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บทคัดย่อ  

การคัดแยกยีสต์ไขมันสูงจากตัวอย่างดินจํานวน 101 ตัวอย่าง ได้ยีสต์จํานวน 155 ไอ

โซเลทและยีสต์ไอโซเลท YU5/2 มีศักยภาพสูงในการผลิตลิปิด โดยสภาวะที่ยีสต์ YU5/2 ผลิตลิ

ปิดได้สูงสุดเมื่อเพาะเล้ียงแบบกะในอาหาร Lipid accumulation medium ปริมาตร 50 mL ในฟ

ลาสก์ 250 mL คือ กลูโคส 80 g/L, (NH4)2SO4 0.1g/L บ่มเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C, 8 วัน ปริมาณ 

Ca2+ 25 mg/L, Mn2+ 0.05 mg/L, Zn2+ 4.0 mg/L, Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 mg/L 

โดยได้ เซลล์ 7.88g/L ปริมาณลิปิด 3.50 g/L หรือ 44.48%โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง (Dry cell 

weight, DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.44g/L/d เมื่อเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงแบบกะและกะ

ป้อนในฟลาสก์ 2L ปริมาตรอาหาร 1.5L พบว่าแบบกะป้อนได้ปริมาณลิปิด 6.9g/L หรือ 

44.38%DCW อัตราการผลิตลิปิด 0.69g/L/d ส่วนการหมักแบบกะได้ปริมาณลิปิด 4.06g/L 

(42.73%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.41g/L/d เมื่อบ่งเอกลักษณ์ยีสต์ไอโซเลท YU5/2 โดย

อาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลโดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 

26SrDNA พบว่าเป็นยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 องค์ประกอบหลักของลิปิดที่ผลิตโดยยีสต์ 

T. globosa YU5/2 คือกรดปาล์มิติก กรดสเตียริก กรดปาล์มิโตเลอิกและกรดโอเลิก เมื่อผลิตไบ

โอดีเซลในรูป Fatty acid methyl esters (FAMEs) พบว่า FAMEs มีปริมาณค่าของกรดเท่ากับ 

3.929 mgKOH/gFAME และปริมาณไบโอดีเซลร้อยละ 69.1 ของน้ําหนักเซลล์แห้งของยีสต์ 

การศึกษาในข้ันต่อไปจะเป็นการขยายขนาดเพาะเล้ียงด้วยการหมักแบบกะป้อนรวมทั้งใช้แหล่ง

คาร์บอนราคาถูก 

 

คําสําคัญ : ยีสต์ไขมันสูง Torulaspora globosa YU5/2 ไบโอดีเซล  
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Abstract  

Project Code: MRG5180251 

Project Title:  Isolation and cultivation of locally oleaginous yeasts for biodiesel 

production  

Investigator: Dr. Ratanaporn Leesing 

E-mail Address: ratlee@kku.ac.th 

Project Period: 2 years 

Abstract: 

A total of 155 yeast isolates were isolated from 101 soil samples, it was found that 

the yeast isolate YU5/2 could produce higher amount of lipid than any other isolated yeasts 

in this study. Under the optimal conditions (glucose 80 g/L, (NH4)2SO4 0.1g/L, Ca2+ 25 mg/L, 

Mn2+ 0.05 mg/L, Zn2+ 4.0 mg/L, Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 mg/L), 7.88g/L of the 

dry cell mass, 3.5g/L of lipid with lipid content of 44.8%DCW and lipid production rate of 

0.44g/L/d were obtained in the culture of the yeast isolate YU5/2 after 8 days of 

fermentation, 130rpm at 30๐C. In fed-batch fermentation with 1.5L of working volume, lipid 

of 6.9g/L (44.38%DCW) and lipid production rate of 0.69g/L/d were obtained, while 4.06g/L 

of lipid (42.73%DCW) and lipid production rate of 0.41g/L/d were found in batch 

fermentation. To identify the isolated yeast, sequence analysis of the variable D1/D2 domain 

of 26S rRNA was performed. BLAST analysis of the 26S rRNA gene sequence of the yeast 

isolate YU5/2 was revealed to be a perfect match with that of Torulaspora globosa type 

strain. The major constituent fatty acids of extracted lipid were palmitic acid, stearic acid, 

palmitoleic acid and oleic acid. Biodiesel or fatty acid methyl esters (FAMEs) production was 

investigated, the FAMEs yield of 69.1% from dried cell was found and acid value of 3.929 

mgKOH/gFAMEs was obtained. In future works, large-scale fed-batch fermentation will be 

investigated and then low cost of carbon sources will be studied.    

Keywords: Oleaginous yeast, Torulaspora globosa YU5/2, biodiesel 
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Executive summary 
ชื่อโครงการ การคัดเลือกและการเพาะเลี้ยงยีสต์พื้นถิ่นไขมันสูงเพ่ือผลิตไบโอดีเซล  (Isolation 

and cultivation of locally oleaginous yeasts for biodiesel production)  

ชื่อหัวหน้าโครงการ  นางสาวรัตนภรณ์  ลีสิงห์  

 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยขอนแก่น  

อ. เมือง จ. ขอนแก่น 40002 โทรศัพท์ 0-4320-237, E-mail: ratlee@kku.ac.th,  

สรุปโครงการวิจัย  

ปัจจุบันงานวิจัยการผลิตไบโอดีเซลจากจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ศึกษาในสาหร่ายขนาดเล็ก 

อย่างไรก็ตามยีสต์จัดเป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพสูงในการผลิตไบโอดีเซล เนื่องจากให้ผล

ผลิตมวลเซลล์และลิปิดสูงและองค์ประกอบของลิปิดเป็นไตรกลีเซอไรด์เช่นเดียวกับที่พบในพืช

น้ํามัน ดังนั้นงานวิจัยน้ีมีจุดประสงค์หลักเพ่ือคัดเลือกยีสต์ที่มีศักยภาพในการผลิตลิปิดจาก

ตัวอย่างดิน จากการศึกษาสามารถคัดแยกได้ยีสต์ 155 ไอโซเลทจากดิน 101 ตัวอย่างและยีสต์ไอ

โซเลท YU5/2 มีศักยภาพสูงในการผลิตลิปิด โดยสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียงคืออาหาร 

Lipid accumulation medium ที่มีกลูโคส 80 g/L, (NH4)2SO4 0.1g/L ปริมาณ Ca2+ 25 mg/L, Mn2+ 

0.05 mg/L, Zn2+ 4.0 mg/L, Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 mg/L บ่มเขย่าที่ 130 rpm, 30
๐C, 8 วัน พบว่าได้เซลล์ 7.88g/L ปริมาณลิปิด 3.50 g/L หรือ 44.48%โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง (Dry 

cell weight, DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.44g/L/d เมื่อขยายขนาดการเพาะเล้ียงแบบกะและ

กะป้อนในฟลาสก์ 2L ปริมาตรอาหาร 1.5L พบว่าแบบกะป้อนได้ปริมาณเซลล์ 15.54g/L ปริมาณ

ลิปิด 6.9g/L หรือ 44.38%DCW อัตราการผลิตลิปิด 0.69g/L/d ส่วนการหมักแบบกะได้ปริมาณ

เซลล์ 9.51g/L ปริมาณลิปิด 4.06g/L (42.73%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.41g/L/d เมื่อบ่ง

เอกลักษณ์ยีสต์ไอโซเลท YU5/2 โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 

26SrDNA พบว่าเป็นยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 องค์ประกอบหลักของลิปิดที่ผลิตโดยยีสต์ 

T. globosa YU5/2 คือกรดปาล์มิติก กรดสเตียริก กรดปาล์มิโตเลอิกและกรดโอเลิก โดยเป็นกรด

ไขมันไม่อ่ิมตัวร้อยละ 54.13% และกรดไขมันอ่ิมตัวร้อยละ 45.87 ของปริมาณกรดไขมันทั้งหมด 

เมื่อผลิตไบโอดีเซลในรูป Fatty acid methyl esters (FAMEs) พบว่า FAMEs มีปริมาณค่าของกรด

เท่ากับ 3.929 mgKOH/gFAME และปริมาณไบโอดีเซลร้อยละ 69.1 ของน้ําหนักเซลล์แห้งของ

ยีสต์  
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1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา  

ปัจจุบันความต้องการน้ํามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องจักร เครื่องยนต์ต่างๆ นับวันจะเพ่ิม

มากข้ึนเรื่อยๆ ในขณะที่น้ํามันเช้ือเพลิงปิโตรเลียมมีจํานวนจํากัดและนับวันจะลดลงเรื่อยๆ การ

มองหาน้ํามันและไขมันแหล่งใหม่ๆ มาใช้เป็นแหล่งพลังงานชีวภาพทดแทนน้ํามันปิโตรเลียมจึง

นับว่ามีความสําคัญเป็นอย่างยิ่ง นักวิจัยจึงพุ่งความสนใจไปที่น้ํามันชีวภาพ (bio-oil) ที่มี

องค์ประกอบเป็นไตรกลีเซอไรด์หรือไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol, TAG) เพ่ือใช้ผลิต

เช้ือเพลิงเหลวไบโอดีเซลกันมากข้ึน โดยแหล่งของน้ํามันไตรกลีเซอไรด์ที่สําคัญที่ใช้ในการ

ผลิตไบโอดีเซลในปัจจุบันคือ น้ํามันจากเมล็ดพืช แต่การปลูกพืชน้ํามัน ต้องการพ้ืนท่ีสูง 

ภูมิอากาศที่เหมาะสมและใช้เวลาในการเพาะปลูกนาน การผลิตลิปิด หรือน้ํามันจากจุลินทรีย์จึง

เป็นทางเลือกใหม่ท่ีน่าสนใจอีกทางหนึ่ง จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตลิปิดได้สูงกว่าร้อยละ 20 โดย

น้ําหนักแห้ง เรียกว่าจุลินทรีย์ไขมันสูง (oleaginous microorganisms) ลิปิดหรือน้ํามันท่ีผลิตได้

จากจุลินทรีย์เหล่านี้เรียกว่าไขมันเซลล์เดียว (single cell oils) โดยองค์ประกอบของลิปดิประมาณ

ร้อยละ 95 เป็นไตรกลีเซอไรด์ซ่ึงมีสมบัติคล้ายน้ํามันจากเมล็ดพืช และเช่ือกันว่ามีศักยภาพสูง

สําหรับการพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์มี

ข้อได้เปรียบกว่าการปลูกพืชน้ํามันหลายประการ เช่น เพาะเล้ียงได้ตลอดปีไม่ข้ึนกับฤดูกาลและ

สภาพดินฟ้าอากาศ เจริญเร็วทําให้ใช้เวลาในการเพาะเล้ียงส้ัน ใช้พ้ืนที่น้อย สามารถควบคุมการ

ผลิตและใช้วัตถุดิบราคาถูกได้หลากหลายชนิด โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีข้อดีแตกต่างกันในการ

นํามาใช้เป็นแหล่งเชื้อเพลิงชีวภาพ  

การผลิตน้ํามันจากจุลินทรีย์ในปัจจุบันเพ่ือการค้าส่วนใหญ่จะมุ่งไปที่การนําไปใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหาร ยาและเครื่องสําอาง ซ่ึงน้ํามันที่ผลิตได้จําเป็นต้องมีความบริสุทธิ์และ

ปลอดภัยสูง ในขณะที่การนําไปใช้ผลิตไบโอดีเซลไม่ต้องการคุณสมบัติดังกล่าว ปัจจุบันงานวิจัย

การผลิตไบโอดีเซลจากจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ศึกษาในสาหร่ายขนาดเล็ก อย่างไรก็ตามยีสต์จัดเป็นจุ

ลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพสูงในการนํามาใช้ผลิตไบโอดีเซล เนื่องจากมีการผลิตและสะสมลิ

ปิดภายในเซลล์ได้สูงถึงร้อยละ 60-70 และองค์ประกอบของกรดไขมันในยีสต์ส่วนใหญ่



 

 

2 บทที่ 1 บทนํา 

ประกอบด้วยกรดปาลมิติก (palmitic acid) กรดโอเลอิค (oleic acid) และกรดสเตียริก (stearic 

acid) ซ่ึงมีความคล้ายกับน้ํามันจากเมล็ดพืช ข้อได้เปรียบของยีสต์ในด้านการเพาะเล้ียง คือ 

