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คํายอ 
 

YX/S  = ผลของเซลลที่ไดตอหนวยซับสเตรทที่ใชไป 

        μ     = อัตราการเตบิโตจําเพาะ  

  



 

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ยีสต คือ รากลุมหนึง่ที่สวนใหญมีการดํารงชีวิตเปนแบบเซลลเดี่ยว จัดอยูในชั้น แอสโคไม

ซีส (Class Ascomycetes) รูปรางคลายไขคอนขางกลม ไมมีสี สวนใหญมีการสืบพันธุแบบไม

อาศัยเพศโดยการแตกหนอ (budding) ขนาดของเซลลข้ึนอยูกบัสภาวะแวดลอมที่พบ แต

โดยทัว่ไปแลว เซลลยีสตมีความกวางประมาณ 2.5-10.5 ไมครอน ยาวประมาณ 4.5-21 ไมครอน 

ผนังเซลลของยีสตมีสวนประกอบหลกัคือพอลิแซคคาไรดซึ่งพบถงึ 80-90 เปอรเซ็นต สวน

ที่เหลืออีกประมาณ 3-20 เปอรเซ็นตไดแกโปรตีน(protein) ลิปด (lipid) และเกลืออนนิทรีย 

(inorganic salt ) (Ruiz-Herrera, 1992) ซึ่งพอลิแซคคาไรดที่พบบรเิวณผนงัเซลลของยีสต ไดแก 

แมนแนน (mannan) กลูแคน (glucan) และไคติน (chitin) ซึ่งองคประกอบหลักไดแกกลูแคนและ

แมนแนน สวนไคตินนั้นพบวามีปริมาณเล็กนอยเทานั้น (Walker, 1998) อยางไรก็ตาม

องคประกอบทางเคมีภายในผนงัเซลล นั้นจะแตกตางกนัไปตามสายพนัธุที่แตกตางกนั เนื่องดวย

โครงสรางของผนังเซลลนัน้คอนขางหนา ผนังเซลลชัน้นอกจึงมหีนาที่เสริมสราง ความแข็งแรง

ใหกับเซลล นอกจากจะทาํหนาทีเ่ปนโครงสรางใหกับเซลลแลว ผนงัเซลลยังทําหนาที่ สําคัญอื่นๆ

เชนกนั เชนการกําหนดรูปรางของเซลล ซึง่เปนเอกลักษณของยีสตแตละสายพันธุ โดยเกิดจากการ

รวมตัวขององคประกอบทางเคมีที่แตกตางกนัไปในแตละสายพันธุนัน่เอง นอกจากนี้ผนงัเซลล

ชั้นในยังมีบทบาทในกระบวนการทางเอนไซมหลายๆอยางที่เกิดขึ้นภายในเซลล เชนกิจกรรมการ

ยอยสารอาหารที่นําเขามาจากภายนอกเซลล หรือกจิกรรมการยอยสลายองคประกอบของผนงั

เซลลในระหวางขบวนการเพิ่มจํานวนของเซลล (Fleet, 1991) เปนตน  

บีตากลูแคน (β-glucan)  เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลโูคสซึ่งเชื่อมตอกันดวยพนัธะไกลโค

ซิดิกชนิดบีตา ซึ่งโครงสรางของบีตากลูแคนนัน้มี β-1,3-glucan เปนสายหลัก (back bone) ซึง่พบ

ประมาณ 85 เปอรเซ็นตและมี β-1,6-glucan เปนกิง่ (branch chain) (Manners และคณะ, 

1973) บีตากลูแคนนั้นมีหนาทีห่ลักคือสรางความยืดหยุนใหกับผนงัเซลล ทําใหผนังเซลลมีความ

แข็งแรงและปองกันการแตกของเซลล รวมทั้งทําใหเซลลสามารถคงรูปรางอยูได  

 กระบวนการสงัเคราะหบีตากลูแคนของยสีตเร่ิมตนในชวงที่ยีสตมีการแตกหนอ เนือ่งจาก 

ยีสตจะมีการสรางผนงัเซลลข้ึนมาใหม โดยจะมีการทาํงานของเอนไซมกลูแคนซนิเธเทส (glucan 

synthetase enzyme) ซึ่งพบกิจกรรมของ เอนไซมบริเวณพลาสมาเมมเบรน (Shematek และคณะ

, 1980) 
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 โดยเริ่มแรกนั้นมีการรายงานวาสาร Zymosan ที่สกัดไดจากเซลลยีสตนั้นสามารถกระตุน

กิจกรรมของระบบภูมิคุมกันได จากนั้น Manner และคณะ (1973) ไดทําการศึกษาตอมาพบวาสาร 

Zymosan นั้นคือบีตากลูแคน 

 บีตากลูแคนเริ่มเปนที่สนใจในการผลิตเนื่องจากสามารถนําไปใชประโยชนไดหลากหลาย

ดาน โดยขึ้นอยูกับความบริสุทธิ์ของบีตากลูแคน เชน ใชเปนสารใหความขนหนืดและใชเปนสาร

ทดแทนไขมันในอาหารแคลอรี่ต่ําในอุตสาหกรรมอาหาร (Temeli และ Burkus, 2000 ; 

Worrasinchai และคณะ, 2005) ทางดานการแพทยและเภสัชกรรม สามารถนํามาใชเปนสาร

กระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกาย และยังปองกันโรคมะเร็งไดอีกดวย (Hunter และคณะ 2002) 

นอกจากนี้ยังมีรายงานวาบีตากลูแคนชวยลดระดับคลอเรสเตอรอลในเลือด และลดการติดเชื้อหลัง

ผาตัดในผูปวยที่ติดเชื้องายไดเชนกัน (Ross และคณะ 1999) ทางดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง

พบวา มีการใชบีตากลูแคนเปนสวนผสมในครีมกันแดดและยังชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการสราง

คอลลาเจนของผิวหนัง  รวมทั้งยังชวยกระตุนภูมิคุมกันของผิว และลดการทําลายเซลลภูมิ

ตานทานของผิวหนัง (Zulli และคณะ 1996) 

 จะเห็นวาบีตากลูแคนมีประโยชนมากมาย  ดังนั้นจึงมีการศึกษาอยางกวางขวางเพื่อหา

แหลงผลิตบีตากลูแคนซึ่งสามารถผลิตไดจากหลากหลายแหลง เชน จากธัญพืชตางๆ ไดแก ขาว

โอต ขาวบารเลยและจากราและยีสต 

 ปจจุบันการผลิตบีตากลูแคนจากยีสตมีความสําคัญมากขึ้น เนื่องมาจากยีสตเปนสิ่งมีชีวิต

เซลลเดี่ยว สามารถควบคุมการเจริญใหอยูในภาวะที่ตองการไดโดยไมตองคํานึงถึงฤดูกาลและ

สภาพดินฟาอากาศในขณะที่การผลิตจากธัญญพืชตองคํานึงถึงปจจัยเหลานี้ อีกทั้งยีสตยังมีการ

ใชวัตถุดิบในการเลี้ยงที่ไมยุงยาก และสามารถควบคุมการผลิตใหมีผลผลิตสูงในเวลาอันรวดเร็ว 

 จากเหตุผลที่กลาวมาจึงมีผูทําการศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงยีสตเพื่อทําการ

ผลิตบีตากลูแคนให ไดป ริมาณสูง  ซึ่ งส วนมากจะทํ าการศึกษาโดยใชยี สตสายพันธุ 

Saccharomyces cerevisiae เปนตนแบบ แตอยางไรก็ตามมีรายงานพบวายีสตสายพันธุตางๆจะ

มีปริมาณบีตากลูแคนที่ตางกัน (Nguyen และคณะ, 1998 ; Kim และคณะ, 2004) นอกจากนี้ยัง

ข้ึนอยูกับองคประกอบของอาหารและภาวะที่ใชในการผลิตอีกดวย  

 ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการการคัดกรองยีสต  และการหาภาวะที่เหมาะสม

ในการเลี้ยงยีสตซึ่งใหบีตากลูแคนไดในปริมาณสูงเพื่อนําไปพัฒนาการผลิตในระดับอุตสาหกรรม

และนําบีตากลูแคนไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ ตอไป   
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 คัดกรองยีสตที่มีบีตากลูแคนในปริมาณสูงและศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลู

แคน 
 
ขั้นตอนงานวิจัย 

1. เก็บตัวอยางและคัดกรองยีสต 

2. วิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนจากยีสตที่คัดเลือกได 

 3. ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

 4. ศึกษาการผลิตบีตากลูแคนในถังหมัก 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดยีสตที่มีประสิทธิภาพในการผลิตบีตากลูแคนในปริมาณสูงรวมถึงทราบภาวะที่

เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน ซึ่งจะเปนขอมูลเพื่อใชพัฒนาในระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
ยีสต (Yeast) 

ยีสต คือ รากลุมหนึง่ที่สวนใหญมีการดํารงชีวิตเปนแบบเซลลเดี่ยว จดัอยูในชั้น แอสโคไม

ซีส (Class Ascomycetes) มีรูปรางหลายแบบ เชน รูปรางกลม รี สามเหลี่ยม หรือรูปรางแบบ

มะนาวฝรั่ง เปนตน  ยีสตมีขนาดใหญกวาแบคทีเรีย คือยาวประมาณ 20 ไมครอน เซลลยีสตมี

นิวเคลียส ไมมีคลอโรฟลล และไมสามารถเคลื่อนทีไ่ดดวยตัวเอง บางชนิดมีการสรางเสนใยแท 

(true mycelium) บางชนดิสรางเสนใยเทียม (pseudo mycelium) ยีสตสวนใหญมีการสืบพนัธุ

แบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอ (budding) โดยเซลลที่อยูในสภาวะที่เหมาะสมสามารถแตก

หนอจากหนึง่เปนสองเซลลไดภายใน 1-2 ชั่วโมง บางชนิดมกีารสบืพันธุแบบอาศัยเพศโดยการ

สรางสปอร ทัง้ชนิดแอสโคสปอร (ascospore) และเบสดิิโอสปอร (basidiospore)  ยีสตสวนใหญ

สามารถเจริญเติบโตไดดีในชวงอุณหภูมิที ่ 25-40 oC  สามารถทนทานตอสภาวะความเปนกรดสูง

ได ถึงคา pH ที่ 3.5 เจริญไดดีทั้งในสภาวะ ที่มีและไมมีอากาศ ซึ่งเปนขบวนการทางชวีเคมีที่

สําคัญตออุตสาหกรรมการหมัก (Campbell และ Duffus, 1988) ยีสตสามารถพบไดทั่วไปทัง้ใน

ดิน น้าํ และอากาศ  บางชนิดจะรวมอยูกับแมลง หรือในกระเพาะของสัตวบางชนดิ แหลงทีพ่บมี

ยีสตมากที่สุดคือแหลงที่มปีริมาณความเขมขน ของน้ําตาลสูง เชน น้าํผลไม น้ําผ้ึง เปนตน  

 
การจัดจาํแนกประเภทของยีสต (Yeast identification) 

การจําแนกประเภทของยีสตจะตองศึกษาถึงลักษณะทัง้ทางดานสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 

และชีวเคมีประกอบกนั 

1. ลักษณะของเซลล (Phenotype) 

สังเกตจากรูปรางวาเซลลมีรูปรางกลม รี หรือรูปรางไมแนนอน สังเกตสี โดยสีที่พบ

โดยมากคือสีขาว เหลืองออน เหลืองเขม สีนวล น้าํตาลออน แดง ชมพ ู สมเปนตน 

สังเกตกลิน่ของเอสเทอร และขนาดของเซลลที่เจริญบนอาหารเหลว และอาหารแข็ง 

รวมถึงการสังเกตกลไก การเพิ่มจํานวน การจัดเรียงตัวของเซลล วาอยูแบบเซลลเดี่ยว 

เปนคู เปนกลุม หรือ เปนสาย ศึกษาการสรางแคปซูล การเกิดตะกอน (flocculant) วา

มีตะกอนมากนอยเพียงใด การเกิดฝา การเกิดตะกอนของเมือก (mucid sediment) 

ลักษณะของโคโลนี เชน เนือ้ (texture) วามีลักษณะเหลว แข็ง หรือหนืด ลักษณะของ

ผิวหนา (surface) วา มีผิวหนาเรียบ นนู ขรุขระ หรือเปนคลื่น สังเกตความนนู 
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(convex) และสังเกตขอบ (margin) วาเปนขอบเรียบ ขอบหยัก หรือขอบเวา 

นอกจากนีย้ังตองสังเกตลักษณะของการสรางเสนใยวายีสตที่ศึกษาวามีหรือไมม ี การ

สรางทัง้เสนใยแท และเสนใยเทยีม ศึกษาโครงสรางของผนังเซลล และผนังกั้น เสนใย 

รวมไปถึงลักษณะการปกคลมุโคโลนีของเสนใย 

2. ลักษณะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 

สังเกตวายีสตที่ทาํการศึกษามีลักษณะการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศวธิีการใดระหวาง

การแตกหนอ (budding) การแบงเซลลแบบฟสช่ัน (fission) หรือใชการสราง คอ

นิเดียบนกาน (stalk) หากเปนการแตกหนอ ก็ตองศึกษาตอไปวาเปนการแตกหนอ 

แบบ unipolar  bipolar  multilateral หรือ olive cell (pointed ends)  

3. ลักษณะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 

สังเกตวายีสตที่ทาํการศึกษามีการสรางสปอรชนิดแอสโคสปอร (ascospore) หรือเบ

สิดิโอสปอร (basidiospore) รวมถงึการสังเกตลักษณะตางๆของสปอร เชน รูปราง สี 

ขนาด และการจัดเรียงตัว และจํานวนของสปอร 

4. ลักษณะทางชวีเคม ี

สามารถศึกษาการใชสารอาหาร และการเจริญของยีสตที่ทาํการศึกษา ดวยการ 

ศึกษาการใชสารประกอบคารบอน โดยการศึกษาการใชน้ําตาลชนิดตางๆ ศึกษาการ 

ใชไนโตรเจน หรือศึกษาจากการเจริญบนอาหาร ที่มีการจํากัดสารอาหารจําพวก 

วิตามนิ รวมถึงการเจริญของยีสตที่อุณภมูิตางๆ และการทาํปฏิกิริยากับสีไดอะโซ-

เนียม บลู บี (Diazonium Blue B)  นอกจากนีย้ังสามารถสังเกตไดจากโครงสรางของ

โคเอนไซมคิว (coenzyme Q) เอนไซมยูรีเอส (urease) และการสรางสารประกอบอ

มัยลอยด (amyloid) อีกดวย 

เมื่อทราบถึงลกัษณะตางๆโดยละเอียดแลว จงึนาํผลที่ไดไปเทียบกับ 

taxonomic key เพื่อระบุวายีสตที่ทาํการศึกษานั้นจัดอยูใน genus และ species ใด 

 
 (ที่มา : http://www.wdv.com/CellWorld/Yeast/index_files/image004.jpg) 

รูปที่ 2.1 ลักษณะโดยทัว่ไปของเซลลยีสต 
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องคประกอบและโครงสรางของเซลลยสีต 
 เซลลยีสตมีลักษณะเปนเซลลเดี่ยว รูปรางคลายไขคอนขางกลม ไมมีสี ยีสตที่กาํลังเจริญ 

จะพบมกีารแตกหนอ ขนาดของเซลลข้ึนอยูกับสภาวะแวดลอมที่พบ แตโดยทัว่ไปแลว เซลลยีสตมี

ความกวางประมาณ 2.5-10.5 ไมครอน ยาวประมาณ 4.5-21 ไมครอน ปริมาตร ประมาณ 40 

ลูกบาศกไมครอนตอหนึ่งเซลล น้ําหนกัแหงโดยเฉลี่ยประมาณ 1x10-10 กรัม ภายในเซลล

ประกอบดวยคารโบไฮเดรต ที่อยูในรูปของกลูแคน และแมนแนน ไนโตรเจนเฉลี่ยประมาณ 7-9% 

ของน้ําหนักเซลลแหง โดย 64-79% ของไนโตรเจน พบเปนองคประกอบของโปรตีน โดยโปรตีนจะ

เชื่อมอยูกับแมนแนน พิวรีน ไพริมิดีน กรดอะมิโน นวิคลโีอไทด ไขมัน วิตามนิและสารอินทรียตางๆ 

 

 
 

(ที่มา : http://www.bakeinfo.co.nz/school/images/yeast.jpg) 

รูปที่ 2.2 แสดงองคประกอบโดยรวมของเซลลยีสต 

 

เซลลยีสตสามารถแบงไดเปนสองสวนหลกัๆไดแกสวนของของเหลวภายในเซลล รวมถงึนวิเคลียส

และไซโตพลาสซึมที่ประกอบไปดวยโปรตีน ไขมัน วิตามิน แรธาตุตางๆ และกรดนวิคลีอิก กับสวน

ของผนังเซลลที่ทาํหนาทีห่อหุมของเหลวภายในและทําหนาที่เปน โครงสรางของเซลล 
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ผนังเซลลของยีสต(Yeast Cell Wall)    
   

 

Fibrillar   Layer 
Mannoprotein 
 

β-Glucan 
 

β-Glucan-Chitin 
 

Mannoprotein 
Plasms Membrane 

(ที่มา : http://www.imucell.com/imucell/pages/learn-beta.htm) 

รูปที่ 2.3   โครงสรางของผนงัเซลลของ yeast 

 

 โดยทัว่ไปสัดสวนของผนังเซลลของยีสตคิดเปน 20-30% ของน้าํหนกัเซลลแหง หนา

ประมาณ 70 นาโนเมตร โครงสรางของผนงัเซลลมลัีกษณะเปนโครงรางตาขาย (sieve like 

structure) ของสารในกลุมพอลิแซคคาไรด โดย 55-65% ของน้าํหนักผนังเซลลทัง้หมดพบเปน 

สารบีตากลูแคน (β-glucan) (Klis และคณะ,2002) บีตากลูแคนเปนสวนสําคัญที่มีผลตอความ 

แข็งแรงและความยืดหยุนของผนงัเซลลของยีสต สารอื่นๆที่พบบริเวณผนังเซลลไดแก แมนแนน 

(mannan) ไคติน (chitin) ฟอสเฟต (phosphate) และสารพอลิแซคคาไรดที่จับอยูกบัสารประกอบ 

อ่ืนๆ เชนโปรตีน และไขมัน ซึ่งอยูในรูปของไกลโคโปรตีน (glycoprotein) และไลโปโพลีแซคคาไรด 

(lipopolysaccharide) โดยสารประกอบเหลานี้มีปริมาณสูงถึง 80-90% ของน้ําหนักแหงของ ผนัง

เซลล (Manners และ Masson, 1973) อยางไรก็ตามองคประกอบทางเคมีภายในผนังเซลล นั้นจะ

แตกตางกนัไปตามสายพนัธุที่แตกตางกัน 

 เนื่องดวยโครงสรางของผนังเซลลนั้นคอนขางหนา ผนงัเซลลชั้นนอกจงึมีหนาที่เสริมสราง 

ความแข็งแรงใหกับเซลล นอกจากจะทาํหนาทีเ่ปนโครงสรางใหกับเซลลแลว ผนังเซลลยังทําหนาที ่

สําคัญอื่นๆเชนกนั เชนการกําหนดรูปรางของเซลล ซึง่เปนเอกลักษณของยีสตแตละสายพันธุ โดย

เกิดจากการรวมตัวขององคประกอบทางเคมีที่แตกตางกันไปในแตละสายพนัธุนัน่เอง นอกจากนี้

ผนังเซลลชั้นในยงัมีบทบาทในกระบวนการทางเอนไซมหลายๆอยางที่เกิดขึ้นภายในเซลล เชน

กิจกรรมการยอยสารอาหารที่นาํเขามาจากภายนอกเซลล หรือกจิกรรม การยอยสลาย

องคประกอบของผนังเซลลในระหวางขบวนการเพิม่จํานวนของเซลล (Fleet, 1991) เปนตน 
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องคประกอบของผนังเซลลชั้นนอกยงัมีบทบาทในการยดึติดของเซลล ไมวาจะเปนการ เกาะกลุม

ของเซลลยีสตดวยกนัเอง (Calleja, 1987) หรือการยึดเกาะกับส่ิงแวดลอมที่อาศัย อยูก็ตาม 

(Douglas, 1987) กลาวโดยสรุปแลวผนังเซลลมีบทบาทหนาที่ในการปกปองเซลล คงรูปรางของ

เซลล ปฏิสัมพันธระหวางเซลล การรับสัญญาณและสารอาหารเขาสูเซลล การยึดเกาะ และ

กิจกรรมสําคญัตางๆภายในเซลลยีสตนัน่เอง  
 
องคประกอบสําคัญของผนังเซลลยีสต (Yeast cell walll composition) 
 1. โพลีแซคคาไรด (Polysaccharide)   เปนองคประกอบหลกัของผนงัเซลลของยีสต 

น้ําตาลที่เปนองคประกอบของโพลีแซคคาไรดที่พบมากที่สุดก็คือน้าํตาลกลูโคส  และพบ กาแลค

โตส (Galactose) และแมนโนส (Mannose) ในปริมาณพอสมควร นอกจากนี้ยงัมีน้าํตาล อีก

หลายชนิดที่พบแตกตางกนัไปตามแตละสายพนัธุของยสีต เชน แรมโนส  (Rhamnose) ไซโลส 

(Xylose) อะราบิโนส (Arabinose) ฟวโคส (Fucose) และไรโบส (Ribose) เปนตน  

 โพลีแซคคาไรดชนิดทีพ่บมากในผนงัเซลลยีสตไดแก ไคติน (Chitin) ซึ่งเปนสายโพล-ี แซค

คาไรดที่ไมมีการแตกแขนง เกิดจากการรวมตัวเขาดวยกันของ N-acetylglucosamine (GlcNAc) 

ดวยพนัธะ β-1,4  ยีสตที่มสัีดสวนของไคตินในผนังเซลลสูงไดแกยีสตสายพนัธุ Apodachlya sp. 

