปรตีนประกอบดวย กรดและกรดอะมิโน
แบบไมมีขั้ว เชน aspartic acid, glutamic acid, glycine และ valine และในสวนของน้ําตาลมี 
mannose และ galactose เปนสวนใหญ (Oh et al., 2007) พอลิแซคคาโรเปปไทด หรือ protein-
bound polysaccharides หลายชนิดเปนพอลิเมอรที่ผลิตไดจากรากลุม white rot fungus เชน 
Coriolus versicolor โดย polysaccharopeptides ที่ผลิตโดย Coriolus versicolor มีฤทธ์ิเปน
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ตัวกระตุนระบบ immunopotentiator ซ่ึงใชเปนตัวเสริมการบําบัดทางเคมีและรังสีของมะเร็งและ
การติดเชื้อตางๆ Wang และคณะ (1995) พบวา polysaccharide-peptide complex (PSPC) จากการ
เล้ียงเสนใยของเชื้อ Tricholoma sp. ในอาหารเหลวมีคุณสมบัติในการกระตุนระบบภูมิตานทาน
และตานมะเร็ง ซ่ึงเชื้อนี้จัดอยูในกลุมเห็ดที่สามารถรับประทานได โดย PSPC ใน gel filtration มี
น้ําหนักโมเลกุล 17 K และเมื่อวิเคราะหดวย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis แสดงเปน
แถบเดียว พอลิเมอรนี้มีลักษณะไมดูดซับบน DEAE-sepharose CL-6B และ CM-cellulose ซ่ึง
สามารถมีฤทธิ์กระตุน macrophage กระตุนการขยายของ T-cell และยับยั้งการโตของเนื้องอกใน
หนู 

พอลิแซคคาไรดและพอลิแซคคาโรเปปไทดไดมีการแยกจากเห็ดและเปนที่สนใจ
ในดานกิจกรรมทางชีวภาพที่หลากหลาย มีรายงานวา polysaccharide complex จากเห็ดมีบทบาทใน
การตานมะเร็ง เชน พอลิแซคคาโรเปปไทดที่สกัดจากเสนใยของเชื้อ Coriolus versicolor และที่แยก
จากเชื้อ Tricholoma lobayense (Oh  et al., 2007) พอลิแซคคาไรด และพอลิแซคคาโรเปปไทดที่
แยกไดจากกลุมราชั้นสูงสามารถเปนตัวกระตุนระบบภูมิตานทานและชวยตานมะเร็ง นอกจากนี้ได
มีรายงานถึงพอลิแซคคาไรดและพอลิแซคคาโรเปปไทดจากเชื้อรา เชน PSK lentinan และ
schizophyllan มีผลเปนตัวยับยั้งการโตของเนื้องอก sarcoma 180 ซ่ึงถูกปลูกไวในหนู (Wang et al., 
1995) 

จากคุณสมบัติทางดานชีวภาพและกายภาพสามารถนํา EPSs ที่ผลิตโดยจุลินทรีย
มาประยุกตในดานตางๆ เชนทางดานอุตสาหกรรมอาหาร การใชในการทําเครื่องสําอาง และการ
ประยุกตใชเกี่ยวกับการแพทย (Table 8) 

8.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อรา Cordyceps sp. 

ปจจัยที่มีผลตอการผลิต เชน ลักษณะทางพันธุกรรม ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และสภาวะสิ่งแวดลอม โดยปจจัยทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันซึ่ง
ลักษณะเหลานี้จะมีผลตอการผลิตสารพอลิเมอรชีวภาพของจุลินทรีย วาจะมีการผลิตในชวงใดของ
การเจริญ เชน มีการผลิตไปพรอมกับการเจริญหรือผลิตหลังจากที่จุลินทรียเจริญไปไดในระยะหนึ่ง  
ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่เกี่ยวของกับการผลิตสารพอลิเมอรชีวภาพของจุลินทรียมีหลายปจจัย คือ 
ปจจัยทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีววิทยา เชน ความเขมขนของคารบอนและไนโตรเจน 
(อัตราสวน C:N) พีเอช อุณหภูมิ อัตราการกวนที่เหมาะสมในระหวางกระบวนการหมัก ซ่ึงปจจัย
ตางๆ เหลานี้มีผลตอการผลิตสารพอลิเมอรชีวภาพ และการเจริญของจุลินทรีย 
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Table 8.  Established applications of microbial exopolysaccharides 

Property Use Polymer 
Biological : properties 
 
 
 
 
 
Chemical properties : 
 
 
Physical properties : 
Emulsion stabilization 
Fiber strength 
Film formation 
Flocculants 
Foam stabilization 
Gelling agents 
 
 
Hydrating agents 
Inhibitor of crystal 
formation 
Shear thinning and viscosity 
control 
Suspending agent 
 
 
Viscosity control 
 

Antitumer agents 
Eye and joint surgery 
 
Heparin analogues 
Wound dressings 
 
Enzyme substrates 
Oligosaccharide preparation 
 
 
Foods, thixotropic paints 
Acoustic membranes 
Food coatings 
Water clarification ore extraction 
Beer, fire-fighting fluids 
Cell and enzyme technology 
Foods 
Oil recovery  
Cosmetics, pharmaceuticals 
Frozen foods, pastilles and sugar 
syrups 
Oil-drilling ‘muds’ 
 
Foods  
Paper coatings 
Agrochemical pesticides and sprays 
Jel printing 
 

β-D-Glucans 
Hyaluronic acid (Streptococcus 
EPS) 
Escherichia coli K5 EPS 
Bacterial cellulose 
 
Escherichia coli K4 and K5 EPS 
Curdlan, pullulan, scleroglucan 
 
 
Xanthan 
Bacterial cellulose 
Pullulan 
Various 
Xanthan 
Gellan 
Curdlan, gellan 
Curdlan, xanthan 
Hyaluronic acid 
Xanthan 
Xanthan 
 
Xanthan 
Various 
Xanthan 
Xanthan 
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ที่มา : ดัดแปลงจาก Sutherland (1998) 
 
 
8.1  ผลของแหลงคารบอน 

คารบอนเปนธาตุที่มีความสําคัญในการสรางพลังงานและเซลล โดย Oh และคณะ 
(2007) ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพ (exobiopolymer) 
ของเชื้อ Cordyceps sphecocephala โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน โดยไดปริมาณพอลิเมอร
ชีวภาพและมวลชีวภาพของเสนใยสูงสุดเมื่อใชความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่ 40 กรัมตอลิตร 
และพบวาการเจริญจะถูกยับยั้งเมื่ออาหารมีปริมาณของความเขมขนของน้ําตาลซูโครสสูงกวา 40 
กรัมตอลิตร เปนเพราะวามีแรงดันออสโมติกสูง  

Kim และคณะ (2003) ไดรายงานผลของแหลงคารบอนตอการเจริญและการผลิต
พอลิเมอรของเชื้อ Cordyceps militaris C738 พบวา เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตางๆใหปริมาณ    
พอลิเมอรชีวภาพและมวลชีวภาพของเสนใยสูงสุดเมื่อใช เซลโลไบโอส ฟรุกโตส มอลโตส หรือ 
ซูโครส เปนแหลงคารบอน และไดพอลิเมอรชีวภาพสูงสุดในอาหารที่มีน้ําตาลซูโครสที่ความ
เขมขน 60 กรัมตอลิตร  

8.2  ผลของแหลงไนโตรเจน 
จุลินทรีย มีไนโตรเจนเปนสวนประกอบประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนักเซลล

แหง ความตองการไนโตรเจนของจุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันไป จุลินทรียบางชนิดสามารถ
เจริญไดในอาหารที่มีอนินทรียไนโตรเจน แตบางชนิดตองการไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย  

Oh และคณะ (2007) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญและการผลิต
พอลิเมอรชีวภาพของเชื้อ Cordyceps sphecocephala โดยใชแหลงอนินทรียไนโตรเจนและอินทรีย
ไนโตรเจนอยางละ 7 ชนิด พบวาไดปริมาณพอลิเมอรชีวภาพและมวลชีวภาพของเสนใยสูงสุดเมื่อ
ใช polypeptone หรือ yeast extracts และความเขมขนที่เหมาะสมคือ 2 และ 6 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ  

Kim และคณะ (2003) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตพอลิเมอร
ชีวภาพของเชื้อ Cordyceps militaris C738 พบวาการเจริญของเชื้อในอาหารที่ประกอบดวย ผงน้ํา
แชขาวโพด มีทเปปโตน พอลิเปปโตน หรือ ยีสตสกัด ใหพอลิเมอรชีวภาพในระดับสูงอยางมี
นัยสําคัญ แหลง อนินทรียไนโตรเจนทั้งหมดใหการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพไดนอย 
ในขณะที่การผลิตพอลิเมอรชีวภาพใหผลที่ดีในพอลิเปปโตนที่ความเขมขน 10 กรัมตอลิตร  
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8.3  แหลงแรธาตุ 
Oh และคณะ (2007) พบวาแหลงแรธาตุตางๆมีผลตอการผลิตพอลิเมอรชีวภาพทั้ง

ในดานการกระตุนและการยับยั้งการผลิต สําหรับแหลงแรธาตุในอาหาร mushroom complete 

medium KH2PO4 0.46 กรัมตอลิตร, K2HPO4 1 กรัมตอลิตร และ MgSO4⋅7H2O 0.5 กรัมตอลิตร 
ใหผลการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพของเชื้อ Cordyceps sphecocephala ดีที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับแหลงแรธาตุตัวอ่ืนๆ  

Kim และคณะ (2003) พบวาแหลงแรธาตุที่แตกตางกันมีผลตอการเจริญและการ
ผลิตพอลิเมอรชีวภาพของ Cordyceps militaris C738 โดยเชื้อใหการเจริญและการผลิตพอลิเมอร
ชีวภาพสูงสุดในอาหารที่มี K2HPO4 ซ่ึงปริมาณโพแทสเซียมไอออน (K+) เปนธาตุที่จําเปนตอ
ประสิทธิภาพในการผลิตพอลิเมอรชีวภาพอยางมีนัยสําคัญ  

8.4  ผลของอุณหภูมิ 
อุณหภูมิจัดเปนปจจัยทางกายภาพอยางหนึ่งที่สําคัญซึ่งมีผลตอการเจริญและการ

ผลิตพอลิเมอรชีวภาพของจุลินทรีย โดยจุลินทรียแตละชนิดจะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญที่
แตกตางกัน จากการศึกษาของ Kim และคณะ (2003) พบวา Cordyceps militaris C738 มีชวง
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพอยูในชวง 20 และ 25 องศา
เซลเซียสตามลําดับ นอกจากนี้เช้ือ Cordyceps sphecocephala และ Grifola frondosa มีการเจริญ
และการผลิตพอลิเมอรชีวภาพไดดีที่ 25 องศาเซลเซียส (Lee et al., 2004; Oh et al., 2007) 

8.5  ผลของพีเอช 
ระดับพีเอชของสภาวะการเลี้ยงมีผลตอการผลิตพอลิแซคคาไรดและการเจริญของ

จุลินทรีย เชนในกรณีของ G. frondosa เจริญไดดีและผลิตพอลิเมอรไดสูงสุดที่พีเอช 5.5 (Lee et al., 
2004) สวนพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญของ C. sphecocephala คือ 5.5 ในขณะที่เช้ือจะสามารถ
ผลิตพอลิเมอรไดสูงสุดที่พีเอช 4.0 (Oh et al., 2007) และจากการศึกษาของ Kim และคณะ (2003) 
พบวา C. militaris C738 เมื่อเล้ียงที่พีเอช 6.0 เชื้อใหความเขนขนพอลิเมอรสูงสุดคือ 0.29 g/l ในทาง
กลับกันจะไดปริมาณเซลลสูงสุดคือ 8.1 g/l เมื่อเล้ียงที่พีเอช 9.0 จะเห็นวาบางครั้งระดับพีเอชที่
เหมาะสมตอการเจริญก็อาจไมใชชวงที่มีการผลิตดีที่สุดก็ได  นอกจากนี้เมื่อมีการควบคุมพีเอช 
(6.0) การผลิตพอลิเมอรเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการไมควบคุมพีเอช 

9.   สารตกตะกอนชีวภาพ (Bioflocculant) 

สารตกตะกอนที่ใชกันอยูโดยทั่วไปแบงไดเปน 3 กลุมใหญ คือ 
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ก. กลุมสารอนินทรีย เชน แอมโมเนียมซัลเฟต พอลิอะลูมิเนียมคลอไรด (PAC) 
ข. กลุมสารอินทรีย เชน อนุพันธพอลิอะคริลาไมด (PAA), พอลิอะคริลิกแอซิด 

และพอลิเอทิลีนเอไมด 
ค. สารตกตะกอนชีวภาพ เชน ไคโตแซน โซเดียมอัลจิเนต เจลาติน เพคติน และ

สารตกตะกอนจากจุลินทรีย 
สารตกตะกอนชีวภาพ (Bioflocculant) สามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด 

เชน แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย และ Actinomyces ซ่ึงสามารถแยกไดจากดินและแหลงบําบัดน้ําเสีย
แบบตะกอนเรง (activated sludge) (Table 9) ผลิตสารกลุมพอลิเมอรที่ผลิตโดยจุลินทรียในระหวาง
การเจริญแลวปลอยออกมานอกเซลล โดยจุลินทรียแตละชนิดจะผลิตสารตกตะกอนชีวภาพที่มี
องคประกอบแตกตางกัน เชน ลิปด ไกลโคโปรตีน ไกลโคลิปด โปรตีน และพอลิแซคคาไรด สงผล
ใหมีคากิจกรรมการตกตะกอนที่แตกตางกันดวย (Gao et al., 2006) Li และคณะ (2008) ศึกษาสาร
ตกตะกอนชีวภาพชนิด exopolysaccharide ที่ผลิตจาก Pseudoalteromonas sp. SM9913 ที่แยกได
จากตะกอนในทะเลลึก ซ่ึงมีลักษณะคลายแบคทีเรีย มีคาการตกตะกอนเทากับ 49.3 เปอรเซ็นต เมื่อ
ทดลองในสารละลายดินขาวซึ่งเติมดวย CaCl2 4.55 มิลลิโมลาร ซ่ึงแคทไอออนชนิด Ca2+ และ Fe2+ 
มีผลตอการตกตะกอนไดดีกวา Al2(SO4) ที่ salinity 5-100% หรือที่อุณหภูมิ 5-15 องศาเซลเซียส 
โดยกิจกรรมการตกตะกอนเกิดไดในชวงพีเอช 5-8 โดยสวนใหญสารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก 
จุลินทรียเปนพอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญ มักเปนกลุมพอลิแซคคาไรด โปรตีน ไกลโค
โปรตีน และอื่นๆ (Yokoi et al., 2002) นอกจากนี้ยังมีสารตกตะกอนชีวภาพที่ไดจากพืชและแหลง
ทางชีวภาพอื่นๆ อีกที่ไดมีการสนใจนํามาใช เชน วัสดุเศษเหลือและของเสียจากเกษตรกรรม
สามารถนํากลับมาใชใหมเปนวัตถุดิบเริ่มตน ตัวอยางเชน การนําไคโตซานซึ่งไดจากของเสียจาก
กระบวนการการผลิตอาหารทะเลจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใชเปนสารตกตะกอนชีวภาพ (Knorr, 
1991) โดย Yokoi และคณะ (2002) ศึกษาการตกตะกอนชีวภาพของสารละลายเพคติน (pectin) ที่
แยกไดจากแอปเปลในสารละลายดินขาว (kaolin clay) สาร activated carbon และสารละลาย
อินทรีย เชน เซลลูโลส และยีสต พบวามีกิจกรรมการตกตะกอนเกิดไดดีเมื่อเติมสารละลายเพคติน 
30 มิลลิกรัมตอลิตรและใชแคทไอออน Fe3+ 0.2 มิลลิโมลาร โดยกิจกรรมการตกตะกอนเกิดขึ้นไดดี
ที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส 

9.1  หลักการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพ 
โดยทั่วไปการเกิดกลไกการตกตะกอนในระบบคอลลอยด (colloidal system) 

อาศัยกลไก 4 วิธี คือ การลดความหนาของชั้นกระจาย (diffuse layer), การดูดติดและการทําลาย
ประจุไฟฟาของอนุภาคคอลลอยด (adsorption/charge neutralization), การใชผลึกสารอินทรียเพิ่ม
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น้ําหนักและขนาดของอนุภาคคอลลอยด และการใชสารพอลิเมอรเปนสะพานเชื่อม (bridging) ซ่ึง
ทั้ง 4 วิธีมีหลักการเดียวกัน คือ ทําลายเสถียรภาพของอนุภาคคอลลอยด สําหรับการใชสาร
ตกตะกอนชีวภาพมีกลไกการตกตะกอน 2 วิธีคือ การสรางสะพานเชื่อมหรือการยึดเกาะ (bridging)  
Table 9.  Some of the bioflocculant-producing microorganisms 

Microorganism References  
Klebsiella sp. 
Arcuadendron sp. 
Pestalotiopsis sp. 
Oscillatoria sp. 
N. amarae 
Nocardia restrica 
Nocardia calcarea 
Nocardia rhodni 
Streptomyces griseus 
Streptomyces vinaceus 
R. erythropolis 
 
Acinetobacter sp. 
Alc. Latus 
Alcaligenes cupidus 
Alcaligenes faecalos 
Corynebacterium hhydrocarbonacalastus 
Corynebacterium brevicale 
Dematinum sp. 
Mycobacterium phlei 
Psudomonas sp. 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas fluorescent 
Bacillus sp. 
 

Dermlim et al., 1999 
Lee et al., 1995 
Kwon et al., 1996 
Bender et al., 1994 
Takeda et al., 1992 
Tong et al., 1999 
Tong et al., 1999 
Tong et al., 1999 
Shimofuruya et al., 1996 
Nakamura et al., 1976d 
Kurane et al., 1986a, 1991, 1994a,b, 1995; Takeda 
et al., 1991b 
Kurane and Matsuyama, 1994 
Kurane and Nohata, 1991, 1994 
Toeda and Kurane, 1991 
Shimiziu, 1985 
Zajic and Knetting, 1971 
Nakamura et al., 1976d 
Tong et al., 1999 
Misra, 1993 
Tago and Aida, 1977 
Nakamura et al., 1976d 
Nakamura et al., 1976d 
Kim, 1993; Suh et al., 1997; Seo, 1993; 
Salehizadeh et al., 2000; Yokoi et al., 1995, 1996 
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Kluyveromyces marxianus 
K. cryocrescens 
Z. ramigera 

Sousa et al., 1992 
Kakii et al., 1990 
Norberg and Enfors, 1982 

Table 9.  (Continued) 

Microorganism References 
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Methylobacterium rhodesianum 
Flavobacterium sp. 
Lactobacillus fermentum 
Brevibacterium insectiphilum 
Staphylococus aureus 
Phormidium sp. 
Anabaenopsis circularis 
Chlamydomonas mexicana 
Calothrix desertica 
Oscillatoria sp. 
Circinella sydowi 
Aspergillus sojae  
Aspergillus ochraceus  
Aspergillus parasiticus 
Aspergillus sp. 
Eupenicillium crustaceus 
Monascus anka 
Geotrichum candidum 
Sordaria fimicola 
Paecilomyces sp. 
Hansenula anomala 
Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces diataticus 
Enterobacter sp. 
Oerskovia sp. 
Agrobacterium sp. 

Tong et al., 1999 
Endo et al., 1976; Hantula and Bamford, 1991a,b 
Fumio, 1991 
Nakamura et al., 1976d 
Nakamura et al., 1976d 
Bar-Or and Shilo, 1987 
Levy et al., 1992; Bar-Or and Shilo, 1987 
Takagi and Kadowaki, 1985 
Bar-Or and Shilo, 1987 
Bender et al., 1994 
Nakamura et al., 1976d 
Nakamura et al., 1976a,b,c,d 
Nakamura et al., 1976d 
Hayashi et al., 1976 
Nam et al., 1996 
Nakamura et al., 1976d 
Nakamura et al., 1976d 
Nakamura et al., 1976d 
Nakamura et al., 1976d 
Takagi and Kadowaki, 1985 
Nam et al., 1996 
Saito et al., 1990 
Guirand, 1992 
Yokoi et al., 1996a; Kurane and Matsuyama, 1994 
Kurane and Matsuyama, 1994 
Kurane and Matsuyama, 1994 

ที่มา : Salehizadeh และ Shojaosadati (2001) 
กันระหวางอนุภาค และกลไกการทําใหเกิดสภาพเปนกลาง (charge neutralization) สําหรับกลไก
แรกนั้นโมเลกุลของสารตกตะกอนชีวภาพสามารถเกาะติดบนอนุภาคคอลลอยดไดหลายตําแหนง 
โดยการเกาะติดอาจเปนผลเนื่องมาจากประจุที่ตางกัน หรือเหมือนกันของสายพอลิเมอรกับอนุภาค
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คอลลอยด อนุภาคที่มีพอลิเมอรเกาะติดอยูโดยมีปลายอิสระไวสําหรับเกาะบนอนุภาคอื่นสามารถ
จับตัวกับอนุภาคอื่นๆ โดยมีพอลิเมอรเปนสะพานเชื่อม ซ่ึงการเชื่อมตอดวยพอลิเมอรจะเกิดขึ้นเมื่อ
มีพอลิเมอรและตําแหนงวางบนผิวอนุภาค ดังนั้นพอลิเมอรจึงตองมีขนาดใหญเพื่อใหสามารถใช
เปนสะพานเชื่อมตอระหวางอนุภาคตางๆ ได และสะพานดังกลาวตองแข็งแรงสามารถตานทานแรง
ผลักระหวางอนุภาค ดวยเหตุนี้การสรางฟลอคดวยวิธีการสรางสะพานเชื่อมจึงตองการพอลิเมอรทีม่ี
น้ําหนักโมเลกุลสูงๆ เปนชนิดประจุลบหรือชนิดไมมีประจุ สําหรับวิธีทําใหเกิดสภาพความเปน
กลางของประจุนั้นสารตกตะกอนชีวภาพซึ่งมีประจุไฟฟาตรงขามกับอนุภาคคอลลอยดทําให
สามารถดูดติด (absorbed) บนผิวอนุภาค และเกิดการเปลี่ยนประจุของอนุภาคคอลลอยดใหเปน
ประจุตรงขามกับประจุเดิม (charge reversal) จึงมักใชพอลิเมอรที่มีประจุบวกเพื่อทําลายประจุลบ
ของอนุภาคคอลลอยด โดยพอลิเมอรที่ใชสามารถเลือกใชพอลิเมอรที่มีคาน้ําหนักโมเลกุลต่ําได 
เนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลไมไดเปนปจจัยที่สําคัญในการเกิดฟลอค (floc) (Salehizadeh and 
Shojaosadati, 2001; Shih et al., 2001) 

ตัวอยางเชน พอลิเมอรชนิดไกลโคโปรตีนจาก B. subtilis DYU1 ซ่ึงมีคุณสมบัติ
เปนสารตกตะกอนอาศัยกลไกการตกตะกอนที่นาจะเปนไปได (Fig. 12) 2 แบบ คือ 

(1) เกิดจากประจุลบที่ผิวของอนุภาคของดินขาว (kaolin) ลดลงเมื่ออยูในสภาวะที่
มีแคทไอออน (cation) อยูก็สงผลเกิดการเปลี่ยนประจุรอบๆ อนุภาคของดินขาวจากประจุลบเปน
ประจุบวก ดังนั้นประจุลบของพอลิเมอรจากหมูคารบอกซิล (COO-) จากพอลิเมอรชีวภาพจะ
เกิดปฏิกิริยาที่ตําแหนงประจุบวกของอนุภาคแขวนลอยของสารละลายดินขาว 

(2) เกิดจากแคทไอออนที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนเขาไปเกิดปฏิกิริยาที่
ตําแหนงประจุลบของหมูคารบอกซิล (COO-) จากพอลิเมอรชีวภาพแลวเกิดการเชื่อมตอกันกับ
อนุภาคของดินขาว 
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Figure 12.  Mechanism of bioflocculation 
ที่มา : Wu และ Ye (2007) 

9.2  ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอกิจกรรมของสารตกตะกอนชีวภาพ 
9.2.1   น้ําหนักโมเลกุลและความเขมขนของสารตกตะกอนชีวภาพ 

จากรายงานการทดลองที่ผานมา พบวาน้ําหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนชีวภาพ
เปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการตกตะกอน ซ่ึงขนาดของสารตกตะกอนมีความสัมพันธโดยตรงกับ
กิจกรรมของสารตกตะกอน มีการศึกษาโดยใชพอลิเมอรชนิดตางๆ ซ่ึงมีคาน้ําหนักโมเลกุลแตกตาง
กัน ซ่ึงสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะมีความสามารถในการดูดซับสารตางๆ ไดสูงและความแข็งแรง
ในการยึดเกาะกับสารตางๆ ไดมีประสิทธิภาพกวาสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํากวา สารตกตะกอน
ชีวภาพที่พบทั่วไปมีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 105 ถึง 2.5 x 106 ดาลตัน (Yokoi et al., 1996) สําหรับ
ตกตะกอนสาร kaolin ที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร โดยใชสารละลายพอลิเมอรที่ความเขมขน
เทากัน พบวาสารตกตะกอนชีวภาพชนิดโปรตีนที่ผลิตโดย Flavobacterium sp. มีน้ําหนักโมเลกุล 
140,000 ดาลตัน (Tong et  al., 1999) กิจกรรมการตกตะกอนสูงกวาสารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิต
จาก H. anomala J 224 ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 37,000 ดาลตัน และพอลิเมอรชนิดพอลิกลูตา
มิกแอซิดที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus sp. PY-90 มีคาน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 2 x 106 ดาลตัน ให
คากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 15 (Yokoi et al., 1995) และพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรดซ่ึงมี
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คาน้ําหนักโมเลกุล 2.5 x 106 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 125 (Yokoi et al., 1997) เนื่องจาก
พอลิเมอรที่มีขนาดใหญยอมมีพื้นที่สัมผัสและสามารถจับอนุภาคของแข็งไดมากกวา จึงทําใหคา
กิจกรรมการตกตะกอนที่ไดมากกวาพอลิเมอรที่มีขนาดเล็ก นอกจากนี้พอลิเมอรแตละชนิดซึ่งมี
องคประกอบและโครงสรางที่แตกตางกัน จึงมีผลทําใหประจุรวมของโมเลกุลและหมูฟงกช่ันใน
โมเลกุลแตกตางกันดวย 

9.2.2   พีเอช 
ระดับพีเอชมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพ อยูในชวง 2-

12 (Salehizadeh and Shojaosadati, 2001) เชน สารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก A. sojae มีกิจกรรม
การตกตะกอนเพิ่มสูงขึ้น (65) เมื่ออยูในสภาวะที่มีพีเอชมากกวา 7 (Nakamura et al., 1996a) สาร
ตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก Enterobacter sp. BY-29 มีกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด (33) เมื่ออยู
ในสภาวะที่มีพีเอชเทากับ 3 และกิจกรรมการตกตะกอนจะลดลง (18) เมื่อมีพีเอชเพิ่มขึ้น               
(พีเอช 5-8) (Yokoi et al., 1996) และสารตกตะกอนชีวภาพจาก R. erythropolis มีกิจกรรมการ
ตกตะกอนดีที่สุดเมื่อที่พีเอชเปนกลาง (พีเอช 7.0) (Kurane et al., 1994b) 

9.2.3   อุณหภูมิ 
กิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพจะมีกิจกรรมเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ 

เมื่ออยูในชวง 4-50 องศาเซลเซียส สารตกตะกอนชีวภาพที่จุลินทรียผลิตจะใหกิจกรรมการ
ตกตะกอนที่แตกตางกันที่ อุณหภูมิตางๆขึ้นอยูกับชนิดและสารที่ เปนองคประกอบในสาร
ตกตะกอนชีวภาพชนิดนั้น โดยโครงสรางของสรางของสารตกตะกอนชีวภาพที่มีโปรตีนหรือเปป
ไทดเปนองคประกอบหลักในโครงสรางจะมีความสามารถในการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนที่
อุณหภูมิไมสูงมาก (นอยกวา 30 องศาเซลเซียส) เมื่อเปรียบเทียบกับสารตกตะกอนชีวภาพที่มี
น้ําตาลเปนองคประกอบหลักในโครงสราง (Takagi and Kadowaki, 1985) Bacillus sp. DP-152 มี
กิจกรรมการตกตะกอนที่อุณหภูมิสูงโดยพบวาเมื่อนําไปตม 15 นาที กิจกรรมการตกตะกอนจะมีอยู
ประมาณ 50 เปอรเซ็นต ของกิจกรรมการตกตะกอนเริ่มตน (Suh et al., 1997) ดอยกวาสาร
ตกตะกอนชีวภาพจาก Aspergillus sp. JS-42 ที่สามารถทนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสไดมากกวา 
1 ช่ัวโมง (Nam et al., 1996) 

9.2.4   ชนิดของอิออนและความเขมขนของโลหะ 
ชนิดของอิออนบวกและความเขมขนที่ใชที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอน

ของสารตกตะกอนชีวภาพแตละชนิดแตกตางกันเนื่องจากประจุลบที่อยูที่ผิวของดินขาวหรือ
อนุภาคของของแข็งตางๆที่อยูในสารละลายแตกตางกัน โดยผลจากการเติมไอออนบวกลงไปการ
ทดสอบจะทําใหเกิดการยึดเกาะกันระหวางสารตกตะกอนชีวภาพและอนุภาคของแข็งจะจับแนน
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กันมากขึ้น ซ่ึงแหลงของไอออนบวกมีหลายชนิด เชน KCl, NaCl, CaCl2⋅2H2O, MgSO4⋅6H2O และ 

FeCl3⋅6H2O เปนตน (Kwon et al., 2001) สารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก Enterobacter sp. BY-29 
มีกิจกรรมการตกตะกอนเพิ่มสูงขึ้นเมื่อมีการเติม Al3+, Fe3+, Fe2+ และ Ca2+ (Yokoi et al., 1996) และ
ผลจากการศึกษาของ Prasertsan และคณะ (2006) พบวา สารตกตะกอนชีวภาพชนิดพอลิแซคคา
ไรดจาก Enterobacter cloacae WD7 โดยใชความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร มีกิจกรรมการ
ตกตะกอนสารแขวนลอยดินขาวสูงที่สุด (105) เมื่อใช CaCl2 ที่ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร และ
ระดับพีเอชที่เหมาะสมในการการตกตะกอนอยูในชวง 2-8  

9.3  การประยุกตใชสารตกตะกอนชีวภาพ 
9.3.1   ใชในการบําบัดน้ําเสีย 

ปจจุบันไดมีการใชพอลิเมอรที่มีคุณสมบัติเปนสารตกตะกอนชีวภาพมาใชในการ
บําบัดน้ําเสียระบบตะกอนเรง (activated sludge) โดยมีการศึกษาการใชสารตกตะกอนชีวภาพที่
ผลิตจาก Aspergilus  sojae AJ-7002 ในการกําจัดเซลลจุลินทรียที่เกิดขึ้น ในการบําบัดน้ําทิ้งโรงงาน
อุตสาหกรรมพบวามีกิจกรรมการตกตะกอนใกลเคียงกับสารตกตะกอนชีวภาพอื่นๆ เชน ferric 
chloride และ polyacrylamides (Nakamura et al., 1976b) Gong และคณะ (2008) รายงานผลของ
การใชสารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ Serratia ficaria แยกไดจากดิน โดยมี
กิจกรรมการตกตะกอน 95.4 เปอรเซ็นตในสารละลายดินขาวในสภาวะที่เหมาะสม โดยเกิด
กิจกรรมการตกตะกอนไดดีในชวงพีเอชที่เปนกรดออน (5-7) และใช divalent cation (Ca2+ และ 
Mg2+) ชวยสงเสริมในการเกิดกิจกรรม ในขณะที่สารกลุม Al3+ และ Fe3+ ไมมีกิจกรรมการ
ตกตะกอนเกิดขึ้น และเมื่อวัดดวย zeta potential พบวา ประจุของสารที่เปนกลางมีผลตอการ
ตกตะกอน และนอกจากนี้ยังศึกษาการตกตะกอนในน้ําทิ้งดังนี้คือ น้ําเสียจากแมน้ํา น้ําเสียจาก
โรงงานผลิตเครื่องดื่ม น้ําเสียจากโรงงานชําแหละเนื้อ น้ําเสียจากโรงงานผลิตซอสถั่วเหลือง น้ําทิ้ง
จากโรงงานกระดาษ พบวาสารตกตะกอนชีวภาพสามารถบําบัดโดยมีอัตราการกําจัดสีและคาซีโอดี
ไดถึง 99.9 และ 72.7 เปอเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงดีกวาสารตกตะกอนเคมีทางการคา และจากการศึกษา
ของ Kurane และ Nohata (1991) พบวาการใชสารตกตะกอนชีวภาพจาก Alcaligenes latus ผสมกับ
ไคโตซานพบวาสามารถลดสีของน้ําทิ้งได 94 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับการใชไคโตซานอยางเดียว 
(41 เปอรเซ็นต ) (Kurane and Nohata, 1991) 

9.3.2   ใชในการแยกน้ํามันท่ีเปนอิมัลชั่นอยูในน้ํา 
Takeda และคณะ (1991) ศึกษาการใชแยกน้ํามันที่ปนเปอนอยูในน้ําทิ้งจาก

กระบวนการผลิตน้ํามันปาลม พบวาเมื่อใชสารตกตะกอนชีวภาพที่ไมผานกระบวนการทําบริสุทธ์ิ
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จาก Alcaligenes latus ทําใหน้ํามันเกิดการแยกชั้นที่มองเห็นไดลอยอยูบนผิวดานบนทําใหสามารถ
แยกน้ํามันออกมาจากน้ําทิ้งไดงาย ซ่ึงผลจากการวิเคราะหคา COD ในชั้นน้ําพบวามีคา COD ลดลง
จากเริ่มตน 450 ppm เหลือ 235 ppm (Takeda et al., 1991) 

