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บทคดัย่อ 

แบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงสมี่วงกลุ่มไม่สะสมซลัเฟอร์ (PNSB) เป็นกลุ่มที่น่าสนใจส าหรบัใช้เป็นแหล่งผลิต 
Exopolymeric substances (EPS) เนื่องจากผลิตได้มากและสามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลากหลาย แต่การศกึษา
เกีย่วกบัสภาวะส าหรบัเพาะเลีย้งทีเ่หมาะสมต่อการผลติ EPS ยงัมน้ีอย ประกอบกบัปัจจุบนั EPS ถูกน าไปประยุกต์ใช้
ในทางการแพทย์มากขึ้น ดังนัน้การวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต EPS จาก 
Rhodopseudomonas palustris PP803 และศกัยภาพของ EPS ต่อการต้านอนุมูลอสิระในหลอดทดลอง ผลการศกึษา
ดว้ย Central Composite Design (CCD) พบว่า Acetate ความเขม้ขน้ 7.82 กรมัต่อลติร และ NaCl ความเขม้ขน้ 1.49 
กรมัต่อลติร ใชเ้วลาเพาะเลีย้ง 62.83 ชัว่โมง ใหผ้ลผลติ EPS สงูสุด (0.93) นอกจากนี้ยงัพบว่า ความเขม้ขน้ NaCl มี
อิทธิพลต่อการผลิต EPS จาก R. palustris PP803 มากที่สุด เมื่อทดสอบคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระในหลอด
ทดลอง พบว่า EPS ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มค่ีา Fe2+ Chelating activity สงูถงึ 73.10% อาจเนื่องมาจาก 
มหีมู่ฟังก์ชัน่ Carboxyl group ในโครงสร้างของ EPS ซึ่งส่งผลให้กระบวนการ Metal chelating เกดิได้ด ีส่งเสรมิให้
คุณสมบตัติ้านอนุมูลอสิระอื่นดไีปดว้ย ดงันัน้จงึเป็นแนวทางในพฒันาผลติภณัฑ์สุขภาพทีม่คีวามสามารถต้านอนุมูล
อสิระในอนาคต 
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Abstract          
Purple non- sulfur photosynthetic bacteria (PNSB)  are an interesting microbial group to produce 

exopolymeric substances (EPS).  PNSB is highly productive and used a variety of carbon sources. However, 
the optimum culture conditions for EPS production are still less studied.  In addition, the EPS has been used 
more in medical applications.   Thus, this research aims to study the optimum conditions for EPS production 
from Rhodopseudomonas palustris PP803 and the EPS potential to reduce the effects of free radical activity. 
According to Central Composite Design (CCD) were revealed 7.82 g/L of acetate, 1.49 g/L of NaCl, and 62.83 
hours of culture time result to gain the highest EPS yield (0. 93)  and show the highest concentration of NaCl 
influence from the EPS production of PP803. The antioxidant test showed that EPS at a concentration of 4 
mg/mL had a Fe2+ chelating activity of 73.10% in vitro, which may be due to a group of functions.  The carboxyl 
group in EPS structure may result in high metal chelating activity indicated that it is a good antioxidant potential. 
Therefore, it is a way to develop health products that have the ability to against free radicals in the future.   
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บทน า     

การใช้ชีวิตประจ าวันของมนุษย์ในปัจจุบนั
พบว่ามคีวามเสีย่งต่อโรค เช่น การรบัประทานอาหาร
ประเภทเนื้อสตัวเ์ป็นประจ า และร่ายกายไดร้บัมลพษิ 
เป็นสาเหตุใหเ้กดิอนุมลูอสิระ (Free radical) ซึง่อนุมูล
อสิระเหล่านี้จะท าลายโครงสรา้งของเซลล ์และการท า
หน้าทีข่องผนงัเซลล์ ก่อใหเ้กดิความผดิปกต ิอาท ิโรค
ชราก่อนวัย  โรคหัวใจ ผนังหลอดเลือดแข็งตัว 
(Atherosclerosis) รวมไปถงึการกลายพนัธุ ์(Mutation) 
ของเซลล์ ซึ่งอาจพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง ดังนัน้ 
ร่างกายของมนุษยจ์งึมกีลไกในการควบคุมสารเหล่านี้  
รวมถึงผลที่เกิดจากอนุมูลอิสระไม่ให้ลุกลาม [1]   
มีการศึกษาคุณสมบัติของสารต้านอนุมูลอิสระชนิด
ใหม่ๆ จากแหล่งทีห่ลากหลายในธรรมชาต ิทัง้จากพชื 
สตัว ์และจุลนิทรยี ์ซึง่ท าใหพ้บสารต้านอนุมลูอสิระทีม่ี
ศักยภาพดีมากมาย โดยเฉพาะสารจากจุลินทรีย์  
ซึ่งสามารถผลิต Exopolymeric substances (EPS) 
ออกมานอกเซลล ์ยกตวัอย่าง สารในกลุ่ม Polysaccharide 
ซึ่งมีความหลากหลายทางโครงสร้าง จึงได้รบัความ
สนใจเป็นอย่างมาก [2] เนื่องจากมีความสามารถใน
การต้านอนุมูลอสิระ และยงัเพาะเลี้ยงได้ในระยะเวลา 
อนัสัน้ ใหป้รมิาณสารส าคญัสงู รวมถงึต้นทุนการผลติ 
 
 

