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บทคัดยอ  
 

Weissella confusa NH02 เปนแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไสกรอกอีสาน และสามารถ

ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด อีกทั้งยังเปนเชื้อท่ีตองการสารอาหารหลากหลายซึ่งมีราคาแพงตอการ

เจริญ ดังนั้นจุดประสงคของการทดลองในครั้งนี้คือการหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชแหลงอาหารราคา

ถูกในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 โดยใชวิธีทากูชิ และวิธีพ้ืนผิว

ตอบสนองจากการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) จากการใชวิธีทากูชิในการหา

สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 ซึ่งมีปจจัยทั้งหมด 4 

ปจจัย ไดแก แหลงคารบอนหลัก แหลงคารบอนเสริม แหลงไนโตรเจน และพีเอช ผลการออกแบบ

โดยใช L9 orthogonal array พบวา ปจจัยที่มีความสําคัญตอผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confuse NH02 คือ แหลงคารบอนหลัก และแหลงไนโตรเจน จากการวิเคราะหคา signal to noise 

(S/N) พบวาสภาวะที่ เหมาะสมตอผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 

ประกอบดวยน้ําออย กากน้ําตาล กากถั่วเหลือง และพีเอชเทากับ 6.0 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมนี้

สามารถทํานายการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดไดเทากับ 5.94 กรัมตอลิตร การศึกษาหาสภาวะท่ี

เหมาะโดยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง โดยมีปจจัยทั้งหมด 3 ปจจัย ไดแก กากน้ําตาล กากถ่ัวเหลือง และ

อุณหภูมิ พบวา สภาวะที่เหมาะสมตอผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 

ประกอบดวย กากน้ําตาลความเขมขน 43.65 กรัมตอลิตร กากถั่วเหลืองความเขมขน 1.87 กรัมตอ

ลิตร และบมท่ีอุณหภูมิ 39.64 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะที่เหมาะนี้สามารถทํานายการผลิตเอ็กโซ

โพลีแซคคาไรดไดเทากับ 30.34 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลเทากับ 5.33 กรัมตอลิตร 

 

คําสําคัญ: เอ็กโซโพลีแซคคาไรด, วิธีทากูช,ิ วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง, กากน้ําตาล, กากถั่วเหลือง 

 

Keywords: exopolysaccharides, Taguchi method, Response surface methodology, 

molasses, soybean meal 
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Abstract  
 

 Weissella confusa confuse NH02 isolated from Thai fermented sausages is one 

of the lactic acid bacteria that can produce exopolysaccharides ( EPS) .  They require 

several growth factor for bioactivity which are expensive nutrients. Thus, the objective 

of this study was to investigate the optimum parameter from alternative low- cost 

substrates for the EPS production by W. confuse NH02 using Taguchi method and using 

Central Composite Design ( CCD)  and Response Surface Methodology ( RSM) .  Taguchi 

experimental design technique was used to optimize the EPS production by W. confuse 

NH02. Four factors including major and minor carbon sources, nitrogen source and pH 

were investigated. Results of Taguchi design L9 orthogonal array showed that the most 

important parameter are a major carbon and nitrogen source. Based on signal to noise 

( S/N)  analysis, the optimal conditions for EPS production by W.  confuse NH02 were 

evaluated as follows:  sugar cane juice, molasses, soybean meal and pH 6. 0.  Under 

optimum conditions the predicted maximum EPS production was 5. 94 g/ L.  Three 

factors including molasses, soybean meal and temperature were subsequently 

optimized using RSM technique.  The maximum EPS production was optimized for 

conditions like molasses (43.65 g/L), soybean meal (1.87 g/L) and incubated at 39.64 

ºC using RSM. Under optimum conditions the predicted maximum EPS production was 

30.34 g/L, while biomass yield was 5.33 g/L.  

Keywords: exopolysaccharides, Taguchi method, Response surface methodology, 

molasses, soybean meal 
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บทที่ 1  
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

ปจจุบันเอ็กโซโพลีแซคคาไรดถูกนําไปใชประโยชนอยางกวางขวาง เชน อุตสาหกรรมอาหาร 
ใชในการเพิ่มเนื้อสัมผัส (Texture) ของโยเกิรต (Guzel-Seydim, Sezgin, & Seydim, 2005)
อุตสาหกรรมทางการแพทย และอุตสาหกรรมอื่นๆ นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชประโยชนจากเอ็กโซ
โพลีแซคคาไรดเพื่อลดมลพิษทางสิ่งแวดลอมไดอีกดวย  

เชื้อ Weissella confusa NH02 เปนแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไสกรอกอีสาน และ
สามารถผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่มีน้ําหนักโมเลกุล และคาความหนืดสูง (วรารัตน วงศศุภชาติ, 
2551) เมื่อนํามาผลิตฟลมชีวภาพ (Biofilms) และนําไปประยุกตใชในการเก็บรักษาเนื้อหมูแชเย็น 
พบวาสามารถยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อหมูไดเพ่ิมขึ้นจาก 2 วัน เปน 9 วัน นอกจากนี้หากมีการเติม
สารไทมอล (Thymol) ความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในฟลมชีวภาพ ก็จะสามารถยืดอายุการ
เก็บรักษาเนื้อหมูไดเพ่ิมขึ้นเปน 11 วัน (ศุภศิลป มณีรัตน และธรรมนูญ โปรปราน, 2553) อยางไรก็
ตามการผลิตฟลมชีวภาพดังกลาวมีตนทุนในการผลิตสูง หลักๆ มาจากตนทนุในการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคหลักเพ่ือหาแหลงอาหารที่
มีราคาถูกที่มีซูโครสเปนองคประกอบมาใชในการผลิต W. confusa NH02 แทนการใชอาหาร
ดัดแปลงจาก De Man Rogosa Sharpe (MRS) ที่มีน้ําตาลซูโครส 40 กรัมตอลิตร (ของเดิม) 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพื่อคัดเลือกแหลงอาหารท่ีมีราคาถูกในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confusa NH02 
2. เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
คัดเลือกแหลงอาหารที่มีราคาถูกมาใชในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 ไดแก น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด กากน้ําตาล น้ําตาลทรายขาว น้ําตาลทรายแดง น้ํากาก
สา น้ํานึ่งปลาทูนา และกากถั่วเหลือง เปนตน จากนั้นนําแหลงอาหารที่ราคาถูกที่คัดเลือกไดมาศึกษา
หาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 โดยใช
การออกแบบการทดลองด วย เทคนิ ค  Taguchi method และเทคนิค  Response surface 
methodology (RSM)  
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1.4 กรอบแนวความคิดของการวิจัย 
ถึงแมวาการศึกษากอนหนานี้จะแสดงใหเห็นวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 จะมีคุณสมบัติท่ีดีตอการนํามาผลิตเปนฟลมชีวภาพ และสามารถนําไปประยุกตใชไดจริงในการ
ยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อหมู อยางไรก็ตามการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 
เบื้องตน ยังคงใชอาหารดัดแปลงจาก MRS ซึ่งมีองคประกอบยุงยาก ซับซอน และมีราคาแพง ทําให
เปนอุปสรรคตอการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรม ดังนั้นหากมีการศึกษาหาแหลงของอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีราคาถูกที่เปนวัสดุเศษเหลือ หรือผลพลอยไดจากการเกษตร และทํามาใชทดแทนใน
การเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ก็จะชวยลดตนทุนในการผลิต นอกจากยังเปน
การเพ่ิมมูลคาของสินคาทางการเกษตร และยังชวยรักษาสิ่งแวดลอมไดอีกดวย 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. เปนขอมูลพื้นฐานการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด และเซลลจากเชื้อ W. confusa NH02  
2. เปนขอมูลพื้นฐานสําหรับหนวยงานท่ีเกี่ยวของ เพื่อนําไปใชเปนแนวทางผลิตเอ็กโซโพลี

แซคคาไรดโดยใชแหลงอาหารราคาถูกตอไป 
3. เพ่ิมมูลคาของใหกับสินคาทางการเกษตร และเศษวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
4. ชวยลดตนทุนในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 เพ่ือ

ยกระดับในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป 
 
 



บทที่ 2  
ตรวจเอกสาร 

 
1. เอ็กโซโพลีแซคคาไรด (Exopolysaccharides, EPS) 

เอ็กโซโพลีแซคคาไรด (Exopolysaccharides, EPS) เปนโพลีแซคคาไรดสายยาว สวนใหญ
เปนองคประกอบของน้ําตาลตอกันเปนสาย หรือเปนก่ิง และอาจมีสวนประกอบของโปรตีน ไขมัน 
สารอินทรียหรืออนินทรีย โลหะบางชนิด หรือดีเอ็นเอบางเล็กนอย ถึงแมวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรด
สามารถสรางหรือผลิตขึ้นไดจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน พืช สัตว เปนตน และเชื้อจุลินทรีย เชน เชื้อ
รา ยีสต สาหราย แบคทีเรีย เปนตน (Mahapatra & Banerjee, 2013; Patel et al., 2012) แต
ปจจุบันเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ผลิตไดจากแบคทีเรียแลกติกไดรับความสนใจอยางมาก เนื่องจาก
แบคทีเรียแลกติกสวนใหญจะเปนแบคทีเรียที่มีประโยชน และไมกอโรค นอกจากนี้ยังไดรับการ
ยอมรับวาปลอดภัย (Generally Recognize As Safe, GRAS) 

เอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติก เปนสารเมือก (Slime) หรือแคปซูล (Capsule) 
ที่แบคทีเรียแลกติกขับออกมานอกเซลล เพ่ือเปนเกาะปองกันตัวเซลลเองจากสิ่งแวดลอมภายนอก 
เชน ความแหงแลง (Desiccation) การโอบกลืน (Phagocytosis) และการทําลายของฟาจ (Phage) 
ยาปฏิชีวนะหรือสารที่มีพิษ (Antibiotics and toxic compounds) เปนตน นอกจากนี้ยังชวยในการ
ยึดเกาะกับพ้ืนผิว (De Vuyst & Degeest, 1999) แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสวน
ใหญมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมนม เชน การทําโยเกิรต (Yoghurt) ชีส (Cheese) นมเปรี้ยวแอซิ
โดฟลัส (Acidophilus milk) และขนมหวานที่มีนมเปนองคประกอบหลัก (Milk based desserts) 
เปนตน (Patel, Majumder, & Goyal, 2012) 

การใชประโยชนของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติกจะมีความหลากหลาย
แตกตางกันไปทั้งนี้ก็ขึ้นอยูกับชนิดของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่แตกตางกันออกไป แมวาความ
หลากหลายของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติกจะขึ้นอยูกับชนิดของน้ําตาลที่เปน
องคประกอบ และขนาดน้ําหนักโมเลกุล แตอยางไรก็ตามเราสามารถจัดแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ 
(Laws et al., 2001) คือ 

1. กลุมโฮโมโพลีแซคคาไรด (Homopolysaccharides, HoPS) เปนโพลีแซคคาไรดที่
ประกอบไปดวยน้ําตาลชนิดเดียวกันเปนองคประกอบ ซึ่งเกิดการเชื่อมตอกันชนิด (linkage type) 1-
2 หรือ 1-4 ของน้ําตาลเพียงอยางใดอยางหนึ่ง หรือมีการเชื่อมตอกันชนิดผสมรวมกันระหวาง 1-2 
และ 1-4 ก็ได (ภาพที่ 2-1) ความแตกตางของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดในกลุมนี้สวนใหญจะข้ึนอยูกับ
ลักษณะของโครงสรางของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด ไมวาจะเปนขนาดน้ําหนักโมเลกุล (Molecular 
weight) และพันธะที่ใชในการเชื่อมตอกันระหวางโมเลกุล สามารถแบงออกได 2 กลุม ไดแก 

1.1. ฟรุกแตน (Fructans) เปนโพลีแซคคาไรดที่มีน้ําตาลฟรุกโตส (Fructose) เชื่อมตอ
กัน เชน ลีแวน (Levan)  และฟรุกแตนชนิดอินนูลิน (inulin-type fructan) เปนตน 
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1.2. กลูแคน (Glucans) เปนโพลีแซคคาไรดที่มีน้ําตาลกลูโคส (Glucose) เชื่อมตอกัน 
เชน เดกซแตรน (Dextran) มิวแตน (Mutan) และอัลเทอแนน (alternan) เปนตน 

Grosu-Tudor และคณะ (2013) คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดจากอาหารหมักพ้ืนบานจากประเทศโรมาเนีย พบวาแบคทีเรียแลกติก 9 สายพันธุ ไดแก 
Lactobabacillus lactis 1.8, Leuconostoc citreum 1.10, 1.11, 1.12, 2.8 และ 4.11, Leuc 
mesenteroides. 21.2, Leuc. pseudomesenteroides 20.6 และ W. confusa/cibaria 38.2 มี
คุณสมบัติผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด และเมื่อศึกษาองคประกอบทางเคมีของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่
ได พบวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรดท้ังหมดจัดอยูในกลุมโฮโมโพลีแซคคาไรด โดยมีน้ําตาลกลูโคสเปน
องคประกอบ แตอาจมีพันธะที่ใชในการเชื่อมตอกันแตกตางกันไป 