9.3.3   ใชในการเก็บเก่ียวเซลลและเศษเซลลออกจากน้ําหมัก 
ปจจุบันไดมีการนําเอาสารตกตะกอนชีวภาพไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม

อาหารและเครื่องดื่ม และในอุตสาหกรรมอาหารหมักเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงพบวาเมื่อนําสารตกตะกอน
ชนิดพอลิแซคคารไรด จาก B. coagulants As-101 ไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเบียรพบวาไดเบียร
ที่มีคุณภาพดีมีความใสมากขึ้น เมื่อนําเอาไปใชในการเก็บเกี่ยวเซลลและเศษเซลลในกระบวนการ
เก็บเกี่ยวเบียร พบวามีการจับตัวกับอนุภาคที่เปนของแข็งและตัวเซลลเกิดการรวมตัวกันเปนตะกอน
ลอยสามารถแยกออกมาจากกระบวนการผลิตไดงายดวยกระบวนการกรองหรือการหมุนเหวี่ยง 
(Salehizadeh and Shojaosadati, 2001) 

วัตถุประสงค 

1.   ศึกษาการใชประโยชนจากน้ําทิ้งของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในการผลิตพอลิเมอรชีวภาพ    
โดยมีสองแนวทางคือ สกัดพอลิเมอร (เฮมิเซลลูโลส) จากน้ํานึ่งปาลมโดยตรง กับการผลิตจาก
เชื้อราสายพันธุที่ผลิตพอลิเมอรได 

2.   นําพอลิเมอรทั้งสองแหลงมาศึกษาคุณสมบัติตางๆ เพื่อเปนการหาแนวทางในการนําไป
ประยุกตใชตอไป  

 
 
 

 



บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง 

วัสดุ 

1.   น้ําท้ิง 
ตัวอยางน้ํานึ่งปาลม (sterilizer condensate) ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัทเพิ่ม

เกียรติปาลมน้ํามัน จังหวัดสตูล เก็บตัวอยางในภาชนะขนาด 20 ลิตร กรองตัวอยางดวยผาขาวบาง
สองชั้นแลวบรรจุในภาชนะขนาด 6 ลิตร กอนเก็บที่หอง -20 องศาเซลเซียส 

2.   จุลินทรีย 

2.1  เชื้อราท่ีใชผลิตพอลิเมอร 
เชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 จากหองปฏิบัติการเก็บรักษาสายพันธุ  

จุลินทรีย ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ เก็บรักษาเชื้อในจานอาหาร PDA ที่มี
การเพิ่มยีสตสกัด 0.3 % (PDA + 0.3 % yeast extract) (ดัดแปลงจาก Cha et al., 2007) เล้ียงเชื้อที่
อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน ถายเชื้อใหมทุกๆ 3 เดือน และถายเชื้อใหมทุก
คร้ังกอนการทดลองเพื่อใชเปนหัวเชื้อเร่ิมตน 

2.2  แบคทีเรียท่ีใชทดสอบประสิทธิภาพของการยับยั้งของพอลิเมอร 
Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis 

แบคทีเรียไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา  คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซ่ึงทางหองปฏิบัติการไดรับความอนุเคราะหจากโรงพยาบาลสงขลา
นครินทร จังหวัดสงขลา ซ่ึงแยกเชื้อเหลานี้ไดจากคนไขของโรงพยาบาล โดยเก็บเชื้อในอาหาร NA 
(Nutrient agar) ถายเชื้อใหมทุกๆ 3 เดือน และถายเชื้อใหมทุกครั้งกอนการทดลองเพื่อใชเปนหัวเชื้อ
เร่ิมตน 

2.3  แบคทีเรียท่ีใชทดสอบความสามารถในการสงเสริมการเจริญของพรีไบโอติก 
Lactobacillus acidophilus TISTR 875 และ Lactobacillus plantarum TISTR 450 

ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียไดรับจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย (MIRCEN) 
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3.   อาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose broth (PDB)  

- Potato dextrose broth (PDB) ประกอบดวย มันฝร่ัง 200 และน้ําตาลกลูโคส 20 กรัมตอ
ลิตร (บริษัท Himedia) 

- Sabouraud dextrose broth (SDB) ประกอบดวย นีโอเปปโตน 10 และกลูโคส 40 กรัมตอ
ลิตร (บริษัท Himedia) 

- Yeast malt extract medium (YM) ประกอบดวย กลูโคส 10, เปปโตน 5, ยีสตสกัด 3 และ
มอลตสกัด 3 กรัมตอลิตร (Kim et al., 2003)  

- Mushroom complete medium-1 (MCM-1) ประกอบดวย กลูโคส 20, เปปโตน 2, ยีสต
สกัด 2, KH2PO4 0.046, K2HPO4 1 และ MgSO4·7H2O 0.5 กรัมตอลิตร (Oh et al., 2007)  

- MCM-2 มีสูตรองคประกอบอาหารเหมือนกัน แตใชซูโครสแทนกลูโคส (ดัดแปลงจาก 
Oh et al., 2007) 

- SSY medium ประกอบดวย ซูโครส 10, กลูโคส 5, กลีเซอรอล 1, yellow soybean 5, ยีสต
สกัด 1, KH2PO4 1, MgSO4·7H2O 0.5, KCl 0.5 และ FeSO4·7H2O 0.01 กรัมตอลิตร 
(ดัดแปลงจาก Xiao et al., 2004) 

สารเคมี 

สารเคมีที่ใชเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade) ใชเปนองคประกอบของอาหารเลี้ยง
เช้ือ และใชในการวิเคราะหคาซีโอดี บีโอดี และสารฟนอล รวมทั้งการวิเคราะหองคประกอบและ
คุณสมบัติของพอลิเมอร 

อุปกรณ 

1. เครื่อง gel permeation chromatography (GPC) รุน PL-GPC บริษัท Tosoh 
2. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุน Universal 32/32R บริษัท Universal 32R 
3. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุน HK-7E บริษัท Tokyo TOA Electronic 
4. ชุดอุปกรณสําหรับวิเคราะหซีโอดี 

- อุปกรณรีฟลักซ (Reflux apparatus) : ขวดรีฟลักซทรงกลม (ขวดซีโอดี) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
- อุปกรณควบแนนรีฟลักซ (condenser) ขนาด 300 มิลลิเมตร 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000 บริษัท Hitachi 
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6. ตูอบ (hot air oven) รุน UML500 บริษัท Sanyo 
7. หมอนึ่งความดัน (autoclave) รุน SS325 บริษัท Tomy 
8. เครื่องเขยา (shaker) รุน M.3525-1 บริษัท Lab Line Instrument 
9. กลองจุลทรรศน รุน CHS บริษัท Olympus Optical Co., Ltd. 
10. เครื่องใหความรอน (hot plate) รุน HS 115 บริษัท Ika Labotechnic 
11. เครื่องกวนแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน RO 5 บริษัท Ika Labotechnic 
12. ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow) รุน 527044 บริษัท Hotpack 
13. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP210-s บริษัท Sartorius 
14. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน HF-1200 บริษัท A&D Company, Ltd 
15. เครื่องผสม (Vortex mixer) รุน 1297 บริษัท LAB-Line Instruments, Inc 
16. เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุน Agilent 1100 series HPLC 
บริษัท Shimadzu 
17. เครื่อง Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometryc (ICP) 

วิธีการวิเคราะห 

1.   การวิเคราะหน้ําหนักเสนใยแหง (Mycelia dry weight) 
กรองตัวอยางน้ําทิ้งและเสนใยปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผานผาขาวบางซึ่งทราบ

น้ําหนักแนนอน ลางเสนใยดวยน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร 2 ครั้ง จากนั้นนําเสนใยบนผาขาวบางวางใน
จานแกวเล้ียงเชื้อที่ทราบน้ําหนักแนนอน อบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนน้าํหนกั
คงที่ นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น ตั้งทิ้งไวจนเย็นที่อุณหภูมิหอง ช่ังน้ําหนักที่แนนอน 
(ดัดแปลงจาก AOAC, 1990) 

2.   การวัดการเจริญของเชื้อ  
วัดการเจริญของเชื้อโดยการวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีน เตรียมตัวอยางโดยกรอง

เสนใยผานผาขาวบาง จากนั้นนําเสนใยไปอบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส ช่ัง
ตัวอยางอบแหงที่บดละเอียดแลวปริมาณ 0.25 กรัม เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 5 มิลลิลิตร วางที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ช่ัวโมง กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 แลวดูดสวนใส 2 มิลลิลิตร ใสใน
หลอดทดลองที่มีน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง ปรับ   
พีเอชของสารละลายใหเปนกลางดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 30% และปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหได 50 มิลลิลิตร นําสารละลายตัวอยางที่ได 1 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง เติม
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สารละลาย Acetyl acetone 1 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือดนาน 20 นาที เติม 95% Ethanol ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย Ehrlich reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันวางทิ้งไว 30 นาที นําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร หาปริมาณกลูโคซามีนโดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของกลูโคซามีน (Van de loo, 1976; Chaplin and Kennedy, 1986) (ภาคผนวก ข) 

3.   การหาปริมาณพอลิเมอรชีวภาพที่เชื้อผลิตได 
แยกเซลลออกจากน้ําหมักดวยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,632 x g อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสที่ไดมาตกตะกอนพอลิเมอรดวยเอทานอลปริมาตร 4 
เทาของสารละลายที่ได แยกพอลิเมอรโดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,632 x g อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที อบตะกอนที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง วางใหเย็นใน
โถดูดความชื้น และชั่งน้ําหนัก (Dermlim et al., 1999) 

4.   การวิเคราะหชนิดและความเขมขนของน้ําตาลชนิดตางๆ และน้ําตาลทั้งหมด 
วิเคราะหหาชนิดและความเขมขนของน้ําตาลชนิดตางๆในน้ํานึ่งปาลมและ        

พอลิเมอรชีวภาพไดแก น้ําตาลคารบอน 5 (ไซโลส แรมโนส และอะราบิโนส) และน้ําตาลคารบอน 
6 (กลูโคส, ฟรุคโตส และกาแลคโตส) โดยใชเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) รุน Agilent 1100 series HPLC บริษัท Agilent ใชคอลัมน Zorbax Carbohydrate (4.6 mm x 
150 mm) ดีเทคเตอรที่ใชคือ RI (refractive index) ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
โดยใช acetonitrile : water (75:25) เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) ดวยอัตราเร็ว 0.5 
มิลลิลิตรตอนาที ที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่ศูนย เครื่องมือวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และวิเคราะหน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี phenol-sufuric acid (Chaplin and 
Kennedy, 1986) (ภาคผนวก ข) 

5.   การวิเคราะหแรธาตุชนิดตาง ๆ  
วิ เคราะหหาชนิดและปริมาณแรธาตุชนิดต าง  ๆ  ในน้ํ านึ่ งปาลม  ไดแก 

โพแทสเซียม (K) ฟอสฟอรัส (P) โซเดียม (Na) แคลเซียม (Ca) แมกนีเซียม (Mg) เหล็ก (Fe) และ
สังกะสี (Zn) สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิเคราะหกลาง คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (ภาคผนวก ข) 

6.   การวิเคราะหคาซีโอดี, ของแข็งท้ังหมด, ของแข็งแขวนลอย, สารฟนอล และไนโตรเจนทั้งหมด 
วิเคราะหหาคาซีโอดี (chemical oxygen demand, COD), ของแข็งทั้งหมด (total 

solid, TS), ของแข็งแขวนลอย (suspended solid, SS) และสารฟนอลในน้ํานึ่งปาลมโดยใชวิธี
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มาตรฐานในการวิเคราะหคุณภาพของน้ําเสีย (APHA, AWWA and WEF. 1998) วิเคราะหคา
ไนโตรเจนทั้งหมด (A.O.A.C, 1990) (ภาคผนวก ข) 

7.   การวัดคากิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยของสารตกตะกอนชีวภาพ 
การวัดกิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยในดินขาว โดยเตรียมสารละลายดิน

ขาวในน้ํากล่ันที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร และปรับพีเอชใหเปน 7 ดวย 1 N NaOH หรือ 1 N HCl 
จากนั้นนําสารละลายดินขาวที่ไดมา 4.65 มิลลิลิตรผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของสารตกตะกอนชีวภาพ
หรือน้ําหมัก แลวเติมสารละลาย CaCl2•2H2O (100 mM) 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 5 นาทีที่
อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสาร
ตกตะกอนชีวภาพ (Gao et al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอนโดยใชสมการ 

                                     กิจกรรมการตกตะกอน    =   
ODcODs

11
−  

อัตราการตกตะกอน (%)  = 100×
−

ODc
ODsODc  

เมื่อ ODc คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรของชุดควบคุม 
   ODs คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรของตัวอยาง 

วิธีการทดลอง 

1.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

1.1  การเตรียมน้ํานึ่งปาลมเบื้องตน (pretreat) 
เตรียมตัวอยางน้ํานึ่งปาลมโดยขั้นแรกกรองดวยผาขาวบางเพื่อแยกของแข็งและ

ตะกอนหยาบออกจากน้ํานึ่งปาลม ขั้นที่สองแยกน้ํามันโดยการนําน้ํานึ่งปาลมไปแชเย็นที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปกรองดวยผาขาวบาง ขั้นสุดทายนําไปหมุน
เหวี่ยง (ความเร็ว 3,632 x g เปนเวลา 20 นาที) เพื่อแยกตะกอนละเอียดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
แลวนําไปกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 4) กอนนําไปใชในการทดลองตอไป 

1.2  ผลของอัตราสวนแอลกอฮอลตอน้ํานึ่งปาลม  
ตกตะกอนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม (จากขอ 1.1) ดวยเอทานอล 95% โดยใช

อัตราสวนเอทานอล 95% ตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 ตั้งให
ตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 ช่ัวโมง นําไปหมุนเหวี่ยง (3,632 x g เปนเวลา 20 นาที) ที่ 4 
องศาเซลเซียส นําตะกอนที่ไดมาอบแหงที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง ช่ังน้ําหนัก
พอลิเมอรที่ได และคํานวณผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอวัตถุดิบที่ใช 
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1.3  ผลของอุณหภูมิตอการตกตะกอนของพอลิเมอร  
ตกตะกอนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมโดยใชเอทานอลทุกอัตราสวนที่ระบุในขอ 

1.2 ตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบผลการตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง              
(ผลในขอ 1.2) 

1.4  การเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 
เก็บเกี่ยวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมในสภาวะที่คัดเลือกไดจากขางตน จากนั้นนํา

สารละลายพอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze dry) ไดพอลิเมอรสกัดหยาบ 
(crude polymer)  

2.   การแยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

แยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรโดยใชเทคนิค gel filtration chromatography โดย
นําพอลิเมอรสกัดหยาบที่ไดจากการตกตะกอนดวยเอทานอล 95% ในอัตราสวนและสภาวะที่
เหมาะสมจากวิธีการทดลองขอ 1 มาแยกขนาดโมเลกุลพอลิเมอรโดยผานคอลัมน gel filtration 
ชนิด Sephadex G-25 medium (molecular filtration rang 100 to 5,000 Da) โดยใชคอลัมนขนาด 2.2 
x 70 เซนติเมตร ความยาวเจล 54 เซนติเมตร ปริมาตรเจลทั้งหมด 205 ลูกบาศกเซนติเมตร แลว load 
คอลัมนดวยสารละลายพอลิเมอรความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ลงในคอลัมนแลวชะดวยน้ํากลั่น โดยใชอัตราการไหล (flow rate) 0.4 มิลลิลิตรตอนาที 
เก็บสารละลายพอลิเมอรที่แยกไดในหลอดแกวปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด ดวยเครื่องเก็บ
ตัวอยางแบบแยกสวน (fraction collector) จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรในแตละหลอดมา
ตรวจหาปริมาณคารโบไฮเดรตโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 620 นาโนเมตร แลว
นําสารละลายที่ไดในแตละ peak ไปเขาเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze dry) 

3.  การคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา Cordyceps 

dipterrigena BCC2073 

เล้ียงเชื้อ Cordyceps dipterrigena BCC2073 บนอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3% 
นาน 7 วัน ตัดเสนใยของเชื้อราในชิ้นวุนบริเวณขอบโคโลนีขนาด 1.5 ตารางเซนติเมตร จํานวน 2 
ช้ิน (Xiao et al., 2004) ใสในอาหาร PDB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมไวใน ฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร นํามาบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 7 วัน เพื่อเตรียมเปนหัวเชื้อเร่ิมตน  
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ในการคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําการเติมหัวเชื้อปริมาณรอยละ 10 ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ 6 ชนิด (PDBY, SDB, YM, MCM-1, MCM-2 และ SSY) ที่บรรจุในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา (ความเร็ว 150 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
นาน 18 วัน เก็บตัวอยางทุก 3 วัน วัดคาน้ําหนักเซลลแหงตามวิธีการขอ 1 และผลผลิตพอลิเมอรที่
ไดตามวิธีการขอ 3 คัดเลือกชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ใหการเจริญเร็วและใหการผลิตพอลิเมอร
สูงสุดไปใชในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตนเพื่อใชในการศึกษาตอไป 

4.   การผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อราท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลม 

4.1  การวิเคราะหลักษณะของน้ํานึ่งปาลม 
วิเคราะหลักษณะของน้ํานึ่งปาลมจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยนํามาผาน

กระบวนการเตรียมวัตถุดิบ โดยกรองดวยผาขาวบาง 2 ช้ันเพื่อกําจัดสิ่งปนเปอนชิ้นใหญ แลวนําไป
วัดคาพีเอชและวิเคราะหหาคาซีโอดี ของแข็งทั้งหมด ของแข็งแขวนลอย ไนโตรเจนทั้งหมด น้าํตาล
ทั้งหมด ความเขมขนของน้ําตาลชนิดตางๆ ไดแก กลูโคส กาแลคโตส ไซโลส แรมโนส อะราบิ
โนส และฟรุคโตส วิเคราะหคาแรธาตุชนิดตางๆ ไดแก โซเดียม โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส 
แคลเซียม แมกนีเซียม และเหล็ก สารประกอบฟนอลิก (ดัดแปลงจาก APAH, AWWA and WCPF, 
1998) 

4.2  การเลี้ยงเชื้อราในน้ํานึ่งปาลม 
4.2.1   การคัดเลือกระดับความเขมขนน้ําท้ิงในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลม 

เจือจางน้ํานึ่งปาลมเจือจางดวยน้ํากลั่น ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 
เติมผงวุน 1.5 เปอรเซ็นต เพื่อเตรียมเปนอาหารแข็ง กระตุนการเจริญของเชื้อเริ่มตนโดยการเลี้ยง
เชื้อในอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3 เปอรเซ็นต บมเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
นาน 5 วัน ตัดเสนใยของเชื้อราในชิ้นวุนขนาด 0.5 ตารางเซนติเมตร บริเวณขอบโคโลนี (โสภา
วรรณ รัตนพันธ, 2547) แลวเติมลงในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือจางตางๆ เล้ียงเชื้อที่
อุณหภูมิหองจนกระทั่งเสนใยเจริญ สังเกตและบันทึกการเจริญของเสนใยและสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทุกๆวันเปนเวลา 10 วัน คัดเลือกน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือจางต่ําสุดที่เชื้อสามารถเจริญได 

4.2.2   ผลของความเขมขนสารอินทรียในน้ํานึ่งปาลม 
น้ํานึ่งปาลมเจือจางดวยน้ํากล่ัน ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 แบงใส 

ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ฟลาสกละ 50 มิลลิลิตร คํานวณคาซีโอดีแตละความเจือจาง เตรียมเชื้อ
เร่ิมตนโดยตัดเสนใยราที่กําลังเจริญบนอาหาร PDA อายุ 7 วัน บริเวณขอบโคโลนีขนาด 1.5 ตาราง
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เซนติเมตร จํานวน 2 ช้ิน (Xiao et al., 2004) ลงในฟลาสกที่บรรจุอาหาร PDB ที่เติมยีสตสกัด 0.3 
เปอรเซ็นต เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 7 วัน ถายเชื้อเริ่มตนปริมาตร 10% (v/v) ลงในฟลาสกที่บรรจุน้ํานึ่งปาลมแตละ
ความเจือจางบมเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอนาที เก็บตัวอยางทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 21 วัน หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนออก นําสารละลายสวนใส
ไปวัดคาพีเอช และคาซีโอดี เลือกระดับน้ําทิ้งที่เชื้อสามารถเจริญไดไปใชในการทดลองตอไป 

4.2.3   การผลิตพอลิเมอรจากเชื้อรา 
เล้ียงเชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 ในอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3 

เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน ตัดเสนใยของเชื้อราในชิ้นวุน
บริเวณขอบโคโลนีขนาด 1.5 ตารางเซนติเมตร จํานวน 2 ช้ิน ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีคัดเลือกไดจาก
ขอ 3. ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมไวใน ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร นํามาบมบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน เพื่อเตรียมเปนหัว
เชื้อเริ่มตน จากนั้นเติมหัวเชื้อปริมาณ 10 เปอรเซ็นต ในน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือจางที่คัดเลือก
ไดจากขอ 4.2.2 แลวปรับพีเอชจากเริ่มตนจาก 5.0 เปน 6.2 (Kim et al., 2003) เล้ียงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง เปนเวลา 21 วัน สุมตัวอยางที่เวลาเริ่มตนและ
ทุกๆ 3 วัน เพื่อวัดพีเอช ปริมาณพอลิเมอร ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ คาซีโอดี และการเจริญของเชื้อ
โดยการวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีนและเปรียบเทียบกับปริมาณเสนใยแหง  

4.2.4   การเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากเชื้อราท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลมและการทําบริสุทธ์ิบางสวน 
นําน้ํานึ่งปาลมที่ผานการเลี้ยงเชื้อรามาหมุนเหวี่ยง (ความเร็ว 3,632 x g นาน 20 

นาที) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อกําจัดของแข็ง นําน้ําหมักที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอล 
95% ปริมาตร 4 เทาของของเหลว ใชแทงแกวคนตักพอลิเมอรแยกออกมา แลวนํามาละลายดวยน้ํา
ที่ผานการกําจัดไอออน (deionized water) แลวนําสารละลายพอลิเมอรไปหมุนเหวี่ยง (ความเร็ว 
3,632 x g นาน 20 นาที) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อแยกพอลิเมอรที่ไมละลายน้ําออก (Madla 
et al., 2005) จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปทําไดอะไลซีส (dialysis) (molecular weight cut 
off 8,000 Da) ในน้ํากล่ันเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทํา
แหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze dry) ไดพอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน 
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5.   ศึกษาคุณสมบัติของพอลิเมอรชีวภาพที่ผานการทําบริสุทธ์ิบางสวน 

5.1  คุณสมบัติการละลายของพอลิเมอร 
ทดสอบความสามารถในการละลายของพอลิเมอรในตัวทําละลายหลายชนิด โดย

ช่ังพอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน 1 มิลลิกรัม ละลายในตัวทําละลาย 1 มิลลิลิตร สังเกตการ
ละลายของพอลิเมอรหลังจากตั้งไวขามคืนโดยเปรียบเทียบกับตัวทําละลายที่ไมมีการเติมพอลิเมอร 
ตัวทําละลายที่ใชทดสอบมีดังนี้ น้ํากลั่น DMSO เมทานอล เอทานอล อะซิโตน คลอโรฟอรม        
ไดคลอโรมีเทน เฮกเซน โพรพานอล ไอโซโพรพิวอีเทอร (Collins et al., 1973) 

5.2  การวิเคราะหหมูฟงกชันของพอลิเมอร 
วิเคราะหหาหมูฟงกชันของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมและจากเชื้อราโดยเครื่อง 

Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) โดยใชเทคนิค Pellet (KBr) สภาวะการทดสอบคือ 
ชวงคลื่น 4000 - 400 cm-1 ซ่ึงเทคนิคทางดาน Infrared Spectrometer มีประสิทธิภาพในการจําแนก
ประเภทของสารอินทรีย สารอนินทรีย และพันธะเคมีในโมเลกุล รวมถึงสามารถบอกถึงปริมาณ
องคประกอบที่มีอยูในโมเลกุลของสารผสมตัวอยางที่ไมทราบชนิด โดยทําการตรวจวัดการดูดกลืน
รังสีอินฟราเรดของตัวอยางที่ความถี่ตางๆ ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของแตละพันธะ โดยสงตัวอยาง
วิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

5.3  การหาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรดวย Gel Permeation Chromatography (GPC) 
เตรียมสารละลายพอลิเมอรความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใน 

0.1 M Sodium nitrate พรอมกับปนกวนสารละลายตัวอยาง 1 คืน จากนั้นกรองสารละลายดวยตัว
กรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตรเขาเครื่อง 
GPC โดยใชคอลัมน Ultrahydrogel linear 1 column ที่สามารถวัดน้ําหนักโมเลกุลในชวง 1,000-
20,000,000 ดาลตัน สภาวะของเครื่องที่ใชในการทดลองคือ ใชอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสาร 
(flow rate) 0.6 มิลลิลิตรตอนาที ใช 0.1 M sodium nitrate เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ โดยใชอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียสและใชพูลลูแลน (น้ําหนักโมเลกุล 5,900-788,000 ดาลตัน) เปนพอลิเมอร
มาตรฐาน และใช Refractive Index Detector (RI detector) เปนดีเทคเตอร หลักการทํางานของ
เครื่องคือ แยกพอลิเมอรตามขนาดโมเลกุล สัญญาณที่เกิดขึ้นจะถูกสงตอไปยังคอมพิวเตอรเพื่อ
นําไปประมวลผลตอไป สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเทคโนโลยีและวัสดุแหงชาติ (MTEC) 
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5.4  องคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรชีวภาพ (การวิเคราะหเชิงปริมาณ) 
5.4.1   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 

วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยปฏิกิริยา Phenol sulfuric acid ของ          
พอลิเมอร แลวนําคาที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคสโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นา
โนเมตร โดยนําสารละลายพอลิเมอรความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลายฟนอล 100 ไมโครลิตร (ละลายฟนอลในน้ําความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (w/v)) และน้ํา
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ใหเขากัน จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 3 มิลลิลิตร อยาง
รวดเร็ว วางทิ้งไว 10 นาที จากนั้นผสมใหเขากันอยางรุนแรง วางทิ้งไว 30 นาที แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
กลูโคส โดยในการทดลองนี้ใชน้ํากลั่นเปนชุดควบคุม (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.2   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Dinitrosalicylic acid assay  
ดูดสารละลายพอลิเมอรชีวภาพ  สารละลายน้ําตาลมาตรฐานกลูโคส  และ

สารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS 1 
มิลลิลิตร เขยาสารใหเขากัน ตมในน้ําเดือด 10 นาที หลังจากนั้นทําใหเย็นอยางรวดเร็วโดยแชใน
น้ําแข็ง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.3   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลที่เปนกลางดวยวิธี Anthrone reaction  
วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลที่มีอยู โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร 

แลวนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส วิธีการคือ นําสารละลายแอนโทรน 1 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายตัวอยางที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
จากนั้นนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นแชเย็นทันที แลวนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร หลังจากนั้นนําคา OD ที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลในสารละลายตัวอยาง (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.4   การวิเคราะหหาน้ําตาลกลุมคารบอน 5 อะตอม (pentose) ดวยวิธี Ferric-orcinol 
assay  

ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานไซโลส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพ ความเขมขน 
1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และสารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลอง 
เติมสารละลาย A (สารละลาย Trichloroacetic acid ในน้ํากล่ัน ความเขมขน 10% (w/v)) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 15 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง
อยางรวดเร็ว เติมสารละลาย B (สารละลาย Ferric ammonium sulphate ความเขมขน 1.15% (w/v) 
และเตรียม orcinol ความเขมขน 0.2% (w/v) ใน 9.6 M HCl) ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี 
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นําไปตมอีกครั้งที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 20 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลไซโลส 
(Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.5   การวิเคราะหหาน้ําตาลกลุมคารบอน 6 อะตอม (hexose) ดวยวิธี L-cysteine 
hydrochloride assay  

ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานกลูโคส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และสารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง 
เติมสารละลาย B (L-cysteine hydrochloride (700 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในสารละลายกรดซัลฟูริก
เขมขน) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร อยางรวดเร็ว แลวผสมใหเขากัน แชในอางน้ําแข็ง นําไปตมในน้ําเดือด 
3 นาที แลวทําใหเย็นอยางรวดเร็ว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 
(Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.6   การวิเคราะหหากรดยูโรนิค วิเคราะหโดยวิธี Carbazole-sulfate reaction  
สารละลายพอลิเมอรความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร 

เติม reagent A (ผสม sodium tetraborate decahydrate 0.95 กรัม, น้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร และกรด
ซัลฟวริค 98 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและแชในอางน้ําแข็ง) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
และแชเย็นทันที ตมในน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําไปแชเย็นทันที เติม reagent 
B (ผสม carbazole 125 มิลลิกรัม และ absolute ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.05 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตมในน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปลอยใหเย็นลง กอน
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร เทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐาน 
glucuronic acid lactone (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.5  การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบของพอลิเมอร 
5.5.1 การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบดวยวิธี Thin layer 

chromatography (TLC) 
ไฮโดรไลซีสพอลิเมอร ดวย 3 M Trifluoroacetic acid โดยใหความเขมขนสุดทาย

ของพอลิเมอรเปน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง นํา
ตัวอยางที่ผานการยอยไประเหยเอากรดออกจนแหง หลังจากนั้นเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรเทาเดิม 
จากนั้นนํามาปรับพีเอชใหเปน 7.0 ดวย 1 N NaOH โดยปริมาตรสุดทายตองไมเกิน 5 มิลลิลิตร 
กรองสารละลายพอลิเมอรที่ไดดวยตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร นําสารละลาย          
พอลิเมอรที่ไดมาหยดบนแผน TLC aluminium sheet silica gel 60 F254 ชนิด normal phase ปริมาณ 
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0.05 ไมโครลิตร โดยเทียบกับน้ําตาลมาตรฐานความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตรไดแก กลูโคส กา
แลคโตส ไซโลส ฟรุคโตส แมนโนส แรมโนส และอะราบิโนส ในปริมาตรที่เทากัน นําแผน TLC 
แชใน TLC chamber ซ่ึงใชตัวทําละลายเคลื่อนที่คือ isopropyl alcohol : ethyl acetate : dH2O (3:3:1 
โดยปริมาตร 10 มิลลิลิตร) เมื่อตัวทําละลายเคลื่อนที่ถึงระยะทางที่กําหนดไวแลว เปาใหแหง 
หลังจากนั้นพนดวย N-(1-naphthyl ethylene diamine) 0.3 กรัม ในกรดซัลฟูริก 5 เปอรเซ็นต 
(H2SO4 5 มิลลิลิตรใน methanol 100 มิลลิลิตร) และนํามาตรวจสอบการเกิดสีดวยความรอน โดย
นําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จนเห็นจุดสีบนแผน TLC วัดระยะที่
น้ําตาลและตัวทําละลายเคลื่อนที่ไดแลวนํามาคํานวณหาคา Rf เพื่อเปรียบเทียบกับน้ําตาลมาตรฐาน
ที่นํามาเปรียบเทียบ (ดัดแปลงจาก Selbmann et al., 2002; Kim and Yun, 2005; Methacanon et al., 
2005; Bundaipet and Prasertsan, 2006)  

ระยะทางที่สารเคลื่อนที่คา Rf    = 
ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 

 
5.5.2  การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบดวยวิธี High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 
นําสารละลายพอลิเมอรที่ผานการยอยดวย 2 M Trifluoroacetic acid เปนเวลา 5 

ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส มาวิเคราะหหาองคประกอบของน้ําตาลโดยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใช Aminex HPX-87H column (7.8 mm x 300 
mm) ดีเทคเตอรที่ใชคือ RI (refractive index) ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยใช 
0.05 N H2SO4 เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) ดวยอัตราเร็ว 0.3 มิลลิลิตรตอนาที ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ตรวจสอบชนิดของน้ําตาลที่แยกออกมาไดโดยการเปรียบเทียบคา 
Retention time (RT) กับน้ําตาลมาตรฐาน (กลูโคส ไซโลส ไรโบส และอะราบิโนส) หลังจาก 
HPLC แยกสารออกมาเปนพีก (peak) ตาง ๆ สามารถวัดปริมาณของสารในแตละพีกไดโดยวดัความ
สูงของพีก (peak height) เทียบกับความสูงของพีกของสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณ และวัดพื้นที่
พีก (peak area) เทียบกับพื้นที่ของสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณที่ฉีดเขาไป  

6.   คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติก 

6.1  การทดสอบการทนตอการยอยในสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหาร 
เตรียมตัวอยางพอลิเมอรความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในน้ํา

กล่ัน จากนั้นเติมสารละลายไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร (HCl buffer) ความเขมขน 0.14 โมลาร ที่ระดับ
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พีเอช 1, 2 และ 3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 5 โมลาร ดัดแปลงจาก Korakli และคณะ (2002 อาง
โดย นิรัญญา บุญติ้น, 2550) เติมสารละลายบัฟเฟอรที่มีพีเอชตางๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
สารละลายตัวอยางพอลิเมอรปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนํามาบมพรอมทั้งเขยาเบาๆ ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางที่ 0, 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
จากนั้นนําตัวอยางที่เก็บมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธี Phenol sulfuric acid method 
และน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Copper-bicinchoninate (Fox and Robyt, 1991 อางโดย นันทินา เชิญทอง, 
2550) (ภาคผนวก ข) แลวนําไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการยอยสลายโดย 

