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บทคัดยBอ 

อะราบิทอล (arabitol) เปYนน้ำตาลแอลกอฮอล0ท ี ่ใช Zก ันอย[างแพร[หลายใน

อุตสาหกรรมอาหารและยา เนื่องดZวยคุณสมบัติที่น[าสนใจหลายประการ เช[น เปYนสารใหZ

ความหวานพลังงานต่ำเมื่อเทียบกับน้ำตาลซูโครส ช[วยใหZอาหารมีรสสัมผัสนุ[ม และมี

ความสามารถในการรักษาความชื ้นไดZ งานวิจ ัยนี้ไดZค ัดแยกและคัดกรองยีสต0ที ่มี

ความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0จากส[วนเหลือทิ ้งของผลไมZ จากเชื ้อ 8  

ไอโซเลตที่คัดแยกไดZพบว[ายีสต0ไอโซเลตที่ 7.3 มีความสามารถในการผลิตอะราบิทอล

สูงสุดที่ 2.3±0.03 กรัมต[อลิตร จึงเลือกไอโซเลตที่ 7.3 มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ

ผลิตอะราบิทอล พบว[าเมื่อใชZกลูโคสเปYนแหล[งคาร0บอน ยีสต0ไอโซเลตที่ 7.3 สามารถ

ผลิตอะราบิทอลไดZ 2.3±0.01 กรัมต[อลิตร และเมื่อใชZแอมโมเนียมออกซาเลตเปYนแหล[ง

ไนโตรเจนจะผลิตอะราบทอลไดZเท[ากับ 5.03±0.14 กรัมต[อลิตร ซึ่งสูงขึ้นจากเดิม 2 เท[า และ

เมื่อนำยีสต0ไอโซเลตที่ 7.3 มาระบุชนิดโดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด0 โดยเริ่มจาก

การสกัดดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณของ Internal Transcribed Spacer ดZวย

ปฏิกิริยาลูกโซ[พอลิเมอร0เรสโดยใชZไพรเมอร0 ITS1/ITS4 เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑ0ที่ไดZดZวย

เทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบแถบของผลิตภัณฑ0ขนาดระหว[าง 500-600 คู[เบส  

 

คำสำคัญ: ยีสต0, อะราบิทอล, สภาวะที่เหมาะสม  
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Abstract 

Arabitol is a sugar alcohol that widely used in food and pharmaceutical 

industries due to its interesting properties, for example, a low-calorie 

sweetener compared to sucrose, a food texturing agent and a humectant. In 

this study, arabitol-producing yeasts were isolated and screened from the 

fruit wastes. Among 8 isolates, the highest arabitol yield (2.30±0.03 g/L) was 

obtained from isolate 7.3 Therefore, it was selected for the optimization of 

arabitol production.When glucose was used as the carbon source, 2.3±0.01 

g/L arabitol was obtained. When ammonium oxalate was employed as the 

nitrogen source, the maximum yield of 5.03±0.14 g/L was achieved which was 

2-fold increase compared to culture in standard medium. For molecular 

identification of isolate 7.3, the DNA extraction was performed and amplified 

the region of internal transcribed spacer by polymerase chain reaction (PCR) 

using primer ITS1/ITS4. The PCR product of approximately 500-600 base pairs 

was visualized by gel electrophoresis. 
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โครงงานวิทยาศาสตร0ฉบับนี้สำเร็จลุล[วงไปไดZดZวยดี เนื่องดZวยความกรุณาของผูZที่

เกี่ยวขZองทุกฝ�าย ขอกราบขอบพระคุณ อาจารย0 ดร.วิชาณี แบนคีรี อาจารย0ที่ปรึกษา

โครงงาน รองศาสตราจารย0 ดร.สีหนาท ประสงค0สุข อาจารย0ที่ปรึกษาโครงงานร[วม ที่

กรุณาใหZคำแนะนำและคำปรึกษาเกี ่ยวกับการทำโครงงานวิทยาศาสตร0 และกรุณา

ช[วยเหลือเปYนอย[างดีในทุกดZาน 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย0 ดร.พงศ0ธาริน โล[ห0ตระกูล ที ่กรุณา

เสียสละเวลาเปYนกรรมการสอบโครงงานวิทยาศาสตร0 พรZอมทั ้งใหZคำแนะนำ ช[วย

ตรวจสอบและแกZไขใหZโครงงานวิทยาศาสตร0ฉบับนี้มีความถูกตZองและสมบูรณ0 

ขอขอบพระคุณโครงการการเรียนการสอนเพื่อประสบการณ0ของคณะวิทยาศาสตร0 

จุฬาลงกรณ0มหาวิทยาลัย และ ภาควิชาพฤกษศาสตร0 คณะวิทยาศาสตร0 จุฬาลงกรณ0

มหาวิทยาลัย ที่กรุณาสนับสนุนงานวิจัย 

ขอกราบขอบพระคุณหน[วยปฏิบัติการวิจัยการใชZประโยชน0จากชีวมวลพืช ภาควิชา

พฤกษศาสตร0 คณะวิทยาศาสตร0 จุฬาลงกรณ0มหาวิทยาลัย ที่กรุณาเอื้อเฟ��ออุปกรณ0และ

สถานที่ในการทำโครงงานวิทยาศาสตร0 

ขอขอบพระคุณพี่ในหZองปฏิบัติการทุกท[านในหZองปฏิบัติการที่คอยใหZคำแนะนำ 

คำปรึกษาและการช[วยเหลือในทุก ๆ ดZานดZวยดีมาโดยตลอด  

ขอขอบพระคุณคณะอาจารย0ทุกท[านและผูZมีส[วนเกี่ยวขZองทุกคนที่กรุณาใหZความ

ช[วยเหลือและเปYนกำลังใจตลอดมา 

สุดทZายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และญาติพี ่นZอง ที ่กรุณาใหZความ

ช[วยเหลือในทุกดZานอย[างเต็มที่  
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บทที่ 1 

 

บทนำ 

 

1.1 ท่ีมาและความสำคัญของปjญหา 

น้ำตาลแอลกอฮอล0เป�นสารใหrความหวานพลังงานต่ำ ซึ ่งนิยมใชrอยpางแพรpหลายใน

อุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมยาที่เกี่ยวขrองกับการดูแลรักษาชpองปาก เนื่องจากมีสมบัติทาง

ชีวเคมีที่นpาสนใจ เชpน ทำใหrอาหารมีรสสัมผัสนุpม มีความสามารถในการรักษาความชื้น ทำใหrสีของ

อาหารคงตัวไมpเปลี่ยนแปลงระหวpางการเก็บรักษาและแปรรูป (Buyken et al., 2001) ใหrพลังงาน

