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 บทที่1 
 

บทนํา 

ปจจุบันผูคนทัว่โลกหันมาใสใจกับคุณภาพทางโภชนาการเพื่อสุขภาพทีด่ีมากขึ้น สารให

ความหวาน ( Sweeteners ) เปนสิ่งหนึง่ที่คนใหความสนใจเนื่องจากตองการควบคุมน้ําหนกัหรอื

ผูปวยโรคเบาหวาน สารใหความหวานที่ดนีอกจากมีรสชาตทิีด่ีใกลเคียงกับน้ําตาลแลวยงัให

พลังงานต่ํากวาอีกดวย ปจจุบันมีสารใหความหวานแทนน้ําตาลในทองตลาดอยูหลายชนิด แตละ

ชนิดจะมีขอดี-ขอดอยแตกตางกนัไป 

น้ําตาลแอลกอฮอล หรือที่เรียกวา Polyol เปนสารใหความหวานที่เกดิขึ้นตามธรรมชาติ มี

อยูในอาหาร และในพืชบางชนิด ในฐานะที่เปนน้ําตาลชนิดหนึง่ที่ใหแคลอรี่ต่ํากวาน้ําตาลปกติ 

และไมทําใหเกิดการเพิม่น้าํตาลในเลือดอยางฉับพลัน ทั้งนี้เพราะน้าํตาลแอลกอฮอลสามารถ

เปลี่ยนไปเปนกลูโคสไดชามากและไมตองการอินซูลิน ดังนัน้จึงใชในกลุมผูปวยเบาหวาน และเริม่

ใชมากขึ้นในคนทัว่ไป ไดแก แมนนทิอล ซอบิทอล ไซลีทอล แลคติทอล ไอโซมอลท แมน้ําตาล

แอลกอฮอลจะไมไดใชในครัวเรือนทั่วไปแตก็มีการใชในอาหารบางอยางที่ระบุในฉลากวาปราศ 

จากน้ําตาล หรือ “Sugar-free” เชน ในลกูกวาด คกุกี ้หมากฝรั่ง เครือ่งดื่ม ยาอม โดยเฉพาะอยาง

ยิ่งใชมากในผลิตภัณฑชองปาก เชน ยาสีฟน และยาอมบวนปาก ซอรบิทอล เปนสารอนิทรยี

จําพวกพอลิไฮดรกิแอลกอฮอล (Polyhydric alcohol) หรือพอลิออลส (Polyols) เปนน้ําตาลแอ

ลกอฮอลลทีพ่บไดในผลไมประเภทเบอรร่ี สาหราย ผลนทั ใบยาสูบ ลูกแพร แอปเปล เชอรี่ พลัม 

พีช แอปปริคอท องุน  รวมทั้งผลไมอ่ืนๆ และพืชทะเลอกีหลายชนิด มีการนาํมาใชในอุตสาหกรรม

อาหารอยางแพรหลายเนื่องจากมีคุณสมบัติเดนหลายประการ เชน มีความหวานประมาณ 60 % 

ของน้ําตาลทราย ซึง่ใกลเคยีงกับกลโูคส (75 %) ในขณะที่ใหพลังงานเพียงหนึ่งในสามของน้ําตาล

ทราย ( 2.6 แคลอรีตอกรัม) (http://www.caloriecontrol.org/sorbitol.html) แตไมทําใหระดบั

น้ําตาลในเลือดสูงเนื่องจากเมตาบอลิสมไมเกี่ยวกับกลโูคสและอินซูลิน (Erzinger และคณะ 

2003, Silveira and Jonas, 2002) ซอรบิทอลจะถูกเปลี่ยนเปนฟรคุโตสที่ตับ (Kretchmer and 

Hollenbeck, 1991) จึงสามารถใชในอาหารผูเปนเบาหวานและผูตองการควบคุมน้ําหนกัได 

USFDA และEU ใหการยอมรับซอรบิทอลวาเปนสารแตงเติมอาหารกลุม GRAS (Generally 

Recognized As Safe) 10 เปอรเซ็นตของซอรบิทอล สามารถเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดโดย

ไมมีผลตอระดับน้ําตาลในเลอืดจึงนิยมใชเปนสวนและรางกายสามารถยอยสลายซอรบิทอลไดดี

ประมาณ 90 เปอรเซ็นตของสวนที่ไดรับทั้งหมด แมบางสวนจะเปลี่ยนไปเปนกลูโคสไดบางแต

อัตราเร็วในการดูดซึมผานลาํไสชากวากลโูคสมากมกีารนําซอรบทิอลไปผสมในผลิตภัณฑอาหาร 

http://www.caloriecontrol.org/sorbitol.html
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เชน ช็อคโกแลต ผลไมกระปอง ผลิตภัณฑขนมหวาน โดยเฉพาะขนมหวานชนิดแชเยือกแข็ง ซึ่ง

ใหผลดีดานการเก็บรักษา รสชาติและเนื้อสัมผัส และผลติภัณฑเนื้อประเภทไสกรอกเปนตน อาจใช

เปนสวนผสมของยาสฟีนเพือ่ใหเปนเนื้อเดยีวกนั อีกทั้งจุลินทรียในชองปากยังไมสามารถนาํไปใช

ไดจึงไมทําใหเกิดกรดซึ่งเปนสาเหตุใหฟนผ ุ หรือใชเปนสารใหความหวานรวมกบัสารตัวอื่นใน

เครื่องดื่มพลังงานต่ํา ทางดานยาและการแพทยมีการนํามาใชในรูปไซรัปเพื่อปองกันการตกผลกึ

ของน้ําตาลหรอืใชเปนวัตถุดบิในการเตรียมวิตามนิบี 12 วิตามนิซ ี และแอสไพริน ทางดาน

เครื่องสําอาง เนื่องจากซอรบิทอลมคีุณสมบัติดูดน้ําไดดีจึงใชเปนตัวปรับลักษณะเนื้อสารผสม 

(texture)ใหดูชุมและนุม ใชเปนสารรักษาความชืน้ (Humectant) เนื่องจากซอรบิทอลมีสมบัติเปน

สารรักษาความชื้น หรืออาจใชในอุตสาหกรรมทํากาว ใชในการปองกนัการแข็งตัวของน้าํหมึก  

Zymomonas mobilis เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนแทง ไมสรางสปอร ชอบอยูในที่

มีออกซิเจนจํากัด ทนความเขมขนน้าํตาลสูงไดดีสามารถสรางเอทานอลจากน้าํตาลซูโครส หรือ

กลูโคสผสมฟรุคโตสได ( Viikari, 1984 ; Barrow, 1984) มีการศึกษาเพิ่มเติมพบวา  ซอรบิทอลที่

เกิดขึ้นไดมาจากฟรุคโตสเทานัน้ ในขณะเกิดกระบวนการรีดักชั่นเปลีย่นฟรุคโตสเปนซอรบิทอลจะ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นเปลีย่นกลโูคสเปนกลูโคโนแลคโตน โดยใช Glucose-Fructose 

Oxidoreductase. (GFOR) และ NADP เปนโคแฟคเตอร เรงปฏิกิริยาทัง้สองระหวางการเกดิ

กระบวนการสรางเอทานอล (Cazetta และคณะ 2005) 

การเลี้ยงเชื้อในถังหมักนั้นสามารถทําไดหลายแบบขึ้นกับการเติมวัตถุดิบ เชน การเลี้ยง

เชื้อแบบแบตช แบบเฟดแบตชและแบบตอเนื่อง แตการเลี้ยงเชื้อแบบตอเนื่องนั้นไมสามารถรักษา

แรงดันออสโมติกใหกับระบบไดอยางสม่ําเสมอและการเก็บเกี่ยวผลผลิตทําไดยากและเสีย

คาใชจายสูงเนื่องจากผลผลิตมีความเขมขนต่ํา สวนการเลี้ยงเชื้อแบบแบตชนั้นการที่มีแรงดัน

ออสโมติกที่สูงแตแรกนั้นจะทําใหเชื้อมีการเจริญเจริญที่ไมดี 
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โครงการวิจัยนี้จึงมุงเนน การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตซอรบิทอลแบบเฟด

แบตชในถังหมัก โดยใช Zymomonas mobilis TISTR 548  

  
วัตถุประสงค  
หาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตซอรบิทอลโดยการเลี้ยงเชื้อแบบกึง่กะ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลภายในถงัหมักเพือ่ใหไดผลผลิตที่สูง 

 
ขั้นตอนการดําเนินงานวิจัย 

1.  หาชวงที่เชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุด เพื่อใชทําหัวเชื้อเร่ิมตน 

2.  หาภาวะที่เหมาะสมสําหรับผลิตซอรบิทอลในขวดทดลอง  
3.  ศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเติมน้ําตาลในระหวางกระบวนการผลิตซอรบิทอล 

4.  ขยายขนาดเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตร และหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิ

ทอล 
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
ชีววทิยาของ Zymomonas mobilis 
 
 Z. mobilis เปนแบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อมรูีปรางนนูคลาย

เลนส ผิวหนาและขอบเรียบ มีสีขาวคลายเนย มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มม. เซลลมี

รูปรางเปนแทง มีความยาวประมาณ 2-6 ไมโครเมตร และความกวางประมาณ 1-1.4 ไมโครเมตร 

(Gibbs และ Demoss, 1951)สามารถเจริญไดในอาหารที่มีความเขมขนของน้าํตาลสูง มี

ความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล มีความทนทานตอปริมาณแอลกอฮอลไดสูง และเจริญไดใน

ภาวะไรอากาศหรือภาวะทีม่ีออกซิเจนในปริมาณเล็กนอย (Swings และ De Ley,1972)  

 

 

                                             
 

 

                 
รูปที1่. ภาพถาย Zymomonas mobilis จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Gibbs และ Demoss, 

1951) 
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ตารางที่1. องคประกอบภายในเซลลของ Zymomonas mobilis (Swings และ 

DeLey1977) 

 
 

ตารางที่2 ภาวะทีเ่หมาะสมตอการเจริญของ Z. mobilis (Swings และ De Ley1977) 
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Z. mobilis  ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนในการผลิตเอทานอล  Zachariou และ

คณะ (1986) รายงานวาเอนไซมที ่Z. mobilis  ใช ในการยอยซูโครส คือ Levansucrase  และ 

Invertase  โดยยอยที่บริเวณ outer membrane ได กลูโคสและฟรุคโตส จากนัน้จะลําเลียงเขาสู 

periplasm  ของเซลล (รูปที ่2 ) จากนัน้  ฟรุคโตสจะใชพลังงาน 1 ATP เพื่อเปลี่ยนเปน Fructose-

6-phosphate โดยเอนไซม fructokinase และเปลี่ยนจาก fructose-6-phosphate เปน gluose-6-

phosphate โดย เอนไซม phosphohexose-isomerase (Swing และ De Ley 1977) glucose จะ

เกิดปฏิกิริยาเปนซอรบิทอล โดย aldoreductase  อีกสวนหนึง่ใชพลงังาน 1 ATP เพื่อเปลี่ยนเปน 

เปน gluose-6-phosphate  และเขาสู glycolysis pathway เพื่อเปลีย่นเปนเทานอล 

 

 

 
รูปที่2.การลําเลียงกลโูคสและฟรุคโตสเขาสู periplasm ของเซลล(Swing 

และ De Ley 1977) 

 

                                

Zymomonas mobilis สรางซอรบิทอล เปน Byproduct ในกระบวนการผลิตเอทานอล 

(Villard 1984 a, b, Barrow 1984, Bringer-Meyer 1985) มีการศึกษาเพิ่มเติมพบวา ซอรบิทอลที่

เกิดขึ้นไดมาจาก ฟรุคโตสเทานั้น กลูโคสสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม fructokinase ได 

ทําใหมีการสะสมฟรุคโตสภายในเซลล (Doelle1982a, Barrow และคณะ 1984, Parker และคณะ 

1997) กลไกการควบคุมกลูโคสและ ฟรุคโตสของเซลลใชระบบที่แตกตางกันคือ กลูโคสถูกควบคุม

ดวยสมดุลพลังงาน (energy balance) แตฟรุคโตสถูกควบคุมโดยกลูโคส ซึ่งกลูโคส 0.18 กรัม/

ลิตร(1มิลลิโมล) สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม fructokinase ไดประมาณ 40 เปอรเซ็นต

ของคาตั้งตน ฟรุคโตสที่สะสมอยูในเซลลจะถูกเปลี่ยนไปเปนซอรบิทอล (Barrow และคณะ 1984) 

ดวยกระบวนการออกซิเดชั่น-รีดักชั่น ฟรุคโตสถูกรีดิวสเปนซอรบิทอลควบกันกับปฏิกิริยา ออกซิ
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เดชั่น เปลี่ยนกลูโคสเปน กลูโคโนแลคโตน (Leigh, 1984) โดยใชเอนไซม Glucose-Fructose 

Oxidoreductase. (GFOR) ที่มี NADP เปนโคแฟคเตอร (Zachariou and Scopes, 1985) เรง

ปฏิกิริยาทั้งสองระหวางการเกิดกระบวนการสรางเอทานอล (Erzinger และคณะ 2003, Cazetta 

และคณะ 2005) แตไมพบการสะสมกลูโคโนแลคโตนเลย เนื่องจากกรดกลูโคนิก ที่สรางขึน้ถกูฟอส

โฟรีเลทโดยเอนไซม กลูโคเนทไคเนส และถูกเปลี่ยนเปนเอทานอลใน Entner Doudoroff pathway 

(Zachariou and Scopes 1985, Strohdeicher, 1998) ในระหวางการผลิตเอทานอล Z. mobilis 

สามารถสรางซอรบิทอลไดประมาณ 11 เปอรเซ็นต ของ Carbon source (vilkari 1984b)  ในป 

พ.ศ. 2539 หนึ่งฤทัย มีสุข  รายงานวาการเลี้ยงเชื้อในอาหาร pH 6.5 เชื้อสราง ซอรบิทอลไดสูง

ที่ สุด  ซึ่งใกลเคียงกับสมบัติของ  GFOR ที่มี ความเปนกรดดางที่ เหมาะสมประมาณ  6.2 

(Zachariou และ Scopes 1986, Ferraz และคณะ 2001) 
 
ซอรบิทอล 

ซอรบิทอล (Sorbitolหรือ D-glucitol) เปนสารอินทรีย จาํพวก พอลิไฮดริกแอลกอฮอล 

(Polyhydric alcohol) หรือ พอลิออลล (Polyols) มีลักษณะทางกายภาพ เปนผงสีขาว ไมมีกลิน่ 

เปนน้าํตาลแอลกอฮอลล ทีพ่บไดในผลไม ประเภทเบอรร่ี สาหราย ผลนัท ใบยาสูบ ลูกแพร แอป

เปล เชอรี่ พลมั พีช แอปปริคอท องุน รวมทั้งผลไมอ่ืนๆและ พืชทะเล อีกหลายชนิด ซึง่มีการศึกษา

คร้ังแรกโดย Joseph Boussingault ในป 1872 

 

 

  

     

 

 

 

 

 

 

                                                     

รูปที่3.โครงสรางทางเคมีของซอรบิทอล 
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สมบัติของซอรบิทอล       

                        ตารางที่3. คุณสมบัติทางเคมีของซอรบิทอล 

IUPAC name (2R,3S,4S,5S)-Hexol 

Molecular formula C6H14O6

Molecular weight 182.17 g/mol 

Density 0.68 g/cm3

Melting point 95 °C 

Boiling point 296 °C 

 

