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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

นันทัชพร ก่าหยั่นนะ : การผลิตบีตากลูแคนจากยีสต์ด า Aureobasidium thailandense 

และการประยุกต์เป็นส่วนผสมของเยลลีพรีไบโอติก  (PRODUCTION OF β-GLUCAN 
FROM BLACK YEAST Aureobasidium thailandense AND ITS APPLICATION AS 
INGREDIENT IN PREBIOTIC JELLY) อ .ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : รศ. ดร .สีหนาท 
ประสงค์สุข, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.อินทาวุธ สรรพวรสถิตย์{, 86 หน้า. 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้คือเพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนจาก 
Aureobasidium thailandense  NRRL 58543 และศึกษาผลกระทบของน้ าหนักโมเลกุลบีตากลู
แคนต่อคุณสมบัติพรีไบโอติก และประยุกต์ใช้ในการผลิตเยลลี ปริมาณการผลิตบีตากลูแคนสูงสุด 
(37.73±0.15 กรัมต่อลิตร) กับความขาวที่ยอมรับได้ (ดัชนีความขาว ≥ 48) ได้รับหลังจากที่เลี้ยง A. 
thailandense NRRL 58543 ในอาหารสูตร production medium โดยมีโซเดียมไนเตรท ร้อยละ 
0.06 (โดยน้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน เสริมด้วยน้ ามันดอกทานตะวันร้อยละ 8.17 (โดย
ปริมาตรต่อปริมาตร) มีค่า pH เริ่มต้น 6.5 ภายใต้สภาวะการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน บีตากลูแคนที่ได้ถูกน ามาย่อยด้วยเอนไซม์บีตากลูแคนเนสทางการค้า 
ได้เป็นบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทซึ่งประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสและโอลิโกแซ็กคาไรด์ มีน้ าหนักโมเลกุล
เฉลี่ย 77,720 ดาลตัน ผลได้ของการย่อยบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทด้วยน้ าย่อยเทียมเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 
คือร้อยละ 26.51 ขณะที่บีตากลูแคนดั้งเดิมทนต่อการย่อยได้ นอกจากนั้นยังพบว่าบีตากลูแคนดั้งเดิม
ที่ 2 มิลลิกรัม คาร์บอน/มิลลิลิตร สามารถกระตุ้นการเติบโตของ Lactobacillus casei และ L. 
brevis ได้มากกว่า 1.8 เท่า เมื่อเทียบกับบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท ภายหลังจากที่บ่มเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง บีตากลูแคนดั้งเดิมถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสมส าหรับการผลิตเยลลี เมื่อน าบีตากลูแคนดั้งเดิมที่
ความเข้มข้นสูงสุดร้อยละ 0.5 (โดยน้ าหนักต่อปริมาตร) ผสมร่วมกับเยลลี พบว่าเป็นที่ยอมรับทาง
ประสาทสัมผัสที่ประกอบด้วย สี ความยืดหยุ่น ความเหนียว และความชอบโดยรวม จากผู้บริโภค
จ านวน 30 คน เยลลีพรีไบโอติกท่ีผลิตได้นี้สามารถเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องได้นาน 7 วัน 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5772262023 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 

KEYWORDS: AUREOBASIDIUM / β-GLUCAN / PREBIOTIC / JELLY 

NUNTUCHPON KHAYANNA: PRODUCTION OF β-GLUCAN FROM BLACK YEAST 
Aureobasidium thailandense AND ITS APPLICATION AS INGREDIENT IN 
PREBIOTIC JELLY. ADVISOR: ASSOC. PROF. SEHANAT PRASONGSUK, Ph.D., CO-
ADVISOR: ASST. PROF. INTHAWOOT SUPPAVORASATIT, Ph.D. {, 86 pp. 

The aims of this research were to optimize the β-glucan production from 

Aureobasidium thailandense NRRL 58543 and investigate the effect of β-glucan 
molecular weight on prebiotic property and its application in jelly production. The 

maximum yield of β-glucan production (37.73±0.15 g/l) with accepted whiteness (≥48 
whiteness index) was obtained after cultivation of A. thailandense NRRL 58543 in the 
production medium with 0.06% (w/v) sodium nitrate as nitrogen source supplemented 
with 8.17% (v/v) sunflower oil with initial pH 6.5 under the condition of shaking at 150 

rpm, 25 °C for 4 days. The obtained β-glucan was partially hydrolyzed by commercial 

β-glucanase and product was comprised of glucose and oligosaccharide in averaged 

molecular weight of 77,720 Dalton. The hydrolysis yield of partial hydrolyzed β-glucan 

was 26.51% after incubation in artificial digestive juice for 4 h, while native β-glucan 

was strongly stable (0%). In addition, native β-glucan at 2 mg carbon/mL was found to 
enhance the growth of Lactobacillus casei and L. brevis up to 1.8-fold comparing with 

partial hydrolyzed β-glucan after incubated for 48 h. The native β-glucan was used to 

be an ingredient for jelly production. The highest concentration of native β-glucan, at 
0.5% (w/v) incorporated with jelly, was accepted for the sensory factors including color, 
springiness chewiness and overall liking by 30 consumers. The produced prebiotic jelly 
could be preserved at room temperature for 7 days. 
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บทที่ 1 

บทน า 

 
 บีตากลูแคน (β-glucan) เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพ ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วย
พันธะบีตา-1,3-ไกลโคซิดิก  พบได้ในธรรมชาติ เช่น ข้าวโอ๊ต ข้าวบาร์เลย์ และในจุลินทรีย์จ าพวกยีสต์
และรา บีตากลูแคนมีบทบาทในการส่งเสริมสุขภาพ จึงถูกน ามาใช้ประโยชน์ในด้านการแพทย์และ
เภสัชกรรม โดยใช้เป็นสารกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด ในด้าน
ความงามใช้เป็นสารลดเลือนริ้วรอย ป้องกันรังสียูวี และให้ความชุ่มชื้นแก่ผิว ด้านอาหาร ใช้เป็นสาร
ให้ความข้นหนืด สารทดแทนไขมันในอาหารแคลอรีต่ า สารเพ่ิมความสามารถในการอุ้มน้ าและน้ ามัน 
นอกจากนีบ้ีตากลูแคนยังจัดเป็นพรีไบโอติกชนิดหนึ่ง และถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์อาหาร
และเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพ (functional food and drink) (Ahmad และคณะ, 2012; Lam และ Chi, 
2013; Sarteshnizi และคณะ, 2015) อย่างไรก็ดี ความสามารถในการเป็นพรีไบโอติกจะขึ้นอยู่กับ
น้ าหนักโมเลกุล (Gibson, 2004) ซึ่งมีงานวิจัยที่ปรับปรุงประสิทธิภาพของบีตากลูแคนด้วยวิธี 
ลดขนาดพอลิเมอร์ (depolymerization) โดยวิธีต่าง ๆ เช่น การลดขนาดอนุภาคและบดผสมสาร
ด้วยแรงดันสูง (high pressure homogenization) (Laakso และ Lehtinen, 2005) การใช้คลื่น
ความถี่สูง (sonication) (Tabata และคณะ, 1981; Vårum และคณะ, 1992) การเติมกรดแอสคอบิค 
(ascorbic acid) (Kivelä และคณะ , 2009) การย่ อยด้ วย เอนไซม์  (Jaskari และคณะ , 1998; 
Shimokawa และคณะ, 1996) และการใช้รังสีแกมมา (Sung และคณะ, 2009) โดยการใช้เอนไซม์
จะลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคนได้อย่างจ าเพาะกว่าวิธีอ่ืน ๆ และเป็นวิธีที่สะดวก เหมาะสมต่อ
การประยุกต์ใช้ในอาหารและการแพทย์ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้วิธีการลดขนาดโมเลกุลของ 
บีตากลูแคนโดยการย่อยด้วยเอนไซม์ 

ปัจจุบันการผลิตบีตากลูแคนในระดับอุตสาหกรรมนิยมสกัดจากผนังเซลล์ของยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae เนื่องจากมีบีตากลูแคนปริมาณมาก เจริญเติบโตเร็ว ใช้ต้นทุนในการ
ผลิตต่ า และสามารถควบคุมให้อยู่ในภาวะที่ต้องการได้ โดยการสกัดบีตากลูแคนจากยีสต์ต้องท าให้
เซลล์แตก แล้วสกัดบีตากลูแคนซ้ าหลาย ๆ รอบ ซึ่งการสกัดสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การสกัดด้วย
กรดและด่าง เป็นวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม โดยมีข้อดีคือเป็นวิธีที่ง่าย ไม่ซับซ้อน ใช้เวลาในการสกัดสั้น 
มีต้นทุนในการผลิตต่ า แต่มีข้อเสียคือต้องใช้สารเคมีจ านวนมาก มีน้ าทิ้งจากกระบวนการสกัดปริมาณ
มาก บีตากลูแคนที่ได้มีความบริสุทธิ์ต่ าและโครงสร้างของบีตากลูแคนอาจถูกท าลายบางส่วน ซึ่งจะ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพของบีตากลูแคน นอกจากการใช้กรดและด่างยังมีการใช้โซเดียมไฮโปคลอไรด์  
ซ่ึงข้อดีของวิธีนี้คือได้ปริมาณผลผลิตสูงกว่าการสกัดด้วยกรดและด่าง แต่ข้อเสียคือใช้เวลานานในการ
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สกัด และโครงสร้างของบีตากลูแคนบางส่วนถูกท าลาย เพ่ือหลีกเลี่ยงปัญหาเหล่านี้จึงมีการคิดค้นวิธี
สกัดด้วยน้ าร้อน ซึ่งถือว่าเป็นวิธีสกัดที่ไม่รุนแรง อย่างไรก็ตามพบว่ามีข้อจ ากัดในด้านปริมาณผลผลิต
ทีไ่ด ้

Aureobasidium spp. เป็นราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) ที่สามารถผลิตบีตากลูแคน
ได้ด้วยการหลั่งออกมาภายนอกเซลล์แล้วผสมอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งแยกบีตากลูแคนออกมาได้ง่าย
โดยตกตะกอนด้วยแอลกอฮอล์ บีตากลูแคนที่ได้จึงไม่ปนเปื้อนโปรตีนจากผนังเซลล์ของยีสต์ เนื่องจาก
ไม่ต้องท าให้เซลล์แตกเหมือนวิธีการสกัดบีตากลูแคนทั่วไป (Muramatsu และคณะ, 2012) ซึ่งการ
ปนเปื้อนของโปรตีนจากยีสต์มักเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้ผู้บริโภคเกิดอาการแพ้ (Van Den Bogaerde 
และคณะ, 2002) 

ในประเทศไทย Manitchotpisit และคณะ (2009) ได้คัดแยก Aureobasidium spp.  
สายพันธุ์เขตร้อนที่ผลิตพูลลูแลนจ านวน 45 สายพันธุ์ และศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของ 
Aureobasidium spp. เหล่านี้ โดยวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 5 ต าแหน่ง ได้แก่ ITS IGS EF-1
แอลฟา BT2 และ RPB2 ร่วมกับการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่า 2 สายพันธุ์ ซึ่งได้แก่ NRRL 
58539 และ NRRL 58543 มีความแตกต่างทางพันธุกรรมกับสายพันธุ์อ่ืน ๆ อย่างมาก และผลิต 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดที่ไม่ใช่พูลลูแลน ภายหลังพบว่าเป็นบีตากลูแคนที่มีโครงสร้างคล้ายกับ 
ออบาซิแดน (aubasidan-like β-glucan) (Lotrakul และคณะ, 2013) สองสายพันธุ์นี้จึงถูกจัดเป็น 
A. thailandense สายพันธุ์ใหม่ (Peterson และคณะ, 2013) Lotrakul และคณะ (2013) ยังศึกษา
ความสามารถในการผลิตบีตากลูแคนจากสองสายพันธุ์นี้  พบว่าสายพันธุ์  NRRL 58543 ผลิต 
บีตากลูแคนได้ดีที่สุด ในวันที่ 9 ของการเลี้ยง ได้ปริมาณบีตากลูแคน 10 กรัมต่อลิตร ซึ่งค่อนข้างมี
ปริมาณน้อย และบีตากลูแคนที่ได้มีสีด าเนื่องจากปนเปื้อนกับเม็ดสีเมลานิน (melanin pigment)  
ที่เชื้อผลิตขึ้นเมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญ (Tarabasz และ Galas, 1993)  
ท าให้บีตากลูแคนมีคุณภาพต่ า ไม่เหมาะสมที่จะน าไปใช้ทางการแพทย์และทางอาหาร 

ดังนั้น ผู้ วิจัยจึ งมีแนวคิดที่จะศึกษาภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนจาก  
A. thailandense NRRL 58543 เพ่ือให้ได้ผลผลิตบีตากลูแคนในปริมาณสูงและลดการปนเปื้อน 
เมลานิน และศึกษาผลการลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยวิธีการย่อยด้วยเอนไซม์ ต่อ
ประสิทธิภาพการเป็นพรีไบโอติก รวมถึงศึกษาความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้บีตากลูแคนจาก  
A. thailandense NRRL 58543 เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก เพ่ือเป็นแนวทางในการ
พัฒนาผลิตภัณฑ์จากบีตากลูแคนรูปแบบใหม่ 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL58543 
2. เพ่ือศึกษาผลการลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยการย่อยด้วยเอนไซม์ ต่อ

ประสิทธิภาพการเป็นพรีไบโอติก 
3. เพ่ือศึกษาผลของการเสริมบีตากลูแคนที่มีต่อคุณภาพทางกายภาพ ทางจุลินทรีย์ และทาง

ประสาทสัมผัสของเยลลีพรีไบโอติก 
 
ขอบเขตของงานวิจัย 

1. ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 
2. ศึกษาผลการลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยการย่อยด้วยเอนไซม์ ต่อประสิทธิภาพ

การเป็นพรีไบโอติก 
3. ศึกษาผลของปริมาณบีตากลูแคนต่อคุณภาพทางกายภาพ ทางจุลินทรีย์ และทางประสาท

สัมผัสของเยลลีพรีไบโอติก 
4. ประเมินอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้แหล่งผลิตบีตากลูแคนที่ให้ผลผลิตสูงและมีสมบัติพรีไบโอติก  

2. ผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติกท่ีได้จากงานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมอาหาร

เพ่ือสุขภาพ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 Aureobasidium spp. 

 แอสโคมัยซีตัสยีสต์สกุล Aureobasidium เป็นราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) ที่มีชื่อ
สามัญว่า ยีสต์ด า เนื่องจากสามารถผลิตเม็ดสีเมลานิน (melanin pigment) ท าให้โคโลนีมีสีด า 
Aureobasidium ถูกจั ดอยู่ ใน  Family Aureobasidiaceae ภายใน  Class Dothideomycetes 
(Thambugala และคณะ, 2014; Wijayawardene และคณะ, 2014; Humphries และคณะ, 2017) 
การจัดจ าแนก Aureobasidium แต่เดิมนั้นใช้วิธีประกอบกันทั้งทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา เช่น 
ลักษณะของโคโลนี และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์  (Hermanides-Nijhof, 1977; Zalar 
และคณะ, 2008) ในปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใช้ร่วมในการจัดจ าแนก โดย 
Gostinčar และคณะ (2014) จั ดจ าแนกได้ จ านวน 4 ชนิ ด  (species) ได้ แก่  A. pullulans,  
A. melanogenum, A. subglaciale และ A. namibia นอกจากนี้ ยังพบชนิดใหม่ที่ถูกจัดจ าแนก
โดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Nuclear Ribosomal DNA Internal Transcribed 
Spacer (ITS) ไ ด้ แ ก่  A. leucospermi, A. proteae (Crous แล ะคณะ , 2011), A. iranianum 
(Arzanlou และ Khodaei, 2012) และ A. thailandense (Peterson และคณะ, 2013)  
 A. pullulans เป็นที่รู้จักกันอย่างแพร่หลายและถูกน ามาศึกษาอย่างกว้างขวาง เนื่องจากมี
ความส าคัญในอุตสาหกรรม เนื่องจากสามารถผลิตสารหลายชนิด เช่น สารควบคุมทางชีวภาพที่ใช้ใน
ผักและผลไม้หลังการเก็บเกี่ยว (Zhang และคณะ, 2010; Wachowska และคณะ, 2016) สารยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียและรา (Lotrakul และคณะ, 2009) เป็นแหล่งของโปรตีนเซลล์เดียว (Gao 
และคณะ, 2007) และมีหลายสายพันธุ์ (strains) ที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่ส าคัญทางอุตสาหกรรม เช่น 
เอนไซม์แลคเคส อะไมเลส เซลลูเลส โปรติเอส ไซแลเนส และไลเปส เป็นต้น (Kudanga และ 
Mwenje, 2005; Xiumei และคณะ, 2008; Manitchotpisit และคณะ, 2009; Manitchotpisit และ
คณะ, 2011; Leathers และคณะ, 2013; Rich และคณะ, 2013) และสามารถผลิตพอลิเมอร์ที่มีชื่อ
ว่าพูลลูแลน ซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท (Cheng และ
คณะ, 2011) นอกจากนี้ยังสามารถผลิตพอลิมาลิกแอสิด (poly malic acid) (Zou และคณะ, 2013),  
เฮพวีออยล์ (heavy oil) (Manitchotpisit และคณะ, 2014), ซิเดอโรฟอร์ (siderophore) (Wang 
และคณะ, 2009) และบีตากลูแคน (β-glucan) (Hirabayashi และคณะ, 2016) ได้อีกด้วย 
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2.2 การคัดแยก Aureobasidium ในประเทศไทย  

 ส าหรับในประเทศไทยมีการรายงานการคัดแยก Aureobasidium สายพันธุ์เขตร้อนหลาย
สายพันธุ์จากแหล่งอาศัยที่แตกต่างกัน โดยคัดแยกจากเขตป่าสนเขา (Tokumasu และคณะ, 1997) 
อากาศ (Punnapayak และคณะ, 2003) ผิวใบไม้ ผนังทาสีและผนังห้องน้ า (Lotrakul และคณะ, 
2009; Manitchotpisit และคณะ, 2009; Prasongsuk และคณะ, 2005) ซึ่งบางสายพันธุ์สามารถ
ผลิตเอนไซม์ไซแลเนสและเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดพูลลูแลนได้ในปริมาณมาก (Manitchotpisit 
และคณะ, 2009) 
 Manitchotpisit และคณะ (2009) คัดแยก Aureobasidium จากแหล่งและสถานที่ต่าง ๆ 
ในประเทศไทย จ านวนทั้งสิ้น 45 สายพันธุ์ และศึกษาความสามารถในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรค์
รวมกับความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โดยเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร production medium (PM) ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน จากการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของสายพันธุ์เหล่านี้ สามารถคัดแยกได้เป็น 12 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 
12 ซึ่งประกอบด้วยสายพันธุ์ NRRL 58539 และ NRRL 58543 พบว่ามีความแตกต่างทางพันธุกรรม
จากกลุ่มอ่ืน ๆ มาก เมื่อตรวจสอบโครงสร้างของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่สองสายพันธุ์นี้ผลิตด้วย
เทคนิค Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (NMR) พบว่ามีโครงสร้างที่แตกต่างกับ
พูลลูแลนมาตรฐาน เนื่องจากไม่พบพันธะแอลฟา-1,4 และพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก จึงรายงาน
ว่าเป็นเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดที่ไม่ใช่พูลลูแลน (non pullulan) และสรุปว่าสายพันธุ์ NRRL 
58539 และ NRRL 58543 อาจไม่ใช่ชนิด A. pullulans จึงมีการศึกษาเพ่ิมเติมจาก Lotrakul และ
คณะ (2013) จึงพบว่าสองสายพันธุ์นี้ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดบีตากลูแคนที่มีโครงสร้างคล้าย
กับออบาซิแดน (aubasidan-like β-glucan) โดยศึกษาด้วย Fourier Transform- Infrared (FT-IR) 
spectroscopy พบความถี่ของพันธะบีตา-ไกลโคซิดิก ที่ต าแหน่ง 887.49 และ 887.61 เซนติเมตร-1 
ตามล าดับ ซ่ึงคล้ายกับออบาซิแดนที่ผลิตได้จาก A. pullulans var. aubasidani (Yurlova และ De 
Hoog, 1997) ต่อมา Peterson และคณะ (2013) รายงานว่าสองสายพันธุ์นี้คือ A. thailandense 
สายพันธุ์ใหม่  

 
2.3 แหล่งที่อยู่อาศัยของ Aureobasidium 

 ราชนิดนี้สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ โดยเฉพาะบริเวณผิวของใบพืช (phyllosphere) 
ซึ่งเป็นเชื้อที่อาจก่อโรคในพืช นอกจากนี้ยังสามารถพบได้ในบริเวณอ่ืน ๆ อีก เช่น ในดิน บริเวณปาก
แม่น้ า น้ าทะเล ตะกอนในมหาสมุทร หินปูน หญ้าแห้ง เนื้อไม้ หิน เศษฟาง หรือบริเวณท่ีมีความชื้นสูง 
เช่น ผนังห้องน้ า ม่านห้องน้ า ห้องครัว ขอบหน้าต่าง เป็นต้น (Deshpande และคณะ, 1992) และพบ
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ได้ในแถบประเทศเขตอบอุ่น เช่น อังกฤษ อลาสกา แอนตาร์กติกา เดนมาร์ก เยอรมนี เนเธอร์แลนด์ 
โปแลนด์ ออสเตรีย รัสเซีย และสหรัฐอเมริกา เป็นต้น บริเวณแถบประเทศในเขตทะเลเมดิเตอร์เร
เนียนและเขตแห้งแล้ง เช่น อิตาลี ฝรั่งเศส อียิปต์ อิรัก ปากีสถาน และ อัฟริกาใต้ เป็นต้น หรือในเขต
ร้อนและกึ่งเขตร้อน เช่น บราซิล อินเดีย จีน ไทย มาเลเซีย และจาไมกา เป็นต้น รวมทั้งในเขตขั้วโลก
เหนือ เช่น นอร์เวย์ (Gaur และคณะ, 2010; Zalar และคณะ, 2008).  
 
