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บทคัดย่อ  

การผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ โดยใช้แบคทีเรียแลกติก Lactobacillus sp. ในอาหาร
แลกโทส ที่มีการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่อง และการเพิ่มอัตราการเจือจาง จะช่วยเพิ่มปริมาณของ 
เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ แลกโทส และกาแลกโทส โดยใช้อัตราการเจือจางที่ 0.2 – 1.2 ต่อชั่วโมง 
ส่งผลให้ปริมาณผลได้ของผลิตภัณฑ์ต่อสารตั้งต้น ของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์เพิ่มขึ้น ที่ชั่วโมงที่ 
92 อัตราการเจือจางที่ 0.6 ต่อชั่วโมง  สามารถเพิ่มผลผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ได้สูงสุด ถึง 
0.2 กรัม เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ ต่อกรัม กาแลกโทส  การเติมคาร์บอนอย่างตอ่เนื่อง ส่งผลใหัอัต
ราการเจริญเติบโตสูงขึ้น และได้ปริมาณของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์สูงตามไปด้วย 
 
ค าส าคัญ: เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์, Lactobacillus sp., กระบวนการหมักแบบต่อเนื่อง  
 
Abstract  
          The exopolysaccharides production was produced by lactic acid bacteria 
from Lactobacillus sp. in lactose medium, That has continuous culture. The dilution 
Increasing rate was increased of exopolysaccharides, lactose and galactose by the 
dilution rate of 0.2 - 1.2 per hour, resulting in the product's yield per substrate of the 
exopolysaccharide increased in 92 hours, the dilution rate at 0.6 per hour can be 
increase the maximum of expopolysaccharide output to 0.2 grams 
exopolysaccharides Per gram galactose. Continuous carbon addition causing was 
resulted of the growth rate to increase Which results in high exopolysaccharide as well 
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บทน า  
           เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ หรือ EPS จากจุลินทรีย์ (microbial polysaccharide) 
เป็นจุลินทรีย์สร้างหรือผลิตขึ้นในขณะที่มีการเจริญ และขับออกมาภายนอกผนังเซลล์ มี
ลั กษณะเป็นเมือก (slime) หรือยั งคงติดอยู่ กับผนัง เซลล์ ในลักษณะแคปซูล  
โพลีแซคคาไรด์ เป็นโพลิเมอร์ชีวภาพที่น ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยใช้เป็น
สารเติมแต่งอาหารในรูปของสารเพิ่มความคงตัว สารเพิ่มลักษณะเนื้อสัมผัส ช่วย
ปรับปรุงเนื้อสัมผัส และลักษณะที่ปรากฏของอาหารหลายชนิด ESP สามารถผลิตได้
จากพืช สาหร่าย และจุลินทรีย์ โดยเฉพาะจุลินทรีย์สามารถผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ที่
มีความหลากหลาย และยังสามารถควบคุมสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต เพื่อให้ได้
ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ในปริมาณสูงได้ (Meng, et al., 2019) การผลิตเอ็กโซโพลี
แซคคาไรด์จากจุลินทรีย์ เป็นการอาศัยกระบวนการหมักในอาหาร และเมื่อใช้สภาวะที่
เหมาะสมในการผลิต พบว่าผลผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์ จะมีชนิด
หรือความหลากหลาย และลักษณะเฉพาะตัวมากกว่าโพลีแซคคาไรด์จากพืช หรือ
สาหร่าย โดยที่ความหลากหลายจะขึ้นกับชนิดของน้ าตาลที่เป็นองค์ประกอบ ซึ่ง  
เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์ มีน้ าตาลที่เป็นองค์ประกอบถึง 200 ชนิด
(Yamamoto, et al., 1995) ปัจจุบันเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ที่มีการผลิตในทางการค้ามี
หลายชนิด เช่น แซนแทน (xanthan) แจลแลน (gellan) และเด็กซ์แทรน (dextran)  
เป็นต้น เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ที่น ามาใช้กับอาหาร ได้แก่ แซนแทนกัม (xanthan gum) 
จ า ก  Xanthomonas campestris แ ล ะ เ จ น แ ล น กั ม  (gellan gum) จ า ก 
Pseudomonas elodea  แต่มีข้อจ ากัดในการผลิต เนื่องจากแบคทีเรียทั้งสองชนิด 
เป็นแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคในพืช (plant pathogen) และในการใช้ในอาหารต้องมี
การระบุไว้ในฉลากด้วย .( Almalki, 2019) 
           ดั้งนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus sp. เพื่อสามารถ
ผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ที่ปลอดภัย และสามารถประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมพลังงาน
สิ่งแวดล้อม และอุตสาหกรรมอาหารได้ เป็นต้น 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
         1.เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ โดยใช้
แบคทีเรียแลกติกจาก Lactobacillus sp. 