 
ประโยชนของซอรบิทอลในทางอุตสาหกรรม 
 จากคุณสมบัติดังกลาวทาํใหมีการนาํซอรบิทอลมาใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน 

• ใชในอุตสาหกรรมเคมี 

ผลิตสารเคมีเชน ซอรโบส, วิตามนิซี, โพรพิลีนไกลคอลและเรซินเมลามีน 

ใชปองกันการแข็งตัวของน้าํตาลเพื่อยืดอายุของลูกกวาด 

ใชในเครื่องสําอาง เปนตวัเกบ็ความชืน้ของครีมและโลชัน่ และเปนสารที่ทํา

ใหสวนประกอบตางๆของยาสีฟนรวมตัวเปนเนื้อเดยีวกัน และอยูตัวเวลาบีบจากหลอด 

ใชในการปองกันการแข็งตัวของน้ําหมกึ 

ใชในอุตสาหกรรมเครื่องหนงั 

ใชในอุตสาหกรรมพอลิเมอรและเสนใย 

• ใชในอุตสาหกรรมอาหาร ยาและเวชภัณฑเชน 

ผสมในผลไมแชแข็งและผลไมกระปอง 

ใชเปนยาระบายออนๆในความดูแลของแพทย 

ใชเปนสารใหความหวานในอาหารและเครื่องดื่มพลังงานต่ําสําหรับผูปวย

โรคเบาหวาน  

ใชเปนสวนผสมยาเพื่อชวยเพิ่มอัตราการดูดซึมวิตามนิและสารอาหารอื่นๆ 

นอกจากนัน้ยงัมีรายงานการทดลองที่แสดงใหเห็นถงึประสิทธิภาพในการฟอกขาวของ 

sorbitol peracetate ที่ใสลงในผงซักฟอก (Johns และคณะ, 1991) 
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การนาํซอรบิทอลไปใชจะมีการดึงเอาน้ําออกจาก ซอรบทิอลใหโครงสรางอยูในรูป cyclic 

(รูปที่ 4) เพื่อปรับปรุงคุณสมบัติตางๆ เชน การทนความรอน  

 

   

                              
     รูปที่4. การดึงน้าํออกจากซอรบิทอล 

 

ตารางที่ 4 คณุสมบัติของสารใหความหวาน(Use of Nutritive and Nonnutritive Sweeteners 

[pdf]; Journal of THE AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION; Feb 2004; Vol.104 No.2)  
 

สารใหความ
หวาน 

รสชาติ 
ใหพลังงาน 

(แคลอรี/กรัม) 
ทําใหฟนผ ุ หมายเหต ุ

ฟรุกโทส อรอย 4 ฟนผุ 
มีมากในน้ํา
ผลไม 

แลกโทส ปานกลาง 4 ฟนผุ มีมากในน้ํานม 
มอลทิทอล  
ซอรบิทอล  
ไซลิทอล 

อรอย 2.6 ไมผุ 
ถาบริโภคมากๆ
อาจทําให
ทองเสีย 

อีริไธทอล อรอย นอยกวา 0.2 ไมผุ ราคาสูงมาก 
ซูคราโลส อรอย 0 ไมผุ ราคาสูง 
สตีเวีย หรือ 
สารสกัดจาก
หญาหวาน 

แย ถึง ปาน
กลาง 

0 ไมผุ 
มีปนรสขมของ

หญา 

แอสปารแตม ปานกลาง 

0 (พลังงานจริง
คือ 

4 แคลอรี่ แต
เนื่องจากใชใน
ปริมาณนอย
มากจึงถือวา
เปน 0) 

ไมผุ 

หามใชปรุง
อาหารรอนบน
เตา, หามใชใน
ผูปวยโรคฟนิลคี

โตนูเรีย 

อะซิซัลแฟม-เค 
และ  

แซคคารีน 
แย 0 ไมผุ 

มีปนรสขมของ
โลหะ 

http://www.on-diet.com/readArticle.asp?articleName=sweetener.pdf


 10
การผลิตซอรบิทอล สามารถทําไดหลายวิธ ีเชน  

วิธีทางเคม ี
 

ใชกระบวนการเติมไฮโดรเจนใหกบัน้าํตาลกลูโคส (Hydrogenation) ภายใตอุณหภูมิ 150 

องศาเซลเซยีส ความดนัไอสูง 40-50 บรรยากาศ   โดยใชนิเกิล เปนตัวเรงปฏิกิริยา(Gorp และ

คณะ, 1999) แตพบวากระบวนการนี้อันตรายและปญหาสิง่แวดลอมจากการกาํจดันิเกิล (Phillips, 

1963)  อีกทั้งเสียคาใชจายสงูในการแยกผลพลอยไดอ่ืนๆ เพื่อทาํใหซอรบทิอลบริสุทธิ์ (Kim และ 

Kim, 1991, Barros และ Celligio, 2006))และสารประกอบนิเกิลบางรปูอาจกอมะเร็งได 

(http://en.wikipedia.org/wiki/nikle)  

  

 

   
รูปที่5. กระบวนการเติมไฮโดรเจนใหกับน้าํตาลกลูโคส 

 

 
กระบวนการทางชวีภาพ  
 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในกระบวนการทางชวีภาพเปนภาวะที่ไมมีอันตราย ปฏิกิริยามี

ความจาํเพาะสูง และไมกอใหเกิดปญหาทางดานสภาวะแวดลอม พบวาจุลินทรียบางชนิด เชน 

แบคทีเรีย Zymomonas mobilis  และยีสต Candida boidini สามารถที่จะผลิตซอรบิทอลได โดย

ใชฟรุคโตสเปนแหลงคารบอน  แต Zymomonas mobilis สามารถดูดดึงน้ําตาลกลูโคสเขาสูเซลล

ไดอยางรวดเรว็และผลิตแอลกอฮอลไดเร็วกวายีสต (Rogers และคณะ1982)  
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รูปที่6.วถิีการใชน้ําตาลซโูครสของ Zymomonas mobilis (Sprenger, 1996) 

(INVB, invertase B; LEV U, levan sucrase; GFOR, glucose-fructose oxidoreductase;  

GNL, gluconolactonase GNT K, gluconate kinase; GLF, glucose facilitator; FRK, 

fructokinase; GLK, glucokinase;; KDPG, 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate; PDC, 

pyruvate decarboxylase; ADH, alcohol dehydrogenase)   
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การผลิตซอรบิทอลโดย Zymomonas mobilis อาจใชวิธ ีตางๆกนัดังนีค้ือ 

1. การใชเซลล  
1.1 การใชเซลลอิสระ เปนการเลี้ยงเพิ่มจาํนวนเซลลแลวใหเซลลผลิตสารที่เรา

ตองการ เปนวธิีที่สะดวกตนทุนต่าํควบคุมการผลิตงาย แตผลผลิตคอนขางต่าํเนื่องมาจาก

ความสามารถของเซลลมีจํากัด 

1.2 การตรึงเซลล (Immobilized cells) หมายถงึ เซลลจุลินทรียที่ถกูจํากัด

ขอบเขตใหอยูในบริเวณทีท่าํใหจุลินทรียไมสูญเสียความสามารถในการเปนตัวเรง และ

สามารถนํากลบัมาใชไดหลายครั้งหรือใชไดอยางตอเนื่อง โดยเซลลทีถ่กูตรึงอาจอยูใน

สภาพเซลลทีก่ําลังเจริญ เซลลระยะพกั หรือเซลลที่ตายแลวก็ได สารที่ใชในการตรึงเซลล

มีหลายชนิดการนํามาใชก็ข้ึนกับสมบัติของสารเชน คารราจีแนน เจลมีความแข็งแรงแต

ความคงตวัต่ํา เมื่ออยูในสภาวะที่ไมมี gel-inducing agent เซลลจะร่ัวออกมาจากเจลได 

แตการเติม gel-inducing agent ก็อาจทาํใหเกิดการยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมที่ตองการ

ได เซลลที่ถกูตรึงมีขอดี คือ สามารถใชซ้าํในระบบกะ หรือระบบตอเนื่องไดงายกวา มี

โอกาสปนเปอนจากจุลินทรยีอ่ืนไดนอยลง การแยกผลผลิตทําไดงายกวา เซลลที่ถกูตรึงซึ่ง

เปนเซลลในระยะพกัตองการพลังงานนอยเพียงเพื่อรักษาสภาพความอยูรอดทําใหไดผล

ผลิตสูงกวาการใชเซลลอิสระแต มีขอเสีย คอื เซลลอาจสญูเสียความสามารถบางสวนใน

ระหวางการตรึง 

1.3 การทําใหผนังเซลลมีรูพรุน (Permeabilized cells) อาจใชวิธทีางกายภาพ

เชน freeze thaw หรือใชสารเคมีชวยเชน toluene วิธีนีจ้ะทาํใหสารตัง้ตนเขาสูเซลลได

งายขึน้ทาํใหผลิตสารที่ตองการไดในเวลาทีเ่ร็วกวาการใชเซลลปกติแตวธิีนี้จะทําใหเซลล

สูญเสียความสามารถในการเจริญไปเนื่องจากสารที่จําเปนในการเจรญิบางอยางอาจ

สูญเสียออกนอกเซลลในระหวางที่มีการทาํใหเยื่อหุมเซลลเสียสภาพแตก็อาจใชสาร

บางอยางชวยลดการสูญเสียสารที่สําคัญภายในเซลลได  

2. การใชเอนไซม 
2.1การใชเอนไซมอิสระ วิธนีี้จะทําใหสารตั้งตนเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซมได

อยางจาํเพาะและรวดเร็วมากที่สุดทาํใหไดผลผลิตในปริมาณมากและรวดเร็วโดยไมตอง

สูญเสียไปกับการเจริญของเซลลเลย แตการแยกเอนไซมออกจากผลผลิตทําไดยากทําให

การนาํกลับมาใชซ้ําหรือการใชอยางตอเนื่องทําไดยากดวยและวิธนีีม้ีคาใชจายคอนขางสงู

เมื่อเทียบกับการใชเซลลปกติ 
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2.2 การตรึงเอนไซม  วิธนีี้จะทําใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้นและนาํกลับมา

ใชใหมไดงายกวาการใชเอนไซมอิสระแตวิธีนี้ตองสกัดเอนไซมออกจากเซลลและตองทํา

ใหบริสุทธิ์เพื่อชวยลดการสูญเสียความสามารถของเอนไซม โดยเฉพาะเอนไซมที่เชือ่มติด

กับเยื่อหุมเซลลหรือเอนไซมที่เมื่อสกัดออกจากเซลลแลวไมคงตัว (สมใจ ศิริโภค, 2547) 
 
การศึกษาการผลิตซอรบิทอล 

 
- การผลิตซอรบิทอลโดยใชน้ําตาลซูโครส 

 Doelle และ Greenfields (1985) พบวาซอรบิทอลเกิดขึ้นเมื่อเลี้ยง Z. mobilis ในถงัหมกั

ที่ใชน้าํตาลซูโครสเขมขน 20-40% โดยเลีย้งที่ pH 6.5, 35°C ยิ่งน้ําตาลเขมขนขึ้นแบคทีเรียจะใช

เวลาในการหมักนานขึน้และใชน้ําตาลไดนอยลง ปริมาณซอรบิทอลที่เกิดขึ้นไมสัมพันธกับความ

เขมขนของน้าํตาลตั้งตน 

 โดยปกติซอรบิทอลสะสมอยูในเซลลเปนตัวชวยดงึน้าํไวภายในเซลลเมื่อเซลลเผชิญกับ

ภาวะออสโมตกิสูงๆ ดังนัน้การทําใหเยือ่หุมเซลลมีรูพรุนอาจมีสวนชวยทาํใหการผลิตซอรบิทอล

งายและมากขึ้นเนื่องจากเปนการเปดชองใหซอรบิทอลทะลักออกมาจากเซลลได Vignoli และ

คณะ(2006) ทดลองใช Cetylmethyl ammoniumbromide(CTAB) ทําใหเยื่อหุมเซลลทะล ุ แลว

ตรึงเซลลไวดวยไคโตซานปรมิาณ 10 mg/g cell เมื่อเลีย้งแบคทีเรียในซูโครสเขมขน 30% ที ่30°C 

พบวาการทําใหเยื่อหุมเซลลทะลุไมชวยใหการผลิตซอรบิทอลดีข้ึน แตการตรึงเซลลและใชเวลา

เลี้ยง 36 ชม. ใหผลดีกวาการเลี้ยงเซลลอิสระ 12 ชม. อยางไรก็ตามผลการทดลองนี้ไมสอดคลอง

กับการทดลองของ Chun และ Roger (1988) และ Rehr และคณะ (1991) ซึ่งทดลองใช toluene 

และ detergents ตามลําดบั เพื่อทําใหเยือ่หุมเซลลทะลุ พบวาผลิตซอรบิทอลไดถึง 94 และ 98% 

ปริมาณผลผลิตตามลําดับ   

 การเติมสารเพิม่แรงดันออสโมติกเชน NaCl 0.16 M ซึ่งคิดเปน Osmolarity ประมาณ     

1.9 osmolar/kg  พบวาชวยทําใหไดซอรบิทอลมากขึ้นกวาที่ไมเติมถงึ 6.4 เทา แตเมื่อเพิ่มข้ึนถงึ    

0.34 M จะยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย (Beckers และคณะ, 2000, Swings และ                   

De Ley, 1977 ) 

 เมื่อเติมซอรบิทอลลงในอาหารที่มีกลโูคสเขมขน มากกวาหรือเทากับ 25% Loos และคณะ 

(1994) พบวาแบคทีเรียเจรญิไดดีกวาเมื่อไมเติม หลงัจากการเติมซอรบิทอล Z. mobilis ลําเลียง     

ซอรบิทอลเขาสูเซลลตาม Michaelis-Menten kinetics โดยมีคา Km = 34 mM และ Vmax = 11.2 

n mol/min-mg drymass  

- การผลิตโดยใชกลูโคสและฟรุคโตส 
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 จากการศึกษาเอนไซมกลูโคส-ฟรุคโตส ออกซิโดรีดัคเตส (Glucose-fructose  

oxidoreductase, GFOR ) ทําใหทราบวาซอรบิทอลเกดิจากโมเลกุลฟรุคโตสและการเกิดปฏิกิริยา

จะตองเกิดควบคูไปกับการเปลี่ยนกลโูคสไปเปนกรดกลูโคนิก (Zachariou และ Scopes, 1986) 

ทําใหทราบวาหากนาํกลูโคสผสมกับฟรุคโตสแทนซูโครส Zymomonas ก็สามารถผลิตซอรบิทอล

ไดเลยโดยไมตองยอยซูโครสกอน 

 เมื่อนําเซลล Z. mobilis ATCC 29191 ไปเล้ียงในอาหารที่ใชกลโูคสและฟรุคโตสเปน

แหลงคารบอนแทนซูโครสโดยควบคุมภาวะการเลี้ยงที ่pH 6.5, 30°C  Silveira และคณะ (1999) 

พบวาแบคทีเรียสามารถสรางซอรบิทอลไดถึง 91% ปริมาณผลผลิต ในเวลา 6 ชั่วโมง จากน้ําตาล

ตั้งตน 650 g/l แตหากลดน้ําตาลตัง้ตนลงเหลือ 300 g/l จะสามารถผลิตซอรบิทอลได 40% 

ปริมาณผลผลิตใน 48 นาที การมีซอรบิทอลสูง 14% w/v พบวาจะยับยัง้การใชกลูโคสของ

แบคทีเรียไดถึง 80%  

 เมื่อเลี้ยง Z. mobilis ดวยเทคนิค Fed-batch จากการทดลองของ Shene และ Bravo 

(2001) พบวาไดปริมาณผลผลิตซอรบิทอล 0.148 g/g คิดเปนอัตราการเปลี่ยนฟรคุโตสเปนซอรบิ

ทอล 71% ที่น้าํตาลตั้งตน 200 g/l การมีกลูโคสและฟรุคโตสอยูรวมกันนัน้พบวากลโูคสมีการ

