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บทคดัย่อ 

 

โครงการวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาการออกแบบเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะ และแบบท่อไหล 

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารลีเวน โดยใชว้ิธีการตรึงจุลินทรียท่ี์ตรึงบนเมด็อลัจิเนต และ

ศึกษาการผลิตสารลีเวนจากขอเสียโรงงานอุตสาหกรรมให้มีประสิทธิภาพและปริมาณมากท่ีสุด 

จากการวจิยัพบวา่การผลิตสารลีแวนโดยใชส้ารตั้งตน้เป็นน ้าตาลซูโครสดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบ

กะมีอตัราการลดลงของซูโครสจาก 20%w/v เหลือ 2.04%W/V ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง และอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมคือ 37 °C ในส่วนของการประยกุตใ์ชเ้อนไซมจ์ากจุลินทรีย ์พบวา่ อุณหภูมิท่ีมากกวา่หรือนอ้ย

กวา่ 37 °C ส่งผลใหกิ้จกรรมของเอนไซมล์ดลง จุลินทรีย ์Bacillus siamensis สามารถผลิตสารลีแวนจาก

ของเสียโรงงานอุตสาหกรรมไดดี้กวา่จุลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีถูกตรึงดว้ยเมด็อลัจิเนต 

 

 

 

 

 

 

 



 ค 

Abstract 

 

 In this research aims to: 1) investigate the design of batch and plug flow reactors 

to increase the levan production efficiency by microbial immobilization method and 2) 

study the levan production from industrial waste. 

 The results revealed that the levan production occurred by the substrate as 

sucrose with batch the reactor, the sucrose concentration was decreased from 20%w/v to 

2.04%w/v within 24 hours at 37 degree Celsius. In the part of enzyme application, the 

results showed the temperatures increased to higher or decreased to lower than 37 

degree Celsius that affected to increase the enzyme activities. The free Bacillus siamensis 

can produced levan from industrial waste better than the B. siamensis was immobilized 

by alginate. 
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บทที ่1  
บทน า 

1.1  ทีม่าและความส าคัญของโครงงานวจัิย    
ปัจจุบนัปัญหาทางดา้นมลพิษท่ีเกิดจากการขยายตวัของอุตสาหกรรมต่างๆ โดยเฉพาะการปล่อย

น ้าเสียลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติ ส่งผลกระทบต่อชุมชน หรือครัวเรือนท่ีอยูใ่กลเ้คียงโรงงาน ปัญหาท่ีเกิดข้ึน

ตามมามีหลายดา้น เช่น ดา้นสุขภาพทางร่างกายและจิตใจ ทรัพยากรทางธรรมชาติและความหลากหลาย

ทางชีวภาพในแหล่งน ้าเส่ือมโทรมและมีจ านวนลดลง อีกทั้งในปัจจุบนัประเทศไทยมีกลไกการ

ขบัเคล่ือน Thailand 4.0 เป็นการพาไปสู่ “ประเทศในโลกท่ีหน่ึง” โดยเนน้ “ระบบเศรษฐกิจท่ีเนน้การ

สร้างมูลค่า” (Value - Based Economy) ท่ีขบัเคล่ือนดว้ย นวตักรรม เทคโนโลย ีและความคิดสร้างสรรค ์

โดยมี 5 กลุ่มเทคโนโลย/ีอุตสาหกรรมเป้าหมายท่ีตอ้งการพฒันาข้ึนในประเทศ หน่ึงในนั้นคือ ดา้น

การเกษตรและอาหารใชเ้ทคโนโลยชีีวภาพ ซ่ึงแนวคิดของ Thailand 4.0 จะผลกัดนัใหป้ระเทศไทยเป็น

ศูนยก์ลางของผลิตผลการเกษตรและอาหารระดบัพรีเมียม  เป็นผูส่้งออกเทคโนโลยดีา้นการเกษตร เมล็ด

พนัธ์ุ วคัซีน สร้างฐานเศรษฐกิจท่ีมัน่คงจากความหลากหลายทาง โดยมีเป้าหมายการสร้างมูลค่าทาง

เศรษฐกิจสูงสุดท่ี 20 ปี มีมูลค่าสูงถึง 1,000,000 ลา้นบาท ดว้ยกลไกขบัเคล่ือนต่างๆ ซ่ึงหมายความวา่ใน

อีกไม่ก่ีปีขา้งหนา้น้ีจะมีโรงงานอุตสาหกรรมเกิดข้ึนอีกนบัไม่ถว้น และอาจส่งผลกระทบทางดา้นปัญหา

ของน ้าเสียท่ีปล่อยออกจากโรงงานสู่แหล่งน ้าตามธรรมชาติมากข้ึนอุตสาหกรรมอาหารเป็นหน่ึงใน

อุตสาหกรรมท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงของประเทศไทย เน่ืองจากมีความตอ้งการของผูบ้ริโภคเพิ่มมากข้ึน ซ่ึง

หน่ึงในขอ้จ ากดัท่ีมีผลต่อโรงงานอุตสาหกรรมอาหารคือค่าใชจ่้ายในการบ าบดัและก าจดัของเสียท่ีเกิด

จากกระบวนการผลิต ส าหรับการพฒันาอยา่งย ัง่ยนืส าหรับอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม การ

พฒันาไบโอรีไฟนาร่ี (biorefineries) ไดรั้บความสนใจอยา่งยิง่จากนกัวทิยาศาสตร์และอุตสาหกรรม ซ่ึง

แนวคิดน้ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตสารประกอบต่างๆ เช่น เช้ือเพลิงชีวภาพ สารเคมี และพลงังานท่ีดีจาก
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แหล่งพลงังานทดแทน อยา่งเช่น พลงังานจากชีวมวล ซ่ึงเป็นกระบวนการแปรรูปชีวมวลใหเ้ป็นวสัดุ

ชีวภาพท่ีมีประโยชน์ และสามารถเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจจากของเสียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการผลิต และ

ลดปริมาณน ้าเสียท่ีเกิดข้ึนได ้[1] ดงันั้นการพฒันาไบโอรีไฟนาร่ี (biorefineries) แบบยัง่ยนืท่ีเป็นมิตรกบั

ส่ิงแวดลอ้มไดรั้บความสนใจจากนกัวทิยาศาสตร์และอุตสาหกรรม แนวคิดน้ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต

สารประกอบต่างๆ เช่น เช้ือเพลิงชีวภาพ, สารเคมี หรือพลงังานท่ีดีจากแหล่งพลงังานทดแทนเช่นชีวมวล 

[2] กระบวนการแปรรูปชีวมวลเป็นวสัดุชีวภาพท่ีเป็นประโยชน์สามารถเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจของ

วตัถุดิบท่ีทิ้งในปัจจุบนัและลดปริมาณน ้าเสียท่ีผลิตไดจ้ากอุตสาหกรรมต่างๆ 

 ในสังคมปัจจุบนัอาหารไม่ไดมี้ไวเ้พื่อความตอ้งการดา้นพลงังานของร่างกายเพียงเท่านั้น แต่ยงั

เนน้ไปทางดา้นการส่งเสริมสุขภาพ ความสนใจทางดา้นสุขภาพท่ีเพิ่มข้ึนของผูค้นในการเลือก

รับประทานอาหาร [3] ในช่วงไม่ก่ีปีท่ีผา่นมาผูค้นใหค้วามส าคญักบัพฤติกรรมการบริโภคอาหารมากข้ึน

และอาหารท่ีใหป้ระโยชน์จะถูกใหค้วามสนใจทางดา้นการรักษาสุขภาพของมนุษย ์พรีไบโอติก 

(Prebiotics) ถือเป็นองคป์ระกอบหลกัของอาหารท่ีมีส่วนประกอบของคาร์โบไฮเดรตสายสั้น 

Fructooligosaccharides (FOSs) ถือวา่เป็นหน่ึงในกลุ่มหลกัของพรีไบโอติกท่ีมีคุณสมบติัเป็น bifidogenic 

โดยท่ี FOSs ไดจ้ากการสกดัพืชชนิดต่างๆ หรือการสังเคราะห์เอนไซม ์ ซ่ึงเอนไซมเ์หล่าน้ีสามารถหาได้

จากซูโครสโดยเกิดจากปฏิกิริยา fructosyltransferase [4] ในบรรดาพรีไบโอติคเหล่าน้ี FOSs เป็นท่ีสนใจ

เน่ืองจากมีคุณค่าและมูลค่าทางเศรษฐกิจสูง [5,6] FOSs ช่วยกระตุน้การเจริญเติบโตของเช้ือ 

Bifidobacteria และ Lactobacillus sp. ในล าไส้ใหญ่ โดยกลุ่มแบคทีเรียชนิดเหล่าน้ีจะท าใหเ้กิดกรดไขมนั 

เช่น acetate (C2), propionate (C3) และ butyrate (C4) ซ่ึงจะช่วยลดความเป็นกรดของล าไส้ใหญ่และช่วย

ในการดูดซึมแร่ธาตุ (Ca2 + และ Mg2 +) และสารอาหารในร่างกาย [7,8] ลีเวน (Levan) เป็นโฮโมโพลิ

แซคคาไรดช์นิดหน่ึงท่ีมีน ้าตาลฟรุกโตสต่อกนัเป็นสายหลกั [9] ถูกผลิตไดจ้ากเช้ือจุลินทรียห์ลากหลาย
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ชนิด [10] การศึกษาเก่ียวกบัการรวบรวมการสังเคราะห์และการผลิตลีเวน เร่ิมข้ึนระหวา่งปีพ.ศ. 2413 ถึง 

2483 ในเยอรมนี ฝร่ังเศส และองักฤษ [11] นอกจากคุณสมบติัทัว่ไปลีเวนยงัมีคุณสมบติัทางชีวการแพทย์

ท่ีส าคญั เช่น สารต่อตา้นอนุมูลอิสระ, ตา้นการอกัเสบ, ป้องกนัมะเร็ง, สารต่อตา้นเอดส์ ฯลฯ [12] และยงั

ใชก้นัอยา่งแพร่หลายในอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางในการจดัท าครีมผิวมอยเจอไรเซอร์ ฯลฯ [13] การใช้

ประโยชน์จากลีเวนในภาคอุตสาหกรรมมีจ านวนมาก ลีเวนจึงกลายเป็นโพลิเมอร์ท่ีส าคญัและเป็นสารท่ีมี

ความตอ้งการในตลาด โดยท่ีลีเวนเป็นผลผลิตท่ีมีมูลค่าสูง  

ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงศึกษาการเปล่ียนน ้าตาลซูโครส (sucrose) ท่ีอยูใ่นน ้าเสียของโรงงานใหอ้ยูใ่น

รูปของสารลีเวนซ่ึงเป็นสารท่ีมีมูลค่าสูง โดยใชจุ้ลินทรียท่ี์ตรึงบนเมด็อลัจิเนต ดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะ

จากสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตลีเวนท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด และผลิตลีเวนในปริมาณมากท่ีสุด ซ่ึงจะ

เป็นการสร้างรายไดแ้ละใชป้ระโยชน์จากของเสียใหเ้กิดประโยชน์สูงสุดกบัโรงงาน และเพื่อตอบสนอง

ความตอ้งการของอุตสหกรรมท่ีเพิ่มข้ึน และเพิ่มผลประโยชน์ทางเศรษฐกิจใหก้บัประเทศได ้และตรงกบั

นโยบาย Thailand 4.0 โดยจะท าใหอ้ตัราการขยายตวัทางเศรษฐกิจจากระดบัร้อยละ 3-4 เป็นร้อยละ 5-6 

การเพิ่มระดบัการวจิยัและพฒันา จากร้อยละ 0.25 GDP ในปี พ.ศ. 2553 เป็นร้อยละ 4.0 (เทียบเท่า

ประเทศเกาหลีใต)้ และโรงงานท่ีมีของเสียประเภทน ้าตาลซูโครส เช่น โรงงานน ้าตาล, โรงงานน ้าอดัลม, 