ต ่ากว่าชนิดอื่น [3-4] จึงเหมาะสมที่จะเป็นแหล่งผลติ
สารต้านอนุมูลอสิระเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมผลติภณัฑ์
เพื่อสขุภาพต่อไป 
 แมว้่าแบคทเีรยีหลายชนิดสามารถผลติ EPS ได ้
แต่แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงสมี่วงกลุ่มไม่สะสมซลัเฟอร ์
(PNSB) เป็นกลุ่มที่น่าสนใจส าหรบัใช้เป็นแหล่งผลติ 
EPS เนื่องสามารถผลิต EPS ได้มาก ในสภาวะการ
เพาะเลี้ยงที่มแีหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนหลายชนิด 
แม้ในสภาวะที่แตกต่างกัน เช่น Photoorganotroph 
และ Chemoorganotroph รวมถึงยังสามารถใช้แสง
ธรรมชาติเป็นแหล่งพลังงานได้อีกด้วย  [5] ปัจจัย
ดังกล่าว ท าให้ได้ EPS ที่มีลักษณะของโครงสร้างที่
หลากหลาย อกีทัง้ยงัปรบัเปลี่ยนสภาวะเพาะเลี้ยงให้
เหมาะสมและลดต้นทุนได้ง่าย ซึ่งในปัจจุบันได้น า  
EPS ที่ผลติจาก PNSB ไปประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ 
เช่น เป็นวัสดุห่อหุ้มในระบบน าส่งยา (Drug delivery 
system) [6-7] ซึ่ง EPS ดังกล่าว มีสมบัติย่อยสลาย
ง่ายตามธรรมชาตแิละมผีลขา้งเคยีงน้อยมาก อย่างไรก็
ตามความสามารถต้านอนุมูลอิสระรวมถึงคุณสมบัติ
ทางการแพทย์ของ EPS จาก PNSB ในปัจจุบนัยงัมี
การศกึษาอยู่น้อย 
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 จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ข อ ง ผู้ วิ จ ั ย  พ บ ว่ า 
Rhodopseudomonas palustris PP803 ซึ่ ง เ ป็ น
แบคทเีรยีในกลุ่ม PNSB ที่แยกได้จากนาขา้วดนิเค็ม 
ในพืน้ทีภ่าคใต้ของประเทศไทย มคีวามสามารถเจรญิ
ไดด้ทีัง้สภาวะแบบมแีสง-มอีากาศเลก็น้อย และแบบไม่
มแีสง-มอีากาศ [8]  สามารถผลติ EPS ไดด้ ีในสภาวะ
ที่ม ีNaCl 1% และเมื่อศกึษาโครงสร้างหลกัของ EPS 
ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  GC-MS แ ล ะ  1H-NMR พ บ ว่ า มี  
Galacturonic acid เป็นองค์ประกอบส าคัญ [9] ทัง้นี้
จากรายงานการวิจยัของ Liu et al. [10] พบว่า EPS 
จากแบคทีเรียที่มีโครงสร้างหลักที่คล้ายคลึงกัน
ดังกล่าว มีความสามารถลดกิจกรรมของสารอนุมูล
อสิระ เช่น Superoxide และ Hydroxyl radical ไดด้ ีซึง่
การศกึษาดงักล่าวแสดงใหเ้หน็ความเป็นไปไดท้ี ่EPS 
จาก R. palustris PP803 จะมีความสามารถเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระได้ด้วยเช่นกัน จากผลการศึกษา
ดงักล่าวท าใหย้ิง่เพิม่ความน่าสนใจเกี่ยวกบั EPS ที่มี
โครงสร้างหลกัคล้ายกบั EPS จาก PP803 กอปรกบั
ข้อได้เปรียบของ EPS ที่สามารถผลิตได้มากใน
ระยะเวลาสัน้และต้นทุนที่ต ่า อย่างไรกต็ามมรีายงาน
เรื่ องสภาวะในการเพาะเลี้ยง เช่น เวลาในการ
เพาะเลี้ยง ชนิดและอัตราส่วนของคาร์บอนและ
ไนโตรเจน ความเขม้ขน้ของเกลอื มผีลต่อการปรมิาณ
การผลิต EPS [11-12] ซึ่งประเด็นดังกล่าวยังไม่มี
การศกึษาการผลติ EPS ของ R. palustris PP803 มา
ก่อนหน้านี้ จึงน าไปสู่งานวิจัยนี้ที่ได้ศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิต EPS จาก R. palustris PP803 
และศึกษาศกัยภาพของ EPS ต่อกิจกรรมของอนุมูล
อสิระในหลอดทดลอง 
 
วสัดแุละวิธีการ 
1. การคดัเลือกสภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อ
การสรา้ง EPS  
 1.1 เตรยีมกลา้เชือ้ 
 เลี้ยงแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  R. palustris 
PP803 โดยกลา้เชือ้เตรยีมไดจ้ากการถ่ายเชือ้จากอาหาร 
Glutamate-Acetate medium (GA) ซึ่งประกอบด้วย 
Sodium L- glutamic acid 3. 8 ก รัม  Sodium acetate 
5.4 กรัม Yeast extract 4.0 กรัม KH2PO4 0.5 กรัม 

K2HPO4 0.5 กรมั (NH4)2HPO4 0.8 กรมั MgSO4.7H2O 
0.2 กรมั CaCl2.2H2O 0.053 กรมั Nicotinic acid 0.001 
กรมั Thiamine hydrochloride 0.001 กรมั Biotin 0.01 
กรัม  MnSO4.5H2O 0.012 กรัม Ferric citrate 0.025 
กรมั และ CoCl2.6H2O 0.95 กรมั เตมิน ้ากลิน่ 1000 mL 
และปรบั pH ด้วย 1 M HCl ให้ได้ pH 6.8 ใช้กล้าเชือ้ 
10% เลีย้งในสภาวะมอีากาศเลก็น้อย-มแีสง ประมาณ 
3500±200 ลกัซ ์บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
น าไปใชเ้ป็นกลา้เชือ้ 
 1.2 การคดัเลอืกสภาวะทางกายภาพทีเ่หมาะสม
ต่อการสรา้ง EPS แบบแยกปัจจยัอสิระ (Single factor 
experiment) 
 โดยศกึษาหาปัจจยัทีผ่ลต่อการผลติ EPS คอื 
ผลของชนิดแหล่งคาร์บอน ผลของอัตราส่วนความ
เข้มข้นของคาร์บอนต่อความเข้มข้นของไนโตรเจน 
(C/N Ratio)  ผลความเขม้ขน้เกลอืและผลของเวลาใน
การผลติ ซึง่เป็นการศกึษาเบือ้งตน้แยกเป็นปัจจยัอสิระ 
เพื่อใหช้่วงของขอ้มลูทีจ่ะน าไปศกึษาแบบปัจจยัร่วม 

1. ผลของชนิดแหล่งคารบ์อน 
 ศกึษาโดยเตมิ Butyrate และ Propionate เป็น
แหล่งคารบ์อน ทดแทน Sodium acetate ในสตูรอาหาร 
GA ในปริมาณเท่ากัน แล้วฆ่าเชื้อ ใช้กล้าเชื้อ 10% 
เลี้ยงในสภาวะแบบมแีสง-มอีากาศเลก็น้อย ประมาณ 
3500±200 ลกัซ ์บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
จากนัน้น าไปหมุนเหวีย่งที ่6000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี
เพื่อแยกตะกอนเซลล์และน ้าเลี้ยงเซลล์ น าน ้าเลี้ยงไป
ตกตะกอน EPS โดยเติมเอทานอลที่แช่เย็นอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซยีส ปรมิาณสองเท่าของน ้าเลีย้งเซลล ์แลว้
น าไปแช่เยน็ที่ 4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
เพื่อตกตะกอน EPS น าสารแขวนลอยที่ได้ไปหมุน
เหวี่ยงที่ 10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ได้
ตะกอนของ EPS น าไปหาปรมิาณน ้าหนกัแหง้ (DW) 

2. ผลของปรมิาณคารบ์อนทีเ่หมาะสม 
 ศกึษาหาปรมิาณคารบ์อนทีเ่หมาะสม ซึง่มผีล
ต่อ C/N Ratio ศึกษาโดยปรับปริมาณของแหล่ง
คารบ์อน คอื Sodium acetate ซึง่ปรบัปรมิาณเพิม่ขึน้
เป็น 2 และ 4 เท่า และปรบัปรมิาณลดลง 2 และ 4 เท่า 
จากสูตรอาหาร GA เดิม (5.4 กรัมต่อลิตร) ท าให้
ปริมาณ  Sodium acetate ที่ใช้คือ  0.00  1.35  2.70 
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5.40  10.80 และ 21.60 กรัมต่อลิตร หลังจากนัน้ท า
การทดลองตามวธิขีา้งตน้ เพื่อหาปรมิาณ EPS 