 

ภาพที่ 2-1 โครงสรางของโฮโมโพลีแซคคาไรดของลีแวน (Levan) (A) และมิวแตน (Mutan) (B) 
ที่มา: Monsan และคณะ (2001) 

2. กลุมเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด (Heteropolysaccharides, HePS) เปนโพลีแซคคาไรด
ที่ประกอบไปดวยน้ําตาลหลายชนิดเปนองคประกอบ (ภาพที่ 2-2) ซึ่งจะประกอบดวยโมโนแซคคาไรด 
(Monosaccharides) ตั้งแต 2 โมเลกุลขึ้นไป และมีชนิดของน้ําตาลมากกวา 1 ชนิด แบคทีเรียแลก
ติกที่ผลิตเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด ไดแก L. casei, L. buchneri, L. lactis, L. debrueckii, L. 
helveticus และ Streptococcus thermophilus เปนตน (ตารางที่ 2-1) 
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ภาพท่ี 2-2 โครงสรางของเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรดที่ผลิตจากเชื้อ Lactobacillus rhamnosus 
strain GG 
ที่มา: Landersjö และคณะ (2002) 

ตารางที่ 2-1 เอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรีย 

แบคทีเรียแลกติก แหลง ชนิดของเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรด 

ชนิดของน้ําตาลที่เปน
องคประกอบ 

ขนาดของเอ็กโซ
โพลีแซคคาไรด 
(ดาลตัน, Da) 

Lactobacillus 
casei FUA3185 

เ ค รื่ อ ง ดื่ ม ข า ว
โอต 
(Oat drink) 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลแรมโนส       
น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลไมรูอีก 1 ชนิด 

104-105 

L. casei 
FUA3186 

เ ค รื่ อ ง ดื่ ม ข า ว
โอต 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลแรมโนส      
น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลไมรูอีก 1 ชนิด 

104-105 

L. buchneri 
FUA3154 

เครื่องดื่มขนมปง 
(Bread drink) 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลไมรูอีก 1 ชนิด 

104-105 

L. debrueckii 
CRL852 

โยเกิรต 
(Yoghurt) 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลแรมโนส 

103 

Streptococcus 
thermophilus 
CRL810 

โยเกิรต 
 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลกาแลคโตส 
กลูโคซามีน 
กาแลคโตซามีน 

123 x103 

Weissella 
cibaria 10M 

แปงเปรี้ยว 
(Sourdough) 

โฮโมโพลีแซคคา
ไรด 

น้ําตาลกลูโคส 2x105 - 5x106 

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Galle และคณะ (2011) และ Mozzi และคณะ (2006) 
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Dertli และคณะ (2013) ศึกษาองคประกอบทางเคมีของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดท้ัง 2 ชนิดที่
ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus johnsonii.พบวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรดชนิดที่ 1 (EPS1) จัดอยูในกลุม 

HoEPS โดยมีน้ํ าตาลกลูโคสเปนองคประกอบเชื่อมตอกับดวยพันธะ α- (1,6) ในแกนหลัก 

(Backbone) และเชื่อมตอกันดวยพันธะ α-(1,2) ในสายก่ิง (Branch) ในขณะที่เอ็กโซโพลีแซคคาไรด
ชนิดที่ 2 (EPS2) จัดอยูในกลุม HeEPS โดยมีน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลกาแลคโตสเชื่อมตอกันซ้ําๆ 

กัน คือ -6)-α-Glcp-(1–3)-β-Glcp-(1–5)-β-Galf-(1–6)-α-Glcp-(1–4)-β-Galp-(1–4)-β-Glcp-
(1-  

นอกจากนี้เอ็กโซโพลีแซคคาไรดยังสามารถแบงไดตามประจุที่มีในโครงสรางของเอ็กโซโพลี
แซคคาไรด (สุขใจ ชูจันทร, 2557) ดังนี ้

1. เอ็กโซโพลีแซคคาไรดประจุบวก (Cationic exopolysaccharides) ประกอบดวยหมูอะ
มิโนอิสระ (Free amino group) บางชนิด 

2. เอ็กโซโพลีแซคคาไรดประจุเปนกลาง (Neutral exopolysaccharides) ไดแก ลีแวน 
สเกอโรกลูแคน พูลลูแลน (Pullulan) เดกซแตรน (Dextran) และเคิรดแลน (Curdlan) เปนตน 

3. เอ็กโซโพลีแซคคาไรดประจุลบ (Anionic exopolysaccharides) มีหมูแอซิดิก (Acidic 
groups) เชน คารบอกซิลฟอสเฟต หรือซัลเฟต ไดแก แซนแทน (Xanthan) ฟอสฟอแมนแนน 
(Phosphomannan) และแอลจิเนต (Alginate) 

การสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติก มีความซับซอน และมีความ
เชื่อมโยงหรือเก่ียวพันกับกลุมของยีน (Cluster gene) ไมวาจะเปนยีนที่ผลิตเอนไซมและโปรตีนตัว
ควบคุม (regulatory protein) ที่แตกตางกัน ซึ่งยีนที่เก่ียวของนี้จะอยูบริเวณพลาสมิค (Plasmid) ใน
กรณีของแบคทีเรียแลกติกที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesophilic LAB) เชน Lactococcus เปนตน 
และจะอยูบริเวณโครโมโซม (Chromosome) ในกรณีของแบคทีเรียแลกติกที่ชอบอุณหภูมิสูง 
(Thermophilic LAB) เชน Streptococcus และ Lactobacilli เปนตน (Patel et al., 2012) โดย
กลุมโฮโมโพลีแซคคาไรดจะเก่ียวของกับเอนไซมกลูแคนซูเครส (Glucansucrase) หรือเอนไซมฟรุก
แตนซู เครส (Flutansucrase) โดยใชน้ํ าตาลซูโครสเปนซับเสตรท (Substrate) และมีตัวรับ 
(Acceptor) เชน น้ําตาลมอลโตส เปนตน 

 

 

ภาพที่ 2-3 การสังเคราะหของกลุมโฮโมโพลีแซคคาไรด 
ที่มา: Monsan และคณะ (2001) 
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สําหรับการสังเคราะหของกลุมเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรดจะมีความซับซอนมากกวากลุมโฮโม
โพลีแซคคาไรด โดยสวนซ้ําๆ (Repeating unit) ของเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรดจะถูกสังเคราะหใน
สวนของไซโตรพลาส ไดเปนนิวคลีโอไทดน้ําตาล (Sugar nucleotides) ซึ่งใชเปนโมเลกุลสวนตน 
(Precursor molecules) ของการสังเคราะหเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด จากนั้นจะถูกสงออกผานเยื่อ
หุมเซลล (Cell membrane) โดยใชเอนไซมไกลโคซิลทรานเฟอเรส (Glycosyltransferases) แลวนิ
วคลีโอไทดน้ําตาลจะถูกเชื่อมตอกันเปนสายโพลีแซคคาไรด (Polymerization) ซึ่งจะยึดอยูกับลิปด
แคริเออร (Lipid carrier) เพื่อควบคุมความยาวของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด แลวจึงขับออกนอกเซลล 
(ภาพท่ี 2-4) ซึ่งกลไกลการสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยหลักๆ จะประกอบดวยข้ันตอน 4 
ขั้นตอน  ไดแก (i) การขนสงน้ําตาลเขาสูไซโตรพลาส ซึม (Sugar transport into the cytoplasm), 
(ii) การสังเคราะหของ sugar-1-phosphates, (iii) การกระตุน และการจับคู กันของน้ําตาล 
(Activation and coupling of sugar) และ (iv) การสงออก (Export of EPS) (Patel และคณะ, 
2012) 

 

ภาพที่ 2-4 การสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติก 
ที่มา: Welman & Maddox (2003) 
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Dabour และ LaPointe (2005) ศึกษากลุมของยีนที่สังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก 
Lactococcus lactis subsp. cremoris SMQ-461 พบวากลุมของยีนสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดอยูบริเวณโครโมโซมของเซลล มีขนาดประมาณ 13.2 กิโลเบส (kb) โดยสามารถถอดรหัสเปน
ลําดับกรดอะมิโน (Open reading frames, ORFs) ทั้งหมด 15 ORFs ซึ่งประกอบดวยยีนควบคุม 
(epsR) ยีน chain length determination (epsABC) ยีนสังเคราะหสวนซ้ําๆ (epsDEFG, epsI และ 
epsK) ยีนที่ใชในการเชื่อมตอกันเปนสายโพลีแซคคาไรด (epsH) และยีนที่ชวยในการสงออก (epsM) 
(ภาพที่ 2-5) 

อยางไรก็ตามกลไกลการสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติกก็จะมีความ
หลากหลายของกลุมของยีน ท้ังนี้ขึ้นอยูกับสายพันธุของเชื้อแบคทีเรียแลกติก นอกจากนี้แลวเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรดจะมีชนิด และสมบัติท่ีมีความหลากหลายแตกตางกัน ยังข้ึนอยูกับองคประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ เชน ชนิดของแหลงคารบอน ชนิดของแหลงไนโตรเจน เปนตน (Malang et al., 
2015) พบวา W. confuse สายพันธเดียวจะผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ไดหลายชนิด ทั้งนี้ขึ้นกับชนิด
ของแหลงคารบอน เชน การเลี้ยง W. confuse 11GU-1 ในอาหารที่มีน้ําตาลซูโครสเปนแหลง
คารบอน จะไดเอ็กโซโพลีแซคคาไรดชนิดเดกซแตรน แตหากเลี้ยงในอาหารท่ีมีน้ําตาลกลูโครสเปน
แหลงคารบอน จะไดกลุมของเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด เปนตน 

 

ภาพท่ี 2-5 กลุมของยีนที่สังเคราะห เอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก Lactococcus lactis subsp. 
cremoris SMQ-461 
ที่มา: Dabour และ LaPointe (2005) 

นอกจากนี้แลวยังมีปจจัยทางกายภาพ เชน พีเอช อุณหภูมิ และระยะเวลาที่ใชในการเลี้ยง 
เปนตน จะมีผลตอผลผลิตของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด (EPS yield) ที่ได โดยที่พีเอช และอุณหภูมิจะมี
ผลตอการเจริญของแบคทีเรียแลกติก และการทํางานของเอนไซมที่เก่ียวของกับการสังเคราะหเอ็กโซ
โพลีแซคคาไรด (Zhang et al., 2011) ศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก S. thermophiles 
ST1 พบวาการเลี้ยงเชื้อท่ีพีเอชเริ่มตน 6.5 จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุด แตผลิตเอ็ก
โซโพลีแซคคาไรดจะลดลงเมื่อเลี้ยงเชื้อที่มีพีเอช 5.0, 6.0 และ 7.0 ซึ่งการลดลงของการผลิตเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรดนั้นมีความสอดคลองกับการเจริญที่ลดลงของเชื้อ S. thermophiles ST1  

Gassem, Schmidt และ Frank (1997) ไดศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus RR พบวาการควบคุมพีเอชมีอิทธิพลตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด
มากกวาองคประกอบของสารอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ  
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Vijayendra และ Babu (2008) ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดจากเชื้อ Leuconostoc sp. CFR-2181 พบวาการเลี้ยงเชื้อ Leuconostoc sp. CFR-2181 ใน
อาหารมีน้ําตาลซูโครสความเขมขน 5 เปอรเซน็ต น้ําหนักโดยปริมาตร ที่มีพีเอชเริ่มตน 6.7 และบมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 4 ชั่วโมง จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุด
เทากับ 18.38 กรัมตอลิตร 

การประยุกตใชผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด เอ็กโซโพลีแซคคาไรดถูกนําไปใชประโยชนอยาง
กวางขวาง เชน ทางการแพทย เครื่อสําอาง ทางเภสัช เปนตน โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร เอ็ก
โซโพลีแซคคาไรดถูกนําไปใชเพ่ือประโยชนหลายอยาง (Sanalibaba & Cakmak, 2016) ไดแก  

1. การควบคุมความหนืดและการไหล 
2. การพัฒนาเนื้อสัมผัส (texture) ความรูสึกจากการชิม (mouth feel) และความคงตัว

ของการตอการแชแข็ง-ละลาย (freeze-thaw stability) 
3. สารเพ่ิมความขนหนืด thickeners softeners) 
4. สารแขวนลอย (suspending agents) 
5. ผลิตภัณฑอาหารควบคุมแคลอรี่ (low calories food products) 
6. ใยอาหาร (dietary fiber) 
7. ฟมลและสารเคลือบ (films and coating agent) 
8. น้ําสลัด (salad dressing) 
9. ไอซิง่ในอาหารแชแข็ง (frozen food icing) 
10. สารใหความชุมชื่นแกผิว (moisturizing agent) 
 

