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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้จัดท าขึ้นเพ่ือสืบหาจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสจากถ่ัวเหลืองหมัก
และท าการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารลีแวน โดยเอนไซม์ลีแวนซูเครสนั้น
เป็นเอนไซม์เกิดจากกระบวนการสังเคราะห์ภายเซลล์ของจุลินทรีย์ ก่อนจะถูกขับออกนอกภายเซลล์
เพ่ือท าการเปลี่ยนน้ าตาลซูโครสเกิดเป็นสารลีแวน เอนไซม์ลีแวนซูเครส (Levansucrase) เป็น
เอนไซม์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายซูโครสได้ผลิตภัณฑ์เป็นกลูโคสและฟรุกโตสผ่าน
กระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) และเชื่อมต่อโมเลกุลของสายฟรุกโตสกับโมเลกุลของกลูโคสที่
ปลายของสายโซ่หลักเกิดเป็นสารลีแวน (Levan) ผ่านกระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชัน 
(Transfructosyllation) และการวิจัยนี้ได้ศึกษาความเข้มข้นของซูโครสต่อการผลิตลีแวนด้วยเอนไซม์
ลีแวนซูเครสจากจุลินทรีย์ Bacillus siamensis ที่ถูกคัดเลือกจากถ่ัวเน่า พบว่าความเข้มข้นของ
ซูโครสที่เหมาะสมต่อการผลิตลีแวนเท่ากับ 20 %w/v ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง โดยมี Enzyme activity สูงสุด 1.00 IU/mL จากนั้นได้ท าการศึกษาการบ าบัดของเสีย
อุตสาหกรรมอาหารที่มีองค์ประกอบของซูโครสโดยมีความเข้มข้น 20 %w/v ด้วยเอนไซม์ลีแวนซูเคร
สจากจุลินทรีย์ Bacillus siamensis ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า 
Enzyme activity มีค่าสูงสุด 0.92 IU/mL ปริมาณซูโครสลดลงจาก 17.42 %w/v เหลอื 13.21 
%w/v ภายใน 48 ชั่วโมง 

ค้าส้าคัญ: ลีแวน ลีแวนซูเครส ของเสียซูโครส ซูโครส 
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Abstract 

Levansucrase is formed in microbial cell and secrete to the extracellular 
environment to change sucrose into levan. Levansucrase is an enzyme which can 
degrade sucrose become glucose and fructose as products with hydrolysis reaction 
and occur linkage between the long chain of fructose and one glucose at terminal 
become levan by a transfructosyllation reaction. In this study investigated the effect 
of sucrose concentration to produce levan with levansucrase from Bacillus siamensis 
was selected from soybeans fermented. The optimized sucrose concentration was 
20%w/v at 37-degree Celsius, 48 hours. An enzyme activity rises to 1.00 IU/mL. Then, 
investigated a treatment of food industrial waste containing sucrose with 20%w/v 
waste reacted with levansucrase from Bacillus siamensis at 37-degree Celsius, 48 
hours. The highest enzyme activity is 0.92 IU/mL and sucrose residue was decreased 
from 17.42%w/v to 13.21%w/v within 48 hours.    

Keywords: levan, levansucrase, sucrose waste, sucrose 
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1. ความส้าคัญและที่มาของปัญหา  

 พฤติกรรมรักสุขภาพของในคนปัจจุบันนั้นมีเพิ่มมากขึ้น หลายๆ คนต่างมองหาผลิตภัณฑ์ที่มี
ประโยชน์ต่อร่างกายส่งผลให้อุตสาหกรรมต่างๆ หันมาปรับปรุงคุณภาพสินค้าเพ่ือตอบสนองของความ
ต้องการของผู้บริโภค  ท าให้อาหารและผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพนั้นได้รับความสนใจมาในช่วงไม่กี่ปีท่ีผ่าน
มา (A.L. Dominguez และคณะ,2014)(R.A. Rastall, 2010)  

กลุ่มอุตสาหกรรมจ าพวกนมและผลิตภัณฑ์จากนมนิยมใช้ สารประเภทเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
(Exopolysaccharides, EPS)     ในด้านสารคงตัว การปรับปรุงเนื้อสัมผัส และสารลดแรงตึงผิวต่างๆ 
(Patel, A.และคณะ 2013)( Han, Y.W., 1990)  โครงสร้างของ EPS เป็นไบโอพอลิเมอร์แบบเส้นหรือ
กิ่งซึ่งมีหน่วยเป็นน้ าตาลหรืออนุพันธ์ของน้ าตาล  ถูกสังเคราะห์จาก  แล็กติแอซิดแบคทีเรีย (Lactic 
Acid Bacteria: LAB)  เช่น Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus,Pediococcus, as well 
as Bifi dobacterium sp. and Weissella strains (De Vuyst and Degeest, 1999, Notararigo et 
al.,2012).  EPS ถูกจ าแนกออกเป็น 2 ลักษะ คือ homopolysaccharides (HoPS) มีหน่วยย่อยเป็น 
α-d-glucans, β-d-glucans, β-d-fructans ตามลักษณะของโครงสร้างและ
heteropolysaccharides  (HePS) ประกอบด้วย monosaccharides แตกต่างกัน (De Vuyst, L., 
Degeest, B., 1999)  กลุ่ม EPS มีคุณสมบัติเป็นสาร  prebiotic เป็นสารกลุ่มคาร์โบไฮเดตรที่ร่างกาย
มนุษย์ไม่สามารถย่อยได้  แต่จะไปช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตและกิจกรรมบางอย่างของจุลินทรีย์ที่
อาศัยอยู่ในล าไส้ของเราแทน (Probiotics)  เป็นส่วนส าคัญของ functional food หรืออาหารเพื่อ
สุขภาพ (M. Robermufroid, 1993) สารที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก อาจเป็นสารจ าพวก 
exopolysaccharides อาทิเช่น Fructooligosaccharides (FOSs), galactooligosaccharides 
(GOSs) และ xylooligosaccharides (XOS)  เป็นต้น 

ลีแวนเป็นโฮโมพอลิแซคคาไรด์ชนิดหนึ่งที่มีองค์ประกอบของน้ าตาลฟรุกโตสต่อกันเป็นสาย
หลัก (Cerning, J, 1990) หรือเรียกอีกอย่างได้ว่า ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
(fructooligosaccharide:FOS) (V. Bali และคณะ, 2015 และ P.T. Sangeetha และคณะ, 2005) ซ่ึง
ถือเป็นสารพรีไบโอติกและถูกน าไปใช้ในอุตสาหกรรมประเภทนมและผลิตภัณฑ์จากนมเป็นจ านวนมาก 
(Bello, 2001) เพราะเป็นสารที่จ าเป็นต่อร่างกายโดยปริมาณท่ีร่างกายต้องการต่อวันนั้น อยู่ที่ 4 – 12 
กรัม (Roberfroid และคณะ, 2010). ไม่เพียงเท่านั้น อุตสาหกรรมเครื่องดื่มยังใช้ลีแวน (Levan) เป็น
สารให้ความหวานเนื่องจากเป็นอนุพันธ์ของน้ าตาลฟรุกโตสต่อกัน ซึ่งถือเป็นสารให้ความหวานที่มี
พลังงานต่ าจึงนิยมน ามาเติมในการผลิต (P.T. Sangeetha, 2005) 

นอกจากนี้ levan ยังถูกน ามาใช้ในการรักษาบาดแผล การรักษาโรคผิวหนัง หรือการอุดใต้
ผิวหนังในทางทันตกรรมและทางการแพทย์ (Kang และคณะ, 2009)  มีผลต่อการแข็งตัวของเลือดใน
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ระหว่างการผ่าตัดของผู้ป่วยโรคหัวใจ (Roberts และคณะ, 1998)  levan นั้นได้ถูกน ามาใช้เป็นสาร
ป้องกันมะเร็ง และเนื้องอกชนิดต่างๆ และยัง ถูกน ามาใช้เป็นสารต้านการอักเสบของแผล ช่วยท าให้ผิว
ดีขึ้นและส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังได้อีกด้วย 

Levan ยังถูกใช้งานอย่างมากในเทคโนโลยีชีวภาพและสารเคมีอุตสาหกรรม  หากน า Levan 
ผสมเข้ากับดิน มอนต์มอริลโลไนต์ ถูกใช้ในการเตรียม nanocomposites ซ่ึง Levan มีความ ความ
ทนทานสูง โปร่งใส และมีความยืดหยุ่น  ทนต่อความร้อนที่อุณหภูมิสูง คุณสมบัติเชิงกลนี้เหมาะสมต่อ
หลายอุตสาหกรรมสาขาชีวการแพทย์( Chen, X.,2014)( Chung, B. H.,1997) ซึ่งในด้าน
อุตสาหกรรม levan นั้นตอบสนองในเรื่องคุณประโยชน์ที่หลากหลาย มีต้นทุนในการผลิตไม่สูงมากนัก 
ท าให้ levan กลายมาเป็นโพลิเมอร์ชีวภาพที่มีคุณค่าอันหลากหลายและเป็นที่ต้องการต่อตลาดโลก
อย่างแน่นอน (Rapala Srikanth และคณะ, 2015) 

ดังนั้นหากสามารถเพ่ิมมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์โดยการเปลี่ยนน้ าตาล(sucrose) ให้อยู่ในรูปของ
สารลีแวน(Levan) โดยผ่านกะบวนการสังเคราะห์ของจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพ เพื่อตอบสนองความ
ต้องการของอุตสหกรรมที่เพ่ิมขึ้นและเพ่ิมผลประโยชน์ทางเศรษฐกิจให้กับประเทศได้ และน ามาศึกษา
สภาพ(Condition) ที่เหมาะสมที่สามารถสังเคราะห์สารลีแวน เพื่อเป็นต้นแบบในการบวนการผลิตลี
แวนในขั้นอุตสาหกรรมต่อไป 

บริษัทเอส.เอ็ม.ซี. (ประเทศไทย) จ ากัด เป็นบริษัทที่ผลิตอาหารและเครื่องดื่ม รวมไปถึง
เวชภัณฑ์และเครื่องส าอาง โดยในกระบวนการผลิตนั้นจะมีกากของเสียประเภทน้ าตาลอยู่เป็นจ านวนถึง 
30-40 ตัน และมีองค์ประกอบของน้ าตาลถึง 80% และมีค่าความเค็มสูง หากเราสามารถคัดเลือก
จุลินทรีย์ที่ทนต่อความเค็มและมีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนกากน้ าตาลมาเป็นสารลีแวนได้ จะเป็นการ
เพ่ิมมูลค่าให้กับกากของเสียประเภทน้ าตาลนั้น ถือเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการจัดการของเสียประเภท
น้ าตาลให้กับทางบริษัท และตอบสนองความต้องการสารลีแวนในตลาดโลก ซึ่งจะส่งผลให้เศรษฐกิจของ
ประเทศมีความมั่นคงมากยิ่งขึ้น 
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2. วัตถุประสงค์ 

2.1 เพ่ือลดปริมาณกากของเสียประเภทน้ าตาลของบริษัท เอส.เอ็ม.ซี. (ประเทศไทย) จ ากัด เป็น
ผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเป็น prebiotic ในรูปของ levan 

2.2 สืบหาจุลินทรัย์ที่สามารถผลิดเอนไซม์เลเวนซูเครสจากอาการหมักดองที่มีความเค็มสูง 

2.3 คัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนกากของเสียประเภทน้ าตาลจากบริษัท เอส.เอ็ม.
ซี. (ประเทศไทย) จ ากัด ให้เป็นสาร levan 

2.4 หาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารเลเวนโดยใช้การหมักแบบแข็ง (Solid fermentation) 

3. ขอบเขตของการท้าโครงงานวิจัย 

 คัดเลือกจุลินทรีย์จากผลิตภัณฑ์จากการหมักดองแบบเค็ม น ามาคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ทนความ
เค็มและสามารถผลิตสารลีแวนได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุดและศึกษาหาสภาพที่เหมาะสมในการ
เปลี่ยนสภาพกากน้ าตาลจากโรงงานผลิตเครื่องดื่มเพ่ือสังเคราะห์เป็นสารลีแวน เป็นการเพ่ิมมูลค่าของ
กากน้ าตาลให้สูงขึ้น 

4. ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

4.1 ถั่วเหลืองหมัก (ถั่วเน่า : Thua nao) 

เป็นผลิตภัณฑ์ถั่วเหลืองหมัก (รูปที่ 4.1) เป็นอาหารพ้ืนบ้านล้านนาที่นิยมบริโภคในเขต
ภาคเหนือของประเทศไทย ซึ่งแปรรูปเพื่อการถนอมอาหาร (food preservation) ด้วยการหมัก 
(fermentation) โดยใช้จุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติจนได้ผลิตภัณฑ์ที่มีกลิ่น สี และรสที่เป็นเอกลักษณ์ 
เป็นแหล่งของอาหารที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง อุดมไปด้วยโปรตีน กรดไขมันไม่อ่ิมตัว วิตามิน 
สารอาหารที่มีประโยชน์จากถั่วเหลือง ถั่วเหลืองหมักนามาใช้ประกอบอาหาร หรือใช้เป็นเครื่องปรุงรส 
เช่นเดียวกับกะปิ น้าปลาของภาคกลาง น้าบูดูของภาคใต้ หรือปลาร้าของภาคอีสาน 

กระบวนการผลิตถั่วเหลืองหมักคล้ายคลึงกับถ่ัวเหลืองหมักพ้ืนเมืองที่พบในประเทศอ่ืน เช่น 
เทมเป้ ซึ่งเป็นอาหารพ้ืนเมืองของประเทศอินโดนีเซีย นัตโตะ (natto) ซึ่งเป็นอาหารพื้นเมืองของ
ประเทศญี่ปุ่น คีเนมา (kenema) ซึ่งเป็นอาหารพ้ืนเมืองของชาวเนปาลและอินเดีย และ 
chungkookjang ซึ่งใช้เป็นเครื่องปรุงรสของประเทศเกาหลี 