โรงงานน ้าผลไม ้เป็นตน้ สามารถน าความรู้จากงานวจิยัไปเป็นตน้แบบในการผลิตลีเวนได ้ซ่ึงจะเป็นการ

สร้างประโยชน์ต่อโรงงานอุตสาหกรรมและเศรษฐกิจของประเทศได ้
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1.2 วตัถุประสงค์ 

เพื่อศึกษาการออกแบบเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะ (Batch reactor) และแบบท่อไหล (Plug flow 

reactor) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารลีเวน โดยใชว้ธีิการตรึงจุลินทรียท่ี์ตรึงบนเมด็อลัจิ

เนต และศึกษาการผลิตสารลีเวนจากการหมกัดว้ยน ้าตาลซูโครสท่ีไดจ้ากน ้าเสียโรงงานอุตสาหกรรมใหมี้

ประสิทธิภาพและปริมาณมากท่ีสุด 

1.3 สมมติฐานการวจัิย  

  จุลินทรียส์ามารถผลิตสารลีแวนไดใ้นปริมาณสูง โดยใชน้ ้ าตาลซูโครสท่ีสกดัจากน ้าเสียโรงงาน 

ดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบถงัหมกัจากการใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการเปล่ียนน ้าตาลซูโครสใหเ้ป็นสารลีเวน

ไดใ้นปริมาณและประสิทธิภาพสูง 

1.4 ขอบเขตของงานวจัิย  

เพื่อศึกษาประสิทธิภาพสูงสุดในเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะ และการผลิตลีเวนดว้ยจุลินทรียท่ี์ตรึงบน

เมด็อลัจิเนต จากผลิตภณัฑถ์ัว่หมกัในเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะและแบบท่อไหล โดยท่ีกระบวนการ

สังเคราะห์เอนไซมลี์แวนซูเครสเกิดข้ึนภายในเซลลข์องจุลินทรีย ์เพื่อท าการเปล่ียนน ้าตาลซูโครสจากน ้า

เสียโรงงานเป็นสารลีเวน 

1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  

สามารถเพิ่มมูลค่าจากน ้าเสียของโรงงานให้เป็นสารลีเวนท่ีปริมาณและประสิทธิภาพสูง ซเป็น

สารท่ีมีมูลค่าสูงกวา่น ้าตาลทรายทัว่ไปถึง 50 เท่า และมีความตอ้งการสูงในตลาดโลก โดยท่ีความรู้จาก

การวจิยัจะเป็นหลกัฐานทางวิทยาศาสตร์ท่ีสามารถเพิ่มคุณค่าใหน้ าไปสู่การต่อยอดเป็นผลิตภณัฑใ์น

ระดบัสากลได ้และโรงงานท่ีมีของเสียประเภทน ้าตาลซูโครส เช่น โรงงานน ้าตาล, โรงงานน ้าอดัลม, 
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โรงงานน ้าผลไม ้เป็นตน้ สามารถน าความรู้จากงานวจิยัไปเป็นตน้แบบในการผลิตลีเวนได ้ซ่ึงจะเป็นการ

สร้างประโยชน์ต่อโรงงานอุตสาหกรรมและเศรษฐกิจของประเทศได ้
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บทที ่2  

ทฤษฎแีละงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

2.1 โครงสร้างของลีเวน  

 สารลีเวนเป็นคาร์โบไฮเดรตประเภทโฮโมโพลิแซ็กคาร์ไรดท่ี์มีน ้าตาลฟรุกโทสเป็นสายหลกั [9]  

ไดส้ามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลากหลายชนิดซ่ึงเป็น exopolysaccharides (EPS) [10] สามารถยอ่ยสลาย

ทางชีวภาพและสามารถละลายน ้าได ้เช่นเดียวกบั polysaccharides, levan ไม่สามารถละลายไดใ้นตวัท า

ละลายอินทรียส่์วนใหญ่ โดยมีโครงสร้างเป็นน ้าตาลฟรุกโทสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β-(2,6) linkages กบั 

β-(2,1) linkages ในสายหลกัและโซ่ก่ิงตามล าดบัแลว้ต่อกบั d-glucosyl ท่ีปลายดา้นหน่ึงของสาย

โครงสร้างดว้ยพนัธะ β-(2,1) Linkages [14] 

 

รูปท่ี 1 โครงสร้างของ levan ท่ีมีสายหลกัเป็นฟรุกโทสต่อกนัท่ีพนัธะ  

β-(2,6) และแบบก่ิงเช่ือมดว้ยพนัธะ β-(2,1) [15] 
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2.2 การสังเคราะห์ levan  

  Levan มีอยู่กระจายทัว่ไปทั้งในพืช ยีสต์ เช้ือรา และแบคทีเรีย [16] โดยการสังเคราะห์ 

levan นั้นเกิดจากการใชเ้อนไซมท่ี์ช่ือวา่ levansucrase ท่ีรู้จกักนัในรูปของ sucrose 6-fructosyltransferase 

[17] โดยมีจุลินทรีย์หลากหลายสายพันธ์ุท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ท่ีว่าน้ีได้ อาทิเช่น Lactobacillu, 

sjohnsonii and Lactobacillus gasserii, Bacillus subtilis, Aerobacter levanicum, S. salivarius เป็นตน้ [18] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   รูปท่ี 2 แผนผงัแสดงการสังเคราะห์ levan จากน ้าตาลซูโครส 

รูปท่ี 2 ขั้นตอนการผลิตสารลีแวน 
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ขั้นตอนท่ี 1: การสังเคราะห์ levansucrase เกิดข้ึนภายในเซลล ์ 

ขั้นตอนท่ี 2: levansucrase จะถูกสะสมอยูใ่นชั้นของ periplasmic space ก่อนถูกน าส่งออกเซลล ์ 

ขั้นตอนท่ี 3: levansucrase ถูกขบัออกมานอกเซลลสู่์ส่ิงแวดลอ้มทั้งท่ีแยกออกมาจาก signal peptide 

ท่ีหลัง่ออกมาพร้อมกบัโปรตีน และท่ีถูกขบัออกมาดว้ยกลไกจาก signal peptide ของตวัมนัเอง  

ขั้นตอนท่ี 4: levansucrase จะท าตวัเป็นสารตั้งตน้ และสังเคราะห์ levan เม่ือเร่ิมเกิดปฏิกิริยา 

transfrucosylation  

ขั้นตอนท่ี 5: จะไปจบักบัน ้าตาลฟรุกโทสท่ีแยกไดจ้ากน ้าตาลซูโครส แลว้น าน ้าตาลฟรุกโทสนั้นมา

เช่ือมต่อกนัเป็นสายยาวดว้ยปฏิกิริยา transfructosylation ไดม้าเป็น levan backbone แลว้เช่ือมต่อกนัดว้ย 

ปฏิกิริยา polymerization ไดเ้ป็น levan สายยาว [19] ดงัแสดงในรูปท่ี 2 

2.3 กลไกของการท างานของเอนไซม์ลีแวนซูเครส [24] 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 กลไกการท างานของเอนไซม์ลีแวนซูเครส 

Active site ของเอนไซม์ลีแวนซูเครสต าแหน่ง -1 และ +1 มีความจ าเพาะกับโมเลกุลของฟรุกโตสและ

กลูโคสตามล าดับ เมื่อโมเลกุลของซูโครส (ประกอบด้วยฟรุกโตส, F และกลูโคส, G) จับเข้ากับ Active site 
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ของเอนไซม์ลีแวนซูเครสในต าแหน่งที่ถูกต้อง พันธะระหว่างฟรุกโตสและกลูโคสจะถูกท าลายและกลูโคสจะ

ถูกปล่อยออกจาก Active site ดังรูปที่ 5 (A) โดยโมเลกลุของน้ าเข้ามาท าปฏิกิริยากับเอนไซม์บริเวณ 

Active site เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท าให้โมเลกุลของฟรุกโตสและกลูโคสหลุดออกจากกันดังรูปที่ 5 (B) 

หรือในอีกกรณีหนึ่ง เมื่อโมเลกุลของซูโครสท าปฏิกิริยากับ Active site และยึดติดกับ Subsite ที่ต าแหน่ง 

+1 และ +2 จะท าให้เกิดเป็นโมเลกุลของโอลิโกแซ็กคาไรด์หรือพอลิแซ็กคาไรด์ ดังรูปที่ 5 (C) ซึ่งเรียกว่า

ปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิลเลชัน (Transglycosylation reactions) ปฏิกิริยาของเอนไซม์สามารถเกิดได้ 2 

รูปแบบ ได้แก่รูปแบบของการตัดสายพอลิเมอร์ให้สั้นลงด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) และต่อให้

สายพอลิเมอร์ยาวขึ้นด้วยปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิลเลชัน ดังรูปที่ 5 (D และ E) เมื่อพอลิเมอร์ของโอลิ

โกแซ็กคาไรด์ (G, F4) มาท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท าให้โมเลกุลของฟรุกโตสหลุด

ออก 1 โมเลกุล ได้ผลิตภัณฑ์ใหม่เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ประกอบไปด้วยกลูโคส 1 โมเลกุล และฟรุกโตส 3 

โมเลกุล (G, F3) ซึ่งโมเลกุล GF4 ที่ถูกไฮโดรไลซิสจะเรียกว่าตัวให้ (GF4 donor) ดังรูปที่ 5 (D) ในส่วนของ

การต่อสายพอลิเมอร์นั้น เมื่อโมเลกุลโอลิโกแซ็กคาไรด์ GF4 ท าปฏิกิริยากับ Active site ที่ต าแหน่ง +1 จะ

สามารถเชื่อมต่อพันธะระหว่างโมเลกุลของฟรุกโตสที่ต าแหน่ง -1 บน Active site ท าให้เกิดแซ็กคาไรด์ที่

สายยาวขึ้น ได้ผลิตภัณฑ์เป็นแซ็กคาไรด์ที่ประกอบไปด้วยกลูโคส 1 โมเลกุล และฟรุกโตส 5 โมเลกุล (G, 

F5) ดังรูปที่ 5 (E) GF4 ที่ถูกต่อสายพอลิเมอร์ให้ยาวขึ้นจะเรียกว่าตัวรับ (GF4 acceptor) 

เอนไซม์ลีแวนซูเครสมีความสามารถในการผลิตได้ทั้งโอลิโกแซ็กคาไรด์และพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งข้ึนอยู่

กับความสามารถของเอนไซม์ในการจับกับโมเลกุลของแซ็กคาไรด์ที่เป็นตัวรับบน Active site ที่ต าแหน่ง 

+1 ในกรณีที่เอนไซม์มีความสามารถในการจับกับโมเลกุลของแซ็กคาไรด์สายสั้น ๆ จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นโอลิ

โกแซ็กคาไรด์ เรียกกระบวนการนี้ตามแบบจ าลองว่า Non-processive ในทางกลับกันหากเอนไซม์มี

ความสามารถในการจับกับโมเลกุลของแซ็กคาไรด์ตัวรับที่มีโมเลกุลยาว ๆ จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นพอลิแซ็กคา

ไรด์หรือที่เรียกว่าลีแวน (Ozimek et al., 2006) 

2.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ 

2.4.1. ความเข้มข้นของเอนไซม์และสารเริ่มต้น   

การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ จะต้องมีการรวมตัวกันของ เอนไซม์-สารเริ่มต้น อัตราเร็วของ

ปฏิกิริยาจะข้ึนอยู่กับจ านวนการชนกันของโมเลกุลทั้งสอง ถ้ามีสารเริ่มต้นพอเพียง  เมื่อเพ่ิมความเข้มข้น
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ของเอนไซม์เป็นสองเท่าจะท าให้อัตราเร็วเพ่ิมข้ึนไปเป็น 2 เท่าด้วย แต่เมื่อมีการเพ่ิมปริมาณเอนไซม์ต่อไป