แมวาการศึกษาดั้งเดิมในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 โดย
Wongsuphachat และคณะ (2010) จะพบวาเชื้อ W. confusa NH02 มีการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดไดดีเมื่อเลี้ยงในอาหารดัดแปลง MRS ที่มีคาพีเอชเริ่มตน 7.0 ที่ประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 40 
กรัมตอลิตร น้ําหนักโดยปริมาตร เปนแหลงคารบอน และมีทริปโตน (Tryptone) 10 กรัมตอลิตร 
น้ําหนักโดยปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน โดยเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 
12 ชั่วโมง จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 18.08 กรัมตอลิตร ซึ่งเปนการทดลอง
แบบทีละปจจัย (One factor at a time) โดยศึกษาปจจัยที่สนใจ (Factor) แลวกําหนดใหปจจัยอ่ืนๆ 
คงที่ และเมื่อไดคาผลการทดลองที่ดีที่สุดแลวจึงเปลี่ยนระดับของปจจัยที่ศึกษาและเมื่อใหผลการ
ทดลองที่ดีที่สุดแลว จึงเปลี่ยนไปศึกษาปจจัยตัวท่ีสอง และทําอยางนี้ไปเรื่อยๆ จนครบปจจัยที่
ตองการศึกษา ซึ่ งวิธีการทดลองนี้ ใช กันอยางแพรหลายในงานวิจัยทางวิทยาศาสตรและ
วิศวกรรมศาสตร เนื่องจากมีขอดี คือ ข้ันตอนการทดลองไมยุงยาก แตอยางไรก็ตามยังมีขอเสีย คือ 
ไมสามารถทราบผลของปจจัยที่มีรวมกันได รวมท้ังใชระยะเวลานานหากทําการศึกษาหลายปจจัย 
นอกจากนี้ผลการทดลองที่ไดจากวิธีดังกลาวอาจใหผลการทดลองไดไมดีที่สุด (Box, 2006; 
Giesbrecht and Gumpertz, 2004) 
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ตารางที ่2-2 การประยุกตใชเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

เอ็กโซโพลีแซคคาไรด การประยุกตใช 
เดกซแตรน (dextran) สารเสริมฤทธิ์ อิมัลซิไฟออร สารใหความคงตัวและสารเหนี่ยวนําใน

อาหารและยา  
อัลเทอแนน (akternan) พรีไบโอติก สารใหความหวาน สารเพ่ิมปริมาณในการลดความหนืด 
รอยเทอเรน (reuteran) ในเบเกอรี ่
ลีแวน (levan) พรีไบโอติก คณุสมบัติตานมะเร็ง กาว สารเพ่ิมความขนหนืด 
อินนูลิน (inulin) พรีไบโอติก ยับยั้งเชื้อกอโรค สารแทนไขมัน 
คีฟเรน (kefiran) คุณสมบัติหยุนหนืด ยับยั้งจุลินทรีย ความสามารถในการลดความดันใน

เลือด 
โอลิโกแซคคารไรด พรีไบโอติก โภชนเภสัช วัตถุเจือปนอาหาร สารปองกันมะเร็ง ลดระดับ

ไขมันในเลือด เครื่อสําอางสําหรับผิว 
กลูแคน สารเสริมในชีต 
เบตา และอัลฟา กลูแคน สารตั้งตน 

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Sanalibaba & Cakmak (2016) 

การทดลองทางสถิติ (Experimental design) ซึ่งเปนการทดลองที่ศึกษาปจจัยที่สนใจ โดย
ใชความรูทางคณิตศาสตรมาประยุกต เพ่ือใหไดเการทดลองที่มีความครอบคลุม รวมทั้งลดระยะเวลา 
และทรัพยากรในการทดลอง เชน การทดลองแบบแฟคทอเรียล (Factorial) เปนการทดลองที่ศึกษา
ปจจัยและระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาไดในเวลาเดียว นอกจากนี้ยังทราบผลของปจจัยทีม่ีผล
รวมกัน (Interaction) (Box et al., 2005) แตการทดลองแบบนี้จะมีชุดทดลองเปนจํานวนมากหากมี
ระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาหลายระดับ ดังนั้นจึงนิยมทําการทดลองเพียงสองระดับเทานั้น 

2. การวางแบบการทดลองแบบวิธีการทากูช ิ(Taguchi method) 

การวางแบบการทดลองแบบวิธีการทากูชิ (Taguchi method) เปนวิธีการออกแบบการ
ทดลองท่ีใหความสําคัญกับการออกแบบที่ทําใหสภาวะของกระบวนการหรือผลิตภัณฑที่ผลิตไดตองมี
คุณภาพสูง ดวยคาใชจายในการพัฒนาและการผลิตที่ต่ํา นอกจากนี้ยังเปนการทดลองที่สามารถศึกษา
ปจจัยหลายๆ อยางพรอมกัน โดมีวิธีการคํานวณที่ไมยุงยาก และใชจํานวนการทดลองนอยกวาการ
ออกแบบการทดลองแบบอื่นๆ เชน การออกแบบแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลสมบูรณ (Full 
factorial design) และการออกแบบแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลบางสวน (Fractional 
factorial design) เปนตน โดยการใชเครื่องมือที่เรียกวา ออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) 
โดยกําหนดใหปจจัยที่ควบคุมไดเปน Outer array และปจจัยที่ควบคุมไมไดเปน Inner array เชน ถา
มีปจจัยศึกษา 4 ปจจัย และมี 3 ระดับ ดังนั้นจะไดออทอกอนอลอะเรย ใช L9 ดังแสดงในตารางท่ี 2-
3 สามารถออกแบบการทดลองได 9 ชุดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 2-4 
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ตารางที่ 2-3 ตัวแปร (Parameter) และระดับ (Level) ที่ใชในการออกแบบวิธีการทากูชิ (Taguchi’s 
experimental design) 

  Number of Parameters (P) 
  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Nu
m

be
r o

f L
ev

el
s 2 L4 L4 L8 L8 L8 L8 L12 L12 L12 L12 L16 L16 L16 L16 

3 L9 L9 L9 L18 L18 L18 L18 L27 L27 L27 L27 L27 L36 L36 

4 L16 L16 L16 L16 L32 L32 L32 L32 L32      

5 L25 L25 L25 L25 L25 L50 L50 L50 L50 L50 L50    

 

ตารางท่ี 2-4 ออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) L9(34) ของการออกแบบวิธีการทากูชิ 
(Taguchi’s experimental design) 

Experiment P1 P2 P3 P4 Response S/N ratio 
1 1 1 1 1 Y1 Z1 
2 1 2 2 2 Y2 Z2 
3 1 3 3 3 Y3 Z3 
4 2 1 2 3 Y4 Z4 
5 2 2 3 1 Y5 Z5 
6 2 3 1 2 Y6 Z6 
7 3 1 3 2 Y7 Z7 
8 3 2 1 3 Y8 Z8 
9 3 3 2 1 Y9 Z9 

อัตราสวนสัญญาไปยังสิ่ งรบกวน (Signal- to-noise ration; S/N) เปนเครื่องมือวัด
ประสิทธิภาพของกระบวนการรวมกันระหวางคาเฉลี่ยกับคาผันแปร (Single performance 
measure) จึงไดคาที่เหมาะสมโดยการลดความผันแปรของกระบวนการ ซึ่งความสัมพันธของสมการ
อัตราสวนไปยังสิ่งรบกวนนั้น เลขเศษหรือสัญญาณของอัตราสวน คือ ความสามารถของกระบวนการ
ในการสรางผลิตภัณฑที่ดี หรือความสามารถของผลิตภัณฑเพื่อการดําเนินการไดถูกตอง ตัวสวน คือ
ผลรวมของผลกระทบของปจจัยแทรกซอนที่มีตอกระบวนการหรือผลิภัณฑ 
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การวิเคราะหอัตราสวนสัญญาไปยังสิ่งรบกวน (Signal-to-noise ration; S/N) สามารถ
คํานวณไดจากสมการ ดังนี ้

𝑆 𝑁 =  − log(𝑀𝑆𝐷)⁄  

โดยที่ MSD (mean square deviation) คือ ตัวแปรคาหนึ่งที่ไดมาจากการคํานวณตาม
แนวทางของทากูชิ ซึ่งมีอยู 3 วิธี ไดแก 

(1) กรณีตองการคานอยกวาเปนคาที่ดีที่สุด (Lower is Better) คํานวณไดจาก 

𝑀𝑆𝐷 =  
1

𝑛
𝑦  

 
(2) กรณีตองการคามากกวาเปนคาที่ดีที่สุด (Higher is Better) คํานวณไดจาก 

𝑀𝑆𝐷 =  
1

𝑛

1

𝑦
 

 
(3) กรณีตองการคาตามตองการเปนคาที่ดีที่สุด (Nominal is Best) คํานวณไดจาก 

𝑀𝑆𝐷 =  
1

𝑛
(𝑦 − 𝑚)  

โดยที ่ T คือ Target value 

สําหรับการประมาณอิทธิพลของแตละปจจัย (analysis of means) โดยการใชคาเฉลี่ยใน
การวิเคราะหื โดยคํานวณคาเฉลี่ยรวมของ S/N ratio ในการทดลองโดยใชสูตร 

𝑆 𝑁⁄  𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
1

𝑛
𝑆 𝑁⁄  

สําหรับการหาอิทธิพลของระดับตางๆ ในแตละปจจัยตอคาตอบสนองที่สนใจ สามารถ
คํานวณไดจากคาเฉลี่ยในแตละระดับที่มีอยูในชุดการทดลอง (Mean of one factor at level, MLF,i) 
เชน หากสนใจวาระดับใดของปจจัย P2 ที่เหมาะสม สามารถคํานวณได ดังนี ้

MLP2,1     =       

MLP2,2     =       

MLP2,3     =       
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คาเฉลี่ยที่ไดในแตละระดับของแตละปจจัย สามารถแจกแจงดังแสดงในตารางท่ี 2-5 

ตารางที่ 2-5 การวิเคราะหผลของการทดสอบออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) L9(34) 

Level P1 P2 P3 P4 
K1 MLP1,1 MLP2,1 MLP3,1 MLP4,1 
K2 MLP1,2 MLP2,2 MLP3,2 MLP4,2 
K3 MLP1,3 MLP2,3 MLP3,3 MLP4,3 
R = max (ki) – min (ki) RP1 RP2 RP3 RP4 
Rank ….. ….. ….. ….. 

 

ผลตางของคาสูงสุดและคาต่ําสุดของระดับ (R) ในแตละปจจัย สามารถนํามาอธิบายอิทธิพล
ของปยจัยนั้นๆ ได กลาวคือ หากคา R มีคามากแสดงวาปจจัยดังกลาวมีอิทธิพลตอคาตอบสนองที่เรา
สนใจนั้นมาก และสามารถจัดอันดับความสําคัญในแตละปจจัยได 

Yu, Chen และคณะ (2018) ศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาร
ไรดจากเชื้อ Weissella cibaria 27 โดยวิธทากูชิ พบวา อิทธิพลที่มีบทบาทสําคัญตอการผลิตเอ็กโซ
โพลีแซคคารไรดจากเชื้อ Weissella cibaria 27 มากที่สุด คือ อุณหภูมิ รองลงคือ เวลา และพีเอช
เริ่มตน โดยสภาวะที่เหมาะสม คือ การเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส ในอาหารที่ม่ีพีเอช 6.3 
และบมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

3. การวางแบบการทดลองดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology, 
RSM) 

สําหรับการศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมดวยวิธี พ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface 
methodology, RSM) เปนการทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของผลตอบสนอง ซึ่งเปน
กระบวนการท่ีใชความรูทางคณิตศาสตรและสถิติในการวางแผนการทดลอง และมีการประยุกตใช 
RSM อยางกวางขวางในงานวิจัยทางวิทนาศาสตรและดานอุตสาหกรรม นอกจากนี้วิธี RSM มี
แผนการทดลองที่นิยมใชอยู 2 แผนการทดลอง คือ (i) แผนการทดลองแบบบอกซวิลสัน (Box-
Wilson experimental design) และ (ii) แผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน (Box-Behnken 
design) แตท่ีนิยมใชคือแผนการทดลองแบบบอกซวิลสัน เนื่องจากการทดลองดังกลาวสามารถ
แกปญหาของการออกแบบ 3n factorial designs ในการศึกษาปจจัยที่มากกวา 2 ตัวแปรเชิงปริมาณ 
และใหการทดลองที่ครอบคลุมกวาแผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน ซึ่งตองทําการทดลอง
คอนขางมากในการออกแบบ 3n factorial designs ดังนั้นเพ่ือลดจํานวนของการทดลอง (Box & 
Wilson, 1992) ไดคิดคนแผนการทดลองประกอบศูนยกลาง (Central Composite Design, CCD) 
ซึ่งพัฒนาจากแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลที่มีระดับปจจัย 2 ระดับ (2n factorial design) 
อยางไรก็ตามแผนการทดลองแบบ CCD จึงเพิ่มระดับการทดลองแฟคเทอเรียลที่จุดศูนยกลาง 
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(Center) และแนวแกน (Axial) โดยแบงเปน 5 ระดับ คือ ระดับต่ําสุด (-α) ต่ํา (-1) กลาง (0) สูง (+

