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บทคดัย่อ 

 วตัถุประสงค์ในการศึกษาคร้ังน้ีเพื่อศึกษาการผลิตบีตากลูแคนของยีสต์ Saccharomyces 
carlsbergensis RU01 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยแทนนินในอาหารเล้ียงเช้ือกากน ้าตาล ปริมาณคาร์โบไฮเดรต
ท่ีผนังเซลล์ยีสต์ทดสอบโดยการย้อมเซลล์ยีสต์ด้วย Congo red พบว่ายีสต์ท่ีเจริญในอาหาร
กากน ้ าตาลท่ีเติมแทนนินติดสีของ Congo red เข้มกว่ายีสต์ท่ีเจริญในอาหาร YM เวลาในการ
เพาะเล้ียงท่ีท าให้ยสีต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีเจริญในอาหารกากน ้ าตาลท่ีมีแทนนินมีค่าสูงท่ีสุด 
คือ 36 ชัว่โมง ไดค้่าน ้ าหนกัเซลล์แห้ง 3.97 กรัม/ลิตร ปริมาณบีตากลูแคน 119.47 มิลลิกรัม/กรัม
น ้ าหนกัเซลล์แห้ง และเม่ือค านวณผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อมวลเซลล์ (Yp/x) มีค่าสูงกวา่ยีสตท่ี์เจริญ
ในอาหารกากน ้าตาลท่ีไม่เติมแทนนิน 1.2 เท่า การเพาะเล้ียงยสีต ์S. carlsbergensis RU01ในถงัหมกั
แบบกะท่ีระดบัการผลิต 5 ลิตร พบวา่สภาวะการหมกัท่ีความเร็วรอบในการกวน 400 รอบต่อนาที 
อตัราการให้อากาศ 1 vvm มีการเจริญของเช้ือและผลิตบีตากลูแคนสูงท่ีสุด คือท่ี 36 ชั่วโมง มี
ปริมาณเซลล์ 2.24 × 108 CFU/มิลลิลิตร และปริมาณบีตากลูแคน 181.94 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนัก
เซลลแ์หง้ และไดค้่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) สูงท่ีสุด คือ 0.40 h-1  แต่ความเร็วรอบในการกวน 400 
รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 0.5 vvm ให้อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) สูงท่ีสุด คือ 8.96 
h-1 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณบีตากลูแคนระหว่างยีสต์ท่ีเจริญในอาหารกากน ้ าตาลท่ีไม่เติมแทนนิน 
และเติมแทนนิน ท่ีสภาวะการหมกัท่ีความเร็วรอบในการกวน 400 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 
1 vvm พบวา่เม่ือมีการเติมแทนนินท าให้ไดป้ริมาณบีตากลูแคนสูงกวา่ 237 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนกั
แห้งของเซลล์ และนอกจากน้ียงัช่วยให้มีการผลิตบีตากลูแคนท่ีเสถียรไม่ลดลงเม่ือผ่านไป 24 
ชัว่โมง บีตากลูแคนท่ีผลิตไดจ้าก S. carlsbergensis RU01 ถูกสกดัดว้ยวิธี Alkaline extraction และ
น าไปท าให้บริสุทธ์ิ(บางส่วน) โดยใชว้ิธีโครมาโตกราฟี คือ DEAE-Toyopearl  และ Concavalin A 
พบว่าปริมาณบีตากลูแคนท่ีได้จากเซลล์ยีสต์ท่ีมีการกระตุ้นด้วยแทนนินมีปริมาณเท่ากับ 52.5 
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มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนักของเซลล์ ซ่ึงได้มากกว่ายีสต์ท่ีเจริญในอาหารท่ีไม่เติมแทนนิน 4.2 เท่า 
โครงสร้างบีตากลูแคนท่ีไดจ้ากยีสต ์S. carlsbergensis  RU 01 เม่ือศึกษาความจ าเพาะของเอนไซม์ 
exo-1,3 β-glucanase หรือexo-1,6 β-glucanase ต่อบีตากลูแคนท่ีสกัดได้พบว่า  ส่วนใหญ่มี
โครงสร้างเป็นพนัธะแบบ 1,3 β-glucan มากกวา่ 1,6 β-glucan ซ่ึงสรุปไดว้า่บีตากลูแคนของเซลล์
ยีสต ์S. carlsbergensis RU01 นั้นมีอตัราส่วนของพนัธะบีตา 1,3 และมีก่ิงกา้นท่ีเช่ือมต่อดว้ยพนัธะ
บีตา 1,6 ไกลโคซิดิก เท่ากบั 4:1 จากอตัราส่วนน้ีพบว่าสายบีตา 1,3 เป็นโครงสร้างหลกัและมีก่ิง
ก้านท่ีเช่ือมต่อด้วยพนัธะบีตา 1,6 จะช่วยปรับระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกายให้ดีข้ึน และจากการ
ออกแบบการทดลองแบบผิวสัมผสั โดยใชก้ารวางแผนการทดลองแบบ Central composite design 
(CCD) พบว่าความเขม้ข้นของอาหารท่ีประกอบด้วยกากน ้ าตาล 5%(w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต 
0.17%(w/v) และแทนนิน 0.30%(w/v) น่าจะท าใหก้ารผลิตปริมาณเซลลแ์ละปริมาณบีตากลูแคนสูง
ท่ีสุด เพราะฉะนั้นควรใชใ้นการปริมาณน้ีในการทดลองต่อไป 
 

ค าส าคญั : บีตากลูแคน, ยสีต,์ Saccharomyces carlsbergensis RU01, กากน ้าตาล, แทนนิน 
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ABSTRACT 
The objective of this study was to evaluate beta-glucan production of Saccharomyces 

carlsbergensis RU01 which stimulated by tannin in molasses medium. The carbohydrate content 

in yeast cell walls was detected by Congo red staining. Yeast grown in the molasses medium with 

tannin showed higher intensity than yeast grown in YM medium. The maximum biomass and beta-

glucan production was 3.97 g/L and 119.47 mg/g of cell dry weight, respectively at 36 hours which 

was an optimum time. Yeast grown in the molasses medium with tannin was higher beta-glucan 

yield 1.2 folds than control. S. carlsbergensis RU01 was cultured in stirred tank fermenter by using 

5 litre of the molasses medium. The result showed that 400 rpm and 1 vvm was the highest biomass 

beta-glucan production and specific growth rate was 2.24 ×  108 CFU/ml, 181.94 mg/g of cell dry 

weight and 0.40 h-1, respectively at 36 hours. The highest maximum specific growth rate (µmax) 

was 8.96 h-1 which a 400 rpm and 0.5 vvm. When comparison the biomass and beta-glucan 

production in fermenter at 400 rpm and 1 vvm between yeast grown in the molasses medium with 

tannin and without tannin the result showed that yeast grown in the molasses medium with tannin 

was higher beta-glucan production than control and was a stability beta-glucan production. . Beta-

glucan from S. carlsbergensis RU01 was extracted by alkaline extraction and further purified by 

DEAE-Toyopearl and Conavalin A chromatography for removed protein and mannan from beta-

glucan. the result showed that yeast grown in the molasses medium with tannin was higher beta-

glucan production than control 4.2 folds. The beta-glucan from S. carlsbergensis RU01 was linked 

by 1,3 β-glucan more than 1,6 β-glucan which can improve immune systems. Central composite 

design (CCD) was used for experimental design. The optimization analysis found that the optimum 
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concentration of substrates for the highest biomass and beta-glucan production was 3% (w/v) of 

molasses 0.1% (w/v) of ammonium sulfate and 0.1% (w/v) of tannin which should be used this 

concentration in further experiments. 

 

Keywords: β-Glucan, Yeast, Saccharomyces carlsbergensis RU01, Molasses, Tannin  
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บทที ่1 

บทน ำ 

 
1.1  ทีม่ำและควำมส ำคญั 
       บีตากลูแคน (β-glucan) เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ ประกอบดว้ยโมเลกุลของกลูโคสเรียงต่อกนัดว้ย
พนัธะไกลโคซิดิก สกดัไดจ้ากเห็ด ผนงัเซลลข์องยสีต ์รา เมล็ดธญัพืช เช่น ขา้วโอต๊ และขา้วบาร์เลย ์
บีตากลูแคนเป็นไฮโดรคอลลอยด ์ไม่ละลายในน ้าแต่ดูดน ้าไดดี้ ในดา้นอุตสาหกรรมอาหาร บีตากลู
แคนถูกใช้เป็นสารเติมแต่งอาหาร สารเพิ่มความหนืด อิมลัซิไฟเออร์ เป็นอาหารฟังก์ชัน่และเป็น
เส้นใยอาหารท่ีเป็นพรีไบโอติกช่วยเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการ บีตากลูแคนเป็นสารท่ียอมรับทัว่ไป
ว่าปลอดภัยและย ังมีคุณสมบัติทางการแพทย์ในการรักษาโรคมะเร็งและเน้ืองอกอย่างมี
ประสิทธิภาพ จึงมีการน าบีตากลูแคนมาใชรั้กษามะเร็งหลายชนิดและลดผลขา้งเคียงของเคมีบ าบดั 
เช่น การฉายแสง และยงัมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคท่ีเกิดจากภูมิคุม้กนัต่อตา้นเน้ือเยื่อ เช่น       
รูมาตอยด์ บีตากลูแคนจากยีสต์เป็นแหล่งหน่ึงท่ีมีการผลิตท่ีมากในอุตสาหกรรม ซ่ึงสารบีตากลู
แคนเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลลย์สีต ์โดยถา้ยีสตถู์กรบกวนจากสารเคมี เช่น แทนนิน จะมีการ
สร้างผนงัเซลล์ท่ีหนาข้ึนเพื่อป้องกนัสารเคมีเหล่านั้น โดยผนงัเซลล์ท่ีหนาข้ึนมีองค์ประกอบของ
กรดไขมนั โปรตีน และคาร์โบไฮเดรตท่ีเพิ่มข้ึน จากแนวคิดน้ีจึงมีการน ายีสต์มากระตุน้ให้มีการ
สร้างผนงัเซลลท่ี์หนาข้ึนเพื่อเพิ่มปริมาณของบีตากลูแคน  
 

1.2  วตัถุประสงค์ของงำนวจิัย 
       1.2.1  ศึกษาผลของแทนนินต่อการเจริญและการผลิตบีตากลูแคนของยีสต์ Saccharomyces  
carlsbergensis RU01 
       1.2.2  ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตบีตากลูแคนจากยีสต์ Saccharomyces carlsbergensis RU01
ในสภาพวธีิการหมกัแบบกะท่ีระดบัการผลิต 5 ลิตร 
       1.2.3  ศึกษาโครงสร้างทางเคมีกายภาพของบีตากลูแคนท่ีผลิตได้จากยีสต์ Saccharomyces  
carlsbergensis RU01 
       1.2.4  ท านายสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีท าใหมี้การเจริญและผลิตบีตากลูแคนสูงท่ีสุด 
ส าหรับเล้ียงยสีต ์Saccharomyces carlsbergensis RU01 
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1.3  ขอบเขตงำนวจิัย 
       งานวจิยัน้ีมุ่งเนน้ถึงการกระตุน้การสร้างบีตากลูแคนจาก Saccharomyces carlsbergensis RU01
โดยแทนนินลงในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือและ สร้างสภาวะอตัราการให้อากาศในถงัหมกัขนาด 7 ลิตร 
และศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ เช่นโครงสร้างของ บีตากลูแคนจาก  Saccharomyces 
carlsbergensis RU01 และท านายสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีท าให้มีการผลิตบีตากลูแคนจาก  
Saccharomyces carlsbergensis RU01 สูงสุด 

 

1.4  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
       1.4.1  ไดท้ราบถึงสารเคมีคือแทนนินทีสามารถกระตุน้ใหเ้กิดการสร้างบีตากลูแคน 
       1.4.2  ไดท้ราบความเร็งรอบในการกวนและอตัราการให้อากาศท่ีท าใหมี้การเจริญและการผลิต
บีตากลูแคนจากยสีต ์Saccharomyces carlsbergensis RU01 สูงท่ีสุดในระดบัถงัหมกั 
       1.4.3  ไดท้ราบโครงสร้างทางเคมีกายภาพของบีตากลูแคนท่ีผลิตได้จากยีสต์ Saccharomyces 
carlsbergensis RU01 เพื่อน าไปประยกุตใ์ชใ้นทางอุตสาหกรรมอาหารและยา 
        1.4.4  ได้ทราบความเข้มข้นของอาหารท่ีเหมาะสมในการเจริญของยีสต์  Saccharomyces 
carlsbergensis RU01ในสภาวะท่ีมีแทนนิน 
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บทที ่2 

ทฤษฎแีละและวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1  บีตากลูแคน (Beta-Glucan, β-Glucan ) 

บีตากลูแคนจดัเป็นสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ มีหน่วยย่อย คือ ดีกลูโคส (D-glucose) 
เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะบีตาไกลโคซิดิก (β-glycosidic bond) บีตากลูแคนสามารถพบไดห้ลากหลาย
ในธรรมชาติ เช่น ยสีต ์เห็ด แบคทีเรีย สาหร่าย ขา้วบาร์เลย ์และ ขา้วโอต๊ (Zhu และคณะ, 2015) ซ่ึง
แต่ละแหล่งมีปริมาณบีตากลูแคนแตกต่างกนัแสดงดงัตารางท่ี 2.1  
 
ตารางที ่2.1 ปริมาณบีตากลูแคนจากแหล่งต่างๆ ท่ีวเิคราะห์โดยวธีิทางเอนไซม ์

             แหล่งท่ีมา                                                  ปริมาณบีตากลูแคน (ร้อยละโดยน ้าหนกั) 
  บีตากลูแคนมาตรฐาน Lot 90201a                                                       66.80 
  Saccharomyces cerevisiae                                                                   60.00 
  บีตากลูแคนจากขา้วบาร์เลย ์Lot 90801a                                              97.60 
  สเคลอโรกลูแคน (Scleroglucan) ของ Actigum CS11                        89.10 
  เคิร์ดแลน (Curdlan) Lot 60201a                                                          97.40 
  แพไคแมน (Pachyman) Lot 10301a                                                    86.60 
  ลามินาลิน (Laminarin) จาก Eisenia arborea หรือ Tokyo Kasei        89.70 
  อลัฟาเซลลูโลส (-cellulose)                                                              9.60 
  เอวเิซล (Avicel)                                                                                  14.50 
  แป้งชนิดละลายได ้(Soluble starch) ของ Sigma Chemical                  0.34 
  ไกลโคเจน ประเภท II (Glycogen Type II) ของ Sigma G-8751          0.27 
ท่ีมา : Megazyme, 2011; The National Innovation Agency, 2005 

 

       2.1.1  โครงสร้างทางเคมีของบีตากลูแคน 
บีตากลูแคนเป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของผนังเซลล์ยีสต์ สาหร่าย เห็ด แบคทีเรีย จะมี

โครงสร้างท่ีแตกต่างกนัตามแหล่งท่ีมา เช่น เป็นสายสั้นหรือสายยาว มีแขนงหรือไม่มีแขนง หรือ
สมบติัทางเคมี เช่น ละลายน ้ าไดห้รือเป็นอนุภาค (ไม่ละลายน ้ า) เป็นตน้ (Stone และ Clarke, 1992; 
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Stone. 2009) ตารางท่ี 2.2 แสดงชนิดของบีตากลูแคนตามแหล่งท่ีมา จะส่งผลโดยตรงต่อ
ประสิทธิภาพและผลต่อหนา้ท่ีทางชีวภาพของบีตากลูแคน (Ensley และคณะ, 1994; Yan และคณะ, 
2005; Barsanti และคณะ, 2011) เช่น งานวจิยัของ Akramiene และคณะ (2007) พบวา่บีตากลูแคนท่ี
มีขนาดโมเลกุลใหญ่ มีฤทธ์ิในการกระตุน้เซลล์เม็ดเลือดขาวให้ผลิตสารตา้นจุลินทรีย์และกระตุน้
การท างานของระบบภูมิคุม้กนั ในส่วนของบีตากลูแคนท่ีมีขนาดโมเลกุลต ่า มีฤทธ์ิในการกระตุน้
ระบบภูมิคุม้กนัได ้แต่ในส่วนของการทดสอบกบัเซลล์ยงัไม่แน่ชดั ส่วนบีตากลูแคนสายสั้นๆ เช่น 
laminarin โดยทัว่ไปไม่ออกฤทธ์ิ 
 

ตารางที ่2.2 บีตากลูแคนท่ีมีโครงสร้างแตกต่างกนัจากแหล่งท่ีมาต่างๆ  

ชนิดบีตากลูแคน  แหล่งท่ีมา ช่ือเรียก 
(1,3)-β-glucans  
(linear, homogeneous) 

- Alcaligenes faecalis 
- Euglena gracilis 
- Poria cocos 
- Vitis vinifera 

curdlan 
paramylon 

callose 
laricinan 

(1,3),(1,6)-β-glucans (linear with (1,6) - 
linked  β-glucosyl side branches) 

- Laminaria sp. 
- Claviceps purpurea 
- Sclerotinia sclerotiorum 

laminarin 
wall glucan 
wall glucan 

(1,3),(1,6)-β-glucans (linear with (1,6) - 
linked β-glucosyl or β-gentobiosyl    

- Eisenia bicyclis 
- Schizophyllum commune 

laminarin 
wall glucan 

(1,3),(1,6)-β-glucans  
(branch on branch) 

- Saccharomyces cerevisiae 
- Schizophyllum commune  

cell wall glucan 
 

(1,3),(1,4)-β-glucans (linear) 
 

- ธญัพืช  
- Cetraria islandica 

β-glucans 
lichenin 

(1,3),(1,4)-β-glucans  
(linear with (1,4)-linked β-glucosyl side 
branches) 

เห็ดนางรม wall glucan 

ทีม่า : Stone และ Clarke (1992) 
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       2.1.2  ชนิดของบีตากลูแคน 
 แบ่งประเภทของบีตากลูแคนตามแหล่งท่ีพบหลกั ๆ ไดด้งัน้ี 
             1.  บีตากลูแคนจากยสีต ์                     

    ยีสตเ์ป็นจุลินทรียช์นิดหน่ึงท่ีมีบทบาทส าคญัในทางอาหาร และเทคโนโลยีชีวภาพ เช่น 
ขนมอบชนิดต่างๆ เหล้า เบียร์ ไวน์ เป็นต้น เช่น Saccharomyces cerevisiae หรือ ยีสต์ขนมปัง           
บีตากลูแคนจากยีสตเ์ป็นโมเลกุลของน ้ าตาลกลูโคสเรียงต่อกนัเป็นเส้นยาว ซ่ึงเป็นส่วนประกอบท่ี
ส าคญัของผนงัเซลลย์สีต ์แสดงดงัภาพท่ี 2.1 

 

 
ภาพที ่2.1 โครงสร้างของผนงัเซลลย์สีต ์Saccharomyces cerevisiae 

ทีม่า : Osumi (1998) 
 

Uscanga และ Francois (2003) ศึกษาองคป์ระกอบของพอลิแซ็กคาไรด์ของผนงัเซลล์ยีสต์ 

Saccharomyces cerevisiae แบ่งพอลิแซ็กคาไรด์บนผนงัเซลล์ยีสต์ออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ แมนโน-

โปรตีน บีตากลูแคน และไคติน โดยผนงัเซลล์ชั้นในประกอบดว้ยบีตากลูแคนเป็นหลกั ส่วนผนงั

เซลล์ชั้ นนอกประกอบด้วยแมนโนโปรตีน (Cabib, 1997) ซ่ึงสัดส่วนของพอลิแซ็กคาไรด์จะ

เปล่ียนแปลงตามสายพนัธ์ุของยีสต์ สภาวะในการเจริญ รวมถึงปริมาณออกซิเจนและสารอาหาร 

(Mcmurrough และ Rose, 1967) ตารางท่ี 2.3 แสดงถึงองค์ประกอบและสัดส่วนของพอลิแซ็กคา

ไรดบ์นผนงัเซลลย์สีต ์Saccharomyces cerevisiae  
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ตารางที ่2.3 องคป์ระกอบของผนงัเซลลย์สีต ์Saccharomyces cerevisiae  

องคป์ระกอบ ปริมาณ (% น ้าหนกัเซลลแ์หง้) 

(1,3)-β-D-glucan 50-55 

(1,6)-β-D-glucan 5-10 

Mannoprotein complex 35-40 

Chitin 2 

ทีม่า : Kath และ Kulicke (1999); Klis และคณะ (2002); Lessage และ Bussey (2006); Kwiatkowski 
และคณะ (2009) 

 
บีตากลูแคนจากผนงัเซลล์ยีสต์มีโครงสร้างการเรียงตวัสายหลกัท่ีต่อกนัด้วยพนัธะ 1,3 

และมีสายแขนงไปด้านขา้งด้วยพนัธะ 1,6 กล่าวคือ คาร์บอนตวัท่ี 1 ของกลูโคสตวัตั้งตน้จบักบั
คาร์บอนตวัท่ี 3 ของกลูโคสตวัถัดไปต่อกันเป็นสายยาวซ่ึงเป็นสายหลัก และมีสายแตกแขนง
ออกไปด้านขา้ง โดยท่ีคาร์บอนตวัท่ี 1 ของสายแขนงนั้นมาจบักบัคาร์บอนตวัท่ี 6 ของสายหลกั 
เรียกโครงสร้างแบบน้ีวา่ 1,3/1,6 กลูแคน ดงัภาพท่ี 2.2  บีตากลูแคนท่ีผนงัเซลลย์ีสตเ์ร่ิมสร้างข้ึนใน
ขณะท่ีเกิดการแตกหน่อของยีสตโ์ดยเอนไซมก์ลูแคนซินเธเทส (Glucansynthetase enzyme) ซ่ึงพบ
ท่ีเยื่อหุ้มพลาสมาในขณะท่ีมีการแตกหน่อ (Shematek และคณะ, 1980) ส าหรับการสังเคราะห์บีตา 
1,6 กลูแคนนั้น สร้างข้ึนหลงัจากสร้างบีตา 1,3 กลูแคนท่ีเยื่อหุ้มพลาสมาโดยอาจมีบีตา 1,3 กลูแคน
เป็นตัวตั้ งต้น (Roh และคณะ, 2002) จากการศึกษาของ Shahinian และคณะ (1998) ศึกษาการ
ดดัแปลงโครงสร้างของ N-linked chain ส่งผลต่อปริมาณของบีตา 1,6 กลูแคนท่ีผนงัเซลล ์พบวา่ N-
linked chain กบับีตา 1,6 กลูแคนมีความสัมพนัธ์กนั แมนโนโปรตีนท่ีอยูส่่วนนอกของผนงัเซลล์จะ
ผา่นการตดัแต่งโดยการเติมหมู่ไกลโคซิลฟอสฟาทิดิลอินโนซิทอล แลว้จึงเกิดพนัธะไกลโคซิดิกกบั
บีตา 1,6 กลูแคน จากนั้นโครงสร้างท่ีไดจ้ะเช่ือมกบับีตา 1,3 กลูแคนเพื่อสร้างเป็นโครงข่ายของผนงั
เซลลต่์อไป (Kapteyn และคณะ, 1996) 
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ภาพที ่2.2 ทิศทางและต าแหน่งการจบักนัของโมเลกุลบีตาดีกลูโคส 

ดว้ยพนัธะบีตา 1,3 และบีตา 1,6 ในผนงัเซลลย์สีต ์
ทีม่า : Stone และ Clarke (1992) 

 
              บีตา 1,3 กลูแคน มีความส าคญัคือเป็นตวัก าหนดคุณสมบติัทางกลและโครงสร้างของผนงั
เซลล์ของยีสต์ ส าหรับบีตา 1,6 กลูแคน ท าหน้าท่ีเช่ือมแต่ละองค์ประกอบท่ีผนงัเซลล์ เช่น เช่ือม
แมนโนโปรตีนกับผนังเซลล์ด้วยพนัธะโควาเลนซ์ (Manner และคณะ, 1973; Kollar และคณะ, 
1997) และเน่ืองจากบีตา 1,3 กลูแคนเช่ือมโยงกบัไคตินและแมนโนโปรตีน จึงท าให้บีตากลูแคนท่ี
ไดจ้ากผนงัเซลล์ยีสต์มีคุณสมบติัไม่ละลายน ้ า (Varelas และคณะ, 2016) การผลิตบีตากลูแคนจาก
ยีสต์มีวิธีท่ีหลากหลาย โดยตอ้งค านึงถึงผลไดแ้ละประสิทธิภาพสูงท่ีสุด Lee และคณะ (2001) ท า
บริสุทธ์ิบีตากลูแคนท่ีละลายน ้ าได้จากผนังเซลล์ยีสต์ โดยสกัดขั้นตอนแรกด้วยด่างและท าให้
บริสุทธ์ิโดยการใชค้อลมัน์ DEAE-cellulose และ ConA chromatography บีตากลูแคนท่ีไดป้ราศจาก
โปรตีนและละลายไดท่ี้พีเอชเป็นกลาง 

