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บทคดัย่อ 

        การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาปริมาณแป้งมนัส าปะหลงัท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือ 
และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ Bacillus megaterium 
SRU02 โดยกระบวนการหมกัแบบกะ ซ่ึงในการทดลองใชค้วามเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัคือ 
20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร พบวา่ อาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสม คือ แป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ท่ีความ
เขม้ขน้ 10 กรัมต่อลิตร จะท าให้ไดค้วามเขม้ขน้ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงสุดเป็น 0.082 กรัม
ต่อลิตร ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ซ่ึงมีอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) เท่ากบั 0.1081 ต่อชัว่โมง และมี
อตัราการผลิตผลิตภณัฑ์จ าเพาะ (Productivity) 5.78×10-8 g/ Log CFU/ h จากนั้นความเขม้ขน้ของ
แป้งมนัส าปะหลงัท่ี 40 กรัมต่อลิตร ถูกใชส้ าหรับผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกในถงัหมกัขนาด 7 
ลิตร ท่ีปริมาตรการท างาน 5 ลิตร ดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะเพื่อศึกษาอตัราการให้อากาศและ
อตัราการกวนท่ีเหมาะสม โดยสภาวะท่ีท าการศึกษาคือ อตัราการให้อากาศ 2 ระดบั คือ 1 และ 2 
ลิตรอากาศต่อลิตรอาหารต่อนาที กบัอตัราการกวนของใบพดั 2 ระดบั คือ 300 และ 500 รอบต่อ
นาที ผลพบวา่ท่ีสภาวะอตัราการให้อากาศ 1 ลิตรอากาศต่อลิตรอาหารต่อนาที และอตัราการกวน
ที่ 300 รอบต่อนาที เป็นสภาวะที่เหมาะสมแก่การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกมากที่สุด ซ่ึง
สามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกไดสู้งท่ีสุดคือ 0.0589 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลา 48 ชัว่โมง 
มีอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์จ าเพาะสูงท่ีสุด 7.37×10-8 g/ Log CFU/ h ค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล 
(kLa) สูงสุดเท่ากบั 8.19 ต่อชัว่โมง และมีอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) และอตัราการเจริญจ าเพาะ
สูงสุด (µmax) ถึง 1.3901 และ 0.0359 ต่อชัว่โมง ตามล าดบั 
 
ค าส าคัญ: กรดพอลิแกมมากลูตามิก แป้งมนัส าปะหลงั พอลิเมอร์ชีวภาพ อตัราการให้อากาศ อตัรา
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ABSTRACT 

       The aims of this study were to determine optimum concentration of cassava starch for poly-
γ-glutamic acid (γ-PGA) production by Bacillus megaterium SRU02 and optimize conditions for 
γ-PGA production in batch fermentation by B. megaterium SRU02. The concentration of cassava 
starch at 20, 40, 60 and 80 g/L were investigated and the concentration of ammonium chloride at 
10 g/L was added into the starch medium. The results indicated that cassava starch at concentration 
of 40 g/L yielded the highest γ-PGA at 48 hours of fermentation period. The highest 
concentration of γ-PGA was 0.082 g/L with the maximum specific growth rates (µmax) was 0.1081 
h-1 and the γ-PGA productivity of 5.78×10-8 g/ Log CFU/ h. The concentration of cassava starch at 
40 g/L was used for γ-PGA production in a 7 liter fermenter with 5 L of working volume. The 
optimum aeration rate and agitation rate were determined. Two aeration rates at 1 and 2 vvm and 
two agitation rates at 300 and 500 rpm were used. It was found that aeration rate at 1 vvm and 
agitation rate at 300 rpm were the optimum condition for γ-PGA production. The highest 
concentration of γ-PGA was 0.0589 g/L at 48 hours with the γ-PGA productivity of 7.37 × 10-8g/ 
Log CFU/ h. The maximum mass transfer coefficient (kLa) was 8.19 h-1. The specific growth rates 
(µ) and maximum specific growth rates (µmax) were 1.3901 and 0.0359 h-1, respectively.   
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บทที ่1 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 

       กรดพอลิแกมมากลูตามิก หรือแกมมา-พีจีเอ (Poly-γ-glutamic acid, γ-PGA) เป็นพอลิเมอร์
ชีวภาพสามารถบริโภคได้ ละลายน ้ า และยอ่ยสลายได ้ไม่เป็นพิษต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม สร้าง
ข้ึนจากหน่วยยอ่ยของกรดกลูตามิกชนิด D- และ L- หรือทั้งสองชนิด และเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ
แกมมาเอไมด์ เป็นสารท่ีถูกขบัออกมานอกเซลล์โดยเช้ือจุลินทรียต์ระกูล Bacillus spp. คุณสมบติั
ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกน้ีเป็นท่ีตอ้งการ เพราะสามารถน าไปใชใ้นดา้นอุตสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมยา และอุตสาหกรรมบ าบดัน ้ าเสีย เป็นสารท่ีย่อยสลายไดง่้ายในธรรมชาติ และ
สามารถรับประทานไดโ้ดยไม่ก่อสารพิษต่อร่างกาย การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกเพื่อใช้ใน
อุตสาหกรรมในปัจจุบนัมีตน้ทุนในการผลิตท่ีสูง ดงันั้นนกัวิจยัจึงให้ความสนใจกบักระบวนการ
ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกเพื่อใหส้ามารถผลิตสารข้ึนมาไดม้ากท่ีสุดและมีตน้ทุนการผลิตลดลง 
โดยการปรับปรุงกระบวนการผลิตไดจ้ากการคดัเลือกเช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้ในการเพาะเล้ียง การหา
สภาวะท่ีเหมาะสมของการเจริญและผลิตผลิตภณัฑ์ และอาหารท่ีใช้ในการเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์     
เป็นตน้  
       ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงใช้แป้งมนัส าปะหลังเป็นสารตั้งตน้ในการเล้ียงเช้ือมาทดแทนอาหาร
สังเคราะห์ เพื่อลดต้นทุนการผลิต และหาความเข้มข้นของแป้งมันส าปะหลัง และสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ Bacillus megaterium SRU02 ท่ีสามารถผลิตกรดพอลิแกมมา-   
กลูตามิกไดสู้งสุด 
       แป้งมนัส าปะหลงัเป็นพืชเศรษฐกิจผลิตได้จากหัวของมนัส าปะหลงั หาง่าย ราคาถูก ซ่ึง
องค์ประกอบทางเคมีท่ีส าคญันอกจากน ้ าก็คือ คาร์โบไฮเดรต ท่ีมีความจ าเป็นต่อการเจริญของ
เช้ือจุลินทรีย ์นอกจากน้ีเช้ือ Bacillus spp. ยงัเป็นเช้ือท่ีสามารถผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส ซ่ึงสามารถ
ยอ่ยแป้งใหเ้ป็นน ้าตาลแลว้จึงน าน ้าตาลท่ีไดไ้ปใชใ้นการเจริญและผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกจึง
เป็นขอ้ดีอีกอยา่งคือไม่จ  าเป็นตอ้งท าการยอ่ยแป้งก่อนน ามาเป็นสารตั้งตน้ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
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1.2 ความมุ่งหมายและวตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

1.2.1 เพื่อศึกษาผลของกรดอะมิโนชนิดแอลกลูตามิกต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของ
เช้ือ Bacillus megaterium SRU02 

1.2.2 เพื่อศึกษาปริมาณแป้งมนัส าปะหลงัท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับการผลิตกรด
พอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium SRU02 
       1.2.3 เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium 
SRU02 โดยกระบวนการหมกัแบบกะในถงัหมกัขนาด 7 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการท างาน 5 ลิตร 
 

1.3 ขอบเขตงานวจิัย 
       งานวิจยัน้ีท าการศึกษาความตอ้งการกรดกลูตามิกของเช้ือ Bacillus megaterium SRU02 โดย
เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมและไม่เติมกรดอะมิโนชนิดแอลกลูตามิก จากนั้นเม่ือทราบความ
ต้องการกรดอะมิโนชนิดแอลกลูตามิกของเช้ือแล้วจึงท าการศึกษาความเข้มข้นของแป้งมัน-
ส าปะหลงัท่ี 20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร และระยะเวลาในการหมกัเล้ียงเช้ือ B. megaterium 
SRU02 ท่ีสามารถผลิตกรดกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงสุดโดยใช้เวลาในการศึกษากระบวนการ
หมกันาน 72 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างและน าไปท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนเพื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิก  โดยใช้เทคนิควิ เคราะห์โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  (High 
performance liquid chromatography, HPLC) หลงัทราบความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงั ท่ี
ท าให้ผลไดก้รดพอลิแกมมากลูตามิกสูงสุด และระยะเวลาในการหมกัแลว้ ท าการศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมไดแ้ก่ ศึกษาปริมาณเซลล์ อตัราการใชอ้ากาศ อตัราการใชอ้อกซิเจนจ าเพาะ สัมประสิทธ์ิ
การถ่ายโอนมวลออกซิเจน และอตัราการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก ในการเล้ียงเช้ือด้วย
กระบวนการแบบกะในถงัหมกัขนาด 7 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการท างาน 5 ลิตร โดยศึกษาอตัราการกวน
ท่ี 300 และ 500 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศท่ี 1 และ 2 vvm  
 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
       1.4.1 ไดอ้งคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ B. megaterium SRU02 จากแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมี
ความเหมาะสมในการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกใหไ้ดผ้ลผลิตมากท่ีสุด 
       1.4.2 ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมแก่การเล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium SRU02 ในแป้งมนัส าปะหลงั
ในระดบัถงัหมกัโดยกระบวนการแบบกะ 
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บทที ่2 

ทฤษฎแีละงานวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1 กรดพอลแิกมมากลูตามกิ (Poly-γ-glutamic acid) 

       กรดพอลิแกมมากลูตามิกหรือแกมมา-พีจีเอ (Poly-γ-glutamic acid, γ-PGA) เป็นพอลิเมอร์
ชีวภาพ (Biopolymer) ท่ีมีประจุลบ ถูกขบัออกมานอกเซลล์โดยเช้ือจุลินทรีย ์เช่น Bacillus subtillis 
Bacillus licheniformis Bacillus megaterium Staphylococcus epidermidis เป็นตน้ กรดพอลิ-      
แกมมากลูตามิกเป็นท่ีตอ้งการในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เน่ืองจากเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพสามารถบริโภค
ได้ ละลายน ้ า ย่อยสลายทางชีวภาพ (Biodegradable) มีคุณสมบัติไม่เป็นพิษต่อมนุษย์และ
ส่ิงแวดล้อม สามารถน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมบ าบดัน ้ าเสีย 
และทางการแพทย ์ (Moraes และคณะ, 2012)  
       Ivánovics และ Bruckner (1937) ไดค้น้พบกรดพอลิแกมมากลูตามิกคร้ังแรกเป็นส่วนประกอบ
ท่ีมีอยู่ในแคปซูลของ B. anthracis มีลกัษณะเหนียวหนืด และถูกปล่อยออกมาในอาหารเล้ียงเช้ือ
เป็นสารเหมือก เรียกกนัว่า นตัโตะ (Natto) คือ ถัว่เหลืองหมกั ซ่ึงเป็นอาหารหมกัพื้นบา้นในญ่ีปุ่น 
เป็นสารผสมระหว่างกรดพอลิแกมมากลูตามิก และฟรุกแทน นอกจากน้ี Shih และVan (2001) 
รายงานวา่ Bacillus หลายสายพนัธ์ุสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกไดโ้ดยการปล่อยออกมา
นอกเซลล์ ไดแ้ก่ B. licheniformis A35 B. subtilis (natto) B. licheniformis ATCC 9945 และ B. 
subtilis IFO3335 เป็นตน้ 
       กรดพอลิแกมมากลูตามิกสร้างข้ึนจากหน่วยยอ่ยของกรดกลูตามิกชนิด D หรือ L หรือทั้งสอง
ชนิดเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะแกมมาเอไมด์ (γ-amide) ท่ีเป็นโฮโมพอลิเอไมด์ ระหว่างกรดแอลฟา 
อะมิโน (α-amino) และกรดแกมมาคาร์บอกซิลิก (γ-carboxylic) (Moraes และคณะ, 2012) ซ่ึง
แตกต่างจากโปรตีนทัว่ไปตรงท่ีโปรตีนจะเกิดการเช่ือมต่อกนัของแอลฟาอะมิโน (α-amino) ดงันั้น
จึงท าใหก้รดพอลิแกมมากลูตามิกจึงทนต่อการยอ่ยดว้ยเอนไซมโ์ปรติเอส (Protease) เป็นเอนไซมท่ี์
สามารถยอ่ยไดเ้ฉพาะพนัธะแอลฟาอะมิโนเท่านั้น (สุขใจ, 2557) โครงสร้างของกรดพอลิแกมมา-
กลูตามิก แสดงดงัภาพท่ี 2.1 กรดพอลิแกมมากลูตามิกแบ่งเป็น 3 แบบไดแ้ก่ 1) สายพอลิเมอร์ท่ี
ประกอบดว้ยกรดกลูตามิกชนิด D อยา่งเดียว (D-PGA) 2) สายพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยกรดกลูตา-  
มิกชนิด L อยา่งเดียว (L-PGA) และ 3) สายพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยกรดกลูตามิกชนิด D และชนิด 
L (D-L-PGA) ซ่ึงแต่ละแบบจะถูกผลิตจากเช้ือจุลินทรียท่ี์ต่างกนั เช่น เช้ือ B. anthracis ผลิตชนิด D-
PGA เป็นเพียงชนิดเดียวเท่านั้น ชนิด L-PGA จะถูกผลิตโดยเช้ือท่ีเป็น Extreme halophilic bacteria 
ไดแ้ก่ Natrialba aegyptiaca และ Halobacterium ไดแ้ก่ B. megaterium B. halodurans และ 
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Natronococcus occultus และชนิด D-L-PGA ผลิตไดจ้าก B. subtilis และ B. licheniformis และบาง
สายพนัธ์ุของ Staphylococcus epidermidis (Najar และ Das, 2015)   

 
ภาพที ่2.1 โครงสร้างทางเคมีของกรดพอลิแกมมากลูตามิก (Poly-γ-glutamic acid) 

 
       กรดพอลิแกมมากลูตามิกเป็นสารประเภทเมทาบอไลท์ขั้นทุติยภูมิ (Secondary meyabolite) 
สามารถสังเคราะห์ไดจ้ากเช้ือจุลินทรีย ์ Bacillus spp. โดยกระบวนการหมกั บางสายพนัธ์ุไม่ได้
สังเคราะห์แค่เพียงภายในเซลล์เท่านั้น แต่สามารถสังเคราะห์และปล่อยออกมาสู่นอกเซลล์ไดด้ว้ย 
ปริมาณการสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกจากเช้ือ Bacillus spp.  ข้ึนกบัสภาวะในการเล้ียง
ดว้ย (Kongklom และคณะ, 2012) กรดพอลิแกมมากลูตามิกจะถูกผลิตท่ีชั้นเปปติโดไกลแคนบริเวณ
ผนังเซลล์ของเช้ือ เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญหรืออยู่ในช่วงระยะคงท่ีของการ
เจริญ (Stationary phase) และจะขบักรดพอลิแกมมากลูตามิกออกมาภายนอกเพื่อน าไปสร้าง
แคปซูลเพื่อช่วยรักษาสภาพของเซลล์ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีเหมือนกบัแอนต้ีบอด้ี (Antibody) ช่วยรักษา
เซลล์ป้องกนัการติดไวรัส และบางคร้ังเช้ือยงัสามารถใช้กรดพอลิแกมมากลูตามิกเพื่อเป็นแหล่ง 
กลูตาเมตในระยะคงท่ีในสภาวะขาดแคลนอาหารได ้(Ogunleye และคณะ, 2015) 
       Liu และคณะ (2010) ศึกษาลกัษณะเมือกท่ีเกิดจากเช้ือ B. amyloliquefaciens C06 โดยใชว้ิธีการ
กลายพนัธ์ุ พบว่าเมือกท่ีถูกวิเคราะห์ประกอบดว้ยกรดกลูตามิกท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง และไม่ได้
เช่ือมกนัดว้ยแอลฟาอะมิโนจึงระบุไดว้า่เป็นกรดพอลิแกมมากลูตามิก และเม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือท่ี
ถูกกลายพนัธ์ุพบวา่มีประสิทธิภาพในการสร้างฟิลม์ชีวภาพ ความสามารถในการยดึติด และจบักลุ่ม
นอ้ยลง แสดงให้เห็นว่าเช้ือใช้กรดพอลิแกมมากลูตามิกเพื่อปรับปรุงความสามารถการสร้างฟิล์ม
ชีวภาพ และการยึดติดกันเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ อย่างไรก็ตามฟิล์มชีวภาพเป็นโครงสร้างท่ีมี
จุลินทรียฝั์งตวัอยู่ภายใน กรดพอลิแกมมากลูตามิกมีความส าคญัในการสร้างฟิล์มชีวภาพในสาย
พนัธ์ุ B. subtilis และจะไม่สร้างฟิล์มชีวภาพหรือจะสร้างไดน้อ้ยลงหากไม่มีการสร้างกรดพอลิ- 
แกมมากลูตามิก (Morikawa และคณะ, 1992) 
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       เช้ือ Bacillus spp. ส่วนมากผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยการปล่อยออกมานอกเซลล์ จะได้
เส้นใยของกรดพอลิแกมมากลูตามิกชนิด L และชนิด D ซ่ึงทั้งสองชนิดผสมกันจะเกิดการ
ตกตะกอนในเอทานอล การจะท าให้กรดพอลิแกมมากลูตามิก บริสุทธ์ิโดยมี 3 ขั้นตอนคือ ขั้นท่ี 1 
แยกเซลล์หรือสารอาหารท่ีอยู่ในรูปของแข็งออกจากของเหลวโดยการป่ันเหวี่ยง ขั้นท่ี 2 การ
ตกตะกอนกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยเอทานอลเยน็ และขั้นท่ี 3 วิธีไดอะไลซิส (Dialysis) ของ
สารปนเป้ือนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่ากว่าท่ีก าหนด กรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีบริสุทธ์ิสามารถถูก
ตรวจสอบดว้ยวธีิการวเิคราะห์กรดอะมิโน และการวเิคราะห์ดว้ย โครมาโทกราฟีแบบแผน่บางหรือ
โครมาโทกราฟีแบบเหลวสมรรถนะสูง (สุขใจ, 2557) 

Kongklom และคณะ (2012) ตรวจวดัขนาดโมเลกุลของกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีถูกผลิตโดย
เช้ือ B. licheniformis ATCC 9945 โดยวิธี SDS-PAGE ซ่ึงขนาดของแถบจะข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้
ของกรดกลูตามิกท่ีแตกต่างกนัในช่วง 0-75 กรัมต่อลิตร ในสภาวะท่ีไม่มีการเติมกรดกลูตามิกจะมี
ความเขม้ขน้ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีต ่ามากจนไม่สามารถแสดงแถบท่ีมองเห็นดว้ยวิธี SDS-
PAGE ส่วนท่ีสภาวะท่ีมีการเติมกรดกลูตามิก 15-75 กรัมต่อลิตร จะมีขนาดโมเลกุลมากกวา่ 98 กิโล
ดาลตนั ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่หากในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีการเติมกรดกลูตามิกจะไม่ปรากฎขนาดโมเลกุล
ของกรดพอลิแกมมากลูตามิก และในทางตรงกันขา้มเม่ือเพิ่มความเข้มขน้ของกรดกลูตามิกก็มี
ขนาดโมเลกุลไม่ต่างกนันกัเพียงแต่ท่ีความเขม้ขน้ 60-75 กรัมต่อลิตร จะมีแถบท่ียาวกวา่สภาวะอ่ืน  
       กรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีมีขนาดโมเลกุลแตกต่างกนัจะถูกน าไปใชง้านต่างกนั Mitsuiki และ
คณะ (1998) ไดศึ้กษาวา่กรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีมีมวลโมเลกุลนอ้ยกวา่ 20 กิโลดาลตนั สามารถ
เป็นสารป้องกนัการเยือกแข็งไดสู้งกวา่สารป้องกนัการเยือกแข็งทัว่ไปท่ีใช ้เช่น กลูโคส และจะไม่
ส่งผลต่อรสชาติของอาหาร ส่วน Bhat และคณะ (2013) ท าการศึกษาวา่กรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีมี
มวลโมเลกุล 257 กิโลดาลตนั ไดถู้กใช้เป็นสารป้องกนัผลึกส าหรับการปรับปรุงการรอดชีวิตของ
แบคทีเรียโปรไบโอติกในระหวา่งการผลิต 
 