เรื่อย ๆ  อัตราการเกิดปฏิกิริยาเป็นแนวระนาบเพราะสารเริ่มต้นเริ่มหมดไป ท าให้เป็นตัวจ ากัดการ

เกิดปฏิกิริยาได้ อัตราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาขึ้นอยู่กับการชนกันของโมเลกุล ซึ่งจะชนกันมากขึ้นเมื่อ

ปริมาณเอนไซม์หรือสารเริ่มต้นมากขึ้น 

อัตราการเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวข้างต้นนั้น  ถ้าให้เอนไซม์เป็นตัวคงท่ีและเพ่ิมปริมาณสารเริ่มต้นขึ้น

เรื่อยๆ นั้น  ปฏิกิริยาได้เป็น 3 ระยะ คือ 

ระยะที่ 1    อัตราเร็วของปฏิกิริยาเป็นสัดส่วนโดยตรงต่อความเข้มข้นของสารเริ่มต้น 

ระยะที่ 2    อัตราเร็วของปฏิกิริยาเริ่มลดลงเนื่องจากปริมาณของเอนไซม์เริ่มเป็นตัวจ ากัด 

ระยะที่ 3    อัตราเร็วถึงจุดอ่ิมตัว   

2.4.2. ความเป็นกรดด่าง (pH)         

pH  ของสารละลายจะมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ในหลายด้านตามปกติเอนไซม์แต่ละ

ชนิดจะมี  pH  ที่เหมาะสมในการท างาน ซึ่งการท างานของเอนไซม์จะลดลงเมื่อ pH สูงหรือต่ ากว่า pH ที่

เหมาะสม pH ที่เหมาะสมของเอนไซม์ส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วง 6-8 การที่ pH สูงมากหรือต่ ามาก  จะท าให้

เอนไซม์เสื่อมสภาพ 

เนื่องจากเอนไซม์ประกอบด้วยกลุ่ม (อะมิโน) และ (คาร์บอกซิล) เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงประจุของ

ไฮโดรเจนไอออนในสารละลาย  ท าให้มีการเปลี่ยนแปลง ดังนี้ 

pH ลดลง   - NH2     กลายเป็น   - NH3+ 

pH เพ่ิมข้ึน  - COOH    กลายเป็น   - COO- 

pH อยู่ที่ isoelectric point 

- NH2        ยังคงเป็น   - NH2 

- COOH    ยังคงเป็น   - COOH 
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นอกจาก pH จะท าให้เกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซม์แล้ว  pH  ยังมีผลต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยา

อีก 2 ทาง คือ 

1. กิจกรรมของเอนไซม์จะขึ้นอยู่กับการปรากฏของกลุ่มอะมิโน    และกลุ่ม  คาร์บอกซิล ซึ่งทั้ง 2 

กลุ่มอาจจะมีประจุหรือไม่มีประจุก็ได้  แต่เอนไซม์จะท างานได้ดีเพียงเมื่อกลุ่มทั้ง   2 มีประจุหรือไม่มีประจุ

แล้วแต่ชนิดของเอนไซม์  ถ้าเอนไซม์ท างานได้ดีเมื่อกลุ่มอะมิโนไม่มีประจุ   pH ที่เหมาะสมต่อการท างาน

ของเอนไซม์ชนิดนี้มักจะสูง ในขณะที่ถ้าเอนไซม์ท างานได้ดี เมื่อคาร์บอกซิลเป็นกลาง  pH ที่เหมาะสมจะ

ต่ า 

2. pH ควบคุมการแตกตัวของสารเริ่มต้น    ซึ่งมีหลายปฏิกิริยาต้องเกิดการแตกตัวของสารเริ่มต้น

ก่อน ปฏิกิริยาจึงจะด าเนินต่อไปได้ 

2.4.3. อุณหภูมิ   

การเพ่ิมอุณหภูมิจะท าให้พลังงานจลน์เพิ่มขึ้น  ซึ่งจะส่งผลให้ปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นด้วย  อัตราการเพ่ิม

ความเร็วของปฏิกิริยาค านวณได้จากค่า  Q10 หรือ Temperature Quotient     ค่า Q10 ของเอนไซม์มักจะ

มีค่ามากกว่า 1 ขึ้นไป 

Q10  =    อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ X    + 10   C 

อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ X   C 

2.4.4. ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น (Reaction product)   

อัตราการเกิดปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยานั้น  สามารถวัดได้จากอัตราการหายไปของ

สารเริ่มต้นหรืออาจจะวัดจากการปรากฏขึ้นของผลิตภัณฑ์ หรือท าท้ัง 2 วิธีพร้อมกัน แต่ไม่ว่าจะวัดโดยวิธี

ใด  จะพบว่าอัตราเร็วของปฏิกิริยาจะช้าลงเมื่อเวลาผ่านไป  อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่เกิดช้าลงนี้  เป็นเพราะ

เกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซม์  นอกจากนั้นยังเกิดเพราะมีการลดลงของสารเริ่มต้น และผลิตภัณฑ์เพ่ิม
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มากขึ้น เมื่อความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์มากขึ้น จนถึงความเข้มข้นหนึ่ง  อาจจะท าให้เกิดปฏิกิริยาผันกลับ  

(Reversibility)  โมเลกุลของผลิตภัณฑ์จะรวมกับเอนไซม์แทนสารเริ่มต้นท าให้ปฏิกิริยาถูกจ ากัดได้ 

2.4.5. สารระงับการท างานของเอนไซม์ (Inhibitors)  

มีสารหลายชนิดที่สามารถระงับการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ได้  สารเหล่านี้อาจจะเป็นสารอนินท

รีย์  เช่น   โลหะหนักต่าง ๆ หรืออาจจะเป็นสารอินทรีย์ เช่น  สารประกอบฟีโนลิค  (Phenolic) หรือ

โปรตีน แต่อย่างไรก็ตามสารเหล่านี้แบ่งเป็นกลุ่มใหญ่ ๆ ได้ดังนี้ 

1. Competitive Inhibitor  เป็นสารชะงักการท างานของเอนไซม์ที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับสาร

เริ่มต้นมาก และเข้าแย่งท าปฏิกิริยากับเอนไซม์  ที่ Active  Site ของเอนไซม์  เมื่อเกิดการรวมกันเป็น

เอนไซม-์สารชะงัก  (Emzyme-Inhibitor)   จะท าให้ปริมาณของเอนไซม์ลดลง   ท าให้อัตราการ

เกิดปฏิกิริยาลดลง  สารชะงักเหล่านี้อาจจะเปลี่ยนหรือไม่เปลี่ยนไปก็ได้    การเพ่ิมปริมาณของสารเริ่มต้น

ให้มากขึ้นจะลดผลของ  Competitive  Inhibitor ได้  ตัวอย่างของ  Competitive Inhibitor คือ  การ

ที่มาโลเนท  (malonate)  แย่งท าปฏิกิริยากับ   succinate dehydrogenase  ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้ปกติจะ

ท าปฏิกิริยากับ succinate ได้  fumarate ซึ่งปรากฏในการหายใจ    ซึ่งเมื่อ malonate รวมกับเอนไซม์

แล้วท าให้การหายใจเกิดไม่ได้ 

2. Non competitive Inhibitor   สารชะงักการท างานของเอนไซม์ชนิดนี้จะเข้ารวมกับเอนไซม์

แต่จะไม่รวมที่ Active Site สารพวกนี้มีลักษณะต่างจากสารเริ่มต้น  การเพิ่มปริมาณของสารเริ่มต้นจะไม่

สามารถลบล้างผลของสารเหล่านี้ได้ โลหะที่เป็นพิษท้ังหลาย  และสารที่รวมหรือท าลาย  กลุ่มซัลฟ์ไฮดริล 

มักจะเป็นสารในกลุ่มนี้  เช่น การที่มีออกซิเจนมาก จะท าให้ -SH ถูกออกซิไดซ์ เกิดไดซัลไฟด์  บริดจ์ขึ้นมา  

ซึ่งท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไป  ท าให้ Active  Site  รวมกับสารเริ่มต้นไม่ได้  ส่วนโลหะ เช่น 

Hg+2 และ Ag+ จะเข้าแทนที่ไฮโดรเจนอะตอมของกลุ่มซัลฟ์ไฮดริล  เกิดเป็น เมอแคบไทด์ 

(Mercaptides) ซ่ึงไม่ละลายน้ า 
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3.  Uncompetitive  Inhibitor   สารชะงักการท างานของเอนไซม์  ชนิดนี้ไม่รวมกับเอนไซม์

อิสระ และไม่มีผลกระทบต่อปฏิกิริยาของเอนไซม์  และสารเริ่มต้น แต่จะเข้ารวมกับ เอนไซม์-สารเริ่มต้น 

ท าให้ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไปได้ การชะงักการท างานของเอนไซม์จะเพ่ิมข้ึนเมื่อมีสารเริ่มต้นมากขึ้น  

สารชะงักชนิดนี้มักจะพบในปฏิกิริยาซึ่งมีสารเริ่มต้นสองชนิด 

 

2.5 การตรึงเอนไซม์ 

 

รูปที่ 4 วิธีการตรึงเอนไซม์รูปแบบต่างๆ 

2.5.1.การตรึงรูปด้วยวิธีการเชื่อมยึดติดกับสารตัวกลาง (carrier binding) ที่ไม่ละลายน้ า  

วิธีนี้มีเทคนิคการท าอยู่หลายรูปแบบ  โดยอาจท าการเชื่อมเอนไซม์เข้ากับผิวของตัวพยุง ด้วย

พันธะ เคมีที่เรียกว่า พันธะไอออนิก หรือเชื่อมด้วยพันธะโคเวเลนต์ ปฏิกริยาการเกิดพันธะจะมีผลต่อ

โครงสร้างและ แอคติวิตีของเอนไซม์ หรือจะเชื่อมเอนไซม์เข้ากับผิวของตัวพยุงด้วยวิธีการดูดซับทาง

กายภาพก็ได้ ซึ่งจะไม่ท าให  ้ โครงสร้าง และแอคติวิตีของเอนไซม์เสียไป แต่เอนไซม์จะหลุดออกจากตัวพยุง

ได้ง่าย การตรึงรูปเอนไซม์วิธีนี้จะต้องพิจารณาเลือกตัวพยุงให้เหมาะสมกับชนิดของเอนไซม์ และวัตถุดิบที่

ใช้เป็นซับสเตรท ซึ่งมีทั้งสารธรรมชาติและสารสังเคราะห์ 

2.5.2. การตรึงรูปด้วยการเชื่อมแบบไขว้ (cross linking method)  
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การตรึงรูปวิธีนี้ไม่ต้องใช้ตัวพยุงแต่จะอาศัย สารเชื่อมต่อระหว่างโมเลกุลของเอนไซม์ด้วยพันธะเคมี

แบบ โคเวเลนต์ ท าให้โมเลกุลเอนไซม์ตั้งแต่ 2 โมเลกุลขึ้นไป ต่อเชื่อมเกาะกันเป็นกลุ่มท่ีมีขนาดใหญ่ขึ้น ท า

ให้ละลายน้ าได้น้อยลง การตรึงรูปเอนไซม์วิธีนี้จะมีผลต่อโครงสร้าง และแอคติวิตีของเอนไซม์ท่ีได้ เนื่องจาก 

การเชื่อม ระหว่าง โมเลกุล ของเอนไซม์กับสารเชื่อมขวาง จะเกิดปฏิกริยารุนแรง 

2.5.3. การตรึงรูปด้วยการห่อหุ้มเอนไซม์เอาไว้ (entrapping method)  

การตรึงเอนไซม์วิธีนี้ เป็น ที่นิยม ใช้กัน อย่างกว้างขวาง เพราะเอนไซม์ไม่ได้สร้างพันธะเคมีใดๆ 

กับสารห่อหุ้ม และเอนไซม์ไม่ได้จับยึดกับตัวพยุง หรือ จับยึดกันเอง แต่จะถูกขังให้อยู่ในบริเวณท่ีจ ากัด ซึ่งมี