1) และระดับสูงสุด (+α) (Cochran & Cox, 1992) เพื่อสรางรูปแบบความสัมพันธท่ีมีความสัมพันธ
เชิงเสนโคงหรือตัวแบบความสัมพันธอันดับสองได และในการวางแผนการทดลอง CCD มีจํานวนการ
ทดลองเทากับ 2n + (2n + 6) สําหรับการทดลองที่มีปจจัยหรือตัวแปรตน 4 ตัวแปร ดังแสดงใน
ตารางที่ 2-5 มีจํานวนการทดลองทั้งหมด 30 การทดลอง เปรียบเทียบกับ 3n factorial designs มี
จํานวนการทดลองท้ังหมด 81 การทดลอง สําหรับรหัสของปจจัยหรือตัวแปรอิสระในการการวาง
แผนการทดลองสามารถคํานวณจากสมการ 

xi  =  (Xi – Xcp) / ∆Xi 

xi คือ  รหัสที่ใชในการวางแผนการทดลองแบบ CCD 
Xi คือ  คาจริงของระดับปจจัยในการทดลอง 
Xcp คือ  คาจริงของระดับกลางของปจจัยในการทดลอง 
∆Xi คือ  ผลตางของระดับปจจัย 

นอกจากนี้วิธีการนี้ใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรตนกับผลตอบสนอง 
ความสัมพันธดังกลาวแสดงเปนสมการพหุนามกําลังสอง (Myers & Montgomery, 1995) ดังแสดง
ในสมการ คือ 

Y = β0 +  βiiX  +  βijXiXj

,

 

โดยที ่ β0 คือ  คาคงที ่

βi คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

βii คอื คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

βij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีผลรวมกันโดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร 

คํานวณผลความคลาดเคลื่อนผลรวมของกําลังสอง (Sum square) ความเบี่ยงเบนความ
คลาดเคลื่อนของผลรวมกําลังสอง (Mean square) และความมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value) โดยใช 
ANOVA ผลรวมกําลังสองทั้งหมดคํานวณไดจากสมการ (Sum Square total, SSto) 

SSto  =  ∑ y −  
(∑  )

 , (Df = N-1) 

Yi คือ  ผลการตอบสนองที่ไดแตละชุดการทดลอง 
N คือ  จํานวนการทดลองท้ังหมด 
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ผลรวมกําลังสองของเชิงเสนตรง (Sum square regression linear, SSrl) เชิงเสนโคง (Sum 
square regression quadratic, SSrq)  และผลร วม กัน  (Sum square regression interaction,   
SSri) ของรูปแบบความสัมพันธลําดับที่สอง คํานวณไดดังนี ้

SSrl  =  ∑ 𝑏 𝑔   (Df = n) 

bi คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 
g คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมของเชิงเสนตรงโดย i 

คือ ลําดับของตัวแปร 
n คือ  จํานวนปจจัย 

SSrq  =  ∑ b g   (Df = n) 

bii คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 
gi คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมของเชิงเสนโคงโดย i 

คือ ลําดับของตัวแปร 
n คือ  จํานวนปจจัยหรือตัวแปรในการศึกษา 

 

SSri  =  ∑ b, g g       (Df = m 
( )

) 

bij คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีผลรวมกัน โดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร 
gigj คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมที่มีผลรวมกัน โดย i คือ 

ลําดับของตัวแปร 
m คือ  จํานวนตัวแปรที่มีผลรวมกัน 

 

ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Sum Square regression, SSr) คํานวณไดจาก  

SSr = SSrl + SSrq + SSri   (Df = n 
( )

) 

ผลรวมความคลาดเคลื่อนกําลังสองของการทดลอง (Sum Square error, SSe) คํานวณได
จาก  

SSe = SSto – SSr   (Df = N 
( )

) 
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ตารางที่ 2-6 แผนการทดลองประกอบศูนยกลาง (Central Composite Design, CCD) ของตัวแปร
อิสระ (Independent variables) 

Run Independent variables 
 A B C D 
1 -1 -1 -1 -1 
2 +1 -1 -1 -1 
3 -1 +1 -1 -1 
4 +1 +1 -1 -1 
5 -1 -1 +1 -1 
6 +1 -1 +1 -1 
7 -1 +1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 -1 
9 -1 -1 -1 +1 
10 +1 -1 -1 +1 
11 -1 +1 -1 +1 
12 +1 +1 -1 +1 
13 -1 -1 +1 +1 
14 +1 -1 +1 +1 
15 -1 +1 +1 +1 
16 +1 +1 +1 +1 
17 -2 0 0 0 
18 +2 0 0 0 
19 0 -2 0 0 
20 0 +2 0 0 
21 0 0 -2 0 
22 0 0 +2 0 
23 0 0 0 -2 
24 0 0 0 +2 
25 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 
28 0 0 0 0 
29 0 0 0 0 
30 0 0 0 0 

ที่มา: (Song, Zhang, Kuang, Zhu, & Guo, 2007) 
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คํานวณความเบี่ยงเบนกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Mean square regression, 
MSr) คํานวณไดจาก  

MSr =  

SSr คือ  ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 
DfSSr คือ  องศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 

ความแตกตางมีนัยสําคัญ (p-value) ของสมการพนุนามกําลังสองหรือรูปแบบสมการถดถอย
คํานวณไดจากสมการ 

F  =  

ผลจากการคํานวณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสมการพนุนามกําลังสองโดยสมการ
ขางตนสามารถคํานวณคา F-value เพ่ือหาคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเทียบคาที่
ไดจากการคํานวณโดยสมการกับคาที่ไดจากตางรางแจกแจง F ซึ่งกําหนดคาองศาความอิสระ 
(Degree of freedom) เทากับจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 
(Df1) และจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง (Df2) (ไพรโรจน วิ
ริยจารี, 2544) โดยกําหนดใหคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นหากคา F-
value ที่ไดจากการคํานวณมากกวาคา F-value จากตาราง F แสดงวาความสัมพันธระหวางคา
ตอบสนอง (Y) และปจจัยหรือตัวแปรที่ศึกษาสามารถอธิบายดวยความสัมพันธลําดับที่สอง 
(Quadratic model) 

Prathima และคณะ (2014) ไดศึกษาปจจัยที่ผลตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ L. 
lactis NCDC 191 โดยการมีการออกแบบการทดลองดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง โดยมีปจจัยการศึกษา 
ไดแก อุณหภูมิของการเลี้ยง พีเอช ปริมาณของน้ําตาลกลูโคส และปริมาณของเคซีนไฮโดรไลซีส 
(Casein hydrolysate) พบวาการเลี้ยง L. lactis NCDC 191 ในอาหาร DP whey ที่มีปริมาณของ
น้ําตาลกลูโคส 10 เปอรเซ็นต และมีปริมาณของเคซีนไฮโดรไลซีส 1 เปอรเซ็นต ที่มีพีเอช 6.8 และ
นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะใหการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดในปริมาณสูงสุดเทากับ 
153.39 มิลลิกรัมตอลิตร 

Seesuriyachan และคณะ (2012) ใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง แบบ 
CCD ในการศกึษาผลของปริมาณของเกลือ ปริมาณของน้ําตาลซูโครส และระยะเวลาของการเลี้ยงตอ
การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ L. confusus TISTR1498 พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการ
ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด ประกอบดวย อาหารที่มีปริมาณของเกลือ 4.97 เปอรเซ็นต และปริมาณ
ของน้ําตาลซูโครส 136.5 กรัมตอลิตร จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 86.36 
กรัมตอลิตร เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา 40.79 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
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Moghannem และคณะ (2018) ศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Bacillus 
velezensis KY471306 โดยใชวิธีพื้นผิวตอบสนองวางแผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน โดยศึกษา
ปจจัยของสารอาหาร และสภาพแวดลอม ประกอบดวย กากน้ําตาล ยีสตสกัด และอุณหภูมิที่ใชเลี้ยง
เชื้อ พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ B. velezensis KY471306 
คือ ปริมาณกากน้ําตาลเทากับ 12 เปอรเซ็นต ปริมาณยีสตสกัดเทากับ 6 กรัมตอลิตร และเลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

อยางไรก็ตามการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ในการศึกษาดั้งเดิม
ยังพบขอบกพรองในเรื่องตนทุนในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด เนื่องจากตองใชอาหารดัดแปลง 
MRS ซึ่งมีความซับซอนขององคประกอบของอาหาร และองคประกอบบางชนิดมีราคาแพง เชน 
น้ําตาลซูโครส ยีสตสกัด (Yeast extract) และทริปโตน เปนตน การใชประโยชนจากวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรจึงเปนทางเลือกที่ดีในการแกไขปญหานี้ เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศที่ประกอบ
อาชีพเกษตรกรรมเปนหลัก 

น้ําตาลซูโครส เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดตอการเจริญ และผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก
เชื้อ W. confusa NH02 ซึ่งตองใชปริมาณ 40 กรัมตอลิตร (Wongsuphachat et al., 2010) แหลง
ของน้ําตาลซูโครสจากการเกษตรซึ่งอาจนํามาใชเปนซับสเตรท (Substrate) ราคาถูกในการผลิตเอ็ก
โซโพลีแซคคาไรด ไดแก น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด เปนตน อยางไรก็ตามแหลงของน้ําตาล
ซูโครสจากการเกษตรอาจมีปริมาณของน้ําตาลซูโครสท่ีนอยเกินกวาปริมาณที่เหมาะสมตอการ
ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 เชน น้ํามะพราวมีองคประกอบของน้ําตาล
ซูโครส 6.7 กรัมตอลิตร น้ําตาลกลูโคส 5.0 กรัมตอลิตร และน้ําตาลฟรุกโตส 7.1 กรัมตอลิตร 
(Unagul et al, 2007) เปนตน ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด อาจมี
การเติมแหลงของน้ําตาลซูโครสราคาถูกอื่นเพ่ิมเขาไป เชน กากน้ําตาล น้ําตาลทราย เปนตน 

Tayuan และคณะ (2011) ศึกษาปจจัยของแหลงคารบอนราคาถูก ไดแก กากน้ําตาล และ
น้ําตาลทรายขาว เพื่อใชในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Weisella sp. เปรียบเทียบกับ
น้ําตาลซูโครสเกรดวิเคราะห (Analytical grade) พบวาการใชน้ําตาทรายขาวเปนแหลงคารบอนที่
เหมาะสมท่ีสุดในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Weisella sp. PSMS4-4  

Kuntiya และคณะ (2010) พบวาเชื้อ L. confusus TISTR1498 สามารถผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดไดเทากับ 31.5 กรัมตอลิตร ในอาหารดัดแปลง MRS ที่มีน้ําตาลซูโครส และน้ํามะพราว
เปนองคประกอบ 

ทริปโตน เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดตอการเจริญ และผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ 
W. confusa NH02 ซึ่งตองใชปริมาณ 10 กรัมตอลิตร (Wongsuphachat et al., 2010) แมวาใน
วัสดุเหลือใชทางการเกษตรจะเปนแหลงของคารบอน และแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญ
ของแบคทีเรียแลกติก แตอาจมีปริมาณไมพอเหมาะตอการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด
จากเชื้อ W. confusa NH02 ดังนั้นการใชกากถั่วเหลือง น้ํานึ่งปลาทูนา และน้ํากากสา เปนแหลง
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ไนโตรเจนราคาถูก จึงเปนทางเลือกหนึ่งสําหรับแกปญหาดังกลาวได (Altaf et al., 2007) เลือกใชถ่ัว
เลนทิล (Red lentil) และเซลลเบเกอรยีสต (Baker’s yeast cells) เปนแหลงของไนโตรเจนราคาถูก
ในการเลี้ยงเชื้อ L. amylophillus GV6 ในการผลิตกรดแลกติก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใชประโยชน
จากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร รวมทั้งของเสีย (Wastes) หรือผลิตผลพลอยได (By-product) จากโร
งานอุตสาหกรรมเพื่อผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 เพื่อลดตนทุนใน
กระบวนการผลิต ไดผลคุมคาทางเศรษฐศาสตรใชผลิตในเชิงพาณิชยได 

 

 

 



 
 

บทที่ 3  
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 การเตรียมเชื้อ W. confusa NH02 

