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บทคัดยอ 

น้ํานึ่งปาลมเปนหนึ่งในสามแหลงน้ําทิ้งที่สําคัญของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม เมื่อ
วิเคราะหลักษณะน้ําทิ้ง พบวา มีคาตาง ๆ ตามลําดับดังนี้ มีพีเอช 5.05 คาซีโอดีทั้งหมด 120,000 
มิลลิกรัมตอลิตร ของแข็งทั้งหมด 47,696 มิลลิกรัมตอลิตร ของแข็งแขวนลอย 19,066 มิลลิกรัมตอ
ลิตร น้ําตาลทั้งหมด 8,550 มิลลิกรัมตอลิตร ฟนอล 1,670 มิลลิกรัมตอลิตร ไนโตรเจน 800 
มิลลิกรัมตอลิตร และมีแรธาตุตางๆในปริมาณเล็กนอย จากการศึกษาปจจัยในการแยกพอลิเมอรจาก
น้ํานึ่งปาลม พบวา สภาวะที่เหมาะสม คือ อัตราสวนระหวางน้ํานึ่งปาลมกับเอทานอล 95% เทากับ 
5.0 ที่อุณหภูมิหอง แยกขนาดพอลิเมอรดวยเทคนิค gel filtration chromatography โดยใชคอลัมนที่
บรรจุ Sephadex G-25 ชะดวยน้ํากลั่น พบวา สารละลายพอลิเมอรถูกชะออกมา 2 พีค (peak) คือ พีค 
A (SC-L) และ พีค B (SC-S) ไดพอลิเมอรน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (Mp) ขนาด 1223 และ 2525 ดาล
ตัน ตามลําดับ ผลผลิตได yield เทากับ 65.31 และ 12.82 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สําหรับการผลิต   
พอลิเมอรจากเชื้อรา Cordyceps dipterigena BCC2073 เร่ิมโดยการคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ
สังเคราะห 6 ชนิด เพื่อใชในการเตรียมหัวเชื้อเริ่มตน พบวา เชื้อที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
Potato dextrose broth (PDB) สามารถเจริญและผลิตพอลิเมอรชีวภาพไดดีที่สุด ใหน้ําหนักเซลล
แหงและพอลิเมอร 11.70 และ 3.37 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อศึกษาการผลิตพอลิเมอรชีวภาพใน
น้ํานึ่งปาลมที่เจือจาง (มีคาซีโอดี 40,000 มิลลิกรัมตอลิตร และไนโตรเจน 267 มิลลิกรัมตอลิตร) 
พบวา สภาวะที่เหมาะสม คือ การปรับพีเอชเปน 6.2 เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิหองที่อัตราการเขยา 150 
รอบตอนาที เชื้อมีการเจริญและผลิตพอลิเมอรสูงสุดเทากับ 23.43 และ 6.53 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
ซ่ึงสูงกวาคาที่ไดจากการเลี้ยงใน PDB 2 เทา และสามารถลดคาซีโอดีและปริมาณของแข็งทั้งหมด
ได 70.7 และ 58 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อศึกษาคุณสมบัติบางประการของพอลิเมอรชีวภาพที่ผาน
การทําบริสุทธิ์บางสวน พบวาพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมทั้ง 2 ชนิด สามารถละลายไดในน้ํา และ 
DMSO แตไมละลายในตัวทําละลายอินทรียทั้ง 8 ชนิดที่ใชทดสอบ (อะซิโตรไนไตรล เมทานอล 
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อะซิโตน โพรพานอล ไดคลอโรมีเทน คลอโรฟอรม ไดเอทธิวอีเทอร และเฮกเซน) องคประกอบ
ของพอลิเมอรที่สกัดจากน้ํานึ่งปาลม คือ SC-S และ SC-L ประกอบดวยน้ําตาลทั้งหมด 241.29 และ 
231.70 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหดวย HPLC พบวา พอลิเมอรชนิด SC-S มีน้ําตาล
กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ปริมาณเทากับ 41.29, 109.29 และ 26.14 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิ
เมอร ตามลําดับ ในขณะที่พอลิเมอรชนิด SC-L มีคาเทากับ 5.86, 43.64 และ 7.75 มิลลิกรัมตอกรัม
พอลิเมอร ตามลําดับ เมื่อศึกษาหมูฟงกชั่นดวยวิธี FT-IR พบวามีหมูไฮดรอกซิล อีเทอร แอลเคน 
และคารบอนิล ซ่ึงเปนหมูของโมเลกุลน้ําตาล ดังนั้นจึงจัดเปนพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรด โดย
พอลิเมอรชนิด SC-S และ SC-L มีคาน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ีย (Mp) เทากับ 1223 และ 6431 ดาลตัน 
ตามลําดับ สําหรับพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม (พอลิเมอร 
CD) สามารถละลายไดในน้ํา แตไมละลายในตัวทําละลายอินทรียทั้ง 8 ชนิดเชนกัน แตละลายใน 
DMSO ไดบางสวนโดยละลายไดสูงสุด 47 มิลลิกรัมตอลิตร และมีองคประกอบน้ําตาลทั้งหมด 
205.33 มิลลิกรัมตอลิตร โดยมีน้ําตาลกลูโคส และอะราบิโนส เปนองคประกอบในโครงสราง
ปริมาณ 147.41 และ 120.68 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ และมีหมูฟงกช่ันเปนหมู       
ไฮดรอกซิล คารบอนิล อีเทอร และแอลเคน โดยมีคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (Mp) เทากับ 20,064 ดาล
ตัน 

เมื่อทดสอบคุณสมบัติการเปนพรีไบโอติกของพอลิเมอรชีวภาพทั้ง 3 ชนิด คือ   
พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S และ SC-L และพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterigena BCC2073 โดย
นํามาทดสอบการทนตอการยอยดวยกรดท่ีพีเอช 1, 2 และ 3 ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
และการยอยดวยเอนไซม α–amylase (1 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
ซ่ึงเปนการจําลองการยอยในกระเพาะอาหารและลําไสเล็กตามลําดับ พบวา พอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด
สามารถทนตอการยอยที่สภาวะเปนกรดสูงไดดี โดยมีพอลิเมอรชีวภาพที่ไมถูกยอยเหลืออยู 97.19, 
97.8 และ 97.46 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนการยอยดวยเอนไซม α–amylase พบวา พอลิเมอรที่ทน
ตอการยอยไดดีคือ พอลิเมอร SC-S โดยมีพอลิเมอรที่เหลืออยูเทากับ 89.35 เปอรเซ็นต ซ่ึงมี
ศักยภาพเปนพรีไบโอติกที่ดีโดยมีพอลิเมอรชีวภาพที่ไมถูกยอยเหลือไปยังลําไสใหญไดมากกวา 80 
เปอรเซ็นต เมื่อนําพอลิเมอรชีวภาพชนิด SC-S มาทดสอบการสงเสริมการเจริญแบคทีเรียโปรไบโอ
ติก ไดแก Lactobacillus plantarum และ Lactobacillus acidophilus พบวา เชื้อเหลานี้ไมสามารถใช
พอลิเมอรชีวภาพชนิด SC-S เปนแหลงคารบอน มีผลใหการเจริญของเชื้อลดลง ผลการศึกษา
คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพทั้ง 3 ชนิด ในสารละลายดินขาว (kaolin) 
พบวา พอลิเมอรชนิด SC-S ใหคากิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุด และมีสภาวะที่เหมาะสมสําหรับ
กิจกรรมการตกตะกอน คือ พีเอช 6.0 มีการเติมแคทไอออนชนิด Fe3+ (FeCl3) ความเขมขน 1.0   
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มิลลิโมลาร และใชพอลิเมอร 2 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 5.22 (1/OD) เมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอ
กิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชนิด SC-S โดยใชวิธีการพื้นผิวผลตอบสนอง (RSM) พบวา มี
คาที่เหมาะสม ดังนี้ ความเขมขนของพอลิเมอรเทากับ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 
เทากับ 1.40 มิลลิโมลาร และคาพีเอชเทากับ 5.5 โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 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 

บทนําตนเรื่อง 

ปาลมน้ํามัน เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย และอุตสาหกรรมปาลม
น้ํามันยังมีความสําคัญยิ่งตอเศรษฐกิจของภาคใต มีการปลูกกันมากที่จังหวัดกระบี่, สตูล,               
สุราษฎรธานีและชุมพร ในป พ.ศ. 2551 มีพื้นที่เพาะปลูกประมาณ 3.50 ลานไร และมีจํานวน
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม 52 โรง (สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย, 2552) โดยเฉพาะอยางยิ่ง
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน (wet process) ซ่ึงเปนกระบวนการที่ใชน้ําในการสกดัน้าํมนั
มีประมาณ 75-80% ของการผลิตน้ํามันปาลม (H-Kittikun et al., 2000) และเปนสาเหตุใหมีน้ําเสีย
เกิดขึ้นในกระบวนการสกัด โดยมีปริมาณเฉลี่ย 0.87 ลูกบาศกเมตรตอตันทะลายปาลมสด ซ่ึงเปน
ปริมาณน้ําเสียที่ไดจากขั้นตอนตางๆ ของการผลิตไดแก น้ํานึ่งปาลม น้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร 
หรือเครื่องแยก (separater) และเครื่องกําจัดน้ําออกจากน้ํามันในขั้นตอนสุดทาย (Prasertsan and 
Prasertsan, 1996) 

น้ํานึ่งปาลมหรือน้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมีปริมาณ 200 ลิตรตอ 10 ตันทะลายปาลม
สด (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) มีลักษณะเปนสีน้ําตาล มีคาพีเอชในชวง 4.8-5.3 มี
สารอินทรียในรูปบีโอดี (BOD) 22,880-41,985 มิลลิกรัมตอลิตร และในรูปของซีโอดี (COD) 
45,360-80,146 มิลลิกรัมตอลิตร ไนโตรเจนในรูปแอมโมเนีย 7.7-66.3 มิลลิกรัมตอลิตร และในรูป
ของสารอินทรีย 22.4-1,287 มิลลิกรัมตอลิตร จากการที่มีปริมาณสารอินทรียอยูสูงและผานการให
ความรอนสูงจึงเหมาะที่จะนํามาใชประโยชนแทนการปลอยทิ้งสูระบบบําบัดน้ําเสียโดยตรง ซ่ึงไม
มีผลตอบแทนและอาจกอใหเกิดปญหาดานสิ่งแวดลอม  

จากการศึกษาวิจัยเบื้องตน พบวา น้ํานึ่งปาลมมีสวนผสมของพอลิเมอรชนิด                  
เฮมิเซลลูโลสซึ่งละลายออกจากทะลายปาลมและผลปาลมระหวางการนึ่งปาลมที่อุณหภูมิสูง         
เฮมิเซลลูโลสดังกลาวสามารถสกัดออกมาไดดวยวิธีการทางเคมี ซ่ึงนอกจากจะไดผลิตภัณฑที่มี
มูลคาแลว ยังสามารถลดความสกปรก (คาบีโอดี) ของน้ําเสียของโรงงานไดดวย นอกจากนี้ในการ
บําบัดน้ําเสีย พบวา เชื้อราสามารถเจริญไดดี เนื่องจากน้ําเสียมีพีเอชเปนกรด (พีเอช 4.5-5.5) และ
เชื้อราบางสายพันธุสามารถผลิตพอลิเมอรออกมาในระหวางการเจริญไดดวย และมีรายงาน
ผลการวิจัยวา เฮมิเซลลูโลสหรือสารไซโลโอลิโกแซคคาไรคของพอลิเมอรนี้มีคุณสมบัติในการเปน
สารพรีไบโอติก สามารถนําไปใชประโยชนเปนอาหารเสริมสุขภาพได (Crittenden and Playne 

1 



 

2 

1996; Vazquez et al., 2000) สวนพอลิเมอรจากเชื้อราก็มีรายงานที่มีผูวิจัยพบวามีฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ซ่ึงใชในทางการแพทยได (Isaka and Tanticharoen, 2001; Isaka et al., 2005) 

การตรวจเอกสาร 

1.   แหลงท่ีมาและองคประกอบน้ํานึ่งปาลม 

1.1  แหลงท่ีมาของน้ําท้ิงของโรงงานน้ํามันปาลม 
น้ําเสียสวนใหญที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิตน้ํามันปาลมมีปริมาณ 1.0-

1.3 ลูกบาศกเมตรตอ 1 ตันทะลายปาลมสด คิดเปน 50-79% ของปริมาณน้ําเสียจากการสกัดน้ํามัน
ปาลมทั้งหมดที่เกิดขึ้น (Chavalparit et al., 2006) โดยสามารถสรุปกระบวนการผลิตไดเปน 3 
ประเภท (H-Kittikun et al., 2000) คือ  

1. การผลิตแบบไมใชน้ําหรือแบบแหง โดยใชความรอนในการอบผลปาลมไดจาก
ฟน ซ่ึงใชเวลานานกวาการอบดวยไอน้ํามาก วิธีนี้จึงเหมาะสมกับโรงงานขนาดเล็ก ไดน้ํามันดิบที่
เรียกวา น้ํามันกะเทย คือ น้ํามันที่มีการผสมทั้งน้ํามันจากสวนเปลือกและน้ํามันในเมล็ด วัสดุเศษ
เหลือทิ้งของโรงงานประเภทนี้ คือ กากปาลมเพียงอยางเดียวจะไมมีน้ําเสียออกจากระบบการผลิต 

2. กระบวนการผลิตแบบทอดผลปาลม (Frying process) คือกระบวนการที่ทอดผล
ปาลมในน้ํามันภายใตสภาวะสุญญากาศจากนั้นนําผลปาลมที่ไดเขาเครื่องหีบแบบเกลียว ซ่ึง
กระบวนการผลิตวิธีนี้น้ํามันที่ไดจะเปนน้ํามันผสมกับน้ํามันเมล็ดใน ขอดีของกระบวนการผลิตวิธี
นี้คือไมเกิดน้ําเสียจากกระบวนการผลิต 

3. กระบวนการผลิตแบบใชน้ํา (Wet process) หรือแบบมาตรฐาน โดยมีการใชน้ํา 
(ไอน้ํา) ในการอบทะลายปาลม หรือผลปาลม และในกระบวนการสกัดน้ํามันแบงยอยออกเปน 2 
ลักษณะ คือ แบบที่ใชเครื่องสกัดแยกน้ํามันแบบ 3 เฟส (phase) ที่เรียกวา decanter และแบบที่ใช
เครื่องแยกน้ํามันแบบ 2 เฟส ที่เรียกวา separator แหลงที่มาของน้ําทิ้งสวนใหญมาจาก 2 ขั้นตอน 
ไดแก น้ําทิ้งจากหมอนึ่งอบผลปาลม และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร ในกระบวนการผลิตนี้จะมี
ขอเสียคือมีปริมาณน้ําเสียจากกระบวนการผลิตสูง 

สําหรับขั้นตอนทั่วไปของการสกัดน้ํามันปาลม (Figure 1) แบบใชน้ําเริ่มจากการ
อบทะลายปาลมสดดวยไอน้ําอุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส ความดัน 40-60 ปอนดตอตารางนิ้ว 
ประมาณ 40-60 นาที การอบทะลายปาลมสดนอกจากจะชวยใหผลปาลมนุมหลุดจากทะลายปาลม
ไดงายขึ้นแลวยังเปนการยับยั้งปฏิกิริยาลิโปไลซิสที่จะทําใหเกิดกรดไขมันอิสระในผลปาลม 
จากนั้นไดสงทะลายปาลมที่ผานการอบแลวไปยังเครื่องแยกผลปาลม แลวสงตอผลปาลมเขาเครื่อง
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ยอยผลปาลม ขณะยอยผลปาลมมีการเติมน้ําลงไปดวยเล็กนอย จากนั้นปอนเขาเครื่องหีบแบบอัด
เกลียว (screw press) เพื่อแยกน้ํามันออกจากเมล็ดในและเสนใย น้ํามันที่ไดจากเครื่องหีบ กรองแยก
เสนใยผานตะแกรงแบบสั่น จากนั้นแยกกรวดทรายแบบไฮโดรไซโคลน น้ํามันสวนนี้จะเขาสูเครื่อง 

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%

Empty Fruit Bunch, EFB 
20%

Crude Palm Oil 20%

Effluent

Vibrating Screen

Desander

Centrifuge

Vacuum Drier

Screw Press

Mixed Oil

Palm Cake

Steam/Hot Water

Dry process
Wet process

Precipitation

Figure 1.  Palm oil milling process 
ที่มา : ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 
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เหวี่ยงแยกความเร็วสูงเพื่อกําจัดอนุภาคของแข็งกอนผานการไลความชื้นและนําไปเก็บในถังเก็บ 
เพื่อรอการทําบริสุทธิ์หรือสงจําหนายโรงงานกลั่นน้ํามันบริสุทธิ์ตอไป (อรัญ หันพงศกิตติกูล และ
คณะ, 2537) 

นอกจากน้ําทิ้งแลว กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมยังกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือ
ของแข็ง ไดแก ทะลายปาลม, เสนใย และ กะลาปาลม โดยมีปริมาณเทากับ 3.96, 2.31 และ 1.0   
(ตันตอไรตอป) ตามลําดับ และปริมาณน้ําเสียเทากับ 10.56 ตันตอไรตอป (Table 1) (Chavalparit et 
al., 2006)  

1.2  ปริมาณ คุณลักษณะ และองคประกอบของน้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
Chavalparit และคณะ (2006) ประมาณการปริมาณน้ําเสียที่เกิดจากกระบวนการ

สกัดน้ํามันปาลมในป 2545 ประมาณ 113,000 ตันตอป จากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบใช
น้ําจะมีน้ําทิ้งออกมาในปริมาณมาก อัตราการใชน้ําในกระบวนการผลิตเฉลี่ย 0.5-1.0 ลูกบาศกเมตร
ตอตันทะลายปาลมสด และปริมาณน้ําเสียที่เกิดขึ้นประมาณ 66.7-100% ของปริมาณน้ําที่ใชใน
กระบวนการผลิตทั้งหมด น้ําเสียสวนใหญมาจากสองขั้นตอน คือ น้ํานึ่งปาลม หรือน้ําทิ้งจากหมอ
ฆาเชื้อ (Sterilizer condensate) และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรหรือเครื่อง separator โดยน้ําทิ้งจาก
หมอฆาเชื้อมีประมาณ 200 ลิตรตอ 10 ตันทะลายปาลม ปริมาณน้ําทิ้งคิดเปน 2.5-3.0 เทาของ
ปริมาณน้ํามันที่ผลิตได (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) 

กระบวนการผลิตน้ําปาลมดิบไมตองใชสารเคมีในกระบวนการผลิต แตอยางไรก็
ตามก็ยังมีปญหาสิ่งแวดลอมเกิดขึ้น เชน มีน้ําเสียจากกระบวนการผลิตปริมาณสูงซ่ึงมีสารอินทรีย
เปนองค ประกอบอยูสูง โดยในแตละขั้นตอนของกระบวนการผลิตจะมีของเสียเกิดขึ้นหลายชนิด
ในปริมาณที่แตกตางกัน (Table 2) 

น้ําเสียสวนใหญมาจากกระบวนการผลิตแบบใชน้ํา (wet process) โดยน้ําเสียสวน
ใหญเกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิตน้ํามันปาลมซึ่งมีปริมาณ 1.0-1.3 ลูกบาศกเมตรตอ 1 ตัน
ทะลายปาลมสด คิดเปน 50-79 เปอรเซ็นต ของปริมาณน้ําเสียจากการสกัดน้ํามันปาลมทั้งหมดที่
เกิดขึ้น ในป พ.ศ. 2546 มีรายงานวาปริมาณน้ําเสียเกิดขึ้น 2.56 ลานลูกบาศกเมตรมีคาบีโอดี 118 
ลานกิโลกรัม ซ่ึงคาบีโอดีที่เกิดขึ้นเทียบเทากับน้ําเสียจากชุมชนที่มีประชากรประมาณ 5 ลานคน 
(ตอป) (Chavalparit et al., 2006) ดังนั้นในกระบวนการผลิตจึงไดมีการหมุนเวียนน้ํามาใชในระบบ
การผลิตเพื่อลดปริมาณน้ําเสียที่จะปลอยออกจากกระบวนการผลิต 
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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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จากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือจํานวนมากไดแก 
ทะลายเปลา เสนใยปาลมกะลาปาลม กากเนื้อผลปาลม และน้ําทิ้ง ซ่ึงความแตกตางของวัสดุเศษ
เหลือข้ึนกับคุณภาพวัตถุดิบดวย โดยเฉพาะน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีปริมาณมากถึง 0.87 
ลูกบาศกเมตรตอตันทะลายปาลมสด ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบเปรียบเทียบปริมาณน้ําทิ้งของโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม 4 โรงงานในภาคใต พบวาโรงงานที่ใชเครื่อง separater มีปริมาณน้ําทิ้งตอตันทะลาย
ปาลมสดสูงกวาโรงงานที่ใชเครื่องดีแคนเตอร ในน้ําทิ้งมีมวลสารในรูป ซีโอดี บีโอดี ของแข็ง
แขวนลอย และน้ํามันในระดับสูง มีสีน้ําตาลเขมถึงน้ําตาลปนดํา พีเอช 4-5 (Table 3) แรธาตุชนิด
ตางๆที่พบไดในน้ําทิ้งของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม แสดงใน Table 4 เมื่อเปรียบเทียบสัดสวน
ระหวางคารบอนตอไนโตรเจน พบวามีคาที่สูงเพราะมีรอยละของไนโตรเจนต่ําประมาณรอยละ
สองของน้ําหนักแหง แตเนื่องจากน้ําทิ้งของโรงงานน้ํามันปาลมมีสารอาหารสูง จึงมีการนํามาเปน
วัตถุดิบสําหรับเล้ียงจุลินทรียเพื่อผลิตโปรตีนเซลลเดียว และใชเปนแหลงผลิตแกสชีวภาพ (พูนสุข 
ประเสริฐสรรพ, 2542) 

Hartley (1977) กลาววา กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมไมมีการเติมสารเคมีอื่นใด
นอกจากน้ํา  ดังนั้นสีน้ําตาลของน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม  อาจเกิดจากการ
เปล่ียนแปลงองคประกอบและโครงสรางของสารอินทรียตางๆ ในปาลมน้ํามันอันเนื่องจากการให
ความรอนในขั้นตอนการนึ่งปาลม และการแตกตัวขององคประกอบ จากขั้นตอนการหีบอัด       
รงควัตถุพวกแอนโทไซยานิน (anthocyanins) และแคโรทีน (carotene) ที่มีอยูในผลปาลมถูกสกัด
ออกมาพรอมกับน้ํามันและไอน้ําเนื่องจากเซลลผลปาลมถูกทําลาย นอกจากนี้ยังพบสารประกอบ
พวกโพลีฟนอล แทนนิน และโพลีแอลกอฮอล โดยน้ําทิ้งจากหมอนึ่งฆาเชื้อมีปริมาณเพคตินและ
โพลีฟนอลเทากับ 5.7 และ 2.0 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Barker and Worgan, 1981 อางโดย พูนสุข 
ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2544) การวิเคราะหปริมาณฟนอลในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม
ที่ผานกระบวนการบําบัดทางชีวภาพแลวพบวา มีฟนอล 4.5-5.5 มิลลิกรัมตอลิตร ที่พีเอชประมาณ 
9.4 (จินตนา แกวบริสุทธิ์, 2541 อางโดย โสภาวรรณ รัตนพันธุ, 2547) และในองคประกอบของน้ํา
ทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมยังพบสารในกลุมคารโบไฮเดรต ไดแก แปง น้ําตาล เพคติน 
และเพนโตซาน (pentosan) รวมทั้งโปรตีนทั้งในสวนน้ําทิ้งและสลัดจ ปริมาณน้ําตาลและโปรตีนที่
พบในสวนของสลัดจรอยละ 2.5 และ 12.2 โดยน้ําหนักแหงตามลําดับ (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 เปนสารประกอบที่มีโมเลกุลใหญ ซ่ึงเปนสารประกอบประเภท  
เฮทเทอรโรจีเนียสพอลิแซคคาไรด ที่ประกอบดวยน้ําตาลโมโนแซคคาไรดที่มี 5 คารบอน (ไซโลส 
และอะราบิโนส) และ 6 คารบอน (แมนโนส, กลูโคส และกาแลคโตส) และน้ําตาลที่มีหมูคารบอก
ซิล (sugar acid) ประกอบอยูในโมเลกุลเดียวกัน (Saha, 2003) ซ่ึงเฮมิเซลลูโลสในไมเนื้อแข็งสวน
ใหญประกอบดวยกลูคูโรโนไซแลน ในขณะที่ไมเนื้อออนจะประกอบดวยกาแลคโตกลูโคแมน
แนน (Klemn et al., 1998) เฮมิเซลลูโลสจะละลายในสารละลายดางแตไมละลายในน้ํา โดย           
เฮมิเซลลูโลสจะแตกตางกับเซลลูโลส ซ่ึงเปนสารประเภทโฮโมจีเนียสพอลิแซคคาไรดที่
ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสประเภทเดียวประกอบอยูในโมเลกุล เฮมิเซลลูโลสเปนโมเลกุลที่มีคา
มวลโมเลกุลนอยกวามวลโมเลกุลของเซลลูโลส และมีคา Degree of polymerization (DP) ต่ํา (only 
50-300) โมเลกุลของเฮมิเซลลูโลสสามารถถูกไฮโดรไลซไดงายดวยสารละลายกรด แลวใหโมเลกุล
ของน้ําตาลที่มีขนาดเล็กลงคือ โมเลกุลเดียวของน้ําตาลกลูโคส แมนโนส ไซโลส และอะราบิโนส 
(Klemn et al., 1998) เฮมิเซลลูโลสสามารถแบงออกไดเปนชนิดตางๆ ดังนี้คือ  

(1) กาแลคโตกลูโคแมนแนน (Galactoglucomannan) (Figure 2) ประกอบดวยน้ําตาลแมนโนส 
กลูโคส และกาแลคโตส  

(2) อะราบิโนกลูคูโรโนไซแลน (Arabinoglucuronoxylan) (Figure 3) ประกอบดวยน้ําตาล
ไซโลส อะราบิโนส และกลูคูโรนิกแอซิด 

(3) กลูคูโรโนไซแลน (Glucuronoxylan) (Figure 4) ประกอบดวยน้ําตาลกลูคูโรนิกแอซิด และ
ไซโลส 

(4) กลูโคแมนแนน (Glucomannan) (Figure 5) ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส และแมนโนส 
(5) อะราบิโนกาแลคแทน (Arabinogalactan) (Figure 6) ประกอบดวยน้ําตาลกาแลคโตส 

และอะราบิโนส  
(6) อะราบิโนไซแลน (Arabinoxylan) (Figure 7) ประกอบดวยน้ําตาลไซโลส อะราบิโนส     

กลูคูโรนิกแอซิด และเฟอลูริคแอซิด 
เฮมิเซลลูโลสสามารถนํามาใชประโยชนอยางกวางขวาง เชน กลูคูโรโนไซแลน

หรือไซแลน ซ่ึงมีน้ําตาลไซโลสเปนองคประกอบหลัก จะนํามาใชในการผลิตไซโลส ไซลิทอล       
เฟอรฟูรอล อะราบิโนกาแลคแทนใชเปน binder, emulsifier และ stabilizer ในอุตสาหกรรมอาหาร 
สวนกลูโคแมนแนนสามารถหมักดวยจุลินทรียเพื่อผลิตเปนเอทานอลได (Saha, 2003) ไซโลโอลิโก
แซคคาไรดที่เก็บเกี่ยวจากวัสดุเศษเหลือจากทางเกษตร นํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร สารให
ความหวาน และอาหารสุขภาพ อุตสาหกรรมเภสัชกรรมสําหรับรักษาไวรัสและมะเร็ง (Cano and 
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Palet, 2007) นอกจากนี้ในเฮมิเซลลูโลสยังพบกรดเฟอรูลิค (ferulic acid) (Figure 8) ซ่ึงเปน
สารพฤกษเคมีมีโครงสรางคลายกับฟนอล (phenol) จากการรายงาน พบวา กรดเฟอรูลิคมีคุณสมบัติ
เปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) และมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดมะเร็งและการกลายพันธุ 
(Kawabata et al., 2000; Kampa et al., 2003) 

กระบวนการที่ใชไอน้ําที่อุณหภูมิและความดันสูงจะสามารถแยกเอาเซลลูโลส                  
เฮมิเซลลูโลส และลิกนินออกจากกัน โดยสวนของเฮมิเซลลูโลสจะละลายในน้ําที่ควบแนนจากไอ
น้ํา ซ่ึงจากการศึกษาของ วิทยา ปนสุวรรณ และคณะ (2551) โดยทําการทดลองตมเยื่อเปลือกสาดวย
ไอน้ําที่สภาวะอุณหภูมิ 190 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที พบวาไดเยื่อปอสาที่เหมาะสมในการทํา
กระดาษสา และไดสารละลายเฮมิเซลลูโลสเปนผลพลอยไดออกมาดวย เมื่อตรวจหาองคประกอบ
ของน้ําตาลในสารละลายเฮมิเซลลูโลสที่ไดจากการระเบิดเปลือกปอสาดวยไอน้ํา  พบวา
องคประกอบหลักคือ น้ําตาลโอลิโกแซคคาไรด และน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวของ กาแลคโตส และ     
อะราบิโนส และเมื่อไฮโดรไลซสารละลายดวยเอนไซมพบวาน้ําตาลโอลิโกแซคคาไรดเปลี่ยนเปน
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวของกลูโคสและไซโลส และการแยกสกัดอะราบิโนไซแลนจากรําขาวเจา โดย
การตมในน้ําเดือดเปนเวลาครึ่งชั่วโมงกรองแยกสวนที่ละลายน้ํานํามาตกตะกอนในสารละลายเอทา
นอล 70% (v/v) นําไปทําแหงภายใตสภาวะเยือกแข็ง ตะกอนสารที่ไดของการแยกสกัดอะราบิโน
ไซแลน สวนที่ละลายน้ําไดและสวนที่ไมละลายน้ําจากรําขาวมีปริมาณรอยละโดยน้ําหนัก 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 สารหรือองคประกอบในกลุมคารโบไฮเดรตที่ไมถูก
ยอยในทางเดินอาหารสวนบน โดยสามารถทนตอการยอยโดยกรดในกระเพาะอาหารและเอนไซม
ในลําไสเล็ก และมีผลสงเสริมสุขภาพของผูบริโภค มีประโยชนคือชวยกระตุนการเจริญเติบโตและ/
หรือการออกฤทธิ์ของแบคทีเรียในลําไสใหญกลุมจําเพาะหรือจํานวนหนึ่งที่มีประโยชนในระบบ
ทางเดินอาหาร โดยมีกลไกการทํางานดัง Figure 9 (Gibson and Roberfroid, 1995) พรีไบโอติกบาง
ชนิดสามารถจับกับจุลินทรียที่กอโรคไดอยางจําเพาะเจาะจง เชน เชื้อ Salmonella และ E. coli  ซ่ึง
ตอมาจะถูกกําจัดออกจากระบบทางเดินอาหารไปกับอุจจาระ บางชนิดอาจจะไปกระตุนการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียที่เปนประโยชน เชน เชื้อ Bifidobacteria และ Lactobacilli โดยเปนแหลงอาหาร
ใหกับแบคทีเรีย ทําใหลําไสเกิดความสมดุลและยังชวยเพิ่มการนําสารอาหารไปใชดวย สารที่จะ
จัดเปนพรีไบโอติกไดนั้นจะตองมีลักษณะอยางนอย 3 ประการ คือ สารนั้นจะตองไมถูกยอยหรือดดู
ซึมในกระเพาะอาหารและลําไสเล็ก สารนั้นจะตองมีความจําเพาะกับแบคทีเรียที่เปนประโยชนใน
ลําไส และสารนั้นควรมีการกระตุนที่เปนประโยชนตอรางกาย (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 

กลุมของโอลิโกแซคคาไรด (Oligosaccharides) ที่สามารถใชเปนสารพรีไบโอติก 
(Rycroft et al., 2001) ไดแก 

4.1  แลคทูโลส (Lactulose) 
แลคทูโลสเปนไดแซคคาไรด (disaccharides) ประกอบดวยหนวยยอยของน้ําตาล

กาแลคโตสและฟรุคโตสเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 glycosidic linkage (Gal β1-4 Fru) ซ่ึงผลิต
โดยใช catalytic isomerzation ของน้ําตาลแลคโตส ซ่ึงแลคทูโลสจะไมถูกยอยหรือดูดซับในลําไส
เล็กแตจะเกิดการหมักโดยแบคทีเรียในลําไสใหญ และมีผลใหจํานวน Lactobacilli และ 
Bifidobacteria เพิ่มขึ้น และชวยลด Bacteroides นอกจากนี้ยังชวยลดปริมาณสารพิษและเอนไซมที่
เปนพิษจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย เชน ammonia, indole, phenol, skatole, 
nitroreductase, azoreductase และ β-glucuronidase จากการศึกษาผลของแลคทูโลสตอการเจริญ
ของแบคทีเรียในลําไสใหญโดยใหแลคทูโลส 3 กรัมตอวัน ในอาสาสมัคร 8 คน เปนเวลา 14 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียกลุม Bifidobacteria เพิ่มขึ้น และแบคทีเรียที่กอโรค เชน Clostridium 
perfringens, Bacteriodes, Streptococci และ Enterobacteriaceae ลดลง (Terada et al., 1992) โดย
ปกติแลคทูโลสจะไมมีอยูในอาหารทั่วไปหรืออาจมีนอยมากจึงมีการนําแลคทูโลสไปใชเปน
สารเติมแตงในอาหารชนิดตางๆ เพื่อประโยชนตอสุขภาพ เชน โยเกิรต คุกกี้ เคก และช็อคโกแลต 
เปนตน 

4.2  อินนูลิน (Inulin) และ ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (Fructooligosaccharides, FOS) 
อินนูลินเปนสารพอลิแซคคาไรดมีโมเลกุลขนาดเล็กอยูในกลุมฟรุคโตโอลิโกแซค

คาไรดมีฟรุคโตส 3-60 โมเลกุลตอกันดวยพันธะ α,1-2 และ β,2-1 โครงสรางประกอบดวย Glc α1-
2[β Fru 1-2]n เมื่อ n = 10 และ Fruβ2-1Frun ซ่ึงอินนูลินพบไดทั่วไปในธรรมชาติทั้งในพืช 
แบคทีเรีย และราบางชนิด อินนูลินไมถูกยอยโดยเอนไซมในลําไสเล็ก แตบางสวนถูกยอยโดย        
จุลินทรียที่อาศัยอยูในลําไสใหญ และมีความคงตัวสูง มีรสชาติหวานเล็กนอย จึงมีการนําไปใช
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ในทางอุตสาหกรรมอาหารในลักษณะตางๆ เชน นําไปปรับปรุงในรสชาติและเนื้อสัมผัส ชวยรักษา
ความสดและความชื้นในเคก  

นอกจากนี้ อินนูลินยังมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกเนื่องจากชวยเพิ่มจํานวน           
จุลินทรียโปรไบโอติกในลําไสได โดยพบวาอาสาสมัครที่ไดรับอินนูลิน 15 กรัมตอวัน ติดตอกัน
เปนเวลา 15 วัน มีปริมาณจุลินทรีย Bifidobacteria และ Lactobacilli เพิ่มขึ้น 10 เปอรเซ็นต และ     
จุลินทรียที่กอโรคลดลง นอกจากนี้มีการศึกษาการเลี้ยงแบบกะโดยบม faecal slurries ดวยอินนูลิน 
โอลิโกฟรุกโตส แปง พอลิเด็กซโตรส ฟรุกโตส และ เพคติน เปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบวาโอลิโกฟรุก
โตสและอินนูลินชวยเพิ่ม Bifidobacteria ไดอยางดี (Wang and Gibson, 1993) และเปนสารตั้งตน 
พรีไบโอติกที่สําคัญ นอกจากนี้ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดไดนํามาใชในผลิตภัณฑที่รูจักกันในชื่อ 
“นีโอชูการ (Neosugar)” หรือ “ไมโอลิโก (Meioligo)” ซ่ึงชนิดหลังเปนสารผสมของ 1-kestose 
(Glc-Fru,), 1-nystose (Glc-Fru,) และ 1F-β-fructofuranosylnystose (Glc-Fru4)  

4.3  กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด (Galactooligosaccharides, GOS) 
กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด เปนโอลิโกแซคคาไรดที่มีกาแลคโตสเปน

องคประกอบซึ่งมีโครงสรางเปน Gluα1-4[β Gal 1-6]n เมื่อ n = 2-5 พบในน้ํานมของมนุษย น้ํานม
วัว โยเกิรต และสังเคราะหจากแลคโตสไซรัปโดยใชเอนไซม transgalactosylase ของเอนไซม β-
galactosidase  

กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด เปนกลุมโอลิโกแซคคาไรดที่รางกายไมสามารถยอย
ได (non-digestible oligosaccharide) จึงสามารถผานไปถึงลําไสใหญไดโดยไมถูกยอยและดูดซึม 
และถูกนําไปใชประโยชนโดยจุลินทรียที่อาศัยอยูในลําไสใหญ ผลผลิตหลักที่ไดจากการหมักเปน
กรดไขมันสายสั้น (short-chain fatty acid) เชน อะซิเตท โพรพิโอเนท บิวเทอเรท และมีกาซ เชน 
ไฮโดรเจน มีเทน และคารบอนไดออกไซด กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรดมีผลไปกระตุนการเจริญ
ของจุลินทรียกลุม Bifidobacteria และ Lactobacilli การศึกษาการเติมกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด 
20 กรัมตอวัน ในการเลี้ยงแบบตอเนื่องซึ่งมี human faecal bacteria พบวาเกิดกาซและกรดไขมัน
สายสั้นเพิ่มขึ้น ถึงแมวาไมสามารถระบุชนิดแบคทีเรียได แตการเพิ่ม lactate และ acetate ก็สามารถ
ช้ีใหเห็นถึงการเดน (dominate) ของเชื้อแบคทีเรียแลคติก (lactobacilli และ bifidobacteria) เมื่อมี
การเติมกาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด 