อยู่ 2 แบบ คือ 

1. เอนไซม์จะถูกขังหรือห่อหุ้มไว้ ภายในช่องตาข่าย ของสารโพลีเมอร์ที่ไม่ละลายน้ า อย่าง

สม่ าเสมอ สารที่ใช้ห่อหุ้มเอนไซม์วิธีนี้อาจเป็นสารโพลีเมอร์ธรรมชาติ หรือ สังเคราะห์ก็ได้ การเตรียม

เอนไซม์วิธีนี้จะต้องเลือกชนิดของสารโพลีเมอร์ให้เหมาะสมกับเอนไซม์ที่ใช้ เนื่องจากสารบางชนิดขณะเกิด

เป็นโพลีเมอร์ จะมีปฏิกริยารุนแรงจนท าให้ เสถียรภาพของเอนไซม์เสียหายไปได้ 

2. เอนไซม์จะถูกห่อหุ้มไว้ในแคปซูลเล็กที่มีคุณสมบัติยอมให้สารบางชนิดผ่าน เข้า ออกได้ แต่

เอนไซม์ผ่านออกมาไม่ได้ การเตรียมเอนไซม์วิธีนี้จะต้องควบคุมสภาวะที่ใช้ท าปฏิกริยา ขณะเกิดสาร โพลี

เมอร์ให้ดี มิฉะนั้นจะมีผลต่อแอคติวิตีของเอนไซม์ท่ีได้ 

การน าเอนไซม์มาใช้ในวงการอุตสาหกรรมทั่วๆ ไปจะอยู่ในรูปของเอนไซม์อิสระ และยังสามารถน า

มาใช้ได้ในอีกลักษณะหนึ่ง คือ ใช้ในแบบของเอนไซม์ตรึงรูป ซึ่งจะเป็นการเปลี่ยนสถานะของเอนไซม์จาก

สารเร่งปฏิกริยาที่เป็นของเหลว ให้กลายมาเป็นสารเร่งปฏิกริยาที่เป็นของแข็งที่ไม่ละลายน้ า หรือละลายได้

น้อยมาก โดยการน าเอาเอนไซม์อิสระมาจ ากัดให้อยู่ในขอบเขตที่ก าหนดหรือจัดไว้ หรือน ามาจับยึดไว้กับ

ตัวกลางที่ไม่ละลายน้ า หรือท าให้โมเลกุลเอนไซม์จับเชื่อมกันเองจนมีขนาดใหญ่ขึ้น 
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เอนไซม์ตรึงรูปนี้เมื่อใช้งานแล้ว สามารถแยกน ากลับมาใช้งานได้อีกหลายครั้งจนกว่า แอคติวิตี  

(activity) หรือความสามารถในการเร่งปฏิกริยาของเอนไซม์จะลดต่ าลงมาก ท าให้ประหยัดกว่าการใช้ในรูป

เอนไซม์อิสระ และสามารถใช้สภาวะในการท าปฏิกริยาที่แตกต่างไปจากเอนไซม์อิสระดั้งเดิมได้ ทั้งนี้ข้ึนอยู่

กับการเลือกชนิดของตัวกลางที่ใช้จับยึด กับวิธีการตรึงรูป ดังนั้นจึงสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้กว้างขวาง

มากกว่าการใช้เอนไซม์อิสระ ซึ่งจะต้องใช้สภาวะการท าปฏิกริยาที่จุดหนึ่งที่เหมาะสมเท่านั้น 

เอนไซม์ตรึงรูปค่อนข้างจะมีเสถียรภาพที่ดีกว่าเอนไซม์ในรูปอิสระ สามารถใช้งานในระบบที่มีเอนไซม์

หลายๆ ตัวได้ และใช้ได้ทั้งในลักษณะแบบต่อเนื่องหรือเป็นครั้งคราว เอนไซม์ที่จะน ามาตรึงรูปไม่

จ าเป็นต้องท าให้บริสุทธิ์มากนัก ก็สามารถท างานได้ดีเหมือนเอนไซม์บริสุทธิ์ ส าหรบเครื่องปฏิกรณ์ที่จะใช้

กับเอนไซม์ตรึงรูปก็ไม่มีปัญหาอะไร เพราะสามารถเลือกใช้ให้เหมาะสมได้ขึ้นอยู่กับรูปแบบของการตรึงรูป 

และสารที่เป็นซับสเตรทจะเห็นว่าการใช้เอนไซม์ตรึงรูปจะมีข้อดีอยู่หลายประการ ดังนั้นนอกจากจะใช้ใน

งานอุตสาหกรรมแล้ว ยังใช้เป็นเครื่องมือตรวจวิเคราะห์ รวมทั้งใช้ในทางการแพทย์ด้วย วิธีใช้ก็ไม่ยุ่งยากจะ

ยุ่งบ้างก็ตอนที่เลือกวิธีการตรึงรูป และสารตัวกลางที่จะใช้จับยึดให้เหมาะสมตรงกับจุดประสงค์ท่ีต้องการ

เท่านั้น ดังรูปที่ 2.4 

2.6 ของเสียโรงงานอุตสาหกรรมเครื่องดื่ม 

น้ าเสียจากอุตสาหกรรมเครื่องดื่มเป็นสารย่อยสลายทางชีวภาพได้สูงและเป็นสารผสมต่างๆของ

สารเคมี ได้แก่ น้ าตาลฟรุกโตส, น้ าตาลกลูโคส, น้ าตาลซูโครส, น้ าตาลแลคโตส, สารให้ความหวานเทียม, 

น้ าผลไม้เข้มข้น, สารปรุงรส, สารละลายคาร์บอนไดออกไซด์, คาร์บอเนต, ไบคาร์บอเนต, สารสี, สารกันบูด 

(กรดฟอสฟอริกและกรด tartaric) และเกลือแร่ที่ใช้ในระหว่างการผลิต ความต้องการออกซิเจนทางชีวภาพ 

(BOD) และความต้องการของสารเคมีออกซิเจน (COD) (BOD: COD) ของน้ าเสียจากเครื่องระหว่างการ

ผลิตเครื่องดื่มโดยทั่วไป 0.05: 1 (E. Ait Hsine, 2005) น้ าตาลที่เป็นของเสียเป็นปัจจัยหลักที่มีค่า COD สูง 
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25-145,000 มก. / ล. ปริมาณไอโอดีน 130-350 มก. / ลิตรสารแขวนลอยทั้งหมด 26-38,000 มก. / ลิตร

ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ (TDS) 1200 mg / L รวมไนโตรเจน (TN) 20-1180 mg / L และฟอสฟอรัส

ทั้งหมด (TP) 130-250 mg / L pH อาจเป็นกรดหรือด่างตั้งแต่ 3.4 ถึง 11 (E. Ait Hsine 2005, M. 

Matošić 2009) การปล่อยลงสู่แหล่งน้ าจึงจ าเป็นที่จะต้องมีการบ าบัดของเสียก่อนปล่อยออกนอกโรงงาน 

เพราะไม่อย่างนั่นจะท าให้เกิดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อม [25,26] 

2.7 เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

 Fang-ChenWu และคณะ (2013) ไดท้  าการศึกษาเร่ืองปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตลีเวนจากจุลินทรีย ์

Bacillus Subtilis (natto) ในเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะและเคร่ืองปฏิกรณ์ถงัหมกัแบบกะ โดยท าการทดลอง

การหมกัดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะขนาด 10 ลิตร ใชก้ารควบคุมระบบจากคอมพิวเตอร์ พร้อมกบัใช้

หวัวดัความเป็นกรด-ด่าง และหวัวดัความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีละลายในสารละลาย เตรียมเช้ือจุลินทรีย์

ปริมาณ 200 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 5 ลิตร (sucrose (250 g/L), MgSO4·7H2O (0.5 g/L), 

NaH2PO4·2H2O (3 g/L), Na2HPO4·12H2O (3 g/L)) แลว้เล้ียงไว ้48 ชัว่โมง โดยใชค้วามเร็วรอบในการ

หมุนของใบพดัท่ี 300 รอบต่อนาที มีการเติมอากาศเขา้สู่ระบบท่ี 3 ลูกบาศกเ์มตรต่อนาที และควบคุมค่า 

pH ดว้ยตวัควบคุมแบบ PID โดยการเติม NaOH 2 N และHCl 2 N ภายในถงัปฏิกรณ์ควบคุมอุณหภูมิท่ี 

30 องศาเซลเซียส จากนั้นศึกษาผลกระทบจากความเขม้ขน้ของซูโครสในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 20, 160, 200, 

250 และ 400 กรัมต่อลิตร ท่ี pH เท่ากบั 3.0, 6.0, 7.0 และ 9.0 ท่ีอุณหภูมิ 20, 25, 37 และ 50 องศา

เซลเซียส และท่ีความเร็วรอบในการหมุนของใบพดัท่ี 50, 100, 175 และ 250 รอบต่อนาที จากผลการ

ทดลองพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสในอาหารเล้ียงเช้ือ 250 กรัมต่อลิตร ท่ี pH เท่ากบั 7 ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท่ีความเร็วในการกวน 175 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีผลผลิต

ของลีเวนสูงสุดท่ี 61 กรัมต่อลิตร และการหมกัดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์ถงัหมกัแบบกะ จะเร่ิมตน้เม่ือ 85% ของ

http://www.sciencedirect.com.edatabases.lib.buu.ac.th/science/article/pii/S1876107013000849#!


 17 

ซูโครสถูกยอ่ยสลาย โดยการป้อนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ซูโครสท่ี 500 กรัมต่อลิตร เขา้สู่ถงั

ปฏิกรณ์ ดว้ยอตัราการไหลท่ี 30 มิลลิลิตรต่อนาที จนกระทัง่ความเขม้ขน้ของซูโครสสูงถึง 170 กรัมต่อ

ลิตร โดยการศึกษาเคร่ืองปฏิกรณ์ถงัหมกัแบบกะพบวา่จะช่วยเพิ่มการผลิตลีเวนไดสู้งถึง 100 กรัมต่อลิตร 

(เพิ่มข้ึน 1.7 เท่าเม่ือเทียบกบัเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะ) [20] 

 Selim Silbir และคณะ (2014) ไดท้  าการศึกษาเร่ืองการผลิตลีเวนดว้ยจุลินทรีย ์Zymomonas 

mobilis ในเคร่ืองปฏิกรณ์ถงัหมกัแบบกะและแบบต่อเน่ือง ดว้ยจุลินทรียท่ี์ถูกตรึงไวบ้นเมด็อลัจิเนต โดย

น าเช้ือปริมาณ 25 มิลลิลิตรในอาหารเล้ียงเช้ือผสมกบัสารละลาย Na-alginate 4%(v/v) ท่ีอตัราส่วน 1:1, 

v/v จนเป็นสารละลายเน้ือเดียวและท าการหยดสารละลายลงบน CaCl2 2%(w/v) ปริมาณ 500 มิลลิลิตร 

จากนั้นทิ้งไวเ้ป็นเวลา 30 นาที และน าไปเล้ียงต่อในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสหน่ึงคืน 

จากนั้นน าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกระทัง่น ามาใชง้านต่อไป จากนั้นท าทดลองดว้ยขวด

ปริมาตร 250 มิลลิลิตร หมกัดว้ยอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และไม่มีการเติมอากาศเขา้สู่ระบบ โดยศึกษา

ผลกระทบการใชค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 150, 250, 300 และ 350 กรัมต่อลิตร 

(sucrose, 150–300; yeast extract, 2.5; K2HPO4, 1.0; (NH4)2SO4, 1.0; MgSO4·7H2O, 0.5 (pH 5.0 ± 

0.2) ท่ี pH เท่ากบั 4.5, 5.0 และ 5.5 เป็นเวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลซูโครสใน

อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 299.1 กรัมต่อลิตร ท่ี pH เท่ากบั 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 42.3 

