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จากการศึกษาวิธีการสกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสตท่ีไดจากกากสา การสกัดดวย

การใชความรอนรวมกับความดันโดยทําใหเปนซัสเพนชั่นดวยซิเตรทบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ท่ีเวลา 

30 นาที ไดปริมาณแมนโนโปรตีน 0.27 กรัม/ กรัมเซลลเปยกของยีสต แมนโนโปรตีนท่ีไดมีคา

ความเขมขนตํ่าสุดท่ีทําใหเกิดอิมัลชั่น ( critical emulsifier concentration) เทากับ 20 กรัม/ลิตร 

และมีคา emulsification index (E24,) กับน้ํามันปาลมเทากับ 60.23 เปอรเซ็นต แมนโนโปรตีนทํา

ใหเกิดอิมัลชั่นแบบน้ํามันในน้ํา (oil in water) แมนโนโปรตีนท่ีทําบริสุทธิ์ไดมีน้ําหนักโมเลกุล

ประมาณ 120 กิโลดาลตัน  เมื่อเปรียบเทียบกับพูลลูแลน และ เมื่อหาองคประกอบของแมนโน

โปรตีนที่ทําบริสุทธ์ิได พบวา มีโปรตีน 4 เปอรเซ็นต และนํ้าตาล 96 เปอรเซ็นต แมนโนโปรตีนมี

กิจกรรมในการเกิดอิมัลช่ันเหมือนกับอิมัลซิไฟดเออรทางการคาคือ เลซิทิน (lecithin) และกมัอะรา

บิก (gum arabic) แมนโนโปรตีนทําใหนํ้ามันปาลมเกิดอิมัลช่ันในชวงพีเอชตั้งแต 3-12 แมนโน

โปรตีนมีความคงตัวตอโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0-3 เปอรเซน็ต และแคลเซยีมคลอไรด

และแมกนีเซียมคลอไรดความเขมขน 0-0.1 เปอรเซน็ต อุณหภูมิ (63 องศาเซลเซยีส  100 องศา

เซลเซียส และ 121 องศาเซลเซยีส) ไมมีผลตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีนตัวอยางน้ําสลัดท่ีเติม

อิมัลซิไฟดเออรมีขนาดอนุภาคเล็กกวาชุดควบคุมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ( p<0.05) 

ตัวอยางน้ําสลัดท่ีเติม mannoprotein ท่ีสกัดไดจากกากสาท่ีความเขมขน 0.2  เปอรเซ็นตและ 0.6  
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เปอรเซน็ต  ซึ่งมีคากิจกรรมการคงความเปนอิมัลชั่นคือ 38.77 เปอรเซน็ต และ 38.58 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาแมนโนโปรตีนท่ีไดจากกากสามีศักยภาพในการ

ผลิตน้ําสลัด 

 

คําหลัก: แมนโนโปรตีน กากสา อิมัลซิไฟดเออร อิมัลชั่น น้ําสลัด 
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Abstract 
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  Mannoprotein from spent yeast obtained from Thai traditional liquor 

distillation was extracted by autoclaving in a neutral citrate buffer for 30 min. The yield of 

mannoprotein was 0.27 g/g wet cells. The mannoprotein obtained was evaluated for chemical 

and physical stability to establish its potential use as a natural emulsifier in processed foods. 

The extracted mannoprotein exhibited emulsion of 60.23% towards palm oil as oil-in-water 

and had a critical emulsifier concentration of 20 g/l. The apparent molecular weight of 

mannoprotein when compared with pullulan standard was 120 kDa. The composition of the 

mannoprotein was 96% carbohydrate and 4% protein. The emulsion activity of the 

mannoprotein was similar to those of commercial emulsifiers (lecithin and gum arabic). The 

emulsion activity of mannoprotein towards palm oil was stable over a broad range of pH (3-

12), temperature (63ºC, 100ºC, 121ºC), NaCl concentrations of 0-3% (w/v), CaCl2 and MgCl2 

concentrations of 0-0.1% (w/v). Temperature did not affect the emulsion activity of 

mannoprotein. Salad dressing containing emulsifiers exhibited emulsion smaller than salad 

dressing without emulsifier (p<0.05).  Salad dressing added with 0.2% and 0.6% 

mannoprotein exhibited emulsification activity 38.77% and 38.58%, respectively. Preliminary 
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trials showed that the obtained mannoprotein had potential for use in salad dressing 

production. 

 

Keywords: mannoprotein, spent yeast, emulsifier, emulsion, salad dressing 
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EXECUTIVE SUMMARY 

 

 Emulsifiers are widely used in the food industry but these are synthetic emulsifiers 

such as glycerol monosterate (GMS) and carboxymethylcellulose (CMC). Although they are 

very effective in their intended functions, these compounds are gradually losing favor. This is 

because of increasing pressure from consumers to reduce the use of “artificial” or chemically 

synthesized additives in food (Shepherd et al., 1995). Thus, consumers have become 

interested in natural and healthy food ingredients. Natural emulsifiers are becoming 

increasingly important in the food industry rather than synthetic emulsifying agents, which 

may be potential health hazards for humans (Lukondeh et al., 2003). Besides, some natural 

plant-derived food emulsifiers such as lecithin and gum arabic are already on the market. 

However, these suffer from limited functionality in many food products (Shepherd et al., 

1995). 

 Currently the Thai government promotes “One Tumbol-One Product, OTOP”. 

Accordingly, one of the OTOP products is a traditional distilled spirit. Generally, producers 

directly distill palm sugar wine directly without using separate yeast cells to obtain spirit. 

After distillation a huge amount of waste containing yeast cells is discharged. This causes 

environmental problems because it has a high biological oxygen demand. Saccharomyces 

cerevisiae is normally used for alcohol fermentation. Mannoprotein extracted from S. 

cerevisiae has been shown to be an effective bioemulsifier (Cameron et al., 1988). The 

presence of hydrophilic mannose polymers covalently attached to the protein backbone 

provides the mannoprotein with the amphiphilic structure common to surface active agents 

and effective emulsifiers (Cooper and Goldenberg, 1987). Mannoprotein is an emulsifier 

obtained as a by-product from the wine or brewing industry. It is readily availability, 

biodegradable, is not toxic, and large scale production is possible. It can make possible the 

producing of value-added by-products (Torabisadeh et al., 1996). Since S. cerevisiae is edible 

and used in the manufacture of food and beverage products, it is assumed that a mannoprotein 
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bioemulsifier would be non-toxic and generally recognized as safe (GRAS) (Cameron et al., 

1988). 

 The objectives of this study were to extract and characterize mannoprotein from spent 

yeasts obtained from Thai traditional liquor distillation. The emulsifier property of 

mannoprotein was also compared with those of commercial bioemulsifiers, lecithin and gum 

arabic. 

 Mannoprotein from spent yeast obtained from Thai traditional liquor distillation was 

extracted by autoclaving in a neutral citrate buffer for 30 min. The yield of mannoprotein was 

0.27 g/g wet cells. The mannoprotein obtained was evaluated for chemical and physical 

stability to establish its potential use as a natural emulsifier in processed foods. The extracted 

mannoprotein exhibited emulsion of 60.23% towards palm oil as oil-in-water and had a 

critical emulsifier concentration of 20 g/l. The apparent molecular weight of mannoprotein 

when compared with pullulan standard was 120 kDa. The composition of the mannoprotein 

was 96% carbohydrate and 4% protein. The emulsion activity of the mannoprotein was similar 

to those of commercial emulsifiers (lecithin and gum arabic). The emulsion activity of 

mannoprotein towards palm oil was stable over a broad range of pH (3-12), temperature 

(63ºC, 100ºC, 121ºC), NaCl concentrations of 0-3% (w/v), CaCl2 and MgCl2 concentrations of 

0-0.1% (w/v). Temperature did not affect the emulsion activity of mannoprotein. Salad 

dressing containing emulsifiers exhibited emulsion smaller than salad dressing without 

emulsifier (p<0.05).  Salad dressing added with 0.2% and 0.6% mannoprotein exhibited 

emulsification activity 38.77% and 38.58%, respectively. Preliminary trials showed that the 

obtained mannoprotein had potential for use in salad dressing production. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

บทนําตนเร่ือง 

 อิมัลซิไฟเออรชีวภาพ (bioemulsifier) จัดอยูในกลุมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

(biosurfactant) ประเภทหนึ่ง ซึ่งผลิตไดจากสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะจุลินทรีย มีคุณสมบัติเปนตัว

ประสานใหของเหลว 2 ชนิดซึ่งไมสามารถละลายเขากันได เชน น้ํากับน้ํามันกระจายตัวหรือ

ผสมเขากันไดโดยใหอยูในสภาพอิมัลชั่น อิมัลซิไฟเออรชีวภาพประกอบดวย 2 สวน คือ สวนท่ี

ละลายน้ํา (hydrophilic) และสวนท่ีละลายในไขมัน (lipophilic) (Vance et al., 2003) ซึ่งสามารถ

นํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมหลายชนิด การใชสารอิมัลซิไฟดเออรในการทําใหเกิดอิมัลชั่น

ไมเพียงแตมีการใชในอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองดื่มเทานั้น แตยังมีการใชเพื่อกําจัดการ

ปนเปอนของน้ํามันโดยชีววิธี (bioremediation) ในดินหรือในน้ําหรือใชทําความสะอาดทอท่ี

ปนเปอนน้ํามัน เปนตน ( Bonilla et al., 2005) โดยอิมัลซิไฟดเออรจะนํามาใชกันมากใน

อุตสาหกรรมอาหาร แตอิมัลซิไฟดเออรท่ีนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารสวนใหญเปนอิมัลซิ

ไฟดเออรท่ีไดจากการสังเคราะหทางเคมี เชน glycerol monostearate (GMS) และ 

carboxymethylcellulose (CMC) แมวาจะเปนสารท่ีมีประสิทธิภาพแตสารสังเคราะหเหลานี้

ไดรับความนิยมจากผูบริโภคลดลง เนื่องจากปจจุบันผูบริโภคหันมาใสใจในสุขภาพกันมากขึ้น 

จึงพยายามท่ีจะหลีกเล่ียงการใชผลิตภัณฑเทียม (artificial) หรือสารสังเคราะหจากสารเคมีเติมลง

