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บทคดัย่อ 

 

การผลติอลัจิเนท โดยเช้ือ Azotobacter vinelandii และการประยุกต์ใช้ในการตรึงเอนไซม์เพือ่การ
อุตสาหกรรม 
 
การผลิตอลัจิเนท/ Azotobacter vinelandii 
 

อลัจิเนทสามารถสกดัไดจ้ากผนังเซลลข์องสาหร่ายทะเลสีนํ้ าตาลแต่ปริมาณการลดลงของ

สาหร่ายและความกงัวลทางดา้นความปลอดภยัในการสกดัท่ีทาํให้เกิดการสะสมของโลหะหนกัจาก

สารเคมีท่ีทาํให้ทะเลเป็นพิษ รวมไปถึงค่าใชจ่้ายท่ีสูงในกระบวนการการสกดั การทาํให้บริสุทธ์ิอีก

ดว้ยเป็นเหตุผลหลกัท่ีทาํให้เกิดความสนใจท่ีจะหันมาผลิตอลัจิเนทจากเช้ือแบคทีเรียแทน อลัจิเนทท่ี

ไดจ้ากเช้ือ Azotobacter vinelandii อาจกลายเป็นผลิตภณัฑท์ดแทน เพราะปลอดภยัต่อส่ิงแวดลอ้มไม่

เป็นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคและมีโครงสร้างคล้ายกับอัลจิเนทท่ีได้จากสาหร่าย วตัถุประสงค์ของ

การศึกษาคร้ังน้ีเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตอลัจิเนทและประยกุตใ์นการตรึงเอนไซมบี์ตา้อะ

ไมเลส ในการดาํเนินงานคร้ังน้ีจะทาํการศึกษาหาแหล่งคาร์บอน ค่าพีเอช แหล่งไนโตรเจน และ

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในอาหาร LG medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในการทดลองระดบัฟลาสกพ์บว่า 

Azotobacter vinelandii จะให้ปริมาณการผลิตอลัจิเนทสูงท่ีสุดประมาณ 5-6 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าพีเอช 

6.5-7 เม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นํ้ าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน ความเขม้ขน้ 1% โดย

ปริมาตรและไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจนลงไปใน LG medium จากนั้นศึกษาการผลิตอลัจิเนทในถงั

หมกัขนาด 2 ลิตรท่ีมีปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตร โดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตอลัจิเนทท่ีไดจ้าก

การศึกษาในขั้นตน้เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของอตัราการให้อากาศและความเร็วของใบกวน โดย

พบวา่อลัจิเนทท่ีผลิตไดก้บัการเจริญของเซลลจ์ะมีความสัมพนัธ์ท่ีเก่ียวขอ้งกนั การเจริญของเซลลแ์ละ

การผลิตอลัจิเนทจะให้ค่าสูงท่ีสุดท่ีความเร็วรอบของใบกวนเป็น 500 รอบต่อนาที ท่ีอตัราการให้

อากาศ 2.5 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของนํ้ าหมกัต่อนาทีใน LG medium (μ = 0.295 ต่อชัว่โมง

และ Yps ของ 0.503 กรัมของอลัจิเนทต่อกรัมของนํ้ าตาลซูโครส) ภายใน 24 ชัว่โมงแรกและจะมีค่า

ลดลงอย่างชา้ๆและความหนืดของอลัจิเนทท่ีผลิตไดจ้ะมีค่าเพิ่มข้ึนตามเวลา ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าอลั
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จิเนทท่ีผลิตไดค่้าพฤติกรรมของไหลเป็นแบบนนันิวโตเนียนเน่ืองจากความหนืดเพ่ิมข้ึน (จาก 77.52 

เซนติพอยต ์ถึง 252.5 เซนติพอยต)์ เม่ืออตัราเฉือนเพิ่มข้ึน (1.29 ถึง 24.81 เซนติพอยตต่์อนาที) 

ในการทดลองไดเ้ติมกรดอินทรีย ์9 ชนิดเพ่ือทดสอบการเพิ่มประสิทธิภาพ การสงัเคราะห์อลั

จิเนท ไดแ้ก่ กรดซลัซินิก กรดฟูมาริก กรดโพพิโอนิก กรดไฟติก กรดมาลิก กรดอะดิปิก กรดโฟ-อะมิ

โนไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดแลคติก และกรดทาร์ทาริก พบวา่ความหนืดของอลัจิเนทท่ีผลิตในถงัหมกั

ขนาด 2 ลิตรมีเพ่ิมข้ึน เม่ือเติมกรดซลัซินิก ความเขม้ขน้ 0.15% โดยปริมาตร (ความหนืด = 432.52 

เซนติพอยต,์ μ = 0.297 ต่อชัว่โมงและ Yps = 0.505 กรัมของอลัจิเนทต่อกรัมของนํ้ าตาลซูโครส) 

นอกจากน้ีไดพ้ฒันาการการผลิตอลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร พบว่าอลั

จิเนทท่ีผลิตไดมี้ค่านอ้ยกว่าในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ประมาณ 2.5 เท่า (ความหนืด = 168.78 เซนติ

พอยต,์ μ = 0.221 ต่อชัว่โมง, Yps = 0.397 กรัมของอลัจิเนทต่อกรัมของนํ้ าตาลซูโครส) ลกัษณะ

สัณฐานวิทยาของอลัจิเนทและเช้ือ Azotobacter vinelandii ถูกศึกษาภายใตก้ลอ้ง SEM พบว่าเซลลมี์

รูปร่างเป็นแท่งขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร และอลัจิเนทท่ีถูกนาํไปละลายและการทาํอบแห้งท่ีได้

จาก Azotobacter vinelandii และอลัจิเนทท่ีผลิตไดจ้ากสาหร่ายนั้นจะมีลกัษณะเป็นโครงร่างตาข่าย

เหมือนกนั นํ้ าหนกัโมเลกุลของอลัจิเนทท่ีผลิตไดจ้าก Azotobacter vinelandii และสาหร่ายนั้นจะถูก

วิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC พบว่าขนาดนํ้ าหนกัโมเลกุลของอลัจิเนททั้งสองแหล่งท่ีมาเป็น 2.87 x 103 

และ 2.88 x 103 Da ตามลาํดบั อลัจิเนททั้งสองแหล่งถูกนาํมาใชใ้นการตรึงเอนไซมบี์ตา้อะไมเลสเพ่ือ

เปรียบเทียบกบัการใชบี้ตา้อะไมเลสแบบไม่ถูกตรึงในอลัจิเนท พบว่าประสิทธิภาพในการนาํกลบัมา

ใช้ใหม่ของบีต้าอะไมเลสท่ีถูกตรึงในอัลจิเนทในการย่อยแป้งนั้ นจะลดลงเหลือ 36.4 และ 42.4 

เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบัในรอบท่ี 8  

ผลการวิจยัในคร้ังน้ีพบว่า อลัจิเนทสามารถผลิตไดจ้ากแบคทีเรียและมีคุณภาพทดัเทียมกบัท่ี

ผลิตจากสาหร่าย แต่การผลิตเชิงพาณิชยเ์พื่อให้ไดป้ริมาณมากจึงจาํเป็นจะตอ้งวิจยัการเพิ่มกาํลงัการ

ผลิตเพิ่มเติม 
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ABSTRACT 
 
  

