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บทคัดยอ  
 

Weissella confusa NH02 เปนแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไสกรอกอีสาน และสามารถ

ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด อีกทั้งยังเปนเชื้อท่ีตองการสารอาหารหลากหลายซึ่งมีราคาแพงตอการ

เจริญ ดังนั้นจุดประสงคของการทดลองในครั้งนี้คือการหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชแหลงอาหารราคา

ถูกในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 โดยใชวิธีทากูชิ และวิธีพ้ืนผิว

ตอบสนองจากการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) จากการใชวิธีทากูชิในการหา

สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 ซึ่งมีปจจัยทั้งหมด 4 

ปจจัย ไดแก แหลงคารบอนหลัก แหลงคารบอนเสริม แหลงไนโตรเจน และพีเอช ผลการออกแบบ

โดยใช L9 orthogonal array พบวา ปจจัยที่มีความสําคัญตอผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confuse NH02 คือ แหลงคารบอนหลัก และแหลงไนโตรเจน จากการวิเคราะหคา signal to noise 

(S/N) พบวาสภาวะที่ เหมาะสมตอผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 

ประกอบดวยน้ําออย กากน้ําตาล กากถั่วเหลือง และพีเอชเทากับ 6.0 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมนี้

สามารถทํานายการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดไดเทากับ 5.94 กรัมตอลิตร การศึกษาหาสภาวะท่ี

เหมาะโดยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง โดยมีปจจัยทั้งหมด 3 ปจจัย ไดแก กากน้ําตาล กากถ่ัวเหลือง และ

อุณหภูมิ พบวา สภาวะที่เหมาะสมตอผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confuse NH02 

ประกอบดวย กากน้ําตาลความเขมขน 43.65 กรัมตอลิตร กากถั่วเหลืองความเขมขน 1.87 กรัมตอ

ลิตร และบมท่ีอุณหภูมิ 39.64 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะที่เหมาะนี้สามารถทํานายการผลิตเอ็กโซ

โพลีแซคคาไรดไดเทากับ 30.34 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลเทากับ 5.33 กรัมตอลิตร 

 

คําสําคัญ: เอ็กโซโพลีแซคคาไรด, วิธีทากูช,ิ วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง, กากน้ําตาล, กากถั่วเหลือง 

 

Keywords: exopolysaccharides, Taguchi method, Response surface methodology, 

molasses, soybean meal 
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Abstract  
 

 Weissella confusa confuse NH02 isolated from Thai fermented sausages is one 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

factors including molasses, soybean meal and temperature were subsequently 

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

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

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

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

Keywords: exopolysaccharides, Taguchi method, Response surface methodology, 

molasses, soybean meal 
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บทที่ 1  
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

ปจจุบันเอ็กโซโพลีแซคคาไรดถูกนําไปใชประโยชนอยางกวางขวาง เชน อุตสาหกรรมอาหาร 
ใชในการเพิ่มเนื้อสัมผัส (Texture) ของโยเกิรต (Guzel-Seydim, Sezgin, & Seydim, 2005)
อุตสาหกรรมทางการแพทย และอุตสาหกรรมอื่นๆ นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชประโยชนจากเอ็กโซ
โพลีแซคคาไรดเพื่อลดมลพิษทางสิ่งแวดลอมไดอีกดวย  

เชื้อ Weissella confusa NH02 เปนแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไสกรอกอีสาน และ
สามารถผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่มีน้ําหนักโมเลกุล และคาความหนืดสูง (วรารัตน วงศศุภชาติ, 
2551) เมื่อนํามาผลิตฟลมชีวภาพ (Biofilms) และนําไปประยุกตใชในการเก็บรักษาเนื้อหมูแชเย็น 
พบวาสามารถยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อหมูไดเพ่ิมขึ้นจาก 2 วัน เปน 9 วัน นอกจากนี้หากมีการเติม
สารไทมอล (Thymol) ความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในฟลมชีวภาพ ก็จะสามารถยืดอายุการ
เก็บรักษาเนื้อหมูไดเพ่ิมขึ้นเปน 11 วัน (ศุภศิลป มณีรัตน และธรรมนูญ โปรปราน, 2553) อยางไรก็
ตามการผลิตฟลมชีวภาพดังกลาวมีตนทุนในการผลิตสูง หลักๆ มาจากตนทนุในการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคหลักเพ่ือหาแหลงอาหารที่
มีราคาถูกที่มีซูโครสเปนองคประกอบมาใชในการผลิต W. confusa NH02 แทนการใชอาหาร
ดัดแปลงจาก De Man Rogosa Sharpe (MRS) ที่มีน้ําตาลซูโครส 40 กรัมตอลิตร (ของเดิม) 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพื่อคัดเลือกแหลงอาหารท่ีมีราคาถูกในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confusa NH02 
2. เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
คัดเลือกแหลงอาหารที่มีราคาถูกมาใชในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 ไดแก น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด กากน้ําตาล น้ําตาลทรายขาว น้ําตาลทรายแดง น้ํากาก
สา น้ํานึ่งปลาทูนา และกากถั่วเหลือง เปนตน จากนั้นนําแหลงอาหารที่ราคาถูกที่คัดเลือกไดมาศึกษา
หาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 โดยใช
การออกแบบการทดลองด วย เทคนิ ค  Taguchi method และเทคนิค  Response surface 
methodology (RSM)  
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1.4 กรอบแนวความคิดของการวิจัย 
ถึงแมวาการศึกษากอนหนานี้จะแสดงใหเห็นวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 จะมีคุณสมบัติท่ีดีตอการนํามาผลิตเปนฟลมชีวภาพ และสามารถนําไปประยุกตใชไดจริงในการ
ยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อหมู อยางไรก็ตามการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 
เบื้องตน ยังคงใชอาหารดัดแปลงจาก MRS ซึ่งมีองคประกอบยุงยาก ซับซอน และมีราคาแพง ทําให
เปนอุปสรรคตอการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรม ดังนั้นหากมีการศึกษาหาแหลงของอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีราคาถูกที่เปนวัสดุเศษเหลือ หรือผลพลอยไดจากการเกษตร และทํามาใชทดแทนใน
การเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ก็จะชวยลดตนทุนในการผลิต นอกจากยังเปน
การเพ่ิมมูลคาของสินคาทางการเกษตร และยังชวยรักษาสิ่งแวดลอมไดอีกดวย 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. เปนขอมูลพื้นฐานการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด และเซลลจากเชื้อ W. confusa NH02  
2. เปนขอมูลพื้นฐานสําหรับหนวยงานท่ีเกี่ยวของ เพื่อนําไปใชเปนแนวทางผลิตเอ็กโซโพลี

แซคคาไรดโดยใชแหลงอาหารราคาถูกตอไป 
3. เพ่ิมมูลคาของใหกับสินคาทางการเกษตร และเศษวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
4. ชวยลดตนทุนในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 เพ่ือ

ยกระดับในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป 
 
 



บทที่ 2  
ตรวจเอกสาร 

 
1. เอ็กโซโพลีแซคคาไรด (Exopolysaccharides, EPS) 

เอ็กโซโพลีแซคคาไรด (Exopolysaccharides, EPS) เปนโพลีแซคคาไรดสายยาว สวนใหญ
เปนองคประกอบของน้ําตาลตอกันเปนสาย หรือเปนก่ิง และอาจมีสวนประกอบของโปรตีน ไขมัน 
สารอินทรียหรืออนินทรีย โลหะบางชนิด หรือดีเอ็นเอบางเล็กนอย ถึงแมวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรด
สามารถสรางหรือผลิตขึ้นไดจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน พืช สัตว เปนตน และเชื้อจุลินทรีย เชน เชื้อ
รา ยีสต สาหราย แบคทีเรีย เปนตน (Mahapatra & Banerjee, 2013; Patel et al., 2012) แต
ปจจุบันเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ผลิตไดจากแบคทีเรียแลกติกไดรับความสนใจอยางมาก เนื่องจาก
แบคทีเรียแลกติกสวนใหญจะเปนแบคทีเรียที่มีประโยชน และไมกอโรค นอกจากนี้ยังไดรับการ
ยอมรับวาปลอดภัย (Generally Recognize As Safe, GRAS) 

เอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติก เปนสารเมือก (Slime) หรือแคปซูล (Capsule) 
ที่แบคทีเรียแลกติกขับออกมานอกเซลล เพ่ือเปนเกาะปองกันตัวเซลลเองจากสิ่งแวดลอมภายนอก 
เชน ความแหงแลง (Desiccation) การโอบกลืน (Phagocytosis) และการทําลายของฟาจ (Phage) 
ยาปฏิชีวนะหรือสารที่มีพิษ (Antibiotics and toxic compounds) เปนตน นอกจากนี้ยังชวยในการ
ยึดเกาะกับพ้ืนผิว (De Vuyst & Degeest, 1999) แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสวน
ใหญมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมนม เชน การทําโยเกิรต (Yoghurt) ชีส (Cheese) นมเปรี้ยวแอซิ
โดฟลัส (Acidophilus milk) และขนมหวานที่มีนมเปนองคประกอบหลัก (Milk based desserts) 
เปนตน (Patel, Majumder, & Goyal, 2012) 

การใชประโยชนของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติกจะมีความหลากหลาย
แตกตางกันไปทั้งนี้ก็ขึ้นอยูกับชนิดของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่แตกตางกันออกไป แมวาความ
หลากหลายของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติกจะขึ้นอยูกับชนิดของน้ําตาลที่เปน
องคประกอบ และขนาดน้ําหนักโมเลกุล แตอยางไรก็ตามเราสามารถจัดแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ 
(Laws et al., 2001) คือ 

1. กลุมโฮโมโพลีแซคคาไรด (Homopolysaccharides, HoPS) เปนโพลีแซคคาไรดที่
ประกอบไปดวยน้ําตาลชนิดเดียวกันเปนองคประกอบ ซึ่งเกิดการเชื่อมตอกันชนิด (linkage type) 1-
2 หรือ 1-4 ของน้ําตาลเพียงอยางใดอยางหนึ่ง หรือมีการเชื่อมตอกันชนิดผสมรวมกันระหวาง 1-2 
และ 1-4 ก็ได (ภาพที่ 2-1) ความแตกตางของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดในกลุมนี้สวนใหญจะข้ึนอยูกับ
ลักษณะของโครงสรางของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด ไมวาจะเปนขนาดน้ําหนักโมเลกุล (Molecular 
weight) และพันธะที่ใชในการเชื่อมตอกันระหวางโมเลกุล สามารถแบงออกได 2 กลุม ไดแก 

1.1. ฟรุกแตน (Fructans) เปนโพลีแซคคาไรดที่มีน้ําตาลฟรุกโตส (Fructose) เชื่อมตอ
กัน เชน ลีแวน (Levan)  และฟรุกแตนชนิดอินนูลิน (inulin-type fructan) เปนตน 
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1.2. กลูแคน (Glucans) เปนโพลีแซคคาไรดที่มีน้ําตาลกลูโคส (Glucose) เชื่อมตอกัน 
เชน เดกซแตรน (Dextran) มิวแตน (Mutan) และอัลเทอแนน (alternan) เปนตน 

Grosu-Tudor และคณะ (2013) คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดจากอาหารหมักพ้ืนบานจากประเทศโรมาเนีย พบวาแบคทีเรียแลกติก 9 สายพันธุ ไดแก 
Lactobabacillus lactis 1.8, Leuconostoc citreum 1.10, 1.11, 1.12, 2.8 และ 4.11, Leuc 
mesenteroides. 21.2, Leuc. pseudomesenteroides 20.6 และ W. confusa/cibaria 38.2 มี
คุณสมบัติผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด และเมื่อศึกษาองคประกอบทางเคมีของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่
ได พบวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรดท้ังหมดจัดอยูในกลุมโฮโมโพลีแซคคาไรด โดยมีน้ําตาลกลูโคสเปน
องคประกอบ แตอาจมีพันธะที่ใชในการเชื่อมตอกันแตกตางกันไป 

 