ไปในอาหาร ( food additive) ซึ่งอาจมีผลตอสุขภาพของผูบริโภค ( Torabizadeh et al.,1996) 

ผูบริโภคจึงหันมาสนใจและตระหนักถึงการใชผลิตภัณฑท่ีมาจากธรรมชาติกันมากขึ้นเนื่องจาก

ราคาถูกและหาวัตถุดิบไดงาย ซึ่งในปจจุบันผลิตภัณฑอิมัลซิไฟดเออรชีวภาพท่ีแยกไดจากพืชมี

แพรหลายตามทองตลาด เชน lecithin, gum Arabic, xanthan gum เปนตน แตอยางไรก็ตามสาร

เหลานี้ก็ยังใชไดจํากัดในอาหารบางชนิดเทานั้น ( Shepherd et al., 1995) ปจจุบันจึงมีความ

พยายามคัดเลือกจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิตสารอิมัลซิไฟดเออรเพราะขอดีของอิมัลซิ

ไฟดเออรชวีภาพ คอื ผลิตจากวัตถุดิบท่ีหาไดงาย เชน by-product คือเซลลยีสตจากอุตสาหกรรม

การผลิตไวนหรือเบียร เปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเศษเหลือ ยอยสลายไดงายตามธรรมชาติ มี



2 

 

ความเปนพิษตํ่า ไมเปนพิษกับสิ่งแวดลอมและยังสามารถขยายการผลิตสูระดับ อุตสาหกรรมได 

(Torabizadeh et al., 1996) 

 เนื่องจากปจจุบันรัฐบาลใหการสนับสนุนการผลิตสินคาหนึ่งตําบลหนึ่งผลิตภัณฑ 

(OTOP) มากข้ึน ซึ่งหนึ่งในผลิตภัณฑ OTOP ท่ีมีการผลิตมาก คือ สุรากลั่น โดยยีสตสายพันธุ

ท่ีสําคัญในการหมักเพ่ือผลิตแอลกอฮอล คือ Saccharomyces cerevisiae พบวาหลังจาก

กระบวนการกลั่นมีของเสียท่ีเกิดข้ึนซึ่งจะประกอบดวยตัวเซลลยีสตเปนหลักและของเหลวท่ี

เหลือจากการกลั่นท่ีมีเซลลยีสตอยูนี้ไมไดเอาไปใชประโยชนอะไรตอไปผูประกอบการจะ

ปลอยของเหลวท่ีเหลือจากการกลั่นนี้ท้ิงและทําใหเกิดปญหากับสิ่งแวดลอมในชุมชนได ผนัง

เซลลของยีสตมีแมนโนโปรตีนเปนองคประกอบหลักซึ่งมีคุณสมบัติเปนอิมัลซิไฟดเออร ดังนั้น

จึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาวิธีการสกัดแมนโนโปรตีนจากยีสตท่ีเหลือจากการกล่ันสุราและศึกษา

ความเปนไปไดในการประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารตอไป โดยจะเปนการใชประโยชนจาก

วัสดุเศษเหลือและลดปญหาการกําจัดของเสียซึ่งจะสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมของชุมชนไดอีก

ทางหนึ่ง 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. ศึกษาวิธีการสกัดและการทําบริสุทธิ์แมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสตท่ีเหลือจาก

การกล่ันสุราพื้นบาน 

2. ศึกษาน้ําหนักโมเลกุลและองคประกอบของแมนโนโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์ 

3. ศึกษาสมบัติของแมนโนโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์ 

4. ศึกษาความเปนไปไดในการประยุกตใชแมนโนโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์ใน

การผลิตน้ําสลัด 

 

บทตรวจเอกสาร 

 อิมัลซิไฟดเออรชีวภาพ (bioemulsifier) จัดอยูในกลุมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

(biosurfactant) คือ สารท่ีผลิตโดยสิ่งมีชีวิตโดยอาจจะไดจากพืช สัตวหรือจุลินทรีย โดย

โครงสรางสารลดแรงตึงผวิชวีภาพประกอบดวย 2 สวน คือ สวนท่ีชอบน้ํา (hydrophilic) และ

สวนท่ีไมชอบน้ํา (hydrophobic) ซึ่งสารประกอบนี้สามารถลดแรงตึงผิวระหวางชั้นของเหลว 
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ของแข็งและแกส ทําใหเกิดความคงตัวเปนอิมัลชั่นในน้ําหรือของเหลวอ่ืน ( Vance et al., 2003) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติเดน คือ มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวและ/หรือมี

ความสามารถในการทําใหเกิดอิมัลชั่น สามารถจัดจําแนกประเภทตามโครงสรางได 4 ประเภท

ใหญๆ คือ ไกลโคไลปด (glycolipid) ไลโปเปปไทดหรือไลโปโปรตีน (lipopeptide or 

lipoprotein) ฟอสฟอลิปด (phospholipids and fatty acid) และ polymeric biosurfactant (Lin et 

al., 1997)  

 ไกลโคไลปดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีประกอบดวยคารโบไฮเดรต เชน sophorose 

rhamnose trehalose หรือ fructose ท่ีตอเชื่อมกับไขมันดวยพันธะเอสเทอร (ภาพท่ี 1) ไกลโคไล

ปดหลักๆท่ีใชในอุตสาหกรรม  เชน rhamnolipids trehaloselipids sophorolipids (Janny et al., 

1991, Calvo et al., 2004)  

 

ภาพท่ี 1 โครงสรางของไกลโคลิปดท่ีใชในอุตสาหกรรม  

ท่ีมา: (Desai and Banat, 1997) 

 

ไลโปเปปไทดหรือไลโปโปรตีนเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีประกอบดวย lipid ไมมี

ประจุ จับกับสาย polypeptides ซึ่งมีประจุ ไลโปเปปไทดท่ีศึกษากันมาก คือ surfactin  เชน 

surfactin ผลิตไดจาก Bacillus subtilis ATCC 21332 เปน cyclic lipopeptides ท่ีประกอบดวย 

heptapeptide และ lipid β-hydroxy fatty acids มีความยาว 13-15 คารบอนอะตอม (ภาพท่ี 2) ซึ่ง

จุดเดนของ surfactin คือมีคุณสมบัติเปนสารยับย้ังจุลินทรียไดหลายชนิด ( Kluge et al.,1988) 

เชน decapeptide antibiotic (gramicidins), lipopeptide antibiotic (polymyxins) (Desai and 

Banat, 1997) 
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 ภาพท่ี 2 โครงสรางของ cyclic lipopeptides surfactin ท่ีผลิตโดย Bacillus subtilis 

ท่ีมา: (Desai and Banat, 1997) 

 

 ฟอสฟอลิปดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีประกอบดวย lipid และ phosphate โดยมี

พันธะเอสเทอรเกิดขึ้นระหวาง alcohol group ของ lipid และ phosphate (ภาพท่ี 3) 

 

ภาพท่ี 3 โครงสรางของ phosphatidylethanolamine ผลิตจาก Acinetobacter sp. R1 and R2 คอื 

สายไฮโดรคารบอนของกรดไขมัน  

ท่ีมา: (Desai and Banat, 1997)  

 

 Polymeric biosurfactant เปนสารลดแรงตึงผิวชนิดนี้มีน้ําหนักโมเลกุลสูงเปนสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีคุณสมบัติเปนสารอิมัลซิไฟดเออรเปนสวนใหญนั่นคือมีความสามารถใน

การทําใหเกิดอิมัลชั่นไดดีกวาการลดแรงตึงผิว (Ron and Rosenberg, 2001) polymeric 

biosurfactant ท่ีมีการศึกษากันมาก คือ emulsan (ภาพท่ี 4) liposan และ mannoprotein (Desai 

and Banat, 1997) 
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ภาพท่ี 4 โครงสรางของ emulsan ผลิตโดย  Acinetobacter calcoaceticus  

ท่ีมา: (Desai and Banat, 1997) 

 

 การทํางานของอิมัลซิไฟดเออร คือเมื่อเติมอิมัลซิไฟดเออรลงไปในสวนผสมของน้ํา

และน้ํามันสารอิมัลซิไฟดเออรจะถูกจัดเรียงอยูระหวางชั้นน้ําและน้ํามันโดยหันสวนท่ีชอบน้ํา

เขาไปในชั้นน้ําและสวนท่ีไมชอบน้ําเขาไปในชั้นของน้ํามัน อิมัลซิไฟดเออรจะเปนตัวลดแรงตึง

ผิวระหวางชั้นน้ําและชั้นของน้ํามัน ดังนั้นแรงในการแยกน้ําและน้ํามันจึงออนลงเปนผลใหงาย

แกการผสมน้ําและน้ํามันใหเขากัน คุณสมบัติของสารอิมัลซิไฟดเออรในการทําใหเกิดอิมัลชั่น

ขึ้นอยูกับอัตราสวนของสวนท่ีชอบน้ําและสวนท่ีไมชอบน้ําเรียกวาคา Hydrophilic lipophilic 

balance ( HLB value) โดยมีลักษณะตางกัน 2 ชนิด คือ lipophilic type มีคา HLB ตํ่า และ  

hydrophilic type คือมีคา HLB สูง ซึ่งคา  HLB value จะอยูในชวง 0-20 ดังนั้นลักษณะและ

คุณสมบัติของสารอิมัลซิไฟดเออรในชั้นน้ําจึงแตกตางกันไปตามคา HLB โดยอิมัลซิไฟดเออรท่ี

มี lipophilicity สูง จะมีคา HLB ตํ่า ในขณะท่ีอิมัลซิไฟดเออรท่ีมี hydrophilicity สูงจะมีคา HLB 

สูง ซึ่งสารประกอบท่ีมี hydrophilic และ lipophilic เปนสวนประกอบไมจําเปนเสมอไปวา

จะตองมีคุณสมบัติเปนสารอิมัลซิไฟดเออร โดยคา HLB value สามารถหาไดโดย (Oberbremer 

et al., 1990) 