2.2 การน าไปประยุกต์ใช้  
       กรดพอลิแกมมากลูตามิกเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพสารส าคญัท่ีสามารถย่อยสลายได้ตามสภาพ
ธรรมชาติ กรดพอลิแกมมากลูตามิกมีคุณสมบติัสามารถละลายน ้าได ้รับประทานไดไ้ม่เป็นอนัตราย
ต่อร่างกาย และไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษแก่ส่ิงแวดลอ้ม จึงท าให้นกัวิจยัหนัมาให้ความสนใจท่ีจะ
ศึกษา และน าไปประยุกต์ใช้ในดา้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ ไดห้ลากหลาย เช่น อุตสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมอาหารสัตว ์อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง ดา้นการแพทย ์หรือดา้นส่ิงแวดลอ้ม เป็นตน้  
       ในอุตสาหกรรมอาหารมีการน ากรดพอลิแกมมากลูตามิกไปใชใ้นหลายดา้น เช่น สารเพิ่มความ
เหนียว (Thickener) สารรักษาความช้ืน (Humectant) สารป้องกนัการเยือกแข็ง (Cryoprotectant) 
สารลดความขม (Bitterness-relieving agent) สารคงตวั (Stabilizer) สารลดการดูดซบัน ้ามนั เป็นตน้  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       ในการผลิตอาหารแช่แขง็ การหลอมละลายอาหารกลบัไปมาหลายคร้ังส่งผลท าให้สารอาหารมี
ประสิทธิภาพเส่ือมลง สามารถป้องกนัการเส่ือมสภาพของอาหารแช่แข็งไดโ้ดยการเติมสารป้องกนั
การเยือกแข็ง (Cryoprotectant) ซ่ึงมีใช้กันอย่างแพร่หลาย มีการตรวจสอบโดยใช้ Differential 
scanning calorimetry (DSC) แสดงความหลากหลายของโอลิโกแซคคาไรด์และกรดพอลิแกมมา-
กลูตามิกจากเช้ือ B. licheniformis ท่ีใชเ้ป็นสารป้องกนัการเยือกแข็ง (Mitsuiki และคณะ, 1998) ซ่ึง
กรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลช่วงท่ีต ่ากว่า 20 กิโลดาลตนั จะสามารถเป็นสาร
ป้องกนัการเยือกแข็งไดดี้กว่ากลูโคสซ่ึงเป็นท่ีนิยมใช้เป็นสารป้องกนัเยือกแข็ง กิจกรรมของสาร
ป้องกนัการเยอืกแขง็จะมีผลข้ึนอยูก่บัไอโซเมอร์ (อตัราส่วนของชนิด D ต่อชนิด L) ชนิดของพนัธะ
เพปไทด์ (แอลฟา, α หรือแกมมา, γ) หรือข้ึนอยูก่บัอิทธิพลของประจุบวกท่ีใช ้เช่น เกลือโซเดียม 
(Na) = เกลือโพแทสเซียม (K) >> เกลือแคลเซียม (Ca) กรดพอลิแกมมากลูตามิกเป็นสารป้องกนั
การเยือกแข็งท่ีมีประสิทธิภาพมากและมีรสชาติท่ีอ่อนกว่าสารป้องกนัการเยือกแข็งท่ีมีน ้ าหนัก
โมเลกุลต ่ากว่า เช่น แซคคาไรด์ เกลืออนินทรีย ์และกรดอะมิโน จึงท าให้สามารถใส่กรดพอลิ-   
แกมมากลูตามิกในอาหารไดป้ริมาณมากกวา่โดยไม่ท าให้อาหารเสียรสชาติ (Tanimoto และคณะ, 
1995)  กรดพอลิแกมมากลูตามิกยงัสามารถน าไปใช้เป็นสารลดความขม (Bitterness-relieving 
agent) (Sakai และคณะ, 2000) เกิดจากกรดอะมิโน เพปไทด์ ควินิน (Quinine) คาเฟอีน (Caffeine) 
หรือแร่ธาตุ จึงมกัใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเบเกอร่ี อุตสาหกรรมอาหารจากแป้ง เส้นก๋วยเต๋ียว 
เป็นตน้ มีผลท าใหส้ามารถเก็บรักษาไดน้านข้ึน ปรับปรุงเน้ือสัมผสัของอาหาร และยงัใชก้รดพอลิ-
แกมมากลูตามิกในไอศกรีมเพื่อเพิ่มความคงตวั (Daninippon, 1972) และช่วยเพิ่มความขน้หนืดของ
น ้ าผลไมใ้นอุตสาหกรรมเคร่ืองด่ืม (Yamanaka, 1991) ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์เม่ือเติมกรด- 
พอลิแกมมากลูตามิกในส่วนผสมของอาหารสัตว ์เช่น อาหารสัตวปี์ก อาหารปลา หรืออาหารสัตว์
เล้ียง จะช่วยเสริมการดูดซึมของแร่ธาตุ เพิ่มความแขง็แรงของเปลือกไข่ และลดการสะสมไขมนัใน
ร่างกายสัตว ์(Tanimoto และคณะ, 2000) 
       Lim และคณะ (2012) ศึกษาผลการเติมกรดพอลิแกมมากลูตามิกลงในโดนทัต่อการดูดซับ
น ้ามนัในระหวา่งการทอด พบวา่เม่ือใชเ้วลาทอดนาน 4 นาที จะท าให้โดนทัปกติมีการดูดซบัน ้ ามนั 
0.7 กรัมต่อกรัมของแป้งโดนทั ในขณะท่ีเติมกรดพอลิแกมมากลูตามิกลงในสูตรของโดนทัจะท าให้
มีการดูดซบัน ้ามนัเป็น 0.2 กรัมต่อกรัมของแป้งโดนทั และจะมีการลดการดูดซบัน ้ ามนัเพิ่มข้ึนถึง 5 
เท่า เม่ือเติมกรดพอลิแกมมากลูตามิกเพิ่มจาก 0.25 เป็น 1 กรัมต่อ 100 กรัมของแป้งโดนทั จากผล
การตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM) 
โดนทัท่ีมีการเติมกรดพอลิแกมมากลูตามิกจะมีช่องวา่งระหวา่งเน้ือแป้งนอ้ย และมีความหนาแน่น
ข้ึน เม่ือทดสอบทางประสาทสัมผสัยอมรับโดยรวมของผูบ้ริโภคกบัโดนัทท่ีมีการเติมกรดพอลิ- 
แกมมากลูตามิก 1 กรัมต่อ 100 กรัมแป้งโดนทั ดงันั้นกรดพอลิแกมมากลูตามิกสามารถใชเ้ป็นสาร
ลดการดูดซบัปริมาณน ้ามนัไดเ้พื่อประโยชน์ต่อสุขภาพของผลิตภณัฑข์องทอด  
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       Shyu และ Sung (2010) ไดศึ้กษาความหนืด ความคงตวัของฟอง และอิมลัชัน่ในแป้งเคก้ท่ีเติม
กรดพอลิแกมมากลูตามิกปริมาณ 0.05 0.1 และ 0.5 กรัมต่อกิโลกรัม พบวา่กรดพอลิแกมมากลูตามิก
ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 กรัมต่อกิโลกรัม จะให้ความหนืด ความคงตวัของฟอง และอิมลัชัน่ในแป้งเคก้
เพิ่มข้ึน และผลระหวา่งการเก็บรักษาแป้งเคก้ท่ีเติมกรดพอลิแกมมากลูตามิกท าให้มีความแข็งและ 
ความตา้นทานการเค้ียวลดลง และเม่ือตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบวา่ท่ี
มีการเติมกรดพอลิแกมมากลูตามิกความเขม้ขน้ 0.1 และ 0.5 กรัมต่อกิโลกรัมจะท าให้แป้งเคก้มีรูท่ี
แป้งเล็กลง และมีความเรียบเนียนมากกวา่แป้งเคก้ท่ีไม่เติมกรดพอลิแกมมากลูตามิก 
       Bhat และคณะ (2013) ศึกษาผลของกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยเช้ือ B. subtilis natto ATCC 
15245 ท่ีมีต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติกในระหว่างการท าแห้งแบบเยือกแข็งของเช้ือ 
Lactobacillus paracasei NCIMB 8835 โดยเปรียบเทียบผลของความเขม้ขน้ของกรดพอลิแกมมา-
กลูตามิก 5 เปอร์เซ็นต์ และ 10 เปอร์เซ็นต์ และน ้ าตาลซูโครส 10 เปอร์เซ็นต์พบว่ากรดพอลิ-      
แกมมากลูตามิก 10 เปอร์เซ็นตจ์ะช่วยให้เช้ือแบคทีเรียโพรไบโอติก L. paracasei รอดชีวิตดีกวา่ใช้
น ้าตาลซูโครส 10 เปอร์เซ็นต ์ 
       ดา้นการแพทยก์รดพอลิแกมมากลูตามิกถูกใชเ้ป็นตวัขนส่งยา ยา Paclitaxel (Taxol, TXL) ใช้
เป็นเคมีบ าบดัท่ีใชรั้กษาเน้ืองอกหรือเน้ือร้ายต่าง ๆ ในมนุษย ์(Rowinsky และ Donehower, 1995; 
Holmes และคณะ, 1995) ติดปัญหาคือ ยาไม่สามารถละลายน ้าไดจึ้งไดน้ า Paclitaxel มารวมกบักรด
พอลิแกมมากลูตามิกดว้ยพนัธะโควาเลนซ์ไดเ้ป็น Polyglutamic acid paclitaxel (PG-TXL) อยูใ่น
รูปท่ีละลายน ้ าได ้รู้จกักนัทัว่ไปคือยารักษาโรคมะเร็ง (Cancer drug) ยา PG-TXL สามารถต่อตา้น
เน้ืองอกในหนูและในคนไดดี้กวา่ TXL ซ่ึง PG-TXL ท าให้เน้ืองอกขนาดใหญ่มีขนาดท่ีเล็กลงอยา่ง
สมบูรณ์ได ้แต่ผลขา้งเคียงคือจะมีไข ้(Li และคณะ, 1998) 
       การใช้ประโยชน์ดา้นเคร่ืองส าอาง Shih และ Van (2001) การใช้ประโยชน์ของกรดพอลิ-     
แกมมากลูตามิกจากเช้ือจุลินทรีย์ โดยการฉายรังสีแกมมาเพื่อให้เกิดเป็นการเช่ือมไขว ้(Cross-
Linking) ระหว่างหน่วยมอนอเมอร์ เพื่อสร้างเป็นกรดพอลิแกมมากลูตามิกไฮโดรเจล (γ-PGA 
hydrogel) จากนั้นท าให้เจลอยู่ในรูปแบบแห้งเยือกแข็ง (Lyophilize) เพื่อคงความเสถียรทางเคมี 
และกายภาพของกรดพอลิแกมมากลูตามิก เม่ือส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์จะเห็นโครงสร้างท่ีช่วยเพิ่ม
ความสามารถในการดูดซบัความชุ่มช้ืน (Kunioka, 1993; Choi และ Kunioka, 1995; Choi และคณะ, 
1995) ซ่ึงสมบติัของกรดพอลิแกมมากลูตามิกมีความสามารถในการสร้างแผน่ฟิล์มท่ีเรียบ มีความ
ยดืหยุน่ และกกัเก็บความชุ่มช้ืนไดถึ้ง 5,000 เท่าโดยน ้าหนกั มีผลในเร่ืองของการรับรู้ความรู้สึกจาก
ประสาทสัมผสัท่ีอ่อนนุ่ม และยงัช่วยปกป้องชั้นของผวิภายนอก จึงน าไปประยกุตท์  าแผน่มาร์กหนา้ 
(Facial mask) เพื่อเพิ่มความชุ่มช้ืนใหแ้ก่ผวิไม่ท าใหผ้วิแหง้ตึงและลดร้ิวรอยเห่ียวยน่บนใบหนา้   
       ในอุตสาหกรรมบ าบดัน ้ าเสียสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการเป็นสารตกตะกอนท่ีใชก้นัอยา่ง
แพร่หลายในการบ าบดัน ้ าเสีย อุตสาหกรรมน ้ าด่ืม ประปา โดยพบว่าน ้ าหนักโมเลกุลของสาร
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ตกตะกอนชีวภาพเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการตกตะกอน Bhattacharya และคณะ (1998) ไดค้น้พบ
นวตักรรมใหม่ในการดูดซบัโลหะหนกัดว้ยแผน่กรองไมโครท่ีราคาไม่แพง ประกอบดว้ยกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิกท่ีเช่ือมดว้ยพนัธะโควาเลนซ์ เช่น แผน่กรองเซลลูโลสท่ีมีกรดพอลิแกมมากลูตามิก 
สามารถดูดซับตะกั่วได้ประมาณ 2.5 โมล และการดูดซับแคดเมียม และนิกเกิลได้ 0.8 โมล 
เช่นเดียวกบัแผน่กรองท่ีท าจากซิลิกาท่ีมีกรดพอลิแกมมากลูตามิกมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัแผน่กรอง
เซลลูโลสแต่มีความคงตวัต่อกรดและตวัท าละลายดีข้ึนกวา่ ไดท้  าการทดสอบแผน่กรองเซลลูโลส
ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกกบัเศษวสัดุเหลือใช้ท่ีมีสารตะกั่ว พบว่าเม่ือน ามาผ่านแผ่นกรอง
เซลลูโลสสามารถลดปริมาณสารตะกัว่ไดอ้ยา่งนอ้ย 380 เท่า แสดงให้เห็นวา่กลไกดูดซบัของกรด
พอลิแกมมากลูตามิกมีประสิทธิภาพสูงกว่าเรซินแลกเปล่ียนไอออนทัว่ไป กรดพอลิแกมมา-    
กลูตามิกมีประสิทธิภาพในการก าจดัไอออนตะกัว่มากกว่า 99.8 เปอร์เซ็นต์ดว้ยเทคนิคการกรอง
ดว้ยความดนัต ่า (Hajdu และคณะ, 2012)  
       นอกจากน้ียงัมีการใชป้ฏิกิริยาทางเคมีเพื่อดดัแปลงโครงสร้างของกรดพอลิแกมมากลูตามิกท า
ใหก้รดพอลิแกมมากลูตามิกมีคุณสมบติัพิเศษ เช่น การใชป้ฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน่ (Esterification) 
ตรงบริเวณหมู่คาร์บอกซิล (Carboxyl group) ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกท าให้เอสเทอร์ของกรด
พอลิแกมมากลูตามิกสามารถแสดงคุณสมบติัเป็นพลาสติกทนร้อน (Thermoplastics) หรือ Poly-γ-
glutamic acid α-benzyl ester แสดงคุณสมบติัเป็นเส้นใยและแผน่ฟิลม์ (Choi และ Kunioka, 1995) 
       Ashiuchi และคณะ (2013) ได้พฒันายาตา้นจุลชีพจากเทอร์โมพลาสติกท่ีท าจากกรดพอลิ-    
แกมมาแอลกลูตามิก โดยท าแผ่นฟิล์มจากกรดพอลิแกมมาแอลกลูตามิก(L-PGA) ผสมกับ 
Hexadecylpyridinium cation (HDP+) เป็น PGAIC โดยศึกษาคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือ Escherichia coli และ Bacillus subtilis ท าการทดลองโดยเพาะเล้ียงเช้ือทั้งสองบนอาหารเล้ียง
เช้ือแข็งและอาหารเล้ียงเช้ือเหลว แลว้วางแผน่ฟิล์ม PGAIC รูปทรงต่าง ๆ เช่น ส่ีเหล่ียม วงกลม 
ส่ีเหล่ียมคางหมู ดูการเปล่ียนแปลงเปรียบเทียบกบัแผน่ฟิล์มกรดพอลิแกมมากลูตามิกปกติ พบว่า
แผ่นฟิล์ม PGAIC สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือทั้งสองได้ดีกว่าแผ่นฟิล์มกรดพอลิแกมมา-    
กลูตามิกทั้งบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งสังเกตจากบริเวณใสท่ีมีวงใสรอบแผ่นฟิล์ม และในอาหารเล้ียง
เช้ือเหลวสังเกตจากการวดัความขุ่น และจะยบัย ั้งเช้ือจุลิทนรียไ์ดม้ากข้ึนหากแผน่ฟิล์มมีขนาดใหญ่
ข้ึน ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของ HDP+ ท่ีเปล่ียนแปลงกรดพอลิ- 
แกมมากลูตามิกใหมี้คุณสมบติัเป็นเทอร์โมพลาสติกหรือวสัดุท่ีทนความร้อน  
 

2.3 ชนิดแบคทเีรียทีสั่งเคราะห์กรดพอลแิกมมากลูตามกิ  
ปัจจุบนัพบส่ิงมีชีวิตท่ีสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได้ 3 ชนิด คือ 1) อาร์เคีย 

(Achaea) 2) แบคทีเรีย (Bacteria) และ 3) ยคูาริโอต (Eukaryotes) โดยอาร์เคียท่ีสามารถผลิตกรด 
พอลิแกมมากลูตามิกได้ คือเช้ือ Natronococcus occultus และเช้ือ Natrialba aegyptiaca ซ่ึงจะใช้เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กรดพอลิแกมมากลูตามิกลดความเขม้ขน้ของเกลือเพื่ออยูร่อดให้สภาวะท่ีไม่เหมาะสมได ้ส่วนพวก      
ยคูาริโอตมีกลุ่มเดียวเท่านั้นท่ีสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได ้คือ ไฟลมั Cnidaria และ
กลุ่มของแบคทีเรียเป็นท่ีน่าสนใจทั้งหมดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก โดยเฉพาะสกุล Bacillus   

แบคทีเรียท่ีสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิก (Poly-γ-glutamic acid) สามารถจ าแนกตาม
องคป์ระกอบของสารอาหารในการเพาะเล้ียงเช้ือไดเ้ป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ Shih และ Van (2001) 

1. กลุ่มท่ีตอ้งเติมกรดแอลกลูตามิกในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ (L-glutamic acid dependent 
bacteria) เพื่อกระตุ้นการสร้างกรดพอลิแกมมากลูตามิกและการเจริญเติบโตของเซลล์ วิถีการ
สังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกของแบคทีเรียส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มของการเติม L-glutamic 
acid เช่น วิถีการสร้างกรดพอลิแกมมากลูตามิกของแบคทีเรีย B. anthracis B. licheniformis 
ATCC9945A  B. subtilis IFO 3335 B. subtilis F-2-01 และ B. Subtilis NX-2 เป็นตน้ แต่แบคทีเรีย
กลุ่มน้ีก็ยงัสามารถสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกได้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีการเติมกรด   
แอลกลูตามิก   

2. กลุ่มท่ีไม่ตอ้งเติมกรดแอลกลูตามิกในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ (L-glutamic acid- independent 
bacteria) แบคทีเรียสายพนัธ์ุ B. subtilis TAM-4 และ B. licheniformis A35 เป็นตน้ โดยเช้ือ B. 
licheniformis A35 สามารถสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูมิกได้จากกลูโคส และแอมโมเนียม     
คลอไรด์ภายใตส้ภาวะเปล่ียนสารประกอบไนเทรตให้เป็นไนไทรต์ แอมโมเนีย และไนโตรเจน 
นอกจากเช้ือตอ้งการแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนแล้วยงัปัจจยัอ่ืน ๆ อีก เช่น ความแรง
ไอออน การให้อากาศ พีเอชของอาหารทั้งหมดมีผลต่อการสังเคราะห์ และคุณภาพของกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิก (สุขใจ, 2557)  

 