ชัว่โมง มีการผลิตลีเวนสูงสุดท่ี 40.2 กรัมต่อลิตร และศึกษาผลกระทบจากเคร่ืองปฏิกรณ์ถงัหมกั

แบบต่อเน่ือง ดว้ยจุลินทรียท่ี์ตรึงบนเมด็อลัจิเนต โดยใชค้อลมัน์ Pyrex มีเส้นผา่ศูนยก์ลางขนาด 2.0-2.4 

มิลลิเมตร สูง 49 เซนติเมตร ปริมาตรเคร่ืองปฏิกรณ์ขนาด 95 มิลลิลิตร และบรรจุจุลินทรียท่ี์ตรึงบน

เมด็อลัจิเนตปริมาณ 67 กรัม โดยอตัราการไหลขาเขา้จะไหลจากดา้นล่างของเคร่ืองปฏิกรณ์ข้ึนสู่ดา้นบน

ดว้ยป๊ัมความเร็วต ่า และบริเวณขาเขา้/ขาออกเคร่ืองปฏิกรณ์จะมีตะแกรงกนัไม่ให้จุลินทรียท่ี์ตรึงบน
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เมด็อลัจิเนตไหลออกจากระบบ โดยใชอุ้ณหภูมิท่ี 28 องศาเซลเซียส และศึกษาผลกระทบของการลด

ความเขม้ขน้ท่ี 0.14, 0.22, 0.29 และ 0.4 ต่อชัว่โมง จากการทดลองพบวา่มีการผลิตลีเวนสูงสุดท่ี 

31.8±0.21 กรัมต่อลิตร ในอตัราการเจือจาง 0.14 ต่อชัว่โมง การเพิ่มอตัราการเจือจางท าใหก้ารผลิตลีเวน

ลดลงและเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ีออกจากระบบสูงข้ึน [21] 

 Ing-Lung Shih และคณะ (2010) ไดท้  าการศึกษาปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อความเสถียรภาพของการ

ตรึงจุลินทรีย ์Bacillus subtilis ลงบนเมด็อลัจิเนต โดยใชเ้ช้ือจุลินทรียป์ริมาณ 3 กรัม ใส่ลงในน ้ากลัน่ท่ี

ผา่นการฆ่าเช้ือเรียบร้อยแลว้ปริมาณ 10 มิลลิลิตร จากนั้นผสมเขา้กบัโซเดียมอลัจิเนตท่ีความเขม้ขน้ 

3%(w/v) ปริมาณ 200 มิลลิลิตร หลงัจากสารละลายผสมกนัจนเป็นเน้ือเดียว ท าการหยดสารละลายลงใน

แคลเซียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้ 2% จะไดเ้มด็อลัจิเนตท่ีมีจุลินทรียถู์กตรึงอยูภ่ายใน โดยมีขนาดเส้นผา่น

ศูนยก์ลางประมาณ 0.33 มิลลิเมตร จากนั้นน าไปใชส้ าหรับการผลิตลีเวนจากกระบวนการหมกั โดยศึกษา

ผลกระทบของความเขม้ขน้ของสารละลายน ้าตาลซูโครส ความเป็นกรด-ด่าง และความเร็วรอบในการ

หมุน เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีเหมาะสม (ท่ี pH 5.6-5.8, อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, ความเร็วรอบในการหมุน 

150 รอบต่อนาที) จะไดผ้ลผลิตลีเวนสูงสุดท่ี 70.6 กรัมต่อลิตร จากการหมกั 3 วนั และจุลินทรียท่ี์ถูกตรึง

บนเมด็อลัจิเนตสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ไดถึ้ง 5 คร้ัง (คร้ังละ 72 ชัว่โมง) และมากถึงรอบท่ี 9 โดยท่ีมี

ประสิทธิเหลืออยู ่72% [22] 

 Eduardo Leal IslaSantos และคณะ (2018) ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใชเ้ซลลย์สีตท่ี์ตรึงไวใ้น

ฟิลม์แคลเซียมอลัจิเนท การตรึงฟิลม์แคลเซียมอลัจิเนตเร่ิมจากเตรียมสารละลายโซเดียมอลัจิเนตและ

แคลเซียมคลอไรดแ์ละท าการฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นน า

เช้ือจุลินทรีย ์(Saccharomyces cerevisiae) ท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีผสมลงในสารละลายโซเดียมอลัจิเนต 

จากนั้นน าสารละลายท่ีไดผ้สมลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์บรรจุลงในแผน่อะครีลิคท่ีมีช่องลึก 1 

http://www.sciencedirect.com.edatabases.lib.buu.ac.th/science/article/pii/S0960852417316565#!
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มิลลิเมตร และน าไปแช่แขง็ประมาณ 30 นาที เพื่อสร้างเป็นฟิลม์อลัจิเนตแคลเซียม โดยท่ีขั้นตอนทั้งหมด

ท าในท่ีปลอดเช้ือเพื่อป้องกนัการปนเป้ือน ส่วนแผน่อะครีลิคจะถูกฆ่าเช้ือดว้ยสารละลายเอทานอล 

70%(w/w) เป็นเวลา 15 นาที และน าไปฆ่าเช้ือดว้ยแสงยวู ีการศึกษาการผลิตเอทานอลเร่ิมจากใส่ฟิลม์ท่ี

ผา่นการตรึงเซลลล์งไปในถงัหมกัท่ีมีปริมาณสารละลายผสม 10 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย (120 g/l of 

glucose, 2 g/l of potassium phosphate, 1 g/l of ammonium sulphate, and 1 g/l of magnesium sulfate) 

โดยใชค้วามเร็วในการหมุนใบพดั 150 รอบต่อนาที และท าการเก็บตวัอยา่งหลงัจาก 1, 2 และ 3 ชัว่โมง 

เพื่อหาเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกั จากผลการทดลองพบวา่ ยสีตท่ี์ตรึงบนฟิลม์อลัจิเนตท าใหผ้ลผลิต

เอทานอลสูงกวา่เซลลย์สีตฟ์รีภายใตเ้ง่ือนไขการหมกัเดียวกนั [23] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่3  

เคร่ืองแก้ว อุปกรณ์ และวธีิด าเนินการวจิยั 
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3.1 สารเคมีและอาหารเลีย้งจุลนิทรีย์  

1. Sucrose  

2. Yeast Extract  

3. Trypon  

4. NaCl  

5. K2HPO4  

6. Agar  

7. น ้ากลัน่  

8. แอลกอฮอลล ์95%  

9. 3,5-Dinitrosalisytic acid (DNS)  

10. NaOH  

11. Potassium tartate  

12. คลอโรฟอร์ม  

13. กรดอะซิติก  

14. กรดกามะถนั  

15. เอทานอล  

16. Na2HPO4  

17. NaH2PO4  

18. MgSO4 0.2  

19. NaNO3  

20. อาหารแขง็เล้ียงจุลินทรีย ์

 

 

3.2 อุปกรณ์และเคร่ืองแก้ว  

1. เคร่ือง pH meter    1 เคร่ือง 

2. เคร่ืองชัง่ 4 ต  าแหน่ง    1 เคร่ือง 
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3. หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (Autoclave)  1 เคร่ือง 

4. ตูอ้บไฟฟ้า     1 เคร่ือง  

5. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge)   1 เคร่ือง 

6. เคร่ืองเขยา่ (Incubator shaker)   1 เคร่ือง 

7. Hot plate     1 เคร่ือง 

8. ไมโครปิเปต (Micropipette)   2 อนั 

9. บีกเกอร์ขนาด 250 mL    4 ใบ 

10. ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 mL 2 ขวด 

11. ขวดปรับปริมาตรขนาด 250 mL 2 ขวด 

12. ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) ขนาด 250 mL   3 ขวด 

13. หลอดพลาสติกขนาด 15 mL  20 หลอด 

14. Eppendorf tube ขนาด 1.5 mL  10 หลอด 

15. เขม็เข่ียจุลินทรีย ์(Loop)   3 อนั 

16. ตะเกียงแอลกอฮอล ์   2 อนั 

17. กระดาษกรอง ขนาด 70 mL  5 แผน่ 

18. หลอดฉีดยา ขนาด 20 mL   5 อนั 

19. Syringe Filters    5 อนั   

3.3 วธีิการด าเนินงานวจัิย 

 ติดต่อโรงงานขอตัวอย่างน้ าเสีย 

วิเคราะห์สภาวะของน้ าเสีย, สารเจือปน  

และหาปริมาณน้ าตาลซูโครสที่อยู่ในน้ าเสีย 
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3.4 วธีิการทดลอง 

3.4.1 การศึกษาความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีเหมาะสมต่อการยอ่ยสลายดว้ยจุลินทรีย ์
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   การศึกษาน้ีมีจุดประสงคเ์พื่อหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของซูโครสต่อการผลิตเอนไซมลี์แวน

ซูเครส และเปล่ียนซูโครสเป็นลีแวนดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis โดยมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 

1. เตรียมอาหารเหลวสูตรท่ี 2 ท่ีมีความเขม้ขน้ของซูโครส 20 และ 30 %w/v ตามล าดบั 

2. ท าการเล้ียงจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ดว้ยอาหารแขง็ (Enrich media) และท าการเลือก

โคโลนีท่ีสร้างเมือก  

3. เลือกโคโลนีท่ีสร้างเมือก 1 ลูป น ามาเล้ียงบนอาหารเหลวสูตรท่ี 1 (Enrich media) ปริมาตร 

100 mL ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 mL เขยา่ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ี

อุณหภูมิ 37 ºC และ pH 6 

4. น าจุลินทรียจ์ากขอ้ 3 จ  านวน 20 mL เติมลงไปในอาหารเหลวสูตรท่ี 2 (Differential media) ท่ี

มีความเขม้ขน้ของซูโครส 20 และ 30 %w/v ตามล าดบั ปริมตรสุดทา้ยจ านวน 200 mL และเขยา่ทิ้งไว ้

48 ชัว่โมง ดว้ย ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC และ pH 6 

5. เก็บตวัอยา่ง 3 mL ท่ีเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกเซลลด์ว้ย

ความเร็วรอบ 9100× g นาน 15 นาที  

6. น าส่วนใสปริมาตร 1 mL 0.5 mL ตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 15 นาที เพื่อหยุดการท างาน

ของเอนไซม ์(ใชส้ าหรับวิเคราะห์ผลิตภณัฑ)์ 

7. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน ้าตาลซูโครสในสารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตเขม้ขน้ 

20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

2 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 15 นาที เพื่อหยดุการท างานของเอนไซม ์(ใช้

ส าหรับวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม)์ 

8. ท าการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมแ์ละองคป์ระกอบของผลิตภณัฑด์ว้ย HPLC (High 

performance liquid chromatography)  

  

 

 

3.4.2 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิของซูโครสต่อการยอ่ยสลายของจุลินทรีย ์
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   การศึกษาน้ีมีจุดประสงคเ์พื่อศึกษาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการยอ่ยสลายของจุลินทรีย ์เน่ืองจากมี

งานวจิยัรายงานวา่ เอนไซมแ์ต่ละชนิดท่ีถูกผลิตข้ึนโดยจุลินทรียส์ามารถท างานไดต่้างกนัท่ีอุณหภูมิ

ต่างกนั โดยมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี  

1. เตรียมอาหารเหลวสูตรท่ี 2 ท่ีมีความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากการทดลองท่ี 

3.4.1 

2. ท าการเล้ียงจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ดว้ยอาหารแขง็สูตรท่ี 1 (Enrich media) และท าการ

เลือกโคโลนีท่ีสร้างเมือก  

3. เลือกโคโลนีท่ีสร้างเมือก 1 ลูป น ามาเล้ียงบนอาหารเหลวสูตรท่ี 1 (Enrich media) ปริมาตร 

100 mL ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 mL เขยา่ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ี

อุณหภูมิ 37 ºC และ pH 6 

4. น าจุลินทรียจ์ากขอ้ 3 จ  านวน 20 mL เติมลงไปในอาหารเหลวสูตรท่ี 2 (Differential media) ท่ี

มีความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีเหมาะสมท่ีสุดจาการทดลองท่ี 3.3.1 ปริมาตรสุดทา้ยจ านวน 200 mL และ

เขยา่ทิ้งไว ้48 ชัว่โมง ดว้ย ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 25, 30, 37, 45 และ 50 ºC และ pH 6 

5. เก็บตวัอยา่ง 3 mL ท่ีเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกเซลลด์ว้ย

ความเร็วรอบ 9100× g นาน 15 นาที  

6. น าส่วนใสปริมาตร 1 mL ไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุการท างานของ

เอนไซม ์(ใชส้ าหรับวเิคราะห์ผลิตภณัฑ)์ 

7. น าส่วนใสปริมาตร 0.5 mL ผสมน ้าตาลซูโครสในสารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมฟอสเฟตเขม้ขน้ 

20%w/v (pH 6.0) 0.5 mL บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

จากนั้นน าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยดุการท างานของเอนไซม ์(ใชส้ าหรับ

วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม)์ 

8. ท าการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมแ์ละองคป์ระกอบของผลิตภณัฑด์ว้ย HPLC (High 

performance liquid chromatography) 

 

 

3.4.2 การตรึงจุลินทรีย ์
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     3.4.2.1 การตรึงจุลินทรียบ์นเมด็อลัจิเนต 

1. เตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 2%w/v และเตรียมสารละลายโซเดียมอลัจิ

เนต 4%w/v 

2. หยดสารละลายโซเดียมอลัจิเนตลงบนสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์เพื่อสร้างเมด็อลัจิ

เนตบริสุทธ์ิ 

3. เตรียมจุลินทรียท่ี์เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือขนาด 25 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย

โซเดียมอลัจิเนตท่ีปริมาตรเท่ากนั (1:1, v/v) 

4. หยดสารละลายผสมจุลินทรียล์งในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เขม้ขน้ 2%w/v เพื่อตรึง

จุลินทรียไ์วบ้นเม็ดอลัจิเนต 

3.3.3 ศึกษาพฤติกรรมการผลิตสารลีแวนดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบท่อไหล 

 ท าการทดลองดว้ยการเตรียมของเสียและตรึงจึลินทรียเ์ช่นเดิมดงัการทดลองท่ีผา่นมา 

แต่เปล่ียนจากท าการทดลองดว้ยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะ เป็นเร่ืองปฏิกรณ์แบบท่อไหล โดยใชอ้ตัราการ

ไหล 1 mL/min 

3.4.4 การสกดัลีเวนออกจากสารละลาย และการวเิคราะห์ผลการทดลอง 

1. น าสารละลายท่ีไดไ้ปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกเซลล ์9100× g เป็นเวลา 15 นาที จะไดส่้วนใส

ท่ีเป็นของเหลวดา้นบน  

2. หลงัจากนั้นน าส่วนใส ผสมน ้าตาลซูโครสในสารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต (pH 

6.0) และน าไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที แลว้

น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เพื่อหยดุการท างานของเอนไซม ์

3. ท าการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC (High Performance Liquid Chromatography) เพื่อ

ตรวจสอบปริมาณของผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน 
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บทที ่4 
ผลการทดลองและอภปิรายผล 

 
4.1 ความเข้มข้นของซูโครสทีเ่หมาะสมต่อการย่อยสลายด้วยจุลนิทรีย์ 

เม่ือท าการบ่มจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ลงในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส

เขม้ขน้ 20 และ 30%w/v เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

มีการเปล่ียนแปลงผลิตภณัฑ์และกิจกรรมของเอนไซมดิ์บดงัน้ี 

      1. การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการบ่ม 

หลงัการบ่มดว้ยอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครสเขม้ขน้ 20%w/v พบวา่ เม่ือเวลาผา่น

ไป 6 ชัว่โมง ซูโครสถูกไฮโดรไลซิสจาก 22.13%w/v เหลือ 8.65%w/v คิดเป็นร้อยละการลดลงของ

ซูโครสร้อยละ 60.91 และลดลงเหลือ 1.66%w/v คิดเป็นร้อยละ 92.50 เม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง (รูปท่ี 

5) ส าหรับอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีมีซูโครสเขม้ขน้ 30%w/v หลงัการบ่มถึง 6 ชัว่โมงพบวา่ ลดลงจาก 

32.74%w/v เหลือ 21.94%w/v คิดเป็นร้อยละ 32.99 และลดลงเหลือเพียง 0.90%w/v เม่ือท าการบ่มถึง 48 

ชัว่โมง คิดเป็นร้อยละ 97.25 (รูปท่ี 6) 

 อยา่งไรก็ตาม เม่ือเปรียบเทียบท่ีระยะเวลาบ่ม 24 ชัว่โมง พบวา่ อาหารท่ีมีซูโครส 20%w/v มีการ

ลดลงของซูโครสเหลือ 2.04%w/v คิดเป็นร้อยละ 90.78 เม่ือบ่มต่อไปอีก 24 ชัว่โมงจนครบ 48 ชัว่โมงมี

ร้อยละการลดลงของซูโครสเป็นร้อยละ 92.50 แต่ส าหรับอาหารท่ีมีซูโครส 30%w/v มีการลดลงของ

ซูโครสเหลือ 5.42%w/v คิดเป็นร้อยละ 83.45 เม่ือบ่มครบ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละการลดลงของซูโครส

เป็น 97.25 เม่ือเปรียบเทียบช่วงเวลาบ่มระหวา่ง 24 กบั 48 ชัว่โมงพบวา่การลดลงของซูโครสของอาหารท่ี

ประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v มีอตัราการลดลงคงท่ีกวา่อาหารเหลวท่ีประกอบดว้ยซูโครส 30%w/v จึง

เลือกความเขม้ขน้ของซูโครส 20%w/v เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อการก าจดัซูโครสและการหา

สภาวะต่าง ๆ ในงานวจิยัน้ี 
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รูปท่ี 5 การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑน์ ้าตาลในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v หลงั

การบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที และ pH 6 

รูปท่ี 62 การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑน์ ้าตาลในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 30%w/v 

หลงัการบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบ

ต่อนาที และ pH 6 
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 จากรูปท่ี 5 และ 6 พบวา่ทุก ๆ ช่วงเวลาท่ีท าการวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาล ปริมาณกลูโคสท่ีเกิดข้ึนมี

ความเขม้ขน้สูงกวา่ปริมาณฟรุกโตสท่ีเกิดข้ึนทุกช่วงเวลา อาจเป็นไดว้า่เอนไซมลี์แวนซูเครสน าโมเลกุล

ของฟรุกโตสไปต่อกบักลูโคส 1 โมเลกุลใหเ้ป็นสายยาวผา่นกระบวนการทรานส์ฟรุกโตซิเลชนัเกิดเป็น

สารลีแวน 

     1.2 กิจกรรมของเอนไซมข์องการบ่มอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20 และ 30%w/v 

กิจกรรมของเอนไซมดิ์บท่ีไดจ้ากการบ่มจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ในอาหารเหลวสูตรท่ี 2 ท่ี

ประกอบดว้ยซูโครส 20 และ 30%w/v เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที และ pH 6 แสดงดงัรูปท่ี 7 และ 8 ตามล าดบั 

 การบ่มดว้ยอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v ท่ีเวลา 6 ชัว่โมงหลงัการบ่มมีการ

เพิ่มข้ึนของกิจกรรมของเอนไซม ์โดยมีกิจกรรมรวม 0.43 IU/mL เม่ือผา่นไปถึง 12 ชัว่โมง กิจกรรมรวม

ของเอนไซมล์ดลงเหลือ 0.32 IU/mL และค่อนขา้งคงท่ีเม่ือครบ 24 ชัว่โมง โดยมีกิจกรรมรวม 0.29 IU/mL 

และลดลงเหลือ 0 IU/mL เม่ือบ่มครบ 48 ชัว่โมง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณการลดลงของซูโครสในอาหาร

เหลวดงัรูปท่ี 16 เม่ือพิจารณากิจกรรมของการไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิเลชนั ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาการ

ไฮโดรไลซิสโมเลกุลของซูโครสใหไ้ดก้ลูโคสและฟรุกโตส และเป็นปฏิกิริยาการต่อโมเลกุลของกลูโคส

และฟรุกโตสเป็นสายยาวเพื่อผลิตลีแวน พบวา่ ในช่วง 6 ชัว่โมงแรกกิจกรรมของการไฮโดรไลซิสและท

รานส์ฟรุกโตซิเลชนัมีค่า 0.20 และ 0.23 IU/mL ตามล าดบั ซ่ึงเป็นค่าท่ีใกลเ้คียงกนั ดงันั้นการผลิตสารลี

แวนจึงเกิดไดไ้ม่สูงมาก เน่ืองจากเหลือฟรุกโตสอิสระในระบบมาก (ผลต่างของปริมาณระหวา่งกลูโคส

และฟรุกโตสนอ้ย) ซ่ึงเกิดจากการไฮโดรไลซิสโมเลกุลของซูโครสท่ีสูง และเม่ือเวลาในการบ่มผา่นไป

ครบ 12 ชัว่โมง กิจกรรมของการไฮโดรไลซิสมีค่าลดลงเหลือ 0.10 IU/mL และกิจกรรมของทรานส์ฟรุก

โตซิเลชนัค่อนขา้งคงท่ีโดยมีค่า 0.22 IU/mL ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นวา่มีการน าฟรุกโตสท่ีไดจ้ากการไฮโดรไลซิส

ซูโครสไปใชผ้ลิตสารลีแวนมากข้ึน เน่ืองจากปริมาณฟรุกโตสอิสระมีนอ้ยกวา่ปริมาณกลูโคสอิสระ เม่ือ

เวลาผา่นไปครบ 24 ชัว่โมง พบวา่กิจกรรมของเอนไซมค์่อนขา้งคงท่ี โดยกิจกรรมไฮโดรไลซิสและท

รานส์ฟรุกโตซิเลชนัมีค่า 0.09 และ 0.20 IU/mL ตามล าดบั เน่ืองจากอาจเกิดการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส 

(Protease) ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมบ์างส่วนได ้โดยจุลินทรียก์ลุ่ม Bacillus sp. บางชนิด

สามารถผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสได ้และเม่ือเวลาผา่นไปครบ 48 ชัว่โมง กิจกรรมทั้งหมดลดลงเหลือ 0 

IU/mL เน่ืองจากปริมาณของซูโครสลดลงเหลือเพียง 1.66%w/v ซ่ึงอาจไม่เพียงพอต่อการเหน่ียวน าในการ

สร้างเอนไซมลี์แวนซูเครสประกอบกบัมีการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสในระบบ 
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รูปท่ี 7 กิจกรรมของเอนไซมดิ์บจากการบ่มอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง อุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

 กิจกรรมของเอนไซมดิ์บส าหรับการบ่มดว้ยอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 30%w/v 

นั้น เม่ือเวลาผา่นไป 6 ชัว่โมง มีการเกิดกิจกรรมของเอนไซมข้ึ์น โดยมีกิจกรรมรวม กิจกรรมของการ

ไฮโดรไลซิส และกิจกรรมของการทรานส์ฟรุกโตซิเลชนัเป็น 0.43, 0.20 และ 0.20 IU/mL ตามล าดบั โดย

กิจกรรมของการไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิเลชนัมีแนวโนม้เช่นเดียวกนัท่ีอาหารเหลวสูตร 2 ท่ี

ประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v เม่ือเวลาผา่นไป 12 ชัว่โมงกิจกรรมของเอนไซมล์ดลง เช่นเดียวกบักิจกรรม

ของเอนไซมใ์นอาหารเหลวท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v โดยมีกิจกรรมของเอนไซมร์วม กิจกรรมของ

การไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิเลชนัเป็น 0.39, 0.10 และ 0.29 IU/mL เม่ือบ่มจุลินทรียจ์นครบ 24 

ชัว่โมง พบวา่กิจกรรมของการทรานส์ฟรุกโตซิลชัน่เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยเป็น 0.33 IU/mL ในขณะท่ีกิจกรรม

ของการไฮโดรไลซิสคงท่ีท่ี 0.10 IU/mL ส่งผลใหกิ้จกรรมรวมเพิ่มข้ึนเป็น 0.43 IU/mL และเม่ือบ่มจนครบ 

48 ชัว่โมง กิจกรรมของเอนไซมมี์ค่าสูงข้ึน โดยกิจกรรมรวมมีค่า 1.67 IU/mL กิจกรรมของการไฮโดรไล

ซิสเป็น 0.23 IU/mL และกิจกรรมของการทรานส์ฟรุกโตซิเลชนัเป็น 1.44 IU/mL จากกิจกรรมของ

เอนไซมด์งัรูปท่ี 17 และ 18 สามารถอธิบายผลของความเขม้ขน้ของซูโครสต่อการผลิตเอนไซมลี์แวนซู

เครสได ้โดยท่ีซูโครสเขม้ขน้ 30%w/v มีการเหน่ียวน าการผลิตเอนไซมลี์แวนซูเครสมากกวา่ท่ีซูโครส 

20%w/v อยา่งไรก็ตามความหนืดของอาหารท่ีประกอบดว้ยซูโครส 30%w/v มีค่าสูงกวา่ท่ีซูโครส 20%w/v 

ซ่ึงอาจเป็นปัจจยัในการลดประสิทธิภาพของการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครสได ้
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รูปท่ี 8 กิจกรรมของเอนไซมดิ์บจากการบ่มอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 30%w/v เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง อุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

     1.3 การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์

 เม่ือท าการวดัปริมาณการดูดกลืนแสงของเซลลจุ์ลินทรียท่ี์บ่มดว้ยอาหารเหลวสูตร 2 ท่ี

ประกอบดว้ยซูโครสเขม้ขน้ 20 และ 30%w/v ดว้ยเคร่ือง UV-visible light spectrophotometer ความยาว

คล่ืน 600 nm มีอตัราการเจริญเติบโตของจุลินทรียด์งัรูปท่ี 5 ในช่วง 6 ชัว่โมงแรก จุลินทรียใ์นอาหารเหลว

ทั้ง 2 ชุด มีอตัราการเจริญเติบโตเล็กนอ้ยและใกลเ้คียงกนั ซ่ึงอยูใ่นระยะการปรับตวัของจุลินทรีย ์และ

เพิ่มข้ึนท่ีเวลา 12 ชัว่โมง โดยค่า OD600 ในอาหารเหลวท่ีมีซูโครส 20%w/v มีค่าสูงกวา่ท่ีซูโครส 30%w/v 

มีค่า 0.36 และ 0.27 ตามล าดบั จากนั้นค่า OD600 สูงข้ึนเม่ือเวลาผา่นไปครบ 24 ชัว่โมง โดยมีค่า 0.64 และ 

0.70 ท่ีซูโครส 20 และ 30%w/v ตามล าดบั ส าหรับเวลาบ่มท่ี 48 ชัว่โมง OD600 ของอาหารท่ีมีซูโครส 

30%w/v ค่อนขา้งคงท่ีโดยมีค่าเป็น 0.78 ในขณะท่ีซูโครส 20%w/v ค่า OD600 ยงัเพิ่มสูงข้ึนเป็น 1.04 ทั้งน้ี

ความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีสูงข้ึนส่งผลใหอ้าหารเหลวมีความหนืดสูงข้ึน ซ่ึงอาจเป็นปัจจยัท าใหจุ้ลินทรียมี์

การเจริญเติบโตแตกต่างกนั โดยลกัษณะการเจริญเติบโตสัมพนัธ์กบัอตัราการหายไปของซูโครสในอาหาร

เหลวทั้ง 2 ชนิด 
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รูปท่ี 93 ค่า OD600 ท่ีไดจ้ากการวดัปริมาณการดูดกลืนแสงของเซลลจุ์ลินทรีย ์Bacillus siamensis ท่ีบ่ม

ดว้ยอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20 และ 30%w/v อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

4.2 ผลกระทบของอุณหภูมิต่อการย่อยสลายซูโครสด้วยจุลนิทรีย์ 
เม่ือท าการบ่มจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ลงในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครสเขม้ขน้ 

20 และ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 25, 30, 37, 45 และ 50°C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

มีการเปล่ียนแปลงผลิตภณัฑ์และกิจกรรมของเอนไซมดิ์บดงัน้ี 

     1. ผลิตภณัฑจ์ากการบ่มดว้ยอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 

หลงัการบ่มจุลินทรียภ์ายใตอุ้ณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ความเขม้ขน้ของซูโครสมี

การเปล่ียนแปลงนอ้ยมาก รวมถึงการเกิดกลูโคสและฟรุกโตสในระบบซ่ึงเป็นไปในทิศทางเดียวกนัดงัรูป

ท่ี 10 
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รูปท่ี 10 การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑน์ ้าตาลในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v หลงั

การบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 25 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที และ pH 6 

 เม่ือท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ในช่วง 0 ถึง 24 ชัว่โมงมีการ

เปล่ียนแปลงของซูโครสนอ้ยมาก ซ่ึงค่อนขา้งคงท่ี โดยมีซูโครสเหลืออยูป่ระมาณ 18.15%w/v โดยเฉล่ีย 

คาดวา่อยูใ่นช่วงปรับตวัของจุลินทรีย ์เม่ือท าการบ่มถึง 48 ชัว่โมง พบวา่ซูโครสลดลงเหลือ 8.11%w/v มี

กลูโคสและฟรุกโตสเกิดข้ึน 4.40 และ 1.36 %w/v ตามล าดบัดงัรูปท่ี 11 โดยเอนไซมลี์แวนซูเครสยงั

สามารถผลิตสารลีแวนไดท่ี้เวลา 48 ชัว่โมง 

รูปท่ี 11 การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑน์ ้าตาลในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v หลงั

การบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที และ pH 6 
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 ส าหรับการบ่มดว้ยอุณหภูมิ 37 °C เป็นอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดท่ีท าใหเ้กิดการลดลงของซูโครสอยา่ง

รวดเร็ว โดยมีการเปล่ียนแปลงของซูโครสตั้งแต่ช่วง 6 ถึง 48 ชัว่โมง ดงัรูปท่ี 5 ปริมาณของซูโครส ณ เวลา

บ่ม 0, 6, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงเป็น 22.13, 8.65, 4.55, 2.04 และ 1.66%w/v ตามล าดบั โดยในช่วงเวลา

ดงักล่าวมีแนวโนม้การผลิตลีแวนได ้

 ท่ีอุณหภูมิบม่ 45 °C การลดลงของซูโครสและการเกิดผลิตภณัฑเ์ป็นกลูโคสและฟรุกโตสมี

แนวโนม้เช่นเดียวกบัท่ีอุณหภูมิ 37 °C ณ เวลาบ่ม 6 ชัว่โมง ดงัรูปท่ี 12 แต่มีอตัราการลดลงของซูโครส

นอ้ยกวา่ โดยซูโครสลดลงเหลือ 12.18%w/v เกิดกลูโคสและฟรุกโตส 3.59 และ 1.96%w/v ตามล าดบั เม่ือ

ท าการบ่มถึง 12 ชัว่โมงพบวา่ปริมาณซูโครสลดลงเหลือ 5.86%w/v กลูโคสและฟรุกโตสเกิดข้ึน 5.65 และ 

2.48%w/v ตามล าดบั เม่ือบ่มต่อเน่ืองถึง 48 ชัว่โมงปริมาณซูโครส กลูโคส และฟรุกโตสค่อนขา้งคงท่ีไม่

เปล่ียนแปลง ซ่ึงอาจเกิดจากอุณหภูมิท่ีร้อนข้ึนท าใหไ้ม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละไม่

เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครส 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12 การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑน์ ้าตาลในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v หลงั

การบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 45 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที และ pH 6 
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 การบ่มจุลินทรียท่ี์อุณหภูมิ 50 °C มีการเปล่ียนแปลงผลิตภณัฑน์อ้ยมากดงัรูปท่ี 13 โดยปริมาณ

ซูโครสลดลงจาก 21.43%w/v เหลือ 19.28%w/v เม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง โดยปริมาณกลูโคสและฟรุก

โตสแต่ละช่วงเวลาเกิดข้ึนนอ้ยมากและมีปริมาณใกลเ้คียงกนั ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีให้เห็นวา่ท่ีอุณหภูมิ 50 °C 

เป็นอุณหภูมิท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติมโตของจุลินทรียแ์ละการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครสอีก 

รูปท่ี 13 การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑน์ ้าตาลในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v หลงั

การบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 50 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที และ pH 6 

     2.2 กิจกรรมของเอนไซมข์องการบ่มอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20 ท่ีอุณหภูมิ 25, 30, 

37, 45 และ 50 °C 

 กิจกรรมของเอนไซมดิ์บจากการบ่มจุลินทรียเ์ป็นเวลา 12 ชัว่โมง มีพฤติกรรมท่ีข้ึนกบัอุณหภูมิบ่ม

ดงัรูปท่ี 13 กิจกรรมของเอนไซมดิ์บมีค่าสูงท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 37 °C โดยมีกิจกรรมเอนไซมร์วม 0.32 IU/mL 

กิจกรรมการไฮโดรไลซิส 0.10 IU/mL และกิจกรรมการทรานส์ฟรุกโตซิเลชนั 0.22 IU/mL ซ่ึงอุณหภูมิ

ดงักล่าวเอนไซมลี์แวนซูเครสสามารถผลิตสารลีแวนไดอี้กดว้ย เม่ืออุณหภูมิลดลงกิจกรรมของเอนไซมมี์

แนวโนม้ลด โดยท่ีอุณหภูมิ 25 และ 30 °C เอนไซมดิ์บมีกิจกรรมนอ้ยมาก โดยมีค่ากิจกรรมรวมนอ้ยกวา่ 

0.01 IU/mL ส าหรับการเพิ่มอุณหภูมิบ่มส่งผลใหกิ้จกรรมของเอนไซมมี์แนวโนม้ลดลงเช่นกนั โดยท่ี 45 

°C กิจกรรมของเอนไซมร์วมมีค่า 0.18 IU/mL โดยมีกิจกรรมของการไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิเล

ชนัเป็น 0.10 และ 0.08 ตามล าดบั และกิจกรรมรวมลดลงเหลือ 0.05 IU/mL เม่ือเพิ่มอุณหภูมิบ่มเป็น 50 °C 

โดยมีกิจกรรมของการไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิเลชนัเป็น 0.03 และ 0.02 IU/mL ตามล าดบั 

21.43 21.69 21.53
19.73 19.28

0.08 0.12 0.77 1.49 2.02
0.13 0.15 0.66 1.18 1.59

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20
22
24

0 6 12 24 48

คว
าม
เขม้

ขอ
งน

 ้าต
าล
 (%

w/
v) 

เวลา (ชัว่โมง)
ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส



35 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 134 กิจกรรมของเอนไซมดิ์บจากการบ่มอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยซูโครส 20%w/v เป็นเวลา 

12 ชัว่โมง อุณหภูมิ 25, 30, 37, 45 และ 50 C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

 
4.3 ศึกษาการผลติสารลแีวนจากของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารโดยใช้จุลนิทรีย์ทีต่รึงด้วยแอลจิเนตแบบ
ในรูปแบบเม็ด 
 หลงัจากท าการบ่มจุลินทรียใ์นของเสียจากอุตสาหกรรมท่ีมีซูโครสความเขม้ขน้ 20%w/v บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 0, 24 และ 48 ชัว่โมง ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 สามารถอภิปราย