ยับยั้งเอนไซมฟรุคโตไคเนส ทําใหการใชกลูโคสเร็วกวาการใชฟรุคโตสถึง 66% (Roger และคณะ, 

1982) การยับยั้งนั้นมีคา K = 0.14 mM (Scope และคณะ, 1985) นอกจากมีผลตอเอนไซมแลว

กลูโคสยังมีผลยับยั้งการลําเลียงฟรุคโตสเขาสูเซลลดวยเนื่องจากการลําเลียงกลูโคสและฟรุคโตส

ใชระบบลําเลยีงเดียวกนัโดยระบบลําเลยีงแบบ Facilitated diffusion แตคา Km ของกลูโคส = 13 

mM ในขณะที ่Km ของฟรุคโตสเทากับ 200 mM ทําใหฟรุคโตสสะสมอยูนอกเซลล (Parker และ

คณะ, 1997) 

- การผลิตซอรบิทอลโดยใชกากน้ําตาล 

กากน้ําตาลจดัวาเปนของเหลือจากอุตสาหกรรมผลิตน้ําตาลซูโครส ปกติจะใชเปนวัตถุดิบในการ

หมักแอลกอฮอลโดยใชยีสต เมื่อใชในการผลิตซอรบิทอลพบวาสามารถทําไดดีที่ความเขมขน

น้ําตาล 300 g/l, 35 °C และใชเวลา 36 ชั่วโมง ไดซอรบิทอลสูงที่สุดคือ 13.87 g/l (Cazetta และ

คณะ, 2005) ในขณะที่ผลิตแอลกอฮอลได 55.37 g/l ที ่30 °C โดยใชเวลา 48 ชั่วโมง  (Cazetta 

และคณะ, 2007) 
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กระบวนการหมักแบบกะ (batch) 
 
 กระบวนการหมักแบบ batch เปนกระบวนการเพาะเลีย้งจุลินทรียใหเจริญในระบบปด ซึ่ง

สวนใหญทาํในขวดเขยาหรอืถังหมักที่มีสารอาหารเหมาะสมตอการเจริญ และเลี้ยงเชื้อภายใต

ภาวะที่เหมาะสม กระบวนการหมกัแบบนี้ไมมีการเติมสารอาหาร   เซลลจะเจริญจนกระทัง่

องคประกอบของสารอาหารที่จําเปนหมดไป  หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอม เนื่องจาก

สะสมสารพษิหรือ pH เปลี่ยนแปลง เปนตน   การเจรญิของเซลลเมือ่เพาะเลี้ยงแบบ batch แบง

ออกไดเปน 4 ระยะ ดังนี ้

 1. ระยะฟกตัว (lag phase) ระยะนี้เร่ิมตนเมื่อใสจุลินทรยีลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  เปนระยะ

ที่เซลลยงัไมมกีารเจริญ  เนื่องจากเปนระยะที่จุลินทรียกําลังปรับตัว เพื่อใหสามารถเจริญไดใน

ส่ิงแวดลอมใหม ระยะนีจ้ะใชเวลานานเทาใดขึ้นกับลักษณะการเจริญของกลาเชื้อ  ใน

อุตสาหกรรมตองทําใหส้ันที่สุดเพื่อลดตนทนุการผลิต 

 2. ระยะการเจริญแบบทวีคณู (log หรือ exponential phase) เปนระยะที่เซลลมีการเจริญ

เพิ่มข้ึนตามลาํดับจนกระทัง่คงที่  ระยะนี้เซลลมีอัตราการเจริญแบบทวคีูณ 

 3. ระยะการเจริญคงที่ (stationary phase) เมื้อส้ินสดุระยะการเจรญิแบบทวีคูณ อัตรา

การเจริญจะลดลงจนกระทัง่เปนศูนย   ระยะนี้ความหนาแนนของเซลลคอนขางคงที่ และไมมีการ

เจริญของเซลล ซึ่งถงึแมวาเซลลจะมีการเจริญ แตอัตราการเจริญเทากับอัตราการตาย การทีเ่ซลล

หยุดการเจริญเนื่องจากสารอาหารจําเปนหมดไป การสะสมสารพษิ  หรือสภาพแวดลอมในการ

เลี้ยงเชื้อเปลีย่นแปลง เชน คา pH   เซลลที่ดํารงชพีไดระยะนี ้ เนื่องจากเหตุผลหลายประการ คือ 

ภายในเซลลมพีอลิเมอรบางประเภทสะสมอยู ซึ่งเชลลสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทได หรือมีการ

พัฒนารูปแบบเซลลใหทนตอส่ิงแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไป เชน การสรางสปอร 

 4. ระยะการเจริญแบบลดลง (decline หรือ death phase) เปนระยะที่จุลินทรียมอัีตรา

การตายมากกวาอัตราการเจริญ (Scragg,1991; Snape และคณะ,1995; Asenjo และ 

Merchuk,1995) 

 การเจริญของจุลินทรียในระยะ log phase สามารถเขียนเปนสมการไดดังนี ้

  เซลลที่สะสม = เซลลเจริญ-เซลลออก-เซลลตาย 

   dX/dt =  μ X – (F/V)X – aX   (1) 

  เมื่อเซลลไมถกูนําออกจากระบบ และ a นอยกวา μ มาก เขียนสมการ (1) ใหม

ได 
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   dX/dt =  μ X     (2) 

   เมื่อ X = ความเขมขนมวลชวีภาพ (g/l) 

t  =  เวลา (h) 

μ = อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) (h-1) 

F = อัตราการปอนอาหารเขา (l/h) 

V =  ปริมาตรของอาหารเลีย้งเชื้อ (l) 

a = อัตราการตายจําเพาะ (h-1) 

เมื่ออินทเิกรตสมการ (2) จะได 

Xt = Xoe μ t     (3) 

เมื่อ Xo = ความเขมขนมวลชวีภาพเริ่มตน (g/l) 

Xt  = ความเขมขนมวลชวีภาพหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อ ณ เวลา t ชั่วโมง (g/l) 

e   =  ฐานของ natural logarithm 

เมื่อใส natural logarithm ในสมการ (3) จะได 

μ = [ln (Xt/Xo)]/t    (4) 

 

Yp/s คือผลผลิตผลิตภัณฑที่ไดตอซับสเตรทที่ใชไป เปนพารามิเตอรสําคัญที่แสดง

ถึงประสทิธิภาพการเปลีย่นซบัสเตรทไปเปนผลิตภัณฑ  Yp/s สามารถคาํนวณไดจากสมการ 

Yp/s = ΔP/ΔS 

เมื่อ ΔP = ผลตางของผลิตภณัฑ 

       ΔS = ผลตางของซับสเตรทที่ถกูใชไป 

อัตราการผลิต (productivity) ของกระบวนการหมักแบบ batch แสดงคาในเทอม

ของกรัมผลิตภัณฑที่สรางขึ้นตอหนวยปรมิาตรตอหนวยเวลา หรือ กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 
กระบวนการหมักแบบกึง่กะ (fed-batch) 
 
 กระบวนการหมักแบบ fed-batch คือกระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  โดยมกีารเติม

สารอาหาร 1 คร้ัง  หรือมากกวาลงภาชนะที่ใชในการหมักในระหวางการเพาะเลี้ยงเชื้อ  แตไมมี

การนาํของเหลวที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อออกจากระบบจนสิ้นสุดการหมกั   ปริมาตรของของเหลวใน

กระบวนการหมักแบบนี้จะเพิ่มข้ึน     ในระดับอุตสาหกรรมนยิมใชกระบวนการหมักแบบนี้ความ

เขมขนของสารอาหารปอนเขาในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถควบคุมไดโดยการเปลี่ยนอัตราการ

ปอนเขา    ดังนัน้กระบวนการหมกัแบบ fed-batch จึงไดเปรียบกวากระบวนการหมักแบบ batch 
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เนื่องจากเมื่อความเขมขนของสารอาหารเปลี่ยนแปลงมผีลทําใหผลผลิตที่ไดหรืออัตราการผลิต

ของเมตาบอไลทที่ตองการใหเพิม่สูงขึ้น  

 
ปจจัยทีส่งผลใหกระบวนการหมกัแบบ fed-batch มีประสิทธภิาพมากกวาการเพาะเลี้ยง
แบบ batch 

1. กระบวนการหมักแบบ fed-batch สามารถลดผลการยับยัง้ไดโดยการเติบสารอาหาร

ดังกลาวครั้งละนอยๆ ซึ่งทําใหความเขมขนของสารอาหารไมสูงเกนิไป 

2.  สามารถเพาะเลี้ยงแบบใหความหนาแนนของเซลลสูง  เนื่องจากการเพาะเลี้ยงแบบ 

batch ที่มีความเขมขนของซบัสเตรทสูง  อาจจะไปยับยั้งการเจรญิของเซลล  ทําใหไดความเขมขน

เซลลต่ํา    

3.  เมื่อเลี้ยงจลิุนทรียดวยแหลงคารบอนที่ใหพลังงานอยางรวดเร็ว เชน กลโูคส อาจจะ

เกิดการยับยั้งกระบวนการสงัเคราะหเอนไซม  เปนสาเหตุใหเมตาบอลซิึมของแหลงพลังงานเกิดขึน้

ไดชาลง  ซึ่งเรียกวาการยับยัง้แบบนีว้า catabolite repression ดังนั้นกระบวนการหมกัแบบ fed-

batch สามารถควบคุมความเขมขนของสารอาหารใหต่าํไดโดยการควบคุมการปอนเขา  มีผลให

กระบวนการสงัเคราะหเอนไซมไมถูกยับยัง้ 

4.   สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรยสายพนัธุกลายไมสามารถสังเคราะหสารจําเปนบางชนิด

ได (autotrophic mutants) ใหเจริญภายใตการควบคุมการปอนสารอาหารที่จาํเปน  เพื่อให

สามารถสะสมเมตาบอไลททีต่องการในปรมิาณมากได  ในการเพาะเลีย้งจุลินทรียดงักลาววนี ้ 

การใหสารอาหารทีจ่ําเปนในปริมาณมากเกินไปสงผลใหมีการเจริญสูงแตการสะสมผลิตภัณฑต่ํา  

เนื่องจากการยับยั้งแบบ feedback inhibition และ /หรือ end-product repression 

5.  สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรยเพื่อผลิตสารที่ตองการเมือ่เปลี่ยนภาวะการเลี้ยงเชื้อได

อยางมีประสิทธิภาพโดยใชกระบวนการหมกัแบบ fed-batch 2 ข้ันตอน 

 
การจัดจาํแนกกระบวนการหมักแบบ fed-batch โดยอาศัยเทคนคิการปอนสารอาหาร 
 จุดประสงคหลักของการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch คือการควบคุมความเขมขนของ

สารอาหารในอาหารเลี้ยงเชือ้  ดังนั้นวิธกีารปอนสารอาหารใหเหมาะสมจะมีผลตอประสิทธิภาพ

การเพาะเลีย้งสามารถแบงกระบวนการหมกัแบบนี้ออกเปน 2 ประเภท คือแบบ with feedback 

control และ without feedback control  
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1. แบบ without feedback control  

 กระบวนการหมักแบบนี้อัตราการปอนเขาจะเปลี่ยนแปลงระหวางการเพาะเลีย้งตาม

ขอมูลที่ไดมีการศึกษามากอน  สวนใหญการเพาะเลีย้งแบบนี้ในยุคเริม่ตนจะมกีารปอนสารอาหาร

เปนชวง ๆ เนือ่งจากเปนวิธกีารงาย  การปอนสารอาหารเปนชวงที่มคีวามถี่ใหผลที่มีลักษณะ

ใกลเคียงกบัการปอนสารอาหารแบบตอเนือ่ง 

2.  แบบ with feedback control 

 กระบวนการหมักแบบ fed-bacth ที่ใชเทคนิคแบบนี้ แบงไดเปน 2 ประเภท ดังนี ้

 2.1 with indirect feedback control 

  กระบวนการหมักแบบนี ้ ใชพารามิเตอรทีส่ามารถสงัเกตไดซึ่งมีความสัมพันธ

อยางใกลชิดกบัลักษณะของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากจุลินทรีย    พารามเิตอรที่ใชเชน คาออกซิเจน

ละลาย  คา pH  ความเขมขนเมตาบอไลท  และความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนตน  ในกรณีของ 

pH แบงออกไดเปน 2  วธิีการคือ low limit เมื่อ pH มีแนวโนมลดลงระหวางการเพาะเลี้ยงและ 

high limit เมื่อ pH มีแนวโนมสูงขึ้นในระหวางการหมัก จะมีการปอนสารอาหารเขาสูระบบ 

 2.2 with direct feedback control 

 ความเขมขนของสารอาหารปอนเขาในอาหารเลี้ยเงชื้อจะถูกวัดแบบตอเนื่องหรือแบบเปน

ชวง ๆ ซึ่งขอมลูที่ไดใชเปน feedback parameter โดยตรง กระบวนการหมักแบบนีจ้าํเปนตองมี

การตรวจวัดความเขมขนของสารปอนเขาที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อดวยระบบการวัดดวยเซนเซอร 

(sensor detector system) ซึ่งมีการวิจัยและคิดคนไบโอเซนเซอรหลายชนิดเพื่อนาํมาประยกุตใช

กับระบบดังกลาว    ถาสารอาหารที่ใชเปนสารปอนเขาเปนสารระเหย เชน แอลกอฮอล สามารถใช 

tubing sensor ไดดี 

  
การขยายสวนการผลิต (scale-up of production scale) 
 เนื่องจากปจจุบันความตองการสารทางชวีภาพมมีากขึ้น   ทําใหตองมีการเพิ่มผลผลิตซึ่ง

ทําไดโดยการขยายสวนกาํลังการผลิตการผลิตที่ไดจากกระบวนการหมัก   ในการขยายสวนกาํลัง

การผลิตตองอาศัยความรู เทคนิค และขอมูลจากการทาํงานในระดับหองปฏิบัติการที่ไดผลผลิตใน

ระดับที่นาพอใจ   อยางไรกต็ามการนําขอมูลจากหองปฏิบัติการไปใชในการขยายสวนการผลิตนัน้

พบวาเกิดปญหาหลายอยาง   แตปญหาหนึ่งที่สําคัญคือ ผลผลิตที่ไดในระดับขยายสวนนั้นมักไมดี

เทากับในระดบัหองปฏิบัติการ ซึง่สาเหตเุกิดจากความแตกตางในดานตางๆไดแก เทคนิคการให

อากาศและการกวน การทําใหอาหารปลอดเชื้อ การเตรยีมหวัเชื้อ การกําจัดฟอง ชนิดของวัสดุ 

และวัตถุดิบทีใ่ช โดยปจจัยที่มีผลตอการขยายสวนม ี 3 ปจจัย คือ ปจจัยทางกายภาพ ปจจัยทาง

เคมี และปจจัยทางชวีภาพ  
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 ปจจัยทางกายภาพ ไดแก ลักษณะทางเรขาคณิตของถังหมัก การใหอากาศ การปนกวน 