         2 เพื่อศึกษาผลของอัตราการเจือจางต่อการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ โดยใช้
แบคทีเรียแลกติกจาก Lactobacillus sp. 
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วิธีด าเนินการวิจัย  
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ดัดแปลงอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยการแทนที่สารประกอบกลูโคส ด้วยแลก
โทสอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในกระบวนการหมักแบบต่อเนื่องประกอบด้วย แลกโทส 20 
กรัม ยีสต์ไนโตรเจนเบส (ปราศจากกรดอะมิโน และแอมโมเนียม) 5 กรัม  K2HPO4 2 
กรัม, MgSO4.7 H2O 0.1 กรัม, MgSO4.4 H2O 0.005  กรัม แอมโมเนียมซิเตรท 2 กรัม 
โซเดียมอะซิเตรท 5 กรัม  ปรับพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 6  ด้วย KOH  
หลังจากนั้นฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า รอให้เย็น แล้วบรรจุตามความเข้มข้นขององค์ประกอบใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ถ้าต้องการใช้เป็นอาหารแข็งเติมวุ้น 15 กรัม/ลิตร เตรียมอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ใช้ในการหมัก (15 ลิตร) โดยฆ่าเชื้อ  ในตอนสุดท้ายแยกสารละลายแลกโทส 
ออกมา 1.5 ลิตร ความเข้มข้นของแลกโทส 20 กรัม /ลิตร และสารละลายจะเหลืออยู่ 
13.5 ลิตร สารอาหารนั้นจะรวมกันกับ สาร Antifoam (Bevaloid, Rhodia 15 ml) ใน
น้ ากลั่นที่ปราศจากออกซิเจน จ านวน 20 ลิตร (ฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าที่ 121 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 90 นาที) อาหารเลี้ยงเชื้อต้องท าให้เย็นก่อน โดยการแช่ในอ่างน้ า บางครั้งก็มี
การสูญเสียอาหารเลี้ยงเชื้อจากการถ่ายไปยังภาชนะอ่ืน หลังจากฆ่าเชื้อแล้ว ซึ่งสามารถ
ที่จะสร้างใหม่ได้ โดยเติมน้ าที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วด้วยวิธีที่ปลอดเชื้อ  (Chen, et al., 
2019) 
การเตรียมหัวชือ้เร่ิมต้น  
 กระบวนการหมัก (ใช้หัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 10) โดยเพาะเลี้ยงเหมือน
สภาวะจริง บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อในขวดลูกชมพู่  จ านวน 150 มิลลิลิตร เติมเชื้อ  
Lactobacillus sp.  จ านวน 1 มิลลิลิตร และเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  24  ชั่วโมง เขย่า ที่ความเร็วรอบ 100 rpm  (Vinogradov, et al., 2015) 
สภาวะที่ใช้ในการหมักแบบต่อเนื่อง 
 การหมักแบบต่อเนื่อง มีการติดตั้ง พีเอช และตัวควบคุมอุณหภูมิ ใช้ระบบ
การกวน ภาชนะที่ใช้ในการหมักเป็นภาชนะแก้ว (ขนาด 2.0 ลิตร) ใช้เครื่องวัดระดับ
ติดตั้งไว้เพื่อป้องกันการล้น การป้อนอาหารหมักเข้าสู่ถังหมัก โดยผ่านปั๊มในอัตราการ
ไหลที่ต้องการในการทดลอง จะป้อนไนโตรเจนอย่างต่อเนื่อง กระบวนการหมักในครั้ง