ภาพที่ 2-1 โครงสรางของโฮโมโพลีแซคคาไรดของลีแวน (Levan) (A) และมิวแตน (Mutan) (B) 
ที่มา: Monsan และคณะ (2001) 

2. กลุมเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด (Heteropolysaccharides, HePS) เปนโพลีแซคคาไรด
ที่ประกอบไปดวยน้ําตาลหลายชนิดเปนองคประกอบ (ภาพที่ 2-2) ซึ่งจะประกอบดวยโมโนแซคคาไรด 
(Monosaccharides) ตั้งแต 2 โมเลกุลขึ้นไป และมีชนิดของน้ําตาลมากกวา 1 ชนิด แบคทีเรียแลก
ติกที่ผลิตเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด ไดแก L. casei, L. buchneri, L. lactis, L. debrueckii, L. 
helveticus และ Streptococcus thermophilus เปนตน (ตารางที่ 2-1) 
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ภาพท่ี 2-2 โครงสรางของเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรดที่ผลิตจากเชื้อ Lactobacillus rhamnosus 
strain GG 
ที่มา: Landersjö และคณะ (2002) 

ตารางที่ 2-1 เอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรีย 

แบคทีเรียแลกติก แหลง ชนิดของเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรด 

ชนิดของน้ําตาลที่เปน
องคประกอบ 

ขนาดของเอ็กโซ
โพลีแซคคาไรด 
(ดาลตัน, Da) 

Lactobacillus 
casei FUA3185 

เ ค รื่ อ ง ดื่ ม ข า ว
โอต 
(Oat drink) 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลแรมโนส       
น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลไมรูอีก 1 ชนิด 

104-105 

L. casei 
FUA3186 

เ ค รื่ อ ง ดื่ ม ข า ว
โอต 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลแรมโนส      
น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลไมรูอีก 1 ชนิด 

104-105 

L. buchneri 
FUA3154 

เครื่องดื่มขนมปง 
(Bread drink) 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลไมรูอีก 1 ชนิด 

104-105 

L. debrueckii 
CRL852 

โยเกิรต 
(Yoghurt) 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลกาแลคโตส 
น้ําตาลแรมโนส 

103 

Streptococcus 
thermophilus 
CRL810 

โยเกิรต 
 

เฮ เทอโร โมโพลี
แซคคาไรด 

น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลกาแลคโตส 
กลูโคซามีน 
กาแลคโตซามีน 

123 x103 

Weissella 
cibaria 10M 

แปงเปรี้ยว 
(Sourdough) 

โฮโมโพลีแซคคา
ไรด 

น้ําตาลกลูโคส 2x105 - 5x106 

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Galle และคณะ (2011) และ Mozzi และคณะ (2006) 
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Dertli และคณะ (2013) ศึกษาองคประกอบทางเคมีของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดท้ัง 2 ชนิดที่
ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus johnsonii.พบวาเอ็กโซโพลีแซคคาไรดชนิดที่ 1 (EPS1) จัดอยูในกลุม 

HoEPS โดยมีน้ํ าตาลกลูโคสเปนองคประกอบเชื่อมตอกับดวยพันธะ α- (1,6) ในแกนหลัก 

(Backbone) และเชื่อมตอกันดวยพันธะ α-(1,2) ในสายก่ิง (Branch) ในขณะที่เอ็กโซโพลีแซคคาไรด
ชนิดที่ 2 (EPS2) จัดอยูในกลุม HeEPS โดยมีน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลกาแลคโตสเชื่อมตอกันซ้ําๆ 

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

นอกจากนี้เอ็กโซโพลีแซคคาไรดยังสามารถแบงไดตามประจุที่มีในโครงสรางของเอ็กโซโพลี
แซคคาไรด (สุขใจ ชูจันทร, 2557) ดังนี ้

1. เอ็กโซโพลีแซคคาไรดประจุบวก (Cationic exopolysaccharides) ประกอบดวยหมูอะ
มิโนอิสระ (Free amino group) บางชนิด 

2. เอ็กโซโพลีแซคคาไรดประจุเปนกลาง (Neutral exopolysaccharides) ไดแก ลีแวน 
สเกอโรกลูแคน พูลลูแลน (Pullulan) เดกซแตรน (Dextran) และเคิรดแลน (Curdlan) เปนตน 

3. เอ็กโซโพลีแซคคาไรดประจุลบ (Anionic exopolysaccharides) มีหมูแอซิดิก (Acidic 
groups) เชน คารบอกซิลฟอสเฟต หรือซัลเฟต ไดแก แซนแทน (Xanthan) ฟอสฟอแมนแนน 
(Phosphomannan) และแอลจิเนต (Alginate) 

การสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติก มีความซับซอน และมีความ
เชื่อมโยงหรือเก่ียวพันกับกลุมของยีน (Cluster gene) ไมวาจะเปนยีนที่ผลิตเอนไซมและโปรตีนตัว
ควบคุม (regulatory protein) ที่แตกตางกัน ซึ่งยีนที่เก่ียวของนี้จะอยูบริเวณพลาสมิค (Plasmid) ใน
กรณีของแบคทีเรียแลกติกที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesophilic LAB) เชน Lactococcus เปนตน 
และจะอยูบริเวณโครโมโซม (Chromosome) ในกรณีของแบคทีเรียแลกติกที่ชอบอุณหภูมิสูง 
(Thermophilic LAB) เชน Streptococcus และ Lactobacilli เปนตน (Patel et al., 2012) โดย
กลุมโฮโมโพลีแซคคาไรดจะเก่ียวของกับเอนไซมกลูแคนซูเครส (Glucansucrase) หรือเอนไซมฟรุก
แตนซู เครส (Flutansucrase) โดยใชน้ํ าตาลซูโครสเปนซับเสตรท (Substrate) และมีตัวรับ 
(Acceptor) เชน น้ําตาลมอลโตส เปนตน 

 

 

ภาพที่ 2-3 การสังเคราะหของกลุมโฮโมโพลีแซคคาไรด 
ที่มา: Monsan และคณะ (2001) 



7 
 

สําหรับการสังเคราะหของกลุมเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรดจะมีความซับซอนมากกวากลุมโฮโม
โพลีแซคคาไรด โดยสวนซ้ําๆ (Repeating unit) ของเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรดจะถูกสังเคราะหใน
สวนของไซโตรพลาส ไดเปนนิวคลีโอไทดน้ําตาล (Sugar nucleotides) ซึ่งใชเปนโมเลกุลสวนตน 
(Precursor molecules) ของการสังเคราะหเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด จากนั้นจะถูกสงออกผานเยื่อ
หุมเซลล (Cell membrane) โดยใชเอนไซมไกลโคซิลทรานเฟอเรส (Glycosyltransferases) แลวนิ
วคลีโอไทดน้ําตาลจะถูกเชื่อมตอกันเปนสายโพลีแซคคาไรด (Polymerization) ซึ่งจะยึดอยูกับลิปด
แคริเออร (Lipid carrier) เพื่อควบคุมความยาวของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด แลวจึงขับออกนอกเซลล 
(ภาพท่ี 2-4) ซึ่งกลไกลการสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยหลักๆ จะประกอบดวยข้ันตอน 4 
ขั้นตอน  ไดแก (i) การขนสงน้ําตาลเขาสูไซโตรพลาส ซึม (Sugar transport into the cytoplasm), 
(ii) การสังเคราะหของ sugar-1-phosphates, (iii) การกระตุน และการจับคู กันของน้ําตาล 
(Activation and coupling of sugar) และ (iv) การสงออก (Export of EPS) (Patel และคณะ, 
2012) 

 

ภาพที่ 2-4 การสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติก 
ที่มา: Welman & Maddox (2003) 
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Dabour และ LaPointe (2005) ศึกษากลุมของยีนที่สังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก 
Lactococcus lactis subsp. cremoris SMQ-461 พบวากลุมของยีนสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดอยูบริเวณโครโมโซมของเซลล มีขนาดประมาณ 13.2 กิโลเบส (kb) โดยสามารถถอดรหัสเปน
ลําดับกรดอะมิโน (Open reading frames, ORFs) ทั้งหมด 15 ORFs ซึ่งประกอบดวยยีนควบคุม 
(epsR) ยีน chain length determination (epsABC) ยีนสังเคราะหสวนซ้ําๆ (epsDEFG, epsI และ 
epsK) ยีนที่ใชในการเชื่อมตอกันเปนสายโพลีแซคคาไรด (epsH) และยีนที่ชวยในการสงออก (epsM) 
(ภาพที่ 2-5) 

อยางไรก็ตามกลไกลการสังเคราะหเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากแบคทีเรียแลกติกก็จะมีความ
หลากหลายของกลุมของยีน ท้ังนี้ขึ้นอยูกับสายพันธุของเชื้อแบคทีเรียแลกติก นอกจากนี้แลวเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรดจะมีชนิด และสมบัติท่ีมีความหลากหลายแตกตางกัน ยังข้ึนอยูกับองคประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ เชน ชนิดของแหลงคารบอน ชนิดของแหลงไนโตรเจน เปนตน (Malang et al., 
2015) พบวา W. confuse สายพันธเดียวจะผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ไดหลายชนิด ทั้งนี้ขึ้นกับชนิด
ของแหลงคารบอน เชน การเลี้ยง W. confuse 11GU-1 ในอาหารที่มีน้ําตาลซูโครสเปนแหลง
คารบอน จะไดเอ็กโซโพลีแซคคาไรดชนิดเดกซแตรน แตหากเลี้ยงในอาหารท่ีมีน้ําตาลกลูโครสเปน
แหลงคารบอน จะไดกลุมของเฮเทอโรโมโพลีแซคคาไรด เปนตน 

 

ภาพท่ี 2-5 กลุมของยีนที่สังเคราะห เอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก Lactococcus lactis subsp. 
cremoris SMQ-461 
ที่มา: Dabour และ LaPointe (2005) 

นอกจากนี้แลวยังมีปจจัยทางกายภาพ เชน พีเอช อุณหภูมิ และระยะเวลาที่ใชในการเลี้ยง 
เปนตน จะมีผลตอผลผลิตของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด (EPS yield) ที่ได โดยที่พีเอช และอุณหภูมิจะมี
ผลตอการเจริญของแบคทีเรียแลกติก และการทํางานของเอนไซมที่เก่ียวของกับการสังเคราะหเอ็กโซ
โพลีแซคคาไรด (Zhang et al., 2011) ศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก S. thermophiles 
ST1 พบวาการเลี้ยงเชื้อท่ีพีเอชเริ่มตน 6.5 จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุด แตผลิตเอ็ก
โซโพลีแซคคาไรดจะลดลงเมื่อเลี้ยงเชื้อที่มีพีเอช 5.0, 6.0 และ 7.0 ซึ่งการลดลงของการผลิตเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรดนั้นมีความสอดคลองกับการเจริญที่ลดลงของเชื้อ S. thermophiles ST1  

Gassem, Schmidt และ Frank (1997) ไดศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus RR พบวาการควบคุมพีเอชมีอิทธิพลตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด
มากกวาองคประกอบของสารอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ  
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Vijayendra และ Babu (2008) ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดจากเชื้อ Leuconostoc sp. CFR-2181 พบวาการเลี้ยงเชื้อ Leuconostoc sp. CFR-2181 ใน
อาหารมีน้ําตาลซูโครสความเขมขน 5 เปอรเซน็ต น้ําหนักโดยปริมาตร ที่มีพีเอชเริ่มตน 6.7 และบมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 4 ชั่วโมง จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุด
เทากับ 18.38 กรัมตอลิตร 

การประยุกตใชผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด เอ็กโซโพลีแซคคาไรดถูกนําไปใชประโยชนอยาง
กวางขวาง เชน ทางการแพทย เครื่อสําอาง ทางเภสัช เปนตน โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร เอ็ก
โซโพลีแซคคาไรดถูกนําไปใชเพ่ือประโยชนหลายอยาง (Sanalibaba & Cakmak, 2016) ไดแก  