การทาํใหอาหารปลอดเชื้อ การควบคุมอุณหภูมิ   ปจจัยทางเคม ีไดแก สารเคมทีี่ใชในการควบคุม 

pH (ชนิดและความเขมขนของกรดและเบส)  คุณภาพของอาหารและน้ําที่ใช  ปจจัยทางชวีภาพ 

ไดแก การเตรียมกลาเชื้อ (inoculum development) เนื่องจากในระดับการผลิตขนาดใหญมี

ข้ันตอนการเตรียมกลาเชื้อหลายขั้นจงึอาจเกิดความเสี่ยงตอการปนเปอนดวยจุลินทรียชนิดอื่น 

และการกลายพันธุ 

 โดยทัว่ไปแลวลําดับข้ันในการขยายขนาดควรจะนอยทีสุ่ดเทาที่เปนไปได อยางไรกต็ามถา

ทําเชนนี้จะเปนการขยายขนาดโดยที่ปริมาตรตางกันมากเกินไปซึง่อาจทําใหการขยายสวนการ

ผลิตผิดพลาดไดมาก โดยทัว่ไปแลวจํานวนลําดับข้ันที่เหมาะสมควรเปน 4 ข้ันตอนดังนี้ ขวดเขยา 

(shake flask) ปริมาตรระหวาง 50-1000 มิลลิลิตร ถังหมักแบบกวนในระดับหองปฏิบัติการ (Lab 

stirred fermentor) ปริมาตรระหวาง 5-20 ลิตร   ถังหมักขนาดตนแบบ (Pilot-scale fermentor)  

ปริมาตรระหวาง 50-5000 ลิตร  ถังหมักขนาดเพื่อการผลิต (Production fermentor)   ปริมาตร

ระหวาง 25-1000 ลิตร ลูกบาศกเมตร โดยจะตองทาํการขยายขนาดจากระดับหองปฏิบัติการไปสู

ระดับเพื่อการผลิตเพียง 3 คร้ังเทานัน้ ไดแก 

 1. ขวดเขยา (shake flask) 

 ในการเริ่มตนงานวิจยัจะเริม่จากขวดเขยาเสมอเพราะจะสามารถทราบตัวแปรในการ

ทดลองมากมายในเวลาอนัสั้น   โดยสิน้เปลืองคาใชจายนอยและสามารถหาภาวะทีเ่หมาะสมใน

การผลิตผลิตภัณฑไดในการทดลองระดับนี ้

 2. ถังหมกัแบบกวนในระดบัหองปฏิบัติการ (lab stirred fermentor) 

 การขยายขนาดการผลิตจากระดับขวดเขยาไปสูระดับโรงงานตนแบบหรือระดับเพื่อการ

ผลิตโดยตรงในขั้นตอนเดยีวนัน้ไมเปนที่ยอมรับเนื่องจากมีความแตกตางกนัมากเกนิไปในสวนของ 

กลาเชื้อ การฆาเชื้ออาหาร การใหอากาศ และการกวน   และมเีหตุผล 2 อยางที่สนับสนนุการ

ขยายขนาดการผลิตจากระดับขวดเขยาไปสูระดับถังหมักแบบกวนในระดับหองปฏิบัติการ ไดแก 

ถังหมักขนาดเล็กในระดับหองปฏิบัติการใชกลาเชื้อแบบเดียวกับที่ใชในระดับขวดเขยา ดังนั้นตวั

แปรหลักในการทดลองจะถกูกําจัดไปได 1 ตัว    และมีพารามิเตอรบางตัวทีเ่ราไมสามารถหาไดใน

ระดับขวดเขยา เชน ผลของ pH การใหอากาศและการกวน และผลของการปอนสารอาหาร ตอ

การเจริญของเซลลและการสรางผลิตภัณฑ    ซึ่งผลของพารามิเตอรเหลานี้สามารหาไดจากการ

ทดลองในถังหมักขนาดเลก็ในระดับหองปฏิบัติการ  ซึ่งสะดวกกวาการทาํการทดลองในถงัหมัก

ขนาดตนแบบ  ทัง้ทางปฎิบัติและดีกวาในแงเศรษฐศาสตรดวย 
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3. ถังหมกัระดบัโรงงานตนแบบ (pilot-scale fermentor) 

 การทดลองในถังหมักระดับนี้เปนขัน้ตอนหนึง่ในกระบวนการขยายขนาด  ในขั้นตอนนี้จะ

ศึกษาการเตรียมกลาเชื้อที่เหมาสม และหาภาวะในการฆาเชื้อใหมทีพ่อเหมาะกอนที่จะเร่ิมทาํการ

หมักในระดับตนแบบเพื่อการผลิตตอไป 
Factorial design 
การทดลองแบบแฟคตอเรียล (Factorial experiment ) เปนการทดลองหลายปจจัย

ประเภทหนึ่ง ซึ่งนอกจากจะทําใหสามารถศึกษาอทิธิพลของแตละปจจัยตามตองการไดแลว ยังทาํ

ใหทราบขอความรูที่สําคัญทีไ่มสามารถจะหาไดจากการทดลองปจจัยเดียว นั่นคือขอความรู

เกี่ยวกับอิทธพิลรวมหรือปฏิสัมพันธ (interaction) ระหวางปจจัย 

 ทรีทเมนต ที่ใชในการทดลองแบบแฟคตอเรียลเกิดจากการนาํระดับ (levels) ของปจจัย

ตั้งแตสองปจจัยขึ้นไปมาใชรวมกันทาํใหเกิดเปนทรีทเมนตคอมบิเนชัน่(treatment combinations) 

ดังนัน้การทดลองแบบแฟคตอเรียลจึงเปนเพยีงการจัดรูปของทรีทเมนตที่ใชทดลองใหมเทานัน้

แผนการทดลองที่ใชในการจัดทรีทเมนตใหแกหนวยทดลอง ยงัคงอาศัยแผนการทดลองพื้นฐาน

แบบใดแบบหนึ่งดงักลาวแลว กลาวคือถาหนวยทดลองที่ใชทดลองมคีวามสม่าํเสมอกันจะจัดทรที

เมนตคอมบิเนชั่นใหกับหนวยทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด ถาหนวยทดลองมี

สาเหตทุี่ทาํใหเกิดความผนัแปรสองสาเหตุ จะตองจัดกลุมหนวยทดลองในสองทิศทางและจัดทรีท

เมนตคอมบิเนชั่นใหกับหนวยทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบลาตนิสแควร 
1. สัญลักษณที่ใชในการทดลองแบบแฟคตอเรียล 

 การทดลองแบบแฟคตอเรียลเปนการทดลองที่มีปจจัยที่ตองการศึกษาตัง้แต 2 ปจจัยขึน้

โดยแตละปจจัยจะมีจาํนวนระดับต้ังแต 2 ระดับ สัญลักษณที่ใชในการทดลองแบบแฟคตอเรียลที่

นิยมใชโดยทัว่ไปอาจกําหนดไดดังนี้ 

1.ใชอักษรตัวใหญ (A, B, C, …) แทนชื่อของปจจัย (factor) เชนใช A แทนปจจัยเกีย่วกับ

สายพนัธุ และใช B แทนปจจัยเกี่ยวกับระยะปลูก ในบางกรณีผูทดลองอาจใชตัวอกัษรที่ส่ือ

ความหมายของปจจัยนั้นๆแทน เชนใช V แทนปจจัยเกีย่วกับสายพันธุ (variety) และใช S แทน

ปจจัยเกีย่วกับระยะปลูก (spacing) 

2.ใชอักษรตัวเล็กพรอมทัง้มตีัวเลขเปนตัวหอย (subscript) แทนระดับของปจจัยเชน ใช 

a1 และ a2 แทนระดับที่1 และ 2 ของปจจัย A และใช b1  และ b2 แทนระดับที ่1 และ 2 ของ

ปจจัย B 

3. ถากําหนดใหปจจัย A มีจํานวนระดับเทากับ a และปจจัย B มีจํานวนระดับ b จะ

เรียกชื่อการทดลองเปน a*b แฟคตอเรียล ดังนัน้การทดลองแบบ 2*3 แฟคตอเรียลจึงหมายถึงการ

ทดลองที่มี 2 ปจจัย โดยปจจัยแรกมี 2 ระดับและปจจัยที่สองม ี3 ระดบั โดยมทีรีทเมนตคอม
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บิเนชัน่ทัง้หมดเทากับ 2*3 = 6 ทรีทเมนต ไดแก a1b1 a1b2 a1b3 a2b1 a2b2 a2b3 ถาเปน

การทดลองทีม่ี 3 ปจจัยจะเขียนไดเปน a*b*c แฟคตอเรียล เชน 4*3*2 แฟคตอเรียล จะหมายถึง

การทดลองทีม่ีปจจัย A 4 ระดับ ปจจัย B 3 ระดับ และปจจัย C 2 ระดับ ซึ่งจะมีจํานวนทรีทเมนต

คอมบิเนชัน่ทีใ่ชทดลองเทากับ 4*3*2 = 24 ทรีทเมนต 

ในกรณีที่ปจจัยแตละปจจัยมีจํานวนระดับเทากัน เชน การทดลองแบบแฟคตอเรียลที่มี 3 

ปจจัย โดยแตละปจจัยม ี2 ระดับ อาจเขียนเปน 23 แฟคตอเรียล ดังนัน้การทดลองแบบ 2k แฟคตอ

เรียล และ 3k แฟคตอเรียลจึงเปนการทดลองที่ม ีk ปจจัย โดยแตละปจจัยมี 2 ระดับ และ 3 ระดบั 

ตามลําดับ 

2. อิทธพิลหลักและอิทธพิลรวม 

อิทธิพลของทรีทเมนตที่เกิดขึ้นในการทดลองแบบแฟคตอเรียลที่เรียกวา อิทธิพลของแฟค 

ตอเรียล (factorial effects) อาจแยกไดเปน 2 ประเภทคอื 

1. อิทธิพลหลกั (main effects) ซึ่งเปนอทิธิพลของปจจัยแตละปจจัย เชน อิทธพิลหลัก

ของปจจัย A (A effect) จะหมายถงึความแตกตางระหวางระดับของปจจัย A  

2. อิทธิพลรวม (interactions) ซึ่งเปนอทิธิพลของปจจัยตั้งแต 2 ปจจัยขึ้นไป ซึง่เกดิ

รวมกันหรือมปีฏิสัมพันธตอกัน เชน อิทธพิลรวมของ 2 ปจจัย (two-factor interaction หรือ first-

order interactions) อิทธพิลรวมของ 3 ปจจัย (three-factor interactions หรือ second-order 

interactions) เปนตน 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 อุปกรณและสารเคม ี
1.1 อุปกรณ 

 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน BE600  บริษัท Memmert, Germany 

- ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN  รุน V3-4 บริษัท Triwork Ltd., Thailand 

- หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven)  รุน UE600 บริษัท Memmert, Germany 

- Column HPLC รุน  All Tech Carbohydrate ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร 

- เครื่องชั่งน้าํหนักหยาบ (Laboratory Balance) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

- เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีด (Analytical Balance) รุน L2200p บริษัท Sartorius, 

Germany 

- กลองจุลทรรศน (light microscope) Olympus  รุน CH30RF200  บริษัท Olympus 

optical Co.,Ltd. Japan 

- เครื่องเขยาแบบหมนุ (shaker)  รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific 

Co., Inc.Edison, USA 

- เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

- เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน Spectrafuge  บริษัท National 

Labnet, Co., Edison, USA   

- เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 6500  

บริษัท Kubota Corp., Tokyo Japan 

- เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora  รุน MW-2020 

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer)  รุน Genesys 20  บริษัท 

Spectronic Unicam, USA 
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- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) Sharp อุณหภูม ิ-20°C   

- เครื่องปนผสม (Vortex mixer)  รุน G560-E บริษัท Scientific Industries, Inc., 

NewYork, USA 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

P20 (2-20μl),  P100 (20-100μl),  P1000 (0.2-1ml)  บริษัท Gilson, France 

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 μl  และ 1 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA  

- หลอดไมโครทวิป (microtubes)  ขนาด 1.5 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA  

- กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 1 ml บริษัท Nipro(Thailand) Corp., LTD., 

Thailand 

- กระดาษกรอง (Nylon membrane syringe filter)  ขนาด 0.45 μm  บริษัท Sartorius, 

Germany 

- ถังหมักขนาด 2 ลิตร บริษัท Marubishi, Japan 

 

1.2 สารเคม ี

 

- สารสกัดจากเปปโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- สารสกัดจากยีสต (Yeast extract ) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- แอมโมเนียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

- โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck, Germany 

- แมกนีเซียมซัลเฟต บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลกลูโคส บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลฟรุคโตส บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลซูโครส บริษัท Merck, Germany 

- น้ําตาลซอรบิทอล บริษทั Merck, Germany 

- กรดไฮโดรคลอริก  บริษัท Merck. Germany 

- โซเดียมไฮดรอกไซด  บริษัท Merck. Germany  

- อะซิโตไนไตรด (HPLC grade) บริษัท Merck, Germany 

 

 

 



 24

3.2 จุลินทรีย 
 
 Zymomonas mobilis TISTR 548 จากศนูยรวมพนัธุจลิุนทรียสถาบนัวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงชาติ (Bangkok MIRCEN) เก็บรักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ Z ที่มนี้ําตาลซูโครสความ

เขมขน 200 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา  18 ชั่วโมง  ทาํการถายเชื้อทกุ 

3 สัปดาห 

  
3.3 อาหารเลีย้งเชื้อ 
 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ Z ประกอบดวย  KHzPO4 2 g. l-1, (NH4)2SO4 2 g. l-1, MgSO4 2 g. l-1, 

yeast extract   2 g. l-1, peptone  5 g. l-1 และ ซูโครส 200 g. l-1

 
3.4 วิธีเตรียมหัวเชื้อ 
 

 เขี่ยเชื้อจาก stock culture ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอุดมที่มีน้ําตาลซูโครสเปนแหลง

คารบอนความเขมขน 200 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 125 มิลลิลิตร 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไมมีการเขยาใหอากาศ เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนัน้

นํามาปรับคาการดูดกลืนแสง ที ่ 550 นาโนเมตร ใหมีคา 0.3 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีมีแหลง

คารบอน เพื่อใชเปนหวัเชื้อต้ังตนในการทดลองตอไป 

 
3.5 วิธีทดลองแบบ 2n factorial design 

 

ศึกษาผลของปจจัยรวมตางๆที่มีตอการผลิตซอรบิทอลทดลองโดยวิธี 2n factorial 

analysis (Cazetta และคณะ 2005) โดยปจจัยที่ทําการศึกษามี4ปจจัยคือ ความเขมขนของ

น้ําตาล คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และระยะเวลาในการผลิต 

- ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส  300-650 กรัมตอลิตร  

- คาความเปนกรด-ดาง 5.5-6.5  

- อุณหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส  

- เวลาในการเลี้ยงเชื้อ 24-48 ชม. 
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 เลี้ยงเชื้อโดยการแปรผันปจจัยตางๆดังที่กลาวมาแลว โดยปเปตหัวเชื้อต้ังตนปริมาตร 

15% (v/v) ลงในอาหารที่เราจะทําการทดลองใหมีปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 

125 มิลิลิตร แลวนําไปบมที่ภาวะตางๆ ตามตารางการทดลองที่ออกแบบโดยใช 2n factorial 

analysis (ภาคผนวก จ.) 