Hydrolysis (%) =  Reducing sugar release (final-initial sugar) x 100 
Total sugar content – initial reducing sugar before acid digestion 

คัดเลือกสารสกัดที่มีเปอรเซ็นตการยอย (Hydrolysis) ต่ํากวา 20 เปอรเซ็นต เพื่อใช
ในการทดลองขอ 6.2  

6.2  การทดสอบการทนตอการยอยดวยเอนไซม human pancreatic α-amylase 
เตรียมสารละลายพอลิเมอรใหมีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ที่

ผานการยอยโดยกรดที่พีเอช 1 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง แลวปรับพีเอชใหเปน 
6.9 โดยใช 1 M NaOH จากนั้นดูดสารละลายปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใสในไมโครไตเตอรเพลท 
เติมเอนไซม human pancreatic α-amylaseใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 
25 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส พรอมทั้งเขยาเบาๆ เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
หยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ทําใหเย็นที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นํา
สารละลายที่ไดมาวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยางเริ่มตนและที่เวลา 6 ช่ัวโมง ดัดแปลง
จาก Doyle และคณะ (1999 อางโดย Wichienchot, 2005) แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตการยอยสลาย
โดยเอนไซม human pancreatic α-amylase เชนเดียวกับขอ 6.1 

คัดเลือกพอลิเมอรที่มีเปอรเซ็นต hydrolysis ต่ํา เพื่อใชในการทดลองขอตอไป 

6.3  ผลของการใชพอลิเมอรตอการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก 
ทําการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก Lactobacillus acidophilus และ 

Lactobacillus plantarum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ minimal medium (ภาคผนวก ก) ที่มีพอลิเมอรและ
น้ําตาลกลูโคส (positive control) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน และอาหาร minimal medium ที่ไมมีการเติมแหลงคารบอน (negative control) เล้ียง
แบคทีเรียโปรไบโอติกซึ่งอยูในระยะ log phase เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ในอาหาร MRS เติมแบคทีเรีย
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โปรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวโดยใหมีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเปน 107 CFU/ml นําไปบม
ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ (เล้ียงเชื้อโดยใชขวดยาฉีดที่ปดดวยฝา
อลูมิเนียม มีการพนดวยกาซไนโตรเจนเพื่อไลอากาศที่อยูภายในขวด) เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 6, 12, 
24, 36, 48 และ 72 ช่ัวโมง นํามาวัดการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกโดยหาจํานวนเชื้อ โดย
การ pour plate ในอาหาร MRS agar วัดการเปลี่ยนแปลงพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก และวัด
ปริมาณการใชพอลิเมอรหลังจากการหมักโดยการหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี phenol sulfuric 
methods (Fook and Gibson, 2003) แลวรายงานผลเปนรอยละของการนําพอลิเมอรไปใชโดย
เปรียบเทียบที่เวลาเริ่มตนและสิ้นสุดการเจริญ โดยคํานวณปริมาณสารพอลิเมอรที่ถูกใชไปดังนี้ 

รอยละของการใชพอลิเมอร = พอลิเมอรเร่ิมตน – พอลิเมอรสุดทาย x 100 
พอลิเมอรเร่ิมตน 

7.   คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนในสารละลายดินขาว 

นําสารละลายดินขาว (kaolin clay) 4.65 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของ      
พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม (SC-S และ SC-L ) และ Cordyceps dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํา
นึ่งปาลม (EPS BCC2073) ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร (Kwon et al., 2001) แลวเติมสารละลาย 
CaCl2•2H2O (40 มิลลิโมลาร) 0.25 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะพีเอช 7.0 เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่
อุณหภูมิหอง ดูดสารละลายสวนบนปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโน
เมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากล่ันแทนสารตกตะกอนชีวภาพ (Kwon et al., 2001) คํานวณคากิจกรรม
การตกตะกอน 

8.   ปจจัยท่ีมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพ 

8.1  ผลของความเขมขนของพอลิเมอรชีวภาพ 
นําพอลิเมอรที่เหมาะสม (จากขอ 7) 0.1 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขน 2 ถึง 100 

มิลลิกรัมตอลิตร ผสมกับสารละลายดินขาว 4.65 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายไอออนโลหะ

CaCl2⋅2H2O ความเขมขน 4.5 มิลลิโมลาร 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่
อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสาร
ตกตะกอนชีวภาพ (Prasertsan et al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอน 
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8.2  ผลของชนิดและความเขมขนของอิออนโลหะ 
นําสารละลายดินขาว 4.65 มิลลิลิตรผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของสารตกตะกอน

ชีวภาพที่ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 8.1) แลวเติมสารละลาย KCl, NaCl, CuCl2⋅2H2O, 

CaCl2⋅2H2O, MgCl2⋅6H2O, MgSO4⋅7H2O, FeSO4⋅7H2O, AlCl3⋅6H2O และ FeCl3⋅6H2O ที่ความ
เขมขน 0.01 ถึง 100 มิลลิโมลาร 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสารตกตะกอนชีวภาพ 
(Prasertsan et al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอน 

8.3  ผลของพีเอช 
นําสารละลายดินขาวที่มีการปรับพีเอชเปน 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 (โดยใช 1 

M NaOH และ HCl) ใชปริมาตร 4.65 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของสารตกตะกอนชีวภาพที่มี
ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 8.1) แลวเติมสารละลายไอออนโลหะชนิดและความเขมขนที่
เหมาะสม (จากขอ 8.2) 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากล่ันแทนสารตกตะกอนชีวภาพ (Prasertsan et 
al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอน 

9.   สภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยใช Response surface 
methodology (RSM) 

ในการออกแบบพื้นผิวผลตอบสนอง การทดลองนี้เลือกใชการออกแบบสวน
ประสมกลาง (central composite design, CCD) ซ่ึงมีพื้นฐานมาจาก factorial 2k โดยเพิ่มการทดลอง
ในแนวแกนและที่จุดศูนยกลาง สําหรับการทดลองนี้มีตัวแปรตน 3 ตัวแปร โดยใชตัวแปรจากการ
ผลการทดลองในขอ 8 คือ ความเขมขนของพอลิเมอร ชนิดและความเขมขนของอิออนโลหะ และ
คาพีเอช ที่คัดเลือกได ซ่ึงชวงของความเขมขนที่เลือกครอบคลุมจากผลการทดลองในขอ 8.1-8.3 
โดยแปรระดับของตัวแปรอิสระ 5 ระดับ ประกอบดวย -1.0, -0.5, 0, 0.5 และ 1.0 ดังแสดงใน Table 
10 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 
ดังนั้นตัวแปรตามในการทดลอง คือ กิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพ (1/OD) ใช
การทดลองทั้งหมด 15 การทดลอง โดยศึกษาคาต่ําสุดและสูงสุดของแตละปจจัย (Table 10) ไดแก 
ความเขมขนของพอลิเมอร (0 และ 10.04 กรัมตอลิตร), ความเขมขนของแคทไอออน (0.39 และ 
2.41 มิลลิโมลาร) และคาพีเอช (2.98 และ 8.02) 
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ศึกษาสภาวะกิจกรรมการตกตะกอนของสารพอลิเมอรชีวภาพที่คัดเลือกไดที่มี
ความเขมขนของพอลิเมอร, โลหะแคทไอออน และชวงของคาพีเอช แสดงใน Table 11 โดยใช
สารละลายดินขาวความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ปริมาตร 4.65 มิลลิลิตร เติมสารละลายพอลิเมอร 0.1 
มิลลิลิตร สารละลายโลหะแคทไอออน 0.25 มิลลิลิตร (ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยชุดควบคุมใชน้ํา
กล่ันแทนสารละลายพอลิเมอร) 

เมื่อทําการทดลองตามที่ออกแบบแลว นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหดวยวิธีการทาง
สถิติ โดยใช Design Expert Version 5.0.8 (Stat Ease Corporation, MN) เนื่องจากวิธีการพื้นผิว
ตอบสนองใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระกับผลตอบสนอง ความสัมพันธ
ดังกลาวสามารถแสดงในแบบจําลองพหุนามกําลังสองที่ใชในการอธิบายความสัมพันธ แสดงดัง
สมการ (Myers, 1995) 
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โดย Bij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยโดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร 

Table 10.  Independent variables and their factor levels. 

code factor levels Independent variable symbol 
- 1.0 - 0.5 0 0.5 1.0 

Polymer concentration (g/L) X1 -0.05 2.00 5.00 8.00 10.04 
Cation concentration (mM)  X2 0.39 0.80 1.40 2.00 2.41 
pH X3 2.98 4.00 5.50 7.00 8.02 
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Table 11.  Central composite design matrix defining polymer concentration (X1), cation 
concentration (X2) and pH (X3) on flocculation activity.  

Parameters Trials 
X1 (g/L) X2 (mM) X3

1 2.00 (-0.5) 0.80 (-0.5) 4.00 (-0.5) 
2 8.00 (0.5) 0.80 (-0.5) 4.00 (-0.5) 
3 2.00 (-0.5) 2.00 (0.5) 4.00 (-0.5) 
4 8.00 (0.5) 2.00 (0.5) 4.00 (-0.5) 
5 2.00 (-0.5) 0.80 (-0.5) 7.00 (0.5) 
6 8.00 (0.5) 0.80 (-0.5) 7.00 (0.5) 
7 2.00 (-0.5) 2.00 (0.5) 7.00 (0.5) 
8 8.00 (0.5) 2.00 (0.5) 7.00 (0.5) 
9 -0.05 (-1.0) 1.40 (0) 5.50 (-1) 
10 10.04 (1.0) 1.40 (0) 5.50 (0) 
11 5.00 (0) 0.39 (-1.0) 5.50 (0) 
12 5.00 (0) 2.41 (1.0) 5.50 (0) 
13 5.00 (0) 1.40 (0) 2.98 (-1.0) 
14 5.00 (0) 1.40 (0) 8.02 (1.0) 
15 5.00 (0) 1.40 (0) 5.50 (0) 

 

 



บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

1.1  ผลของอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลม  
จากการตกตะกอนน้ํานึ่งปาลมดวยเอทานอล (95%) โดยใชอัตราสวนเอทานอลตอ

น้ํานึ่งปาลมเทากับ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 (ใหปริมาตรน้ํานึ่งปาลมคงที่) โดย
ปริมาตร ตั้งใหตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 ช่ัวโมง พบวา เมื่อเติมเอทานอลลงในน้ํานึ่ง
ปาลม พอลิเมอรจะลอยรวมตัวกันและตกตะกอนลงสูกนภาชนะ โดยในชั่วโมงแรกจะมีการตกของ
พอลิเมอรอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นพอลิเมอรจะมีอัตราการตกตะกอนชาลง และการตกตะกอนของ
พอลิเมอรเร่ิมคงที่เมื่อเวลาผานไป 5 ช่ัวโมง และเมื่อศึกษาผลของอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่ง
ปาลม จาก Figure 13 พบวา เมื่อเติมปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้น ปริมาณพอลิเมอรมีแนวโนมเพิ่มขึ้น
เชนเดียวกัน เนื่องจากพอลิเมอรเปนชนิดเฮมิเซลลูโลสสามารถละลายน้ําได โดยโมเลกุลของ       
พอลิเมอรจะถูกลอมรอบดวยโมเลกุลของน้ํา ดังนั้นเมื่อเติมเอทานอลลงไป เอทานอลจะเขาไปจับ
กับน้ําโดยสรางพันธะไฮโดรเจน เนื่องจากเอทานอลมีรูปรางคลายโมเลกุลของน้ํา หรือกลาวไดวา
เปนอนุพันธหนึ่งของน้ํา ประกอบดวยสวนที่มีขั้วและไมมีขั้ว โดยมีหมูไฮดรอกซิล (OH-) ซ่ึงมีขั้ว
ชอบน้ํา (hydrophilic) (พิมพจิต ดามพวรรณ, 2536) ทําใหโมเลกุลของน้ําถูกดึงออกจากโมเลกุลของ
พอลิเมอร พอลิเมอรจึงตกตะกอนลงมา  เละเมื่อเพิ่มอัตราสวนของเอทานอลสูงขึ้น ปริมาณ           
พอลิเมอรชีวภาพก็สูงขึ้นเชนกัน แสดงใหเห็นวา พอลิเมอรชีวภาพมีโครงสรางขนาดใหญทําให    
เอทานอลเขาแยงจับกับน้ําไดมากขึ้น แตเมื่อเพิ่มปริมาณเอทานอลสูงกวาที่อัตราสวนเทากับ 4.0 
ปริมาณพอลิเมอรมีแนวโนมคงที่ โดยพอลิเมอรที่ตกตะกอนที่อุณหภูมิหองที่อัตราสวนเทากับ 4.0, 
5.0 และ 6.0 ไดผลผลิต (yield) เทากับ 11.00, 12.05 และ 12.40 ตามลําดับ ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณพอลิเมอรที่ไดที่อัตราสวนเทากับ 5.0 และ 6.0 พบวาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ
(P>0.05) (Table 12)  
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1.2  ผลของอุณหภูมิตอการตกตะกอนของพอลิเมอร  
ทําการตกตะกอนพอลิเมอรโดยใชอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมทุก

อัตราสวน (ในขอ 1.1) มาทําการตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส สามารถตกตะกอนพอลิเมอรไดดีกวาอุณหภูมิหองเพียงเล็กนอย โดยใหปริมาณพอลิเมอร
เทากับ 12.85 และ12.40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่อัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 6.0 จาก
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการตกตะกอนพอลิเมอรที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิหอง ใหผลไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) (Table 12) ดังนั้นจึงสรุปไดวาอุณหภูมิไม
มีผลตอการตกตะกอนของพอลิเมอร ดังนั้นจึงเลือกใชอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 5.0 
ที่อุณหภูมิหองในการตกตะกอนพอลิเมอรเพื่อลดปริมาณเอทานอลที่ใช 
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Figure 13. Effect of ethanol to sterilizer condensate of palm oil mill ratio and temperature on 
yield of the polymers obtained after precipitation at room temperature (●) and 4ºC 
(○). The results were expressed as the average of triple determinations and error 
bars indicate standard deviations 
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Table 12. Effect of ethanol to sterilizer condensate of palm oil mill ratio and temperature on yield 
of the polymers obtained after precipitation 

Biopolymer (g/L)**Ratio of 95% Ethanol to 
sterilizer condensate of 

palm oil mill (L/L) 
Room temperature (~30±2ºC) 4ºC 

0.1 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
3.0 
4.0 
5.0 
6.0 

0.82 ± 0.14aA

1.80 ± 0.05bB

3.95 ± 0.10cD

5.62 ± 0.03dF

7.20 ± 0.07eH

9.78 ± 0.17fJ

11.00 ± 0.28gK

12.05 ± 0.35hLM

12.40 ± 0.42hMN

0.81 ± 0.42aA

2.33 ± 0.07bC

4.45 ± 0.45cE

6.52 ± 0.10dG

8.30 ± 0.21eI

10.22 ± 0.31fJ

11.52 ± 0.03gL

12.00 ± 0.14gM

12.85 ± 0.35hN

**Values are means of duplicate determinations with standard deviation. Different letters (a-h) mean significant 
differences (P < 0.05) for the same column and the different letters (A-N) mean significant differences (P < 
0.05) for analysis between the column 

2.   การแยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

ทําการเก็บเกี่ยวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมในสภาวะที่คัดเลือกไดจากขางตน คือ 
อัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 5.0 ที่อุณหภูมิหอง จาก Figure 14a แสดงลักษณะของ 
พอลิเมอร หลังจากตกตะกอนดวยเอทานอล พบวา มีการตกจมของตะกอนและมีลักษณะเปน
ตะกอนสีขาวขุน เมื่อนําพอลิเมอรที่ไดจากการตกตะกอนที่อัตราสวนดังกลาวไปทําแหงโดยการ 
freez dry พบวาพอลิเมอรมีลักษณะเปนกอนแข็ง เมื่อบดละเอียดจะมีลักษณะคลายผงดินขาว 
(Figure 14b) เมื่อนําพอลิเมอรที่แยกไดมาวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย พบวา ประกอบดวย
น้ําหนักโมเลกุลสองสวน คือ พอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลเล็ก (Mp=1223 ดาลตัน) และพอลิเมอรที่
มีน้ําหนักโมเลกุลใหญ (Mp=2525 ดาลตัน) (ภาคผนวก ค) จึงทําการแยกขนาดพอลิเมอรโดยใช
เทคนิค gel filtration chromatography ซ่ึงเปนวิธีการที่ใชแยกสารโมเลกุลใหญ เชน โปรตีน และ 
พอลิแซคคารไรด โดยอาศัยความแตกตางของขนาดโมเลกุล โดยใชคอลัมนชนิด Sephadex G-25 



 

61 

medium หลังจากผานสารพอลิเมอรลงในคอลัมนแลวชะคอลัมนดวยน้ํากล่ัน จากนั้นนําแตละ
หลอดไปตรวจหาปริมาณคารโบไฮเดรตที่ออกมาจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืนแสง 620 นาโนเมตร (Figure 15) พบวา สารละลายพอลิเมอรถูกชะออกมา 2 peak คือ peak A 
ซ่ึงเปนกลุมพอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยขนาดใหญ (2525 ดาลตัน) และ peak B คือ กลุม    
พอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียขนาดเล็ก (1223 ดาลตัน) โดยพอลิเมอรขนาดโมเลกุลใหญจะ
ออกจากคอลัมนมากอนและตามดวยขนาดโมเลกุลเล็ก โดยแยกได yield เทากับ 65.31% และ 
12.82% ตามลําดับ ของพอลิเมอรทั้งหมดที่แยกผานคอลัมน จากนั้นนําพอลิเมอรที่ไดไปทําบริสุทธิ์
บางสวนโดยการทําไดอะไลซิส (dialysis) (molecular weight cut off ขนาด 8,000 Da) ในน้ํากล่ัน
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลาย พอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(freeze dry) ไดพอลิเมอรที่บริสุทธิ์บางสวน โดยแทนสัญลักษณของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมที่มี
ขนาดโมเลกุลเล็ก และโมเลกุลใหญดวย SC-S และ SC-L ตามลําดับ 

 

 

(a) (b) 

Figure 14. The appearance characteristics of polymers from sterilizer condensate of palm oil mill 
after precipitation with ethanol (a) and after freeze drying (b) 
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Figure 15.  Gel filtration chromatography pattern of crude polymer (P-5.0) isolated from sterilizer 
condensate of palm oil mill. Sample were loaded onto a Sephadex G-25 medium 
column, resolved at a flowrate of 0.4 ml/min, and collected as 1 ml fractions. Peak 
A: large molecule, peak B: small molecule. The solid line represents the absorbance 
at 620 nm for carbohydrates 

3.   การคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา 

Cordyceps dipterrigena BCC2073 

ทําการศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห 6 ชนิด คือ PDB, YM, SDB, MCM-
1, MCM-2 และ SSY medium ตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา  Cordyceps 
dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงบนเครื่องเขยา (150 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศา
เซลเซียส) สุมตัวอยางทุก 3 วัน เปนเวลา 21 วัน นําน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงมาวัดน้ําหนักเซลลแหง 
ปริมาณพอลิเมอรที่ตกตะกอนดวยเอทานอล 95% และคาพีเอช (Figure 16) และวิเคราะหคาอัตรา
การผลิตพอลิเมอร (biopolymer productivity) ผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอกรัมเซลล (biopolymer 
yield on cells) และอัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) (Table 13) พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDB มีผลใหเช้ือ C. dipterrigena BCC2073 เจริญและผลิตพอลิเมอรไดดีที่สุด มีคาสูงสุดเทากับ 
11.70 ± 0.01 และ 3.37 ± 0.37 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อเล้ียงเปนเวลา 12 วัน (Figure 16a, 16b) 
และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.281 กรัมตอลิตรตอวัน ซ่ึงสูงกวาอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอื่นๆ 
อยางมีนัยสําคัญ โดยลําดับรองลงไปตามลําดับ คือ YM, SDB, MCM-2, MCM-1 และ SSY ใน
อาหาร YM เชื้อเจริญสูงสุดเมื่อเล้ียง 9 วัน (5.85 ± 0.02 กรัมตอลิตร) และผลิตพอลิเมอรสูงสุดใน
วันที่ 15 ของการเลี้ยง (0.64 ± 0.09 กรัมตอลิตร) และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.043 กรัมตอ
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ลิตรตอวัน และในอาหาร MCM-1 และ MCM-2 ใหการเจริญและการผลิตพอลิเมอรเทากับ 3.72 ± 
0.13, 3.78±0.01 (หลังจากการเลี้ยงเปนเวลา 15 และ 9 วัน ตามลําดับ) และ 0.18 ± 0.06, 0.21 ± 0.12 
(หลังจากการเลี้ยงเปนเวลา 12 วัน) กรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 
0.015 และ 0.017 กรัมตอลิตรตอวัน ตามลําดับ สําหรับผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ SSY ตอการเจริญ
และผลิตพอลิเมอรชีวภาพ พบวา เช้ือใชเวลาในการเจริญและการผลิตพอลิเมอรสูงสุดเทากับการ
เล้ียงในอาหาร PDB คือ 12 วัน โดยมีคาเทากับ 2.34 ± 0.01 และ 0.16 ± 0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.013 กรัมตอลิตรตอวัน สําหรับการเลี้ยงเชื้อในอาหาร SDB 
ใหคาการเจริญและการผลิตพอลิเมอรสูงสุด (4.86 ± 0.09 และ 0.69 ± 0.06 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) 
หลังจากการเลี้ยงเปนเวลา 18 วัน ซ่ึงใชเวลาในการเลี้ยงนานที่สุด และมีอัตราการผลิตพอลิเมอร
เทากับ 0.038 กรัมตอลิตรตอวัน ดังนั้นการเลี้ยงเชื้อในอาหารสังเคราะหทั้งหกชนิดคือ PDB, YM, 
SDB, MCM-1, MCM-2 และ SSY medium ใหผลผลิตที่ไดสูงสุดตอกรัมน้ําหนักเซลลแหงในแตละ
อาหารเทากับ 0.288, 0.109, 0.142, 0.048, 0.054 และ 0.068 กรัมตอกรัม ตามลําดับ  

สําหรับการเปลี่ยนแปลงคาพีเอชของเชื้อในแตละสูตรอาหาร (Figure 16c) พบวา
ในอาหาร PDB, YM และ SDB มีการเปลี่ยนแปลงเปนไปในทิศทางเดียวกันคือพีเอชเพิ่มขึ้น โดยคา
พีเอชในอาหาร YM เพิ่มขึ้นจาก 5.22 เปน 7.65 ในอาหาร PDB คาพีเอชเพิ่มขึ้นจาก 5.91 เปน 6.3 
ในอาหาร SDB คาพีเอชเพิ่มขึ้นจาก 5.35 เปน 6.29 หลังจากการเลี้ยงครบ 21 วัน สําหรับในอาหาร 
MCM-1, MCM-2 และ SSY medium พีเอชมีการเปลี่ยนแปลงอยูในชวง 5.2-5.8 เมื่อพิจารณา
ลักษณะของน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ พบวา อาหารทั้ง 6 ชนิด มีลักษณะของน้ําหมักเหมือนกัน
คือใสขนหนืด โดยในอาหาร PDB น้ําหมักมีความหนืดมากที่สุด ซ่ึงความหนืดจะเพิ่มขึ้นเมื่อ          
จุลินทรียหล่ังสารพอลิเมอรออกมา สอดคลองกับรายงานการทดลองที่เคยมีการศึกษาเกี่ยวกับการ
ผลิตพอลิเมอรชีวภาพ ซ่ึงจุลินทรียหล่ังสารพอลิเมอรออกมาในน้ําหมัก สงผลใหความหนืดเพิ่มขึ้น 
จากรายงานของ Sankpal และคณะ (2001) พบวาน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus sp. ความ
หนืดของน้ําหมักเพิ่มขึ้นพรอมๆกับปริมาณ dextran ที่เชื้อหล่ังออกมา และจากรายงานของ Kim 
และคณะ (2003) น้ําหมักมีความหนืดเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วหลังเลี้ยงเช้ือ Cordyceps militaris C738 
นาน 3 วัน และมีปริมาณพอลิเมอรสูงสุดเมื่อเล้ียงไป 10 วัน และความหนืดเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัด 
ช้ีใหเห็นถึงปริมาณพอลิเมอรสูงขึ้นดวย ซ่ึงแสดงถึงความสัมพันธของความหนืดกับความเขมขน
ของพอลิเมอรชีวภาพ 

นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาจากคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของแตละสูตร
อาหาร พบวา มีคาแตกตางกัน (Table 14) ซ่ึงสงผลตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรดวยเชนกัน 
จากผลการทดลอง พบวา เชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 สามารถเจริญไดในชวงของอัตราสวน
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คารบอนตอไนโตรเจนตั้งแต 6:1 ถึง 82:1 โดยอัตราที่ใหการเจริญและผลิตพอลิเมอรดีที่สุดคือ 10:1 
(อาหาร PDB) จากการศึกษาของ Fasidi และ Olorunmaiye (1994) รายงานวา เชื้อรา Pleurotus 
tuber-regium เจริญไดดีที่สุดในอาหารที่มีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 4:1 แตให
ผลผลิตของน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.2 กรัมตออาหาร 100 มิลลิลิตร อยางไรก็ตามยังคงไมทราบ
ชวงความกวางของคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่จะเพิ่มผลผลิตและองคประกอบทางเคมีที่
สงผลตอการเจริญของเสนใยในอาหารเหลวที่แนชัด สวนการศึกษาของ Wu และคณะ (2004) โดย
ทําการเลี้ยงเชื้อรา P. tuber-regium (Fr.) ในอาหารเหลวที่อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนแตกตาง
กัน พบวา เชื้อสามารถเจริญไดดีในอัตราสวนชวง 18:1 ถึง 36:1 และอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุดคือ 
24:1 สรุปวา สัดสวนของแหลงคารบอนและไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการสังเคราะห
ทางชีวภาพของผนังเซลล (non-starch polysaccharide) ในเสนใย และจากการศึกษาผลของ
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารเหลวสําหรับการเลี้ยงเชื้อรา Cordyceps sinensis พบวา
ใหการเจริญสูงสุดเมื่อปรับอัตราสวนคารตอไนโตรเจนเทากับ 12:1 โดยใชน้ําตาลซูโครส และ      
เปปโตน (Dong and Yao, 2005)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Figure 16.  Time courses of mycelial growth (a), exo-biopolymer (b) and final pH (c) production 

by Cordyceps dipterrigena BCC2073 in synthetic media. PDB medium (♦); YM 
medium (■); SDB medium (○); MCM-1 medium (∆); MCM-2 medium (▲); SSY 
medium (●) 

 

65

  

0

2

4

6

8

10

12

14

0 3 6 9 12 15 18

M
yc

el
ia

l b
io

m
as

s 
(g

/L
)

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

0 3 6 9 12 15 21

Ex
o-

bi
op

ol
ym

er
 (g

/L
)

18

3.5
4

4.5
5

5.5
6

6.5
7

7.5
8

0 3 6 9 12 15 18 21

Cultivation time (day)

pH

(c) 

(b) 

(a) 

 

 

 



Media Parameters  
PDB YM SDB MCM-1 MCM-2 SSY 

Maximum mycelial growth, Xmax (g/L) 11.70 ± 0.01a (12)c 5.85 ± 0.02 (9) 4.86 ± 0.09 (18) 3.72 ± 0.12 (15) 3.78 ± 0.01 (9) 2.34 ± 0.01 (12) 
Maximum exo-biopolymer, Pmax (g/L) 3.37 ± 0.34 (12) 0.64 ± 0.09 (15) 0.69 ± 0.06 (18) 0.18 ± 0.06 (12) 0.204 ± 0.12 (12) 0.16 ± 0.03 (12) 
Specific growth rate, μ (1/day)b 1.30 0.203 0.239 0.147 0.162 0.158 
Biopolymer productivity, (g/L/day)b 0.281 0.043 0.038 0.015 0.017 0.013 
Biopolymer yield on cells (g/g) 0.288 0.109 0.142 0.048 0.054 0.068 
Carbon to nitrogen ratio (C/N) 10:1 8:1 6:1 16:1 17:1 81:1 
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66 Table 13.  Effect of different medium on the mycelial and biopolymer production by submerged culture of Cordyceps dipterrigena BCC2073 

aValues are mean±S.D. of two replicates. 
bValues were caculated from the slopes of data obtained from 6 to 12 day. 
cNumber in parenthesis indicates number of days in cultivation when the maximum mycelial growth or maximum biopolymer production was achieved. 
Carbon content of the glucose was 40 % based on the chemical formula of C6H12O6. C % equals the amount of glucose (g/l) x 40 %. 
Carbon content of the sucrose was 42.07 % based on the chemical formula of C12H22O11. C % equals the amount of sucrose (g/l) x 40 %. 
Carbon content of the glycerol was 39.12 % based on the chemical formula of C3H8O3. C % equals the amount of glycerol (g/l) x 39.12 %. 
Nitrogen content of the yeast extract was determined by the Kjeldahl method to be 12.41 %. N % equals amount of yeast extract (g/l) x 12.41 %. 
Nitrogen content of the peptone was determined by the Kjeldahl method to be 12 %. N % equals amount of peptone (g/l) x 12 %. 
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4.   การผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 ในน้ํานึ่งปาลม 

4.1.  ลักษณะและองคประกอบของน้ํานึ่งปาลม 
ลักษณะของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีความแตกตางกันขึ้นกับแหลงที่มา

ของน้ําทิ้ง ผลการวิเคราะหคุณลักษณะน้ํานึ่งปาลมหรือน้ําทิ้งจากหมอนึ่งทะลายปาลมของโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลม โดยวัดคาพีเอช คาซีโอดี ปริมาณของแข็งแขวนลอย ของแข็งทั้งหมด ปริมาณ     
ฟนอล ปริมาณธาตุอาหาร ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม และ
เหล็ก (Table 14) พบวา น้ํานึ่งปาลมมีคาพีเอชที่เปนกรด คือ พีเอช 5.05 และมีสีน้ําตาลเขม ปริมาณ
ของแข็งแขวนลอยมีคาเปนรอยละ 60.22 ของปริมาณของแข็งทั้งหมด และมีปริมาณสารอินทรียใน
รูปคาซีโอดีทั้งหมดเทากับ 120,000 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงมีคาซีโอดีที่สูงกวาคาที่ไดจากจากรายงาน
ของ พงษศักดิ์ นพรัตน (2552) และ พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) คือ 80,000 และ 
80,146 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ น้ํานึ่งปาลมมีปริมาณไนโตรเจน (800 มิลลิกรัมตอลิตร) สูงกวา
น้ําทิ้งจากหมอนึ่งทะลายปาลมจากการรายงานของพงษศักดิ์ นพรัตน (2552) คือ 700 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แตมีคาอยูในชวงของการรายงานของพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) (22–1,287 
มิลลิกรัมตอลิตร) มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (8,660 มิลลิกรัมตอลิตร) ใกลเคียงกับรายงานของ     
พงษศักดิ์ นพรัตน (2552) คือ 8,550 มิลลิกรัมตอลิตร ชนิดของน้ําตาลจากแหลงน้ํานึ่งปาลมพบวา มี
น้ําตาลไซโลส อะราบิโนส ฟรุกโตส และกลูโคส สําหรับองคประกอบของแรธาตุชนิดตาง ๆ พบวา 
มีแมกนีเซียม (Mg) สูงสุด (800 มิลลิกรัมตอลิตร) รองลงมาคือ แคลเซียม (Ca) (600 มิลลิกรัมตอ
ลิตร), โพแทสเซียม (K) (370 มิลลิกรัมตอลิตร), ฟอสฟอรัส (P) (200 มิลลิกรัมตอลิตร) และเหล็ก 
(Fe) (149.45 มิลลิกรัมตอลิตร) ตามลําดับ สําหรับปริมาณฟนอล พบวา น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมี
ปริมาณ ฟนอลเทากับ 1,673.89 มิลลิกรัมตอลิตร โดยมีคาสูงกวาการรายงานของพงษศักดิ์ นพรัตน 
(2552) คือ 1.85 มิลลิกรัมตอลิตร จากขอมูลผลการวิเคราะหดังกลาว จะเห็นไดวาลักษณะน้ําทิ้งจาก
หมอนึ่งทะลายปาลมของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในการสุมตัวอยางแตละคร้ังจะมีความแตกตาง
กันในเรื่องคุณภาพของวัตถุดิบ กระบวนการผลิต ชวงเวลาในการเก็บตัวอยางน้ําทิ้ง เปนตน 
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Table 14.  Characteristics of sterilizer condensate from different palm oil mills 

Parameters a Sterilizer condensate  
 This study* Noparat, 2008 Prasertsan et al., 1990 
Appearred color Dark brown Dark brown Brown 
pH 5.05 5.1 4.84 – 5.35 
Total COD 120,000 80,000 45,360 – 80,146 
Soluble COD 34,750 - - 
Total solid 71,900 47,696 26,367 – 76,733 
Suspended solid 43,300 19,066 2,600 – 6,100 
Total nitrogen 800 700 22 – 1,287 
Total sugar 8,660 8,550 - 
Total phenol 1,673.89 1.85 - 
P 200 171.85 - 
K 370 1624.25 - 
Ca 600 140.25 - 
Mg 
Fe  

800 
149.45 

673.00 
82.80 

- 
- 

*Analysis from 1 sampling from a palm oil mill (Permkiat Palm Oil Co, Ltd. In southern Thailand) 
aAll other parameters are in mg/L except for color and pH 

