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การตรวจเอกสาร

เมทิลโลโทรฟกยีสต

             เมทิลโลโทรฟกยีสต  คือ ยีสตกลุมที่สามารถใชเมทานอลซึ่งเปนสารประกอบคารบอนหนึ่ง
อะตอมเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได

ปลายป ค.ศ. 1800 มีรายงานการคนพบแบคทีเรียบางสายพันธุที่สามารถใชสารประกอบ
คารบอน 1 อะตอมในเมแทบอลิซึมได  ตอมา Ogata et al. (1969) แยกยีสต Kloeckera sp. No. 2201
ได (ปจจุบันจํ าแนกเปน Candida boidinii)  โดยเปนยีสตที่สามารถเจริญโดยใชเมทานอลเปนแหลง
คารบอนและแหลงพลังงาน  ถือเปนการคนพบเมทิลโลโทรฟกยีสตเปนคร้ังแรก  หลังจากนั้นมีราย
งานวาราเสนสายบางชนิดสามารถเจริญในอาหารที่มีเมทานอลไดดวย (Goncharova et al., 1977)
ปจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับเมทิลโลโทรฟกยีสตอยางกวางขวาง  เพื่อนํ าไปประยุกตใชทางดาน
ตาง ๆ ในระดับอุตสาหกรรม

การแยกเมทิลโลโทรฟกยีสต

Hazeu et al. (1972 )ไดทดสอบความสามารถในการใชเมทานอลของยสีตที่เก็บรวบรวมได
พบวา  ยีสตที่สามารถใชเมทานอลไดเปนสวนใหญมักแยกไดจากเปลือกไม  หรือแมลงที่อาศัยอยู
บนตนไม  โดยบริเวณที่มีสารประกอบลิกนินที่อุดมไปดวยหมูเมทอกซี (methoxy) อาจชวยสงเสริม
การเพิ่มจํ านวนของเมทิลโลโทรฟกยีสต  ตอมา Ogata et al. (1975) แยกเมทิลโลโทรฟกยีสตจาก
แหลงธรรมชาติโดยวิธี enrichment culture จากอาหารที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน  พบวาไมและดอกไมเปนแหลงที่ดีสํ าหรับการแยก (Tani, 1984)

Levine and Cooney (1973) แยกเชื้อ Hansenula polymorpha DL-1 โดยวิธี continuous
enrichment culture ที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียสได   ถือวาเปนเมทิลโลโทรฟกยีสตทนรอน  และ
เมื่อเลี้ยงยีสตน้ีแบบ chemostat สามารถเจริญไดแมอุณหภูมิการเลี้ยงที่  50  องศาเซลเซียส  โดย
เจริญดีที่  45  องศาเซลเซียส
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van Dijken and Harder (1974) พบวาสภาวะที่เหมาะสมสํ าหรับการแยกเมทิลโลโทรฟก
ยีสต  คือการใชเมทานอลความเขมขนต่ํ าในชวง  0.1-0.5 % (โดยปริมาตร)  เพื่อปองกันการยับยั้ง
การเจริญโดยเมทานอล  การเติมวิตามิน (โดยเฉพาะไบโอตินและไทอามีน) การเติม penicillin G
และ D-cyclo-serine อีกทั้งยังปรับคาพีเอชของอาหารเปน  4.5  เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่
แขงขันระหวางขั้นตอนการแยกเชื้อ  สํ าหรับตัวอยางที่นํ ามาแยกเชื้อ  พบวาดินที่มีอินทรียวัตถุมาก
เปนแหลงที่มีเมทิลโลโทรฟกยีสตมากกวาตัวอยางชนิดอ่ืน

 Tezuka et al. (1975) แยกเมทิลโลโทรฟกยีสตจากแหลงตัวอยางธรรมชาติ เชน ดิน
เปลอืกไม โดยวิธี enrichment culture  4  คร้ัง  ในอาหารทีม่สีวนประกอบตอ  1  ลิตร  ดังนี ้ เมทานอล
10  กรัม  (NH4)2SO4  3  กรัม  KH2PO4   2  กรัม  MgSO4.7H2O  0.4  กรัม  FeSO4.7H2O   0.01  กรัม
CaCl2.7H2O  0.01  กรัม  50 γ ไบโอตนิ  500 γ thiamine-HCl  ยสีตสกดั  1  กรัม  และ สเตรปโตมยัซนิ
0.3  กรัม  สามารถแยกเมทิลโลโทรฟกยีสตได  32  ไอโซเลท  จากตัวอยางจํ านวน  1,500  ตัวอยาง
อีกทั้งยังรายงานวาหากเริ่มตนเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีเมทานอล  1 % (โดยปริมาตร)  เมทานอล
จะระเหยไปมากกวา  20 %  แตถาลดความเขมขนของเมทานอลลงเหลือ  0.5 % (โดยปริมาตร) จะ
ชวยลดการสูญเสียเมทานอลได

Minami et al. (1978) รายงานถึงวิธีการแยกเมทิลโลโทรฟกยสีตทนรอนที่มีอัตราการเจรญิ
สงู  โดยเก็บตัวอยางดินจากพื้นที่เขตรอนซึ่งมีโอกาสพบยีสตเหลานี้ไดมาก  อีกทั้งยังรายงานวาการ
คัดเลือกเมทิลโลโทรฟกยีสตโดยการเพาะเลี้ยงแบบครั้งคราว  จะมีโอกาสสูญเสียเชื้อสายพันธุที่มี
อัตราการเจริญต่ํ า  ขณะที่การเพาะเลี้ยงแบบตอเนื่องจะทํ าใหมีโอกาสสูญเสียเชื้อที่มีอัตราการเจริญ
สูงไดเชนกัน

    Pal and Hamdan (1979) สามารถแยกยีสต H. polymorpha ซึ่งเปนยีสตทนรอนและชอบ
เกลือนํ าไปผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว  เมื่อเลี้ยงใหเจริญในอาหารที่มีเมทานอลเปนแหลงคารบอนและ
แหลงพลังงาน  ที่อุณหภูมิการเพาะเลี้ยง  25-40  องศาเซลเซียส  พีเอช  3.5-6.7  และสามารถเจริญ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบของนํ้ าทะเลอยู  7.5%

Lee and Komagata (1980) ไดศึกษาอนุกรมวิธานของเมทิลโลโทรฟกยีสต  พบวา
 เมทิลโลโทรฟกยีสตสวนใหญที่นํ ามาศึกษานั้นมีความสามารถในการใชเพคติน  ซึ่งการสลายสาร
ประกอบชนดินีไ้ดผลผลติเปนเมทานอล  แสดงวายสีตทีใ่ชเมทานอลเพือ่การเจรญิอาจมจุีดเร่ิมตน
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ของวถิเีมแทบอลซิมึของเมทานอลทีเ่กดิในธรรมชาตจิากการยอยสลายซากพชื  ขอบงชี้น้ียังอาจอธิบาย
ถึงขอสังเกตที่วาซากพืชที่เนาเปอยและดินที่มีอินทรียวัตถุอุดมสมบูรณเปนแหลงที่เหมาะสม
สํ าหรับการแยกเมทิลโลโทรฟกยีสต

เมทิลโลโทรฟกยีสตมักแยกไดจากดิน  ยางไม  โดยเฉพาะพืชตระกูลสน  แมลง  เชน  ดวง
เปลือกไม (bark beetle)  แมลงหวี่ (Drosophila spp.) และแมลงวันผลไม (fruit fly) เปนตน สวน
แหลงอ่ืน ๆ ที่พบ  ไดแก  สวนตาง ๆ ของพืชที่เนาเปอย  น้ํ าจากการสกัดสวนตาง ๆ ของพืช   
(tanning fluid)  น้ํ าจากแหลงธรรมชาติ  และมูลสัตว (Kurtzman and Fell, 1998; Barnett                 
et al., 2000)

อนุกรมวิธานของเมทิลโลโทรฟกยีสต

van Dijken et al. (1981) รายงานวามียีสตประมาณ  50  สายพันธุที่เปนเมทิลโลโทรฟก
ยีสต  อยูใน  7  สกุล  ซึ่งเปนทั้ง ascomycetous และ asporogenous yeast โดยยีสตทัง้หมดนีส้ามารถ
ใชสารประกอบคารบอนชนดิอ่ืน ๆ  เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดนอกเหนอืจากเมทานอล
มีลักษณะเปน facultative methylotrophs  สืบพันธุไดโดยการเเตกหนอเเบบ multipolar budding
ตองการไบโอตินและไทอามีนเพื่อการเจริญ

Lee and Komagata (1980) ไดศึกษาอนุกรมวิธานของเมทิลโลโทรฟกยีสตโดยอาศัย
ขอมูลจากคา G-C content ของดีเอ็นเอ  ระบบ ubiquinone และ proton magnetic spectra ของสาร
แมนแนนในสวนของผนังเซลล  และรูปแบบของเอนไซม alcohol oxidase บนอิเล็กโตรโฟรีติกเจล
มาศึกษาเพิ่มเติมนอกเหนือจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา  แลวสรุปไดวา   
เมทิลโลโทรฟกยีสตมี  4  สกุล คือ Hansenula, Pichia, Candida, Torulopsis (Harder and Brooke,
1990)  ตอมาขอมูลจากหนังสือ The Yeast: A Taxonomic Study  4th edition (Kurtzman and Fell,
1998)  และหนังสือ Yeast: Characteristic and Identification  3rd edition (Barnett et al., 2000) ได
จัดจํ าแนกยีสตในสกุล Hansenula และ Torulopsis เปนสกุลอ่ืน ๆ  เชน  H. polymorpha จัดจํ าแนก
ใหมเปน P. angusta  จนกระทั่งป ค.ศ.  2005 มีเมทิลโลโทรฟกยีสตกระจายอยูใน  3  สกุลคือ
Pichia, Candida และ Komagataella (Kurtzman and Fell, 1998; Barnett et al., 2000; Kurtzman,
2005)  โดยในประเทศไทยมีรายงานการแยกเมทิลโลโทรฟกยีสตจากตัวอยางธรรมชาติ  และพบวา
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เปนยีสตสปชีสใหม  4  สปชีส  ซึ่งมีคุณสมบัติทนอุณหภูมิสูงดวย  คือ Pichia thermomethanolica,
P. siamensis, Candida krabiensis และ C. sithepensis (Limtong et al., 2004; Limtong et al., 2005)

เมแทบอลิซึมของเมทานอลในเมทิลโลโทรฟกยีสต

การใชเมทานอลเพือ่เปนแหลงพลงังานและแหลงคารบอนในเมทลิโลโทรฟกยสีต   เร่ิมจาก
ปฎิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอล (CH3OH)  ไปเปนฟอรมาลดีไฮด (HCOH)  และไฮโดรเจน
เปอรออกไซด (H2O2) โดยมีเอนไซม alcohol oxidase (AOD; EC 1.1.3.13) เปนตัวเรงปฏิกิริยาและ
มีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน (Kato et  al., 1976; Tani, 1985) ฟอรมาลดีไฮดและไฮโดรเจน
เปอรออกไซดที่เกิดขึ้นมีความเปนพิษตอเซลล  ซึ่งไฮโดรเจนเปอรออกไซดน้ันถูกกํ าจัดโดย
เอนไซม catalase ใหผลผลิตคือน้ํ าและออกซิเจน  โดยการออกซไิดซเมทานอลไปเปนฟอรมาลดีไฮด
น้ีเกิดขึ้นภายในเพอรออกซิโซม  ซึ่งฟอรมาลดีไฮดที่เกิดขึ้นจัดเปนสารตัวกลางที่เปนศูนยกลางของ
เมทานอลเมแทบอลิซึม  โดยอาจเขาสูวิถีดิสสิมิเลชันหรือแอสสิมิเลชันตอไป

1.  วิถีดิสสิมิเลชัน  เปนวิถีที่เกี่ยวของกับการออกซิไดซเมทานอลเปนคารบอนไดออกไซดเพื่อผลิต
NADH สํ าหรับสรางพลังงานในรูป ATP โดยผานสารตัวกลางคือ  ฟอรมาลดีไฮดและฟอรเมท
(ภาพที่ 1)

