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สรุป 
 

1.  การคัดเลือก Saccharomyces serevisiae  สายพันธุท่ีมีบีตา-กลูแคนที่ผนังเซลลสูง และชนิดของ
อาหารที่เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคน 
 
 จากการนํา S. cerevisiae 10 สายพันธุ คือ AM12, F65UV89, M30, MRF44, MR195, MRF65, 
RL6, Sc90, TJ1 และ TJ3 มาคัดเลือกสายพนัธุที่เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนโดยการเพาะเลีย้งใน
อาหารเหลว YPD และอาหารเหลวกากน้ําตาลที่มีน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 
เปอรเซ็นต ไมปรับ pH (pH 5.3) ปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5  ที่ความยาวคลื่น 
660 นาโนเมตร เพาะเลี้ยงโดยบมเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
48 ช่ัวโมง พบวายีสตที่มีบีตา-กลูแคนที่ผนงัสูงที่สุดในอาหารทั้งสองชนิดคือ S. cerevisiae TJ3 ซ่ึงมี
บีตา-กลูแคนที่ผนังเซลล  108.1 และ 89.1 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPD และอาหารเหลวกากน้ําตาลตามลําดับ เมื่อพิจารณาชนดิของอาหารที่ใชในการเพาะเลีย้ง
พบวาอาหารเหลว YPD เปนอาหารสังเคราะหซ่ึงมีราคาสูง ในขณะทีอ่าหารเหลวกากน้ําตาลเตรียมได
จากกากน้ําตาลซึ่งเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตน้ําตาล จึงมีราคาถูกกวามาก ดังนั้นจึงเลอืกใช
อาหารเหลวกากน้ําตาลสําหรบัศึกษาการผลติบีตา-กลูแคนดวย S. cerevisiae TJ3  
 
2.  การศึกษา pH องคประกอบของอาหารเหลวกากน้ําตาล และสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตบตีา- 

กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 โดยการเพาะเลี้ยงแบบแบตช 
 
 จากการศึกษาองคประกอบของอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนดวย S. cerevisiae 
TJ3 โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากน้ําตาลปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร 
บมเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีพบวาเมื่อใชอาหารเหลวกากน้ําตาลที่ไมปรับ pH (pH 5.3)  
S. cerevisiae TJ3 ผลิตบีตา-กลูแคนไดสูง และมีความสะดวกเมื่อขยายขนาดการผลิต ดังนั้นจึงเลือก
อาหารเหลวกากน้ําตาลไมปรับ pH ในการผลิตบีตา-กลูแคนดวย S. cerevisiae TJ3  
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 เมื่อศึกษาผลของน้ําตาล 1 ถึง 5 เปอรเซ็นต ในอาหารเหลวกากน้ําตาล พบวาเมื่อใชน้าํตาล
ตั้งแต 2 เปอรเซ็นต ขึ้นไปเชือ้เจริญใหเซลลไมแตกตางกนัและเซลลมีบีตา-กลูแคนที่ผนังเซลลใกลเคียง
กัน มีผลใหการผลิตบีตา-กลูแคนจึงใกลเคยีงกัน ดังนั้นจงึเลือกอาหารเหลวกากน้ําตาลที่มีน้ําตาล 2 
เปอรเซ็นต สําหรับผลิตบีตา-กลูแคนโดย S. cerevisiae TJ3  
 
 เมื่อศึกษาปรมิาณและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนของ S. cerevisiae 
TJ3 พบวาการใชยูเรีย 0.1 เปอรเซ็นต หรือแอมโมเนียมซัลเฟต 0.2 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจน
เทากัน S. cerevisiae TJ3 มีการเจริญใหเซลลสูงที่สุดเทากันคือ 6.0 กรัมตอลิตร แตการใชยูเรีย 0.1 
เปอรเซ็นต เซลลมีบีตา-กลูแคนที่ผนังเซลลสูงกวาเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟต 0.2 เปอรเซ็นต จึงสงผล
ใหการผลิตบีตา-กลูแคนสูงกวาตามไปดวย คือ 853.3 และ 600.8 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังนั้นยเูรีย
ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต จึงเหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนดวย S. cerevisiae TJ3 ในอาหารเหลว
กากน้ําตาล 
 