เจริญเร็ว สามารถใช้แหล่งคาร์บอนราคาถูกได้และเก็บเกี่ยวเซลล์ได้ง่ายโดยการปั่นเหว่ียง ส่วน

รามีการสะสมลิปิดสูงเช่นเดียวกัน แต่เจริญช้ากว่ายีสต์และการขยายขนาดเพาะเล้ียงเช้ือราใน

ระดับใหญ่จะยุ่งยากมากกว่า จากคุณสมบัติของยีสต์ดังที่กล่าวมา คณะผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษา

ความเป็นไปได้ในการผลิตน้ํามันชีวภาพหรือลิปิดจากยีสต์พ้ืนถิ่น ซ่ึงรายงานการวิจัยการผลิตลิ

ปิดจากยีสต์ส่วนใหญ่น้ันใช้ยีสต์ที่คัดเลือกและเก็บรักษาในหน่วยเก็บรักษาสายพันธุ์ยีสต์ใน

ต่างประเทศ ส่วนรายงานการคัดเลือกและเก็บรักษายีสต์พ้ืนถิ่นในไทยที่มีการสะสมลิปิดยังมีไม่

มากนัก ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงมุ่งเน้นคัดเลือกยีสต์พ้ืนถ่ินไขมันสูงจากดินบริเวณต่างๆ ในพ้ืนที่เขต

จังหวัดขอนแก่น อุดรธานี กาฬสินธุ์และนครราชสีมา จากน้ันศึกษาสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม

ต่อการเจริญและการผลิตลิปิดจากยีสต์ท่ีคัดเลือกได้ เพ่ือนําไปศึกษาความเป็นไปได้ในการผลิต

น้ํามันชีวภาพ เพื่อผลิตไบโอดีเซลโดยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น 

1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย  

เพ่ือผลิตลิปิดหรือน้ํามันจากยีสต์พ้ืนถ่ินไขมันสูงสําหรับใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอ

ดีเซล โดยงานวิจัยนี้มุ่งแยกและคัดเลือกยีสต์จากตัวอย่างดินจากแหล่งต่างๆ โดยแบ่งเป็นหัวข้อ

ดังนี้  

1.2.1 แยกและคัดเลือกยีสต์พื้นถิ่นที่มีศักยภาพในการผลิตและสะสมลิปิดภายในเซลล์ 

1.2.2 ศึกษาสภาวะแวดล้อมที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ลิปิดสูงใน

ระดับฟลาสก์  

1.2.3 ศึกษาการผลิตลิปิดจากยีสต์ด้วยการหมักแบบกะและแบบกะป้อนในถังหมกั   

1.2.4 ศึกษาองค์ประกอบและปริมาณของกรดไขมันและลิปิดที่สะสมในเซลล์ยีสต์ และ

ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันยีสต์และ/หรือเซลล์แห้งด้วยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่นใน

ระดับห้องปฏิบัติการ 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  

คัดแยกและคัดเลือกยีสต์พ้ืนถ่ินที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตและสะสมลิปิดจาก

ตัวอย่างดิน ในเขตพ้ืนที่จังหวัดขอนแก่น อุดรธานี กาฬสินธ์ และนครราชสีมา โดยการเพาะเล้ียง

ในอาหารเลี้ยงเช้ือจนได้เช้ือบริสุทธิ์ จากนั้นคัดเลือกยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตและสะสม

ลิปิดสูงภายในเซลล์และบ่งเอกลักษณ์ของยีสต์พ้ืนถิ่นลิปิดสูงไอโซเลทนั้นๆ ศึกษาสภาวะการ

เพาะเลี้ยงที่มีผลต่อการผลิตและสะสมลิปิดของยีสต์ลิปิดสูงที่คัดเลือกได้รวมถึงชนิดและปริมาณ
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ของกรดไขมันที่ผลิตได้ที่สภาวะต่างๆ ศึกษาเปรียบเทียบผลการเพาะเล้ียงยีสต์ด้วยการหมักแบบ

กะและแบบกะป้อน ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันยีสต์และจากเซลล์

แห้งโดยวิธีทรานสเอสเทอริฟิเคชั่นในระดับห้องปฏิบัติการ เปรียบเทียบกับไบโอดีเซลจากน้ํามัน

พืชและมาตรฐานไบโอดีเซลตามมาตรฐานของกรมธุรกิจพลังงาน พ.ศ. 2550  

1.4 ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ข้อมูลจากการวิจัยที่ได้จะนําไปใช้ในการเรียนการสอนวิชา 317 438 เช้ือเพลิง

ชีวภาพจากจุลินทรีย์ (Microbial Biofuel) 317 439 ปฏิบัติการเช้ือเพลิงชีวภาพจากจุลินทรีย์ 

(Microbial Biofuel Laboratory) และการวิจัยเพื่อเพิ่มศักยภาพในการวิจัยและพัฒนากระบวนการ

ทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีชีวภาพสําหรับนักศึกษาทั้งระดับปริญญาตรีและบัณฑิตศึกษา

ของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  

  1.4.2 ได้องค์ความรู้ใหม่ในการผลิตน้ํามันยีสต์เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานสําหรับการพัฒนา

กระบวนการผลิตน้ํามันจากจุลินทรีย์ (microbial oils) สําหรับใช้เป็นวัตถุดิบทางเลือกใหม่ในการ

ผลิตไบโอดีเซล 

  1.4.3 เผยแพร่ข้อมูลที่ได้จากการวิจัยโดยการส่งตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับ

นานาชาติ และแสดงผลงานในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 

   



 

บทที่ 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 เชื้อเพลิงชีวภาพไบโอดีเซล 

จากสถานการณ์ความไม่แน่นอนของราคาและปริมาณน้ํามันดิบรวมทั้งปัญหาภาวะ

โลกร้อน  ทําให้ประเทศต่างๆ มีความตื่นตัวในเรื่องของพลังงานโดยได้เร่งศึกษาวิจัยเพ่ือหา

แหล่งพลังงานเช้ือเพลิงทดแทนน้ํามันปิโตรเลียม อาทิเช่น พลังงานแสงอาทิตย์ (solar energy) 

พลังงานชีวมวล (biomass) และแก๊สชีวภาพ (biogas) เป็นต้น และที่ได้รับความสนใจมากที่สุด

อย่างหนึ่งในตอนนี้เห็นจะเป็นไบโอดีเซลหรือดีเซลชีวภาพ (biodiesel) ไบโอดีเซลเป็นเช้ือเพลิง

ทางเลือกที่มีคุณสมบัติในการเผาไหม้เหมือนกับดีเซลและไม่มีการปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์

ออกสู่บรรยากาศจึงเป็นเช้ือเพลิงที่ดีในการช่วยบรรเทาภาวะโลกร้อน (Lang et al., 2001; 

Antolin et al., 2002)   

ไบโอดีเซล หมายถึง เช้ือเพลิงเหลวที่ผลิตจากไขมันสัตว์ น้ํามันจากเมล็ดพืช นํามาผ่าน

กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน  โดยการเติมแอลกอฮอล์ เช่น เมทานอลหรือเอธานอล

และมีตัวเร่งปฏิกิริยา เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดซัลฟุริคภายใต้ภาวะอุณหภูมิสูงเพ่ือเปล่ียน

ไขมันให้เป็นไบโอดีเซลชนิดเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน (Fatty acid methyl ester: FAME) หรือ

เอทิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน (fatty acid ethyl ester: FAEE) ข้ึนอยู่กับประเภทของแอลกอฮอล์ที่

ใช้ในกระบวนการผลิตและมีกลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) เป็นผลพลอยได้ นอกจากนั้นยังมี

การใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล กระบวนการหรือปฏิกิริยาท

รานส์เอสเทอริฟิเคชันแสดงดังรูปที่ 2.1 

 

    Catalyst  

                 + 3 ROH 

             

   Oil or fat          Alcohol               Glycerol             Biodiesel 

  (Triglyceride)                 (Methyl/ethyl esters)  

รูปที่ 2.1 กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟเิคชัน (Fukuda et al., 2001) 
 

 

R’’’COOR 
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R’COOR 

CH2OCOR’’’ 
CH2OCOR’’ 
CH2OCOR’  

CH2OH 
CH2OH     + 
CH2 OH 
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2.1.1 ความเป็นมาของไบโอดีเซล  

  เครื่องยนต์ดีเซลได้ถูกพัฒนาข้ึนครั้งแรกในปี พ.ศ. 2440 (ค.ศ. 1897) โดยวิศวกรที่ช่ือ

ว่า รูดอล์ฟ ดีเซล (Rudolf Christian Karl Diesel : 1858-1913) และดีเซลเป็นผู้ที่ริเริ่มคิดค้นไบ

โอดีเซลคนแรกและได้นําเสนอเครื่องยนต์ที่เดินเครื่องด้วยไบโอดีเซลครั้งแรกที่ประเทศเยอรมัน

เมื่อวันที่ 10 สิงหาคม  ค .ศ .1893 โดยนํามาทดลองใช้ในเครื่องยนต์เป็นผลสําเร็จครั้งแรกของ

โลกและเพ่ือเป็นการระลึกถึงความสําเร็จในครั้งนั้นจึงมีการกําหนดให้วันที่  10 สิงหาคมเป็น

วันไบโอดีเซลระหว่างประเทศ  การนําน้ํามันจากพืชมาใช้ในเครื่องยนต์ดีเซลเป็นครั้งแรกเกิดข้ึน

ในปี พ.ศ. 2455 (ค.ศ. 1912) เมื่อใช้ไประยะหนึ่งก็ต้องหยุดไปเนื่องจากมีการค้นพบวิธีการผลิต

น้ํามันดีเซลจากปิโตรเลียมที่มีราคาถูกกว่า จนกระทั่งปี พ.ศ. 2513 (ค.ศ. 1970) เกิดวิกฤติ

ราคาน้ํามันขึ้นทําให้พลังงานเช้ือเพลิงจากพืชได้รับความสนใจอีกครั้งหนึ่ง (ตารางที่ 2.1)   

ตารางที่ 2.1 ลําดับการพัฒนาอุตสาหกรรมการผลิตไบโอดีเซล (Lin et al., 2010)  

ป ีค.ศ.  เหตุการณ์  

1893 รูดอลฟ์ ดีเซล (Rudolf Diesel) ผลิตเครื่องยนต์ดีเซลเป็นคนแรกและใช้น้ํามันถั่วลิสงเดิน

เครื่องยนต์ครั้งแรกท่ีเมือง Augsburg เยอรมนี  

1910  รูดอลฟ์ แสดงเครื่องยนต์ดีเซลในงานมหกรรมโลกที่ปารีส เครื่องยนต์ใช้น้ํามันถั่วลิสง 

100%   

1977 Expedito Parente นักวิทยาศาสตร์ชาวบราซิล จดลิขสิทธิ์การผลิตไบโอดีเซลเป็นครั้งแรก  

1979 เริ่มวิจัยการใช้น้ํามันเมล็ดทานตะวันแปรรูปสําหรับเครื่องยนต์ดีเซลในแอฟริกาใต้  

1983  กระบวนการสมบูรณ์เพ่ือผลิตเชื้อเพลิงไบโอดีเซลและทดสอบใช้และตีพิมพ์นานาชาติ 

1987 บริษัท Gaskoks ของออสเตรีย ต้ังโรงงานต้นแบบเพื่อผลิตไบโอดีเซลเป็นครั้งแรก 

1989  บริษัท Gaskoks ของออสเตรีย ต้ังโรงงานผลิตไบโอดีเซลระดับอุตสาหกรรมเป็นครั้งแรก 