ในวิถีดิสสิมิเลชันนี้  ฟอรมาลดีไฮดจะรวมตัวกับกลูตาไทโอนรูปรีดิวซ (GSH)  ไดเปน
S-hydroxymethylglutathione (S-HMG; HOCH2-SG)  ปฏิกิริยานี้เกิดขึ้นไดเองโดยไมตองใชตัวเรง
และเกิดขึ้นภายในเพอรออกซิโซม

HCHO + GSH HOCH2-SG

ตอมา S-HMG ถูกสงไปยังไซโทพลาซึมดวยกลไกการขนสงแบบจํ าเพาะ  จากนั้น S-HMG
ถูกออกซิไดซเปน S-formylglutathione (S-FG) และ NADH +  H+ โดยมีเอนไซม glutathione-
dependent formaldehyde dehydrogenase ชวยเรงปฎิกิริยา  และมี NAD+ เปนตัวรับอิเล็กตรอน
(Schutte et al.,1976)

HOCH2-SG +  NAD+ HCO-SG +  NADH + H+
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ภาพที่ 1  วิถีดิสสิมิเลชันของการเปลี่ยนแปลงเมทานอลโดยเมทิลโลโทรฟกยีสต
เอนไซม: (1) alcohol oxidase, (2) catalase, (3) glutathione-dependent formaldehyde
dehydrogenase, (4) S-formylglutathione hydrolase, (5) formate dehydrogenase,
(6) methylformate synthase, (7) Pmp20
 คํ ายอ: S-HMG, S-hydroxymethylglutathione; S-FG, S-formylglutathione;
GSH, รูปรีดิวซของกลูตาไทโอน; GS-SG, รูปออกซิไดซของกลูตาไทโอน

ที่มา: Yurimoto et al. (2002)

จากนั้น S-FG ถูกสลายเปนฟอรเมท (HCOOH) และ GSH โดยมีเอนไซม S-formyl
glutathione hydrolase เรงปฎิกิริยา

HCO-SG +  H2O HCOOH +  GSH

GSH ที่เกิดขึ้นสามารถเขารวมตัวกับฟอรมาลดีไฮดไดอีก  นอกจากนั้นยังพบวา GSH ทํ า
หนาที่เปน reductant สํ าหรับโปรตีนขนาด  20  กิโลดาลตัน  ที่อยูระหวางชั้นของเยื่อหุม
เพอรออกซิโซม (peroxisomal peripheral membrane protein) อีกดวย
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วิถีออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดอาจเกิดโดยไมเกี่ยวของกับ GSH (GSH-independent
formaldehyde oxidation pathway) ก็ได  โดยที่หมูอัลดีไฮดของฟอรมาลดีไฮดทํ าปฏิกิริยากับหมู
ไฮดรอกซิลของเมทานอลเกิดเปนเฮมิอะซิทาล [CH2(OH)OCH3]  จากนั้นเปลี่ยนเปนเมทิลฟอรเมท
โดยมเีอนไซม methylformate synthase เรงปฎกิริิยา  และมี NAD+ เปนตัวรับอิเล็กตรอน (Murdanoto
et al., 1997; Sakai et al., 1999)  ฟอรเมทที่เกิดขึ้นถูกออกซิไดซเปนคารบอนไดออกไซดและ
NADH +  H+ โดยมีเอนไซม formate dehydrogenase ชวยเรงปฏิกิริยาและมี NAD+ เปนตัวรับ
อิเล็กตรอน

HCOOH +  NAD+ CO2 +  NADH +  H+

มกีารตรวจพบเมทลิฟอรเมทปริมาณมากสะสมในระหวางการเจริญของเมทลิโลโทรฟกยีสต
หลายสายพันธุที่เลี้ยงในสภาวะที่มีเมทานอลเปนสารอาหารหลัก  และเมื่อเติมฟอรมาลดีไฮดลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อจะพบวามีการสะสมเมทิลฟอรเมทเพิ่มขึ้น (Sakai et al., 1995)  จึงมีการศึกษา
คุณสมบัติของเอนไซม methyl formate synthase (MFS) บริสุทธิ์  ของเมทิลโลโทรฟกยีสต
C. boidinii  และ P. methanolica พบวา MFS เปนเอนไซมที่จัดอยูในกลุมของ class 3 alcohol
dehydrogenase  ซึ่งในหนึ่งหนวยยอย (subunit) ของเอนไซมประกอบดวยสังกะสีสองอะตอม   
และสามารถเรงปฏิกิริยาที่มีแอลกอฮอลโครงสรางเปนโซยาว  เชน octanol หรือ เฮมิอะซิทาล เปน
สารตั้งตนไดดี  เอนไซม MFS น้ีเรงปฏิกิริยา NAD+-dependent dehydrogenation ของเฮมิอะซิทาล
(ซึง่เกดิจากการรวมตวักนัของเมทานอลและฟอรมาลดไีฮด)  ท ําใหเกดิเมทลิฟอรเมทเปนผลติภณัฑของ
ปฏิกิริยา  ซึ่งการเกิดเมทิลฟอรเมทขึ้นนี้แสดงใหเห็นวา  ในเมทิลโลโทรฟกยีสตน้ัน  นอกจาก
ฟอรมาลดีไฮดจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยอาศัยการทํ างานของเอนไซม glutathione-dependent
formaldehyde dehydrogenase แลว  ฟอรมาลดไีฮดยงัอาจถกูออกซิไดซโดยการท ํางานของเอนไซม MFS
ซึ่งเปนการเปลี่ยนแปลงแบบที่ไมเกี่ยวของกับกลูตาไทโอนไดดวย  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงแบบหลงันี้
ท ําใหเกดิเมทลิฟอรเมทขึน้ในกระบวนการเมแทบอลซิมึของเมทานอล (Murdanoto et al., 1997)      
การที่เมทิลโลโทรฟกยีสตมีกระบวนการเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดไดถึงสองแบบนี้  อาจชวยให
เซลลยีสตกลุมนี้ทนตอฟอรมาลดีไฮดไดดีกวายีสตกลุมอ่ืน  เพราะมีการเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮด
ไปเปนสารอ่ืนที่ไมเปนพิษไดเร็วกวายีสตทั่วไป
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วิถีดิสสิมิเลชันของการเปลี่ยนแปลงเมทานอลโดยเมทิลโลโทรฟกยีสตน้ี  จะใหพลังงานแก
เซลลในรูปของ NADH  2  โมเลกุล  เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของฟอรมาลดีไฮดและฟอรเมท
ปฏิกิริยาละ  1  โมเลกุล  และ NADH จะถูกนํ าไปใชสํ าหรับการสรางพลังงานในรูป ATP ตอไป

2. วิถีแอสสิมิเลชัน  เปนวิถีที่เกี่ยวของกับการตรึงสารประกอบคารบอนหนึ่งอะตอมรวมเขากับ
น้ํ าตาลคารบอนหาอะตอม  เกิดเปนสารประกอบคารบอนสามอะตอมสองโมเลกุล คือ
dihydroxyacetone (DHA) และ glyceraldehyde-3-phosphate (GAP)  ดังแสดงในภาพที่  2   
เมทิลโลโทรฟกยีสตที่เจริญในสภาวะที่มีเมทานอล  ใชวิถีเมแทบอลิซึมนี้ในการสรางสารประกอบ
ที่มีพันธะระหวางคารบอนกับคารบอนขึ้น  เพื่อสังเคราะหองคประกอบตาง ๆ ของเซลล  เนื่องจาก
เมทานอลเปนสารประกอบคารบอนหนึ่งอะตอมจึงไมมีพันธะดังกลาวในโมเลกลุ (Anthony,1982;
Tani, 1985; Harder and Brooke, 1990; Yurimoto et al., 2002)

ฟอรมาลดีไฮดที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลเขารวมตัวกับ xylulose-5-
phosphate (Xu5P) ภายในเพอรออกซิโซม  ไดเปน GAP โดยมีเอนไซม dihydroxyacetone synthase
เปนตัวเรงปฏิกิริยา

จากนั้น GAP และ DHA จะผานเยื่อหุมเพอรออกซิโซมออกสูไซโทพลาซึม  ตอมามีการ
เติมหมูฟอสเฟตใหแก DHA ไดเปน dihydroxyacetone phosphate (DHAP)  โดยมีเอนไซม
dihydroxyacetone kinase เปนตัวเรงปฏิกิริยาและมี ATP เปนตัวใหหมูฟอสเฟต  จากนั้น DHAP จะ
เขารวมกับ GAP เปน fructose 1,6-bisphosphate (FBP)  โดยมีเอนไซม fructose bisphosphatase เรง
ปฏิกิริยา

วัฏจักรเพนโทสฟอสเฟตในไซโทพลาซึม  ทํ าใหเกิดการจัดเรียงตัวใหมของโมเลกุลของ
GAP และ FBP ทํ าใหได Xu5P ซึ่งสามารถผานเยื่อหุมเพอรออกซิโซมกลับเขาไปได  นอกจากนี้พบ
วาหนึ่งในสามของโมเลกุลของ DHAP ที่สรางขึ้นจะถูกนํ าไปใชในกระบวนการสังเคราะหกลูโคส
ของเซลล (gluconeogenesis)
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ภาพที่ 2   วิถีแอสสิมิเลชันของการเปลี่ยนแปลงเมทานอลโดยเมทิลโลโทรฟกยีสต
  เอนไซม: (1) alcohol oxidase, (2) dihydroxyacetone synthase,
  (3) dihydroxyacetone kinase, (4) fructose bisphosphatase
  คํ ายอ: DHA, dihydroxyacetone; GAP, glyceraldehyde 3-phosphate;
  DHAP, dihydroxyacetone phosphate; Xu5P, xylulose-5-phosphate

ที่มา: Yurimoto et al. (2002)

จุลินทรียแตละประเภทที่เจริญไดดวยเมทานอลมีวิถีแอสสิมิเลชันของเมทานอลที่แตกตาง
กัน  คือ  เมทิลโลโทรฟกยีสตจะใชวิถี xylulose monophosphate (XMP) pathway เปนวิถีหลักของ
การเปลี่ยนแปลง  ขณะที่เมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียและราใชวิถี ribulose monophosphate (RMP)
pathway และวิถี serine pathway

จากภาพที ่ 1  และ  2  จะพบวาฟอรมาลดไีฮดเปนสารตวักลางหลกัซึง่อยูในต ําแหนงศนูยกลาง
ระหวางวิถีที่เปนดิสสิมิเลชันและแอสสิมิเลชันของกระบวนการเปลี่ยนแปลงเมทานอลเพื่อการ
เจริญ  ฟอรมาลดีไฮดเปนสารพิษที่กอใหเกิดความผิดปกติที่โปรตีนและดีเอ็นเอของเซลลยีสตได
ปริมาณของฟอรมาลดีไฮดจึงมีความสํ าคัญตอการเจริญและกระบวนการเมแทบอลิซึมของยีสต
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ทั่วไปรวมทั้งเมทิลโลโทรฟกยีสต  โดยพบวาถาเติมเมทานอลปริมาณมาก ๆ ลงในการเลี้ยง
เมทิลโลโทรฟกยีสตในสภาพที่มีเมทานอลเปนแหลงคารบอนแลว  จะมีการสะสมฟอรมาลดีไฮด
ซึ่งในบางกรณีอาจทํ าใหการเจริญหยุดชะงักลงได  การเปนพิษของฟอรมาลดีไฮดตอการเจริญนี้
อาจทํ าใหเกิดปญหาในการใชเมทิลโลโทรฟกยีสตเพื่อการผลิตโปรตีนที่เปนประโยชนในระดับ
อุตสาหกรรม  เนื่องจากไมสามารถเลี้ยงใหมีเซลลปริมาณมากได (Cregg, 1993; Gellissen et al.,
1991; Sakai et al., 1996)  อยางไรก็ตามพบวา  เมทิลโลโทรฟกยีสตสามารถทนตอพิษของ
ฟอรมาลดีไฮดไดดีกวายีสตทั่ว ๆ ไป  โดยสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีฟอรมาลดีไฮด
ปริมาณสูงถึง  16  mM (Kato et al., 1982)