แรกจะใช้การหมักแบบกะ เพื่อเป็นการสะสมมวลเซลล์ ก่อนที่จะศึกษาการหมัก
แบบต่อเนื่องโดยใช้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 200 rpm  และพีเอช 
เท่ากับ  6  โดยปรับพีเอชด้วย KOH ที่ความเข้มข้น 2 N   ในการหมักแต่ละอัตราการ
เจือจางจะท าไปเรื่อย ๆ  4- 5 ครั้ง จนได้รับมวลเซลล์คงที่   แล้วเก็บตัวอย่าง  
(30 มิลลิลิตร) เพื่อวิเคราะห์มวลเซลล์ และการเปลี่ยนแปลงน้ าตาลภายนอกเซลล์ และ
ท าการเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารแข็งเป็นระยะเวลา 60 ชั่วโมง 
(Haiping, et al., 2019; Gaignard, et al., 2019) 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
  จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการเจริญเติบโต และการผลิต 
EPS  เวลาที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลงมวลเซลล์, แลกโทสที่เหลือ, EPS, แลกเทส และกา
แลกโทสในการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่องที่อัตราการเจือจาง 0.2 ต่อชั่วโมง มวลเซลล์จะ
เพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ และสูงสุดในชั่วโมงที่ 68  ส่วน EPS ก็เพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ เช่นกัน และ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 64 เนื่องจาก EPS จะผลิตออกมาในขณะที่เซลล์ก าลังเจริญเติบโต
นั้นเอง หลังจากนั้น ผลผลิต EPS ก็ลดต่ าลง เร่ือย ๆ และต่ าสุดในชั่วโมงที่ 68 เนื่องจาก
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์จะอยู่ ในระยะ stationary phase ท าให้อัตราการ
เจริญเติบโตของเซลล์ กับอัตราการสูญเสียมวลเซลล์อยู่ในอัตราเดียวกัน ท าให้ผลผลิตที่
ได้ลดลง ส่วนแลกโทสที่เหลือก็จะลดลงเช่นเดียวกัน เนื่องจากจุลินทรีย์จะใช้แลกโทส
เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโต และสร้าง EPS   
 ผลของอัตราการเจือจางในมวลเซลล์ , แลกโทสที่เหลือ,  EPS, แลกเทส 
และกาแลกโทสในการเพาะเลี้ยงแบบต่อเนื่อง พบว่ามวลเซลล์เพิ่มสูงขึ้น และสูงสุด
ในช่วงอัตราการเจือจางที่ 0.5-0.7 ต่อชั่วโมง ส่วนปริมาณ EPS ก็จะเพิ่มสูงขึ้นในช่วง
อัตราการเจือจางนี้เช่นกัน แต่ในขณะเดียวกันอัตราการเจือจางที่สูงกว่า 0.6 ต่อชั่วโมง 
จะท าให้ มวลเซลล์,  EPS, แลกเทส กาแลกโทส จะลดต่ าลง  เนื่องจากที่อัตราการเจือ
จางต่ า จะมีความเข้มข้นของสารอาหารสูงท าให้จุลินทรีย์นั้น เจริญเติบโตได้น้อย และ
ผลผลิต EPS ที่ได้มีปริมาณต่ า เนื่องจากสารอาหารอาจ จะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ได้  เมื่ออัตราการเจือจางสูงขึ้น ท าให้ความเข้มข้นของสารอาหารลดลง 
จุลินทรีย์ก็สามารถน าสารอาหารมาใช้ได้มากขึ้น มีการเจริญเติบโตสูงขึ้น ผลผลิตที่ได้ก็
สูงขึ้นด้วย แต่เมื่ออัตราการเจือจางสูงเกินไป ก็ท าให้ความเข้มข้นของสารอาหารต่ า