HLB value  =    20 × (น้ําหนักโมเลกุลของสวน hydrophilic/ น้ําหนักโมเลกุลท้ังหมด) 
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ผนังเซลลของยีสตจะแบงออกเปน 2 ชั้นคือ  ผนังเซลลชั้นนอก (inner layer) 

ประกอบดวย mannoprotein และผนังเซลลชั้นใน (outer layer) ประกอบดวย β-1,3-glucan  β-

1,6-glucan และ chitin ซึ่งมีความสามารถในการจํากัดความสามารถในการผานการเขา-ออกของ

สาร ดังนั้นจึงเปนเสมือนเกราะกําบังใหพลาสมาเมมเบรน ( plasma membrane) จากเอนไซม

ภายนอกและปองกันการกอกวนสารประกอบของเมมเบรน ปริมาณของสารท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล

สูงท่ีเปนองคประกอบของผนังเซลลยีสตซึ่งจับกันดวยพันธะโควาเลนต มีดังนี้  chitin 1-2

เปอรเซ็นต  β-1,3-glucan 25เปอรเซ็นต  β-1,3-glucan ท่ีจบักับ chitin 35เปอรเซ็นต  β-1,6- 

glucan 5เปอรเซน็ต และ mannoprotein 35เปอรเซน็ต (Feuillat, 2002) 

แมนโนโปรตีนสกัดไดจากผนังเซลลของยีสต มีคุณสมบัติในการเปนอิมัลซิไฟดเออรซึ่ง

สามารถละลายน้ําไดอยางอิสระ (Cameron et al., 1988) ลักษณะโครงสรางของแมนโนโปรตีน

จะประกอบดวยโปรตีนเปนแกนหลักและตออยูกับสายพอลิเมอรของน้ําตาลแมนโนส 2 ชนิด 

ชนิดท่ีหนึ่งเปนพอลิเมอรคารโบไฮเดรตท่ีมีลักษณะเปนสายยาวและก่ิงกานของน้ําตาลแมนแนน 

40-100 หนวย ดวยพันธะ α-1,6-glycosodic α-1,2 และ α-1,3-glycosidic ในสวนของก่ิงกาน ซึ่ง

สวนของพอลิแซ็คคารไรดสายยาวนี้จะจับกับโปรตีนดวย N-linkages ท่ีตําแหนงของแอสพา

ราจีนและในสวนโซขางอาจมีฟอสเฟตเปนองคประกอบดวย ชนิดท่ีสองของสายแมนแนน 

ประกอบดวยน้ําตาลแมนแนนเพียง 1-5 หนวยเทานั้นและไมมีฟอสเฟตเปนองคประกอบซึ่งสาย

แมนแนนท่ีสั้นนี้จับกับโปรตีนดวย O-linkages กับตําแหนงของซีรีนหรือทรีโอนีน (Barriga et 

al., 1999)  

เนื่องจากยีสต Saccharomyces cerevisiae มีการนํามาใชในผลิตภัณฑอาหารและ

เคร่ืองดื่ม และคาดหวังวาไมมีพิษ  (nontoxic) และมีความปลอดภัย (Generally Recognized As 

Safe, GRAS) จึงสามารถนํามาสกัดแมนโนโปรตีนเพื่อนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหาร

และเคร่ืองสําอางได แมนโนโปรตีนเปนสารประกอบท่ีพบไดในเซลลยีสตโดยพบแมนโน

โปรตีนได 2 แหลงจากเซลลยีสต คือ เปนสวนท่ีสกัดไดจากผนังเซลลชั้นนอกซึ่งมีคุณสมบัติการ

เปนอิมัลซิไฟดเออรประกอบดวย โปรตีน 10  เปอรเซ็นต และคารโบไฮเดรต 90  เปอรเซน็ต 

โดยประมาณ (Barriga et al., 1999)และพบมากในสวนของชองวาง periplasmic ซึ่งอยูระหวาง

พลาสมาเมมเบรนและผนังเซลล คือ mannoenzyme ประกอบดวยน้ําตาลแมนโนส 50-70

เปอรเซน็ต โดยประมาณสวนท่ีเหลือเปนโปรตีนซึ่งแมนโนโปรตีนจะรวมถึง invertase 
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glucosidase melibiase phosphatase และ proteases (Ballou et al., 1976 อางโดย Cameron et al., 

1988) 

Barriga และคณะ (1999) สกัดสารซ่ึงมีคุณสมบัติเปนสารอิมัลซิไฟดเออรจากผนังเซลล

ยีสต Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงอิมัลซิไฟดเออรที่แยกไดมีองคประกอบ 2 ชนิดหลักๆ คือสารที่

ประกอบดวยโปรตีนเปนหลักและที่เหลือเปนคารโบไฮเดรตซ่ึงเรียกวา phosphomannoprotein มี

คุณสมบัติเปนสารอิมัลซิไฟดเออรและสารชนิดที่สองคือ สารที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรตและ

ฟอสฟอรสั phosphomannan ไมมีสมบัติเปนสารอิมัลซิไฟดเออร แตเพิ่มประสิทธิภาพในการเกิด

อิมัลช่ันของสารชนิดแรก  

Lukodeh และคณะ (2003) สกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลของเชื้อ Kluyveromyces 

marxianus เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อท่ีไดจากวัสดุเศษเหลือโรงงานอุตสาหกรรมประเภทท่ีมี

น้ําตาลแลกโตสเปนองคประกอบหรือจากหางนม พบวาแมนโนโปรตีนท่ีไดประกอบดวย 

คารโบไฮเดรต 90  เปอรเซน็ต และ โปรตีน 4-6  เปอรเซน็ต โดยแมนโนโปรตีนท่ีไดมี

องคประกอบคลายกับท่ีสกัดไดจากยีสต Saccharomyces cerevisiae และพบวาเปนอิมัลซิไฟด

เออรท่ีทําใหเกิดอิมัลชั่นท่ีมีความคงตัวนานถึง 3 เดือน สามารถทํางานไดในพีเอชชวงกวาง (3-

11) และสามารถทํางานไดในท่ีท่ีมีความเขมขนของเกลือสูง (2-50 g/l) 

อิมัลซิไฟดเออรไมเพียงแตทําใหเกิดอิมัลช่ันเทานั้นแตยังมีคุณสมบัติในการทําใหเกิด

การกระจายตัว (dispersion) เชน ในช็อคโกแล็ตหรือเครื่องดื่มโกโก โดยการทําช็อคโกแล็ตมี

สวนผสมของอนุภาคหลายชนิด เชน น้ําตาล นมและผงโกโก ซึ่งลักษณะการไหลของอนุภาค

แขวนลอยเปนผลมาจากการเติมสารอิมัลซิไฟดเออรลงไปนอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติการเกิด

โฟมหรือฟอง เชน ในเคก ขนมหวาน ทําใหเกิดความคงตัวของโฟมทําใหผลิตภัณฑมีเนื้อ

สัมผัสนุมนวลและรักษารูปราง (Babin et al.,2005) 

Torabizadeh และคณะ (1996) สกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสตโดยสารท่ีได

ประกอบดวย โปรตีน 380-410  g/kg และคารโบไฮเดรต 210 g/kg  ซึ่งแมนโนโปรตีนท่ีไดมี

คุณสมบัติคลายกับ sodium caseinate โดยแมนโนโปรตีน  และ sodium caseinate ทําใหเกิด

อิมัลชั่นได 79เปอรเซน็ต  และ 77เปอรเซน็ต  ตามลําดับ และหลังจากเก็บอิมัลชั่นไว 1 เดือนท่ี 4 

องศาเซลเซยีส พบวาอิมัลชั่นยังคงตัวอยูโดยมีอิมัลชั่น 78  เปอรเซน็ต และ 75  เปอรเซน็ต 

สําหรับแมนโนโปรตีนและ sodium caseinate ตามลําดับ เมื่อทดลองนําแมนโนโปรตีนมาใชใน
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การผลิตมายองเนส พบวา  แมนโนโปรตีนสามารถใชรวมกับ carboxymethyl cellulose (CMC) 

ได และสามารถใชแทน xanthan gum ได  

Cameron และคณะ (1988) สกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสต S. cerevisiae ดวย 2 

วิธี คือ สกัดดวยความรอน โดยการนําเซลลยีสตละลายในซิเตรตบัฟเฟอรท่ีมีพีเอชเปนกลางแลว

ใหความรอนท่ี 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 ชั่วโมง และวิธียอยดวยเอนไซมโดยใชเอนไซม 2 

ชนิด คือ zymolase และ β-1,3-glucanase จากนั้นผานการทําบริสุทธิ์โดยการทํา ultrafiltration 

พบวาแมนโนโปรตีนประกอบดวย คารโบไฮเดรต (mannose) 44  เปอรเซน็ต และโปรตีน 17

เปอรเซน็ต 

 Alexandre และคณะ (2000) ใชเซลลยีสต 2 กรัม ละลายใน 10 mM Tris-HCl พเีอช 7 ท่ี

ประกอบดวย 1 mM phenyl methyl sulfonide และทําใหเซลลแตกดวยเม็ด beads ขนาด 0.45 nm 

และใช homoginiser นําตัวอยางไปปนเหว่ียงท่ี 4000 g อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 10 

นาที ลางตะกอนท่ีไดดวยบัฟเฟอรท่ีประกอบดวย 10 mM dithiothreitol 4 คร้ัง ทําการกวน 45 

นาที ท่ี 28  องศาเซลเซยีส  แลวปนเหว่ียงแยกตะกอนท่ี 4000 g อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซยีส  เปน

เวลา 10 นาที ลางสวนของตะกอน 3 คร้ังดวยบัฟเฟอร แลวละลายตะกอนในบัฟเฟอรท่ี

ประกอบดวย 400  U/ml ของ β-1,3-glucanase เพื่อยอยสวนของแมนโนโปรตีนออกจากผนัง

เซลล และเก็บสวนใสท่ีได ตรวจสอบน้ําหนักโมเลกุลท่ีไดดวยการทํา SDS-PAGE และ western 

blotting ดวย concanavalin A-mediated peroxidase staining และ lebel ดวย biotin พบวาไดแมน

โนโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 49 kDa และผานการทําบริสุทธิ์โดยใช HPLC ซึ่งใช anion 

exchange column โดยแมนโนโปรตีนถูกชะออกดวย การทํา gradient ของโซเดียมคลอไรด 

ต้ังแตความเขมขน 0-1 M ในเวลา 50 นาที 

 Magnelli และคณะ (2002) ศึกษาวิธีการแยกองคประกอบของผนังเซลลยีสต S. 

cerevisiae โดยใชวิธีการสกัดดวยดาง 3เปอรเซน็ต  NaOH ท่ีรอนและกรด acetic acid ท่ีเย็น 

สามารถแยกผลผลิตท่ีไดเปน 3 สวน คือ สวนท่ีหนึ่ง alkali-insoluble fraction (AKI) ซึ่ง

ประกอบดวย chitin และ β-glucan สวนท่ีสอง คือ alkali-soluble/acid-insoluble (AKS/I) 

ประกอบดวย β-glucans และ แมนโนโปรตีนบางสวน สวนท่ีสาม คือ  alkali-soluble/acid-

soluble (AKS/S) ประกอบดวยแมนโนโปรตีนเปนสวนใหญ และ  β-glucan  เล็กนอย (ภาพท่ี 5) 

ตอมาไดมีการพัฒนาวิธีการใหม คือ serial enzymatic digestions ประกอบดวย 3 ขั้นตอน (ภาพท่ี 

6) คือ ขั้นท่ี 1 ใชเอนไซม Quantazyme/chitinase ขั้นตอนนี้จะได β-1,3-glucan 60-65 เปอรเซ็นต 
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และได chitin (N-acetylglucosamine) ขั้นท่ี 2 ใชเอนไซม β-1,6-glucanase ยอยจะได β-1,6-

glucan และขั้นท่ี 3 ใชเอนไซม Laminarinase/β-glucosidase ทําใหได β-1,3-glucan แยกออกจาก 

mannan ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลสูง 

 

 

ภาพท่ี 5 ลําดับขั้นการแยกองคประกอบผนังเซลลดวยการสกัดดวยกรดและดาง 

ท่ีมา: Magnelli และคณะ (2002) 
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ภาพท่ี 6 ลําดับขั้นการแยกองคประกอบผนังเซลลดวยการยอยสลายดวยเอนไซม 

ท่ีมา: Magnelli และคณะ (2002) 

 

 Freimund และคณะ (2003) พัฒนากระบวนการแยกกลูแคนออกจากผนังเซลลยีสตดวย

ขั้นตอนการสกัดท่ีไมรุนแรง โดยใชน้ํารอนและตัวทําละลายอินทรียรวมกับเอนไซมซึ่งเปน

กระบวนการท่ีงาย รวดเร็วและเหมาะสมในการขยายสูระดับอุตสาหกรรม ซึ่งคุณภาพสารท่ีสกัด

ไดขึ้นกับวัสดุเศษเหลือยีสตท่ีนํามาใช ซึ่งในกระบวนการจะได  by-product ไดท่ีมีประโยชน คือ 

แมนโนโปรตีนโดยสามารถสกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสต S. cerevisiae โดยการใชน้ํา 

โดยใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 125  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 5 ชั่วโมง ปรับ pH ใหเปน 7 ดวย 

NaOH ทําให suspension เย็นลงท่ี 45  องศาเซลเซยีส  หลังจากนั้นปนเหว่ียงแยกนําสวนใสไป

ตกตะกอนแมนโนโปรตีนดวย 70 เปอรเซ็นตเอทานอล ท้ิงไวขามคืนท่ี 5  องศาเซลเซยีส  นําไป
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กรองแลวลางดวย 70  เปอรเซน็ต เอทานอลและทําใหแหงท่ี 70  องศาเซลเซยีส  จะไดแมนโน

โปรตีนท่ีมีลักษณะใสไมมีสี ซึ่งประกอบดวย คารโบไฮเดรต 83  เปอรเซน็ต โปรตีน 15 

เปอรเซน็ต และกลูโคสเล็กนอย 
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 

 

วัสดุ อุปกรณ 

1. กากสายีสตไดจากเศษเหลือท่ีไดจากการกล่ันสุราหมักพื้นบานในอําเภอสิงหนคร จังหวัด

สงขลา 

2. น้ํามันพืช (น้ํามันถ่ัวเหลือง, น้ํามันปาลม,น้ํามันขาวโพด,น้ํามันมะกอก, น้ํามันดอก

ทานตะวัน, น้ํามันรําขาว และน้ํามันงา) ซื้อจากซุปเปอรมาเก็ต 

3.  เลซิทิน (lecithin) และกัมอะราบิก (gum arabic) จากบริษทั Fluka (USA) และบริษทั 

Nacalai tesgue (Kyoto, Japan) 

 

การวิเคราะห 

1. การวิเคราะหกิจกรรมของแมนโนโปรตีน 

- Emulsion test (Barriga et al., 1999) โดยใชน้ํามันถ่ัวเหลือง 4 มิลลิลิตร กับสวนใสท่ี

สกัดได 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer นาน 3 นาที ต้ังหลอดท้ิงไว 30 นาที , 1 

ชั่วโมง, 1.5 ชั่วโมง, 3 ชัว่โมงและ 24 ชั่วโมง แลวคํานวณความสามารถในการเกิดอิมัลชันโดย 

        Emulsion activity (%)     =     ความสูงของน้ํามันถ่ัวเหลืองหลังผสม × 100  

                                                                  ความสูงของน้ํามันถ่ัวเหลืองกอนผสม 

- ความเขมขนนอยท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ีทําใหเกิดอิมัลชัน (Critical 

emulsifier concentration) (Barriga et al., 1999) โดยละลาย crude emulsifier ท่ีไดจากการทํา

แหงใหมีความเขมขนตางๆ แลวทดสอบเชนเดียวกับ emulsion test 

 

วธิกีารทดลอง 

1. การแยกแมนโนโปรตีนของเซลลยีสตที่ไดจากกากสา 

ตรวจสอบปริมาณแมนโนโปรตีนจากตัวเซลลและสวนใส โดยการนําของเหลวท่ีเหลือ

จากการกล่ันสุราพื้นบานมาเหว่ียงแยกเซลลและสวนใสออกจากกันดวยความเร็ว 5000  รอบตอ

นาที เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสท่ีไดมาตกตะกอนแมนโนโปรตีนดวยเอธานอลใหไดความ
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เขมขนสุดทายของเอธานอลคือ 70 เปอรเซ็นต ต้ังท้ิงไวใหตกตะกอนท่ี 4 องศาเซลเซยีส ขามคืน 

แลวหาน้ําหนักของ crude mannoprotein ท่ีได  

สําหรับตัวเซลล นํามาสกัดแมนโนโปรตีนดวยวิธีการใชความรอนรวมกับความดัน 

(Barriga et al., 1999) โดยละลายเซลลยีสต 20 เปอรเซน็ต  (น้ําหนักตอปริมาตร) ในบัฟเฟอรซึ่ง

ประกอบดวย 0.1 M potassium citrate และ 0.02 M potassium metabisulfite แลวปรับพเีอชของ

ซัสเพนชันใหเปน 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด นําไป autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 

2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเหว่ียงแยกเอากากตะกอนออกท่ี 5000  รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ี

อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซยีส นําสวนใสท่ีไดไปตกตะกอนดวยเอธานอล ใหไดความเขมขนสุดทาย

ของเอธานอลคอื 70 เปอรเซ็นต แลวต้ังท้ิงไวใหตกตะกอนท่ี 4 องศาเซลเซยีส ขามคืน กรอง

ตะกอนท่ีไดและลางตะกอนดวย 70 เปอรเซน็ต เอธานอล  แลวนําตะกอนท่ีไดไปหาน้ําหนักของ 

crude mannoprotein ท่ีไดและหาคากิจกรรมของแมนโนโปรตีนตามวิธีการวิเคราะหขอ 1 

เปรียบเทียบน้ําหนักของ crude mannoprotein ท่ีไดจากท้ังสวนใสและตัวเซลล และใหคา 

emulsion activity สูงสุดแตใหคา critical emulsifier concentration ตํ่าสุด โดยละลายตัวอยาง 

crude mannoprotein ที่ไดในนํ้ากลั่นใหมีปริมาณเทากันแลววัดกิจกรรมของแมนโนโปรตีนที่สกัด

ได กรณีที่พบแมนโนโปรตีนจากเฉพาะตัวเซลลหรือพบจากสวนใสเพียงเล็กนอย ดําเนินการสกัด

แมนโนโปรตีนจากตัวเซลลดวยวิธีการที่จะกลาวถึงตอไป แตถาพบแมนโนโปรตีนท้ังสองสวนใน

ปริมาณท่ีเทาๆกัน ใหนําท้ังสองสวนของ crude mannoprotein ท่ีไดจากการตกตะกอนดวย

เอธานอลมารวมกัน 

 

2. ศึกษาวิธีการสกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสต 

นําของเหลวท่ีเหลือจากการกล่ันสุราพื้นบานมาเหว่ียงแยกเซลลและสวนใสออกจากกัน

ดวยความเร็ว 5000  รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ลางเซลลดวยสารละลายน้ําเกลือเขมขน 0.85 

เปอรเซ็นต 2 คร้ังเพื่อลางเซลลใหสะอาด หลังจากนั้นทําการสกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลล

ยีสต 2 วิธี คือ 

- สกัดดวยความรอนรวมกับความดัน (Barriga et al., 1999) ละลายเซลลยีสต 20 

เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอปริมาตร) ในบัฟเฟอรซึ่งประกอบดวย 0.1 M potassium citrate และ 0.02 

M potassium metabisulfite แลวปรับพีเอชของซัสเพนชันใหเปน 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 

นําไป autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 1.5 และ 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเหว่ียงแยกเอา
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กากตะกอนออกท่ี 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซยีส  นําสวนใส