นrอย เนื่องจากดูดซึมเขrาสูpกระแสเลือดไดrชrาจึงเหมาะกับผูrป�วยเบาหวาน และแบคทีเรียในชpองปาก 

ไมpสามารถนำไปใชrในการเติบโตไดr (Konganti and Ju, 2013) เป�นตrน อุตสาหกรรมการผลิตน้ำตาล

แอลกอฮอล0สpวนใหญpมักใชrกระบวนการทางเคมีดrวยปฏิกิริยาการเติมไฮโดรเจนของน้ำตาลและนิกเกิล

เป�นตัวเรpงปฏิกิริยาที่อุณหภูมิและความดันสูงซึ่งจะไดrผลิตภัณฑ0ที่เป�นของผสมซึ่งแยกออกจากกันไดr

ยาก (Monedero, Martínez and Yebra, 2010) ทำใหrมีความบริสุทธ์ิคpอนขrางต่ำและมีสารพิษ

ตกคrางจากสารเคมีที่ใชrจึงจำเป�นตrองนำเขrาสูpกระบวนการที่ทำใหrน้ำตาลแอลกอฮอล0ที่ไดrบริสุทธิ์มาก

ขึ้นอีกหลายขั้นตอน ซึ่งกระบวนการเหลpานี้เป�นปlจจัยหนึ่งที่ทำใหrตrนทุนในการผลิตสูงขึ้นและทำใหr

ปริมาณน้ำตาลแอลกอฮอล0ท่ีไดrลดลง (Soetaert, Buchholz and Vandamme, 1995) จึงนำไปสูp

การศึกษาความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ของเช้ือจุลินทรีย0ชนิดตpาง ๆ 

เชื้อจุลินทรีย0บางชนิดมีความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0จากน้ำตาลชนิดอื่นโดย

ผลิตภัณฑ0ที่ไดrไมpเป�นของผสม จึงมีความบริสุทธิ์มากกวpาการสังเคราะห0จากสารเคมี ซึ่งเชื้อจุลินทรีย0

เหล pา น้ี มีท ั ้ งแบคท ี เร ีย ราเส rนใย และย ีสต0  (Pfyffer, and Rast, 1980; Pfyffer et al., 1990; 

Grembecka, 2019) แบคทีเรียที่สามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ไดr ไดrแกp แบคทีเรียที่ผลิตกรดแล

คติก (lactic acid bacteria; LAB) และไซยาโนแบคทีเร ีย (Weymarn, Hujanen and Leisola, 

2002; Wisselink et al., 2002; Akinterinwa, Khankal, and Cirino, 2008; Jacobsen, and 

Frigaard, 2014;) เป�นตrน ราเสrนใยท่ีสามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ไดrมีหลายชนิด เช#น Sclerotinia 

sclerotiorum, Penicillium oxalicum แ ล ะ  Pyricularia oryzae (Pfyffer, and Rast, 1980; 

Pfyffer et al., 1990) เป�นตrน สpวนยีสต0ที ่สามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ไดrก็มีหลายชนิดเชpน 

Zygosaccharomyces rouxii NRRL 27264 (Saha, Sakakibara and Cotta, 2007), Hansenula 

polymorpha (Escalante et al., 1990) แ ล ะ  Kodamae ohmer NH-9 (Zhu et al., 2010)  

เป�นตrน ปริมาณน้ำตาลแอลกอฮอล0ท่ียีสต0ผลิตไดrขึ ้นอยู pกับชนิดของสารตั้งตrนในวีถีเมแทบอลิซึม 

โดยทั่วไปสารตั้งตrนที่ยีสต0ใชrไดrแกp กลูโคส ฟรุกโตส แมนโนส กาแล็กโทส มอลโทส และกลีเซอรอล  
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เป�นตrน (Onishi and Suzuki, 1968) จากรายงานของ Saha และ Racine (2011) พบวpาการใหrแหลpง

คาร0บอนและไนโตรเจนที่ตpางกันมีผลตpอปริมาณน้ำตาลแอลกอฮอล0ที่เกิดขึ้น เนื่องจากคาร0บอนและ

ไนโตรเจนเป�นธาตุอาหารหลักที่จุลินทรีย0ใชrในการเติบโตและสรrางสารเมทาบอไลต0ตpาง ๆ นอกจากน้ี

ผลผลิตพลอยไดrบางชนิดที่ไดrจากกระบวนการเมแทบอลิซึมสามารถถูกนำกลับมาใชrเป�นแหลpงคาร0บอน

และแหลpงไนโตรเจนใหrจุลินทรีย0ไดrอีกครั ้ง (Fadiloğlu and Erkmen, 2002) ในการผลิตน้ำตาล

แอลกอฮอล0ทางอุตสาหกรรมการใชrยีสต0ยังมีขrอดีหลายประการ เชpน ยีสต0เป�นจุลินทรีย0ที่สามารถเติบโต

ไดrในสภาวะที่อุณหภูมิสูง ใชrพื้นที่ในการเลี้ยงนrอยเนื่องจากยีสต0มีขนาดเล็ก และสามารถนำมาปรับปรุง

สายพันธุ0ไดrงpาย ซึ่งเป�นคุณสมบัติที่เป�นที่ตrองการในระดับอุตสาหกรรม ทั้งนี้ยังมียีสต0อีกหลายชนิดท่ี

สามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ไดrแตpยังไมpมีรายงานการทดสอบ ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค0เพ่ือ

คัดแยกและคัดกรองยีสต0ที่มีความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0จากเศษผลไมr และศึกษา

สภาวะท่ีเหมาะสมตpอการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ในยีสต0ท่ีคัดแยก  

 

1.2 วัตถุประสงค4ของการศึกษา 

เพ่ือคัดแยกและคัดกรองยีสต0ท่ีมีความสามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0จากเศษผลไมr รวมท้ัง

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตpอการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0จากยีสต0ท่ีคัดแยก 

 

1.3 ประโยชน4ท่ีคาดว;าจะไดVรับ 

1. ไดrยีสต0ท่ีมีความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ท่ีคัดแยกไดrในประเทศไทย 

2. ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ของยีสต0ท่ีคัดแยกไดr 
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บทที่ 2 

 

 การตรวจเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข[อง 

 

2.1 อะราบิทอล 

อะราบิทอล เป�น polyhydric alcohol ชนิดหนึ่ง มีโครงสรrางทางเคมีเป�น stereoisomer กับ

ไซลิทอล และเป�นสารใหrความหวานพลังงานต่ำ จึงเป�นที่นิยมในอุตสาหกรรมตpาง ๆ อะราบิทอล 

สามารถสังเคราะห0ขึ้นไดrโดยใชrปฏิกิริยา catalytic reduction หรือ catalytic hydrogenation จาก

น้ำตาลชนิดอื ่น อุณหภูมิ 90-120 องศาเซลเซียสและความดัน 40-60 บาร0 จะไดrผลิตภัณฑ0เป�น  