ALGINATE PRODUCTION BY AZOTOBACTER VINELANDII AND APPLICATION USES 
IN ENZYME IMMOBILIZATION FOR INDUSTRIES 
 
ALGINATE PRODUCTION/ AZOTOBACTER VINELANDII 
  
 Commercial alginate is extracted from the cell wall of brown seaweed. However, the 
decreasing of seaweed, the safety concerning extraction (that are potential accumulators of the heavy 
metal from reagent present in polluted seawater) and high cost for extraction-purification processes 
were the main reasons for the present interest towards the microbial production of alginate. Alginate 
from Azotobacter vinelandii may become a major commercial product because of environment 
safety, non-pathogen bacteria and was similar in structure to the algae alginate. The aim of this 
research was to optimize conditions in alginate production and apply β-amylase immobilization. The 
optimization of carbon sources, pH, nitrogen sources and temperature for alginate production were 
conducted in LG medium. In shake flask experiment, Azotobacter vinelandii produced the highest 
alginate (5-6 g/L) at pH 6.5-7 when incubated at 30°C in LG medium with 1% w/v sucrose and 
without nitrogen source. The optimum condition in shake flask experiments was also conducted in 
2L fermenter for studying the optimum aeration rate and agitation speed. It was found that the 
alginate production was growth-associated. Growth and alginate production were highest at 500 rpm 
of agitation speed with 2.5 vvm of aeration in LG medium (μ = 0.295 h-1, Yps = 0.503 g of alginate/ g 
of sugar) within the first 24 hours and gradually desreased. The viscosity of alginate was increased 
as time passed which exhibited non-Newtonain behavior because viscosity increased (77.52 to 252.5 
cP) with the shear rate increased (1.29 to 24.81 cP.s-1). 
 Nine organic acids such as succinic acid, fumaric acid, propionic acid, phytic acid, malic 
acid, adipic acid, 4-aminohydroxybenzoic acid, lactic acid and tartaric acid were used in increasing 
the efficiency of alginate. Viscosity of alginate produced in 2L fermenter was increased after adding 
0.15% w/v of succinic acid (viscosity = 432.52 cP, μ = 0.297 h-1, Yps = 0.505 g of alginate/ g of 
sucrose). The alginate production from Azotobacter vinelandii was scaled up to 5L fermenter. The 
production in 5L fermenter was lower than in 2L fermenter about 2.5 times (viscosity = 186.67 cP, μ 
= 0.221 h-1, Yps = 0.397 g of alginate/ g of sucrose). The morphological characteristic of Azotobacter 
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vinelandii and alginate were studied under SEM. The morphology of Azotobacter vinelandii cells 
had a rod shape with the size of about 1μm. Dry form of both alginate from Azotobacter vinelandii 
and algae alginate had the same crosslinked-structure. The molecular weights (MW) of alginate from 
Azotobacter vinelandii and algae were 2.87 x 103 and 2.88 x 103 Da, respectively when detected by 
HPLC. Both of the alginate were used for immobilizing β-amylase and compared with free enzymes. 
It was found that the efficiency of reusing of β-amylase immobilized bead (Azotobacter alginate and 
seaweed alginate) for starch hydrolysis decreased by 36.4% and 42.4%, respectively at 8th cycle 
while β-amylase enzyme would hydrolyze starch constantly due to the fact that some parts of the 
immobilized β-amylase were removed from alginate. 
 The study found that the alginate could be produced from bacteria and had the same quality 
as seaweed. However, it is necessary to do further research to increase more productivity as the 
commercial production would require large quantity 
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บทที ่1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความสําคญัและทีม่าของปัญหาทีท่างวจัิย 
 อลัจิเนท (alginate) เป็นเอกโซโพลิแซคคาไลด์ (exopolysacchcaride, EPS) ชนิดหน่ึงท่ี
ประกอบไปดว้ยหน่วยยอ่ยจาํนวน 50 – 200,000 หน่วยของนํ้ าตาล 2 โมเลกุล คือ mannuronic acid 
(M) และ guluronic acid (G) ท่ีเช่ือมกนัดว้ยพนัธะ β-1,4 D-mannuronic acid  และ  α-1, 4 C-5 epimer 
α-L-guluronic acid โดยสามารถสกดัไดจ้ากพืช โดยเฉพาะอยา่งยิ่งท่ีบริเวณผนงัเซลลข์องสาหร่าย
ทะเล (seaweed)  เช่น Laminaria digitata, L. hyperborean  และ Macrocystis pyrifera  หรือ สาหร่ายสี
นํ้ าตาล (brown algae) เช่น Phaeophyceae sp. นอกจากนั้นยงัพบว่ามีแบคทีเรีย 2 กลุ่มท่ีสามารถ
ผลิตอัลจิเนทได้ด้วย  ได้แก่แบคทีเรียในกลุ่มตรึงไนโตรเจนอิสระท่ีไม่ก่อให้เกิดโรค  ได้แก่ 
Azotobacter  vinelandii และแบคทีเรียกลุ่มท่ีก่อใหเ้กิดโรค ไดแ้ก่ Pseudomonas aeruginosa เป็นตน้ 
ปริมาณและคุณสมบัติของอัลจิเนทได้ได้จากส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดจะแตกต่างกันตามชนิดและ
สภาพแวดลอ้มโดยเฉพาะจากพืชท่ียากแก่การควบคุมสภาพแวดลอ้ม อีกทั้งการจดัเกบ็สาหร่ายในทะเล
ยงัเป็นการทาํลายส่ิงแวดลอ้มและแหล่งท่ีอยูอ่าศยัของสัตวน์ํ้ าเป็นจาํนวนมาก และขั้นตอนการสกดัท่ี
ใชก้รดซ่ึงมีค่าใชจ่้ายในการบาํบดัของเสียเป็นจาํนวนมาก เม่ือพิจารณาคุณสมบติัของอลัจิเนทพบว่าอลั
จิเนทท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือ A.  vinelandii จะมีการเรียงลาํดบั monomer เหมือนในสาหร่าย อีกทั้งขั้นตอน
การผลิตสามารถควบคุมการเล้ียงเช้ือไดโ้ดยไม่ทาํลายสภาวะแวดลอ้มทางธรรมชาติ 
 อลัจิเนทถูกนํามาใช้อย่างแพร่หลายในทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะในทางอุตสาหกรรม
อาหาร ซ่ึงเม่ือนาํอลัจิเนทไปละลายหรือกระจายตวัในนํ้ าจะทาํให้มีความหนืดสูง หรือมีลกัษณะเป็น
เจล นอกจากนั้นยงัทาํหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเป็น emulsifier, stabilizer, encapsulating agent และ
หนา้ท่ีอ่ืนๆ ในผลิตภณัฑอ์าหารโดยจะช่วยใหผ้ลิตภณัฑอ์าหารมีคุณภาพดีข้ึน เช่น ลกัษณะเน้ือสัมผสั 
ลกัษณะปรากฏ และสามารถยดือายขุองอาหาร เป็นตน้ นอกจากอุตสาหกรรมอาหารแลว้อลัจิเนทยงั
ถูกนาํมาใชใ้นอุตสาหกรรมส่ิงทอ  กระดาษ และการแพทยอี์กดว้ย เช่น ใชเ้ป็นส่วนผสมในการทาํฟัน
ปลอม (prosthetics dentistry) ใชใ้นการทาํอวยัวะเทียม (artificial organs) Chang (2003) ไดส้รุปการ
นาํอลัจิเนทไปใชเ้ป็นเซลลแ์ละอวยัวะเทียม โดยใชอ้ลัจิเนทไปทาํ crosslink กบัโพลีเมอร์ชนิดอ่ืนๆ 
ไดแ้ก่ alginate-polylysine-alginate สร้างเป็น microcapsules ภายในบรรจุอินซุลินเพ่ือใช้ในการ
ควบคุมระดบันํ้ าตาลเพ่ือทาํหนา้ท่ีเป็นตบัเทียม ใชท้าํเป็นเซลลเ์ทียมเรียนแบบเซลล ์Escherichia coli 
DH5 เพ่ือใชง้านทางพนัธุวิศวกรรม ใชท้าํเป็นเซลลเ์มด็เลือดแดงเทียมภายในบรรจุฮีโมโกลบิน ใช้
เคลือบยา ออกฤทธ์ิชา้และเฉพาะท่ี เป็นตน้ นอกจากน้ียงัใชเ้ป็นสารดูดซบัสารพิษ (detoxifier) ซ่ึงจะมี
ความสามารถในการดูดซบัสารพิษประเภทโลหะออกจากเลือด และยงัถูกนาํมาใชใ้นการเป็นสารดูด
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ซบัของเหลวในการพยาบาลฉุกเฉิน เน่ืองมาจากคุณสมบติัในการดูดซบันํ้าไดอ้ยา่งรวดเร็ว สาํหรับทาง
อุตสาหกรรมมีการใช้อัลจิเนทเป็นส่วนประกอบในเคร่ืองสําอาง (cosmetic) ใช้ตรึงเอนไซม์ใน
อุตสาหกรรมเพ่ือให้มีอายเุอนไซมย์าวนานข้ึน อีกทั้งยงัช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการทาํงานและสามารถ
นาํเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ไดอี้กหลายคร้ัง เป็นตน้   โดยการตรึงเอนไซมอ์าจใชร่้วมกบัโพลีเมอร์ ชนิด
อ่ืนๆอาทิ ไคโตแซน (chitosan) โปรทามีน (protamine) และคาร์บอซ่ีเมทธิลเซลลูโลส 
(carboxymethylcellulose) เป็นตน้ (Taqieddin และคณะ, 2002; Taqieddin และ Amiji, 2004; Shu และ 
Zhu, 2002) 
 A. vinelandii เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูใ่นดินโดยพบว่ามีความใกลชิ้ดกบัแบคทีเรียในกลุ่ม
อลัฟาโปรทิโอแบคทีเรีย (alpha-proteobacteria) มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนในอากาศได้
อย่างอิสระโดยไม่ต้องอาศัยอยู่ร่มกับพืชเหมือนกลุ่มไรโซเบียม การตรึงไนโตรเจนจะเกิดเม่ือ
สภาพแวดลอ้มรอบเซลลอ์ยู่ในสภาวะท่ีขาดไนโตรเจนโดยจะไปเพ่ิมอตัราการหายใจ และยงัพบว่า
แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถท่ีจะผลิตสารเคมีจาํพวกโพลิแซคคาไลดไ์ดเ้ม่ือนาํไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสม 
 
 โครงสร้างทางเคมีของอลัจิเนท (Alginate) 
 อลัจิเนทเป็นสารสกดัไดจ้ากสาหร่ายทะเลสีนํ้ าตาล (Phaeophyceae) ในการผลิตอลัจิเนทเป็น
อุตสาหกรรมสาหร่ายทะเลท่ีใชไ้ดแ้ก่ Macrocystis pyrifera มีอลัจิเนทประมาณ 14-19%, Laminaria 
cloustoni และ Laminaria digitata มีอลัจิเนทประมาณ 15-40% ปริมาณท่ีพบจะข้ึนอยูก่บัชนิดของ
สาหร่าย ฤดูกาลและแหล่งท่ีสาหร่ายเจริญเติบโต สาหร่ายเหล่าน้ีพบได้ทัว่ๆไปในโลก ประเทศท่ี
ผลิตอลัจิเนทมากคือ อเมริกา องักฤษ ฝร่ังเศส สเปน นอร์เวย ์แคนาดา และญ่ีปุ่น 
 อลัจิเนทเป็น unbranched binary copolymer ของ 1,4- β -D-manuronic acid (M) และL-
guluronic acid (G) ในโมเลกุลประกอบดว้ย homopolymeric regions ของ M และ G ท่ีเรียกว่า G- และ 
M-blocks ตามลาํดบัและยงัมีบางส่วนของโมเลกุลเป็น MG-blocks ดงัรูปท่ี 1.1 สัดส่วนของ 
copolymer และโครงสร้างเหล่าน้ีจะเป็นตวักาํหนดสมบติัของอลัจิเนทเช่น ถา้โพลิเมอร์มี G ในปริมาณ
ท่ีสูงจะมีสมบติัเป็นเจลท่ีแขง็ท่ีความเขม้ขน้ของโลหะประจุบวกเฉพาะ (polyvalent metal cation) แต่
ถา้โพลิเมอร์มี M ปริมาณสูงจะมีแนวโนม้ท่ีจะเกิดเจลท่ีอ่อนนุ่มและมีสภาวะในการเกิดเจลท่ีกวา้งกว่า 
อลัจิเนทท่ีผลิตจาํหน่ายเป็นการคา้มีหลายอนุพนัธ์จึงมีสมบติัในการละลายนํ้ าท่ีแตกต่างกัน เช่น 
อนุพนัธ์ของเกลือ  Ca2+, K+, Na+, NH4

+และยงัผลิตในรูปของ propylene glycol alginate ซ่ึงไดจ้าก
ปฏิกิริยาของ alginic acid กบั propylene oxide ภายใตค้วามดนั อนุพนัธ์เหล่าน้ีจะละลายไดท้ั้งในนํ้ า
ร้อนและนํ้ าเย็น ความหนืดของสารละลายอลัจิเนทท่ีได้ข้ึนอยู่กับ อุณหภูมิ ความเขม้ขน้ นํ้ าหนัก
โมเลกลุ และการมีโลหะประจุบวก 
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รูปที ่1.3 แสดงโครงสร้างหน่วยยอ่ยของนํ้าตาลประเภท uronic acids 2 ชนิดและการจดัเรียง
สายโพลีเมอร์ (ท่ีมา : Avella และคณะ, 2007 ) 

 

                                 MMMMMMMGGGGGGGGMGMGMGMGMGGGGGGGG 

                                         M-block        G-block              MG-block        G-block  

รูปที ่1.4 แสดงแบบแผนการเรียงตวัของโครงสร้างอลัจิเนท (ท่ีมา : Avella และคณะ, 2007 ) 

การเรียงตวัของนํ้ าตาลในแต่ละหน่วยย่อยจะข้ึนกบัประเภทของสาหร่าย อายุ และช้ินส่วนของ
สาหร่าย อาทิ กา้นสาหร่ายจะมี guluronic acid มากกว่าในใบค่อนขา้งมาก หากอายขุองสาหร่ายมาก
ข้ึนปริมาณของ guluronic acid ก็จะเปล่ียนแปลง นอกจากน้ียงัข้ึนกบัสภาพแวดลอ้มของนํ้ าเป็นอยา่ง
มาก พบวา่ในฤดูร้อนสาหร่ายจะผลิตอลัจิเนทท่ีมี mannuronic acid เพิ่มมากข้ึน (Hjelland, 2005) 