              2. บีตากลูแคนจากเห็ด 
      เห็ดอยู่ในอาณาจกัรฟังไจท่ีอุดมไปด้วยสารประกอบทางชีวภาพมากมาย เช่น พอลิ-
แซ็กคารดไ์รด ์โปรตีน เลคติน และโพลิฟีนอล (Volman และคณะ, 2010) บีตากลูแคนสามารถสกดั
ไดจ้ากเห็ดหลายชนิด เช่น เห็ดหอม เห็ดไมตาเกะ เห็ดแครง เป็นตน้ เน่ืองจากเห็ดเป็นผลิตภณัฑ์จาก
ธรรมชาติ มีความเป็นพิษต ่าและช่วยส่งเสริมระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย ดงันั้นเห็ดจึงถูกน ามาใช้
เป็นอาหารและผลิตเป็นยา (Mizuno, 1996; Zhang และคณะ, 2005) โครงสร้างของเห็ดโดยทัว่ไป
ประกอบดว้ยเน้ือเยื่อ 3 ชั้น ชั้นนอกประกอบดว้ยกลูแคนท่ีละลายน ้ าได ้มีลกัษณะเป็นเมือก ส่วน
ถัดไปคือ เ น้ือเยื่อ ท่ีประกอบด้วย Alkaline-soluble glucan (α-(1,3)-glucan)  และชั้ นในสุด
ประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็น Alkaline-insoluble glucan (β-(1,3)-glucan) และไคติน (Pramanik, 2005) 
วิธีการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีละลายได้จากเห็ดนิยมใช้วิธีการสกดัด้วยน ้ าร้อน (Yan และคณะ, 
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2005) มีงานวจิยัจาก The University of Strathclyde (2003) บนัทึกวา่บีตากลูแคนจากเห็ดมีคุณสมบติั
โดยตรงในการเป็นตัวท าลายเซลล์มะเร็ง Wasser (2002) ได้ใช้บีตากลูแคนชนิดเลนติแนน 
(lentinan) สกัดจากเห็ดหอม น ามาทดสอบในผูป่้วยและสัตว์ทดลองท่ีเป็นมะเร็ง พบว่าเม่ือให้         
เลติแนนควบคู่กบัการท าเคมีบ าบดั ท าให้ผูป่้วยและสัตวท์ดลองมีอายุนานข้ึนและก้อนมะเร็งมี
ขนาดเล็กลง เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Nemoto และคณะ (1993) นักวิจยัชาวญ่ีปุ่นได้ทดลองใช้        
บีตากลูแคนจากเห็ด เรียกว่า OL-2 กบัหนู เพื่อศึกษา Specific immune response รวมทั้งเม็ดโลหิต
ขาว Tumor necrosis factor และเซลล์ของไขกระดูก รวมทั้งตวักระตุน้ภูมิคุม้กนัอ่ืนๆ และพบว่า 
OL-2 สามารถกระ ตุ้น  Non- specific host defense mechanisms โดย เข้าไปช่วยตอบรับของ 
Hematopoietic stem cell  

              3. บีตากลูแคนจากธญัพืช  
     พืชบางชนิด  เช่น ขา้วโอต้ และขา้วบาร์เลย ์พบวา่ บีตากลูแคนของธญัพืชเหล่าน้ีมีพนัธะ 
1,4  เป็นสายหลกัและ 1,3 เป็นสายแขนง แสดงภาพโครงสร้างดงัรูท่ี 2.3 การผลิตบีตากลูแคนจาก
ธัญพืช นิยมใช้วิธีการสกัดด้วยวิธีใช้น ้ าร้อนและด่าง แยกโปรตีนออกจากผนังเซลล์ด้วยการ
ตกตะกอนดว้ยจุดไอโซอิเล็กทริค และแยกบีตากลูแคนออกดว้ยแอมโมเนียมซัลเฟต, 2-propanol 
หรือเอทานอล (Wood และคณะ, 1978)  
 

 
ภาพที ่2.3 โครงสร้างของบีตากลูแคนในธญัพืช 

ทีม่า : Michaela และคณะ (2011) 
 
   การเสริมภูมิคุม้กนัของบีตากลูแคนในธัญพืชก าลงัเป็นท่ีสนใจของนกัวิทยาศาสตร์ การ

สกดับีตากลูแคนจากธัญพืชนั้นท าไดย้ากกว่าแหล่งอ่ืน ๆ ท าให้บีตากลูแคนท่ีไดจ้ากธัญพืชนั้นมี
ราคาสูง บีตากลูแคนในขา้วโอ๊ตเม่ือรวมกบัน ้าในระบบทางเดินอาหาร จะกลายเป็นเจลในล าไส้เล็ก 
ซ่ึงจะช่วยดูดซึมน ้ าดี ท าให้ระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดลดลง นอกจากน้ีบีตากลูแคนยงัถูกย่อย
สลายดว้ยจุลินทรียใ์นล าไส้ใหญ่จนไดก้รดโพรพิโอนิกซ่ึงเป็นกรดไขมนัสายสั้นท่ีสามารถยบัย ั้ง
การสังเคราะห์คอเลสเตอรอลได ้(Daou และ Zhang. 2012) Estrada และคณะ (1997) ใชบี้ตากลูแคน
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ท่ีสกดัจากขา้วโอต้ โดยหนูไดรั้บเช้ือ Staphylococcus aureus โดยไดรั้บบีตากลูแคนเพียงคร้ังเดียว 3 
วนัก่อนฉีดเขา้ตวัหนู พบวา่บีตากลูแคนมีความสามารถในการท างานโดยเป็น Immunomodulatory 
ในการท าหนา้ท่ีเป็นภูมิคุม้กนัทั้งใน Vitro และ Vivo  

   นอกจากน้ียงัสามารถพบบีตากลูแคนไดจ้ากแหล่งอ่ืน ๆ เช่น ผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย เช้ือ
รา สาหร่าย และพืชอ่ืน ๆ เป็นต้น Stack และคณะ (2010) ศึกษาบีตากลูแคนจากแบคทีเรีย 
Lactobacillus paracasei NEBC 338 โดยใชเ้อนไซม์ไกลโคซิลทรานเฟอเรส (Glycosyltransferase) 
ซ่ึงน าบีตากลูแคนท่ีไดไ้ปใช้เป็นโพรไบโอติก Yoshida และคณะ (2014) ท าการสกดับีตากลูแคน
จากขา้วโพดดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ และกรดไฮโดรคลอริก Vetvicka และคณะ (2007) สกดัและ
ท าบริสุทธ์ิบีตากลูแคนจากสาหร่ายสีน ้ าตาล Laminaria digitate ด้วยการสกัดด้วยน ้ าร้อน โดย         
บีตากลูแคนจากแหล่งท่ีแตกต่างกันจะมีน ้ าหนักโมเลกุล สมบติัทางเคมีกายภาพและฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีต่างกนั (Du และคณะ, 2014) เช่น บีตากลูแคนจากเช้ือรา (Fungal) มีประสิทธิภาพในการ
กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัและยบัย ั้งการเกิดมะเร็ง (Du และคณะ, 2015) ส่วนบีตากลูแคนจากธญัพืช
ช่วยลดคอเลสเตอรอลและระดบัน ้าตาลในเลือด (Zhu และคณะ, 2015) เป็นตน้  

 
       2.1.3  การน าบีตากลูแคนจากยสีต์ไปใช้ประโยชน์ 

   บีตากลูแคนเป็นพอลิแซ็กคาไรดข์องกลูโคสท่ีพบไดใ้นส่ิงมีชีวติทั้งโปรคาริโอตและยูคา-
ริโอต และถูกน าไปใช้หลากหลายทางด้านยา, เคร่ืองส าอาง และอุตสาหกรรมเคมี ตลอดจน
อุตสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว ์(Zekovic และคณะ, 2005; Laroche และ Michaud, 2007) ซ่ึง
เป็นท่ียอมรับว่าบีตากลูแคนท่ีสกัดจากยีสต์มีคุณสมบติัท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์ 
(Chanchaichaovivat, 2010) 

1. การประยกุตใ์ชท้างการแพทยแ์ละอุตสาหกรรมยา 
   ในทางการแพทยมี์งานวิจยัแสดงหลกัฐานจากการทดสอบในระดับสัตว์ทดลองและ

มนุษย์แสดงให้เห็นได้ว่าบีตากลูแคนจัดเป็น “Biological Immune Modifiers” สามารถกระตุ้น

ภูมิคุม้กนัได ้(Miura และคณะ, 1996) ซ่ึงมีการศึกษามากข้ึนเน่ืองจากปลอดภยัและออกฤทธ์ิกระตุน้

การตอบสนองของร่างกายท่ีมีต่อการอกัเสบติดเช้ือ (Biological Response Modifier ; BRM) (Bohn 

และBeMiller ปี 1995 ; Gardiner ปี 2000) บีตากลูแคนจากยสีตส์ามารถลดอาการเจ็บป่วยและรักษา

โรคส าคญัได ้เช่น ลดปริมาณเซลลม์ะเร็งและเน้ืองอก (Diluzio,1983; Laroche และ Michaud, 2007; 

Novak และ Vetvicka, 2007) Wakui และคณะ (1986) พบว่าบีตากลูแคนเป็นตัวเสริมสารเคมี

สังเคราะห์ท่ีใช้บ  าบดัผูป่้วยได้เป็นอย่างดี (Chemotherapy) ในผูป่้วยท่ีเป็นมะเร็งกระเพาะอาหาร 

และมะเร็งล าไส้ใหญ่ท่ีมีอาการระดบัรุนแรง บีตากลูแคนช่วยลดการติดเช้ือหลงัผ่าตดั (Dellinger 

และคณะ, 1999; Demir และคณะ, 2007; Hong และคณะ, 2004) Babineau และคณะ (1994)ใช้          
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บีตากลูแคนในการควบคุมการติดเช้ือในผูป่้วยท่ีไดรั้บการผา่ตดัท่ีเส่ียงต่อการติดเช้ือสูง เช่นเดียวกบั 

Dellinger และคณะ (1999) ทดลองใช้กบัผูป่้วยล าไส้ใหญ่ท่ีได้รับการผ่าตดั โดยให้บีตากลูแคน 

อตัราส่วน 0 0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัม พบวา่เม่ือผา่นไป 30 วนั สามารถลดอตัรา

การติดเช้ือได ้39% หลงัการผ่าตดั Onderdonk และคณะ (1992) ศึกษาบีตากลูแคนท่ีสกดัจากยีสต์ 

พบว่าสามารถลดการเกิดการติดเช้ือในเลือดหรือเน้ือเยื่อได ้โดยทดลองกบัหนูท่ีไดรั้บเช้ือ E. coli 

หรือ S. aureus ไม่พบอาการใดๆหลงัฉีดบีตากลูแคน 4-6 ชัว่โมง เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Keynodle 

และคณะ (1998) ทดลองฉีดบีตากลูแคนจากยีสตใ์นหนูตะเภา ก่อนท่ีจะฉีดเช้ือ S. aureus เขา้ไปใน

ตวัหนู และมีงานวิจยัอีกมากมายท่ีใช้บีตากลูแคนจากยีสต์ในการป้องกนัการติดเช้ือจากแบคทีเรีย 

(Onderdonk และคณะ, 1992; Tzianabos และคณะ, 1998) นอกจากน้ีบีตากลูแคนยงัมีคุณสมบติัเป็น

สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) และสามารถรักษาบาดแผลได้ (Wagner และคณะ, 1988; 

Adachi และคณะ, 1990; Hong และคณะ, 2004; Salvador และคณะ, 2008) รายงานจาก EFSA NDA 

Panel ( Dietetic Products, Nutrition and Allergies)  พบ ว่ า บี ต า ก ลู แ คนส าม า รถ ลด ระ ดับ

คอเลสเตอรอลในกระแสโลหิต แต่ไม่ไดล้ดน ้ าหนกัร่างกาย และมีแนวโนม้ในการศึกษาน าบีตากลู

แคนจากยสีตม์าใชป้้องกนัการติดเช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ (Fuller, 2010)  

บีตากลูแคนสามารถผา่นกระเพาะอาหาร และสามารถทนกรดได ้เอนไซมใ์นล าไส้จะยอ่ย

โมเลกุลของบีตากลูแคนและดูดซึมท่ีผนงัล าไส้ ซ่ึงในร่างกายมนุษยจ์ะมีตวัรับและโปรตีนท่ีจ าเพาะ

กบับีตากลูแคน (Ross และคณะ, 1999) Vetvicka และคณะ (2007) ไดค้น้พบตวัรับ (Receptors) บน

พื้นผิวของ Innate immune cells ท่ีเรียกว่า Complement Receptor 3 (CR3) ซ่ึงท าหน้าท่ีรับผิดชอบ

ต่อการเกาะติดของบีตากลูแคน แต่บีตากลูแคนส่วนมากมีคุณสมบติัไม่ละลายน ้ ามีผลท าให้เกิด

ขอ้จ ากดัในการใช้งานในมนุษย ์เช่น เกิดการติดเช้ือ การอกัเสบ (Novak และ Vetvicka, 2008) ทั้ง

ตากลูแคนชนิดละลายและไมละลาย สามารถใชง้านไดใ้นการแพทย ์ซ่ึงการเตรียมบีตากลูแคนใหมี้

ขนาดเล็กจะท าใหมี้ประสิทธิภาพสูงท่ีสุดต่อการน าไปใช ้(Vetvicka และคณะ, 2002) 

2. การประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง 

   ในอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง บีตากลูแคนใชช่้วยในเร่ืองการชะลอความแก่ และช่วยเพิ่ม

ความชุ่มช่ืนในผิวหนัง โดยอยู่ในรูปผลิตภัณฑ์ครีมและโลชั่น (Wheatcroft และคณะ, 2002)             

บีตากลูแคนช่วยปกป้องผิวหนงัจากการติดเช้ือ และรักษาบาดแผลได ้สามารถป้องกนัผลกระทบ

จากรังสี นอกจากน้ียงัมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ antioxidant ปกป้องอนุมูลอิสระ 

(Takahashi และคณะ, 1978; Patchen และคณะ, 1987) บีตากลูแคนสามารถใช้เป็นสารให้ความชุ่ม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



11 
 

ช้ืนได ้และสามารถใชเ้ป็นสารเพิ่มความคงตวัในเคร่ืองส าอางท่ีท าให้เกิดเจล ปรับปรุงเน้ือสัมผสั 

(Gardiner, 2000) 

3. การประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร 

   บีตากลูแคนชนิดท่ีละลายน ้าไดแ้ละละลายไม่ไดจ้ากยสีตข์นมปังและบริวเวอร์ยสีตไ์ดรั้บ

ความสนใจมากข้ึน เน่ืองจากใช้ต้นทุนต ่าในการผลิตและให้มูลค่าสูง (Worrasinchai และคณะ, 

2006)  แ ล ะปลอดภัย ต่ อผู ้บ ริ โภ ค (Generally Recognized As Safe; GRAS)  (Hobson แล ะ 

Greenshields, 1996) 

   บีตากลูแคนถูกน ามาใช้ประโยชน์โดยน ามาผสมในอาหารประเภทต่าง ๆมากข้ึน เช่น 

ผลิตภณัฑ์นม เคร่ืองด่ืม ขนมอบและอาหารเสริมสุขภาพ เป็นตน้ บีตากลูแคนท่ีไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ 

มีประโยชน์ในการน าไปใชเ้ป็นสารเพิ่มความขน้หนืดในอาหารหรือสารทดแทนไขมนัหรือใชเ้ป็น

อาหารเสริม (Sucher และคณะ, 1975; Douaud, 2007; Lee และคณะ, 2009) นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติั

ในการอุม้น ้ า อิมลัชัน และไฟเบอร์ (Thammakiti และคณะ, 2004; Laroche และ Michaud, 2007) 

Seeley, 1997 ท าการเปรียบเทียบคุณสมบติัของยีสต์ขนมปังท่ีแยกโปรตีนออกแลว้ ยีสต์สกดั และ   

บีตากลูแคนเม่ือน าไปใช้ในอาหาร พบว่าบีตากลูแคนท่ีแยกออกมาจากยีสต์มีคุณสมบติัในการดูด

ซ บและให้ความหนืดไดดี้กว่ายีสต์แห้งหรือส่วนประกอบอ่ืนของยีสต์ (Generally Recognized As 

Safe; GRAS) (Hobson และ Greenshields, 1996) 

    บีตากลูแคนท่ีได้จากยีสต์ขนมปังหรือบริวเวอร์ยีสต์สามารถใช้ผลิตเป็นน ้ าสลดั ซอส          

โยเกิร์ต ผลิตภณัฑ์นม และสารเติมแต่งในเคก้ได ้(Seeley, 1997; Read และ Nagodawithana, 1991) 

นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติัช่วยอุม้น ้ าจึงน าไปประยุกตใ์ชไ้ดใ้นไส้กรอกและผลิตภณัฑ์เน้ือสัตวอ่ื์นๆ 

(Thammakiti และคณะ, 2004) Marinescu และคณะ (2011) ผลิตมายองเนสโดยใชบี้ตากลูแคนจากบ

ริวเวอร์ยสีตท์ดแทนไขมนั พบวา่มายองเนสท่ีใส่บีตากลูแคนมีปริมาณน ้าสูงกวา่ท่ีไม่ใส่บีตากลูแคน 

ให้แคลอร่ีท่ีต ากว่า และเก็บไดน้านยิ่งข้ึนอย่างต ่า 63 วนั ท่ีอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส และ 91 

วนัท่ีอุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Araujo และคณะ (2013) ท่ีประยุกตใ์ช้    

บีตากลูแคนและแมนโนโปรตีนแทนสารให้ความคงตวัในมายองเนส Kittisuban และคณะ (2014) 

เปรียบเทียบผลของ Hydroxypropyl methylcellulose บีตากลูแคนจากยีสต์ และเวย์โปรตีน ต่อ

คุณสมบติัทางกายภาพของขนมปังท่ีไม่มีกลูเตน พบวา่บีตากลูแคนจากยีสตไ์ดผ้ลเป็นท่ียอมรับใน

การทดลองประสาทสัมผสัทางอาหาร เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Quirce และคณะ (2018) ซ่ึงศึกษา

ผลของ (13)(16)-β-glucan ต่อคุณสมบัติทางกายภาพของขนมปังท่ีไม่มีกลูเตน พบว่า

คุณสมบติัเชิงรีโอโลยีของโดข้ึนอยู่กบัความสามารถในการละลายของบีตากลูแคน และการเพิ่ม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



12 
 

ปริมาณบีตากลูแคนจะช่วยเพิ่มคุณสมบติัทางประสาทสัมผสัของขนมปัง Raikos และคณะ (2018) 

ใชบี้ตากลูแคนท่ีไดจ้ากบริวเวอร์ยีสต์แทนสารเพิ่มความหนืดในโยเกิร์ต พบวา่เม่ือใส่บีตากลูแคน

ปริมาณ 0.8 %(w/w) ไดรั้บการยอมรับทางดา้นประสาทสัมผสั นอกจากน้ีเน่ืองจากบีตากลูแคนมี

คุณสมบติัเป็นไฮโดรคอลลอยด์ (Thammakiti และคณะ, 2004) จึงมีการน าบีตากลูแคนมาช่วย

ปรับปรุงคุณสมบติัการเกิดเจลและการคืนตวัของแป้งขา้วเจา้ ซ่ึงพบว่าบีตากลูแคนช่วยเพิ่มความ

หนืดใหก้บัแป้งและช่วยเพิ่มความแขง็แรงของเจล (Banchathanakij และ Suphantharika, 2009) 

 

2.2  ยสีต์ (Yeast) 
ยีสต์เป็นส่ิงมีชีวิตชนิดยูคาริโอต อยู่ในอาณาจกัรฟังไจซ่ึงเป็นอาณาจกัรเดียวกบัรา เป็น

เซลล์เด่ียวรูปร่างกลมหรือรูปไข่ มีขนาดใหญ่กว่าแบคทีเรีย มีเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ียประมาณ 5 
ไมครอน (สาวิตรี, 2540) เซลล์ยีสต์หน่ึงเซลล์มีปริมาตรประมาณ 40 ลูกบาศก์ไมโครเมตร และมี
น ้ าหนกัแห้งประมาณ 1×10-10 กรัมโดยเฉล่ีย โดยทัว่ไปสามารถแบ่งส่วนประกอบของเซลลย์สีตไ์ด ้
2 ส่วนหลกัๆ ไดแ้ก่ ส่วนของผนงัเซลล์ และส่วนท่ีเป็นของเหลวภายในเซลล์ ไดแ้ก่ นิวเคลียสและ
ไซโตพลาสซึม โดยประมาณ 75% น ้าหนกัแหง้ของผนงัเซลลย์สีตเ์ป็นสารประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ 
(Kogan และ Kocher. 2007) ผนงัเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ประกอบดว้ยโครงสร้าง 2 ชั้น คือ ชั้นใน 
ท าหนา้ท่ีก าหนดรูปร่างและโครงสร้างของเซลล ์ประกอบดว้ยบีตา 1,3 กลูแคน (β-1,3 glucan) บีตา
1,6 กลูแคน (β-1,6 glucan) และไคติน และโครงสร้างชั้นนอกประกอบดว้ยแมนแนน ท่ีเกาะอยูก่บั
โปรตีนดว้ยพนัธะโควาเลนท ์เรียกวา่ แมนโนโปรตีน ทั้งน้ีองคป์ระกอบของผนงัเซลลย์สีตย์งัข้ึนอยู่
กบัอาหารท่ีใช้ในการเจริญเติบโตของเซลล์ยีสต(์Cabib, 1997; Uscanga และ Francois ,2003) ส่วน
เซลล์เมมเบรนเป็นส่วนท่ีล้อมรอบเซลล์ยีสต์โดยอยุ่ถดัจากผนังเซลล์ชั้นนอกเขา้มา โดยมีหน้าท่ี
หลักคือรักษาสมดุลเซลล์ยีสต์ และท าหน้าท่ีเป็นเยื่อเลือกผ่าน  (ส านักงานนวตักรรมแห่งชาติ 
กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2549) โดยรูปร่างลกัษณะของยสีตแ์สดงดงัภาพท่ี 2.4 หลาย
ทศวรรษท่ีผา่นมาผนงัเซลลย์ีสตถู์กน ามาใชเ้ป็นอาหารเสริมทั้งส าหรับคนและสัตวโ์ดยเฉพาะอยา่ง
ยิง่ S. cerevisiae ซ่ึงผา่นการรับรองโดยองคก์ารอาหารและยา (Food and Drug Administration, FDA
) ว่าสามารถใช้เติมลงไปในอาหารสัตวไ์ด้อย่างปลอดภยั (Generally Recognized as Safe, GRAS) 
(Hobson และ Greenshields, 1996) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที ่2.4 รูปร่างยสีต ์และโครงสร้างภายในเซลลข์องยสีต ์

ทีม่า : Thabet และคณะ (2013) 
 

ยสีตส่์วนใหญ่สืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศโดยการแตกหน่อ ซ่ึงยสีตส์ายพนัธ์ุ Saccharomyces 
และ Pichia จะแตกหน่อแบบ Multipolar budding คือการแตกหน่อท่ีเกิดข้ึนได้ทุกส่วนของเซลล์ 
และมียสีตบ์างชนิดท่ีแตกหน่อท่ีขั้วเซลลเ์ท่านั้น (Polar budding) เช่น Pityrosporum (Walker, 1998) 

       2.2.1 ลกัษณะการเจริญของยสีต์ 
   พบว่ายีสต์ส่วนใหญ่เพิ่มจ านวนแบบไม่อาศยัเพศดว้ยวิธีการแตกหน่อ พบจ านวนน้อยท่ี
จะเกิดการแบ่งเซลล์จากหน่ึงเป็นสองดว้ยวธีิฟิชชนั (Fission) ปกติการเพิ่มจ านวนของเช้ือจะเกิดใน
สภาวะท่ีเหมาะสมเท่านั้น เช่นเดียวกบัยีสต ์S. cerevisiae หากเจริญในอาหารท่ีเหมาะสมเพียงพอก็
จะสามารถเพิ่มจ านวนเป็นสองเท่าไดภ้ายในเวลาสั้น ๆ แต่ถา้อาการหมด ยีสตจ์ะเขา้สู่ระยะท่ีไม่มี
การแตกหน่อแต่เซลลย์งัมีชีวติอยู ่(สาวติรี, 2549) 
   การเจริญของยีสต์ท่ีมีการเพาะเล้ียงในระบบปิดท่ีมีการใส่อาหารเพียงคร้ังเดียวตลอด
ระยะเวลาการเพาะเล้ียง (Batch culture) จะมีการเจริญแบบ sigmoid curve (ภาพท่ี 2.5) ซ่ึงมีการ
เจริญแบ่งออกเป็นกวา้ง ๆได ้4 ระยะ (สมจิตร, 2552) ไดแ้ก่ 
 1.  Lag phase เป็นระยะเร่ิมตน้ในการเจริญของเช้ือ โดยเช้ือจะปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้ม
ใหม่และเตรียมพร้อมในการแบ่งเซลล ์
 2.  Log phase (Exponential phase) เช้ือเขา้สู่ระยะท่ีมีการเจริญอย่างรวดเร็ว โดยอตัราการ
เติบโต อาจมีความแตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดจุลินทรีย ์สารอาหาร และสภาพแวดลอ้ม 
 3.  Stationary phase .ในระยะน้ีสารอาหารเร่ิมมีปริมาณจ ากัด ปริมาณออกซิเจนน้อยลง 
สภาพแวดลอ้มเร่ิมไม่เหมาะสมกบัการเจริญ เกิดการสะสมสารพิษ ท าใหเ้ช้ือมีการเจริญลดลง 
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 4.  Decline phase อัตราการตายของเช้ือเพิ่มข้ึนเน่ืองจากขาดแคลนสารอาหาร และ
สภาพแวดลอ้มไม่เหมาะสมกบัการเจริญ 

 

 
ภาพที ่2.5 กราฟการเจริญเติบโตของเช้ือ 

ทีม่า : Widdel (2010) 
 

ลกัษณะการเจริญของโคโลนียสีตบ์นอาหารท่ีปรากฏ ส่วนใหญ่มีสีขาว ครีมและชมพู หาก
โคโลนีมีอายุน้อยจะมีลกัษณะเป็นเมือกช้ืน หากมีอายุมากข้ึนจะมีลกัษณะเปล่ียนไป เช่น เร่ิมแห้ง
และมีการย่นของโคโลนี แบ่งประเภทของยีสต์จากการเจริญบนอาหารเหลวไดส้องประเภท คือ 
ยสีตช์นิดออกซิเดทีฟจะเจริญอยูเ่ฉพาะผวิของอาหารเหลว เรียกวา่ ฟิลม์ยสีต ์แต่พวกเฟอร์เมนเททีฟ
จะเจริญในทุกส่วนของอาหาร (สุมาลี, 2541) การตรวจสอบสัณฐานวทิยาของยสีตเ์พื่อระบุสายพนัธ์ุ 
อาจใช้วิธีการศึกษาลกัษณะของโคโลนี สีของโคโลนี ผิวหน้าโคโลนี ความนูนของโคโลนี และ
ขอบของโคโลนี เป็นตน้ (ธวชัชยั, 2549) 

