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อภิญญา แซ่โง้ว : ผลของสติกมาสเตอรอลต่อการแช่แข็งของยีสต์ทนร้อน Kluyveromyces marxianus  

UBU1-11 (EFFECTS OF STIGMASTEROL ON FREEZING OF THERMOTOLERANT YEAST 

Kluyveromyces marxianus UBU1-11) อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : รศ.ดร. สเุมธ ตนัตระเธียร, อ. ที่ปรึกษา

วิทยานิพนธ์ร่วม : ผศ.ดร.ชื่นจิต ประกิตชยัวฒันา, ผศ.ดร. วรภา คงเป็นสขุ, 73 หน้า. 

                 Kluyveromyces marxianus เป็นยีสต์ทนร้อนที่มีบทบาทส าคัญ โดยเฉพาะในอตุสาหกรรม 

เอทานอลเนื่องจากช่วยลดค่าใช้จ่ายในการหลอ่เย็นเพื่อรักษาอณุหภูมิของถงัหมกัและยงัสามารถใช้น า้ตาล 

แลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนได้ แต่การเก็บเชือ้โดยวิธีการถ่ายเชือ้เมื่อท าเป็นประจ าอาจท าให้เซลล์เกิดการ

เปลีย่นแปลงพนัธุกรรมได้ และการเก็บรักษาเซลล์ด้วยการแช่แข็งอาจท าให้จ านวนเซลล์รอดชีวิตต ่า ดงันัน้

งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาผลของสติกมาสเตอรอลต่อการอยู่รอดของ K. marxianus หลงัการแช่แข็ง 

โดยแปรระดบัสติกมาสเตอรอลที่เติมในอาหารเลีย้งเชือ้ 0-9 mg/L ต่อการเจริญของ K. marxianus พบว่า 

สติกมาสเตอรอลไม่มีผลในการเจริญ และพบสติกมาสเตอรอลในเซลล์เมื่อเติมใน YM broth ตัง้แต่ 5 mg/L 

จากนัน้จงึได้ศึกษาผลของปริมาณสติกมาสเตอรอลในเซลล์และอุณหภูมิในการแช่แข็งต่อเปอร์เซนต์การอยู่รอด

ของ K. marxianus พบว่า K. marxianus ที่ไม่มีสติกมาสเตอรอลมีเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัแช่แข็ง 38.12 – 

44.10% และ K. marxianus ที่มีสติกมาสเตอรอลมีเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัแช่แข็ง 65.54 – 84.90% เมื่อ

พิจารณาอตัราเร็วของการแช่แข็งพบว่า K. marxianus  ที่มีและไม่มีสติกมาสเตอรอลมีเปอร์เซนต์การอยู่รอด

หลงัการแช่แข็งสงูสดุที่อตัราเร็วแช่แข็ง 10 ℃/min โดยพบว่าสติกมาสเตอรอลมีผลท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอด

หลงัการแช่แข็งเพิ่มขึน้ในทกุอตัราเร็ว เมื่อเก็บแช่แข็ง K. marxianus เป็นเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าการลดลงของ

จ านวนเซลล์มีชีวิตเมื่อเก็บแช่แข็งที่อณุหภูมิต ่าน้อยกว่าเก็บแช่แข็งที่อณุหภูมิสงู และ K. marxianus ที่มี 

สติกมาสเตอรอลมกีารลดลงของจ านวนเซลล์มีชีวิตระหว่างการเก็บแช่แข็งน้อยกว่า K. marxianus ที่ไม่มี 

สติกมาสเตอรอลในทกุอุณหภูมิเก็บแช่แข็ง และนอกจากศึกษาผลของสติกมาสเตอรอลและการแช่แข็งต่อ

เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แข็งแล้วได้ศกึษากิจกรรมของเบตากาแลคโตซิเดสเพื่อเป็นตัวแทนกิจกรรมของ

เซลล์  พบว่าสติกมาสเตอรอลและการแช่แข็งไม่มีผลต่อเอนไซม์ดงักลา่ว 
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              Kluyveromyces marxianus has an important role for industries, espeacially in alcohol 

industry because it is ability to save energy and expenses due to reduce cooling costs. To maintain 

culture, subculturing to a new medium oftenly may induce sapontaniuos mutation. Freezing could be 

an interesting method for culture maintenance. K. marxianus is a thermotolereant yeast, subzero 

temperature could be fatal. So, the objective for this research was to study the effect of stigmasterol 

on the survival of the culture after freezing. The addition of stigmasterol to the growth medium at 0-9 

mg/L, it was found that, stigmasterol did not affect for the growth of K. marxianus. Stigmasterol in cell 

was found when added stigmasterol more than 5 mg/L. To study the effect of stigmasterol and 

temperature for freezing, it was found that the survival of K. marxianus cells contained no 

stigmasterol were 38.12 – 44.10% while K. marxianus cells contained stigmasterol were 65.54 – 

84.90%. It was found that the freezing rate of 10 ℃/min showed the highest survival rate in both 

groups of K. marxianus. The cells contained stigmasterol survived freezing injury better than the cells 

without stigmasterol. The storage of cells  for 6 weeks, it was found that the lower temperature of  

storage  gave the lower number of  survival cell  than higher storage temperatures. K. marxianus 

containing stigmasterol had the number of survival cell higher  than K. marxianus  didn’t contain 

stigmasterol in all storage temperatures. Moreover, to study the effect of freezing and stigmasterol on 

cell activity, betagalactosidase was selected as representative. It was found that, stigmasterol and 

freezing didn’t affect the activity. 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

Kluyveromyces marxianus เป็นยีสต์ทนร้อนท่ีมีสมบตัิน่าสนใจอยู่หลายประการ เชน่ 

เจริญได้ท่ีอณุหภมูิสงู (45-50 ) มีอตัราการเจริญเร็วและสามารถเจริญได้บนแหลง่คาร์บอน

หลายชนิด (Fonseca และคณะ, 2008) และมบีทบาทในอตุสาหกรรมตา่งๆ เช่นการผลิตสาร 

อโรมา, การผลิตเอนไซม์ ได้แก่ อินลูิเนส, เบตากาแลคโตสเิดส และอตุสาหกรรมการผลิต 

เอทานอลจากเวย์ (Karina และคณะ, 2013) แตใ่นการเกบ็รักษา  K. marxianus ต้องมีการถ่าย

เชือ้ (subculturing) เพ่ือตอ่อายขุองเชือ้ และการเก็บเชือ้โดยการถ่ายเชือ้เป็นวิธีท าท่ีง่ายแตม่ี

ข้อเสียคืออายใุนการเกบ็สัน้, โอกาสปนเปือ้นสงูและมีโอกาสเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพนัธกุรรมได้ 

(สาวิตรี ลิ่มทอง, 2549) ดงันัน้จึงต้องการหาวิธีการเพ่ือท าให้เซลล์มีอายกุารเก็บนานขึน้ และวิธีท่ี

น่าสนใจ ได้แก่ การแช่แขง็ (freezing) เน่ืองจากการเก็บยีสต์ด้วยการแช่แขง็เป็นท่ีนิยมอย่าง

แพร่หลายทัง้ในอตุสาหกรรมอาหารและยา เพราะเป็นวิธีท่ีท าให้เซลล์มีเปอร์เซนต์การรอดชีวิตสงู 

เก็บได้นาน และองค์ประกอบทางพนัธกุรรมไมเ่ปลีย่นแปลง (Dumont, Pieere-Andre และ 

Patrick, 2003)  แตใ่นระหวา่งการแช่แขง็จะมีการเกิดผลกึน า้แขง็ขึน้ซึ่งเป็นสาเหตทุ าให้เซลล์

บาดเจบ็ โดยเฉพาะท่ีบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ โดยมีรายงานวา่ ความสามารถในการทนการแช่แขง็ของ

เซลล์จะเก่ียวข้องกบัไขมนัไมอ่ิ่มตวั,สเตอรอลท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ และเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่

แขง็แปรผนักบัไขมนัหรือสเตอรอลท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ (Bostian และ Gilliland, 1981) นอกจากนีย้งั

พบวา่อตัราเร็วในการแช่แขง็เป็นอีกปัจจยัท่ีใช้พิจารณาอตัราการอยู่รอดของเซลล์หลงัแช่แขง็ ซึ่ง

อตัราเร็วในการแช่แขง็ท่ีต ่าและสงูเกินไปท าให้เซลล์เกิดการบาดเจบ็ได้ (Mazur, 1977) ดงันัน้

งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของสติกมาสเตอรอลตอ่การอยู่รอดและกิจกรรมบางอย่าง

ภายในเซลล์หลงัการแช่แขง็ของ K. marxianus 



บทท่ี 2 

วำรสำรปริทัศน์ 

2.1 Kluyveromyces  

Kluyveromyces marxianus พบครัง้แรกในปี ค.ศ. 1888 โดย Hansen และให้ช่ือวา่ 

Saccharomyces marxianus ตอ่มา Lodder และ Kreger-van (1952) เป็นผู้แยกยีสตช์นิดนี ้

ออกมาจากผลองุ่น และได้ศกึษา S. marxianus จ านวน 10 สายพนัธุ์และสายพนัธุ์ท่ีได้รับความ

สนใจได้เปลี่ยนช่ือเป็น Zygosaccharomyces marxianus และขึน้ทะเบียนท่ี Centraalbureau 

voor Schimmelcultures (CBS) และในปี คศ.1922 H. Schnegg ได้ศกึษาสายพนัธุ์ของ  

S. marxianus จ านวน 10 สายพนัธุ์พบวา่มีความแตกตา่งกนั เชน่ การสร้าง pseudomycelium, 

ความสามารถในการหมกัน า้ตาลแลคโตส เป็นต้น โดย Schaffrath และBreunig (1939) รายงาน

วา่ S. marxianus สามารถใช้อินลูินเป็นแหลง่คาร์บอนได้ นอกจากนีแ้ตล่ะสายพนัธุ์ยงัมีความ 

สามารถในการหมกัน า้ตาลท่ีแตกตา่งกนั รวมทัง้ลกัษณะทางกายภาพตา่งๆ เมื่อเปรียบเทียบกบั 

Saccharomyces ดงันัน้จึง reclassify โดย Van der Walt (Van der Walt,1970) และตัง้ช่ือสกลุ

ใหมเ่ป็น Kluyveromyces และเปลี่ยน S. marxianus เป็น K. marxianus โดย  Kluyveromyces 

ทัง้หมดมี15 สปีชีส์ (Kurtzman และ Fell, 1988)  ตอ่มาเร่ิมมีการศกึษาสมบตัิด้านชีวภาพและ 

เมตาบอลิซึมของ K. marxianus  ในสายพนัธุ์ตา่งๆ  พบวา่  K. marxianus เป็นแหลง่ของ

สารประกอบท่ีจ าเพาะบางชนิด เชน่ fructose-1,6-bisphosphatase, uridine diphosphate 

(UDP) glucose-4-epimerase, acid phosphatase, amine oxidase, protein phosphatases, 

carboxypeptidases และ aminopeptidases รวมถึงศกึษาการขนสง่ของน า้ตาลบางประเภท เชน่ 

แลตโตส, กลโูคส, ฟรุคโตสและไซโลส เป็นต้น สารอินทรีย์ เช่น กรดแลคติก, กรดมาลกิ รวมทัง้การ

วิเคราะห์องค์ประกอบของผนงัเซลล์, ความสามารถในการทนยาปฎิชีวนะ, autolysis 

 (ตารางท่ี 2.1) ซึ่งการศกึษาสว่นใหญ่จะควบคูไ่ปกบั S. cerevisiae 
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ตารางท่ี 2.1 การศกึษาด้านชีวภาพและเมตาบอลิซึมของ K. marxianus  

 

ท่ีมา: Fonseca และคณะ (2008)  

 

K. marxianus มีรูปร่างเซลล์เป็นแบบ Ellipsoidal หรือ Cylindrical มีขนาดของเซลล์ (2.0-6.0) x 

(3.0-10.0) µm สืบพนัธุ์แบบไมอ่าศยัเพศโดยการแตกหน่อ สามารถเจริญได้ในอณุหภมูิสงู และ

อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการเจริญคือ 20-28 ℃ สามารถใช้แหลง่อาหารในการเจริญได้หลายชนิด 

เช่น กลโูคส ซูโครสอินลูนิและแลคโตส (ตารางท่ี 2.2) (Kurtzman และ Fell, 1998) มีอตัราการ

เจริญสงูและสามารถสร้างเอทานอลได้ในกรณีท่ีมนี า้ตาลมากเกินพอ (Fonseca และคณะ, 2008) 

นอกจากนี ้K. marxianus เป็นยีสต์ประเภท facultatively fermentative และ Crabtree-negative 

(Van Dijken และคณะ, 1993) และไมส่ามารถเจริญในภาวะท่ีไมม่ีออกซิเจนได้ โดย  

K. marxianus จดัอยู่ในกลุม่ของ Generally-Recognized-as-Safe (GRAS) เชน่เดียวกบั  

S. cerevisiae และ K. lactis (Hensing และคณะ, 1995)  

ส าหรับการศกึษาทางกายภาพมีการศกึษาปัจจยัเก่ียวกบัสภาวะสิ่งแวดล้อมท่ีมีผลตอ่การ

เจริญของ  K. marxianus โดย Chassang-Douillet และคณะ(1973) ศกึษาลกัษณะทางกายภาพ

ของ K. marxianus เทียบกบั S. cerevisiae เชน่ ผลของ pH และความเข้มข้นของเอทานอลตอ่

สิ่งท่ีศกึษา Strain 

Lactose symporter K. marxianus CBS 397,  IGC 2902 

Transport of lactic acid K. marxianus IGC 3014 

Behaviour of K. marxianus during autolysis K. marxianus CBS 397 

composition of the cell wall K. marxianus R157, 1586 
Characterization of an amine oxidase K. marxianus CBS 5795 

The transport mechanism of xylose K. marxianus ATCC 52486 
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จลนพลศาสตร์การเจริญของ K. marxianus และในปี 1990 มีการศกึษาเก่ียวกบักระบวนการ

หายใจและการหมกั และพบวา่ K. marxianus เป็น strong Crabtree-negative ซึ่งตา่งจากยีสต์

โดยทัว่ไปเช่น S. cerevisiae และ K. lactis (Verduyn, Postma และ Scheffers, 1992) คือ

กระบวนการหายใจของยีสตจ์ะถกูยบัยัง้เมื่อปริมาณกลโูคสในอาหารเลีย้งเชือ้สงูหรือท่ีเรียกวา่

กระบวนการ Crabtree-effect 

K. marxianus สามารถผลิตเอนไซม์ได้หลายประเภท เชน่ inulinase, β-galactosidase, 

β-glucosidase และ Endopolygalacturonases เป็นต้น (ตารางท่ี 2.3) (Workman และ Day, 

1984) รวมทัง้เอนไซม์บางชนิดท่ีน าไปใช้ในอตุสาหกรรม เช่น protein, phosphatases, 

carboxypeptidases และ aminopeptidases เป็นต้น 

เบตากาแลคโตสเิดสคือเอนไซม์ท่ีเปลี่ยนน า้ตาลแลคโตสเป็นกลโูคสและกาแลคโตส 

โดยพบวา่มีสปีชีสยี์สต์เพียง 2% ท่ีสามารถใช้น า้ตาลแลคโตสเป็นแหลง่คาร์บอนได้ (Rajoka, 

Khan และ Shahid, 2003) และพบวา่ K. marxianus สามารถสร้างเอนไซมเ์บตากาแลคโตสเิดส  

(Rajoka และคณะ, 2003)  โดยมีการศกึษาการผลิตเอนไซม์เบตากาแลคโตสิเดสด้วย 

K. marxianus โดยใช้ cheese whey  (Sonawat, Agrawal และ Dutta, 1981; Nunes, 

Massaguer และ Alegre, 1993) พบวา่ ในช่วง stationary phase กิจกรรมเอนไซม ์ของ 

K. marxianus CBS 712 และ CBS 6556 มีคา่คงท่ี (Rech Cassini และ Secchi, 1999) โดย

กิจกรรมของเอนไซม์มากท่ีสดุเมื่อเซลล์เจริญท่ีอณุหภมูิ 37 ℃ และต ่าท่ีสดุเมื่อเจริญท่ีอณุหภมูิ 40 

℃ (Rech และคณะ, 1999) แต ่K. marxianus IMB3 มีกิจกรรมของเอนไซม์มากท่ีสดุเมื่อเจริญท่ี

อณุหภมูิ 50 ℃ (Barron และคณะ, 1995) และพบวา่น า้ตาลแลคโตสเป็นสบัสเตรตท่ีท าให้

กิจกรรมของเอนไซม์เบตากาแลคโตสเิดสมากท่ีสดุ (Rajoka และคณะ, 2003) และ pH  7.3 เป็น

สภาวะเหมาะสมในการสร้างเอนไซมเ์บตากาแลคโตสิเดส ของ K. marxianus CCT 7082 and 

ATCC 16045 (Braga และคณะ, 2012) 

       นอกจากนี ้ K. marxianus สามารถสร้างเอนไซม์อินลูิเนส ซึ่งเป็นเอนไซมท่ี์สามารถย่อย

โมเลกลุของอินลูินให้กลายเป็นฟรุคโตส โดยเอนไซม์นีต้้องมีการเหน่ียวน าให้ K. marxianus  สร้าง

โดยการใช้อินลูินหรือน า้ตาลซูโครสเป็นแหลง่คาร์บอนและเอนไซม์ท่ีสร้างจะปลดปลอ่ยออกมา

ภายนอก (Rouwenhorst และคณะ, 1988) อินลูิเนสได้รับการศกึษาอย่างแพร่หลายเพ่ือน ามาใช้
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ในการผลิตฟรุคโตสไซรัปจากอินลูิน โดย Pessoa และ Vitolo (1999) พบวา่กิจกรรมอินลูเินสของ 

K. marxianus DSM 70106 มากท่ีสดุเมื่อใช้อินลูนิเป็นแหลง่คาร์บอน 

การผลิตเอทานอลด้วย K. marxianus เป็นท่ีได้รับความสนใจ เน่ืองจากเป็นยีสต์ท่ีสามารถ
หมกัเอทานอลได้ท่ีอณุหภมูิสงู การหายใจไมถ่กูยบัยัง้ด้วยกลโูคส กระบวนการหายใจและการหมกั
สามารถเกิดขึน้พร้อมกนั (Fonseca และคณะ, 2008)  โดยปกตใินการผลิตเอทานอลจะใช้  
S. cerevisiae ในกระบวนการหมกั แตใ่นกระบวนการผลติเอทานอลมีความร้อนเกิดขึน้ซึ่ง  
 S. cerevisiae ไมท่นความร้อน จึงต้องมีคา่ใช้จ่ายในการหลอ่เย็นถงัหมกั ดงันัน้การใช้ 
 K. marxianus  สามารถลดคา่ใช้จ่ายระบบการท าความเย็น, มีอตัราเร็วในการหมกัสงู, สามารถ
ผลิตเอทานอลได้อย่างตอ่เน่ืองและโอกาสในการปนเปือ้นต ่า (Banat และคณะ, 1998) ท าให้มี
การศกึษาและแยกยีสตท์นร้อนสายพนัธุ์ใหมข่ึน้เพ่ือน ามาประยกุตใ์ช้ โดย Pukahuta และคณะ 
(2008) ได้แยกยีสต์ทนร้อนจากกากหม้อกรองโรงงานน า้ตาลจาก 144 ไอโซเลต พบวา่ม ี10 ไอโซ
เลต ท่ีเจริญและผลิตเอทานอลได้ดีท่ีอณุหภมูิ 45 °C  ได้แก่ สายพนัธุ์ UBU1-1, UBU1-2, UBU1-
3, UBU1-4, UBU1-5,UBU1-6, UBU1-7, UBU1-8, UBU1-9 และ UBU1-10 และมีการทดสอบ
ความเป็นไปได้ในการใช้ยีสต์สายพนัธุ์ UBU ในการผลิตเอทานอลระดบัโรงงานต้นแบบ (pilot 
scale) และพบวา่ K. marxianus สามารถผลิตแอลกฮออล์ท่ีอณุหภมูิมากกวา่ 40 °C และเจริญ
อณุหภมูิได้มากท่ีสดุ 52 °C (Anderson , Mcneil และ Watson, 1986) 

K. marxianus มีประโยชน์ในอตุสาหกรรมอ่ืนๆ เช่น การผลิตสารอโรมา ได้แก่ fruit ester, 

carboxylic acid และ 2-phenyl ethanol (2-PE) ซึ่ง 2-PE เป็นสารชนิดนึงท่ีมกีลิ่นเหมือนดอก

กหุลาบ (Welsh, Murray และ Williams,1989) โดยท่ี 2-PE มีความส าคญัอย่างย่ิงในอตุสาหกรรม 

เน่ืองจากสามารถน ามาใช้ทดแทนกลิ่นกหุลาบจากธรรมชาติท่ีมีราคาสงู (1,000 ดอลลาร์ตอ่

กิโลกรัม)   
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ตารางท่ี 2.2 ลกัษณะเฉพาะของ K. marxianus 

ลกัษณะ  

รูปร่างเซลล์ Ellipsoidal, Cylindrical 

ขนาดเซลล์ (2.0-6.0) x (3.0-10.0) µm 

การสืบพนัธุ์ budding 

อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการเจริญ 20-28 ℃ 

แหลง่คาร์บอนในการเจริญ กลโูคส, ซูโครส, อินลูิน, แลคโตส 

ท่ีมา : Kurtzman และ Fell (1998) 

 

 

 

 
 
ตารางท่ี 2.3  การใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมของยีสต์สกลุ Kluyveromyces spp. 