การหมักถั่วเหลืองเกิดจากจุลินทรีย์แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus spp. ที่มาจากธรรมชาติ จาก
สิ่งแวดล้อมและวัตถุดิบ ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีเอนไซม์ย่อยโปรตีน ย่อยโปรตีนในถั่วเหลือง ให้มีโมเลกุล
เล็กลง มีบทบาทสาคัญท่ีทาให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางด้านกายภาพ และชีวเคมีของผลิตภัณฑ์ เช่น 
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เนื้อสัมผัสนุ่ม และรสชาติ สาร Pyrazine ซึ่ง เป็นสารที่ทาให้เกิดกลิ่นเฉพาะตัวของถั่วหมัก การหมักถ่ัว
หมักต่างจากเต้าเจี้ยว มิโะ ซีอ้ิว (fermented soy sauce) ตรงที่การหมักถ่ัวหมัก ไม่เติมเกลือระหว่าง
หมัก (K. Dajanta, 2011) 

 

รูปที่ 4.1 ถั่วเหลืองหมัก (K. Dajanta, 2011) 

4.2 ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ (FOSs)  

ฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ บางครั้งก็เรียก โอลิโกฟรุกโทสหรือ โอลิโกฟรุกแทน เป็นชื่อเรียกของโอลิ
โกแซ็กคาไรด์ ซึ่งโมเลกุลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์เกิดจากเอนไซม์ fructosyl-transferas ท าหน้าที่
เชื่อมพันธะไกลโคไซด์ระหว่างน้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุลต่อกับน้ าตาลฟรุกโทส น้อยกว่า 10 โมเลกุล โดย
ในรูปแบบของ อินูลินนีโออินูลิน, ลีแวน, นีโอลีแวน (M. Li, 2014)  โครงสร้างของ     อินูลินมีมอนอ
เมอร์เป็นฟรุตโตสต่อกันเป็นสายแบบ β(2→1) fructosyl-fructose  แต่จะมีขนาดของสายโมเลกุลที่
เล็ก  ซึ่ง FOSs ในรูปแบบของอินูลิน สามารถจ าแนกออกได้เป็น 1-kestose (GF2), nystose (GF3) 
และ 1F-fructosylnystose (GF4) (M. Li 2014, G. Chen 2016) ดังรูปที่ 1 โมเลกุลของฟรุกโทโอลิโก
แซ็ก-คาไรด์ในรูปอินูลินต่อกันเป็นสายแบบ β(2→1) fructosyl-fructose : a) 1-kestose (GF2), b) 
nystose (GF3), c) 1-b-fructo-furanosyl nystose (GF4) 

โดยที่กลุ่มอินูลินมีการต่อกันแบบ β(2→1) fructosyl-fructose linkages  อินูลินสามารถพบได้ใน
พืชมากกว่า 3,000 ชนิด อินูลินเป็นสารพรีไปโอติก ที่สามารถสังเคราะห์ได้จากซูโครส ใช้กันอย่าง
แพร่หลายในอาหารแปรรูปของไขมันโดยให้ให้พลังงานเพียง25% ถึง30% เมื่อเทียบกับคาร์โบไฮเดรต 
หรือใช้ทดแทนน้ าตาลโดยให้ความหวาน 10% ของซูโครสและละลายในน้ าได้ดี  ใช้ในอาหารส าหรับ
ผู้ป่วยโรคเบาหวาน หรือผู้ที่ต้องการควบคุมน้ าหนักเนื่องจากเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์
ไม่สามารถย่อยได้  แต่ถูกย่อยที่ล าไส้ใหญ่โดยเชื้อแบคทีเรีย (M. Shoaib, 2016) 

โดยที่ FOSs ในรูปแบบของสารลีแวนนั้นจะมีโครงสร้าง β(2→1) fructosyl-fructose ซึ่งจะมี
โครงสร้างไตรเซ็กคาไรด์หรือเรียกว่า 6-kestose นั้นเป็นโมเลกุลที่เล็กที่สุด หรืออาจจะมีการต่อกับ
โมเลกุลกลูโครสหรือซูโครสจะได้เป็นโครงสร้าง neo-nystose หรือ neo-kestose  หรืออาจจะมีการ
ต่อผสมระหว่างสายแบบ β(2→1) fructosyl-fructose  และ β(2→6) fructosyl-fructose
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โมเลกุลที่เล็กที่สุดเรียกว่า Bifurcose  ดังรูปที่ 2 โมเลกุลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ต่อกันเป็นสาย
แบบ β(2→6) fructosyl-fructose 

 

รูปที่ 4.2 โมเลกุลของฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ในรูปอินูลินต่อกันเป็นสายแบบβ(2→1) fructosyl-
fructose : a) 1-kestose (GF2), b) nystose (GF3), c) 1-b-fructofuranosyl nystose (GF4) (R. 

Sarup, 2016) 

โดยสามารถพบในแบคทีเรียชนิด Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus gasserii, Bacillus 
subtilis, Aerobacter lev-anicum, Streptococcus salivarius ฯลฯ (R. Srikanth, 2015) มี
คุณสมบัติทางการแพทย์ที่ส าคัญ เช่น สารต่อต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ ป้องกันมะเร็ง และสาร
ต่อต้านโรคเอดส์ (C. Sturzoiu, 2011)และใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง อาหารเสริม และยา 
(Madigan, 2006) 

 

 

 

 

6-kestose 
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Bifurcose 

 

 

 

 

 

Neokestose 

รูปที่ 4.3 โมเลกุลขฟรุกโทโอลิโกแซ็กคาไรด์ต่อกันเป็นสายแบบβ(2→6) fructosyl-fructose (M. Li, 
2014) 

4.3 ฟรุกแทน 

4.3.1 ลีแวน 

ลีแวนลีแวน (Levan) เป็นชนิดของ fractans ที่มีโมเลกุลของน้ าตาลมากกว่า 1 ชนิด       มา
เชื่อมต่อกันแบบ β(2→6) linkagesl ซึ่งเป็นสายตรงของน้ าตาลฟรักโทส (fructose) กับβ(2→1) 
linkages โซ่ก่ิง ตั้งแต่ 10 ถึง 60 โมเลกุล โดยมีน้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล เป็นสายเริ่มต้น (N. 
Benkeblia 2013, J.R. Porras-domínguez 2014) ดังรูปที่  3 A. โครงสร้างลีแวนแบบเส้นตรง B. 
โครงสร้างลีแวนแบบเส้นตรงและก่ิง 
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รูปที่ 4.4 A. โครงสร้างลีแวนแบบเส้นตรง  B. โครงสร้างลีแวนแบบมีกิ่ง (R. Srikanth, 2015) 

4.3.2 กระบวนการสร้างลีแวน 
เอนไซม์ลีแวนซูเครสท าหน้าที่เป็นตัวขนย้ายสารออกมาภายนอกเซลล์ และมีกระบวนการ

ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) น้ าตาลซูโครส (sucrose)  เป็นน้ าตาลกลูโคสและน้ าฟรักโทส โดยที่น้ าตาล
กลูโคส 1 โมเลกุลจะต่อกับน้ าตาลฟรักโทสจะรวมเป็นสายโพลิเมอร์แบบ β(2→1) linkagesl (J.R. 
Porras-domínguez, 2015) ดังรูปที่ 4.4 กระบวนการการสร้างลีแวนของเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
สามารถแบ่งขั้นตอนการสังเคราะห์ลีแวน จากซูโครส ได้ดังนี้ 
     ขั้นตอนที่ 1 : การสังเคราะห์เอนไซม์ลีแวนซูแครส เกิดขึ้นในเซลล์ของจุลินทรีย์ 
     ขั้นตอนที่ 2 : เอนไซม์ลีแวนซูเครส สะสมภายในเซลล์ ส่งมายังช่องว่างระหว่างเซลล์ที่เรียกว่า 
periplasmic space และส่งออกมายังนอกเซลล์ 
     ขั้นตอนที่ 3 : เกิดกระบวนการของเอนไซม์ลีแวนซูเครส ที่เรียกว่า signal peptide จะมีสังเคราะห์
โปรตีนออกมาพร้อมกระบวนการ 
     ขั้นตอนที่ 4 : เกิดกระบวนการไฮโดรไลซิสโดยจุลินทรีย์ ท าให้น้ าตาลซูโครส ซึ่งเป็นโมเลกุลคู่
เปลี่ยนเป็นกลูโคสและฟรักโทสที่มีโมเลกุลเดี่ยว เกิดการรวมกันระหว่างเอนไซม์ลีแวนซูเครส กลูโคส
และฟรักโทส  
     ขั้นตอนที่ 5 : เกิดปฏิกิริยา transfrucosylation เอนไซม์ลีแวนซูเครสจะจับตัวกับกลูโคส 1 
โมเลกุลต่อกับฟรักโทสเป็นสายพอลิเมอร์ ที่เรียกว่า ลีแวน (R. Srikanth, 2015) ดังรูปที่ 4.4 
กระบวนการการผลิตเอนไซม์ลีแวนจากเซลล์จุลินทรีย์ 
4.3.3. เอนไซม์ฟรุกโทซิลทรานส์เฟอร์เรส (Fructosyl transferase : FTase) 
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เอนไซม์ฟรุกโทซิลทรานส์เฟอร์เรสถูกจัดกลุ่มใน glycoside hydrolase 68 (GH68) (B.L. Cantarel, 
2009) 
สามารถสังเคราะห์  FOSs ได้ โดยมีกลไกเกิดปฏิกิริยา 2 ลักษณะ  
1. ท าหน้าที่ในการย่อยซูโครสเปลี่ยนเป็นกลูโครสและฟรุตโตส (hydrolysis)   
2. ท าหน้าที่ในการสังเคราะห์สาร FOSs (Transfructosylation) 
เอนไซม์ในกลุ่มนี้ประกอบด้วย เอนไซม์ลีแวนซูเครส (Levansucrase) สังเคราะห์สารลีแวนและเอนไซม์
อินูโลซูเครส สังเคราะห์สารอินูลิน (M.A. Anwar, 2012) 
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รูปที่ 4.5 กระบวนการการผลิตเอนไซม์ลีแวนจากเซลล์จุลินทรีย์ (R. Srikanth, 2015) 

STEP 3 

STEP 4 

STEP 1 

STEP 5 

Hydrolysis 

STEP 2 
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 1) เอนไซม์ลีแวนซูเครส (levansucrase) 

  เอนไซม์ลีแวนซูเครสจัดอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ในกลุ่มเอนไซม์ฟรุกโทซิลทรานส์เฟอร์- เรสมีลกัษณะ
การสังเคราะห์ β(2→6) โอลิโกฟรุกแทน โดยเอนไซม์ลีแวนซูเครสจะท าหน้าที่ 2 ปฏิกิริยาน า
โมเลกุลฟรุกโตสที่เป็นตัวรับ สร้างพันธะกับโมเลกุลฟรุกโตสที่เป็นตัวให้เรียกว่า ทรานฟรุกโทซิเลชั่นแยก
โมเลกุลกลูโครสตัวให้ออกจากฟรุกโตสตัวให้เรียกว่า ไฮโดรไลซิส (E.T. Öner 2016, C. Olvera 2007) 

 จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น 6-kestose ซึ่งเป็นสารเริ่มต้นในปฏิกิริยา Polymerization เพ่ือเพ่ิมความยาวของ
สายพอลิเมอร์ β(2→6) โอลิโกฟรุกแทน ดังรูปที่ 5 ปฏิกิริยาของเอนไซม์เอนไซม์ ลีแวนซูเครสเพื่อ
สังเคราะห์สารลีแวนสามารถพบได้ทั้งในพืช (Agropyron cristatum, Dactylis glomerata และPoa 
secunda) (R. Srikanth, 2015) แบคทีเรียและเชื้อรา (Acetobacter, Bacillus, Erwinia, 
Gluconobacter,Halomonas, Microbacterium, Pseudomonas, Streptococcus and 
Zymomonas) (E.T. Öner, 2016) 

 

รูปที่ 4.6 ปฏิกิริยาของเอนไซม์เอนไซม์ลีแวนซูเครสเพื่อสังเคราะห์สารลีแวน (W. Lammens, 2009) 

2) เอนไซม์อินูโลซูเครส (inulosucrase)  

เอนไซม์ในอินูโลซูเครสอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ในกลุ่มเอนไซม์ฟรุกโทซิลทรานส์เฟอร์เรสแต่มี
ลักษณะการสังเคราะห์ β(2→1) โอลิโกฟรุกแทนที่เรียกว่า อินูลิน โดยเอนไซม์อินูโลซูเครส จะท า
หน้าที่ 2 ปฏิกิริยา เช่นเดียวกับเอนไซม์ลีเวนซูเครสน าโมเลกุลฟรุกโตสที่เป็นตัวรับ สร้างพันธะกับ
โมเลกุลฟรุกโตสที่เป็นตัวให้เรียกว่า ทรานฟรุตโทซิเลชั่น แยกโมเลกุลกลูโครสตัวให้ ออกจากฟรุกโตสตัว
ให้เรียกว่า ไฮโดรไลซิส แต่โครงสร้างเริ่มต้นนั้น จะเป็น 1-Kestose  ซึ่งเป็นสารเริ่มต้นในปฏิกิริยา 
Polymerization เพ่ือเพ่ิมความยาวของสายพอลิเมอร์ β(2→1) โอลิโกฟรุกแทน (M. Li 2014, A. 
Banguela 2017) 
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รูปที่ 4.7 โครงสร้าง 1-Kestose (M. Li 2014, A. Banguela 2017) 

สามารถพบได้แบคทีเรียและเชื้อราบางกลุ่มและมีความจ าเพาะกว่าเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
(Streptococcus mutans JC2, Streptococcus mutans GS-5, Leuconostoc citreum CW2, 
Lactobacillus johnsonii NCC 533, Lactobacillus gasseri DSM 20604, Lactobacillus gasseri 
DSM 20243, Lactobacillus reuteri TMW 1.106, Bacillus sp.217C-11, Weissella confusa 
MBFCNC-2 (1)  และ Lactobacillus reuteri 12) (D. Ni, 2017) 

4.3.4. ปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นและไฮโดรซิส 

ความสัมพันธ์ของปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นและไฮโดรซิสของ เอนไซม์ลีแวนซูเครสและ
เอนไซม์อินูโลซูเครส  จะขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆ ที่เอ้ือต่อการเกิดปฏิกิริยาหนึ่งและอีกยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยาหนึ่ง เช่น ความเข้มข้นของซูโครส  ค่า pH  อุณหภูมิ  และไอออนของโลหะ (M. Li 2014, 
A. Banguela 2017). 