เกินไป ซึ่งไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ท าให้จุลินทรีย์นั้นเจริญเติบโต
ช้า ให้ผลผลิตของ EPS ช้า และปริมาณน้อย ส่วนแลกโทสที่ใช้เป็นสารตั้งต้น จะเหลือ
ในปริมาณสูงขึ้น เนื่องมาจากในการเพาะเลี้ยง Lactobacillus sp. จะท าการเพาะเลี้ยง
แบบต่อเนื่อง คือมีการไหลเข้าออกของสารอาหารภายในถังหมักตลอดเวลา การหมัก
แบบนี้ เป็นการเติมวัตถุดิบ และสารอาหารเข้าไปในถังหมักอย่างต่อเนื่อง และใน
ขณะเดียวกันก็มีการแยกเอาอาหารเหลว ที่มีผลิตภัณฑ์ละลายอยู่ออกมาตลอดเวลา 
โดยมีการควบคุมอัตราการเติมสารอาหารเข้า และน าอาหารออกจากถังหมักในอัตราที่
เท่ากัน และที่อัตราการเจือจางที่ 0.6 ต่อชั่วโมง จะให้ปริมาณผลผลิตของ EPS  สูงสุด  
เนื่องจากอัตราการเจือจางที่ 0.6 ต่อชั่วโมง  เป็นอัตราการเจือจางที่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ คือมีสารอาหารไม่มาก หรือน้อยเกินไปจุลินทรีย์จึงใช้
สารอาหารได้สูง ท าให้เจริญเติบโตสูงขึ้น และปริมาณผลผลิตของ EPS ก็สูงตามไปด้วย 
ผลของอัตราการเจือจางในผลผลิตต่อจ านวนเซลล์ ผลผลิตต่อสับสเตรท ปริมาณผลผลติ 
และผลผลิตจ าเพาะของ EPS  พบว่าผลผลิตต่อจ านวนเซลล์ ปริมาณผลผลิต จะเพิ่มขึ้น
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เรื่อย ๆ และเพิ่มขึ้นสูงสุดที่อัตราการเจือจางที่ 0.2 ต่อชั่วโมง หลังจากนั้นก็จะลดลง
เรื่อย ๆ ส่วนอัตราผลผลิตจ าเพาะ และผลผลิตต่อสับเตรตจะสูงขึ้นเรื่อย ๆ และสูงสุดที่
อัตราการเจือจางที่ 0.6 ต่อชั่วโมง 
 
สรุปผลการวิจัย  

เมื่อเพาะเลี้ยง  Lactobacillus sp ในกระบวนการหมักแบบต่อเนื่อง เมื่อใช้
อาหารก่ึงดัดแปลง สามารถเพิ่มผลผลิตของเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ แลกโทส  และกาแลก
โทส และเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต อย่างไรก็ตามผลผลิตของแลกเทส และกาแลกโทส 
จะลดลงที่อัตราการเจือจางที่มากกว่า 0.2 ต่อชั่วโมง และอัตราการเจือจางที่ 0.6 ต่อ
ชั่วโมง จะสามารถเพิ่มผลผลิตต่อซับสเตรตของเอ็กโซลีแซคคาไรด์ แลกเทส กาแลกโทส
ได้สูงสุด นอกจากนี้พบว่า เมื่ออัตราการเจือจางสูงเกินไปจะไปยับยั้งผลผลิตของ 
เอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ กาแลกเทส กาแลกโทสได้เช่นกัน การเติมแหล่งคาร์บอนเข้าไป
ใหม่ตลอดเวลาจะช่วยเพิ่มการสร้าง EPS และอัตราการเจริญเติบโตให้สูงขึ้นได้ แม้ว่าจะ
ใช้เทคนิคการวิเคราะห์ที่ดี แต่ก็ไม่สามารถที่จะยืนยันได้ว่าการเติมแหล่งคาร์บอนเข้าไป
ใหม่ตลอดเวลา จะช่วยลดค่าใช้จ่ายในการสร้างแลกเทส และกาแลกโทส ได้จาก
การศึกษา สามารถยืนยันได้ว่า ผลผลิตของเอ็กโซลีแซคคาไรด์ แลกเทส กาแลกโทส ทั้ง 
3 ชนิดเป็นสารเมทาบอไลซ์ที่ผลิตขึ้นพร้อม ๆ กับการเจริญเติบโต  
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