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ABSTRACT 
 
 
         One hundred yeast strains were isolated from 44 samples of decayed fruits and 
fermented food and the other 15 yeast strains were obtained from TISTR culture 
collection. Total of 115 yeasts strains were used to conduct on single cell protein 
screening. Five yeast strains were found to have the high efficiency on biomass 
production namely, 4 strains of  Candida tropicalis, 15-C-1, 19-H-1,  27-C-1 and 43-
C-1 and a strain of Candida utilis TISTR 5001. Candida utilis TISTR 5001 was 
selected as a yeast strain for further study on single cell protein production.  The study 
results  on production medium of yeast using sugarcane molasses as substrate showed 
that an appropriate initial molass concentration 10%(w/v) was supplemented with 
(NH4)2HPO4 and KH2PO4 in 0.6% and 0.01%(w/v), respectively. The optimum 
conditions for batch cultivation of yeast in 5 litre fermenter were as follows: 2% yeast 
inoculum size (108 cell/ml), agitation speed  450 rpm., pH 4.5 to 5.5, temperature 30 
oC., and aeration rate 1 vvm. By following these cultivation conditions, the maximum 
yeast biomass was obtained at 89.47 g/l.  within 24 hours. In fed-batch cultivation in 
the same conditions as in batch cultivation which the fresh production medium was 
added after 12 hour cultivation, the maximum of yeast biomass was obtained at 90.54 
g/l at 36 hours. In testing of yeast single cell protein as subsidized protein source to 
cultivate fish, Tilapia nilotica, the results revealed that fish group cultivated with 
single cell protein showed the higher body weight and better feed conversion rate 
[FCR] value than that cultivated with supplemented protein source from soybean and 
the control experiment. The product of single cell protein was verified as safe which 
showed the lowering amount of undesired substances below the standard level 
following the E.U. regulations. Furthermore, the product was composed of high 
nutrition values of high protein content, amino acids, vitamins and minerals 
practically required for animal growth. 
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บทคัดยอ 
 
 
           ยีสตที่ไดจากตัวอยางผลไมเนาเสียและอาหารหมักดองจํานวน 44 ตัวอยาง  สามารถแยก
ยีสตไดทั้งสิ้น 100 สายพันธุ   และรวมกับยีสตจากศูนยจุลินทรียจํานวน 15 สายพันธุรวมทั้งสิ้น  
115 สายพันธุ.  การคัดเลือกยีสตที่มีคุณสมบัติเปนจุลินทรียโปรตีนไดยีสตที่มีการสรางปริมาณเซลล
สูงจํานวน 5 สายพันธุไดแก Candida tropicalis 4 สายพันธุคือ 15-C-1, 19-H-1, 27-C-1 และ 43-C-
1 และ Candida utilis  1 สายพันธุคือ TISTR 5001.  ไดคัดเลือกยีสต Candida utilis  TISTR 5001 
เพื่อใชเปนสายพันธุในการศึกษาจุลินทรียโปรตีน.  การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อใชกากน้ําตาลเปน
วัตถุดิบ  พบวา ความเขมขนของกากน้ําตาลเริ่มตนอยูที่รอยละ 10 (น้ําหนัก/ปริมาตร).  แหลงอาหาร
เสริมชนิดตางๆ   ไดแก  ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต,  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  ปริมาณ
รอยละ 0.6 และ 0.01  (น้ําหนัก/ปริมาตร)   ตามลําดับ.  สภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อยีสตแบบ 
รุนผลิตในถังหมักขนาด 5 ลิตร  คือ ปริมาณกลาเชื้อรอยละ  2 (ปริมาตร/ปริมาตร),  อัตราการกวน 
450 รอบ/นาที,   ควบคุมพีเอชที่ 4.5 -5.5  อุณหภูมิ 30 oซ.,   อัตราใหอากาศ 1 วีวีเอ็ม,  สามารถผลิต
ยีสตเซลลเปยกได 89.47 กรัม/ลิตร ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง.  การเลี้ยงยีสตในถังหมักแบบ Fed-batch 
โดยการเติมอาหารใหมลงไปหลังการเล้ียง 12 ช่ัวโมง,   ไดผลผลิตเซลลยีสตเปยก 90.54  กรัม/ลิตร
ที่เวลา 36 ช่ัวโมง.   ผลการนําผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีนยีสตมาเปนแหลงโปรตีนในการเลี้ยงปลา 
พบวา  ชุดปลาทดลองที่เล้ียงดวยจุลินทรียโปรตีนจากยีสตมีการเจริญเติบโตดีกวาชุดที่ใชถ่ัวเหลือง
เปนแหลงโปรตีนทดแทนและชุดควบคุม,   ผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีนเพิ่มจากยีสตที่ไดมีความ
ปลอดภัย,   โดยมีคาของสารที่ไมพึงประสงคต่ํากวาคามาตรฐานตามขอกําหนดของสหภาพยุโรป  
มีคุณคาทางโภชนาการสูง,  มีโปรตีน,   ปริมาณกรดแอมิโน,   วิตามิน  และแรธาตุที่จําเปนตอการ
เจริญเติบโตสูง. 
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1.  บทนํา 
 
                ปจจุบันอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวของประเทศไทยมีการเจริญเติบโตอยางมากและ
ตอเนื่อง    โดยเฉพาะอยางยิ่งสัตวเศรษฐกิจที่สําคัญที่ทํารายไดเขาประเทศ   เชน ไก,  สุกร,  โค  
และกุง.    อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวเหลานี้สามารถทํารายไดเขาประเทศเปนจํานวนมาก,  ชวย
กระตุนภาวะเศรษฐกิจของประเทศใหมีการเติบโตอยางรวดเร็ว.  จากขอมูลผลผลิตของ
อุตสาหกรรมเลี้ยงสัตวรวมทั้งผลิตภัณฑที่ไดจากอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว     สามารถทํารายไดนํา
เงินตราเขาประเทศ จากการสงออกสินคาประเภทนี้มูลคาโดยรวมในป พ.ศ. 2550   สูงถึงกวา 
61,982  ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจทางการเกษตร 2550).   จากการที่ในปจจุบันอุตสาหกรรม
การเลี้ยงสัตวไดมีการขยายตัวเพิ่มมากขึ้นอยางตอเนื่อง,  จึงมีผลทําใหมีความตองการอาหารเลี้ยง
สัตว  สําหรับนํามาใชในอุตสาหกรรมประเภทนี้มีความตองการเพิ่มมากขึ้นอยางตอเนื่องดวย
เชนกัน.  จากขอมูลของผูประกอบการอุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว  พบวา  ในปจจุบันวัตถุดิบ
ที่ใชเปนแหลงโปรตีนของอาหารสัตว ที่สําคัญไดแก ปลาปน   จะมีปริมาณนอยลงและหายากขึ้น
เร่ือยๆ  ดังเชนจากขอมูลของกรมเศรษฐกิจการเกษตร  ในป  พ.ศ. 2545 ประเทศไทยนําเขาปลาปน
ปริมาณสูงถึง 17,917 ตัน   มูลคาประมาณ  118  ลานบาท.    ดังนั้นการคนหาแหลงโปรตีนแหลงอื่น  
เพื่อมาเปนทางเลือกที่จะนํามาทดแทนในภาวะที่อาจขาดแคลนแหลงโปรตีนในอนาคตจึงเปนสิ่งที่
จําเปนที่จะมีการศึกษาวิจัย. 
 
                แหลงโปรตีนที่มีศักยภาพอีกแหลงหนึ่ง  ที่มีความเปนไปไดที่จะนํามาใชในภาวะที่แหลง
โปรตีนขาดแคลนไมเพียงพอ  คือแหลงโปรตีนที่ไดมาจากจุลินทรีย  ซ่ึงเรียกวา  จุลินทรียโปรตีน  
(Single cell protein).   ในเซลลของจุลินทรียนั้นประกอบโปรตีนที่มีปริมาณที่ใกลเคียงกับปริมาณ
โปรตีนจากปลาปน และประกอบดวยกรดแอมิโนที่สําคัญอยูหลายชนิด.   นอกจากนี้จุลินทรีย
โปรตีนยังมีวิตามินที่จําเปนตอการเจริญของสิ่งมีชีวิตอยูหลายชนิด  (นยับุตร 2532). 
  
 ดังนั้น จุลินทรียโปรตีนจึงเปนแหลงโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพที่จะนํามาเปนแหลง
โปรตีนทดแทนสําหรับการเลี้ยงสัตวได. 
 
             จุลินทรียโปรตีนที่ไดมาจากเซลลของจุลินทรียนั้น    มีคุณคาทางโภชนาการสูง  กลาวคือ  
มีปริมาณโปรตีนสูงประกอบดวยกรดแอมิโนที่มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตในสิ่งมีชีวิตอยู
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หลายชนิด  และนอกจากนี้ยังอุดมไปดวยวิตามินที่สําคัญอีกหลายชนิดเชนกัน.  ในอดีตไดเคยมีการ
นําเอาจุลินทรียโปรตีนมาใชเปนแหลงเปนโปรตีนชดเชยของมนุษย  ในยามภาวะขาดแคลนอาหาร
มาแลวในชวงสงครามโลก  ซ่ึงสามารถที่จะผลิตจุลินทรียโปรตีนไดในปริมาณมากเพียงพอสําหรับ
รองการบริโภคของประกรจํานวนมากมาแลว (ศิริโรจน  2521).    ดังนั้น  จึงมีความเปนไปไดสูงที่
จะใชจุลินทรียโปรตีนมาใชเปนแหลงโปรตีนในการเลี้ยงสัตว. 
         
               จุลินทรียโปรตีน  คือโปรตีนที่ไดมาจากจุลินทรียชนิดเซลลเดี่ยว ซ่ึงมีปริมาณโปรตีนสูง. 
ชนิดของจุลินทรียที่นํามาใชผลิตเปนจุลินทรียโปรตีนไดอยางมีศักยภาพไดแก แบคทีเรีย,  ยีสต,   รา 
และสาหราย (Bhattacharee  1970).   จุลินทรียโปรตีนสามารถนํามาใชเปนแหลงอาหารโปรตีน
ทดแทนหรือเปนแหลงโปรตีนเสริม  โดยสามารถใชเปนแหลงอาหารโปรตีนของมนุษยและสัตว 
เปนเวลาเกือบหนึ่งศตวรรษแลว.  นักวิทยาศาสตรที่ไดทําการศึกษาทดลองผลิตโปรตีนจากจุลินทรยี 
เพื่อใชเปนทางเลือกของโปรตีนแหลงใหม  ที่นอกเหนือจากโปรตีนที่ไดมาจากสัตวและพืช           
มีวัตถุประสงคในขณะนั้นก็เพื่อไวใชในภาวะที่เกิดปญหาการขาดแคลนอาหารบริโภค เชน ใน
ภาวะสงคราม.   ในป ค.ศ. 1922 ไดมีการผลิตจุลินทรียโปรตีนในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญ  
ชวงสงครามโลกครั้งที่ 2  โดยประเทศเยอรมนีไดใชเทคโนโลยีการผลิตจุลินทรียโปรตีน เพื่อใช
เปนอาหารของมนุษย  โดยสามารถผลิตเปนปริมาณมากถึง  16,000 ตันตอป.  ในปจจุบัน  ยังคงมี
การผลิตจุลินทรียโปรตีนเพื่อใชเปนแหลงอาหารโปรตีนเสริมอยูในประเทศรัสเซีย   ซ่ึงไดมีการ
พัฒนาเทคโนโลยีดานการผลิตจุลินทรียโปรตีนอยางกวางขวาง. 
 
             จุลินทรียที่นํามาใชผลิตเปนจุลินทรียโปรตีน ไดแก แบคทีเรีย, ยีสต, รา และสาหรายเซลล
เดี่ยว. โดยแบคทีเรียสายพันธุที่ไดนํามาผลิตเปนจุลินทรียโปรตีนเชน Aeromonas aerogenes, 
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,  Hydrogenomonas eutropa, Methylmonas albus, 
Propionibacterium freudenreichii. ยีสตสายพันธุที่ไดนํามาผลิตเปนจุลินทรียโปรตีนเชน Candida 
utilis, Candida tropicalis, Candida lipolytica, Endomycopsis fibuligera, Hansenula polymorpha, 
Saccharomyces cerevisiae.  ราที่ไดนํามาผลิตเปนจุลินทรียโปรตีนเชน Agaricus compestris, 
Aspergillus sydowi,  Cantharellus cibarus, Fusarium graminearum, Penicillium notatum-
chrysogenum. สาหรายที่ไดนํามาผลิตเปนจุลินทรียโปรตีนเชน Chlorella sorokiniana, Chlorella 
pyrenoidosa, Scenedesmus obligues, Spirulina maxima   เปนตน (Davis  1974). 
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             ขอไดเปรียบของจุลินทรียโปรตีน   เมื่อเปรียบเทียบกบัโปรตีนที่ไดมาจากสัตวและพืช  คือ
จุลินทรียโปรตีนสามารถผลิตไดในระยะเวลาอันสั้น เนื่องจากจุลินทรียสามารถเจริญเติบโตไดอยาง
รวดเร็ว,  ใชเนื้อที่ในการผลิตนอย เมื่อเทียบกับการเลีย้งสัตวหรือเพาะปลูกตองใชเนื้อที่มากในการ
ทําฟารมหรือทําไร. 
   
              คุณคาทางโภชนาการของจุลินทรียโปรตีน  จากการวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของ             
จุลินทรียโปรตีน  พบวา  มีปริมาณโปรตีนสูง  ประกอบดวย กรดแอมิโนที่มีความจําเปนตอรางกาย 
เชน ไลซีน,  เวลีน,  ลูซีน,  ไอโซ-ลูซีน,  ทรีโอนีน,  ไทโอนีน และเฟนนิล-อลานีน  (Shacklady 
1974). นอกจากจะประกอบดวยโปรตีนแลว  ยังประกอบดวยวิตามินที่สําคัญและมีประโยชนใน
ปริมาณสูงเชนกัน ไดแก วิตามินบี 1,  บี 2,  บี 6    และ บี 12.  เมื่อเปรียบเทียบคุณคาทางโภชนากับ
แหลงโปรตีนชนิดอื่น พบวา  จุลินทรียโปรตีน มีปริมาณโปรตีนที่ใกลเคียงกับแหลงโปรตีนจาก
ปลาปนและกากถั่วเหลือง. 
 
              ในบรรดาจุลินทรียที่เปนแหลงโปรตีนนั้น  พบวา  ยีสตเปนจุลินทรียที่มีความไดเปรียบกวา
จุลินทรียชนิดอื่นที่จะนํามาทําเปนแหลงโปรตีน  (Humphrey 1968).   ยีสตมีคุณสมบัติที่ดีกวา              
จุลินทรียอ่ืน (Matales and Tannenbaum 1968 ; Bhattacharee 1970)  มีอัตราการเจริญเร็วในอาหาร
ที่มีสวนประกอบงายๆ,    สามารถคลุกเคลากับอาหารไดดีและเซลลสามารถแยกจากอาหารไดงาย,            
มีปริมาณโปรตีน,  คารโบไฮเดรต และไขมันสูง,   สามารถตานทานตอการทําลายของไวรัสและเชื้อ
ปนเปอน,   มีรสกล่ินดี  สามารถยอยไดงายและไมมีพิษ.   มนุษยมีความคุนเคยกับยีสตมาเปนเวลา
ยาวนานป,   เครื่องดื่มประเภทแอลกอฮอลตางๆ  ซ่ึงไดจาการหมักของยีสตมากวาสองพันปแลว  
และบริโภคขนมปงซึ่งเกิดจาการหมักของยีสตเปนประจําวันมาเปนเวลานานเชนกัน  ดังนั้นยีสตจึง
เปนจุลินทรียที่มีความปลอดภัย. 
 

     คุณสมบัติของยีสตที่จะคัดเลือกเพื่อใชเปนสายพันธุจุลินทรียโปรตีน (ศิริโรจน 2521) 
ไดแก : 
 1.   มีอัตราการเจริญเร็ว 

2. สามารถเลี้ยงในอาหารอยางงายได 
3. เซลลของยีสตสามารถคลุกเคลากับอาหารไดด ี
4. แยกเซลลยีสตออกจากอาหารที่เล้ียงไดงาย 
5. มีความตานทานตอการทําลายของฟากจหรือไวรัส 
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6. มีประสิทธิภาพในการใชแหลงพลังงานไดดี 
7. สามารถลดคาบีโอดีในอาหารเลี้ยงไดสูง 
8. สามารถปรับปรุงพันธุได 
9. ไมเปนพษิ 
10. มีกล่ิน รสที่ดี 
11. ยอยงาย 
12. มีปริมาณโปรตีน,  คารโบไฮเดรต  และไขมันสูง 

 

              ไดมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการทดลองใชยีสตมาผลิตเปนจุลินทรียโปรตีนอยางหลากหลาย
เชน ยีสตที่ไดรับการคัดเลือกเปนอาหารเสริมโปรตีนมีหลายชนิด Candida  utilis  เปนยีสตชนิด
หนึ่งที่มีโปรตีนสูง.   มีผูกลาวถึงยีสตในครั้งแรกวาหมายถึง mineral yeast และเคยใชช่ือวา  
Torulopsis utilis  อยูระยะหนึ่ง  จนกระทั่ง  Lodder and Kreg-Van  Rij (1952)   ตรวจพบวายีสตมี
การสรางเสนใยเทียม (pseudomycelium) จึงจัดเขาไวในจีนัส Candida. โดยทั่วไปยีสตเรียกวา 
Torula yeast และเปนยีสตที่เล้ียงเพื่อตองการเซลลมากกวาผลของการหมักของยีสต.  เมื่อ
สงครามโลกครั้งที่สอง ประเทศเยอรมนีผลิตโปรตีนเปนปริมาณมาก  เนื่องจากยีสตนี้สามารถใช
เปนสารอาหารอยางงายๆ เชน พวก  Sulfite waste liquor, wood hydrolysate  นอกจากนี้ยังสามารถ
ใชน้ําตาล เพนโทส (pentose)  เปนอาหารได.  ขอดีอ่ืนๆ ไดแก  ตองการปจจัยเรงการเจริญเติบโต 
(growth factor) นอยมากและสามารถเจริญแขงขันกับแบคทีเรียได.   ดังนั้นจึงไมมีปญหาเรื่องการ
ปะปนของเชื้อแบคทีเรียเมื่อเล้ียง  Candida utilis. 
   