4.4  โอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลือง (Soybean oligosaccharides (SOR)) 
โอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลืองสวนใหญเปนกลุมแรฟฟโนส (raffinose) และ 

สตาคีโอส (stachyose) (Gibson, 2004a) โดยสารสกัดโอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลืองประกอบดวย 
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stachyose 23% (w/v) และ raffinose 7% (w/v) และเมื่อทําใหบริสุทธ์ิดวย activated charcoal 
chromatography จะประกอบดวย stachyose 71%, raffinose 20% และน้ําตาลอื่นๆ อีก 2% โอลิโก
แซคคาไรดจากถั่วเหลืองเปนกลุมโอลิโกแซคคาไรดที่สามารถทนตอการยอยโดยกรดในกระเพาะ
อาหารและเอนไซมในลําไสเล็ก และเหลือไปถึงลําไสใหญ ซ่ึงจุลินทรียในลําไสใหญจะนําไปใช 
โดยเฉพาะจุลินทรียกลุม Bifidobacteria ซ่ึงจากการศึกษาพบวาโอลิโกแซคคาไรดจากถั่วเหลืองชวย
สงเสริมการเจริญของเชื้อ Bifidobacterium infantis แตไมชวยสงเสริมการเจริญของ Escherichia 
coli, Streptococcus faecalis หรือ Lactobacillus acidophilus จากการศึกษาของ Saito และคณะ 
(1992) ใชความเขมขนของ SOR ต่ําๆ (0.1% w/v)ในการเลี้ยง two-stage continuous ของ faecal 
bacteria พบวาชวยเพิ่มจํานวน bifidobacteria ขึ้นถึงสามเทาในจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด  

4.5  แลคโตซูโครส (Lactosucrose, LS) 
แลคโตซูโครสผลิตมาจากการสังเคราะหจากสารตั้งตนของน้ําตาลแลคโตสและ

ซูโครส โดยใชเอนไซมเบตาฟรุคโตฟูโรโนซิเดส (β-fructofuranosidase) เปนตัวเรงปฏิกิริยาและมี
คุณสมบัติไปสงเสริมการเจริญของจุลินทรียกลุม Bifidobacteria โดยพบวาการใหแลคโตซูโครส
ปริมาณ 3 กรัมตอวัน กับอาสาสมัคร 3 คน สามารถเพิ่มจํานวนจุลินทรียกลุม Bifidobacteria ได 0.7 
เทาและลดปริมาณจุลินทรียกลุม Bacteriodes ได 0.6 เทา และยังสงผลใหมีการผลิตกรดไขมันสาย
ส้ัน เชน อะซิเตท และบิวเทอเรท เพิ่มขึ้นดวย (Ohkusa et al., 1995) 

4.6  ไอโซมอลโตโอลิแซคคาไรด (Isomaltooligosaccharides, IMO) 
ไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดประกอบดวยหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคส

เชื่อมตอกันดวยพันธะ α,1-6 glucosidic linkages ซ่ึงเปลี่ยนมาจากแปงโดยการใชกระบวนการยอย
โดยใชเอนไซม 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกใชเอนไซม α-amylase และ pullulanase รวมกันเพื่อยอยแปง
ใหเปนไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดซ่ึงเชื่อมตอกันดวยพันธะ α,1-4 glycosidic linkage จากนั้น
ใชเอนไซม α-glucosidase เปลี่ยนเปนพันธะ α,1-6 glycosidic linkage ซ่ึงบางสวนจะถูกยอยดวย
เอนไซมในลําไสเล็กไดเปนไอโซมอลโตส (Kolida et al., 2000) ในทางการคาไอโซมอลโต-900 
ผลิตจากการบมแปงขาวโพดที่มี isomaltose (Glc α1-6Glc), isomaltotriose (Glc α1-6Glcα1-6Glc) 
และ panose (Glc α1-6Glc α1-4Glc) ดวย amylase, pullulanase และ α-glucosidase จากการศึกษา
พบวาไอโซมอลโตโอลิโกแซคคาไรดสามารถเสริมการเจริญของจุลินทรียโปรไบโอติกไดทั้งใน in 
vitro และ in vivo พบวาเมื่อศึกษาการเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกโดยใชระบบ 
Human colonic-batch culture ซ่ึงมีการเติม IMO ลงไป 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถ
เพิ่มจํานวนของ bifidobacteria ได และปริมาณ clostridia ลดลง (Rycroft et al., 2001)  
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4.7  กลูโคโอลิโกแซคคาไรด (Glucooligosaccharides, GOS) 
กลูโคโอลิโกแซคคาไรดที่ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสตอกันดวยพันธะ β,1-6 

glucosidic linkages เกิดจากการสังเคราะหดวยเอนไซม glucosyl-transferase ที่ผลิตจากเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides ซ่ึงจะยายโมเลกุลกลูโคสจากน้ําตาลซูโครสตัวใหไปยังมอลโตสตัวรับ 
ผลของการให GOS แกหนู สามารถเสริมการเจริญของ Bifidobacterium breve และสามารถลดการ
ปนเปอนของ Salmonella ได (Asahara et al., 2001) 

4.8  ไซโลโอลิโกแซคคาไรด (Xylooligosaccharides, XOS) 
ไซโลโอลิโกแซคคาไรด มีโครงสรางหลักประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาล

ไซโลสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ β,1-4 หลักๆจะประกอบดวย xylobiose, xylotriose และ           
xylo-tetraose กลุมเหลานี้สามารถผลิตไดจากการยอย xylan จากเนื้อไมเบิซ โอต หรือซังขาวโพด
ดวยเอนไซม ไซโลโอลิโกแซคคาไรดจะถูกยอยและถูกนําไปใชโดยจุลินทรียกลุม bifidobacteria 
และ lactobacilli ไดอยางจําเพาะทําใหจุลินทรียกลุม Bacteriodes ลดลง อีกทั้งสามารถเพิ่มจํานวน  
จุลินทรียกลุม bifidobacteria ไดมากกวาการใชฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด (Gibson, 2004b) จาก
การศึกษาการหมัก XOS โดยแบคทีเรียในลําไส โดยใหอาสาสมัครผูชาย 5 คน รับประทาน XOS 1 
กรัมและอีก 5 คน รับประทาน XOS 2 กรัมตอวันเปนเวลา 3 สัปดาห พบวามีอาสาสมัครบางราย
เทานั้นที่ตอบสนองตอ XOS โดยชวยเพิ่ม bifidobacteria และชวยลด Bacteroides เมื่อหยุดการให 
XOS พบวาสัดสวนของ bifidobacteria ลดลงจากเริ่มตน โดยปริมาณ XOS 1 กรัมตอวันก็เพียงพอ
ตอการตอบสนองของ bifidobacteria 

5.   ประโยชนของพรีไบโอติก 

ประโยชนของพรีไบโอติกนั้นจะมีความเกี่ ยวของกันกับประโยชนของ             
โปรไบโอติกซึ่งเมื่อมีการเพิ่มการเจริญของแบคทีเรียในกลุมนี้แลวทั้งแบคทีเรียเองและสารที่เกิด
จากกระบวนการในการใชพรีไบโอติกเปนแหลงคารบอนก็จะมีบทบาทตอผูบริโภค โดยประโยชน
ของพรีไบโอติกที่มีตอรางกายไดแก 

5.1  การปองกันการเกิดมะเร็งในลําไสใหญ 
มักพบปญหาไดบอยในลําไสใหญสวนปลายของมนุษย โดยเฉพาะอยางยิ่ง

โรคมะเร็งลําไส ซ่ึงพบไดบอยมากในลําไสใหญเมื่อเทียบกับในสําไสเล็ก (Morotomi et al., 1990) 
ดวยสาเหตุนี้นักวิจัยหลายทานจึงเชื่อวา colonic microflora มีบทบาทสําคัญในการเจริญเติบโตของ
มะเร็งลําไส เปนที่ทราบกันดีวาแบคทีเรียหลายชนิดที่โดยทั่วไปในลําไสสรางสารที่กอใหเกิดมะเร็ง
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และสารกระตุนใหเกิดเนื้องอกจากกระบวนการเผาผลาญอาหารของสวนประกอบอาหาร แตมีการ
พิสูจนแลววา พรีไบโอติกสามารถปองกันมะเร็งได แนวทางในการปองกันมะเร็งลําไสใหญจึง
เจาะจงไปที่พรีไบโอติกซึ่งเปนอาหารของแบคทีเรียโดยบทบาทของพรีไบโอติกในการปองกัน
มะเร็งมีดังนี้ 

5.1.1   เปนสารตั้งตนในการผลิตสารที่มีบทบาทในการปองกันการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะ   
บิวทิเรตซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากกระบวนการหมักและมีบทบาทในการกระตุนใหเกิด
กระบวนการ apoptosis ใน colonic cancer cell lines และถูกใชในการเจริญของเซลลอีกดวย โดย
บทบาทของบิวทิเรตและกรดไขมันสายสั้นชนิดอื่นๆคือโพรพิโอนิก และอะซิติก จะสงผลโดยตรง
ตอเซลลลําไสใหญในการปองกันมะเร็ง  

5.1.2   เปลี่ยนแปลงกระบวนการเมทาบอลิซึมของจุลินทรียในลําไสใหญใหเปนไปในทาง
ที่จะลดการเกิดสารที่จะสงผลเสียตอรางกาย เชน เมทาบอลิซึมของโปรตีนและไขมัน โดยอาจจะ
เปล่ียนเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย Clostridia และ Bacteroides จากการเกิด proteolysis ไปเปน 
saccharolysis และมีบทบาทในการสงเสริมใหแบคทีเรียแลคติกสรางสารที่ไปยับยั้งแบคทีเรียที่ผลิต
เอนไซม carcinogenic นอกจากนั้นพรีไบโอติกยังมีผลไปเปลี่ยนแปลงโดยตรงตอกิจกรรมของ
เอนไซมที่ ผ ลิตโดยแบคที เ รี ยแลคติกที่ เ กี่ ยวของกับการ เกิดมะ เร็ ง  เชน  azoreductases, 
nitroreductases และ β-glucuronidase เปนตน (Reddy, 1998) 

5.2  การยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
พรีไบโอติกชวยสงเสริมการเจริญของเชื้อ bifidobacteria และ lactobacilli โดยชวย

ลดจํานวนกลุมเชื้อที่กอโรค เช้ือไวรัส โปรโตซัว รา และแบคทีเรีย ซ่ึงเชื้อกลุมนี้สามารถทําใหเกิด
กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบอยางรุนแรง ผลิตภัณฑสุดทายที่เกี่ยวกับการเผาผลาญอาหาร เชน 
กรดที่หล่ังโดยกลุมจุลินทรียเหลานี้ จะทําใหคาพีเอชภายในลําไสต่ําลงถึงระดับที่มีผลไปยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียกอโรค ยิ่งไปกวานั้น lactobacilli และ bifidobacteria หลายสปชีสที่สราง 
antibiotics ซ่ึงสามารถไปยับยั้งเชื้อกอโรคในลําไสทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (Gibson, 2004a; 
Gibson, 2004b) 

5.3  เพิ่มการดูดซึมของแรธาตุ 
พรีไบโอติกสามารถเพิ่มการดูดซึมของแรธาตุโดยเฉพาะการดูดซึมของแคลเซียม

และแมกนีเซียมซึ่งเปนประโยชนตอการปองกันโรคกระดูกพรุน ถึงแมวาลําไสเล็กเปนตําแหนง
แรกของการดูดซึมแคลเซียมแตยังคงมีการดูดซึมภายในลําไสใหญอยูและยังคงไดรับความสนใจอยู 
ซ่ึงกลไกในการเพิ่มการดูดซึมของแคลเซียมในลําไสใหญ (Gibson, 2004a; Gibson, 2004b) มีดังนี้ 
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5.3.1   กระบวนการหมักของพรีไบโอติกจะทําใหเกิดกรดไขมันสายสั้น (Short chain fatty 
acid) ซ่ึงทําใหพีเอชในลําไสใหญลดลงจึงทําใหแคลเซียมละลายไดดีสงผลใหมีการดูดซึมที่ดีขึ้น
ดวย 

5.3.2   สารที่อยูในกลุม Phytate (myoinositol hexaphosphate) ซ่ึงเปนองคประกอบในพืช 
โดยเปนสารที่มีความเสถียรสูงและไมละลายน้ําทําใหเมื่อไปจับกับแคลเซียมทําใหรางกายไม
สามารถดูดซึมแคลเซียมไดและจากกระบวนการหมัก Phytate โดยแบคทีเรียในลําไสใหญทําให
แคลเซียมถูกปลอยออกมาเปนอิสระและมีการดูดซึมเขาสูรางกายได 

5.3.3   เกิดกลไกในการแลกเปลี่ยนแคลเซียมภายในลําไสโดยท่ีเกิดจากการแลกเปลี่ยน
โปรตอนระหวางแคลเซียมกับ SCFA ที่มีอยูในลําไส 

5.4  ลดระดับคอเลสเตอรอลและไขมันในเลือด 
ปจจุบันมีความสนใจในอุตสาหกรรมอาหารในการพัฒนาอาหารสุขภาพเพื่อลด

ไขมันในเลือดเชน คอเลสเตอรอล และไตรกลีเซอไรด โดยถาระดับคอเลสเตอรอลในเลือดสูงขึ้น
โดยเฉพาะ low-density lipoproteins (LDL) จะเสี่ยงตอการเปนโรคภาวะหัวใจลมเหลว สําหรับ
การศึกษาเกี่ยวกับการชวยลดระดับไตรกลีเซอไรด และการลดคอเลสเตอรอล ยังมีการศึกษาไมมาก
นัก สวนใหญยังเปนการศึกษาในสัตวทดลอง อยางไรก็ตามมีการอธิบายกลไกการลดระดับแอลดี
แอลคอเลสเตอรอลโดยไปเพิ่มจํานวนแบคทีเรียแลกติก ใหมากขึ้นก็จะชวยยอยสลายคอเลสเตอรอล 
และยับยั้งการดูดซึมผานผนังลําไส หรืออาจเนื่องจากผลจากกระบวนการหมักที่ไดกรดไขมันสาย
ส้ันบางชนิด โดยเฉพาะกรดโพรพิโอนิก ซ่ึงสามารถไปยับยั้งการสังเคราะหไขมันรวมทั้ง
คอเลสเตอรอล อีกกลไกหนึ่งคือมีการปรับเปลี่ยนระดับกลูโคสและอินซูลิน เนื่องจากการ
สังเคราะหไขมันมีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงเมทาบอลิซึมของกลูโคสดวย  ดังนั้น             
พรีไบโอติกอาจชวยลดความเสี่ยงตอโรคหลอดเลือดแข็งซึ่งมีสาเหตุจากไขมัน โดยเฉพาะภาวะ 
ไตรกลีเซอไรดในเลือดสูง (hypertriglyceridemia) และภาวะดื้อตออินซูลิน (insulin resistance) 
(Gibson, 2004a; Gibson, 2004b) 

5.5  ชวยเพิ่มระบบภูมิคุมกัน 
พรีไบโอติกไปชวยสงเสริมการเจริญของโปรไบโอติกเชน กลุมแบคทีเรียแลคติก 

โดยโปรไบโอติกจะไปชวยกระตุนกลไกการปกปองเจาบานแบบไมจําเพาะและตอบสนองแบบ
จําเพาะของเซลล โดยชวยเพิ่ม phagocytic activity และ/หรือการเพิ่มโมเลกุลของระบบภูมิคุมกัน
เชน การหลั่ง IgA ซ่ึงมีผลไปยับยั้งเชื้อกอโรคเชน salmonellae และ rotavirus (Schiffrin et al., 
1995) 
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6. เชื้อรา Cordyceps sp. 

Cordyceps เปนฟงไจชั้นสูงจัดอยูในกลุมของแสคฟงไจ (sac fungi) หรือราแมลง 
โดยอาจเรียกวา entomopathogenic, entomogenous หรือ insect fungi ในระยะที่มีการสืบพันธุจะ
สราง ascocarp แบบ perithecium เปนกลุมรวมกันอยูบนโครงสรางที่เรียกวา stroma ซ่ึงสามารถ
มองเห็นไดดวยตาเปลา มีการดํารงชีวิตแบบพาราสิต พบมากบริเวณปาเขตรอนที่มีความชื้น หรือ
ในชวงฤดูฝน สวนใหญเปนพาราสิตบนตัวออน ดักแด และตัวเต็มวัยของแมลง เชน ผ้ึง มด มวน 
ดวง ตอ และผีเส้ือ เปนตน Cordyceps จะเขาทําลายแมลงที่เปน host โดย ascospores ที่ไปตกหรือ
สัมผัสบนตัวแมลงแลวจะสราง germ tube แทงผานผิวช้ันนอกของแมลงโดยการยอยสลายไคติน 
(chitin) เสนใยจะเจริญและเพิ่มจํานวนอยูภายใน hemocoel ของแมลง หลังจากแมลงตายเสนใยจะ
รวมตัวกันกลายเปน sclerotium อัดแนนอยูในตัวแมลง เมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสม sclerotium จะ
พัฒนาไปเปน stroma เจริญออกมาบนผิวนอกของแมลงที่เปน host เมื่อ stroma เจริญเติบโตเต็มที่
และ ascospores ถูกปลอยออกไปแลวจากนั้นก็จะสลายไป ซ่ึงซากของแมลงที่เหลืออยูก็จะมีการ
สราง stroma ขึ้นมาใหมไดอีก (Cheah et al., 2004) ดังแสดงตาม Figure 10. 

Cordyceps หลายสปชีสนิยมนํามาใชในทางการแพทยในประเทศจีน ญี่ปุน และ
เกาหลีและประเทศแถบตะวันออก เพราะวามีสรรพคุณดานยาและมีฤทธ์ิทางชีวภาพ (Shih et al., 
2007) เนื่องจากมีการสรางสารเมตาโบไลทที่มีประโยชนหลายชนิด (Table 5) เชน adenosine มี
คุณสมบัติชวยปองกันโรคหัวใจและเปนยารักษาโรคหัวใจลมเหลวเรื้อรัง (Kitakaze et al., 2000), 
cordycepin หรือ 3´-deoxyadenosine เปนสารคลายกับนิวคลีโอไซดที่แสดงสเปคตรัมทางชีวภาพใน
ชวงกวาง  รวมท้ังเปนสารมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย เชื้อรา ตานการเกิดเนื้องอก 
(antitumor) ตานการเกิดลูคิเมีย (antileukemia) มีฤทธ์ิตานเชื้อไวรัส (antiviral activities) และมีผล
ตอการควบคุมภูมิคุมกัน (Sugar et al., 1998; Kodama et al., 2000; Zhou et al., 2002), ในกลุม 
polysaccharides จากเชื้อ Cordyceps ใชประโยชนทางชีวภาพในการชวยลดการอักเสบ             
(anti-inflammatory) ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) ตานการเกิดเนื้องอก antimetastatic 
immunomodulatory ชวยรักษาอาการ 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 ซ่ึงเปนสารออก
ฤทธิ์ชีวภาพในกลุม naphthoquinones สรางโดย Cordyceps unilateralis BCC1896 ที่เล้ียงในอาหาร 
potato dextrose broth สารประกอบทั้ง 6 ชนิดนี้มีผลในการตอตานเชื้อสาเหตุโรคมาลาเรีย 
Plasmodium falciparum (Kittakoop et al., 1999) นอกจากนี้ Cordyceps บางสปชีสยังมี
ความสามารถในการสรางสารประกอบชนิดใหมอีกดวย เชน Cordyceps pseudomilitalis สรางสาร 
cordyanhyides A และ B (Figure 11) สารประกอบทั้งสองชนิดนี้จัดเปนสารที่พบไดยากใน
ธรรมชาติ (Isaka et al., 2001) นอกจากนี้ Koh และคณะ (2002) พบวา mycelia จาก Cordyceps ก็ยัง
สามารถใชเปนสารกระตุนระบบภูมิคุมกันได 
 

 
 
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.   พอลิเมอรชีวภาพ 

พอลิเมอรชีวภาพ คือ พอลิเมอรที่ผลิตโดยสิ่งมีชีวิต เชน แบคทีเรีย, แอคติโนมัย
ซีส และรา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม โดยพอลิเมอรที่ผลิตขึ้นจะมีลักษณะเปนสารที่มีความหนืด
และมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (ระพีพรรณ เติมตันท, 2547) โดยพอลิเมอรชีวภาพที่จุลินทรียแตละชนิด
ผลิตจะมีคุณสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ รวมถึงองคประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน 
ซ่ึงพอลิเมอรชีวภาพที่จุลินทรียผลิตสามารถทดแทนพอลิเมอรสังเคราะหที่ไดจากอุตสาหกรรม 
ปโตรเคมี พอลิเมอรชีวภาพสามารถผลิตไดจากวัสดุเหลือทิ้ง ปจจุบันมีการประยุกตใชพอลิเมอร
ชีวภาพกันอยางกวางขวาง เชน ใชในดานเภสัชกรรม ใชในอุตสาหกรรมอาหารหรือใชเปนวัสดุ
บรรจุภัณฑ (ชัยวัฒน เจนวานิชย, 2527) 

โดยพอลิเมอรเหลานี้มีคุณสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพรวมถึง
องคประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน พอลิเมอรชีวภาพสามารถแบงออกไดเปน 4 ประเภท ตาม
องคประกอบของพอลิเมอร ไดแก พอลิเมอรชนิดลิปด พอลิเมอรชนิดโปรตีน พอลิเมอรชนิด      
พอลิอะมิโนแอซิด พอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรด  

พอลิเมอรชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อราสามารถแบงไดเปน 2 ชนิดคือ  

7.1  พอลิแซคคาไรด (Polysaccharides)  
เปนพอลิเมอรที่มีสารกลุมคารโบไฮเดรตเปนองคประกอบหลัก ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง ซ่ึงเกิดจากการที่น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กรดยูโรนิก หรือ น้ําตาล กรดอะมิโนเชื่อมตอ
กันดวยพันธะไกลโคซิดิก และบางครั้งยังพบสารอินทรียและสารอนินทรียรวมอยูในโครงสรางดวย  

พอลิเมอรกลุมพอลิแซคคาไรดจากเชื้อรามีหลายแบบขึ้นกับเกณฑที่ใชในการ
จําแนก คือ 

7.1.1   จําแนกตามกระบวนการสังเคราะห  
ตัวอยางพอลิเมอรไดแก พอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เปน  

พอลิเมอรที่สังเคราะหภายในเซลล (intracellular polymer) และ จุลินทรียหล่ังพอลิเมอรออกมา
ภายนอกเซลลใน 2 รูปแบบ คือแคปซูลซ่ึงยึดติดอยูกับผนังเซลล และในรูปของเมือกซึ่งปลดปลอย
ออกสูส่ิงแวดลอมรอบๆเซลล โดยโครงสรางของพอลิเมอรที่จุลินทรียแตละชนิดผลิตมีชนิดของ
น้ําตาลที่เปนองคประกอบและตําแหนงของพันธะแตกตางกัน นอกจากนี้ก็มีพอลิเมอรที่สังเคราะห
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ภายในเซลล (intracellular polymer) ตองอาศัยการสกัด และการทําบริสุทธิ์เพื่อนําเอาพอลิเมอร
ออกมาจากเซลล พอลิเมอรในกลุมนี้ไดแก พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly-β-hydroxybutyrate) 
ซ่ึงไดจาก Alcaligenes sp. 

7.1.2   จําแนกตามประจุไฟฟาท่ีอยูบนโมเลกุลของพอลิเมอร  
โดยทั่วไปนิยมใชเปนเกณฑในการจําแนกพอลิเมอรประเภทพอลิแซคคาไรด 

Moo-Yang (1985 อางโดย ศิริพร หมาดหลา, 2544) จําแนกพอลิแซคคาไรดไดแก 
7.1.2.1  พอลิเมอรท่ีมีประจุลบ (anionic polysaccharide) ตัวอยางพอลิเมอรในกลุม

นี้ไดแก แซนแทน (xanthan) จากเชื้อ Xanthomonas campestris (Triveni and Shamala, 1998) 
7.1.2.2  พอลิเมอรท่ีมีประจุเปนกลาง (neutral polysaccharide) ตัวอยางพอลิเมอรใน

กลุมนี้ไดแก 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  พอลิเมอรท่ีมีประจุบวก (cationic หรือ basic polysaccharide ) ตัวอยาง     
พอลิเมอรในกลุมนี้ไดแก ไคโตแซน ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลลของราอันดับ Mucorales 

7.1.3   จําแนกตามโมโนเมอรท่ีเปนองคประกอบ 
Sutherland (1990) ไดจําแนกชนิดของพอลิแซคคาไรดตามองคประกอบภายใน

โมเลกุลออกเปน 4 กลุม คือ 
7.1.3.1  โฮโมพอลิแซคคาไรด 
เปนพอลิเมอรชนิดที่ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเพียงชนิดเดียวในโครงสราง 

เชน กลูแคน โดยสวนมากจะเปนน้ําตาลกลูโคสหรือฟรุคโตส จากการที่น้ําตาลกลูโคสเปนสาร
องคประกอบหลักและมีการเชื่อมตอดวยพันธะที่แตกตางกันทําใหสามารถแบงกลูแคนออกเปนได
หลายชนิด เชน 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 
พอลิเมอรกลุมพอลิแซคคาไรดสวนมากจัดอยูในกลุมนี้ โดยโครงสรางจะ

ประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไปเชื่อมตอกัน แตในบางชนิดอาจมีน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวที่ตางกันถึง 5 ชนิด และยังมีองคประกอบอื่นๆ เชน sn-glycerol-3-phosphate,            
N-acetyl-aminosugar, ฟอสเฟต หรือ หมูอะซิทิล รวมอยูในโครงสรางของโมเลกุลพอลิเมอรดวย 
ซ่ึงจากองคประกอบที่แตกตางกันนี้ทําใหคุณสมบัติของพอลิแซคคาไรดแตกตางกัน เนื่องจากพนัธะ
และโครงสรางของโมเลกุลตางกัน (Table 7) 
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7.1.3.3  พอลิแซคคาไรดท่ีมีองคประกอบเปนสารอินทรีย  
สารอินทรียที่พบในโครงสรางของพอลิแซคคาไรด ไดแก อะซิเตท ไพรูเวท      

ซักซิเนต โพรพิโอเนท ซ่ึงสารอินทรียเหลานี้จะมีผลตอประจุรวมบนโมเลกุลของพอลิแซคคาไรด 
นอกจากสารดังกลาวแลวยังพบกรดอะมิโน ไดแก ซีรีน และกรดกลูตามิก ในโครงสรางของ        
พอลิแซคคาไรดที่ไดจากแบคทีเรียบางชนิดอีกดวย 

7.1.3.4  พอลิแซคคาไรดท่ีมีองคประกอบเปนสารอนินทรีย  
ฟอสเฟตเปนสารอนินทรียที่พบไดบอยในโครงสรางของพอลิแซคคาไรด ซ่ึงจะ

เหมือนกับกรด teichoic acid โดยจะอยูในรูปของ phosphorylated exopolysaccharide พบในผนัง
เซลลของแบคทีเรียแกรมบวก นอกจากจะพบฟอสเฟตในโครงสรางของพอลิแซคคาไรดแลว ยัง
พบวาพอลิแซคคาไรดบางชนิดมีซัลเฟตอยูในโครงสรางของโมเลกุลดวย 

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)  
พอลิเมอรชนิดนี้มีน้ําตาลและโปรตีนเปนองคประกอบที่สําคัญ เชน พอลิแซคคา

โรเปปไทดแยกไดจากเชื้อ Cordyceps sphecocephala มี 3 fraction คือ FR-I, FR-II และ FR-III ซ่ึงมี
องคประกอบของคารโบไฮเดรตและโปรตีนในแตละ fraction มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญและ
น้ําหนักโมเลกุลของ FR-I, FR-II และ FR-III วัดได 1831, 27 และ 2.2 kDa ตามลําดับ และเมื่อ
วิเคราะหองคประกอบทั้งสาม fraction พบวาในสวนของโปรตีนประกอบดวย กรดและกรดอะมิโน
แบบไมมีขั้ว เชน aspartic acid, glutamic acid, glycine และ valine และในสวนของน้ําตาลมี 
mannose และ galactose เปนสวนใหญ (Oh et al., 2007) พอลิแซคคาโรเปปไทด หรือ protein-
bound polysaccharides หลายชนิดเปนพอลิเมอรที่ผลิตไดจากรากลุม white rot fungus เชน 
Coriolus versicolor โดย polysaccharopeptides ที่ผลิตโดย Coriolus versicolor มีฤทธ์ิเปน
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ตัวกระตุนระบบ immunopotentiator ซ่ึงใชเปนตัวเสริมการบําบัดทางเคมีและรังสีของมะเร็งและ
การติดเชื้อตางๆ Wang และคณะ (1995) พบวา polysaccharide-peptide complex (PSPC) จากการ
เล้ียงเสนใยของเชื้อ Tricholoma sp. ในอาหารเหลวมีคุณสมบัติในการกระตุนระบบภูมิตานทาน
และตานมะเร็ง ซ่ึงเชื้อนี้จัดอยูในกลุมเห็ดที่สามารถรับประทานได โดย PSPC ใน gel filtration มี
น้ําหนักโมเลกุล 17 K และเมื่อวิเคราะหดวย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis แสดงเปน
แถบเดียว พอลิเมอรนี้มีลักษณะไมดูดซับบน DEAE-sepharose CL-6B และ CM-cellulose ซ่ึง
สามารถมีฤทธิ์กระตุน macrophage กระตุนการขยายของ T-cell และยับยั้งการโตของเนื้องอกใน
หนู 

พอลิแซคคาไรดและพอลิแซคคาโรเปปไทดไดมีการแยกจากเห็ดและเปนที่สนใจ
ในดานกิจกรรมทางชีวภาพที่หลากหลาย มีรายงานวา polysaccharide complex จากเห็ดมีบทบาทใน
การตานมะเร็ง เชน พอลิแซคคาโรเปปไทดที่สกัดจากเสนใยของเชื้อ Coriolus versicolor และที่แยก
จากเชื้อ Tricholoma lobayense (Oh  et al., 2007) พอลิแซคคาไรด และพอลิแซคคาโรเปปไทดที่
แยกไดจากกลุมราชั้นสูงสามารถเปนตัวกระตุนระบบภูมิตานทานและชวยตานมะเร็ง นอกจากนี้ได
มีรายงานถึงพอลิแซคคาไรดและพอลิแซคคาโรเปปไทดจากเชื้อรา เชน PSK lentinan และ
schizophyllan มีผลเปนตัวยับยั้งการโตของเนื้องอก sarcoma 180 ซ่ึงถูกปลูกไวในหนู (Wang et al., 
1995) 

จากคุณสมบัติทางดานชีวภาพและกายภาพสามารถนํา EPSs ที่ผลิตโดยจุลินทรีย
มาประยุกตในดานตางๆ เชนทางดานอุตสาหกรรมอาหาร การใชในการทําเครื่องสําอาง และการ
ประยุกตใชเกี่ยวกับการแพทย (Table 8) 

8.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อรา Cordyceps sp. 

ปจจัยที่มีผลตอการผลิต เชน ลักษณะทางพันธุกรรม ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และสภาวะสิ่งแวดลอม โดยปจจัยทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันซึ่ง
ลักษณะเหลานี้จะมีผลตอการผลิตสารพอลิเมอรชีวภาพของจุลินทรีย วาจะมีการผลิตในชวงใดของ
การเจริญ เชน มีการผลิตไปพรอมกับการเจริญหรือผลิตหลังจากที่จุลินทรียเจริญไปไดในระยะหนึ่ง  
ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่เกี่ยวของกับการผลิตสารพอลิเมอรชีวภาพของจุลินทรียมีหลายปจจัย คือ 
ปจจัยทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีววิทยา เชน ความเขมขนของคารบอนและไนโตรเจน 
(อัตราสวน C:N) พีเอช อุณหภูมิ อัตราการกวนที่เหมาะสมในระหวางกระบวนการหมัก ซ่ึงปจจัย
ตางๆ เหลานี้มีผลตอการผลิตสารพอลิเมอรชีวภาพ 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 
 



 

31 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Sutherland (1998) 
 
 
8.1  ผลของแหลงคารบอน 

คารบอนเปนธาตุที่มีความสําคัญในการสรางพลังงานและเซลล โดย Oh และคณะ 
(2007) ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพ (exobiopolymer) 
ของเชื้อ Cordyceps sphecocephala โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน โดยไดปริมาณพอลิเมอร
ชีวภาพและมวลชีวภาพของเสนใยสูงสุดเมื่อใชความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่ 40 กรัมตอลิตร 
และพบวาการเจริญจะถูกยับยั้งเมื่ออาหารมีปริมาณของความเขมขนของน้ําตาลซูโครสสูงกวา 40 
กรัมตอลิตร เปนเพราะวามีแรงดันออสโมติกสูง  

Kim และคณะ (2003) ไดรายงานผลของแหลงคารบอนตอการเจริญและการผลิต
พอลิเมอรของเชื้อ Cordyceps militaris C738 พบวา เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตางๆใหปริมาณ    
พอลิเมอรชีวภาพและมวลชีวภาพของเสนใยสูงสุดเมื่อใช เซลโลไบโอส ฟรุกโตส มอลโตส หรือ 
ซูโครส เปนแหลงคารบอน และไดพอลิเมอรชีวภาพสูงสุดในอาหารที่มีน้ําตาลซูโครสที่ความ
เขมขน 60 กรัมตอลิตร  

8.2  ผลของแหลงไนโตรเจน 
จุลินทรีย มีไนโตรเจนเปนสวนประกอบประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนักเซลล

แหง ความตองการไนโตรเจนของจุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันไป จุลินทรียบางชนิดสามารถ
เจริญไดในอาหารที่มีอนินทรียไนโตรเจน แตบางชนิดตองการไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย  

Oh และคณะ (2007) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญและการผลิต
พอลิเมอรชีวภาพของเชื้อ Cordyceps sphecocephala โดยใชแหลงอนินทรียไนโตรเจนและอินทรีย
ไนโตรเจนอยางละ 7 ชนิด พบวาไดปริมาณพอลิเมอรชีวภาพและมวลชีวภาพของเสนใยสูงสุดเมื่อ
ใช polypeptone หรือ yeast extracts และความเขมขนที่เหมาะสมคือ 2 และ 6 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ  

Kim และคณะ (2003) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตพอลิเมอร
ชีวภาพของเชื้อ Cordyceps militaris C738 พบวาการเจริญของเชื้อในอาหารที่ประกอบดวย ผงน้ํา
แชขาวโพด มีทเปปโตน พอลิเปปโตน หรือ ยีสตสกัด ใหพอลิเมอรชีวภาพในระดับสูงอยางมี
นัยสําคัญ แหลง อนินทรียไนโตรเจนทั้งหมดใหการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพไดนอย 
ในขณะที่การผลิตพอลิเมอรชีวภาพใหผลที่ดีในพอลิเปปโตนที่ความเขมขน 10 กรัมตอลิตร  
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8.3  แหลงแรธาตุ 
Oh และคณะ (2007) พบวาแหลงแรธาตุตางๆมีผลตอการผลิตพอลิเมอรชีวภาพทั้ง

ในดานการกระตุนและการยับยั้งการผลิต สําหรับแหลงแรธาตุในอาหาร mushroom complete 

medium KH2PO4 0.46 กรัมตอลิตร, K2HPO4 1 กรัมตอลิตร และ MgSO4⋅7H2O 0.5 กรัมตอลิตร 
ใหผลการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพของเชื้อ Cordyceps sphecocephala ดีที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับแหลงแรธาตุตัวอ่ืนๆ  

Kim และคณะ (2003) พบวาแหลงแรธาตุที่แตกตางกันมีผลตอการเจริญและการ
ผลิตพอลิเมอรชีวภาพของ Cordyceps militaris C738 โดยเชื้อใหการเจริญและการผลิตพอลิเมอร
ชีวภาพสูงสุดในอาหารที่มี K2HPO4 ซ่ึงปริมาณโพแทสเซียมไอออน (K+) เปนธาตุที่จําเปนตอ
ประสิทธิภาพในการผลิตพอลิเมอรชีวภาพอยางมีนัยสําคัญ  

8.4  ผลของอุณหภูมิ 
อุณหภูมิจัดเปนปจจัยทางกายภาพอยางหนึ่งที่สําคัญซึ่งมีผลตอการเจริญและการ

ผลิตพอลิเมอรชีวภาพของจุลินทรีย โดยจุลินทรียแตละชนิดจะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญที่
แตกตางกัน จากการศึกษาของ Kim และคณะ (2003) พบวา Cordyceps militaris C738 มีชวง
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรชีวภาพอยูในชวง 20 และ 25 องศา
เซลเซียสตามลําดับ นอกจากนี้เช้ือ Cordyceps sphecocephala และ Grifola frondosa มีการเจริญ
และการผลิตพอลิเมอรชีวภาพไดดีที่ 25 องศาเซลเซียส (Lee et al., 2004; Oh et al., 2007) 

8.5  ผลของพีเอช 
ระดับพีเอชของสภาวะการเลี้ยงมีผลตอการผลิตพอลิแซคคาไรดและการเจริญของ

จุลินทรีย เชนในกรณีของ G. frondosa เจริญไดดีและผลิตพอลิเมอรไดสูงสุดที่พีเอช 5.5 (Lee et al., 
2004) สวนพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญของ C. sphecocephala คือ 5.5 ในขณะที่เช้ือจะสามารถ
ผลิตพอลิเมอรไดสูงสุดที่พีเอช 4.0 (Oh et al., 2007) และจากการศึกษาของ Kim และคณะ (2003) 
พบวา C. militaris C738 เมื่อเล้ียงที่พีเอช 6.0 เชื้อใหความเขนขนพอลิเมอรสูงสุดคือ 0.29 g/l ในทาง
กลับกันจะไดปริมาณเซลลสูงสุดคือ 8.1 g/l เมื่อเล้ียงที่พีเอช 9.0 จะเห็นวาบางครั้งระดับพีเอชที่
เหมาะสมตอการเจริญก็อาจไมใชชวงที่มีการผลิตดีที่สุดก็ได  นอกจากนี้เมื่อมีการควบคุมพีเอช 
(6.0) การผลิตพอลิเมอรเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการไมควบคุมพีเอช 

9.   สารตกตะกอนชีวภาพ (Bioflocculant) 

สารตกตะกอนที่ใชกันอยูโดยทั่วไปแบงไดเปน 3 กลุมใหญ คือ 
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ก. กลุมสารอนินทรีย เชน แอมโมเนียมซัลเฟต พอลิอะลูมิเนียมคลอไรด (PAC) 
ข. กลุมสารอินทรีย เชน อนุพันธพอลิอะคริลาไมด (PAA), พอลิอะคริลิกแอซิด 

และพอลิเอทิลีนเอไมด 
ค. สารตกตะกอนชีวภาพ เชน ไคโตแซน โซเดียมอัลจิเนต เจลาติน เพคติน และ

สารตกตะกอนจากจุลินทรีย 
สารตกตะกอนชีวภาพ (Bioflocculant) สามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด 

เชน แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย และ Actinomyces ซ่ึงสามารถแยกไดจากดินและแหลงบําบัดน้ําเสีย
แบบตะกอนเรง (activated sludge) (Table 9) ผลิตสารกลุมพอลิเมอรที่ผลิตโดยจุลินทรียในระหวาง
การเจริญแลวปลอยออกมานอกเซลล โดยจุลินทรียแตละชนิดจะผลิตสารตกตะกอนชีวภาพที่มี
องคประกอบแตกตางกัน เชน ลิปด ไกลโคโปรตีน ไกลโคลิปด โปรตีน และพอลิแซคคาไรด สงผล
ใหมีคากิจกรรมการตกตะกอนที่แตกตางกันดวย (Gao et al., 2006) Li และคณะ (2008) ศึกษาสาร
ตกตะกอนชีวภาพชนิด exopolysaccharide ที่ผลิตจาก Pseudoalteromonas sp. SM9913 ที่แยกได
จากตะกอนในทะเลลึก ซ่ึงมีลักษณะคลายแบคทีเรีย มีคาการตกตะกอนเทากับ 49.3 เปอรเซ็นต เมื่อ
ทดลองในสารละลายดินขาวซึ่งเติมดวย CaCl2 4.55 มิลลิโมลาร ซ่ึงแคทไอออนชนิด Ca2+ และ Fe2+ 
มีผลตอการตกตะกอนไดดีกวา Al2(SO4) ที่ salinity 5-100% หรือที่อุณหภูมิ 5-15 องศาเซลเซียส 
โดยกิจกรรมการตกตะกอนเกิดไดในชวงพีเอช 5-8 โดยสวนใหญสารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก 
จุลินทรียเปนพอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญ มักเปนกลุมพอลิแซคคาไรด โปรตีน ไกลโค
โปรตีน และอื่นๆ (Yokoi et al., 2002) นอกจากนี้ยังมีสารตกตะกอนชีวภาพที่ไดจากพืชและแหลง
ทางชีวภาพอื่นๆ อีกที่ไดมีการสนใจนํามาใช เชน วัสดุเศษเหลือและของเสียจากเกษตรกรรม
สามารถนํากลับมาใชใหมเปนวัตถุดิบเริ่มตน ตัวอยางเชน การนําไคโตซานซึ่งไดจากของเสียจาก
กระบวนการการผลิตอาหารทะเลจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใชเปนสารตกตะกอนชีวภาพ (Knorr, 
1991) โดย Yokoi และคณะ (2002) ศึกษาการตกตะกอนชีวภาพของสารละลายเพคติน (pectin) ที่
แยกไดจากแอปเปลในสารละลายดินขาว (kaolin clay) สาร activated carbon และสารละลาย
อินทรีย เชน เซลลูโลส และยีสต พบวามีกิจกรรมการตกตะกอนเกิดไดดีเมื่อเติมสารละลายเพคติน 
30 มิลลิกรัมตอลิตรและใชแคทไอออน Fe3+ 0.2 มิลลิโมลาร โดยกิจกรรมการตกตะกอนเกิดขึ้นไดดี
ที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส 

9.1  หลักการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพ 
โดยทั่วไปการเกิดกลไกการตกตะกอนในระบบคอลลอยด (colloidal system) 

อาศัยกลไก 4 วิธี คือ การลดความหนาของชั้นกระจาย (diffuse layer), การดูดติดและการทําลาย
ประจุไฟฟาของอนุภาคคอลลอยด (adsorption/charge neutralization), การใชผลึกสารอินทรียเพิ่ม
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น้ําหนักและขนาดของอนุภาคคอลลอยด และการใชสารพอลิเมอรเปนสะพานเชื่อม (bridging) ซ่ึง
ทั้ง 4 วิธีมีหลักการเดียวกัน คือ ทําลายเสถียรภาพของอนุภาคคอลลอยด สําหรับการใชสาร
ตกตะกอนชีวภาพมีกลไกการตกตะกอน 2 วิธีคือ การสรางสะพานเชื่อมหรือการยึดเกาะ (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 



 

35 

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) 
กันระหวางอนุภาค และกลไกการทําใหเกิดสภาพเปนกลาง (charge neutralization) สําหรับกลไก
แรกนั้นโมเลกุลของสารตกตะกอนชีวภาพสามารถเกาะติดบนอนุภาคคอลลอยดไดหลายตําแหนง 
โดยการเกาะติดอาจเปนผลเนื่องมาจากประจุที่ตางกัน หรือเหมือนกันของสายพอลิเมอรกับอนุภาค
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คอลลอยด อนุภาคที่มีพอลิเมอรเกาะติดอยูโดยมีปลายอิสระไวสําหรับเกาะบนอนุภาคอื่นสามารถ
จับตัวกับอนุภาคอื่นๆ โดยมีพอลิเมอรเปนสะพานเชื่อม ซ่ึงการเชื่อมตอดวยพอลิเมอรจะเกิดขึ้นเมื่อ
มีพอลิเมอรและตําแหนงวางบนผิวอนุภาค ดังนั้นพอลิเมอรจึงตองมีขนาดใหญเพื่อใหสามารถใช
เปนสะพานเชื่อมตอระหวางอนุภาคตางๆ ได และสะพานดังกลาวตองแข็งแรงสามารถตานทานแรง
ผลักระหวางอนุภาค ดวยเหตุนี้การสรางฟลอคดวยวิธีการสรางสะพานเชื่อมจึงตองการพอลิเมอรทีม่ี
น้ําหนักโมเลกุลสูงๆ เปนชนิดประจุลบหรือชนิดไมมีประจุ สําหรับวิธีทําใหเกิดสภาพความเปน
กลางของประจุนั้นสารตกตะกอนชีวภาพซึ่งมีประจุไฟฟาตรงขามกับอนุภาคคอลลอยดทําให
สามารถดูดติด (absorbed) บนผิวอนุภาค และเกิดการเปลี่ยนประจุของอนุภาคคอลลอยดใหเปน
ประจุตรงขามกับประจุเดิม (charge reversal) จึงมักใชพอลิเมอรที่มีประจุบวกเพื่อทําลายประจุลบ
ของอนุภาคคอลลอยด โดยพอลิเมอรที่ใชสามารถเลือกใชพอลิเมอรที่มีคาน้ําหนักโมเลกุลต่ําได 
เนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลไมไดเปนปจจัยที่สําคัญในการเกิดฟลอค (floc) (Salehizadeh and 
Shojaosadati, 2001; Shih et al., 2001) 

ตัวอยางเชน พอลิเมอรชนิดไกลโคโปรตีนจาก B. subtilis DYU1 ซ่ึงมีคุณสมบัติ
เปนสารตกตะกอนอาศัยกลไกการตกตะกอนที่นาจะเปนไปได (Fig. 12) 2 แบบ คือ 

(1) เกิดจากประจุลบที่ผิวของอนุภาคของดินขาว (kaolin) ลดลงเมื่ออยูในสภาวะที่
มีแคทไอออน (cation) อยูก็สงผลเกิดการเปลี่ยนประจุรอบๆ อนุภาคของดินขาวจากประจุลบเปน
ประจุบวก ดังนั้นประจุลบของพอลิเมอรจากหมูคารบอกซิล (COO-) จากพอลิเมอรชีวภาพจะ
เกิดปฏิกิริยาที่ตําแหนงประจุบวกของอนุภาคแขวนลอยของสารละลายดินขาว 

(2) เกิดจากแคทไอออนที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนเขาไปเกิดปฏิกิริยาที่
ตําแหนงประจุลบของหมูคารบอกซิล (COO-) จากพอลิเมอรชีวภาพแลวเกิดการเชื่อมตอกันกับ
อนุภาคของดินขาว 
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Figure 12.  Mechanism of bioflocculation 
ที่มา : Wu และ Ye (2007) 

9.2  ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอกิจกรรมของสารตกตะกอนชีวภาพ 
9.2.1   น้ําหนักโมเลกุลและความเขมขนของสารตกตะกอนชีวภาพ 

จากรายงานการทดลองที่ผานมา พบวาน้ําหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนชีวภาพ
เปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการตกตะกอน ซ่ึงขนาดของสารตกตะกอนมีความสัมพันธโดยตรงกับ
กิจกรรมของสารตกตะกอน มีการศึกษาโดยใชพอลิเมอรชนิดตางๆ ซ่ึงมีคาน้ําหนักโมเลกุลแตกตาง
กัน ซ่ึงสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะมีความสามารถในการดูดซับสารตางๆ ไดสูงและความแข็งแรง
ในการยึดเกาะกับสารตางๆ ไดมีประสิทธิภาพกวาสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํากวา สารตกตะกอน
ชีวภาพที่พบทั่วไปมีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 105 ถึง 2.5 x 106 ดาลตัน (Yokoi et al., 1996) สําหรับ
ตกตะกอนสาร kaolin ที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร โดยใชสารละลายพอลิเมอรที่ความเขมขน
เทากัน พบวาสารตกตะกอนชีวภาพชนิดโปรตีนที่ผลิตโดย Flavobacterium sp. มีน้ําหนักโมเลกุล 
140,000 ดาลตัน (Tong et  al., 1999) กิจกรรมการตกตะกอนสูงกวาสารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิต
จาก H. anomala J 224 ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 37,000 ดาลตัน และพอลิเมอรชนิดพอลิกลูตา
มิกแอซิดที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus sp. PY-90 มีคาน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 2 x 106 ดาลตัน ให
คากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 15 (Yokoi et al., 1995) และพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรดซ่ึงมี
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คาน้ําหนักโมเลกุล 2.5 x 106 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 125 (Yokoi et al., 1997) เนื่องจาก
พอลิเมอรที่มีขนาดใหญยอมมีพื้นที่สัมผัสและสามารถจับอนุภาคของแข็งไดมากกวา จึงทําใหคา
กิจกรรมการตกตะกอนที่ไดมากกวาพอลิเมอรที่มีขนาดเล็ก นอกจากนี้พอลิเมอรแตละชนิดซึ่งมี
องคประกอบและโครงสรางที่แตกตางกัน จึงมีผลทําใหประจุรวมของโมเลกุลและหมูฟงกช่ันใน
โมเลกุลแตกตางกันดวย 

9.2.2   พีเอช 
ระดับพีเอชมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพ อยูในชวง 2-

12 (Salehizadeh and Shojaosadati, 2001) เชน สารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก A. sojae มีกิจกรรม
การตกตะกอนเพิ่มสูงขึ้น (65) เมื่ออยูในสภาวะที่มีพีเอชมากกวา 7 (Nakamura et al., 1996a) สาร
ตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก Enterobacter sp. BY-29 มีกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด (33) เมื่ออยู
ในสภาวะที่มีพีเอชเทากับ 3 และกิจกรรมการตกตะกอนจะลดลง (18) เมื่อมีพีเอชเพิ่มขึ้น               
(พีเอช 5-8) (Yokoi et al., 1996) และสารตกตะกอนชีวภาพจาก R. erythropolis มีกิจกรรมการ
ตกตะกอนดีที่สุดเมื่อที่พีเอชเปนกลาง (พีเอช 7.0) (Kurane et al., 1994b) 

9.2.3   อุณหภูมิ 
กิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพจะมีกิจกรรมเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ 

เมื่ออยูในชวง 4-50 องศาเซลเซียส สารตกตะกอนชีวภาพที่จุลินทรียผลิตจะใหกิจกรรมการ
ตกตะกอนที่แตกตางกันที่ อุณหภูมิตางๆขึ้นอยูกับชนิดและสารที่ เปนองคประกอบในสาร
ตกตะกอนชีวภาพชนิดนั้น โดยโครงสรางของสรางของสารตกตะกอนชีวภาพที่มีโปรตีนหรือเปป
ไทดเปนองคประกอบหลักในโครงสรางจะมีความสามารถในการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนที่
อุณหภูมิไมสูงมาก (นอยกวา 30 องศาเซลเซียส) เมื่อเปรียบเทียบกับสารตกตะกอนชีวภาพที่มี
น้ําตาลเปนองคประกอบหลักในโครงสราง (Takagi and Kadowaki, 1985) Bacillus sp. DP-152 มี
กิจกรรมการตกตะกอนที่อุณหภูมิสูงโดยพบวาเมื่อนําไปตม 15 นาที กิจกรรมการตกตะกอนจะมีอยู
ประมาณ 50 เปอรเซ็นต ของกิจกรรมการตกตะกอนเริ่มตน (Suh et al., 1997) ดอยกวาสาร
ตกตะกอนชีวภาพจาก Aspergillus sp. JS-42 ที่สามารถทนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสไดมากกวา 
1 ช่ัวโมง (Nam et al., 1996) 

9.2.4   ชนิดของอิออนและความเขมขนของโลหะ 
ชนิดของอิออนบวกและความเขมขนที่ใชที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอน

ของสารตกตะกอนชีวภาพแตละชนิดแตกตางกันเนื่องจากประจุลบที่อยูที่ผิวของดินขาวหรือ
อนุภาคของของแข็งตางๆที่อยูในสารละลายแตกตางกัน โดยผลจากการเติมไอออนบวกลงไปการ
ทดสอบจะทําใหเกิดการยึดเกาะกันระหวางสารตกตะกอนชีวภาพและอนุภาคของแข็งจะจับแนน
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กันมากขึ้น ซ่ึงแหลงของไอออนบวกมีหลายชนิด เชน KCl, NaCl, CaCl2⋅2H2O, MgSO4⋅6H2O และ 

FeCl3⋅6H2O เปนตน (Kwon et al., 2001) สารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจาก Enterobacter sp. BY-29 
มีกิจกรรมการตกตะกอนเพิ่มสูงขึ้นเมื่อมีการเติม Al3+, Fe3+, Fe2+ และ Ca2+ (Yokoi et al., 1996) และ
ผลจากการศึกษาของ Prasertsan และคณะ (2006) พบวา สารตกตะกอนชีวภาพชนิดพอลิแซคคา
ไรดจาก Enterobacter cloacae WD7 โดยใชความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร มีกิจกรรมการ
ตกตะกอนสารแขวนลอยดินขาวสูงที่สุด (105) เมื่อใช CaCl2 ที่ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร และ
ระดับพีเอชที่เหมาะสมในการการตกตะกอนอยูในชวง 2-8  

9.3  การประยุกตใชสารตกตะกอนชีวภาพ 
9.3.1   ใชในการบําบัดน้ําเสีย 

ปจจุบันไดมีการใชพอลิเมอรที่มีคุณสมบัติเปนสารตกตะกอนชีวภาพมาใชในการ
บําบัดน้ําเสียระบบตะกอนเรง (activated sludge) โดยมีการศึกษาการใชสารตกตะกอนชีวภาพที่
ผลิตจาก Aspergilus  sojae AJ-7002 ในการกําจัดเซลลจุลินทรียที่เกิดขึ้น ในการบําบัดน้ําทิ้งโรงงาน
อุตสาหกรรมพบวามีกิจกรรมการตกตะกอนใกลเคียงกับสารตกตะกอนชีวภาพอื่นๆ เชน ferric 
chloride และ polyacrylamides (Nakamura et al., 1976b) Gong และคณะ (2008) รายงานผลของ
การใชสารตกตะกอนชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ Serratia ficaria แยกไดจากดิน โดยมี
กิจกรรมการตกตะกอน 95.4 เปอรเซ็นตในสารละลายดินขาวในสภาวะที่เหมาะสม โดยเกิด
กิจกรรมการตกตะกอนไดดีในชวงพีเอชที่เปนกรดออน (5-7) และใช divalent cation (Ca2+ และ 
Mg2+) ชวยสงเสริมในการเกิดกิจกรรม ในขณะที่สารกลุม Al3+ และ Fe3+ ไมมีกิจกรรมการ
ตกตะกอนเกิดขึ้น และเมื่อวัดดวย zeta potential พบวา ประจุของสารที่เปนกลางมีผลตอการ
ตกตะกอน และนอกจากนี้ยังศึกษาการตกตะกอนในน้ําทิ้งดังนี้คือ น้ําเสียจากแมน้ํา น้ําเสียจาก
โรงงานผลิตเครื่องดื่ม น้ําเสียจากโรงงานชําแหละเนื้อ น้ําเสียจากโรงงานผลิตซอสถั่วเหลือง น้ําทิ้ง
จากโรงงานกระดาษ พบวาสารตกตะกอนชีวภาพสามารถบําบัดโดยมีอัตราการกําจัดสีและคาซีโอดี
ไดถึง 99.9 และ 72.7 เปอเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงดีกวาสารตกตะกอนเคมีทางการคา และจากการศึกษา
ของ Kurane และ Nohata (1991) พบวาการใชสารตกตะกอนชีวภาพจาก Alcaligenes latus ผสมกับ
ไคโตซานพบวาสามารถลดสีของน้ําทิ้งได 94 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับการใชไคโตซานอยางเดียว 
(41 เปอรเซ็นต ) (Kurane and Nohata, 1991) 

9.3.2   ใชในการแยกน้ํามันท่ีเปนอิมัลชั่นอยูในน้ํา 
Takeda และคณะ (1991) ศึกษาการใชแยกน้ํามันที่ปนเปอนอยูในน้ําทิ้งจาก

กระบวนการผลิตน้ํามันปาลม พบวาเมื่อใชสารตกตะกอนชีวภาพที่ไมผานกระบวนการทําบริสุทธ์ิ
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จาก Alcaligenes latus ทําใหน้ํามันเกิดการแยกชั้นที่มองเห็นไดลอยอยูบนผิวดานบนทําใหสามารถ
แยกน้ํามันออกมาจากน้ําทิ้งไดงาย ซ่ึงผลจากการวิเคราะหคา COD ในชั้นน้ําพบวามีคา COD ลดลง
จากเริ่มตน 450 ppm เหลือ 235 ppm (Takeda et al., 1991) 

9.3.3   ใชในการเก็บเก่ียวเซลลและเศษเซลลออกจากน้ําหมัก 
ปจจุบันไดมีการนําเอาสารตกตะกอนชีวภาพไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม

อาหารและเครื่องดื่ม และในอุตสาหกรรมอาหารหมักเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงพบวาเมื่อนําสารตกตะกอน
ชนิดพอลิแซคคารไรด จาก B. coagulants As-101 ไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเบียรพบวาไดเบียร
ที่มีคุณภาพดีมีความใสมากขึ้น เมื่อนําเอาไปใชในการเก็บเกี่ยวเซลลและเศษเซลลในกระบวนการ
เก็บเกี่ยวเบียร พบวามีการจับตัวกับอนุภาคที่เปนของแข็งและตัวเซลลเกิดการรวมตัวกันเปนตะกอน
ลอยสามารถแยกออกมาจากกระบวนการผลิตไดงายดวยกระบวนการกรองหรือการหมุนเหวี่ยง 
(Salehizadeh and Shojaosadati, 2001) 

วัตถุประสงค 

1.   ศึกษาการใชประโยชนจากน้ําทิ้งของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในการผลิตพอลิเมอรชีวภาพ    
โดยมีสองแนวทางคือ สกัดพอลิเมอร (เฮมิเซลลูโลส) จากน้ํานึ่งปาลมโดยตรง กับการผลิตจาก
เชื้อราสายพันธุที่ผลิตพอลิเมอรได 

2.   นําพอลิเมอรทั้งสองแหลงมาศึกษาคุณสมบัติตางๆ เพื่อเปนการหาแนวทางในการนําไป
ประยุกตใชตอไป  

 
 
 

 



บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง 

วัสดุ 

1.   น้ําท้ิง 
ตัวอยางน้ํานึ่งปาลม (sterilizer condensate) ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัทเพิ่ม

เกียรติปาลมน้ํามัน จังหวัดสตูล เก็บตัวอยางในภาชนะขนาด 20 ลิตร กรองตัวอยางดวยผาขาวบาง
สองชั้นแลวบรรจุในภาชนะขนาด 6 ลิตร กอนเก็บที่หอง -20 องศาเซลเซียส 

2.   จุลินทรีย 

2.1  เชื้อราท่ีใชผลิตพอลิเมอร 
เชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 จากหองปฏิบัติการเก็บรักษาสายพันธุ  

จุลินทรีย ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ เก็บรักษาเชื้อในจานอาหาร PDA ที่มี
การเพิ่มยีสตสกัด 0.3 % (PDA + 0.3 % yeast extract) (ดัดแปลงจาก Cha et al., 2007) เล้ียงเชื้อที่
อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน ถายเชื้อใหมทุกๆ 3 เดือน และถายเชื้อใหมทุก
คร้ังกอนการทดลองเพื่อใชเปนหัวเชื้อเร่ิมตน 

2.2  แบคทีเรียท่ีใชทดสอบประสิทธิภาพของการยับยั้งของพอลิเมอร 
Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis 

แบคทีเรียไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา  คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซ่ึงทางหองปฏิบัติการไดรับความอนุเคราะหจากโรงพยาบาลสงขลา
นครินทร จังหวัดสงขลา ซ่ึงแยกเชื้อเหลานี้ไดจากคนไขของโรงพยาบาล โดยเก็บเชื้อในอาหาร NA 
(Nutrient agar) ถายเชื้อใหมทุกๆ 3 เดือน และถายเชื้อใหมทุกครั้งกอนการทดลองเพื่อใชเปนหัวเชื้อ
เร่ิมตน 

2.3  แบคทีเรียท่ีใชทดสอบความสามารถในการสงเสริมการเจริญของพรีไบโอติก 
Lactobacillus acidophilus TISTR 875 และ Lactobacillus plantarum TISTR 450 

ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียไดรับจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย (MIRCEN) 
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3.   อาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose broth (PDB)  

- Potato dextrose broth (PDB) ประกอบดวย มันฝร่ัง 200 และน้ําตาลกลูโคส 20 กรัมตอ
ลิตร (บริษัท Himedia) 

- Sabouraud dextrose broth (SDB) ประกอบดวย นีโอเปปโตน 10 และกลูโคส 40 กรัมตอ
ลิตร (บริษัท Himedia) 

- Yeast malt extract medium (YM) ประกอบดวย กลูโคส 10, เปปโตน 5, ยีสตสกัด 3 และ
มอลตสกัด 3 กรัมตอลิตร (Kim et al., 2003)  

- Mushroom complete medium-1 (MCM-1) ประกอบดวย กลูโคส 20, เปปโตน 2, ยีสต
สกัด 2, KH2PO4 0.046, K2HPO4 1 และ MgSO4·7H2O 0.5 กรัมตอลิตร (Oh et al., 2007)  

- MCM-2 มีสูตรองคประกอบอาหารเหมือนกัน แตใชซูโครสแทนกลูโคส (ดัดแปลงจาก 
Oh et al., 2007) 

- SSY medium ประกอบดวย 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 กรัมตอลิตร 
(ดัดแปลงจาก Xiao et al., 2004) 

สารเคมี 

สารเคมีที่ใชเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade) ใชเปนองคประกอบของอาหารเลี้ยง
เช้ือ และใชในการวิเคราะหคาซีโอดี บีโอดี และสารฟนอล รวมทั้งการวิเคราะหองคประกอบและ
คุณสมบัติของพอลิเมอร 

อุปกรณ 

1. เครื่อง gel permeation chromatography (GPC) รุน PL-GPC บริษัท Tosoh 
2. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุน Universal 32/32R บริษัท Universal 32R 
3. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุน HK-7E บริษัท Tokyo TOA Electronic 
4. ชุดอุปกรณสําหรับวิเคราะหซีโอดี 

- อุปกรณรีฟลักซ (Reflux apparatus) : ขวดรีฟลักซทรงกลม (ขวดซีโอดี) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
- อุปกรณควบแนนรีฟลักซ (condenser) ขนาด 300 มิลลิเมตร 

5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000 บริษัท Hitachi 
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6. ตูอบ (hot air oven) รุน UML500 บริษัท Sanyo 
7. หมอนึ่งความดัน (autoclave) รุน SS325 บริษัท Tomy 
8. เครื่องเขยา (shaker) รุน M.3525-1 บริษัท Lab Line Instrument 
9. กลองจุลทรรศน รุน CHS บริษัท Olympus Optical Co., Ltd. 
10. เครื่องใหความรอน (hot plate) รุน HS 115 บริษัท Ika Labotechnic 
11. เครื่องกวนแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน RO 5 บริษัท Ika Labotechnic 
12. ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow) รุน 527044 บริษัท Hotpack 
13. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP210-s บริษัท Sartorius 
14. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน HF-1200 บริษัท A&D Company, Ltd 
15. เครื่องผสม (Vortex mixer) รุน 1297 บริษัท LAB-Line Instruments, Inc 
16. เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุน Agilent 1100 series HPLC 
บริษัท Shimadzu 
17. เครื่อง Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometryc (ICP) 

วิธีการวิเคราะห 

1.   การวิเคราะหน้ําหนักเสนใยแหง (Mycelia dry weight) 
กรองตัวอยางน้ําทิ้งและเสนใยปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผานผาขาวบางซึ่งทราบ

น้ําหนักแนนอน ลางเสนใยดวยน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร 2 ครั้ง จากนั้นนําเสนใยบนผาขาวบางวางใน
จานแกวเล้ียงเชื้อที่ทราบน้ําหนักแนนอน อบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนน้าํหนกั
คงที่ นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น ตั้งทิ้งไวจนเย็นที่อุณหภูมิหอง ช่ังน้ําหนักที่แนนอน 
(ดัดแปลงจาก AOAC, 1990) 

2.   การวัดการเจริญของเชื้อ  
วัดการเจริญของเชื้อโดยการวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีน เตรียมตัวอยางโดยกรอง

เสนใยผานผาขาวบาง จากนั้นนําเสนใยไปอบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส ช่ัง
ตัวอยางอบแหงที่บดละเอียดแลวปริมาณ 0.25 กรัม เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 5 มิลลิลิตร วางที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ช่ัวโมง กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 แลวดูดสวนใส 2 มิลลิลิตร ใสใน
หลอดทดลองที่มีน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง ปรับ   
พีเอชของสารละลายใหเปนกลางดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 30% และปรับปริมาตรดวย
น้ํากล่ันใหได 50 มิลลิลิตร นําสารละลายตัวอยางที่ได 1 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง เติม
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สารละลาย Acetyl acetone 1 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือดนาน 20 นาที เติม 95% Ethanol ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย Ehrlich reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันวางทิ้งไว 30 นาที นําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร หาปริมาณกลูโคซามีนโดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของกลูโคซามีน (Van de loo, 1976; Chaplin and Kennedy, 1986) (ภาคผนวก ข) 

3.   การหาปริมาณพอลิเมอรชีวภาพที่เชื้อผลิตได 
แยกเซลลออกจากน้ําหมักดวยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,632 x g อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสที่ไดมาตกตะกอนพอลิเมอรดวยเอทานอลปริมาตร 4 
เทาของสารละลายที่ได แยกพอลิเมอรโดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,632 x g อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที อบตะกอนที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง วางใหเย็นใน
โถดูดความชื้น และชั่งน้ําหนัก (Dermlim et al., 1999) 

4.   การวิเคราะหชนิดและความเขมขนของน้ําตาลชนิดตางๆ และน้ําตาลทั้งหมด 
วิเคราะหหาชนิดและความเขมขนของน้ําตาลชนิดตางๆในน้ํานึ่งปาลมและ        

พอลิเมอรชีวภาพไดแก น้ําตาลคารบอน 5 (ไซโลส แรมโนส และอะราบิโนส) และน้ําตาลคารบอน 
6 (กลูโคส, ฟรุคโตส และกาแลคโตส) โดยใชเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) รุน Agilent 1100 series HPLC บริษัท Agilent ใชคอลัมน Zorbax Carbohydrate (4.6 mm x 
150 mm) ดีเทคเตอรที่ใชคือ RI (refractive index) ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
โดยใช acetonitrile : water (75:25) เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) ดวยอัตราเร็ว 0.5 
มิลลิลิตรตอนาที ที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่ศูนย เครื่องมือวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และวิเคราะหน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี phenol-sufuric acid (Chaplin and 
Kennedy, 1986) (ภาคผนวก ข) 

5.   การวิเคราะหแรธาตุชนิดตาง ๆ  
วิ เคราะหหาชนิดและปริมาณแรธาตุชนิดต าง  ๆ  ในน้ํ านึ่ งปาลม  ไดแก 

โพแทสเซียม (K) ฟอสฟอรัส (P) โซเดียม (Na) แคลเซียม (Ca) แมกนีเซียม (Mg) เหล็ก (Fe) และ
สังกะสี (Zn) สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิเคราะหกลาง คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (ภาคผนวก ข) 

6.   การวิเคราะหคาซีโอดี, ของแข็งท้ังหมด, ของแข็งแขวนลอย, สารฟนอล และไนโตรเจนทั้งหมด 
วิเคราะหหาคาซีโอดี (chemical oxygen demand, COD), ของแข็งทั้งหมด (total 

solid, TS), ของแข็งแขวนลอย (suspended solid, SS) และสารฟนอลในน้ํานึ่งปาลมโดยใชวิธี
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มาตรฐานในการวิเคราะหคุณภาพของน้ําเสีย (APHA, AWWA and WEF. 1998) วิเคราะหคา
ไนโตรเจนทั้งหมด (A.O.A.C, 1990) (ภาคผนวก ข) 

7.   การวัดคากิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยของสารตกตะกอนชีวภาพ 
การวัดกิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยในดินขาว โดยเตรียมสารละลายดิน

ขาวในน้ํากล่ันที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร และปรับพีเอชใหเปน 7 ดวย 1 N NaOH หรือ 1 N HCl 
จากนั้นนําสารละลายดินขาวที่ไดมา 4.65 มิลลิลิตรผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของสารตกตะกอนชีวภาพ
หรือน้ําหมัก แลวเติมสารละลาย CaCl2•2H2O (100 mM) 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 5 นาทีที่
อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสาร
ตกตะกอนชีวภาพ (Gao et al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอนโดยใชสมการ 

                                     กิจกรรมการตกตะกอน    =   
ODcODs

11
−  

อัตราการตกตะกอน (%)  = 100×
−

ODc
ODsODc  

เมื่อ ODc คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรของชุดควบคุม 
   ODs คือ คาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตรของตัวอยาง 

วิธีการทดลอง 

1.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

1.1  การเตรียมน้ํานึ่งปาลมเบื้องตน (pretreat) 
เตรียมตัวอยางน้ํานึ่งปาลมโดยขั้นแรกกรองดวยผาขาวบางเพื่อแยกของแข็งและ

ตะกอนหยาบออกจากน้ํานึ่งปาลม ขั้นที่สองแยกน้ํามันโดยการนําน้ํานึ่งปาลมไปแชเย็นที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปกรองดวยผาขาวบาง ขั้นสุดทายนําไปหมุน
เหวี่ยง (ความเร็ว 3,632 x g เปนเวลา 20 นาที) เพื่อแยกตะกอนละเอียดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
แลวนําไปกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 4) กอนนําไปใชในการทดลองตอไป 

1.2  ผลของอัตราสวนแอลกอฮอลตอน้ํานึ่งปาลม  
ตกตะกอนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม (จากขอ 1.1) ดวยเอทานอล 95% โดยใช

อัตราสวนเอทานอล 95% ตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 ตั้งให
ตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 ช่ัวโมง นําไปหมุนเหวี่ยง (3,632 x g เปนเวลา 20 นาที) ที่ 4 
องศาเซลเซียส นําตะกอนที่ไดมาอบแหงที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง ช่ังน้ําหนัก
พอลิเมอรที่ได และคํานวณผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอวัตถุดิบที่ใช 
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1.3  ผลของอุณหภูมิตอการตกตะกอนของพอลิเมอร  
ตกตะกอนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมโดยใชเอทานอลทุกอัตราสวนที่ระบุในขอ 

1.2 ตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบผลการตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง              
(ผลในขอ 1.2) 

1.4  การเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 
เก็บเกี่ยวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมในสภาวะที่คัดเลือกไดจากขางตน จากนั้นนํา

สารละลายพอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze dry) ไดพอลิเมอรสกัดหยาบ 
(crude polymer)  

2.   การแยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

แยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรโดยใชเทคนิค gel filtration chromatography โดย
นําพอลิเมอรสกัดหยาบที่ไดจากการตกตะกอนดวยเอทานอล 95% ในอัตราสวนและสภาวะที่
เหมาะสมจากวิธีการทดลองขอ 1 มาแยกขนาดโมเลกุลพอลิเมอรโดยผานคอลัมน gel filtration 
ชนิด Sephadex G-25 medium (molecular filtration rang 100 to 5,000 Da) โดยใชคอลัมนขนาด 2.2 
x 70 เซนติเมตร ความยาวเจล 54 เซนติเมตร ปริมาตรเจลทั้งหมด 205 ลูกบาศกเซนติเมตร แลว load 
คอลัมนดวยสารละลายพอลิเมอรความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ลงในคอลัมนแลวชะดวยน้ํากลั่น โดยใชอัตราการไหล (flow rate) 0.4 มิลลิลิตรตอนาที 
เก็บสารละลายพอลิเมอรที่แยกไดในหลอดแกวปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด ดวยเครื่องเก็บ
ตัวอยางแบบแยกสวน (fraction collector) จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรในแตละหลอดมา
ตรวจหาปริมาณคารโบไฮเดรตโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 620 นาโนเมตร แลว
นําสารละลายที่ไดในแตละ peak ไปเขาเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze dry) 

3.  การคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา Cordyceps 

dipterrigena BCC2073 

เล้ียงเชื้อ Cordyceps dipterrigena BCC2073 บนอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3% 
นาน 7 วัน ตัดเสนใยของเชื้อราในชิ้นวุนบริเวณขอบโคโลนีขนาด 1.5 ตารางเซนติเมตร จํานวน 2 
ช้ิน (Xiao et al., 2004) ใสในอาหาร PDB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมไวใน ฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร นํามาบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 7 วัน เพื่อเตรียมเปนหัวเชื้อเร่ิมตน  
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ในการคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําการเติมหัวเชื้อปริมาณรอยละ 10 ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ 6 ชนิด (PDBY, SDB, YM, MCM-1, MCM-2 และ SSY) ที่บรรจุในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา (ความเร็ว 150 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
นาน 18 วัน เก็บตัวอยางทุก 3 วัน วัดคาน้ําหนักเซลลแหงตามวิธีการขอ 1 และผลผลิตพอลิเมอรที่
ไดตามวิธีการขอ 3 คัดเลือกชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ใหการเจริญเร็วและใหการผลิตพอลิเมอร
สูงสุดไปใชในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตนเพื่อใชในการศึกษาตอไป 

4.   การผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อราท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลม 

4.1  การวิเคราะหลักษณะของน้ํานึ่งปาลม 
วิเคราะหลักษณะของน้ํานึ่งปาลมจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยนํามาผาน

กระบวนการเตรียมวัตถุดิบ โดยกรองดวยผาขาวบาง 2 ช้ันเพื่อกําจัดสิ่งปนเปอนชิ้นใหญ แลวนําไป
วัดคาพีเอชและวิเคราะหหาคาซีโอดี ของแข็งทั้งหมด ของแข็งแขวนลอย ไนโตรเจนทั้งหมด น้าํตาล
ทั้งหมด ความเขมขนของน้ําตาลชนิดตางๆ ไดแก กลูโคส กาแลคโตส ไซโลส แรมโนส อะราบิ
โนส และฟรุคโตส วิเคราะหคาแรธาตุชนิดตางๆ ไดแก โซเดียม โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส 
แคลเซียม แมกนีเซียม และเหล็ก สารประกอบฟนอลิก (ดัดแปลงจาก APAH, AWWA and WCPF, 
1998) 

4.2  การเลี้ยงเชื้อราในน้ํานึ่งปาลม 
4.2.1   การคัดเลือกระดับความเขมขนน้ําท้ิงในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลม 

เจือจางน้ํานึ่งปาลมเจือจางดวยน้ํากลั่น ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 
เติมผงวุน 1.5 เปอรเซ็นต เพื่อเตรียมเปนอาหารแข็ง กระตุนการเจริญของเชื้อเริ่มตนโดยการเลี้ยง
เชื้อในอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3 เปอรเซ็นต บมเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
นาน 5 วัน ตัดเสนใยของเชื้อราในชิ้นวุนขนาด 0.5 ตารางเซนติเมตร บริเวณขอบโคโลนี (โสภา
วรรณ รัตนพันธ, 2547) แลวเติมลงในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือจางตางๆ เล้ียงเชื้อที่
อุณหภูมิหองจนกระทั่งเสนใยเจริญ สังเกตและบันทึกการเจริญของเสนใยและสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทุกๆวันเปนเวลา 10 วัน คัดเลือกน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือจางต่ําสุดที่เชื้อสามารถเจริญได 