เช้ือ A. vinelandii จะสามารถสร้าง exopolysaccharide หรืออลัจิเนทออกมาในอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึง
สามารถแยกสกดัอลัจิเนทไดโ้ดยการแยกเซลลด์ว้ยการป่ันเหวี่ยง เซลลท่ี์ไดส้ามารถนาํไปใชเ้ป็นปุ๋ย
อินทรียชี์วภาพไดเ้ป็นอยา่งดีเพื่อช่วยในการตรึงไนโตรเจนให้กบัพืช โดยนาํสารอาหารเล้ียงเช้ือมาทาํ
การตกตะกอนในแอลกอฮอลแ์ลว้จึงลา้งตะกอน จากนั้นทาํการแยกบริสุทธ์ิดว้ยแอลกอฮอล์อีก 1-2 
คร้ัง    แอลกอฮอลท่ี์ใชก้็สามารถนาํมากลบัมาใชใ้หม่ไดด้ว้ยการกลัน่ ตะกอนท่ีไดน้าํมาอบสุดทา้ยจะ
ไดผ้งอลัจิเนท  ซ่ึงวิธีการแยกสกดัน้ีจะไม่มีปัญหาต่อส่ิงแวดลอ้ม          อีกทั้งกระบวนการผลิตก็ไม่มี
ของเหลือจึงเห็นไดว้่าการผลิตอลัจิเนทจากเช้ือ  A. vinelandii  นอกจากจะสามารถควบคุมการผลิตได้
ดว้ยหลกัการ Bioprocess แลว้ยงัสามารถผลิตดว้ยเทคโนโลยสีะอาด (Green Technology) อีกดว้ย 

 
1.2 การทบทวนวรรณกรรม (reviewed literature) / สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง  

Azotobacter vinelandii เป็นเช้ืออาศยัอยูใ่นดินถูกคน้พบมามากกว่า 90 ปี ตอ้งการอากาศมีอตัรา
การหายใจสูง สามารถเจริญไดดี้ในนํ้ าตาล แอลกอฮอล์ และกรดอินทรีย ์ไดอ้ย่างหลากหลายชนิด 
สามารถผลิตเอนไซม ์nitrogenase ในสภาวะท่ีไม่มีก๊าซไนโตรเจน สามารถนาํธาตุโมลิบดีนมั ธาตุวา
นาเดียมหรือเหลก็ มาเป็น cofactors ช่วยทาํงานในกระบวนการตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixation) ให้
กลายเป็นแอมโมเนียม(NH4

+) ได ้เช้ือน้ีสามารถสร้างโพลีเมอร์ของคาร์บอนเพ่ือใชเ้ก็บเป็นพลงังาน 
ไดแ้ก่ อลัจิเนท และ poly-β-hydroxybutyric acid (PHB)  สามารถใชท้าํเป็นพลาสติกชนิดยอ่ยสลายได ้
(biodegradable plastics)    แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถสร้างถุงนํ้ า (cyst) เพื่อใชส้ารอาหารในสภาวะแหง้
แลง้ ทาํให้สามารถทนทานต่อสภาพแห้งแลง้ในดินไดเ้ป็นอยา่งดี ภายในถุงนํ้ าเหล่าน้ีจะบรรจุดว้ย 5-
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alkylresorcinols ซ่ึงเป็น phenolic lipids โดยทัว่ไปจะพบเฉพาะในพืชและสัตวเ์ท่านั้น จะมีเพียง
แ บ ค ที เ รี ย ช นิ ด น้ี เ ท่ า นั้ น ท่ี มี ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ส ร้ า ง น้ี ไ ด้  (http://genome.jgi-
psf.org/draft_microbes/azovi/ azovi.home.html) 

Vermani และคณะ (1997) สามารถคดัแยกเช้ือ A. vinelandii  MTCC2459  ไดจ้ากลาํตน้ของ
ดอกบวั และพบว่าสามารถสร้างโพลีแซคคาไรด์ไดสู้งถึง 16.5% เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีนํ้ าตาลซูโคส
เพียง 50 กรัมต่อลิตร และมีไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียหรือยเูรียอีก 0.1 กรัมต่อลิตร เท่านั้น ต่อมา
ภายหลงัจึงทราบว่าโพลีแซคคาไรดน้ี์เป็นอลัคาจิเนท Clementi และคณะ (1998) ไดศึ้กษาคุณสมบติั
ดา้นความหนืดของอลัจิเนทความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีผลิตจากเช้ือ A. vinelandii DSM576  พบว่ามีค่า shear 
rate อยูร่ะหว่าง 1.1 – 1400 s-1 เม่ืออลัจิเนทมีความเขม้ขน้ระหว่าง 0.3-1.5 %w/v และแสดงพฤติกรรม
เป็น Pseudoplastics ซ่ึงมีคุณสมบติัคลา้ยกบัอลัจิเนทท่ีไดจ้ากสาหร่าย Parente และคณะ (1998) ได้
ศึกษาการผลิตอลัจิเนทโดยใชเ้ช้ือ A. vinelandii DSM576 ในการหมกัแบบ batch พบว่าการผลิตอลั
จิเนทจะมีปริมาณมากท่ีสุดเม่ือไม่มีการควบคุมค่าการละลายของออกซิเจน (Dissolved oxygen 
concentration : DO) โดยดูผลจาก molecular weight ของอลัจิเนท ซ่ึงมีค่า 11-17.6 x 104 เม่ือค่า specific 
growth rate เท่ากบั 0.02-0.04 h-1 และยงัพบว่าปริมาณ  residual nitrogen source มีค่าลดลงเร่ือยๆ 
Parente และคณะ (2000) ไดศึ้กษาผลของแอมโมเนียมซัลเฟตและความเร็วรอบของใบพดัท่ีมีต่อ
ผลิตอลัจิเนทโดยใชเ้ช้ือ A. vinelandii DSM576 พบว่า ค่า specific growth rate และ molecular weight 
จะมีค่ามากท่ีสุดเม่ือเพิ่มค่าความเร็วรอบของใบพดั (500-600 rpm) และความเขม้ขน้ของ ammonium 
sulphate ท่ี 0.75-0.90 gl-1 Pena และคณะ (2000) ไดศึ้กษาถึงผลของค่าการละลายของออกซิเจน 
(Dissolved oxygen tension : DOT) และค่าความเร็วในการหมุนของใบพดัในถงัหมกัต่อการผลิตอลั
จิเนท พบว่าท่ีค่า DOT  สูงๆจะมีปริมาณการผลิตอลัจิเนทมากกว่าท่ีค่า DOT ตํ่า โดยใชค้วามเร็วของ
ใบพดั 300 rpm  และพบว่าเม่ือให้ค่า DOT คงท่ีท่ี 3% และใชค้วามเร็วรอบของใบพดัสูงๆ จะให้ค่า 
specific growth และ ปริมาณอลัจิเนทมากท่ีสุด แต่จะมีค่า molecular weight ตํ่าลง 

 Saude และคณะ (2002) ไดท้ดลองผลิตอลัจิเนทจากเช้ือ A. vinelandii ในระบบถงัหมกัเมเบรน รู
พรุนขนาด 0.20 – 1.4 ไมครอน พบวา่สามารถแยกบริสุทธ์ิอลัจิเนทไดป้ระมาณ 70-80% โดยมีอตัราการ
ผลิต 0.09 กรัมต่อชัว่โมง ให ้yield 0.21 กรัมต่อกรัมนํ้ าตาลซูโคส ซ่ึงค่อนขา้งตํ่ามาก Reyes และคณะ 
(2003) ไดศึ้กษาการผลิตอลัจิเนทในถงัหมกัไดน้ํ้ าหนกัโมเลกุล 1.1x106 ดาลตนั นอ้ยกว่าการเล้ียงใน 
flask เลก็นอ้ย (1.9x106 ดาลตนั) เน่ืองจากระบบการกวนในถงัหมกัท่ีแรงกว่าและใชพ้ลงังานในการ
กวนมากกวา่ใน flask เกือบสิบเท่า 

Joint Genome Institute สหรัฐอเมริกา ไดใ้หค้วามสาํคญัของเช้ือน้ีมาก และไดบ้รรจุอยูใ่นโครงการ
การหาลาํดบัเบสโดยร่วมมือกบั Oak Ridge National Laboratories เพ่ือหาการเรียงลาํดบัเบสขนาด
ประมาณ 5.3 Mb ซ่ึงปัจจุบันสามารถค้นพบโปรตีนแล้วมากกว่า 5 หม่ืนชนิดจากเช้ือตัวน้ี 
(http://ava.biosci.arizona.edu/ index.html) ซ่ึงมีกลุ่มยนี (gene cluster) ควบคุมการผลิตอลัจิเนทอยูด่ว้ย 
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ยนีท่ีใชส้ร้างอลัจิเนทจะประกอบ 6 ยนีใน operator เดียวกนั ไดแ้ก่ algD, alg8, alg44, algK, algJ  และ 
algG โดยมียีน  algK เป็นยีนหลกัในการผลิตอลัจิเนท กลุ่มยีนน้ีจะทาํหน้าท่ีสังเคราะห์เอนไซม์ O-
acetylase และ C-5-epimerase เพื่อเปล่ียน GDP-mannuronic acid (ไดม้าจากการเปล่ียน fructose-6-P) 
เป็น polymannuronic acid (Mejia-Ruiz และคณะ, 1997) นอกจากน้ี Gaona และคณะ (2004) ยงัพบว่า 
ยนี algC ไม่ไดอ้ยูใ่นกลุ่มยนีเดียวกบั algK แต่มีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์อลัจิเนทและยงัมีส่วน
เก่ียวขอ้งกบัการสร้างโพลีแซคคาไรดท่ี์มีไขมนั (lipopolysaccharide) อีกดว้ย  

จากการทดลองของผูว้ิจยัและทีมงานวิจยัของโครงการการผลิตปุ๋ยอินทรียแ์ละปุ๋ยอินทรีย์
ชีวภาพเพื่อการพาณิชย ์ภายใตส้าํนกังานพฒันาการวิจยัการเกษตร (องคก์ารมหาชน) สามารถแยกเช้ือ
แบคทีเรีย Azotobacter vinelandii ไดแ้ละไดศึ้กษากระบวนการหมกัเพื่อการเพ่ิมปริมาณเซลลภ์ายใต้
การควบคุมปริมาณอากาศ พบว่าเช้ือน้ีสามารถผลิตอลัจิเนทไดป้ริมาณมากในสภาวะท่ีมีนํ้ าตาลสูงและ
ปริมาณอากาศสูง แต่ยงัไม่มีการศึกษาอย่างจริงจงัในแง่การผลิตอลัจิเนท จึงเห็นว่าโครงการวิจยัน้ีจะ
สามารถช่วยพฒันาการผลิตอลัจิเนทแลว้นาํไปต่อยอดเพื่อการประยกุตใ์ชใ้นทางอุตสาหกรรมในดา้น
การตรึงเอนไซม ์โดยจะใชเ้อนไซมอ์ะไมเลสเป็นโมเดลในการศึกษา 

 
1.3 วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

1.3.1 ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมและกลไกการทาํงานทางจลพลศาสตร์ต่อการผลิตอลัจิเนทโดย
ใชเ้ช้ือ Azotobacter vinelandii. ในถงัหมกัขนาดเลก็ 
1.3.2  เพื่อขยายขนาดกาํลงัการผลิตอลัจิเนทในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
1.3.3  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการตรึงเอนไซมร่์วมกบัโพลีเมอร์ชนิดอ่ืน  
1.3.4  เพื่อทาํการพฒันาประยกุตใ์ชอ้ลัจิเนทในการตรึงเอนไซมเ์พื่อการอุตสาหกรรม 
 