 

 
3.6 การผลิตซอรบิทอลในขวดทดลองรูปชมพู 

 

 ปเปตเชื้อจากหัวเชื้อต้ังตนปริมาตร 15% (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอุดมที่มีแหลง

คารบอนตางกัน(น้ําตาลกลูโคส,ฟรุคโตสผสมกลูโคส, ซูโครส ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร) ใหมี

ปริมาตรรวมเปน 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 125 มิลลิลิตร  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางเปนระยะ เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

  

 
3.7 การผลิตซอรบิทอลในถังปฏิกรณชีวภาพ 

 

 ปเปตเชื้อจากหัวเชื้อตั้งตนปริมาตร 15% (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรอุดมที่มีน้ําตาล

ซูโครส ความเขมขน 200 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนใหมีปริมาตรรวมเปน 1 ลิตรในถังปฏิกรณ

ชีวภาพ เลี้ยงดวยภาวะ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ไมมีการกวนให

อากาศ แตจะกวน 80 รอบตอนาทีเมื่อมีการเก็บตัวอยางหรือควบคุมคาความเปนกรด-ดาง ทําการ

เก็บตัวอยางเปนระยะจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก 

 

3.8 วิธีเติมน้ําตาลในการผลิตซอรบิทอลแบบ fed-batch ในถังปฏิกรณชีวภาพ 

 

 เมื่อเชื้อเจริญเขาสูชวงปลายของ log phase จึงทําการเติมน้ําตาลซูโครส 200 กรัมลงใน

ถังปฏิกรณชีวภาพและกวนดวยความเร็ว 80 รอบตอนาทีจนน้ําตาลละลายเปนเนื้อเดียวกับน้ํา

หมักและปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.5 จึงหยุดกวนแลวทําการเลี้ยงเซลลตอไปเมื่อเชื้อ

เจริญเขาสูชวงปลาย log phase อีกครั้งจึงทําการปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 6.2 แลวเลี้ยง

เซลลตอไป เก็บตัวอยางเปนระยะจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก 
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3.9 วิธีวิเคราะห 

 3.9.1 วิธีวิเคราะห กลูโคส ฟรุคโตส ซูโครสและซอรบิทอล 

 โดยการนําน้ําหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตรมาปนแยกเซลลที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที แลวนําสวนใสไปกรองดวย Nylon membrane filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

(ใชสําหรับกรองสารละลาย) นําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาล กลูโคส,ฟรุคโตส, ซูโครส และซอรบิ

ทอล ดวยวิธี HPLC ดวย Prevail Carbohydrate ES column flow 1ml/min  ACN : water 80:20 

 

 

3.9.2 วิธีวิเคราะหการเจริญและน้ําหนักแหงของเซลล 

- วิเคราะหปริมาณเซลลแบคทีเรียโดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโน

เมตร   

- นําน้ําหมกัปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปนแยกเซลล โดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000    

รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที ปนลางเซลลดวยน้าํกลั่น 2 คร้ัง  จากนัน้นําเซลลที่ไดไปใสในถวย

อลูมิเนียมทีท่ราบน้ําหนักแนนอนแลว  อบแหงที่อุณหภูมิ 80  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง 

ชั่งน้าํหนักถวยที่มีเซลลอบแหง   คาํนวณปริมาณน้ําหนกัเซลลแหง (ภาคผนวก ค.) ในหนวยเปน

กรัมตอลิตร 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัยและวิจารณผล 
 
4.1 การหาชนิดน้ําตาลที่เหมาะสาํหรับใชเปนหวัเชือ้เริ่มตนในการผลิตซอรบทิอล 
 

การทดลองนีต้องการหาชนดิน้ําตาลที่จะใชทําเปนหัวเชือ้เร่ิมตนระหวางน้ําตาลกลูโคส

และซูโครส ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร เนื่องจากตองการกระตุนใหเชื้อไดเจอกับภาวะแรง

ออสโมติกสูงเกือบตลอดเวลาพบวาหัวเชื้อเร่ิมตนที่ใชน้ําตาลซูโครสใหผลผลิตซอรบิทอลใกลเคียง

กับหวัเชื้อเร่ิมตนจากน้าํตาลกลูโคสคือ 7.07 กรัมตอลิตร (รูปที่8) และ 10.36 กรัมตอลิตร (รูปที่7) 

อีกทั้งยังใชเวลาในการเจรญินอยกวาดวย  แตเมื่อผลิตซอรบิทอลโดยมีน้าํตาลซูโครสเปนแหลง

อาหารคารบอนนัน้หวัเชื้อเร่ิมตนจากน้าํตาลซูโครสใหผลผลิตซอรบิทอลสูงกวาหวัเชื้อเร่ิมตนจาก

น้ําตาลกลูโคสคือ 15.13 กรัมตอลิตร (รูปที่10) และ 9.02  กรัมตอลิตร (รูปที่9) อีกทัง้ยังใชเวลาใน

การเจรญินอยกวาดวย  จากการทดลองดงักลาวจงึสรุปไดวาควรใชน้าํตาลซูโครสเปนแหลงอาหาร

คารบอนในหัวเชื้อเร่ิมตนนอกจากนี้ซูโครสยังมีราคาถูกกวาน้ําตาลกลูโคส 
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Fructose Sorbitol Glucose
 

รูปที7่. การผลิตซอรบิทอลจากกลโูคสผสมฟรุคโตสโดยใชหัวเชื้อที่มกีลูโคสเปนแหลง 

คารบอน 
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Fructose Sorbitol Glucose Sucrose  
รูปที่8. การผลิตซอรบิทอลจากกลโูคสผสมฟรุคโตสโดยใชหัวเชื้อที่มีซโูครสเปน 

           แหลงคารบอน 
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Fructose Sorbitol Glucose Sucrose  
รูปที่9. การผลิตซอรบิทอลจากซูโครสโดยใชหัวเชื้อทีม่กีลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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Fructose Sorbitol Glucose Sucrose  
รูปที่10 การผลิตซอรบิทอลจากซูโครสโดยใชหัวเชื้อทีม่ซีูโครสเปนแหลงคารบอน 

 
4.2 ชวงการเจริญที่เหมาะสมสาํหรับใชทําหัวเชื้อ 
 

 การหาชวงการเจริญสูงสุดของเชื้อโดยใชน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เปนแหลงอาหาร

คารบอนพบวาเชื้อมีความขุนสูงสุดที่เวลาประมาณ 18-22 ชั่วโมง ซึ่งเปนรอยตอระหวาง late 

logphase และ stationary phase (รูปที่11) ซึ่งมีรายงานวาเชื้อจะมีการปลอย Invertase และ 

Levansucrase ออกมาชวงปลาย logphase ดังนั้นจงึใชหัวเชื้อเร่ิมตนจากการเลีย้งเชื้อเปนเวลา 

18-22 ชั่วโมง เพื่อลดเวลาชวง lag phase ในการผลิตซอรบิทอลโดยมีน้าํตาลซูโครสเปนแหลง

อาหารคารบอน 
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รูปที่ 11 ชวงการเจริญที่เหมาะสมสาํหรบัใชทําหัวเชื้อเร่ิมตน 
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รูปที่ 12 น้าํหนักเซลลแหงทีช่วงเวลาตางๆ 

 
4.3 ภาวะที่เหมาะสมสาํหรับผลิตซอรบิทอลในขวดทดลอง 
 

เมื่อนําปจจัย 4 ชนิดคือความเขมขนกลูโคสผสมฟรุคโตส, คาความเปนกรด-ดาง, 

อุณหภูมิ และเวลา มาหาภาวะที่เหมาะสมโดยใช 24 central composite factorial design ตาม 

Cazettea และคณะ (2007) การทดลองชุดแรกแปรผันที่ความเขมขนน้ําตาล 300-600 กรัมตอ

ลิตร พบวาเชือ้ไมเจริญทั้งหมดอาจเนื่องมาจากแรงดนัออสโมติกสูงเกนิไปจึงทําการทดลองอีกครั้ง

โดยลดความเขมขนของน้าํตาลลงมาเปน 100-200 กรัมตอลิตร 

 จากตารางที ่ 5 เมื่อพิจารณาซอรบิทอลที่ไดจากผลของปจจัยทีละปจจัยจะพบวาการใช

น้ําตาลตัง้ตนเปนกลูโคสผสมฟรุคโตสเขมขน 200 กรัมตอลิตร ทําใหการผลิตซอรบิทอลนอยกวา

ความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ถึง 48 เปอรเซนต, pH 6.5 ใหผลดีกวา pH 5.5 40 เปอรเซนต 

อุณหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส ใหผลไมแตกตางกนั ในขณะที่เพิ่มเวลาในการหมกัจาก 24 เปน 

48 ชั่วโมงจะใหซอรบิทอลเพิ่มข้ึน 45เปอรเซนต ดังนั้นเบื้องตนสรุปไดวา น้าํตาลความเขมขน 100 

กรัมตอลิตร pH 6.5 และเวลาหมกั 48 ชัว่โมงเปนภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ดในขอบเขตที่ทาํการศึกษา 

เมื่อพิจารณาผลกระทบระหวาง 2 ปจจัย (ตารางที5่) จะเหน็วาการเพิม่ pH จาก 5.5 เปน 

6.5 จะทาํใหการผลิตซอรบิทอลเพิ่มข้ึนไมวาน้าํตาลจะเพิม่ข้ึน 100 หรือ 200 กรัมตอลิตร ก็ตามแต

ที่ 100 กรัมตอลิตร จะเหน็การเพิม่ข้ึนมากกวาโดยเพิ่มข้ึนถึง 83 เปอรเซนต ในขณะทีท่ี่ 200 กรัม

ตอลิตร จะมีการเพิ่มซอรบทิอลขึ้น 41 เปอรเซนต และมีความเขมขนซอรบิทอลนอยกวา แสดงวา

ความเขมขนของน้าํตาลมีผลกระทบตอผลจาก pH แตเปนผลคานกัน (รูปที่13) และการที่กราฟ

ของทั้ง2ปจจัยตัดกันแสดงใหเหน็วาปจจัยทั้ง2มีปฏิสัมพนัธตอกนัในการผลิตซอรบิทอล 
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รูปที่13.กราฟแสดงอิทธิพลรวมระหวางความเขมขน 

น้ําตาลกับคาความเปนกรด-ดาง 

A-D
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ในทาํนองเดียวกันความเขมขนกับเวลาหมกัและเวลาหมกักับอุณหภูมกิ็มีผลเชนเดียวกัน 

โดยทีน่้ําตาลเขมขน 100 กรัมตอลิตร เพิ่มเวลาหมักขึน้ 24 ชั่วโมง จะมีซอรบิทอลเพิ่มข้ึน 50 

เปอรเซนต ทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เพิ่มเวลาหมักขึ้น 24 ชัว่โมง ซอรบิทอลเพิ่มข้ึนถึง 96 

เปอรเซ็นต (รูปที่14) 

  

 

 

 

 

    

 

 รูปที่14. กราฟแสดงความหมายของอิทธิพลรวมระหวางความเขมขน 

น้ําตาลกับเวลา  

เมื่อพิจารณาทีละ 3 ปจจัย จะเหน็ไดชัดวา pH อุณหภูมิ และเวลาหมักเสริมกันกลาวคือ 

เมื่อเพิ่ม pH อุณหภูมิ และเวลาหมักจะทาํใหซอรบิทอลเพิ่มข้ึนโดยทีน่้าํตาล 100 กรัมตอลิตร จะ

ไดผลดีกวา 200 กรัมตอลิตร 

 เมื่อพิจาณา 4 ปจจัยพรอมๆกัน (ตารางที่ 5) ผลยืนยนัวาการใชภาวะ pH 6.5 อุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส เวลาหมกั 48 ชั่วโมง จะใหผลเสริมกันทําใหไดซอรบิทอล 14.68 กรัมตอลิตร 

(รูปที่15)คากลางถงึ 3 เทา จากผลการทดลองดังกลาวจึงสรุปไดวา pH 6.5, อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส เวลาหมกั 48 ชัว่โมงและความเขมขนน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 100 กรัมตอลิตร เปน

ภาวะที่เหมาะสมที่สุดสําหรับผลิตซอรบิทอล และปจจัยเหลานีม้ีผลเสริมกันยกเวนความเขมขน

ของน้ําตาลกลโูคสผสม ฟรุคโตส 
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 เปนทีท่ราบวากลูโคสจะยับยั้งการลําเลียงและการใชฟรุคโตส (Doelle 1982a) ดังนัน้

เมื่อยังมกีลูโคสในอาหารการใชฟรุคโตสสําหรับเมตาบอลิสมจะชาทําใหมี ฟรุคโตสสะสมไวสราง

ซอรบิทอล ดวยภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม GFOR  คอื pH 6.5 , อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสซึง่

ตรงกับการรายงานของ Zachariou และ Scopes, 1986 รวมทัง้เวลาทีน่านกวาดวย ดังนั้นจงึทาํ

ใหแบคทีเรียสรางซอรบิทอลไดมากแตถาน้าํตาลเขมขนขึน้มากเกนิจะทาํใหการเจริญของ

แบคทีเรีย 

และการใชน้าํตาลชาลง การผลิตซอรบิทอลจึงชาลงดวย (Doelle และ Green field, 1987, Loos 

และคณะ 1994, Barros และ Celligio 2006)  

 กําหนดให 

A = 100-200 กรัมตอลิตร, B = pH 5.5-6.5, C = อุณหภูมิ 25-35º ซ, D = เวลา24-48ชั่วโมง 

ตารางที5่เปรียบเทยีบผลวิเคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมักน้ําตาลกลูโคส

ผสมฟรุคโตส 

4 Factors 

Factor Run Sorbitol(g/l) 

A-/B-/C-/D- 1 5.627 

A-/B-/C-/D+ 2 10.524 

A-/B-/C+/D- 3 4.137 

A-/B-/C+/D+ 4 3.931 

A-/B+/C-/D- 5 5.021 

A-/B+/C-/D+ 6 12.111 

A-/B+/C+/D- 7 12.606 

A-/B+/C+/D+ 8 14.686 

A+/B-/C-/D- 9 3.655 

A+/B-/C-/D+ 10 4.843 

A+/B-/C+/D- 11 3.407 

A+/B-/C+/D+ 12 2.864 

A+/B+/C-/D- 13 3.366 

A+/B+/C-/D+ 14 7.244 

A+/B+/C+/D- 15 4.679 

A+/B+/C+/D+ 16 5.524 

(ABCD)0 17,18,19 4.786 
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รูปที่15. เปรียบเทียบซอรบทิอลจากการหมักน้าํตาลกลโูคสผสมฟรุคโตส 

 

 

ตารางที่ 5 เปรียบเทียบผลวเิคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมกัน้าํตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 

1 Factor 

Factor Run Sorbitol(g/l) 

A - 1-8 8.580 

A + 9-16 4.447 

B - 1-4, 9-12 4.873 

B + 5-8, 13-16 8.154 

C – 1,2,5,6,9,10,13,14 6.548 

C + 3,4,7,8,11,12,15,16 6.479 

D - 1,3,5,7,9,11,13,15 5.312 

D + 2,4,6,810,12,14,16 7.715 
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 จากการศึกษาอิทธิพลและปฏิสัมพันธของแตละปจจัยพบวา ปจจัยที่มอิีทธิพลตอการ

ผลิตซอรบิทอลมากที่สุดคือ ความเขมขนน้าํตาล  รองลงมาคือ คาความเปนกรด-ดาง เวลา และ 

อุณหภูมิ ตามลําดับ (รูปที่16)และพบวา คาความเปนกรด-ดางมีผลเสริมกันกับเวลา (รูปที่17.1) 

และอุณหภูมิแทบจะไมมีผลตอการผลิตซอรบิทอลเลย (รูปที่17.2) 