4.2.2   ผลของความเขมขนสารอินทรียในน้ํานึ่งปาลม 
น้ํานึ่งปาลมเจือจางดวยน้ํากล่ัน ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 แบงใส 

ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ฟลาสกละ 50 มิลลิลิตร คํานวณคาซีโอดีแตละความเจือจาง เตรียมเชื้อ
เร่ิมตนโดยตัดเสนใยราที่กําลังเจริญบนอาหาร PDA อายุ 7 วัน บริเวณขอบโคโลนีขนาด 1.5 ตาราง

 



 

48 

เซนติเมตร จํานวน 2 ช้ิน (Xiao et al., 2004) ลงในฟลาสกที่บรรจุอาหาร PDB ที่เติมยีสตสกัด 0.3 
เปอรเซ็นต เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 7 วัน ถายเชื้อเริ่มตนปริมาตร 10% (v/v) ลงในฟลาสกที่บรรจุน้ํานึ่งปาลมแตละ
ความเจือจางบมเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอนาที เก็บตัวอยางทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 21 วัน หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนออก นําสารละลายสวนใส
ไปวัดคาพีเอช และคาซีโอดี เลือกระดับน้ําทิ้งที่เชื้อสามารถเจริญไดไปใชในการทดลองตอไป 

4.2.3   การผลิตพอลิเมอรจากเชื้อรา 
เล้ียงเชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 ในอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3 

เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน ตัดเสนใยของเชื้อราในชิ้นวุน
บริเวณขอบโคโลนีขนาด 1.5 ตารางเซนติเมตร จํานวน 2 ช้ิน ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีคัดเลือกไดจาก
ขอ 3. ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมไวใน ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร นํามาบมบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน เพื่อเตรียมเปนหัว
เชื้อเริ่มตน จากนั้นเติมหัวเชื้อปริมาณ 10 เปอรเซ็นต ในน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือจางที่คัดเลือก
ไดจากขอ 4.2.2 แลวปรับพีเอชจากเริ่มตนจาก 5.0 เปน 6.2 (Kim et al., 2003) เล้ียงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง เปนเวลา 21 วัน สุมตัวอยางที่เวลาเริ่มตนและ
ทุกๆ 3 วัน เพื่อวัดพีเอช ปริมาณพอลิเมอร ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ คาซีโอดี และการเจริญของเชื้อ
โดยการวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีนและเปรียบเทียบกับปริมาณเสนใยแหง  

4.2.4   การเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากเชื้อราท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลมและการทําบริสุทธ์ิบางสวน 
นําน้ํานึ่งปาลมที่ผานการเลี้ยงเชื้อรามาหมุนเหวี่ยง (ความเร็ว 3,632 x g นาน 20 

นาที) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อกําจัดของแข็ง นําน้ําหมักที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอล 
95% ปริมาตร 4 เทาของของเหลว ใชแทงแกวคนตักพอลิเมอรแยกออกมา แลวนํามาละลายดวยน้ํา
ที่ผานการกําจัดไอออน (deionized water) แลวนําสารละลายพอลิเมอรไปหมุนเหวี่ยง (ความเร็ว 
3,632 x g นาน 20 นาที) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อแยกพอลิเมอรที่ไมละลายน้ําออก (Madla 
et al., 2005) จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปทําไดอะไลซีส (dialysis) (molecular weight cut 
off 8,000 Da) ในน้ํากล่ันเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทํา
แหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze dry) ไดพอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน 
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5.   ศึกษาคุณสมบัติของพอลิเมอรชีวภาพที่ผานการทําบริสุทธ์ิบางสวน 

5.1  คุณสมบัติการละลายของพอลิเมอร 
ทดสอบความสามารถในการละลายของพอลิเมอรในตัวทําละลายหลายชนิด โดย

ช่ังพอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน 1 มิลลิกรัม ละลายในตัวทําละลาย 1 มิลลิลิตร สังเกตการ
ละลายของพอลิเมอรหลังจากตั้งไวขามคืนโดยเปรียบเทียบกับตัวทําละลายที่ไมมีการเติมพอลิเมอร 
ตัวทําละลายที่ใชทดสอบมีดังนี้ น้ํากลั่น DMSO เมทานอล เอทานอล อะซิโตน คลอโรฟอรม        
ไดคลอโรมีเทน เฮกเซน โพรพานอล ไอโซโพรพิวอีเทอร (Collins et al., 1973) 

5.2  การวิเคราะหหมูฟงกชันของพอลิเมอร 
วิเคราะหหาหมูฟงกชันของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมและจากเชื้อราโดยเครื่อง 

Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) โดยใชเทคนิค Pellet (KBr) สภาวะการทดสอบคือ 
ชวงคลื่น 4000 - 400 cm-1 ซ่ึงเทคนิคทางดาน Infrared Spectrometer มีประสิทธิภาพในการจําแนก
ประเภทของสารอินทรีย สารอนินทรีย และพันธะเคมีในโมเลกุล รวมถึงสามารถบอกถึงปริมาณ
องคประกอบที่มีอยูในโมเลกุลของสารผสมตัวอยางที่ไมทราบชนิด โดยทําการตรวจวัดการดูดกลืน
รังสีอินฟราเรดของตัวอยางที่ความถี่ตางๆ ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของแตละพันธะ โดยสงตัวอยาง
วิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

5.3  การหาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรดวย Gel Permeation Chromatography (GPC) 
เตรียมสารละลายพอลิเมอรความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใน 

0.1 M Sodium nitrate พรอมกับปนกวนสารละลายตัวอยาง 1 คืน จากนั้นกรองสารละลายดวยตัว
กรองที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตรเขาเครื่อง 
GPC โดยใชคอลัมน Ultrahydrogel linear 1 column ที่สามารถวัดน้ําหนักโมเลกุลในชวง 1,000-
20,000,000 ดาลตัน สภาวะของเครื่องที่ใชในการทดลองคือ ใชอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสาร 
(flow rate) 0.6 มิลลิลิตรตอนาที ใช 0.1 M sodium nitrate เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ โดยใชอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียสและใชพูลลูแลน (น้ําหนักโมเลกุล 5,900-788,000 ดาลตัน) เปนพอลิเมอร
มาตรฐาน และใช Refractive Index Detector (RI detector) เปนดีเทคเตอร หลักการทํางานของ
เครื่องคือ แยกพอลิเมอรตามขนาดโมเลกุล สัญญาณที่เกิดขึ้นจะถูกสงตอไปยังคอมพิวเตอรเพื่อ
นําไปประมวลผลตอไป สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเทคโนโลยีและวัสดุแหงชาติ (MTEC) 
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5.4  องคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรชีวภาพ (การวิเคราะหเชิงปริมาณ) 
5.4.1   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 

วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยปฏิกิริยา Phenol sulfuric acid ของ          
พอลิเมอร แลวนําคาที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคสโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นา
โนเมตร โดยนําสารละลายพอลิเมอรความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลายฟนอล 100 ไมโครลิตร (ละลายฟนอลในน้ําความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (w/v)) และน้ํา
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ใหเขากัน จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 3 มิลลิลิตร อยาง
รวดเร็ว วางทิ้งไว 10 นาที จากนั้นผสมใหเขากันอยางรุนแรง วางทิ้งไว 30 นาที แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
กลูโคส โดยในการทดลองนี้ใชน้ํากลั่นเปนชุดควบคุม (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.2   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Dinitrosalicylic acid assay  
ดูดสารละลายพอลิเมอรชีวภาพ  สารละลายน้ําตาลมาตรฐานกลูโคส  และ

สารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS 1 
มิลลิลิตร เขยาสารใหเขากัน ตมในน้ําเดือด 10 นาที หลังจากนั้นทําใหเย็นอยางรวดเร็วโดยแชใน
น้ําแข็ง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.3   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลที่เปนกลางดวยวิธี Anthrone reaction  
วิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลที่มีอยู โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร 

แลวนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส วิธีการคือ นําสารละลายแอนโทรน 1 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายตัวอยางที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
จากนั้นนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นแชเย็นทันที แลวนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร หลังจากนั้นนําคา OD ที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลในสารละลายตัวอยาง (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.4   การวิเคราะหหาน้ําตาลกลุมคารบอน 5 อะตอม (pentose) ดวยวิธี Ferric-orcinol 
assay  

ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานไซโลส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพ ความเขมขน 
1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และสารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลอง 
เติมสารละลาย A (สารละลาย Trichloroacetic acid ในน้ํากล่ัน ความเขมขน 10% (w/v)) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 15 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง
อยางรวดเร็ว เติมสารละลาย B (สารละลาย Ferric ammonium sulphate ความเขมขน 1.15% (w/v) 
และเตรียม orcinol ความเขมขน 0.2% (w/v) ใน 9.6 M HCl) ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี 
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นําไปตมอีกครั้งที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 20 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลไซโลส 
(Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.5   การวิเคราะหหาน้ําตาลกลุมคารบอน 6 อะตอม (hexose) ดวยวิธี L-cysteine 
hydrochloride assay  

ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานกลูโคส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และสารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง 
เติมสารละลาย B (L-cysteine hydrochloride (700 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ในสารละลายกรดซัลฟูริก
เขมขน) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร อยางรวดเร็ว แลวผสมใหเขากัน แชในอางน้ําแข็ง นําไปตมในน้ําเดือด 
3 นาที แลวทําใหเย็นอยางรวดเร็ว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 
(Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.4.6   การวิเคราะหหากรดยูโรนิค วิเคราะหโดยวิธี Carbazole-sulfate reaction  
สารละลายพอลิเมอรความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร 

เติม reagent A (ผสม sodium tetraborate decahydrate 0.95 กรัม, น้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร และกรด
ซัลฟวริค 98 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและแชในอางน้ําแข็ง) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
และแชเย็นทันที ตมในน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําไปแชเย็นทันที เติม reagent 
B (ผสม carbazole 125 มิลลิกรัม และ absolute ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.05 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตมในน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปลอยใหเย็นลง กอน
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร เทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐาน 
glucuronic acid lactone (Chaplin and Kennedy, 1986) 

5.5  การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบของพอลิเมอร 
5.5.1 การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบดวยวิธี Thin layer 

chromatography (TLC) 
ไฮโดรไลซีสพอลิเมอร ดวย 3 M Trifluoroacetic acid โดยใหความเขมขนสุดทาย

ของพอลิเมอรเปน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง นํา
ตัวอยางที่ผานการยอยไประเหยเอากรดออกจนแหง หลังจากนั้นเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรเทาเดิม 
จากนั้นนํามาปรับพีเอชใหเปน 7.0 ดวย 1 N NaOH โดยปริมาตรสุดทายตองไมเกิน 5 มิลลิลิตร 
กรองสารละลายพอลิเมอรที่ไดดวยตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร นําสารละลาย          
พอลิเมอรที่ไดมาหยดบนแผน TLC aluminium sheet silica gel 60 F254 ชนิด normal phase ปริมาณ 
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0.05 ไมโครลิตร โดยเทียบกับน้ําตาลมาตรฐานความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตรไดแก กลูโคส กา
แลคโตส ไซโลส ฟรุคโตส แมนโนส แรมโนส และอะราบิโนส ในปริมาตรที่เทากัน นําแผน TLC 
แชใน TLC chamber ซ่ึงใชตัวทําละลายเคลื่อนที่คือ isopropyl alcohol : ethyl acetate : dH2O (3:3:1 
โดยปริมาตร 10 มิลลิลิตร) เมื่อตัวทําละลายเคลื่อนที่ถึงระยะทางที่กําหนดไวแลว เปาใหแหง 
หลังจากนั้นพนดวย N-(1-naphthyl ethylene diamine) 0.3 กรัม ในกรดซัลฟูริก 5 เปอรเซ็นต 
(H2SO4 5 มิลลิลิตรใน methanol 100 มิลลิลิตร) และนํามาตรวจสอบการเกิดสีดวยความรอน โดย
นําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จนเห็นจุดสีบนแผน TLC วัดระยะที่
น้ําตาลและตัวทําละลายเคลื่อนที่ไดแลวนํามาคํานวณหาคา Rf เพื่อเปรียบเทียบกับน้ําตาลมาตรฐาน
ที่นํามาเปรียบเทียบ (ดัดแปลงจาก Selbmann et al., 2002; Kim and Yun, 2005; Methacanon et al., 
2005; Bundaipet and Prasertsan, 2006)  

ระยะทางที่สารเคลื่อนที่คา Rf    = 
ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 

 
5.5.2  การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบดวยวิธี High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 
นําสารละลายพอลิเมอรที่ผานการยอยดวย 2 M Trifluoroacetic acid เปนเวลา 5 

ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส มาวิเคราะหหาองคประกอบของน้ําตาลโดยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใช Aminex HPX-87H column (7.8 mm x 300 
mm) ดีเทคเตอรที่ใชคือ RI (refractive index) ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยใช 
0.05 N H2SO4 เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) ดวยอัตราเร็ว 0.3 มิลลิลิตรตอนาที ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ตรวจสอบชนิดของน้ําตาลที่แยกออกมาไดโดยการเปรียบเทียบคา 
Retention time (RT) กับน้ําตาลมาตรฐาน (กลูโคส ไซโลส ไรโบส และอะราบิโนส) หลังจาก 
HPLC แยกสารออกมาเปนพีก (peak) ตาง ๆ สามารถวัดปริมาณของสารในแตละพีกไดโดยวดัความ
สูงของพีก (peak height) เทียบกับความสูงของพีกของสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณ และวัดพื้นที่
พีก (peak area) เทียบกับพื้นที่ของสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณที่ฉีดเขาไป  

6.   คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติก 

6.1  การทดสอบการทนตอการยอยในสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหาร 
เตรียมตัวอยางพอลิเมอรความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในน้ํา

กล่ัน จากนั้นเติมสารละลายไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร (HCl buffer) ความเขมขน 0.14 โมลาร ที่ระดับ
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พีเอช 1, 2 และ 3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 5 โมลาร ดัดแปลงจาก Korakli และคณะ (2002 อาง
โดย นิรัญญา บุญติ้น, 2550) เติมสารละลายบัฟเฟอรที่มีพีเอชตางๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
สารละลายตัวอยางพอลิเมอรปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนํามาบมพรอมทั้งเขยาเบาๆ ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอยางที่ 0, 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
จากนั้นนําตัวอยางที่เก็บมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธี Phenol sulfuric acid method 
และน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Copper-bicinchoninate (Fox and Robyt, 1991 อางโดย นันทินา เชิญทอง, 
2550) (ภาคผนวก ข) แลวนําไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการยอยสลายโดย 

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

คัดเลือกสารสกัดที่มีเปอรเซ็นตการยอย (Hydrolysis) ต่ํากวา 20 เปอรเซ็นต เพื่อใช
ในการทดลองขอ 6.2  

6.2  การทดสอบการทนตอการยอยดวยเอนไซม human pancreatic α-amylase 
เตรียมสารละลายพอลิเมอรใหมีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ที่

ผานการยอยโดยกรดที่พีเอช 1 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง แลวปรับพีเอชใหเปน 
6.9 โดยใช 1 M NaOH จากนั้นดูดสารละลายปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใสในไมโครไตเตอรเพลท 
เติมเอนไซม human pancreatic α-amylaseใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 
25 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส พรอมทั้งเขยาเบาๆ เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
หยุดปฏิกิริยาดวยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ทําใหเย็นที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นํา
สารละลายที่ไดมาวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซในสารละลายตัวอยางเริ่มตนและที่เวลา 6 ช่ัวโมง ดัดแปลง
จาก Doyle และคณะ (1999 อางโดย Wichienchot, 2005) แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตการยอยสลาย
โดยเอนไซม human pancreatic α-amylase เชนเดียวกับขอ 6.1 

คัดเลือกพอลิเมอรที่มีเปอรเซ็นต hydrolysis ต่ํา เพื่อใชในการทดลองขอตอไป 

6.3  ผลของการใชพอลิเมอรตอการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก 
ทําการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก Lactobacillus acidophilus และ 

Lactobacillus plantarum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ minimal medium (ภาคผนวก ก) ที่มีพอลิเมอรและ
น้ําตาลกลูโคส (positive control) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน และอาหาร minimal medium ที่ไมมีการเติมแหลงคารบอน (negative control) เล้ียง
แบคทีเรียโปรไบโอติกซึ่งอยูในระยะ log phase เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ในอาหาร MRS เติมแบคทีเรีย
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โปรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวโดยใหมีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเปน 107 CFU/ml นําไปบม
ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ (เล้ียงเชื้อโดยใชขวดยาฉีดที่ปดดวยฝา
อลูมิเนียม มีการพนดวยกาซไนโตรเจนเพื่อไลอากาศที่อยูภายในขวด) เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 6, 12, 
24, 36, 48 และ 72 ช่ัวโมง นํามาวัดการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกโดยหาจํานวนเชื้อ โดย
การ pour plate ในอาหาร MRS agar วัดการเปลี่ยนแปลงพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก และวัด
ปริมาณการใชพอลิเมอรหลังจากการหมักโดยการหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี phenol sulfuric 
methods (Fook and Gibson, 2003) แลวรายงานผลเปนรอยละของการนําพอลิเมอรไปใชโดย
เปรียบเทียบที่เวลาเริ่มตนและสิ้นสุดการเจริญ โดยคํานวณปริมาณสารพอลิเมอรที่ถูกใชไปดังนี้ 

รอยละของการใชพอลิเมอร = พอลิเมอรเร่ิมตน – พอลิเมอรสุดทาย x 100 
พอลิเมอรเร่ิมตน 

7.   คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนในสารละลายดินขาว 

นําสารละลายดินขาว (kaolin clay) 4.65 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของ      
พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม (SC-S และ SC-L ) และ Cordyceps dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํา
นึ่งปาลม (EPS BCC2073) ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร (Kwon et al., 2001) แลวเติมสารละลาย 
CaCl2•2H2O (40 มิลลิโมลาร) 0.25 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะพีเอช 7.0 เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่
อุณหภูมิหอง ดูดสารละลายสวนบนปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโน
เมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากล่ันแทนสารตกตะกอนชีวภาพ (Kwon et al., 2001) คํานวณคากิจกรรม
การตกตะกอน 

8.   ปจจัยท่ีมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพ 

8.1  ผลของความเขมขนของพอลิเมอรชีวภาพ 
นําพอลิเมอรที่เหมาะสม (จากขอ 7) 0.1 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขน 2 ถึง 100 

มิลลิกรัมตอลิตร ผสมกับสารละลายดินขาว 4.65 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายไอออนโลหะ

CaCl2⋅2H2O ความเขมขน 4.5 มิลลิโมลาร 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่
อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสาร
ตกตะกอนชีวภาพ (Prasertsan et al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอน 
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8.2  ผลของชนิดและความเขมขนของอิออนโลหะ 
นําสารละลายดินขาว 4.65 มิลลิลิตรผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของสารตกตะกอน

ชีวภาพที่ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 8.1) แลวเติมสารละลาย KCl, NaCl, CuCl2⋅2H2O, 

CaCl2⋅2H2O, MgCl2⋅6H2O, MgSO4⋅7H2O, FeSO4⋅7H2O, AlCl3⋅6H2O และ FeCl3⋅6H2O ที่ความ
เขมขน 0.01 ถึง 100 มิลลิโมลาร 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทนสารตกตะกอนชีวภาพ 
(Prasertsan et al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอน 

8.3  ผลของพีเอช 
นําสารละลายดินขาวที่มีการปรับพีเอชเปน 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 (โดยใช 1 

M NaOH และ HCl) ใชปริมาตร 4.65 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.1 มิลลิลิตรของสารตกตะกอนชีวภาพที่มี
ความเขมขนที่เหมาะสม (จากขอ 8.1) แลวเติมสารละลายไอออนโลหะชนิดและความเขมขนที่
เหมาะสม (จากขอ 8.2) 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งไว 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร โดยชุดควบคุมใชน้ํากล่ันแทนสารตกตะกอนชีวภาพ (Prasertsan et 
al., 2006) คํานวณคากิจกรรมการตกตะกอน 

9.   สภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยใช Response surface 
methodology (RSM) 

ในการออกแบบพื้นผิวผลตอบสนอง การทดลองนี้เลือกใชการออกแบบสวน
ประสมกลาง (central composite design, CCD) ซ่ึงมีพื้นฐานมาจาก factorial 2k โดยเพิ่มการทดลอง
ในแนวแกนและที่จุดศูนยกลาง สําหรับการทดลองนี้มีตัวแปรตน 3 ตัวแปร โดยใชตัวแปรจากการ
ผลการทดลองในขอ 8 คือ ความเขมขนของพอลิเมอร ชนิดและความเขมขนของอิออนโลหะ และ
คาพีเอช ที่คัดเลือกได ซ่ึงชวงของความเขมขนที่เลือกครอบคลุมจากผลการทดลองในขอ 8.1-8.3 
โดยแปรระดับของตัวแปรอิสระ 5 ระดับ ประกอบดวย -1.0, -0.5, 0, 0.5 และ 1.0 ดังแสดงใน Table 
10 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 
ดังนั้นตัวแปรตามในการทดลอง คือ กิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพ (1/OD) ใช
การทดลองทั้งหมด 15 การทดลอง โดยศึกษาคาต่ําสุดและสูงสุดของแตละปจจัย (Table 10) ไดแก 
ความเขมขนของพอลิเมอร (0 และ 10.04 กรัมตอลิตร), ความเขมขนของแคทไอออน (0.39 และ 
2.41 มิลลิโมลาร) และคาพีเอช (2.98 และ 8.02) 
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ศึกษาสภาวะกิจกรรมการตกตะกอนของสารพอลิเมอรชีวภาพที่คัดเลือกไดที่มี
ความเขมขนของพอลิเมอร, โลหะแคทไอออน และชวงของคาพีเอช แสดงใน Table 11 โดยใช
สารละลายดินขาวความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ปริมาตร 4.65 มิลลิลิตร เติมสารละลายพอลิเมอร 0.1 
มิลลิลิตร สารละลายโลหะแคทไอออน 0.25 มิลลิลิตร (ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยชุดควบคุมใชน้ํา
กล่ันแทนสารละลายพอลิเมอร) 

เมื่อทําการทดลองตามที่ออกแบบแลว นําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหดวยวิธีการทาง
สถิติ โดยใช Design Expert Version 5.0.8 (Stat Ease Corporation, MN) เนื่องจากวิธีการพื้นผิว
ตอบสนองใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระกับผลตอบสนอง ความสัมพันธ
ดังกลาวสามารถแสดงในแบบจําลองพหุนามกําลังสองที่ใชในการอธิบายความสัมพันธ แสดงดัง
สมการ (Myers, 1995) 
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โดย Bij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยโดย 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.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

1.1  ผลของอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลม  
จากการตกตะกอนน้ํานึ่งปาลมดวยเอทานอล (95%) โดยใชอัตราสวนเอทานอลตอ

น้ํานึ่งปาลมเทากับ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 (ใหปริมาตรน้ํานึ่งปาลมคงที่) โดย
ปริมาตร ตั้งใหตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 ช่ัวโมง พบวา เมื่อเติมเอทานอลลงในน้ํานึ่ง
ปาลม พอลิเมอรจะลอยรวมตัวกันและตกตะกอนลงสูกนภาชนะ โดยในชั่วโมงแรกจะมีการตกของ
พอลิเมอรอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นพอลิเมอรจะมีอัตราการตกตะกอนชาลง และการตกตะกอนของ
พอลิเมอรเร่ิมคงที่เมื่อเวลาผานไป 5 ช่ัวโมง และเมื่อศึกษาผลของอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่ง
ปาลม จาก Figure 13 พบวา เมื่อเติมปริมาณเอทานอลเพิ่มขึ้น ปริมาณพอลิเมอรมีแนวโนมเพิ่มขึ้น
เชนเดียวกัน เนื่องจากพอลิเมอรเปนชนิดเฮมิเซลลูโลสสามารถละลายน้ําได โดยโมเลกุลของ       
พอลิเมอรจะถูกลอมรอบดวยโมเลกุลของน้ํา ดังนั้นเมื่อเติมเอทานอลลงไป เอทานอลจะเขาไปจับ
กับน้ําโดยสรางพันธะไฮโดรเจน เนื่องจากเอทานอลมีรูปรางคลายโมเลกุลของน้ํา หรือกลาวไดวา
เปนอนุพันธหนึ่งของน้ํา ประกอบดวยสวนที่มีขั้วและไมมีขั้ว โดยมีหมูไฮดรอกซิล (OH-) ซ่ึงมีขั้ว
ชอบน้ํา (hydrophilic) (พิมพจิต ดามพวรรณ, 2536) ทําใหโมเลกุลของน้ําถูกดึงออกจากโมเลกุลของ
พอลิเมอร พอลิเมอรจึงตกตะกอนลงมา  เละเมื่อเพิ่มอัตราสวนของเอทานอลสูงขึ้น ปริมาณ           
พอลิเมอรชีวภาพก็สูงขึ้นเชนกัน แสดงใหเห็นวา พอลิเมอรชีวภาพมีโครงสรางขนาดใหญทําให    
เอทานอลเขาแยงจับกับน้ําไดมากขึ้น แตเมื่อเพิ่มปริมาณเอทานอลสูงกวาที่อัตราสวนเทากับ 4.0 
ปริมาณพอลิเมอรมีแนวโนมคงที่ โดยพอลิเมอรที่ตกตะกอนที่อุณหภูมิหองที่อัตราสวนเทากับ 4.0, 
5.0 และ 6.0 ไดผลผลิต (yield) เทากับ 11.00, 12.05 และ 12.40 ตามลําดับ ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณพอลิเมอรที่ไดที่อัตราสวนเทากับ 5.0 และ 6.0 พบวาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ
(P>0.05) (Table 12)  

 
 
 
 
 

58 



 

59 

1.2  ผลของอุณหภูมิตอการตกตะกอนของพอลิเมอร  
ทําการตกตะกอนพอลิเมอรโดยใชอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมทุก

อัตราสวน (ในขอ 1.1) มาทําการตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส สามารถตกตะกอนพอลิเมอรไดดีกวาอุณหภูมิหองเพียงเล็กนอย โดยใหปริมาณพอลิเมอร
เทากับ 12.85 และ12.40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่อัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 6.0 จาก
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการตกตะกอนพอลิเมอรที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิหอง ใหผลไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) (Table 12) ดังนั้นจึงสรุปไดวาอุณหภูมิไม
มีผลตอการตกตะกอนของพอลิเมอร ดังนั้นจึงเลือกใชอัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 5.0 
ที่อุณหภูมิหองในการตกตะกอนพอลิเมอรเพื่อลดปริมาณเอทานอลที่ใช 
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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.   การแยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

ทําการเก็บเกี่ยวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมในสภาวะที่คัดเลือกไดจากขางตน คือ 
อัตราสวนเอทานอลตอน้ํานึ่งปาลมเทากับ 5.0 ที่อุณหภูมิหอง จาก Figure 14a แสดงลักษณะของ 
พอลิเมอร หลังจากตกตะกอนดวยเอทานอล พบวา มีการตกจมของตะกอนและมีลักษณะเปน
ตะกอนสีขาวขุน เมื่อนําพอลิเมอรที่ไดจากการตกตะกอนที่อัตราสวนดังกลาวไปทําแหงโดยการ 
freez dry พบวาพอลิเมอรมีลักษณะเปนกอนแข็ง เมื่อบดละเอียดจะมีลักษณะคลายผงดินขาว 
(Figure 14b) เมื่อนําพอลิเมอรที่แยกไดมาวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย พบวา ประกอบดวย
น้ําหนักโมเลกุลสองสวน คือ พอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลเล็ก (Mp=1223 ดาลตัน) และพอลิเมอรที่
มีน้ําหนักโมเลกุลใหญ (Mp=2525 ดาลตัน) (ภาคผนวก ค) จึงทําการแยกขนาดพอลิเมอรโดยใช
เทคนิค gel filtration chromatography ซ่ึงเปนวิธีการที่ใชแยกสารโมเลกุลใหญ เชน โปรตีน และ 
พอลิแซคคารไรด โดยอาศัยความแตกตางของขนาดโมเลกุล โดยใชคอลัมนชนิด Sephadex G-25 
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medium หลังจากผานสารพอลิเมอรลงในคอลัมนแลวชะคอลัมนดวยน้ํากล่ัน จากนั้นนําแตละ
หลอดไปตรวจหาปริมาณคารโบไฮเดรตที่ออกมาจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืนแสง 620 นาโนเมตร (Figure 15) พบวา สารละลายพอลิเมอรถูกชะออกมา 2 peak คือ peak A 
ซ่ึงเปนกลุมพอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยขนาดใหญ (2525 ดาลตัน) และ peak B คือ กลุม    
พอลิเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียขนาดเล็ก (1223 ดาลตัน) โดยพอลิเมอรขนาดโมเลกุลใหญจะ
ออกจากคอลัมนมากอนและตามดวยขนาดโมเลกุลเล็ก โดยแยกได yield เทากับ 65.31% และ 
12.82% ตามลําดับ ของพอลิเมอรทั้งหมดที่แยกผานคอลัมน จากนั้นนําพอลิเมอรที่ไดไปทําบริสุทธิ์
บางสวนโดยการทําไดอะไลซิส (dialysis) (molecular weight cut off ขนาด 8,000 Da) ในน้ํากล่ัน
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลาย พอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง 
(freeze dry) ไดพอลิเมอรที่บริสุทธิ์บางสวน โดยแทนสัญลักษณของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมที่มี
ขนาดโมเลกุลเล็ก และโมเลกุลใหญดวย 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) 

 



 

62 

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9

Fraction number

O
D

 6
20

 n
m

Peak A 

Peak B 

0

 

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.   การคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา 

Cordyceps dipterrigena BCC2073 

ทําการศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห 6 ชนิด คือ PDB, YM, SDB, MCM-
1, MCM-2 และ SSY medium ตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา  Cordyceps 
dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงบนเครื่องเขยา (150 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศา
เซลเซียส) สุมตัวอยางทุก 3 วัน เปนเวลา 21 วัน นําน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงมาวัดน้ําหนักเซลลแหง 
ปริมาณพอลิเมอรที่ตกตะกอนดวยเอทานอล 95% และคาพีเอช (Figure 16) และวิเคราะหคาอัตรา
การผลิตพอลิเมอร (biopolymer productivity) ผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอกรัมเซลล (biopolymer 
yield on cells) และอัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) (Table 13) พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDB มีผลใหเช้ือ C. dipterrigena BCC2073 เจริญและผลิตพอลิเมอรไดดีที่สุด มีคาสูงสุดเทากับ 
11.70 ± 0.01 และ 3.37 ± 0.37 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อเล้ียงเปนเวลา 12 วัน (Figure 16a, 16b) 
และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.281 กรัมตอลิตรตอวัน ซ่ึงสูงกวาอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอื่นๆ 
อยางมีนัยสําคัญ โดยลําดับรองลงไปตามลําดับ คือ YM, SDB, MCM-2, MCM-1 และ SSY ใน
อาหาร YM เชื้อเจริญสูงสุดเมื่อเล้ียง 9 วัน (5.85 ± 0.02 กรัมตอลิตร) และผลิตพอลิเมอรสูงสุดใน
วันที่ 15 ของการเลี้ยง (0.64 ± 0.09 กรัมตอลิตร) และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.043 กรัมตอ
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ลิตรตอวัน และในอาหาร MCM-1 และ MCM-2 ใหการเจริญและการผลิตพอลิเมอรเทากับ 3.72 ± 
0.13, 3.78±0.01 (หลังจากการเลี้ยงเปนเวลา 15 และ 9 วัน ตามลําดับ) และ 0.18 ± 0.06, 0.21 ± 0.12 
(หลังจากการเลี้ยงเปนเวลา 12 วัน) กรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 
0.015 และ 0.017 กรัมตอลิตรตอวัน ตามลําดับ สําหรับผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ SSY ตอการเจริญ
และผลิตพอลิเมอรชีวภาพ พบวา เช้ือใชเวลาในการเจริญและการผลิตพอลิเมอรสูงสุดเทากับการ
เล้ียงในอาหาร PDB คือ 12 วัน โดยมีคาเทากับ 2.34 ± 0.01 และ 0.16 ± 0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
และมีอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.013 กรัมตอลิตรตอวัน สําหรับการเลี้ยงเชื้อในอาหาร SDB 
ใหคาการเจริญและการผลิตพอลิเมอรสูงสุด (4.86 ± 0.09 และ 0.69 ± 0.06 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) 
หลังจากการเลี้ยงเปนเวลา 18 วัน ซ่ึงใชเวลาในการเลี้ยงนานที่สุด และมีอัตราการผลิตพอลิเมอร
เทากับ 0.038 กรัมตอลิตรตอวัน ดังนั้นการเลี้ยงเชื้อในอาหารสังเคราะหทั้งหกชนิดคือ PDB, YM, 
SDB, MCM-1, MCM-2 และ SSY medium ใหผลผลิตที่ไดสูงสุดตอกรัมน้ําหนักเซลลแหงในแตละ
อาหารเทากับ 0.288, 0.109, 0.142, 0.048, 0.054 และ 0.068 กรัมตอกรัม ตามลําดับ  

สําหรับการเปลี่ยนแปลงคาพีเอชของเชื้อในแตละสูตรอาหาร (Figure 16c) พบวา
ในอาหาร PDB, YM และ SDB มีการเปลี่ยนแปลงเปนไปในทิศทางเดียวกันคือพีเอชเพิ่มขึ้น โดยคา
พีเอชในอาหาร YM เพิ่มขึ้นจาก 5.22 เปน 7.65 ในอาหาร PDB คาพีเอชเพิ่มขึ้นจาก 5.91 เปน 6.3 
ในอาหาร SDB คาพีเอชเพิ่มขึ้นจาก 5.35 เปน 6.29 หลังจากการเลี้ยงครบ 21 วัน สําหรับในอาหาร 
MCM-1, MCM-2 และ SSY medium พีเอชมีการเปลี่ยนแปลงอยูในชวง 5.2-5.8 เมื่อพิจารณา
ลักษณะของน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ พบวา อาหารทั้ง 6 ชนิด มีลักษณะของน้ําหมักเหมือนกัน
คือใสขนหนืด โดยในอาหาร PDB น้ําหมักมีความหนืดมากที่สุด ซ่ึงความหนืดจะเพิ่มขึ้นเมื่อ          
จุลินทรียหล่ังสารพอลิเมอรออกมา สอดคลองกับรายงานการทดลองที่เคยมีการศึกษาเกี่ยวกับการ
ผลิตพอลิเมอรชีวภาพ ซ่ึงจุลินทรียหล่ังสารพอลิเมอรออกมาในน้ําหมัก สงผลใหความหนืดเพิ่มขึ้น 
จากรายงานของ Sankpal และคณะ (2001) พบวาน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus sp. ความ
หนืดของน้ําหมักเพิ่มขึ้นพรอมๆกับปริมาณ dextran ที่เชื้อหล่ังออกมา และจากรายงานของ Kim 
และคณะ (2003) น้ําหมักมีความหนืดเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วหลังเลี้ยงเช้ือ Cordyceps militaris C738 
นาน 3 วัน และมีปริมาณพอลิเมอรสูงสุดเมื่อเล้ียงไป 10 วัน และความหนืดเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัด 
ช้ีใหเห็นถึงปริมาณพอลิเมอรสูงขึ้นดวย ซ่ึงแสดงถึงความสัมพันธของความหนืดกับความเขมขน
ของพอลิเมอรชีวภาพ 

นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาจากคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของแตละสูตร
อาหาร พบวา มีคาแตกตางกัน (Table 14) ซ่ึงสงผลตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรดวยเชนกัน 
จากผลการทดลอง พบวา เชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 สามารถเจริญไดในชวงของอัตราสวน
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คารบอนตอไนโตรเจนตั้งแต 6:1 ถึง 82:1 โดยอัตราที่ใหการเจริญและผลิตพอลิเมอรดีที่สุดคือ 10:1 
(อาหาร PDB) จากการศึกษาของ Fasidi และ Olorunmaiye (1994) รายงานวา เชื้อรา Pleurotus 
tuber-regium เจริญไดดีที่สุดในอาหารที่มีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 4:1 แตให
ผลผลิตของน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.2 กรัมตออาหาร 100 มิลลิลิตร อยางไรก็ตามยังคงไมทราบ
ชวงความกวางของคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่จะเพิ่มผลผลิตและองคประกอบทางเคมีที่
สงผลตอการเจริญของเสนใยในอาหารเหลวที่แนชัด สวนการศึกษาของ Wu และคณะ (2004) โดย
ทําการเลี้ยงเชื้อรา P. tuber-regium (Fr.) ในอาหารเหลวที่อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนแตกตาง
กัน พบวา เชื้อสามารถเจริญไดดีในอัตราสวนชวง 18:1 ถึง 36:1 และอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุดคือ 
24:1 สรุปวา สัดสวนของแหลงคารบอนและไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการสังเคราะห
ทางชีวภาพของผนังเซลล (non-starch polysaccharide) ในเสนใย และจากการศึกษาผลของ
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารเหลวสําหรับการเลี้ยงเชื้อรา Cordyceps sinensis พบวา
ใหการเจริญสูงสุดเมื่อปรับอัตราสวนคารตอไนโตรเจนเทากับ 12:1 โดยใชน้ําตาลซูโครส 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 (●) 
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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.   การผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 ในน้ํานึ่งปาลม 

4.1.  ลักษณะและองคประกอบของน้ํานึ่งปาลม 
ลักษณะของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีความแตกตางกันขึ้นกับแหลงที่มา