การศึกษากระบวนการเปลี่ยนแปลงฟอรมาลดีไฮดในยีสต  แสดงใหเห็นวาการที่
เมทิลโลโทรฟกยีสตสามารถทนตอความเปนพิษของฟอรมาลดีไฮดไดน้ัน  อาจเนื่องมาจากปฏิกิริยา
การทํ าลายความเปนพิษ (detoxification) ในเซลลยีสต  ที่ทํ าใหมีการเปลี่ยนฟอรมาลดีไฮดไปเปน
สารทีไ่มมพีษิ  โดยอาศยัปฏกิริิยาของเอนไซม glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase
นอกจากนี้ยังอาจเนื่องมาจากเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเกิดฟอรมาลดีไฮด (คือเอนไซม alcohol
oxidase)  และเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสลายฟอรมาลดีไฮด (คือเอนไซม dihydroxyacetone
synthase)  ซึ่งมีกระบวนการ compartmentalization ภายในเพอรออกซิโซมในเซลลยีสต (Douma
et al., 1985; Goodman, 1985; Goodman et al., 1984)

ประโยชนของเมทิลโลโทรฟกยีสต

1.  การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว

 โปรตีนเซลลเดี่ยว (single cell protein, SCP) เปนคํ าที่นิยามขึ้นในป ค. ศ. 1968 โดย
สถาบัน MIT ประเทศสหรัฐอเมริกา  หมายถึง  เซลลของจุลินทรียไดแก  ยีสต  แบคทีเรีย  สาหราย
และรา  ที่ทํ าใหแหง  โดยเพาะเลี้ยงในระบบขนาดใหญ  สํ าหรับใชเปนแหลงโปรตีนในมนุษยและ
สัตว (Kuhad et al., 1997)

เนื่องจากความตองการโปรตีนสํ าหรับมนุษยและสัตวเพิ่มสูงขึ้น  จุลินทรียโดยเฉพาะยีสต
จึงเปนแหลงโปรตีนที่นาสนใจ  เพราะมีคุณคาทางโภชนาการ  ปลอดภัย  และมีความคุมคาทาง
เศรษฐกิจ  คุณคาทางอาหารของยีสตที่สํ าคัญนอกจากปริมาณโปรตีนแลวยังพบสวนประกอบอื่นๆ
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ในเซลลยีสตที่มีประโยชนอีกดวย  เชน  คารโบไฮเดรต เกลือแร ไขมัน กรดนิวคลีอิก ไกลโคเจน
และผนังเซลลของยีสตที่มีกลูแคนและแมนแนนเปนสวนประกอบ  นอกจากนี้ยังมีโปรตีนและ
ไขมันอยูดวย  สํ าหรับปญหาในการนํ ายีสตมาใชเปนแหลงโปรตีนสํ าหรับคนและสัตว  คือ  ปริมาณ
กรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบ  เชน  เมทไธโอนีนมีปริมาณนอย  โดย Boze et al. (1992)
รายงานวา  ยีสตมีความบกพรองของปริมาณเมทไธโอนีนแตมีสมดุลที่ดีของกรดอะมิโนจํ าเปน
อ่ืน ๆ (ไลซีนและทริปโตเฟน)  และยังพบวาผลิตภัณฑยีสตที่มีการเติมเมทไธโอนีน  0.1- 0.2 % จะ
มีคุณคาทางโภชนาการเทากับโปรตีนจากถั่วเหลืองหรือปลาปน

เพื่อจุดประสงคสํ าคัญในการลดตนทุนการผลิตใหต่ํ าลง  จึงมีความสนใจนํ าเมทานอลมาใช
เปนแหลงคารบอนสํ าหรับเลี้ยงเซลลยีสต  เนื่องจากเมทานอลมีราคาถูก  ละลายนํ้ าไดดี  มีความ
บริสุทธิ์สงู  สะดวกตอการเก็บรักษาและจัดการ  เมทิลโลโทรฟกยีสตจึงถูกนํ ามาใชในการผลิต
โปรตีนเซลลเดี่ยว  โดยใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานมากกวาแบคทีเรีย
เนือ่งจากคณุคาทางโภชนาการสงูและมคีวามปลอดภยั  โดยปริมาณโปรตนีของเมทลิโลโทรฟกยสีต
มีคาระหวาง  35-50 %  และระดับกรดนิวคลีอิกอยูระหวาง  5-7 % (Cooney and Levine, 1975)
นอกจากนี้เซลลยีสตมีขนาดใหญ   สามารถเก็บเกี่ยวไดงายโดยการกรองหรือหมุนเหวี่ยง  ทํ าให
ตนทุนการผลิตลดลง  และพีเอชที่เหมาะสมส ําหรับการเพาะเลี้ยงคอนขางเปนกรด (4.0- 4.5)  จึงลด
การปนเปอนจากแบคทีเรียได

ในชวงทศวรรษที่  70  บริษัท Phillips Petroleum ไดพัฒนาการเพาะเลี้ยง Pichia pastoris
ในเมทานอลโดยการเพาะเลี้ยงแบบตอเนื่อง  พบวาไดความเขมขนของเซลลสูง  แตชวงเวลานั้น
กระบวนการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวไมสามารถแขงขันทางเศรษฐกิจได  เนื่องจากแหลงโปรตีนจาก
ถั่วเหลืองมีราคาถูกกวา (Cregg et al., 2000)  จนกระทั่งในป ค. ศ. 1988 บริษัทนี้ไดประสบความ
สํ าเร็จในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากเมทิลโลโทรฟกยีสต P. pastoris โดยใชเมทานอลเปนสารตัง้
ตน  ในถังหมักขนาด  25,000  ลิตร  ไดผลผลิตเปนเซลลเขมขน  125-150  กรัมนํ้ าหนักแหงตอลิตร
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2.  การผลิตกรดอะมิโน

             Okumura et al. (1970) จดสิทธิบัตรวิธีการผลิตกรดอะมิโนโดยเมทิลโลโทรฟกยีสต  เชน
แอล-อะลานนี (0.3  กรัมตอลติร)  กรดแอล-กลทูามกิ (1.5  กรัมตอลติร)  แอล-ไลซนี (0.5  กรัมตอลติร)
แอล-ทรีโอนีน (0.5  กรัมตอลติร)  และแอล-เวลีน (0.5 กรัมตอลติร)  ส ําหรับการผลติ แอล-ทริปโตเฟน
มีรายงานในเชื้อสายพันธุกลายของ Hansenula  polymorpha ซึ่งจะตองเติม แอล-ฟนิลอะลานีน และ
แอล-ไทโรซีน  ปริมาณเล็กนอยในอาหารที่มีเมทานอล  2 %  ซึ่งการศึกษาของ Denenu and Demain
(1981)  พบวาสายพันธุกลายนี้สามารถตานทานตอแอนติเมแทบอไลทของทริปโตเฟน  เชน
5-fluorotryptophan หรือ anthranilate ได  โดยสามารถสะสมทรปิโตเฟนไวภายในเซลล   นอกจากนี้
ยงัพบทริปโตเฟนเมแทบอไลท (เชน ทริปโตเฟนอินโดลอะซิติก และ อินโดลอะซิทาลดีไฮด) อยูใน
อาหารเลี้ยงเชื้อดวย

3.  การผลิตกรดซิตริก

             Sahm (1977) รายงานการผลิตกรดซิตริกโดยยีสต Candida boidinii ซึ่งสามารถผลิตกรด
ซิตริกได  1  กรัมตอลิตร  เมื่อเติมสาร fluoroacetate ลงในอาหารที่ใชเมทานอลเปนแหลงคารบอน
ตอมา Tani et al. (1984) รายงานเกีย่วกบัสายพนัธุกลายของ Candida ซึง่สามารถตานทาน (resistant) ตอ
fluoroacetate วาสามารถผลิตกรดซิตริกไดถึง 5  กรัมตอลิตร  หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลานาน  4  วัน
ในอาหารที่มีเมทานอลเปนแหลงคารบอน

4.   การผลิต nucleotide coenzyme

Shimizu et al. (1977 b) รายงานถึงการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต flavin adenine
dinucleotide (FAD) ในเมทิลโลโทรฟกยีสตวา  การเติม riboflavin หรือ flavin mononucleotide
(FMN) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเมทานอลนั้น  ยีสตจะสามารถเปลี่ยนใหเปน FAD ได  วิธีการนี้ใหผล
ผลิต FAD สูงถึง  45.4  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตอมา Shimizu et al. (1977 a) รายงานการเพาะเลี้ยงเมทิลโลโทรฟกยีสตในอาหารที่ใช
เมทานอลเปนแหลงคารบอน  และเติม flavin  3  คร้ังติดตอกัน  จะสงผลใหเอนไซม FAD
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pyrophosphorylase ถูกกดดัน  ขณะที่เอนไซม FAD-dependent alcohol oxidase จะถูกเหนี่ยวนํ าโดย
flavin ที่เติมในอาหาร  ทํ าให riboflavin หรือ flavin mononucleotide (FMN) เปลี่ยนไปเปน FAD

  Tani et al. (1982) ศึกษาการผลิต ATP โดยใชเซลลของ Kloeckera sp. No. 2201 (ปจจุบัน
จํ าแนกเปน Candida boidinii)  พบวายีสตน้ีจะรีดิวซ NAD+ ในกระบวนการออกซิเดชันสาร
ประกอบคารบอนหนึ่งอะตอมเพื่อสรางพลังงาน  ซึ่ง NADH ที่ไดจะถูกนํ าไปใชในกระบวนการ
หายใจเพื่อการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ ADP ไดเปน ATP น่ันเอง  สรุปไดวาขั้นตอนจะประกอบดวย
ปฏิกิริยา oxidative phosphorylation พรอมกับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของเมทานอลหรือ
ฟอรเมท  และยังมีกระบวนการเติมหมูฟอสเฟตใหกับสาร AMP ไปเปน ADP โดยเอนไซม
adenylate kinase อีกดวย  ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแสดงดังภาพที่ 3

ภาพที่ 3   ลํ าดับปฏิกิริยาการผลิต ATP ในยีสต Kloeckera sp. No. 2201
ที่มา: Tani et al. (1982)
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5.  การผลิตสารเมแทบอไลทท่ีเกี่ยวของกับวิถีแอสสิมิเลชันของเมทานอล

 มีรายงานการผลิตสารเมแทบอไลทที่เกี่ยวของกับวิถีแอสสิมิเลชันของเมทานอลโดยตรง
เพื่อจุดประสงคทางการคา  โดย Kato et al. (1986)  ไดทํ าการศึกษาเชื้อสายพันธุกลายของ
Hansenula  polymorpha CBS  4732  ที่เจริญในอาหารที่มีเมทานอล  พบวาเชื้อสายพันธุน้ีสามารถ
ผลิตไดไฮดรอกซีอะซีโตนและกลีเซอรอลจากเมทานอลไดผลผลิต  18.8 % โดยปริมาณสารทั้งสอง
ชนิดรวมกันเปน  1.5  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