4.2  การเลี้ยงเชื้อราในน้ํานึ่งปาลม 
4.2.1   การคัดเลือกระดับความเขมขนของน้ําท้ิงในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลม 

เตรียมน้ํานึ่งปาลมที่มีความเขมขนของสารอินทรียระดับตางๆ โดยเจือจางน้ํานึ่ง
ปาลม ซ่ึงมีคาซีโอดีเร่ิมตนที่ 120,000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 
ไดน้ํานึ่งปาลมที่มีคาซีโอดีเปน 120,000, 60,000, 40,000 และ 30,000 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
กระตุนการเจริญของเชื้อเร่ิมตนโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3 เปอรเซ็นต บม
เล้ียงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) นาน 5 วัน ตัดชิ้นวุนเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 
ขนาด 1 ตารางเซนติเมตร วางลงบนอาหารแข็งและบมจานเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง           
(30 ± 2 องศาเซลเซียส) (Figure 17) พบวา ในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ไมเจือจาง และที่ระดับความ



 

69 

เจือจาง 1:0, 1:1 และ 1:2 ซ่ึงมีคาซีโอดีเทากับ 120,000, 60,000, และ 40,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ เชื้อราไมสามารถเจริญได แตสามารถเจริญไดในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือ
จาง 1:3 (คาซีโอดีเทากับ 30,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ทั้งนี้เนื่องมาจากในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมมี
ปริมาณสารอาหารและสารยับยั้ง เชน สารประกอบอะโรมาติก โดยเฉพาะสารประกอบฟนอลซึ่งมี
ปริมาณสูง (1.67 กรัมตอลิตร) จากการรายงานของ Fadil และคณะ (2003) พบการยับยั้งกิจกรรม
ของจุลินทรียในกระบวนการยอยสลายสาร ซ่ึงเปนผลมาจากความเปนพิษของสารประกอบฟนอล
ตอจุลินทรีย เชน สารประกอบอะโรมาติก ในกลุมโมโนฟนอล สารประกอบฟนอล และแทนนิน 
ซ่ึงมักพบในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก (Lopez and Ramos-Cormenzana, 1996; 
D’Annibale et al., 1998; D’Annibale et al., 1999; Crognale et al., 2003; D’Annibale et al., 2006; 
Marco et al., 2007) โดยมีรายงานวามีคุณสมบัติยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียในกระบวนการยอย
สลายสารที่ระดับความเขมขนของสารประกอบอะโรมาติกสูงๆ ซ่ึงอางอิงดวยระดับซีโอดีในน้ําทิ้ง 
(Boari et al., 1984 อางโดย D’Annible et al., 1998; Fadil et al., 2003; Peixoto et al., 2008) ดังนั้น
ในจานอาหารน้ํานึ่งปาลมที่ไมมีการเจือจางอาจมีความเขมขนของสารยับยั้ง เชน ฟนอลสูงเกนิกวาที่
เชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 เจริญได อยางไรก็ตาม เชื้อสามารถเจริญไดในระดับความเจือจาง 
1:3 (มีปริมาณซีโอดีเทากับ 30 กรัมตอลิตร) โดยมีขนาดโคโลนีเทากับ 0.6 เซนติเมตร โดยมีการ
เจริญเกิดขึ้นหลังจากวันที่ 8 ของการเลี้ยงเชื้อ ขนาดโคโลนีคอยๆ เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยง 
16 วัน โดยมีขนาดโคโลนีเทากับ 2.6 เซนติเมตร (Table 15) เมื่อสังเกตการกําจัดสีของน้ําทิ้งในจาน
อาหาร พบวา ไมเกิดการจางสีของน้ําทิ้ง 

4.2.2   ผลของความเขมขนสารอินทรียในน้ํานึ่งปาลม 
เล้ียงเชื้อราในน้ํานึ่งปาลมเจือจาง ที่มีคาซีโอดีเทากับ 120,000, 60,000, 40,000 

และ 30,000 มิลลิกรัมตอลิตร (ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 ตามลําดับ) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ตัดเสนใยราอายุ 7 วัน บนอาหาร PDA บริเวณขอบโคโลนีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 
เซนติเมตร จํานวน 2 ช้ิน ลงในฟลาสกที่บรรจุน้ํานึ่งปาลมแตละความเขมขนของสารอินทรีย บม
เล้ียงที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขยา 150 รอบตอนาที พบวา ระดับความ
เขมขนของสารอินทรียของน้ํานึ่งปาลมต่ําที่สุดที่เชื้อรามีการเจริญไดคือ ที่ระดับความเจือจาง 1:2  
(มีคาซีโอดีและปริมาณฟนอลเทากับ 40,000 และ 556.67 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยเชื้อรามี
การเจริญตั้งแตวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อ มีเสนใยเจริญรอบชิ้นอาหาร PDA และเจริญเปนกอนเล็กๆ 
กระจายทั่วน้ําทิ้ง ดังนั้น จึงเลือกน้ํานึ่งปาลมที่มีความเขมขนสารอินทรียเทากับ 40,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สําหรับการทดลองตอไป  
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ในน้ํานึ่งปาลมไมเจือจางที่มีความเขมขนสารอินทรียเทากับ 120,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (พีเอชและปริมาณฟนอลเริ่มตนเทากับ 5.05 และ 1,670 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ไมพบ
การเจริญของเชื้อรา พบวา น้ําทิ้งมีสีเขมขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ การที่น้ําทิ้งมี
ความเขมสีเขมเพิ่มขึ้นอาจเปนผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นแบบ auto-oxidation ขององคประกอบ
ในน้ําทิ้ง โดยมีลักษณะการเกิดขึ้นเหมือนกับน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามันมะกอกโดยมีรายงานวา 
องคประกอบในน้ําทิ้งมีสารจําพวกกลุมฟนอล และสารประกอบอะโรมาติกที่มีความไมคงตัวสูง 
และถูกออกซิไดซไดงายในสภาวะที่มีอากาศ เกิดเปนสารสีซ่ึงเปนสารพอลิเมอรของฟนอลที่มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงทําใหน้ําทิ้งมีสีดําขึ้น (D’Annible et al., 1999; Ayed and Hamdi, 2003) สําหรับ
การทดลองนี้ใชน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมซ่ึงมีน้ํามันในองคประกอบและมีการให
อากาศระหวางการเลี้ยงเชื้อ การที่เชื้อไมมีการเจริญอาจเกิดจากผลการยับยั้งจากสารฟนอล ในความ
เขมขนของสารอินทรียสูง เชนเดียวกับรายงานของ Fadil และคณะ (2003) พบวาน้ําทิ้งจากโรงงาน
สกัดน้ํามันมะกอกที่มีคาซีโอดี (120 กรัมตอลิตร) และมีความเขมขนของสารประกอบฟนอล     
(8.2 กรัมตอลิตร) ในน้ําทิ้งสูง มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Geotrichum sp., Aspergillus sp. และ 
Candida tropicalis และจากผลการทดลองนี้เมื่อเทียบกับผลในขอ 4.2.1 พบวาคาซีโอดีที่เช้ือรา
สามารถเจริญไดในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมและในอาหารเหลวน้ํานึ่งปาลมตางกัน โดยในอาหาร
เหลวน้ํานึ่งปาลมเชื้อราสามารถเจริญไดความเขมขนของสารอินทรีย (40,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ที่
สูงกวาในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลม (30,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ทั้งนี้เนื่องมาจากการเจริญเติบโตของรา
ในอาหารแข็งจะแตกตางกับการเจริญเติบโตในอาหารเหลว โดยทั่วไปการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
เชื้อราจะเพิ่มจํานวนโดยเสนใยของเชื้อราจะรวมกันเปนกลุมทําใหเกิดลักษณะที่เรียกวา pellet 
โดยทั่วไปเชื้อราดํารงชีพแบบ saprophyte คือ หล่ังเอนไซมออกนอกเซลล เพื่อยอยสลาย
สารอินทรียที่มีโมเลกุลขนาดใหญและซับซอนใหไดเปนโมเลกุลท่ีเล็กที่สุดแลวจึงดูดซับเขาไป
ภายในเซลลโดยวิธี diffusion เขาสู pellet สําหรับการเจริญเติบโตของราในอาหารแข็งนั้นสวนของ
ปลายเสนใยทั้งสองดานจะมีการเจริญเติบโตยืดออก แตทิศทางของการเจริญและอัตราการเจริญนั้น
จะขึ้นอยูกับสารอาหารและชนิดของสับสเตรท จากการที่ในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือ
จาง 1:2 มีคาซีโอดีและสารฟนอลอยูสูงจึงอาจทําใหเชื้อรามีการเจริญไดไมดีเมื่อเทียบกับที่ระดับเจือ
จาง 1:3 โดยทั่วไปพบวาอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อราในอาหารแข็งจะต่ํากวาอัตราการ
เจริญเติบโตในอาหารเหลวมาก โดยคาเฉลี่ยของ Doubling time ของราจําพวกเห็ดในอาหารเหลวที่
เล้ียงในถังหมักจะมีคาประมาณ 4-8 ช่ัวโมง ขณะที่คา Doubling time ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง จะมี
คาประมาณ 5.5 วัน (Nielson 1996; Grimm et al., 2005) 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Figure 17. Comparison on growth of Cordyceps dipterrigena BCC2073 cultivated in different 
organic matter concentration of sterilizer condensate of palm oil mill effluent on agar 
plates at room temperature (30±2◦C) for 16 days where (a) dilution at 1:0, (b) at 1:1, 
(c) at 1:2 and (d) at (1:3) and each dilution has a COD concentration equal 120, 60, 
40 and 30 g/l respectively 

Table 15. Effect of organic matter concentration in sterilizer condensate of palm oil mill on 
growth during cultivation of Cordyceps dipterrigena BCC2073 on agar plates at 
30±2°C for 16 days 

Ratio of sterilizer 
condensate:distilled 

water 

 
1:0 

 
1:1 

 
1:2 

 
1:3 

Time (day) Colony size (mm) Colony size (mm) Colony size (mm) Colony size (mm) 
7 
9 
10 
13 
14 
16 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

6 
8.5 
10 
15 
20 
26 

(+) Positive result, (-) Negative result; Results from duplication 
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4.2.3   การผลิตพอลิเมอรจากเชื้อรา 
เชื้อ C. dipterrigena BCC2073 สามารถเจริญในน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามัน

ปาลมแลวเกิดการบําบัดไดดีในน้ําทิ้งที่มีคาซีโอดีและไนโตรเจนเทากับ 40,000 และ 267 มิลลิกรัม
ตอลิตร ตามลําดับ (คํานวณจากความเจือจาง 2 เทา จากซีโอดีและไนโตรเจนเริ่มตน 120,000 และ 
800 มิลลิกรัมตอลิตร จากผลการทดลองขอ 4.2.2) ปรับพีเอชเริ่มตนจาก 5.05 เทากับ 6.2           
(กอนนําไปฆาเชื้อที่อุณหภุมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว) จาก Figure 18 
พบวา เชื้อใหปริมาณมวลชีวภาพมากที่สุด (23.43 กรัมตอลิตร) เมื่อเล้ียงเปนเวลา 18 วัน เมื่อ
เปรียบเทียบการเจริญกับรายงานของ Fadil และคณะ (2003) ที่เล้ียงเชื้อ Geotrichum sp. และ 
Aspergillus sp. ในน้ําทิ้งที่มีคาซีโอดีเทากับ 40 กรัมตอลิตร โดยใหคาการเจริญสูงสุดโดยวัดในรูป
ปริมาณมวลชีวภาพเทากับ 16 และ 12.8 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงต่ํากวาคาจากการทดลองนี้ 
สําหรับเชื้อ Candida tropicalis สามารถเจริญไดสูงสุดในน้ําทิ้งที่มีคาซีโอดีเทากับ 60 กรัมตอลิตร 
โดยใหคาปริมาณมวลชีวภาพเทากับ 12 กรัมตอลิตร และจากรายงานของ Dias และคณะ (2004) 
พบวาเชื้อ Phanerochaete chryrosporium เจริญไดนอยในน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามันมะกอกความ
เขมขนน้ําทิ้งรอยละ 60 และ 80 (จากซีโอดีเร่ิมตน 130.5 กรัมตอลิตร) และเชื้อ Botryosphaera 
rhodina DABAC-P82 สามารถเจริญและผลิต β-glucan ไดดีเมื่อเล้ียงในน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามัน
มะกอกที่มีคาซีโอดีสูง (150.5 กรัมตอลิตร) โดยมีการเติม yeast extract และ NaNO3 เพิ่มเติม 
(Crognale et al., 2003) เมื่อเล้ียงเชื้อตอไปอีกปรากฏวา น้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้นแตปริมาณ         
กลูโคซามีนกลับลดลง (Table 16) ตามทฤษฎี ปริมาณกลูโคซามีนจะมีความสัมพันธในทิศทาง
เดียวกับน้ําหนักตะกอนเซลลแหง ทั้งนี้เนื่องจากกลูโคซามีนเปนองคประกอบในผนังเซลลของเชื้อ
รา (Alexopoulos and Mims, 1979) เมื่อเชื้อรามีการเจริญดีจะมีการแบงเซลลมากขึ้น ปริมาณกลูโค
ซามีนก็จะเพิ่มขึ้นดวย ทั้งนี้เปนเพราะการเจริญของจุลินทรียจะถูกจํากัดดวยสารอาหาร และสารพิษ
ที่จุลินทรียสรางขึ้น (สมใจ ศิริโภค, 2537) ดังนั้นหลังจากที่เชื้อเจริญเติบโตอยางรวดเร็วไปไดระยะ
หนึ่งแลว อัตราการเจริญจะคอยๆลดลง จนกระทั่งหยุดเพิ่มจํานวน และมีการตายของเซลลเกิดขึ้นจึง
สงผลใหปริมาณกลูโคซามีนลดลง ซ่ึงสัมพันธกับกราฟของปริมาณน้ําตาลที่เหลือ (Figure 18) ซ่ึง
พบวามีปริมาณลดลงอยางรวดเร็วหลังจากวันที่ 9 ของการเลี้ยงและหลังจากนั้นก็ลดลงอยางตอเนื่อง
ตลอดระยะเวลาของการเลี้ยง แตในทางตรงกันขามน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้น โดยในการทดลองได
เล้ียงเชื้อราในน้ําทิ้งที่มีตะกอนของแข็งปนอยูโดยเสนใยของเชื้อราดึงเอาตะกอนของแข็งเขาไปรวม
ไวในกลุมเสนใยดวย อีกทั้งเชื้อรามีการสรางพอลิเมอรที่มีลักษณะขนหนืดดวยทําใหมีการดูดซับ
ของแข็งเขาไปดวย เนื่องจากเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่มีการเขยาตลอดระยะเวลาของการเลี้ยง และเมื่อ
วัดปริมาณของแข็งทั้งหมดในน้ําทิ้งของชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อและเลี้ยงในสภาวะเดียวกันกับ
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ในน้ําทิ้งที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 21 วัน เปรียบเทียบกัน พบวา มีปริมาณตะกอนของแข็งทั้งหมด
เทากับ 13.56 และ 5.66 กรัมตอลิตร ตามลําดับ หรือมีปริมาณลดลงเทากับ 58 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคา
ใกลเคียงกับผลการทดลองของหัสลินดา บินมะแอ (2548) พบวา หลังการเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus sp. 
ST29 ในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยเจือจางที่ระดับ 1:1 ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน สามารถลดปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 52.97 เมื่อ
ศึกษาประสิทธิภาพการลดคาซีโอดี พบวา เชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในเวลา 21 วัน 
สามารถลดคาซีโอดีจากคาซีโอดีเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร เหลือประมาณ 25.86 กรัมตอลิตร หรือให
คาประสิทธิภาพการบําบัดที่ 70.70 เปอรเซ็นต สวนการผลิตพอลิเมอรของเชื้อ พบวา สามารถผลิต
พอลิเมอรไดสูงสุดเทากับ 6.53 กรัมตอลิตร หรือคิดเปนผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอกรัมเซลล
เทากับ 0.68 และคาอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.54 กรัมตอลิตรตอวัน หลังจากการเลี้ยงเชื้อเปน
เวลา 12 วัน สําหรับคาพีเอชมีการเปลี่ยนแปลงโดยเพิ่มขึ้นจาก 5.25 (pH ในอาหารหลังจากการฆา
เชื้อ) เปน 7.6 ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง หลังจากนั้นพีเอชมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยตลอดระยะเวลา
ในการเลี้ยง 21 วัน โดยมีคาพีเอชสุดทายเทากับ 8.27 จากคาการเปลี่ยนแปลงของพีเอชนี้สามารถ
อธิบายไดวา เนื่องจากในการเพาะเลี้ยงเชื้อราตองการแหลงคารบอนและไนโตรเจนในการเจริญ
ทั้งนี้เปนเพราะเซลลจุลินทรียมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนักเซลล
แหง โดยทั่วไปจุลินทรียพวก aerobic จะเจริญและสังเคราะหเอนไซมเพื่อยอยสลายสารอินทรียใน
น้ําเสียใหเปนคารบอเนต ไนเตรต แอมโมเนีย ฟอสเฟต และซัลเฟต จากการที่มีแอมโมเนียเกิดขึ้น
ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีพีเอชสูงขึ้น (สมใจ ศิริโภค, 2537) นอกจากนี้เชื้อมีการใชสารอินทรีย
ประเภทกรดอินทรียตางๆ เชน กรดไขมัน กรดที่ระเหยได (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) 
และกรดอินทรียสายสั้น เชน กรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก กรดบิวทิริก (Hwang et al., 1978) ซ่ึง
เปนองคประกอบในน้ําทิ้งและทําใหในน้ําทิ้งมีความเปนดาง พีเอชจึงเพิ่มขึ้น สวนชุดควบคุมที่ไมมี
การเติมเชื้อพบวา พีเอชและความหนืดของน้ําทิ้งไมมีการเปลี่ยนแปลง 
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Figure 18.  Time course of growth (•) and biopolymer (▲) production by Cordyceps 

dipterrigena BCC2073 cultivated in diluted sterilizer condensate with COD of 40 
g/l, pH 6.2. Residual sugar (■), %COD removal (□), glucosamine content (○) 
and pH (♦). Values represented means of two independent experiments and error 
bars indicate standard deviations 
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Table 16. Glucosamine content and mycelial biomass during cultivation of Cordyceps 
dipterrigena BCC2073 in diluted sterilizer condensate 

Time (day) Glucosamine content 
(mg/g cell/L) 

Mycelial biomass 
(g/L) 

0 0 0 
4 33.997 ± 0.001 4.983 ± 0.225 
6 243.997 ± 0.031 6.121 ± 0.282 
9 269.997 ± 0.007 7.396 ± 0.392 
12 273.997 ± 0.001 15.673 ± 0.134 
15 301.997 ± 0.006 18.465 ± 0.391 
18 341.997 ± 0.001 23.425 ± 0.152 
21 261.997 ± 0.004 22.897 ± 0.218 

4.2.4   การเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากเชื้อราท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลมและการทําบริสุทธ์ิบางสวน 
นําน้ํานึ่งปาลมที่ผานการเลี้ยงเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เวลา 12 วัน มา

หมุนเหวี่ยงเพื่อกําจัดของแข็งที่ปนเปอน นําน้ําหมักที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอล 95% ปริมาตร 
4 เทาของของเหลว (Madla et al., 2005) พอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อราจะตกตะกอนมีลักษณะเปน
ฟองน้ําลอยอยูดานบน ใชแทงแกวคนตักพอลิเมอรแยกออกมา แลวนํามาละลายดวยน้ําที่ผานการ
กําจัดไอออน (deionized water) แลวนําสารละลายพอลิเมอรไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเอาพอลิเมอรที่
ไมละลายน้ําออก จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปทําไดอะไลซีส (dialysis) (MW cut off 
8,000 Da) ในน้ํากล่ันเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง พบวา พอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนที่ไดมีลักษณะเหนียวหนืด และเปน
ฟองน้ํา (Figure 19a) และหลังจากทําแหงดวยวิธี freeze dry พบวาพอลิเมอรมีลักษณะเปนฟองฟู 
(Figure 19b) ไมเหมือนกับพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมซึ่งมีลักษณะรวนเปนผงไมเกิดการจับตัวกัน
เหมือนพอลิเมอรที่ไดจากการตกตะกอนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม โดยมีน้ําหนักของพอลิเมอรหลัง
การตกตะกอนเทากับ 7.31 กรัมตอลิตร และหลังจากผานการทําแหงไดพอลิเมอรเทากับ 2.56 กรัม
ตอลิตร 
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(a) (b) 

Figure 19. The fibrous characteristics of polymer from Cordyceps dipterigena BCC2073 
cultivated in diluted sterilizer condensate after precipitation with 95% ethanol (a) and 
after freeze drying (b) 

5.   ศึกษาลักษณะและองคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมและจากเชื้อรา 

Cordyceps dipterrigena BCC2073 ท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลมท่ีผานการทําบริสุทธ์ิบางสวน 

5.1  คุณสมบัติการละลายของพอลิเมอรชีวภาพ 
การทดสอบการละลายของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมขนาดโมเลกุลเล็ก 

(SC-S) และโมเลกุลใหญ (SC-L) และจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม 
ในตัวทําละลาย 10 ชนิด ดังนี้ น้ํากลั่น ไดเมทธิวซัลโฟไซด (DMSO) อะซิโตรไนไตรล เมทานอล 
อะซิโตน โพรพานอล ไดคลอโรมีเทน คลอโรฟอรม ไดเอทธิวอีเทอร และเฮกเซน โดยเปรียบเทียบ
กับตัวทําละลายที่ไมมีการเติมพอลิเมอรชีวภาพ (Table 17) พบวา พอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลม
ทั้งสองชนิดและจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 สามารถละลายไดดีในน้ําและ DMSO แตไม
สามารถละลายไดในตัวทําละลายที่มีขั้วนอยกวา DMSO ซ่ึงในตัวทําละลายแตละชนิดจะมีสภาพขั้ว
ตางกัน โดยตัวทําละลายที่มีขั้วจะสามารถละลายสารประกอบไอออนิกและสารประกอบโควาเลนต
ที่มีขั้วได น้ําเปนตัวทําละลายชนิดมีขั้วโดยมีพันธะไฮโดรเจนจับกันดวยแรงไดโพล-ไดโพล และ
เปนโมเลกุลที่มีไดโพลที่เสถียรมากโดยมีคาคงที่ไดอิเล็กทริค (dielectric constant) มากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับตัวทําละลายอีก 9 ชนิด สําหรับตัวถูกละลาย (พอลิเมอรชีวภาพ) เปนสารชีวโมเลกุล
ที่ประกอบดวยคารบอนโดยเชื่อมตอกันดวยพันธะโควาเลนต และจากผลการวิเคราะห FT-IR มีหมู
เอสเทอร แอลดีไฮด ไฮดรอกซิลเปนองคประกอบ ซึ่งจับกันดวยแรงไดโพล-ไดโพลเชนเดียวกันจึง
เกิดการละลายในพวกมีขั้วดวยกันเอง สําหรับการละลายในไดเมทธิวซัลโฟไซดพบวาพอลิเมอร
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ชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมทั้งสองชนิดสามารถละลายไดดี แตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อรานี้ละลายได
บางสวน โดยสามารถละลายไดสูงสุด 47 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อพิจารณาลักษณะการละลายของพอลิ
เมอรชีวภาพทั้งสามชนิด พบวาพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมสามารถละลายน้ําไดเร็วกวาพอลิเมอรจาก
เชื้อรา โดยไมปรากฏลักษณะการพองตัวของพอลิเมอร แตสําหรับพอลิเมอรจากเชื้อ                      
C. dipterrigena BCC2073 พอลิเมอรจะเกิดการพองตัว มีลักษณะคลายวุน ซ่ึงเปนลักษณะการ
ละลายของพอลิเมอรที่เปนโซยาวหรือมีขนาดใหญ กระบวนการเกิดสารละลายพอลิเมอรในตัวทํา
ละลายโดยทั่วไปจึงเกิดไดชากวามากเมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการละลายของสารอินทรียที่มี
โมเลกุลเล็กหรือมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (ชัยวัฒน เจนวาณิชย, 2527) ความสามารถในการละลายของ
พอลิเมอรในตัวทําละลายตางกัน มีประโยชนในงานอื่น เชน การสกัดแยก / ตกตะกอนพอลิเมอร 
การทําใหพอลิเมอรบริสุทธิ์ และการสังเคราะหอนุพันธทางเคมีของพอลิเมอร เปนตน 

Table 17. Solubility of biopolymers from sterilizer condensate (SC-S, SC-L) and Cordyceps 
dipterrigena BCC2073 cultured in sterilizer condensate 

Solubility Solvents Dipole 
moment 

Dielectric 
constant SC-S SC-L Cordyceps dipterigena 

BCC207 
Distilled water 
DMSO 
Acetronitrile 
Methanol 
Acetone 
Propanol 
Dichloromethane 
Chloroform 
Diethyl ether 
Hexane 

1.85 
3.96 
3.92 
1.7 
2.88 
1.68 
1.14 
1.08 
1.15 

- 

80 
47.2 
36.6 
33 

20.7 
20.1 
8.93 
4.81 
4.34 
2.02 

++ 
++ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

++ 
++ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

++ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Remarks:     ++   completely    +   partly    -   insoluble 
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5.2  การวิเคราะหหมูฟงกชันของพอลิเมอร 
เมื่อวิเคราะหหาหมูฟงกช่ันของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลม และจากเชื้อ     

C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมเปนเวลา 6 วัน ที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน พบวา 
แถบที่ปรากฏในยานความถี่ 4000-400 cm-1 ของทั้ง 3 ตัวอยาง สามารถจําแนกไดเปนหมูไฮดรอก
ซิล (O-H) อีเทอร (C-O-C) กลุมคารบอนิล ไดแก เอสเทอร (O-C=O), แอลดีไฮด (C=O), คารบอก
ซิล (HO-C=O) และแอลเคน (-CH) โดยแถบที่ปรากฏมีลักษณะดังนี้ ในพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม
ขนาดโมเลกุลเล็ก (SC-S) พบแถบสเปคตรัมที่เปนตําแหนงของหมูไฮดรอกซิลและหมูคารบอกซิล
ในชวงความถี่ 3415.98 และ 1626.71 cm-1 ตามลําดับ มีแถบเอสเทอรอยูในชวงความถี่ 1103.29 และ 
1077.33 cm-1 แถบอีเทอรอยูในชวงความถี่ 1019.81-1050.06 cm-1 แถบแอลดีไฮดพบในชวงความถี่ 
1746.57 cm-1 สําหรับแถบที่เกิดในชวงความถี่ 2929.95 และ 1265.24 cm-1 เปนแถบที่เกิดจากการยืด
ของพันธะ C-H โดยอยูในกลุมของ methylene (CH2) และ mehyl (CH3) ตามลําดับ และเกิดแถบจาก
การงอของพันธะ C-H ในชวงความถี่ 1419.73 และแสดงแถบของ C-H ในสารประกอบอะโรมาติก 
(ในชวงความถี่ 764.24 cm-1 ) (Figure 20a) และแถบสเปคตรัมในพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมขนาด
โมเลกุลใหญ (SC-L) มีลักษณะคลายกับพอลิเมอร SC-S คือ พบแถบสเปคตรัมที่เปนตําแหนงของ
หมูไฮดรอกซิลและหมูคารบอกซิลในชวงความถี่ 3407.22 และ 1625.72 cm-1 ตามลําดับ แถบเอส
เทอรอยูในชวงความถี่ 1101.75 และ 1145.70 cm-1 พบแถบอีเทอรในชวงความถี่ 1022.45-1049.16 
cm-1 แถบแอลดีไฮดพบในชวงความถี่ 1743.34 cm-1 และพบแอลเคนในชวงความถี่ 2936.50 และ 
1373.72 cm-1 โดยอยูในกลุมของ methylene (CH2) และ mehyl (CH3) ตามลําดับ และเกิดแถบของ
พันธะ C-H ในวงแหวนอะโรมาติก (ในชวงความถี่ 763.80 cm-1) และเกิดแถบจากการงอของพันธะ 
C-H ในชวงความถี่ 1419.73 cm-1ซ่ึงมีลักษณะเดียวกันกับในพอลิเมอร SC-S นอกจากนี้ยังพบแถบ
สเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H (β-glycosicdic linkage) ในชวงความถี่ 895.20 cm-1 อีก
ดวย (Figure 20b) สําหรับพอลิเมอรจากเชื้อรา พบแถบสเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H 
(β-glycosicdic linkage) เชนเดียวกันกับพอลิเมอร SC-L (ในชวงความถี่ 892.49 cm-1) และแถบ

สเปคตรัมที่เปนตําแหนงของหมูไฮดรอกซิลชวงความถี่ 3403.01 cm-1 คารบอกซิลในชวงความถี่ 
1637.54 cm-1 และเอสเทอรชวงความถี่ 1077.33 และ 1147.63 cm-1 นอกจากนั้นยังพบแถบที่เกิดจาก

การยืดตัว (ในชวงความถี่ 2932.46 cm-1) ของพันธะ C-H และเกิดแถบจากการงอของพันธะ C-H 
(ในชวงความถี่ 1421.65 cm-1) เชนเดียวกันกับพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมทั้งสองชนิด (Figure 20c) 
ดังนั้นจะเห็นวา พอลิเมอรเปนพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรด เนื่องจากมีหมูแอลดีไฮด (C=O) 
ไฮดรอกซิล (OH) เปนองคประกอบของน้ําตาล  
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C-O O-H C=O 

 
Figure 20.   The infrared spectra of the partially purified biopolymer from sterilizer condensate of 

palm oil mill; small molecule (SC-S) (a), and large molecule (SC-L) (b), and 
Cordyceps dipterrigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate (c) 
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ผลที่ไดสอดคลองกับหมูฟงกช่ันของเฮมิเซลลูโลสที่สกัดจากฟางขาวสาลี ซ่ึงมีหมู
ฟงกช่ันไฮดรอกซิล (3414 cm-1) คารบอกซิล (1610 cm-1) และแถบการยืดตัว (2919 cm-1) และงอตัว 
(1413 cm-1) ของพันธะ C-H นอกจากนี้ยังปรากฏแถบในชวงความถี่ของ 1164 cm-1ซ่ึงแสดงถึงสาย
พอลิเมอรมีอะราบิโนสเปนกิ่งกาน และเกิดแถบของพันธะ glycosidic ใน C-O-C ชวงความถี่ 1039 
cm-1 (Ren et al., 2008) และจากแถบสเปคตรัมของหมูคารบอกซิลและหมูเอสเทอรแสดงวา         
พอลิเมอรอาจมี uronic acid และ ferulic acid เปนองคประกอบ นอกจากนี้พอลิเมอรชนิด SC-L 
และ   พอลิเมอรจากเชื้อรามีลักษณะคลายกันกับพอลิแซคคาไรดชนิดกลูแคนที่เคยมีรายงานมา โดย
แสดงแถบสเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H (β-glycosicdic linkage), หมูไฮดรอกซิล,           

คารบอนิล และอีเทอร (Huang et al., 2004) โดย frequence ของสารกลุมตางๆ ที่อยูในพอลิเมอร
เหลานี้สรุปอยูใน Table 18 

Table 18.  The dominant spectrum and wave number of partially purified biopolymers from 
sterilizer condensate SC-S, SC-L and C. dipterrigena BCC2073 analysed by FT-IR 
spectroscopy 

 Frequency (cm-1) Characteristic group 
SC-S 
 
 
 
 

3415.98 
2929.95 
1746.57 
1626.71 
1419.73 
1265.24 
1103.29 and 1077.30 
1019.81-1050.06 
764.24 

O-H stretching (alcohol) 
C-H stretching (methylene) 
C=O (aldehyde) 
C=O asymmetric and symmetric 
stretching (carboxylic acid) 
C-H (methyl) 
C-O stretching (ester) and C-C 
C-O (ether) 
C-H bending 
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Table 8  (Continued) 

 Frequency (cm-1) Characteristic group 
SC-L 
 

3407.22 
2936.50 
1743.34 
1625.72  
 
1424.10 
1373.72 
1145.70 and 1101.75 
1022.45-1049.16 
895.20 
763.80 

O-H stretching (alcohol) 
C-H stretching (methylene) 
C=O (aldehyde) 
C=O asymmetric and symmetric 
stretching (carboxylic acid) 
CH2 deformation/C-C (aromatic C=C) 
C-H (methyl) 
C-O stretching (ester) and C-C 
C-O (ether) 
C1-H (β-glycosidic linkage) 
C-H bending 

   
C. dipterrigena BCC2073 3403.01 

2932.46 
1637.54 
 
1421.65 
1147.63 and 1077.33 
1046.07 
892.49 

O-H stretching (alcohol) 
C-H stretching (methylene) 
C=O asymmetric and symmetric 
stretching (carboxylic acid) 
CH2 deformation/C-C (aromatic C=C) 
C-O stretching (ester) and C-C 
C-O (ether) 
C1-H (β-glycosidic linkage)C1-H (β-
glycosidic linkage) 

5.3  การหาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรดวย Gel Permeation Chromatography (GPC) 
น้ําหนักโมเลกุลเปนสมบัติที่สําคัญมากอยางหนึ่งของพอลิเมอร ซ่ึงตองนํามา