ศิริโรจน (2521) ไดทดลองเลี้ยงยีสตเพื่อผลิตเปนจุลินทรียโปรตีน  โดยใชน้ําตมถ่ัวเหลือง  
เติมน้ําตาลเปนอาหารเลี้ยงยีสต 3 ชนิด คือ Debaryomyces hansenii, Candida intermedia, Candida 
utilis ซึ่งจะไดน้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เปน 28.28, 18.6 และ 13.4  กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ   มีโปรตีนเปนสวนประกอบรอยละ 38.9,  49.6  และ 52.2  ตามลําดับ.  เชี่ยวธีรสกุล 
( 2519)ไดทดลอง เลี้ ย งยีสต โดยใชน้ํ า เสี ยจากโรงงานแป งมันสํ าปะหลั งมา เลี้ ย งยีสต 
Schwanniomyces  alluvius   และ Candida utilis  ไดผลผลิตของเซลลที่มีโปรตีนรอยละ 40-45.  
Sundhagul  (1972)  ไดทดลองเลี้ยงยีสต  Candida utilis NRRL-900 ในน้ําทิ้งโรงงานแปงมัน  
พบวา  พีเอชที่เหมาะสมที่สุดในการเจริญคือ 4.0-4.5 ซ่ึงเปนชวงพีเอชที่ปองกันการปนเปอนจาก
แบคทีเรียได,  ไดผลผลิตประมาณรอยละ 40 ของปริมาณของแข็งทั้งหมด.  Saccharomyces 
cerevisiae เปนยีสตอีกสายพันธุหนึ่งที่ใชผลิตจุลินทรียโปรตีน  โดยใหโปรตีนรอยละ 42.5-53.1 
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โดยน้ําหนักแหง   เมื่อเล้ียงในกากน้ําตาล (Prescott and Dunn 1959).    วองสุวรรณเลิศ (2523) ได
ทดลองเลี้ยงยีสต Saccharomyces cerevisiae 281 รวมกับเชื้อรา  Rhizopus oryzae MB67   โดยใช
มันสําปะหลังในอาหารเหลว,   เล้ียงในถังหมักขนาด 5 ลิตร  ไดนําหนักแหง 41.2 กรัมตอลิตร, โดย
มีปริมาณโปรตีนรอยละ  43.31.    นัยบุตร (2532) ไดคัดเลือกยีสตที่มีความสามารถยอยแปงที่ทน
ความรอนเพื่อผลิตเปนจุลินทรียโปรตีน พบยีสตที่มีคุณสมบัติดังกลาวที่ดีคือ Kloeckera  javanica.    
Pual et al. (2002)  ไดทดลองเลี้ยงยีสต Kluyveromyces fragilis  เพื่อผลิตเปนจุลินทรียโปรตีน โดย
ใชหางนม (whey) เปนสวนประกอบหลักของอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวา  ไดปริมาณโปรตีนรอยละ 37    
Konlani  et al.  (1996) ไดทดลองใชอาหารเหลวที่ไดจากการยอยขาวฟางดวยเอนไซมมาเลี้ยงยีสต  
2 สายพันธุคือ Candida krusei และ Sacchromyces sp. LK3G  ในถังหมัก  พบวา  การเติมเอนไซม
ลงไปยอยในขาวฟางทําใหปริมาณเซลลยีสตทั้งสองมีปริมาณเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 64  และ 70,  
ตามลําดับ   และผลผลิตยีสตที่ไดมีปริมาณโปรตีนรอยละ 47-50.   Olvera-Novoa   et al.  (2002) ได
ทดลองใชยีสต Candida utilis เปนแหลงโปรตีนในการเลี้ยงปลาหมอเทศ (tilapia) แทนแหลง
โปรตีนจากปลาปน.   ผลการทดลองพบวา   การเจริญของปลาเจริญเติบโตดี เชนเดียวกับใชโปรตีน
จากปลาปน. 

 
              ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมที่มีผลผลิตทางการเกษตรหลากหลายชนิด  ดังนั้นจึง
มีวัตถุดิบทางการเกษตรและผลพลอยจากโรงงานอุตสาหกรรมที่แปรรูปวัตถุดิบทางการเกษตร ซ่ึง
สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบในการเลี้ยงยีสตเพื่อผลิตเปนจุลินทรียโปรตีน  อาทิเชน ออย,             
ขาวฟาง,   มันสําปะหลัง,   กากน้ําตาล,   น้ําทิ้งจากโรงงานแปง,  น้ําตมถ่ัวจากโรงงานแปรรูป
อาหารถั่วเหลือง  เปนตน. 
 
 จากขอมูลของการวิจยัเกีย่วกบัจุลินทรียโปรตีนที่ผานมา พบวา ชนดิของจุลินทรียทีม่ีความ
เหมาะสมในการนํามาใชเปนจุลินทรียโปรตีน คือ กลุมยีสต เนื่องจากยีสตนัน้เลี้ยงงายเจริญดใีห
ปริมาณเซลลที่ดี และสามารถแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงไดงาย, มีปริมาณโปรตีนที่สูงและ              
มีความปลอดภัยตอมนุษย เนื่องจากมนษุยไดบริโภคยีสตมาเปนเวลานานแลว. สําหรับอาหารเลี้ยง
ยีสตที่ไดมีการสังเคราะหสูตรขึ้นมา โดยใชวัตถุดิบเหลือทิ้งจากภาคการเกษตรที่ใช ไดแก น้ําตม     
ถ่ัวเหลือง, กากน้ําตาล, น้ําเสียจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง, และหางนม. สวนสายพันธุยีสตที่ไดมี
การทดลองมาผลิตเปนจุลินทรียโปรตีน เชน Candida utilis,  Candida intermedia,  Candida krusei,   
Debaryomyces  hansenii,  Sacchromyces  cerevisiae  และ Schwanniomyces alluvius  เปนตน. 
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2. วัสดุ อุปกรณและ วธิีการ 
 
2.1  วัสดุ อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
  1.    อาหารเหลววายเอ็ม (Yeast Malt broth, YM broth) 
  2.  กากน้ําตาล (Molass) 
  3. น้ําตาลทราย 
  4. รําขาว 
 5. กากถั่วเหลือง 
 6. น้ําตาลกลูโคสโมโนไฮเดรต (Commercial grade) 
 7. กรดบอริก (Boric acid)         
  8. วุน (Agar) 
  9. โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride) 
  10. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(Dipotassium hydrogen phosphate, (K2HPO4)) 
 11. ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Diammonium hydrogen hydrogen phosphate,  
(NH4)2HPO4)) 
  12. ยูเรีย (Urea)  
  13. แอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulfate) 
  14. โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide) 
  15. โพแทสเซียมซัลเฟต (Potassium  sulfate) 
  16. กรดซัลฟวริก (Sulfuric acid) 
  17. โบวินซีรัมแอลบลูมิน (Bovine serum albumin) 
  18. สารละลายโฟลิน (Folin reagent)  
        
2.2 อุปกรณ 
  1. ลูปเขี่ยเชื้อ 
 2. ตะเกยีง 
  3. หลอดแกว 
  4. เครื่องชั่ง (Shimadzu, Japan) 
 5. เครื่องเขยา (Vortex mixer) 
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 6. หลอดไมโครทิวบพลาสติก (Plastic microtube) 
  7. บมเลี้ยงเชื้อ (Incubator) 
  8. ถังเลี้ยงเชื้อ (Fermenter) ขนาด 300 ลิตร (Marubishi, Japan)   
  9. เครื่องนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) (Yamato, Japan) 
  10. เพลตเลี้ยงเชื้อพลาสติก (Plastic Petri-dish) 
  11. เตาไมโตรเวฟหลอมอาหาร 
  12. อางน้ําปรับอุณหภูมิ (water bath) 
  13. เครื่องวัดพีเอช (pH Meter) 
  14. ปเปตตอัตโนมัติ (Auto pipette) 
  15. เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (Spectophotometer)  (UVIKON XS, สวิตเซอรแลนด) 
  16. เครื่องปนเหวีย่ง (Jouan, France) 
  17. ตูปลอดเชื้อ  Laminar Air Flow V6 (Lab Service, USA) 
  18. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
  19. เครื่องหาลําดับดีเอ็นเออัตโนมัติ (Automated DNA sequencer) 
  
2.3 วิธีการทดลอง 
    2.3.1  การเก็บตัวอยางเพื่อทําการแยกจุลินทรีย 
             ไดทําการเก็บตัวอยางจากผลไมที่สุกเต็มที่หรือเนาเสียและตัวอยางอาหารหมักพืน้บาน  
จํานวน  44  ตัวอยาง  ดังแสดงในตารางที่  1. 
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 ตารางที่ 1.  รายละเอียดตัวอยางเพื่อนํามาใชสําหรับการแยกยีสต 
 
หมายเลข
ตัวอยาง 

ตัวอยาง 
 

สถานที่เก็บ 
 

วันที่เก็บ 
 

หมายเหตุ 
 

1 สม ตลาด อ.เมือง  จ.ปทุมธานี 13 ธ.ค. 2549  
2 มะละกอ ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
3 สตรอเบอรี ตลาดคลองหนึ่ง จ.  ปทุมธานี    15 ธ.ค. 2549  
4 แตงโม ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
5 มะเขือเทศ ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
6 ขนุน ตลาด อ.เมือง จ.ปทุมธานี 13 ธ.ค. 2549  
7 มะเฟอง ตลาด อ.เมือง  จ.ปทุมธานี 13 ธ.ค. 2549  
8 องุน ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
9 พุทรา ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
10 ละมุด อําเภอ อ. จ. ปทุมธานี 13 ธ.ค. 2549  
11 มะขามหวาน ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
12 ฝรั่ง ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
13 สับปะรด ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
14 กลวย ม. เกษตรศาสตร จ. กรุงเทพฯ 14 ธ.ค. 2549  
15 ออย ตลาดสี่มุมเมือง จ. ปทุมธานี 13 ธ.ค. 2549  
16 กากน้ําตาล คลองเกา จ. ปทุมธานี 14 ธ.ค. 2549  
17 ขาวหมาก เขตบางกะป  กรุงเทพ 11 ม.ค. 2550  
18 ขาวหมาก ตลาด อ.เมือง จ.อยุธยา 11 ม.ค. 2550  
19 ขาวหมาก จ. เพชรบุรี 11 ม.ค. 2550  
20 พุทราดอง  ตลาด อ.เมือง จ.อยุธยา 11 ม.ค. 2550  
21 ผักกุมดอง ตลาด อ.เมือง จ.อยุธยา 11 ม.ค. 2550  
22 ผักกาดดอง ตลาด อ.เมือง จ.อยุธยา 11 ม.ค. 2550  
23 น้ําตาลสด จ. ปราจีนบุรี 11 ม.ค. 2550  
24 น้ําตาลสด ตลาด อ.เมือง จ.อยุธยา 11 ม.ค. 2550  
25 แอปเปล สะพานใหม   กรุงเทพ 11 ม.ค. 2550  
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หมายเลข
ตัวอยาง ตัวอยาง สถานที่เก็บ วันที่เก็บ หมายเหตุ 

 

26 จาวตาล จ. ปราจีนบุรี 11 ม.ค. 2550  
27 น้ํามะพราว ตลาด อ.เมือง จ.อยุธยา 11 ม.ค. 2550  
28 สับปะรด ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 11 ม.ค. 2550  
29 มะยมเชื่อม จ. พิษณุโลก 11 ม.ค. 2550  
30 ขาวหมาก จ. สุพรรณบุรี 11 ม.ค. 2550  
31 เนื้อตาล ตลาดไทย จ. ปทุมธานี 11 ม.ค. 2550  
32 ลกูน้ําเตาตน เขื่อนเขาแหลม  จ.กาญจนบุรี 11 ก.พ. 2550  
33 ลุกทอสุก ตลาดทามะกา   จ.กาญจนบุรี 11 ก.พ. 2550  
34 น้ําออย อ.เมือง จ.กาญจนบุรี 9 ก.พ. 2550  
35 สตอรรี่สุก อ. ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี 9 ก.พ. 2550  
36 ขนุนสุก อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี 9 ก.พ. 2550  
37 ขาวหมาก อ.ทามวง   จ.  กาญจนบุรี 10 ก.พ. 2550  
38 ลูกตาลสุก อ. เมือง จ. เพชรบุรี 11 ก.พ. 2550  
39 ชมพูเพชร  อ. เมือง จ. เพชรบุรี 10 ก.พ. 2550  
40 ลุกหมากสุก อ. เมือง  จ. ประจวบคีรีขันธ 10 ก.พ. 2550  
41 หอยดอง อ. เมือง  จ. ประจวบคีรีขันธ 10 ก.พ. 2550  
42 สับปะรด อ. เมือง จ. ประจวบคีรีขันธ 11 ก.พ. 2550  
43 กากมันสําปะหลังเนาเสีย โรงงานสงวนวงศ จ.นครราชสีมา 19 มิ.ย. 2550  

 
    2.3.2  ยีสตท่ีใชในการทดลอง 
      2.3.2.1   ยีสตท่ีแยกจากตัวอยางธรรมชาติและจากศนูยจุลินทรีย 
            ก)   การแยกจุลินทรีย (ยีสต) จากตัวอยางที่เก็บ 
        การดําเนนิการแยกยีสตจากตวัอยางผลไมเนาเสียและอาหารหมักดองที่เก็บ
รวบรวม ไดทาํการแยกจุลินทรีย 2 วิธี คือ :     
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ก) การแยกดวยการใชความรอนเพื่อทําลายแบคทีเรียบางกลุมที่ไมสรางสปอร   
  นําตัวอยางไปไวที่น้ําอุนอุณหภูม ิ70oซ.  เปนเวลา 5 นาที,   จากนั้นทาํการ
เจือจางในสารละลายน้ําเกลอืความเขมขน 0.85% (w/v) (normal saline 0.85% w/v) ที่เจือจางที่ความ
เขมขน  10-1.  แลวทําการเทเพลทดวยอาหารแข็งวายเอ็ม  (YM agar),  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ.   
เปนเวลา 2-3 วัน, สังเกตการเจริญของโคโลนีของยีสต, ทําการเลือกโคโลนียีสตจากอาหารเลี้ยงเชือ้. 

 
ข) การแยกดวยการใชยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลเพื่อกําจดัแบคทีเรีย 

     เตรียมอาหารแข็งวายเอ็ม  โดยการเติมยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล
(chloramphenicol)  ปริมาณ 0.001 กรัมตออาหาร 100 มล. ใชลูปเขี่ยเชื้อจากตัวอยางนํามา streak 
บนอาหารแข็งวายเอ็มที่ผสมคลอแรมเฟนิคอล  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ . เปนเวลา 2-3 วัน,   
สังเกตการเจริญของโคโลนียีสตและเลือกโคโลนียีสตที่แตกตางๆ กัน. 

 
           ข)   ยีสตจากแหลงเก็บรวบรวมจุลินทรีย   ศูนยจุลินทรีย วว. 
        ไดนําสายพนัธุยีสตจากศูนยจุลินทรียที่มีการรายงานวา  มีการเจริญเตบิโตของ
เซลลที่ดีมาศึกษาทดสอบการเจริญเติบโตของยีสต  จํานวน  15  สายพันธุ มาศึกษาเปรียบเทียบการ
เจริญเติบโต  โดยแบงเปน สายพันธุ Candida tropicalis 4 สายพันธุ,  Candida utilis 2 สายพันธุ,  
Pichia farinose  2 สายพันธุ,   Saccharomyces cerevisiae  3  สายพันธุ  และ Saccharomyces 
fiburigera  4 สายพันธุ. 
 