6.   การนํ าไปใชเปนเซลลเจาบานสํ าหรับการแสดงออกของยีนจากแหลงอื่น

ในอดีตมีการศึกษาดานพันธุศาสตรและชีวโมเลกุลระดับเซลลของ
Saccharomyces  cerevisiae อยางกวางขวาง  เพือ่การพฒันาไปใชเปนเซลลเจาบานส ําหรับการแสดง
ออกของยนีจากแหลงอ่ืน (heterologous gene)  แตกลบัประสบปญหาเนือ่งจาก S. cerevisiae ผลิตโปรตนี
ทีถ่กูก ําหนดโดยยีนนั้น (heterologous  protein) ไดในปริมาณที่ไมสูงนัก  นอกจากนี้ยังอาจเกิดความ
ผิดพลาดในกระบวนการ glycosylation ได  ซึ่งอาจแกปญหาไดโดยใชเซลลเนื้อเยื่อสัตวเปนเซลล
เจาบานแทน  แตเปนวิธีการที่มีคาใชจายสูงมาก (Harder and Brooke, 1990)  นอกจากนี้การใช
S. cerevisiae เปนเซลลเจาบานยังมีขอเสียอ่ืน ๆ อีก  คือ  ขาดเสถียรภาพหรือความคงตัวทาง
พันธุกรรรม  รวมทั้งการแสดงออกอาจยังไมดีพอเนื่องจากขาดการควบคุมการแสดงออกของยีน
โดยโปรโมเตอรที่มีประสิทธิภาพ

เมื่อเร่ิมมีการศึกษาดานพันธุศาสตรโมเลกุลของเมทิลโลโทรฟกยีสตในป ค. ศ. 1983  จึง
พบวาการผลิตเอนไซม alcohol oxidase ของยีสตกลุมนี้สามารถควบคุมใหเกิดการแสดงออกใน
ระดับสูงไดในอาหารที่มีเมทานอล  เมทิลโลโทรฟกยีสตจึงถูกนํ ามาใชเปนเซลลเจาบานสํ าหรับการ
นํ ายีนจากแหลงอ่ืนเขาสูโครโมโซมของเมทิลโลโทรฟกยีสต  แลวเกิดการแสดงออกภายใตการ
ทํ างานของโปรโมเตอรที่ควบคุมการสรางเอนไซม alcohol oxidase เมื่อถูกเหนี่ยวนํ าโดยเมทานอล
(Harder and Brooke, 1990)  ปจจุบันเปนที่นิยมใชเมทิลโลโทรฟกยีสตเปนเซลลเจาบานในการ
ทํ างานดานพันธุวิศวกรรม  เนื่องจากเปนเซลลแบบยูคาริโอต  มีกระบวนการปรับแตงโปรตีนภาย
หลังการสังเคราะห  เชน  กระบวนการ glycosylation ไดเชนเดียวกับสิ่งมีชีวิตชั้นสูง  อีกทั้งโปรตีน
ที่สรางจากยีนจากแหลงอ่ืนจะถูกจัดเก็บไวในเพอรออกซิโซมของเซลลยีสต  จึงไมเสี่ยงตอการถูก
ทํ าลายโดยเอนไซม protease ในไซโทพลาซึม
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Pichia  pastoris  ถอืเปนเมทลิโลโทรฟกยสีตทีม่ปีระสทิธภิาพสงูสํ าหรับใชเปนเซลลเจาบาน
ในการผลิตโปรตีนจากแหลงอ่ืน  เพราะการแสดงออกของยีนจากแหลงอ่ืนนั้นจะถูกควบคุมอยางดี
ดวย alcohol  oxidase (AOX 1) promoter ในการผลิตโปรตีนจากแหลงอ่ืนนี้  ควรคํ านึงถึงความ
เขมขนของเมทานอลในถังหมักดวย  คือ  ตองระมัดระวังมิใหเมทานอลมีความเขมขนถึงระดับที่
เปนพิษกับ P. pastoris ได  โดยความเปนพิษเกิดจากการสะสมฟอรมาลดีไฮดและไฮโดรเจน
เปอรออกไซดภายในเซลลน่ันเอง  ดังนั้นการรักษาความเขมขนของเมทานอลใหอยูในระดับที่
เหมาะสมจึงเปนสิ่งสํ าคัญ  โดยเมทานอลจะตองมีความเขมขนเพียงพอที่จะกระตุนและควบคุมการ
ท ํางานของ AOX1 promoter ได  แตตองไมสงูจนถงึระดับทีเ่ปนพษิกบัเซลล (Lee et al., 2003 b)

ปจจุบันมีรายงานการผลิตโปรตีนจากแหลงอ่ืนหลายชนิดโดยเมทิลโลโทรฟกยีสต  เชน
การผลิตเอนไซม  แอนติบอดี  ไซโตไคน และฮอรโมนตาง ๆ  เปนตน (Gellissen, 2000) โดย
Stratton et al. (1998) ไดรายงานถึงวิธีการผลิตโปรตีนจากแหลงอ่ืนใหไดเซลลความเขมขนสงู  และ
ผลติโปรตนีจากแหลงอ่ืนใหไดปริมาณมาก  ซึง่ขัน้ตอนแรกจะเลีย้งเมทลิโลโทรฟกยสีตที่ผานการ
ดัดแปลงพันธุกรรมแลวดวยอาหารที่มีเกลือเปนองคประกอบ  ใชแหลงคารบอนที่เปนแบบ
non-fermentable ไดแก  กลีเซอรอล  สวนในขั้นตอนที่  2  เมื่อยีสตใชกลีเซอรอลจนหมดจะเติม
กลีเซอรอลลงในถังหมักแบบแบทซ  ซึ่งขั้นตอนนี้ถือวาสํ าคัญเพราะผลผลิตพลอยได (by-product)
เชน  เอทานอลที่เกิดขึ้นในขั้นตอนแรกจะถูกใชไปจนหมด  โดยขั้นตอนนี้จะไดเซลลความเขมขน
สูง  จากนั้นจึงเขาสูขั้นตอนที่  3  ซึ่งเปนระยะเหนี่ยวนํ า (induction  phase) โดยการเติมเมทานอล
เพื่อเหน่ียวนํ าใหเมทิลโลโทรฟกยีสตสรางโปรตีนจากแหลงอ่ืน  ซึ่งถาความเขมขนของเซลลภายใน
ถังหมักสูงก็จะสามารถผลิตโปรตีนจากแหลงอ่ืนไดปริมาณมากนั่นเอง

7.  การผลิตโพลีออล (polyol)

ยีสตสรางโพลีออลหรือน้ํ าตาลแอลกอฮอลบางชนิดเพื่อตอบสนองตอสภาวะที่มน้ํี าตาลหรือ
เกลือความเขมขนสูง  ซึ่งโพลีออลเหลานี้ทํ าหนาที่เปน osmoregulator คือทํ าหนาที่รักษาหรือควบ
คุมแรงดันออสโมซีสภายในเซลลใหสมดุลกับภายนอกเซลล  และชวยปองกันเอนไซมถูกกระตุน
หรือยับยั้งกิจกรรมเนื่องจากอยูในสภาวะที่มี Aw ต่ํ า (Brown, 1978; Edgley and Brown, 1983)
สารประกอบโพลีออลหลายชนิดเชน  กลีเซอรอล  ไซลิทอล  ซอรบิทอล  และอีรีทริทอล  มีความ
สํ าคัญในอุตสาหกรรม  โดยทั่วไปการผลิตโพลีออลใชวิธีการทางเคมี  ทํ าใหประสบปญหาในการ
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ทํ าใหบริสุทธิ์ซึ่งมีความซับซอนยุงยาก  ดังนั้นการผลิตสารโพลีออลโดยใชเซลลจุลินทรียจึงเปนอีก
ทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ  มีการนํ าเมทิลโลโทรฟกยีสตมาศึกษาการผลิตโพลีออลบางชนิดดังนี้

ภาพที่ 4  โครงสรางทางเคมีของซอรบิทอล  อีรีทริทอล  และไซลิทอล
ที่มา: Talja and Roos (2001)

7.1  การผลิตกลีเซอรอล (glycerol)

กลีเซอรอลเปนนํ้ าตาลแอลกอฮอลที่ถูกนํ ามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตยา
เคร่ืองสํ าอางค   และยังใชผสมในอาหารเพื่อใหเกิดความขน  เปนสารใหความคงตัว (stabilizer)
ใชเปน emulsifier  สารหลอลื่น  และสารตานความเย็น (antifreeze) อีกดวย

Kato et al. (1986) รายงานถึงการผลิตกลีเซอรอลจากเมทานอล  โดยเชื้อ
 Hansenula polymorpha CBS  4732  สายพันธุกลาย  พบวาสามารถผลิตกลีเซอรอลและ
ไดไฮดรอกซีอะซีโตนไดผลผลิต  18.8 %

Yamada et al. (1993) รายงานวา Candida  boidinii UV-16 ซึ่งเปนสายพันธุกลาย
สามารถผลิตกลีเซอรอลไดปริมาณสูง  โดยการใหเมทานอลและสารอาหารที่เปนแหลงไนโตรเจน
ระหวางการเลี้ยงเชื้อเพื่อสงเสริมการผลิตกลีเซอรอล  นอกจากนี้ยังพบวาถาไมมีไบโอตินและ
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ไทอามีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  สงผลใหการเจริญของเชื้อลดลงแตสามารถผลิตกลีเซอรอลไดมาก
ขึ้นถึง  2  เทา  โดยวิตามินปริมาณเล็กนอยที่ติดมากับหัวเชื้อก็ยังจํ าเปนสํ าหรับขั้นตอนการผลิต
กลีเซอรอลอยู  และยังพบวาการเติม antifoam จะทํ าใหสามารถผลิตกลีเซอรอลไดปริมาณสูงขึ้น

              7.2  การผลิตซอรบิทอล (sorbitol)

        มีการนํ าซอรบิทอลมาใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท  โดยเฉพาะในอุตสาหกรรม
อาหารเนื่องจากเปนสารที่ชวยรักษาความชื้น (humectant) และใหความออนนุมในผลิตภัณฑที่ตอง
ปองกันการสูญเสียความชื้น  เชน  อุตสาหกรรมการผลิตเบเกอรี่  การผลิตช็อคโกแลต  ซึ่งตอง
ปองกันมิใหผลิตภัณฑแหงและแข็ง  ทํ าใหผลิตภัณฑดูสดใหมอยูเสมอ  ซอรบิทอลเปนนํ้ าตาลที่มี
ความคงตัวทางเคมี  แมอยูในที่อุณหภูมิสูงก็ไมเกิด Maillard reaction หรือ Browning จากคุณสมบัติ
ขอน้ีจึงนํ าซอรบิทอลไปใชในการผลิตคุกกี้  ทํ าใหคุกกี้มีสีนารับประทาน  ไมมีสีเขม  นอกจากนี้ยัง
ใชซอรบิทอลเปนสารใหความหวานในอาหารจํ าพวกลูกกวาด  หมากฝร่ัง  ขนมหวานแชแข็ง  รวม
ทั้งใชในการผลติยาสฟีนและนํ ้ายาบวนปากดวย  เนือ่งจากแบคทเีรียในชองปากไมสามารถใช
ซอรบิทอลในกิจกรรมที่ทํ าใหเกิดกรดทํ าลายฟนได

        ประโยชนของซอรบทิอลทีส่ ําคญัอีกประการคอื  ใชเปนสารใหความหวานแทนนํ ้าตาล
สํ าหรับผูปวยโรคเบาหวาน  เนื่องจากมีรสหวาน (มีความหวานเทากับ  60 %  ของซูโครส) และให
พลังงานตํ่ ากวาซูโครส (ซอรบิทอลใหพลังงาน  2.6  แคลอรีตอกรัม  ขณะที่ซูโครสใหพลังงาน  4
แคลอรีตอกรัม)  จึงสามารถใชในการควบคุมนํ้ าหนักและควบคุมนํ้ าตาลในเลอืดได  นอกจากนีย้งัใช
ซอรบทิอลในการผลติเคร่ืองส ําอางคและผลติยาในระดบัอุตสาหกรรมอกีดวย

