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บทคัดย่อ

	 ยสีต์ Saccharomyces cerevisiae เป็นจลุนิทรย์ีทีม่คีวามส�ำคญัต่ออตุสาหกรรม ประกอบ

กับประเทศไทยเป็นแหล่งส�ำคัญในการผลิตน�้ำตาลและมีกากน�้ำตาลเป็นผลพลอยได้หลัก ซึ่งเป็น

วตัถดุบิทีส่�ำคญัในสร้างผลติภณัฑ์ผ่านการหมกัโดยยสีต์ S. cerevisiae ทัง้นี ้การเตรยีมกล้าเชือ้ยสีต์

ถือเป็นปัจจัยส�ำคัญที่มีผลต่อความส�ำเร็จของกระบวนการหมัก ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมุ่งเน้นการ

ทดสอบวิธีการเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 เพื่อหาวิธีเตรียมกล้าเชื้อท่ีเหมาะสมซึ่งให้

กล้าเชื้อยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการหมักกากน�้ำตาลอ้อย โดยศึกษาการเตรียมกล้าเชื้อ 3 วิธีท่ี 

แตกต่างกัน ประกอบด้วยวิธีที่ 1) เตรียมกล้าเชื้อสองขั้นตอนโดยขั้นท่ีหน่ึงและขั้นท่ีสองเตรียม 

ในอาหารวายพีดี วิธีที่ 2) เตรียมกล้าเชื้อสองขั้นตอนโดยขั้นที่หนึ่งเตรียมในอาหารวายพีดี และ 
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ข้ันที่สองเตรียมในอาหารกากน�้ำตาล และวิธีที่ 3) เตรียมกล้าเชื้อแบบหนึ่งขั้นตอนในอาหารกากน�้ำตาล 

ซึ่งการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 ใช้เวลานานที่สุด (32 ชั่วโมง) รองลงมา คือ วิธีท่ี 2 (30 ชั่วโมง) และวิธี

ที่ 3(24 ชั่วโมง) ตามล�ำดับ ในขณะที่ค่าความเข้มข้นของเซลล์ท่ีมีชีวิตมีค่าสูงสุดเมื่อเตรียมกล้าเชื้อ

ด้วยวิธีที่ 2 ((26.86±1.66)×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) รองลงมา คือ วิธีที่ 3 ((22.89±1.40)×107  

เซลล์ต่อมิลลิลิตร) และวิธีที่ 1 ((19.44±1.50)×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ตามล�ำดับ โดยเมื่อทดสอบ

ประสิทธิภาพของกล้าเชื้อที่เตรียมได้จากแต่ละวิธีโดยการหมักในถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีอาหาร 

กากน�ำ้ตาล พบว่าเซลล์สามารถเจรญิเตบิโตได้ในทันทีโดยไม่พบระยะปรบัตวัเมือ่ใช้กล้าเชือ้ท่ีเตรยีม

จากวิธีที่ 2 และวิธีที่ 3 และให้ค่าความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตสูงกว่าการใช้กล้าเชื้อท่ีเตรียมจาก 

วิธีที่ 1 ประมาณ 2 เท่า รวมทั้งยังใช้ระยะเวลารวมของกระบวนการน้อยกว่าการใช้กล้าเช้ือที่เตรียมได้ 

จากวิธีที่ 1 โดยการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 3 ท่ีพัฒนาขึ้นสามารถลดระยะเวลาและขั้นตอนในการ 

เตรียมแต่ยังคงได้กล้าเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูง จึงเป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการประยุกต์ในอุตสาหกรรม

การหมักที่ใช้กากน�้ำตาลต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: กากน�้ำตาลอ้อย กล้าเชื้อยีสต์ ระยะปรับตัว Saccharomyces cerevisiae SC90

ABSTRACT

	 Yeast (Saccharomyces cerevisiae) is an important microorganism used in the 

industries. Thailand is a major source of refined sugar whose major byproduct is molasses, 

which is fermented into several products using S. cerevisiae. The preparation of the yeast 

inoculum can affect successful fermentation, therefore the aim was to test preparation 

methods of S. cerevisiae SC90 inoculum in order to optimize its effectiveness in fermentation 

of molasses. Three different inoculum preparation methods were studied as follows: Method 

1) preparation of step 1 and step 2 in YPD medium, Method 2) preparation of step 1 in 

YPD medium and step 2 in molasses medium and Method 3) preparation one step in the 

molasses medium. Inoculum preparation using the Method 1 spent the longest period (32 

h) followed by the Method 2 (30 h) and the Method 3 (24), respectively. While the highest 

viable cells was shown in the inoculum prepared using the Method 2 ((26.86±1.66)×107 

cell/mL) followed by the Method 3 ((22.89±1.40)×107 cell/mL) and the Method 1 

((19.44±1.50)×107 cell/mL), respectively. The efficiency of inoculum prepared using different 

methods was evaluated by fermentation in the bioreactor containing molasses medium. 

The results showed that cells can grow immediately without lag period when the process 

inoculated with inoculum from the Method 2 and the Method 3. Furthermore, about two 
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times higher cell viability and shorter total process time were achieved comparing to the 

process inoculated with inoculum from the Method 1. The developed method, the Method 

3, could reduce the time and step for inoculum preparation with high efficiency of inoculum. 

Therefore, the Method 3 may an appropriate method for application in the fermentation 

industry using molasses.

Keywords: Sugarcane molasses, Inoculums, Lag period, Saccharomyces cerevisiae SC90 

บทน�ำ

	 ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เป็นจุลินทรีย์ท่ีน�ำมาใช้ในอุตสาหกรรมการหมัก 

ที่หลากหลาย เช่น อุตสาหกรรมการผลิตยีสต์ขนมปัง อุตสาหกรรมการผลิตเคร่ืองดื่มแอลกอฮอล ์

และอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลเชิงพลังงาน เป็นต้น ส�ำหรับประเทศไทย อุตสาหกรรมการหมัก

โดยยีสต์    S. cerevisiae นิยมใช้วัตถุดิบทางการเกษตรหรือใช้ผลพลอยได้จากการผลิตและแปรรูป

ผลผลิตทางการเกษตร เช่น มันส�ำปะหลัง กากมันส�ำปะหลัง และกากน�้ำตาลอ้อย (sugarcane 

molasses) เป็นต้น ทั้งนี้ กากน�้ำตาลอ้อยถือเป็นวัตถุดิบที่มีข้อได้เปรียบเชิงกระบวนการส�ำหรับ

อุตสาหกรรมการหมักเนื่องจากสามารถน�ำมาใช้ได้โดยตรงโดยไม่ต้องผ่านขั้นตอนการเตรียมที่ 

ยุ่งยาก ง่ายต่อการเกบ็รกัษาเมือ่เทยีบกบัวตัถดุบิอืน่ (Demirbas, 2007) ส่วนการหมกัโดยใช้วตัถดุบิ

จ�ำพวกพืชที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบ โดยทั่วไปต้องผ่านกระบวนการย่อยแป้งให้เป็นน�้ำตาลโดยการ

ท�ำงานของเอนไซม์ก่อนจึงจะน�ำมาใช้ในการหมัก (Gray et al., 2006) ดังนั้น เพื่อเป็นการลดขั้นตอน