ผลไดด้งัน้ี 

 เม่ือท าการบ่มจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ดว้ยของเสียจากอุตสาหกรรมท่ีมีซูโครสความเขม้ขน้ 

20%w/v มีการเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑด์งัรูปท่ี 14 ในช่วงเวลาบ่ม 0 ถึง 48 ชัว่โมง มีปริมาณซูโครส

ลดลงค่อนขา้งนอ้ยเม่ือท าการเทียบกบัการใชจุ้ลินทรีย ์ อาจเกิดจากการถูกตรึงท าใหเ้อนไซมอ์อกมา

ปริมาณดา้นนอกไดน้อ้ยลง หรืออาจจะตอ้งใชเ้วลาในการบ่มท่ีนานข้ึน โดยท่ีเม่ือเวลาผา่นไปครบ 48 

ชัว่โมงพบวา่ซูโครสลดลงเหลือ 15.19%w/v เกิดกลูโคสและฟรุกโตส 1.21 และ 0.86%w/v ตามล าดบั ซ่ึง

ในอีกทางหน่ึงอาจเกิดจากการท่ีมีสารเจือปนท่ีอยูใ่นของเสียส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละ

ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครส  
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รูปท่ี 14 การเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑน์ ้าตาลในอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยของเสียจาก

อุตสาหกรรมอาหาร 20%w/v หลงัการบ่มดว้ยจุลินทรีย ์Bacillus siamensis เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 

37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

4.4 กจิกรรมของเอนไซม์ของประกอบด้วยของเสียจากอุตสาหกรรมอาหาร 

 กิจกรรมของเอนไซมดิ์บหลงัการบ่มจุลินทรีย ์Bacillus siamensis ในของเสียจากอุตสาหกรรม

อาหาร 20%w/v มีพฤติกรรมของเอนไซมด์งัรูปท่ี 12 ในช่วง 0 ถึง 48 ชัว่โมงของการบ่ม กิจกรรมรวมของ

เอนไซมมี์ค่านอ้ยมาก โดยมีค่า 0.3 IU/mL เม่ือเวลาผา่นไปถึง 12 ชัว่โมง พบวา่กิจกรรมของเอนไซมร์วมมี

ค่าสูงข้ึนเป็น 0.56 IU/mL เกิดการไฮโดรไลซิสมากกวา่การทรานส์ฟรุกโตซิเลชนั โดยมีกิจกรรมการ

ไฮโดรไลซิสและทรานส์ฟรุกโตซิเลชนัเป็น 0.40 และ 0.16 IU/mL ตามล าดบั เน่ืองจากอาจเกิดการผลิต

เอนไซมโ์ปรติเอสเพื่อยบัย ั้งการท างานของเอนไซมลี์แวนซูเครส  
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รูปท่ี 15 จกรรมของเอนไซมดิ์บจากการบ่มอาหารเหลวสูตร 2 ท่ีประกอบดว้ยของเสียจากอุตสาหกรรม

อาหาร 20%w/v เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อุณหภูมิ 37 °C ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และ pH 6 

4.5 ศึกษาการผลติสารลแีวนจากของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารโดยใช้จุลนิทรีย์ทีต่รึงด้วยแอลจิเนตแบบ

ในรูปแบบเม็ดด้วยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบท่อไหล 

 การศึกษาการผลิตสารลีแวนดว้ยเทคโนโลยกีารตรึงจุลินทรียแ์ละประยกุตใ์ชก้บัเคร่ืองปฏิกรณ์

แบบท่อไหลนั้น มีขอ้จ ากดัหลายประการ ไดแ้ก่ แอลกอฮอลใ์นของเสียอุตสาหกรรมมีผลต่อการ

เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์และส่งผลต่อความแขง็แรงของเมด็ตรึงจุลินทรีย ์ท าใหไ้ม่สามารถใชเ้มด็ตรึง

จุลินทรียใ์นการทดลองดงักล่าวได ้ประกอบการเคร่ืองปฏิกรณ์แบบท่อไหล มีแรงกระท าของของไหลต่อ

เมด็ตรึงจุลินทรียด์ว้ยเช่นกนั ท าใหเ้มด็ตรึงจุลินทรียสู์ญเสียเสถียรภาพและแตกในท่ีสุด 
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บทที ่5  
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผล 

 จากการศึกษาผลกระทบของความเขม้ขน้ อุณหภูมิ การตรึงจุลินทรียด์ว้ยแอลจิเนตในรูปแบบเมด็ 

และการศึกษาการยอ่ยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมอาหาร สามารถสรุปไดด้งัน้ี 

1. ความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีเหมาะสมต่อการก าจดัซูโครสดว้ยจุลินทรีย ์คือ ซูโครสเขม้ขน้ 

20%w/v โดยสามารถลดซูโครสเหลือ 2.04%w/v โดยใชเ้วลา 24 ชัว่โมง และเหลือเพียง 1.66%w/v 

โดยใชเ้วลา 48 ชัว่โมง 

2. อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการก าจดัซูโครสดว้ยจุลินทรียคื์อท่ีอุณหภูมิ 37 °C โดยลดเหลือ 

1.66%w/v เม่ือเวลาผา่นไป 48 ชัว่โมง 

3. อุณหภูมิมีผลต่อการผลิตเอนไซมข์องจุลินทรีย ์เม่ืออุณหภูมิต ่ากวา่หรือสูงกวา่ 37 °C 

กิจกรรมของเอนไซมมี์แนวโนม้ลดลง 

4. จุลินทรีย ์Bacillus siamensis สามารถก าจดัของเสียจากอุตสาหกรรมอาหารจากความ

เขม้ขน้ 18.11%w/v เหลือ 15.19%w/v ภายในเวลาบ่ม 48 ชัว่โมง และมีความเป็นไปไดใ้นการผลิต

สารลีแวน เน่ืองจากปริมาณกลูโคสมีค่าสูงกวา่ฟรุกโตส 

5. การตรึงจุลินทรียมี์ผลท าให้อตัราการผลิตของสารลีแวนลดนอ้ยลง 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ท าการก าจดัสารเจือปนในของเสียอุตสาหกรรมท่ีอาจยบัย ั้งการผลิตเอนไซมข์องจุลินทรีย์

เบ้ืองตน้ก่อนน ามาผา่นกระบวนการต่าง ๆ  

2. ควรออกแบบระบบท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน เช่น การตรึงจุลินทรียด์ว้ยสารท่ีให้

ประสิทธิภาพสูงกวา่ หรือเปล่ียนลกัษณะการตรึง เช่น ท าการตรึงแบบฟิลม์ ใชส้ารตั้งตน้ในการท า

เมด็ตรึงท่ีมีความแขง็แรงมากข้ึน เป็นตน้ 

3. เลือกใชร้ะบบเคร่ืองปฏิกรณ์ท่ีเหมาะสม เช่น ในกรณีท่ีไม่ท าการตรึงจุลินทรีย ์ควรใช้

เคร่ืองปฏิกรณ์แบบท่อไหล หรือแบบถงักวนผสม 
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5.3 การประยุกต์ในการใช้งานจริง 

 การศึกษาวจิยัของโครงการน้ี แสดงใหเ้ห็นถึงแนวโนม้ความเป็นไปไดท่ี้จะสามารถใชอ้งคค์วามรู้

ดงักล่าวพฒันาระบบการผลิตสารพรีไบโอติกลีแวนมูลค่าสูงดว้ยสารตั้งตน้ชนิดน ้าตาล หรือของเสียท่ี

ประกอบไปดว้ยน ้าตาลซูโครสได ้
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ผลผลติ (Output) 

ผลงานวจัิยทีไ่ด้รับการตีพมิพ์ 

 ไดรั้บการตีพิมพผ์ลงานวจิยัในวารสารวจิยัรามค าแหง (วทิยาศาสตร์และเทคโนโลย)ี ปีท่ี 22  ฉบบั

ท่ี 2 กรกฎาคม – ธนัวาคม 2562 ในหวัขอ้เร่ือง “การผลิตสารลีแวนดว้ยเอนไซมลี์แวนซูเครสเพื่อการเพิ่ม

มูลค่ากากของเสียอุตสาหกรรม” (หนา้ 35-42) โดยมีผูแ้ต่งบทความวจิยัไดแ้ก่ ธนวฒัน์ ราชภิรมย ์ณฏัฐิณี 

ธีรกุลกิตติพงศ ์และวทิวสั แจง้เอ่ียม 
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รายงานสรุปการเงิน 
เลขทีโ่ครงการระบบบริหารงานวิจัย (NRMS) 59812 สัญญาเลขที่ 23/2562  

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2562 มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
ชื่อโครงการ การผลิตพรีไบโอติกมูลค่าสูงด้วยการแปรรูปของเสียจากโรงงานน้ าตาล โดยใช้จุลินทรีย์จากถั่ว 

      หมักท่ีเลี้ยงโดยใช้เทคโนโลยีการตรึงเซลล์แบบต่างๆ 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน    ผศ.ดร.วิทวัส แจ้งเอี่ยม 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ตุลาคม พ.ศ. 2561  ถึงวันที่  31 มีนาคม พ.ศ. 2563 
ระยะเวลาด าเนินการ    1  ปี  6 เดือน  ตั้งแต่วันที่  1 ตุลาคม พ.ศ. 2561 
    
 

รายรับ 
จ านวนเงินที่รับ 
งวดที่ 1 (50%)          505,650 หัก 10% เหลือ 455,085 บาท เมื่อวันที่   12/12/2561 
งวดที ่2 (40%)          405,520 หัก 10% เหลือ 36,4968 บาท เมื่อวันที่   25/04/2562 
งวดที ่3 (10%)          100,130 หัก 10% เหลือ 90,117  บาท เมื่อวันที่   (ยังไม่ได้
เบิกจ่าย) 
รวม                        1,011,300 บาท 
 
 

รายจ่าย 
 

รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/
เกิน 

1. ค่าตอบแทน 
1.1 ค่าตอบแทนผู้วิจัย 
(10%) 

 
101,130 

 
0 

 
101,130 

2. ค่าจ้าง 
2.1 ค่าจ้างผู้ช่วยวิจัย 
(12 เดือน) 

 
480,000 

 
480,000 

 
0 

3. ค่าวัสดุ    
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3.1 วัสดุส านักงาน
ต่างๆ 

3.2 วัสดุเพื่อใช้ในการ
ทดลองต่างๆ 

- ค่าวัสดุฟุ่มเฟือยใช้
แล้วทิ้ง เช่น 
plastic wares 
จ าพวก 6-well 
plates, หลอดเก็บ
ตัวอย่างดินขนาด 
15 และ 50 ml, 
จานอาหารเลี้ยง
เชื้อ, tip, หัวกรอง
ยาขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 

- เครื่องแก้วต่างๆ 
- ค่ายาปฏิชีวนะ

ส าหรับฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย  

- ค่ายาปฏิชีวนะ
ส าหรับยับยั้งเชื้อรา  

- ค่าอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดต่างๆ ที่ใช้
เลี้ยงเชื้อราและ
แบคทีเรีย เช่น 
PDA, YPD 

- ค่าสารเคมีอ่ืนๆ 
เช่น ethanol, 
NaCl, cholrox  

- อ่ืนๆ 

 0  
 

166288.30 

0 
 

166288.30 

0 
 
0 

4. ค่าใช้สอย 
4.1 ค่าจ้างนิสิต

ช่วยงาน 

 
162751.70 

 

 
162751.70 

 

 
0 
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4.2 ค่าเชื้อเพลิงรถยนต์ 
ส าหรับเดินทาง 

0 0 
 
 

0 

5. ค่าครุภัณฑ ์ 0 0 0 
6. ค่าใช้จ่ายอ่ืนๆ 
6.1 ค่าสาธารณูปโภค 
(10%) 

101,130 0 101,130 

รวม 1,011,300 809,040 202,260 
                         

……............................................... 

ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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