D-arabitol และ L-arabitol ตามลำดับ (Werpy and Petersen, 2004) 

2.1.1 อะราบิทอลท่ีพบในธรรมชาติ 

อะราบ ิทอลพบได rท ั ่ ว ไปในเห ็ดและไลเคน แต pจะพบเพ ียงปร ิมาณน rอย (Lindberg, 

Wachtmeister and Wickberg, 1952) ตpางจากน้ำตาลแอลกอฮอล0ชนิดอื่น ๆ ที่สามารถพบไดrทั่วไป

ในผักและผลไมr เชpน ฟlกทอง เซเลอรี่ หัวหอมใหญp และหญrาตpาง ๆ เป�นตrน (Ikawa, Watanabe, 

and Nisizawa, 1972) นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย0อื ่น ๆ ที่สามารถผลิตอะราบิทอลไดr (Zhu et al., 

2010) 

2.1.2 คุณสมบัติท่ัวไปของอะราบิทอล 

อะราบิทอลซึ่งอาจถูกเรียกวpา arabinitol หรือ lyxitol เป�นน้ำตาลแอลกอฮอล0ที่ประกอบดrวย

คาร0บอน 5 อะตอม (C5H12O5) มีมวลโมเลกุลเทpากับ 152 พบไดrทั ้ง D-arabitol และ L-arabitol 

(ภาพที ่ 2.1) คุณสมบัติทั ่วไปของอะราบิทอลคลrายกับไซลิทอล คือมีรสหวาน ผลึกไมpมีส ี มี

ความสามารถละลายน้ำไดrคpอนขrางสูง และมีจุดเดือดอยูpที่ 103 องศาเซลเซียส (Tourneau, 1966; 

Talja and Roos, 2001)  

           
ภาพท่ี 2.1 สูตรโครงสรrาง D-arabitol (ซrาย) และ L-arabitol (ขวา) (National Center for 

Biotechnology Information, 2019 : online) 
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2.2 การผลิตอะราบิทอล 

2.2.1 การผลิตอะราบิทอลดrวยกระบวนการทางเคมี  

2.2.1.1 การผลิต D-arabitol 

สpวนใหญpการผลิต D-arabitol ดrวยกระบวนการทางเคมีจะทำโดยการนำ  

D-arabinose หรือ lyxose มาทำปฏิกิริยา catalytic reduction หรือปฏิกิริยาเคมีรีดักชันของ 

แลคโตนจากกรด arabinoic และกรด lyxonic ที่อุณหภูมิประมาณ 100 องศาเซลเซียสและความดัน 

40-60 บาร0 นอกจากนี ้  D-arabitol ยังสามารถผลิตไดrจากปฏิก ิร ิยาเคมีร ีด ักชันจากน้ำตาล 

 D-arabinose หรือ D-lyxose และโซเดียมอะมัลกัม แตpดrวยกระบวนการเหลpานี้มีคpาใชrจpายคpอนขrาง

สูงจึงไมpเป�นท่ีนิยมมากนัก (Ruff, 1899) 

2.2.1.2 การผลิต L-arabitol 

ก า รผล ิ ต  L-arabitol ส าม า รถทำ ไ ด r โ ด ยก า ร ใ ช r ปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  catalytic 

hydrogenation จากน้ำตาล L-arabinose ซึ่งปฏิกิริยานี้จำเป�นตrองใชrเครื ่องปฏิกรณ0ที่อุณหภูมิ  

90-120 องศาเซลเซียสและความดัน 40-60 บาร0 จึงทำใหrกระบวนการผลิตใชrเวลามากและมี

คpาใชrจpายสูง (Ruff, 1899)  

2.2.2 การผลิตอะราบิทอลดrวยกระบวนการทางชีวภาพโดยใชrจุลินทรีย0  

การใชrจุลินทรีย0ในการผลิตอะราบิทอล เป�นทางเลือกที่ดีในการเพิ่มปริมาณอะราบิทอล 

อีกทั้งยังสามารถลดขั้นตอนที่ใชrเวลามากในปฏิกิริยาเคมีไดr เนื่องจากจุลินทรีย0บางชนิดอยpางเชpน รา 

และยีสต0สามารถใชrสิ่งที่ไดrจากกระบวนการแคแทบอลิซึมเป�นโคแฟกเตอร0ทำใหrไมpจำเป�นตrองเติมหรือ

สรrางสารที่เป�นโคแฟกเตอร0เพิ่มอีก การใชrจุลินทรีย0ในการผลิตอะราบิทอลจึงเป�นทางเลือกที่นิยมมาก

ท่ีสุดในระดับอุตสาหกรรม  

 

2.3 จุลินทรีย4ท่ีผลิตอะราบิทอล 

2.3.1 ราเสrนใย (Filamentous fungi) 

การเพิ่มปริมาณน้ำตาลแอลกอฮอล0เชpน อะราบิทอลหรือกลีเซอรอล นิยมใชrราในการผลิต

เนื่องจากสามารถชpวยลดปlญหาการตายจากภาวะแอคติวิตีของน้ำต่ำไดr อะราบิทอลพบไดrทั่วไปใน 

ราชั้นสูง โดยปริมาณของอะราบิทอลจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการสรrางสปอร0หรือเจริญอยูpใน stationary 

phase บทบาทสpวนใหญpของอะราบิทอลในราคือเป�นแหลpงใหrพลังงานและแหลpงคาร0บอนในขณะที่รา

สรrางสปอร0 นอกจากนี้ยังพบอะราบิทอลในระหวpางการเจริญของเสrนใย (mycelia) โดยความเขrนขrน

ของ อะราบิทอลจะแปรผันตามความเขrมขrนของสารละลายกลูโคสในอาหารที่ใชrเลี้ยง ซึ่งถูกเก็บเป�น

แหลpงคาร0โบไฮเดรตสำหรับสปอร0 และจะหายไปเมื ่อเกิดการงอกของสปอร0 (germination) 
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นอกจากนี้ยังมีการรายงานวpาใน Puccinia graminis พบอะราบิทอลขณะท่ีสรrางเอนโดสปอร0 เมื่ออยูp

ในสภาวะเครียด (Link et al., 2005) ยังมีราอีกหลายชนิดท่ีมีความสามารถในการผลิตอะราบิทอล 

เ ช p น  Geotrichum candidum, Aspergillus oryzae แ ล ะ  Dendryphiella salina เ ป � น ตr น 

(Holligan and Jennings, 1972; Costa and Niederpruem, 1982; Rujiter, 2004) 

2.3.2 ยีสต0 (Yeasts) 