2.4 Bacillus megaterium  
       จุลินทรียท่ี์ใชส้ าหรับการศึกษาของงานวิจยัน้ีคือ Bacillus megaterium เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
สร้างสปอร์ และมีรูปร่างเป็นแท่ง แสดงดงัภาพท่ี 2.2 ไม่ก่อให้เกิดโรค ตอ้งการอากาศในการเจริญ
แต่สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน พบไดบ้ริเวณพื้นดิน อากาศทัว่ไป และยงัสามารถพบ
ไดใ้นน ้ าผึ้งซ่ึงแบคทีเรียปกติทัว่ไปจะไม่พบ (De Vos และคณะ, 2009) สามารถเจริญไดจ้ากแหล่ง
คาร์บอนท่ีหลากหลาย เช่น ของเสียจากอุตสาหกรรม กากน ้ าตาล ซงัขา้วโพด ธญัพืช เป็นตน้ ท่ีมา
ของช่ือ megaterium เพราะมีขนาดใหญ่ถึง 4 ไมโครเมตรและเส้นผ่านศูนยก์ลาง 1.5 ไมโครเมตร 
เซลลจ์ะอยูเ่ป็นคู่หรือโซ่ (ภาพท่ี 2.3) (Bunk และคณะ, 2010)  ซ่ึงจะถูกรวมกนัโดยพอลิแซคคาไรด์
บนผนงัเซลล์ท่ีเช้ือสร้าง (De Vos และคณะ, 2009)  ผนงัเซลล์ของ B. megaterium สามารถ
สังเคราะห์สารพวกพอลิแซคคาไรด์สะสมอยู่มาก จะถูกน าไปใช้สร้างเป็นแคปซูลจึงท าให้ B. 
megaterium สามารถมีชีวิตอยู่รอดกบัสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมแก่การเจริญได้ ลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาภาพท่ี 2.4 โคโลนีมีลกัษณะกลม มนัวาว แผข่ยายออกดา้นขา้ง สายพนัธ์ุน้ีเป็นตน้แบบเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การโคลนน่ิงท่ีดีเน่ืองจากสามารถสร้างพาหะพลาสมิดจ านวนมากได้ นักวิทยาศาสตร์ใช ้                  
B. megaterium ในการพฒันาโปรตีนเพื่อใชใ้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ (Vary, 1994; Vary และคณะ, 
2007; Schulz และคณะ, 2014) B. megaterium ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีประกอบดว้ยหน่วย
ยอ่ย กรดกลูตามิกชนิด D ประมาณ 30 เปอร์เซ็นต ์และชนิด L ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต ์(Sung และ
คณะ, 2005) ในขณะเดียวกนั Ashiuchi และ Misono (2002) รายงานวา่ B. megaterium สามารถผลิต
กรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลมากกวา่ 200 กิโลดาลตนั และประกอบดว้ยหน่วยยอ่ย
กรดกลูตามิกชนิด D และชนิด L อยา่งละ 50 เปอร์เซ็นต ์
 

 
ภาพที ่2.2 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ของ Bacillus megaterium ท่ีก าลงัขยาย 1,000 เท่า 

ท่ีมา: https://www.flickr.com/photos/occbio/6414376363 
 

 
ภาพที่ 2.3 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนของ Bacillus megaterium (สีเหลือง) ท่ีก าลงัขยาย 
15,000 เท่า  

ท่ีมา : Bunk และคณะ (2010) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

https://www.flickr.com/photos/occbio/6414376363
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ภาพที ่2.4 โคโลนีของเช้ือ B. megaterium SRU02  

 

2.5 วถิีการสังเคราะห์กรดพอลแิกมมากลูตามกิ 
       วิถีเมทาบอลิซึมของการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก คือ วิถีไกลโคไลซิส (Glycolysis 
pathway)  และวฏัจกัรไตรคาร์บอกซิลิก (Tricarboxylic acid cycle, TCA) หรือวฏัจกัรเครป (Kreb’s 
cycle) โดยเช้ือจุลินทรีย์จะใช้อาหารเป็นแหล่งคาร์บอนแล้วสลายเป็นน ้ าตาลกลูโคสซ่ึงเป็น
คาร์บอน 6 อะตอม (C6) ให้เป็นกรดไพรูวิก (Pyruvic acid) 2 โมเลกุล จากนั้นกรดไพรูวิกจะ
สลายตวัเป็นอะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) เขา้ท าปฏิกิริยากบักรดออกซาลิก (Oxalic acid) 
ในวฏัจกัรเครป เปล่ียนเป็นสารตวักลางท่ีส าคญัคือ กรดซิตริก (Citric acid)  
       จากภาพท่ี 2.5 แสดงถึงวิถีการสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกของแบคทีเรีย โดยสามารถ
แบ่งวถีิการสร้างกรดพอลิแกมมากลูตามิกหลกัออกเป็น 4 ส่วนคือ 

ส่วนท่ี 1 ใช้กรดซิตริก (citric acid) เป็นซับสเตรตเพื่อสังเคราะห์แอลฟาคีโตกลูตาเรท (α-

ketoglutarate, α-KG) ในวฏัจกัรกรดไตรคาร์บอกซิลิก (TCA cycle) จากนั้น α-KG จะเขา้สู่ส่วนท่ี 

2 เป็นการสร้างกรดแอลกลูตามิก (L-glutamic acid, L-Glu) โดยอาศยัการท างานของเอนไซมก์ลูตา-

เมตดีไฮโดรจีเนส (Glutamate dehydrogenase, GD) ร่วมกบัการเติมแอมโมเนียมซลัเฟต และมีการ

สร้าง L-Glu จาก L-glutamine (L-Gln) ร่วมดว้ยโดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์Glutamate 2-

oxoglutarate (α-ketoglutarate) aminotransferase (GOGAT) เอนไซม ์Glutamine synthetase (GS) 

และการเติมแอมโมเนียมซลัเฟต ซ่ึง L-Glu ท่ีสร้างไดท้ั้งหมดน้ีส่วนหน่ึงจะเขา้สู่ส่วนท่ี 4 โดยตรง

และส่วนหน่ึงจะเขา้ ส่วนท่ี 3 เพื่อเปล่ียนโครงสร้างให้เป็นกรดดีกลูตามิก (D-glutamic acid, D-Glu) 

โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์Glutamic acid racemase (Glr) ก่อนเขา้สู่ส่วนท่ี 4 เพื่อสังเคราะห์

กรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ โดยการท างานของกลุ่มเอนไซม ์polyglutamic acid 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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synthetase (PgsBCA) ร่วมกบัใช้พลงังาน ATP และปลดปล่อยกรดพอลิแกมมากลูตามิกออกสู่

ภายนอกเซลล์ต่อไป (ณัฐวุฒิ และคณะ, 2556) และในภาพท่ี 2.6 เป็นการแสดงวิถีการสังเคราะห์

กรดพอลิแกมมากลูตามิกในแบคทีเรียชนิดท่ีไม่ต้องการกรดกลูตามิกในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือก็

สามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกไดจ้ากการสังเคราะห์กรดแอลกลูตามิกผา่นวิถี de novo ซ่ึง

เป็นการสังเคราะห์โมเลกุลท่ีซบัซ้อนจากโมเลกุลอยา่งง่าย เช่น กรดอะมิโน เป็นตน้ (Xu และคณะ, 

2005)  

 

ภาพที ่2.5 การสังเคราะห์กรดแกมมาพอลิกลูตามิกของแบคทีเรียชนิดท่ีตอ้งการกรดกลูตามิก 
ท่ีมา: Kumar และคณะ (2014) 
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ภาพที ่2.6 การสังเคราะห์กรดแกมมาพอลิกลูตามิกของแบคทีเรียชนิดท่ีไม่ตอ้งการกรดกลูตามิก 

ท่ีมา: Najar และ Das (2015) 
 

2.6  แหล่งคาร์บอนในการเลีย้งเช้ือทีผ่ลติกรดพอลแิกมมากลูตามกิ  
แหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้ป็นอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกมีความส าคญั

อย่างมากในการใช้เป็นสารตั้งตน้เพื่อผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก การใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ี
สังเคราะห์ข้ึนให้เช้ือจุลินทรียใ์ช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกออกมาใน
ปริมาณมากเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าใหต้น้ทุนในการผลิตสูง เพราะฉะนั้นในการศึกษางานวิจยัคร้ังน้ีจึง
จะใชแ้หล่งคาร์บอนจากธรรมชาติเพื่อมาทดแทนเป็นสารตั้งตน้ในอาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้มีตน้ทุนท่ี
ถูกลง แหล่งคาร์บอนท่ีหาได้จากธรรมชาติ เช่น มนัส าปะหลัง กากมนัส าปะหลัง ซังข้าวโพด      
ของเสียจากอุตสาหกรรมผงชูรส หรือกากน ้าตาล เป็นตน้ (Zhu และคณะ, 2013) 

Moraes และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยดดัแปลงอาหารเล้ียงเช้ือ
จากกากน ้ าตาลมาใช ้ดว้ยการเติมกรดซิตริก และแอมโมเนียมซัลเฟต ในกระบวนการหมกัโดยใช้
เช้ือ B. velezensis NRRL-23189 เพื่อใชผ้ลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก และตรวจกากน ้ าตาลท่ีถูกใช้
ไป ซ่ึงจะใช้กากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญและการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก
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โดยหน่วยย่อยของกากน ้ าตาลจะประกอบด้วย กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส ศึกษาความเขม้ขน้
ของกากน ้าตาล กรดซิตริก และแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีเหมาะสม ภายใตส้ภาวะการเขยา่ 200 รอบต่อ
นาที ท่ี 27 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง พีเอช 6.5 โดยการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิก และการใชข้องน ้ าตาลรีดิวซ์ พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบไปดว้ยกากน ้ าตาล 
200 กรัมต่อลิตร กรดซิตริก 12.5 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมซลัเฟต 8 กรัมต่อลิตร จะให้ผลผลิต
กรดพอลิแกมมากลูตามิกมากท่ีสุดคือ 4.82 กรัมต่อลิตร และมีการใชน้ ้าตาลสูงสุด 

Zhang และคณะ (2012) ไดศึ้กษาการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกจากเช้ือสายพนัธ์ุใหม่        
B. subtilis C10 ท่ีเป็นสายพนัธ์ุไม่ตอ้งการกรดกลูตามิกจากภายนอกในการผลิตกรดพอลิแกมมา-   
กลูตามิก ท าการทดลองระดบัฟลาสกใ์นอาหารท่ีประกอบดว้ย กลูโคส 80 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียม
คลอไรด ์(NH4Cl) 10 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4·7H2O) 0.5 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียม
ฟอตเฟต (K2HPO4) 0.5 กรัมต่อลิตร เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3·6H2O) 0.04 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียม
ซลัเฟต (MgSO4·H2O) 0.104 กรัมต่อลิตร และแคลเซียมคลอไรด(์CaCl2) 0.11 กรัมต่อลิตร พีเอช 7.2 
และบ่มท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เขา้เคร่ืองเขยา่ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 36 ชัว่โมง และเติม
กรดอินทรีย ์5 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เพื่อใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในกระบวนการผลิต ไดแ้ก่ กรดออก
ซาลิก กรดอะซิติก กรดซกัซินิก กรดมาลิก และกรดซิตริก ในปริมาณ 5 10 15 และ 20 กรัมต่อลิตร 
เพื่อเปรียบเทียบผลผลิตท่ีได ้พบวา่การเติมกรดซิตริกท่ีความเขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร มีการผลิตกรด
พอลิแกมมากลูตามิกในปริมาณสูงกวา่กรดอินทรียต์วัอ่ืน ๆ ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 27.7 กรัมต่อลิตร  

Zhu และคณะ (2013) การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยใช้ไซโลสและซังขา้วโพดท่ีถูก
ยอ่ย โดยใชเ้ช้ือ B. subtilis HB-1 เม่ือท าการย่อยซงัขา้วโพดจะไดน้ ้ าตาลรีดิวซ์มีความเขม้ขน้ 120 
กรัมต่อลิตร ท าการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ ไดแ้ก่ ซูโครส กลูโคส ไซโลส มอลโตสหรือ
แลคโตส ดว้ยอาหารท่ีประกอบดว้ย กลูตาเมต 30 กรัมต่อลิตร ผงสกดัยีสต ์40 กรัมต่อลิตร โซเดียม
คลอไรด์ (NaCl) 10 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) 1 กรัมต่อลิตร แคลเซียมคลอไรด ์
(CaCl2) 1 กรัมต่อลิตร และไซโลส หรือน ้ าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยซงัขา้วโพด 50 กรัมต่อลิตร พบวา่
กลูโคสและไซโลสใหผ้ลผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงเคียงใกลเ้คียงคือ 16.69 และ 17.6 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดบั ดงันั้นไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีส าหรับการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได้
ดีกวา่กลูโคส ซงัขา้วโพดถูกยอ่ยจะประกอบดว้ย กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส จึงใชเ้ป็นแหล่ง
คาร์บอนในการทดลองโดยท าการย่อยซังขา้วโพดให้ไดน้ ้ าตาลเร่ิมตน้ โดยน ้ าตาลทั้งหมดเร่ิมตน้
แตกต่าง ตั้งแต่ 20-70 กรัมต่อลิตร พบวา่เม่ือเพิ่มปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดเร่ิมตน้จาก 20 เป็น 50 กรัม
ต่อลิตร จะเพิ่มการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก 9.92 เป็น 21.83 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัปริมาณ
ของเซลล์ก็เพิ่มข้ึนดว้ย แต่เม่ือเพิ่มปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดเร่ิมตน้มากกว่า 50 กรัมต่อลิตร จะท าให้
ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกค่อย ๆ ลดลงแต่ปริมาณเซลล์ยงัคงท่ี ในขณะท่ีน ้ าตาลทั้งหมด
เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตรจะท าใหป้ริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกและปริมาณเซลลล์ดลง  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ดงันั้นซังขา้วโพดจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพและเหมาะแก่การผลิตกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิก  

Tang และคณะ (2015) ไดท้  าการศึกษาการใช้เศษวสัดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรม ทั้งกากเห็ด
แห้ง (Dry mushroom residues, DMR) และกากของเสียกลูตาเมต (Monosodium glutamate 
production residues, MGPR) เพื่อผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกจากเช้ือ B. subtilis  NX-2 โดยท า
การทดลองใน SSF (Solid-state fermentation) ซ่ึงวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีพบวา่ มีน ้ าตาล 1.3 
เปอร์เซ็นต ์ไนโตรเจน 18.4 เปอร์เซ็นต ์และกรดกลูตามิก 4.8 เปอร์เซ็นต ์โดยเสริมแหล่งคาร์บอน
ต่างกนั 6 ชนิด ไดแ้ก่ กลูโคส กากน ้ าตาลออ้ย ไซโลส แป้ง กลีเซอรอลจากอุตสาหกรรม และกรด   
ซิตริก เพื่อให้เช้ือไดใ้ชใ้นการเจริญและผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก พบวา่กลีเซอรอลให้ปริมาณ
กรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงท่ีสุดถึง 115.6 กรัมต่อกิโลกรัม และยงัศึกษาต่อโดยเติมกลูตาเมตและ 
กลีเซอรอลในอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่าเม่ือเวลาผ่านไปกลูตาเมตและกลีเซอรอลลดลงให้ขณะท่ี
ปริมาณกรดกลูตามิกเพิ่มข้ึนแสดงให้เห็นวา่เช้ือ B. subtilis  NX-2 มีการน ากลีเซอรอลไปใชใ้นการ
เจริญและสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกได้จริง จากงานวิจัยช้ีให้เห็นว่ากลีเซอรอลจาก
อุตสาหกรรมใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีส าหรับเช้ือ B. subtilis NX-2  

 

2.7 แป้งมนัส าปะหลงั 
       แป้ง (Starch) เป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีสะสมอยูใ่นพืชชั้นสูง สะสมอยูใ่นเมล็ด ราก หวั ล าตน้ และ

ใบของพืช  เช่น  ขา้ว  มนั  เผือก  ธัญพืช โมเลกุลของแป้งเกิดจากน ้ าตาลกลูโคสต่อกนัดว้ยพนัธะ

ไกลโคซิดิก (Glycosidic bond) เป็นจ านวนมากในรูปของพอลิเมอร์เชิงเส้นตรงหรืออะไมโลส 

(Amylose) และพอลิเมอร์เชิงก่ิงกา้นหรืออะไมโลเพกทิน (amylopectin) เม่ือแป้งถูกย่อยถึงขั้น

สุดทา้ยจะไดน้ ้าตาลกลูโคส แป้งเป็นแหล่งพลงังานสูงของมนุษย ์(กลา้ณรงค ์และเก้ือกลู, 2546) 

แป้งมนัส าปะหลงั (Cassave Starch / Tapioca starch) เป็นแป้งท่ีไดจ้ากหวัมนัส าปะหลงั มี
องค์ประกอบทางเคมีของมนัส าปะหลงัประกอบดว้ย น ้ า คาร์โบไฮเดรต โปรตีน โขมนั เถ้า และ
กากใย นอกจากน ้ าจะพบปริมาณของคาร์โบไฮเดรตมากท่ีสุด 70-80 เปอร์เซ็นต์ ลกัษณะของแป้ง
มนัส าปะหลงัเป็นผงละเอียด สีขาว เน้ือเนียน สัมผสัก็จะล่ืนมือ เม่ือท าให้สุกดว้ยความร้อนแป้งจะ
ละลายง่าย เหลวหนืดขน้ข้ึนเร่ือย ๆ และเม่ือพอเยน็ตวัลงจะติดกนัเป็นกอ้น นิยมผสมกบัอาหารท่ี
ตอ้งการความหนืดและใส หรือผสมกบัแป้งชนิดอ่ืน ๆ เพื่อให้อาหารมีความเหนียวนุ่มกวา่ใช้แป้ง
ชนิดเดียว แป้งมนัส าปะหลงัเป็นสินคา้ท่ีไดจ้ากพืชเกษตรท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจไทย ลกัษณะ
เด่นของแป้งมันส าปะหลังคือมีความบริสุทธ์ิ ส่ิงปนเป้ือนต ่า โดยจะมีสตาร์ชอยู่มากกว่า 95 
เปอร์เซ็นต ์และมีไขมนั โปรตีนนอ้ยกวา่ 1 เปอร์เซ็นต ์(Davies และคณะ, 1980) 
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       Peng และคณะ (2015) ไดท้  าการศึกษาการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยแบคทีเรีย B. 
methylotrophicus ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ กนั ไดแ้ก่ โซเดียมกลูตาเมต 
กลูโคส กลีเซอรอล แป้งท่ีละลายได ้แลคโตส ซูโคส มอลโตส ฟรักโตส และกรดซิตริก ซ่ึงผลการ
ทดลองพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมแก่การเจริญและสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ         
B. methylotrophicus SK19.001 ประกอบดว้ย กลีเซอรอล 30 กรัมต่อลิตร โซเดียมซิเตรท 15 กรัม
ต่อลิตร และเปปโตน 50 กรัมต่อลิตร ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได ้33.84 กรัมต่อลิตร ผลการ
ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีใช้แป้งเป็นแหล่งคาร์บอนให้ปริมาณใกลเ้คียงกนั แต่แป้งมีความ
หนืดสูงกวา่กลีเซอรอล 
 

2.8 กระบวนการหมักทางชีวภาพ  
2.8.1 การหมกัแบบกะ (Batch fermentation) 

เป็นกระบวนการเพาะเล้ียงเช้ือระบบปิดซ่ึงปริมาณสารอาหารเร่ิมต้นจะถูกก าหนดไว ้ 
แสดงดงัภาพท่ี 2.7 และจะแปรผนัตามระยะเวลาเล้ียงเช้ือ เม่ือถ่ายหัวเช้ือลงสู่ระบบเซลล์จะเพิ่ม
จ านวน และมีระยะการเจริญท่ีแตกต่างกนั การเพาะเล้ียงแบบกะเป็นวิธีการเพาะเล้ียงท่ีง่ายท่ีสุด มี
ความเส่ียงต่อการปนเป้ือนต ่า แต่มีขอ้จ ากดัของการเพาะเล้ียง เช่น ไม่สามารถใชใ้นกรณีผลิตภณัฑ์
เป็นสารยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์(Product inhibition) (สุชาดา, 2559) 

 
ภาพที ่2.7 การหมกัแบบกะ (Batch fermentation) 

 
2.8.2 การหมกัแบบก่ึงกะ (Fed-batch fermentation) 

เป็นกระบวนการเพาะเล้ียงเช้ือท่ีเหมือนกบัการเพาะเล้ียงแบบกะ แต่มีการเติมสารอาหาร
เขา้ไปใหม่เร่ือย ๆ หรือตามช่วงเวลาท่ีก าหนดเพื่อรักษาให้ปริมาณความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้อยู่
ในช่วงท่ีเหมาะสมแก่การเจริญของเช้ือจุลินทรียห์รือการสร้างสารผลิตภณัฑ์ แสดงดงัภาพท่ี 2.8 
โดยการเพาะเล้ียงเช้ือแบบน้ีจะไม่มีการน าของเหลวออกจากระบบ ท าให้ปริมาตรของการเพาะเล้ียงเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีเพาะเล้ียง ขอ้จ ากดัของการหมกัแบบก่ึงกะ คือ ตอ้งอาศยัความช านาญ
และมีทกัษะในการใชเ้คร่ือง ควรระวงัเร่ืองสารพิษสะสมจนยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ (Yoshida และ
คณะ, 1973) 

 

 
ภาพที ่2.8 การหมกัแบบก่ึงกะ (Fed-batch fermentation) 

 
2.8.3 การหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) 