       2.2.2  สภาพแวดล้อมและสารอาหารในการเจริญของยสีต์ 
    ยีสต์ตอ้งการความช้ืนในการเจริญน้อยกวา่แบคทีเรียส่วนใหญ่ แต่มากกว่ารา เจริญไดดี้
ในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายสูง สามารถจ าแนกยีสต์ได้ 2 พวกตามความตอ้งการ
ความช้ืนของยีสต ์ไดแ้ก่ พวกยีสตท์ัว่ไป ท่ีตอ้งการความช้ืนสูง วอเตอร์แอคทิวิต้ีขั้นต ่าอยู่ระหว่าง 
0.88 ถึง 0.94 เช่น ยสีตท่ี์ใชใ้นการผลิตเบียร์ และยสีตท่ี์ใชใ้นการท าขนมปัง ในขณะท่ียสีตอ์อสโมฟี
ลิก จะเจริญอย่างช้าๆในอาหารท่ีมีความเข้มข้นสูง เช่น น ้ าเช่ือม ท่ีมีค่าวอเตอร์แอคทิวิต้ี 0.78 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญของยีสต์ คือ 25-35 องศาเซลเซียส อุณหภูมิท่ีเจริญไดสู้งท่ีสุดคือ 
35-47 องศาเซลเซียส ยสีตเ์จริญไดดี้ในสภาวะกรด และมีออกซิเจน (สุมาลี, 2541) 

    น ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานท่ีดีท่ีสุดของยสีต ์และใชไ้นโตรเจนในการช่วยใน
การเจริญ เช่น แอมโมเนียมซัลเฟต ยูเรีย กรดอะมิโน จนถึงโพลีเปเปไทด์ (สุมาลี, 2541) ยีสต์บาง
ชนิดสามารถใชไ้ดแซ็กคาไรด์พวกมอลโทส ซูโคส หรือ แลกโทสได ้ส่วนโพลิแซ็กคาไรด์ท่ียีสต์
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บางชนิดใช้ได ้คือ แป้ง ยีสต์ท่ีสามารถใช้แป้งได ้เช่น S.  diastaticus, S. chevalieri, Endomycopsis 
fibuligera มียีสต์บางชนิดเท่านั้ นท่ีสามารถให้น ้ าตาลเพนโทสได้ดีกว่าน ้ าตาลเฮกโซส เช่น 
Cryptococcus ยสีตบ์างพวก เช่น ฟิลม์ยสีตส์ามารถใชก้รดอินทรียไ์ด ้ยสีตมี์กระบวนการไกลโคลไล
ติก 2 กระบวนการ คือ สภาพท่ีไม่มีออกซิเจนยสีตจ์ะใชก้ระบวนการเอมบเ์ดน เมเยอร์ฮอฟ์พาร์นาส 
( EMP ) ถึง 90 % ใน S. cerevisiae และ Candida utilis ส่วนในสภาพมีออกซิเจนนอกจาก
กระบวนการเอมบ์เดนเมเยอร์ฮอฟ์พาร์นาสใน S. cerevisiae จะใช้กระบวนการเฮกโซส   มอนอ
ฟอสเฟต 6-30 % และใน C. utilis 30-50% ในสภาพไม่มีออกซิเจนน ้าตาลจะเขา้สู่กระบวนการหมกั
ไดเ้อทานอลและคาร์บอนไดออกไซด ์ซ่ึงการหมกัใหไ้ดเ้อทานอลน้ีไม่ไดเ้กิดข้ึนเฉพาะในสภาพไม่
มีออกซิเจนเท่านั้น อาจเกิดข้ึนไดเ้ม่ือเล้ียงยสีตใ์นน ้าตาลกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้สูงแมอ้ยูใ่นสภาพท่ี
มีออกซิเจนทั้งน้ีอาจเป็นเพราะกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ 5 % จะยบัย ั้งการสังเคราะห์เอนไซม์
ท่ีเก่ียวกบัการหายใจ แต่ถา้หากไม่มีน ้าตาลในอาหารเล้ียงเช้ือพบวา่เป็นการกระตุน้หรือเพิ่มกิจกรรม
ของเอนไซมใ์นวฏัจกัรเครบส์ นอกจากน้ีการมีน ้าตาลยงัยบัย ั้งการสร้าง   ไมโทคอนเดรียอีกดว้ย ใน
สภาพมีออกซิเจนและความเขม้ขน้ของน ้ าตาลต ่า ๆ ยีสต์จะใช้น ้ าตาลไปเป็นคาร์บอนไดออกไซด์
และน ้าหรือเกิดกระบวนการหายใจเช่นเดียวกบัในพืชและสัตว ์(สาวติรี 2549; ธวชัชยั, 2549)  

ยสีตส่์วนใหญ่เป็นพวกเฟคลัเททีฟ แอนแอโรบ แต่ยสีตเ์ติบโตในสภาพมีออกซิเจนไดดี้ ส่วน
ในสภาพไม่มีออกซิเจนเติบโตไดช้า้กวา่ในสภาพมีออกซิเจนยสีตใ์ชน้ ้าตาล โดยการออกซิเดชนัโดย
สมบูรณ์ไดค้าร์บอนไดออกไซด์และน ้ า โดยมีออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย ส่วนใน
สภาพไม่มีออกซิเจนยีสต์ใช้น ้ าตาล โดยการหมกัส่วนใหญ่เป็นการให้เอทานอล ในการหมกัโดย
ยีสตใ์ห้ไดเ้อทานอลนั้น หากมีออกซิเจนยีสตจ์ะใชน้ ้ าตาลให้คาร์บอนไดออกไซด์และน ้ า แทนการ
หมกัใหเ้อทานอล หรือการหมกัถูกยบัย ั้งโดยการหายใจเรียกปรากฏการณ์น้ีวา่ Pasteur effect ยกเวน้
ในยีสตบ์างชนิด ไดแ้ก่ Brettanomyces ซ่ึงออกซิเจนช่วยกระตุน้การหมกั (Negative Pasteur effect)  
ในสภาพมีออกซิเจนแต่ถา้หากมีน ้ าตาลความเขม้สูง ยีสตส์ามารถหมกัน ้ าตาลใหเ้อทานอลแทนการ
หายใจใหค้าร์บอนไดออกไซด์กบัน ้า หรือการหายใจถูกยบัย ั้งดว้ยการหมกั (Reverse Pasteur effect, 
Crabtree effect) ยีสต์บางชนิดสามารถเติบโตไดเ้ฉพาะในสภาพมีออกซิเจนไม่มีความสามารถใน
การหมกั (Oxidative yeast) ยสีตพ์วกน้ีไดแ้ก่ Rhodotorula, Sporobolomyces, Endomycopsis เป็นตน้ 
(สาวติรี, 2549) 
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2.3 ยสีต์ Saccharomyces carlsbergensis  
       เป็นยีสตท่ี์ถูกใชใ้นการผลิตลาเกอร์เบียร์ (Reess, 1870) Saccharomyces carlsbergensis ถูกเช่ือ
ว่าเป็นลูกผสมของ Saccharomyces eubayanus กับ Saccharomyces cerevisiae (Martini และคณะ
,1993)ในประเทศจีนมีการคน้พบว่าใช้เช้ือ S. carlsbergensis ในการผลิตแอลกอฮอล์จากการหมกั
ดว้ยน ้าผึ้ง ผลไม ้ขา้วและขา้วบาร์เลย ์(McGovern และคณะ, 2004; Damerow, 2012)  

S. carlsbergensis เป็นจุลินทรียย์ูคาริโอต มีรูปร่างยาว มีลกัษณะเป็นเส้นใย ยีสต์น้ีมีการ
สืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศโดยวิธีการแตกหน่อโดยการสร้างสปอร์ชนิดแอสโคสปอร์หรือแบสิดิโอ
สปอร์ การตกตะกอนของ S. carlsbergensis จะเป็นยีสตท่ี์กน้ถงัหมกั ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลสูงจะ
ยบัย ั้งตะกอน S. carlsbergensis เป็นยีสต์ท่ีทนความเย็นกว่า S. cerevisiae สามารถเติบโตได้ท่ี
อุณหภูมิต ่า ในระหวา่งการหมกัท่ีอุณหภูมิ 5-14 องศาเซลเซียส ในระหวา่งกระบวนการหมกัจะท า
ใหค้่าพีเอชลดลง แอลกอฮอลเ์พิ่มข้ึน ยสีตน้ี์จะตอ้งการแหล่งคาร์บอนจากน ้าตาลในการเจริญเติบโต 
ไดแ้ก่ผลไม ้หรือคาร์โบไฮเดรตอ่ืน ๆ (Dengis และคณะ,1995; Borsting และคณะ, 1997) 

 
2.4 กากน า้ตาล (Molasses) 

กากน ้ าตาล (Molasses) เป็นของเหลวสีด าท่ีเหนียวขน้ ซ่ึงไม่สามารถจะตกผลึกน ้ าตาลได้
อีก เป็นเน้ือของส่ิงท่ีไม่ใช่น ้ าตาลท่ีละลายปนอยู่ในน ้ าอ้อย ซ่ึงประกอบไปด้วยน ้ าตาลซูโครส 
น ้ าตาลอินเวอร์ทและสารเคมี เช่น ปูนขาว ซ่ึงใชใ้นการตกตะกอนให้น ้ าออ้ยใส ส่วนประกอบของ
กากน ้ าตาลจะไม่แน่นอน ข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุออ้ยและกรรมวิธีการผลิต แต่ส่วนมากพบวา่ส่วนประกอบ
ส่วนใหญ่ คือ น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลอินเวอร์ทและน ้ า ปัจจุบันโรงงานน ้ าตาลท่ีทันสมัยมี
ความสามารถในการสกดัน ้าตาลออกจากกากน ้าตาลไดม้ากข้ึนแต่ก็ยงัมีหลงเหลืออยู ่เพราะการสกดั
ออกทั้งหมดจะส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายสูง ดงันั้นจึงมีน ้ าตาลซูโครสบางส่วนท่ีสูญเสียไปกบักากน ้ าตาล 
ซ่ึงเป็นการสูญเสียค่อนขา้งมากเม่ือเปรียบเทียบกบัการสูญเสียแบบอ่ืน (นฤมล, 2549) 
 

 

ภาพที ่2.6 กากน ้าตาล (Molasses)  
ทีม่า : นฤมล (2549) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กากน ้าตาล มี 3 ชนิด ไดแ้ก่ (ปริษฏางค,์ 2547) 
1.  Blackstrap molasses หรือ Final molasses คือ กากน ้ าตาลท่ีได้จากการผลิตน ้ าตาล

ทรายขาว มีปริมาณน ้ าตาล ร้อยละ 50-60 การหมกัเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมจะใช้น ้ าตาล
ประเภทน้ีเป็นวตัถุดิบ 

2. Refinery molasses คือ กากน ้าตาลท่ีไดจ้ากการผลิตน ้าตาลทรายขาวมีปริมาณน ้ าตาลร้อย
ละ 48 

3. Highest molasses หรือ Invert molasses คือกากน ้ าตาลท่ีไม่ใช่ไดจ้ากกระบวนการผลิต
น ้าตาล แต่ได ้
            จากการน าบางส่วนของน ้ าออ้ยไปแปรสภาพให้เขม้ขน้โดยการระเหยซ่ึงมีปริมาณน ้ าตาล 
ร้อยละ 77 โดยกากน ้าตาลมีส่วนประกอบ ดงัมีรายละเอียดในตารางท่ี 2.4 
 
ตารางที ่2.4 องคป์ระกอบของกากน ้าตาล 

              ส่วนประกอบ                    ปริมาณ (ร้อยละโดยนา้หนกั) 
    น ้า                                                             17 - 25 
    ซูโครส                                                     30 - 40 
    กลูโคส                                                       4 - 9 
    ฟรุกโทส                                                    5 - 12 
    น ้าตาลรีดิวซ์อ่ืนๆ                                       1 - 5 
    คาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ                                    2 - 5 
    เถา้                                                              7 - 15 
    สารประกอบไนโตรเจน                             2 - 6 
    กรดท่ีไม่มีไนโตรเจน                                 2 - 8 

ทีม่า: กนกวรรณ (2547) 
 

       2.4.1 การใช้ประโยชน์จากกากน า้ตาล 
1. เป็นอาหารเล้ียงเช้ือ หรือส่วนผสมของอาหารเล้ียงเช้ือในการเล้ียงแบคทีเรีย (Keller, 

1967) 
2. เป็นวัตถุดิบในโรงงานอุตสาหกรรมซ่ึงใช้ในการผลิตเอทิลแอลกอฮอล์  บิวธิล

แอลกอฮอล์ อาซีโตน กรดซิตริก กลีเซอรอล และยีสต์ เอทิลแอลกอฮอล์ใช้ท ากรดอาซีติค เอธีล       
อีเธอร์ เป็นตน้ (กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2510) 
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3. ใช้ในอุตสาหรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมท าสุรา อุตสาหกรรมการท าผงชูรส 
อุตสาหกรรมการท ายีสต์ อุตสาหกรรมการผลิตยารักษาโรคบางอย่าง อุตสาหกรรมการท าน ้ าปลา 
และซีอ้ิว (กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2510) 

4. เป็นแหล่งวิตามินบีจ านวนมาก น ามาใชห้รือผลิตเป็นอาหารสัตว์ (กรมส่งเสริม
อุตสาหกรรม, 2510) 

5. ใช้เป็นอาหารในการเพาะเล้ียงสาหร่ายสไปรูลินาพลาเทนซิส ในระบบบ่อ
เพาะเล้ียงน ้าวน (ปาวลี, 2550) 
 

2.5  แทนนิน (Tannin)  
แทนนินประกอบดว้ยกลุ่มฟีนอลิกขนาดใหญ่ท่ีไม่ละลายน ้ า มวลโมเลกุลอยูร่ะหวา่ง 500 

และ 3000 ดาลตนั พบได้ในพืชทัว่ไป และเกิดข้ึนในระหว่างกระบวนการหมกัเบียร์และไวน์
(Singleton และ Eseau 1969) 

 แทนนินมี 2 ชนิด แสดงโครงสร้างดงัภาพท่ี 2.7 
 1. ไฮโดรไลซ์แทนนิน (Hydrolysed tannins) ซ่ึงเป็นกลูโคสิดิกไกลโคไซด์ของโพลิแกล
ลอยไกลโคไซด์ (ขวญัใจ, 2535) มีโครงสร้างประกอบดว้ย 2 ส่วนใหญ่ ๆ คือน ้ าตาลและกรดฟีนอ-
ลิก (ประกร, 2535) และเม่ือไฮโดรไลซ์แทนนินละลายในกรดหรือน ้ าย่อย จะไดโ้มเลกุลท่ีมีขนาด
เล็กลง ไดแ้ก่ กรดแกลลิก กรดเอลลาจิก และกลูโคส (อญัมณี, 2540) พบมากในส่วนใบ ฝัก  

2. คอนเดนส์แทนนิน (Condensed tannins) เป็นสารทีมีโมเลกุลใหญ่และซบัซ้อนมากกว่า
ไฮโดรไลซ์เซเบิลแทนนิน คอนเดนส์แทนนินเป็นพอลิเมอร์ของฟลาโวนอยด์ท่ีเกิดจากการรวมตวั
ของพวก Flavan-3-ol (ขวญัใจ, 2535) ไม่สามารถไฮโดรไลซ์ดว้ยกรดหรือด่าง แต่ละลายไดดี้ในน ้า
ร้อน แอลกอฮอล ์และอะซีโตน พบไดใ้นส่วนเปลือกตน้และแก่นไมเ้ป็นส่วนใหญ่  

 

 
ภาพที ่2.7  โครงสร้างของแทนนิน (a) Hydrolyzable tannin และ (b) Condensed tannin 

ทีม่า : Raja และคณะ (2014) 
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แทนนินมีคุณสมบัติตกตะกอนโปรตีน ท าให้หนังสัตว์ไม่ เน่าเป่ือย จึงมีการใช้ใน
อุตสาหกรรมฟอกหนงั และแทนนินมีฤทธ์ิฝาดสมานจึงใชป้ระโยชน์ในทางเภสัชกรรม เช่น รักษา
อาการพุพอง อาการท้องเสีย มีฤทธ์ิเป็นยา ต้านไวรัส เป็นต้น นอกจากน้ีแทนนินยงัน ามาใช้
ประโยชน์ในดา้นอ่ืน ๆ เช่น การยอ้มผา้ บ าบดัน ้ าเสีย กาว ปุ๋ย ธุรกิจปลาสวยงาม ผลิตเคร่ืองส าอาง 
น ้ าหมึก หมึกพิมพ ์สียอ้มผา้ต่าง ๆ กาวในอุตสาหกรรมไมอ้ดั ใชเ้ป็นสารเสริมรสชาติอาหารในการ
ผลิตไวน์ เบียร์ สาเก ชา กาแฟ และ น ้ าผลไม ้นอกจากน้ียงัใชเ้ป็นสารเคลือบอาหาร ไดแ้ก่ เน้ือสัตว ์
โดยผสมกบัเจลาตินหรือโปรตีนจากนมท าให้เก็บรักษาอาหารไดน้านยิง่ข้ึน (ขวญัใจ, 2535; ประกร, 
2553)  

แทนนินมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งกระบวนการหมกั (Singleton และ Eseau, 1969)  
Scalbert (1991) กล่าวถึงกลไกการยบัย ั้งของแทนนิน 3 ขั้นตอน  

1. แทนนินเขา้แทรกในเยือ่หุม้เซลล ์ยบัย ั้งการขนส่งไอออน (Diwan, 1972)  
2. แทนนินเขา้ท าปฏิกิริยาและตกตะกอนโปรตีนและองคป์ระกอบของไนโตรเจน (Haslam 

และ Lilley, 1988) ซ่ึงอาจเกิดจากไนโตรเจนถูกกีดกนัหรือเอนไซมถู์กยบัย ั้ง 
3. แทนนินคีเลตไออนของโลหะ (Harris และ Livingston, 1964) และยบัย ั้งการท างานของ

จุลินทรีย ์(Mila และคณะ, 1996; Chung และคณะ, 1998) 
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2.6  งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

Kim และ Yun (2006) ผลิตบีตากลูแคนจากผนงัเซลล์ยสีต ์S. cerevisiae โดยกล่าววา่ส่ิงท่ีมี

ผลต่อผนงัเซลลย์ีสต ์คือ ส่วนประกอบของอาหารและสภาวะในการผลิตบีตากลูแคนจากผนงัเซลล์

ยีสตถู์กใชใ้นอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางคแ์ละเภสัชมาเป็นเวลานาน แต่อยา่งไรก็ตามบีตากลูแคนท่ี

แยกไดจ้ากผนงัเซลล์ประกอบดว้ยส่วนท่ีไม่ละลายน ้ าซ่ึงไม่สามารถน าไปใชไ้ด ้การเตรียมบีตากลู

แคนให้ละลายไดจึ้งมีประโยชน์ในการน าไปใช ้งานวิจยัศึกษาการเปล่ียนแปลงของผนงัเซลล์ยีสต์

ต่อเอนไซม์ β-glucanase (Glucanex® 200G) และเปรียบเทียบปริมาณบีตากลูแคนระหว่างการ

เพาะเล้ียงแบบ Batch และ Fed batch บีตากลูแคนถูกสกดัดว้ยวิธีใชด่้างร้อน ( 2%(w/v) NaOH ) 90 

องศาเซลเซียส 5 ชัว่โมง และเติมเอทานอล 3 เท่า ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง เพื่อตกตะกอนบีตากลูแคน ก าจดั

โปรตีนออกดว้ย DEAD ionexchange chromatography และก าจดัแมนแนนออกดว้ย Concanavalin 

A chromatography  จะไดบี้ตากลูแคนท่ีละลายได้ โดยพบว่าการทนต่อเอนไซม์ β-glucanase ของ

ผนงัเซลล ์Smith และคณะปี 2000 กล่าววา่เพิ่มข้ึนในช่วง Stationary phase และปริมาณบีตากลูแคน

สูงท่ีสุดในช่วงก่อน Stationary phase ซ่ึงเป็นช่วงท่ีผนงัเซลลห์นาท่ีสุด  

Kim และคณะ (2007) ศึกษาปริมาณเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae JU13 ในการเพาะเล้ียงแบบ 

Fed batch เพื่อผลิตบีตากลูแคน อาหารท่ีใช้เพาะเล้ียงได้แก่ กากน ้ าตาลและน ้ าหมักข้าวโพด 

ออกแบบการทดลองแบบพื้นผวิตอบสนอง พบวา่ความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาลและน ้าหมกัขา้วโพด

ท่ีท าใหไ้ดป้ริมาณเซลลสู์งท่ีสุด คือ 6.4% (v/v) และ 17% (v/v) ตามล าดบั ไดป้ริมาณเซลล ์10.8 กรัม

ต่อลิตรหลงัจากเพาะเล้ียง 20 ชั่วโมง และได้ปริมาณบีตากลูแคน 97.2 ± 0.053 มิลลิกรัมต่อกรัม

น ้ าหนกัเซลล์แห้ง จากนั้นเพาะเล้ียงยีสต์ในถงัหมกัชนิดกวนขนาด 2.5 ลิตรแบบ Batch โดยศึกษา

ระดับการท่ี 200 ถึง 400 รอบต่อนาที และอตัราการให้อากาศ 1 ถึง 3 vvm เพาะเล้ียงท่ี 30 องศา

เซลเซียส พีเอช 6 พบวา่ปริมาณเซลล์แปรผนัตรงกบัอตัราการกวน และปริมาณออกซิเจนท่ีละลาย 

(DO) ลดลงอย่างรวดเร็วเกือบเป็น 0 ในชัว่โมงท่ี 8 ถึง 12 ยกเวน้การกวนท่ี 350 และ 400 รอบต่อ

นาทีท่ีค่า DO สูงข้ึนหลงัจากชัว่โมงท่ี 32 เน่ืองจากแหล่งคาร์บอนหมด ซ่ึงการกวนในระดบั 350 

และ 400 รอบต่อนาที ไดป้ริมาณเซลล์สูงสุดใกลเ้คียงกนั คือ 35.1 ถึง 36.9 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 

ในการเพาะเล้ียงแบบ Fed batch เลือกการกวนในระดบั 350 รอบต่อนาที ไดป้ริมาณเซลลย์สีต ์95.7 

กรัมต่อลิตร 
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Vu และคณะ (2009) ศึกษาความเข้มข้นของยีสต์ S. cerevisiae KV-25 เม่ือเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมาจากของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม ไดแ้ก่ กากน ้าตาล และน ้าหมกัขา้วโพด พบวา่

ปริมาณเซลล์ยีสต์ข้ึนอยู่กบัสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน โดยใช้การออกแบบการ

ทดลองแบบพื้นผิวตอบสนอง พบว่าความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาลและน ้ าหมกัขา้วโพดท่ีท าให้ได้

ปริมาณเซลล์สูงท่ีสุด คือ 10.25 %(v/v) และ 16.87%(v/v) ตามล าดบั และเปรียบเทียบการเพาะเล้ียง

ยีสต์ในถงัหมกัสองแบบไดแ้ก่ แบบ Batch และ Fed batch พบว่า การเพาะเล้ียงแบบ Batch 5 ลิตร 

ไดป้ริมาณเซลล์ยีสต ์36.5 กรัมต่อลิตร ส่วนแบบ Fed batch ไดป้ริมาณเซลล์ยีสตสู์งกวา่ คือ 187.63 

กรัมต่อลิตร และพบว่าการผลิตมวลเซลล์ยีสต์แปรผนัตรงกบัอตัราการกวน ซ่ึงอตัราการกวน 350 

และ 400 รอบต่อนาทีให้ปริมาณเซลล์สูงท่ีสุด และนอกจากน้ียงัข้ึนอยูก่บัส่วนประกอบของอาหาร

เล้ียงเช้ือ และปริมาณกลูโคสในอาหาร 

Schnierda และคณะ (2014) ศึกษาหาองค์ประกอบท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือในการ

ผลิตมวลเซลลจ์าก Non-Saccharomyces โดยใชก้ากน ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและใช ้ยสีตส์กดัและ

น ้ าหมักข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่า กากน ้ าตาล 20 กรัมต่อลิตร และ ยีสต์สกัด 500 

มิลลิกรัมต่อลิตร ใหป้ริมาณเซลลม์ากท่ีสุด คือ 11 กรัมต่อลิตร และไดแ้อลกอฮอล ์5.5 กรัมต่อลิตร 

Ha และคณะ (2002) ท าการวิเคราะห์กลูแคนท่ีละลายในด่างท่ีผลิตจากยีสต์ S. cerevisiae 

JH ท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ย UV เพื่อให้ไดบี้ตากลูแคนท่ีมีก่ิงกา้นมากข้ึน ยีสต์ถูกทดสอบความทนของ 

laminarinase และ endo-β-(1,3)-D-glucanase สกดับีตากลูแคนโดยใชด่้างร้อนท่ี 90 องศาเซลเซียส 

เปรียบเทียบท่ี 5 และ 8 ชัว่โมง และปรับให้เป็นกลางโดย 2 M acetic acid และเติมเอทานอล 3 เท่า 

เพื่อตกตะกอนบีตากลูแคน สกดัน าแมนแนนหรือแมนโนโปรตีนออกโดยใช ้Concanavalin-A จาก

น าวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพด้วย HPLC  gas chromatography และ 13C-NMR 

spectrometry พบวา่ยีสตท่ี์ถูกเหน่ียวน ามีปริมาณกลูแคนท่ีละลายไดใ้นด่างถึง 10 เท่าและมีปริมาณ 