ของน้ําทิ้ง ผลการวิเคราะหคุณลักษณะน้ํานึ่งปาลมหรือน้ําทิ้งจากหมอนึ่งทะลายปาลมของโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลม โดยวัดคาพีเอช คาซีโอดี ปริมาณของแข็งแขวนลอย ของแข็งทั้งหมด ปริมาณ     
ฟนอล ปริมาณธาตุอาหาร ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม และ
เหล็ก (Table 14) พบวา น้ํานึ่งปาลมมีคาพีเอชที่เปนกรด คือ พีเอช 5.05 และมีสีน้ําตาลเขม ปริมาณ
ของแข็งแขวนลอยมีคาเปนรอยละ 60.22 ของปริมาณของแข็งทั้งหมด และมีปริมาณสารอินทรียใน
รูปคาซีโอดีทั้งหมดเทากับ 120,000 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงมีคาซีโอดีที่สูงกวาคาที่ไดจากจากรายงาน
ของ พงษศักดิ์ นพรัตน (2552) และ พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) คือ 80,000 และ 
80,146 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ น้ํานึ่งปาลมมีปริมาณไนโตรเจน (800 มิลลิกรัมตอลิตร) สูงกวา
น้ําทิ้งจากหมอนึ่งทะลายปาลมจากการรายงานของพงษศักดิ์ นพรัตน (2552) คือ 700 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แตมีคาอยูในชวงของการรายงานของพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) (22–1,287 
มิลลิกรัมตอลิตร) มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (8,660 มิลลิกรัมตอลิตร) ใกลเคียงกับรายงานของ     
พงษศักดิ์ นพรัตน (2552) คือ 8,550 มิลลิกรัมตอลิตร ชนิดของน้ําตาลจากแหลงน้ํานึ่งปาลมพบวา มี
น้ําตาลไซโลส อะราบิโนส ฟรุกโตส และกลูโคส สําหรับองคประกอบของแรธาตุชนิดตาง ๆ พบวา 
มีแมกนีเซียม (Mg) สูงสุด (800 มิลลิกรัมตอลิตร) รองลงมาคือ แคลเซียม (Ca) (600 มิลลิกรัมตอ
ลิตร), โพแทสเซียม (K) (370 มิลลิกรัมตอลิตร), ฟอสฟอรัส (P) (200 มิลลิกรัมตอลิตร) และเหล็ก 
(Fe) (149.45 มิลลิกรัมตอลิตร) ตามลําดับ สําหรับปริมาณฟนอล พบวา น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อมี
ปริมาณ ฟนอลเทากับ 1,673.89 มิลลิกรัมตอลิตร โดยมีคาสูงกวาการรายงานของพงษศักดิ์ นพรัตน 
(2552) คือ 1.85 มิลลิกรัมตอลิตร จากขอมูลผลการวิเคราะหดังกลาว จะเห็นไดวาลักษณะน้ําทิ้งจาก
หมอนึ่งทะลายปาลมของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในการสุมตัวอยางแตละคร้ังจะมีความแตกตาง
กันในเรื่องคุณภาพของวัตถุดิบ กระบวนการผลิต ชวงเวลาในการเก็บตัวอยางน้ําทิ้ง เปนตน 
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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  การเลี้ยงเชื้อราในน้ํานึ่งปาลม 
4.2.1   การคัดเลือกระดับความเขมขนของน้ําท้ิงในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลม 

เตรียมน้ํานึ่งปาลมที่มีความเขมขนของสารอินทรียระดับตางๆ โดยเจือจางน้ํานึ่ง
ปาลม ซ่ึงมีคาซีโอดีเร่ิมตนที่ 120,000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 
ไดน้ํานึ่งปาลมที่มีคาซีโอดีเปน 120,000, 60,000, 40,000 และ 30,000 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
กระตุนการเจริญของเชื้อเร่ิมตนโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร PDA ที่เติมยีสตสกัด 0.3 เปอรเซ็นต บม
เล้ียงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) นาน 5 วัน ตัดชิ้นวุนเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 
ขนาด 1 ตารางเซนติเมตร วางลงบนอาหารแข็งและบมจานเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง           
(30 ± 2 องศาเซลเซียส) (Figure 17) พบวา ในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ไมเจือจาง และที่ระดับความ
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เจือจาง 1:0, 1:1 และ 1:2 ซ่ึงมีคาซีโอดีเทากับ 120,000, 60,000, และ 40,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ เชื้อราไมสามารถเจริญได แตสามารถเจริญไดในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือ
จาง 1:3 (คาซีโอดีเทากับ 30,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ทั้งนี้เนื่องมาจากในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมมี
ปริมาณสารอาหารและสารยับยั้ง เชน สารประกอบอะโรมาติก โดยเฉพาะสารประกอบฟนอลซึ่งมี
ปริมาณสูง (1.67 กรัมตอลิตร) จากการรายงานของ Fadil และคณะ (2003) พบการยับยั้งกิจกรรม
ของจุลินทรียในกระบวนการยอยสลายสาร ซ่ึงเปนผลมาจากความเปนพิษของสารประกอบฟนอล
ตอจุลินทรีย เชน สารประกอบอะโรมาติก ในกลุมโมโนฟนอล สารประกอบฟนอล 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) โดยมีรายงานวามีคุณสมบัติยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียในกระบวนการยอย
สลายสารที่ระดับความเขมขนของสารประกอบอะโรมาติกสูงๆ ซ่ึงอางอิงดวยระดับซีโอดีในน้ําทิ้ง 
(Boari et al., 1984 อางโดย D’Annible et al., 1998; Fadil et al., 2003; Peixoto et al., 2008) ดังนั้น
ในจานอาหารน้ํานึ่งปาลมที่ไมมีการเจือจางอาจมีความเขมขนของสารยับยั้ง เชน ฟนอลสูงเกนิกวาที่
เชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 เจริญได อยางไรก็ตาม เชื้อสามารถเจริญไดในระดับความเจือจาง 
1:3 (มีปริมาณซีโอดีเทากับ 30 กรัมตอลิตร) โดยมีขนาดโคโลนีเทากับ 0.6 เซนติเมตร โดยมีการ
เจริญเกิดขึ้นหลังจากวันที่ 8 ของการเลี้ยงเชื้อ ขนาดโคโลนีคอยๆ เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยง 
16 วัน โดยมีขนาดโคโลนีเทากับ 2.6 เซนติเมตร (Table 15) เมื่อสังเกตการกําจัดสีของน้ําทิ้งในจาน
อาหาร พบวา ไมเกิดการจางสีของน้ําทิ้ง 

4.2.2   ผลของความเขมขนสารอินทรียในน้ํานึ่งปาลม 
เล้ียงเชื้อราในน้ํานึ่งปาลมเจือจาง ที่มีคาซีโอดีเทากับ 120,000, 60,000, 40,000 

และ 30,000 มิลลิกรัมตอลิตร (ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2 และ 1:3 ตามลําดับ) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ตัดเสนใยราอายุ 7 วัน บนอาหาร PDA บริเวณขอบโคโลนีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 
เซนติเมตร จํานวน 2 ช้ิน ลงในฟลาสกที่บรรจุน้ํานึ่งปาลมแตละความเขมขนของสารอินทรีย บม
เล้ียงที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขยา 150 รอบตอนาที พบวา ระดับความ
เขมขนของสารอินทรียของน้ํานึ่งปาลมต่ําที่สุดที่เชื้อรามีการเจริญไดคือ ที่ระดับความเจือจาง 1:2  
(มีคาซีโอดีและปริมาณฟนอลเทากับ 40,000 และ 556.67 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) โดยเชื้อรามี
การเจริญตั้งแตวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อ มีเสนใยเจริญรอบชิ้นอาหาร PDA และเจริญเปนกอนเล็กๆ 
กระจายทั่วน้ําทิ้ง ดังนั้น จึงเลือกน้ํานึ่งปาลมที่มีความเขมขนสารอินทรียเทากับ 40,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สําหรับการทดลองตอไป  
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ในน้ํานึ่งปาลมไมเจือจางที่มีความเขมขนสารอินทรียเทากับ 120,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (พีเอชและปริมาณฟนอลเริ่มตนเทากับ 5.05 และ 1,670 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ไมพบ
การเจริญของเชื้อรา พบวา น้ําทิ้งมีสีเขมขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ การที่น้ําทิ้งมี
ความเขมสีเขมเพิ่มขึ้นอาจเปนผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นแบบ auto-oxidation ขององคประกอบ
ในน้ําทิ้ง โดยมีลักษณะการเกิดขึ้นเหมือนกับน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามันมะกอกโดยมีรายงานวา 
องคประกอบในน้ําทิ้งมีสารจําพวกกลุมฟนอล และสารประกอบอะโรมาติกที่มีความไมคงตัวสูง 
และถูกออกซิไดซไดงายในสภาวะที่มีอากาศ เกิดเปนสารสีซ่ึงเปนสารพอลิเมอรของฟนอลที่มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงทําใหน้ําทิ้งมีสีดําขึ้น (D’Annible et al., 1999; Ayed and Hamdi, 2003) สําหรับ
การทดลองนี้ใชน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมซ่ึงมีน้ํามันในองคประกอบและมีการให
อากาศระหวางการเลี้ยงเชื้อ การที่เชื้อไมมีการเจริญอาจเกิดจากผลการยับยั้งจากสารฟนอล ในความ
เขมขนของสารอินทรียสูง เชนเดียวกับรายงานของ Fadil และคณะ (2003) พบวาน้ําทิ้งจากโรงงาน
สกัดน้ํามันมะกอกที่มีคาซีโอดี (120 กรัมตอลิตร) และมีความเขมขนของสารประกอบฟนอล     
(8.2 กรัมตอลิตร) ในน้ําทิ้งสูง มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Geotrichum sp., Aspergillus sp. และ 
Candida tropicalis และจากผลการทดลองนี้เมื่อเทียบกับผลในขอ 4.2.1 พบวาคาซีโอดีที่เช้ือรา
สามารถเจริญไดในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมและในอาหารเหลวน้ํานึ่งปาลมตางกัน โดยในอาหาร
เหลวน้ํานึ่งปาลมเชื้อราสามารถเจริญไดความเขมขนของสารอินทรีย (40,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ที่
สูงกวาในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลม (30,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ทั้งนี้เนื่องมาจากการเจริญเติบโตของรา
ในอาหารแข็งจะแตกตางกับการเจริญเติบโตในอาหารเหลว โดยทั่วไปการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
เชื้อราจะเพิ่มจํานวนโดยเสนใยของเชื้อราจะรวมกันเปนกลุมทําใหเกิดลักษณะที่เรียกวา pellet 
โดยทั่วไปเชื้อราดํารงชีพแบบ saprophyte คือ หล่ังเอนไซมออกนอกเซลล เพื่อยอยสลาย
สารอินทรียที่มีโมเลกุลขนาดใหญและซับซอนใหไดเปนโมเลกุลท่ีเล็กที่สุดแลวจึงดูดซับเขาไป
ภายในเซลลโดยวิธี diffusion เขาสู pellet สําหรับการเจริญเติบโตของราในอาหารแข็งนั้นสวนของ
ปลายเสนใยทั้งสองดานจะมีการเจริญเติบโตยืดออก แตทิศทางของการเจริญและอัตราการเจริญนั้น
จะขึ้นอยูกับสารอาหารและชนิดของสับสเตรท จากการที่ในอาหารแข็งน้ํานึ่งปาลมที่ระดับความเจือ
จาง 1:2 มีคาซีโอดีและสารฟนอลอยูสูงจึงอาจทําใหเชื้อรามีการเจริญไดไมดีเมื่อเทียบกับที่ระดับเจือ
จาง 1:3 โดยทั่วไปพบวาอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อราในอาหารแข็งจะต่ํากวาอัตราการ
เจริญเติบโตในอาหารเหลวมาก โดยคาเฉลี่ยของ Doubling time ของราจําพวกเห็ดในอาหารเหลวที่
เล้ียงในถังหมักจะมีคาประมาณ 4-8 ช่ัวโมง ขณะที่คา Doubling time ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง จะมี
คาประมาณ 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   การผลิตพอลิเมอรจากเชื้อรา 
เชื้อ C. dipterrigena BCC2073 สามารถเจริญในน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามัน

ปาลมแลวเกิดการบําบัดไดดีในน้ําทิ้งที่มีคาซีโอดีและไนโตรเจนเทากับ 40,000 และ 267 มิลลิกรัม
ตอลิตร ตามลําดับ (คํานวณจากความเจือจาง 2 เทา จากซีโอดีและไนโตรเจนเริ่มตน 120,000 และ 
800 มิลลิกรัมตอลิตร จากผลการทดลองขอ 4.2.2) ปรับพีเอชเริ่มตนจาก 5.05 เทากับ 6.2           
(กอนนําไปฆาเชื้อที่อุณหภุมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว) จาก Figure 18 
พบวา เชื้อใหปริมาณมวลชีวภาพมากที่สุด (23.43 กรัมตอลิตร) เมื่อเล้ียงเปนเวลา 18 วัน เมื่อ
เปรียบเทียบการเจริญกับรายงานของ Fadil และคณะ (2003) ที่เล้ียงเชื้อ Geotrichum sp. และ 
Aspergillus sp. ในน้ําทิ้งที่มีคาซีโอดีเทากับ 40 กรัมตอลิตร โดยใหคาการเจริญสูงสุดโดยวัดในรูป
ปริมาณมวลชีวภาพเทากับ 16 และ 12.8 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงต่ํากวาคาจากการทดลองนี้ 
สําหรับเชื้อ Candida tropicalis สามารถเจริญไดสูงสุดในน้ําทิ้งที่มีคาซีโอดีเทากับ 60 กรัมตอลิตร 
โดยใหคาปริมาณมวลชีวภาพเทากับ 12 กรัมตอลิตร และจากรายงานของ Dias และคณะ (2004) 
พบวาเชื้อ Phanerochaete chryrosporium เจริญไดนอยในน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามันมะกอกความ
เขมขนน้ําทิ้งรอยละ 60 และ 80 (จากซีโอดีเร่ิมตน 130.5 กรัมตอลิตร) และเชื้อ Botryosphaera 
rhodina DABAC-P82 สามารถเจริญและผลิต β-glucan ไดดีเมื่อเล้ียงในน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามัน
มะกอกที่มีคาซีโอดีสูง (150.5 กรัมตอลิตร) โดยมีการเติม yeast extract และ NaNO3 เพิ่มเติม 
(Crognale et al., 2003) เมื่อเล้ียงเชื้อตอไปอีกปรากฏวา น้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้นแตปริมาณ         
กลูโคซามีนกลับลดลง (Table 16) ตามทฤษฎี ปริมาณกลูโคซามีนจะมีความสัมพันธในทิศทาง
เดียวกับน้ําหนักตะกอนเซลลแหง ทั้งนี้เนื่องจากกลูโคซามีนเปนองคประกอบในผนังเซลลของเชื้อ
รา (Alexopoulos and Mims, 1979) เมื่อเชื้อรามีการเจริญดีจะมีการแบงเซลลมากขึ้น ปริมาณกลูโค
ซามีนก็จะเพิ่มขึ้นดวย ทั้งนี้เปนเพราะการเจริญของจุลินทรียจะถูกจํากัดดวยสารอาหาร และสารพิษ
ที่จุลินทรียสรางขึ้น (สมใจ ศิริโภค, 2537) ดังนั้นหลังจากที่เชื้อเจริญเติบโตอยางรวดเร็วไปไดระยะ
หนึ่งแลว อัตราการเจริญจะคอยๆลดลง จนกระทั่งหยุดเพิ่มจํานวน และมีการตายของเซลลเกิดขึ้นจึง
สงผลใหปริมาณกลูโคซามีนลดลง ซ่ึงสัมพันธกับกราฟของปริมาณน้ําตาลที่เหลือ (Figure 18) ซ่ึง
พบวามีปริมาณลดลงอยางรวดเร็วหลังจากวันที่ 9 ของการเลี้ยงและหลังจากนั้นก็ลดลงอยางตอเนื่อง
ตลอดระยะเวลาของการเลี้ยง แตในทางตรงกันขามน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้น โดยในการทดลองได
เล้ียงเชื้อราในน้ําทิ้งที่มีตะกอนของแข็งปนอยูโดยเสนใยของเชื้อราดึงเอาตะกอนของแข็งเขาไปรวม
ไวในกลุมเสนใยดวย อีกทั้งเชื้อรามีการสรางพอลิเมอรที่มีลักษณะขนหนืดดวยทําใหมีการดูดซับ
ของแข็งเขาไปดวย เนื่องจากเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่มีการเขยาตลอดระยะเวลาของการเลี้ยง และเมื่อ
วัดปริมาณของแข็งทั้งหมดในน้ําทิ้งของชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อและเลี้ยงในสภาวะเดียวกันกับ
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ในน้ําทิ้งที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 21 วัน เปรียบเทียบกัน พบวา มีปริมาณตะกอนของแข็งทั้งหมด
เทากับ 13.56 และ 5.66 กรัมตอลิตร ตามลําดับ หรือมีปริมาณลดลงเทากับ 58 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคา
ใกลเคียงกับผลการทดลองของหัสลินดา บินมะแอ (2548) พบวา หลังการเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus sp. 
ST29 ในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยเจือจางที่ระดับ 1:1 ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน สามารถลดปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 52.97 เมื่อ
ศึกษาประสิทธิภาพการลดคาซีโอดี พบวา เชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในเวลา 21 วัน 
สามารถลดคาซีโอดีจากคาซีโอดีเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร เหลือประมาณ 25.86 กรัมตอลิตร หรือให
คาประสิทธิภาพการบําบัดที่ 70.70 เปอรเซ็นต สวนการผลิตพอลิเมอรของเชื้อ พบวา สามารถผลิต
พอลิเมอรไดสูงสุดเทากับ 6.53 กรัมตอลิตร หรือคิดเปนผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอกรัมเซลล
เทากับ 0.68 และคาอัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.54 กรัมตอลิตรตอวัน หลังจากการเลี้ยงเชื้อเปน
เวลา 12 วัน สําหรับคาพีเอชมีการเปลี่ยนแปลงโดยเพิ่มขึ้นจาก 5.25 (pH ในอาหารหลังจากการฆา
เชื้อ) เปน 7.6 ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง หลังจากนั้นพีเอชมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยตลอดระยะเวลา
ในการเลี้ยง 21 วัน โดยมีคาพีเอชสุดทายเทากับ 8.27 จากคาการเปลี่ยนแปลงของพีเอชนี้สามารถ
อธิบายไดวา เนื่องจากในการเพาะเลี้ยงเชื้อราตองการแหลงคารบอนและไนโตรเจนในการเจริญ
ทั้งนี้เปนเพราะเซลลจุลินทรียมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนักเซลล
แหง โดยทั่วไปจุลินทรียพวก aerobic จะเจริญและสังเคราะหเอนไซมเพื่อยอยสลายสารอินทรียใน
น้ําเสียใหเปนคารบอเนต ไนเตรต แอมโมเนีย ฟอสเฟต และซัลเฟต จากการที่มีแอมโมเนียเกิดขึ้น
ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีพีเอชสูงขึ้น (สมใจ ศิริโภค, 2537) นอกจากนี้เชื้อมีการใชสารอินทรีย
ประเภทกรดอินทรียตางๆ เชน กรดไขมัน กรดที่ระเหยได (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) 
และกรดอินทรียสายสั้น เชน กรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก กรดบิวทิริก (Hwang et al., 1978) ซ่ึง
เปนองคประกอบในน้ําทิ้งและทําใหในน้ําทิ้งมีความเปนดาง พีเอชจึงเพิ่มขึ้น สวนชุดควบคุมที่ไมมี
การเติมเชื้อพบวา พีเอชและความหนืดของน้ําทิ้งไมมีการเปลี่ยนแปลง 
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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   การเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากเชื้อราท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลมและการทําบริสุทธ์ิบางสวน 
นําน้ํานึ่งปาลมที่ผานการเลี้ยงเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เวลา 12 วัน มา

หมุนเหวี่ยงเพื่อกําจัดของแข็งที่ปนเปอน นําน้ําหมักที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอล 95% ปริมาตร 
4 เทาของของเหลว (Madla et al., 2005) พอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อราจะตกตะกอนมีลักษณะเปน
ฟองน้ําลอยอยูดานบน ใชแทงแกวคนตักพอลิเมอรแยกออกมา แลวนํามาละลายดวยน้ําที่ผานการ
กําจัดไอออน (deionized water) แลวนําสารละลายพอลิเมอรไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเอาพอลิเมอรที่
ไมละลายน้ําออก จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปทําไดอะไลซีส (dialysis) (MW cut off 
8,000 Da) ในน้ํากล่ันเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายพอลิเมอรที่ไดไปเขาเครื่องทําแหง
แบบแชเยือกแข็ง พบวา พอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนที่ไดมีลักษณะเหนียวหนืด และเปน
ฟองน้ํา (Figure 19a) และหลังจากทําแหงดวยวิธี freeze dry พบวาพอลิเมอรมีลักษณะเปนฟองฟู 
(Figure 19b) ไมเหมือนกับพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมซึ่งมีลักษณะรวนเปนผงไมเกิดการจับตัวกัน
เหมือนพอลิเมอรที่ไดจากการตกตะกอนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม โดยมีน้ําหนักของพอลิเมอรหลัง
การตกตะกอนเทากับ 7.31 กรัมตอลิตร และหลังจากผานการทําแหงไดพอลิเมอรเทากับ 2.56 กรัม
ตอลิตร 
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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.   ศึกษาลักษณะและองคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมและจากเชื้อรา 

Cordyceps dipterrigena BCC2073 ท่ีเล้ียงในน้ํานึ่งปาลมท่ีผานการทําบริสุทธ์ิบางสวน 

5.1  คุณสมบัติการละลายของพอลิเมอรชีวภาพ 
การทดสอบการละลายของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมขนาดโมเลกุลเล็ก 

(SC-S) และโมเลกุลใหญ (SC-L) และจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม 
ในตัวทําละลาย 10 ชนิด ดังนี้ น้ํากลั่น ไดเมทธิวซัลโฟไซด (DMSO) อะซิโตรไนไตรล เมทานอล 
อะซิโตน โพรพานอล ไดคลอโรมีเทน คลอโรฟอรม ไดเอทธิวอีเทอร และเฮกเซน โดยเปรียบเทียบ
กับตัวทําละลายที่ไมมีการเติมพอลิเมอรชีวภาพ (Table 17) พบวา พอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลม
ทั้งสองชนิดและจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 สามารถละลายไดดีในน้ําและ DMSO แตไม
สามารถละลายไดในตัวทําละลายที่มีขั้วนอยกวา DMSO ซ่ึงในตัวทําละลายแตละชนิดจะมีสภาพขั้ว
ตางกัน โดยตัวทําละลายที่มีขั้วจะสามารถละลายสารประกอบไอออนิกและสารประกอบโควาเลนต
ที่มีขั้วได น้ําเปนตัวทําละลายชนิดมีขั้วโดยมีพันธะไฮโดรเจนจับกันดวยแรงไดโพล-ไดโพล และ
เปนโมเลกุลที่มีไดโพลที่เสถียรมากโดยมีคาคงที่ไดอิเล็กทริค (dielectric constant) มากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับตัวทําละลายอีก 9 ชนิด สําหรับตัวถูกละลาย (พอลิเมอรชีวภาพ) เปนสารชีวโมเลกุล
ที่ประกอบดวยคารบอนโดยเชื่อมตอกันดวยพันธะโควาเลนต และจากผลการวิเคราะห FT-IR มีหมู
เอสเทอร แอลดีไฮด ไฮดรอกซิลเปนองคประกอบ ซึ่งจับกันดวยแรงไดโพล-ไดโพลเชนเดียวกันจึง
เกิดการละลายในพวกมีขั้วดวยกันเอง สําหรับการละลายในไดเมทธิวซัลโฟไซดพบวาพอลิเมอร
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ชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมทั้งสองชนิดสามารถละลายไดดี แตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อรานี้ละลายได
บางสวน โดยสามารถละลายไดสูงสุด 47 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อพิจารณาลักษณะการละลายของพอลิ
เมอรชีวภาพทั้งสามชนิด พบวาพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมสามารถละลายน้ําไดเร็วกวาพอลิเมอรจาก
เชื้อรา โดยไมปรากฏลักษณะการพองตัวของพอลิเมอร แตสําหรับพอลิเมอรจากเชื้อ                      
C. dipterrigena BCC2073 พอลิเมอรจะเกิดการพองตัว มีลักษณะคลายวุน ซ่ึงเปนลักษณะการ
ละลายของพอลิเมอรที่เปนโซยาวหรือมีขนาดใหญ กระบวนการเกิดสารละลายพอลิเมอรในตัวทํา
ละลายโดยทั่วไปจึงเกิดไดชากวามากเมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการละลายของสารอินทรียที่มี
โมเลกุลเล็กหรือมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (ชัยวัฒน เจนวาณิชย, 2527) ความสามารถในการละลายของ
พอลิเมอรในตัวทําละลายตางกัน มีประโยชนในงานอื่น เชน การสกัดแยก / ตกตะกอนพอลิเมอร 
การทําใหพอลิเมอรบริสุทธิ์ และการสังเคราะหอนุพันธทางเคมีของพอลิเมอร เปนตน 

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  การวิเคราะหหมูฟงกชันของพอลิเมอร 
เมื่อวิเคราะหหาหมูฟงกช่ันของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลม และจากเชื้อ     

C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมเปนเวลา 6 วัน ที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน พบวา 
แถบที่ปรากฏในยานความถี่ 4000-400 cm-1 ของทั้ง 3 ตัวอยาง สามารถจําแนกไดเปนหมูไฮดรอก
ซิล (O-H) อีเทอร (C-O-C) กลุมคารบอนิล ไดแก เอสเทอร (O-C=O), แอลดีไฮด (C=O), คารบอก
ซิล (HO-C=O) และแอลเคน (-CH) โดยแถบที่ปรากฏมีลักษณะดังนี้ ในพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม
ขนาดโมเลกุลเล็ก (SC-S) พบแถบสเปคตรัมที่เปนตําแหนงของหมูไฮดรอกซิลและหมูคารบอกซิล
ในชวงความถี่ 3415.98 และ 1626.71 cm-1 ตามลําดับ มีแถบเอสเทอรอยูในชวงความถี่ 1103.29 และ 
1077.33 cm-1 แถบอีเทอรอยูในชวงความถี่ 1019.81-1050.06 cm-1 แถบแอลดีไฮดพบในชวงความถี่ 
1746.57 cm-1 สําหรับแถบที่เกิดในชวงความถี่ 2929.95 และ 1265.24 cm-1 เปนแถบที่เกิดจากการยืด
ของพันธะ C-H โดยอยูในกลุมของ methylene (CH2) และ mehyl (CH3) ตามลําดับ และเกิดแถบจาก
การงอของพันธะ C-H ในชวงความถี่ 1419.73 และแสดงแถบของ C-H ในสารประกอบอะโรมาติก 
(ในชวงความถี่ 764.24 cm-1 ) (Figure 20a) และแถบสเปคตรัมในพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมขนาด
โมเลกุลใหญ (SC-L) มีลักษณะคลายกับพอลิเมอร SC-S คือ พบแถบสเปคตรัมที่เปนตําแหนงของ
หมูไฮดรอกซิลและหมูคารบอกซิลในชวงความถี่ 3407.22 และ 1625.72 cm-1 ตามลําดับ แถบเอส
เทอรอยูในชวงความถี่ 1101.75 และ 1145.70 cm-1 พบแถบอีเทอรในชวงความถี่ 1022.45-1049.16 
cm-1 แถบแอลดีไฮดพบในชวงความถี่ 1743.34 cm-1 และพบแอลเคนในชวงความถี่ 2936.50 และ 
1373.72 cm-1 โดยอยูในกลุมของ methylene (CH2) และ mehyl (CH3) ตามลําดับ และเกิดแถบของ
พันธะ C-H ในวงแหวนอะโรมาติก (ในชวงความถี่ 763.80 cm-1) และเกิดแถบจากการงอของพันธะ 
C-H ในชวงความถี่ 1419.73 cm-1ซ่ึงมีลักษณะเดียวกันกับในพอลิเมอร SC-S นอกจากนี้ยังพบแถบ
สเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H (β-glycosicdic linkage) ในชวงความถี่ 895.20 cm-1 อีก
ดวย (Figure 20b) สําหรับพอลิเมอรจากเชื้อรา พบแถบสเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H 
(β-glycosicdic linkage) เชนเดียวกันกับพอลิเมอร SC-L (ในชวงความถี่ 892.49 cm-1) และแถบ

สเปคตรัมที่เปนตําแหนงของหมูไฮดรอกซิลชวงความถี่ 3403.01 cm-1 คารบอกซิลในชวงความถี่ 
1637.54 cm-1 และเอสเทอรชวงความถี่ 1077.33 และ 1147.63 cm-1 นอกจากนั้นยังพบแถบที่เกิดจาก

การยืดตัว (ในชวงความถี่ 2932.46 cm-1) ของพันธะ C-H และเกิดแถบจากการงอของพันธะ C-H 
(ในชวงความถี่ 1421.65 cm-1) เชนเดียวกันกับพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมทั้งสองชนิด (Figure 20c) 
ดังนั้นจะเห็นวา พอลิเมอรเปนพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรด เนื่องจากมีหมูแอลดีไฮด (C=O) 
ไฮดรอกซิล (OH) เปนองคประกอบของน้ําตาล  

 



 

79 

  

(a) 

C-H 
C-H C=O 

CH3

O-H 
C-O 

C-C C-O 

C=O 

 

(b) 

C-H 
C-H  

C1-H C=O 

C-O C-C 
CH3 C-O O-H O=C-OH  

 
(c) 

 

C1-H  
C-H 

C-O C-C 
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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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ผลที่ไดสอดคลองกับหมูฟงกช่ันของเฮมิเซลลูโลสที่สกัดจากฟางขาวสาลี ซ่ึงมีหมู
ฟงกช่ันไฮดรอกซิล (3414 cm-1) คารบอกซิล (1610 cm-1) และแถบการยืดตัว (2919 cm-1) และงอตัว 
(1413 cm-1) ของพันธะ C-H นอกจากนี้ยังปรากฏแถบในชวงความถี่ของ 1164 cm-1ซ่ึงแสดงถึงสาย
พอลิเมอรมีอะราบิโนสเปนกิ่งกาน และเกิดแถบของพันธะ glycosidic ใน C-O-C ชวงความถี่ 1039 
cm-1 (Ren et al., 2008) และจากแถบสเปคตรัมของหมูคารบอกซิลและหมูเอสเทอรแสดงวา         
พอลิเมอรอาจมี uronic acid และ ferulic acid เปนองคประกอบ นอกจากนี้พอลิเมอรชนิด SC-L 
และ   พอลิเมอรจากเชื้อรามีลักษณะคลายกันกับพอลิแซคคาไรดชนิดกลูแคนที่เคยมีรายงานมา โดย
แสดงแถบสเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H (β-glycosicdic linkage), หมูไฮดรอกซิล,           

คารบอนิล และอีเทอร (Huang et al., 2004) โดย frequence ของสารกลุมตางๆ ที่อยูในพอลิเมอร
เหลานี้สรุปอยูใน 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  การหาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรดวย Gel Permeation Chromatography (GPC) 
น้ําหนักโมเลกุลเปนสมบัติที่สําคัญมากอยางหนึ่งของพอลิเมอร ซ่ึงตองนํามา

พิจารณาในการสังเคราะหและการนําไปประยุกตใช เนื่องจากสมบัติบางอยางของพอลิเมอรมี
ความสัมพันธโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุล เชน ความแข็งแรงเชิงกล (mechanical strength) (เต็มสุข 
แตงหอม และคณะ, 2004) การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของตัวอยางพอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่ง
ปาลมและจากการเลี้ยงเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ในน้ํานึ่งปาลม (Table 19) เปรียบเทียบกับ
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สารมาตรฐานพูลลูแลนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ซ่ึงเปนน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยที่ตําแหนง
สูงสุดของพีค (Mp) พบวา น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม พีคที่ไดมีลักษณะเปน
แถบกวาง (broad) แสดงถึงการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุล จากการวิเคราะหหาคาน้ําหนัก
โมเลกุลและการกระจายน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี GPC (Table 19) พบวา คาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิ
เมอรชีวภาพจาก SC-S, SC-L และเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมมีคาน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 1233, 26861 และ 38249 ดาลตัน ตามลําดับ สารเหลานี้จึงจัดเปนพอลิเมอร 
เนื่องจากลักษณะของพอลิเมอรเกิดจากโมโนเมอรหรือโอลิโกเมอรมาเรียงตอกันโดยมีคาน้ําหนัก
โมเลกุลต่ําสุดที่จัดเปนพอลิเมอรคือ หลักพัน (Odian, 1993) สําหรับคาการกระจายน้ําหนักโมเลกุล
มีคาเทากับ 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  องคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรชีวภาพ 
เมื่อศึกษาลักษณะทางเคมีของพอลิเมอรที่ผานการทําบริสุทธ์ิบางสวนจากน้ํานึ่ง

ปาลม SC-S, SC-L และเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม (Table 20) พบวา     
พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S และ SC-L ประกอบดวยน้ําตาลกลุมเฮกโซส (คารบอน 6 
อะตอม) ปริมาณ 62.00 และ 86.61 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร และมีน้ําตาลกลุมเพนโทส (คารบอน 
5 อะตอม) ปริมาณ 55.31 และ 77.26 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ โดยมีน้ําตาลรีดิวซใน
ปริมาณ 101.78 และ 100.22 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ ซ่ึงคิดเปน 42.18 และ 43.25 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเทียบกับน้ําตาลทั้งหมด สําหรับเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 
ประกอบดวยน้ําตาลกลุมเฮกโซส (คารบอน 6 อะตอม) เทากับ 62.61 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร 
และมีน้ําตาลกลุมเพนโทส (คารบอน 5 อะตอม) เทากับ 56.78 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ 
โดยมีน้ําตาลรีดิวซในปริมาณ 66.89 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร หรือคิดเปน 32.58 เปอรเซ็นตของ
น้ําตาลทั้งหมด และเมื่อวิเคราะหปริมาณกรดกลูคูโรนิคในพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S, SC-L 
และเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 พบวา มีปริมาณเทากับ 3.70, 17.86 และ 14.18 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตามลําดับ จากการทดลองแสดงใหเห็นวาพอลิเมอรชีวภาพทั้งสามชนิดประกอบดวยสวนของ
โมเลกุลน้ําตาลชนิด 5 และ 6 คารบอน และมีกรดกลูคูโรนิคประกอบอยูในโครงสรางอีกดวย 
สอดคลองกับผลการวิเคราะหของ FT-IR ของพอลิเมอรชีวภาพที่แสดงหมูไฮดรอกซิลและ         
คารบอนิล 

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  การวิเคราะหชนิดและปริมาณของน้ําตาลที่เปนองคประกอบของพอลิเมอร 
5.5.1  การวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่ เปนองคประกอบดวยวิธี Thin layer 

chromatography (TLC) 
เมื่อวิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบในพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่ง

ปาลม (SC-S และ SC-L) และจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม ที่ผานการ
ยอยดวย 3 M Trifluoroacetic acid เปนเวลา 2 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยใชตัวทํา
ละลายเคลื่อนที่ที่ประกอบดวย isopropyl alcohol : ethyl acetate : H2O ในอัตราสวน 3:3:1    
(Figure 21) พบวา พอลิเมอร SC-S ที่ผานการยอยปรากฏ 5 แถบ โดยมีคา Rf เทากับ 0.071, 0.142, 
0.506, 0.625 และ 0.702 (lane a) พอลิเมอร SC-L ปรากฏ 6 แถบโดยมีคา Rf เทากับ 0.071, 0.149, 
0.458, 0.530, 0.631 และ 0.702 (lane b) และพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 ปรากฏ 6 
แถบโดยมีคา Rf เทากับ 0.083, 0.155, 0.464, 0.530, 0.631 และ 0.702 (lane c) ผลการทดลองของ
ตัวอยางที่ไดเมื่อเทียบกับน้ําตาลมาตรฐานแรมโนส (lane d) ไซโลส (lane e) ฟรุคโตส (lane f)     
อะราบิโนส (lane g) กลูโคส (lane h) กาแลคโตส (lane i) และแมนโนส (lane j) ซ่ึงมีคา Rf เทากับ 
0.708, 0.625, 0.512, 0.536, 0.506, 0.458 และ 0.554 ตามลําดับ พบวา พอลิเมอรจากเชื้อรา            
C. dipterrigena BCC2073 มีคา Rf ใกลเคียงกับน้ําตาลกาแลคโตส อะราบิโนส ไซโลส และแรม
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โนส จึงคาดวานาจะมีน้ําตาลกาแลคโตส อะราบิโนส ไซโลส และแรมโนส เปนองคประกอบ 
สําหรับพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S มีคา Rf ใกลเคียงกับน้ําตาลกลูโคส ไซโลส และแรมโนส 
และพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-L มีคา Rf ใกลเคียงกับน้ําตาลกาแลคโตส อะราบิโนส ไซโลส 
และแรมโนส เปนองคประกอบ จึงนาจะมีน้ําตาลเหลานี้เปนองคประกอบ นอกจากนี้ในพอลิเมอร
ทั้งสามชนิดยังปรากฏแถบที่มีคา Rf ใกลเคียงกันอีกสองแถบ คือท่ีคา Rf เทากับ 0.071 และ 0.149 
แตจากผลการวิเคราะหนี้จะเห็นไดวาคา Rf ของน้ําตาลมาตรฐานหลายชนิดมีคาใกลเคียงกันและ
ใกลเคียงกับคา Rf ของน้ําตาลในพอลิเมอร ดังนั้นเพื่อความแนชัดจึงทําการยืนยันผลการทดลองดวย
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  การวิเคราะหชนิดและปริมาณของน้ําตาลที่เปนองคประกอบดวยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