1991 จัดทํามาตรฐานไบโอดีเซลเป็นครั้งแรกท่ีออสเตรีย  

1997 จัดทํามาตรฐานไบโอดีเซลของเยอรมัน (German standard) DIN 51606  

2002 จัดทํามาตรฐานไบโอดีเซล ASTM D6751 เป็นครั้งแรก  

2003 จัดทํามาตรฐานไบโอดีเซลของยุโรป (Europe-wide biodiesel): DIN EN14214  

2005 มลรัฐอริโซนา สหรัฐอเมริกา มีการผสมไบโอดีเซลอย่างตํ่า 2% ในดีเซลเป็นครั้งแรก 

2008 กําหนดมาตรฐานใหม่ของไบโอดีเซล ASTM Biodiesel Blend Specifications Standards  

2008 กําหนดมาตรฐานไบโอดีเซล European Standard EN14212 และใช้แทนมาตรฐานปี 2003 

(EN14212:2003) 
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ไบโอดีเซลมีจุดเริ่มต้นมาจากประเทศในแถบยุโรปมีการทดลองกระบวนการ 

Transesterification ในปี พ.ศ. 2525 โดยใช้น้ํามันจากเมล็ดแรพ (rapeseed oil) ณ สถาบัน 

Institute of Organic Chemistry เมือง Graz ประเทศออสเตรีย (Austria) ปัจจุบันในสหภาพยุโรป

และสหรัฐอเมริกามีการผลิตและจําหน่ายอย่างกว้างขวางโดยได้รับการยอมรับจาก

บริษัทผู้ผลิตรถยนต์และผู้ค้าน้ํามันโดยผสมไบโอดีเซลในสัดส่วนร้อยละ 2 (หรือ B2 โดยผสมไบ

โอดีเซล ส่วนในน้ํามันดีเซล 98 ส่วน) ซ่ึงบังคับใช้ในมลรัฐมินิโซต้าและ 20% (B20) ตาม

คําแนะนําให้ใช้ได้ตามกฎหมายยานยนต์เช้ือเพลิงทดแทนของสหรัฐอเมริกา หลายๆ ประเทศมี

การศึกษาและพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลอย่างต่อเนื่องและในรอบ 10 ปีที่ผ่านมาประเทศที่

ผลิตไบโอดีเซลเป็นอุตสาหกรรมมากท่ีสุด 5 อันดับแรก ได้แก่ เยอรมนี ฝรั่งเศส อิตาลี 

สหรัฐอเมริกาและออสเตรีย   

2.1.2 วัตถุดิบสําหรับการผลิตไบโอดีเซล 

วัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลในปัจจุบันได้แก่ น้ํามันพืช ไขมันสัตว์และน้ํามันสัตว์  ส่ิงที่

ต้องคํานึงถึงในการเลือกใช้วัตถุดิบ คือ ราคา ปริมาณและองค์ประกอบของน้ํามันพืชชนิดนั้น ๆ  

รวมทั้งความเหมาะสมของปริมาณการปลูกพืชนํ้ามันในพ้ืนที่นั้นด้วย เช่น ปาล์มน้ํามันและ

มะพร้าวเป็นพืชน้ํามันที่ปลูกมากในประเทศไทย ถั่วเหลืองปลูกมากในสหรัฐอเมริกา แรพและ

ทานตะวันปลูกมากในกลุ่มประเทศยุโรป ประเทศไทยมีการปลูกพืชน้ํามันหลัก 6 ชนิด คือ ถั่ว

เหลือง ปาล์มน้ํามัน มะพร้าว ถั่วลิสง งา และละหุ่ง โดยปาล์มน้ํามันปลูกมากที่สุด รองลงมา

คือ มะพร้าว นอกจากนั้นยังมี สบู่ดํา น้ํามันสัตว์และน้ํามันพืชใช้แล้ว วัตถุดิบสําหรับการผลิตไบ

โอดีเซลในไทยในปัจจุบัน คือ ปาล์มน้ํามัน สบู่ดํา และน้ํามันพืชใช้แล้ว ประเทศสหรัฐอเมริกา

นิยมใช้น้ํามันถั่วเหลืองและน้ํามันใช้แล้ว (waste cooking oil) เป็นวัตถุดิบ   

ไบโอดีเซลส่วนใหญ่ผลิตจากน้ํามันพืช เช่น น้ํามันเมล็ดแร็พ (rapeseed oil) ใช้ผลิตไบโอ

ดีเซลมากที่สุด (59%) รองลงมาเป็นน้ํามันถั่วเหลือง (25%) และน้ํามันปาล์ม (10%)  น้ํามันพืช

อ่ืนๆ เช่น น้ํามันเมล็ดทานตะวัน (Pahl, 2008) ไบโอดีเซลมีคุณสมบัติใกล้เคียงน้ํามันดีเซลและ

ใช้กับเครื่องยนต์ดีเซลได้ จํานวนคาร์บอนในดีเซลประมาณ 15 อะตอมส่วนน้ํามันพืชมีคาร์บอน 

14-18 อะตอม อย่างไรก็ดีราคาไบโอดีเซลยังสูงกว่าดีเซลประมาณ 2 เท่า ต้นทุนการผลิตไบโอ

ดีเซลมาจากวัตถุดิบน้ํามันพืชและกระบวนการผลิต ราคาวัตถุดิบประมาณ 60-75% ของ

ต้นทุนรวมทั้งหมด ถึงแม้จะใช้น้ํามันพืชใช้แล้ว (รูปที่ 2.2) ปัญหาหนึ่งของการใช้น้ํามันพืชใช้แล้ว

คือกรดไขมันอิสระ (free fatty acid, FFA) มีปริมาณสูงทําให้ยากต่อการผลิตไบโอดีเซลด้วยวิธีท

รานส์เอสเทอริฟิเคช่ัน (Haas, 2005) ดังนั้นการเลือกวัตถุดิบที่เหมาะสมจึงลดต้นทุนการ

ผลิตไบโอดีเซลได้ 
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วัตถุดิบที่ใช้ผลิตไบโอดีเซลสามารถแบ่งได้เป็นรุ่นที่หนึ่ง (first generation biodiesel 

feedstocks) เป็นวัตถุดิบกลุ่มแรกที่ใช้ผลิตไบโอดีเซล เช่น น้ํามันถั่วเหลือง เมล็ดแรพ น้ํามัน

ปาล์ม โดยมากกว่า 95% เป็นน้ํามันบริโภคได้ (edible oil) ทําให้เกิดปัญหาด้านราคาและ

ปริมาณสํารองของพืชอาหาร  

วัตถุดิบรุ่นที่สอง (second generation biodiesel feedstocks) เป็นกลุ่มน้ํามันที่บริโภค

ไม่ได้ (non-edible oil) หรือไม่ใช่พืชอาหาร (non-food feedstocks) เช่น สบู่ดํา (jatropha) 

น้ํามันโจโจบา (jojoba oil) น้ํามันพืชใช้แล้วก็จัดอยู่ในกลุ่มน้ี ข้อดีของวัตถุดิบกลุ่มน้ี คือ ลดการ

แข่งขันกับพืชอาหาร ปลูกร่วมกับพืชอ่ืนได้และปลูกในที่ดินที่ปลูกพืชอาหารไม่ได้  

วัตถุดิบรุ่นที่สาม (Third generation biodiesel feedstocks) เป็นกลุ่มน้ํามันจากจุลินทรีย์ 

(microbial oil) ที่ผลิตจากจุลินทรีย์ไขมันสูงหรือกลุ่มจุลินทรีย์ที่ผลิตน้ํามันได้สูง (oleaginous 

microorganisms) เช่น ยีสต์ไขมันสูง (oleaginous yeast) และสาหร่ายขนาดเล็ก (microalgae) 

เป็นทางเลือกที่ดีในการแก้ปัญหาของวัตถุดิบรุ่นที่หนึ่งและสอง  

 

 

รูปที่ 2.2 ต้นทุนทั่วไปในการผลิตไบโอดีเซล (ดัดแปลงจาก Lim and Teong, 2010) 
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ตารางที่ 2.2 เปรียบเทียบข้อดีและข้อด้อยของวัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซล (Huang et al., 

2010)  

แหล่งน้ํามนั ข้อดี ข้อด้อย  

น้ํามนัสาหร่าย

ขนาดเล็ก 

(microalgal oils)  

1) มีกรดไขมนัที่เหมือนกบัน้ํามนั

พืช 

2) เมื่อสภาวะเพาะเลี้ยง

เหมาะสมจะสะสมน้ํามนัสูง 

85% ของน้ําหนักแห้ง 

3) ระยะเวลาเพาะเลี้ยงส้ัน  

1) ลิปิดจากสาหร่ายส่วนใหญ่ค่า

พลังงานต่ํากว่าเชื้อเพลิงดีเซล 

2) ต้นทนุเพาะเล้ียงสูงเมื่อเทียบ

กับพืชน้ํามนั  

น้ํามนัยีสต์ไขมันสูง 

(oleaginous yeast 

oils)  

1) มีหลายหลายสายพันธุใ์น

ธรรมชาติ  

2) ปริมาณน้ํามันในเซลล์สูง 

3) ระยะเวลาเพาะเลี้ยงส้ัน  

1) วิธีสกัดน้ํามันยุ่งยากมากกว่า

และต้องพัฒนาเทคโนโลยีใหม่ 

2) ต้นทนุสูงเมื่อเปรียบเทียบกับ

พืชน้ํามนั  

น้ํามนัพืชใช้แล้ว  

 

1) ราคาถูกเมือ่เทียบพืชน้ํามัน 1) FFA สูงซ่ึงเป็นปัญหาในการ

ผลิตไบโอดีเซล  

2.2 การผลิตลิปิดในจุลินทรีย์ไขมันสูง 

2.2.1 กลไกการผลิตลิปิดในจุลินทรีย์ 

ปัจจุบันมีการศึกษาเก่ียวกับการผลิตลิปิดหรือไขมันและน้ํามันจากจุลินทรีย์กันอย่าง

แพร่หลายและพบว่าจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตลิปิดได้นั้นมีทั้งแบคทีเรีย รา ยีสต์และสาหร่าย

ขนาดเล็ก โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีข้อดีแตกต่างกันในการที่จะนํามาผลิตไขมันพ่ือใช้เป็น

เช้ือเพลิงชีวภาพ ลิปิดที่ได้จากจุลินทรีย์จะเรียกว่าไขมันเซลล์เดียวหรือน้ํามันเซลล์เดียว (single 

cell oils: SCOs) ซ่ึงมักเป็นน้ํามันที่บริโภคได้ (edible oil) มีองค์ประกอบคล้ายน้ํามนัจากเมล็ดพืช

โดยองค์ประกอบหลักคือไตรกลีเซอไรด์หรือไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol : TAG) ซ่ึงจะ

อยู่ในรูปหยดน้ํามันเล็กๆ (microdroplet oil) ภายในเซลล์  จุลินทรีย์ที่ผลิตไขมันได้เรียกว่าเป็นจลิุ

นทรีย์ไขมันสูง (oleaginous microorganisms) โดยลิปิดที่ผลิตได้ต้องมีปริมาณ 20% โดยน้ําหนัก

แห้งข้ึนไป ส่วนจุลินทรีย์ที่สะสมลิปิดภายในเซลล์น้อยกว่า 20% โดยน้ําหนักแห้ง เรียกว่าเป็นจุ

ลินทรีย์ที่ไม่ใช่จุลินทรีย์ไขมันสูง (non-oleaginous microorganisms) การผลิตนํ้ามันจากจุลินท

รีย์เริ่มต้นตั้งแต่ ค.ศ. 1980 เพ่ือใช้ทดแทนน้ํามัน cocoa butter ที่มีการผลิตในปริมาณต่ําแต่

ความต้องการสูง โดยยีสต์ Rhodosporium toruloides และ Cryptococcus curvatus ซ่ึงผลิตกรด
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ไขมันที่มีสมบัติคล้ายกับกรดไขมันใน cocoa butter คือ เป็นกลุ่มไตรกลีเซอรอลที่

ประกอบด้วยสเตียเรท (stearate) โอลิเอท (oleate) และปาลมิเตท (palmitate) (Ratledge, 

1981; Ratledge, 1991; Ratledge, 2004)  

ลิปิด (lipids) เป็นสารชีวโมเลกุลที่มีอยู่ในส่ิงมีชีวิตและมีคุณสมบัติไม่ละลายน้ํา แต่

ละลายได้ในตัวทําละลายอินทรีย์ชนิดไม่มีข้ัว (non-polar) เช่น คลอโรฟอร์ม (chloroform) 