1. การควบคุมความหนืดและการไหล 
2. การพัฒนาเนื้อสัมผัส (texture) ความรูสึกจากการชิม (mouth feel) และความคงตัว

ของการตอการแชแข็ง-ละลาย (freeze-thaw stability) 
3. สารเพ่ิมความขนหนืด thickeners softeners) 
4. สารแขวนลอย (suspending agents) 
5. ผลิตภัณฑอาหารควบคุมแคลอรี่ (low calories food products) 
6. ใยอาหาร (dietary fiber) 
7. ฟมลและสารเคลือบ (films and coating agent) 
8. น้ําสลัด (salad dressing) 
9. ไอซิง่ในอาหารแชแข็ง (frozen food icing) 
10. สารใหความชุมชื่นแกผิว (moisturizing agent) 
 

แมวาการศึกษาดั้งเดิมในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 โดย
Wongsuphachat และคณะ (2010) จะพบวาเชื้อ W. confusa NH02 มีการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรดไดดีเมื่อเลี้ยงในอาหารดัดแปลง MRS ที่มีคาพีเอชเริ่มตน 7.0 ที่ประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 40 
กรัมตอลิตร น้ําหนักโดยปริมาตร เปนแหลงคารบอน และมีทริปโตน (Tryptone) 10 กรัมตอลิตร 
น้ําหนักโดยปริมาตร เปนแหลงไนโตรเจน โดยเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 
12 ชั่วโมง จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 18.08 กรัมตอลิตร ซึ่งเปนการทดลอง
แบบทีละปจจัย (One factor at a time) โดยศึกษาปจจัยที่สนใจ (Factor) แลวกําหนดใหปจจัยอ่ืนๆ 
คงที่ และเมื่อไดคาผลการทดลองที่ดีที่สุดแลวจึงเปลี่ยนระดับของปจจัยที่ศึกษาและเมื่อใหผลการ
ทดลองที่ดีที่สุดแลว จึงเปลี่ยนไปศึกษาปจจัยตัวท่ีสอง และทําอยางนี้ไปเรื่อยๆ จนครบปจจัยที่
ตองการศึกษา ซึ่ งวิธีการทดลองนี้ ใช กันอยางแพรหลายในงานวิจัยทางวิทยาศาสตรและ
วิศวกรรมศาสตร เนื่องจากมีขอดี คือ ข้ันตอนการทดลองไมยุงยาก แตอยางไรก็ตามยังมีขอเสีย คือ 
ไมสามารถทราบผลของปจจัยที่มีรวมกันได รวมท้ังใชระยะเวลานานหากทําการศึกษาหลายปจจัย 
นอกจากนี้ผลการทดลองที่ไดจากวิธีดังกลาวอาจใหผลการทดลองไดไมดีที่สุด (Box, 2006; 
Giesbrecht and Gumpertz, 2004) 
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ตารางที ่2-2 การประยุกตใชเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

เอ็กโซโพลีแซคคาไรด การประยุกตใช 
เดกซแตรน (dextran) สารเสริมฤทธิ์ อิมัลซิไฟออร สารใหความคงตัวและสารเหนี่ยวนําใน

อาหารและยา  
อัลเทอแนน (akternan) พรีไบโอติก สารใหความหวาน สารเพ่ิมปริมาณในการลดความหนืด 
รอยเทอเรน (reuteran) ในเบเกอรี ่
ลีแวน (levan) พรีไบโอติก คณุสมบัติตานมะเร็ง กาว สารเพ่ิมความขนหนืด 
อินนูลิน (inulin) พรีไบโอติก ยับยั้งเชื้อกอโรค สารแทนไขมัน 
คีฟเรน (kefiran) คุณสมบัติหยุนหนืด ยับยั้งจุลินทรีย ความสามารถในการลดความดันใน

เลือด 
โอลิโกแซคคารไรด พรีไบโอติก โภชนเภสัช วัตถุเจือปนอาหาร สารปองกันมะเร็ง ลดระดับ

ไขมันในเลือด เครื่อสําอางสําหรับผิว 
กลูแคน สารเสริมในชีต 
เบตา และอัลฟา กลูแคน สารตั้งตน 

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Sanalibaba & Cakmak (2016) 

การทดลองทางสถิติ (Experimental design) ซึ่งเปนการทดลองที่ศึกษาปจจัยที่สนใจ โดย
ใชความรูทางคณิตศาสตรมาประยุกต เพ่ือใหไดเการทดลองที่มีความครอบคลุม รวมทั้งลดระยะเวลา 
และทรัพยากรในการทดลอง เชน การทดลองแบบแฟคทอเรียล (Factorial) เปนการทดลองที่ศึกษา
ปจจัยและระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาไดในเวลาเดียว นอกจากนี้ยังทราบผลของปจจัยทีม่ีผล
รวมกัน (Interaction) (Box et al., 2005) แตการทดลองแบบนี้จะมีชุดทดลองเปนจํานวนมากหากมี
ระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาหลายระดับ ดังนั้นจึงนิยมทําการทดลองเพียงสองระดับเทานั้น 

2. การวางแบบการทดลองแบบวิธีการทากูช ิ(Taguchi method) 

การวางแบบการทดลองแบบวิธีการทากูชิ (Taguchi method) เปนวิธีการออกแบบการ
ทดลองท่ีใหความสําคัญกับการออกแบบที่ทําใหสภาวะของกระบวนการหรือผลิตภัณฑที่ผลิตไดตองมี
คุณภาพสูง ดวยคาใชจายในการพัฒนาและการผลิตที่ต่ํา นอกจากนี้ยังเปนการทดลองที่สามารถศึกษา
ปจจัยหลายๆ อยางพรอมกัน โดมีวิธีการคํานวณที่ไมยุงยาก และใชจํานวนการทดลองนอยกวาการ
ออกแบบการทดลองแบบอื่นๆ เชน การออกแบบแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลสมบูรณ (Full 
factorial design) และการออกแบบแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลบางสวน (Fractional 
factorial design) เปนตน โดยการใชเครื่องมือที่เรียกวา ออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) 
โดยกําหนดใหปจจัยที่ควบคุมไดเปน Outer array และปจจัยที่ควบคุมไมไดเปน Inner array เชน ถา
มีปจจัยศึกษา 4 ปจจัย และมี 3 ระดับ ดังนั้นจะไดออทอกอนอลอะเรย ใช L9 ดังแสดงในตารางท่ี 2-
3 สามารถออกแบบการทดลองได 9 ชุดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 2-4 
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ตารางที่ 2-3 ตัวแปร (Parameter) และระดับ (Level) ที่ใชในการออกแบบวิธีการทากูชิ (Taguchi’s 
experimental design) 

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

Nu
m

be
r o

f L
ev

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

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

4 L16 L16 L16 L16 L32 L32 L32 L32 L32      

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

 

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

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

อัตราสวนสัญญาไปยังสิ่ งรบกวน (Signal- to-noise ration; S/N) เปนเครื่องมือวัด
ประสิทธิภาพของกระบวนการรวมกันระหวางคาเฉลี่ยกับคาผันแปร (Single performance 
measure) จึงไดคาที่เหมาะสมโดยการลดความผันแปรของกระบวนการ ซึ่งความสัมพันธของสมการ
อัตราสวนไปยังสิ่งรบกวนนั้น เลขเศษหรือสัญญาณของอัตราสวน คือ ความสามารถของกระบวนการ
ในการสรางผลิตภัณฑที่ดี หรือความสามารถของผลิตภัณฑเพื่อการดําเนินการไดถูกตอง ตัวสวน คือ
ผลรวมของผลกระทบของปจจัยแทรกซอนที่มีตอกระบวนการหรือผลิภัณฑ 
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การวิเคราะหอัตราสวนสัญญาไปยังสิ่งรบกวน (Signal-to-noise ration; S/N) สามารถ
คํานวณไดจากสมการ ดังนี ้

𝑆 𝑁 =  − log(𝑀𝑆𝐷)⁄  

โดยที่ MSD (mean square deviation) คือ ตัวแปรคาหนึ่งที่ไดมาจากการคํานวณตาม
แนวทางของทากูชิ ซึ่งมีอยู 3 วิธี ไดแก 

(1) กรณีตองการคานอยกวาเปนคาที่ดีที่สุด (Lower is Better) คํานวณไดจาก 

𝑀𝑆𝐷 =  
1

𝑛
෍ 𝑦ଶ 

 
(2) กรณีตองการคามากกวาเปนคาที่ดีที่สุด (Higher is Better) คํานวณไดจาก 

𝑀𝑆𝐷 =  
1

𝑛
෍

1

𝑦ଶ
 

 
(3) กรณีตองการคาตามตองการเปนคาที่ดีที่สุด (Nominal is Best) คํานวณไดจาก 

𝑀𝑆𝐷 =  
1

𝑛
෍(𝑦 − 𝑚)ଶ 

โดยที ่ T คือ Target value 

สําหรับการประมาณอิทธิพลของแตละปจจัย (analysis of means) โดยการใชคาเฉลี่ยใน
การวิเคราะหื โดยคํานวณคาเฉลี่ยรวมของ S/N ratio ในการทดลองโดยใชสูตร 

𝑆 𝑁⁄  𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
1

𝑛
෍ 𝑆 𝑁௜⁄  

สําหรับการหาอิทธิพลของระดับตางๆ ในแตละปจจัยตอคาตอบสนองที่สนใจ สามารถ
คํานวณไดจากคาเฉลี่ยในแตละระดับที่มีอยูในชุดการทดลอง (Mean of one factor at level, MLF,i) 
เชน หากสนใจวาระดับใดของปจจัย P2 ที่เหมาะสม สามารถคํานวณได ดังนี ้

MLP2,1     =      
௓భା௓రା௓ళ

ଷ
 

MLP2,2     =      
௓మା௓ఱା௓ఴ

ଷ
 

MLP2,3     =      
௓యା௓లା௓వ

ଷ
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คาเฉลี่ยที่ไดในแตละระดับของแตละปจจัย สามารถแจกแจงดังแสดงในตารางท่ี 2-5 

ตารางที่ 2-5 การวิเคราะหผลของการทดสอบออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) L9(34) 

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

 

ผลตางของคาสูงสุดและคาต่ําสุดของระดับ (R) ในแตละปจจัย สามารถนํามาอธิบายอิทธิพล
ของปยจัยนั้นๆ ได กลาวคือ หากคา R มีคามากแสดงวาปจจัยดังกลาวมีอิทธิพลตอคาตอบสนองที่เรา
สนใจนั้นมาก และสามารถจัดอันดับความสําคัญในแตละปจจัยได 

Yu, Chen และคณะ (2018) ศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาร
ไรดจากเชื้อ Weissella cibaria 27 โดยวิธทากูชิ พบวา อิทธิพลที่มีบทบาทสําคัญตอการผลิตเอ็กโซ
โพลีแซคคารไรดจากเชื้อ Weissella cibaria 27 มากที่สุด คือ อุณหภูมิ รองลงคือ เวลา และพีเอช
เริ่มตน โดยสภาวะที่เหมาะสม คือ การเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส ในอาหารที่ม่ีพีเอช 6.3 
และบมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

3. การวางแบบการทดลองดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology, 
RSM) 

สําหรับการศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมดวยวิธี พ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface 
methodology, RSM) เปนการทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของผลตอบสนอง ซึ่งเปน
กระบวนการท่ีใชความรูทางคณิตศาสตรและสถิติในการวางแผนการทดลอง และมีการประยุกตใช 
RSM อยางกวางขวางในงานวิจัยทางวิทนาศาสตรและดานอุตสาหกรรม นอกจากนี้วิธี RSM มี
แผนการทดลองที่นิยมใชอยู 2 แผนการทดลอง คือ (i) แผนการทดลองแบบบอกซวิลสัน (Box-
Wilson experimental design) และ (ii) แผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน (Box-Behnken 
design) แตท่ีนิยมใชคือแผนการทดลองแบบบอกซวิลสัน เนื่องจากการทดลองดังกลาวสามารถ
แกปญหาของการออกแบบ 3n factorial designs ในการศึกษาปจจัยที่มากกวา 2 ตัวแปรเชิงปริมาณ 
และใหการทดลองที่ครอบคลุมกวาแผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน ซึ่งตองทําการทดลอง
คอนขางมากในการออกแบบ 3n factorial designs ดังนั้นเพ่ือลดจํานวนของการทดลอง (Box & 
Wilson, 1992) ไดคิดคนแผนการทดลองประกอบศูนยกลาง (Central Composite Design, CCD) 
ซึ่งพัฒนาจากแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลที่มีระดับปจจัย 2 ระดับ (2n factorial design) 
อยางไรก็ตามแผนการทดลองแบบ CCD จึงเพิ่มระดับการทดลองแฟคเทอเรียลที่จุดศูนยกลาง 
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(Center) และแนวแกน (Axial) โดยแบงเปน 5 ระดับ คือ ระดับต่ําสุด (-α) ต่ํา (-1) กลาง (0) สูง (+