และ Leptomitus lacteus  

 กลูแคน (Glucan) เปนโพลีแซคคาไรดอีกชนิดหนึง่ซึ่งสามารถพบไดมากกวาไคติน กลู

แคนที่พบมากในผนงัเซลลของยีสตคือ บตีากลูแคน (β-glucan) มกีารเชื่อมตอ (linkage) สาม

แบบหลักๆประกอบไปดวย แบบ β-1,3  แบบ β-1,6 และแบบ α -1,3 ซึ่งทั้งสามแบบนี้ สามารถ

พบไดในสัดสวนที่แตกตางกันไปในยีสตแตละชนิด   

แมนแนน (Mannan) พบไดมากบริเวณพืน้ผิวชัน้บนของผนงัเซลล โดยแมนแนนเปน พอลิ

เมอรของน้ําตาลแมนโนส โดยสายพอลิเมอรหลักของน้ําตาลแมนโนสนี้จะเชื่อมตอกันดวย พันธะ 

α -1,4 glycosidic linkage ของคารบอนอะตอมในสายโมเลกุล ขณะที่ สายรอง (side chain) จะ

เชื่อมตอกันดวยพนัธะ α -1,2 glycosidic linkage และ α -1,3 glycosidic linkage แมนแนนจะ

เชื่อมตอกับโปรตีนโดยพนัธะไฮโดรเจนระหวางแอสพาราจีน (asparagine) กับ N-

acetylglucosamine นอกจากนีย้ังมีการพบแมนแนนเชือ่มตออยูกับฟอสเฟตโดยผานกระบวนการ 

ฟอสโฟรีเลชนั (phosphorylation)  
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นอกจากนีย้ังสามารถพบไคโตซาน (Chitosan) โพลีกาแลคโตซามิโนไกลแคน 

(polygalactosaminoglycan) ไนจีแรน (Nigeran) และโพลีแซคคาไรดอีกหลายชนิดบนผนังเซลล 

ของยีสตได ซึ่งจะพบไดแตกตางกันไปตามแตยีสตแตและสายพันธุ และแตละชวงของการเจริญ 

ของเซลลนอกจากโพลีแซคคาไรดแลวยังสามารถพบเฮทเทอโรโพลีแซคคาไรด 

(Heteropolysaccharide) บนผนงัเซลลของยีสตบางชนิดอีกดวย เชน มวิโคแรน (Mucoran) และ 

ไกลคูโรแนน (Glycuronan) เปนตน  

 

ตารางที่ 2.1  โพลีแซคคาไรดชนิดตางๆทีพ่บที่ผนังเซลลของพวก fungi (Ruiz-Herrera J., 1992) 

 

Polymer Monomer Linkage and structure 

Chitin N-acetylglucosamine β-1,4-long unbranched polymer 

Chitosan D-glucosamine β-1,4-long unbranched polymer 

Cellulose D-glucose β-1,4-long unbranched polymer 

β-Glucan D-glucose β-1,3-linked backbone with β-1,6-link at branch 

points 

α-Glucan D-glucose α-1,3-and α-1,4 

Mannan D-mannose α-1,6-linked backbone with frequence α-1,2-and 

α-1,3-linked branches of one to five residues each 

 
2. โปรตีน (Protein)   โดยทั่วไปแลวจดัวามีปริมาณคอนขางนอยในผนงัเซลลของยีสต 

คือประมาณ 3-20% ของน้าํหนักแหงของผนังเซลล การศึกษาในชวงแรกไมพบวาโปรตีน ในผนงั

เซลล (Cell Wall Protein:CWPs) นี้มบีทบาทที่สําคญัใดๆที่แตกตางไปจากโปรตีน ที่อยูภายใน

เซลล เปนเหตุใหมีการถกเถียงกันวาโปรตีนนัน้จริงๆแลวเปนองคประกอบของผนงั  เซลลที่แทจริง

หรือไม  แตดวยการศึกษาหลายๆชิน้นํามาซึ่งหลักฐานหลายประการเชนกนั ที่สนับสนนุวาโปรตีน

นั้นเปนองคประกอบที่แทจริง โดยโปรตีนสวนใหญทีพ่บบนผนงัเซลล  ของยีสตนั้นอยูในรูปของ

สารประกอบเชิงซอนระหวางโพลีแซคคาไรดกับโปรตีน (Polysaccharide and Protein Complex) 

เชน กลูแคนโปรตีน กลูโคแมนแนนโปรตนี และแมนโนโปรตีน เปนตน โดยโปรตีนที่อยูบนผนงัเซลล

นั้นมกีารจาํแนกไว 2 ชนิดคือ 
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2.1 Glycosyl Phophatidylinositol (GPI) – dependent cell wall protein (GPI-CWPs) 

โมเลกุลของโปรตีนกลุมนีจ้ะเชื่อมตออยูกบัสวนปลายของ β-1,3-glucan โดยผาน β-

1,6-glucan ดวยพนัธะโควาเลนต สวนภายในโครงสรางจะมกีรดอะมโินซีรีน และทรี

โอนีน ทีเ่รียงตวัซ้ําๆกนั 

2.2 Protein with Internal Repeat (Pir) Protein (Pir-CWPs) โมเลกุลของโปรตีนกลุมนี ้

จะเชื่อมตออยูกับสวนปลายของ β-1,3-glucan ดวยพันธะ O-linked side chain ซึ่ง

เปนพนัธะที่สามารถทําลายไดงายโดยใชเบสออน 

นอกจากนี ้ แมนโนโปรตีนบนผนงัเซลลยงัมีคุณสมบัติพิเศษที่สามารถจะจับกับแบคทีเรียได โดยมี

การศึกษาการนําไปใชยับยั้งแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคทองรวงในสัตว (E.coli และ Salmonella 

spp.) พบวาสามารถยับยัง้การเจริญเติบโต และการเพิ่มจํานวนในระบบทางเดิน อาหารของสตัว

ได (สํานักนวตักรรมแหงชาติ, 2549) 

 3. ลิปด (Lipid)   เปนองคประกอบยอยอีกตัวหนึง่ของผนงัเซลลของยีสต ความเขมขน

ของลิปดจะแตกตางกนัไปตามสายพนัธุของยีสต โดยเฉลี่ยแลวอยูในชวง 1-10% ของน้ําหนักแหง

ของผนังเซลล ลิปดบนผนังเซลลนัน้มีทัง้แบบที่อยูอยางอิสระ (free or readily extracted) และ

แบบที่จับอยูกบัโมเลกุลอ่ืนอยู (bound lipid) โดยลิปดแบบหลังนัน้ มีปริมาณมากกวาแบบแรก

ประมาณ 2-3 เทา ลิปดบนผนังเซลลมีบทบาทในการเสริมสราง ความแข็งแรงของผนงัเซลล และ

ปองกนัไมใหผนังเซลลแหงลง (Shah และ Knight, 1978)  
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บีตากลูแคน (β-glucan)    
 บีตากลูแคนเปนพอลีแซคคาไรดที่รางกายมนษุยไมสามารถยอยได สามารถพบไดทั้งใน 

เมล็ดธัญพืช เชนขาวบารเลย ขาวโอต พบไดในแบคทีเรีย สาหราย เห็ด และยีสต โดยการผลิตบี

ตากลูแคนที่ไดรับความ นยิมสูงสุดคือการผลิตบีตากลูแคนจากยีสต เนื่องจากยีสตเปนสิง่มีชวีิต

เซลลเดี่ยว สามารถทําการ เลี้ยงใหอยูในสภาวะที่ตองการได ใชวตัถุดิบในการเลี้ยงที่ไมซับซอน 

และสามารถควบคุมการผลติ ใหมีผลผลิตสูงไดในเวลาอนัสั้น 

บีตากลูแคนทีพ่บบนผนังเซลลของยีสตนัน้ประกอบไปดวยสายโครงหลักและสายรอง

ภายในสายหลักเปนกลูโคสที่เชื่อมตอกนัดวยพนัธะ β-1,3 ซึ่งสายรองจะแตกแขนงจากสายหลกัที่

ตําแหนงพนัธะ β-1,6 (Kapteyn et al., 1996) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 โดย β-1,3-glucan สวนใหญ

จะอยูบริเวณผนังเซลลชั้นในและ β-1,3-glucan ที่มกีารแตกแขนงจะพบมากที่ผนงัเซลล ชั้นกลาง 

โดยบีตากลูแคนทาํหนาที่เสริมสรางความแข็งแรง ใหกบัผนังเซลลของยีสตนัน่เอง 

 

 

 

 
 

(ที่มา :  www.9.onc.ne.jp/~immunet/e11.html) 

รูปที่ 2.4  โครงสราง β-(1,3)/(1,6)-D-glucan 
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ประโยชนของบีตากลูแคน 
 เนื่องจากมกีารศึกษาพบคณุสมบัติของบีตากลูแคนในการกระตุนและเสริมสรางภูมิคุมกัน

ในสิ่งมีชวีิต (Riggi และ Di Luzio, 1961) จึงทําใหมคีวามสนใจถงึการใชประโยชนจากบีตา- กลู

แคนที่สกัดไดจากผนังเซลล ของยีสตกนัอยางกวางขวาง  

 การศึกษาหลายชิน้ที่สนับสนุนวาบีตากลแูคนมีสวนสนบัสนุนการทาํงานของระบบ

ภูมิคุมกันได เชนการศึกษาของ Kogan และคณะ (1989) ที่พบวาเบเกอรยีสตที่ผานขบวนการ 

carboxymethylation และ sulfoethylation สามารถตอตานการติดเชื้อแบคทีเรีย Klebsiella 

pnuemoniae ในหนูได และจากการศึกษาเพิ่มเติมโดย Chorvatovicova และคณะ (1993) พบวา 

กลูแคนที่ผานขบวนการ sulfoethylation จะมีความสามารถในการตอตานการเกดิมะเร็งในหน ู ที่

ทําการทดสอบดวยการใชโปแตสเซียมไบโครเมต (potassium bichromate) ซึ่งเกิดจากการที่ อิออ

นของ CrVI ไปจับกับหมู sulfoethyl ในกลูแคน นอกจากนี้ Vereschagin และคณะ (1994) ยัง

พบวาบีตากลแูคนที่ผานขบวนการ carboxymethylation ยังสามารถปองกนั การเกิดลิ่มเลือดใน

หนูไดอีกดวย นอกจากสองขบวนการขางตนจะชวยเพิม่ความสามารถ และประสทิธิภาพในการ

ทํางานของบีตากลูแคนแลว ตัวบีตากลูแคนที่จับอยูกับไคตินเองกย็ังมี ความสามารถในการ

ตอตานการเกดิมะเร็งไดเชนกัน (Chorvatovicova และคณะ, 1993) 

 Pelizon และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาการใหบีตากลูแคนที่ไดมาจาก S.cerevisiae  

100 มิลลิกรัมในหนู พบวามีเซลลหนูมีการผลิต IL-12p40, IL-12p70 และ TNF-α ไดสูงขึ้น และ

เมื่อทําการกระตุนดวย Streptococcus aureus พบวาหนทูี่ไดรับบีตากลูแคนมกีิจกรรมของ NK 

cell ที่สูงกวาหนูที่ไมไดรับบีตากลูแคน นอกจากนีห้นทูี่ไดรับบีตากลูแคนยังสามารถยับยัง้ การ

เจริญของ Paracoccidioides brasiliensis ไดดีกวาหนทูีไ่มไดรับบีตากลูแคนอีกดวย 

 การทดลองการฉีดกลูแคนใหกับปลาแซลมอนของ Robertsen และคณะ (1990) พบวา 

ปลาแซลมอนที่ทาํการทดลองมีความตานทานตอเชื้อ Yersinia rukeri เชื้อ Vibrio anguillarum 

และเชื้อ Vibrio salmonicida สูงขึน้ ซึ่งเชื้อเหลานี้เปนสาเหตุของโรค red mouth โรค vibriosis 

และโรค hitra ตามลําดับ โดยปลาทีท่ําการทดลองจะมภูีมิตานทานตอเชื้อเหลานี้สูงสุด หลงัจาก 

ทําการฉีดกลูแคนเขาไปเปนเวลา 3 สัปดาห จากการศึกษาถัดมาของ Engstad และคณะ (1992) 

พบวาระยะเวลาที่ผานไป 3 สัปดาหหลังจากทาํการฉีดกลูแคนเขาไปนัน้ กิจกรรมของเอนไซม ไลโซ

ไซม (lysozyme) ในปลาแซลมอนจะสงูขึ้น รวมไปถึงกจิกรรมของคอมพลีเมนต (complement) ที่

สูงขึ้นเชนกนัเมื่อเวลาผานไป 2-4 สัปดาห 
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จากการทดลองของ Williams และคณะ (1996) พบวาบีตากลูแคนสามารถชวยยับยัง้ 

การเกิดเนื้องอก การบวม และการทาํงานของสารกอมะเร็งได และยังพบอีกวาบีตากลแูคน 

สามารถชวยยดืระยะเวลาการมีชีวิตในสัตวที่ผานการปลูกถายเซลลเมลาโนมา (melanoma) 

เซลลอะดีโนคาซิโนมา (adenocarcinoma) เซลลแมมารีคาซิโนมา (mammary carcinoma) และ 

เซลลลิมโฟไซติก ลูคีเมีย (lymphocytic leukemia)  

 นอกจากการทดลองในสัตวแลว ก็มีการทดลองการนาํบตีากลูแคนมาใชในมนษุยเชนกนั 

ตัวอยางเชนการศึกษาของ Babineau และคณะ (1994) ทีท่ําการดัดแปลงพนัธุกรรมของยีสต เพือ่

ปรับปรุงบีตากลูแคน พบวาบีตากลแูคนที่ผานการปรับปรุงนั้นสามารถจับกับโมโนไซต 

(monocyte) และนิวโทรฟล (neutrophil) ไดมากขึ้น ซึ่งเมื่อนาํบีตากลูแคนนี้ไปประยุกตใชใน 

ผูปวยที่เขารับการผาตัดพบวา หลงัการผาตัดนั้นผูปวยตองการการใชยาปฏิชีวนะลดลง และใช 

เวลาในการพกัฟนสั้นลงอีกดวย นอกจากนี้ Hofer และคณะ (1995) ยังพบวาในบางครั้ง บีตากลู

แคนยังมีบทบาทเปนสารปองกนั รังส ี (radioprotective) ซึ่งจะมีประโยชนตอผูปวย ที่มีความ

จําเปนตองทาํการฉายรงัสีเปนประจํา 

 บีตากลูแคนยงัมีประโยชนในดานการบาํรุงผิวพรรณโดยจากการศึกษาของ Williams และ

คณะ (1996) พบวาบีตากลูแคนสามารถกระตุนการทาํงานของมาโครฟาจกใน langerhans cell 

ได ซึ่งเปนผลใหผิวหนงัมคีวามยืดหยุน ไมแตกแหง ดวยการคนพบนี ้ จึงทาํใหอุตสาหกรรม 

ผลิตภัณฑเสริมความงามเกดิความสนใจและตื่นตัวในการนําบีตากลูแคนมาเปนสวนผสม จาก

การทดลองใชจริงในอาสาสมัครสตรีที่มีอายุระหวาง 35-60 ป จาํนวน 150 คน พบวาผูใช สวน

ใหญมีรอยเหีย่วยนลดลงมากกวาเมื่อเปรียบเทยีบกับผูที่ไมไดใชผลิตภัณฑที่มีสวนผสม ของบี

ตากลูแคน นอกจากนี้ผิวหนงัยังมีความยืดหยุนและชุมชืน้ขึ้นอีกดวย 

 นอกจากนีย้ังพบวาบีตากลแูคนจากยีสตสามารถชวยลดระดับคอเลสเตอรอล  

(cholesterol) โดยรวมได จากการศึกษาของ Nicolosi และคณะ, 1999 พบวาเมือ่ผูปวยทีม่ี ระดับ

คอเลสเตอรอลในกระแสเลอืดสูง ไดรับเสนใยบีตากลแูคนวันละ 15 กรัม เปนเวลา 8 สัปดาห จะ

สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลรวมได โดยคอเลสเตอรอลชนิด LCL (low density lipoprotein) 

จะลดลง ขณะที่คอเลสเตอรอลชนิด HDL (high density lipoprotein) จะเพิ่มข้ึน สันนิษฐานวา

เกิดจากการทีบ่ีตากลูแคนไปชวยสนับสนนุใหเกิดการหลั่งกรดน้าํดีข้ึนมานัน่เอง 

นอกจากนี ้ Kerckhoffs และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาใหกลุมตัวอยางบริโภคน้ําสมที่มี 

สวนผสมของบีตากลูแคนเปนเวลา 2 สัปดาห รวมปรมิาณบีตากลูแคนที่บริโภค เขาไปทั้งหมด 0.5 