- ความเข้มข้นของซูโครส 

     ผลของความเข้มข้นของซูโครสกับเอนไซม์ลีแวนซูโครสที่มาจาก Bacillus amyloliquefaciens  
พบว่าความเข้มข้นซูโครสต่ าจะส่งผลต่อการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส มากกว่าปฏิกิริยาทรานฟรุกโท
ซิเลชั่น  อย่างไรก็ตามเม่ือความเข้มข้นสูงขึ้นกลับเอ้ือต่อการเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นมากว่า
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ในท านองเดียวกับเอนไซม์อินูโลซูเครสที่สร้างจาก Lactobacillus gasseri 
DSM 20604 (D. Ni, 2017) 
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- ค่า pH 

ความเป็นกรดด่างมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ลีแวนซูเครสจาก Bacillus subtilis พบว่าการ
เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นมากว่าเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในช่วง pH 5.5 ในช่วง   pH มากกว่า 
5.5 และ pH น้อยกว่า 5.5 จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากกว่าทรานฟรุกโทซิเลชั่น ส่วนเอนไซม์อินูโลซู
เครสจะเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นมากที่สุดในสภาวะที่เป็นกรด ในสภาวะที่เป็นกลางเบสจะ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากกว่าปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่น (D. Ni, 2017) 

- อุณหภูมิ 

      อุณหภูมิเป็นปัจจัยหนึ่งในการเกิดปฏิกิริยาเคมี หากอุณหภูมิเพ่ิมขึ้นอัตราการเกิดปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้น 
แปรผันตรงแต่เอนไซม์จัดอยู่ในกลุ่มโปรตีน  ดังนั้น เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเอนไซม์จะถูกยับยั้งได้ อุณหภูมิ
เป็นปัจจัยส าคัญมากอีกปัจจัยหนึ่ง ซึ่งการท างานของเอนไซม์ลีแวนซูเครสจาก   Bacillus subtilis 
พบว่าในช่วงอุณหภูมิต่ ากว่า 55ºC เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นน้อยกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส แต่จะ
เกิดสูงกว่าในช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 55ºC และอุณหภูมิที่ 57ºC อัตราส่วนเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโท
ซิเลชั่นต่อปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมีอัตราสูงที่สุด(A. Szwengiel, 2016) แต่มีงานวิจัยพบว่า Zymomonas 
mobilis สร้างเอนไซม์ลีแวนซูเครส  เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นมากกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่
อุณหภูมิ 4ºC แต่ที่อุณหภูมิ 40ºC เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นน้อยกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ใน
ท านองเดียวกันเอนไซม์อินูโลซูเครสที่ถูกสร้างจาก Lactobacillus gasseri DSM 20604 เกิดปฏิกิริยาท
รานฟรุกโทซิเลชั่นมากกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่อุณภูมิ 10 ºC ถึง 35ºC และช่วงอุณหภูมิ 40 ºC ถึง 
70ºC เกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นน้อยกว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

- ไอออนของโลหะ 

     ไอออนของโลหะท าหน้าที่ Co-factor ในการท างานของเอนไซม์และไอออนบางชนิดอาจจะยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์อีกด้วย  ในกรณีเอนไซม์ลีแวนซูเครสจาก Bacillus subtilis พบว่า Mn2+  2.5 
mM  การเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นเพิ่มข้ึน 100% และยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 75% 
(Q. Liu, 2017)เอนไซม์อินนูลินซูเครสที่สร้างจาก Lactobacillus gasseri DSM 20604 พบว่า Mn2+ 
เพ่ิมเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่นและปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพิ่มข้ึน 157% (D. Ni, 2017) 

4.3.5. การเกิดปฏิกิริยา Oligomerization  และ Polymerization 

          เอนไซม์ลีแวนซูเครสสามารถสังเคราะห์ได้ทั้ง ลีแวน และ FOSs แต่การเกิดปฏิกิริยาที่จะ
ให้ผลิตภัณฑ์นั้น มีความแตกต่างกันอย่างมากในอัตราส่วนพอลิเมอร์ (ลีแวน) กับ FOSs ที่สังเคราะห์
ขึ้นอยู่กับเอนไซม์และสภาวะของปฏิกิริยา โดยเสนอแบบจ าลอง "Processive กับ Non-processive" 
ส าหรับการท างานของลีแวนซูเครส ในการสร้างพันธะของโมเลกุลน้ าตาลเพื่ออธิบายถึงการเกิดปฏิกิริยา
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ต่อ Polymerization และ Oligomerization  โดยจะเอนไซม์จะมี subsite ดังนี้  - 1 subsite จะ
สร้างพันธะกับโมเลกุลฟรุกโตส +1 subsite สามารถรองรับน้ าตาลกลูโคส (ทั้งน้ าตาลซูโครสและราฟ
ฟินอส)   และฟรุกโตส (ซูโครสที่มีผลต่อการเป็นตัวรับ (acceptor)  

ในระหว่างการเกิดปฏิกิริยาทรานฟรุกโทซิเลชั่น เมื่อซูโครสมาท่ี active site โมเลกุล     ฟรุต
โตสจะอยู่ที่ -1 subsite ส่วนโมเลกุลกลูโครส +1 subsite จะปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จากนั้นโมเลกุลของ
ซูโครสตัวใหม่จะเข้าสู่ active site ที่ +1 subsite และ +2 subsite มีเกิดปฏิกิริยา ทรานฟรุกโทซิเลชั่น 
เป็นสาร FOSs ในลักษณะ GF2 หาก  ถ้าซูโครสตัวใหม่ เข้าสู่ active site ที่ +2 subsite และ +3 
subsite หรืออาจจะเพ่ิมมากขึ้น  จะท าให้เกิดสายพอลิเมอร์  

แต่ในกรณีที่ active site มีประสิทธิภาพในการจับกับฟรุตโตสต่ าและสายพอลิเมอร์ที่เพ่ิมข้ึน
นั้น  จะหลุดออกมาพร้อมกับโมเลกุลซูโครส เรียกกระบวนการนี้ว่า Non-processive หรือ 
Oligomerization  

กรณีท่ี active site มีประสิทธิภาพในการจับกับฟรุตโตสสูงจะท าให้สายพอลิเมอร์ที่เพ่ิมขึ้นท า
ให้โพลิเมอรท์ี่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง เรียกกระบวนการนี้ว่า Processive หรือ Polymerization ไม่เพียง
เท่านั้นความส าคัญของน้ าตาลตัวรับและน้ าตาลตัวให้ จะจ าเพาะเจาะจงกับ active site ของ เอนไซม์ลี
แวนซูเครส ณ ต าแหน่งที่ -1 subsite  จะจับกับโมเลกุลของฟรุตโตส จากซูโครสที่เป็นตัวให้และ +1 
subsite จะจับทั้งตัวให้และตัวรับในกรณีที่ความเข้มข้นซูโครส ท าให้เอนไซม์ลีแวน           ซูเคร
สสามารถน าน้ าตาลฟรุกโตสต่างโมเลกุล มาผลิตเป็นโอลิโกแซ็กคาร์ไรด์ ดังรูปที่ 4.8 โมเดลการ
เกิดปฏิกิริยา Oligomerization  และ Polymerization บน active site ของเอนไซม์ลีแวนซูเครส : G 
(กลูโครส), F (ฟรุตโตส) and LEV (ลีแวนซูเครส) 
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รูปที่ 4.8 โมเดลการเกิดปฏิกิริยา Oligomerization  และ Polymerization บน active site ของ
เอนไซม์ลีแวนซูเครส : G (กลูโครส), F (ฟรุตโตส) and LEV (ลีแวนซูเครส) (M. Li, 2014) 

    เอนไซม์ลีแวนซูเครสที่สังเคราะห์จากกลุ่มของจุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน จะท าให้การท างานของเอนไซม์
แตกต่างกันอีกด้วย  ทั้งในเรื่องของในรูปแบบของโครงสร้างและขนาดของสายพอลิเมอร์(Degree of 
olymerization) เช่น Bacillus subtilis และ Bacillus amyloliquefaciens สังเคราะห์เอนไซม์ลีแวน
ซูเครส จะผลิตสารลีแวนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่กว่าการผลิต FOSs แสดงให้เห็นว่าการท างานของ
เอนไซม์จะเป็นแบบ processive แต่ในทางกลับกัน Zymommonas mobilis และ Lactobacillus  
sanfranciscensis จะสังเคราะห์เอนไซม์ลีแวนซูเครสที่ผลิตสาร FOSs มากกว่าสารลีแวน  

4.3.6. ประโยชน์ของสารลีแวน 

 1) ด้านสุขภาพ 

1. ท าเป็นแผ่นฟิล์ม ใช้ในการรักษาบาดแผลพุพอง (C. Sturzoiu, 2011) 

2. ป้องกันการระคายเคือง ต่อต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ (A.D. Sedgwick, 1984) 

3. การลดน้ าหนัก และช่วยลดคอเลสเตอรอล (Madigan, 2006) 

4. ทดสอบการระคายเคืองของผิวและตา (Kim, 2003) 
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5. ผสมกับผลิตภัณฑ์เพ่ิมความกระจ่างของผิว (Kim 2003, K.H. Kim 2006) 

6. สารพรีไบโอติก (Prebiotics) ที่ร่างกายมนุษย์ไม่สามารถย่อย และไม่ถูกดูดซึมได้ 

ในระบบทางเดินอาหาร ทั้งกระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก แต่จะถูกย่อยด้วยแบคทีเรียบริเวณในล าไส้
ใหญ่ โดยจะกระตุ้นการท างานและส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โปรไบโอติก (K.Adamberg, 2015) 

2) ด้านเศรษฐกิจ 

1. การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า ลีแวนสามารถสร้างภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ า ท าให้สัตว์น้ าสามารถทนต่อ 

อุณหภูมิของน้ าที่สูงขึ้นได้ (S.K. Gupta 2008, S.K. Gupta 2010) 

     2. ทดแทนไขมันในกระบวนการท าโยเกิร์ต (R. Article, 2013) 

3. เพ่ิมการอายุการเก็บรักษาขนมปัง (F. Jakob, 2012) 

4. น ามาเป็นฟิล์มบรรจุอาหาร (S.V.N. Vijayendra, 2014) 

4.4 กระบวนการท้าให้สารบริสุทธิ์ (Purification) 

 1) การตกตะกอน  

 การตกตะกอน ใช้แยกของผสมเนื้อผสมที่เป็นของแข็งแขวนลอยอยู่ในของเหลว โดยปล่อยของ
ผสมนั้นวางทิ้งไว้ให้สารแขวนลอยค่อยๆ ตกตะกอนจะได้สาร 2 ส่วน ด้านบนจะเป็นส่วนใสและด้านล่าง
จะเป็นตะกอนเนื่องจากแรงโน้มถ่วงของโลก ในกรณีท่ีตะกอนเบามากถ้าต้องการให้ตกตะกอนเร็วขึ้น 
อาจท าได้โดย ใช้สารตัวกลางให้อนุภาคของตะกอนมาเกาะ เมื่อมีมวลมากขึ้นน้ าหนักจะมากข้ึนจะ
ตกตะกอนได้เร็วขึ้น  

 2) Dialysis  

กระบวนการ dialysis เป็นการอาศัยการแพร่กระจายของโมเลกุลผ่านแผ่น  เมมเบรนแบบกึ่ง
โปร่งมีเพ่ือแยกขนาดโมเลกุล ตัวอย่างโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่กว่ารูพรุนจะถูกเก็บไว้ด้านของเมมเบรน แต่
โมเลกุลที่เล็กกว่าขนาดรูพรุนจะผ่านเมมเบรนและมีการแลกเปลี่ยนกับบัฟเฟอร์เพ่ือลดความเข้มข้นของ
สารตัวอย่าง  
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รูปที่ 4.9 กระบวนการ dialysis (P. Haney, 2013) 

ขนาดรูพรุนของเมมเบรนสามารถบอกในหน่วย molecular-weight cutoffs (MWCO) โดยที่ 
MWCO หมายถึง มวลโมเลกุลเฉลี่ยที่น้อยท่ีสุดของโมเลกุลมาตรฐาน ที่จะไม่เกิดการแพร่กระจายของ
สาร 

4.5  การวิเคราะห์สาร 

1)  ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (Thin Layer Chromatography, TLC) 

 ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC) เป็นเทคนิคการวิเคราะห์องค์ประกอบสารที่รวดเร็ว สะดวก 
และราคาไม่แพง  ใช้ตรวจวัดองค์ประกอบของสารผสม โดยสังเกตการณ์เคลื่อนที่ของสารจาก 

ตัวดูดซับ (K.S. Belghith, 2012) 

 

รูปที่ 4.10 กระบวนการวิเคราะห์สารแบบ ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC) (P.E. Wall, 2005) 

ขั้นตอนการวิเคราะห์สารแบบทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC)  มีดังนี้ 

- วาดเส้นตัวดูดซับจากด้านล่างขึ้นมา 1 เซนติเมตร ด้านบน 0.5 เซนติเมตร 
- วาดจุดบนเส้นล่างห่างออกมาจากด้านข้าง 0.5 เซนติเมตร ถัดไปจุดละ 1เซนติเมตร  
- โดยให้มีจุดอ้างอิงและจุดสารผสม 
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- ใส่สารละลายต่ ากว่าเส้นด้านล่าง และรอสารละลายเคลื่อนตัวขึ้นไปยังเส้นด้านบน 
- เปรียบเทียบสารระหว่างจุดอ้างอิงกับสารผสม 