    2.3.2.2  การเก็บจุลินทรีย (ยีสต) ดวยวิธีเก็บดวยสารละลายกลีเซอรอลอุณหภูมิ -70oซ. 
         หลังจากการเลอืกโคโลนียีสตจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นนํามาทําใหบริสุทธิ์
ดวยการสตรีกซ้ํา (re-streak) บนอาหารแขง็วายเอ็มแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ.  เปนเวลา 2-3 วัน  
สังเกตการณเจริญของโคโลนียีสต วาเปนโคโลนีเดี่ยวซ่ึงเปนเชือ้บริสุทธิ์ไมมีจุลินทรียชนิดอื่น
ปนเปอน แลวเลือกโคโลนีนั้นมาใสในอาหารเหลวปลอดเชื้อวายเอ็ม (YM broth) ที่ผสมดวย                  
กลีเซอรอล 10% (w/v)   ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oซ .  เปนเวลา 15 นาที.   ทําการกระจาย
โคโลนีของยีสตใหทัว่ในอาหารเหลวแลวนําไปเก็บที่ตูแชแข็งเก็บเชื้อ (Deep freezer) ที่อุณหภูม ิ -
80oซ. 
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    2.3.3  การศึกษาเปรียบเทียบการสรางปริมาณมวลเซลลของยีสต 
         ยีสตที่ไดจากการแยกจากตัวอยางธรรมชาติ ไดแก ผลไมเนาเสียและอาหารหมักดอง
จํานวน 93 สายพันธุ  และยีสตจากศูนยจุลินทรียจํานวน 15 สายพันธุ รวมทั้งสิ้น 108 สายพันธุ  
นํามาศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเติบโต  โดยนําเชื้อมาเพาะบนอาหารวุนแข็งวายเอ็ม  (YM  agar) 
บมที่อุณหภูมิ  30oซ.  เปนเวลา 2 วัน.  สังเกตโคโลนีของยีสตที่เจริญเติบโตดี  แลวเขี่ยโคโลนีของ
ยีสตที่กําลังเจริญเติบโตดีปริมาณ 1 ลูปเข็มเขี่ยเชื้อลงมาใสลงในฟลาสกอาหารเหลววายเอ็ม (YM 
broth)   ปลอดเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร.    นําไปเขยาดวยเครื่องเขยา  (rotary shaker)  ดวยความเร็ว
รอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (28-30oซ.) เปนเวลา  24 ช่ัวโมง  เพื่อใชเปนกลาเชื้อ (seed  
culture).   ตรวจนับปริมาณเซลลของยีสตดวยชุดนับเซลล ฮีมาไซโตมิเตอร (Haemacytometer).  
เมื่อทราบปริมาณความเขมขนของเซลลของกลาเชื้อแลว,  ใชปเปตตปลอดเชื้อดูดกลาเชื้อ  คํานวณ
ปริมาตรกลาเชื้อที่จะตองนํามาใสในฟลาสกที่มีอาหารเหลววายเอ็มปลอดเชื้อปริมาตร 100 
มิลลิลิตร  ที่ทําใหมีเซลลยีสตเร่ิมตนอยูในปริมาณที่เทากันคือ  ปริมาณเซลลเร่ิมตน  106  เซลลตอ
มิลลิลิตร  โดยทําการเลี้ยงเชื้อยีสตในฟลาสกที่มีอาหารเหลววายเอ็ม  100  มิลลิลิตร  จํานวน  3 
ฟลาสก,  นําไปเขยาดวยเครื่องเขยา    ดวยความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง (28-
30oซ.) เปนเวลา  48 ช่ัวโมง.   นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาปนที่ความเร็ว  8,000 รอบตอนาที   แลวลางดวย
น้ํากลั่น,  ปนซ้ําอีกครั้ง.    นําเซลลยีสตที่ไดไปหาน้ําหนักเปยก (Wet weight)  และนําไปอบหานํา
หนักแหง (Dry weight) โดยนําไปอบที่อุณหภูมิ  65oซ.  เปนเวลา  24 ช่ัวโมง   สังเกตจากปริมาณ
น้ําหนักเซลลที่คงที่.    นําไปชั่งหาน้ําหนักแหง  และหลังจากทราบปริมาณน้ําหนักแหงแลว.  เมื่อ
ทราบวาสายพันธุยีสตใดที่มีปริมาณการสรางเซลลมาก  นําเซลลแหงมาหาปริมาณโปรตีนแท (true 
protein) 
 
     2.3.4  การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนแทดวยวิธี Lowry (1951)  
         ทํากราฟมาตรฐาน (standard curve)  โดยใช bovine serum albumin (ของ Sigma Chemical 
Company) เปน  standard protein ตามปริมาณดังนี้คือ 25,  50,  100,  150  และ 200 ไมโครกรัม  ใน
ปริมาตรนํากลั่น 0.5 มิลลิลิตร นําไปใสในหลอดทดสอบที่สะอาด เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด (NaOH)  1 นอรแมล  ลงไปในหลอด 0.5 มิลลิลิตร.  นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา  5 นาที  
แลวทําใหเยน็,  เติมสารละลาย  alkaline copper solution 2.5  มิลลิลิตร.  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  10 
นาที แลวรีบเติม diluted folin  reagent มิลลิลิตร (เจือจางดวยน้ํา 1 เทา) ผสมใหเขากันอยางดีแลว.  
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาท ี   นํามาวัด  O.D. ที่ความยาวคลื่น  750 นาโนเมตร.    
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สําหรับ  Blank   ใชน้ํากลั่น  0.5  มิลลิลิตร.  เขียนกราฟระหวางคา   O.D.  และไมโครกรัมของ  
standard  protein.   ทําการวิเคราะหโปรตีนในเซลลยีสต   โดยการนําเซลลยีสตแหงมาปริมาณ  100  
ไมโครกรัม,    เติมสารทุกอยางเชนเดยีวกับการทํา  standard curve  เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนของ
เซลล จาก standard curve. 
 
    2.3.5  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) ของไรโบโซมอลอารเอ็นเอเพื่อจัด
จําแนกสายพนัธุของยีสตท่ีมีอัตราการเจริญดี 
        การตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอของยีสต  แบงออกเปน 3 ขั้นตอน  คือ  การสกัดดีเอ็นเอ,  การ
เพิ่มปริมาณไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal DNA) และการตรวจหาลําดับดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing). 
           1)   การสกัดโครโมโซมดีเอ็นเอของยีสต    โดยการใชเซลลยีสตจากโคโลนียีสตที่เจรญิดี
แลวบนอาหารแข็งวายเอ็มปริมาณ 1 ลูปเขี่ยเชื้อ.  นําเซลลยีสตมากระจายในหลอดเอพเพนดอรฟ 
(eppendorft tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  ซ่ึงมีสารละลายยอยเซลลยีสต (Lysis buffer)  ที่ประกอบดวย  
100 mM Tris (pH 8.0),  30 mM EDTA (pH 8.0),  0.5% SDS  ปริมาณ 200 ไมโครลิตร.  จากนั้นนาํ
หลอดแชไปในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที,   แลวนําหลอดนี้ไปวางในกลองน้ําแข็งเปนเวลา 10 นาที. 
เติมสารละลาย 2.5 โมลาร    โพแทสเซียมแอซีเทต,   แลววางบนนําแข็งตออีกเปนเวลา 1 ช่ัวโมง. 
นําไปปนที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 oซ.  เปนเวลา 5 นาที จากนัน้เติมสารละลาย
เขมขนเอทานอล   (absolute ethanol)  ที่เยน็จัดปริมาณ   200 ไมโครลิตร.    นําไปเก็บไวที่อุณหภมูิ  
-20oซ.   เปนเวลา 30 นาที.   นําปนที่ความเร็ว  10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา  15 นาที  แลวเทสวนที่
เปนน้ําใสทิ้ง.   ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย สารละลายเย็น 70% เอทานอล,   นําดีเอ็นเอไปผึ่งใหแหงที่
อุณหภูมิหอง.  
         2)  การเพิ่มปริมาณไรโบโซมอลดีเอ็นเอ   
          จากดีเอน็เอแหงที่สกัดไดจากขั้นตอนแรก นํา มาเตมิน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 20 
ไมโครลิตร,  นําไปไวที่อุณหภูมิ 4oซ.   เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  เพื่อใหดีเอ็นเอละลายโดยสมบูรณ.  
จากนั้น  นําดเีอ็นเอมาเพิ่มปริมาณไรโบโซมดีเอ็นเอ   โดยใชไพรเมอร (Primer) 934F (5′-CTG 
CGA AAG CAT TTG CCA AGG-3′) และ LR6 (5′-CGC CAG TTC TGC TTA CC-3′).  โดยใช
ชุดเพิ่มดีเอน็สําเร็จรูป (PCR kit) ของบริษัท Takara Co. Ltd,  Otsu,  Japan    โดยมีสวนประกอบ
ของพีซีอาร (Mixer in PCR  reaction)  ดังนี้ : 
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              10X reaction buffer                          10   µl. 
            d NTP  mixture                                   8   µl. 
             Primers   (each)                                  5  µl.  
          Template DNA                               100 ng. 
          Taq  polymerase                              0.5  µl. 
                    Mili Q water                                     x    µl. 
                     Total                                               100 µl. 
 
      อยางไรก็ตาม  อาจจะลดสวนผสมของปฏิกิริยาของพซีีอารลงไปไดเปน 4 เทา คือ             
มีปริมาตรรวมลดลงเหลือเปน  25  ไมโครลิตร  เพื่อลดปริมาณการใชสารเคมีที่มีราคาสูง. 
      สําหรับวงจรของการเพิ่มปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR cycling parameters) ดงันี้ : 
           -   เริ่มตนเพื่อแยกสายดีเอน็เอ (Initial denaturation step)  อุณหภูมิ  94 oซ.,  5  นาทีแลว
ตามดวย  30 รอบวงจรของ 
           -   อุณหภูมิ 94 oซ.  1 นาท ีสําหรับแยกสายดีเอ็นเอ (denaturation).  
           -   อุณหภูม ิ55 oซ. 1 นาท ี30 วินาที  สําหรับ annealing คือการเกาะของดีเอ็นเอไพรเมอร.  
           -  อุณหภูม ิ72oซ.  2 นาที 30 วินาท ี สําหรับการสรางสายดีเอ็นเอ  และสุดทายตามดวย
อุณหภูมิ 72oซ.  เปนเวลา 10 นาที. 
 
        3)  การตรวจหาลําดับดีเอ็นเอ          
  หลังจากไดช้ินสวนของดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณโดยวธีิการพีซีอารแลว  ทําดีเอ็นเอ
ใหบริสุทธิ์ดวยชุดทําความสะอาดดีเอน็เอสําเร็จรูป PCR purification kit (Qiagen, Germany).   จาก
ดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์นํามาทําปฏิกิริยาการหาลําดับดีเอ็นเอ (DNA  sequencing reaction)   โดยใชไพร
เมอร 2 ชนิด  คือไพรเมอรสังเคราะหดเีอ็นเอไปขางหนา (forward  primer) คือ F63 (5′-GCA TAT 
CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3′)   และไพรเมอรสังเคราะหดีเอ็นเอไปขางหลัง  (reverse 
primer) คือ LR3 (5′-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3′)  โดยการใชชุดปฏิกิริยาสําเร็จรูปของ  
ABI BigDye cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster)  ซ่ึงมีสวนประกอบปฏิกิริยาของ
การหาลําดับดเีอ็นเอ (DNA  sequencing reaction)  คือ  : 
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                      Big dye terminator                     2  ul. 
                         10x buffer                                              1   ul. 
                         Primer                                          1  ul.     
                         Purified DNA template                2  ul. 
                         Mili Q water                                4  ul.    
                                รวมปริมาตร                                     10  ul.            
                    
            จากนั้น นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาหาลําดับดีเอ็นเอมาตกตะกอนดีเอ็นเอดวย
สารละลายเอทานอลที่เย็น, นําตะกอนดีเอ็นเอมาละลายในสารละลายดีเอ็นเอ TSI (template 
suppression inhibitor),   นํามาวิเคราะหหาลําดับดีเอ็นเอดวยเครื่องหาลําดับดีเอ็นเออัตโนมัติ ABI 
Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Stafford).  
 เมื่อไดลําดับดีเอ็นเอแลว  นํามาวิเคราะหจัดจําแนกสายพันธุจุลินทรียดวย BLAST analysis 
ในเว็บไซต  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 
 

 2.3.6   การศึกษาการเจริญเติบของยสีตในอาหารทีใ่ชกากน้ําตาล (molass) เปนวัตถุดิบโดยแปรผัน
หาปริมาณความเขมขนของกากน้ําตาลที่เหมาะสม 
         การศึกษาหาปริมาณกากน้าํตาลที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงยีสต โดยการแปรผันปริมาณ
ความเขมขนของกากน้ําตาลในอาหารเลี้ยงยีสตซ่ึงมีคาความเขมขนของกากน้ําตาลเปน  2, 4, 6, 8, 
10, 12, 14, 16 และ 18% (w/v).   อาหารเลี้ยงเชื้อมีสวนประกอบที่นอกเหนือจากกากน้ําตาล ไดแก 
แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4]  0.01% (w/v), โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
0.01% (w/v)  และยูเรีย  0.6% (w/v).   ทําการเลี้ยงเชือ้ยีสตในฟลาสกที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 
100 มิลลิลิตร  และทําการเขยาที่ความเรว็ 150 รอบตอนาที,   ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง. 
แลวทําการวัดการเจริญเติบของเซลลยีสต  โดยนับปริมาณเซลลยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยตรง
ดวยฮีมาไซโตมิเตอร (Heamacytometer). 
 
    2.3.7  การศึกษาการเจริญเติบของยสีตในอาหารทีใ่ชกากน้ําตาลโดยแปรผันชนดิของแหลง
ไนโตรเจน 
         การศึกษาเปรยีบเทียบหาชนดิของแหลงไนโตรเจน (nitrogen source) ที่เหมาะสมในอาหาร
เล้ียงยีสต โดยการแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกัน 4 ชนิด คือ  ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต
(NH4)2HPO4],  ไดแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4, โพแทสเซียมไนเทรต (KNO3) และยเูรีย 
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(NH2)2CO.  โดยอาหารเลีย้งยีสตนอกจากจะมีแหลงไนโตรเจนที่ตางชนิดกันแลว   ยังมีกากน้ําตาล  
10% (w/v)   และโพแทสเซียมไดไฮโดเจนฟอสเฟต 0.01% (w/v).   เล้ียงเชื้อยีสตในฟลาสกที่มี
อาหารเลี้ยงเชือ้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และเขยาที่ความเร็ว  150 รอบตอนาที,   ที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 48 ช่ัวโมง.   แลววัดการเจริญเติบของเซลลยีสตโดยดูจากน้ําหนกัเซลเปยก (wet weight)  และ
น้ําหนกัแหง (dry weight). 
 
    2.3.8  การศึกษาการเจริญเติบของยสีตในอาหารทีใ่ชกากน้ําตาลโดยแปรผันปรมิาณแหลงของ
ฟอสฟอรัส 
         การศึกษาปริมาณของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ซ่ึงเปนแหลงฟอสเฟต
ที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงยีสต โดยการแปรผันปริมาณของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่
ความเขมขน 0.01%, 0.03% และ 0.05% (w/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อยีสตที่มีสวนประกอบของ
กากน้ําตาลปริมาณ 10%(w/v) และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4”  
ทําการเลี้ยงเชื้อยีสตในฟลาสกที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และทําการเขยาที่ความเร็ว  
150 รอบตอนาที,   ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง,   แลวทําการวัดการเจริญเติบของเซลลยีสต
โดยดูจากน้ําหนักเซลลเปยก  และน้ําหนักแหง. 
 
    2.3.9   การศึกษาปริมาณกลาเชื้อ (seed inoculum) ตอการเจริญเติบของยีสต 
           ศึกษาปริมาณกลาเชื้อที่ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม   โดยการเลีย้งยีสตในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 10%(w/v) และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (NH4)2HPO4] และ  0.01% (w/v)  โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4).  ใส
ปริมาณกลาเชือ้ที่ปริมาณตางๆ  กันคือ  1, 2, 3, 5, 7 และ 10% (w/v) ลงในฟลาสกที่มีอาหารเลีย้ง
เชื้อยีสตปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และทําการเขยาที่ความเร็ว  150 รอบตอนาที,   ที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 48 ช่ัวโมง,   แลวทําการวัดการเจรญิเติบของเซลลยีสตโดยดูจากน้ําหนักเซลเปยกและน้ําหนัก
แหง. 
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 2.3.10  การศึกษาการเจริญเติบของยสีตในถงัหมัก (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร ดวยระบบ Batch 
fermentation 
     2.3.10.1  การศึกษาความเร็วของการกวน (agitation speed) ตอการเจริญเติบของยีสต
ในถังหมัก (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร   
           การศึกษาความเร็วของการกวนตอการเจรญิของยีสตในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
โดยการเลี้ยงยสีตในอาหารเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร ที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 10% 
(w/v) และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4] และ  0.01% (w/v)  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  ใสปริมาณกลาเชื้อ 2% (w/v) สภาวะการเลี้ยงเชื้อใน
ถังหมักแบบ batch culture  โดยแปรผันอัตราการกวนตางๆ กัน คือ 250, 450 และ 550 รอบตอนาที,   
ที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oซ.)  อัตราการใหอากาศ 1 vvm (2 ลิตร/นาที)  และไมควบคุมพีเอช 
เปนเวลา 48 ช่ัวโมง,  แลวทําการวดัการเจริญเติบของเซลลยีสตโดยดูจากน้ําหนกัเซลลเปยกและ
น้ําหนกัแหง. 
 