เมื่อยีสต0อยูpในสภาวะเครียดที่มีผลตpอแรงดันออสโมติก ยีสต0จะผลิตสารบางชนิดเชpน  

อะราบิทอล กลีเซอรอล ไซลิทอล และแมนนิทอล เพื่อรักษาสมดุลของแรงดันออสโมติกภายนอกและ

ภายในเซลล0 การผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0จากยีสต0เริ่มศึกษาจากการเลี้ยงยีสต0ในอาหารที่มีกลูโคสเป�น

แหลpงคาร0บอน พบวpายีสต0ที่มีความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0บางชนิดคpอนขrางดี และ

นอกจากนี้ยีสต0ยังมีคุณสมบัติในการทนความรrอนจึงเป�นที่นิยมมากในระดับอุตสาหกรรม ซึ่งยีสต0ท่ีมี

ความสามารถในการผลิตอะราบิทอล ไดrแกp ยีตส0กลุpมออสโมฟ¢ลิก (osmophilic yeast) (Song et al., 

2011; Yoshikawa et al., 2014; Kordowska-Wiater, 2015; Qi et al., 2015) เชpน Endomycopsis 

chodati (Hajny, 1964), Saccharomyces rouxii (Ingram and Wood, 1956), Saccharomyces 

mellis (Weimberg, 1962), Zygosaccharomyces sp. (Saha, Sakakibara, and Cotta, 2007), 

Hansenula sp. (Escalante et al., 1990), Debaryomyces sp. (Kumdam, Murthy, and 

Gummadi, 2013) และ Pichia sp. (Saha and Bothast, 1996) โดยสpวนมากยีสต0เหลpานี้มักจะใหr

ผลผลิตเป�นของผสมระหวpางอะราบิทอลและกลีเซอรอล, เอทานอลหรือน้ำตาลแอลกอฮอล0ชนิดอ่ืน ๆ 

การผลิตอะราบิทอลในยีสต0 (ภาพที่ 2.2) เริ ่มตrนจากกลูโคสเขrาสูpวิถีเพนโตสฟอสเฟต 

(Pentose phosphate pathway) จนกลายเป �น ribulose-5-phosphate แล rวถ ูกเปล ี ่ยนเป�น 

ribulose ดrวยเอนไซม0 ribulokinase จากน้ันจะถูกรีดิวซ0ดrวยเอนไซม0 arabitol dehydrogenase ไดr

เป�นอะราบิทอล ซ่ึงจะเห็นไดrวpา ribulose-5-phosphate สามารถถูกเปลี ่ยนเป�น xylulose-5-

phosphate จากการทำงานของเอนไซม0 ribulose-5-phosphate epimerase จากนั ้นจะเกิด 

dephosphorylation ท ำ ใ หr  xylulose-5-phosphate เ ป ล ี ่ ย น เ ป � น  xylose ด r ว ย เ อ น ไ ซ ม0  

xylulokinase แลrวถูกรีดิวซ0ดrวยเอนไซม0 arabitol dehydrogenase ไดrเป�นอะราบิทอลเชpนกัน 

(Kumdam et al., 2013) 
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ภาพท ี ่  2.2 กระบวนการเปล ี ่ยนกล ู โคสเป �นอะราบ ิทอลในย ีสต0  (Kumdam, Murthy,  

and Gummadi, 2014) 

 

2.4 ประโยชน4ของอะราบิทอลท่ีผลิตจากจุลินทรีย4และการประยุกต4ในดVานต;าง ๆ  

อะราบิทอล เป�นสารใหrความหวานพลังงานต่ำโดยจะใหrพลังงานเพียง 0.2 กิโลแคลอรีตpอกรัมซ่ึง

นrอยกวpาน้ำตาลซูโครสท่ีใหrพลังงานมากถึง 4 กิโลแคลอรีตpอกรัม อะราบิทอลยังเป�นน้ำตาลแอลกอฮอล0ท่ี

รpางกายมนุษย0ดูดซึมไดrคpอนขrางชrา และยังชpวยป¤องกันการสะสมไขมันบริเวณทางเดินอาหาร ผูrป�วย

โรคเบาหวานจึงสามารถบริโภคไดrอยpางปลอดภัย นอกจากนี ้แบคทีเรียในชpองปากไมpสามารถนำ 

อะราบิทอลเขrาสู pกระบวนการเมแทบอลิซึมไดrจ ึงมีการนำมาใชrร pวมกับสารป¤องกันฟlนผุ และ 

ดrวยคุณสมบัติใหrรสสัมผัสหวานเย็นจึงเป�นที่นิยมในอุตสาหกรรมการผลิตสินคrาดูแลรักษาสุขภาพชpอง

ปาก (Mingguo et al., 2011; Kumdam et al., 2013) อะราบิทอลสามารถนำมาเป�นสารตั้งตrนในการ

เปลี่ยนเป�นสารชนิดอื่น เชpน กรดอะราบิออนิก กรดไลโซนิก เอทิลีนกลีซอล และไซลิทอล เป�นตrน 

นอกจากนี้อะราบิทอลยังใชrในการสังเคราะห0สารประกอบสำคัญอยpางสารอิแนนทิโอเมอร0บริสุทธิ์เพื่อใชr

ในอุตสาหกรรมการผลิตยา เชpน ยากดภูมิคุrมกัน ยาป¤องกันและกำจัดโรคพืช และยาฆpาวัชพืช เป�นตrน 

(Levin et al., 1995; Levin, 2002)  
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บทที่ 3  

 

วัสดุ อุปกรณ_ และวิธีการดำเนินนการ 

3.1 เคร่ืองมือและวัสดุอุปกรณ4 

กลrองจุลทรรศน0 (Light microscope)  Olympus Optical Co., Ltd, Japan  

เคร่ืองเขยpา     Labcon, The Repulic of South Africa 

เคร่ืองช่ังละเอียด (ทศนิยม 4 ตำแหนpง)  Denver Instument Company, USA 

          ตูrปลอดเช้ือ (Laminar flow hood)   ISSOC, Thailand 

ตูrอบฆpาเช้ือ (Autoclave)                       REXMED Industries Co., Ltd, Taiwan 

ตูrอบแหrง อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  Memmert, Germany 

 

3.2 สารเคมีท่ีใชVในการทดลอง 

 -สารเคมีท่ีใชVในอาหารเล้ียงเช้ือ 

Agar      

Antibiotics    Seng Thai Company, Thailand 

D(+)glucose    Ajax Finechem, Australia 

Peptone    HiMedia Laboratories Pvt, Ltd, India 

Yeast extract    HiMedia Laboratories Pvt, Ltd, India 
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3.3 วิธีการดำเนินงานวิจัย 

  