3. ผลความเขม้ขน้เกลอื  
 ศึกษาความเข้มข้น NaCl ที่เหมาะสมโดย
ปรบัความเขม้ขน้เป็น 0.0  0.5  1.0  2.0  3.0 และ 4.0 
กรมัต่อลติร ในอาหาร GA หลงัจากนัน้ท าการทดลอง
ตามวธิขีา้งตน้ เพื่อหาปรมิาณ EPS 

4. ผลของเวลาในการผลติ 
 ศึกษาผลของเวลาในการผลิต โดยเก็บ
ตวัอย่างน ้าเลีย้งเซลลห์ลงัจากการเพาะเลีย้งในอาหาร 
GA ในสภาวะแบบมแีสง-มอีากาศเล็กน้อย ประมาณ 
3500±200 ลกัซ์ บ่มที่อุณหภูมหิ้อง ที่เวลา 0  12  24 
48 และ 72 ชัว่โมง จากนั ้นท าการทดลองตามวิธี
ขา้งตน้ เพื่อหาปรมิาณ EPS 

1.3 การศกึษาสภาวะทางกายภาพที่เหมาะสม 
ต่อการสรา้ง EPS โดยใช ้Central Composite Design 
(CCD) 

 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมโดยเลอืกจากปัจจยั
ทีศ่กึษาขา้งตน้ทีม่ผีลต่อการสรา้ง EPS สงูสดุ 3 ปัจจยั 
น ามาศึกษาโดยระดบัที่แตกต่างกนัของปัจจยัที่มีผล
การสร้าง EPS คือ X1  X2  และ X3 ซึ่งจะน าปัจจัย
เหล่านี้ ใช้ในการออกแบบการทดลองด้วยวิธีการ 
Response Surface Methodology ( RSM)  ซึ่ ง ใ ช้
รปูแบบ Central Composite  Design (CCD) ทีม่ปัีจจยั
ศึกษา 3 ปัจจัย (X1, X2 ,X3) แต่ละปัจจัยมี 3 ระดับ  
ซึ่งก าหนดรหสัแต่ละระดบั –1, 0 และ +1 ดงัแสดงใน
ตาราง 1 น าไปสู่การออกแบบการทดลองด้วย CCD 
ได้ชุดการทดลองทัง้หมด 20 ชุดทดลอง ดงัแสดงใน
ตาราง 2 เพื่อพยากรณ์สภาวะที่เหมาะสม ที่เกิดจาก
ความสมัพันธ์ระหว่างปัจจัยต่าง ๆ ที่ส่งผลให้สร้าง 
EPS ใหม้ากทีส่ดุ  

 
ตาราง 1 ปัจจยัชนิดต่าง ๆ และระดบัของปัจจยัที่ใช้ออกแบบการทดลองศกึษาสภาวะทางกายภาพที่เหมาะสมต่อ  

การสรา้ง EPS โดยใช ้Central Composite Design (CCD) 

Variable name Coded 
Levels 

-1 0 1 

Acetate concentration (g/L) X1 5.40 8.10 10.80 

NaCl concentration (g/L) X2 1.00 1.50 2.00 

Time (h) X3 48 60 72 
 

สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการสรา้ง EPS จะแสดง
ออกมารูปสมการถดถอย (Regression equations) 
และวิเคราะห์โดยกราฟพื้นที่ตอบสนอง (Response 
surface contour plots) โดยโปรแกรม Design-Expert 
8.0.2 Trial version ซึง่ค่าทีไ่ดต้รวจสอบความน่าเชื่อถอื 
ของผลการทดลองโดยค่า coefficient; R2 

 
 
 
 

 

2. การทดสอบความสามารถต้านอนุมูลอิสระของ 
EPS ในหลอดทดลอง 
 2.1 การเตรยีม EPS 
 น าน ้าเลีย้งเซลลจ์ากสภาวะเพาะเลีย้งทีท่ าให้
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris PP803 ผลิต 
EPS ไดส้งูสุด มาหมุนเหวีย่งแยกตะกอนเซลล์ และน า
น ้าเลี้ยงเซลล์ไปตะกอน EPS ตามวิธีข้างต้น เมื่อได้
ตะกอนของ EPS แล้ว น าไประเหยดว้ยความเยน็ จน
ไดผ้ง EPS น าไปชัง่หาน ้าหนกัแหง้ ก่อนท าการทดลอง 
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 2.2 การทดสอบ DPPH Radical scavenging 
activity 
 DPPH Radical scavenging activity ทดสอบ
โดยน าสารละลาย DPPH (0.4 mM DPPH ละลายใน 
Methanol) 0.2 มลิลลิติร ผสมกบัสารละลาย EPS 1.0 
มลิลลิติร (ความเขม้ขน้ EPS 0.25 - 4.00 มลิลกิรมัต่อ
มลิลลิติร) แลว้เตมิน ้ากลัน่ 1.8 มลิลลิติร ผสมกนัใหเ้ขา้
กันดี วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที น าไปวัดการ
ดดูกลนืแสงที ่517 นาโนเมตร ค านวณ % Scavenging 
activity  
 2.3 การทดสอบ H2O2 Scavenging activity 
 H2O2 scavenging activity ทดสอบโดยน า
สารละลาย EPS 1.0 มิลลิลิตร (ความเข้มข้น EPS 
0.25 - 4.00 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) ผสมกบั Phosphate 
buffer (0.1 M, pH 7.4) 2.4 มิลลิลิตร และสารละลาย 
H2O2 0.2 มิลลิลิตร ผสมกันให้เข้ากันดี วางไว้ที่
อุณหภูมหิอ้ง 10 นาท ีน าไปวดัการดูดกลนืแสงที ่230 
นาโนเมตร ค านวณ % Scavenging activity  
 2.4 การทดสอบ Fe2+Chelating activity 
 Fe2 +Chelating activity ท ด ส อ บ โ ด ย น า
สารละลาย EPS 1.0 มิลลิลิตร (ความเข้มข้น EPS 
0.25 - 4.00 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) ผสมกบั สารละลาย 
FeCl2 (2 mM) 2.4 มลิลลิติร และสารละลาย Ferrozine 
0.2 มลิลลิติร แล้วเติมน ้ากลัน่ 2.75 มลิลลิติร ผสมกนั

ใหเ้ขา้กนัด ีวางไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง 10 นาท ีน าไปวดัการ
ดูดกลนืแสงที่ 562 นาโนเมตร ค านวณ % Chelating 
activity  