 2.3.10.2 การศึกษาการเจริญเติบของยีสตในถังหมัก (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร   
โดยแปรผันการควบคุมคาพีเอช (pH) ในถงัหมัก  
     การศึกษาคาพเีอชตอการเจรญิของยีสตในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยการเลี้ยง
ยีสตในอาหารเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตร  ที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 10% (w/v) และ 0.6% 
(w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4] และ 0.01% (w/v) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (KH2PO4).  ใสปริมาณกลาเชื้อ 2% (w/v) โดยแปรผันการควบคุมคาพีเอชตางๆ กัน  คือ 4.5, 
5.5 และแบบไมควบคุมพีเอช (non-control pH).   สภาวะการเลี้ยงเชือ้ในถังหมักแบบ batch culture 
คือ อัตราการกวน 450 รอบตอนาที,   ควบคุมอุณหภูมทิี่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oซ.),   อัตราการ
ใหอากาศ 1 vvm (2 ลิตร/นาที)  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง,   แลวทําการวดัการเจริญเติบของเซลลยีสตโดยดู
จากน้ําหนักเซลลเปยกและน้าํหนักแหง. 
 
 2.3.10.3 การศึกษาการเจริญเติบของยีสตในถงัหมัก (Fermenter)  ขนาด 5 ลิตร  ดวย
ระบบ Fed-batch fermentation 
           การศึกษาผลิตเซลลยีสตโดยใชการเลี้ยงแบบ Fed batch ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
โดยการเลี้ยงยสีตในอาหารเลี้ยงปริมาตรเริ่มตนที่ 1 ลิตรที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 
10% (w/v) และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4] และ 0.01% (w/v)                
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โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4).   ใสปริมาณกลาเชื้อ 2% (w/v) สภาวะการเลี้ยง 
อัตราการกวน 450 รอบตอนาที,   ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oซ.),   ควบคุมคาพี
เอชที่ 4.5  อัตราการใหอากาศ 1 vvm (2 ลิตร/นาที)  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง.   หลังจากนั้นเติมอาหาร
เล้ียงเชื้อลงไปเพิ่มอีก 1 ลิตร แลวเล้ียงตอไปเปนเวลา 48 ช่ัวโมง,   ทําการวัดการเจริญเติบของเซลล
ยีสตโดยดจูากน้ําหนกัเซลเปยกและน้ําหนกัแหง. 
 

 2.3.10.4   การศึกษาการเจริญเติบโตของยสีตในถงัหมัก (Fermenter) ขนาด 300 ลิตร  โดย
การเลี้ยงแบบ Batch fermentation 

           การศึกษาผลิตเซลลยีสตในถังหมักขนาด 300  ลิตร โดยการเลีย้งยีสตแบบรุน
ผลิต (Batch) ในอาหารเลี้ยงปริมาตร 100  ลิตร ที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 10%  
(w/v) และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4] และ  0.01% (w/v)  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  ใสปริมาณกลาเชื้อ 2% (w/v)  สภาวะการเลี้ยง อัตรา
การกวน 450 รอบตอนาที, ควบคุมอุณหภมูิประมาณ 30 oซ.,   ควบคุมคาพีเอชที่ 4.5,   อัตราการให
อากาศ 1 vvm (100 ลิตร/นาที),    ทําการเลี้ยงเวลา 48 ช่ัวโมง,   ทําการวัดการเจริญเติบของเซลล
ยีสตโดยดจูากน้ําหนกัเซลเปยกและน้ําตาลในอาหารเลี้ยงยีสต. 
 
 2.3.11  การตรวจหาความปลอดภยัของผลิตภณัฑจุลินทรียโปรตีน 
          การตรวจหาความปลอดภยัของผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีนโดยการนําเซลลยีสตที่อบแหง
มาทําการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก (Acute Oral Toxicity Test)  โดยใชหนูขาวพนัธุ 
Wistar ทั้งเพศผูและเพศเมยี.   เมื่อปอนตัวอยางทดสอบทางปากในขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
น้ําหนกัตัว สังเกตอาการผิดปกติของหนูทีเ่วลา 1/2, 1 และ 3 ช่ัวโมง หลังปอนตัวอยางทดสอบ และ
อยางนอยวันละครั้งทุกวนัตดิตอกันเปนเวลานาน 14 วัน.   ผลการทดสอบไมพบการตายหรืออาการ
ผิดปกติใดๆ  หรือไม. 
  
 2.3.12   การวิเคราะหองคประกอบของผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตนี 
         ทําการตรวจวิเคราะหองคประกอบดานโภชนาการและสารที่เปนพิษในผลิตภัณฑ 
จุลินทรียโปรตีน.  การวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการไดแก โปรตีน ไขมันรวม กรดแอมิโน,  
วิตามิน, เหล็ก (Ferrous),   สังกะสี (Zinc),   ทองแดง.   สวนประกอบของกรดแอมิโน และสารที่
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เปนพิษตามมาตรฐานอาหารสัตวไดแก ปรอท (Mercury),   ตะกั่ว (Lead),  แคดเมยีม (Cadmium) 
และสารอะฟลาทอกซิน (Aflatoxin). 
 
 2.3.13   การทดลองใชผลิตภณัฑจุลินทรียโปรตนีเปนแหลงโปรตีนทดแทนในการเลี้ยงปลา 
       ทําการทดลองการใชผลิตภณัฑจุลินทรยีโปรตีนมาทดลองใชในการเลี้ยงปลานิล โดย
นํามาใชทดแทนแหลงโปรตนีในอาหารสําหรับเลี้ยงปลา.  การทดลองแบงออกเปน 4 ชุดการ
ทดลองในการเลี้ยงปลา คือ :   

1)   ใชถ่ัวเหลืองเปนโปรตีนเสริม. 
2) ใชจุลินทรียโปรตีนจากยีสตเปนแหลงโปรตีนเสริม. 
3) ใชจุลินทรียโปรตีนจากยีสตที่ผานการทํา pretreatment  เปนแหลงโปรตีนเสริม. 
4) ควบคุมโดยไมมีแหลงโปรตีนเสริม  มีเฉพาะแหลงโปรตีนพื้นฐาน (protein basis). 

   
          สูตรอาหารเลี้ยงปลาที่มีแหลงโปรตีนพื้นฐาน  10%  (w/w)  และมีโปรตีนเสริมจากถั่ว
เหลือง  หรือจากจุลินทรียโปรตีนจากยีสต 10% (w/w)  จะมีปริมาณโปรตีนรวมในสูตรอาหาร
เทากันคือ 20%(w/v).    สวนสูตรอาหารชุดควบคุมจะมีเฉพาะโปรตีนพื้นฐาน (protein basis) ใน
ปริมาณ  10%(w/v).   
สูตรอาหารที่มีแหลงโปรตนีเสริมจากยีสตหรือถั่วเหลือง 
              -   ถ่ัวเหลือง/ ยีสต                        22   กรัม 
              -  รําละเอียด                                43   กรัม 
              -  ปลายขาว                                  16   กรัม 
              -  ขาวโพด                                    12   กรัม 
              -  ถ่ัวลิสง                                            7   กรัม 
                                        รวม   100   กรัม 
สูตรควบคุม 
              -  รําละเอียด                                     55   กรัม 
              -  ปลายขาว                                       21  กรัม 
              -  ขาวโพด                                        15   กรัม 
              -   ถ่ัวลิสง                                           9   กรัม 
                                                      รวม   100   กรัม 
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หมายเหตุ  :  สวนประกอบของโปรตีน 
         -  ถั่วเหลือง                   ปริมาณโปรตีน               48% (w/w) 
         -  จุลินทรียโปรตีนจากยีสต         ปริมาณโปรตีน               48% (w/w) 
         -  รําขาว                                 ปริมาณโปรตีน               12% (w/w) 
         -  ขาวโพด                              ปริมาณโปรตีน                 7% (w/w) 
         -  ถั่วลิสง                                ปริมาณโปรตีน               50% (w/w) 

  
 การเตรียมอาหารเลี้ยงปลา 
        ช่ังสวนประกอบของอาหาร  แลวเติมน้ําเย็นลงไปประมาณ 1 ใน 5 สวนโดยปริมาตร  ใน
ภาชนะแลวคนใหเขากัน.   แลวไปตั้งไฟใหอุณหภูมิประมาณ 85-90 oซ.  เพื่อใหสวนประกอบของ
อาหารสุกและน้ํางวดขึน้   ใหมีความลักษณะเนื้อเกาะตวัเหนียวพอประมาณ  เพื่อใหสะดวกสําหรับ
การอัดฉีดเปนเสน  ดวย Syringe เพื่อใหอาหารเปนเสนคลายกับเสนบะหมี่.  แลวนํามาอบที่อุณหภูม ิ
55- 60 oซ.   เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จนแหงมีความชื้นไมเกิน 5%. 
 
 สภาวะการเลี้ยงปลา 
      -   ตูเล้ียงปลา มีขนาด   กวาง x ยาว x สูง =  30x 60x 35  เซนติเมตร. 
      -     การใหอาหารปลาใหปริมาณวนัละ  2% ของน้ําหนักตวัปลาตอวัน. 
      -   เล้ียงปลาเปนเวลาประมาณ 2 เดือน (7 สัปดาห). 
 
 การวัดการเจริญเติบโตของปลา 
     ช่ังน้ําหนกัปลาเริ่มตนที่วันที ่ 1 แลวทําการชั่งนําหนักปลาทุกสัปดาห  โดยช่ังน้ําหนักเปน
รายตัว. 
 

ทําการพรีทรีต (pretreat) ยสีต 
      -   เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ลงในเซลลยีสตเปยกปรับจนสารละลายมีคา pH  = 10.     
      -   อุนใหความรอน 60 oซ.  เปนเวลา 30 นาที. 
      -   แลวปลอยไวเย็นทําใหเปนกลาง ดวยสารละลายกรดซัลฟวริก.   
      -   เติมน้ําลางเพื่อละลายเกลือทีต่กตะกอนออก. 
      -   นําไปปนเพื่อใหเซลลยีสตตกตะกอน  แลวนําเซลลเปยกไปอบแหงแลวนํามาบด. 
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3. ผลการทดลองและวจิารณ 
 

3.1  ยีสตท่ีนํามาใชศึกษาหาคุณสมบัติการเปนจุลินทรียโปรตีน 
  3.1.1 ยีสตท่ีแยกจากตัวอยางธรรมชาติ 
             การแยกยีสตจากตัวอยางผลไมเนาเสียและอาหารหมักดองที่เก็บรวบรวม จํานวน 44 
ตัวอยาง  ไดทําการแยกจุลินทรีย  2  วิธีคือ  ก) การแยกดวยการใชความรอนเพื่อทําลายแบคทีเรีย
บางกลุมที่ไมสรางสปอร   ข) การแยกดวยการใชยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลเพื่อกําจัดแบคทีเรีย.   
สามารถแยกยีสตจากตัวอยางไดจํานวน 93 สายพันธุ  ดังแสดงในตารางที่ 2. 
 
ตารางที่ 2.   จํานวนและสายพันธุยีสตท่ีแยกมาจากตัวอยางผลไมและอาหารหมักดอง 

 

ลําดับ สายพันธุ แหลงตัวอยาง วิธีการแยก สีโคโลนีของยีสต 

1 1-C-1 สม ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
2 1-H-1 สม ใชความรอน สีครีม 
3 2-H-1 มะละกอ ใชความรอน สีครีมขาว 
4 3-C-1 สตรอเบอรี ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
5 3-H-1 สตรอเบอรี ใชความรอน สีชมพูออน 
6 4-C-3 แตงโม ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
7 4-C-4 แตงโม ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
8 4-H-1 แตงโม ใชความรอน สีครีม 
9 4-H-2 แตงโม ใชความรอน สีครีม 

10 5-H-1 มะเขือเทศ ใชความรอน สีครีม 
11 6-H-1 ขนุน ใชความรอน สีครีม 
12 7-C-1 มะเฟอง ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
13 8-C-1 องุน ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
14 8-C-2 องุน ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
15 9-C-1 พุทรา ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
16 9-C-2 พุทรา ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
17 9-H-1 พุทรา ใชความรอน สีครีม 
18 9-H-2 พุทรา ใชความรอน สีครีม 
19 10-C-2 ละมุด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 

     



 23

ลําดับ สายพันธุ แหลงตัวอยาง วิธีการแยก สีโคโลนีของยีสต 

20 10-H-1 ละมุด ใชความรอน สีครีม 
21 10-H-2 ละมุด ใชความรอน สีครีม 
22 11-H-1 มะขามหวาน ใชความรอน สีครีม 
23 12-C-1 ฝรั่ง ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
24 12-C-2 ฝรั่ง ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
25 12-H-1 ฝรั่ง ใชความรอน สีครีมขาว 
26 14-C-1 กลวย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
27 14-C-2 กลวย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
28 14-H-1 กลวย ใชความรอน สีครีม 
29 14-H-2 กลวย ใชความรอน สีครีม 
30 15-C-1 ออย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
31 15-C-2 ออย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
32 15-H-1 ออย ใชความรอน สีครีมขาว 
33 16-C-1 โมลาส ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
34 16-H-1 โมลาส ใชความรอน สีครีม 
35 17-C-1 ขาวหมาก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
36 17-C-2 ขาวหมาก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
37 18-C-1 ขาวหมาก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
38 18-H-1 ขาวหมาก ใชความรอน สีครีม 
39 19-H-1 ขาวหมาก ใชความรอน สีครีม 
40 20-C-1 พุทราดอง ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
41 20-C-2 พุทราดอง ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
42 21-C-1 ผักกุมดอง ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
43 21-C-2 ผักกุมดอง ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
44 23-C-1 น้ําตาลสด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
45 23-C-2 น้ําตาลสด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
46 23-C-3 น้ําตาลสด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
47 23-H-1 น้ําตาลสด ใชความรอน สีครีมขาว 
48 23-H-2 น้ําตาลสด ใชความรอน สีครีม 
49 24-C-1 น้ําตาลสด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
50 24-C-2 น้ําตาลสด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
51 24-C-3 น้ําตาลสด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
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ลําดับ สายพันธุ แหลงตัวอยาง วิธีการแยก สีโคโลนีของยีสต 

52 24-C-4 น้ําตาลสด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
53 24-H-1 น้ําตาลสด ใชความรอน สีครีม 
54 24-H-2 น้ําตาลสด ใชความรอน สีครีม 
55 24-H-3 น้ําตาลสด ใชความรอน สีครีมขาว 
56 25-C-1 แอปเปล ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
57 25-C-2 แอปเปล ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
58 25-H-1 แอปเปล ใชความรอน สีครีม 
59 25-H-2 แอปเปล ใชความรอน สีครีม 
60 25-H-3 แอปเปล ใชความรอน สีครีม 
61 26-C-1 จาวตาล ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
62 26-C-2 จาวตาล ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
63 26-H-1 จาวตาล ใชความรอน สีครีม 
64 26-H-2 จาวตาล ใชความรอน สีครีม 
65 26-H-3 จาวตาล ใชความรอน สีครีมขาว 
66 27-C-1 น้ํามะพราว ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
67 27-C-3 น้ํามะพราว ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
68 27-H-1 น้ํามะพราว ใชความรอน สีครีม 
69 27-H-2 น้ํามะพราว ใชความรอน สีครีม 
70 28-C-1 สับปะรด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
71 28-C-2 สับปะรด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
72 28-H-1 สับปะรด ใชความรอน สีครีม 
73 28-H-2 สับปะรด ใชความรอน สีครีม 
74 29-H-1 มะยมเชื่อม ใชความรอน สีครีม 
75 29-H-2 มะยมเชื่อม ใชความรอน สีครีม 
76 30-C-1 ขาวหมาก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
77 30-H-1 ขาวหมาก ใชความรอน สีครีม 
78 30-H-3 ขาวหมาก ใชความรอน สีครีม 
79 31-C-1 เนื้อลูกตาล ใชสารปฏิชีวนะ สีครีม 
80 31-C-2 เนื้อลูกตาล ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
81 31-C-3 เนื้อลูกตาล ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
82 31-H-1 เนื้อลูกตาล ใชความรอน สีครีม 
83 31-H-2 เนื้อลูกตาล ใชความรอน สีครีม 
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ตารางที่ 2 (ตอ). 
ลําดับ สายพันธุ แหลงตัวอยาง วิธีการแยก สีโคโลนีของยีสต 

84 32-C-1 ลูกน้ําเตาตน ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
85 33-C-1 ลูกทอสุก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
86 34-C-1 น้ําออย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
87 34-C-2 น้ําออย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
88 35-C-1 สตรอเบอรีสุก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีชมพูเขม 
89 38-C-1 ลูกตาลสุก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
90 38-C-2 ลูกตาลสุก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
91 38-C-3 ลูกตาลสุก ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
92 39-C-1 ชมพูเพชร ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
93 39-C-2 ชมพูเพชร ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
94 42-C-1 สับปะรด ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีมขาว 
95 43-C-1 กากมันสําปะหลังเนาเสีย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
96 43-C-4 กากมันสําปะหลังเนาเสีย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
97 43-H-1 กากมันสําปะหลังเนาเสีย ใชความรอน สีครีม 
98 44-C-2 กากมันสําปะหลังเนาเสีย ใชสารยาปฏิชีวนะ สีครีม 
99 44-H-1 กากมันสําปะหลังเนาเสีย ใชความรอน สีครีม 
100 44-H-2 กากมันสําปะหลังเนาเสีย ใชความรอน สีครีม 

 
  3.1.2   ยีสตจากแหลงเก็บรวบรวมศูนยจุลินทรีย วว. 
       ไดนําสายพนัธุยีสตจากศูนยจุลินทรียที่มีการรายงานวา  มีการเจริญเตบิโตของเซลลที่ดีมา
ศึกษาทดสอบการเจริญเติบโตของยีสต  จํานวน  15 สายพันธุ มาศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเติบโต  
ดังแสดงในตารางที่ 3. 
 