จากการวิเคราะหหาชนิดของน้ําตาลในพอลิเมอร ผานการยอยดวย 2 M 
Trifluoroacetic acid เปนเวลา 5 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ดวยวิธี HPLC โดยเทียบกับ
น้ําตาลมาตรฐาน คือ ไรโบส กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ใช Aminex HPX-87H column ทํา
การชะดวย 0.05 N H2SO4 ดวยอัตราเร็ว 0.3 มิลลิลิตรตอนาที พบวาสารมาตรฐานน้ําตาลทั้ง 4 ชนิด
คือ ไรโบส กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ถูกแยกออกมาที่เวลา 12.465, 17.975, 19.278 และ 
21.097 นาที ตามลําดับ (Figure 22) สําหรับพอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S ปรากฏ 
peak ตรงกับน้ําตาลกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ที่เวลา 17.968, 19.294 และ 21.097 นาที 
ตามลําดับ โดยมีปริมาณเทากับ 41.29, 109.29 และ 26.14 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ 
(Figure 23a) และพอลิเมอร SC-L ตรงกับน้ําตาลกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ที่เวลา 17.938, 
19.199 และ 21.084 นาที ตามลําดับ มีปริมาณเทากับ 5.86, 43.64 และ 7.75 มิลลิกรัมตอกรัม        
พอลิเมอร ตามลําดับ (Figure 23b) ตามลําดับ สวนพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่
เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม ปรากฏ peak ดังแสดงใน Figure 23c เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับเวลาในการใช
แยกสารมาตรฐานน้ําตาล พบวาตรงกับน้ําตาลกลูโคส และอะราบิโนส ที่เวลา 18.376 และ 21.245 
นาที ตามลําดับ โดยมีปริมาณเทากับ 147.41 และ 120.68 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ 
อยางไรก็ตามจากการวิเคราะห (Figure 22, 23) มีคาระยะเวลาในการแยกแตกตางกัน เนื่องจากการ
วิเคราะห HPLC คนละครั้งกัน สภาวะบางอยางอาจมีการเปลี่ยนแปลงไป แตระยะเวลาที่ออกมาของ
สารก็จะเทียบกับระยะเวลาของน้ําตาลมาตรฐานของครั้งที่วิเคราะหซ่ึงตรงกัน จากผลการทดลองนี้ 
สามารถสรุปและจําแนกชนิดพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S และ SC-L ไดเปนพอลิแซคคาไรดที่มี
น้ําตาลไซโลสเปนองคประกอบหลัก ซ่ึงอาจไดแก เฮมิเซลลูโลสจําพวก กลูโคโรโนไซแลน 
(glucuronoxylan) หรือ อะราบิโนไซแลน (arbinoxylan) (Complex carbohydrate research center, 
2007) สวนพอลิเมอรจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม สามารถจําแนก 
พอลิเมอรไดเปนเฮทเทอรโรพอลิแซคคาไรด (Zhang et al., 2006) เนื่องจากมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว
คือ กลูโคส และอะราบิโนส เปนองคประกอบ ซ่ึงตางจากผลการศึกษาที่ผานมา โดยพบวา           
พอลิแซคคาไรดจาก Cordyceps dipterigena, Cordyceps nipponica (Madla et al., 2005) และ 
Cordyceps militaris (Yu et al., 2004) ที่เล้ียงในอาหาร PDB มีน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบเพียง
ชนิดเดียว อยางไรก็ตาม Kim และ Yun (2005) ศึกษาองคประกอบของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวใน     
พอลิแซคคาไรดจาก Cordyceps sinensis พบวา ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส (7.75 %) แมนโนส 



 

86 

(42.19 %) กาแลคโตส (43.37 %) และอะราบิโนส (4.61 %) เปนองคประกอบ จึงจัดเปนกาแลคโต
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.   คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติก 

6.1  การเตรียมสารพอลิเมอร 
นําสารพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด คือ พอลิเมอรที่สกัดดวยเอทานอลจากน้ํานึ่งปาลมมี 

SC-S และ SC-L และพอลิเมอรจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม มา
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  พบวา สารพอลิเมอรที่ใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดสูงสุดคือ           
พอลิเมอร SC-S (505.851 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร) รองลงมาคือ พอลิเมอร SC-L (433.033 
มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร) สวนพอลิเมอรที่ผลิตจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 มีปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดเทากับ 258.101 มิลลิกรัมตอกรัมพอลิเมอร ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 24. และ
เมื่อวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเริ่มตนโดยมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซคิดเปน 10.255, 11.488 และ 
20.373 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณน้ําตาลทั้งหมดซึ่งพบในพอลิเมอรจาก 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  ผลของการทนตอการยอยในสภาวะที่เปนกรด 
ในการทดสอบคุณสมบัติการทนตอการยอยในสภาวะที่เปนกรดของสารพอลิเมอร

ชีวภาพที่สกัดดวยเอทานอลจากน้ํานึ่งปาลม SC-S และ SC-L และจากเชื้อ C. dipterrigena 
BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม เพื่อคัดเลือกพอลิเมอรชีวภาพที่มีศักยภาพที่จะไมถูกยอยโดยกรด
ในกระเพาะอาหาร ซ่ึงกระเพาะอาหารของคนปกติจะมีพีเอช 1-3 เมื่อยอยสารพอลิเมอรทั้งหมดที่มี
พีเอช 1, 2 และ 3 เปนเวลา 4 ช่ัวโมงพบวา ในสภาวะความเปนกรดที่พีเอช 1 พอลิเมอรที่แยกไดจาก
น้ํานึ่งปาลมสวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลเล็ก (SC-S) ถูกยอยสลายสูงสุดโดยเมื่อครบเวลา 4 ช่ัวโมง คือ
ถูกยอย 2.81 ± 0.03 เปอรเซ็นต ของปริมาณพอลิเมอรเร่ิมตน รวมทั้งเปนพอลิเมอรที่ถูกยอยสูงสุดที่
พีเอช 2 และ 3 ดวย โดยมีแนวโนมในการถูกยอยเพิ่มขึ้นในหนึ่งชั่วโมงแรก และคงที่จนถึง 4 
ช่ัวโมง ในขณะที่พอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมสวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลใหญ (SC-L) ทนตอ
สภาวะความเปนกรดไดดีที่สุดโดยถูกยอยที่พีเอช 1 เวลา 4 ช่ัวโมง เทากับ 2.20 ± 0.04 เปอรเซ็นต 
สวนพอลิเมอรที่ผลิตจากเชื้อ C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมนั้นถูกยอย 2.54 ± 
0.05 เปอรเซ็นต ที่เวลา 4 ช่ัวโมง (Figure 25) ดังนั้น พอลิเมอรทั้ง 3 ชนิดสามารถทนตอการยอยโดย
กรดที่พีเอช 1 ไดสูงโดยมีสวนที่ไมถูกยอยถึง 97.8, 97.19 และ 97.46 เปอรเซ็นต สําหรับพอลิมอรที่
แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมในสวนของน้ําหนักโมเลกุลใหญและน้ําหนักโมเลกุลเล็ก และพอลิเมอรที่
ผลิตโดย C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงน้ํานึ่งปาลม ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาเปอรเซ็นตการ
ถูกยอยของพอลิเมอรเปรียบเทียบกับพอลิเมอรชนิดอื่นที่มีการทดสอบมาแลว พบวา สามารถทน
การถูกยอยในสภาวะที่เปนกรดสูงเชนเดียวกับพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคาไรดที่ผลิตจาก Weissella 
cibaria A2, Lactobacillus plantarum A3, Weissella confusa A9 และ Pediococcus pentosaceus 
5S4 โดยถูกยอยไปรอยละ 0.35, 1.59, 2.5 และ 0.55 ของปริมาณพอลิเมอรเร่ิมตน ตามลําดับ    
(นันทินา เชิญทอง, 2550) เชนเดียวกับรายงานของ นิรัญญา บุญติ้น (2550) โดยศึกษาการทนตอการ
ยอยในสภาวะที่เปนกรดของสารสกัดจากมันเทศสีขาวเปลือกแดง บีทรูท มันฝร่ัง และมันเทศสีมวง
เปลือกเหลือง พบวามีปริมาณองคประกอบของสารสกัดที่ไมถูกยอยเหลืออยู 75.37, 84.25, 74.29 
และ 88.09 เปอรเซ็นต ตามลําดับ หลังจากถูกยอยเปนเวลา 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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จากการทดสอบความสามารถในการทนตอการยอยในสภาวะที่เปนกรดสูงโดย
การใช HCl buffer ระดับพีเอช 1, 2 และ 3 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง พบวา พอลิเมอรทั้ง 4 ชนิดมี
ความสามารถทนตอสภาวะดังกลาวไดดีมากและมีบางสวนเทานั้นที่ถูกยอย และเมื่อพิจารณา
เปอรเซ็นตของพอลิเมอรที่ถูกยอยเปรียบเทียบกับพอลิเมอรชนิดอื่นที่มีการทดสอบมาแลวพบวา
สามารถทนการยอยในสภาวะที่เปนกรดสูงเชนเดียวกับ EPSs ที่ผลิตโดย Lactobacillus 
sanfranciscensis TMW1.392 ซ่ึงทดสอบความสามารถในสภาวะที่เปนกรดสูงในกระเพาะอาหารที่
พีเอช 2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง พบวามีเพียง 3 เปอรเซ็นต เทานั้นที่ถูกยอย 
(Korakli, 2002) นอกจากนี้มีการศึกษาความสามารถในการทนตอการยอยของลีเวน (levan) ที่ได
จากการสังเคราะหจากน้ําตาลซูโครสโดยใชน้ํายอยจากกระเพาะ (gastric juice) พบวาสารสกัด
ดังกลาวถูกยอยไปบางสวนเทานั้น โดยที่ผลจากการถูกยอยโดยกรดทําใหน้ําหนักโมเลกุลของ 
levan ลดลง (Yamamoto et al., 1999) และจากการทดสอบกับโอลิโกฟรุคโตส (oligofructose) และ 
อินนูลิน (inulin) พบวาถูกยอยไปบางสวนเทานั้นซ่ึงมีสวนที่เหลือไปยังลําไสใหญถึง 85-89 
เปอรเซ็นต ซ่ึงต่ํากวาผลจากการทดลองนี้ และเมื่อเปรียบเทียบการทนตอการยอยในสภาวะเปนกรด
สูงกับพรีไบโอติกชนิดอื่นที่ไดกลาวมาขางตนพบวา พอลิเมอรที่ใชในการทดลองครั้งนี้มี
ความสามารถทนกรดไดดีกวาพรีไบโอติกดังกลาว แสดงใหเห็นวาพอลิเมอรมีคุณสมบัติเบื้องตนใน
การเปนพรีไบโอติกที่ดี ซ่ึงโดยปกติที่ความเขมขนกรดสูงสามารถยอยไดดีกวาที่ความเขมขนกรด
ต่ํา ทั้งนี้เนื่องจากที่ระดับความเปนกรดสูงจะมีความรุนแรงมากกวาจึงสงผลตอพันธะที่เช่ือมตอกัน
ของโมเลกุลน้ําตาลใหหลุดจากกันไดงายกวาสภาวะที่เปนกรดต่ํา ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Gnoth และคณะ (2000) ไดศึกษาความสามารถการทนตอสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหาร
ของโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากน้ํานมมนุษย (human milk oligosaccharides, HMOs) โดยทดสอบที่
พีเอช 2.5 พบวามีเปอรเซ็นตการยอยเกิดขึ้นไดนอยมาก แตเมื่อลดระดับพีเอชลง (<2) พบวาโอลิโก
แซคคาไรดที่ไดจากน้ํานมมนุษยจะถูกยอยเพิ่มขึ้น การยอยสารสกัดโดยกรดที่พีเอชตางๆ อาจเกิด
แบบสุม ซ่ึงถาสารพอลิเมอรนั้นมีสารประกอบโมเลกุลใหญ จะมีเปอรเซ็นตการถูกยอยที่ต่ํากวาสาร
พอลิเมอรที่มีสารประกอบโมเลกุลเล็ก ซ่ึงเปนไปไดจากการที่พอลิเมอรเหลานี้มีคาองคประกอบ
สวนใหญเปนน้ําตาลรีดิวซหรือน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ซ่ึงสังเกตไดจากปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
ใกลเคียงกับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ สนับสนุนวา ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเปนองคประกอบสวนใหญใน
สารพอลิเมอรที่สกัดดวยเอทานอลเหลานี้ กรณีเชนนี้อาจเนื่องมาจากสารพอลิเมอรเหลานี้มี
ความสามารถในการทนตอกรดไดสูง โดยปกติระดับพีเอชในกระเพาะอาหารในรางกายมนุษยโดย
เฉลี่ยประมาณ 1-3 ดังนั้นสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกตองสามารถทนตอการยอยของกรดที่   
พีเอชตางๆเหลานี้ได จากการทดลองพบวาสารพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด มีองคประกอบที่สามารถทนตอ
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การยอยดวยกรดพีเอช 1 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ไดสูงกวา 80 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงคัดเลือกและนําสาร
พอลิเมอรเหลานี้ไปศึกษาคุณสมบัติการเปน พรีไบโอติกตอไป  

6.3  ผลของการยอยสารพอลิเมอรดวยเอนไซม human pancreatic α–amylase 
การทดสอบความสามารถในการทนตอการยอยดวยเอนไซม human pancreatic 

α–amylase เปนอีกคุณสมบัติหนึ่งของการเปนสารพรีไบโอติก โดยเอนไซมนี้มีความจําเพาะกับพอ
ลิเมอรที่ประกอบดวยหนวยยอยที่ตอกันดวยพันธะ α-1,4 ในลําไสเล็ก ดังนั้นจึงทดสอบการทนตอ
การยอยของพอลิเมอรดวยเอนไซม α–amylase โดยการนําพอลิเมอรที่มีเปอรเซ็นตการถูกยอยดวย
กรดที่พีเอช 1 เวลา 4 ช่ัวโมง ต่ํากวา 20 เปอรเซ็นต (จากขอ 6.2) ซ่ึงไดแก พอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํา
นึ่งปาลมทั้งสองโมเลกุลและพอลิเมอรจากเชื้อราทั้งที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม มายอยตอดวยเอนไซม 
human pancreatic α–amylase ความเขมขน 1 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยใชเวลาในการยอย 6 ช่ัวโมง ซ่ึง
เปนเวลาโดยเฉลี่ยที่อาหารถูกยอยอยูในลําไสเล็กของบุคคลปกติทั่วไป พบวามีเพียงสารพอลิเมอร
จากน้ํานึ่งปาลมในสวนของโมเลกุลเล็กชนิดเดียวเทานั้นที่สามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดี 
โดยมีเปอรเซ็นตการถูกยอย 7.842 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีเปอรเซ็นตการถูกยอยต่ํามาก ดังแสดงใน Figure 
26 โดยพอลิเมอรจากเชื้อราที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลมมีเปอรเซ็นตการถูกยอยสูงที่สุดคือ 29.908 
เปอรเซ็นต รองลงมาเปนพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมในสวนของโมเลกุลใหญ ซ่ึงมีเปอรเซ็นตการถูก
ยอยเปน 19.625 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบความสามารถในการทนตอการยอยโดยกรดและเอนไซมที่
สภาวะเดียวกันของพอลิเมอรชีวภาพกับสารสกัดจากพืช พบวา จากการทดสอบความสามารถใน
การทนตอการถูกยอยในทางเดินอาหารขององคประกอบในสวนที่ไมใชแปงของขนมปงที่ทํามา
จากขาวโพด พบวา ไมถูกยอยดวยกรดและเอนไซมในลําไสเล็กของคน ขณะที่ขาวโอต กลวย และ
มันฝร่ังมีการยอยสลายไป 5.2, 2.9 และ 13.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เห็นไดวาพอลิเมอรสามารถทน
ตอการยอยในทางเดินอาหารสวนบนไดดีพอกับสารพรีไบโอติกจากพืชที่ไดมีการทดสอบมาแลว 
(Cumming and Englyst, 1987) ) เชนเดียวกันกับรายงานของ Wichienchot (2005) ศึกษาคุณสมบัติ
การทนตอการยอยดวยสภาวะกรดจําลองในกระเพาะอาหารมนุษยและทนตอการยอยดวย amylase
จากตับออนมนุษยของโอลิโกเด็กแตรนที่ผลิตโดยเชื้อ Gluconobacter oxydans NCIMB4943 พบวา 
กรดจําลองของกระเพาะอาหารไมสามารถยอยได แตสามารถทนตอการยอยดวย amylase ไดสูงสุด 
25 เปอรเซ็นต และ HMOs โดยทดสอบการทนตอการยอยดวยเอนไซมที่หล่ังออกมาในชองปาก 
การทนตอกรดในกระเพาะอาหารและทนตอการยอยดวยเอนไซมที่หล่ังออกมาบริเวณลําไสเล็ก 
พบวาสามารถทนตอการยอยไดดี โดยเกิดการยอยต่ํากวา 5 เปอรเซ็นต (Gnoth et al., 2000) ซ่ึง
ใกลเคียงกับพอลิเมอร SC-S การที่พอลิเมอรสามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดีนั้น อาจ
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เนื่องมาจากพันธะที่จับกันระหวางโมเลกุลในสายของน้ําตาลในพอลิเมอรชีวภาพไมมีความจําเพาะ
กับเอนไซม α–amylase 

จากการทดสอบคุณสมบัติของพรีไบโอติกในดานความสามารถในการทนตอการ
ยอยในทางเดินอาหารสวนบนซึ่งไดแกการทนตอการยอยในกระเพาะอาหารและลําไสเล็กซึ่งพบวา        
พอลิเมอรที่แยกจากน้ํานึ่งปาลมสวนโมเลกุลเล็ก (SC-S) สามารถทนตอการยอยไดดีโดยมีเพียง
บางสวนเทานั้นที่โดนยอย เนื่องจากพอลิเมอรที่ใชในการทดสอบมีความสามารถในการทนตอกรด
ซ่ึงเปนการยอยแบบสุม ทั้งนี้เนื่องจากความแข็งแรงของพันธะภายในพอลิเมอรและจากการที่พันธะ
ที่จับกันระหวางโมเลกุลในสายของน้ําตาลในพอลิเมอรไมมีความจําเพาะกับเอนไซม α–amylase 
ซ่ึงเอนไซมชนิดนี้จะมีความจําเพาะตอพันธะ α-1,4 ซ่ึงสารประกอบโอลิโกแซคคาไรดและแปงที่
พบในพืชนั้นมีความหลากหลาย คือประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายชนิดเชื่อมกันดวยพันธะ
ที่แตกตางกัน เชน α-1,4, α-1,2, α-1,6, β -1,2 และ β-1,4 เปนตน (Oku and Nakamura, 2002) ดงันัน้
การที่สารพอลิเมอรเหลานี้ถูกยอยดวย α–amylase ไดนอยนั้น อาจเนื่องมาจากในสายพอลิเมอรนั้น
มีการเชื่อมตอกันดวยพันธะที่แข็งแรงและมีการเชื่อมตอกันดวยพันธะ α–1,4 นอย ทําใหพอลิเมอร
ชีวภาพสามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดี จากการการศึกษาของ Lagaert และคณะ (2007) 
พบวาพอลิแซคคาไรดชนิด xylooligosaccharides (XOS) เปนน้ําตาลกลุม oligomers ที่ประกอบดวย
น้ําตาลไซโลสเชื่อมกันดวยพันธะ β-1,4 เปนเหตุใหพอลิเมอรเหลานี้สามารถทนตอการยอยดวย
เอนไซมในลําไสเล็กไดดี แตอยางไรก็ตามในการทดสอบการยอยในลําไสเล็กนั้นไมมีเพียงแต
เอนไซม human pancreatic α–amylase เทานั้น ในความเปนจริงยังมีเอนไซม α–amylase ที่พบใน
น้ําลายโดยมีความจําเพาะเชนเดียวกับเอนไซม α–amylase ที่อยูในลําไสเล็ก แตการยอยเกิดขึ้นนอย
มากเมื่อเทียบกับการยอยของเอนไซม α–amylase ที่อยูในลําไสเล็ก นอกจากนี้ในลําไสเล็กยังมี
เอนไซมที่สามารถยอยพอลิแซคคาไรดได เชน glucoamylase, maltase, lactase และ sucrase ซ่ึงเปน
เอนไซมที่มีความจําเพาะกับ α–1,6 และ α–1,4 (Smith and Morton, 2001) ทําใหมีความเปนไปไดที่
จะยอยพอลิเมอรไดในระดับหนึ่ง เนื่องจากพอลิเมอร SC-S และ SC-L นาจะเปนพอลิเมอรชนิด   
อะราบิโนไซแลนซึ่งมีองคประกอบหลักเปนน้ําตาลไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 และมีโซ
กิ่งที่เปนน้ําตาลอะราบิโนสเชื่อมตอกันดวยพันธะ α-1,2 หรือ α-1,3 (Taylor et al., 2006; Grootaert 
et al., 2007) และมีกรดกลูคูโรนิคเชื่อมตอกันดวยพันธะ α-1,2 นอกจากนี้อาจมีโซกิ่งที่เปนโอลิโก
เมอรที่ประกอบดวยน้ําตาลอะราบิโนสเชื่อมกับน้ําตาลไซโลสดวยพันธะ α-1,3 หรือ α-1,2 และกา
แลคโตสเชื่อมตอน้ําตาลไซโลสดวยพันธะ α-1,4 หรือเชื่อมตอน้ําตาลอะราบิโนสดวยพันธะ α-1,5 
อีกดวย (Saha, 2003) และพอลิเมอรจากเชื้อราเปนชนิดกลูแคนมีกาแลคโตสเชื่อมตอกันดวยพันธะ 
β-1,3 (Methacanon et al., 2005) ทําใหถูกยอยไดนอย และจากการศึกษาของ Mcpherson และ Jane 



 

94 

(1999) พบวาปริมาณของคารโบไฮเดรตที่มีในกลุมมันตางๆ พบวามีปริมาณ 25-35 เปอรเซ็นต ซ่ึง
จะประกอบดวย non starch polysaccharide, dietary fiber, amylase (15-20 เปอรเซ็นต) และ 
amylopectin เปนตน จากการทดลองครั้งนี้พบวาพอลิเมอร SC-S ทนตอการยอยดวยเอนไซม        
α–amylase ไดดี คาดวาในสายพอลิเมอรนาจะมีองคประกอบของ amylase อยูนอยมาก และอาจมี
องคประกอบอื่นๆ ที่มีพันธะหลากหลายซึ่งสามารถทนตอการยอยดวยเอนไซมไดดี การที่พอลิเมอร
ถูกยอยดวยเอนไซมไดดีกวาถูกยอยดวยกรด อาจเนื่องมาจากพอลิเมอรไดผานการยอยดวยกรดแบบ
สุมซึ่งไมจําเพาะตอพันธะภายในโมเลกุลทําใหเหลือพอลิเมอรที่มีสายโมเลกุลส้ันๆ เมื่อนํามายอย
ตอดวยเอนไซมซ่ึงมีความจําเพาะตอพันธะในการที่จะเขาไปยอยภายในโมเลกุลนั้นๆ ทําใหเกิดการ
ยอยไดมากกวาการยอยดวยกรด 

จากการพิจารณาการถูกยอยดวยกรดและเอนไซมของพอลิเมอรชีวภาพทั้งสาม
ชนิดคือ พอลิเมอร SC-S, SC-L และจากเชื้อราที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม พบวามีเปอรเซ็นตการถูกยอย
เทากับ 10.652, 21.825 และ 32.448 เปอรเซ็นต ดังแสดงใน Figure 27 ซ่ึงพอลิเมอร SC-L สามารถ
ทนตอการยอยดวยกรดไดสูงสุด รองลงมาคือพอลิเมอรจากเชื้อราและพอลิเมอร SC-S ตามลําดับ 
แตเมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวเริ่มตนที่มีอยูในพอลิเมอรชนิดตางๆกอนนําไปยอยดวย
กรดและเอนไซม พบวาพอลิเมอรจากเชื้อรามีปริมาณ 20.373 เปอรเซ็นต ในขณะที่พอลิเมอรจากน้ํา
นึ่งปาลมชนิด SC-S และ SC-L มีปริมาณ 10.255 และ 11.488 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และมีปริมาณ
องคประกอบที่ไมถูกยอยดวยกรดและเอนไซมเหลืออยูทั้งหมดเทากับ 67.552, 89.348 และ 78.175 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากผลการทดลองจะบงบอกไดวาในพอลิเมอรเหลานี้มีองคประกอบที่ไมถูก
ยอยและดูดซึมโดยทางเดินอาหารสวนตน และมีโอกาสเหลือไปถึงลําไสใหญไดมากกวา 70 
เปอรเซ็นต ยกเวนพอลิเมอรจากเชื้อรา ซ่ึงจากการศึกษาการเปนสารพรีไบโอติกที่ดีนั้นตองสามารถ
ทนตอการยอยดวยกรดและเอนไซมได และเหลือไปถึงลําไสใหญไดมากกวา 60 เปอรเซ็นต พบวา
โอลิโกฟรุคโตส (oligofructose) และอินนูลิน (inulin) สามารถทนตอการถูกยอยดวยทางเดินอาหาร
สวนบน และเหลือไปถึงลําไสใหญถึง 85-89 เปอรเซ็นต (Cumming et al., 2001) ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองของ Englyst และ Cumming (1987) พบวาในขาวโอต กลวย และมันฝร่ัง มี non starch 
polysaccharide เหลืออยูมากกวา 85 เปอรเซ็นต หลังจากการทดสอบการยอยในทางเดินอาหาร
สวนบน ในการที่มีปริมาณของพอลิเมอรเหลือไปยังลําไสใหญไดมากกวา 70 เปอรเซ็นต โดยถูก
ยอยไดในชวง 7.8–29.9 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงคัดเลือกพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม SC-S ไปใชในการ
ทดลองตอไปเพราะถูกยอยไดนอยที่สุด 
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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  ผลของการใชพอลิเมอรเปนแหลงคารบอนตอการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก 
นอกจากคุณสมบัติการทนตอการยอยโดยกรดและเอนไซมในทางเดินอาหาร

สวนบนแลวพรีไบโอติกจะตองสามารถสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกในลําไสใหญ
ไดดวย เมื่อทดสอบการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติก Lactobacillus acidophilus 
และ Lactobacillus plantarum โดยใชพอลิเมอรที่คัดเลือกได (จากขอ 6.3) คือ พอลิเมอรจากน้ํานึ่ง
ปาลมขนาดโมเลกุลเล็ก (SC-S) มาเปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบกับการใชน้ําตาลกลูโคสเปน
แหลงคารบอน พบวา เชื้อ L. acidophilus เจริญไดดีที่สุดเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนโดย
แบคทีเรียโปรไบโอติกเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็วใน 12 ช่ัวโมงแรก และมีการเจริญสูงสุดที่ 24 
ช่ัวโมง โดยมีจํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้น 1.20 log CFU/ml หลังจากนั้นการเจริญของเชื้อคอยๆลดลง
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เมื่อเวลาครบ 72 ช่ัวโมง ในขณะที่ชุดการทดลองที่ใชพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมที่คัดเลือกไดเปน
แหลงคารบอนเชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้นนอยมากโดยมีจํานวนเซลลเพิ่มขึ้นสูงสุดที่เวลา 24 ช่ัวโมง คือ
มีจํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นเปน 0.67 log CFU/ml และการเจริญลดลงจนครบเวลา 72 ช่ัวโมง อยางไร
ก็ตามเมื่อเปรียบเทียบอัตราการเจริญของเชื้อที่ 24 ช่ัวโมง ในชุดการทดลองที่ใชพอลิเมอรที่คัดเลือก
ไดเปนแหลงคารบอนกับชุดการทดลองที่ไมเติมแหลงคารบอน (0.25 log CFU/ml ที่เวลา 24 
ช่ัวโมง) พบวา มีการเจริญแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) แตเมื่อเปรียบเทียบกับการเจริญใน
อาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน เมื่อวิเคราะหคาความแตกตางทางสถิติ พบวาการเจริญของ    
L. acidophilus ในอาหารที่มีพอลิเมอรต่ํากวาการเจริญในอาหารที่มีกลูโคสอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) จึงสรุปไดวาพอลิเมอรสามารถสงเสริมการเจริญของ L. acidophilus ไดนอยมาก (Figure 
28a)  

เมื่อพิจารณาการใชพอลิเมอรที่คัดเลือกไดกับกลูโคสเปนแหลงคารบอนของ       
L. plantarum ในการเจริญ พบวา L. plantarum สามารถเจริญไดดีในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลง
คารบอนเชนเดียวกัน โดยมีแนวโนมการเจริญเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยง และเชื้อ
จะเจริญไดสูงสุดที่เวลา 24 ช่ัวโมง คือจํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นเปน 1.175 log CFU/ml และหลังจาก
นั้นจํานวนเชื้อมีแนวโนมลดลงจนครบชั่วโมงในการเลี้ยง (72 ช่ัวโมง) จากการศึกษาผลของ        
พอลิเมอรชีวภาพ SC-S ตอการสงเสริมการเจริญของ L. plantarum พบวา สามารถสงเสริมการเจริญ
ไดดีกวาแบคทีเรียสายพันธุ L. acidophilus โดยเชื้อมีการเจริญคอยๆเพิ่มขึ้นใน 12 ช่ัวโมงแรก คือ 
จํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 เปน 0.89 log CFU/ml และมีการเจริญสูงสุดเปน 1.175 log 
CFU/ml (ที่ 24 ช่ัวโมง) และเชื้อมีแนวโนมลดลงจนครบชั่วโมงในการเลี้ยง (72 ช่ัวโมง) ซ่ึง           
L. plantarum สามารถเจริญไดดีในอาหารที่มีพอลิเมอร SC-S เปนแหลงคารบอนซึ่งไมแตกตางกับ
การเจริญในอาหารที่มีกลูโคสที่เวลาเดียวกัน (24 ช่ัวโมง) อยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) แตเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแหลงคารบอน (0.43 log CFU/ml) พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวา เชื้อ L. plantarum สามารถใช  
พอลิเมอรที่คัดเลือกไดเปนแหลงคารบอนในการเจริญได (Figure 28b) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก          
L. plantarum สามารถผลิตเอนไซมขึ้นมายอยสารพอลิเมอรชนิดนี้ เพื่อนําไปใชในการสราง
พลังงานของเซลลและชวยในการเจริญ ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบการสงเสริมการเจริญของพอลิเมอร
ชีวภาพใน Lactobacillus ทั้ง 2 สายพันธุ ที่ใชในการทดลอง พบวา L. plantarum สามารถเจริญได
ดีกวา L. acidophilus เนื่องจาก L. plantarum สามารถใชสารที่มีโมเลกุลใหญไดดีกวา                     
L. acidophilus (Kaplan and Hutkins, 2000) และจากการรายงานของ Sako และคณะ (1999) พบวา



 

97 

แบคทีเรีย Lactobacillus สามารถใช lactulose และ raffinose ไดใกลเคียงกับกลูโคส ซ่ึงก็ขึ้นอยูกับ
สายพันธุจุลินทรียดวย 
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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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เมื่อวิเคราะหปริมาณพอลิเมอรชีวภาพที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวัดในรูปของ
น้ําตาลทั้งหมด แลวเปรียบเทียบกับน้ําตาลทั้งหมด (พอลิเมอรชีวภาพ) ที่เติมลงไปตอนเริ่มตน 
พบวา L. plantarum สามารถใชพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมไปในการเจริญไดอยางรวดเร็ว
ในชวง 12 ถึง 36 ช่ัวโมง และมีแนวโนมคงที่เมื่อเพิ่มระยะเวลาการหมักจนครบ 72 ช่ัวโมง เมื่อ
พิจารณาการเจริญในชวงเวลาเดียวกัน พบวา เชื้อมีการเจริญดีในชวง 24 ช่ัวโมงแรก มีปริมาณ 
11.35 logCFU/ml แตหลังจากชั่วโมงที่ 24 ปริมาณเชื้อลดลงเปน 10.57 logCFU/ml และลดลง
เรื่อยๆ จนถึง 72 ช่ัวโมง (Figure 29b) ในขณะที่การใชพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมของ          
L. acidophilus (Figure 29a) เพิ่มขึ้นเมื่อเวลา 24 ช่ัวโมง และหลังจาก 36 ช่ัวโมง มีแนวโนมคงที่
จนถึง 72 ช่ัวโมง ซ่ึงเมื่อพิจารณาการเจริญในชวงเวลาเดียวกัน พบวา มีลักษณะการเจริญเหมือนกับ 
L. plantarum โดยเชื้อมีการเจริญใน 24 ช่ัวโมงแรก (10.81 logCFU/ml) แตหลังจากชั่วโมงที่ 24 
ปริมาณเชื้อลดลงเปน 10.36 logCFU/ml และลดลงเรื่อยๆ จนครบ 72 ช่ัวโมง ซ่ึงอาจเปนไปไดวาใน
ชวงแรกที่เชื้อมีการเจริญนั้นเชื้อนําสารอาหารจากแหลงอื่นไปใชกอนเพราะในความเปนจริง          
จุลินทรียจะใชสารอาหารที่สามารถใชไดงายกอน เนื่องจากใน minimal medium มีปริมาณยีสตสกัด
และเปปโตนอยูอยางละ 2 กรัมตอลิตร เมื่อสารอาหารในสวนนี้ถูกใชหมดไป เชื้อจึงนําแหลง
คารบอนจากพอลิเมอรมาใชแตเนื่องจากพอลิเมอรมีโครงสรางที่ซับซอนยากตอการยอยไดสมบูรณ 
เนื่องจากพอลิเมอร SC-S เปนพอลิเมอรชนิดเฮมิเซลลูโลสซึ่งอยูในกลุมอะราบิโนไซแลน ที่
ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเปนโซหลัก มีน้ําตาลอะราบิโนสและ/หรือกาแลคโตสเปนกิ่ง ซ่ึงตองใช
เอนไซม endo-1,4-β-xylanase และ α-1,2, α-1,3 arabinofuranosidase สําหรับยอยสายของน้ําตาล
ไซโลสและอะราบิโนส นอกจากนี้ยังมีโมเลกุลของกรดกลูคูโรนิค (glucuronic acid) และเฟอรูลิค 
(ferulic acid) เปนองคประกอบในพอลิเมอรอีกดวย (Taylor et al., 2006; Grootaert et al., 2007) แต
เนื่องจากเชื้อในกลุมแลคติกไมสามารถผลิตเอนไซมในกลุมนี้มายอยพอลิเมอรใหเปนน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยวไปใชได อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในอาหารที่เติมกลูโคสและใน
อาหารที่เติมพอลิเมอร พบวาในอาหารที่เติมกลูโคสมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดมากกวาในอาหารที่เติม
พอลิเมอรถึง 4 เทา (Figure 29) จึงทําใหเชื้อไมมีสารอาหารที่เพียงพอสําหรับการเจริญตอ สงผลให
การเจริญของเชื้อนอยกวาในอาหารที่มีกลูโคสและเชื้อมีการเจริญลดลง เมื่อเปรียบเทียบการใช
แหลงคารบอนของแบคทีเรียโปรไบโอติก L. plantarum และ L. acidophilus พบวาการใชแหลง
คารบอนของเชื้อโปรไบโอติกจะคอยๆมีปริมาณเพิ่มขึ้นในชวง 36 ช่ัวโมงแรก และมีการเพิ่มขึ้น
เล็กนอยจนครบ 72 ช่ัวโมง โดยเชื้อใชพอลิเมอรไดไมถึง 50 เปอรเซ็นต ของปริมาณเริ่มตน ซ่ึงเชื้อ 
L. plantarum สามารถนําไปใชมากที่สุดคือ 35.71 เปอรเซ็นตของปริมาณน้ําตาลเริ่มตน ที่เวลา 72 
ช่ัวโมง ในขณะที่ L. acidophilus มีการใชพอลิเมอรชีวภาพคิดเปน 22.89 เปอรเซ็นต ที่เวลา 36 
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ช่ัวโมง (Figure 29) ในลําไสมนุษยมีแบคทีเรียบางสายพันธุเทานั้นที่สามารถผลิตเอนไซมเพื่อยอย
สารอะราบิโนไซแลน ซ่ึงไดแก lactobacilli, bacteroides และ non-pathogenic clostridia โดย
แบคทีเรียสายพันธุเหลานี้สามารถยอยคารโบไฮเดรตที่ซับซอนได เชน Bacteroides fragilis, 
Bacteroides ovatus และ Bacteroides thetaiotaomicron มีบทบาทสําคัญในกระบวนการแมทาบอลิ
ซึมคารโบไฮเดรตเนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้สามารถผลิตเอนไซม depolymerizing ไดหลายชนิด 
(Grootaert et al., 2007) Kontula และคณะ (2000) ศึกษาการใชอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรด
ที่สกัดจากขาวไรยและรําขาวไรยเปนสับสเตรทตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ Lactobacillus 
ที่แยกไดจากการตัดชิ้นเนื้อสําไสของมนุษย พบวาอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดชวยสงเสริม 
lactobacilli บางสายพันธุเทานั้น (Lactobacillus cellobiosus และ Lactobacillus salivarius) ในขณะ
ที่สายพันธุอ่ืนไมสามารถเจริญบนสับเสตรทนี้ได (Lactobacillus rhamnosus และ Lactobacillus 
salivarius) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียกลุม lactobaciili สายพันธุ 
Lactobacillus plantarum และ Lactobacillus rhamnosus (GG) และแบคทีเรีย Lactococcis lactis 
โดยใชอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากรําขาวโอตเปนสับสเตรท ผลการทดลองพบวา
ไมมีแบคทีเรียสายพันธุใดที่สามารถเจริญบนสับสเตรทนี้ไดเลย อาจเปนเพราะเลี้ยงเชื้อในอาหารที่
มีกลูโคสกอนทําการทดลองในอาหารที่เติมใชอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดแทนกลูโคสจึง
ทําใหเกิดการยับยั้งสารแคทาบอไลตของเอนไซม (Kontula et al., 1998)  