2.5 การทดสอบ Lipid peroxidation inhibition 
effect 
 Lipid peroxidation inhibition effect ทดสอบ
โดยน าสารละลาย EPS 1.0 มิลลิลิตร (ความเข้มข้น 
EPS 0.25 - 4.00 มิลลิกรมัต่อมลิลิลิตร) ผสมกบั 1% 
Liver homogenate 1.0 มิลลิลิตร สารละลาย FeCl2 
(0.5 mM) 0.05 มิลลิลิตร และสารละลาย H2O2 0.05 
มลิลลิติร วางไวท้ีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 60 นาท ี
แลว้เตมิ Trichloroacetic acid (20%, w/v) 1.5 มลิลลิติร 
และสารละลาย Thiobarbituric acid (0.8%, w/v) 1.5 
มลิลลิติร แลว้น าไปตม้ที ่100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
15 นาท ีหลงัจากนัน้วางไวจ้นอุณหภูมขิองสารละลาย
เท่ากบัอุณหภูมหิอ้ง น าไปหมุนเหวีย่งที่ 4000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสไปวดัการดูดกลืน
แสงที ่532 นาโนเมตร และค านวณ % Inhibition effect  
 2.6 การค านวณความสามารถต้านอนุมูล
อสิระของ EPS 
 การค านวณความสามารถต้านอนุมูลอิสระ
ของ EPS จากการทดลองขา้งต้น สามารถค านวณ % 
Activity ต่าง ๆ ได้ตามวิธกีารของ Sánchez-Moreno 
[13] ดงันี้ 

    

% Activity = 1−(A1−A2)
A0

× 100 
 โดย  A0 คอื ค่าการดดูกลนืแสงของชุดควบคุม (น ้ากลัน่) 
      A1 คอื ค่าการดดูกลนืแสงของชุดทดสอบ 
  A2 คอื ค่าการดดูกลนืแสงของตวัอย่าง EPS เท่านัน้ 

 
3. การวิเคราะหท์างสถิติ 

งานวจิยันี้ไดท้ าการทดลอง 3 ซ ้า ส าหรบัทุก
ชุดการทดลอง ค านวณค่าทางสถติ ิ(ค่าเฉลีย่และส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน) โดยใช้โปรแกรม SPSS รุ่น 26 
รวมถงึวเิคราะหค์วามแปรปรวนของค่าเฉลีย่ในกลุ่มชดุ 
 
 
 
 

ทดลอง ด้วยวธิ ีOne-Way ANOVA (One-Way Analysis  
of Variance) ที่ระดบัความเชื่อมัน่ทางสถิตริ้อยละ 95 
(p<0.05) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละชุดการ
ทดลอง (Post Hoc Tests) ดว้ยวธิ ีDuncan’s Multiple 
Range Test  
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ผลการศึกษา 
1. การคดัเลือกสภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อ
การสรา้ง EPS 

จากทดลองศึกษาหาปัจจัยที่ส่งผลต่อการ
ผลติ EPS คอื ชนิดของแหล่งคารบ์อน อตัราส่วนของ
คารบ์อนและไนโตรเจน (C/N Ratio) ความเขม้ขน้ของ 
NaCl และเวลาในการผลติ ซึ่งเป็นการศกึษาเบื้องต้น 
แยกเป็นปัจจยัอสิระ ท าใหพ้บว่าเมื่อเตมิแหล่งคารบ์อน
ชนิด Butyrate Propionate ทดแทน Acetate ในสูตร
อาหาร GA ปริมาณเท่ากัน ท าให้ได้ EPS น้อยกว่า
อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้แหล่ง
คาร์บอนจาก Acetate ซึ่งสอดคล้องกบัน ้าหนักเซลล์
แห้งของเซลล์ R. palustris PP803 ที่ใช้ Acetate เป็น
แหล่งคาร์บอนซึ่งให้ปริมาณสูงสุดที่ 1714.00±27.05 
มลิลกิรมัต่อลติร และเมื่อค านวณผลผลติ EPS (EPS 
Yield) พบว่าการใช ้Acetate เป็นแหล่งคารบ์อนใหค้่า 
EPS yield สูงสุด ที่ 0.66±0.01 (รปู 1A) แสดงใหเ้หน็
ว่า Acetate เป็นแหล่งคารบ์อนทีเ่หมาะสมเพื่อเลอืกใช้
ในการศกึษาการผลติ EPS ต่อไป 
 จากศกึษาผลของอตัราส่วนของคารบ์อนและ
ไนโตรเจนที่มีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีต่อการการผลิต 
EPS และการเจริญเติบโตของเซลล์ R. palustris 
PP803 ดงัแสดงในรปู 1B พบว่า เมื่ออาหารเลีย้งเชือ้มี
ปริมาณ Acetate 10.80 กรัม ต่อลิตร  ส่งผลให้ได้
ป ริม าณ  EPS แ ล ะน ้ า หนั ก เซลล์ แห้ ง  สู ง สุ ดที่  
1158.67±69.36 และ 1749.67±61.50 มลิลกิรมัต่อลติร 
ตามล าดบั แต่อย่างไรกต็าม เมื่อค านวณค่า EPS Yield 
พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.66±0.02 ซึ่งไม่มีความแตกต่าง
อย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัอาหารเลีย้งเชือ้ที่
มีปริมาณ Acetate 5.40 กรัมต่อลิตร ดังนั ้นความ
เข้มข้นของ Acetate ในช่วง 5.40-10.80 กรมัต่อลิตร 
จึงเป็นช่วงที่เหมาะสมส าหรับน าไปการศึกษาแบบ
ปัจจยัร่วมต่อไป 

ขณะที่ผลของความเข้มข้น NaCl ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ทีม่ต่ีอการผลติ EPS และการเจรญิเตบิโตของ

เซลล ์R. palustris PP803 ดงัแสดงในรปู 1C พบว่าใน
สภาวะที่ความเขม้ขน้ NaCl 1 กรมัต่อลติร ส่งผลใหม้ี
ป ริ ม าณ  EPS แ ล ะน ้ า หนั ก เ ซ ล ล์ แ ห้ ง สู ง สุ ดที่  
1570.00±13.23 และ 1710.00±15.00 มลิลกิรมัต่อลติร 
ตามล าดบั ซึง่สอดคลอ้งกบัค่า EPS Yield ทีเ่กดิสงูสุด 
(0.92±0.01) แต่เมื่อความเขม้ขน้ NaCl เป็น 2 กรมัต่อ
ลิตร ค่า EPS Yield เท่ากบั 0.86±0.01 (ลดลง 0.06) 
ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่ามกีารลดลงค่อนขา้งน้อย ดงันัน้ความ
เข้มข้น NaCl ในช่วง 1-2 กรัมต่อลิตร จึงเป็นช่วงที่
เหมาะสมส าหรบัน าไปการศกึษาแบบปัจจยัร่วมต่อไป 

นอกจากนี้การศกึษาผลของเวลาส าหรบัการ
เพาะ เลี้ ย ง เชื้ อ  ที่ มี ต่ อกา รผลิต  EPS และการ
เจรญิเตบิโตของเซลล์ R. palustris PP803 ดงัแสดงใน
รูป 1D พบว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อ R. palustris PP803 
ในสภาวะแบบมีแสง-มีอากาศเล็กน้อย เป็นเวลา 72 
ชัว่โมง ส่งผลให้ได้ปริมาณ EPS และน ้ าหนักเซลล ์
แห้งสูงสุดที่  1250.67±49.56 และ 1890.00±37.75 
มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อ
ค านวณค่า EPS Yield แลว้พบว่ามคี่าเท่ากบั 0.66 ซึง่
ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบั
เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ R. palustris PP803 เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ดงันัน้ เวลาส าหรบัการเพาะเลี้ยงเชื้อในช่วง 
48-72 ชัว่โมง จึงเป็นช่วงที่เหมาะสมส าหรับน าไป
การศกึษาแบบปัจจยัร่วมต่อไป 