2.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก Aureobasidium 

 พอลิแซ็กคาไรด์ที่ เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญในผนังเซลล์ของ  Aureobasidium เช่น  
พูลลูแลนและบีตากลูแคน ซึ่งถูกผลิตเมื่อเซลล์ยีสต์มีการแตกหน่อใหม่ และหากต้องการให้มีการผลิต 
พอลิแซ็กคาไรด์ในปริมาณมาก จึงต้องเพ่ิมการเจริญของเซลล์ให้มีปริมาณมาก ๆ ซึ่งปัจจัยที่มี
ความส าคัญต่อการเจริญของ Aureobasidium แบ่งได้เป็น 6 ปัจจัยหลัก ดังนี้ 

 1.) แหล่งคาร์บอน  

   แหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยหนึ่ งที่มีความส าคัญต่อการน าไปใช้ในการ
เจริญเติบโตและการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก Aureobasidium จากงานวิจัยได้มีการศึกษาแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสม เช่น กลูโคส ซูโครส ฟรุคโตส แรมโนส กาแลคโตส แลคโตส เซลโลไบโอส และ
มอลโตส เป็นต้น ซึ่งพบว่าน้ าตาลที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก Aureobasidium 
ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส และน้ าตาลซูโครส จากการศึกษาดังต่อไปนี้ 
   Punnapayak และคณะ (2003) ได้ศึกษาแหล่งคาร์บอนต่อการผลิต 
พอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans ที่คัดแยกได้จากอากาศในเขตกรุงเทพมหานคร พบว่าแหล่ง
คาร์บอนที่ให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุดคือกลูโคส เช่นเดียวกับรายงานของ Duan และคณะ  
(2008) พบว่าน้ าตาลที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans Y68 คือ 
กลูโคส เมื่อเทียบกับน้ าตาลอ่ืน ๆ ได้แก่ ซูโครส ฟรุคโทส ไซโลส มอลโทส และเดกซ์ทริน และรายงาน
ของ Ravella และคณะ (2010) เปรียบเทียบผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากแหล่งคาร์บอน 5 แหล่ง 
ได้แก่ ซูโครส กลูโคส ไซโลส ฟรุคโตส และเซลโลไบโอส พบว่า ซูโครสให้ผลผลิตสูงที่สุด เท่ากับ 50.9 
กรัมต่อลิตร และ Prasongsuk  และคณะ (2007) ศึกษาลักษณะการผลิตพูลลูแลนจาก A. pullulans 
ที่คัดแยกได้ในประเทศไทย พบว่า A. pullulans สายพันธุ์ NRM2 ให้ผลผลิตพูลลูแลนสูงสุด 25.2 
กรัมต่อลิตร เมื่อใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน และใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน  เช่นเดียวกับ 
Lotrakul และคณะ (2013) ที่ศึกษาการใช้แหล่งคาร์บอนของ A. thailandense NRRL 58539 และ 
NRRL 58543 พบว่าสามารถผลิตบีตากลูแคนได้ปริมาณสูงสุด 0.85±0.00 และ 3.21±0.01 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ ในอาหารที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน  
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 2.) แหล่งไนโตรเจน  
   แหล่งไนโตรเจนส าหรับการเจริญเติบโตและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ  
A. pullulans ก็มีความส าคัญเช่นเดียวกัน ดังในรายงานของ Ravella และคณะ (2010) พบว่าการใช้
โซเดียมไนเตรท เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถเพ่ิมการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans ได้ดี
ที่สุด เมื่อเทียบกับ corn steep liquor ยูเรีย และแอมโมเนียมซัลเฟต โดยผลิตได้สูงถึง 54.7 กรัมต่อ
ลิตร นอกจากนี้ยังมีแหล่งไนโตรเจนอ่ืน ๆ ที่เหมาะส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ดังงานวิจัยของ 
Gaur และ Singh (2010) ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะส าหรับการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดย
เปรียบเทียบจาก 5 แหล่ง ได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟต ยีสต์สกัด โซเดียมไนเตรท โซเดียมไนไตรท์ 
และฮีสทิดีน ที่ความเข้มข้นเท่ากันคือ 0.5 ร้อยละโดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่าแอมโมเนียมซัลเฟต
เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุด ไดป้ริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 37.1 ± 0.8 กรัมต่อลิตร และ Yurlova 
และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดที่มีโครงสร้างคล้ายกับออบาซิแดน 
(aubasidan-like exopolysaccharide) จาก A. pullulans var. aubasidani รายงานว่าสามารถ
ใช้โซเดียมไนเตรทในการผลิตได้ดีที่สุด ในขณะที่ A. pullulans var. pullulans จะสามารถใช้
แอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนในการผลิตพูลลูแลนได้ดีที่สุด คล้ายกับงานวิจัยของ 
Lotrakul และคณะ (2013) ที่รายงานว่า A. thailandense สายพันธุ์ NRRL 58539 และ NRRL 
58543 สามารถใช้โซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนได้ดีที่สุดส าหรับผลิตบีตากลูแคน นอกจากชนิด
ของแหล่งไนโตรเจน ระดับของไนโตรเจนก็มีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก Aureobasidium 
โดยพบว่าถ้ามีปริมาณไนโตรเจนที่จ ากัดจะช่วยส่งเสริมการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ เนื่องจากเชื้อจะใช้
แหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แทนการใช้ส าหรับเจริญเติบโต (Bulmer และคณะ, 1987; 
Seo และคณะ, 2004) 

 3.) ค่า pH 
   pH ที่เหมาะสมมีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans โดย
ระหว่างการเลี้ยงเชื้อ pH ในอาหารเลี้ยงเชื้อจะลดลง เนื่องจากมีการผลิตกรดอินทรีย์ในระหว่างการ
เจริญเติบโต ซึ่งระดับ pH เริ่มต้น 2.5 พบว่ามีผลยับยั้งการผลิตพูลลูแลน แต่มีผลไปกระตุ้นการผลิต 
บีตากลูแคน (Prasongsuk และคณะ, 2007; Wu และคณะ, 2009; Gaur และ Singh, 2010; 
Shingel, 2004) Cheng และคณะ (2011) ศึกษาผลกระทบของ pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อ
การผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans โดยระยะแรกปรับระดับ pH เริ่มต้นที่ 2 และ
เปลี่ยนเป็น 5 ในวันที่ 3 พบว่าระยะแรกที่มี pH เป็น 2 มีการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ปริมาณน้อย
มาก แต่จะมีการสะสมชีวมวลแทน (biomass) และเมื่อเปลี่ยน pH เป็น 5 เชื้อจะมีการผลิต 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้มากขึ้น ดังนั้นเป็นไปได้ว่าเชื้อจะมีการสะสมชีวมวลที่ระดับ pH ต่ า ๆ และ
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ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เมื่อระดับ pH ที่สูงขึ้น เช่นเดียวกับรายงานของ Sugumaran และคณะ  
(2013) รายงานผลของ pH ต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans พบว่า pH ที่
เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ คือ 6.5 ได้ปริมาณสูงสุด 16.39 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ 
pH ยังมีผลต่อรูปร่างของ A. pullulans โดยระดับ pH ที่ต่ า ๆ เชื้อจะอยู่ในรูปของเส้นใย แต่เมื่อ pH 
สูงขึ้นจะอยู่ในรูปเซลล์ (McNeil และคณะ, 1989) ดังรายงานของ Wu และคณะ (2009) ได้แสดงว่า
ระดับ pH ที่ต่ ากว่า 3 เชื้อจะอยู่ในรูปของเส้นใย และเมื่อระดับ pH มากกว่า 5 เชื้อจะอยู่ในรูปของ
เซลล์เดี่ยวเป็นส่วนใหญ่ เชื้อที่อยู่ในรูปของเซลล์พอง บลาสโตสปอร์ และคลาไมโดสปอร์ พบว่ามีการ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (Sugumaran และคณะ, 2013) และมีบางงานวิจัยรายงานว่าเส้นใยและ
เซลล์จะพบการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เกิดข้ึนเช่นเดียวกัน (Cheng และคณะ, 2011) 

  4.) อุณหภูมิ 
   อุณหภูมิเป็นปัจจัยอย่างหนึ่งที่ส่งผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ (McNeil 
และ Kristiansen, 1990) ซ่ึงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของ
จุลินทรีย์ (Chi และ Zhao, 2003) พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล (2555) ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อ
การผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 พบว่าที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้
ผลผลิตบีตากลูแคนปริมาณสูงที่สุด รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส ตามล าดับ  
และ Wu และคณะ (2010) ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans 
พบว่าที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส ให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ปริมาณสูงที่สุดเท่ากับ 27.4 กรัมต่อ
ลิตร Punnapayak และคณะ (2003) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ จาก  
A. pullulans จ านวน 3 สายพันธุ์ที่คัดแยกได้จากอากาศในเขตกรุงเทพมหานคร พบว่ามีสอง 
สายพันธุ์ที่ผลิตได้ดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ส่วนอีกสายพันธุ์สามารถผลิตได้ดีที่ อุณหภูมิ 25  
องศา เซล เซียส  Cheng และคณะ (2011) ศึกษาผลของ อุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการผลิต 
พอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans ในช่วง 25-32 องศาเซลเซียส พบว่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ได้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ปริมาณสูงสุด 10.1 กรัมต่อลิตร  

  5.) แหล่งอาหารเสริมและวิตามิน 

   วิตามินเป็นสารอินทรีย์ที่จุลินทรีย์จ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตแตต่้องการ
ในปริมาณน้อย โดยวิตามินท าหน้าที่เป็น coenzyme หรือเป็นส่วนประกอบใน coenzyme ทีช่่วยใน
การท างานของเอนไซม์ และมีสารอินทรีย์หลายชนิดที่ราต้องการในปริมาณน้อยแต่มีความเข้มข้น
มากกว่าวิตามิน ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของราชนิดต่าง ๆ แตกต่างกัน ได้แก่ สารที่เป็น growth 
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factor เช่น กรดอะมิโน กรดไขมัน กรดซักซินิก สเตอรอล (sterols) อิโนซิทอล (inositol) พิวรีน 
(purine) ไพริมิดีน (pyrimidine) และโคลีน (choline)  
   น้ า มั น พืช  เป็ นแหล่ ง ของวิ ต ามิน อี  (vitamin E) ซึ่ ง อยู่ ใ น รู ปของ 
โทโคเฟอรอล (tocopherols) และกรดไขมันไม่อ่ิมตัวหรือกรดไขมันที่จ าเป็น (essential fatty acid) 
เช่น กรดไลโนเลอิก กรดแอลฟา-ไลโนเลอิก กรดโอเลอิก โดยน้ ามันพืชแต่ละชนิดจะมีสัดส่วนของกรด
ไขมันที่แตกต่างกัน นอกจากนี้น้ ามันยังเป็นแหล่งของบีตาแคโรทีนในรูปของโปรวิตามินเอ (pro-
vitamin A) (Gunstone, 2011) มีงานวิจัยที่ศึกษาการเพ่ิมผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยการใช้ 
น้ ามันพืชเป็นแหล่งอาหารเสริม ดังนี้  
   Lazaridou และคณะ (2002) ศึกษาการผลิตพอลิ แซ็ กคา ไรด์ จ าก  
A. pullulans สายพันธุ์ non-pigmented โดยมีกากน้ าตาลบีทเป็นแหล่งอาหาร และศึกษาการเติม
แหล่งอาหารเสริมได้แก่ น้ ามันมะกอก และ tween 80 จากการศึกษาพบว่าความเข้มข้นของแหล่ง
อาหารเสริมคือ น้ ามันมะกอก 2.5 ร้อยละโดยปริมาตรต่อปริมาตร และ tween 80 0.5 ร้อยละโดย
ปริมาตรต่อปริมาตร สามารถเพ่ิมผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงที่สุด และ Roukas (1999) ศึกษาการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans โดยใช้ของเสียจากโรงงานเบียร์เป็นแหล่งอาหารหลัก และ
เติมแหล่งอาหารเสริมชนิดต่างๆ พบว่าเมื่อใช้น้ ามันมะกอกเป็นแหล่งอาหารเสริม (ร้อยละ 2.5 
ปริมาตรโดยปริมาตร) สามารถเพ่ิมผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากสูตรพ้ืนฐานได้ถึงร้อยละ 41.66 และ 
Silva และคณะ (2007) ศึกษาผลกระทบของน้ ามันถั่ ว เหลืองและ Tween 80 ในการผลิต 
botryosphaeran จาก Botryosphaeria rhodina MAMB–05 โดยศึกษาความเข้มข้นของน้ ามัน 
ถั่วเหลืองที่ร้อยละ 0-10 มิลลิลิตร และ Tween 80 ที่ร้อยละ 0-5 กรัม โดยเพาะเลี้ยงที่  28  
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากผลการศึกษา
พบว่าการเสริมน้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร และ Tween 80 ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 4.5 โดยน้ าหนัก ให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด และ Sena และคณะ (2006) ศึกษาการ
เพ่ิมผลผลิตพูลลูแลนโดยเชื้อ A. pullulans จ านวน 2 สายพันธุ์ คือ NRRL Y-2311-1 และ NRRL Y-
6220 โดยเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร complex nitrogen broth (Pollock และคณะ, 1992) ซึ่งใช้
น้ ามันถั่วเหลืองเป็นอาหารเสริมที่ความเข้มข้นร้อยละ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่า 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 96 และ 120 ชั่วโมง พบว่าที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 5 และเวลาในการบ่ม 96 ชั่วโมง ให้ผลผลิตพูลลูแลนในปริมาณสูงสุดคือ 29.58 และ 
27.48 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และมีการศึกษาการใช้น้ ามันดอกทานตะวันเป็นแหล่งอาหารเสริม 
พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans ATCC 42023 และพอลิแซ็กคาไรด์จาก 
Leuconostoc mesenteroides และ Rhizobium leguminosarum UBF 11 ได้ดีที่สุด (El-Tayeb 
และ Khodair, 2006) 
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2.5 การปนเปื้อนเมลานิน (melanin)  

 เมลานินเป็นเม็ดสีที่พบทั่วไปในสิ่งมีชีวิต เมลานินมีสีแดง น้ าตาลเข้ม และด า มีมวลโมเลกุล
สูง สังเคราะห์ขึ้นโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอล ที่มีกรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) 
เป็นสารตั้งต้น (Jiang และคณะ, 2017) เมลานินก่อให้เกิดปัญหาในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์
จาก Aureobasidium โดยพบว่าหลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการบ่ม จะมีเมลานินปนเปื้อนอยู่ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ละลายอยู่ ซึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีสีเข้มจนถึงด า เมื่อตกตะกอน 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์แล้วพบว่ามีเมลานินปนเปื้อนมาด้วย ท าให้เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์มีคุณภาพต่ า 
การสังเคราะห์เมลานินมีขึ้นทั้งภายในและภายนอกของเซลล์ในระยะสุดท้ายของการเจริญเมื่อเซลล์
เปลี่ยนแปลงรูปร่างจากเซลล์บวม (swollen cell) ไปเป็นคลาไมโดสปอร์ (chlamydospore) (Siehr, 
1981) มีรายงานว่าอายุของกล้าเชื้อ อาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิในการบ่ม และค่า pH มีผลต่อปริมาณ
การผลิตเมลานิน (Lei และ Chang-hai, 2010) 
 
2.6 บีตากลูแคน 

 บีตากลูแคนเป็นพอลิแซคคาไรด์ (polysaccharide) ที่มีหน่วยย่อยเป็นน้ าตาลกลูโคส 

(glucose) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะบีตาไกลโคซิดิก (β-glycosidic bonds) ซึ่งบีตากลูแคนที่พบใน

ธรรมชาติมีหลายกลุ่มด้วยกัน โดยมีลักษณะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับคุณสมบัติทางเคมีและโครงสร้าง

สามมิติของบีตากลูแคนชนิดนั้นๆ บีตากลูแคนพบได้ในข้าวบาร์เลย์ ข้าวโอ๊ต สาหร่ายทะเล ผนังเซลล์

ของยีสต์ รา และพบในแบคทีเรียบางชนิด ซึ่งปัจจุบันได้มีการสกัดบีตากลูแคนจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด

เพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ เช่น ผลิตเป็นอาหารเสริมสุขภาพ เป็นแหล่งไฟเบอร์ เป็น

ส่วนผสมในเครื่องส าอาง และเป็นสารเพิ่มผิวสัมผัสในอาหาร 

  
2.6.1 บีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 

  บีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 มีโครงสร้างคล้ายกับออบาซิแดน 
จึงมีรายงานว่าเป็นบีตากลูแคนชนิด aubasidan-like β-glucan (Lotrakul และคณะ, 2013)  
หน่วยย่อยของบีตากลูแคนประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส ซึ่งแต่ละโมเลกุลของกลูโคสเชื่อมกันด้วยพันธะ
บีตา-1,3-ไกลโคซิดิก (β-1,3-glycosidic) และมีสายกิ่งเชื่อมกันด้วยพันธะแอลฟา-1,4-ไกลโคซิดิก (α-
1,4-glycosidic) และพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก (α-1,6-glycosidic) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 
  พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล (2555) ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน
จาก A. thailandense NRRL 58543 พบว่าสามารถผลิตได้ดีที่สุดในอาหารที่มีซูโครสร้อยละ 6 โดย
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น้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน และโซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็น
แหล่งไนโตรเจน pH 7.5 และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 9 วัน โดยมีผลผลิตสูงสุด 
เท่ากับ 14.72±0.03 กรัมต่อลิตร ซึ่งเพ่ิมขึ้นจากสูตรที่ไม่ผ่านการปรับองค์ประกอบถึง 6.06 เท่า  
อย่างไรก็ตาม งานวิจัยดังกล่าวได้รายงานว่าบีตากลูแคนที่ผลิตได้มีสีด าจากการปนเปื้อนของเมลานิน 
ซึ่งไม่เหมาะที่จะน ามาประยุกต์ใช้ทางการแพทย์และทางอาหาร 
  มีงานวิจัยที่น าเอาบีตากลูแคนที่ผลิตจาก A. thailandense NRRL 58543 ไป
ทดสอบฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็งเต้านมสายพันธุ์ BT 474, เซลล์มะเร็งปอดสายพันธุ์ ChaGo k1 
และเซลล์มะเร็งปากมดลูกสายพันธุ์ HeLa (ภูษิตา ขวัญยืน, 2557) พบว่ามีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
เซลล์มะเร็งปอด เซลล์มะเร็งเต้านม และเซลล์มะเร็งปากมดลูก เท่ากับร้อยละ 48.34, 36.79 และ 
20.08 ตามล าดับ และมีแนวโน้มยับยั้งได้มากข้ึนเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของบีตากลูแคน 
 

 
รูปที่ 2.1 โครงสร้างของ ก) ออบาซิแดน ข) บีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 

      (ที่มา: Prasongsuk และคณะ, 2018) 

ก) 

ข) 
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2.7 ประโยชน์ของบีตากลูแคน 

 บีตากลูแคนมีประสิทธิภาพในการเสริมสร้างการท างานของระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์และ
สัตว์ มีการวิจัยจ านวนมากสนับสนุนว่าบีตากลูแคนมีผลในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ได้ 
เช่น Pelizon และคณะ (2005) ศึกษาการให้บีตากลูแคนที่ผลิตจาก S. cerevisiae 100 มิลลิกรัม ใน
หนูทดลอง พบว่าเซลล์ของหนูมีการผลิต IL-12p40, IL-12p70 และ TNF-α ได้สูงขึ้น และเมื่อท าการ
กระตุ้นด้วย Streptococcus aureus พบว่าหนูที่ได้รับบีตากลูแคนมีกิจกรรมของ NK cell ที่สูงกว่า
หนูที่ ไม่ ได้ รับบีตากลู แคน นอกจากนี้ หนูที่ ได้ รับบีตากลู แคน มีการยับยั้ งการ เจริญของ 
Paracoccidioides brasiliensis ได้ดีกว่าหนูที่ ไม่ได้รับบีตากลูแคน และ Robertsen และคณะ  
(1990) ทดลองฉีดบีตากลูแคนให้ปลาแซลมอน พบว่าปลาแซลมอนที่ท าการทดลองมีภูมิต้านทานเชื้อ 
Yersinia rukeri เชื้อ Vibrio anguillarum และเชื้อ Vibrio salmonicida สูงขึ้น ซึ่งเชื้อเหล่านี้เป็น
สาเหตุของโรค red mouth โรค vibriosis และโรค hitra ตามล าดับ โดยปลาที่ท าการทดลองจะมี 
ภูมิต้านทานต่อเชื้อเหล่านี้สูงสุดเมื่อฉีดกลูแคนเข้าไปเป็นเวลา 3 สัปดาห์ และการศึกษาถัดมาของ 
Engstad และคณะ (1992) จากระยะเวลาที่ผ่านไป 3 สัปดาห์ หลังจากฉีดบีตากลูแคนเข้าไป พบว่า 
กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ ( lysozyme) ในปลาแซลมอนสูงขึ้น รวมไปถึงกิจกรรมของ 
คอมพรีเมนต์ (complement) ที่สูงขึ้นเช่นเดียวกันเมื่อเวลาผ่านไป 2-4 สัปดาห์ และการทดลองของ 
Williams และคณะ (1996) พบว่าบีตากลูแคนสามารถช่วยยับยั้งการเกิดเนื้องอก การบวม และการ
ท างานของสารก่อมะเร็งได้ และพบว่าบีตากลูแคนสามารถช่วยยืดระยะเวลาการมีชีวิตในสัตว์ที่ผ่าน
การปลูกถ่ าย เซลล์ เ มลาโนมา (melanoma) เซลล์อะดี โนคาซิ โนมา ( adenocarcinoma)  
เซลล์แมมมารีคาซิโนมา (mammary carcinoma) และเซลล์ลิมโฟไซติกลูคีเมีย (lymphocytic 
leukemia) นอกจากประโยชน์ทางด้านการแพทย์แล้ว ยังมคีุณสมบัติด้านอ่ืนๆของบีตากลูแคน ซ่ึงท า
ให้มีการน าไปประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ เช่น คุณสมบัติของบีตากลูแคนที่ไม่ละลายน้ าที่อุณหภูมิห้อง 
แต่สามารถอุ้มน้ าและท าให้เกิดความหนืดกับสารละลาย รวมถึงความสามารถในการดูดซับน้ ามัน จึง
ท าให้มีการน าบีตากลูแคนมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น ใช้เป็นสารที่ท าให้เกิดความคงตัวในระบบ
อิมัลชัน (emulsion stability) ซึ่งช่วยในการลดแรงตึงผิวระหว่างอนุภาคน้ ากับน้ ามัน ตลอดจนใช้
เป็นสารให้ความหนืด เป็นต้น ตัวอย่างการน าไปใช้ เช่น การน าบีตากลูแคนไปใช้ในผลิตภัณฑ์มายอง
เนสเพ่ือทดแทนไขมัน (Worrasinchai และคณะ, 2006) และบีตากลูแคนยังมีสมบัติพรีไบโอติก 
(prebiotic) อีกด้วย (Gardiner และคณะ, 2002; Snart และคณะ, 2006; Mitsou และคณะ, 2010) 
นอกจากนี้ บีตากลูแคนถูกใช้เป็นสารป้องกันรังสี จึงนิยมใช้เป็นส่วนผสมในเครื่องส าอางจ าพวกครีม
กันแดด (Hofer, 1996) ซึ่งแสงแดดเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้การท างานของเม็ดสีผิดปกติ เกิดเป็นกระ 
ฝ้า รอยด่างด า และก่อให้เกิดการชราของผิวหนังเร็วกว่าปกติ (photoageing) และยังพบว่าแสงแดด
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เป็นตัวท าลายเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของผิวหนัง คือท าให้เซลล์ Langerhans มีจ านวนลดลง ดังนั้น
คนที่ตากแดดนาน ๆ จึงมีโอกาสเกิดมะเร็งผิวหนัง ซึ่งบีตากลูแคนมีประสิทธิภาพในการสร้างคอลลา
เจนของเซลล์ผิวหนัง สามารถกระตุ้นให้แผลหายเร็วขึ้น ลดการเกิดอนุมูลอิสระ และกระตุ้นการ
ท างานของเซลล์ Langerhans ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีหน้าที่น าสิ่งแปลกปลอมไปให้เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่
จะจับสารแปลกปลอมแล้วย่อยเป็นชิ้นเล็ก ๆ และน าไปเก็บไว้ที่ต่อมน้ าเหลือง จากนั้นเซลล์ภูมิคุ้มกัน
ชนิดอ่ืน เช่นเม็ดเลือดขาว (T-lymphocyte) จะสร้างภูมิคุ้มกัน จากนั้นจะถูกท าลายไปโดยแมคโคร
เฟจ กระบวนการทั้งหมดเหล่านี้จะมีผลท าให้ผิวพรรณสดใส เปล่งปลั่ง ลดริ้วรอย และชะลอความแก่
ของเซลล์ผิวหนังให้ช้าลง (Williams และคณะ, 1996) 
 