ตารางที่ 3.   สายพันธุยีสตจากศูนยจุลินทรียท่ีนํามาศกึษาการเจริญเติบโต 
 

ลําดับ รหัส  TISTR สายพันธุ 
1 TISTR 5136 Candida   tropicalis 
2 TISTR 5144 Candida    tropicalis 
3 TISTR 5145 Candida    tropicalis 
4 TISTR 5146 Candida    tropicalis 
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ตารางที่ 3 (ตอ).   
ลําดับ รหัส  TISTR สายพันธุ 

5 TISTR 5001 Candida    utilis 
6 TISTR 5046 Candida    utilis 
7 TISTR 5105 Pichia       farinose 
8 TISTR 5106 Pichia       farinose 
9 TISTR 5020 Saccharomyces    cerevisiae 
10 TISTR 5027 Saccharomyces    cerevisiae 
11 TISTR 5047 Saccharomyces    cerevisiae 
12 TISTR 5040 Saccharomycopsis   fibuligera  
13 TISTR 5097 Saccharomycopsis   fibuligera  
14 TISTR 5304 Saccharomycopsis   fibuligera  
15 TISTR 5330 Saccharomycopsis   fibuligera  

 
3.2  การเก็บจุลินทรีย(ยีสต) ดวยวิธีเก็บดวยสารละลายกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -70oซ. 
          เชื้อยีสตที่ไดจากการแยกจากตัวอยางธรรมชาติคือ  ผลไมสุกเนาเสียและอาหารหมักดอง
จํานวน 100  สายพันธุ   และสายพันธุยีสตที่ไดขอมาจากศูนยจุลินทรีย วว. จํานวน 15 สายพันธุ ได
นํามาเก็บดวยวิธีเก็บที่อุณหภูมิต่ําในอาหารเหลววายเอ็มที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10%  และเก็บที่
อุณหภูมิ -70 oซ. จํานวนรวมทั้งสิ้น 115 สายพันธุ. 
 
3.3 การศึกษาเปรียบเทียบการสรางปริมาณมวลเซลลของยีสต 
        ผลการศึกษาการเจริญเติบของยีสตความสามารถในการสรางเซลล   จากการเลี้ยงเช้ือยีสต
ในอาหารเหลววายเอ็ม 100  มิลลิลิตร   จํานวน 3 ฟลาสก,  เขยาที่ความเร็วรอบ   150  รอบตอนาที,   
ที่อุณหภูมิหอง (28-30oซ.),  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง.  หาน้ําหนักเปยกของเซลลของยีสต, น้ําหนักเปยก
เซลลยีสตที่แยกจากตัวอยางแสดงในตารางที่ 4.  น้ําหนักเปยกเซลลยีสตจากศูนยจุลินทรียแสดงใน
ตารางที่ 5. 
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ตารางที่ 4.  ปริมาณน้ําหนักเปยกของเซลลยีสตสายพันธุท่ีแยกจากตัวอยางธรรมชาต ิ
 

ลําดับ สายพันธุ 
น้ําหนักเซลลเหลว 

เฉล่ีย (กรัม)/ 
อาหารเหลว 100 มล. 

 ลําดับ สายพันธุ 
น้ําหนักเซลลเหลว

เฉล่ีย (กรัม)/ 
อาหารเหลว 100 มล. 

1 1-C-1 2.1  51 24-C-3 1.32 
2 1-H-1 1.91  52 24-C-4 1.65 
3 2-H-1 1.50  53 24-H-1 2.31 
4 3-C-1 1.45  54 24-H-2 2.3 
5 3-H-1 1.95  55 24-H-3 1.61 
6 4-C-3 1.51  56 25-C-1 1.2 
7 4-C-4 1.71  57 25-C-2 2.07 
8 4-H-1 2.37  58 25-H-1 1.34 
9 4-H-2 1.92  59 25-H-2 1.94 

10 5-H-1 1.92  60 25-H-3 1.07 
11 6-H-1 2.03  61 26-C-1 1.88 
12 7-C-1 1.91  62 26-C-2 1.0 
13 8-C-1 1.91  63 26-H-1 1.95 
14 8-C-2 1.3  64 26-H-2 2.04 
15 9-C-1 1.68  65 26-H-3 2.02 
16 9-C-2 1.29  66 27-C-1 2.94 
17 9-H-1 1.87  67 27-C-3 1.94 
18 9-H-2 1.92  68 27-H-1 2.56 
19 10-C-2 1.75  69 27-H-2 2.58 
20 10-H-1 2.8  70 28-C-1 1.81 
21 10-H-2 1.83  71 28-C-2 1.83 
22 11-H-1 0.8  72 28-H-1 1.23 
23 12-C-1 2.21  73 28-H-2 1.15 
24 12-C-2 1.79  74 29-H-1 1.61 
25 12-H-1 2.01  75 29-H-2 1.78 
26 14-C-1 2.07  76 30-C-1 2.57 
27 14-C-2 1.76  77 30-H-1 1.86 
28 14-H-1 2.15  78 30-H-3 1.88 
29 14-H-2 1.99  79 31-C-1 1.92 
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ตารางที่ 4  (ตอ). 

ลําดับ สายพันธุ 
น้ําหนักเซลลเหลว 

เฉล่ีย (กรัม)/ 
อาหารเหลว 100 มล. 

 ลําดับ สายพันธุ 
น้ําหนักเซลลเหลว

เฉล่ีย (กรัม)/ 
อาหารเหลว 100 มล. 

30 15-C-1 2.77  80 31-C-2 2.03 
31 15-C-2 2.53  81 31-C-3 1.87 
32 15-H-1 2.73  82 31-H-1 1.90 
33 16-C-1 1.63  83 31-H-2 1.74 
34 16-H-1 1.93  84 32-C-1 2.0 
35 17-C-1 1.66  85 33-C-1 1.82 
36 17-C-2 2.61  86 34-C-1 1.75 
37 18-C-1 1.62  87 34-C-2 1.66 
38 18-H-1 1.72  88 35-C-1 3.02 
39 19-H-1 2.79  89 38-C-1 2.28 
40 20-C-1 2.17  90 38-C-2 1.94 
41 20-C-2 2.19  91 38-C-3 2.08 
42 21-C-1 2.08  92 39-C-1 1.66 
43 21-C-2 1.78  93 39-C-2 1.73 
44 23-C-1 2.09  94 42-C-1 1.86 
45 23-C-2 1.72  95 43-C-1 2.71 
46 23-C-3 2.7  96 43-C-4 1.92 
47 23-H-1 1.85  97 43-H-1 2.29 
48 23-H-2 1.92  98 44-C-2 2.26 
49 24-C-1 1.91  99 44-H-1 2.62 
50 24-C-2 2.0  100 44-H-2 2.64 
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ตารางที่ 5.   น้ําหนักเปยกของเซลลยีสตสายพันธุท่ีจากศูนยจุลินทรีย วว. 
 

ลําดับ สายพันธุ 

น้ําหนักเซลลเหลว 
เฉล่ีย (กรัม)/ 

อาหารวายเอ็มเหลว
100 มล. 

 ลําดับ สายพันธุ 

น้ําหนักเซลลเหลว
เฉล่ีย (กรัม)/อาหาร

วายเอ็ม 
เหลว100 มล. 

1 TISTR 5001 2.53  9 TISTR 5020 1.82 
2 TISTR 5046 2.22  10 TISTR 5027 1.76 
3 TISTR 5105 1.98  11 TISTR 5041 1.90 
4 TISTR 5106 1.87  12 TISTR 5047 1.85 
5 TISTR 5136 2.77  13 TISTR 5097 2.44 
6 TISTR 5144 2.53  *14 TISTR 5304 - 
7 TISTR 5145 2.83  *15 TISTR 5330 - 
8 TISTR 5146 2.58     

   
หมายเหตุ    * ไมสามารถหาน้ําหนักเปยกไดเนื่องจากเซลลไมตกตะกอนหลังทําการปนเหวี่ยง 
          
 การศึกษาหาปริมาณการสรางเซลลยีสตจากน้ําหนักเปยกจากยีสตแหลงธรรมชาติ 100               
สายพันธุและจากศูนยจุลินทรีย 15 สายพันธุ  รวมทั้งหมด   115  สายพันธุ.  จากขอมูลน้ําหนักเปยก
ของเซลลยีสตเมื่อทําการเลือกสายพันธุยีสตที่มีการสรางปริมาณเซลลยีสตสูง  โดยเลือกจากการ
สรางปริมาณเซลยีสตมากกวา 2.5 กรัมตออาหารเหลว 100 มิลลิตร พบวา  มีจํานวน  20  สายพันธุ  
มาจากยีสตที่แยกจากธรรมชาติ  15 สายพันธุ และจากศูนยจุลินทรีย  5 สายพันธุ.  ไดนํายีสตเหลานี้
มาทําการศึกษาตอไปคือการนํามาหาปริมาณโปรตีนในการผลิตภัณฑยีสตผงแหง  และการเลือกมา
จัดจําแนกดวยวิธีชีวโมเลกุล.  
3.4  การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนแท (True protein)  
        สายพันธุยีสตที่ไดทําการศึกษาการเจริญเติบโตทดสอบประสิทธิภาพในการสรางเซลลจาก          
สายพันธุที่แยกจากแหลงธรรมชาติ  100 สายพันธุ   และจากศูนยจุลินทรียจํานวน 15 สายพันธุ.  ได
คัดเลือกสายพันธุยีสตที่มีการเจริญเติบโตที่ดีโดยมีการสรางเซลลในปริมาณที่สูงกวา 1.8 กรัมตอ
อาหารเหลว 100 มิลลิลิตร ซ่ึงมีจํานวน 50 สายพันธุ.   นําเซลลมาอบแหงและทําการตรวจวิเคราะห
หาปริมาณโปรตีนแท (true protein) ซ่ึงผลของคาปริมาณโปรตีนแทในยีสตผงแหง   ดังแสดงใน
ตารางที่ 6. 
 



 30

ตารางที่ 6.  ปริมาณโปรตีนแท (true protein) ของเซลลแหงของยีสตสายพันธุตางๆ 
 

ลําดับ สายพันธุ ปริมาณโปรตีนแท  ลําดับ สายพันธุ ปริมาณโปรตีนแท  
1 1-C-1 40.04  26 26-H-3 34.47 
2 3-H-1 24.22  27 27-H-1 40.04 
3 4-H-1 36.37  28 27-H-2 41.26 
4 5-H-1 41.65  29 27-C-1 36.37 
5 6-H-1 42.39  30 27-C-3 36.77 
6 7-H-1 42.72  31 30-C-1 34.28 
7 9-H-2 45.54  32 30-H-1 42.14 
8 10-H-1 46.48  33 31-C-1 45.14 
9 12-C-1 40.10  34 31.-C-2 44.17 

10 14-C-1 40.44  35 31-H-1 31.56 
11 14-H-1 41.62  36 32-C-1 45.72 
12 14-H-2 36.06  37 35-C-1 33.81 
13 15-C-1 39.92  38 38-C-1 38.60 
14 15-C-2 32.07  39 32-C-2 44.05 
15 15-H-1 36.20  40 38-C-3 42.87 
16 17-C-2 38.72  41 43-C-1 36.06 
17 19-H-1 36.06  42 43-C-4 37.69 
18 20-C-1 44.57  43 44-C-2 37.93 
19 20-C-2 42.16  44 44-H-1 35.60 
20 23-C-3 43.98  45 44-H-2 33.43 
21 24-H-1 44.48  46 TISTR 5001 38.43 
22 24-H-2 39.61  47 TISTR 5136 32.70 
23 25-C-2 41.94  48 TISTR 5144 40.01 
24 25-H-2 45.63  49 TISTR 5145 27.65 
25 26-H-2 42.12  50 TISTR 5146 36.40 

 
3.5  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) ของไรโบโซมดีเอ็นเอเพื่อจัด
จําแนกสายพันธุของยีสตท่ีมีอัตราการเจริญดี 
       จากขอมูลการเจริญเติบโตของยีสตในการสรางปริมาณเซลลของยีสต   ไดคัดเลือกสาย
พันธุยีสตมีการสรางปริมาณเซลลไดสูงคือ มากกวา 2.50 กรัมของน้ําหนักเซลลเปยกตออาหารเหลว 
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100 มิลลิลิตร  ไปจัดจําแนกหาชื่อสายพันธุ,  ดวยการวิเคราะหหาลําดับดีเอ็นเอของไรโบโซมอลดี
เอ็นเอ (ribosomal DNA).  ผลของการจัดจําแนกสายพันธุของยีสตที่มีการสรางปริมาณเซลลยีสตสูง 
ดวยการวิเคราะหหาลําดับดีเอ็นเอ  แสดงในตารางที่ 7. 
 
ตารางที่  7.   ชื่อสายพนัธุยสีตท่ีสรางปรมิาณเซลลสูงจากการวิเคราะหหาลําดับดีเอ็นเอ 
 ของไรโบโซมดีเอ็นเอ 
 

ลําดับ สายพันธุ น้ําหนักเซลลเปยก เฉล่ีย (กรัม)/
อาหารวายเอ็มเหลว 100 มล. ชื่อสายพันธุท่ีจัดจําแนก 

1 10-H-1 2.80 Issatchenkia  hanoiensis 
2 15-C-1 2.77 Candida  tropicalis 
3 15-C-2 2.53 Candida  tropicalis 
4 15-H-1 2.73 Candida  tropicalis 
5 17-C-2 2.61 Candida  tropicalis 
6 19-H-1 2.79 Candida  tropicalis 
7 23-C-3 2.70 Candida  tropicalis 
8 24-H-1 2.31 Issatchenkia  orientalis 
9 27-C-1 2.94 Candida  tropicalis 
10 27-H-1 2.56 Candida  tropicalis 
11 27-H-2 2.58 Candida  tropicalis 
12 30-C-1 2.57 Pichia  farinosa 
13 35-C-1 3.05 Sporidiobolus  pararoseus 
14 43-C-1 2.71 Candida  tropicalis 
15 44-H-1 2.62 Candida  tropicalis 
16 44-H-2 2.64 Candida  tropicalis 
17 TISTR 5001 2.53 Candida  utilis 
18 TISTR 5136 2.77 Candida  tropicalis 
19 TISTR 5144 2.53 Candida  tropicalis 
20 TISTR 5145 2.83 Candida  tropicalis 
21 TISTR 5146 2.58 Candida  tropicalis 
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3.6 การเปรียบเทียบการเจรญิเติบโตระหวางยีสตสายพันธุท่ีสรางปริมาณเซลลสูง 
           ไดนํายีสตสายพันธุที่มีการสรางปริมาณเซลลสูงมาทดลองเลี้ยงในอาหารเหลววายเอ็ม
ปริมาณ 100 มิลลิลิตร,  เปรียบระหวางกันอีกครั้งโดยวัดปริมาณเซลลเปยกและปริมาณน้ําหนัก
เซลลแหง.  นํามาเปรียบเทียบกัน  เพื่อคัดเลือกสายพันธุมีความเหมาะสมในการนํามาใชเปนสาย
พันธุผลิตจุลินทรียโปรตีน  ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 8.  
 
ตารางที่ 8.  เปรียบเทียบการเจริญเติบโตระหวางยีสตสายพันธุท่ีสรางปริมาณเซลลสูง 
 

ลําดับ สายพันธุ ชื่อสายพันธุท่ีจัดจําแนก 

น้ําหนักเซลลเปยก
เฉล่ีย (กรัม)/ 

อาหารวายเอ็มเหลว 
100 มล. 

น้ําหนักเซลลแหง 
เฉล่ีย (กรัม)/ 

อาหารวายเอ็มเหลว 
100 มล. 

