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การศึกษาการใชแหลงอาหาร (nutrient assimilation) ของ  Aureobasidium pullulans NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่ไมใชพูลลูแลน (non pullulan, NP-EPS)  พบวา

ทั้งสองสายพันธุใชแหลงอาหารคลายคลึงกัน และสามารถใชเมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ

แลคโตส ( lactose) เปนแหลงคารบอนไดเชนเดียวกันกับ A. pullulans var. pullulans NRRL 58560 ซ่ึงเปนสาย

พันธุอางอิงที่ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่เปนพูลลูแลน สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ทําการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอ 3 ตําแหนง ไดแก Internal Transcribed Spacer (ITS) Large Subunit Ribosomal DNA gene (LSU)  

และ Elongase gene (ELO) ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ( PCR) โดยผลิตภัณฑที่ไดจากบริเวณ ITS ของ  

 A. pullulans NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีขนาด  1,293 และ 1,076 คูเบส ตามลําดับ และมีลําดับ  

นิวคลีโอไทดเหมือนกับที่มีรายงานไว สวนผลิตภัณฑที่ไดจากบริเวณ  LSU  มีขนาด  841 และ 670 คูเบส และมี

ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ Aureobasidium sp. HB110 และ A. pullulans isolate Z-19 ที่ 99 

และ 87 เปอรเซ็นตความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด ตามลําดับ ในขณะที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

บริเวณ ELO ได เม่ือศึกษาการเติบโตและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด พบวาการเติบโตในแตละชวงของ A. pullulans 

ทั้ง 2 สายพันธุมีความคลายคลึงกัน และมีการผลิต NP-EPS สูงที่สุดในชวง stationary phase จากการทดสอบความ

ไวของ NP-EPS ตอเอนไซมชนิดตางๆ พบวา NP-EPS มีความไวตอเอนไซม บีตา กลูคาแนส แตตานทานตอ

เอนไซมที่ยอยพันธะแอลฟา เชน พูลลูแลเนส อะไมเลส และกลูโคอะไมเลส ซ่ึงคลายคลึงกับออบาซิแดน และเม่ือ

วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยวิธีอินฟราเรดสเปกโตรสโคป (FT-IR) และนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ

สเปกโตรสโคป (NMR) ชนิด 1H และ 13C  พบวา NP-EPS เปนบีตากลูแคนทีมี่โครงสรางคลายคลึงกับออบาซิ

แดน สําหรับภาวะที่เหมาะสมในการผลิต NP-EPS พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  

NP-EPS ไดดีที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสความเขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) รวมกับโซเดียมไนเตรท 0.06  

เปอรเซ็นต (w/v)  โดยปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเริ่มตนที่ 7.5 และบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  เปน

เวลา 9 วัน โดยมีผลผลิตสูงสุดที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร ซ่ึงมากกวาการเล้ียงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการ

ปรับองคประกอบถึง 6.06 เทา นอกจากนี้พบวา NP-EPS มีผลในการสงเสริมการเติบโตของแบคทีเรียโพรไบโอ

ติก 2 ชนิด คือ Lactobacillus acidophilus และ Lactobacillus casei ไดมากถึง 6.9 และ 5.1 เทา ตามลําดับ และเม่ือ

นํา NP-EPS ผสมลงในฟลมพูลลูแลน พบวา คาความทนตอแรงดึง เปอรเซ็นตการยืดตัว และสมบัติการละลายของ

ฟลมมีแนวโนมลดลง เม่ือความเขมขนของ NP-EPS สูงขึ้น  
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Nutrient assimilation profiles of Aureobasidium pullulans NRRL 58539 and NRRL 58543, 

both are non-pullulan exopolysaccharide (NP-EPS) producing strains, were similar to one another 

and also to that of the pullulan-producing reference strain, A. pullulans NRRL 58560. All 3 strains 

could assimilate methyl-α-D-glucoside and lactose as the sole carbon source. For nucleotide 

sequence analysis, 3 loci including Internal Transcribed Spacer (ITS) Large Subunit Ribosomal 

DNA gene (LSU) and Elongase gene (ELO) were amplified by polymerase chain reaction (PCR). The 

ITS PCR products of A. pullulans NRRL 58539 and NRRL 58543 were 1,293 and 1,076 bp long, 

respectively, and they were identical to those previously reported. The LSU PCR products were 841 

and 670 bp long, respectively, and their nucleotide sequences were similar to those of 

Aureobasidium sp. HB110 and A. pullulans isolate Z-19 with 99 and 87% nucleotide sequence identity, 

respectively. However, the ELO locus was failed to be amplified. For enzyme sensivity test, both  

NP-ESPs from NRRL 58539 and NRRL 58543 were found to be sensitive to β-glucanase digestion, 

but resistant to α-bond hydrolyzing enzymes such as pullulanase, amylase and glucoamylase which 

were similar to aubasidan. The structural analysis using FT-IR and 1H- and 13C-NMR also suggested 

that both NP-EPSs were an aubasidan-like β-glucan. For the optimal condition for the NP-EPS 

production by A. pullulans NRRL 58543, the maximal yield at 14.72 ± 0.03 g/L, 6.06-fold higher than 

that of the unmodified condition, was obtained from the production medium containing 6% (w/v) 

sucrose 0.06% (w/v) sodium nitrate, with initial pH at 7.5, incubation temperature at 25°C and 9-day 

production period. Moreover, the NP-EPS was found to enhance the growth of 2 probiotic bacteria, 

Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei, up to 6.90- and 5.10–fold, respectively. When it 

was incorporated into pullulan film, the addition of NP-EPS trended to decrease the tensile strength, 

elongation and solubility of the film.  
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

Aureobasidium pullulans เปนราคลายยีสต (yeast-like fungus) ที่มีความสําคัญตออุตสาหกรรม

เปนอยางยิ่ง เน่ืองจากสามารถผลิตสารสําคัญตางๆ เชน โปรตีนเซลลเดียว (single cell protein) 

(Deshpande และคณะ, 1992) สารตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. (Takesako และคณะ , 1991 

และ 1993; Lotrakul และคณะ, 2009) และเอนไซมหลายชนิด เชน อะไมเลส โปรติเอส ไลเปส เอสเทอร

เรส เพคติเนส และ เฮมิเซลลูเลส เปนตน (Leathers, 2002; Chi และคณะ , 2009) A. pullulans สามารถ

ผลิตพอลิเมอรชีวภาพ ที่เรียกวา พูลลูแลน (pullulan) ซึ่งพูลลูแลนประกอบดวย นํ้าตาลมอลโตไตรโอส 

หรือ มอลโตเตตระโอสตอกันดวยพันธะแอลฟา 1, 4 (α-1, 4 linkages) และพันธะแอลฟา 1, 6 (α-1, 6 

linkages) นอกจากน้ียังสามารถผลิต  poly (β-L-malic acid) หรือ PMA ซึ่งมีคุณสมบัติเปน hydrophilic 

polyester ที่ละลายนํ้า จึงสามารถประยุกตเปนตัวนําสงยา (drug delivery)ได  (Nagata และคณะ, 1993)  

นอกจากพูลลูแลน ออบาซิแดนเปนพอลิแซ็กคาไรดอีกชนิดที่หลั่งออกภายนอกเซลลของ  

A. pullulans บางสายพันธุ โดยมีโครงสรางเปนกลูแคน (glucan) ที่ตอกันดวยพันธะบีตา 1,  3 (β-1, 3 

linkages) และมี side chain ที่ตอดวยพันธะบีตา 1,6 (β-1, 6 linkages)  และมีหมูฟงกชันที่เปนพันธะ  

แอลฟา 1, 4 (α-1, 4 linkages) (Yurlova และ De Hoog, 1997) จึงจัดเปนบีตากลูแคนชนิดหน่ึง ออบาซิ -

แดนเปนพอลิเมอรที่สามารถถูกยอยสลายไดทางชีวภาพ ไมมีกลิ่น ไมมีรส ละลายนํ้ายาก และไมละลาย

ในตัวทําละลายอินทรีย มีแคลอร่ีตํ่า สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได มีลักษณะเปนเสนใยที่มี

คุณสมบัติคลายกับพอลิเมอรสังเคราะห มีคุณสมบัติในการเชื่อมติด  (adhesive property) จึงนิยมใชเปน

สารยึดเกาะ (Ptitchkina และคณะ , 1994) และนําไปใชประโยชนในผลิตภัณฑทางเภสัชกรรม และ

เคร่ืองสําอาง เปนตน  

พรีไบโอติก (prebiotic) คือสิ่งที่มนุษยรับประทานเขาไปแลวถูกลําเลียงผานมาที่ลําไสสวนลาง 

โดยไมถูกยอย หรือดูดซึมในทางเดินอาหารสวนบน มักเปนพวกนํ้าตาล เชน  ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด  

(fructooligosaccharides) เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด เชน บีตากลูแคน ซึ่งทําหนาที่สงเสริมการเติบโตของ

จุลินทรียบางชนิดในลําไสใหญที่กอใหเกิดผลดีตอสุขภ าพ(Collins และ Gibson, 1999) นอกจากน้ียัง

ชวยลดอาการทองผูก รักษาสมดุลนํ้าและเกลือแรในรางกาย  และชวยในการดูดซึมแรธาตุบางชนิด  เชน 

แคลเซียม  แมกนีเซียม  เหล็ก และสังกะสีอีกดวย  (Bengmark, 2005) มีรายงานการศึกษาหลายฉบับที่
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แสดงใหเห็นวา บีตากลูแคนจากพืช ยีสต และเห็ดราหลายชนิด สามารถทําหนาที่เปนพรีไบโอติกที่ดีคือ 

สามารถกระตุนการเติบโตของ แบคทีเรียในสกุล  Lactobacillus และ Bifidobacterium ได ( Gardiner, 

2000; Mitsou และคณะ, 2010 และ Snart, 2006) 

สําหรับในประเทศไทย มีรายงานการคัดแยก A. pullulans สายพันธุเขตรอน หลายสายพันธุจาก

แหลงอาศัยที่แตกตางกัน (Punnapayak และคณะ, 2003; Prasongsuk และคณะ, 2005; Manitchotpisit 

และคณะ, 2009; Lotrakul และคณะ, 2009) โดยที่บางสายพันธุสามารถสรางเอนไซมไซแลเนส และ

พูลลูแลนไดในปริมาณมาก  Manitchotpisit และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของ A. pullulans สายพันธุเขตรอน เหลาน้ี โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 5 ตําแหนง 

ไดแก ITS  IGS1  EF-1α  BT2 และ RPB2 รวมกับความสามารถในการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด 

และการผลิตเอนไซมไซแลนเนส  จากการวิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการพบวา สามารถจัดกลุม

สายพันธุเหลาน้ีออกเปน 12 กลุม (clade) โดยพบวาในกลุมที่  12 ซึ่งประกอบดวย สายพันธุ NRRL 

58539 และ NRRL 58543 มีความแตกตางทางพันธุกรรมจากกลุมอ่ืนๆมาก และเมื่อตรวจสอบ

โครงสรางของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ทั้งสองสายพันธุน้ีผลิตโดย  Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (NMR) พบวามีโครงสรางที่แตกตางกับพูลลูแลนมาตรฐาน เน่ืองจากไมพบพันธะ 

แอลฟา 1, 4 และพันธะแอลฟา 1, 6 และไดรายงานวาเปนเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่ไมใชพูลลูแลน   

(non pullulan, NP-EPS) และยังสรุปวา สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 น้ีอาจ ไมใช 

Aureobasidium ชนิด A. pullulans  

ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงมุงทําการศึกษาลักษณะสมบัติทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุล

บางประการของ Aureobasidium สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 เชน การใชแหลงอาหาร 

รวมกับ ลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงใหม ที่อาจชวยในการจัดจําแนกชนิด ตลอดจนวิเคราะห

โครงสราง  NP-EPS ที่ผลิตโดยทั้ง 2 สายพันธุ และหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต  นอกจากน้ียังศึกษา

การประยุกตใช NP-EPS ดังกลาว โดยวัดสมบัติการเปนพรีไบโอติก และ สมบัติในการขึ้นรูปฟลม อีก

ดวย   

 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 เพื่อศึกษาการผลิต  NP-EPS จาก Aureobasidium pullulans สายพันธุเขตรอนและการขึ้นรูป

ฟลม 
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1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1. ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ   

NRRL 58539 และ NRRL 58543 

2. ศึกษาการเติบโตและการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ  

NRRL 58543 

3. วิเคราะหโครงสรางของ  NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต  NP-EPS จาก A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

5. ศึกษาสมบัติการเปนพรีไบโอติกของ  NP-EPS จาก A. pullulans  สายพันธุ   NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

6.  ศึกษาการขึ้นรูปฟลมของ  NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

สามารถผลิตและระบุชนิดของ  NP-EPS ที่ผลิตโดย   A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ที่คัดแยกไดในประเทศไทย และสามารถนํามาประยุกตใชในอนาคตได  
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บทที่  2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
2.1 Aureobasidium pullulans 

 

Aureobasidium pullulans เปนเชื้อราที่จัดอยูใน Phylum Ascomycota  มีลักษณะคลายยีสต 

(yeast-like fungus) มีชื่อสามัญวา “ยีสตดํา” (black yeast) เน่ืองจากสามารถผลิตเม็ดสีเมลานิน 

(melanin pigment) ไดในระหวางการเ ติบโต ทําใหโคโลนีมีสีดํา  เดิมมีการจัดจําแนกอยูใน Class 

Deuteromycetes (Fungi imperfecti) Order Moniliales Family Dermatiacae (Cooke, 1959; Ramos 

และ Acha, 1975) มีชื่อเรียกหลายชื่อดวยกัน เชน Dermatium pullulans  Pullularia pullulans        

A. vitis และ P. fermentans เปนตน (Cooke, 1959; Ramos และ Acha, 1975; Hermanides-nijhof, 

1977) A. pullulans มีรูปรางไดหลายลักษณะ  (polymorphic) ประกอบดวย บลาสโตสปอร 

(blastospore)  เซลลพอง (swollen cell)  คลาไมโดสปอร (chlamydospore)  เสนใยแท  (hyphae) 

หรือ เสนใยเทียม  (pseudohyphae) เปนตน ( Ramos และ Acha, 1975) ทั้งน้ีการเกิด เซลล 

รูปรางตางๆ มักจะขึ้นอยูกับปจจัยทางสิ่งแวดลอมเปนสําคัญ ปจจุบันมีการจัดจําแนกทาง

อนุกรมวิธานของ A. pullulans ไว ดังน้ี (Yurlova และคณะ, 1999; De Hoog และคณะ, 1999) 

 

 Kingdom   Fungi 

  Phylum  Ascomycota    

    Class   Dothideomycetes 

          Order   Dothideales  

                  Family   Dothideaceae     

                        Genus   Aureobasidium 

                                          Species   Aureobasidium pullulans  

   

การจัดจําแนก A. pullulans แตเดิมน้ัน ใชหลายวิธีประกอบกัน ทั้งทางสัณฐานวิทยา และ

สรีรวิทยา เชน ลักษณะของโคโลนี และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ( Hermanides-nijhof, 

1977)  การใชแหลงอาหาร ชนิดตางๆ ( substrate utilization) การสรางเมลานิน ( Dennis และ 

Buhagiar, 1973)  การสรางโคนิเดีย ( conidiogenesis)  ภาวการณสรางพอลิแซ็กคาไรด (De Hoog 
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และ Yurlova, 1994) และลักษณะของเสนใย (Takeo และ De Hoog, 1991) เปนตน ในปจจุบันไดมี

การนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใชรวมในการจัดจําแนก ซึ่งทําใหการจัดจําแนกมีความสะดวก

ขึ้น สามารถแยกความแตกตางไดในระดับชนิด ( species) เทคนิคที่นิยมใช ไดแก การเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal Transcribed Spacer (ITS) เปนตน          

(Yurlova และคณะ, 1999; Punnapayak และคณะ, 2003)  

 

เมื่อ A. pullulans เติบโตบนอาหารกึ่งแข็ง Malt extract agar (MEA) เปนเวลา 7 วัน โคโลนี

ของ A. pullulans จะมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 40 มิลลิเมตร ลักษณะโคโลนีเรียบ และเปนเมือก

มันวาว มีสีครีมหรือชมพูออนในระยะแรกที่เลี้ยง เมื่อเวลาผานไป โคโลนีจะเปลี่ยนแปลง  มีลักษณะ

เหมือนกํามะหยี่ และเปลี่ยนเปนสีเขมขึ้นหรือเปลี่ยนเปนสีอ่ืน เชน สีเขียวมะกอก สีแดง เหลือง 

นํ้าตาลออน และดํา เปนตน มีเสนใยสั้นๆ ขึ้นรอบๆโคโลนี ลักษณะของเสนใยเรียบ โปรงใส เห็น

ผนังกั้นชัดเจน  ความกวางเสนใยประมาณ 3-12 ไมโครเมตร เมื่อเลี้ยงนานขึ้นอาจเปลี่ยนเปนสีเขม 

และมีผนังเซลลหนาขึ้น เรียกวาเปน คลาไมโดสปอรมีการสรางโคนีเดียจากภายใน ( endoconidia)  

ดานขาง หรือปลายของเสนใย  ( Hermanides-nijhof, 1977)  ลักษณะโคนิเดียปฐมภูมิ ( primary 

conidia) เปนเซลลเด่ียว คอนขางกลม โปรงใส ผนังเรียบ มีรูปรางหลากหลาย และมีขนาดแตกตาง

กัน มักสรางโคนิเดียทุติยภูมิ ( secondary conidia) ขนาดเล็ก หรือ budding cell โดยอาจสราง  

secondary conidia ขนาดเล็กหลายเซลลโดยยังติดอยูกับเซลลแม มีรูปรางคลายกับน้ิวมือ และเมื่อ 

secondary conidia หลุดออกไป ในบางเซลลอาจปรากฏแผลจากการหลุดออกของโคนิเดีย (bud 

scar) (Hermanides-nijhof, 1977; Domsch และคณะ, 1993) (รูปที่ 1) 

 

A. pullulans มีแหลงที่อยูที่หลากหลายในธรรมชาติ เชน บนผิวใบพืช และผลไม ในดิน 

(Ramos และ Acha, 1975) เศษฟาง หญาแหง (Cooke, 1959) หรือในสถานที่ที่มีความชื้นสูง เชน 

ผนังหองนํ้า (Prasongsuk และคณะ, 2005) หรือแมแตในฟองนํ้าทะเล (Shigemori และคณะ, 1998)   

เปนตน A. pullulans พบไดทั้งในแถบประเทศเขตรอน เชน บราซิล อินเดีย  มาเลเซีย และจาไมกา 

แถบประเทศเขตอบอุน เชน เยอรมนี แคนาดา เดนมารก เนเธอรแลนด ออสเตรีย อังกฤษ และ

สหรัฐอเมริกา หรือในเขตแหงแลง เชน อียิปต อิรัก ปากีสถาน และ อัฟริกาใต  รวมทั้งในเขตขั้ว

โลกเหนือ เชน นอรเวย (Zalar และคณะ, 2008) Wickerham และ Kurtzman (1975)  ไดรายงานถึง 
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รูปที่ 1 วงชีวิตของ Aureobasidium pullulans ในระยะตางๆ (Romos และ Acha, 1975) 

วงชีวิตที่ 1 บลาสโตสปอรเกิดการแตกหนอไดบลาสโตสปอรใหม  

วงชีวิตที่ 2 บลาสโตสปอรสรางซูโดไมซีเลียมแบบไมมีผนังกั้น (aseptate)  

วงชีวิตที่ 3 บลาสโตสปอรเปลี่ยนเปนเซลลพอง และเร่ิมสรางเสนใย  

วงชีวิตที่ 4 บลาสโตสปอรที่เปลี่ยนเปนเซลลพอง และเซลลพองเร่ิมสรางผนังเซลลใหหนา

ขึ้น เปลี่ยนเปนคลาไมโดสปอร 

วงชีวิตที่ 5 คลาไมโดสปอรเร่ิมสราง germ tubes และเสนใย  

วงชีวิตที่ 6 เสนใยสรางเม็ดสี และผนังเซลลใหหนาขึ้น 

 

สายพันธุ color variant ของ A. pullulans  วาเปนสายพันธุที่คัดแยกไดจากบริเวณเขตรอน สามารถ

สรางเม็ดสีชนิดอ่ืนๆ ที่ไมสรางเม็ดสีดํา ซึ่งจะไดโคโลนีเปนสีแดง เหลือง สม หรือ สีมวง 

นอกจากน้ี Leathers (1984) ไดรายงานวา  A. pullulans  สายพันธุ color variant จะสามารถผลิต

เอนไซมไซแลนเนสไดในปริมาณมาก 

 

 สําหรับในประเทศไทย มีรายงานวามีการคัดแยก A. pullulans ไดจากอากาศ (airborne) 

(Punnapayak และคณะ , 2003) เขตปาสนเขา  บนผิวใบไม (Prasongsuk และคณะ , 2005; 
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Manitchotpisit และคณะ, 2009) ผนังหองนํ้า และผนังทาสี  (Prasongsuk และคณะ, 2005; Lotrakul 

และคณะ, 2009)  

 

A. pullulans มีความสําคัญตออุตสาหกรรมเปนอยางยิ่ง เน่ืองจากมีการใชประโยชนจาก  

A. pullulans ในการผลิตโปรตีนเซลลเดียว (single cell protein) (Deshpande และคณะ, 1992)  การ

นํา A. pullulans มาใชในการผลิตสารตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. (Lotrakul และ

คณะ, 2009) นอกจากน้ัน A. pullulans ยังสามารถผลิตเอนไซมไดหลายชนิด เชน อะไมเลส โปรติ

เอส ไลเปส เอสเทอรเรส   เพคติเนส และ  เฮมิเซลลูเลส เปนตน (Leathers, 2002; Chi และคณะ , 

2009)   

 

นอกจากน้ี A. pullulans ยังเปนที่รูจักอยางแพรหลายจากความ สามารถในผลิตพอลิเมอร

ชีวภาพ ที่เรียกวา พูลลูแลน (pullulans) ซึ่งเปนพอลิแซ็ กคาไรดที่หลั่งออกมาภายนอกเซลลขณะ

เพาะเลี้ยง พูลลูแลน ประกอบดวยนํ้าตาลมอลโตไตรโอส หรือ มอลโตเตตระโอสตอกันดวยพันธะ

แอลฟา 1, 4 (α-1,4 linkages) และพันธะแอลฟา 1, 6 (α-1, 6 linkages) (รูปที่ 2)  ซึ่งพอลิเมอร

ดังกลาวสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆมากมาย เชน อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรม

เคร่ืองสําอาง อุตสาหกรรมพลาสติก อุตสาหกรรมสิ่งทอ และงานทางดานอิเลคโทรนิคส              

(Chi และ  คณะ, 2009) (ตารางที่ 1) 

 

 
 

รูปที่ 2 โครงสรางของพูลลูแลน (ที่มา: Leather, 2003)         
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 ตารางที่ 1 ผลิตภัณฑที่ผลิตไดจาก A. pullulans และการนําไปใชประโยชน (Chi และคณะ, 2009) 

 

ผลิตภัณฑทางชีวภาพ การประโยชน อางอิง 

พูลลูแลน ฟลมหรือเสนใยที่ออกซิเจนไมสามารถผานได สารที่

ทําใหหนาและมีความยืดหยุน สารยึดติด หรือสาร

หอหุม สารผสมในอาหารที่มีแคลอรีตํ่า สารปองกัน

การตกตะกอนของเลือด  สารตานไวรัส ใชเปน

วัตถุดิบที่ใชในอุตสาหกรรมทางดานสารเคมี 

Duan  

และคณะ, 2008 

อะไมเลส ใชในกระบวนการทําใหแปงเปนของเหลวและ

เปลี่ยนเปนนํ้าตาล สารลางนํ้าแปงออกใน

อุตสาหกรรมผา สารเติมในผลิตภัณฑซักลาง ใชใน

การผลิตเอทานอล ใชวิเคราะหในทางการแพทยและ

คลินิก ใชผลิตนํ้าเชื่อมฟรุกโทส  ใชในการผลิตยีสต

เซลลเด่ียว และจุลชีพอ่ืนๆ 

Chi  

และคณะ, 2001 

เซลลูเลส ปรับปรุงเสนใยเซลลูโลส สารฟอกน่ิม สารผสมสาร

ซักฟอก ผลิตโปรตีนเซลลเดียว และเชื้อเพลิงชีวภาพ 

บําบัดของเสีย 

Gupta  

และคณะ, 2003 

ไลเปส  ใชเปนสารเรงปฏิกิริยาหลายชนิด เชน ไฮโดรไลซิส 

อินเตอร -เอสเทอรริฟเคชัน  แอลกอฮอลไลซิส อะซิ

โดไลซิส เอสเทอรริฟเคชัน และอะมิโนไลซิส สารที่

ใชในการผลิตไบโอดีเซล 

Hasan  

และคณะ, 2006 

แอลคาไรดโปรติเอส ใชเติมในสารซักฟอก กระบวนการฟอกหนัง สาร

สกัดแยกเงิน ใชเพื่อวัตถุประสงคทางการแพทย ใช

ในอุตสาหกรรมอาหารคนและสัตว อุตสาหกรรมทาง

เคมี บําบัดของเสีย การยอยสลายโปรตีน 

Ni  

และคณะ, 2008 

ไซแลนเนส ใชในอุตสาหกรรมกระดาษ การหมัก และ

อุตสาหกรรมอาหาร รวมทั้งการบําบัดของเสีย 

Li  

และคณะ, 1993 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 

 