เลี้ยงเชื้อ W. confusa NH02 ที่เก็บในกลีเซอรอลที่ -20 องศาเซลเซียส ในอาหาร MRS 
broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง นําไปแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการ 
streak ลงบนอาหารดัดแปลงจาก De Man Rogosa Sharpe (MRS) agar ที่มีน้ําตาลซูโครส 40 กรัม
ตอลิตร คัดเลือกโคโลนีที่สรางเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยใชลูปแตะแลวดึง แลวนําไปทดสอบสัณฐาน
วิทยาเบื้อตนของ W. confusa NH02 โดยการยอมแกรม แลวตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน และ
ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส เชื้อ W. confusa NH02 ตองติดสีแกรมบวกและไมสรางเอนไซม
คะตะเลส นําโคโลนีที่คัดเลือกไดมาเก็บเชื้อไวในอาหาร MRS broth ที่มีกลีเซอรอลความเขมขน 25 
เปอรเซ็นต ปริมาตรโดยปริมาตร (% v/v) และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.2 การเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน 
ถายเชื้อ W. confusa NH02 ที่ เก็บในกลีเซอรอลที่ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อไดที่ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หรือ 1 % v/v ลงในอาหาร MRS 
broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง 
ทําซ้ําประมาณ 1-2 ครั้ง นําเชื้อที่ไดไปปนเหวี่ยงแยกเซลล ท่ีความเร็ว 8,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที ลางเซลลท่ีไดดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 
0.85 เปอรเซ็นต น้ําหนักโดยปริมาตร (0.85% w/v NaCl) ประมาณ 2-3 ครั้ง แลวจึงละลายตะกอน
เซลลกลับในสารละลาย 0.85% w/v NaCl ในปริมาตรเทาเดิม จากนั้นนํามาปรับคาการดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร (OD600) ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) ใหไดเทากับ 0.5 
แลวนําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดตอไป 

3.3 การศึกษาอัตราการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 
ถายกลาเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 3.2 ปริมาตร 1 % v/v ลงใน อาหารดัดแปลงจาก De Man 

Rogosa Sharpe (MRS) broth ที่มีน้ําตาลซูโครส 40 กรัมตอลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่ระยะเวลาตางๆ ไดแก 0, 6, 12, 18, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง แลวนําไป

วิเคราะหหาการเจริญของเซลลโดยการวัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง และปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคา

ไรด  

3.3.1 การหาน้ําหนักเซลลแหง (Cell dye weight) 

นําตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไปปนเหวี่ยงแยกเซลล ท่ี

ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลลที่

ไดดวยสารละลาย 0.85% w/v NaCl ประมาณ 2-3 ครั้ง นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
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เปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง แลวนําไปท้ิงใหเย็นในโถดูดความชื้น (Desiccator) ทิ้งไวใหเย็น แลวนําไป

ชั่งน้ําหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่งแบบละเอียดชนิดทศนิยม 3 ตําแหนง 

3.3.2   การหาปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

นําตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดปริมาตร 50 มิลลิลิตร ไปปนเหวี่ยงแยกเซลล ท่ี

ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที นําสารละลายสวน

ใสที่ไดมาเติมดวยสารละลายเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต อัตราสวนระหวางเอทานอลตอ

สารละลายสวนใสที่ได 0.5 ตอ 1 (0.5:1) ทิ้งไวขามคืน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที ลาง

ตะกอนเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ไดดวยสารละลายเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต เปนจํานวน 2-

3 ครั้ง นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน แลวนําไปทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น 

(Desiccator) แลวนําไปชั่งน้ําหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่งแบบละเอียดชนิดทศนิยม 3 ตําแหนง 

3.4 การเตรียมวัตถุดิบท่ีใชเปนแหลงอาหาร 
3.4.1 น้ํามะพราว 

เปนน้ํามะพราวที่ไดจากมะพราวแกที่เหลือจากรานขายมะพราวขูด และน้ํากะทิ ใน
ตลาดที่อําเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแกว นําน้ํามะพราวที่มาเก็บรักษาไวท่ี -20 องศาเซลเซียส 

3.4.2 น้ําออย 
เปนน้ําออยท่ีไดจากตลาดที่อําเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแกว นําน้ําออยที่มาเก็บ

รักษาไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

3.4.3 น้ําสับปะรด 
เปนน้ําสับปะรดที่คั้นมาจากเศษวัสดุเหลือจากรานขายผลไม ไดแก เปลือกสับปะรด 

แกนสับปะรด และเศษเหลืออ่ืนๆ ที่ไดจากสับปะรด เปนตน นําน้ําที่ไดมากรองดวยผาขาวบาง และ
นําน้ําที่ไดที่มาเก็บรักษาไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

3.5 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชสําหรับการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 
โดยชั่งแหลงคารบอนเสริม (C2) ปริมาณ 40 กรัมตอลิตร และแหลงไนโตรเจน (N) ปริมาณ 2 

กรัมตอลิตร จากนั้นเติมแหลงคารบอนหลัก (C1) 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขา แลวนําไปปรับคาพีเอชที่
ตองการโดยการใชสารละลายไฮโดรเจนครอไรดความเขมขน 1 โมลาร (1M HCl) หรือสารละลาย
โซเดียมไฮดรอไซดความเขมขน 1 นอรมอล (1N NaOH) แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวย
แหลงคารบอนหลัก ใสลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร กอนนําไปใชนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซยีส ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอรนตอตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 20 นาที 
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3.6 การคัดเลือกแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อราคาถูกตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยวิธีทากูช ิ
ถายกลาเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 3.2 ปริมาตร 1 % v/v ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตางๆ ดัง

แสดงในตารางท่ี 3-1 และ 3-2 ตามแผนการทดลองแบบ Taguchi method ที่ไดจากโปรแกรม 
Design Expert soft ware แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง 
จากนั้นไปวิเคราะหหาการเจริญของเซลลโดยการวัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง และปริมาณเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรด 

ตารางที่ 3-1 ตัวแปรของแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ และคาพีเอชท่ีเลือกใชในการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

องคประกอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อ 

Symbol ระดับ (Level) 
 ระดับที่ 1 ระดับที่ 2 ระดับที่ 3 

แหลงคารบอนหลัก (100% v/v)  C1 น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด 
แหลงคารบอนเสริม (40 g/L)  C2 กากน้ําตาล น้ําตาลทรายขาว น้ําตาลมะพราว 
แหลงไนโตรเจน (2 g/L)  N กากถั่วเหลือง แอมโมเนียมซัลเฟต ผงชูรส 
พีเอช  pH 5 6 7 

 

ตารางที่ 3-2 คากําหนด Orthogonal array แบบ 4 ตัวแปร ซึ่งมีระดับของการศึกษาในแตละตัวแปร 
3 ระดับ (L9 (34)) 

Experiments Factors 
C1 C2 N pH 

1 2 1 2 3 
2 1 3 3 3 
3 3 2 1 3 
4 1 1 1 1 
5 2 2 3 1 
6 3 1 3 2 
7 3 3 2 1 
8 1 2 2 2 
9 2 3 1 2 
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3.7 การคัดเลือกปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ดวยเทคนิค Response surface methodology 
(RSM) 

สําหรับการศึกษาปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคารไรด
เชื้อ W. confusa NH02 โดยการวางแผนการทดลองแบบ Response surface methodology 
(RSM) โดยใชเทคนิค Central Composite Design (CCD) ซึ่งมีกี่กําหนดคาสูงสุดและต่ําสุดเปน 5 
ระดับ ไดแก -1.68, -1, 0, +1 และ +1.68 จากนั้นนําไปบมเปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง นําไปวิเคราะห
หาการเจริญของเซลลโดยการวัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง และปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

ตารางที่ 3-3 ตัวแปรของแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ และคาพีเอชท่ีเลือกใชในการผลิตเอ็กโซโพลี

แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

Variables Symbol Unit ระดับ (Level) 
  -1.68 -1 0 +1 +1.68 

กากน้ําตาล X1 g/L 6.4 20 40 60 73.6 
กากถั่วเหลือง X2 g/L 0.3 1 2 3 3.7 
อุณหภูมิ  X3 °C 28.6 32 37 42 45.4 
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ตารางที่ 3-4 สภาวะที่ใชในการทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคารไรด

และเซลลโดยเชื้อ W. confusa NH02 จากแผนการทดลองแบบ Central Composite Design 

(CCD) 

Run  X1 X2 X3 
1  -1 -1 -1 
2  1 -1 -1 
3  -1 1 -1 
4  1 1 -1 
5  -1 -1 1 
6  1 -1 1 
7  -1 1 1 
8  1 1 1 
9  -1.68 0 0 
10  1.68 0 0 
11  0 -1.68 0 
12  0 1.68 0 
13  0 0 -1.68 
14  0 0 1.68 
15  0 0 0 
16  0 0 0 
17  0 0 0 
18  0 0 0 
19  0 0 0 
20  0 0 0 

 

 



 
 

บทที่ 4 

ผลและวิจารณผลการวิจัย 

 

4.1 การศึกษาอัตราการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 
 การศึกษาการเจริญ และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 ใน
อาหาร MRS ที่ประกอบดวยน้ําตาลซูโครสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และทริ
ปโตน (tryptone) ความเขมขน 10 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน พีเอชเทากับ 7.0 นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 4-1 และภาพที่ 4-1 พบวา เชื้อ W. 
confusa NH02 มีการเจริญอยางรวดเร็วในชวง 6 ชั่วโมงแรก จากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลง และเขาสู
ระยะคงท่ี โดยเชื้อจะมีการเจริญสูงสุดที่ เวลา 6 ชั่วโมง และพบวาการเปลี่ยนแปลงพีเอชมี
ความสัมพันธในทางผกผันกับการเจริญของเชื้อ โดยพีเอชจะลดลงอยางรวดเร็วในชวง 6 ชั่วโมงแรก
ของการเจริญ โดยพีเอชจะลดลงจาก 6.68 ± 0.02 เปน 4.80 ± 0.03 จากนั้นการเจริญจะเริ่มลดลง
อยางชาๆ และเขาสูระยะคงท่ี โดยพบวาคาพีเอชต่ําสุดท่ีเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งมีคาพีเอชเทากับ 4.31 ± 
0.02 

ตารางที่ 4-1 การเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ระยะเวลาตางๆ โดยเชื้อ W. confusa 
NH02 

Fermentation 
times 
(h) 

pH Cell Dry weight 
(g/L) 

Exopolysaccharides 
production 

(g/L) 
0 6.68 ± 0.02a 0.00 ± 0.00b 0.23 ± 0.09c 
6 4.80 ± 0.03b 1.43 ± 0.21a 3.14 ± 0.55b 
12 4.31 ± 0.02c 1.43 ± 0.18a 4.05 ± 035a 
18 4.29 ± 0.04c 1.46 ± 0.20a 4.22 ± 0.40a 
24 4.27 ± 0.01c 1.45 ± 0.21a 4.41 ± 0.51a 
36 4.28 ± 0.03c 1.46 ± 0.27a 4.23 ± 0.20a 
48 4.31 ± 0.04c 1.42 ± 0.17a 4.27 ± 0.26a 

* Means with different superscripts in the same column are significantly at P<0.05 
 
 การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 มีความสัมพันธกับการเจริญของ
เชื้อ พบวาเชื้อมีการเจริญอยางรวดเร็วใน 6 ชั่วโมงแรก และพบการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยาง
รวดเร็วใน 6 ชั่วโมงแรก เชนเดียวกัน อยางไรก็ตามภายหลังจากเวลาที่ 6 ชั่วโมง แมวาจะพบการ
เจริญของเชื้อคงที่ แตยังพบการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยางชา จนเขาสูระยะคงที่ ที่เวลา 12 
ชั่วโมง ซึ่งจากการทดลองพบวาปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดที่เวลา 12 ชั่วโมง โดยมีคา
ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดเทากับ 4.05 ± 035 กรัมตอลิตร  
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4.2 การคัดเลือกแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อราคาถูกตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยวิธีทากูช ิ
จากแผนการทดลองตามวิธีทากูชิ (Taguchi) ซึ่งกําหนดปจจัย 4 ปจจัย ปจจัยละ 3 ระดับ 

ตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด และปริมาณเซลล ไดแก แหลงคารบอนหลัก (C1) แหลงคารบอน
เสริม (C2) แหลงไนโตรเจน (N) และพีเอช (pH) เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 3-2 ใช Orthogonal 
array (OAc) แบบ L9 (34)  ดังนั้นจึงไดการทดลองทั้งหมด 9 การทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 4-3  
   
ตารางที่ 4-2 ตัวแปรของแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ และคาพีเอชท่ีเลือกใชในการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

ปจจัย ระดับท่ี 1 ระดับท่ี 2 ระดับท่ี 3 
แหลงคารบอนหลัก (100% v/v) (C1) น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด 
แหลงคารบอนเสริม (40 g/L) (C2) กากน้ําตาล น้ําตาลทรายขาว น้ําตาลทรายแดง 
แหลงไนโตรเจน (2 g/L) (N) น้ํากากสา น้ํานึ่งปลาทูนา กากถั่วเหลือง 
พีเอช (pH) 5 6 7 
 

จากการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ปจจัยและระดับแตกตางกันไดปริมาณผลิตเอ็กโซโพลี

แซคคาไรดแสดงในตารางที่ 4-2 สามารถนําไปคํานวณหาคาอัตราสวน S/N ratios ชนิดคาตอบสนอง

ทีม่ากสุดคอืคาที่ดีที่สุด (the larger – the better) ตามสมการ 

 

   

เมื่อ 𝑆/𝑁  คือ อัตราสวนของ S/N ในแตละ Experiment number 

 𝑛  คือ จํานวนการทดลองซ้ําในแตละ Experiment number 

1 𝑦⁄  คือ คาตอบสนอง (Response) ในแตละครั้งของการทอลองของแตละ  

Experiment number 

 