เมื่อวัดการเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช
พอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมเปนแหลงคารบอน พบวาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นระหวางการ
เจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง 2 มีการเปลี่ยนแปลงของระดับพีเอชนอยมากเมื่อเทียบกับการ
เจริญในอาหารที่มีกลูโคส โดยการเจริญของ L. plantarum มีพีเอชลดลงจากพีเอชเริ่มตน 5.78 เปน 
5.02 (Figure 30b) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการเจริญของ L. plantarum เกิดจาก
แบคทีเรียสามารถผลิตกรดขึ้นมา กรดที่เกิดขึ้นระหวางการเจริญ L. plantarum คือ กรดแลกติค 
นอกจากนี้ยังมีการผลิตกรดอินทรียชนิดอื่นอีก เชน กรดอะซิติก กรดบิวเทอริก และกรดโพพิโอนิก 
ซ่ึงกรดเหลานี้จะสงผลใหระดับพีเอชในระหวางการเจริญของแบคทีเรียลดลง และยังบงบอกถึง
ความสามารถในการใชสารอาหารและการเจริญของแบคทีเรียอีกดวย และเมื่อพิจารณาการ
เปลี่ยนแปลงพีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการเจริญของ L. acidophilus พบวามีการเปลี่ยนแปลงของระดับ
พีเอชนอยกวาในการเจริญของ L. plantarum เพียงเล็กนอย โดยมีพีเอชลดลงจากพีเอชเริ่มตน (5.62) 
เปน 5.08 (Figure 30a) และเมื่อเปรียบเทียบกับการเจริญในอาหารที่มีกลูโคสของ L. acidophilus 
และ L. plantarum พบวาการเปลี่ยนแปลงพีเอชลดลงถึง 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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คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติกที่ดีตองสามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรีย
ที่มีประโยชนในรางกายได ซ่ึงพบวาเมื่อศึกษาคุณสมบัติการเปนพรีไบโอติกของพอลิเมอรชีวภาพ 
SC-S ตอการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียโปรไบโอติกในรางกาย พบวาพอลิเมอร SC-S ไม
สามารถสงเสริมการเจริญของจุลินทรียโปรไบโอติกที่ใชทดสอบได ซ่ึงแบคทีเรียโปรไบโอติกแต
ละชนิดมีความสามารถในการใชสารอาหารไดแตกตางกันขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง โดยเฉพาะ
ขนาดโมเลกุลของสารอาหารโดยพบวาจุลินทรียสวนใหญจะสามารถใชสารอาหารโมเลกุลเล็กได
ดีกวาสารอาหารโมเลกุลใหญ (Olano-Martin et al., 2000) จากการทดลองพบวา L. plantarum และ 
L. acidophilus สามารถใชพอลิเมอร SC-S (มีขนาดโมเลกุล 1,233 ดาลตัน) ไดนอยมากเมื่อเทียบกับ
การใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน (51.34 และ 65.99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) โดยเชื้อสามารถใช    
พอลิเมอรเปนแหลงคารบอนไดเพียง 21.82 และ 10.59 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงตางจากการทดลอง
ของนิรัญญา บุญติ้น (2550) ที่พบวาเชื้อ Lactobacillus สามารถใชสารสกัดจาก บีทรูท และมันฝร่ัง
ไดดี โดย L. plantarum สามารถใชสารสกัดจากบีทรูทไดดี (80.19 เปอรเซ็นต) และสามารถใชสาร
สกัดจากมันฝร่ัง (63.65 เปอรเซ็นต) ไดดีพอกับการใชกลูโคส (61.46 เปอรเซ็นต) ในขณะที่           
L. acidophilus สามารถใชสารสกัดจากมันฝร่ัง (33.82 เปอรเซ็นต) และบีทรูท (25.75 เปอรเซ็นต)
ไดนอยมากเมื่อเทียบกับการใชกลูโคส (63.05 เปอรเซ็นต) ซ่ึงเมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของสาร
สกัด พบวาสารสกัดจากมันฝร่ังมีขนาดน้ําหนักอยูในชวง 1624 และ 3065 ดาลตัน และสารสกัดจาก
บีทรูทมีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 464 และ 1603 ดาลตัน จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาไมใช
เพียงแตขนาดโมเลกุลของสารอาหารเทานั้นที่มีผลตอการนําไปใชของเชื้อ แตอาจจะมีปจจัยอ่ืนรวม
ดวยเชน พันธะและโครงสรางการเรียงตัวของโมเลกุลน้ําตาล ชนิดของน้ําตาล รวมถึงความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมมายอยพอลิเมอรของเชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกอีกดวย  

นอกจากนี้ความสามารถในการใชสารอาหารหรือสารพรีไบโอติกของแบคทีเรีย
แตละชนิดจะมีความจําเพาะ (Olano-Martin et al., 2002) พบวา Lactobacillus acidophilus และ 
Lactobacillus plantarum สามารถใชไซโลโอลิแซคคาไรด (xylooligosaccharide) ได แตไมสามารถ
ใชไซแลน (xylan) ได (Crittenden et al., 2002) และ Bifidobacteria adolescentis สามารถใชไซโล
โอลิแซคคาไรด อะราบิโนไซแลน และอะราบิโนไซแลนโอลิโกแซคคาไรดได แตไมสามารถใช 
ไซแลนไดเชนกัน (Crittenden et al., 2002 and van den Broek et al., 2005) การที่แบคทีเรีย        
โปรไบโอติกแตละชนิดมีความสามารถในการใชสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกไดไมเทานั้น
เนื่องจากความหลากหลายในเรื่องของโครงสรางและการสรางเอนไซมขึ้นมายอยโมเลกุลเหลานั้น 
ซ่ึงสารที่มีคุณสมบัติการเปนพรีไบโอติกจะมีองคประกอบและการเชื่อมตอกันระหวางพันธะ
ภายในโมเลกุลตางกัน เชน ฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรด (fructooligosaccharide) จะตอกันดวย 
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Fruβ2-1Frun และ Gluα1-2[βFru1-2]n, ราฟฟโนส (raffinose) จะตอกันดวย Galα1-6Glu1-2βFru, 
แลคโตซูโครส (lactosucrose) จะตอกันดวย Galβ1-4Gluα1-4Gluα1-2βFru และไซโลโอลิแซคคา
ไรด (xylooligosaccharide) จะตอกันดวย [xylβ1-4xyl]n เปนตน (Mussatto and Mancilha, 2007) 
ดังนั้นแบคทีเรียแตละสายพันธุจะตองสรางเอนไซมขึ้นมายอยสารเหลานี้เพื่อที่จะนําสารเหลานี้ไป
ใช ซ่ึงเอนไซมที่แบคทีเรียแตละสายพันธุผลิตขึ้นจะมีความจําเพาะตอสารแตละชนิดแตกตางกัน 
ขึ้นอยูกับสายพันธุจุลินทรีย พบวา L. plantarum สามารถผลิตเอนไซม α-galactosidase,               
β- galactosidase, α-glucosidase, β-glucosidase และ α-mannosadase ขึ้นมาได และไมพบการสราง
เอนไซม α-galactosidase และ α-glucosidase ใน L. acidophilus (Papamanoli et al., 2003) ซ่ึง
เอนไซมที่แบคทีเรียแตละชนิดผลิตขึ้นมาจะมีความจําเพาะตอพันธะที่เชื่อมตอกันภายในพอลิเมอร 
สงผลใหความสามารถในการยอยสารที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกไดแตกตางกัน จากการ
วิเคราะหชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบในพอลิเมอร SC-S พบวาเปนกลุมของไซโลส และอะ
ราบิโนส ซ่ึงนาจะเชื่อมตอกันดวยพันธะ β,1-4, β,1-2 และ α,1-2, α,1-3 โดยปริมาณน้ําตาลที่เปน
องคประกอบจะเปนกลุมไซโลสเปนสวนใหญจึงจัดไดวาพอลิเมอรในกลุมไซแลนซึ่งเปนพอลิเมอร
ที่มีขนาดโมเลกุลใหญและซับซอน ดังนั้นจึงเปนไปไดที่เชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ใชในการ
ทดสอบไมสามารถใชสารพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S เปนแหลงคารบอนไดดีเทาน้ําตาล
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.   คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพในสารละลายดินขาว 

จากการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมสวน
ที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลเล็กและโมเลกุลใหญ (SC-S และSC-L ตามลําดับ) และ C. dipterrigena 
BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํานึ่งปาลม ในสารละลายดินขาว (kaolin) ภายใตสภาวะพีเอช 7.0 และมีการ
เติม CaCl2.2H2O (40 มิลลิโมลาร) โดยใชพอลิเมอรความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร (Table 21) 
พบวา พอลิเมอรทั้งสามชนิดมีคุณสมบัติเปนสารตกตะกอนชีวภาพเนื่องจากมีกิจกรรมการ
ตกตะกอน โดยคากิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรทั้งสามชนิดคือ SC-S, SC-L และ C. 
dipterrigena BCC2073 มีคาใกลเคียงกันคือมีคาเทากับ 2.185 ± 0.013, 1.809 ± 0.023 และ 1.948 ± 
0.011 ตามลําดับ และมีอัตราการตกตะกอนเทากับ 45.876 ± 0.013, 41.237 ± 0.023 และ 43.041 ± 
0.011 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยกิจกรรมและอัตราการตกตะกอนจะดีที่สุดเมื่ออยูในสภาวะที่
เหมาะสม ซ่ึงปจจัยที่สําคัญอีกอยางคือปจจัยทางสภาวะแวดลอม เชน อิออนของโลหะ ความเขมขน
ของอิออนของโลหะ ความเขมขนของพอลิเมอร และพีเอช เปนตน (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.   ปจจัยท่ีมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพในสารละลายดินขาว 

8.1  ผลของความเขมขนของพอลิเมอร 
จากการศึกษาคุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนของพอลิเมอรที่สกัดจากน้ํานึ่ง

ปาลม (SC-S และ SC-L) และจากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 ในสารละลายดินขาว (kaolin) 
ภายใตสภาวะพีเอช 7.0 และมีการเติม CaCl2·2H2O (4.5 mM) โดยใชพอลิเมอรที่ความเขมขนตางๆ 
(Figure 31) พบวากิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรจาก SC-S ใหคาสูงกวา SC-L และพอลเิมอร
จากเชื้อรา C. dipterrigena BCC2073 จาก Figure 28 แสดงผลของความเขมขนของพอลิเมอรทั้ง
สามชนิดตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนในสารละลายดินขาว (5 กรัมตอลิตร) ที่เติม CaCl2·2H2O 
4.5 มิลลิโมลาร ปรับพีเอชเปน 7.0 โดยการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนเพิ่มขึ้นในชวงความเขมขน
ของพอลิเมอรตั้งแต 2 ถึง 20 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนที่เหมาะสมของพอลิเมอร SC-S 
และ SC-L คือ 2 มิลลิกรัมตอลิตร แตความเขมขนของพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 ให
คาการตกตะกอนที่เหมาะสมที่ 4 มิลลิกรัมตอลิตร โดยพอลิเมอร SC-S ใหคากิจกรรมการ
ตกตะกอนสูงสุด รองลงมาคือพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 และพอลิเมอร SC-L โดยมี
คากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 2.278±0.011, 1.087±0.025 และ 0.904±0.106 และกิจกรรมการ
ตกตะกอนคอยๆลดลงหลังจากเพิ่มปริมาณพอลิเมอรชีวภาพมากขึ้น จากผลการทดลองนี้สามารถ
อธิบายได 2 ประการคือ ประการแรกเกิดจากการที่มีพอลิเมอรชีวภาพมากเกินไปทําใหเกิดการ
แพรกระจายที่ไมสมบูรณของพอลิเมอร ซ่ึงมีเฉพาะโมเลกุลพอลิเมอรที่ลอมรอบอนุภาคดินขาว
เทานั้นที่สงผลตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน โดยอนุภาคพอลิเมอรที่เหลือไมสามารถเขา
สงเสริมหรือชวยใหเกิดปฏิกิริยาใหสูงขึ้นได (Yokoi et al., 1997) ประการที่สองคือ พอลิเมอรที่มี
ปริมาณมากเกินไปอาจมีผลทําใหที่ตําแหนงยึดเกาะของบริเวณพื้นผิวของอนุภาคดินขาวมีความ
อ่ิมตัวทําใหไมมีพื้นที่ใหอนุภาคอื่นเขายึดเกาะ ดังนั้นแรงดึงดูดของอนุภาคพอลิเมอรที่เหลือจึง
ลดลงและสงผลใหกิจกรรมการตกตะกอนลดลง (Kwon et al., 1996) และเมื่อพิจารณาลักษณะของ
พอลิเมอรชีวภาพ พบวาจากการวิเคราะหหมูฟงกช่ันดวย FT-IR พอลิเมอรชีวภาพทั้งสามชนิดมีหมู
ฟงกที่คลายกันโดยมีหมูไฮดรอกซิลและหมูคารบอกซิล โดยเฉพาะหมูคารบอกซิลมีผลตอ
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของพอลิเมอรนั้นๆ เนื่องจากหมูคารบอกซิลสามารถไปจับกับ
ไอออนโลหะประจุสองบวก (Ha et al., 1991) แตมีน้ําหนักโมเลกุลตางกันโดยพอลิเมอร SC-S, SC-
L และพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 มีน้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียเทากับ 1223, 6431 และ 
20064 ดาลตัน ตามลําดับ จากผลตรงนี้ชวยเสริมเหตุผล 2 ประการที่ไดกลาวมา โดยที่พอลิเมอร 
SC-S มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดเล็กอาจทําใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนไดดีกวา ซ่ึงตางกับพอลิเมอร
อีกสองชนิดที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญกวา ทําใหไปบังหรือกีดขวางทําใหโลหะแคทไอออนเขา
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จับกับประจุบนอนุภาคดินขาวไดไมดี จึงเกิดกิจกรรมการตกตะกอนต่ํา ความสัมพันธระหวางความ
เขมขนของสารพอลิเมอรชีวภาพและกิจกรรมการตกตะกอนแบบนี้มีความคลายคลึงกับกิจกรรม
การตกตะกอนของสารตกตะกอนชีวภาพชนิดพอลิแซคคารไรดที่ผลิตจาก Enterobacter cloacae 
WD7 โดยใชความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร มีกิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยดินขาวสูง
ที่สุดเทากับ 105 เมื่อใช CaCl2 ที่ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร และระดับพีเอชที่เหมาะสมในการ
ตกตะกอนอยูในชวง 2-8 แตเมื่อเพิ่มปริมาณความเขมขนของพอลิแซคคาไรดสูงกวานี้พบวา

กิจกรรมการตกตะกอนลดลง (Prasertsan et al., 2006) และสารตกตะกอนชีวภาพชนิด Poly(γ-
glutamic acid) (PGA) ที่ความเขมขน 7.5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหคากิจกรรมสูงที่สุด (30.32±1.4) ใน
สารละลายดินขาวพีเอช 7.5 ที่เติมโลหะชนิด Ca2+ ที่ความเขมขน 8.0 มิลลิโมลาร โดยพอลิเมอร
ชีวภาพมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 6.2 x 106 ดาลตัน (Bajai and Singhal, 2009) แตชวงความเขมขน
จากการทดลองนี้มีความแตกตางจากที่เคยมีรายงานมา เชน จากรายงานของ Yokoi และคณะ (2002) 
ศึกษากิจกรรมการตกตะกอนของสารละลายเพคติน (น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 6.2 x 106 ดาลตัน)     
(ที่แยกไดจากแอปเปล) ในสารละลายดินขาว (kaolin clay) พบวา มีกิจกรรมการตกตะกอนเกิดได
สูงสุดเมื่อเติมสารละลายเพคตินเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Fe3+ 0.2 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 30 องศาเซลเซียส จากการทดลองนี้จึงคัดเลือกพอลิเมอร SC-L ที่ความเขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร นําไปใชในการศึกษาปจจัยในขอตอไป 
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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 
โลหะชนิดแคทไอออนชวยสงเสริมการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนโดยการทําให

เกิดสภาพความเปนกลาง และชวยปรับสภาพประจุลบที่เหลือของ functional groups โดยเกิดจาก
การจับกันระหวางอนุภาคดินขาวกับแคทไอออน ทําใหประจุลบที่ผิวของอนุภาคดินขาวลดลง 
สงผลใหเกิดการเปลี่ยนประจุรอบๆอนุภาคดินขาวจากประจุลบเปนประจุบวก (Bajai and Singhal, 
2009) จากการศึกษาของ Yokoi และคณะ (1997) กลาววา แคทไอออนสามารถชวยเรงปฏิกิริยาการ
เกิดกิจกรรมการตกตะกอนโดยการเกิดสภาพความเปนกลางโดยการปรับสภาพของประจุลบ       
ในหมูคารบอกซิลของกรดยูโรนิค (uronic acid) ในกลุมพอลิแซคคาไรดที่เปนกรด (acidic 
polysaccharide) โดยปจจัยที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยาโดยการเติมแคทไอออนลงในการตกตะกอนที่
สําคัญคือ ความเขมขนและวาเลนซี่ (valency) ของไอออน (Yokoi et al., 1995; Wu and Ye, 2007) 
จาก Figure 32 แสดงผลของชนิดแคทไอออนและความเขมขนตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน
ของพอลิเมอร จากการศึกษาผลของชนิดของอิออนของโลหะ 3 กลุมคือ แคทไอออนประจุสามบวก 
(trivalent cation) (AlCl3 และ FeCl3), แคทไอออนประจุสองบวก (divalent cation) (MgCl2, MgSO4, 
FeSO4, CuCl2 และ CaCl2) และแคทไอออนประจุหนึ่งบวก (monovalent cation) (KCl และ NaCl) 
ตอกิจกรรมการตกตะกอนในสารแขวนลอยดินขาว พีเอช 7.0 และพอลิเมอร SC-S 2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พบวา การเติมแคทไอออนประจุหนึ่งบวก (KCl และ NaCl) มีผลชวยใหเกิดกิจกรรมการ
ตกตะกอนไดนอยมากเมื่อเทียบกับแคทไอออนประจุสองและสามบวก เนื่องจากไอออนกลุมนี้ (K+ 
และ Na+) การจับกันระหวางพันธะมีแรงนอย สงผลใหโครงสรางของฟลอคจับกันแบบหลวมๆ 
ดังนั้น จึงทําใหกิจกรรมการตกตะกอนเกิดขึ้นไดนอย (Wu and Ye, 2007; Gong et al., 2008; Bajai 
and Singhal, 2009) และตองใชความเขมขนมากกวา 20 มิลลิโมลาร สําหรับ KCl และมากกวา 60 
มิลลิโมลาร สําหรับ NaCl เพื่อใหเกิดการตกตะกอน (Figure 32a) จากการทดลองนี้เมื่อพิจารณา     
วาเลนซี่ และไอออนที่มีประจุตรงขาม (counter ion) ของโลหะ พบวา เหมือนกัน แตใหคากิจกรรม
การตกตะกอนตางกัน เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของโลหะประจุบวก พบวา K+ (39.10) มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงกวา Na+ (22.99) ซ่ึงอาจสงผลตอกิจกรรมการตกตะกอน โดยโลหะที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงกวาจะสงผลใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนที่ดีกวาโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอย 
นอกจากนี้อาจมีผลมาจากคาอิเล็กโทรเนการติวิตี้ (electronegativity : EN) ของแตละโลหะดวย
เชนกัน ซ่ึงพบวา K+ มีคา EN เทากับ 0.8 นอยกวา Na+ (0.9) ซ่ึงเปนคาที่แสดงถึงความสามารถใน
การดึงดูดอิเล็กตรอนของอะตอมคูที่เกิดพันธะที่จะรวมกันเปนโมเลกุล จากคานี้ช้ีใหเห็นวา Na+ มี
แรงดึงดูดกับ Cl- ไดดีกวา K+ ดังนั้นเมื่อเติมลงในปฏิกิริยาการตกตะกอน Na+ จึงเขาจับกับอนุภาค
ดินขาวไดนอยกวา K+ เนื่องจากยังมีบางโมเลกุลของ Na+ ที่ยังจับกับ Cl- อยู สวนการเติมแคท
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ไอออนประจุสองบวกชวยสงเสริมใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนไดดีกวาแคทไอออนประจุหนึ่ง
บวก จาก Figure 32b แสดงผลของชนิดและความเขมขนของแคทไอออนประจุสองบวกที่มีตอ
กิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอร SC-S พบวา เมื่อพิจารณากิจกรรมการตกตะกอนที่ความ
เขมขนของแคทไอออน 10 มิลลิโมลาร พบวา CuCl2 ชวยสงเสริมการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน
สูงสุด รองลงมาคือ CaCl2, FeSO4, MgCl2 และ MgSO4 ตามลําดับ จากผลการทดลองนี้ พบวาปจจัย
รวมที่มีผลตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพคือ ชนิดของ counter ion และ
น้ําหนักโมเลกุลของไอออน เมื่อพิจารณาแยกตามชนิดของ counter ion พบวาแคทไอออนที่มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงจะชวยสงเสริมการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนไดดีกวาน้ําหนักโมเลกุลต่ํา โดย 
CuCl2, CaCl2 และ MgCl2 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 2.63, 2.51 และ 2.09 ตามลําดับ โดย
โลหะแคทไอออนแตละชนิดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 63.55, 40.08 และ 24.30 ตามลําดับ สําหรับ 
FeSO4 และ MgSO4 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 2.42 และ 1.73 ตามลําดับ โดยโลหะแตละ
ชนิดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 55.84 และ 24.30 ตามลําดับ ซ่ึงโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกวาจะ
ชวยใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงกวาโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเชนเดียวกับกรณทีีศ่กึษา
ในแคทไอออนประจุหนึ่งบวก และเมื่อเปรียบเทียบคา EN ของโลหะแตละชนิดพบวา Cu, Ca, Mg 
และ Fe มีคา EN เทากับ 1.9, 1.0, 1.2 และ 1.8 ซ่ึงใหผลไมสัมพันธกับกิจกรรมการตกตะกอน จาก
ผลตรงนี้แสดงใหเห็นวา เมื่อแคทไอออนมีประจุหรือคา valency เพิ่มขึ้น คา EN จะมีผลตอการเกิด
กิจกรรมการตกตะกอนนอยลง โดยปจจัยจะขึ้นกับน้ําหนักโมเลกุลและชนิดของ counter ion 
มากกวา แตเมื่อเพิ่มความเขนขนของแคทไอออนแตละชนิดสูงกวานี้ พบวา ความเขมขนที่
เหมาะสมของ CaCl2, FeSO4, MgCl2 และ MgSO4 สําหรับการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนคือ 60, 20, 
100 และ 40 มิลลิโมลาร ตามลําดับ โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนตามลําดับดังนี้ 2.88, 2.55, 
2.96 และ 2.90 แตสําหรับ CuCl2 พบวาเมื่อเติมความเขมขนสูงกวา 10 มิลลิโมลาร กิจกรรมการ
ตกตะกอนกลับลดลง โดยกิจกรรมเกิดขึ้นสูงสุด (2.96) เมื่อเติม MgCl2 โดยตองใชความเขมขนสูง
ถึง 100 มิลลิโมลาร สําหรับกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยการเติมแคทไอออน
ประจุสามบวก พบวา ชวยสงเสริมใหเกิดการตกตะกอนไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับประจุสองบวก
กับประจุหนึ่งบวก พบวา Fe3+ เกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงกวา Al3+ ซ่ึงมีคาเทากับ 4.20 และ 2.74 
ตามลําดับ โดย Fe3+ และ Al3+ ใหคากิจกรรมการตกตะกอนไดดีที่สุดเมื่อเติมที่ความเขมขนเดียวกัน
คือ 1 มิลลิโมลาร เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลพบวา Fe3+ (55.84) มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกวา Al3+ 
(26.98) ตามลําดับ ซ่ึงโลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงกวาจะชวยใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนสูงกวา
โลหะที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาเชนเดียวกับกรณีที่ศึกษาในแคทไอออนประจุหนึ่งบวกและสอง
บวก และเมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของโลหะหนักกับกิจกรรมการตกตะกอนระหวางทั้ง 3 
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กลุม พบวา กิจกรรมการตกตะกอนจะมีความสัมพันธกับน้ําหนักโมเลกุลของสารแบบแปรผันตรง 
โดยสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลที่สูงกวาจะชวยสงเสริมใหเกิดกิจกรรมการตกตะกอนที่ดีกวาสารที่มี
น้ําหนักโมเลกุลนอย แตเมื่อพิจารณาคา EN ของโลหะหนักพบวาไมมีความสัมพันธกับกิจกรรมการ
ตกตะกอน โดย Fe3+ มีคา EN เทากับ 1.8 ซ่ึงมากกวา Al3+ (1.5) แสดงวาในแคทไอออนประจุสาม
บวก คา EN ไมมีผลตอการเกิดการตกตะกอนเชนเดียวกับแคทไอออนประจุสองบวก และกิจกรรม
การตกตะกอนจะลดลงเมื่อเติมความเขมขนของแคทไอออนเพิ่มขึ้นจากนี้ (Figure 32c) อาจ
เนื่องมาจากเมื่อมีการเติมแคทไอออนลงในปฏิกิริยามากเกินไป อาจทําใหแคทไอออนที่เหลือจาก
การจับกับประจุบนผิวอนุภาคดินขาวแลว มาจับกับ พอลิเมอรชีวภาพที่ตําแหนงประจุลบของหมู
คารบอกซิล (COO-) ดวย ทําใหประจุรอบๆอนุภาคดินขาว และพอลิเมอรมีประจุรวมเปนชนิด
เดียวกัน มีผลทําใหการจับกันไดไมดี สงผลใหกิจกรรมการตกตะกอนลดลงดวย  

จากผลการทดลองนี้ ช้ีใหเห็นวาผลของการเติมแคทไอออนเพื่อชวยสงเสริม
กิจกรรมการตกตะกอนใหเกิดขึ้นไดสูงขึ้นกับทั้งสองปจจัยคือความเขมขนและจํานวนประจุ 
(valency) ของไอออน (Watanabe et al., 1999) อีกทั้งยังมีปจจัยอ่ืนคือ ขนาดน้ําหนักโมเลกุล และ
ชนิดของ counter ion รวมดวย รวมถึงคาวาเลนซี่ (valency) ของโลหะแตละชนิดดวย ซ่ึงคานี้แสดง
ถึงจํานวนอิเล็กตรอนที่รับเขามาเพื่อทําใหเกิดความเสถียรภาพ ถาไอออนมีวาเลนซี่สูงกวา        
(กลุมแคทไอออนประจุสามบวก) จะชวยปรับสภาพของประจุไดดีกวาไอออนที่มีวาเลนซี่ต่ํา    
(กลุมแคทไอออนประจุหนึ่งบวก) 
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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 
คาพีเอชเปนปจจัยที่สําคัญของการเกิดปฏิกิริยาและมีอิทธิพลตอการเกิดกิจกรรม

การตกตะกอน จากการทดลองกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอร SC-S 2 มิลลิกรัมตอลิตร โดย
เติมแคทไอออน (cation) ชนิดและความเขมขนที่คัดเลือกได (1 mM FeCl3) รวมกับการปรับพีเอชที่
คาตางๆ (พีเอช 2-10) พบวา พอลิเมอรมีคากิจกรรมการตกตะกอนสูงที่สภาวะพีเอชที่เปนกรด
เล็กนอย (พีเอช 5-6) โดยพีเอชที่เหมาะสมที่สุดคือ พีเอช 6 โดยมีคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 
5.217±0.001 และกิจกรรมการตกตะกอนเพิ่มขึ้นเมื่อพีเอชเพิ่มขึ้นในชวงพีเอช 4-6 และลดลงที่พีเอช
สูงกวา 6 และต่ํากวา 4 (Figure 33) ซ่ึงเปนผลจากการที่เมื่อในสภาวะที่เปนกรดสูงจะมีประจุบวก 
(H+) อยูในปริมาณสูง ดังนั้นเมื่อระดับพีเอชสูงขึ้น (ในชวงพีเอช 4-6) ซ่ึงเปนการลดประจุบวกและ
เขาไปปรับสภาวะของการตกตะกอนใหมีความเปนกลางมากขึ้น และที่ระดับพีเอชเปนดางจะมี
ประจุลบจากหมูไฮดรอกซิล (OH-) เพิ่มขึ้น ซ่ึงประจุลบจะเขาไปแยงจับกับประจุบวกของโลหะ
หนักแคทไอออน ทําใหพอลิเมอรไมสามารถเขาไปจับได เปนผลใหกิจกรรมการตกตะกอนลดลง 
โดย Aspinall (1982 อางโดย Prasertsan et al., 2006) กลาววา การที่กิจกรรมการตกตะกอนลดลง
เมื่ออยูในสภาวะที่มีพีเอชสูง อาจเนื่องมาจากไอออน OH- ที่ไปรบกวนการเกิดฟลอคระหวาง       
พอลิเมอรชีวภาพและอนุภาคดินขาวที่มีโลหะแคทไอออนเปนตัวกลางเชื่อม และเมื่ออยูในสภาวะที่
เปนกรดสูงการเกิดกิจกรรมการตกตะกอนลดลงเชนเดียวกัน ซ่ึงอาจเปนเพราะพันธะ glycosidic ใน
สายพอลิเมอรถูกยอยเปนชิ้นเล็กๆและเกิดการเรียงตัวใหมของโมเลกุลในสายพอลิเมอร เมื่อ
เปรียบเทียบผลกับกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรดจาก E. cloacae 
WD7 ใหกิจกรรมการตกตะกอนสูงที่สุดที่พีเอช 6.0 (Prasertsan et al., 2006) เห็นไดวาผลของพีเอช
ตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรจาก E. cloacae WD7 มีสภาวะที่ใกลเคียงกับพอลิเมอรจาก
น้ํานึ่งปาลม สวนกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิแซคคารไรดจาก Pseudoalteromonas sp. 
SM9913 มีกิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุดในสภาวะที่เปนกลาง (พีเอช 5-8) และมีพีเอชที่เหมาะสม
ตอกิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุดที่พีเอช 7.0 แตเมื่อพีเอชมากกวา 8.0 หรือต่ํากวา 6 กิจกรรมการ
ตกตะกอนลดลง (Li et al., 2008) แตกิจกรรมการตกตะกอนของเพคตินในสารละลายดินขาวใหคา
กิจกรรมการตกตะกอนดีที่สุดเมื่ออยูในสภาวะที่เปนกรด โดยท่ีพีเอชเทากับ 3 ใหคากิจกรรมสูง
ที่สุด (Yokoi et al., 2002) จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวา การตกตะกอนเกิดขึ้นเนื่องจากการเปลี่ยน
ความหนาแนนของประจุ และการเติมแคทไอออนที่พีเอชคาเฉพาะอาจมีผลตอ neutralization of 
zeta potential ซ่ึงเปนคาความตางศักยระหวางศักยไฟฟาบริเวณพื้นผิว (Shih et al., 2001) ดังนั้น จะ
เห็นไดวาระดับพีเอชมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอน โดยที่ระดับพีเอชที่ใหกิจกรรมการตกตะกอนดี
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.   สภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยใช Response surface 
methodology (RSM) 

หลักการพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology: RSM) เปนเทคนิค
ทางสถิติที่ใชในการออกแบบการทดลอง สรางโมเดล ประเมินผลของปจจัย และหาสภาวะที่
เหมาะสมของปจจัยที่ตองการ  นอกจากนี้ยังประกอบดวยกลุมการทดลองที่จะนําไปสูการ
ประเมินผลของความสัมพันธที่มีอยูระหวางกลุมปจจัยการทดลองที่ควบคุมและการตอบสนองที่วัด
ได โดยกําหนดไวดวยมาตรฐานที่คัดเลือกได ความรูและความเขาใจเบื้องตนของตัวแปรอิสระใน
กระบวนการทดลองเปนสิ่งจําเปนสําหรับการไดมาซึ่งแบบจําลองที่สามารถนําไปปฏิบัติไดจริงและ
มีความสมเหตุสมผล (Prasanthi et al., 2008) จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการ
ตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลม (SC-S) ในสารละลายดินขาว โดยมีปจจัยที่ใช
ศึกษาประกอบดวย 3 ปจจัยคือ ความเขมขนของพอลิเมอรชีวภาพ, ชนิดและความเขมขนของ
ไอออน และคาพีเอช ทําการทดลองแบบสุมโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรชวยในการกําหนดลําดับ
การทดลอง ผลดังแสดงใน Table 22 จากนั้นนําขอมูลไปวิเคราะหการถดถอยของพื้นที่
ผลตอบสนอง นําผลที่ไดจากตารางไปวิเคราะหเชิงสถิติ โดยใชแบบจําลองการถดถอยของพื้นที่ผิว
ตอบสนองเพื่อนําไปใชทํานายคากิจกรรมการตกตะกอนซึ่งจะไดคาประมาณของสัมประสิทธิ์ 
(Coefficient estimate) ของปจจัยและอันตรกิริยาระหวางปจจัย (Interaction) ทั้งหมด แลวนําไปใช
ทํานายคาของผลตอบสนองเพื่อหาคาของปจจัยที่เหมาะสมที่สุด พบวา คากิจกรรมการตกตะกอนที่
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ไดอยูในชวง 1.02 – 7.87 (Table 22) โดยไดคากิจกรรมต่ําสุด (0.80 ± 0.03) เมื่อใชความเขมขนของ
พอลิเมอร และ FeCl3 เทากับ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร, 1.40 มิลลิโมลาร ตามลําดับ และปรับพีเอชเปน 
8.02 (Table 22, trial 14) จะเกิดกิจกรรมสูงสุดเมื่อมีคาที่เหมาะสมดังนี้ ความเขมขนของพอลิเมอร, 
FeCl3 และพีเอช เทากับ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร, 1.40 มิลลิโมลาร และพีเอช 5.50 ตามลําดับ โดยให
คากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 7.87 ± 0.00 (1/OD) (Table 22, trial 15) ซ่ึงสูงกวาจากการทดลอง
แตละปจจัยในขอ 8) โดยพบวากิจกรรมการตกตะกอนเกิดขึ้นไดสูงเมื่อมีคาที่เหมาะสมดังนี้ ความ
เขมขนพอลิเมอร 2.00 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 1.00 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 6.00 
ไดคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 5.22 ± 0.00  

จากการวิเคราะหคาทางสถิติใน Table 23 ซ่ึงเปนตารางวิเคราะหความแปรปรวน
แบบทางเดียว เปนสถิติที่ทดสอบวา R-square มีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม โดยหากคา F มีนัยสําคัญ
ทางสถิติก็แสดงวาความแปรปรวนของตัวแปรตามอธิบายไดดวยตัวแปรอิสระ จากผลการทดลอง
เมื่อพิจารณาจากคา Sig.(Prob>F) (ถา Prob>F<=0.05 แสดงวามีตัวแปรอิสระอยางนอยหนึ่งตัวที่มี
ความสัมพันธกับตัวแปรตามอยางมีนัยสําคัญ) พบวา ปจจัยที่มีผลรวมกันอยางมีนัยสําคัญโดยมีคา 
Prob>F<0.05 นั้นมี 2 ปจจัย คือ พอลิเมอรกับพีเอช และ FeCl3กับพีเอช ซ่ึงจะเห็นวาพีเอชเปนปจจัย
ที่มีผลรวมกันกับปจจัยอ่ืน เพราะวามีคา Prob>F<0.05 ในขณะที่ปจจัยระหวางพอลิเมอรกับ FeCl3 
ไมมีผลรวมกันอยางมีนัยสําคัญ (Prob>F>0.05) โดยสมการความถดถอยที่คาดไวสําหรับผลการเกิด
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 

และผลของแบบจําลองเหมาะสมของพื้นผิวผลตอบสนองกําลังสองในรูปของการวิเคราะหตัวแปร 
(ANOVA) แสดงใน Table 24 โดยรูปแบบจําลองที่เหมาะสมสามารถตรวจสอบไดจากคา
ดังตอไปนี้คือ คา R2 (0.9976) ซ่ึงคา R2 คือสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ หรืออํานาจในการทํานาย 
หมายถึง สัดสวนของความแปรปรวนในตัวแปรตามที่อธิบายไดดวยตัวแปรอิสระ ถาคา R2 เขาใกล 
1 แสดงวา เปอรเซ็นตที่ X สามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงของ Y มีคามาก ถาคา R2 มีคาเขาใกล 0 
แสดงวาเปอรเซ็นตที่ X สามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงของ Y มีคานอย จากตัวแปรอิสระ 
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(polymer concentration, FeCl3 concentration และ pH) สามารถอธิบายตัวแปรตาม (flocculating 
activity) ได 99.76 เปอรเซ็นต นอกจากนี้คาคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (coefficient of 
variation, C.V.) ซ่ึงเปนการเปรียบเทียบการกระจายขอมูลตั้งแตสองกลุมขึ้นไปที่มีหนวยการวัด
หรือมีคาเฉลี่ยแตกตางกัน ถาคามากแสดงวาขอมูลมีการกระจายมาก ถาคานอยแสดงวาขอมูลมีการ
กระจายนอย จากแบบจําลองมีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเทากับ 3.96% และคา Adjusted. R2 
(0.9954) ซ่ึงเปนคาการประมาณคาใหมวา ถานําสมการนี้ไปใชอางอิงกับกลุมตัวอยางอื่นคาอํานาจ
จําแนกจะลดลงเปน 99.54 เปอรเซ็นต สวนคา Adeq. precision เปนคาที่บอกถึงอัตราสวนของ
สัญญาณรบกวนในแบบจําลอง โดยคานี้ควรมีคามากกวา 4 จึงเปนที่ยอมรับได (Baijaj and Singhal, 
2009) ซ่ึงจากการทดลองพบวา มีคาเทากับ 53.68 ซ่ึงเปนที่ยอมรับได และคา lack of fit ที่ไดตองไม
มีนัยสําคัญ Prob>F>0.05 (0.32)  