ผลิตภัณฑทางชีวภาพ การประโยชน อางอิง 

บีตาฟรุกโตฟูราโนซิ

เดส และมอลโตร

ซิลทรานเฟอเรส 

บรรเทาอาการทองผูก ปรับปรุงองคประกอบของ

ไขมันในเลือดในผูปวยโรคไขมันในเสนเลือดสูง 

กระตุนการดูดซึมแคลเซียมและแมกนีเซียม และ

ยับยั้งการผลิตสารเนาเปอยในลําไสเล็กของมนุษย

และสัตว และเปนปจจัยกระตุนการเติบโตของ 

Bifidobacteria 

Yoshikawa  

และคณะ, 2007 

แมนนาเนส ใชในอุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ การเปลี่ยนแปลง

ของเหลือทิ้งจากชีวมวลเปนนํ้าตาลที่สามารถหมักได  

เพิ่มคุณคาทางโภชนาการในอาหารสัตว ใชในการลด

ความหนืดของสารสกัดกาแฟ ใชในการผลิตแมนโน -

โอลิโกแซ็กคาไรด 

Lin และ Chen, 

2004 

โปรตีนเซลลเดียว เปนอาหารสัตว และอาหารมนุษย เปนแหลงโปรตีน

สําหรับผลิต bioactive peptide 

Gao และคณะ, 

2007: Chi และ

คณะ, 2008 

การควบคุมดวยวิธี

ทางชีวภาพ 

ยับยั้งจุลชีพที่ไมตองการในผลไม ธัญพืช และผัก Mounir  

และคณะ, 2007 

ไซเดอโรฟอร ใชเปนยา การสกัดแยกโลหะ ปรับปรุงฟนฟูแหลงที่มี

ของเสีย 

Wang  

และคณะ, 2008 

 

นอกจากพูลลูแลน ยังมีรายงาน วา A. pullulans สามารถผลิตพอลิแซ็ กคาไรดชนิดอ่ืนๆอีก

หลากหลายชนิด  ขึ้นอยูกับความแตกตางของสายพันธุ  และอาหารที่ใชผลิต   Kikuchi และคณะ  

(1973)  ไดรายงานถึงการผลิต heteropolysaccharide ที่ไมละลายนํ้าของ  A. pullulans ซึ่ง

ประกอบดวยกลูโคส แมนโนส  และกาแลกโตส โดยผนังเซลลของ A. pullulans จะประกอบดวย  

เฮทเทอโรโพลีแซคคาไรด และบีตากลูแคน  ที่เชื่อมตอกันดวย β-(1,3) และ β-(1,6) (Brown และ

คณะ, 1973) Elinov และคณะ (1987) รายงานถึงการผลิตกลูแคน ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ β-(1,3) 

α-(1,4) และ β-(1,6) ไกลโคซิดิก ซึ่งภายหลังเรียกวา ออบาซิแดน  Simon และคณะ (1993) ได
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ศึกษาผนังเซลลของ A. pullulans โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน  ซึ่งแสดงใหเห็นพูลลูแลน  และ 

heteropolysaccharide ที่ไมละลายนํ้า บริเวณวงรอบๆพื้นผิวดานนอกของคลาไมโดสปอร โดยระบุ

วามีองคประกอบของพูลลูแลน  อยูอยางหนาแนนบริเวณวงรอบๆผนังเซลล  ถัดเขามาจะเปน  

บีตากลูแคน   (รูปที่ 3) ที่ประกอบดวย กลูโคส และแมนโนส ซึ่งสวนใหญจะเปนชนิด  β-(1, 3)-

glucan  ซึ่ง β-glucan ที่ผลิตจาก A. pullulans  พบวามีตอ biological activities โดยสามารถยับยั้ง

มะเร็ง  และปองกันการแพอาหาร (Tada และคณะ, 2008) นอกจากน้ี  A. pullulans ยังสามารถผลิต  

poly(β-L-malic acid) หรือ PMA ซึ่งมีคุณสมบัติเปน hydrophilic polyester สามารถละลายนํ้าได  

ทําหนาที่เปนตัวนําสงยา  (drug delivery) ซึ่งเปนพอลิเมอรชีวภาพชนิดหน่ึงที่ไดรับความสนใจ

ในทางเภสัชกรรม  (Nakata และคณะ , 1993) รวมถึงฟรุกโตโอลิโกแซ็ กคาไ รด 

(fructooligosaccharide) ซึ่งมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกที่สําคัญอีกดวย (Shin และคณะ, 2004) 

 

 

 
 

 

รูปที่ 3 ภาพแสดงชั้นของพอลิแซ็กคาไรดบนผนังเซลลดานนอกของ  Aureobasidium pullulans 

(ที่มา: Shingel, 2004) 

 

ในอดีต A. pullulans ถูกจัดจําแนก เปน 2 varieties คือ A. pullulans var. pullulans ซึ่ง

โคโลนีเปนสีครีม ชมพู เหลือง หรือนํ้าตาลออน หลังจากเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA เปนเวลา 3 

สัปดาห และ A. pullulans var. melanogenum ซึ่งโคโลนีจะกลายเปนสีเขียวเขม หรือดํา อยาง

รวดเร็ว เน่ืองจากมีเสนใยสีเขม (dark hyphae) (Hermanides-nijhof, 1977) 
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Yurlova และคณะ (1996) ไดใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาชวยในการจัดจําแนก A. pullulans 

และไดเสนอ variety ใหมคือ A. pullulans var. aubasidani  ซึ่ง A. pullulans var. aubasidani  น้ีไม

สามารถใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ แลคโตส ( lactose) เปนแหลง

คารบอนได ซึ่งตางจาก  A. pullulans var. pullulans ที่สามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองได และ

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดชนิด ออบาซิแดน  (aubasidan) (Yurlova และ De Hoog, 1997) ซึ่งเปน

พอลิเมอรที่สามารถถูกยอยสลายไดทางชีวภาพ ไมมีกลิ่น ไมมีรส ละลายนํ้ายาก มีแคลอร่ีตํ่า 

สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได มีลักษณะเปนเสนใยที่มีคุณสมบัติคลายกับพอลิเมอรสังเคราะห 

มีคุณสมบัติในการเชื่อมติด  (adhesive property) จึงนิยมใชเปนสารยึดเกาะ (Ptitchkina และคณะ , 

1994) และนําไปใชประโยชนในผลิตภัณฑทางเภสัชกรรม และเคร่ืองสําอาง  เปนตน   ซึ่งความ

แตกตางดังกลาวน้ี  สามารถนํามาใชระบุชนิดของ variety  ของ A. pullulans ไดในเบื้องตน  (ตาราง

ที่ 2) นอกจากน้ี Yurlova และคณะยังไดรวม  variety pullulans และ melanogenum ที่มีอยูเดิมเขา

ดวยกัน เปน variety เดียวคือ  A. pullulans var. pullulans   

 

ตารางที่ 2 ลักษณะเฉพาะของ varieties pullulans และ aubasidani (Yurlova และคณะ, 1995) 

 

ลักษณะเฉพาะ var. pullulans var. aubasidan 

Exopolysaccharides Pullulan-like Aubasidan-like 

Optimal N-source for EPS 

production 
(NH4)2SO4 NaNO3 

Assimilation of: 

methyl-α-D-Glucose 

Lactose 

 

+ 

+ 

 

- 

- 

rDNA group 1, 2 3 

 

แตอยางไรก็ดี ในป 2008 Zalar และคณะพบวา แมวา  A. pullulans var. aubasidani จะมี

การใชแหลงอาหารและ มีการผลิต EPS ไดแตกตางจาก A. pullulans var. pullulans แตผลการ

วิเคราะหดีเอ็นเอ ระบุวาทั้ง  A. pullulans var. pullulans  และ A. pullulans var. aubasidani อาจจะ

เปน variety เดียวกัน จึง ไดรวม ทั้ง สอง varieties เขาดวยกันเปน variety เดียวคือ   

A. pullulans var. pullulans  นอกจากน้ียัง ไดรายงานสอง  varieties ใหมของ A. pullulans คือ  
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A. pullulans var. subglaciale ที่ไอโซเลตไดจาก  ใตธารนํ้าแข็งบริเวณขั้วโลกเหนือ และ 

 A. pullulans var. namibiae  ที่มีเพียง 1 สายพันธุจาก Namibia ประเทศ แอฟริกา 

 

2.2 บีตากลูแคน  

 

บีตากลูแคน (β-glucans) เปนพอลิแซ็กคาไรดที่พบในผนังเซลลของจุลินทรีย (Herrera, 

1991) และผนังเซลลพืช เชน แบคทีเรีย ยีสต  เห็ดบางชนิด  สาหราย  ขาวโอต และขาวบารเลย  เปน

ตน  (พรพจน ศรีสุขชยะกุ ล, 2547) การศึกษาบีตากลูแคนเร่ิมขึ้นในทศวรรษที่ 40 เมื่อ Louis 

Pillemer ศึกษา Zymosan ซึ่งเตรียมไดจากผนังเซลลของยีสต ซึ่งเปนที่รูจักกันทั่วไปวาเปน สารที่

ออกฤทธิ์กระตุนระบบภูมิคุมกัน แตในขณะน้ันยังไมเปนที่ทราบแนชัดวา โปรตีน ไขมัน นํ้าตาล

เชิงซอน หรือ องคประกอบใดของ Zymosan  ที่สามารถออกฤทธิ์ตอระบบภูมิคุมกันได หลังจากน้ัน

ราวทศวรรษที่ 50 Nicholas DiLuzio จาก   มหาวิทยาลัย Tulane ประเทศสหรัฐอเมริกาไดทําการ

วิจัยเพิ่มเติมจนพบวาสารที่มีผลตอการกระตุนระบบภูมิคุมกันใน Zymosan ที่จริงแลวคือ บีตา

กลูแคน (พรพจน ศรีสุขชยะกุล, 2547)  

 

บีตากลูแคนที่สรางโดยสิ่งมีชีวิต ตางชนิดกันก็จะมีโครงสราง และคุณสมบัติที่แตกตางกัน

ดวย เชน  บีตากลูแคนที่ สรางโดยยีสตจะประกอบดวย นํ้าตาลกลูโคสที่เชื่อมตอกัน ดวยพันธะไกล

โคไซด โดยภายในสายหลักประกอบดวยกลูโคสซึ่งเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา  1, 3 (1, 3 β linked) 

และสําหรับสายที่เปนกิ่งกานจะประกอบดวยกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา 1, 6 (1, 6 β linked) 

(Kapteyn และคณะ, 1996) (รูปที่ 4)  
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รูปที่ 4 โครงสรางของ β-1,3-1,6-glucan ที่สรางโดยจุลินทรีย  (ที่มา: Volman และคณะ, 2008) 

 

สําหรับ บีตากลูแคนที่ สรางโดย พืช จะมีลักษณะที่แตกตางจากบีตากลูแคนที่ผลิตจาก

จุลินทรีย โดยมีโครงสรางเปน β-1,3-1,4-glucan  (รูปที่ 5) 

 

 
 

รูปที่ 5 โครงสรางของ β-1,3-1,4-glucan ที่สรางโดยธัญพืช (ที่มา: Volman และคณะ, 2008) 
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สําหรับบีตากลูแคนที่ไมสามารถละลายไดในดาง ซึ่งพบที่ผนังชั้นในของผนังเซลล เปน

องคประกอบที่พบประมาณ 30-35 เปอรเซ็นตของผนังเซลล โดยมากประกอบดวยบีตา 1, 3 กลูแคน

เปนสวนใหญ และบีตากลูแคนที่สามารถละลายไดในดาง ซึ่งพบที่ผนังชั้นกลางของผนังเซลล

โดยประมาณ 20-22 เปอรเซ็นตของผนังเซลล โดยมากประกอบดวยบีตา 1, 3 กลูแคนที่มีกิ่งกาน

ของบีตา 1, 6 กลูแคนมาก (Ha และคณะ, 2002) บีตา 1, 3 กลูแคนมีทั้งที่อยูในรูปของโครงขายเสน

ใย (fibrous) และรูปรางไมแนนอน (amorphous) มีคา degree of polarization (DP) ประมาณ 1,500 

มีมวลโมเลกุลประมาณ 240,000 มีความยาวของเสนใยสูงสุดประมาณ 600 นาโนเมตร  

บีตา 1, 3 กลูแคนโดยทั่วไปมีลักษณะเปนเกลียว (helical conformation) โดยเกลียวน้ันอาจ

ประกอบดวยสายเด่ียวของพอลิแซ็กคาไรด หรืออาจประกอบดวยสายที่มีพันธะไฮโดรเจน 3 พันธะ 

ซึ่งทําใหเกลียวเปนแบบ 3 เกลียว (triple helix) จากการศึกษาพบวาเสนใยของบีตา 1, 3 กลูแคนมี

ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 10-30 นาโนเมตร  (Kopeca และ Kerge, 1986)โดยมีแขนงหรือกิ่ง

กานที่หมู 6-ไฮดรอกซี (6-hydroxy group) ซึ่งการแตกแขนงที่ตําแหนงน้ีไมรบกวนตอการเกิด

โครงสรางที่เปน 1 เกลียวหรือ 3 เกลียวแตความยาวของแขนงหรือกิ่งกานดังกลาวมีผลตอเกลียว 

โดยหากแขนงน้ันมีความยาวมากจะสงเสริมใหเกิดโครงขายของเสนใย  แตถาแขนงสั้นจะสงเสริม

ใหเกิดเกลียวแบบ 3 เกลียว (Saito และคณะ, 1991) 

 

บีตา 1,6 กลูแคน เปนพอลิเซ็กคาไรดที่มีการแตกแขนงกิ่งกานมาก ทําหนาที่เชื่อม            

แตละองคประกอบที่ผนังเซลล  ในเซลลที่ขาดความสามารถในการสราง บีตา 1,6 กลูแคน พบวา

เซลลขาดการประกอบกันเปนผนังเซลล  องคประกอบตางๆถูกรบกวน และมีผลกระทบรุนแรงตอ

การเจริญของเซลล นอกจากน้ียังพบวาบีตา 1,6 กลูแคนเปนองคประกอบที่ยึดจับกับไคตินใน

บริเวณรอยแผลที่เกิดจากการแตกหนอ (bud scar) อีกดวย (Kolla และคณะ, 1997)   

 

แหลงของบีตากลูแคน 

1. ธัญพืช  (Cereal β-glucan) 

สําหรับธัญพืช พบบีตากลูแคนในผนังเซลล มีบทบาทชวยในการเจริญเติบโต โดยทําหนาที่

เกี่ยวของกับการ ลําเลียงนํ้าและ แรธาตุ ควบคุมแรงดันออสโมติก  (osmotic pressure) ภายในพืช 

ชวยในการปองกัน และตอตานจุลินทรีย รวมถึงแมลงที่มาเจาะทําลายพืช ประกอบดวยสายตรงของ

บีตา 1, 3 กลูแคน และ บีตา 1, 4 กลูแคนปนกันอยู ในผนังเซลลของเอนโดสเปรมของธัญพืช เชน 

ขาวบารเลย ขาวโอต ขาวไรน และขาวสาลี ซึ่งพบบีตากลูแคน 3-11 เปอรเซ็นต 3-7 เปอรเซ็นต  1-2 

เปอรเซ็นต และนอยกวา 1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Skendi และคณะ, 2003)  มีโครงสรางเปนสาย
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ตรง คือ β-1, 3-1, 4-D-glucans  ซึ่งในขาวโอต และขาวบารเลย มีการผลิตบีตากลูแคนปริมาณ

สูงสุดเมื่อเทียบกับธัญพืชชนิดอ่ืนๆ  เมื่อสกัดบีตากลูแคนออกมาจากขาวโอต พบวาบีตากลูแคนมี

ลักษณะเปนสายตรงที่ นํ้าตาลกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ  β 1,4 ประมาณ 70 เปอรเซ็นต และ

นํ้าตาลกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ  β-1,3-linked  ประมาณ 30 เปอรเซ็นต  (Dais, 1982 และ 

Lazaridou, 2007) โดยปกติบีตากลูแคนในธัญพืชจะพบเปนเกลียวแบบสุม (random coil) แต

สามารถถูกทําใหมีสภาพเปนเจลได   ซึ่ง cereal-β-glucan มีคุณสมบัติคือเปนบีตากลูแคนที่สามารถ

ละลายนํ้าได และมีผลตอสุขภาพ และโภชนาการของมนุษย โดยเปนแหลงของสารอาหาร และใย

อาหารที่ชวยในระบบยอย (Fincher และ Stone, 1986) ซึ่งในอุตสาหกรรมอาหาร ใชในการควบคุม

เน้ือสัมผัสของอาหาร  และ มีรายงานวาบีตากลูแคนที่ผลิตจากธัญพืชจะมีผลตอการรักษาระดับ

นํ้าตาลในเลือด  และ การลดคอเลสเตอรอล   (Kahlon และคณะ , 1993 และNewman และคณะ , 

1992) 

2. แบคทีเรีย (Bacterial-β-glucan) 

Curdlan เปนเอ็กโซพอลิเซ็กคาไรด  ที่ถูกคนพบโดย Harada และคณะ (1964) มีโครงสราง

เปน 1,3-β-D-glucan แบบสายตรงไมมีแขนง มีคา  degree of polymerization (DP) ประมาณ 450 ที่

พบในโครงสรางของเซลล บริเวณที่เก็บสะสมอาหารของแบคทีเรีย รา และสาหราย  (Deslands, 

1980) มีรายงานวา  curdlan ถูกสรางโดยแบคทีเรีย Alcaligenes faecalis var. myxogenes 10C3 ที่คัด

แยกไดจากดิน  และ Agrobacterium rediobacter (Harada, 1992; Meada และคณะ , 1967) curdlan 

ไมละลายนํ้า แตสามารถละลายในสารละลายดาง (alkaline solution) และมีมวลโมเลกุลตํ่า (Mw ≈ 

4-7×104 Da)  พบวาเมื่อสารละลายดางที่ใชมีความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตํ่า curdlan จะมี

รูปรางเปนเกลียว  (helical) เมื่อสารละลายดางที่ใชมีโซเดียมไฮดรอกไซดสูงกวา 0.2 นอรมอล 

curdlan จะมีรูปรางเปนเกลียวแบบสุม และละลายไดหมด (Lee, 2006) curdlan สามารถชวยกระตุน

การทํางานของระบบภูมิคุมกันในมนุษยได    มีผูใชในอุตสาหกรรมอาหาร มีความสามารถในการ

ยับยั้งเน้ืองอก และตอตานอนุมูลอิสระ (Sener และคณะ, 2005) 

 

3. ยีสต (yeast-β-glucan) 

บีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสต เปนพอลิแซ็ กคาไรดที่ไมละลายนํ้า  มีโครงสราง สายหลัก เปน 

β-1, 3-glucan (ประมาณ 85 เปอรเซ็นต) สวนสายที่เปนกิ่งกาน เปน β-1,6-glucan (ประมาณ 3 

เปอรเซ็นต) (Manners และคณะ, 1973) ซึ่งในปจจุบันก็มีการนําเอาบีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสตมาใช

ในอุตสาหกรรมนมผง และอุตสาหกรรมอาหารสัตว  ใชปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพของอาหาร

ทําใหมีความคงตัวเมื่ออยูในรูปของอิมัลชัน (Burkus และ Temelli, 2006) และยังชวยกระตุนระบบ
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ภูมิคุมกันของคน  (Feldman และคณะ, 2009) และสัตว อีกดวย (Hoa และคณะ, 2011) ออบาซิแดน

จัดเปนบีตากลูแคนชนิดหน่ึงที่หลั่งออกมาภายนอกเซลลของ A. pullulans  บางสายพันธุ 

(Ptitchkina และคณะ, 1994) ซึ่งมีคุณสมบัติ เปนพอลิเมอรชีวภาพที่สามารถยอยสลาย เองได และมี

ลักษณะเปนเสนใยที่คลายกับพอลิเมอรสังเคราะห  และถูกนําไปใชประโยชน ทางดานเภสัชกรรม 

เคร่ืองสําอาง อาหาร กาว  และอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับพอลิเมอร (Ptitchkina และคณะ, 1994) 

 

ประโยชนของบีตากลูแคน 

บีตากลูแคนชวยเสริมสรางการทํางานของระบบภูมิคุม ของมนุษย และสัตว ลดระดับ

คอเลสเตอรอล  ชวยรักษาระดับนํ้าตาลในเลือด   เปนสารตานอนุมูลอิสระ สามารถนํามาใชในการ

รักษาโรคมะเร็ง เปนใยอาหารที่ชวยในระบบยอย (Fincher และ Stone, 1986) ซึ่งในอุตสาหกรรม

อาหาร ใชในการควบคุมเน้ือสัมผัสของอาหาร ใชปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพของอาหารทําให

อาหารมีความคงตัวเมื่ออยูในรูปของอิมัลชัน (Burkus และ Temelli, 2000) 

 

Tada และคณะ (2008) พบวา เบตากลูแคนที่ผลิตจาก Aureobasidium pullulans สามารถ

ยับยั้ง biological activities ซึ่งไดแก ยับยั้งมะเร็ง  ยับยั้งกระดูกพรุน  และปองกันอาการแพอาหาร  

เปนตน ในขณะที่ Pelizon และคณะ  (2004) พบวาหนูที่ไดรับเบตากลูแคนจาก Saccharomyces 

cerevisae 100 มิลลิกรัม ผลิต IL-12p40 IL-12p70 TNF-α และเพิ่มกิจกรรมของ NK cellไดมากกวา

หนูที่ไมไดเบตากลูแคน และเมื่อกระตุนดวย Steptococcus aureus และเซร่ัม (serum) ก็พบวาหนูที่

ไดรับเบตากลูแคนมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Paracoccidioides brasiliensis ได

มากกวาหนูที่ไมไดรับเบตากลูแคน 

 

นอกจากน้ีบีตากลูแคนยังใชเปนสวนผสมในเคร่ืองสําอางจําพวกครีมกันแดด  เน่ืองจากมี

คุณสมบัติเปนสารปองกันรังสี  (Hofer และคณะ, 1995) ซึ่งแสงแดดเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหการ

ทํางานของเม็ดสีผิดปกติ เกิดเปนฝา กระ รอยดางดํา และกอใหเกิดภาวะชราของผิวหนังเร็วกวาปกติ 

(Photoageing) แลวยังพบวา  แสงแดดเปนตัวทําลายเซลลในระบบภูมิคุมกันของผิวหนัง คือทําให

เซลล Langerhans มีจํานวนลดลง ดังน้ันคนที่ตากแดดนานๆ จึงมีโอกาสเกิดมะเร็งผิวหนัง  หรือติด

เชื้อที่ผิวหนังไดงาย ซึ่งเบตากลูแคนจะมีคุณสมบัติ สามารถกระตุนใหแผลหายเร็วขึ้น  โดยจะไป

เพิ่มประสิทธิภาพในการสราง collagen ของเซลลผิวหนัง  ลดการเกิดอนุมูลอิสระ  และกระตุนการ

ทํางานของเซลล Langerhans  ซึ่งเปนเซลลที่มีหนาที่นําเสนอสิ่งแปลกปลอมใหแกเซลลในระบบ

ภูมิคุมกันคลายๆกับเซลล  macrophage โดยจะจับสารแปลกปลอมแลวยอยสลายเปนชิ้นเล็กๆ  
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นําไปไวที่ตอมนํ้าเหลือง เพื่อใหเซลลภูมิคุมกันตัวอ่ืน เชน เม็ดเลือดขาว  (T-lymphocyte) สราง

ภูมิคุมกัน  จากน้ันจะถูกทําลายไปโดย Macrophage กระบวนการเหลาน้ีจะมีผลทําใหผิวพรรณเปลง

ปลั่ง สดใส ลดร้ิวรอย และชะลอความแกของเซลลผิวหนังใหชาลง (Williams และคณะ, 1996) 

  

2.3 พรีไบโอติก (prebiotic) 

 

 พรีไบโอติก คือ  อาหารที่ไมถูกยอยหรือถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารสวนตน (Fooks 

และคณะ, 1999)  แตจะถูกหมักใหยอยสลายโดยแบคทีเรียโพรไบโอติกในลําไสใหญ    กอใหเกิด

สารตางๆ ที่ใหประโยชนตอสุขภาพรางกาย    ซึ่งจะมีผลในการกระตุนการเติบโตของแบคทีเรียที่มี