2.8 พรีไบโอติก (prebiotic) 

 พรีไบโอติกคือ สารหรือองค์ประกอบที่ไม่ถูกย่อยและดูดซึมในระบบทางเดินอาหารส่วนบน 
ช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโต และหรือขบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในระบบ
ทางเดินอาหาร เช่น Bifidobacteria และ Lactobacilli โดยการเป็นแหล่งอาหารให้กับเชื้อจุลินทรีย์
ดังกล่าว ซึ่ งก่อให้ เกิดผลดีต่อสุขภาพของสิ่ งมีชีวิตเจ้าบ้าน (host) นอกจากนี้  พรี ไบโอติก 
ยังสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ก่อโรค (pathogenic bacteria) เช่น Salmonella และ  
Escherichia coli ได้ (Gibson และ Roberfroid, 1999) 
 สารที่ถูกจ าแนกเป็นพรีไบโอติกจะต้องมีลักษณะอย่างน้อย 3 ประการ คือ สารนั้นจะต้องไม่
ถูกย่อยหรือถูกดูดซึมในกระเพราะอาหารหรือล าไส้เล็ก สารนั้นจะต้องจ าเพาะกับแบคทีเรียที่เป็น
ประโยชน์ในล าไส้ และผลจากการหมักสารนั้นควรท าให้เกิดการกระตุ้นที่เป็นประโยชน์ต่อสิ่งมีชีวิตเจ้า
บ้าน และยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ก่อโทษได้ โดยสามารถแบ่งประเภทของพรีไบโอติกได้ เช่น น้ าตาล
แอลกอฮอล์ (alcohol sugar), แป้งทนย่อยต่อเอนไซม์ (resistance starch), พอลิแซ็กคาไรด์ที่ไม่ใช่
แป้ง, อินนูลิน (inulin) น้ าตาลและโอลิโกแซ็กคาไรด์ เป็นต้น 
 ส าหรับชนิดของสารพรีไบโอติกที่ ได้รับความสนใจและมีการน าไปใช้ประโยชน์ใน
อุตสาหกรรมอาหารเพ่ือสุขภาพ คือกลุ่มน้ าตาลแอลกอฮอล์และโอลิโกแซ็กคาไรด์  ซึ่ง เป็น
คาร์โบไฮเดรตสายสั้น มีเพียงส่วนน้อยที่ศึกษาคาร์โบไฮเดรตสายยาวที่มีโครงสร้างซับซ้อน อย่างเช่น 
บีตากลูแคน แตม่ีการยืนยันว่ามีประสิทธิภาพเป็นพรีไบโอติกได้ดีเช่นกัน (Lam และ Chi, 2013) 
 Jaskari และคณะ (1998) ศึกษาสมบัติพรีไบโอติกของบีตากลูแคนจากข้าวโอ๊ตที่ถูกย่อยโดย
เอนไซม์ไลคาเนส (lichenase) พบว่าสามารถส่งเสริมการเจริญของเชื้อ bifidobacteria และ 
lactobacilli และรายงานว่าบีตา-กลูโคโอลิโกเมอร์ (β-glucooligomers) ซึ่งเป็นบีตากลูแคนที่มี
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น้ าหนักโมเลกุลต่ า มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติกได้ดีเทียบเท่ากับการใช้  
พรีไบโอติกชนิดราฟฟิโนส (raffinose) และฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (fructooligosaccharide)  
 
2.9 โพรไบโอติก (probiotic) 

 โพรไบโอติกมาจากภาษากรีก แปลว่า เพ่ือชีวิต (For life) โดยมี Metchnikoff (1908) เป็น
ผู้ให้ค าจ ากัดความค าว่าโพรไบโอติกคนแรก จากนั้นมีผู้ให้ค าจ ากัดความแตกต่างกันดังต่อไปนี้   
ค าจ ากัดความคือ สารที่จุลินทรีย์ชนิดหนึ่งสร้างและขับออกมา ส่งผลช่วยกระตุ้นการเจริญของ
จุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่ง ซึ่งการท างานของโพรไบโอติกให้ผลตรงข้ามกับการท างานของสารปฏิชีวนะ 
(antibiotics) ที่ท าลายจุลินทรีย์เกือบทุกชนิด (Lilly และ Stillwell, 1965) จุลินทรีย์และสารที่ช่วย
ปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร (Parker, 1974) จุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่เสริมในอาหารและให้
ประโยชน์แก่เจ้าบ้าน (host) โดยช่วยเสริมจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของสัตว์ให้อยู่ในสภาพสมดุล  
(Frei และคณะ, 2015) แบคทีเรียที่ดีและถูกจัดเป็นโพรไบโอติก ได้แก่ Lactobacillus acidophilus, 
L. casei, L. brevis, Bifidobacterium bifidum, Enterocossus faecalis แ ล ะ  Streptococcus 
thermophilus เป็นแบคทีเรียที่มีประโยชน์ อาศัยอยู่ในล าไส้เล็กหรือล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ตั้งแต่แรก
เกิด ท าหน้าที่ช่วยย่อยอาหารและให้สารอาหารที่มีประโยชน์แกม่นุษย์ ได้แก่ กรดอะมิโน กรดแลคติก 
พลังงาน วิตามินเค วิตามินบี และสารปฏิชีวนะหลายชนิด ซึ่งจุลินทรีย์โพรไบโอติกควรมีสมบัติทนต่อ
ภาวะความเป็นกรดของน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร ทนต่อน้ าดี และสามารถสร้างสารยับยั้งเชื้อก่อโรค
ได้ (Gilliland และ Speck, 1977)  
 ตัวอย่างของแบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus ซึ่งเป็นที่นิยมน ามาใช้ในอุตสาหกรรมผลิตนม
เปรี้ยวและโยเกิร์ต และพบในล าไส้ เช่น L. brevis และ L. casei (Sultana และคณะ, 2000) โดย
แบคทีเรีย L. casei จัดอยู่ในกลุ่ม facultatively lactobacilli เป็นพวก facultative anaerobe 
แบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ และไม่สร้างสปอร์ เป็นแบคทีเรียทนกรด 
(acid tolerant) มีกระบวนการหมักแบบ faculatively hetero-fermentative ตัวอย่างพบได้ใน
ผลิตภัณฑ์ นมหมัก นมดิบ ผักผลไม้หมัก ล าไส้ของมนุษย์และสัตว์ มีการผลิตเพ่ือเป็นจุลินทรีย์ 
โพรไบโอติกในอุตสาหกรรมนมหมัก (O’Sullivan และคณะ, 2016) 
 
2.10 เยลล ี(jelly) 

 กัมมีเยลลีจัดเป็นผลิตภัณฑ์กลุ่มลูกกวาดชนิดที่มีน้ าตาลเป็นส่วนประกอบหลัก เป็นลูกกวาด
แบบเคี้ยว (chewy confectionary) และยังเป็นลูกกวาดชนิดที่เกิดเจล (สุวรรณา สุภิมารส, 2543) 
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ตามพระราชบัญญัติ พ.ศ. 2537 เยลลี่ หมายถึง ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากน้ าผลไม้ที่ได้จากการคั้น หรือสกัด
จากผลไม้ หรือน้ าผลไม้ที่ผ่านกรรมวิธี หรือท าให้เข้มข้น หรือแช่แข็ง ผสมกับสารที่ให้ความหวานและ
ท าให้มีความเหนียวพอเหมาะ โดยไม่มีเนื้อผลไม้เจือปน น้ าผลไม้หรือน้ าที่สกัดได้จากผลไม้ที่ใช้ต้อง
ผ่านการกรองเพ่ือให้ใส ปราศจากชิ้นหรือเศษของผลไม้ และอาจท าให้เข้มข้นโดยการระเหยน้ าออก 
ปริมาณน้ าผลไม้หรือน้ าที่สกัดได้จากผลไม้ที่ใช้ต้องไม่น้อยกว่าร้อยละ 20 ของน้ าหนัก กัมมีเยลลีต้องมี
ลักษณะกึ่งแข็งก่ึงเหลว คงรูป ไม่เยิ้มน้ า สีสวยสม่ าเสมอ และสีไม่คล้ า มีกลิ่นและรสชาติตามธรรมชาติ
ของน้ าผลไม้ ต้องใสผ่านแสงได้ ไม่มีชิ้นของเศษผลไม้ที่ใช้ และอาจใช้สีผสมอาหารในการปรุงแต่งได้  
(มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม, 2537) ค านิยามหรือค าจ ากัดความของผลิตภัณฑ์ในกลุ่มกัมมีเยลลี 
ในปัจจุบันยังไม่แน่นอนเท่าใดนัก เยลลีจัดเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดเจลทั่ว ๆ ไป ที่สามารถใช้สารที่ท าให้
เกิดเจลที่กฎหมายอนุญาตให้ใช้ชนิดใดก็ได้ ส าหรับผู้บริโภคทั่ว ๆ ไปจะเข้าใจว่ากัมและเยลลีเป็น
ผลิตภัณฑ์เดียวกันและมักเรียกรวมว่า เยลลี เพราะมีลักษณะคล้ายกันคือ เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีความ
ยืดหยุ่น นิ่ม เหนียวต้องเคี้ยวกิน ไม่ได้ใช้อมแบบลูกกวาด มีเนื้อสัมผัสแตกต่างกันไป ตั้งแต่อ่อนนุ่มแต่
มีความยืดหยุ่นสูง ไปจนถึงเหนียวแข็งกัดขาดได้ยาก ตัวอย่างที่รู้จักกันดี ได้แก่ เยลลี กัมมีแบร์  
พาสติลล์ และผลิตภัณฑ์อ่ืนที่เรียกด้วยชื่อทางการค้า ผลิตภัณฑ์เหล่านี้มีความชื้นค่อนข้างสูงอยู่
ระหว่างร้อยละ 10-20 เนื่องจากมีสมบัติในการจับตัวกับน้ า (water binding) ของไฮโดรคลอลอยด์ 
ซึ่งมีส่วนท าให้เนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ต่างกันไปด้วย จึงสามารถใช้ปริมาณความชื้นเป็นตัวชี้บ่งชนิด
ของผลิตภัณฑ์ได้ดังนี้ (สุวรรณา สุภิมารส, 2543) ผลิตภัณฑ์เยลลี่ จะมีความชื้นร้อยละ 18-25 มีเนื้อ
สัมผัสนุ่ม กัดขาดได้ง่าย ใช้มีดตัดได้โดยไม่เหนียวติดใบมีด ผลิตภัณฑ์กัมชนิดแข็ง (hard gum) มี
ความชื้นร้อยละ 10-13 ลักษณะเนื้อแข็งและเหนียว กัดขาดได้ยาก หนึบมาก เคี้ยวได้นาน ชนิดนุ่ม 
(soft gum) มีความชื้นอยู่ ในช่วงร้อยละ 16-20 เนื้อจะนุ่มเหนียวมีความยืดหยุ่นสูง  พาสติลล์  
(pastilles) เป็นผลิตภัณฑ์ที่อยู่กึ่งกลางระหว่างกัมมีและเยลลี ที่พบในตลาด มักจะท าเป็นยาอม 
ส่วนประกอบโดยเฉลี่ยของผลิตภัณฑ์ในกลุ่มกัมมีเยลลี มีส่วนแบ่งการตลาดในประเทศไทยประมาณ
ครึ่งหนึ่งของตลาดลูกกวาด และมีแนวโน้มว่าจะได้รับความนิยมเพ่ิมขึ้น เพราะผู้บริโภคจะนิยม
รับประทานผลิตภัณฑ์ที่เค้ียวได้มากกว่า (สุวรรณา สุภิมารส, 2543)



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

 
3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัยบีตากลูแคน 

อุปกรณ์ บริษัท/ประเทศ 
1. กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CH 30 RF200 Olympus/ญี่ปุ่น 
2. เครื่องเขย่า (Shaker) รุ่น SPL15  Labcon/ แอฟริกาใต้ 
3. เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง รุ่น BL610 Sartorius/เยอรมนี 
4. เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง รุ่น TC-205 Denver Instrument Company/

อเมริกา 
5. เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) Mettler Toledo/อเมริกา 
6. เครื่องปั่นเหวี่ยง รุ่น Rotofix32 Hettich/เยอรมนี 
7. เครื่องวัดสี Konica Minolta, CR 400/ญี่ปุ่น 
8. ตู้อบ (Hot air oven) Binder/อเมริกา 
9. ตู้เขี่ยเชื้อแบบ Laminar Flow รุ่น PP-50 ISSOC/ไทย 
10. หม้อนึ่งความดันไอน้ า Ta Chang Medical instrument 

Factory/ไต้หวัน 
11. อุปกรณ์นับเม็ดเลือด (Haemacytometer) Brand/เยอรมนี 
12. โถเพาะเลี้ยงไร้ออกซิเจน 2.5 ลิตร Oxoid/อเมริกา 

 
3.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัยเยลลี 

อุปกรณ์ บริษัท/ประเทศ 
1. เตาแม่เหล็กไฟฟ้า Imarflex/ญี่ปุ่น 
2. ตู้แช่เย็น Mitsubishi/ไทย 
3. Refractometer Atago/เยอรมนี 
4. เครื่องวัดเนื้อสัมผัส  Icon/อังกฤษ 
5. เครื่องวัดปริมาณน้ าอิสระในอาหาร AquaLab/อเมริกา 
6. เครื่องวัดความหนืด Fungilab/เยอรมนี 
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3.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัยบีตากลูแคน 

สารเคมี บริษัท/ประเทศ 
1. Ammonium sulphate Ajax/ออสเตรเลีย 
2. Ammonium oxalate Ajax/ออสเตรเลีย 
3. Anthrone (9,10-dihydro-9-

oxoanthracene) 
Sigma-Aldrich/อเมริกา 

4. D-glucose Sigma/อเมริกา 
5. Di-potassium phosphate Ajax/ออสเตรเลีย 
6. Ethanol ร้อยละ 95 องค์การสุรากรมสรรพสามิต/ไทย 
7. Hydrochloric acid (HCl) Ajax/ออสเตรเลีย 
8. Malt extract HiMedia/อินเดีย 
9. Magnesium sulphate heptahydrate Marck/เยอรมนี 

10. Peptone HiMedia/อินเดีย 
11. Phenol Merck/เยอรมนี 
12. Potassium nitrate Ajax/ออสเตรเลีย 
13. Skim milk HiMedia/อินเดีย 
14. Sodium chloride (NaCl) Ajax/ออสเตรเลีย 
15. Sodium hydroxide (NaOH) Ajax/ออสเตรเลีย 
16. Sodium nitrate Ajax/ออสเตรเลีย 

17. Sucrose  Ajax/ออสเตรเลีย 
18. Sulfuric acid ร้อยละ 96 J.T.Baker/อเมริกา 
19. Tween 80 Ajax/ออสเตรเลีย 
20. น้ ามันมะกอก ล่ าสูง (ประเทศไทย) จ ากัด (มหาชน)/ไทย 
21. น้ ามันดอกทานตะวัน น้ ามันพืชไทย/ไทย 
22. น้ ามันปาล์ม สุขสมบูรณ์ กรุ๊ป จ ากัด/ไทย 
23. น้ ามันร าข้าว น้ ามันบริโภคไทย/ไทย 
24. น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันพืชไทย/ไทย 
25. เอนไซม์บีตากลูคาเนส Sigma/อเมริกา 
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3.4 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัยเยลลี 

สารเคมี บริษัท/ประเทศ 
1. กลูโคสไซรัป กรุงเทพเคมี/ไทย 
2. ซูโครส น้ าตาลไทยรุ่งเรือง/ไทย 
3. กรดซิตริก กรุงเทพเคมี/ไทย 
4. เจลาติน คารติโน เจลาติน จ ากัด/ไทย 
5. กลิ่นมะนาว กรุงเทพเคมี/ไทย 
6. แป้งข้าวโพด คารติโน เจลาติน จ ากัด/ไทย 

 
3.5 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ Aureobasidium thailandense NRRL 58543 ได้รับจาก
หน่วยปฏิบัติการวิจัยการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และ Lactobacillus casei TISTR 390 และ L. brevis subsp. brevis 
TISTR 868 ได้รับจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
       เก็บ stock culture โดยเลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารสูตร Yeast Malt 
broth (YMB) (ภาคผนวก ก) และเลี้ยง L. casei และ L. brevis ในอาหารสูตร de Man Rogosa 
Sharpe (MRS) broth (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าความเร็ว 
150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2-3 วัน จากนั้นเก็บเชื้อในหลอด microcentrifuge เติมสารละลาย 
กลีเซอรอลให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 20 โดยปริมาตรต่อปริมาตร เก็บที่  -20  
องศาเซลเซียส ส าหรับการเก็บระยะสั้น และเก็บรักษาด้วยวิธีแช่เยือกแข็ง ( lyophilization) โดยใช้
หางนม (skim milk) เป็นสาร cryoprotectant ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก
ต่อปริมาตร ส าหรับการเก็บระยะยาว 
 
3.6 ขั้นตอนและวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.6.1 เตรียมหัวเชื้อ A. thailandense NRRL 58543 

  ถ่ายเชื้อ A. thailandense NRRL 58543 จากหลอดเก็บเชื้อแช่เยือกแข็ง ลงใน
อาหาร YMB เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ยเชื้อลงบนอาหาร Yeast Malt agar (YMA) (ภาคผนวก ก) เพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวถ่ายลงในอาหาร YMB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงใน
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สภาวะเดียวกันกับข้างต้น เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนเซลล์โดยใช้ haemacytometer ปรับให้มี
ปริมาณเซลล์เท่ากับ 2.5 × 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเจือจางด้วยอาหาร YMB ส าหรับน าไปใช้เป็น
หัวเชื้อ (Lotrakul และคณะ, 2013) 
 

3.6.2 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน  

3.6.2.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

                  เลี้ ย ง  A. thailandense NRRL 58543  ในอาหารสู ตร  production 
medium (PM) (Lotrakul และคณะ, 2013) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่มีซูโครสร้อยละ 
6 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน และโซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจน เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่า 150 รอบต่อนาที 
เก็บตัวอย่างบีตากลูแคนและเซลล์แห้งทุกวัน จนครบ 8 วัน แยกเซลล์ยีสต์ออกโดยหมุนเหวี่ยงด้วย
เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสที่ปราศจากเซลล์ยีสต์
มาตกตะกอนด้วยเอทานอลร้อยละ 95 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ในอัตราส่วนเอทานอลต่อสารละลาย 
2:1 แช่เย็น 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วกรองผ่านกระดาษกรอง Whatman no.1 โดย
ใช้ปั๊มแรงดันสุญญากาศ (vacuum pump) อบแห้งบีตากลูแคนที่ห่อด้วยกระดาษกรองที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส จนน้ าหนักคงที่ ชั่งน้ าหนักหักลบน้ าหนักของกระดาษกรอง บันทึกน้ าหนักแห้งของ 
บีตากลูแคนและน้ าหนักแห้งของเซลล์ยีสต์ ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าข้อมูลที่ได้มาหาค่าเฉลี่ยและส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน พร้อมทั้งสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณบีตากลูแคนและเซลล์แห้ง
กับเวลา เพ่ือก าหนดวันที่เหมาะสมในการเก็บบีตากลูแคน 
 
  3.6.2.2 ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 

                  เลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารสูตร PM ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ที่มีซูโครสร้อยละ 6 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน โดยแปรผันชนิดของแหล่ง
ได้แก่ เปบโตน โซเดียมไนเตรท โพแทสเซียมไนเตรท แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมออกซาเลต 
ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่า
ที่อัตราเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างในวันที่มีการผลิตบีตากลูแคนสูงสุดตามข้อมูลที่ได้จากข้อ 
3.6.2.1 มาหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ยีสต์ออกแล้วตกตะกอนบีตากลูแคนด้วยเอทานอล จากนั้นหา
น้ าหนักแห้งตามวิธีจากข้อ 3.6.2.1 น าบีตากลูแคนที่อบแห้งมาบดเป็นผง แล้ววัดค่าสีในระบบ CIE 
(ดัดแปลงจากวิธีของ Liu และคณะ, 2018) ที่มีค่าของ L* (0=สีด า, 100=สีขาว), a* (ค่าลบ=สีเขียว, 
ค่าบวก=สีแดง) และ b* (ค่าลบ=สีน้ าเงิน, ค่าบวก=สีเหลือง) น าค่าที่ได้มาค านวณค่าดัชนีความขาว 
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(whiteness index; WI) ตามสมการที่  1 (Li และ Lee, 1996) โดยการเลือกแหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน จะใช้เกณฑ์การผลิตบีตากลูแคนที่ปริมาณสูงสุด ควบคู่กับ 
ค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคน โดยใช้บีตากลูแคนจากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (บริษัท  
โควิกเคทท์ อินเตอร์เนชั่นแนล ไทยแลนด์ จ ากัด) ที่มี ค่าดัชนีความขาวเท่ากับ 48.13 เป็น 
เกณฑ์ก าหนดสีของบีตากลูแคน ซึ่งบีตากลูแคนที่ผ่านเกณฑ์นี้จะต้องมีค่าดัชนีความขาวมากกว่าหรือ
เท่ากับ 48.13 ท าการทดลอง 3 ซ้ า  

    WI = 100 - √(100-L*)2 + a*2 + b*2   (1) 
   
  3.6.2.3 ศึกษาแหล่งอาหารเสริมท่ีเหมาะสม 

                  เลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ในอาหาร PM ที่ใช้แหล่งไนโตรเจน
ชนิดที่เหมาะสมต่อการผลิตบีตากลูแคนจากข้อ 3.6.2.2 โดยแปรผันชนิดของแหล่งอาหารเสริม ได้แก่ 
น้ ามันมะกอก น้ ามันดอกทานตะวัน น้ ามันปาล์ม น้ ามันร าข้าว และน้ ามันถั่วเหลือง ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร เพ่ือศึกษาผลของการใช้อาหารเสริมชนิดต่าง ๆ ต่อปริมาณ 
บีตากลูแคนที่ผลิตได้ ในภาวะที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขย่าที่อัตราเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บ
ตัวอย่ างในเวลาที่มีการผลิตบีตากลูแคนสูงสุดตามข้อมูลที่ ได้จากข้อ 3.6.2.1 วัดปริมาณ 
บีตากลูแคนและค่าดัชนีความขาวตามวิธีในข้อ 3.6.2.1 ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 

3.6.2.4 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่ง
อาหารเสริมที่เหมาะสม 