β-1,6-D-linkage มากกวา่ 

Tam และคณะ (2013) ศึกษาการสกดับีตากลูแคนจากบริวเวอร์ยสีต ์S. cerevisiae ท่ีเหลือทิ้ง

โดยใชว้ิธี autolysis เอนไซม ์และ ultrasonic โดยกล่าววา่บริวเวอร์ยีสตท่ี์เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม

สามารถน ามาสร้างมูลค่าเพิ่มได ้เช่นเดียวกบั worrasinchai และคณะ (2015) ตะกอนเซลล์ยีสตถู์ก

แช่ใน phosphate-citrate buffer (พี เอช 7.0) และท าให้ผนังเซลล์แตกโดยการใช้เอนไซม์และ 

ultrasound จากนั้นน าไป autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส 4 ชัว่โมง และป่ันเหวี่ยงท่ี 3000 รอบต่อ

นาที 15 นาที เพื่อแยกส่วนใสออก ตะกอนน าไปลา้งใหส้ะอาดและน ามาสกดัต่อดว้ย solvent โดยใช ้
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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solvent : ตะกอนยีสต์ อตัราส่วน 1 : 4 (w/w) บีตากลูแคนท่ีน าไปป่ันเหวี่ยงและท าแห้งท่ี 40 องศา

เซลเซียส 1 ชั่วโมง วิเคราะห์ปริมาณบีตากลูแคนโดย YEAST BETA GLUCAN ASSAY KIT 

(Megazyme Int, Bray, Ireland) ใช้การออกแบบการทดลองแบบ RSM ผลการวิเคราะห์ คือ ความ

เขม้ขน้ของเอนไซม์ท่ีท าให้ได้ปริมาณบีตากลูแคนสูงท่ีสุดคือ 0.86 %(w/w) ใช้เวลา 5.34 ชั่วโมง 

และใช ้ultrasound 8.28 w/g 11.60 นาที ไดป้ริมาณบีตากลูแคน 72.06% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

Varelas และคณะ (2016) ศึกษาวธีีการสกดับีตากลูแคนท่ีแตกต่างกนัจากยสีต ์S. cerevisiae 

VIN 13 โดยการสกัดบีตากลูแคนด้วยวิธีด่างร้อน และท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้เอนไซม์ Glucanex® 

200G ซ่ึงประกอบดว้ย β-1,3-glucanase และ β-1,6-glucanase จนไดเ้ป็นหน่วยยอ่ยคือกลูโคส พบวา่

การกระตุน้ให้ยีสต์ย่อยตวัเองดว้ย 3% NaCl พีเอช 5 ใช้เวลา 29 ชัว่โมง 55 องศาเซลเซียส และใช้ 

0.5 M NaOH 2 ชัว่โมง 90 องศาเซลเซียส ท าใหไ้ดป้ริมาณบีตากลูแคนสูงสุด คือ 64 ± 1.25 % 

Lee และคณะ (2001) ศึกษาการท าบริสุทธ์ิบีตากลูแคนท่ีละลายไดจ้ากผนงัเซลล์ยีสต์เพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพในระบบภูมิคุม้กนั โดยท าการสกดับีตากลูแคนดว้ยด่าง เรียกว่า กลูแคน p-1 ได้

สัดส่วนกลูแคนต่อแมนแนน 30 ต่อ 70 และปริมาณโปรตีน 2.8% (w/w) จากนั้นก าจดัโปรตีนออก

ดว้ย DEAE chromatography เรียกวา่ กลูแคน p-2 ไดส้ัดส่วนกลูแคนต่อแมนแนน 30 ต่อ 70 ปริมาณ

โปรตีน 0.3% (w/w) และท าบริสุทธ์ิมากข้ึนด้วย ConA chromatography เรียกว่า กลูแคน p-3 ได้

สัดส่วนกลูแคนต่อแมนแนน 100 ต่อ 0 และปริมาณโปรตีน 0% (w/w) 

Naruemon และคณะ (2013) ศึกษาผลของการเติมสารเติมแต่ง ได้แก่ SDS, EDTA และ 

NaCl ต่อการผลิตบีตากลูแคนจากยีสต์ S. cerevisiae พบว่าการใส่สารเติมแต่งสามารถกระตุน้การ

สร้างบีตากลูแคน 7-40 % โดยการเติม SDS 100 ppm  ในอาหาร YPD ท าให้ไดบี้ตากลูแคนสูงสุด

และปริมาณโปรตีนนอ้ย ตามดว้ยการใส่ SDS 20 และ NaCl 3000 ppm คุณลกัษณะทางเคมีวเิคราะห์

ดว้ย NMR และพบวา่การเติมสารเติมแต่ง EDTA 50 ppm ส่งผลใหบี้ตากลูแคนท่ีไดมี้ก่ิงกา้นมากข้ึน

ดว้ย ซ่ึง Mongkontanawat และคณะปี 2011 ศึกษาผลของการใส่สารเติมแต่ง 3 ชนิด เช่นเดียวกนั ต่อ

การผลบีตากลูแคนและลักษณะของยีสต์ S. cerevisiae พบว่า การเติม SDS 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ท าให้มีปริมาณการแตกหน่อและปริมาณบีตากลูแคนสูงท่ีสุด คือ 8.16% (w/w) หรือ 

มากกวา่ 1.4 เท่าของ control  

 Varelas และคณะ (2017) ศึกษาผลของความเขม้ขน้น ้ าตาลกลูโคส และการเติม NaCl ต่อ

ปริมาณบีตากลูแคนท่ีผนงัเซลลย์สีต ์S. cerevisiae VIN13 ในการเพาะเล้ียงแบบไม่มีอากาศ กล่าววา่

ผนงัเซลล์ยีสตมี์การเปล่ียนแปลงระหวา่งกระบวนหมกั ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของยีสตแ์ละสภาวะใน
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การเพาะเล้ียง ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยั\ Kim และYun, 2006; Catley, 1988 และ McMurrough และ 

Rose, 1967 ซ่ึง Aguilar และคณะ (2003) ศึกษาองค์ประกอบของผนังเซลล์ยีสต์ในการเพาะเล้ียง

สภาวะท่ีต่างกนั ยกตวัอยา่งปัจจยัท่ีมีผลต่อผนงัเซลล์ยีสต ์เช่น พีเอชอุณหภูมิ การให้อากาศ แหล่ง

คาร์บอน และการจ ากดัของปริมาณไนโตรเจน เป็นตน้ Varelas และคณะทดลองเปรียบเทียบการ

กระตุ้นเช้ือเร่ิมต้นด้วย NaCl 0% และ 6%  เพาะเล้ียงยีสต์ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีปริมาณกลูโคส

ต่างกันได้แก่ 200, 300 หรือ 400 กรัมต่อลิตร พบว่าการไม่กระตุ้นด้วย NaCl และใช้กลูโคสใน

อาหารเล้ียงเช้ือ 200 กรัมต่อลิตร ให้ปริมาณบีตากลูแคนสูงสุดอยูใ่นช่วงการเจริญ Stationary phase 

และผนงัเซลลท์นต่อเอนไซม ์Glucanex® 200G ในช่วงปลาย Exponential phase เช่นกบังานวจิยัของ 

Logothetis และคณะ, 2007; Oda และ Tonomura , 1993; Morris และคณะ, 1986 และ Hohmann, 

2002 ท่ีศึกษาผลของ NaCl และ Osmotic stress ต่อการเจริญของยีสต์เช่นเดียวกัน พบว่าการเติม 

NaCl มีผลลบต่อการเจริญของยีสต์  โดย Rodriguez และ Ortega (1982) กล่าวว่าการเติม NaCl ลง

ในอาหารเล้ียงเช้ือ มีผลท าให้ Na+ ในยีสต์มีมากข้ึน ส่งผลให้การเจริญของเช้ือลดลง แต่อย่างไรก็

ตาม Logothetis และคณะ (2010) กล่าวว่า การเติม NaCl มากกว่า 5% (w/v) ถึงแม้จะให้ปริมาณ

เซลล์ท่ีนอ้ยแต่ส่งผลท าให้ช่วงสุดทา้ยของการหมกัเช้ือมีอตัราการรอดสูงข้ึน นอกจากน้ีไดท้  าการ

เปรียบเทียบ การกระตุน้เช้ือก่อนหมกัด้วย NaCl และไม่กระตุน้ พบว่า การกระตุน้ยีสต์ด้วย 6% 

NaCl เป็นเวลา 16 ชัว่โมงก่อนการเพาะเล้ียงขั้นต่อไปส่งผลดีต่อการหมกั ทั้งในดา้นการผลิตเอทา

นอล การใช้น ้ าตาลของยีสต์ และการผลิตกลีเซอรอล  El-Samargy และ Zall (1988) กล่าวว่า สาร

ยบัย ั้งบางชนิดเช่น NaCl มีผลเล็กนอ้ยต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ ซ่ึงอาจจะเก่ียวขอ้งกบัการใช้

น ้าตาลของยสีตเ์พื่อผลิตมวลเซลลด์ว้ย 
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บทที ่3 

วธีิการด าเนินการทดลอง 
 

3.1  เช้ือจุลนิทรีย์ 
       Saccharomyces carlbergensis RU01 จาก สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัรามค าแหง 

   
3.2  สารเคมี 
       3.2.1  ส าหรับอาหารเล้ียงเช้ือ 
              3.2.1.1 กากน ้าตาล จากโรงงานน ้าตาลมิตรผล 
              3.2.1.2 ฝักจามจุรี 

 3.2.1.3 Yeast extract (Scharlua, Spain) 
 3.2.1.4 Malt extract (Himedia, India) 
 3.2.1.5 Peptone (Himedia, India) 
 3.2.1.6 Dextrose (Pure Chem, Taiwan) 
 3.2.1.7 Agar (Himedia, India) 
 3.2.1.8 Ammonium sulfate (RIEDEL-DE-HAEN AG SEELZE-HANNOVER, Germany) 
 3.2.1.9 Tannic acid (Sigma, USA) 

       3.2.2  ส าหรับการวเิคราะห์  
       3.2.2.1 Sodium chloride, Carlo Erba, Italy 
              3.2.2.2 Dinitrosalicylic acid, Carlo Erba, Italy 
              3.2.2.3 Sodium hydroxide, Carlo Erba, Italy 
              3.2.2.4 Potassium sodium tartrate, Carlo Erba, Italy 
              3.2.2.5 Sodium hydroxide, Univar, Australia 
              3.2.2.6 Glucose, Univar, Australia 
              3.2.2.7 Hydrochloric acid 37%, Carlo Erba, Italy 
              3.2.2.8 YEAST BETA GLUCAN ASSAY KIT (Megazyme Int., Bray, Ireland) 
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3.3  อุปกรณ์ 
       3.3.1 เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 2 ต าแหน่ง (Mettler Toledo รุ่น Dragon 3002, Switzerland) 
       3.3.2 เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 4 ต าแหน่ง (Sartorius รุ่น BSA224S-CW, Germany) 
       3.3.3 ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) (Heraeus, รุ่น T20 USA) 
       3.3.4 ตูเ้ข่ียเช้ือ (Laminar flow) (Bosstech, USA) 
       3.3.5 ไมโครเวฟ (Microwave) (Electrolux, China) 
       3.3.6 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) (Memmert, Germany) 
       3.3.7 หมอ้น่ึงความดนัไอสูง (Autoclave) (Tomy รุ่น ES315, Japan) 
       3.3.8 เคร่ืองหมุนผสม (Vortex mixer) (Vortex Genie 2, USA) 
       3.3.9 เคร่ืองหมุนเหวีย่งขนาดเล็ก (Microcentrifuge) (Heraeus รุ่น Pico 21, Germany) 
       3.3.10 เคร่ืองหมุนเหวีย่งคุมอุณหภูมิ (Eppendrof รุ่น 5804 R, Germany) 
       3.3.11 เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) (Inolab, Germany)  
       3.3.12 กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) (Nikon ECLIPSE E200, China) 
       3.3.13 เคร่ืองเขยา่ (Shaker)  (รุ่น GFL 3017) 
       3.3.14 เคร่ืองเขยา่แบบคุมอุณหภูมิ (Incubator Shaker Series) (รุ่น Innova 42) 
       3.3.15 เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer)  
       3.3.16 ถงัหมกัขนาด 7.5 ลิตร รุ่น BioFlo® 310 Fermentor พร้อมชุดควบคุม (Eppendrof, USA) 
       3.3.17 เคร่ืองแกว้และอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
 
3.4  สถานที่ท าการทดลอง 
       คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั และ 
สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัรามค าแหง 
 
3.5  ระยะเวลาที่ท าการทดลอง 
       เดือน สิงหาคม 2559 ถึง เดือนเมษายน 2561 
 
3.6  วธีิการด าเนินงาน 
       3.6.1  การเล้ียงเช้ือ S. carlsbergensis RU01 

กระตุน้ให้ยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ทนต่อสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของแทนนิน โดย
เตรียมเพลทอาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดว้ยฝักจามจุรี 20 เปอร์เซ็นต ์เพื่อกระตุน้ให้ยีสตท์นต่อแทน
นินในขั้นต่อไป เทอาหารใส่ในจานเพาะเช้ือท่ีผา่นการอบฆ่าเช้ือแลว้ ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ น าเช้ือยสีตม์าเข่ีย
เช้ือแบบ Streak plate ลงในจานเพาะเช้ือท่ีเทอาหารไวแ้ล้ว เพาะเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท่ีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อุณหภูมิห้อง จากนั้นเข่ียเช้ือ S. carlsbergensis RU01 สายพนัธ์ุท่ีถูกพฒันาให้เจริญในสภาวะท่ีมี
ความเขม้ขน้ของแทนนินได ้1 โคโลนี ลงใน flask ในอาหารเหลว Yeast extract malt extract (YM) 
ปริมาณ 100 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงในเคร่ืองเขย่าแบบหมุนด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 

 
       3.6.2  การทดลองเพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเจริญของยสีต ์S. carlsbergensis RU01  

   ยีสต์ S. carlsbergensis RU01 มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Yeast extract malt extract 
(YM) ปรับความขุ่นของยสีตเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 1.0 ± 0.1 OD ท่ี 600 นาโนเมตร ใส่หวัเช้ือ 1% ในอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาล 3%(w/v)  แอมโมเนียมซัลเฟต 0.1%(w/v)  และแทนนิน 
0.1%(w/v)  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่ง
เซลล์ทุกๆ 0 4 12 20 24 36 48 และ 60 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์น ้ าหนักเซลล์แห้ง โดยเตรียมหลอด
ทดลองท่ีอบแห้งและทราบน ้ าหนักแน่นอน ดูดตวัอย่าง 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดเก็บตวัอย่าง 
น าไปเหวี่ยงแยกท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส ลา้งเซลล์โดย
เติม 0.85% NaCl 1 มิลลิลิตรลงในหลอด เขยา่ให้เขา้กนั แลว้น าไปเหวี่ยงแยกเซลล์ 2 คร้ัง ทิ้งส่วน
ใส อบตะกอนเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทิ้งให้เยน็ในโถดูดความช้ืน 
ชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอน ค านวณหาน ้าหนกัแหง้ (X) ในหน่วยกรัมต่อลิตร 

 
       3.6.3  การเปรียบเทียบการเจริญและการผลิตบีตากลูแคนของยสีต ์S. carlsbergensis RU01  
ระหวา่งอาหารกากน ้าตาลท่ีเติมแทนนิน 0.1% และไม่เติมแทนนิน 

ยีสต ์S. carlsbergensis RU01 มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Yeast extract malt extract (YM) 
ปรับความขุ่นของยีสตเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 1.0 ± 0.1 OD ท่ี 600 นาโนเมตร ใส่หวัเช้ือ 1% ในอาหารเล้ียง
เช้ือ 2 ชนิดท่ีแตกต่างกนัไดแ้ก่ อาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของกากน ้าตาล 3%(w/v)  แอมโมเนียมซลัเฟต 
0.1%(w/v)  ท่ีเติมแทนนิน 0.1%(w/v)  และ ไดแ้ก่ อาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาล 3%(w/v)  
แอมโมเนียมซลัเฟต 0.1%(w/v)  ท่ีไม่เติมแทนนิน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที 30 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งเซลล์เม่ือครบ 36 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์เปรียบเทียบน ้ าหนกั
เซลลแ์หง้ และปริมาณบีตากลูแคน 
 

       3.6.4 การยอ้มเซลลย์สีต ์S. carlsbergensis RU01 ดว้ย Congo red 
  การยอ้มเซลล์ด้วยสี Congo red  เป็นการยอ้มคาร์โบไฮเดรตท่ีบริเวณผนังเซลล์ เม่ือ

เพาะเล้ียงยีสต์ครบ 36 ชั่วโมง ท าการล้างตะกอนเซลล์ 2 รอบ โดยใช้ 0.85% NaCl และล้างรอบ
สุดทา้ยดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นท าการตรึงเซลล์บนกระจกสไลด์ หยดสี Congo red ทิ้งไวน้าน 15 นาที 
ล้างด้วยน ้ า แล้วซับให้แห้ง น าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้เลนส์วตัถุก าลังขยาย 100x เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ส่วนประกอบของโครงสร้างยีสตท่ี์เป็นคาร์โบไฮเดรตจะติดสีแดงของสียอ้ม Congo red (ดดัแปลง
วธีิจาก Mckinney, 1953) 
      

       3.6.5  การเพาะเล้ียงแบบกะในถงัหมกัท่ีเหมาะสมต่อการผลิตบีตากลูแคน 

  น ายีสต์ S. carlsbergensis RU01 มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Yeast extract malt extract 
(YM) ปรับความขุ่นของยสีตเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 1.5 ± 0.1 OD ท่ี 600 นาโนเมตร ใส่หวัเช้ือ 250 มิลลิลิตร 
ลงถงัหมกัขนาด 7.5 ลิตร ท่ีมีปริมาตรท างาน 5 ลิตร โดยเพาะเล้ียงเซลลย์สีตแ์บบกะในอาหารเหลว
ท่ีมีความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาล 3% แอมโมเนียมซัลเฟต 0.1% และแทนนิน 0.1% โดยใช้การวาง
แผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล โดยมีตวัแปร 2 ตวัคือ อตัราการให้อากาศและความเร็วรอบใน
การกวน โดยปรับอตัราการให้อากาศเท่ากบั 0.5 และ 1 VVM ความเร็วรอบในการกวนเท่ากบั 100 
200 และ 400 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่งเซลล์เพื่อนบัจ านวนเซลล์ วิเคราะห์ปริมาณบีตากลูแคนและ
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ทุกๆ 0 4 8 12 24 36 และ 48 ชัว่โมง 
 
       3.6.6 การวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ วธีิ DNS  
  ปิเปตสารละลายตวัอย่างท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 
DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปตม้ในน ้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที น าไปแช่ในอ่างน ้ าเยน็เป็นเวลา 5 
นาที เติมน ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตร ผสมเขา้กนัน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร น าค่าท่ีได้
ไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัสารละลายมาตรฐานน ้ าตาลกลูโคส 
โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น Blank (Miller และคณะ, 1959) 
 
       3.6.7 การวเิคราะห์ปริมาณบีตากลูแคน 

 เซลล์ยีสตถู์กป่ันเหวี่ยงออกจากน ้ าหมกัและลา้งดว้ย 0.85% NaCl 2 คร้ัง และลา้งเซลลค์ร้ัง

สุดท้ายด้วยน ้ ากลั่น ท าการสกัดบีตากลูแคนด้วยวิธีใช้ความร้อนและความดันสูงท่ี 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปล่อยให้เซลลเ์ยน็ตวัลงท่ีอุณหภูมิห้อง เติม 12 M HCl ปริมาตร 

0.1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนักบัเซลล์ และบ่มทิ้งไว ้1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้น

เจือจางสารละลายท่ีมีเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้2 M HCl ปิดปากหลอดทดลองและน าไปตม้ 2 ชัว่โมง 

ปรับ  พีเอชให้เป็นกลางดว้ย 1 M NaCl และป่ันเหวี่ยงความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 

นาที ทิ้งตะกอนและเก็บส่วนใสน ามาวเิคราะห์บีตากลูแคนโดยใช ้ชุดตรวจสอบปริมาณบีตากลูแคน 

“YEAST BETA GLUCAN ASSAY KIT’’ (Megazyme Int., Bray, Ireland) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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      3.6.8  การสกดับีตากลูแคนและท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วนจากยสีต ์S. carlsbergensis RU01 

  เล้ียงเช้ือ S. carlsbergensis RU01 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 2 สูตร ปริมาตร 500 ml ไดแ้ก่ สูตร
ควบคุมคือ กากน ้าตาล 3%(w/v) แอมโมเนียมซลัเฟต 0.1%(w/v) และสูตรใส่แทนนิน คือกากน ้าตาล 
3%(w/v)  แอมโมเนียมซลัเฟต 0.1%(w/v)  และแทนนิน 0.1% (w/v) ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ทางสถิติ
จากขอ้ 3.6.2 เพาะเล้ียงยีสตใ์นเคร่ืองเขย่าแบบหมุนดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 เล้ียงเช้ือเป็นเวลา 36 ชั่วโมง เก็บตวัอย่างเซลล์น าไปเหวี่ยงแยกท่ี
ความเร็ว 3500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสออก เติมน ้ าเกลือเจือจาง 0.85 %  เขยา่ให้
เขา้กนั แลว้น าไปเหวี่ยงแยกอีก 2 คร้ัง รินส่วนใสทิ้ง ลา้งเซลล์คร้ังสุดทา้ยดว้ยน ้ ากลัน่ น าไปอบท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง การสกดับีตากลูแคนและท าบริสุทธ์ิบีตากลูแคนมี
ขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

3.6.8.1 การเตรียมบีตากลูแคน  
           น าเซลล์ยีสตอ์บแห้งท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงขอ้ท่ี 3.6.8 จ านวน 10 กรัม สกดัดว้ย 2% 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้ห้เยน็ จากนั้นน ามา
เหวี่ยงแยกท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสมาปรับให้เป็นกลางโดยใช ้2
โมลาร์ กรดอะซิติก และเติมเอทานอล 3 เท่า เพื่อตกตะกอน บีตากลูแคนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นน าไปเหวี่ยงแยกท่ี 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ตะกอนท่ีได้
เรียกวา่ส่วนของ glucan - p1 (Lee และคณะ, 2001) 

3.6.8.2 การท าใหบี้ตากลูแคนบริสุทธ์ิ(บางส่วน)  (Lee และคณะ, 2001) 
          1. การท าใหบี้ตากลูแคนบริสุทธ์ิ(บางส่วน) โดยใช ้DEAE toyopearl chromatography 
               น าส่วนของ glucan - p1 ละลายใน 3 % กรดอะซิติก และเหวีย่งแยกเพื่อเอาส่วนท่ี

ไม่ละลายออก เก็บส่วนใสและปรับ pH ให้เท่ากบั 8.0 โดยใช ้2 M NaOH  เตรียมสารละลายใส่ใน 
DEAE toyopearl columm  (ขนาด 10 x 1.0 cm) โดยใช ้10 mM sodium phosphate buffer ท่ีพีเอช8.0 
เป็นตวัชะ เพื่อแยกส่วนของโปรตีนออก จากนั้น10 mM sodium phosphate buffer ท่ีพีเอช 8.0 ท่ีมี 
0.15 M NaCl เป็นตวัชะ ส่วนท่ีไดเ้รียกวา่ glucan - p2 

          2. การท าใหบี้ตากลูแคนบริสุทธ์ิมากข้ึนโดยใช ้ Concavalin A  chromatography  
  น าส่วนของ glucan-p2 มาผ่าน Concavalin A (ขนาด 10 x 1.5 cm) เพื่อแยกส่วน

ของแมนแนนออกจาก บีตากลูแคนโดยใช้ 50 mM phosphate buffer (พี เอช 7.4)  10 ml ท่ี
ประกอบดว้ย  0.15 M NaCl เป็นตวัชะ ส่วนท่ีไดเ้รียกวา่ glucan - p3 
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       3.6.9 การศึกษาลกัษณะสมบติัของบีตากลูแคนท่ีเตรียมได ้
 3.6.9.1 การวเิคราะห์โครงสร้างของบีตากลูแคนท่ีเตรียมได ้ 

                         ชัง่ตวัอยา่งบีตากลูแคนท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 3.6.8.2 ในอตัราส่วน 0.1% (w/v) เติมน ้ า 1
มิลลิลิตร จากนั้นละลายและไฮโดรไลซ์กลูแคนทั้งหมด (อลัฟากลูแคนและบีตากลูแคน) โดยเติม
กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 37% (w/w) ในหลอดทดลองท่ีบรรจุสารสกดัจากยีสต์ บ่มท่ี 30 องศา
เซลเซียส นาน 45 นาที ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ เขย่าทุก ๆ 15 นาที (เพื่อให้บีตากลูแคนละลาย
สมบูรณ์) เติมน ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตรในแต่ละหลอด น าตวัอย่างไปตม้ 2 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใ้ห้เย็นท่ี
อุณหภูมิห้อง และน ามาเติม 2 M KOH เพื่อปรับพีเอชให้เป็นกลาง จากนั้นน าตวัอย่างไปป่ันแยก
ตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที น าส่วนใส 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
เติม 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร exo-1,3 β-glucan หรือ exo-1,6 β-glucan ใน 50 mM phosphate 
buffer พีเอช 7.4 เติมลงในหลอด เขยา่ให้เขา้กนั และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 60 นาที 
เติมเอนไซม์ GOPOD (glucose oxidase/peroxidase mixture) ลงในแต่ละหลอดแลว้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที วดัค่าการดูดกลืนคลืนแสงท่ี 510 นาโนเมตร เพื่อวดัปริมาณกลูแคน
ทั้งหมด (ดดัแปลงจาก Many และ Vizhi, 2014) 