เป็นกระบวนการเพาะเล้ียงท่ีมีปริมาณอาหารเร่ิมต้นท่ีก าหนดไวแ้ละมีการน าอาหาร
เพาะเล้ียงเช้ือออกอย่างต่อเน่ืองพร้อมกบัเติมอาหารใหม่เขา้ไปอย่างต่อเน่ืองในอตัราเร็วท่ีเท่ากนั 
แสดงดังภาพท่ี 2.9 เพื่อรักษาความเข้มข้นของเซลล์ให้คงท่ีและสามารถเก็บเก่ียวเซลล์หรือ
ผลิตภณัฑไ์ดต้ลอดเวลา การเพาะเล้ียงจุลินทรย ์โดยใชร้ะบบต่อเน่ืองมีขอ้ดีกวา่การหมกัแบบกะ คือ
ให้ผลผลิตต่อหน่วยเวลาสูงกว่า มีความสม ่าเสมอในการด าเนินงาน และควบคุมโดยใช้ระบบ
อตัโนมติัไดง่้าย แต่มีขอ้เสียคือ มีโอกาสเกิดการปนเป้ือนไดง่้ายกวา่การหมกัแบบกะ (สุชาดา, 2559) 

 
ภาพที ่2.9 การหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Zhang และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยใช้กากน ้ าตาลออ้ยและ
ของเสียจากผงชูรสดว้ยเช้ือ B. subtilis NX-2 จากการทดลองถงัหมกัขนาด 7.5 ลิตร ในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีประกอบดว้ย กลูตาเมต 50 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 5 กรัมต่อลิตร 
โพแทสเซียมฟอตเฟต (K2HPO4·3H2O) 2 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) 0.1 กรัมต่อลิตร 
แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4) 0.03 กรัมต่อลิตร และแหล่งคาร์บอน 60 กรัมต่อลิตร ควบคุมพีเอชท่ี 
7.0±0.1 ในสภาวะท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง อตัราการให้อากาศ 1.2 vvm และ
อตัราการกวน 400 รอบต่อนาที พบว่าการหมกัแบบกะใช้กากน ้ าตาลท่ีไม่ย่อยจะให้ผลผลิตกรด   
พอลิแกมมากลูตามิก 33.6±0.37 กรัมต่อลิตร ดว้ยอตัราการผลิต 0.46±0.006 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
และเม่ือท าการหมกัแบบก่ึงกะโดยท าการศึกษาเปรียบเทียบกากน ้าตาลออ้ยแบบไม่ยอ่ยและยอ่ยเป็น
แหล่งคาร์บอน ผลการทดลองการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก คือ 50.2±0.53 และ 51.1±051 กรัม
ต่อลิตรท่ี 96 ชั่วโมง ต่อมาท าการทดลองด้วยแหล่งคาร์บอนจากของเสียผงชูรส ให้ผลผลิต 
52.1±0.52 กรัมต่อลิตร จากผลท่ีได้น้ีทั้ งกากน ้ าตาลอ้อยและของเสียจากผงชูรสจะเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีตน้ทุนต ่าและเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม เป็นทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจในการผลิตกรดพอลิ- 
แกมมากลูตามิก 

Zhu และคณะ (2013) ศึกษาการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยใช้ไซโลสและเส้นใยซัง
ขา้วโพดท่ีถูกย่อยโดยใชเ้ช้ือ B. subtilis HB-1 ในอาหารท่ีประกอบดว้ย กลูตาเมต 30 กรัมต่อลิตร 
ผงสกดัยีสต ์40 กรัมต่อลิตร โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 10 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4)  
1 กรัมต่อลิตร แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 1 กรัมต่อลิตร และไซโลส หรือน ้ าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ย
ซงัขา้วโพด 50 กรัมต่อลิตร จากนั้นศึกษาดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะ และแบบก่ึงกะในถงัหมกั 
10 ลิตร ดว้ยอาหารเดิมแต่เปล่ียนแหล่งคาร์บอนเป็นไซโลส ดว้ยพีเอช 6.5±0.1 ในสภาวะท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 6 ลิตรต่อนาที และอตัราการกวน 500 รอบต่อนาที และใน
กระบวนการหมกัแบบก่ึงกะ จะให้มีการเติมอาหารไซโลสอตัโนมติั 750 กรัมต่อลิตร พบว่าใน
กระบวนการหมกัแบบกะสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได ้23.63 กรัมต่อลิตร ในอตัราการ
ผลิต 0.74 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และผลได ้0.38 กรัมต่อกรัมน ้ าตาล และแบบก่ึงกะจะไดก้รดพอลิ-
แกมมากลูตามิก 28.15 กรัมต่อลิตร ในอตัราการผลิต 0.44 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และผลได ้0.26 
กรัมต่อกรัมน ้ าตาล เม่ือใช้แหล่งคาร์บอนจากการย่อยซังขา้วโพดพบว่าจะได้ปริมาณกรดพอลิ-   
แกมมากลูตามิกถึง 24.92 กรัมต่อลิตร ถึงแมแ้บบก่ึงกะจะให้ผลการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก
ไดสู้งกวา่ แต่อตัราการผลิตและผลไดต้ ่ากวา่แบบกะ จึงมีการสนบัสนุนให้ท าการทดลองแบบกะใน
งานทดลองต่อไป   
       Kongklom และคณะ (2015) ศึกษาการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยเช้ือ B. licheniformis 

TISTR 1010 เป็นแบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งเติมกรดกลูตามิก ในอาหาร B medium ท่ีมีการดดัแปลงสูตร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อาหาร ประกอบดว้ย กลูโคส 20 กรัมต่อลิตร กรดซิตริก 30 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมคลอไรด ์

(NH4Cl) 7 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) 0.5 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต 

(MgSO4·7H2O) 0.5 กรัมต่อลิตร เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3·6H2O) 0.04 กรัมต่อลิตรแคลเซียมคลอไรด ์

(CaCl2·2H2O) 0.15 กรัมต่อลิตร แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4·H2O) 0.104 กรัมต่อลิตร โซเดียมคลอ

ไรด์ (NaCl) 0.5 กรัมต่อลิตร Tween-80 0.3 เปอร์เซ็นต์ (โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร, กรัมต่อ 100 

มิลลิลิตร) และ MS vitamin 1 เปอร์เซ็นต ์(โดยปริมาตร) พีเอช 7.4 ปรับดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์

ด าเนินการหมกัแบบก่ึงกะแบ่งเป็น 3 คร้ัง คร้ังท่ี 1 ในฟลาสก์จะเติมกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร คร้ังท่ี 2 

ในถงัหมกัขนาด 7 ลิตรท่ีมีอตัรการกวน 300 รอบต่อนาที และอตัราการให้อากาศ 1 vvm ควบคุม

อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เติมกลูโคส 137.58 กรัม และคร้ังท่ี 3 เติมกลูโคส 158.82 กรัม กรด 

ซิตริก 4.62 กรัม และแอมโมเนียมคลอไรด์ 4.62 กรัม พบว่าใช้แอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่ง

ไนโตรเจนหลกัของอาหารเล้ียงเช้ือ B ดดัแปลง และเติมกลูโคสกบัแอมโมเนียมคลอไรด์อย่าง

ต่อเน่ืองในระหว่างการหมกั ควบคุมความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีละลาย มากกว่า 20 เปอร์เซ็นต ์ 

และพีเอช ประมาณ 7.4 ผลผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีไดคื้อ 27.5±0.2 กรัมต่อลิตร และอตัรา

การผลิต 0.29±0.059 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการด าเนินงาน 

 

3.1 วตัถุดิบ 
      แป้งมนัส าปะหลงั ยีห่อ้ ปลามงักร 
 

3.2 เช้ือจุลนิทรีย์ 
       เช้ือจุลินทรีย ์Bacillus megaterium SRU02 
 

3.3 อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 
       3.3.1 อาหารเลีย้งเช้ือเร่ิมต้น (Pre-inoculated) 
              อาหารเหลวแอลบี (Luria-Bertani Broth, LB) (Himedia, India) 
       3.3.2 อาหารเลีย้งเช้ือบนจานอาหารเลีย้งเช้ือ  
              Plate Count Agar (PCA) (Difco, USA) 
       3.3.3 การวเิคราะห์ค่าน า้ตาลรีดิวซ์ โดยวธีิกรดไดไนโตรซาลไิซลกิ 
              3.3.3.1 กรดไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-Dinitrosalicylic acid, DNS) (Carlo Erba, Italy) 
              3.3.3.2 ฟีนอล (Phenol, C6H5OH) (Merck, Germany) 
              3.3.3.3 โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (Potassium sodium tartrate, KNaC4H4O6·4H2O) 
(Carlo Erba, Italy) 
              3.3.3.4 โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH) (Carlo Erba, Italy) 
       3.3.4 ส าหรับการวิเคราะห์ค่ากรดพอลิแกมมากลูตามิกด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว                  

สมรรถนะสูง 
              3.3.4.1 เมทานอล (Methanol HPLC grade, CH3OH) (Sigma Aldrich, China) 
              3.3.4.2 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4) (Carlo 
Erba,  Italy) 
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       3.3.5 สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์ทัว่ไป 
              3.3.5.1 เกลือแอมโมเนียมคลอไรด ์(NH4Cl) (Difco, USA) 
              3.3.5.2 วุน้แขง็ (Agar) (Difco, USA) 
              3.3.5.3 เอทานอล (Ethanol 95%)  
              3.3.5.4 กลีเซอรอล (Glycerol, C3H8O3) (Carlo Erba, Italy) 
              3.3.5.5 เปปโตน (Peptone) (Rajasthan, India) 
 

3.4 อปุกรณ์และเคร่ืองมอื 
เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Balance) (Mettler Toledo, Germany) 
เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Balance) (Mettler Toledo, Germany) 
ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) (Heraeus, Germany) 
ตูบ้่มเช้ือ (Incubator) (Heraeus, Germany) อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส  
ตูแ้ช่แขง็ (Freezer) (Sanyo, Japan) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ตูดู้ดควนั (Fume hood) (Heraeus, Germany) 
ตูถ่้ายเช้ือ (Laminar air flow) : ABS1200 (Bosstech, Thailand) 
หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือความดนัไอ (Autoclave) (Tommy, Japan) 
ไมโครเวฟ (Microwave) (Electrolux, China) 
ไมโครปิเปต (Micropipette) (Mettler Toledo, Germany)  
จานเพาะเช้ือพลาสติก (Petri dish) ขนาด 15x90 มิลลิลิตร (MedEx, USA) 
เคร่ืองเขยา่สาร (Vortex Mixer) (Scientific Industries, USA) 

เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter) (InoLab, Germany) 
เคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็วสูง High speed Centrifuge : 5804R (Eppendorf, Germany) 
เคร่ืองป่ันเหวีย่งตะกอน (Hettich, Norway) 
เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High-performance liquid chromatography, 
HPLC) Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, USA) 
 Gel filtration column : Zorbax C8 (4.6 mm ID × 25 cm) (Hichrom, UK)  
 DAD detector : Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, USA) 
เคร่ืองเขยา่บ่มเช้ือ (Incubator shaker) : NB-205VL (Innova lab, India ) 
ถงัหมกัขนาด 7 ลิตร (รุ่น BioFlo® 310 Fermentor พร้อมชุดควบคุม) (Eppendorf, USA) 
เคร่ืองลา้งท าความสะอาดคล่ืนความถ่ีสูง (Ultrasonic) (GT sunic, China) 
เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (Thermo scientific, USA) 
ชุดกรองแกว้สูญญากาศ (Filtration system)  
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3.5 สถานทีท่ าการทดลอง 
       คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 

3.6 ระยะเวลาทีท่ าการทดลอง 
       เดือนสิงหาคม 2559 ถึง เดือนเมษายน 2561 
 

3.7  วธิีการด าเนินงานวจิยั 
       3.7.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและการเลีย้งเช้ือ 
              3.7.1.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ 
                     เตรียมอาหารเหลว LB และอาหารวุน้แข็ง LB (ใช้เป็นอาหารเล้ียงเช้ือเน่ืองจากมี
องค์ประกอบ คือ เปปโตน สารสกดัยีสต์ และโซเดียมคลอไรด์ ซ่ึงจะเป็นแหล่งไนโตรเจนให้กบั
เช้ือ) โดยชัง่อาหาร LB ส าเร็จรูป 25 กรัม ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ น าไปปรับพีเอชให้
ได ้7.0±0.2 และแบ่งออกมาท าอาหารวุน้แข็ง LB โดยเติมวุน้ Agar เป็น 2 เปอร์เซ็นต ์โดยมวลต่อ
ปริมาตรของอาหารเหลว LB น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ดว้ยความดนั 
15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที (Cesaro และคณะ, 2014) 
              3.7.1.2 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ E  
                     เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ E ดดัแปลงจาก Cesaro และคณะ (2014) ตามตารางท่ี 3.1 
ตารางที ่3.1 องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ (Leonared และคณะ, 1958) 

สารอาหาร ปริมาณ (กรัมต่อลิตร) 
กรดแอลกลูตามิก 20 
กลูโคส 20 
แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) 7 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4·7H2O) 0.5 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟส (KH2PO4) 0.2 
ไดโพแทสเซียมฟอส (K2HPO4) 0.81 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2·2H2O) 0.15 
แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4·2H2O) 0.04 
 
              3.7.1.3 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากแป้งมนัส าปะหลงัในระดบัฟลาสก ์
                     เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 20 40 60 และ 80 กรัมต่อ
น ้ ากลั่น 1 ลิตร และเกลือแอมโมเนียมคลอไรด์ท่ีความเขม้ข้น 10 กรัมต่อน ้ ากลั่น 1 ลิตร ลงใน 
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ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 องศา-
เซลเซียส ดว้ยความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  
              3.7.1.4 การเก็บหวัเช้ือจุลินทรีย ์
                     น าหัวเช้ือ B. megaterium SRU02 ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เขา้
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เพื่อแยกอาหารเหลวออกจาก
ตะกอนเซลล์ ปิเปตตอ์าหารเหลว LB ท่ีผสมกบักลีเซอรอล 15 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 
เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ใส่หลอดเก็บเช้ือเก็บควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 
              3.7.1.5 การเพาะเล้ียงหวัเช้ือ  
                     น าหัวเช้ือ B. megaterium SRU02 ท่ีเก็บควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียสมา
แยกเป็นโคโลนีเด่ียวดว้ยเทคนิค streak plate บนอาหารวุน้แข็ง LB บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเลือกโคโลนีเด่ียวลงในอาหารเหลว LB บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส พีเอช 
7.0±0.2 เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือส าหรับการทดลอง 
              3.7.1.6 การเล้ียงเช้ือดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ E ดดัแปลงจาก Cesaro และคณะ (2014) 
                     เพาะเล้ียงหวัเช้ือตามขอ้ 3.7.1.5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรับค่าความขุ่น Optical density 
(OD) ได ้ 1.0±0.1 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร แลว้ใส่หัวเช้ือปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 2 ชนิด คือ 1) อาหารเล้ียงเช้ือ E ดดัแปลงมาจาก Cesaro และคณะ
(2014) และ 2) อาหารเล้ียงเช้ือ E ท่ีไม่เติมกรดกลูตามิก ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีปริมาตร
อาหาร 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  พีเอช 7.0±0.2 และเขา้เคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 
200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง และตรวจวดัปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกใน
ตวัอยา่ง  
              3.7.1.7 การเล้ียงเช้ือโดยกระบวนการหมกัแบบกะในระดบัฟลาสก ์
                     เพาะเล้ียงหวัเช้ือตามขอ้ 3.7.1.5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรับค่าความขุ่น Optical density 
(OD) ได ้ 1.0±0.1 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร แลว้ใส่หัวเช้ือปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือจากแป้งมนัส าปะหลงัตามความเขม้ขน้ขอ้ 3.7.1.3 ในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลิลิตรท่ีมีปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  พีเอช 7.0±0.2 และ
เขา้เคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0 4 8 12 24 
48 และ 72 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรีย ์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิกในตวัอยา่ง  
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              3.7.1.8 การเล้ียงเช้ือโดยกระบวนการหมกัแบบกะในถงัหมกั ขนาด 7 ลิตร  
                     หลังจากได้ความเข้มข้นของแป้งมนัส าปะหลังท่ีท าให้เช้ือสามารถผลิตกรดพอลิ-  
แกมมากลูตามิกไดสู้งท่ีสุด แลว้น ามาขยายระดบัการผลิตในถงัหมกัขนาด 7 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการ
ท างาน 5 ลิตร มีแผน่กั้น 4 แผน่ และใบพดั (Rushton turbine) 6 แฉก เตรียมถงัหมกัโดยการเตรียม
อาหารเล้ียงเช้ือจากแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการปริมาตร 4.5 ลิตร ต่อสายอุปกรณ์ถงั
หมกัแลว้ท าการแคลิเบรทค่าพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือในถงัก่อนน าถงัหมกัไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ดว้ยความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที น าถงัหมกัต่อ
เขา้ระบบทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 6 ชัว่โมง จึงท าการปรับค่าการละลายของออกซิเจนก่อนจะตั้งค่าระบบ
ตามสภาวะท่ีตอ้งการศึกษา แลว้จึงน าหัวเช้ือท่ีเล้ียงเพิ่มจ านวนไวป้ริมาตร 500 มิลลิลิตรลงในถงั
ดว้ยวธีิปลอดเช้ือ  
                     เพาะเล้ียงหัวเช้ือตามขอ้ 3.7.1.5 เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ปรับค่าความขุ่น Optical 
density (OD) ได ้1.0±0.1 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ใส่หวัเช้ือ 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ลง
ในถังหมกัโดยเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือจากแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ข้นท่ีเหมาะสมจากข้อ 
3.7.1.7 ในถงัหมกั ก าหนดอตัราการให้อากาศ 1.0 และ 2.0 ลิตรอาหารต่อลิตรอากาศต่อนาที (vvm) 
และอตัราการกวนของใบพดั 300 และ 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่งท่ี 0 2 
4 6 12 16 20 24 36 48 60 และ 72 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรีย ์อตัราการใชอ้ากาศ 
อตัราการใชอ้อกซิเจนจ าเพาะ สัมประสิทธ์ิการถ่ายโอนมวลออกซิเจน และอตัราการผลิตกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิก 

   
ภาพที ่3.1 ถงัหมกัระดบัหอ้งปฏิบติัการทดลอง ขนาด 7 ลิตร 

 

pH probe 

DO probe 

ตวักรองใหอ้ากาศ 
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       3.7.2 การตรวจวเิคราะห์ 
              3.7.2.1 การตรวจนบัจ านวนเช้ือจุลินทรีย ์
                     การตรวจนับปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ด้วยวิธีสเปรดเพลท โดยปิเปตต์ตัวอย่างมา 1 
มิลลิลิตร ใส่ 0.1 เปอร์เซ็นต ์สารละลายเปปโตน 9 มิลลิลิตรท าการเจือจางท่ีระดบั 1:10 แลว้ปิเปตต์
ตวัอยา่งปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนอาหารวุน้แขง็ PCA และเกล่ียดว้ยแท่งแกว้ให้กระจายตวัทัว่
ผิวหน้าอาหาร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนับจ านวน
โคโลนีท่ีเกิดข้ึน 
              3.7.2.2 การสกดักรดพอลิแกมมากลูตามิก (Kumar และ Pal, 2015) 
                     น าตวัอยา่ง 5 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งแยกตะกอนแป้งมนัส าปะหลงัและเซลล์เช้ือจุลินทรีย์
ท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที น าส่วนสารละลายใสมาตกตะกอนกรดพอลิ-    
แกมมากลูตามิกดว้ยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์แช่เยน็ โดยใส่เอทานอล 3 เท่าของปริมาตรตวัอยา่ง 
เขย่าตั้ งทิ้งไวข้า้มคืน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เพื่อให้กรดพอลิแกมมากลูตามิกตกตะกอน 
จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที แยกเอทานอลออก น า
ตะกอนไปละลายดว้ยน ้า 5 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายท่ีมีลกัษณะใสเพื่อน าไปวิเคราะห์ปริมาณกรด
พอลิแกมมากลูตามิกโดยวธีิโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
              3.7.2.3 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) โดยวิธี 3,5-dinitrosali-
cylic acid method (DNS method) (Miller, 1959) 
                     ป่ันเหวี่ยงแยกตะกอนแป้งมนัส าปะหลงัและเซลล์เช้ือจุลินทรียท่ี์ความเร็ว 6,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที น าสารละลายส่วนใสมาวิเคราะห์ แล้วปิเปตต์ตวัอย่างสารละลายใส
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย DNS reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไป
ตม้ในน ้ าเดือด เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ามาแช่ในน ้ าแข็งทนัทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา 10 นาที เติมน ้ า
กลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายเป็นสีส้ม-เหลือง น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 540 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณของน ้าตาลรีดิวซ์เทียบกบักราฟมาตรฐานโดยใชส้ารละลาย
กลูโคสเป็นสารมาตรฐาน 
              3.7.2.4 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยเคร่ืองโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (High-performance liquid chromatography, HPLC) (Kumar และ Pal, 
2015) 
                     การวิเคราะห์ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิก ใช้เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง รุ่น Agillent 1100 series และใช ้Diode Array Detector ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโน
เมตร แยกกรดพอลิแกมมากลูตามิกดว้ยคอลมัน์ Zorbax gel filtration column (Zorbax C8, 4.6 mm 
ID × 25 cm) โดยเฟสเคล่ือนท่ีเป็นบฟัเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (20 mM 
Na2HPO4) ท่ีมีอตัราการไหลเท่ากบั 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที  
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       3.7.3 การตรวจวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 
                     วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติดว้ยโปรแกรม SPSS version 23 ตามแผนการทดลองแบบสุ่ม
อยา่งสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) ท าการทดลองเป็นจ านวน 2 ซ ้ า ส่ิงทดลอง
ถูกจดัสุ่มลงในหน่วยทดลอง เป็นการวางแผนแบบทดสอบทางเดียว (One way ANOVA) และ
วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ย Duncan's 
new multiple range test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
 