ในการเตรียมวัตถุดิบ กากน�้ำตาลจากอ้อยจึงเป็นวัตถุดิบท่ีเหมาะสมในอุตสาหกรรมการหมัก 

นอกจากนี ้ไทยยงัเป็นประเทศทีม่กีารผลติน�ำ้ตาลทรายจากอ้อยเป็นปรมิาณมาก ท�ำให้มผีลพลอยได้

ในรูปกากน�้ำตาลปริมาณมากซึ่งช่วยลดความเสี่ยงต่อการขาดแคลนวัตถุดิบ ทั้งนี้ ส�ำนักบริหาร 

อ้อยและน�้ำตาล ได้รายงานข้อมูล ณ วันที่ 8 มีนาคม 2562 ว่าในปี พ.ศ. 2561/2562 มีปริมาณ 

กากน�้ำตาลที่ผลิตในประเทศสูงถึง 4.4 ล้านตัน (Office of the Cane and Sugar Board, Ministry 

of Industry, 2019)

	 ในการผลิตยีสต์ขนมปังและเอทานอลจากกากน�้ำตาลอ้อย ปัญหาที่พบได้บ่อยของ

กระบวนการหมัก คือ หลังจากถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ลงถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ยีสต์ต้องใช้เวลาในการ 

ปรับตัวนานหรือในบางครั้งที่เชื้อไม่สามารถปรับตัวได้จะท�ำให้การหมักคร้ังน้ันเสียหายท้ังหมด  

แสดงให้เห็นว่าคุณภาพของกล้าเชื้อเป็นสิ่งที่มีความส�ำคัญต่อกระบวนการหมักเป็นอย่างมาก  

(Pham et al., 1998 ; Ginovart et al., 2011) ซ่ึงวิธีมาตรฐานในการเตรียมกล้าเชื้อนิยมใช้อาหาร

มาตรฐานส�ำหรับจุลินทรีย์แต่ละชนิดในการเตรียม เช่น การเตรียมกล้าเชื้อส�ำหรับแบคทีเรียนิยม 

ใช้อาหารนิวเตรียนต์ (Nutrient medium) การเตรียมกล้าเชื้อส�ำหรับยีสต์นิยมใช้อาหารยีสต์ 
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สกัดเปปโตนเด็กโทรส หรือ อาหารวายพีดี (Yeast extract Peptone Dextrose medium หรือ YPD 

medium) เป็นต้น ทั้งนี้ การเตรียมกล้าเชื้อในอาหารคนละชนิดกับอาหารที่ใช้ในการหมักจริง  

โดยมากจะส่งผลให้ระยะเวลาในช่วงปรับตัวของจุลินทรีย์ในการหมักจริงนานขึ้น ซึ่งก่อนหน้าน้ี 

Charoenrat et al. (2013) ได้รายงานว่าการเตรยีมกล้าเชือ้ในอาหารท่ีมอีงค์ประกอบคล้ายกบัอาหาร

ที่ใช้ในการหมักจริงเป็นแนวทางที่มีประสิทธิภาพในการลดระยะเวลาในช่วงระยะปรับตัวและเซลล์

พร้อมที่จะเจริญเติบโตได้ทันทีหลังจากการเติมกล้าเชื้อลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ   อย่างไรก็ตาม  

วิธีการของ Charoenrat et al. (2013) ต้องอาศัยการเตรียมกล้าเชื้อถึง 2 ขั้นตอน ซึ่งขั้นตอนท่ี 1  

ใช้เวลา 24 ช่ัวโมง และข้ันตอนที่ 2 ใช้เวลานานถึง 52 ชั่วโมง ซึ่งถึงแม้ว่ากล้าเชื้อท่ีเตรียมได้จาก 

วิธีการดังกล่าวจะมีประสิทธิภาพสูงส�ำหรับการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แต่ต้องใช้เวลา 

ในการเตรียมกล้าเชื้อรวมกัน 2 ข้ันตอนนานถึง 76 ชั่วโมง ดังน้ัน ในงานวิจัยน้ีผู้วิจัยจึงมีจุดมุ่งหมาย

เพื่อพัฒนาการเตรียมกล้าเชื้อยีสต์    S. cerevisiae SC90 ให้ใช้เวลาสั้นลง และได้กล้าเชื้อที่ม ี

ความพร้อมและมปีระสทิธภิาพในการหมกักากน�ำ้ตาลอ้อย โดยเมือ่ถ่ายกล้าเชือ้ยสีต์ลงในถงัปฏกิรณ์

ชีวภาพที่มีอาหารซึ่งเตรียมจากกากน�้ำตาลอ้อย ยีสต์สามารถเจริญเติบโตได้เร็ว มีระยะเวลาในการ

ปรับตัวและระยะเวลาที่ใช้ในการหมักที่สั้น อันจะส่งผลให้กระบวนการหมักมีประสิทธิภาพสูงขึ้น

วิธีการ

	 1.	 สายพันธุ์จุลินทรีย์

	 	 สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยน้ี คือ ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90  

ซึ่งผู้วิจัยได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัย

เกษตรศาสตร์ โดยยีสต์สายพันธุ์นี้เริ่มต้นคัดแยกได้จากน�้ำกากส่าโรงเหล้าซีแกรม (Seagram) 

ประเทศอินโดนีเซีย ซึ่งเชื้อยีสต์นี้สามารถหมักกากน�้ำตาลและให้แอลกอฮอล์สูงในช่วง 10 - 12 ดีกรี 

สามารถทนต่อความเข้มข้นของแอลกอฮอล์สูง และทนอุณหภูมิได้สูงถึง 40 องศาเซลเซียส 

(Department of Alternative Energy Development and Efficiency, 2016) 

	 2.	 อาหารเล้ียงเชื้อ

	 	 2.1	 อาหารยีสต์สกัดเปปโตนเด็กโทรส หรือ อาหารวายพีดี (Yeast extract Peptone 

Dextrose medium หรือ YPD medium) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย ยีสต์สกัด 10.00 กรัม เปปโตน 

20.00 กรัม และกลูโคส 20.00 กรัม ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยน�้ำกลั่น และปรับพีเอชเป็น 4.5

	 	 2.2	 อาหารกากน�้ำตาล ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย กากน�้ำตาลอ้อย 46.81 กรัม  

(มีปริมาณน�้ำตาลทั้งหมด 47.00 เปอร์เซ็นต์ โดยน�้ำหนักต่อน�้ำหนัก) และแอมโมเนียมซัลเฟต  

7.72 กรัม ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยน�้ำกล่ัน และปรับพีเอชเป็น 4.5 โดยอาหารท่ีได้จะมีความ

เข้มข้นของน�้ำตาลทั้งหมดเริ่มต้นประมาณ 20-22 กรัมต่อลิตร ซึ่งอาหารกากน�้ำตาลท่ีใช้น้ี 

พัฒนาขึ้นโดยอาศัยข้อมูลจากเอกสารอ้างอิง (Pradeep & Reddy, 2010; Danbamrongtrakool  
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et al., 2014 ; Ngow et al., 2017) โดยในการศึกษาวิจัยน้ีได้เลือกใช้กากน�้ำตาล เอ็ม โมลาส  