กรัม พบวาสามารถลดปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมดในเลือดไดถึง 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
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บีตากลูแคนชวยสงเสริมการทํางานของระบบภูมิคุมกันโดยการเขาไปจับกับเซลลหลายๆ 

ชนิดในระบบภูมิคุมกันที่มมีาแตกําเนิด (non specific immune system) เชน มาโครฟาจก และ

นิวโทรฟล โดยจับกนัตรงตําแหนงรับบีตากลูแคน (β-glucan receptor) ซึ่งพบวามาโครฟาจก 

สามารถจับกบับีตากลูแคนไดดีกวาเซลลในระบบภูมิคุมกันตวัอื่นๆ (Lee และคณะ, 2001) และ

เมื่อเซลลภูมิคุมกันไดจับกับบีตากลูแคนแลวเซลลเหลานั้นจะถูกกระตุนใหเกิดการสราง

สารประกอบตางๆเพื่อตอตานสิ่งแปลกปลอม 

 ความสามารถในการกระตุนขางตนนั้นเกิดจากการที่บีตากลูแคนมีโครงสรางเปนแขนง 

โดยบีตากลูแคนที่สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดดีควรมคีา degree of polarization อยูระหวาง 0.2 

ถึง 0.3 ซึ่งแสดงวาบีตากลูแคนนัน้มีโครงสรางแบบเกลยีวแบบ triple helix  และหมู hydrophilic 

group ที่ผิวนอกของเกลียวยังจะชวยเพิม่ความสามารถในการกระตุน ระบบภูมิคุมกันไดอีกดวย 

(Bohn และ BeMiller, 1995)  

 นอกจากประโยชนทางดานการแพทยแลว ดวยคุณสมบัติอ่ืนๆของบีตากลูแคน ทําใหมี 

การนาํไปประยุกตใชใหเกิดประโยชนอีกในหลายดาน เชน คุณสมบัติของบีตากลแูคนที่ไมละลาย 

น้ําที่อุณหภูมหิอง แตมีคณุสมบัตทิี่สามารถอุมน้ําและทําใหเกิดความหนืดกับสารละลาย รวมถึง 

ความสามารถในการดูดซับน้ํามนั จงึทาํใหมีการนําบีตากลูแคนมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน 

ใชเปนสารที่ทาํใหเกิดความคงตัวในระบบอิมัลชัน (emulsion stability) ซึ่งชวยในการลดแรง ตึงผิว

ระหวางอนุภาคน้ํากับน้ํามัน ตลอดจนใชเปนสารใหความหนืด เปนตน (Kollar และคณะ, 1992) 

ตัวอยางการนาํไปใชเชนการนําบีตากลูแคนไปใชในผลิตภัณฑมายองเนสเพื่อทดแทนไขมัน (fat 

replacer) (Worrasinchai และคณะ, 2005)  
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แหลงของบตีากลูแคน 
บีตากลูแคนนัน้นอกจากสามารถพบไดทีผ่นังเซลลของยีสตแลวยังสามารถพบไดจาก

แหลงอื่นๆในธรรมชาติไดอีกดวย ซึง่แหลงของบีตากลูแคนที่มีผูเคยทาํการศึกษาไดแก 

 

Beta Glucan 

Type 
Structure Description 

Bacterial 
 Linear β1,3-glucan 

(Curdland) 

Fungal 
 Short β1,6-glucan branched β1,3-glucan 

(i.e. Schizophyllan) 

Yeast 
 Long β1,6-glucan branched β1,3-glucan 

(WGP Beta Glucan, BetafectinTM) 

Cereal 
 Linear β1,3/β 1,4-glucan 

(i.e. oats,  barley, rye) 
 

(ที่มา :  http://www.imucell.com/imucell/pages/learn-beta.htm) 

รูปที่ 2.5 แสดงรูปแบบของบีตากลูแคนในแหลงตางๆ 

 
บีตากลูแคนในเมล็ดธัญพืช (Cereal β-glucan) 

บีตากลูแคนทีพ่บในเมล็ดธญัพืช เชน ขาวบารเลย ขาวโอต ขาวไรน และขาวสาลี 

สวนมาก จะเปนบีตากลูแคนสายตรงของ β-1,3-glucan และ β-1,4-glucan อยูปะปนกนัในผนงั

เซลลของเอนโดเสปรมของเมล็ดธัญพืชขางตน เมื่อทําการสกัดบีตากลูแคน จากขาวโอตพบวา มบีี

ตากลูแคนสายตรงที่ประกอบดวย 4-O-linked β-D –glucopyranosyl unit ประมาณ 70% และ 3-

O-linked β-D –glucopyranosyl unit ประมาณ 30% โดย β-1,3-glucan โดยมากจะพบอยูเดีย่วๆ 

ขณะที่ β-1,4-glucan มักพบเปนกลุม (Ren et al., 2003) โดยปกติบีตากลูแคนทีพ่บในธัญพืช

สวนมาก มีลักษณะเปนเกลยีวสุม (random coil)  

 

 

 

 

(ที่มา :  http://www.lsbu.ac.uk/water/hygly.html) 

รูปที่ 2.6 โครงสรางของ β-(1,3),(1,4)-D-glucan ซึ่งพบในเมล็ดธัญพชื 
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บีตากลูแคนในสาหราย   

พบ β-glucan ในรูปแบบของแหลงกักเกบ็พลังงานทีเ่รียกวา Laminarin โดยสาหรายจะ

ผลิต Laminarin ออกมาโดยขบวนการสังเคราะหดวยแสง ซึง่ Laminarin นี้ก็คือ hydrophilic β-

1,3-glucan (รูปที่5) นั่นเอง  Laminarin นี้เปนแหลงอาหาร สําหรับสัตวทะเล หลายชนิด และรวม

ไปถึงมนษุยทีน่ําเอาสาหรายนัน้มาปรงุอาหารดวย 

Laminarin มปีระโยชนมากมาย เชน นําไปใชในการผลติสบู และแกว, ใชเปน thickener 

ในอุตสาหกรรมไอศกรีม เจลลี่  และยาสีฟน และเมือ่ใช Laminarin กับพืชพวกยาสูบ พบวา

สามารถปองกนัแบคทีเรียกอโรคไดอีกดวย 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ที่มา :  www.immunocrop.com/beta-glucan/bio_reserch.cfm) 

             รูปที่ 2.7  โครงสรางของ laminarin ทีพ่บในพวกสาหราย 

 

 
บีตากลูแคนในแบคทีเรีย 

บีตากลูแคนทีพ่บในแบคทีเรียมีชื่อเรียกอกีอยางหนึ่งวาเคิรดแลน (Curdlan) เปนเอกโซ- 

พอลีแซคคาไรดสายตรงของ β-1,3-glucan ไมมีแขนง มีคา degree of polymerization ประมาณ 

450  เคิรดแลนเปนบีตากลแูคนที่มีความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกันของมนษุยได 
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บีตากลูแคนในยีสต 
บีตากลูแคนในยีสตพบไดในยีสตทัว่ไป โดยเปนองคประกอบหลักของผนงัเซลลยีสต 

โดยทัว่ไปแลวบีตากลูแคนในผนงัเซลลของยีสตมีอยูสามแบบหลักๆคอื 

β-1,3-glucan จัดเปนโครงสรางหลกัของบีตากลูแคน มีคา degree of polymerization 

ประมาณ 1,500  มีมวลโมเลกุลเฉลี่ย 240,000  เสนใยที่พบยาวทีสุ่ดประมาณ 600 นาโนเมตร 

เสนผานศูนยกลางประมาณ 10-30 นาโนเมตร มีลักษณะทั้งแบบที่เปนเสนใย (fibrous) แบบที่ ไม

มีรูปรางแนนอน  (amorphous) และแบบเกลียว (helical conformation) โดยเกลียวนัน้อาจ 

ประกอบดวยพอลีแซคคาไรดสายเดี่ยว หรือสายที่มี พนัธะไฮโดรเจน 3 พันธะก็ได ซึ่งแบบหลงั จะ

ทําใหเกิดโครงสรางทีเ่รียกวาทริปเปลเฮลิกซ (triple helix) การแตกแขนงออกจากบีตากลูแคน 

สายหลกันัน้จะเกิดขึ้นที่ตําแหนงหมูไฮดรอกซีที่ 6 (6-hydroxy group) ซึ่งการแตกแขนงออกมานี้ 

จะไมสงผลตอการบิดเปนเกลียวของบีตากลูแคน แตหากสายรองทีแ่ตกแขนงออกมามีความยาว 

มาก ก็อาจเปนสาเหตุใหเกดิเปนโครงขายเสนใย และหากสายรองมคีวามยาวไมมาก ก็อาจเปน 

สนับสนนุใหเกิดโครงสรางแบบเกลียวแบบ triple helix (Saito, 1991) 

β-1,6-glucan พบรวมอยูกบั β-1,3-glucan มีประมาณ 5% ของน้าํหนักแหงของ ผนงั

เซลล เปนบีตากลูแคนที่มีโครงสรางลักษณะเปนแขนง ทําหนาที่เชื่อมแตละองคประกอบ ในผนัง

เซลล (Koller et al., 1997) เชนการเชื่อมตอระหวาง GPI-dependent cell wall protein กับ β-

1,3-glucan เปนตน เซลลยีสตที่ขาดความสามารถในการสราง β-1,6-glucan จะขาดการ 

ประกอบกันขององคประกอบตางๆใหกลายเปนผนังเซลล ทาํใหมผีลกระทบอยางรุนแรงตอการ 

เจริญของเซลล 

α -1,3-glucan ในยีสตทัว่ๆไปจะพบบีตากลูแคนรูปแบบนี้ในสัดสวนที่นอยกวาบีตา -กลู

แคนสองแบบแรก อยางไรก็ตามพบวายีสตที่เปนอนัตรายหรือเปนยีสตที่สามารถกอโรคได เชน 

Cryptococcus และ Blastomyces dermatitidis นัน้จะมีสัดสวนของ α -1,3-glucan อยูสูงกวา 

ยีสตที่ไมไดเปนยีสตกอโรค มีการศึกษานาํยีสตกอโรค Paracoccidioides brasiliensis มาทําการ 

เลี้ยงในหลอดทดลองไประยะหนึ่งพบวาปริมาณของ α -1,3-glucan บนผนงัเซลลนั้นมีการลดลง 

จาก 45% เหลือเพียง 3% เทานั้น 
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การสังเคราะหบีตากลูแคนของยสีต 
 กระบวนการสงัเคราะหบีตากลูแคนของยสีตเร่ิมตนในชวงที่ยีสตมีการแตกหนอ เนือ่งจาก 

ยีสตจะมีการสรางผนงัเซลลข้ึนมาใหม โดยจะมีการทาํงานของเอนไซมกลูแคนซนิเธเทส (glucan 

synthetase enzyme) ซึ่งพบกิจกรรมของ เอนไซมบริเวณพลาสมาเมมเบรน (Shematek et al., 

1980) การสรางผนงัเซลลของยีสตเร่ิมดวยการสราง β-1,3-glucan โดยมีโปรตีน Fks1p/Fks2p 

และ Rho1p เขามาชวยในการควบคุมการสังเคราะห  สําหรับ β-1,6-glucan นั้นอาจสังเคราะห 

ข้ึนมาไดจากการใช β-1,3-glucan เปนตัวตั้งตน หรืออาจมีการสรางจากบริเวณอืน่ แลวจึงมีการ 

ขนสงมาเชื่อมตอเขากับ β-1,3-glucan อีกทหีนึง่ แลวจึงมีแมนโนโปรตีน และไคติน ตามเขามา 

เชื่อมตอดวยตามลําดับ (Roh et al., 2002) 

  โปรตีนที่ไดกลาวไปขางตน เชน Rho1p หรือ GTP-binding protein มีการสรางมาจาก 

ยีน RHO1 นั้นทํางานโดยการเขาไปกระตุนการทํางานของเอนไซมบตีา 1,3 กลแูคนซินเธเทส 

(Beta 1,3 glucan synthetase) อยางไรก็ดีเอนไซมที่มบีทบาทในการสังเคราะห บตีากลูแคนนัน้ 

ไมได ทํางานเพียงแคตัวเดยีว แตเปนการทํางานรวมกันของเอนไซมหลายๆตัว จากการทดลอง ทาํ

ใหเกิดการกลายพนัธุของยนี KRE6 ที่มีความสาํคัญตอการสรางทั้ง β-1,3-glucan และ β-1,6-

glucan กลบัพบวายีสตยงัสามารถสรางบีตากลูแคนไดอยู ถงึแมจะมีประสิทธภิาพลดลงก็ตาม 

(Roemer et al., 1994) นอกจากนี้ยงัมกีารศึกษาโดยการทาํใหเกิดการกลายพนัธุของยีน FKS1 

และ FKS2 ซึ่งเปนยีนสาํคญัในการสราง β-1,3-glucan อีกชุดหนึ่ง พบวาเมื่อไมมกีารทาํงานของ 

Fks1p และ Fks2p พบวาเซลลผลิต β-1,3-glucan ไดลดลง และเปนผลใหเซลลไมอาจเจริญได 

(Mazur และ Baginsky, 1996) 
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ปจจัยที่มีผลตอการสรางบีตากลูแคน 
บีตากลูแคนเปนองคประกอบที่สําคัญในผนังเซลลของยีสตซึ่งจะเกิดการสรางเมื่อเซลลมี

การแบงตัว ดังนัน้หากตองการผลิตบีตากลูแคนใหมีปริมาณมากจึงสามารถทําไดโดยเพิ่มจาํนวน

เซลลยีสตใหมปีริมาณมากๆซึ่งปจจัยที่มีความสาํคัญตอการเจริญของยีสตแบงไดเปน 4 ปจจัย

หลัก ไดแก 

1. แหลงอาหาร โดยแหลงอาหารหลักๆที่มีความสําคญัตอการเจริญเติบโตของยสีต ไดแก 

แหลงคารบอน ซึ่งยีสตนําสารประกอบคารบอนที่ไดไปใชในการสรางพลังงานใหกับเซลล โดยผาน

วิถีไกลโคไลซสิ (glycolytic pathway) และวัฎจักรเครบส (Kreb’s cycle) โดยพลังงาน ที่ไดจะถูก

นําไปใชในกิจกรรมการเจรญิและการเพิม่จํานวน สารประกอบคารบอนทีย่ีสตสามารถ นาํมาใชได

ดีไดแก น้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส แมนโนส และซูโครส นอกจากนีย้ีสตยังสามารถใช กรดแลคติก 

กรดทารทาริค กรดซัคซนิิค กรดอะซิติก กรดไกลโคลิค รวมถึงเอทานอลเปนแหลง คารบอนไดอีก

ดวย (Burrows, 1970)  แหลงไนโตรเจน โดยยีสตจะนาํไนโตรเจนที่ไดจากอาหาร ไปใชโดยการ

เปลี่ยนใหเปนกรดอะมิโน กรดนิวคลีอิค โปรตีน และองคประกอบอื่นๆ  ธาตุอาหาร อ่ืนๆเชน 

ฟอสฟอรัส โดยยีสตใชฟอสฟอรัสในการสรางพลงังาน สังเคราะหสารจาํพวกนิวคลีโอ- โปรตีน และ

สารประกอบอืน่ๆ รวมถึงชวยในการรักษาคาความเปนกรด-ดางในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Rose และ 

Harrison, 1970) นอกจากนี้ยีสตยงันาํซลัเฟอรจากอาหารเขาไปใชในกระบวนการที ่ เกี่ยวของกบั

การทาํงานของเอนไซมเพอรมิเอส (permease) (Jones, Pamment และ Greenfield, 1981) ธาตุ

อาหารที่สําคญัยังรวม ไปถึงวิตามนิ ซึ่งชวยในการควบคุมเมตาบอลิสมของยีสต โดยวิตามนิเปน

สารตั้งตนที่สําคัญในการทาํงานของเอนไซม (Jones และคณะ, 1981) 

2. ออกซิเจน การใหออกซเิจนจําเปนตอการเจริญเติบโตของยีสต เนื่องจากกระบวนการ 

สรางพลงังานในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนของยีสตนัน้จะมกีารสรางเอธานอลออกมา เปนผลให การ

เจริญของยีสตเปนไปอยางไมมีประสิทธิภาพ 

3. อุณหภูมิ โดยปกติแลวยีสตแตละสายพันธุก็จะมีอุณหภูมทิี่เหมาะสมที่ทาํใหเซลล 

สามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุด หรือสามารถใชสารอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพที่สุด ที่แตกตางกนั 

อยางไรก็ดี จากการศึกษาพบวา ชวงอณุหภูมิที่เหมาะสมทีย่ีสตจะสามารถเจริญไดดอียูระหวาง 

20 – 40 องศาเซลเซียส (White, 1954)  

4. คาความเปนกรด-ดาง เชนเดียวกับอุณหภูมิ ยีสตแตละสายพันธุสามารถเจริญไดดี ใน

สภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางที่ตางกนัไป แตชวงความเปนกรดเบสที่ยีสตสวนใหญสามารถ 

เจริญไดดีอยูระหวาง 3.5 – 7.0 (Rose และ Harrison, 1971)  
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การสกัดบีตากลูแคนจากผนังเซลลยสีต 
 หลักการเบื้องตนของการสกดัคือการทําใหเซลลแตกเสียกอน โดยการทําใหเซลลแตกนี้ 

สามารถทําได 3 วิธ ีคือ วิธทีางกายภาพ ทางเอนไซม และทางเคม ี เมือ่เซลลแตกแลวจึงนําไป ปน

เหวีย่ง (centrifuge) เพื่อแยกตะกอนออกมา ตะกอนที่ไดจะเปนผนังเซลลของยีสต แลวจึงนํา ผนัง

เซลลที่ไดไปทาํการสกัด การสกัดบีตากลูแคนจากผนงัเซลลยสีตสามารถแบงออกไดเปน 2 วธิี

หลักๆ คือ การสกัดดวยเอนไซม และการสกัดดวยกรรมวิธีทางเคมี โดยบีตากลูแคนที่สกัดได ก็จะมี

ความบริสุทธิท์ี่แตกตางกันออกไป เนื่องจากจะมีสารทีเ่ปน intracellular molecule ปนเปอน อยูใน

ปริมาณที่แตกตางกนันัน่เอง 

 
การทาํใหเซลลแตก 

 กรรมวธิีทางกายภาพหรอืทางกล 
 เครื่องมือหนึ่งที่เปนทีน่ิยมใชในการทําใหเซลลแตกดวยวิธีทางกลคือเครื่องโฮโมจีไนเซอร 

โดยเครื่องนีท้าํงานโดยใชแรงดันสูงถึง 20,000 ปอนดตอตารางนิว้ โดยเครื่องจะดันของเหลวขน 

ของยีสตเขาไปในเครื่องผานชองเลก็ๆจึงทําใหเกิดแรงเฉือน (liquid shear) ที่ทาํใหผนังเซลลฉีก 

ขาดนั่นเอง (Jazwinski, 1990) วธิีนี้ใหผนงัเซลลที่คอนขางบริสุทธิ์ แตเครื่องมือที่ใชมรีาคาแพง 
 กรรมวธิีทางเอนไซม 
 การใชเอนไซมในทีน่ี้หมายถงึการใชเอนไซมจากภายนอก โดยใชเอนไซมในการยอยผนัง 