ท่ีไดจากท้ัง 3 ชวงเวลาไปตกตะกอนดวยเอธานอลใหมีความเขมขนสุดทายท่ีเลือกไดจากขอ 2 

แลวต้ังท้ิงไวใหตกตะกอนท่ี 4  องศาเซลเซยีส  ขามคืน กรองตะกอนท่ีไดและลางตะกอนดวย

เอธานอลเทากับความเขมขนท่ีใชในการตกตะกอน และทําแหงท่ี 70  องศาเซลเซยีส  ภายใต

สภาวะสุญญากาศ (Freimund et al., 2003) แลวนําไปหาน้ําหนักของ crude mannoprotein ท่ีได 

- สกัดดวยความรอน (Freimund et al., 2003) ละลายเซลลยีสต 20 เปอรเซน็ต  ใน

บัฟเฟอรซึ่งประกอบดวย 0.1 M potassium citrate และ 0.02 M potassium metabisulfite ในแลว

ปรับพีเอชใหเปน 7.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด นําไปใหความรอนใน oil bath ท่ีอุณหภูมิ 125  

องศาเซลเซยีส และมกีารคนตลอดเวลาเปนเวลา 3  4 และ 5 ชั่วโมง หลังจากนั้นเหว่ียงแยกเอา

กากตะกอนออกท่ี 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซยีส นําสวนใสท่ี

ไดจากการสกัดท้ัง 3 ชวงเวลาไปตกตะกอนดวยเอธานอล ใหมีความเขมขนสุดทายท่ีเลือกไดจาก

ขอ 2 แลวต้ังท้ิงไวใหตกตะกอนท่ี 4  องศาเซลเซยีส  ขามคืน กรองตะกอนท่ีไดและลางตะกอน

ดวยเอธานอลเทากับความเขมขนท่ีใชในการตกตะกอน และทําแหงท่ี 70  องศาเซลเซยีส  ภายใต

สภาวะสุญญากาศ (Freimund et al., 2003) แลวนําไปหาน้ําหนักของ crude mannoprotein ท่ีได 

เลือกชวงเวลาในการสกัดจากท้ังสองวิธีท่ีใหน้ําหนักของ crude mannoprotein สูงสุด

และใหคา emulsion activity สูงสุดแตใหคา critical emulsifier concentration ตํ่าสุด เพื่อใชใน

การทดลองขั้นตอไป 

 

3. การทําบริสุทธ์ิแมนโนโปรตีน 

ใชเทคนิคโครมาโทกราฟในการกําจัดสารปนเปอนที่ไมใชแมนโนโปรตีนออกจาก crude 

mannoprotein ที่สกัดไดโดยอาจจะใช anion exchange chromatography (Alexandre et al., 2000) 

และ/หรือ gel filtration chromatography (Nakajima and Ichishima, 1994) และคํานวณหาปริมาณ 

yield ที่ไดหลังจากผานการทําบริสุทธ์ิแลว 

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิและขนาดนํ้าหนักโมเลกุลของแมนโนโปรตีนโดยใช SDS-PAGE 

และเจลฟลเตรช่ัน (Torabizadeh et al., 1996) และวิเคราะหองคประกอบของแมนโนโปรตีนที่ผาน

การทําบริสุทธ์ิโดยนําแมนโนโปรตีนที่ทําบริสุทธ์ิไดมาทําการวิเคราะห 

- วิเคราะหปริมาณโปรตีน: ใชวิธี Bradford โดยใช bovine serum albumin (BSA) เปน

สารมาตรฐาน (Bradford et al., 1974 อางโดย Cameron et al., 1988) 
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- วิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรต: ใชวิธี phenol-sulfuric acid โดยใช D–mannose เปน

สารมาตรฐาน (Gerhardt et al.,1981 อางโดย Barriga et al., 1999) 

- วิเคราะหปริมาณฟอสเฟต: โดยใชวิธี Ames ใช sodium phosphate เปนสารมาตรฐาน 

(Ames et al.,1966 อางโดย Barriga et al., 1999) 

 

4. ศึกษาคุณสมบัติของแมนโนโปรตีนที่ทําบริสุทธ์ิได 

4.1 ศึกษาความจําเพาะของแมนโนโปรตีนตอน้ํามันพืชชนิดตางๆ 

 นําแมนโนโปรตีนที่ผานการทําบริสุทธ์ิมาทําใหแหงแลวละลายในนํ้ากลั่น 4 มิลลิลิตร 

ตามความเขมขนทีห่าไดจาก critical emulsifier concentration  ใสในหลอดทดลอง แลวเติมนํ้ามัน

ชนิดตางๆ 4 มิลลิลิตร ไดแก  นํ้ามันขาวโพด นํ้ามันงา นํ้ามันมะพราว นํ้ามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม 

น้ํามันมะกอก น้ํามันเมล็ดดอกทานตะวัน น้ํามันรําขาว แลวผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer 

นาน 3 นาที ต้ังท้ิงไว 30 นาที  1 ชั่วโมง 1.5 ชัว่โมง และ 3 ชั่วโมง แลวคํานวณคาตาม

ความสามารถในการเกิดอิมัลชันตามวิธีการวิเคราะหขอ 1 และต้ังตัวอยางท่ีเกิดอิมัลชันท้ังไว 24 

ชั่วโมง แลวนํามาหาคา Emulsification index หรือ E24 (Cooper and Goldenberg, 1987) โดย 

Emulsification index (E24) =  ความสูงของอิมัลชันท่ี 24 ชั่วโมง  × 100 

                                                  ความสูงของน้ํามันกอนผสม 

เลือกใชน้ํามันท่ีใหคา Emulsification index สูงสุดในการทดสอบในการทดลองขั้น

ตอไป และเปรียบเทียบกับอิมัลซิไฟดเออรทางการคาคือ gum arabic และ lecithin 

4.2 ศกึษาผลของพีเอชตอกิจกรรมของแมนโนโปรตนี 

 ละลายแมนโนโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์ในน้ํากล่ันตามความเขมขนท่ีหาไดจาก 

critical emulsifier concentration แลวปรับพีเอชของตัวอยางใหมีคา 3  4  5  6  7  8  9  10  11 

และ 12 ดวยกรดไฮโดรคลอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด แลวทดสอบความสามารถในการอิมัล

ซิไฟดน้ํามันตามวิธีขอ 5.1  

4.3 ศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของแมนโนโปรตีน 

 ละลายแมนโนโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์ในน้ํากล่ันตามความเขมขนท่ีหาไดจาก 

critical emulsifier concentration แลวบมตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 63  องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที 
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,100 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที และท่ี 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที แลวทําใหเย็น

ลงท่ีอุณหภูมิหอง ตรวจสอบความสามารถในการอิมัลซิไฟดน้ํามันเชนเดียวกับขอ 5.1  

4.4 ศกึษาผลของโซเดยีมคลอไรดตอกิจกรรมของแมนโนโปรตนี 

 ละลายแมนโนโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์ในน้ํากลั่นแลวเติมโซเดียมคลอไรด

ความเขมขนรอยละ 0 1 2 และ 3 ตรวจสอบความสามารถในการอิมัลซิไฟดน้ํามันเชนเดียวกับ

ขอ 5.1  

4.5 ศกึษาลักษณะการเกิดอิมลัชันของแมนโนโปรตนี 

- ใชเทคนิค filter paper test และ dilution test ในการตรวจสอบชนิดของอิมัลชั่นท่ี

เกิดขึ้นวาเปนแบบน้ําในน้ํามัน (water in oil emulsion) หรือน้ํามันในน้ํา (oil in water emulsion)  

(Rieger, 1986) 

- หาขนาดของอิมัลชั่นโดยการใชวิธี droplet size distribution (DSD) โดยใช laser 

diffraction method (Hayati et al., 2007) และเปรียบเทียบกับอิมัลซิไฟดเออรทางการคาคือ gum 

arabic และ lecithin 

 

5. การประยุกตใชแมนโนโปรตีนที่ผานการทําบริสุทธ์ิในการผลิตน้ําสลัด 

สวนผสมการทําน้ําสลัดมีดังนี้ น้ําสมสายชู  1/2 ถวยตวง น้ํามันถ่ัวเหลือง 1/4 ถวยตวง 

น้ําตาลทราย 2 ชอนโตะ เกลือปน 1 ชอนชา พริกไทยปน 1 ชอนชา และมัสตารด 1/2 ชอนชา 

โดยผสมน้ําสมสายชู น้ําตาลทราย เกลือ ใสหมอต้ังไฟคนใหละลาย รอจนเย็น จึงใสน้ํามันถ่ัว

เหลืองลงไปคนเร็วๆ จากนั้นใสพริกไทยปนและมัสตารดแลวแบงการทดลองออกเปนสามชุด

การทดลองคือ 

ชุดควบคุมท่ี 1 คือ น้ําสลัดสูตรปกติท่ีไมเติมสารสกัดแมนโนโปรตีน  

ชุดควบคุมท่ี 2 คือ น้ําสลัดสูตรปกติท่ีเติมสารสกัดแมนโนโปรตีนปริมาณ 0.2 0.4 0.6  

เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอน้ําหนัก) 

ชุดควบคุมท่ี 3 คือ น้ําสลัดสูตรปกติท่ีเติมสารอิมัลซิไฟดทางการคา คือ gum arabic และ 

lecithin ปริมาณ 0.2 0.4 0.6 เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอน้ําหนัก) 

เขยาน้ําสลัดแลวทําการเปรียบเทียบ 

- ขนาดของของอนุภาคอิมัลชัน: สองดวยกลองจุลทรรศนท่ีมีสเกลติดอยู 



17 

 

- ลักษณะการแยกชั้นท่ีเกิดขึ้นหลังจากเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 

30 60 นาที 
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บทที่ 3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

 

1. การแยกแมนโนโปรตีนของเซลลยีสตที่ไดจากกากสา 

 จากการนํากากสาท่ีเหลือจากการกล่ันสุราพื้นบานมาสกัดแมนโนโปรตีนพบวา มีแมนโน

โปรตีนอยูในท้ังสวนใสของกากสา (2.31 กรัม/ลิตร) และในกากสา (12.88 กรัม/ลิตร) อยางไรก็