 
       3.6.10  การศึกษาหาปริมาณความเขม้ขน้ของอาหารเล้ียงเช้ือต่อการผลิตยสีต ์S. carlsbergensis 
RU01  
 3.6.10.1 การทดลองเพื่อหาอิทธิพลของอิทธิพลของปัจจยัจากแบบจ าลอง 
  การทดลองเพื่อหาอิทธิพลของปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อน ้ าหนกัเซลล์แห้งของยีสต์ S. 
carlsbergensis RU01 ใชก้ารออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ท่ีมีปัจจยั 
3 ปัจจยั คือ ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาล (x1) ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต (x2)  และปริมาณ
แทนนิน (x3) ซ่ึงมีขั้นตอนการด าเนินการ ดงัน้ี 
  1. การก าหนดระดบัของอิทธิพลของปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลอง 
      การก าหนดระดบัปัจจยัทั้ง 3 ปัจจยั โดยพิจารณาจากงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งและการ
ทดลองเบ้ืองตน้ ซ่ึงระดบัของปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลองมี 3 ระดบั คือ ระดบัต ่า (-1) ระดบักลาง (0) 
และระดบัสูง (+1) โดยมีค่าแอลฟา (α) เท่ากบั 1.68 ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1  
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่3.1 ปัจจยัและระดบัของแต่ละปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลอง 

 
2. การออกแบบการทดลองแบบ Central composite design (CCD) 

     ในการทดลองศึกษาสูตรอาหารในการเพาะเล้ียงยีสต์ S. carlsbergensis RU01 
ได้ใช้โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติก าหนดล าดับการทดลองและการออกแบบการทดลองแบบ 
Central Composite Design (CCD) ท่ีมีปัจจยั 3 ปัจจยั แต่ละปัจจยัมี 3 ระดบัและมีการท าซ ้ าท่ีมีจุด
ก่ึงกลาง 6 คร้ัง ดงันั้นจึงมีจ านวนหน่วยการทดลองทั้งหมด 20 หน่วย ดงัตารางท่ี 3.2  
 

3.6.10.2 การหาปริมาณบีตากลูแคนจากการออกแบบการทดลองแบบ Central Composite 
Design 

            เข่ียเช้ือ S. carlsbergensis RU01สายพนัธ์ุท่ีถูกพฒันาให้เจริญในสภาวะท่ีมีความ
แทนนินได้ 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว Yeast extract malt extract (YM) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เพาะเล้ียงในเคร่ืองเขยา่แบบหมุนดว้ยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ปรับความขุ่น
ของยสีตเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 1.0 ± 0.1 OD ท่ี 600 นาโนเมตร และเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือตามตารางการ
ออกแบบการทดลองดงัตารางท่ี 3.2  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เก็บตวัอย่างเซลล์เม่ือครบ 36 ชัว่โมง เพื่อวิเคราะห์น ้ าหนกัเซลล์แห้ง 
และปริมาณบีตากลูแคน 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตวัแปร 
ระดบั 

-1.6818 (-α)  -1 0 +1 +1.6818 (+α) 

ความเขม้ขน้ของกากน ้าตาล (x1) 0.98 2.00 3.50 5.00 6.02 

ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต (x2) 0.00 0.05 0.10 0.20 0.30 

ปริมาณแทนนิน (x3) 0.03 0.10 0.20 0.30 0.37 
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ตารางที ่3.2 ล าดบัการทดลองของการออกแบบการทดลองแบบ Central composite design (CCD)  

ล าดบัการทดลอง 
ตวัแปรอิสระ 

กากน ้าตาล (x1) 
(กรัม) 

แอมโมเนียมซลัเฟต (x2) 
(กรัม) 

แทนนิน (x3) 
 (กรัม) 

1 2.00 0.05 0.10 
2 5.00 0.05 0.30 
3 3.50 0.25 0.20 
4 5.00 0.20 0.10 
5 2.00 0.05 0.30 
6 2.00 0.20 0.30 
7 3.50 0.13 0.20 
8 6.02 0.13 0.20 
9 3.50 0.13 0.37 

10 3.50 0.13 0.20 
11 5.00 0.20 0.30 
12 2.00 0.20 0.10 
13 3.50 0.13 0.20 
14 3.50 0.13 0.03 
15 0.98 0.13 0.20 
16 3.50 0.13 0.20 
17 3.50 0.00 0.20 
18 3.50 0.13 0.20 
19 5.00 0.05 0.10 
20 3.50 0.13 0.20 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที ่4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 

4.1 ศึกษาความเข้มของการติดสี Congo red ทีบ่ริเวณผนังเซลล์ยสีต์ S. carlsbergensis 

RU01  
 Congo red เป็นสียอ้มท่ีท ำปฏิกิริยำไดก้บัสำยคำร์โบไฮเดรตท่ีบริเวณหมู่ไฮดรอกซิล ให้สี

แดง  ในงำนวิจยัหลำยงำนจึงใช้ยอ้มเซลล์ท่ีบริเวณผนังเซลล์ จำกกำรทดลองของ Kopecka และ 

Grabiel, 1992 มีกำรยอ้มสีของ Congo red กบัสำยบีตำ 1,3 กลูแคนท่ีผนงัเซลล์ยีสต์ จึงไดน้ ำมำยอ้ม

สีผนังเซลล์ของเซลล์ยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีเล้ียงในอำหำรกำกน ้ ำตำลท่ีมีแทนนิน และ

อำหำร YM ท่ีใช้ในกำรเล้ียงยีสต์ทัว่ไป เพื่อเปรียบเทียบให้เห็นปริมำณคำร์โบไฮเดรตท่ีเพิ่มข้ึน 

เซลล์ยีสตถู์กตรึงไวใ้นสไลด์ ยอ้มดว้ย Congo red ประมำณ 20 นำที แลว้ลำ้งสีออก ส่องดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์โดยใชเ้ลนส์วตัถุก ำลงัขยำย 100 x ส่วนประกอบของโครงสร้ำงยสีตท่ี์เป็นคำร์โบไฮเดรต

จะติดสีแดงของสียอ้ม Congo red จำกกำรทดลองพบวำ่ยสีตท่ี์ในอำหำรเล้ียงเช้ือ YM  ติดสีจำง ส่วน

ยสีตใ์นอำหำรเล้ียงเช้ือกำกน ้ำตำลท่ีถูกกระตุน้แทนนิน มีกำรติดสี Congo red ท่ีเขม้กวำ่ดงัภำพท่ี 4.1 

โดยผนงัเซลลท่ี์หนำข้ึนมีองคป์ระกอบของคำร์โบไฮเดรตท่ีเพิ่มข้ึนโดยเฉพำะบีตำกลูแคน เน่ืองจำก

แทนนินซ่ึงเป็นกำรใส่สำรรบกวนเพื่อใหย้สีตเ์กิดกำรปรับตวั ท ำใหย้สีตมี์กำรสร้ำงผนงัเซลล์ท่ีหนำ

ข้ึนเพื่อป้องกนัสำรเคมีเหล่ำนั้น สอดคลอ้งกบังำนวิจยัของ Rinaldi และคณะ (2016) ศึกษำผลของ

สำยพนัธ์ุยีสตแ์ละแทนนินต่อกำรหมกัไวน์ พบวำ่แทนนินส่งผลต่อรูปร่ำงของยีสตใ์นไวน์องุ่น ซ่ึง

จำกทดลองพบว่ำแทนนินมีผลต่อปริมำณคำร์โบไฮเดรตท่ีผนังเซลล์ โดยผนังเซลล์ท่ีหนำข้ึนมี

องคป์ระกอบของกรดไขมนั โปรตีน และคำร์โบไฮเดรตท่ีเพิ่มข้ึนโดยเฉพำะบีตำกลูแคน   
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ภาพที ่4.1 แสดงกำรติดสีของ Congo red ของเซลลย์สีต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำรเพำะเล้ียง 36 

ชัว่โมง โดย A คือ อำหำรเล้ียงเช้ือ YM broth และ B คือ อำหำรกำกน ้ำตำลท่ีเติมแทนนิน 0.1% 

(w/v) 

 

4.2 การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการเลีย้งยสีต์ S. carlsbergensis RU01  

        ผนงัเซลล์ยสีตป์ระกอบดว้ยบีตำกลูแคนเป็นหลกั (Cabib, 1991; Kollar และคณะ, 1997; Lipke 

และ Ovalle, 1998) ฉะนั้นกำรเล้ียงเพื่อให้ไดป้ริมำณจุลินทรียท่ี์มำกจึงเป็นปัจจยัหน่ึงต่อปริมำณบี

ตำกลูแคนดงันั้นกำรศึกษำเวลำท่ีเหมำะสมในกำรเพำะเล้ียงยีสต ์S. carlsbergensis RU01 เพื่อให้ได้

ปริมำณยีสตท่ี์มำกท่ีสุดซ่ึงจะส่งผลให้มีปริมำณบีตำกลูแคนสูงท่ีสุดดว้ย โดยใชอ้ำหำรเล้ียงเช้ือท่ีมี

ควำมเขม้ขน้ของกำกน ้ำตำล 3%(w/v) แอมโมเนียมซลัเฟต 0.1%(w/v) และแทนนิน 0.1%(w/v)  โดย

เก็บตวัอยำ่งทุกๆ 0 12 24 36 48 และ 60 ชัว่โมง เพื่อวเิครำะห์น ้ำหนกัเซลลแ์หง้ ผลกำรทดลองแสดง

ดงัภำพท่ี 4.2 

ผลกำรทดลองพบว่ำท่ีเวลำกำรเพำะเล้ียง 36 ชัว่โมง น ้ ำหนกัเซลล์แห้งมีค่ำเฉล่ียสูงท่ีสุด

3.79 กรัมต่อลิตร และลดลงหลงัจำกกำรเพำะเล้ียงผำ่นไป 36 ชัว่โมง โดยชัว่โมงท่ี 48 และ 60 มีค่ำ

น ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 2.98 และ 2.99 กรัม/ลิตรตำมล ำดบั  

 

 

(A) (B) 
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ภาพที ่4.2 น ้ำหนกัเซลลแ์หง้ของยสีต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีเวลำต่ำงๆ ในอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีมี

องคป์ระกอบของแทนนิน 0.1 % ท่ีเวลำต่ำงๆเพำะเล้ียงบนเคร่ืองเขยำ่ดว้ยควำมเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นำที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

ผลกำรทดลองสอดคลอ้งกบังำนวจิยัของ Wauters และคณะ (1999) ซ่ึงท ำกำรคดัแยกยสีตท่ี์

ทนแทนนิน พบว่ำยีสต์ S. cerevisiae 4471 มีปริมำณเช้ือลดลงเม่ือเพิ่มควำมเขม้ข้นของแทนนิน 

เช่นเดียวกบังำนวิจยัต่อมำในปี 2001 ท่ีศึกษำผลของแทนนินต่อยสีต ์S. cerevisiae ซ่ึงพบวำ่แทนนิน

มีผลท ำให้เกิดกำรตกตะกอนบำงส่วนของอำหำร YPD ท ำให้ปริมำณไนโตรเจนในอำหำรเล้ียงเช้ือ

ลดลง ส่งผลให้ระยะหลงัของกำรเพำะเล้ียงปริมำณเช้ือลดลงดว้ย นอกจำกน้ี Singleton และ Eseau 

(2001) ได้อธิบำยว่ำแทนนินยบัย ั้งกระบวนกำรหมัก ยืนยนัได้จำกงำนวิจัยของ Mullins และ 

NeSmith (1998) ท่ีท ำกำรวิจยัเปรียบเทียบอตัรำกำรเจริญของยีสต์ในกำรผลิตเอธำนอลโดยใชข้ำ้ว

ฟ่ำงเป็นส่วนประกอบของอำหำรเล้ียงเช้ือ พบวำ่แทนนินมีผลยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือและกำรผลิต

เอธำนอล  

 

4.3 ผลของน า้หนักเซลล์แห้งและปริมาณบีตากลูแคนของยสีต์ S. carlsbergensis RU01       

      ในอาหารกากน า้ตาลทีม่แีทนนินและไม่มแีทนนิน 
 กำรใส่สำรเคมีในอำหำรเล้ียงเช้ือ ส่งผลต่อกำรเจริญและกำรสร้ำงผลิตภณัฑ์จำกยีสต์ 
(Naruemon และคณะ, 2013; Mongkontanawat และคณะ, 2011; Varelas และคณะ, 2017) จึงท ำกำร
เปรียบเทียบยสีต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีเล้ียงในอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีไม่เติมแทนนินและเติมแทน
นิน ซ่ึงมีผลต่อกำรเจริญเติบโตของยีสต์ และส่งต่อผลของน ้ ำหนักเซลล์แห้งและปริมำณบีตำกลู
แคน แสดงดงัภำพท่ี 4.3 และ 4.4 โดยท ำกำรเพำะเล้ียงยีสต ์36 ชัว่โมง บนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็วรอบ 
200 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส  
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จำกผลกำรทดลองพบว่ำยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีเล้ียงในอำหำรกำกน ้ ำตำลท่ีมี        
แทนนิน 0.1%(w/v) มีปริมำณน ้ ำหนักเซลล์แห้ง 3.97 กรัม/ลิตร และปริมำณบีตำกลูแคน 119.47 
มิลลิกรัม/กรัมน ้ ำหนกัเซลล์แห้ง ซ่ึงสูงกว่ำยีสต์ท่ีเล้ียงในอำหำรกำกน ้ ำตำลท่ีไม่เติมแทนนิน คือมี
ปริมำณน ้ ำหนักเซลล์แห้ง 3.33 กรัม/ลิตร และปริมำณบีตำกลูแคน 86.19 มิลลิกรัม/กรัมน ้ ำหนัก
เซลล์แห้ง จำกผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำแทนนินสำมำรถกระตุน้เซลล์ยีสต์ S. carlsbergensis 
RU01 ได ้

 
ภาพที่ 4.3 ปริมำณน ้ ำหนกัเซลล์แห้งของยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำรเพำะเล้ียง 36 ชัว่โมง 
เปรียบเทียบในอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีมีแทนนินและไม่มีแทนนิน 

 
ผลกำรทดลองสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Wauters และคณะ (1999) ซ่ึงศึกษำผลของ       

แทนนินต่อยีสต์ S. cerevisiae โดยท ำกำรเปรียบเทียบยีสต์ท่ีเล้ียงในอำหำร YPD ท่ีไม่มีกำรเติม

สำรเคมีใด ๆ และ ยสีตท่ี์เล้ียงในอำหำร YPD ท่ีมีกำรเติมแทนนิน 80 ppm พบวำ่ ยสีตท่ี์เติมแทนนิน

มีปริมำณเซลล์ท่ีมำกกวำ่ นอกจำกน้ีมีงำนวิจยัหลำยช้ินท่ีมีกำรทดลองเติมสำรเคมีอ่ืนๆเพื่อกระตุน้

กำรเจริญและกำรผลิตภณัฑ์จำกเช้ือ เช่น Naruemon และคณะ (2013) ศึกษำผลของกำรเติมสำรเติม

แต่ง ได้แก่ SDS, EDTA และ NaCl ต่อกำรผลิตบีตำกลูแคนจำกยีสต์ S. cerevisiae พบว่ำกำรใส่

สำรเติมแต่งสำมำรถกระตุน้กำรสร้ำงบีตำกลูแคนได ้7 - 40 % โดยกำรเติม SDS 100 ppm  ในอำหำร 

YPD ท ำให้ไดบี้ตำกลูแคนสูงสุดและปริมำณโปรตีนน้อยท่ีสุด Mongkontanawat และคณะปี 2011 

ศึกษำผลของกำรใส่สำรเติมแต่ง 3 ชนิด เช่นเดียวกนั ต่อกำรผลของบีตำกลูแคนและลกัษณะของ

ยีสต์ S. cerevisiae พบว่ำ กำรเติม SDS 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท ำให้มีปริมำณกำรแตกหน่อ

และปริมำณบีตำกลูแคนสูงท่ีสุด คือ 8.16% (w/w) หรือ มำกกวำ่ 1.4 เท่ำของ control เป็นตน้  
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ภาพที่ 4.4 ปริมำณบีตำกลูแคนของยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำรเพำะเล้ียง 36 ชั่วโมง 
เปรียบเทียบในอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีมีแทนนินและไม่มีแทนนิน 
 

กำรผลิตบีตำกลูแคนเม่ือค ำนวณเป็นผลไดข้องผลิตภณัฑ์ ผลกำรทดลองพบว่ำยีสตท่ี์เล้ียง

ในอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีเติมแทนนิน 0.1% มีผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อมวลเซลล์มำกกว่ำยีสต์ท่ีเล้ียงใน

อำหำรท่ีไม่เติมแทนนินประมำณ 1.2 เท่ำ แสดงดงัภำพท่ี 4.5 

 

 

ภาพที่ 4.5 ผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อมวลเซลล์ของยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำรเพำะเล้ียง 36 

ชัว่โมง เปรียบเทียบในอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีไม่มีแทนนิน และอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีมีแทนนิน 

 

 

86.19

119.47

0

20

40

60

80

100

120

140

อาหารที่ไม่มีแทนนิน อาหารที่มีแทนนิน

บีต
าก
ลูแ
คน

 (ม
ลิล

กิรั
ม/
กรั
มน

 า้ห
นัก

เซ
ลล์

แห้
ง)

24.83

28.18

23

24

25

26

27

28

29

อาหารที่ไม่มีแทนนิน อาหารที่มีแทนนิน

ผล
ได้
ขอ

งผ
ลติ

ภัณ
ฑ์ต่

อม
วล
เซ
ลล์

(Y
p/x

)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



37 

4.4 ผลของปริมาณออกซิเจนทีล่ะลายในน า้ ต่อการเจริญเติบโตและปริมาณบีตากลูแคน

ของยสีต์ S. carlsbergensis RU01 ในสภาพวธิีการหมกัแบบกะ ทีร่ะดับการผลติ 5 ลติร 
ท ำกำรเล้ียงยีสต ์S. carlsbergensis RU01 โดยวิธีกำรหมกัแบบกะ ท่ีระดบักำรผลิตปริมำตร 

5 ลิตรในถงัปฏิกรณ์ชีวภำพขนำด 7 ลิตร ใชอ้ำหำรเล้ียงเช้ือท่ีมีควำมเขม้ขน้ของกำกน ้ำตำล 3%(w/v) 

แอมโมเนียมซลัเฟต 0.1%(w/v) และแทนนิน 0.1%(w/v)  ควำมเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้ปรับควำมขุ่น

ของยีสตเ์ร่ิมตน้เท่ำกบั 1.5 ± 0.1 OD ท่ี 600 นำโนเมตร ใส่หวัเช้ือ 250 มิลลิลิตรในอำหำรเล้ียงเช้ือ 

ปรับพีเอชของอำหำรเท่ำกบั 5 อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ศึกษำควำมเร็วรอบในกำรกวน 3 ระดบั

ไดแ้ก่ 100 200 และ 400 รอบต่อนำที และศึกษำอตัรำกำรให้อำกำศ 2 ระดบั ไดแ้ก่ 0.5 และ 1 vvm 

เก็บตวัอย่ำงท่ีชัว่โมงท่ี 0 4 8 12 24 36 และ 48 ชัว่โมง น ำไปนบัปริมำณเช้ือทั้งหมดโดยใชฮี้มำไซ

โตรมิเตอร์ ปริมำณบีตำกลูแคน และบนัทึกปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ำ        

ผลกำรทดลองพบวำ่ปริมำณยีสต์ S. carlsbergensis RU01 แปรผนัตรงกบัควำมเร็วรอบใน

กำรกวนเป็นหลกั โดยเม่ือเพิ่มควำมเร็วรอบในกำรกวนปริมำณเซลล์ยีสต์จะเพิ่มข้ึน โดยควำมเร็ว

รอบในกำรกวน 400 รอบต่อนำที ให้ปริมำณเซลล์ยีสต์สูงท่ีสุด ซ่ึงอตัรำกำรให้อำกำศท่ี 0.5 vvm  

และ 1 vvm ในระดบักำรกวน 400 รอบต่อนำทีไดป้ริมำณเซลลท่ี์เท่ำกนัท่ีชัว่โมงท่ี 36 คือ 2.24 × 108 

CFU/มิลลิลิตร แสดงให้เห็นวำ่อตัรำกำรให้อำกำศไม่ส่งผลต่อกำรเจริญของเซลล์ในควำมเร็วรอบ

สูง แต่อตัรำกำรกวนต ่ำ คือ 100 และ 200 รอบต่อนำที อตัรำกำรให้อำกำศท่ีมำกกว่ำจะให้ปริมำณ

เซลล์ยีสตท่ี์สูงกวำ่ ผลกำรทดลองแสดงดงัภำพท่ี 4.7 และนอกจำกน้ีผลของอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ

(µ) ของยสีต ์S. carlsbergensis RU01 พบวำ่สภำวะกำรหมกัท่ีควำมเร็วในกำรกวน 400 รอบต่อนำที 

และอตัรำกำรให้อำกำศ 1 vvm มีค่ำผลของอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ (µ) สูงสุด คือ 0.40 h-1 ซ่ึงผลของ

อตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ(µ) เป็นค่ำท่ีบอกควำมเร็วของกำรเพิ่มจ ำนวนเซลล ์ยิง่มีค่ำมำก ยิง่เพิ่มจ ำนวน

เซลลไ์ดร้วดเร็ว แต่ผลของอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะสูงสุด (µmax) สูงท่ีสุดในสภำวะกำรหมกัท่ีควำมเร็ว

รอบในกำรกวน 400 รอบต่อนำที อตัรำกำรให้อำกำศ 0.5 vvm มีค่ำ 8.96 h-1 ผลของอตัรำกำรเจริญ

จ ำเพำะ (µ) อตัรำกำรเจริญจ ำเพำะสูงสุด (µmax) และผลไดข้องผลิตภณัฑต่์อมวลเซลลแ์สดงดงัตำรำง

ท่ี 4.1 
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ภาพที ่4.6 ปริมำณเซลลย์สีต ์S. carlsbergensis RU01 ในถงัหมกัปริมำตร 7 ลิตร ท่ีสภำวะกำรกวน

และกำรใหอ้ำกำศแตกต่ำงกนั โดย (   ) = 100 รอบต่อนำที 0.5 vvm, (   ) = 100 รอบต่อนำที 1 vvm  

(   ) = 200 รอบต่อนำที 0.5 vvm, (    ) = 200 รอบต่อนำที 1 vvm, (   ) = 400 รอบต่อนำที 0.5 vvm,   

(   ) = 400 รอบต่อนำที 1 vvm 

 

 ตารางที่ 4.1 ผลของอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ(µ) อตัรำกำรเจริญจ ำเพำะสูงสุด(µmax) และผลไดข้อง
ผลิตภณัฑต่์อมวลเซลล(์Yp/x) 
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สภำวะกำรหมกั 
อตัรำกำรเจริญ
จ ำเพำะ (µ) ( h-1) 

อตัรำกำรเจริญ
จ ำเพำะสูงสุด 
(µmax) ( h-1) 

ผลไดข้อง
ผลิตภณัฑต่์อมวล
เซลล ์(Yp/x) 

100 รอบต่อนำที, 0.5 vvm 0.36 5.56 19.31 
100 รอบต่อนำที, 1 vvm 0.36 5.29 12.59 

200 รอบต่อนำที, 0.5 vvm 0.36 5.74 28.73 
200 รอบต่อนำที, 1 vvm 0.39 4.94 29.20 

400 รอบต่อนำที, 0.5 vvm 0.37 8.96 26.07 
400 รอบต่อนำที, 1 vvm 0.40 8.38 30.53 
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ผลกำรทดลองสอดคลอ้งกบังำนวิจยัของ Kim และคณะ (2007) โดยไดศึ้กษำหำสูตรอำหำร

ท่ีเหมำะสมต่อกำรเพำะเล้ียงยีสต์ S. cerevisiae JUL3 โดยอำหำรท่ีใช้ศึกษำไดแ้ก่ กำกน ้ ำตำล และ 

น ้ำหมกัขำ้วโพด พบวำ่ควำมเร็วรอบในกำรกวนเพิ่มข้ึนท ำใหไ้ดม้วลเซลลม์ำกข้ึน โดยควำมเร็วรอบ

ในกำรกวน 350 และ 400 รอบต่อนำที มีปริมำณเซลล์สูงท่ีสุดซ่ึงไม่มีควำมต่ำงกนัทำงสถิติ Jafari 

และคณะ (2007) ศึกษำผลของกำรกวนและกำรให้อำกำศต่อกำรผลิตเอนไซม ์Glucose oxidase ของ

เช้ือรำ Aspergillus niger กล่ำวว่ำ ประสิทธิภำพของกำรให้อำกำศข้ึนอยูก่บักำรกวน ซ่ึงกำรกวนท่ี

สูงส่งผลต่อกำรสัมผสัระหวำ่งของเหลวกบัก๊ำซและประสิทธิภำพในกำรกระจำยฟองก๊ำซได้ดีข้ึน 

งำนวิจยัของ Kim และคณะ (2003) และ Mantzouridou และคณะ (2002) ศึกษำผลของกำรกวนและ

กำรให้อำกำศต่อกำรผลิตผลิตภณัฑ์จำกจุลินทรียเ์ช่นเดียวกนั พบวำ่อตัรำกำรกวนมีควำมส ำคญัต่อ

กำรผสมของสำรในถงัหมกั ท ำให้ปริมำณเซลล์และกำรถ่ำยเทออกซิเจนสูงข้ึน แต่กำรกวนใน

ระดบัสูงเกินไปสำมำรถท ำให้เกิดแรงเฉือน (Shear force) ซ่ึงส่งผลเสียหลำยอยำ่งกบัจุลินทรียเ์ช่น 

ท ำให้รูปทรงเปล่ียนหรือกำรผลิตผลิตภณัฑ์เปล่ียนแปลงไป และกำรให้อำกำศจะส่งผลเป็นอย่ำง

มำกต่อปริมำณออกซิเจนในกระบวนกำรหมกัต่อเม่ือมีระดบักำรกวนท่ีต ่ำ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลกำร

ทดลอง  

ผลของปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำ (Dissolve Oxygen, DO) แสดงดงัภำพท่ี 4.8 พบวำ่

ในควำมเร็วรอบกำรกวนท่ีต ่ำ ได้แก่ 100 และ 200 รอบต่อนำที ปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำ

ลดลงอยำ่งรวดเร็วจนมีค่ำเกือบเป็นศูนยใ์นชัว่โมงท่ี 4 แสดงใหเ้ห็นวำ่ปริมำณออกซิเจนหมด ท ำให้

ผลิตมวลเซลลไ์ดน้อ้ยกวำ่ สอดคลอ้งกบัผลกำรทดลองดงัภำพท่ี 4.7 ซ่ึงออกซิเจนมีควำมส ำคญักำร

เจริญของเช้ือและกำรผลิตผลิตภัณฑ์จำกเช้ือ (Casas และคณะ, 2000; Lo และคณะ, 2001) ใน

ควำมเร็วรอบกำรกวนท่ีสูง คือ 400 รอบต่อนำที ปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำลดลงต ่ำสุดใน

ชัว่โมงท่ี 12 เช้ือเจริญอยู่ในช่วง exponential phase ซ่ึงยงัเหลือมำกพอส ำหรับใช้ในกำรเจริญของ

เซลลแ์ละกำรผลิตบีตำกลูแคน โดยในชัว่โมงท่ี 12 ควำมเร็วรอบในกำรกวน 400 รอบต่อนำที อตัรำ

กำรให้อำกำศ 0.5 vvm มีปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำคงเหลือ 54.51 % ส่วนควำมเร็วรอบใน

กำรกวน 400 รอบต่อนำที อตัรำกำรให้อำกำศ 1 vvm มีปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำคงเหลือสูง

กว่ำ คือ 63.65% ซ่ึงปริมำณออกซิเจนท่ีเหลือมำกกว่ำส่งผลให้มีกำรเจริญของเช้ือและผลิตบีตำกลู

แคนไดสู้งกวำ่  
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ภาพที ่4.7 ปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ำของกำรเพำะเล้ียงยสีต ์S. carlsbergensis RU01 ในถงั

หมกัปริมำตร 7 ลิตร ท่ีสภำวะกำรกวนและกำรใหอ้ำกำศแตกต่ำงกนั โดย (  ) = 100 รอบต่อนำที 0.5 

vvm , (   ) = 100 รอบต่อนำที 1 vvm  (   ) = 200 รอบต่อนำที 0.5 vvm, (    ) = 200 รอบต่อนำที 1 

vvm, (   ) = 400 รอบต่อนำที 0.5 vvm,  (   ) = 400 รอบต่อนำที 1 vvm 

 

ผลกำรทดลองสอดคลอ้งกบังำนวิจยัของ Kim และคณะ (2007) ศึกษำปริมำณเซลล์ยีสต ์S. 

cerevisiae JU13ในกำรเพำะเล้ียงแบบ Fed batch เพื่อผลิตบีตำกลูแคน อำหำรท่ีใช้เพำะเล้ียงไดแ้ก่ 

กำกน ้ ำตำลและน ้ ำหมกัขำ้วโพด เพำะเล้ียงยีสตใ์นถงัหมกัชนิดกวนขนำด 2.5 ลิตรแบบ Batch โดย

ศึกษำระดบักำรท่ี 200 ถึง 400 รอบต่อนำที และอตัรำกำรใหอ้ำกำศ 1 ถึง 3 vvm เพำะเล้ียงท่ี 30 องศำ

เซลเซียส พีเอช 6 พบวำ่ปริมำณเซลล์แปรผนัตรงกบัอตัรำกำรกวน และปริมำณออกซิเจนท่ีละลำย 

(DO) ลดลงอย่ำงรวดเร็วเกือบเป็น 0 ในชัว่โมงท่ี 8 ถึง 12 ยกเวน้กำรกวนท่ี 350 และ 400 รอบต่อ

นำทีท่ีค่ำ DO สูงข้ึนหลงัจำกชัว่โมงท่ี 32 เน่ืองจำกแหล่งคำร์บอนหมด นอกจำกน้ียงัมีงำนวิจยัอ่ืนๆ

ท่ีศึกษำกบัแบคทีเรีย เช่น งำนวิจยัของ Zhou และคณะ (2017) ซ่ึงศึกษำผลของกำรกวน กำรให้

อำกำศและอุณหภูมิต่อกำรผลิตไกลโคโปรตีน GP-1 จำกเช้ือ Streptomyces kanasenisi ZX01 พบวำ่

ปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำลดลงต ่ำท่ีสุดท่ีควำมเร็วในกำรกวนระดบัต ่ำท่ีสุด คือ 150 รอบต่อ

นำที และควำมเร็วรอบสูงท่ีสุดคือ 300 รอบต่อนำทีเหลือปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำมำกท่ีสุด 

แต่ไดป้ริมำณเซลล์และไกลโปรตีน GP-1 ไม่สูงเท่ำกำรใช้ควำมเร็วรอบในกำรกวน 200 รอบต่อ

นำที ท่ีอตัรำกำรให้อำกำศ 1 vvm Bandaiphet และ Prasertsan (2006) ศึกษำผลของกำรกวน กำรให้
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อำกำศ  และสัมประ สิท ธ์ิก ำร ส่ งผ่ ำนออก ซิ เจน ต่อกำรผ ลิต เอกโซโพ ลีแซคคำไ รด์  

(Exopolysaccharide) จำก Enterobacter cloacae WD7 ท ำกำรศึกษำค่ำ DOT ท่ีระดบักำรกวน 200 

รอบต่อนำที ในอตัรำกำรให้อำกำศท่ีแตกต่ำงกนัคือ 0.50 0.75 1.00 และ1.25 vvm พบว่ำค่ำ DOT 

ลดลงอย่ำงรวดเร็วจนถึงขั้นต ่ำท่ีสุดภำยใน 24 ชั่วโมงในกระบวนกำรหมกั ซ่ึงกล่ำวว่ำค่ำ DOT 

ข้ึนอยูก่บัอตัรำกำรให้อำกำศ โดยอตัรำกำรให้อำกำศท่ีสูง ปริมำณออกซิเจนท่ีละลำยในน ้ ำก็จะมำก 

ซ่ึงทุกระดบัมีค่ำ DOT เหลือไม่ต ่ำกวำ่ 10% แสดงให้เห็นวำ่ยงัมีออกซิเจนเพียงพอต่อกำรเจริญของ

เช้ือ 

ผลกำรทดลองของปริมำณบีตำกลูแคนท่ีผลิตได้จำกยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำร

เพำะเล้ียง 36 ชัว่โมง ในถงัหมกัแบบกะท่ีระดบักำรผลิตปริมำตร 5 ลิตร พบวำ่ปริมำณบีตำกลูแคน

แปรผนัตรงกบัควำมเร็วรอบในกำรกวนและอตัรำกำรให้อำกำศ โดยควำมเร็วรอบกำรกวนใน

ระดบัสูงคือ 400 รอบต่อนำที และอตัรำกำรให้อำกำศ 1 vvm ให้ปริมำณบีตำกลูแคนสูงท่ีสุด คือ 

181.94 มิลลิกรัม/กรัมน ้ ำหนกัเซลล์แห้ง แสดงดงัภำพท่ี 4.9 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมำณเซลล์ท่ีสูงดงั

ภำพท่ี 4.7 เน่ืองจำกบีตำกลูแคนเป็นองคป์ระกอบหลกัท่ีผนงัเซลลย์ีสต ์ดงันั้นเม่ือปริมำณเช้ือสูงข้ึน

จึงท ำให้มีปริมำณบีตำกลูแคนสูงดว้ย และอตัรำกำรให้อำกำศส่งผลต่อปริมำณบีตำกลูแคน จำกผล

กำรทดลองพบวำ่ อตัรำกำรให้อำกำศ 1 vvm ให้ปริมำณบีตำกลูแคนสูงกวำ่อตัรำกำรให้อำกำศ 0.5 

vvm ในควำมเร็วรอบกำรกวนท่ีสูง คือ 200 และ 400 รอบต่อนำที ส่วนควำมเร็วรอบในกำรกวนท่ี

ต ่ำ ปริมำณบีตำกลูแคนมีปริมำณใกลเ้คียงกนัในสภำวะกำรให้อำกำศท่ีต่ำงกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผล

ของผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อมวลเซลลแ์สดงดงัตำรำงท่ี 4.1 พบวำ่สภำวะกำรหมกัท่ีควำมในกำรกวน 

400 รอบต่อนำที และอตัรำกำรใหอ้ำกำศ 1 vvm ใหผ้ลไดข้องผลิตภณัฑต่์อมวลเซลล ์(Yp/x)สูงท่ีสุด 

คือ 30.53 แสดงให้เห็นวำ่ควำมเร็วรอบในกำรกวนและอตัรำกำรให้อำกำศท่ีสูง ท ำให้ไดป้ริมำณบี

ตำกลูแคนท่ีสูง Calik และคณะ (2000) ศึกษำผลของประสิทธิภำพกำรส่งผำ่นออกซิเจนต่อกำรผลิต

เอนไซม์โปรติเอสโดยเช้ือ Bacillus licheniformis กล่ำวว่ำ กำรส่งผ่ำนออกซิเจนในเซลล์ของ

จุลินทรีย์ในสภำวะกำรหมักแบบใช้ออกซิเจน ส่งผลส ำคัญต่อกำรผลิตผลิตภัณฑ์ และกำร

เปล่ียนแปลงทำงเมตำบอไลท ์
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ภาพที ่4.8 ปริมำณบีตำกลูแคนของยสีต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำรเพำะเล้ียง 36 ชัว่โมง ในถงั

หมกัแบบกะท่ีระดบักำรผลิต 5 ลิตร 

 

4.5 ผลของน า้หนักเซลล์แห้งและปริมาณบีตากลูแคนของยสีต์ S. carlsbergensis RU01 

เปรียบเทยีบระหว่างในอาหารกากน า้ตาลทีม่แีทนนินและไม่มแีทนนิน ในสภาพวธิีการ

หมกัแบบกะ ทีร่ะดับการผลติ 5 ลติร 
เม่ือเปรียบเทียบผลของปริมำณเซลล ์และปริมำณบีตำกลูแคน ในถงัหมกัท่ีมีระดบักำรผลิต 

5 ลิตร ในสภำวะท่ีมีควำมเร็วรอบในกำรกวน 400 รอบต่อนำที อัตรำกำรให้อำกำศ 1 vvm 

เปรียบเทียบอำหำรเล้ียงเช้ือระหว่ำงอำหำรท่ีมีควำมเขม้ขน้ของกำกน ้ ำตำล 3%(w/v) แอมโมเนียม

ซลัเฟต 0.1%(w/v) ท่ีเติมแทนนิน 0.1%(w/v) และไม่เติมแทนนิน ควำมเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้ปรับ

ควำมขุ่นของยีสต์เร่ิมตน้เท่ำกบั 1.5 ± 0.1 OD ท่ี 600 นำโนเมตรใส่หัวเช้ือ 250 มิลลิลิตรในอำหำร

เล้ียงเช้ือ ปรับพีเอชของอำหำรเท่ำกบั 5 อุณหภูมิในกำรเล้ียงเช้ือ 30 องศำเซลเซียส เพำะเล้ียงเป็น

เวลำ 36 ชัว่โมง เก็บผลท่ีชัว่โมงท่ี 0 4 8 12 24 และ 36  ผลกำรทดลองพบวำ่เม่ือมีกำรเติมแทนนินท ำ

ให้ได้ปริมำณเซลล์ และปริมำณบีตำกลูแคน 2.3 x 108 CFU/มิลลิลตร และ 237 มิลลิกรัม/กรัม

น ้ ำหนกัแห้งของเซลล์ ตำมล ำดบั ในขณะท่ีไม่มีกำรเติมแทนนินในอำหำรเล้ียงเช้ือไดป้ริมำณเซลล์ 

และปริมำณบีตำกลูแคนเท่ำกบั 2.7 x 108 CFU/มิลลิลิตร และ 181 มิลลิกรัม/กรัมน ้ ำหนกัแห้งของ

เซลล์  แสดงเห็นว่ำกำรเติมแทนนินท ำให้ได้ปริมำณบีตำกลูแคนสูงกว่ำและช่วยให้มีกำรผลิตบี

ตำกลูแคนท่ีเสถียรไม่ลดลงเม่ือผำ่นไป 24 ชัว่โมง เม่ือเปรียบเทียบกบัยีสตท่ี์เล้ียงในอำหำรท่ีไม่เติม

แทนนินท่ีมีปริมำณบีตำกลูแคนลดลงในชัว่โมงท่ี 36 ดงัรูปท่ี 4.10  ผลของผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อ
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มวลเซลล ์(Yp/x) แสดงดงัภำพท่ี 4.11 พบวำ่ยสีตท่ี์เจริญในอำหำรกำกน ้ ำตำลท่ีเติมแทนนิน 0.1% มี

ผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อมวลเซลล์สูงกวำ่ยีสต์ท่ีเจริญในอำหำรกำกน ้ ำตำลท่ีไม่เติมแทนนิน 1.5 เท่ำ 

แสดงใหเ้ห็นวำ่แทนนินสำมำรถกระตุน้กำรผลิตบีตำกลูแคนได ้

 

 
ภาพที ่4.9 ปริมำณเช้ือและปริมำณบีตำกลูแคนของยสีต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำรเพำะเล้ียงใน

ถงัหมกัแบบกะท่ีระดบักำรผลิต 5 ลิตร ควำมเร็วรอบในกำรกวน 400 รอบต่อนำที อตัรำกำรให้

อำกำศ 1 vvm เปรียบเทียบระหวำ่งอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีเติมแทนนิน 0.1% และไม่เติมแทนนิน โดย  
(   ) = ปริมำณเซลลใ์นอำหำรท่ีไม่มีแทนนิน  (   ) = ปริมำณบีตำกลูแคนในอำหำรท่ีไม่มีแทนนิน     

(   ) = ปริมำณเซลลใ์นอำหำรท่ีมีแทนนิน  (    ) = ปริมำณบีตำกลูแคนในอำหำรท่ีมีแทนนิน      
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ภาพที่ 4.10 ผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อมวลเซลล์ของยีสต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีกำรเพำะเล้ียงใน

ถงัหมกัแบบกะท่ีระดบักำรผลิต 5 ลิตร ควำมเร็วรอบในกำรกวน 400 รอบต่อนำที อตัรำกำรให้

อำกำศ 1 vvm เปรียบเทียบระหวำ่งอำหำรกำกน ้ำตำลท่ีเติมแทนนิน 0.1% และไม่เติมแทนนิน 
 

4.6 ผลการสกดับีตากลูแคนและท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนจากยสีต์ S. carlsbergensis RU01  
 เ ม่ือน ำเซลล์ยีสต์  S.  carlsbergensis RU01 เพำะเ ล้ียงอำหำรท่ีควำมเข้มข้นอำหำร

กำกน ้ ำตำล 3%(w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต 0.1%(w/v) ท่ีมีกำรเติมแทนนิน 0.1% และไม่มีกำรเติม

แทนนิน มำสกดับีตำกลูแคนดว้ยวิธี Alkaline extraction โดยกำรบ่มดว้ย 2% NaOH ท่ีอุณหภูมิ 90 

องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 ชัว่โมง จำกนั้นป่ันเหวีย่งตะกอนเซลล์ออก ปรับส่วนใสให้เป็นกลำงโดย

ใช ้2 M Acetic acid และเติมเอทำนอล 3 เท่ำ เพื่อตกตะกอนคำร์โบไฮเดรตท่ีมีบีตำกลูแคนท่ีอุณหภูมิ 

4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18 ชัว่โมง จำกนั้นน ำไปเหวีย่งแยกท่ี 3000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 20 นำที 

ละลำยตะกอนท่ีไดน้ ำไปหำปริมำณบีตำกลูแคน จำกกระบวนกำรสกดัพบวำ่ นอกจำกบีตำกลูแคน

แลว้ยงัมีส่วนคำร์โบไฮเดรตอ่ืนจำกเซลล์ เช่น ไคติน และแมนแนนซ่ึงเป็นส่วนประกอบของผนงั

เซลลอ์อกมำดว้ย จำกนั้นน ำไปท ำใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชว้ธีิโครมำโตกรำฟี คือ DEAE-Toyopearl ซ่ึงเป็น

โครมำโตกรำฟีแบบแลกเปล่ียนประจุลบ เพื่อก ำจดัส่วนของโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของเซลล์ 

ซ่ึงพบวำ่ส่วนประกอบของผนงัเซลล์ยีสตมี์แมนแนนจบัอยูก่บับีตำกลูแคนเพรำะฉะนั้นตอ้งท ำกำร

แยกแมนแนนออกจำก บีตำกลูแคน โดยใชโ้ครมำโตกรำฟีแบบจ ำเพำะคือ Concavalin A โดยโคร

มำโตกรำฟีแบบจ ำเพำะสำมำรถจบักบัคำร์โบไฮเดรตได้และสำมำรถชะออกโดยใช้น ้ ำตำลท่ีมี

ควำมจ ำเพำะต่อคำร์โบไฮเดรตชนิดนั้น เพื่อเป็นกำรก ำจดัแมนแนนออกจึงใช้ Methylmannoside 

เป็นตวัชะคอลมัน์  จำกนั้นจึงท ำกำรชะบีตำกลูแคนออกดว้ย Methylglucoside  
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 ว ัดปริมำณบีตำกลูแคนด้วยชุดตรวจสอบปริมำณบีตำกลูแคน “YEAST BETA 

GLUCAN ASSAY KIT’’ (Megazyme Int., Bray, Ireland) ไดด้งัตำรำงท่ี 4.2 พบว่ำปริมำณบีตำกลู

แคนท่ีไดจ้ำกเซลล์ยสีตท่ี์มีกำรกระตุน้ดว้ยแทนนินมีปริมำณเท่ำกบั 52.5 มิลลิกรัม/กรัมน ้ำหนกัของ

เซลล์ ในขณะท่ีปริมำณบีตำกลูแคนท่ีไดจ้ำกเซลล์ยีสต์ท่ีไม่มีกำรกระตุน้ดว้ยแทนนินมีปริมำณบี

ตำกลูแคนเท่ำกบั 12.4 มิลลิกรัม/กรัมน ้ ำหนกัของเซลล์ เพรำะฉะนั้นแทนนินสำมำรถกระตุน้ให้

เซลลย์สีตส์ำมำรถสร้ำงบีตำกลูแคนไดป้ริมำณมำกข้ึน  

 

ตารางที ่4.2 แสดงปริมำณกลูแคนท่ีกระบวนกำรท ำใหบ้ริสุทธ์ิบำงส่วน 

 

 

ผลกำรทดลองสอดคลอ้งกบังำนวิจยัของ Lee และคณะ (2001) ซ่ึงท ำกำรท ำบริสุทธ์ิบีตำกลู

แคนท่ีละลำยไดจ้ำกผนงัเซลลย์สีต ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภำพในระบบภูมิคุม้กนั พบวำ่ กำรสกดัขั้นตอน

แรกดว้ย NaOH กำรท ำใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย DEAE chromatography และท ำใหบ้ริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนดว้ย ConA 

chromatography ได้ปริมำณบีตำกลูแคน 31% 13% และ 4% ของน ้ ำหนักเซลล์แห้งตำมล ำดบั ซ่ึง

ปริมำณบีตำกลูแคนท่ีได้อำจมีค่ำแตกต่ำงจำกผลกำรทดลองเน่ืองจำกใช้สำยพนัธ์ุของยีสต์และ

วิธีกำรวดัปริมำณบีตำกลูแคนท่ีแตกต่ำงกัน ซ่ึงงำนวิจัยของ Lee และคณะ (2001) ใช้ยีสต์ S. 

cerevisiae และใช ้HPLC ในกำรวดัปริมำณบีตำกลูแคน 

 

 

 

 

 

ขั้นตอนกำรสกดั 
ปริมำณบีตำกลูแคน (มิลลิกรัม/กรัมน ้ำหนกัเซลลแ์หง้) 
ยสีตท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ย   

แทนนิน 
ยสีตท่ี์ไม่ถูกกระตุน้ดว้ย     

แทนนิน 
ยสีตส์กดัหยำบ 120.2 84.8 
NaOH extraction (glucan-p1) 102.4 76.2 
DEAE-toyopearl (glucan-p2) 71.4 42.3 
Concanavalin A (glucan-p3) 52.5 12.4 
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4.7 การศึกษาโครงสร้างของบีตากลูแคนทีไ่ด้จากยสีต์ S. carlsbergensis RU01 
บีตำกลูแคนจำกยีสต์ประกอบด้วยพนัธะบีตำ 1,3 และมีก่ิงกำ้นท่ีเช่ือมต่อดว้ยพนัธะบีตำ 

1,6 ไกลโคซิดิก หรือเรียกว่ำ บีตำ 1,3/1,6 กลูแคน (Cabib และคณะ, 2001) ซ่ึงอตัรำส่วนของบีตำ 

1,3/1,6 กลูแคน สำมำรถอธิบำยถึงควำมสำมำรถในกำรกระตุน้ภูมิคุม้กนัภำยในร่ำงกำยได ้

กำรทดลองโดยใชค้วำมจ ำเพำะของเอนไซม ์exo-1,3 β-glucanase หรือexo-1,6 β-glucanase 

ต่อบีตำกลูแคนท่ีสกัดได้และท ำให้บริสุทธ์ิ(บำงส่วน) พบว่ำเม่ือย่อยด้วยเอนไซม์ exo-1,3 β-

glucanase ไดป้ริมำณกลูโคส 98 มิลลิกรัม และเม่ือยอ่ยดว้ยเอนไซม ์exo-1,6 β-glucanase ไดป้ริมำณ

กลูโคส 22 มิลลิกรัม ซ่ึงสรุปได้ว่ำบีตำกลูแคนของเซลล์ยีสต์  S. carlsbergensis RU01 นั้ นมี

อตัรำส่วนของพนัธะบีตำ 1,3 และมีก่ิงกำ้นท่ีเช่ือมต่อดว้ยพนัธะบีตำ 1,6 ไกลโคซิดิก เท่ำกบั 4:1 ดงั

ตำรำงท่ี 4.3  ซ่ึงกำรท่ีมีบีตำ 1,3 เป็นโครงสร้ำงหลกัและมีก่ิงกำ้นท่ีเช่ือมต่อดว้ยพนัธะบีตำ 1,6 จะ

ช่วยปรับระบบภูมิคุม้กนัของร่ำงกำยใหดี้ข้ึน (Bohn และ Bemiller, 1995) 

 

ตารางที ่4.3 แสดงสัดส่วนของบีตำ 1,3/1,6 กลูแคน ของเซลลย์สีต ์S. carlsbergensis RU01  

ปริมำณกลูโคส (มิลลิกรัม) 
สัดส่วนส่วนของ 
β-1,3:  β-1,6 

ยอ่ยดว้ย exo-1,3  
β-glucanase 

ยอ่ยดว้ย exo-1,6  
β-glucanase 

98 22 4:1 
 

 

4.8 การศึกษาความเข้มข้นของกากน ้าตาล แอมโมเนียมซัลเฟตและแทนนินในสูตร

อาหารส าหรับเลีย้งยสีต์ S. carlsbergensis RU01 ทีท่ าให้มกีารเจริญและผลติบีตากลูแคน
สูงทีสุ่ด 

 ศึกษำสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมในกำรเล้ียงยีสต์ S. carlsbergensis RU01 เพื่อให้ไดป้ริมำณ

เซลล์และปริมำณบีตำกลูแคนสูงท่ีสุด โดยกำรออกแบบกำรทดลองโดยใช้วิธีพื้นท่ีผิวตอบสนอง 

(Response Surface Methodology; RSM) ซ่ึงเป็นวิธีกำรทำงคณิตศำสตร์และสถิติท่ีน ำมำใช้ในกำร

สร้ำงแบบจ ำลองและวิเครำะห์ควำมสัมพนัธ์ของตัวแปรหลำยตวัแปร เพื่อหำค่ำท่ีดีท่ีสุดของ

ควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงตวัแปร ซ่ึงจะแสดงควำมสัมพนัธ์ของตวัแปรในรูปกรำฟิกสำมมิติ  กำร

วำงแผนกำรทดลองแบบ Central composite design (CCD) เป็นกำรทดลองท่ี 3 ระดบั (-1, 0, +1) จะ

ปรับตวัแปรท่ีตอ้งกำรศึกษำไป ตวัแปรละ 3 ค่ำ โดยเลือกสภำวะกำรทดลองท่ีจ ำเป็น เพื่อให้ได้เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ข้อมูลเพียงพอต่อกำร สร้ำงแบบจ ำลองทำงสถิติ โดย Model ท่ีได้จะยงัคงมีทั้ ง Main Effect, 

Interaction และ Quadratic Terms เพื่อใชท้รัพยำกรไม่มำกจนเกินไป 
ศึกษำตวัแปรอิสระ 3 ตวัแปรท่ีเลือกใช้ในกำรศึกษำ ได้แก่ ควำมเขม้ขน้ของกำกน ้ ำตำล

(กรัม/ลิตร) (X1), ปริมำณแอมโมเนียมซลัเฟต(กรัม/ลิตร) (X2) และ ปริมำณแทนนิน(กรัม/ลิตร) (X3) 

โดยใชโ้ปรแกรม Design Expert Software (version 7.0) ในกำรประมวลผล ไดปั้จจยัค่ำแกน (ระดบั

ของตวัแปร) (1.682(+α), 1, 0, -1 และ -1.682(-α)) เม่ือน ำปัจจยัค่ำแกนทั้ง 3 ระดบั มำใช้ในกำร

ก ำหนดเป็นค่ำของตวัแปรอิสระ โดยค่ำ 1 และ -1 เป็นค่ำสูงสุดและค่ำต ่ำสุดในกำรออกแบบกำร