จากผลการทดลองที่ได้ศึกษาปัจจยัที่ผลต่อ
การผลิต  EPS คือ  ผลของชนิดแห ล่งคาร์บอน 
อตัราส่วนของอตัราส่วนของคาร์บอนและไนโตรเจน 
ความเข้มข้น NaCl และเวลาในการผลิต ซึ่ง เป็น
การศึกษาเบื้องต้นแยกเป็นปัจจยัอิสระ ท าให้ได้ช่วง
ของขอ้มลูทีจ่ะน าไปศกึษาแบบปัจจยัร่วม ทีจ่ะท าใหไ้ด้
สภาวะที่เหมาะสมที่สุด เพื่อใหไ้ดผ้ลผลติ EPS สูงสุด 
ซึ่งสามารถศกึษาด้วยวธิกีาร RSM ดงัผลการทดลอง
ต่อไป 
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รปู 1 ผลของชนิดแหล่งคารบ์อน (A), ความเขม้ขน้ Acetate (B), ความเขม้ขน้ NaCl (C) และเวลา  (D) ในอาหารเลีย้ง
เชือ้ทีม่ต่ีอการผลติ EPS (EPS Yield) จากแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง R. palustris PP803 (อกัษร a-d แสดงถงึความ
แตกต่างอย่างมนียัส าคญั (p<0.05) ของค่าเฉลีย่ในกลุ่มชุดการทดลองนัน้ ๆ เมื่อน าแต่ละค่าเฉลีย่มาเปรยีบเทยีบกนั 

โดยเรยีงล าดบัจากค่ามาก a ไปยงัค่าน้อย d) 
 
2. การศึกษาสภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อ
การสร้าง EPS โดยใช้ Central Composite Design 
(CCD) 

จากศึกษาข้างต้นท าให้ทราบถึงปัจจัยที่
ส าคญัต่อการผลติ EPS จากแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง 
R. palustris PP803 ซึ่งมีทัง้หมด 3 ปัจจัยคือ ความ
เข้มข้น Acetate (Acetate concentration; X1) ความ
เข้มข้น NaCl (NaCl concentration; X2) และเวลาใน
การเพาะเลีย้ง (Time; X3) และตาราง 1 แสดงถงึระดบั
ของปัจจยัชนิดต่าง ๆ ทีใ่ชใ้นการออกแบบการทดลอง
ศึกษาสภาวะทางกายภาพที่เหมาะสมต่อการสร้าง 
EPS โดยใช ้Central Composite Design (CCD) 

จากการศึกษา Central Composite Design 
(CCD) (ตาราง 2) พบว่าชุดการทดลองที่ 16 มีค่า 
EPS Yield เท่ากบั 0.93 ซึง่สงูสุด เมื่อเปรยีบเทยีบกบั
ชุดการทดลองทัง้หมด 20 ชุด โดยสภาวะส าหรบัผลติ 
EPS ดังนี้  ความเข้มข้น Acetate 8.10 กรัมต่อลิตร 
ความเข้มข้น NaCl 1.50 กรมัต่อลิตร และใช้เวลาใน
การเพาะเลีย้ง 60 ชัว่โมง ซึง่สภาวะดงักล่าวเหมอืนกบั

ชุดการทดลอง 15-20 เนื่องเป็นค่าระดบักึ่งกลางของ
แต่ละปัจจัย ซึ่งโปรแกรมได้พยากรณ์ว่าน่าจะเป็น
ระดบัที่เหมาะสมที่สุดต่อการผลติ EPS ซึ่งสอดคล้อง
กับค่า EPS Yield ที่โปรแกรมพยากรณ์ (Predicted) 
ว่าในสภาวะดงักล่าวจะม ีEPS Yield เท่ากบั 0.92 ซึ่ง
ใกล้ เคียงมากกับผลที่ทดลองได้  ( Actual)  ทั ้งนี้
โปรแกรมได้ค านวณผลดังกล่าวเพื่อหาสภาวะที่
เหมาะสมทีส่ดุส าหรบัการผลผลติ EPS สงูสดุคอื ความ
เขม้ขน้ Acetate 7.82 กรมัต่อลติรความเขม้ขน้ NaCl 
1.49 กรัมต่อลิตร และใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
62.83 ชัว่โมง ซึง่จะเป็นสภาวะทีจ่ะน าไปใชต่้อไป 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของปัจจัย คือ 
ความเขม้ขน้ Acetate  ความเขม้ขน้ NaCl และเวลาใน
การเพาะเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง R. palustris 
PP803 พบว่าปัจจยัดงักล่าวมคีวามสมัพนัธก์นัอย่างมี
นัยส าคัญ อีกทัง้ P-value ของโมเดล Quadratic มี 
P<0.05 และ Lack of fit (P>0.05) ซึ่งแสดงให้เหน็ว่า 
โมเดลที่ถูกสร้างจากความสมัพนัธ์ของปัจจยัทัง้สาม  
มีความน่าเชื่อถือทางสถิติ ส่วนการวิเคราะห์ทาง 
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ค่าสถติ R2 และ Adjusted R2 มคี่า 0.9331 และ 0.8728 
ตามล าดบั ซึ่งใกล้เคยีงกนั (P>0.05) แสดงให้เหน็ว่า
โมเดลที่ใช้ในการค านวณนี้  อยู่ในระดับที่น่าเชื่อถือ 
และท าใหเ้กดิสมการถดถอยส าหรบัการผลติ EPS โดย
แบคทเีรยีสงัเคราะห์แสง R. palustris PP803 ที่แต่ละ
ปัจจยัต้องมคี่า P-value >0.05 (ตาราง 3) จึงจะมผีล
ต่อการผลิต  EPS ดังสมการ  EPS Yield =  0.92-
0.031X1

2 -0.051X2
2-0.031X3

2-0.02X1X2-0.02X2X3 
นอกจากนี้ สมการถดถอยส าหรับการผลิต 

EPS โดยแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง R. palustris PP803 

ท าให้สามารถค านวณแล้ว แสดงผลของปัจจยัร่วมทัง้
สามทีเ่หมาะสมต่อการผลติ EPS สงูสุด โดยแสดงเป็น
ภาพ 3D surface และ Contour plot ดังภาพ 2A-C 
และภาพ 2D ซึง่เป็นภาพ Cube graph แสดงใหเ้หน็ถงึ
อิทธิพลของความเข้มข้น NaCl ซึ่งสภาวะที่ปริมาณ 
NaCl สงูขึน้เป็นปัจจยัทีส่ง่ผลใหก้ารผลติ EPS เพิม่ขึน้
เสมอ สอดคลอ้งกบัตาราง 3 ปัจจยัความเขม้ขน้ NaCl 
(X2

