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 บทที ่3 

วธีิดําเนินงานวจิัย 
 
 

3.1 วสัดุอุปกรณ์และสารเคม ี

3.1.1 วสัดุอุปกรณ์ 

- ฟลาสกข์นาด 250, 500, 1000 มิลลิลิตร 

- ลูปเข่ียเช้ือและตะเกียงแอลกอฮอล ์

- หลอดทดลอง 

- ปิเปตขนาด 1, 5, 10 มิลลิลิตร 

- ไมโครปิเปต 

- เคร่ืองสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ (Spectrophotometer) 

- ตูค้วบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 

- ตูค้วบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (incubator shaker) 

- เคร่ืองเขยา่ผสมสารละลาย (Vortex mixer) 

- เคร่ืองชัง่ (balance) 

- เคร่ืองน่ึงความดนัไอ (autoclave) 

- กลอ้งจุลทรรศน์ 

- ตูเ้ข่ียเช้ือ (Laminar Flow) 

- ถงัหมกั (Fermentor) 

- เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 

- ตูอ้บแหง้ (hot air oven) 

3.1.2 อาหารเลีย้งเช้ือ 

- Enrichment medium YPG 

- Selective medium YPG 

- Production medium 
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3.1.3 สารเคม ี

- โซเดียมไฮดรอกไซด ์บริษทั APA AJAX 

- กรดไดไนโตรซาลิไซลิก บริษทั APA AJAX 

- โพแตสเซียมโซเดียมทาร์เทรต บริษทั APA AJAX 

- กรดไฮโครคลอริก บริษทั APA AJAX 

- โพแตสเซียมไฮดรอกไซด ์บริษทั APA AJAX 

- ไพริดีน บริษทั PANREAC 

 - ไอโซออกเทน บริษทั APA AJAX  

- เอทานอล บริษทั BHD 

- โซเดียมอะซิเตต บริษทั APA AJAX 

- ทริส (ไฮดรอกซีเมทิล) อะมิโนมีเทน บริษทั USb 

- โซเดียมฟอสเฟต บริษทั APA AJAX 

 - กรดเบนโซอิก บริษทั APA AJAX 

- กรดปาลมิติก บริษทั APA AJAX 

- ไอโอดีน บริษทั APA AJAX 

- โพแตสเซียมไอโอไดด ์บริษทั APA AJAX 

- เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส บริษทั EAC  

- เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส บริษทั EAC  

 

3.2  การคัดเลอืกยสีต์สะสมไขมัน        

 ทาํการคดัเลือกยีสต์ท่ีผลิตไขมนัโดยคดัเลือกจากแหล่งธรรมชาติและของเหลือท้ิงทางอุตสาหกรรม ดงัน้ี 

นํ้ าออ้ยคั้นท่ีเร่ิมเน่า  ลูกแป้ง  ฟางขา้ว และกากถัว่เหลืองจากโรงงานผลิตนํ้ านมถัว่เหลือง นําตวัอย่างเติมลงไปใน

อาหาร Selective YPG medium (กรัม/ลิตร : glucose 20,  peptone 10,  yeast extract 10 และ amplicilin 500 หน่วย) บ่ม

ในตูบ่้มแบบเขยา่ (Incubator shaker)  ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา่160 รอบต่อนาที เป็นเวลา  

24 ชั่วโมง แล้วนํามาทําการเกล่ียเช้ือ (spread  plate) บนอาหารแข็ง  Selective YPG agar  (glucose 20  กรัม/ลิตร, 

peptone 10กรัม/ลิตร, yeast extract 10 กรัม/ลิตร, วุ ้น 15 กรัม/ลิตร และ amplicilin 500 หน่วย) แล้วบ่มท่ีตู ้บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (วิเชียร ยงมานิตชยัและคณะ, 2544, 2545;  Zhu et al., 2008) คดัเลือกยีสต์ท่ีมีโคโลนีเด่ียว

เพ่ือจาํแนกชนิด          

 การเก็บรักษายีสต์ท่ีได้จากการคัดเลือกทําโดยเก็บไว้บนอาหารเล้ียงเช้ือ YPG agar  ท่ี อุณหภูมิ 4             

องศาเซลเซียส ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผิวหน้าเอียงประกอบดว้ย กลูโคส 20 กรัม/ลิตร,  yeast extract 10 กรัม/ลิตร, 

peptone 10 กรัม/ลิตรและวุน้ 15 กรัม/ลิตร   
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3.3 การศึกษาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการเจริญ 