เซลลของยีสต ตัวอยางเชน เอนไซมไลโซไซม เอนไซมที่สกัดไดจากจุลินทรีย เม็ดเลือดขาว หรือ

หอยทาก เปนตน วิธีนีก้็จะทําใหเราไดผนังเซลล ที่มีความบริสุทธิ์สูงเชนกนั แตเอนไซมที่ใชมกัมี

ราคาแพง 

 การใชเอนไซมอาจหมายรวมถึงการใชเอนไซมภายในตวัของยีสตเองหรือที่เรียกวา การ

ยอยสลายตัวเองของยีสต  (Yeast Autolysis) โดยเราสามารถกระตุนใหยีสตเกิดขบวนการนี้ ได

โดยการควบคมุสภาวะตางๆ ไดแก อุณหภูมิ ความเปนกรดเบส เวลา และความเขมขนของสารที่

ใสไปกระตุน ภายใตสภาวะที่ควบคุมนี้ จะทําใหระบบเมตาบอลิซึมของยีสตทาํงานผิดไป สงผลให

เซลลยีสต ตายและมีการยอยสลายตวัเองตามมา 
 กรรมวธิีทางเคมี 
 การใชสารเคมใีนการยอยสลายยีสตแบงออกเปน 2 ขบวนการหลักๆคอื  

1. พลาสโมไลซิส (plasmolysis) โดยการใชสารพลาสโมไลส (plasmolysing agent) ซึ่ง

โดยมากแลวจะเปนตัวทาํละลายอินทรียที่ไมมีข้ัว เชน โทลูอีน คลอโรฟอรม ไอโซโพร 

พานอล และอะซีเตทเอสเทอร เปนตน หรือจะใชสารละลายน้ําตาลความเขมขนสงูก็

ได โดยสารทีน่ิยมใช คือโซเดียมคลอไรด (Kelly, 1983) เนื่องจาก สามารถชวย
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ปองกนัการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนๆได เมื่อเซลลยสีตอยูภายใต สภาวะที่มีความ

เขมขนภายนอกที่สูง จงึสงผลตอแรงดันออสโมติกในเซลลยีสตเปนผลใหเกิดการ

สูญเสียสมดุลของน้ํา ทําใหพลาสมา เมมเบรนเกิดการหดตัว และเกดิการรั่วไหลของ

องคประกอบภายในเซลลออกมาจนหมด ทําใหสามารถ ที่จะแยกผนงัเซลล ได 

(Reed และ Nagodawithana, 1991)  
 

 
 

(ที่มา : http://www.avogel.ca/en/shop/health_food/biostrath_elixir.php) 

รูปที่ 2.8 เซลลยีสตที่เกิดการพลาสโมไลซสิ 

 

2. ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) โดยการใชกรดเกลือเขมขนรวมกับความรอน โดยจะชวย 

ยอยสลายสารโมเลกุลใหญภายในเซลล เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน และกรดนิวคลอิีก 

ใหมีโมเลกุลทีเ่ล็กลง และมคีวามสามารถในการละลายน้ํามากขึน้ ผลที่ไดจะประกอบ 

ดวยยีสตไฮโดรไลเสต ซึ่งประกอบดวยเกลือ 40% ปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 13% 

และปริมาณแอลฟาอะมโินไนโตรเจน 8% และผลพลอยไดที่เหลอืเปนผนงัเซลล 

(Reed และ Nagodawithana, 1991) 
 
 

วิธีการสกัดบตีากลูแคนจากผนังเซลลยสีต 
สามารถทําไดโดยการใชเอนไซม หรือการใชสารเคมีในการสกัด โดยการใชเอนไซม จะให

ผลผลิตคือบีตากลูแคนที่มีความบริสุทธิ์กวา แตวาตนทนุที่ใชในการผลติจะสูงกวามาก 

1. การสกัดโดยวธิี alkali-acid hydrolysis เปนวิธกีารดั้งเดิมที่ยงัคงมีความนิยม และมี

การนาํไปใชมากในเชิงการคา เนื่องจากมตีนทนุต่ํา และกรรมวิธีไมซบัซอน แตวาบี

ตากลูแคนที่ไดก็จะมีความบริสุทธิ์ต่ําเชนกัน การสกัดดวยกรด-ดางนี้เร่ิม โดยการนํา

เซลลยีสตมาสกัดดวย 1 N NaOH ที่อุณหภูมิ 70OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง สารละลาย

ดางจะสกัดโปรตีน แมนแนน กลูแคนที่ละลายไดในดาง กรดนวิคลีอิก และลิปดทีม่ีข้ัว
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ออก สวนที่เหลือที่ไมละลายออกไปไดแก β-1,3-glucan, β-1,6-glucan-

glycoprotein ซึ่งจะถกูสกัดตอไปดวย 1 N acetic acid ที่อุณหภูมิ 90OC 

เปนเวลา 1 ชัว่โมง สารละลายกรดจะทําลายพนัธะโควาเลนตระหวาง β-1,3-glucan, 

β-1,6-glucan-glycoprotein ซึ่งเปนผลใหโมเลกุลของไกลโคเจนมีขนาดเล็กลงจน 

สามารถละลายออกมาได รวมทัง้สามารถสกัดเอาไคติน ไคโตซาน และโปรตีนทีย่ัง 

ตกคางอยูออกมาไดดวย สวนบีตากลูแคนนัน้อาจถูกสกัดเอาเฉพาะสวนของแขนง 

ออกไปเทานั้น อยางไรก็ตามบีตากลูแคนที่เหลืออยูนัน้ อาจมีความบริสุทธิ์แคเพียง 

50% (w/w) เนื่องจากยงัคงมโีมเลกุลขององคประกอบอื่นๆปนเปอนอยูนัน่เอง 

(Synowiecki และ Nadia Ali, 2003) มีการศึกษาพบวาหากมกีารนําวิธีการทาํให 

เซลลแตกดวยเครื่องโฮโมจีไนเซอร หรือเครื่องอัลตราโซนิคกอน ก็จะสามารถชวยเพิ่ม

ผลผลิตและความบริสุทธิ์ของสารสกัดบีตากลูแคนได (Thammakiti และคณะ, 2002) 

ยิ่งไปกวานั้นหากทาํการสกัดดวยกรด-ดางรวมดวยการสกัดดวยตัวทําละลาย พบวา

สามารถสกัดบีตากลูแคนทีม่ีความบริสุทธิ์ไดถึง 96% (w/w) และมีปริมาณ ผลผลิต

ประมาณ 13% (w/w) ของเซลลยีสต (Jamas, Rha และ Sinskey, 1991) อยางไรก็ดี 

การใชกรด-ดางในการสกัดเอาบีตากลูแคนนัน้ สามารถใหผลผลิตของ บีตากลูแคนได

ในปริมาณที่ต่ํา โดยมีสาเหตุมาจากการทําลายสายพอลิเมอรของ บีตากลูแคนโดย

กรดและดางทีใ่ชนั่นเอง (Williams และ Lunzig, 1980)  

2. การสกัดดวยเอนไซมโปรติเอส รวมดวยการใชน้าํรอน เปนวิธทีี่สามารถชวยลดความ 

เสียหายของสายบีตากลูแคนได ทาํไดโดยการสกัดดวยน้าํรอนเปนอันดับแรกเพื่อ 

สกัดเอาองคประกอบของผนงัเซลลที่ละลายน้ําไดออกไปกอน แลวสกัดโปรตีนดวย 

เอนไซมโปรติเอส และจึงทําการสกัดไขมันออกดวยตวัทาํละลายอนิทรีย ดวยวิธีนี้ 

สามารถสกัดบีตากลูแคนทีบ่ริสุทธิ์ไดถึง 85% และไดปริมาณผลผลิตสูงถึง 26% 

(w/w) ของเซลลยีสต (Freimund และคณะ, 2003)  
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การเพาะเลี้ยงยีสตในอุตสาหกรรม 
 การเพาะเลีย้งยีสตในถงัหมกัเปนที่นยิมในการใชงานจริงในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจาก 

ถังหมักชวยใหสามารถเลีย้งเชื้อไดในปริมาณมาก และสามารถควบคุมสภาวะตางๆได และชวย 

ปองกนัการปนเปอนของเชือ้ชนิดอื่นๆไดอีกดวย 

 ถังหมักโดยทัว่ไปจะมีลักษณะเปนทรงกระบอก ทําดวยวัสดุทีท่นทานตอกรด-ดาง เชน 

แกว และสแตนเลส เปนตน ภายในประกอบไปดวยใบพดัสําหรับกวนอาหาร ทอพนอากาศ  บาฟ

เฟล (baffle)  และทอสําหรับเติมสารเคมตีางในการควบคุมสภาวะภายในถังหมัก  

 การเลี้ยงยีสตในถังหมกันัน้ควรเลี้ยงในปริมาณที่ไมเกนิ 75% ของความจุของถังหมัก เพื่อ

ปองกนัไมใหอาหารเกิดการลนออกนอกถงัหมกัในกรณีที่มีการเกิดฟอง ทัง้นี้เพื่อปองกนัการ 

ปนเปอนของอาหารดวยอีกทางหนึง่ (Nagodawithana, 1991)  

 การกวนของใบพัดภายในถงัหมกัจะชวยใหยีสตสามารถผสมผสานเขากับทั้งอาหาร และ 

ออกซิเจนในอาหารไดอยางทั่วถงึ กลาวคือใบพัดจะทาํการกวนอาหารใหเขากนั ขณะเดียวกนัก็ 

เปนการตีฟองอากาศในอาหารใหมีขนาดเล็กลง รวมทัง้กวนใหยีสตกระจายในอาหารอยางทั่วถึง  

 การใหอากาศโดยทัว่ไปจะใหอากาศจากทางดานลางของถังหมกั โดยการอัดอากาศผาน 

เครื่องกรองเชือ้ และผานทอขนาดพอเหมาะที่จะสงอากาศเขาไปในถังหมัก ปริมาณของอากาศที่ 

สงเขาไปในระบบถังหมักจะตองพอเหมาะกับที่เชื้อตองการ และตองควบคุมปริมาณใหคงที ่ เพือ่ 

หลีกเลี่ยงการเกิดฟองนั่นเอง  

 ในกรณีที่เกิดฟองขึ้น โดยมากฟองจะเกดิมากในชวงทีย่ีสตกําลงัเจรญิเติบโต เนือ่งจาก 

ยีสตจะมีการขับสารเคมีบางชนิดออกจากเซลล เปนผลใหน้าํหมกัมคีวามหนืดสงูขึ้น ซึง่ทําให 

อัตราการกวนของใบพัดสูงขึน้ตามลาํดับ ฟองที่เกิดข้ึนนี้จะถูกควบคุมโดยการเติมสารกําจัดฟอง 

(antifoam) ลงไปเล็กนอย หากเติมมากเกินไปจะสงผลกระทบตอการละลายของออกซิเจนใน น้ํา

หมักได (Finn, 1967) 

ระบบที่มีความสําคัญในถงัหมักอกีระบบหนึง่คือระบบควบคุมอุณหภูมิ โดยถงัหมักจะมี 

ทั้งระบบหลอเย็นและระบบทําความรอน ระบบนี้จะควบคุมอุณหภูมิของน้ําหมกัภายในถังหมัก ให

คงที่อยูตลอด โดยสามารถตัง้คาอุณหภูมิใหเหมาะสมกบัที่ยีสตตองการในการเจริญ 

 ความเปนกรด-ดางภายในถงัหมกัจะถูกตรวจสอบโดยแทงวัด (probe) อยูตลอดเวลา เมื่อ

คาความเปนกรดหรือดางเปลี่ยนแปลงไปจากที่ตั้งเอาไว จะมกีารสูบเอากรดหรือดางเขาสู ระบบ

เพื่อปรับคาความเปนกรด-ดางใหคงที่อยูเสมอ  
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งานวจิัยที่เกีย่วของกับการผลิตบีตากลูแคน 
มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตบีตากลูแคนทีถู่กตีพมิพออกมาจาํนวนไมมากนัก เนื่องจาก 

บีตากลูแคนเปนผลิตภัณฑทางอุตสาหกรรมที่มีมูลคาสงู องคความรูที่มีประโยชนสวนมากจะถูก 

พัฒนาโดยองคกรทางธุรกิจ และความรูที่ไดจะถูกเก็บไวเปนเอกสทิธิ์ของบริษัทนัน้ๆ อยางไรก็ดี 

การศึกษาเกี่ยวกับบีตากลูแคนบางสวนทีต่ีพิมพออกมา ก็ชวยเปนพื้นฐานความรูสําหรับการวจิัย 

บีตากลูแคนไดบาง 

 มีการศึกษาการผลิตบีตากลูแคนที่ละลายไดในน้ําโดยอาศัยการเพาะเลี้ยงยีสตสายพนัธุ  

S. cerevisiae KCTC7913 ดวยวธิีการหมัก 3 แบบ พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อดวยวธิีการหมักแบบ 

batch จะพบมีปริมาณบีตากลูแคนสูงที่สุดในชวง early stationary phase และเมื่อเลี้ยงดวยวธิี 

continuous จะพบมีปริมาณบีตากลูแคนสูงสุดเมื่อใชอัตราการเจือจาง (dilution rate) ต่ํา แต

พบวาวิธกีารหมักที่ดทีี่สุดในการเลี้ยงยีสตเพื่อผลิตบีตากลูแคนคือวิธีแบบ fed-batch คือมี 

ปริมาณบีตากลูแคนที่ละลายไดในน้ําที่ผนงัเซลล 0.13 กรัมบีตากลแูคนตอน้ําหนกัแหง และมี

อัตราการผลิตที่ 0.095 กรัมบีตากลูแคนตอลิตรตอช่ัวโมง อยางไรกต็ามองคประกอบของ ผนงั

เซลลของยีสตจะแตกตางกนัไปขึ้นอยูกับสายพนัธุของยีสต (Kim และ Yun, 2006)  

 กอนหนานัน้ในป 2004 Selbmann และคณะ ไดทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงเชื้อรา 

Botryospaeria rhodina ในถังหมัก 3 แบบตางๆกนั คือถังหมักแบบกวน (stired tank reactor) ที่

ใบพัดตางกนั 2  ถัง และถงัหมักแบบ air lift ตัวอีก 1 ถัง พบวาเชื้อสามารถผลิตบีตากลูแคนได

ดีกวาเมื่อใชถงัหมกัแบบ air lift กลาวคอืหากใชถังหมกัแบบกวนจะสามารถผลิตบีตากลูแคนได

เพียง 0.42 กรัมตอลิตรตอ ชั่วโมง ในขณะที่ถงัหมกัแบบ air lift ชวยใหผลิตบีตากลแูคนไดที่ 1.17 

กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 

 การศึกษาของ Flieger และคณะ ในป 2003 พบวา เมือ่ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราสายพนัธุ 

Claviceps viridis CBS 125.63 ในถงัหมกัปริมาตร 5 ลิตร ชนิดกวน เปนเวลา 7 วนั โดยไมมีการ 

ควบคุมคาความเปนกรด-ดางภายในถงัหมัก เชื้อสามารถผลิตพอลแิซคคาไรดนอกเซลลได 1.9 

กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน โดยเฉพาะอยางยิง่ในวันที่ 3 ของการหมักพบมีกิจกรรมของ 

เอนไซมกลูคาเนสสูงที่สุด และมีปริมาณมวลเซลลสูงที่สุดที่ 10-14 กรัมน้ําหนกัเซลลแหงตอลิตร  

โดยพอลิแซคคาไรดนอกเซลลที่เชื้อผลิตออกมาไดนัน้ มกีลูแคนเปนองคประกอบประมาณ 75% 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณและเคมีภัณฑ 
 
3.1 อุปกรณ 
 - กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus รุน BX51 

ของบริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 ของ

บริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

- กลองดิจิตอล Olympus รุน DP71 ของบริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

 - เครื่องปนเหวีย่งความเรว็สูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (High speed refrigerated 

centrifuge) รุน J 2-21 ของบริษัท Beckman, USA 

 - เครื่องปนเหวี่ยงสารปริมาณนอยแบบตั้งโตะ 

 - เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของ

บริษัท Thermo Spectronic, USA 

 - หมออบฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท Tomy Seiko, Japan, รุน 

MLS 3020 ของบริษัท Sanyo, Japan และรุน HV-25 ของบริษัท Hirayama, Japan 

 - เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator Shacker) รุน Innova 4330 ของบริษัท 

New Brunswick scientific, USA 

 - ตูอบความรอนแหง (Hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 

 - ตูอบฆาเชื้อ (Hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany 

 - ตูบมเชื้อ (Incubator) รุน BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

 - ตูแชเยือกแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน MDF-U356 D ของบริษัท Sanyo, Japan 

 - เครื่องชั่งหยาบ รุน PG 2002-S ของบริษัท Melter Toledo, Switzerland 

 - เครื่องชั่งละเอียด รุน AG 285 ของบริษัท Melter Toledo, Switzerland 

 - เครื่องวัดความเปนกรดเบส (pH meter) รุน Cuberscan 1000 ของบริษัท Eutech 

Cybermatics, Singapore 

 - ตูถายเชื้อ (Laminar Flow cabinet) รุน 25 Manometer ของบริษัท Dwyer Instrument, 

USA 
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 - เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุน K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries, USA 

 - ไมโครปเปต (Micropipette) รุน P20, P100, P200, P1000, P5000 และ P10000 ของ

บริษัท Gilson, France 

 - ปเปตทิป (Pipette tip) ขนาด 1-200 μl, 1 ml, 5 ml และ 10 ml ของบริษัท Axygen 

Scientific, USA 

 - เครื่องระเหิดแหง (Lyophilizer) รุน Eyela FD1 ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan 

 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)  

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (water bath shacker) 

 - โถดูดความชืน้ (desiccater) 

 - ถังหมัก (Fermentor)  ขนาด 2 ลิตร ของบริษัท B.E. Marubishi, Japan 
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3.2 เคมีภัณฑ 
 - สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratory, USA 

 - แบคโตเพปโตน (Bacto peptone) ของบริษัท Difco Laboratory, USA 

 - สารสกัดจากมอลต (Malt extract) ของบริษัท Difco Laboratory, USA 

 - กลูโคส (Glucose) ของบริษัท Merck, Dramstadt, Germany 

 - ซูโครส (Sucrose) ของบริษัท Merck, Dramstadt, Germany 

 - กากน้าํตาล (Molasses) ของบริษัท นวิกรุงไทย, ไทย 

 - กลีเซอรอล (Glycerol) ของบริษัท Merck, Dramstadt, Germany 

 - กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (Concentration HCl) ของบริษัท Merck, Dramstadt, 

Germany 

 - กรดแอซิติกเขมขน (Concentration CH3COOH) ของบริษัท Merck, Dramstadt, 

Germany  

 - กรดซัลฟวริกเขมขน (Concentration H2SO4) ของบริษทั Merck, Dramstadt, 

Germany  

 - โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษทั Merck, Dramstadt, Germany 

 - โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท BHD Laboratory Supplies, England 

 - 95% เอทานอล ของบริษัท AlcoX 

 - สารกําจัดฟอง (Antifoam) ของบริษัท Siama Chemical,USA 

 - เอนไซมกลโูคสออกซิเดส (glucose oxidase) ของบริษทั Biotech reagent, ไทย 

 - เอนไซมอินเวอรเทส (EC3.2.1.26 grade V) ของบริษทั Siama Chemical,USA 

- โซเดียมอะซเิตต (sodium acetate) Merck, Dramstadt, Germany 

 - โซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟส (Na2HPO4.12H2O) 

 - โพแทสเซียมแอมโมเนยีมทารเทรต (potassium ammonium tartate.4H2O) 

 - คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.7H2O) 

 - แอมโมเนยีมโมลิบเดท ((NH4)6MoO24.4H2O) 

 - โซเดียมอาซีเนท (NaHasO4.7H2O) 

- ผลิตภัณฑ InnovacanTM ของบริษัท สเปเชียลตี้ ไบโอเทค จํากัด (Specialty Biotech 

Co;Ltd.)  