1.4 สมมติฐานของงานวจัิย 
 เช้ือ Azotobacter vinelandii สามารถผลิตอลัจิเนทโดยมีคุณภาพเทียบเท่ากบัอลัจิเนทจาก
สาหร่ายและสามารถนาํอลัจิเนทท่ีไดม้าใชป้ระโยชน์ในการตรึงเอนไซมบี์ตา้อะไมเลส 
 
1.5 ขอบเขตและข้อจํากดัของงานวจัิย 
 สภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตอลัจิเนทเช่น ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ ความเขม้ขน้ของ
นํ้ าตาลซูโครส แหล่งอาหารไนโตรเจน ความเขม้ขน้ของไนโตรเจน และปริมาณออกซิเจนท่ีใชใ้น
ผลิตอลัจิเนทจากเช้ือ Azotobacter vinelandii โดยทาํการทดลองในถงัหมกัขนาด 2 ลิตรโดยใชอ้าหาร
ปริมาตร 1.5 ลิตร  และเพิ่มการผลิตเป็น 5 ลิตร โดยใชป้ริมาตรอาหาร 3 ลิตร ทาํการทดสอบ
ประสิทธิภาพของอลัจิเนทโดยใชใ้นการตรึงเอนไซมบี์ตา้อะไมเลส 
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1.6 ผลการวจัิยทีค่าดว่าจะได้รับ 
 สามารถผลิตอลัจิเนทท่ีมีประสิทธิภาพสูงจากเช้ือ Azotobacter vinelandii และสามารถแสดง
ประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซมบี์ตา้อะไมเลสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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บทที ่2 
 

วสัดุอุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
 

2.1 การเพาะเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 
 ทาํการเล้ียงเช้ือ Azotobacter vinelandii ในอาหารเล้ียงเช้ือ LG โดยในอาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร
ประกอบดว้ย นํ้าตาลซูโครส (sucrose) 10 กรัม, KH2PO4 0.15 กรัม, yeast extract 0.2 กรัม, K2HPO4 
0.05 กรัม, MgSO4• 7H2O 0.02 กรัม, CaCl2 • 2H2O 0.002 กรัม, FeCl3 • 6H2O 0.002 กรัม และ 
NaMoO4 • 2H2O 0.002 กรัม เติมนํ้า  DI  1,000 มิลลิลิตร ปรับ  pH เท่ากบั 6.8 ดว้ย 1M NaOH นาํเช้ือ
ไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ ในเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
 
2.2 วธีิการวเิคราะห์  
 2.2.1 การวดัความหนืด 
 ทาํการวดัความหนืดของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวดว้ยเคร่ืองวดัความหนืด (viscometer) และ
เคร่ืองวดัแรงเฉือน (rheometer) ทาํการวดัความหนืดและแรงเฉือนท่ีอุณหภูมิหอ้ง (25 °ซ) กาํหนดให้
อตัราเฉือนอยูท่ี่ 12 s-1 และความเร็วรอบท่ี 12.90 rpm โดยใช ้cone C-21 (Pena และคณะ, 1997) 
ความเคน้เฉือน (shear stress; τ) คาํนวณโดยใชสู้ตร (1) 
 

ความเคน้เฉือน (τ) = ค่าความหนืดปรากฏ (μ) x อตัราเฉือน (γ)   (1) 
 
โดยท่ี: ความเคน้เฉือน (shear stress)  =  แรงเฉือนปกติต่อหน่วยพื้นท่ีของ plate (cP·s-1) 

อตัราเฉือน (shear rate)   = การเปล่ียนแปลงความเร็วของๆไหลต่อระยะทาง ( 
s-1) 

ความหนืดปรากฏ (Apparent viscosity)        = ความสามารถในการตา้นทานการไหลของ
ของไหล (cP) 

 2.2.2 การวดัการเจริญของเซลล์ 
 ทาํการวดัการเจริญของเช้ือโดยวิธีการนบัจาํนวนเซลลมี์ชีวิตบนอาหาร LG โดยนาํไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 48 ชม. 
 อตัราการเจริญจาํเพาะ (μ, h-1) คาํนวณโดยใชสู้ตร (2) 
 
   ln x  =  ln x0 + μt     (2)  
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โดยท่ี:   x = จาํนวนเซลลท่ี์เวลาสุดทา้ย 

x0 = จาํนวนเซลลท่ี์เวลาเร่ิมตน้ 
    t  = เวลา 

  μ  =  อตัราการเจริญจาํเพาะ (t-1)    
ตามสมการท่ี (2) นาํค่าท่ีไดไ้ปพลอตกราฟระหวา่ง ln x กบัเวลา (t) ซ่ึงจะไดก้ราฟเสน้ตรง

ซ่ึงมีค่าความชนั (µ) การพลอตกราฟโดยใชส้มการน้ีนิยมนาํมาใชใ้นการหาค่าอตัราการเจริญจาํเพาะ
ซ่ึงจะใหค่้าท่ีค่อนขา้งคงท่ี 

 2.2.3 การวเิคราะห์ปริมาณนํา้ตาลทั้งหมด 
ทาํการวิเคราะห์หาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในอาหารเล้ียงเช้ือโดยใชเ้คร่ือง High Performance 

Liquid Chromatographic (HPLC) โดยใช ้RI-1530 detector (Jasco, Japan) ใช ้Phenomenex® Rozex 
RPM-Monosaccharide column (300 x 7.8 mm) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 75 °ซ ในการทาํการทดลองใชน้ํ้ า 
DI (deionized water) เป็น mobile phase ท่ีอตัราการไหล 0.6 มล./นาที 

อตัราการใชน้ํ้าตาล (sugar utilization rate; g/L/h) คาํนวณโดยใชสุ้ตร (3) 
 

S = S0 x eSugar utilization rate x t    (3) 
 

โดยท่ี:   S = ความเขม้ขน้ของนํ้าตาล ณ เวลา (กรัม/ลิตร) 
   S0 = ความเขม้ขน้ของนํ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัม/ลิตร) 
   t = เวลา (ชม.) 

2.2.4 การวเิคราะห์กรดอนิทรีย์ 
ทาํการวิเคราะห์หากรดอินทรียบ์างชนิดโดยใชเ้คร่ือง High Performance Liquid 

Chromatographic (HPLC) โดยใช ้UV 6000 LP detector กาํหนดค่าความยาวคล่ืนท่ี 210 nm ใช ้The 
Phenomenex® Rozex ROA organic acid column (300 x 7.8 mm) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 °ซ ในการ
ทดลองใช ้0.005 N of H2SO4 เป็น mobile phase ท่ีอตัราการไหล 0.5 มล./นาที 
 2.2.5 การวดัความเข้มข้นของอลัจิเนท 
 การหาความเขม้ขน้ของอลัจิเนททาํตามวิธีดงัต่อไปน้ี โดยดูดตวัอยา่งเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเหลว
ปริมาณ 10 มล. นาํมาผสมกบั EDTA (0.1 M) 1 มล. และ NaCl (1.0 M) 1 มล. ต่อจากนั้นนาํไปป่ัน
เหวีย่งใหต้กตะกอนท่ีความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที นาํส่วนใสท่ีไดม้าเติมดว้ย 
isopropanol 30 มล. นาํมาเขยา่ใหผ้สมเขา้กนั หลงัจากท้ิงไว ้ 10 นาทีนาํตวัอยา่งท่ีไดม้ากรองดว้ย
กระดาษกรอง (เบอร์ 1) อบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 70 °ซ เป็นเวลา 24 ชม. แลว้นาํไปชัง่นํ้ าหนกั (Pena et 
al., 1997) 
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ผลผลิตอลัจิเนท (yield of alginate; Yp/s, g/g) คาํนวณโดยใชสุ้ตร (4) 
 
   Yp/s = P / S       (4) 
 

โดยท่ี:  P = ผลผลิตอลัจิเนทท่ีผลิตได ้(กรัม) 
  S = สารตั้งตน้ท่ีใชไ้ป (กรัม) 
 2.2.6 การหานํา้หนักโมเลกลุ 

การหานํ้ าหนกัโมเลกุลของอลัจิเนทจะใชว้ิธี gel permeation chromatography (GPC) โดยใช้
เคร่ือง HPLC ซ่ึงจะใช ้RI -1530 detector และ Water® Ultrahydrogel 500 column (300 x 7.8 mm) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 40 °ซ โดยใช ้0.1 M NaNO3 เป็น mobile phase ท่ีอตัราการไหล 0.9 มล./นาที โดย
ใช ้pullulans ของ Aureobasidium pullulans เป็นนํ้ าหนกัโมเลกุลมาตรฐาน (Shodex, Japan; Pena และ
คณะ, 1997) 

 
2.3 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติอลัจิเนทในระดับฟลาส์ก 
 2.3.1 แหล่งคาร์บอนและความเข้มข้น 
 สูตรอาหารท่ีใชใ้นการทดลองคือสูตรอาหาร LG ดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ในขอ้ 2.1 โดยจะนาํมา
เพิ่มแหล่งคาร์บอนและความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัไป โดยในการทดลองจะใชค้าร์บอนจากทั้งหมด 11 
แหล่งประกอบไปดว้ย กลูโคส (glucose), อะราบิโนส (arabinose), มอลโตส (maltose), แรมโนส 
(rhamnose), แลคโตส (lactose), แมนโนส (mannose), ฟรุคโตส (fructose), ทรีฮาโลส (trehalose), 
ไซโลส (xylose) ซอร์บิทอล (sorbital) และซูโครส (sucrose) โดยจะใชแ้หล่งคาร์บอนเหล่าน้ีมาแทนท่ี
แหล่งคาร์บอนเดิมในสุตรอาหาร LG โดยทาํการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของคาร์บอนแต่ละชนิดจาก
ตั้งแต่ 0-40% (w/v) ขยบัระยะห่างความเขม้ขน้ทุกๆ 5% จากหน่ึงฟลาส์กไปยงัฟลาส์กอ่ืนๆ นาํมาทาํ
การวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ 2.2 (ยกเวน้ขอ้ 2.2.6) แหล่งคาร์บอนและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะถูก
นาํมาใชใ้นการทดลองต่อไป 
 2.3.2 อุณหภูมิ 
 ในการวิเคราะห์หาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีมีต่อการผลิตอลัจิเนทจะใชอ้าหาร LG ในการทดลอง 
โดยทาํการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิตั้งแต่ 20-37 °ซ ตามวิธีของ Clementi และคณะ (1999) นาํมาทาํการ
วิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ 2.2 (ยกเวน้ขอ้ 2.2.6) แหล่งคาร์บอนและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะถูก
นาํมาใชใ้นการทดลองต่อไป อุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะถูกนาํมาใชใ้นการทดลองต่อไป 
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2.3.3 ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้น 
 สุตรอาหาร LG และวิธีการวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ 2.1 และ 2.2 (ยกเวน้ขอ้ 2.2.6) ตามลาํดบั 
โดยค่าความเป็นกรด-ด่างจะปรับใหอ้ยูใ่นช่วงตั้งแต่ 5-9 ดว้ย 1N HCl หรือ 1N NaOH ค่าความเป็น
กรด-ด่างท่ีเหมาะสมจะถูกนาํมาใชใ้นการทดลองต่อไป 
  