1) และระดับสูงสุด (+α) (Cochran & Cox, 1992) เพื่อสรางรูปแบบความสัมพันธท่ีมีความสัมพันธ
เชิงเสนโคงหรือตัวแบบความสัมพันธอันดับสองได และในการวางแผนการทดลอง CCD มีจํานวนการ
ทดลองเทากับ 2n + (2n + 6) สําหรับการทดลองที่มีปจจัยหรือตัวแปรตน 4 ตัวแปร ดังแสดงใน
ตารางที่ 2-5 มีจํานวนการทดลองทั้งหมด 30 การทดลอง เปรียบเทียบกับ 3n factorial designs มี
จํานวนการทดลองท้ังหมด 81 การทดลอง สําหรับรหัสของปจจัยหรือตัวแปรอิสระในการการวาง
แผนการทดลองสามารถคํานวณจากสมการ 

xi  =  (Xi – Xcp) / ∆Xi 

xi คือ  รหัสที่ใชในการวางแผนการทดลองแบบ CCD 
Xi คือ  คาจริงของระดับปจจัยในการทดลอง 
Xcp คือ  คาจริงของระดับกลางของปจจัยในการทดลอง 
∆Xi คือ  ผลตางของระดับปจจัย 

นอกจากนี้วิธีการนี้ใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรตนกับผลตอบสนอง 
ความสัมพันธดังกลาวแสดงเปนสมการพหุนามกําลังสอง (Myers & Montgomery, 1995) ดังแสดง
ในสมการ คือ 

Y = β0 +  ෍ βiiX୧
ଶ +  ෍ βijXiXj

ସ

୧,୨ୀଵ

ସ

୧ୀଵ

 

โดยที ่ β0 คือ  คาคงที ่

βi คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

βii คอื คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

βij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีผลรวมกันโดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร 

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

SSto  =  ∑ y୧
ଶ −  

(∑ ଢ଼౟ )మ

୒
 , (Df = N-1) 

Yi คือ  ผลการตอบสนองที่ไดแตละชุดการทดลอง 
N คือ  จํานวนการทดลองท้ังหมด 
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ผลรวมกําลังสองของเชิงเสนตรง (Sum square regression linear, SSrl) เชิงเสนโคง (Sum 
square regression quadratic, SSrq)  และผลร วม กัน  (Sum square regression interaction,   
SSri) ของรูปแบบความสัมพันธลําดับที่สอง คํานวณไดดังนี ้

SSrl  =  ∑ 𝑏௜
௡
௜ୀଵ 𝑔௜   (Df = n) 

bi คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 
g คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมของเชิงเสนตรงโดย i 

คือ ลําดับของตัวแปร 
n คือ  จํานวนปจจัย 

SSrq  =  ∑ b୧୧
୬
୧ୀଵ g୧

ଶ  (Df = n) 

bii คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 
gi คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมของเชิงเสนโคงโดย i 

คือ ลําดับของตัวแปร 
n คือ  จํานวนปจจัยหรือตัวแปรในการศึกษา 

 

SSri  =  ∑ b୧୨
୬
୧,୨ୀଵ g୧g୨      (Df = m 

(୫ିଵ)

ଶ
) 

bij คือ  คาสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีผลรวมกัน โดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร 
gigj คือ  ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X' ในเทอมที่มีผลรวมกัน โดย i คือ 

ลําดับของตัวแปร 
m คือ  จํานวนตัวแปรที่มีผลรวมกัน 

 

ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Sum Square regression, SSr) คํานวณไดจาก  

SSr = SSrl + SSrq + SSri   (Df = n 
(୬ାଷ)

ଶ
) 

ผลรวมความคลาดเคลื่อนกําลังสองของการทดลอง (Sum Square error, SSe) คํานวณได
จาก  

SSe = SSto – SSr   (Df = N 
(୬ାଷ)

ଶ
) 
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ตารางที่ 2-6 แผนการทดลองประกอบศูนยกลาง (Central Composite Design, CCD) ของตัวแปร
อิสระ (Independent variables) 

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

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

MSr = 
ୗୗ୰

ୈ୤౏౏౨
 

SSr คือ  ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 
DfSSr คือ  องศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 

ความแตกตางมีนัยสําคัญ (p-value) ของสมการพนุนามกําลังสองหรือรูปแบบสมการถดถอย
คํานวณไดจากสมการ 

F  = 
୑ୗ୰

୑ୗୣ
 

ผลจากการคํานวณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสมการพนุนามกําลังสองโดยสมการ
ขางตนสามารถคํานวณคา F-value เพ่ือหาคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเทียบคาที่
ไดจากการคํานวณโดยสมการกับคาที่ไดจากตางรางแจกแจง F ซึ่งกําหนดคาองศาความอิสระ 
(Degree of freedom) เทากับจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 
(Df1) และจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง (Df2) (ไพรโรจน วิ
ริยจารี, 2544) โดยกําหนดใหคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นหากคา F-
value ที่ไดจากการคํานวณมากกวาคา F-value จากตาราง F แสดงวาความสัมพันธระหวางคา
ตอบสนอง (Y) และปจจัยหรือตัวแปรที่ศึกษาสามารถอธิบายดวยความสัมพันธลําดับที่สอง 
(Quadratic model) 

Prathima และคณะ (2014) ไดศึกษาปจจัยที่ผลตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ L. 
lactis NCDC 191 โดยการมีการออกแบบการทดลองดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง โดยมีปจจัยการศึกษา 
ไดแก อุณหภูมิของการเลี้ยง พีเอช ปริมาณของน้ําตาลกลูโคส และปริมาณของเคซีนไฮโดรไลซีส 
(Casein hydrolysate) พบวาการเลี้ยง L. lactis NCDC 191 ในอาหาร DP whey ที่มีปริมาณของ
น้ําตาลกลูโคส 10 เปอรเซ็นต และมีปริมาณของเคซีนไฮโดรไลซีส 1 เปอรเซ็นต ที่มีพีเอช 6.8 และ
นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะใหการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดในปริมาณสูงสุดเทากับ 
153.39 มิลลิกรัมตอลิตร 

Seesuriyachan และคณะ (2012) ใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง แบบ 
CCD ในการศกึษาผลของปริมาณของเกลือ ปริมาณของน้ําตาลซูโครส และระยะเวลาของการเลี้ยงตอ
การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ L. confusus TISTR1498 พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการ
ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด ประกอบดวย อาหารที่มีปริมาณของเกลือ 4.97 เปอรเซ็นต และปริมาณ
ของน้ําตาลซูโครส 136.5 กรัมตอลิตร จะไดปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 86.36 
กรัมตอลิตร เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา 40.79 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
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Moghannem และคณะ (2018) ศึกษาการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Bacillus 
velezensis KY471306 โดยใชวิธีพื้นผิวตอบสนองวางแผนการทดลองแบบบอกซเบ็นเกน โดยศึกษา
ปจจัยของสารอาหาร และสภาพแวดลอม ประกอบดวย กากน้ําตาล ยีสตสกัด และอุณหภูมิที่ใชเลี้ยง
เชื้อ พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ B. velezensis KY471306 
คือ ปริมาณกากน้ําตาลเทากับ 12 เปอรเซ็นต ปริมาณยีสตสกัดเทากับ 6 กรัมตอลิตร และเลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

อยางไรก็ตามการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ในการศึกษาดั้งเดิม
ยังพบขอบกพรองในเรื่องตนทุนในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด เนื่องจากตองใชอาหารดัดแปลง 
MRS ซึ่งมีความซับซอนขององคประกอบของอาหาร และองคประกอบบางชนิดมีราคาแพง เชน 
น้ําตาลซูโครส ยีสตสกัด (Yeast extract) และทริปโตน เปนตน การใชประโยชนจากวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรจึงเปนทางเลือกที่ดีในการแกไขปญหานี้ เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศที่ประกอบ
อาชีพเกษตรกรรมเปนหลัก 

น้ําตาลซูโครส เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดตอการเจริญ และผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจาก
เชื้อ W. confusa NH02 ซึ่งตองใชปริมาณ 40 กรัมตอลิตร (Wongsuphachat et al., 2010) แหลง
ของน้ําตาลซูโครสจากการเกษตรซึ่งอาจนํามาใชเปนซับสเตรท (Substrate) ราคาถูกในการผลิตเอ็ก
โซโพลีแซคคาไรด ไดแก น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด เปนตน อยางไรก็ตามแหลงของน้ําตาล
ซูโครสจากการเกษตรอาจมีปริมาณของน้ําตาลซูโครสท่ีนอยเกินกวาปริมาณที่เหมาะสมตอการ
ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 เชน น้ํามะพราวมีองคประกอบของน้ําตาล
ซูโครส 6.7 กรัมตอลิตร น้ําตาลกลูโคส 5.0 กรัมตอลิตร และน้ําตาลฟรุกโตส 7.1 กรัมตอลิตร 
(Unagul et al, 2007) เปนตน ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด อาจมี
การเติมแหลงของน้ําตาลซูโครสราคาถูกอื่นเพ่ิมเขาไป เชน กากน้ําตาล น้ําตาลทราย เปนตน 

Tayuan และคณะ (2011) ศึกษาปจจัยของแหลงคารบอนราคาถูก ไดแก กากน้ําตาล และ
น้ําตาลทรายขาว เพื่อใชในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Weisella sp. เปรียบเทียบกับ
น้ําตาลซูโครสเกรดวิเคราะห (Analytical grade) พบวาการใชน้ําตาทรายขาวเปนแหลงคารบอนที่
เหมาะสมท่ีสุดในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Weisella sp. PSMS4-4  

Kuntiya และคณะ (2010) พบวาเชื้อ L. confusus TISTR1498 สามารถผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดไดเทากับ 31.5 กรัมตอลิตร ในอาหารดัดแปลง MRS ที่มีน้ําตาลซูโครส และน้ํามะพราว
เปนองคประกอบ 

ทริปโตน เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดตอการเจริญ และผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ 
W. confusa NH02 ซึ่งตองใชปริมาณ 10 กรัมตอลิตร (Wongsuphachat et al., 2010) แมวาใน
วัสดุเหลือใชทางการเกษตรจะเปนแหลงของคารบอน และแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญ
ของแบคทีเรียแลกติก แตอาจมีปริมาณไมพอเหมาะตอการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด
จากเชื้อ W. confusa NH02 ดังนั้นการใชกากถั่วเหลือง น้ํานึ่งปลาทูนา และน้ํากากสา เปนแหลง
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ไนโตรเจนราคาถูก จึงเปนทางเลือกหนึ่งสําหรับแกปญหาดังกลาวได (Altaf et al., 2007) เลือกใชถ่ัว
เลนทิล (Red lentil) และเซลลเบเกอรยีสต (Baker’s yeast cells) เปนแหลงของไนโตรเจนราคาถูก
ในการเลี้ยงเชื้อ L. amylophillus GV6 ในการผลิตกรดแลกติก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใชประโยชน
จากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร รวมทั้งของเสีย (Wastes) หรือผลิตผลพลอยได (By-product) จากโร
งานอุตสาหกรรมเพื่อผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 เพื่อลดตนทุนใน
กระบวนการผลิต ไดผลคุมคาทางเศรษฐศาสตรใชผลิตในเชิงพาณิชยได 