3.8 วธิคี านวณค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ 
       3.8.1 อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ)  
       จากสมการ          =            

                                 = 
                

 
 

              เม่ือ     เป็นปริมาณเซลลช่์วงท่ีอยูใ่นระยะเพิ่มจ านวน 
                        เป็นปริมาณเซลลเ์ม่ือเร่ิมเขา้สู่ระยะเพิ่มจ านวน 

         t   เป็นเวลาใด ๆ 

       3.8.2 อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) 

       จากสมการ 
 

 
 = 
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              เม่ือ            เป็นอตัราการเจริญจ าเพาะ 
                            เป็นอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด 

         S        เป็นความเขม้ขน้ของสับสเตรตท่ีใช ้

 KS        เป็นค่าคงท่ีของโมนอก หรือความเขม้ขน้ของสับสเตรตท่ีท าให้อตัราการ                                                

เจริญจ าเพาะของเช้ือ มีค่าเป็นคร่ึงหน่ึงของอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดของ

เช้ือนั้น 

              เม่ือสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง 1/S กบั 1/µ จะไดค้วามชนัเท่ากบั KS/µmax และค่าท่ีตดั                       

แกน 1/µ เท่ากบั 1/µmax  

       3.8.3 ผลได้ของเซลล์ (Biomass yield, YX/S) 

       จากสมการ YX/S = 
  

  
 

              เม่ือ    เป็นความเขม้ขน้ของเซลลจุ์ลินทรียท่ี์เพิ่มข้ึน 

           เป็นความเขม้ขน้ของสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       3.8.4 ผลได้การผลติกรดพอลแิกมมากลูตามิก (Product yield, YP/S) 

       จากสมการ YP/S = 
  

  
 

              เม่ือ    เป็นความเขม้ขน้ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีเพิ่มข้ึน 

           เป็นความเขม้ขน้ของสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป 

       3.8.5 อตัราผลติผลติภัณฑ์จ าเพาะ (Specific productivity) 

       จากสมการ Productivity = 
 

 

  

  
 

                                = 
       
         

   
  
  

 

       เม่ือ     เป็นความเขม้ขน้ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีชัว่โมงนั้น ๆ  

    เป็นความเขม้ขน้ของกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีชัว่โมงเร่ิมตน้ 

    เป็นความเขม้ขน้ของเซลลจุ์ลินทรียท่ี์ชัว่โมงนั้น ๆ 

    เป็นความเขม้ขน้ของเซลลจุ์ลินทรียท่ี์ชัว่โมงเร่ิมตน้ 

 t     เป็นเวลาใด ๆ 

       3.8.6 ค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล (kLa) 

       หาอตัราการลดลงของความเขม้ขน้ของออกซิเจนในของเหลว 

       จากสมการ      
   

  
 =    

   

เม่ือสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง CL(%DO) กบัเวลา จะไดค้วามชนัเป็น    
   

ซ่ึงค่า    
   จะเป็นอตัราการการใชอ้อกซิเจน (Oxygen uptake rate, OUR) 

หาอตัราการเพิ่มข้ึนของความเขม้ขน้ของออกซิเจนในของเหลว 

       จากสมการ CL = CL
* - 

 

   
 
   

  
    

   

เม่ือสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง CL กบั  
   

  
    

   

จะไดค้วามชนัเป็น -1/kLa 
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บทที ่4 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 
 
      ผลการศึกษาของงานวิจัย น้ีจะบอกลักษณะความต้องการกรดแอลกลูตามิกของเ ช้ือ                   
B. megaterium SRU02 และศึกษาแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร 
ในระดบัฟลาสก์ จากนั้นน าความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัท่ีเหมาะสมเพื่อศึกษาผลของอตัรา
การให้อากาศท่ี 1 และ 2 ลิตรอากาศต่อลิตรอาหารต่อนาที (vvm) และอตัราการกวนของใบพดัท่ี 
300 และ 500 รอบต่อนาที เพื่อหาสภาวะของการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกใน ระดบัถงัหมกั
ขนาด 7 ลิตร 
 

4.1 ศึกษาผลของกรดแอลกลูตามิกที่มีต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ 

Bacillus megaterium SRU02 
       ผลของกรดแอลกลูตามิกต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก  ศึกษาโดยเ ล้ียงเ ช้ือ                     
B. megaterium SRU02 ในอาหาร 2 ชนิดคือ 1) อาหารเล้ียงเช้ือ E ดดัแปลงมาจาก Cesaro และคณะ
(2014) และ 2) อาหารเล้ียงเช้ือ E ท่ีไม่เติมกรดกลูตามิก ท่ีสภาวะพีเอช 7.00±0.2 น าไปบ่มในเคร่ือง
เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลอง
แสดงดงัตารางท่ี 4.1 พบวา่เช้ือ B. megaterium SRU02 ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ E ท่ีไม่เติมกรด   
แอลกลูตามิกจะมีการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกเท่ากบั 0.069 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกวา่ในอาหาร
เล้ียงเช้ือ E ท่ีมีองค์ประกอบของกรดแอลกลูตามิก จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเ ช้ือ                
B. megaterium SRU02 เป็นเช้ือจ าพวกกลุ่มท่ีไม่ตอ้งเติมกรดแอลกลูตามิกจากภายนอกลงในอาหาร
เพาะเล้ียงเช้ือ (L-glutamic acid- independent bacteria) สามารถสารอาหารจากอาหารเล้ียงเช้ือ E ใน
การเจริญและสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกไดโ้ดยท่ีไม่ตอ้งมีกรดแอลกลูตามิก ซ่ึงให้ปริมาณ
กรดพอลิแกมมากลูตามิกมากกวา่ในอาหารท่ีมีกรดแอลกลูตามิก 
 
ตารางที ่4.1 การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในอาหารเล้ียงเช้ือ E
ท่ีเติมกรดแอลกลูตามิกและไม่เติมกรดแอลกลูตามิก 
 

อาหารเล้ียงเช้ือ กรดพอลิแกมมากลูตามิก (กรัมต่อลิตร) 

เติมกรดแอลกลูตามิก 0.041±0.01 

ไม่เติมกรดแอลกลูตามิก 0.069±0.01 
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      เช้ือ Bacillus spp. ท่ีผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก ถูกแบ่งเป็น 2 จ าพวกไดแ้ก่ 1) แบคทีเรียท่ี
ตอ้งเติมกรดแอลกลูตามิกในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ และ 2) แบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งเติมกรดแอลกลูตามิก
ในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือก็สามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได้จากการสังเคราะห์กรดแอล- 
กลูตามิกผ่านวิถี de novo (Xu และคณะ, 2005) ดงัภาพท่ี 2.6 ซ่ึงในวิถีการสังเคราะห์กรดพอลิ- 
แกมมากลูตามิกผา่นวถีิ de novo น้ีจะมีเอนไซม ์Pyruvic acid aminotransferase ซ่ึงจะเป็นเอนไซมท่ี์
เปล่ียนกรดไพรรูวิกและกรดแอลฟาคีโตกลูตาริกให้เป็นแอลอะลานีนก่อนเปล่ียนรูปเป็นกรด   
กลูตามิกเพื่อสังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิกออกนอกเซลล์ Kambourova และคณะ (2001) 
กล่าวไวใ้นงานของเขาวา่กรดแอลกลูตามิกจะเหน่ียวน าใหเ้กิดการตอบสนองท่ีแตกต่างกนัไปในแต่
ละสายพนัธ์ุ โดยอาจจะข่มการแสดงออกของยีนเอนไซมส์ังเคราะห์กรดพอลิแกมมากลูตามิก หรือ
อาจจะกระตุ้นการแสดงออกของยีน บางสายพนัธ์ุกรดแอลกลูตามิกจากภายนอกยงัยบัย ั้งการ
แสดงออกของยีนถ้าในอาหารนั้นมีแหล่งไนโตรเจนหรือไม่ได้ใช้กรดแอลกลูตามิกเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน    
       งานวิจยัของ Tork และคณะ (2015) ไดศึ้กษาลกัษณะของเช้ือ B. licheniformis NRC20 ใน
อาหาร Nutrient broth และเปรียบเทียบการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยเติมกรดแอลกลูตามิก
และไม่เติมกรดแอลกลูตามิกในอาหาร Nutrient broth พบวา่สามารถสร้างกรดพอลิแกมมากลูตามิก
ไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่เติมกรดแอลกลูตามิกจากภายนอก แต่ถ้าเล้ียงในอาหารท่ีมีกรดแอล- 
กลูตามิกเป็นแหล่งไนโตรเจนเพียงอยา่งเดียวจะสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได้ Kubota 
และคณะ (1993) ศึกษาผลของการเติมกรดอะมิโนท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐานท่ี
ประกอบดว้ย  Veal infusion broth 2 เปอร์เซ็นต์ และกลูโคส 0.1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อผลิตกรดพอลิ- 
แกมมากลูตามิกจากเช้ือ B. subtilis F-2-01 ท่ีเล้ียงในสภาวะบ่มเขยา่ 220 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั พบว่าเม่ือไม่เติมกรดอะมิโนลงในอาหารเล้ียงเช้ือจะไดก้รดพอลิ-
แกมมากลูตามิก 0.7 กรัมต่อลิตร และเม่ือเติมกรดแอลกลูตามิกท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 1 3 5 7 
10 และ 15 เปอร์เซ็นต ์จะพบว่าการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนสูงสุดถึง 48 
กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมกรดแอลกลูตามิก 7 เปอร์เซ็นต์ แต่เม่ือเพิ่มกรดแอลกลูตามิก
เป็น 10 และ 15 เปอร์เซ็นต ์จะท าใหเ้ช้ือ B. subtilis F-2-01 ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกนอ้ยลง  
       ในทางกลบักนัจากการศึกษาของ Xu และคณะ (2005) เก่ียวกบัประสิทธิภาพการผลิตกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิกของเช้ือสายพนัธ์ุท่ีคน้พบใหม่ B. subtilis NX-2 โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร Basal 
medium ประกอบดว้ย สารสกดัจากยีสต ์5 กรัมต่อลิตร โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4) 0.5 
กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) 0.1 กรัมต่อลิตร และกรดแอลกลูตามิก 30 กรัมต่อลิตร 
ศึกษาความเขม้ขน้ของกรดแอลกลูตามิกท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ คือ 0-70 กรัมต่อลิตร ท่ีมีน ้ าตาล
กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ผลของความเขม้ขน้ของกรดแอลกลูตามิกพบวา่เม่ือไม่
เติมกรดแอลกลูตามิกเลยเช้ือจะไม่ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก จึงช้ีให้เห็นว่ากรดแอล- 
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กลูตามิกจากภายนอกส าคญัส าหรับเช้ือ B. subtilis NX-2 เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของกรดแอลกลูตามิก
จะท าให้ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกเพิ่มข้ึนดว้ยโดยท่ีความเขม้ขน้กรดแอลกลูตามิก 70 กรัม
ต่อลิตร จะให้ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงสุดเป็น 41.2 กรัมต่อลิตร แต่เม่ือสังเกตอตัราการ
เปล่ียนรูปจากกรดแอลกลูตามิกเป็นกรดพอลิแกมมากลูตามิก ท่ีความเขม้ขน้กรดแอลกลูตามิก 70 
กรัมต่อลิตร จะมีอตัราเปล่ียน 58.8 เปอร์เซ็นต์ แต่ท่ีความเขม้ขน้กรดแอลกลูตามิก 10-30 กรัมต่อ
ลิตร จะมีอตัราเปล่ียนถึง 101-105 เปอร์เซ็นต ์ดงันั้นความเขม้ขน้ของกรดกลูตามิกท่ีเหมาะสมท่ีสุด
คือ 30 กรัมต่อลิตร จะผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงสุดคือ 30.2 กรัมต่อลิตร 
       นอกจากน้ี Goto และ Kunioka (1992) ศึกษาการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกจากเช้ือ  
B. subtilis IFO3335 ในอาหาร 100 มิลลิลิตร ท่ีประกอบด้วย โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต 
(KH2PO4) 0.1 กรัม ไดโซเดียมฟอสเฟต(Na2HPO4·12H2O) 0.1 กรัม แมกนีเซียมซัลเฟต 
(MgSO4·7H2O) 0.05 กรัม แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4·nH2O) 0.002 กรัม เฟอริกคลอไรด ์
(FeCl3·6H2O) 0.005 กรัม แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl)2 0.02 กรัม และไบโอติน 50 ไมโครกรัม แลว้
ศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของกรดแอลกลูตามิก 0-5 กรัม พบวา่เช้ือ B. subtilis IFO3335 จะสามารถ
ผลิตกรดพอลิแกมมา- กลูตามิกไดสู้งสุด 0.96 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตรในอาหารท่ีเติมกรดแอล- 
กลูตามิก 3 กรัม แอมโมเนียมซลัเฟต 0.5 กรัม และกรดซิตริก 2 กรัม พีเอช 7.5 ท่ีสภาวะการบ่มบน
เคร่ืองเขยา่ 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แต่เช้ือจะไม่ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก
ในอาหารท่ีไม่มีการเติมกรดแอลกลูตามิก 
 

4.2 ผลของความเข้มข้นของแป้งมันส าปะหลงัต่อการผลติกรดพอลแิกมมากลูตามิกของ

เช้ือ B. megaterium SRU02  

       การศึกษาความเข้มขน้ของแป้งมนัส าปะหลังท่ีใช้เป็นอาหารเล้ียงเช้ือของ B. megaterium 
SRU02 เพื่อใหผ้ลผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงสุด โดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ 20, 
40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร และเกลือแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร เติมหัวเช้ือเร่ิมตน้ 10 
เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงั น าไปบ่มในเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 
200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง ผลการเจริญของเช้ือ                     
B. megaterium SRU02 แสดงดงัภาพท่ี 4.1 พบวา่การเจริญของเช้ือ B. megaterium SRU02 ใน
อาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัท่ีแตกต่างกนั จะมีการเพิ่มจ านวนเช้ือจุลินทรียสู์งสุด
ในชัว่โมงท่ี 8 เหมือนกนั โดยมีเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 6.2 Log CFU/mL และมีจ านวนเช้ือสูงสุดอยู่
ในช่วง 8.1–8.5 Log CFU/mL ในชัว่โมงท่ี 8 เม่ือเปรียบเทียบอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) ของเช้ือ            
B. megaterium SRU02 ในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัแตกต่างกนั ดงัแสดงตาราง
ท่ี 4.2 พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัมากข้ึนอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) จะเพิ่มข้ึนดว้ย 
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โดยท่ีความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัเท่ากบั 80 กรัมต่อลิตร จะมีอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) ท่ี
สูงสุดเท่ากบั 1.124 ต่อชัว่โมง แต่เม่ือพิจารณาค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) ท่ีใชเ้ป็นตวั
แปรทางจลนพลศาสตร์อธิบายความสัมพนัธ์ของอตัราการเจริญจ าเพาะกบัความเขม้ขน้ของสารตั้ง
ตน้ พบว่าแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร จะมีค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด 
(µmax) ท่ีสูงสุดเป็น 0.1081 ต่อชัว่โมง  
       ผลการวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเปล่ียนแปลง แสดงดงัภาพท่ี 4.2 จะพบว่า
เม่ือเช้ือมีการเจริญสูงข้ึนปริมาณของน ้ าตาลรีดิวซ์จะลดลง ในช่วงแรกของการเจริญเช้ือจะท าการ
ยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัใหเ้ป็นน ้าตาลรีดิวซ์ก่อนจะเห็นวา่น ้ าตาลรีดิวซ์จะเพิ่มข้ึนในชัว่โมงท่ี 4-8 ซ่ึง
เป็นช่วงเวลาท่ีเช้ือก าลังเจริญแบบทวีคูณ เม่ือมีการเจริญข้ึนเร่ือย ๆ ปริมาณเช้ือจะเพิ่มข้ึนอย่าง
รวดเร็วจึงมีการใช้น ้ าตาลรีดิวซ์ในการเจริญและผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก ท่ีความเขม้ขน้ของ
แป้งมนัส าปะหลงั 20, 40 และ 60 กรัมต่อลิตร จะมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนสูงสุดในชัว่โมงท่ี 4 
มีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.152 และ 0.193 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั หลงัจากนั้นน ้ าตาลรีดิวซ์จะลดลง
อยา่งรวดเร็วในชัว่โมงท่ี 8 ในขณะท่ีความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงั 80 กรัมต่อลิตร จะพบว่า
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์สูงสุดท่ี 0.092 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 8 แลว้ลดลงในชัว่โมงท่ี 12 และเพิ่มข้ึน
อีกคร้ังในชัว่โมงท่ี 24 และหลงัจากนั้นก็ลดลง แป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 80 กรัมต่อลิตร จะ
มีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนช้ากว่า เน่ืองจากแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 80 กรัมต่อลิตร มี
ความเขม้ขน้สูงกวา่ท าให้มีความหนืดสูงกวา่ความเขม้ขน้อ่ืน ๆ และมีลกัษณะเป็นของแข็งมากกวา่
จึงท าใหเ้ช้ือยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัไดช้า้กวา่ จากตารางท่ี 4.2 แสดงค่าผลไดข้องเซลล์ (YX/S) พบวา่ท่ี
แป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 20 และ 40 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากบั 6.81×103 และ 4.48×103 Log 
CFU/ g glucose ซ่ึงสูงกวา่แป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 60 และ 80 กรัมต่อลิตร ซ่ึงค่าผลไดข้อง
เซลล ์(YX/S) จะบ่งบอกปริมาณของเซลลสู์งสุดในช่วงท่ีมีการใชน้ ้าตาลรีดิวซ์มากท่ีสุด 
       จากผลการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในระหวา่งการหมกั
โดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร แสดงดงัภาพท่ี 4.3 จะมี
แนวโนม้เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาของการหมกั จนถึงชัว่โมงท่ี 48 แป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 20, 
40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร จะผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได ้0.080, 0.082, 0.087 และ 0.089 
กรัมต่อลิตร ตามล าดบั จากนั้นกรดพอลิแกมมากลูตามิกจะลดลง มีผลได้ของกรดพอลิแกมมา-
กลูตามิก (YP/S) เป็น 0.325, 0.335, 0.183 และ 0.268 g PGA/g glucose ตามล าดบั เน่ืองจากแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 20, 40 และ 60 กรัมต่อลิตร เช้ือ B. megaterium SRU02 มีการผลิตกรด  
พอลิแกมมากลูตามิกและการใช้น ้ าตาลรีดิวซ์ไปในทางเดียวกนั จึงเห็นได้ว่าท่ีแป้งมนัส าปะหลงั
ความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตรมีค่าผลไดข้องกรดพอลิแกมมากลูตามิกมากท่ีสุดคือ 0.335 กรัมต่อลิตร 
เป็นค่าผลไดข้องการผลิตผลิตภณัฑท่ี์มากท่ีสุดในช่วงของการใชน้ ้าตาลรีดิวซ์  
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       จากผลการทดลอง แสดงใหเ้ห็นเช้ือ B. megaterium SRU02 สามารถใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัท่ีเป็น
พอลิแซคคาไรดเ์ป็นแหล่งอาหารคาร์บอนโดยสามารถยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีเป็นโมเลกุลใหญ่ให้
เป็นน ้าตาลรีดิวซ์ได ้เช้ือ B. megaterium SRU02 มีสมบติัสามารถสร้างและปล่อยเอนไซมอ์ะไมเลส 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Bajpai และ Bajpai (1989) ท่ีไดศึ้กษากิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลส 
ของเช้ือสายพนัธ์ุ Bacillus spp. พบวา่ B. licheniformis TCRDC-B13 สามารถสังเคราะห์เอนไซม์ 
อะไมเลสไดดี้ ท่ีพีเอช 6-9 และท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีแหล่งคาร์บอนคือ แป้งขา้วโพด 
และแหล่งไนโตรเจน คือ เปปโตน ดงันั้น B. megaterium SRU02 จึงสามารถยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั
ซ่ึงเป็นพอลิแซคคาไรด์ใหเ้ป็นน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเป็นแหล่งอาหารส าคญัในการเจริญและผลิตกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิก จะเห็นไดจ้ากความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนในช่วงแรกและลดลงอยา่งรวดเร็ว 
และพบว่าปริมาณเช้ือจุลินทรียก์็เพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วและคงท่ี ทางเดียวกนันั้นปริมาณกรดพอลิ-
แกมมากลูตามิกก็เพิ่มข้ึนเช่นกนั แต่ในช่วงทา้ยของการหมกัจะพบว่าปริมาณกรดพอลิแกมมา- 
กลูตามิกจะมีการลดลงเน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเหลือน้อยมากอาจไม่เพียงพอส าหรับการ
เจริญของเช้ือจึงมีการใชก้รดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีเป็นแหล่งอาหารไนโตรเจนแทน บางคร้ังเช้ือยงั
สามารถใช้กรดพอลิแกมมากลูตามิกเป็นแหล่งกลูตาเมตในระยะคงท่ีในสภาวะขาดแคลนอาหาร 
(Ogunleye และคณะ, 2015) แหล่งไนโตรเจนเป็นสารอาหารส ารองจากแหล่งคาร์บอนมีผลต่อการ
เจริญของเช้ือจุลินทรียโ์ดยท่ีเป็นส่วนประกอบของการสร้างโปรตีนและกรดนิวคลีอิก (สุพฒัน์ และ
รสมนัต,์ 2551) 
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ภาพที ่4.1 การเจริญของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความ

เขม้ขน้ 20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 
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ภาพที ่4.2  การใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงั

ท่ีมีความเขม้ขน้ 20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 4.3 การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium SRU02 ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียง

เช้ือแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ 20, 40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

       ผลการทดลองสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Moraes และคณะ (2012) ท่ีศึกษาสภาวะการผลิตกรด
พอลิแกมมากลูตามิกท่ีเหมาะสมโดยดดัแปลงอาหารเล้ียงเช้ือจากกากน ้ าตาล (ท่ีมีองคป์ระกอบเป็น
น ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส) และเติมกรดซิตริก และแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีความเขม้ขน้ 
200 12.5 และ 8 กรัมต่อลิตร ในกระบวนการหมกัโดยใชเ้ช้ือ B. velezensis NRRL-23189 จะผลิต
กรดพอลิแกมมากลูตามิกได ้4.82 กรัมต่อลิตร และเม่ือเพิ่มปริมาณแหล่งคาร์บอนจะท าให้เพิ่ม
ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกดว้ย แต่ถา้ปริมาณแหล่งคาร์บอนมากเกินก็จะท าให้การผลิตกรด
พอลิแกมมากลูตามิกลดลงดว้ย และงานวจิยัของ Ju และคณะ (2014) ท่ีศึกษาสภาวะของอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. subtilis MJ80 โดยศึกษา
ปริมาณแหล่งคาร์บอน 7 ชนิดไดแ้ก่ ฟรุกโตส กาแลกโตส แลกโตส กลูโคส มอลโตส ซูโครส และ
แป้ง ปริมาตร 2 เปอร์เซ็นต ์โดยมวลต่อปริมาตร เม่ือทดสอบแหล่งคาร์บอนพบวา่ เช้ือ B. subtilis 
MJ80 ใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอน จะสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกไดสู้งสุด ซ่ึงเม่ือทดสอบ
ความเขม้ขน้ของแป้งท่ีความเขม้ขน้ 0-50 กรัมต่อลิตร พบวา่ความเขม้ขน้แป้งท่ีเพิ่มข้ึนจะให้กรด 
พอลิแกมมากลูตามิกเพิ่มข้ึนดว้ยโดยท่ีแป้งความเขม้ขน้ท่ี 30 กรัมต่อลิตร จะให้กรดพอลิแกมมา- 
กลูตามิกสูงสุดเท่ากบั 48.3 กรัมต่อลิตร ซ่ึงงานวจิยัน้ีช่วยสนบัสนุนในการศึกษาวา่ เม่ือความเขม้ขน้เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ของปริมาณแป้งมนัส าปะหลังท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนมากข้ึนเช้ือสามารถผลิตกรดพอลิแกมมา- 
กลูตามิกเพิ่มข้ึนดว้ย  
       เม่ือพิจารณาค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) ของเช้ือ B. megaterium SRU02 ดงัตารางท่ี 
4.2 พบวา่ท่ีแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร จะมีอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax)  
คือ 0.1081±0.02  ต่อชัว่โมง ซ่ึงอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) เป็นค่าท่ีบ่งบอกความสัมพนัธ์
ของอัตราการเจริญจ าเพาะกับปริมาณสารตั้ งต้น ซ่ึงอัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) เป็นค่าท่ีบอก
ความเร็วของการเพิ่มจ านวนเซลล์ ยิ่งมีค่ามาก ยิ่งเพิ่มจ านวนเซลล์ได้เร็ว หมายความว่าท่ีแป้ง 
มนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร จะใชป้ริมาณสารตั้งตน้ในการเจริญของเซลล์ในช่วงการ
เจริญแบบทวีคูณไดอ้ยา่งคุม้ค่า  ดงันั้นจึงเลือกแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ใน
การขยายระดบัการหมกัในถงัหมกัในหวัขอ้ต่อไป 
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ตารางที ่4.2 ตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกจากอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงัโดยเช้ือ B. megaterium SRU02 

ความเขม้ขน้ของ
แป้ง 

มนัส าปะหลงั 
(กรัมต่อลิตร) 

อตัราการเจริญ
จ าเพาะ 

(µ)  
(ต่อชัว่โมง) 

อตัราการเจริญ
จ าเพาะสูงสุด 

(µmax) 
(ต่อชัว่โมง) 

ค่าผลไดข้องเซลล ์
(YX/S)  

(Log CFU/ 
g glucose) 

ค่าผลไดข้องกรด 
พอลิแกมมากลูตามิก  

 (YP/S) 
(g PGA/ g glucose) 

อตัราการผลิต
ผลิตภณัฑจ์ าเพาะ 
(Productivity)  
(g/ Log CFU /h) 

อตัราการผลิตกรด
พอลิแกมมากลูตามิก 

(Qp) 
(g/ L/ h) 

20 0.6611±0.05 c 0.0285±0.01 c 6.81×103±2.26×102  a 0.3248±0.01 a 3.82×10-8 
±6.22×10-3  a 

0.00079±0.0001 a 

40 0.8363±0.06 b 0.1081±0.02 a 4.48×103±6.20×101 b 0.3350±0.07 a 5.78×10-8 
±6.64×10-2 a 

0.00110±0.0000 a 

60 0.9695±0.14 b 0.0545±0.02 b 1.12×103±1.97×102 c 0.1829±0.08 a 5.10×10-8 
±8.30×10-2 a 

0.00093±0.0004 a 

80 1.1237±0.04 a 0.0485±0.02 b 2.11×103±8.83×102 c 0.2679±0.01 a 4.88×10-8 
±2.17×10-1 a 

0.00093±0.0005 a 

 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็กท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างของค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือ

ความมัน่ร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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4.3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium SRU02 

โดยกระบวนการหมักแบบกะในถังหมักขนาด 7 ลติร  

       เล้ียงเช้ือ B. megaterium SRU02 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดว้ยความเขม้ขน้ของแป้ง         

มนัส าปะหลงั 40 กรัมต่อลิตร และเกลือแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร พีเอช 7.00±0.2 ในถงั

หมกัขนาด 7 ลิตร โดยปริมาตรการท างาน 5 ลิตร โดยความเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 106 

CFU/mL ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิในการเล้ียงเช้ือ 37 องศาเซลเซียส โดยศึกษาอตัราการ

กวน 2 ระดบัไดแ้ก่ 300 และ 500 รอบต่อนาที และศึกษาอตัราการให้อากาศ 2 ระดบัไดแ้ก่ 1 และ 2 

ลิตรอากาศต่อลิตรอาหารต่อนาที (vvm) แลว้ท าการเก็บตวัอยา่งท่ี 0, 2, 4, 6, 12, 16, 20, 24, 36, 48, 

60 และ 72 ชัว่โมง โดยจะวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ และปริมาณกรดพอลิแกมมา- 

กลูตามิก  

 

       4.3.1 การเจริญของเช้ือ B. megaterium SRU02 

       ปริมาณเช้ือ B. megaterium SRU02 แสดงดงัภาพท่ี 4.4 และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ แสดงดงัภาพ

ท่ี 4.5 พบว่าช่วงแรกของแต่ละสภาวะจะเพิ่มจ านวนข้ึนอย่างรวดเร็วภายในระยะเวลา 8 ชัว่โมง

สูงสุดถึงประมาณ 8.4 Log CFU/mL และน ้ าตาลรีดิวซ์จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนเพราะเช้ือย่อยแป้ง       

มนัส าปะหลงัให้เป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ หลงัจากนั้นปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลงเน่ืองจากเซลล์น าน ้ าตาล

ไปใชใ้นการเจริญ โดยความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีอตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm และอตัราการกวน 

300 รอบต่อนาที จะมีความเขม้ขน้สูงท่ีสุดในชัว่โมงท่ี 6 เท่ากบั 0.0473 กรัมต่อลิตร แลว้หลงัจาก

นั้นในชัว่โมงท่ี 12 ทุกสภาวะจะมีปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ลดลงอยา่งรวดเร็ว จากภาพท่ี 4.4 จะเห็นการ

เจริญของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในช่วงแรกท่ีมีการเจริญแบบทวีคูณอย่างรวดเร็วภายใน 6 

ชัว่โมงแรก และหลงัจากนั้นในสภาวะท่ีการให้อากาศ 2 vvm ทั้งการกวนท่ี 300 และ 500 รอบต่อ

นาที จะมีปริมาณเช้ือจุลินทรียล์ดลงเน่ืองจากการให้อากาศท่ีมากข้ึนจะท าให้ฟองอากาศในอาหาร

เล้ียงเช้ือมีเยอะข้ึนด้วย ส่งผลให้เซลล์ได้รับอากาศมากไปซ่ึงไปยบัย ั้ งการเจริญของเช้ือ B. 

megaterium SRU02 ท าให้เซลล์ตายปริมาณของเช้ือจึงลดลงในช่วง 16-20 ชัว่โมง แลว้หลงัจากนั้น

ก็จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนมาอีกได ้เน่ืองจากเช้ือตระกูล Bacillus มีสปอร์จึงอาจมีการงอกของสปอร์ได้

อีกในสภาวะท่ีปรับตวัได ้ 
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       เม่ือวิเคราะห์ผลไดข้องเซลล์ (YX/S) พบวา่ท่ีสภาวะการให้อากาศ 2 vvm และการกวน 300 รอบ

ต่อนาที มีค่าผลไดข้องเซลล์มากท่ีสุดคือ 1.28×105 Log CFU/g glucose บ่งบอกถึงชีวมวลท่ีผลิตข้ึน

ต่อปริมาณอาหารท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงท่ีสภาวะการให้อากาศ 2 vvm และการกวน 300 รอบต่อนาที จะได้

มวลเซลล์มากท่ีสุดในหน่ึงหน่วยของสารอาหารท่ีถูกใช้ของการหมกั ในอตัราการให้อากาศท่ี

เท่ากนัจะมีแนวโนม้ท่ีเหมือนกนั ท่ีการให้อากาศปริมาตร 1 vvm และการกวน 500 รอบต่อนาที จะ

มีปริมาณเช้ือท่ีมากกวา่การกวน 300 รอบต่อนาทีเพียงเล็กนอ้ย ในขณะท่ีเม่ือให้อากาศมากข้ึนจาก 1 

เป็น 2 vvm ปริมาณเช้ือในช่วงระยะหน่ึงจะลดลงไปเน่ืองจากการให้อากาศสูงเกินความตอ้งการ

ของเช้ือ B. megaterium SRU02 ส่งผลให้อากาศยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ เช่นเดียวกบั Palma และ

คณะ (1996) เม่ือเพิ่มการให้อากาศท าให้ปริมาตรอากาศภายในระบบสูงข้ึนจะท าให้ออกซิเจนไป

ยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์ 

       เม่ือพิจารณาการถ่ายเทออกซิเจนท่ีเกิดข้ึนสังเกตจากค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล (kLa) ดงั

ตารางท่ี 4.3 ซ่ึงเป็นพารามิเตอร์ท่ีแสดงความสามารถในการถ่ายเทออกซิเจนจากในฟองอากาศไปสู่

ตวัเซลล์ ถา้ค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล (kLa) มีค่าน้อยแสดงว่าในระบบนั้นมีความสามารถใน

ถ่ายการเทออกซิเจนลงสู่น ้ าหมกัได้อย่างจ ากัด โดยการให้อากาศปริมาตร 1 vvm จะมีค่า

สัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล 8.19 และ 2.34 ต่อชัว่โมง ในอตัราการกวน 300 และ 500 รอบต่อนาที 

ซ่ึงเม่ือให้อากาศเป็น 2 vvm จะมีค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวลน้อยลงเป็น 6.17 และ 1.31 ต่อ

ชัว่โมง ในอตัราการกวน 300 และ 500 รอบต่อนาที ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ท่ีอตัราการกวนท่ี 300 

รอบต่อนาที จะมีการถ่ายเทมวลมากกว่าท่ีการกวน 500 รอบต่อนาที มีผลมาจากความหนืดของ

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเกิดจากการกวน อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นแป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงมีความหนืดท าให้มี

ขอ้จ ากดัในการส่งผ่านออกซิเจน เป็นผลท าให้เช้ือมีจ านวนลดลงอีกทั้งยงัตอ้งปรับตวัให้เขา้กบั

สภาพแวดลอ้มเพื่อให้เหมาะสมต่อการงอกของสปอร์ ในกระบวนการหมกัแบบใช้อากาศโมเลกุล

ของออกซิเจนจะตอ้งเอาชนะความตา้นทานระหว่างเฟสของก๊าซกบัเฟสของเหลวก่อนท่ีเช้ือจะ

น าไปใช้ โดยการถ่ายเทออกซิเจนจากภายในฟองก๊าซไปยงับริเวณของเหลวแล้วเข้าสู่เซลล์จะ

เกิดปฏิกิริยาข้ึนระหวา่งเฟสของก๊าซ-ของเหลว และเฟสของเหลว-ของแข็งหรือตวัเซลล์ (วรนารถ, 

2554)  ซ่ึงในการถ่ายเทมวลออกซิเจนน้ีจะตอ้งใชร้ะยะในการใหอ้อกซิเจนไดเ้ขา้ถึงตวัเซลล์ จากผล

การทดลองท่ีอตัราการกวนท่ีเพิ่มข้ึนจาก 300 เป็น 500 รอบต่อนาที จะท าให้มีค่าการถ่ายเทมวล

ลดลงเน่ืองจากเม่ือการกวนของใบพดัยิ่งเร็วข้ึนจะยิ่งกวนอากาศไดเ้ร็วท าให้ระยะเวลาการสัมผสั

ระหวา่งอากาศและตวัเซลลน์อ้ยลงจึงท าใหค้่าการถ่ายเทมวลและอตัราการใชอ้อกซิเจนต ่ากวา่ท่ีการ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กวน 300 รอบต่อนาที ในขณะท่ีสภาวะการให้อากาศ 1 vvm ท่ีการกวน 500 รอบต่อนาที ถึงแมจ้ะมี

ค่าการถ่ายเทมวลอากาศและค่าการใช้อากาศน้อยแต่ยงัสามารถเจริญได้อยู่เน่ืองจากเช้ือตระกูล 

Bacillus เป็นเช้ือท่ีมีลกัษณะ Facultative anaerobe ท่ีสามารถเจริญอยูไ่ดท้ ั้งในสภาวะท่ีมีอากาศและ

ไม่มีอากาศ เพราะฉะนั้นในการให้อากาศท่ีปริมาตร 1 vvm เหมาะสมแก่การเจริญของเช้ือ B. 

megaterium SRU02  มากกวา่การให้อากาศท่ีปริมาตร 2 vvm  และจากตารางท่ี 4.3 จะพบวา่อตัรา

การให้อากาศสูงข้ึนอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) และอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) มีค่านอ้ยลง 

โดยท่ีอตัราการให้อากาศ 1 vvm และอตัราการกวนเป็น 300 รอบต่อนาที จะให้ค่าอตัราการเจริญ

จ าเพาะและอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด เป็น 1.3091 และ 0.0350 ต่อชัว่โมง ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือเพิ่ม

การกวนเป็น 500 รอบต่อนาที จะมีค่าอตัราการเจริญจ าเพาะและอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด เท่ากบั 

1.2599 และ 0.0283 ต่อชัว่โมง และเม่ือใหอ้ตัราการใหอ้ากาศเป็น 2 vvm และการกวน 300 และ 500 

รอบต่อนาที ค่าอตัราการเจริญจ าเพาะเท่ากบั 1.09 และ 1.12 ต่อชัว่โมง และอตัราการเจริญจ าเพาะ

สูงสุด จะมีค่าเท่ากบั 0.0232 และ 0.0260 ต่อชัว่โมง ตามล าดบั 

       จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ทั้งอตัราการให้อากาศและอตัราการกวนของใบพดัส่งผลต่อ
การเจริญของเช้ือ B. megaterium SRU02 โดยเม่ือให้อตัราการให้อากาศปริมาตร 1 vvm จะท าให้
เช้ือมีการเจริญท่ีดีกวา่การใหอ้ากาศปริมาตร 2 vvm  แต่เม่ือเปรียบเทียบอตัราการกวนจาก 300 รอบ
ต่อนาที เป็น 500 รอบต่อนาที จะไม่ค่อยมีผลต่อการเจริญของเช้ือ B. megaterium SRU02 มากนกั 
ซ่ึงต่างจากงานวจิยัของ Bajaj และ Singhal (2011) เม่ือเพิ่มอตัราการกวนมากข้ึน จะช่วยให้การเจริญ
ของ B. licheniformis NCIM2324 มีมวลชีวภาพเพิ่มข้ึนดว้ย และจะมีน ้ าหนกัเซลล์แห้งสูงสุดถึง 
4.21 กรัมต่อลิตร ท่ีการให้อากาศ 1 vvm และการกวน 1000 รอบต่อนาที และเม่ือเพิ่มอตัราการให้
อากาศจาก 1 เป็น 3 vvm ก็จะยิ่งช่วยการเจริญของเซลล์ เน่ืองจาก B. licheniformis NCIM2324 เป็น
เช้ือตอ้งการอากาศในการเจริญ เม่ือเติมอากาศเพิ่มข้ึนก็จะช่วยให้ออกซิเจนเพียงพอแก่การเจริญของ
เช้ือสายพนัธ์ุน้ี และงานวจิยัของ Cromwick และคณะ (1996) ท่ีสนบัสนุนเก่ียวกบัการเพิ่มอตัราการ
ให้อากาศและเพิ่มอตัราการกวนท าให้เช้ือสามารถเจริญไดดี้ข้ึน โดยพบว่าเม่ือให้อตัราการกวนท่ี 
250 รอบต่อนาที ท่ีการให้อากาศ 1 vvm จะท าให้ไดน้ ้ าหนกัเซลล์แห้ง 2 กรัมต่อลิตร แต่เม่ือเพิ่ม
อตัราการกวนเป็น 800 รอบต่อนาที และเพิ่มอตัราการให้อากาศเป็น 2 vvm จะยิ่งท าให้ไดน้ ้ าหนกั
เซลล์แห้งเป็น 4 กรัมต่อลิตร ในการศึกษาหลายกรณีการถ่ายเทออกซิเจนจะควบคุมการเจริญของ
จุลินทรีย ์และส่งผลทางกระบวนการชีวภาพ (García-Ochoa และคณะ, 2010) Silva และคณะ 
(2014) ในงานวจิยัของเขาเม่ือเพิ่มอตัราการกวนจะส่งผลต่อปริมาณเช้ือจุลินทรียเ์พียงเล็กนอ้ย แต่จะ
ท าใหอ้ตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดเพิ่มข้ึน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       ในงานวจิยัน้ีเช้ือ B. megaterium SRU02 ไม่สามารถเพิ่มปริมาณเซลลต์ามการเพิ่มของอตัราการ

ให้อากาศได ้ซ่ึงในอตัราการให้อากาศปริมาตร 1 vvm จะให้ปริมาณเซลล์สูงกว่าการให้อากาศ