2.3.4 แหล่งไนโตรเจน 
 ในการหาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีมีต่อการผลิตอลัจิเนทจะใชอ้าหาร LG ในการทดลอง 
โดยในการทดลองจะใชไ้นโตรเจนจากทั้งหมด 3 แหล่ง ประกอบไปดว้ย แอมโมเนียมคลอไรด ์
(NH4Cl), ได-แอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) และแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) โดย
จะใชแ้หล่งไนโตรเจนเหล่าน้ีมาแทนท่ีแหล่งไนโตรเจนเดิมในสุตรอาหาร LG โดยทาํการเปล่ียนแปลง
ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนแต่ละชนิดจาก 0-20 กรัม/ลิตร ขยบัระยะห่างความเขม้ขน้ทุกๆ 5 กรัม/ลิตร 
จากหน่ึงฟลาส์กไปยงัฟลาส์กอ่ืนๆ นาํมาทาํการวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ 2.2 (ยกเวน้ขอ้ 2.2.6) แหล่ง
ไนโตรเจนและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะถูกนาํมาใชใ้นการทดลองต่อไป 
 
2.4 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติอลัจิเนทในระดับถังหมัก 
 2.4.1 ปริมาณออกซิเจน 
 ทาํการวิเคราะห์หาอตัราการไหลของอากาศท่ีเหมาะสมต่อการผลิตอลัจิเนทในระดบัถงัหมกั 
โดยจะทาํการเปล่ียนแปลงอตัราการไหลของอากาศจาก 0 - 5 vvm (ปริมาตรของอากาศ/ปริมาตรของ
ของเหลว/ นาที) ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร (micro DCU-300, B. Braun Biotech international, Germany) 
โดยใชป้ริมาณในการทาํงานท่ี 1.5 ลิตรและใชส้ภาวะท่ีเหมาะสม (แหล่งคาร์บอน อุณหภูมิ ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง และแหล่งไนโตรเจน) ท่ีไดจ้ากการทดลองในระดบัฟลาส์กมาใชใ้นการทดลอง ใน
ระหวา่งกระบวนการหมกัจะทาํการเกบ็ตวัอยา่งภายใน 24 ชม. ทุกๆ 4 ชม. และหลงัจาก 24 ชม. ผา่น
ไปแลว้จะทาํการเกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 6 ชม. นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าทาํการวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ 2.2 (ยกเวน้
ขอ้ 2.2.6) อตัราการไหลของอากาศท่ีเหมาะสมจะถูกเลือกมาใชใ้นการทดลองต่อไป 
 2.4.2 การกวน 
 ทาํการวิเคราะห์หาความเร็วในการกวนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตอลัจิเนทโดยเร่ิมตน้ทาํการ
ทดลองในถงัหมกั โดยจะทาํการเปล่ียนแปลงความเร็วในการกวนตั้งแต่ 100-600 rpm ในถงัหมกัขนาด 
2 ลิตร โดยใชป้ริมาณในการทาํงานท่ี 1.5 ลิตร แหล่งคาร์บอน อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และ
แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจะถูกนาํมาใชใ้นการทดลองต่อไป นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าทาํการวิเคราะห์
เช่นเดียวกบัขอ้ 2.2 (ยกเวน้ขอ้ 2.2.6) 
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2.5 การเพิม่คุณสมบัติของการผลติอลัจิเนท 
 2.5.1 การเติมกรดอนิทรีย์ในระดับฟลาส์ก 
 การเติมกรดอินทรียถู์กนาํมาใชเ้พื่อเพิ่มคุณสมบติัของการผลิตอลัจิเนทหรือมวลเซลล ์
ยกตวัอยา่งเช่น การผลิตอลัจิเนท ความหนืดปรากฏ และการเจริญเติบโตของเซลลแ์บคทีเรีย โดย
สภาวะท่ีเหมาะสมทั้งหมดท่ีไดจ้ากการทดลองในระดบัฟลาส์กจะถูกนาํมาใชใ้นการทดลองโดยใช้
กรดอินทรียท์ั้งหมด 9 ชนิด ประกอบดว้ย กรดซคัซินิก (succinic acid), กรดฟมูาริก (fumaric acid), 
กรดโพรพิโอนิก (propionic acid), กรดไฟติก (phytic acid), กรดมาลิก (malic acid), กรดอะดิปิก 
(adipic acid), กรดแลคติก (lactic acid), กรดทาร์ทาริก (tartaric acid) และกรดโฟ-อะมิโนไฮดรอกซี
เบนโซอิก (4-aminohydroxybenzoic acid) ท่ีความเขม้ขน้ 0.1% w/v นาํมาเติมในอาหาร LG กรด
อินทรียช์นิดท่ีผลิตอลัจิเนทไดสุ้งท่ีสุด รวมถึงความหนืดปรากฏ และการเจริญของเซลลแ์บคทีเรีย จะ
ถูกนาํมาใชใ้นการหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมโดยเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของกรดอินทรียต์ั้งแต่ 
0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2% (w/v) นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าทาํการวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ 2.2 (ยกเวน้ขอ้ 
2.2.6) ชนิดกรดอินทรียแ์ละความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะนาํไปใชใ้นการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตอลั
จิเนท ความหนืดปรากฏ และการเจริญเติบโตของเซลลแ์บคทีเรียในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร 
 2.5.2 กรดอนิทรีย์ต่อการผลติอลัจิเนทในถังหมักขนาด 2 ลติร 
 ทุกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองในระดบัฟลาส์ก (แหล่งและความเขม้ขน้ของ
คาร์บอน, อุณหภูมิ, ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ และแหล่งไนโตรเจน) และถงัหมกัขนาด 2 ลิตร 
(ความเร็วในการกวนและอตัราการไหลของอากาศ) จะถูกนาํมาใชใ้นการเพิ่มคุณภาพของอลัจิเนทใน
ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชป้ริมาณในการทาํงานท่ี 1.5 ลิตร ในระหวา่งกระบวนการหมกัทั้งหมดจะ
ทาํการเกบ็ตวัอยา่งใน 24 ชม.ทุกๆ 4 ชม. และหลงัจาก 24 ชม. ผา่นไปแลว้จะทาํการเกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 6 
ชม. นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าวเิคราะห์ตามขอ้ 2.2 
 
2.6 การผลติอลัจิเนทในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 แหล่งคาร์บอน อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ แหล่งไนโตรเจน ความเร็วในการกวน 
ปริมาณออกซิเจนและชนิดกรดอินทรียท่ี์เหมาะสมจะถูกนาํมาใชใ้นการผลิตอลัจิเนทในถงัหมกัขนาด 
5 ลิตร 
โดยใชป้ริมาณในการทาํงานท่ี 3 ลิตร เป็นเวลา 72 ชม. ทาํการควบคุมความเป็นกรด-ด่างดว้ย 0.1 N 
H2SO4 หรือ 1 N NaOH ลิตร ในระหวา่งกระบวนการหมกัทั้งหมดจะทาํการเกบ็ตวัอยา่งใน 24 ชม.
ทุกๆ 4 ชม. และหลงัจาก 24 ชม. ผา่นไปแลว้จะทาํการเกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 6 ชม. นาํตวัอยา่งท่ีไดม้า
วิเคราะห์ตามขอ้ 2.2 ยกเวน้ขอ้ 3.2.6 
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2.7 การตรึงเอนไซม์บีต้าอะไมเลสโดยใช้อลัจิเนท 
 2.7.1 การตรึงเอนไซม์ 
 นาํอลัจิเนท (อลัจิเนทท่ีผลิตจากเช้ือ Azotobacter vinelandii 2.5 % (w/v) และอลัจิเนทจาก
สาหร่าย 2% (w/v) มาผสมกบัเอนไซมบี์ตา้อะไมเลส 200 mg/L (Sigma, Singapore)) ดูดส่วนผสมท่ีได้
ออกมาโดยใชพ้าสเจอร์ปิเปต (เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 1 มม.) ใส่สารละลาย CaCl2 5% (w/v) กวนเบาๆเป็น
เวลา 2 ชม. โดยจะไดเ้มด็อลัจิเนทขนาดประมาณ 3 มม. เมด็แคปซุลท่ีไดจ้ะถูกนาํกลบัมาใชโ้ดยการ
กรองผา่นกรวยบุชเนอร์ (Buchner funnel) แลว้นาํไปลา้งดว้ย 0.02 M acetate buffer (pH 4.8) เพื่อ
นาํเอา CaCl2 และเอนไซมท่ี์ตกคา้งอยูอ่อกไป นาํอลัจิเนทท่ีไดม้าผึ่งใหแ้หง้บนกระดาษกรองเป็นเวลา 
2 ชม. เมด็อลัจิเนทท่ีไดจ้ะนาํไปเกบ็ใน 0.02 M acetate buffer ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ (Konsoula และคณะ, 
2006; Chang และ Juang, 2005) 
 2.7.2 การประเมินกจิกรรมของเอนไซม์ 
 วิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซมบี์ตา้อะไมเลสอิสระโดยใชว้ิธีดงัต่อไปน้ี (Bergmeyer, 1983) 
โดยใชส้ารละลายแป้ง (starch solution; 0.5% v/v) ซ่ึงเตรียมไดจ้ากการใช ้ soluble starch จาก potato 
(Sigma, Singapore) 0.25 กรัม ละลายลงใน 0.02 M ของ acetate buffer (pH 4.8) โดยใหค้วามร้อน
เลก็นอ้ยเพื่อช่วยใหล้ะลาย หลงัจากท้ิงไวใ้หเ้ยน็ นาํตวัอยา่งสารละลายท่ีไดม้า 37.5 มล. ชัง่สารโซเดียม
คลอไรด ์ (NaCl) 0.073 กรัม เติมลงในตวัอยา่งสารละลายทนัที ส่วนการเตรียมสารละลายเอนไซมจ์ะ
ทาํการเติมเอนไซมบี์ตา้อะไมเลสลงในนํ้า DI ท่ีมีส่วนผสมของ Lugol reagent (0.01 M I2 and 0.08 M 
KI in 0.02 M HCl) และ 0.02 M acetate buffer (pH 4.8) ต่อจากนั้นดูดสารละลายเอนไซมท่ี์เตรียมไว้
มา 0.1 มล. และสารละลายแป้ง 0.5 มล. นาํมาผสมกบันํ้า DI 0.9 มล. นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °ซ เป็น
เวลา 10 นาที ทาํการหยดุปฏิกิริยาโดยการเติม 0.02 M HCl 2 มล. นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าเจือจางโดยการเติม 
Lugol reagent 0.5 มล. และนํ้า DI 1 มล. นาํตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 601 
nm ดว้ยเคร่ือง UV/ Visible spectrophotometer (Ultraspec 2000 UV/Visible Spectophotometer, 
Pharmacia Bitech, England) หน่วยของกิจกรรมเอนไซม ์ (U) กล่าวคือ ปริมาณของเอนไซมท่ี์ใชย้อ่ย
แป้ง 10 มก. ภายในเวลา 10 นาที  
 กิจกรรมของเอนไซมท่ี์ถูกตรึงจะนาํมาวิเคราะห์เช่นเดียวกบัวิธีวเิคราะห์เอนไซมอิ์สระ แต่มี
การดดัแปลงวธีิเลก็นอ้ย โดยจะใชเ้อนไซมท่ี์ถูกตรึงโดยอลัจิเนทแลว้ 0.05 กรัมและสารละลายแป้ง 0.5 
มล. ผสมกบันํ้า DI 1 มล. นาํไปบ่มเป็นเวลา 15 นาที (Change และ Juang, 2005) 
 2.7.3 ความสามารถในการนําเอนไซม์กลบัมาใช้ใหม่ 
 เอนไซมท่ี์ผา่นการตรึงดว้ยอลัจิเนทแลว้จะถุกนาํมาเกบ็ไวใ้น 0.02 M of acetate buffer (pH 
4.8) ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ เป็นเวลา 7 วนัก่อนการนาํมาใช ้โดยเอนไซมท่ี์ถูกตรึงแลว้จะถูกนาํกลบัมาใชใ้หม่ 
8 คร้ังในทุกๆ 3 วนั และทาํการวดักิจกรรมของเอนไซมต์ามขอ้ 2.7.2 หลงัจากผา่นแต่ละขั้นตอนจะทาํ
การลา้งเมด็อลัจิเนทดว้ย 0.02 M of acetate buffer แลว้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 °ซ 
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3.1.4 แหล่งอาหารไนโตรเจนและความเข้มข้น 
ผลของแหล่งอาหารไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย ์ไดแ้ก่ DAP, NH4H2PO4 และ NH4Cl ท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ ถูกใชใ้นการศึกษา ในรูปท่ี 3.5 แสดงให้เห็นว่าการเติมแหล่งอาหารไนโตรเจนไม่มีผลต่อการ
เพิ่มข้ึนของการผลิตอลัจิเนทและความหนืด จากผลการทดลองการผลิตอลัจิเนทจะลดลง เม่ือทาํการ
เพิ่มความเขม้ขน้ของแหล่งอาหารไนโตรเจน 
การเติมแหล่งอาหารไนโตรเจน อนินทรียมี์ผลต่อการเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii โดยเม่ือทาํ
การเติม DAP ความเขม้ขน้ 0.5-2%  (w/v) ในอาหาร LG พบว่าค่าการเจริญของเช้ือ Azotobacter 
vinelandii สูงสุดอยูท่ี่  2.15x107, 2.31x108, 5.3x109 และ 9.6x109 cfu/mL ตามลาํดบั  และเม่ือทาํการ
เติม NH4H2PO4  0.5%  (w/v) ลงในอาหาร LG พบวา่ค่าการเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii สูงสุด
อยูท่ี่ 8.15x109 cfu/mL ส่วนการเติม NH4Cl ในอาหาร LG ท่ีใชก้ารผลิตอลัจิเนทพบว่า การเติม NH4Cl 
มีผลต่อการผลิตอลัจิเนทและความหนืด จากการคน้ควา้รายงานวิจยั มีรายงานถึงผลของ NH4