(-)

(-)

(-)

(-)

(-)

(-)

(-)

(-)

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

4.00

4.50

5.00

A B C D AB AC AD BC BD CD ABC ABD ACD BCD
 ปฎิสัมพันธระหวางปจจัย

ค
าเ
ฉ
ลี่ย
ซ
อร
บ
ิท
อล

 ( ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่16. อิทธพิลและปฏิสัมพันธของแตละปจจัยที่มีตอการผลิตซอรบิทอล 

 ( A = ความเขมขนน้าํตาล, B = pH, C = อุณหภูมิ, D = เวลา ) 
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รูปที่17.1 กราฟแสดงอทิธพิลรวมระหวางคาความเปนกรด-ดางกับเวลา 
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รูปที่17.2 กราฟแสดงอทิธพิลรวมระหวางอุณหภูมิกับคาความเปนกรด-ดาง 

 

ตารางที่ 5 เปรียบเทียบผลวเิคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมกัน้าํตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 

2 Factors 

Factor Run Sorbitol(g/l) 
A-/B- 1-4 6.054 
A-/B+ 5-8 11.106 
A+/B- 9-12 3.692 
A+/B+ 13-16 5.203 
A-/C- 1,2,5,6 8.320 
A-/C+ 3,4,7,8 8.840 
A+/C- 9,10,13,14 4.777 
A+/C+ 11,12,15,16 4.118 
A-/D- 1,3,5,7 6.847 
A-/D+ 2,4,6,8 10.313 
A+/D- 9,11,13,15 3.776 
A+/D+ 10,12,14,16 5.118 
B-/C- 1,2,9,10 6.162 
B-/C+ 3,4,11,12 3.584 
B+/C- 5,6,13,14 6.935 
B+/C+ 7,8,15,16 9.373 
B-/D- 1,3,9,11 4.206 
B-/D+ 2,4,10,12 5.540 
B+/D- 5,7,13,15 6.418 
B+/D+ 6,8,14,16 9.891 
C-/D- 1,5,9,13 4.417 
C-/D+ 2,6,10,14 8.680 
C+/D- 3,7,11,15 6.207 
C+/D+ 4,8,12,16 6.751 
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบผลวเิคราะหน้ําตาลซอรบิทอลจากการหมกัน้าํตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 

3 Factors 

Factor Run Sorbitol(g/l) 
A-/B-/C- 1,2 8.075 
A-/B-/C+ 3,4 4.034 
A-/B+/C- 5,6 8.566 
A-/B+/C+ 7,8 13.646 
A+/B-/C- 9,10 4.249 
A+/B-/C+ 11,12 3.135 
A+/B+/C- 13,14 5.305 
A+/B+/C+ 15,16 5.101 
B-/C-/D- 1,9 4.641 
B-/C-/D+ 2,10 7.683 
B-/C+/D- 3,11 3.772 
B-/C+/D+ 4,12 3.397 
B+/C-/D- 5,13 4.193 
B+/C-/D+ 6,14 9.677 
B+/C+/D- 7,15 8.642 
B+/C+/D+ 8,16 10.105 

 
A-/C-/D- 1,5 5.324 
A-/C-/D+ 2,6 11.317 
A-/C+/D- 3,7 8.371 
A-/C+/D+ 4,8 9.308 
A+/C-/D- 9,13 3.510 
A+/C-/D+ 10,14 6.043 
A+/C+/D- 11,15 4.043 
A+/C+/D+ 12,16 4.194 
A-/B-/D- 1,3 4.882 
A-/B-/D+ 2,4 7.227 
A-/B+/D- 5,7 8.813 
A-/B+/D+ 6,8 13.398 
A+/B-/D- 9,11 3.531 
A+/B-/D+ 10,12 3.853 
A+/B+/D- 13,15 4.022 
A+/B+/D+ 14,16 6.384 

 



 37
4.4 การหาคา Osmolarity ของน้ําตาลที่ความเขมขนตางๆ 
 จากการวิเคราะหหาคา Osmolarity ของน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส ความเขมขน 10% 

พบวามีคาอยูที่ประมาณ  600 mOsmol/kg ซึ่งการทีเ่ชื้อจะสามารถสรางซอรบทิอลไดมากหรือ

นอยนั้นขึ้นกับความดันออสโมติกดวยจงึลองเปลี่ยนแหลงคารบอนมาเปนซูโครสซึ่งเทียบแลวได

ความเขมขนประมาณ 15% แตจากรายงานกอนหนานี้พบวาการใชน้ําตาลความเขมขนต่าํกวา 

15% จะไดซอรบิทอลในปรมิาณนอยมาก จึงไดนาํภาวะที่ไดจากขอ 4.4 มาทดลองผลิตซอรบิทอล

โดยใชซูโครสความเขมขน 20% เปนแหลงคารบอนในการทดลองตอไป  
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รูปที่18. คา Osmolarity ของน้าํตาลกลูโคส ฟรุคโตสและซูโครส 

 

 

 

 การผลิตซอรบิทอลของ Z. mobilis ข้ึนอยูกับความเขมขนของน้าํตาลในอาหารโดยความ

เขมขนของน้าํตาลจะมีผลโดยตรงตอ osmolarity และ osmotic pressure (Doelle และ 

Greenfield, 1985) ดังนัน้การวัด osmolarity ของน้ําตาลเพื่อใชควบคุมการผลิตซอรบิทอลจึงเปน

เร่ืองสําคัญ จากการทดลองพบวาน้ําตาลซูโครสมีผลเพิ่ม osmolarity ของสารละลายนอยกวา

กลูโคสและฟรคุโตสตามลําดับ (รูปที่18) ดังนัน้ Z. mobilis จึงควรจะเจริญในซูโครสที่ความเขมขน

สูงกวากลูโคสและฟรุคโตสดังนัน้การทดลองตอไปจะใชน้ําตาลซูโครสแทนสารละลายผสมกลูโคส

และฟรุคโตสโดยเลือกความเขมขนที่ให osmolarity เทากัน 
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4.5 การผลิตซอรบิทอลโดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอน 
 
 จากการทดลองดวย factorial design ไดนํามาทดลองผลิต      ซอรบิทอลแตใชซูโครส 

20% เหตุที่ใชซูโครส 20% คือ Zymomonas mobilis จะตองยอยซโูครสกอนและน้ําตาลกลูโคส

สูงสุดที่เปนไปไดคือ 10% เทานัน้และ osmolarity ของซูโครส 20% คือ 685.8 mOsmol/kg 

ในขณะที่กลโูคส 10% และฟรุคโตส 10% มีคา osmolarity เทากบั 594+651 = 1245 

mOsmol/kg ดังนัน้ซูโครสจงึมีคา osmolarity ต่ํากวากลูโคสผสมฟรคุโตสถึง 2 เทา เมื่อซูโครสถกู

ยอยเปนกลูโคสและฟรุคโตสจะทาํให osmolarity ของสารละลายยังคงสูงอยูเปนการบังคับให Z. 

mobilis สรางซอรบิทอลเพิม่ข้ึนและตนทนุต่ํา เนื่องจากราคาซูโครสต่ํากวากลูโคสและฟรุคโตส 

 จากการทดลอง ซึง่ใชน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและใชน้าํตาล

ซูโครสเปนอาหารเตรียมหัวเชื้อต้ังตนพบวาน้าํตาลซูโครสลดลงอยางรวดเร็วดวยอัตราคอนขาง

สม่ําเสมอนับตั้งแตชั่วโมงที ่5 ไปจนถึงชัว่โมงที่ 28 (รูปที่19) ซอรบิทอลที่ไดคือ 15.13 กรัมตอลิตร 

(0.54 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) จากน้ําตาลที่วิเคราะหได 194.86 กรัมตอลิตร ตามทฤษฎีนาจะมีฟรุค

โตส    102.6 กรัมตอลิตร และจากการทีม่ีฟรุคโตสเหลอืในอาหาร 62.92 กรัมตอลิตร ดังนั้นฟรคุ

โตสจึงถูกใชไป 39.67 กรัมตอลิตร เมื่อคิดเปนปริมาณผลผลิตซอรบิทอลจึงเทากบั 0.38 กรัมตอ

ลิตร  
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4.6 ผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพูดวยน้ําตาลซูโครสความเขมขน 200-400 กรัมตอลิตร 
 
 พบวาการใชน้าํตาลซูโครสเริม่ตนที ่ 200 กรัมตอลิตร ใหซอรบิทอลมากที่สุดคือ 18.52 

กรัมตอลิตรเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง ซึง่มากกวาการใชน้ําตาล 400 และ 300 กรัม

ตอลิตร ซึ่งไดซอรบิทอล 15.82 และ 10.46 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นัน่คือน้ําตาลเขมขนมากขึ้นทาํ

ใหระยะเวลาที่เร่ิมสรางซอรบิทอลนานขึน้ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Loos และคณะ (1994) 

ที่พบวาการเจริญของ Z. mobilis จะม ี log phase ยาวขึน้ เมื่อเจริญในอาหารที่มีความเขมขน

สูงขึ้นและจะมกีารสะสมซอรบิทอลเพื่อตอตานแรงดันออสโมติกที่เกิดจากความเขมขนของน้าํตาล

ภายนอกเซลล (Sprenger,1996. ; Silveira และคณะ1999)นั่นคือเมื่อเพิ่มความเขมขนของ

น้ําตาลจะทาํใหมีการสรางซอรบิทอลในปรมิาณสูงขึน้ดวย (Bekers และคณะ 2000. ; Erzinger 

และคณะ 2003. ; Vignoli และคณะ, 2006) จึงสรุปไดวาการเลีย้งเชื้อดวยน้าํตาลซูโครส 200 กรัม

ตอลิตร จะทาํใหไดปริมาณซอรบิทอลสูงสุดและยังใชเวลานอยอีกดวย คิดเปน อัตราการผลิต

สูงสุดคือ 0.386 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามตารางที่6 อยางไรก็ตามที่ความเขมขน 400 กรัมตอ

ลิตร หากเพิม่เวลาการเลี้ยงไปจน 72 ชัว่โมง แมวาจะไดซอรบิทอลเพิม่ข้ึนเปน 18.91 กรัมตอลิตร 

แตก็ตองใชเวลานานเพิ่มข้ึนอีกถงึ 24 ชัว่โมงหรือ 79.17 เปอรเซนต (รูปที่20) 
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ตารางที่6 ปริมาณซอรบิทอลที่เวลา 48 ชั่วโมง (คิดจากปริมาณน้าํตาลเริ่มตนภายหลงั

เติมหัวเชื้อเร่ิมตน) 

ความ
เขมขน 

(%) 

ปริมาณซอรบิทอล 
(g/l) 

อัตราการผลติ 
(g/l-h) 

YP/S

 
YP/X

 
QP

(h-1) 

20 18.521 0.386 0.45 8.410 0.37 

30 10.463 0.218 0.29 6.381 0.19 

40 15.828 0.330 0.24 14.465 0.22 

 
4.7 เพาะเลีย้งในถังหมกัขนาด 2 ลิตร และหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลแบบ
กะ 
 จากผลการทดลอง 4.4 ไดทําการขยายขนาดโดยทําการผลิตซอรบิทอลในถังหมกัพบวา

เลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรด-ดาง เร่ิมตน 6.5  โดยมีความเขมขน

น้ําตาลซูโครสเริ่มตน 100, 200, 300 และ 400 กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบวาความเขมขนที่

ใหคาซอรบิทอลสูงสุดคือ 200 รองลงไปคือ 300, 400 และ 100 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยได

ผลผลิต 24.069, 12.726, 12.22 และ 10.605 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (รูปที่21และตารางที ่ 7)  

และแมวาความเขมขนน้าํตาลเริ่มตน  400 กรัมตอลิตรจะใหคาซอรบทิอลสูงสุดคือ 24.282 กรัม

ตอลิตร ที่เวลา 76 ชั่วโมง แตก็ตองใชเวลาเพิ่มข้ึนถงึ 28 ชั่วโมง ดังนั้นความเขมขนน้าํตาลซูโครส 

200 กรัมตอลิตร จึงนาจะเปนความเขมขนที่เหมาะสมทีสุ่ดในการผลิตซอรบิทอล ซึง่ผลการทดลอง

ก็สอดคลองกบัการทดลองในขวดรูปชมพูกอนหนานี้และยังสอดคลองกับ บุญรัตน และคณะ 

(2534) ซึ่งพบวาการเลี้ยงเชือ้ดวยน้าํตาลซูโครสตั้งตน 200-250 กรัมตอลิตร ใหคาการผลิตซอรบิ

ทอลสูงสุด 
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ตารางที่7. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกะที่เวลา48ชั่วโมง (คิดจากปริมาณน้าํตาล

เร่ิมตนภายหลงัเติมหวัเชื้อ) 

ความ
เขมขน 

(%) 

ปริมาณซอรบิทอล 
(g/l) 

อัตราการผลติ 
(g/l-h) 

YP/S

 

YP/X

 

QP

(h-1) 

10 10.605 0.221 0.134 2.658 0.134 

20 24.069 0.501 0.244 10.977 0.404 

30 12.726 0.265 0.138 4.940 0.118 

40 12.22 0.255 0.106 11.017 0.323 
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จากการผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพูและในถังหมกัที่เวลา 48 ชัว่โมงไดผลสรุปดังนีค้ือ 

 

ตารางที่8 เปรียบเทียบการผลิตซอรบิทอลในขวดทดลองกับในถังหมัก (คิดจากปริมาณน้าํตาล

เร่ิมตนภายหลงัเติมหวัเชื้อเร่ิมตน) 

อัตราการผลิตซอร
บิทอล 
(g/l-h) 

YP/S YP/X
QP

 

(h-1) ความ
เขมขน

(%) ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

ขวดรูป
ชมพู 

ถัง
หมัก 

10 - 0.221 - 0.134 - 2.658 - 0.134 

20 0.386 0.501 0.45 0.244 8.410 10.977 0.37 0.404 

30 0.218 0.265 0.29 0.138 6.381 4.940 0.19 0.118 

40 0.330 0.255 0.24 0.106 14.465 11.017 0.22 0.323 

เมื่อเปรียบเทยีบระหวางการทดลองในขวดรูปชมพูและในถังหมกัพบวาที่เวลา 48 ชั่วโมง 

ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร จะใหคาการผลิตและอัตราการผลิตซอรบิทอลสูงที่สุด แมวาที่เวลา

ผานไปความเขมขน 400 กรัมตอลิตรจะมีอัตราการผลติซอรบิทอลสูงขึ้นและไดผลผลิตมากขึ้นจน

เทากับความเขมขน 200 กรัมตอลิตรแตก็ตองใชเวลาที่มากกวาทั้งนี้เนื่องมากจากการที่เชื้อตอง

เผชิญกับภาวะที่มีความดนัออสโมติกสูงกวาจงึตองใชพลังงานบางสวนไปในการรักษาสภาพเซลล

กอนจงึทาํใหชวง lag phase ยาวนานกวาและยังไดมวลชีวภาพนอยกวาดวยซึง่ตรงกับรายงาน

ของ Barros และ Celligio (2006) แตเมื่อมีการสรางเอนไซมแลวจะมีอัตราการผลิตซอรบทิอล

ใกลเคียงกนัทัง้นี้เพราะเอนไซมเมื่อสรางแลวจะอยูที่บริเวณ periplasmic membrane ซึ่งการ

ทํางานจะไมเกี่ยวกับเมตาบอลิสมภายในเซลลอีกแลวและที่ความเขมขน 400 กรัมตอลิตรยังคงมี