พิจารณาในการสังเคราะหและการนําไปประยุกตใช เนื่องจากสมบัติบางอยางของพอลิเมอรมี
ความสัมพันธโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุล เชน ความแข็งแรงเชิงกล (mechanical strength) (เต็มสุข 
แตงหอม และคณะ, 2004) การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของตัวอยางพอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่ง
ปาลมและจากการเลี้ยงเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ในน้ํานึ่งปาลม (Table 19) เปรียบเทียบกับ
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สารมาตรฐานพูลลูแลนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ซ่ึงเปนน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยที่ตําแหนง
สูงสุดของพีค (Mp) พบวา น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม พีคที่ไดมีลักษณะเปน
แถบกวาง (broad) แสดงถึงการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุล จากการวิเคราะหหาคาน้ําหนัก
โมเลกุลและการกระจายน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี GPC (Table 19) พบวา คาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิ
เมอรชีวภาพจาก SC-S, SC-L และเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมมีคาน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 1233, 26861 และ 38249 ดาลตัน ตามลําดับ สารเหลานี้จึงจัดเปนพอลิเมอร 
เนื่องจากลักษณะของพอลิเมอรเกิดจากโมโนเมอรหรือโอลิโกเมอรมาเรียงตอกันโดยมีคาน้ําหนัก
โมเลกุลต่ําสุดที่จัดเปนพอลิเมอรคือ หลักพัน (Odian, 1993) สําหรับคาการกระจายน้ําหนักโมเลกุล
มีคาเทากับ 1.441, 3.605 และ 1.674 ตามลําดับ 

Table 19. Molecular weight and polydispersity of biopolymers from sterilizer condensate SC-S, 
SC-L and C. dipterrigena BCC2073 

Biopolymers from Mn (Da) Mw (Da) Mp (Da) Polydispersity (Mw/Mn) 
SC-S 856 1,233 1,223 1.441 
SC-L 7,451 26,861 6,431 3.605 
C. dipterrigena BCC2073 22,853 38,249 20,064 1.674 

5.4  องคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรชีวภาพ 
เมื่อศึกษาลักษณะทางเคมีของพอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธ์ิบางสวนจากน้ํานึ่ง

ปาลม SC-S, SC-L และเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม (Table 20) พบวา     
พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S และ SC-L ประกอบดวยน้ําตาลกลุมเฮกโซส (คารบอน 6 
อะตอม) ปริมาณ 62.00 และ 86.61 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร และมีน้ําตาลกลุมเพนโทส (คารบอน 
5 อะตอม) ปริมาณ 55.31 และ 77.26 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ โดยมีน้ําตาลรีดิวซใน
ปริมาณ 101.78 และ 100.22 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ ซ่ึงคิดเปน 42.18 และ 43.25 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเทียบกับน้ําตาลทั้งหมด สําหรับเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 
ประกอบดวยน้ําตาลกลุมเฮกโซส (คารบอน 6 อะตอม) เทากับ 62.61 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร 
และมีน้ําตาลกลุมเพนโทส (คารบอน 5 อะตอม) เทากับ 56.78 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ 
โดยมีน้ําตาลรีดิวซในปริมาณ 66.89 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร หรือคิดเปน 32.58 เปอรเซ็นตของ
น้ําตาลทั้งหมด และเมื่อวิเคราะหปริมาณกรดกลูคูโรนิคในพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S, SC-L 
และเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 พบวา มีปริมาณเทากับ 3.70, 17.86 และ 14.18 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตามลําดับ จากการทดลองแสดงใหเห็นวาพอลิเมอรชีวภาพทั้งสามชนิดประกอบดวยสวนของ
โมเลกุลน้ําตาลชนิด 5 และ 6 คารบอน และมีกรดกลูคูโรนิคประกอบอยูในโครงสรางอีกดวย 
สอดคลองกับผลการวิเคราะหของ FT-IR ของพอลิเมอรชีวภาพที่แสดงหมูไฮดรอกซิลและ         
คารบอนิล 

Table 20.  Carbohydrates components of the partially purified biopolymers 

Method Analyzed Item SC-S SC-L C. dipterrigena 
BCC2073 

Phenol sulfuric acid reaction 
L-cysteine hydrochloride assay 
Ferric-orcinol assay 
DNS 
Anthrone reaction 
Carbazole-sulphuric reaction 

Total sugar (mg/g) 
- Hexose content 
- Pentose content 
Reducing sugar (mg/g) 
Neutral sugar (mg/g) 
Glucuronic acid (mg/g) 

241.29 
62.00 
55.31 
101.78 
124.04 
3.70 

231.70 
86.61 
77.26 
100.22 
149.97 
17.86 

205.33 
62.61 
56.78 
66.89 
164.12 
14.18 

5.5  การวิเคราะหชนิดและปริมาณของน้ําตาลที่เปนองคประกอบของพอลิเมอร 
5.5.1  การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่ เปนองคประกอบดวยวิธี Thin layer 

chromatography (TLC) 
เมื่อวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบในพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่ง

ปาลม (SC-S และ SC-L) และจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม ที่ผานการ
ยอยดวย 3 M Trifluoroacetic acid เปนเวลา 2 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใชตัวทํา
ละลายเคลื่อนที่ที่ประกอบดวย isopropyl alcohol : ethyl acetate : H2O ในอัตราสวน 3:3:1    
(Figure 21) พบวา พอลิเมอร SC-S ที่ผานการยอยปรากฏ 5 แถบ โดยมีคา Rf เทากับ 0.071, 0.142, 
0.506, 0.625 และ 0.702 (lane a) พอลิเมอร SC-L ปรากฏ 6 แถบโดยมีคา Rf เทากับ 0.071, 0.149, 
0.458, 0.530, 0.631 และ 0.702 (lane b) และพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 ปรากฏ 6 
แถบโดยมีคา Rf เทากับ 0.083, 0.155, 0.464, 0.530, 0.631 และ 0.702 (lane c) ผลการทดลองของ
ตัวอยางที่ไดเมื่อเทียบกับน้ําตาลมาตรฐานแรมโนส (lane d) ไซโลส (lane e) ฟรุคโตส (lane f)     
อะราบิโนส (lane g) กลูโคส (lane h) กาแลคโตส (lane i) และแมนโนส (lane j) ซ่ึงมีคา Rf เทากับ 
0.708, 0.625, 0.512, 0.536, 0.506, 0.458 และ 0.554 ตามลําดับ พบวา พอลิเมอรจากเชื้อรา            
C. dipterrigena BCC2073 มีคา Rf ใกลเคียงกับน้ําตาลกาแลคโตส อะราบิโนส ไซโลส และแรม
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โนส จึงคาดวานาจะมีน้ําตาลกาแลคโตส อะราบิโนส ไซโลส และแรมโนส เปนองคประกอบ 
สําหรับพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S มีคา Rf ใกลเคียงกับน้ําตาลกลูโคส ไซโลส และแรมโนส 
และพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-L มีคา Rf ใกลเคียงกับน้ําตาลกาแลคโตส อะราบิโนส ไซโลส 
และแรมโนส เปนองคประกอบ จึงนาจะมีน้ําตาลเหลานี้เปนองคประกอบ นอกจากนี้ในพอลิเมอร
ทั้งสามชนิดยังปรากฏแถบที่มีคา Rf ใกลเคียงกันอีกสองแถบ คือท่ีคา Rf เทากับ 0.071 และ 0.149 
แตจากผลการวิเคราะหนี้จะเห็นไดวาคา Rf ของน้ําตาลมาตรฐานหลายชนิดมีคาใกลเคียงกันและ
ใกลเคียงกับคา Rf ของน้ําตาลในพอลิเมอร ดังนั้นเพื่อความแนชัดจึงทําการยืนยันผลการทดลองดวย
เทคนิควิเคราะห HPLC  

 

Figure 21.   TLC identification of sugar composition in the biopolymer from sterilizer condensate 
of palm oil mill SC-S (a), SC-L (b) and biopolymer produced by Cordyceps 
dipterrigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate of palm oil mill (c) 
hydrolyzed with 3 N TFA using Rhamnose (d), Xylose (e), Fructose (f), Arabinose 
(g), Glucose (h), Galactose (i) and Mannose (j) as a reference sugars 
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5.5.2  การวิเคราะหชนิดและปริมาณของน้ําตาลที่เปนองคประกอบดวยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

จากการวิเคราะหหาชนิดของน้ําตาลในพอลิเมอร ผานการยอยดวย 2 M 
Trifluoroacetic acid เปนเวลา 5 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ดวยวิธี HPLC โดยเทียบกับ
น้ําตาลมาตรฐาน คือ ไรโบส กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ใช Aminex HPX-87H column ทํา
การชะดวย 0.05 N H2SO4 ดวยอัตราเร็ว 0.3 มิลลิลิตรตอนาที พบวาสารมาตรฐานน้ําตาลทั้ง 4 ชนิด
คือ ไรโบส กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ถูกแยกออกมาที่เวลา 12.465, 17.975, 19.278 และ 
21.097 นาที ตามลําดับ (Figure 22) สําหรับพอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S ปรากฏ 
peak ตรงกับน้ําตาลกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ที่เวลา 17.968, 19.294 และ 21.097 นาที 
ตามลําดับ โดยมีปริมาณเทากับ 41.29, 109.29 และ 26.14 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ 
(Figure 23a) และพอลิเมอร SC-L ตรงกับน้ําตาลกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ที่เวลา 17.938, 
19.199 และ 21.084 นาที ตามลําดับ มีปริมาณเทากับ 5.86, 43.64 และ 7.75 มิลลิกรัมตอกรัม        
พอลิเมอร ตามลําดับ (Figure 23b) ตามลําดับ สวนพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่
เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม ปรากฏ peak ดังแสดงใน Figure 23c เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับเวลาในการใช
แยกสารมาตรฐานน้ําตาล พบวาตรงกับน้ําตาลกลูโคส และอะราบิโนส ที่เวลา 18.376 และ 21.245 
นาที ตามลําดับ โดยมีปริมาณเทากับ 147.41 และ 120.68 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ 
อยางไรก็ตามจากการวิเคราะห (Figure 22, 23) มีคาระยะเวลาในการแยกแตกตางกัน เนื่องจากการ
วิเคราะห HPLC คนละครั้งกัน สภาวะบางอยางอาจมีการเปลี่ยนแปลงไป แตระยะเวลาที่ออกมาของ
สารก็จะเทียบกับระยะเวลาของน้ําตาลมาตรฐานของครั้งที่วิเคราะหซ่ึงตรงกัน จากผลการทดลองนี้ 
สามารถสรุปและจําแนกชนิดพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S และ SC-L ไดเปนพอลิแซคคาไรดที่มี
น้ําตาลไซโลสเปนองคประกอบหลัก ซ่ึงอาจไดแก เฮมิเซลลูโลสจําพวก กลูโคโรโนไซแลน 
(glucuronoxylan) หรือ อะราบิโนไซแลน (arbinoxylan) (Complex carbohydrate research center, 
2007) สวนพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม สามารถจําแนก 
พอลิเมอรไดเปนเฮทเทอรโรพอลิแซคคาไรด (Zhang et al., 2006) เนื่องจากมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว
คือ กลูโคส และอะราบิโนส เปนองคประกอบ ซ่ึงตางจากผลการศึกษาที่ผานมา โดยพบวา           
พอลิแซคคาไรดจาก Cordyceps dipterigena, Cordyceps nipponica (Madla et al., 2005) และ 
Cordyceps militaris (Yu et al., 2004) ที่เล้ียงในอาหาร PDB มีน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบเพียง
ชนิดเดียว อยางไรก็ตาม Kim และ Yun (2005) ศึกษาองคประกอบของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวใน     
พอลิแซคคาไรดจาก Cordyceps sinensis พบวา ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส (7.75 %) แมนโนส 
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(42.19 %) กาแลคโตส (43.37 %) และอะราบิโนส (4.61 %) เปนองคประกอบ จึงจัดเปนกาแลคโต
แมนแนน  

 

Figure 22. Calibration curves of sugars by HPLC analysis 
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(a) 

(b) 

 

 

(c) 

 
Figure 23.  HPLC chromatograms of hydrolysate of biopolymer from sterilizer condensate of palm 

oil mill (SC-S) (a), and (SC-L) (b), and hydrolysate of biopolymer from Cordyceps 
dipterrigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate (c) 
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6.   คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติก 

6.1  การเตรียมสารพอลิเมอร 
นําสารพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด คือ พอลิเมอรที่สกัดดวยเอทานอลจากน้ํานึ่งปาลมมี 

SC-S และ SC-L และพอลิเมอรจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม มา
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  พบวา สารพอลิเมอรที่ใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสูงสุดคือ           
พอลิเมอร SC-S (505.851 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร) รองลงมาคือ พอลิเมอร SC-L (433.033 
มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร) สวนพอลิเมอรที่ผลิตจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 มีปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดเทากับ 258.101 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 24. และ
เมื่อวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเริ่มตนโดยมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซคิดเปน 10.255, 11.488 และ 
20.373 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลทั้งหมดซึ่งพบในพอลิเมอรจาก SC-S, SC-L 
และ C. dipterrigena BCC2073 ตามลําดับ 
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Figure 24.  Total sugar and reducing sugar of biopolymers from sterilizer condensate of palm 
oil mill; SC-S (A), SC-L (B) and Cordyceps dipterrigena BCC2073 cultivated in 
sterilizer condensate (C) 
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6.2  ผลของการทนตอการยอยในสภาวะที่เปนกรด 
ในการทดสอบคุณสมบัติการทนตอการยอยในสภาวะที่เปนกรดของสารพอลิเมอร

ชีวภาพที่สกัดดวยเอทานอลจากน้ํานึ่งปาลม SC-S และ SC-L และจากเชื้อ C. dipterrigena 
BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม เพื่อคัดเลือกพอลิเมอรชีวภาพที่มีศักยภาพที่จะไมถูกยอยโดยกรด
ในกระเพาะอาหาร ซ่ึงกระเพาะอาหารของคนปกติจะมีพีเอช 1-3 เมื่อยอยสารพอลิเมอรทั้งหมดที่มี
พีเอช 1, 2 และ 3 เปนเวลา 4 ช่ัวโมงพบวา ในสภาวะความเปนกรดที่พีเอช 1 พอลิเมอรที่แยกไดจาก
น้ํานึ่งปาลมสวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลเล็ก (SC-S) ถูกยอยสลายสูงสุดโดยเมื่อครบเวลา 4 ช่ัวโมง คือ
ถูกยอย 2.81 ± 0.03 เปอรเซ็นต ของปริมาณพอลิเมอรเร่ิมตน รวมทั้งเปนพอลิเมอรที่ถูกยอยสูงสุดที่
พีเอช 2 และ 3 ดวย โดยมีแนวโนมในการถูกยอยเพิ่มขึ้นในหนึ่งชั่วโมงแรก และคงที่จนถึง 4 
ช่ัวโมง ในขณะที่พอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมสวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลใหญ (SC-L) ทนตอ
สภาวะความเปนกรดไดดีที่สุดโดยถูกยอยที่พีเอช 1 เวลา 4 ช่ัวโมง เทากับ 2.20 ± 0.04 เปอรเซ็นต 
สวนพอลิเมอรที่ผลิตจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมนั้นถูกยอย 2.54 ± 
0.05 เปอรเซ็นต ที่เวลา 4 ช่ัวโมง (Figure 25) ดังนั้น พอลิเมอรทั้ง 3 ชนิดสามารถทนตอการยอยโดย
กรดที่พีเอช 1 ไดสูงโดยมีสวนที่ไมถูกยอยถึง 97.8, 97.19 และ 97.46 เปอรเซ็นต สําหรับพอลิมอรที่
แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมในสวนของน้ําหนักโมเลกุลใหญและน้ําหนักโมเลกุลเล็ก และพอลิเมอรที่
ผลิตโดย C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงน้ํานึ่งปาลม ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาเปอรเซ็นตการ
ถูกยอยของพอลิเมอรเปรียบเทียบกับพอลิเมอรชนิดอื่นที่มีการทดสอบมาแลว พบวา สามารถทน
การถูกยอยในสภาวะที่เปนกรดสูงเชนเดียวกับพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรดที่ผลิตจาก Weissella 
cibaria A2, Lactobacillus plantarum A3, Weissella confusa A9 และ Pediococcus pentosaceus 
5S4 โดยถูกยอยไปรอยละ 0.35, 1.59, 2.5 และ 0.55 ของปริมาณพอลิเมอรเร่ิมตน ตามลําดับ    
(นันทินา เชิญทอง, 2550) เชนเดียวกับรายงานของ นิรัญญา บุญติ้น (2550) โดยศึกษาการทนตอการ
ยอยในสภาวะที่เปนกรดของสารสกัดจากมันเทศสีขาวเปลือกแดง บีทรูท มันฝร่ัง และมันเทศสีมวง
เปลือกเหลือง พบวามีปริมาณองคประกอบของสารสกัดที่ไมถูกยอยเหลืออยู 75.37, 84.25, 74.29 
และ 88.09 เปอรเซ็นต ตามลําดับ หลังจากถูกยอยเปนเวลา 4 ชั่วโมง ที่พีเอช 1 
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Figure 25. Hydrolysis of biopolymer from SC-S (●), SC-L (■) and biopolymer from Cordyceps 

dipterrigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate of palm oil mill (♦) in 
HCl buffer pH 1 (a), 2 (b) and 3 (c). The results are mean values of triplicates and 
error bars indicate standard deviations 
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จากการทดสอบความสามารถในการทนตอการยอยในสภาวะที่เปนกรดสูงโดย
การใช HCl buffer ระดับพีเอช 1, 2 และ 3 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง พบวา พอลิเมอรทั้ง 4 ชนิดมี
ความสามารถทนตอสภาวะดังกลาวไดดีมากและมีบางสวนเทานั้นที่ถูกยอย และเมื่อพิจารณา
เปอรเซ็นตของพอลิเมอรที่ถูกยอยเปรียบเทียบกับพอลิเมอรชนิดอื่นที่มีการทดสอบมาแลวพบวา
สามารถทนการยอยในสภาวะที่เปนกรดสูงเชนเดียวกับ EPSs ที่ผลิตโดย Lactobacillus 
sanfranciscensis TMW1.392 ซ่ึงทดสอบความสามารถในสภาวะที่เปนกรดสูงในกระเพาะอาหารที่
พีเอช 2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง พบวามีเพียง 3 เปอรเซ็นต เทานั้นที่ถูกยอย 
(Korakli, 2002) นอกจากนี้มีการศึกษาความสามารถในการทนตอการยอยของลีเวน (levan) ที่ได
จากการสังเคราะหจากน้ําตาลซูโครสโดยใชน้ํายอยจากกระเพาะ (gastric juice) พบวาสารสกัด
ดังกลาวถูกยอยไปบางสวนเทานั้น โดยที่ผลจากการถูกยอยโดยกรดทําใหน้ําหนักโมเลกุลของ 
levan ลดลง (Yamamoto et al., 1999) และจากการทดสอบกับโอลิโกฟรุคโตส (oligofructose) และ 
อินนูลิน (inulin) พบวาถูกยอยไปบางสวนเทานั้นซ่ึงมีสวนที่เหลือไปยังลําไสใหญถึง 85-89 
เปอรเซ็นต ซ่ึงต่ํากวาผลจากการทดลองนี้ และเมื่อเปรียบเทียบการทนตอการยอยในสภาวะเปนกรด
สูงกับพรีไบโอติกชนิดอื่นที่ไดกลาวมาขางตนพบวา พอลิเมอรที่ใชในการทดลองครั้งนี้มี
ความสามารถทนกรดไดดีกวาพรีไบโอติกดังกลาว แสดงใหเห็นวาพอลิเมอรมีคุณสมบัติเบื้องตนใน
การเปนพรีไบโอติกที่ดี ซ่ึงโดยปกติที่ความเขมขนกรดสูงสามารถยอยไดดีกวาที่ความเขมขนกรด
ต่ํา ทั้งนี้เนื่องจากที่ระดับความเปนกรดสูงจะมีความรุนแรงมากกวาจึงสงผลตอพันธะที่เช่ือมตอกัน
ของโมเลกุลน้ําตาลใหหลุดจากกันไดงายกวาสภาวะที่เปนกรดต่ํา ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Gnoth และคณะ (2000) ไดศึกษาความสามารถการทนตอสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหาร
ของโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากน้ํานมมนุษย (human milk oligosaccharides, HMOs) โดยทดสอบที่
พีเอช 2.5 พบวามีเปอรเซ็นตการยอยเกิดขึ้นไดนอยมาก แตเมื่อลดระดับพีเอชลง (<2) พบวาโอลิโก
แซคคาไรดที่ไดจากน้ํานมมนุษยจะถูกยอยเพิ่มขึ้น การยอยสารสกัดโดยกรดที่พีเอชตางๆ อาจเกิด
แบบสุม ซ่ึงถาสารพอลิเมอรนั้นมีสารประกอบโมเลกุลใหญ จะมีเปอรเซ็นตการถูกยอยที่ต่ํากวาสาร
พอลิเมอรที่มีสารประกอบโมเลกุลเล็ก ซ่ึงเปนไปไดจากการที่พอลิเมอรเหลานี้มีคาองคประกอบ
สวนใหญเปนน้ําตาลรีดิวซหรือน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ซ่ึงสังเกตไดจากปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
ใกลเคียงกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ สนับสนุนวา ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเปนองคประกอบสวนใหญใน
สารพอลิเมอรที่สกัดดวยเอทานอลเหลานี้ กรณีเชนนี้อาจเนื่องมาจากสารพอลิเมอรเหลานี้มี
ความสามารถในการทนตอกรดไดสูง โดยปกติระดับพีเอชในกระเพาะอาหารในรางกายมนุษยโดย
เฉลี่ยประมาณ 1-3 ดังนั้นสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกตองสามารถทนตอการยอยของกรดที่   
พีเอชตางๆเหลานี้ได จากการทดลองพบวาสารพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด มีองคประกอบที่สามารถทนตอ
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การยอยดวยกรดพีเอช 1 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ไดสูงกวา 80 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงคัดเลือกและนําสาร
พอลิเมอรเหลานี้ไปศึกษาคุณสมบัติการเปน พรีไบโอติกตอไป  

6.3  ผลของการยอยสารพอลิเมอรดวยเอนไซม human pancreatic α–amylase 
การทดสอบความสามารถในการทนตอการยอยดวยเอนไซม human pancreatic 

α–amylase เปนอีกคุณสมบัติหนึ่งของการเปนสารพรีไบโอติก โดยเอนไซมนี้มีความจําเพาะกับพอ
ลิเมอรที่ประกอบดวยหนวยยอยที่ตอกันดวยพันธะ α-1,4 ในลําไสเล็ก ดังนั้นจึงทดสอบการทนตอ
การยอยของพอลิเมอรดวยเอนไซม α–amylase โดยการนําพอลิเมอรที่มีเปอรเซ็นตการถูกยอยดวย
กรดที่พีเอช 1 เวลา 4 ช่ัวโมง ต่ํากวา 20 เปอรเซ็นต (จากขอ 6.2) ซ่ึงไดแก พอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํา
นึ่งปาลมทั้งสองโมเลกุลและพอลิเมอรจากเชื้อราทั้งที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม มายอยตอดวยเอนไซม 
human pancreatic α–amylase ความเขมขน 1 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยใชเวลาในการยอย 6 ช่ัวโมง ซ่ึง
เปนเวลาโดยเฉลี่ยที่อาหารถูกยอยอยูในลําไสเล็กของบุคคลปกติทั่วไป พบวามีเพียงสารพอลิเมอร
จากน้ํานึ่งปาลมในสวนของโมเลกุลเล็กชนิดเดียวเทานั้นที่สามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดี 
โดยมีเปอรเซ็นตการถูกยอย 7.842 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีเปอรเซ็นตการถูกยอยต่ํามาก ดังแสดงใน Figure 
26 โดยพอลิเมอรจากเชื้อราที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมมีเปอรเซ็นตการถูกยอยสูงที่สุดคือ 29.908 
เปอรเซ็นต รองลงมาเปนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมในสวนของโมเลกุลใหญ ซ่ึงมีเปอรเซ็นตการถูก
ยอยเปน 19.625 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบความสามารถในการทนตอการยอยโดยกรดและเอนไซมที่
สภาวะเดียวกันของพอลิเมอรชีวภาพกับสารสกัดจากพืช พบวา จากการทดสอบความสามารถใน
การทนตอการถูกยอยในทางเดินอาหารขององคประกอบในสวนที่ไมใชแปงของขนมปงที่ทํามา
จากขาวโพด พบวา ไมถูกยอยดวยกรดและเอนไซมในลําไสเล็กของคน ขณะที่ขาวโอต กลวย และ
มันฝร่ังมีการยอยสลายไป 5.2, 2.9 และ 13.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เห็นไดวาพอลิเมอรสามารถทน
ตอการยอยในทางเดินอาหารสวนบนไดดีพอกับสารพรีไบโอติกจากพืชที่ไดมีการทดสอบมาแลว 
(Cumming and Englyst, 1987) ) เชนเดียวกันกับรายงานของ Wichienchot (2005) ศึกษาคุณสมบัติ
การทนตอการยอยดวยสภาวะกรดจําลองในกระเพาะอาหารมนุษยและทนตอการยอยดวย amylase
จากตับออนมนุษยของโอลิโกเด็กแตรนที่ผลิตโดยเชื้อ Gluconobacter oxydans NCIMB4943 พบวา 
กรดจําลองของกระเพาะอาหารไมสามารถยอยได แตสามารถทนตอการยอยดวย amylase ไดสูงสุด 
25 เปอรเซ็นต และ HMOs โดยทดสอบการทนตอการยอยดวยเอนไซมที่หล่ังออกมาในชองปาก 
การทนตอกรดในกระเพาะอาหารและทนตอการยอยดวยเอนไซมที่หล่ังออกมาบริเวณลําไสเล็ก 
พบวาสามารถทนตอการยอยไดดี โดยเกิดการยอยต่ํากวา 5 เปอรเซ็นต (Gnoth et al., 2000) ซ่ึง
ใกลเคียงกับพอลิเมอร SC-S การที่พอลิเมอรสามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดีนั้น อาจ
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เนื่องมาจากพันธะที่จับกันระหวางโมเลกุลในสายของน้ําตาลในพอลิเมอรชีวภาพไมมีความจําเพาะ
กับเอนไซม α–amylase 

จากการทดสอบคุณสมบัติของพรีไบโอติกในดานความสามารถในการทนตอการ
ยอยในทางเดินอาหารสวนบนซึ่งไดแกการทนตอการยอยในกระเพาะอาหารและลําไสเล็กซึ่งพบวา        
พอลิเมอรที่แยกจากน้ํานึ่งปาลมสวนโมเลกุลเล็ก (SC-S) สามารถทนตอการยอยไดดีโดยมีเพียง
บางสวนเทานั้นที่โดนยอย เนื่องจากพอลิเมอรที่ใชในการทดสอบมีความสามารถในการทนตอกรด
ซ่ึงเปนการยอยแบบสุม ทั้งนี้เนื่องจากความแข็งแรงของพันธะภายในพอลิเมอรและจากการที่พันธะ
ที่จับกันระหวางโมเลกุลในสายของน้ําตาลในพอลิเมอรไมมีความจําเพาะกับเอนไซม α–amylase 
ซ่ึงเอนไซมชนิดนี้จะมีความจําเพาะตอพันธะ α-1,4 ซ่ึงสารประกอบโอลิโกแซคคาไรดและแปงที่
พบในพืชนั้นมีความหลากหลาย คือประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายชนิดเชื่อมกันดวยพันธะ
ที่แตกตางกัน เชน α-1,4, α-1,2, α-1,6, β -1,2 และ β-1,4 เปนตน (Oku and Nakamura, 2002) ดงันัน้
การที่สารพอลิเมอรเหลานี้ถูกยอยดวย α–amylase ไดนอยนั้น อาจเนื่องมาจากในสายพอลิเมอรนั้น
มีการเชื่อมตอกันดวยพันธะที่แข็งแรงและมีการเชื่อมตอกันดวยพันธะ α–1,4 นอย ทําใหพอลิเมอร
ชีวภาพสามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดี จากการการศึกษาของ Lagaert และคณะ (2007) 
พบวาพอลิแซคคาไรดชนิด xylooligosaccharides (XOS) เปนน้ําตาลกลุม oligomers ที่ประกอบดวย
น้ําตาลไซโลสเชื่อมกันดวยพันธะ β-1,4 เปนเหตุใหพอลิเมอรเหลานี้สามารถทนตอการยอยดวย
เอนไซมในลําไสเล็กไดดี แตอยางไรก็ตามในการทดสอบการยอยในลําไสเล็กนั้นไมมีเพียงแต
เอนไซม human pancreatic α–amylase เทานั้น ในความเปนจริงยังมีเอนไซม α–amylase ที่พบใน
น้ําลายโดยมีความจําเพาะเชนเดียวกับเอนไซม α–amylase ที่อยูในลําไสเล็ก แตการยอยเกิดขึ้นนอย
มากเมื่อเทียบกับการยอยของเอนไซม α–amylase ที่อยูในลําไสเล็ก นอกจากนี้ในลําไสเล็กยังมี
เอนไซมที่สามารถยอยพอลิแซคคาไรดได เชน glucoamylase, maltase, lactase และ sucrase ซ่ึงเปน
เอนไซมที่มีความจําเพาะกับ α–1,6 และ α–1,4 (Smith and Morton, 2001) ทําใหมีความเปนไปไดที่
จะยอยพอลิเมอรไดในระดับหนึ่ง เนื่องจากพอลิเมอร SC-S และ SC-L นาจะเปนพอลิเมอรชนิด   
อะราบิโนไซแลนซึ่งมีองคประกอบหลักเปนน้ําตาลไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 และมีโซ
กิ่งที่เปนน้ําตาลอะราบิโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะ α-1,2 หรือ α-1,3 (Taylor et al., 2006; Grootaert 
et al., 2007) และมีกรดกลูคูโรนิคเชื่อมตอกันดวยพันธะ α-1,2 นอกจากนี้อาจมีโซกิ่งที่เปนโอลิโก
เมอรที่ประกอบดวยน้ําตาลอะราบิโนสเชื่อมกับน้ําตาลไซโลสดวยพันธะ α-1,3 หรือ α-1,2 และกา
แลคโตสเชื่อมตอน้ําตาลไซโลสดวยพันธะ α-1,4 หรือเชื่อมตอน้ําตาลอะราบิโนสดวยพันธะ α-1,5 
อีกดวย (Saha, 2003) และพอลิเมอรจากเชื้อราเปนชนิดกลูแคนมีกาแลคโตสเชื่อมตอกันดวยพันธะ 
β-1,3 (Methacanon et al., 2005) ทําใหถูกยอยไดนอย และจากการศึกษาของ Mcpherson และ Jane 
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(1999) พบวาปริมาณของคารโบไฮเดรตที่มีในกลุมมันตางๆ พบวามีปริมาณ 25-35 เปอรเซ็นต ซ่ึง
จะประกอบดวย non starch polysaccharide, dietary fiber, amylase (15-20 เปอรเซ็นต) และ 
amylopectin เปนตน จากการทดลองครั้งนี้พบวาพอลิเมอร SC-S ทนตอการยอยดวยเอนไซม        
α–amylase ไดดี คาดวาในสายพอลิเมอรนาจะมีองคประกอบของ amylase อยูนอยมาก และอาจมี
องคประกอบอื่นๆ ที่มีพันธะหลากหลายซึ่งสามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดี การที่พอลิเมอร
ถูกยอยดวยเอนไซมไดดีกวาถูกยอยดวยกรด อาจเนื่องมาจากพอลิเมอรไดผานการยอยดวยกรดแบบ
สุมซึ่งไมจําเพาะตอพันธะภายในโมเลกุลทําใหเหลือพอลิเมอรที่มีสายโมเลกุลส้ันๆ เมื่อนํามายอย
ตอดวยเอนไซมซ่ึงมีความจําเพาะตอพันธะในการที่จะเขาไปยอยภายในโมเลกุลนั้นๆ ทําใหเกิดการ
ยอยไดมากกวาการยอยดวยกรด 

จากการพิจารณาการถูกยอยดวยกรดและเอนไซมของพอลิเมอรชีวภาพทั้งสาม
ชนิดคือ พอลิเมอร SC-S, SC-L และจากเชื้อราที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม พบวามีเปอรเซ็นตการถูกยอย
เทากับ 10.652, 21.825 และ 32.448 เปอรเซ็นต ดังแสดงใน Figure 27 ซ่ึงพอลิเมอร SC-L สามารถ
ทนตอการยอยดวยกรดไดสูงสุด รองลงมาคือพอลิเมอรจากเชื้อราและพอลิเมอร SC-S ตามลําดับ 
แตเมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเริ่มตนที่มีอยูในพอลิเมอรชนิดตางๆกอนนําไปยอยดวย
กรดและเอนไซม พบวาพอลิเมอรจากเชื้อรามีปริมาณ 20.373 เปอรเซ็นต ในขณะที่พอลิเมอรจากน้ํา
นึ่งปาลมชนิด SC-S และ SC-L มีปริมาณ 10.255 และ 11.488 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และมีปริมาณ
องคประกอบที่ไมถูกยอยดวยกรดและเอนไซมเหลืออยูทั้งหมดเทากับ 67.552, 89.348 และ 78.175 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากผลการทดลองจะบงบอกไดวาในพอลิเมอรเหลานี้มีองคประกอบที่ไมถูก
ยอยและดูดซึมโดยทางเดินอาหารสวนตน และมีโอกาสเหลือไปถึงลําไสใหญไดมากกวา 70 
เปอรเซ็นต ยกเวนพอลิเมอรจากเชื้อรา ซ่ึงจากการศึกษาการเปนสารพรีไบโอติกที่ดีนั้นตองสามารถ
ทนตอการยอยดวยกรดและเอนไซมได และเหลือไปถึงลําไสใหญไดมากกวา 60 เปอรเซ็นต พบวา
โอลิโกฟรุคโตส (oligofructose) และอินนูลิน (inulin) สามารถทนตอการถูกยอยดวยทางเดินอาหาร
สวนบน และเหลือไปถึงลําไสใหญถึง 85-89 เปอรเซ็นต (Cumming et al., 2001) ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองของ Englyst และ Cumming (1987) พบวาในขาวโอต กลวย และมันฝร่ัง มี non starch 
polysaccharide เหลืออยูมากกวา 85 เปอรเซ็นต หลังจากการทดสอบการยอยในทางเดินอาหาร
สวนบน ในการที่มีปริมาณของพอลิเมอรเหลือไปยังลําไสใหญไดมากกวา 70 เปอรเซ็นต โดยถูก
ยอยไดในชวง 7.8–29.9 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงคัดเลือกพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S ไปใชในการ
ทดลองตอไปเพราะถูกยอยไดนอยที่สุด 
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Figure 26. Enzymatic hydrolysis of two biopolymers from sterilizer condensate SC-S (A), SC-L 