+ ว่าจะมี
ผลยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมไ์นโตรจิเนสในเช้ือ  Azotobacter vinelandii  (Hardy และคณะ, 1968) 
โดยไนโตรเจนมีผลต่อกระบวนการการตรึงไนโตรเจนซ่ึงจะส่งผลขดัขวางการผลิตอลัจิเนท จาก
รายงานของ Page และคณะ (1997) รายงานว่าเซลลท่ี์มีการตรึงไนโตรเจนจะมีปริมาณของอลัจิเน
ทนอ้ยมากและการเติมแหล่งอาหารไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรียล์งไป เซลลจ์ะเก็บไวใ้ชใ้นการตรึง
ไนโตรเจนและช่วยปกป้องการหายใจของเซลลจ์ากออกซิเจนซ่ึงมีผลต่อโครงสร้างของเอนไซมไ์น
โตรจีเนส และ Acetyl Co-A ท่ีไดม้าจากกระบวนการเผาผลาญนํ้ าตาลยงันาํมาใชใ้นการผลิตอลัจิเน
ทดว้ย สอดคลอ้งกบัรายงานของ Pal et al. (1998) ท่ีทาํการทดลองกบัสายพนัธ์ุ  A. chroococcum 
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3.2 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติอลัจิเนทโดยการหมัก 1.5 ลติร 
ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตอลัจิเนทโดยใช ้Azotobacter vinelandii จะทาํการทดลองใน
ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ในถงัหมกัจะใชอ้าหาร LG ปริมาตร 1.5 ลิตรซ่ึงจะใชน้ํ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 
1 % (w/v) เป็นแหล่งคาร์บอน ทาํการหมกัโดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 °ซ และปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 
6.8 
3.2.1 ความเร็วในการกวน 
ในการสงัเคราะห์อลัจิเนทในอาหารเล้ียงเช้ือจะทาํท่ีสภาวะท่ีแตกต่างกนั ดงัในรูปท่ี 3.6 (a-f) แสดงการ
ผลิตอลัจิเนท ความหนืด ปริมาณนํ้ าตาลท่ีเหลือ และการเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii จากการ
หมกัท่ีความเร็วในการกวนท่ีแตกต่างกนั (100-600 rpm) การสร้างรูปร่างของอลัจิเนทบางส่วน
เก่ียวขอ้งกบัการเจริญเน่ืองจากทั้งความเขม้ขน้ของอลัจิเนทและการเจริญของเช้ือท่ีเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือเพิ่ม
ความเร็วในการกวนใหสู้งท่ี 100-500 rpm (ตารางท่ี 3.1) และจะเพ่ิมขึ้นเลก็นอ้ยเม่ือเพิ่มความเร็วเป็น 
500 rpm ภายใน 24 ชม. และเพ่ิมข้ึนอีกเลก็นอ้ยหลงัผา่น 24 ชม. ในขณะท่ีพบว่าค่าความหนืดปรากฏ
เพิ่มข้ึนตลอดจนกระทัง่ส้ินสุดการหมกั ส่วนค่าจลพลศาสตร์ (Kinetic parameter) เช่น อตัราการเจริญ
จาํเพาะ อตัราการเจริญสูงสุด อตัราการใชน้ํ้ าตาลซูโครส ผลผลิตอลัจิเนทสูงสุด และแรงเคน้เฉือน 
แสดงผลในตารางท่ี 3.1 ดงันั้นท่ีความเร็วในการกวน 500 rpm จะเป็นค่าความเร็วท่ีถูกเลือกมาใชใ้น
การทดลองต่อไปเน่ืองจากประหยดัพลงังานและให้ค่าผลผลิตอลัจิเนทไม่แตกต่างกบัการใชค้วามเร็ว 
600 rpm โดยการใชค้วามเร็วในการกวนท่ีมากเกินไปจะส่งผลใหก้ารผลิตอลัจิเนทลดลงเน่ืองจากจะ
ไปทาํลายเซลลแ์ละมีขอ้จาํกดัเก่ียวกบัการเคล่ือนยา้ยสารผา่นเน้ือเยือ่ท่ีอตัราเฉือนสูงจะส่งผลใหมี้พื้นท่ี
ผวิเซลลเ์ฉล่ียนอ้ยลง ซ่ึงใหค่้าตํ่าสุดอยูท่ี่ 8.9 μm2 ท่ีความเร็ว 800 rpm เปรียบเทียบกบัค่าสูงสุดท่ี 33.8 
μm2 ท่ีความเร็ว 300 rpm (Sabra และคณะ, 1999) การท่ีพื้นท่ีผวิเซลลต่์อปริมาณเซลลล์งลง Post และ
คณะ (1982) ไดร้ายงานไวว้่าเป็นผลมาจากกระบวนการป้องกนัออกซิเจนของเอนไซมไ์นโตรจิเนส 
โดยค่าความหนืดปรากฏของอลัจิเนทแสดงให้เห็นว่าอลัจิเนทท่ีผลิตไดใ้ห้ค่าพฤติกรรมของไหลเป็น
แบบนนันิวโตเนียน (non-Newtonian) เน่ืองจากความหนืดเพ่ิมข้ึนเม่ืออตัราเฉือนเพิ่มข้ึน ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3.1  
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ตารางที ่ 3.1 ค่าจลพลศาสตร์ของอตัราการเจริญสูงสุด ผลผลิตอลัจิเนทท่ีผลิตไดสุ้งสุด นํ้าตาลท่ีใชไ้ป
และแรงเคน้เฉือนของ Azotobacter vinelandii ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร (ความเร็วในการกวนแตกต่าง
กนั) โดยใหอ้ตัราการไหลของอากาศ 2.5 vvm ในอาหาร LG pH 6.8ท่ีอุณหภูมิ 30°ซ 
 
 ค่าจลพลศาสตร์     ความเร็วในการกวน (rpm)  
      
100 200 300 400 500 600 
 
อตัราการเจริญสูงสุด , μmax (h

-1)             0.205     0.242     0.257     0.278    0.295        0.301 
ผลผลิตอลัจิเนทสูงสุด, Yp/s (g alg/g suc) 0.398     0.432    0.457     0.489    0.503        0.510 
ปริมาณนํ้าตาลท่ีใชไ้ป (g/L/h)                        0.361     0.428    0.470     0.533    0.582        0.602 
แรงเคน้เฉือน, τ (Pa·s-1)                                   1.29       3.48       6.01     10.47    16.59        24.81  
   