สารตั้งตนเหลอือยูมากจงึผลิตซอรบิทอลไดอยางตอเนื่อง   
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รูปที่23.เปรียบเทียบปริมาณซอรบิทอลในถงัปฏิกรณชีวภาพ 
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มีการผลิตซอรบิทอลเมื่อเซลลเขาสูชวง late log phase คือช่ัวโมงที่ 18-22 (รูปที่24-25) ซึ่งตรงกบั

การทดลองที ่ 4.1 และงานวิจยัของ Edye และคณะ(1989) จากผลการทดลองสรุปไดวาความ

เขมขนน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตรเหมาะสมสําหรับการผลิตซอรบิทอลมากทีสุ่ดทั้งในแงของ

เวลาและผลผลิตจึงนาํไปใชในการทดลองตอไป 
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รูปที2่4.การผลิตซอรบิทอลในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดยวิธกีารเพาะเลีย้งแบบ  

Fed-batch โดยใชซูโครสเริ่มตน 200 กรัมตอลิตร 
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รูปที่25.น้าํหนักเซลลแหงทีเ่วลาตางๆจากการใชซูโครสเริ่มตน 200 กรัมตอลิตร 
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4.8 การผลิตซอรบิทอลในถังหมักขนาด 2 ลิตรดวยการเลี้ยงแบบกึ่งกะ 
 จากการทดลองผลิตซอรบิทอลแบบกะในถังหมักสรุปวาความเขมขนน้าํตาลซูโครสเริม่ตน

ควรเปน 200 กรัมตอลิตร แตพบวาที่ความเขมขนน้าํตาลซูโครสเริ่มตน 100 กรัมตอลิตรเชื้อจะใช

เวลาในชวง lag phase นอยกวาอีกทั้งยงัใหมวลชีวภาพสูงกวาดวย ดังนัน้การทดลองนี้จะเร่ิมตน

ดวยการเลี้ยงเชื้อดวยน้าํตาลซูโครส 100 กรัมตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียสเมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงทาํการเตมิน้ําตาลซูโครสความเขมขน 

200 กรัมตอลิตรลงไปเพื่อกระตุนใหมคีวามดันออสโมติกที่มากจนเซลลสรางเอนไซมGFORมาก

ข้ึนแลวทาํการเลี้ยงตอไปจนสิ้นสุดกระบวนการทดลองโดยไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง 

แตมีการกวนทุกครั้งที่มีการเก็บตัวอยาง พบวาน้าํตาลซูโครสถูกเปลี่ยนไปเปนน้ําตาลกลูโคสและ 

ฟรุคโตสเกือบหมดแตน้ําตาลกลโูคสและฟรุคโตสถูกใชไปนอยมากและซอรบิทอลก็นอยตามไป

ดวย (รูปที2่6) เมื่อทาํการตรวจสอบคาความเปนกรด-ดางจงึพบวามีคาอยูที ่ 2-2.5 ตั้งแตชั่วโมงที ่

40 (รูปที่27) อาจเปนสาเหตทุี่ทาํใหภาวะไมเหมาะกับการผลิตซอรบิทอล 
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รูปที่26. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่1 
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รูปที่27. น้ําหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่1 

การทดลองตอมาไดทําการแกปญหาโดยการเริ่มตนเลี้ยงเชื้อดวยความเขมขนน้าํตาล

ซูโครส 100 กรัมตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเมื่อเชื้อเขาสู

ชวงปลายของ log phase จึงเติมน้าํตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตรแลวทําการควบคมุ

คาความเปนกรด-ดาง 6.5 พรอมกับการกวนดวยอัตราเร็ว 80 รอบตอนาที(เพื่อใหอาหารสัมผัสกับ

เชื้ออยางทัว่ถงึและชวยในการควบคุมคาความเปนกรด-ดางใหคงที่) ผลคือน้ําตาลซูโครสถูกใชไป

เพียง 71.392 เปอรเซ็นต และยังมนี้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตสเหลืออยูเล็กนอย แตปริมาณซอรบิ

ทอลสูงสุดที่ไดเพียงแค 18.98 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที ่ 80 (รูปที่28) พบวามีผลึกเกลือตกตะกอน

ออกมาจาํนวนมากซึ่งคาดวามาจากการทีม่ีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซดเพื่อควบคุมคาความเปน

กรด-ดางเพราะชวงที่เชื้อมีการเจริญมีการเปลี่ยนกลโูคสไปเปนกรดกลูโคนิกออกมามากอีกทั้งยังมี

การสรางกรดแลคติกและกรดซัคซินิค (SwingและDolle 1977, Rogers และคณะ 2007) ทําใหคา

ความเปนกรด-ดางลดลงอยางรวดเร็วปริมาณดางที่ใชจึงมากจนไปเปลีย่นใหเกิดเกลอืจํานวนมาก

ซึ่งเกลือที่เพิม่ข้ึนมากเกนินัน้มีผลตอการผลิตซอรบิทอลและการเจรญิของเชื้อ Z.mobilis ทําใหซอร

บิทอลที่ไดนอยลง (Dolle และคณะ 1990) แตถาปลอยทิ้งไวกรดกลูโคนิกที่สรางขึ้นจะถกูฟอสโฟ

รีเลทโดยเอนไซม กลโูคเนทไคเนส และถกูเปลี่ยนเปนเอทานอลใน Entner Doudoroff pathway 

(Zachariou and Scopes, 1985; Strohdeicher, 1998) ในระหวางการผลิตเอทานอล ซึ่งทาํใหคา

ความเปนกรด-ดางเพิม่ข้ึนเองทัง้นี้สีของน้าํหมักยังคล้ําออกน้ําตาลและยังมเีมือกเปนกอนๆเกิดขึ้น

ซึ่งคาดวาเมือกที่เกิดขึ้นนีน้าจะเปนสารพวกโอลิโกแซคคาไรดซึ่งเกิดจากการที่เซลลไดสัมผัสกับ

ภาวะที่มีเกลือสูงทาํใหไมสามารถใชน้าํตาลกลูโคสและฟรุคโตสไดอยางมีประสิทธภิาพอีกทัง้การ

ยอยสลายน้าํตาลซูโครสก็เปนไปไดชาอีกดวยทาํใหเอนไซมลีแวนซูเครสเปลี่ยนซูโครสใหกลายเปน

ลีแวนมากกวายิ่งทําใหผลผลิตซอรบิทอลนอยลง (Dolle และคณะ 1990, Vigants และคณะ 

1998, Oliveira และคณะ 2007)  
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รูปที่28. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่2 
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รูปที่29. น้ําหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่2 

 

 การทดลองตอมาไดทําการแกปญหาโดยการเริ่มตนเลี้ยงเชื้อดวยความเขมขนน้าํตาล

ซูโครส 100 กรัมตอลิตร คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยไมมีการ

กวนเมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงเติมน้าํตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตร

แลวทําการกวนดวยความเรว็ 80 รอบตอนาที และควบคุมคาความเปนกรด-ดาง 6.2 ซึ่งเปนภาวะ

ที่เหมาะสมตอการทาํงานของ GFOR ตามการทดลองของ Zachariou และ Scopes,1986. ; Ferraz 

และคณะ 2001 อีกทัง้ยงัไมเกิดการตกตะกอนของเกลอือีกดวยผลคอืไดซอรบิทอลสูงสุด 43.41 

กรัมตอลิตรที่ชั่วโมงที ่ 93 (รูปที่30) แตยังคงมนี้าํตาลกลูโคสและฟรคุโตสเหลืออยูซึ่งถาในขั้นการ

ทําใหน้าํตาลบริสุทธิ์ถามีสารหลายชนิดจะทาํใหกระบวนการยุงยากมากขึ้นและยงัเพิม่คาใชจาย

ซึ่งถาทาํใหเชือ้สามารถใชน้าํตาลไดหมดจึงนาจะไดผลผลิตเพิ่มข้ึนอกีทัง้ทาํใหบริสุทธิ์ในภายหลัง
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ไดงายขึ้นอีก จากการทดลองที่ผานมาทําใหเราสามารถสรุปไดวาการกวนไมมีผลตอการเปลี่ยน

น้ําตาลซูโครสไปเปนน้าํตาลกลูโคสและฟรคุโตส แตอาจมีผลตอการใช น้าํตาลกลโูคสและฟรุคโตส

ของเซลล เพราะการกวนนั้นจะทาํใหมอีากาศละลายในอาหารมากขึ้นซึ่งมีผลตอการทาํงานของ

เชื้อ และการยอยสลายซโูครสไมสัมพันธกับการใชน้ําตาลกลูโคสของเซลลซึ่งตรงกบัรายงานของ 

Lyness และ Doelle (1981), Abateและคณะ(1996) จากเหตุผลขางตนนั้นเราจึงคิดวานาจะมี

การแบงการควบคุมคาความเปนกรด-ดางเปน 2 ชวง โดยชวงแรกควบคุมภาวะใหเหมาะตอการ

เปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนกลโูคสและฟรุคโตส ชวงที่สองเปนภาวะทีเ่หมาะสมตอการเปลี่ยนฟรุค

โตสเปนซอรบทิอลและชวงผลิตซอรบิทอลไมควรกวนอาหารเลี้ยงเชื้อจึงทาํการทดลองในขั้นตอไป 
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รูปที่30. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่3 
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รูปที3่1. น้ําหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่3 

การทดลองตอมาเริ่มตนเลีย้งเชื้อดวยความเขมขนน้าํตาลซูโครส 100 กรัมตอลิตร คา

ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-

ดางเมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงเติมน้ําตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตรแลว
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ปรับคาความเปนกรด-ดางขึน้มาใหเปน 5.5 เพื่อใหเหมาะตอการทาํงานของ invertase และกวน 

80 รอบตอนาทีเมื่อเกบ็ตัวอยางเทานัน้หลงัจากนัน้ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง เมื่อเชื้อ

เขาสูชวงปลาย log phase อีกรอบจึงทาํการควบคุมคาความเปนกรด-ดางเปน 6.2 จนสิ้นสุด

กระบวนการหมัก และกวน 80 รอบตอนาทีเมื่อปรับคาความเปนกรด-ดางและเก็บตัวอยางเทานั้น 

ซึ่งพบวาเมื่อเชื้อเขาสูชวงคงที่ภายหลงัชั่วโมงที่ 52 ไปแลวการเปลีย่นแปลงคาความเปนกรด-ดาง

นอยมากแทบจะไมตองมีการเติมกรด-ดาง เลย ผลปรากฏวาไดปริมาณซอรบิทอลสูงสุด 50.328 

กรัมตอลิตร ทีช่ั่วโมงที ่87 คดิเปนอัตราการการผลิตซอรบิทอลตอช่ัวโมงคือ 0.578 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง อีกทั้งแทบจะไมมนี้ําตาลซูโครสกลโูคสและ ฟรุคโตสเหลืออยูเลย แตอัตราการผลิตสูงสุด

จริงๆอยูที่ชัว่โมงที ่66 ไดซอรบิทอล 41.946 คิดเปน 0.636 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง แตยังคงมนี้าํตาล

อ่ืนเหลืออยูเลก็นอย (รูปที่32) 
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รูปที่32. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกึ่งกะที่4 

 

 

 

 

 

 
 
 



 50
 
 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
เวลา(ช่ัวโมง)

น้ํา
ห
นั
กเ
ซ
ล
ลแ
ห
ง(
ก
รัม
ต
อ
ลิต
ร)

, 
ค
าก
าร
ดู
ด
ก
ลืน
แส
ง

0

DCW pH
 

รูปที่33. น้าํหนักเซลลแหงและคาความเปนกรด-ดางในถังหมักแบบกึง่กะที่4 

 

จากการทดลองในถงัหมักทั้งแบบกะและกึง่กะสามารถสรุปผลไดดังนี้คือ ความเขมขนของ

น้ําตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลทั้งในแงของเวลาและผลผลิต เมือ่

เปลี่ยนกระบวนการหมักเปนแบบกึ่งกะสามารถเพิ่มอัตราการผลิตและผลผลิตรวมไดคือจากการ

หมักแบบกะมคีาผลผลิตรวมและอัตราการผลิตคือ 24.069 กรัมตอลิตร และ 0.501 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง ตามลาํดับ แตเมื่อหมักแบบกึ่งกะใหคาผลผลิตรวมและผลผลติตอเวลาเพิม่ข้ึนเปน 50.328 

กรัมตอลิตร และ 0.636 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ทัง้นี้ในการหมกัแบบกะใชน้าํตาลซโูครสรวม 200 

กรัมตอลิตร ในขณะที่แบบกึ่งกะใชน้าํตาลซูโครสรวม 300 กรัมตอลิตร เพิ่มปริมาณน้ําตาลตัง้ตน

อีก 100 กรัมตอลิตรแตใหผลผลิตเพิ่มข้ึนถงึเทาตัว (รูปที่34) จึงสรุปไดวาความเขมขนของน้าํตาล

ซูโครสประมาณ 25 % เปนชวงความเขมขนที่เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลโดยใชเซลลอิสระ ซึง่

ถาความเขมขนนอยกวานีจ้ะมีความดันออสโมติกไมเพยีงพอจึงทําใหเซลลนําไปใชในการผลิตเอ

ทานอลมากกวาแตถาความเขมขนน้าํตาลซูโครสมากกวานี้จะทาํใหมคีวามดันออสโมติกมาก

เกินไปทาํใหเซลลตองสูญเสียพลังงานในการรักษาสภาพภายในเซลลมากขึ้นจงึเหลือพลังงานใน

การสรางซอรบิทอลนอยลงอีกทั้งยังใชเวลาในการสรางซอรบิทอลนานกวาดวย 
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รูปที่34. การผลิตซอรบิทอลในถังหมกัแบบกะและกึง่กะ 
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บทที่5 
สรุปผลการทดลอง 

จากการทาํการหาชวงการเจริญสูงสุดของเชื้อโดยใชน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เปน

แหลงอาหารคารบอนพบวาเชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุดที ่ 18 ชั่วโมง เมื่อทดสอบผลของปจจัยโดย

ใช 24 central composite factorial design ผลคือภาวะที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตซอรบิทอลคือ 

pH 6.5, อุณหภูมิ 35 °C เวลาหมัก 48 ชั่วโมงและความเขมขนน้ําตาลกลูโคสผสมฟรุคโตส 10% 

เหมาะสมที่สุด การทดลองหาชนิดน้าํตาลที่จะใชทําเปนหวัเชื้อเร่ิมตนสรุปไดวาควรใชน้ําตาซูโครส 

เปนแหลงอาหารคารบอนในหัวเชื้อเร่ิมตนเนื่องจากมีราคาถูกกวาน้าํตาลกลูโคสและจากการผลิต

ซอรบิทอลในขวดรูปชมพูดวยน้ําตาลซูโครสความเขมขน 200-400 กรัมตอลิตรพบวาการใชน้ําตาล

ซูโครสเริ่มตนที่ 20% ใหซอรบิทอลมากที่สุดคือ 18.521 กรัมตอลิตรเมื่อทําการเลีย้งเปนเวลา 48 

ชั่วโมง ซึ่งมากกวาการใชน้าํตาล 40% และ 30% ซึ่งไดซอรบิทอล 15.828 และ 10.463 กรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ ที่ความเขมขน 40% หากเพิ่มเวลาการเลี้ยงไปจน 72 ชั่วโมง ได ซอรบิทอลเพิ่มข้ึน

เปน 18.91 กรัมตอลิตร แตก็ตองใชเวลานานเพิม่ข้ึนอกีถึง 38 ชั่วโมงหรือ 79.17% จากผลการ