ทดลองของแต่ละตวัแปรตำมล ำดบั และโดยมีกำรออกแบบกำรทดลองทั้งหมด 20 กำรทดลอง และ

มีกำรท ำซ ้ ำจุดก่ึงกลำงทั้งหมด 6 คร้ัง  

       4.8.1  ค่ำสัมประสิทธ์ิของกำรตดัสินใจ 

     ค่ำสัมประสิทธ์ิของกำรตดัสินใจ (R-Squared) เป็นค่ำท่ีใชบ้อกร้อยละกำรเปล่ียนแปลง

ของตวัแปรตำมท่ีสำมำรถอธิบำยไดด้ว้ยตวัแปรอิสระในสมกำรถดถอย (ประไพศรี และพงศช์นนั, 

2551) 

 (1) ค่ำสัมประสิทธ์ิของกำรตดัสินใจของปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 

     จำกตำรำงท่ี 4.5 จะเห็นวำ่ค่ำ R-Squared มีค่ำเท่ำกบั 0.8755 หมำยควำมวำ่ ตวัแปรอิสระ

ได้แก่ กำกน ้ ำตำล แอมโมเนียมซัลเฟต และแทนนิน สำมำรถอธิบำยควำมผนัแปรหรือกำร

เปล่ียนแปลงของตวัแปรตำมคือปริมำณน ้ ำหนักเซลล์แห้งได้ร้อยละ 87.55 แสดงว่ำแบบจ ำลอง

สำมำรถน ำไปสร้ำงสมกำรท ำนำยเพื่อหำค่ำผลไดอ้ยำ่งถูกตอ้งและเหมำะสม 

(2) ค่ำสัมประสิทธ์ิของกำรตดัสินใจของปริมำณบีตำกลูแคน 

     จำกตำรำงท่ี 4.6 จะเห็นวำ่ค่ำ R-Squared มีค่ำเท่ำกบั 0.8786 หมำยควำมวำ่ ตวัแปรอิสระ

ได้แก่ กำกน ้ ำตำล แอมโมเนียมซัลเฟต และแทนนิน สำมำรถอธิบำยควำมผนัแปรหรือกำร

เปล่ียนแปลงของตวัแปรตำมคือปริมำณบีตำกลูแคนไดร้้อยละ 87.86 แสดงว่ำแบบจ ำลองสำมำรถ

น ำไปสร้ำงสมกำรท ำนำยเพื่อหำค่ำผลไดอ้ยำ่งถูกตอ้งและเหมำะสม 
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ตารางที ่4.4 กำรเก็บขอ้มูลของ Central Composite Design ส ำหรับอำหำรท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆกบั
ปริมำณเซลลย์สีต ์S. carlsbergensis RU01 และปริมำณบีตำกลูแคน 

 

 

 

 

ล ำดบักำร
ทดลอง 

ปัจจยัท่ีศึกษำ 
น ้ำหนกั
เซลลแ์หง้ 
(กรัม/ลิตร) 

บีตำกลูแคน 
(กรัม/กรัม

น ้ำหนกัเซลล์
แหง้) 

กำกน ้ำตำล 
(X1) (%)
(w/v) 

แอมโมเนียม 
ซลัเฟต (X2)  
(%)(w/v) 

แทนนิน (X3) 
(%)(w/v) 

1 2.00 0.05 0.1 1.03 0.03 
2 5.00 0.05 0.30 4.37 0.13 
3 3.50 0.25 0.20 3.00 0.07 
4 5.00 0.20 0.10 4.27 0.12 
5 2.00 0.05 0.30 2.13 0.05 
6 2.00 0.20 0.30 1.93 0.045 
7 3.50 0.13 0.20 2.76 0.08 
8 6.02 0.13 0.20 4.20 0.16 
9 3.50 0.13 0.37 4.40 0.14 

10 3.50 0.13 0.20 4.13 0.14 
11 5.00 2.0 3.0 5.47 0.14 
12 2.00 0.20 0.10 1.90 0.04 
13 3.50 0.13 0.20 3.90 0.12 
14 3.50 0.13 0.03 1.66 0.09 
15 0.98 0.13 0.20 0.83 0.01 
16 3.50 0.13 0.20 2.76 0.14 
17 3.50 0.00 0.20 1.10 0.08 
18 3.50 0.13 0.20 3.03 0.125 
19 5.00 0.05 0.10 2.90 0.05 
20 3.50 0.13 0.20 2.36 0.15 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.5  กำรวเิครำะห์กำรถดถอยของพื้นผวิตอบสนองของปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 

Factor Coef SE Coef F value P value 

Intercept 3.14 0.26 7.87 0.0017 

Molasses (X1) 1.15 0.17 44.47 <0.0001 

Ammonium sulfate (X2) 0.46 0.17 7.25 0.0226 

Tannin (X3) 0.62 0.17 12.77 0.0051 

X1X2 0.23 0.22 1.00 0.3410 

X1X3 0.19 0.22 0.73 0.4124 

X2X3 -0.17 0.22 0.55 0.4739 

X1
2 -0.12 0.17 0.51 0.4905 

X2
2 -0.29 0.17 2.88 0.1207 

X3
2 0.06 0.17 0.14 0.7191 

R-Squared = 0.8755, Adj R- Squared = 0.7634 
 

       4.8.2  กำรวเิครำะห์ควำมแปรปรวน  

 กำรวเิครำะห์ควำมแปรปรวนเป็นกำรตรวจสอบแหล่งแปรผนัของแบบจ ำลอง 

 (1) กำรวเิครำะห์ควำมแปรปรวนของปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 

     จำกกำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของปริมำณน ้ ำหนกัเซลล์แห้ง ท่ีระดบันยัส ำคญัทำง

สถิติ 0.05 ในตำรำงท่ี 4.7  พบวำ่ ค่ำ P-value ของเทอมอตัรกิริยำมีค่ำเท่ำกบั 0.0017 ซ่ึงมีค่ำนอ้ยกวำ่

ค่ำนยัส ำคญัทำงสถิติท่ีก ำหนด ดงันั้นจึงสำมำรถใชส้มกำรท ำนำยปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ได ้

(2) กำรวเิครำะห์ควำมแปรปรวนของปริมำณบีตำกลูแคน 

     จำกกำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของปริมำณบีตำกลูแคน ท่ีระดบันัยส ำคญัทำงสถิติ 

0.05 ในตำรำงท่ี 4.8 พบว่ำ ค่ำ P-value ของเทอมอตัรกิริยำมีค่ำเท่ำกบั 0.0016 ซ่ึงมีค่ำน้อยกว่ำค่ำ

นยัส ำคญัทำงสถิติท่ีก ำหนด ดงันั้นจึงสำมำรถใชส้มกำรท ำนำยปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ได ้

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.6  กำรวเิครำะห์กำรถดถอยของพื้นผวิตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคน 

Factor Coef SE Coef F value P value 

Intercept 0.13 0.0091 8.04 0.0016 

Molasses (X1) 0.039 0.0060 41.06 <0.0001 

Ammonium sulfate (X2) 0.0049 0.0060 0.69 0.4267 

Tannin (X3) 0.015 0.0060 6.46 0.0293 

X1X2 0.0094 0.0079 1.42 0.2612 

X1X3 0.0094 0.0079 1.42 0.2612 

X2X3 -0.0094 0.0079 1.42 0.2612 

X1
2 -0.017 0.0059 8.78 0.0142 

X2
2 -0.021 0.0059 12.72 0.0051 

X3
2 -0.0068 0.0059 1.34 0.2747 

R-Squared = 0.8786, Adj R- Squared = 0.7694 
 

ตารางที ่4.7 กำรวเิครำะห์ควำมแปรปรวนของสมกำรท่ีใชว้เิครำะห์ปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 

Source 
Degree  

of Freedom 
Sum of Square Mean of Square F value P-value 

Regression 9 28.49 3.17 7.81 0.0017 
Lack of Fit 5 1.59 0.32 0.64 0.6796 
Pure error 5 2.47 0.49   

Total 19 32.55    
 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.8 กำรวเิครำะห์ควำมแปรปรวนของสมกำรท่ีใชว้เิครำะห์ปริมำณบีตำกลูแคน 

Source 
Degree  

of Freedom 
Sum of Square Mean of Square F value P-value 

Regression 9 0.036 0.0040 8.04 0.0016 
Lack of Fit 5 0.0018 0.0004 0.59 0.7125 
Pure error 5 0.0031 0.0006   

Total 19 0.041    
 

       4.8.3 กำรสร้ำงสมกำรท ำนำยปริมำณของผลกำรทดลอง 

    กำรสร้ำงสมกำรท ำนำยปริมำณผลของกำรทดลองผลของควำมเขม้ขน้ของกำกน ้ ำตำล 

แอมโมเนียมซลัเฟตและแทนนินในสูตรอำหำรส ำหรับเล้ียงยสีต ์S. carlsbergensis RU01 โดยน ำค่ำ

ของปัจจยัท่ีไดจ้ำกกำรวิเครำะห์สัมประสิทธ์ิของสมกำรถดถอยของปริมำณกำรทดลองในตำรำงท่ี 

4.5 และ 4.6 มำเขียนใหอ้ยูใ่นรูปของสมกำรดงัน้ี  

(1) กำรสร้ำงสมกำรท ำนำยปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ แสดงดงัสมกำรท่ี 4.1  

 

ปริมาณน า้หนักเซลล์แห้ง (กรัม/ลติร) = 0.13 + 0.039X1 + 0.015X3      (4.1) 

   เม่ือพิจำรณำกำรขำดควำมเหมำะสมของสมกำร (Lack of fit) ในตำรำง 4.7 พบว่ำค่ำ P-

value ของ Lack off fit มีค่ำเท่ำกบั 0.6797 ซ่ีงมีค่ำมำกกวำ่ 0.05 ท ำใหส้ำมำรถสรุปไดว้ำ่แบบจ ำลอง

น้ีมีควำมเพียงพอของตวัแปรในสมกำร ดงันั้นจึงสำมำรถใช้สมกำรข้ำงต้นมำใช้ในกำรท ำนำย

ปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ได ้

(2) กำรสร้ำงสมกำรท ำนำยปริมำณบีตำกลูแคน แสดงดงัสมกำรท่ี 4.2  

 

ปริมาณบีตากลูแคน (กรัม/กรัมน า้หนักเซลล์แห้ง) = 3.15 + 1.15X1 + 0.46X2 + 0.62X3      (4.2) 

   เม่ือพิจำรณำกำรขำดควำมเหมำะสมของสมกำร (Lack of fit) ในตำรำง 4.8 พบว่ำค่ำ P-

value ของ Lack off fit มีค่ำเท่ำกบั 0.7125 ซ่ีงมีค่ำมำกกวำ่ 0.05 ท ำใหส้ำมำรถสรุปไดว้ำ่แบบจ ำลอง

น้ีมีควำมเพียงพอของตวัแปรในสมกำร ดงันั้นจึงสำมำรถใช้สมกำรข้ำงต้นมำใช้ในกำรท ำนำย

ปริมำณบีตำกลูแคนได ้

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       4.8.4  กำรสร้ำงพื้นผวิตอบสนองของปริมำณผลกำรทดลอง 

 เม่ือไดส้มกำรส ำหรับท ำนำยผลกำรทดลอง จึงน ำมำสร้ำงกรำฟพื้นผิวตอบสนองของผล

กำรทดลอง 

 4.8.4.1 กำรสร้ำงพื้นผวิตอบสนองของปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 

       จำกกรำฟแสดงพื้นผิวผลตอบสนองของปริมำณน ้ ำหนักเซลล์แห้งท่ีได้ระหว่ำง

กำกน ้ ำตำล และแอมโมเนียมซัลเฟต ในภำพท่ี 4.12 เป็นกรำฟลักษณะท่ีให้ผลลัพธ์ดีท่ีสุด คือ 

ตอ้งกำรปริมำณน ้ ำหนักเซลล์แห้งมำกท่ีสุด โดยก ำหนดให้แทนนินท่ีใช้ในกำรผลิตคงท่ี 0.30% 

(w/v) จะพบวำ่ ค่ำผลลพัธ์ท่ีท ำให้เกิดปริมำณน ้ ำหนกัเซลล์แห้งมำกท่ีสุด คือ กำกน ้ ำตำล 5% (w/v) 

และแอมโมเนียมซลัเฟต 0.17% (w/v) 

 

 

ภาพที ่4.11 พื้นผวิตอบสนองของปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ท่ีผลิตไดร้ะหวำ่งกำกน ้ำตำลและ

แอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีควำมเขม้ขน้แทนนิน 0.3% (w/v) 

จำกกรำฟแสดงพื้นผิวผลตอบสนองของปริมำณน ้ ำหนกัเซลลแ์ห้งท่ีไดร้ะหวำ่งกำกน ้ ำตำล 

และแทนนิน ในภำพท่ี 4.13 เป็นกรำฟลกัษณะท่ีใหผ้ลลพัธ์ดีท่ีสุด คือ ตอ้งกำรปริมำณน ้ำหนกัเซลล์

แห้งมำกท่ีสุด โดยก ำหนดให้แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใช้ในกำรผลิตคงท่ี 0.17% (w/v) จะพบว่ำ ค่ำ

ผลลพัธ์ท่ีท  ำใหเ้กิดปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้มำกท่ีสุด คือ กำกน ้ำตำล 5% (w/v) และแทนนิน 0.30% 

(w/v) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.12 พื้นผวิตอบสนองของปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ท่ีผลิตไดร้ะหวำ่งกำกน ้ำตำลและแทน

นิน ท่ีควำมเขม้ขน้แอมโมเนียมซลัเฟต 0.17% (w/v) 

 

จำกกรำฟแสดงพื้นผิวผลตอบสนองของปริมำณน ้ ำหนกัเซลลแ์ห้งท่ีไดร้ะหวำ่งกำกน ้ ำตำล 

และแทนนิน ในภำพท่ี 4.14 เป็นกรำฟลกัษณะท่ีใหผ้ลลพัธ์ดีท่ีสุด คือ ตอ้งกำรปริมำณน ้ำหนกัเซลล์

แห้งมำกท่ีสุด โดยก ำหนดให้กำกน ้ ำตำลท่ีใชใ้นกำรผลิตคงท่ี 5% (w/v) จะพบวำ่ ค่ำผลลพัธ์ท่ีท ำให้

เกิดปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้มำกท่ีสุด คือ แอมโมเนียม 0.17% (w/v) และแทนนิน 0.30% (w/v) 

 

 

ภาพที ่4.13 พื้นผวิตอบสนองของปริมำณน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ท่ีผลิตไดร้ะหวำ่งแอมโมเนียมซลัเฟต

และแทนนิน ท่ีควำมเขม้ขน้กำกน ้ำตำล 5% (w/v) 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.8.4.2  กำรสร้ำงพื้นผวิตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคน 

       จำกกรำฟแสดงพื้นผิวผลตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคนท่ีไดร้ะหว่ำงกำกน ้ ำตำล 

และแอมโมเนียมซลัเฟต ในภำพท่ี 4.15 เป็นกรำฟลกัษณะท่ีให้ผลลพัธ์ดีท่ีสุด คือ ตอ้งกำรปริมำณบี

ตำกลูแคนมำกท่ีสุด โดยก ำหนดให้แทนนินท่ีใชใ้นกำรผลิตคงท่ี 0.30%(w/v) จะพบวำ่ ค่ำผลลพัธ์ท่ี

ท ำให้เกิดปริมำณบีตำกลูแคนมำกท่ีสุด คือ กำกน ้ ำตำล 5%(w/v) และแอมโมเนียมซัลเฟต 0.17% 

(w/v) 

 

 

ภาพที ่4.14 พื้นผวิตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคนท่ีผลิตไดร้ะหวำ่งกำกน ้ำตำลและแอมโมเนียม

ซลัเฟต ท่ีควำมเขม้ขน้แทนนิน 0.3% (w/v) 

จำกกรำฟแสดงพื้นผิวผลตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคนท่ีไดร้ะหวำ่งกำกน ้ ำตำล และ

แทนนิน ในภำพท่ี 4.16 เป็นกรำฟลกัษณะท่ีให้ผลลพัธ์ดีท่ีสุด คือ ตอ้งกำรปริมำณบีตำกลูแคนมำก

ท่ีสุด โดยก ำหนดให้แอมโมเนียมซลัเฟตท่ีใชใ้นกำรผลิตคงท่ี 0.17%(w/v) จะพบวำ่ ค่ำผลลพัธ์ท่ีท ำ

ใหเ้กิดปริมำณบีตำกลูแคนมำกท่ีสุด คือ กำกน ้ำตำล 5%(w/v) และแทนนิน 0.30%(w/v) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.15 พื้นผวิตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคนท่ีผลิตไดร้ะหวำ่งกำกน ้ำตำลและแทนนิน ท่ี

ควำมเขม้ขน้แอมโมเนียมซลัเฟต 0.17% (w/v) 

 

จำกกรำฟแสดงพื้นผิวผลตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคนท่ีไดร้ะหวำ่งกำกน ้ ำตำล และ

แทนนิน ในภำพท่ี 4.17 เป็นกรำฟลกัษณะท่ีให้ผลลพัธ์ดีท่ีสุด คือ ตอ้งกำรปริมำณบีตำกลูแคนมำก

ท่ีสุด โดยก ำหนดให้กำกน ้ ำตำลท่ีใช้ในกำรผลิตคงท่ี 5%(w/v) จะพบว่ำ ค่ำผลลัพธ์ท่ีท ำให้เกิด

ปริมำณบีตำกลูแคนมำกท่ีสุด คือ แอมโมเนียม 0.17%(w/v) และแทนนิน 0.30%(w/v) 

 

 

ภาพที ่4.16 พื้นผวิตอบสนองของปริมำณบีตำกลูแคนท่ีผลิตไดร้ะหวำ่งแอมโมเนียมซลัเฟตและ

แทนนิน ท่ีควำมเขม้ขน้กำกน ้ ำตำล 5% (w/v) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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      4.8.5  กำรหำค่ำปัจจยัท่ีเหมำะสมท่ีสุด 

 กำรหำค่ำปัจจยัท่ีเหมำะสมพื่อให้ไดป้ริมำณน ้ ำหนกัเซลล์แห้งและปริมำณบีตำกลูแคนสูง

ท่ีสุด ในโปรแกรมส ำเร็จรูปทำงสถิติ ใช้กำรว ัดควำมพึงพอใจโดยรวมของผลตอบสนอง 

(Desirability) ซ่ึงค่ำควำมพอใจของผลตอบสนองมีค่ำอยู่ระหว่ำง 0-1 ถำ้ D มีค่ำเท่ำกบั 1 หมำยถึง 

ผลตอบสนองนั้นไดรั้บควำมพึงพอใจอยำ่งสมบูรณ์ ซ่ึงในงำนวจิยัน้ีไดค้่ำควำมพึงพอใจรวม เท่ำกบั 

0.977 

 จำกกำรหำค่ำปัจจัยท่ีเหมำะสม พบว่ำสภำวะท่ีเหมำะสมท่ีสุดของควำมเข้มข้นของ
กำกน ้ ำตำล แอมโมเนียมซัลเฟตและแทนนินในสูตรอำหำรส ำหรับเล้ียงยีสต์ S. carlsbergensis 
RU01 ท่ีท ำใหมี้กำรเจริญและผลิตบีตำกลูแคนสูงท่ีสุด คือ กำกน ้ำตำล 5%(w/v) แอมโมเนียมซลัเฟต 
0.17%(w/v) และแทนนิน 0.30% (w/v) ซ่ึงท ำให้ไดป้ริมำณน ้ ำหนกัเซลล์แห้ง 5.26 กรัม/ลิตร และ
ปริมำณบีตำกลูแคน 0.16 กรัม/กรัมน ้ำหนกัเซลลแ์หง้ 
  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทที ่5 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

  

5.1 สรุปผลการทดลอง 

1. จากการติดสีของ Congo red เป็นการยอ้มสีคาร์โบไฮเดรตพบวา่ ยีสต ์S. carlsbergensis 
RU01ท่ีถูกเล้ียงในอาหารท่ีมีแทนนินเป็นองค์ประกอบนั้น จะมีการติดสีแดงของ Congo red ท่ี
ชดัเจนข้ึนท่ีบริเวณผนงัเซลล์ แสดงวา่การเติมแทนนินส่งผลให้ปริมาณคาร์โบไฮเดรตในเซลลย์สีต์
ท่ีเพิ่มข้ึนและส่งผลต่อปริมาณบีตากลูแคนท่ีสูงข้ึนดว้ยและเม่ือน าเซลล์ยีสต์ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร 
YM และอาหารกากน ้าตาลท่ีเติมแทนนิน 0.1% เม่ือเพาะเล้ียงยสีตค์รบ 36 ชัว่โมง อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส และใชค้วามเร็วรอบในการเขยา่ 200 รอบต่อนาทีเท่ากนั  
 
  2.  การหาเวลาท่ีเหมาะสมในการเล้ียงยีสต ์S. carlsbergensis RU01 ผลการทดลองพบวา่ท่ี
เวลาการเพาะเล้ียง 36 ชั่วโมง น ้ าหนักเซลล์แห้งมีค่าเฉล่ียสูงท่ีสุด 3.79 กรัมต่อลิตร และลดลง
หลงัจากการเพาะเล้ียงผา่นไป 36 ชัว่โมง โดยชัว่โมงท่ี 48 และ 60 มีค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้ง 2.98 และ 
2.99 กรัม/ลิตรตามล าดบั ดงันั้นเวลาท่ีท าให้ไดป้ริมาณเซลล์ยีสต์สูงท่ีสุด คือ 36 ชัว่โมง และการ
เปรียบเทียบผลของน ้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณบีตากลูแคนของยีสต์ S. carlsbergensis RU01 
ระหวา่งการเพาะเล้ียงในอาหารกากน ้ าตาลท่ีมีแทนนินและไม่มีแทนนิน ผลการทดลองพบวา่ยีสต์ 
S. carlsbergensis RU01 ท่ีเล้ียงในอาหารกากน ้าตาลท่ีเติมแทนนิน 0.1% มีปริมาณน ้าหนกัเซลลแ์ห้ง 
3.97 กรัม/ลิตร และปริมาณบีตากลูแคน 119.47 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนกัเซลล์แห้ง ซ่ึงสูงกว่ายีสตท่ี์
เล้ียงในอาหารกากน ้ าตาลท่ีไม่เติมแทนนิน คือมีปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้ง 3.33 กรัม/ลิตร และ
ปริมาณบีตากลูแคน 86.19 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง และยีสตท่ี์เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม
แทนนิน 0.1% และผลไดข้องผลิตภณัฑ์ต่อมวลเซลล์ (Yp/x) มากกวา่ยีสตท่ี์เล้ียงในอาหารท่ีไม่เติม
แทนนินประมาณ 1.2 เท่า จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่แทนนินสามารถกระตุน้เซลล์ยีสต ์S. 
carlsbergensis RU01 ได ้
 

3.  ผลของปริมาณเช้ือต่อปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้า และปริมาณบีตากลูแคนของยีสต ์

S. carlsbergensis RU01 โดยวธีิการหมกัแบบกะ ท่ีปริมาตร 5 ลิตร ศึกษาความเร็วรอบในการกวน 3 

ระดบัไดแ้ก่ 100 200 และ 400 รอบต่อนาที และศึกษาอตัราการให้อากาศ 2 ระดบั ไดแ้ก่ 0.5 และ 1 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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vvm เก็บตวัอย่างท่ีชั่วโมงท่ี 0 4 8 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ผลการทดลองพบว่าปริมาณยีสต์ S. 

carlsbergensis RU01 แปรผนัตรงกบัความเร็วรอบในการกวนเป็นหลกั โดยเม่ือเพิ่มความเร็วรอบ

ในการกวนปริมาณเซลล์ยีสตจ์ะเพิ่มข้ึน โดยความเร็วรอบในการกวน 400 รอบต่อนาที ให้ปริมาณ

เซลลย์สีตสู์งท่ีสุด ซ่ึงอตัราการให้อากาศท่ี 0.5 vvm  และ 1 vvm ในระดบัการกวน 400 รอบต่อนาที

ไดป้ริมาณเซลล์ท่ีเท่ากนัท่ีชัว่โมงท่ี 36 คือ 2.24 × 108 CFU/มิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่าอตัราการให้

อากาศไม่ส่งผลต่อการเจริญของเซลลใ์นความเร็วรอบสูง แต่อตัราการกวนต ่า คือ 100 และ 200 รอบ

ต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศท่ีมากกวา่จะใหป้ริมาณเซลลย์สีตท่ี์สูงกวา่ ผลของอตัราการเจริญจ าเพาะ

(µ) ของยสีต ์S. carlsbergensis RU01 พบวา่สภาวะการหมกัท่ีความเร็วในการกวน 400 รอบต่อนาที 

และอตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm มีค่าผลของอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) สูงท่ีสุด คือ 0.40 h-1 แต่ผลของ

อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) สูงท่ีสุดในสภาวะการหมกัท่ีความเร็วรอบในการกวน 400 รอบ

ต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 0.5 vvm คือ 8.96 h-1  

ผลของปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้า (Dissolve Oxygen, DO) พบวา่ในความเร็วรอบการ

กวนท่ีต ่า ไดแ้ก่ 100 และ 200 รอบต่อนาที ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้ าลดลงอยา่งรวดเร็วจนมี

ค่าเกือบเป็นศูนยใ์นชัว่โมงท่ี 4 แสดงให้เห็นวา่ปริมาณออกซิเจนหมด ท าให้ผลิตมวลเซลล์ไดน้้อย 

ในความเร็วรอบการกวนท่ีสูง คือ 400 รอบต่อนาที ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้ าลดลงต ่าสุดใน

ชัว่โมงท่ี 12 เช้ือเจริญอยู่ในช่วง exponential phase ซ่ึงยงัเหลือมากพอส าหรับใช้ในการเจริญของ

เซลลแ์ละการผลิตบีตากลูแคน โดยในชัว่โมงท่ี 12 ความเร็วรอบในการกวน 400 รอบต่อนาที อตัรา