(M Molasses) ของบริษัท รวมเกษตรกรอุตสาหกรรม จ�ำกัด (มิตรภูเวียง)

	 3.	 วิธีที่ใช้เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ในฟลาสก์เขย่า

	 	 การเตรยีมกล้าเชือ้ยสีต์ในฟลาสก์เขย่าซึง่เลอืกมาศกึษาในการทดลองนีแ้บ่งออกเป็น 

3 วิธี ที่แตกต่างกันโดยมุ่งเน้นการศึกษาอิทธิพลของชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและจ�ำนวนขั้น 

ของการเตรียมกล้าเชื้อ ซึ่งทั้งสองปัจจัยส่งผลต่อความหนาแน่นของเซลล์และระยะเวลาท่ีใช้ในการ 

เตรียมกล้าเชื้อ ทั้งนี้ เป้าหมายหลักของการศึกษาในส่วนน้ีเพื่อให้ได้กล้าเชื้อท่ีมีความเหมาะสม

ส�ำหรับใช้เป็นเชื้อเริ่มต้นในการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพต่อไป

	 	 3.1	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 (วิธีอ้างอิง)

			   การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 เป็นการเตรียมกล้าเชื้อแบบ 2 ขั้นตอน โดยทั้ง 2 ขั้นตอน 

ใช้อาหารวายพีดี ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้	

	 	 	 1. 	กล้าเชื้อข้ันที่หนึ่ง เตรียมโดยถ่ายเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 จาก 

คลังเซลล์ที่เก็บรักษาในสารละลายกลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต์ โดยน�้ำหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูม ิ 

-20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารวายพีดีปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก ์

ขนาด 500 มิลลิลิตร น�ำไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว  

250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง หรือจนกระทั่งเซลล์เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตคงที่ 

(stationary phase) โดยเซลล์ที่เหมาะสมส�ำหรับการใช้เป็นกล้าเชื้อในขั้นถัดไป คือ เซลล์ที่อยู่ 

ในระยะการเจริญเติบโตลด (deceleration phase)

	 	 	 2.	 กล้าเชื้อข้ันที่สอง เตรียมโดยน�ำกล้าเชื้อท่ีอยู่ในระยะการเจริญเติบโตลดมา

ปรับความเข้มข้นให้เท่ากับ 3×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากน้ันถ่ายสารแขวนลอยเซลล์ท่ีได้ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร ลงในอาหารวายพีดี ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร (ความเข้มข้น 

ของเซลล์เร่ิมต้นเท่ากับ 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะเดียวกับการเตรียม 

กล้าเชื้อขั้นที่หนึ่งเป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง หรือจนกระท่ังเซลล์เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตคงท่ี 

	 	 3.2	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 2 

	 	 	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 2 เป็นการเตรียมกล้าเชื้อแบบ 2 ขั้นตอน โดยขั้นตอน 

ที่หนึ่งใช้อาหารวายพีดี และข้ันตอนที่สอง ใช้อาหารกากน�้ำตาล ซึ่งมีรายละเอียด ดังน้ี

	 	 	 1.	 กล้าเชื้อขั้นที่หนึ่งเตรียมเช่นเดียวกับการเตรียมกล้าเชื้อขั้นท่ีหน่ึงของการ 

เตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 1 (หัวข้อ 3.1 ข้อที่ 1) 

	 	 	 2.	 กล้าเชื้อขั้นที่สองเตรียมเช่นเดียวกับการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่สองของการ 

เตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 (หัวข้อ 3.1 ข้อที่ 2) ยกเว้นอาหารที่ใช้ศึกษาเปลี่ยนจากอาหารวายพีด ี 

เป็นอาหารกากน�้ำตาล
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	 	 3.3	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 3

	 	 	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 3 เป็นการเตรียมกล้าเชื้อแบบขั้นตอนเดียว ท�ำโดย 

ถ่ายเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 จากคลังเซลล์ที่เก็บรักษาในสารละลายกลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต์ 

โดยน�้ำหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารกากน�้ำตาล 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร น�ำไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง หรือจนกระท่ังเซลล์เข้าสู่ระยะ

การเจริญเติบโตคงที่

	 4.	 การทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ

	 	 การทดสอบประสทิธภิาพของกล้าเชือ้ทีเ่ตรยีมได้จากทัง้ 3 วธิ ีด�ำเนนิการในถงัปฏกิรณ์

ชวีภาพขนาด 5 ลติร (Biostat B plus Twin., Sartorius Stedim Biotech Germany) ด้วยกระบวนการ

เพาะเลี้ยงแบบแบทช์ โดยถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ที่เตรียมด้วยวิธีท่ี 1 2 และ 3 ท่ีผ่านการปรับความเข้มข้น

ของกล้าเชื้อเป็น 3×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีอาหาร

กากน�้ำตาลปริมาตร 2 ลิตร ซึ่งจะท�ำให้ความเข้มข้นของเซลล์เริ่มต้นในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเท่ากับ 

3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ควบคุมสภาวะที่ใช้ในกระบวนการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

อัตราการกวน 500 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1.0 ลิตรต่อลิตร.นาที พีเอช 4.5 (ปรับด้วย

สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ (NaOH) และกรดฟอสฟอรกิ (H
3
PO

4
) ความเข้มข้น 2 โมลาร์) ท�ำการ

เพาะเลี้ยงจนกระทั่งเซลล์เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตคงท่ี

	 5.	 วิธีการวิเคราะห์

	 	 5.1	 การวิเคราะห์น�้ำหนักเซลล์แห้ง

	 	 	 ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งท�ำโดยชั่งน�้ำหนักแห้งของเซลล์ท่ีได้จากการน�ำตัวอย่าง 

น�้ำหมักมาหมุนเหวี่ยงแยกเซลล์ ล้างตะกอนเซลล์ด้วยด้วยน�้ำกลั่น จากนั้นน�ำไปอบที่อุณหภูมิ  

80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือจนกว่าน�้ำหนักจะคงที่ ปล่อยให้เย็นในตู้ดูดความชื้น 

แล้วจึงชั่งหาน�้ำหนักแห้งของเซลล์

	 	 5.2	 การวิเคราะห์จ�ำนวนเซลล์ท้ังหมด จ�ำนวนเซลล์มีชีวิต และร้อยละเซลล์มีชีวิต

			   การวิเคราะห์ท�ำโดยน�ำตัวอย่างน�้ำหมักมาเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์

9 กรัมต่อลิตร ในอัตราส่วนที่เหมาะสม จากน้ันผสมสารแขวนลอยเซลล์ท่ีได้กับสารละลาย 

ซิเตรตเมทิลลีนไวโอเลต ในอัตราส่วน 1:1 บ่มเป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายตัวอย่างลงใน 

ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Hemacytometer) และนับจ�ำนวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เซลล์ที่ติดสีม่วง 

คือเซลล์ที่ตายและเซลล์ที่ไม่ติดสีคือเซลล์ที่มีชีวิต (Smart et al., 1999)

	 	 5.3	 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของน�้ำตาลท้ังหมด (total sugar)