อีเทอร์ (ether) ไดเอธิลอีเธอร์ (diethylether) ปิโตรเลียมอีเธอร์ (petroleumether) เบนซิน 

(benzene) และเฮกเซน (hexane) เป็นต้น และชนิดมีข้ัวน้อย เช่น แอลกอฮอล์ อะซีโตน เป็นต้น 

ในโมเลกุลของลิปิดจะประกอบด้วยส่วนที่เป็นไฮโดรคาร์บอนซ่ึงมีลักษณะไม่มีข้ัวมีคุณสมบัติไม่

ชอบน้ํา (hydrophobicity) อยู่ในโครงสร้าง ลิปิดบางชนิดจะมีหมู่ที่มีข้ัวซ่ึงมีคุณสมบัติชอบน้ํา 

(hydrophilicity) ต่อกับส่วนไม่มีขั้ว ทําให้สมบัติลิปิดนั้นมีลักษณะเป็นแอมฟิไฟล์ (amphiphile or 

amphipathic molecule) ลิปิดทําหน้าที่ที่สําคัญในส่ิงมีชีวิต เช่น เป็นโครงสร้างของเมมเบรนชนิด

ต่างๆ เป็นแหล่งพลังงาน และหน้าที่เฉพาะอ่ืนๆ ที่จําเป็นต่อการดํารงชีพ ปัจจุบันมีการจําแนก

ชนิดของลิปิดออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ  (ด้วง, 2534; ประหยัด, 2537) คือ  

1) ลิปิดธรรมดา (simple lipids) เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันกับแอลกอฮอล์ชนิดต่างๆ 

ได้แก่ ไขมัน (fats) และไข (waxes) ไขมันเป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันกับกลีเซอรอลเมื่อเป็น

ของเหลวที่อุณหภูมิห้องเรียกว่าน้ํามัน (oils) ส่วนไขเป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันกับ monohydric 

alcohol 

2) ลิปิดเชิงประกอบ (compound lipids) เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันกับแอลกอฮอล์และ

มีสารอื่นๆ รวมอยู่ด้วย ได้แก่ ฟอสฟอลิปิด (phospholipids) ไกลโคลิปิด (glycolipids)  

3) อนุพันธ์ลิปิด (derived lipids) เป็นสารประกอบที่ได้จากการเกิดไฮโดรไลซีส 

(hydrolysis) ของลิปิดธรรมดาและลิปิดเชิงประกอบ ได้แก่ กรดไขมัน กลีเซอรอล โมโนกลีเซอ

ไรด์ ไตรกลีเซอไรด์ สเตียรอยด์ คลอเลสเตอรอล คาโรตีนอยด์ เป็นต้น  

 การสะสมลิปิดในจุลินทรีย์ต้องเล้ียงจุลินทรีย์ในสภาวะที่มีปริมาณแหล่งคาร์บอนเกิน

พอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน ดังนั้นจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตและสะสมลิปิดจํานวนมากๆ ใน

เซลล์ต้องสามารถเข้าสู่การสังเคราะห์ลิปิดได้ทันที โดยจุลินทรีย์ที่สังเคราะห์ลิปิดต้องมีสมบัติ

ดังน้ี มีความสามารถในการผลิต Acetyl-CoA ได้อย่างต่อเนื่องภายในเซลล์ซ่ึงจะเป็นสารตั้งต้น

สําหรับการสังเคราะห์กรดไขมัน และมีความสามารถในการผลิต NADPH มากเพียงพอเพ่ือใช้

ในการสังเคราะห์กรดไขมัน การสังเคราะห์ acetyl-CoA ในจุลินทรีย์ไขมันสูงจะเกิดข้ึนเมื่อมี

เอนไซม์ ATP:citrate lyase (ACL) ซ่ึงจะไม่พบในจุลินทรีย์ที่ไม่ใช่จุลินทรีย์ไขมันสูง (Ratledge, 

1981; Ratledge, 2004) ดังสมการที่ (1)  
 

 Citrate + CoA + ATP   acetyl-CoA + oxaloacetate + ADP+ Pi (1) 
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เพ่ือให้ปฏิกิริยาเกิดข้ึนอย่างรวดเร็วจะต้องมีกรดซิตริค (citric acid) ในปริมาณที่

เพียงพอซ่ึงกรดดังกล่าวผลิตได้จากวัฏจักรไตรคาร์บอกซิลิค (tricarboxylic acid cycle : TCA)  

ซ่ึงเกิดข้ึนภายในไมโตรคอนเดรียของเซลล์ โดยคุณสมบัติประการหนึ่งที่สําคัญของจุลินทรีย์

ไขมันสูงคือสามารถสะสมกรดซิตริคภายในเซลล์ได้ดีเนื่องจากถูกควบคุมโดยกิจกรรมของ

เอนไซม์ isocitrate dehydrogenase เมื่อมี AMP (adenosine monophosphate) เกิดข้ึนใน TCA 

cycle โดยปริมาณความเข้มข้นของ AMP จะถูกควบคุมโดยเอนไซม์ AMP deaminase 

(Ratledge,1991; Ratledge, 2004) ดังสมการที่ (2)  

 

AMP   inosine 5’-monophosphate + NH3  (2) 

 

การสังเคราะห์ลิปิดของจุลินทรีย์จะเกิดได้ดีเมื่อมีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในอาหาร

เล้ียงเชื้อ ซ่ึงจะไปส่งเสริมการสร้าง acetyl-CoA เมื่อปริมาณไนโตรเจนจํากัดเซลล์จะมีกิจกรรม

ของเอนไซม์ AMP deaminase เพ่ิมข้ึนเป็น 5 เท่าของการเล้ียงเซลล์ในสภาวะที่ไม่มีการจํากัด

ไนโตรเจน  การเพ่ิมกิจกรรมของ AMP deaminase จะลดการสะสมของ AMP ภายในเซลล์และ

ในไมโตรคอนเดรีย การลดลงของ AMP ในไมโตรคอนเดรียจะไประงับหรือหยุดกิจกรรมของ

เอนไซม์  isocitatre dehydrogenase เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม์ชนิดน้ีข้ึนกับปริมาณของ 

AMP ผลที่ได้คือ isocitatre จะไม่ถูกเปล่ียนแต่จะสะสมภายในไมโตรคอนเดรียในรูปของ citrate 

จากนั้น citrate จะถูกส่งไปสู่ไซโตรพลาสซึม (cytosol) จากนั้นถูกสลายด้วยเอนไซม์ ATP:citrate 

lyase (ACL) ได้เป็น acetyl-CoA และ oxaloacetate จากนั้น acetyl-CoA จะถูกนําไปสังเคราะห์

กรดไขมัน ส่วน oxaloacetate จะถูกเปล่ียนไปเป็น malate โดยเอนไซม์ malate dehydrogenase 

จากนั้นจะถูกส่งเข้าไปในไมโตรคอนเดรีย เพ่ือทําหน้าที่ในการส่ง citrate จากไมโตรคอนเดรียอ

อกสู่ไซโตรพลาสซึม (Ratledge, 2004) ดังรูปที่  2.3 

การสังเคราะห์กรดไขมันที่มีคาร์บอน 18 อะตอมจํานวน 1 โมลต้องการ NADPH จาํนวน 

16 โมล แหล่งของ NADPH สําหรับการสังเคราะห์กรดไขมันที่สําคัญคือเอนไซม์ malic ดัง

สมการที่ (3) 

 

Malate + NADP+   pyruvate + CO2 + NADPH  (3)  

 

เอนไซม์ malic พบมากในจุลินทรีย์ไขมันสูง ซ่ึงจะทําให้เกิด metabolon complex โดย

ประกอบด้วย ACL และ fatty acid synthase (FAS) เพ่ือทําหน้าที่เปล่ียน acetyl-CoA เป็นกรด
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ไขมันและจากนั้นกรดไขมันจะรวมกับกลีเซอรอลได้เป็นไตรเอซิลกลีเซอรอลและสะสมในเม

มเบรนของ endoplasmic recticulum ในรูปของ fatty acid droplets (C16 :0) จากนั้นมีการเพ่ิม

จํานวนคาร์บอนอะตอมและเพ่ิมพันธะคู่ได้เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวและกรดไขมันไม่อ่ิมตัวอย่าง

ยิ่งยวดสายยาว (long chain polyunsaturated fatty acids: LCPUFAs) (Ratledge, 2004) การ

สังเคราะห์กรดไขมันในจุลินทรีย์จะเริ่มจากการสังเคราะห์กรดปาลมิติค (C16:0) จาก acetyl-

CoA และ NADPH โดยเกิดข้ึนในไซโตพลาสซึม  ส่วน acetyl-CoA ซ่ึงอยู่ในไมโตรคอนเดรียจะ

ถูกส่งออกมาที่ไซโตรพลาสซึมโดยอาศัย citrate จากนั้นเข้าสู่การสังเคราะห์กรดไขมันในไซโตพ

ลาสซึมโดยการควบคุมของเอนไซม์ fatty acid synthase เริ่มจาก acetyl-CoA ทําปฏิกิริยากับ 

CO2 ได้เป็น malonyl CoA โดยใช้พลังงานจาก ATP จากนั้น acetyl-CoA และ malonyl-CoA จะ

ทําปฏิกิริยากับ Acyl carrier protein (ACP) ได้เป็น acetyl-ACP และ malonyl-ACP ซ่ึงจะรวมกัน

ได้ Acyl ACP (C4) และใช้ NADPH 2 โมเลกุล จากนั้นปฏิกิริยาจะดําเนินซํ้าแบบเดิมจํานวน 4 

ข้ันตอน จนได้กรดปาลมิติค (Ratledge and Evans, 1989 ; Ratledge, 1991; Ratledge, 2004 ; 

Tehlivets et al., 2007) ดังรูปที่ 2.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Net carbon balance: pyruvate   acetyl-CoA + CO2 

Net reaction for NADPH production: NADP + NADP+ + ATP        NAD+ + NADPH + Pi 

รูปท่ี 2.3 แสดงการวัฏจักรของ citrate/malate cycle ในจุลินทรีย์ไขมันสูง, Enzymes : 1, 

pyruvate decarboxylase; 2, malate dehydrogenase; 3, malic enzyme; 4, pyruvate 

dehydrogenase; 5, citrate synthase; 6, ATP:citrate lyase; 7, citrate/malate translocase. 