นํายีสต์ท่ีได้จากการคัดแยกมาเพาะเล้ียงในอาหาร YPG broth เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้ นนําไป

เพาะเล้ียงในอาหาร YPG  Agar ในจานเพาะเช้ือ โดยการหยดตวัอย่างเช้ือ (drop plate) 20 ไมโครลิตร ลงบน

อาหารแข็ง โดยแปรผนัอุณหภูมิในการเพราะเล้ียงท่ี 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส บ่มในตูบ่้มนาน 48 ชัว่โมง 

แลว้วดัขนาดของโคโลนีเพ่ือเปรียบเทียบขนาดโคโลนีแต่ละอุณหภูมิ 

 

3.4  การทดสอบการสะสมไขมันของยสีต์ทีค่ัดแยกได้ด้วยวธีิ Sudan Black  B 

นาํยีสตท่ี์คดัแยกไดม้าทาํการคดัเลือกยสีตท่ี์สามารถผลิตและสะสมไขมนัไดด้ว้ยวธีิ  Sudan Black ซ่ึงเป็นสี

ยอ้มไขมนัโดยใชย้อ้มไตรกลีเซอไรดท่ี์มีในเซลลย์สีตส์ะสมไขมนั ซ่ึงจะอยูใ่นรูปของหยดไขมนัเลก็ๆภายในเซลล ์

วธีิการ 

การเตรียมสาร Sudan Blank B โดยการชัง่สาร Sudan Blank 0.3 กรัม ผสมกบัสารละลาย Ethyl alcohol 

70 เปอร์เซ็นตป์ริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 1. เตรียมสไลด์ท่ีสะอาด หยดนํ้ าลงบนสไลด์ 1-2 หยด เข่ียเช้ือจากโคโลนีเล็กนอ้ยลงบนหยดนํ้ าแลว้เกล่ีย

เช้ือใหก้ระจาย ระวงัอยา่ใหน้านเกินไป (ดว้ยเทคนิคการปลอดเช้ือ) 

2. ปล่อยรอยเสมียร์ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้นาํสไลด์ผ่านเปลวไฟบนตะเกียงอยา่งรวดเร็ว 3-4 คร้ัง โดย

รอยเสมียร์อยูข่า้งบนสไลดเ์พ่ือไม่ใหถู้กเปลวไฟ 

3. หยดสี Sudan Blank ให้ท่วมรอยเสมียร์เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยนํ้ ากลัน่เบาๆ ปล่อยท้ิงไวใ้ห้

แหง้แลว้ส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 100X 

 

3.5  วธีิวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ (ดดัแปลงจากวธีิของพกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, 2546) 

 3.5.1 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส       

  เต รียมสารละลายแป้งมันสําป ะห ลัง  2.5 เปอร์เซ็น ต์โดยเติมแป้งมันสําป ะห ลัง  2.5 กรัมใน                 

Tris-hydrochloric buffer ความเขม้ขน้ 50 mM ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7 ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 

 เจือจางเอน ไซม์แอลฟ าอะไม เลสให้ มีความ เข้มข้น ท่ี เห ม าะสมด้วย  Tris-hydrochloric buffer             

ความเขม้ขน้ 50 mM ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7 

 วธีิวเิคราะห์ 

1. ดูดสารละลายแป้งใน  Tris-hydrochloric buffer (2.5 เปอร์เซ็นต์ w/v) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใส่

หลอดทดลอง นาํไปอุ่นท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. เติมสารละลายเอนไซมป์ริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัในหลอดทดลอง 

3. นาํไปบ่มทนัท่ีท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4. เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กัน ปิดปากหลอดด้วย

ลูกแกว้ นาํไปตม้ในนํ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 

5. ทาํใหเ้ยน็ลงทนัที แลว้เติมนํ้ ากลัน่ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
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6. นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบั blank เพ่ือประเมินค่าความเขม้ขน้ของ

นํ้ าตาลรีดิวส์ในสารละลาย 

สาํหรับหลอดควบคุม (Control)  เตรียมโดยเติมเฉพาะสารละลาย Tris-hydrochloric buffer สารละลาย

แป้งและสารละลายไดไนโตรซาลิไซลิก 

การคาํนวณค่ากจิกรมของเอนไซม์ 

หน่วยเป็น SUD (Starch Digestion Unit) 