คํานวณอัตราสวนของ S/N ratios ของปริมาณเอก็โซโพลีแซคคาไรด ไดจาก 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 1 = -10 log (1/3.102)/3  = 9.83 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 2 = -10 log (1/1.102)/3  = 0.83 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 3 = -10 log (1/1.492)/3  = 3.46 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 4 = -10 log (1/2.172)/3  = 6.73 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 5 = -10 log (1/3.632)/3  = 11.20 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 6 = -10 log (1/2.162)/3  = 6.69 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 7 = -10 log (1/0.742)/3  = -2.62 
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คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 8 = -10 log (1/0.892)/3  = -1.01 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 9 = -10 log (1/6.122)/3  = 15.74 

 

คํานวณอัตราสวนของ S/N ratios ของปริมาณเซลลที่ไดจาก 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 1 = -10 log (1/3.362)/3  = 10.53 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 2 = -10 log (1/1.012)/3  = 0.09 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 3 = -10 log (1/8.512)/3  = 18.60 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 4 = -10 log (1/1.752)/3  = 4.86 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 5 = -10 log (1/3.002)/3  = 9.64 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 6 = -10 log (1/3.582)/3  = 11.08 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 7 = -10 log (1/3.022)/3  = 9.60 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 8 = -10 log (1/0.992)/3  = -0.09 

คา S/N ratio ของ Experiment ที่ 9 = -10 log (1/6.352)/3  = 16.06 

 

ตารางที ่4-3 คากําหนด Orthogonal array แบบ 4 ตัวแปร ซึ่งมีระดับของการศึกษาในแตละตัวแปร 

3 ระดับ (L9 (34)) 

Experiments Factors Response S/N ratio 
C1 C2 N pH EPS 

(g/l) 
CDW 
(g/l) 

EPS (g/l) CDW (g/l) 

1 2 1 2 3 3.10 3.36 9.83 10.53 
2 1 3 3 3 1.10 1.01 0.83 0.09 
3 3 2 1 3 1.49 8.51 3.46 18.60 
4 1 1 1 1 2.17 1.75 6.73 4.86 
5 2 2 3 1 3.63 3.00 11.20 9.54 
6 3 1 3 2 2.16 3.58 6.69 11.08 
7 3 3 2 1 0.74 3.02 -2.62 9.60 
8 1 2 2 2 0.89 0.99 -1.01 -0.09 
9 2 3 1 2 6.12 6.35 15.74 16.06 
      Average 5.65 8.92 
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จากผลการทดลองพบวาปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยูในชวงระหวาง 0.74 – 6.12 กรัม

ตอลิตร และปริมาณเซลลที่ไดอยูในชวงระหวาง 0.99 – 8.51 กรัมตอลิตร อัตราสวนของ S/N ratios 

ที่ไดของปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยูในชวงระหวาง -1.01 – 15.74 โดยมีคาเฉลี่ยของอัตราสวน

ของ S/N ratios เทากับ 5.65 `ในขณะที่อัตราสวนของ S/N ratios ที่ไดของปริมาณเซลลที่ไดอยู

ในชวงระหวาง -0.09 – 18.60 โดยมีคาเฉลี่ยของอัตราสวนของ S/N ratios เทากับ 8.92 

 ถาคาอัตราสวนของ S/N ratios มีคามาก จะหมายความวาที่ระดับปจจัยนั้นจะใหปริมาณเอ็ก

โซโพลีแซคคาไรดออกมามากดวย โดยไดผลการวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยโดยอาศัยคาอัตราสวนของ 

S/N ratios เฉลี่ยของปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดดังตอไปนี้ 

 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 1 = [0.83 + 6.73 + (-1.01)] / 3  = 2.18 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 2 = [9.83+ 11.20 + 15.74] / 3  = 12.25 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 3 = [3.46 + 6.69 + (-2.62)] / 3  = 2.51 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 1 = [9.83+ 6.73 + 6.69] / 3  = 7.75 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 2 = [3.46 + 11.20 + (-1.01)] / 3 = 4.55 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 3 = [0.83 + (-2.62) + 15.74] / 3 = 4.65 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 1 = [3.46+ 6.73 + 15.74] / 3  = 8.64 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 2 = [9.83 + (-2.62) + (-1.01)] / 3 = 2.07 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 3 = [0.83 + 11.20 + 6.69] / 3  = 6.24 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 1 = [6.73 + 11.20 + (-2.62)] / 3 = 5.10 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 2 = [6.69 + (-1.01) + 15.74] / 3 = 7.14 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 3 = [9.83 + 0.83 + 3.46] / 3  = 4.71 

 ดังนั้นไดคา S/N ratios เฉลี่ยของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากการทดลองทั้ง 4 ปจจัย 

และ 3 ระดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4-4 
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ตารางที่ 4-4 การวิเคราะหผลของการทดสอบออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) L9(34) 

Level  C1 C2 N pH  

K1 2.18 7.75 8.64 5.10  

K2 12.25 4.55 2.07 7.14  

K3 2.51 4.65 6.24 4.71 Total 

R = max (ki) – min (ki) 10.07 3.20 6.58 2.43 22.28 

%R 45.20 14.36 29.53 10.91 100 

Rank 1 3 2 4  

 

 จากตารางเมื่อนําคา S/N ratios เฉลี่ย มาใชวิเคราะหหาอิทธิพลของปจจัย จากผลตางของ

คาของระดับปจจัยที่สูง (Kmax) และต่ํา (Kmin) และทําการวิเคราะหรอยละของอิทธิพล (%R) ของ

แตละปจจัยจะสามารถคํานวณได ดังนี้  

 

%R ของปจจัย C1 = (10.07 / 22.28) x 100  = 45.20% 

%R ของปจจัย C2 = (3.20 / 22.28) x 100  = 14.36% 

%R ของปจจัย N  = (6.58 / 22.28) x 100  = 29.53% 

%R ของปจจัย pH = (2.43 / 22.28) x 100  = 10.91% 

 

 พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก เปนปจจัยที่มีผลตอคา S/N ratios เฉลี่ยของ

ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดมากที่สุด คิดเปน 45.20 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ N หรือแหลง

ไนโตรเจน C2 หรือแหลงคารบอนเสริม และพีเอช คิดเปน 29.53, 14.36 และ 10.91 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 3-4 

 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของปริมาณเอ็ก

โซโพลีแซคคาไรดที่ได ดังแสดงในภาพที่ 3-2 พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก ในแตระดับมี

ผลตอคา S/N ratios ของปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ไดมาก โดยที่ระดับที่ 2 จะทําใหไดคา S/N 

ratios สูงสุด ในขณะที่ปจจัย C2 หรือแหลงคารบอนเสริม ระดับที่ 1 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด 

ปจจัย N หรือแหลงไนโตรเจน ระดับที ่1 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด และพีเอช (pH) ระดับที่ 2 

จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด ดังนั้นสรุปไดวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด

ใหไดปริมาณสูงสุด 
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ปจจัย C1 ระดับที่ 2  คือ น้ําออย 

ปจจัย C2 ระดับที่ 1  คือ กากน้ําตาล 

ปจจัย N  ระดับที่ 1  คือ กากถั่วเหลือง 

ปจจัย pH ระดับที่ 2  คือ 6 
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ภาพที่ 4-2 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของ

ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดท่ีได 

 

 จากการทํานายปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ได จากสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซ

โพลีแซคคาไรดใหไดปริมาณสูงสุด จะไดคา S/N ratios เทากับ 18.83 และไดปริมาณเอ็กโซโพลีแซค

คาไรดเทากับ 5.94 กรัมตอลิตร 

 

ตารางที่ 4-5 ผลการทํานายปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดและคา S/N ratios จากสภาวะที่เหมาะสม

โดยวิธีการทากูช ิ

 Prediction 
S/N ratio 18.83 
EPS production (g/L) 5.94 
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 เมื่อผลที่ไดไปวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยโดยอาศัยคาอัตราสวนของ S/N ratios เฉลี่ยของ

ปริมาณเซลลที่ไดดังตอไปนี้ 

 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 1 = [0.09 + 4.86 + (-0.09)] / 3  = 1.62 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 2 = [10.53 + 9.54 + 16.06] / 3  = 12.04 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 3 = [18.60+ 11.08 + 9.60] / 3  = 13.09 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 1 = [10.53+ 4.86+ 11.08] / 3  = 8.82 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 2 = [18.60+ 9.54+ (-0.09)] / 3  = 9.35 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 3 = [0.09 + 9.60 + 16.06] / 3  = 8.58 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 1 = [18.60 + 4.86 + 16.06] / 3  = 13.17 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 2 = [10.53 + 9.60 + (-0.09)] / 3  = 6.68 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 3 = [0.09+ 9.54 + 11.08] / 3  = 6.90 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 1 = [4.86 + 9.54 + 9.60] / 3  = 8.00 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 2 = [11.08+ (-0.09) + 16.06] / 3 = 9.01 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 3 = [10.53 + 0.09+ 18.60] / 3  = 9.74 

 ดังนั้นไดคา S/N ratios เฉลี่ยของการผลิตเซลลจากการทดลองท้ัง 4 ปจจัย และ 3 ระดับ ดัง

แสดงในตารางที่ 4-6 

 

ตารางที่ 4-6 การวิเคราะหผลของการทดสอบออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) L9(34) 

Level (EPS) C1 C2 N pH  
K1 1.62 8.82 13.17 8.00  
K2 12.04 9.35 6.68 9.01  
K3 13.09 8.58 6.90 9.74 Total 
R = max (ki) – min (ki) 11.47 0.77 6.49 1.74 20.47 

%R 56.03 3.76 35.47 8.50 100 
Rank 1 4 2 3  
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จากตารางเมื่อนําคา S/N ratios เฉลี่ย มาใชวิเคราะหหาอิทธิพลของปจจัย จากผลตางของ

คาของระดับปจจัยที่สูง (Kmax) และต่ํา (Kmin) และทําการวิเคราะหรอยละของอิทธิพล (%R) ของ

แตละปจจัยจะสามารถคํานวณได ดังนี ้

 

%R ของปจจัย C1 = (11.47 / 20.47) x 100  = 56.03% 

%R ของปจจัย C2 = (0.77 / 20.47) x 100  = 3.76% 

%R ของปจจัย N  = (6.49 / 20.47) x 100  = 35.47% 

%R ของปจจัย pH = (1.74/ 20.47) x 100  = 8.50% 

 

พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก เปนปจจัยที่มีผลตอคา S/N ratios เฉลี่ยของ

ปริมาณเซลลที่ไดมากที่สุด คดิเปน 56.03 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ N หรือแหลงไนโตรเจน พีเอช และ 

C2 หรือแหลงคารบอนเสริม คิดเปน 35.47, 8.50 และ 3.76 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังแสดงในตาราง

ที่ 4-4 

 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของเซลลที่ได 

ดังแสดงในภาพที่ 3-2 พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก ในแตระดับมีผลตอคา S/N ratios 

ของปริมาณเซลลที่ไดมาก โดยที่ระดับที่ 3 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด ในขณะท่ีปจจัย C2 หรือ

แหลงคารบอนเสริม ระดับที่ 2 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด ปจจัย N หรือแหลงไนโตรเจน ระดับ

ที่ 1 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด และพีเอช (pH) ระดับที่ 3 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด 

ดังนั้นสรุปไดวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลใหไดปริมาณสูงสุด 

ปจจัย C1 ระดับที่ 3  คือ น้ําสับปะรด 

ปจจัย C2 ระดับที่ 2  คือ น้ําตาลทรายขาว 

ปจจัย N  ระดับที่ 1  คือ กากถั่วเหลือง 

ปจจัย pH ระดับที่ 3  คือ 7 
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ภาพที่ 4-3 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของปริมาณ

เซลลท่ีได 

 

จากการทํานายปริมาณเซลลที่ได จากสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลใหไดปริมาณสูงสุด 

จะไดคา S/N ratios เทากับ 16.30 และไดปริมาณเซลลเทากับ 5.79 กรัมตอลิตร 

 

ตารางที่ 4-7 ผลการทํานายปริมาณเซลลที่ไดและคา S/N ratios จากสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธีการ

ทากูช ิ

 Prediction 
S/N ratio 16.30 
Cell dry weight (g/L) 5.79 
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4.3 การคัดเลือกปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซค
คาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ดวยเทคนิค Response surface methodology 
(RSM) 

 การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ในครั้งนี้ใชการออกแบบแบบ 
Central composite design (CCD) ซึ่งมีกี่กําหนดคาสูงสุดและต่ําสุดเปน 5 ระดับ ไดแก -1.68, -1, 
0, +1 และ +1.68 จากนั้นนําไปบมท่ีเปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4-8 
และภาพท่ี 4-4 พบวา การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 อยูในชวงระหวาง 
6.21 – 30.23 กรัมตอลิตร โดยปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดคือ ชุดการทดลองที่ 16 และ
ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดต่ําสุดคอื ชุดการทดลองท่ี 9  
 