ประโยชนในลําไสของมนุษยและสัตว  แลวกอใหเกิดประโยชนตอสุขภาพรางกายของสิ่งมีชีวิต

น้ันๆ  โดยทําหนาที่ชวยปรับสมดุลของสภาพแวดลอมในระบบลําไส  ซึ่งพรีไบโอติกที่ดีควร

สงเสริมการเจริญของจุลินทรียในลําไส เชน Bifidobacteria และ Lactobacilli และสามารถยับยั้งการ

เติบโตของจุลินทรียกอโรค เชน  Clostridium perfrigens ซึ่งเปนแบคทีเรียที่สามารถสรางสารพิษได 

(Gibson และ Roberfroid, 1995)   

  

เมื่อจุลินทรียในลําไสใหญนําพรีไบโอติกไปใช จะใหพลังงานและสารบางชนิด  เชน กรด

แลกติกและกรดไขมันชนิดสายสั้น  (short-chain fatty acids) ซึ่งเปนผลิตผลจากกระบวน              

การหมัก ซึ่งการหมักน้ีจะทําใหมีการกระตุนการเจริญของกลุมจุลินทรียสุขภาพ  และสภาวะความ

เปนกรดที่เกิดขึ้นจะชวยยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียบางชนิดในลําไสที่ทําใหเกิดโรค 

เชน Clostridium perfringens Salmonella spp. และ Esherichia coli เปนตน  (Gibson และ 

Roberfroid, 1995)  พรีไบโอติกสวนใหญจะเปนคารโบไฮเดรตเชิงซอนสายสั้นๆ  ซึ่งเปนอาหารของ

แบคทีเรียบางชนิด  หรือจะกลาวอีกนัยหน่ึงก็คือ  พรีไบโอติกก็จะเปนอาหารใหแกจุลินทรียที่

เฉพาะเจาะจง  ซึ่งองคประกอบในอาหารที่จัดเปนพรีไบติก  ไดแก อินนูลิน (inulin) ฟรุกโตโอลิ

โกแซ็กคาไรด  (fructooligosaccharide) ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด  (xylooligosaccharide)  

ไอโซมอลโตโอลิโกแซ็กคาไรด (isomaltooligosaccharide) กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด  

(galactooligosaccharide) แลคทูโลส (lactulose)  (Rycroft และคณะ , 2001) และ บีตากลูแคน  

(β-glucan) (Gardiner, 2000 และ Snart, 2006) นอกจากน้ียังชวยลดอาการทองผูก  รักษาสมดุลนํ้า

และเกลือแรในรางกาย และชวยในการดูดซึมแรธาตุบางชนิด เชน แคลเซียม แมกนีเซียม  เหล็ก และ

สังกะสีอีกดวย  (Bengmark, 2005) ซึ่งในปจจุบันมีการพัฒนาผลิตภัณฑอาหารสุขภาพ  โดยการเติม

สารที่จัดเปนพรีไบโอติกลงในผลิตภัณฑอาหารชนิดตางๆ  มากมาย เพื่อเพิ่มมูลคาใหกับผลิตภัณฑ  
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และเพื่อเปนทางเลือกแกผูบริโภคในการดูแลสุขภาพ  ในการลดความเสี่ยงหรือปองกันโรคหลาย

ชนิด สําหรับพรีไบโอติกเองก็มีนักวิจัยใหความสนใจและสนับสนุนการเสริมลงในอาหารที่บริโภค

ประจําวัน  ไดแก นํ้าผลไม ผลิตภัณฑนม  ผลิตภัณฑธัญพืชตางๆ  หรืออาจเปนผลิตภัณฑพรอมใช  

สําหรับเติมลงในอาหารที่จะบริโภคโดยตรง  เชน เคร่ืองด่ืม  กาแฟ หรือใชประกอบอาหาร  เปนตน 

(สุญาณี พงษธนานิกร, 2549) 

 

2.4  โพรไบโอติก (probiotic) 

 

  โพรไบโอติกคือกลุมจุลินทรียที่มีประโยชนตอสุขภาพของมนุษยและสัตวซึ่งพบในบริเวณ

ลําไสที่เรียกวา Gastrointestinal tract (GI) โดยทั่วไปมีจุลินทรียอยูหลายชนิดที่มีสมบัติเปน  

พรีไบโอติก โดยแบงเปนจุลินทรียที่อยูในกลุมของ  Bifidobacterium ซึ่งประกอบดวย  

B. animalis B. longum B. lactis B. infantis B. breve B. bifidum B. thermophilum และ 

 B. adolescents กลุม Lactobacillus ไดแก L. acidophilus  L. casei L. farciminis L. gasseri  

L.  johnsonii L. plantarum L.reuteri L. rhamnosus L. salivarius L. delbrueckii sub Bugaricus  

B. brevis B. cellobiosus B. curvatus B. fermentum L. helviticus และแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ เชน 

Streptococcus thermophilus Enterococcus feacium Lactobacillus lactis Propionibacterium 

freudenreichii Escherichia coli nessle 1917 Bacillus clauii และ Bacillus oligonitrophilis รวมถึง

ยีสตบางชนิด คือ S. cerevisiae และ S. boulardi (Penner และคณะ, 2005) เชื้อจุลินทรียโปรไบโอติ

กสวนใหญไดรับจากการบริโภคอาหารที่มีสวนประกอบของโพรไบโอติก เชนผลิตภัณฑนมหมัก

ชนิดตางๆ  โดยแบคทีเรียที่เปนโพรไบโอติกมีคุณสมบัติปกปองรางกายไมใหไดรับอันตรายจาก

จุลินทรียกอโรค เชน Clostridium ซึ่งเปนจุลินทรียที่สรางสารพิษ  (Gibson และ Roberfroid, 1995) 

และสามารถผลิตเอนไซมมายอยสารอาหารบางประเภทที่ระบบในรางกายมนุษยไมสามารถยอยได

ใหเปนสารที่มีประโยชน และรางกายสามารถดูดซึมไปใชได ซึ่งแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ดีจะตองมี

คุณสมบัติ สามารถสรางกรดแลกติก และปรับสภาพของระบบทางเดินอาหารใหอยูในสภาพที่

แบคทีเรียกอโรคเจริญไดยาก และมีคุณสมบัติทนตอกรดในกระเพาะอาหารไดดี (Kontula, 1998) 

สามารถแขงขันกับจุลินทรียกอโรคในการยึดเกาะกับผนังลําไสที่มีการบีบตัวใหเคลื่อนที่ในลักษณะ

ลูกคลื่น (peristalsis) การที่โพรไบโอติกเกาะเคลือบที่ผนังทางเดินอาหารจะชวยในการ colonization 

ของโพรไบโอติกดีขึ้น ทั้งยังชวยในการยอยอาหาร และการดูดซึมใหเปนไปอยางปกติ และสามารถ

สรางสารตางๆ  เชน กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซ ด และแบคเทอริโอซิน เพื่อยับยั้งจุลินทรีย

กอโรคไมใหมีจํานวนที่มากเกินไป (Fuller, 1993)  
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ตัวอยางของแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกในกลุม  Lactobacillus ซึ่งเปนที่นิยม

นํามาใชในอุตสาหกรรมผลิตโยเกิรต และนมเปร้ียว (Sultana และคณะ, 2000) 

 

 Lactobacillus acidophilus 

 

 L. acidophilus จัดอยูในวงศ Lactobacillaceae เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเซลลเปนรูป

ทอน อาจอยูเด่ียวๆ เรียงตัวเปนคูๆ หรือสายสั้นๆ เปน Lactic acid bacteria ที่ผลิตกรดแล กติกทั้ง 

ชนิด dextrorotatory และ levorotatory (D, L-lactic acid) เปนแบคทีเรียที่มีประโยชนตอรางกาย 

ปองกันการเกิดโรค เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความเปนกรดดาง ที่เหมาะสมในการ

เจริญคือ 5.5-6.0 สามารถจัดลําดับอนุกรมวิธาน ไดดังน้ี 

 

Kingdom   Bacteria 

  Phylum  Firmicutes    

    Class   Bacilli 

          Order   Lactobacillales  

                  Family   Lactobacillaceae     

                        Genus   Lactobacillus 

                                          Species   Lactobacillus acidophilus  

 

L. acidophilus เปนกลุมแบคทีเรียที่ตองการอากาศ ซึ่งทําหนาที่ในการผลิตกรดแลคติก

จํานวนมากในกระบวนการหมักคารโบไฮเดรต เปนแบคทีเรียที่ทําใหสุขภาพดีในบริเวณลําไสเล็ก 

เน่ืองจากบริเวณลําไสเล็กมีจํานวนแบคทีเรียที่มีประโยชนนอย สวนมากจะเปนแบคทีเรียที่กอโรค 

ทําใหสุขภาพไมดี เปนแบคทีเรียที่มีความจําเปนในการสังเคราะหและดูดซึมวิตามินในบริเวณลําไส

เล็ก ชวยลดระดับคลอเลสเตอรอลในเลือด ชวยควบคุมและขจัดพิษในวัตถุที่เสี่ยงในอาหาร สามารถ

ทํางานรวมกับเอนไซมในการยอยอาหาร ชวยควบคุมระดับพีเอชของลําไส โดยผลิต  

แลกติก 
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Lactobacillus casei 

 

Kingdom   Bacteria 

  Phylum  Firmicutes    

    Class   Bacilli 

          Order   Lactobacillales  

                  Family   Lactobacillaceae     

                        Genus   Lactobacillus 

                                          Species   Lactobacillus casei  

 

Lactobacillus casei เปน facultative anaerobe จัดอยูในกลุม facultatively lactobacilli 

แบคทีเรียแกรมบวก ไมสามารถเคลื่อนที่ และไมสรางสปอร รูปรางแทง เปนแบคทีเรียทนกรด 

(acid tolerant) มีกระบวนการหมักแบบ  facultative heterofermentative โดยเปนแบคทีเรียแลกติกที่

สามารถหมักนํ้าตาลผาน  Pentose phosphaoketolase pathway (EMP pathway) แลวไดผลิตภัณฑ

หลัก คือกรดแลคติก (Axelsson, 1998) สามารถพบไดในผลิตภัณฑนมดิบ นมหมัก ผักผลไมหมัก 

ลําไสของมนุษยและสัตว ในอุตสาหกรรมมีการผลิตเพื่อเปนจุลินทรียโพรไบโอติก และเชื้อต้ังตน

ในอุตสาหกรรมนมหมัก (Sultana และคณะ, 2000)  
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บทที่  3 

 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 

 

อุปกรณ 

 

บริษัท/ ประเทศ 

1.  กลองจุลทรรศนรุน BX-51 Olympus/ Japan 

2.  กลองจุลทรรศนรุน CH 30 RF200 Olympus/ Japan 

3.  เคร่ืองเขยา (Shaker) รุน SPL15 Labcon/ The Republic Of 

South Africa 

4.  เคร่ืองเขยาแบบบม (Incubator shaker) Vision scientific CO., 

LTD/ South Korea 

5.  เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง รุน BL610 Sartorius/ Germany 

6.  เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC-205 Denver Instrument 

Company/ USA 

7.  เคร่ืองปนเหว่ียง รุน Rotofix32 Hettich/ Germany 

8.  เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน PP-50 Sartorius/ Germany 

9.  ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar Flow รุน BV 123 ISSOC/ Thailand 

10. ตูอบ (Hot air oven) Binder/ USA 

11. หมอน่ึงความดันไอนํ้า Ta Chang Medical 

instrument Factory/ 

Taiwan 

12. อุปกรณนับเม็ดเลือด (Haemacytometer) Brand/ Germany 

13. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS Spectrophotometer)  

รุน 2800 

Unico/USA 

14. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (UV/VIS Spectrophotometer)  

รุน HP 8453 

Agilent/ USA 
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3.2 สารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 

       

สารเคมี  บริษัท/ ประเทศ 

 

1.  Glucose (C6H12O6) Sigma/ USA 

2.  Sucrose(C12H22C21) Ajax/ Australia 

3.  Malt extract HiMedia/ India 

4. Yeast extract HiMedia/ India 

5. Peptone HiMedia/ India 

6.  Meat extract HiMedia/ India 

7. Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) Ajax/ Australia 

8.  Sodium nitrate (NaNO3) Ajax/ Australia 

9.  Tween 80 Fluka/ Switzerland 

10. Copper sulphate (CuSO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 

11. Sodium chloride (NaCl) Merck/ Germany 

12. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 

13. Dipotassium phosphate (K2HPO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 

14. Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4·7H2O) Carlo Erba Reagent/ Italy 

15. Calcium chloride dihydrate (CaCl2·2H2O) Ajax/ Australia 

16. Zine sulphate (ZnSO4·7H2O) May & Baker/ England 

17. Agar Sigma/ USA 

18. Ethanol (95 %) องคการสุรากรม

สรรพสามิต/ ประเทศไทย 

19. Ammonium molybdate (H24Mo7N6O24)  Fluka/ Switzerland 

20. L-asparagine Monohydrate (C4H8N2O3·H2O) Fluka/ Switzerland 

21. Sodium acetate (CH3COONa)  Ajax/ Australia 

22. Tri-ammonium citrate ((NH4)3C6H5O7)   Sigma/ USA 

23. Manganese (II) sulfate monohydrate (MnSO4·H2O) Merck/ Germany 

24. Hydrochloric acid (HCl) Merck/ Germany 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=kh2po4&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.made-in-china.com%2Fshowroom%2Fxh-wax%2Fproduct-detailLexEvVRDsIhY%2FChina-Potassium-Dihydrogen-Phosphate-KH2PO4-.html&ei=W5RZUK3sEMjKrAeuzYDYBg&usg=AFQjCNH5fgt0pEaMHS_cjo614w5bYBwJNg
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=k2hpo4&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDipotassium_phosphate&ei=9pdZUMq2LciIrAfH1YDICA&usg=AFQjCNFhnhEeiqRgOsieadLrW71r7S-C1A
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=mgso4%E2%80%A27h2o&source=web&cd=7&cad=rja&sqi=2&ved=0CFkQFjAG&url=http%3A%2F%2Funisonchem.en.alibaba.com%2Fproduct%2F230047287-209945240%2FMagnesium_Sulphate_Heptahydrate_MgSO4_7H2O_.html&ei=UphZUJHNE4frrQfLgIHABQ&usg=AFQjCNFZ7j27s2VAVrt_dA1KV9NfQwzynQ
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=cacl2%E2%80%A22h2o%20cal&source=web&cd=2&cad=rja&sqi=2&ved=0CCwQFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FCalcium_chloride&ei=t5hZUM_0IYnNrQfn64H4AQ&usg=AFQjCNFZ77GUTLI3DNPyn0OOwR-Xc2Zc7A
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3.3 เชื้อจุลินทรียท่ีใชในงานวิจัย 

Aureobasidium pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 58543  NRRL 58560 และ 

NRRL 58013 ไดรับมาจาก Microbial Genomics and Bioprocessing Research Unit, the United 

States Department of Agriculture  

การเตรียมหัวเชื้อ ทําโดยเลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร Yeast Malt Broth (YMB) 

(Atlas, 1993) (ภาคผนวก ก ) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 3 วัน 

สําหรับการเก็บ A. pullulans เปน stock culture ทําโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตร YMB เปนเวลา 2-3 

วัน จากน้ันเก็บเชื้อในหลอด microcentrifuge เติมสารละลายกลีเซอรอลจนมีความเขมขนสุดทาย

เปน 15 เปอรเซ็นต (v/v) แลวนําไปเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะสั้น  และทําเปน  

freeze dried stock (Bond, 2007) เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะยาว 

Lactobacillus acidophilus สายพันธุ TISTR 1338 และ Lactobacillus casei สายพันธุ 

TISTR 390 ไดรับมาจาก สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  (วว.) การเตรียม

หัวเชื้อ ทําโดยเลี้ยง L. acidophilus สายพันธุ TISTR 1338 และ L. casei สายพันธุ TISTR 390 ใน

อาหารสูตร 1 Man Rogosa Sharpe Broth (MRS) (Pelczar และคณะ, 1986) (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส  เขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 2 วัน สําหรับการเก็บแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ 

เปน stock culture ทําโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตร MRS เปนเวลา 2 วัน จากน้ันเก็บเชื้อในหลอด 

microcentrifuge เติมสารละลายกลีเซอรอลจนมีความเขมขนสุดทายเปน 15 เปอรเซ็นต (v/v) 

จากน้ันนําไปเก็บที่ -80 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะสั้นและทําเปน freeze dried stock เก็บ

ใน 4 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บระยะยาว 

 

3.4 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.4.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543  

 

3.4.1.1 การใชแหลงอาหารของ  A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

     เลี้ยง A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร YMB ที่

อุณหภูมิหอง เขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 วัน นับจํานวนเซลลโดยใช Haemacytometer แลว

เจือจางใหได  2.5×107 เซลลตอมิลลิลิตร ถายเชื้อที่เตรียมได ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก

ขนาด 250 มิลลิลิตร  ที่มีอาหารสูตร Mineral Medium (Lin และ Kolattukudy, 1978) ปริมาตร 50 
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มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอน ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นต (w/v) กรัมคารบอน และแหลง

ไนโตรเจนตางๆ ที่ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (w/v) กรัมไนโตรเจน เลี้ยงที่อุณหภูมิหอง  

(30±2 องศาเซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน นับจํานวนเซลลดวย 

Haemacytometer ในวันที่  0  3  และ 5 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

 

3.4.1.1.1  ศึกษาแหลงคารบอนทั้งหมด  24 ชนิด ประกอบดวย   D-Arabinose L-Arabinose 

D-Fructose D-Galactose D-Glucose   β-D-Glucose Methyl-α-D-glucose D-Mannose L-Sorbose 

D-Xylose D-Cellobiose  β-Lactose  D-Maltose D-Sucrose D-Trehalose⋅2H2O Maltrotriose  

D-Melezitose⋅H2O α-Cellulose Starch (soluble) D-Glucosamine D-Mannitol D-Salicin Glycerol 

Ethanol และ Methanol โดยใชแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลง

ไนโตรเจน 

 

3.4.1.1.2 ศึกษาแหลงไนโตรเจนทั้งหมด 16 ชนิด ประกอบดวย Ammonium acetate 

Ammonium chloride Ammonium citrate Ammonium nitrate Ammonium oxalate Ammonium 

sulfate Ammonium tartrate Potassium nitrate Sodium nitrate Urea L-Asparagine ⋅ H2O Glycine 

L-Leucine L-Lysine L-Phenylalanine และ Peptone โดยใชกลูโคสความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (w/v) 

เปนแหลงคารบอน 

 

3.4.2 การศึกษาลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

3.4.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ  

  เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 บนอาหารสูตร 

YMA เปนเวลา 3 วัน หลังจากน้ันเขี่ยเชื้อ 1 โคโลนีลงในอาหารสูตร YMB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 1 วัน 

นํามาตกตะกอนเซลลโดยการปนเหว่ียงที่ 6,000 รอบตอนาที  (5,232 g) เปนเวลา 10 นาที นําเซลลที่

ไดมาสกัดดีเอ็นเอ  โดยวิธี Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (Zhou และคณะ , 2002) เร่ิม

จากนําเซลลใสในโกรง แลวบดเซลลในไนโตรเจนเหลวใหเซลลแตกจนมีลักษณะเปนผงละเอียด 

ตักเซลล 0.5 กรัม ใสลงในหลอด  microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 2X CTAB 

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที เติมฟนอลปริมาตร 350 
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ไมโครลิตร และคลอโรฟอรม -ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (อัตราสวน 24 : 1) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันโดยใชเคร่ืองเขยาผสมสาร ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที (8,716 g) 

เปนเวลา 10 นาที ปเปตสวนใสดานบนใสลงในหลอด  microcentrifuge หลอดใหม และทําการสกัด

ซ้ําอีกคร้ังกอนปเปตสวนใสดานบนมาใสในหลอด  microcentrifuge หลอดใหม  โดยวัดปริมาตร

สวนใสที่ปเปตมาดวย แลวเติมไอโซโพรพานอลในปริมาตร เทากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส   เปนเวลา 60 นาที  เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ จากน้ันนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 14 ,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายในหลอดทิ้งใหเหลือแตตะกอน แลวเติมสารละลาย  

เอทานอล (70 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที เพื่อลางตะกอนของดีเอ็นเอ เทสารละลายเอทานอลทิ้ง ทิ้งตะกอนใหแหงที่

อุณหภูมิหอง จากน้ันละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  เก็บตัวอยาง 

ดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.4.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณตําแหนง Internal Transcribed Spacer (ITS) Large 

Subunit Ribosomal DNA gene (LSU) และ Elongase gene (ELO) โดยใชไพรเมอร ITS5 และ ITS4  

(White และคณะ, 1990) LSU NL1 และ NL4 (Boekhout และคณะ, 1995) และ ELO2-F และ 

ELO2-R (Zalar และคณะ, 2008) ตามลําดับ (ตารางที่ 3) สําหรับชุดปฏิกิริยามีสวนประกอบที่มี

ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ดังน้ี 

 

สาร ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

10X PCR Buffer with Mg2+ (บริษัท RBC Bioscience ประเทศ ไตหวัน) 5 

2.5 mM dNTPs 5 

Primer (Forword) (10 pmol/µl) 2.5 

Primer (Reword) (10 pmol/µl) 2.5 

Tag DNA polymerase (บริษัท RBC Bioscience ประเทศ ไตหวัน) 1 

DNA template 5 

Sterilized distilled water 29 

ปริมาตรรวม 50 

 

http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
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นําไปทําปฏิกิริยา PCR ดวยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิแบบอัตโนมัติ Peltier Thermal Cycler 

รุน PTC-100TM และทําปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสทั้งหมด 35 รอบ ซึ่งสภาวะปฎิกิริยาลูกโซ  

พอลิเมอรเรสแสดงในตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3  ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS  LSU  และ ELO  

 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด เอกสารอางอิง 

ITS5 5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’ (White และคณะ, 1990) 

ITS4 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’ (White และคณะ, 1990) 

NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ (Boekhout และคณะ, 1995) 

NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ (Boekhout และคณะ, 1995) 

ELO2-F 5'-CAC TCT TGA CCG TCC CTT CGG-3' (Zalar และคณะ, 2008) 

ELO2-R 5'-GCG GTG ATG TAC TTC TTC CAC CAG-3' (Zalar และคณะ, 2008) 

 

ตารางที่ 4 สภาวะปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ  ITS  LSU และ 

ELO 

 

ขั้นตอนปฎิกิริยา อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาท)ี 

1. Initial denaturation 94 5 

2. Denaturation 94 1 

3. Annealing 56 (ITS), 59 (LSU, ELO) 1 

4. Extension 72 2 

5. Final extension 72 10 

6. Hold 4 ∞ 

 

ตรวจสอบผลการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเบื้องตน ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซีส (electrophoresis) 

โดยการแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลความเขมขน 1  เปอรเซ็นต (w/v) ในบัฟเฟอร 1X TBE 

buffer  และใหกระแสไฟฟา 100 โวลท เปนเวลา 4 5 นาที และ จากน้ันนําเจลไปยอมดวย Ethidium 

bromide ความเขมขน 0.01 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที แลวนําเจลไปตรวจสอบแถบดี

http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
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เอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฎิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอรเรสไปทําใหบริสุทธโดยใช UltraClean® 15 DNA Purification Kit (MO BIO 

Laboratories, USA) 

   

3.4.2.3 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

3.4.2.3.1 การทํา Automated DNA sequencing  

สงผลิตภัณฑ PCR ไปทําการตรวจสอบลําดับ นิวคลีโอไทด ที่บริษัท 

Macrogen อินคอรปอเรชั่น สาธารณรัฐเกาหลี  แลวนําลําดับนิวคลีโอไทด ที่ไดไปทําการศึกษาใน

ขั้นตอนตอไป 

   3.4.2.3.2 การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับ นิวคลีโอไทดกับขอมูลที่มีใน

ฐานขอมูล Genbank  

          นําลําดับ นิวคลีโอไทด ที่ไดไปคนหา ลําดับ นิวคลีโอไทด บริเวณ ITS 

LSU และ ELO ที่คลายคลึงกัน ในฐานขอมูล  Genbank โดยใชโปรแกรม  BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) แลวเลือกลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความคลายคลึงกันมาก

ที่สุดมาทํา pairwise alignment ดวยโปรแกรม  BioEdit (Hall, 1999) เพื่อหาเปอรเซ็นต ความ

คลายคลึง ระหวางลําดับ นิวคลีโอไทด ของ  A. pullulans ที่ใชในการศึกษาคร้ังน้ี กับลําดับ  

นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank 5 อันดับที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 

 

3.4.3 ศึกษาการเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans  สายพันธุ   NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

 

3.4.3.1 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร  

Production Medium (PM) (Prasongsuk และคณะ, 2007) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขยา

ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 ชั่วโมง ใน 24 

ชั่วโมงแรก จากน้ันเก็บทุกๆ 6 ชั่วโมงจนครบ 9 วัน ทําการนับจํานวนเซลลดวย Haemacytometer 

และสรางกราฟการเติบโตของเชื้อ ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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3.4.3.2 การผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM  

(Prasongsuk และคณะ, 2007) ปริมาตร 95 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว

รอบ 150 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุกวัน เปนเวลา 9 วัน ทําการปนเหว่ียงเพื่อแยกเซลลออกที่ 6,000 

รอบตอนาที (5,232 g) เปนเวลา 15 นาที แลวนําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน  NP-EPS ดวย

เอธานอล (95 เปอรเซ็นต) (Prasongsuk และคณะ, 2005)  นํา NP-EPS ที่ไดจากการตกตะกอนไปอบ

ใหแหงที่ 60 องศาเซลเซียส จนนํ้าหนักแหงที่ไดคงที่ วัดนํ้าหนักของ  NP-EPS ที่ผลิตได และ

นํ้าหนักเซลลแหง ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

3.4.4 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

และNRRL 58543 

 

เลี้ยง A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM นํา

สารละลายสวนใสมาตกตะกอน NP-EPS ตามวิธีในขอ 3.4.3.2 นํา NP-EPS ที่ไดมาบดเปนผง และ

นําไปวิเคราะห ดังน้ี 

 

3.4.4.1 การทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ (Leathers และคณะ, 1988)  

นําเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด ละลายใน 0.05 M sodium acetate buffer ที่ความเปนกรดดาง

ตางๆไดแก 4.5  5.0 และ 6.9  โดยใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0.1 เปอรเซ็นต (w/v) จากน้ันเตรียม

เอนไซมความเขมขน 0.2 ยูนิตตอมิลลิลิตร และปรับ ความเปนกรดดางใหเหมาะสมตอการทํา

ปฏิกิริยาของเอนไซมชนิดน้ันๆ ดังน้ี  α-amylase (จาก Aspergillus oryzae, Sigma, USA) (ความ

เปนกรดดาง 6.9) pullulanase (จาก Klebsiella pnuemoniae, Sigma, USA) (ความเปนกรดดาง 5.0)  

glucoamylase (จาก Aspergillus niger, Sigma, USA) (ความเปนกรดดาง 4.5) และ β-glucanase 

(จาก Trichoderma longibrachiatum, Sigma, USA) (ความเปนกรดดาง 5.0) แลวปเปตเอนไซม

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีเอ็กโซพอลิแซ็ กคาไรด 1 มิลลิลิตร (ความเขมขน

สุดทายของเอนไซมเปน 0.1 ยูนิตตอมิลลิลิตร) นําไปบมเปนเวลา 15 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 20  25 55 

และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาของเอนไซม α-amylase 

pullulanase glucoamylase และ β-glucanase ตามลําดับ และวัดนํ้าตาลรีดิวส (reducing sugar) ดวย

วิธี dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959) แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  โดย เปรียบเทียบกับ 
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ออบาซิแดนที่ผลิตโดย A. pullulans var aubasidani NRRL 58013 และ พูลลูแลนมาตรฐานจาก

บริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

3.4.4.2 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS 

วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคป (Infrared 

spectroscopy) ดวยเคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrometer (PerkinElmer (Spectrum One), 

USA) ที่ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (Scientific and 

Technological  Research  Equipment  Centre,  Chulalongkorn  University) โดยบดตัวอยาง   

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดผสมกับผงโพแทสเซียมโบรไมด (KBr poweder) ในอัตราสวนตัวอยางตอ

โพแทสเซียม โบรไมด 1 : 100 แลวอัดใหเปนแผน pellet ใชความละเอียดในการอานคา 

(Resolution) 4.0 cm-1 จํานวนสแกน (No. of scan) 16  และ Range ที่ใชวัดอยูในชวง 4,000 - 400 

cm-1  โดย เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตโดย A. pullulans var aubasidani NRRL 58013 และ

พูลลูแลนมาตรฐานจากบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

วิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโคป  

(Nuclear magnetic resonance spectroscopy, Varian, USA) ชนิด  13C และ 1H  (Prasongsuk และ

คณะ, 2007; Manitchotpisit และคณะ, 2009) โดยนําตัวอยาง เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดละลายในนํ้า 

D2O (นํ้าที่มีไฮโดรเจนหนักหรือดิวเทอเรียมในสัดสวนที่มากกวาที่มีอยูในธรรมชาติ ) วัดที่ความถี่ 

125.76 (13C) และ 500.16 (1H) MHz โดยเปรียบเทียบกับออบาซิแดน 

 

3.4.5 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans  

 

คัดเลือก A. pullulans สายพันธุที่สามารถ NP-EPS ไดในปริมาณมาก 1 สายพันธุ (จากการ

ทดลองขอ 3.4.3.2) มาศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต โดยมีภาวะของการเลี้ยงที่ทําการปรับใน

แตละขั้นตอนตามลําดับดังน้ี 

 

3.4.5.1 ศึกษาแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม 

เลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร PM ที่ทําการปรับองคประกอบ โดยเติมแหลง

คารบอน และไนโตรเจนชนิดตางๆ ซึ่งประกอบดวย ซูโครสกับแอมโมเนียมซัลเฟต  ซูโครสกับ

โซเดียมไนเตรท  ซูโครสกับเปปโตน กลูโคสกับแอมโมเนียมซัลเฟต  กลูโคสกับโซเดียมไนเตรท 

กลูโคสกับเปปโตน ฟรุคโ ทสกับแอมโมเนียมซัลเฟต  ฟรุคโ ทสกับโซเดียมไนเตรท และ ฟรุ กโทส
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กับเปปโตน ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส ) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 9 

วัน นําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน NP-EPS ตามวิธีในขอ 3.4.3.2 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูล

ที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน คัดเลือกอาหารสูตร PM ที่เติมคารบอน และ

ไนโตรเจน ชนิดที่สามารถ ผลิต NP-EPS ไดดีที่สุด มาหาคาความเขมขนที่เหมาะสม ในการผลิต 

 NP-EPS โดยออกแบบการทดลองแบบ Factorial design วางแผนการทดลองดวยวิธีพื้นผิว

ตอบสนองแบบ central composite design (CCD) ซึ่งกําหนดชวงของปจจัยที่ศึกษาดังตารางที่ 3.3 

คํานวณหาภาวะที่เหมาะสม และสรางแผนภาพพื้นผิวตอบสนอง (contour plot)โดยใชโปรแกรม 

JMP software เวอรชั่น 10 (StatSoft Inc., USA) จากน้ันทําการทดสอบสมการอธิบายการผลิต  

NP-EPS โดยเลือกระดับปจจัยจากแผนภาพพื้นผิวตอบสนองที่ใหผลของการผลิต NP-EPS ที่สูงสุด 

มาทดลองซ้ําเพื่อเปรียบเทียบกับคาทํานายที่ไดจากสมการ  

 

ตารางที่ 5 การแปรผันความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจน ในอาหารสูตร PM ที่ใชใน

การทดลองวิธีพื้นผิวตอบสนอง 

 

ปจจัย รหัสของปจจัย 

คารบอน (%) (w/v) ไนโตรเจน (%) (w/v) X1 X2 

5.0 0.04 -1 -1 

5.0 0.06 -1 0 

5.0 0.08 -1 1 

6.0 0.04 0 -1 

6.0 0.06 0 0 

6.0 0.08 0 1 

7.0 0.04 1 -1 

7.0 0.06 1 0 

7.0 0.08 1 1 

 

3.4.5.2 ศึกษาระดับความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารที่เหมาะสม  

เลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร PM ที่ไดจากขอ 3.4.5.1 ที่ระดับ ความเปนกรด

ดางเร่ิมตนของอาหารตางๆ (ความเปนกรดดาง 5.5 6.5 และ 7.5) ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 9 วัน นําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน  



31 
 

NP-EPS ตามวิธีในขอ 3. 4.3.2 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

 

3.4.5.3 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

เลี้ยง A. pullulans ในอาหารสูตร PM ที่ไดจากขอ 3.4.5.2  ที่อุณหภูมิตางๆ 

(อุณหภูมิหอง (30±2)  25  30 และ  35 องศาเซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 

9 วัน นําสารละลายสวนใสมาตกตะกอน  NP-EPS ตามวิธีในขอ 3. 4.3.2 ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นํา

ขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

3.4.6 การทดสอบสมบัติของ NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei 

(ดัดแปลงจาก Huebner และคณะ, 2007) 

 

เขี่ยเชื้อ Lactobacillus  spp. จํานวน 1 โคโลนี ลงใน   MRS  Broth 100 มิลลิลิตร บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา   16-18 ชั่วโมง นํามาวัดคา  1Toptical density 1T (OD) ที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร  แลวปรับโดยการเจือจางดวย MRS Broth ใหไดคา 1TODR600R เทากับ 0.1 1Tถายเชื้อ 

L. acidophilus และ  L. casei ที่ปรับความหนาแนนของเซลลแลว 1% (v/v) ลงในหลอดทดลองที่มี 

MRS broth ที่เติม NP-EPS ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต (w/v) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา วัดการเติบโตของ 

Lactobacillus sp. โดยการนับจํานวนโคโลนี (colony forming unit, CFU) บนอาหารสูตร MRS 

Agar เปรียบเทียบคาเฉลี่ยที่ได กับคาเฉลี่ยของชุดการทดลองควบคุมที่เติมแหลงคารบอนชนิดอ่ืนๆ 

(กลูโคส พูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) และบีตากลูแคน (food-grade) (Core-Chematis 

Co., Ltd., Thailand)) ดวยวิธี Duncan Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย

ใชโปรแกรม 1 TSPSS for windows version 11.5 1T ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

3.4.7 ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 
 

นํา NP-EPS ที่ผลิตจากภาวะที่เหมาะสมที่สุดในขอ 3.4.5 มาขึ้นฟลมที่ความเขมขน 1  3 

และ 5 เปอรเซ็นต (w/v) และนํา NP-EPS ผสมกับพูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) เพื่อขึ้น

รูปฟลม โดยทําการแปรผันความเขมขนของ NP-EPS 5 ระดับ ศึกษาสมบัติทางกายภาพของฟลมที่

ขึ้นรูปไวเปรียบเทียบกับฟลมพูลลูแลนที่เตรียมจากพูลลูแลนเกรดการคา ดังน้ี 
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    3.4.6.1 การเตรียมฟลม 

    เตรียมแผนฟลมที่มีสวนผสมของพูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) 3 

เปอรเซ็นต (w/v) และ NP-EPS 0.1 0.5  1.0  1.5 และ 3.0 เปอรเซ็นต (w/v) นําสวนผสมทั้งหมดมา

ละลายในนํ้ากลั่น 50 มิลลิลิตร โดยใช magnetic stirrer คนสวนผสมทั้งหมดจนละลายเปนเน้ือ

เดียวกัน นําสารที่ผสมเปนเน้ือเดียวกันแลว เทลงในแมพิมพอะคริลิคสําหรับขึ้นรูปที่มีขนาด 

13×17×0.5 เซนติเมตร นําไปอบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งจะทําใหนํ้า

ระเหยออกจนไดเปนแผนฟลม ลอกแผนฟลมออกจากแมพิมพ นําแผนฟลมใสถุงพลาสติกเก็บไว

ใน desiccator เพื่อนําไปทดสอบสมบัติทางกายภาพบางประการตอไป 

 

3.4.6.2 ทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile properties) ของฟลมที่ผลิต (Kristo และ

คณะ, 2007) 

ศึกษาความสามารถในการยืดตัว (elongation) โดยกําหนดสภาวะของเคร่ือง  ใหใช 

load cell ขนาด 5 กิโลกรัม ชุดหัวกดเจาะแบบยาง spherical probe แทนยึดตัวอยางฟลมที่มีชองเปด

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 50 มิลลิเมตร ความเร็วในการเคลื่อน Probe ที่ 10 มิลลิเมตรตอนาที 

ตัวอยางฟลมที่ทดสอบมีขนาดกวาง 6 มิลลิเมตร ยาว 25 มิลลิเมตร โดยเปรียบเทียบกับฟลมที่เตรียม

จากพูลลูแลนมาตรฐานของบริษัท Hayashibara ประเทศญ่ีปุน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมา

หาคาเฉลี่ย และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

    3.4.6.3 ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมที่ผลิต (Teramoto และ Shibata, 2006) 

      ตัดแผนฟลมใหมีขนาดประมาณ 2×2 เซนติเมตร ใสในบีกเกอรที่มีนํ้ากลั่น

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง คนตลอดเวลาโดยใช  magnetic stirrer  และจับเวลาจนกระทั่ง

แผนฟลมบวมตัวและละลายจนหมด ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําขอมูลที่ไดมาหาคาเฉลี่ย และสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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บทที่ 4 

 

ผลการวิจัย 

 

4.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543 

  

        4.1.1 การใชแหลงอาหารของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

         จากการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนชนิด

ตางๆ ของ  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 พบวา A. pullulans ทั้ง 2 สาย

พันธุสามารถใชแหลงคารบอนไดเกือบทุกชนิดที่ทําการทดสอบ ยกเวน methanol และ  

D-Trehalose⋅2H2O และเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง A. pullulans var. pulluans สายพันธุ  

NRRL 58560 แลวพบวาสวนใหญสามารถใชแหลงคารบอนไดเหมือนกัน ยกเวน D-Mannitol ที่ทั้ง 

2 สายพันธุสามารถใชไดดี ในขณะที่สายพันธุอางอิงใชไดนอย และ  D-Trehalose⋅2H2O ที่ทั้ง  2 

สายพันธุไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิงสามารถใชไดดี  (ตารางที่ 6) และสําหรับการ

ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน พบวาทั้ง 2 สายพันธุ รวมทั้งสายพันธุอางอิงสามารถใชแหลง

ไนโตรเจนไดดีเกือบทุกชนิดที่ทําการทดสอบ ยกเวน L-Phenylalanine ที่สามารถใชไดนอย และ  

ยูเรีย ที่สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิง

สามารถใชไดดี (ตารางที่ 7) 
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ตารางที่ 6 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนของ  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 

58543 และ NRRL 58560 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  mineral medium ที่เติม แหลงคารบอนชนิดตางๆ 

ที่ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นตกรัมคารบอน บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เขยา

ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบการเติบโตโดยการนับจํานวนเซลลใน

วันที่ 0  3  และ 5 

 

แหลงคารบอน NRRL 58539 NRRL 58543 NRRL 58560* 

1. D-Arabinose w*** w w 

2. L-Arabinose +** + + 

3. D-Fructose + + + 

4. D-Galactose + + + 

5. D-Glucose + + + 

6. β-D-Glucose + + + 

7. Methyl-α-D-glucose w w w 

8. D-Mannose + + + 

9. L-Sorbose w w w 

10. D-Xylose + + + 

11. D-Cellobiose w w w 

12. β-Lactose w w w 

13. D-Maltose + + + 

14. D-Sucrose + + + 

 

* = สายพันธุอางอิง A. pullulans var pullulans สายพันธุ NRRL 58560 (Prasongsuk และคณะ, 

2005) 

**+ = สามารถใชแหลงอาหารได  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

***w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร แตนอยกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

****- = ไมสามารถใชแหลงอาหารได (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นนอยกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร) 
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ตารางที่ 6 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนของ  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 

58543 และ NRRL 58560 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  mineral medium ที่เติม แหลงคารบอนชนิดตางๆ 

ที่ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นตกรัมคารบอน บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เขยา

ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบการเติบโตโดยการนับจํานวนเซลลใน

วันที่ 0  3  และ 5 (ตอ) 

 

แหลงคารบอน NRRL 58539 NRRL 58543 NRRL 58560* 

15. D-Trehalose⋅2H2O -**** - + 

16. Maltrotriose + + + 

17. D-Melezitose⋅H2O + + + 

18. α-Cellulose w w w 

19. Starch (soluble) w w w 

20. D-Glucosamine + + + 

21. D-Mannitol + + w 

22. D-Salicin + + + 

23. Glycerol w w + 

24. Ethanol w w w 

25. Methanol - - - 

 

* = สายพันธุอางอิง A. pullulans var pullulans สายพันธุ NRRL 58560 (Prasongsuk และคณะ, 

2005) 

**+ = สามารถใชแหลงอาหารได  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

***w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร แตนอยกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

****- = ไมสามารถใชแหลงอาหารได (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นนอยกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร) 
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ตารางที่ 7 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของ  A. pullulans สายพันธุ   NRRL 58539  

NRRL 58543 และ NRRL 58560 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  mineral medium ที่เติม แหลงไนโตรเจน

ชนิดตางๆ ที่ความเขมขนสุดทาย 0.1 เปอรเซ็นตกรัมไนโตรเจน บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส ) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน ตรวจสอบการเติบโตโดยการนับ

จํานวนเซลลในวันที่ 0  3 และ 5 
 

แหลงไนโตรเจน NRRL 58539 NRRL 58543 NRRL 58560* 

1. Ammonium acetate +** + + 

2. Ammonium chloride + + + 

3. Ammonium citrate + + + 

4. Ammonium nitrate + + + 

5. Ammonium oxalate + + + 

6. Ammonium sulfate + + + 

7. Ammonium tartrate + + + 

8. Potassium nitrate + + + 

9.  Sodium nitrate + + + 

10. Urea -**** - + 

11. L-Asparagine ⋅ H2O + + + 

12. Glycine w*** w + 

13. L-Leucine + + + 

14.  L-Lysine + + + 

15.  L-Phenylalanine w w w 

16. Peptone + + + 
 

* = สายพันธุอางอิง A. pullulans var pullulans สายพันธุ NRRL 58560 (Prasongsuk และคณะ, 

2005) 

**+ = สามารถใชแหลงอาหารได  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

***w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย  (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นมากกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร แตนอยกวา 2 log10 จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร) 

****- = ไมสามารถใชแหลงอาหารได (จํานวนเซลลเพิ่มขึ้นนอยกวา 1 log10 จํานวนเซลลตอ

มิลลิลิตร) 
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4.1.2 การศึกษาลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539  

และ NRRL 58543  

 

4.1.2.1 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS LSU และ ELO  

จากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของยีน 3 ตําแหนง คือ Internal transcribed  

spacer (ITS) 17Large subunitribosomal DNA gene (LSU)  และ Elongase gene (ELO) ดวยปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส ( PCR)  พบวา สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไดผลิตภัณฑที่มีขนาด  1,293 

และ1,418 สําหรับบริเวณ ITS และ 841 และ 829 คูเบส สําหรับบริเวณ LSU ตามลําดับ ในขณะที่ไม

สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ ELO ได 

 

4.1.2.2 ผลการทํา Automated sequencing 

           ผลการทํา Automated sequencing ของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ  

ITS ใน 2 ทิศทางโดยใชไพรเมอร  ITS5 และ ITS4 เมื่อตรวจสอบความถูกตองของลําดับ นิวคลีโอ

ไทดจาก Electropherogram แลวไดลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความยาวดังน้ี A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58539 1,293 คูเบส และ NRRL 58543 1,076 คูเบส (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

ชนิด/สายพันธุ ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS 

A. pullulans 

สายพันธุ 

NRRL 58539 

 
1    AAAAAACTAG TTTGATAATT CTGAAGAACG GCATCATTTG GATGATCTTT CTGCAGTGTA  
61   CGCTTACAGA AGCCTGGCCC CCCACGCAAA GTGGGTGACC GCGACTATTA AAGAAAGTGT  
121  CAGCGATGGC AGTCCGACTG CCCGCGGCCG CGTCTTTCGA ATTGACGGGG ACCTTCTTAG  
301  AGCCTACGGC ACCAACCCAG GGGGGAAACC CTTCTAACCC TTCCGAGGTA GCACTTTAAT  
361  CCCAGTGACT GGGGGCCCAT GTTAACCGCA TGGGGTACGG TAAAAGAACG TAGGATTGGG 
421  GAATCCGCAG CCAACGCCTA AGGTCGCGCT CTAACCGGCG CGGCTAAGGT AGGGGTTCAC  
541  AGACTAAGTG TTAGACGGTG TGAATCAGTA GTCCGGCGCG AGCCTGGCGA AGAACATGCT  
661  GAAGATATAG TCGGTCCCTG GGTGAAAGCC CAGGGGAGAA CACTGCGGGG CCCTCGGGCC  
721  CCGATGGAAA ACTGAAAACG TTCCGTAGGT GAACCTGCGG AAGGATCATT AAAGAGTAAG  
781  GGTGCTCGTC GCCCGACCTC CAACCCTCTG TTGTTAAAAC TACCTTGTTG CTTTGGCGGG 
841  ACCGCTCGGT CTCGAGCCGC AGGGGCTCCG GCCCAGGCGA GCGCCCGCCA GAGTTAAACC  
901  AAACTCTTGT TTTTATAACC GGTCGTCTGA GTAAAAATTT TGAATAAATC AAAACTTTCA  
961  ACAACGGATC TCTTGGTTCT CGCATCGATG AAGAACGCAG CGAAATGCGA TAAGTAATGT  
1021 GAATTGCAGA ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA CATTGCGCCC CTTGGTATTC  
1081 CGAGGGGCAT GCCTGTTCGA GCGTCATTAC ACCACTCAAG CACTGCTTGG TATTGGGCCC 
1141 CGTCCCCCTC TCGTTTGGGG GGCGAGCATC AAAGACCTCG GCGAGGCCTC ACCGGCTTTA  
1201 GGCGTAGTAG AATTATTTCG AACGTCTTCA AAACGGGAGG ACTTCTGCCG ACGAAACCTT 
1261 TAAGTTTTCT AAAGTTGGCT CCCGAAAGGG TAG 
 

A. pullulans  

สายพันธุ  

NRRL 58543 

  
1    CTTTACTAGT ATTATGTGTG GTCACCGCCC CGTCTGGGGT CCCTCTCCAA AAACAAGATA  
61   CCTTTACCGC GGCCCGCCTC CCACGTGTGT GGCGCGCTGT GAATAATATG TATATGTCAG  
121  AGAAGGCAGT CTGACTGCCC GCGGGTTTTT TTATTTAATC GCCGCGACCT TGTTAGAGCC  
181  TGCGGCACCA ACCCAGGGGG GACACCCTTC TACCCTTCCG AGGTAGCACT TTAATCCAGT  
241  GACTGGGCGC CCATGTTAAC CGCATGGGGT ACGGTAAAAG AACGTAGGAT TGGGGAATCC  
301  GCAGCCAACG CCTAAGGTCG CGCTCTAACC GGCGCGGCTA AGGTAGGGGT TCACAGACTA  
361  AGTGTTAGAC GGTGTGAATC AGTAGTCCGG CGCGAGCCTG GCGAAGAACA TGCTGAAGAT  
421  ATAGTCGGTC CCTGGGTGAA AGCCCAGGGG AGTACACTGC GGGGCCCTCG GGCCCCGATG  
481  GAAAACTGAA AACGTTCCGT AGGTGGTGAA CCTGCGGAAG GATCATTAAA GAGTAAGGGT  
541  GCTCGTCGCC CGACCTCCAA CCCTCTGTTG TTAAAACTAC CTTGTTGCTT TGGCGGGACC  
601  GCTCGGTCTC GAGCCGCAGG GGCTCCGGCC CAGGCGAGCG CCCGCCAGCC AGAGTTAAAC  
661  CAAACTCTTG TTTTTATAAC CGGTCGTCTG AGTAAAAATT TTGAATAAAT CAAAACTTTC  
721  AACAACGGAT CTCCTTGGTT CTCGCATCGA TGAAGAACGC AGCGAAATGC GATAAGTAAT  
781  GTGAATTGCA GAATTCAGTG AATTCAGTGA ATCATCGAAT CTTTGAACGC ACATTGCGCC  
841  CCTTGGTATT CCGAGGGGCA TGCCTGTTCG AGCGTCATTA CACCACTCAA GCACTGCTTG  
901  GTATTGGGCC CCGTCCCCCT CGCGTTTGGG GGGCGAGCCT CAAAGACCTC GGCGAGGCCT  
961  CACCGGCTTT AGGCGTAGTA GAATTATTTC GAACGTCTTC AAAAGGGGAG GACTTCTGCC  
1021 GACAGAAGTT TAATTTTCTA AGGGTGACCT CGGGATCAGG TAGGGACGCA TGATCC 
 

 

ผลการ ทํา Automated sequencing ของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ LSU ใน 2 

ทิศทางโดยใชไพรเมอร  NL4F และ NL4R เมื่อตรวจสอบความถูกตองของลําดับ นิวคลีโอไทดจาก 

Electropherogram แลวไดลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความยาวดังน้ี A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

841 คูเบส และ NRRL 58543 670 คูเบส (ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 9  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