ความ
ชื้น 
(%) 

 
1 10-H-1 Issatchenkia  hanoiensis 2.75 0.343 87.52 
2 15-C-1 Candida  tropicalis 2.535 0.655 74.16 
3 15-C-2 Candida  tropicalis 2.49 0.523 78.99 
4 15-H-1 Candida  tropicalis 2.47 0.60 75.70 
5 17-C-2 Candida  tropicalis 2.61 0.473 81.87 
6 19-H-1 Candida  tropicalis 2.68 0.60 78.73 
7 23-C-3 Candida  tropicalis 2.34 0.49 79.05 
8 24-H-1 Issatchenkia  orientalis 2.21 0.36 83.71 
9 27-C-1 Candida  tropicalis 2.48 0.595 76.00 
10 27-H-1 Candida  tropicalis 2.15 0.556 74.13 
11 27-H-2 Candida  tropicalis 2.11 0.552 75.26 
12 30-C-1 Pichia  farinosa 1.87 0.56 70.00 
13 35-C-1 Sporidiobolus pararoseus 2.52 0.54 78.57 
14 43-C-1 Candida  tropicalis 2.495 0.64 74.34 
15 44-H-1 Candida  tropicalis 2.0 0.456 77.20 
16 44-H-2 Candida  tropicalis 2.07 0.57 72.46 
17 TISTR 5001 Candida  utilis 2.47 0.61 75.30 
18 TISTR 5136 Candida  tropicalis 2.06 0.513 75.09 
19 TISTR 5144 Candida  tropicalis 2.17 0.518 76.12 
20 TISTR 5145 Candida  tropicalis 2.15 0.511 76.23 
21 TISTR 5146 Candida  tropicalis 2.21 0.520 76.47 
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       จากขอมูลเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพในการสรางปริมาณเซลล  ดังใน
ตารางที่ 8,   เมื่อเปรียบเทียบขอมูลปริมาณการสรางน้ําหนักเซลลเปยกและน้ําหนักเซลลแหง   จาก
ขอมูลของน้ําหนักแหงประกอบ  พบวา  มีสายพันธุยีสตที่สรางเซลลแหงไดสูง  5 สายพันธุ  โดย
เปน Candida tropicalis  4  สายพันธุ  คือ 15-C-1, 19-H-1, 27-C-1 และ 43-C-1 โดยมีการสราง
ปริมาณเซลลน้ําหนักเปยกและน้ําหนักแหงเปน 2.535, 0.655; 2.68, 0.57;  2.48, 0.598 และ 2.495, 
0.61 กรัม/อาหารเหลว 100 มล. ตามลําดับ    และเปน Candida utilis  1 สายพันธุ คือ TISTR 5001   
มีการสรางปริมาณเซลลน้ําหนักเปยกและน้ําหนักแหงเปน 2.47 และ 0.61 กรัม/ อาหารเหลว 100 
มล. เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสรางปริมาณเซลล  พบวา  สายพันธุยีสตกลุมของ 
Candida tropicalis    มีปริมาณการสรางเซลลที่สูงกวายีสตสายพันธุ  Candida  utilis   เล็กนอย.   
แตเมื่อดูจากขอมูลโดยทั่วไปพบวา Candida tropicalis บางสายพันธุมีโอกาสที่จะทําใหเกิดโรค
เกี่ยวทางเดินหายใจได.   แตไมไดเปนทุกกรณีเสมอไป  ขึ้นอยูกับวา  รางกายของบุคคลนั้นจะ
ออนแอหรือไม.    ถารางกายแข็งแรงก็จะไมทําใหเกิดโรค   จึงเปนลักษณะของโรคที่เรียกวา 
opportunistic disease.   ดังนั้น  จึงเลือกยีสตสายพันธุ Candida utilis  มาใชเปนสายพันธุยีสตในการ
ผลิตเปนจุลินทรียโปรตีน   เพื่อความมั่นใจในความปลอดภัยของนําไปใชเพื่อการผลิตเปนจุลินทรีย
โปรตีนในระดับอุตสาหกรรม.   ลักษณะของโคโลนีและเซลลยีสตแสดงในรูปที่ 1. 
 
 

                           
                                      ก                                                           ข 
                        

รูปท่ี 1.  ลักษณะโคโลนีของยีสต (ก) และลักษณะของเซลลยีสต (ข). 
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3.7 การศึกษาปริมาณความเขมขนของกากน้ําตาลที่เหมาะสม การเจริญเติบของยีสต 
         การศึกษาหาปริมาณกากน้ําตาลที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงยีสต ซ่ึงไดแปรผันปริมาณความ
เขมขนของกากน้ําตาลในอาหารเลี้ยงยีสตมีคาปริมาณ 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 และ18% (w/v).  
โดยทําการเลี้ยงเชื้อยีสตในฟลาสกมีอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร.  ทําการเขยาที่ความเร็ว 
150 รอบตอนาที,   ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชั่วโมง.   แลวทําการวัดการเจริญเติบของเซลลยีสตที่
เวลา 0, 24 และ 48 ช่ัวโมง  พบวา  ปริมาณเซลลยีสตในทุกความเขมขนของกากน้ําตาลมีปริมาณ
สูงสุดที่เวลา 24 ช่ัวโมง.  โดยพบวาปริมาณเซลลยีสตเจริญสูงสุดในอาหารเลี้ยงที่มีความเขมขนของ
กากน้ําตาลเทากับ 10% (w/v),   โดยมีปริมาณเซลลเทากับ  5.95x108 เซลล/มิลลิลิตร.  โดยอาหารที่มี
ปริมาณกากน้ําตาลสูงมากกวา 10% (w/v) ปริมาณของเซลลยีสต ไมไดเพิ่มขึ้น คงที่และลดลง ที่
ความเขมขนสูง   ผลดังแสดงในตารางที่ 9 และรูปที่ 2. 
 
ตารางที่ 9.   ปริมาณการเจริญของเซลลยีสตในอาหารทีแ่ปรผนัความเขมขนของกากน้ําตาล 
 

ปริมาณเซลลยีสต (เซลล/มิลลิลิตร) 
อาหารที่มีความเขนของกากน้ําตาลตางๆ เวลา 

(ชม.) 
2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16% 18% 

0 8.0x106 8.0x106 8.0x106 8.0x106 8.0x106 8.0x106 8.0x106 8.0x106 8.0x106 

24 0.3x108 1.85x108 1.90 x108 2.20 x108 4.95 x108 4.15 x108 4.0 x108 4.05 x108 2.95 x108 

48 1.5 x107 1.55 x108 1.95 x108 1.55 x108 4.5 x108 2.8 x108 3.3 x108 3.35 x108 2.4 x108 
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รูปท่ี 2.  จํานวนเซลลยีสตในอาหารที่แปรผนัความเขมขนกากน้ําตาล. 

 
3.8 การศึกษาการเจริญเติบของยีสตในอาหารที่ใชกากน้ําตาลโดยแปรผันชนิดของแหลง 
 ไนโตรเจน 
         การศึกษาเปรียบเทียบหาชนิดของแหลงไนโตรเจน (nitrogen source) ที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยง
ยีสต โดยการใชแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกัน   4   ชนิด  คือ  ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  
(NH4)2HPO4],      ไดแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4,  โพแทสเซียมไนเทรต (KNO3) และยูเรีย (NH2)2CO.  
โดยอาหารที่มีกากน้ําตาล  10% (w/v)    และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.01% (w/v) เล้ียงเชื้อยีสต
ในฟลาสกปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร  และเขยาที่ความเร็ว  150 รอบตอนาที,   ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
48  ช่ัวโมง.   ผลการทดลองพบวา    ปริมาณการสรางเซลลยีสตในอาหารที่ใชไดแอมโมเนียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต  (NH4)2HPO4  เปนแหลงไนโตรเจน  มีปริมาณการสรางเซลลที่ดีกวาแหลงไนโตรเจนชนิดอื่น ,ๆ   
โดยที่ปริมาณของเซลลยีสตสูงสุดที่เวลา 48 ช่ัวโมง  ของอาหารที่มีแหลงไนโตรเจนไดแอมโมเนียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4],   ไดแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4,  โพแทสเซียมไนเทรต  (KNO3)  และ
ยูเรีย (NH2)2CO และชุดควบคุมที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนมีคาเปน   57.17, 65.0,  61.33, 61.83  และ 52.67 
กรัมตอลิตร  ตามลําดับ.    ดังแสดงในตารางที่ 10  และรูปที่ 3. 
 
 
 
 

ความเขมขนกากน้าํตาล  (% w/v) 

ปร
ิมา
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เวลา (ชม.) 

ปร
ิมา
ณเ
ซล

ลย
ีสต

  (ก
รัม

/ลิต
ร) 

ตารางที่ 10.  ปริมาณของเซลลยีสตท่ีเจริญในอาหารที่มีแหลงของไนโตรเจนตางชนิดกัน 
 

ปริมาณเซลลยีสตน้ําหนักเปยก (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชม.) KNO3 (NH4)2HPO4 (NH4)2SO4 Urea Control 

0 20.5 20.5 20.5 20.50 20.50 
12 43.33 49.83 46.17 46.0 39.33 
24 50.50 54.33 54.0 53.33 48.16 
36 53.67 62.17 57.33 60.50 51.5 
48 57.17 65.0 61.33 61.83 52.67 
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รูปท่ี 3.  ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลในอาหารที่มีแหลงไนโตรเจนตางกนั. 
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3.9 การศึกษาการเจริญเติบของยีสตในอาหารที่ใชกากน้ําตาลโดยแปรผันปริมาณแหลง
ของฟอสฟอรัส 

         การศึกษาปริมาณของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ซ่ึงเปนแหลงฟอสเฟต
ที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงยีสต ซ่ึงแปรผันปริมาณของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่ความ
เขมขน 0.01%, 0.03% และ 0.05% (w/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อยีสตที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาล
ปริมาณ 10%(w/v) และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4.  ผลการ
ทดลอง  พบวาที่การเจริญเติบโตของยีสต   ปริมาณการสรางเซลลของทุกความเขมขนของ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตใหผลที่ใกลเคียงกันไมมีความแตกตางกัน  ดังแสดงในตารางที่ 
11 และรูปที่ 4. 
 
ตารางที่ 11.  ปริมาณของเซลลยีสตท่ีเจริญในอาหารที่มีปริมาณความเขมขนของกัน 
 
 

ปริมาณเซลลยีสตน้ําหนักเปยก (กรัม/ลิตร) 
เวลา (ชม.) 

0.01%KH2PO4 0.03%KH2PO4 0.05%KH2PO4 
0 28.83 28.83 28.83 
12 51.51 52.17 53.33 
24 55.5 55.17 55.68 
36 64.33 64.5 65.5 
48 67.83 66.0 68.83 
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รูปท่ี  4.   ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลท่ีแปรผันความเขมขน KH2PO4. 
   
3.10  การศึกษาปริมาณกลาเชื้อตอการเจริญเติบโตของยีสต 
          การศึกษาปริมาณกลาเชื้อที่ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  โดยการเลี้ยงยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 10%  (w/v)  และ 0.6%  (w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(NH4)2HPO4] และ  0.01% (w/v)  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  และใสปริมาณกลาเชื้อที่
ปริมาณตาง  ๆกัน คือ 0.5, 2,  5, และ 10% (v/v).   ผลการทดลองพบวา ปริมาณกลาเชื้อที่ 2,  5, และ 10% (v/v)  
มีการเจริญเติบโตของยีสตที่ใกลเคียงกัน  โดยปริมาณของกลาเชื้อที่นอยกวาจะทําใหคาชวง  Lag phase ที่
ยาวกวาเล็กนอย    แตจะมีคาที่ใกลกันเมื่อเวลาผานไปที่ 24 ช่ัวโมง  และมีคาปริมาณการเจริญของเซลล
ยีสตที่ทันกันที่เวลา  36 ช่ัวโมง.   สวนที่ปริมาณกลาเชื้อ 0.5% (v/v)  นั้น จะมีชวงของ Lag phase ที่ยาว
มากกวา  24  ช่ัวโมง และพบวา  ปริมาณการเจริญเติบชากวาและไดปริมาณเซลลยีสตนอยกวา ขนาดกลา
เชื้ออ่ืนดังแสดงในตารางที่ 12  และรูปที่  5. 
 
 
 
 
 

เวลา (ชั่วโมง) 
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เวลา ( ชม.) 

ตารางที่ 12.   การเจริญและปริมาณการสรางเซลลของยีสตท่ีแปรผันปริมาณของกลาเชื้อ. 
 

ปริมาณของกลาเชื้อ (Inoculum size) (% v/v)  
เวลา (ชม.) 0.5% 2% 5% 10% 

0 15.8 20.57 23.18 26.89 
12 31.98 42.93 46.23 48.42 
24 45.95 53.22 54.57 55.22 
36 58.08 60.72 61.17 60.98 
48 63.22 64.82 65.12 65.35 
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รูปท่ี 5.   ความสัมพันธระหวางการเจริญของเซลลยีสตแปรผนัขนาดของกลาเชื้อ. 
 

  
3.11  การศึกษาการเจริญเติบของยีสตในถังหมัก (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร   ดวยระบบ 
Batch fermentation 
  3.11.1  การศึกษาความเร็วของการกวนตอการเจริญเติบของยสีตในถงัหมักขนาด 5 ลิตร   
          ผลการศึกษาอัตราเร็วของการกวนตอการเจริญของยีสตในการเลี้ยงดวยถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร โดยการเลี้ยงในอาหารปริมาตร 2 ลิตร   ประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 10% (w/v)  
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และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4  และ 0.01% (w/v)  โพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4).  ใชปริมาณกลาเชื้อ 2% (w/v) สภาวะการเลี้ยงแบบรุนผลิตที่
อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oซ.)   อัตราการใหอากาศ 1 vvm (2 ลิตร/นาที)  และไมควบคุมพีเอช 
(non-control pH),   โดยแปรผันอัตราการกวนตางๆ กัน คือ 250, 450 และ 550 รอบตอนาที.  พบวา 
ที่ความเร็วรอบต่ําคือ   250 รอบตอนาที  อัตราการเจริญของยีสตนอยกวาการใชความเร็วรอบสูงขึน้.  
ที่ความเร็วรอบ 450 และ 550  รอบตอนาที อัตราการเจริญของยีสต  ปริมาณการสรางเซลลของยีสต
มีคาที่ใกลเคียงกัน,  โดยพบวาสภาวะอัตราการกวน 250,  450 และ 550  รอบตอนาที ที่เวลา 48 
ช่ัวโมง   มีปริมาณการสรางเซลลของยีสตเปน 76.55,  84.83 และ 83.83 กรัมตอลิตร  ตามลําดับ.   
ดังแสดงในตารางที่ 13  และรูปที่ 6. 
 
ตารางที่ 13.   การเจริญของยีสตเล้ียงในถังหมักขนาด 5 ลิตรโดยแปรผันอัตราเร็วของการกวน 
 

ปริมาณเซลลยีสต (กรัม/ลิตร) 
อัตราเร็วการกวน (รอบ/นาที) เวลา (ชม.) 

250  รอบ/นาที 450  รอบ/นาที  550  รอบ/นาที  
0 25.2 28.2 28.05 
12 54.6 55.95 63.7 
24 57.3 63.75 67.4 
36 61.95 81.0 82.0 
48 76.5 84.83 83.8 
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รูปท่ี  6.   ความสัมพันธระหวางการเจริญของยีสตเล้ียงในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 โดยแปรผันอตัราเร็วของการกวน. 
 
  3.11.2  การศึกษาการเจริญเติบของยสีตในถงัหมักขนาด 5 ลิตร    โดยแปรผันการควบคุม 
คาพีเอช ในถงัหมัก 
          ผลการศึกษาคาพีเอชตอการเจริญของยีสตในถังหมักขนาด 5 ลิตร (รูปที่ 8) โดยใช
อาหารเลี้ยงปริมาตร 2 ลิตรประกอบของกากน้ําตาล 10%(w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
0.6% (w/v) และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.01% (w/v).  ใชปริมาณกลาเชื้อ 2% (v/v) 
สภาวะการเลี้ยงเชื้อในถังหมกัแบบ batch culture คือ อัตราการกวน 450 รอบตอนาที, ควบคุม
อุณหภูมิที่อุณหภูมหิอง (ประมาณ 30 oซ.),  อัตราการใหอากาศ 1 vvm (2 ลิตร/นาที),  ซ่ึงแปรผันคา
พีเอชตางๆ กนัคือ 4.5, 5.5 และแบบไมควบคุมพีเอช (non-control pH).  ผลการทดลองพบวา  การ
เล้ียงยีสตในสภาวะของพีเอชทั้ง 3  สภาวะมีคาที่ใกลเคยีงกันแตกตางกันไมมาก.  โดยพบวา  สภาวะ
การเลี้ยงยีสตที่ควบคุมพีเอชที่ 5.5 ใหการเจริญของยีสตที่ดีที่สุด,  รองลงมาคือในสภาวะที่ควบคมุพี
เอชที่ 4.5  และสภาวะไมควบคุมพีเอชมคีานอยที่สุด.  โดยคาปริมาณเซลลยีสตสูงสุดของสภาวะ
การเลี้ยงที่ควบคุมพีเอช  5.5, 4.5 และแบบไมควบคุมพเีอช ที่เวลา 48 ช่ัวโมงมีคาเทากับ   89.47, 
84.04 และ 83.23  กรัมตอลิตร  ตามลําดับ.  สวนการเปลี่ยนแปลงของน้ําตาลมีรูปแบบที่คลายกนั
เพียงแตชุดการควบคุมพีเอช 5.5 ในชวงแรกของการเลี้ยงชวงเวลาชัว่โมงที่ 0-12 จะมีการลดลงของ
น้ําตาลที่เร็วกวาชุดควบคุมพีเอช 4.5   และไมควบคุมพีเอชเล็กนอย  ดังแสดงในตารางที่ 14    และ
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รูปที่ 7.  เมื่อเปรียบเทียบกบัการศึกษาพบวา  ประสิทธิภาพในการสรางเซลลของยีสตนั้นสูงดีมาก  
เมื่อเปรียบเทียบกับการวจิัยอ่ืนที่มีรายงาน เชน ศิริโรจน (2521)ไดผลิตจลิุนทรียโปรตีนจากยีสตสาย
พันธุ Candida sp. YK 43 ในอาหารน้ําตมถ่ัว โดยเลี้ยงในถังหมักขนาด 1 ลิตร ไดปริมาณเซลลยีสต
แหง 18.6 กรัมตอลิตร หรือเทากับเซลลเปยกประมาณ   74.4 กรัมตอลิตร  สมใจและคณะ (2535)  
ไดทดลองผลิตยีสต Saccharomyces  cerevisiae สายพนัธุ TISTR 5276 โดยใชน้ําออยเปนวัตถุดบิ 
เล้ียงในถังหมกัขนาด  5 ลิตร ไดผลผลิตยีสตเซลลเปยกปริมาณ 58.84 กรัมตอลิตร หรือเทากับ
น้ําหนกัยีสตแหง 14.77 กรัมตอลิตร.  
 