 

 
ภาพท่ี 4-4 ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 จากแผนการทดลองแบบ 
CCD 
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ตารางที่ 4-8 สภาวะที่ใชในการทดลองเพื่อหาสภาวะความเหมาะสมของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา

ไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 จากแผนการทดลองแบบ CCD พรอมคาการคาดคะเนกับคาที่ได

จากการทดลอง 

Experiments Factors Response 
กากน้ําตาล 

(g/L) 
กากถั่วเหลือง 

(g/L) 
อุณหภูม ิ
(g/L) 

EPS 
(g/l) 

CDW 
(g/l) 

1 20 1 32 15.93 8.30 
2 60 1 32 26.17 13.97 
3 20 3 32 16.09 11.62 
4 60 3 32 25.73 12.08 
5 20 1 42 18.41 8.96 
6 60 1 42 28.89 4.30 
7 20 3 42 18.85 16.19 
8 60 3 42 26.78 7.34 
9 6.4 2 37 6.21 11.30 
10 73.6 2 37 22.73 7.31 
11 40 0.3 37 28.62 6.48 
12 40 3.7 37 29.02 13.50 
13 40 2 28.6 24.35 13.35 
14 40 2 45.4 27.04 8.58 
15 40 2 37 29.18 6.16 
16 40 2 37 30.23 5.84 
17 40 2 37 29.01 6.62 
18 40 2 37 28.97 6.22 
19 40 2 37 30.11 6.38 
20 40 2 37 29.46 5.76 
 
 

 การตรวจสอบคุณภาพขอมูลเบ้ืองตน ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ ซึ่งเปนการตรวจสอบสวนตกคางของขอมูล

วามีการกระจายของคาสวนตกคาง ดังแสดงในภาพท่ี 4-5 พบวาขอมูลมีการกระจายตัวตามแนว
เสนตรง แสดงใหเห็นวาสวนตกคางจากการทดลองการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดไมแสดงสิ่งผิดปกติ 
สรุปไดวาคาสวนตกคางมีการแจกแจงปกติ  
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ภาพที่ 4-5 ความนาจะเปนแบบปกติของสวนตกคางของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

2. การตรวจสอบความเปนอิสระของขอมูล ดังแสดงในภาพที่ 4-6 พบวาสวนตกคางของผล
การทดลองของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดไมมีรูปแบบแนนอนหรือไมสามารถประมาณรูปที่
แนนอนได มีการกระจายตัวสม่ําเสมอ แสดงวาขอมูลมีความเปนอิสระ 
 

 
ภาพที่ 4-6 การกระจายของสวนตกคางกับลําดับของขอมูลการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 
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3. การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน ดังแสดงในภาพท่ี 4-7 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดมีการกระจายอยางสม่ําเสมอทั้งทางบวกและลบ แสดงให
เห็นวาขอมูลมีความเสถียรของความแปรปรวน 
 

 
ภาพที่ 4-7 การกระจายสวนตกคางในแตระดับของปจจัยของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 
 
 คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: R-Sq) เปนคาท่ีบอกรอยละการเปลี่ยนแปลง
ของตัวแปรตามที่สามารถอธิบายไดดวยตัวแปรอิสระในสมการถดถอย ผลการวิเคราะหแสดงในตาราง
ที่ 4-8 พบวา คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจเทากับ 0.9953 หรือ 99 เปอรเซ็นต แสดงวาแบบจําลอง
สามารถนําไปสรางสมการทํานายเพ่ือหาคาผลตอบสนองได 

 จากตารางที่ 4-9 ตัวแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด ซึ่งมีคา p-value 
นอยกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 ไดแก ปริมาณของกากน้ําตาล (X1) อุณหภูมิที่ใชเลี้ยงเชื้อ (X3) อิทธิพล

ของกําลังสองของปริมาณของกากน้ําตาล (X ) และอิทธิพลของกําลังสองของอุณหภูมิ (X ) 
นอกจากนี้ยังพบวาสมการกําลังสอง (quadratic equations) เปนสมการที่ใชศึกษาปจจัยและการ
ตอบสนองแบบพื้นผิวที่ดีที่สุด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงผลดังตารางท่ี 4-9  
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ตารางที่ 4-9 แสดงคาความแปรปรวนของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

Source 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Value 

p-value 
Prob > F 

 

Model 770.88 9 85.65 236.68 < 0.0001 significant 
A-X1 319.56 1 319.56 883.03 < 0.0001  
B-X2 0.12 1 0.12 0.33 0.5801  
C-X3 13.42 1 13.42 37.09 0.0001  
AB 1.25 1 1.25 3.44 0.0933  
AC 0.27 1 0.27 0.75 0.4083  
BC 0.24 1 0.24 0.67 0.4318  
A2 422.86 1 422.86 1168.45 < 0.0001  
B2 1.69 1 1.69 4.66 0.0561  
C2 30.18 1 30.18 83.39 < 0.0001  
Residual 3.62 10 0.36    

Lack of Fit 2.09 5 0.42 1.36 0.3718 not significant 
Pure Error 1.53 5 0.31    

Cor Total 774.50 19     
Std. Dev. 0.60  R-Squared 0.9953 
Mean 24.59  Adj R-Squared 0.9911 
C.V. % 2.45  Pred R-Squared 0.9758 
PRESS 18.75  Adeq Precision 55.142 
-2 Log Likelihood 22.57  BIC 52.52 

   AICc 67.01 
 

ตารางที่ 4-10 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะหสมการถดถอยของการ

ผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด 

Source Sequential 
p-value 

Lack of Fit 
p-value 

Adjusted 
R-Squared 

Predicted 
R-Squared 

 

Linear 0.0261 < 0.0001 0.3232 0.0957  
2FI 0.9967 < 0.0001 0.1704 -0.2912  
Quadratic < 0.0001 0.3718 0.9911 0.9758 Suggested 
Cubic 0.5418 0.1725 0.9906 0.7763 Aliased 
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รูปแบบสมการถดถอยของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดท่ีเหมาะสมที่ได ดังนี ้
 

𝑌 = 29.51 + 4.84𝑋 − 0.093𝑋 + 0.99𝑋 − 0.39𝑋 𝑋
− 0.18𝑋 𝑋 − 0.17𝑋 𝑋 − 5.42𝑋 − 0.34𝑋
− 1.45𝑋  

 
 จากสมการสังเกตไดวาตัวแปร X1 และ X3 มีอิทธิพลทางบวก (มีคาสัมประสิทธิเปนบวก) ตอ
คาตอบสนอง (Y) กลาวคือ หากเพ่ิมคาของตัวแปรอิสระดังกลาว จะทําใหคาปริมาณการผลิตเอ็กโพลี
แซคคาไรดจะมีคาสูงขึ้นตามไปดวย  

 เม่ือนําไปสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดกับตัวแปรอิสระ

ตางๆ ไดแก ระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ (ข) และ

ระหวางกากถั่วเหลืองกับอุณหภูมิ (ค) แสดงดังภาพที่ 4-8 พบวาการเพ่ิมปริมาณกากน้ําตาลมีผลทําให

การผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดเพิ่มสูงข้ึน อยางไรก็ตามปริมาณของกากน้ําและอุณหภูมิเปนปจจัยที่มีผล

ตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แมวาการรวมกันระหวางปริมาณ

ของกากน้ําและอุณหภูมิจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

 ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถทํานายระดับท่ีเหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด

โดยเชื้อ W. confusa NH02 จากโปรแกรม Design Expert แสดงดังภาพที่  4-9 พบวาระดับที่

เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 คือ ปริมาณกากน้ําตาลความ

เขมขน 43.65 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่วเหลือง 1.87 กรัมตอลิตร และบมท่ีอุณหภูมิ 39.64 องศา

เซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 30.34 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลท่ีได 

5.33 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4-8 ผลการตอบสนองระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและ

อุณหภูมิ (ข) และระหวางกากถ่ัวเหลืองกับอุณหภูมิ (ค) ตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด 
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ภาพที่ 4-9 การทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 
 
 เมื่อการศึกษาผลของสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลจากเชื้อ W. confusa NH02 ในครั้ง
นี้ที่ใชการออกแบบแบบ Central composite design (CCD) ซึ่งมีก่ีกําหนดคาสูงสุดและต่ําสุดเปน 5 
ระดับ ไดแก -1.68, -1, 0, +1 และ +1.68 จากนั้นนําไปบมเปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง ผลการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 4-8 และภาพที่ 4-10 พบวาปริมาณเซลลที่ไดอยูในชวงระหวาง 4.30 – 16.19 กรัม
ตอลิตร โดยปริมาณเซลลที่ไดสูงสุดคือ ชุดการทดลองที่ 7 และปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดต่ําสุดคือ 
ชุดการทดลองที่ 6  
 
 

 
ภาพที่ 4-10 ปริมาณเซลลที่ไดจากแผนการทดลองแบบ CCD 
  

A:Molasses = 43.6454

20 60

B:Soybean meal = 1.86877

1 3

C:Tamperature = 39.6441

32 42

EPS = 30.3399

6.20625 30.23

CDW = 5.33343

4.3 16.185

Desirability = 1.000
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 การตรวจสอบคุณภาพขอมูลเบ้ืองตน ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ ซึ่งเปนการตรวจสอบสวนตกคางของขอมูล

วามีการกระจายของคาสวนตกคาง ดังแสดงในภาพที่ 4-11 พบวาขอมูลมีการกระจายตัวตามแนว
เสนตรง แสดงใหเห็นวาสวนตกคางจากการทดลองการผลิตเซลลไมแสดงสิ่งผิดปกติ สรุปไดวาคาสวน
ตกคางมีการแจกแจงปกติ  

 

 
ภาพที่ 4-11 ความนาจะเปนแบบปกติของสวนตกคางของการผลิตเซลล 

2. การตรวจสอบความเปนอิสระของขอมูล ดังแสดงในภาพท่ี 4-12 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองของการผลิตเซลลไมมีรูปแบบแนนอนหรือไมสามารถประมาณรูปท่ีแนนอนได มีการ
กระจายตัวสม่ําเสมอ แสดงวาขอมูลมีความเปนอิสระ 
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ภาพที่ 4-12 การกระจายของสวนตกคางกับลําดับของขอมูลการผลิตเซลล 

3. การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน ดังแสดงในภาพที่ 4-13 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองการผลิตเซลลมีการกระจายอยางสม่ําเสมอทั้งทางบวกและลบ แสดงใหเห็นวาขอมูลมี
ความเสถียรของความแปรปรวน 
 

 
ภาพที่ 4-13 การกระจายสวนตกคางในแตระดับของปจจัยของการผลิตเซลล 
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 คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: R-Sq) เปนคาท่ีบอกรอยละการเปลี่ยนแปลง
ของตัวแปรตามที่สามารถอธิบายไดดวยตัวแปรอิสระในสมการถดถอย ผลการวิเคราะหแสดงในตาราง
ที่ 4-10 พบวา คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจเทากับ 0.9890 หรือ 98.9 เปอรเซ็นต แสดงวา
แบบจําลองสามารถนําไปสรางสมการทํานายเพ่ือหาคาผลตอบสนองได 

 จากตารางท่ี 4-11 ตัวแปรอิสระที่มีอิทธิพลตอการผลิตเซลล ซึ่งมีคา p-value นอยกวาระดับ
นัยสําคัญ 0.05 ไดแก ปริมาณของกากน้ําตาล (X1) กากถั่วเหลือง (X2) อุณหภูมิที่ใชเลี้ยงเชื้อ (X3) 
อิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลกากถั่วเหลือง (X1X2) อิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ 
(X1X3) อิทธิพลรวมระหวางปริมาณของกากถั่วเหลืองและอุณหภูมิ (X2X3) อิทธิพลของกําลังสองของ

ปริมาณของกากน้ําตาล (X ) อิทธิพลของกําลังสองของปริมาณของกากถั่วเหลือง (X ) และอิทธิพล

ของกําลังสองของอุณหภูมิ (X ) นอกจากนี้ยังพบวาสมการกําลังสอง (quadratic equations) เปน
สมการที่ใชศึกษาปจจัยและการตอบสนองแบบพื้นผิวที่ดีที่สุด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
แสดงผลดังตารางท่ี 4-12  
  
ตารางที่ 4-11 แสดงคาความแปรปรวนของการผลิตเซลล 

Source Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Value p-value 
Prob > F 

 

Model 218.14 9 24.24 100.12 < 0.0001 significant 
A-X1 14.53 1 14.53 60.01 < 0.0001  
B-X2 40.41 1 40.41 166.93 < 0.0001  
C-X3 21.68 1 21.68 89.55 < 0.0001  
AB 11.08 1 11.08 45.77 < 0.0001  
AC 48.19 1 48.19 199.06 < 0.0001  
BC 9.76 1 9.76 40.30 < 0.0001  
A2 17.87 1 17.87 73.81 < 0.0001  
B2 26.52 1 26.52 109.55 < 0.0001  
C2 41.67 1 41.67 172.12 < 0.0001  
Residual 2.42 10 0.24    