(Ratledge, 2004) 
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       ATP  ADP+ Pi 

Acetyl-CoA     Malonyl-CoA   

   CO2  

Acetyl-ACP     Malonyl-ACP 

        CO2 

3 keto-acyl-ACP 

NADPH 

NADP+ 

D-3-hydroxy-ACP 

    H2O 

2,3-trans-enol-ACP 

NADPH 

NADP+ 

Acyl-ACP (C4)  

       Malonyl CoA 

       2 NADPH 

      C6       C8      C10     C12       C14  C16 (palmitic acid) 

รูปที่ 2.4 การสังเคราะห์กรดไขมันปาลมิติคในไซโตพลาสซึม  

ที่มา ดัดแปลงจาก Ratledge and Evans, 1989 

  

กรดไขมันที่ส่ิงมีชีวิตสังเคราะห์ข้ึนมาส่วนใหญ่เป็นกรดไขมันอ่ิมตัวที่มีคาร์บอน 16 หรือ 

18 อะตอม จากนั้นกรดไขมันเหล่านี้จะถูกเปล่ียนไปเป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวโดยเอนไซม์ 

desaturases และ elongases การเพ่ิมพันธะคู่ในกรดไขมันจะเริ่มจาก palmitoyl-CoA (palmitic 

acid, C16 :0) เปล่ียนเป็น stearoyl-CoA (C18 :0) จากนั้นจะถูกเปล่ียนเป็น oleoyl-CoA (oleic 

acid, C18 :1)  การเพ่ิมพันธะคู่ในกรดไขมันจะมีปฏิกิริยา chain elongation โดยเอนไซม์ 

elongase ทําหน้าที่เพ่ิมจํานวนคาร์บอนอะตอมและ desaturation โดยเอนไซม์ desaturase ทํา

หน้าที่ในการเพ่ิมหรือเติมพันธะคู่ ตามลําดับ จากนั้นกระบวนการก็จะดําเนินการในการเพิ่ม

จํานวนคาร์บอนอะตอมและพันธะคู่ไปเรื่อยๆ จนได้กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสายยาว (LCPUFAs) การ

สร้างพันธะคู่ในกรดไขมันโดยการใช้ออกซิเจนและอาศัย electron transport system เรียกระบบ

น้ีว่า microsomal desaturase system เช่น palmitoyl-CoA (C16:0) เปล่ียนเป็น palmitoleyl-CoA 

(C16:1) โดยอาศัยออกซิเจนและ NADPH โดยปฏิกิริยานี้เกิดใน endoplasmic reticulum ยีสต์มี

4 

1 = Acetyl-CoA carboxylase 
2= Acetyl Transferase 
3= Malonyl transferase 
4= Synthetase  
5= Reductase 
6= Hydratase 
7= Reductase  

7 

6 

5 

3 2 

1 
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แนวโน้มในการผลิตเพียง mono-unsaturated fatty acid และ di-unsaturated fatty acid ของ 

C16 และ C18 (Ratledge and Evans, 1989; Ratledge, 2004) 

กรดไขมันที่สังเคราะห์ได้ในจุลินทรีย์จะเก็บสะสมในรูปของไตรกลีเซอไรด์และฟอสโฟก

ลีเซอไรด์ เนื่องจากกรดไขมันละลายน้ําได้ยากและจะอยู่ในรูปไมเซลล์ (micelle) อีกทั้ง

คุณสมบัติของการเป็นกรดและเป็น oxidizing agent ซ่ึงเป็นพิษต่อเซลล์ จึงสร้างพันธะเอสเทอร์

กับสารประกอบอ่ืนๆ ซ่ึงพบว่าส่วนใหญ่เป็นกลีเซอรอล ได้เป็นกลีเซอไรด์  โดย fatty acyl-CoA 

รวมตัวกับ glycerol-3-phosphate เกิดเป็น phosphatidate เมื่อกําจัดหมู่ฟอสเฟตออกไปจะได้

กลีเซอไรด์ซึ่งสามารถรวมตัวกับสารอ่ืน เช่น โคลีน (choline) ซีรีน (serine) และอิโนซิทอล 

(inositol) กลายเป็นฟอสโฟกลีเซอไรด์  (phosphoglyceride) แต่การรวมตัวกันนั้น phosphatidate 

จะถูกเปล่ียนไปเป็นรูป active form ในรูปอนุพันธ์ของ cytidine diphosphate (CDP) คือ CDP-

diacylglycerol แล้วจึงรวมกับสารอ่ืนๆ (Ratledge and Evans, 1989; Ratledge, 2004) ดังรูปที่  

2.5 

Glycerol-3-phosphate 

  2 fatty acyl-CoA 

          2 CoASH      CTP  PPi 

Phosphatidate      CDP-diacylglycerol 

         H2O    CTP      Pi  

           Pi   ROH       CDP-OR   ROH 

Diglyceride 

     fatty acyl-CoA              cAMP             

CMP   CoASH 

Triglyceride      Phosphoglyceride  

รูปที่  2.5 การสังเคราะห์ไตรกลีเซอไรด์และฟอสโฟกลีเซอไรด์  

ที่มา ดัดแปลงจาก Ratledge and Evans (1989)  

2.2.2 คุณสมบัติของจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตนํ้ามันชีวภาพ    

คุณสมบัติโดยทั่วไปของจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตน้ํามันในระดับอุตสาหกรรมไม่แตกต่าง

จากจุลินทรีย์ที่ผลิตสารหรือผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ ในระดับอุตสาหกรรม กล่าวคือ จุลินทรีย์ต้องมี

ความเสถียรทางพันธุกรรมนั่นคือให้ผลิตภัณฑ์คงที่เมื่อใช้ผลิตสารนั้นๆ เป็นเวลานานๆ  จุลินท

รีย์ต้องไม่เป็นจุลินทรีย์ก่อโรค (pathogenic microorganisms) หรือผลิตสารพิษซ่ึงทั้งสอง

ลักษณะต้องปลอดภัยต่อผู้ทํางานในโรงงานที่ผลิตและปลอดภัยต่อการนําไปเป็นส่วนประกอบ
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ของอาหารคน อาหารสัตว์หรือผลิตภัณฑ์ยา สําหรับการหมักแบบต้องการอากาศ (aerobic 

fermentation)  จุลินทรีย์นั้นต้องมีความทนต่อแรงเฉือนจากการกวน การให้อากาศและการ

ผสมผสาน จุลินทรีย์ต้องมีอัตราการเจริญสูงและให้ผลิตภัณฑ์สูง และคุณสมบัติที่พึงประสงค์

อย่างยิ่งของจุลินทรีย์ที่สามารถนํามาผลิตน้ํามันในระดับอุตสาหกรรมมีดังน้ี มีความสามารถใน

การสะสมลิปิดในปริมาณสูง สามารถเจริญแบบ heterotrophic growth กรณีที่จุลินทรีย์นั้นคัด

แยกมาจากน้ําทะเลต้องสามารถเจริญได้ดีในท่ีมีความเข้มข้นของเกลือตํ่าๆ สามารถเจริญและ

ให้ผลผลิตได้ในที่มีอุณหภูมิสูงมากกว่า 30 °C ผลิตและสะสมลิปิดเป็นส่วนประกอบหลัก และลิ

ปิดที่ได้ต้องอยู่ในรูปไตรกลีเซอไรด์และน้ํามันที่ผลิตได้ต้องสามารสกัดออกจากเซลล์ได้ง่าย 

(Ratledge, 2004) 

2.2.3 ลิปิดที่พบในยีสต์   

ยีสต์ (yeast) คือ รากลุ่มหนึ่งที่ส่วนใหญ่เป็นเซลล์เด่ียว มีรูปร่างหลายแบบ เช่น รูปร่าง

กลม รี สามเหล่ียม รูปร่างแบบมะนาว ฝรั่ง เป็นต้น ส่วนใหญ่มีการสืบพันธ์แบบไม่อาศัยเพศ 

โดยวิธีการแตกหน่อ พบทั่วไปในธรรมชาติในดิน ในน้ํา ในส่วนต่างๆของพืช ยีสต์บางชนิดพบอยู่

กับแมลงและในกระเพาะของสัตว์บางชนิด แต่แหล่งที่ยีสต์อยู่บ่อยๆคือแหล่งท่ีมีน้ําตาลตวาม

เข้มข้นสูง เช่น น้ําผลไม้ที่มีรสหวาน ยีสต์ที่มีอยู่ตามธรรมชาติมักจะปนลงไปในอาหาร เป็นเหตุ

ให้อาหารเน่าเสียได้ยีสต์เป็นจุลินทรีย์พวกยูคาริโอต ยีสต์มีการใช้ในอุตสาหกรรมมานาน เช่น 

การผลิตโปรตีนเซลล์เดียว (single cell protein) ใช้ในการผลิตขนมปัง การผลิตแอลกอฮอล์ผ่าน

กระบวนการหมัก เป็นต้น  สําหรับยีสต์หลายสายพันธุ์พบว่ามีการสะสมลิปิดภายในเซลล์ได้ใน

ปริมาณสูงถึง 60-70 % และข้อได้เปรียบของยีสต์คือสามารถเจริญได้เร็วและเก็บเกี่ยวเซลล์ได้

ง่ายโดยการปั่นเหว่ียง  ยีสต์มีอัตราการเจริญสูงและมีการสะสมลิปิดสูงภายในเซลล์เมื่อ

เปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ชนิดอื่น ตัวอย่างยีสต์ไขมันสูง เช่น Yarrowia lipolytica, Cryptococcus 

sp., Rhodotolura sp. และนอกจากนั้นน้ํามันท่ีผลิตจากยีสต์มีคุณสมบัติของ triacylglycerol 

fraction คล้ายกับน้ํามันพืชโดยเฉพาะน้ํามันที่ผลิตได้จากยีสต์สายพันธุ์ Cryptococcus curvatus 

(Candida curvata D) (Meesters et al., 1996; Gill et l., 1997; Li et al., 2007) 

กรดไขมันที่ผลิตโดยยีสต์ส่วนใหญ่เป็น C16 และ C18 โดยสะสมอยู่ในรูปไตรกลีเซอไรด์ 

(triglyceride) หรือไตรเอซิลกลีเซอไรด์ (triacylglyceride) นอกนั้นจะอยู่ในรูปฟอสฟอลิปิด 

(phospholipids) สเตียรอล (sterol)  และเอสเทอร์ของสเตรียรอล (sterol ester) ซ่ึงโดยทั่วไปจะ

เห็นว่าลิปิดที่ได้จากยีสต์เหล่าน้ีมีองค์ประกอบของกรดไขมันคล้ายกับน้ํามันพืช ดังตารางที่ 2.3 

ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ในการนําเอาน้ํามันจากยีสต์มาใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทนอีกแหล่ง

หนึ่งนอกเหนือจากพืชน้ํามัน นอกจากนั้นแล้วยีสต์และเช้ือรายังมีคุณสมบัติอื่นๆ ที่เหมาะสมใน

การท่ีจะคัดเลือกเพ่ือนํามาใช้ในการผลิตลิปิด คือ สามารถเจริญได้เร็วให้ความหนาแน่นของ
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เซลล์สูง (high cell density) ให้ผลผลิตสูง นอกจากนั้นยังสามารถใช้วัตถุดิบราคาถูกในการ

เจริญ ทําการเก็บเกี่ยวเซลล์ได้ง่าย เช่น โดยการกรองหรือการปั่นเหวี่ยง การสกัดน้ํามันออก

จากเซลล์ทําได้ง่าย (Ratledge and Tan,1990) 

 

ตารางที่ 2.3 เปรียบเทียบกรดไขมันจากยีสต์ไขมันสูงกับกรดไขมันที่พบในน้ํามันพืชชนิดต่างๆ   

ร้อยละของกรดไขมันที่พบ แหล่งของลิปิด  

12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0  

Candida 107  2 3 37 1 11 35 8 0 3 

Rhodotorula gracilis  0 1 18 1 6 41 24 1 9 

Palm oil 2 3 37 2 6 38 10 0 0 

Soybean oil  0 0.1 10.5 0 3.2 22.3 54.5 8.3 0.2 

Sunflower oil  0 0.1 6.7 0 2 12.9 77.5 0 0.5  

Olive oil 0 0 16.9 1.8 2.7 61.9 14.8 0.6 0.4  

 

ลิปิดที่พบในยีสต์ (intracellular lipid) ส่วนใหญ่จะสะสมอยู่ที่เซลล์เมมเบรน แต่ใน 

oleaginous yeast จะพบว่าลิปิดอยู่ในรูปหยดไขมัน (fat droplet) หรือหยดน้ํามัน (oil droplet) 

อยู่ภายในเซลล์ ลิปิดที่พบในยีสต์ประกอบด้วยกลีเซอไรด์ (glyceride) ฟอสฟอลิปิด 

(phospholipids) ไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) สฟิงโกลิปิด (sphingolipids) และสเตียรอยด์  

(steroid compound)  ตัวอย่างยีสต์ไขมันสูงแสดงดังตารางที่ 2.4  ชนิดและปริมาณของลิปิดที่

พบจะแตกต่างกันไปข้ึนกับสายพันธุ์ยีสต์ สารอาหาร และสภาวะต่างๆ ที่ใช้ในการเล้ียง เช่น 

อุณหภูมิ  pH เป็นต้น (Ratledge and Tan,1990) โดยลิปิดที่พบในยีสต์แสดงดังตารางที่ 2.5 

กลีเซอไรด์เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันกับกลีเซอรอล ซ่ึงหมู่ไฮดรอกซิลของกลีเซอรอล

จะถูกแทนที่ด้วยกรดไขมันตั้งแต่ 1, 2 และ 3 ตําแหน่ง  ซ่ึงเรียกว่า โมโนกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอ

ไรด์ และไตรกลีเซอไรด์ ตามลําดับ โดยกลีเซอไรด์เป็นลิปิดที่พบมากที่สุดในเซลล์คือ มีถึง 80 