 1 หน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ คือ ปริมาณเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยแป้งแล้วทําให้เกิดกลูโคส 1             

ไมโคลโมล/นาทีในสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซมน์ั้นๆ โดยคาํนวณจากสูตร 

 

 SDU/ml.enz =  (A-A0) x Vt x D x 1000     ไมโครโมล/มล.นาที 

       Ks x Ve x T x MW 

โดยท่ี 

 A = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีมีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ท่ีวดัจากสารละลายปฏิกิริยา

ระหวา่งเอนไซมก์บั สารละลายแป้ง 2.5   เปอร์เซ็นต ์(w/v) ท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

 A0 = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีมีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ท่ีวดัจากหลอด control 

 Ve = ปริมาณเอนไซม ์(มิลลิลิตร) 

 Ks = ค่าท่ีวดัไดจ้ากความชนัของกราฟมาตรฐานของนํ้ าตาลรีดิวส์ (ลิตร/กรัม) 

 Vt = ปริมาตรสารละลายปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซมก์บั สารละลายแป้ง 2.5  เปอร์เซ็นต ์(w/v) (มิลลิลิตร) 

 D = จาํนวนเท่าของการเจือจางสารละลายเอนไซม ์

 T = เวลาในการทาํปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซม ์กบั สารละลายแป้ง 2.5  เปอร์เซ็นต ์(w/v) (นาที) 

 MW = มวลโมเลกลุของนํ้ าตาลกลูโคสเป็น 180 กรัม/โมล 

3.5.2 การวิเคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

เตรียมสารละลายแป้งมนัสําปะหลัง 2.5  เปอร์เซ็นต์ (w/v) โดยเติมแป้งมันสําปะหลัง 2.5  กรัมใน 

acetate buffer ความเขม้ขน้ 20 mM ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 4.3 ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 

 เจือจางเอนไซม์กลูโคอะไมเลสให้มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมด้วย acetate buffer ความเขม้ขน้ 20 mM 

ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 4.3 

 วธีิวเิคราะห์ 

1.ดูดสารละลายแป้งใน acetate  buffer (2.5  เปอร์เซ็นต์ w/v) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง

นาํไปอุ่นท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. เติมสารละลายเอนไซมป์ริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัในหลอดทดลอง 

3. นาํไปบ่มทนัทีท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4. ดาํเนินการวเิคราะห์เช่นเดียวกนักบัการหากิจกรรมของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้  
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3.6 การศึกษาการย่อยมันเทศด้วยเอนไซม์ในระดับห้องปฏิบัติการ (ดดัแปลงวิธีการจากพกัตร์ประไพ 

ประจาํเมือง, 2546)      

 3.6.1 การหาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของมนัเทศ 

         เตรียมมนัเทศท่ีความเขม้ขน้ 4, 6 และ 8 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นนําไปตม้เพ่ือเลือกความเขม้ขน้สูงสุดท่ียงั

สามารถกวนดว้ยแท่งแม่เหล็กได ้ซ่ึงความเขม้ขน้สูงสุดท่ีไดน้ี้จะใชใ้นการเตรียมสารละลายแป้งเพ่ือหาความเขม้ขน้ของ

เอนไซมต์่อไป 

3.6.2 การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสทีเ่หมาะสมในการย่อยมนัเทศ     

         เตรียมตวัอยา่งมนัเทศท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 6 กรัม ในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 100  มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรด

ด่างเป็น 6.5 - 7.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์บ่มท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  นาน 20 นาทีแลว้จึงย่อยด้วย

เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส โดยทาํการแปรผนัปริมาณเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส  500 – 100,000  หน่วย/มิลลิลิตร  เก็บ

ตวัอยา่งทุกๆ 20 นาที จนครบ 120 นาที จากนั้นนาํตวัอยา่งไปวเิคราะห์หาปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์โดยวธีิ  DNS  method  และ

วเิคราะห์ปริมาณแป้งดว้ยวธีิไอโอดีน 

3.6.3  การศึกษาหาความเข้มข้นมนัเทศทีเ่หมาะสมในการย่อยมนัเทศด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสโดยการย่อย

แบบกึง่กะ ( Fed - batch)         

          เตรียมตัวอย่างมันเทศท่ีมีความเข้มข้นเร่ิมต้น 6  เปอร์เซ็นต์  หรือ 6  กรัม ในนํ้ ากลั่นปริมาตร 100  