ท่ีมา : Fonseca และคณะ (2008) 

เอนไซม์                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            การน าไปใช้ stain 

Inulinase ผลิตฟรุคโตลไซรับ K. fragilis ATCC 12424 
 

β-galactosidase ลดปริมาณแลคโตสในอาหาร K. marxianus CBS 6397, 
CBS 6556 

β-glucosidase ไฮโดรไลซิสของเซลลโูลส K. marxianus NCYC 111 

Endopolygalacturonase ลดความหนืดของผลิตภณัฑ์ท่ีท า
จากผลไม้ 

K. marxianus CCT 3172 
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2.2 สเตอรอล 

สารประกอบในกลุม่ของไขมนัเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัของเย่ือหุ้มเซลล์ยคูาริโอต เน่ืองจากมี

ความส าคญัในการควบคมุความแตกตา่งของ electrochemical และมีคณุสมบตัิท่ีส าคญัในการ

เป็นเย่ือเลือกผา่นของสารตา่งๆ เมื่อมีการเคลื่อนท่ีของสารเข้า-ออกของเซลล์สตัว,์ พืช และฟังไจ 

ซึ่งโครงสร้างและปริมาณของสเตอรอลบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ยคูาริโอต มีผลตอ่กระบวนการท างานท่ี

แตกตา่ง เช่น การสร้างเวสสิเคิล, การคดัขนาดโปรตนี, เอนโดไซโทสิส, homotypic membrane 

fusion, การรวมกลุม่กนัของโปรตนีและไขมนั และคณุสมบตัิในการเป็นเย่ือเลือกผา่นของไอออน

ชนิดตา่งๆ (Fonseca และคณะ, 2008) 

การสงัเคราะห์สเตอรอลในเซลล์เกิดท่ีเอนโดพลาสมิกเรตคิลูมั (ER) โดยชนิดของ 

สเตอรอลท่ีสงัเคราะห์จะแตกตา่งกนัขึน้กบัชนิดของเซลล์ เช่น  โคเลสเตอรอลในเซลล์สตัว์  

สติกมาสเตอรอล สิโตสเตอรอล แคมเปสสเตอรอลในเซลล์พืช และเออร์โกสเตอรอลในฟังไจ  

โดยมีโครงสร้างของสเตอรอลท่ีตา่งกนัดงัรูปท่ี 2.1  ดงันัน้สิ่งมีชีวิตท่ีมีคงิดอมตา่งกนัจะมีโครงสร้าง

ของสเตอรอลท่ีแตกตา่งกนัแตฟั่งก์ชนัการท างานและโครงสร้างระหวา่งสปริงโกลิปิดและสเตอรอล

จะเหมือนกนั โดยสเตอรอลบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ จะเปลีย่นรูปโดยกระบวนการเอสเทอริฟิเคชนัท่ี

บริเวณสายโซ่ยาวของไขมนัเป็นสเตียริลเอสเทอร์และเก็บในรูปของหยดไขมนั (lipid droplet) 

(Koffel และ Schneiter, 2006) โดยการสงัเคราะห์,การขนสง่และปฏิกิริยาเอสเทอร์ของสเตอรอล

อิสระและการไฮโดรไลซิสของสเตรียริลเอสเทอร์เป็นตวัควบคมุภาวะธ ารงดลุของสเตอรอล (Sterol 

homeostasis) เพ่ือป้องกนัการเป็นพิษเน่ืองจากมีปริมาณสเตอรอลอิสระมากเกินไป โดยสเตอรอล

อิสระจะสง่มาท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ (Feng และคณะ, 2003) แตวิ่ถีในการขนสง่ยงัไมส่ามารถอธิบายได้

แน่ชดั แตม่ีการขนสง่แบบใช้และไมใ่ช้เวสิเคิล โดยใช้ ATP (Mesmin และ Maxfield, 2009)  

S. cerevisiae เป็นยีสตท่ี์ได้รับความนิยมในการศกึษาวิถีการสงัเคราะห์สเตอรอลและการ

น าสเตอรอลเข้าเซลล์ โดยใช้เอนไซม์ ER-localized ในการสงัเคราะห์สเตอรอลและสง่ไปท่ีเย่ือหุ้ม

เซลล์ซึ่งเย่ือหุ้มเซลล์เป็นบริเวณท่ีมีเออร์โกสเตอรอลมากท่ีสดุ (Zinser, 1991) และการขนสง่

เกิดขึน้เร็วมาก โดยมีอตัราเร็วในการขนสง่เออโกสเตอรอลเข้า-ออกบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ประมาณ 

105 โมเลกลุตอ่วินาที และบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์จะมีการฟอร์มโครงสร้างของ เออร์โกสเตอรอล – 

ฟอสโฟลิพิด (sterol – sphingolipid complex) (Baumann และคณะ, 2005) ซึ่งโครงสร้างนีพ้บได้
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จากการศกึษาโดยใช้ fluorescent sterol binding polyene filipin (Jin, Mccaffery และ Grote, 

2008)  

โดยปกต ิ S. cerevisiae ไมส่ามารถน าสเตอรอลอิสระจากสิ่งแวดล้อมเข้าเซลล์ได้ในกรณี

ท่ีเจริญในภาวะท่ีมีออกซิเจน (Lorenz และคณะ, 1986) แตใ่นกระบวนการสงัเคราะห์สเตอรอลนัน้

จ าเป็นต้องใช้ออกซิเจนดงันัน้ในสภาวะไมม่ีอากาศเซลล์ไมส่ามารถสงัเคราะห์สเตอรอลได้ ดงันัน้

จึงพยายามน าสเตอรอลจากสิ่งแวดล้อมเข้ามาในเซลล์ โดยสเตอรอลจากสิง่แวดล้อมเข้ามาท่ีเย่ือ

หุ้มเซลล์และบางสว่นสง่ตอ่ไปยงัเอนโดพลาสมิกเรตคิลูมัโดยวิถีท่ีไมใ่ช้เวสสิเคิลและเกิดปฎิกิริยา

เอสเทอร์และเก็บในรูปของหยดไขมนั (Lorenz และคณะ, 1986) 

ในกรณีการน าสเตอรอลเข้าเซลล์ในภาวะมีอากาศ เช่น Schizosaccharomyces pombe ซึ่ง

เป็นยีสต์ ประเภท obligate aerobe สามารถน าสเตอรอลเข้าสูเ่ซลล์ในภาวะท่ีมีออกซิเจนได้ โดย

การกระตุ้นจาก hypoxic transcription ถกูควบคมุโดยกลุม่ของโปรตีนท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของเอนโด 

พลาสมิกเรติคลูมัช่ือวา่  sterol regulatory element binding proteins (SREBPs) (Rawson, 

2003) ประกอบไปด้วย 3 รูป คือ SREBP-1a, SREBP-1c และ SREBP-2 โดย SREBPs ท าหน้าท่ี

กระตุ้นการ transcription ของยีนส์มากกวา่ 30 ชนิด ท่ีเก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์และการน าเข้า

ของโคเลสเตอรอล กรดไขมนั ไตรกลีเซอไรด์และ ฟอสโฟลิปิด (Horton, Goldstein และ Brown, 

2002) และกิจกรรมของ SREBPs จะหยดุท างานเมื่อการสะสมของโคเลสเตอรอลในเซลล์มากเกิน

พอ SREBPs ประกอบไปด้วย 2 transmembrane segment อยู่ด้านในของเย่ือหุ้มเอนโดพ

ลาสมิกเรติคลูมัซึ่งประกอบไปด้วยปลายท่ีมีคาร์บอนและไนโตรเจนอยู่ท่ีบริเวณไซโตซอล (รูปท่ี 

2.2) ในปลายด้าน N ของ SREBP เป็นบริเวณท่ีเกิด transcription ของ helix-loop-

helixfisleucine zipper (bHLH-zip) และด้านปลาย C จะเป็นตวักระตุ้น SREP cleavage-

activating protein (SCAP) (Rawson, 2003) ซึ่ง SCAP คือ โปรตีนของเย่ือหุ้มเอนโดพลาสมิคเรติ

คลูมั ประกอบไปด้วย 8 transmembrane segment  นอกจากนี ้ SREBP จะถกูกระตุ้นด้วย 

sequential proteolytic cleavage ในกอลจิบอด ี (Rawson, 2003) และถกูควบคมุโดย Golgi-

localized Site-1 และ  Site-2 proteases  ซึ่ง SREBP homologs เป็นลกัษณะพิเศษท่ีพบอยู่ใน 

D. melanogaster และ C. elegans แตไ่มพ่บใน S. cerevisiae โดยเซลล์สองชนิดนีไ้มส่ามารถ
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ควบคมุการสงัเคราะห์สเตอรอลได้และต้องการน าสเตอรอลจากสิ่งแวดล้อมเข้ามาใช้ (Mckay และ

คณะ, 2003)  

 

 

 

 

(1)                                                   (2) 

 

 

(3) 

 

 

 

(4)                      (5) 

 

รูปท่ี 2.1  โครงสร้างสเตอรอลชนิดตา่งๆ (1) เออร์โกสเตอรอล (2) สติกมาสเตอรอล 

(2) เบต้าสิโตสเตอรอล (4) โคเลสเตอรอล (5) โคเลสตานอล  

ท่ีมา: Rungrach และ Takemoto (1998) 
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2.3 การนับจ านวนเซลล์มีชีวติด้วยวธีิ  Methylene blue staining 

ปัจจบุนัอตุสาหกรรมการผลิตเอทานอลเป็นอตุสาหกรรมท่ีท าอย่างแพร่หลาย และใช้ยีสต์ใน

ระหวา่งกระบวนการหมกั โดยประสิทธิภาพในการหมกัเอทานอลจะพิจารณาเซลล์ท่ีมชีีวิต ดงันัน้

การพิจารณาเซลล์มชีีวิตในระหวา่งการหมกัจงึเป็นสิ่งจ าเป็น  โดยวิธีท่ีใช้อย่างแพร่หลายและเป็น

วิธีมาตรฐานคือการนบัจ านวนเซลล์ทัง้หมด (Total plate count) แตเ่ป็นวิธีท่ีใช้เวลานานและ

ยุ่งยาก ดงันัน้จึงมกีารหาวิธีท่ีง่ายและสะดวกส าหรบัการแยกเซลล์มีชีวิตออกจากเซลล์ไมม่ีชีวิต 

โดยใช้กล้องจลุทรรศน์  ซึ่งได้มกีารใช้สย้ีอมและวิธีการตา่งๆเพ่ือหาจ านวนเซลล์มีชีวิต โดยวิธีการ

ตา่งๆจะมีการทดสอบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน (Total plate count) (Nagodawithana และคณะ, 

1974)  และสีย้อมท่ีใช้ได้แก่ เมทิลีนบล ู โดยเมทิลนีบลใูช้ในการแยกระหวา่งเซลล์เป็นและเซลล์

ตาย เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีง่าย สามารถทราบผลได้ทนัที และสะดวกเมื่อเทียบกบัวิธี plate count 

agar  ดงันัน้ จงึเป็นวิธีท่ีนิยมใช้นบัจ านวนเซลล์ยีสตใ์นอตุสาหกรรมการหมกั หรือผลิตแอลกฮออล์  

โดยหลกัการคือ เซลล์มีชีวิตมีเอนไซม์ท่ีส าหรับก าจดัสเีมทิลีนบลไูด้ แตเ่ซลล์ท่ีตายแล้วไมม่ีเอนไซม์

นี ้ดงันัน้เซลล์มชีีวิตจะไมต่ดิสีย้อมของเมทิลนีบลแูละเซลล์ตายจะติดสนี า้เงิน (รูปท่ี 2.2) วิธีการคือ

น าสารละลายเซลล์ผสมกบัสารละลายเมทิลนีบล ูและนบัจ านวนเซลล์บน Heamacytometer   

เมทิลีนบลมูีความเป็นพิษตอ่เซลล์ยีสต์ ดงันัน้ต้องเตรียมตวัอย่างและนบัจ านวนเซลล์ให้เสร็จ

ภายใน 10 นาที  

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.2 เซลล์ S. cerevisiae ท่ีติดสีด้วยเมทิลีนบล ูประกอบด้วย 

                          เซลล์มีชีวิต (สใีส)และ เซลล์ตาย (สีน า้เงิน) 

                          ท่ีมา: Lee, Robinson และ Wang (1981) 
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2.4 กระบวนการแช่แขง็ 

การแช่แขง็เป็นกระบวนการเก็บรักษาเซลล์ในภาวะท่ีเซลล์มีชีวิตและไมม่ีการเปลีย่นแปลง
ทางพนัธกุรรม นอกจากนีย้งัลดหรือหยดุปฎิกิริยาทางชีวภาพภายในเซลล์ และกระบวนการแช่แขง็
เป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมในอตุสาหกรรมอาหารและยา (Dumont และคณะ, 2003)โดยระหวา่งการ
แช่แขง็เซลล์จะเกิดการเปลีย่นแปลงอณุหภมูิ, ปริมาณและสถานะของน า้รวมทัง้ความเข้มข้นของ
สารละลาย ซึ่งสง่ผลท าให้เซลล์เกิดการบาดเจ็บได้ (Mazur, 1970)  

ในกระบวนการแช่แขง็เมื่ออณุหภมูิของสารละลายเซลล์ (cell suspension) ต ่ากวา่ 0 ℃

พบวา่บริเวณภายในและภายนอกเซลล์ไมเ่กิดผลกึน า้แขง็เน่ืองจากภาวะ supercooling และจดุ

เยือกแขง็ท่ีต ่าลงของสารละลาย เน่ืองจากจดุเยือกแขง็ของไซโทพลาสซึมอยู่ท่ี -2 ℃ และเมื่อ

อณุหภมูิในการแช่แขง็อยู่ท่ี -5 ถึง -15 ℃ ผลกึน า้แขง็จะเกิดขึน้เฉพาะบริเวณด้านนอกเซลล์  

เน่ืองจากเย่ือหุ้มเซลล์ท าหน้าท่ีป้องกนัการเกิดผลกึน า้แขง็ในไซโทพลาสซึม (Mazur, 1965) และท่ี

อณุหภมูิต ่ากวา่ -15 ℃ ภายในเซลล์เกิดผลกึน า้แขง็ ผลกึน า้แขง็ท่ีเกิดขึน้ภายนอกเซลล์จะท าให้

เซลล์อยูใ่นภาวะไมส่มดลุเน่ืองจากเกิดความแตกตา่งระหวา่งความเข้มข้นของสารละลายภายใน

และภายนอกเซลล์  โดยท่ีสารละลายภายในเซลล์มคีวามเข้มข้นต ่ากวา่ภายนอกเซลล์ ส าหรบักรณี

อตัราเร็วในการแช่แขง็ช้า  น า้ภายในเซลล์จะออสโมซิสออกมานอกเซลล์เพ่ือรักษาสมดลุทางเคมี

ของภายในและภายนอกเซลล์ สง่ผลให้เซลล์สญูเสียน า้ (dehydrate) ภายในเซลล์ไมเ่หลือน า้ ท า

ให้ไมเ่กิดผลกึน า้แขง็ขึน้ในเซลล์ แตก่รณีท่ีอตัราเร็วในการแช่แขง็เร็ว (รูปท่ี 2.3) น า้ไมส่ามารถ

ออสโมซิสออกมาได้ทนัก่อนเข้าสูส่มดลุ จึงท าให้เกิดผลกึน า้แขง็ขึน้ภายในเซลล์ ซึ่งผลกึน า้แขง็นี ้

จะสง่ผลให้เกิดการบาดเจบ็ในเซลล์ 

ผลกึน า้แขง็ท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์เป็นสาเหตทุ าให้เซลล์เกิดความเครียดเชิงกล (mechanical 

stress)  โดยเฉพาะบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์และออแกเนลตา่งๆ โดยพบวา่เมื่ออตัราเร็วในการแช่แขง็

เพ่ิมขึน้ ความดนัออสโมติกระหวา่งภายในและภายนอกเซลล์มีความแตกตา่งกนั และผลกึน า้แขง็

ท่ีเกิดขึน้ท่ีไซโทพลาสซึมจะเกิดผา่นบริเวณช่องวา่งของเย่ือหุ้มเซลล์ ซึง่อณุหภมูิและอตัราเร็วใน

การแช่แขง็มีผลตอ่การเกิดผลกึน า้แขง็ และขนาดของผลกึน า้แขง็จะแปรผกผนักบัอตัราเร็วในการ

แช่แขง็ (Mazur, 1966) 
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รูปท่ี 2.3  ลกัษณะทางกายภาพของเซลล์ระหวา่งการแช่แขง็ ท่ีมา : Mazur (1966) 
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ตารางท่ี 2.3  กลไกการป้องกนัการแช่แขง็ของจลุินทรีย์   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (ท่ีมา: Tanghe และคณะ, 2002) 