 เมื่อศึกษาปริมาณฟอสเฟตในอาหารเหลวกากน้ําตาลที่เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคน 
ดวย S. cerevisiae TJ3 พบวาเมื่ออาหารเหลวกากน้ําตาลมโีพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ 
เขมขนสูงขึ้นปริมาณบีตา-กลูแคนที่ผนังเซลลของ S. cerevisiae TJ3 ลดลง แตเซลลมีการเจริญเพิม่ขึ้น 
ดังนั้นจึงพิจารณาที่การผลิตบีตา-กลูแคนซึ่งพบวาเมื่ออาหารเหลวกากน้ําตาลมีโพแทสเซียม 
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.03 เปอรเซ็นต เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนที่สุด คือผลิตได 924.4  
มิลลิกรัมตอลิตร 
 
 เมื่อศึกษาผลของความเขมขนของเซลลเร่ิมตนตอการผลิตบีตา-กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 
พบวาเมื่อความเขมขนของเซลลเร่ิมตนลดลง เซลลมีการเจริญชา แตเซลลที่ไดมากขึ้นเล็กนอย 
เชนเดยีวกับการผลิตบีตา-กลูแคน โดยความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 
660 นาโนเมตร ผลิตบีตา-กลูแคนไดสูงทีสุ่ด คือ 964.1 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
 เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตบีตา-กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 พบวาอุณหภูมิที ่
เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนคือ 30 องศาเซลเซียส ซ่ึงผลิตบีตา-กลูแคนได 1,215.3 มิลลิกรัม 
ตอลิตร  
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 ดังนั้นองคประกอบของอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนของ  
S. cerevisiae TJ3 เมื่อเพาะเลี้ยงโดยใชอาหารเหลวกากน้ําตาล 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500  
มิลลิลิตร และบมแบบเขยาทีค่วามเร็วรอบ 150 รอบตอนาที คืออาหารเหลวกากน้ําตาลที่มีน้ําตาล 2  
เปอรเซ็นต ยูเรีย 0.1 เปอรเซ็นต โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.03 เปอรเซ็นต และสภาวะที ่
เหมาะสมคือ ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และบม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซ่ึง S. cerevisiae TJ3 ผลิตบีตา-กลูแคนได 1,215.3 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
3.  การคัดเลือกชนิดของถังหมักท่ีเหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 ดวยการ
เพาะเลี้ยงแบบแบตช 
 
 จากการศึกษาการใชถังหมักแบบถังกวนขนาด 4 ลิตรที่บรรจุอาหารเหลวกากน้ําตาล 3  
ลิตร ในการผลิตบีตา-กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 พบวาไมมีความเหมาะสม เพราะเซลลเจริญ 
นอย การผลิตบีตา-กลูแคนจงึนอยตามไปดวย ในขณะที่เมื่อใชถังหมักแบบอากาศลอยตัวขนาด 6  
ลิตร ที่บรรจุอาหารเหลวกากน้ําตาล 3 ลิตร สามารถผลิตบีตา-กลูแคนไดดีกวา  ดังนัน้จึงเลือกใชถังหมัก
แบบอากาศลอยตัวสําหรับการทดลองในขั้นตอไป 
 
4.  การพัฒนาถังหมักแบบอากาศลอยตัวท่ีเหมาะสมตอการผลิตบตีา-กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 
ดวยการเพาะเลี้ยงแบบแบตช 
 