มิลลิลิตรปรับความเป็นกรดด่างเป็น 6.5 - 7.0 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์2 โมลาร์บ่มท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 20 

นาทีแลว้จึงย่อยดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส    เติมเอนไซมท่ี์มีปริมาณความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจากการทดลอง 3.6.2  

แปรผนัการเติมมนัเทศท่ีความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 ชุดการทดลอง แสดงดงัตารางท่ี 3.1 

เก็บตวัอยา่งจนครบ 120 นาที จากนั้นนาํตวัอยา่งไปวเิคราะห์หาปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์โดยวธีิ  DNS  method  และวเิคราะห์

ปริมาณแป้งดว้ยวธีิไอโอดีน  

 
ตารางที ่3.1  ชุดการทดลองท่ีใชใ้นการทดลองเพ่ือหาความเขม้ขน้มนัเทศท่ีเหมาะสมในการยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซม ์  

      แอลฟาอะไมเลสโดยการยอ่ยแบบก่ึงกะ ( Fed - batch) 

 

ชุดการทดลอง 

(ความเข้มข้นมนัเทศ

ทั้งหมด) 

ความเข้มข้นมนัเทศ

เร่ิมต้น (กรัม/ลติร) 

(เวลาเร่ิมต้น) 

ความเข้มข้นมนัเทศ

ทีเ่ตมิ (กรัม/ลติร) 

(เตมิที ่20 นาท)ี 

ความเข้มข้นมนัเทศ

ทีเ่ตมิ (กรัม/ลติร) 

(เตมิที ่50 นาท)ี 

ความเข้มข้นมนัเทศ

ทีเ่ตมิ 

(กรัม/ลติร) 

(เตมิที ่90 นาท)ี 

1 (60, control) 60 - - - 

2 (90) 60 30 - - 

3 (120) 60 30 30 - 

4 (150) 60 30 30 30 
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ภาพที ่3.1  การเตรียมวตัถุดิบมนัเทศ 

 

3.6.4  การศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสทีเ่หมาะสมในการย่อยมนัเทศ  

          นําสารละลายท่ีได้จากการย่อยจากการทดลองขอ้ 3.6.3 มาปรับความเป็นกรดให้ได้  4.3 - 4.5 ด้วย 10  

เปอร์เซ็นต ์ (v/v)  กรดซลัฟิวริก เก็บตวัอยา่งไวเ้ป็นชุดควบคุมท่ี 0 ชัว่โมง เติมเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส    ท่ีมีการแปรผนั

ความเขม้ขน้เอนไซมก์ลูโคลอะไมเลสท่ี 500 – 10,000  หน่วย/มิลลิลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ท่ีมีการเขยา่ท่ี 

160 รอบ/นาที เก็บตวัอยา่งในชัว่โมงท่ี 3,  6 และทุกๆ 12 ชัว่โมงจนครบ 48 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ดยตม้ใน

อ่างนํ้ าเดือด 10 นาที จากนั้ นนําตัวอย่างไปวิเคราะห์หาปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNS method  (พักตร์ประไพ        

ประจาํเมือง, 2546) 

 

3.7   การศึกษาการย่อยมันเทศด้วยเอนไซม์ในถงัปฎกิรณ์ชีวภาพ ขนาด 50 ลติร 

 จากการศึกษาการย่อยมนัเทศด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในระดับห้องปฏิบัติการท่ี

สามารถไดป้ริมาณความเขม้ขน้ของมนัเทศและความเขม้ขน้เอนไซมท่ี์เหมาะสมแลว้จึงนาํสภาวะท่ีไดม้าศึกษาในระดบั

ถังฎิกรณ์ชีวภาพ เพ่ือพัฒนาสู่การผลิตในระดับถังปฎิกรณ์ชีวภาพระดับโรงงานต้นแบบขนาด 50 ลิตรโดยใช ้                 

ปริมาตรการย่อย 30 ลิตร เป็นการย่อยแบบก่ึงกะ  (Fed-batch)  ดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสแลว้ย่อยต่อดว้ยเอนไซม์

กลูโคอะไมเลสโดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองจากขอ้ 3.6  

 

 
 

ภาพที ่3.2  ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 50 ลิตร 
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3.8. การวเิคราะห์ปริมาณแป้งด้วยวธีิไอโอดีน (ดดัแปลงวธีิการมาจากพกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, 2546) 