4.6 น ้าเสียจากอุตสาหกรรมอาหาร 

 อุตสาหกรรมอาหารเป็นอุตสาหกรรมที่เติบโตขึ้นเพ่ือสนองความต้องการของมนุษย์ เนื่องจาก
อาหารเป็นปัจจัยส าคัญต่อการด ารงชีวิตที่ขาดไม่ได้ อุตสาหกรรมประเภทนี้จึงเติบโตควบคู่ไปกับการ
เติบโตของจ านวนของประชากรโดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศที่พัฒนาแล้วจะมีอัตราการเติบโตของ
อุตสาหกรรมอาหารค่อนข้างสูง (Noukeu et al., 2016)   ในกระบวนการผลิตอาหารของอุตสาหกรรม
นี้มีการใช้น้ าในปริมาณมาก เช่น มีการใช้น้ าในกระบวนการท าความสะอาด ใช้น้ าเพ่ือการผลิตอาหาร 
ใช้ในการขนส่ง และในการท าความเย็น เป็นต้น จึงท าให้เกิดน้ าเสียขึ้นเป็นจ านวนมาก น้ าเสียที่เกิดขึ้นมี
ลักษณะและองค์ประกอบแตกต่างกันขึ้นอยู่กับประเภทของอาหารที่ผลิต  ส่วนใหญ่มีค่าของแข็ง
แขวนลอยทั้งหมด (Total Suspended Solid, TSS) ค่อนข้างสูง และมีองค์ประกอบของไนโตรเจน 
ไขมัน โปรตีน น้ ามัน สารอินทรีย์ต่าง ๆ  ฟอสฟอรัส คลอรีน  และสารเคมีต่าง ๆ ที่ใช้ในกระบวนการท า
ความสะอาด น้ าเสียจากอุตสาหกรรมอาหารมีความคล้ายคลึงกับน้ าเสียชุมชน กล่าวคือมีสารอาหารต่าง 
ๆ ปนเปื้อนแต่มีในปริมาณท่ีสูงกว่า ไม่เป็นพิษ ย่อยสลายได้ และยังสามารถบ าบัดได้ด้วยเทคโนโลยีทาง
ชีวภาพทั่วไป  ส าหรับพารามิเตอร์พื้นฐานของน้ าเสียจากอุตสาหกรรมอาหารจะมีค่า BOD และค่า 
Chemical Oxygen Demand (COD)  มากกว่าน้ าเสียชุมชนตั้งแต่ 10 ถึง 100 เท่า (Ghimpusan, 
Nechifor, Nechifor, Dima, & Passeri, 2017) 

4.7 ระบบบ้าบัดน ้าเสีย  

 ในกรณีที่ของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารมีความสามารถในการละลายน้ าสูงและปนเปื้อน
ออกมากับน้ าเสียของกระบวนการผลิตจะนิยมบ าบัดด้วยระบบบ าบัดน้ าเสียที่ใช้งานโดยทั่วไป มีขั้นตอน
การบ าบัดน้ าเสียโดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ขั้นตอน ได้แก่ การบ าบัดน้ าเสียขั้นเตรียมการ 
(Preliminary wastewater treatment) การบ าบัดน้ าเสียขั้นต้น (Primary wastewater treatment) 
การบ าบัดน้ าเสียขั้นที่สอง (Conventional secondary wastewater treatment) และการบ าบัดน้ า
เสียขั้นสูง (Advanced wastewater treatment) 

 4.7.1 การบ าบัดน้ าเสียขั้นเตรียมการ (Preliminary wastewater treatment) เป็นขั้นตอน
แรกในการบ าบัดน้ าเสียเพ่ือก าจัดของเสีย เศษขยะต่าง ๆ น้ ามัน และไข เป็นต้น ที่อาจจะเข้าไปสร้าง
ความเสียหายต่อเครื่องมือในระบบบ าบัดน้ าเสียในขั้นต่อไป การบ าบัดขั้นเตรียมการ ได้แก่ การกรอง 
การแยกและการบดเศษขยะ เป็นต้น 
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 4.7.2 การบ าบัดน้ าเสียขั้นต้น (Primary wastewater treatment) เป็นขั้นตอนการบ าบัด
ของแข็งแขวนลอยและสารอินทรีย์ในน้ าเสียที่ได้จากกระบวนการบ าบัดน้ าเสียขั้นเตรียมการ ขั้นตอนนี้
ใช้การบ าบัดทางกายภาพ เช่น การกรอง และการตกตะกอน เป็นต้น 

 4.7.3 การบ าบัดน้ าเสียขั้นที่สอง (Conventional Secondary wastewater treatment) 
เป็นขั้นตอนการบ าบัดเพ่ือก าจัดสารอินทรีย์ที่ย่อยสลายได้ด้วยวิธีการบ าบัดทางชีวภาพ  เช่น  

กระบวนการแอคติเวตเต็ดสลัดจ์ (Activated sludge process) ถังตกตะกอน (Sedimentation tank) 
เป็นต้น 

 4.7.4 การบ าบัดน้ าเสียขั้นสูง (Advanced wastewater treatment) เป็นการบ าบัดน้ าเสียที่
ได้จากการบ าบัดน้ าเสียขั้นที่สอง โดยขั้นตอนนี้จะท าการบ าบัดเพื่อก าจัดสารอาหารและสารพิษต่าง ๆ 
โดยอาศัยกระบวนการสร้างและรวมตะกอนทางเคมี การตกตะกอน การกรอง การดูดซับด้วยถ่านกัม
มันต์ (George Tchobanoglous, 1991) 

  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11 ขั้นตอนการบ าบัดน้ าเสีย 

4.8 การบ้าบัดของเสียของแข็งจากอุตสาหกรรมอาหาร  

 ของเสียของแข็งจากอุตสาหกรรมอาหารมักประกอบไปด้วยสารอินทรีย์ต่าง ๆ เช่น 
คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน โดยมีองค์ประกอบส่วนใหญ่ที่ละลายน้ าได้ จึงเหมาะสมต่อการบ าบัด
ด้วยวิธีทางชีวภาพ ในกระบวนการบ าบัดจะเกิดสลัดจ์ (Sludge) ซึ่งสามารถน าไปผลิตเป็นปุ๋ยส าหรับ

กากตะกอน 

แยกขยะ 
น้ าเสีย 

การตกตะกอน 

กากตะกอน 

ฆ่าเชื้อ 

ถังพัก น าไปใช้ 

การบ าบัดทางชีวภาพ 

การตกตะกอน
ด้วยสารเคมี 
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การเกษตรและการเลี้ยงสัตว์ได้ อย่างไรก็ตามกระบวนการนี้จะก่อให้เกิดกลิ่นเหม็นรบกวน และเกิดน้ า
ชะที่สกปรกและปนเปื้อน (Leaching) 

 ส าหรับของแข็งท่ีไม่สามารถละลายน้ าได้ หากสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้จะถูกน าไป
บ าบัดและประยุกต์กับการผลิตแก๊สธรรมชาติ (Biogas) หรือน าไปย่อยสลายด้วยเอนไซม์ หรือ น าไป
ผลิตเป็นปุ๋ย หากของแข็งเหล่านั้นไม่สามารถน าไปประโยชน์ใด ๆ ได้อีกจะถูกก าจัดด้วยวิธีการฝังกลบ 
(Landfill) เป็นขั้นตอนสุดท้าย 

 อย่างไรก็ตามของเสียจากอุตสาหกรรมอาหาร บริษัท เอส. เอ็ม เคมิคัล ประเทศไทย (จ ากัด) 
เป็นของเสียที่ประกอบไปด้วยน้ าตาลซูโครสเป็นหลักซ่ึงสามารถละลายน้ าได้ การบ าบัดที่เหมาะสมจึง
เป็นการบ าบัดด้วยวิธีการทางชีวภาพด้วยการเปลี่ยนของเสียซูโครสให้เป็นสารลีแวนที่มีมูลค่าเพ่ิมขึ้นได้ 
(Doble & Kumar, 2005) 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

Ing Lung shih และคณะ (2004) ได้ทาการศึกษาเรื่องการผลิตอนุพันธ์ของสาร Poly (γ-
glutamic acid) จากจุลินทรีย์ Bacillus subtilis พบว่านอกเหนือจากการผลิตสาร สาร Poly (γ-
glutamic acid) แล้วนั้น จุลนิทรีย์ Bacillus subtilis ยังสามารถผลิตสารลีแวน ได้อีกด้วย (Ing Lung 
shih, 2004) 

และต่อมาในปี 2005 Ing Lung shih และคณะ จึงได้ทาการศึกษาศึกษาการผลิตสารลีแวน
จาก จุลินทรีย์ Bacillus subtilis (Natto) Takahashi หลักจากที่ทิ้งให้จุลินทรีย์นี้ย่อยน้าตาลกลูโคส
เป็นเวลา 21 ชั่วโมงพบว่าสามารถผลิตสารลีแวน ได้ 40-50 มิลลิกรัม ซึ่งคิดเป็น 50% yield และพบว่า
ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตสารลีแวนด้วย Bacillus subtilis (Natto) Takahashi นั้นขึ้นกับชนิดของน้า
ตาล ความเข้มข้น pH อุณหภูมิที่ใช้ในการหมัก และความเร็วในการหมุน และกล่าวอีกว่า Bacillus 
subtilis (Natto) Takahashi นั้นเป็นตัวที่ดีที่สุดในการผลิตสารลีแวนจากการทดลองและงานวิจัยก่อน
หน้านี้ เพราะสามารผลิตสารลีแวนได้ด้วย % yield ที่สูงที่สุดในเวลาที่น้อยที่สุด (21 ชั่วโมง) ภายใต้
สภาวะปกติ 

และในปี 2010 Ing Lung shih และคณะ ได้นา Bacillus subtilis (Natto) มาทาการตรึงใน
เม็ดอัลจิเนตที่ความเข้มข้น 2 % calcium เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตสารลีแวน พบว่าความ
แข็งแรงและคงตัวของเม็ดอัลจิเนตนั้นขึ้นอยู่กับ ความเข้มข้นของน้าตาลซูโครส ค่าpH ไอออนของโลหะ
และความเร็วในการเขย่า ซึ่งจากการทดลองพบว่าสามารถผลติสารลีแวนได้สูงทีสุดเมื่อผ่านไป 3 วันของ
การหมักและทาลายตัวของเม็ดอัลจิเนต ซึ่งการตรึงจุลินทรีย์ Bacillus subtilis (Natto) ไว้ในเม็ดอัลจิ
เนตนั้นสามารถนากลับมาใช้ใหม่ได้ถึง 5 รอบ (72 ชั่วโมง/รอบ) (Ing Lung shih, 2005) 
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Lorenzoni และคณะ (2013) ได้ศึกษาการการสังเคราะห์ Fructooligosaccharides ด้วย
เอนไซม์ β-fructofuranosidase โดยใช้จุลินทรีย์ Viscozyme ตรึงบนเม็ดไคโตซาน พบว่าที่อุณหภูมิ 
60ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม จากการท าซ้ า 50 ครั้ง ท าให้ได้ค่า yield เฉลี่ย เท่ากับ 55% (A.S.G. 
Lorenzoni, 2014) 

      F. Wu และคณะ (2013)  ได้ท าการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตและน้ าหนักโมเลกุลของ ลี
แวนของ Bacillus subtilis natto ใน batch และ fed-batch cultureในถังหมัก  การผลิตลีแวนใน 
batch และ fed-batch culture ของ Bacillus subtilis (natto) ในการหมัก  เมื่อเลี้ยงจุลินทรีย์ใน
อาหารที่มีซูโครส (250 กรัม / ลิตร) ที่ pH 7.0  อุณหภูมิ 37ºC และความเร็วรอบ 175 rpm  จะท าให้
มีประสิทธิภาพและผลผลิตลีแวนที่สูง (61 g/L at 24 h ; 3.4 g/L/h)  น้ าตาลซูโครสช่วยเพ่ิมการผลิตลี
แวนเป็น 100 กรัม / ลิตร (เพ่ิมข้ึน 1.7 เท่า) นี่เป็นครั้งแรกที่ได้รับการศึกษาเก่ียวกับสายพันธุ์ในถังหมัก
และมีลีแวนที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดที่ได้รับรายงาน  ผลผลิตและน้ าหนักโมเลกุลของลีแวนขึ้นอยู่กับ
การเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม ความเข้มข้นของซูโครสเป็นปัจจัยที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการควบคุม
น้ าหนักโมเลกุลของลีแวนที่สังเคราะห์ ซึ่งจะน าไปสู่การสร้างลีแวนที่มีขนาดโมเลกุลแตกต่างกันส าหรับ
การใช้งานที่ต่างกัน (F. Wu, 2013) 

ในปี ค.ศ. 2017 นักวิจัยจากโปรตุเกสท าการศึกษาการผลิตสารพรีไบโอติกชนิดแลกตูโลส 
(Lactulose) และกาแลกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Galacto-oligosaccharide, GOS) ด้วยเอนไซม์ β -
galactosidases ที่ผลิตได้จากราสายพันธุ์ Aspergillus lacticoffeatus ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์ 
β-galactosidases ด้วยอาหารทั้งหมดที่แตกต่างกัน 7 แบบ โดยใช้แหล่งคาร์บอนด้วย Cheese whey 
(CW) และ Corn steep liquor (CSL) ซึ่งประกอบด้วย 

- อาหาร A (lactose, peptone, yeast extract, salt) 

- อาหาร B (lactose, 0.8%(w/v) CSL, salt) 

- อาหาร C (lactose, 2%(w/v) CSL, salt) 

- อาหาร D (CW) 

- อาหาร E (CW, salt) 

- อาหาร F (peptone, CW, yeast extract) 