% ของลิปิดทั้งหมด และกลีเซอไรด์ท่ีพบมากที่สุดคือ ไตรกลีเซอไรด์ โดยกรดไขมันที่พบในไตร

กลีเซอไรด์ในยีสต์ที่พบมีจํานวนคาร์บอนอะตอมตั้งแต่ 8-24 อะตอม โดยชนิดที่มีคาร์บอน

อะตอม 16-18 อะตอม (C16, C18) พบมากที่สุดโดยมีทั้งกรดไขมันอ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัว โดย

องค์ประกอบของลิปิดในยีสต์ไขมันสูงแสดงดังตารางที่ 2.6 
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ตารางที่ 2.4 ยีสต์ไขมันสูงและปริมาณน้าํมันที่ผลิตได้สูงสุด (Ratledge and Tan ,1990)  

สายพันธุ์ยีสต ์ ปริมาณนํ้ามันสูงสุด (%โดยนํ้าหนักแห้ง) 

Candida curvata D 58 

Cryptococcus albidus var. albidus  65 

Endomycopsis vernalis 65 

Lipomyces lipoter 64 

Lipomyces starkeyi 63 

Rhodosporidium glutinis 72 

Yarrowia lipolytica  36 

ตารางที่ 2.5 องค์ประกอบของลิปิดในยีสต์ไขมันสูงบางสายพันธุ์ (Ratledge and Tan, 1990) 

ปริมาณและชนิดของลิปิด (%โดยน้ําหนกัแห้ง) สายพันธุ์ยีสต์ 

TG DG MG FFA S SE PL G  

Cryptococcus albidus 92 2.5 1 3 1 1 2 - 

Lipomyces stakeyi 95 1 - <1 1 - 3 - 

Rhodotorula glutinis 67 - - 4 2 7 11 6 

Tricosporon pullulans 82 1 - - 10 1 4 - 

TG: Triglyceride, DG: diglyceride, MG: monoglyceride, FFA: free fatty acid, S: sterol, SE: sterol ester, 

PL: phospholipids, G: glycolipid  

ตารางที่ 2.6 ชนิดของกรดไขมันที่พบในยีสต์ไขมันสูงสายพันธุ์ต่างๆ (Ratledge and Tan, 1990)  

ปริมาณของกรดไขมัน (% โดยน้ําหนักแห้ง) สายพันธุ์ 

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0 23:0 24:0 

Candida 107 44 5 8 31 9 1 - - - - 

Candida curvata  25 - 10 57 7 - - - - - 

Cryptococcus albidus  16 1 3 56 - 3 7 12 - - 

Lipomyces lipoter 37 4 7 48 3 - - - - - 

Rhodosporidium toruloides 18 3 3 66 - - - - 3 6 

Rhodotorula glutinis 10 9 - 19 44 16 - - - - 

Trichosporon ceutanium 13 - 22 50 - - - - - - 
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2.2.4 ปัจจยัที่มีผลต่อปริมาณและองค์ประกอบของกรดไขมันในยีสต์  

1) สารอาหาร (substrate)   

สารอาหารหลักที่มีผลต่อการผลิตลิปิดของยีสต์ คือ แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน 

โดยเมื่อเล้ียงยีสต์ในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกัน ปริมาณและชนิดของกรดไขมันที่ผลิตโดย

ยีสต์สายพันธุ์นั้นๆ จะแตกต่างกัน  เช่น ยีสต์ Candida 107 เมื่อเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนให้ปริมาณลิปิด 42% โดยน้ําหนัก และกรดไขมันที่พบส่วนใหญ่คือ 

กรดปาลมิติก (C16:0) และกรดโอเลอิค (C18:1) ในขณะที่เมื่อเจริญบนอาหารท่ีมี Hexadecane 

เป็นแหล่งคาร์บอนให้ปริมาณลิปิด 19% โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง และกรดไขมันที่พบส่วนใหญ่คือ 

กรดลิโนเลอิค (C18 :2)  (Gill et al., 1997)  

ยีสต์ Rhodosporidium toruloides มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงถึง 76% ของน้ําหนัก

เซลล์แห้งเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีกลูโคส 70 g/L รายงานการศึกษาการผลิตลิปิดของยีสต์สาย

พันธุ์ Rhodotorula glutinis, Candida utilis, Saccharomyces cerevisiae โดยใช้น้ําท้ิงจากการ

ผลิตผงชูรสพบว่า R. glutinis มีการเจริญและสะสมลิปิดสูงภายในเซลล์และน้ํามันที่สกัดได้จาก

ยีสต์เมื่อผ่านกระบวนการ ทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น (transesterification) แล้วมีคุณสมบัติที่

สามารถนํามาใช้ผลิตไบโอดีเซลได้ อัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ต่าํมกั

จําเป็นเพ่ือใช้ในการเพิ่มปริมาณเซลล์ในช่วงแรกของการเจริญ แต่ในช่วงหลังของการเจริญจะ

เป็นการเปล่ียนคาร์บอนให้เป็นลิปิดต้องใช้อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนสูง  ยีสต์ 

Rhodosporidium toruloides ATCC 10788 เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีค่า C/N ratio เท่ากับ 

77 ให้ผลผลิตลิปิดสูงสุด ชนิดของกรดไขมันที่พบแปรตามค่าของ C/N ratio (Turcotte and 

Kosaric, 1989; Li et al., 2007) 

ยีสต์ C. viswanathii OYS3 เจริญได้ดีในกลีเซอรอลและกากน้ําตาลโดยให้เซลล์ 7.8, 

7.1 กรัม/ลิตร และปริมาณลิปิด 37.2%DCW และ 39.4%DCW ตามลําดับ เมื่อวิเคราะห์

องค์ประกอบของลิปิดที่สกัดได้พบว่าเป็นกรดไขมันชนิดสายยาวโดยมีกรดปาล์มิติก กรดสเตีย

ริกและกรดโอเลอิกเป็นงค์ประกอบหลักเช่นเดียวกับที่พบในน้ํามันพืช (Leesing and Nontaso, 

2011) 

2)  ระยะเวลาและระบบการเพาะเลี้ยง 

การเล้ียงยีสต์ด้วยการหมักแบบกะ พบว่ายีสต์เมื่อเข้าสู่ช่วงท้ายของการเจริญ (growth 

phase) พบว่ามีการสะสมลิปิดสูงสุด เช่น เมื่อเล้ียงยีสต์ Cryptococcus albidus ภายใต้สภาวะ

การจํากัดไนโตรเจนและมีไนโตรเจนมากเกินพอ พบว่าในสภาวะที่จํากัดไนโตรเจน ปริมาณลิปิด
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จะสูงสุดและให้นํ้าหนักเซลล์ (biomass) มากท่ีสุด กรดไขมันที่พบมากประกอบด้วย กรด

โอเลอิค กรดลิดนเลอิค และกรดปาลมิติค องค์ประกอบของกรดไขมันจะเปลี่ยนแปลงตาม

ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง ในช่วงแรกของการเจริญ ปริมาณของกรดโอเลอิค กรดปาลมิติค 

และกรดสเตียริค ไม่สูงมากนัก ในขณะที่  linoleic acid, linolenic acid เพ่ิมสูงข้ึนซ่ึงเป็นช่วงที่

เซลล์มีการเจริญอย่างรวดเร็ว จากนั้นปริมาณของ  linoleic acid, linolenic acid ลดลง ส่วน

ปริมาณของ oleic acid, palmitic acid, steric acid จะเพ่ิมข้ึน ดังนั้นชนิดของกรดไขมันที่ยีสต์

ผลิตจะข้ึนกับระยะเวลาในการเพาะเล้ียง  โดยปกติเมื่อเซลล์จุลินทรีย์ผลิตลิปิดจะให้ปริมาณ

เซลล์หรือ biomass ต่ํา ดังนั้นเพ่ือเพ่ิมการผลิตเซลล์ให้สูงข้ึนจึงมีการเพาะเล้ียงแบบกะป้อน 

(fed-batch fermentation) ซ่ึงเป็นระบบการเพาะเล้ียงที่ให้ผลดีในการผลิตทั้งปริมาณเซลล์และ

ลิปิดในเวลาเดียวกัน การเพาะเล้ียงยีสต์ Rhodosporidium toruloides Y4 ในการหมักแบบกะ

ป้อนเมื่อใช้น้ําตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าเซลล์สะสมลิปิดสูงถึง 67.5% โดยน้ําหนัก

แห้ง และน้ํามันที่สกัดได้ประกอบด้วยกรดไขมันหลักๆ คือ กรดปาลมิติก กรดโอเลอิก กรดส

เตียริกและกรดลิโนเลอิก ซ่ึงใช้ในการผลิตไบโอดีเซลได้ (Li et al., 2007) 

3. ปัจจัยอื่นๆ เช่น การให้อากาศ (aeration) pH และอุณหภูมิ  

เมื่อมีการให้อากาศเพ่ิมข้ึนพบว่ายีสต์มีการผลิตเซลล์และปริมาณลิปิดเพิ่มข้ึน  

อุณหภูมิลดลงพบว่าจะมีผลทําให้ปริมาณกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมีปริมาณเพิ่มข้ึน   

2.3 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง  

Angerbauer และคณะ  (2008) ศึกษาศักยภาพในการสะสมลิปิดของยีสต์ Lipomyces 

starkeyi  เมื่อเจริญในน้ําเสีย (sewage sludge) พบว่าการสะสมลิปิดจะข้ึนอยู่กับค่าอัตราส่วน

คาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N-ratio) โดย C/N-ratio 150 และ pH 5.0 จะมีปริมาณลิปิดสูงสุด 

68% โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง และพบว่าการเพาะเล้ียงยีสต์ในน้ําเสียจะไม่มีผลกระทบต่อการ

เจริญและการสะสมลิปิด โดยเมื่อเปรียบเทียบปริมาณลิปิดที่ได้เมื่อเล้ียงบนอาหาร basal 

medium และบน sewage sludge พบว่าปริมาณการสะสมลิปิดไม่แตกต่างกันนัก  ลิปิดที่ผลิต

ได้จากยีสต์ Lipomyces starkeyi ที่เจริญบนน้ําเสียประกอบด้วยกรดไขมัน ซ่ึงสามารถนําไปใช้

เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลได้   

 รายงานการวิจัยพบว่ายีสต์บางกลุ่มมีอัตราการเจริญสูงและมีความสามารถในการ

สะสมลิปิดสูงภายในเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ชนิดอื่น ตัวอย่างยีสต์ที่สะสมลิปิดสูง 

เช่น Yarrowia lipolytica, Cryptococcus sp., Rhodotolura sp. (Muniglia et al, 2005; Tehlivets 

et al, 2007) และน้ํามันที่ผลิตจากยีสต์มี triacylglycerol เป็นองค์ประกอบหลักซ่ึงคล้ายกับ

น้ํามันพืชโดยเฉพาะน้ํามันที่ผลิตได้จากยีสต์สายพันธุ์ Cryptococcus curvatus (Candida curvata 
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D) (Moon et al, 1978) การเพาะเล้ียงยีสต์ C. curvatus ด้วยการหมักแบบกะป้อนในอาหาร

เล้ียงเช้ือที่มีกลูโคสและจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบว่ายีสต์มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงถึง 

53% ในเวลา 172 ช่ัวโมง ที่ค่า C/N ratio เท่ากับ 75 และน้ํามันที่ผลิตได้ประกอบด้วยกรดโอเล

อิก กรดปาลมิติกและกรดสเตียริก (Hassan et al, 1996)  

การเพาะเล้ียงยีสต์ Candida 107 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคสด้วยการหมัก

แบบต่อเนื่องในระบบ single-state continuous culture ที่ค่าความเจือจาง (dilution rate) ของ

ระบบเท่ากับ 0.06 h-1 และจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบว่ายีสต์มีการสะสมลิปิดสูงภายในเซลล์

โดยมีอัตราการผลิตลิปิดจําเพาะเท่ากับ 0.059 กรัมลิปิด/กรัมยีสต์/ช่ัวโมง (Gill et al, 1977)  

ยีสต์ C. curvatus เมื่อเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการหมัก

แบบกะป้อน ระยะเวลาการหมัก 50 ช่ัวโมง พบว่าให้ปริมาณเซลล์ 118 กรัม/ลิตร ปริมาณลิปิด 

25% โดยน้ําหนัก อัตราการผลิตลิปิด 0.59 กรัมลิปิด/ลิตร/ช่ัวโมง และกรดไขมันหลักที่พบ

ประกอบด้วยกรดลิโนเลอิก (C18:2) กรดสเตียริก (C18:0) และกรดโอเลอิก (C18:1) (Meesters 

et al, 1996) ยีสต์ Rhodotorula glutinis IIP-30 เมื่อเล้ียงในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน

ด้วยการหมักแบบกะป้อนภายใต้การจํากัดปริมาณไนโตรเจนให้ผลผลิตลิปิดสูงสุด 66% โดย

น้ําหนักแห้ง เมื่อเล้ียงที่อุณหภูมิ 30°C และ pH 4.0 (Johnson et al, 1992)  เมื่อเล้ียงยีสต์ 

Candida curvata ในน้ําสกัดจากกล้วยด้วยการหมักแบบกะป้อนพบเซลล์มีอัตราการเจริญสูง

และมีการสะสมลิปิด 30% ของน้ําหนักเซลล์แห้ง (Vega et al, 1988)  

ยีสต์ Rhodosporidium toruloides ATCC 10788 เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีค่า C/N 

ratio เท่ากับ 77 ให้ผลผลิตลิปิดสูงสุด ชนิดของกรดไขมันที่พบแปรตามค่าของ C/N ratio 

(Turcotte and Kosaric, 1989) ยีสต์ R. toruloides มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงถึง 76% ของ

น้ําหนักเซลล์แห้งเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีกลูโคส 70 กรัมต่อลิตร (Li et al, 2006)  

รายงานการศึกษาการผลิตลิปิดของยีสต์สายพันธุ์ Rhodotorula glutinis, Candida utilis, 

Saccharomyces cerevisiae โดยใช้น้ําท้ิงจากการผลิตผงชูรสพบว่า R. glutinis มีการเจริญและ

สะสมลิปิดสูงภายในเซลล์และน้ํามันที่สกัดได้จากยีสต์เมื่อผ่านกระบวนการ transesterification 

แล้วมีคุณสมบัติที่สามารถนํามาใช้ผลิตไบโอดีเซลได้ (Xue et al, 2006) 

จุลินทรีย์ที่มีการผลิตและสะสมลิปิดภายในเซลล์มีจํานวนมาก ปริมาณลิปิดที่สะสม

ภายในเซลล์และคุณสมบัติของลิปิดข้ึนกับชนิดสายพันธุ์ของจุลินทรีย์และสภาวะในการ

เพาะเล้ียง รายงานการวิจัยพบว่ายีสต์มีอัตราการเจริญสูงและมีความสามารถในการสะสมลิ

ปิดสูงภายในเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ชนิดอื่นเช่น Yarrowia lipolytica, Cryptococcus 

sp., Rhodotolura sp., (Muniglia et al, 2005; Tehlivets et al, 2006) และนอกจากนั้นน้ํามันที่
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ผลิตจากยีสต์มีคุณสมบัติของ triacylglycerol fraction คล้ายกับน้ํามันพืชโดยเฉพาะน้ํามันที่ผลิต

ได้จากยีสต์สายพันธุ์ Cryptococcus curvatus (Candida curvata D) (Moon et al, 1978)  

การเพาะเล้ียงยีสต์ Cryptococcus curvatus ด้วยการหมักแบบกึ่งกะในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบว่ายีสต์มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงถึง 53 % ในเวลา 172 

ช่ัวโมง (Hassan et al, 1996) การเพาะเล้ียงยีสต์ Candida 107 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส

ด้วยระบบการหมักแบบต่อเนื่อง single-state continuous culture ที่ค่าความเจือจาง (dilution 

rate) ของระบบเท่ากับ 0.06 h-1 และจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบว่ายีสต์มีการสะสมลิปิดสูง

ภายในเซลล์โดยมีอัตราการสะสมลิปิดจําเพาะ (specific rate of lipid formation) เท่ากับ 0.059 

กรัม ลิปิด/กรัมยีสต์/ช่ัวโมง (Gill et al, 1977)   

เมื่อเล้ียงยีสต์ Candida curvata ในน้ําสกัดจากกล้วยด้วยระบบการหมักแบบกึ่งกะพบ

เซลล์มีเจริญสูงและมีการสะสมลิปิด 30% ของน้ําหนัดแห้ง (Vega et al, 1988) รายงาน

การศึกษาการผลิตลิปิดของยีสต์สายพันธุ์ Rhodotorula glutinis, Candida utilis, 

Saccharomyces cerevisiae โดยใช้น้ําท้ิงจากการผลิตผงชูรส monosodium glutamate พบว่า 

Rhodotorula glutinis มีการเจริญและสะสมลิปิดสูงภายในเซลล์และน้ํามันที่สกัดได้จากยีสต์เมื่อ

ผ่านกระบวนการ transesterification แล้วมีคุณสมบัติที่สามารถนํามาใช้ผลิตไบโอดีเซลได้ (Xue 

et al, 2006)   

 การเพาะเล้ียงยีสต์ Rhodosporidium toruloides Y4 ในการหมักแบบกะป้อนเมื่อใช้

น้ําตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าเซลล์สะสมลิปิดสูงถึง 67.5% โดยน้ําหนักแห้ง และ

ให้ผลผลิตลิปิด (lipid productivity) เท่ากับ 0.54 กรัมลิปิด/ลิตร/ช่ัวโมง และน้ํามันที่สกัดได้

ประกอบด้วยกรดไขมันหลักๆ คือ กรดปาลมิติก กรดโอเลอิก กรดสเตียริกและกรดลิโนเลอิก 

ซ่ึงใช้ในการผลิตไบโอดีเซลได้ (Li et al, 2007) 

 ยีสต์ไอโซเลท Candida viswanathii OYS3 เมื่อเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคส 90 กรัม/ลิตร 

ระยะเวลาเพาะเล้ียง 8 วัน อุณหภูมิ 30°C ให้ปริมาณลิปิดที่ 4.10 กรัมลิปิด/ลิตรหรือ 52.7% 

โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง และเมื่อเล้ียงแบบกึ่งกะให้ปริมาณเซลล์ 9.11 กรัม/ลิตร ปริมาณลิปิด 

59.5% โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง และยีสต์ C. viswanathii OYS3 เจริญได้ดีในกลีเซอรอลและ

กากน้ําตาลโดยให้เซลล์ 7.8, 7.1 กรัม/ลิตร และปริมาณลิพิดร้อยละ 37.2 และ 39.4 โดย

น้ําหนักเซลล์แห้งตามลําดับ เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบของลิปิดที่สกัดได้พบว่าเป็นกรดไขมัน

ชนิดสายยาวโดยมีกรดปาล์มิติก กรดสเตียริกและกรดโอเลอิกเป็นงค์ประกอบหลัก

เช่นเดียวกับที่พบในน้ํามันพืช (Leesing and Nontaso, 2011)  
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 Huang และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตน้ํามันจากยีสต์ Trichosporon fermentus เมื่อ

ใช้น้ําตาลที่ได้จากการย่อยฟางข้าว (rice straw hydrolysate) พบว่ายีสต์ให้ปริมาณลิปิดสูง 41% 

โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง   

 การเพาะเล้ียงยีสต์ไขมันสูง Torulaspora maleeae Y30 ที่คัดเลือกจากตัวอย่างดินใน

พ้ืนที่โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชเข่ือนจุฬาภรณ์ จังหวัดชัยภูมิ ด้วยการหมักแบบกะ (batch 

fermentation) ในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าให้อัตราการผลิตลิปิด (volumetric 

lipid production rate) เท่ากับ 0.382g/L/d ปริมาณลิปิด 3.06g/L เมื่อเพาะเล้ียงในอาหารที่มี

กลูโคส 90g/L และ 0.2 g/L (NH4)2SO4 (Leesing and Karraphan, 2011) 

การศึกษาการผลิตลิปิดโดยยีสต์ไขมันสูง Cryptococcus curvatus ด้วยการเพาะเลี้ยงแบบ
กึ่งกะในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนได้ปริมาณเซลล์ 69g/L และปริมาณลิปิด 
48%โดยนํ้าหนักเซลล์แห้ง โดยลิปิดที่ผลิตได้ประกอบด้วยกรดโอเลอิค กรดปาล์มิติก กรดสเตียริก 
และกรดลิโนเลอิก (Thiru et al., 2011) 

Xu et al (2012) ศึกษาการผลิตลิปิดในยีสต์ Rhodosporidium toruloides โดยใช้กลีเซ
อรอลดิบ  (crude glycerol) ที่ได้จากการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการ
เพาะเลี้ยงแบบกะขั้นตอนเดียว (one-stage batch cultivation) ในถังหมักขนาด 5  ลิตร พบว่าการ
ใช้กลีเซอรอลดิบเซลล์เจริญได้ดีได้ปริมาณมวลเซลล์สูง 26.7g/L และได้ปริมาณลิปิด 70% โดย
นํ้าหนักเซลล์แห้ง โดยกรดขัมนหลักที่พบคือกรดปาลมิติก (palmitic acid, C16:0), C18:0 (stearic 
acid), C18:1 (oleic acid) และ C18:2 (linoleic acid) ที่ 26%, 12%, 45% และ 11% ของกรด
ไขมันทั้งหมด (total fatty acid) ตามลําดับ 

Galafassi et al (2012) ศึกษาการผลิตลิปิดโดยยีสต์ไขมันสูง Rhodotorula graminis เมื่อ

ใช้น้ําตาลที่ได้จากการย่อยซังข้าวโพดที่ไม่ผ่านการกําจัดสารพิษออก (undetoxified corn stover 

hydrolysate) พบว่าได้อัตราการผลิตลิปิด 0.21g/L/h และปริมาณลิปิด 34%โดยน้ําหนักเซลล์

แห้ง และเมื่อใช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนได้อัตราการผลิตลิปิด 0.15g/L/h และปริมาณ

ลิปิด 54%โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง  

Zhang et al. (2011) รายงานการผลิตลิปิดจากยีสต์ Cryptococcus curvatus O3 จาก

กลูโคส โดยศึกษาผลของปริมาณกลูโคสและไนโตรเจน เมื่อเพาะเล้ียงแบบกะในระดับฟลาสก์

เขย่าที่ 30C ได้ปริมาณเซลล์ 51.8kg/m3 และปริมาณลิปิด 651g/kg ส่วนการเพาะเล้ียงแบบกะ

ป้อนในถังหมัก Stirred-tank fermentor ระยะเวลาเพาะเล้ียง 185 ช่ัวโมง ได้ปริมาณเซลล์ 

104.1kg/m3 ปริมาณลิปิด 827g/kg และอัตราการผลิตลิปิด 0.47kg/m3/h เมื่อวิเคราะห์ชนิด

ของกรดไขมันด้วยเครื่อง GC พบว่าเป็นกรดไขมันชนิดสายยาว (long-chain fatty acids) 

ประกอบด้วยกรดปาล์มิติก (palmitic acid) กรดสเตียริก (stearic acid) กรดโอเลอิค (oleic acid) 

และลิโนเลอิก (linoleic acid) 
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การเพาะเล้ียงยีสต์ Cryptococcus sp. ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคสและน้ําตาลที่ได้จาก

การย่อยซังข้าวโพด (corncob hydrolysate) ด้วยการเพาะเล้ียงแบบกะพบว่าเมื่อใช้กลูโคส 4% 

(w/w) เซลล์เจริญสูงสุด โดยมีปริมาณเซลล์ 9.4g/L ปริมาณลิปิด 6.0g/L หรือ 63.5% (w/w) 

อย่างไรก็ตามการเพาะเล้ียงแบบกะพบผลการยับยั้งการเจริญและการผลิตลิปิด (inhibitory 

effect) เมื่อกลูโคสเข้มข้น 6% และเมื่อเพาะเล้ียงแบบกะป้อนสามารถลดผลของ inhibitory 

effect ลงได้ โดยเพาะเล้ียงในอาหาร corncob hydrolysate ที่มีน้ําตาลรีดิวส์เริ่มต้น 4% และเติม