 การเตรียมสารละลายแป้งมาตรฐาน โดยการผสม Na2HPO4 1.33 กรัม กบั Benzoic acid  0.43 กรัมในนํ้ ากลัน่ 60 

มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้นาํไปตม้ให้เดือดจากนั้นเติมสารละลายแป้งมนัสําปะหลงั 0.1 กรัม ในนํ้ าเยน็ 5 มิลลิลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ปรับปริมาณใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานแป้งท่ีมีความเขม้ขน้ 1 กรัม/ลิตร 

 การเตรียมสารละลาย  Stock Iodine   ผสม Iodine 5 กรัม กบั KI 10 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร  ผสมให้เขา้

เป็นเน้ือเดียวกนัเก็บไวใ้นขวดสีชา ก่อนนาํมาวเิคราะห์ปริมาณแป้งใหเ้จือจาง Stock Iodine   กบันํ้ ากลัน่ 1: 9 

   วธีิวเิคราะห์ปริมาณแป้ง 

1. ดูดตวัอยา่งมา 0.1  มิลลิลิตร 

2. เติมสารละลายไอโอดีน  2.4  มิลลิลิตร 

3. ผสมให้เขา้กนัผสมให้เขา้กนัและนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 620 นาโนเมตร  นาํค่าการดูดกลืน

แสงของตวัอยา่งมาเทียบกบัค่าในกราฟมาตรฐานท่ีแปรผนัความเขม้ขน้ของแป้งระหวา่ง 0.2 – 1 

กรัม/ลิตร 

 

3.9 การวเิคราะห์ปริมาณนํา้ตาลรีดิวส์โดยวธีิ DNS (Miller, 1959)   

เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส โดยใชส้ารละลายกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ระหวา่ง 0-1 กรัมต่อลิตร  

แทนตวัอยา่ง 

เตรียมสารละลาย DNS โดยสารละลาย Sodium hydroxide 1.6 กรัม, 3,5- dinitrosalycylic acid 0.9 กรัม, 

potassium sodium tartate  28.22 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตรโดยการเก็บไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

การวิเคราะห์ทาํไดโ้ดยดูดตวัอยา่ง 0.5 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS 0.5 มิลลิลิตร 

ลงไปผสมกบัตวัอยา่ง ตม้หลอดทดลองในนํ้ าเดือด 10 นาทีเพ่ือทาํปฏิกิริยา และหยดุปฏิกิริยาโดยจุ่มหลอดทดลอง

ในนํ้ าเยน็ทนัที เติมนํ้ ากลัน่ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัและนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร  นาํค่าการ

ดูดกลืนแสงของตวัอยา่งมาเทียบกบัค่าในกราฟมาตรฐาน  

 

3.10 การวเิคราะห์ปริมาณนํา้ตาลด้วยเทคนิค HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 

(ดดัแปลงวธีิการมาจากพกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, 2546) 

นาํสารละลายตวัอยา่งมากรองดว้ยเมมเบรน Millipore ขนาด 0.45 ไมโครเมตรก่อนนาํไปวเิคราะห์การ

หาปริมาณนํ้ าตาลท่ีสนใจ ซ่ึงใช้ตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตรในการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) โดยใชค้อลมัน์  Sugar pack 1 ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ในนํ้ าท่ีกาํจดั

ไอออนเป็นสารละลายตวัพา ซ่ึงตอ้งกรองดว้ยเมมเบรน Millipore ขนาด 0.45 ไมโครเมตรก่อน ดว้ยอตัราการไหล 

0.5 มิลลิลิตร/นาทีและใช ้Refractive Index Detector เป็นตวัตรวจวดั 

 วเิคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลในสารละลายโดยเปรียบเทียบเวลาท่ีอยูใ่นคอลมัน์ (retention time) กบัพ้ืนท่ีใต้

กราฟของสารละลายตวัอยา่งกบัสารละลายนํ้ าตาลชนิดต่างๆมาตรฐานท่ีทราบความเขม้ขน้แน่นอนและฉีดเขา้

เคร่ือง HPLC  ดว้ยวธีิการและสภาวะเดียวกนักบัตวัอยา่ง 
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3.11 การวิเคราะห์ปริมาณไขมันโดยวิธี Colorimetric method  (ดัดแปลงจาก Know and Rhee, 