การให้อากาศ 0.5 vvm มีปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้ าคงเหลือ 54.51 % ส่วนความเร็วรอบใน

การกวน 400 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 vvm มีปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้ าคงเหลือสูง

กว่า คือ 63.65% ซ่ึงปริมาณออกซิเจนท่ีเหลือมากกว่าส่งผลให้มีการเจริญของเช้ือและผลิตบีตากลู

แคนไดสู้งกวา่  

ผลการทดลองของปริมาณบีตากลูแคนท่ีผลิตได้จากยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีการ

เพาะเล้ียง 36 ชัว่โมง ในถงัหมกัแบบกะท่ีระดบัการผลิต 5 ลิตร พบว่าปริมาณบีตากลูแคนแปรผนั

ตรงกบัความเร็วรอบในการกวนและอตัราการให้อากาศ โดยความเร็วรอบการกวนในระดบัสูงคือ 

400 รอบต่อนาที และอัตราการให้อากาศ 1 vvm ให้ปริมาณบีตากลูแคนสูงท่ีสุด คือ 181.94 

มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนักเซลล์แห้ง และพบว่าสภาวะการหมกัท่ีความในการกวน 400 รอบต่อนาที 

และอตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm ใหผ้ลไดข้องผลิตภณัฑต่์อมวลเซลล ์(Yp/x) สูงท่ีสุด คือ 30.53 แสดง

ใหเ้ห็นวา่ความเร็วรอบในการกวนและอตัราการให้อากาศท่ีสูง ท าใหไ้ดป้ริมาณบีตากลูแคนท่ีสูง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. การศึกษาผลของน ้ าหนกัเซลล์แห้งและปริมาณบีตากลูแคนของยีสต์ S. carlsbergensis 

RU01 เปรียบเทียบระหวา่งในอาหารกากน ้ าตาลท่ีมีแทนนินและไม่มีแทนนิน ในสภาพวิธีการหมกั

แบบกะ ท่ีระดบัการผลิต 5 ลิตร เม่ือเปรียบเทียบผลของปริมาณเซลล ์และปริมาณบีตากลูแคน ในถงั
หมกัท่ีมีระดบัการผลิต 5 ลิตร ในสภาวะท่ีมีความเร็วรอบในการกวน 400 รอบต่อนาที อตัราการให้

อากาศ 1 vvm เปรียบเทียบอาหารเล้ียงเช้ือระหวา่งอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาล 3%(w/v) 

แอมโมเนียมซลัเฟต 0.1%(w/v) ท่ีเติมแทนนิน 0.1%(w/v) และไม่เติมแทนนิน ผลการทดลองพบวา่
เม่ือมีการเติมแทนนินท าให้ไดป้ริมาณเซลล ์และปริมาณบีตากลูแคน  2.3 x 108 CFU/มิลลิลตร และ 

237 มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนกัแห้งของเซลล์ ตามล าดบั ในขณะท่ีไม่มีการเติมแทนนินในอาหารเล้ียง

เช้ือไดป้ริมาณเซลล์ และปริมาณบีตากลูแคนเท่ากบั  2.7 x 108 CFU/มิลลิลิตร และ 181 มิลลิกรัม/

กรัมน ้ าหนกัแห้งของเซลล์ ตามล าดบั แสดงให้เห็นวา่การเติมแทนนินท าให้ไดป้ริมาณบีตากลูแคน

สูงกวา่และช่วยใหมี้การผลิตบีตากลูแคนท่ีเสถียรไม่ลดลงเม่ือผา่นไป 24 ชัว่โมง เม่ือเปรียบเทียบกบั

ยสีตท่ี์เล้ียงในอาหารท่ีไม่เติมแทนนินท่ีมีปริมาณบีตากลูแคนลดลงในชัว่โมงท่ี 36 นอกจากน้ีพบวา่
ยสีตท่ี์เจริญในอาหารกากน ้าตาลท่ีเติมแทนนิน 0.1% มีผลไดข้องผลิตภณัฑต่์อมวลเซลล ์(Yp/x) สูง

กว่ายีสต์ท่ีเจริญในอาหารกากน ้ าตาลท่ีไม่เติมแทนนิน 1.5 เท่า แสดงให้เห็นว่าแทนนินสามารถ

กระตุน้การผลิตบีตากลูแคนได ้

 

5. การศึกษาผลการสกดับีตากลูแคนและท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนจากยีสต ์S. carlsbergensis 

RU01 โดยสกดับีตากลูแคนดว้ยวิธี Alkaline extraction และน าไปท าให้บริสุทธ์ิ(บางส่วน) โดยใช้

วิธีโครมาโตกราฟี คือ DEAE-Toyopearl  และ Concavalin A พบว่าปริมาณบีตากลูแคนท่ีได้จาก

เซลลย์สีตท่ี์มีการกระตุน้ดว้ยแทนนินมีปริมาณเท่ากบั 52.5 มิลลิกรัม/กรัมน ้าหนกัของเซลล ์ในขณะ

ท่ีปริมาณบีตากลูแคนท่ีได้จากเซลล์ยีสต์ท่ีไม่มีการกระตุ้นด้วยแทนนินมีปริมาณเท่ากับ 12.4 

มิลลิกรัม/กรัมน ้ าหนกัของเซลล์ เพราะฉะนั้นแทนนินสามารถกระตุน้ให้เซลล์ยีสตส์ามารถสร้างบี

ตากลูแคนไดป้ริมาณมากข้ึน  

 

 6. การศึกษาโครงสร้างของบีตากลูแคนท่ีได้จากยีสต์ S. carlsbergensis RU01 การ

ทดลองโดยใชค้วามจ าเพาะของเอนไซม ์ exo-1,3 β-glucanase หรือexo-1,6 β-glucanase ต่อบีตากลู

แคนท่ีสกดัได้และท าให้บริสุทธ์ิ(บางส่วน) พบว่าเม่ือย่อยด้วยเอนไซม์ exo-1,3 β-glucanase ได้
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ปริมาณกลูโคส 98 มิลลิกรัม และเม่ือย่อยดว้ยเอนไซม์ exo-1,6 β-glucanase ไดป้ริมาณกลูโคส 22 

มิลลิกรัม ซ่ึงสรุปได้ว่าบีตากลูแคนของเซลล์ยีสต์  S. carlsbergensis RU01 นั้นมีอตัราส่วนของ

พนัธะบีตา 1,3 และมีก่ิงกา้นท่ีเช่ือมต่อดว้ยพนัธะบีตา 1,6 ไกลโคซิดิก เท่ากบั 4:1 จากอตัราส่วนน้ี

พบวา่สายบีตา 1,3 เป็นโครงสร้างหลกัและมีก่ิงกา้นท่ีเช่ือมต่อดว้ยพนัธะบีตา 1,6 จะช่วยปรับระบบ

ภูมิคุม้กนัของร่างกายใหดี้ข้ึน 

 

7.  การศึกษาศึกษาความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาล แอมโมเนียมซัลเฟตและแทนนินในสูตร
อาหารส าหรับเล้ียงยีสต์ S. carlsbergensis RU01 ท่ีท าให้มีการเจริญและผลิตบีตากลูแคนสูงท่ีสุด 
แสดงในรูปของสมการส าหรับท านายปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้ง คือ ปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัม/ลิตร) = 0.13 + 0.039X1 + 0.015X3 โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ เท่ากบั 0.8755 สมการท่ี
ใชส้ าหรับท านายปริมาณบีตากลูแคน คือ ปริมาณบีตากลูแคน (กรัม/กรัมน ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง) = 3.15 
+ 1.15X1 + 0.46X2 + 0.62X3 โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ เท่ากบั 0.8786 เม่ือน ามาหาค่าปัจจยั
ท่ีเหมาะสมท่ีสุด พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของความเขม้ขน้ของกากน ้าตาล แอมโมเนียมซลัเฟต
และแทนนินในสูตรอาหารส าหรับเล้ียงยีสต ์S. carlsbergensis RU01 ท่ีท าให้มีการเจริญและผลิตบี
ตากลูแคนสูงท่ีสุด คือ กากน ้ าตาล 5%(w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต 0.17%(w/v) และแทนนิน 
0.30%(w/v) ซ่ึงท าให้ได้ปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้ง 5.26 กรัม/ลิตร และปริมาณบีตากลูแคน 0.16 
กรัม/กรัมน ้าหนกัเซลลแ์หง้  
       

5.2  ข้อเสนอแนะ  
     1.  จากการออกแบบการทดลองแบบผวิสัมผสัพบวา่ความเขม้ขน้ของอาหารท่ีประกอบดว้ย
กากน ้าตาล 5%(w/v) แอมโมเนียมซลัเฟต 0.17%(w/v) และแทนนิน 0.30%(w/v) น่าจะท าใหก้าร
ผลิตปริมาณเซลลแ์ละปริมาณบีตากลูแคนสูงท่ีสุด เพราะฉะนั้นควรใชใ้นการปริมาณน้ีในการ
ทดลองต่อไป 
     2.  ควรศึกษาอตัราความเขม้ขน้ของออกซิเจนและชนิดของถงัปฏิกรณ์เพิ่มเติมต่อการปริมาณบี
ตากลูแคน 
     3.  ควรศึกษาขนาดของบีตากลูแคนท่ีสกดัไดเ้พื่อการน าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร
และทางยา 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

 

ภาคผนวก ก-1 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ Yeast Malt medium (YM) 

 อาหารเล้ียงเช้ือ Yeast Malt medium (YM) เป็นอาหารเหลวซ่ึงเป็นอาหารท่ีเตรียมข้ึนเพื่อใช้

ส าหรับเล้ียงเช้ือ Saccharomyces carlsbergensis RU01 โดยในส่วนผสมของอาหาร (ปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร) ประกอบดว้ย  

Yeast extract                      3 กรัม 

Malt extract                  3 กรัม 

Peptone                        5 กรัม  

Glucose                        10 กรัม 

น ้ากลัน่     1000 มิลลิลิตร 

น าส่วนผสมทั้ งหมดมาผสมกันในน ้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน จน

ส่วนผสมต่างๆละลายจนเป็นเน้ือเดียวกนั แลว้น าไปท าให้ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า ท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที    

 

ภาคผนวก ก-2 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือจามจุรี 

         อาหารเล้ียงเช้ือจามจุรี เป็นอาหารท่ีใช้กดดนัการเจริญของยีสต์ S. carlsbergensis RU01 เพื่อ

คดัแยกยสีตเ์บ้ืองตน้ใหท้นแทนนินในจามจุรีได ้มีส่วนผสมของอาหารดงัน้ี 

ฝักจามจุรี                                         20 กรัม 

น ้ากลัน่                                            100 มิลลิลิตร 

Agar                                                  1.5 กรัม 
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        หั่นฝักจามจุรีเป็นช้ินเล็กๆผสมในน ้ ากลัน่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนให้เข้ากันแช่ทิ้งไว ้1 

ชัว่โมง จากนั้นน าไปท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นกรองเน้ือจามจุรีออกดว้ยผา้ขาวบาง เติม agar 1.5 กรัม ผสมจนเขา้

กนั แลว้ฆ่าเช้ือซ ้ าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมี 

 

ภาคผนวก ข-1 

การเตรียมซิเตรตเมทลิลนีไวโอเลต 

สารละลาย 

1. สารละลายโซเดียมซิเตรตความเขม้ขน้ 2% (w/v) 

    เตรียมโดยชัง่โซเดียมซิเตรตมา 2 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ เลเวปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลายเมทิลลีนไวโอเลต (Methylene Violet 3RAX) 0.01 กรัม ละลายในสารละลายโซเดียม

ซิเตรต 100 มิลลิลิตรจากขอ้ 1 

 

ภาคผนวก ข-2 

การเตรียมสารเคมีวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Dinitrosalicylic acid Method 

(DNS) 

       เตรียมโดยการชัง่โซเดียมไอดรอกไซด์ 10 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ปริมาณหน่ึง ละลายจนหมด 

จากนั้นค่อยๆเติม 3,5-Dinitrosalocylic acid  10 กรัม, โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทต 200 กรัม เติมฟี

นอล 0.2 กรัม โดยค่อยๆละลายสารเคมีแต่ละตวัจนหมด จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
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ภาคผนวก ค 

วธีิวเิคราะห์ 

 
ภาคผนวก ค-1 

การตรวจนับเซลล์ยสีต์โดยใช้ฮีมาไซโตมเิตอร์ 

         ฮีโมชิโตมิเตอร์ พฒันาข้ึนโดย Louis-Charles Malassez เป็นอุปกรณ์ท่ีใชเ้พื่อนบัจ านวนเซลล์ 

มีลกัษณะเป็นแผน่เพลทแกว้หนาและมีแผน่ปิด สไลด์มีแอ่ง (chamber) และพื้นท่ีของ chamber ท่ีมี 

cover glass ปิดอยู่ ตรวจนับเช้ือจุลินทรียด์้วยกลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 40X ก็จะท าให้สามารถ

ค านวณหาเซลลต่์อมิลลิลิตรของตวัอยา่งได ้  

    1.1 เตรียมตวัอย่างท่ีตอ้งการตรวจนับโดยเจือจางตวัอย่างให้เหมาะสมดว้ยสารละลายโซเดียม

คลอไรด ์(NaCl) 0.85 เปอร์เซ็นต ์

    1.2 ดูดตวัอยา่งปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กบัสารละลายเมทิลไวโอเลต 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

    1.3 นบัจ านวนเซลลท์ั้งหมดหลงั 5 นาที  

หมายเหตุ ตอ้งนบัเซลล์ให้เสร็จภายใน 15 นาที เน่ืองจากน ้ าในตวัอยา่งจะระเหยออกไปตลอดเวลา 

ถา้ทิ้งไวน้านจะแหง้ท าใหค้วามเขม้ขน้ของตวัอยา่งผิดไป และการนบัจุลินทรียใ์นแต่ละช่องเล็กควร

นบัไม่นอ้ยกวา่ 9 ช่อง 

การค านวณปริมาณจุลินทรียท่ี์ตรวจนบัได ้

ตวัอยา่ง 1 ช่องใหญ่ มีปริมาตร  4 × 10-6 
จ านวนจุลินทรียใ์นตวัอยา่ง    A         เซลล ์

 4 × 10-6  มิลลิลิตร  

เม่ือ A คือ ค่าเฉล่ียของเซลลจุ์ลินทรียท่ี์นบัได ้
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ภาคผนวก ค-2 

การหาความเข้มข้นของเซลล์ 

2.1  ค่าความขุ่น  

หลกัการวดัการดูดกลืนแสง (Hamill และคณะ, 1959; ThermoSpectronic และคณะ, 2002) 

 การหาปริมาณสารมีหลายวธีิ แต่วธีิท่ีนิยมใชคื้อ การวดัความเขม้ของสี (Colorimetry) หรือการ

วดัความเขม้ของแสง โดยการเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน (Standard solution)  

       การวดัความเขม้ของแสง แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ การวดัแสงท่ีเปล่งออกมา (Emission light) 

การวดัแสงท่ีถูกดูดกลืน (absorption light) และการวดัแสงฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence light) 

       การวดัค่าการดูดกลืนแสงเพื่อวเิคราะห์เชิงปริมาณของสารนิยมวดั 2วธีิ คือ 

 1. การวดัค่าการดูดกลืนแสงสมบูรณ์ (Absolute absorbance) เป็นการวดัค่าการดูดกลืนแสงของ

สารเม่ือเทียบกบัอากาศหรือน ้ ากลัน่ในคิวเวทท์ท่ีมีความกวา้ง 1 เซนติเมตร แลว้หารค่าท่ีไดด้ว้ย ε 

จะไดค้่าความเขม้ขน้สารเท่ากบั A = εct 

 2. การวดัค่าการดูดกลืนแสงสัมพนัธ์ (Relative absorbance) เป็นการวดัค่าการดูดกลืนแสง

เปรียบเทียบระหว่างสารละลายมาตรฐานท่ีทราบค่า (Standard solution) กบัสารละลายตวัอย่างท่ี

ตอ้งการหาปริมาณ 

2.1.1 การท ากราฟมาตรฐานระหวา่งจ านวนเซลลท์ั้งหมด (CFU/ml) กบัค่า OD600 นาโนเมตร 

        เจือจางตวัอย่างดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้มีความหนาแน่น

ของเซลล์เหมาะสมก่อนน าไปวดัค่าความขุ่นดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ ท่ีมีความยาวคล่ืน 600 

นาโนเมตร (OD600) โดยค่าท่ีวดัไดมี้ควรมีค่าไม่เกิน 0.8 

        ค่าความขุ่นมีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัจ านวนเซลล์ทั้งหมด ดงันั้นการสร้างกราฟมาตรฐาน

ระหว่างจ านวนเซลล์ยีสต์ทั้งหมด (CFU/ml) กบัค่า OD600 จะช่วยให้สามารถประมาณค่าจ านวน

เซลล์ยีสตท์ั้งหมดไดอ้ยา่งรวดเร็ว การสร้างกราฟมาตรฐานท าไดโ้ดยน าตวัอยา่งน ้ าหมกัเก็บทุกๆ 2 

ชัว่โมง เจือจางตวัอย่างให้เหมาะสมดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.85 เปอร์เซ็นต์ ดูด

ตวัอยา่งปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรกบัสารละลายเมทิลไวโอเลต 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นบัจ านวน

เซลล์ทั้ งหมดด้วยฮีมาไซโตรมิเตอร์ น าตัวอย่างอีกส่วนไปวัดค่า  OD600 เ ขียนกราฟแสดง

ความสัมพนัธ์ระหวา่งจ านวนเซลล์ทั้งหมดกบัค่า OD600 เพื่อใชค้  านวณหาจ านวนเซลล์ทั้งหมดจาก

ตวัอยา่งท่ีวดัค่าเป็น OD600 แทนการหาน ้าหนกัเซลลโ์ดยตรง 
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ภาพที ่1 กราฟมาตรฐานระหวา่งจ านวนเซลลท์ั้งหมด (CFU/ml) กบัค่า OD600 นาโนเมตร 

 

2.2 น า้หนักเซลล์แห้ง 

         การหาค่าน ้ าหนกัแห้งมีความส าคญัมากต่อการวิเคราะห์หาพารามิเตอร์อ่ืนๆ เช่น ผลได ้และ

อตัราการผลิต ซ่ึงมีขั้นตอนการหาโดยตรง ดงัน้ี 

         1. เตรียมหลอดทดลองท่ีอบแหง้และทราบน ้าหนกัแน่นอน 3 หลอด 

         2. ดูดน ้าหมกัปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 

         3. น าไปเหวีย่งแยกท่ีความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 

         4. รินเอาส่วนใสออกแลว้ท าการลา้งเซลล์ 2 รอบ โดยใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร และลา้งเซลล์รอบสุดทา้ยด้วยน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนัและน าไป

เหวีย่งแยกซ ้ าอีกคร้ัง 

         5. อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (หรือจนน ้ าหนกัคงท่ี) ทิ้งให้เยน็

ในเดสิเคเตอร์ ชัง่น ้าหนกัและค านวณหาน ้าหนกัเซลลแ์หง้ในหน่วยกรัมต่อลิตร 

 

ค  านวณหาน ้าหนกัเซลลแ์หง้ในหน่วยกรัมต่อลิตรโดยใชสู้ตร 

X (กรัม/ลิตร) = น ้าหนกัหลอดทดสอบและเซลลแ์หง้ (กรัม) - น ้าหนกัหลอดทดสอบ (กรัม) 

                                     ปริมาตรของตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) * 10-3 

 

 

y = 4E+07x
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2.2.1 การท ากราฟมาตรฐานระหว่างจ านวนเซลล์ทั้งหมด (CFU/มิลลิลิตร) กบัน ้ าหนักเซลล์แห้ง 

(กรัม/ลิตร) 
                ค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้งมีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัจ านวนเซลล์ทั้งหมด ดงันั้นการสร้างกราฟ

มาตรฐานระหวา่งค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้งกบัจ านวนเซลล์ยีสตท์ั้งหมด จะช่วยให้สามารถประมาณค่า

จ านวนเซลล์ยสีตท์ั้งหมดไดอ้ยา่งรวดเร็ว การสร้างกราฟมาตรฐานท าไดโ้ดยน าตวัอยา่งน ้ าหมกัเก็บ

ทุกๆ 2 ชั่วโมง เตรียมหลอดทดลองท่ีอบแห้งและทราบน ้ าหนักแน่นอน 3 หลอด ดูดน ้ าหมัก

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองน าไปเหวี่ยงแยกท่ีความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

5 นาที รินเอาส่วนใสออกแลว้ท าการลา้งเซลล์ 2 รอบ โดยใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% 

หลอดละ 1 มิลลิลิตร และลา้งเซลล์รอบสุดทา้ยด้วยน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนัและน าไป

เหวี่ยงแยกซ ้ าอีกคร้ัง อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (หรือจนน ้ าหนัก

คงท่ี) ทิ้งให้เยน็ในเดสิเคเตอร์ ชัง่น ้ าหนกัและค านวณหาน ้ าหนกัเซลลแ์ห้งในหน่วยกรัมต่อลิตร น า

ตวัอย่างอีกส่วนไปวดัค่า OD600 เขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างจ านวนเซลล์ทั้งหมดกบัค่า 

OD600 เพื่อใช้ค  านวณหาจ านวนเซลล์ทั้งหมดจากตวัอย่างท่ีวดัค่าเป็น OD600 แทนการหาน ้ าหนัก

เซลลโ์ดยตรง 

 
ภาพที ่2 กราฟมาตรฐาน น ้าหนกัเซลลแ์หง้ กบั จ  านวนเซลลท์ั้งหมด 
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ภาคผนวก ค-3 

การวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 

การวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Dinitrosalicylic acid Method (DNS) (Miller และคณะ, 

1959) 

1. ดูดตวัอย่างท่ีเจือจางเหมาะสมแล้วปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย 

DNS 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

2. น าไปตม้ในน ้ าเดือด 5 นาที พร้อมวางลูกแกว้ปิดปากหลอด เพื่อป้องกนัการระเหยของน ้ าแล้ว

หยดุปฏิกิริยาการเกิดสีดว้ยการแช่น ้าแขง็ทนัที  

3. เติมน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

4. เตรียม blank โดยใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่ง ด าเนินการเหมือนการทดลอง 

5. น าค่า OD ท่ีไดเ้ทียบหาค่าปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์กบักราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 

 

การท ากราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 

1. เจือจางสารละลายกลูโคสให้มีระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ดูดสารละลายท่ีเจือจางแล้ว 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS 1 

มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

2. น าไปตม้ในน ้ าเดือด 5 นาที พร้อมวางลูกแกว้ปดปากหลอด เพื่อป้องกนัการระเหยของน ้ า แลว้

หยดุปฏิกิริยาการเกิดสีดว้ยการแช่น ้าแขง็ทนัที 

3. เติมน ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโน

เมตร 

4. น าค่า OD ท่ีไดม้าเขียนกราฟมาตรฐาน 
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ภาพที ่3 กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 

 

ภาคผนวก ค-4 

การวเิคราะห์ปริมาณบีตากลูแคน 

 1. เตรียมตวัอย่างโดยการท าให้เซลล์แตกโดยใช้ความดันและความร้อนสูง 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 2. ละลายและไฮโดรไลซ์กลูแคนทั้งหมด โดยเติม 12M HCl ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงใน

ตวัอยา่ง ปิดฝาและผสมใหเ้ขา้กนั น าหลอดไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 1 

ชัว่โมง 

 3. เติมน ้ ากลัน่ 0.5 มิลลิลิตรในแต่ละหลอด เพื่อเจือจางให้ได ้2M ปิดฝาและผสมให้เขา้กนั 

คลายฝาออกและน าหลอดไปตม้ท่ี 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง  

 4. ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็และปรับพีเอชใหเ้ป็นกลาง โดยใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

  5. น าไปป่ันแยกตะกอนท่ีความเร็ว 4000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

 6. วดัปริมาณกลูแคนทั้งหมด (total glucan) โดยน าของเหลวท่ีไดจ้ากการป่ันแยกปริมาณ 

0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดแกว้ เติมเอนไซมผ์สม exo-1,3-β-glucanase 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(μg/ml) และเอนไซม ์β-glucosidase 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 

y = 0.6196x
R² = 0.9986
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 7.  เ ติ ม เ อ น ไ ซ ม์  GOPOD Reagent (glucose oxidase ผ ส ม  peroxidase แ ล ะ  4-

aminoantipyrine) ปริมาตร 3 มิลลิลิตรลงในแต่ละหลอด และบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียสต่ออีก 20 นาที 

 8. วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตวัอยา่งท่ี 510 นาโนเมตร เทียบกบั blank reagent  

การค านวณปริมาณบีตากลูแคน 
การค านวณปริมาณบีตากลูแคนทั้งหมด(ร้อยละโดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกั) สามารถวเิคราะห์ไดจ้าก
สมการโดย Megazyme (2011) หน่วยเป็น %w/w ดงัน้ี 
 

 
 
โดยท่ี ΔE   =    ค่าดูดกลืนแสงของตวัอยา่งเทียบกบัแบลงกรี์เอเจนต ์
              F   =    ค่าใชเ้ปล่ียนจากค่าการดูดกลืนแสงไปเป็นไมโครกรัม 
12.04/0.1    =    ค่าปรับปริมาตรใหถู้กตอ้ง 
1/1,000      =     ค่าท่ีใชเ้ปล่ียนหน่วยไมโครกรัมเป็นมิลลิกรัม 
             w  =     น ้าหนกัตวัอยา่ง (มิลลิกรัม) 
100/w        =     ค่าท่ีใชแ้สดงบีตากลูแคนเป็นร้อยละของน ้ าหนกัตวัอยา่ง 
162/180     =      ค่าท่ีใชป้รับจากดีกลูโคสอิสระ ไปเป็นแอนไฮโดรดีกลูโคส 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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