ตามเมื่อพิจารณาจากน้ําหนักแหงของ crude mannoprotein ในขั้นตอนตอไป จึงสกัดแมนโน

โปรตีนจากกากสา 

  

2. ศึกษาวิธีการสกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสต 

 เมื่อนํากากตะกอนเซลลยีสตท่ีเหลือจากการกล่ันสุราพื้นบานปริมาณ 50 กรัม (เซลลเปยก) 

มาทําการสกัดแมนโนโปรตีนโดยวิธีการใชความรอนรวมกับความดัน (autoclave, 121 องศา

เซลเซียส) ท่ีเวลาตางๆ พบวา เมื่อระยะเวลาในการสกัดเพิ่มขึ้นสารสกัดหยาบแมนโนโปรตีนท่ี

ไดจะเพิ่มขึ้นดวย อยางไรก็ตามปริมาณแมนโนโปรตีนท่ีไดจากการสกัดท่ีเวลา 15 30 และ 60 

นาทีไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 1) เมื่อเพิ่มเวลาในการสกัดเปน 90 

และ 120 นาทีปริมาณสารสกัดหยาบแมนโนโปรตีนท่ีไดเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(ตารางท่ี 1) แตเมื่อพิจารณาถึงคาความเขมขนนอยท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ีทําใหเกิด

อิมัลชันพบวา การสกัดโดยวิธีการใชความรอนรวมกับความดันท่ีเวลา 15 30 และ 60 นาที จะมี

คาความเขมขนนอยท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ีทําใหเกิดอิมัลชันเทากับ 20 กรัม/ลิตร 

ในขณะท่ีการสกัดท่ีเวลา 90 และ 120 นาที คาความเขมขนนอยท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ี

ทําใหเกิดอิมัลชันจะเพิ่มขึ้นเปน 30 กรัม/ลิตร (ตารางท่ี 2) เมื่อพิจารณาจากคาความเขมขนนอย

ท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ีทําใหเกิดอิมัลชันสามารถสรุปไดวาระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน

การสกัดดวยวิธีความรอนรวมกับความดันคือ 30 นาที ถึงแมการสกัดท่ีระยะเวลา 15 30  และ 60 

นาทีจะไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตการสกัดท่ีระยะเวลา 30 นาที อิมัลชัน

ท่ีไดมีความคงตัวท่ีอุณหภูมิหองมากกวาการสกัดท่ีเวลา 15 นาที 

การใชความรอนเพียงอยางเดียวในการสกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลยีสตถึงแมจะ

เพิ่มระยะเวลาในการใหความรอนแตผลผลิตท่ีไดไมไดเพิ่มขึ้น (ตารางท่ี 3) และเมื่อทดสอบคา
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ความเขมขนนอยท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ีทําใหเกิดอิมัลชันพบวา การสกัดโดยใชความ

รอนท่ีอุณหภูมิ 125 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 ชั่วโมงมีคา 20 กรัม/ลิตร ในขณะท่ีการสกัดท่ีเวลา 

4 และ 5 ชั่วโมงมีคาเทากันคือ 30 กรัม/ลิตร (ตารางท่ี 4) 

 

ตารางท่ี 1 การสกัดแมนโนโปรตีนจากกากตะกอนเซลลยีสตท่ีเหลือจากการกล่ันสุราพื้นบาน

ดวยวิธีการใชความรอนรวมกับความดัน (autoclave, 121 องศาเซลเซยีส) ท่ีเวลา

ตางๆ 

ระยะเวลาในการสกัด (นาท)ี ปริมาณสารสกัดหยาบแมนโนโปรตีน (กรัม/50 กรัม เซลลเปยก) 

15  13.21 ± 0.11b 

30  13.48 ± 0.22b 

60 13.56 ± 0.06b 

90 14.36 ± 0.52a 

120 14.56 ± 0.31a 

หมายเหตุ : คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกันจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) 

 

ตารางท่ี 2 คาความเขมขนนอยท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ีทําใหเกิดอิมัลชันของสารสกัด

หยาบแมนโนโปรตีนท่ีไดจากการสกัดโดยวิธีการใชความรอนรวมกับความดัน 

(autoclave, 121 องศาเซลเซยีส) ท่ีระยะเวลาตางๆ  

ความเขมขน 

(กรัม/ลิตร) 

การเกิดอิมลัชัน  (%) 

ระยะเวลาในการสกัด (นาที) 

15 30 60 90 120 

70 64.06 ± 1.26ab 63.33 ± 0.00a 64.38 ± 1.26a 64.69 ± 0.72a 64.69 ± 0.72a 

60 65.17 ± 1.70a 63.33 ± 0.00a 65.11 ± 0.72a 63.40 ± 0.76a 62.65 ± 1.80ab 

50 62.91 ± 0.773ab 2.22 ± 1.92ab 64.69 ± 0.72a 63.40 ± 0.76a 61.46 ± 1.30b 

40 62.49 ± 0.73ab 61.80 ± 1.68ab 63.84 ± 0.76a 61.73 ± 2.14a 62.21 ± 1.30ab 

30 61.16 ± 0.78bc 61.38 ± 1.20ab 62.17 ± 2.60a 60.50 ± 1.15a 60.27 ± 2.93bc 

20 60.71 ± 3.57bc 60.23 ± 1.74b 60.78 ± 1.32a 52.52 ± 5.27b 58.03 ± 2.14c 

10 59.28 ± 2.58c 53.33 ± 0.00c 53.70 ± 6.42b 47.62 ± 5.45b 0.00 ± 0.00d 

หมายเหตุ : คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกันจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) 
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ตารางท่ี 3 การสกัดแมนโนโปรตีนจากกากตะกอนเซลลยีสตท่ีเหลือจากการกล่ันสุราพื้นบาน

ดวยวิธีการใชความรอนท่ีอุณหภูมิ 125 องศาเซลเซยีส ท่ีเวลาตางๆ 

ระยะเวลาในการสกัด (ชั่วโมง) ปริมาณสารสกัดหยาบแมนโนโปรตีน (กรัม/50 กรัม เซลลเปยก) 

3 12.63 ± 0.41a 

4 12.73 ± 0.41a 

5 13.14 ± 0.45a 

หมายเหตุ: คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกันจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) 

 

ตารางท่ี 4 คาความเขมขนนอยท่ีสุดของสารอิมัลซิไฟดเออรท่ีทําใหเกิดอิมัลชันของสารสกัด

หยาบแมนโนโปรตีนท่ีไดจากการสกัดโดยวิธีการใชความรอนท่ีอุณหภูมิ 125 องศา

เซลเซียส ท่ีระยะเวลาตางๆ  

ความเขมขน  

(กรัม/ลติร) 

การเกิดอิมัลชัน (%) 

ระยะเวลาในการสกัด (ชั่วโมง) 

3 4 5 

70 58.03 ± 2.14a 54.42 ± 0.99a 56.61 ± 0.91a 

60 57.32 ± 0.32a 53.85 ± 0.00ab 57.50 ± 1.86a 

50 56.09 ± 0.91ab 54.32 ± 2.14ab 55.56 ± 0.00a 

40 56.09 ± 0.91ab 56.66 ± 2.88ab 56.75 ± 2.73a 

30 53.09 ± 2.14bc 51.19 ± 4.37b 54.99 ± 0.99a 

20 51.23 ± 2.97c 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00b 

10 0.00 ± 0.00d 0.00 ± 0.00c 0.00 ± 0.00b 

หมายเหตุ : คาเฉลี่ยที่มีตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกันจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) 

 

 การสกัดผนังเซลลยีสตดวยความรอนรวมกับความดันและการใชความรอนเม่ือเพิ่มระยะเวลา

ในการสกัดเพิ่มข้ึนจะไดสารสกัดหยาบแมนโนโปรตีนเพิ่มข้ึน อยางไรก็ตามสารที่เพิ่มข้ึนมาน้ัน

ไมใช แมนโนโปรตีนหรืออิมัลซิไฟดเออรเน่ืองจากอาจจะมีสวนประกอบอื่นๆ ของ ผนังเซลลยีสต

ถูกสกัดออกมามากขึ้นดวย ซึ่งสามารถสังเกตไดจากคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีทําใหเกิดอิมัลชั่น
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เพิ่มขึ้น ( Torabizadeh et al., 1996; Lukondeh et al., 2003) ถึงแมวาการสกัดดวยความรอนท่ี

เวลา 3 ชั่วโมงจะใหคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีทําใหเกิดอิมัลชันเทากัน แตเมื่อพิจารณาถึง

เปอรเซ็นตการเกิดอิมัลชันจะพบวาสารสกัดท่ีไดจากการสกัดดวยความรอนรวมกับความดันจะ

มีคาการเกิดอิมัลชันท่ีสูงกวา ดังนั้นจึงเลือกใชวิธีการสกัดดวยความรอนรวมกับความดันเปน

เวลา 30 นาทีในการสกัดแมนโนโปรตีนจากผนังเซลลของยีสต 

 

3. การทําบริสุทธ์ิแมนโนโปรตีน 

 สารท่ีไดจากการสกัดและตกตะกอนมีสัญญาณปรากฏจากการตรวจสอบดวย GPC 4 

น้ําหนักโมเลกุล คือ 201,223 ดาลตัน 27,498 ดาลตัน 2,686 ดาลตัน และ  613 ดาลตัน เมื่อนําสาร

ท่ีตกตะกอนไดไปทําไดอะไลซิสท่ีมี molecular weight cut-off 8,500 ดาลตัน เพื่อกําจัดสารท่ีมี

โมเลกุลท่ีตํ่ากวา 8,500 ดาลตันออกไป เนื่องจากแมนโนโปรตีนสวนใหญท่ีไดจะมีน้ําหนัก

โมเลกุลสูงโดยสวนใหญจะมีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 14,000 ดาลตัน ขึ้นกับสายพันธุของยีสตท่ี

ใช (Kononova et al., 1993; Mormeneo et al., 1994; Nakajima and Ichishima, 1994; 