1986; รัตนภรณ์ ลีสิงห์, 2551 และ อจัฉราวรรณ ทองมี, 2530) 

3.11.1    การเตรียมสารเคม ี 

- สารละลาย copper reagent ชั่ง cupric acetate 25 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 450 มิลลิลิตร ปรับ

pH 6.1 ดว้ย pyridine ปรับเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ ากลัน่ (กรองก่อนเก็บไวใ้ช)้  

- การเตรียมสารละลาย 1.5 M KOH ใน ethanol 80 เปอร์เซ็นต์ ชัง่ KOH 84.165 กรัม ละลาย

ใน ethanol 80 เปอร์เซ็นต ์ปรับปริมาตรใหค้รบ 1000 มล. และสารละลาย 2.5 M HCl     

 3.11.2 การเตรียม cell suspension ของจุลนิทรีย์ 

 โดยชัง่เซลลน์ํ้ าหนกัเปียกมา 1 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร 

จะไดส้ารแขวนลอยเซลล ์0.1 กรัม/มิลลิลิตร 

3.11.3 การสกดัลปิิดจากเซลล์ยสีต์  

การสกัดลิปิดทําโดยการไฮโดรไลซ์ไตรกลีเซอไรด์แล้วสกัดลิปิดออกจากเซลล์โดยการ        

ซาพอนนิฟิเคชัน่ด้วย 1.5 M KOH  ในเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ โดยการนําเซลล์แขวนลอย  1 มิลลิลิตร ใส่ใน

หลอดจุกเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร เติม1.5 M KOH ในเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์จาํนวน 4  มิลลิลิตร ปิดจุกใหแ้น่น

ตม้ในนํ้ าเดือด 2 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาทาํให้เยน็ลง เติม 2.5 M  HCl จาํนวน 6 มิลลิลิตร และ isooctane 5 มิลลิลิตร 

เขย่าอย่างแรง 200-300 คร้ัง/นาที เพ่ือนําไปสกัดไขมนัอิสระออกมาอยู่ในชั้นของ isooctane จากนั้ นนําไปหา 

ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดโดยวธีิ colorimetric method      

 3.11.4    การหาปริมาณกรดไขมนัในเซลล์ยสีต์      

   ทาํโดยปิเปตสารละลายสกดัไขมนัจากจุลินทรียใ์นขอ้ 3.11.3 มา 3 มิลลิลิตร ทาํปฏิกิริยากบั 

copper reagent  1 มิลลิลิตร  ปิดจุกเขยา่แรงๆ 1-2 นาที ท้ิงไวส้ักครู่จนสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายส่วนบน

ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 715 นาโนเมตรแลว้เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก 

 

3.12 การวดัการเจริญโดยวธีิ Cell dry weight      

 นาํกระดาษกรองหรืออลูมิเนียมฟอยลท่ี์พบัเป็นรูปกระทงมาอบท่ี 90 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมงนาํไป

ทาํใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ แลว้นาํมาชัง่นํ้ าหนกัท่ีแน่นอนโดยใชเ้คร่ืองชัง่ละเอียด ปิเปตสารแขวนลอย  (Suspension) 

ของเช้ือลงในหลอด Centrifuge ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นาํไปป่ันเหวีย่งท่ี 4,000  รอบ/นาที เป็นเวลา  5 นาที จากนั้น

ลา้งเซลลด์ว้ยนํ้ ากลัน่ 2 คร้ัง ดูดเซลล์แขวนลอยลงบนกระดาษกรองนาํไปอบท่ีตูอ้บ 90 องสาเซลเซียส นาน 2 

ชัว่โมง ทาํให้เยน็ในโถอบแห้งแลว้นําไปชั่งหานํ้ าหนักโดยใชเ้คร่ืองชั่งละเอียดจนได้นํ้ าหนักคงท่ี  นํ้ าหนักท่ี

เพ่ิมข้ึน คือ นํ้ าหนกัของเซลลจุ์ลินทรียต์่อนํ้ าหมกั 5 มิลลิลิตร 
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3.13 การศึกษาปัจจัยทีเ่หมาะสมในการเพาะเลีย้งยสีต์สะสมไขมันทีท่นร้อนโดยใช้นํา้ตาลจากการย่อยมัน

เทศเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการออกแบบการทดลองทางสถิติโดยการหาพืน้ทีก่ารตอบสนอง (Response 

Surface Design) 