 

 

 



 
 

บทที่ 3  
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 การเตรียมเชื้อ W. confusa NH02 

เลี้ยงเชื้อ W. confusa NH02 ที่เก็บในกลีเซอรอลที่ -20 องศาเซลเซียส ในอาหาร MRS 
broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง นําไปแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการ 
streak ลงบนอาหารดัดแปลงจาก De Man Rogosa Sharpe (MRS) agar ที่มีน้ําตาลซูโครส 40 กรัม
ตอลิตร คัดเลือกโคโลนีที่สรางเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยใชลูปแตะแลวดึง แลวนําไปทดสอบสัณฐาน
วิทยาเบื้อตนของ W. confusa NH02 โดยการยอมแกรม แลวตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน และ
ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส เชื้อ W. confusa NH02 ตองติดสีแกรมบวกและไมสรางเอนไซม
คะตะเลส นําโคโลนีที่คัดเลือกไดมาเก็บเชื้อไวในอาหาร MRS broth ที่มีกลีเซอรอลความเขมขน 25 
เปอรเซ็นต ปริมาตรโดยปริมาตร (% v/v) และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.2 การเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน 
ถายเชื้อ W. confusa NH02 ที่ เก็บในกลีเซอรอลที่ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อไดที่ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หรือ 1 % v/v ลงในอาหาร MRS 
broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง 
ทําซ้ําประมาณ 1-2 ครั้ง นําเชื้อที่ไดไปปนเหวี่ยงแยกเซลล ท่ีความเร็ว 8,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที ลางเซลลท่ีไดดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 
0.85 เปอรเซ็นต น้ําหนักโดยปริมาตร (0.85% w/v NaCl) ประมาณ 2-3 ครั้ง แลวจึงละลายตะกอน
เซลลกลับในสารละลาย 0.85% w/v NaCl ในปริมาตรเทาเดิม จากนั้นนํามาปรับคาการดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร (OD600) ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) ใหไดเทากับ 0.5 
แลวนําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดตอไป 

3.3 การศึกษาอัตราการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 
ถายกลาเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 3.2 ปริมาตร 1 % v/v ลงใน อาหารดัดแปลงจาก De Man 

Rogosa Sharpe (MRS) broth ที่มีน้ําตาลซูโครส 40 กรัมตอลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่ระยะเวลาตางๆ ไดแก 0, 6, 12, 18, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง แลวนําไป

วิเคราะหหาการเจริญของเซลลโดยการวัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง และปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคา

ไรด  

3.3.1 การหาน้ําหนักเซลลแหง (Cell dye weight) 

นําตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไปปนเหวี่ยงแยกเซลล ท่ี

ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลลที่

ไดดวยสารละลาย 0.85% w/v NaCl ประมาณ 2-3 ครั้ง นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
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เปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง แลวนําไปท้ิงใหเย็นในโถดูดความชื้น (Desiccator) ทิ้งไวใหเย็น แลวนําไป

ชั่งน้ําหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่งแบบละเอียดชนิดทศนิยม 3 ตําแหนง 

3.3.2   การหาปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

นําตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดปริมาตร 50 มิลลิลิตร ไปปนเหวี่ยงแยกเซลล ท่ี

ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 นาที นําสารละลายสวน

ใสที่ไดมาเติมดวยสารละลายเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต อัตราสวนระหวางเอทานอลตอ

สารละลายสวนใสที่ได 0.5 ตอ 1 (0.5:1) ทิ้งไวขามคืน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที ลาง

ตะกอนเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ไดดวยสารละลายเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต เปนจํานวน 2-

3 ครั้ง นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน แลวนําไปทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น 

(Desiccator) แลวนําไปชั่งน้ําหนักที่แนนอนดวยเครื่องชั่งแบบละเอียดชนิดทศนิยม 3 ตําแหนง 

3.4 การเตรียมวัตถุดิบท่ีใชเปนแหลงอาหาร 
3.4.1 น้ํามะพราว 

เปนน้ํามะพราวที่ไดจากมะพราวแกที่เหลือจากรานขายมะพราวขูด และน้ํากะทิ ใน
ตลาดที่อําเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแกว นําน้ํามะพราวที่มาเก็บรักษาไวท่ี -20 องศาเซลเซียส 

3.4.2 น้ําออย 
เปนน้ําออยท่ีไดจากตลาดที่อําเภอวัฒนานคร จังหวัดสระแกว นําน้ําออยที่มาเก็บ

รักษาไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

3.4.3 น้ําสับปะรด 
เปนน้ําสับปะรดที่คั้นมาจากเศษวัสดุเหลือจากรานขายผลไม ไดแก เปลือกสับปะรด 

แกนสับปะรด และเศษเหลืออ่ืนๆ ที่ไดจากสับปะรด เปนตน นําน้ําที่ไดมากรองดวยผาขาวบาง และ
นําน้ําที่ไดที่มาเก็บรักษาไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

3.5 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชสําหรับการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 
โดยชั่งแหลงคารบอนเสริม (C2) ปริมาณ 40 กรัมตอลิตร และแหลงไนโตรเจน (N) ปริมาณ 2 

กรัมตอลิตร จากนั้นเติมแหลงคารบอนหลัก (C1) 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขา แลวนําไปปรับคาพีเอชที่
ตองการโดยการใชสารละลายไฮโดรเจนครอไรดความเขมขน 1 โมลาร (1M HCl) หรือสารละลาย
โซเดียมไฮดรอไซดความเขมขน 1 นอรมอล (1N NaOH) แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวย
แหลงคารบอนหลัก ใสลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร กอนนําไปใชนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซยีส ที่ความดันไอน้ํา 15 ปอรนตอตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 20 นาที 
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3.6 การคัดเลือกแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อราคาถูกตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยวิธีทากูช ิ
ถายกลาเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 3.2 ปริมาตร 1 % v/v ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตางๆ ดัง

แสดงในตารางท่ี 3-1 และ 3-2 ตามแผนการทดลองแบบ Taguchi method ที่ไดจากโปรแกรม 
Design Expert soft ware แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง 
จากนั้นไปวิเคราะหหาการเจริญของเซลลโดยการวัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง และปริมาณเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรด 

ตารางที่ 3-1 ตัวแปรของแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ และคาพีเอชท่ีเลือกใชในการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

องคประกอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อ 

Symbol ระดับ (Level) 
 ระดับที่ 1 ระดับที่ 2 ระดับที่ 3 

แหลงคารบอนหลัก (100% v/v)  C1 น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด 
แหลงคารบอนเสริม (40 g/L)  C2 กากน้ําตาล น้ําตาลทรายขาว น้ําตาลมะพราว 
แหลงไนโตรเจน (2 g/L)  N กากถั่วเหลือง แอมโมเนียมซัลเฟต ผงชูรส 
พีเอช  pH 5 6 7 

 

ตารางที่ 3-2 คากําหนด Orthogonal array แบบ 4 ตัวแปร ซึ่งมีระดับของการศึกษาในแตละตัวแปร 
3 ระดับ (L9 (34)) 

Experiments Factors 
C1 C2 N pH 

1 2 1 2 3 
2 1 3 3 3 
3 3 2 1 3 
4 1 1 1 1 
5 2 2 3 1 
6 3 1 3 2 
7 3 3 2 1 
8 1 2 2 2 
9 2 3 1 2 
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3.7 การคัดเลือกปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ดวยเทคนิค Response surface methodology 
(RSM) 

สําหรับการศึกษาปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคารไรด
เชื้อ W. confusa NH02 โดยการวางแผนการทดลองแบบ Response surface methodology 
(RSM) โดยใชเทคนิค Central Composite Design (CCD) ซึ่งมีกี่กําหนดคาสูงสุดและต่ําสุดเปน 5 
ระดับ ไดแก -1.68, -1, 0, +1 และ +1.68 จากนั้นนําไปบมเปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง นําไปวิเคราะห
หาการเจริญของเซลลโดยการวัดคาการหาน้ําหนักเซลลแหง และปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

ตารางที่ 3-3 ตัวแปรของแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ และคาพีเอชท่ีเลือกใชในการผลิตเอ็กโซโพลี

แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

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

กากน้ําตาล X1 g/L 6.4 20 40 60 73.6 
กากถั่วเหลือง X2 g/L 0.3 1 2 3 3.7 
อุณหภูมิ  X3 °C 28.6 32 37 42 45.4 
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ตารางที่ 3-4 สภาวะที่ใชในการทดลองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคารไรด

และเซลลโดยเชื้อ W. confusa NH02 จากแผนการทดลองแบบ Central Composite Design 

(CCD) 

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

 

 



 
 

บทที่ 4 

ผลและวิจารณผลการวิจัย 

 

4.1 การศึกษาอัตราการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 
 การศึกษาการเจริญ และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 ใน
อาหาร MRS ที่ประกอบดวยน้ําตาลซูโครสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และทริ
ปโตน (tryptone) ความเขมขน 10 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน พีเอชเทากับ 7.0 นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 4-1 และภาพที่ 4-1 พบวา เชื้อ W. 
confusa NH02 มีการเจริญอยางรวดเร็วในชวง 6 ชั่วโมงแรก จากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลง และเขาสู
ระยะคงท่ี โดยเชื้อจะมีการเจริญสูงสุดที่ เวลา 6 ชั่วโมง และพบวาการเปลี่ยนแปลงพีเอชมี
ความสัมพันธในทางผกผันกับการเจริญของเชื้อ โดยพีเอชจะลดลงอยางรวดเร็วในชวง 6 ชั่วโมงแรก
ของการเจริญ โดยพีเอชจะลดลงจาก 6.68 ± 0.02 เปน 4.80 ± 0.03 จากนั้นการเจริญจะเริ่มลดลง
อยางชาๆ และเขาสูระยะคงท่ี โดยพบวาคาพีเอชต่ําสุดท่ีเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งมีคาพีเอชเทากับ 4.31 ± 
0.02 

ตารางที่ 4-1 การเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ระยะเวลาตางๆ โดยเชื้อ W. confusa 
NH02 

Fermentation 
times 
(h) 

pH Cell Dry weight 
(g/L) 

Exopolysaccharides 
production 

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

* Means with different superscripts in the same column are significantly at P<0.05 
 
 การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 มีความสัมพันธกับการเจริญของ
เชื้อ พบวาเชื้อมีการเจริญอยางรวดเร็วใน 6 ชั่วโมงแรก และพบการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยาง
รวดเร็วใน 6 ชั่วโมงแรก เชนเดียวกัน อยางไรก็ตามภายหลังจากเวลาที่ 6 ชั่วโมง แมวาจะพบการ
เจริญของเชื้อคงที่ แตยังพบการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยางชา จนเขาสูระยะคงที่ ที่เวลา 12 
ชั่วโมง ซึ่งจากการทดลองพบวาปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดที่เวลา 12 ชั่วโมง โดยมีคา
ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดเทากับ 4.05 ± 035 กรัมตอลิตร  
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ภาพที ่4-1 การเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ระยะเวลาตางๆ โดยเชื้อ W. confusa 
NH02 
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4.2 การคัดเลือกแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อราคาถูกตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดโดยวิธีทากูช ิ
จากแผนการทดลองตามวิธีทากูชิ (Taguchi) ซึ่งกําหนดปจจัย 4 ปจจัย ปจจัยละ 3 ระดับ 

ตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด และปริมาณเซลล ไดแก แหลงคารบอนหลัก (C1) แหลงคารบอน
เสริม (C2) แหลงไนโตรเจน (N) และพีเอช (pH) เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 3-2 ใช Orthogonal 
array (OAc) แบบ L9 (34)  ดังนั้นจึงไดการทดลองทั้งหมด 9 การทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 4-3  
   
ตารางที่ 4-2 ตัวแปรของแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ และคาพีเอชท่ีเลือกใชในการผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