สง่ผลให้ degree of under cooling (ความแตกตา่งระหวา่งอณุหภมูิในไซโทพลาสซึมและ

จดุเยือกแขง็) เพ่ิมขึน้โดยพบวา่การเกิดผลกึน า้แขง็อย่างตอ่เน่ืองเก่ียวข้องกบั degree of under 

cooling ดงันัน้เมื่ออตัราเร็วในการแช่แขง็เพ่ิมขึน้ ผลกึน า้แขง็จะมีขนาดเลก็ลง และการเกิดผลกึ

น า้แขง็ภายในเซลล์จะเกิดขึน้เมื่อขนาดของผลกึน า้แขง็บริเวณภายนอกเซลล์มีขนาดใกล้เคยีงกบั

ขนาดของบริเวณรูของเย่ือหุ้มเซลล์เย่ือหุ้มเซลล์มบีทบาทส าคญัในกระบวนการแช่แขง็เน่ืองจากมี

สมบตัิเป็นเย่ือเลือกผา่น  (semipermeable) 

 

 การป้องกนัการแช่แขง็ กลไกการป้องกนั 
กระบวนการเมตาบอลิซึมใน
การทนตอ่ความเครียดของ
เซลล์ 

trehalose ป้องกนัโปรตนีและเย่ือหุ้ม
เซลล์ 
ป้องกนัการเสียสภาพของ
โปรตีน 

ลกัษณะของเย่ือหุ้มเซลล์ Fluidity 
Permeability 
Aquaporins 

 

การรักษาฟังก์ชนัของเย่ือหุ้ม
เซลล์ 
เพ่ิมประสิทธิภาพของการ
ขจดัน า้ภายในเซลล์ 
เพ่ิมสมบตัิ Permeability 
ของเย่ือหุ้มเซลล์ 

กระบวนการออกซิเดชนัและ
ออสโมติก 

Antioxidant proteins 
การรวมกนัของตวัถกู
ละลาย Hydrophylins 

การรักษาสมดลุออสโมติก 

การป้องกนัการแช่แขง็แบบ
จ าเพาะ 

Antifreeze proteins การป้องกนัการเกิดผลกึ
น า้แขง็ท่ีอณุหภมูิต ่ากวา่ 0 
℃ 
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โดยระหวา่งการแช่แขง็ น า้จะมกีารแพร่เข้าและออกเซลล์แบบ passive transport เมื่อ

เซลล์ถกูล้อมรอบด้วยผลกึน า้แขง็ น า้ท่ีแพร่ออกนอกเซลล์และผลกึน า้แขง็ท่ีเกิดขึน้ในเซลล์จะสง่ผล

ตอ่เย่ือหุ้มเซลล์และผนงัเซลล์ เน่ืองจากเซลล์มีลกัษณะยืดหยุ่นท่ีจ ากดั  (Wolfe, 1985) เมื่อเซลล์

เกิดการหดตวั องค์ประกอบตา่งๆบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์จะถกูปลดปลอ่ยออกมาและผนงัเซลล์มี

ความหนาแน่นเพ่ิมขึน้ และจากการศกึษาพบวา่บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์เกิดความเสยีหายจากการแช่

แขง็มากกวา่ผนงัเซลล์ (Morris, Coulson และ Clarke, 1998) นอกจากความเสียหายท่ีเกิดขึน้ท่ี

เย่ือหุ้มเซลล์ ยงัมีความเสยีหายท่ีเกิดภายในเซลล์ เช่น ความเสียหายของไลโซโซม (Mcgrath, 

Cravalho และ Huggins, 1975), แวคิวโอล และการรั่วของ cytochrome C บริเวณไมโตคอนเดรีย  

(Morris และคณะ,1998) แตบ่ริเวณเย่ือหุ้มเซลล์เป็นท่ีนิยมใช้ศกึษาการบาดเจ็บเน่ืองจากการแช่

แขง็ 

 นอกจากนีย้งัมีอีกหลายปัจจยัท่ีมีสว่นเก่ียวข้องในการป้องกนัการบาดเจบ็ (ตารางท่ี 2.4) 

เช่น  ปริมาณของทรีฮาโลส การสงัเคราะห์ chaperone องค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์และการ

สงัเคราะห์ของโปรตนีท่ีต้านอนมุลูอิสระ (Tanghe และคณะ, 2002) 

 แตพ่บวา่มีหลายปัจจยัท่ีช่วยป้องกนัการบาดเจ็บของเซลล์และเพ่ิมอตัราการอยู่รอด

ระหวา่งการแช่แขง็ได้แก่ กระบวนการเมตาบอลิซึมในการทนตอ่ความเครียดของเซลล์  ลกัษณะ

ของเย่ือหุ้มเซลล์ กระบวนการออกซิเดชนัและออสโมติก การป้องกนัการแช่แขง็แบบจ าเพาะและ

อตัราเร็วในการแช่แขง็ (ตารางท่ี 2.3) 

2.4.1 ผลของสเตอรอลต่อการอยู่รอดของเซลล์ระหว่างการแช่แขง็  

เย่ือหุ้มเซลล์มบีทบาทส าคญัในการป้องกนัการบาดเจ็บของเซลล์ระหวา่งการแช่แขง็ โดย 

Murakami และ Yokoigawa (1995) ศกึษา องค์ประกอบไขมนัท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของ Torulaspora 

delbrueckii D2-4 (freeze tolerant)  กบั T. delbrueckii 60B3 (freeze-sensitive) พบวา่ D2-4 

สามารถทนตอ่การแช่แขง็ดีกวา่ 60B3 เน่ืองจากความแตกตา่งระหวา่งองค์ประกอบไขมนัท่ีเย่ือหุ้ม

เซลล์ของยีสต์สองชนิด โดยพบวา่ปริมาณไขมนัรวมและสเตอรอลใกล้เคยีงกนั แตป่ริมาณ 
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ฟอสโฟลิปิด, นิวทรัลลิพิด และอตัราสว่นระหวา่งสเตอรอลและฟอสโฟลิพิดมีความแตกตา่งกนั 

โดยสเตอรอลจะลดคณุสมบตัิ fluidity ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ ดงันัน้อตัราสว่นโดยโมลระหวา่งสเตอรอลตอ่

ฟอสโฟลิพิดท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ เป็นปัจจยัส าคญัในการพิจารณาคณุสมบตัิ fluidity โดยพบวา่

อตัราสว่นโดยโมลระหวา่งสเตอรอลตอ่ฟอสโฟลิพิดท่ีเย่ือหุ้มเซลล์เพ่ิมขึน้ท าให้คณุสมบตัิ fluidity ท่ี

เย่ือหุ้มเซลล์ลดลง จากการศกึษาพบวา่ D2-4  มีอตัราสว่นโดยโมลระหวา่งสเตอรอลตอ่ 

ฟอสโฟลิพิดท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ มากกวา่ 1.7 เท่าของ 60B3 ท าให้ D2-4 ทนการแช่แขง็ดีกวา่ ดงันัน้

ปริมาณสเตอรอลท่ีเพ่ิมท าให้อตัราสว่นโดยโมลระหวา่งสเตอรอลตอ่ฟอสโฟลิพิดท่ีเย่ือหุ้มเซลล์

เพ่ิมขึน้ และคณุสมบตัิ fluidity ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ลดลง 

Calcott และ Antohony (1982) ศกึษาการอตัราการอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ของ  

S. cerevisiae โดยเติมแคมเปสเตอรอล, โคเลสเตอรอล, เออร์โกสเตอรอลและสติกมาสเตอรอล 

ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ และน าไปแช่แขง็พบวา่ ยีสต์ท่ีเตมิสติกมาสเตอรอลมีอตัราการอยู่รอดหลงั

การแช่แขง็สงูสดุ และรองลงมาได้แก่ เออร์โกสเตอรอล, แคมเปสเตอรอลและโคเลสเตอรอล

ตามล าดบั โดยพบปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งไขมนัไมอ่ิ่มตวับริเวณสายโซ่ข้างของสเตอรอลกบัเมทิลีน

กรุ๊ปบริเวณฟอสโฟลิปิดท าให้เย่ือหุ้มเซลล์มคีวามแน่นขึน้และช่วยป้องกนัการบาดเจบ็ระหวา่งการ

แช่แช็งได้ และพบวา่บริเวณสายโซ่ข้างของสติกมาสเตอรอลมีหมูเ่อทิล ซึ่งมีขนาดใหญ่ ท าให้เย่ือ

หุ้มเซลล์มีความแน่นมากกวา่สายโซ่ข้างท่ีมีหมูฟั่งก์ชนัเป็นเมทิล (เออร์โกสเตอรอล) และไมม่ีหมู่

ฟังก์ชนัท่ีสายโซ่ข้าง (โคเลสเตอรอล, แคมเปสเตอรอล) 

นอกจากนี ้Bostian และ Gilliland (1981) ศกึษาเปอร์เซนต์การอดชีวิตของ K. fragilis 

หลงัแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -19 ℃ กบัองค์ประกอบของกรดไขมนัของเซลล์ โดยศกึษาองคป์ระกอบ

ไขมนัของ K. fragilis 8 สายพนัธุ์กบัเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ พบวา่เปอร์เซนตก์ารอยู่

รอดหลงัแช่แขง็แปรผนัตามปริมาณกรดไขมนัโดเดคคาโนอิคท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ 

2.4.2 ผลของอัตราเร็วในการแช่แขง็ต่อการอยู่รอดของเซลล์ 

อตัราเร็วในการแช่แขง็จดัเป็นอีกปัจจยัท่ีใช้พิจารณาอตัราการอยู่รอดของเซลล์ซึ่งอตัราเร็ว

ในการแช่แขง็ท่ีต ่าและสงูเกินไปท าให้เซลล์เกิดการบาดเจบ็ได้ โดย Mazur (1977) ศกึษาอตัราเร็ว

ในการแช่แขง็ตอ่เปอร์เซนต์การอยู่รอดของเซลล์ไขกระดกูหน,ู ยีสต์และเซลล์เมด็เลือดแดงมนษุย์ 
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พบวา่กราฟท่ีได้มีลกัษณะเป็นกราฟรูปตวัยคูว ่า โดยอตัราเร็วท่ีท าให้เซลล์ไขกระดกูหน,ู ยีสต์และ

เซลล์เมด็เลือดแดงมนษุย์ มีเปอร์เซนต์การอยู่รอดสงูสดุอยู่ท่ี 1.6, 7 และ 200 ℃/min ตามล าดบั 

นอกจากนี ้ Mcgrath, Cravalho และ Huggins (1975) ศกึษาอตัราเร็วในการแช่แขง็ตอ่

ร้อยละการอยู่รอดของเซลล์ S. cerevisiae พบวา่มีอตัราการรอดสงูสดุเมื่อแช่แขง็ด้วยอตัราเร็ว 7 

℃/min และท่ีอตัราเร็วท่ีต ่าและสงูกวา่ 7 ℃/min มีอตัราการอยู่รอดของเซลล์ลดลง (รูปท่ี 2.4) 

ขณะแช่แขง็ ผลกึน า้แขง็จะเร่ิมเกิดด้านนอกของเซลล์ โดยท่ีภายในเซลล์ยงัไมม่ีผลกึน า้แขง็ 

เน่ืองจากเย่ือหุ้มเซลล์ท าหน้าท่ีป้องกนัการเกิดผลกึน า้แขง็ภายในเย่ือหุ้มเซลล์ (Mazur, 1965) 

กรณีอตัราเร็วในการแช่แขง็ช้าน า้ท่ีอยู่ภายในเซลล์จะแพร่ออกนอกเซลล์ เน่ืองจากความแตกตา่ง

ของความเข้มข้นภายในและภายนอกเซลล์ เพ่ือรักษาศกัย์สมดลุเคมีของเซลล์ ผลท่ีเกิดขึน้คือ 

เซลล์จะสญูเสียน า้และไมเ่กิดผลกึน า้แขง็ภายในเซลล์ แตก่รณีอตัราเร็วการแช่แขง็ของเซลล์เร็ว น า้

ภายในเซลล์ไมส่ามารถแพร่ออกมาได้ทนั  ท าให้เซลล์เกิดการเยน็ตวัอย่างย่ิงยวดและเกิดผลกึ

น า้แขง็ขึน้ภายในเซลล์(รูปท่ี 2.4) 

  

 

 

 

 

รูปท่ี 2.4  อตัราเร็วในการแช่แขง็ตอ่เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดของ S. cerevisiae (ท่ีมา Mazur, 1965) 

Dumont และ คณะ (2003) ศกึษาปัจจยัในการรอดชีวิตของเซลล์หลงัแช่แขง็ท่ีอตัราเร็วแช่

แขง็ตา่งๆ โดย ศกึษากบัเซลล์ 5 ชนิด ได้แก่ S. cerevisiae, Candida utilis, Escherichia coli, 

Lactobacillus plantarum และ เซลล์ลคูีเมียของมนษุย์ โดยแปรอตัราเร็วในการแช่แขง็ 5 ระดบั 

ได้แก่ 5, 180, 250, 5,000 และ 30,000 ℃/min พบวา่เซลล์ท่ีแช่แขง็ท่ีอตัราเร็ว 5 ℃ /min มี
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เปอร์เซนต์อยู่รอดหลงัการแช่แขง็สงูกวา่ท่ี 180, 250 ℃/min แตท่ี่อตัราเร็วในการแช่แขง็ 5,000 

และ 30,000 ℃/min เซลล์จะมีเปอร์เซนต์อยู่รอดท่ีกลบัมาสงูขึน้  ยกเว้นกรณีของ L. plantarum ท่ี

มีเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ท่ีสงูในทกุอตัราเร็วการแช่แขง็ (รูปท่ี 2.5)  

เน่ืองจากถ้าอตัราการเคลื่อนท่ีของน า้ท่ีออกจากเซลล์เร็วกวา่การเปลี่ยนแปลงของ

อณุหภมูิจะไมเ่กิดผลกึน า้แขง็ขึน้ภายในเซลล์ท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอดของเซลล์สงู แตถ้่าการ

เคลื่อนท่ีของน า้เท่ากบัการเปลี่ยนแปลงของอณุหภมูิ อตัราเร็วในการแช่แขง็จะสง่ผลให้น า้ท่ีอยู่

ภายในเซลล์เกิดผลกึน า้แขง็ขึน้สง่ผลท าให้เซลล์เกิดการบาดเจ็บและตายได้  แตท่ี่อตัราเร็วในการ

แช่แขง็เร็วมาก  (5,000 และ 30,000 ℃/min) (รูปท่ี 2.5) (Dumon และคณะ, 2003) เซลล์มี

เปอร์เซนตก์ารรอดชีวิตหลงัการแช่แขง็สงูเพราะวา่ การเกิดผลกึน า้แขง็ขนาดเลก็จะไมเ่ป็นอนัตราย

กบัเซลล์ (Mazur, 1966)  นอกจากนีปั้จจยัท่ีเก่ียวข้องกบัการรอดชีวิตของเซลล์หลงัการแช่แขง็คือ 

อตัราสว่นระหวา่งพืน้ท่ีผิวตอ่ปริมาตรเซลล์ (S/V) ดงันัน้ถ้าเซลล์มีขนาดใหญ่รัศมีของเซลล์มาก 

S/V จะต ่า และพบวา่ถ้า S/V สงู การถ่ายเทความร้อนและน า้จะดกีวา่เซลล์ท่ีมี S/V ต ่า คา่ S/V 

ของ S. cerevisiae, Candida utilis, Escherichia coli, Lactobacillus plantarum และ เซลล์ลคูี

เมียของมนษุย์ เท่ากบั 0.7, 0.75, 3.3, 3.7 และ 0.6 จึงเห็นได้วา่ L. plantarum มีร้อยละการอยู่

รอดหลงัการแช่แขง็ท่ีสงู ในขณะท่ี เซลล์ลคูเีมียมีเปอร์เซนต์การอยู่รอดท่ีต ่า (Dumont และคณะ, 

2003) 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.5  ร้อยละของการอยู่รอดของเซลล์ท่ีอตัราเร็วในการแช่แขง็ตา่งๆ  , C. utilis ; *, K562; 

x, S. cerevisiae;  ,     , L. plantarum ;     , E. coli ท่ีมา : (Dumon และคณะ, 2003) 
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2.5 การเกบ็รักษายสีต์ด้วยวธีิแช่แขง็ 

 วตัถปุระสงคใ์นการเก็บรกัษายีสตเ์พ่ือเก็บไว้ส าหรับศกึษาหรือใช้เป็นกล้าเชือ้ใน

อตุสาหกรรม และในการเกบ็รักษายีสต์นัน้เป็นขัน้ตอนท่ีมคีวามส าคญัเน่ืองจากเซลล์จะตายหรือ

สญูเสียลกัษณะบางประการเมื่อเก็บไว้ในสภาวะท่ีไมเ่หมาะสม โดยเป้าหมายท่ีส าคญัในการเก็บ

รักษาเซลล์คือให้เซลล์มีชีวิตนานท่ีสดุและการเปลีย่นแปลงทางกายภาพ ชีวภาพและพนัธกุรรม

น้อยท่ีสดุ ซึง่วิธีท่ีง่ายและนิยมท าคือการถ่ายเชือ้ (subculturing) จากอาหารเลีย้งเชือ้หนึ่งไปยงั

อาหารเลีย้งเชือ้ใหม ่แตข้่อเสียของวิธีนีค้ือ เมื่อเกบ็ไว้ในระยะเวลานาน อาหารเลีย้งเชือ้จะแห้งและ

หมดไป และอาจเกิดการผนัแปรของเชือ้เมื่อมีการถ่ายเชือ้ไปยงัอาหารเลีย้งเชือ้ใหม ่(วนัเชิญ และ

คณะ, 2540) ดงันัน้มีผู้ปรับปรุงวิธีการหรือคิดค้นวิธีการอ่ืนๆเพ่ือท าให้เก็บเชือ้ได้นานขึน้ มีความ

สมบรูณ์และเกิดการเปลี่ยนแปลงน้อย ซึ่งวิธีการเก็บเชือ้นัน้มีอยู่หลายวิธีขึน้กบัวตัถปุระสงค์และ

ความจ าเป็นของสถานการณ์ ซึ่งวิธีการเกบ็แช่แขง็ (freezing) เป็นวิธีหนึ่งท่ีท าให้เชือ้ท่ีเก็บไว้มี

ความคงตวัสงูและจ านวนเซลล์มีชีวิตอยู่รอดมาก 

 การเก็บเซลล์ด้วยวิธีแช่แขง็เป็นวิธีท่ีท าให้เซลล์หยดุกิจกรรมตา่งๆเน่ืองจากน า้ภายในและ

ภายนอกเซลล์กลายเป็นน า้แขง็ ท าให้เซลล์รอดชีวิตอยู่ได้นานและไมเ่กิดการเปลี่ยนแปลงทาง

พนัธกุรรม ซึ่งในระหวา่งการเก็บแช่แขง็เซลล์บางสว่นจะเกิดการบาดเจ็บเน่ืองจากการเกิดผลกึ