ชนิด/สายพันธุ ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU 

A. pullulans 

สายพันธุ  

NRRL 58539 

 
1   ACCGGACTAT ATCGAATGAT TATAGACATC TAAATAGAAG ATTTACCGTG GAAGGACGTC 
61  GATTAGAATC ACAGAAGATC GTCTCGATTA ACAGACTGTC TGGCCGTTTG TTGCATTGTC 
121 TATAAGCGGT GGAAAAGACA CCAACAGGGA TTGCCCTAGT AACGGCGAGT GAAGCGGCAA 
181 CAGCTCAAAT TTGAAAGCTG GCCTTCGGGT CCGCATTGTA ATTTGTAGAG GATGCTTTGG 
241 GGCAGCCGCC TGTCTAAGTT CCTTGGAACA GGACGTCATA GAGGGTGAGA ATCCCGTATG 
301 TGACAGGACA TGGCACCCTA TGTAAAGCTC CTTCGACGAG TCGAGTTGTT TGGGAATGCA 
361 GCTCTAAATG GGAGGTAAAT TTCTTCTAAA GCTAAATACC GGCGAGAGAC CGATAGCGCA 
421 CAAGTAGAGT GATCGAAAGA TGAAAAGCAC TTTGGAAAGA GAGTTAAAAA GCACGTGAAA 
481 TTGTTGAAAG GGAAGCGCTT GCAATCAGAC TTGTTTTGAC TGTTCGGCCG GTCTTCTGAC 
541 CGGTTTATTC AGTCTGGACA GGCCAGCATC AGTTTTGGCG GCCGGATAAA GGCCCAGGGA 
601 ATGTGGCTCT CGCTTCGGCG GGAGTGTTAT AGCCCTGGGT GTAATACGGC CAGCCGGGAC 
661 TGAGGTCCGC GCTTCGGCTA GGATGCTGGC ATAATGGTGG TAAGCAACCC AAAAAAAAAA 
721 ACTTACGCAC AAAAAGGTCA CTCACTGGGC CGTATTCGCC CCAGGGGAGT AAAATCGCCC 
781 GCTCAGTAAT ATGTTTAGTC ATGTGATCTG GCTTGTGTTT GGTCACCGCG AGCATAGCGG 
841 A 

A. pullulans 

สายพันธุ  

NRRL 58543 

1 .TCCATAGGGG GGAAAGAGAA CCCACCGGGG TTGCCTCTTG TACGGCGAAT GTGAAGCGGC  
61 ACAGCTCAAT TTGAAAGCTG GCCTTCGGGT CCGCATTGTA ATTTGTAGAG GATGCTTTGG  
121 GGCAGCCGCC TGTCTAAGTT CCTTGGAACA GGACGTCATA GAGGGTGAGA ATCCCGTATG 
181 TGACAGGACA TGGTGAGAAT CCCGTATGTG ACAGGACATG GCACCCTATG TAAAGCTCGA  
241 GTTGTTTGGG AATGCAGCTC TAAATGGGAG GTAAATTTCT TCTAAAGCTA AATACCGGCG 
301 AGAGACCGAT AGCGCACAAG TAGAGTGATC GAAAGATGAA AAGCACTTTG GAAAGAGAGT 
361 TAAAAAGCAC GTGAAATTGT TGAAAGGGAA GCGCTTGCAA CAGACTTGTT TTGACTGTTC 
421 GGCCGGTCTT CTGACCGGTT TTATTTCAGG TCCTGGGACC AGGGCCCAGG CATTCAGTTT 
481 TTGGGCGGGC CCGGATAAAG GCTCAGGGAA TGTGGCTCTC GCTTCGGCGG GAGTGTTATA 
541 GCCCTGGGTG TAATACGGCC AGCCGGATCT GACGTCCGCG CTACGCTAGA TGATGCGTAC 
601 TCACAAGCAG TACACGACCC GTCTTAAACC CCGGGACCAA AAAACGGGCC AGGCGGGCCC 
661 .CGAGAAAACC 
 

 

4.1.2.3 ผลการเปรียบความคลายคลึงของลําดับ นิวคลีโอไทด กับขอมูลที่มีในฐานขอมูล 

Genbank 

 จากการนําลําดับ นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ความยาว 1,293 และ 1,418   คูเบส มา

ตรวจหาลําดับ นิวคลีโอไทด ที่คลายคลึงกันในฐานขอมูล  Genbank โดยใชโปรแกรม BLAST 

จากน้ันนําลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับแรกมาทํา Pairwise 

alignment โดยพบวา เปอรเซ็นต nucleotide identity มีคาระหวาง  95 - 100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 10)   

  จากการนําลําดับ นิวคลีโอไทด บริเวณ  LSU ความยาว 841 และ 829 คูเบส มา

ตรวจหาลําดับ นิวคลีโอไทด ที่คลายคลึงกันในฐานขอมูล  Genbank  โดยใชโปรแกรม BLAST 

จากน้ันนําลําดับ นิวคลีโอไทด ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับแรกมาทํา Pairwise 

alignment โดยพบวา เปอรเซ็นต nucleotide identity มีคาระหวาง  87 - 99 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 11) 
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ตารางที่ 10 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ A. pullulans    สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ

นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับ  

 

ชนิด/สายพันธุ  
Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identical base/ 

total base compared 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

A. pullulans  

สายพันธุ NRRL 

58539 

EU719518.1 Aureobasidium sp. NRRL 58539 493/497 2/480 100 

EU719513.1 Aureobasidium sp. NRRL 58543 493/497 2/497 99 

HM807619.1 Aureobasidium sp. E7405b 469/480 3/480 99 

FN665416.1 Aureobasidium sp. RBSS-303 474/497 12/497 97 

AB568372.1 Aureobasidium sp. HB125 444/456 3/456 97 

A. pullulans 

 สายพันธุ NRRL 

58543 

 

EU719518.1 Aureobasidium sp. NRRL 58543 496/512 15/512 97 

EU719513.1 Aureobasidium sp. NRRL 58539 496/512 15/512 97 

HM807619.1 Aureobasidium sp. E7405b 487/511 17/511 95 

AB568372.1 Aureobasidium sp. HB125 464/488 17/488 95 

AB568371.1 Aureobasidium sp. HB110 460/484 17/484 95 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283117?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304334034?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291622137?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348604526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=5SSM4XX601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203283117?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304334034?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=5JSVRFBA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348604526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=6ZGDMNHG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348604525?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=6ZGDMNHG016
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ตารางที่ 11 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ

นิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank ที่มีความคลายคลึงกันมากที่สุด 5 อันดับ 

 

ชนิด/สายพันธุ  
Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identical base/ 

total base compared 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

 

 

A. pullulans 

สายพันธุ 

NRRL 58539 

AB568343.1 Aureobasidium sp. HB110 506/508 0/508 99 

FJ896010.1 Rhodotorula sp. SF4L02 555/563 2/563 99 

HQ220210.1 Aureobasidium sp. YM24372 531/548 1/548 97 

AM236013.2 Aureobasidium sp. YS67 547/571 2/571 97 

JQ916049.1 A. pullulans isolate OF-01 546/571 2/571 96 

A. pullulans 

สายพันธุ 

NRRL 58543 

JQ011321.1 A. pullulans isolate Z-19 517/597 44/597 87 

FJ150934.1 A. pullulans var. subglaciale strain EXF-2480 515/595 43/595 87 

FJ150919.1 A. pullulans var. melanogenum strain dH 12640 514/594 41/594 87 

FJ150921.1 A. pullulans var. melanogenum strain CBS 621.80 514/594 41/594 87 

FJ150937.1 
 
A. pullulans var. namibiae strain CBS 147.97 

 

509/588 40/588 87 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323482806?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=5JMA79P601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116077927?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=5JMA79P601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394783262?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=5JN5959801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/379318977?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277796?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277783?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=6ZXKCBKG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205277799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=6ZXKCBKG01N
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4.2 ศึกษาการเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

4.2.1 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

         เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง   

(30±2 องศาเซลเซียส) A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีการเติบโตในชวง  

lag phase ใน 6 ชั่วโมงแรกหลังการลงเชื้อ   จากน้ันจะมีการแบงเซลลอยางรวดเร็วเขาสูชวง log 

phase ระหวางชั่วโมงที่ 6 – 24 เปนเวลา 18 ชั่วโมง และหลังจาก 24  ชั่วโมงพบวา มีจํานวนเซลล

คงที่ (stationary phase) (รูปที่ 8) 

 

 

 
 

รูปที่ 8 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหาร

สูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 9 วัน 

 

4.2.2 การผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุด

ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง คือ 2.16±0.00 และ 2.43±0.01 กรัมตอลิตร โดยมีนํ้าหนักเซลลแหง คือ 

4.49±0.01 และ 4.99±0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 12 รูปที่ 9, 10) ซึ่ง A. pullulans  
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สายพันธุ    NRRL 58543 มีแนวโนมวาสามารถผลิต NP-EPS ไดมากกวา  A. pullulans  สายพันธุ 

NRRL 58539 จากผลการทดลองดังกลาวจึงเลือก   A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สําหรับ

การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต NP-EPS ตอไป 

 

ตารางที่ 12 นํ้าหนักแหง  NP-EPS และนํ้าหนักแหงเซลล ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

และ NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมซูโครส 5 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน 

และ เปปโตน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที  

ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 10 วัน 

 

วัน 

นํ้าหนักแหง (กรัมตอลิตร)* 

NRRL 58539 NRRL 58543 

NP-EPS เซลล NP-EPS เซลล 

1 0.75±0.01 0.96±0.02 0.62±0.01 0.64±0.01 

2 0.97±0.00 1.76±0.01 0.79±0.00 1.14±0.01 

3 1.09±0.00 2.84±0.03 0.92±0.00 1.93±0.01 

4 1.24±0.01 3.50±0.01 1.16±0.02 2.76±0.03 

5 1.20±0.00 3.93±0.00 1.70±0.02 3.78±0.02 

6 1.21±0.01 4.26±0.039 1.84±0.01 4.27±0.01 

7 1.69±0.01 3.55±0.00 2.30±0.01 3.82±0.01 

8 1.90±0.01 3.95±0.01 1.99±0.01 4.32±0.02 

9 2.16±0.00 4.49±0.01 2.43±0.01 4.99±0.03 

10 2.12±0.01 5.35±0.01 2.25±0.02 5.69±0.03 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา 
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รูปที่ 9 การเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 ในอาหารสูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง 

 (30±2 องศาเซลเซียส ) เปนเวลา 10 วัน ตัวเลขเหนือกราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา บารแสดงสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

44 

 



45 

 
 

รูปที่ 10 การเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง  

(30±2 องศาเซลเซียส ) เปนเวลา 10 วัน ตัวเลขเหนือกราฟแทงแสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ํา บารแสดงสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

45 
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4.3 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

  

4.3.1   การทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ 

           เมื่อนํา NP-EPS มาทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ ประกอบดวย  α-amylase  

pullulanase   glucoamylase   และ β-glucanase  พบวา NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans  สายพันธุ  

NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีความไวตอเอนไซม pullulanase และ glucoamylase นอยมาก

เมื่อเทียบกับพูลลูแลนที่ผลิตจาก  A. pullulans  สายพันธุอางอิง (NRRL 58560) และพูลลูแลน

มาตรฐาน  (Sigma Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) นอกจากน้ียังพบวา  

NP-EPS จากทั้ง 2 สายพันธุมีความไวตอเอนไซม β-glucanase มากคลายคลึงกับออบาซิแดน 

ในขณะเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดทุกชนิดที่ทดสอบมีความตานทานตอเอนไซม  α-amylase ใกลเคียง

กัน (ตารางที่ 13) 

 

4.3.2 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS 

        จากการวิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคป 

(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR) เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma 

Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) พบวาโครงสรางของพูลลูแลนมาตรฐาน และ  

NP-EPS มีหมูฟงกชันตางๆ ที่ประกอบดวย alkane, carbonyl, ether, hydroxyl, hydroxyl bonding in 

alcohol และ primary alcohol เหมือนกัน แตใน NP-EPS ที่ผลิตจาก  A. pullulans สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543 ไมพบหมูฟงกชัน α-configuration แตพบหมูฟงกชันที่เปน  

β-configuration เชนเดียวกันกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก  A. pullulans var. aubasidani สายพันธุ  

NRRL 58013 โดยจะมีพีกที่ตําแหนง λ = 879.61 887.49 และ 891.88 cm-1 ตามลําดับ ซึ่งแตกตาง

จากพูลลูแลนมาตรฐาน และ พูลลูแลนที่ผลิตจาก  A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58560 ที่มีหมู

ฟงกชัน α-configuration โดยมีพีกที่ตําแหนง λ = 847.95 847.94 และ 849.16 cm-1  ตามลําดับ แต

ไมพบหมูฟงกชัน β-configuration (ตารางที่ 14) (รูปที่ 11-16) 
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ตารางที่ 13 ความไวของ NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 ตอเอนไซม pullulanase α-amylase glucoamylase  และ β-glucanase เปรียบเทียบกับเอ็กโซ

พอลิแซ็กคาไรดชนิดออบาซิแดนที่ผลิตจาก  A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58013 พูลลูแลน

มาตรฐาน (Sigma และ Hayashibara) และพูลลูแลนที่ผลิตจาก   A. pullulans  สายพันธุ   NRRL 

58560  

 

EPS/ source 
Sensitivity (%) 

Pullulanasea α-Amylaseb Glucoamylasec β-Glucanased 

EPS/ NRRL 58539 12.2±0.6e 2.5±0.3 3.5±1 88.6±4.4 

EPS/ NRRL 58543 13.5±0.6 3.5±0.3 NDf 91.4±4.4 

aubasidan/ NRRL 58013 12.2±0.0 1.8±0.2 4.3±0.4 100.0d 

pullulan/ NRRL 58560 77.7±0.3 3.5±0.2 52.5±0.3 NDf 

pullulan/ Sigma (USA) 100.0a 2.8±0.3 52.9±0.7 NDf 

pullulan/ Hayashibara (Japan) 97.0±0.3 2.9±0.4 44.8±0.9 NDf 

Soluble starch 12.0±0.3 100.0b 100.0c NDf 
a เปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยของพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma, USA) ที่ถูกยอยดวยเอนไซม pullulanase 
b, c เปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยของ soluble starch ที่ถูกยอยดวยเอนไซม α-amylase หรือ glucoamylase 
d เปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยของออบาซิแดน (ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013) ที่ถูกยอยดวย

เอนไซม β-glucanase 
e คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา 
f nd = not detectable 
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ตารางที่ 14  หมูฟงกชัน และตําแหนงพีกหลักซึ่งไดจาก FTIR สเปกตราของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539  NRRL 

58543  NRRL 58560 และ NRRL 58013 เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน 

 

หมูฟงกชัน 

ตําแหนงพีก (wavenumber, cm-1) 

NP-EPS           

(NRRL 58539) 

NP-EPS 

(NRRL 58543) 

ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 

พูลลูแลน (NRRL 

58560) 

พูลลูแลน 

(sigma) 

พูลลูแลน

(Hayashibara) 

-OH 

-C-H 

C=O 

-C-OH 

-OH bonding in 

alcohol 

C-O 

α-configuration 

 

β-configuration 

3425.57 

2933.66 

2135.53 

1407.54 

1321.69 

 

1042.40 

- 

 

879.61 

3426.80 

2933.02 

2063.15 

1415.98 

1385.05 

 

1079.73 

- 

 

887.49 

3428.40 

2928.09 

2131.33 

1425.05 

1373.92 

 

1078.76 

- 

 

 

891.88 

 

3433.23 

2928.37 

2144.20 

1426.94 

1370.35 

 

1020.16 

849.16 

 

- 

3433.76 

2928.32 

2074.99 

1427.60 

1365.61 

 

1080.10 

847.95 

 

- 

3434.16 

2928.95 

2147.61 

1423.75 

1366.83 

 

1080.98 

847.94 

 

- 
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รูปที่ 11 FT-IR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 

 

NP-EPS (NRRL 58539) 
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รูปที่ 12  FT-IR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 

NP-EPS (NRRL 58543) 

50 
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รูปที่ 13  FT-IR spectrum ของออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013 

aubasidan (NRRL 58013) 
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 รูปที่ 14  FT-IR spectrum ของพูลลูแลนที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58560 

pullulan (NRRL 58560 ) 
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  รูปที่ 15 FT-IR spectrum ของพูลลูแลนมาตรฐาน Sigma Chemical, USA 

pullulan (Sigma) 
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 รูปที่ 16  FT-IR spectrum ของพูลลูแลนมาตรฐาน Hayashibara Co., Ltd., Japan 

pullulan (Hayashibara) 
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จากการวิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนสเปค - 

โตรสโคป   (Nuclear magnetic resonance spectroscopy)  ชนิด  13C  และ  1H  เปรียบเทียบกับ 

ออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013   พบวาโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิต

จาก NRRL 58539 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 4.650 ppm) β-1, 6  (4.266 - 4.289 ppm) 

α-1, 4 (4.266 - 4.289 ppm) และ α-1, 6 (4.916 ppm)  สวนโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก 

NRRL 58543 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.407 - 4.498 ppm) β-1, 6  (4.250 - 4.274 ppm)  

α-1, 4 (5.110 - 5.149 ppm) และ α-1, 6 (4.916 ppm)  configurations ซึ่งคลายกันกับโครงสราง 

ออบาซิแดน  คือมีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 4.513 ppm) β-1, 6  (4.241 - 4.265 ppm)  
α-1, 4 (5.226 - 5.299 ppm) และ α-1, 6 (4.918 ppm)  configurationsในสวนการตวจสอบ

โครงสรางดวยเทคนิค 13C-NMR พบวา โครงสรางของ NP-EPS มีพีกขึ้นที่บริเวณ C-1 ของ α-1, 6 

(ประมาณ 98.251 – 98.623 ppm) C-3 ของ β-1, 3 (ประมาณ 81.000-84.063 ppm)  O-substituted 

C-6 (ประมาณ 66.070 – 66.605 ppm)  และ C-6 (ประมาณ 63.296 – 63.547 ppm)  คลายกันกับ 

ออบาซิแดน แตโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก สายพันธุ NRRL 58543 ไมพบพีก C-1 ของ  

α-1, 4 (ประมาณ 100.775 – 100.789 ppm) และ C-4 (ประมาณ 78.661 – 79.115 ppm)   ในขณะที่

ในโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจากสายพันธุ NRRL 58539 และออบาซิแดน มีพีกชนิดน้ี  และ ไม

พบพีก C-1 ของ β-1,6 (ประมาณ 104.200 ppm) ในโครงสรางของ NP-EPS ของทั้ง 2 สายพันธุ 

ในขณะที่พบพีกชนิดน้ีในโครงสรางออบาซิแดน (ตารางที่ 15, 16) (รูปที่ 17, 18) 
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ตารางที่ 15 ตําแหนงพีกหลักซึ่งไดจาก 1H–NMR สเปกตราที่ระบุชนิดของหมูฟงกชันของ 

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด   

 

Signal 

1H –NMR chemical shift (ppm.) 

NP-EPS 

(NRRL 58539) 

NP-EPS 

(NRRL 58543) 

ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 

 
α-1, 4 

 

5.049  5.062  5.073  

5.086  5.102  และ

5.110 

 

5.110  5.117  5.119  

5.125  5.135   5.138  

และ 5.149 

5.226  5.234  5.262  

5.271  5.279  5.292  

และ 5.299 

 
α-1, 6 4.916 

 

4.916 

 

 

4.918 

 

 

β-1,3 

 

 

4.497  4.513 และ 

4.650 

 

 

4.407  4.440 และ 

4.498 

 

4.497 และ 4.513 

 

β-1,6  

4.266  4.272  4.278  

และ 4.289 

 

 

4.250  4.258  4.265  

และ 4.274 

 

4.241  4.249 และ 

4.265 
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รูปที่ 17 1H-NMR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก (A) A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

(B) NRRL 58543 เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก (C) A. pullulans สายพันธุ NRRL58013

aubasidan (NRRL 58013) 

NP-EPS (NRRL 58539) 

NP-EPS (NRRL 58543) 

D2O 

α-1, 6 

α-1, 4 

Two signals of β-1, 3 

Three signals of β-1, 3 

 

A 

C 

B 
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ตารางที่ 16 ตําแหนงพีกหลักซึ่งไดจาก 13C –NMR สเปกตราที่ระบุชนิดของหมูฟงกชันของเอ็กโซ

พอลิแซ็กคาไรด 

 

Signal 

13C-NMR chemical shift (ppm.) 

NP-EPS 

(NRRL 58539) 

NP-EPS 

(NRRL 58543) 

ออบาซิแดน 

(NRRL 58013) 

C-1 of α-1,4 

 

100.789 

 

 

- 

 

 

100.775 

 

 

C-1 of α-1,6 

 

98.623 98.251 98.615 

C-1 of β-1,6 

 

- 

 

- 104.200 

 

C-3 of β-1, 3 

 

83.390 

 

81.000 

 

 

83.382  83.829 และ 

84.063 

 

 

C-4 

 

 

78.127  78.471 และ

78.661 

 

- 

 

78.097  78.463 78.654  

และ 79.115 

 

O-substituted C-6 

 

 

66.078 และ 66.605 

 

 

67.8 

 

 

66.070 และ 66.598 

 

 

C-6 

 

 

63.311 และ 63.465 

 

 

63.400 และ 63.547 

 

 

63.296 และ 63.457 
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รูปที่ 18 13C-NMR spectrum ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก (A) A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

(B) NRRL 58543 เปรียบเทียบกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก (C) A. pullulans สายพันธุ NRRL58013

NP-EPS (NRRL 58539) 

NP-EPS (NRRL 58543) 

aubasidan (NRRL 58013) 

C-1 signals of α-1, 4 

C-1 signals of α-1, 6 

Three C-3 signals of β-1, 3 
C-1 signals β-1, 6 

Two signals of C-4 
Two O-substituted C-6 

 signals of C-6 

A 

B 

C 
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4.4 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans 

 

หลังจากทําการศึกษาการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 พบวา A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดมากกวา จึง

คัดเลือก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 มาศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต NP-EPS โดยทํา

การปรับองคประกอบของอาหารสูตร PM และภาวะในการเลี้ยงตามลําดับ ดังน้ี 

 

4.4.1 ศึกษาแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม 

จากการศึกษาผลของแหลงคารบอน และไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการผลิต  NP-EPS โดย

เลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ที่ปรับองคประกอบชนิดของคารบอน 

ซึ่งประกอบดวย ซูโครส ฟรุกโทส และกลูโคส ที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (w/v) และชนิดของ

ไนโตรเจน ซึ่งประกอบดวย เปปโตน แอมโมเนียมซัลเฟต และโซเดียมไนเตรท ที่ความเขมขน 0.06 

เปอรเซ็นต (w/v) พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดมากที่สุดใน

อาหารที่มีซูโครส และโซเดียมไนเตรท ที่ 3.53±0.03 กรัมตอลิตร รองลงมาไดแก อาหารที่มีซูโครส

และเปปโตน ที่ 2.83±0.00 กรัมตอลิตร และ อาหารที่มีกลูโคส และโซเดียมไนเตรทที่ 2.44±0.01 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ สําหรับในสูตรอาหารอ่ืนๆ พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 

สามารถผลิต  NP-EPS ไดนอยกวา 2.0 กรัมตอลิตร สวนการเติบโตของ  A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 เมื่อใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนที่ตางกันพบวาการเติบโตและการผลิต 

NP-EPS สวนใหญมีความสัมพันธกันคือ สูตรอาหารที่สามารถผลิต NP-EPS ไดมาก การเติบโตก็

มากดวยเชนเดียวกัน ยกเวน สูตรอาหารที่ประกอบดวยฟรุกโทส และโซเดียมไนเตรท  ซูโครส และ 

แอมโมเนียมซัลเฟต กลูโคส และ แอมโมเนียมซัลเฟต ที่สามารถผลิต NP-EPS ไดนอย ในขณะที่

การเติบโตไดดี (ตารางที่ 17) (รูปที่ 18) 
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ตารางที่ 17 นํ้าหนักแหง NP-EPS (กรัมตอลิตร ) และนํ้าหนักแหงเซลล (กรัมตอลิตร ) ของ                          

A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมแหลงคารบอน (5.0% 

(w/v))และแหลงไนโตรเจน  (0.06% (w/v)) ชนิดตาง ๆ โดยบมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน 

 

Cabon+Nitrogen 
นํ้าหนักแหง (กรัมตอลิตร)* 

NP-EPS เซลล 

Fructose+peptone 1.31±0.01ab* 6.63±0.03A 

Fructose+(NH4)2SO4 1.39±0.04ab 6.68±0.01A 

Fructose+NaNO3 1.11±0.01a 10.27±0.03CD 

Sucrose+(NH4)2SO4 1.68±0.02e 10.10±0.01G 

Sucrose+peptone 2.83±0.00bc 13.79±0.03C 

Sucrose+NaNO3 3.53±0.03f 11.29±0.03EF 

Glucose+peptone 1.58±0.02bc 8.58±0.01B 

Glucose+(NH4)2SO4 1.81±0.03c 10.77±0.05DE 

Glucose+NaNO3 2.44±0.01d 11.91±0.08F 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 

 

จากผลการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต NP-EPS 

พบวาซูโครสและโซเดียมไนเตรทสามารถเพิ่มปริมาณ NP-EPS ที่ A. pullulan สายพันธุ  NRRL 

58543 ผลิตไดเปน 0.8 เทา จึงเลือกมาเพื่อศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมดวยแผนการทดลองแบบ  

Central composite design (CCD) และนําผลที่ได (ตารางที่ 17) มาวิเคราะหดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง  