(B) and Cordyceps dipterrigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate (C) 
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Figure 27. Percentage of hydrolysis (reducing sugar/(total sugar content – initial reducing sugar) x 

100) of the extract by using HCl at pH 1 ( ) and human pancreatic α–amylase ( ) of 
ethanolic extracts from sterilizer condensate; SC-S (A), SC-L (B) and Cordyceps 
dipterrigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate (C) 

6.4  ผลของการใชพอลิเมอรเปนแหลงคารบอนตอการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก 
นอกจากคุณสมบัติการทนตอการยอยโดยกรดและเอนไซมในทางเดินอาหาร

สวนบนแลวพรีไบโอติกจะตองสามารถสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกในลําไสใหญ
ไดดวย เมื่อทดสอบการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก Lactobacillus acidophilus 
และ Lactobacillus plantarum โดยใชพอลิเมอรที่คัดเลือกได (จากขอ 6.3) คือ พอลิเมอรจากน้ํานึ่ง
ปาลมขนาดโมเลกุลเล็ก (SC-S) มาเปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบกับการใชน้ําตาลกลูโคสเปน
แหลงคารบอน พบวา เชื้อ L. acidophilus เจริญไดดีที่สุดเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนโดย
แบคทีเรียโปรไบโอติกเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็วใน 12 ช่ัวโมงแรก และมีการเจริญสูงสุดที่ 24 
ช่ัวโมง โดยมีจํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้น 1.20 log CFU/ml หลังจากนั้นการเจริญของเชื้อคอยๆลดลง
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เมื่อเวลาครบ 72 ช่ัวโมง ในขณะที่ชุดการทดลองที่ใชพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมที่คัดเลือกไดเปน
แหลงคารบอนเชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้นนอยมากโดยมีจํานวนเซลลเพิ่มขึ้นสูงสุดที่เวลา 24 ช่ัวโมง คือ
มีจํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นเปน 0.67 log CFU/ml และการเจริญลดลงจนครบเวลา 72 ช่ัวโมง อยางไร
ก็ตามเมื่อเปรียบเทียบอัตราการเจริญของเชื้อที่ 24 ช่ัวโมง ในชุดการทดลองที่ใชพอลิเมอรที่คัดเลือก
ไดเปนแหลงคารบอนกับชุดการทดลองที่ไมเติมแหลงคารบอน (0.25 log CFU/ml ที่เวลา 24 
ช่ัวโมง) พบวา มีการเจริญแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) แตเมื่อเปรียบเทียบกับการเจริญใน
อาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน เมื่อวิเคราะหคาความแตกตางทางสถิติ พบวาการเจริญของ    
L. acidophilus ในอาหารที่มีพอลิเมอรต่ํากวาการเจริญในอาหารที่มีกลูโคสอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) จึงสรุปไดวาพอลิเมอรสามารถสงเสริมการเจริญของ L. acidophilus ไดนอยมาก (Figure 
28a)  

เมื่อพิจารณาการใชพอลิเมอรที่คัดเลือกไดกับกลูโคสเปนแหลงคารบอนของ       
L. plantarum ในการเจริญ พบวา L. plantarum สามารถเจริญไดดีในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลง
คารบอนเชนเดียวกัน โดยมีแนวโนมการเจริญเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยง และเชื้อ
จะเจริญไดสูงสุดที่เวลา 24 ช่ัวโมง คือจํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นเปน 1.175 log CFU/ml และหลังจาก
นั้นจํานวนเชื้อมีแนวโนมลดลงจนครบชั่วโมงในการเลี้ยง (72 ช่ัวโมง) จากการศึกษาผลของ        
พอลิเมอรชีวภาพ SC-S ตอการสงเสริมการเจริญของ L. plantarum พบวา สามารถสงเสริมการเจริญ
ไดดีกวาแบคทีเรียสายพันธุ L. acidophilus โดยเชื้อมีการเจริญคอยๆเพิ่มขึ้นใน 12 ช่ัวโมงแรก คือ 
จํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 เปน 0.89 log CFU/ml และมีการเจริญสูงสุดเปน 1.175 log 
CFU/ml (ที่ 24 ช่ัวโมง) และเชื้อมีแนวโนมลดลงจนครบชั่วโมงในการเลี้ยง (72 ช่ัวโมง) ซ่ึง           
L. plantarum สามารถเจริญไดดีในอาหารที่มีพอลิเมอร SC-S เปนแหลงคารบอนซึ่งไมแตกตางกับ
การเจริญในอาหารที่มีกลูโคสที่เวลาเดียวกัน (24 ช่ัวโมง) อยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) แตเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแหลงคารบอน (0.43 log CFU/ml) พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวา เชื้อ L. plantarum สามารถใช  
พอลิเมอรที่คัดเลือกไดเปนแหลงคารบอนในการเจริญได (Figure 28b) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก          
L. plantarum สามารถผลิตเอนไซมขึ้นมายอยสารพอลิเมอรชนิดนี้ เพื่อนําไปใชในการสราง
พลังงานของเซลลและชวยในการเจริญ ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบการสงเสริมการเจริญของพอลิเมอร
ชีวภาพใน Lactobacillus ทั้ง 2 สายพันธุ ที่ใชในการทดลอง พบวา L. plantarum สามารถเจริญได
ดีกวา L. acidophilus เนื่องจาก L. plantarum สามารถใชสารที่มีโมเลกุลใหญไดดีกวา                     
L. acidophilus (Kaplan and Hutkins, 2000) และจากการรายงานของ Sako และคณะ (1999) พบวา
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แบคทีเรีย Lactobacillus สามารถใช lactulose และ raffinose ไดใกลเคียงกับกลูโคส ซ่ึงก็ขึ้นอยูกับ
สายพันธุจุลินทรียดวย 
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Figure 28. Growth of probiotic in minimal medium containing polymer from sterilizer condensate 

(SC-S) (●), glucose (■) as a carbon source and without carbon source (▲); 
Lactobacillus acidophilus (a) and L. plantarum (b). The results are mean values of 
triplicates and error bars indicate standard deviations 
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เมื่อวิเคราะหปริมาณพอลิเมอรชีวภาพที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวัดในรูปของ
น้ําตาลทั้งหมด แลวเปรียบเทียบกับน้ําตาลทั้งหมด (พอลิเมอรชีวภาพ) ที่เติมลงไปตอนเริ่มตน 
พบวา L. plantarum สามารถใชพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมไปในการเจริญไดอยางรวดเร็ว
ในชวง 12 ถึง 36 ช่ัวโมง และมีแนวโนมคงที่เมื่อเพิ่มระยะเวลาการหมักจนครบ 72 ช่ัวโมง เมื่อ
พิจารณาการเจริญในชวงเวลาเดียวกัน พบวา เชื้อมีการเจริญดีในชวง 24 ช่ัวโมงแรก มีปริมาณ 
11.35 logCFU/ml แตหลังจากชั่วโมงที่ 24 ปริมาณเชื้อลดลงเปน 10.57 logCFU/ml และลดลง
เรื่อยๆ จนถึง 72 ช่ัวโมง (Figure 29b) ในขณะที่การใชพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมของ          
L. acidophilus (Figure 29a) เพิ่มขึ้นเมื่อเวลา 24 ช่ัวโมง และหลังจาก 36 ช่ัวโมง มีแนวโนมคงที่
จนถึง 72 ช่ัวโมง ซ่ึงเมื่อพิจารณาการเจริญในชวงเวลาเดียวกัน พบวา มีลักษณะการเจริญเหมือนกับ 
L. plantarum โดยเชื้อมีการเจริญใน 24 ช่ัวโมงแรก (10.81 logCFU/ml) แตหลังจากชั่วโมงที่ 24 
ปริมาณเชื้อลดลงเปน 10.36 logCFU/ml และลดลงเรื่อยๆ จนครบ 72 ช่ัวโมง ซ่ึงอาจเปนไปไดวาใน
ชวงแรกที่เชื้อมีการเจริญนั้นเชื้อนําสารอาหารจากแหลงอื่นไปใชกอนเพราะในความเปนจริง          
จุลินทรียจะใชสารอาหารที่สามารถใชไดงายกอน เนื่องจากใน minimal medium มีปริมาณยีสตสกัด
และเปปโตนอยูอยางละ 2 กรัมตอลิตร เมื่อสารอาหารในสวนนี้ถูกใชหมดไป เชื้อจึงนําแหลง
คารบอนจากพอลิเมอรมาใชแตเนื่องจากพอลิเมอรมีโครงสรางที่ซับซอนยากตอการยอยไดสมบูรณ 
เนื่องจากพอลิเมอร SC-S เปนพอลิเมอรชนิดเฮมิเซลลูโลสซึ่งอยูในกลุมอะราบิโนไซแลน ที่
ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเปนโซหลัก มีน้ําตาลอะราบิโนสและ/หรือกาแลคโตสเปนกิ่ง ซ่ึงตองใช
เอนไซม endo-1,4-β-xylanase และ α-1,2, α-1,3 arabinofuranosidase สําหรับยอยสายของน้ําตาล
ไซโลสและอะราบิโนส นอกจากนี้ยังมีโมเลกุลของกรดกลูคูโรนิค (glucuronic acid) และเฟอรูลิค 
(ferulic acid) เปนองคประกอบในพอลิเมอรอีกดวย (Taylor et al., 2006; Grootaert et al., 2007) แต
เนื่องจากเชื้อในกลุมแลคติกไมสามารถผลิตเอนไซมในกลุมนี้มายอยพอลิเมอรใหเปนน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวไปใชได อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในอาหารที่เติมกลูโคสและใน
อาหารที่เติมพอลิเมอร พบวาในอาหารที่เติมกลูโคสมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดมากกวาในอาหารที่เติม
พอลิเมอรถึง 4 เทา (Figure 29) จึงทําใหเชื้อไมมีสารอาหารที่เพียงพอสําหรับการเจริญตอ สงผลให
การเจริญของเชื้อนอยกวาในอาหารที่มีกลูโคสและเชื้อมีการเจริญลดลง เมื่อเปรียบเทียบการใช
แหลงคารบอนของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. plantarum และ L. acidophilus พบวาการใชแหลง
คารบอนของเชื้อโปรไบโอติกจะคอยๆมีปริมาณเพิ่มขึ้นในชวง 36 ช่ัวโมงแรก และมีการเพิ่มขึ้น
เล็กนอยจนครบ 72 ช่ัวโมง โดยเชื้อใชพอลิเมอรไดไมถึง 50 เปอรเซ็นต ของปริมาณเริ่มตน ซ่ึงเชื้อ 
L. plantarum สามารถนําไปใชมากที่สุดคือ 35.71 เปอรเซ็นตของปริมาณน้ําตาลเริ่มตน ที่เวลา 72 
ช่ัวโมง ในขณะที่ L. acidophilus มีการใชพอลิเมอรชีวภาพคิดเปน 22.89 เปอรเซ็นต ที่เวลา 36 
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ช่ัวโมง (Figure 29) ในลําไสมนุษยมีแบคทีเรียบางสายพันธุเทานั้นที่สามารถผลิตเอนไซมเพื่อยอย
สารอะราบิโนไซแลน ซ่ึงไดแก lactobacilli, bacteroides และ non-pathogenic clostridia โดย
แบคทีเรียสายพันธุเหลานี้สามารถยอยคารโบไฮเดรตที่ซับซอนได เชน Bacteroides fragilis, 
Bacteroides ovatus และ Bacteroides thetaiotaomicron มีบทบาทสําคัญในกระบวนการแมทาบอลิ
ซึมคารโบไฮเดรตเนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้สามารถผลิตเอนไซม depolymerizing ไดหลายชนิด 
(Grootaert et al., 2007) Kontula และคณะ (2000) ศึกษาการใชอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรด
ที่สกัดจากขาวไรยและรําขาวไรยเปนสับสเตรทตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ Lactobacillus 
ที่แยกไดจากการตัดชิ้นเนื้อสําไสของมนุษย พบวาอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดชวยสงเสริม 
lactobacilli บางสายพันธุเทานั้น (Lactobacillus cellobiosus และ Lactobacillus salivarius) ในขณะ
ที่สายพันธุอ่ืนไมสามารถเจริญบนสับเสตรทนี้ได (Lactobacillus rhamnosus และ Lactobacillus 
salivarius) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียกลุม lactobaciili สายพันธุ 
Lactobacillus plantarum และ Lactobacillus rhamnosus (GG) และแบคทีเรีย Lactococcis lactis 
โดยใชอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากรําขาวโอตเปนสับสเตรท ผลการทดลองพบวา
ไมมีแบคทีเรียสายพันธุใดที่สามารถเจริญบนสับสเตรทนี้ไดเลย อาจเปนเพราะเลี้ยงเชื้อในอาหารที่
มีกลูโคสกอนทําการทดลองในอาหารที่เติมใชอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดแทนกลูโคสจึง
ทําใหเกิดการยับยั้งสารแคทาบอไลตของเอนไซม (Kontula et al., 1998)  

เมื่อวัดการเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช
พอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมเปนแหลงคารบอน พบวาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นระหวางการ
เจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง 2 มีการเปลี่ยนแปลงของระดับพีเอชนอยมากเมื่อเทียบกับการ
เจริญในอาหารที่มีกลูโคส โดยการเจริญของ L. plantarum มีพีเอชลดลงจากพีเอชเริ่มตน 5.78 เปน 
5.02 (Figure 30b) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการเจริญของ L. plantarum เกิดจาก
แบคทีเรียสามารถผลิตกรดขึ้นมา กรดที่เกิดขึ้นระหวางการเจริญ L. plantarum คือ กรดแลกติค 
นอกจากนี้ยังมีการผลิตกรดอินทรียชนิดอื่นอีก เชน กรดอะซิติก กรดบิวเทอริก และกรดโพพิโอนิก 
ซ่ึงกรดเหลานี้จะสงผลใหระดับพีเอชในระหวางการเจริญของแบคทีเรียลดลง และยังบงบอกถึง
ความสามารถในการใชสารอาหารและการเจริญของแบคทีเรียอีกดวย และเมื่อพิจารณาการ
เปลี่ยนแปลงพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการเจริญของ L. acidophilus พบวามีการเปลี่ยนแปลงของระดับ
พีเอชนอยกวาในการเจริญของ L. plantarum เพียงเล็กนอย โดยมีพีเอชลดลงจากพีเอชเริ่มตน (5.62) 
เปน 5.08 (Figure 30a) และเมื่อเปรียบเทียบกับการเจริญในอาหารที่มีกลูโคสของ L. acidophilus 
และ L. plantarum พบวาการเปลี่ยนแปลงพีเอชลดลงถึง 3.44 และ 3.46 ตามลําดับ  
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Figure 29. Percentage of carbon sources utilization by Lactobacillus acidophilus (a) and L. 

plantarum (b) in minimal medium containing polymer from sterilizer condensate SC-S 
(●) and glucose (■) as a carbon source and without carbon source (▲) at 37 ◦C for 
72 hours and residual sugar concentration for polymer (○), glucose (□) and without 
carbon source (∆). The results are mean values of triplicates error bars indicate 
standard deviations 
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คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติกที่ดีตองสามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรีย
ที่มีประโยชนในรางกายได ซ่ึงพบวาเมื่อศึกษาคุณสมบัติการเปนพรีไบโอติกของพอลิเมอรชีวภาพ 
SC-S ตอการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกในรางกาย พบวาพอลิเมอร SC-S ไม
สามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรียโปรไบโอติกที่ใชทดสอบได ซ่ึงแบคทีเรียโปรไบโอติกแต
ละชนิดมีความสามารถในการใชสารอาหารไดแตกตางกันขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง โดยเฉพาะ
ขนาดโมเลกุลของสารอาหารโดยพบวาจุลินทรียสวนใหญจะสามารถใชสารอาหารโมเลกุลเล็กได
ดีกวาสารอาหารโมเลกุลใหญ (Olano-Martin et al., 2000) จากการทดลองพบวา L. plantarum และ 
L. acidophilus สามารถใชพอลิเมอร SC-S (มีขนาดโมเลกุล 1,233 ดาลตัน) ไดนอยมากเมื่อเทียบกับ
การใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน (51.34 และ 65.99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) โดยเชื้อสามารถใช    
พอลิเมอรเปนแหลงคารบอนไดเพียง 21.82 และ 10.59 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงตางจากการทดลอง
ของนิรัญญา บุญติ้น (2550) ที่พบวาเชื้อ Lactobacillus สามารถใชสารสกัดจาก บีทรูท และมันฝร่ัง
ไดดี โดย L. plantarum สามารถใชสารสกัดจากบีทรูทไดดี (80.19 เปอรเซ็นต) และสามารถใชสาร
สกัดจากมันฝร่ัง (63.65 เปอรเซ็นต) ไดดีพอกับการใชกลูโคส (61.46 เปอรเซ็นต) ในขณะที่           
L. acidophilus สามารถใชสารสกัดจากมันฝร่ัง (33.82 เปอรเซ็นต) และบีทรูท (25.75 เปอรเซ็นต)
ไดนอยมากเมื่อเทียบกับการใชกลูโคส (63.05 เปอรเซ็นต) ซ่ึงเมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของสาร
สกัด พบวาสารสกัดจากมันฝร่ังมีขนาดน้ําหนักอยูในชวง 1624 และ 3065 ดาลตัน และสารสกัดจาก
บีทรูทมีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 464 และ 1603 ดาลตัน จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาไมใช
เพียงแตขนาดโมเลกุลของสารอาหารเทานั้นที่มีผลตอการนําไปใชของเชื้อ แตอาจจะมีปจจัยอ่ืนรวม
ดวยเชน พันธะและโครงสรางการเรียงตัวของโมเลกุลน้ําตาล ชนิดของน้ําตาล รวมถึงความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมมายอยพอลิเมอรของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกอีกดวย  

นอกจากนี้ความสามารถในการใชสารอาหารหรือสารพรีไบโอติกของแบคทีเรีย
แตละชนิดจะมีความจําเพาะ (Olano-Martin et al., 2002) พบวา Lactobacillus acidophilus และ 
Lactobacillus plantarum สามารถใชไซโลโอลิแซคคาไรด (xylooligosaccharide) ได แตไมสามารถ
ใชไซแลน (xylan) ได (Crittenden et al., 2002) และ Bifidobacteria adolescentis สามารถใชไซโล
โอลิแซคคาไรด อะราบิโนไซแลน และอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดได แตไมสามารถใช 
ไซแลนไดเชนกัน (Crittenden et al., 2002 and van den Broek et al., 2005) การที่แบคทีเรีย        
โปรไบโอติกแตละชนิดมีความสามารถในการใชสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกไดไมเทานั้น
เนื่องจากความหลากหลายในเรื่องของโครงสรางและการสรางเอนไซมขึ้นมายอยโมเลกุลเหลานั้น 
ซ่ึงสารที่มีคุณสมบัติการเปนพรีไบโอติกจะมีองคประกอบและการเชื่อมตอกันระหวางพันธะ
ภายในโมเลกุลตางกัน เชน ฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรด (fructooligosaccharide) จะตอกันดวย 
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Fruβ2-1Frun และ Gluα1-2[βFru1-2]n, ราฟฟโนส (raffinose) จะตอกันดวย Galα1-6Glu1-2βFru, 
แลคโตซูโครส (lactosucrose) จะตอกันดวย Galβ1-4Gluα1-4Gluα1-2βFru และไซโลโอลิแซคคา
ไรด (xylooligosaccharide) จะตอกันดวย [xylβ1-4xyl]n เปนตน (Mussatto and Mancilha, 2007) 
ดังนั้นแบคทีเรียแตละสายพันธุจะตองสรางเอนไซมขึ้นมายอยสารเหลานี้เพื่อที่จะนําสารเหลานี้ไป
ใช ซ่ึงเอนไซมที่แบคทีเรียแตละสายพันธุผลิตขึ้นจะมีความจําเพาะตอสารแตละชนิดแตกตางกัน 
ขึ้นอยูกับสายพันธุจุลินทรีย พบวา L. plantarum สามารถผลิตเอนไซม α-galactosidase,               
β- galactosidase, α-glucosidase, β-glucosidase และ α-mannosadase ขึ้นมาได และไมพบการสราง
เอนไซม α-galactosidase และ α-glucosidase ใน L. acidophilus (Papamanoli et al., 2003) ซ่ึง
เอนไซมที่แบคทีเรียแตละชนิดผลิตขึ้นมาจะมีความจําเพาะตอพันธะที่เชื่อมตอกันภายในพอลิเมอร 
สงผลใหความสามารถในการยอยสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกไดแตกตางกัน จากการ
วิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบในพอลิเมอร SC-S พบวาเปนกลุมของไซโลส และอะ
ราบิโนส ซ่ึงนาจะเชื่อมตอกันดวยพันธะ β,1-4, β,1-2 และ α,1-2, α,1-3 โดยปริมาณน้ําตาลที่เปน
องคประกอบจะเปนกลุมไซโลสเปนสวนใหญจึงจัดไดวาพอลิเมอรในกลุมไซแลนซึ่งเปนพอลิเมอร
ที่มีขนาดโมเลกุลใหญและซับซอน ดังนั้นจึงเปนไปไดที่เชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ใชในการ
ทดสอบไมสามารถใชสารพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S เปนแหลงคารบอนไดดีเทาน้ําตาล
กลูโคส 
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Figure 30. The pH change in anaerobic fermentation by Lactobacillus acidophilus (a) and L. 

plantarum (b) in minimal medium using polymer from sterilizer condensate SC-S (●), 
glucose (■) as carbon sources and without carbon source (▲) at 37 ◦C for 72 hours. 
The results are mean values of triplicates and error bars indicate standard deviations 
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7.   คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพในสารละลายดินขาว 

จากการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมสวน
ที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลเล็กและโมเลกุลใหญ (SC-S และSC-L ตามลําดับ) และ C. dipterrigena 
BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม ในสารละลายดินขาว (kaolin) ภายใตสภาวะพีเอช 7.0 และมีการ
เติม CaCl2.2H2O (40 มิลลิโมลาร) โดยใชพอลิเมอรความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร (Table 21) 
พบวา พอลิเมอรทั้งสามชนิดมีคุณสมบัติเปนสารตกตะกอนชีวภาพเนื่องจากมีกิจกรรมการ
ตกตะกอน โดยคากิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรทั้งสามชนิดคือ SC-S, SC-L และ C. 
dipterrigena BCC2073 มีคาใกลเคียงกันคือมีคาเทากับ 2.185 ± 0.013, 1.809 ± 0.023 และ 1.948 ± 
0.011 ตามลําดับ และมีอัตราการตกตะกอนเทากับ 45.876 ± 0.013, 41.237 ± 0.023 และ 43.041 ± 
0.011 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยกิจกรรมและอัตราการตกตะกอนจะดีที่สุดเมื่ออยูในสภาวะที่
เหมาะสม ซ่ึงปจจัยที่สําคัญอีกอยางคือปจจัยทางสภาวะแวดลอม เชน อิออนของโลหะ ความเขมขน
ของอิออนของโลหะ ความเขมขนของพอลิเมอร และพีเอช เปนตน (Salehizadeh and Shojaosadati, 
2001) 

Table 21. Flocculating activity of biopolymer from sterilizer condensate of palm oil mill and C. 
dipterrigena BCC2073 cultivated in sterilizer condensate of palm oil mill in kaolin 
clay suspension. Different letters were significant differences (P<0.05) 

Kaolin suspension Biopolymer  
Flocculating activity 

SC-S 
SC-L 
C. dipterrigena BCC2073 

2.185 ± 0.013a

1.809 ± 0.023b

1.948 ± 0.011b
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8.   ปจจัยท่ีมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพในสารละลายดินขาว 

8.1  ผลของความเขมขนของพอลิเมอร 
จากการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรที่สกัดจากน้ํานึ่ง

ปาลม (SC-S และ SC-L) และจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ในสารละลายดินขาว (kaolin) 
ภายใตสภาวะพีเอช 7.0 และมีการเติม CaCl2·2H2O (4.5 mM) โดยใชพอลิเมอรที่ความเขมขนตางๆ 
(Figure 31) พบวากิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรจาก SC-S ใหคาสูงกวา SC-L และพอลเิมอร
จากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 จาก Figure 28 แสดงผลของความเขมขนของพอลิเมอรทั้ง
สามชนิดตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนในสารละลายดินขาว (5 กรัมตอลิตร) ที่เติม CaCl2·2H2O 
4.5 มิลลิโมลาร ปรับพีเอชเปน 7.0 โดยการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนเพิ่มขึ้นในชวงความเขมขน
ของพอลิเมอรตั้งแต 2 ถึง 20 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนที่เหมาะสมของพอลิเมอร SC-S 
และ SC-L คือ 2 มิลลิกรัมตอลิตร แตความเขมขนของพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 ให
คาการตกตะกอนที่เหมาะสมที่ 4 มิลลิกรัมตอลิตร โดยพอลิเมอร SC-S ใหคากิจกรรมการ
ตกตะกอนสูงสุด รองลงมาคือพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 และพอลิเมอร SC-L โดยมี
คากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 2.278±0.011, 1.087±0.025 และ 0.904±0.106 และกิจกรรมการ
ตกตะกอนคอยๆลดลงหลังจากเพิ่มปริมาณพอลิเมอรชีวภาพมากขึ้น จากผลการทดลองนี้สามารถ
อธิบายได 2 ประการคือ ประการแรกเกิดจากการที่มีพอลิเมอรชีวภาพมากเกินไปทําใหเกิดการ
แพรกระจายที่ไมสมบูรณของพอลิเมอร ซ่ึงมีเฉพาะโมเลกุลพอลิเมอรที่ลอมรอบอนุภาคดินขาว
เทานั้นที่สงผลตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน โดยอนุภาคพอลิเมอรที่เหลือไมสามารถเขา
สงเสริมหรือชวยใหเกิดปฏิกิริยาใหสูงขึ้นได (Yokoi et al., 1997) ประการที่สองคือ พอลิเมอรที่มี
ปริมาณมากเกินไปอาจมีผลทําใหที่ตําแหนงยึดเกาะของบริเวณพื้นผิวของอนุภาคดินขาวมีความ
อ่ิมตัวทําใหไมมีพื้นที่ใหอนุภาคอื่นเขายึดเกาะ ดังนั้นแรงดึงดูดของอนุภาคพอลิเมอรที่เหลือจึง
ลดลงและสงผลใหกิจกรรมการตกตะกอนลดลง (Kwon et al., 1996) และเมื่อพิจารณาลักษณะของ
พอลิเมอรชีวภาพ พบวาจากการวิเคราะหหมูฟงกช่ันดวย FT-IR พอลิเมอรชีวภาพทั้งสามชนิดมีหมู
ฟงกที่คลายกันโดยมีหมูไฮดรอกซิลและหมูคารบอกซิล โดยเฉพาะหมูคารบอกซิลมีผลตอ
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของพอลิเมอรนั้นๆ เนื่องจากหมูคารบอกซิลสามารถไปจับกับ
ไอออนโลหะประจุสองบวก (Ha et al., 1991) แตมีน้ําหนักโมเลกุลตางกันโดยพอลิเมอร SC-S, SC-
L และพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 มีน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียเทากับ 1223, 6431 และ 
20064 ดาลตัน ตามลําดับ จากผลตรงนี้ชวยเสริมเหตุผล 2 ประการที่ไดกลาวมา โดยที่พอลิเมอร 
SC-S มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดเล็กอาจทําใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนไดดีกวา ซ่ึงตางกับพอลิเมอร
อีกสองชนิดที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญกวา ทําใหไปบังหรือกีดขวางทําใหโลหะแคทไอออนเขา
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จับกับประจุบนอนุภาคดินขาวไดไมดี จึงเกิดกิจกรรมการตกตะกอนต่ํา ความสัมพันธระหวางความ
เขมขนของสารพอลิเมอรชีวภาพและกิจกรรมการตกตะกอนแบบนี้มีความคลายคลึงกับกิจกรรม
การตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพชนิดพอลิแซคคารไรดที่ผลิตจาก Enterobacter cloacae 
WD7 โดยใชความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร มีกิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยดินขาวสูง
ที่สุดเทากับ 105 เมื่อใช CaCl2 ที่ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร และระดับพีเอชที่เหมาะสมในการ
ตกตะกอนอยูในชวง 2-8 แตเมื่อเพิ่มปริมาณความเขมขนของพอลิแซคคาไรดสูงกวานี้พบวา

กิจกรรมการตกตะกอนลดลง (Prasertsan et al., 2006) และสารตกตะกอนชีวภาพชนิด Poly(γ-
glutamic acid) (PGA) ที่ความเขมขน 7.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหคากิจกรรมสูงที่สุด (30.32±1.4) ใน
สารละลายดินขาวพีเอช 7.5 ที่เติมโลหะชนิด Ca2+ ที่ความเขมขน 8.0 มิลลิโมลาร โดยพอลิเมอร
ชีวภาพมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 6.2 x 106 ดาลตัน (Bajai and Singhal, 2009) แตชวงความเขมขน
จากการทดลองนี้มีความแตกตางจากที่เคยมีรายงานมา เชน จากรายงานของ Yokoi และคณะ (2002) 
ศึกษากิจกรรมการตกตะกอนของสารละลายเพคติน (น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 6.2 x 106 ดาลตัน)     
(ที่แยกไดจากแอปเปล) ในสารละลายดินขาว (kaolin clay) พบวา มีกิจกรรมการตกตะกอนเกิดได
สูงสุดเมื่อเติมสารละลายเพคตินเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Fe3+ 0.2 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 30 องศาเซลเซียส จากการทดลองนี้จึงคัดเลือกพอลิเมอร SC-L ที่ความเขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร นําไปใชในการศึกษาปจจัยในขอตอไป 
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Figure 31. Effect of biopolymer concentration on flocculating activity using biopolymer from SC-
S (○), SC-L (●) and Cordyceps dipterrigena BCC2073 (*) at various biopolymer 
concentrations; 2, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80 and 100 mg/L in kaolin clay 
suspension (5 g/L) at pH 7.0 supplemented with 4.5 mM CaCl2
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8.2  ผลของชนิดอิออนโลหะ 
โลหะชนิดแคทไอออนชวยสงเสริมการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนโดยการทําให

เกิดสภาพความเปนกลาง และชวยปรับสภาพประจุลบที่เหลือของ functional groups โดยเกิดจาก
การจับกันระหวางอนุภาคดินขาวกับแคทไอออน ทําใหประจุลบที่ผิวของอนุภาคดินขาวลดลง 
สงผลใหเกิดการเปลี่ยนประจุรอบๆอนุภาคดินขาวจากประจุลบเปนประจุบวก (Bajai and Singhal, 
2009) จากการศึกษาของ Yokoi และคณะ (1997) กลาววา แคทไอออนสามารถชวยเรงปฏิกิริยาการ
เกิดกิจกรรมการตกตะกอนโดยการเกิดสภาพความเปนกลางโดยการปรับสภาพของประจุลบ       
ในหมูคารบอกซิลของกรดยูโรนิค (uronic acid) ในกลุมพอลิแซคคาไรดที่เปนกรด (acidic 
polysaccharide) โดยปจจัยที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยาโดยการเติมแคทไอออนลงในการตกตะกอนที่
สําคัญคือ ความเขมขนและวาเลนซี่ (valency) ของไอออน (Yokoi et al., 1995; Wu and Ye, 2007) 
จาก Figure 32 แสดงผลของชนิดแคทไอออนและความเขมขนตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน
ของพอลิเมอร จากการศึกษาผลของชนิดของอิออนของโลหะ 3 กลุมคือ แคทไอออนประจุสามบวก 
(trivalent cation) (AlCl3 และ FeCl3), แคทไอออนประจุสองบวก (divalent cation) (MgCl2, MgSO4, 
FeSO4, CuCl2 และ CaCl2) และแคทไอออนประจุหนึ่งบวก (monovalent cation) (KCl และ NaCl) 
ตอกิจกรรมการตกตะกอนในสารแขวนลอยดินขาว พีเอช 7.0 และพอลิเมอร SC-S 2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พบวา การเติมแคทไอออนประจุหนึ่งบวก (KCl และ NaCl) มีผลชวยใหเกิดกิจกรรมการ
ตกตะกอนไดนอยมากเมื่อเทียบกับแคทไอออนประจุสองและสามบวก เนื่องจากไอออนกลุมนี้ (K+ 
และ Na+) การจับกันระหวางพันธะมีแรงนอย สงผลใหโครงสรางของฟลอคจับกันแบบหลวมๆ 
ดังนั้น จึงทําใหกิจกรรมการตกตะกอนเกิดขึ้นไดนอย (Wu and Ye, 2007; Gong et al., 2008; Bajai 
and Singhal, 2009) และตองใชความเขมขนมากกวา 20 มิลลิโมลาร สําหรับ KCl และมากกวา 60 
มิลลิโมลาร สําหรับ NaCl เพื่อใหเกิดการตกตะกอน (Figure 32a) จากการทดลองนี้เมื่อพิจารณา     
วาเลนซี่ และไอออนที่มีประจุตรงขาม (counter ion) ของโลหะ พบวา เหมือนกัน แตใหคากิจกรรม
การตกตะกอนตางกัน เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของโลหะประจุบวก พบวา K+ (39.10) มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงกวา Na+ (22.99) ซ่ึงอาจสงผลตอกิจกรรมการตกตะกอน โดยโลหะที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงกวาจะสงผลใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนที่ดีกวาโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอย 
นอกจากนี้อาจมีผลมาจากคาอิเล็กโทรเนการติวิตี้ (electronegativity : EN) ของแตละโลหะดวย
เชนกัน ซ่ึงพบวา K+ มีคา EN เทากับ 0.8 นอยกวา Na+ (0.9) ซ่ึงเปนคาที่แสดงถึงความสามารถใน
การดึงดูดอิเล็กตรอนของอะตอมคูที่เกิดพันธะที่จะรวมกันเปนโมเลกุล จากคานี้ช้ีใหเห็นวา Na+ มี
แรงดึงดูดกับ Cl- ไดดีกวา K+ ดังนั้นเมื่อเติมลงในปฏิกิริยาการตกตะกอน Na+ จึงเขาจับกับอนุภาค
ดินขาวไดนอยกวา K+ เนื่องจากยังมีบางโมเลกุลของ Na+ ที่ยังจับกับ Cl- อยู สวนการเติมแคท