Torabizadeh et al., 1996; Alexandre et al., 2000)  นอกจากนี้เมื่อนําตัวอยางท่ีอยูในถุงไดอะไล

ซิสมาหากิจกรรมการอิมัลซิไฟด พบวา ตัวอยางท่ีอยูในถุงไดอะไลซิสมีกิจกรรมในการอิมัลซิ

ไฟดน้ํามันถ่ัวเหลือง 61.53 เปอรเซน็ต และเมื่อนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยการใช gel filtration 

chromatography พบวาสามารถแยกโปรตีนออกเปน 2 ชวง อยางไรก็ตามเมื่อตรวจปริมาณ

น้ําตาลของโปรตีนท้ังสองชวงนั้น พบวา เฉพาะตัวอยางโปรตีนของชวงแรกเทานั้นท่ีมีน้ําตาล 

(ภาพที่ 7) แสดงใหเห็นวาตัวอยางชวงแรกตั้งแตหลอดที่ 13-23 คือแมนโนโปรตีนเพราะมี

สวนประกอบทั้งที่เปนโปรตีนและนํ้าตาลและเม่ือทดสอบกิจกรรมการอิมัลซิไฟด พบวา ตัวอยาง

จากหลอดที่ 13-23  สามารถอิมัลซิไฟดนํ้ามันถั่วเหลืองไดโดยมีกิจกรรม 60 เปอรเซ็นต กิจกรรมที่

ลดลงของแมนโนโปรตีนบริสุทธ์ิที่ไดอาจจะเน่ืองมาจากมีการกําจัดโปรตีนอื่นๆ ออกไป เพราะ

โปรตีนมีคุณสมบัติในการเปนอิมัลซิไฟดเออรเชนกัน (Garti, 1999) สวนตวัอยาง โปรตีนในชวงท่ี

สองต้ังแตหลอดท่ี 24-77 ไมมีน้ําตาลเปนองคประกอบแสดงวาไมใชแมนโนโปรตีน (ภาพท่ี 7) 

เมื่อนําตัวอยางแมนโนโปรตีนท่ีเก็บรวบรวมไดจากหลอดท่ี 13-23 ไปตรวจสอบดวย 

GPC อีกคร้ังหนึ่งพบวามีเพียง 1 น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 120 กิโลดาลตัน และมีโปรตีน 35.3 

มิลลิกรัม (3.8 เปอรเซน็ต) และน้ําตาล 886.7 มิลลิกรัม (96.2 เปอรเซน็ต) ซึ่งสัดสวนของปริมาณ

โปรตีนและน้ําตาลของแมนโนโปรตีนท่ีไดใกลเคียงกับแมนโนโปรตีนท่ีไดจาก Saccharomyces 
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cerevisiae ท่ีมีโปรตีนประมาณ 14 -15 เปอรเซน็ต และน้ําตาลประมาณ 81-83 เปอรเซน็ต 

(Freimund et al., 2003) หรือแมนโนโปรตีนท่ีไดจาก Kluyveromyces marxianus FII 510700 มี

ปริมาณคารโบไฮเดรท 90 เปอรเซน็ต และมีโปรตีน 4-6 เปอรเซน็ต (Lukondeh et al., 2003) 

 

gel filtration

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77

fraction

O
D2

80

0

20

40

60

80

100

120

O
D4

90 OD280
OD490

 

ภาพท่ี 7 การทําบริสุทธิ์แมนโนโปรตีนโดยใช Sephadex G-100 ซึ่งใช Tris HCl 0.01 โมลาร     

พเีอช 7.3 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 0.15 โมลารเปนบัฟเฟอร และมีอัตราการไหล 0.4 

มิลลิลิตร/นาที 

 

4. ศึกษาคุณสมบัติของแมนโนโปรตีนที่ทําบริสุทธ์ิได 

4.1 ศึกษาความจําเพาะของแมนโนโปรตีนตอน้ํามันพืชชนิดตางๆ 

เมื่อนําแมนโนโปรตีนท่ีทําบริสุทธิ์ gum arabic และ lecithin ท่ีระดับความเขมขนท่ีนอย

ท่ีสุดท่ีทําใหเกิดอิมัลชั่น (critical emulsifier concentration) คอื 20 กรัม/ลิตร มาหาความจําเพาะ

กับน้ํามันแตละชนิด พบวาแมนโนโปรตีนท่ีทําบริสุทธิ์ไดสามารถอิมัลซิไฟดน้ํามันพืชท้ัง 7 

ชนิดท่ีนํามาทดสอบได โดยแมนโนโปรตีนสามารถอิมัลซิไฟดน้ํามันมะกอกไดสูงท่ีสุด อยางไร

ก็ตามคา emulsification activity ท่ีไดไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับน้ํามันปาลม น้ํามัน

ขาวโพดและน้ํามันดอกทานตะวัน (ตารางท่ี 5) ดังนั้นในการทดลองจึงเลือกใชน้ํามันปาลมใน

การทดสอบกิจกรรมของแมนโนโปรตีนในการวิจัยคร้ังนี้ เมื่อเปรียบเทียบกับสารอิมัลซิไฟด

เออรทางการคาคือ gum arabic และ lecithin พบวา gum arabic ไมสามารถอิมัลซิไฟดน้ํามัน
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ปาลมและน้ํามันงาได สวน gum arabic ไมสามารถอิมัลซิไฟดน้ํามันงาและน้ํามันขาวโพดได 

และคา emulsification activity ของแมนโนโปรตีนและ gum arabic มีคาไมแตกตางกัน (p>0.05) 

และมีคากิจกรรมโดยสวนใหญสูงกวา lecithin (p<0.05) น้ํามันพืชทุกชนิดท่ีนํามาทดสอบ

ประกอบดวยกรดไขมัน 3 ตัวหลักคอื กรดโอเลอิก (oleic aicd) กรดลิโนเลอิก (linoleic acid) 

และกรดปามมิติก (palmitic acid) (Patil and Chopade 2001) น้ํามันมะกอกมีกรดโอเลอิก (C18:1) 

สูงจึงอาจจะเปนสาเหตุใหมีการอิมัลซิไฟดไดดีกับแมนโนโปรตีน 

ความสามารถในการทําใหเกิดอิมัลช่ันจะข้ึนกับองคประกอบของนํ้ามันและองคประกอบ

ของอิมัลซิไฟดเออร (Driscoll et al., 2001) แมนโนโปรตีนมีโครงสรางคลายกับ gum arabic 

มากกวา lecithin โดยโครงสรางของ gum arabic ประกอบดวยกิ่งกานของนํ้าตาลกาแลกโตส 

นํ้าตาลอะราบิโนส นํ้าตาลแรมโนสและ     กรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid) และยังประกอบดวย

โปรตีนประมาณ 2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอน้ําหนัก) (McNamee et al., 1998) สวน lecithin 

ประกอบดวย phospholipid ซึ่งมีกลีเซอรอล กรดไขมัน 2 โมเลกุล มฟีอสเฟตและสารประกอบ

ไนโตรเจน ดังนั้น  emulsification activity ของแมนโนโปรตีนจึงมีความคลายคลึงกับ gum 

arabic มากกวา lecithin 
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ตารางท่ี 5 คา Emulsification activity (%) ของแมนโนโปรตีน gum arabic และ lecithin ตอ

น้ํามันพืชชนิดตางๆ 

Oil  type Mannoprotein* Gum arabic Lecithin 

Olive oil 

Soybean oil 

Palm oil 

Rice bran oil 

Sesame oil 

Corn oil 

Sunflower oil 

62.67 ± 1.77A**a*** 

58.17 ± 2.80CDa 

60.74 ± 1.96ABCb 

58.55 ± 1.22BCDa 

55.83 ± 1.14Da 

62.03 ± 1.31Aa 

61.62 ± 0.78ABa 

65.52 ± 0.00Aa 

61.38 ± 1.20Ba 

0.00 ± 0.00Cc 

58.13 ± 3.55Ba 

0.00 ± 0.00Cb 

61.64 ± 2.62Ba 

60.01 ± 1.21Ba 

54.28 ± 2.67Cb 

59.52 ± 2.06Ba 

64.20 ± 2.14Aa 

61.42 ± 2.59ABa 

0.00 ± 0.00Db 

0.00 ± 0.00Db 

55.52 ± 1.64Cb 
* Values are given as mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different capital letters in the same column indicate significant differences (p<0.05). 
*** Different letters in the same row indicate significant differences (p<0.05). 

 

4.2 ศกึษาผลของพีเอชตอกิจกรรมของแมนโนโปรตนี 

 พีเอชมีผลตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีน โดยกิจกรรมของแมนโนโปรตีนจะลดลงท่ี 

พเีอชตํ่ากวา 5 (ภาพท่ี 8) อยางไรก็ตามท่ีพีเอชต้ังแต 5-12 กิจกรรมของแมมนโนโปรตีนไม

แตกตางกัน 
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ภาพท่ี 8 ผลของพเีอชตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีน 
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4.3 ศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของแมนโนโปรตีน 

หลังจากนําแมนโนโปรตีนไปผานความรอนท่ีอุณหภูมิตางๆ โดยเฉพาะอุณหภูมิท่ีมีการ

ใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน พาสเจอไรส ตมเดือด และการฆาเชื้อ แลวนํามาหาคากิจกรรม

ของแมนโนโปรตีน พบวา ความรอนไมมีผลตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีน (ตารางที่ 6) ซ่ึงการ

ทนตอความรอนของแมนโนโปรตีนทําใหสามารถประยุกตใชแมนโนโปรตีนที่ไดกับอุตสาหกรรม

อาหารที่ตองมีการใหความรอนหรือฆาเช้ืออาหารไดโดยไมทําใหกิจกรรมของแมนโนโปรตีนเสีย

ไป (Gutierrez et al. 2008) 

 

ตารางท่ี 6 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีน 
 

Temperature    

(°C)  

Emulsification index*   (E24, %) 

63 

100 

121 

60.98 ± 1.86a** 

59.50 ± 1.94a 

60.26 ± 2.22a 
* Values are given as mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different letter in the same column indicate significant differences (p<0.05). 