- อาหาร G (peptone, yeast extract, salt) 
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จากการศึกษาดังกล่าวพบว่า A.lacticoffeatus สามารถสร้างเอนไซม์ β -galactosidases 
บนอาหารทุกชนิด ยกเว้นอาหารชนิด D เนื่องจากอาหารชนิดนี้ขาดสารอาหารที่จ าเป็นต่อการผลิต
เอนไซม์ ส าหรับอาหาร A ให้ค่า Activity ของเอนไซม์สูงที่สุดที่ 413 U/L และอาหารอ่ืน ๆ อยู่ในช่วง
ประมาณ 100 – 180 U/L นอกจากนี้ได้ท าการศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิ และ pH ที่มีผลต่อการ 
ท างานของเอนไซม์ดิบ  (Crude enzyme)  โดยทดลองท่ีอุณหภูมิ 15-65 °C และ pH 3-7.5 ผลการ
ทดลองยืนยันว่า เอนไซม์สามารถท างานได้ที่ที่อุณหภูมิ 50-60 °C โดยมี Relative activity มากกว่า 
90 เปอร์เซ็นต์ และ pH ที่เหมาะสมอยู่ที่ 3.5-4.5 โดยมี Relative activity มากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ 
และยังท าการศึกษาผลของไอออนของสารประกอบเกลือ สารเติมแต่ง (Additive) และสารลดแรงตึงผิว 
โดยไอออนเกลือชนิด Li+, K+, Fe2+ และ Ba2+ มีผลกระทบให้ Relative activity ลดลง สารเติมแต่ง
และสารลดแรงตึงผิวทุกชนิดได้แก่ Sodium dodecyl sulfate (SDS), Tween-40, TrironX-100, 
Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) และ Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
ส่งผลให้ Relative activity เพ่ิมข้ึนหรือคงที่ ยกเว้นวิตามินซี (Ascorbic acid) ที่ท าให้ Relative 
activity ลดลง เมื่อท าการเติมน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว ได้แก่ ฟรุกโตส กลูโคสและกาแลกโตส ลงในอาหาร
เลี้ยงจุลินทรีย์เพื่อศึกษาผลกระทบของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว พบว่า มีเพียงกาแลกโตสเท่านั้นที่ส่งผลให้ 
Relative activity ลดลง (Cardoso, Silvério, Abrunhosa, Teixeira, & Rodrigues, 2017) 

 

5. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

     5.1  สามารถสร้างผลิตภณัฑ์ที่มีมูลค่าให้กับกากของเสียประเภทน้ าตาลจากโรงงานได้ 

     5.2  จลุินทรีย์ที่พบสามารถเปลี่ยนแปลงสภาพของกากน้ าตาลจากโรงงานผลิตเครื่องดื่มเป็นสารลี
แวนได้ 

     5.3  ทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมในการท างานของจุลินทรีย์ที่พบให้มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลี
แวนได้สูงสุด 

     5.4  สามารถหาวิธีการและเทคโนโลยีใหม่ ๆ ในการบ าบัดของเสียทีเหลือทิ้งจากโรงงานที่มีปริมาณ
น้ าตาลสูงได้ 

     5.5  มีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่สามารถเพ่ิมคุณค่าให้น าไปสู่การต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ในระดับ
สากลได้ 
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6. วิธีการทดลอง 

     6.1 สารเคมีและอาหารแข็งเลี้ยงจุลินทรีย์ 

1. Sucrose 

2. Yeast Extract 

3. Tryptone 

4. NaCl 

5. K2HPO4 

6. Agar 

7. น้ ากลั่น 

8. แอลกอฮอลล์ 95% 

9. NaOH 

10. Potassium tartrate 

11. คลอโรฟอร์ม 

12. กรดอะซิติก 

13. กรดก ามะถัน 

14. เอทานอล 

15. Na2HPO4 

16. NaH2PO4 

17. MgSO4  

18. NaNO3 

19. อาหารแข็งเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 1 

20. อาหารเหลวเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 1 
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21. อาหารเหลวเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 2 

22. ของเสียจากบริษัท เอส. เอ็ม. เคมิคัล ประเทศไทย จ ากัด 

     6.2 อุปกรณ์และเครื่องแก้ว 

1. เครื่อง pH meter      1 เครื่อง 

2. เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง      1 เครื่อง 

3. หม้อนึ่งความดันไอน้ า (Autoclave)    1 เครื่อง 

4. ตู้อบไฟฟ้า       1 เครื่อง  

5. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge)     1 เครื่อง 

6. เครื่องเขย่า (Incubator shaker)    1 เครื่อง 

7. Hot plate       1 เครื่อง 

8. ไมโครปิเปต (Micropipette)     2 อัน 

9. บีกเกอร์ขนาด 250 mL     4 ใบ 

10. บีกเกอร์ขนาด 50 mL    4 ใบ 

11. ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 mL   2 ขวด 

12. ขวดปรับปริมาตรขนาด 250 mL   2 ขวด 

13. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 mL  3 ขวด 

14. ขวด suction (Suction flask) ขนาด 250 mL   1 ขวด 

15. หลอดพลาสติกขนาด 15 mL    20 หลอด 

16. Eppendorf tube ขนาด 1.5 mL    10 หลอด 

17. แท่งแก้วคนสาร      3 อัน 

18. จานอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์แบบพลาสติก   3 อัน 

19. เข็มเขี่ยจุลินทรีย์ (Loop)     3 อัน 
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20. ตะเกียงแอลกอฮอล์      2 อัน 

21. กรวยกรอง       1 อัน 

22. กระดาษกรอง ขนาด 70 mL    5 แผ่น 

23. หลอดฉีดยา ขนาด 20 mL     5 อัน 

24. Syringe Filters      5 อัน 

25. TLC Sprayer      1 อัน 

26. Thin Layer Chromatography (TLC) G-60   2 แผ่น 

 

6.3 ขั นตอนการทดลอง 

6.3.1 การคัดแยกและเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลีแวนได้ในระดับเบื้องต้นบนอาหาร
แข็งน าถั่วเน่ามาบดในโกร่งบดสารด้วยการเติมน้ าเกลือเข้มข้น 0.9%wt แล้วท าการเจือจางแบบ serial 
dilutionจนถึงความเข้มข้นที่ 10-12 แล้วจึงปิเปตสารตัวอย่างแต่ละความเข้มข้นมาท าการ Spread 
plate บนอาหารแข็ง [Sucrose 200 g/L, Yeast Extract 5 g/L, Trypton 10 g/L, K2HPO4 2.5 
g/L, Agar 15 g/L] แล้วน าไปบ่มในตู้อบ ที่อุณหภูมิ 40ºC เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นจะท าการ
คัดเลือกโคโลนีที่สร้างเมือกมาท าการเลี้ยงลงในอาหารเหลว [Sucrose 50 g/L, Yeast Extract 5 g/L, 
Trypton 10 g/L, NaCl 5 g/L] เขย่าทิ้งไว้ 1 คืน ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 40ºC 
จากนั้นก็น าเชื้อไปเลี้ยงต่อในอาหารแข็ง [Sucrose 50 g/L, Yeast Extract 5 g/L, Trypton 10 g/L, 
NaCl 5 g/L, Agar 15 g/L] ด้วยการ streak plate เพ่ือใช้เป็น Stock เชื้อ 

6.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสของเชื้อจุลินทรีย์น าเชื้อที่ได้จา
การคัดเลือกน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการสร้าง เอนไซม์ลีแวนซูเครส โดยการน าเชื้อเลี้ยงในอาหาร
เหลว [Sucrose 50 g/L, Yeast Extract 5 g/L, Trypon 10 g/L, NaCl 5 g/L] เขย่าทิ้งไว้ 1 คืน ด้วย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 40ºC หลังจากนั้นหมุนเหวี่ยงเพ่ือยกเซลล์ 10,000 × g เป็นเวลา 
15 นาที แยกของเหลวด้านบน ทดสอบด้วยกระบวนการ DNS และน าไปทดสอบการดูดกลืนแสงที่ 
OD570 เพ่ือค านวณหาปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้น 

      6.3.3 การศึกษาความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์ 



25 
 

การศึกษานี้มีจุดประสงค์เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของซูโครสต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซู
เครส และเปลี่ยนซูโครสเป็นลีแวนด้วยจุลินทรีย์ Bacillus siamensis โดยมีขั้นตอนการทดลองดังนี้ 

1. เตรียมอาหารเหลวสูตรที่ 2 ที่มีความเข้มข้นของซูโครส 0, 5, 10, 15, 20 และ 30 %w/v 
ตามล าดับ 

2. ท าการปลุกจุลินทรีย์ Bacillus siamensis ด้วยอาหารแข็งสูตรที่ 1 (Enrich media) และ
ท าการเลือกโคโลนีที่สร้างเมือก  

3. เลือกโคโลนีที่สร้างเมือก 1 ลูป น ามาเลี้ยงบนอาหารเหลวสูตรที่ 1 (Enrich media) 
ปริมาตร 100 mL ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 mL เขย่าทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง ด้วยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 ºC และ pH 6 

4. น าจุลินทรีย์จากข้อ 3 จ านวน 20 mL เติมลงไปในอาหารเหลวสูตรที่ 2 (Differential 
media) ที่มีความเข้มข้นของซูโครส 0, 5, 10, 15, 20 และ 30 %w/v ตามล าดับ จ านวน 200 
mL และเขย่าทิ้งไว้ 48 ชั่วโมง ด้วย ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 ºC และ pH 6 

5. เก็บตัวอย่าง 3 mL ที่เวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วย
ความเร็วรอบ 9100× g นาน 15 นาที  

6. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน้ าตาลซูโครสในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต
เข้มข้น 20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที 
เพ่ือหยุดการท างานของเอนไซม์ 

7. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน้ าตาลซูโครสในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต
เข้มข้น 20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดการท างานของ
เอนไซม์ 

8. ท าการวิเคราะห์ Activity ของเอนไซม์และองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ด้วย HPLC (High 
performance liquid chromatography)  

9. น าเซลล์ที่ถูกแยกออกล้างด้วยน้ าเกลือ 2 ครั้ง และน าไปวัดค่า OD 600 เพ่ือตรวจสอบ
แนวโน้มการเติบโตของชีวมวล 

      6.3.4 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิของซูโครสต่อการย่อยสลายของจุลินทรีย์ 
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การศึกษานี้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อการย่อยสลายของจุลินทรีย์ เนื่องจากมี
งานวิจัยรายงานว่า เอนไซม์แต่ละชนิดที่ถูกผลิตขึ้นโดยจุลินทรีย์สามารถท างานได้ต่างกันที่อุณหภูมิ
ต่างกัน (Cardoso et al., 2017) โดยมีขั้นตอนการทดลองดังนี้  

1. เตรียมอาหารเหลวสูตรที่ 2 ที่มีความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมที่สุดจากการทดลองที่ 
6.3.1 

2. ท าการปลุกจุลินทรีย์ Bacillus siamensis ด้วยอาหารแข็งสูตรที่ 1 (Enrich media) และ
ท าการเลือกโคโลนีที่สร้างเมือก  

3. เลือกโคโลนีที่สร้างเมือก 1 ลูป น ามาเลี้ยงบนอาหารเหลวสูตรที่ 1 (Enrich media) 
ปริมาตร 100 mL ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 mL เขย่าทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง ด้วยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 ºC และ pH 6 

4. น าจุลินทรีย์จากข้อ 3 จ านวน 20 mL เติมลงไปในอาหารเหลวสูตรที่ 2 (Differential 
media) ที่มีความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมที่สุดจาการทดลองที่ 3.3.1 จ านวน 200 mL 
และเขย่าทิ้งไว้ 48 ชั่วโมง ด้วย ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25, 37 และ 50 ºC 
และ pH 6 

5. เก็บตัวอย่าง 3 mL ที่เวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วย
ความเร็วรอบ 9100× g นาน 15 นาที  

6. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน้ าตาลซูโครสในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต
เข้มข้น 20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที 
เพ่ือหยุดการท างานของเอนไซม์ 

7. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน้ าตาลซูโครสในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต
เข้มข้น 20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดการท างานของ
เอนไซม์ 

8. ท าการวิเคราะห์ Activity ของเอนไซม์และองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ด้วย HPLC (High 
performance liquid chromatography)  

9. น าเซลล์ที่ถูกแยกออกล้างด้วยน้ าเกลือ 2 ครั้ง และน าไปวัดค่า OD 600 เพ่ือตรวจสอบ
แนวโน้มการเติบโตของชีวมวล 
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6.3.5 การศึกษาการย่อยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารด้วยจุลินทรีย์ 

การศึกษานี้เป็นการทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดของเสียด้วยจุลินทรีย์ Bacillus siamensis 
โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่ได้จากการทดลองที่ 3.3.1-3.3.4 ได้แก่ ความเข้มข้นของซูโครส 
อุณหภูมิ เวลาบ่ม และน้ าตาล โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

1. เตรียมสารละลายของเสียเข้มข้น 20 %w/v น าสารละลายของเสียวิเคราะห์องค์ประกอบ
และปริมาณซูโครสด้วย HPLC 

2. ท าการปลุกจุลินทรีย์ Bacillus siamensis ด้วยอาหารแข็งสูตรที่ 1 (Enrich media) และ
ท าการเลือกโคโลนีที่สร้างเมือก  

3. เลือกโคโลนีที่สร้างเมือก 1 ลูป น ามาเลี้ยงบนอาหารเหลวสูตรที่ 1 (Enrich media) 
ปริมาตร 100 mL ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 mL เขย่าทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง ด้วยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 ºC และ pH 6 

4. น าจุลินทรีย์จากข้อ 3 จ านวน 20 mL เติมลงไปในอาหารเหลวสูตรที่ 2 ที่แทนที่ซูโครสด้วย
ของเสียโดยให้มีความเข้มข้นของซูโครสเท่ากับความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมที่สุดจาการ
ทดลองที่ 3.3.1 จ านวน 200 mL และเขย่าทิ้งไว้โดยใช้เวลาที่เหมาะสมที่สุดที่ได้จากการ
ทดลองที่ 3.3.3 ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดจากการทดลองที่ 
3.3.2 