 

108 

ไอออนประจุสองบวกชวยสงเสริมใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนไดดีกวาแคทไอออนประจุหนึ่ง
บวก จาก Figure 32b แสดงผลของชนิดและความเขมขนของแคทไอออนประจุสองบวกที่มีตอ
กิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอร SC-S พบวา เมื่อพิจารณากิจกรรมการตกตะกอนที่ความ
เขมขนของแคทไอออน 10 มิลลิโมลาร พบวา CuCl2 ชวยสงเสริมการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน
สูงสุด รองลงมาคือ CaCl2, FeSO4, MgCl2 และ MgSO4 ตามลําดับ จากผลการทดลองนี้ พบวาปจจัย
รวมที่มีผลตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพคือ ชนิดของ counter ion และ
น้ําหนักโมเลกุลของไอออน เมื่อพิจารณาแยกตามชนิดของ counter ion พบวาแคทไอออนที่มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงจะชวยสงเสริมการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนไดดีกวาน้ําหนักโมเลกุลต่ํา โดย 
CuCl2, CaCl2 และ MgCl2 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 2.63, 2.51 และ 2.09 ตามลําดับ โดย
โลหะแคทไอออนแตละชนิดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 63.55, 40.08 และ 24.30 ตามลําดับ สําหรับ 
FeSO4 และ MgSO4 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 2.42 และ 1.73 ตามลําดับ โดยโลหะแตละ
ชนิดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 55.84 และ 24.30 ตามลําดับ ซ่ึงโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกวาจะ
ชวยใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงกวาโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเชนเดียวกับกรณทีีศ่กึษา
ในแคทไอออนประจุหนึ่งบวก และเมื่อเปรียบเทียบคา EN ของโลหะแตละชนิดพบวา Cu, Ca, Mg 
และ Fe มีคา EN เทากับ 1.9, 1.0, 1.2 และ 1.8 ซ่ึงใหผลไมสัมพันธกับกิจกรรมการตกตะกอน จาก
ผลตรงนี้แสดงใหเห็นวา เมื่อแคทไอออนมีประจุหรือคา valency เพิ่มขึ้น คา EN จะมีผลตอการเกิด
กิจกรรมการตกตะกอนนอยลง โดยปจจัยจะขึ้นกับน้ําหนักโมเลกุลและชนิดของ counter ion 
มากกวา แตเมื่อเพิ่มความเขนขนของแคทไอออนแตละชนิดสูงกวานี้ พบวา ความเขมขนที่
เหมาะสมของ CaCl2, FeSO4, MgCl2 และ MgSO4 สําหรับการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนคือ 60, 20, 
100 และ 40 มิลลิโมลาร ตามลําดับ โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนตามลําดับดังนี้ 2.88, 2.55, 
2.96 และ 2.90 แตสําหรับ CuCl2 พบวาเมื่อเติมความเขมขนสูงกวา 10 มิลลิโมลาร กิจกรรมการ
ตกตะกอนกลับลดลง โดยกิจกรรมเกิดขึ้นสูงสุด (2.96) เมื่อเติม MgCl2 โดยตองใชความเขมขนสูง
ถึง 100 มิลลิโมลาร สําหรับกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยการเติมแคทไอออน
ประจุสามบวก พบวา ชวยสงเสริมใหเกิดการตกตะกอนไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับประจุสองบวก
กับประจุหนึ่งบวก พบวา Fe3+ เกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงกวา Al3+ ซ่ึงมีคาเทากับ 4.20 และ 2.74 
ตามลําดับ โดย Fe3+ และ Al3+ ใหคากิจกรรมการตกตะกอนไดดีที่สุดเมื่อเติมที่ความเขมขนเดียวกัน
คือ 1 มิลลิโมลาร เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลพบวา Fe3+ (55.84) มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกวา Al3+ 
(26.98) ตามลําดับ ซ่ึงโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกวาจะชวยใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงกวา
โลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเชนเดียวกับกรณีที่ศึกษาในแคทไอออนประจุหนึ่งบวกและสอง
บวก และเมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของโลหะหนักกับกิจกรรมการตกตะกอนระหวางทั้ง 3 
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กลุม พบวา กิจกรรมการตกตะกอนจะมีความสัมพันธกับน้ําหนักโมเลกุลของสารแบบแปรผันตรง 
โดยสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลที่สูงกวาจะชวยสงเสริมใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนที่ดีกวาสารที่มี
น้ําหนักโมเลกุลนอย แตเมื่อพิจารณาคา EN ของโลหะหนักพบวาไมมีความสัมพันธกับกิจกรรมการ
ตกตะกอน โดย Fe3+ มีคา EN เทากับ 1.8 ซ่ึงมากกวา Al3+ (1.5) แสดงวาในแคทไอออนประจุสาม
บวก คา EN ไมมีผลตอการเกิดการตกตะกอนเชนเดียวกับแคทไอออนประจุสองบวก และกิจกรรม
การตกตะกอนจะลดลงเมื่อเติมความเขมขนของแคทไอออนเพิ่มขึ้นจากนี้ (Figure 32c) อาจ
เนื่องมาจากเมื่อมีการเติมแคทไอออนลงในปฏิกิริยามากเกินไป อาจทําใหแคทไอออนที่เหลือจาก
การจับกับประจุบนผิวอนุภาคดินขาวแลว มาจับกับ พอลิเมอรชีวภาพที่ตําแหนงประจุลบของหมู
คารบอกซิล (COO-) ดวย ทําใหประจุรอบๆอนุภาคดินขาว และพอลิเมอรมีประจุรวมเปนชนิด
เดียวกัน มีผลทําใหการจับกันไดไมดี สงผลใหกิจกรรมการตกตะกอนลดลงดวย  

จากผลการทดลองนี้ ช้ีใหเห็นวาผลของการเติมแคทไอออนเพื่อชวยสงเสริม
กิจกรรมการตกตะกอนใหเกิดขึ้นไดสูงขึ้นกับทั้งสองปจจัยคือความเขมขนและจํานวนประจุ 
(valency) ของไอออน (Watanabe et al., 1999) อีกทั้งยังมีปจจัยอ่ืนคือ ขนาดน้ําหนักโมเลกุล และ
ชนิดของ counter ion รวมดวย รวมถึงคาวาเลนซี่ (valency) ของโลหะแตละชนิดดวย ซ่ึงคานี้แสดง
ถึงจํานวนอิเล็กตรอนที่รับเขามาเพื่อทําใหเกิดความเสถียรภาพ ถาไอออนมีวาเลนซี่สูงกวา        
(กลุมแคทไอออนประจุสามบวก) จะชวยปรับสภาพของประจุไดดีกวาไอออนที่มีวาเลนซี่ต่ํา    
(กลุมแคทไอออนประจุหนึ่งบวก) 
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Figure 32.  Effect of monovalent (a), divalent (b) and trivalent (c) cation concentrations on the 
flocculating activity of biopolymer SC-S. The flocculating activity was carried out 
using kaolin clay suspension with the addition of various cations at pH 7.0. Symbols; 
KCl (●), NaCl (○), CaCl2 (□), CuCl2 (■), FeSO4 (∆), MgSO4 (▲), MgCl2 (x), 

AlCl3 (♦) and FeCl3 (◊) 
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8.3  ผลของพีเอช 
คาพีเอชเปนปจจัยที่สําคัญของการเกิดปฏิกิริยาและมีอิทธิพลตอการเกิดกิจกรรม

การตกตะกอน จากการทดลองกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอร SC-S 2 มิลลิกรัมตอลิตร โดย
เติมแคทไอออน (cation) ชนิดและความเขมขนที่คัดเลือกได (1 mM FeCl3) รวมกับการปรับพีเอชที่
คาตางๆ (พีเอช 2-10) พบวา พอลิเมอรมีคากิจกรรมการตกตะกอนสูงที่สภาวะพีเอชที่เปนกรด
เล็กนอย (พีเอช 5-6) โดยพีเอชที่เหมาะสมที่สุดคือ พีเอช 6 โดยมีคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 
5.217±0.001 และกิจกรรมการตกตะกอนเพิ่มขึ้นเมื่อพีเอชเพิ่มขึ้นในชวงพีเอช 4-6 และลดลงที่พีเอช
สูงกวา 6 และต่ํากวา 4 (Figure 33) ซ่ึงเปนผลจากการที่เมื่อในสภาวะที่เปนกรดสูงจะมีประจุบวก 
(H+) อยูในปริมาณสูง ดังนั้นเมื่อระดับพีเอชสูงขึ้น (ในชวงพีเอช 4-6) ซ่ึงเปนการลดประจุบวกและ
เขาไปปรับสภาวะของการตกตะกอนใหมีความเปนกลางมากขึ้น และที่ระดับพีเอชเปนดางจะมี
ประจุลบจากหมูไฮดรอกซิล (OH-) เพิ่มขึ้น ซ่ึงประจุลบจะเขาไปแยงจับกับประจุบวกของโลหะ
หนักแคทไอออน ทําใหพอลิเมอรไมสามารถเขาไปจับได เปนผลใหกิจกรรมการตกตะกอนลดลง 
โดย Aspinall (1982 อางโดย Prasertsan et al., 2006) กลาววา การที่กิจกรรมการตกตะกอนลดลง
เมื่ออยูในสภาวะที่มีพีเอชสูง อาจเนื่องมาจากไอออน OH- ที่ไปรบกวนการเกิดฟลอคระหวาง       
พอลิเมอรชีวภาพและอนุภาคดินขาวที่มีโลหะแคทไอออนเปนตัวกลางเชื่อม และเมื่ออยูในสภาวะที่
เปนกรดสูงการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนลดลงเชนเดียวกัน ซ่ึงอาจเปนเพราะพันธะ glycosidic ใน
สายพอลิเมอรถูกยอยเปนชิ้นเล็กๆและเกิดการเรียงตัวใหมของโมเลกุลในสายพอลิเมอร เมื่อ
เปรียบเทียบผลกับกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรดจาก E. cloacae 
WD7 ใหกิจกรรมการตกตะกอนสูงที่สุดที่พีเอช 6.0 (Prasertsan et al., 2006) เห็นไดวาผลของพีเอช
ตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรจาก E. cloacae WD7 มีสภาวะที่ใกลเคียงกับพอลิเมอรจาก
น้ํานึ่งปาลม สวนกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิแซคคารไรดจาก Pseudoalteromonas sp. 
SM9913 มีกิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุดในสภาวะที่เปนกลาง (พีเอช 5-8) และมีพีเอชที่เหมาะสม
ตอกิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุดที่พีเอช 7.0 แตเมื่อพีเอชมากกวา 8.0 หรือต่ํากวา 6 กิจกรรมการ
ตกตะกอนลดลง (Li et al., 2008) แตกิจกรรมการตกตะกอนของเพคตินในสารละลายดินขาวใหคา
กิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุดเมื่ออยูในสภาวะที่เปนกรด โดยท่ีพีเอชเทากับ 3 ใหคากิจกรรมสูง
ที่สุด (Yokoi et al., 2002) จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวา การตกตะกอนเกิดขึ้นเนื่องจากการเปลี่ยน
ความหนาแนนของประจุ และการเติมแคทไอออนที่พีเอชคาเฉพาะอาจมีผลตอ neutralization of 
zeta potential ซ่ึงเปนคาความตางศักยระหวางศักยไฟฟาบริเวณพื้นผิว (Shih et al., 2001) ดังนั้น จะ
เห็นไดวาระดับพีเอชมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอน โดยที่ระดับพีเอชที่ใหกิจกรรมการตกตะกอนดี
ที่สุดขึ้นกับชนิดของพอลิเมอร 
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Figure 33.  Effect of pH (2.0 to 10.0) on the flocculating activity using biopolymer SC-S (5 mg/L) 
and 1 mM FeCl3

9.   สภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยใช Response surface 
methodology (RSM) 

หลักการพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology: RSM) เปนเทคนิค
ทางสถิติที่ใชในการออกแบบการทดลอง สรางโมเดล ประเมินผลของปจจัย และหาสภาวะที่
เหมาะสมของปจจัยที่ตองการ  นอกจากนี้ยังประกอบดวยกลุมการทดลองที่จะนําไปสูการ
ประเมินผลของความสัมพันธที่มีอยูระหวางกลุมปจจัยการทดลองที่ควบคุมและการตอบสนองที่วัด
ได โดยกําหนดไวดวยมาตรฐานที่คัดเลือกได ความรูและความเขาใจเบื้องตนของตัวแปรอิสระใน
กระบวนการทดลองเปนสิ่งจําเปนสําหรับการไดมาซึ่งแบบจําลองที่สามารถนําไปปฏิบัติไดจริงและ
มีความสมเหตุสมผล (Prasanthi et al., 2008) จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการ
ตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลม (SC-S) ในสารละลายดินขาว โดยมีปจจัยที่ใช
ศึกษาประกอบดวย 3 ปจจัยคือ ความเขมขนของพอลิเมอรชีวภาพ, ชนิดและความเขมขนของ
ไอออน และคาพีเอช ทําการทดลองแบบสุมโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรชวยในการกําหนดลําดับ
การทดลอง ผลดังแสดงใน Table 22 จากนั้นนําขอมูลไปวิเคราะหการถดถอยของพื้นที่
ผลตอบสนอง นําผลที่ไดจากตารางไปวิเคราะหเชิงสถิติ โดยใชแบบจําลองการถดถอยของพื้นที่ผิว
ตอบสนองเพื่อนําไปใชทํานายคากิจกรรมการตกตะกอนซึ่งจะไดคาประมาณของสัมประสิทธิ์ 
(Coefficient estimate) ของปจจัยและอันตรกิริยาระหวางปจจัย (Interaction) ทั้งหมด แลวนําไปใช
ทํานายคาของผลตอบสนองเพื่อหาคาของปจจัยที่เหมาะสมที่สุด พบวา คากิจกรรมการตกตะกอนที่
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ไดอยูในชวง 1.02 – 7.87 (Table 22) โดยไดคากิจกรรมต่ําสุด (0.80 ± 0.03) เมื่อใชความเขมขนของ
พอลิเมอร และ FeCl3 เทากับ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร, 1.40 มิลลิโมลาร ตามลําดับ และปรับพีเอชเปน 
8.02 (Table 22, trial 14) จะเกิดกิจกรรมสูงสุดเมื่อมีคาที่เหมาะสมดังนี้ ความเขมขนของพอลิเมอร, 
FeCl3 และพีเอช เทากับ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร, 1.40 มิลลิโมลาร และพีเอช 5.50 ตามลําดับ โดยให
คากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 7.87 ± 0.00 (1/OD) (Table 22, trial 15) ซ่ึงสูงกวาจากการทดลอง
แตละปจจัยในขอ 8) โดยพบวากิจกรรมการตกตะกอนเกิดขึ้นไดสูงเมื่อมีคาที่เหมาะสมดังนี้ ความ
เขมขนพอลิเมอร 2.00 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 1.00 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 6.00 
ไดคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 5.22 ± 0.00  

จากการวิเคราะหคาทางสถิติใน Table 23 ซ่ึงเปนตารางวิเคราะหความแปรปรวน
แบบทางเดียว เปนสถิติที่ทดสอบวา R-square มีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม โดยหากคา F มีนัยสําคัญ
ทางสถิติก็แสดงวาความแปรปรวนของตัวแปรตามอธิบายไดดวยตัวแปรอิสระ จากผลการทดลอง
เมื่อพิจารณาจากคา Sig.(Prob>F) (ถา Prob>F<=0.05 แสดงวามีตัวแปรอิสระอยางนอยหนึ่งตัวที่มี
ความสัมพันธกับตัวแปรตามอยางมีนัยสําคัญ) พบวา ปจจัยที่มีผลรวมกันอยางมีนัยสําคัญโดยมีคา 
Prob>F<0.05 นั้นมี 2 ปจจัย คือ พอลิเมอรกับพีเอช และ FeCl3กับพีเอช ซ่ึงจะเห็นวาพีเอชเปนปจจัย
ที่มีผลรวมกันกับปจจัยอ่ืน เพราะวามีคา Prob>F<0.05 ในขณะที่ปจจัยระหวางพอลิเมอรกับ FeCl3 
ไมมีผลรวมกันอยางมีนัยสําคัญ (Prob>F>0.05) โดยสมการความถดถอยที่คาดไวสําหรับผลการเกิด
กิจกรรมการตกตะกอนสามารถแสดงดังสมการ 

Y1      =   7.87 + (0.10X1) - (0.32X2) + (0.026X3) - (0.38X1
2) - (2.06X2

2) - (2.40X3
2) - (0.079X1X2) 

- (0.18X1X3) + (0.22X2X3) 
โดยที่  X1 = Polymer concentration (mg/L) 

X2 = FeCl3 concentration (mM) 
X3 = pH 
Y1 = Flocculating activity 

และผลของแบบจําลองเหมาะสมของพื้นผิวผลตอบสนองกําลังสองในรูปของการวิเคราะหตัวแปร 
(ANOVA) แสดงใน Table 24 โดยรูปแบบจําลองที่เหมาะสมสามารถตรวจสอบไดจากคา
ดังตอไปนี้คือ คา R2 (0.9976) ซ่ึงคา R2 คือสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ หรืออํานาจในการทํานาย 
หมายถึง สัดสวนของความแปรปรวนในตัวแปรตามที่อธิบายไดดวยตัวแปรอิสระ ถาคา R2 เขาใกล 
1 แสดงวา เปอรเซ็นตที่ X สามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงของ Y มีคามาก ถาคา R2 มีคาเขาใกล 0 
แสดงวาเปอรเซ็นตที่ X สามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงของ Y มีคานอย จากตัวแปรอิสระ 
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(polymer concentration, FeCl3 concentration และ pH) สามารถอธิบายตัวแปรตาม (flocculating 
activity) ได 99.76 เปอรเซ็นต นอกจากนี้คาคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (coefficient of 
variation, C.V.) ซ่ึงเปนการเปรียบเทียบการกระจายขอมูลตั้งแตสองกลุมขึ้นไปที่มีหนวยการวัด
หรือมีคาเฉลี่ยแตกตางกัน ถาคามากแสดงวาขอมูลมีการกระจายมาก ถาคานอยแสดงวาขอมูลมีการ
กระจายนอย จากแบบจําลองมีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเทากับ 3.96% และคา Adjusted. R2 
(0.9954) ซ่ึงเปนคาการประมาณคาใหมวา ถานําสมการนี้ไปใชอางอิงกับกลุมตัวอยางอื่นคาอํานาจ
จําแนกจะลดลงเปน 99.54 เปอรเซ็นต สวนคา Adeq. precision เปนคาที่บอกถึงอัตราสวนของ
สัญญาณรบกวนในแบบจําลอง โดยคานี้ควรมีคามากกวา 4 จึงเปนที่ยอมรับได (Baijaj and Singhal, 
2009) ซ่ึงจากการทดลองพบวา มีคาเทากับ 53.68 ซ่ึงเปนที่ยอมรับได และคา lack of fit ที่ไดตองไม
มีนัยสําคัญ Prob>F>0.05 (0.32)  

ลักษณะพิเศษของ RSM อีกอยางคือ การใชกราฟ response surface plot และการ
พยากรณคาที่ไดเพื่อศึกษาหาคาที่เหมาะสมของปจจัยรวมกันระหวางตัวแปร ซ่ึงจะไดกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางตัวแปรตาม หรือตัวแปรตอบสนอง (response variable) ที่มีคา Prob>F<=0.05 
ทั้งหมด 2 กราฟ แสดงคากิจกรรมการตกตะกอนที่ไดกับตัวแปรอิสระทั้งสองตัว คือ พอลิเมอร กับ 
พีเอช (Figure 34a) และ FeCl3 กับ พีเอช (Figure 34b) จะเห็นวาภาพของผลตอบสนองมีลักษณะ
เปนพื้นผิว จึงมักเรียกรูปที่แสดงคาของผลตอบสนองที่เปลี่ยนไปตามคาของตัวแปรอิสระวา พื้นผิว
ผลตอบสนอง (response surface) สําหรับจุดศูนยกลาง (composition of center points) ของ contour 
plot พบวา คาที่พยากรณไดของกิจกรรมการตกตะกอนที่ความเขมขนของตัวแปรที่เหมาะสมใน
ปฏิกิริยาคือ มีความเขมขนของพอลิเมอร 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร และ FeCl3 1.40 มิลลิโมลาร ที่พีเอช 
5.50 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงที่สุด (7.42 1/OD) 
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Table 22.  The central composite design (CCD) matrix defining biopolymer concentrations, FeCl3 
concentrations and pH and results on flocculating activity where X1 = biopolymer 
concentration, X2 = FeCl3 and X3 = pH 

Parameters Flocculating activity Trials 
X1 (mg/L) X2 (mM) X3 Predict Experiment 

1 2.00 0.80 4.00 3.17 3.1±0.00 

2 8.00 0.80 4.00 3.89 3.85±0.06 
3 2.00 2.00 4.00 2.26 2.1±0.00 
4 8.00 2.00 4.00 2.66 2.7±0.05 
5 2.00 0.80 7.00 3.15 3.2±0.00 
6 8.00 0.80 7.00 3.15 3.4±0.00 
7 2.00 2.00 7.00 3.10 3.23±0.01 
8 8.00 2.00 7.00 2.79 2.95±0.04 
9 0 (-0.05) 1.40 5.50 6.61 6.68±0.00 
10 10.05 1.40 5.50 6.95 6.75±0.01 
11 5.00 0.39 5.50 2.58 2.5±0.06 
12 5.00 2.41 5.50 1.51 1.45±0.00 
13 5.00 1.40 2.98 1.02 1.2±0.03 
14 5.00 1.40 8.02 1.11 0.8±0.09 
15 5.00 1.40 5.50 7.87 7.87±0.09 

aResults are mean ± SD of at least three determinations 
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Table 23. Quadratic model coefficient estimated by multiples linear regression (significance of 
regression coefficients) 

Independent 
variablesa

Coefficient 
estimate 

Standard 
error 

Degrees of 
freedom 

Prob > Fb

Intercept 7.87 0.074 1 - 
X1 0.10 0.049 1 0.0640 
X2 -0.32 0.049 1 <0.0001 
X3 0.026 0.049 1 0.6036 
X1

2 -0.38 0.048 1 <0.0001 
X2

2 -2.06 0.048 1 <0.0001 
X3

2 -2.40 0.048 1 <0.0001 
X1X2 -0.079 0.064 1 0.2450 
X1X3 -0.18 0.064 1 0.0187 
X2 X3 0.22 0.064 1 0.0069 

aX1 = Polymer concentration (mg/L), X2 = FeCl3, (mM), X3 = pH 
bp < 0.05 are significant, R2 = 0.99 

Table 24.  ANOVA for response surface quadratic model 

Item  Sum of squares DF Mean square F-value Probability > F 
Model  133.81 9 14.87 457.18 < 0.0001 
Residual  0.33 10 0.033 - - 
Lack of fit 0.32 5 0.065 474.92 < 0.0001 
Pure error 6.833 x 10-4 5 1.367 x 10-4 - - 
Cor total 134.14 19    
Root MSE 0.18     
Dep. Mean 4.56     
C.V. 3.96     
PRESS 2.49     
R-square 0.9976     
Adj.R-square 0.9954     
Adeq Precision 53.682 Desire > 4    
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Figure 34. Response surface plot for flocculating activity of polymer from sterilizer condensate 
(SC-S) to determine the effect of polymer concentration (mg/L) and pH (a), and the 
effect of FeCl3 concentration (mM) and pH (b) 
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การทดลองเพื่อยืนยันผล 
หลังจากไดคาปจจัยที่ เหมาะสมจากสมการการทํานายคือ ความเขมขนของ        

พอลิเมอรเทากับ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 เทากับ 1.40 มิลลิโมลาร และคาพีเอช
เทากับ 5.50 แลวนําคาปจจัยที่ไดไปทําการทดลองหาคากิจกรรมการตกตะกอนเพื่อยืนยันผลการ
ทดลอง ซ่ึงทําการทดลองจํานวน 8 หนวยทดลอง ไดผลตาม Table 25 จากการทดลองเพื่อยืนยันผล 
จะเห็นไดวาคากิจกรรมการทดลองอยูในชวง 5.12 ถึง 7.28 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับคาทํานายคือ 5.18 ถึง 
7.39 โดยสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยของความเขมขนของพอลิเมอร ความเขมขน FeCl3 และคา   
พีเอช เทากับ 2.83, 1.47 และ 5.14 ตามลําดับ โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 7.28 
1/OD 

     Table 25.  Confirmation experimental design 

Parameters Flocculating activity (1/OD) Trial 
X1 X2 X3 Predicted values Experimental values 

% error 

1. 2.13 1.16 5.84 7.10 6.77 4.65 
2. 6.68 1.57 4.59 6.65 6.62 0.45 
3. 6.50 1.61 5.25 7.39 6.93 6.22 
4. 6.16 1.72 4.87 6.62 5.89 11.03 
6. 5.11 1.06 6.90 5.18 5.16 0.39 
8. 2.83 1.47 5.14 7.35 7.28 0.95 
9. 2.70 1.16 5.67 7.31 7.26 0.68 
10. 7.70 1.96 5.00 5.22 5.12 1.92 

X1 = Polymer concentration (mg/L) 
X2 = FeCl3 concentration (mM) 
X3 = pH 

เมื่อเปรียบเทียบระหวางชุดการทดลองกอนศึกษาสภาวะที่เหมาะสม และสภาวะที่
เหมาะสม (Table 26) พบวา กอนศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชความเขมขนพอลิเมอร 2.00 
มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 1.00 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 6.00 ไดคากิจกรรมการ
ตกตะกอนสูงสุดเทากับ 5.22 ± 0.00 1/OD ตามลําดับ แตเมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมแลว โดยใช
ความเขมขนพอลิเมอร 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 1.40 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 
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5.50 ไดคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 7.45 ± 0.09 1/OD สําหรับจุดศุนยกลาง 
(composition of center points) พบวา ความเขมขนพอลิเมอร 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร และ FeCl3 1.40 
มิลลิโมลาร ที่พีเอช 5.50 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 7.42 1/OD และเมื่อทําการ
ทดลองยืนยันผลอีกครั้งโดยใชสภาวะที่เหมาะสมคือ ความเขมขนพอลิเมอร 2.83 มิลลิกรัมตอลิตร 
ความเขมขน FeCl3 1.47 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 5.14 ไดคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด
เทากับ 7.28 ± 0.09 1/OD 

Table 26.  Optimization for flocculating activity by using the polymer from sterilizer condensate 
(SC-S) as flocculant 

Parameters No 
X1 X2 X3

Flocculating activity 
(1/OD) 

1a 5 40 (CaCl2) 7.0 2.20 
2b 2 1 (FeCl3) 6.0 5.22 
3c 5 1.40 (FeCl3) 5.5 7.42 
4d 5 1.40 (FeCl3) 5.5 7.45 
5e 5 1.40 (FeCl3) 5.5 7.45 
6f 2.83 1.47 (FeCl3) 5.14 7.28 

X1 = polymer concentration, (mg/L) 
X2= Cation concentration, (mM) 
X3 = pH 
a The values before optimization. 
bThe optimization values derived from conventional method 
c The composition of center points. 
d The optimized values derived from RSM regression and flocculating activity in this study. 
e The predicted optimum values and predicted maximum flocculating activity derived from RSM 

regression in this study 
f The optimized values derived from confirmation of RSM optimization and flocculating activity 

in this study. 
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จากที่เคยมีรายงานมา พบวา ความเขมขนของแคทไอออนกับพีเอชเปนปจจัย
รวมกันที่มีผลตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน (Bajaj and Singhal, 2009; Shih et al., 2001; Yokoi 
et al., 1995) จากการศึกษาโดยใช RSM นี้ชวยยืนยันผลการทดลองวาความเขมขนของแคทไอออน
และพีเอช กับความเขมขนของแคทไอออนและความเขมขนของสารตกตะกอนชีวภาพมีปฏิกิริยา
รวมกันอยางมีนัยสําคัญและมีผลซ่ึงทํางานรวมตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน 

คากิจกรรมการตกตะกอนที่ไดจากการทดลองนี้คอนขางต่ําเมื่อเทียบกับคา
กิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนในกลุมพอลิแซคคารไรดเหมือนกันและจากกลุม                           

Poly (γ-glutamic acid) (PGA) จากการศึกษาของ Prasertsan และคณะ (2006) พบวา สารตกตะกอน
ชีวภาพชนิดพอลิแซคคารไรดจาก Enterobacter cloacae WD7 โดยใชความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร มีกิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยดินขาวสูงที่สุด (105 1/OD) เมื่อใช CaCl2 ที่ความ
เขมขน 40 มิลลิโมลาร และระดับพีเอชที่เหมาะสมในการการตกตะกอนอยูในชวง 2-8 และจาก
การศึกษาของ Yokoi และคณะ (1995) ไดศึกษากิจกรรมการตกตะกอนโดยใช PGA 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รวมกับ Ca+ พบวาไดกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 33.0 1/OD นอกจากนี้ กิจกรรมการ
ตกตะกอนของ PGA ที่ผลิตจาก Bacillus subtilis DYU1 เทากับ 13.5 1/O เมื่อใชพอลิเมอร 40 
มิลลิกรัมตอลิตร (Wu and Ye, 2007) และ PGA จาก Bacillus sp. มีกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 
30.32 1/OD เมื่อใช PGA 7.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Ca2+ 80 มิลลิโมลาร ที่พีเอช 7.5 (Bajaj and 
Singhal, 2009) ซ่ึงเมื่อพิจารณาจากน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรจากที่รายงานมาพบวา พอลิเมอร
มักมีขนาดใหญโดยอยูในชวง 105-106 ดาลตัน เนื่องจากเหตุผลสําคัญตอการเกิดการตกตะกอนได
สูงคือ สารตกตะกอนตองมีน้ําหนักโมเลกุลที่สูง โดยน้ําหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนจะสัมพันธ
กับความยาวของสายพอลิเมอร และเปนปจจัยสําคัญในการเกิดปฏิกิริยาการตกตะกอน สาร
ตกตะกอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญมักมีสายยาวและมี sufficient number ของ free functional 
groups ซ่ึงสามารถเกิดการยึดเกาะรวมกันระหวางอนุภาคแขวนลอยได ดังนั้น จึงทําใหในปฏิกิริยา
การตกตะกอนมีขนาดของฟลอคที่ใหญ (Shih et al., 2001) เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของ       
พอลิเมอรชีวภาพที่ใชในการทดลองครั้งนี้พบวา มีน้ําหนักโลเลกุลเพียง 1,223 ดาลตัน ช้ีใหเห็นวา
การเกิดกิจกรรมการตกตะกอนครั้งนี้ น้ําหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนไมมีผลตอการเกิดกิจกรรม
การตกตะกอน แตกิจกรรมการตกตะกอนอาจเกิดขึ้นโดยอาศัยประจุบนสายพอลิเมอร และการที่ 
พอลิเมอรชีวภาพมีโมเลกุลขนาดเล็กอาจมีสวนชวยในการทําใหประจุของแคทไอออนเขาทํา
ปฏิกิริยากับสารละลายดินขาวไดดีขึ้น 



บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

1.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

ผลของอัตราสวนน้ํานึ่งปาลมตอเอทานอลเทากับ 1 ตอ 5 จะใหผลผลิตเทากับ 
12.05 กรัมตอลิตร สภาวะที่เหมาะสมตอการเก็บเกี่ยวพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมคือที่
อุณหภูมิหอง  

2.   การแยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

แยกขนาดพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมโดยใชเทคนิค gel filtration chromatography 
ใชคอลัมนชนิด Sephadex G-25 medium ชะคอลัมนดวยน้ํากลั่น พบวา ไดกลุมพอลิเมอรที่มี
น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (MP) เทากับ 2525 และ 1223 ดาลตัน โดยแยกได yield เทากับ 65.31% และ 
12.82% ตามลําดับ ของพอลิเมอรทั้งหมดที่แยกผานคอลัมน โดยแทนสัญลักษณของพอลิเมอรจาก
น้ํานึ่งปาลมที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก และโมเลกุลใหญดวย SC-S และ SC-L ตามลําดับ 

3.   การคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา 

Cordyceps dipterrigena BCC2073 

เมื่อเปรียบเทียบการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหทั้ง 6 สูตร พบวา เชื้อผลิตพอลิเมอรสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด PDB 
เทากับ 2.94 กรัมตอลิตร อัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.281 กรัมตอลิตรตอวัน และใหผลผลิตที่
ไดสูงสุดตอกรัมน้ําหนักเซลลแหงในแตละอาหารเทากับ 0.288 กรัมตอกรัม 