พัฒนาถังหมักแบบอากาศลอยตัวที่มีความสูง 28 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลาง 16.5  
เซนติเมตร ติดตั้งหัวจายอากาศสูงจากกนถัง 2 เซนติเมตร ใหมีความเหมาะสมตอการผลิตบีตา- 
กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 พบวาถังหมกัที่เหมาะสมสําหรับการผลิตบีตา-กลูแคนคือ มีอัตราสวน 
Hb/Dt เทากับ 4 มีอัตราสวน Hdt/Hm เทากับ 1.4 และมีอัตราสวน Ddt/Dt เทากับ 1.65 ซ่ึงจากการใชถังหมัก
ที่พัฒนาขึ้นเพือ่เพาะเลี้ยง S. cerevisiae TJ3 โดยใชอาหารเหลวกากน้ําตาลที่มีองคประกอบที่เหมาะสม
ที่ไดจากการศกึษาขอ 3. และใชเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรผลิต
บีตา-กลูแคนได 1,004.6 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงอาจเกิดจากการใช draught tube สูง ปริมาตรอาหารเหลว
กากน้ําตาลที่อยูเหนือ draught tube จึงนอยที่สุด น้ําหนกัของอาหารเหลวกากน้ําตาลที่กดทับอาหาร
เหลวกากน้ําตาลที่อยูภายใน draught tube จึงนอยที่สุด การสงผานอาหารเหลวกากน้ําตาลจากกนถังผาน
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ภายใน draught tube ขึ้นไปสูผิวอาหารเหลวกากน้ําตาลแลวหมุนเวียนกลับสูกนถังหมักจึงงายกวาถัง
หมักที่มี draught tube ความสูงนอย และการที่ขนาดเสนผานศูนยกลางของ draught tube ที่มากขึ้นทําให
สวน downcomer มีขนาดเลก็ลง จึงรับกระแสการไหลของอาหารเหลวกากน้ําตาลที่ผานออกมาจาก 
draught tube ไดเต็มที่ การหมุนเวยีนอาหารเหลวกากน้ําตาลเกิดขึ้นอยางตอเนื่องหรือกลาวคือมีบริเวณ
ที่อาหารเหลวอยูนิ่งนอยลง อาหารเหลวกากน้ําตาลจึงหมนุเวยีนไดมาก การผลิตบีตา-กลูแคนจึงมาก
ตามไปดวย  

 
5.  การผลิตบตีา-กลูแคนของ S. cerevisiae TJ3 ในถังหมักแบบอากาศลอยตัวขนาด 150 ลิตร โดยการ
เพาะเลี้ยงแบบแบตชและแบบเฟดแบตช 
 
 จากการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae TJ3 แบบแบตชในอาหารเหลวกากน้ําตาลที่มีน้ําตาล 2  
เปอรเซ็นต พบวาเซลลเจริญและผลิตบีตา-กลูแคนไดเร็ว สามารถผลิตบีตา-กลูแคนได 764.2 มิลลิกรัม
ตอลิตร ในชั่วโมงที่ 20 แตเนื่องจากน้ําตาลในอาหารเหลวกากน้ําตาลหมดไปตั้งแตในชวง 12 ช่ัวโมง
แรก จึงไมสามารถเพิ่มการผลิตขึ้นไปไดอีก ดังนั้นจึงทาํการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae TJ3 แบบแบตชใน
อาหารเหลวกากน้ําตาลที่มีน้ําตาล 5 เปอรเซ็นต พบวาเซลลเจริญและผลิตบีตา-กลูแคนไดใกลเคยีงกบั
เมื่อเพาะเลีย้งในอาหารเหลวกากน้ําตาลที่มนี้ําตาล 2 เปอรเซ็นตคือ ผลิตบีตา-กลูแคนได 783.3 มิลลิกรัม
ตอลิตร แตยังมีน้ําตาลเหลืออยูในอาหารพอสมควร จึงเลือกใชอาหารเหลวกากน้ําตาลที่มีน้ําตาล 5 
เปอรเซ็นต เพือ่เพิ่มการผลิตบีตา-กลูแคนดวยการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae TJ3 แบบเฟด-แบตช  
 

สําหรับการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชโดยการเติมอาหาร 3 แบบ ไดผลดงันี ้
 
 (1) การเติมอาหารเหลวกากน้ําตาลแบบ linear incremental feeding พบวาในชัว่โมงที่ 20 ซ่ึง
เติมอาหารเหลวกากน้ําตาลไป 2 คร้ัง ใชน้ําตาลเพียง 2.9 เปอรเซ็นต S. cerevisiae TJ3 ผลิต 
บีตา-กลูแคนสูงที่สุด 1,165.4 มิลลิกรัมตอลิตร แตเมื่อมีการเติมอาหารเหลวกากน้ําตาลในครั้งตอๆ  
ไป ไมสามารถเพิ่มการผลิตบีตา-กลูแคนได 
 