3.3.1 การคัดแยกยีสต0และทำใหrบริสุทธ์ิ 

        เก็บตัวอยpางเนื้อผลไมrและเปลือกผลไมr จากตลาดสามยpาน สามยpานมิตรทาวน0 และ

ตลาดรถไฟรัชดา กรุงเทพมหานคร จำนวน 5 ตัวอยpางแตpละแหลpง ใสpถุงพลาสติก เก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นช่ังตัวอยpาง 1 กรัม ใสpลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Extract 

Peptone Dextrose (YPD) ปร ิมาตร 20 ม ิลล ิล ิตร ท ี ่ เต ิม chloramphenicol 200 ppm 

(ภาคผนวก ก) บpมที่อุณหภูมิหrองในสภาวะเขยpา 150 รอบตpอนาที เป�นเวลา 1 ชั่วโมง เกลี่ยบน

อาหารแข็ง YPD บpมที่อุณหภูมิหrองเป�นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกโคโลนีเดี่ยวในอาหารชนิด

เดิมจนไดrโคโลนีบริสุทธ์ิ  

 

 3.3.2 การคัดกรองยีสต0ท่ีสามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0 

นำโคโลนีเด่ียวจากเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคัดแยกไดrมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว YPD ในสภาวะ

เขยpาท่ี 150 รอบตpอนาที เป�นเวลา 2 วัน แลrวนับจำนวนเซลล0ดrวย Haemacytometer จากน้ัน

นำเซลล0ท่ีเพาะเล้ียงจำนวน 1×108 เซลล0 มาเพาะเล้ียงในอาหารสูตร Production medium 

(ภาคผนวก ก) บpมท่ีอุณภูมิหrองในสภาวะเขยpา 150 รอบตpอนาที เป�นเวลา 72 ช่ัวโมง แลrววัด

ปริมาณอะราบิทอลดrวยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

(Waters, alliance 2690, USA) ใชr Agilent MetaCarb 87H organic acid column (Varian, 

USA) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และใชrกรดซัลฟ¢วริกท่ีความเขrมขrน 5.0 mM เป�น 

เฟสเคล่ือนท่ี อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตpอนาที เพ่ือคัดกรองยีสต0สายพันธุ0ท่ีสามารถผลิต

น้ำตาลแอลกอฮอล0ไดrสูงสุด ทำการทดลอง 3 ซ้ำ  

 

 3.3.3 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของยีสต0ที ่ม ีความสามารถในการผลิตน้ำตาล

แอลกอฮอล0สูงสุด 

 นำยีสต0ที่ไดrจากขrอ 3.3.2 มาศึกษาลักษณะโคโลนีของยีสต0ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ

แข็ง YPD และศึกษารูปรpางและขนาดเซลล0ของยีสต0ภายใตrกลrองจุลทรรศน0 

 

3.3.4 การระบุชนิดของยีสต0ท่ีสามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ไดrสูงสุด 

   นำยีสต0ที่คัดกรองจากขrอ 3.3.2 มาระบุชนิดโดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด0

บริเวณ ของ Internal Transcribed Spacer โดยใชrไพรเมอร0 ITS1/ITS4 เริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอ

ของยีสต0โดยใชrวิธีของ Lachance et al. (1999) จากนั้นทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป¤าหมายโดย
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ใชrไพรเมอร0 ITS1/ITS4 (Kurtzman and Robnette, 1998) แลrวทำการตรวจสอบผลิตภัณฑ0ที่ไดr

โดยใชrเทคนิค agarose gel electrophoresis รpวมกับการยrอมดrวย ethidium bromide จากน้ัน

ทำการแยกผล ิตภ ัณฑ 0ท ี ่ ได rมาทำ cycle sequencing โดยใช r  BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Kit version 3.1 (Applied Biosystem) แลrวสpงตัวอยpางไปวิเคราะห0 (Macrogen, 

Korea) 

 

3.3.5 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมตpอการผลิตน้ำตาลอะราบิทอลจากยีสต0ท่ีคัดกรอง 

        3.3.5.1 การศึกษาแหลpงคาร0บอนท่ีเหมาะสม 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Production medium ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

โดยแปรผันชนิดของแหลpงคาร0บอน ไดrแกp กลีเซอรอล กลูโคส ซูโครส และฟรุกโตส ท่ี 

ความเขrมขrนรrอยละ 20 โดยน้ำหนักตpอปริมาตร จากนั้นนำยีสต0ที่ไดrจากขrอ 3.3.2 เติมลงไป

จำนวน 1×108 เซลล0 บpมที่อุณภูมิหrอง ในสภาวะเขยpา 150 รอบตpอนาที เป�นเวลา 120 ชั่วโมง 

แลrววัดปริมาณอะราบิทอลดrวยเครื่อง HPLC ทำการทดลอง 3 ซ้ำ คัดกรองแหลpงคาร0บอนที่ทำ

ใหrสามารถผลิตน้ำตาลอะราบิทอลไดrสูงสุดเพ่ือศึกษาตpอไป 

        3.3.5.2 การศึกษาแหลpงไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

         เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Production medium ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ี

ใชrแหลpงคาร0บอนชนิดที่เหมาะสมตpอการผลิตน้ำตาลอะราบิทอลจากขrอ 3.3.5.1 โดยแปรผัน

ชนิดของแหลpงไนโตรเจน ไดrแกp โซเดียมไนเตรต แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียม 

ออกซาเลต ท่ีความเขrมขrนรrอยละ 0.3 โดยน้ำหนักตpอปริมาตร เพื่อศึกษาผลของการใชrแหลpง

ไนโตรเจนชนิดตpาง ๆ ตpอปริมาณอะราบิทอลที่ผลิตไดr จากนั้นนำยีสต0ที่ไดrจากขrอ 3.3.2 เติมลง

ไปจำนวน 1×108 เซลล0 บpมท่ีอุณภูมิหrอง ในภาวะเขยpาที่อัตราเร็ว 150 รอบตpอนาที เป�นเวลา 

120 ชั ่วโมง แลrววัดปริมาณอะราบิทอลที ่ไดrตามวิธีในขrอ 3.3.5.1 ทำการทดลอง 3 ซ้ำ  

คัดกรองแหลpงไนโตรเจนท่ีทำใหrไดrน้ำตาลอะราบิทอลสูงสุด 

        3.3.5.3 ศึกษาความเขrมขrนของแหลpงคาร0บอนและแหลpงไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

         นำยีสต0ที ่ไดrจากขrอ 3.3.2 เลี ้ยงอาหารเลี ้ยงเชื ้อเหลว YPD ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร ที่ใชrแหลpงคาร0บอนและแหลpงไนโตรเจนที่เหมาะสมตามผลที่ไดrจากขrอ 3.3.5.1 และ 

3.3.5.2 แลrวหาความเขrมขrนของแหลpงคาร0บอนและแหลpงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิต

น้ำตาลอะราบิทอล โดยกำหนดความเขrมขrนของแหลpงคาร0บอนเป�นรrอยละ 10, รrอยละ 20 

และรrอยละ 30 และแหลpงไนโตรเจนที่ความเขrมขrนรrอยละ 0.2, รrอยละ 0.3 และรrอยละ 0.4

จากนั้นวัดปริมาณอะราบิทอลที่ไดrตามวิธีในขrอ 3.3.5.1 ทำการทดลอง 3 ซ้ำคัดกรองความ

เขrมขrนของคาร0บอนและไนโตรเจนท่ีทำใหrไดrน้ำตาลอะราบิทอลสูงสุด 
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 3.3.6 การวิเคราะห0ขrอมูลทางสถิติ 

เปรียบเทียบความแตกตpางของปริมาณน้ำตาลอะราบิทอลจากยีสต0ที่คัดกรองไดrใน

สภาวะตpาง ๆ โดยการวิเคราะห0ความแปรปรวน (Analysis of variance, ANOVA) ที่ p≤0.05 

และเปรียบเทียบคpาเฉลี่ยดrวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ดrวยโปรแกรม 

IBM SPSS statistic version 22 (SPSS, USA) 
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บทที่ 4 

 

ผลการทดลอง 

 

4.1 การคัดแยกยีสต4และทำใหVบริสุทธ์ิ 

จากการคัดแยกยีสต0จากผลไมr และเปลือกผลไมr ที่เก็บจากตลาดสามยpาน สามยpานมิตรทาวน0 

และตลาดรถไฟรัชดา กรุงเทพมหานคร ตามขrอที่ 3.3.1 สามารถคัดแยกยีสต0ไดrทั้งหมด 8 ไอโซเลต 

คือ 1.2, 2.1, 2.2A, 2.2B, 3.1, 6.1A, 7.2.1 และ 7.3 (ภาพท่ี 4.1) 

 

4.2 การคัดกรองยีสต4ท่ีสามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล4 

จากการคัดกรองยีสต0ที่คัดแยกไดrจากผลไมr และเปลือกผลไมr ที่เก็บจากตลาดสามยpาน สามยpาน

มิตรทาวน0 และตลาดรถไฟรัชดา กรุงเทพมหานคร ตามขrอที่ 3.3.1 สามารถคัดแยกยีสต0ไดrทั้งหมด 8 

ไอโซเลต พบวpามี 2 ไอโซเลตท่ีสามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ไดr คือ 1.2 และ 7.3 ซึ่งสารท่ีทั้ง 2  

ไอโซเลตผลิตไดr ไดpแกp อะราบิทอลและกลีเซอรอล โดยยีสต0ไอโซเลตท่ี 7.3 เป�นยีสต0ที่สามารถผลิต

น้ำตาลแอลกอฮอล0ไดrสูงสุด (ตารางท่ี 4.2) 

 

ตารางท่ี 4.1ความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ของยีสต0ท่ีคัดแยกไดr 

ไอโซเลต ชนิดตัวอยpางและสถานท่ีเก็บ 
สารท่ีผลิตไดr 

อะราบิทอล กลีเซอรอล 

1.2 เงาะ, สามยpานมิตรทาวน0 + + 

2.1 เมลpอน, สามยpานมิตรทาวน0 - - 

2.2A เมลpอน, สามยpานมิตรทาวน0 - - 

2.2B เมลpอน, สามยpานมิตรทาวน0 - - 

3.1 เปลือกเมลpอน, ตลาดสามยpาน - - 

6.1A เปลือกเมลpอน, ตลาดสามยpาน - - 

7.2A เมลpอน, ตลาดรถไฟรัชดา - - 

7.3 เมลpอน, ตลาดรถไฟรัชดา + + 
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เมื่อวัดปริมาณอะราบิทอลจากยีสต0ท้ัง 2 ไอโซเลตพบวpายีสต0ไอโซเลตที่ 7.3 เป�นยีสต0ที่ผลิต

น้ำตาลอะราบิทอลไดrสูงสุด เมื่อวิเคราะห0ขrอมูลทางสถิติพบวpาใหrอะราบิทอลเฉลี่ย 2.30 มิลลิกรัมตpอ

มิลลิลิตร ไอโซเลตท่ี 1.2 ใหrอะราบิทอลเฉลี่ย 2.02 มิลลิกรัมตpอมิลลิลิตร ซึ ่งแตกตpางกันอยpางมี

นัยสำคัญทางสถิติท่ีความเช่ือม่ัน 95 เปอร0เซ็นต0 (ตารางท่ี 4.2)  

 

ตารางท่ี 4.2 ไอโซเลตยีสต0ท่ีมีความสามารถในการผลิตอะราบิทอล 

ไอโซเลต อะราบิทอล (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ผลผลิต (กรัม/กรัม)* 

1.2 2.02±0.06 0.01 

7.3 2.30±0.03 0.01 

หมายเหตุ *กรัมอะราบิทอลตpอกรัมกลูโคส 
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ภาพท่ี 4.1 ลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง YPD A-1.2, B-2.1, C-2.2A, D-2.2B, E-3.1,  

F-6.1A, G-7.2A และ H-7.3 

  

1 cm. 
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4.3 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของยีสต4ท่ีมีความสามารถสูงสุดในการผลิตน้ำตาล

แอลกอฮอล4 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต0ที่มีความสามารถสูงสุดในการผลิตอะราบิทอล 

ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast  extract Peptone Dextrose (YPD) พบวpายีสต0ไอโซเลต 7.3 

โคโลนีมีสีขาวขุpน ผิวหนrาเรียบ นูนตรงกลาง ขอบเรียบและทึบแสง (ภาพท่ี 4.2)  

 

 
ภาพท่ี 4.2 ยีสต0ไอโซเลต 7.3 บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง YPD 

 

4.4 การระบุชนิดยีสต4ท่ีสามารถผลิตน้ำตาลอะราบิทอลไดVสูงสุด 

เมื่อไดrยีสต0ไอโซเลตที่มีความสามารถในการผลิตอะราบิทอลไดrสูงสุดแลrวจึงมาระบุชนิดโดยการ

เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด0 เริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอ แลrวเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณของ Internal 

Transcribed Spacer โดยใชrไพรเมอร0 ITS1/ITS4 ดrวยปฏิกิริยาลูกโซpพอลิเมอร0เรส (PCR) จากน้ัน

ตรวจสอบผลิตภัณฑ0ที่ไดrดrวยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบแถบของผลิตภัณฑ0ขนาดระหวpาง 500-600  

คูpเบส (ภาพท่ี 4.4) 

 

1 cm. 
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ภาพท่ี 4.3 ผลการทำ PCR จากยีสต0ไอโซเลตท่ี 7.3 

 

4.5 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมต;อการผลิตน้ำตาลอะราบิทอลจากยีสต4ท่ีคัดกรอง 