	 	 	 เนื่องจากการศึกษานี้มีส่วนที่ใช้กากน�้ำตาลอ้อยในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ซึง่ในกากน�ำ้ตาลมทีัง้น�ำ้ตาลรดีวิซ์และน�ำ้ตาลท่ีไม่ใช่น�ำ้ตาลรดีวิซ์ ซึง่วธิกีารวเิคราะห์ปรมิาณน�ำ้ตาล
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ทั้งหมดโดยทั่วไปนิยมใช้วิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก อย่างไรก็ตาม วิธีดังกล่าวเป็นวิธีท่ีใช้สารเคมี 

ที่เป็นอันตราย ดังนั้น การศึกษานี้จึงพัฒนาวิธีการหาน�้ำตาลท้ังหมดโดยการย่อยน�้ำตาลท่ีมีท้ังหมด

ในกากน�้ำตาลอ้อยให้เป็นน�้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวซึ่งมีสมบัติเป็นน�้ำตาลรีดิวซ์ จากนั้นจึงวิเคราะห ์

หาปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959) และใช้กลูโคสเป็น 

สารมาตรฐาน โดยมีข้ันตอนโดยสรุป คือ น�ำสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร มาผสมกับ

สารละลายกรดไฮโรคลอริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร น�ำไปต้มในน�้ำเดือด 

เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นจึงวิเคราะห์หาปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS ซึ่งค่าท่ีจากวิธีการน้ี 

มีค่าใกล้เคียงกับความเข้มข้นของน�้ำตาลทั้งหมดท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟิวริก

	 	 5.4 	การวิเคราะห์ความเข้มข้นของเอทานอล

	 	 	 ความเข้มข้นของเอทานอลวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลว 

สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) ท่ีต่อกับคอลัมน์  

Supelcogel H (250 x 4.6 มิลลิเมตร) และดีเทคเตอร์แบบรีเฟลคทีฟอินเด็กซ์ หรือแบบอาร์ไอ 

(reflective index detector หรือ RID) สารละลายเคล่ือนท่ี (mobile phase) คือ กรดฟอสฟอริก 

ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซน็ต์โดยน�ำ้หนกัต่อปรมิาตร อณุหภมูขิองคอลมัน์ควบคุมเท่ากบั 30 องศาเซลเซยีส 

ปริมาตรของสารตัวอย่างในการฉีด คือ 10 ไมโครลิตร และอัตราการไหล 0.17 มิลลิลิตรต่อนาที 

	 	 5.5	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 	 	 การแสดงผลเป็นค่าตัวเลขจะแสดงในรูปค่าเฉล่ีย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

ในขณะที่การแสดงผลในรูปกราฟจะแสดงเป็นค่าเฉลี่ย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจะแสดงเป็น 

แถบค่าคลาดเคลื่อน ค่าทั้งสองได้มาจากการค�ำนวณในโปรแกรม Microsoft Excel 2010  

โดยใช้ฟังก์ชัน AVERAGE และ STDEV ตามล�ำดับ ท�ำการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของ 

ค่าเฉลี่ยด้วยโปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 16 ด้วยวิธี Unpaired two-tailed t-test ท่ีระดับนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติ .05 (p ≤ .05)

ผลการทดลอง

	 1.	 การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ในฟลาสก์เขย่า

	 	 งานวิจัยนี้เลือกศึกษาวิธีการเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ท้ังหมด 3 วิธี ดังรายละเอียดท่ีได้

กล่าวไปแล้วในส่วนของวิธีด�ำเนินการวิจัย โดยผลการเจริญเติบโตของเชื้อระหว่างการเตรียม 

กล้าเชื้อทั้ง 3 วิธี มีรายละเอียดดังนี้

	 	 1.1	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 (วิธีอ้างอิง)

	 	 	 การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์โดยทั่วไปจะใช้การเตรียมแบบ 2 ขั้นตอน โดยขั้นตอน 

ที่หนึ่งโดยมากมีวัตถุประสงค์เพ่ือกระตุ้นการเจริญเติบโตของเชื้อ (refresh cell) และขั้นตอนท่ีสอง

มีวัตถุประสงค์เพื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเซลล์ให้มากขึ้น ท้ังน้ี อาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐานท่ีนิยมใช้ใน
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การเล้ียงยีสต์ คือ อาหารวายพีดี โดยการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 เป็นวิธีการที่มีการใช้กันโดยทั่วไป  

ในการศึกษาวิจัยนี้จึงใช้การเตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 1 เป็นวิธีอ้างอิงเพื่อใช้เปรียบเทียบกับวิธีท่ี 2 และ

วิธีที่ 3 ที่มีการพัฒนาข้ึน

	 	 เนื่องจากการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่หนึ่งของวิธีที่ 1 และวิธีที่ 2 ใช้วิธีการเดียวกัน คือ 

การเตรียมกล้าเชื้อในอาหารวายพีดี ดังนั้น จึงจะกล่าวถึงผลการทดลองของท้ังสองวิธีไปด้วยกัน  

โดยผลการทดลองที่ได้แสดงดังรูปที่ 1 ซึ่งผลที่ได้จากการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่หนึ่งของวิธีที่ 1 และ 

วธิทีี ่2 ให้ผลใกล้เคยีงกนัมาก แสดงให้เหน็ถงึความเทีย่งตรงของกระบวนการในแง่มมุของการท�ำซ�ำ้ 

(reproducible) ซึ่งหลังจากมีการถ่ายเชื้อเริ่มต้นที่เก็บในกลีเซอรอลลงในอาหารวายพีดี เชื้อใช้เวลา

ในระยะปรับตัว (lag phase) ประมาณ 1.47 – 1.97 ชั่วโมง จากน้ันจึงสู่ระยะการเจริญแบบทวีคูณ 

(exponential growth phase) โดยให้ค่าอัตราการเติบโตจ�ำเพาะประมาณ 0.23±0.01 ต่อชั่วโมง 

และเซลล์เริ่มเข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตลด (decelerating growth phase) หลังจากการเพาะเล้ียง

เป็นเวลา 16 ชั่วโมง โดยให้ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งประมาณ 4.60 – 4.65 กรัมต่อลิตร และมีค่า 

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตประมาณ (22.30-23.00)×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ดังน้ัน ผู้วิจัย 

จึงเลือกใช้เซลล์ที่ระยะเวลา 16 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง ส�ำหรับใช้เป็นกล้าเชื้อในการเตรียมกล้า

เชือ้ขัน้ทีส่องต่อไป เนือ่งจากเซลล์ทีอ่ยูใ่นระยะการเจรญิเตบิโตลดถอืได้ว่ามคีวามหนาแน่นของเซลล์

สูงใกล้เคียงกับเซลล์ในระยะการเจริญเติบโตคงท่ี แต่ยังคงมีการเจริญเติบโตอยู่ ดังน้ัน จึงเป็น 

เซลล์ที่มีความพร้อมในการเจริญเติบโตต่อไปได้ในทันทีเมื่อใช้เป็นกล้าเชื้อส�ำหรับกระบวนการหมัก

ในขั้นถัดไป

รูปที่ 1 รูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 ในอาหาร YPD 

ระหว่างการเตรียมกล้าเชื้อข้ันที่หนึ่งในรูปของ (A) ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้ง (สัญลักษณ์สามเหลี่ยม) 