                     การน ําซอรบทิอลมาใชประโยชนดังทีก่ลาวมาแลว  สามารถมัน่ใจไดในความปลอดภยั
เนื่องจากซอรบิทอลไดรับการรับรองจากสถาบันอาหารและยาแหงประเทศสหรัฐอเมริกาแลววา
ปลอดภัย  นอกจากนี้ยังไดรับการยอมรับอยางแพรหลายจากประเทศในกลุมยุโรป  รวมทั้ง
ประเทศออสเตรเลีย  แคนาดา  และญี่ปุนดวย  ในประเทศสหรัฐอเมริกามีหลายบริษัทที่ผลิต
ซอรบิทอลเพื่อการคา  เชน  บริษัท Archer Daniels Midland  บริษัท Roquette Americ  และบริษัท
SPI Polyols เปนตน (Calorie Control Council, 2003)
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ปจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตซอรบิทอลมักใชกระบวนการทางเคมีโดยอาศัยปฏิกิริยา
การเติมนํ้ า (hydrogenation) เพื่อเปลี่ยนกลูโคสเปนซอรบิทอล  แตอยางไรก็ตามระหวางกระบวน
การเติมนํ้ าที่อุณหภูมิ  100-140  องศาเซลเซียส  และคาแรงดันไฮโดรเจนที่เปลี่ยนแปลงจะทํ าใหเกิด
สารที่เปนผลผลิตพลอยไดขึ้น โดยเฉพาะในสภาวะดาง  กลูโคสจะเกิดปฎิกิริยา isomerization ไป
เปนฟรุกโตสและแมนโนส  เปนผลใหเมื่อเกิดกระบวนการเติมนํ้ าจะไดผลผลิตเปนแมนนิทอล  ซึง่
จะเปนปญหาในขัน้ตอนการท ําใหบริสทุธิ์  สงผลใหตนทนุการผลติสงู (van Gorp et al., 1999)   ดังนัน้
การผลติซอรบทิอลโดยใชวิธกีารทางเทคโนโลยชีีวภาพจงึเปนอีกทางเลอืกหนึง่

       Tani and Vongsuvanlert (1987) รายงานการใชเมทลิโลโทรฟกยีสต (Candida  boidinii)
ในการผลิตซอรบิทอลโดยใชดี-กลูโคสเปนสารตั้งตน  โดยคาดวาการผลติซอรบทิอลเกดิจากการเรง
ปฏกิริิยาโดยเอนไซม xylose  isomerase เปลี่ยนดี-กลูโคสเปนด-ีฟรุกโตส  หลงัจากนัน้จะเกดิปฏิกิริยา
รีดักชนัเปลีย่นด-ีฟรุกโตสเปนซอรบทิอลดวยเอนไซม sorbitol  dehydrogenase (SDH)  ซึง่ขัน้ตอนนี้
จํ าเปนตองใช NADH ในปฏิกิริยาดวย  โดย NADH น้ันเกิดจากกระบวนการออกซิเดชันของ
เมทานอลภายในเซลลเมทิลโลโทรฟกยีสต (Vongsuvanlert and Tani, 1988 a)  ปฏิกิริยาแบบผัน
กลับไดที่เกิดจากการเรงโดยเอนไซม sorbitol dehydrogenase แสดงดังสมการ

D-fructose + NADH + H+                                 D-sorbitol + NAD+

                    ซึ่งผลการทดลองพบวาเซลลยีสตที่เลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยเมทานอลและไซโลส
จะสามารถผลิตซอรบิทอลไดสูง  โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยา (reaction mixture) การผลิต
ซอรบิทอลที่ประกอบดวยเมทานอล  กลูโคสหรือฟรุกโตส  Tris-HCl buffer, Fe2+, PEG-4000 และ
เซลลยีสต  ซึ่งสามารถใหปริมาณผลผลิตหรือซอรบิทอลไดสูงสุดคือ  8.8  กรัมตอลิตร  และ  19.1
กรัมตอลิตร  เมื่อใชกลูโคสเร่ิมตน  20  กรัมตอลิตร  และฟรุกโตสเร่ิมตน  20  กรัมตอลิตร
ตามลํ าดับ



20

             7.3  การผลิตไอดิทอล (Iditol)

       การผลิตไอดิทอลดวยวิธีการทางเคมีสามารถทํ าไดโดยใชซอรโบสเปนสารเริ่มตน
แลวนํ าไปผานกระบวนการ hydrogenation และ acetylation แตไอดิทอลที่ไดจะปนเปอนดวย C-2
epimer และซอรบิทอล  นอกจากนี้ราคาไอดิทอลยังสูง  เนื่องจากกระบวนการผลิตเปนกระบวนการ
ทางเคมีที่ตองผานหลายขั้นตอน  ขณะที่ไดปริมาณผลผลิตเพียงเล็กนอยเทานั้น

      Vongsuvanlert and Tani (1988 b) ไดศึกษาการผลิตไอดิทอลโดยเชื้อ Candida boidinii  
No. 2201 แลวรายงานวาการผลิตไอดิทอลจากซอรโบสนั้นอาศัยเอนไซม iditol dehydrogenase ที่
ทํ างานพรอมกับการเกิดออกซิเดชันของเมทานอล  แลวได NADH ไปใชในปฏิกิริยา  สํ าหรับการ
ทดลองสามารถผลิตไอดิทอลไดสูงสุดและมีกิจกรรมของเอนไซมที่สูงสุดเชนกัน  เมื่อเลี้ยงเซลลใน
อาหารทีป่ระกอบดวยเมทานอลและซอรโบส  โดยปริมาณไอดทิอลทีส่งูทีส่ดุเทากบั  148  กรัมตอลติร
จากการใชซอรโบส  150  กรัมตอลติร  และเมทานอลเขมขน  0.5  โมลาร

ไซลิทอล (Xylitol)

1.  คุณสมบัติของไซลิทอล

ไซลิทอลเปนนํ้ าตาลแอลกอฮอลของไซโลส  มีโมเลกุลเดี่ยว  ประกอบดวยคารบอนหา
อะตอม (ภาพที่  5)  สูตรโมเลกุลคือ C5H12O5  น้ํ าหนักโมเลกุลเทากับ  152.1  ลักษณะเปนผงผลึกสี
ขาว  รสชาติหวาน  ไมมีกลิ่น  และไมมีคุณสมบัติเบี่ยงเบนเเสง  ไซลิทอลจัดเปนสารมัธยันตรใน
คารโบไฮเดรตเมแทบอลิซึมของมนุษยและสัตว  สามารถพบไซลิทอลไดทั่วไปในพืชผักหลายชนิด
ซึ่งคุณสมบัติที่สํ าคัญของไซลิทอลมีดังนี้ (Emodi, 1978)

   H     OH H
 HOCH2—C —C—C—CH2OH
                  OH  H   OH

ภาพที่ 5  โครงสรางทางเคมีของไซลิทอล
ที่มา: Emodi (1978)
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1.1  จุดเดือดและจุดหลอมเหลว  ไซลิทอลมีจุดเดือดที่อุณหภูมิ  216  องศาเซลเซียส  และ
จุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ  93.4-94.7  องศาเซลเซียส

1.2  การดูดความชื้น  ในที่มีความชื้นสูง  ไซลิทอลจะดูดความชื้นไดมากกวาซูโครสแต
นอยกวาซอรบิทอล

              1.3 การละลายและความคงตัว ไซลิทอลละลายนํ้ าไดดี  โดยละลายได  64.2  กรัมตอ 100
มิลลิลิตร  ที่อุณหภูมิ  20  องศาเซลเซียส  สามารถละลายไดรวดเร็วกวาซอรบิทอลและสารละลาย
ไซลิทอลมีความคงตัวแมสัมผัสกับความรอนหรือเก็บไวเปนเวลานาน  ไซลิทอลไมมีหมู aldo และ
keto ในโครงสราง  จึงไมเกิดปฏิกิริยา Maillard browning และ Caramelization  จุลินทรียโดยสวน
ใหญไมสามารถใชไซลิทอลได  ผลิตภัณฑที่ผลิตจากไซลิทอลจึงไมถูกจุลินทรียทํ าลายไดโดยงาย
นอกจากนี้ไซลิทอลสามารถละลายไดในเอทานอลและเมทานอล  โดยละลายได  1.2  และ  6.0
กรัมตอ  100  มิลลิลิตร  ตามลํ าดับ

1.4 ความเย็น  ไซลิทอลมีคาความรอนจํ าเพาะในการละลายเทากับ  –38.4  แคลอรีตอกรัม
จึงใหความรูสึกเย็นคลายเมนทอล  แตไซลิทอลที่อยูในรูปอสัณฐานหรือสารละลายจะไมมี
คุณสมบัติที่ใหความเย็น  ดังนั้นหากตองการความเย็นสํ าหรับผลิตภัณฑอาหารจะตองใชในรูป
ผลึกเทานั้น

1.5 ความหวาน  ไซลิทอลมีความหวานมากกวาแมนนิทอล  2.5  เทา  และหวานกวา
ซอรบิทอล  2  เทา  โดยเมื่อเปรียบเทียบกับซูโครสแลว  ไซลิทอลมีความหวานเทากับ  0.85-1.25
เทา  ซึ่งขึ้นอยูกับคาพีเอช  ความเขมขน  อุณหภูมิ  และความเขมขนของเกลือ  เปนตน โดยไซลิทอล
ที่มีความเขมขน  10%  มีความหวานเทากับซูโครสเขมขน  10%  แตถาความเขมขนของไซลิทอล
มากกวา  10%  จะมีความหวานมากกวาซูโครส  และไซลิทอลที่มีความเขมขนต่ํ ากวา 10%  ความ
หวานจะมคีานอยกวา  โดยหากก ําหนดใหซโูครสมีความหวานเทากับ  100  แลว  ฟรุกโตส  ไซลิทอล
กลูโคส  ไซโลส  ซอรบิทอล  และแมนนิทอล  มีความหวานเทากับ  150, 85-120, 70, 67, 50  และ
40  ตามลํ าดับ

1.6  พลังงาน   ไซลิทอล  1  กรัม  ใหพลังงานเทากับ  4.06  กิโลแคลอรี  ซึ่งมีความใกล
เคียงกับคารโบไฮเดรตชนิดอ่ืน
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1.7 ไมทํ าใหฟนผุ  เนื่องจาก Streptococcus mutans ซึ่งเปนจุลินทรียประจํ าถิ่นในชองปาก
ไมสามารถใชไซลิทอลในเมแทบอลซิมึได  จึงไมเกดิกรดท ําลายฟน  คาพเีอชทีผ่วิฟนจงึไมต่ํ ากวา  5.7

2.  ประโยชนของไซลิทอล

น้ํ าตาลเปนสิ่งที่ใชผสมในขนมหวานและขนมขบเคี้ยว  ตลอดจนหมากฝรั่ง  เพื่อใหรสชาติ
หวานอรอยมาแตด้ังเดิม  แตน้ํ าตาลเปนอาหารของแบคทีเรียในชองปาก Streptocuccus mutans ซึ่ง
เปนสาเหตุทํ าใหฟนผุ  ปจจุบันการผลิตหมากฝร่ังจึงนิยมใชสารใหความหวานแทนนํ้ าตาล
เนื่องจากแบคทีเรียในชองปากไมสามารถใชสารใหความหวานเหลานี้ไดจึงไมทํ าใหฟนผุ  ซึ่งใน
บรรดาสารใหความหวานนั้นไซลิทอลมีความโดดเดนที่สุด  เพราะมีการศึกษาพบวา  การเคี้ยว
หมากฝร่ังที่มีสวนผสมของไซลิทอลชวยใหการสะสมแรธาตุคืนกลับ (remineralization) ของ
แคลเซียมและฟอสเฟตซึ่งเปนองคประกอบของเนื้อฟนเพิ่มขึ้น  ทํ าใหรอยผุของฟนกลับแข็งแรง
นอกจากนี้ไซลิทอลยังกระตุนการหลั่งนํ้ าลาย  ชวยปรับความเปนกรดดางในชองปากใหเปนกลาง
ทํ าใหอัตราการเกิดฟนผุลดลง

สมาคมทันตแพทยชั้นนํ าในยุโรปกวา  10  ประเทศ  อาทิประเทศฟนแลนด  อังกฤษ  และ
ฝร่ังเศส ฯลฯ ใหการรับรองวา  การเคี้ยวหมากฝรั่งที่มีสวนผสมของไซลิทอลหลังอาหารทุกมื้อ
คร้ังละ  1-2  เม็ด โดยเคี้ยวนาน  3  นาทีขึ้นไปเปนประจํ า  สามารถชวยลดการเกิดฟนผุได         
(Bar, 1988; Makinen, 1992; Gaffar et al., 1998)

ปจจุบันผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพของชองปาก  เชน  น้ํ ายาบวนปาก  ก็นิยมใชไซลิทอลเปน
สวนผสมเชนกัน  เนื่องจากชวยยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรียไดดีกวาฟลูออไรดถึง  5  เทา  และดีกวา
คลอเฮ็กซิดีนซึ่งมีฤทธิ์ฆาเชื้อถึง  3  เทา  นอกจากนี้สามารถใชไซลิทอลเปนสวนผสมในยาสีฟน
เพื่อชวยรักษาความชุมชื้นของผลิตภัณฑได (Parajo et al., 1998)

นอกเหนือจากที่กลาวมาแลวขางตน ไซลิทอลยังนิยมใชในอุตสาหกรรมเพื่อเพิ่มความ
หวานในผลิตภัณฑอาหารและยา  เชน  วิตามิน  เบเกอรี่  ไอศกรีม  โยเกิรต  เยลลี่  และ  แยม
ซึ่งสามารถเก็บรักษากลิ่น  รส  และความหนืดไดนานกวาซูโครส (Emodi, 1978)
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นอกจากนี้การเผาผลาญไซลิทอลไมขึ้นกับอินซูลิน  จึงไมกอใหเกิดสภาวะนํ้ าตาลในเลือด
สูง (Hyperglycemia)  หรือน้ํ าตาลในเลือดต่ํ า (Hypoglycemia)  ดังนั้นจึงสามารถใชไซลิทอลเปน
สารใหความหวานสํ าหรับผูปวยโรคเบาหวานไดอีกดวย (Makiness, 2000)  อยางไรก็ตามในกรณีที่
รางกายไดรับไซลิทอลมากเกินไป  การดูดซึมอาจเปนไปไดไมสมบูรณ  เปนสาเหตุใหเกิดอาการ
ทองเสียได  ซึ่ง Culbert et al. (1986)  รายงานวา  ปริมาณไซลิทอลสูงสุดที่รางกายไดรับโดยไมสง
ผลเสีย  คือ  60  กรัมตอวัน

วิธีการผลิตไซลิทอล

1. การผลิตไซลิทอลโดยการสกัดจากพืช

ไซลิทอลเปนนํ้ าตาลแอลกอฮอลที่พบในผักผลไมหลายชนิด  แตไซลิทอลในพืชเหลานี้มี
ปริมาณตํ่ ามาก  ตัวอยางเชน  ราสเบอรร่ี  สตรอเบอรร่ี  ดอกกะหลํ่ า  ผักขม  และ  มะเขือ  มีปริมาณ
ไซลิทอลเทากับ  268, 362, 300, 107  และ  180  มิลลิกรัมตอน้ํ าหนักแหง  100  กรัม  ตามลํ าดับ
(Emodi, 1978)  การสกัดไซลิทอลจากพืชเหลานี้จึงไมคุมคาทางเศรษฐกิจ

2. การผลิตไซลิทอลโดยกระบวนการทางเคมี

การผลิตไซลิทอลทางอุตสาหกรรมสวนใหญใชกระบวนการทางเคมี  เร่ิมตนจากการนํ า
วัตถุดิบทางการเกษตร  เชน  ซังขาวโพด  ฟางขาว  เมล็ดฝาย  หรือชานออย  ซึ่งมีไซแลนเปน
องคประกอบ  มายอยสลายดวยกรด (acid hydrolysis)  จากนั้นนํ าสารละลายที่ไดไปแยกนํ้ าตาล
ชนิดอ่ืนออกเพื่อใหไดน้ํ าตาลไซโลสบริสุทธิ์  แลวจึงทํ าการเติมไฮโดรเจนใหแกโมเลกุลของนํ้ าตาล
ไซโลส (hydrogenation)  ภายใตความดันไฮโดรเจน  50  บรรยากาศ  ที่อุณหภูมิ  80-140  องศา
เซลเซียส  ซึ่งจะไดไซลิทอลเปนผลผลิต  แตตองนํ ามาผานกระบวนการทํ าใหบริสุทธิ์หลายขั้นตอน
คือ  โครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนอิออน  การทํ าใหเขมขน  การตกผลึก  และ  การกํ าจัดสี
(Hyvonen and Koivistoinen, 1982)  ซึ่งมีการศึกษาพบวา  การผลิตไซลิทอลโดยกระบวนการทาง
เคมีสามารถใหผลผลิตไซลิทอลประมาณ  50-60%  จากไซโลสเริ่มตน (Nigam and Singh, 1995)
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การผลิตไซลิทอลโดยกระบวนการทางเคมีน้ัน  มีความยุงยากและซับซอนในขั้นตอนที่ทํ า
ใหไซลิทอลบริสุทธิ์  ตนทุนการผลิตจึงสูง  สงผลใหไซลิทอลมีราคาแพง  ดังนั้นการผลิตไซลิทอล
ดวยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ (Parajo et al., 1998)

3. การผลิตไซลิทอลโดยกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ

เปนกระบวนการที่ใชจุลินทรียหรือเอนไซมเพื่อการผลิตไซลิทอลจากนํ้ าตาลดี-ไซโลส 
(D-xylose)

3.1 การผลิตไซลิทอลโดยแบคทีเรีย

โดยทัว่ไปแบคทเีรียสามารถใชไซโลสไดโดยอาศยัเอนไซม xylose isomerase เพื่อ
เปลี่ยนไซโลสเปนไซลูโลส  หลังจากนั้นเอนไซม xylulokinase จะท ําหนาทีเ่ปลี่ยนไซลโูลสเปน
xylulose-5-phosphate ซึง่เปนสารมธัยนัตรทัว่ไปทีพ่บในเมแทบอลซิมึของโปรคาริโอตและ
ยูคาริโอต

       แบคทีเรียที่สามารถผลิตไซลิทอลจากไซโลสไดน้ันจํ าเปนตองมีเอนไซมที่ทํ าหนาที่
เรงปฏิกิริยารีดักชันไซโลสเพื่อเปลี่ยนเปนไซลิทอล  กอนที่ไซลิทอลจะถูกออกซิไดซเปนไซลูโลส
ตอไป (Parajo et al., 1998)  ซึ่งจากรายงานพบวามีเพียง Corynebacterium sp. (Yoshitake et al.,
1971)  และ Enterobacter sp. (Yoshitake et al., 1973) ที่สามารถผลิตไซลิทอลจากไซโลสได

      Yoshitake et al. (1973) รายงานการผลิตไซลิทอลจาก Enterobacter sp.  พบวา  ผลิต
ไซลิทอลได  33.3  กรัมตอลิตร  จากไซโลสเริ่มตน  100  กรัมตอลิตร  และมีอัตราการผลิตไซลิทอล
เทากับ  0.35  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง

      นอกจากนี้ยังมีรายงานวา Mycobacterium smegmatis สามารถใชไซลูโลสเปน
สับสเตรตสํ าหรับการผลิตไซลิทอลได (Izumori and Tuzuki, 1988)  แตอยางไรก็ตามการผลิต
ไซลิทอลโดยแบคทีเรียเหลานี้ใหผลผลิตคอนขางตํ่ า   ดังนั้นจึงไมเปนที่สนใจศึกษากันมากนัก
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3.2 การผลิตไซลิทอลโดยราเสนสาย

ราเสนสายมีวิถีเมแทบอลิซึมของไซโลสเชนเดียวกับยีสต  โดยผานการทํ างานของ
เอนไซมที่ทํ าหนาที่เรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันเพื่อเปลี่ยนไซโลสเปนไซลูโลส  โดยมีไซลิทอล
เปนสารมัธยันตร  มีรายงานวาพบการผลิตไซลิทอลโดยราเสนสายหลายสกุล  คือ Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus, Gliocladium, Byssochlamys, Myrothecium  และ Neurospora spp.  แตผลิต
ไดปริมาณตํ่ า (Chiang and Knight, 1960)  มีเพียง Petromyces albertensis เทานั้นที่มีรายงานการ
ผลติไซลิทอลไดสูงถึง  39.8  กรัมตอลิตร  จากไซโลสเริ่มตน  100  กรัมตอลิตร  เมื่อเลี้ยงเชื้อเปน
ระยะเวลา  10  วัน (Dahiya, 1991)

3.3 การผลิตไซลิทอลโดยยีสต

การผลิตไซลิทอลโดยกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพนั้น  การผลิตดวยยีสตเปนที่
สนใจศึกษากันมากที่สุด  เนื่องจากยีสตหลายสายพันธุสามารถผลิตไซลิทอลไดปริมาณสูง  จึงอาจมี
ประสิทธิภาพที่สามารถทดแทนการผลิตไซลิทอลโดยกระบวนการทางเคมีได  ซึ่งจะไดกลาวถึงใน
รายละเอียดตอไป

3.4 การผลิตไซลิทอลโดยเอนไซม

Nidetzky et al. (1996) ทดลองผลิตไซลิทอลจากไซโลสโดยใชเอนไซม xylose
reductase จากยีสต Candida tenuis ควบคูกับการใชเอนไซม glucose dehydrogenase จากเเบคทีเรีย
Bacillus cereus ที่ทํ าหนาที่ออกซิไดซกลูโคสโดยใช NAD+  เปนตัวรับอิเล็กตรอน  เเละเกิด NADH
ขึ้นในปฏิกิริยา  เพื่อนํ า NADH ไปใชในปฏิกิริยาที่เรงโดยเอนไซม xylose reductase ตอไป  ผลการ
ทดลองพบวา  มีคาผลได (Yp/s) ของไซลิทอลเทากับ  0.96  กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลส  จาก
ไซโลสเริ่มตน  300  กรัมตอลิตร  และมีอัตราการผลิตไซลิทอลเทากับ  3.33  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง
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การผลิตไซลิทอลโดยยีสต

เมแทบอลิซึมของนํ้ าตาลไซโลสในยีสต

เมแทบอลิซึมของไซโลสในยีสตน้ันแตกตางจากกระบวนการที่เกิดขึ้นในแบคทีเรียในขั้น
ตอนการเปลี่ยนไซโลสเปนไซลูโลส  โดยแบคทีเรียสวนใหญจะเปลี่ยนไซโลสเปนไซลูโลสดวย
ปฏิกิริยา isomerization โดยเอนไซม xylose isomerase ในขณะที่ยีสตใชปฏิกิริยาออกซิเดชันและ
รีดักชันในการเปลี่ยนไซโลสเปนไซลูโลส (Parajo et al., 1998)  