4.5.1 ศึกษาแหลpงคาร0บอนท่ีเหมาะสม 

ผลจากการเลี้ยงยีสต0ไอโซเลตท่ี 7.3 ใน production medium ที่มีการแปรผันชนิดของ

แหลpงคาร0บอน ไดrแกp ฟรุกโตส กลีเซอรอล กลูโคส และซูโครส ท่ีความเขrมขrนรrอยละ 20 โดยน้ำหนัก

ตpอปริมาตร พบวpามีแหลpงคาร0บอนเพียง 2 ชนิดที่พบอะราบิทอลคือ กลูโคส และซูโครส เมื่อวัด

ปริมาณอะราบิทอลและวิเคราะห0ขrอมูลทางสถิติพบวpาไดrอะราบิทอลเฉลี่ยเทpากับ 2.3 และ 1.18 

มิลลิกรัมตpอมิลลิลิตร ตามลำดับ ซ่ึงแตกตpางกันอยpางมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีความเช่ือม่ัน 95 เปอร0เซ็นต0 

(ตารางท่ี 4.2) จึงเลือกกลูโคสเป�นแหลpงคาร0บอนท่ีเหมาะสมและนำไปศึกษาตpอ 

 

4.5.2 ศึกษาแหลpงไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 

เมื่อไดrแหลpงคาร0บอนที่เหมาะสมแลrวจึงศึกษาแหลpงไนโตรเจนที่เหมาะสม โดยเริ่มจาก

เลี ้ยงยีสต0ไอโซเลตท่ี 7.3 ใน production medium ที่กำหนดใหrกลูโคสเป�นแหลpงคาร0บอน และ 

แปรผันชนิดของแหลpงไนโตรเจน ไดrแกp แอมโมเนียมออกซาเลต แอมโมเนียมซัลเฟต และโซเดียม 

ไนเตรต ท่ีความเขrมขrนรrอยละ 0.3 โดยน้ำหนักตpอปริมาตร เมื่อวิเคราะห0ขrอมูลทางสถิติพบวpาแบpงไดr

เป�น 2 กลุpมโดยกลุpมที่ 1 คือกำหนดใหrแอมโมเนียมออกซาเลตเป�นแหลpงไนโตรเจน โดยใหrปริมาณ 

อะราบิทอลเฉลี่ยอยูpที่ 5.03 มิลลิกรัมตpอมิลลิลิตร ตpอมาคือกลุpมของแอมโมเนียมซัลเฟต และโซเดียม



 16 

ไนเตรต ซึ่งใหrปริมาณอะราบิทอลเทpากับ 2.30 และ 2.23 มิลลิกรัมตpอมิลลิลิตร ซึ่งแตกตpางกันอยpางมี

นัยสำคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95 เปอร0เซ็นต0 (ตารางที่ 4.2) ดังนั้นแหลpงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมใน

การผลิตอะราบิทอลมากท่ีสุดในการศึกษาคร้ังน้ีคือแอมโมเนียมออกซาเลต 

 

ตารางท่ี 4.2 ปริมาณอะราบิทอลจากยีสต0ไอโซเลต 7.3 ท่ีแหลpงคาร0บอนและแหลpงไนโตรเจนตpาง ๆ  

สภาวะ 
อะราบิทอล  

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

ผลผลิต  

(กรัม/กรัม) 

1. แหล;งคาร4บอน (ความเขVมขVน 

รVอยละ 20 โดยน้ำหนักต;อปริมาตร)     
ฟรุกโตส - - 

กลีเซอรอล - - 

กลูโคส  2.30±0.01 0.012 

ซูโครส 1.18±0.02 0.006 

2. แหล;งไนโตรเจน (ความเขVมขVน 

รVอยละ 0.3 โดยน้ำหนักต;อปริมาตร) 
    

แอมโมเนียมออกซาเลต 5.03±0.14a 0.03 

แอมโมเนียมซัลเฟต  2.30±0.01b 0.01 

โซเดียมไนเตรต 2.23±0.75b 0.01 

หมายเหตุ คpาเฉล่ียในแถวเดียวกันท่ีมีตัวอักษรตpางกัน แสดงวpามีความแตกตpางกันอยpางมีนัยสำคัญทาง

สถิติ (p≤0.05)  
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บทที่ 5 

 

อภิปรายผลการทดลองและสรุปผล 

 

การออกแบบการทดลองแบบ one factor at a time เป�นการทดสอบทีละหนึ่งปlจจัยทำใหr

งpายตpอการทำการทดลอง ใชrเวลาและจำนวนการทดลองไมpมาก ในการศึกษาครั้งนี้ไดrทำการศึกษา

การผลิตน้ำตาลอะราบิทอล เมื่อแปรผันชนิดของแหลpงคาร0บอนและชนิดแหลpงไนโตรเจน แตpการ

ทดลองแบบน้ีมีขrอเสียคือไมpสามารถใชrศึกษาปฏิสัมพันธ0ระหวpางแหลpงคาร0บอนและแหลpงไนโตรเจนไดr 

ตัวอยpางเศษผลไมrท่ีเลือกมาเป�นผลไมrท่ีมีรสหวาน ไดrแกp เงาะ แตงโม มะละกอ เมลpอน ละมุด 

องุ pน และแอปเป¢ ²ล ผลไมrบางชนิดมีรายงานจากการศึกษาเรื ่องการคัดแยกยีสต0จากผลไมr เชpน 

มะละกอ องุpน และแอปเป¢²ล เป�นตrน (Chatterjee, Ghosh, and Ray, 2011; Nasreen et al., 2014; 

Tsegay, 2016) สpวนผลไมrชนิดอื่น ๆ เป�นผลไมrที่พบไดrทั่วไปหรือเป�นผลไมrตามฤดูกาล สถานที่เก็บ

ตัวอยpาง ไดrแกp สามยpานมิตรทาวน0 ตลาดสามยpาน และตลาดรถไฟรัชดา เนื่องจากเป�นสถานท่ีมีความ

หลากหลายของชนิดผลไมr และแหลpงที่มาของผลไมrคpอนขrางหลากหลาย นอกจากน้ีสถานที่เหลpาน้ี

ไมpไดrใชrประโยชน0อื่น ๆ จากเปลือกผลไมrจึงเป�นของเหลือทิ้ง ในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกเก็บตัวอยpาง

ผลไมrจากท้ัง 3 สถานท่ีน้ี  

จากการศึกษามีรายงานวpาปlจจัยที่มีผลตpอการผลิตน้ำตาลอะราบิทอลของยีสต0ขึ้นอยูpกับ

หลายปlจจัยดrวยกัน ซึ่งสิ่งแวดลrอมเป�นปlจจัยหนึ่งที่สpงผลกระทบตpอการดูดซึมซับสเตรทหรือการใหr