ทดลองผลิตซอรบิทอลในถงัหมัก โดยมีความเขมขนน้ําตาลซูโครสเริ่มตน 100-400 กรัมตอลิตร ที่

เวลา 48 ชัว่โมง ความเขมขนที่ใหคาซอรบิทอลสูงสุดคอื 200, 300, 400 และ 100 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ โดยไดผลผลิตคือ 24.069, 12.726, 12.22 และ 10.605 กรัมตอลิตร และแมวาความ

เขมขนน้าํตาลเริ่มตน  400 กรัมตอลิตรจะใหคาซอรบิทอลสูงสุดคือ 24.282 กรัมตอลิตร ที่เวลา 76 

ชั่วโมง แตก็ตองใชเวลาเพิม่ข้ึนถึง 28 ชัว่โมงเลยทีเดียว ดังนัน้ความเขมขนน้าํตาลซูโครส 200 กรัม

ตอลิตรจึงนาจะเปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตซอรบิทอล ซึ่งผลการทดลองก็สอด 

คลองกับการทดลองในขวดรูปชมพูกอนหนานี้ จากการทดลองผลิตซอรบิทอลแบบกึ่งกะในถงัหมกั

โดยเลี้ยงเชื้อดวยน้าํตาลซโูครส 100 กรัมตอลิตร เมื่อเชื้อเขาสูชวงปลายของ log phase จึงไดทาํ

การเติมน้าํตาลซูโครสความเขมขน 200 กรัมตอลิตรลงไป แลวปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 

5.5 เพื่อใหเหมาะตอการทํางานของ invertase และ Levansucrase เมื่อเชื้อเขาสูชวงปลาย log 

phase อีกรอบจึงทาํการปรับคาความเปนกรดดางขึ้นมาเปน 6.2 จนสิ้นสุดกระบวนการหมัก ผล

ปรากฏวาไดปริมาณซอรบิทอลสูงสุด 50.328 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมงที ่87 คิดเปนอัตราการการผลิต

ซอรบิทอลตอช่ัวโมงคือ 0.578 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง อีกทัง้แทบจะไมมีน้าํตาลซโูครสกลโูคสและ 

ฟรุคโตสเหลืออยูเลย  

จากการทดลองในถงัหมักทั้งแบบกะและกึง่กะสามารถสรุปผลไดดังนี้คือ ความเขมขนของ

น้ําตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร เหมาะสมในการผลิตซอรบิทอลทั้งในแงของเวลาและผลผลิตและ

เมื่อเปลี่ยนกระบวนการหมกัเปนแบบกึง่กะสามารถเพิม่ผลผลิตตอเวลาและผลผลติรวมไดคือจาก

การหมกัแบบกะมีคาผลผลติรวมและผลผลิตตอเวลาคือ 24.069 กรัมตอลิตร และ 0.501 กรัมตอ
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ลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ แตเมื่อหมักแบบกึ่งกะใหคาผลผลิตรวมและผลผลิตตอเวลาเพิ่มข้ึน

เปน 50.328 กรัมตอลิตร และ 0.636 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ  
ขอเสนอแนะ 
จากการทดลองในการเลี้ยงแบบกึ่งกะที่4หลังจากชั่วโมงที่ 87 พบวาปริมาณซอรบิทอลเริ่ม

คงที่อีกทั้งปริมาณน้าํตาลกลูโคสและฟรุคโตสก็มีปริมาณนอยมากซึง่การทดลองตอไปนาจะ

ทดลองทํา repeat fed-batch ดูเพื่อหาจดุสมดุลในการเพิ่มผลผลิตใหไดมากที่สุด 

การเพิม่ความเขมขนของน้าํตาลแลวมีผลตอการเจริญและการผลิตซอรบิทอลของเชือ้ไม

วาจะเปนซโูครส กลูโคส หรือฟรุคโตสนั้น นาจะเปนผลจากความดันออสโมติกมากกวาจะเปนจาก

ชนิดของน้าํตาล แตเนื่องจากน้ําตาลแตละชนิดมีคาความดันออสโมติกตางกนัจงึทําใหมีผลตางกัน

ดังที่ไดทดสอบแลวพบวาทีค่วามเขมขนเทากนัฟรุคโตสจะใหคาความดันออสโมตกิสูงสุดรองลงมา

คือกลูโคสและซูโครส ตามลาํดับ 

จากการทดลองในขวดรูปชมพูและในถงัหมัก ความเขมขนน้ําตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตร

มีคาความดันออสโมติกเปน  685.8 mOsm/kg (รูปที่18) ซึ่งถาเราสามารถหาสารทีเ่ชื้อไมสามารถ

ใชไดและเพิ่มความดันออสโมติกไดมาใชรวมดวยนาจะทําใหการผลิตซอรบิทอลสูงขึ้นและนาจะ

ประหยัดปริมาณสารตั้งตนไดดวยซึ่งคิดวานาจะเปนกลเีซอรอลเพราะเชื้อไมสามารถนําไปใชไดซึง่

ที่คา ความเขมขนน้าํตาลซูโครส 200 กรัมตอลิตรนั้นมคีาแรงดันออสโมติกเทยีบเทากับกลเีซอรอล

ที่ความเขมขน 5.43% (รูปที3่5)  

 

 

Osmolarity ของกลีเซอรอล

y = 129.85x
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Z-medium 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4)     2  กรัม 

 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4)   2  กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4)     2 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    2 กรัม 

Bacto peptone       5 กรัม 

กลูโคส, ฟรุคโตส, ซูโครส      200 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น  และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร โดย

แยกนึง่ฆาเชื้อน้ําตาลดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 20 นาท ีสวน mineral นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีแลวจึงนํามาผสมกันภายหลงั 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Z-medium 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4)     2  กรัม 

 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4)   2  กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4)     2 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    2 กรัม 

Bacto peptone       5 กรัม 

กลูโคส, ฟรุคโตส, ซูโครส      200 กรัม 

ผงวุน        15 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น  และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร โดย

แยกนึง่ฆาเชื้อน้ําตาลดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 20 นาท ีสวน mineral นึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีแลวจึงนํามาผสมกันภายหลงั 
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ภาคผนวก ข 

 
HPLC โครมาโตแกรม 

 

จากการทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลดวยเครื่องโครมาโตกราฟ 

เพื่อหาปริมาณ น้ําตาล 4 ชนิด พบวาเวลาทีฟ่รุคโตส, ซอรบิทอล, กลูโคส และซูโรส คางในคอลัมน 

(retention time) เปน 8.3, 9.5, 11.0 และ 16.2 นาที ตามลําดับ   

 

 

 

โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหฟรุคโตส, ซอรบิทอล, กลูโคส และซูโครส 
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ภาคผนวก ค 

 
สูตรคํานวณ 

 

 
 
 
1. การคาํนวณน้ําหนักเซลลแหง 
 
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = น้ําหนกัถวยที่มีเซลล -น้ําหนกัถวยเปลา  x 1000 

                                                                        5             

2. การคาํนวณหา μ  YX/S YP/S  และ Productivity      

   μ          = lnX  – lnXt
                                    t 

o

    YX/S   =    Xt  - X0

                       S0 - St             

      YP/S   =    Pt  - P0

                       S0 - St             

     Productivity  =               Pt  - P0

                           t 

        
 YX/S  = ผลของเซลลที่ไดตอหนวยสารตั้งตนที่ใชไป  

   YP/S  = ผลของผลิตภัณฑที่ไดตอหนวยสารตั้งตนที่ใชไป 
   YP/X = ผลของผลิตภัณฑที่ไดตอหนึ่งหนวยเซลล 
   Vo   = ปริมาตรเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ (l) 

   μ    = อัตราการเจริญจําเพาะ (h-1) 
   Xo   = ความเขมขนของเซลลเร่ิมตน (g/l 
   SF     = ความเขมขนของน้ําตาลในสารอาหารปอนเขา (g/l) 
    t      = เวลา (h) 
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ภาคผนวก ง. 
กราฟมาตรฐาน 

 

กราฟมาตรฐานน้าํตาลฟรุคโตส 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลฟรุคโตส

y = 103125x + 1E+06
R2 = 0.9544
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กราฟมาตรฐานน้าํตาลซอรบิทอล 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลซอรบิทอล
y = 189691x + 223722

R2 = 0.9695
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กราฟมาตรฐานน้าํตาลกลโูคส 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส
y = 143250x + 397370

R2 = 0.998
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กราฟมาตรฐานน้าํตาลซูโครส 

กราฟมาตรฐานน้ําตาลซูโครส
y = 144573x + 301620

R2 = 0.9829
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ภาคผนวก จ. 
 
ตารางที่ 2  24 central composite factorial design experiment เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสรางซอรบิทอล 

 

                 Variables in coded levels   Measured responses 
Run 

X1 X2 X3  X4 Sorbitol (g L-1) 

1 - - - - 5.627 

2 - -  - + 10.524 

3 - - + - 4.137 

4 - - + + 3.931 

5 - + - - 5.021 

6 - + - + 12.111 

7 - + + - 12.606 

8 - + + + 14.686 

9 - - - - 3.655 

10 + - - + 4.843 

11 + - + - 3.407 

12 + - + + 2.864 

13 + + - - 3.366 

14 + + - + 7.244 

15 + + + - 4.679 

16 + + + + 5.524 

17 0 0 0 0 

18 0 0 0 0 

19 0 0 0 0 

4.786 

Real levels 
Factors 

x-1 0 x+1 

X1 Concentration (gL-1) 10 15 20 

X2 pH 5.5 6 6.5 

X3 Temperature (°C) 25 30 35 

X4 Time of cultivation (h) 24 36 48 
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ภาคผนวก ฉ. 

ขอมูลดิบการวิเคราะหน้ําตาล 
 

ในขวดทดลอง 
    
 

Flask 20%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 210.6 
6 0 0 0   
10 0 0 0   
14 17.344 0.743 12.255 168.454 
18 21.081 2.22 20.236 148.516 
22 25.957 4.855 23.882 122.57 
26 36.747 9.906 31.533 90.214 
30 42.065 10.512 31.89 77.757 
36 44.659 12.64 34.257 71.213 
42 53.249 13.127 34.421 49.809 
48 48.789 18.521 28.237 39.452 
72 35.782 18.034 0 0 

 

 

 

 

 

การผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพู(20%ซูโครส)
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Flask 30%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 312.14 
6        
10        
14 7.273 0.756 6.01 276.445 
18 14.468 0.8 11.238 260.353 
22 17.378 1.449 21.523 229.739 
26 29.278 5.728 29.44 206.888 
30 36.204 7.87 35.575 166.349 
34 52.952 7.19 34.229 169.614 
42 62.018 9.589 28.24 132.413 
48 65.039 10.463 38.094 126.352 
54 63.184 12.648 30.723 115.084 
60 70.87 13.441 30.415 88.482 
72 66.003 12.14 36.729 92.552 

 
 

 
 
 

การผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพู(30%ซูโครส)
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   Flask 40%

Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l)   Glu(g/l) Suc(g/l)
0    0 0 0 405.65 
6       
10       
14       
18       
22     1.018 0.274 8.932 361.327
26     4.508 0 8.763 343.243
30    24.084 1.129 25.1 289.867
36   20.694 10.95 22.243 307.999
42  36.168 12.543 30.762 224.211
48 46.836 15.828 41.566 230.11 
54  43.923 14.632 45.295 228.023
60  51.172 15.242 44.779 197.037
66 54.589 17.357 49.624 177.08 
72  49.666 18.91 35.392 162.34 

 

 
 
 
 
 

การผลิตซอรบิทอลในขวดรูปชมพู(40%ซูโครส)
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ในถังปฏกิรณชีวภาพ 
 
 
 

 
Fermenter 10%    

Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 
0 0 0 0 150.643 
6 0 0 0 150.389 

10 0 0 0 146.103 
14 0 0 0 144.972 
18 0 0 0.92 131.543 
22 45.939 2.242 36.354 4.981 
26 45.931 3.594 34.457 0.729 
30 36.816 6.53 22.875 0 
38 5.804 10.824 0.741 0 
48 0 10.605 0 0 
54 0 11.139 0 0 
61 0 11.274 0 0 
66 0 11.729 0 0 
72 0 10.616 0 0 

 
 
 
 
 
 

การหมักดวยซูโครส 100 กรัมตอลิตร
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Fermenter 20%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 252.776 
6 0 0 0 247.888 

10 2.847 0 0.6 236.71 
14 3.236 0 0.404 223.549 
18 6.532 0.7 1.714 221.782 
22 37.56 2.106 24.285 118.829 
26 51.586 5.232 61.766 59.126 
30 56.599 8.979 54.714 25.043 
36 51.827 16.518 42.514 2.784 
42 44.914 15.52 38.054 1.254 
48 33.263 24.069 27.434 0 
54 9.22 24.471   1.834 
66 2.895 23.229 16.921 1.414 
72 3.64 22.804 14.693 0.101 

 
 
 
 

การหมักดวยซูโครส 200 กรัมตอลิตร
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Fermenter 30%    
Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 355.609 
16 18.214 0.556 27.55 278.48 
18 24.297  39.33 261.503 
22 28.915 1.374 45.403 239.805 
27 35.722 2.949 48.445 207.76 
30 31.342 5.386 24.492 191 
34 38.948 8.062 37.404 175.772 
44 32.062 10.812 52.806 125.712 
48 37.396 12.726   109.377 
55 38.242 11.151   76.696 
60 40.69 14.17   61.981 
68 38.917 15.228   43.141 
72 41.469 14.463 20.631 36.615 

 
 

 
 
 

การหมักดวยซูโครส 300 กรัมตอลิตร
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Fermenter 40%    

Time(h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 
0 0 0 0 450.121 

23 15.812 2.269 23.497 279.128 
27 21.418 2.695 27.881 260.72 
31 29.989 3.974 33.338 248.218 
35 35.673 6.01 35.651 230.28 
39 35.293 6.591 51.049 217.214 
44 21.634 10.213 31.602 188.835 
48 35.59 12.22 28.552 164.31 
54 34.6 14.76 26.929 153.501 
60 37.283 17.485 24.344 134.182 
66 36.664 20.208 62.904 111.473 
72 36.064 22.713 58.271 92.079 
76 36.484 24.282 59.894 82.322 

 
 
 
 
 

การหมักดวยซูโครส 400 กรัมตอลิตร
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Fed batch     
Time (h) Fruc(g/l) Sor(g/l) Glu(g/l) Suc(g/l) 

0 0 0 0 150.851 
10 0.06 0 2.867 119.364 
14 0 0 4.243 80.859 
18 12.197 0 9.428 27.274 
          

19 16.373 0.594 19.653 202.804 
34 41.043 14.269 43.557 62.504 
38 37.24 20.491 30.681 46.256 
42 34.598 23.537 29.655 40.191 
48 30.946 30.043 26.761 18.035 
52 24.471 32.031 24.66 1.656 
60 12.903 35.556 9.852 1.956 
66 8.115 41.946 14.463 4.335 
72 6.521 45.121 7.256 1.314 
81 5.316 49.964 2.196 0 
87 0 50.328 0 0 
89 0 49.912 0 0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นาย พาคินทร เจริญทิพย เกิดเมื่อวันพุธ ที่ 15 กันยายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพ 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนคริ

นทรวิโรฒน ในปการศึกษา 2547 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุล

ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 

ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 55/2 หมู4 หมูบานชอชัยพฤกษ ถนน สวนผัก-ชัยพฤกษ อ.ตลิ่งชัน   

จ. กรุงเทพ 10170 
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