ตารางที่ 14.  การเจริญของยีสตเล้ียงในถงัหมักขนาด 5 ลิตรโดยแปรผนัการควบคุมคาพีเอช 
 

ปริมาณเซลล (กรัม/ลิตร) ปริมาณน้ําตาล (% w/v) เวลา 
(ชม.) พีเอช 4.5 พีเอช 5.5 ไมควบคุม 

พีเอช พีเอช 4.5 พีเอช 5.5 ไมควบคุม 
พีเอช 

0 11.33 11.42 8 2.81 2.85 2.94 
8 42.79 51.87 44.57 1.96 0.89 2.14 

16 81.16 79.99 80.29 0.58 0.475 0.62 
24 83.83 89.47 77.59 0.390 0.457 0.41 
32 82.17 88.82 81.13 0.389 0.462 0.415 
40 81.39 89.09 82.03 0.392 0.498 0.418 
48 79.37 88.73 82.79 0.409 0.4989 0.446 
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รูปท่ี 7.   การเจริญและปริมาณการสรางเซลลของยีสตเล้ียงในถงัหมักขนาด 5 ลิตร 
                            โดยแปรผนัการควบคุมคาพีเอช. 
 

                                         
  

รูปท่ี 8.  ถังหมักขนาด 5 ลิตร  ในการเลี้ยงยีสตโดยใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบ. 
 
 
 
 

เวลา (ชั่วโมง) 
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  3.11.3   การศึกษาการเจริญเติบของยสีตในถงัหมัก ขนาด 5 ลิตร  ดวยระบบ Fed-batch 
fermentation 
          การศึกษาผลิตเซลลยีสตโดยใชการเลี้ยงแบบ Fed batch ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
โดยการเลี้ยงยีสตในอาหารเลี้ยงปริมาตรเริ่มตน 1 ลิตร  ที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 
10%(w/v) และ 0.6% (w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4] และ  0.01% (w/v)  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4),  ใสปริมาณกลาเชื้อ 2% (w/v).   สภาวะการเลี้ยง 
อัตราการกวน 450 รอบตอนาที, ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oซ.),   ควบคุมคาพี
เอชที่ 4.5,  อัตราการใหอากาศ 1 vvm (2 ลิตร/นาที)  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง หลังจากเวลา 12 ช่ัวโมง.   
เติมอาหารเลี้ยงเชื้อลงไปเพิ่มอีก 1 ลิตร, แลวเล้ียงตอไปเปนเวลา 48 ช่ัวโมง.   ผลการทดลองพบวา  
ทําการวัดการเจริญเติบของยีสตในสภาวะการเลี้ยงแบบ Fed-Batch จะปริมาณการสรางเซลลยีสตที่
สูงกวาการเลี้ยงแบบรุนผลิต  แตมีคาที่ใกลเคียงกันไมแตกตางกันมากนัก.    อยางไรก็ตาม  การเลี้ยง
แบบ Fed-Batch จะทําใหคาของเวลาที่ไดเซลลยีสตสูงสุดลาชากวาการเลี้ยงแบบสภาวะรุนผลิต,  
โดยคาปริมาณเซลลยีสตสูงสุดของสภาวะการเลี้ยงแบบ Fed-Batch และรุนผลิต มีคาเทากับ 90.54 
กรัมตอลิตรที่เวลา 32 ช่ัวโมงลิตร  และ 84.08 กรัมตอลิตร  ที่เวลา 20 ช่ัวโมง  ตามลําดับ  ดังแสดง
ในรูปที่ 9. 
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 รูปท่ี  9. การเจริญและปริมาณการสรางเซลลของยีสตเล้ียงในถงัหมักขนาด 5 ลิตร  

  ท่ีควบคุมพีเอช 4.5 ในสภาวะการเลี้ยง  Fed-batch เปรียบเทียบกับสภาวะ 
  การเลี้ยง แบบรุนผลิต. 
 

น้ําตาลรีดิวซ (%
 w

/v) 

เวลา (ชั่วโมง) 
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 (ก
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ก =กอนเติมอาหารใหมลงไป    ล =หลังเติมอาหารใหมลงไป   
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  3.11.4   การศึกษาการเจริญเติบโตของยีสตในถงัหมัก (Fermenter) ขนาด 300 ลิตร โดย
การเลี้ยงแบบ Batch fermentation 
             การศึกษาผลิตเซลลยีสตในถังหมักขนาด 300  ลิตร โดยการเลี้ยงยีสตแบบรุนผลิต
ในอาหารเลี้ยงปริมาตร 100  ลิตร ที่มีสวนประกอบของกากน้ําตาลปริมาณ 10%(w/v)  และ 0.6% 
(w/v) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4)2HPO4  และ  0.01% (w/v)  โพแทสเซียมได-
ไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4),  ใสปริมาณกลาเชื้อ 2% (w/v).  สภาวะการเลี้ยงอัตราการกวน 450 
รอบตอนาที,  ควบคุมอุณหภูมิประมาณ 30 oซ.,   ควบคุมคาพีเอชที่ 4.5,  อัตราการใหอากาศ 1 vvm 
(100 ลิตร/นาที),  ทําการเลี้ยงเวลา 48 ช่ัวโมง.   ทําการวัดการเจริญเติบของเซลลยีสตโดยศึกษาจาก
น้ําหนักเซลลเปยก  และน้ําตาลในอาหารเลี้ยงยีสต.   ผลการทดลองพบวา  มีลักษณะของการเจริญ
ของเซลลยีสตที่ดีใกลเคียงกับการเลี้ยงยีสตในถังหมักขนาด 5 ลิตร  แตมีปริมาณการผลิตเซลลยีสต
ที่นอยกวา.  กลาวคือการเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตรมีปริมาณการสรางเซลลสูงสุด   83.83 กรัมตอ
ลิตร ที่เวลา 24 ช่ัวโมง,  สวนการเลี้ยงในถังหมักขนาด 300 ลิตร  มีปริมาณการสรางเซลลสูงสุด   
72.83 กรัมตอลิตร ที่เวลา 24 ช่ัวโมง  เชนกัน  ดังแสดงในตารางที่   15  และรูปที่  10. 
 
ตารางที่ 15.   การเจริญของยสีตเล้ียงในถงัหมักขนาด 300 ลิตร  โดยสภาวะการควบคุมพีเอชท่ี 4.5 
 

เวลา (ชม.) ปริมาณเซลล (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 
(% w/v) พีเอช 

0 9.17 1.9327 6.11 
4 9.41 1.6403 6.09 
8 28.99 0.441 5.9 

12 35.99 0.4439 4.5 
18 70.49 0.307 4.4 
24 72.83 0.2959 4.45 
30 72.17 0.2047 4.45 
36 71.25 0.2018 4.5 
48 70.83 0.2026 4.45 
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รูปท่ี  10.   การเจริญและปริมาณการสรางเซลลของยีสตเล้ียงในถงัหมักขนาด 300 ลิตร 
                            ท่ีควบคุมพเีอช 4.5 ในสภาวะการเลี้ยง  Batch. 
 

3.12  การตรวจหาความปลอดภยัของผลิตภณัฑจุลินทรียโปรตีน 
        ผลการตรวจหาความปลอดภัยของผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีน  โดยการนําเซลลยีสตที่
อบแหงและบดละเอียด  มาทําการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก (Acute Oral Toxicity 
Test)  โดยใชหนูขาวพันธุ Wistar ทั้งเพศผูและเพศเมีย,  ปอนตัวอยางทดสอบทางปาก.  ผลการ
ทดลองพบวา ไมพบการตายหรืออาการผิดปกติใดๆ ของหนูทดลองหลังปอนตัวอยางทดสอบและ
ตลอดระยะเวลาสังเกตผลนาน 14 วัน,   คาเฉลี่ยการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวของหนูในกลุมทดสอบ
ไมแตกตางจากกลุมควบคุม และจากการชันสูตรซาก (gross pathology) เมื่อส้ินสุดการทดสอบ 
ตรวจไมพบความผิดปกติของอวัยวะภายในของหนูทุกตัว.  สรุปไดวา  ตัวอยางทดสอบ  “จุลินทรีย
โปรตีน”  มีความปลอดภัย. 
 

 3.13   การวิเคราะหองคประกอบของผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตนี 
        ผลการตรวจวิเคราะหองคประกอบดานโภชนาการและสารที่เปนพิษในผลิตภัณฑจุลินทรีย
โปรตีนการวิเคราะหองคประกอบทางโภชนาการ  ไดแก  โปรตีน, ไขมันรวม, กรดแอมิโน,  
วิตามิน, เหล็ก,   สังกะสี,   ทองแดง.    สวนสารที่เปนพิษตามมาตรฐานอาหารสัตวไดแก  ปรอท,   
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ตะกั่ว,  แคดเมียม   และสารอะฟลาทอกซิน (Aflatoxin)   และสวนประกอบของกรดแอมิโน  ดังแสดง
ในตารางที่ 16  และผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีนแสดงในรูปที่ 11. 
 

                            
  

รูปท่ี 11.  ผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตนีจากยสีต. 
 
 จากคาผลการตรวจวิเคราะหสารประกอบในผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีน พบวา  ปริมาณ
ของสารที่เปนตัวควบคุมไมใหมีปริมาณเกินกําหนดตามมาตรฐานอาหารสัตวซ่ึงกําหนดโดย
สหภาพยุโรป ป พ.ศ. 2542 (Undesirable substances in animal nutrition (EU 1999) มีขอกําหนด
สารที่เปนสารอันตราย 4 ชนิด  ไดแก  สารหนู,  ตะกั่ว,    ปรอท,   และแคดเมียม  ตองมีปริมาณไม
เกิน 2, 5, 0.1 และ 1 สวนในลานสวน  ตามลําดับ   ซ่ึงในผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีนมีปริมาณสาร
ทั้ง  4  ชนิด  ในปริมาณ  0.13,  <0.50,  <0.1 และ  < 0.1 ppm   ตามลําดับ.  นอกจากนี้  ในผลิตภัณฑ
จุลินทรียโปรตีนยังไมพบ อะฟลาทอกซิน (Afla toxin) อีกดวย. แสดงใหเห็นวา  ผลิตภัณฑจุลินทรีย
โปรตีนที่ผลิตไดนั้น   มีความปลอดภัยสําหรับนําไปใชสําหรับเปนแหลงโปรตีนสําหรับอาหารสัตว 
และนอกจากนี้พบวา   ผลิตภัณฑมีสวนประกอบของกรดแอมิโนที่สูงมาก  ซ่ึงเปนประโยชน
สําหรับการเจริญเติบโตของสัตว.  
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ตารางที่ 16.  การผลการวิเคราะหสวนประกอบของผลติภัณฑจุลินทรียโปรตนี 
 

  
 

รายการ ปริมาณ 
โปรตีนรวม                    (กรัม/100 กรัม) 48.0 
ไขมันรวม                      (กรัม/100 กรัม) 0.64 
วิตามินบี 1                     (มิลลิกรัม/100 กรัม) 0.180 
วิตามินบี 2                     (มิลลิกรัม/100 กรัม) 0.233 
แคดเมียม                       (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) <0.10 
สารหนู                          (มิลลิกรัม/กิโลกรัม)  0.13 
ตะกั่ว                             (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) <0.50 
ปรอท                            (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) <0.10 
อะฟลาทอกซิน             (ไมโครกรัม/กิโลกรัม) ไมพบ 
ทองแดง                        (มิลลิกรัม/กิโลกรัม)  8.19 
เหล็ก                             (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 690.84 
สังกะสี                          (มิลลิกรัม/กิโลกรัม)  75.92 
เถา                                 (กรัม/100 กรัม) 10.43 

กรดแอมิโน (amino acid) มิลลิกรัม/100 กรัม 
Aspartic acid 3657.70 
Threonine  1860.06 
Serine 1891.55 
Glutamic acid 4657.18 
Proline 1244.96 
Glycine 1669.71 
Alanine 2068.93 
Cystine 354.29 
Valine  1588.46 
Methionine  326.75 
Isoleucine  1351.45 
Leucine  2332.79 
Tyrosine  3497.00 
Phenylalanine   1967.73 
Histidine 708.49 
Lysine  2483.76 
Arginine 1396.50 
Tryptophan  308.60 
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3.14   การทดลองใชผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีนเปนแหลงโปรตีนทดแทนในการเลี้ยงปลา 
       ผลการทดลองใชผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีนมาใชในการเลี้ยงปลานิล   ซ่ึงนํามาใชทดแทนแหลง
โปรตีนในอาหารสําหรับเลี้ยงปลาการทดลอง   แบงออกเปน 4 ชุดการทดลองในการเลี้ยงปลา  คือ :   

1) ใชถ่ัวเหลืองเปนโปรตีนเสริม. 
2) ใชจุลินทรียโปรตีนจากยีสตเปนแหลงโปรตีนเสริม. 
3) ใชจุลินทรียโปรตีนจากยีสตที่ผานการทํา pretreatment  เปนแหลงโปรตีนเสริม. 
4) ควบคุมโดยไมมีแหลงโปรตีนเสริม  มีเฉพาะแหลงโปรตีนพื้นฐาน (protein basis). 

         สูตรอาหารเลี้ยงปลาที่มีแหลงโปรตีนพื้นฐาน (protein basis) 10%  (w/w)   และมีโปรตีนเสริมจากถั่ว
เหลือง หรือจากจุลินทรียโปรตีนจากยีสตีเพิ่มอีก 10% (w/w)    จะมีปริมาณโปรตีนรวมในสูตรอาหารเทากันคือ 
20% (w/v).  สวนสูตรอาหารชุดควบคุมจะมีเฉพาะโปรตีนพื้นฐานในปริมาณ  10% (w/v)  เทานั้น,  ผลการทดลอง
พบวา   การเจริญเติบโตของปลาในชุดการทดลองที่ใชจุลินทรียโปรตีนจากเซลลยีสตแหงเปนแหลงโปรตีน
ทดแทนใหอัตราการเจริญที่ดีที่สุด,    รองลงมาคือ   ชุดการทดลองที่ใชยีสตที่ผานการทํา pretreatment  ซ่ึงมีคาที่
ใกลเคียงกันมาก ,   รองลงมาคือ   ชุดการทดลองที่ใชถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีนทดแทนและชุดควบคุม  ซ่ึงพบวา   
น้ําหนักตัวของปลาในสูตรอาหารที่ใชยีสต,    ยีสตผานการทํา pretreatment,    ถ่ัวเหลือง  และชุดควบคุมมีน้ําหนัก
ตัวที่สัปดาหที่  7   เปน  1.958,   2.3328,   2.46  และ  2.426   กรัม   ตามลําดับ     ดังแสดงในตารางที่ 17   และรูปที่ 11 
และปริมาณการกินอาหารสะสมของปลาเฉลี่ยในแตละชุดการทดลองดังแสดงในตารางที่  18 . 
 