5. เก็บตัวอย่าง 3 mL ที่เวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง น าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วย
ความเร็วรอบ 9100× g นาน 15 นาที  

6. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน้ าตาลซูโครสในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต
เข้มข้น 20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที 
เพ่ือหยุดการท างานของเอนไซม์ 

7. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน้ าตาลซูโครสในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต
เข้มข้น 20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดการท างานของ
เอนไซม์ 

8. ท าการวิเคราะห์ Activity ของเอนไซม์และองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ด้วย HPLC (High 
performance liquid chromatography)  
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9. น าเซลล์ที่ถูกแยกออกล้างด้วยน้ าเกลือ 2 ครั้ง และน าไปวัดค่า OD 600 เพ่ือตรวจสอบ
แนวโน้มการเติบโตของชีวมวล 

10. เก็บตัวอย่างซ้ า เช่นเดียวกับข้อที่ 5 โดยเพิ่มปริมาณเป็นตัวอย่าง 10 mL 

11. น าตัวอย่างจากข้อ 10 ไปแยกลีแวนออกด้วยวิธีการ Dialysis (กรองผ่านเมมเบรน)  

12. น าสารละลายที่แยกลีแวนออกแล้วไปวิเคราะห์ COD 
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7. ผลการทดลองและอภิปรายผล 

  7.1 ท าการเก็บตัวอย่างถั่วหมัก ที่อยู่ในพ้ืนที่ภาคเหนือ โดยมุ่งเก็บตัวอย่างจาก อ าเภอเวียงแหง 
          จังหวัดเชียงใหม่   

  7.2 น าตัวอย่างถั่วหมักมาท าการคัดแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลี
แวนได้ในระดับเบื้องต้น ท าการเก็บตัวอย่างถั่วหมักน ามาชั่ง 5 กรัม บดในโกร่งบดสารด้วยการเติม
น้ าเกลือเข้มข้น 0.9% โดยมวล 5 มิลลิลิตร เจือจางแบบ Serial dilution ตั้งแต่ความเข้มข้น 10-1 
จนถึงความเข้มข้นที่ 10-12 ปิเปตสารตัวอย่างแต่ละความเข้มข้นท าการ Spread plate บนอาหารแข็ง
เลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 1 แล้วน าไปบ่มในตู้อบ ที่อุณหภูมิ 40ºC เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ท าการคัดเลือก
โคโลนีที่สร้างเมือกที่มีลักษณะเหนียวหนืดและไม่เกิดโคโลนีที่ทับซ้อนกับโคโลนีอื่น ซึ่งคาดว่าเป็น
จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลีแวนได้ ท าการเลี้ยงลงในอาหาร (เหลว) เลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 2 เขย่าทิ้งไว้ 
1 คืน ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 40ºC น าจุลินทรีย์ ไปเลี้ยงต่อในอาหาร(แข็ง) เลี้ยง
จุลินทรีย์สูตรที่ 2 ด้วยการเขี่ยจุลินทรีย์ (Streak plate) เพ่ือใช้เป็น คลังเก็บจุลินทรีย์ ศึกษาสัณฐาน
วิทยาจุลินทรีย์บนอาหารแข็งสูตรที่ 2 และการย้อมสีแกรม เพื่อ จ าแนกกลุ่มของจุลินทรีย์  

   

 

 

 

 

รูปท่ี 7.1 การคัดแยกจุลินทรีย์บนอาหารเลี้ยงสูตรที่ 1 บ่มที่อุณหภูมิ 40 ºC 24 ชั่วโมง  
โคโลนีของจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตและสร้างเมือกขึ้นได 
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ตารางท่ี 7.1 การจ าแนกลักษณะโคโลนีของกลุ่มจุลินทรีย์ที่เจริญเติมโตบนอาหารสูตรเลี้ยงจุลินทรีย์ 
สูตรที่ 1 (Medium screen) คัดเลือกไอโซเลตทั้งหมด 43 ไอโซเลต  

รหัส 

ไอโซ เลต 

ลักษณะโคโลนี ย้อมแกลม ลักษณะ 

ของเซลล์ 

จ านวน 

ไอโซเลต 

B-1 ขนาดใหญ่รูปร่างไม่แน่นอน ทึบแสง
ขอบเป็นคลื่น ผิวหน้าขรุขระ 

บวก bacilli 12 

B-2 ขนาดใหญ่รูปร่างไม่แน่นอน ทึบแสง
ขอบเป็นคลื่น ผิวหน้าเหี่ยวย่น 

บวก bacilli 8 

B-3 ขนาดใหญ่รูปร่างไม่แน่นอน โปร่ง
แสงขอบเป็นคลื่น ผิวหน้าขรุขระ 

บวก bacilli 6 

B-4  ขนาดใหญ่กลมโปร่งแสง ขอบ เกลี้ยง
ไม่มีรอยเว้า ผิวหน้าเหี่ยวย่น 

บวก bacilli 5 

B-5  ขนาดใหญ่กลมทึบแสง ขอบเกลี้ยง 
ไม่มีรอยเว้า หิวหน้าเหี่ยวย่น 

บวก bacilli 4 

B-6  ขนาดใหญ่กลมโปร่งใสขอบเกลี้ยง ไม่
มีรอยเว้า ผิวหน้าเรียบ 

บวก bacilli 3 

B-7  ขนาดใหญ่กลมโปร่งแสง ขอบ เกลี้ยง
ไม่มีรอยเว้าผิวหน้าเรียบ 

บวก bacilli 2 

B-8  ขนาดใหญ่กลมโปร่างแสงขอบ 
เกลี้ยงไม่มีรอยเว้าผิวหน้าขรุขระ 

บวก bacilli 2 

B-9  ขนาดเล็กกลมโปร่งแสง ขอบ เกลี้ยง
ผิวหน้าเรียบ 

บวก cucci 1 
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7.3 การทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยน้ าตาลซูโครสของจุลินทรีย์เบื้องต้น เพ่ือคัดเลือกจุลินทรีย์ที่
สามารถย่อยน้ าตาลซูโครสได้เร็วที่สุด 5 ชนิด จากจุลินทรีย์ที่เราได้ท าการคัดแยกเบื้องต้นมาจากถ่ัวหมัก 
น าจุลินทรีย์จาก Primary screening เลี้ยงในอาหาร(เหลว)เลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 2 ในหลอดทดลอง
ขนาด 15 m มิลลิลิตร l ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 40ºC น าจุลินทรีย์แต่ละหลอด หมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ 9100 ×g เป็นเวลา 15 นาที แยก
ของเหลวด้านบน ทดสอบด้วยกระบวนการ DNS และน าไปทดสอบการดูดกลืนแสงที่ OD540 เพ่ือ
คานวณหาปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้นจากกราฟมาตราฐาน 

 

 

 

7.4 ศึกษาพฤติกรรมของเอนไซม์ลีแวนซูเครสของจุลินทรีย์ที่ถูกคัดเลือกจากขั้นตอนที่ 2.3.3 

เพ่ือน ามาสร้างเป็นกราฟของความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสที่เพ่ิมขึ้นกับเวลาซึ่งจะใช้
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตสารลีแวนของจุลินทรีย์ทั้ง 5 ตัว จากข้อ 2.3.3 ท าการศึกษา
เอนไซม์ลีแวนซูเครส โดยจะนาจุลินทรีย์ทั้ง 5 ชนิด ปริมาณ 3 มิลลิลิตร มาเลี้ยงลงในอาหารเลี้ยง
จุลินทรีย์เหลวสูตรที่ 2 ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาณอาหาร 30 มิลลิลิตร เขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37ºC เก็บตัวอย่างประมาณ 1 มิลลิลิตร มาทุกๆ 3 ชั่วโมง เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ 9100× g เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสของเหลว
ด้านบน น าไปหาค่าความเข้มข้นของกลูโคสด้วยกระบวนการ DNS และน าไปทดสอบการดูดกลืนแสงที่ 
OD540 ดังข้อ 2.3.3 

รูปที่ 7.2  กราฟแสดงความสัมพันธ์ร้อยละการย่อยซูโครสกับชนิดของจุลินทรีย์ที่เลี้ยงในอาหาร(เหลว)
สูตร 2 ที่ความเข้มข้นซูโครส 5%w ที่อุณหภูมิ 37 ºC ความเร็วรอบ 200 rpm 24 ชั่วโมง  

(*) ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเทียบกับ B-1 
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7.5 การทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยน้ าตาลซูโครสของจุลินทรีย์เบื้องต้นโดยใช้ โดยการแยกลีแวน

ชนิดฟรุกโทโอลิโกแซ็คคาไรด์ ( Isolation of Levan-type FOSs ) และการท าให้สารบริสุทธิ์ 
(Purification) 

ได้มีการคัดเลือกจุลินทรีย์จากถั่วเหลืองหมักที่สามารถผลิตลีแวนได้ จึงได้คัดเลือกจุลินทรีย์ที่
สามารถผลิตลีแวนได้สูงสุดจากการการทดสอบการย่อยน้ าตาลซูโครส แบบใช้กระบวนการ DNS และ
การบวนการทดสอบ TLC คือ จุลินทรีย์กลุ่ม B-5 และจุลินทรีย์กลุ่ม B-6 จึงได้มีการศึกษาคือ จุลินทรีย์
กลุ่ม B-5 และจุลินทรีย์กลุ่ม B-6 โดยน ามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงแข็งสูตร 1 แล้วน าไปบ่มในตู้อบ ที่
อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะได้จุลินทรีย์กลุ่ม B-5 เป็นโคโลนีเดี่ยว โปร่งใสขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า ผิวหน้าเรียบ แกรมบวก เซลล์เป็นท่อน (bacilli) และจุลินทรีย์กลุ่ม B-6 ที่มีลักษณะที่เป็นเมือก 
น าไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1 และอาหารเลี้ยงเหลวสูตร 2 มีความเข้มข้นของซูโครสความเข้มข้น 20 
%w/v เพ่ือศึกษาการย่อยของน้ าตาลของจุลินทรีย์ทั้งสองกลุ่ม ณ เวลาที่ 0 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง  

           
รูปที่ 7.41 เลี้ยงจุลินทรีย์บนอาหารแข็งสูตร 1: (A) จุลินทรีย์กลุ่ม B-5, (B) จุลินทรีย์กลุ่ม B-6  

รูปที่ 7.3  กราฟแสดงพฤติกรรมของเอนไซม์ลีแวนซูเครสในแต่ละช่วงเวลาของจุลินทรีย์ 

(B) 
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เมื่อน าเอนไซม์ที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงผสมน้ าตาลซูโครส  ในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียม
ฟอสเฟต ได้ไปทดสอบลงแผ่น TLC ซึ่งเป็นแผ่นซิลิกาเจล G-60 เป็นตัวดูดซับสาร และเมื่อน าไปวางบน
สารละลาย (คลอโรฟอร์ม / กรดอะซิติก / น้ า (6: 7: 1 v/v)) สารละลายจะท าหน้าเคลื่อนที่สารขึ้นไปยัง
ต าแหน่งต่างๆ ฉีดพ่นส่วนผสมของกรดก ามะถันและเอทานอล (10:90) และน าไปอบที่อุณหภูมิ 115 ºC 
15 นาที จะได้จุดบนแผ่นซิลิกาเจล G-60 ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้มีส่วนประกอบของไดแซ็กคาไรด์ ได้แก่ 
ซูโครส ซึ่งเป็นน้ าตาลในอาหารที่จุลินทรีย์ย่อยไม่หมด และยังมีส่วนประกอบมอนอแซ็คคาไรด์ ได้แก่ 
กลูโคส และฟรักโทส ที่เกิดจากการย่อยของเอมไซม์จุลินทรีย์ ที่เรียกว่า กระบวนการไฮโดรไลซิส และ
ยังมีส่วนประกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ เกิดการต่อกันของฟรุกโตสหลายๆ โมเลกุลมาต่อกับกลูโคส 1 
โมเลกุล ที่เรียกว่า กระบวนการทรานฟรุกโทซิเลชั่น จะได้ผลิตภัณฑ์คือ ลีแวน ดังรูปที่ 16 การทดสอบ 
TLC ของจุลินทรีย์กลุ่ม B-5: 1= การแยกเซลล์ 

สารที่ได้จากการย่อยของเอมไซม์ของจุลินทรีย์ดังกล่าวต้องลีแวนเป็นผลิตสุดท้ายเท่านั้น จึงได้มี
การท ากระบวนการแยกลีแวนฟรุกโทโอลิโกแซ็คคาไรด์และการบวนการท าให้สารบริสุทธิ์ต่อไป โดยการ
น าจุลินทรีย์กลุ่ม B-5 และ B-6 หมักในอาหารหมักที่สภาวะการหมักเพ่ือสังเคราะห์สารลีแวน น าไปปั่น
เหวี่ยงแยกเซลล์ และน าส่วนใสไปต้ม (Heat treatment) เพ่ือหยุดการท างานของเอนไซม์ ในระหว่าง
การแยกสารที่ไม่ต้องการออกไปจะมีการทดสอบ TLC เพ่ือดูความบริสุทธิ์ของสาร ที่ได้ โดยเทียบค่า
มาตรฐาน คือความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 20%w/v, น้ าตาลกลูโคสความเข้มข้น 
20%w/v และน้ าตาลฟรุกโตสความเข้มข้น 20%w/v ดังรูปที่ 16 การทดสอบ TLC ของจุลินทรีย์กลุ่ม 
B-5: S = Sucrose, G = Glucose, F= Fructos 