น า้แขง็ขึน้ในเซลล์ หรือการเกิดแรงดนัออสโมซิสระหวา่งภายในและภายนอกเซลล์ การป้องกนัเพ่ือ

ลดการบาดเจ็บของเซลล์สามารถท าได้โดย การใช้สารป้องกนัความเย็น เชน่ กลีเซอรอล, การใช้

ยีสต์ท่ีมีอายเุหมาะสม, การควบคมุอตัราเร็วในการแช่แขง็และอตัราการละลายน า้แขง็ระหวา่งการ

น าเซลล์กลบัมาใช้งาน โดยพบวา่การเก็บยีสต์ท่ีอณุหภมูิ -196 ℃  ยีสต์มีการรอดชีวิตท่ีสงู  

(Abadias และคณะ, 2001) และพบวา่การเก็บแช่แขง็ยีสต์ท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ -70 ℃ ไมเ่หมาะสม

ในการเก็บรักษาเซลล์ เน่ืองจากมี free water ในเซลล์ และ free water มีกิจกรรมทางกายภาพ

และเคมีอยู่ซึง่เป็นสาเหตทุ าให้ DNA ของเซลล์เสียหายและ การรอดชีวิตระหวา่งการแช่แขง็ลดลง

อย่างรวดเร็ว โดยการเก็บแช่แขง็เซลล์ท่ีอณุหภมูิ -80 ℃ เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการเก็บแช่แขง็

เซลล์ (Spring, 2006) 
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ส าหรับอายขุองการเกบ็ด้วยวิธีแช่แขง็ไมม่กีารระบอุย่างแน่ชดั โดยท่ี NCYC ประเทศ
องักฤษ พบวา่ความมชีีวิตไมล่ดลงเมื่อเก็บนาน 26 เดือน และในบางสายพนัธุ์เก็บได้นานถึง 4 ปี 
โดยพบวา่วิธีนีใ้ช้ได้กบัยีสต์เกือบทกุสกลุและมีระดบัการรอดชีวิตโดยเฉล่ียทนัทีหลงัการแช่แขง็สงู
กวา่ 60% เช่น Saccharomyces ประมาณ 65% และส าหรับ Candida ประมาณ 73% (Henry 
และ Kirsop, 1989)  

ส าหรับการเก็บแช่แขง็สารท่ีนิยมใช้เป็นสารป้องกนัความเย็น เช่น กลเีซอรอล (5, 10 และ 
20 %) ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) (10%) เอทิลแอลกฮออล์และ YM broth เชน่ Henry และ 
Kirsop (1989) ศกึษาการเก็บแช่แขง็ยีสตใ์นหลอดโพลีโพรพีลีนโดยใช้กลเีซอรอล 10% เป็นสาร
ป้องกนัความเย็น นอกจากนี ้ Morris, Coulson และ Clake (1988) ศกึษาผลการอยู่รอดของ  
S. cerevisiae ท่ีแช่แขง็ในสารละลาย NaCl ท่ีความเข้มข้นตา่งกนั พบวา่ เมื่อแช่แขง็เซลล์ท่ี
อณุหภมูิ -15 ℃ ในสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.1, 0.3 และ 0.5 M มีเปอร์เซนตก์ารอยู่รอด
หลงัการแช่แขง็ 78, 61 และ 68% ตามล าดบั 
 นอกจากการเกบ็รักษารักษายีสต์ด้วยวิธีแช่แขง็ในรูปของหวัเชือ้ ยงัมกีารเก็บแช่แขง็ยีสต์ท่ี

อยู่ในผลิตภณัฑ์ เช่น Meziani และคณะ (2012) ศกึษาผลของการแช่แขง็ตอ่ความสามารถในการ

หมกัของ S. cerevisiae ในโดเมื่อเกบ็แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิตา่ง



บทท่ี 3 

วธีิการทดลอง 

ในงานวิจยันีม้ีอปุกรณ์, สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง และวิธีการทดลองดงันี ้

3.1 อุปกรณ์ 

3.1.1 กล้องจลุทรรศน์ (Trinocular phase contrast microscope)   บริษัท Olympus   

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.2 เคร่ืองเขย่า (shaker) บริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรฐัอเมริกา 

3.1.3 เคร่ืองเขย่า (shaker) รุ่น 2000 บริษัท New Brunswick Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3.1.4 เคร่ืองวดัความเป็นกรด – เบส (pH meter) รุ่น 1000   บริษัท Cyberscan ประเทศ

สิงค์โปร์ 

3.1.5 เคร่ืองชัง่แบบละเอียด (electronic balance) รุ่น ML204 บริษัท Mettler Toledo 

ประเทศไทย 

3.1.6 เคร่ืองชัง่แบบหยาบ (electronic balance) รุ่น ML1602 บริษัท Mettler Toledo 

ประเทศไทย 

3.1.7 เคร่ือง Differential Scanning Calorimeter (DSC) รุ่น Diamond บริษัท Perkin 

Elmer ประเทศสหรฐัอเมริกา 

3.1.8 เคร่ืองท าความเยน็ (cooling bath) รุ่น HMT 200 บริษัท Heto ประเทศญ่ีปุ่ น 

3.1.9   เคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) รุ่น 5310 บริษัท Kubota ประเทศญ่ีปุ่ น 

3.1.10 เคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) รุ่น 22R บริษัท Hettich zentrifugen 

3.1.11 ตู้บ่มเชือ้ควบคมุอณุหภมูิ (incubator)  บริษัท WTB binder ประเทศเยอรมนั 

3.1.12 ตู้แชเ่ย็น -10 ℃ (refrigerator) บริษัท Sanyo ประเทศญ่ีปุ่ น 

3.1.13 ตู้แช่แขง็อณุหภมูิ -20 ℃ (temperature freezer) บริษัท Toshiba ประเทศญ่ีปุ่ น 
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3.1.14 ตู้แช่แขง็อณุหภมูิ -30 ℃ (temperature freezer) บริษัท Toshiba ประเทศญ่ีปุ่ น 

3.1.15 ตู้แช่แขง็อณุหภมูิ -40 ℃ (ultra low temperature freezer) บริษัท New 

Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.16 ตู้แช่แขง็อณุหภมูิ -60 ℃ (ultra low temperature freezer) บริษัท New 

Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.17 ตู้แช่แขง็อณุหภมูิ -80 ℃ (ultra low temperature freezer) บริษัท New 

Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.18 เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) รุ่น 1100 series บริษัท 

Agilent ประเทศองักฤษ 

3.1.19 หม้อนึ่งอดัไอน า้ (autoclave) รุ่น sx-700 บริษัท Meditop ประเทศไทย 

3.1.20 เคร่ืองเขย่าสาร   (vortex mixer) รุ่น genie2 บริษัท Scientific Industries 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.20 อา่งควบคมุอณุหภมูิ (water bath) บริษัท Scientific Industries ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3.2 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 

3.2.1 สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 

3.2.2 สติกมาสเตอรอล (Stigmasterol) บริษัท Sigma ประเทศมาเลเซีย 

3.2.3 น า้ตาลเดกโตส (Dextrose) บริษัท Britania ประเทศอาร์เจนตนิา 

3.2.4 น า้ตาลแลคโตส (Dextrose) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 

3.2.5 เปปโตน (Peptone) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 

3.2.6 สารสกดัมอลต์ (Malt extract) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 

3.2.7 เอทานอล (Ethanol) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนั     
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3.2.8 เมทานอล (Methanol) บริษัท fisher sciencetific ประเทศฟินแลนด ์

3.2.9 Ortho-Nitrophenyl-β-galactosidase (ONPG) บริษัท Sigma ประเทศมาเลเซีย 

3.2.10 คลอโรฟอร์ม (Cholroform) บริษัท Analar ประเทศองักฤษ 

3.2.11 Sodium dodecyl sulfate (SDS) บริษัท Ajax finechem ประเทศออสเตรเลีย 

3.2.12 Na2HPO4 บริษัท Ajax finechem ประเทศออสเตรเลีย 

3.2.13 NaH2PO4.7H2O บริษัท Ajax finechem ประเทศออสเตรเลีย 

 3.2.14 KCl บริษัท Ajax finechem ประเทศออสเตรเลีย 

 3.2.15 MgSO4.7H2O บริษัท Ajax finechem ประเทศออสเตรเลยี 

 3.2.16 β-merceptoethanol บริษัท Sigma ประเทศมาเลเซีย 

3.2.17 Na2CO3 บริษัท Ajax finechem ประเทศออสเตรเลีย 

3.3 เชือ้จุลินทรีย์ การเกบ็รักษาและการเลีย้งจุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดลอง 

3.3.1 เชือ้จลุินทรีย์ 

เชือ้ท่ีใช้ในการทดลองคือเชือ้ยีสต์ Kluyveromyces marxianus UBU 1-11 ท่ีได้รับความ

อนเุคราะห์จาก ผศ.ดร. ชริดา ปกุหตุ จากภาควิชาวิทยาศาสตร์ชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี 

3.3.2 การเก็บรักษายีสต ์

ถ่าย (transfer) K. marxianus ท่ีใช้ในการทดลองโดยใช้เขม็เช่ียเชือ้ (loop) ลาก (steak) 

ลงบนอาหารแขง็ Potato Dextrose Agar (PDA) ลาดเอียง (agar slant) บ่มเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 37 ℃ 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และตอ่เชือ้ทกุ 10 วนั 
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3.3.3 การเตรียม active yeast culture 

  เขี่ยเชือ้จากอาหารแขง็ PDA ลาดเอียง 1 loop ใสล่งในอาหารเหลว  Yeast Malt 

extract broth (YM broth) น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่า (shaker) เขย่าด้วยความเร็วรอบ 061  รอบตอ่

นาที (rpm) เป็นเวลา 22 ชัว่โมง 

3.4 วธีิด าเนินงานวจิยั 

3.4.1 การตรวจสอบความถกูต้อง (Validation) การนบัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี Methylene 

blue staining เทียบกบัวิธี total plate count  

เตรียมสารละลายยีสต์ให้มีจ านวนเซลล์ 106, 107และ 108 cells/mL โดย ปิเปต active 

yeast  culture จากข้อ 3.3.3 ร้อยละ 1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ลงในขวดรูปชมพูป่ริมาตร  250 

มิลลิลิตร ท่ีบรรจอุาหารเหลว YM broth ปริมาตร 100 มลิลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่า ความเร็ว

รอบ 160 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 22 ชัว่โมง จะได้จ านวนเซลล์อยู่ในช่วง 108 cells/mL และ เจือจาง

(dilute) ด้วย 0.85% NaCl จะได้จ านวนเซลล์ 106, 107 cells/mL จากนัน้นบัจ านวนเซลล์มีชีวิต

ด้วยวิธีนบัจ านวนเซลล์ทัง้หมด (Total plate count) เทียบกบัวิธี Methylene Blue Staining 

(MBS) โดยเตรียมร้อยละ 0.025 เมทิลีนบลใูนสารละลายริงเจอร์ (น า้หนกัตอ่ปริมาตร) จากนัน้ 

ปิเปตตวัอย่างเซลล์ปริมาตร 900 ไมโครลิตรและเติม methylene blue ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากนั จากนัน้หยดลง haemacytometer  ท่ีสะอาด วาง cover slip โดยไมใ่ห้มี

ฟองอากาศ น าไปนบัจ านวนเซลล์ยีสต์ด้วยกล้องจลุทรรศน์ก าลงัขยาย 20 เท่า ปรับโฟกสัให้เหน็

ตารางทัง้หมด 25 ช่อง ซึ่งใน 1 ช่องจะมีตารางเลก็ 16 ช่อง และนบัจ านวนเซลล์ 5 ช่องจากทัง้หมด 

25 ช่อง โดยนบับริเวณมมุทัง้ 4 ด้านและตรงกลางอีก 1 ชอ่ง ถ้าหากมีเซลล์ยีสต์อยูท่บัเส้นระหวา่ง

ช่องให้นบัเซลล์ทกุเซลล์ท่ีทบัอยู่บนเส้นด้านซ้ายและด้านบน และไมน่บัเซลล์ยีสต์ท่ีทบัเส้นด้านขวา

และด้านลา่งของสี่เหลีย่ม และนบัจ านวนเซลล์ยีสตใ์สซึง่หมายถึงเซลล์ท่ีมีชีวิต และไมน่บัเซลล์ท่ี

ติดสีฟ้าหมายถงึเซลล์ตาย (รูปท่ี 3.1) และค านวณจ านวนเซลล์มีชีวิตในหน่วย cells/mL ด้วยสตูร  

A x 5 x 104x dilution factor  โดย A คือจ านวนเซลล์ท่ีนบัได้ใน 5 ช่อง และวิเคราะห์ความ

แตกตา่งของสองวิธีด้วย t-test จ านวน 3 ซ า้ 
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รูปท่ี 3.1 เซลล์ K. marxianus ท่ีผา่นการติดสีด้วยเมทิลีนบล ูประกอบด้วย 

                               เซลล์มีชีวิต (สีใส)และ เซลล์ตาย (สฟ้ีา) 

3.4.2 การศกึษาผลของสติกมาสเตอรอลตอ่การเจริญและการน าเข้าเซลล์ของ 

K. marxianus  

3.4.2.1 ศกึษาผลของปริมาณสติกมาสเตอรอลในอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่การเจริญ

ของ K. marxianus  

ปิเปต active yeast culture จากข้อ 3.3.3 ร้อยละ 1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ลงในขวดรูป

ชมพู่ปริมาตร  250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจอุาหารเหลว YM broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเติม 

สติกมาสเตอรอลปริมาณ 0, 1, 3, 5, 7 และ 9 mg/L น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่า ด้วยความเร็วรอบ 

160 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 22 ชัว่โมง จากนัน้นบัจ านวนเซลล์มชีีวิตด้วยวิธี Methylene Blue 

Staining (MBS) ตามวิธีวิเคราะห์ 3.4.1  โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 

Design (CRD) จ านวน 3 ซ า้ 

3.4.2.2 ศกึษาผลของสติกมาสเตอรอลในอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่การเข้าสูเ่ซลล์ 

 K. marxianus 

เตรียมตวัอย่างเชือ้ตามข้อ 3.4.2.1 จากนัน้ท าการวิเคราะห์ปริมาณสตกิมาสเตอรอลโดย

ดดัแปลงวิธีของ Letter (1966)  โดยป่ันเก็บเซลล์ด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็วรอบ 8,000 rpm

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 01   นาที ล้างเซลล์ 2 ครัง้ ท าให้เซลล์แตกโดยใช้เมด็แก้ว

ขนาด 0.45 มิลลิเมตรจ านวน 10 กรัมใสล่งในสารละลายยีสต์ท่ีเติมน า้ 10 มิลลิลิตรในหลอดขนาด 

50 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเคร่ือง vortex เป็นเวลา 15 วินาที จากนัน้แชใ่นน า้แขง็ 15 วินาที ท า 2 ครัง้ 
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และท าเชน่เดียวกนัแตเ่พ่ิมเวลาเป็น 30 วินาที จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้ป่ันเก็บเซลล์ด้วยเคร่ืองหมนุ

เหว่ียงความเร็วรอบ 6,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสว่นใสทิง้ 

สกดัสเตอรอลตามวิธีของ Bligh และ Dryer (1959) โดยเติมคลอโรฟอร์ม : เมทานอล ปริมาตร 1 : 

2 เขย่าให้เข้ากนั จากนัน้เติมคลอโรฟอร์ม เขย่า 1 สว่น ผสมให้เข้ากนัและเติมน า้ 1 สว่น น าไปป่ัน

เหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 1,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 5 นาที ดดูชัน้ลา่งซึง่เป็นชัน้ของคลอโรฟอร์ม

น ามาวิเคราะห์หาปริมาณสตกิมาสเตอรอลด้วย HPLC (Saynajoki และคณะ, 2003) วางแผนการ

ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จ านวน 3 ซ า้ 

สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ HPLC  

ชนิดคอลมัน์ Eclipse C-8 5 ไมโครเมตร 

Mobile phase เมทานอล : น า้ (95:5) 

Flow rate 10 mL/min 

Detector DAD ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 

3.4.3 การศกึษาผลของปริมาณสตกิมาสเตอรอลและอณุหภมูิแช่แขง็ตอ่เปอร์เซนต์การอยู่

รอดของ K. marxianus (Dumont, 2003) 

               เตรียมตวัอย่างเชือ้ตามข้อ 3.4.2.1 โดยแปรปริมาณสติกมาสเตอรอลใน YM broth 

เท่ากบั 0, 5, 7, และ 9 mg/L และส าหรับเซลล์ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 0.04  mg/g cell  เตรียมได้ 

จากปิเปต active yeast  culture จากข้อ 3.3.3 ร้อยละ 1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ลงในขวดรูปชมพู่

ปริมาตร  250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจอุาหารเหลว YM broth ปริมาตร 100 mL น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่า 

)aesats(  ความเร็วรอบ 160 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชัว่โมงจากนัน้เติมสติกมาสเตอรอลปลอด

เชือ้ 5 mg/L แล้วน าไปบ่มตอ่ให้ครบ 22 ชัว่โมง เมื่อครบก าหนดป่ันเกบ็เซลล์ด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียง

ความเร็วรอบ 8,000 rpm อณุหภมูิ 4 ℃ เป็นเวลา 10 นาที เทสว่นใสทิง้ ล้างเซลล์ด้วย 0.85 % 

NaCl 2 ครัง้ จากนัน้เติม 0.85 % NaCl ให้มีปริมาตรเทา่เดิม เขย่าให้เข้ากนั จากนัน้แช่แขง็ด้วย

เคร่ืองท าความเย็น (cooling bath) โดยใช้เอทานอลเป็นสารให้ความเย็น โดยแช่สารแขวนลอย

เซลล์ท่ีอณุหภมูิ -10,– 20 และ -30 ℃ จนสารแขวนลอยเซลล์มีอณุหภมูิเท่ากบัอณุหภมูิท่ีก าหนด 
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จากนัน้ละลายน า้แขง็ด้วยอา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ ( water bath) ท่ีอณุหภมูิ 37 ℃ และน ามาหา

ผลตา่งระหวา่งจ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตก่อนและหลงัการแชแ่ขง็ด้วยวิธี Methylene Blue Staining 

(MBS) ตามข้อ 3.4.1 โดยวางแผนการทดลองแบบ 3 x 5 Factorial in Completely Randomized 

Design (CRD) จ านวน 3 ซ า้ 

3.4.4 การศกึษาผลของอตัราเร็วในการแช่แขง็ตอ่เปอร์เซนต์การอยู่รอดของ   

K. marxianus ท่ีมีและไมม่ีสติกมาสเตอรอล  

เตรียมตวัอย่างเซลล์ท่ีไมเ่ติมสติกมาสเตอรอลและเติมสตกิมาสเตอรอล 5 mg/L ใน YM 

broth ตามข้อ 3.4.2.  และป่ันเก็บเซลล์ตามข้อ 3.4.3 จากนัน้ปิเปตสารละลายยีสต์ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงในอลมูเินียมแพน ซีลปิดและน าไปแช่แขง็ด้วยเคร่ือง DSC โดยตัง้อณุหภมูิเร่ิมต้น 30 