 - ชุดทดสอบยสีต API ID 32 C ของบริษัท BioMérieux , France 

 - สารมาตรฐานแมคฟารแลน เบอร2 (McFarland Standard) ของบริษัท BioMérieux , 

France 
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ตารางที่ 3.1 แสดงสายพันธุยีสตจากศนูยจุลินทรีย สถาบันวิจยัวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

  

Candida albican    TISTR 5239 

Candida parapsilosis    TISTR 5008 

Candida utilis     TISTR5046 

Hansenula anomala     TISTR5082 

Kloeckera apiculata     TISTR5090 

Kluyveromyces marxianus    TISTR5116 

Kluyveromyces  marxianus var.lactis    TISTR5694 

Debaryomyces hansenii var.fabryi    TISTR5668 

Debaryomyces hansenii     TISTR5155 

Yarrowia  lipolytica    TISTR5621 

Saccharomycopsis fibuligera    TISTR5033 

Rhodotorula graminis    TISTR 5124 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5020 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5027 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5051 

Schizosaccharomyces pombe    TISTR 5205 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5059 

Saccharomyces cerevisiae     TISTR 5191 

Sporobolomyces salmonicolor    TISTR5584 

Trigonopsis flava    TISTR 5591 
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3.3 วิธีดําเนนิการวิจัย 
 
 3.3.1 การเกบ็ตัวอยาง  

เก็บตัวอยางดนิและผลไมสุกจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย ไดแก จังหวัด 

กาญจนบุรี กรุงเทพฯ กระบี่ นครปฐม นครนายก ฉะเชิงเทรา เพชรบุรี สมุทรปราการ 

สุราษฏรธาน ี ราชบุรีและนครศรีธรรมราช โดยเก็บตัวอยางละประมาณ 10 กรัม ใสใน

ถุงพลาสติกซบิ บันทึกชนิดของตัวอยาง สถานที่เก็บ ลักษณะ และสีของตัวอยาง ระหวาง

ที่ตัวอยางถูกวเิคราะห เก็บใสถุงพลาสติกซิบรักษาไวที่อุณหภูมหิอง หลังจากวเิคราะห

แลวเก็บรักษาตัวอยางที่อุณหภูม ิ4°C 

 
 3.3.2 การคัดแยกยสีตจากตัวอยาง 

นําตัวอยางดนิ 1 กรัม ใสในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร ทําการเจือจางแลว

เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง YM ซึ่งปรับคาความเปนกรดเบสใหเทากับ 4.5 (ภาคผนวก ก) เพื่อ

ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรีย (Campbell และ JH Duffus, 1998) สําหรับผลไมสุกนัน้

นํามาแยกเชื้อโดยใชลูปเขี่ยบริเวณผิวของผลไม ขีดลงบนอาหารแข็ง YM ซึ่งปรับคาความ

เปนกรดเบสใหเทากับ 4.5 จากนั้นนําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

คัดเลือกโคโลนีของยีสตที่มขีนาดใหญและมีลักษณะแตกตางกัน แยกจนไดโคโลนีเดี่ยว  

 
3.3.3 การเกบ็รักษายีสตที่ใชในงานวจิัย 

ถายยีสตที่คัดเลือกไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง YM เก็บไวที่อุณหภูมิบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 24 ชั่วโมง เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เพื่อทําการทดลอง

ตอไปและถายเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอยีงใหมทกุๆ 1 เดือน สําหรบัการเก็บรักษาเปน

ระยะเวลานานจะใชวธิีทาํใหแหงหลงัการแชเยือกแข็ง (lyophilization) แลวเกบ็รักษาไวใน

ตูแชแข็งที่อุณหภูม ิ-20°C 

 
 3.3.4 การคัดกรองยสีต 

3.3.4.1 คัดกรองยีสตจากดินและผลไมสุก  

โดยคัดเลือกจากการนาํยีสตแตละไอโซเลตที่คัดแยกมาไดจากขอ 3.3.2 มาเลี้ยง

ในอาหารเหลว YM (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นนําไปกระจายในสารละลายน้าํเกลือ 0.85% น้ําหนกัตอปริมาตร วัดคาการดูดกลืน

แสงที ่660 นาโนเมตรและปรับใหมีคาเปน 0.5 จากนัน้นาํมาหยด (ปริมาตร 5 ไมโครลิตร) 
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ลงบนอาหารแข็ง YM (ภาคผนวก ก) แลวบมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง วัดขนาดเสนผานศนูยกลางของโคโลนี การคัดเลือกยีสตที่มีขนาดโคโลนีใหญที่สุด

และมีลักษณะทางสัณฐานวทิยาแตกตางกัน จากตัวอยางดนิ 10 สายพนัธุและจาก

ตัวอยางผลไมสุก 10 สายพนัธุเพื่อทาํการทดลองตอไป 

3.3.4.2 นํายสีตที่ทราบสายพนัธุ 20 สายพนัธุจากศนูยจุลินทรีย สถาบนัวิจัย

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย (วว.) เพื่อหาปริมาณบีตากลูแคนตอไป 

 
3.3.5 การเตรียมหัวเชื้อเพื่อเลี้ยงยีสตในการผลิตบตีากลูแคน 

ถายยีสตที่ตองการเลีย้งจากหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอยีง ลงในอาหารเหลว 

YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เลีย้งบนเครื่องเขยาดวย

อัตราเร็ว 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อกระตุนการเจริญของเชื้อ จากนัน้ถาย

เชื้อ 5%โดยปริมาตรลงในอาหารชนิดเดยีวกับขางตน บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้นาํมาเจือ

จางจนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรเทากับ 0.5 จึงนํามาใชเปนกลาเชื้อตอไป 

  
3.3.6 การเลีย้งยีสตเพื่อผลิตบีตากลูแคน 

ถายกลาเชื้อจากการเตรียมในขอ 3.3.5 ปริมาณ 5% โดยปริมาตรลงในอาหาร

เหลว YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี้ยงยสีตตามสภาวะที่ตองการศึกษาเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมง เพื่อวัดการเจริญโดยการหาน้ําหนกัเซลลแหง วิเคราะหปริมาณ

สารตั้งตน (substrate) ที่ลดลงและวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนที่ผลิตได 

 

 3.3.6.1 การวดัการเจริญของยีสต 

 นําตัวอยางมาปนแยกเซลลออกโดยใชเครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภมูิที่ 4 องศา

เซลเซียส โดยใชความเร็ว  8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แยกสวนใสออกเพือ่เก็บ

ไววิเคราะหปริมาณสารตั้งตนตอไป จากนั้นนําตะกอนเซลลลางดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง นํา

เซลลที่แยกไดใสในกระทงทีท่ราบน้ําหนกัแลว นําไปอบที่ตูอบอุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาใสในโถดูดความชืน้ นํากระทงไปชั่งดวยเครือ่งชั่ง

ละเอียดจนไดน้ําหนกัคงที่คํานวณน้าํหนักเซลลแหง 

 

 

 



 31 

3.3.6.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวสโดยวธิี Somogyi-Nelson (Nelson, 

1944 ; Somogyi, 1952) 

 นําตัวอยางปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ใสอัลคาไลนคอปเปอร รีเอเจนต (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ผสมใหเขากนัทันที จากนั้นนําไปแชในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ทิ้ง

ไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติม เนลสนั รีเอเจนต (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว 30 

นาทีแลวผสมใหเขากนัเติมน้ํากลัน่ 5 มิลลิลิตร นาํไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 520 นาโนเมตร เพื่อหาความเขมขนของน้ําตาล เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ

น้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขน 1-10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 

 
3.3.7 การวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนจากยีสตทีคั่ดเลือกได 

นํายีสตที่คัดเลือกไดทั้งหมด 40 สายพนัธุจากขอ 3.3.4 มาเลีย้งตามวิธีในขอ 

3.3.6 โดยเก็บตัวอยางที ่24 ชั่วโมงจากนัน้หาปริมาณบีตากลูแคนโดย 

 

3.3.7.1 การเตรียมเซลลเพือ่สกัดบีตากลแูคน 

นํายีสตมากระจายในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อโดยใหมีปริมาตรของแข็งเปน 15% โดย

น้ําหนกั ปรับคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 5.0 นาํไปบมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

24 ชั่วโมงจากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเปน 80 องศาเซลเซียส 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง

ปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนไวในขั้นตอไป 

 

3.3.7.2 การสกัดบีตากลูแคน 

นําตะกอนจากขอ 3.3.7.1 มาเติม 1.0 โมลาร โซเดียมไฮดรออกไซด (ภาคผนวก 

ข) ปริมาณ 5 เทาจากนั้นนาํไปแชในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิที ่ 80±5 องศาเซลเซยีส ที่มี

การเขยาเปนเวลา 2 ชั่วโมงจากทาํการปนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนและลางดวยน้ํากลั่น 3 

คร้ัง จากนั้นเติม 0.5 โมลารกรดแอซิติก(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 เทา นําไปแชในอางน้าํ

ควบคุมอุณหภูมิที่ 75±5 องศาเซลเซยีส ที่มีการเขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นปนเหวี่ยง

และลางตะกอนที่เหลือดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง เก็บตะกอนบีตากลูแคนไปทําไลโอฟไลซเพื่อ

เก็บไววิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนตอไป 
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3.3.7.3 การวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคน 

นําบีตากลูแคนที่สกัดไดจากขอ 3.3.7.2  ไปไฮโดรไลซดวยกรด โดยชั่งตะกอนบี

ตากลูแคน 0.5 มิลลิกรัม เตมิกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรในหลอดทดลองแตละหลอด จากนัน้นําไปใหความรอนที ่ 120 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 5 ชั่วโมง เพื่อยอยพอลิแซคคารไรดใหเปนมอโนแซคคาไรดซึ่งไดแกกลูโคสและ

วิเคราะหปริมาณกลูโคสโดยใชเอนไซมกลูโคสออกซิเดสจากชุดทดสอบสําเร็จรูปโดยใช

ตัวอยาง ปริมาตร 10 ไมโครลิตรและเอนไซมกลูโคสออกซิเดสปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมใน

อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่

ความยาวคลืน่ 500 นาโนเมตร เพื่อหาความเขมขนของน้าํตาลโดยเปรียบเทยีบกบักราฟ

มาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส (ภาคผนวก ค) ซึ่งวิธีคํานวณปริมาณน้ําตาลกลูโคสทัง้หมดที่

ไดจากการไฮโดรไลซดวยกรดทําไดโดย 

 

ปริมาณกลูโคสทั้งหมด (มิลลิกรัม)     =   OD 500 x dilution 
x ปริมาตรทั้งหมดในการไฮโดรไลซ 

                   (มิลลิลิตร) 
           slope (Total glucose) 

 

นําปริมาณกลโูคสทั้งหมดที่ไดไปหาปริมาณกลูแคนโดยเปรียบเทยีบกบักราฟ

มาตรฐานระหวางปริมาณกลูโคสและปริมาณกลูแคน ซึง่กราฟมาตรฐานนี้ทาํไดโดย ชั่งบี

ตากลูแคน (InnovacanTM ) 0 - 1 มิลลิกรัม ไฮโดรไลซดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 โม

ลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใหความรอนที่ 120 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 

ชั่วโมง วัดปริมาณกลูโคสทีไ่ดจากบีตากลแูคนปริมาณตางๆแลวนําไปทําเปนกราฟ

มาตรฐาน(ภาคผนวก ค)  

 

ปริมาณบีตากลูแคนที่ไดนี้จะเปนปริมาณจากตะกอนบตีากลูแคน 0.5 มิลลิกรัม 

ดังนัน้ปริมาณบีตากลูแคนทัง้หมดจงึคํานวณโดย 

 

        ปริมาณบีตากลูแคนทัง้หมด     =    ปริมาณกลูโคสทั้งหมด (มิลลิกรัม) x ตะกอนบีตากลูแคน  

        (กรัมตอลิตร)                     (กรัมตอลิตร)                       slope 
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3.3.8 การจัดจําแนกสายพันธุยสีตที่ใหบีตากลูแคนปริมาณสูง 
 ยีสตที่คัดแยกไดจากดินและผลไมสุกเมื่อนาํมาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนตามวธิีในขอ 

3.3.7 แลวพบวามีปริมาณบตีากลูแคนสูงเปน 5 ลําดับแรก จะนํามาจดัจําแนกสายพันธุโดยใชชุด

ทดสอบยีสต API ID 32 C (ภาคผนวก ง) ซึ่งประกอบดวยคารโบไฮเดรตทั้งหมด 31 ชนิด ไดแก D-

Galactose   Cycloheximide(Actidione)  D-Saccharose (sucrose)  N-Acetyl-Glucosamine  

Lactic acid  L-Arabinose  D-Cellobiose  D-Raffinose  D-Moltose  D-Trehalose  Potassium 

2-Ketogluconate  Methyl-αD-Glucopyranoside  D-Mannitol  D-Lactose (bovine origin)  

Inositol  D-Sorbitol  D-Xylose  D-Ribose  Glycerol  L-Rhamnose  Palatinose  Erythriol  D-

Melibiose  Sodium Glucuronate  D-Melezitose  Potassium Gluconate  Levulinic acid 

(Levulinate)  D-Glucose  L-Sorbose  Glucosamine  Esculin  Ferric citrate 

 โดยเลี้ยงยีสตที่ตองการจัดจาํแนกสายพันธุบนอาหารแข็งใหมีอายุประมาณ 24-48 ชั่วโมง 

จากนั้นเลือกโคโลนีเดี่ยวไปกระจายในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ปริมาตร 2 มิลลิลิตรใหมีความขุนเทากับ

สารมาตรฐานแมคฟารแลนเบอร 2 จากนัน้นาํไปใส API C Medium (ภาคผนวก ง) แลวใสลงใน

ชุดทดสอบ บมที ่30 องศาเซลเซียส เก็บผลที่ 24 และ 48 ชั่วโมง โดยดูจากความขุน ผลบวกคอืมี

ความขุนมากกวาเมื่อเทยีบกับชุดควบคุมจากนั้นนําผลที่บันทึกไดไปกรอกขอมูลในโปรแกรมของ 

apiweb TM เพือ่จัดจําแนกสายพนัธุของยสีต 

 การศึกษาสัณฐานวิทยาของยีสตนั้นทาํการศึกษาลักษณะโคโลนีโดยใชกลองจุลทรรศน

สเตอรริโอ ในสวนของการศกึษาลกัษณะของเซลลยีสตภายใตกลองนัน้ใชจุลทรรศนคอมพาวดโดย

บันทกึภาพและตั้งคาขนาดของบารโดยกลองดิจิตอลและโปรแกรม DP manager  
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รูปที่ 3.1 ข้ันตอนการจัดจาํแนกสายพนัธุยสีตโดยใชชุดทดสอบ API ID 32 C 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยาง 
 ทําการเก็บตัวอยางดนิและผลไมตามแหลงตางๆ 10 จงัหวัด ในประเทศไทย จํานวน 55 

ตัวอยาง ดังแสดงในตารางที ่4.1 และ 4.2 

 
4.2 การคัดกรองยีสตจากอัตราการเจรญิบนอาหาร YM 

การคัดแยกยสีตจากดินและผลไมสุกจากแหลงตางๆ จาํนวน 55 ตัวอยาง นาํมาคดัแยก

ยีสตโดยวิธีในขอ 3.3.4 สามารถคัดแยกยีสตได 127 สายพันธุ ซึ่งไดทาํการคัดเลือกยีสตที่มี

ลักษณะทางสนัฐานวทิยาทีต่างกนัและเจริญไดเร็วที่สุดจากดิน 10 สายพันธุและจากผลไม 10 

สายพนัธุ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

นํายีสตทีท่ราบสายพนัธุแลวจากศนูยจุลินทรีย สถาบันวิจยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงประเทศไทย (วว.) มาจํานวน 20 สายพนัธุ และกําหนดรหสัเพื่อความสะดวกสําหรับการ

ทดลองตอไปเปน Y1-Y20 ดังแสดงในตารางที่ 4.4 

 
4.3  การคัดกรองยสีตตามปริมาณบีตากลูแคน 

นํายีสตทั้ง 40 สายพนัธุทีค่ัดเลือกไดจากขอ 4.2 มาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนเพื่อ

คัดเลือกยีสตที่ใหปริมาณบตีากลูแคนมากที่สุด 5 สายพนัธุ โดยเลี้ยงยีสตตามวิธีในขอ 3.3.2 

จากนั้นวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนตามวิธีในขอ 3.3.3 พบวายีสตที่ใหปริมาณบีตากลูแคน

ออกมามากทีสุ่ด ไดแก Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9)   Kluyveromyces 

marxianus TISTR5116 (Y6)   F17    Kloeckera apiculata TISTR5090 (Y5) และ F18 

ตามลําดับ โดยใหปริมาณบตีากลูแคน 0.65 0.62 0.61 0.59 และ 0.58 มิลลิกรัม ตามลําดับ ดัง

แสดงในรูปที่ 4.1 ดังนัน้จงึเลือกยีสตทัง้ 5 สายพันธุนีเ้พือ่ทําการทดลองในขั้นตอไป 
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ตารางที่ 4.1 แสดงแหลงที่มา ลักษณะของตัวอยางดนิและจํานวนยีสตที่แยกได 

 

ลําดับ จํานวน 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

ตัวอยาง ยีสต 

1 ดินสวนยางพารา อ.บอพลอย จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 1 

2 ดินโคนตนไม อ.นางรอง จ.นครนายก เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 2 

3 ดินริมน้าํตก อ.นางรอง จ.นครนายก เนื้อรวน เปยก สีน้าํตาล - 

4 ดินโคนตนไม อ.สาริกา จ.นครนายก เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 4 

5 ดินนาขาว อ.องครักษ จ.นครนายก เนื้อเหนียว สีดาํ 1 

ดินใตตนไม 
6 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 1 

น้ําตกไทรโยคนอย 

ดินใตตนไมน้าํตก 

ไทรโยคใหญ 
7 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล - 

8 ดินโคนตนไม อ.บานโปง จ.ราชบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 3 

ดินริมน้าํตก 

ไทรโยคใหญ 

เนื้อรวน เปยก  
9 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี - 

สีน้ําตาลเขม 

ดินโคนตนไม 

น้ําตกไทรโยคใหญ 
10 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 1 

11 ดินโคนตนไม อ.ตาพระยา จ.กระบี ่ เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 3 

12 ดินสนามหญา อ.เมือง จ.เพชรบุรี เนื้อรวน ชืน้สดีํา 1 

13 ดินใตตนไม อ.เมือง จ.เพชรบุรี เนื้อรวน สีดํา 3 

14 ดินริมคลอง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เนื้อเหนียว สีน้ําตาลดาํ 1 