น าไปตกตะกอนด้วยเอทานอล 95% ที่อุณหภูมิ 4ºC เพ่ือตกตะกอน Exopolysaccharides 
และโปรตีน เนื่องจากเอทานอลที่อุณหภูมิต่ าจะเกิดสภาวะที่ pH=pI (pI : Isoelectric point) ท าให้ 
Exopolysaccharides และโปรตีนที่ละลายในเอทานอลมีประจุสุทธิเป็นศูนย์ และเกิดการรวมตัวกัน
เป็นตะกอน  ลีแวนเป็นสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่จึงได้น าเอาตะกอนไปปั่นเหวี่ยง และละลายน้ า DI เมื่อ
น าไปทดสอบลงในแผ่น TLC ดังรูปที่ 16 การทดสอบ TLC ของจุลินทรีย์กลุ่ม B-5: 2 = การตกตะกอน
ด้วยเอทานอล พบว่ายังเหลือ Exopolysaccharides และโปรตีน บางส่วนจึงได้น าไปแยกโปรตีนด้วย 
sevag reagent  

การแยกโปรตีนด้วย sevag reagent เพ่ือก าจัดโปรตีนที่เหลืออยู่จากขั้นตอนการตกตะกอน
ด้วยเอทานอล โปรตีนที่ได้มีลักษณะเจลสีขาว อยู่ระหว่างเฟสน้ าและโคโลฟอร์ม น าไปท าการ  ปั่น
เหวี่ยง และทดสอบลงในแผ่น TLC ดังรูปที่ 16 การทดสอบ TLC ของจุลินทรีย์กลุ่ม B-5: 3 = การ
ตกตะกอนโปรตีน พบว่า Exopolysaccharides และโปรตีน ได้จางหายไป แต่เหลือน้ าตาลฟรุกโตส จึง
ได้ท า dialysis เพ่ือก าจัดน้ าตาลดังกล่าว 

การท า dialysis เป็นกระบวนการที่ก าจัดสารที่ไม่ต้องการที่มีขนาดเล็กออกไป พบว่าโมเลกุล
ของสารที่มีขนาดเล็กว่า 12,000 Da ซึ่งเป็นรูพรุนของ dialysis bag จะมีการเคลื่อนที่ของสารจากที่มี
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ความเข้มข้นมากไปยังน้ า DI ที่มีความเข้มน้อยกว่า เมื่อน าไปทดสอบลงในแผ่น TLC ดังรูปที่ 16 การ
ทดสอบ TLC ของจุลินทรีย์กลุ่ม B-5: 4 = dialysis พบว่าเหลือเพียงจุดเริ่มต้นเท่านั้น ซึ่งก็คือ ลีแวน 
 หลังจากนั้นท ากระบวนการ freeze drying ที่อุณหภูมิ 0ºC เพ่ือก าจัดน้ าออกจากสารผลิตภัณฑ์ และ
น าสารไปวิเคราะห์โครงสร้างต่อไป 

 

รูปที่ 7.5 การทดสอบ TLC ของจุลินทรีย์กลุ่ม B-5 : การทดสอบ TLC ของจุลินทรีย์กลุ่ม B-5; 
S = Sucrose, G = Glucose, F= Fructos,  1= การแยกเซลล์, 2 = การตกตะกอนด้วยเอทานอล, 

3 = การตกตะกอนโปรตีน, 4 = dialysis  
 

7.6 เพ่ือศึกษาสภาวะในการหมักของจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตลีแวนได้สูงสุด 
โดยการศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการผลิตสารลีแวนผลจากการจ าแนก

จุลินทรีย์ ด้วยวิธีการจ าแนกสายพันธุ์ (Species) โดยการใช้ 16SrRNA   เพ่ือหาล าดับเบสของจุลินทรีย์ 
พบว่าจุลินทรีย์ชนิด B-6 พบว่ามีความเหมือนจุลินทรีย์ Bacillus simensis 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นลี
แวนที่พบได้ในอาหารประเภทหมัก  
จึงได้น าจุลินทรีย์ชนิด B-6 น ามาศึกษาสภาวะในการหมักของจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตลี
แวนได้สูงสุด  โดยการศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการผลิตสารลีแวน  โดยปรับความ
เข้มข้นของน้ าตาลซูโครส 5%w/v, 10%w/v, 20%w/v, 30%wt และ 40%w/v ในอาหารเหลวสูตร2 
เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง และน าวัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 เพ่ือหาปริมาณ ชีวะมวล 
   พบว่าความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  โดยจุลินทรีย์ชนิด 
B-6 สามารถเจริญเติบโตได้มากที่สุด คือ ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส 10%w/v ชั่วโมงที่ 48 วัดค่าได้ 
2.0657 ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส 20%w/v  ที่ 48 ชั่วโมง  วัดค่าได้ 2.1424 ความเข้มข้นของ
น้ าตาลซูโครส 5%w/v  ที่ 36 ชั่วโมง วัดค่าได้ 2.0657 ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส 30%w/v  ที่ 42 
ชั่วโมง  วัดค่าได้ 1.9813, ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส 40%w/v  ที่ 12 ชั่วโมง วัดค่าได้ 0.8962   
จากการศึกษาการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์พบว่าจุลินทรีย์เกิดการขยายเซลล์ 

 S   G   F  1  2  3  4 
Levan 
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และท าหน้าในการสังเคราะห์เอนไซม์ลีแวนซูแครส และมีการสังเคราะห์โปรตีนออกมาพร้อม
กัน เมื่อจุลินทรีย์เกิดการขยายตัวถึง stationary phase จะมีการลดลงของจุลินทรีย์ เนื่องจากความ
เข้มข้นของน้ าตาลที่เข้มข้นมากๆ จะไปยับยังการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ได้มากกว่าความเข้มข้นของ
น้ าตาลที่น้อยๆ แต่ถ้าความเข้มข้นน้อยเกินจะท าอาหารที่ใช้จุลินทรีย์ไม่พอจุลินทรีย์จึงค่อยๆ ลดลง ใน
กรณีที่จุลินทรีย์เพ่ิมขึ้นหลังจากการลดลง เนื่องจากจุลินทรีย์มีการน าโปรตีนที่ได้สังเคราะห์มาข้างต้น
น ามาใช้ในการเจริญเติบโตแทนน้ าตาลซูโครส ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองที่พบว่าที่การเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ที่ความเข้มของน้ าตาลซูโครส 5%w/v จะค่อยเพ่ิมจนถึงจุดสูงสุดที่ความเข้มของน้ าตาลซูโครส 
10%w/v หลังจากนั้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส 20%w/v, 
30%w/v และ 40%w/v จะค่อยๆ ลดลงตามล าดับ  โดยเอนไซม์ลีแวนซูแครสจะท าหน้าที่ไฮโดรไลซิส 
และทรานฟรุกโทซิเลชั่น เกิดเป็นลีแวน และยังพบว่าค่าจุลินทรีย์ในกลุ่มแกรมบวก มีการขยายตัวของ
ชีวะมวลเท่ากับปริมาณลีแวน ซึ่งการทดลองพบว่าความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส 10%w/v สามารถ
ผลิตชีวะมวลมากที่สุด แสดงว่าความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครสที่ 10%w/v สามารถสังเคราะห์ลีแวนได้
ปริมาณสูงสุดเช่นกัน  

 
รูปที่ 7.6 กราฟแสดงการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ Bacillus simensis ที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 2  

ณ เวลาต่างๆ: ความเข้มข้นซูโครส 5%w/v,   ความเข้มข้นซูโครส 10%w/v, 
ความเข้มข้นซูโครส 20%w/v,   ความเข้มข้นซูโครส 30%w/v, ความเข้มข้นซูโครส 40%w/v  

7.7 ผลกระทบของความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์ 

จากการทดลองพบว่าการย่อยสลายของซูโครสในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ที่มีความเข้มข้น 
10%w/v เกิด Enzyme activity สูงสุด 0.36 IU/mL ที่เวลา 12 ชั่วโมง โดยมี Enzyme activity ของ
การไฮโดรไลซิสโมเลกุลของซูโครส และทรานส์ฟรุกโตซิลเลชัน 0.22 และ 0.19 IU/mL ตามรูปที่ 7.7 
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รูปที่ 7.7 Enzyme activity of sucrose degradation with 10%w/v sucrose, 37-degree 
Celsius, 200 rpm, 48 Hr 

การย่อยสลายของซูโครสในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ที่มีความเข้มข้น 20%w/v เกิด Enzyme 
activity สูงสุด 1.00 IU/mL ที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยมี Enzyme activity ของการไฮโดรไลซิสโมเลกุล
ของซูโครส และทรานส์ฟรุกโตซิลเลชัน 0.58 และ 0.63 IU/mL ตามล าดับ รูปที่ 7.8 

รูปที่ 7.8 Enzyme activity of sucrose degradation with 20%w/v sucrose, 37-degree 
Celsius, 200 rpm, 48 Hr 

การย่อยสลายของซูโครสในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ที่มีความเข้มข้น 30%w/v เกิด Enzyme 
activity สูงสุด 1.25 IU/mL ที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยมี Enzyme activity ของการไฮโดรไลซิสโมเลกุล
ของซูโครส และทรานส์ฟรุกโตซิลเลชัน 0.70 และ 0.88 IU/mL ตามล าดับ รูปที่ 7.9 
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รูปที่ 7.9 Enzyme activity of sucrose degradation with 30%w/v sucrose, 37-degree 
Celsius, 200 rpm, 48 Hr 

7.8 การย่อยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารด้วยจุลินทรีย์ 

 จากข้ันตอนการศึกษาความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์ พบว่า
ความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายสูงสุดได้แก่ ซูโครสเข้มข้น 30 20 และ 10%w/v 
ตามล าดับ อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาอัตราการเจริญของจุลินทรีย์ในซูโครสแต่ละความเข้มข้นพบว่าที่
ซูโครสเข้มข้น 20%w/v มีอัตราการเจริญของจุลินทรีย์เร็วกว่าที่ซูโครสเข้มข้น 30%w/v รูปที่ 7.10 จึง
ท าการศึกษาการย่อยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารด้วยจุลินทรีย์ที่ความเข้มข้นของของเสีย 
20%w/v  

รูปที่ 7.10 The absorbance of Bacillus siamensis in culture medium 2 containing 10, 20 
and 30%w/v sucrose, 37-degree Celsius, 200 rpm, 48 Hr 
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 การย่อยสลายของเสียที่มีความเข้มข้น 20%w/v เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส พบว่า เกิด Enzyme activity สูงสุด 0.92 IU/mL ที่เวลา 48 ชั่วโมง เกิดการไฮโดรไลซิส
และทรานส์ฟรุกโตซิลเลชัน 0.39 และ 0.53 IU/mL ตามล าดับ (Figure 5) ในขณะเดียวกันพบว่าของ
เสียเข้มข้น 20%w/v ประกอบด้วยซูโครสเข้มข้น 17.42%w/v และสามารถลดลงเหลือเพียง 13.21 
%w/v เมื่อเวลาผ่านไป 48 ชั่วโมง มีกลูโคสและฟรุกโตสเกิดข้ึนสูงสุด 2.09 และ 0.94%w/v ตามล าดับ 
รูปที่ 7.11 

รูปที่ 7.11 Enzyme activity of waste degradation with 20%w/v sucrose waste, 37-degree 
Celsius, 200 rpm, 48Hr 

รูปที่ 7.12 Concentration of sugar (Fructose, glucose and sucrose) after incubated 
20%w/v waste, 37-degree Celsius, 200 rpm, 48 Hr 

จากขั้นตอนการศึกษาความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์พบว่า 
หลังจากการบ่มอาหารเหลวสูตรที่ 2 ที่ประกอบด้วยซูโครสเข้มข้น 10, 20 และ 30 %w/v ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เกิดกระบวนการทรานส์ฟรุกโต
ซิลเลชันมากกว่ากระบวนการไฮโดรไลซิส ของซูโครสเข้มข้น 20 และ 30%w/v แต่ส าหรับซูโครส
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เข้มข้น 10 %w/v เกิดกระบวนกานไฮโดรไลซิสมากกว่ากระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชัน ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Shih et al. (2005) โดยรายงานว่าความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสม
เป็นตัวแปรที่ท าให้เกิดการสร้างลีแวนในปริมาณที่ต่างกัน โดยลีแวนเป็นพอลีแซ็กคาไรด์ที่เกิดจาก
กระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชัน  

จากการย่อยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารด้วยจุลินทรีย์ โดยเลี้ยงจุลินทรีย์ Bacillus 
siamensis ในอาหารเหลวสูตรที่ 1 และ 2  แต่แทนที่ซูโครสด้วยของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารโดยมี
ความเข้มข้น 20%w/v ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าปริมาณ
ซูโครสลดลงตามระยะเวลาบ่มและเกิดเป็นกลูโคสและฟรุกโตส โดยฟรุกโตสมีปริมาณมากกว่าปริมาณ
ซูโครส ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ozimek et al. (2006) โดยอ้างอิงถึงการท างานของเอนไซม์ลีแวน
ซูเครส โดยเอนไซม์ลีแวนซูเครสจะเข้าจับกับซูโครส เกิดกระบวนการไฮโดรไลซิสได้ผลิตภัณฑ์เป็น
กลูโคสและฟรุกโตส จากนั้นเอนไซม์ดังกล่าวจะจับกับโมเลกุลของกลูโคส 1 โมเลกุลและเชื่อมต่อกับ
โมเลกุลของฟรุกโตสอิสระเป็นสายยาวผ่านกระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิลเลชันเกิดเป็นพอลิแซ็กคาไรด์
หรือลีแวน 

เมื่อเปรียบเทียบ Enzyme activity ระหว่างการบ่มจุลินทรีย์ด้วยอาหารที่มีความเข้มข้นของ
ซูโครส 20%w/v และของเสียเข้มข้น 20%w/v พบว่าเกิด Enzyme activity 1.00 และ 0.92 IU/mL 
ตามล าดับซึ่งมีค่าใกล้เคียงกัน เป็นผลลัพธ์ที่ยืนยันได้ว่า เอนไซม์ลีแวนซูเครสจากจุลินทรีย์ Bacillus 
siamensis สามารถก าจัดของเสียที่มีองค์ประกอบของซูโครสได้ โดยสามารถลดปริมาณซูโครสได้สูงสุด
จาก 17.42 %w/v เหลือ 13.21 %w/v โดยใช้เวลาบ่ม 48 ชั่วโมง 