                  เลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารที่ใช้แหล่งไนโตรเจนและ
แหล่งอาหารเสริมชนิดที่เหมาะสมตามผลที่ได้จากข้อ 3.6.2.2 และ 3.6.2.3 โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่ง
คาร์บอน (Lotrakul และคณะ, 2013) หาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่ง
อาหารเสริมที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน โดยใช้วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface 
Methodology, RSM) และออกแบบการทดลองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken design, 
BBD) โดยใช้โปรแกรม Design Expert เวอร์ชัน 11 (Stat-Ease Inc.,US) ประกอบด้วย 15 ชุด 
การทดลอง (แสดงในตารางที่ 4.3) ซึ่งก าหนดระดับของของปัจจัยที่ศึกษาดังตารางที่ 3.1 ตรวจสอบ
สมการอธิบายการผลิตบีตากลูแคน โดยน าค่าความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และ
แหล่งอาหารเสริมที่ส่งผลให้ผลิตบีตากลูแคนได้สูงที่สุดจากการค านวณมาท าการทดลองซ้ า เพ่ื อ
เปรียบเทียบปริมาณบีตากลูแคนที่ได้กับค่าท านายที่ได้จากสมการ 
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ตารางท่ี 3.1 การก าหนดระดับปัจจัย 

ปัจจัย สัญลักษณ์ 
ระดับปัจจัย 

ต่ า (-1) กลาง (0) สูง (+1) 

1. ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน X1 3 5 7 

2. ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน X2 0.04 0.06 0.08 
3. ความเข้มข้นของแหล่งอาหารเสริม X3 6 8 10 

   
  3.6.2.5 ศึกษาผลของ pH เริ่มต้นที่เหมาะสม 

                  เลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารซึ่งประกอบด้วยแหล่ง
คาร์บอน, แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริมที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมตามผลที่ได้จากข้อ 
3.6.2.4 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าอัตราเร็ว 150 รอบต่อนาที โดยแปรผัน pH 
เริ่มต้นของอาหาร ได้แก่ 5 5.5 6 6.5 และ 7 เก็บตัวอย่างในวันที่มีการผลิตบีตากลูแคนสูงสุดตาม
ข้อมูลที่ได้จากข้อ 3.6.2.1 วัดปริมาณบีตากลูแคนและค่าดัชนีความขาวตามวิธีในข้อ 3.6.2.1 ใช้เกณฑ์
การเลือก pH ที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนตามข้อ 3.6.2.2 ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
        3.6.2.6 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสม 

                  เลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารซึ่งประกอบด้วยแหล่ง
คาร์บอน, แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริมในความเข้มข้นที่เหมาะสมตามผลที่ได้จากข้อ 
3.6.2.4 ปรับ pH เริ่มต้นของอาหารตามผลที่ได้จากข้อ 3.6.2.5 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใช้ในการ
เพาะเลี้ยง ได้แก่ 25 28 และ 30 องศาเซลเซียส เลี้ยงบนเครื่องเขย่าอัตราเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บ
ตัวอย่างในวันที่มีการผลิตบีตากลูแคนสูงสุดตามข้อมูลที่ได้จากข้อ 3.6.2.1 วัดปริมาณบีตากลูแคนและ
ค่าดัชนีความขาวตามวิธีในข้อ 3.6.2.1 ใช้เกณฑ์การเลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน
ตามข้อ 3.6.2.2 ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
 3.6.3 การลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยใช้เอนไซม์ 

        น าบีตากลูแคนที่ผลิตจากข้อ 3.6.2 มาย่อยด้วยเอนไซม์บีตากลูคาเนสซึ่งจ าเพาะต่อ
การย่อยพันธะบีตา-1,3-ไกลโคซิดิก ตามวิธีของ Jaskari และคณะ (1998) โดยเตรียมสารละลาย 
บีตากลูแคนร้อยละ 2 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.5 ใช้เอนไซม์ 
บีตากลูคาเนสจาก Trichoderma longibrachiatum (EC 3.2.1.6) ที่ความเข้มข้น 50 ยูนิตต่อ 100 
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มิลลิกรัมบีตากลูแคน บ่มในอ่างน้ าแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หยุด
การท างานของเอนไซม์โดยการต้มในน้ าเดือด 15 นาที จากนั้นบีตากลูแคนที่มีมวลโมเลกุลสูงจะถูก
ก าจัดออกโดยการตกตะกอนด้วยเอทานอล (ร้อยละ 95 โดยปริมาตรต่อปริมาตร) และน าส่วนใสไปท า
ให้เข้มข้นข้ึนโดยใช้เครื่องระเหยสารภายใต้สุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) แล้ว
ท าแห้งโดยวิธีแช่เยือกแข็ง (lyophilization) ส าหรับทดลองข้ันต่อไป 
 

3.6.4 ตรวจสอบผลจากการลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคน 

3.6.4.1 วิเคราะห์โครงสร้างของบีตากลูแคนโดยใช้เทคนิค Fourier Transform- 
Infrared (FT-IR) spectroscopy 

                  เตรียมตัวอย่างที่จะใช้วิเคราะห์โดยผสมผงบีตากลูแคนประมาณ 1-2 
มิลลิกรัม เข้ากับผงโพแทสเซียมโบรไมด์ที่ปราศจากน้ าประมาณ 100 มิลลิกรัม บดให้เข้ากัน น ามาอัด
เป็นแผ่น (pellet) ด้วยความดัน 10 ตันต่อตารางนิ้ว น าไปวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเครื่อง FT-IR 
spectrometer (Perkin-Elmer Spectrum One, USA) บันทึกข้อมูลสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสง
ในช่วงเลขคลื่น 450-4000 เซนติเมตร-1 จ านวนครั้งของการสแกน 16 ครัง้ต่อสเปกตรัม 
 

3.6.4.2 การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยวิธีเจลเพอร์มีเอชันโคร
มาโทกราฟี (gel permeation chromatography, GPC) 

   วิเคราะห์มวลโมเลกุลของบีตากลูแคนที่ผ่านการลดขนาดโมเลกุล ด้วยวิธี
เจลเพอร์มีเอชันโครมาโทกราฟี (GPC) โดยใช้เครื่อง Waters 600E, Waters วิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุล
ในช่วง 1,000-20,000,000 ดาลตัน และใช้รีแฟรกทีฟอินเด็กซ์ ดีเทคเตอร์ ( refractive index 
detectors, IR detectors) ท าการวิเคราะห์ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช้น้ าเป็นเฟสเคลื่อนที่ 
ที่อัตราการไหลเท่ากับ 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที ส่งวิเคราะห์ ณ ศูนย์เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห่งชาติ 
 

3.6.4.3 วัดค่าความหนืด 

                  วัดค่าความหนืดของสารละลายบีตากลูแคนความเข้มข้นร้อยละ 0.25, 0.5, 
1, 1.5 และ 2 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Ashraf และคณะ (2017) ด้วยเครื่อง 
วัดความหนืด (Brookfield viscometer, Model DV-II) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยใช้หัววัด
แบบ R2 อัตราเฉือน (shear rate) 150 วินาที-1 รายงานค่าความหนืดในหน่วยเซนติพอยส (cP)  
ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
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3.6.4.4 ตรวจสอบโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่เกิดขึ้น 

               ตรวจสอบโอลิโกแซ็กคาไรด์ (oligosaccharide) ในบีตากลูแคนที่ผ่านการ
ลดขนาดโมเลกุล ด้วยวิธีอย่างง่ายโดยใช้ เทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin layer 
chromatography, TLC) โดยหยดสารละลายตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร บนแผ่นซิลิกาเจล (Silica Gel 
60 F 524 TLC plates, Merck Darmstadt, Germany) น า ไ ป ใ ส่ ใ น ถั ง ท า  TLC ที่ อ่ิ ม ตั ว ด้ ว ย
สารละลายผสมระหว่างเอทานอลต่อบิวทานอลต่อน้ า ในอัตราส่วน 5:5:4 (ปริมาตรโดยปริมาตร) ตั้ง
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้สารละลายผสมซึมขึ้นไปบนแผ่น TLC เป็นระยะทาง 10 เซนติเมตร ตั้งทิ้งไว้ให้
แห้งและจุ่มในสารละลายอะนิซัลดีไฮด์ (anisaldehyde dipping reagent) ที่ประกอบด้วยเมทานอล
ต่ออะนิซัลดีไฮด์ต่อกรดซัลฟิวริก ในอัตราส่วน 95:3:3 (ปริมาตรโดยปริมาตร) จากนั้นน าไปเป่า 
ลมร้อน (100-120 องศาเซลเซียส ประมาณ 5-10 นาที) สังเกตแถบสีและบันทึกผลการทดลอง 
เปรียบเทียบระยะทางเคลื่อนที่ของบีตากลูแคนที่ได้กับสารมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส แมนโนส และ 
เซลโลไบโอส 
 
 3.6.5 ศึกษาสมบัติพรีไบโอติกของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 

3.6.5.1 ทดสอบการทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์อะไมเลส 

   จ าลองการย่อยในปากโดยใช้ เอนไซม์อะไมเลส โดยใช้สารละลาย 
น้ าลายเทียม (artificial human saliva) มี pH เท่ากับ 6.8 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก) ที่
มีบีตากลูแคนละลายอยู่ปริมาณ 30 กรัม (ดัดแปลงจาก Fässler และคณะ, 2006) เติมสารละลาย
เอนไซม์อะไมเลส (ภาคผนวก ก) ลงในสารละลายน้ าลายเทียมที่มีตัวอย่างละลายอยู่ซึ่งเตรียมไว้
ข้างต้น โดยเติมเอนไซม์มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.33 ยูนิตต่อมิลลิลิตร น าส่วนผสมที่ได้ไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที โดยสุ่มเก็บตัวอย่างครั้งละ 5 มิลลิลิตร ใส่ไว้ในหลอด
ทดลองที่มีฝาปิดที่เวลา 0, 5, 10, 15, 20, 30 และ 40 นาที น ามาต้มในน้ าเดือด 15 นาที และแช่ใน
น้ าแข็งทันทีเพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ วัดปริมาณน้ าตาลทั้งหมดและน้ าตาลรีดิวซ์ (ภาคผนวก ก) 
เพ่ือค านวณร้อยละของการย่อยตามสมการที ่2 และ 3 

ร้อยละการย่อย = (ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สุดท้าย – ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น) / 
 (ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด – ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น) x 100     (2) 

ร้อยละการย่อยรวม = ร้อยละการย่อยในปาก + ร้อยละการย่อยในกระเพาะอาหาร       (3) 
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  3.6.5.2 ทดสอบการทนต่อการย่อยด้วยกรดในกระเพาะอาหาร 

                           น าสารละลายที่เหลือจากการทดลองในข้อ 3.6.5.1 มาวัดปริมาตรและเติม
สารเคมีต่าง ๆ ดังแสดงในภาคผนวก ก น าไปกวนผสมให้เข้ากันเพ่ือปรับสภาวะของสารละลายให้
ใกล้เคียงกับสภาวะของสารละลายอิเล็กโตรไลท์ในกระเพาะอาหาร จากนั้นปรับ pH ของสารละลาย
ให้เป็น 2 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สุ่มตัวอย่างที่เวลา 0, 10, 20, 30, 
60, 90, 120, 180 และ 240 นาที โดยภายหลังการสุ่มตัวอย่างให้น าสารละลายมาปรับ pH ให้เป็น
กลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.0 โมลาห์ เพ่ือหยุดปฏิกิริยาที่เกิดจากการย่อยด้วยกรด ก่อนน าไป
วิเคราะห์ร้อยละการย่อยเช่นเดียวกับข้อที่ 3.6.5.1 
  
  3.6.5.3 ทดสอบการกระตุ้นการเติบโตของ L. casei และ L. brevis 

                           ศึกษาสมบัติของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทในการกระตุ้นการเติบโตของ
แบคทีเรียโพรไบโอติก 2 ชนิด ได้แก่ L.casei และ L. brevis โดยเลี้ยงในอาหารสูตร MRS broth ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อ น าหัวเชื้อมาวัดค่าความ
หนาแน่นของแสง (optical density, OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แล้วปรับค่า OD600 ให้
เท่ากับ 0.1 โดยเจือจางด้วย MRS broth จากนั้นถ่ายหัวเชื้อที่ปรับความหนาแน่นของเซลล์ปริมาณ
ร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ลงในหลอดทดลองที่มีอาหาร MRS broth โดยแปรผันชนิดของ
แหล่งคาร์บอน ได้แก่ กลูโคส บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท บีตากลูแคนดั้งเดิม และบีตากลูแคนจากยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae (บริษัทโควิกเคทท์ อินเตอร์เนชั่นแนล ไทยแลนด์ จ ากัด, ประเทศไทย) 
และชุดควบคุมซึ่งไม่เติมแหล่งคาร์บอน โดยควบคุมความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนเริ่มต้นเท่ากับ 2 
มิลลิกรัมคาร์บอนต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบ
การเติบโตของแบคทีเรียด้วยวิธีตรวจนับจุลินทรีย์มาตรฐาน (standard plate count) ที่เวลา 0 24 
และ 48 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 

3.6.6 ศึกษาผลของปริมาณบีตากลูแคนต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 

  เตรียมเยลลีพรีไบโอติกโดยใช้สูตรกัมมีเยลลีพ้ืนฐาน (Garcia, 2000) ตามขั้นตอน
การผลิตกัมและเยลลี (สุวรรณา สุภิมารส, 2543) (ภาคผนวก ข) หลังจากต้มเคี่ยวน้ าตาลทราย 
กลูโคสไซรัป และเจลาติน (เรียกส่วนนี้ว่า ลิเคอร์) เติมบีตากลูแคนลงในลิเคอร์ โดยแปรปริมาณ 
บีตากลูแคน 2 ระดับ ได้แก่ ร้อยละ 0.25 (สูตรบีตากลูแคน 0.25) และ 0.5 (สูตรบีตากลูแคน 0.50) 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และสูตรควบคุมซึ่งไม่เติมบีตากลูแคน เติมกลิ่นมะนาวและสารละลาย 
กรดซิตริกเป็นล าดับสุดท้าย จากนั้นเทลิเคอร์ลงในถาดอะลูมิเนียม น าไปแช่เย็นที่ อุณหภูมิ 4  
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องศาเซลเซียส น าเยลลีที่คงรูปออกจากถาดแล้วตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาด 1.5x1.5x1 เซนติเมตร 
คลุกด้วยแป้งข้าวโพดแล้วเก็บในถุงอะลูมิเนียมฟอยล์ชนิดที่มีซิปล็อก 
 

3.6.6.1 ศึกษาคุณภาพทางกายภาพ 

   วัดค่า เนื้ อสัมผัส  โดยใช้ เครื่ อง  Texture Analyser รุ่ น  TA-XT plus 
(ภาคผนวก ค) เลือกวิธีทดสอบแบบ Texture Profile Analysis (TPA) โดยใช้หัววัดแบบ cylinder 
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 36 มิลลิเมตร ขนาดตัวอย่าง 1.5x1.5x1 เซนติเมตร ความเร็วของหัววัดขณะ
ทดสอบ 1.0 มิลลิเมตรต่อวินาที ระยะแรงกดร้อยละ 50 ของความหนาตัวอย่าง ระยะเวลาในการคืน
ตัว 5 วินาที รายงานค่า hardness (ความแข็ง), cohesiveness (การยึดเกาะ), springiness (ความ
ยืดหยุ่น), chewiness (การคงทนเมื่อถูกเคี้ยว), gumminess (ความเหนียวยึดติด) และวัดค่าสี ได้แก่ 
L* (ค่าความสว่าง), a* (ค่าสีแดง) และ b* (ค่าสีเหลือง) 
  

3.6.6.2 ศึกษาคุณภาพทางด้านจุลินทรีย์ 

   ตรวจสอบคุณภาพทางจุลินทรีย์ของเยลลีพรีไบโอติก ได้แก่ จุลินทรีย์
ทั้งหมด ยีสต์และรา และ E. coli ด้วยวิธีมาตรฐานของ FDA BAM (2001) ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์
ชุมชน เยลลี่แห้ง (มผช. 520/2547) ที่ก าหนดให้มีจุลินทรีย์ทั้งหมดไม่เกิน 104 CFU/กรัม ยีสต์และรา
ไม่เกิน 100 CFU/กรัม และ E. coli ไม่เกิน 3 MPN/กรัม  
 

3.6.6.3 ศึกษาคุณภาพทางประสาทสัมผัส 

   ศึกษาคุณภาพทางประสาทสัมผัส ด้านสี ความยืดหยุ่น ความเหนียว และ
ความชอบรวม ดัดแปลงวิธีจาก Charoen และคณะ (2015) โดยใช้ผู้ทดสอบที่ไม่ผ่านการฝึกฝน
จ านวน 30 คน เพศชาย 7 คน เพศหญิง 23 คน อายุระหว่าง 20-35 ปี  (ดัดแปลงจาก Amjadi และ
คณะ, 2018) ใช้แบบทดสอบที่มีการให้คะแนนความชอบ (ภาคผนวก ง) วิธี 9-point hedonic scale 
ที่มีช่วงคะแนน 1-9 (1 ไม่ชอบมากที่สุด, 2 ไม่ชอบมาก, 3 ไม่ชอบปานกลาง, 4 ไม่ชอบเล็กน้อย, 5 
เฉย ๆ , 6 ชอบเล็กน้อย, 7 ชอบปานกลาง, 8 ชอบมาก และ 9 ชอบมากที่สุด) 
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3.6.7 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพและจุลินทรีย์ในระหว่างการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 

            ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเยลลีพรีไบโอติกทางกายภาพโดยท ากา ร
วิเคราะห์ค่าสีและลักษณะเนื้อสัมผัส (texture profile analysis) ตามวิธีในข้อ 3.6.6.1 และทาง
จุลินทรีย์ตามวิธีในข้อ 3.6.6.2 โดยน าผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติกบรรจุในถุงอะลูมิเนียมฟอยล์ เก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน จากนั้นประเมินคุณภาพทางจุลชีววิทยาและคุณภาพทาง
กายภาพ ในวันที่ 0, 7 และ 14 ของการเก็บรักษา โดยจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด ปริมาณยีสต์และ
รา และจ านวน E. coli จะเป็นตัวก าหนดการสิ้นสุดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ 
 
 3.6.8 วิเคราะห์ผลทางสถิติ 

            วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(Analysis of variance, ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

  
4.1 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

4.1.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

              จากการเลี้ ยง  A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารสูตร production 
medium (PM) เป็นเวลา 8 วัน แล้วเก็บตัวอย่างบีตากลูแคนและเซลล์ยีสต์เพ่ือหาน้ าหนักแห้งทุกวัน 
พบว่า A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนสูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติใน
วันที่ 4 ของการเลี้ยง โดยผลิตได้ 15.22±0.71 กรัมต่อลิตร จากนั้นมีแนวโน้มลดลงจนถึงวันที่ 8 เมื่อ
พิจารณาการเติบโตโดยวัดน้ าหนักเซลล์แห้ง พบว่า A. thailandense NRRL 58543 มีการเพ่ิม
จ านวนอย่างรวดเร็วในช่วง 2 วันแรก และปริมาณเซลล์เริ่มคงที่เมื่อเลี้ยง  A. thailandense NRRL 
58543 เป็นเวลา 8 วัน (รูปที่ 4.1) 
 

  
รูปที่ 4.1 ปริมาณบีตากลูแคนและเซลล์แห้งที่ได้จากการเลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ใน

อาหาร production medium (PM) แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า  
บาร์แสดงส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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4.1.2 แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

              จากการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตบีตากลูแคน โดยเลี้ยง 
A. thailandense NRRL 58543 ในอาหาร PM ที่แปรผันแหล่งไนโตรเจน 5 ชนิด ได้แก่ เปบโตน 
โซเดียมไนเตรท โพแทสเซียมไนเตรท แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมออกซาเลต ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน พบว่าแหล่ง
ไนโตรเจนที่ศึกษาให้ผลผลิตบีตากลูแคนในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 4.1) โดยแหล่งไนโตรเจน
ชนิดโซเดียมไนเตรทให้ผลผลิตบีตากลูแคนในปริมาณสูงทีสุ่ด (15.14±0.48 กรัมต่อลิตร) รองลงมาคือ 
เปบโตน โพแทสเซียมไนเตรท แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมออกซาเลต ตามล าดับ เมื่อ
พิจารณาค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคน พบว่าการใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดโซเดียมไนเตรท 
แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมออกซาเลต มีค่าดัชนีความขาวตามเกณฑ์ที่ก าหนด (ไม่ต่ ากว่า 
48.13 ) ซึ่งใช้เกณฑ์ค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคนจากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (บริษัท 
โควิกเคทท์ อินเตอร์เนชั่นแนล ไทยแลนด์ จ ากัด, ประเทศไทย) ที่มีค่าดัชนีความขาวเท่ากับ 48.13 ซึ่ง
ในส่วนของเปบโตนและโพแทสเซียมไนเตรทให้ผลผลิตบีตากลูแคนที่มีค่าดัชนีความขาวต่ ากว่าเกณฑ์
ที่ก าหนด จากรูปที่ 4.2 จะเห็นว่าบีตากลูแคนที่ผลิตจากเปบโตนมีสีในโทนน้ าตาล ในขณะที่ 
บีตากลูแคนจากโพแทสเซียมไนเตรทมีสีในโทนเหลือง 
              ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้โซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน เพ่ือท าการทดลองในขั้น
ต่อไป เนื่องจากให้ผลผลิตบีตากลูแคนในปริมาณสูงที่สุด และมีค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคนตาม
เกณฑ์ท่ีก าหนดไว้ 
 
ตารางที่  4.1 ปริมาณบีตากลูแคนและค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคนที่ได้จากการเลี้ยง  

A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารทีแ่ปรผันแหล่งไนโตรเจน 

แหล่งไนโตรเจน บีตากลูแคน (กรัมต่อลิตร) ดัชนีความขาว 

เปบโตน 14.52bc ± 0.17 39.56a ± 0.10 

โซเดียมไนเตรท 15.14c ± 0.48 60.59e ± 0.10 

โพแทสเซียมไนเตรท 14.34b ± 0.49 46.55b ± 0.03 

แอมโมเนียมซัลเฟต 14.33b ± 0.25 52.44c ± 0.03 

แอมโมเนียมออกซาเลต 12.39a ± 0.32 58.24d ± 0.04 

a,b,c... ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวตั้งเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  (p≤0.05)  
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รูปที่ 4.2 บีตากลูแคนที่ผลิตจาก A. thailandense NRRL 58543 โดยใช้แหล่งไนโตรเจนชนิด  

ก) เปบโตน ข) โซเดียมไนเตรท ค) โพแทสเซียมไนเตรท ง) แอมโมเนียมซัลเฟต  
จ) แอมโมเนียมออกซาเลต 

 
4.1.3 แหล่งอาหารเสริมที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

                 จากการศึ กษาผลของการ ใช้ แหล่ ง อาหาร เส ริ ม  ได้ แก่  น้ า มั นมะกอก  
น้ ามันดอกทานตะวัน น้ ามันปาล์ม น้ ามันร าข้าว และน้ ามันถั่วเหลือง ในการเลี้ยง A. thailandense 
NRRL 58543 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน พบว่าการใช้น้ ามันดอกทานตะวัน
สามารถเพ่ิมผลผลิตบีตากลูแคนจากสูตรปกติ (15.14±0.48 กรัมต่อลิตร) ได้ถึงร้อยละ 71.73  
มีปริมาณบีตากลูแคนเท่ากับ 26.00±0.68 กรัมต่อลิตร รองลงมาได้แก่อาหารเสริมชนิด น้ ามันมะกอก 
น้ ามันปาล์ม น้ ามันถั่วเหลือง และน้ ามันร าข้าว ตามล าดับ (ตารางที่ 4.2) เมื่อพิจารณาค่าดัชนีความ
ขาวของบีตากลูแคนที่ได้จากการใช้อาหารเสริมพบว่ามีค่าใกล้เคียงกัน และมีค่าอยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนด
ไว้ทั้งหมด ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้น้ ามันดอกทานตะวันเป็นแหล่งอาหารเสริมในการผลิตบีตากลูแคน
ส าหรับการทดลองในขั้นต่อไป เนื่องจากสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตบีตากลูแคนได้สูงที่สุดและ 
บีตากลูแคนมีค่าดัชนีความขาวอยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนด 
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ตารางที่ 4.2 ปริมาณบีตากลูแคนและค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคนที่ผลิตโดย A. thailandense 
NRRL 58543 ที่ใช้แหล่งอาหารเสริมชนิดต่างๆ 