ปริมาตร 2 vvm เน่ืองมาจากในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอาจมีออกซิเจนมากเกินส่งผลให้อากาศยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือในสภาวะท่ีมีอากาศ 2 vvm  

 

ภาพที่ 4.4 การเจริญของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความ

เขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร และเกลือแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร ในระบบถงัหมกัท่ีมีอตัรา

การใหอ้ากาศ 1 และ 2 vvm และอตัราการกวนของใบพดั 300 และ 500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 

72 ชัว่โมง  

        

       4.3.2 การใช้น า้ตาลรีดิวซ์และการผลติกรดพอลแิกมมากลูตามิก 

       ผลการวเิคราะห์น ้าตาลรีดิวซ์จากภาพท่ี 4.5 จะเห็นไดว้า่เม่ือแป้งมนัส าปะหลงัถูกยอ่ยจะไดเ้ป็น

น ้ าตาลรีดิวซ์โดยเช้ือ B. megaterium SRU02 จะเพิ่มปริมาณข้ึนสูงท่ีสุดในช่วงประมาณชัว่โมงท่ี   

2-6 โดยท่ีสภาวะการให้อากาศ 1 vvm และการกวน 300 รอบต่อนาที จะให้น ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีความ

เขม้ขน้สูงท่ีสุดถึง 0.0473 กรัมต่อลิตร เม่ือเพิ่มการกวนเป็น 500 รอบต่อนาที จะมีความเขม้ขน้ของ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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น ้ าตาลรีดิวซ์เป็น 0.0342 กรัมต่อลิตร และท่ีสภาวะการให้อากาศ 2 vvm การกวนท่ี 300 และ 500 

รอบต่อนาที จะให้น ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีความเขม้ขน้ 0.0251 และ 0.0465 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ทุก ๆ 

สภาวะท่ีศึกษาเม่ือปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มสูงสุดแล้วความเข้มข้นน ้ าตาลรีดิวซ์ก็จะลดลง    

เน่ืองจากเช้ือจะน าน ้ าตาลรีดิวซ์ไปใช้ในการเจริญและมีการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงข้ึน

เร่ือย ๆ ในสภาวะท่ีการให้อากาศ 2 vvm ทั้งการกวนท่ี 300 และ 500 รอบต่อนาที หลงัชัว่โมงท่ี 48 

จะมีการเพิ่มข้ึนของน ้ าตาลรีดิวซ์เป็นช่วงเดียวกบัเช้ือท่ีมีจ  านวนลดลง อาจเน่ืองจากการท างานของ

เอนไซมอ์ะไมเลสท่ียงัท างานอยู่จึงมีการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเพื่อเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ต่อไป ผลของ

อตัราการใหอ้ากาศและอตัราการกวนของใบพดัต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก พบวา่ปริมาณ

กรดพอลิแกมมากลูตามิกแปรผกพนักบัอตัราการให้อากาศ ท่ีปริมาตร 1 vvm จะมีกรดพอลิแกมมา- 

กลูตามิกสูงกว่าอตัราการให้อากาศท่ีปริมาตร 2 vvm จากภาพท่ี 4.6 แสดงให้เห็นว่าอตัราการให้

อากาศมีผลต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก โดยท่ีอตัราการให้อากาศเป็น 1 vvm ท่ีอตัราการ

กวน 300 และ 500 รอบต่อนาที จะผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกไดสู้งข้ึนเร่ือย ๆ จนถึงชัว่โมงท่ี 48 

จะให้ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิก 0.059 และ 0.046 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และหลงัจากนั้น

ปริมาณจะลดลง ซ่ึงเม่ือเพิ่มปริมาตรการให้อากาศเป็น 2 vvm จะพบวา่มีการผลิตกรดพอลิแกมมา- 

กลูตามิกสูงข้ึนถึงแค่ชัว่โมงท่ี 12 แลว้มีการลดลง เน่ืองจากมีปริมาตรอากาศท่ีสูงข้ึนจึงท าให้เซลล์

ตาย ท าใหก้ารผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกมีปริมาณนอ้ยไปดว้ย  

       ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมแก่การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium SRU02 

ในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีปริมาณความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอ-

ไรด ์10 กรัมต่อลิตร คือใหอ้ตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm และอตัราการกวนของใบพดั 300 รอบต่อนาที 

จะให้ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงท่ีสุดเท่ากบั 0.059 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 48 ชั่วโมง มีค่า

สัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล 8.19 ต่อชัว่โมง และอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์จ าเพาะ 7.37×10-8 g/ Log 

CFU/ h 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.5 การใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงั

ท่ีมีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร ในระบบถงัหมกัท่ีมี

อตัราการให้อากาศ 1 และ 2 vvm และอตัราการกวนของใบพดั 300 และ 500 รอบต่อนาที เป็น

ระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

 

       ผลการทดลองจากขอ้ 4.3.2 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ  Giavasis และคณะ (2006) ท่ีกล่าวไว้

ว่าภายใต้สภาวะท่ีมีอตัราการให้อากาศและอตัราการกวนสูงมากจะมีการลดลงของพอลิเมอร์

ชีวภาพ เช่น Gellan gum  นอกจากน้ี Techapun และคณะ (2003) ท าการวิจยัพบวา่เม่ือให้อากาศเป็น 

1 vvm จะท าให้การผลิตเอนไซม์  ไซลาเนสเพิ่มข้ึน แต่ถา้เพิ่มจาก 1 เป็น 2 vvm จะผลิตเอนไซมไ์ด้

ลดลง อตัราการกวนก็เช่นกนั ถา้เพิ่มระดบัจนถึง 150 รอบต่อนาที จะท าให้ผลิตเอนไซมไ์ดสู้งท่ีสุด 

แต่ถา้เพิ่มระดบัการกวนมากกวา่นั้นการผลิตเอนไซมจ์ะลดลง เช่นเดียวกบังานของ Palma และคณะ

(1996) ผลการศึกษาพบว่าเม่ือเพิ่มอตัราการให้อากาศและอตัราการกวนของใบพดัจะท าให้การ

ท างานของเอนไซมไ์ซลาเนสลดลง เน่ืองจากผลของแรงเฉือนของใบพดัท าลายเซลล์ท าให้อตัราการ

ผลิตเอนไซม์ลดลงไปดว้ย และจากการให้อากาศปริมาตรสูงข้ึนจะท าให้ออกซิเจนไปยบัย ั้งการ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เจริญของเซลล์ แต่ยงัไม่พบการศึกษาท่ีมีการลดลงของการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกภายใต้

สภาวะดงักล่าว  

       ในขณะท่ีงานวิจยัของ Bajaj และ Singhal (2011) ท่ีไดท้  าการศึกษาผลของอตัราการให้อากาศ

และอตัราการกวนของใบพดัส าหรับการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกในกระบวนการหมกัแบบกะ 

โดยเช้ือ B. licheniformis NCIM 2324 พบวา่ปริมาณเช้ือจุลินทรียจ์ะเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มอตัราการกวน

จาก 250 เป็น 1000 รอบต่อนาที และอตัราการให้อากาศจาก 1 เป็น 3 vvm และการผลิตกรดพอลิ-

แกมมากลูตามิกจะมีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึน เม่ืออตัราการให้อากาศและอตัราการกวนเพิ่มข้ึนถึงระดบั

ท่ีเหมาะสม แต่ถา้เพิ่มอตัราการใหอ้ากาศและอตัราการกวนมากเกินไปก็จะท าให้การผลิตกรดพอลิ-

แกมมากลูตามิกลดลงได้ โดยจะมีการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงท่ีสุด 46.34 กรัมต่อลิตร  

ท่ีอตัราการให้อากาศ 1 vmm และอตัราการกวน 750 รอบต่อนาที แต่เม่ือเพิ่มอตัราการกวนเป็น 

1000 รอบต่อนาที และเพิ่มอตัราการให้อากาศเป็น 3 vvm จะไดก้รดพอลิแกมมากลูตามิกเท่ากบั 

22.28 และ 25.93 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ในงานวิจยัท่ีไดศึ้กษาเป็นช่วงของการให้อากาศและการ

กวนในช่วงนึงเท่านั้น ซ่ึงส าหรับเช้ือ B. megaterium SRU02 อตัราการให้อากาศและอตัราการกวน

ท่ีเหมาะสมอาจจะอยูใ่นช่วงท่ีค่าต ่ากวา่น้ีก็ได ้จากการทดลองจะเห็นวา่เม่ือเพิ่มอากาศจาก 1 เป็น 2 

vvm จะท าใหจ้  านวนของเช้ือลดลง Cromwick และคณะ (1996) ศึกษาผลของอตัราการให้อากาศต่อ

การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก โดยเช้ือ B. licheniformis ATCC 9945A  ท่ีสภาวะการเพิ่มอตัรา

การกวน จาก 250 เป็น 800 รอบต่อนาที และเพิ่มอตัราการให้อากาศจาก 0.5 เป็น 2.0 ลิตรต่อนาที 

จะเพิ่มผลไดก้ารผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกจาก 6.3 เป็น 23 กรัมต่อลิตร อยา่งไรก็ตามการเจริญ

ของมวลชีวภาพและการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีอตัราการให้อากาศ และอตัราการกวนท่ี

สูงข้ึนกวา่น้ีจะช่วยเสริมการเจริญของเช้ือ B. licheniformis NCIM 2324 แต่ไม่ช่วยเพิ่มการผลิตกรด

พอลิแกมมากลูตามิก  Silva และคณะ (2014) ไดศึ้กษาลกัษณะของเช้ือ B. subtilis BL-53 สายพนัธ์ุ

ใหม่ท่ีสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกได ้โดยท่ีสภาวะอตัราการให้อากาศ 2 vvm และการ

กวนท่ี 1000 รอบต่อนาที จะมีอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์จ าเพาะสูงสุดของกรดพอลิแกมมากลูตามิก 

0.8 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงสูงกวา่ B. licheniformis ATCC 9945A ท่ีมีการผลิตผลิตภณัฑ์จ าเพาะ

เท่ากบั 0.113 ต่อชัว่โมง (Cromwick และคณะ, 1996) และ B. licheniformis NCIM 2324 ท่ีมีการ

ผลิตผลิตภณัฑ์จ าเพาะสูงสุด 0.17 g PGA/ g biomass/ h (Bajaj และ Singhal, 2010)  และ Silva และ

คณะ (2014) ยงัพบว่า B. subtilis BL-53 เม่ือเพิ่มอตัราการกวนให้แก่อาหารเล้ียงเช้ือ จะเพิ่มค่า

สัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล (kLa) ดว้ย  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.6 การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. megaterium SRU02 ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียง

เช้ือแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร ใน

ระบบถงัหมกั ท่ีมีอตัราการใหอ้ากาศ 1 และ 2 vvm และอตัราการกวนของใบพดั 300 และ 500 รอบ

ต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

 

       เม่ือเปรียบเทียบจากภาพท่ี 4.7 ท่ีอตัราการให้อากาศท่ี 1 vvm ทั้งการกวน 300 รอบต่อนาที (ก) 

และการกวน 500 รอบต่อนาที (ข) จะเห็นว่าแนวโน้มของการเจริญของเช้ือจุลินทรียแ์ละการใช้

น ้าตาลรีดิวซ์ไปในทางทิศเดียวกนั คือ ปริมาณเช้ือจุลินทรียจ์ะเพิ่มข้ึนสูงสุดภายในชัว่โมงท่ี 4 และมี

ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลง ในช่วงเดียวกนัปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกก็จะค่อย ๆ เพิ่มข้ึนไป

จนถึงชัว่โมงท่ี 48 แลว้ถูกใชไ้ปเป็นแหล่งไนโตรเจนเหมือนกนัท่ีชัว่โมงท่ี 60 แต่เม่ือเพิ่มอตัราการ

ให้อากาศเป็น 2 vvm ท่ีการกวน 300 รอบต่อนาที (ค) ในช่วงแรกจะมีการเจริญของเช้ือสูงสุดใน

ชัว่โมงท่ี 4 แลว้หลงัจากนั้นเช้ือลดลงช่วงนึง แต่การผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกยงัเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ 

จนถึงชัว่โมงท่ี 12 แลว้ปริมาณของกรดพอลิแกมมากลูตามิกจะลดลงอาจเพราะเช้ือสามารถกลบัมา

เจริญไดอี้กคร้ังจึงใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจน และเม่ือเพิ่มการกวนเป็น 500 รอบต่อนาที ภาพท่ี 4.7 (ง) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แสดงให้เห็นวา่เช้ือมีการเจริญพร้อมกบัยอ่ยแป้ง ท าให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนในช่วงแรกดว้ย 

จากนั้นปริมาณเช้ือจะเร่ิมลดลงในชัว่โมงท่ี 24 และท าให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึน เน่ืองจากไม่

ถูกน าไปใช ้และปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกก็ไม่เพิ่มเช่นกนั 

 

 

ภาพที่ 4.7 ผลของการให้อากาศและการกวนต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. 

megaterium SRU02 ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ท่ีมี

สภาวะอตัราการให้อากาศ 1 vvm และอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที  (ก), อตัราการให้อากาศ 1 

vvm และอตัราการกวน 500 รอบต่อนาที  (ข),  อตัราการให้อากาศ 2 vvm และอตัราการกวน 300 

รอบต่อนาที  (ค) และอตัราการใหอ้ากาศ 2 vvm และอตัราการกวน 500 รอบต่อนาที  (ง)        

(ก) การใหอ้ากาศ 1 vvm การกวน 300 รอบต่อนาที 

(ข) การใหอ้ากาศ 1 vvm การกวน 500 รอบต่อนาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(ต่อ) ภาพที่ 4.7 ผลของการให้อากาศและการกวนต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ B. 

megaterium SRU02 ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ท่ีมี

สภาวะอตัราการให้อากาศ 1 vvm และอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที  (ก), อตัราการให้อากาศ 1 

vvm และอตัราการกวน 500 รอบต่อนาที  (ข),  อตัราการให้อากาศ 2 vvm และอตัราการกวน 300 

รอบต่อนาที  (ค) และอตัราการใหอ้ากาศ 2 vvm และอตัราการกวน 500 รอบต่อนาที  (ง)        

 

 

(ค) การใหอ้ากาศ 2 vvm การกวน 300 รอบต่อนาที 

(ง) การใหอ้ากาศ 2 vvm การกวน 500 รอบต่อนาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       4.3.3 การใช้ออกซิเจน 

       ความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีละลายในน ้ าในภาพท่ี 4.8 ท่ีเก็บผลไดใ้นระหวา่งท าการหมกัเพื่อ

ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิก จะเห็นไดว้า่ท่ีสภาวะอตัราการกวนความเร็ว 300 รอบต่อนาที ท่ีการ

ใหอ้ากาศปริมาตร 1 และ 2 vvm จะมีความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีละลายไดล้ดลงภายในชัว่โมงท่ี 6 

อยา่งรวดเร็วจนถึง 1.75 และ 2.95 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั แต่ในท่ีสภาวะอตัราการกวนความเร็ว 500 

รอบต่อนาที จะมีการลดลงของความเขม้ขน้ออกซิเจนในน ้ าเพียงเล็กน้อย แสดงให้เห็นถึงความ

ตอ้งการอากาศของเช้ือ B. megaterium SRU02 วา่ปริมาณออกซิเจนท่ีอยูใ่นน ้ าถูกเช้ือจุลินทรียใ์ชไ้ป

นอ้ยกว่า เม่ือความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีละลายน ้ าลดลงจะสังเกตไดว้่าเป็นช่วงเวลาเดียวกนักบั

การเพิ่มข้ึนของความเขม้ขน้กรดพอลิแกมมากลูตามิก ท่ีชัว่โมง 4-6 แสดงวา่การถ่ายเทออกซิเจนใน

อาหารเล้ียงเช้ือมีผลโดยตรงกบัเช้ือ จากความตอ้งการออกซิเจนของเช้ือหรืออตัราการใชอ้อกซิเจน 

(Oxygen uptake rate, OUR) ดงัตารางท่ี 4.3 ท่ี 2-6 ชัว่โมง จะเห็นไดว้า่ท่ีอตัราการกวน 300 รอบต่อ

นาที และอตัราการใหอ้ากาศทั้ง 1 และ 2 vvm จะมีค่าสูงสุดคือ 23 และ 25.46 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

โดยทั่วไปอัตราการใช้ออกซิเจนของแบคทีเรียจะมีค่าเพิ่มข้ึนในช่วงระยะเพิ่มจ านวนทวีคูณ

เน่ืองจากเซลล์ต้องการใช้ออกซิเจนเพื่อเจริญเพิ่มจ านวน และระยะต่อมาจะมีค่าอตัราการใช้

ออกซิเจนน้อยลงเน่ืองจากกิจกรรมเมทาบอลิซึมภายในเซลล์ลดลงเม่ือเขา้สู่ระยะคงท่ี (Garcia-

Ochoa และคณะ, 2010) เม่ือดูค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล (kLa) ดงัในตาราง 4.3 เปรียบเทียบการ

กวนท่ี 300 และ 500 รอบต่อนาที จะเห็นวา่ท่ีอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที จะมีการถ่ายเทมวลท่ี

ดีกวา่ และท่ีใหอ้ากาศ 1 vvm การกวน 300 รอบต่อนาทีจะให้ค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวลสูงท่ีสุด 

8.19 ต่อชัว่โมง Silva และคณะ (2014) รายงานไวใ้นงานวิจยัของเขาวา่ท่ีการหมกั 3 ชัว่โมงของเช้ือ 

B. subtilis BL-53 เพื่อผลิดกรดพอลิแกมมากลูตามิก เม่ือท าการเพิ่มอตัราการกวนจาก 500 เป็น 

1000 รอบต่อนาที ท่ีอตัราการให้อากาศปริมาตร 2 vvm จะท าให้ค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวลเพิ่ม

เป็น 4 เท่า จาก 55 เป็น 210 ต่อชัว่โมง และเม่ือค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวลสูงข้ึนจะยิ่งท าให้การ

ผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกสูงตาม และ Bandaiphet และ Prasertsan (2006) ยงัสนบัสนุนอีกวา่ 

เม่ือเพิ่มอตัราการกวนจาก 500 เป็น 1200 รอบต่อนาที มีผลต่อการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ โดย 

Enterobacter cloacae WD7 จะสามารถช่วยเพิ่มค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวลไดถึ้ง 9 เท่า แต่การ

เพิ่มอตัราการใหอ้ากาศจะส่งผลเพียงเล็กนอ้ย 
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ภาพที่ 4.8 ค่าออกซิเจนท่ีละลายในน ้ าของเช้ือ B. megaterium SRU02 ในอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนั

ส าปะหลงัท่ีมีปริมาณความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร ใน

ระบบถงัหมกัท่ีมีอตัราการให้อากาศ 1 และ 2 vvm และอตัราการกวนของใบพดั 300 และ 500 รอบ

ต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3 ตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกในกระบวนการหมกัแบบกะจากอาหารเล้ียงเช้ือแป้งมนัส าปะหลงัโดยเช้ือ B. megaterium 

SRU02 

อตัราการให้
อากาศและการ
กวนของใบพดั 

อตัราการเจริญ
จ าเพาะ 

(µ)  
(ต่อชัว่โมง) 

อตัราการเจริญ
จ าเพาะสูงสุด 

(µmax) 
(ต่อชัว่โมง) 

ค่าผลไดข้องเซลล ์
(YX/S) 

(Log CFU/ 
g glucose) 

ค่าผลไดข้องกรด 
พอลิแกมมา 
กลูตามิก  

 (YP/S) 
(g PGA/ g glucose) 

อตัราการผลิต
ผลิตภณัฑจ์ าเพาะ 
(Productivity)  
(g/ Log CFU/ h) 

ค่าสัมประสิทธ์ิ
การถ่ายเทมวล 

(kLa) 
(ต่อชัว่โมง) 

ค่าอตัราการใช้
ออกซิเจน 

(Oxygen Uptake 
Rate, OUR) 
(เปอร์เซ็นต)์ 

1 vvm 
300 รอบต่อนาที 

1.3901±0.402 a 
 

0.0359±0.007 a 
 

1.25×105±3.00×104 a 0.5455±0.307 a 
 

7.38×10-8 a 
 

8.1900±0.332 a 

 
23±0.460 a 

 
1 vvm 

500 รอบต่อนาที 
1.2599±0.393 a 

 
0.0283±0.012 a 

 
1.21×105±4.24×104 a 0.4340±0.149 a 

 
5.13×10-8 b 

 
2.3390±0.203 b 

 
8.3875±5.073 b 

 
2 vvm 

300 รอบต่อนาที 
1.0901±0.444 a 

 
0.0275±0.005 a 

 
1.28×105±3.79×104 a 0.9719±0.088 a 

 
5.75×10-8 b 

 
6.1650±1.619 a 

 
25.4625±1.962 a 

 
2 vvm 

500 รอบต่อนาที 
1.1164±0.057 a 0.0260±0.000 a 

 
7.53×104±3.61×103 a 0.7136±0.743 a 

 
4.00×10-8 c 

 
1.3052±0.169 b 

 
7.2625±0.407 b 

 
หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษพมิพเ์ล็กท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งแสดงวา่มีความแตกต่างของค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือ

ความมัน่ร้อยละ 95 (p≤0.05) และค่าอตัราการใชอ้อกซิเจนจะตรวจวดัท่ีชัว่โมง 0-6  
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
       การศึกษาผลของกรดแอลกลูตามิกต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกของเช้ือ Bacillus 
megaterium SRU02 โดยการเล้ียง B. megaterium SRU02 ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ E ท่ีมีกรดแอล- 
กลูตามิกและไม่มีกรดแอลกลูตามิก พบว่ากรดแอลกลูตามิกที่มีอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ E ไม่ได้
ส่งผลต่อการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกให้มากข้ึน จากผลการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือ E ท่ี
ไม่มีกรดแอลกลูตามิกจะผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกไดม้ากกว่า จึงแสดงให้เห็นว่าเช้ือ B. 
megaterium SRU02 เป็นแบคทีเรียชนิดที่ไม่ตอ้งการกรดแอลกลูตามิกในการผลิตกรดพอลิ-  
แกมมากลูตามิก 
       จากการศึกษาปริมาณแป้งมนัส าปะหลงั ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตกรดพอลิแกมมา-   
กลูตามิกของ B. megaterium SRU02 พบว่าแป้งมนัส าปะหลงัที่ความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร
เหมาะสมที่สุด เพราะอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) เป็น 0.1081 ต่อชัว่โมง มีค่าผลไดข้อง
กรดพอลิแกมมากลูตามิก (YP/S) 0.3350 g PGA/g glucose และมีค่าอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์
จ าเพาะ (Productivity) สูงที่สุด 5.78×10-8 g/Log CFU/h จึงเลือกแป้งมนัส าปะหลงัที่ความเขม้ขน้ 
40 กรัมต่อลิตร ไปขยายระดบัการหมกัในถงัหมกั 
       เมื่อไดป้ริมาณแป้งมนัส าปะหลงัที่เหมาะสมคือ 40 กรัมต่อลิตร แลว้ศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมของการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกดว้ยเช้ือ B. megaterium SRU02 โดยกระบวน- 
การหมกัแบบกะ ในถงัหมกัขนาด 7 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการท างาน 5 ลิตร พบว่าท่ีสภาวะอตัราการ
ให้อากาศ 1 vvm และอตัราการกวนที่ 300 รอบต่อนาที เป็นสภาวะที่เหมาะสมแก่การผลิตกรด
พอลิแกมมากลูตามิกมากที่สุด ซ่ึงสามารถผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกไดสู้งที่สุดคือ 0.0589 
กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลา 48 ชัว่โมง มีอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์จ  าเพาะ (Productivity) สูงที่สุด 
7.37×10-8 g/Log CFU/h และค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทมวล (kLa) สูงสุดถึง 8.19 ต่อชัว่โมง ยงัมี
อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) และอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) ถึง 1.3901 และ 0.0359 ต่อ
ชัว่โมง ตามล าดบั  
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
       5.2.1. ศึกษาสภาวะและระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตกรดพอลิแกมมากลูตามิกดว้ย
กระบวนการหมกัแบบก่ึงกะ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต 
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       5.2.2. ควรศึกษาอตัราการใหอ้ากาศและอตัราการกวนท่ีมีช่วงกวา้งมากข้ึน 
       5.2.3. ในการศึกษาดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความหนืด เช่น แป้งมนัส าปะหลงั ควรมีการตรวจวดั
ความหนืดร่วมดว้ย เน่ืองจากอาหารท่ีมีความหนืดจะเป็นขอ้จ ากดัของการถ่ายเทออกซิเจนใน
กระบวนการหมกัท่ีใชอ้ากาศ  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

 
ก.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือเหลว LB (Luria-Bertani broth) 
       อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB เป็นอาหารเหลวท่ีเตรียมข้ึนเพื่อใช้ส าหรับเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย โดย
อาหารส าเร็จรูป LB จะประกอบดว้ย  
       ทริปโตน (Tryptone)   10 กรัม 
       สารสกดัยสีต ์(Yeast extract)  5   กรัม 
       โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)         5   กรัม 
       น ้ากลัน่     1000 มิลลิลิตร 
       เตรียมโดยชัง่อาหารส าเร็จรูป LB 25 กรัม ผสมในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร น าปรับพีเอชให้ได ้
7.0±0.2 น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ดว้ยความดนั 15 ปอนด์ ต่อ
ตารางน้ิว 
       ส าหรับอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ LB (LB agar) จะเติมผงวุน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ในอาหารส าเร็จรูป 
 

ก.2 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือวุ้นแขง็ PCA (Plate count agar) 
       อาหารเล้ียงเช้ือวุน้แขง็เป็นอาหารเล้ียงเช้ือทัว่ไปส าหรับใชต้รวจวดัปริมาณของแบคทีเรีย
ทั้งหมดในตวัอยา่ง โดยอาหารส าเร็จรูป PCA จะประกอบดว้ย 
       ทริปโตน (Tryptone)   5    กรัม 
       สารสกดัยสีต ์(Yeast extract)  2.5 กรัม 
       เด็กโตรส (Dextrose)   1    กรัม 
       วุน้ (Agar)    15  กรัม 
       น ้ากลัน่     1000 มิลลิลิตร 
       เตรียมโดยชัง่อาหารส าเร็จรูป PCA 23.5 กรัม ผสมในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร น าปรับพีเอชให้
ได ้7.0±0.2 น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ดว้ยความดนั 15 ปอนด ์
ต่อตารางน้ิว 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมแีละการค านวณ 

 

ข.1 การเตรียมสารละลายไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) ความเข้มข้น 2      
โมลาร์ 
       สารละลายไฮโดรคลอริกจะมีความเขม้ขน้ 37 เปอร์เซ็นต ์(โดยน ้าหนกั) มีความหนาแน่น 1.19 
กรัมต่อมิลลิลิตร และมวลโมเลกุล 36.5 กรัมต่อโมล 

จากสูตร  C   =   
    

  
 

 
โดย       C = ความเขม้ขน้ หน่วยเป็น โมลาร์ 

                   d = ความหนาแน่นของสารละลาย (density) หน่วยเป็น กรัมต่อมิลลิลิตร 
                   x = เปอร์เซ็นตป์ริมาณเน้ือกรด 

จะได ้    C   =   
                

    
        

 
                    =   12.06 โมลาร์ 
 

ดงันั้น สารละลายไฮโดรคลอริกท่ีมีความเขม้ขน้ 37 เปอร์เซ็นต ์จะมีความเขม้ขน้ 12.06 โมลาร์ ถา้
ตอ้งการเตรียมสารละลายไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 2 โมลาร์ ปริมาตร 250 มิลลิลิตร จาก
สารละลายไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 12.06 โมลาร์ จะท าการเจือจางความเขม้ขน้ดงักล่าวโดย
ค านวณปริมาตรท่ีตอ้งเจือจาง 

จากสูตร   C1V1  =  C2V2 
12.06 × V1  =  2 × 250 
V1   =  41.46 มิลลิลิตร 

วธีิเตรียม 
       ปิเปตสารละลายไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 41.46 มิลลิลิตรแลว้เจือจางเป็น 250 มิลลิลิตร โดยการ
เติมน ้ากลัน่ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร 
ขอ้ควรระวงั : เพื่อความปลอดภยัใหเ้ทกรดลงในน ้า อยา่เทน ้าใส่กรดเด็ดขาด 
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ข.2 การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH) ความ
เข้มข้น 2 โมลาร์ 
       เม่ือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดมี์ความหนาแน่น 2.13 กรัมต่อมิลลิลิตร และมวลโมเลกุล 
39.99 กรัมต่อโมล 

จากสูตร    
 

  
   =   

  

    
 

โดย               g = น ้าหนกัของโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใช ้หน่วยเป็น กรัม 
                MW = มวลโมเลกุลของโซเดียมไฮดรอกไซด์ หน่วยเป็น กรัมต่อโมล 

                          C = ความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ หน่วยเป็น โมลาร์ 
                           V = ปริมาตรท่ีตอ้งการ หน่วยเป็น มิลลิลิตร 
ถา้ตอ้งการเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 2 โมลาร์ ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดย
ตอ้งค านวณน ้าหนกัของโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใชล้ะลาย 

            จะได ้g   =   
                 

    
 

 
                           =   20 กรัม 

วธีิเตรียม 
ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์มา 20 กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่  
 

ข.3 การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลไิซลกิ (3, 5-Dinitrosalicylic acid, DNS) 
       กรดไดไนโตรซาลิไซลิก           10    กรัมต่อลิตร 
       โซเดียมไฮดรอกไซด ์                16    กรัมต่อลิตร 
       โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต  300  กรัมต่อลิตร 
วธีิเตรียม        
       ชัง่สารกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 10 กรัม ลงในบีกเกอร์ ละลายในน ้ ากลัน่ 250 มิลลิลิตร และชัง่ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 16 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 200 มิลลิลิตร ค่อย ๆ เติมสารละลายด่างทีละ
นอ้ยลงไปในกรดไดไนโตรซาลิไซลิก คนให้เขา้กนัน าไปองับนอ่างควบคุมอุณหภูมิจนสารละลาย
ใส เติมโพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรตลงไปทีละน้อยจนครบ 300 กรัม วางไวจ้นสารละลายเยน็ตวั 
ปรับในขวดปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่และเก็บสารละลายในขวดสีชา 
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ข.4 การเตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  
       เม่ือสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต มีมวลโมเลกุล 141.96 กรัมต่อโมล 

จากสูตร    
 

  
 = 

  

    
 

โดย               g = น ้าหนกัของโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใช ้หน่วยเป็น กรัม 
                MW = มวลโมเลกุลของโซเดียมไฮดรอกไซด ์หน่วยเป็น กรัมต่อโมล 

                          C = ความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ หน่วยเป็น โมลาร์ 
                           V = ปริมาตรท่ีตอ้งการ หน่วยเป็น มิลลิลิตร 
ถา้ตอ้งการเตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขม้ขน้ 20 × 10-3 โมลาร์ ปริมาตร  
1000 มิลลิลิตร โดยตอ้งค านวณน ้าหนกัของไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตท่ีใชล้ะลาย 

            จะได ้g = 
                           

    
 

 
                         = 2.84 กรัม 

วธีิเตรียม 
       ชัง่ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.84 กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใน
ขวดปรับปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่  
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ภาคผนวก ค 
วธิีวเิคราะห์ และการเตรียมกราฟมาตรฐาน 

 

ค.1 นับเช้ือด้วย วธิีการสเปรดเพลท (Spread plate)  
       เทคนิคการแยกจุลินทรียใ์ห้บริสุทธ์ิท่ีสามารถตรวจนบัปริมาณ (Microbial population count) 
ไดโ้ดยมีการเจือจางเป็นล าดบัส่วน (Serial dilution) จากนั้นปิเปตตต์วัอย่างท่ีมีความเจือจางตาม
ตอ้งการโดยวิธีการปลอดเช้ือ (Aseptic technique) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ตวัอย่างลงบนอาหาร
วุน้แข็ง และท าการเกล่ียตวัอยา่งให้กระจายทัว่ผิวหนา้อาหารดว้ย Sterile spreader รูปตวัแอลท่ีท า
จากแท่งแกว้ โคโลนี (Colony) ของจุลินทรียจ์ะเจริญบนอาหารวุน้แข็งเท่านั้น วิธีการ Spread plate 
น้ีง่ายและสะดวกกวา่วธีิ Pour plate technique แต่ไม่เหมาะส าหรับจุลินทรียท่ี์ไวต่อออกซิเจน 
วธีิวเิคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งมาเจือจางดว้ยเปปโตน 0.1 เปอร์เซ็นต ์ใหไ้ดป้ระมาณ 10-4 -10-6 
2. ปิเปตตต์วัอยา่งท่ีเจือจางแลว้ 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือวุน้แขง็ 
3. เกล่ียตวัอยา่งดว้ยแท่งแกว้ Spreader รูปตวัแอล จนผวิหนา้แหง้ 
4. คว  ่าหนา้อาหารบ่มในตูบ้่มเช้ืออุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชัว่โมง 
5. นบัโคโลนีของแบคทีเรีย B. megaterium SRU02  
6. บนัทึกผล 

 

ค.2 วิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) โดยวิธี 3,5-dinitrosalicylic acid 
method (DNS method) (Miller 1959) 
       เป็นวิธีใช้ตรวจหาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีมีปริมาณอยู่ในช่วงระหว่าง 5–500 ไมโครกรัมของ
น ้ าตาลกลูโคส โดยการตม้น ้ าตาลรีดิวซ์ในสารละลายด่างท่ีมีกรดไดไนโตรซาลิไซลิค (3, 5-
dinitrosalicylic acid)  ปฏิกิริยาดงักล่าวจะท าให้สารละลายมีสีเขม้ข้ึน และสามารถดูดกลืนแสงท่ี
ช่วงความยาวคล่ืน 500–550 นาโนเมตร น ้ าตาลจะท าปฏิกิริยารีดกัชนักบั 3, 5-dinitrosalicylic acid
ไดเ้ป็น 3-amino-5-nitrosalicylic acid ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑท่ี์มีสีน ้าตาลแดง 
วธีิวเิคราะห์ 

1. น าตวัอยา่งมาเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตามความตอ้งการ 
2. ปิเปตต์ตัวอย่างท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง แล้วเติม

สารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
3. น าสารละลายท่ีไดไ้ปตม้น ้าเดือด เป็นเวลา 10 นาที พร้อมวางลูกแกว้บนปากหลอดทดลอง

เพื่อป้องกนัการระเหยของสารละลาย 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. น าสารละลายท่ีตม้จนครบเวลาแลว้แช่ในน ้าเยน็ทนัทีเพื่อหยดุปฏิกิริยา 5 นาที 
5. เติมน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จะไดส้ารละลายสีส้ม-เหลือง 
6. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
7. น าค่าท่ีวดัไดไ้ปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ในช่วง 0.1 – 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใชน้ ้ ากลัน่
เป็น Blank 

 

ค.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานกลูโคสส าหรับวเิคราะห์น า้ตาลรีดิวซ์ 
       เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยละลายสาร
มาตรฐานกลูโคส 0.1 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร จากนั้นน า
สารละลายมาตรฐานกลูโคสเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 0 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 
วธีิวเิคราะห์ 

1. เจือจางสารละลายมาตรฐานกลูโคสให้มีระดบัความเขม้ขน้ 0 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. ปิเปตต์สารละลายท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง แล้วเติม
สารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

3. น าสารละลายท่ีไดไ้ปตม้น ้าเดือด เป็นเวลา 10 นาที พร้อมวางลูกแกว้บนปากหลอดทดลอง
เพื่อป้องกนัการระเหยของสารละลาย 

4. น าสารละลายท่ีตม้จนครบเวลาแลว้แช่ในน ้าเยน็ทนัทีเพื่อหยดุปฏิกิริยา 5 นาที 
5. เติมน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จะไดส้ารละลายสีส้ม-เหลือง 
6. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
7. น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดม้าสร้างกราฟมาตรฐาน 

 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ ค.1 การเจือจางสารละลายกลูโคสมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์น ้ าตาลรีดิวซ์ และค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
หลอดท่ี ความเขม้ขน้กลูโคส 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
การเจือจาง ค่าการดูดกลืนแสง  

ท่ี 540 นาโนเมตร 
 

สารละลายมาตรฐาน
(มิลลิลิตร) 

น ้ากลัน่
(มิลลิลิตร) 

1 0.2 0.2 0.8 0.145 
2 0.4 0.4 0.6 0.293 
3 0.6 0.6 0.4 0.432 
4 0.8 0.8 0.2 0.570 
5 1.0 1.0 0 0.700 
6 Blank 0 1.0 0 

 

ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = 
 ค่าการดูดกลืนแสง   อตัราการเจือจาง  

ความชนั
 

 

ภาพที่ ค.1 กราฟมาตรฐานกลูโคสท่ีค่าการดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร ส าหรับวิเคราะห์น ้ าตาล
รีดิวซ์ 

y = 0.7095x 

R2 = 0.9993 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ค.4 การท าตัวอย่างให้บริสุทธ์ิ 
       น าตัวอย่างบางส่วนท าให้บริสุทธ์ิโดยเหวี่ยงเอาตะกอนแป้งมันส าปะหลังและเซลล์
เช้ือจุลินทรียอ์อกก่อน จึงใช้วิธีตกตะกอนกรดพอลิแกมมากลูตามิกดว้ยเอทานอลบริสุทธ์ิแช่เย็น         
ปิเปตตเ์อทานอลลงในตวัอย่าง 3 เท่า แกว่งฟลาสก์ให้ตวัอยา่งและเอทานอลเขา้กนั ทิ้งไวข้า้มคืน
เพื่อให้กรดพอลิแกมมากลูตามิกตกตะกอนติดอยูก่น้ฟลาสก์ จากนั้นเทเอทานอลออกเหลือไวเ้พียง
ตะกอนแล้วใส่น ้ ากลับเท่าปริมาตรเดิมของตัวอย่างจะได้สารละลายท่ีมีลักษณะใสเพื่อน าไป
วเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ และปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิก 
 

ค.5 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิกโดยเคร่ืองโครมาโทกราฟี 
(High-performance liquid chromatography, HPLC) 
       การแยกสารของสารผสมให้บริสุทธ์ิข้ึน วิธีการแยกสารท่ีนิยมใช้แพร่หลายมาก คือ วิธี        
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง วธีิน้ีสามารถแยกสารท่ีผสมกนัอยูโ่ดยอาศยัหลกัการคือ สาร
ต่างชนิดกนัจะกระจายตวัไดไ้ม่เท่ากนั สารของเหลวเคล่ือนท่ีดว้ยเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) หรือ
ตวัท าละลาย ดว้ยแรงดนัพาสารต่าง ๆ ในสารตวัอยา่งผา่นไปบนเฟสน่ิง (stationary phase) หรือตวั
ดูดซบั ซ่ึงจะแตกต่างกนัข้ึนอยู่กบั ขนาด รูปร่าง ประจุ ความจ าเพาะ (specificity) การดูดซับ 
(adsorption) การละลาย (solubility) ดงันั้นความแตกต่างกนัของแรงหน่วง จึงท าใหโ้มเลกุลของสาร
แต่ละชนิดเคล่ือนท่ีออกมาจากคอลมัน์ซ่ึงบรรจุเฟสน่ิง ในเวลาหน่วง (retention time) ท่ีแตกต่างกนั  
 

ค.6 การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดพอลแิกมมากลูตามกิ 
       เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดพอลิแกมมากลูตามิกความเขม้ขม้ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยละลายสารมาตรฐานกรดพอลิแกมมากลูตามิก 0.02 กรัม ปรับปริมาตรด้วยน ้ าบริสุทธ์ิสูง 
(Ultrapure water) 50 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร น าสารละลายกรดพอลิแกมมากลูตามิกเจือจาง
ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 25 50 100 200 300 และ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่ค.2 การเจือจางสารละลายมาตรฐานกรดพอลิแกมมากลูตามิก และค่าพื้นท่ีใตก้ราฟจาก
เคร่ืองโครมาโทรกราฟีเหลวสมรรถนะสูงท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 
หลอด
ท่ี 

ความเขม้ขน้กรดพอลิ 
แกมมากลูตามิก 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

การเจือจาง พื้นท่ีใตก้ราฟจาก
เคร่ือง HPLC ท่ี

ความยาวคล่ืน 210 
นาโนเมตร 

สารละลายมาตรฐาน
(มิลลิลิตร) 

น ้าบริสุทธ์ิสูง
(มิลลิลิตร) 

1 0 0 4 0 
2 25 0.25 3.75 346.182 
3 50 0.5 3.5 728.422 
4 100 1 3 1641.053 
5 200 2 2 3099.044 
6 300 3 1 4609.380 
7 400 4 0 6166.008 

ปริมาณกรดพอลิแกมมากลูตามิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = 
พ้ืนท่ีใตก้ราฟ 

ความชนั
 

 

ภาพที ่ค.2 กราฟมาตรฐานกรดพอลิแกมมากลูตามิกท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 

y = 15.433x 

R2 = 0.9996 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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