และ (B) ค่าความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต (สัญลักษณ์วงกลม) 

ของการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 (สัญลักษณ์โปร่ง) และวิธีท่ี 2 (สัญลักษณ์ทึบ)
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	 	 ส�ำหรบัการเพาะเลีย้งกล้าเชือ้ข้ันทีส่องของวธิทีี่ 1 (รปูที ่2 A) ซึง่ท�ำการเตรยีมในอาหาร

วายพีดี พบว่า ยีสต์สามารถเจริญเติบโตได้ในทันทีหลังจากเติมกล้าเชื้อโดยไม่พบระยะการปรับตัว 

ทั้งนี้ เนื่องจากอาหารที่ใช้ในการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่หนึ่งและกล้าเชื้อขั้นที่สองเป็นอาหารชนิด

เดียวกัน โดยค่าอัตราการเติบโตจ�ำเพาะมีค่าประมาณ 0.18±0.02 ต่อชั่วโมง และเซลล์เข้าสู่ระยะ

การเจริญเติบโตลดหลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 16 ชั่วโมง โดยมีค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งประมาณ 

3.02±0.28 กรัมต่อลิตร และมีค่าความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตมีค่าประมาณ (19.44±1.50)×107  

เซลล์ต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าวัตถุประสงค์หลักของการเตรียมกล้าเชื้อ คือ การผลิต 

เซลล์ทีม่ชีวีติ แต่ในการเตรยีมกล้าเชือ้ขัน้ทีส่องสามารถตรวจพบการผลติเอทานอลซึง่ไม่ใช้ผลติภณัฑ์

ที่ต้องการให้เกิดขึ้นในระหว่างการเตรียมกล้าเชื้อโดยมีความเข้มข้นสูงถึง 8.51±0.71 กรัมต่อลิตร 

แม้ว่าจะมีการให้อากาศโดยการเขย่าฟลาสก์ก็ตาม ผลที่ได้นี้สามารถอภิปรายได้ใน 2 ประเด็น  

คือ ประเด็นที่ 1. การถ่ายเทมวลของออกซิเจนโดยการเขย่าฟลาสก์มีค่าน้อยกว่าความต้องการ

ออกซิเจนของระบบท�ำให้เกิดสภาวะจ�ำกัดออกซิเจน และประเด็นท่ี 2. ยีสต์ S. cerevisiae SC90 

จัดเป็น crabtree positive yeast ซึ่งถึงแม้ว่าออกซิเจนจะไม่จ�ำกัด ยีสต์กลุ่มน้ีก็สามารถเกิดวิถ ี

การหมักได้ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของกลูโคสสูง (Papini et al., 2012)

	 จากผลการทดลองทีไ่ด้พบว่า ทีร่ะยะเวลา 16 ชัว่โมงของการเพาะเลีย้ง เซลล์ทีอ่ยูใ่นระยะ

การเจริญเติบโตลด ซึ่งเซลล์ยังมีการเจริญเติบโตอยู่และมีค่าความเข้มข้นของเซลล์สูง ประกอบกับ

เมือ่พจิารณาค่าร้อยละของเซลล์มชีวีติ พบว่าที ่16 ชัว่โมงของการเพาะเลีย้ง มค่ีาเท่ากบั 100 (ตาราง

ที่ 1) ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกเซลล์ที่ระยะเวลา 16 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง ส�ำหรับใช้เป็นตัวแทน 

กล้าเชื้อที่ได้จากการเตรียมกล้าเชื้อด้วยวิธีที่ 1 เพื่อใช้ในการศึกษาการเจริญเติบโตในถังปฏิกรณ์

ชีวภาพต่อไป โดยระยะเวลารวมในการเตรียมกล้าเชื้อด้วยวิธีที่ 1 มีค่าเท่ากับ 32 ชั่วโมง ซึ่งเป็น 

ระยะเวลาที่ใช้ในการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่หนึ่ง 16 ชั่วโมง และเป็นระยะเวลาที่ใช้ในการเตรียม 

กล้าเชื้อขั้นที่สองอีก 16 ชั่วโมง 
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รูปที่ 2 รูปแบบการเจริญเติบโต การใช้น�้ำตาล และการผลิตเอทานอล

ของยีสต์ S. cerevisiae SC90 ระหว่างการเตรียมกล้าเชื้อขั้นท่ีสอง 

(A) การเตรียมกล้าเชื้อข้ันที่สองด้วยวิธีท่ี 1 (B) การเตรียมกล้าเชื้อขั้นท่ีสองด้วยวิธีท่ี 2 

และ (C) การเตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 3 โดยมีค่าท่ีแสดง คือ ค่าความเข้มข้น

ของเซลล์มีชีวิต (วงกลมทึบ) ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้ง (วงกลมโปร่ง) ค่าความเข้มข้น

ของน�้ำตาลทั้งหมด (สี่เหลี่ยมทึบ) และค่าความเข้มข้นของเอทานอล (สามเหลี่ยมทึบ)

	 	 1.2	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 2

	 	 	 เมือ่น�ำกล้าเชือ้ข้ันทีห่นึง่ทีผ่่านการเพาะเลีย้งในอาหารวายพดี ีเป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

(รูปที่ 1) เพื่อใช้เป็นกล้าเชื้อส�ำหรับการเพาะเลี้ยงกล้าเชื้อขั้นที่สองในอาหารกากน�้ำตาล พบว่า 

เซลล์มีระยะเวลาในการปรับตัวนานถึง 3.99±0.40 ชั่วโมง ท้ังน้ี อาจเป็นผลมาจากอาหารท่ีใช้ 

ในการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่หนึ่งเป็นอาหารต่างชนิดกับอาหารท่ีใช้ในการเตรียมกล้าเชื้อขั้นท่ีสอง 

ซึง่อาหารทัง้สองชนดิมีองค์ประกอบทีแ่ตกต่างกนัอย่างมาก โดยผลการทดลองทีไ่ด้มคีวามสอดคล้อง

กับรายงานของ (Charoenrat et al., 2013 & Lincoln., 1960) ซึ่งหลังจากเซลล์ผ่านระยะ 

การปรับตัวเข้าสู ่ระยะการเติบโตแบบทวีคูณ เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้อย่างต่อเน่ืองและ 

ความหนาแน่นของเซลล์มีค่าเพ่ิมข้ึนโดยสัมพันธ์กับการลดลงของความเข้มข้นของน�้ำตาล (รูปท่ี 2 

B) ซึ่งให้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะเท่ากับ 0.26±0.03 ต่อชั่วโมง (ตารางท่ี 1) และหลังจาก

การเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 14 ชั่วโมง เซลล์ได้เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตลด ซึ่งมีค่าน�้ำหนักเซลล์แห้ง
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เท่ากับ 3.83±0.12 กรัมต่อลิตร ค่าความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตเท่ากับ (26.86±1.66)×107 เซลล์ 

ต่อมลิลิลิตร โดยไม่พบเซลล์ตาย และผลได้ของเซลล์จากสบัสเทรตมค่ีาเท่ากบั 0.20±0.00 กรมัเซลล์

ต่อกรมัสับสเทรต นอกจากนีย้งัสามารถตรวจวดัความเข้มข้นของเอทานอลในระหว่างการเพาะเล้ียง