 (2) การเติมอาหารเหลวกากน้ําตาลแบบ exponential incremental feeding พบวาในชัว่โมงที่ 48 
ซ่ึงเติมอาหารเหลวกากน้ําตาลไป 4 คร้ัง ใชน้ําตาล 5 เปอรเซ็นต ผลิตบีตา-กลูแคนสูงที่สุด 991.8 
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มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงพบวาการเติมอาหารเหลวกากน้ําตาล 3 คร้ังแรกปริมาตรอาหารที่ใชนอยมาก 
น้ําตาลในอาหารไมสูงขึ้น การผลิตบีตา-กลูแคนจึงไมสูงนัก แตเมื่อเติมอาหารเหลวกากน้ําตาลครั้งที่ 4 
ซ่ึงใชอาหารเหลวกากน้ําตาลปริมาตรสูง น้ําตาลในอาหารเหลวกากน้ําตาลสูงขึ้นมาก การผลิตบีตา- 
กลูแคนจึงเริ่มสูงขึ้น แตระยะเวลาทีใ่ชคอนขางนาน 
 
 (3) การเติมอาหารเหลวกากน้ําตาลแบบ sigmoidal  incremental feeding พบวาในชั่วโมงที่ 40 
ซ่ึงเติมอาหารเหลวกากน้ําตาลไป 4 คร้ัง ใชน้ําตาล 5 เปอรเซ็นต ผลิตบีตา-กลูแคนสูงที่สุด 1,038.9 
มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงพบวาการเติมอาหารเหลวกากน้ําตาล 3 คร้ังแรกปริมาตรอาหารที่ใชไมมากนกั 
น้ําตาลในอาหารสูงขึ้นเล็กนอย การผลิตบีตา-กลูแคนจึงดําเนินอยางชาๆ แตมีความตอเนื่อง 
 
 จากการเปรยีบเทียบการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae TJ3 แบบแบตช (ใชน้ําตาล 2 เปอรเซ็นต)
และเฟด-แบตช (ใชน้ําตาล 5 เปอรเซ็นต) พบวาการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชที่เติมอาหารเหลว
กากน้ําตาลแบบ linear incremental feeding ใชเวลาในการผลิตส้ัน แตไดบีตา-กลูแคนสูง ใชน้ําตาลไม
มากนักคือใชเพียงแค 2.9 เปอรเซ็นต จึงมีความเหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนดวย S. cerevisiae TJ3 
มากที่สุด การเพาะเลี้ยงแบบแบตชเปนอกีทางเลือกที่นาสนใจเพราะใชเวลาในการผลิตส้ัน และใช
น้ําตาลนอยเพยีง 2 เปอรเซ็นต แตไดบีตา-กลูแคนต่ํากวาวิธีอ่ืนในขณะที่การเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบตชที่
เติมอาหารเหลวกากน้ําตาลแบบ exponential incremental feeding และ sigmoidal  incremental feeding 
แมจะผลิตบีตา-กลูแคนไดสูงกวาการเพาะเลี้ยงแบบแบตช แตใชเวลาในการผลิตที่ยาวนานและใช
น้ําตาลในการผลิตสูงกวามาก จึงมีความเหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนนอย 
 
 จากการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae TJ3 แบบแบตชและเฟด-แบตช พบวาอุณหภูมิภายในถัง 
หมักสูงมาก โดยสามารถสูงถึง 34 องศาเซลเซียส เปนเวลานานหลายชัว่โมง ซ่ึงอุณหภูมิดังกลาวไม 
เหมาะสมตอการผลิตบีตา-กลูแคนดวย S. cerevisiae TJ3 ในอาหารเหลวกากน้ําตาล ดงันั้นการ 
ควบคุมอุณหภมูิใหอยูในชวงที่เหมาะสมอาจเพิ่มการผลิตบีตา-กลูแคนดวย S. cerevisiae TJ3 ใน 
อาหารเหลวกากน้ําตาลได 
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ภาคผนวก 

การวิเคราะห 

 

1.  วิธีวิเคราะห 
 
1.1  การเก็บตวัอยาง 
 
       เก็บตัวอยางอาหารเหลว 5 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 3000 รอบตอ 