2) ทีม่คี่า Coefficient Estimate สงูสดุ 

 
ตาราง  2 ผลผลติ EPS จากการออกแบบดว้ย Central Composite Design (CCD) ทีเ่ป็นผลจากความเขม้ขน้ Acetate 

ความเขม้ขน้ NaCl และเวลาในการเพาะเลีย้ง ในสภาวะแบบมแีสง-มอีากาศเลก็น้อย 

 
 
 
 

Run number 
Acetate conc. (X1) NaCl conc. (X2) Time (X3) EPS Yield 

(g/L) (g/L) (h) Actual Predicted 
1 5.40 1.00 48.00 0.74 0.74 
2 10.80 1.00 48.00 0.78 0.80 
3 5.40 2.00 48.00 0.79 0.82 
4 10.80 2.00 48.00 0.82 0.80 
5 5.40 1.00 72.00 0.81 0.83 
6 10.80 1.00 72.00 0.86 0.84 
7 5.40 2.00 72.00 0.85 0.83 
8 10.80 2.00 72.00 0.75 0.76 
9 3.56 1.50 60.00 0.85 0.83 
10 12.64 1.50 60.00 0.81 0.82 
11 8.10 0.66 60.00 0.78 0.77 
12 8.10 2.34 60.00 0.77 0.77 
13 8.10 1.50 39.82 0.82 0.81 
14 8.10 1.50 80.18 0.84 0.85 
15 8.10 1.50 60.00 0.92 0.92 
16 8.10 1.50 60.00 0.93 0.92 
17 8.10 1.50 60.00 0.89 0.92 
18 8.10 1.50 60.00 0.91 0.92 
19 8.10 1.50 60.00 0.92 0.92 
20 8.10 1.50 60.00 0.92 0.92 
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ตาราง 3 ค่าคงทีแ่ละตวัแปรทีส่มัพนัธต่์อการผลติ EPS โดยแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง PP803 
Factor Coefficient Estimate Prob > F 

Intercept 0.92 < 0.0001 
X1-Acetate -3.46E-03 0.5691 
X2-NaCl 2.33E-04 0.9692 
X3-Time 0.013 0.0559 

X1
2 -0.031 0.0003 

X2
2 -0.051 < 0.0001 

X3
2 -0.031 0.0003 

X1X2 -0.02 0.0263 
X1X3 -0.015 0.0794 
X2X3 -0.02 0.0263 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รปู 2  3D surface รวมถงึ contour plot (A-C) และ Cube graph (D) ทีแ่สดง 
ผลของปัจจยัรว่มทัง้สามทีเ่หมาะสมต่อมกีารผลติ EPS สงูสดุ 
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3. ความสามารถต้านอนุมูลอิสระของ EPS ใน
หลอดทดลอง 

จากการทดสอบความสามารถต้านอนุมูล
อิสระของ EPS จากแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  R. 
palustris PP803 ในหลอดทดลอง พบว่าการทดลองที่
ใช ้EPS ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มผีลต่อ 
DPPH Radical scavenging activity สูงสุด (49.69 ± 
1.90%) อย่างมีนัยส าคญัเมื่อเปรียบเทียบกบัชุดการ
ทดลองอื่น ที่มีความสามารถลดลงตามปริมาณ EPS 
(รูป 3A) สอดคล้องกบัผลการทดลอง H2O2 ซึ่งพบว่า
ปรมิาณ EPS ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มี
ผลต่อ H2O2 Scavenging activity มคี่าเท่ากบั 60.20 ± 
2.39% (รปู 3B)  

ขณะทีก่ารทดสอบความสามารถในการจบักบั 
Fe2+ ของ EPS พบว่าที่ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิต ร  มีผล ต่ อ  Fe2+  Chelating activity สู ง สุ ด 
( 73. 70±1. 03% )  แ ต่ ไ ม่ มี ค ว า ม แ ต ก ต่ า ง  เ มื่ อ
เปรียบเทยีบกบัความเขม้ข้น 2 มิลลิกรมัต่อมลิลลิติร
ซึ่งมี Fe2+ Chelating activity เท่ากับ 72.62±1.90% 
(รูป 3C) การทดสอบ Lipid peroxidation inhibition 
พบว่าการใช ้EPS ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
มผีลต่อ Lipid peroxidation activity ได้ 51.44±0.92% 
สูงสุดอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองอื่น ซึง่มคีวามสามารถลดลงตามปรมิาณ EPS 
(รูป 3D) จากการทดสอบความสามารถต้านอนุมูล
อิสระของ EPS ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. 
palustris PP803 ทั ้ง หมดพบว่ า  EPS ที่ ผ ลิ ต ได้  
สามารถลดอนุมลูอสิระไดด้ ีและมศีกัยภาพสงู สามารถ
น าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพที่ ใช้ต้านอนุมูล
อสิระได ้

 

 
รปู 3 ผล EPS ความเขม้ขน้ 0.25 - 4.00 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ต่อ %DPPH Radical scavenging activity (A) %H2O2 

Scavenging activity (B) %Fe2+Chelating activity (C) และ %Lipid peroxidation inhibition (D) ในหลอดทดลอง 
(อกัษร a-e แสดงถงึความแตกต่างอย่างมนียัส าคญั (p<0.05) ของค่าเฉลีย่ในกลุ่มชุดการทดลองนัน้ ๆ เมื่อน าแต่ละ

ค่าเฉลีย่มาเปรยีบเทยีบกนั โดยเรยีงล าดบัจากค่ามาก a ไปยงัคา่น้อย e) 
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วิจารณ์ 
1. การศึกษาสภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อ
การสรา้ง EPS 