 การออกแบบการทดลองทางสถิติมีความประสงคต์อ้งการศึกษาเพ่ือหาความจริงเหล่านั้นในการทดลอง 
ปัจจัยท่ีใช้ในการทดลองเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสะสมไขมันของยีสต์ทนร้อน  ได้แก่ อุณหภูมิ          

(องศาเซลเซียส) ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)   ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ของนํ้ าเช่ือมมนัเทศ (กรัม/ลิตร) ปริมาณเช้ือ

เร่ิมต้น  (% Inoculum) ความเร็วรอบในการเขย่า (รอบ/นาที) โดยการแปรผนัของแต่ละปัจจัยเพ่ือใช้ในการ

ออกแบบการทดลองเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจยัในการผลิตไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนัท่ีคดัเลือก

ได ้การออกแบบการทดลองทางสถิติเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ดงัน้ี 
 3.13.1 การคัดเลือกปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไขมันของยีสต์สะสมไขมันไอโซเลท Scj 01 โดยวิธี  

Plackett  burman  

            วิธีน้ีสามารถกลัน่กรองปัจจยัจาํนวนมากๆไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ เพ่ือให้ทราบปัจจยัท่ีสําคญั

จริงๆ ท่ีมีผลต่อระบบท่ีกาํลงัทดลอง โดยในการทดลองน้ีไดค้ดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองทั้งหมด 5 ปัจจยั

และกาํหนดระดบัของค่าปัจจยัสาํหรับการวดัผลกระทบของแต่ละปัจจยัโดยกาํหนดระดบัของปัจจยั 2 ค่าดว้ยกนั 

คือ ค่าตํ่า (-1) ค่าสูง (+1) ของแต่ละปัจจยัมีตารางการออกแบบดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 โดยการเพาะเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเช้ือ Production medium  ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 6 วนั 

 
ตรารงที ่3.2  แสดงระดบัและปัจจยัท่ีใชค้ดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนัโดยวธีิ     

                     Plackett  burman 

 

รหัส ปัจจยั ค่าตํา่ (-1) ค่าสูง (+1) 

A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ 2.5 10 

B ความเป็นกรด-ด่าง 5 7 

C ความเร็วรอบในการเขยา่ (รอบ/นาที) 100 200 

D ความเขม้ขน้นํ้ าตาล* (กรัม/ลิตร) 60 100 

E อุณหภูมิ ( องศาเซลเซียส) 30 40 

 * นํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซม ์
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3.13.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไขมันของยีสต์ด้วยการออกแบบทางสถิติด้วยวิธี Box-Behnken 

design            

 การประมาณสมัประสิทธ์ิของพ้ืนท่ีการตอบสนองท่ีเป็นเสน้โคง้ (Response Surface Design) เพ่ือ

ประเมินหาความเหมาะสมในสภาวะของการทดลอง การออกแบบ Box-Behnken  ตอ้งการ 3 ระดบัของแต่ละปัจจยัท่ี

ตอ้งการศึกษา โดยระดบัเหล่าน้ีจะถูกใชส้ัญลกัษณ์โดยระดบัตํ่า (-1) ระดบักลาง (0) และระดบัสูง (+1) มีตารางการ

ออกแบบดงัตารางท่ี 3.3 โดย เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Production  medium ท่ีประกอบดว้ยนํ้ าเช่ือมมนัเทศท่ีผา่นการ

ยอ่ยดว้ยเอนไซมท่ี์มีความเขม้ขน้นํ้ าตาลรีดิวส์ 100 กรัม/ลิตร ท่ีอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 6 

วนั  

 
ตารางที ่3.3  ปัจจยัและระดบัปัจจยัท่ีใชใ้นการออกแบบการทดลองดว้ย Box-Behnken ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมใน

      การผลิตไขมนัของยสีต ์

 

รหัส ปัจจยั ค่าตํา่  (-1) ค่ากลาง (+1) ค่าสูง (+1) 

A ค่าความเป็นกรด-ด่าง 3 4 5 

B ความเร็วรอบในการเขยา่    

(กรัม/ลิตร) 

150 200 250 

C ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

(เปอร์เซ็นต)์ 

1.5 3 4.5 
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3.14  การศึกษาการเพาะเลีย้งยสีต์สะสมไขมันในสภาวะที่เหมาะสมในระดับถังหมักชีวภาพขนาด 2    