 
 3.2.2 การให้อากาศ 
 ปริมาณอากาศเปล่ียนแปลงตั้งแต่ 0, 2.5 และ 5 ผลของความเขม้ขน้อลัจิเนทท่ีผลิตได ้การ
เจริญของเช้ือ ความหนืดปรากฏ และปริมาณนํ้ าตาลซูโครสท่ีเหลือในการหมักโดย Azotobacter 
vinelandii แสดงในรูปท่ี 3.7 (a-c) ค่า Kinetic parameter เช่น อตัราการเจริญจาํเพาะ อตัราการเจริญ
สูงสุด อตัราการใชน้ํ้ าตาลซูโครส ผลผลิตอลัจิเนทสูงสุดและแรงเคน้เฉือนแสดงในตารางท่ี 3.2 จากผล
การทดลองพบว่าการสร้างรูปร่างของอลัจิเนทบางส่วนเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเน่ืองจากทั้งการผลิตอลั
จิเนทและการเจริญของเช้ือเพิ่มข้ึนท่ีเวลาเดียวกนัภายในเวลา 24 ชม. และเพ่ิมข้ึนเล็กนอ้ยจะกระทัง่
เสร็จส้ินกระบวนการหมกั ท่ีอตัราการให้อากาศ 2.5 vvm ให้ค่าการเจริญของเซลลแ์ละการผลิตอลั
จิเนทสูง ในขณะท่ีเม่ือเพิ่มอตัราการใหอ้ากาศเป็น 5 vvm ทุกค่าลดลงเน่ืองจากมีการเติมสาร antiform 
ลงในอาหารเพื่อลดฟองอากาศท่ีเกิดข้ึนและท่ีปริมาณออกซิเจนสูงการเจริญของเช้ือจะค่อยๆลดลงซ่ึง
ยืนยนัถึงผลของออกซิเจนท่ีมีต่อการยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมไ์นโตรจิเนส ดงันั้นท่ีอตัราการไหล
ของอากาศ 2.5 vvm จะถูกเลือกนาํมาใชใ้นการทดลองต่อไปเพื่อหลีกเล่ียงการใชส้าร antiform ซ่ึงจะ
ส่งผลต่อผนงัเซลลข์องแบคทีเรียและความหนืดของอลัจิเนท (รูปท่ี 3.7c) ในการตรึงไนโตรเจนของ
เซลล์ข้ึนอยู่กบัปริมาณออกซิเจนโดยออกซิเจนสูงจะส่งผลต่อโครงสร้างของเอนไซม์ไนโตรจีเนส 
(Linkerhagner และ Oelze, 1997) สาํหรับการเอาชีวิตรอดของ Azotobacter vinelandii ในสภาพท่ีมี
อากาศหน่ึงในเมตาบอลิซึมเร่ิมตน้คือการปกป้องเอนไซมไ์นโตรจิเนสจากการเขา้ทาํลายโดยออกซิเจน 
โดยการปกป้องเอนไซมจ์ากออกซิเจนท่ีเกิดใน Azotobacter vinelandii จะผา่นกลไลหลกัๆ 2 อยา่งคือ 
1) ผา่นกิจกรรมการหายใจสูงท่ีจะเคล่ือนยา้ยเอาออกซิเจนไปสู่ผวิเซลล ์2) การยอ้นกลบัของเอนไซมสู่์



 

 

 

 

 

 

 

 

51 
 

สภาพท่ีไม่ถูกกระตุน้ (Linkerhagner และ Oelze., 1995; Liu และคณะ, 1995) สาํหรับใน Azotobacter 
vinelandii การเพิ่มข้ึนของความหนืดปรากฏภายในอาหารเล้ียงเช้ือระหว่างการเล้ียงเช้ือเกิดข้ึนเพราะ
ชีวมวลและความเขม้ขน้ของอลัจิเนทท่ีเพ่ิมข้ึนจะสามารถช่วยลดการเคล่ือนยา้ยออกซิเจนจากสถานะ
แก๊สไปสถานะของเหลวและจากของเหลวไปยงัผวิเซลล ์การหลีกเล่ียงอตัราการเคล่ือนยา้ยออกซิเจนท่ี
สูงภายในเซลล ์ส่ิงกีดขวางออกซิเจนบนผวิเซลลก์ย็ิง่มีความสาํคญัมาก (Sabra และคณะ, 1999)        
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ตารางที่ 3.2 ค่าจลพลศาสตร์ของอตัราการเจริญสูงสุด ผลผลิตอลัจิเนทท่ีผลิตไดสุ้งสุด และปริมาณ
นํ้ าตาลซูโครสท่ีใชไ้ปของ Azotobacter vinelandii ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร (การใหอ้ากาศแตกต่างกนั) 
ท่ีความเร็วในการกวน 500 rpm ในอาหาร LG pH 6.8 ท่ีอุณหภูมิ 30°ซ 
 
ค่าจลพลศาสตร์     อตัราการใหอ้ากาศ (vvm) 
 
         0                   2.5  5 
อตัราการเจริญสูงสุด , μmax (h

-1)                  0.228           0.295          0.108 
ผลผลิตอลัจิเนทสูงสุด, Yp/s (galg/gsuc)  0.375           0.503           0.215 
ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีใชไ้ป (g/L/h)           0.287              0.583               0.242 
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3.3 การเพิม่คุณสมบัติบางประการของการผลติอลัจิเนทด้วยกรดอนิทรีย์ 
 3.3.1 แหล่งและความเข้มข้นของกรดอนิทรีย์ 
ผลของการทดลองในระดบัเขย่าฟลาส์กแสดงในรุปท่ี 3.8 แสดงผลของการผลิตอลัจิเนท ความหนืด
ปรากฏและการเจริญของเช้ือ โดยในการทดลองเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของอลัจิเนทโดยใชก้รดซคัซินิก 
กรดฟูมาริก กรดโพรพิโอนิก กรดไฟติก กรดมาลิก กรดอะดิปิก กรดโฟ-อะมิโนไฮดรอกซีเบนโซอิก 
กรดแลคติก และกรดทาร์ทาริก จากผลการทดลองพบว่าการใชก้รดอินทรีย ์4 ชนิดคือ กรดซคัซินิก 
กรดมาลิก กรดแลคติกและกรดอะดิปิก จะมีค่าความหนืดปรากฏและความเขม้ขน้ของอลัจิเนทเพิ่มข้ึน
ในขณะท่ีการใชก้รดไฟติกพบเพียงค่าการเจริญของเซลลเ์ท่านั้น 
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รูปที่ 3.8 ผลของกรดอินทรียท่ี์มีต่อการผลิตอลัจิเนท การเจริญของเซลลแ์บคทีเรียและความหนืด
ปรากฏของการผลิตอลัจิเนทในอาหาร LG โดยใชน้ํ้ าตาลซูโครส 1% (w/v) เป็นแหล่งอาหารคาร์บอน 
เติมหวัเช้ือ 1% ปรับค่า pH ท่ี 6.8 อุณหภูมิ 30 °ซ เป็นเวลา 72 ชม. ใชค้วามเร็วในการเขยา่ 200 rpm 
 
 
 ความเขม้ขน้ของกรดอินทรียแ์ต่ละชนิด (กรดซัคซินิก กรดมาลิก กรดแลคติกและกรดอะ
ดิปิก) ทาํการเปล่ียนแปลงจาก 0-0.2 % (w/v) ขยบัระยะห่างความเขม้ขน้ทุกๆ 0.05 % (w/v) จากผลการ
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ทดลองพบว่าการใชก้รดซคัซินิกท่ีความเขม้ขน้ 0.15% (w/v) จะใหค่้าการผลิตอลัจิเนท การเจริญของ
เซลล์สูงท่ีสุดและเพ่ิมค่าความหนืดปรากฏเม่ือเปรียบเทียบกับอาหาร LG ท่ีปราศจากการเติมกรด
อินทรีย ์(รูปท่ี 4.9) จากผลการทดลองอาจกล่าวไดว้า่กรดซคัซินิกถูกนาํมาใชเ้ป็นแหล่งอาหารคาร์บอน
ในวฎัจกัร TCA (tricarboxylic acid) 
 Vargas-Garcia และคณะ (2001) สรุปว่า EPS ท่ีผลิตโดย Azotobacter sp. เม่ือเติมกรดโฟ-อะมิ
โนเบนโซอิก (4-aminohydroxybenzoic acid) เพ่ือเป็นแหล่งอาหารคาร์บอนจะทาํให้ค่าความหนืด
สูงข้ึนในขณะท่ี Chan (1986) ไดท้าํการทดลองพบว่า Azotobacter vinelandii ใหร้ะดบัการเจริญของ
เช้ือดีข้ึนเม่ือใชส้ารประกอบฟีนอลิคเป็นแหล่งอาหารคาร์บอน   
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ตารางที ่ 3.3 ค่าจลพลศาสตร์ของอตัราการเจริญสูงสุด ผลผลิตอลัจิเนทท่ีผลิตไดสุ้งสุด ปริมาณนํ้าตาล
ซูโครสท่ีใชไ้ปและความหนืดปรากฏของ Azotobacter vinelandii ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตรในอาหาร 
LG ประกอบไปดว้ยกรดซคัซินิกความเขม้ขน้ 0.15% (w/v)  ท่ีความเร็วในการกวน 500 rpm การให้
อากศ 2.5 vvm pH 6.8 ท่ีอุณหภูมิ 30°ซ 
  
  Kinetic Parameter  การเติมกรดซคัซินิกความเขม้ขน้ 0.15% (w/v) 
 
อตัราการเจริญสูงสุด , μmax (h

-1)    0.297  
ผลผลิตอลัจิเนทสูงสุด, Yp/s (galg/gsuc)   0.505 
ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีใชไ้ป (g/L/h)   0.566 
ปริมาณกรดซคัซินิกท่ีใชไ้ป (g/L/h)   0.327 
ความหนืดปรากฏ (cP)     428.28  
 
 

3.3.3 ลกัษณะของอลัจิเนททีผ่ลติได้จาก Azotobacter vinelandii 
 3.3.3.1 ลกัษณะโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน (SEM) 
  ทาํการศึกษาโครงสร้างเซลลข์อง Azotobacter vinelandii ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
อิเลก็ตรอน โดยโครงสร้างเซลลข์อง Azotobacter vinelandii มีรูปร่างเป็นแท่ง ขนาดประมาณ 1 μm 
(รูปท่ี 3.11) และมีการสร้างอลัจิเนท (รุปท่ี 3.12-3.13) การผลิตของอลัจิเนทหรือของเหลวเหนียวๆท่ีฝัง
รวมตวักนัเป็นโคโลนีขนาดเล็ก รูปท่ี 3.14 แสดงอลัจิเนทแห้งท่ีผลิตไดจ้าก Azotobacter vinelandii 
และอลัจิเนท (ทางการคา้) มีโครงสร้างเช่ือมโยง (cross-link) เหมือนกนัแต่จาํนวนของสายเช่ือมโยง
ของอลัจิเนทท่ีผลิตดว้ย Azotobacter vinelandii น้อยกว่าอลัจิเนทท่ีผลิตไดจ้ากสาหร่าย อย่างไรก็
ตามอลัจิเนทจากสาหร่ายเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีความคงตวัและมีโครงสร้างท่ีตายตวัมากกว่าอลัจิเนทท่ีผลิต
จาก Azotobacter vinelandii 
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3.3.3.3 พฤติกรรมของไหลของอลัจิเนท 
 พฤติกรรมของไหลของอลัจิเนทจากสาหร่ายและอลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii ทาํการ
ทดลองโดยใชเ้คร่ืองวดัแรงเฉือน (rheometer) ซ่ึงใช ้din conical concentric cylinder เป็นตวัหมุนท่ี
อุณหภูมิ 25 °ซ และอตัราแรงเฉือน 0-300 1/s รูปท่ี 3.16 แสดงพฤติกรรมของไหลของอลัจิเนทจาก
สาหร่ายและอลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii พบว่าทั้งสองตวัแสดงพฤติกรรมเป็น pseudoplastic 
เน่ืองจากมีค่าความหนืดปรากฏลดลงเม่ืออตัราเฉือนเพิ่มข้ึน ค่าความหนืดของของไหลพวกน้ีจะข้ึนอยู่
กบั Shear stress กบั Shear rate แต่จะไม่ข้ึนอยูก่บัระยะเวลาท่ีของไหลไดรั้บความเคน้เฉือน(Shear 
stress) แต่อยา่งใด นัน่คือความสัมพนัธ์ระหว่าง Shear stress และ Shear rate จะมีค่าคงท่ีไม่ข้ึนอยูก่บั
เวลา 
 

 
 