ปจจัย ระดับท่ี 1 ระดับท่ี 2 ระดับท่ี 3 
แหลงคารบอนหลัก (100% v/v) (C1) น้ํามะพราว น้ําออย น้ําสับปะรด 
แหลงคารบอนเสริม (40 g/L) (C2) กากน้ําตาล น้ําตาลทรายขาว น้ําตาลทรายแดง 
แหลงไนโตรเจน (2 g/L) (N) น้ํากากสา น้ํานึ่งปลาทูนา กากถั่วเหลือง 
พีเอช (pH) 5 6 7 
 

จากการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ปจจัยและระดับแตกตางกันไดปริมาณผลิตเอ็กโซโพลี

แซคคาไรดแสดงในตารางที่ 4-2 สามารถนําไปคํานวณหาคาอัตราสวน S/N ratios ชนิดคาตอบสนอง

ทีม่ากสุดคอืคาที่ดีที่สุด (the larger – the better) ตามสมการ 

 
ଶ    

เมื่อ 𝑆/𝑁  คือ อัตราสวนของ S/N ในแตละ Experiment number 

 𝑛  คือ จํานวนการทดลองซ้ําในแตละ Experiment number 

1 𝑦ଶ⁄  คือ คาตอบสนอง (Response) ในแตละครั้งของการทอลองของแตละ  

Experiment number 

 

คํานวณอัตราสวนของ S/N ratios ของปริมาณเอก็โซโพลีแซคคาไรด ไดจาก 

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

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

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

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

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

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

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

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

 

คํานวณอัตราสวนของ S/N ratios ของปริมาณเซลลที่ไดจาก 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

ตารางที ่4-3 คากําหนด Orthogonal array แบบ 4 ตัวแปร ซึ่งมีระดับของการศึกษาในแตละตัวแปร 

3 ระดับ (L9 (34)) 

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

(g/l) 
CDW 
(g/l) 

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

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

 

  



29 
 

จากผลการทดลองพบวาปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยูในชวงระหวาง 0.74 – 6.12 กรัม

ตอลิตร และปริมาณเซลลที่ไดอยูในชวงระหวาง 0.99 – 8.51 กรัมตอลิตร อัตราสวนของ S/N ratios 

ที่ไดของปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดอยูในชวงระหวาง -1.01 – 15.74 โดยมีคาเฉลี่ยของอัตราสวน

ของ S/N ratios เทากับ 5.65 `ในขณะที่อัตราสวนของ S/N ratios ที่ไดของปริมาณเซลลที่ไดอยู

ในชวงระหวาง -0.09 – 18.60 โดยมีคาเฉลี่ยของอัตราสวนของ S/N ratios เทากับ 8.92 

 ถาคาอัตราสวนของ S/N ratios มีคามาก จะหมายความวาที่ระดับปจจัยนั้นจะใหปริมาณเอ็ก

โซโพลีแซคคาไรดออกมามากดวย โดยไดผลการวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยโดยอาศัยคาอัตราสวนของ 

S/N ratios เฉลี่ยของปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดดังตอไปนี้ 

 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 1 = [0.83 + 6.73 + (-1.01)] / 3  = 2.18 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 2 = [9.83+ 11.20 + 15.74] / 3  = 12.25 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 3 = [3.46 + 6.69 + (-2.62)] / 3  = 2.51 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 1 = [9.83+ 6.73 + 6.69] / 3  = 7.75 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 2 = [3.46 + 11.20 + (-1.01)] / 3 = 4.55 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 3 = [0.83 + (-2.62) + 15.74] / 3 = 4.65 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 1 = [3.46+ 6.73 + 15.74] / 3  = 8.64 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 2 = [9.83 + (-2.62) + (-1.01)] / 3 = 2.07 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 3 = [0.83 + 11.20 + 6.69] / 3  = 6.24 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 1 = [6.73 + 11.20 + (-2.62)] / 3 = 5.10 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 2 = [6.69 + (-1.01) + 15.74] / 3 = 7.14 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 3 = [9.83 + 0.83 + 3.46] / 3  = 4.71 

 ดังนั้นไดคา S/N ratios เฉลี่ยของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากการทดลองทั้ง 4 ปจจัย 

และ 3 ระดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4-4 
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ตารางที่ 4-4 การวิเคราะหผลของการทดสอบออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) L9(34) 

Level  C1 C2 N pH  

K1 2.18 7.75 8.64 5.10  

K2 12.25 4.55 2.07 7.14  

K3 2.51 4.65 6.24 4.71 Total 

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

%R 45.20 14.36 29.53 10.91 100 

Rank 1 3 2 4  

 

 จากตารางเมื่อนําคา S/N ratios เฉลี่ย มาใชวิเคราะหหาอิทธิพลของปจจัย จากผลตางของ

คาของระดับปจจัยที่สูง (Kmax) และต่ํา (Kmin) และทําการวิเคราะหรอยละของอิทธิพล (%R) ของ

แตละปจจัยจะสามารถคํานวณได ดังนี้  

 

%R ของปจจัย C1 = (10.07 / 22.28) x 100  = 45.20% 

%R ของปจจัย C2 = (3.20 / 22.28) x 100  = 14.36% 

%R ของปจจัย N  = (6.58 / 22.28) x 100  = 29.53% 

%R ของปจจัย pH = (2.43 / 22.28) x 100  = 10.91% 

 

 พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก เปนปจจัยที่มีผลตอคา S/N ratios เฉลี่ยของ

ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดมากที่สุด คิดเปน 45.20 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ N หรือแหลง

ไนโตรเจน C2 หรือแหลงคารบอนเสริม และพีเอช คิดเปน 29.53, 14.36 และ 10.91 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 3-4 

 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของปริมาณเอ็ก

โซโพลีแซคคาไรดที่ได ดังแสดงในภาพที่ 3-2 พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก ในแตระดับมี

ผลตอคา S/N ratios ของปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ไดมาก โดยที่ระดับที่ 2 จะทําใหไดคา S/N 

ratios สูงสุด ในขณะที่ปจจัย C2 หรือแหลงคารบอนเสริม ระดับที่ 1 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด 

ปจจัย N หรือแหลงไนโตรเจน ระดับที ่1 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด และพีเอช (pH) ระดับที่ 2 

จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด ดังนั้นสรุปไดวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด

ใหไดปริมาณสูงสุด 
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ปจจัย C1 ระดับที่ 2  คือ น้ําออย 

ปจจัย C2 ระดับที่ 1  คือ กากน้ําตาล 

ปจจัย N  ระดับที่ 1  คือ กากถั่วเหลือง 

ปจจัย pH ระดับที่ 2  คือ 6 
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ภาพที่ 4-2 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของ

ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดท่ีได 

 

 จากการทํานายปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดที่ได จากสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโซ

โพลีแซคคาไรดใหไดปริมาณสูงสุด จะไดคา S/N ratios เทากับ 18.83 และไดปริมาณเอ็กโซโพลีแซค

คาไรดเทากับ 5.94 กรัมตอลิตร 

 

ตารางที่ 4-5 ผลการทํานายปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดและคา S/N ratios จากสภาวะที่เหมาะสม

โดยวิธีการทากูช ิ

 Prediction 
S/N ratio 18.83 
EPS production (g/L) 5.94 
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 เมื่อผลที่ไดไปวิเคราะหอิทธิพลของปจจัยโดยอาศัยคาอัตราสวนของ S/N ratios เฉลี่ยของ

ปริมาณเซลลที่ไดดังตอไปนี้ 

 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 1 = [0.09 + 4.86 + (-0.09)] / 3  = 1.62 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 2 = [10.53 + 9.54 + 16.06] / 3  = 12.04 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C1 ระดับที่ 3 = [18.60+ 11.08 + 9.60] / 3  = 13.09 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 1 = [10.53+ 4.86+ 11.08] / 3  = 8.82 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 2 = [18.60+ 9.54+ (-0.09)] / 3  = 9.35 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย C2 ระดับที่ 3 = [0.09 + 9.60 + 16.06] / 3  = 8.58 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 1 = [18.60 + 4.86 + 16.06] / 3  = 13.17 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 2 = [10.53 + 9.60 + (-0.09)] / 3  = 6.68 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย N ระดับที่ 3 = [0.09+ 9.54 + 11.08] / 3  = 6.90 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 1 = [4.86 + 9.54 + 9.60] / 3  = 8.00 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 2 = [11.08+ (-0.09) + 16.06] / 3 = 9.01 

คา S/N ration เฉลี่ยของปจจัย pH ระดับที่ 3 = [10.53 + 0.09+ 18.60] / 3  = 9.74 

 ดังนั้นไดคา S/N ratios เฉลี่ยของการผลิตเซลลจากการทดลองท้ัง 4 ปจจัย และ 3 ระดับ ดัง

แสดงในตารางที่ 4-6 

 

ตารางที่ 4-6 การวิเคราะหผลของการทดสอบออทอกอนอลอะเรย (Orthogonal array) L9(34) 

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

%R 56.03 3.76 35.47 8.50 100 
Rank 1 4 2 3  
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จากตารางเมื่อนําคา S/N ratios เฉลี่ย มาใชวิเคราะหหาอิทธิพลของปจจัย จากผลตางของ

คาของระดับปจจัยที่สูง (Kmax) และต่ํา (Kmin) และทําการวิเคราะหรอยละของอิทธิพล (%R) ของ

แตละปจจัยจะสามารถคํานวณได ดังนี ้

 

%R ของปจจัย C1 = (11.47 / 20.47) x 100  = 56.03% 

%R ของปจจัย C2 = (0.77 / 20.47) x 100  = 3.76% 

%R ของปจจัย N  = (6.49 / 20.47) x 100  = 35.47% 

%R ของปจจัย pH = (1.74/ 20.47) x 100  = 8.50% 

 

พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก เปนปจจัยที่มีผลตอคา S/N ratios เฉลี่ยของ

ปริมาณเซลลที่ไดมากที่สุด คดิเปน 56.03 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ N หรือแหลงไนโตรเจน พีเอช และ 

C2 หรือแหลงคารบอนเสริม คิดเปน 35.47, 8.50 และ 3.76 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังแสดงในตาราง

ที่ 4-4 

 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของเซลลที่ได 

ดังแสดงในภาพที่ 3-2 พบวาปจจัย C1 หรือแหลงคารบอนหลัก ในแตระดับมีผลตอคา S/N ratios 

ของปริมาณเซลลที่ไดมาก โดยที่ระดับที่ 3 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด ในขณะท่ีปจจัย C2 หรือ

แหลงคารบอนเสริม ระดับที่ 2 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด ปจจัย N หรือแหลงไนโตรเจน ระดับ

ที่ 1 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด และพีเอช (pH) ระดับที่ 3 จะทําใหไดคา S/N ratios สูงสุด 

ดังนั้นสรุปไดวาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลใหไดปริมาณสูงสุด 

ปจจัย C1 ระดับที่ 3  คือ น้ําสับปะรด 

ปจจัย C2 ระดับที่ 2  คือ น้ําตาลทรายขาว 

ปจจัย N  ระดับที่ 1  คือ กากถั่วเหลือง 

ปจจัย pH ระดับที่ 3  คือ 7 
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ภาพที่ 4-3 ความสัมพันธของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใชในการทดลองกับคา S/N ratios ของปริมาณ

เซลลท่ีได 

 

จากการทํานายปริมาณเซลลที่ได จากสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลใหไดปริมาณสูงสุด 

จะไดคา S/N ratios เทากับ 16.30 และไดปริมาณเซลลเทากับ 5.79 กรัมตอลิตร 

 

ตารางที่ 4-7 ผลการทํานายปริมาณเซลลที่ไดและคา S/N ratios จากสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธีการ

ทากูช ิ

 Prediction 
S/N ratio 16.30 
Cell dry weight (g/L) 5.79 
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4.3 การคัดเลือกปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซค
คาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ดวยเทคนิค Response surface methodology 
(RSM) 

 การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 ในครั้งนี้ใชการออกแบบแบบ 
Central composite design (CCD) ซึ่งมีกี่กําหนดคาสูงสุดและต่ําสุดเปน 5 ระดับ ไดแก -1.68, -1, 
0, +1 และ +1.68 จากนั้นนําไปบมท่ีเปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4-8 
และภาพท่ี 4-4 พบวา การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 อยูในชวงระหวาง 
6.21 – 30.23 กรัมตอลิตร โดยปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุดคือ ชุดการทดลองที่ 16 และ
ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดต่ําสุดคอื ชุดการทดลองท่ี 9  
 