(Response surface methodology) โดยมีปจจัยที่ศึกษาจํานวน   2 ปจจัยคือ ความเขมขนของซู โครส 

และ ความเขมขนของโซเดียมไนเตรท  ประกอบดวยชุดทดลองจํานวน  9 ชุดทดลอง  (ตารางที่ 18)  

พบวา ที่ความเขมขนของซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) (X1) และ โซเดียมไนเตรท 0.06 เปอรเซ็นต  

 (w/v) (X2) สามารถผลิต NP-EPS ไดมากที่สุด เทากับ 10.25±0.01 กรัมตอลิตร 
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4ตารางที่ 18 แผน 4การทดลองแบบ 6Central composite design (CCD) และผลการตอบสนองตอปจจัย

ศึกษาที่ได ( 6นํ้าหนัก NP-EPS)6 สําหรับการศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจนที่

เหมาะสมของการผลิต 4NP-EPS โดย A. 4pullulans 4NRRL 458543 

 

ปจจัย รหัสของปจจัย นํ้าหนัก 

NP-EPS 

(กรัมตอลิตร)* 

Sucrose (%) 

(w/v) 

NaNO3 (%) 

(w/v) 
X1 X2 

5.0 0.04 -1 -1 4.82±0.01 

5.0 0.06 -1 0 6.67±0.04 

5.0 0.08 -1 1 6.21±0.01 

6.0 0.04 0 -1 8.14±0.03 

6.0 0.06 0 0 10.25±0.01 

6.0 0.08 0 1 5.66±0.02 

7.0 0.04 1 -1 5.99±0.01 

7.0 0.06 1 0 5.38±0.02 

7.0 0.08 1 1 4.73±0.01 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา 

 

นําผลการทดลองที่ได มาใชในการสรางสมการอธิบายความสัมพันธ (regression) ระหวาง 6

ความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจน 6 และการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 โดยใชโปรแกรม  JMP software (StatSoft Inc., USA) เวอรชั่น 10 ได สมการรีเกรสชัน

ดังน้ี 

 

  Y = 9.507-0.267X1 -0.383X2 -0.675 X1X2-2.664X1
2-1.814X2

2  

 

โดย  Y คือ คาตอบสนองตอการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 (กรัม

ตอลิตร) 

X1 คือ ซูโครส (เปอรเซ็นต (w/v)) 

X2 คือ โซเดียมไนเตรท (เปอรเซ็นต (w/v)) 
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เมื่อวิเคราะหความแปรปรวนของตัวแปร พบวา คา R2 เทากับ 0.82 แสดงวา  การตอบสนอง

ตามสมการดังกลาวเปนผลมาจากตัวแปรในคาตอบสนอง  82.0 เปอรเซ็นต  และตัวแปร X และ Y มี

ความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ที่คา P = 0.11   

 แผนภาพพื้นที่ผิวตอบสนอง  (contour plot) ถูกนํามาใชในการคํานวณหาคาที่เหมาะสมใน

แตละปจจัย  ที่สงผลให  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต NP-EPSไดสูงที่สุด จาก

รูปที่ 19 แสดง ความสัมพันธระหวางปจจัยของความเขมขนของซูโครส และ ความเขมขนของ

โซเดียมไนเตรท ตอการผลิต NP-EPS  

 

 

 
 

รูปที่ 19 ภาพพื้นผิวตอบสนองแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของซูโครส และโซเดียม 

ไนเตรท ตอนํ้าหนักของ NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543  

 

 จากการทดสอบสมการรีเกรสชันที่ทํานายการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans สายพันธุ  

NRRL 58543 โดยทําการทดลองซ้ําในภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตตามที่สมการคํานวณไดอีกคร้ัง

หน่ึง พบวาสามารถผลิต NP-EPS ได 7.70±0.02 กรัมตอลิตร  ซึ่งอยูในชวงที่สมการทํานายได (7.35 

-11.74 กรัมตอลิตร) ดังน้ันแสดงวาสมการที่ไดจากแผนการทดลอง  CCD ขางตน สามารถนํามาใช

ในการอธิบายการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ไดอยางแมนยํา 
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4.4.2 ศึกษาระดับความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารที่เหมาะสม 

 เมื่อศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการเติบโตและการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans 

สายพันธุ NRRL 58543 โดยปรับคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารสูตร PM ที่ใชซูโครสความ

เขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน และโซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต 

(w/v) เปนแหลงไนโตรเจน เปน 5.5  6.5 และ 7.5 กอนทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา

เซลเซียส) พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดดีที่สุด เมื่อความ

เปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 7.5  (9.28±0.04 กรัมตอลิตร) รองลงมาไดแก อาหารที่มีความ

เปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 6.5 (7.70±0.02 กรัมตอลิตร) และผลิต NP-EPS ไดนอยที่สุด

ในอาหารที่มีความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 5.5 (2.16±0.00 กรัมตอลิตร) (ตารางที่ 19) 

สําหรับการเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ในอาหารที่มีความเปนกรดดางเร่ิมตน

ตางๆ กันพบวา  A. pullulans NRRL 58543 สามารถเติบโตในอาหารที่มีความเปนกรดดางเร่ิมตน

เปนกรด ไดดีกวาที่เปนกลาง หรือเปนดางออน ดังน้ันปริมาณการผลิต NP-EPS  จึงไมสัมพันธกับ

การเติบโตในกรณีของ ความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหาร  

 

ตารางที่ 19 ผลของคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารตอการผลิต NP-EPS และการเติบโต ของ 

 A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) 

และโซเดียมไนเตรท  0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 

(30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 9 วัน 

 

ความเปนกรดดางเร่ิมตน 

ในอาหารสูตร PM 

นํ้าหนักแหง (กรัมตอลิตร) 

NP-EPS เซลล                         

5.5 1.09±0.01c* 8.95±0.01A* 

6.5 7.70±0.02b 6.94±0.02B 

7.5 9.28±0.04a 5.96±0.00C 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิง

แสดงผลการทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 (P ≤0.05) 
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4.4.3. ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

  เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58543 โดยเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสความเขมขน  6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน  

และโซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน โดยมีความเปนกรด

ดางเร่ิมตนของอาหารเปน 7.5 ในตูบมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส )  25  30 และ 35 องศา

เซลเซียส พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต NP-EPS ไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส คือ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร รองลงมา  ไดแกที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คือ 

9.81±0.04 กรัมตอลิตร อุณหภูมิหอง  (30±2 องศาเซลเซียส ) และผลิตไดนอยที่สุดที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส คือ 0.95±0.02 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 20) สําหรับการเติบโตของ A. pullulans สาย

พันธุ NRRL 58543 ที่อุณหภูมิตางๆ กันพบวา สามารถเติบโตไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

โดยมีนํ้าหนักแหง 6.49±0.02 กรัมตอลิตร รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (6.26±0.04 

กรัมตอลิตร) และเติบโตไดนอยที่สุดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (0.87±0.01กรัมตอลิตร) โดยสรุป

พบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดสูงสุดที่อุณหภูมิ  25 องศา

เซลเซียส แตการผลิตและการเติบโตจะลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น 
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ตารางที่ 20 ผลของอุณหภูมิตอการผลิต NP-EPS และการเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58543 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่เติมซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน และ

โซเดียมไนเตรท 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน โดยมีความเปนกรดดางของอาหาร

เร่ิมตนเปน 7.5 เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส ) 25  30 

และ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 วัน 

 

อุณหภูมิ (°C) 

NRRL 58543 

NP-EPS 

(กรัมตอลิตร) 

เซลล                        

(กรัมตอลิตร) 

อุณหภูมิหอง (30±2) 9.28±0.04b* 5.96±0.00B* 

25 14.72±0.03a 6.49±0.02A 

30 9.81±0.04b 6.26±0.04AB 

35 0.95±0.02c 0.87±0.01C 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิง

แสดงผลการทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

(P ≤0.05) 

 

เมื่อประมวลผลจากการทดลองทั้งหมดพบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถ

ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีการเปลี่ยนชนิดของแหลงไนโตรเจน โดยเปลี่ยน

จากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) รวมกับการ เพิ่มความ

เขมขนของซูโครสเปน 6 เปอรเซ็นต (w/v) และปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเร่ิมตนเปน 7.5 

และเมื่อทําการเลี้ยงเปนเวลา 9 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะสามารถ ผลิต NP-EPS ไดสูงสุด

ที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกวาการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการปรับ

องคประกอบถึง 6.06 เทา 

 

4.5  การทดสอบสมบัติของ NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei  

 จากการทดสอบสมบัติในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei ของ  

NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 โดยเปรียบเทียบการเติบโตระหวาง  

 L. acidophilus และ L. casei ที่เลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่ใส NP-EPS ความเขมขน 0.8 เปอรเซนต  
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(w/v) กับอาหารเหลว MRS ที่เติม พูลลูแลน (Hayashibara Co., Ltd., Japan) บีตากลูแคน  (food-

grade) (Core-Chematis Co., Ltd., Thailand) และกลูโคส ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต (w/v)  พบวา 

NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 และบีตากลูแคน สามารถกระตุนการ

เติบโตของ L. acidophilus และ L. casei ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เติม

กลูโคส ในขณะที่พูลลูแลนไมสามารถกระตุนการเติบโตได 

 

ตารางที่ 21  ผลของ 4 4NP-EPS ตอการเติบโตของเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก  L. 4acidophilus และ 4 

 4L. casei 

 

MRS medium 

Supplementation (w/v) 

Bacterial cell density (CFU/ml), 24 ชั่วโมง หลังการลงเชื้อ 

L. acidophilus L. casei 

0.8% glucose (control) 1.6±0.05×1010 d* 1.9±0.10×1010 C 

0.8% pullulan 2.1±0.07×1010 c 5.0±0.50×108 D 

0.8% β-glucan (S. cerevisiae) 1.2±0.04×1011 a 1.9±0.04×1011 A 

0.8% NP-EPS 1.1±0.05×1011 b 9.7±0.90×1010 B 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 

 

4.6  ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 

  

4.6.1 การเตรียมฟลม 

 จากการทดลองนํา  NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 มาขึ้นรูปฟลม

ที่ความเขมขน  1  3  และ 5 เปอรเซ็นต (w/v) พบวาที่ระดับความเขมขน 1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) 

ไมสามารถลอกออกมาเปนแผนฟลมได โดยจะติดแนนกับแมพิมพอะคริลิคสําหรับขึ้นรูป และที่

ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต แผนฟลมที่ขึ้นไดมีลักษณะกรอบ เปราะ และแตกไดงาย ดังน้ันจึงนํา 

NP-EPS ไปผสมกับพูลลูแลนซึ่งมีคุณสมบัติสามารถขึ้นเปนแผนฟลมได โดยใชพูลลูแลนที่ความ

เขมขน 3 เปอรเซ็นต (w/v) ตามการรายงานของปริศนา มังสา  (2555) ผสมกับ NP-EPS ที่ความ

เขมขนตางๆ ไดแก 0.1  0.5  1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) พบวาเน้ือฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS จะ

ขุนขึ้นเมื่อเติมความเขมขนของ  NP-EPS สูงขึ้น จากน้ันนําฟลมที่ไดไปศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ

เปรียบเทียบกับฟลมพูลลูแลนที่เตรียมจากพูลลูแลนเกรดการคา 
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   รูปที่ 20 พูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS ความเขมขนตางๆ 

 

    4.6.2 ทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile properties) ของฟลมที่ผลิต 

ศึกษา ความสามารถในการยืด  (elongation) ของฟลม NP-EPS ที่ผสมกับพูลลูแลน   

โดยเปรียบเทียบกับฟลมพูลลูแลนบริสุทธิ์พบวา คาความทนตอแรงดึงและเปอรเซ็นตการยืดตัวของ

พูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS มีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อความเขมขนของ  NP-EPS ในฟลม

สูงขึ้น (ตารางที่ 22)  โดยฟลมที่เติม NP-EPS ที่ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต (w/v) ไมสามารถทําการ

วิเคราะหผลได เน่ืองจากฟลมมีลักษณะเปราะ และแตกหักงาย จนไมสามารถตัดแผนฟลมเพื่อนําไป

วิเคราะหคาความแข็งแรงตอแรงดึงได 

 

4.6.3 ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมที่ผลิต 

การศึกษา ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลม โดยนําฟลมพูลลูแลน ความเขมขน 3 

เปอรเซ็นต (w/v) ที่ผสม NP-EPS ที่ความเขมขนตางๆ ไดแก 0.1  0.5  1  1.5 และ 3 เปอรเซ็นต 

(w/v) มาละลายในนํ้า พบวา ฟลม เกิดการบวมตัวและละลายกลายเปนเจล ไดชาลงอยางมีนัยสําคัญ

เมื่อเติม NP-EPS ที่ความเขมขนสูงขึ้น  (ตารางที่ 23)  และไมสามารถละลายไดหมด แตจะพบเปน

ตะกอนเล็กๆ ของ NP-EPS เหลืออยู โดยที่ความเขมขนของ NP-EPS สูงขึ้นก็จะพบตะกอนเหลืออยู

มากขึ้นดวย 
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ตารางที่ 22 Tensile strength และเปอรเซ็นต elongation ของฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS 

ที่ความเขมขนตางๆ 

 

Film composition 

(w/v) 

Tensile strength 

(kgf/mm2) 

Elongation 

(%) 

3% Pullulan (Hayashibara) 128.77±5.31a* 12.59±0.10A* 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.1% NP-EPS 78.70±8.78b 11.80±2.55B 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.5% NP-EPS 44.88±0.01c 8.67±0.77C 

3% Pullulan (Hayashibara) + 1.0% NP-EPS 12.43±4.77d 6.97±0.30C 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

(P ≤0.05) 

 

ตารางที่ 23 สมบัติการละลายนํ้าของฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS ที่ความเขมขนตางๆ 

 

Film composition 

(w/v) 

เวลาที่ใชในการละลาย 

(นาที) 

3% Pullulan (Hayashibara) 0.87±0.10e* 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.1% NP-EPS 1.03±0.07e 

3% Pullulan (Hayashibara) + 0.5% NP-EPS 1.53±0.09d 

3% Pullulan (Hayashibara) + 1.0% NP-EPS 1.90±0.09c 

3% Pullulan (Hayashibara) + 1.5% NP-EPS 2.4±0.09b 

3% Pullulan (Hayashibara) + 3.0% NP-EPS 3.95±0.12a 

*คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ํา ตัวอักษรยกที่ตางกันในแนวด่ิงแสดงผล

การทดลองที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P ≤0.05) 
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บทท่ี 5 

 

อภิปรายผลการวิจัย 

 

5.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543 

 

จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ A. pullulans สายพันธุเขตรอนโดย  

Manitchotpisit และคณะ (2009) ซึ่งวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 5 ตําแหนง เชน  Internal 

Transcribed Spacer (ITS) Intergenic Spacer 1 (IGS1) Translation Elongation Factor-1 Alpha  

(EF-1α)  Beta Tubulin (BT2)  และ RNA Polymerase II (RPB2)  รวมกับความสามารถในการ

ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด  และการผลิตเอนไซมไซแลนเนส พบวา สามารถจัดกลุมความ

หลากหลายของสายพันธุออกเปน 12 กลุม (Clade) โดยในกลุมที่ 12 ซึ่งประกอบดวย 

Aureobasidium สายพันธุ   NRRL 58539 และ NRRL 58543  มีการสรางเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด

ชนิดที่ไมใชพูลลูแลน  เมื่อพิจารณาลักษณะทางสรีรวิทยา รวมกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

Manitchotpisit และคณะ ไดเสนอวา    A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

อาจมีความแตกตางจาก A. pullulans สายพันธุอ่ืนๆ ในระดับชนิด ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงมุงศึกษา

ลักษณะบางประการของ Aureobasidium สายพันธุ   NRRL 58539 และ NRRL 58543 เพิ่มเติม เพื่อ

ใชประกอบการจัดจําแนก โดยไดตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน และไนโตรเจน

ของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 เปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิง ที่

สรางพูลลูแลน  (A. pullulans NRRL 58560) พบวาทั้ง Aureobasidium สายพันธุ   NRRL 58539 

และ NRRL 58543 สามารถใชแหลงอาหารไดคลายคลึงกับ A. pullulans สายพันธุอางอิง ตางกัน

เพียงการใช D-Trehalose⋅2H2O glycerol และ urea โดยสายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

ไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิงใชไดดี และ ทั้งสองสายพันธุสามารถใช  D-mannitol 

เปนแหลงคารบอนไดดี ในขณะที่สายพันธุอางอิงสามารถใชไดนอย รวมถึง glycerol และ glycine 

ที่ทั้งสองสายพันธุใชไดนอย ในขณะที่สายพันธุอางอิงใชไดดี  แมวาจากรายงานของ Federici 

(1982) พบวา A. pullulans ไมสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสได แตจากการศึกษาน้ีจะพบวา   

A. pullulans ทั้งสามสายพันธุสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนได ดังน้ันจึงเปนไปไดวาเชื้อ

ทั้งสามสายพันธุสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสไดแตไมมาก เน่ืองจากสามารถใชเซลลูโลสเปน

แหลงคารบอนได  ทั้งน้ีเคยมีรายงานถึง  A. pullulans ที่สามารถผลิตเอนไซม β-glucosidase ซึ่งเปน
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เอนไซมที่สามารถยอย crystalline cellulose cellobiose และ cello-oligosaccharide และ 

α-glucosidase ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถยอย  cellobiose ไดเชนกัน (Saha และคณะ , 1994; Hayashi 

และคณะ, 1999; Okagbure และคณะ, 2001 และ Iembo และคณะ, 2002) นอกจากน้ีในป ค .ศ. 2005 

Kudanga และ Mwenje ไดผลิตเซลลูเลสจาก  A. pullulans สายพันธุที่คัดแยกจากเขตรอน (tropical 

isolate) โดยใชเปลือกของตน Msasa (Brachystegia sp.) เปนแหลงคารบอน ทําใหสามารถผลิต 

endoglucanase และ exoglucanase ได โดย   A. pullulans ดังกลาวจะสามารถใช Carboxymethyl 

cellulose และ α-cellulose เปนแหลงคารบอนได Cernakova และคณะ (1980)  พบวา A. pullulans 

มีแอคติวิตีของเซลลูเลส α-glucosidase β-glucosidase และ exo-1,4-α-glucosidase ทําใหสามารถ

สรุปไดวา  A. pullulans มีทั้งสายพันธุที่สามารถใช α-cellulose เปนแหลงคารบอนไดและไมได 

อยางไรก็ดีบางรายงานก็พบวา A. pullulans ไมสามารถใช α-cellulose ได แตสามารถใช cellobiose 

เปนแหลงคารบอนได (Dennis และ Euhagiar, 1973; De Hook และ Yurlova, 1994; Saha และคณะ, 

1994 และ Freer และ Bothast, 1994) สําหรับ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 สามารถใช α-cellulose ได   

จากการศึกษาของ Yurlova และ De Hoog (1997) พบวาสายพันธุที่ไม สรางพูลลูแลน เชน 

A. pullulans var. aubasidani ไมสามารถใชเมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ 

แลคโตส (lactose) เปนแหลงคารบอนได ซึ่งตางจาก  Aureobasidium สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ที่แมจะไมสรางพูลลูแลน แต มีการใชแหลงอาหารคลายคลึงกับ A. pullulans สาย

พันธุอางอิงที่ สรางพูลลูแลน ประกอบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ไมมีความแตกตางกันอยาง

ชัดเจน จึงอาจเปนไปไดวาทั้ง 2 สายพันธุนาจะยังเปนชนิด  A. pullulans แตจะเปน variety ใดน้ัน

ตองทําการศึกษาลักษณะระดับโมเลกุล เชน ลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณอ่ืนๆ เพิ่มเติมจากที่ 

Manitchotpisit และคณะ (2009) ไดศึกษาไว อยางไรก็ดี ในป 2008 Zalar และคณะพบวา แมวา  

A. pullulans var. aubasidani จะใชอาหารและผลิต EPS ไดแตกตางจาก A. pullulans var. pullulans 

แตผลการวิเคราะหดีเอ็นเอ ระบุวาทั้ง  A. pullulans var. pullulans  และ A. pullulans var. aubasidani 

อาจจะเปน variety เดียวกัน ดังน้ันการใชแหลงอาหารและชนิดของ EPS ที่สรางอาจไมเพียงพอตอ

การนํามาใชจัดจําแนก A. pullulans ในระดับที่ตํ่ากวาชนิด ในสวนความสามารถในการใช  Ethanol 

และ Methanol ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 สอดคลองกับรายงาน

ของ De Hoog และ Yurlova (1994) ที่รายงานวา A. pullulans ไมสามารถใช  Methanol เปนแหลง

คารบอนได สวน Ethanol A. pullulans ทั้งสองสายพันธุ สามารถใชไดเล็กนอย ดังน้ันจากการศึกษา

การใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนตางๆ ที่กลาวขางตน ยังไม เพียงพอที่จะใช ระบุ variety 

ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ได 
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สําหรับการเปรียบเทียบ ลําดับนิวคลโีอไทดของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ไดเลือกบริเวณ ITS LSU และ ELO เน่ืองจากเปนบริเวณที่มีผูรายงานลําดับนิวคลีโอ

ไทดไวหลายสายพันธุกอนหนาน้ี ทําใหมีขอมูลที่ใชในการเปรียบเทียบไดมาก  (White และคณะ , 

1990 ; Boekhout และคณะ , 1995 และ Zara และคณะ , 2008) แมวา  ITS เปนบริเวณที่ 

Manitchotpisit และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาไวแลว แตเน่ืองจาก  A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58539 และ NRRL 58543 มีความแตกตางทางพันธุกรรมจากสายพันธุอ่ืนๆ คอนขางมาก จึงเปนไป

ไดวาลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง LSU และ ELO จะมีความแตกตางกับสายพันธุอ่ืน ซึ่งอาจทําให

เกิดขอสงสัยวาเปน ลําดับนิวคลีโอไทด ของจุลินทรียอ่ืนที่ปนเปอนมาหรือไม  ดังน้ันเพื่อเปนการ

อางอิงวาลําดับนิวคลีโอไทด ที่ตําแหนง LSU และ ELO จะเปนของสองสายพันธุน้ีจริง จึงตองทํา

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณ ITS น้ีซ้ําอีกคร้ัง ซึ่งจากการทํา PCR พบวาสามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 5.8s และ ITS2 บางสวน ไดอยางจําเพาะ  ไดผลิตภัณฑที่มีความยาว  

1,293  และ 1,076 คูเบสตามลําดับ  และมีลําดับนิวคลีโอไทด ตรงกับ ITS1 ของ Aureobasidium sp. 