เช่นเดียวกับการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 โดยมีค่าความเข้มข้นของเอทานอลเท่ากับ 8.29±0.45 กรัม

ต่อลิตร (ตารางที่ 1) จากผลการทดลองผู้วิจัยจึงเลือกใช้เซลล์ที่ระยะเวลา 14 ชั่วโมงของการ 

เพาะเลี้ยงเป็นตัวแทนกล้าเชื้อที่ได้จากการเตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 2 ส�ำหรับการศึกษาการเจริญเติบโต

ในถงัปฏกิรณ์ชวีภาพในขัน้ตอนต่อไป โดยระยะเวลารวมในการเตรียมกล้าเชือ้ด้วยวิธท่ีี 2 มค่ีาเท่ากบั 

30 ชั่วโมง ซึ่งเป็นระยะเวลาที่ใช้ในการเตรียมกล้าเชื้อขั้นท่ีหน่ึง 16 ชั่วโมง และเป็นระยะเวลาท่ีใช้

ในการเตรียมกล้าเชื้อข้ันที่สองอีก 14 ชั่วโมง

	 	 1.3	 การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 3

	 	 	 ส�ำหรับการเตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 3 (รูปท่ี 2 C) เป็นการเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ 

แบบขั้นตอนเดียวในอาหารกากน�้ำตาล จากผลการทดลองพบว่าเซลล์ใช้ระยะเวลาในการปรับตัว

นานมากถึง 11.82±1.55 ชั่วโมง ซึ่งหลังจากเซลล์เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ เซลล์มีการ

เจริญเติบโตโดยให้ค่าอัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะเท่ากับ 0.33±0.04 ต่อชั่วโมง  และเข้าสู่ระยะ

การเจริญเติบโตลดที่ 24 ชัว่โมงของการเพาะเลีย้ง โดยมีค่าน�ำ้หนักเซลล์แห้งเท่ากบั 3.63±0.15 กรัม

ต่อลิตร ค่าความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตเท่ากับ (22.89±1.40)×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยไม่พบ 

เซลล์ตาย (รูปที่ 2 C)   มีค่าผลได้ของเซลล์จากสับสเทรตเท่ากับ 0.19±0.00 กรัมเซลล์ต่อกรัม 

สับสเทรต และความเข้มข้นของเอทานอลมีค่าเท่ากับ 8.19±0.45 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 1) 

	 เมื่อเปรียบเทียบผลจากการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 3 กับการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่สองของ 

วิธีที่ 1 และวิธีที่ 2 พบว่า การเตรียมกล้าเชื้อด้วยวิธีท่ี 3 (การเตรียมกล้าเชื้อแบบขั้นตอนเดียว)  

เซลล์ใช้ระยะเวลาในการปรับนานที่สุด คือ 11.82±1.55 ชั่วโมง รองลงมา คือ การเตรียมกล้าเชื้อ 

ขั้นที่สองของวิธีที่ 2 ซึ่งใช้เวลา 3.99±0.40 ชั่วโมง และการเตรียมกล้าเชื้อขั้นท่ีสองของวิธีท่ี 1 ไม่พบ

ระยะการปรับตัว อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาระยะเวลารวมในการเตรียมกล้าเชื้อ พบว่าการ 

เตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 3 ใช้ระยะเวลาน้อยที่สุดเพียง 24 ชั่วโมง รองลงมา คือ การเตรียมกล้าเชื้อวิธ ี

ที่ 2 และวิธีที่ 1 ซึ่งใช้เวลาเท่ากับ 30 และ 32 ชั่วโมง ตามล�ำดับ และเมื่อพิจารณาถึงพารามิเตอร์ 

ทีเ่กีย่วข้องกับการเจรญิเตบิโตทีแ่สดงในตารางที ่1 ซึง่ประกอบด้วยค่าความเข้มข้นของเซลล์ทีม่ชีวีติ 

ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้ง ค่าร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิต และค่าผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต พบว่า 

การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 2 ให้ผลการเจริญเติบโตดีท่ีสุด รองลงมา คือ การเตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 3 และ

วิธีที่ 1 

	 	 จากข้อมูลที่ได้จากการเตรียมกล้าเชื้อทั้ง 3 วิธี พบว่าการเตรียมกล้าเชื้อแต่ละวิธ ี

ต่างมีข้อดีและข้อเสียที่ยากต่อการสรุปว่าการเตรียมกล้าเชื้อวิธีใดท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุด ท้ังน้ี 

เนือ่งจากวัตถปุระสงค์หลกัของการเตรยีมกล้าเชือ้ คอื การเตรยีมเซลล์ทีม่คีวามหนาแน่นสงูซึง่พร้อม
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จะเจริญเติบโตเมื่อถ่ายลงในอาหารใหม่ในขั้นถัดไป ดังน้ัน ผู้วิจัยจึงท�ำการทดสอบประสิทธิภาพ 

ของกล้าเชื้อที่ได้จากการเตรียมทั้ง 3 วิธี โดยการติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อหลังจากถ่าย 

กล้าเชื้อที่ได้จากการเตรียมแต่ละวิธีลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีอาหารกากน�้ำตาล ซึ่งกล่าวใน 

หัวข้อถัดไป

ตารางที่ 1	ข้อมูลและค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงยีสต์ S. cerevisiae SC90  

	 จากการเตรียมกล้าเชื้อทั้ง 3 วิธี1

ข้อมูลจากการเพาะเล้ียง2

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต 

(×107เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

น�้ำหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

ความเข้มข้นของเอทานอล (กรัมต่อลิตร)

ระยะเวลาปรับตัว (ชั่วโมง)

ร้อยละของเซลล์มีชีวิต3 

อัตราการเจริญเติบโตเชิงปริมาตร 

(กรัมต่อลิตร.ชั่วโมง)

ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต 

(กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเทรต)

ระยะเวลารวมในการเตรียมกล้าเชื้อ (ชั่วโมง)

19.44 ± 1.50

3.02 ± 0.28

8.51 ± 0.71

0.00 ± 0.00

100.00

0.19 ± 0.02

0.17±0.01

32.00

26.86 ± 1.66

3.83 ± 0.12

8.29 ± 0.45

3.99 ± 0.40

100.00

0.27 ± 0.01

0.20 ± 0.00

30.00

22.89 ± 1.40

3.63 ± 0.15

8.19 ± 0.45

11.82 ± 1.55

100.00

0.15 ± 0.01

0.19 ± 0.00

24.00

วิธีที่ 1 วิธีที่ 2 วิธีที่ 3 

หมายเหตุ :	 1	 ข้อมูลของการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 และวิธีที่ 2 ที่แสดงในตารางเป็นข้อมูลจากการเตรียม 
	 	 กล้าเช้ือขั้นที่สอง
	 2	 ค่าที่แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ท่ีค�ำนวณได้จากการทดลอง 3 ซ�้ำ  
	 	 ยกเว้นค่าร้อยละของเซลล์มีชีวิต และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
	 3	 ค่าร้อยละของเซลล์มีชีวิตแสดงค่าท่ีได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง ณ เวลาท่ีเซลล์เข้าสู่ระยะ 
	 	 การเจริญเติบโตลดลง 
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	 2.	 การทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ

	 	 จากที่ได้กล่าวเบื้องต้นในบทน�ำว่าอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลและอุตสาหกรรม

การผลิตยีสต์ขนมปังในประเทศไทยส่วนใหญ่ใช้กากน�้ำตาลอ้อยเป็นวัตถุหลัก ดังนั้น ในส่วนของ 

การทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อที่เตรียมได้จึงเลือกทดสอบในถังปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช้อาหาร

กากน�้ำตาล และเพื่อป้องกันความคลาดเคลื่อนของผลการทดสอบท่ีอาจเกิดขึ้นจากความแตกต่าง

ของเชื้อเริ่มต้น ในการทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อที่เตรียมได้จากทั้ง 3 วิธี จะมีการควบคุม

ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 3×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร รายละเอียดดังที่ได้กล่าวไว้แล้วในวิธี

ด�ำเนินการวิจัยข้อที่ 4

	 	 ผลการทดลองพบว่า เมื่อน�ำกล้าเชื้อยีสต์ที่เตรียมได้จากวิธีที่ 1 ถ่ายลงสู่อาหาร 

กากน�้ำตาล เซลล์ยีสต์ต้องใช้เวลาในการปรับตัวเท่ากับ 6.39±0.53 ชั่วโมง จากนั้นจึงเข้าสู่ระยะ 

การเจริญแบบทวีคูณซึ่งเซลล์สามารถเจริญเติบโตได้อย่างต่อเน่ืองสอดคล้องกับความเข้มข้น 

ของน�้ำตาลที่ลดลง โดยมีค่าอัตราการเติบโตจ�ำเพาะเท่ากับ 0.40±0.03 ต่อชั่วโมง ในขณะเดียวกัน 

เซลล์มีการผลิตเอทานอลควบคู่กับการเจริญเติบโตแม้ว่าได้ท�ำการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีการ 

ให้อากาศและตลอดระยะเวลาของการเพาะเลี้ยงค่าออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen tension; 

DOT) ไม่จ�ำกัด ซึ่งเป็นการยืนยันการเป็น crabtree positive yeast ของยีสต์ S. cerevisiae SC90 

ตามที่ได้กล่าวไปก่อนหน้านี้ (Papini et al., 2012) และเมื่อท�ำการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

เซลล์มีอัตราการใช้น�้ำตาลที่ลดลง โดยมีค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 4.33±0.23 กรัมต่อลิตร  

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตมีค่าเท่ากับ (17.80±0.74)×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และความเข้มข้น 

ของเอทานอลมีค่าเท่ากับ 7.77±0.35 กรัมต่อลิตร (รูปท่ี 3 A) และผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต 

มีค่าเท่ากับ 0.24±0.01 กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเทรต (ตารางท่ี 2)

	 	 ส�ำหรับการทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อท่ีเตรียมได้จากวิธีท่ี 2 และวิธีท่ี 3  

แสดงดังรูปที่ 3 (B) และ รูปที่ 3 (C) ตามล�ำดับ โดยพบว่าให้ผลการเจริญเติบโตท่ีใกล้เคียงกัน  

กล่าวคือ เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ทันทีหลังจากถ่ายกล้าเชื้อลงสู่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพโดยไม่พบ

ระยะปรับตัว และเมื่อพิจารณาถึงความเข้มข้นของเซลล์ พบว่าเซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ 

อย่างต่อเนื่องและให้ค่าอัตราการเติบโตจ�ำเพาะประมาณ 0.34 ต่อชั่วโมง ซึ่งกระบวนการดังกล่าว

ใช้ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 8 ชั่วโมง โดยมีค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งอยู่ในช่วง 5.40-5.60 กรัมต่อลิตร 

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตมีค่าเท่ากับ (34-39)×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นของเอทานอล

สูงสุดอยู่ในช่วง 6-8 กรัมต่อลิตร และผลได้ของเซลล์จากสับสเทรตมีค่าเท่ากับ 0.25 กรัมเซลล์ 

ต่อกรัมสับสเทรต (ตารางที่ 2) ซึ่งจากข้อมูลที่กล่าวมาแสดงให้เห็นว่าค่าจลนพลศาสตร์ต่าง ๆ  

ที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตซึ่งได้จากการทดสอบโดยใช้กล้าเชื้อท่ีเตรียมได้จากวิธีท่ี 2 และวิธี 

ที่ 3 มีค่าใกล้เคียงกันมาก
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	 	 เมื่อท�ำการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อท่ีเตรียมได้จากท้ัง 3 วิธี โดยอาศัย

ค่าจลนพลศาสตร์ที่แสดงดังตารางที่ 2 พบว่า การใช้กล้าเชื้อท่ีเตรียมได้จากวิธีการท่ี 1 เซลล์จะมี

ระยะปรับตัว ในขณะที่การใช้กล้าเชื้อที่เตรียมได้จากวิธีท่ี 2 และวิธีท่ี 3 เซลล์สามารถเจริญเติบโต

ได้ทันทีโดยไม่มีระยะปรับตัว ทั้งนี้ เนื่องจากอาหารที่ใช้ในการเตรียมกล้าเชื้อขั้นสุดท้ายของการ 

เตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 2 และวิธีที่ 3 เป็นอาหารชนิดเดียวกันกับอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงในถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพ ท�ำให้เซลล์ไม่ต้องการระยะเวลาในการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมใหม่ ซึ่งการ

ใช้อาหารในการเตรียมกล้าเชื้อข้ันสุดท้ายเป็นอาหารชนิดเดียวกันหรือมีองค์ประกอบคล้ายกัน 

กับอาหารที่ใช้ในการหมักจริงเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถลดระยะเวลาในการปรับตัวของเชื้อในการ

หมักจริง ซึ่งมีการรายงานก่อนโดย Charoenrat et al. (2013) และ Lincoln (1960)

รูปที่ 3 การทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อท่ีเตรียมได้จาก (A) วิธีท่ี 1 (B) วิธีท่ี 2 

และ (C) วิธีที่ 3 โดยติดตามการเจริญเติบโต การใช้น�้ำตาล และการผลิตเอทานอล

ของยีสต์ S. cerevisiae SC90 เมื่อเพาะเล้ียงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช้กล้าเชื้อยีสต์

ที่เตรียมได้จากแต่ละวิธี โดยมีค่าที่แสดง คือ ค่าความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต (วงกลมทึบ) 

ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้ง (วงกลมโปร่ง) ค่าความเข้มข้นของน�้ำตาลท้ังหมด (ส่ีเหล่ียมทึบ) 

และค่าความเข้มข้นของเอทานอล (สามเหลี่ยมทึบ)
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	 	 เมื่อพิจารณาถึงค่าความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต น�้ำหนักเซลล์แห้ง และอัตราการใช้

สับสเทรตเชิงปริมาตร ที่ได้จากการทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อที่เตรียมด้วยวิธีที่ 1 พบว่า 

มีค่าต�่ำกว่าค่าที่ได้จากกล้าเชื้อที่เตรียมได้จากอีก 2 วิธี ประมาณ 1.95 1.25 และ 1.53 เท่า  