ตารางที่ 17.   การเปล่ียนแปลงน้ําหนักตัวของปลาในชุดการทดลองตางๆ 
 

น้ําหนักตัวปลาเฉลี่ย (กรัม)  
สัปดาห อาหารสูตร 1 

(ควบคุม) 
อาหารสูตร 2 

(ถั่ว) 
อาหารสูตร 3 

(ยีสต) 
อาหารสูตร 4 

(ยีสต-พรีทรีต) 
0 1.3784 ± 0.95 1.4790 ± 0.52 1.4285 ± 0.76 1.4883 ± 0.39 
1 1.4950 ± 0.95 1.5785 ± 0.52 1.5973 ± 0.76 1.5766 ± 0.39 
2 1.5533 ± 1.04 1.7378 ± 0.56 1.7516 ± 0.48  1.6722 ± 0.48 
3 1.7135 ± 1.15 1.9817 ± 0.71 2.0200 ± 0.91 1.8923 ± 0.61 
4 1.7153 ± 1.20 1.9877 ± 0.67 2.1860 ± 0.79 1.9182 ± 0.64 
5 1.8635 ± 0.82 2.0856 ± 0.87 2.2720 ± 1.0 2.0964 ± 0.75 
6 1.9330 ± 0.82 2.0187 ± 0.80 2.2953 ± 0.82 2.1313 ± 0.72 
7 1.9580 ± 0.83 2.3328 ± 0.95 2.4600 ± 1.1 2.4261 ± 0.92 

น้ําหนักตัวเพิ่มขึ้น
เฉลี่ย 

0.5796 0.8538 1.0311 0.9378 
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ตารางที่ 18.  ปริมาณการกนิอาหารสะสมเฉลี่ยของปลาในแตละสปัดาห 
 

การกินอาหารเฉลี่ยสะสมตอตัวตอสัปดาห (กรัม)  
สัปดาห อาหารสูตร 1 

(ควบคุม) 
อาหารสูตร 2 

(ถั่ว) 
อาหารสูตร 3 

(ยีสต) 
อาหารสูตร 4 

(ยีสต-พรีทรีต) 
0 0.15438 0.20706 0.19999 0.20836 
1 0.16744 0.22210 0.22362 0.22072 
2 0.17397 0.24329 0.24522 0.23410  
3 0.19191 0.27744 0.28280 0.26492 
4 0.19211 0.27828 0.30604 0.26854 
5 0.20871 0.29198 0.31808 0.29349 
6 0.21649 0.28262 0.32142 0.29838 
7 0.21929 0.32659 0.34434 0.33965 

รวมทั้งสิ้น 1.5243 2.12936 2.24151 2.12816 
 
 

        การพิจารณาเปรียบเทียบการเจริญเติบโตโดยหาประสิทธิภาพในการเปลี่ยนอาหารไปเปน
เนื้อ ซ่ึงเรียกวา     อัตราการแลกเนื้อ (Feed conversion rate, FCR) หมายถึง  การเปรียบเทียบ
ระหวางปริมาณการกินอาหารเปรียบเทียบกับการเจริญเติบโตมีสูตรคํานวณ คือ : 
 
      อัตราการแลกเนื้อ (Feed conversion rate, FCR) =  ปริมาณอาหารสะสมทั้งหมด 
                                                                                  น้ําหนกัตัวที่เพิ่มขึ้น 
 
        เมื่อนํามาคํานวณหาคาอัตราการแลกเนื้อของแตละการทดลองพบวา  อัตราการแลกเนื้อ
ของการทดลองที่ใชยีสตใหคาอัตราการแลกเนื้อที่ดีที่สุด  คือ  มีคาที่นอยที่สุด  หมายถึงปริมาณ
อาหารที่นอยกวาในการเปลี่ยนไปเปนเนื้อในปริมาณที่เทากัน   รองลงมาคือ  การทดลองชุดใชยีสต
ทํา pretreatment,   ชุดการทดลองที่ใชถ่ัวเหลือง  และชุดควบคุม,  โดยมีคาอัตราการแลกเนื้อของทั้ง 
4   ชุดการทดลองเปน 2.629, 2.493, 2.173 และ 2.269  ตามลําดับ  และปริมาณการสูญเสียของแตละ
การทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 20. 
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ตารางที่ 19.  คาอัตราการแลกเนื้อ  (Feed  conversion  rate)  และการสูญเสียของปลา 
 

         การทดสอบ อาหารสูตร 1 
(ควบคุม) 

อาหารสูตร 2 
(ถั่ว) 

อาหารสูตร 3 
(ยีสต) 

อาหารสูตร 4 
(ยีสต-พรีทรีต) 

อัตราการแลกเนื้อ 2.629 2.493 2.173 2.269 

 
ปริมาณการสูญเสีย (%) 35 30 30 35 
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รูปท่ี 12.  การเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงน้าํหนักตวัของปลาในชดุการทดลองตางๆ. 
 

จากผลการทดลองเลี้ยงปลาดวยการใชจุลินทรียโปรตีนจากยีสตเพื่อเปนแหลงโปรตีน
ทดแทน   พบวา  ปลานิลมีอัตราการเจริญเติบโตที่ดีกวากลุมปลาที่ใชถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีน 
แมจะมีคาความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื้อมั่นที่ 95% (P>0.05)   ก็ตาม.   
การใชยีสตที่ผานการทําพรีทรีตของยีสตบางลงเพื่อชวยในการยอย (digestibility)  ของปลา   พบวา  
การเจริญเติบโตของปลาใกลเคียงกับยีสตที่ไมไดผานการทําพรีทรีต.      แสดงใหเห็นวา      สามารถ
นําจุลินทรียโปรตีนไปใชเปนแหลงโปรตีนในการเลี้ยงสัตวได โดยไมจําเปนตองทําการพรีทรีต. 
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4. สรุปผลการทดลอง 
  

1) การแยกยีสตจากตัวอยางธรรมชาติและการคัดเลือกสายพันธุยีสตที่มีคุณสมบัติเปน 
จุลินทรียโปรตีน  มีผลการศึกษา ดังนี้ : 
 1.1  การเก็บตัวอยางจากธรรมชาติจากผลไมเนาเสียและอาหารหมักดองเพื่อสําหรับทํา
การแยกยีสตจํานวน 44  ตัวอยาง  สามารถทําการแยกยีสตได  100 สายพันธุ. 
       1.2  การคัดเลือกยีสตที่มีคุณสมบัติเปนจุลินทรียโปรตีนจากตัวอยางยีสตที่แยกจาก
ธรรมชาติ 100  ตัวอยางและยีสตจากศูนยจุลินทรียจํานวน  15 สายพันธุ  รวมเปน 115 สายพันธ  
พบวา  มียีสตทีมีคุณสมบัติเปนจุลินทรียโปรตีนจํานวน 5 สายพันธุ  โดยเปน Candida tropicalis  4 
สายพันธุที่แยกจากแหลงธรรมชาติ คือสายพันธุ 15-C-1, 19-H-1, 27-C-1 และ 43-C-1 และเปนสาย
พันธุที่มาจากศูนยเชื้อจุลินทรีย วว. 1 สายพันธุ คือ Candida utilis  TISTR 5001.  พบวา  ปริมาณ
การสรางเซลลของยีสตสายพันธุ  Candida tropicalis มีสูงกวา Candida utilis  เล็กนอย  แต
เนื่องจากมีรายงานวา Candida tropicalis มีบางสายพันธุที่อาจกอใหเกิดโรคในกรณีที่รางกาย
ออนแอ (opportunistic disease) จึงเลือกสายพันธุ   Candida utilis TISTR 5001   ใชศึกษาเปนสาย
พันธุจุลินทรียโปรตีน. 

 
2) สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเลี้ยงยีสตในถังหมัก  โดยใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบ 

การศึกษาการผลิตยีสต Candida utilis TISTR 5001 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  มีผลการศึกษา ดังนี้ : 
2.1 สวนประกอบของอาหารที่เหมาะสมคือ ปริมาณกากน้ําตาลที่เหมาะสมในอาหาร 

เล้ียงเชื้อที่ 10% (w/v).   แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในอาหารคือ ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (NH4)2HPO4) คือ 0.6% (w/v).   ปริมาณของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) ซ่ึงเปนแหลงฟอสเฟตที่เหมาะสมในอาหารคือ 0.01% (w/v). 
  2.2  สภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงในถังหมักมีดังนี้คือ  
 2.2.1  การเลี้ยงแบบ Batch fermentation ในถังหมักขนาด 5 ลิตร, ปริมาณกลาเชื้อ
ที่เหมาะสม (seed inoculums) 2.0% (v/v) ของกลาเชื้อยีสตที่มีปริมาณเซลลระดับ 108 เซลลตอ
มิลลิลิตร,   อัตราการกวน (agitation speed) ที่ 450 รอบตอนาที,   ที่สภาวะพีเอชที่ 4.5 หรือ 5.5,  
อุณหภูมิหอง 30 องศาเซลเซียส,   อัตราการใหอากาศ (aeration rate) 1 vvm,   เปนเวลา 24 ช่ัวโมง,  
ซ่ึงใหปริมาณเซลลยีสตน้ําหนักเปยกสูงสุด 89.47 กรัมตอลิตร. 
 2.2.2 การเลี้ยงแบบ Fed-batch fermentation ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  การเลี้ยงใน
ระบบ Fed-batch fermentation     ซ่ึงสภาวะการเลี้ยงเชนเดียวกับแบบรุนผลิต  คือ  ปริมาณกลาเชื้อ
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ที่เหมาะสม (seed inoculums) 2.0% (v/v) ของกลาเชื้อยีสตที่มีปริมาณเซลลระดับ 108 เซลลตอ
มิลลิลิตร,  อัตราการกวน (agitation speed) ที่ 450 รอบตอนาที,   ที่สภาวะพีเอชที่ 5.5,  อุณหภูมิหอง 
30 องศาเซลเซียส,   อัตราการใหอากาศ (aeration rate) 1 vvm,   ซ่ึงทําการเลี้ยงเชื้อที่ปริมาณอาหาร 
1 ลิตรเปนเวลา 12 ช่ัวโมง,   แลวเติมอาหารใหมลงไปอีก 1 ลิตร  ซ่ึงใหปริมาณเซลลยีสตน้ําหนัก
เปยกสูงสุด 90.54 กรัมตอลิตร ที่เวลา 32 ช่ัวโมงลิตร   ซ่ึงสูงกวาการเลี้ยงดวยระบบรุนผลิตเล็กนอย  
แตลาชากวา,   จะใหปริมาณเซลลสูงสุดภายในเวลา 24 ช่ัวโมง. 
 2.2.3 การเลี้ยงแบบรุนผลิตในถังหมักขนาด 300 ลิตร,  โดยใชปริมาณอาหาร 100 
ลิตร สภาวะเชนเดียวกับการการเลี้ยงแบบรุนผลิต ในถังหมักขนาด 5 ลิตร,  โดยไดปริมาณเซลล
ยีสตสูงสุดที่ 72.83  กรัมตอลิตรที่เวลา 24 ช่ัวโมง. 

 
3) การทดลองใชจุลินทรียโปรตีนในการเลี้ยงปลา 

 การทดลองเลี้ยงปลาดวยการใชจุลินทรียโปรตีนจากยีสตเพื่อเปนแหลงโปรตีนทดแทน
ใหผลที่ดี.  การเจริญเติบโตของปลา  มีอัตราการเจริญที่ดีกวากลุมปลาที่ใชถ่ัวเหลืองเปนแหลง
โปรตีนในปริมาณโปรตีนที่เทากัน,   แตไมแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05).   
อัตราการแลกเนื้อ (feed conversion rate, FCR) ของการใชจุลินทรียโปรตีนใหผลที่ดีกวากลุมที่ใช
ถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีน.   การใชยีสตที่ผานการทําพรีทรีตของเซลลยีสตบางลงเพื่อชวยในการ
ยอยของปลา  ผลพบวา  การเจริญเติบโตของปลาใกลเคียงกับยีสตที่ไมไดผานการทําพรีทรีต.   
แสดงใหเห็นวา  สามารถนําจุลินทรียโปรตีนไปใชเปนแหลงโปรตีนในการเลี้ยงสัตวไดโดยไม
จําเปนตองทําการพรีทรีต. 
 

4) คุณภาพของผลิตภัณฑจุลินทรียโปรตีน 
 มีความปลอดภัยตามเกณฑมาตรฐานสวนประกอบของอาหารสัตวมีโปรตีนแท 38-40% 
และมีโปรตีนหยาบ 48% และมีคุณคาทาโภชนาการสูง  เนื่องจากมีปริมาณสวนประกอบของกรด
แอมิโนสูงและมีปริมาณวิตามินบี 1 บี 2 ที่สูง  รวมทั้งมีแรธาตุที่จําเปนตอการเจริญเติบโตเชน เหล็ก 
สังกะสี  และทองแดงที่สูง. 
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ภาคผนวก   
 
1.  การวิเคราะหโปรตีนหยาบ (Crude protein)  โดยวิธี  Kjeldahl 
       การวิเคราะหโปรตีนหยาบ (Crude protein)  โดยวิธี  Kjeldahl  จะแบงออกเปน  3 ขั้นตอน
คือ  การยอย (digestion),   การกลั่น (distillation)   และการไทเทรต (titration) 
         ขั้นตอนการยอย    ช่ังตัวอยางเซลลแหง น้ําหนัก 1 กรัม  ใสลงใน digesting  flask,  เติม
กรดซัลฟวริกเขมขน 12-15  มิลลิลิตร,  เติมโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4)  7 กรัม,  เติมคอปเปอร
ซัลเฟต (CuSO4) เพื่อเปนตัวเรงปฏิกิริยา 0.3 กรัม,  ใสลูกแกวลงไปในฟลาสกประมาณ 2-3 ลูก  เพื่อ
ปองกันการเดือดพลุงที่รุนแรงแลวนําสารละลายในฟลาสกไปยอยโดยการนําไปไวในเตาใหความ
รอน (heating mantle),  โดยความรอนที่ต่ํากอน แลวคอยเพิ่มความรอนใหสูงขึ้น.  ทําการยอยจน
สังเกตเห็นควันสีขาวเกิดขึ้นในฟลาสกและทําการยอยตอไปประมาณ  1-2  ช่ัวโมง   จนสารละลาย
ในฟลาสกใส  ปลอยทิ้งไวใหเย็น  แลวเติมน้ํากลั่นลงไป  250 มิลลิลิตร. 
        ขั้นตอนการกลั่น  นําฟลาสกที่ผานการยอยแลวไปเสียบที่ชุดเครื่องกล่ัน  เพื่อกล่ัน
แอมโมเนียจากสารละลายออกมา  โดยกอนทําการกลั่น  เติมสารสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
(NaOH) ความเขมขน 50% ปริมาตร 100  มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน,  แลวทําการกลั่น  โดยใหปลาย
ของหลอดจากเครื่องควบแนน (condenser) จุมลงในสารละลายกรดบอริก (boric acid) ความเขมขน  
3% (w/v)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  กล่ันใหไดปริมาตรรวม 250 มิลลิลิตร  
      ขั้นตอนการไทเทรต   เนื่องจากการกลั่นจะไดแอมโมเนียเขามาในสารละลายกรดบอริก จึง  
nutralize    กับกรดบอริกทําใหปริมาณกรดลดลงไป  ดังการหาปริมาณกรดบอริคที่เหลือ ทําไดโดย
การไทเทรตยอนกลับ  (back  titration)  ดวยสารละลายดาง  คือใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
(NaOH) ความเขมขนที่ทราบแนนอนโดยใชที่ความเขมขน  0.1 Normal.    
      การคํานวณ  
    จํานวนโมลแอมโมเนีย  = จํานวนโมลกรดเริ่มตน- จํานวนโมลของดางจากการไทเทรต 
เนื่องจาก จํานวนโมลของแอมโมเนีย  =  จํานวนโมลของไนโตรเจน   
ดังนั้น จํานวนกรัมของไนโตรเจน = จํานวนโมลของไนโตรเจน  x  เลขอะตอมของไนโตเจน (14)   
ดังนั้น  %ไนโตรเจน =    (กรัมไนโตรเจน/ กรัมตัวอยาง) x 100   
โปรตีนหยาบ (crude protein)   =      %ไนโตรเจน x 6.25 
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2.  การวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาล (Reducing Sugar) 
 

Sample 1 มิลลิลิตร +   Alkaline Copper Reagent 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง 
 

vortex 
 

ตมในอางน้ําเดือด เปนเวลา 15 นาที ปดปากหลอดดวยลูกแกว 
 

 
 

ทําใหเย็นอยางรวดเร็ว (แชในน้ําแข็ง) จากนั้นเติม Nelson Reagent  1  มิลลิลิตร                               
ผสมใหเขากันดวย vortex    จากนั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 25 นาที 

                              
 

 
เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ดวย vortex 

 
 
 

นําไปวดัคา O.D (Optical Density) 
ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 520 nm. 

  
 
 

คํานวณหาปรมิาณ Reducing Sugar จากกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส  0- 100 ug/ml. 
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การเตรียม Alkaline copper reagent (Somogyi, Reagent) 
 

วิธีการเตรียม 
1. ช่ัง Potassium Sodium Tartrate 12 กรัม และโซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) 

16 กรัม ละลายผสมกันในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร (สารละลาย A) 
2. ช่ัง คอปเปอรซัลเฟต(CuSO4.5H2O) 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร (สารละลาย B) 

 3. นําสารละลาย A และ สารละลาย B ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมโซเดียมคารบอเนต 
(Na2CO3)  24 กรัม (สารละลาย C) 
 4. ช่ังโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) 18 กรัม ละลายในน้ํากลั่นตมพออุน 50 มิลลิลิตร แลวนําไปตม
เพื่อไลกาซ ทําใหเย็น (สารละลาย D) 
 4. นําสารละลาย D ผสมลงในสารละลาย C ใชแทงแกวคนผสมใหเขากัน 
 5. เทใสใน Volumetric flask ขนาด 1000 มิลลิลิตร เพื่อปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
 6. เทใสในขวดสีชา เก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 7. กรองตะกอนกอนใช (ถามี) 
(Michael Somogyi, Biological Chemistry, 195:19,1952) 

 
การเตรียม Nelson reagent 

 
วิธีการเตรียม 

1. ช่ังแอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24.4H2O) 25 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 450 มิลลิลิตร 
2. เติมกรดซัลฟวริกเขมขน (conc. H2SO4)  21 มิลลิลิตร (สารละลาย A) 
3. ช่ังโซเดียมอาซีเนต (Na2HasO4.7H2O)  3 กรัมละลายในน้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร  

(สารละลาย B) 
4. นําสารละลาย A และสารละลาย B ผสมใหเขากัน 
5. เทใสในขวดสีชา เก็บไวที่อุณหภูมิ 37ºซ. 

(Norton Nelson, Biological Chemistry, 153:375, 1944) 
 
 
 
 