นาที เปนเวลา 10 นาที แยกสวนที่เปนอาหารเหลวไปวิเคราะหน้ําตาลและเอทานอล สวนที่เปนเซลล
นํามาลางเอาอาหารกากน้าํตาลที่เหลือออก 2 คร้ังดวย โซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต โดยการเขยา
เซลลใหกระจายตัวในโซเดยีมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที แยกสวนทีเ่ปนของเหลวโซเดียมคลอไรดทิ้ง จากนัน้ลางโซเดียมคลอไรดออกดวยน้ํา
กล่ันโดยการ เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร เขยาใหเซลลกระจายตัว แยกสารแขวนลอยตัว 0.5 มิลลิลิตร ไปวัด
การเจริญ ใชเครื่องเซ็นตริฟวจปนเหวี่ยงสวนที่เหลือ 4.5 มิลลิลิตร ดวยความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที เติมน้ํากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเซลลกระจายตวั แลวถายลง Eppendorf (ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร) ปนเหวีย่งดวยความเร็วรอบ 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แยกสวนของเหลวทิ้ง นํา
เซลลไปสกัดและวิเคราะหปริมาณบีตา-กลูแคน  

 
1.2  การวัดการเจริญของยีสต 
 
       การวัดการเจริญของยีสตสามารถกระทําโดยนําตวัอยาง 0.5 มิลลิลิตร จากขอ 9.1  

มาเจือจางใหมคีวามขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ไมเกิน 0.6 จากนั้นนํามาวัดความขุนโดยเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร (UV-1600/1700 Series, UV-VIS spectrophotometer, Shimadzu, Japan) ที่ความ
ยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร  
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        สรางสมการแสดงความสัมพันธระหวางความขุนของเซลลที่ความยาวคลื่น 660  
นาโนเมตร กบัน้ําหนกัเซลลแหง โดยการเตรียมสารแขวนลอยเซลลที่มีความขุนของเซลลที่ความ 
ยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร เทากับ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 นําสารแขวนลอยเซลลดังกลาวมาหา 
น้ําหนกัเซลลแหง โดยกรองผานแผนกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 47 มิลลิเมตร ขนาดรู 0.45 ไมครอน 
(ที่ทราบคาน้ําหนักแหง) ดวยปริมาตรที่เทากัน อบแผนกรองที่มีเซลลที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นนาํแผนกรองที่มเีซลลเก็บไวในโถดูดความชื้น (desiccator) จนแผนกรองที่มี
เซลลลดอุณหภูมิถึงอุณหภูมหิอง ช่ังน้ําหนกัแผนกรองทีม่ีเซลล ลบคาน้ําหนกัที่ไดดวยน้าํหนกัแหงของ
แผนกรองกอนที่กรองเซลล นําคาที่ไดไปสรางสมการแสดงความสัมพันธของความขุนของเซลลที่
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร กับน้ําหนกัเซลลแหง  หาคาความชันจากสมการ และจัดสมการใหอยูใน
รูป 

 
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = Cell factor x (O.D.) 

 
เมื่อ O.D.  = ความขุนของเซลลที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
 Cell factor = คาความชันที่ไดจากการคํานวณ 
 

นําคาความขุนที่วัดไดคูณกับสัดสวนที่ใชเจอืจาง นําคาที่ไดแทนคาความขุน 
ในสมการขางตนเพื่อหาคาน้าํหนักเซลลแหง 

 
1.3  การสกัดและการวิเคราะหปริมาณบีตา-กลูแคน 
 
       1.3.1 การสกัดบีตา-กลูแคนจากผนังเซลลของยีสตใชตามวิธีของ Dallies et al. 

(1998) ดังนี้ 
 

  1.3.1.1  แยกเซลลจากอาหารเหลว 4.5 มิลลิลิตร มาเก็บลงใน eppendorf (ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร) ตามวิธีในขอ 9.1 จากนั้นเติม tris-HCl buffer pH 8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และใสลูกแกว
สําหรับบดเซลล 0.5 กรัม เขยาดวยเครื่อง mini-bead beater 20 วินาที แลวแชในน้ําแข็ง 20 วินาที แลวจึง
เขยาอีกครั้ง (ทําซํ้า 4 คร้ัง) 
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   1.3.1.2  แยกลูกแกวสําหรบับดเซลลออกจาก tris-HCl buffer ที่มีเศษเซลลอยู ลาง
ลูกแกวสําหรบับดเซลลดวย tris-HCl buffer pH 8 นํา tris-Cl buffer ที่มีเศษเซลลมารวมกันใชเครื่องเซน
ตริฟวจ ปนเหวี่ยงที่ 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกผนงัเซลลออกมา 

 
   1.3.1.3  เติม trifluoroacetic acid 2 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับผนังเซลล 

จากนั้น ไฮโดรไลซที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที นํา trifluoroacetic acid ที่ผสมกับ
ผนังเซลลมากรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมครอน นําตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหปริมาณบีตา-กลูแคน
ที่ถูกไฮโดรไลซในรูปน้ําตาลกลูโคส  

 
       1.3.2  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดจากขอ 1.3.1  

 
  โดยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ดวยเครือ่ง HPLC  

(Agilent  1100 series, Hewlett packard) โดยใชคอลัมน Ultron packed column (Shinwa chemical 
industries, Shimadzu, Japan) ใชสารละลายกลูโคส 1 เปอรเซ็นต เปนสารมาตรฐานปริมาตรตัวอยาง 
(จากขอ 9.11) ที่ใชวิเคราะห 20 ไมโครลิตร ใชอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที โดยมี milliQ water 
เปนสวนเคลื่อนที่ (mobile phase) อุณหภูมคิอลัมน 80 องศาเซลเซียส รายงานปริมาณบีตา-กลูแคนที่
วิเคราะหไดในรูปของกลูโคส (มิลลิกรัมตอลิตร) โดยรายงานเปนคาของบีตา-กลูแคนที่ผลิตได และ
บีตา-กลูแคนที่ผนังเซลล (บีตา-กลูแคนที่ผนงัเซลลไมรายงานคาในชัว่โมงที่ 0 และ 4 เนื่องจากปริมาณ
เซลลที่ใชวิเคราะหมีนอย คาที่คํานวณไดมโีอกาสผิดพลาดสูง) 
 

1.4  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 
 

       นําตัวอยางอาหารจากขอ 9.1 มาวิเคราะหโดยวิธี High Performance Liquid  
Chromatography (HPLC) ดวยเครื่อง HPLC (Agilent  1100 series, Hewlett packard) โดยใชคอลัมน 
Ultron packed column (Shinwa chemical industries, Shimadzu, Japan) ใชสารละลายกลูโคส 1 
เปอรเซ็นต ฟรุกโทส 1 เปอรเซ็นต และซูโครส 1 เปอรเซ็นต เปนสารมาตรฐาน ปริมาตรตัวอยางทีใ่ช
วิเคราะห 20 ไมโครลิตร ใชอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที โดยมี deionized water เปนสวนเคลื่อนที่ 
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(mobile phase) อุณหภูมิคอลัมน 80 องศาเซลเซียส รายงานปริมาณน้ําตาลที่วิเคราะหไดในรูปผลรวม
ของความเขมขนน้ําตาลกลูโคส ฟรุกโทส และซูโครส (เปอรเซ็นต) 

 
1.5  การวิเคราะหปริมาณเอทานอล 
 
       นําตัวอยางอาหารจากขอ 9.1 มาวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (GC-9B, 

Shimadzu, Osaka, Japan) ติดตั้งคอลัมนแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 4 มิลลิเมตร ยาว 1 เมตร บรรจุดวย 
PEG 20 โมลาร เคลือบบน Shimalite ใชอุณหภูมิคอลัมน 70 องศาเซลเซียส อุณหภูมหิัวฉีดตวัอยาง 120 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมติัวจับสัญญาณ (flame ionize detector: FID) 120 องศาเซลเซียส ใชโพรพา
นอล 1 เปอรเซ็นต เปนสารมาตรฐานภายใน (Internal standard) เพื่อคํานวณปริมาณเอทานอลผาน
เครื่องบันทึก (Chromatopac C-R3A, Shimadzu, Osaka, Japan) รายงาน ปริมาณเอทานอลในหนวย 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
 
2. การฆาเชื้อในอาหาร 
  
 อาหารเหลวทีใ่ชในขอ 2. ถึงขอ 6.1 ฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันไอ ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีอาหารเหลวที่ใชในขอ 6.2 ถึงขอ 8 ฆาเชื้อ
ดวยการเติมโพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟตความเขมขน 200 ppm ลงในอาหารทิ้งไว 18 ช่ัวโมง จากนั้น
ใหอากาศ 0.75 vvm เพื่อไลซัลไฟดเปนเวลา 40 นาที 
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