ลักษณะพิเศษของ RSM อีกอยางคือ การใชกราฟ response surface plot และการ
พยากรณคาที่ไดเพื่อศึกษาหาคาที่เหมาะสมของปจจัยรวมกันระหวางตัวแปร ซ่ึงจะไดกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางตัวแปรตาม หรือตัวแปรตอบสนอง (response variable) ที่มีคา Prob>F<=0.05 
ทั้งหมด 2 กราฟ แสดงคากิจกรรมการตกตะกอนที่ไดกับตัวแปรอิสระทั้งสองตัว คือ พอลิเมอร กับ 
พีเอช (Figure 34a) และ FeCl3 กับ พีเอช (Figure 34b) จะเห็นวาภาพของผลตอบสนองมีลักษณะ
เปนพื้นผิว จึงมักเรียกรูปที่แสดงคาของผลตอบสนองที่เปลี่ยนไปตามคาของตัวแปรอิสระวา พื้นผิว
ผลตอบสนอง (response surface) สําหรับจุดศูนยกลาง (composition of center points) ของ contour 
plot พบวา คาที่พยากรณไดของกิจกรรมการตกตะกอนที่ความเขมขนของตัวแปรที่เหมาะสมใน
ปฏิกิริยาคือ มีความเขมขนของพอลิเมอร 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร และ FeCl3 1.40 มิลลิโมลาร ที่พีเอช 
5.50 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงที่สุด (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 
หลังจากไดคาปจจัยที่ เหมาะสมจากสมการการทํานายคือ ความเขมขนของ        

พอลิเมอรเทากับ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 เทากับ 1.40 มิลลิโมลาร และคาพีเอช
เทากับ 5.50 แลวนําคาปจจัยที่ไดไปทําการทดลองหาคากิจกรรมการตกตะกอนเพื่อยืนยันผลการ
ทดลอง ซ่ึงทําการทดลองจํานวน 8 หนวยทดลอง ไดผลตาม Table 25 จากการทดลองเพื่อยืนยันผล 
จะเห็นไดวาคากิจกรรมการทดลองอยูในชวง 5.12 ถึง 7.28 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับคาทํานายคือ 5.18 ถึง 
7.39 โดยสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยของความเขมขนของพอลิเมอร ความเขมขน FeCl3 และคา   
พีเอช เทากับ 2.83, 1.47 และ 5.14 ตามลําดับ โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 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 

เมื่อเปรียบเทียบระหวางชุดการทดลองกอนศึกษาสภาวะที่เหมาะสม และสภาวะที่
เหมาะสม (Table 26) พบวา กอนศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชความเขมขนพอลิเมอร 2.00 
มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 1.00 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 6.00 ไดคากิจกรรมการ
ตกตะกอนสูงสุดเทากับ 5.22 ± 0.00 1/OD ตามลําดับ แตเมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมแลว โดยใช
ความเขมขนพอลิเมอร 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 1.40 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 
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5.50 ไดคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 7.45 ± 0.09 1/OD สําหรับจุดศุนยกลาง 
(composition of center points) พบวา ความเขมขนพอลิเมอร 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร และ FeCl3 1.40 
มิลลิโมลาร ที่พีเอช 5.50 ใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุดเทากับ 7.42 1/OD และเมื่อทําการ
ทดลองยืนยันผลอีกครั้งโดยใชสภาวะที่เหมาะสมคือ ความเขมขนพอลิเมอร 2.83 มิลลิกรัมตอลิตร 
ความเขมขน FeCl3 1.47 มิลลิโมลาร และพีเอชเทากับ 5.14 ไดคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด
เทากับ 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 พบวา ความเขมขนของแคทไอออนกับพีเอชเปนปจจัย
รวมกันที่มีผลตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน (Bajaj and Singhal, 2009; Shih et al., 2001; Yokoi 
et al., 1995) จากการศึกษาโดยใช RSM นี้ชวยยืนยันผลการทดลองวาความเขมขนของแคทไอออน
และพีเอช กับความเขมขนของแคทไอออนและความเขมขนของสารตกตะกอนชีวภาพมีปฏิกิริยา
รวมกันอยางมีนัยสําคัญและมีผลซ่ึงทํางานรวมตอการเกิดกิจกรรมการตกตะกอน 

คากิจกรรมการตกตะกอนที่ไดจากการทดลองนี้คอนขางต่ําเมื่อเทียบกับคา
กิจกรรมการตกตะกอนของสารตกตะกอนในกลุมพอลิแซคคารไรดเหมือนกันและจากกลุม                           

Poly (γ-glutamic acid) (PGA) จากการศึกษาของ Prasertsan และคณะ (2006) พบวา สารตกตะกอน
ชีวภาพชนิดพอลิแซคคารไรดจาก Enterobacter cloacae WD7 โดยใชความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร มีกิจกรรมการตกตะกอนสารแขวนลอยดินขาวสูงที่สุด (105 1/OD) เมื่อใช CaCl2 ที่ความ
เขมขน 40 มิลลิโมลาร และระดับพีเอชที่เหมาะสมในการการตกตะกอนอยูในชวง 2-8 และจาก
การศึกษาของ Yokoi และคณะ (1995) ไดศึกษากิจกรรมการตกตะกอนโดยใช PGA 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รวมกับ Ca+ พบวาไดกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 33.0 1/OD นอกจากนี้ กิจกรรมการ
ตกตะกอนของ PGA ที่ผลิตจาก Bacillus subtilis DYU1 เทากับ 13.5 1/O เมื่อใชพอลิเมอร 40 
มิลลิกรัมตอลิตร (Wu and Ye, 2007) และ PGA จาก Bacillus sp. มีกิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 
30.32 1/OD เมื่อใช PGA 7.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ Ca2+ 80 มิลลิโมลาร ที่พีเอช 7.5 (Bajaj and 
Singhal, 2009) ซ่ึงเมื่อพิจารณาจากน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรจากที่รายงานมาพบวา พอลิเมอร
มักมีขนาดใหญโดยอยูในชวง 105-106 ดาลตัน เนื่องจากเหตุผลสําคัญตอการเกิดการตกตะกอนได
สูงคือ สารตกตะกอนตองมีน้ําหนักโมเลกุลที่สูง โดยน้ําหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนจะสัมพันธ
กับความยาวของสายพอลิเมอร และเปนปจจัยสําคัญในการเกิดปฏิกิริยาการตกตะกอน สาร
ตกตะกอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลขนาดใหญมักมีสายยาวและมี sufficient number ของ free functional 
groups ซ่ึงสามารถเกิดการยึดเกาะรวมกันระหวางอนุภาคแขวนลอยได ดังนั้น จึงทําใหในปฏิกิริยา
การตกตะกอนมีขนาดของฟลอคที่ใหญ (Shih et al., 2001) เมื่อพิจารณาน้ําหนักโมเลกุลของ       
พอลิเมอรชีวภาพที่ใชในการทดลองครั้งนี้พบวา มีน้ําหนักโลเลกุลเพียง 1,223 ดาลตัน ช้ีใหเห็นวา
การเกิดกิจกรรมการตกตะกอนครั้งนี้ น้ําหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนไมมีผลตอการเกิดกิจกรรม
การตกตะกอน แตกิจกรรมการตกตะกอนอาจเกิดขึ้นโดยอาศัยประจุบนสายพอลิเมอร และการที่ 
พอลิเมอรชีวภาพมีโมเลกุลขนาดเล็กอาจมีสวนชวยในการทําใหประจุของแคทไอออนเขาทํา
ปฏิกิริยากับสารละลายดินขาวไดดีขึ้น 



บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

1.   ปจจัยท่ีมีผลตอการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

ผลของอัตราสวนน้ํานึ่งปาลมตอเอทานอลเทากับ 1 ตอ 5 จะใหผลผลิตเทากับ 
12.05 กรัมตอลิตร สภาวะที่เหมาะสมตอการเก็บเกี่ยวพอลิเมอรชีวภาพจากน้ํานึ่งปาลมคือที่
อุณหภูมิหอง  

2.   การแยกขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลม 

แยกขนาดพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมโดยใชเทคนิค gel filtration chromatography 
ใชคอลัมนชนิด Sephadex G-25 medium ชะคอลัมนดวยน้ํากลั่น พบวา ไดกลุมพอลิเมอรที่มี
น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (MP) เทากับ 2525 และ 1223 ดาลตัน โดยแยกได yield เทากับ 65.31% และ 
12.82% ตามลําดับ ของพอลิเมอรทั้งหมดที่แยกผานคอลัมน โดยแทนสัญลักษณของพอลิเมอรจาก
น้ํานึ่งปาลมที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก และโมเลกุลใหญดวย SC-S และ SC-L ตามลําดับ 

3.   การคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา 

Cordyceps dipterrigena BCC2073 

เมื่อเปรียบเทียบการผลิตพอลิเมอรของเชื้อรา Cordyceps dipterrigena BCC2073 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหทั้ง 6 สูตร พบวา เชื้อผลิตพอลิเมอรสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด PDB 
เทากับ 2.94 กรัมตอลิตร อัตราการผลิตพอลิเมอรเทากับ 0.281 กรัมตอลิตรตอวัน และใหผลผลิตที่
ไดสูงสุดตอกรัมน้ําหนักเซลลแหงในแตละอาหารเทากับ 0.288 กรัมตอกรัม 

4.   การผลิตพอลิเมอรชีวภาพจากเชื้อราในน้ํานึ่งปาลม 

เมื่อเล้ียงเชื้อราสายพันธุดังกลาวในน้ํานึ่งปาลมเจือจาง (มีคาซีโอดีและไนโตรเจน
เทากับ 40,000 และ 267 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ปรับพีเอชเริ่มตนจาก 5.05 เทากับ 6.2 พบวา 
เชื้อใหปริมาณมวลชีวภาพมากที่สุด (23.43 กรัมตอลิตร) เมื่อเล้ียงเปนเวลา 18 วัน และสามารถผลิต       
พอลิเมอรไดสูงสุดเทากับ 6.53 กรัมตอลิตร หลังจากการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 วัน หรือคิดเปน
ผลผลิตของพอลิเมอรที่ไดตอกรัมเซลลเทากับ 0.68 กรัมตอกรัม และคาอัตราการผลิตพอลิเมอร
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เทากับ 0.54 กรัมตอลิตรตอวัน และสามารถลดคาซีโอดีและของแข็งทั้งหมดของน้ําทิ้งไดมากกวา 
50 เปอรเซ็นต หลังการบําบัดเปนเวลา 21 วัน (70.70 และ 58 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) 

5.   ลักษณะและองคประกอบทางเคมีของพอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมและจากเชื้อราท่ีทําบริสุทธ์ิ
บางสวน 

พอลิเมอร SC-S, SC-L และพอลิเมอรจาก C. dipterrigena BCC2073 ที่เล้ียงในน้ํา
นึ่งปาลม (CD) สามารถละลายไดดีในน้ําและ DMSO แตไมสามารถละลายไดในตัวทําละลายที่มีขั้ว
นอยกวา DMSO เมื่อศึกษาหมูฟงกช่ันดวยวิธี FT-IR พบวา มีหมูไฮดรอกซิล อีเทอร คารบอนิล และ
แอลเคน ซ่ึงเปนหมูของโมเลกุลน้ําตาล และมีแถบสเปคตรัมที่เกิดจากการยืดของพันธะ C1-H      
(β-glycosicdic linkage) โดยมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยเทากับ 1,223, 6,431 และ 20,064 ดาลตัน 
ตามลําดับ และพอลิเมอรทั้งสามชนิดมีองคประกอบดังแสดงใน 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 

 

 

 

 



 

123 

6.   คุณสมบัติการเปนสารพรีไบโอติก 

เมื่อทดสอบคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกในแงความสามารถในการทนตอการ
ยอยโดยกรดและเอนไซม พบวา พอลิเมอรชีวภาพทั้ง 3 ชนิด สามารถทนตอการยอยโดยกรดและ
เอนไซมไดดี โดยพบวามากกวา 90 เปอรเซ็นต ของพอลิเมอรชีวภาพสามารถเหลือไปยังลําไสใหญ
ได ดังนั้นจึงถือไดวาพอลิเมอรชีวภาพดังกลาวมีแนวโนมในการที่จะเปนพรีไบโอติกที่ดี และเมื่อ
ทดสอบคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญของพอลิเมอรชีวภาพที่คัดเลือกไดตอแบคทีเรีย         
โปรไบโอติก 2 สายพันธุ ซ่ึงไดแก L. acidophilus และ L. plantarum พบวา เชื้อท้ังสองไมสามารถ
นําพอลิเมอรชีวภาพไปใชเปนแหลงคารบอนในการเจริญได 

7.   คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอนชีวภาพและปจจัยท่ีมีผลตอกิจกรรมการตกตะกอนของ       
พอลิเมอรชีวภาพในสารละลายดินขาว 

พอลิเมอรจากน้ํานึ่งปาลมชนิด SC-S มีคุณสมบัติเปนสารตกตะกอนไดใน
สารละลายดินขาว (kaolin) โดยสภาวะที่เหมาะสมตอการตกตะกอน คือ พีเอช 6.0 มีการเติมแคท
ไอออนชนิด Fe3+ (FeCl3) ความเขมขน 1.0 มิลลิโมลาร และใชพอลิเมอร 2 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการ
ตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) ใหคากิจกรรมการตกตะกอนเทากับ 5.22 (1/OD)  

8.   สภาวะที่เหมาะสมตอกิจกรรมการตกตะกอนของพอลิเมอรชีวภาพโดยใช Response surface 
methodology (RSM) 

สภาวะที่เหมาะสมตอการกิจกรรมการตกตะกอนโดยใช RSM คือ ความเขมขน
ของพอลิเมอรเทากับ 5.0 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขน FeCl3 เทากับ 1.40 มิลลิโมลาร และคาพีเอช
เทากับ 5.5 โดยใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงสุด 7.45 (1/OD) 

ขอเสนอแนะ 

เพื่อใหงานวิจัยเกี่ยวกับพอลิเมอรชีวภาพมีความสมบูรณยิ่งขึ้น จึงควรมีการศึกษา
เพิ่มเติมในประเด็นตางๆ ดังตอไปนี้ 

1. ควรมีการศึกษาถึงลักษณะและคุณสมบัติของพอลิเมอรที่แยกไดจากน้ํานึ่งปาลมที่
อัตราสวนการตกตะกอนอื่นๆ ดวย 

2. ควรมีการศึกษาคุณสมบัติของพอลิเมอรทั้ง 3 ชนิด ในการสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย   
โปรไบโอติคสายพันธุ Bifidobacteria ดวย 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

1.   องคประกอบและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.1  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหาร Nutrient Broth (NB) และ Nutrient Agar (NA) 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Beef extract      3 กรัมตอลิตร 
Peptone      5 กรัมตอลิตร 
Agar      15  กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 0.8 กรัม (NB) และ 23.0 กรัม (NA) ตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร (อาหาร NB ไม

ตองใส agar) คนใหสวนผสมเขากัน แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่
ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  

1.2  สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหาร Mueller Hington Broth 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Beef extract      3 กรัมตอลิตร 
Casein acid hydrolysate    17.5 กรัมตอลิตร 
Starch       1.5 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 21.0 กรัมตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 

แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

1.3  สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหาร Mueller Hington Agar 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Beef extract      3 กรัมตอลิตร 
Casein acid hydrolysate    17.5 กรัมตอลิตร 
Starch       1.5 กรัมตอลิตร 
Agar       17 กรัมตอลิตร 
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วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 38.0 กรัมตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 

แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

1.4  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหาร De Man Rogosa Sharpe (MRS) 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Proteose peptone     10 กรัมตอลิตร 
Beef extract      10 กรัมตอลิตร 
Yeast extract     5 กรัมตอลิตร 
Dextrose       20 กรัมตอลิตร 
Polysorbate 80     1 มิลลิลิตรตอลิตร 
Ammonium citrate     2 กรัมตอลิตร 
Sodium acetate     5 กรัมตอลิตร 
Magnesium sulphate     0.1 กรัมตอลิตร 
Manganes sulphate     0.05 กรัมตอลิตร 
Dipotassium phosphate    2 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหาร 55.15 กรัมตอน้ํากลั่น 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 

stirrer แลวทําใหปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

สําหรับการเตรียมเปนอาหารแข็ง ใหเติมวุน 15 กรัมตอลิตร และเติม Bromocresol 
purple 0.05 กรัมตอลิตร เพื่อเปนอินดิเคเตอรในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลคติก 

1.5  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหาร Minimal medium 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Peptone water     2 กรัมตอลิตร 
Yeast extract     2 กรัมตอลิตร 
NaCl      0.10 กรัมตอลิตร 
K2HPO4      0.04 กรัมตอลิตร 
KH2PO4      0.04 กรัมตอลิตร 
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CaCl2·6H2O      0.01 กรัมตอลิตร 
MgSO4·7H2O     0.01 กรัมตอลิตร 
NaHCO3      2 กรัมตอลิตร 
Tween 80      2 มิลลิลิตรตอลิตร 
Cysteine-HCl     0.50 กรัมตอลิตร 
Bile salt      0.50 กรัมตอลิตร 
Hemin      0.05 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ังอาหารแตละสวนประกอบตอน้ํากลั่น 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากัน แลวทําให

ปราศจากเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ําที่ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

2.   สารเคมีสําหรับเตรียม HCl buffer 

องคประกอบ 
NaCl      8.00 กรัมตอลิตร 
KCl       0.20 กรัมตอลิตร 
Na2HPO4·2H2O     8.25 กรัมตอลิตร 
NaH2PO4      14.35 กรัมตอลิตร 
CaCl2·6H2O      0.10 กรัมตอลิตร 
MgCl2·6H2O     0.18 กรัมตอลิตร 
HCl 5 M 

วิธีการเตรียม 
ช่ังแตละสวนประกอบละลายในน้ํากลั่น 0.8 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย 

magnetic stirrer จากนั้นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยขวดปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

3.   สารเคมีท่ีใชทดสอบการทนตอการยอยโดยเอนไซม 

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

บัฟเฟอรใน (20 mM) ในโซเดียมคลอไรด (6.7 mM) ซ่ึงปรับพีเอชใหได 6.9 โดยใช 1 N NaOH 
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3.2  สารเคมีสําหรับเตรียม Phosphate buffer saline (PBS) 
องคประกอบ 
NaCl      9 กรัมตอลิตร 
Na2HPO4·2H2O     9 กรัมตอลิตร 
KH2PO4      1.5 กรัมตอลิตร 
5 M HCl 

วิธีการเตรียม 
ช่ังสารเคมีแตละสวนประกอบตอน้ํากล่ัน 1 ลิตร คนใหสวนผสมเขากันดวย 

magnetic stirrer จากนั้นปรับพีเอชเปน 1, 2, และ 3 ดวย 5 M HCl 

4.   สารเคมีและวิธีการเตรียมสารเพื่อวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Copper-bicinchoninate 
(Foxand Robyt, 1991 อางโดย นันทินา เชิญทอง, 2550) 

องคประกอบและวิธีการเตรียม 
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. ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 
Solution B 
1. ช่ัง Copper sulfate pentahydrate 62 มิลลิกรัม 
2. ช่ัง L-serine 63 มิลลิกรัม 
3. ละลายในน้ํากลั่น 45 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 
Solution C  
ผสม solution A และ B ในอัตราสวนที่เทากัน และใชสารละลายน้ําตาล maltose ความเขมขน 

1-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนสารละลายมาตรฐาน 
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5.   สารเคมีท่ีใชวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธี Modified phenol sulfuric acid 
Phenol      50 กรัมตอลิตร  
Conc. Sulfuric acid 

วิธีการเตรียม 
ช่ัง phenol ตามปริมาณที่กําหนด ละลายในน้ํากล่ัน 0.9 ลิตร จากนั้นปรับปริมาตร

เปน 1 ลิตร ดวยขวดปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

6.   สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี Modified dinitrosalicylic acid 
องคประกอบ 
NaOH      10 กรัมตอลิตร 
Na2SO3      0.5 กรัมตอลิตร 
Sodium potassium tratrate    200 กรัมตอลิตร 
3, 5-Dinitrosalicylic acid    10 กรัมตอลิตร 
Phenol      2 กรัมตอลิตร 

วิธีการเตรียม 
ช่ัง NaOH ตามปริมาณที่กําหนด ละลายในน้ํากลั่น 0.9 ลิตร จากนั้นนํา

สวนประกอบที่เหลือละลายในสารละลาย NaOH ที่เตรียมไว คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer พรอมกับใหความรอน เมื่อสารละลายเปนเนื้อเดียวกันดีแลว ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวย
ขวดปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 
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ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะห 

1.   การวิเคระหซีโอดีดวยวิธีรีฟลักซแบบเปด 

เครื่องมือและอุปกรณ 
1. อุปกรณรีฟลักซ ประกอบดวย ขวดรีฟลักซรูปกรวย (ขวดซีโอดี) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
2. เครื่องควบแนนยาว 600 มิลลิลิตร 
3. เตาใหความรอน (hot plate)  
4. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 
5. ฟลาสกขนาด 50 มิลลิลิตร 

สารเคม ี
1. สารละลายมาตรฐานโพตัสเซียมไดโครเมต 0.25 N เตรียมโดยละลายโพทัสเซียมไดโคร

เมต (K2Cr2O7) (อบแหงที่ 103 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง) 12.259 กรัม ในน้ํากล่ัน
แลวเติมน้ําจนครบ 1 ลิตร 

2. สารละลายกรดซัลฟูริก เตรียมโดยเติมซิลเวอรซัลเฟต 22 กรัม ลงในกรดซัลฟูริกเขมขน 4 
กิโลกรัม (~2.65 ลิตร) ทิ้งไว 1 ถึง 2 วัน เพื่อใหซิลเวอรซัลเฟตละลาย 

3. สารละลายเฟอรโรอินอินดิเคเตอร ละลาย 1, 10-ฟแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต 
(C12H6N2·H2O) 1.485 กรัม และเฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4·H2O) 0.695 กรัม ในน้ํากลั่นและ
เจือจางเปน 100 มิลลิลิตร 

4. เมอรคิวริกซัลเฟต (HgSO4) 
5. สารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous ammonium sulfate: FAS) 

เตรียมที่ความเขมขน 0.25 N เตรียมโดยละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 
(Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O) ในน้ํากลั่น เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 20 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็น เติมน้ํา
กล่ันจนครบ 1 ลิตร นําไปหาความเขมขนที่แนนอน โดยปเปตสารละลายมาตรฐาน
โพทัสเซียมไดโครเมต 10 มิลลิลิตรใสลงในขวดรูปชมพู เติมน้ํากล่ัน 90 มิลลิลิตร เติม
กรดซัลฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็นเติมเฟอรโรอินอินดิเคเตอร 2-3 หยด แลวนําไป
ไทเทรทดวยสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต จนกระทั่งสารลายเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 

การคํานวณความเขมขนสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 
ความเขมขน FAS (นอรมอล) = ปริมาตรสารละลายโพทัสเซียมไดโครเมต (มล.) × 0.25
                                                   ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มล.) 
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วิธีการวิเคราะห 
มี 2 วิธีขึ้นกับความสกปรกของตัวอยางคือ 

- ตัวอยางที่มีคาซีโอดีมากกวา 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
- ตัวอยางที่มีคาซีโอดีนอยกวา 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

I ตัวอยางที่มีคาซีโอดีมากกวา 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
1. เติมเมอรคิวริกซัลเฟตประมาณ 0.4 กรัมลงในขวดซีโอดี ใสลูกแกว 2-3 ลูก 
2. เติมตัวอยางน้ําที่เจือจางเหมาะสม (ซีโอดีระหวาง 500-1,000 มิลลิกรัมตอลิตร) ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร 
3. เติมสารละลายโพทัสเซียมไดโครเมต 10 มิลลิลิตร คอยๆเติมสารละลายกรดซัลฟูริก 30 

มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเพื่อปองกันการระเบิดเนื่องจากความรอนสะสมของกรดซัลฟูริกที่
กนขวด 

4. นําขวดซีโอดีตอเขากับเครื่องควบแนน แลวเปดน้ําใหไหลผานเครื่องควบแนน ตมใหเดือด
นาน 2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็น ถอดขวดซีโอดีออกจากเครื่องควบแนน เติมเฟอรโรอินอินดิเค
เตอร 2-3 หยด ไทเทรตกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต จนกระทั่งสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาล วัดปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต ทํา blank 
เชนเดียวกับตัวอยางโดยใชน้ํากลั่นแทน 

การคํานวณคาซีโอด ี
 ซีโอดี (มล.ตอลิตร) = (A-B) × N × 8,000

      ปริมาตรตัวอยาง (มล.) 
 เมื่อ A คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรต blank  
        B คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรตตัวอยาง 
        N คือ ความเขมขนสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมอล) 

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

สารเคม ี
1. น้ํายาคารบอเนต-ทารเทรต 
ละลาย Na2C4H4O6·2H2O จํานวน 12 กรัม ดวยน้ํากลั่นตมเดือด 750 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็น
ถึงอุณหภูมิหองกอนปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
2. น้ํายาโฟลินสฟนอล 
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วิธีการ 
1. นําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
2. เติมโฟลินสฟนอล 0.1 มิลลิลิตร 
3. เติมน้ํายาคารบอเนต-ทารเทรต 1.0 มิลลิลิตร 
4. รอใหเกิดสี 30 นาที 
5. วัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร เทียบหาความเขมขนฟนอลจากกราฟ

มาตรฐาน แบลงคใชน้ํากลั่นแทนตัวอยางน้ํา 
6. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยเตรียมสารละลายฟนอลที่ความเขมขนระหวาง 0.5-20 มิลลิกรัม

ตอลิตร วิเคราะหเชนเดียวกับขอ 1-5 
การคํานวณ 
 ความเขมขนฟนอล (มิลลิกรัมตอลิตร) = คาการดูดกลืนแสงตัวอยาง×ความเจือจาง
       ความชันกราฟมาตรฐาน 

y = 0.0018x
R2 = 0.9995
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Figure-Appendix 1.  Standard curve of phenol solution 

3.   น้ําตาลทั้งกลุมคารบอน 5 อะตอม (pentose) และคารบอน 6 อะตอม (hexose) ดวยวิธี 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 ความเขมขน 10% (w/v)  
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สารละลายB: เตรียมสารละลาย Ferric ammonium sulphate ความเขมขน 1.15% (w/v) และ
เตรียม orcinol ความเขมขน 0.2% (w/v) ใน 9.6 M HCl (สารละลาย B เตรียมใหมทุกครั้งที่ใช) 

สารละลายน้ําตาลมาตรฐาน: เตรียมสารละลายน้ําตาลไซโลสความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 
25 และ 30 mg/ml โดยใชน้ําเปนตัวละลาย 

สารละลายพอลิเมอร: ละลายพอลิเมอรชีวภาพในน้ําความเขมขน 1mg/ml 
วิธีทดลอง: ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานไซโลส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพ และ

สารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย A 200 
ไมโครลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 15 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหองอยาง
รวดเร็ว เติมสารละลาย B 1.2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี นําไปตมอีกครั้งที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส 20 นาที แลวทําใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 
นาโนเมตร เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรและความเขมขนของ
น้ําตาลมาตรฐาน  Figure-Appendix 2a ซ่ึงคาที่ไดจากสมการนําไปคํานวณหาปริมาณน้ําตาล 
pentose ในพอลิเมอรชีวภาพ 

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

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

กอนใชและเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส) 
สารละลายน้ําตาลมาตรฐาน: เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 

25 และ30 mg/ml และสารละลายน้ําตาลไซโลสความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 mg/ml 
โดยใชน้ําเปนตัวละลาย 

สารละลายพอลิเมอร: ละลายพอลิเมอรชีวภาพในน้ําความเขมขน 1mg/ml 
วิธีทดลอง: ดูดสารละลายน้ําตาลมาตรฐานกลูโคส สารละลายพอลิเมอรชีวภาพ และ

สารละลายควบคุม (น้ํา) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย B 1 มิลลิลิตร
อยางรวดเร็วแลวเขยาผสมแชในอางน้ําแข็ง นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 3 นาทีแลวทํา
ใหเย็นเทาอุณหภูมิหองอยางรวดเร็ว นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 
เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตรและความเขมขนของน้ําตาล
มาตรฐาน Figure-Appendix 2b ซ่ึงคาที่ไดจากสมการนําไปคํานวณหาปริมาณน้ําตาล hexose ในพอ
ลิเมอรชีวภาพ 
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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.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เปนกลาง โดยปฏิกิริยา Anthrone reaction (Chaplin and 
Kennedy, 1986) 

สารพวกคารโบไฮเดรตเมื่อนํามาใหความรอนรวมกับแอนโทรนในสารละลาย
กรดซัลฟวริก ทําใหน้ําตาลถูกเปลี่ยนไปอยูในรูปอนุพันธของเฟอฟวรัล ซ่ึงอนุพันธนี้จะรวมตัวกับ
แอนโทรนไดสารประกอบสีเขียว 
สารเคม ี

1. กรดซัลฟวริก (H2SO4) ความเขมขน 75 % (v/v) เตรียมโดยนํากรดซัลฟวริกเขมขนมา 750 
มิลลิลิตร คอยๆ เติมลงในน้ํากลั่นปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
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2. Anthrone reagent: เตรียมโดยการเติมแอนโทรน 200 มิลลิกรัมในเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรโดยการเติมกรดซัลฟวริก (75 % (v/v)) ใหเปน 100 มิลลิลิตร แลวเขยาจน
ละลาย รีเอเจนตนี้ควรเตรียมใหมทุกครั้งและเมื่อไมมีการใชงานควรเก็บไวในตูเย็น 

3. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยนําสารละลายกลูโคสมาตรฐานเขมขน 1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในกรดเบนโซอิก 0.15 % มาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดความเขมขน
ตั้งแต 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. เติมสารละลายตัวอยางปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. นําหลอดไปแชในอางน้ําแข็ง รอจนสารละลายเย็นลง 
3. เติม anthrone reagent ที่แชเย็นไวลงไป 5 มิลลิลิตร แลวเขยาใหเขากัน (ขณะเติมและเขยา

ตองใหหลอดทดลองอยูในอางน้ําแข็งตลอดเวลา) 
4. แชไวในอางน้ําแข็งจนทุกหลอดเย็นลงถึง 0 องศาเซลเซียส 
5. นําหลอดไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นลงอีกครั้งในอางน้ําแข็ง 
6. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส แบลงคใชน้ํากลั่นแทนสารละลาย
ตัวอยาง 
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Figure-Appendix 3.  Standard curve of standard solution glucose analyzed by anthrone method 
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5.   การวิเคราะหปริมาณกรดยูโรนิค โดยวิธี Carbazole assay (chaplin and Kennedy, 1986) 

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

ซัลฟวริก 98 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและแชในอางน้ําแข็ง 
2. Reagent B: ผสม carbazole 125 มิลลิกรัม และ absolute ethanol 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กัน 
3. เตรียมสารละลายตัวอยางที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
4. สารละลายมาตรฐาน glucoronic acid lactone ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

วิธีการ 
1. ปเปตสารลายตัวอยาง สารละลายมาตรฐาน และน้ํากลั่นปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดทดลอง 
2. เติม reagent A ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและแชเย็นทันที 
3. ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปแชเย็นทันที 
4. เติม reagent B ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 
5. ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที แชเย็นทันที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คล่ืน 525 นาโนเมตร 
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Figure-Appendix 4.  Standard curve of glucoronic acid lactone 
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6.   วิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี Copper-bicinchoninate (Foxand Robyt, 1991) 

- ดูดสารละลาย C ใสในหลุมของไมโครไตเตอรเพลท หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
- เติมสารละลายตัวอยาง 100 ไมโครลิตร 
- ปดไมโครไตเตอรเพลท ดวยพลาสติกใส (Polyvinylchloride cling film) แลวใสในถุงซิป 

(plastic zipper bag) นําไปตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 35 นาที ทําใหเย็นทันทีเปน
เวลา 15 นาที  

- นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader นํา
คาที่ไดมาทํากราฟมาตรฐานหาสมการ 
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Figure-Appendix 5. Standard curve of reducing sugar analyzed by Copper-bicinchoninate method 

7.   การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีการ Dinitrosalicylic acid ของ Miller (1959) (Robertson et 

al., 2001) 
การเตรียมตัวอยางสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานโดยชั่งน้ําตาลกลูโคส 0.1 กรัมละลายใน
ขวดปรับปริมาตรเติมน้ํากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐาน
น้ําตาลกลูโคสความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400,500, 600, 700, 800, 900 และ 1,000 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร แลวทําการทดลองโดยเติมสารละลายกลูโคสแตละความเขมขนปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอรเพลท แลวเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเขากัน ปดไมโครไตเตอรเพลท ดวยพลาสติกใส (Polyvinylchloride 
cling film) แลวใสในถุงซิป (plastic zipper bag) นําไปตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 



 

153 

นาที ทําใหเย็นทันที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
microplate reader นําคาที่ไดมาทํากราฟมาตรฐานหาสมการ 
การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซในตัวอยาง 

นําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมลงในไมโครไตเตอร
เพลท แลวเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเขา
กัน ปดไมโครไตเตอรเพลท ดวยพลาสติกใส (Polyvinylchloride cling film) แลวใสในถุงซิป 
(plastic zipper bag) นําไปตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทําใหเย็นทันที นําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาแทนคาในสมการกราฟ
มาตรฐาน 
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Figure-Appendix 6.  Standard curve of reducing sugar analyzed by dinitrosalicylic acid method 

8.   การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยใชวิธี Modified phenol sulfuric 
method (Fox and Robyt, 1991) 

เติมตัวอยางปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในไมโครไตเตอรเพลท และเติม 5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) phenol ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน (ประมาณ 30 
วินาที) นําไมโครไตเตอรเพลทวางบนกอนน้ําแข็ง และเติมกรดซัลฟวริกเขมขน (conc. H2SO4) 
ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน (ประมาณ 30 วินาที) หุมไมโครไตเตอรเพลทดวยพลาสติก
ใส และนําไปใสในถุงซิป (plastic zipper bag) นําไปตมที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทํา
ใหเย็นและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate 
reader เทียบคาการดูดกลืนแสง ที่ไดกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส 
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Figure-Appendix 7.  Standard curve of total sugar analyzed by phenol-sulfuric acid method 

9.   การวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีนโดยวิธี Morgan-Elson ท่ีปรับปรุงแลว (Van de Loo, 1976) 

9.1  การเตรียมตัวอยางเพื่อหาปริมาณกลูโคซามีนโดยวิธี Cochran and Vercellotti (1978) 
ช่ังตัวอยางอบแหงที่บดละเอียดแลวปริมาณ 0.25 กรัม เติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน 5 มิลลิลิตร วางที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ช่ัวโมง กรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 แลวดูด
สวนใส 2 มิลลิลิตร ใสในหลอดที่มีน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 
2 ช่ัวโมง ปรับพีเอชของสารละลายใหเปนกลางดวย 30 % โซเดียมไฮดรอกไซด และปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นใหได 50 มิลลิลิตร 

9.2  สารเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีน 
- สารละลาย Acetyl acetone reagent เตรียมโดยเติม 4% ของ Acetyl acetone ลงใน 

1.25 M NaCO3 (ตองเตรียมใหมทุกครั้งที่ใช) 
- สารละลาย Ehrlich reagent เตรียมโดยละลาย Para-dimethylaminobenzadehyde 

1.6 กรัม ในสวนผสมของกรดไฮโดรคลอริกเขมขนปริมาตร 30 มิลลิลิตร และ 95% ethanol 30 
มิลลิลิตร (เก็บในตูเย็นไดนาน 2-3 วัน) 

- สารละลายมาตรฐาน glucosamine hydrochloride เตรียมโดยละลาย glucosamine 
hydrochloride 0.025 กรัม ในน้ํากลั่นจนไดปริมาณครบ 100 มิลลิลิตร 

9.3  การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคซามีน 
ใสสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Acetyl 

acetone reagent 1 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือดนาน 20 นาที เติม 95% ethanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
แลวเติมสารละลาย Ehrlich reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันวางไว 30 นาที นําไปวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร หาปริมาณกลูโคซามีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานขอ
งกลูโคซามีน ที่มีความเขมขนตั้งแต 25 – 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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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  จุลินทรียกอโรค 
เขี่ยเชื้อจากอาหารวุนแข็งเอียงที่เก็บใน stock มา 1 loop ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว MHB สําหรับแบคทีเรีย แลวบมเพาะเชื้อไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
จากนั้นถายเชื้อที่บมไวใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ช่ัวโมง นําเชื้อในระยะนี้มาทดสอบการยับยั้งจุลินทรียของพอลิเมอรชีวภาพ โดยเจือจางเชื้อเร่ิมตน
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว เพื่อใหไดปริมาณเชื้อ 106 CFU ตอมิลลิลิตร 

10.2  แบคทีเรียโปรไบโอติก 
เขี่ยเชื้อ L. plantarum และ L. acidophilus จาก stock culture มา 1 loop ใสลงใน

อาหาร MRS เหลว ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทํา
การถายเชื้อลงปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร MRS เหลว ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จะไดเชื้อจํานวน 108 CFU ตอมิลลิลิตร  
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10.3  การนับจํานวนจุลินทรีย 
ในการนับจํานวนจุลินทรียจะนําอาหารเลี้ยงที่เล้ียงเชื้อที่เวลาตางๆ มาเจือจางจนถึง

ความเขมขนที่เหมาะสมของเชื้อแตละชนิด แลว pour plate โดยใชเชื้อจุลินทรีย 1 มิลลิลิตร หยดลง
ไปบนจานอาหารแลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีอุณหภูมิ 44–46 องศาเซลเซียสลงไป ผสมเชื้อจุลินทรีย
กับอาหารใหเขากันโดยแกวงจานอาหารไปมาเบาๆ ทิ้งใหอาหารแข็งตัวแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียที่เจริญทั้งในและบนอาหาร
เล้ียงเช้ือโดยนับจํานวนจุลินทรียในจานอาหารที่มีจํานวนเซลล 25-250 เซลล แลวรายงานผลเปน 
CFU ตอมิลลิลิตร 
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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 

 
 
 
 
 



 

159 

 
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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