15 ดินสวนผัก อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เนื้อเหนียว สีดาํ 3 

16 ดินไรออย อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล 2 

17 ดินโคนตนมะมวง อ.เมือง จ.นครปฐม เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 3 

อ.ขนอม  เนื้อรวน ชืน้  
18 ดินสวนยางพารา 5 

จ.นครศรีธรรมราช สีน้ําตาลแดง 

อ.ขนอม  เนื้อรวน ชืน้  
19 ดินสวนลองกอง 3 

จ.นครศรีธรรมราช สีน้ําตาลแดง 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) แสดงแหลงที่มา ลักษณะของตัวอยางดินและจํานวนยีสตที่แยกได 

 

จํานวน ลําดับ 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

ยีสต ตัวอยาง 

อ.พระสมทุรเจดีย  
20 ดินโคนตนมะขาม เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 3 

จ.สมุทรปราการ 

21 ดินโคนตนไม อ.ทามะกา จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 4 

22 ดินไรออย อ.ทามะกา จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล 2 

23 ดินสวนยางพารา อ.จอมบึง จ.ราชบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 4 

อ.บานนาสาร  
24 ดินสวนเงาะ เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 3 

จ.สุราษฎรธาน ี

อ.พนมสารคาม  
25 ดินโคนตนไม เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 2 

จ.ฉะเชงิเทรา 

อ.พนมสารคาม  
26 ดินสวนดอกไม เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 3 

จ.ฉะเชงิเทรา 

เนื้อรวน แหง  
27 ดินโคนตนไม อ.ปทุมวัน จ.กรุงเทพฯ 1 

สีน้ําตาลดาํ 

28 ดินสนามหญา อ.ปทุมวัน จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 2 

29 ดินโคนตนไม อ.ราชเทวี จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวน แหง สีดํา 2 

30 ดินริมสระน้าํ อ.ราชเทวี จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 1 

 
 
ตารางที่ 4.2  แสดงแหลงทีม่า ลักษณะของตัวอยางไมและจํานวนยสีตที่แยกได 

 

ลําดับตัวอยาง ผลไม ระดับความสกุ จํานวนยีสต 

1 มะละกอ + 2 

2 มะละกอ ++ 3 

3 ลําใย + 3 

4 ลองกอง + 1 

5 ลองกอง ++ 3 

6 ชมพู + 1 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ)  แสดงแหลงที่มา ลักษณะของตัวอยางผลไมและจาํนวนยีสตที่แยกได 

 

ลําดับตัวอยาง ผลไม ระดับความสกุ จํานวนยีสต 

7 ชมพู ++ 2 

8 มังคุด + 2 

9 เงาะ + 3 

10 ฝร่ัง + 2 

11 ฝร่ัง ++ 4 

12 สละ + 2 

13 มะมวง + 3 

14 มะมวง ++ 4 

15 แอปเปล + 1 

16 แอปเปล ++ 2 

17 สับปะรด + 2 

18 สตรอเบอรร่ี + 3 

19 องุน + 3 

20 องุน ++ 4 

21 สม + 2 

22 ล้ินจี ่ + 3 

23 นอยหนา + 2 

24 กลวย + 2 

25 กลวย ++ 4 

 ++  สุกงอม, เนื้อเละ, ผิวช้ํามาก 

+     สุกงอม, เนื้อไมเละ, ผิวไมช้ํามาก  
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ตารางที่ 4.3  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและยีสตที่คัดแยกได 

 

ตัวอยาง การกระจายของโคโลน ี 

(มม.) 
ลําดับที ่ สายพนัธุ ลักษณะทางสนัฐานวทิยา 

(ดิน / ผลไม) 

1 สับปะรด โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบมีลักษณะเปนขุยเลก็นอย 8 F2 

2 มะละกอ โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนูเล็กนอย ขอบเรียบแบน 7 F13 

3 ชมพู โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนมาก ขอบเรียบ 9 F17 

4 องุน โคโลนีสีครีมเหลือง นนูเล็กนอย ขอบหยกั 7.5 F18 

5 องุน โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบมีลักษณะเปนขุยเล็กนอย 8 F19 

6 กลวย โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนมาก ขอบเรียบ 7 F21 

7 กลวย โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบหยกั 8.5 F22 

8 ลําไย โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนเลก็นอย ขอบหยกัเล็กนอย 8 F37 

9 มะมวง โคโลนีสีครีมเหลือง แบนๆ ขอบหยัก 8 F41 

10 ลองกอง โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 8 F46 

11 ดินนาขาว อ.องครักษ จ.นครนายก โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนมีลักษณะเปนขุย ขอบหยัก 8 S3 

12 ดินโคนตนไม อ.สาริกา จ.นครนายก โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบมีลักษณะเปนขุย 7.5 S6 

13 ดินโคนตนไม อ.สาริกา จ.นครนายก โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 7.5 S9 

39 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและยีสตที่คัดแยกได 

 

ลําดับที ่ สายพนัธุ 
ตัวอยาง 

(ดิน / ผลไม) 
ลักษณะทางสนัฐานวทิยา 

การกระจายของโคโลน ี 

(มม.) 

14 S13 ดินสวนยางพารา อ.จอมบึง จ.ราชบุรี โคโลนีสีครีมขาว ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 8 

15 S14 ดินสวนยางพารา อ.จอมบึง จ.ราชบุรี โคโลนีสีครีมเหลืองเลก็นอย ตรงกลางนูน ขอบหยัก 7 

16 S15 ดินสวนเงาะ อ.บานนาสาร จ.สุราษฎรธาน ี โคโลนีสีครีม ผิวดานเปนขุยๆเล็กนอย ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 8.5 

17 S16 ดินสวนเงาะ อ.บานนาสาร จ.สุราษฎรธาน ี โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบหยกั 8 

18 S26 ดินโคนตนไม อ.พนมสารคาม จ.ฉะเชิงเทรา โคโลนีสีครีมขาว นนูเล็กนอย ขอบเรียบ 7 

19 S52 ดินไรออย อ.กําแพงแสน จ..นครปฐม โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบเรียบ 8 

20 S62 ดินสวนผัก อ.กําแพงแสน จ..นครปฐม โคโลนีสีครีมเหลืองมาก ตรงกลางนูน ขอบเรียบ 9 

40 
 

 

 
* วัดการกระจายของโคโลนทีี่ 24 ชั่วโมงโดยวิธี drop plate 
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ตารางที่ 4.4 แสดงสายพนัธุยีสตที่นาํมาจากศนูยจุลินทรีย สถาบนัวิจยัวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ที่กาํหนดรหัสเพื่อใชในงานวิจัยครั้งนี ้

 

ลําดับที ่ สายพนัธุ รหัส 

1 Candida albican    TISTR 5239 Y1 

2 Candida parapsilosis   TISTR 5008 Y2 

3 Candida utilis   TISTR5046 Y3 

4 Hansenula anomala   TISTR5082 Y4 

5 Kloeckera apiculata   TISTR5090 Y5 

6 Kluyveromyces marxianus   TISTR5116 Y6 

7 Kluyveromyces  marxianus var.lactis   TISTR5694 Y7 

8 Debaryomyces hansenii var.fabryi   TISTR5668 Y8 

9 Debaryomyces hansenii   TISTR5155 Y9 

10 Yarrowia  lipolytica    TISTR5621 Y10 

11 Saccharomycopsis fibuligera   TISTR5033 Y11 

12 Rhodotorula graminis   TISTR 5124 Y12 

13 Saccharomyces cerevisiae TISTR 5020 Y13 

14 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5027 Y14 

15 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5051 Y15 

16 Schizosaccharomyces pombe   TISTR 5205 Y16 

17 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5059 Y17 

18 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5191 Y18 

19 Sporobolomyces salmonicolor   TISTR5584 Y19 

20 Trigonopsis flava   TISTR 5591 Y20 
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รูปที่ 4.1 แสดงปริมาณบีตากลูแคน ของยสีต 40 สายพนัธุ
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4.4 การจัดจาํแนกสายพนัธุยสีตที่คัดแยกไดและใหปริมาณบีตากลูแคนสูง 
 ในการทดลองขางตนในการหาปริมาณบีตากลูแคนของยีสตทั้ง 40 สายพนัธุพบวายีสตที่

ทําการคัดแยกจากดินและผลไมสุกนัน้สายพนัธุ F17 และ F18 ซึ่งแยกไดจากชมพูและองุน 

ตามลําดับ มปีริมาณบีตากลูแคนสูงใน 5 อันดับแรกจงึเลือกมาทาํการจัดจําแนกสายพนัธุการใช

ชุดทดสอบ API ID 32 C เพื่อจัดจําแนกสายพันธุของยีสตนั้นเปนการจําแนกยีสตโดยใช

ความสามารถในการใชคารโบไฮเดรต (assimilation) ที่แตกตางกนัซึง่หากยสีตสามารถใช

คารโบไฮเดรตชนิดนัน้ๆไดจะเกิดความขุนขึ้น พบวามีการใชคารโบไฮเดรตแตละชนิด ดังนี ้

 

ตารางที่ 4.5 รูปแบบการใชคารโบไฮเดรตของยีสตสายพันธุ F17 และ F18 โดยใชชุดทดสอบ API 

ID 32 C ที่เวลา 48 ชัว่โมง 

 

สายพนัธุยีสต 
ชนิดคารโบไฮเดรต 

F17 F18 

Control - - 

D-Galactose + - 

Cycloheximide (Actidione) - - 

D-Saccharose (sucrose) + - 

N-Acetyl-Glucosamine + + 

Lactic acid - + 

L-Arabinose + - 

D-Cellobiose - - 

D-Raffinose - - 

D-Moltose + - 

D-Trehalose + - 

Potassium 2-Ketogluconate + - 

Methyl-αD-Glucopyranoside + - 

D-Mannitol + - 

D-Lactose (bovine origin) - - 

Inositol - - 
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สายพนัธุยีสต 
ชนิดคารโบไฮเดรต 

F17 F18 

D-Sorbitol + - 

D-Xylose + - 

D-Ribose - - 

Glycerol + - 

L-Rhamnose - - 

Palatinose + - 

Erythriol - - 

D-Melibiose - - 

Sodium Glucuronate - - 

D-Melezitose + - 

Potassium Gluconate + - 

Levulinic acid (Levulinate) + - 

D-Glucose + + 

L-Sorbose + - 

Glucosamine + - 

Esculin  - - 

Ferric citrate 

 
 (+) = สามารถใชได เจริญได มีลักษณะขุนกวาชุดควบคุม 

(-) = ไมสามารถใชได ไมสามารถเจริญได มีลักษณะขุนนอยกวา / เทากับชุดควบคมุ 

 

จากขอมูลการใชคารโบไฮเดรตตามตารางขางตนเมื่อเทยีบกับฐานขอมูลจาก 

http://apiweb.biomerieux.com พบวา ยสีต F17 ถูกจัดจําแนกเปน Candida parapsilosis โดย

มี %idenity ถงึ 99.9% สวน F18 พบวาเปน Candida krusei แต %idenity นัน้มีคาเพียง 85.7% 

ซึ่งควรศึกษาการจัดจําแนกเพิ่มเติมโดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อจัดจําแนกสายพนัธุได

แนนอนยิ่งขึน้ 
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 ลักษณะของโคโลนีของยีสตบนอาหารแข็งYMและลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของ

ยีสต 5 สายพันธุที่มีบีตากลูแคนปริมาณสูง ไดแก Kloeckera apiculata TISTR5090 (Y5) 

Kluyveromyces marxianus TISTR5116 (Y6)   Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9)   

Candida parapsilosis (F17)   Candida krusei  (F18) แสดงดังรูปที่ 4.2  4.3   4.4   4.5 และ

4.6 ตามลาํดับ 

 

 

3 mm. 
 

 

 

รูปที่ 4.2  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Kloeckera apiculata TISTR5090 (Y5) 

 

 

  
 
 

รูปที่ 4.3  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Kluyveromyces marxianus TISTR5116 (Y6) 

ก ข 

3 mm. 

ข ก 

 



 46 

  
 
 

รูปที่ 4.4  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9) 
 
 
 

 

3 mm. 

ข ก 

3 mm. 

 
 

ก ข 
 

รูปที่ 4.5  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Candida parapsilosis (F17) 
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3 mm. 

 
 ข ก 
 

รูปที่ 4.6  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Candida krusei  (F18) 
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4.5 ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตบีตากลูแคนในระดับขวดเขยา 
 
 4.5.1 แหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลแูคน 

ศึกษาแหลงคารบอนทีเ่หมาะสมในการผลติบีตากลูแคน โดยการเลี้ยงยีสตทัง้ 5 

สายพนัธุไดแก Kloeckera apiculata TISTR5090  (Y5)   Kluyveromyces marxianus 

TISTR5116 (Y6)  Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9)   Candida parapsilosis 

(F17) และ Candida krusei (F18) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM ที่แปรผันแหลงคารบอน

ตางกนั 3 ชนดิไดแก กลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาล (ภาคผนวก ข)  โดยใชความเขมขน 

1% น้ําหนกัตอปริมาตร เลีย้งบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมง มาวดัการเจริญตามวิธีใน

ขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณกลูแคนในขอ 3.3.7 พบวายีสต

ทั้ง 5 สายพนัธุมกีารเจริญไดดีเมื่อใชแหลงคารบอนเปนกลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาล

ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที่ 4.7 4.8 และ 4.9 

 และจากตารางที่ 4.6 เมื่อพิจารณาคาอตัราการเจริญจําเพาะพบวามีคาใกลเคียง

กันในยีสตทัง้ 5 สายพนัธุรวมถึงแหลงคารบอนทัง้ 3 ชนดิดวย แตเมื่อมาพิจารณาทีค่า บี

ตากลูแคนที่ผลิตไดจะเห็นวาเมื่อใช 1% กลูโคสเปนแหลงคารบอน ยสีตทุกสายพนัธุจะให

ปริมาณบีตากลูแคนมากกวาใชซูโครสและกากน้าํตาลเปนแหลงคารบอน เชนเดียวกับ

การศึกษาของ Aguilar และ Francois (2003) นั่นคือ เมื่อเลี้ยง Saccharomyces 

cerevisiea ในแหลงคารบอนที่ตางกนัไดแก กลูโคส ซโูครส มอลโตส กาแลคโตสและเอทา

นอล พบวาน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุดเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน รองมาคือกาแลค

โตส ซูโครส มอลโตสและเอทานอลตามลาํดับและใหปริมาณบีตากลูแคน 62.5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิกรัมน้าํหนักเซลลแหง โดยที่สายพนัธุ Candida parapsilosis เมื่อใช 1% กลูโคส

เปนแหลงคารบอนมปีริมาณบีตากลูแคนถงึ 120 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ําหนักเซลลแหง 

และเมื่อพิจารณาที่ยีสตทั้ง 5 สายพนัธุ จะเหน็วา Candida parapsilosis  เปนสายพนัธุที่

มีแนวโนมการเจริญที่ดีที่สุด รองลงมาคอื Debaryomyces hansenii TISTR5155 

Kloeckera apiculata TISTR5090  Kluyveromyces marxianus TISTR5116 และ 

Candida krusei ตามลําดับ   
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แตจะเห็นวาสายพนัธุ Kluyveromyces marxianus TISTR5116 และ Candida 

krusei  มีการเจริญที่ต่ํากวายีสตอีก 3 สายพนัธุและเมื่อดูคา productivity ก็พบวามคีาต่ํา

กวายีสตอีก 3 สายพันธุมากในแหลงคารบอนทกุชนิด ดงัแสดงในตารางที ่4.6  

ดังนัน้ผูวิจยัจึงเลือกใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนและเลือกยีสตเพยีง 3 สายพันธุ

คือ Candida parapsilosis  Debaryomyces hansenii TISTR5155 และ Kloeckera 

apiculata TISTR5090 เพื่อใชในการทดลองตอไปเนือ่งมาจากยีสตสายพนัธุ 

Kluyveromyces marxianus TISTR5116 และ Candida krusei ใหปริมาณบีตากลแูคน

ต่ํากวามากไมวาจะใชแหลงคารบอนชนิดใด 
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รูปที่ 4.7 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทัง้ 5 ชนิด เมื่อเลีย้งในอาหารที่ใช 

1% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.8 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทัง้ 5 ชนิด เมื่อเลีย้งในอาหารที่ใช  

1% ซูโครสเปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.9 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทัง้ 5 ชนิด เมื่อเลีย้งในอาหารที่ใช 

1% กากน้ําตาลเปนแหลงคารบอน
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ตารางที่ 4.6 แสดงผลการทดลองการแปรผันแหลงคารบอนในการผลติบีตากลูแคน 

 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 

แหลงคารบอน 1%กลูโคส 1%ซูโครส 1%กากน้ําตาล 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 4.514 4.014 5.456 6.218 3.755 4.291 3.247 5.032 5.965 2.709 4.035 3.199 4.678 5.451 2.969 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลติร) 0.511 0.282 0.618 0.747 0.257 0.405 0.221 0.517 0.597 0.165 0.275 0.188 0.394 0.383 0.171 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.110 0.123 0.108 0.118 0.126 0.105 0.126 0.102 0.115 0.125 0.112 0.121 0.096 0.090 0.111 

Yx/s 0.280 0.077 0.274 0.564 0.164 0.231 0.069 0.272 0.533 0.148 0.221 0.049 0.246 0.464 0.155 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.021 0.012 0.026 0.031 0.011 0.004 0.009 0.015 0.025 0.006 0.011 0.007 0.016 0.016 0.007 
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4.5.2. ปริมาณคารบอนทีเ่หมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

จากการทดลองขางตนไดเลือกยีสต Kloeckera apiculata TISTR5090  

Debaryomyces hansenii TISTR5155 และ Candida parapsilosis มาหาปริมาณ

กลูโคสที่เหมาะสมสําหรับการผลิตบีตากลูแคน โดยทาํการแปรผันความเขมขนของกลูโคส

เปน 1% 5% และ 10% น้ําหนกัตอปริมาตรและเลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 

รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมง

มาวัดการเจรญิตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบี

ตากลูแคนในขอ 3.3.7 

 ซึ่งผลการทดลองนัน้พบวา ยีสตทัง้ 3 สายพนัธุมีรูปแบบการเจริญที่คลายกันแต 

C. parapsilosis จะเจรญิไดดีกวา D. hansenii TISTR5155 และ Kl. apiculata 

TISTR5090 ตามลําดับ เมื่อเพิ่มความเขมขนกลูโคสขึ้นจาก 1% ยีสตทัง้ 3 สายพันธุมกีาร

เจริญเพิ่มข้ึนเมื่อเลี้ยงในกลโูคส 5%และ10% ดังแสดงในรูปที ่ 4.10 4.11 และ 4.12

ตามลําดับ และจากตารางที่ 4.7 เมื่อพิจารณาปริมาณบีตากลูแคนทีไ่ดจะเห็นวา เมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของกลูโคส ยีสตทั้ง 3 สายพนัธุใหปริมาณบีตากลูแคนเพิ่มข้ึนดวย 