สารผลิตภัณฑ0อยpางน้ำตาลอะราบิทอล  ตัวอยpางของปlจจัยสิ่งแวดลrอมเชpน อุณหภูมิที่ยีสต0ใชrในการ

เจริญ สpวนประกอบของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ (ชนิดและความเขrมขrนของแหลpงไนโตรเจนและแหลpง

คาร0บอน) คpาความเป�นกรด-เบส การเติมอากาศหรือปริมาณออกซิเจนขณะเลี้ยง อีกปlจจัยหนึ่งท่ี

สำคัญมากในกระบวนการเปลี่ยนแปลงสสารดrวยกระบวนการทางชีวภาพ (bioconversion) คือ

ความเร็วของเคร่ืองเขยpาสารหรือเคร่ืองคนสาร เน่ืองจากปlจจัยเหลpาน้ีสpงผลตpอสมดุลของ โคแฟกเตอร0

ในปฏิกิริยารีดอกซ0ซึ่งเป�นตัวควบคุมลำดับ ชนิด และความเขrมขrนของสารผลิตภัณฑ0 (Kordowska-

Wiater, 2015) จากการศึกษาครั้งนี้ไดrเลือกศึกษาปlจจัยสpวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อโดยมุpงเนrน

ชนิดของแหลpงคาร0บอนและแหลpงไนโตรเจน เนื่องจากใชrเวลาไมpมาก ควบคุมไดrงpายและเป�นปlจจัย

หลักที่สpงผลตpอการผลิตน้ำตาลอะราบิทอลของยีสต0 ทำใหrเห็นความแตกตpางชัดเจนมากกวpาปlจจัย

อ่ืนๆ (Kumdam et al., 2013) 

อาหาร production medium ส ูตรมาตรฐานกำหนดใหrกล ูโคสเป �นแหลpงคาร 0บอน 

ความเขrมขrนรrอยละ 20 และแอมโมเนียมซัลเฟตเป�นแหลpงไนโตรเจนท่ีความเขrมขrนรrอยละ 0.3 เพ่ือ

ศึกษาความสามารถในการผลิตอะราบิทอล แลrวศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยการแปรผันชนิดและ
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ความเขrมขrนของแหลpงคาร0บอนและแหลpงไนโตรเจน เน่ืองจากยีสต0แตpละสายพันธุ0มีสภาวะท่ีเหมาะสม

ในการผลิตอะราบิทอลแตกตpางกัน (Saha and Bothast, 1996; Fonesca, Spencer-Martins, and 

Hahn-Hägerdal, 2007; Koganti and Ju, 2013) 

สภาวะที ่เหมาะสมในการผลิตอะราบิทอลจากการศึกษาครั ้งนี ้พบวpากลูโคสเป�นแหลpง

คาร0บอนที่ดีกวpาซูโครส เนื ่องจากกลูโคสเป�นน้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยวจะสามารถเขrาสูpกระบวนการ 

เมแทบอลิซึมไดrทันที แตpซูโครสที่เป�นน้ำตาลโมเลกุลคูpเกิดจากการรวมกันของโมเลกุลกลูโคสและ 

ฟรุกโตสทำใหrตrองมีการสลายพันธะเพ่ือใหrกลายเป�นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวกpอนที่จะเขrาสูpกระบวนการ 

เมแทบอลิซึมไดr สิ่งมีชีวิตจึงนำซูโครสไปใชrไดrชrากวpากลูโคส ดrวยเหตุนี้ยีสต0จึงสามารถผลิตอะราบิทอล

จากกลูโคสไดrมากกวpาซูโครสในเวลาท่ีเทpากัน ทางดrานของแหลpงไนโตรเจนพบวpาแอมโมเนียม 

ออกซาเลตเป�นแหลpงไนโตรเจนที่ดีที ่สุด เนื่องจากเมื่อแอมโมเนียมออกซาเลตเขrาสูpกระบวนการ 

เมแทบอลิซึมเพื่อสรrางกรดอะมิโนที่จำเป�นตpอการเติบโตของยีสต0แลrวออกซาเลตยังสามารถถูก

นำไปใชrเป�นแหลpงคาร0บอนและแหลpงพลังงานของจุลินทรีย0อยpางแบคทีเรีย รา และยีสต0บางชนิดไดr 

(Bergey, 2001) 

สรุปจากการทดลองการคัดแยกและคัดกรองยีสต0ที ่มีความสามารถในการผลิตน้ำตาล

แอลกอฮอล0จากสpวนเหลือทิ้งของผลไมr สามารถคัดแยกไดrทั้งหมด 8 ไอโซเลต มี 2 ไอโซเลตที่มี

ความสามารถในการผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0 คือไอโซเลตที ่ 1.2 และ 7.3 โดยชนิดของน้ำตาล

แอลกอฮอล0ที่ผลิตไดrคืออะราบิทอล ซึ่งไอโซเลตที่ 7.3 สามารถผลิตน้ำตาลอะราบิทอลไดrสูงกวpาจึง

นำมาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ำตาลอะราบิทอล พบวpา แหลpงคาร0บอนที่เหมาะสมคือ

กลูโคสโดยจะไดrอะราบิทอลอยูpที่ 2.3±0.01 กรัมตpอลิตร และเมื่อใชrแอมโมเนียมออกซาเลตเป�นแหลpง

ไนโตรเจนพบวpาไดrอะราบิทอลไดrเทpากับ 5.03±0.14 กรัมตpอลิตร ผลจากการศึกษาครั้งน้ีพบยีสต0ท่ี

สามารถผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ชนิดอะราบิทอลท่ีคัดแยกไดrจากสpวนเหลือทิ้งของผลไมrในประเทศไทย 

ซ่ึงเป�นขrอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาการกระบวนผลิตน้ำตาลแอลกอฮอล0ชนิดน้ีในอนาคตตpอไป  
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สูตรอาหาร  
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสำหรับการคัดกรองยีสต_ 

 

Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) selective media ประกอบดrวย 

  Yeasts extract     10 g/L 

  Peptone     20 g/L 

  Glucose     20 g/L 

  Chloramphenicol    200 ppm 

 

Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) agar plate ประกอบดrวย 

  Yeasts extract     10 g/L 

  Peptone     20 g/L 

  Glucose     20 g/L 

  Agar      15 g/L 

 

Production medium ประกอบดrวย 

  Glucose     200 g/L 

  Yeasts extract     5 g/L 

  (NH4)2SO4     20 g/L 

  KH2PO4      15 g/L 
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ผล HPLC  
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ภาพท่ี ข1. ผล HPLC จากยีสต0ไอโซเลตท่ี 1.2 
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ภาพท่ี ข2. ผล HPLC จากยีสต0ไอโซเลตท่ี 7.3 
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