Lack of Fit 1.90 5 0.38 3.60 0.0929 not significant 
Pure Error 0.53 5 0.11    

Cor Total 220.57 19     
Std. Dev. 0.49  R-Squared 0.9890 
Mean 9.01  Adj R-Squared 0.9791 
C.V. % 5.46  Pred R-Squared 0.9304 
PRESS 15.36  Adeq Precision 36.275 
-2 Log Likelihood 14.53  BIC 44.48 

   AICc 58.97 
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ตารางที่ 4-12 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะหสมการถดถอยของการผลิต

เซลล 

Source Sequential 
p-value 

Lack of Fit 
p-value 

Adjusted 
R-Squared 

Predicted 
R-Squared 

 

Linear 0.0710 < 0.0001 0.2250 -0.0496  
2FI 0.0322 < 0.0001 0.5036 0.1249  

Quadratic < 0.0001 0.0929 0.9791 0.9304 Suggested 
Cubic 0.0346 0.9097 0.9924 0.9951 Aliased 

 

รูปแบบสมการถดถอยของการผลิตเซลลที่เหมาะสมที่ได ดังนี้ 
 

𝑌  = 6.16 − 1.03𝑋 + 1.72𝑋 − 1.26𝑋 − 1.18𝑋 𝑋

− 2.45𝑋 𝑋 + 1.10𝑋 𝑋 + 1.11𝑋 + 1.36𝑋

+ 1.70𝑋  

 
 จากสมการสังเกตไดวาตัวแปร X2 มีอิทธิพลทางบวก (มีคาสัมประสิทธิเปนบวก) ตอคา
ตอบสนอง (Y) กลาวคือ หากเพิ่มคาของตัวแปรอิสระดังกลาว จะทําใหคาปริมาณการเซลลจะมีคา
สูงข้ึนตามไปดวย  

 เมื่อนําไปสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางการผลิตเซลลกับตัวแปรอิสระตางๆ ไดแก 

ระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ (ข) และระหวางกากถั่ว

เหลืองกับอุณหภูมิ (ค) แสดงดังภาพที่ 4-14 พบวาอิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลกากถั่วเหลือง 

(X1X2) อิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ (X1X3) เปนปจจัยที่มีผลตอการเซลลอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

 ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเซลลจากเชื้อ W. 

confusa NH02 จากโปรแกรม Design Expert แสดงดังภาพที่ 4-15 พบวาระดับที่เหมาะสมของการ

ผลิตเซลล คือ ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 20.31 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่วเหลือง 2.97 กรัม

ตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 41.97 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 19.03 

กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 16.20 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4-14 ผลการตอบสนองระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและ

อุณหภูมิ (ข) และระหวางกากถั่วเหลืองกับอุณหภูมิ (ค) ตอการผลิตเซลล 
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ภาพที่ 4-15 การทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเซลลจากเชื้อ W. confusa NH02 
 
 อยางไรก็ตาม หากตองการทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุด 
และไดปริมาณเซลลมากที่สุด จากโปรแกรม Design Expert แสดงดังภาพที่ 4-16 พบวาระดับที่
เหมาะสมของการผลิต คือ ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 60 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่วเหลือง 1 
กรัมตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 
26.65 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 13.58 กรัมตอลิตร 
 

 
ภาพที่ 4-16 การทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุด และไดปริมาณเซลล
มากที่สุดโดยเชื้อ W. confusa NH02 
 
 การผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดสวนใหญผลิตในสภาวะตองการอากาศ (aerobic condition) 

นอกจากนี้การสังเคราะหเอ็กโพลีแซคคาไรดจะเกิดข้ึนในสภาวะอาหารที่มีแหลงคารบอนสูงๆ และมี

สารอาหารจํากัด เชน แหลงไนโตรเจน และออกซิเจน เปนตน (Freitas et al., 2011) นอกจากนี้ยังมี

A:Molasses = 20.3096

20 60

B:Soybean meal = 2.96754

1 3

C:Tamperature = 41.9703

32 42

EPS = 19.0286

6.20625 30.23

CDW = 16.2048

4.3 16.185

Desirability = 1.000

A:Molasses = 60

20 60

B:Soybean meal = 1

1 3

C:Tamperature = 32

32 42

EPS = 26.6452

6.20625 30.23

CDW = 13.5772

4.3 16.185

Desirability = 0.815
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ปจจัยอ่ืนที่มีผลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด เชน ชนิดและปริมาณของแหลงคารบอน ชนิดและ

ปริมาณของแหลงไนโตรเจน ชนิดและปริมาณของแหลงธาตุอาหารเสริม เปนตน จากการทดลองครั้ง

นี้พบวาแหลงคารบอนหลักที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

คือ น้ําออย โดยทั่วไปน้ําออยประกอบน้ําตาลซโูครส น้ําตาลกลูโคส และน้ําตาลพรุสโตสเปนสวนใหญ 

การศึกษาของ (Kim & Day, 2011) พบวาในน้ําออยประกอบดวยน้ําตาลซูโครส น้ําตาลกลูโคส และ

น้ําตาลฟรุสโตส ประมาณ 9.6, 0.1 และ 0.1 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามปริมาณน้ําตาลในน้ําออยจะ

ปเลี่ยนแปลงไปขึ้นอยูกับชนิด พันธุ และฤดูกาล นอกจากนี้น้ําออยยังประกอบดวยสารอาหารอ่ืนๆ อีก

มากมาย เชน แคลเซยีม แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส และโซเดียม เปนตน  

สวนแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 คือ กากน้ําตาล แมวากากน้ําตาลจะเปนผลพลอยไดจากระบวนการผลิตน้ําตาลทราย มี

ลักษณะขนเหนียวสีน้ําตาลดํา มีน้ําตาลอยูประมาณ 50-70 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิด กรรมวิธี

ของโรงงาน ฤดูกาล และสภาพการเก็บเก่ียว น้ําตาลที่พบ เชน น้ําตาลซโูครส น้ําตาลอินเวิรต น้ําตาล

ราฟฟโนส เปนตน แตการใชกากน้ําตาลในปริมาณมากจะมีผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย

ได เชน ซัลเฟอรไดออกไซด สารประกอบพวก hydroxyl metylfurfural เปนตน ดังนั้นจึงจําเปนตอง

ศึกษาปริมาณที่เหมาะสมตอการนําไปใชประโยชน แมวาจากการทดลองครั้งนี้กากน้ําตาลจะเปน

แหลงคารเสริมที่เหมาะสมตอการเอ็กโพลีแซคคาไรด อยางไรก็ตามจากสังเกตคุณสมบัติเบื้องตน

ของเอ็กโพลีแซคคาไรดท่ีไดพบวาเอ็กโพลีแซคคาไรดที่ไดมีลักษณะสีดํา และมีความหนืดต่ํา เมื่อ

เปรียบเทียบกับเอ็กโพลีแซคคาไรดที่ผลิตไดจากการใชน้ําตาลทรายเปนแหลงคารบอนเสริม องคื

ประกอบและคุณสมบัติของเอ็กโพลีแซคคาไรดจะเปลี่ยนแปลงไปขึ้นอยูกับชนิดและสัดสวนของแหลง

คารบอนที่ใช (Ates, 2015) การศกึษาของ (Cerning et al., 1994) พบวาแหลงใชแหลงคารบอนตาง

ชนิดกัน ไดแก น้ําตาลแลกโตส และน้ําตาลกลูโคส มีผลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ 

Lactobacillus casei นอกจากนี้ยังมีผลตอองคประกอบของเอ็กโพลีแซคคาไรด อยางไรก็ตาม

การศึกษาของ (Muhammadi & Afzal, 2014) กับพบวาชนิดของแหลงคารบอนมีผลตอการผลิตเอ็ก

โพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Bacillus strain CMG1403 แตไมมีผลตอองคประกอบของโมโนแซคคารไรด

ของผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดที่ได 

Xu และคณะ (2017) พบวาชนิดของแหลงคารบอน ไดแก น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส และ

น้ําน้ําตาลฟรุสโตส มีผลตอการผลิตและคุณลักษณะของเอ็กโพลีแซคคาไรดท่ีผลิตไดจากเชื้อ Pellinus 

vaninii โดยพบวาการใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนจะไดเอ็กโพลีแซคคาไรดท่ีมีกิจกรรมตาน

อนุมูลอิสระ (antioxidant activity) กวาการใชแหลงคารบอนอ่ืน  

แหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 คือ 

กากถั่วเหลือง กากถั่วเหลืองเปนผลิตผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตน้ําเตาหู หรือเรียกอีกอยางวา 

กากเตาหู กากถั่วเหลืองแหงมีองคประกอบของโปรตีนประมาณ 31.27 เปอรเซ็นต ไขมันประมาณ 

16.22 เปอรเซ็นต คารโบไฮเดรตประมาณ 20.10 เปอรเซ็นต เยื่อใยประมาณ 22.70 เปอรเซน็ต แคล
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เซียสประมาณ 1.22 เปอรเซ็นต ฟอสฟอรัสประมาณ 0.48 เปอรเซ็นต และความชื้นประมาณ 5.85 

เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงถือไดวาเปนแหลงไนโตรเจนราคาถูกที่เหมาะสมตอการเอ็กโพลีแซคคาไรดจาก

เชื้อ W. confusa NH02 ไดเปนอยางด ี

แมวาสวนใหญสภาวะแวดลอมในการเลี้ยงเชื้อจะไมมีผลตอคุณสมบัติและคุณลักษณะ

เบื้องตนของเอ็กโพลีแซคคาไรดอีก แตพบวามีผลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด เชน พีเอช อุณหภูมิ 

เปนตน (Macedo et al., 2002) พบวาเชื้อ Lactobacillus rhamnosus RW-9595M จะไมสามารถ

ผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดได หากเลี้ยงท่ีอุณหภูมิสูงหรือต่ํากวา 32-42 องศาเซลเซียส  

Gorret, และคณะ (2001) พบวาอุณหภูมิ พีเอช และความเขนของยีสตสกัด มีผลตอการ

เจริญ การผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด และการผลิตกรดอินทรียโดยเชื้อ Propionibacterium acidi-

propionici โดยเฉพาะพีเอช พบวาเชื้อ Propionibacterium acidi-propionici จะผลิตเอ็กโพลีแซค

คาไรดในสภาวะที่พีเอชอยูในชวง 5.3-6.5 เทานั้น 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 5  

สรุปผลการวิจัย 

 
จากการศกึษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโต และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confusa NH02 ดวยวิธีทากูชิ พบวา การใชแหลงคารบอนหลัก (C1) คือ น้ําออย แหลงคารบอนเสริม 

(C2) คือ กากน้ําตาล แหลงไนโตรเจน (N) คือ กากถั่วเหลือง และพีเอช (pH) เทากับ 6.0 จะสามารถ

ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุด โดยไดปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากการทํานายเทากับ 5.94 กรัม

ตอลิตร ในขณะที่การใชแหลงคารบอนหลัก (C1) คือ น้ําสับปะรด แหลงคารบอนเสริม (C2) คือ 

น้ําตาลทรายขาว แหลงไนโตรเจน (N) คือ กากถั่วเหลือง และพีเอช (pH) เทากับ 7.0 จะไดปริมาณ

เซลลสูงสุด โดยไดปริมาณเซลลจากการทํานายเทากับ 5.79 กรัมตอลิตร 

การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโต และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confusa NH02 ดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองโดยใชหลักการของวิธี Central composite design (CCD) 

พบวา สามารถทํานายสมการการเจริญเติบโต และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด ดังนี้ 

 

𝑌 = 29.51 + 4.84𝑋 − 0.093𝑋 + 0.99𝑋 − 0.39𝑋 𝑋
− 0.18𝑋 𝑋 − 0.17𝑋 𝑋 − 5.42𝑋 − 0.34𝑋
− 1.45𝑋  

 

𝑌  = 6.16 − 1.03𝑋 + 1.72𝑋 − 1.26𝑋 − 1.18𝑋 𝑋

− 2.45𝑋 𝑋 + 1.10𝑋 𝑋 + 1.11𝑋 + 1.36𝑋

+ 1.70𝑋  

จากการทํานายโดยโปรแกรม Design Expert ระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคา

ไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 คอื ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 43.65 กรัมตอลิตร ปริมาณกาก

ถั่วเหลือง 1.87 กรัมตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 39.64 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคา

ไรดสูงสุดเทากับ 30.34 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 5.33 กรัมตอลิตร ในขณะทีร่ะดับท่ี

เหมาะสมของการผลิตเซลล คือ ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 20.31 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่ว

เหลือง 2.97 กรัมตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 41.97 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรด

สูงสุดเทากับ 19.03 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 16.20 กรัมตอลิตร 

 

 

 



ผลผลิต (Output) 
 

บทความวิจัย 

Kraiyot Saelim and Suppasil Maneerat ( 2019) .  Optimization of Exopoly-

saccharide Production by Weissella confuse NH02 by Taguchi Method. Proceedings of 

the Seoul International Conference on Applied Science and Engineering. Seoul, Korea. 
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