แหล่งอาหารเสริม บีตากลูแคน (กรัมต่อลิตร) ดัชนีความขาว 

ไม่เติม 15.14a ± 0.48 60.59b ± 0.10 

น้ ามันมะกอก 23.23c ± 0.80 62.16bc ± 0.07 

น้ ามันดอกทานตะวัน 26.00d ± 0.68 63.75c ± 0.16 

น้ ามันปาล์ม 22.41bc ± 0.34 52.39a ± 0.35 

น้ ามันร าข้าว 20.68b ± 1.00 52.97a ± 0.11 

น้ ามันถั่วเหลือง 22.40bc ± 0.67 51.08a ± 0.03 

a,b,c... ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวตั้งเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  (p≤0.05)  
 

4.1.4 ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริมท่ีเหมาะสม 

                 จากการศึกษาในข้อ 4.1.2 และ 4.1.3 พบว่าโซเดียมไนเตรท และน้ ามันดอก
ทานตะวัน เป็นแหล่งไนโตรเจนและแหล่งอาหารเสริมที่เหมาะสม โดยมีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่
เหมาะสมจากการรายงานของ Lotrakul และคณะ (2013) ในการผลิตบีตากลูแคนจาก  
A. thailandense NRRL 58543 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้โซเดียมไนเตรท น้ ามันดอกทานตะวัน 
และซูโครสมาศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยเลี้ยง A. thailandense NRRL 58543 ในอาหาร
สูตรที่ปรับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริม ด้วยแผนการ
ทดลองแบบ Box and Behnken Design (BBD) โดยมีปริมาณบีตากลูแคนเป็นค่าตอบสนอง  
                 เมื่อน าผลการทดลองที่ได้  (ตารางที่ 4.3) มาสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริม กับปริมาณ 
บีตากลูแคนที่ผลิตได้ โดยใช้โปรแกรม Design Expert เวอร์ชัน 11 (Stat-Ease Inc.,US) จะได้
ความสัมพันธ์ดังสมการ 
  Y = -183.84062 + 18.91208X1 + 2455.87500X2 + 24.95458X3 - 
3.75000X1X2 - 0.268750X1X3 -46.87500X2X3 -1.69146X1² - 16827.08333X2² -1.28771X3

2 
   โดย Y คือ ปริมาณบีตากลูแคน (กรัมต่อลิตร) X1 คือ ความเข้มข้นของซูโครส  
(ร้อยละ) X2 คือ ความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรท (ร้อยละ) และ X3 คือ ความเข้มข้นของน้ ามันดอก
ทานตะวัน (ร้อยละ) เมื่อวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร พบว่า R2 เท่ากับ 0.95 แสดงว่า การ
ตอบสนองตามสมการดังกล่าวเป็นผลมาจากตัวแปรร้อยละ 95 
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                 จากค่าตอบสนอง สามารถสร้างแผนภาพพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (contour plot) (รูปที่ 
4.3, 4.4, 4.5) เพ่ือหาค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยที่ส่งผลให้ได้ปริมาณบีตากลูแคนสูงสุด และ
สามารถท านายได้ว่า เมื่อปรับความเข้มข้นของซูโครสเท่ากับร้อยละ 4.90 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
โซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และน้ ามันดอกทานตะวันร้อยละ 8.17 โดย
ปริมาตรต่อปริมาตร จะท าให้ได้บีตากลูแคนสูงสุดที่ 38.07±0.11 กรัมต่อลิตร เมื่อท าการทดลองซ้ าที่
ภาวะดังกล่าว พบว่า A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนได้ 37.73±0.15 
กรัมต่อลิตร ซึ่งไม่แตกต่างจากค่าท านายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p=0.05) แสดงว่าสามารถน า
สมการที่ได้มาใช้ในการอธิบายการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 ได้อย่าง
แม่นย า 
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ตารางที่  4.3 แผนการทดลองแบบ Box and Behnken Design (BBD) และผลการตอบสนอง 
(ปริมาณบีตากลูแคน) ต่อปัจจัยที่ศึกษา ส าหรับการศึกษาความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริมที่เหมาะสมต่อการผลิตบีตากลูแคน 
จาก A. thailandense NRRL 58543 

ชุดการ

ทดลอง 

รหัสปัจจัย ปัจจัย บีตากลูแคน 

(กรัมต่อลิตร) X1 X2 X3 ซูโครส 

(ร้อยละ) 

โซเดียมไนเตรท 

(ร้อยละ) 

น้ ามัน 

ดอกทานตะวัน 

(ร้อยละ) 

1 0 -1 -1 5 0.04 6 25.36 

2 -1 -1 0 3 0.04 8 24.06 

3 +1 0 +1 7 0.06 10 24.71 

4 0 +1 +1 5 0.08 10 25.00 

5 0 0 0 5 0.06 8 37.90 

6 +1 -1 0 7 0.04 8 24.60 

7 0 -1 +1 5 0.04 10 25.90 

8 +1 +1 0 7 0.08 8 25.11 

9 0 +1 -1 5 0.08 6 30.10 

10 -1 0 +1 3 0.06 10 29.99 

11 -1 0 -1 3 0.06 6 24.96 

12 0 0 0 5 0.06 8 38.65 

13 +1 0 -1 7 0.06 6 24.70 

14 0 0 0 5 0.06 8 37.84 

15 -1 +1 0 3 0.08 8 24.95 
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รูปที่ 4.3 พ้ืนผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของซูโครสและโซเดียม 

ไนเตรทต่อปริมาณบีตากลูแคน 
 

 
รูปที่ 4.4 พ้ืนผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของซูโครสและน้ ามัน 

ดอกทานตะวันต่อปริมาณบีตากลูแคน 
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รูปที่ 4.5 พ้ืนผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรทและ

น้ ามันดอกทานตะวันต่อปริมาณบีตากลูแคน 
 

4.1.5 ค่า pH เริ่มต้นในอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตบีตากลูแคน 

              จากการศึกษาผลของค่า pH ในอาหารที่มีซูโครสร้อยละ 4.9 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
เป็นแหล่งคาร์บอน โซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจน และ
น้ ามันดอกทานตะวันร้อยละ 8.17 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งอาหารเสริม โดยแปรผันค่า pH 
เริ่มต้นของอาหารเป็น 5.0 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน พบว่า 
A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนได้สูงสุด (37.73±0.44 กรัมต่อลิตร) เมื่อ 
pH เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 6.5 (ตารางท่ี 4.4) รองลงมา ได้แก่ pH 7.0 6.0 5.5 และ 5.0 ตามล าดับ 
เมื่อพิจารณาถึงค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคน พบว่ามีค่าที่ใกล้เคียงกันโดยอยู่ในช่วง 60-63 ซึ่ง
ผ่านเกณฑ์ท่ีก าหนดไว้ 
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ตารางท่ี 4.4 ปริมาณบีตากลูแคนและค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคนที่ผลิตจาก A. thailandense 
NRRL 58543 โดยแปรผัน pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

pH เริ่มต้น ปริมาณบีตากลูแคน (กรัมต่อลิตร) ดัชนีความขาว 

5.0 30.26a ± 0.54 60.28a ± 0.07 

5.5 31.62b ± 1.07 63.68b ± 0.16 

6.0 33.29c ± 0.70 60.90a ± 0.35 

6.5 37.73e ± 0.44 62.31ab ± 0.11 

7.0 35.67d ± 0.42 62.93ab ± 0.31 

a,b,c... ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวตั้งเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  
 

4.1.6 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

                 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตบีตากลูแคน ของ A. thailandense 
NRRL 58543 โดยเลี้ยงในอาหารที่มีซูโครสร้อยละ 4.90 โดยน้ าหนักต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน 
โซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน และน้ ามันดอกทานตะวัน
ร้อยละ 8.17 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งอาหารเสริม เลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงที่แปรผันอุณหภูมิ
ได้แก่ 25 28 และ 30 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิมีผลต่อปริมาณบีตากลูแคนและค่าดัชนีความขาว
ของบีตากลูแคน โดย A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส (37.01±0.08 กรัมต่อลิตร) (ตารางที่  4.5) รองลงมาได้แก่อุณหภูมิ 28  
องศาเซลเซียส (33.82±0.33 กรัมต่อลิตร) และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (29.76±0.37 กรัมต่อ
ลิตร) เมื่อพิจารณาค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคน พบว่าที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บีตากลูแคน
มีค่าดัชนีความขาวสูงที่สุด (63.65±0.11) รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส (53.99±0.34) 
แต่ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บีตากลูแคนมีค่าดัชนีความขาวต่ าที่สุด (27.05±0.71) และไม่ผ่าน
เกณฑ์ที่ก าหนดไว้ (มากกว่า 48.13) โดยสรุป พบว่า A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิต 
บีตากลูแคนได้ดีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะมีการผลิตน้อยลงและมีสีเข้มขึ้น 
(รูปที่ 4.6) 
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ตารางท่ี 4.5 ปริมาณบีตากลูแคนและค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคนที่ผลิตจาก A. thailandense 
NRRL 58543 โดยแปรผันอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ปริมาณบีตากลูแคน (กรัมต่อลิตร) ดัชนีความขาว 

25 37.01 c ± 0.08 63.65c ± 0.11 

28 33.82 b ± 0.33 53.99b ± 0.34 

30 29.76 a ± 0.37 27.05a ± 0.71 

a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวตั้งเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  
  

 

รูปที่ 4.6 บีตากลูแคนที่ผลิตโดย A. thailandense NRRL 58543 ที่อุณหภูมิ ก) 25 ข) 28 และ  
ค) 30 องศาเซลเซียส 

  
4.2 การตรวจสอบผลจากการลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคน 

4.2.1 การวิเคราะห์โครงสร้างของบีตากลูแคนโดยใช้เทคนิค Fourier Transform 
Infrared (FTIR) spectroscopy 

  ตรวจสอบโครงสร้างของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทด้วยเทคนิค FT-IR spectroscopy 
เพ่ือศึกษาสมบัติของบีตากลูแคนที่เปลี่ยนแปลงไปจากการย่อยของเอนไซม์บีตากลูคาเนส และ
ตรวจสอบหมู่ฟังก์ชันที่เกี่ยวข้องกับบีตากลูแคน (Nair และคณะ, 2016) โดยบีตากลูแคนมีเอกลักษณ์
จ าเพาะอยู่ระหว่างความยาวคลื่น 3,400-800 เซนติเมตร -1 (รูปที่  4.7) ผลการทดลอง พบว่า 
บีตากลูแคนไฮโดรไลเซทแสดงความยาวคลื่นที่ 927.10 เซนติเมตร -1 ซึ่งเป็นลักษณะของพันธะ 
บีตา-ไกลโคซิดิก (β-glycosidic) (Yurlova, 1997) ที่เชื่อมระหว่างโมเลกุลของน้ าตาลซึ่งยังหลงเหลือ
อยู่ (ตารางท่ี 4.6) และพบความยาวคลื่นของหมู่ฟังก์ชันอื่น ๆ ที่ใกล้เคียงกับบีตากลูแคนดั้งเดิม 
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รูปที่ 4.7 FT-IR สเปกตรัมของ ก) บีตากลูแคนดั้งเดิม และ ข) บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 
 
ตารางท่ี 4.6 ต าแหน่งพีคของหมู่ฟังก์ชันต่าง ๆ ซึ่งได้จาก FT-IR สเปกตรัมของบีตากลูแคนดั้งเดิมและ 

บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 

หมู่ฟังก์ชัน บีตากลูแคนดั้งเดิม บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 

-OH 3324.40 3288.74 

-C-H 2920.22 2924.19 

-C-OH 1602.70 1630.44 

-OH bonding in alcohol 1368.91 1376.51 

C-O 1026.16 1022.22 

บีตา-ไกลโคซิดิก 889.45 927.10 
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4.2.2 การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยวิธีเจลเพอร์มีเอชันโครมาโทกราฟี 
(gel permeation chromatography, GPC) 

  การวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท เพ่ือเปรียบเทียบกับ
น้ าหนักโมเลกุลของบีตากลูแคนดั้งเดิมโดยวิธีเจลเพอร์มีเอชันโครมาโทกราฟี ( gel permeation 
chromatography, GPC) พบว่าบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทมีมวลโมเลกุลประมาณ 77,720 ดาลตัน 
(รูปที่ 4.8) แต่บีตากลูแคนดั้งเดิมไม่สามารถแปรผลการวิเคราะห์ได้ เนื่องมาจากบีตากลูแคนเป็น 
พอลิเมอร์ธรรมชาติที่มีมวลโมเลกุลสูง ซึ่งบีตากลูแคนที่มีมวลโมเลกุลสูงนั้นจะไม่สามารถละลายน้ าได้ 
(insoluble glucan) ท าให้การวิเคราะห์มวลโมเลกุลด้วยวิธี GPC ที่มีน้ าเป็นตัวท าละลายไม่สามารถ
ท าได ้
 

 

รูปที่ 4.8 GPC chromatogram ของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 
 

 4.2.3 ค่าความหนืด 

                 การวัดความหนืดของสารละลายที่ความเข้มข้นต่ า (dilute solution viscometry) 
เป็นหนึ่งในเทคนิคในการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของน้ าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์หรือสารโมเลกุลใหญ่  
(macromolecules) จากการวิเคราะห์ค่าความหนืดของสารละลายบีตากลูแคนที่ความเข้มข้นร้อยละ 
0.25-2 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ด้วยเครื่องวัดความหนืด Brookfield Viscometer พบว่าบีตากลูแคน
ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์หรือบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท (hydrolysate β -glucan) มีแนวโน้มของ 
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ค่าความหนืดต่ ากว่าบีตากลูแคนก่อนการย่อยหรือบีตากลูแคนดั้งเดิม (native β -glucan) ดังแสดง
ในรูปที่ 4.9 
 

 

รูปที่ 4.9 การเปลี่ยนแปลงความหนืดของบีตากลูแคนที่ความเข้มที่ต่าง ๆ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยจากการ
ทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดงส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

               
4.2.4 การตรวจสอบโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่เกิดขึ้น 

                 หลังจากย่อยพอลิเมอร์บีตากลูแคนด้วยเอนไซม์บีตากลูคาเนส ตรวจสอบผลิตภัณฑ์
ที่เกิดขึ้นคือ โอลิโกแซ็กคาไรด์ เปรียบเทียบกับบีตากลูแคนดั้งเดิม โดยใช้วิธีอย่างง่ายคือเทคนิค  
Thin layer chromatography (TLC) ระบบเอทานอลต่อบิวทานอลต่อน้ า อัตราส่วน 5:5:4 หลังจาก
จุ่มแผ่น TLC ด้วยสารละลายอะนิซัลดีไฮด์ (anisaldehyde dipping reagent) ที่ประกอบด้วย  
เมทานอลต่ออะนิซัลดีไฮด์ต่อกรดซัลฟิวริก ในอัตราส่วน 95:3:3 แล้วให้ความร้อนที่  160  
องศาเซลเซียส พบแถบสีเขียวลากยาวจากจุดเริ่มต้นซึ่งมีบางส่วนไม่เคลื่อนที่ออกจากจุดเริ่มต้น  
แสดงว่าการย่อยบีตากลูแคนด้วยเอนไซม์บีตากลูคาเนสได้ผลิตภัณฑ์ท่ีประกอบด้วยโอลิโกแซ็กคาไรด์ 
และยังมีบีตากลูแคนโมเลกุลใหญ่ซึ่งไม่ถูกย่อย และพบจุด 1 จุดที่ Rf = 0.58 ดังแสดงในรูปที่ 4.10 
เมื่อเทียบกับสารมาตรฐานยืนยันว่าเป็นจุดของน้ าตาลกลูโคส แสดงว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อย
นอกจากโอลิโกแซ็กคาไรด์แล้วยังมีน้ าตาลกลูโคสบางส่วน ส าหรับบีตากลูแคนดั้งเดิมพบว่าไม่สามารถ
เคลื่อนที่ออกจากจุดเริ่มต้น คาดว่าเนื่องจากมีขนาดโมเลกุลใหญ่จึงไม่ถูกชะขึ้นไปพร้อม mobile 
phase 
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รูปที่ 4.10 โครมาโตกราฟี (TLC) ของบีตากลูแคน ซ้ายไปขวา สารมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส (G)  
สารมาตรฐานน้ าตาลแมนโนส (M) สารมาตรฐานน้ าตาลเซลโลไบโอส (C) บีตากลูแคน
ดั้งเดิม (B0) และบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท (B1) 

   
4.3 การศึกษาสมบัติพรีไบโอติกของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 

4.3.1 การทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์และกรดในสภาวะจ าลองของระบบทางเดินอาหาร 

              บีตากลูแคนไฮโดรไลเซทถูกน ามาการศึกษาการทนต่อการย่อยของในระบบทางเดิน
อาหารส่วนบนแบบจ าลอง ซึ่งประกอบด้วยปากและกระเพาะอาหาร การทดลองการย่อยด้วยเอนไซม์ 
แอลฟา-อะไมเลส แสดงผลเป็นร้อยละการย่อย (% hydrolysis) ที่เวลาต่าง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.11 
พบว่าเมื่อผสมตัวอย่างบีตากลูแคนกับน้ าลายเทียมและเติมเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส เอนไซม์เริ่มย่อย 
บีตากลูแคนโดยมีร้อยละการย่อยเพ่ิมสูงขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วง 10 นาทีแรก จากนั้นเริ่มย่อยอย่าง  
ช้า ๆ จนกระทั่งถึงนาทีที่ 30 ซึ่งเป็นจุดที่มีอัตราการย่อยสูงสุดและคงที่จนสิ้นสุดการย่อย โดยที่อัตรา
การย่อยสูงสุดของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทในน้ าลายเทียมที่สภาวะการย่อยในปาก คือร้อยละ 25.8 
ในขณะที่บีตากลูแคนดั้งเดิม พบว่าสามารถทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส ได้อย่างคงที่ 
โดยมีร้อยละการย่อยเท่ากับ 0 เมื่อพิจารณาบีตากลูแคนทางการค้าที่สกัดจากยีสต์ S. cerevisiae 
พบว่ามีอัตราการย่อยสูงสุดเท่ากับร้อยละ 26.32 ซึ่งใกล้เคียงกับบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 
  

จุดเริ่มต้น 
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รูปที่ 4.11 ร้อยละการย่อยของบีตากลูแคน เมื่อผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส ภายใต้

สภาวะจ าลองการย่อยในปาก ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า บาร์แสดง 
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

                
  เมื่อบีตากลูแคนผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ในน้ าลายแล้ว จะถูกย่อยต่อภายใต้สภาวะ
จ าลองในกระเพาะอาหาร ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส ถูกยับยั้งจากค่า pH ที่
เปลี่ยนไป การทดลองการย่อยด้วยกรดในกระเพาะอาหาร (ไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์, pH=2) เป็นเวลา 
360 นาที แสดงผลเป็นร้อยละการย่อย (% hydrolysis) ที่เวลาต่าง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 พบว่า 
บีตากลูแคนไฮโดรไลเซทมีร้อยละการย่อยเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องและเพ่ิมขึ้นอย่างช้า  ๆ ตั้งแต่เริ่มปรับ
สภาวะของสารละลายให้เป็นกรดจนถึงที่ 30 นาที และคงที่จนสิ้นสุดการย่อย พบว่าการย่อยสูงสุด
เท่ากับร้อยละ 0.71 ในขณะที่บีตากลูแคนดั้งเดิม สามารถทนต่อการย่อยด้วยกรดในกระเพาะอาหาร
ได้อย่างคงที่ โดยมีอัตราการย่อยเท่ากับร้อยละ 0 เมื่อเปรียบเทียบกับบีตากลูแคนที่สกัดจากยีสต์  
S. cerevisiae พบว่ามีอัตราการย่อยเพ่ิมขึ้นสูงอย่างต่อเนื่องจนกระทั่งถึงนาทีที่ 240 ซึ่งเป็นจุดที่มี
อัตราย่อยสูงสุดเท่ากับร้อยละ 2.92 และคงที่จนสิ้นสุดการย่อย 
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รูปที่ 4.12 ร้อยละการย่อยของบีตากลูแคน เมื่อผ่านการย่อยด้วย HCl buffer pH 2.0 ภายใต้การ

จ าลองสภาวะกรดในกระเพาะอาหาร ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า บาร์
แสดงส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

                  
                 จากการทดสอบร้อยละการย่อยของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทในระบบทางเดิน
อาหารซึ่งประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ปากและกระเพาะอาหาร พบว่ามีระดับการถูกย่อยคือ 
ร้อยละ 25.8 และ 0.71 ตามล าดับ มีร้อยละการย่อยรวมเท่ากับ 26.51 ส าหรับบีตากลูแคนดั้งเดิม
พบว่าไม่ถูกย่อยจากปากและกระเพาะอาหาร เมื่อเปรียบเทียบกับบีตากลูแคนทางการค้าที่สกัดจาก  
S. cerevisiae พบว่าบีตากลูแคนทางการค้ามีระดับการย่อยสูงกว่า คือร้อยละ 26.32 และ 2.92 
ตามล าดับ มีการย่อยรวมเท่ากับร้อยละ 29.24 
 

4.3.2 การทดสอบการกระตุ้นการเติบโตของ L. casei และ L. brevis 

                 จากการทดสอบสมบัติของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทในการกระตุ้นการเติบโตของ 
โพรไบโอติก 2 สายพันธุ์ ได้แก่ L. brevis และ L. casei โดยเปรียบเทียบการเติบโตของแบคทีเรียเมื่อ
เลี้ยงในอาหาร MRS ที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ได้แก่ บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท บีตากลูแคนดั้งเดิม 
บีตากลูแคนทางการค้าที่ สกัดจาก S. cerevisiae (บริษัท โควิก เคทท์  อินเตอร์ เนชั่นแนล  
ไทยแลนด์ จ ากัด) และชุดควบคุมที่เติมกลูโคสและที่ไม่เติมแหล่งคาร์บอน โดยควบคุมความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอนเริ่มต้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัมคาร์บอน/มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า
ที่เวลาในการเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง บีตากลูแคนไฮโดรไลเซทสามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. brevis 
และ L. casei ได้ดีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับบีตากลูแคนดั้งเดิมและชุดควบคุม ดังแสดง
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ในตารางที่ 4.7 และ 4.8 แต่เมื่อเวลาที่ 48 ชั่วโมง บีตากลูแคนดั้งเดิมสามารถกระตุ้นการเติบโตของ 
พรีไบโอติกทั้งสองสายพันธุ์ได้ดีที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  แต่น้อยกว่าบีตากลูแคนจากยีสต์  
เมื่อเปรียบเทียบกับบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท แต่น้อยกว่าบีตากลูแคนทางการค้าในผลการทดลองจาก 
L. casei 
  