NRRL 58539 และ Aureobasidium sp. NRRL 58543 ในฐานขอมูล Genbank ที่ Manitchotpisit และ

คณะ (2009) ไดรายงานไว  100 และ 98 เปอรเซ็นต (identity) ตามลําดับ  ทั้งน้ี Manitchotpisit และ

คณะ (2009) ไดรายงาน ลําดับนิวคลีโอไทด ไวเฉพาะบริเวณ ITS1 จึงไมไดทําการเปรียบเทียบ

บริเวณ 5.8s และ ITS2 บางสวน 

สําหรับบริเวณ LSU และ ELO เปนบริเวณที่ยังไมไดมีการศึกษา ไวกอนหนาน้ี  ใน

การศึกษาน้ี จึงไดเลือกบริเวณดังกลาวเพื่อนํามาศึกษาเพิ่มเติม  พบวา บริเวณ LSU สามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอที่มี ความยาว  841 และ 670 คูเบส ไดอยางจําเพาะ และลําดับนิวคลีโอไทดมีความ

คลายคลึงกับ  Aureobasidium sp. HB110 และ A. pullulans I-Y383b ในฐานขอมูล Genbank โดยมี

เปอรเซ็นตความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด 99 และ 87 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  อยางไรก็ดีไม

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ELO ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 

58543 ได เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ  A. pullulans var. pullulans สายพันธุ NRRL 58560 ที่

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ELO ได โดยมีความยาว ประมาณ 700 คูเบส ซึ่งใกลเคียงกับ

รายงานของ Zalar และคณะ (2008)  ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ ELO ของ A. pullulans ได

โดยมีขนาด 699 คูเบส การที่ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ  ELO ของ A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58539 และ NRRL 58543 ไดน้ัน อาจเปนผลมาจากความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง  

A. pullulans สองสายพันธุ น้ี กับ A. pullulans var pullulans สายพันธุอ่ืนๆ ทําใหไพรเมอรไม

สามารถจับกับสายดีเอ็นเอแมพิมพบริเวณน้ีได  

 

http://www.studiesinmycology.org/content/61/1/21.full#ref-5
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5.2 ศึกษาการเติบโตและการผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 

 

จากการศึกษาการเติบโตและชวงเวลาของการผลิต NP-EPS ในอาหารสูตร PM พบวา ทั้ง 2

สายพันธุสามารถผลิต NP-EPS ในชวง  late log phase และจะมีการผลิตอยางตอเน่ืองจนถึงชวง 

stationary phase โดย A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 สามารถผลิต  

NP-EPS ไดดีที่สุดในวันที่ 9 ของการเลี้ยงคือ 4.32 และ4.86 เปอรเซ็นต  conversion ตามลําดับ ซึ่ง

คอนขางนอย เมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตพูลลูแลน โดย มีรายงานวา   A. pullulans สายพันธุที่คัด

แยกไดในประเทศไทยสามารถผลิต พูลลูแลนได อยูในชวง 7.4 – 15.8 เปอรเซ็นต  conversion 

(Prasongsuk และคณะ, 2005) และเมื่อพิจารณารูปแบบการผลิต NP-EPS  พบวา NP-EPS มีการผลิต

แบบ secondary metabolite คลายกับการผลิตพูลลูแลน คือ จะเร่ิมผลิตในชวง late log phase ทั้งน้ี

การผลิตพูลลูแลนจะผลิตไดมากขึ้นในภาวะที่การเติบโตจํากัด หรือชวงที่เขาสู stationary phase 

(Zwietering, 1974 และ Leathers, 2002) และการผลิตจะเร่ิมลดลงในวันที่  10 ซึ่งอาจเกิดจากภาวะที่

อาหารถูกใชหมด หรือมีการสรางเอนไซมบางชนิดมายอย NP-EPS เชน β-1, 3-D-glucanase ซึ่ง

เปนเอนไซมที่ Dake และคณะ (2002) พบวา A. pullulans สายพันธุ NCIM-1041 สามารถผลิตได

เมื่อเลี้ยงในอาหารที่เติม β-glucan เปนตัวชักนํา 

 

5.3 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 

 

จากการศึกษาโครงสรางของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตโดย  A. pullulans สายพันธุ    

NRRL 58539 และ NRRL 58543 ดวยวิธี 1H-NMR ของ Manitchotpisit และคณะ (2009) พบวา  

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตมีพีกที่แตกตางจากพูลลูแลนที่ผลิตจากสายพันธุอ่ืนๆ โดยไมพบพีกที่

แสดงถึงพันธะแอลฟา จึงไดสรุปไววา  A. pullulans ทั้งสองสายพันธุมีการสราง 

เอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดที่ไมใชพูลลูแลน ดังน้ันเพื่อระบุชนิด NP-EPS ที่ผลิตไดน้ี จึงทําการ

วิเคราะหโครงสรางเพิ่มเติมโดยทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ (Leathers และคณะ, 1988) 

ของ NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans  ทั้งสองสายพันธุ  พบวา NP-EPS มีความไวตอเอนไซม   

β-glucanase มากเมื่อเปรียบเทียบกับออบาซิแดน (aubasidan) ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58013 แตมีความไวตอเอนไซม pullulanase นอยมากเมื่อเทียบกับพูลลูแลนที่ผลิตจาก  

 A. pullulans  สายพันธุอางอิง  (NRRL 58560) และ พูลลูแลนมาตรฐาน  (Sigma Chemical, USA 
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และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) ซึ่งจากผลดังกลาวขางตนสามารถระบุชนิดของ NP-EPS ไดใน

เบื้องตนวานาจะเปนบีตากลูแคน ซึ่งสอดคลองกับผลการตรวจสอบโครงสรางดวยเทคนิค

อินฟราเรดสเปกโตรสโคป ที่พบวา NP-EPS ที่ผลิตโดย สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 

มีรูปแบบของ FT-IR spectra แตกตางกับคาของพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma Chemical, USA และ 

Hayashibara Co., Ltd., Japan)  โดยใน NP-EPS ที่ผลิตจาก  A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539  

และ NRRL 58543 ไมพบหมูฟงกชัน α-configuration แตพบหมูฟงกชันที่เปน β-configuration 

เชนเดียวกันกับออบาซิแดนที่ผลิตจาก A. pullulans var. aubasidani สายพันธุ  NRRL 58013 โดย

จากการทดลองจะพบพีกที่ตําแหนง λ = 879.61 887.49 และ 891.88 cm-1 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลอง

กับรายงานของ Yurlova และ De Hoog (1997) ที่พบวา  A. pullulans var. aubasidani สามารถ

ผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดออบาซิแดน ซึ่งจะพบหมูฟงกชัน   β-configuration ที่บริเวณ

ความถี่ที่ λ = 890 cm-1 และรายงานของ Leal-Serrano และคณะ (1980) ที่ระบุวา β-configuration 

ของเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจาก A. pullulans จะมีความถี่ที่  λ = 890 cm-1 และจากการ

ตรวจสอบโครงสรางดวยเทคนิคนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนสเปคโตรสโคปชนิด  13C  และ  1H  

ของ NP-EPS เทียบกับออบาซิแดน  ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58013 พบวา 

โครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก NRRL 58539 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 4.650 

ppm) β-1, 6  (4.266 - 4.289 ppm) α-1, 4 (4.266 - 4.289 ppm) และα-1, 6 (4.916 ppm)  สวน

โครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก NRRL 58543 มีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.407 - 4.498 

ppm) β-1, 6  (4.250 - 4.274 ppm) α-1, 4 (5.110 - 5.149 ppm) และα-1, 6 (4.916 ppm)  

configurations ซึ่งคลายกันกับโครงสรางออบาซิแดน  คือมีพีก 1H-NMR ที่แสดง β-1, 3 (4.497 - 

4.513 ppm) β-1, 6  (4.241 - 4.265 ppm) α-1, 4 (5.226 - 5.299 ppm) และα-1, 6 (4.918 ppm)  

configurations (Manitchotpisit และคณะ, 2009 และ Reis และคณะ, 2002)  ในสวนการตรวจสอบ

โครงสรางดวยเทคนิค 13C-NMR พบวา โครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจากสายพันธุ NRRL 58539 

มีพีกขึ้นที่บริเวณ C-3 ของ β-1, 3 (81.000 - 84.063 ppm) C-1 ของ α-1, 6 (98.251 - 98.623 ppm) 

คลายกันกับออบาซิแดน แตโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจาก สายพันธุ NRRL 58543 ไมพบพีก 

C-1 ของ α-1, 4 (100.775 – 100.789 ppm) ในขณะที่ในโครงสรางของ NP-EPS ที่ผลิตจากสาย

พันธุ NRRL 58539 และออบาซิแดน มีพีกชนิดน้ี  และ ไมพบพีก C-1 ของ β-1,6 (104.200) ใน

โครงสรางของ NP-EPS ของทั้งสองสายพันธุ ในขณะที่พบพีกชนิดน้ีในโครงสรางออบาซิแดน  

(Prasongsuk และคณะ , 2007 และ Reis และคณะ , 2002) เมื่อทําการประมวลผลการวิเคราะห

โครงสรางทั้งหมดสามารถกลาวไดวา NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 คือ บีตากลูแคนที่มีโครงสรางคลายคลึงกับออบาซิแดน (aubasidan-like β-glucan) 
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5.4 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans  

 

จากการศึกษาการผลิต NP-EPS พบวาผลผลิตที่ได มีปริมาณ คอนขาง นอย  จึงสนใจ

ทําการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนและไนโตรเจนซึ่งเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอกิจกรรมของ

เซลลที่ใชในการเติบโต และการสรางสารประกอบตางๆ เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิต  NP-EPS ใหมาก

ขึ้น โดยจากการศึกษาพบวา  A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต NP-EPS ไดมาก

ที่สุดในอาหาร PM ที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอน และโซเดียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน ที่ 

3.53±0.03 กรัมตอลิตร ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ  Reese และ Maguire (1971) ที่พบวา ซูโครส

เปนแหลงคารบอนที่ดีกวากลูโคส เน่ืองจาก A. pullulans  สามารถผลิตเอนไซมซูเครส (invertase, 

EC. 3.2.1.26) ได ซึ่งเมื่อทําการสังเกตจากการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดอ่ืนที่ A. pullulans 

ผลิตก็พบวาสวนใหญสามารถใชซูโครสไดดี เชน รายงานของ Leathers และคณะ (1998) ที่พบวา

ซูโครสเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดชนิดพูลลูแลนจาก  

A. pullulans สายพันธุ NRRL 6992 และ จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโดย  

 A. pullulans สายพันธุ P56  ของ Schuster และคณะ (1993) พบวาซูโครสใหผลผลิตสูงสุด   

(0.19 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)   เชนกัน สําหรับแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมกับการผลิต NP-EPS น้ัน 

พบวา NRRL 58543 สามารถใชโซเดียมไนเตรทไดดี ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Yurlova และ

คณะ (1995) ที่พบวา  A. pullulans var. aubasidani สามารถใชโซเดียมไนเตรทในการผลิต 

ออบาซิแดนไดดีที่สุด ในขณะที่ถาเปน A. pullulans var. pullulans จะสามารถใชแอมโมเนียม

ซัลเฟตเปนแหลงในโตรเจนในการผลิตพูลลูแลนไดดีกวา  

 

แมวาการปรับชนิดของแหลงไนโตรเจนจากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทจะสามารถ

เพิ่มผลผลิตของ NP-EPS สูงขึ้น 2.10 เทาจากสูตรอาหารเดิม แตปจจัยที่สําคัญอีกปจจัยหน่ึงที่อาจ

สงผลกระทบตอการผลิตคือความเขมขนและอัตราสวนของทั้งแหลงคารบอนและไนโตรเจน  

ในการศึกษาน้ีเลือกใชวิธี response surface methodology (RSM) ซึ่งเปนวิธีทางสถิติที่นิยมนํามา

ประยุกตใชในการศึกษาตัวแปรที่ซับซอน เขามาชวยทํานายความเขมขนที่เหมาะสมและผลผลิตที่

คาดวาจะได  โดยวางแผนการทดลองแบบ  central composite design (CCD) (Ghadge และ 

Raheman, 2006) เพื่อวิเคราะห multiple regression และ correlation ในการประเมินผลของตัวแปร

ตน ( independent variable) (Yuan และคณะ , 2008) ซึ่งมีสองหรือมากกวาหน่ึงตัวแปรตอการ

เปลี่ยนแปลงของตัวแปรตาม  (dependent variable) (Tiwari  และคณะ, 2007) โดยเทคนิค  RSM 
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สามารถลดจํานวนกลุมการทดลองและไดผลการทดลองซึ่งเปนที่ยอมรับทางสถิติ  (Jeong และคณะ

, 2009) ซึ่งพบวา ความเขมขนของซูโครส 6 เปอรเซ็นต (w/v) และ โซเดียมไนเตรท 0.06 

เปอรเซ็นต  (w/v) สามารถผลิต NP-EPS ไดมากที่สุด  เทากับ 10.25±0.01 กรัมตอลิตร ซึ่งอัตราการ

เปลี่ยนแปลงการผลิตสูงขึ้น และจากการตรวจสอบสมการอธิบายการผลิต NP-EPS จาก  

 A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 โดยทดลองซ้ําอีกคร้ังหน่ึง  พบวาสามารถผลิต NP-EPS ได 

7.70±0.02 กรัมตอลิตร  ซึ่งอยูในชวงที่สมการทํานายได (7.35 - 11.74 กรัมตอลิตร) ดังน้ันแสดงวา

สมการที่ได  สามารถนํามาใชในการอธิบายการผลิต  NP-EPS จาก  A. pullulans สายพันธุ  

NRRL 58543 ไดอยางแมนยํา 

 

จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหาร โดยเลี้ยง A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 ในอาหารสูตร  PM ที่ใชซูโครสความเขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน 

และ โซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน พบวา  สามารถผลิต 

NP-EPS ไดดีที่สุด เมื่อความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 7.5 คือ 9.28±0.04 กรัมตอลิตร  

ในขณะที่ A. pullulans NRRL 58543 สามารถเติบโตในอาหารที่มี pH เร่ิมตนเปนกรด ไดดีกวาที่

เปนกลาง หรือเปนดางออน ดังน้ันปริมาณการผลิต NP-EPS  จึงไมสัมพันธกับการเติบโตในกรณี

ของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหาร  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Youssef  และคณะ (1998) ที่

ศึกษาผลความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารตอการผลิตพูลลูแลน จาก A. pullulans สายพันธุ P-56 

พบวา ความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ  7.5 เหมาะสมกับการผลิตพูลลูแลนมากที่สุด 

อยางไรก็ตามจากการศึกษาอ่ืนๆ พบวาผลของความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารที่เหมาะสมมี

ความแตกตางกันไปตามสายพันธุที่ใชผลิต  เชน การศึกษาการผลิตพูลลูแลนจาก A. pullulans สาย

พันธุ NRM2 ที่คัดแยกไดจากเขตรอนของ Prasongsuk และคณะ (2007) พบวาความเปนกรดดาง

เร่ิมตนของอาหารเทากับ 6.5  สามารถผลิตพูลลูแลนไดมากที่สุด และงานวิจัยของ Thirumavalavan 

และคณะ (2009)  ที่พบวา A. pullulans สายพันธุ MTCC 2195 ผลิตพูลลูแลนมากที่สุดเมื่อความเปน

กรดดางเร่ิมตนของอาหารเทากับ 7.0  

 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิต NP-EPS โดยเลี้ยง A. pullulans สายพันธุ NRRL 

58543 ในอาหารสูตร PM ที่มีซูโครสความเขมขน 6 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงคารบอน และ

โซเดียมไนเตรทความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน ความเปนกรดดางเร่ิมตน

ของอาหาร เทากับ 7.5 พบวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สามารถ เติบโตไดดีที่สุดและผลิต  

NP-EPS ได มากที่สุด ที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร แตการผลิตและการเติบโตจะลดลงเมื่ออุณหภูมิ
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เพิ่มสูงขึ้น รายงานของ Ueda และคณะ (1963) ที่พบวาอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหผลผลิตพูลลู

แลนสูงกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และการผลิตมีแนวโนมลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และ West 

และ Hamer (1993) ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิในการผลิตพูลลูแลนที่อุณหภูมิ 23 – 33 องศา

เซลเซียส พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมโดยทั่วไปคือ 24 – 26 องศาเซลเซียส 

 

เมื่อประมวลผลจากการทดลองทั้งหมดพบวา A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถ

ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุดในอาหารสูตร PM ที่มีการเปลี่ยนชนิดของแหลงไนโตรเจน โดยเปลี่ยน

จากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขน 0.06 เปอรเซ็นต (w/v) รวมกับการ เพิ่มความ

เขมขนของซูโครสเปน 6 เปอรเซ็นต (w/v) และปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเร่ิมตนเปน 7.5 

และเมื่อทําการเลี้ยงเปนเวลา 9 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะสามารถ ผลิต NP-EPS ไดสูงสุด

ที่ 14.72±0.03 กรัมตอลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกวาการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการปรับ

องคประกอบถึง 6.06 เทา 

 

5.5 การทดสอบสมบัติของ NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ  L. acidophilus และ  

 L. casei  

จากรายงานที่ผานมาพบวา  มีพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตจากราหลายชนิดที่มีคุณสมบัติในการ

เปนพรีไบโอติกได  (Bogaert และคณะ, 2009)  เชน บีตากลูแคนซึ่งสามารถผลิตไดจากจุลินทรีย

หลายชนิด เชน S. cerevisiae, Bipolaris spicifera and  Sporothrix schenckii (Odabasi et al., 2006) 

รวมถึง A. pullulans ก็มีรายงานวาสามารถผลิตบีตากลูแคนไดเชนกัน (Finkelman และ Vardanis, 

1987) ซึ่งจากการทดลองในหนูทดลองของ Snart และคณะ (2006) พบวาบีตากลูแคนที่ผลิตจากขาว

บารเลยมีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก สามารถกระตุนการเติบโตของ Lactobacillus spp. สารอาหารที่

สามารถเปนพรีไบโอติกที่ดีน้ัน จะตองไมถูกยอยหรือถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารสวนตน 

(Fooks และคณะ , 1999) สามารถยับยั้งการเติบโตของจุลินทรียกอโรค เชน Clostridium ซึ่งเปน

จุลินทรียที่สรางสารพิษ   รวมทั้งสงเสริมการเติบโตของจุลินทรียที่ดีในลําไส เชน Bifidobacterium 

และ Lactobacillus (Gibson และ Roberfroid, 1995) โดยทั่วไปมีจุลินทรียอยูหลายชนิดที่มีสมบัติ

เปนพรีไบโอติก โดยแบงเปนจุลินทรียที่อยูในกลุมของ  Bifidobacterium ซึ่งประกอบดวย  

B. animalis B. longum B. lactis  B. infantis B. breve B. bifidum B. thermophilum และ  

B. adolescents กลุม Lactobacillus ไดแก  L. acidophilus  L. casei L. farciminis L. gasseri  

L.  johnsonii L. plantarum L.reuteri L. rhamnosus L. salivarius L. delbrueckii sub Bugaricus  
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B. brevis B. cellobiosus B. curvatus B. fermentum L. helviticus และแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ 

Streptococcus thermophilus Enterococcus feacium Lactobacillus lactis Propionibacterium 

freudenreichii Escherichia coli  Bacillus clauii และ Bacillus oligonitrophilis รวมถึงยีสตบางชนิด 

คือ S. cerevisiae และ S. boulardi (Penner และคณะ , 2005) โดยในการทดลองน้ีเราคัดเลือก

จุลินทรียในกลุม Lactobacilus ซึ่งไดแก  L. acidophilus  และ L. casei ซึ่งเปนแลคติกแอสิด

แบคทีเรียที่นําไปใชในอุตสาหกรรมผลิตโยเกิรต และนมเปร้ียว (Sultana และคณะ , 2000) 

การศึกษาบีตากลูแคนที่ผลิตจากจุลินทรียโดยทั่วไปจะมุงเนน สมบัติในการกระตุนระบบภูมิคุมกัน

มากกวาความสามารถในการสงเสริมการเติบโตของจุลินทรียโพรไบโอติก  ในการทดลองน้ีจึงได

ทดลองนํา  NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543มาทดสอบสมบัติความเปน 

พรีไบโอติก ในการกระตุนการเติบโตของแบคทีเรียกลุม Lactobacillus spp. ซึ่งในการเปรียบเทียบ

การเติบโตของแบคทีเรีย วิธีที่นิยมใชมี 3 วิธีคือ การวัดการดูดกลืนแสง การวัดนํ้าหนักแหงเซลล 

และการนับจํานวนเซลลเปน CFU แตในการทดลองน้ีตองการตรวจสอบจํานวนแบคทีเรียที่มีชีวิต

และสามารถเติบโตได เทาน้ัน  จึงเลือกใชวิธีวัดคาการเติบโตดวยวิธีการนับเซลลที่มีชีวิตที่โตเปน

โคโลนีได (colony count)  ซึ่งจากการทดลองพบวา NP-EPS ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58543 มีผลกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ L. casei  ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เติมกลูโคสไดถึง  6.9 และ 5.1 เทา ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับ

อาหารที่เติมบีตากลูแคน จากยีสต (food-grade) พบวาสามารถกระตุนการเติบโตของ  Lactobacillus 

ทั้ง 2 สายพันธุไดใกลเคียงกัน ดังน้ันจะเห็นวา NP-EPS มีศักยภาพเปนพรีไบโอติกไดดีเทียบเทากับ

บีตากลูแคนเกรดการคา ซึ่งจากการทดลองสอดคลองกับการศึกษาของ  Gardiner  (2000) ที่พบวา 

β-glucan ที่ผลิตจากยีสต S. cerevisiae มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติก สามารถกระตุนการเติบโตของ

แลกติกแอซิดแบคทีเรีย  Lactobacillus และ Bifidobacterium  ได โดยแบคทีเรียเหลาน้ีมีผลในการ

ปองกันปญหาตางๆในระบบยอยอาหาร ของมนุษย เชน อาการทองผูก และโรคกระเพาะ  และจาก

การศึกษาความเปนพรีไบโอติกของสารอ่ืนๆ เชน การศึกษาของ  Huebner และคณะ  (2007) ซึ่ง

ทดสอบความเปนพรีไบโอติกของ กาแลคโตโอลิโกแซ็กคาไรด ตอการเติบโตของ  L. acidophilus  

สายพันธุ 3320 และ NCRM พบวาสามารถกระตุนการเติบโตเพิ่มขึ้น 0.7 และ 0.66 เทา ตามลําดับ 

นอกจากน้ีจากทดลองของ Mitsou และคณะ (2010) กับอาสาสมัคร 52 คน อายุระหวาง 39 – 70 ป 

โดยทําการเก็บตัวอยางอุจจาระของอาสาสมัครที่ทานเคกผสมบีตากลูแคนที่ผลิตจากขาวบารเลหมา

ตรวจ พบวา มีผลในการเพิ่มจํานวน Bifidobacterium ทั้งน้ีไดเคยมีรายงานวาพูลลูแลนน้ันก็สามารถ

กระตุนการเติบโตของ Bifidobacterium ไดเชนกัน ซึ่งเปน lactic acid bacteria เชนเดียวกับ  

Lactobacillus spp. ได (Leathers, 2003) แตจากการทดลองน้ีไดทดสอบความเปนพรีไบโอติกของ
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พูลลูแลนในการกระตุน  Lactobacillus พบวาพูลลูแลนไมมีคุณสมบัติในการกระตุนการเติบโตของ  

Lactobacillus ทั้ง 2 สายพันธุได  

 

5.6  ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 

 

ในปจจุบันฟลมที่ขึ้นรูปจากสารทางชีวภาพเปนทางเลือกใหม ที่นํามาใชเน่ืองจากสามารถ

ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ กินไดโดยไมเปนอันตรายตอผูบริโภค สารที่พบในธรรมชาติ

หลากหลายชนิดที่นํามาขึ้นรูปฟลม เชน ไคติน (Su และคณะ, 1997)  ไคโตซาน (Howling และคณะ

, 2001) และ β (1-3),(1-6)-D-glucan (Kofuji และคณะ, 2010) ดังน้ันเพื่อใหสามารถนํา NP-EPS ไป

ประยุกตใชไดในทางอุตสาหกรรมทางดานเภสัชกรรม  และผลิตภัณฑอาหารเสริม ในการทดลองน้ี

เราจึงทําการนํา NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 มาขึ้นรูปฟลม ที่ระดับ

ความเขมขน 1  3 และ 5 เปอรเซ็นต  (w/v) พบวา ไมสามารถขึ้นเปนแผนฟลมได โดยจะมีลักษณะ

กรอบ เปราะ แตกหักงาย จนไมสามารถลอกออกมาจาก acrylic plate ได ดังน้ันในการทดลองน้ีจึง

นํา NP-EPS ไปผสมกับพูลลูแลน ซึ่งมีคุณสมบัติขึ้นฟลมไดดี เน่ืองจากพูลลูแลนมีโครงสรางของ

พันธะ α-1, 6 ซึ่งเปนองคประกอบที่มีผลตอการขึ้นแผนฟลม (สีหนาท ประสงคสุข , 2552)  โดยใช

ความเขมขนของพูลลูแลน 3 เปอรเซ็นต (w/v)  ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการขึ้นเปน

แผนฟลม (ปริศนา    มังสา , 2555) และเมื่อทําการทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile 

properties) ประกอบดวยคาความเคนหรือการทนตอแรงดึง (tensile strength)  และความยืดหยุน  

(elongation) ของฟลม ซึ่งเปนการทดสอบคุณสมบัติความตานทานของวัตถุตอแรงที่มากระทํา 

พบวา คาความทนตอแรงดึง และเปอรเซ็นตการยืดตัวของพูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS ที่ความ

เขมขน 0.1  0.5  1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) มีแนวโนมลดลงเมื่อคว ามเขมขนของ NP-EPS ในฟลม

สูงขึ้น  และเมื่อยิ่งเพิ่มความเขมขนของ  NP-EPS  มีผลทําใหคุณสมบัติการยืดหยุนของฟลมลด

นอยลง และจากการทดสอบการบวมตัว (swelling)  ของฟลม  ซึ่งเปนการทดสอบคุณสมบัติในการ

ละลายในนํ้าหรือสารละลายของฟลม พบวา ฟลมมีแนวโนม เกิดการบวมตัวและสลายกลายเปนเจล

ไดชาลงเมื่อเติม NP-EPS ความเขมขนสูงขึ้น  และไมสามารถละลายไดหมด แตจะพบเปนตะกอน

เล็กๆของ  NP-EPS เหลืออยู  เน่ืองจาก NP-EPS บางสวนไมละลายนํ้า ซึ่งสอดคลองกับการทดลอง

ของ Manners และคณะ (1973) รวมถึง Novak และคณะ (2012)  ที่พบวาบีตากลูแคนที่ผลิตจากยีสต

มีคุณสมบัติไมละลายในนํ้า โดยจากภาพรวมของฟลมพบวาคุณภาพของฟลมลดลงเมื่อเติม NP-EPS 

ลงไป แตการปรับปรุงคุณสมบัติเชิงกลของฟลมสามารถทําไดโดยการเติมกลีเซอรอล หรือสาร  

plasticizer อ่ืนๆ เพื่อเพิ่มความยืดหยุนหรือลดความเปราะของแผนฟลม  (Novak และคณะ, 2012) 
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โดยกลีเซอรอลจะมีผลตอสมบัติเชิงกลของฟลมในลักษณะที่เปนทั้ง  plasticizer และ antiplasticizer 