℃ แช่แขง็จนมีอณุหภมูิสดุท้ายเป็น -20 ℃ โดยแปรอตัราเร็วเป็น 1, 7, 10, 20  และ 40 ℃/min 

และละลายน า้แขง็ด้วยอตัราเร็ว 7 ℃/min จากนัน้หาผลตา่งระหวา่งจ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตก่อน

และหลงัการแช่แขง็ด้วยวิธี Methylene Blue Staining (MBS) ตามข้อ 3.4.1 โดยวางแผนการ

ทดลองแบบ 2 x 5 Factorial in Completely Randomized Design (CRD) จ านวน 3 ซ า้ 

3.4.5 การศกึษาผลของอณุหภมูิของการเก็บแช่แขง็ตอ่ K. marxianus ท่ีมีและไมม่ ี

สติกมาสเตอรอล  

เตรียมตวัอย่างเซลล์ท่ีไมเ่ติมสติกมาสเตอรอลและเติมสตกิมาสเตอรอล ตามข้อ 3.4.4  

ปิเปตสารละลายยีสต์ปริมาตร 1.5 mL ลงในหลอด Eppendorf ขนาด 2 mL จากนัน้แช่แขง็ด้วย

เคร่ืองท าความเย็น (cooling bath) ท่ี -30 ℃ จนสารแขวนลอยเซลล์มีอณุหภมูิท่ีก าหนด จากนัน้

น าไปเก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -10, -20, -30, -40, -60 และ -80 ℃ จ านวน 6 สปัดาห์และ 

หาผลตา่งระหวา่งจ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตก่อนและหลงัการแช่แขง็ด้วยวิธี Methylene Blue 

Staining (MBS) ตามข้อ 3.4.1 โดยนบัจ านวนเซลล์สปัดาห์ท่ี 1-2  สปัดาห์ละ 2 ครัง้และตัง้แต่

สปัดาห์ท่ี 3-6 นบัจ านวนเซลล์อาทิตย์ละ 1 ครัง้ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 

Randomized Design (CRD) จ านวน 3 ซ า้ 
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3.4.6 การศกึษาผลของสติกมาสเตอรอลและการแช่แขง็ตอ่กิจกรรมของเอนไซม์เบตากา

แลตโตซิเดสของ K. marxianus 

เตรียมตวัอย่างตามข้อ 3.4.4 โดยเปลี่ยนอาหารเลีย้งเชือ้จาก YM broth เป็น สารสกดั

ยีสต์และน า้ตาลแลคโตส จากนัน้เก็บเซลล์และแช่แขง็ท่ี -20 ℃ ตามข้อ 3.4.3 และหากิจกรรมของ

เอนไซม์เบตากาแลตโตสเิดสของ K. marxianus ท่ีไมม่ีและมีสติกมาสเตอรอล ของตวัอย่างก่อน

และหลงัการแช่แขง็ และตวัอย่างหลงัการแช่แขง็ท่ีน าไปเจริญในอาหารเลีย้งเชือ้ 22 ชัว่โมง ตามวิธี

ของ Miller (1972)  โดยปิเปตสารละลายเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิตรลงในหลอด Eppendorf น าไป

ป่ันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 14,000 rpm อณุหภมูิ 4 ℃ 30 วินาที เทสว่นใสทิง้ เติม Z-buffer 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนั จากนัน้เติม 0.1% SDS 50 ไมโครลิตร เขย่าด้วยเคร่ือง

เขย่า 15 วินาที ตามด้วยคลอโรฟอร์ม 50 ไมโครลิตร เขยา่ด้วยเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 15 วินาที เติม 

Ortho-Nitrophenyl-β-galactosidase (ONPG) (4mg/mL) ทิง้ไว้เป็นเวลา 15 นาที และหยดุ

ปฎิกิริยาด้วย 1 M ของ Na2CO3 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงตกตะกอนเซลล์

ความเร็วรอบ 14,000 rpm อณุหภมูิ 4 ℃ เป็นเวลา 30 วินาที น าสว่นใสไปวดัคา่ OD ท่ีความยาว

คลื่น 420 นาโนเมตร และวดัคา่ OD ของเซลล์ยีสต์ท่ีใช้ในการหากิจกรรมของเบตากาแลคโตสเิดส

ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Miller, 1972) จากนัน้ค านวณหากิจกรรมของเอนไซม์จากสตูร  

                 

  Unit ของ เบตากาแลคโตสิเดส   =     

  V คือ ปริมาตรของเซลล์ (mL) 

  t คือ เวลาท่ีใช้ในการบ่ม (นาที)



บทท่ี 4 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การตรวจสอบความถูกต้อง (Validation) การนับจ านวนเซลล์ วธีิ Methylene Blue  

     Staining เทียบกับวธีิ Total plate count  

จากการทดลองพบวา่เมื่อแปรปริมาณเซลล์ในระดบั 6-8 log10cells/mL แล้วน าไปนบั

จ านวนเซลล์ด้วยวิธี Methylene blue staining (MBS) เทียบกบัวิธี total plate count (TPC) 

พบวา่ไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p > 0.05)  (ตารางท่ี 4.1) และเมื่อเขียนกราฟระหวา่ง

จ านวนเซลล์เมื่อนบัด้วยวิธี MBS เทียบกบัวิธี TPC พบวา่มีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรง โดยมีคา่ r 

เท่ากบั 0.9758 ซึ่งคา่ r มีคา่เป็นบวกแสดงวา่ถ้าจ านวนเซลล์ท่ีนบัด้วยวิธี MBS เพ่ิม จ านวนเซลล์ท่ี

นบัด้วยวิธี TPC เพ่ิมตาม และถ้าจ านวนเซลล์ท่ีนบัด้วยวิธี MBS ลด จ านวนเซลล์ท่ีนบัด้วยวิธี TPC 

ลดลงด้วย (รูปท่ี 4.1) 

 

 

ตารางท่ี 4.1 จ านวนเซลล์ K. marxianus ระดบัตา่งๆ เมื่อนบัเซลล์ด้วยวิธี Total plate count agar   

                  (TPC) เทียบกบัวิธี Methylene blue staining (MBS) 

จ านวนเซลล์ 

(cell/mL) 

วิธี จ านวนเซลล์ท่ีนบัได้ (log10 cell/mL) 

106 MBS 6.11 6.23 6.34 

TPC 6.33 6.17 6.17 

107 MBS 7.30 7.00 7.20 

TPC 7.12 7.04 7.05 

108 MBS 7.95 7.98 8.00 

TPC 8.11 8.27 7.90 
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รูปท่ี 4.1 เปรียบเทียบการนบัจ านวนเซลล์ K. marxianus (log10cells/mL) ระหวา่ง วิธี TPC และ 

 วิธี MBS 

ซึ่งสอดคล้องกบั Lee, Robinson และ Wang (1981) ศกึษาวิธีการหาจ านวนเซลล์ S. 

cereviasiae ท่ีมีชีวิตโดยใช้วิธี MBS และวิธี McDonald’s (ส าหรับวิธีของ McDonald’s คือการ

เปลี่ยนสารละลายท่ีใช้ในวิธี MBS จากเมทิลีนบลเูป็น Wolford stain โดยใช้สารละลาย A 

(น า้มนัอะนิลนี 3 mL +         เอทานอล 95% 10 mL + HCl 1.5 mL + เมทิลีนบลท่ีูละลายในแอ

ลกฮออล์ 30 mL + น า้กลัน่  55.5 mL) 10 mL ผสมกบัสารละลาย B (fushin 1 g + เอทานอล 

95% 100 mL) 2 mL และเติมน า้กลัน่ 55.5 mL) เทียบกบั วิธี viable cell count และนบัจ านวน

เซลล์ในช่วง 1 x 108 – 8 x 108 cells/mL พบวา่จ านวนเซลล์ท่ีได้มีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงและวิธี 

MBS สามารถใช้ในการนบัจ านวนเซลล์ยีสต์ได้ในระยะเวลาสัน้ ดงันัน้ในการทดลองจะใช้วิธี MBS 

ในการนบัจ านวนเซลล์มีชีวิตเน่ืองจาก เมื่อค านวณทางสถิติแล้วไมม่ีความแตกตา่งเมื่อเทียบกบัวิธี 

TPC ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน นอกจากนีวิ้ธี MBS เป็นวิธีท่ีใช้นบัจ านวนเซลล์ได้ง่ายสะดวกและรวดเร็ว

กวา่    วิธี TPC รวมถึงงานวิจยันีม้ีการวิเคราะห์ผลโดยการนบัจ านวนเซลล์เป็นวิธีวิเคราะห์หลกัใน

การทดลอง แทนการใช้วิธี TPC ท่ีใช้เวลานานและคา่ใช้จ่ายสงู 
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4.2 ผลของสตกิมาสเตอรอลต่อการเจริญและการน าเข้าเซลล์ของ  K. Marxianus 

จากการศกึษาผลของปริมาณสตกิมาสเตอรอลท่ีเติมลงใน YM broth 1-9 mg/L ตอ่ 

จ านวนเซลล์ K. marxianus ในช่วง stationary phase (log10 cells/mL) เมื่อนบัจ านวนเซลล์ด้วย

วิธี MBS (ตารางท่ี 4.2)  พบวา่  K. marxianus ท่ีเจริญท่ีอณุหภมูิห้องใน YM broth และ  

K. marxianus ท่ีเจริญท่ีอณุหภมูิห้องใน YM broth ท่ีเตมิสติกมาสเตอรอล ปริมาณ 1-9 mg/L   

ไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p > 0.05)  ดงันัน้สตกิมาสเตอรอลจึงไมม่ีผลตอ่การเจริญของ 

 K. marxianus   

จากรายงานก่อนหน้าพบวา่สเตอรอลใน K. marxianus มเีพียงชนิดเดียว คือ  

เออร์โกสเตอรอล ซึ่งพบท่ีบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์และเอนโดพลาสมิกเรติคลูมั (Molnár และคณะ, 

1996)โดยพบวา่การเพ่ิมเออร์โกสเตอรอลในอาหารเลีย้งเชือ้ช่วยเพ่ิมจ านวนเซลล์ในช่วง 

stationary phase (Martin, 1968) และเมื่อพิจารณาโครงสร้างของเออร์โกสเตอรอลกบั 

สติกมาสเตอรอลพบวา่มีความแตกตา่งกนัท่ีบริเวณสายโซข้่างของสเตอรอล โดยเออร์โกสเตอรอล

มีหมูเ่มทิลแตส่ติกมาสเตอรอลมีหมูเ่อทิล (รูปท่ี 2.2) ดงันัน้เน่ืองจากโครงสร้างท่ีแตกตา่งกนัและ 

สติกมาสเตอรอลไมใ่ช่สเตอรอลท่ีจ าเป็นของยีสต์ท าให้สตกิมาสเตอรอลไมม่ีผลในการเพ่ิมจ านวน

เซลล์  
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ตารางท่ี 4.2  จ านวนเซลล์ K. marxianus ในช่วง stationary phase (log10 cells/mL) และปริมาณ  

        สติกมาสเตอรอลในเซลล์ (mg/g dry weight cells) ท่ีเติมสตกิมาสเตอรอลใน 

        YM broth ระดบัตา่งๆ 

         

      

 

 

 

 

 

 

 ns คือ คา่เฉล่ียในแนวตัง้ดียวกนัไมม่ีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p > 0.05); (r = 3) 

a,b คือ คา่เฉล่ียในแนวตัง้เดียวกนัมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p < 0.05); (r = 3) 

 

Martin (1968) ศกึษาผลของชนิดสเตอรอลตอ่การเจริญของ S. cerevisiae ท่ีเลีย้งใน

ภาวะไมม่ีอากาศ โดยแปรชนิดและปริมาณของสเตอรอล พบวา่สเตอรอลบางชนิดไมม่ีผลในการ

เพ่ิมจ านวนเซลล์ในช่วง stationary phase แตส่เตอรอลบางชนิด มีผลในการเพ่ิมจ านวนเซลล์

ในช่วง stationary phase ได้ 2-3 เท่า ซึ่งสามารถอธิบายได้จากทฤษฎี All or None 

(Martin,1968) คือสเตอรอลบางชนิดแม้เติมในปริมาณน้อยก็มีสว่นช่วยเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้ แต ่

สเตอรอลบางชนิดแม้เติมในปริมาณมากก็ไมม่ีผลตอ่การเพ่ิมจ านวนเซลล์ ตวัอย่างของสเตอรอลท่ี

สามารถช่วยเพ่ิมจ านวนเซลล์ เช่น เออร์โกสเตอรอล, 5 α – cholestane-3 α-ol และสเตอรอลท่ีไม่

ช่วย เช่น 5 α-cholestane, Lupeol และ 4-Cholesten-3-one 

Rodriguez และ Parks (1982) ได้ศกึษาผลของการเตมิโคเลสตานอลลงในอาหารเลีย้ง

เชือ้เพียงชนิดเดียวไมม่ีผลตอ่การเจริญของ S. cerevisiae แตเ่มื่อมีการเติมเออร์โกสเตอรอล 

ปริมาณสติกมาสเตอรอล 
ท่ีเติมใน YM broth (mg/L) 

จ านวนเซลล์ช่วง 

 stationary phase ns 

 (log10 cells/mL) 

ปริมาณสติกมาสเตอรอล 
ในเซลล์ 

(mg/g dry weight cells) 

0 8.26+0.10 0.00+0.00 
1 8.28+0.11 0.00+0.00 
3 8.19+0.09 0.00+0.00 
5 8.16+0.18 0.15b+0.01 
7 8.17+0.21 0.32a+0.06 
9 8.24+0.11 0.37a+0.08 
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โคเลสสเตอรอล สติกมาสเตอรอลหรือเบต้าสิโตสเตอรอล ปริมาณ 10 ng/mL ลงไปกบั โคเลสตา

นอล 5 µg/mL พบวา่มีสว่นช่วยเพ่ิมการเจริญของเซลล์ได้ 

เมื่อแปรปริมาณสตกิมาสเตอรอลใน YM broth 1-9 mg/L ตอ่ปริมาณสติกมาสเตอรอลใน

เซลล์ ไมพ่บปริมาณสตกิมาสเตอรอลในเซลล์ K. marxianus เมื่อเติมสติกมาสเตอรอลใน YM 

broth 1 และ 3 mg/L และพบปริมาณสติกมาสเตอรอลในเซลล์เมือ่เติมสตกิมาสเตอรอลใน YM 

broth ตัง้แต ่5 mg/L (ตารางท่ี 4.2) และปริมาณสเตอรอลในเซลล์แปรผนัตามปริมาณ 

สติกมาสเตอรอลท่ีเติมใน YM broth (รูปท่ี 4.3)  

 
 
 
 

 
                                                                                                                                                                                                     

 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.2  ผลของปริมาณสติกมาสเตอรอลท่ีเติมลงในอาหารเลีย้งเชือ้ (mg/L) ตอ่การน าเข้าเซลล์ 
    (mg/g dry weight cells)  
 

เมื่อเติมสตกิมาสเตอรอลใน YM broth 5 mg/L พบวา่ปริมาณสติกมาสเตอรอลในเซลล์
แตกตา่งจากการเติมสติกมาสเตอรอลใน YM broth 7 และ 9 mg/L และการเติมสติกมาสเตอรอล
ใน YM broth 7 และ 9 mg/L ไมม่ีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั  (p ≤ 0.05) (ตารางท่ี 4.2)  
ดงันัน้จึงเป็นไปได้วา่สติกมาสเตอรอลสามารถเข้าเซลล์ได้ในปริมาณท่ีจ ากดั (รูปท่ี 4.2) 

สนันิษฐานวา่ปริมาณสติกมาสเตอรอลท่ีพบนัน้อาจจะอยูท่ี่ผนงัเซลล์หรือเย่ือหุ้มเซลล์  
เน่ืองจากการสงัเคราะห์เสตอรอลในเซลล์และการน าสเตอรอลจากสิ่งแวดล้อมเข้าเซลล์มีการ 
สง่เสตอรอลไปท่ีบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์และผนงัเซลล์ยีสต์ (Lorenz และคณะ, 1986; Zinser, 1991) 
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เน่ืองจากในขัน้ตอนการสกดัสติกมาสเตอรอลเพ่ือน าไปวิเคราะห์ได้ท าให้เซลล์แตก ซึ่งเป็นการท า
เซลล์แตกทางกายภาพโดยการเขย่าด้วย glass bead เป็นเวลา 90 วินาที (Hazen และ Cutler, 
1982) เมื่อป่ันเหว่ียงเก็บตะกอนเซลล์สว่นท่ีเป็นของแขง็คือผนงัเซลล์และเย่ือหุ้มเซลล์ท่ีน ามา
วิเคราะห์สติกมาสเตอรอลและเมื่อสกดัด้วยตวัท าละลายอินทรีย์จะท าให้ไขมนัท่ีเป็นองค์ประกอบ
ของผนงัเซลล์และเย่ือหุ้มเซลล์ออกมา (Nguyen, Fleet และ Rogers, 1998)  
 โดยยีสต์ท่ีต้องใช้อากาศในการเจริญท่ีเหมือนกบั K. marxianus เช่น 
Schizosaccharomyces pombe สามารถน าสเตอรอลเข้าเซลล์ในภาวะมีออกซิเจนได้ โดยพบวา่
มีกระบวนการน าสเตอรอลเข้าเซลล์คล้ายกบัการน าสเตอรอลเข้าเซลล์ของมนษุย์ เน่ืองจากการ
สงัเคราะห์โคเลสเตอรอลและกรดไขมนัของมนษุย์ถกูควบคมุโดยกลุม่ของโปรตีนบนเย่ือหุ้มเซลล์บ
ริเวญเอนโดพลาสมิคเรติคลูมัซึ่งได้แก่ regulatory element binding proteins (SREBPs) 
(Rawson, 2003) ประกอบไปด้วย 3 รูป คือ SREBP-1a, SREBP-1c และ SREBP-2 และ 
SREBPs เป็นตวักระตุ้นการ transcription ของยีนส์ท่ีมากกวา่ 30 ชนิด ซึ่งเก่ียวข้องกบัการ
สงัเคราะห์โคเลสเตอรอล, กรดไขมนั, ไตรกลีเซอไรด์และฟอสโฟลิปิด (Horton และคณะ, 2002) 
ซึ่งสเตอรอลท่ีน าเข้ามาจากภายนอกบางสว่นอยู่ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์และบางสว่นอยูท่ี่เอนโดพลาสมิ
คเรติคลูมัและเอสเทอริฟายเกบ็ในรูปของหยดไขมนั (Lange และ Steck, 2004) 

4.3 ผลของปริมาณสตกิมาสเตอรอลและอุณหภูมิแช่แขง็ต่อการอยู่รอดของ K. marxianus  

จากการทดลองท่ี 4.2 เซลล์ท่ีเจริญใน YM broth ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 1 และ 3 mg/L ไม่

พบปริมาณสตกิมาสเตอรอลในเซลล์จึงแปรปริมาณสตกิมาสเตอรอลท่ีต ่าลงโดยการเติม       

สติกมาสเตอรอลปลอดเชือ้ 5 mg/L ใน K. marxianus ท่ีเจริญใน YM broth เมื่อผา่นการบ่มเป็น