ตารางท่ี 4.7 การเติบโตของแบคทีเรีย L. brevis โดยใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ 

แหล่งคาร์บอน 
จ านวนแบคทีเรีย (log CFU/ml) 

0 ชั่วโมงns 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 7.33±0.30A 8.87±0.16dB 8.91±0.14cC 

บีตากลูแคนดั้งเดิม 7.34±0.24A 8.82±0.23cB 9.79±0.15eC 

บีตากลูแคนทางการค้าจากยีสต์ 7.38±0.18A 8.86±0.18dB 9.42±0.19dC 

กลูโคส 7.21±0.28A 7.90±0.21aC 7.58±0.13aB 

ไม่เติม 7.25±0.25A 8.53±0.12bC 8.42±0.24bB 

ns ไม่มีนัยส าคัญ (p>0.05)  
a,b,c... ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวตั้งเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  
A,B,C ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญสถิติ (p≤0.05)  
 
ตารางท่ี 4.8 การเติบโตของแบคทีเรีย L. casei โดยใช้แหลง่คาร์บอนชนิดต่าง ๆ 

แหล่งคาร์บอน 
จ านวนแบคทีเรีย (log CFU/ml) 

0 ชั่วโมงns 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 7.95±1.17A 9.23±0.01cC 9.07±0.06cB 

บีตากลูแคนดั้งเดิม 7.92±0.28A 9.08±0.13bB 10.29±0.12dC 

บีตากลูแคนทางการค้าจากยีสต์ 7.94±1.64A 9.45±0.04dB 10.53±0.12eC 

กลูโคส 7.93±0.24A 8.83±0.10aC 8.62±0.11bB 

ไม่เติม 7.91±1.02A 8.83±0.10aC 8.27±0.07aB 

ns ไม่มีนัยส าคัญ (p>0.05)  
a,b,c... ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวตั้งเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  
A,B,C ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญสถิติ (p≤0.05) 
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4.4 ผลของปริมาณบีตากลูแคนต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 

       เนื่องจากบีตากลูแคนมีสมบัติไม่ละลายน้ าแต่สามารถอุ้มน้ าและท าให้เกิดความหนืดกับ
สารละลาย พบว่าเมื่อใส่บีตากลูแคนในระหว่างการต้มเคี่ยวเยลลี จะท าให้ลิเคอร์จับตัวกันเป็นก้อนซึ่ง
กวนผสมได้ยาก และเมื่อน ามาเทลงในถาดพบว่าเนื้อผลิตภัณฑ์ซึ่งมีความหนืดสูงมาก ท าให้เกิด
ส่วนเกิน (tailing) ท าให้รูปร่างไม่สวยงามเท่าที่ควร และเนื้อผลิตภัณฑ์มีความเหนียวมากเกินไปท าให้
เคี้ยวยาก ดังนั้นจึงแปรปริมาณบีตากลูแคนในสูตรเยลลีพรีไบโอติกในระดับที่ค่อนข้างต่ า คือร้อยละ 
0.25 และ 0.50 เปรียบเทียบคุณภาพทางกายภาพและคุณภาพทางประสาทสัมผัสกับเยลลีสูตร
ควบคุมท่ีไม่เติมบีตากลูแคน ซึ่งให้ผลการทดลองดังต่อไปนี้ 
        

4.4.1 คุณภาพทางกายภาพ 

                 จากการศึกษาคุณภาพทางกายภาพของเยลลีพรีไบโอติก พบว่าการเพ่ิมปริมาณของ
บีตากลูแคนในเยลลีจะส่งผลให้เยลลีมีสีเข้มขึ้นและมีสีเหลืองมากขึ้น จากค่า L* ซึ่งเป็นค่าความสว่าง
มีแนวมโน้มที่ลดลง ค่า a* ซึ่งแสดงถึงสีแดงมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น และค่า b* แสดงถึงสีเหลือง (-b*)  
มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น เมื่อพิจารณาเนื้อสัมผัสของเยลลี พบว่า  hardness (ความแข็ง), chewiness  
(ความคงทนเมื่อถูกเคี้ยว) และ gumminess (ความเหนียวยึดติด) มีค่าเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ส่วนค่า springiness (ความยืดหยุ่น) และ cohesiveness (การยึดเกาะ) มีแนวโน้มลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  ซึ่งแสดงว่าการเพ่ิมปริมาณบีตากลูแคนท าให้เยลลีมีความแข็งมากขึ้ นและ 
เคี้ยวยากข้ึน (ตารางท่ี 4.9) 
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ตารางท่ี 4.9 คุณภาพทางกายภาพของผลิตภัณฑ์เยลลีสูตรที่มบีีตากลูแคนร้อยละ 0.25 และ 0.5 
และสูตรควบคุมที่ไม่เติมบีตากลูแคน 

คุณลักษณะ สูตรควบคุม สูตรบีตากลูแคน 0.25 สูตรบีตากลูแคน 0.50 

L* 49.26±0.80b 48.66±0.65b 44.21±0.37a 

a* 1.10±0.07a 1.03±0.08a 1.77±0.05b 

b* -2.83±0.42a -2.81±0.16a -4.34±0.19b 

hardness (N) 2.37±0.17a 2.63±0.25b 3.24±0.42c 

springiness 1.12±0.17c 1.06±0.11b 0.99±0.02a 

cohesiveness 0.98±0.01b 0.96±0.02ab 0.94±0.01a 

gumminess (N) 2.31±0.16a 2.52±0.22b 3.04±0.40c 

chewiness (N) 2.51±0.29a 2.67±0.41a 3.04±0.43b 

a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  
 

4.4.2 คุณภาพทางประสาทสัมผัส 

                 ผลการประเมินคุณลักษณะทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก จาก 
ผู้ทดสอบที่ไม่ผ่านการฝึกฝนจ านวน 30 คน ได้แก่ เพศชาย 7 คน และเพศหญิง 23 คน อายุระหว่าง 
20-35 ปี พบว่าเยลลีที่มีส่วนผสมของบีตากลูแคนได้รับการยอมรับจากผู้บริโภค โดยจะเห็นได้จาก
คะแนนความชอบที่สูงกว่า 5 คะแนน จากคะแนนเต็ม 9 คะแนน ซึ่งใกล้เคียงกับสูตรควบคุม แสดงผล
ในตารางที่ 4.10 โดยพบว่าการเพ่ิมปริมาณบีตากลูแคนในเยลลีพรีไบโอติก ให้ผลทางด้านลักษณะ
ปรากฏ ความยืดหยุ่น ความยากง่ายในการเคี้ยว และรสชาติ ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ในส่วนคะแนนความชอบด้านสี พบว่าเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อพิจารณาร่วมกับ
คุณภาพทางกายภาพจะแสดงให้เห็นว่า ผู้ทดสอบชอบผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติกที่มีสีออกไปทางที่มี 
สีเหลืองเข้มมากกว่า ส่วนความยืดหยุ่นถึงแม้จะมีความแตกต่างกันเมื่อตรวจวัดทางกายภาพ  
แต่ผู้ทดสอบให้คะแนนความชอบไม่แตกต่างกัน 
                 โดยผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติกที่มีส่วนผสมของบีตากลูแคน มีคะแนนความชอบ
โดยรวมไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับสูตรมาตรฐาน แสดงให้เห็นว่าผลิตภัณฑ์เยลลี
สามารถผสมบีตากลูแคนได้ในปริมาณร้อยละ 0.50 โดยไม่ท าให้คุณภาพด้านประสาทสัมผัสและ 
ด้านอื่น ๆ เปลี่ยนแปลงไป 
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ตารางที่ 4.10 คุณภาพทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์เยลลีสูตรที่มีบีตากลูแคนร้อยละ 0.25 และ 
0.5 และสูตรควบคุมที่ไม่เติมบีตากลูแคน 

คุณลักษณะ สูตรควบคุม สูตรบีตากลูแคน 

0.25 

สูตรบีตากลูแคน 

0.50 

ลักษณะปรากฏns 6.93±1.10 6.91±0.67 7.73±0.86 

สี 7.38±1.33a 7.80±0.87a 8.36±0.98b 

ความยืดหยุ่นns 7.46±1.75 7.58±0.95 7.50±1.04 

ความยากง่ายในการเคี้ยวns 7.50±1.16 7.08±1.19 7.08±1.04 

รสชาติns 7.42±1.04 7.42±1.32 7.75±0.86 

ความชอบโดยรวมns 7.54±1.08 7.82±1.19 6.73±0.75 

ns ไม่มีนัยส าคัญ (p>0.05)  
a,b ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  
 
4.5 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพและจุลินทรีย์ในระหว่างการเก็บรักษาของ

ผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 

       จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพและจุลินทรีย์ของผลิตภัณฑ์เยลลี  
พรีไบโอติกที่ผสมบีตากลูแคนร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร โดยบรรจุลงในถุงอลูมิเนียมฟอยล์ 
ขนาด 7x11 เซนติเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 14 วัน ตรวจ
คุณภาพในวันที่ 0 7 และ 14 ของการเก็บรักษา ซึ่งให้ผลการวิเคราะห์ดังต่อไปนี้ 
 

4.5.1 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ 

                 โดยการวิเคราะห์ค่าสีและลักษณะเนื้อสัมผัส (texture profile analysis) ให้ผลการ
วิเคราะห์ดังตารางที่ 4.11 ค่าสีของผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่าง 
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) แต่ลักษณะเนื้อสัมผัสที่ประกอบด้วย hardness (ความแข็ง ) 
cohesiveness (การยึดเกาะ) springiness (ความยืดหยุ่น) chewiness (การคงทนเมื่อถูกเคี้ยว) 
gumminess (ความเหนียวยึดติด) มีแนวโน้มลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเก็บรักษานานขึ้น 
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ตารางท่ี 4.11 คุณภาพทางกายภาพของเยลลีพรีไบโอติกในระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง 
(30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 14 วัน 

ns ไม่มีนัยส าคัญ (p>0.05)  
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรก ากับต่างกันในแถวตั้งเดียวกันแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05)  
 

4.5.2 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางจุลินทรีย์ 

              การตรวจสอบทางจุลินทรีย์โดยตรวจหาจุลินทรีย์ทั้งหมด จ านวนยีสต์และรา และ
จ านวน E. coli ต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางจุลินทรีย์ของเยลลีพรีไบโอติกสูตรที่มบีีตากลูแคนร้อย
ละ 0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 14 วัน 
โดยจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด ปริมาณยีสต์และรา และจ านวน E. coli เป็นตัวก าหนดการสิ้นสุด
อายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ โดยท าการสุ่มตัวอย่างมาท าการทดสอบทุก ๆ 7 วัน พบว่าเมื่อเก็บ
รักษาผลิตภัณฑ์ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน มีจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดเท่ากับ 1x104 CFU/
กรัม และจ านวนยีสต์และราเท่ากับ 1.2x103 CFU/กรัม ซึ่งเกินเกณฑ์ที่ก าหนดของมาตรฐาน
ผลิตภัณฑ์ชุมชุน (เยลลีแห้ง, มผช 250/2547) ที่ก าหนดว่าจ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดต้องไม่เกิน 1x104 
CFU/กรัม และจ านวนยีสต์และราต้องไม่เกิน 1x102 CFU/กรัม โดยเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดมีจ านวน
เพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาในการเก็บรักษา จึงท าให้ผลิตภัณฑ์เกิดการเสื่อมเสีย (ตารางท่ี 4.12) 
  

คุณภาพทางกายภาพ อายุการเก็บรักษา (วัน) 

0 7 14 

L* ns 44.21±0.37 41.32±0.20 42.15±0.34 

a* ns 1.77±0.05 1.68±0.03 1.78±0.01 

b*ns -4.34±0.19 -4.39±0.07 -4.61±0.12 

hardness (N) 3.24±0.42b 3.09±0.27ab 2.91±0.44a 

springiness 0.99±0.02c 0.97±0.02b 0.94±0.02a 

cohesiveness 0.93±0.01c 0.91±0.01b 0.87±0.03a 

gumminess (N) 3.04±0.40b 2.74±0.41ab 2.68±0.25a 

chewiness (N) 3.04±0.43b 2.73±0.57ab 2.61±0.27a 
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ตารางท่ี 4.12 คุณภาพทางจุลินทรีย์ของเยลลีพรีไบโอติกระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (30±2 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 14 วัน 

อายุการเก็บรักษา 

(วัน) 

จุลินทรีย์ 

จุลินทรีย์ทั้งหมด 

(CFU/กรัม) 

ยีสต์และรา 

(CFU/กรัม) 

E. coli 

(MPN/กรัม) 

0 <1x101 < 1x102 <3 

7 <1x101 < 1x102 <3 

14 1x104 1.2x103 <3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 5 
อภิปรายผลการวิจัย 

 
5.1 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 

5.1.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

                 จุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุดที่ระยะเวลา
ต่างกัน ดังนั้น จึงท าการศึกษาการเติบโตและการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 
58543 เพ่ือทราบถึงระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บบีตากลูแคนให้ได้ปริมาณสูงสุด และตรวจสอบ
ความสัมพันธ์ระหว่างการผลิตบีตากลูแคนและการเติบโต โดยเลี้ยง A. thailandense NRRL 58543  
ในอาหาร PM ที่มีซูโครสและโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน ตามล าดับ เลี้ยง
ที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) พบว่า A. thailandense NRRL 58543 มีการเติบโตระยะ 
log phase ในช่วงเวลา 0 ถึง 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นจะเข้าสู่ระยะ stationary phase อย่างไรก็ตาม 
จากผลการทดลองนี้ไม่สามารถระบุช่วงเวลาของการเติบโตแบบ lag phase ได้ซึ่งอาจเนื่องมาจาก
อาหารที่ใช้ในการเตรียมหัวเชื้อมีความใกล้เคียงกับอาหารสูตร production medium (PM) ส่งผลให้
จุลินทรีย์ปรับตัวในอาหารได้อย่างรวดเร็ว จึงท าให้มีระยะ lag phase สั้นมากจนไม่สามารถตรวจสอบ
ได้ ส าหรับการผลิตบีตากลูแคน A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนในช่วง 
stationary phase โดยสามารถผลิตได้สูงสุดในวันที่ 4 ของการเลี้ยงคือ 15.22±0.71 กรัมต่อลิตร 
ส าหรับการผลิตบีตากลูแคน พบว่ามีลักษณะคล้ายกับการผลิ ตพูลลูแลนซึ่งเป็นสารทุติยภูมิ  
(secondary metabolite) คือจะเริ่มผลิตในช่วง late log phase ทั้งนี้การผลิตพูลลูแลนจะผลิตได้
มากขึ้น ในภาวะที่ การ เติบ โตจ ากัด  หรื อช่ ว งที่ เ ข้ าสู่  stationary phase (Ponnusami และ 
Gunasekar, 2015; Vicente และคณะ, 2016) การผลิตบีตากลูแคนจะเริ่มลดลง ซึ่งอาจเกิดจาก
ภาวะที่อาหารถูกใช้หมด หรือมีการสร้างเอนไซม์บางชนิดมาย่อยบีตากลูแคน เช่น บีตา -1,3-D- 
กลูคาเนส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ Dake และคณะ (2004) พบว่า A. pullulans สายพันธุ์ NCIM-1041 
สามารถผลิตได้เมื่อเลี้ยงในอาหารที่เติมบีตากลูแคนเป็นตัวชักน า ดังนั้น จึงท าการเก็บบีตากลูแคนใน
วันที่ 4 ของการเลี้ยง ในการทดลองข้ันต่อไป 
 
 5.1.2 แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 
  แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักในอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
เป็นปัจจัยส าคัญในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  ( Rajput และคณะ, 2014) และการผลิต 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans (Ravella และคณะ, 2010) การศึกษาชนิดของแหล่ง
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คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมจะสามารถเพ่ิมการผลิตบีตากลูแคนให้ได้ปริมาณที่สูงขึ้น  
Lotrakul และคณะ (2013) ได้รายงานว่าซูโครสและโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการผลิตบีตากลูแคนที่มีโครงสร้างคล้ายออบาซิแดน (aubasidan-like 
β-glucan) จาก A. thailandense NRRL 58543 ซึ่งจากการทดลองเบื้องต้น (preliminary study) 
ของงานวิจัยนี้ โดยการแปรชนิดของแหล่งคาร์บอน ได้แก่ กลูโคส และซูโครส พบว่าซูโครสเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่ให้บีตากลูแคนปริมาณสูงที่สุด และไม่มีผลต่อค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคน ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารสูตร PM 
              ส าหรับแหล่งไนโตรเจนที่ศึกษาในงานวิจัยนี้ได้แก่ เปบโตน โซเดียมไนเตรท 
โพแทสเซียมไนเตรท แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมออกซาเลต พบว่า A. thailandense 
NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนได้ดีที่สุดในอาหารที่มีโซเดียมไนเตรท ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Yurlova และคณะ (1997) พบว่า A. pullulans var. aubasidani สามารถใช้ 
โซเดียมไนเตรทในการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีโครงสร้างคล้ายออบาซิแดน ( aubasidan-like 
EPS) ได้ดีที่สุด สอดคล้องกับรายงานของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล (2555) ที่ศึกษาการผลิต 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. thailandense NRRL 58543 ซึ่งเป็นเชื้อสายพันธุ์เดียวกันกับที่ใช้ใน
งานวิจัยนี้ พบว่าอาหารสูตร PM ที่มีโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนให้ผลการผลิตบีตากลูแคนได้
สูงที่สุด (3.53±0.03 กรัมต่อลิตร)  
  ชนิดของแหล่งไนโตรเจนยังมีผลต่อค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคน โดย 
บีตากลูแคนที่ได้จากแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่ได้จากการทดลองนี้คือ เปบโตน มีค่าดัชนีความขาวต่ า
ที่สุด (39.56) ในขณะที่บีตากลูแคนจากแหล่งไนโตรเจนชนิดอ่ืน ๆ ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์  
มีค่าดัชนีความขาวใกล้เคียงกัน (52-60) ซึ่งการที่มีค่าดัชนีความขาวต่ ามีสาเหตุจากการปนเปื้อน 
เม็ดสีเมลานินที่เชื้อผลิตขึ้นโดยปฏิกิริยาออซิเดชัน (oxidative polymerisation) ของสารประกอบ 
ฟีนอล ที่มีกรดอะมิโนชนิดไทโรซีน ( tyrosine) เป็นสารตั้งต้น ซึ่งแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ จะ
ประกอบด้วยกรดอะมิโนหลายชนิด (Sun และคณะ, 2016; Yurlova และคณะ, 2008) Sun และ
คณะ (2016) ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเมลานินจากเห็ดหูหนู (Auricularia 
auricular) พบว่าการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ ได้แก่ ยีสต์สกัด เปบโตน และบีฟสกัด ให้ผลผลิต 
เมลานินสูงกว่าการใช้แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ ได้แก่ โซเดียมไนโตรท แอมโมเนียมซัลเฟต และ
แอมโมเนียมคลอไรด์  
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5.1.3 แหล่งอาหารเสริมท่ีเหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

                 จากการทดลองใช้แหล่งอาหารเสริมชนิดต่าง ๆ เพ่ือเพ่ิมผลผลิตบีตากลูแคนจาก  
A. thailandense NRRL 58543 พบว่าน้ ามันดอกทานตะวันเป็นแหล่งอาหารเสริมที่สามารถกระตุ้น
การผลิตบีตากลูแคนได้ดีที่สุด น้ ามันดอกทานตะวันมีองค์ประกอบของกรดไขมันไลโนเลอิก (linoleic) 
ร้อยละ 69 ซึ่งมีสัดส่วนที่สูงกว่าแหล่งอาหารเสริมชนิดอ่ืน ๆ ที่น ามาศึกษา และมีกรดไขมันโอเลอิก 
(oleic) ร้อยละ 20 และไขมันอ่ิมตัวร้อยละ 11 (Khan และคณะ, 2015) จึงเป็นไปได้ว่ากรดไขมัน 
ไล โน เล อิกมี ผลต่ อการผลิ ตบี ตากลู แคนจาก  A. thailandense NRRL 58543 นอกจากนี้  
Aureobasidium สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปซได้ (Leathers และคณะ, 2013) จึงเป็นไปได้ว่าแหล่ง
อาหารเสริมจะถูกใช้เป็นแหล่งคาร์บอนแหล่งที่สองที่ท าให้เชื้อมีการเจริญเติบโตได้ดี และผลิต 
บีตากลูแคนได้ปริมาณมากขึ้น ซึ่งงานวิจัยนี้เป็นการรายงานครั้งแรกที่มีการใช้น้ ามันดอกทานตะวัน
เป็นแหล่งอาหารเสริมในการผลิตบีตากลูแคนจาก Aureobasidium ซึ่งมีงานวิจัยที่ศึกษาการเติม
แหล่งอาหารเสริมชนิดอื่น ๆ ดังนี้  
  Lazaridou และคณะ (2002) ศึกษาการผลิตและลักษณะของพูลลูแลนจาก
กากน้ าตาลบีทโดยใช้ A. pullulans สายพันธุ์ non-pigmented เพาะเลี้ยงแบบกะ โดยศึกษาการ
เติมแหล่งอาหารเสริมคือ น้ ามันมะกอกที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 ปริมาตรโดยปริมา ตรและ  
tween 80 ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ปริมาตรโดยปริมาตร Roukas (1999) ได้ท าการศึกษาการผลิต 
เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จากของเสียโรงงานเบียร์ โดย A. pullulans ในงานทดลองได้ศึกษาผลของการ
เติมแหล่งอาหาร โดยพบว่าในสูตรปกติที่ไม่ได้เติมแหล่งอาหารเสริมให้ปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 
6.0±0.3 กรัมต่อลิตร เมื่อเติมแหล่งอาหารเสริมคือ น้ ามันมะกอกร้อยละ 2.5 ปริมาตรโดยปริมาตร 
และ tween 80 ร้อยละ 0.5 ปริมาตรโดยปริมาตร ให้ปริมาณเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ 8.5±0.3 กรัมต่อ
ลิตร Silva และคณะ (2007) ศึกษาผลกระทบของน้ ามันถั่วเหลืองและ Tween 80 ในการผลิต 
botryosphaeran โดย Botryosphaeria rhodina MAMB–05 โดยศึกษาความเข้มข้นของกลูโคสที่ 
10-50 กรัมต่อลิตร น้ ามันถั่วเหลืองที่ 0-10 มิลลิลิตรต่อลิตรและ Tween 80 ที่ 0-5 กรัมต่อลิตร โดย
เพาะเลี้ยงที่ 28 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่เร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จาก
ผลการศึกษาภาวะที่เหมาะสมคือความเข้มข้นของกลูโคสที่ 40 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของ 
น้ ามันถั่วเหลืองที่ 10 มิลลิลิตรต่อลิตรและ Tween 80 ที่ความเข้มข้น 4.5 กรัมต่อลิตร และ Sena 
และคณะ (2006) ได้ท าการศึกษาการเพ่ิมผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์โดยเชื้อ A. pullulans 
จ านวน 2 สายพันธุ์ คือ NRRL Y-2311-1 และ NRRL Y-6220 โดยเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร complex 
nitrogen broth (Pollock และคณะ, 1992) และเติมน้ ามันถั่วเหลืองเป็นอาหารเสริมที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 250 
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รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 96 และ 120 ชั่วโมง พบว่าที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 เวลา 96 ชั่วโมง ให้
ผลผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้ในปริมาณสูงที่สุดคือ 29.58 และ 27.48 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
  