และ  5  ลติร 

 ในการทดลองน้ีเป็นการทดลองเพ่ือศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงยีสตส์ะสมไขมนัเพ่ือ

สามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุดโดยการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีปัจจยัท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองในขอ้ 3.13 ใน

ระดบัถงัหมกัชีวภาพ ขนาด 2 และ 5  ลิตร ในอาหาร Production medium  

 

 
 

ภาพที ่3.3  ถงัหมกัชีวภาพ 

3.15  การสกดัและวเิคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมัน (AOAC , 1996)   

 นาํเซลลย์ีสต ์1 กรัม  เติมคลอโรฟอร์ม 2- 3 มิลลิลิตรและไดเอธิลอีเทอร์ 2-3 มิลลิลิตร และนาํไประเหย

ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จากนั้ นเติม 7 เปอร์เซ็นต์ BF3  2 มิลลิลิตร และโทลูอีน 1 มิลลิลิตร  รีฟลักซ์ท่ี

อุณหภูมิ 100  องศาเซลเซียส 45 นาที ท้ิงให้เยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เติมนํ้ ากลัน่ 5 มิลลิลิตร เฮกเซน 1มิลลิลิตร Na2So4 

1 กรัม  เขยา่เป็นเวลา 1 นาที ท้ิงให้แยกชั้นและนาํสารละลายชั้นบนไปวิเคราะห์กรดไขมนัดว้ย GC (รุ่น 6890 N 

ของ Agilent)  

 

3.16 การจําแนกชนิดสายพนัธ์ุของยสีต์ทนร้อนทีค่ัดเลอืกได้ 

 นาํยีสตท์นร้อนท่ีคดัแยกไดไ้ปทาํการบ่งช้ีสายพนัธ์ุ ส่งตวัอยา่งวิเคราะห์และจาํแนกชนิดโดยสาํนกังาน

พฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ  (สวทช) โดยมีการจาํแนกชนิดยีสต์โดยการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ D1-D2 (D1-D2 region sequencing) 
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3.17 การทดสอบความสามารถการใช้นํา้ตาลชนิดต่างๆเป็นแหล่งคาร์บอนโดยใช้ชุดทดสอบ 

 การเพาะเล้ียงยีสต์ในอาหาร YPG  (กรัม/ลิตร : กลูโคส 20,  peptone 10,  yeast extract 10)  ท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั หลงัจากนั้ นนําไปทดสอบกับชุดทดสอบการใช้นํ้ าตาลตามวิธีของชุดทดสอบ    

(API Kit, 20 C AUX; SYSMEX  bioMérieux Co., Tokyo, Japan) 

 

3.18 การทดสอบการเจริญและการสะสมไขมันในอาหารสูตรต่างๆ 

 การทดสอบการเพาะเล้ียงยีสต์ในอาหาร YPG (กรัม/ลิตร : กลูโคส 20,  peptone 10,  yeast extract 10)  ท่ี

แปรผนัแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน ซ่ึงแบ่งสูตรอาหารท่ีใชใ้นการทดลอง ดงัน้ี 

 อาหารสูตรท่ี 1  อาหารสูตร YPG 

 อาหารสูตรท่ี 2  นํ้าแช่มนัเทศ 100 กรัม/ลิตร และกลูโคส 20 กรัม/ลิตร 

           (แช่มนัเทศ 100 กรัมในนํ้ า 1 ลิตร แลว้กรองเอานํ้ า) 

 อาหารสูตรท่ี 3  นํ้าแช่มนัเทศ 200 กรัม/ลิตร และกลูโคส 20 กรัม/ลิตร 

           (แช่มนัเทศ 200 กรัมในนํ้ า 1 ลิตร แลว้กรองเอานํ้ า) 

 อาหารสูตรท่ี 4  นํ้าตาลจากการยอ่ยมนัเทศ 20 กรัม/ลิตร,  peptone 10 กรัม/ลิตร  

           และ yeast extract 10 กรัม/ลิตร 

 อาหารสูตรท่ี 5  กลีเซอรอล 20 กรัม/ลิตร,  peptone 10 กรัม/ลิตร และ yeast extract 10 กรัม/ลิตร 

 เพาะเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.13 เป็นระยะเวลา 6 วนั แลว้นาํไปวิเคราะห์

ผลการเจริญโดยวธีิ Cell dry weight และวเิคราะห์ปริมาณไขมนัโดยวธีิ Colorimetric method 

 

  

 

 

 