เวลา 18 ชัว่โมง และน าไปบ่มตอ่จนครบ 22 ชัว่โมง โดยพบวา่มีปริมาณสติกมาสเตอรอลในเซลล์

เท่ากบั 0.04 mg/g dry weight cells 

เมื่อแปรระดบัสตกิมาสเตอรอลในเซลล์ 0-0.37 mg/g dry weight cells และแช่แขง็ท่ี

อณุหภมูิตา่งๆ พบวา่ K. marxianus ท่ีมีสตกิมาสเตอรอลมีเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดของเซลล์หลงั

การแช่แขง็ท่ีสงูกวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล (รูปท่ี 4.3) โดย K. marxianus ท่ีไมม่ี

สติกมาสเตอรอลเมื่อแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ มีเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัแช่แขง็ไมแ่ตกตา่งกนั แต่

ใน K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลพบวา่ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 0.37 mg/g dry 

weight cells และแช่แขง็ท่ี -10 ℃ มีเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็สงูสดุ และ  
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K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 0.15 mg/g dry weight cells แช่แขง็ท่ี -10 และ -20 ℃ มี

เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็รองลงมา (ตารางภาคผนวกท่ี ค1) 

เน่ืองจากเย่ือหุ้มเซลล์เป็นปัจจยัหนึง่ในการพิจารณาการอยู่รอดของเซลล์ระหวา่งการ 

แช่แขง็ซึ่งไขมนัไมอ่ิ่มตวัและสเตอรอลท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ยีสต์และแบคทีเรียมีผลตอ่การอยู่รอดของ

เซลล์ระหวา่งการแช่แขง็ (Calcott และ Anthony, 1982) ซึ่ง Murakami และ Yokoigawa (1995) 

ศกึษาองค์ประกอบไขมนัท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของ Torulaspora delbrueckii D2-4 (freeze tolerant)  

กบั T. delbrueckii 60B3 (freeze-sensitive) พบวา่ D2-4 สามารถทนตอ่การแช่แขง็ดีกวา่ 60B3 

เน่ืองจากความแตกตา่งระหวา่งองค์ประกอบไขมนัท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของยีสต์สองชนิดโดยมีอตัราสว่น

โดยโมลระหวา่งสเตอรอลและฟอสโฟลิพิดแตกตา่งกนั และพบวา่ D2-4 มีอตัราสว่นโดยโมล

ระหวา่งสเตอรอลตอ่ฟอสโฟลิพิดท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ มากกวา่ 1.7 เท่าของ 60B3 ท าให้ D2-4 ทนการ

แช่แขง็ดีกวา่ 60B3 ดงันัน้ปริมาณสเตอรอลท่ีเพ่ิมขึน้ท าให้อตัราสว่นโดยโมลระหวา่งสเตอรอลตอ่

ฟอสโฟลิพิดท่ีเย่ือหุ้มเซลล์เพ่ิมขึน้และคณุสมบตัิ fluidityท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ลดลง 

  แม้วา่ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 0.37 mg/g dry weight cells มีเปอร์เซ็นตก์าร

อยู่รอดหลงัการแช่แขง็สงูสดุ แตเ่ลือก K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 0.15 mg/g dry weight 

cells เป็นตวัแทนของ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลใช้ในการทดลองตอ่ไปเพ่ือศกึษาผลของ

สติกมาสเตอรอลตอ่อตัราเร็วการแช่แขง็และสาเหตท่ีุเลือกเน่ืองจากใช้ปริมาณสตกิมาสเตอรอลท่ี

น้อยกวา่ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลในเซลล์ 0.37 mg/g dry weight cells ถึง 1.8 เท่า 

แตเ่ปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็มีคา่ใกล้เคยีงกนัและสติกมาสเตอรอลมีราคาแพง  

จากสภาวะท่ีท าการทดลองแชเ่ยือกแขง็เมื่อค านวณอตัราเร็วในการแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -10, 

-20 และ -30 ℃ เท่ากบั 1.55, 3.48 และ 5.70 ℃/min (รูปภาคผนวกท่ี ค2, ค3 และ ค4) และ

อตัราเร็วเป็นปัจจยัหนึ่งในการพิจารณาเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ของเซลล์ (Mazur, 

1977) แตใ่นการทดลองนีมี้ข้อจ ากดัในเร่ืองของการควบคมุอตัราเร็วในการแช่แขง็เน่ืองจากเคร่ือง 

cooling bath ท่ีใช้แช่แขง็สารแขวนลอยเซลล์ไมส่ามารถควบคมุอตัราเร็วท่ีต้องการได้ ดงันัน้ใน

การทดลองตอ่ไปจะใช้เคร่ือง DSC เป็นเคร่ืองมือในการแช่แขง็เพ่ือสามารถเพ่ิมอตัราเร็วในการแช่

แขง็ 
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รูปท่ี 4.3  เปอร์เซนต์การอยู่รอดของ  K. marxianus ท่ีมีปริมาณสติกมาสเตอรอลท่ีตา่งกนัหลงัการ 

              แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ ด้วยเคร่ือง cooling bath 

4.4 ผลของสตกิมาสเตอรอลและอัตราเร็วในการแช่แขง็ต่อการอยู่รอดของ K. marxianus  

 เมื่อแปรอตัราเร็วในการแช่แขง็ตอ่เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดของ K. marxianus หลงัการ

แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -20 ℃ ท่ีแช่แขง็ด้วยเคร่ือง DSC  พบวา่ท่ีอตัราเร็วแช่แขง็ 1 และ 7 ℃/min 

 K. marxianus ท่ีไมม่ีและมสีติกมาสเตอรอลมีเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ใกล้เคียงกนั 

(รูปท่ี 4.4) และเมื่อแปรอตัราเร็วในการแช่แขง็ท่ี 20 และ 40 ℃/min พบวา่เปอร์เซนตก์ารอยู่รอด

หลงัการแช่แขง็คงท่ีทัง้เซลล์ท่ีไมม่ีและมีสติกมาสเตอรอล และท่ีอตัราเร็วในการแช่แขง็ 10 ℃/min 

K. marxianus มีเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็สงูสดุ (รูปท่ี 4.4) โดยเมื่อพิจารณาอตัราเร็ว

ในการแช่แขง็ท่ีระดบัตา่งๆ พบวา่อตัราเร็วในการแช่แขง็ 1 และ 7 ℃/min มีเปอร์เซนตก์ารอยู่รอด

หลงัการแช่แขง็ท่ีสงูกวา่ 20 และ 40 ℃/min (รูปท่ี 4.4) 

เน่ืองจากอตัราเร็วในการแช่แขง็เป็นปัจจยัหนึ่งส าหรบัพิจารณาความสามารถของการอยู่

รอดของเซลล์หลงัแช่แขง็ และพบวา่อตัราเร็วในการแช่แขง็ท่ีช้าหรือเร็วเกินไปท าให้เซลล์เกิดความ

เสียหายได้ (Mazur,1977)  ซึ่ง Mazur (1977) ศกึษาอตัราเร็วในการแช่แขง็ตอ่เปอร์เซนต์การอยู่

รอดของเซลล์ไขกระดกูหน,ู ยีสต์และเซลล์เมด็เลือดแดงมนษุย์ พบวา่กราฟท่ีได้มีลกัษณะเป็น

กราฟรูปตวัยคูว ่า ซึง่สอดคล้องกบัการทดลองนี ้(รูปท่ี 4.4) โดยอตัราเร็วท่ีท าให้เซลล์ไขกระดกูหน,ู 



36 

ยีสต์และเซลล์เมด็เลือดแดงมนษุย์ มเีปอร์เซนตก์ารอยู่รอดสงูสดุอยู่ท่ี 1.6, 7 และ 200 ℃/min 

ตามล าดบั 

เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ของเซลล์สงูสดุคือจดุท่ีอตัราเร็วเหมาะสมในการแช่

แขง็ (optimum rate) และเปอร์เซนต์การอยู่รอดท่ีต ่าลงทัง้สองด้านของกราฟประกอบไปด้วย 

suboptimum rate และ supraoptimum rate  โดยในช่วง suboptimum rate เซลล์จะรักษาสมดลุ

โดยน า้ท่ีอยู่ภายในเซลล์จะเคลื่อนท่ีออกนอกเซลล์ท าให้เซลล์เกิดการสญูเสยีน า้และไมเ่กิดน า้แขง็

ขึน้ภายในเซลล์ แตถ้่าน า้ออกจากเซลล์มากเกินไปจะสง่ผลให้เซลล์เกิดการบาดเจ็บท าให้

เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ต ่า แตใ่นช่วง supraoptimum rate น า้ท่ีอยู่ภายในเซลล์ไม่

สามารถออกจากเซลล์ได้ทนัท าให้เกิดผลกึน า้แขง็ขึน้ในเซลล์และผลกึน า้แขง็นีเ้ป็นสาเหตท่ีุท าให้

เซลล์เกิดการบาดเจ็บ และการบาดเจบ็ของเซลล์ท่ีเกิดจากผลกึน า้แขง็สง่ผลให้เซลล์มเีปอร์เซนต์

การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ต ่ากวา่เซลล์ท่ีเกิดการสญูเสยีน า้ และคา่อตัราเร็วท่ีท าให้เซลล์มี

เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดมากท่ีสดุคือ ไมท่ าให้เซลล์เกิดการสญูเสียน า้มากไปและไมเ่กิดผลกึน า้แขง็

ขึน้ภายในเซลล์ (Mazur, 1977)   ดงันัน้ท่ีอตัราเร็ว 10 ℃/min คืออตัราเร็วท่ีเหมาะสมในการแช่

แขง็ท่ีท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็สงูสดุ และในงานวิจยันีพ้บวา่เปอร์เซนต์การอยู่

รอดหลงัการแช่แขง็ของ K. marxianus ท่ีอตัราเร็วในการแช่แขง็ 1 ℃/min จะมากกวา่ท่ีอตัราเร็ว

ในการแช่แขง็ 40 ℃/min (รูปท่ี 4.4) 

นอกจากนี ้Dumont, Pieere-Andre และ Patrick (2003) ศกึษาปัจจยัในการรอดชีวิตของ
เซลล์หลงัแช่แขง็ท่ีอตัราเร็วแช่แขง็ตา่งๆ พบวา่อตัราสว่นระหวา่งพืน้ท่ีผิวตอ่ปริมาตรเซลล์ (S/V) มี
ผลตอ่เปอร์เซนต์การอยู่รอดของเซลล์หลงัการแช่แขง็ โดยพบวา่ถ้า S/V สงู การถ่ายเทความร้อน
และน า้จะดีกวา่เซลล์ท่ีมี S/V ต ่า และอตัราเร็วแช่แขง็ท่ีท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็
สงูสดุของ  

S. cerevisiae เท่ากบั 7 ℃/min (Mazur, 1968) และ 5 ℃/min (Dumont และคณะ, 

2003) ซึ่งการทดลองนีพ้บวา่ K. marxianus อยู่ท่ี 10 ℃/min ซึ่งมีคา่ท่ีใกล้เคียงกบั S. cerevisiae 

สาเหตอุาจมาจากขนาดของเซลล์ท่ีใกล้เคียงกบั S. cerevisiae โดย S. cerevisiae มีขนาด (1-7) 

x (5-10) µm และ K. marxianus มีขนาด (2-6) x (3-10) µm และมีรูปร่างเซลล์เป็นแบบ 
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Ellipsoidal เหมือนกนั (Kurtzman และ Fell, 1998).  ดงันัน้ขนาดและรูปร่างของเซลล์ท่ีคล้ายกนั

ท าให้คา่ S/V มีคา่ใกล้เคยีงกนัท าให้อตัราเร็วท่ีเหมาะสมในการแช่แขง็มีคา่ใกล้เคียงกนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

รูปท่ี 4.4  เปอร์เซนต์การอยู่รอดของ K. marxianus ท่ีไมม่ีและมีสติกมาสเตอรอล 

  ในเซลล์เมื่อแปรอตัราเร็วในการแช่แขง็ ท่ีอณุหภมูิ -20 ℃ เมื่อแช่แขง็ 

   ด้วยเคร่ือง DSC  

เมื่อพิจารณาผลของปริมาณสติกมาสเตอรอลพบวา่ K. marxianus ท่ีมสีติกมาสเตอรอล 

มีเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็เพ่ิมขึน้เมื่อเทียบกบั K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล 

ในทกุอตัราเร็วการแช่แขง็ โดยพบวา่ท่ีอตัราเร็วแช่แขง็ 1 และ 7 ℃/min สติกมาสเตอรอลมีผลท า

ให้เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัแช่แขง็เพ่ิมขึน้ประมาณ 30% ในขณะท่ีอตัราเร็วแช่แขง็ 20 และ 40 

℃/min สติกมาสเตอรอลท าให้เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัแช่แขง็เพ่ิมขึน้ประมาณ 10% และท่ี

อตัราเร็วแช่แขง็ 10 ℃/min ของ K. marxianus ท่ีมีและไมม่ีสติกมาสเตอรอลพบวา่มีเปอร์เซนต์

การอยู่รอดหลงัแช่แขง็สงูสดุเหมือนกนั ดงันัน้สตกิมาสเตอรอลมีผลท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอด

เพ่ิมขึน้และไมม่ีผลท าให้อตัราเร็วแช่แขง็ท่ีท าให้เซลล์มเีปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็สงูสดุ

เปลี่ยนแปลง 
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เมื่อเปรียบเทียบการทดลองท่ี 4.3 และ 4.4 ในช่วงอตัราเร็ว 1.55 – 5.70 ℃/min ในการ

ทดลองท่ี 4.3 กบั อตัราเร็วในช่วง 1-7 ℃/min ในการทดลองท่ี 4.4 พบวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ี

สติกมาสเตอรอลเมื่ออตัราเร็วเพ่ิมขึน้ เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัแช่แขง็เพ่ิมขึน้เลก็น้อย แต ่ 

K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลมเีปอร์เซนต์การอยูร่อดหลงัแช่แขง็คอ่นข้างคงท่ี (รูปท่ี 4.3 

และ 4.4) และเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ของการทดลองท่ี 4.3 และ 4.4 มีคา่ใกล้เคียง

กนัดงันัน้ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็มาจากอตัราเร็วในการแช่แขง็มากกวา่อณุหภมูิ

ท่ีแช่แขง็และสรุปได้วา่ สติกมาสเตอรอลท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัแช่แขง็ของเซลล์เพ่ิมขึน้

และอตัราเร็วแช่แขง็มีผลตอ่เปอร์เซนต์การอยู่รอดของเซลล์หลงัการแช่แขง็ โดยพบวา่อตัราเร็ว 

แช่แขง็ 10 ℃/min ท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแชแ่ขง็สงูท่ีสดุ  

4.5 ผลของสตกิมาสเตอรอลต่อการอยู่รอดของ K. marxianus ในระหว่างการเกบ็รักษา

แบบแช่เยือกแขง็ 

ก่อนเกบ็สารละลายเซลล์แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ ได้แช่แขง็สารละลายเซลล์ท่ีอณุหภมูิ -30 

℃ เป็นเวลา 15 นาที ในหลอด Eppendoff ขนาด 2 mL ซึ่งมีอตัราเร็วการแช่แขง็ 13.75 ℃/min 

(รูปภาคผนวกท่ี ค6) และพบวา่เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ของ K. marxianus ท่ีไมม่ี

สติกมาสเตอรอลเท่ากบั 56.19±4.14 % และมีสติกมาสเตอรอลเท่ากบั 84.84±0.42 % ซึ่งมีคา่

สอดคล้องกบัเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ของ K. marxianus ท่ีอตัราเร็ว 10 ℃/min ใน

การทดลองท่ี 4.5 ซึ่งเป็นอตัราเร็วท่ีท าให้เปอร์เซนต์การอยูร่อดหลงัการแช่แขง็สงูท่ีสดุ  

(รูปท่ี 4.4)  

จากการศกึษาจ านวนเซลล์มีชีวิตของ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลเมื่อแช่แขง็ท่ี 

-30 ℃ เท่ากบั 8.14±1.16 log10cells/mL และเมื่อเก็บเซลล์เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอณุหภมูิ  -10, -20,  

-30, -40, -60 และ -80 ℃ มีจ านวนเซลล์มชีีวิต 7.44±1.04, 7.52±1.16, 7.22 ±1.17, 6.83±1.16, 

6.98±1.14 และ 7.11±1.16  log10cells/mL ตามล าดบั และเมื่อเก็บเซลล์เป็นเวลา 42 วนั มี

จ านวนเซลล์มชีีวิต 6.50±1.00, 7.15±1.12, 6.85±1.01, 6.25±1.01, 6.67±1.12 และ 6.69 ±1.16  

log10 cells/mL ตามล าดบั (ตารางภาคผนวกท่ี ค3) เมื่อค านวณผลตา่งระหวา่งจ านวนเซลล์มชีีวิต

เมื่อเก็บเซลล์เป็นเวลา 42 วนั และ 3 วนั และเก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -10 ถึง -80 ℃ มีคา่ 0.93, 
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0.47, 0.48, 0.48, 0.31 และ 0.31 log10 cells/mL ตามล าดบั  แสดงวา่ท่ีอณุหภมูิ -10 ℃ จ านวน

เซลล์มชีีวิตลดลงมากท่ีสดุ และท่ีอณุหภมูิ -20, -30 และ -40 ℃ จ านวนเซลล์มชีีวิตลดลงมีคา่

ใกล้เคียงกนั และท่ีอณุหภมูิในการเกบ็ -60 และ –80 ℃ จ านวนเซลล์มีชีวิตลดลงน้อยท่ีสดุ ส าหรับ

จ านวนเซลล์มชีีวิตของ K. marxianus ท่ีมสีติกมาสเตอรอลเมื่อแช่แขง็ท่ี -30 ℃ เท่ากบั 

8.17±1.12 log10 cells/mL และเมื่อเกบ็เซลล์เป็นเวลา 3 วนั ท่ีอณุหภมูิ -10, -20,  -30, -40, -60 

และ -80 ℃ มีจ านวนเซลล์มชีีวิต 7.44±0.13, 7.31±0.05, 7.28 ±0.01, 7.07±0.02, 7.09±0.01 

และ 7.17±0.16 log10cells/mL ตามล าดบั และเมื่อเก็บเซลล์เป็นเวลา 42 วนั มีจ านวนเซลล์มีชีวิต 

7.03±0.04, 7.11±0.01, 7.03±0.02, 6.90±0.05, 6.90±0.03 และ 7.02±0.07 log10cells/mL 

ตามล าดบั (ตารางภาคผนวกท่ี ค4) เมื่อค านวณผลตา่งระหวา่งจ านวนเซลล์มีชีวิตเมื่อเก็บเซลล์

เป็นเวลา 42 วนั และ 3 วนั และเก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -10 ถึง -80 ℃ มีคา่ 0.41, 0.20, 0.25, 0.17, 

0.19 และ 0.15 log10cells/mL ตามล าดบั  แสดงวา่ท่ีอณุหภมูิ -10 ℃ จ านวนเซลล์มชีีวิตลดลง

มากท่ีสดุ และท่ีอณุหภมูิ -20 และ -30 ℃ จ านวนเซลล์มีชีวิตท่ีลดลงมีคา่ใกล้เคียงกนั และท่ี