 

4.4 ศกึษาผลของโซเดยีมคลอไรดตอกิจกรรมของแมนโนโปรตนี 

โซเดียมคลอไรดไมมีผลตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีน (ภาพท่ี 9) การมีโซเดียมคลอ

ไรด 1-3 เปอร็เซ็นตทําใหกิจกรรมการเกิดอิมัลชั่นของแมนโนโปรตีนลดลงเล็กนอย (p<0.05) 

แมนโนโปรตีนท่ีสกัดไดจาก Sachharomyces cerevisiae และ Kluyveromyces marxianus FII 

510700 สามารถมีกิจกรรมไดในชวงพีเอช อุณหภูมิท่ีกวาง และเกลือท่ีความเขมขนสูง 

(Torabizadeh et al. 1996; Lukondeh et al. 2003) 
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ภาพท่ี 9 ผลของโซเดียมคลอไรดตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีน 

 

4.5 ศกึษาลักษณะการเกิดอิมลัชันของแมนโนโปรตนี 

แมนโนโปรตีนทําใหน้ํามันปาลมเกิดอิมัลชั่นแบบน้ํามันในน้ํา เนื่องจากอิมัลชั่นจะ

กระจายตัวไปอยางรวดเร็วบนกระดาษกรองและคงเหลืออนุภาคของน้ํามันไว และเมื่อหาขนาด

อนุภาคของอิมัลชั่นโดยจะเปรียบเทียบกับอิมัลชั่นท่ีเกิดจาก gum arabic และ lecithin โดยหา

คาเฉล่ียของขนาดอนุภาคอิมัลชั่น (droplet size distribiution) ท่ีเกิดขึ้น ซึ่งจะมี 4 คา คือ d(10), 

d(50) และ d(90) และคา Span ดังแสดงในตารางท่ี 7  อิมัลชั่นท่ีเกิดจากแมนโนโปรตีนมีขนาด

เล็กกวา 30 ไมโครเมตร 110 ไมโครเมตร และ 224 ไมโครเมตร มีจํานวน 10 เปอรเซ็นต 50 

เปอรเซ็นต และ 90 เปอรเซ็นต ตามลําดับ lecithin มีความสามรถในการทําใหเกิดอิมัลชั่นท่ีมี

ขนาดเล็กท่ีสุดอิมัลชั่นมีความคงตัวมากท่ีสุดเมื่อพิจารณาจากคา Span (Palazolo et al., 2004) 

เนื่องจากอิมัลชั่นจะมีความคงตัวสูงเมื่อขนาดอนุภาคอิมัลชั่นย่ิงเล็ก (McClements, 1999)  

 

ตารางท่ี 7 คาการกระจายตัวของขนาดอิมัลชั่นท่ีเกิดจากแมนโนโปรตีน gum arabic และ lecithin 

Samples d(10) µm d(50) µm d(90) µm Span 

Mannoprotein 

Gum arabic 

Lecithin 

30.897 

35.676 

26.449 

110.836 

105.670 

86.464 

224.124 

189.049 

170.747 

1.74 

1.45 

1.67 
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5. การประยุกตใชแมนโนโปรตีนที่ผานการทําบริสุทธ์ิในการผลิตน้ําสลัด 

จากการศึกษาความสามารถในการทําใหเกิดอิมัลชั่นในน้ําสลัดโดยการใชแมนโนโปรตีนท่ี

แยกไดจากกากสาเปรียบเทียบกับอิมัลซิไฟดเออรทางการคาสองชนิดคือ gum arabic และ 

lecithin ท่ีความเขมขน 0.2 , 0.4 และ 0.6 เปอรเซน็ต (น้ําหนักตอปริมาตร) หลังจากการเขยาเปน

เวลา 3 นาที พบวา น้ําสลัดในแตละชุดการทดลองจะมีขนาดอนุภาคอิมัลชั่นแตกตางกันต้ังแต 

119.52-315.24 ไมโครเมตร  ดังภาพท่ี 10 โดยตัวอยางน้ําสลัดในชุดควบคุม  (ไมมีการเติมอิมัลซิ

ไฟดเออร) มีขนาดอนุภาคของอิมัลชั่นใหญท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองท่ีเติมอิมัลซิ

ไฟดเออร ( p>0.05) และเมื่อพิจารณาชุดการทดลองท่ีเติมอิมัลซิไฟดเออรพบวา ตัวอยางน้ําสลัด

ท่ีเติมแมนโนโปรตีนท่ีความเขมขน 0.2, 0.4 และ 0.6 เปอรเซน็ต  (น้ําหนักตอปริมาตร) และชุด

การทดลองท่ีเติม gum arabic ท่ีความเขมขน  0.4 และ 0.6 เปอรเซน็ต มีขนาดอนุภาคอิมัลชันไม

แตกตางกัน ( p<0.05) แตท้ัง 5 ชุดการทดลองขางตนมีขนาดอนุภาคอิมัลชันเล็กกวาตัวอยางน้ํา

สลัดท่ีเติมอิมัลซิไฟดเออรท่ีความเขมขนอ่ืน (p>0.05)  
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ภาพท่ี 10 ขนาดอนุภาคอิมัลชันของตัวอยางน้ําสลัดท่ีเติมอิมัลซิไฟดเออรท่ีความเขมขนตาง ๆ  

(C : control, G1 : gum arabic 0.2%, G2 : gum arabic 0.4%, G3 : gum arabic 0.6%, L1 : 

lecithin 0.2%, L2 : lecithin 0.4%, L3 : lecithin 0.6%, M1 : Mannoprotein from spent 

yeast 0.2%, M2 : Mannoprotein from spent yeast 0.4%, M3 : Mannoprotein from spent 

yeast 0.6%) 
* ตัวอักษรตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 

gum arabic เปนอิมัลซิไฟดเออรท่ีมีประสิทธิภาพซึ่งจากการทดลองนี้จะพบวา ตัวอยางน้ํา

สลัดท่ีเติม gum arabic มีขนาดอนุภาคท่ีเล็กกวาตัวอยางท่ีเติม lecithin และเมือ่เปรียบเทียบกับ

ตัวอยางท่ีเติมแมนโนโปรตีนพบวา ตัวอยางท่ีเติม แมนโนโปรตีนมีขนาดอนุภาคของอิมัลชั่นท่ี

เล็กกวาตัวอยางท่ีเติม lecithin เชนกัน นอกจากนี้ยังมีขนาดเล็กวาตัวอยางน้ําสลัดท่ีเติม gum 

arabic ท่ีความเขมขนตํ่า และมีขนาดอนุภาคใกลเคียงกับตัวอยางน้ําสลัดท่ีเติม gum arabic ท่ี

ความเขมขนเพิ่มขึ้น จึงแสดงใหเห็นวา แมนโนโปรตีนท่ีนํามาศึกษาในคร้ังนี้มีประสิทธิภาพสูง

กวา lecithin และมีประสิทธิภาพดีเทียบเทาหรือสูงกวา gum arabic ซึ่งเปนสารท่ีใชกันแพรหลาย

และมีจําหนายทางการคา Nakauma และคณะ (2008) ศึกษาผลของ gum arabic ท่ีมีตอคุณสมบัติ

การเกิดอิมัลชันในอาหารโดยใช triglyceride(MCT) เปนแหลงของน้ํามันและปรับพีเอชของ

ตัวอยางเปน 3 ตลอดการทดลองพบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของ gum arabic ขนาดอนุภาคของ

a* 

b 
b b 

c 

d d d d d 
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อิมัลชันเมื่อวัดดวยคา d3,2 (d3,2 value) จะลดลง และจะคงตัวท่ีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต  ซึ่งมี

ขนาดอนุภาคประมาณ 0.82 ไมโครเมตร ในการศึกษาคร้ังนี้ขนาดอนุภาคท่ีวัดไดและความ

ละเอียดของการวัดมคีวามแตกตางจากการทดลองของ Nakauma และคณะ (2008) คอนขางมาก

ท้ังนี้เนื่องจากสภาวะท่ีตางกันของตัวอยางและท่ีสําคัญคือวิธีการวัดซึ่งจากการทดลองนี้วัดขนาด

อิมัลชั่นโดยการใชกลองจุลทรรศนท่ีมีสเกลติดอยูทําใหความคลาดเคล่ือนในการวัดมีสูงกวาการ

ใชเคร่ืองมือวัดโดยเฉพาะท่ีคํานวณดวยคอมพิวเตอร 
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สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

 

การสกัดแมนโนโปรตีนจากกากสาโดยใชความรอนรวมกับความดันใหปริมาณของแมนโน

โปรตีนสูงกวาการสกัดโดยใชความรอนเพียงอยางเดียว โดยการสกัดดวยการใชความรอน

รวมกับความดันท่ีเวลา 30 นาที ไดปริมาณแมนโนโปรตีน 13.48 กรัม/50 กรัมเซลลเปยกของ

ยีสต มีคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีทําใหเกิดอิมัลชั่น ( critical emulsifier concentration) เทากับ 20 

กรัม/ลิตร และมีคา  emulsification index (E24,) เทากับ 60.23 เปอรเซ็นต อิมัลชั่นท่ีเกิดขึ้นเปน

แบบน้ํามันในน้ํา แมนโนโปรตีนท่ีทําบริสุทธิ์ไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 120 กิโลดาลตัน  

โดยมีองคประกอบคือ โปรตีน 4 เปอรเซ็นตและน้ําตาล 96 เปอรเซ็นต แมนโนโปรตีนมี

กิจกรรมในชวงพีเอชต้ังแต 3-12 อุณหภูมิและโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-3 เปอรเซ็นตไมมี

ผลตอกิจกรรมของแมนโนโปรตีน แมนโนโปรตีนมีศักยภาพในการนําไปผลิตสลัดน้ําใส โดยมี

กิจกรรมไมแตกตางจากอิมัลซิไฟดเออรทางการคา คือ gum arabic และ lecithin อยางไรก็ตาม

ควรมีการศึกษาการประยุกตใชแมนโนโปรตีนในดานอ่ืนๆ อีก 
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