การศกึษาคดัเลอืกสภาวะทางกายภาพทีม่ผีล
ต่อการสร้าง EPS มคีวามส าคญัอย่างมากต่อการเพิม่
ประสทิธภิาพการผลติ EPS จากแบคทเีรยีสงัเคราะห์
แสง เนื่องจากศกึษาในขัน้ตอนดงักล่าว ท าใหไ้ดท้ราบ
ขอ้มลูปัจจยัทีม่อีทิธพิลต่อการผลติ รวมไปถงึช่วงระดบั
ของปัจจยัที่ส่งเสรมิให้การผลติ EPS มปีรมิาณสูงสุด 
จงึไดม้กีารศกึษาผลของชนิดแหล่งคารบ์อน อตัราสว่น
คาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณ 
NaCl และเวลาในการเพาะเลีย้งเชือ้ ซึง่จากการศกึษา
แสดงใหเ้หน็ว่า เมื่อใช ้Acetate เป็นแหล่งคารบ์อนใน
อาหารเลีย้งเชือ้ส่งเสรมิใหม้ปีรมิาณ EPS สงูกว่าอย่าง
มีนัยส าคญัเมื่อเปรียบเทียบกบัการใช้ Butyrate และ 
Propionate เ ป็นแห ล่งคาร์บอน ซึ่ งผลดังก ล่ า ว
สอดคลอ้งกบัผลน ้าหนักเซลลแ์หง้ของชุดการทดลองที่
ใช้ Acetate เป็นแหล่งคาร์บอนที่มีผลสูงกว่าแหล่งอื่น 
(ไม่ไดแ้สดงผลการทดลอง) ทัง้นี้กเ็น่ืองมาจาก Acetate 
เป็นเกลอืของกรดอนิทรยี์ที่มคีาร์บอน 2 อะตอม เป็น
องค์ประกอบจึงท าให้แบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. 
palustris PP803 สามารถน าไปใช้ได้ง่ายกว่าแหล่ง
คาร์บอนอื่นที่มีจ านวนมากกว่า จากการศึกษาของ 
Kanta et al. [14] พบว่าแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงในนา
ขา้วจะมคีวามสามารถใช ้Acetate เป็นแหล่งคารบ์อน
เพื่อการเจริญเติบโตในธรรมชาติได้ดีกว่าแหล่ง
คาร์บอนอื่น นอกจากนี้ยังพบอีกว่า Acetate ยังผล 
ต่อการผลิต EPS จากแบคเรียสังเคราะห์แสงได้ด ี
กว่าแหล่งคาร์บอนอื่น เช่น Butyrate Propionate 
Succinate และ Malonate [11] และที่ส าคญั Acetate 
มีป ริม าณมากพวกวัสดุ ของ เหลือทิ้ ง จ ากภาค
การเกษตรและอุตสาหกรรม [15] จึงเหมาะที่จะเป็น
ตัวเลือกน ามาใช้ผลิต EPS เพื่อลดต้นทุนในการผลติ
เมื่อเพิม่ขนาดการผลติ 

 จาการศึกษาบทบาทของ NaCl พบว่ า
แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง R. palustris PP803 สามารถ
ผลิต EPS ได้สูงสุด (1570.00±13.23 มิลลิกรัมต่อ
มลิลลิติร) ที่ความเขม้ขน้ NaCl 1 กรมัต่อลติร แต่ผล
ก า ร ท ด ล อ ง น ้ า ห นั ก เ ซ ล ล์ แ ห้ ง พ บ ว่ า สู ง สุ ด 

(1742.00±19.67 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) ทีค่วามเขม้ขน้ 
NaCl 0.5 กรมัต่อลติร ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าความเขม้ขน้
เกลือมีผลต่อการยับยัง้การเจริญของแบคทีเ รีย
สงัเคราะห์แสง R. palustris PP803 ซึ่งสอดคล้องกบั
การศึกษาของผู้วิจ ัยก่อนหน้านี้ที่พบว่าแบคทีเรีย
สงัเคราะห์แสง R. palustris PP803 เจริญเติบโตได้ดี
ทีสุ่ดทีค่วามเขม้ขน้ NaCl 0.25 กรมัต่อลติร และมกีาร
เจรญิเตบิโตน้อยลงเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้เกลอื [8] สว่น
การเจรญิเติบโตน้อยลงแต่มปีรมิาณ EPS เพิม่ขึน้นัน้ 
อาจเกิดจากแบคทีเรียใช้ EPS เพื่อเป็นตัวดูดซับ
ปริมาณ Na+ ซึ่งเป็นกลไกป้องกันในสภาวะที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจริญโต ซึ่งสอดคล้องกบัแบคทเีรยี 
Rhodopseudomonas acidophila ทีล่ดการเจรญิเตบิโต 
ในสภาวะทีม่เีกลอื 12.6% (w/v) แต่ยงัมคีวามสามารถ
ผลติ EPS [11] 

การศกึษาเวลาที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยง
เชื้อแบคทีเรียสงัเคราะห์แสง ส าหรับการผลิต EPS 
ก่อนหน้านี้ พบว่าเมื่อใช้ระยะเวลาเพิ่มขึ้นส่งผลให้มี
การผลติ EPS และน ้าหนกัเซลลเ์พิม่ขึน้ [16] สอดคลอ้ง
กบัการผลการทดลองนี้ โดยพบว่าทีเ่วลา 72 ชัว่โมงท า
ให้ผลิต EPS ได้สูงสุด (1250.67±49.56 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตร) และน ้าหนักเซลล์สูงสุด (1890.00±37.75 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) แต่อย่างไรกต็ามพบว่า ค่า EPS 
Yield ที่เวลาเพาะเลี้ยง 72 ชัว่โมง ไม่มคีวามแตกต่าง
อย่างมนียัส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเวลาเพาะเลีย้ง 48 
ชัว่โมง ดงันัน้ช่วงระยะเวลา 48-72 ชัว่โมง จงึเป็นช่วง
ที่เหมาะสมต่อการศกึษาปัจจยัร่วมด้วยวธิี RSM เพื่อ
เป็นการลดระยะเวลาในการเพาะเลีย้งซึง่ส่งผลต่อการ
ลดตน้ทุนในการผลติ EPS ต่อไป 

จากการศึกษา Central Composite Design 
พบว่าความเข้มข้น NaCl เป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลมาก
ที่สุดต่อการผลิต EPS ซึ่งเห็นได้จากค่า Coefficient 
estimate (ตาราง 3) สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Seesuriyachan et al. [17] ซึ่งท าการศึกษาสภาวะ 
ที่ เหมาะสมต่อการผลิต  EPS จาก Lactobacillus 
confusus โดยออกแบบการทดลองด้วย CCD พบว่า
ความเข้มข้น NaCl ร่วมกับปริมาณน ้าตาล Sucrose 
ส่งผลมากที่สุดต่อการผลิต EPS ซึ่งผลผลิตได้สูงถึง 
85.82กรัมต่อลิตร แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษา
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ดงักล่าวกพ็บว่าเมื่อความเขม้ขน้เกลอืเพิม่ขึน้กส็่งต่อ
น ้าหนักเซลล์แห้งลดลงเช่นกัน ซึ่งชี้ให้เห็นว่าความ
เขม้ขน้เกลอืทีเ่พิม่ขึน้จะสามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโต
ของแบคทเีรยี แต่จะส่งเสรมิการผลติ EPS ซึง่เป็นผล
จากการที่ส่วนหนึ่งของกลไกรอดชีวิตในสภาวะที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโต [18] 

ส่วนผลส าคญัที่ได้จากศกึษา CCD ในครัง้นี้
คอืชุดสภาวะทีเ่หมาะสมทีสุ่ดส าหรบัการผลผลติ EPS 
สูงสุด คือ Acetate ความเข้มข้น 7.82 กรัมต่อลิตร 
ความเข้มข้น NaCl 1.49 กรมัต่อลิตร และใช้เวลาใน
การเพาะเลี้ยง 62.83 ชัว่โมง และชุดสมการถดถอยที่
ได้ซึ่งจะน าไปสู่การผลติ EPS อย่างมปีระสทิธภิาพใช้
ระยะเวลาทีน้่อยลงแต่ใหผ้ลผลติทีม่ากขึน้ สามารถเพิม่
ศกัยภาพตลอดจนน าไปประยุกต์ใช้ในผลติภณัฑ์เพื่อ
สขุภาพ  