ขึ้นกับคา water activity (aw) (Chang และคณะ, 2006) จากรายงานของ   Alves และคณะ (2007) 

พบวา การเติมกลีเซอรอลในอัตราสวนที่นอย  สงผลใหกลีเซอรอล แสดงสมบัติเปน  antiplasticizer

ในขณะที่การเติมกลีเซอรอลรอยละ  32.5 และ 45 สงผลใหฟลมแปงมันสาปะหลังมีความยืดหยุน

เพิ่มขึ้นและมีความเปราะนอยลง ทําใหฟลมที่ไดมีความเปนพลาสติกมากขึ้น 
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บทที่ 6 

 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 

6.1 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะระดับโมเลกุลของ A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 

58539 และ NRRL 58543  

 

6.1.1 การใชแหลงอาหารของ  A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543  

   A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 สามารถใชแหลงคารบอนได

เกือบทุกชนิดที่ทําการทดสอบ ยกเวน methanol และ D-Trehalose⋅2H2O และเมื่อเปรียบเทียบกับ

สายพันธุอางอิง    (A. pullulans var. pullulan สายพันธุ NRRL 58560) แลวพบวาสวนใหญสามารถ

ใชแหลงคารบอนไดเหมือนกัน ยกเวน D-Mannitol ที่ทั้ง 2 สายพันธุสามารถใชไดดี ในขณะที่ สาย

พันธุอางอิงใชไดนอย และ  D-Trehalose⋅2H2O ที่ทั้ง 2 สายพันธุไมสามารถใชได ในขณะที่สาย

พันธุอางอิงสามารถใชไดดี  (ตารางที่ 4.1) และสําหรับการตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน พบวา

ทั้ง 2 สายพันธุ รวมทั้งสายพันธุอางอิงสามารถใชแหลงไนโตรเจนไดดีเกือบทุกชนิดที่ทําการ

ทดสอบ ยกเวน L-Phenylalanine ที่สามารถใชไดนอย และยูเรีย ที่สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 ไมสามารถใชได ในขณะที่สายพันธุอางอิงสามารถใชไดดี 

 

6.2 ศึกษาการเติบโตและการผลิต  NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 

58543 
 

 

6.2.1 การเติบโตของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

   เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร PM เขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 

องศาเซลเซียส ) A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีการเติบโตในชวง  lag 

phase ใน 6 ชั่วโมงแรกหลังการลงเชื้อ จากน้ันจะมีการแบงเซลลอยางรวดเร็วเขาสูชวง log phase 

ระหวางชั่วโมงที่ 6 – 24 เปนเวลา 18 ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงพบวา มีจํานวนเซลลคงที่ 

(stationary phase) 
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6.2.2 การผลิต NP-EPS ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 

    A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 ผลิต NP-EPS ไดมากที่สุดใน

วันที่ 9 ของการเลี้ยง คือ 2.16±0.00 และ 2.43±0.01 กรัมตอลิตร โดยมีนํ้าหนักเซลลแหง คือ 

4.49±0.01 และ 4.99±0.03 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

 

6.3 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ 

NRRL 58543 
 

6.3.1 การทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ 

            เมื่อนําเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดมาทดสอบความไวตอเอนไซมชนิดตางๆ 

ประกอบดวย α-amylase  pullulanase   glucoamylase และ β-glucanase พบวา NP-EPS ที่ผลิตจาก 

A. pullulans  สายพันธุ  NRRL 58539 และ NRRL 58543 มีความไวตอเอนไซม pullulanase และ 

glucoamylase นอยมากเมื่อเทียบกับพูลลูแลนที่ผลิตจาก  A. pullulans  สายพันธุอางอิง (NRRL 

58560) และพูลลูแลนมาตรฐาน  (Sigma Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) 

นอกจากน้ียังพบวา NP-EPS จากทั้ง 2 สายพันธุมีความไวตอเอนไซม β-glucanase มาก คลายคลึง

กับออบาซิแดน ในขณะเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดทุกชนิดที่ทดสอบมีความตานทานตอเอนไซม   

α-amylase ใกลเคียงกัน 

 

6.3.2 วิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS 

            จากการวิเคราะหโครงสรางของ NP-EPS ดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคป 

(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR) เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน (Sigma 

Chemical, USA และ Hayashibara Co., Ltd., Japan) พบวาโครงสรางของ  NP-EPS ที่ผลิตจาก  

 A. pullulans สายพันธุ  NRRL 58539  และ NRRL 58543 ไมพบหมูฟงกชัน α-configuration แต

พบหมูฟงกชันที่เปน β-configuration เชนเดียวกันกับออบาซิแดน (aubasidan) ที่ผลิตจาก   

A. pullulans var. aubasidani สายพันธุ  NRRL 58013 โดยจะมีพีกที่ตําแหนง λ = 879.61 887.49 

และ 891.88 cm-1 ตามลําดับ  
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6.4 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต NP-EPS จาก A. pullulans  

 

A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถผลิต  NP-EPS ไดมากที่สุดในอาหารสูตร PM 

ที่มีการปรับองคประกอบ ตางๆ คือ 1. ความเขมขนของซูโครส จาก 5 % (w/v) เปน 6 % (w/v) 2. 

ชนิดของแหลงไนโตรเจน โดย เปลี่ยนจากเปปโตนมาเปนโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขน 0.06 

เปอรเซ็นต (w/v) และ 3. ปรับ คาความเปนกรดดางของอาหารเร่ิมตน จาก 6.5 เปน 7.5 และเมื่อทํา

การเลี้ยงเปนเวลา 9 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะสามารถผลิต  NP-EPS ไดสูงสุดเปน 14.72 

กรัมตอลิตร ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นกวาการเลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไมผานการปรับองคประกอบถึง 6.06 

เทา 

 

6.4 การทดสอบสมบัติของ  NP-EPS ในการกระตุนการเติบโตของ L. acidophilus และ   

L. casei  
 

NP-EPS ที่ผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 สามารถกระตุนการเติบโตของ   

L. acidophilus และ L. casei ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

 

6.4 ศึกษาการข้ึนรูปฟลมของ NP-EPS ท่ีผลิตไดจาก A. pullulans สายพันธุเขตรอน 
 

6.6.1 การเตรียมฟลม 

NP-EPS ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ NRRL 58543 ไมสามารถขึ้นเปนแผนฟลมได 

ดังน้ันจึงตองนําไปผสมกับพูลลูแลน โดยพบวาฟลมพูลลูแลนที่เติม NP-EPS จะมีสีที่ขุนขึ้นเมื่อเติม

ความเขมขนของ NP-EPS สูงขึ้น 

 

6.6.2 ทดสอบความแข็งแรงตอแรงดึง (tensile properties) ของฟลมที่ผลิต 

         คาความทนตอแรงดึง และเปอรเซ็นตการยืดตัวของพูลลูแลนฟลมที่เติม NP-EPS ที่

ความเขมขน 0.1  0.5  1 และ 3 เปอรเซ็นต (w/v) มีคาลดลงเมื่อความเขมขนของ NP-EPS ในฟลม

สูงขึ้น 
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6.6.3 ทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมที่ผลิต 

         จากการทดสอบการบวมตัว (swelling) ของฟลมพบวา ฟลมมีแนวโนมเกิดการบวม

ตัวและสลายกลายเปนเจลไดชาลงเมื่อเติม NP-EPS ความเขมขนสูงขึ้น  และไมสามารถละลายได

หมด แตจะพบเปนตะกอนเล็กๆของ NP-EPS เหลืออยู เน่ืองจาก NP-EPS บางสวนไมละลายนํ้า 

 

ขอเสนอแนะ 

 

       จากการศึกษาน้ีพบวา NP-EPS ที่ผลิตไดน้ันคอนขางนอย และมีสีดํา ดังน้ันจึงควรที่ทํา

การคัดแยกเพื่อหา A. pullulans สายพันธุที่สามารถผลิต NP-EPS ไดในปริมาณที่มากขึ้น รวมทั้ง

ทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต NP-EPS ตอไป และในการขึ้นรูปฟลม  อาจทําการเติม 

กลีเซอรอลเพื่อทําใหฟลมที่ขึ้นรูปน้ันมีคุณสมบัติที่ดีขึ้น เพื่อนําไปประยุกตใชเปนบีตากลูแคนฟลม

ที่มีคุณสมบัติเปนพรีไบโอติกที่ดีไดตอไปในอนาคต 

 

 



รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 

 

อาหารเล้ียงเช้ือและวิธีการเตรียม 

 

 1.  สูตรอาหาร Yeast malt broth/ agar (YMB/ YMA) 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

Yeast extract 5  g 

Malt extract 5  g 

Peptone 5  g 

Glucose 20  g 

Distilled water  1000  ml 

Yeast extract 5  g 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวนในนํ้ากลั่น หากตองการเตรียม yeast malt agar ให

เติม agar นํ้าหนัก 15 g แลวนําไปอุนใหรอนจนวุนละลาย ปรับปริมาตรใหได 1000 ml ถายใส 

ฟลาสกขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 100 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันที่อุณหภูมิ 120 

องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 

 

2. Production medium  

องคประกอบของสูตรอาหาร 

Sucrose 5 g 

Peptone 0.06 g 

K2HPO4 0.5 g 

MgSO4·7H2O 0.04 g 

NaCl 0.2 g 

Yeast extract 0.08 g 

Distilled water 1000 ml 
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วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวน ในนํ้ากลั่น 950 ml ปรับ pH ใหเทากับ 6.5 ปรับ

ปริมาตรใหได 1000 ml ถายใสฟลาสกขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 95 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ือง

น่ึงความดันที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 

 

3. MRS broth/ agar 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

Peptone  10 g 

Beef extract 10 g 

Yeast extract 5 g 

Glucose 20 g 

Tween 80 1 ml 

K2HPO4 2 g 

Sodium acetate 5 g 

Tri-ammonium citrate 2 g 

MgSO4·7H2O 0.2 g 

MnSO4·H2O 0.02 g 

Distilled water  1000 ml 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวนในนํ้ากลั่น หากตองการเตรียม MRS agar ใหเติม 

agar นํ้าหนัก 15 g แลวนําไปอุนใหรอนจนวุนละลาย ปรับปริมาตรใหได 1000 ml ถายใสฟลาสก

ขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 100 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันที่อุณหภูมิ 120 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 
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4. Mineral medium 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

(NH4)2SO4 2 g 

KH2PO4 4 g 

Na2HPO4 6 g 

MgSO4 0.2 g 

FeSO4·7H2O 1 mg 

CaCl2 1 mg 

H3BO3 10 µg 

MnSO4 10 µg 

ZnSO4 70 µg 

CuSO4 50 µg 

MoO3 10 µg 

Distilled water 1000 ml 

 

วิธีการเตรียม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดตามอัตราสวน ในนํ้ากลั่น ปรับ  pH เปน 7.2 ปรับปริมาตรใหได     

1000 ml ถายใสฟลาสกขนาด 250 ml ใหมีปริมาตร 50 ml นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันที่

อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

การเตรียมสารเคมี 

 

1. สารเคมีสําหรับการตรวจสอบดีเอ็นเอ 

1.1 Chloroform: isoamyl alcohol (24:1)  

Chloroform                               96                  ml 

Isoamyl alcohol                               4                  ml 

 

1.2 2X CTAB buffer  

1.0 M Tris-HCl (pH 8.4) 10 ml 

4.0 M NaCl 35 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 4 ml 

cetyl-trimethylammonium bromide (CTAB) 2 ml 

* β-mercaptoethanol 2 ml 

* Polyvinylpyrrolidone (PVP) 2 g 

นํ้ากลั่น 100 ml 

หมายเหตุ *เติมกอนนําไปใชในการทดลอง 

 

1.3 70% Ethanol 

Ethanol abosolute (analytical 

grade) 
          700 ml 

12นํ้ากลั่น 12           300 ml 

 

12ผสม 12Ethanol abosolute และ 12นํ้ากลั่น ใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซสเซียส 
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1.4 TE buffer (pH 8.0)  

1.0 M Tris-HCl (pH 

8.0) 
10 ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 ml 

นํ้ากลั่น 1 L 

 

ผสมสารละลาย 1.0 M Tris-HCl (pH 8.0) และ 0.5 M EDTA (pH 8.0) หลังจากน้ันเติมนํ้า

กลั่นที่ปราศจากเชื้อเพื่อปรับปริมาตรใหไดเปน 1000 ml แลวจึงนําไปน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซสเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิวเปนเวลา 15 นาที 

 

1.5 1% (v/w) Agarose gel 

Agarose  0.2 g 

1X TBE  20 ml 

                           

ละลาย Agarose 0.2 g ใน 1X TBE ปริมาตร 20 ml โดยใหความรอนจนไดสารละลายใส 

 

1.6 Ethidium bromide (10 mg/ml) 

Ethidium bromide 1 g 

นํ้ากลั่น 100 ml 

  

 ละลาย  Ethidium bromide 1 กรัมในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเก็บไวในขวด

แกวสีชาที่อุณหภูมิหอง   

   

1.6 10X TBE buffer 

89 mM Tris base (pH 8.3) 108 g 

89 mM Boric Acid 55 g 

2 mM EDTA (pH 8.3) 40 ml 

นํ้ากลั่น 1000 ml 
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ละลายสวนผสมทั้งหมดในนํ้ากลั่นที่ปราศจากเชื้อแลวปรับปริมาตรเปนปริมาตร 1000 ml 

หลังจากน้ันจึงนําไปน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิวเปน

เวลา 15 นาที 

 

1.8 CTAB buffer 

 

ละลาย CTAB 2 g ในสารละลายผสม 1.0 M Tris-HCl (pH 8.4), 4.0 M NaCl และ 0.5 M 

EDTA (pH 8.0) ใหความรอนจน CTAB ละลายหมดและจึงปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นจนไดปริมาตร

เปน 100 ml   

หมายเหตุ  * เติมกอนนําไปใชในการทดลอง  

 

1.9 Phenol (1x STE saturated) 

 

 ชั่ง phenol (crystalline) 250 g ใสในขวดสีชา นําไปละลายที่อุณหภูมิ 65 °C เติม  

8-hydroxyquinoline 0.25 g (0.1% w/v) และ 2x STE buffer 250 ml ผสมใหเขากันดวย magnetic 

stirrer เปนเวลา 1 คืน จากน้ันแยกชั้น phenol ดวยกรวยแยก แลวเติม 1x STE buffer นําไปปนตอ

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําซ้ําจน phenol มี pH ประมาณ 8.0 จึงเติม 1x STE buffer 30 ml ปดผิวหนาชั้น 

phenol เก็บที่อุณหภูมิ 4 °C 

 

1.10 STE buffer 

4x STE buffer (200 mM Tris, 400 mM NaCl, 4mM EDTA, pH 8.0) 

 

ละลาย Tris 24.23 g NaCl 23.38 g ในนํ้ากลั่น 800 ml ปรับ pH เปน 8.0 ละลาย EDTA 1.49 

g ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นจนเปน 1000 ml น่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส ความดัน 15 

ปอนดตอตารางน้ิวเปนเวลา 15 นาที 
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1.11 TE buffer 

10x TE buffer (100 mM Tris, 10mM EDTA, pH 8.0) 

 

ละลาย Tris 6.06 g ในนํ้ากลั่น 80 ml ปรับ pH เปน 8.0 ละลาย 0.37 g ปรับปริมาตรดวยนํ้า

กลั่นจนเปน 100 ml น่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิวเปน

เวลา 15 นาที 

 

1.12 TBE buffer 

5X TBE buffer 

 

ละลาย Tris 54 g boric acid 27.5 g ในนํ้ากลั่น แลวเติม 0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 ml 

 

2.การเตรียมสารเคมีสําหรับการทดสอบความไวตอเอนไซม 

DNS reagent 

 

1. เตรียมสารละลาย NaOH 10% ปริมาตร 22 มิลลิลิตร ใส Phenol 10 g ปรับปริมาตร

ใหได 100 ml คนใหเขากัน เทแบงออกมา 69 ml เติม NaOSO3 6.9 g คนใหเขากัน 

2. เตรียมสารละลาย DNS 1% ปริมาตร 880 ml และเตรียมสารละลาย Rochelle salt 

255 g ดวยสารละลาย NaOH 4.5% ปริมาตร 300 ml จากน้ันนํามาเทรวมกับสารละลาย DNS 1% 

คนใหเขากัน 

3. นําสารละลายจากขอ 1. และ ขอ 2. เทรวมกัน จะได DNS reagent เก็บในขวดสีชา 

เก็บในตูเย็นอยางนอย 1 คืน กอนนําไปใช 

 

0.05 M Sodium acetate buffer  

 

ละลาย Sodium acetate buffer (MW = 82.08 g/mol) 4.1 g ในนํ้ากลั่น 990 ml ปรับ  

pH ดวย 1 N HCl ใหได 5.0 จากน้ันปรับปริมาตรเปน 1000 ml 
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การสรางกราฟมาตรฐานนํ้าตาลกลูโคสสําหรับการทดสอบความไวตอเอนไซม (enzyme sensitivity 

test) 

 เตรียมสารละลายกลูโคสที่ความเขม 0  0.1  0.2  0.3  0.4 และ 0.5 mg/ml ใสในหลอด

ทดลอง เติมสารละลาย DNS reagent ปริมาณ 3 ml เขยาใหเขากัน นําไปตมในนํ้าเดือดนาน 5 นาที 

ต้ังทิ้งไวใหเย็น เติมนํ้ากลั่นหลอดละ 20 ml เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น

แสง 540 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณนํ้าตาลกลูโคส 

ดังรูป 

  

Glucose standard 

  A540 

   
 

 

รูปที่ 21 กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 

 

 

 

 

 

 

0.1           0.2     0.3             0.4      0.5               0.6 

glucose concentration (mg/ml) 
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ภาคผนวก ค 

 

1. การนับจํานวนเซลลดวยวิธี Direct Microscopic โดยใช Counting chamber ของ  

Heamacytometer 

 

ภาพแสดง Haemacytometer เมื่อสองดูภายใตกลองจุลทรรศน 

 

 
 

ภายใน      ประกอบดวย 25 ชองใหญ และภายในชองใหญแตละชองจะประกอบไปดวย 16 ชองเล็ก 

(ที่มา: http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biofiles/cell-viability-and-

proliferation.html) 
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วิธีการคํานวณ 

ปริมาตรใน 25 ชองใหญ       =  0.1    mm3 

สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองใหญ     =  A      เซลล 

สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองเล็ก     =  B      เซลล 

น่ันคือ                X =  16Y  เซลล 

เพราะฉะน้ัน 

ใน 0.1 mm3 มีจํานวนเซลลทั้งหมด       Ax25 หรือ Bx16x25   เซลล 

ใน 1.0 mm3 มีจํานวนเซลลทั้งหมด        Ax25x10 หรือ Bx16x25x10   เซลล 

ใน 1.0 cm3 มีจํานวนเซลลทั้งหมด            Ax25x10x1000 หรือ Bx16x25x10x1000   เซลล 

                 =  25Ax104 หรือ 4Bx106  เซลล/มิลลิลิตร 
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2. การนับจํานวนเชื้อจุลินทรียท่ีเพาะบนจานอาหาร colony forming unit (CFU) ดวยวิธีการ 

spread plate 

 ทําการเจือจางเชื้อเร่ิมตนโดยทําเปนลําดับ  ลําดับละ 10 เทา (serial dilution) แลวหยด

เชื้อจุลินทรีย 0.1 มิลลิลิตรลงบนจานอาหารที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งแข็งตัวแลว (solidified agar 

medium) จากน้ันเกลี่ยเชื้อจุลินทรียใหกระจายทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อดวยแทงแกวพิเศษที่ผาน

การฆาเชื้อแลว (spreader) ทํา 2 ซ้ํา บมเชื้อทิ้งไว 2 วันแลวทําการนับเซลลเพื่อคํานวนใหเปนหนวย 

CFU โดยนําคาเฉลี่ยของโคโลนีที่นับไดมาคูณกับ dilution  

 

 
 

รูปที่ 22 วิธีการเจือจางเชื้อเร่ิมตนโดยทําเปนลําดับ ลําดับละ 10 เทา (serial dilution) 
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3.  ขนาดของนิวคลีโอไทดท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส   

 

 

 
 

รูปที่ 23 ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ ITS และ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ 

NRRL 58539 และ NRRL 58543 โดยใชอุณหภูมิในขั้นตอน annealing ที่ 56 และ 59 องศา

เซลเซียส ตามลําดับ 

   M    แบคทีริโอฟาจแลมปดาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ EcoRI  

 1-2 ผลิตภัณฑปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ  ITS ของ A. pullulans สายพันธุ                

          NRRL 58539 และ NRRL 58543 

 3-4 ผลิตภัณฑปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ                  

          NRRL 58539 และ NRRL 58543   

 5-6 ผลิตภัณฑปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสบริเวณ ITS ของ A. pullulans สายพันธุ  

          NRRL 58539 

 

 

 
M        1        2        3       4 

564 

1,200 
831 
947 

1,375 
1,584 

600 

ขนาด 
(คูเบส) 
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4.  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ท่ีไดจากการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Genbank   

 

ตารางที่ 24 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ A. pullulans  สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ 

นิวคลีโอไทดของ A. pullulans variety ตางๆ ในฐานขอมูล Genbank  
 

ชนิด/สายพันธุ ที่

ใชในการศึกษาน้ี 

Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identitie 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

A. pullulans  

สายพันธุ NRRL 

58539 

FJ150906 Aureobasidium pullulans var. pullulans 455/497 12/497 92 

FJ150905 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 455/497 12/497 92 

FJ150886 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 451/495 18/495 91 

FJ150895 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 446/493 14/493 91 

FJ150875 Aureobasidium pullulans var. namibiae 454/496 11/496 92 

A. pullulans 

 สายพันธุ NRRL 

58543 

 

FJ150906 Aureobasidium pullulans var. pullulans 454/511 25/511 89 

FJ150905 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 454/511 25/511 89 

FJ150886 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 450/509 31/509 88 

FJ150895 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 445/407 27/507 88 

FJ150875 Aureobasidium pullulans var. namibiae 453/510 24/510 89 
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5.  ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ท่ีไดจากการเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Genbank  

  

ตารางที่ 25 Nucleotide sequence identity (%) ระหวางลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ LSU ของ A. pullulans สายพันธุ NRRL 58539 และ NRRL 58543 กับลําดับ

นิวคลีโอไทดของ A. pullulans variety ตางๆ ในฐานขอมูล Genbank  
 

ชนิด/สายพันธุ ที่

ใชในการศึกษาน้ี 

Accession 

Number 
ชนิด/สายพันธุที่พบใน Genbank 

 

Identitie 

 

Gaps Nucleotide identity (%) 

A. pullulans  

สายพันธุ NRRL 

58539 

FJ150942 Aureobasidium pullulans var. pullulans 556/589 6/589 94 

FJ150952 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 554/588 4/588 94 

FJ150926 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 553/587 0/587 94 

FJ150913 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 550/588 3/588 94 

FJ150937 Aureobasidium pullulans var. namibiae 548/587 0/587 93 

A. pullulans 

 สายพันธุ NRRL 

58543 

 

FJ150942 Aureobasidium pullulans var. pullulans 524/623 42/623 84 

FJ150952 Aureobasidium pullulans var. aubasidani 521/622 43/622 84 

FJ150926 Aureobasidium pullulans var. melanogenum 523/623 42/623 84 

FJ150913 Aureobasidium pullulans var. subglaciale 520/621 40/621 84 

FJ150937 Aureobasidium pullulans var. namibiae 522/623 42/623 84 

 114 

 

 

 



115 

 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นางสาว พันธกานต  อุณหภัทรฐิติกุล  เกิดเมื่อวันที่ 27 กรกฎาคม พ .ศ. 2529 ที่

กรุงเทพมหานคร สําเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาชีววิทยาประยุกต สาขาวิชา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 

กรุงเทพมหานคร เมื่อป พ .ศ. 2552 จากน้ันไดศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตร

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย สําเร็จการศึกษาในป พ.ศ. 2555 

 

ทุนสนับสนุนงานวิจัย 

 ขณะศึกษาไดรับทุนอุดหนุนวิทยานิพนธสําหรับนิสิต คร้ังที่  2 ปงบประมาณ 2555 จาก

บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หมายเลขโครงการ F-31-GS-ES13 เลขที่ 107 

 

การเสนอผลงาน 

Unhapattaratitikul, P., Punnapayak, H., Prasongsuk, p., Siraleartmukul K. and Lotrakul, P. 2012. 

Production Optimization and Prebiotic Activity of a Non-pullulan Exopolysaccharide from a 

Tropical Isolate of Aureobasidium pullulans. In Proceeding of The 38th Congress on Science and 

Technology of Thailand: The Empress Chiangmai, Thailand. October 17-19, 2012. 
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