เมื่อพิจารณาที่อัตราการเจรญิจําเพาะของยีสตทั้ง 3 สายพนัธุในความเขมขนของ

แหลงคารบอนทัง้ 3 พบวามีอัตราการเจริญจําเพาะใกลเคียงกันแตคา productivity นั้น

แสดงใหเหน็วาที่กลโูคสความเขมขน 1% มีคา productivity ต่ํากวา 5% และ 10% 

ถึงแมวาทีก่ลูโคส 10% จะใหปริมาณน้ําหนกัเซลลแหงและปริมาณบีตากลูแคนมากที่

สุดแตก็ไมไดแตกตางกับกลูโคส 5% มากนัก ดงันัน้ผูวจิยัจึงเลือกใชกลูโคสที่ความเขมขน 

5%ในการทาํการทดลองขัน้ตอไป
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รูปที่ 4.10 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เมื่อเล้ียงในอาหารที่ใช 1% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.11น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เม่ือเล้ียงในอาหารที่ใช 5% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155   

 
รูปที่ 4.12  น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เมื่อเล้ียงในอาหารที่ใช 10% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 

C. parapsilosis  
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ตารางที่ 4.7 แสดงผลการทดลองการแปรผันปริมาณคารบอนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 

แหลงคารบอน 1%กลโูคส 5%กลโูคส 10%กลูโคส 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 4.554 5.656 7.185 5.205 5.666 7.825 5.205 5.816 7.851 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.505 0.632 0.780 0.842 0.892 1.296 0.884 0.895 1.359 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.088 0.082 0.104 0.090 0.102 0.110 0.101 0.110 0.091 

Yx/s 0.444 0.468 0.531 0.426 0.476 0.939 0.629 0.495 0.801 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.021 0.026 0.033 0.035 0.037 0.054 0.037 0.037 0.056 
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4.5.3 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

แปรผันปริมาณไนโตรเจนเพื่อการผลิตบตีากลูแคน โดยทาํการแปรผันปริมาณ

ไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งในการทดลองนี้ใช YM เปนอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงมีเพพโตน

และสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน โดยเลีย้งยสีตทั้ง 3 สายพนัธุไดแก Kl. 

apiculata TISTR5090  D. hansenii TISTR5155 และ C. parapsilosis โดยทําการแปร

ผันปริมาณและเลี้ยงบนเครือ่งเขยาดวยอตัราเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญตามวธิีในขอ 

3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบีตากลูแคนในขอ 3.3.7 โดยใช

กลูโคส 5% เปนแหลงคารบอน ซึง่เปนปริมาณที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองทีผ่านมา 

ผลการทดลองแสดงใหเหน็วาเมื่อแปรผันปริมาณสารสกดัจากยีสตกับเพพโตนใหมี

สัดสวนเปน 0.7%:0.5% 0.5%:0.5% 0.4%:0.5% 0.3%:0.5% และ 0.1%:0.5% น้ําหนกั

ตอปริมาตร พบวาไมมีผลตอการเจริญของยีสตทัง้ 3 สายพันธุ ดงัแสดงในรูปที ่ 4.13  

4.14  4.15  4.16 และ 4.17 ตามลําดบั โดยที่สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตน

เปน 0.3%:0.5% ยีสตทัง้ 3 สายพนัธุมีน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับ

ปริมาณบีตากลูแคนที่ผลิตไดมากที่สุดที่สัดสวนนี้เชนกนั ดงัแสดงในตารางที่ 4.8  และ

สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนที่ใหบีตากลูแคนนอยที่สุดไดแก 0.1%:0.5% จาก

ตารางที่ 4.8 คาอัตราการเจริญจําเพาะมีคาใกลเคียงกนัในทุกสัดสวน ในกรณีคา 

productivity นั้นพบวาที ่ 0.3%:0.5% และ 0.4%:0.5% ใหคา productivity ใกลเคียงกนั

และมากกวาสดัสวนที่ 0.5%:0.5% และ 0.7%:0.5% ตามลําดับ คา productivity นอย

ที่สุดที่สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเทากับ 0.1%:0.5%  

ดังนัน้ผูวิจยัจึงเลือกสัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.3%:0.5% 

เพื่อทาํการทดลองในขั้นตอไป เนื่องมาจากเปนสัดสวนที่ยีสตทัง้ 3  สายพนัธุใหคาบีตากลู

แคนมาก ถึงแมวาบีตากลแูคนที่ไดจะใกลเคียงกับเมื่อเลี้ยงยีสตในอาหารทีม่ีสัดสวนของ

สารสกัดจากยสีตตอเพพโตนเปน 0.4%:0.5% แตในสัดสวนนีจ้ะใชสารสกัดจากยีสต

มากกวาจึงทําใหคาใชจายสงูขึ้นไปดวย 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155   
C. parapsilosis
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis

     
รูปที่ 4.13 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดในอาหารที่มีสัดสวนของ       รูปที่ 4.14 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ในอาหารที่มีสัดสวนของ             รูป4.15น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดในอาหารที่มีสัดสวนของ 

 สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.7% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน            สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.5% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน       สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.4% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155   C. parapsilosis
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis                                               
รูป4.16 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด ในอาหารที่มีสัดสวนของ              รูปที่ 4.17 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด ในอาหารที่มีสัดสวนของ 

สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.3% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน                              สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.1% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางที่ 4.8  แสดงผลการทดลองการแปรผันปริมาณไนโตรเจนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

ปริมาณไนโตรเจน 
(%สารกัดจากยีสต : %เพพโตน) (w/v) 

0.7% : 0.5% 0.5% : 0.5% 0.4% : 0.5% 0.3% : 0.5% 0.1% : 0.5% 

 
 

 
สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 5.156 5.510 7.624 5.032 5.603 7.985 5.230 5.625 8.105 5.205 5.616 8.185 4.192 4.752 6.187 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.769 0.829 1.186 0.756 0.865 1.189 0.858 0.923 1.245 0.904 0.938 1.258 0.618 0.648 0.944 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.132 0.127 0.151 0.117 0.111 0.161 0.122 0.111 0.169 0.137 0.114 0.156 0.114 0.110 0.132 

Yx/s 0.248 0.448 0.234 0.204 0.376 0.277 0.203 0.308 0.252 0.258 0.301 0.337 0.138 0.285 0.174 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.032 0.034 0.049 0.032 0.036 0.049 0.036 0.038 0.052 0.037 0.038 0.052 0.026 0.027 0.039 
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*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.5.4 ปริมาณกลาเชื้อเริม่ตนที่เหมาะสมในการผลติบีตากลูแคน 

เลี้ยงยีสตทั้ง 3 สายพนัธุโดยใชแหลงคารบอนและปริมาณที่เหมาะสมรวมไปถึง

ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมจากการทดลองกอนหนาโดยแปรผันปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน

เปน 1% 5% และ 10% โดยปริมาตร เลีย้งบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญ

ตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบีตากลูแคนในขอ 

3.3.7 พบวา เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% และ 10% นั้นยสีตทั้ง 3 สายพันธุมี

การเจริญใกลเคียงกนัและสูงกวาเมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน  1%  ดงัแสดงในรูปที่ 

4.18 4.19 และ 4.20 ตามลําดับ จากตารางที่ 4.9  ปริมาณบีตากลูแคน อัตราการเจริญ

จําเพาะและคา productivity ก็มีแนวโนมเชนเดียวกบัการเจริญ ซึ่งสอดคลองกับการ

ทดลองของ อธิปตย (2550) ที่ศึกษาการผลิตบีตากลูแคนจากยสีต Saccharomyces 

cerevisiae TJ3 ดวยการเพาะเลี้ยงในถงัหมกัแบบ air lift ในสวนของความเขมขนของ

เซลลเร่ิมตนนัน้ พบวาเมื่อลดความเขมขนของเซลลเร่ิมตนลงเซลลมีการเจรญิชาลง

เชนเดียวกับการผลิตบีตากลูแคน 

ดังนัน้ผูวิจยัจึงเลือกใชปริมาณกลาเชื้อที่ 5% โดยปริมาตร เนื่องมาจากเปนการ

ลดคาใชจายในการผลิตคือไมตองใชกลาเชื้อมากถึง 10% 
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รูปที่ 4.18 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 1% 
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รูปที่ 4.19 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 5% 
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         รูปที่ 4.20 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10%
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ตารางที่ 4.9 แสดงผลการทดลองการแปรผันปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

ปริมาณกลาเชื้อเริ่มตน กลาเชื้อ 1% กลาเชื้อ 5% กลาเชื้อ 10% 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
 
 
 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 

D
eb

ar
yo

m
yc

es
 h

an
se

ni
i  

 
TI

ST
R5

15
5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 

D
eb

ar
yo

m
yc

es
 h

an
se

ni
i  

 
TI

ST
R5

15
5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 

D
eb

ar
yo

m
yc

es
 h

an
se

ni
i  

 
TI

ST
R5

15
5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 4.237 4.490 4.680 5.205 5.707 8.085 5.217 5.707 7.885 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.745 0.739 0.756 0.859 0.853 1.267 0.870 0.882 1.274 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.108 0.095 0.085 0.094 0.102 0.116 0.081 0.133 0.077 

Yx/s 0.306 0.352 0.352 0.558 0.638 0.667 0.400 0.615 0.662 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.031 0.031 0.032 0.036 0.036 0.053 0.036 0.037 0.053 

60 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.5.5 อุณหภมูิที่เหมาะสมในการผลิตบตีากลูแคน 

เลี้ยงยีสตทั้ง 3 สายพนัธุโดยใชแหลงคารบอน ไนโตรเจนและปริมาณกลาเชื้อ

เร่ิมตนที่เหมาะสมจากการทดลองกอนหนา แปรผันอุณหภูมิเปน 30, 33, 37 และ40 

องศาเซลเซยีส เลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญตามวธิีในขอ 

3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบตีากลูแคนในขอ 3.3.7 

พบวาเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสยีสตทัง้ 3 สายพนัธุจะมกีารเจริญที่ดี

ที่สุดรองลงมาคือ 33และ 37 องศาเซลเซียสตามลาํดับ และจะเหน็ไดวาที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซยีสยีสตทั้ง 3 สายพนัธุมีการเจริญที่ต่ําที่สุดดังแสดงในรูปที่ 4.21 4.22 4.23

และ 4.24 ตามลําดับและเมื่อพิจารณาผลการทดลองในตารางที่ 4.10 นั้นจะพบวาที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสใหปริมาณบีตากลูแคนมากที่สุดสาํหรบัยีสตทั้ง 3 สายพนัธุ

และลดลงไปเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิเปน 33, 37 และ40 องศาเซลเซียสตามลาํดับ ซึ่ง

สอดคลองกับผลการทดลองของอธิปตย (2550) ซึ่งทาํการศึกษาปริมาณบีตากลูแคนจาก

ยีสต Saccharomyces cerevisiae TJ3 ภายใตสภาวะการเลี้ยงที่แตกตางกัน ในสวนของ

อุณหภูมิ เมื่อเลี้ยงที่ 28 30 33 และ 35 องศาเซลเซยีส พบวาบีตากลูแคนมีปริมาณสูง

ที่สุดที่ 30 องศาเซลเซยีส ซึ่งผลิตกลูแคนได 1,215.3 มิลลิกรัม ซึ่งพบวาใกลเคียงกับ

ปริมาณกลูแคนในการทดลองนี้คือ สายพนัธุ C. parapsilosis ผลิตกลูแคนได 1,246 

มิลลิกรัม 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการผลิตบีตา กลูแคน

คือ 30 องศาเซลเซียส ผูทดลองจึงเลือกอุณหภูมินี้ใชในการทดลองขัน้ตอไป 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis     
      รูปที่ 4.21 น้าํหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส           รูปที่ 4.22 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis     
 รูปที่ 4.23 น้าํหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     รูปที่ 4.24 น้าํหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส

 
62 

 



40 

 
54 

ตารางที่ 4.10 แสดงผลการทดลองการแปรผันอุณหภูมิในการผลิตบีตากลูแคน 

 

อุณหภูมิ(องศาเซลเซยีส) 30 33 37 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 5.205 5.716 8.215 4.726 5.240 7.510 3.292 2.746 6.444 0.410 0.447 0.701 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.886 0.928 1.246 0.781 0.819 1.057 0.502 0.506 0.756 - - - 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.097 0.107 0.152 0.098 0.094 0.067 0.153 0.099 0.050 0.057 0.030 0.056 

Yx/s 0.426 0.471 0.534 0.329 0.387 0.529 0.032 0.014 0.216 0.020 0.011 0.015 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.037 0.039 0.052 0.033 0.034 0.044 0.021 0.021 0.031 - - - 
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*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.5.6 ความเปนกรดเบสที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

เลี้ยงยีสตทั้ง 3 สายพันธุโดยใชแหลงคารบอน ไนโตรเจน ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน

และอุณหภูมิที่เหมาะสม แตแปรผันคาความเปนกรดเบสเริ่มตนตั้งแต 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 

และ 7.0 เลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญตามวธิีในขอ 3.3.6.1 

ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบีตากลูแคนในขอ 3.3.7 

พบวาแนวโนมของการเจรญิยีสตทั้ง 3 สายพันธุเปนไปในทิศทางเดียวกนัในทุก

คาความเปนกรดเบส นั่นคอื C. parapsilosis จะมีการเจริญที่ดทีี่สุดรองมาคอื D. 

hansenii TISTR5155 และ Kl. apiculata TISTR5090 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.25 

4.26 4.27 4.28 และ 4.29 ซึ่งหากพิจารณาจากผลการทดลองในตารางที่ 4.11 นั้นจะ

พบวาในคาความเปนกรดเบสที่ 4.5 5.0 และ 5.5 นั้นจะใหปริมาณบีตากลูแคนมากกวาที่

คาความเปนกรดเบสเทากับ 6.0 และ 7.0 แตเมื่อมาพิจารณาที่คา productivity แลวนัน้

จะเหน็วา ที่คาความเปนกรดเบส 5.0 ยีสตทั้ง 3 สายพนัธุจะมีคา  productivity  มากที่สุด 

มีการศึกษาของ Aguilar และ Francois (2003) ที่ศึกษาองคประกอบของผนังเซลลเมื่อ

เลี้ยงในภาวะตางๆ ในสวนของคาความเปนกรดเบสเมือ่เลี้ยงที่ 3.0 4.0 5.0 6.0 พบวาที ่

5.0 ใหน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุดแตปริมาณบีตากลูแคนสูงสุดที ่ 4.0 เทากับ 80.8 

ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของน้ําหนกัเซลลแหง ซึง่นอยกวาผลการทดลองในครั้งนี้คือที่คา

ความเปนกรดเบส 5.0 สายพนัธุ C. parapsilosis มีปริมาณบีตากลูแคนสูงถงึ 157 

ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของน้ําหนกัเซลลแหง ดงันัน้คาความเปนกรดเบสเริ่มตนที ่ 5.0 จึง

เปนคาที่เหมาะสมในการผลติบีตากลูแคนสําหรับยีสตทัง้ 3 สายพันธุนี ้
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis         
      รูปที่ 4.25 น้าํหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด   รูปที่ 4.26 น้าํหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด         รูปที่ 4.27 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด 

      เมื่อคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 4. 5    เมื่อคาความเปนกรดเบสเริม่ตนเปน 5.0          เมื่อคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 5.5 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis              
     รูปที่ 4.28 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด                    รูปที ่4.29 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด 

                เมือ่คาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 6.0             เมื่อคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 7.0 
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ตารางที่ 4.11 แสดงผลการทดลองการแปรผันคาความเปนกรดเบสเริ่มตนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

ความเปนกรดเบส 4.5 5.0 5.5 6.0 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
 
 
 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 
D

eb
ar

yo
m

yc
es

 h
an

se
ni

i  
 

TI
ST

R5
15

5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 
D

eb
ar

yo
m

yc
es

 h
an

se
ni

i  
 

TI
ST

R5
15

5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 
D

eb
ar

yo
m

yc
es

 h
an

se
ni

i  
 

TI
ST

R5
15

5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 
D

eb
ar

yo
m

yc
es

 h
an

se
ni

i  
 

TI
ST

R5
15

5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

Kl
oe

ck
er

a 
ap

ic
ul

at
a 

  

TI
ST

R5
09

0 
D

eb
ar

yo
m

yc
es

 h
an

se
ni

i  
 

TI
ST

R5
15

5 

C
an

di
da

 p
ar

ap
si

lo
si

s 

น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 5.437 5.671 8.476 5.473 5.783 10.443 5.337 5.646 9.108 5.232 5.623 8.212 5.014 5.467 8.045 

บีตากลูแคน* (กรัมติอลิตร) 0.896 1.019 1.337 0.938 1.058 1.648 0.880 0.978 1.437 0.836 0.974 1.246 0.827 0.087 1.169 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.091 0.084 0.186 0.098 0.085 0.182 0.088 0.068 0.175 0.069 0.073 0.169 0.099 0.140 0.187 

Yx/s 0.153 0.116 0.485 0.145 0.159 0.402 0.237 0.128 0.384 0.163 0.179 0.503 0.169 0.254 0.464 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.037 0.042 0.056 0.039 0.044 0.069 0.036 0.041 0.059 0.036 0.041 0.034 0.034 0.036 0.049 

66 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.6 การศึกษาการผลิตบีตากลูแคนในถังหมักแบบกะ 

เลือกยีสตจากการทดลองกอนหนาคือขอ 4.4 โดยเลือกมา 2 สายพันธุ ทีม่ีความ

เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนมากที่สุดก็คือ สายพนัธุ Candida parapsilosis และ

รองลงมาคือ Debaryomyces hansenii TISTR5155  

การผลิตบีตากลูแคนในถงัหมักนั้นทาํไดโดยการใชภาวะที่เหมาะสมจากการ    

ทดลองกอนหนานั่นคือ ใช 5% กลูโคสน้ําหนกัตอปริมาตรเปนแหลงคารบอน โดยใช

สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.3% : 0.5%  น้ําหนกัตอปริมาตร โดยใช

ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% โดยปริมาตร คาความเปนกรดเบสควบคุมใหอยูที่ 5.0 

ตลอดการทดลอง และใชอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยาง

ทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจรญิตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และ

ปริมาณบีตากลูแคนในขอ 3.3.7 

 ซึ่งผลการทดลองจะพบวาเมือ่ทําการเลี้ยงยีสตสายพันธุD. hansenii TISTR5155  

และ C. parapsilosis ในถังหมักนั้นพบวามกีารเจริญที่สูงขึน้มากโดยจะเห็นวามนี้าํหนัก

เซลลแหงมากขึ้นกวาเดิมดังแสดงในรูปที่ 4.30 และ 4.31  
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รูปที่ 4.30 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตสายพันธุ D. hansenii  TISTR5155  เมื่อเลี้ยงในถัง

หมักแบบกะ 
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รูปที่ 4.31 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตสายพันธุ C. parapsilosis เมื่อเลี้ยงในถังหมักแบบ

กะ 
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ตารางที่ 4.12 แสดงผลการทดลองในการเลี้ยงยีสต D. Hansenii  TISTR5155 และ                 

C. parapsilosis ในถังหมักแบบกะ 

 

สายพันธุยีสต D.  hansenii  TISTR5155 C.  parapsilosis 

6.722 20.743 น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 

1.237 3.198 บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.191 0.213 

0.257 0.289 Yx/s 

0.026 0.066 Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที ่48 ชั่วโมง 

 