อณุหภมูิในการเกบ็ -40, -60 และ –80 ℃ จ านวนเซลล์มีชีวิตท่ีลดลงน้อยท่ีสดุ ดงันัน้การเก็บแช่

แขง็ท่ีอณุหภมูิต ่าจะท าให้การลดลงของจ านวนเซลล์มชีีวิตในระหวา่งเกบ็แช่แขง็น้อยกวา่การเก็บ

แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ และเมื่อเปรียบเทียบระหวา่ง K. marxianus ท่ีไมม่ีสตกิมาสเตอรอลและ

มีสติกมาสเตอรอล พบวา่ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลมีการลดลงของจ านวนเซลล์มชีีวิต

ในระหวา่งเก็บแช่แขง็น้อยกวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลในทกุอณุหภมูิการเก็บแช่

แขง็ (รูปท่ี 4.5 และ 4.6) 

สอดคล้องกบัทดลองของ Bostian และ Gilliland (1979) ศกึษาจ านวนเซลล์รอดชีวิตหลงั

การเก็บแช่แขง็ของ K. fragillis  เมื่อเก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมู ิ -19 ℃ และ -196 ℃ เป็นเวลาทัง้หมด 

21 วนั พบวา่ K. fragillis   ท่ีเก็บแช่แขง็ท่ี -19 ℃ เมื่อเวลาในการเก็บเซลลน์านขึน้ จ านวนเซลล์มี

ชีวิตมีคา่ลดลง ในขณะท่ีอณุหภมูิเกบ็แช่แขง็ท่ี -196 ℃ จ านวนเซลล์มคีา่เปลีย่นแปลงเพียง

เลก็น้อย เน่ืองจากท่ีอณุหภมูเิก็บแช่แขง็ -19 ℃ ยงัมีน า้บางสว่นอยู่ภายในเซลล์เมื่อเวลาในการ

เก็บแช่แขง็เซลล์นานขึน้ น า้กลายเป็นผลกึน า้แขง็ท าให้เซลล์เกิดการบาดเจ็บได้สง่ผลให้จ านวน

เซลล์มชีีวิตลดลง แตท่ี่อณุหภมูิในการเก็บแช่แขง็ -196 ℃ ภายในเซลล์ไมเ่หลือน า้อยูเ่ลย ดงันัน้

เมื่อจ านวนวนัในการเก็บแช่แขง็นานขึน้ จ านวนเซลล์มชีีวิตก็จะเปลี่ยนแปลงเพียงเลก็น้อย  ซึ่งจาก
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การทดลองนีพ้บวา่ท่ีอณุหภมูิ -60 และ -80 ℃ ท าให้จ านวนเซลล์มีชีวิตเปลีย่นแปลงเลก็น้อยเมื่อ

เทียบกบัท่ีอณุหภมูิอ่ืนๆเมื่อเวลาในการเก็บแช่แขง็นานขึน้  

รูปท่ี 4.5  ผลของสติกมาสเตอรอลตอ่จ านวนเซลล์มชีีวิต (log10 cells/mL) ท่ีเก็บไว้ท่ี 

  อณุหภมูิตา่งๆเป็นเวลา 6 สปัดาห์ ของ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล 

  ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ 

รูปท่ี 4.6    ผลของสติกมาสเตอรอลตอ่จ านวนเซลล์มีชีวิต (log10 cells/mL) ท่ีเก็บไว้ท่ี  

    อณุหภมูิตา่งๆเป็นเวลา 6 สปัดาห์ของ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลท่ี   

    เย่ือหุ้มเซลล์ 
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และเมื่อพลอตกราฟระหวา่ง เวลาในการเกบ็แช่แขง็ (วนั) กบั ln(N/N0) (รูปท่ี 4.7 และ 

4.8) ตามสมการจลนพลศาสตร์ปฎิกิริยาอนัดบั 1 ดงัสมการ 

 

 

N0 = จ านวนเซลล์เร่ิมต้น (cells/mL) 

N = จ านวนเซลล์เร่ิมต้น ณ เวลาใดๆ (cells/mL) 

t = เวลา (วนั) 

k = ความชนัของกราฟ 

และหาคา่ความชนั (k) จากกราฟ ผลแสดงตามตารางท่ี 4.3 พบวา่เมื่อเก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -10 

ถึง -80 ℃ พบวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลมีคา่ความชนัของกราฟอยูท่ี่ 0.0144 – 

0.0584 และ K. marxianus  ท่ีมีสติกมาสเตอรอลมีคา่ความชนัของกราฟอยู่ท่ี 0.0062 – 0.0212 

และเมื่อเปรียบเทียบคา่ความชนัของกราฟในการเกบ็แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิเดียวกนัพบวา่ 

 K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลมีกราฟท่ีมีความชนัมากกวา่ K. marxianus ท่ีม ี

สติกมาสเตอรอล จากกราฟถ้าคา่ความชนัมากบ่งบอกถึงการลดลงของจ านวนเซลล์มชีีวิตมาก

และถ้าคา่ความชนัน้อยบ่งบอกถึงการลดลงของจ านวนเซลล์มีชีวิตน้อย ดงันัน้เมื่อเวลาเก็บแช่แขง็

นานขึน้ K. marxianus ท่ีมสีติกมาสเตอรอลจะมีการลดลงของจ านวนเซลล์มชีีวิตน้อยกวา่  

K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล 

เมื่อพลอตกราฟระหวา่งคา่ความชนัของกราฟ (k) ท่ีได้จากการพลอตกราฟของสมการ

จลนพลศาสตร์ปฎิกิริยาอนัดบั 1 กบัอณุหภมูิในการเกบ็แช่แขง็ (℃) ของ K. marxianus ท่ีไมม่ี

และมีสติกมาสเตอรอล และพิจารณาจากรูปท่ี 4.9 ท่ีอณุหภมูิในการเก็บแช่แขง็ท่ี -80 ถึง -60 ℃ 

พบวา่มีคา่ k ใกล้เคียงกนัทัง้ K. marxianus ท่ีไมม่ีและมีสติกมาสเตอรอล และท่ีอณุหภมูิในการ

เก็บแช่แขง็ท่ี -60 ถึง -40 ℃ พบวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลมีคา่ k ท่ีเพ่ิมขึน้ แต ่ 

K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอล มีคา่ k เพ่ิมขึน้เลก็น้อย  
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รูปท่ี 4.7 เวลาในการแช่แขง็ (วนั) กบัคา่ ln(N/N0) ของ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล 

              เมื่อเกบ็แช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -10, -20, -30, -40, -60 และ -80 ℃ 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.8 เวลาในการแช่แขง็ (วนั) กบัคา่ ln(N/N0) ของ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 

 เมื่อเก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -10, -20, -30, -40, -60 และ -80 ℃ 
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ตารางท่ี 4.3  สมการจลนพลศาสตร์ปฎิกิริยาอนัดบัหนึ่งเมือ่เก็บเซลล์ K. marxianus ท่ีไมม่ีและมี 

                    สติกมาสเตอรอลในเซลล์ ณ อณุหภมูิตา่งๆ เป็นเวลา 6 สปัดาห์ โดยพลอตกราฟ 

                    ระหวา่ง เวลา (วนั) (แกน x) กบั ln(N/N0) (แกน y) 

 

 

 

 

อณุหภมูิ ( ) สมการจลนพลศาสตร์ปฎิกิริยาอนัดบัหนึง่ของ  K. marxianus 
ไมม่ีสติกมาสเตอรอล มีสติกมาสเตอรอล 

-10 y = -0.0584x - 0.7731 
R² = 0.9607 
 

y = -0.0212x - 1.0244 
R² = 0.7181 
 

-20 y = -0.0333x - 0.756 
R² = 0.7609 
 

y = -0.0121x - 1.0483 
R² = 0.9554 
 

-30 y = -0.0279x - 0.9263 
R² = 0.8631 
 

y = -0.0131x - 1.2424 
R² = 0.7824 
 

-40 y = -0.0224x - 2.2115 
R² = 0.7174 
 

y = -0.0103x - 1.5732 
R² = 0.9015 
 

-60 y = -0.0148x - 2.0727 
R² = 0.8906 
 

y = -0.0084x - 1.565 
R² = 0.9805 
 

-80 y = -0.0144x - 2.1766 
R² = 0.6868 
 

y = -0.0062x - 1.485 
R² = 0.6372 
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ท่ีอณุหภมูิในการเก็บแช่แขง็ท่ี -40 ถึง -20 ℃  K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลมีคา่ 

k ท่ีเพ่ิมขึน้มากกวา่ท่ีมีสติกมาสเตอรอล และท่ีอณุหภมูิในการเก็บแช่แขง็ท่ี -20 ถึง -10 ℃   

มากกวา่ท่ีมีสติกมาสเตอรอลอย่างมาก และ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลมีคา่ k ท่ีมากกวา่

ไมม่ีสติกมาสเตอรอลในทกุอณุหภมูิเกบ็แช่แขง็ และอณุหภมูิในการเก็บแช่แขง็ท่ีนิยมใช้ในการเก็บ

อาหารและจลุินทรีย์คือ -20 และ -40 ℃ เน่ืองจากเป็นอณุหภมูิของตู้แช่แขง็ท่ีใช้งานในห้องวิจยั

และอตุสาหกรรม จากรูปท่ี 4.9 จะเห็นวา่ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลมีคา่ k ท่ีต ่ากวา่ท่ีไม่

มีสติกมาสเตอรอล ซึ่งคา่ k ท่ีน้อยบ่งบอกวา่การลดลงของจ านวนเซลล์มชีีวิตท่ีน้อยกวา่ท่ีไมม่ีสตกิ

มาสเตอรอลจึงสามารถเก็บได้ท่ีอณุหภมูิดงักลา่วและมจี านวนเซลล์มีชีวิตมากกวา่ 

 K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล 

สรุปได้วา่อณุหภมูิในการเก็บแช่แขง็ต ่าท าให้การลดลงของจ านวนเซลล์มชีีวิตท่ีน้อยกวา่

การเก็บแช่แขง็ในอณุหภมูิท่ีสงูกวา่และ K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลมีการลดลงของจ านวน

เซลล์มชีีวิตท่ีน้อยกวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.9 อณุหภมูิในการเก็บแช่แขง็ตอ่ความชนัของกราฟจนลพลศาสตร์ปฎิกิริยาอนัดบั 1 ของ 

   เซลล์ท่ีไมม่ีและมีสตกิมาสเตอรอล 
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4.6 ผลของสตกิมาสเตอรอลและการแช่แขง็ต่อกิจกรรมเบตากาแลตโตซเิดสของ  

K. marxianus 

การทดลองนีม้ีวตัถปุระสงคเ์พ่ือต้องการศกึษาวา่สติกมาสเตอรอลในแซลล์และการ 

แช่แขง็มีผลตอ่ K. marxianus หรือไม ่โดยเลือกกิจกรรมเบตากาแลคโตสิเดสของ K. marxianus 

มาเป็นตวัแทน โดยเพาะเลีย้ง K. marxianus ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีน า้ตาลแลคโตสเป็นแหลง่ของ

คาร์บอนเพียงอย่างเดยีว ทัง้แบบไมเ่ติมและเติมสติกมาสเตอรอลพบวา่ เมื่อวดัคา่ OD ท่ี 600 nm 

ของ K. marxianus ท่ีไมม่ีและมีสติกมาสเตอรอลมีคา่ไมแ่ตกตา่งกนัอยู่ในช่วง 1.30-1.50  

แสดงวา่เซลล์ท่ีมีและไมม่ีสติกมาสเตอรอลสามารถเจริญได้ ดงันัน้จึงสามารถสร้างเอนไซม ์

เบตากาแลคโตสเิดสเพ่ือมาย่อยน า้ตาลแลคโตสท่ีเป็นแหลง่คาร์บอนเพียงอย่างเดียวในอาหาร

เลีย้งเชือ้และเมื่อวดักิจกรรมของเบตากาแลตโตสิเดสพบวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล

มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีมากกวา่ K. marxianus ท่ีมีสตกิมาสเตอรอล (ตารางท่ี 4.4) โดยมีคา่

มากกวา่ถึง 57 เท่า เน่ืองจากเบตากาแลคโตสิเดส เป็น intracellular enzyme ดงันัน้ในการวดั

กิจกรรมของเอนไซม์ ต้องท าให้ผนงัเซลล์เสยี permeability ซึ่งเป็นไปได้วา่สติกมาสเตอรอลท่ีเย่ือ

หุ้มเซลล์มีผลท าให้เย่ือหุ้มเซลล์แขง็แรง ผนงัเซลล์ไมเ่สีย permeability จึงไมส่ามารถ permeate 

เซลล์ด้วย SDS และคลอโรฟอร์มตามวิธีของ Miller (1972)  ได้ ท าให้ไมส่ามารถเปลี่ยน  

Ortho-Nitrophenyl-β-Galactoside (ONPG) ซึ่งเป็นสบัสเตรตอยู่ในสารละลายภายนอกเซลล์  

ให้เป็น Ortho-Nitrophenol (ONP)และกาแลคโตสได้ ซึ่ง ONP เป็นสารท่ีมีสีเหลืองวดัคา่ OD ได้ท่ี 

420 nm แตเ่มื่อน า K. marxianus ท่ีมีและไมม่ีสตกิมาสเตอรอลไปแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -20  

พบวา่ กิจกรรมของเอนไซม์เบตากาแลคโตสเิดสไมแ่ตกตา่งจาก K. marxianus ก่อนแช่แขง็ 

(ตารางท่ี 4.4) เน่ืองจากการแช่แขง็เป็นกระบวนการเก็บรกัษาเซลล์ในภาวะท่ีเซลล์มีชีวิตและไมม่ี

การเปลี่ยนแปลงทางพนัธกุรรม (Dumont, Pieere-Andre และ Patrick, 2003) และเมื่อน า  

 K. marxianus ท่ีไมม่ีและมีสติกมาสเตอรอลท่ีผา่นการแชแ่ขง็ท่ี -20   ไปเจริญในอาหารเลีย้ง
เชือ้ท่ีมนี า้ตาลแลคโตสและเขย่า 160 rpm เป็นเวลา 22 ชัว่โมงและน ามาหากิจกรรมของ
เอนไซม์เบตากาแลคโตสเิดส พบวา่ กิจกรรมของเอนไซม์มคีา่ 42.67+4.46 และ 43.21+2.23 ซึ่ง
ไมต่า่งจาก K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลก่อนแชแ่ขง็ (ตารางท่ี 4.4) ดงันัน้ 
สติกมาสเตอรอลและการแช่แขง็ไมม่ีผลตอ่กิจกรรมของเบตากาแลคโตสิเดสและก่อนน า  

http://en.wikipedia.org/wiki/Ortho-nitrophenol
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K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอลและเกบ็แช่แขง็มาใช้งาน จะต้องน าไป subculture ก่อน เพ่ือ
ท าให้กิจกรรมตา่งๆภายในเซลล์กลบัมาใช้งานได้เหมือนเดิม 
 
ตารางท่ี 4.4 กิจกรรมของเอนไซมเ์บตากาแลคโตสิเดส (unit) ของ K. marxianus ท่ีไมม่ีและ 

                  มีสติกมาสเตอรอลในสภาวะตา่งๆ 

  กิจกรรมเอนไซมเ์บตากาแลคโตสิเดส 

ของ K. marxianus (unit)  

ไมม่ีสติกมาสเตอรอล มีสติกมาสเตอรอล 

ก่อนแช่แขง็ 43.77a+3.30 0.76b+0.13 

หลงัแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -20  45.52 a +3.75 0.84b+0.12 

a และ b  คือ คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั (p ≤ 0.05) (r = 3) 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

จากการศกึษาผลของสติกมาสเตอรอลตอ่การทนการแช่แขง็ของ K. marxianus พบวา่              

การมสีติกมาสเตอรอลไมม่ีผลตอ่การเจริญของ K. marxianus และปริมาณสตกิมาสเตอรอลท่ี

สามารถเข้าเซลล์ได้คือเติมในอาหารเลีย้งเชือ้ตัง้แต ่5 mg/L และเมื่อแปรปริมาณสติกมาสเตอรอล

และอณุหภมูิแช่แขง็ตอ่เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัแช่แขง็ของเซลล์ พบวา่ K. marxianus  ท่ีไมม่ี

สติกมาสเตอรอลมีเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัแช่แขง็ 38.12 – 44.10% และ K. marxianus  ท่ีมี

สติกมาสเตอรอลมีเปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัแช่แขง็ 65.54 – 84.90% ดงันัน้จึงสรุปได้วา่ 

สติกมาสเตอรอลท าให้การอยู่รอดของเซลล์หลงัการแช่แขง็เพ่ิมขึน้ประมาณ 20-40% เมื่อเลือกใช้ 

K. marxianus ท่ีมีสติกมาสเตอรอล 0.15 mg/g dry weight cells เป็นตวัแทนของ K. marxianus 

ท่ีมีสติกมาสเตอรอลเพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไปพบวา่ K. marxianus ท่ีมีและไมม่ีสติกมาสเตอรอล

มีเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็สงูสดุท่ีอตัราเร็วแชแ่ขง็ 10 ℃/min โดยพบวา่สติกมาสเต

อรอลมีผลท าให้เปอร์เซนต์การอยู่รอดหลงัการแช่แขง็เพ่ิมขึน้ในทกุอตัราเร็ว และเมื่อเก็บแช่แขง็ K. 

marxianus เป็นเวลา 6 สปัดาห์พบวา่ การลดลงของจ านวนเซลล์มีชีวิตเมื่อเก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ

ต ่าน้อยกวา่เก็บแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิสงู และ K. marxianus  ท่ีมีสติกมาสเตอรอลมีการลดลงของ

จ านวนเซลล์มชีีวิตระหวา่งการเก็บแช่แขง็น้อยกวา่ K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลในทกุ

สภาวะอณุหภมูิเก็บแช่แขง็ นอกจากการศกึษาผลของสติกมาสเตอรอลและการแช่แขง็ตอ่

เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ได้ศกึษาแอคติวิตีของเซลล์โดยเลือกกิจกรรมของ 

เบตากาแลตโตซิเดส ของ K. marxianus เป็นตวัแทน พบวา่ สติกมาสเตอรอลและการแช่แขง็ไมม่ี

ผลตอ่กิจกรรมของเซลล์ 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 ศกึษาผลของสเตอรอลหรือไขมนัชนิดอ่ืนและปัจจยัอื่นๆท่ีเก่ียวข้องตอ่ตอ่การทนการแช่

แขง็ของ K.marxianus 
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ภาคผนวก ก. 

การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 

การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. อาหารเลีย้งเชือ้ YM broth (Yeast extract malt extract) 

Peptone bacteriological       6    g 

Yeast extract        3   g 

Malt extract        3    g 

Dextrose                10   g 

ละลายสว่นผสมทัง้หมดให้เป็นเนือ้เดยีวกนั ถ่ายอาหารลงในชวดรูปชมพูท่ี่ปิดด้วยจกุส าลี

และฟอยล์ น าไปฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งอดัไอน า้ ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 

2. การเติมสตกิมาสเตอรอลลงใน YM broth 

ชัง่สติกมาสเตอรอลจ านวน 1, 3, 5, 7 และ 9 mg เติมเอทานอล 20 mL คนจน 

สติกมาสเตอรอลละลายเป็นเนือ้เดียวกนั จากนัน้ผสมลงในอาหารเลีย้งเชือ้โดบปรับปริมาตรใน

ชวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร จากนัน้เทลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร  ปิดด้วยจกุส าลีและฟอยล์ น าไปฆ่าเชือ้ด้วยหม้อความดนัไอน า้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
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การเตรียมสารเคมี 

สารละลาย Z-buffer  

 Na2HPO4         4.27   g 

NaH2PO4H2O        2.75    g 

KCl         0.375   g 

MgSO47H2O       0.125    g 

ปรับ pH ให้เท่ากบั 7 จากนัน้เติมน า้จนมปีริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส ก่อนน ามาใช้ในแตล่ะวนัต้องเติม β –mercaptoethanol 0.14 มิลลิตร ตอ่ Z-buffer 50 

มิลลิลิตร 

สบัสเตรต ONPG (O-nitrophenyl- β -D-galactoside) 

 ONPG         80   mg 

 น า้กลัน่         20    mg 

จะได้ความเข้มข้น 4 mg/mL  เมื่อจะใช้ในแตล่ะครัง้ให้เตมิ β-mercaptoethanol 0.14 มิลลิลิตร 

การเตรียม Na2CO3 1 M 

Na2CO3         5.3      g 

น า้กลัน่                  50    mL 

การเตรียม Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 0.1% 

 ชัง่ SDS 0.1 g เติมน า้กลัน่จนมีปริมาตร 100 mL  
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ภาคผนวก ข. 

วธีิวเิคราะห์ 

การวเิคราะห์จ านวนยีสต์และรา (BAM, 2001) 

สารเคม ี

1. Yeast malt agar (YM agar) 

2. สารละลาย 0.85 % normal saline 

วิธีทดลอง 

1. ปิเปตตวัอย่างสารละลายยีสต์ 1 mL ลงในสารละลาย 0.85 % normal saline ท่ีผา่นการ

ฆ่าเชือ้ 9 mL  

2. เขย่าให้เข้ากนัจะได้สารละลายท่ีมีระดบัความเจือจาง 1:10 

3. เจือจางสารละลายตวัอย่างให้มีระดบัความเจือจาง 1:100 ถึง 1:106 ด้วยสารละลาย 0.85 

% normal saline ท่ีผา่นการฆ่าเชือ้ 9 mL  

4. ปิเปตตวัอย่างแขวนลอย 0.1 mL จากระดบัการเจือจางตอ่เน่ือง 3 ระดบัลงในจานเพาะ

เชือ้ท่ีมี YM agar และใช้แทง่แก้วงอฆ่าเชือ้เกลี่ยลงบนผิวหน้าอาหารจนแห้ง 

5. น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 ℃ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

6. อา่นผลโดยนบัจ านวนโคโลนีทัง้หมดในชว่ง 25 – 250 โคโลนีบนจานอาหารเพาะเชือ้และ

ค านวณในหน่วยของ cells/mL 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานส าหรับการหาปริมาณสตกิมาสเตอรอลด้วยวธีิ HPLC 

สารเคม ี

1. สติกมาสเตอรอล  

2. Absolute ethanol  

วิธีการทดลอง 

1. เตรียมสารละลายสตกิมาสเตอรอลท่ีความเข้มข้น 10 mg/L โดยชัง่สติกมาสเตอรอล

ปริมาณ 0.001 กรัม ละลายใน  Absolute ethanol  และปรับปริมาตร ให้เป็น 10 

มิลลิลิตร ด้วย Absolute ethanol   

2. เตรียมสารละลายสตกิมาสเตอรอลท่ีความเข้มข้น 2, 4, 6 และ 8 mg/L โดยปิเปต 0.2, 

0.4, 0.6 และ 0.8 mL ของสารละลายสติกมาสเตอรอลท่ีความเข้มข้น 10 mg/L ปรับ

ปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตรให้เป็น 10 มิลลิลิตร ด้วย Absolute ethanol   

การค านวณปริมาณสติกมาสเตอรอลในเซลล์ 

1. ชัง่ปริมาณเซลล์ท่ีน าไปสกดั 

2. ค านวณน า้หนกัเซลล์แห้ง โดยแบ่งเซลล์ท่ีจะน าไปสกดับางสว่นใสใ่นถ้วยอลมูเินียมชัง่ 

บนัทึกน า้หนกัและใสใ่นเดซิเคเตอร์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ชัง่น า้หนกัอีกครัง้ เพ่ือ

ค านวณน า้หนกัเซลล์แห้ง  

3. ค านวณน า้หนกัแห้งของเซลล์จาก  

เปอร์เซนตน์ า้ในเซลล์     =   x 100 

น า้หนกัเซลล์แห้ง (g dry weight cell)       =  (100 – เปอร์เซนต์น า้ในเซลล์) x น า้หนกัเซลล์เร่ิมต้น 

4. ปริมาณสติกมาสเตอรอลในเซลล์   =    

    (mg/g dry weight cell) 
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A คือ ปริมาณสติกมาสเตอรลท่ีอา่นได้จากการวิเคราะห์ด้วย HPLC (mg/L) 

2 x 10-3 คือ ปริมาณคลอโรฟอร์มท่ีใช้ในการสกดั (L) 

การวดัอัตราเร็วการแช่แขง็ 

1. ใช้เทอร์โมคอปเปอร์จุ่มในสารละลายเซลล์ท่ีบริเวณกึ่งกลางจบัเวลาและบนัทกึอณุหภมูิ

ทกุ 30 วินาที กรณีหลอดขนาด 15 มิลลิลิตรและ ทกุ 10 วินาทีส าหรับหลอดขนาด 2 

มิลลิลิตร โดยวดัจนถึงอณุหภมูิสดุท้ายท่ีตัง้ไว้ 

2. ค านวณอตัราเร็วในการแช่แขง็ 

อตัราเร็วในการแช่แขง็ (℃/min)        =        

การนับเปอร์เซนต์การอยู่รอดของเซลล์ 

นบัจ านวนเซลล์มีชีวิตก่อนแช่แขง็และหลงัการแช่แขง็ด้วยวิธี MBS และค านวณจาก 

 

              เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัแช่แขง็(%)    = 
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ภาคผนวก ค. 

กราฟมาตรฐานและกราฟต่างๆ 

กราฟมาตรฐานสตกิมาสเตอรอล 

  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ค1 กราฟมาตรฐานของปริมาณสติกมาสเตอรอล (mg/L) ตอ่พืน้ท่ีใต้กราฟเมื่อวิเคราะห์ด้วย  

HPLC 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ค2 กราฟการเจริญ (log10 cells/mL)ของ K. marxianus UBU1-11 
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กราฟอตัราเร็วในการแช่แขง็ K. marxianus  

รูปท่ี ค3 การเปลีย่นแปลงอณุหภมูิของสารละลายเซลล์ในหลอดป่ันเหว่ียงปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

                ท่ีอณุหภมูิแช่แขง็ -10  

 

รูปท่ี ค4 การเปลีย่นแปลงอณุหภมูิของสารละลายเซลล์ในหลอดป่ันเหว่ียงปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

             ท่ีอณุหภมูิแช่แขง็ -20  
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รูปท่ี ค5 การเปลีย่นแปลงอณุหภมูิของสารละลายเซลล์ในหลอดป่ันเหว่ียงปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

             ท่ีอณุหภมูิแช่แขง็ -30  

 

รูปท่ี ค6 การเปลีย่นแปลงอณุหภมูิของสารละลายเซลล์ในหลอด eppendoff ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

             ท่ีอณุหภมูิแช่แขง็ -30  
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ตารางท่ี ค1  ปริมาณสติกมาสเตอรอลท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ตอ่เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดของ K. marxianus 

หลงัการแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ 

A,B   คือ คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัในแนวนอนเดียวกนัแตกตา่งกนัอย่างมนียัส าคญั  (p ≤  0.05)  

(r = 3) 

1,2   คือ คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัในแนวตัง้เดยีวกนัแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั  (p ≤  0.05)  

(r = 3) 

a, b, c, d, e และ f คือ คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอย่างมนียัส าคญั (p ≤ 0.05) 

(r = 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ปริมาณสติกมาสเตอรอล
ในเซลล์ 

(mg/g dry weight cells) 

จ านวนเซลล์ K. marxianus ท่ีมีชีวิต (%) 
 หลงัการแช่แขง็ท่ีอณุหภมู ิ

-10 ℃ -20 ℃ -30 ℃ คา่เฉล่ีย 
0 38.12f+5.97 44.10f +4.99 42.55f +6.41 41.59B+3.10 

0.04 69.25de+2.11 77.34bcd+8.37 71.30cde+0.99 72.63A+4.20 
0.15 81.68 ab+5.36 79.47abc+5.84 65.54e +6.46 75.56A+8.75 

0.32 75.35cd +7.62 81.93ab+2.84 75.53bcd+5.07 77.60A+3.75 

0.37 84.90a +3.13 73.63cde+7.17 70.90cde+6.69 76.48A+7.42 

คา่เฉล่ีย 69.862+18.73 70.982+15.46 65.161+13.13  
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ตารางท่ี ค2  อตัราเร็วในการแช่แขง็ K. marxianus ท่ีอณุหภมูิ -20 ℃ ตอ่เปอร์เซนต์การอยู่รอด                                 

                    ของ K. marxianus ท่ีไมม่ีและมีสติกมาสเตอรอลท่ีเย่ือหุ้มเซลล์  

A, B, C, D และ E คือคา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัในแนวนอนเดียวกนัแตกตา่งกนัอย่างมี

นยัส าคญั (p ≤ 0.05) (r = 3)  

1,2   คือ คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัในแนวตัง้เดยีวกนัแตกตา่งกนัอย่างมนียัส าคญั  (p ≤  0.05)  

 (r = 3) 

a,b,c,d,e และ f  คือ คา่เฉล่ียท่ีมีอกัษรก ากบัตา่งกนัแตกตา่งกนัอย่างมนียัส าคญั(p ≤ 0.05) 

 (r = 3) 

 

 
 

 

อตัราเร็วการแช่แขง็ 
(℃/min) 

 

เปอร์เซนตก์ารอยู่รอดของเซลล์หลงัผา่นการแช่แขง็ท่ีอณุหภมูิ -20 ℃ เมื่อ 
ไมม่ีสติกมาสเตอรอล มีสติกมาสเตอรอล คา่เฉล่ีย 

1 41.49 d+5.44 68.51 b+4.36 55.00 B+19.11 

7 44.74 cd+4.57 69.67 b+4.31 57.20B+17.62 

10 64.94 b+5.66 84.67a+5.04 74.81A+13.95 

20 42.99 de+2.55 51.26 c+6.41 47.13 C +5.85 

40 41.09d+2.50 48.23 cd+3.57 44.66C+5.05 

คา่เฉล่ีย 47.052+10.10 60.471+14.36  
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ตารางท่ี ค3 จ านวนเซลล์ K. marxianus  ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอล (log cells/mL) ท่ีเก็บไว้ท่ี  

      อณุหภมูิตา่งๆเป็นเวลา 6 สปัดาห์  

 

ตารางท่ี ค4 จ านวนเซลล์ K. marxianus  ท่ีมีสติกมาสเตอรอลท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ (log cells/mL) ท่ีเกบ็  

      ไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ เป็นเวลา 6 สปัดาห์  

 

 

วนัท่ี จ านวนเซลล์มชีีวิต (log cells/mL) ท่ีเกบ็ไว้ท่ีอณุหภมู ิ

-10  -20  -30  -40  -60  -80   
3 7.44±0.14 7.52±0.06 7.33±0.07 6.83±0.06 6.98±0.04 7.00 ±0.06 
7 7.32±0.13 7.47±0.07 7.35±0.08 6.78±0.11 6.91±0.01 6.81  ±0.06 

10 7.35±0.12 7.46±0.06 7.34±0.03 6.78±0.01 6.88±0.03 6.81  ±0.03 
14 7.20±0.03 7.23±0.03  7.32±0.02 6.73±0.01 6.82 ±0.10 6.84  ±0.02 
21 6.83±0.03 7.19±0.02 7.31±0.08 6.83±0.15 6.78 ±0.05 6.71  ±0.12 
28 6.82±0.03 6.90±0.12 7.10±0.01 6.67±0.08 6.79 ±0.03 6.69  ±0.11 
35 6.60±0.02 7.05±0.19 7.07±0.02 6.61±0.07 6.76 ±0.04 6.70  ±0.05 
42 6.51±0.11 7.05±0.02 6.85±0.10 6.35±0.14 6.67 ±0.02 6.69  ±0.06 

วนัท่ี จ านวนเซลล์มชีีวิต (log cells/mL) ท่ีเกบ็ไว้ท่ีอณุหภมู ิ

-10  -20  -30  -40  -60  -80  

3 7.44±0.13 7.31±0.05 7.28 ±0.01 7.07±0.02 7.09±0.01 7.17±0.16 
7 7.25 ±0.04 7.28±0.03 7.19±0.02 7.07±0.02 7.06±0.01 7.06 ±0.05 
10 7.14 ±0.02 7.25±0.03 7.14±0.01 7.04±0.04 7.04±0.01 7.08±0.01 
14 7.15 ±0.01 7.22±0.05 7.12±0.02 7.01±0.02 7.02±0.02 7.07±0.01 
21 7.07±0.02 7.18±0.05 7.06±0.03 6.94±0.01 7.01±0.02 7.05±0.02 
28 7.00±0.07 7.15±0.06 7.03±0.03 6.95±0.03 6.98±0.02 7.04±0.07 
35 6.98±0.08 7.12±0.02 7.03±0.04 6.94±0.02 6.94±0.02 7.02±0.07 
42 7.03±0.04 7.11±0.01 7.03±0.02 6.90±0.05 6.90±0.03 7.02±0.07 
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ภาคผนวก ง. 

การค านวณทางสถติ ิ

ตารางท่ี ง1 การวิเคราะห์ทางสถิติ t-test ของจ านวนเซลล์ K. marxianus (log cells/mL) เมื่อนบั    

                  จ านวนเซลล์ด้วยวิธี total plate count เทียบกบัวิธี Methylene blue ท่ีแปรจ านวน  

                  เซลล์ 106 cells/mL (A), 107 cells/mL (B) และ 108 cells/mL (C) 

Source Levene’s test for equality of 
variances 

t-test for equality of means 

F Sig. t df Sig. (2-tailed) 
A 0.026 0.879 0.039 4 0.971 
B 3.595 0.131 1.054 4 0.351 
C 3.828 0.122 -1.079 4 0.341 

 

ตารางท่ี ง2 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของจ านวนเซลล์ K. marxianus  

(log cells/mL) เมื่อแปรปริมาณสติกมาสเตอรอลระดบัตา่งๆ (A) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่

ร้อยละ 95 

Source Sum oo Squssta do Mtsn aqusst F Sig 
A 0.045 5 0.009 0.486 0.780 

Essos 0.220 12 0.018   
Totsl 0.264 17    

ตารางท่ี ง3 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของปริมาณสติกมาสเตอรอลในเซลล์  

     K.marxianus  (mg/g dry weight cell) เมื่อแปรปริมาณสติกมาสเตอรอลใน  

    YM broth ระดบัตา่งๆ (A) ท่ีระดบั    ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

Source Sum oo Squssta do Mtsn aqusst F Sig 
A 0.419 5 0.084 68.140 0.000 

Essos 0.015 12 0.001   
Totsl 0.434 17    
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ตารางท่ี ง4  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ 

ของ K. marxianus เมื่อแปรอณุหภมูิในการแช่แขง็ (A) และปริมาณสติกมาสเตอรอล    

ในเซลล์ (B) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 

Source Sum oo Squssta do Mtsn aqusst F Sig 
Model 9349.093 14 673.864 21.086 0.000 
A 285.874 2 142.937 4.473 0.020 
B 8363.589 4 2090.897 65.428 0.000 

AB 784.630 8 98.079 3.069 0.012 
Essos 958.717 30 31.957   
Totsl 10392.811 44    

 

ตารางท่ี ง5  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็  

K. marxianus ท่ีมีปริมาณสติกมาสเตอรอลและแปรอณุหภมูิในการแช่แขง็ (A) ท่ี    

ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ   95 

Source Sum oo Squssta do Mtsn aqusst F Sig 
A 7589.902 4 1897.476 24.119 0.000 

Essos 3146.919 40 78.673   
Totsl 10736.822 44    

ตารางท่ี ง6  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็  

K. marxianus ท่ีไมม่ีสติกมาสเตอรอลเมื่อแปรอตัราเร็วในการแช่แขง็ (A) และปริมาณ 

สติกมาสเตอรอล (B) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ   95  

Source Sum oo Squssta do Mtsn aqusst F Sig 
Model 683.955 9 683.955 32.569 0.000 
A 844.874 4 844.874 40.232 0.000 
B 2266.004 1 2266.004 107.904 0.000 

AB 127.524 4 127.524 6.072 0.002 
Essos 21.000 20 21.000   
Totsl  29    
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ตารางท่ี ง7  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของเปอร์เซนตก์ารอยู่รอดหลงัการแช่แขง็ 

K. marxianus ท่ีไมมี่และมสีติกมาสเตอรอลเมื่อแปรอตัราเร็วในการแช่แขง็ (A) ท่ี

ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ   95 

Source Sum oo Squssta do Mtsn aqusst F Sig 
A 6107.319 9 678.591 28.982 0.000 

Essos 468.282 20 23.414   
Totsl 6575.601 29    

 

ตารางท่ี ง8  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของกิจกรรมของเอนไซม ์

       เบตากาแลคโตสิเดสของ K. marxianus   (A) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ   95 

Source Sum oo Squssta do Mtsn aqusst F Sig 
A 5773.494 3 1924.498 308.093 0.000 

Essos 49.972 8 6.246   
Totsl 5823.466 11    
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ประวัตผิู้ เขยีนวิทยานิพนธ์ 

นางสาวอภิญญา แซ่โง้ว เกิดเมื่อวนัท่ี 20 ตลุาคม 2531 ท่ีกรุงเทพมหานคร ส าเร็จ

การศกึษาคณะวิทยาศาสตร์บณัฑิต (เกรียตนิิยมอนัดบั 2)  สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะ

วิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ปีการศกึษา 2552 และเข้าศกึษาตอ่ในหลกัสตูรปริญญา

มหาบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ปีการศกึษา 

2553  

การน าเสนอผลงานทางวิชาการ 

 อภิญญา แซ่โง้ว, ช่ืนจิต ประกิตชยัวฒันา, วรภา คงเป็นสขุ และสเุมธ ตนัตระเธียร. 2555. 

ผลของสติกมาสเตอรอลตอ่การทนอณุหภมูิต ่าของยีสตท์นร้อน Kluyveromyces marxianus. ใน

การประชมุวิชาการมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ครัง้ท่ี 51 (ภาคบรรยาย) วนัท่ี 5-7 กมุภาพนัธ์  

2555 ณ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ กรุงเทพมหานคร. 
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