รูปที่ 3.16 ค่าความหนืดปรากฏของสาหร่ายจากอลัจิเนทและอลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii ท่ี
อตัราเฉือนแตกต่างกนั 
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3.4 การผลติอลัจิเนทในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 สภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตอลัจิเนทท่ีไดจ้ากการทดลองในระดบัฟลาส์กและการหมกัใน
ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร เช่น ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 
ความเร็วในการกวนและความเขม้ขน้ของกรดอินทรียถู์กนาํมาใชใ้นการขยายระดบัการผลิตอลัจิเนท 
ผลของค่าความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลซูโครส ปริมาณการใชก้รดซคัซินิก ความเขม้ขน้ของอลัจิเนท ความ
หนืดปรากฏและการเจริญของเช้ือแสดงในรูปท่ี 3.17 จากผลการทดลองพบว่านํ้ าตาลซูโครสและกรด
ซคัซินิกถูกใชห้มดไปภายใน 24 ชม. การเจริญของเช้ือและการผลิตอลัจิเนทเพิ่มข้ึนภายใน 24 ชม. 
รวมถึงค่าความหนืดปรากฏดว้ย ค่าจลพลศาสตร์ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตรและ 5 ลิตรแสดงในตารางท่ี 
3.4 อตัราการเจริญของ Azotobacter vinelandii และการผลิตอลัจิเนทในถงัหมกัขนาด 5 ลิตรมีค่าตํ่า
กวา่ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากหลายปัจจยัเช่น การผสม การใหอ้ากาศ การออกแบบ
ตวัหมุน เป็นตน้ เน่ืองจากมีการเปล่ียนแปลงขนาดของถงัหมกั 
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รูปที่ 3.17  การเปล่ียนแปลงของการใชน้ํ้ าตาลซูโครส การผลิตอลัจิเนท การใชก้รดซคัซินิกความหนืด
ปรากฏและการเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใชป้ริมาตรอาหาร 
LG 3 ลิตรดว้ยนํ้าตาลซูโครสและกรดซคัซินิก 
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ตารางที ่3.4 ค่าจลพลศาสตร์ของอตัราการเจริญสูงสุด ผลผลิตอลัจิเนทสูงสุด การใชน้ํ้ าตาลซูโครส การใชก้รดซคัซินิก และค่าความหนืดปรากกฏของเชื้อ Azotobactar 
vinelandii ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตรซึ่งไม่ไดเ้ติมกรดซคัซินิกความเขม้ขน้ 0.15% (w/v) ถงัหมกัขนาด 2 ลิตรซึ่งเติมกรดซคัซินิกความเขม้ขน้ 0.15% (w/v) และถงัหมกั
ขนาด 5 ลิตรซึ่งเติมกรดซคัซินิกความเขม้ขน้ 0.15% (w/v) ที่ความเร็วในการกวน 500 rpm อตัราการใหอ้ากาศ 2.5 vvm ในอาหาร LG ควบคุม pH 6.8 ที่อุณหภูมิ 30°ซ  
 
                      ถงัหมกั 

ค่าจลพลศาสตร์        
2 ลิตร     2 ลิตร     5 ลิตร 

           ไม่เติมกรดซคัซินิก 0.15% (w/v)        เติมกรดซคัซินิก 0.15% (w/v)         เติมกรดซคัซินิก 0.15% (w/v)  
 
 อตัราการเจริญสูงสุด μmax (h

-1)          0.295            0.297             0.221 

 ผลผลิตอลัจิเนทสูงสุด Yp/s (galg/gsuc)         0.503            0.505            0.397 

 การใชน้ํ้ าตาลซูโครส (g/L/h)   0.582            0.566          0.514 

 การใชก้รดซคัซินิก (g/L/h)       -            0.327        0.370 

 ความหนืดปรากกฏ (cP)    207.52            428.28             168.78 

 เวลาที่ใชใ้นการหมกั (h)       72        72        72 
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จากความเขม้ขน้อลัจิเนทเร่ิมตน้ กลไกการสร้างเม็ด bead และการเขย่าในกระบวนการสร้างเม็ด bead 
(Smidsrod และ Skjak-Braek, 1990) อยา่งไรก็ตามความเสถียรของเอนไซมท่ี์ถูกตรึงนอ้ยกว่าเอนไซมอิ์สระ
แต่เอนไซมท่ี์ถูกตรึงมีขอ้ดีมากกว่าเอนไซมอิ์สระเช่น ง่ายต่อการควบคุม สะดวกในการแยกเอนไซม ์ช่วย
ป้องกนัการชะลา้งออก ลดความเส่ียงในการปนเป้ือน(Konsoula และ Kyriakides, 2006; Laca และคณะ., 
1998)  
 
 

 

 
รูปที่ 3.19 ความสัมพนัธ์ของกิจกรรมเอนไซมข์องการนาํเอนไซมท่ี์ถูกตรึงดว้ยอลัจิเนทจากAzotobactar sp. 
และอลัจิเนทจากสาหร่ายกลบัมาใชใ้หม่ใน 8 รอบเปรียบเทียบกบัเอนไซมอิ์สระ 
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บทที ่4 
สรุปผลการทดลอง 

 
ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิตอลัจิเนทเร่ิมตน้ในการทดลองระดบัเขยา่ฟลาส์กเพ่ือสังเกตหาแหล่ง
อาหารคาร์บอน อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และแหล่งอาหารไนโตรเจนเพ่ือใชใ้นการผลิตอลัจิเนทโดยใช้
อาหาร LG นํ้ าตาลซูโครสท่ีความเขม้ขน้ 1% (w/v) ถูกนาํมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ และ
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 6.8 ซ่ึงสามารถผลิตอลัจิเนทไดป้ระมาณ 4.5-5 กรัม/ลิตร และมีค่าความหนืด
ปรากฏคือ 62.2-79.15 cP ในอาหาร LG ซ่ึงการเติมแหล่งอาหารไนโตรเจนไม่ไดช่้วยเพิ่มผลผลิตอลัจิเนทแต่
เพิ่มค่าการเจริญของเช้ือ โดยสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตอลัจิเนทในการทดลองระดบัฟลาส์กจะ
นาํไปใชใ้นการทดลองในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชอ้าหารปริมาตร 1.5 ลิตร ทาํการสังเกตการใหอ้ากาศ
และความเร็วในการกวนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตอลัจิเนท ซ่ึงท่ีความเร็วในการกวน 500 rpm และอตัราการให้
อากาศ 5 vvm ใหค่้าความเขม้ขน้ของอลัจิเนทและค่าความหนืดสูงท่ีสุด การผลิตอลัจิเนทเพ่ิมข้ึนภายในเวลา 
24 ชม. และคงท่ีไปจนกระทัง่ส้ินสุดกระบวนการหมกั อลัจิเนทท่ีผลิตจาก Azotobacter vinelandii จะแสดง
พฤติกรรมของไหลเป็นแบบนนันิวโตเนียน (non-Newtonian) เน่ืองจากความหนืดเพ่ิมข้ึนเม่ืออตัราเฉือน
เพ่ิมข้ึน ค่าความหนืดของของไหลพวกน้ีจะข้ึนอยู่กบั Shear stress กบั Shear rate แต่จะไม่ข้ึนอยู่กบั
ระยะเวลาท่ีของไหลไดรั้บความเคน้เฉือน(Shear stress) แต่อยา่งใด นัน่คือความสมัพนัธ์ระหวา่ง Shear stress 
และ Shear rate จะมีค่าคงท่ีไม่ข้ึนอยูก่บัเวลา ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร อลัจิเนทท่ีไดม้ากกว่าการทดลองใน
ระดบัฟลาส์กเน่ืองจากการให้อากาศ ปริมาณหัวเช้ือ และความเร็วในการกวน กรดซัคซินิกความเขม้ขน้ 
0.15% (w/v) ถูกเลือกนาํมาใชเ้พื่อเพิ่มค่าความหนืดปรากฏของอลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii โดยค่า
ความหนืดปรากฏเพ่ิมข้ึนถึง 3 เท่า ขณะท่ีการเจริญของเซลลแ์ละการผลิตอลัจิเนทไม่ไดแ้ตกต่างจากการใช้
อาหาร LG (ไม่ไดเ้ติมกรดซคัซินิก) โดยทุกปัจจยัท่ีไดจ้ากการทดลองระดบัฟลาส์กและถงัหมกัขนาด 2 ลิตร
จะถูกนาํมาทดลองอีกคร้ังในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใชป้ริมาตรอาหาร 3 ลิตร ค่าของการผลิตอลัจิเนท 
ความหนืดปรากฏและการเจริญของเซลล ์Azotobacter vinelandii ท่ีไดค้ลา้ยคลึงกนัโดยจะเพิ่มข้ึนภายใน 24 
ชม. การผลิตอลัจิเนทในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร อลัจิเนทท่ีไดต้ ํ่ากว่าในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ยิ่งไปกว่านั้น
นํ้ าหนกัโมเลกุลของอลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii ถูกนาํมาเปรียบเทียบกบัอลัจิเนทท่ีใชใ้นการคา้ท่ี
ผลิตจากสาหร่ายโดยใชเ้ทคนิค HPLC พบว่านํ้ าหนกัโมเลกุลของอลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii มีค่า
ใกลเ้คียงกบัอลัจิเนทจากสาหร่าย อลัจิเนทจาก Azotobacter vinelandii ท่ีความเขม้ขน้ 2.5% (w/v) ถูก
นาํมาใชใ้นการตรึงเอนไซมบี์ตา้อะไมเลสในเม็ด bead ขณะท่ีอลัจิเนทจากสาหร่ายใชค้วามเขม้ขน้ 2% 

(w/v) ประสิทธิภาพของเอนไซม์บีตา้อะไมเลสท่ีผ่านการตรึงโดยใชอ้ลัจิเนทจากแบคทีเรียและสาหร่าย
ลดลงมากกว่า 50% เม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมบี์ตา้อะไมเลสอิสระ ความสัมพนัธ์ของกิจกรรมของเอนไซม์
ท่ีถูกตรึงก็ลดลงดว้ย อลัจิเนททั้งสองแหล่งถูกนาํมาใชใ้นการตรึงเอนไซมบี์ตา้อะไมเลสเพ่ือเปรียบเทียบกบั
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การใชบี้ตา้อะไมเลสแบบไม่ถูกตรึงในอลัจิเนท พบว่าประสิทธิภาพในการนาํกลบัมาใชใ้หม่ของบีตา้อะ
ไมเลสท่ีถูกตรึงในอลัจิเนทในการยอ่ยแป้งนั้นจะลดลงจาก 36.4 และ 42.4 ตามลาํดบั ในรอบท่ี 8  
ผลการทดลองท่ีไดจ้ากงานวิจยัน้ีช่วยยนืยนัวา่อลัจิเนทสามารถผลิตจากแบคทีเรียไดแ้ละคุณภาพของอลัจิเนท
ท่ีได้ก็ใกล้เคียงกับอัลจิเนทท่ีผลิตได้จากสาหร่าย ในการผลิตอัลจิเนทจากแบคทีเรียในทางการค้ามี
ความสาํคญัมากท่ีตอ้งมีการศึกษาต่อไปในอนาคตเพ่ือขยายระดบัการผลิตเป็นระดบัอุตสาหกรรม 
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