โดยเฉพาะสายพนัธุ C. parapsilosis มีการเพิ่มจํานวนของน้ําหนกัเซลลแหงสูงขึ้นมาก

จาก 10.443 กรัมเปน 20.743 กรัม และปริมาณบีตากลูแคนก็สูงขึ้นจาก 1.648 กรัมเปน 

3.198 กรัม ซึง่สามารถบอกไดวา ยีสตสายพนัธุ C. parapsilosis ตอบสนองตอ การเลี้ยง

ในถังหมกัมากกวาสายพนัธุ D. hansenii  TISTR5155 คือมีคาน้ําหนกัเซลลแหงสงูขึ้น 

1.9 เทา อัตราการเจริญจําเพาะสงูขึ้น 1.17  

และจากการศึกษาการผลิตบีตากลูแคนในถงัหมกัที่ผานมาพบวา Kim และ Yun 

(2003) ศึกษาการผลิตบีตากลูแคนที่ละลายน้าํไดโดยใช Saccharomyces cerevisiea 

KCTC7913 พบวามีปริมาณบีตากลูแคน 0.13 กรัมบีตากลูแคนตอน้ําหนกัเซลลแหง และ

มีอัตราการผลติที่ 0.095  กรัมบีตากลแูคนตอลิตรตอช่ัวโมง ซึง่ผลการทดลองในครั้งนี้

พบวาสายพนัธุ C. parapsilosis ใหปริมาณบีตากลูแคนสูงสุดที่ 0.15 กรัมบีตากลแูคนตอ

น้ําหนกัเซลลแหงแตมีอัตราการผลิตที่ต่ํากวาคือ 0.066 กรัมบีตากลูแคนตอลิตรตอช่ัวโมง 

ซึ่งอาจเปนผลมาจาก การทดลองของ Kim และ Yun (2003) ใชการเลี้ยงแบบกึง่กะ (fed-

batch fermentation) ซึ่งอาจจะทาํใหไดผลผลิตในเวลาที่เร็วกวา 
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นอกจากนีย้ังมีการศึกษาการศึกษาของ อธิปตย (2550) ที่ศึกษาการผลิตบีตากลู

แคนโดย Saccharomyces cerevisiea TJ3 โดยใชถังหมักแบบ air lift พบวาเมื่อใชแหลง

อาหารและภาวะทีเ่หมาะสมเลี้ยงแบบกะ (batch fermentation)  พบมีปริมาณบตีากลู

แคน 783.3 มิลลิกรัม แตเมื่อเลี้ยงแบบกึง่กะบีตากลูแคนเพิ่มข้ึนเปน 1,165.4 มิลลิกรัม

และใชเวลาในการผลิต 20 ชั่วโมง ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ยีสตสายพนัธุ C. parapsilosis 

ใหปริมาณบีตากลูแคนสงูสดุที่ 1,906 มิลลิกรัม แตใชเวลาถึง 48 ชั่วโมง ซึง่หากเทียบที ่

เวลาเทากันคอื 20 ชั่วโมง Candida parapsilosis จะมีปริมาณบีตากลูแคน 1,335 

มิลลิกรัม จากผลการทดลองจะพบวายีสตสายพนัธุ C. parapsilosis นั้นมีความเหมะสม

ในการผลิตบตีากลูแคนและมีความเหมาะสมสําหรับการนําไปศึกษาเพิ่มเติมเพื่อผลิตบี

ตากลูแคนใหไดปริมาณสูงขึน้เพื่อใชประโยชนในดานอตุสาหกรรมตอไป 
 

 



 
บทที่ 5 

 
สรุปผลการทดลอง 

 

 การคัดแยกยีสตจากดินและผลไมสุกจากแหลงตางๆ จํานวน 55 ตัวอยาง โดยเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YM ที่ปรับใหคาความเปนกรดเบสเปน 4.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

24-48 ชั่วโมง สามารถคัดแยกยีสตได 127 สายพันธุ ซึ่งไดทําการคัดเลือกยีสตที่มีลักษณะทาง

สันฐานวิทยาที่ตางกันและเจริญไดเร็วที่สุดจากดิน 10 สายพันธุและจากผลไม 10 สายพันธุ เพื่อ

นํามาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคน  รวมกับยีสตที่ทราบสายพันธุแลวจากศูนยจุ ลินทรีย 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) จํานวน 20 สายพันธุ 

นํายีสตทั้ง 40 สายพนัธุ มาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนเพื่อคัดเลือกยีสตที่ใหปริมาณบี

ตากลูแคนมากที่สุด 5 สายพนัธุ พบวายีสตที่ใหปริมาณบีตากลูแคนออกมามากที่สุด ไดแก 

Debaryomyces hansenii TISTR5155   Kluyveromyces marxianus TISTR5116   Candida 

parapsilosis    Kloeckera apiculata TISTR5090 และ Candida krusei  ตามลําดับ โดยให

ปริมาณบีตากลูแคนออกมา 0.65 0.62 0.61 0.59 และ 0.58 มิลลิกรัม ตามลําดับ  

สําหรับการหาภาวะเหมาะสมของในการผลิตบตีากลูแคน เมื่อทาํการศึกษาแหลงคารบอน

ที่เหมาะสม โดยการเลี้ยงยสีตทั้ง 5 สายพนัธุ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM ที่แปรผันแหลงคารบอน

ตางกนั 3 ชนดิไดแก กลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาล พบวายีสตทั้ง 5 สายพนัธุมีการเจริญไดดีและ

มีปริมาณบีตากลูแคนสูง เมือ่ใชแหลงคารบอนเปนกลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาลตามลําดับ แต

อยางไรก็ตามยีสตสายพันธุ Kluyveromyces marxianus TISTR5116  และ Candida krusei  ให

ปริมาณบีตากลูแคนต่ํากวามากไมวาจะใชแหลงคารบอนชนิดใด จึงเลือกยีสตอีก 3 สายพนัธุที่

เหลือเทานั้นสาํหรับการทดลองตอไป 

เมื่อแปรผันปริมาณกลูโคสทีเ่หมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน เปน 1% 5% และ 10% 

น้ําหนกัตอปริมาตร พบวาเมื่อใชความเขมขนกลูโคส 1% เปนแหลงคารบอนยีสตทั้ง 3 สายพนัธุมี

การเจริญต่ํากวาเมื่อเลีย้งในกลูโคส 5% และ10% เชนเดียวกับปริมาณบีตากลูแคนคือเมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของกลูโคส ยสีตทั้ง 3 สายพนัธุใหปริมาณบีตากลูแคนเพิ่มข้ึนดวยแตจะพบวาที่

กลูโคส 5% ใหปริมาณบีตากลูแคนที่ไมแตกตางกับทีก่ลูโคส 10% ดังนัน้กลูโคส 5% จึงเปน

ปริมาณที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตบีตากลูแคน 
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สําหรับแหลงไนโตรเจนเมื่อแปรผันปริมาณสารสกัดจากยสีตกับเพพโตนใหมีสัดสวนเปน 

0.7%:0.5% 0.5%:0.5% 0.4%:0.5% 0.3%:0.5% และ 0.1%:0.5% น้ําหนกัตอปริมาตร พบวาไม

มีผลตอการเจริญของยีสตทัง้ 3 สายพนัธุ โดยที่สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 

0.3%:0.5% ยสีตทั้ง 3 สายพันธุมีน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับปริมาณบีตากลูแคน

ที่ผลิตไดมากที่สุดที่สัดสวนนี้เชนกัน 

การแปรผันปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเพื่อผลิตบีตากลูแคน โดยใชปริมาณกลาเชื้อเปน 1% 

5% และ 10% โดยปริมาตร พบวาเมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% และ 10% นั้นยีสตทัง้ 3 

สายพนัธุมีปริมาณบีตากลูแคนและการเจริญใกลเคียงกนัและสูงกวาเมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน

เปน  1% ดงันัน้ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 5% จึงเหมาะสมสําหรับการผลิตบีตากลูแคนเพราะเปน

การลดคาใชจายในการผลิต 

การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนนัน้ ทาํการแปรผันอุณหภูมิเปน 30, 

33, 37 และ40 องศาเซลเซยีส พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสยีสตทั้ง 3 สายพนัธุจะมีการ

เจริญที่ดีที่สุดรองลงมาคือ 33 และ 37 องศาเซลเซยีสตามลําดับ และที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส

ยีสตทั้ง 3 สายพนัธุมีการเจริญที่ต่ําที่สุด เชนเดียวกันกบัปริมาณบีตากลูแคนคอืจะมากที่สุดที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสสําหรับยีสตทั้ง 3 สายพนัธุและลดลงเมือ่อุณหภูมิเปน 33, 37 และ40 

องศาเซลเซยีสตามลําดับ 

เมื่อแปรผันคาความเปนกรดเบสเริ่มตนตั้งแต 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 7.0 พบวาแนวโนม

ของการเจริญยีสตทั้ง 3 สายพนัธุเปนไปในทิศทางเดยีวกนัในทุกคาความเปนกรดเบส นัน่คอื 

Candida parapsilosis จะมีการเจริญที่ดทีี่สุดรองมาคอื Debaryomyces hansenii TISTR5155 

และ Kloeckera apiculata TISTR5090 ตามลําดับ สําหรับปริมาณบีตากลูแคนพบวาที่คาความ

เปนกรดเบส 4.5  5.0 และ 5.5 นั้นจะใหปริมาณบีตากลูแคนมากกวาที่คาความเปนกรดเบส

เทากับ 6.0 และ 7.0 แตจะพบวาที่คาความเปนกรดเบส 5.0 เปนคาที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลู

แคนสําหรับเชือ้ทั้ง 3 สายพนัธุเนื่องจากมคีา productivity สูงที่สุด 

สําหรับการผลิตบีตากลูแคนในถังหมกันัน้ เลือกยีสตสายพันธุ Debaryomyces hansenii 

TISTR5155 และ Candida parapsilosis มาทาํการศึกษาเนือ่งจากใหปริมาณบีตากลูแคน

มากกวา Y5 โดยทําการเลี้ยงแบบกะและใชภาวะที่เหมาะสมจากการ    ทดลองกอนหนานัน่คือ ใช 

5% กลูโคสน้าํหนักตอปริมาตรเปนแหลงคารบอน ใชสัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 

0.3% : 0.5%  น้ําหนกัตอปริมาตร ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% โดยปริมาตร คาความเปนกรด

เบสควบคุมใหอยูที่ 5.0 ตลอดการทดลอง และใชอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
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พบวายีสตทัง้ 2 สายพนัธุใหปริมาณบีตากลูแคนที่สูงขึน้จากการเลี้ยงระดับขวดเขยาโดยที่

สายพนัธุ Debaryomyces hansenii TISTR5155 เพิม่จาก 1.06 เปน 1.24 กรัมตอลิตร และ

สําหรับสายพนัธุ Candida parapsilosis ปริมาณบีตากลูแคนเพิ่มจาก 1.65 เปน 3.19 กรัมตอ

ลิตร 
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ขอเสนอแนะ 

1.ควรศึกษาถงึแหลงอาหารและแหลงวิตามินทีเ่หมาะสมเพื่อเพิ่มผลผลิตใหมากขึน้ นอกจากนี้ควร

ศึกษาการใชวตัถุดิบเหลือใชทางการเกษตรมาใชเปนแหลงอาหารเพื่อเปนการลดตนทุนในการ

ผลิต 

2.ควรศึกษา ลักษณะของบตีากลูแคนที่ผลิตได เชน ความบริสุทธิ ์หาน้ําหนกัโมเลกลุ เปนตน เพือ่

เปนขอมูลพืน้ฐานในการนําบีตากลูแคนไปประยุกตใชงานหรืออุตสาหกรรมตางๆ 

3. ควรศึกษาเพิ่มเติมถงึปจจัยในการผลิตในระดับถังหมกั ไดแก การกวน การใหอากาศ รูปแบบ

การเลี้ยง เชนแบบกึ่งกะ แบบตอเนื่อง เพื่อเพิ่มผลิตใหมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast malt extract (YM) 
  กลูโคส (glucose)     10 กรัม 

  เพพโตน (peptone)       5 กรัม 

  สารสกัดจากยสีต (yeast extract)      3 กรัม 

  สารสกัดจากมอลต (malt extract)     3 กรัม 

 ละลายสารสี่ชนิดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 สําหรับการเตรียม YM ที่คาความเปนกรดเบส 4.5 ทําไดโดยปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลารกอนน้ําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast malt extract (YM) 
 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร

เพิ่มลงไป จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

 

สูตรและวิธีการเตรียมสารละลาย 
 

1. การเตรียมกากน้ําตาล 
 นํากากน้ําตาลมาวิเคราะหปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (total sugar) โดยนํากากน้าํตาลมาเจือจาง

ดวยน้าํกลัน่ตามความเหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 1.5 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปน

เวลา 20 นาท ีจากนั้นนํามาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิ ีSomogyi-Nelson  

 
2. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
  โซเดียมคลอไรด (NaCl)     0.85 กรัม  

ละลายในน้าํกลั่น 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
3. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลาร 
  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (conc. HCl)  8.33 มิลลิลิตร 

  น้ํากลัน่ (Distilled water)    100 มิลลิลิตร 
 
4. สารละลายกรดแอซิติก 0.5 โมลาร  

  กรดแอซิติกเขมขน (conc. CH3COOH)  2.85 มิลลิลิตร 

  น้ํากลัน่ (Distilled water)    100 มิลลิลิตร 

  
5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร 
  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)     4.0 กรัม 

 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ในน้าํกลัน่ 100 มิลลิลิตร 
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6. สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส (invertase) 
6.1 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร  

โซเดียมอะซิเตต     9.10 กรัม  

กรดอะซิติก        1.9 มิลลิลิตร 

ละลายโซเดียมอะซิเตตในน้าํกลั่น 800 มลิลิลิตร เติมกรดอะซิติก ปรับ pH เปน 4.5 แลวปรับ 

ปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลัน่ 

  6.2 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 

  เอนไซมอินเวอรเทส    0.15 กรัม 

 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร   100  มิลลิลิตร 

ละลายเอนไซมอินเวอรเทส 0.15 กรัม ในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร 100 มิลลิลิตร ผสมให

เขากันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 

 
7. รีเอเจนตสําหรบัหาปรมิาณน้าํตาลรีดิวซดวยวิธ ี Somogyi-Nelson (Nelson,1944; Somogyi, 
1952) 
 7.1 อัลคาไลน คอปเปอร รีเอเจนต (Alkaline copper reagent) 

 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟส (Na2HPO4.12H2O) 71 กรัม และโรเซลซอลท 

(K2C4H4O6.4H2O) 40 กรัม ในน้าํกลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N ปริมาตร

100 มิลลิลิตร ดวยสารละลายคอปเปอรซลัเฟต (CuSO4) เขมขน 10% ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมให

เขากัน แลวปรบัปริมาตรสุดทาย  

 7.2 เนลสนั รีเอเจนต (Nelson’s reagent) 

 ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6MoO24.4H2O) 53.2 กรัม ในน้าํปลอดประจุ 900 

มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน (conc. H2SO4) 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั เติมสารละลายโซเดียม

อาซีเนท (NaHAsO4.7H2O) ความเขมขน 12% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 

ลิตร ดวยน้าํปลอดประจุ เกบ็ในขวดสีชา ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง ถามตีะกอน กรองออกกอนนําไปใช 

8. การคาํนวณหา μ  YX/S และ Productivity         

   μ           = lnX  – lnXt
                                    t 

o

    YX/S   =    Xt  - X0

                       S0 - St             

     Productivity  =               Pt  - P0

                           t 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
 

1. กราฟมาตรฐานการวิเคราะหน้ําตาลดวยวิธ ีSomogyi-Nelson (Nelson,1944; Somogyi, 1952) 
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2. กราฟมาตรฐานการวิเคราะหน้ําตาลกลูโคสโดยวิธี peroxidase/glucose oxidase assay (Cerreia 

และคณะ,2000) 
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3. กราฟมาตรฐานความสมัพันธระหวางปริมาณกลูโคสที่ไดจากการไฮโดรไลซบีตากลูแคนโดยใช

ผลิตภัณฑ Innovacan TM เปนสารมารตรฐาน 
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ภาคผนวก ง 
 

รายละเอียดของชุดทดสอบในการจัดจําแนกสายพันธุยีสต (API ID 32 C) 
 

    ตารางแสดงองคประกอบ(ชนิดคารโบไฮเดรต) ของชุดทดสอบ ID 32 C 

 

Capules Tests substrates QTY(mg/cup.) 

1.0 GAL D-Galactose 0.70 

1.1 ACT Cycloheximide (ACTidione) 0.014 

1.2 SAC D-Saccharose (sucrose) 0.66 

1.3 NAG N-Acetyl-Glucosamine 0.64 

1.4 LAT Lactic acid 0.64 

1.5 ARA L-Arabinose 0.70 

1.6 CEL D-Cellobiose 0.66 

1.7 RAF D-Raffinose 2.34 

1.8 MAL D-Moltose 0.70 

1.9 TRE D-Trehalose 0.66 

1.A 2KG Potassium 2-Ketogluconate 1.09 

1.B MDG Methyl-αD-Glucopyranoside 1.92 

1.C MAN D-Mannitol 0.68 

1.D LAC D-Lactose (bovine origin) 0.70 

1.E INO Inositol 0.70 

1.F 0 No substrate - 

0.0 SOR D-Sorbitol 2.72 

0.1 XYL D-Xylose 0.70 

0.2 RIB D-Ribose 0.70 

0.3 GLY Glycerol 0.82 

0.4 RHA L-Rhamnose 0.68 

0.5 PLE Palatinose 0.66 

0.6 ERY Erythriol 1.44 
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  ตารางแสดงองคประกอบ(ชนิดคารโบไฮเดรต) ของชุดทดสอบ ID 32 C (ตอ) 

 

Capules Tests substrates QTY(mg/cup.) 

0.7 MEL D-Melibiose 0.66 

0.8 GRT Sodium Glucuronate 0.76 

0.9 MLZ D-Melezitose 0.66 

0.A GNT Potassium Gluconate 0.92 

0.B LVT Levulinic acid (Levulinate) 0.48 

0.C GLU D-Glucose 0.78 

0.D SBE L-Sorbose 0.70 

0.E GLN Glucosamine 0.68 

0.F ESC 
Esculin 

Ferric citrate 

0.28 

0.069 
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       สวนประกอบของ API C Medium 

 

Ammonium sulfate 5 g 

Monopotassium phosphate 0.31 g 

Dipotassium phosphate 0.45 g 

Disodium  phosphate 0.92 g 

Sodium chloride 0.1 g 

Calcium chloride 0.05 g 

Magnesium sulfate 0.2 g 

L-Histidine 0.005 g 

L-Tryptophan 0.02 g 

L-Methyonine 0.02 g 

Gelling agent 0.5 g 

Vitamin solution 1 ml 

Trace elements 10 ml 

Demierelized water To make 1000 ml 

Final pH :6.4-6.8 at 20-25 oC  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวนิชนนัท  ชวนชืน่  เกิดเมื่อวนัที ่ 23 กรกฎาคม  พ.ศ. 2525 ที่จังหวัด กาญจนบุรี 

สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนหอวงั สําเรจ็การศึกษาวทิยาศาสตรบัณฑิต

สาขาวิชาชีววทิยา มหาวทิยาลัยมหิดล เมื่อปการศึกษา 2547 และเขาศึกษาตอในระดับวิทยา

ศาสตรมหาบณัฑิต หลักสตูรจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2548 
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