เมื่อยีสตนํ าไซโลสที่อยูภายนอกผานเขาไปในเซลล  ไซโลสจะถูกรีดิวซเปนไซลิทอลโดย
เอนไซม NADH - และ/หรือ NADPH - linked xylose reductase  หลังจากนั้นไซลิทอลอาจถูกขับ
ออกมานอกเซลล  หรือถกูออกซิไดซเปนไซลโูลสโดยเอนไซม NAD+- linked xylitol dehydrogenase
และตอมาไซลโูลสจะถกูฟอสโฟรีเลทเปน xylulose-5-phosphate ดวยปฏกิิริยาฟอสโฟรีเลชนัจากการ
ท ํางานของเอนไซม xylulokinase (Smiley and Bolen, 1982; Rizzi et al., 1989)  xylulose-5-phosphate
ทีเ่กดิขึน้จะเขาสูวิถเีพนโตสฟอสเฟต (Pentose phosphate pathway)  ใหผลผลิตคือ glyceraldehyde-3-
phosphate และ fructose-6-phosphate ซึง่จะเขาสูวิถ ีEMP (Embden-Meyerhof-Parnas pathway) เพือ่
ผลติไพรูเวท  โดยไพรูเวทอาจถกูดคีารบอกซเิลทและถกูรีดิวซโดยปฏกิริิยาทีเ่รงโดยเอนไซม     
pyruvic decarboxylase และ alcohol dehydrogenase ตามล ําดบั  ไดผลผลติเปนเอทานอล  หรือไพรูเวท
อาจเขาสูวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลกิ (TCA cycle) เพือ่สรางพลงังานและเซลลตอไป  นอกจาก
xylulose-5-phosphate จะเขาสูวิถเีพนโตสฟอสเฟตแลว  ยังเขาสู phosphoketolase bypass ไดอีกทาง
หน่ึง  โดยมี glyceraldehyde-3-phosphate และ acetyl phosphate เปนผลผลติจากการทํ างานของ
เอนไซม xylulose-5-phosphate phosphoketolase ซึ่ง glyceraldehyde-3-phosphate ที่เกิดขึ้นจะเขาสู
วิถี EMP ขณะที่ acetyl phosphate จะเกิดปฏิกิริยาตอโดยการทํ างานของเอนไซม acetate kinase ได
acetate เปนผลผลิต  ซึง่ acetate อาจเกดิปฏกิริิยาตอไปโดยการเรงของเอนไซม acetyl CoA synthase
ไดเปน acetyl CoA ซึ่งจะเขาสู TCA cycle ตอไป  หรือ acetate อาจเปลี่ยนเปนเอทานอลได
(Prior et al., 1989; Hahn-Hagerdal et al., 1994)  ดังแสดงในภาพที่  6
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                                pyruvate                      acetaldeh

ภาพที่  6  เมแทบอลิซึมของนํ้ าตาลดี-ไซโลสในยีสต
ที่มา: ดัดเเปลงจาก Winkelhausen and Kuzmanova (

D-xylose

xylitol

D-xylulose-5-pho

glyceraldehyde-3-phosphate

Embden-Meyerhoff-Parnas pathway

ylose  reductase

Tricarboxylic Acid Cycle

2

Pentose phosphate pathway
NAD(P)H
NAD(P)+ x
 
xylitol dehydrogenase
 D-xylulose
NAD+      
NADH
sphate
ATP
ADP

H +

Phosphoketolase bypass

e

A

CO
 NAD
yde             


1998)
NAD
xylulokinase
acetyl  phosphat
           
acetate
  ethanol
     acetyl Co



28

2. ยีสตสายพันธุท่ีสามารถผลิตไซลิทอล

ยีสตหลายสายพันธุมีความสามารถในการผลิตไซลิทอลจากไซโลส  ซึ่งสวนใหญจัดอยูใน
สกุล Candida  อาทิเชน C. blankii, C. boidinii, C. guilliermondii, C. mogii, C. tropicalis และ
C. utilis เปนตน  นอกจากนี้มีรายงานการผลิตไซลิทอลโดยยีสตสกุลอ่ืน ๆ  เชน
Pachysolen tannophilus, Debaryomyces hansenii และ Pichia anomala เปนตน (Kim et al., 1997;
Winkelhausen and Kuzmanova, 1998)  ซึ่งความสามารถในการผลิตไซลิทอลของยีสตบางสายพันธุ
ดังทีม่รีายงานไวไดแก Candida mogii ATCC 18364 ผลติไซลทิอลโดยมคีาผลได (Yp/s) ของไซลทิอล
เทากบั  0.59  กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลส  จากไซโลสเริม่ตน  93.5  กรัมตอลิตร (Sirisansaneeyakul
et al., 1992)  C. boidinii NRRL Y-17213  มคีา Yp/s เทากบั  0.48  กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลส  จาก
ไซโลสเริม่ตน  130  กรัมตอลิตร (Vandeska et al., 1995 b) C. tropicalis มีคา Yp/s เทากับ  0.56  กรัม
ไซลิทอลตอกรัมไซโลส  จากไซโลสเริม่ตน  150  กรัมตอลิตร (Kim et al., 1997)  C. guilliermondii
IM 50088 มีคา Yp/s เทากับ  0.70  กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลส  จากไซโลสเริม่ตน  50  กรัมตอลิตร
(Aguiar Jr et al., 2002)  และ Pachysolen tannophilus มีคา Yp/s เทากับ  0.14  กรัมไซลิทอลตอกรัม
ไซโลส  จากไซโลสเริม่ตน  25  กรัมตอลิตร (Sanchez et al., 2003) เปนตน  เมือ่พจิารณาเปรียบเทียบ
ผลผลติไซลทิอลจากรายงานขางตน  พบวา C. tropicalis ผลิตไซลิทอลไดปริมาณมากที่สุด  เทากับ
84  กรัมตอลิตร  ในขณะที่ C. guilliermondii IM 50088 ผลิตไซลิทอลไดนอยกวา  โดยผลิตไดเพียง
35  กรัมตอลิตร  แมจะมีคา Yp/s ที่สูงกวาก็ตาม

3.  การผลิตไซลิทอลโดยเมทิลโลโทรฟกยีสต

Vongsuvanlert and Tani (1989) ศึกษาการผลิตไซลิทอลจากไซโลสโดยเมทิลโลโทรฟก
ยีสต Candida boidinii No. 2201  พบวา  อาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยเมทานอลความเขมขน  1%
(โดยปริมาตร) ใหผลผลิตไซลิทอลที่สูงกวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีเมทานอล  2.5  เทา  ทั้งนี้เนื่องจาก
เมทานอลที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อถูกออกซิไดซและเกิด NADH ขึ้นในกระบวนการ  ซึ่ง NADH มี
ความจํ าเปนสํ าหรับปฏิกิริยาการเปลี่ยนไซโลสเปนไซลิทอลโดยเอนไซม NADH-linked xylose
reductase (Suryadi et al., 2000)  นอกจากนี้ระดับ NADH ภายในเซลลที่เพิ่มขึ้นจะสงผลใหการเกิด
ปฏิกิริยาโดยเอนไซม NAD+-linked xylitol dehydrogenase ลดลง  การเปลี่ยนไซลิทอลเปนไซลูโลส
จึงลดลง  ซึ่งทํ าใหเกิดการสะสมไซลิทอลมากขึ้น (du Preez et al., 1989)
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จากการทดลองผลิตไซลิทอลดวย Candida boidinii No. 2201 เมื่อเลี้ยงเชื้อดวยอาหารที่มี
ไซโลสเขมขน  100  กรัมตอลิตร  และเมทานอลเขมขน  2% (โดยปริมาตร)  พบวา  สามารถใหผล
ผลิตไซลิทอลเทากับ  48.5  กรัมตอลิตร  และใหไซลูโลสเทากับ  3.3  กรัมตอลิตร (Vongsuvanlert
and Tani, 1989)

Suryadi et al. (2000) รายงานวา  เมทิลโลโทรฟกยีสต Hansenula polymorpha,
H. ofunaensis, Candida boidinii  และ  Pichia pinus  ผลติไซลทิอลจากไซโลสได  โดย H. polymorpha
มีปริมาณการผลิตไซลิทอลสูงที่สุด  คือ  57  กรัมตอลิตร  ในวันที่  3  ของการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว basal medium ที่ประกอบดวยไซโลสเขมขน  110  กรัมตอลิตร  เมทานอลเขมขน  1% (โดย
ปริมาตร)  ยูเรียเขมขน  2.5  กรัมตอลิตร  และ MgSO4 . 7H2O เขมขน  1  กรัมตอลิตร  ที่พีเอชเร่ิม
ตนเทากับ  8

4.  ปจจัยบางประการที่มีอิทธิพลตอการผลิตไซลิทอลโดยยีสต

ยีสตสามารถผลิตไซลิทอลไดมากหรือนอยแตกตางกันไป  ขึ้นอยูกับสายพันธุของยีสตและ
ปจจัยตาง ๆ  เชน  ปริมาณออกซิเจน  พีเอช  อุณหภูมิ  ความเขมขนของไซโลส  ความเขมขนของ
เชื้อเร่ิมตน  และตัวยับยั้ง  เชน  furfuran  กรดอะซิติก  สารประกอบฟนอล  และอนุมูลโลหะหนัก
เปนตน (Converti et al., 1999; Converti et al., 2000)

Horitsu et al. (1992) รายงานการผลิตไซลิทอลโดยยีสต Candida tropicalis IFO 0618   
พบวา  ยีสตสกัดเปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอประสิทธิภาพการผลิตไซลิทอล  นอกจากนี้ไดศึกษาความ
สัมพันธระหวางความเขมขนของไซโลสและอัตราการใหอากาศพบวา  การใชไซโลสความเขมขน
สูงแตอัตราการใหอากาศตํ่ า  หรือการใชไซโลสความเขมขนต่ํ าแตอัตราการใหอากาศสูง  สงผลให
การผลิตไซลิทอลไมมีประสิทธิภาพ  แตกตางจากการใชไซโลสความเขมขนสูงและอัตราการให
อากาศสงู  ซึง่ยสีตเจริญไดดี  เซลลมคีวามเขมขนสูง   ทํ าใหผลิตไซลิทอลไดมาก  โดยผลติไซลิทอล
ไดสูงสุดเทากับ  2.67  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  เมื่อใชไซโลสเขมขน  172  กรัมตอลิตร  ยีสตสกัดเขม
ขน  21  กรัมตอลิตร  และคา KLa (ประสิทธิภาพการถายโอนออกซิเจน) เทากับ  451.50  ตอชั่วโมง

Sirisansaneeyakul et al. (1995) ศึกษาการผลิตไซลิทอลโดยยีสต Candida mogii ATCC
18364  พบวา  ความเขมขนของไซโลส  และออกซเิจนเปนปจจยัทีม่อิีทธพิลสูงตอการผลิตไซลิทอล
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โดยยีสตสามารถผลิตไซลิทอลไดดีทั้งในสภาวะที่ใหออกซิเจนอยางเพียงพอและสภาวะจํ ากัด
ออกซิเจน  แตในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนการผลิตไซลิทอลจะต่ํ ามาก  นอกจากนี้เมื่อทดลองเพิ่ม
ความเขมขนของไซโลสในอาหารเลี้ยงเชื้อจาก  5.3  เปน  53  กรัมตอลิตร  พบวาคาผลได (Yp/s)
ของไซลิทอลเพิ่มขึ้นจาก  0  เปน  0.70  กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลส  ขณะที่การเติมเพปโทนและ
ยีสตสกัดสงผลใหยีสตมีการเจริญเพิ่มขึ้น  แตไมมีผลตอการผลิตไซลิทอล

Sreenivas Rao et al. (2004) ศึกษาอิทธิพลของปจจัยทางกายภาพ  และองคประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตไซลิทอลจาก Candida sp. โดยอาศัยโปรแกรมคอมพิวเตอร
(QUALITECK 4) เพื่อวิเคราะหผลการทดลอง  พบวา  อัตราการกวนและอุณหภูมิเปนปจจัยทาง
กายภาพที่มีอิทธิพลตอการผลิตไซลิทอลมากที่สุด  สวนองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
อิทธิพลตอการผลิตคือ  ความเขมขนของ corn steep liquor  ไซโลส  และ  KH2PO4

Sampaio et al. (2006) ศึกษาอิทธิพลของคาพีเอชเร่ิมตนตอการผลิตไซลิทอลโดยยีสต
Debaryomyces hansenii UFV-170 โดยศึกษาที่พีเอชเริ่มตนต้ังแต  2-8  พบวา  การเพิ่มพีเอช
เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก  2  เปน  4  สงผลใหการผลิตไซลิทอลเพิ่มขึ้นจาก  5.39  เปน 38.9
กรัมตอลิตร  และคา Yp/s เพิ่มขึ้นจาก  0.22  เปน  0.70  กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลส  โดยยีสต
สามารถผลิตไซลิทอลไดสูงสุดเทากับ  37.5-41.8  กรัมตอลิตร  คิดเปนคา Yp/s เทากับ  0.70-0.76
กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลส  เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีคาพีเอชเริ่มตนอยูในชวง  4-8