ตามล�ำดับ ซึ่งผลได้จากกล้าเชื้อที่เตรียมด้วยวิธีที่ 2 และวิธีที่ 3 ให้ค่าต่าง ๆ ที่ใกล้เคียงกัน และ 

เมื่อพิจารณาระยะเวลาทั้งหมดของกระบวนการตั้งแต่การเตรียมกล้าเชื้อจนส้ินสุดการหมัก 

ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่า กระบวนการที่ใช้กล้าเชื้อที่เตรียมจากวิธีที่ 1 ใช้ระยะเวลานานที่สุด  

คือ 44 ชั่วโมง รองลงมา คือ กระบวนการที่ใช้กล้าเชื้อท่ีเตรียมได้จากวิธีท่ี 2 ซึ่งใช้ระยะเวลาท้ังหมด 

38 ชั่วโมง ส่วนกระบวนการที่ใช้กล้าเชื้อที่เตรียมได้จากวิธีท่ี 3 ใช้ระยะเวลาน้อยท่ีสุด คือ 32 ชั่วโมง 

โดยยังคงให้ค่าจลนพลศาสตร์ที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของยีสต์ท่ีสูงโดยเฉพาะอย่างยิ่ง 

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต ซึ่งเซลล์ที่มีชีวิตถือเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่ส�ำคัญในกระบวนการหมัก 

เอทานอลและการผลิตยีสต์ขนมปัง ดังนั้น การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ S. cerevisiae SC90 โดยใช้

อาหารกากน�ำ้ตาลแบบข้ันตอนเดยีว หรอืการเตรยีมกล้าเชือ้วธิทีี ่3 จงึเป็นวธิทีีเ่หมาะสมทีส่ดุส�ำหรบั

กระบวนการหมักท่ีใช้กากน�้ำตาลอ้อย
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ตารางที่ 2	 ข้อมูลและค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ท่ีได้จากการทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อยีสต ์ 

	 S. cerevisiae SC90 ที่เตรียมด้วยวิธีท่ี 1 วิธีท่ี 2 และวิธีท่ี 31

ข้อมูลจากการเพาะเล้ียง

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต

(×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของน�้ำหนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

ความเข้มข้นของเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร)

ระยะเวลาปรับตัว (ชั่วโมง)

ร้อยละเซลล์มีชีวิต2

อัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะ (ต่อชั่วโมง) 

อัตราการเจริญเติบโตเชิงปริมาตร

(กรัมเซลล์ต่อลิตร.ชั่วโมง)

อัตราการใช้สับสเทรตเชิงปริมาตร

(กรัมสับสเทรตต่อลิตร.ชั่วโมง)

ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต

(กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเทรต)

ระยะเวลาในการเพาะเลีย้งช่วงแบทช์ (ชัว่โมง)

ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงทั้งหมด (ชั่วโมง)

17.80 ± 0.74

4.33 ± 0.23

7.77 ± 0.35

6.39 ± 0.53

100.00

0.40 ± 0.03

0.36 ± 0.02

1.56 ± 0.13

0.24 ± 0.01

12.00

44.00

34.72 ± 0.98

5.43 ± 0.22

6.36 ± 0.11

0.00 ± 0.00

100.00

0.35 ± 0.04

0.68 ± 0.00

2.38 ± 26

0.25 ± 0.01

8.00

38.00

38.63±2.59

5.54 ± 0.20

7.69 ± 0.17

0.00 ± 0.00

100.00

0.34 ± 0.04

0.69 ± 0.02

2.47 ± 0.25

0.25 ± 0.00

8.00

32.00

วิธีที่ 1 

ประสิทธิภาพของกล้าเชื้อเมื่อใช้ในการหมัก 

วิธีที่ 2 วิธีที่ 3 

หมายเหตุ :	 1	 ค่าที่แสดงในตารางเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ท่ีค�ำนวณได้จากการทดลอง 3 ซ�้ำ  
	 	 ยกเว้นค่าร้อยละเซลล์มีชีวิต และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
	 2	 ค่าร้อยละเซลล์มีชีวิตแสดงเป็นช่วงจากค่าต�่ำสุดถึงค่าสูงสุดตลอดระยะเวลาของการเพาะเลี้ยง
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สรุปและวิจารณ์ผล

	 การพัฒนาการเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae SC90 ส�ำหรับ 

ใช้ในการหมกักากน�ำ้ตาลอ้อยในงานวจิยันี ้การเตรยีมกล้าเชือ้วธิทีี ่3 ซึง่เป็นการเตรยีมโดยใช้อาหาร

ชนิดเดียวกันกับอาหารที่ใช้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยน�ำเซลล์ยีสต์จากคลังเซลล์ที่เก็บรักษาไว ้

ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส มาเพาะเลีย้งในอาหารกากน�ำ้ตาลโดยตรงโดยไม่ผ่านการกระตุน้เซลล์

ดังเช่นการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่หนึ่งของวิธีที่ 2 ท�ำให้เชื้อต้องใช้เวลาช่วงต้นในการปรับตัว อย่างไร

ก็ตาม ระยะเวลารวมทั้งหมดในการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 3 ยังคงมีค่าน้อยกว่าวิธีที่ 1 และวิธีที่ 2  

เป็นเวลา 8 และ 6 ชั่วโมง ตามล�ำดับ 

	 เมื่อท�ำการทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเชื้อในถังปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช้อาหาร 

กากน�้ำตาลพบว่า การใช้กล้าเชื้อที่เตรียมจากวิธีท่ี 2 และวิธีท่ี 3 ให้ค่าจลนพลศาสตร์ท่ีเกี่ยวข้องกับ

การเจริญเติบโตที่สูงโดยไม่มีระยะปรับตัว ทั้งนี้ เน่ืองมาจากการเตรียมกล้าเชื้อด้วยวิธีท่ี 2 และวิธี 

ที่ 3 เซลล์ได้ผ่านการปรับตัวต่อการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกับอาหารที่ใช้ใน 

ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ท�ำให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ทันที สอดคล้องกับการรายงานของ Lincoln 

(1960) ที่กล่าวว่า เมื่ออาหารที่ใช้ในการเตรียมกล้าเชื้อขั้นสุดท้ายเป็นอาหารชนิดเดียวกันกับอาหาร

ที่ใช้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพจะสามารถลดระยะเวลาในช่วงปรับตัวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพได้ โดย 

เมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาทั้งหมดที่ใช้ในกระบวนการตั้งแต่การเตรียมกล้าเชื้อและการเพาะเล้ียง 

ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่ากระบวนการที่ใช้การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 3 ใช้ระยะเวลารวมสั้นกว่า

กระบวนการที่ใช้การเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 2 ประมาณ 6 ชั่วโมง นอกจากน้ี การเตรียมกล้าเชื้อวิธีท่ี 3 

ยังใช้เวลาและขั้นตอนน้อยกว่าการเตรียมกล้าเชื้อวิธีที่ 1 และวิธีที่ 2 ดังนั้น การพัฒนากล้าเชื้อ 

ที่รายงานในบทความวิจัยนี้จึงน่าจะสามารถน�ำไปใช้เป็นแนวทางในการพัฒนากล้าเชื้อส�ำหรับ

กระบวนการหมักอื่น ๆ ต่อไป 
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