4.   การผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อราในน้ํานึ่งปาลม 

เมื่อเล้ียงเชื้อราสายพันธุดังกลาวในน้ํานึ่งปาลมเจือจาง (มีคาซีโอดีและไนโตรเจน
เทากับ 40,000 และ 267 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ปรับพีเอชเริ่มตนจาก 5.05 เทากับ 6.2 พบวา 
เชื้อใหปริมาณมวลชีวภาพมากที่สุด (23.43 กรัมตอลิตร) เมื่อเล้ียงเปนเวลา 18 วัน และสามารถผลิต       
พอลิเมอรไดสูงสุดเทากับ 6.53 กรัมตอลิตร หลังจากการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 วัน หรือคิดเปน
ผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอกรัมเซลลเทากับ 0.68 กรัมตอกรัม และคาอัตราการผลิตพอลิเมอร
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เทากับ 0.54 กรัมตอลิตรตอวัน และสามารถลดคาซีโอดีและของแข็งทั้งหมดของน้ําทิ้งไดมากกวา 
50 เปอรเซ็นต หลังการบําบัดเปนเวลา 21 วัน (70.70 และ 58 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) 

5.   ลักษณะและองคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมและจากเชื้อราท่ีทําบริสุทธ์ิ
บางสวน 

พอลิเมอร SC-S, SC-L และพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํา
นึ่งปาลม (CD) สามารถละลายไดดีในน้ําและ DMSO แตไมสามารถละลายไดในตัวทําละลายที่มีขั้ว
นอยกวา DMSO เมื่อศึกษาหมูฟงกช่ันดวยวิธี FT-IR พบวา มีหมูไฮดรอกซิล อีเทอร คารบอนิล และ
แอลเคน ซ่ึงเปนหมูของโมเลกุลน้ําตาล และมีแถบสเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H      
(β-glycosicdic linkage) โดยมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยเทากับ 1,223, 6,431 และ 20,064 ดาลตัน 
ตามลําดับ และพอลิเมอรทั้งสามชนิดมีองคประกอบดังแสดงใน Table 27  

Table 27 Composition of the partially purified biopolymer 

Quantitative tests (mg/g) Analyzed Item SC-S SC-L CD 
1. Phenol sulphuric acid reaction Total sugar 241.29 231.70 205.33 
2. DNS Reducing sugar 101.78 100.22 66.89 
3. L-cysteine hydrochloride assay    
 Hexose content 62.00 86.61 62.61 
 Pentose content 55.31 77.26 56.78 
4. Carbazole-sulphuric reaction Glucuronic acid 3.70 17.86 14.18 
5. Monosaccharide composition     
 Glucose 41.29 5.86 147.41 
 Xylose 109.29 43.64 - 
 Arabinose  26.14 7.75 120.68 
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6.   คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติก 

เมื่อทดสอบคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกในแงความสามารถในการทนตอการ
ยอยโดยกรดและเอนไซม พบวา พอลิเมอรชีวภาพทั้ง 3 ชนิด สามารถทนตอการยอยโดยกรดและ
เอนไซมไดดี โดยพบวามากกวา 90 เปอรเซ็นต ของพอลิเมอรชีวภาพสามารถเหลือไปยังลําไสใหญ
ได ดังนั้นจึงถือไดวาพอลิเมอรชีวภาพดังกลาวมีแนวโนมในการที่จะเปนพรีไบโอติกที่ดี และเมื่อ
ทดสอบคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญของพอลิเมอรชีวภาพที่คัดเลือกไดตอแบคทีเรีย         
โปรไบโอติก 2 สายพันธุ ซ่ึงไดแก L. acidophilus และ L. plantarum พบวา เชื้อท้ังสองไมสามารถ
นําพอลิเมอรชีวภาพไปใชเปนแหลงคารบอนในการเจริญได 

7.   คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนชีวภาพและปจจัยท่ีมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของ       
พอลิเมอรชีวภาพในสารละลายดินขาว 

พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S มีคุณสมบัติเปนสารตกตะกอนไดใน
สารละลายดินขาว (kaolin) โดยสภาวะที่เหมาะสมตอการตกตะกอน คือ พีเอช 6.0 มีการเติมแคท
ไอออนชนิด Fe3+ (FeCl3) ความเขมขน 1.0 มิลลิโมลาร และใชพอลิเมอร 2 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการ
ตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 5.22 (1/OD)  

8.   สภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยใช Response surface 
methodology (RSM) 

สภาวะที่เหมาะสมตอการกิจกรรมการตกตะกอนโดยใช RSM คือ ความเขมขน
ของพอลิเมอรเทากับ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 เทากับ 1.40 มิลลิโมลาร และคาพีเอช
เทากับ 5.5 โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 7.45 (1/OD) 

ขอเสนอแนะ 

เพื่อใหงานวิจัยเกี่ยวกับพอลิเมอรชีวภาพมีความสมบูรณยิ่งขึ้น จึงควรมีการศึกษา
เพิ่มเติมในประเด็นตางๆ ดังตอไปนี้ 

1. ควรมีการศึกษาถึงลักษณะและคุณสมบัติของพอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมที่
อัตราสวนการตกตะกอนอื่นๆ ดวย 

2. ควรมีการศึกษาคุณสมบัติของพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด ในการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย   
โปรไบโอติคสายพันธุ Bifidobacteria ดวย 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

1.   องคประกอบและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.1  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหาร Nutrient Broth (NB) และ Nutrient Agar (NA) 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Beef extract      3 กรัมตอลิตร 
Peptone      5 กรัมตอลิตร 
Agar      15  กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 0.8 กรัม (NB) และ 23.0 กรัม (NA) ตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร (อาหาร NB ไม

ตองใส agar) คนใหสวนผสมเขากัน แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่
ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  

1.2  สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหาร Mueller Hington Broth 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Beef extract      3 กรัมตอลิตร 
Casein acid hydrolysate    17.5 กรัมตอลิตร 
Starch       1.5 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 21.0 กรัมตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 

แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

1.3  สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหาร Mueller Hington Agar 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Beef extract      3 กรัมตอลิตร 
Casein acid hydrolysate    17.5 กรัมตอลิตร 
Starch       1.5 กรัมตอลิตร 
Agar       17 กรัมตอลิตร 
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วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 38.0 กรัมตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 

แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

1.4  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหาร De Man Rogosa Sharpe (MRS) 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Proteose peptone     10 กรัมตอลิตร 
Beef extract      10 กรัมตอลิตร 
Yeast extract     5 กรัมตอลิตร 
Dextrose       20 กรัมตอลิตร 
Polysorbate 80     1 มิลลิลิตรตอลิตร 
Ammonium citrate     2 กรัมตอลิตร 
Sodium acetate     5 กรัมตอลิตร 
Magnesium sulphate     0.1 กรัมตอลิตร 
Manganes sulphate     0.05 กรัมตอลิตร 
Dipotassium phosphate    2 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 55.15 กรัมตอน้ํากลั่น 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 

stirrer แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

สําหรับการเตรียมเปนอาหารแข็ง ใหเติมวุน 15 กรัมตอลิตร และเติม Bromocresol 
purple 0.05 กรัมตอลิตร เพื่อเปนอินดิเคเตอรในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลคติก 

1.5  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหาร Minimal medium 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Peptone water     2 กรัมตอลิตร 
Yeast extract     2 กรัมตอลิตร 
NaCl      0.10 กรัมตอลิตร 
K2HPO4      0.04 กรัมตอลิตร 
KH2PO4      0.04 กรัมตอลิตร 
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CaCl2·6H2O      0.01 กรัมตอลิตร 
MgSO4·7H2O     0.01 กรัมตอลิตร 
NaHCO3      2 กรัมตอลิตร 
Tween 80      2 มิลลิลิตรตอลิตร 
Cysteine-HCl     0.50 กรัมตอลิตร 
Bile salt      0.50 กรัมตอลิตร 
Hemin      0.05 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหารแตละสวนประกอบตอน้ํากลั่น 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากัน แลวทําให

ปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

2.   สารเคมีสําหรับเตรียม HCl buffer 

องคประกอบ 
NaCl      8.00 กรัมตอลิตร 
KCl       0.20 กรัมตอลิตร 
Na2HPO4·2H2O     8.25 กรัมตอลิตร 
NaH2PO4      14.35 กรัมตอลิตร 
CaCl2·6H2O      0.10 กรัมตอลิตร 
MgCl2·6H2O     0.18 กรัมตอลิตร 
HCl 5 M 

วิธีการเตรียม 
ช่ังแตละสวนประกอบละลายในน้ํากลั่น 0.8 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย 

magnetic stirrer จากนั้นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยขวดปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

3.   สารเคมีท่ีใชทดสอบการทนตอการยอยโดยเอนไซม 

3.1  การเตรียมเอนไซม 
เอนไซม human pancreatic α-amylase (Himedia) ละลายในโซเดียมฟอสเฟต

บัฟเฟอรใน (20 mM) ในโซเดียมคลอไรด (6.7 mM) ซ่ึงปรับพีเอชใหได 6.9 โดยใช 1 N NaOH 
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3.2  สารเคมีสําหรับเตรียม Phosphate buffer saline (PBS) 
องคประกอบ 
NaCl      9 กรัมตอลิตร 
Na2HPO4·2H2O     9 กรัมตอลิตร 
KH2PO4      1.5 กรัมตอลิตร 
5 M HCl 

วิธีการเตรียม 
ช่ังสารเคมีแตละสวนประกอบตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย 

magnetic stirrer จากนั้นปรับพีเอชเปน 1, 2, และ 3 ดวย 5 M HCl 

4.   สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเพื่อวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Copper-bicinchoninate 
(Foxand Robyt, 1991 อางโดย นันทินา เชิญทอง, 2550) 

องคประกอบและวิธีการเตรียม 
Solution A 
1. ช่ัง Sodium carbonate 2.74 กรัม 
2. ช่ัง Sodium bicarbonate 1.2 กรัม 
3. ละลายในน้ํากลั่น 45 มิลลิลิตร 
4. เติม disodium 2,2-bicinchoninate 97.1 มิลลิกรัม 
5. ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 
Solution B 
1. ช่ัง Copper sulfate pentahydrate 62 มิลลิกรัม 
2. ช่ัง L-serine 63 มิลลิกรัม 
3. ละลายในน้ํากลั่น 45 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 
Solution C  
ผสม solution A และ B ในอัตราสวนที่เทากัน และใชสารละลายน้ําตาล maltose ความเขมขน 

1-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนสารละลายมาตรฐาน 
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5.   สารเคมีท่ีใชวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธี Modified phenol sulfuric acid 
Phenol      50 กรัมตอลิตร  
Conc. Sulfuric acid 

วิธีการเตรียม 
ช่ัง phenol ตามปริมาณที่กําหนด ละลายในน้ํากล่ัน 0.9 ลิตร จากนั้นปรับปริมาตร

เปน 1 ลิตร ดวยขวดปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

6.   สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี Modified dinitrosalicylic acid 
องคประกอบ 
NaOH      10 กรัมตอลิตร 
Na2SO3      0.5 กรัมตอลิตร 
Sodium potassium tratrate    200 กรัมตอลิตร 
3, 5-Dinitrosalicylic acid    10 กรัมตอลิตร 
Phenol      2 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ัง NaOH ตามปริมาณที่กําหนด ละลายในน้ํากลั่น 0.9 ลิตร จากนั้นนํา

สวนประกอบที่เหลือละลายในสารละลาย NaOH ที่เตรียมไว คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer พรอมกับใหความรอน เมื่อสารละลายเปนเนื้อเดียวกันดีแลว ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวย
ขวดปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 
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ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะห 

1.   การวิเคระหซีโอดีดวยวิธีรีฟลักซแบบเปด 

เครื่องมือและอุปกรณ 
1. อุปกรณรีฟลักซ ประกอบดวย ขวดรีฟลักซรูปกรวย (ขวดซีโอดี) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
2. เครื่องควบแนนยาว 600 มิลลิลิตร 
3. เตาใหความรอน (hot plate)  
4. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 
5. ฟลาสกขนาด 50 มิลลิลิตร 

สารเคม ี
1. สารละลายมาตรฐานโพตัสเซียมไดโครเมต 0.25 N เตรียมโดยละลายโพทัสเซียมไดโคร

เมต (K2Cr2O7) (อบแหงที่ 103 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง) 12.259 กรัม ในน้ํากล่ัน
แลวเติมน้ําจนครบ 1 ลิตร 

2. สารละลายกรดซัลฟูริก เตรียมโดยเติมซิลเวอรซัลเฟต 22 กรัม ลงในกรดซัลฟูริกเขมขน 4 
กิโลกรัม (~2.65 ลิตร) ทิ้งไว 1 ถึง 2 วัน เพื่อใหซิลเวอรซัลเฟตละลาย 

3. สารละลายเฟอรโรอินอินดิเคเตอร ละลาย 1, 10-ฟแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต 
(C12H6N2·H2O) 1.485 กรัม และเฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4·H2O) 0.695 กรัม ในน้ํากลั่นและ
เจือจางเปน 100 มิลลิลิตร 

4. เมอรคิวริกซัลเฟต (HgSO4) 
5. สารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous ammonium sulfate: FAS) 

เตรียมที่ความเขมขน 0.25 N เตรียมโดยละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 
(Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O) ในน้ํากลั่น เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 20 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็น เติมน้ํา
กล่ันจนครบ 1 ลิตร นําไปหาความเขมขนที่แนนอน โดยปเปตสารละลายมาตรฐาน
โพทัสเซียมไดโครเมต 10 มิลลิลิตรใสลงในขวดรูปชมพู เติมน้ํากล่ัน 90 มิลลิลิตร เติม
กรดซัลฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็นเติมเฟอรโรอินอินดิเคเตอร 2-3 หยด แลวนําไป
ไทเทรทดวยสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต จนกระทั่งสารลายเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 

การคํานวณความเขมขนสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 
ความเขมขน FAS (นอรมอล) = ปริมาตรสารละลายโพทัสเซียมไดโครเมต (มล.) × 0.25
                                                   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มล.) 
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วิธีการวิเคราะห 
มี 2 วิธีขึ้นกับความสกปรกของตัวอยางคือ 

- ตัวอยางที่มีคาซีโอดีมากกวา 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
- ตัวอยางที่มีคาซีโอดีนอยกวา 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

I ตัวอยางที่มีคาซีโอดีมากกวา 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
1. เติมเมอรคิวริกซัลเฟตประมาณ 0.4 กรัมลงในขวดซีโอดี ใสลูกแกว 2-3 ลูก 
2. เติมตัวอยางน้ําที่เจือจางเหมาะสม (ซีโอดีระหวาง 500-1,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร 
3. เติมสารละลายโพทัสเซียมไดโครเมต 10 มิลลิลิตร คอยๆเติมสารละลายกรดซัลฟูริก 30 

มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเพื่อปองกันการระเบิดเนื่องจากความรอนสะสมของกรดซัลฟูริกที่
กนขวด 

4. นําขวดซีโอดีตอเขากับเครื่องควบแนน แลวเปดน้ําใหไหลผานเครื่องควบแนน ตมใหเดือด
นาน 2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็น ถอดขวดซีโอดีออกจากเครื่องควบแนน เติมเฟอรโรอินอินดิเค
เตอร 2-3 หยด ไทเทรตกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต จนกระทั่งสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาล วัดปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต ทํา blank 
เชนเดียวกับตัวอยางโดยใชน้ํากลั่นแทน 

การคํานวณคาซีโอด ี
 ซีโอดี (มล.ตอลิตร) = (A-B) × N × 8,000

      ปริมาตรตัวอยาง (มล.) 
 เมื่อ A คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรต blank  
        B คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรตตัวอยาง 
        N คือ ความเขมขนสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมอล) 

2.   สารฟนอล (Substances Reducing Folin’s Phenol) (โสภาวรรณ รัตนพันธุ (2547)) ดัดแปลง
จากวิธีการหาแทนนิน APHA AWWA and WEF (1998) 

สารเคม ี
1. น้ํายาคารบอเนต-ทารเทรต 
ละลาย Na2C4H4O6·2H2O จํานวน 12 กรัม ดวยน้ํากลั่นตมเดือด 750 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็น
ถึงอุณหภูมิหองกอนปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
2. น้ํายาโฟลินสฟนอล 
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วิธีการ 
1. นําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
2. เติมโฟลินสฟนอล 0.1 มิลลิลิตร 
3. เติมน้ํายาคารบอเนต-ทารเทรต 1.0 มิลลิลิตร 
4. รอใหเกิดสี 30 นาที 
5. วัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร เทียบหาความเขมขนฟนอลจากกราฟ

มาตรฐาน แบลงคใชน้ํากลั่นแทนตัวอยางน้ํา 
6. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยเตรียมสารละลายฟนอลที่ความเขมขนระหวาง 0.5-20 มิลลิกรัม

ตอลิตร วิเคราะหเชนเดียวกับขอ 1-5 
การคํานวณ 
 ความเขมขนฟนอล (มิลลิกรัมตอลิตร) = คาการดูดกลืนแสงตัวอยาง×ความเจือจาง
       ความชันกราฟมาตรฐาน 
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Figure-Appendix 1.  Standard curve of phenol solution 

3.   น้ําตาลทั้งกลุมคารบอน 5 อะตอม (pentose) และคารบอน 6 อะตอม (hexose) ดวยวิธี Ferric-
orcinol assay และ L-cysteine hydrochloride assay ตามลําดับ (Chaplin and Kennedy, 
1986) 

3.1  Ferric-orcinol assay 
สารเคมี 
สารละลาย A: เตรียมสารละลาย Trichloroacetic acid ในน้ํากลั่น ความเขมขน 10% (w/v)  
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สารละลายB: เตรียมสารละลาย Ferric ammonium sulphate ความเขมขน 1.15% (w/v) และ
เตรียม orcinol ความเขมขน 0.2% (w/v) ใน 9.6 M HCl (สารละลาย B เตรียมใหมทุกครั้งที่ใช) 

สารละลายน้ําตาลมาตรฐาน: เตรียมสารละลายน้ําตาลไซโลสความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 
25 และ 30 mg/ml โดยใชน้ําเปนตัวละลาย 

สารละลายพอลิเมอร: ละลายพอลิเมอรชีวภาพในน้ําความเขมขน 1mg/ml 
วิธีทดลอง: ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานไซโลส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพ และ

สารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย A 200 
ไมโครลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 15 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหองอยาง
รวดเร็ว เติมสารละลาย B 1.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี นําไปตมอีกครั้งที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส 20 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 
นาโนเมตร เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรและความเขมขนของ
น้ําตาลมาตรฐาน  Figure-Appendix 2a ซ่ึงคาที่ไดจากสมการนําไปคํานวณหาปริมาณน้ําตาล 
pentose ในพอลิเมอรชีวภาพ 

3.2  L-cysteine hydrochloride assay  
สารเคมี: 
สารละลาย A: Ice-cold 86% (V/V) sulphuric acid (เตรียมโดยเติมกรดซัลฟุริกเขมขน 860 

มิลลิลิตรในน้ํา 140 มิลลิลิตร) 
สารละลายB: เติม L-cysteine hydrochloride (700 mg/l) ในสารละลาย A   (ควรเตรียมใหม

กอนใชและเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส) 
สารละลายน้ําตาลมาตรฐาน: เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 

25 และ30 mg/ml และสารละลายน้ําตาลไซโลสความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 mg/ml 
โดยใชน้ําเปนตัวละลาย 

สารละลายพอลิเมอร: ละลายพอลิเมอรชีวภาพในน้ําความเขมขน 1mg/ml 
วิธีทดลอง: ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานกลูโคส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพ และ

สารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย B 1 มิลลิลิตร
อยางรวดเร็วแลวเขยาผสมแชในอางน้ําแข็ง นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 3 นาทีแลวทํา
ใหเย็นเทาอุณหภูมิหองอยางรวดเร็ว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 
เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตรและความเขมขนของน้ําตาล
มาตรฐาน Figure-Appendix 2b ซ่ึงคาที่ไดจากสมการนําไปคํานวณหาปริมาณน้ําตาล hexose ในพอ
ลิเมอรชีวภาพ 
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Figure-Appendix 2.  Standard curve of xylose solution (a) and glucose solution (b) analyzed by 

ferric-orcinol assay and L-cysteine hydrochloride assay respectively 

4.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เปนกลาง โดยปฏิกิริยา Anthrone reaction (Chaplin and 
Kennedy, 1986) 

สารพวกคารโบไฮเดรตเมื่อนํามาใหความรอนรวมกับแอนโทรนในสารละลาย
กรดซัลฟวริก ทําใหน้ําตาลถูกเปลี่ยนไปอยูในรูปอนุพันธของเฟอฟวรัล ซ่ึงอนุพันธนี้จะรวมตัวกับ
แอนโทรนไดสารประกอบสีเขียว 
สารเคม ี

1. กรดซัลฟวริก (H2SO4) ความเขมขน 75 % (v/v) เตรียมโดยนํากรดซัลฟวริกเขมขนมา 750 
มิลลิลิตร คอยๆ เติมลงในน้ํากลั่นปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
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2. Anthrone reagent: เตรียมโดยการเติมแอนโทรน 200 มิลลิกรัมในเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรโดยการเติมกรดซัลฟวริก (75 % (v/v)) ใหเปน 100 มิลลิลิตร แลวเขยาจน
ละลาย รีเอเจนตนี้ควรเตรียมใหมทุกครั้งและเมื่อไมมีการใชงานควรเก็บไวในตูเย็น 

3. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยนําสารละลายกลูโคสมาตรฐานเขมขน 1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในกรดเบนโซอิก 0.15 % มาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดความเขมขน
ตั้งแต 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. เติมสารละลายตัวอยางปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. นําหลอดไปแชในอางน้ําแข็ง รอจนสารละลายเย็นลง 
3. เติม anthrone reagent ที่แชเย็นไวลงไป 5 มิลลิลิตร แลวเขยาใหเขากัน (ขณะเติมและเขยา

ตองใหหลอดทดลองอยูในอางน้ําแข็งตลอดเวลา) 
4. แชไวในอางน้ําแข็งจนทุกหลอดเย็นลงถึง 0 องศาเซลเซียส 
5. นําหลอดไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นลงอีกครั้งในอางน้ําแข็ง 
6. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส แบลงคใชน้ํากลั่นแทนสารละลาย
ตัวอยาง 
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Figure-Appendix 3.  Standard curve of standard solution glucose analyzed by anthrone method 
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5.   การวิเคราะหปริมาณกรดยูโรนิค โดยวิธี Carbazole assay (chaplin and Kennedy, 1986) 

สารเคม ี
1. Reagent A: ผสม sodium tetraborate decahydrate 0.95 กรัม ในน้ํา 2 มิลลิลิตร และกรด

ซัลฟวริก 98 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและแชในอางน้ําแข็ง 
2. Reagent B: ผสม carbazole 125 มิลลิกรัม และ absolute ethanol 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กัน 
3. เตรียมสารละลายตัวอยางที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
4. สารละลายมาตรฐาน glucoronic acid lactone ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. ปเปตสารลายตัวอยาง สารละลายมาตรฐาน และน้ํากลั่นปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดทดลอง 
2. เติม reagent A ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและแชเย็นทันที 
3. ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปแชเย็นทันที 
4. เติม reagent B ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 
5. ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที แชเย็นทันที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 525 นาโนเมตร 
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Figure-Appendix 4.  Standard curve of glucoronic acid lactone 
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6.   วิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Copper-bicinchoninate (Foxand Robyt, 1991) 

- ดูดสารละลาย C ใสในหลุมของไมโครไตเตอรเพลท หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
- เติมสารละลายตัวอยาง 100 ไมโครลิตร 
- ปดไมโครไตเตอรเพลท ดวยพลาสติกใส (Polyvinylchloride cling film) แลวใสในถุงซิป 

(plastic zipper bag) นําไปตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 35 นาที ทําใหเย็นทันทีเปน
เวลา 15 นาที  

- นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader นํา
คาที่ไดมาทํากราฟมาตรฐานหาสมการ 
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Figure-Appendix 5. Standard curve of reducing sugar analyzed by Copper-bicinchoninate method 

7.   การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีการ Dinitrosalicylic acid ของ Miller (1959) (Robertson et 

al., 2001) 
การเตรียมตัวอยางสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานโดยชั่งน้ําตาลกลูโคส 0.1 กรัมละลายใน
ขวดปรับปริมาตรเติมน้ํากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐาน
น้ําตาลกลูโคสความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400,500, 600, 700, 800, 900 และ 1,000 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร แลวทําการทดลองโดยเติมสารละลายกลูโคสแตละความเขมขนปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอรเพลท แลวเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเขากัน ปดไมโครไตเตอรเพลท ดวยพลาสติกใส (Polyvinylchloride 
cling film) แลวใสในถุงซิป (plastic zipper bag) นําไปตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
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นาที ทําใหเย็นทันที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
microplate reader นําคาที่ไดมาทํากราฟมาตรฐานหาสมการ 
การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซในตัวอยาง 

นําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมลงในไมโครไตเตอร
เพลท แลวเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเขา
กัน ปดไมโครไตเตอรเพลท ดวยพลาสติกใส (Polyvinylchloride cling film) แลวใสในถุงซิป 
(plastic zipper bag) นําไปตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทําใหเย็นทันที นําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาแทนคาในสมการกราฟ
มาตรฐาน 
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Figure-Appendix 6.  Standard curve of reducing sugar analyzed by dinitrosalicylic acid method 

8.   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยใชวิธี Modified phenol sulfuric 
method (Fox and Robyt, 1991) 

เติมตัวอยางปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอรเพลท และเติม 5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) phenol ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน (ประมาณ 30 
วินาที) นําไมโครไตเตอรเพลทวางบนกอนน้ําแข็ง และเติมกรดซัลฟวริกเขมขน (conc. H2SO4) 
ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน (ประมาณ 30 วินาที) หุมไมโครไตเตอรเพลทดวยพลาสติก
ใส และนําไปใสในถุงซิป (plastic zipper bag) นําไปตมที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทํา
ใหเย็นและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate 
reader เทียบคาการดูดกลืนแสง ที่ไดกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส 
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Figure-Appendix 7.  Standard curve of total sugar analyzed by phenol-sulfuric acid method 

9.   การวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีนโดยวิธี Morgan-Elson ท่ีปรับปรุงแลว (Van de Loo, 1976) 

9.1  การเตรียมตัวอยางเพื่อหาปริมาณกลูโคซามีนโดยวิธี Cochran and Vercellotti (1978) 
ช่ังตัวอยางอบแหงที่บดละเอียดแลวปริมาณ 0.25 กรัม เติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน 5 มิลลิลิตร วางที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ช่ัวโมง กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 แลวดูด
สวนใส 2 มิลลิลิตร ใสในหลอดที่มีน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 
2 ช่ัวโมง ปรับพีเอชของสารละลายใหเปนกลางดวย 30 % โซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นใหได 50 มิลลิลิตร 

9.2  สารเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีน 
- สารละลาย Acetyl acetone reagent เตรียมโดยเติม 4% ของ Acetyl acetone ลงใน 

1.25 M NaCO3 (ตองเตรียมใหมทุกครั้งที่ใช) 
- สารละลาย Ehrlich reagent เตรียมโดยละลาย Para-dimethylaminobenzadehyde 

1.6 กรัม ในสวนผสมของกรดไฮโดรคลอริกเขมขนปริมาตร 30 มิลลิลิตร และ 95% ethanol 30 
มิลลิลิตร (เก็บในตูเย็นไดนาน 2-3 วัน) 

- สารละลายมาตรฐาน glucosamine hydrochloride เตรียมโดยละลาย glucosamine 
hydrochloride 0.025 กรัม ในน้ํากลั่นจนไดปริมาณครบ 100 มิลลิลิตร 

9.3  การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคซามีน 
ใสสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Acetyl 

acetone reagent 1 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือดนาน 20 นาที เติม 95% ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
แลวเติมสารละลาย Ehrlich reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันวางไว 30 นาที นําไปวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร หาปริมาณกลูโคซามีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานขอ
งกลูโคซามีน ที่มีความเขมขนตั้งแต 25 – 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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Figure-Appendix 8.   Standard curve of glucosamine analyzed by method for the quantitative 

determination of hexosamines according to Elson and Morgan 

10.   การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย 

10.1  จุลินทรียกอโรค 
เขี่ยเชื้อจากอาหารวุนแข็งเอียงที่เก็บใน stock มา 1 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว MHB สําหรับแบคทีเรีย แลวบมเพาะเชื้อไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
จากนั้นถายเชื้อที่บมไวใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ช่ัวโมง นําเชื้อในระยะนี้มาทดสอบการยับยั้งจุลินทรียของพอลิเมอรชีวภาพ โดยเจือจางเชื้อเร่ิมตน
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว เพื่อใหไดปริมาณเชื้อ 106 CFU ตอมิลลิลิตร 

10.2  แบคทีเรียโปรไบโอติก 
เขี่ยเชื้อ L. plantarum และ L. acidophilus จาก stock culture มา 1 loop ใสลงใน

อาหาร MRS เหลว ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทํา
การถายเชื้อลงปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร MRS เหลว ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จะไดเชื้อจํานวน 108 CFU ตอมิลลิลิตร  
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10.3  การนับจํานวนจุลินทรีย 
ในการนับจํานวนจุลินทรียจะนําอาหารเลี้ยงที่เล้ียงเชื้อที่เวลาตางๆ มาเจือจางจนถึง

ความเขมขนที่เหมาะสมของเชื้อแตละชนิด แลว pour plate โดยใชเชื้อจุลินทรีย 1 มิลลิลิตร หยดลง
ไปบนจานอาหารแลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีอุณหภูมิ 44–46 องศาเซลเซียสลงไป ผสมเชื้อจุลินทรีย
กับอาหารใหเขากันโดยแกวงจานอาหารไปมาเบาๆ ทิ้งใหอาหารแข็งตัวแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียที่เจริญทั้งในและบนอาหาร
เล้ียงเช้ือโดยนับจํานวนจุลินทรียในจานอาหารที่มีจํานวนเซลล 25-250 เซลล แลวรายงานผลเปน 
CFU ตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
ผลการทดลอง 

Table 1. Hydrolysis of the biopolymers in HCl buffer solution with pH 1, 2 and 3 

Hydrolysis (%) 
Biopolymers from Time (h)/pH 1 2 3 
SC-S 
 
 
 
 
SC-L 
 
 
 
 
CP2073 

½ 
1 
2 
3 
4 
½ 
1 
2 
3 
4 
½ 
1 
2 
3 
4 

1.69±0.030 
2.80±0.036 
2.90±0.005 
2.94±0.009 
2.81±0.034 
2.05±0.027 
2.14±0.013 
2.37±0.009 
2.16±0.059 
2.20±0.035 
1.71±0.045 
2.00±0.018 
2.10±0.036 
2.06±0.034 
2.54±0.052 

1.70±0.051 
1.71±0.021 
1.95±0.074 
2.21±0.043 
2.65±0.059 
1.63±0.066 
1.41±0.011 
2.37±0.013 
2.16±0.013 
1.98±0.130 
1.32±0.054 
1.34±0.026 
1.43±0.031 
1.65±0.018 
1.47±0.001 

1.60±0.035 
1.77±0.023 
1.72±0.013 
1.71±0.036 
1.84±0.013 
1.25±0.550 
1.56±0.042 
1.66±0.000 
1.71±0.009 
1.72±0.033 
1.18±0.048 
1.18±0.083 
1.37±0.033 
1.86±0.020 
1.75±0.033 

Table 2. Enzymatic hydrolysis of biopolymer by α-amylase 

Biopolymers  Hydrolysis (%) 
SC-S 
SC-L 
CP2073 

7.84±0.141 
19.62±0.022 
29.91±0.055 
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Table 3. Growth of probiotic used biopolymers as carbon sources in minimal medium 

log CFU/ml  
Biopolymer  

 
Time (h) L. plantarum L. acidophilus 

SC-S 
 
 
 
 
 
 

0 
6 
12 
24 
36 
48 
72 

10.173±0.020 
10.748±0.441 
11.067±0.411 
11.348±0.008 
10.566±0.031 
10.046±0.057 
9.497±0.012 

10.146±0.069 
10.732±0.012 
10.741±0.069 
10.812±0.087 
10.363±0.036 
10.149±0.160 
9.870±0.334 

Glucose  
 

0 
6 
12 
24 
36 
48 
72 

10.093±0.120 
11.116±0.034 
11.126±0.100 
11.268±0.036 
10.945±0.013 
10.866±0.010 
10.309±0.161 

10.185±0.111 
11.248±0.183 
11.265±0.281 
11.283±0.135 
11.212±0.084 
11.212±0.373 
9.363±0.069 

No C-source 0 
6 
12 
24 
36 
48 
72 

10.194±0.394 
11.241±0.038 
10.734±0.186 
10.626±0.669 
10.318±0.097 
9.813±0.017 
9.187±0.054 

10.167±0.394 
10.797±0.038 
10.531±0.186 
10.416±0.669 
10.337±0.097 
10.122±0.017 
9.830±0.054 
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Figure-Appendix 9.   GPC chromatogram of biopolymer from sterilizer condensate precipitated 

with 95% ethanol at ratio 5.0 

 
Figure-Appendix 10.   GPC chromatogram of partially purified biopolymer SC-L 
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Figure-Appendix 11.   GPC chromatogram of biopolymer from Cordyceps dipterigena BCC2073 
cultivated in diluted sterilizer condensate after precipitation with 95% 
ethanol 
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