อุณหภูมิสํ าหรับการผลิตไซลิทอลโดยยีสต

การผลิตไซลิทอลโดยยีสตน้ันมักใชอุณหภูมิการเพาะเลี้ยงที่  30  องศาเซลเซียส  เนื่องจาก
ใชยีสตที่เปน mesophilic yeasts เชน Candida tropicalis IFO 0618 (Horitsu et al., 1992), C. mogii
ATCC 18364 (Sirisansaneeyakul et al., 1995), C. parapsilosis KFCC 10875 (Kim et al., 1997),
Debaryomyces hansenii (Girio et al., 2000)  และ C. guilliermondii IM 50088 (Aguiar Jr. et al.,
2002) เปนตน  ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตไซลิทอลนั้น  แตกตางกันตามสายพันธุของยีสต
แตอยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงยีสตที่อุณหภูมิสูงเกินไปอาจสงผลใหการผลิตไซลิทอลลดลงได
(Slininger et al., 1987)
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Sanchez et al. (2003) รายงานอิทธิพลของอุณหภูมิตอการผลิตไซลิทอลโดย
Pachysolen tannophilus  เมื่อเลี้ยงเชื้อดวยอาหารที่มีไซโลสเขมขน  25  กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร
พบวา  มีคา Yp/s สูงสุดเทากับ  0.14  กรัมไซลิทอลตอกรัมไซโลสเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ  15  องศา
เซลเซียส  และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิการเพาะเลี้ยงใหสูงขึ้นคา Yp/s จะลดลง  ในขณะที่ยีสตมีการเจริญดี
ที่สุดที่อุณหภูมิการเพาะเลี้ยง  33  องศาเซลเซียส  โดยมีอัตราการเจริญจํ าเพาะสูงสุดเทากับ  0.25
ตอชั่วโมง

Sampaio et al. (2006) ศึกษาการผลิตไซลิทอลโดย Debaryomyces hansenii UFV–170 เมื่อ
เลี้ยงเชื้อในอาหารที่ประกอบดวยไซโลสเขมขน  50  กรัมตอลิตร  พบวา  การเพิ่มอุณหภูมิเพาะเลี้ยง
จาก  15  เปน  30  องศาเซลเซียส  สงผลใหการผลิตไซลิทอลเพิ่มขึ้นจาก  5.15  เปน  41.6  กรัมตอ
ลิตร  โดยยีสตมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตอยูในชวง  30-35  องศาเซลเซียส  ซึ่งสามารถผลิต
ไซลิทอลไดสูงสุดเทากับ  41-41.6  กรัมตอลิตร  มีคา Yp/s เทากับ  0.74-0.77  กรัมไซลิทอลตอกรัม
ไซโลส  และเมือ่เพิม่อุณหภมูกิารเพาะเลีย้งถงึ  40  องศาเซลเซียส   จะสงผลใหการผลิตไซลิทอลลด
ลงอยางชดัเจน  โดยใหผลผลติเทากบั  5.83  กรัมตอลิตร  คิดเปนคา Yp/s เทากบั  0.57  กรัมไซลิทอล
ตอกรัมไซโลส  ในขณะที่การเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  10  และ  45  องศาเซลเซียส  ไมพบการผลิต
ไซลิทอลเลย

ยีสตทนอุณหภูมิสูง

โดยทัว่ไปจลุนิทรียมคีวามสามารถในการปรบัตัวตอสภาวะภายนอกเพือ่ความมชีวิีตแตกตางกนั
อุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นเปนปจจัยภายนอกที่สํ าคัญตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  เพราะมีผลตอการถูก
ทํ าลายและเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโมเลกุลภายในเซลล (Brock, 1986)  จุลินทรียที่เจริญ
ไดที่อุณหภูมิสูงจํ าเปนตองมีกลไกพิเศษในการชวยใหมีชีวิตรอด  ซึ่งเกี่ยวของกับปจจัยสํ าคัญ  3
ประการ  คือ  1. เสถียรภาพของตัวเซลล  เนื่องจากปฏิกิริยาของไขมันภายในเซลล  2. การสรางองค
ประกอบของเซลลขึน้ใหมแทนองคประกอบทีเ่สยีสภาพเพราะความรอน  3. การที่จุลินทรียทนตอ
อุณหภูมิสูงไดน้ันมีมาแตเดิมอยูกอนและเกิดวิวัฒนาการอยางตอเนื่อง  นอกจากนีย้งัพบวาการปลอย
น้ํ าทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมซึง่มกัมอุีณหภมูคิอนขางสงูเปนการเพิ่มปริมาณของจุลินทรียที่ทน
อุณหภูมิสูง  โดยเฉพาะในบริเวณที่มีความรอนเนื่องจากกรรมวิธีแปรรูปผลผลิต
(Singleton et al., 1973)
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อุณหภูมิมีผลตอองคประกอบทางเคมีของเซลลจุลินทรีย  เพราะการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ
มีผลทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงแบบแผนการสังเคราะหโปรตีน  โดยมีผลใหเกิดการยับยั้งการสราง
โปรตีนบางชนิด  และทํ าใหเกิดการกระตุนการสังเคราะหโปรตีนที่เรียกวา Heat-Shock Protein
(HSPs) เมือ่อยูในสภาวะทีม่อุีณหภูมิสูง  นอกจากนีอุ้ณหภมูยิงัมอิีทธพิลตอการควบคุมการสงัเคราะห
เอนไซมหลายชนดิทั้งที่เปน intracellular enzyme และ extracellular enzyme (Hereendeen et al.,
1979; Yamamori and Yura, 1980)

ยีสตที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  หรือสูงกวานั้นพบไดยาก  ซึ่ง
อุณหภูมิสูงสุดที่ยีสตเจริญไดมีคาประมาณ  46-50  องศาเซลเซียส  ในขณะที่อุณหภูมิต่ํ าสุดที่ยีสต
เจริญไดมีคาประมาณ  (-5) - (-7)  องศาเซลเซียส (Stokes, 1971; Watson, 1987)

Arthur and Watson (1976) แบงกลุมยีสตตามชวงอุณหภูมิที่เจริญได  โดยแบงเปน  4  กลุม
ดังนี้คือ  ยีสตที่ชอบอุณหภูมิต่ํ า (psychrophilic yeasts)  มีอุณหภูมิที่เจริญไดอยูในชวง  (-2) - 20
องศาเซลเซียส  ยีสตที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic yeasts)  มีอุณหภูมิที่เจริญไดอยูในชวง
5 - 35  องศาเซลเซียส  ยีสตที่ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerant yeasts)  มีอุณหภูมิที่เจริญไดอยูในชวง
8 - 42  องศาเซลเซียส  และยีสตที่ชอบอุณหภูมิสูง (thermophilic yeasts)  มีอุณหภูมิที่เจริญไดอยูใน
ชวง  25  หรือ  28-45  องศาเซลเซียส

โดย Arthur and Watson (1976) ศึกษาการเจริญของ Candida parapsilosis และ
Saccharomyces telluris  พบวายีสตทั้งสองสายพันธุมีอุณหภูมิที่เจริญไดอยูในชวง  8-42  องศา
เซลเซียส  โดยมีการเจริญที่อุณหภูมิ  28  องศาเซลเซียส  ดีกวาที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  ดังนั้น
จึงไมจัดยีสตทั้งสองสายพันธุอยูในกลุมยีสตที่ชอบอุณหภูมิสูง  แตจัดอยูในกลุมยีสตทนอุณหภูมิสูง

การใชยีสตทนอุณหภูมิสูงในการผลิตผลิตภัณฑน้ันมีขอดีหลายประการ  เนื่องจากยีสต
เหลานี้สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิสูง  จึงชวยลดตนทุนและพลังงานสํ าหรับหลอเย็นในระบบถัง
หมักขนาดใหญ  สามารถชวยปองกันการผลิตหยุดชะงักเมื่อเกิดความรอนสูงขึ้น  นอกจากนี้
อุณหภูมิการหมักที่สูงยังชวยลดโอกาสการปนเปอนและเพิ่มอัตราการหมักใหเร็วยิ่งขึ้น  ระยะเวลา
การหมักจึงลดลง  ทํ าใหมีตนทุนการผลิตที่ต่ํ ากวา (Rossi et al., 1989; Kiran Sree et al., 2000;
Sridhar et al., 2002)
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โดยสวนใหญมีการนํ ายีสตทนอุณหภูมิสูงมาใชประโยชนในดานการผลิตเอทานอล  ซึ่งมัก
เปนยีสตในสกุล Kluyveromyces, Saccharomyces และ Candida (Panchal, 1990)  นอกจากนี้มี
รายงานการผลติเอทานอลโดย Hansenula polymorpha ซึง่เปนเมทลิโลโทรฟกยสีตทนอุณหภมูสิงูดวย

สํ าหรับ S. cerevisiae มีอุณหภูมิที่เหมาะสมสํ าหรับการเจริญอยูระหวาง  25-30  องศา
เซลเซียส  อยางไรก็ตาม Kida et al. (1992) รายงานวา S. cerevisiae KF-7 ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดมา
จากการปรับปรุงพันธุกรรมโดยวิธี protoplast fusion สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูงถึง  35  องศา
เซลเซียส  เปนยีสตทนอุณหภูมิสูง  และยังมีสมบัติตกตะกอนไดงายอีกดวย

Kiran Sree et al. (2000) รายงานการแยก S. cerevisiae จากดินในประเทศอินเดียได   
4  สายพันธุ  ซึ่งมีสมบัติทนอุณหภูมิสูง  ทนตอน้ํ าตาลความเขมขนสูง  และสามารถรวมกลุมตก
ตะกอนไดดี  เหมาะสํ าหรับการผลิตเอทานอล  ซึ่งจะชวยลดคาใชจายในการหลอเย็นได

Kluyveromyces จัดเปนยีสตทนอุณหภูมิสูงสกุลหน่ึงที่มีการนํ ามาใชประโยชนอยางกวาง
ขวาง  โดย Hari Krishna et al. (2001) ไดเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลจากนํ้ าทิ้งที่มีลิกโน-
เซลลูโลสระหวางยีสตทนรอน Kluyveromyces fragilis NCLM 3358 กับ S. cerevisiae NRRL-Y-
132  พบวา  K. fragilis NCLM 3358 สามารถผลิตเอทานอลไดในปริมาณที่สูงกวา  โดยผลิต
เอทานอลไดเทากับ  2.5-3.5 %  ขณะที่ S. cerevisiae NRRL-Y-132 ผลิตได  2-2.5 %

Ryabova et al. (2003) ใช  H. polymorpha ซึง่เปนเมทลิโลโทรฟกยสีตที่ทนอุณหภูมิสูงสํ าหรับ
การผลิตเอทานอล  โดยใชกระบวนการหมักกลูโคส  เซลโลไบโอส  รวมทั้งไซโลส  โดยพบวามี
ชีวกิจกรรมสูงที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  ขณะที ่Pichia  stipitis ซึง่เปนยสีตทีท่ราบกนัดวีา
สามารถเกดิกระบวนการหมกัไซโลสไดน้ัน  ไมสามารถเกิดกระบวนการหมักไดดีที่  37  องศา
เซลเซียส  นอกจากนี้ยังพบวา H. polymorpha เกิดกระบวนการหมักกลูโคสและไซโลสไดที่
อุณหภูมิสูงถึง  45  องศาเซลเซียส  โดยเชื้อน้ีจะเจริญดีที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  และมี
อุณหภูมิสูงสุดที่เจริญไดคือ  48  องศาเซลเซียส

นอกจากประโยชนดานการผลิตเอทานอลแลว Levine and Cooney (1973) ไดทดลองผลิต
โปรตีนเซลลเดี่ยวจาก H. polymorpha ในสภาพการเลี้ยงแบบตอเนื่องที่อุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส
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โดยใชเมทานอลเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอน  พบวาไดน้ํ าหนักแหงของเซลล  0.36  กรัม
ตอการใชเมทานอล  1  กรัม  ปริมาณโปรตีนรวม  40 % และกรดนิวคลีอิก  5-7  %   
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