5.1.4 ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริมท่ีเหมาะสม 

                 ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่งอาหารเสริม เป็นปัจจัยที่
มีผลต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก Aurebasidium (พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล, 2555) ในการ
งานวิจัยนี้เลือกใช้วิธี response surface methodology (RSM) ซึ่งเป็นวิธีทางสถิติที่นิยมน ามา
ประยุกต์ใช้ในการศึกษาตัวแปรที่ซับซ้อน และวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken design (BBD) 
วิธีนี้อาศัยการวิเคราะห์การถดถอยพหุคูณ (multiple regression) และการวิเคราะห์สหสัมพันธ์ 
(correlation) ในการประเมินผลตัวแปรอิสระตั้งแต่สองตัวขึ้นไปต่อตัวแปรตามต่าง ๆ และสามารถ
ท านายภาวะที่เหมาะสมโดยมีจ านวนชุดการทดลองที่น้อยกว่าการออกแบบการทดลองแบบธรรมดา
ท าให้ประหยัดเวลาและทรัพยากรที่ใช้ในการท าการทดลอง (Bezerra และคณะ, 2008; Sharma 
และคณะ, 2009) จากการวิเคราะห์ด้วย RSM สามารถท านายได้ว่า อาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วย
ซูโครสที่ความเข้มข้นร้อยละ 4.90 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร โซเดียมไนเตรทที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.06 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และน้ ามันดอกทานตะวันที่ความเข้มข้นร้อยละ 8.17 โดยปริมาตรต่อปริมาตร 
ท าให้ A. thailandense NRRL 58543 ผลิตบีตากลูแคนได้สูงที่สุดเท่ากับ 38.07±0.11 กรัมต่อลิตร 
ดังนั้นจึงใช้ซูโครส โซเดียมไนเตรท และน้ ามันดอกทานตะวัน ที่ความเข้มข้นดังกล่าวส าหรับศึกษาการ
ผลิตบีตากลูแคนในขั้นต่อไป และจากการตรวจสอบสมการอธิบายการผลิตบีตากลูแคนโดยท าการ
ทดลองซ้ า พบว่าสามารถผลิตบีตากลูแคนได้ 37.73±0.15 กรัมต่อลิตร ซึ่งไม่แตกต่างจากค่าที่ท านาย
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงว่าสามารถน าสมการมาใช้ในการอธิบายการผลิตบีตากลูแคนจาก A. 
thailandense NRRL 58543 ได้อย่างแม่นย า ซึ่งสอดคล้องกับ พันธกานต์ อุณหภัทรธิติกุล (2555) 
ที่ได้ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคา
ไรด์จาก A. thailandense NRRL 58543 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ เดียวกันกับที่ใช้ในงานวิจัยนี้ โดยวาง
แผนการทดลองแบบ Central Composite design (CCD) พบว่าอาหารเลี้ยงสูตรที่ความเข้มข้นของ
ซูโครสร้อยละ 6 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และโซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงสุดเท่ากับ 10.25 กรัมต่อลิตร 
  

5.1.5 ค่า pH เริ่มต้นในอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตบีตากลูแคน 

                 จากการศึกษาผลของ pH เริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์เนื่องจาก 
pH มีความส าคัญต่อกิจกรรมของเอนไซม์ และมีผลต่อประจุของโปรตีนในเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งมีผล
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ต่อเนื่องถึงความสามารถในการดูดซับสารอาหารเข้าสู่เซลล์ (Luepongpattana และคณะ, 2017) 
พบว่า A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนได้สูงสุดเท่ากับ 37.73±0.44 กรัม
ต่อลิตร เมื่อปรับ pH เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 6.5 แสดงว่า A. thailandense NRRL 58543 ผลิต 
บีตากลูแคนได้ในช่วง pH ที่เป็นกรดอ่อน ๆ ซ่ึงการที่จุลินทรีย์ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้น้อยลงเมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงของ pH อาจมีสาเหตุมาจาก pH ในสิ่งแวดล้อมภายนอกเซลล์ส่งผลกระทบต่อ pH ใน 
ไซโทพลาสซึมของจุลินทรีย์ เกิดการรบกวนเยื่อหุ้มเซลล์ หรือเกิดการยับยั้งเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมแทบอลิซึมต่าง ๆ ท าให้จุลินทรีย์มีการเติบโตและผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ลดลง นอกจากนี้ 
pH อาจส่งผลต่อการแตกตัวเป็นไอออน (ionization) ของโมเลกุลสารอาหาร ส่งผลให้จุลินทรีย์ใช้
สารอาหารนั้นได้น้อยลง (Singh และคณะ, 2015) ซึ่งผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับรายงานของ 
Prasongsuk และคณะ (2007) ที่พบว่า A. pullulans สายพันธุ์ NRM2 ที่คัดแยกได้จากเขตร้อน 
สามารถผลิตพูลลูแลนได้ดีในอาหารที่ปรับ pH เริ่มต้นเท่ากับ 6.5 และงานวิจัยของ West และ 
Hamer (1993) ได้ศึกษาผลของ pH ต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์ ATCC 
42023 พบว่า pH ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์คือที่ระดับ pH เริ่มต้น 6.5 แต่จาก
งานวิจัยของ พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล (2555) ได้ศึกษาผลของ pH ต่อการผลิตบีตากลูแคนจาก  
A. thailandense NRRL 58543 ในอาหารสูตรปกติ พบว่า pH เริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์คือ 7.5 ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 9.28 กรัมต่อลิตร ซึ่งเชื้อที่ใช้เป็นสายพันธุ์
เดียวกันกับงานวิจัยนี้ แต่มีค่า pH ที่เหมาะสมในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์แตกต่างกัน อาจเนื่องมาจาก
การเติมแหล่งอาหารเสริม (น้ ามันดอกทานตะวัน) ที่มีส่วนประกอบของไขมัน เมื่อเชื้อย่อยไขมันโดยใช้
เอนไซม์ไลเปซ (Leathers และคณะ, 2013) จึงได้เป็นกรดไขมัน จึงท าให้ pH ของอาหารเปลี่ยนแปลง
ไป Thirumavalavan และคณะ (2009) ได้ศึกษาผลของ pH ต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก  
A. pullulans สายพันธุ์ MTCC 2195 พบว่าที่ระดับ pH เริ่มต้น 7.0 เป็นระดับ pH ที่เหมาะสมที่สุด
ในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ และจากงานวิจัยของ Youssef และคณะ (1999) ได้ศึกษาผลกระทบของ 
pH ต่อการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans สายพันธุ์ P 56 พบว่าที่ระดับ pH เริ่มต้น 7.5 เป็น
ระดับ pH ที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ จากการศึกษาอ่ืน ๆ แสดงให้เห็นว่า pH เริ่มต้น
ของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ มีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ที่ใช้ใน
การผลิต 
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5.1.6 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

                 จากการทดลอง  พบว่า อุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการผลิตบีตากลู แคน จาก  
A. thailandense NRRL 58543 คือ 25 องศาเซลเซียส ได้บีตากลูแคน 37.01±0.08 กรัมต่อลิตร ซึ่ง
มีค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคนอยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนด และพบว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะท าให้ 
บีตากลูแคนมีการผลิตน้อยลงและมีสีเข้มขึ้น เนื่องมาจากอุณหภูมิเป็นปัจจัยอย่างหนึ่งที่ส่งผลต่อการ
ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ของ A. pullulans (McNeil และ Kristiansen, 1990) และยังเป็นปัจจัย
ในการกระตุ้นการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน (Sun และคณะ, 2016) เช่นเดียวกับการศึกษาของ  
พันธกานต์ อุณหภัทรฐิติกุล (2555) ได้รายงานการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 
58543 พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตบีตากลูแคนคือ 25 องศาเซลเซียส และมีศึกษาผลของ
อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์จาก A. pullulans โดยอุณหภูมิที่มีผลต่อการ
ผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ของ เชื้ อ  A. pullulans สายพันธุ์  CU 44 คือที่ อุณหภูมิห้ อง (30±2  
องศาเซลเซียส) ให้ผลผลิตสูงสุดที่ 35.78 กรัมต่อลิตร และให้ผลผลิตต่ าสุดเมื่อใช้อุณหภูมิ 35  
องศาเซลเซียส เท่ากับ 2.51 กรัมต่อลิตร โดยสอดคล้องกับงานวิจัยของ Prasongsuk และคณะ 
(2007) ศึกษาการผลิตพูลลูแลนที่คัดแยกได้จาก A. pullulans สายพันธุ์ NRM2 พบว่าอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการผลิตพูลลูแลนคืออุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) จากรายงานของ Ueda และ
คณะ (1963) ที่พบว่าอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ผลผลิตพอลิแซ็กคาไรด์สูงกว่าที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส และการผลิตจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และ West และ Reed-Hamer (1993) 
ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิในการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ที่อุณหภูมิ 23–33 องศาเซลเซียส พบว่า
อุณหภูมิที่เหมาะสมคือช่วง 24–26 องศาเซลเซียส 
  
5.2 การลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยใช้เอนไซม์ 

 ท าการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงน้ าหนักโมเลกุลของบีตากลูแคนภายหลังการย่อยด้วย
เอนไซม์บีตากลูคาเนสโดยวิธีการวัดความหนืด วิธีเจลเพอร์มีเอชันโครมาโทกราฟี (GPC) และ 
โครมาโตกราฟีแบบผิวบาง (TLC) พบว่าบีตากลูแคนที่ผ่านการย่อยมีแนวโน้มของค่าความหนืดลดลง 
และมีน้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยประมาณ 77,720 ดาลตัน ซึ่งอยู่ในช่วงน้ าหนักโมเลกุลต่ า (Choromanska 
และคณะ, 2017) การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากการย่อยบีตากลูแคนด้วยเอนไซม์ โดยวิธี TLC 
พบว่ามีโอลิโกแซ็กคาไรด์และน้ าตาลกลูโคสเกิดขึ้น ดังนั้นบีตากลูแคนที่ได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ 
บีตากลูคาเนสเป็นบีตากลูแคนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า สามารถน าไปใช้ศึกษาสมบัติพรีไบโอติกในการ
ทดลองขั้นต่อไปได ้
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       การย่อยบีตากลูแคนจากข้าวโอ๊ตด้วยเอนไซม์บีตากลูคาเนส สามารถลดขนาดโมเลกุลของ 
บีตากลูแคนจาก 370,000 ดาลตัน เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่มีขนาดโมเลกุลต่ ากว่า 3,000 ดาลตัน  
(Sahasrabudhe และคณะ, 2016) Jaskari และคณะ (1998) ได้ศึกษาการน าบีตากลูแคนที่มีน้ าหนัก
โมเลกุลต่ ามาใช้เป็นแหล่งอาหารส าหรับ  Bifidobacterium และ Lactobacillus โดยการย่อย 
บีตากลูแคนด้วยเอนไซม์บีตากลูคาเนส ได้เป็นบีตากลูโคโอลิโกเมอร์ (ประกอบด้วยกลูโคส 3 และ 4 
โมเลกุล) Choromanska และคณะ (2017) ได้เตรียมบีตากลูแคนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าเพ่ือศึกษา
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง โดยน าบีตากลูแคนจากข้าวโอ๊ตมาย่อยด้วยเอนไซม์ไลคาเนส 
(lichenase) ได้บีตากลูแคนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 69,650 ดาลตัน Lee และคณะ (2015) ได้ปรับปรุง
ประสิทธิภาพทางกายภาพและเคมีของบีตากลูแคนจากข้าวบาร์เลย์ โดยย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอลิค 
พบว่าสามารถลดน้ าหนักโมเลกุลของบีตากลูแคนจาก 700,000 ดาลตัน เป็น 7,800 ดาลตัน และ 
ค่าความหนืดของบีตากลูแคนลดลงจาก 12.8~32.8 cP เป็น 3.6~4.2 cP และ Kimura และคณะ 
(2006) ได้ศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเนื้องงอกของบีตากลูแคนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าที่ผลิตจาก  
A. pullulans สายพันธุ์ 1A1 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่สามารถผลิตบีตากลูแคนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า
ประมาณ 100,000 ดาลตัน ซ่ึงบีตากลูแคนนี้มีความหนืดต่ าและสามารถละลายน้ าได้ 
       จากการวิเคราะห์โครงสร้างของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทและบีตากลูแคนดั้งเดิม พบว่า 
มีโครงสร้างที่คล้ายคลึงกัน โดยมีพีคของหมู่ฟังก์ชันต่าง  ๆ ในต าแหน่งที่ใกล้เคียงกัน และพบ 
หมู่ฟังก์ชันที่เป็นพันธะบีตา-ไกลโคซิดิก โดยมีพีคที่ต าแหน่ง 920.10 และ 889.45 เซนติเมตร -1 
ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Yurlova และ De Hoog (1997) ที่พบว่า A. pullulans var. 
aubasidani สามารถผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดที่คล้ายออบาซิแดน ซึ่งพบหมู่ฟังก์ชันของพันธะ
บีตา-ไกลโคซิดิก ที่บริเวณความถี่ที่ 890 เซนติเมตร -1 และรายงานของ Leal-Serrano และคณะ  
(1980) ที่ระบุว่าพันธะบีตา-ไกลโคซิดิก ของเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจาก A. pullulans จะมี
ความถี่ท่ี 890 เซนติเมตร-1 
  
5.3 การทดสอบสมบัติพรีไบโอติกของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท 

5.3.1 การทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์และกรดในสภาวะจ าลองของระบบทางเดินอาหาร 

              จากการศึกษาการทนต่อการย่อยของบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทในระบบทางเดิน
อาหารส่วนต้นจ าลอง ได้แก่ ปากและกระเพาะอาหาร พบว่ามีร้อยละการย่อยคือ 25.8 และ 0.71 
ตามล าดับ มีร้อยละการย่อยรวมเท่ากับ 26.51 แต่พบว่าบีตากลูแคนดั้งเดิมสามารถต้านการย่อยได้
ดีกว่า โดยมีร้อยละการย่อยรวมเท่ากับ 0 และมีบีตากลูแคนประมาณร้อยละ 100 และ 73.49 
ตามล าดับ ที่เหลือไปถึงล าไส้ โดยสารที่มีสมบัติพรีไบโอติกที่ดีนั้นต้องสามารถทนต่อการย่อยด้วยกรด
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และเอนไซม์ได้ และต้องเหลือไปถึงล าไส้ได้มากกว่าร้อยละ 60 ดังนั้นสรุปได้ว่า ทั้งบีตากลูแคน
ไฮโดรไลเซทและบีตากลูแคนดั้งเดิม มีสมบัติเป็นพรีไบโอติกที่ดีเนื่องจากสามารถทนต่อการย่อยใน
ระบบทางเดินอาหารส่วนบนได้ ผลการทดลองสอดคล้องกับ Nakada และคณะ (2003) พบว่า โคจิ-
โอลิโกแซ็กคาไรด์ (koji-oligosaccharide) สามารถต้านการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลสจาก
น้ าลายมนุษย์และจากตับอ่อนหมูได้ร้อยละ 100 แต่โคจิ -โอลิ โกแซ็กคาไรด์ที่มี โมเลกุลต่ า  
(ประกอบด้วยน้ าตาล 2 หน่วย) มีร้อยละการย่อยอยู่ในช่วง 56.8-87.5 
  

5.3.2 ทดสอบการกระตุ้นการเติบโตของ L. casei และ L. brevis 

                 จากรายงานที่ผ่านมาพบว่า บีตากลูแคนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าหรือบีตา-กลูโค 
โอลิโกแซ็กคาไรด์ มีสมบัติในการเป็นพรีไบโอติกได้ดีกว่าบีตากลูแคนที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ ( Jaskari 
และคณะ, 1998) มีการอธิบายว่า สารพรีไบโอติกท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลต่ าหรือท่ีเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์จะ
ถูกน าไปใช้โดยแบคทีเรียโพรไบโอติกชนิด Bifidobacteria และ Lactobacilli ได้รวดเร็วมากกว่าพ
รีไบโอติกที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง เนื่องจากสารที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ ามีปลายนอนรีดิวซิง ( non-
reducing ends) ต่อหน่วยมวลมากกว่า ซึ่งโพรไบโอติกจะหลั่งเอนไซม์ออกมาย่อยสลายพรีไบโอติกที่
ส่วนปลายนี้ (Gibson, 2004) แต่ในกรณีของงานวิจัยนี้ จากผลการทดลองพบว่าบีตากลูแคนดั้งเดิมซึ่ง
มีน้ าหนักโมเลกุลสูง สามารถกระตุ้นการเติบโตของ L. brevis และ L. casei ได้ดีกว่ากว่าบีตากลูแคน
ไฮโดรไลเซทท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลต่ า ที่เวลาในการเลี้ยง 48 ชั่วโมง 
                 การเลือกบีตากลูแคนที่มีสมบัติเป็นพรีไบโอติกที่ดีที่สุด ส าหรับใช้เป็นส่วนผสมของ
เยลลีพรีไบโอติก จะพิจารณาจากการทนต่อการย่อยในสภาวะจ าลองของระบบทางเดินอาหารและ
การกระตุ้นการเติบโตของ L. brevis และ L. casei เมื่อพิจารณาผลการทดลองพบว่า บีตากลูแคน
ไฮโดรไลเซทและบีตากลูแคนดั้งเดิมสามารถทนต่อการย่อยในสภาวะจ าลองของระบบทางเดินอาหาร
ได้ดีตามสมบัติการเป็นพรีไบโอติก และแม้ว่าบีตากลูแคนดั้งเดิมจะมีประสิทธิภาพในการกระตุ้นการ
เติบโตของโพรไบโอติก L. brevis และ L. casei ได้สูงสุดภายใน 48 ชั่วโมง ซึ่งใช้เวลานานกว่าการใช้
บีตากลูแคนไฮโดรไลเซท แต่พบว่ามีประสิทธิภาพดีกว่าเมื่อเทียบกับการใช้บีตากลูแคน 
ไฮโดรไลเซทในการกระตุ้นการเจริญของโพรไบโอติกที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ซึ่งนอกจากบีตากลู
แคนดั้งเดิมจะมีประสิทธิในการเป็นพรีไบโอติกท่ีดีแล้วนั้น ยังสะดวกในการผลิตเพราะไม่ต้องมีข้ันตอน
การลดขนาดโมเลกุลที่ต้องเสียค่าใช้จ่ายสูง (เอนไซม์บีตากลูคาเนส ราคาขวดละ 6,351 บาท, 
Sigma/USA) ซึ่งหากผลิตในระดับอุตสาหกรรมจะเป็นการเพ่ิมต้นทุนในการผลิตอย่างมาก ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงเลือกบีตากลูแคนดั้งเดิมส าหรับประยุกต์ใช้เป็นส่วนผสมของเยลลีพรีไบโอติก  
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                 มีการรายงานที่สนับสนุนว่าบีตากลูแคนที่มีสายโมเลกุลยาว (long chain β-glucan) 
เป็นพรีไบโอติกชนิดใหม่ที่ถูกหมักย่อยโดยแบคทีเรียโพรไบโอติกแบบช้า  ๆ (slowly fermentable 
prebiotic) แต่เมื่อสิ้นสุดการหมักพบผลิตภัณฑ์ของกรดไขมันสายสั้น (short chain fatty acids, 
SCFA) ในปริมาณมากกว่าการหมักที่ใช้พรีไบโอติกที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า (Lam และ Chi, 2013) 
Kaur และคณะ (2011) ศึกษาบีตากลูแคนสายยาวในการหมักโดยโพรไบติก พบว่าในระยะเริ่มแรกมี
การหมักที่ช้ากว่าการใช้พรีไบโอติกที่มีมวลโมเกลุลต่ า โดยมีการผลิตก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และ 
กรดไขมันในปริมาณต่ า แต่ในช่วงหลังสามารถหมักได้อย่างรวดเร็วและมีปริมาณบีตากลูแคน 
เหลือน้อยในช่วงครึ่งหลังของการหมัก และมีการศึกษาที่ใช้บีตากลูแคนเป็นแหล่งคาร์บอนในการ
เพาะเลี้ยง Bifidobacterium pseudocatenulatum และ Lactobacillus sp. ในถังหมักขนาด  
1 ลิตร โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนควบคุม พบว่าบีตากลูแคนสามารถส่งเสริมการเติบโตของ 
โพรไบโอติกชนิด Bifidobacterium และ Lactobacillus ได้อย่างมีนัยส าคัญ 
  
5.4 ผลของปริมาณบีตากลูแคนต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 

           จากการพิจารณาผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เยลลีสูตรที่มีบีตากลูแคนจะมีค่าสีและค่าเนื้อ
สัมผัสต่างจากสูตรควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ โดยการเพิ่มปริมาณบีตากลูแคนในเยลลีจะส่งผลให้เยลลีมี
ความเข้มของสีเหลืองมากข้ึน และเยลลีมีความแข็ง ความคงทนเมื่อถูกเค้ียว และ ความเหนียวเพ่ิมข้ึน 
แต่มีความยืดหยุ่นและการยึดเกาะกันของเนื้อเยลลีลดลง ซึ่งจะเห็นความแตกต่างได้อย่างชัดเจนใน
สูตรบีตากลูแคนร้อยละ 0.5 ที่มีปริมาณบีตากลูแคนสูงสุด ซึ่งเป็นผลจากความสามารถในการอุ้มน้ า
ของบีตากลูแคน (Symons และ Brennan, 2004) จึงท าให้เยลลีมีความแข็งเพ่ิมขึ้น เมื่อพิจารณา
ข้อมูลการยอมรับของผู้บริโภค พบว่าทุกสูตรได้รับการยอมรับจากผู้บริโภค โดยจะเห็นได้จากคะแนน
ความชอบที่สูงกว่า 5 คะแนนจากคะแนนเต็ม 9 คะแนน นอกจากนี้ยังพบว่า ส าหรับแต่ละลักษณะที่
ทดสอบ คะแนนความชอบของตัวอย่างในแต่ละสูตรมีค่าใกล้เคียงกัน จึงมีความเป็นไปได้ที่จะเพ่ิม
ปริมาณบีตากลูแคนให้มีค่าสูงกว่าร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ในเยลลีพรีไบโอติกได้ โดยที่
ผลิตภัณฑ์ยังได้รับการยอมรับจากผู้บริโภค แต่อาจต้องค านึงร่วมกับต้นทุนในการผลิตที่จะเพ่ิมขึ้นจาก
การใช้บีตากลูแคนนี้ด้วย 
            
5.5 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพและจุลินทรีย์ในระหว่างการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์