 

2. ความสามารถต้านอนุมูลอิสระของ EPS ใน
หลอดทดลอง 
 กลไกของสารตา้นอนุมลูอสิระจะใหไ้ฮโดรเจน
หรอือเิลก็ตรอนแก่อนุมูลอสิระ และท าใหอ้นุมูลอสิระมี
ความเสถียรมากขึ้น เมื่อสารต้านอนุมูลอิสระให้
ไฮโดรเจนหรอือเิล็กตรอนไปแล้ว กจ็ะเกดิเป็นอนุมูล
อสิระตวัใหม่ ซึง่มคีวามรุนแรงน้อยกว่าอนุมูลอสิระเดมิ 
อาจจะไปรวมตัวกบัอนุมูลอิสระอีกโมเลกุลหนึ่ง เกิด
ผลิตภัณฑ์ที่เสถียร หรือมีสารต้านอนุมูลอิสระตัวอื่น 
มาให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนเพื่อเกิดผลิตภัณฑ์ที่
เสถยีรต่อไป [1] ซึง่วธิกีารทดสอบการตา้นอนุมลูอสิระ
โดยใช้ DPPH Radical model และ H2O2 model เป็น
ทีน่ิยมเพื่อประเมนิความสามารถของสารตา้นอนุมลูทีม่ี
ผลลด DPPH Radical และ Superoxide radical ทีไ่มม่ี
เสถียรภาพให้น้อยลง [19]  จากผลการทดลองครัง้นี้
พบว่ า เมื่ อ เพิ่มปริมาณ EPS ส่ งผลให้ค่ า  DPPH 
Radical scavenging activity และ H2O2 Scavenging 
activity เพิม่ขึน้แบบแปรผนัตามความเขม้ขน้ของ EPS 
ซึง่ในชุดการทดลองทีใ่ช ้EPS ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมั
ต่อมิลลิลิตร มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
และ H2O2 อยู่ ในระดับปานกลาง ซึ่งอาจ เนื่ องมา 
จากองค์ประกอบส่วนใหญ่ของ EPS เ ป็นพวก 
Polygalacturonic acid โดยประมาณ 50% แล้วยังมี
องคป์ระกอบอื่นเป็นโปรตนีและกรดนิวคลอิกิทีเ่ป็นสาร

ใหอ้เิลก็ตรอนกบัอนุมูลอสิระ ซึง่ส่งผลใหม้อีนุมูลอสิระ
น้อยลง [2] สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Liu et al. [20] 
ที่พบว่าความสามารถ DPPH Radical scavenging 
activity และ H2O2 Scavenging activity ของ EPS จาก 
Paenibacillus polymyxa EJS-3 ที่มอีงค์ประกอบส่วน
ใหญ่เป็นคาร์โบไฮเดรตนัน้ สามารถลดอนุมูลอิสระ 
ได้ 50% โดยประมาณเช่นกัน ขณะที่การทดสอบ 
Fe2+Chelating activity มีความสามารถสูงถึง 92.4% 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในครัง้นี้ที่ ในชุดการ
ทดลองทีใ่ช ้EPS ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
มีความสามารถ 73.7% ส าหรับการทดสอบ Fe2+ 
Chelating activity โดยกลไกการลดอนุมูลอิสระด้วย
กระบวนการ Metal chelating นัน้เกิดจากสาเหตุว่า
โลหะหนัก เช่น Fe2+ Fe3+ และ Cu2+ มีผลเร่งให้
เกิดปฏิกิริยา Oxidation ในร่างกายซึ่งโลหะหนัก
ดงักล่าวจะไปเร่งการเกดิอนุมลูอสิระหลายประเภทเช่น 
Peroxyl radical, Hydroxyl radical และ Alkyl radical 
รวมถึง Singlet oxygen ดังนัน้การที่มีสารไปจับกับ
โลหะหนักเหล่านี้จะช่วยชะลอการเกดิอนุมูลอิสระใน
ร่างกายได้ [19] ดงันัน้จากผลการทดลองนี้ที่แสดงให้
เหน็ว่า EPS จากแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง R. palustris 
PP803 มคีวามสามารถจบั Fe2+ ไดด้มีาก สง่ผลมาจาก
ทีโ่ครงสรา้งทีจ่บักบัโละหนกัไดด้ตี้องมหีมู่ฟังกช์นั เช่น 
–OH, –SH, –COOH, –PO3H2, C O, –NR2, –S– และ 
–O– [19]  ซึ่ง โครงสร้างของ EPS จาก PP803 มี
ลั ก ษ ณ ะ เ ป็ น  1,4 - Linked α- galacturonic acid 
residues [9] ซึ่งมีหมู่ ฟังก์ชัน่ Carboxyl group อาจ
สง่ผลใหจ้บั Fe2+ ไดด้ ีแต่อย่างไรกต็ามควรศกึษากลไก
นี้ต่อไปในอนาคต 
 ส่วนกระบวนการ Lipid peroxidation คือ
ปรากฏการณ์ที่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับไขมันที่
บริเวณ Lipid bilayer ที่เยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เกิดอนุมูล
อิสระจากกระบวนดังกล่าว [21] ในการศึกษาครัง้นี้
ผู้วิจ ัยใช้ FeCl2-H2O2  ในการกระตุ้นให้เกิด Lipid 
peroxidation ซึ่งพบว่าในชุดการทดลองที่ใช้ EPS 
ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มคีวามสามารถ
ยบัยัง้การเกดิ Lipid peroxidation อยู่ในระดบั 51.44% 
โดยมีรายงานในปัจจุบนัพบว่า EPS จากแบคทเีรยีมี
ความสามารถยบัยัง้ Hydroxyl radical และ H2O2 ไดด้ี
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ใกล้เคียงกับความสามารถในการ Fe2+ Chelating 
ส่งผลการยบัยัง้ Lipid peroxidation ที่อยู่ในระดบัปาน
กลาง [12] ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในครัง้นี้ 

จากการศกึษาวจิยัในครัง้นี้ สามารถน าขอ้มลู
ไปใชเ้พิม่ประสทิธภิาพในการผลติ EPS จากแบคทเีรยี
สงัเคราะหแ์สง R. palustris PP803 ซึง่จะเป็นประโยชน์
อย่างยิง่ ในการศกึษาทีต่อ้งการเพิม่ขนาดการผลติและ
ลดต้นทุน นอกจากนี้ข้อมูลความสามารถต้านอนุมูล
อิสระของ EPS ในหลอดทดลองที่ได้  จะน าไปสู่
การศกึษาเพื่อศกึษากลไกของ EPS ต่อการต้านอนุมลู
อิสระและศึกษาในระดับสัตว์ทดลองต่อไปเพื่อเป็น
แนวทางในพฒันาผลติภณัฑส์ุขภาพทีม่คีวามสามารถ
ตา้นอนุมลูอสิระในอนาคต 
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