อย่างไรก็ตามอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่ใช้บ่มจุลินทรีย์เป็นอุณหภูมิที่อ้างอิงจากรายงานวิจัย
ของ Sumpavapol et al. (2009) โดยเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดต่อการเจริญของจุลินทรีย์ 
Bacillus siamensis ที่ถูกคัดเลือกจากปูดองแต่ไม่ใช่อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ลี
แวนซูเครส จึงจ าเป็นที่จะต้องศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์เพ่ิมเติมรวมไปถึง
ปัจจัยต่างๆ ที่อาจส่งผลต่อการท างานของเอนไซม์ เช่น ระยะเวลาในการบ่ม pH สารเติมแต่งและสาร
ลดแรงตึงผิวต่างๆ เป็นต้น 
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8. สรุปผลการทดลอง 

1. จากการน าถั่วเหลืองหมักมาคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลีแวนเบื้องต้นเลี้ยงบนอาหารแข็ง
เลี้ยงเชื้อสูตรที่ 1 ได้โคโลนีที่เป็นเมือกและแต่ละโคโลนีไม่อยู่ติดกันจานวนทั้งหมด 43 โคโลนี และจาก
การศึกษาสัณฐานวิทยาจุลินทรีย์ และการย้อมสีแกรมสามารถแบ่งกลุ่มของจุลินทรีย์ที่ได้ทั้งหมดออกได้
เป็น 9 กลุ่ม คือกลุ่ม B-1 ถึง B-9 

เมื่อน าจุลินทรีย์จากแต่ละกลุ่มที่แบ่งได้จากการคัดเลือกเบื้องต้นมาท าการทดสอบหาประสิทธิภาพใน
การย่อยน้าตาลซูโครสของจุลินทรีย์ที่เลี้ยงในอาหารเหลวเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 1 เขย่าด้วยความเร็ว 200 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 40ºC 24 ชั่วโมง พบว่าจุลินทรีย์กลุ่ม B-1 มีปริมาณร้อยละการย่อยน้ าตาล
ซูโครสสูงที่สุดคือร้อยละ 65.49 รองลงมาคือกลุ่ม B-5, B-6, B-4, B-2, B-3, B-7, B-8 และ B-9 ตามลา
ดับ โดยปริมาณร้อยละการย่อยน้ าตาลซูโครสคือร้อยละ 63.72, 58.41, 58.25, 57.92, 24.99, 7.39, 
2.65 และ 0.59 ตามล าดับ ซึ่งจะได้จุลินทรีย์ทั้งหมด 5 ตัวที่สามารถย่อยน้ าตาลซูโครสได้มากกว่าร้อย
ละ 50 คือจุลินทรีย์กลุ่ม B-1, B-5, B-6, B-4 และ B-2  

2. จากการน าถั่วเหลืองหมักมาคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลีแวนเบื้องต้นโดยท าการคัดเลือก
จุลินทรีย์กลุ่ม B-5 และ B-6  เลี้ยงในอาหารเหลวส าหรับหมัก เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าจุลินทรีย์กลุ่ม B-5 และ B-6           มาตกตะกอน
ด้วยเอทานอล 95% เพ่ือตกตะกอนเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์และแยกโปรตีนด้วย sevag reagent น าไป
ท า dialysis และท า freeze drying  จากนั้นวิเคราะห์องค์ประกอบของสารด้วย TLC จะได้สารบริสุทธิ์
ที่เรียกว่า ลีแวน 

 3. จุลินทรีย์ Bacillus siamensis สามารถเจริญและผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสได้ดีที่ความ
เข้มข้นของซูโครส 20%w/v โดยมี Enzyme activity สูงสุด 1.00 IU/mL ที่เวลาบ่ม 48 ชั่วโมง และ
จุลินทรีย์ดังกล่าวสามารถก าจัดของเสียซูโครส โดยลดปริมาณของซูโครสจาก 17.42 %w/v เหลือ 
13.21 %w/v โดยใช้เวลาบ่ม 48 ชั่วโมง โดยมี Enzyme activity สูงสุด 0.92 IU/mL ที่เวลา 48 
ชั่วโมง 
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9. ข้อเสนอแนะ  

        1. ปรับปรุงสังเคราะห์โดยน าจุลินทรีย์ที่ได้ท าการตรึงเซลล์บนเม็ดอัลจิเนตหรืออาจตรึงเอนไซม์
ลีแวนซูเครสบนเม็ดอัลจิเนต เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตสารลีแวน 

        2. ศึกษาน้ าหนักโมเลกุลของสารลีแวน (Degree of polymerization ,DP) โดยการวิเคราะห์
ขั้นสูงด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น GPC, HPSEC, GC-MS, MALDI-TOF หรือ ESI-MS และศึกษาคุณสมบัติ
ต่างๆของสารลีแวน เช่น สภาวะของอุณหภูมิและคุณสมบัติการทนความร้อน  เป็นต้น 

        3. ปรับปรุงและพัฒนาสารลีแวนโดยการน าไปใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมยา เช่น Anti-
cancer, Anti-bacterial, Anti-viral เป็นต้น และการสร้างแบบจ าลองกระบวนการปลดปล่อยยา 
(Modeling of drug release from delivery systems) 
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10. ผลผลิต (Output) 

- รายงานฉบับสมบูรณ์ 
- อยู่ในระหว่างการตีพิมพ์ลงวารสารวิชาการระดับชาติ 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก ผลการทดลอง 

อาหารแข็งเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 1 

- Sucrose 200 g/L 
- Yeast extract 5 g/L 
- Trypon 10 g/L 
- K2HPO4 2.5 g/L 
- Agar 15 g/L 

อาหารแข็งเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 2 

- Sucrose 50 g/L 
- Yeast extract 5 g/L 
- Trypon 10 g/L 
- NaCl 5 g/L 
- Agar 15 g/L 

อาหารเหลวเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 1 

- Sucrose 50 g/L 
- Yeast extract 5 g/L 
- Trypon 10 g/L 
- NaCl 5 g/L 

อาหารเหลวเลี้ยงจุลินทรีย์สูตรที่ 2 

- Na2HPO4 3.5 g/L 
- NaH2PO4 0.8 g/L 
- MgSO4 0.2 g/L 
- NaNO3 3.5 g/L 
- Yeast extract 5 g/L 
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ภาคผนวก ข 
กราฟและตารางผลการทดลอง 

ตารางที่ ข.1การจ าแนกกลุ่มของจุลินทรีย์ตามสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์บนอาหารแข็งสูตรที่ 2 และ
การย้อมแกรม 
ไอโซเลต  ขนาด  รูปร่าง

โคโลน ี 
ลักษณะ
เกี่ยวกับแสง  

ขอบโคโลนี  ผิว
โคโลน ี 

ย้อม
แกรม  

รูปร่าง
ของเซลล์  

1  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

2  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

3  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

4  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

5  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

6  ขนาดใหญ่  กลม  ทึบแสง  ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

7  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

8  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

9  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

10  ขนาดใหญ่  กลม  ทึบแสง  ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

11  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

12  ขนาดเล็ก  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เรียบ  +  cucci  

13  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  
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ตารางที่ ข.1การจ าแนกกลุ่มของจุลินทรีย์ตามสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์บนอาหารแข็งสูตรที่ 2 และ
การย้อมแกรม 
ไอโซเลต  ขนาด  รูปร่าง

โคโลน ี 
ลักษณะ
เกี่ยวกับแสง  

ขอบโคโลนี  ผิว
โคโลน ี 

ย้อม
แกรม  

รูปร่าง
ของเซลล์  

14  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

15  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งใส  ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เรียบ  -  bacilli  

16  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

17  ขนาดใหญ่  กลม  ทึบแสง  ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

18  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

19  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

20  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

21  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

22  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

23  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

24  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

25  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งใส  ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เรียบ  +  bacilli  

26  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

27  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  
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ตารางที่ ข.1การจ าแนกกลุ่มของจุลินทรีย์ตามสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์บนอาหารแข็งสูตรที่ 2 และ
การย้อมแกรม 
ไอโซเลต  ขนาด  รูปร่าง

โคโลน ี 
ลักษณะ
เกี่ยวกับแสง  

ขอบโคโลนี  ผิว
โคโลน ี 

ย้อม
แกรม  

รูปร่าง
ของเซลล์  

28  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

29  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

30  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

31  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  -  bacilli  

32  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

-  bacilli  

33  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งใส  ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เรียบ  +  bacilli  

34  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  -  bacilli  

35  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เรียบ  +  bacilli  

36  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เรียบ  +  bacilli  

37  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

ขรุขระ  +  bacilli  

38  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

ขรุขระ  +  bacilli  

39  ขนาดใหญ่  กลม  โปร่งแสง
เล็กน้อย  

ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

ขรุขระ  +  bacilli  

40  ขนาดใหญ่  กลม  ทึบแสง  ขอบเกลี้ยงไม่มี
รอยเว้า  

เหี่ยว
ย่น  

-  bacilli  

41  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  
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ตารางที่ ข.1การจ าแนกกลุ่มของจุลินทรีย์ตามสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์บนอาหารแข็งสูตรที่ 2 และ
การย้อมแกรม 
ไอโซเลต  ขนาด  รูปร่าง

โคโลน ี 
ลักษณะ
เกี่ยวกับแสง  

ขอบโคโลนี  ผิว
โคโลน ี 

ย้อม
แกรม  

รูปร่าง
ของเซลล์  

42  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  

43  ขนาดใหญ่  รูปร่างไม่
แน่นอน  

ทึบแสง  ขอบเป็นคลื่นที่
โค้งหรือเว้าเพียง  

เหี่ยว
ย่น  

+  bacilli  
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ตารางท่ี ข.2 การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ที่ค่าการดูกลืนแสง OD600 

ชั่วโมง ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส (%w/v) 

 
5 10 20 30 40 

0 0.0387 0.0779 0.0764 0.0462 0.0456 

 
0.0388 0.078 0.0763 0.0463 0.0455 

 
0.0387 0.0779 0.0766 0.0461 0.0455 

AVERAGE 0.0387 0.0779 0.0764 0.0462 0.0455 
S.D. 5.8E-05 5.8E-05 1.5E-04 1.0E-04 5.8E-05 
6 1.5607 1.2638 1.5256 1.2903 0.5101 

 
1.5604 1.2633 1.5246 1.2898 0.51 

 
1.5606 1.2633 1.5227 1.2893 0.5099 

AVERAGE 1.5606 1.2635 1.5243 1.2898 0.5100 
S.D. 0.0002 0.0003 0.0015 0.0005 0.0001 
18 1.3152 1.8073 1.3698 1.2398 0.9483 

 
1.3151 1.8074 1.3696 1.2397 0.948 

 
1.3146 1.8072 1.3697 1.2397 0.9481 

AVERAGE 1.31497 1.80730 1.36970 1.23973 0.94813 
S.D. 0.0003 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002 
36 2.0655 2.2604 1.8459 1.8696 0.5048 
  2.0658 2.2606 1.8466 1.87 0.5046 
  2.0659 2.2607 1.8468 1.8704 0.5045 

AVERAGE 2.0657 2.2606 1.8464 1.8700 0.5046 
S.D. 0.0002 0.0002 0.0005 0.0004 0.0002 
48 1.8661 2.3494 2.1423 1.9814 0.5082 
  1.8662 2.3499 2.1426 1.9814 0.5086 
  1.8661 2.3494 2.1424 1.9811 0.5086 

AVERAGE 1.8661 2.3496 2.1424 1.9813 0.5085 
S.D. 5.8E-05 2.9E-04 1.5E-04 1.7E-04 2.3E-04 
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ภาคผนวก ค 
การค้านวณ 

การค้านวณปริมารณกลูโคสและค่า IU/ml 

 

รูปที่ ข กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของน้าตาลกลูโคสที่การดูดกลืนแสง 540 nm 
จากกราฟได้สมการจากเส้นแนวโน้มคือ y = 1.3718x + 0.0589  
     เมื่อ y คือ ค่าท่ีได้จากการวัดค่าการดูดกลืนแสง  
x คือ ค่าปริมาณน้าตาลกลูโคสที่เกิดข้ึน หน่วยเป็น mg/ml  
การคานวณ จากการทดลองครั้งที่ 1 y = 0.0596  
แทนค่า y ลงในสมการจะได้ 0. 0596 = 1.3718x + 0.0589  
x = 0.0005103 mg/ml x 100  
x = 0.05103 mg/ml  
ดังนั้น ปริมาณน้าตาลกลูโคสที่เกิดขึ้น = 0.05103 mg/ml  
เปลี่ยนหน่วยให้เป็น IU/ml จะได้เท่ากับ 0.00472 μmole/ml∙min  

ดังนั้นค่า IU = 0.00472 IU/ml 
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ประวัตินักวิจัยและคณะ พร้อมหน่วยงานสังกัด 

1. ผู้รับผิดชอบ ประกอบด้วย 
1.1 หัวหน้าโครงการ (ภาษาไทย) นายวิทวัส แจ้งเอี่ยม 
   (ภาษาอังกฤษ) Mr.Witawat Jangiam 
 หน่วยงานหลัก ภาควิชาวิศวกรรมเคมี 
   คณะวิศวกรรมศาสตร์ 
   มหาวิทยาลัยบูรพา 
   โทรศัพท์ : 038-102222 (ต่อ 3350) 
   แฟกซ์ : 038-102222 (ต่อ 3351) 
1.2 ผู้ร่วมวิจัย  (ภาษาไทย) คุณสุนิกร 
 หน่วยงานหลัก บริษัท เอส.เอ็ม.ซี. (ประเทศไทย) จ ากัด 
   โทรศัพท์ : - 
   แฟกซ์ : - 