เยลลีพรีไบโอติก 

 จากผลการทดลองการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเยลลีพรีไบโอติก โดยเลือกเยลลีสูตร 
บีตากลูแคน 0.5 มาศึกษาอายุการเก็บรักษา พบว่าลักษณะเนื้อสัมผัส ได้แก่ hardness (ความแข็ง), 
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cohesiveness (การยึดเกาะ), springiness (ความยืดหยุ่น), chewiness (การคงทนเมื่อถูกเคี้ยว) 
และ gumminess (ความเหนียวยึดติด) มีค่าลดลงตามระยะเวลาการเก็บรักษาที่นานขึ้น เนื่องจาก
ร่างแหพอลิเมอร์ในโครงสร้าง 3 มิติของเจลหดตัวเข้าใกล้กันมากขึ้น ท าให้น้ าที่กักเก็บอยู่ภายในถูก
บีบออกมาด้านนอกของเจล โดยการแยกตัวของน้ าจะมีปริมาณเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา 
ท าให้เจลมีความแข็งแรงลดลง (Piculell และคณะ, 1995) ค่าสีไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติอาจเนื่องจากถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องในช่วง 25±2 องศาเซลเซียส ซึ่งโดยทั่วไปเมื่อ 
เก็บรักษาเป็นระยะเวลานานเยลลีจะมีสีเข้มขึ้นจากการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Maillard reaction) 
ซึ่งเป็นปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาล (browning reaction) ที่เกิดขึ้นระหว่างน้ าตาลรีดิวส์ (reducing 
sugar) กับโปรตีน โดยมีความร้อนเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ซึ่งน้ าตาลซูโครสสามารถเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด
ได้ถึงแม้ว่าน้ าตาลซูโครสจะเป็นสารที่ไม่มีหมู่รีดิวซิง (non-reducing sugar) แต่ซูโครสเป็นน้ าตาล
ไดแซ็กคาไรด์ที่สามารถแตกตัวเป็นกลูโคสและฟรุกโตส ซึ่งน้ าตาลทั้งสองชนิดสามารถเกิดปฏิกิริยา
เมลลาร์ดได้ (ณัฐรัตน์ ศรีสังวาลย์, 2555) และเยลลีพรีไบโอติกสามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 7 วัน โดยไม่เกิดการเสื่อมเสียจากจุลินทรีย์ แต่เมื่อเก็บรักษานานเป็นเวลา 14 วัน พบว่า
ผลิตภัณฑ์เกิดการเสื่อมเสียจากจุลินทรีย์ ซึ่งในขั้นตอนการผลิตเยลลีและบรรจุภัณฑ์ไม่ได้ท าแบบ
ปลอดเชื้อ ท าให้มีการปนเปื้อนจุลินทรีย์ในเยลลีได้  แม้ว่าเยลลีเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีความเข้มข้นของ
น้ าตาลสูงท าให้มีแรงดันออสโมซิสสูง ซึ่งไม่เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์ แต่เมื่อเก็บรักษาเป็น
ระยะเวลาที่นานขึ้น โครงสร้างร่างแหของเจลจะยึดกันแน่น ซึ่งน้ าที่แทรกอยู่ในโครงสร้างเจลถูกบีบ
ออกมาภายนอก ท าให้มีปริมาณน้ าอิสระในเยลลีเพ่ิมขึ้น ซึ่งมีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ (Saeng-
on และคณะ, 2015) มีการศึกษาอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์เยลลีชนิดต่าง ๆ เช่น ศศิธร สิทธิเนตร 
และ สุนิสา เครือจุ้ย (2545) ศึกษาการผลิตภัณฑ์เยลลี่ใบเตยเสริมว่านหางจระเข้  โดยเปรียบเทียบ
ระหว่างสูตรที่ใช้เจลาตินธรรมดา และสูตรที่ใช้ผงเจลาตินส าเร็จรูป (JK) เมื่อน ามาศึกษาอายุการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้องและอุณหภูมิของตู้เย็น พบว่าการเก็บรักษาเยลลี่ใบเตยเสริมว่านหางจระเข้ที่
อุณหภูมิห้องมีอายุการเก็บรักษาไม่เกิน 3 วัน ส่วนการเก็บรักษาที่ตู้เย็น มีอายุการเก็บรักษา 21 วัน 
และ สุธาสินี น้อยสุวรรณ (2543) ศึกษาอายุการเก็บของเยลลี่ที่ใช้แป้งบุกผสมคาร์ราจีแนน พบว่า 
เมื่อน าไปศึกษาอายุการเก็บที่อุณหภูมิห้อง และที่ 4 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถเก็บที่อุณหภูมิห้อง
ได้ 1 สัปดาห์ และที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้มากกว่า 4 สัปดาห์ โดยไม่มีความแตกต่างจาก
ผลิตภัณฑ์เริ่มต้นในทุกด้านที่ท าการทดสอบทางประสาทสัมผัส (p > 0.05) และยังเป็นที่ยอมรับของ
ผู้บริโภค



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 
6.1 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense NRRL 58543 

       A. thailandense NRRL 58543 สามารถผลิตบีตากลูแคนได้สูงสุด 37.73±0.15 กรัมต่อ
ลิตร และมีค่าดัชนีความขาวตามเกณฑ์ที่ก าหนด เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production medium ที่มี
โซเดียมไนเตรทที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.06 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน้ ามัน
ดอกทานตะวันที่ความเข้มข้นร้อยละ 8.17 โดยปริมาตรต่อปริมาตร เป็นแหล่งอาหารเสริม ค่า pH 
เริ่มต้นที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อคือ 6.5 อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง 25 องศาเซลเซียส และพบว่า
ชนิดของแหล่งไนโตรเจนและอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง มีผลต่อค่าดัชนีความขาวของบีตากลูแคน โดย
มีผลท าให้ได้ได้บีตากลูแคนที่มีค่าดัชนีความขาวสูงที่สุดส าหรับการทดลองนี้ 
  
6.2 ผลของการลดขนาดโมเลกุลของบีตากลูแคนโดยการย่อยด้วยเอนไซม์ต่อประสิทธิภาพในการ

เป็นพรีไบโอติก 

       จากการย่อยบีตากลูแคนด้วยเอนไซม์บีตากลูคาเนส พบว่าได้บีตากลูแคนที่มีน้ าหนักโมเลกุล
ต่ าประมาณ 77,720 ดาลตัน ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากการย่อยนี้ พบว่าเป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์และ มี
น้ าตาลกลูโคสบางส่วน และบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทมีค่าความหนืดต่ ากว่าบีตากลูแคนดั้งเดิม จากผล
การวิเคราะห์โครงสร้างบีตากลูแคนด้วย FT-IR spectroscopy พบว่าบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทมีความ
ยาวคลื่นที่ 927.10 เซนติเมตร-1 ซึ่งเป็นลักษณะของพันธะบีตา-ไกลโคซิดิก และมีความยาวคลื่น 
ที่ต าแหน่งพันธะอ่ืน ๆ ที่คล้ายคลึงกับบีตากลูแคนดั้งเดิม เมื่อวิเคราะห์สมบัติพรีไบโอติก โดยทดสอบ
การทนต่อการย่อยในระบบทางเดินอาหารจ าลอง พบว่าบีตากลูแคนไฮโดรไลเซทมีร้อยละการย่อ ย
รวมเท่ากับ 26.51 ส่วนบีตากลูแคนดั้งเดิมสามารถทนต่อการย่อยได้ บีตากลูแคนไฮโดรไลเซทสามารถ
กระตุ้นการเจริญของ L. casei และ L. brevis ได้ดีอย่างมีนัยส าคัญที่เวลา 24 ชั่วโมง แต่การทดลอง
นี้พบว่าบีตากลูแคนดั้งเดิมสามารถกระตุ้นการเติบโตของทั้งสองสายพันธุ์ได้ดีที่สุดอย่างมีนัยส าคัญที่
เวลา 48 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับบีตากลูแคนไฮโดรไลเซท แต่มีผลการกระตุ้น  L. casei น้อยกว่า 
บีตากลูแคนทางการค้าที่สกัดจาก S. cerevisiae จากการทดสอบดังกล่าวจึงเลือกบีตากลูแคนดั้งเดิม
ส าหรับศึกษาในขั้นต่อไป 
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6.3 ผลของปริมาณบีตากลูแคนต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 

           จากการทดลองใช้บีตากลูแคนดั้งเดิมเป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก พบว่าการใช้
ปริมาณร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร จะให้ผลิตภัณฑ์ที่มีสีเหลืองเข้มขึ้น และมีค่าเนื้อสัมผัส
ได้แก่ ค่าความแข็ง ความคงทนเมื่อถูกเคี้ยว และความเหนียวยึดติด เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ส่วนค่าความยืดหยุ่น และการยึดเกาะมีแนวโน้มลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
เยลลีสูตรควบคุม และเป็นที่ยอมรับของผู้บริโภคจ านวน 30 คน 
  
6.4 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพและจุลินทรีย์ระหว่างการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ 

เยลลีพรีไบโอติก 

         หลังเก็บรักษาผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติกเป็นเวลา 14 วัน แล้วตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพของเยลลี พบว่าเยลลีพรีไบโอติกมีลักษณะเนื้อสัมผัส ได้แก่ ความแข็ง การยึดเกาะ ความ
ยืดหยุ่น การคงทนเมื่อถูกเคี้ยว และความเหนียวยึดติด มีแนวโน้มลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เก็บรักษานานขึ้น และพบว่าเยลลีพรีไบโอติกมีอายุการรักษาที่อุณหภูมิห้องได้นาน 7 วัน เนื่องจากใน
วันที่ 14 ของการเก็บรักษาพบการเจริญของจุลินทรีย์เกินเกณฑ์ที่ก าหนดของมาตรฐานผลิตภัณฑ์ 
ชุมชุนเยลลีแห้ง 
  
6.6 ข้อเสนอแนะ 

           1.) งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาภาวะที่เหมาะในการผลิตบีตากลูแคนจาก A. thailandense 
NRRL 58543 ในระดับห้องปฏิบัติการ ( laboratory scale) หากจะน าผลการวิจัยนี้ ไปใช้ใน
อุตสาหกรรมควรมีการศึกษาวิจัยในระดับที่ใหญ่ขึ้น เช่น การผลิตในถังหมัก เนื่องจากภาวะที่
เหมาะสมและความเข้มข้นของแหล่งอาหารอาจมีการเปลี่ยนแปลง 

           2.) บีตากลูแคนที่ผลิตได้มีสมบัติพรีไบโอติก โดยสามารถกระตุ้นการเติบโตของแบคทีเรีย 
โพรไบโอติก L. casei และ L. brevis ได้ จึงควรศึกษาความสามารถในการกระตุ้นการเติบโตของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกชนิดอื่นเพ่ิมเติม 

           3.) ผลการใช้บีตากลูแคนเป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติกจากงานวิจัยนี้ สามารถ
เพ่ิมทางเลือกให้ผู้ผลิตผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือสุขภาพ อย่างไรก็ดี เยลลีพรีไบโอติกยังมีปริมาณน้ าตาลสูง 
จึงควรมีการวิจัยและปรับปรุงสูตร โดยอาจใช้สารทดแทนความหวานแทนการใช้น้ าตาลทราย
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสาร 
 

1. สูตรอาหาร Yeast Malt (YM) Broth/Agar (Atlas, 1993) 

Yeast extract  5 กรัม 
Malt extract  5 กรัม 
Peptone  5 กรัม 
กลูโคส  20 กรัม 
น้ ากลั่น  1000 มิลลิลิตร 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่น แล้วตามเติมวุ้น 15 กรัม แล้วน าไปอุ่นให้ร้อนจนวุ้น
ละลาย ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี 
 
2. สูตรอาหาร Production medium (PM) (Lotrakul และคณะ, 2013) 

ซูโครส 6 กรัม 
โซเดียมไนเตรท 0.06 กรัม 
KH2PO4 0.5 กรัม 
MgSO4·7H2O 0.04 กรัม 
NaCl 0.2 กรัม 
ยีสต์สกัด 0.08 กรัม 
น้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่ง
ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ 
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3. de Man Rogosa Sharpe (MRS) Broth/Agar (De Man, Rogosa และ Sharpe, 1960) 
เปปโตน 10 กรัม 
บีฟสกัด 10 กรัม 
ยีสต์สกัด 5 กรัม 
กลูโคส 20 กรัม 
Tween 80 1 มิลลิลิตร 
K2HPO4 2 กรัม 
Sodium acetate 5 กรัม 
Tri-ammonium citrate 2 กรัม 
MgSO4·7H2O 0.2 กรัม 
MnSO4·H2O 0.02 กรัม 
น้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่น หากต้องการเตรียม MRS Agar ให้เติมวุ้น 15 กรัม ลงใน
ส่วนผสมที่ละลายในน้ ากลั่นแล้ว จากนั้นน าไปอุ่นจนวุ้นละลายหมด แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร 
แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไป 
 
4. การวิเคราะห์หาน้ าตาลรีดิวซ์ตามวิธีการ Modified dinitrosalicylic acid method (Fox 
and Robyt, 1991) 

 4.1 การเตรียมสารละลาย Dinitrosalycyclic acid (DNS) (Miller, 1959) 

3,5-Dinitrosalycyclic Acid 7.49 กรัม 
NaOH 13.98 กรัม 
Rochelle salt (sodium potassium tartrate) 216.10 กรัม 
Phenol (pH 7.0) 5.37 มิลลิลิตร 
Sodium metabisulphate 5.86 กรัม 
น้ ากลั่น 1,0000 มิลลิลิตร 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร เก็บสารละลายไว้ในขวด 
สีชาที่อุณหภูมิห้อง 
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 4.2 การเตรียมตัวอย่างสารละลายน้ าตาลกลูโคสมาตรฐาน 
  โดยท าการเตรียมตัวอย่างสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสให้ได้ความเข้มข้น 500 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสให้ได้ความเข้มข้น 50, 100, 
150, 200, 250, 300, 350, 400 และ 450 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท าการทดลองในไมโครไตเตอร์เพลท 
96 หลุม โดยเติมสารละลายกลูโคส 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) 
100 ไมโครลิตรเขย่าผสมให้เข้ากัน ปิดไมโครไตเตอร์เพลท ด้วย Polyvinylchloride cling film แล้ว
ใส่ในถุงซิป น าไปต้มในน้ า อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าให้เย็นทันที น าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร ใช้สารละลายกลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0– 
500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น าค่าที่ได้มาท ากราฟมาตรฐานหาสมการ  
 
 4.3 การวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาล 
  ดูดตัวอย่างน้ าตาลที่เจือจางเหมาะสม (ช่วง 100 หรือ 200 เท่า) 100 ไมโครลิตร ใส่
ลงในหลุมของไมโครไตเตอร์เพลท 3 หลุม 3 ซ้ า เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) 100
ไมโครลิตร เขย่าผสมให้เข้ากันปิดไมโครไตเตอร์เพลท ด้วย Polyvinylchloride cling film แล้วใส่ใน
ถุงซิป น าไปต้มในน้ าอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าให้เย็นทันที น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร ใช้สารละลายกลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0–500 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น าค่าที่ได้มาท ากราฟมาตรฐานหาสมการ  
 
5. การวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธี Modified Phenol Sulfuric Method  
 ท าการทดลองโดยการดูดสารละลายตัวอย่างที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลง
ในไมโครไตเตอร์เพลท ขนาด 96 หลุม เติม Phenol ร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาณ 25
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการเขย่าเบาๆ 30 วินาที น าไมโครไตเตอร์เพลท ไปแช่น้ าแข็ง จากนั้น
เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้นร้อยละ 95 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาณ 125 ไมโครลิตร ปิดไมโครไตเตอร์
เพลท ด้วย Polyvinylchloride cling film แล้วใส่ในถุงซิป น าไปต้มในน้ า อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท าให้เย็นทันที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย
กลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 50-500 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เทียบค่า OD ที่ได้กับ
กราฟมาตรฐานของกลูโคส 
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6. การเตรียมน้ าลายเทียม 
 6.1 ชั่งสารเคมีตามรายการที่แสดงในตารางที่ 1 และน ามาละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 450 
มิลลิลิตร โดยกวนตลอดเวลาจนกระทั่งละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 ตารางที่ 1 องค์ประกอบของน้ าลายเทียม (Sarkar, Goh and Singh, 2009) 

รายการที่ ชื่อสารเคมี สูตรเคมี ปริมาณ (กรัม/ 500 มิลลิลิตร) 

1 Sodium chloride NaCl 0.797 
2 Ammonium nitrate NH4NO3 0.164 

3 Potassium phosphate NH2PO4 0.318 

4 Potassium chloride KCl 0.101 
5 Potassium citrate 

Monohydrate 
K3C6H5O7.H2O 0.154 

6 Uric acid sodium salt C5H3N4O3Na 0.0105 

7 Urea H2NCONH2 0.099 

8 Lactic acid sodium salt C3H3O3Na 0.073 
9 
 

Porcine gastric mucin 
type II 

- 15 
 

10 น้ ากลั่น  H2O ใช้ปรับปริมาตร 

 
 6.2 ปรับ pH ของสารละลายเป็น 6.8 ด้วย 0.1 M NaOH 
 6.3 ปรับปริมาตรสารละลายจนเป็น 500 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่น 
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7. การเตรียมเอนไซม์ Human salivary α-amylase 

 7.1 เตรียมเอนไซม์ Human salivary α-amylase type XIII-A (sigma A1031, Buchs, 
CH, 15.1 mg solid; 66.3 unit/mg solid) โดยชั่งเอนไซม์ 3.02 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่นแช่เย็น
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (เอนไซม์มีความเข้มข้น เท่ากับ 100.113 unit/ml) 

 7.2 การเตรียมเอนไซม์ Human pancreatic α-amylase 
  7.2.1 เตรียม Phosphate buffer (Na2HPO4 1.42 กรัมต่อลิตร และ KH2PO4 

1.36 กรัมต่อลิตร) ปรับ pH เป็น 6.9 ด้วย 1N NaOH 
  7.2.2 ดูด PBS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดที่เก็บเอนไซม์ เขย่าจนกระทั้ง
ละลาย และดูดสารละลายเอนไซม์เก็บในหลอด centrifuge 
  7.2.3 เติม PBS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในหลอดเก็บเอนไซม์ เขย่าเพ่ือ rinse 
เอนไซม์ที่ค้างอยู่ในหลอด ท าซ้ า อีก 3 ครั้ง (ปริมาตรรวมของ PBS ที่ใช้ เท่ากับ 2 มิลลิลิตร) 
  7.2.4 stock ของสารละลายเอนไซม์ที่เตรียมได้จะมีความเข้มข้น เท่ากับ 564.25  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
  7.2.5 แบ่งสารละลายเอนไซม์เก็บไว้ในหลอด หลอดละ 0.665 มิลลิลิตร จ านวน 6 
หลอด (มีความเข้มข้นของเอนไซม์สุดท้าย เท่ากับ 375.23 ยูนิต) เก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียสจนกว่าจะ
ท าการทดสอบ 
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ภาคผนวก ข 

การผลิตเยลลี 

สูตรเยลลีพื้นฐาน (Garcia, 2000) 

 ส่วนประกอบ (ร้อยละโดยน้ าหนัก) 
เจลาติน 8 

น้ าตาลทราย 33 
กลูโคสไซรัป 31.5 

น้ า 24.5 

สารละลายกรดซิตริกร้อยละ 50 3 
สารแต่งกลิ่น 0.05 

 
ขั้นตอนการผลิตเยลลี่ (ดัดแปลงจาก สุวรรณา สุภิมารส, 2543) 

ละลายเจลาตินกับน้ าตาล 

เมื่ออุณหภูมิ 75 องศาเซลเซลเซียส ค่อยๆ โรยเจลาตินลงไป 
คนเรื่อยๆ จนเจลาตินกับน้ าตาลละลายหมด 

 

เติมกลูโคสไซรัป 

เติมบตีากลูแคน 

เติมกรดซิตริก 

วัดค่าของแข็งที่ละลายได้ ให้ได้ 75 องศาบริกซ์ (ถ้าบริกซ์ไม่ถึงให้คนต่อไปเรื่อยๆ) 

เติมกลิ่นสังเคราะห์ 

ช้อนฟองและผิวหน้าที่แห้งออก 
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เทส่วนผสมลงในถาดอะลูมิเนียม ให้มีความหนา 1 เซนติเมตร 

ใส่ในตู้เย็น (0-4 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

น าเยลลีออกจากพิมพ์ ตัดให้เป็นชิ้นขนาด 1.5x1.5x1 

คลุกด้วยแป้งข้าวโพด 

ปิดผนึกในถุงอะลูมิเนียมฟอยล์ (ถุงซิป) 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์คุณลักษณะทางเนื้อสัมผัสของเยลลี 
หลักการ 
 การวัดเนื้อสัมผัสโดยวิธี Texture Profile Analysis (TPA) เป็นการวัดเนื้อสัมผัสในลักษณะ
เลียนแบบการเคี้ยวของมนุษย์ โดยใช้เครื่องวัดเนื้อสัมผัส และก าหนดสภาวะต่างๆดังนี้ 
  1. ท าการ Calibrate Force 
  2. ใช้หัววัด P/36R 
  3. ท าการ Calibrate Probe ก่อนการวัด 
  4. ท าการวิเคราะห์โดยเครื่อง TA-XT2i 

สภาวะท่ีใช้ในการวัด 
1. Option TPA 
2. Pre-Test speed 1.0 mm/s 
3. Test-speed 1.0 mm/s 
4. Post-Test Speed 1.0 mm/s 
5. Distance 10 mm 
6. Trigger Type Auto-5g 
7. Time 5 s. 
8. Data Acquisition Rate 200 pps. 

 ในการวัดจะท าการกดตัวอย่าง 2 ครั้ง ค่าเนื้อสัมผัสที่ได้จากการวัดโดยวิธี  TPA ได้แก่ค่า 
hardness (ความแข็ง) cohesiveness (การยึดเกาะ) springiness (ความยืดหยุ่น) chewiness (การ
คงทนเมื่อถูกเคี้ยว) และ gumminess (ความเหนียวยึดติด) 
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ภาคผนวก ง 

การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
 
ตัวอย่างแบบทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส ผลิตภัณฑ์เยลลีพรีไบโอติก 
 
        หมายเลขผู้ทดสอบ  

       วันที่ทดสอบ                  
ค าแนะน า : กรุณาทดสอบตัวอย่างจากซ้ายไปขวา โดยชิมแล้วคายทิ้งลงในถังขยะท่ีเตรียมไว้ให้ พร้อม
ให้คะแนนความชอบในแต่ละคุณลักษณะของตัวอย่างตามค าอธิบายคะแนนต่อไปนี้  และบ้วนปาก
ก่อนทุกครั้งที่จะทดสอบตัวอย่างต่อไป  
   1= ไม่ชอบมากท่ีสุด  6= ชอบเล็กน้อย 
   2= ไม่ชอบมาก   7= ชอบปานกลาง 
   3= ไม่ชอบปานกลาง  8= ชอบมาก 
   4= ไม่ชอบเล็กน้อย   9= ชอบมากที่สุด 
   5= เฉยๆ     

คุณลักษณะ 
รหัสตัวอย่าง 

................... ................... ................... 

สี    
ความยืดหยุ่น    

ความเหนียว    

ความชอบรวม    
  
 ข้อเสนอแนะ
 ....................................................................................................................................... ..........
 ............................................................................................................................. .....................
 ............................................................................................................. ..................................... 
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ผลิตภัณฑ์เยลลี 

 
 

ตัวอย่างการน าเสนอผลิตภัณฑ์เยลลีส าหรับทดสอบทางประสาทสัมผัส

 

  

สูตรบีตากลูแคน
ร้อยละ 0 

สูตรบีตากลูแคน
ร้อยละ 0.5 

สูตรบีตากลูแคน
ร้อยละ 0.25 
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การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์เยลลีในถุงอะลูมิเนียมฟอยล์ที่มีซิปล็อค 
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