 

 
ภาพท่ี 4-4 ปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 จากแผนการทดลองแบบ 
CCD 
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ตารางที่ 4-8 สภาวะที่ใชในการทดลองเพื่อหาสภาวะความเหมาะสมของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคา

ไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 จากแผนการทดลองแบบ CCD พรอมคาการคาดคะเนกับคาที่ได

จากการทดลอง 

Experiments Factors Response 
กากน้ําตาล 

(g/L) 
กากถั่วเหลือง 

(g/L) 
อุณหภูม ิ
(g/L) 

EPS 
(g/l) 

CDW 
(g/l) 

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

 การตรวจสอบคุณภาพขอมูลเบ้ืองตน ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ ซึ่งเปนการตรวจสอบสวนตกคางของขอมูล

วามีการกระจายของคาสวนตกคาง ดังแสดงในภาพท่ี 4-5 พบวาขอมูลมีการกระจายตัวตามแนว
เสนตรง แสดงใหเห็นวาสวนตกคางจากการทดลองการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดไมแสดงสิ่งผิดปกติ 
สรุปไดวาคาสวนตกคางมีการแจกแจงปกติ  
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ภาพที่ 4-5 ความนาจะเปนแบบปกติของสวนตกคางของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 

2. การตรวจสอบความเปนอิสระของขอมูล ดังแสดงในภาพที่ 4-6 พบวาสวนตกคางของผล
การทดลองของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดไมมีรูปแบบแนนอนหรือไมสามารถประมาณรูปที่
แนนอนได มีการกระจายตัวสม่ําเสมอ แสดงวาขอมูลมีความเปนอิสระ 
 

 
ภาพที่ 4-6 การกระจายของสวนตกคางกับลําดับของขอมูลการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 
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3. การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน ดังแสดงในภาพท่ี 4-7 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดมีการกระจายอยางสม่ําเสมอทั้งทางบวกและลบ แสดงให
เห็นวาขอมูลมีความเสถียรของความแปรปรวน 
 

 
ภาพที่ 4-7 การกระจายสวนตกคางในแตระดับของปจจัยของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด 
 
 คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: R-Sq) เปนคาท่ีบอกรอยละการเปลี่ยนแปลง
ของตัวแปรตามที่สามารถอธิบายไดดวยตัวแปรอิสระในสมการถดถอย ผลการวิเคราะหแสดงในตาราง
ที่ 4-8 พบวา คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจเทากับ 0.9953 หรือ 99 เปอรเซ็นต แสดงวาแบบจําลอง
สามารถนําไปสรางสมการทํานายเพ่ือหาคาผลตอบสนองได 

 จากตารางที่ 4-9 ตัวแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด ซึ่งมีคา p-value 
นอยกวาระดับนัยสําคัญ 0.05 ไดแก ปริมาณของกากน้ําตาล (X1) อุณหภูมิที่ใชเลี้ยงเชื้อ (X3) อิทธิพล

ของกําลังสองของปริมาณของกากน้ําตาล (Xଵ
ଶ) และอิทธิพลของกําลังสองของอุณหภูมิ (Xଷ

ଶ) 
นอกจากนี้ยังพบวาสมการกําลังสอง (quadratic equations) เปนสมการที่ใชศึกษาปจจัยและการ
ตอบสนองแบบพื้นผิวที่ดีที่สุด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงผลดังตารางท่ี 4-9  
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ตารางที่ 4-9 แสดงคาความแปรปรวนของการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

Source 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Value 

p-value 
Prob > F 

 

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

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

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

   AICc 67.01 
 

ตารางที่ 4-10 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะหสมการถดถอยของการ

ผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด 

Source Sequential 
p-value 

Lack of Fit 
p-value 

Adjusted 
R-Squared 

Predicted 
R-Squared 

 

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

𝑌ா௉ௌ = 29.51 + 4.84𝑋ଵ − 0.093𝑋ଶ + 0.99𝑋ଷ − 0.39𝑋ଵ𝑋ଶ

− 0.18𝑋ଵ𝑋ଷ − 0.17𝑋ଶ𝑋ଷ − 5.42𝑋ଵ
ଶ − 0.34𝑋ଶ

ଶ

− 1.45𝑋ଷ
ଶ 

 
 จากสมการสังเกตไดวาตัวแปร X1 และ X3 มีอิทธิพลทางบวก (มีคาสัมประสิทธิเปนบวก) ตอ
คาตอบสนอง (Y) กลาวคือ หากเพ่ิมคาของตัวแปรอิสระดังกลาว จะทําใหคาปริมาณการผลิตเอ็กโพลี
แซคคาไรดจะมีคาสูงขึ้นตามไปดวย  

 เม่ือนําไปสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดกับตัวแปรอิสระ

ตางๆ ไดแก ระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ (ข) และ

ระหวางกากถั่วเหลืองกับอุณหภูมิ (ค) แสดงดังภาพที่ 4-8 พบวาการเพ่ิมปริมาณกากน้ําตาลมีผลทําให

การผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดเพิ่มสูงข้ึน อยางไรก็ตามปริมาณของกากน้ําและอุณหภูมิเปนปจจัยที่มีผล

ตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แมวาการรวมกันระหวางปริมาณ

ของกากน้ําและอุณหภูมิจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

 ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถทํานายระดับท่ีเหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด

โดยเชื้อ W. confusa NH02 จากโปรแกรม Design Expert แสดงดังภาพที่  4-9 พบวาระดับที่

เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 คือ ปริมาณกากน้ําตาลความ

เขมขน 43.65 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่วเหลือง 1.87 กรัมตอลิตร และบมท่ีอุณหภูมิ 39.64 องศา

เซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 30.34 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลท่ีได 

5.33 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4-8 ผลการตอบสนองระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและ

อุณหภูมิ (ข) และระหวางกากถ่ัวเหลืองกับอุณหภูมิ (ค) ตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด 
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ภาพที่ 4-9 การทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 
 
 เมื่อการศึกษาผลของสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลจากเชื้อ W. confusa NH02 ในครั้ง
นี้ที่ใชการออกแบบแบบ Central composite design (CCD) ซึ่งมีก่ีกําหนดคาสูงสุดและต่ําสุดเปน 5 
ระดับ ไดแก -1.68, -1, 0, +1 และ +1.68 จากนั้นนําไปบมเปนระยะเวลา 12 ชั่วโมง ผลการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 4-8 และภาพที่ 4-10 พบวาปริมาณเซลลที่ไดอยูในชวงระหวาง 4.30 – 16.19 กรัม
ตอลิตร โดยปริมาณเซลลที่ไดสูงสุดคือ ชุดการทดลองที่ 7 และปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดต่ําสุดคือ 
ชุดการทดลองที่ 6  
 
 

 
ภาพที่ 4-10 ปริมาณเซลลที่ไดจากแผนการทดลองแบบ CCD 
  

A:Molasses = 43.6454

20 60

B:Soybean meal = 1.86877

1 3

C:Tamperature = 39.6441

32 42

EPS = 30.3399

6.20625 30.23

CDW = 5.33343

4.3 16.185

Desirability = 1.000
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 การตรวจสอบคุณภาพขอมูลเบ้ืองตน ประกอบดวย 
1. การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ ซึ่งเปนการตรวจสอบสวนตกคางของขอมูล

วามีการกระจายของคาสวนตกคาง ดังแสดงในภาพที่ 4-11 พบวาขอมูลมีการกระจายตัวตามแนว
เสนตรง แสดงใหเห็นวาสวนตกคางจากการทดลองการผลิตเซลลไมแสดงสิ่งผิดปกติ สรุปไดวาคาสวน
ตกคางมีการแจกแจงปกติ  

 

 
ภาพที่ 4-11 ความนาจะเปนแบบปกติของสวนตกคางของการผลิตเซลล 

2. การตรวจสอบความเปนอิสระของขอมูล ดังแสดงในภาพท่ี 4-12 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองของการผลิตเซลลไมมีรูปแบบแนนอนหรือไมสามารถประมาณรูปท่ีแนนอนได มีการ
กระจายตัวสม่ําเสมอ แสดงวาขอมูลมีความเปนอิสระ 
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ภาพที่ 4-12 การกระจายของสวนตกคางกับลําดับของขอมูลการผลิตเซลล 

3. การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน ดังแสดงในภาพที่ 4-13 พบวาสวนตกคางของ
ผลการทดลองการผลิตเซลลมีการกระจายอยางสม่ําเสมอทั้งทางบวกและลบ แสดงใหเห็นวาขอมูลมี
ความเสถียรของความแปรปรวน 
 

 
ภาพที่ 4-13 การกระจายสวนตกคางในแตระดับของปจจัยของการผลิตเซลล 
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 คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R-Square: R-Sq) เปนคาท่ีบอกรอยละการเปลี่ยนแปลง
ของตัวแปรตามที่สามารถอธิบายไดดวยตัวแปรอิสระในสมการถดถอย ผลการวิเคราะหแสดงในตาราง
ที่ 4-10 พบวา คาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจเทากับ 0.9890 หรือ 98.9 เปอรเซ็นต แสดงวา
แบบจําลองสามารถนําไปสรางสมการทํานายเพ่ือหาคาผลตอบสนองได 

 จากตารางท่ี 4-11 ตัวแปรอิสระที่มีอิทธิพลตอการผลิตเซลล ซึ่งมีคา p-value นอยกวาระดับ
นัยสําคัญ 0.05 ไดแก ปริมาณของกากน้ําตาล (X1) กากถั่วเหลือง (X2) อุณหภูมิที่ใชเลี้ยงเชื้อ (X3) 
อิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลกากถั่วเหลือง (X1X2) อิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ 
(X1X3) อิทธิพลรวมระหวางปริมาณของกากถั่วเหลืองและอุณหภูมิ (X2X3) อิทธิพลของกําลังสองของ

ปริมาณของกากน้ําตาล (Xଵ
ଶ) อิทธิพลของกําลังสองของปริมาณของกากถั่วเหลือง (Xଶ

ଶ) และอิทธิพล

ของกําลังสองของอุณหภูมิ (Xଷ
ଶ) นอกจากนี้ยังพบวาสมการกําลังสอง (quadratic equations) เปน

สมการที่ใชศึกษาปจจัยและการตอบสนองแบบพื้นผิวที่ดีที่สุด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
แสดงผลดังตารางท่ี 4-12  
  
ตารางที่ 4-11 แสดงคาความแปรปรวนของการผลิตเซลล 

Source Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Value p-value 
Prob > F 

 

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

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

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

   AICc 58.97 
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ตารางที่ 4-12 การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะหสมการถดถอยของการผลิต

เซลล 

Source Sequential 
p-value 

Lack of Fit 
p-value 

Adjusted 
R-Squared 

Predicted 
R-Squared 

 

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

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

 

รูปแบบสมการถดถอยของการผลิตเซลลที่เหมาะสมที่ได ดังนี้ 
 

𝑌஽஼ௐ  = 6.16 − 1.03𝑋ଵ + 1.72𝑋ଶ − 1.26𝑋ଷ − 1.18𝑋ଵ𝑋ଶ

− 2.45𝑋ଵ𝑋ଷ + 1.10𝑋ଶ𝑋ଷ + 1.11𝑋ଵ
ଶ + 1.36𝑋ଶ

ଶ

+ 1.70𝑋ଷ
ଶ 

 
 จากสมการสังเกตไดวาตัวแปร X2 มีอิทธิพลทางบวก (มีคาสัมประสิทธิเปนบวก) ตอคา
ตอบสนอง (Y) กลาวคือ หากเพิ่มคาของตัวแปรอิสระดังกลาว จะทําใหคาปริมาณการเซลลจะมีคา
สูงข้ึนตามไปดวย  

 เมื่อนําไปสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางการผลิตเซลลกับตัวแปรอิสระตางๆ ไดแก 

ระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ (ข) และระหวางกากถั่ว

เหลืองกับอุณหภูมิ (ค) แสดงดังภาพที่ 4-14 พบวาอิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลกากถั่วเหลือง 

(X1X2) อิทธิพลรวมระหวางกากน้ําตาลและอุณหภูมิ (X1X3) เปนปจจัยที่มีผลตอการเซลลอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

 ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเซลลจากเชื้อ W. 

confusa NH02 จากโปรแกรม Design Expert แสดงดังภาพที่ 4-15 พบวาระดับที่เหมาะสมของการ

ผลิตเซลล คือ ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 20.31 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่วเหลือง 2.97 กรัม

ตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 41.97 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 19.03 

กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 16.20 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4-14 ผลการตอบสนองระหวางกากน้ําตาลและกากถั่วเหลือง (ก), ระหวางกากน้ําตาลและ

อุณหภูมิ (ข) และระหวางกากถั่วเหลืองกับอุณหภูมิ (ค) ตอการผลิตเซลล 
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ภาพที่ 4-15 การทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเซลลจากเชื้อ W. confusa NH02 
 
 อยางไรก็ตาม หากตองการทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุด 
และไดปริมาณเซลลมากที่สุด จากโปรแกรม Design Expert แสดงดังภาพที่ 4-16 พบวาระดับที่
เหมาะสมของการผลิต คือ ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 60 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่วเหลือง 1 
กรัมตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุดเทากับ 
26.65 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 13.58 กรัมตอลิตร 
 

 
ภาพที่ 4-16 การทํานายระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดสูงสุด และไดปริมาณเซลล
มากที่สุดโดยเชื้อ W. confusa NH02 
 
 การผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดสวนใหญผลิตในสภาวะตองการอากาศ (aerobic condition) 

นอกจากนี้การสังเคราะหเอ็กโพลีแซคคาไรดจะเกิดข้ึนในสภาวะอาหารที่มีแหลงคารบอนสูงๆ และมี

สารอาหารจํากัด เชน แหลงไนโตรเจน และออกซิเจน เปนตน (Freitas et al., 2011) นอกจากนี้ยังมี

A:Molasses = 20.3096

20 60

B:Soybean meal = 2.96754

1 3

C:Tamperature = 41.9703

32 42

EPS = 19.0286

6.20625 30.23

CDW = 16.2048

4.3 16.185

Desirability = 1.000

A:Molasses = 60

20 60

B:Soybean meal = 1

1 3

C:Tamperature = 32

32 42

EPS = 26.6452

6.20625 30.23

CDW = 13.5772

4.3 16.185

Desirability = 0.815
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ปจจัยอ่ืนที่มีผลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด เชน ชนิดและปริมาณของแหลงคารบอน ชนิดและ

ปริมาณของแหลงไนโตรเจน ชนิดและปริมาณของแหลงธาตุอาหารเสริม เปนตน จากการทดลองครั้ง

นี้พบวาแหลงคารบอนหลักที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 

คือ น้ําออย โดยทั่วไปน้ําออยประกอบน้ําตาลซโูครส น้ําตาลกลูโคส และน้ําตาลพรุสโตสเปนสวนใหญ 

การศึกษาของ (Kim & Day, 2011) พบวาในน้ําออยประกอบดวยน้ําตาลซูโครส น้ําตาลกลูโคส และ

น้ําตาลฟรุสโตส ประมาณ 9.6, 0.1 และ 0.1 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตามปริมาณน้ําตาลในน้ําออยจะ

ปเลี่ยนแปลงไปขึ้นอยูกับชนิด พันธุ และฤดูกาล นอกจากนี้น้ําออยยังประกอบดวยสารอาหารอ่ืนๆ อีก

มากมาย เชน แคลเซยีม แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส และโซเดียม เปนตน  

สวนแหลงคารบอนเสริมที่เหมาะสมตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa 

NH02 คือ กากน้ําตาล แมวากากน้ําตาลจะเปนผลพลอยไดจากระบวนการผลิตน้ําตาลทราย มี

ลักษณะขนเหนียวสีน้ําตาลดํา มีน้ําตาลอยูประมาณ 50-70 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิด กรรมวิธี

ของโรงงาน ฤดูกาล และสภาพการเก็บเก่ียว น้ําตาลที่พบ เชน น้ําตาลซโูครส น้ําตาลอินเวิรต น้ําตาล

ราฟฟโนส เปนตน แตการใชกากน้ําตาลในปริมาณมากจะมีผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย

ได เชน ซัลเฟอรไดออกไซด สารประกอบพวก hydroxyl metylfurfural เปนตน ดังนั้นจึงจําเปนตอง

ศึกษาปริมาณที่เหมาะสมตอการนําไปใชประโยชน แมวาจากการทดลองครั้งนี้กากน้ําตาลจะเปน

แหลงคารเสริมที่เหมาะสมตอการเอ็กโพลีแซคคาไรด อยางไรก็ตามจากสังเกตคุณสมบัติเบื้องตน

ของเอ็กโพลีแซคคาไรดท่ีไดพบวาเอ็กโพลีแซคคาไรดที่ไดมีลักษณะสีดํา และมีความหนืดต่ํา เมื่อ

เปรียบเทียบกับเอ็กโพลีแซคคาไรดที่ผลิตไดจากการใชน้ําตาลทรายเปนแหลงคารบอนเสริม องคื

ประกอบและคุณสมบัติของเอ็กโพลีแซคคาไรดจะเปลี่ยนแปลงไปขึ้นอยูกับชนิดและสัดสวนของแหลง

คารบอนที่ใช (Ates, 2015) การศกึษาของ (Cerning et al., 1994) พบวาแหลงใชแหลงคารบอนตาง

ชนิดกัน ไดแก น้ําตาลแลกโตส และน้ําตาลกลูโคส มีผลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ 

Lactobacillus casei นอกจากนี้ยังมีผลตอองคประกอบของเอ็กโพลีแซคคาไรด อยางไรก็ตาม

การศึกษาของ (Muhammadi & Afzal, 2014) กับพบวาชนิดของแหลงคารบอนมีผลตอการผลิตเอ็ก

โพลีแซคคาไรดจากเชื้อ Bacillus strain CMG1403 แตไมมีผลตอองคประกอบของโมโนแซคคารไรด

ของผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดที่ได 

Xu และคณะ (2017) พบวาชนิดของแหลงคารบอน ไดแก น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส และ

น้ําน้ําตาลฟรุสโตส มีผลตอการผลิตและคุณลักษณะของเอ็กโพลีแซคคาไรดท่ีผลิตไดจากเชื้อ Pellinus 

vaninii โดยพบวาการใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนจะไดเอ็กโพลีแซคคาไรดท่ีมีกิจกรรมตาน

อนุมูลอิสระ (antioxidant activity) กวาการใชแหลงคารบอนอ่ืน  

แหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. confusa NH02 คือ 

กากถั่วเหลือง กากถั่วเหลืองเปนผลิตผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตน้ําเตาหู หรือเรียกอีกอยางวา 

กากเตาหู กากถั่วเหลืองแหงมีองคประกอบของโปรตีนประมาณ 31.27 เปอรเซ็นต ไขมันประมาณ 

16.22 เปอรเซ็นต คารโบไฮเดรตประมาณ 20.10 เปอรเซ็นต เยื่อใยประมาณ 22.70 เปอรเซน็ต แคล
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เซียสประมาณ 1.22 เปอรเซ็นต ฟอสฟอรัสประมาณ 0.48 เปอรเซ็นต และความชื้นประมาณ 5.85 

เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงถือไดวาเปนแหลงไนโตรเจนราคาถูกที่เหมาะสมตอการเอ็กโพลีแซคคาไรดจาก

เชื้อ W. confusa NH02 ไดเปนอยางด ี

แมวาสวนใหญสภาวะแวดลอมในการเลี้ยงเชื้อจะไมมีผลตอคุณสมบัติและคุณลักษณะ

เบื้องตนของเอ็กโพลีแซคคาไรดอีก แตพบวามีผลตอการผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด เชน พีเอช อุณหภูมิ 

เปนตน (Macedo et al., 2002) พบวาเชื้อ Lactobacillus rhamnosus RW-9595M จะไมสามารถ

ผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรดได หากเลี้ยงท่ีอุณหภูมิสูงหรือต่ํากวา 32-42 องศาเซลเซียส  

Gorret, และคณะ (2001) พบวาอุณหภูมิ พีเอช และความเขนของยีสตสกัด มีผลตอการ

เจริญ การผลิตเอ็กโพลีแซคคาไรด และการผลิตกรดอินทรียโดยเชื้อ Propionibacterium acidi-

propionici โดยเฉพาะพีเอช พบวาเชื้อ Propionibacterium acidi-propionici จะผลิตเอ็กโพลีแซค

คาไรดในสภาวะที่พีเอชอยูในชวง 5.3-6.5 เทานั้น 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 5  

สรุปผลการวิจัย 

 
จากการศกึษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโต และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confusa NH02 ดวยวิธีทากูชิ พบวา การใชแหลงคารบอนหลัก (C1) คือ น้ําออย แหลงคารบอนเสริม 

(C2) คือ กากน้ําตาล แหลงไนโตรเจน (N) คือ กากถั่วเหลือง และพีเอช (pH) เทากับ 6.0 จะสามารถ

ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดสูงสุด โดยไดปริมาณเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากการทํานายเทากับ 5.94 กรัม

ตอลิตร ในขณะที่การใชแหลงคารบอนหลัก (C1) คือ น้ําสับปะรด แหลงคารบอนเสริม (C2) คือ 

น้ําตาลทรายขาว แหลงไนโตรเจน (N) คือ กากถั่วเหลือง และพีเอช (pH) เทากับ 7.0 จะไดปริมาณ

เซลลสูงสุด โดยไดปริมาณเซลลจากการทํานายเทากับ 5.79 กรัมตอลิตร 

การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโต และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรดจากเชื้อ W. 

confusa NH02 ดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองโดยใชหลักการของวิธี Central composite design (CCD) 

พบวา สามารถทํานายสมการการเจริญเติบโต และการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด ดังนี้ 

 

𝑌ா௉ௌ = 29.51 + 4.84𝑋ଵ − 0.093𝑋ଶ + 0.99𝑋ଷ − 0.39𝑋ଵ𝑋ଶ

− 0.18𝑋ଵ𝑋ଷ − 0.17𝑋ଶ𝑋ଷ − 5.42𝑋ଵ
ଶ − 0.34𝑋ଶ

ଶ

− 1.45𝑋ଷ
ଶ 

 

𝑌஽஼ௐ  = 6.16 − 1.03𝑋ଵ + 1.72𝑋ଶ − 1.26𝑋ଷ − 1.18𝑋ଵ𝑋ଶ

− 2.45𝑋ଵ𝑋ଷ + 1.10𝑋ଶ𝑋ଷ + 1.11𝑋ଵ
ଶ + 1.36𝑋ଶ

ଶ

+ 1.70𝑋ଷ
ଶ 

จากการทํานายโดยโปรแกรม Design Expert ระดับที่เหมาะสมของการผลิตเอ็กโพลีแซคคา

ไรดโดยเชื้อ W. confusa NH02 คอื ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 43.65 กรัมตอลิตร ปริมาณกาก

ถั่วเหลือง 1.87 กรัมตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 39.64 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคา

ไรดสูงสุดเทากับ 30.34 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 5.33 กรัมตอลิตร ในขณะทีร่ะดับท่ี

เหมาะสมของการผลิตเซลล คือ ปริมาณกากน้ําตาลความเขมขน 20.31 กรัมตอลิตร ปริมาณกากถั่ว

เหลือง 2.97 กรัมตอลิตร และบมที่อุณหภูมิ 41.97 องศาเซลเซียส จะไดปริมาณเอ็กโพลีแซคคาไรด

สูงสุดเทากับ 19.03 กรัมตอลิตร และไดปริมาณเซลลที่ได 16.20 กรัมตอลิตร 

 

 

 



ผลผลิต (Output) 
 

บทความวิจัย 

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

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

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