กลูโคส 2% ในวันที่ 4 ของการเพาะเล้ียงได้ปริมาณเซลล์ 10.8 g/L และปริมาณลิปิด 61.3% 

(w/w) ผลผลิตรวมของลิปิด (overall lipid production) เพ่ิมข้ึนเป็น 1.08g/L/d ด้วยการเพาะเล้ียง

แบบกะป้อนใน corncob hydrolysate ที่มีกลูโคสเริ่มต้น 4% และเติม corncob hydrolysate ที่มี

กลูโคส 2% (Huang Chang et al., 2013)    

Wang et al., (2012) ศึกษาการผลิตลิปิดโดยยีสต์ Rhodosporidium toruloides 21167 

พบว่าอิออนบวกของโลหะ เช่น Mn2+, Ca2+, Zn2+ and Fe3+ มีผลต่อการสะสมลิปิดในเซลล์

ยีสต์ หลังจากการเพาะเล้ียงยีสต์ในอาหารที่มีน้ําตาลจากการย่อยแป้งมันสําปะหลัง (cassava 

starch hydrolysate) 8% เป็นเวลา 144 ช่ัวโมง ในระดับฟลาสก์ได้ปริมาณเซลล์ 18.5g/m3 

ปริมาณลิปิด 63.2% (w/w) น้ําตาลรีดิวส์ที่เหลือและน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือเท่ากับ 15g/m3, 

3.2g/m3 ตามลําดับ ส่วนการเพาะเล้ียงในสภาวะเดียวกันในถังหมักขนาด 2 ลิตร เป็นเวลา 192 

ช่ัวโมง ได้ปริมาณเซลล์ 22.0g/m3 ปริมาณลิปิด 63.4% (w/w) น้ําตาลรีดิวส์ท่ีเหลือและน้ําตาล

ทั้งหมดที่เหลือเท่ากับ 5.4g/m3, 0.3g/m3 ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงว่าน้ําตาลถกูใช้ไปเพือ่

การเจริญและการผลิตลิปิดเป็นหลัก โดยมากกว่า 96.8% ของกรดไขมันที่พบในยีสต์ R. 

toruloides 21167 คือ C16:0, C18:0, C18:1 และ C18:2 โดยเฉพาะ C18:1 (53.34%) 
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วิธีการศึกษาวิจัย 

 

3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี   

 3.1.1) วัสดุอุปกรณ์  

  ฟลาสก์ขนาด  250, 500, 1,000 มิลลิลิตร  

  หลอดทดลองขนาด 16x150 และ 20x150 มิลลิลิตร  

  ลูปเข่ียเชื้อและตะเกียงบุนเสน  

  ปิเปตขนาด  1, 5, 10 มิลลิลิตร  

  ไมโครปิเปตขนาด 100-1000 μL 

  เครื่องสเปคโตรโฟโตรมิเตอร์ (Spectrophotometer)   

  เครื่องบ่มแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker)  

  ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ (Incubator)  

  เครื่องเขย่าผสมสารละลาย (Vortex mixer)  

  เครื่องช่ัง (Balance) 

  ตู้อบแห้ง (Hot air oven)  

  เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifugation)  

  กล้องจุลทรรศน์พร้อมอุปกรณ์ถ่ายรูป  

  เครื่องนึ่งความดันไอ (Autoclave)  

3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ก) 

  1) อาหารสูตรสมบูรณ์ (Enrichment medium) 

2) อาหารสูตรไนโตรเจนต่ํา (Low-nitrogen medium)  

  3) อาหารสําหรับผลิตลิปิด (Lipid accumulation medium) 
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3.1.3 สารเคมี  

  สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ปริมาณน้ําตาลรีดิวส์โดยวิธี DNS (ภาคผนวก ก)  

  สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ปริมาณลิปิดโดยวิธี Know and Rhee (ภาคผนวก ก)  

  สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (ภาคผนวก ก)  

3.2 การคัดแยกเช้ือยีสต์จากตัวอย่างดิน  

3.2.1 การเก็บตัวอย่างดิน โดยเก็บตัวอย่างดินในเขตพ้ืนที่จังหวัดขอนแก่น อุดรธานี 

กาฬสินธุ์และนครราชสีมา มาแยกให้ได้เช้ือยีสต์บริสุทธิ์ ณ ห้องปฏิบัติการภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  

3.2.2 การคัดแยกสายพันธุ์ยีสต์เพ่ือให้ได้ยีสต์หลากหลายสายพันธุ์โดยนําตัวอย่างดิน ใน

ข้อ 3.2.1 จํานวน 1.0g ถ่ายใส่ลงในหลอดทดลองที่มีอาหารสูตรสมบูรณ์ (enrichment medium) 

ปริมาตร 10mL ในหลอดทดลองขนาด 20mL บ่มในตู้บ่มที่ 30°C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง และนํา

อาหารเล้ียงเช้ือที่มีการเจริญของจุลินทรีย์มาแยกยีสต์ให้ได้โคโลนีเด่ียว (single colony) หรือเช้ือ

บริสุทธิ์ (pure culture) ด้วยเทคนิค spread plate culture และการขีดลากแบบไขว้ (cross-treak 

technique) บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง YEPG ที่มีกลูโคสสูง (7%, w/v) บ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็น

เวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําเช้ือบริสุทธิ์มาคัดเลือกเบื้องต้น (primary screening) เพ่ือหาสายพันธุ์

ที่มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงด้วยการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่จํากัดปริมาณไนโตรเจน

หรือสูตรไนโตรเจนต่ํา (low-nitrogen medium) จากนั้นคัดเลือกยีสต์ไอโซเลทที่สะสมลิปิดใน

เซลล์มาเก็บรักษาในอาหารเล้ียงเช้ือผิวหน้าเอียง (YPG slant) ที่อุณหภูมิ 4°C เพ่ือศึกษาในข้ัน

ต่อไป   

3.3 การคัดเลือกยีสต์ที่มีศักยภาพสูงในการผลิตลิปิด 

เพาะเล้ียงยีสต์แต่ละไอโซเลทที่คัดเลือกเบื้องต้นได้ในข้อ 3.2 ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด

เหลวที่มีการจํากัดปริมาณไนโตรเจน (low-nitrogen medium) โดยมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

(Li et al, 2006) ในระดับฟลาสก์เขย่า ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 

มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 28-30°C เป็นเวลา 3-5 วัน เก็บเซลล์โดยการปั่นเหว่ียง เซลล์และน้ํา

หมักที่ได้นําไปตรวจวิเคราะห์ผลการทดลองดังน้ี วัดการเจริญของยีสต์โดยวัดน้ําหนักเซลล์แห้ง, 

วัดปริมาณลิปิดตามวิธีการของ Know and Rhee (1986),  วัดปริมาณของน้ําตาลรีดิวส์โดยวิธี 
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DNS method (Miller, 1959) จากนั้นคํานวณหาค่า cell yield (Yx/s) อัตราการผลิตเซลล์ 

(volumetric cell mass production rate, QX, g cells/L/d) อัตราการการผลิตลิปิด (lipid production 

rate, g/L/d) และคัดเลือกยีสต์ไอโซเลทที่มีอัตราการผลิตลิปิดสูงเพ่ือศึกษาในข้ันต่อไป   

3.4 การศึกษาสภาวะแวดล้อมที่มีผลต่อการผลิตและสะสมลิปิด  

 การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์พ้ืนถิ่นลิปิดสูงไอโซเลทที่มีอัตราผลิตและสะสมลิปิดสูงที่

คัดเลือกแล้วจากข้อ 3.3 มาศึกษาหาสภาวะแวดล้อมที่มีผลต่อการผลิตและสะสมลิปิดด้วยการ

หมักแบบกะ (batch cultivation) ในระดับฟลาสก์เขย่า ในอาหารเล้ียงเช้ือ Lipid accumulation 

medium ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL บ่มที่อุณหภูมิ 30°C ดังนี้  

3.4.1 ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตลิปิด โดยเพาะเล้ียงยีสต์ในสภาวะ

เช่นเดียวกับข้อ 3.3 จนกระทั่งเข้าสู่ปลาย logarithmic phase หรือต้น stationary phase ซ่ึงเป็น

ช่วงที่เซลล์มีการสะสมลิปิดในเซลล์สูง ระยะเวลาการหมัก 10 วัน เก็บเกี่ยวเซลล์เพื่อตรวจผล

การทดลอง เลือกระยะเวลาที่เหมาะสมเพื่อศึกษาในข้อ 3.4.2  

3.4.2 ศึกษาผลของ pH เริ่มต้นของอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเพาะเล้ียงยีสต์ในสภาวะที่

คัดเลือกแล้วจากข้อ 3.4.1 โดยแปรผันค่า pH เริ่มต้นของอาหารเล้ียงเช้ือระหว่าง 3-7 ตรวจ

วิเคราะห์ผลการทดลอง เลือก pH เริ่มต้นของอาหารเล้ียงเช้ือที่เหมาะสมเพื่อศึกษาในข้อ 3.4.3  

3.4.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิในการเพาะเล้ียง โดยเล้ียงยีสต์ในสภาวะที่คัดเลือกแล้ว

ในข้อ 3.4.2 โดยแปรผันอุณหภูมิในการบ่มระหว่าง 25-35°C ตรวจวิเคราะห์ผลการทดลอง 

เลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเพื่อศึกษาในข้อ 3.4.4  

3.4.4 ศึกษาผลของชนิดและแหล่งไนโตรเจน โดยเพาะเล้ียงยีสต์ในสภาวะที่คัดเลือกแล้ว

ในข้อ 3.4.3 โดยแปรผันปริมาณและชนิดของแหล่งไนโตรเจน ตรวจวิเคราะห์ผลการทดลอง 

เลือกชนิดและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมเพื่อศึกษาในข้อ 3.4.5  

3.4.5 ศึกษาผลของปริมาณกลูโคสหรือผลของอัตราส่วนของ C/N ratio โดยเพาะเล้ียง

ยีสต์ในสภาวะที่คัดเลือกแล้วในข้อ 3.4.4 โดยการคงที่ปริมาณไนโตรเจนที่ได้จากข้อ 3.4.4 แปร

ผันปริมาณกลูโคสที่ค่าต่างๆ ระหว่าง 20-100g/L เลือกปริมาณกลูโคสที่เหมาะสมที่ให้ปริมาณลิ

ปิดสูงเพ่ือศึกษาในข้อ 3.4.6   
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3.4.6 ศึกษาผลของการเติมแคตอิออนหรืออิออนบวก โดยเพาะเล้ียงยีสต์ในสภาวะท่ี

คัดเลือกแล้วในข้อ 3.4.5 แปรผันปริมาณของ Mg2+, Mn2+, Zn2+, Cu2+, Ca2+, Fe2+  ที่ค่าต่างๆ 

ตรวจผลการทดลอง เลือกปริมาณของแคทอิออนชนิดต่างๆ ที่เหมาะสมเพื่อศึกษาในข้ันต่อไป  

การตรวจผลการทดลอง  

1) การเจริญของยีสต์โดยวัดน้ําหนักเซลล์แห้ง 

2) วิเคราะห์ปริมาณลิปิดโดยวิธีของ Know and Rhee (1986)  

3) วัดปริมาณของน้ําตาลรีดิวส์โดยวิธี DNS (Miller, 1959)  

3.5 ศึกษาผลิตนํ้ามันจากยีสต์ด้วยการหมกัแบบกะและกะป้อนในถังหมัก  

ศึกษาการขยายขนาดการผลิตในถังหมักด้วยการหมักแบบกะ (Batch cultivation) และ

แบบกะป้อน (fed-batch cultivation) ดังนี้  

3.5.1 ศึกษาการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลทที่คัดเลือกได้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมที่คัดเลือก

แล้วจากผลการทดลองในข้อ  3.4.6 โดยการหมักแบบกะ (batch fermentation) ในถังหมักขนาด 

2 ลิตร ปริมาตรทํางาน 1.5 ลิตร เก็บตัวอย่างเพื่อตรวจผลการทดลอง  

3.5.2 ศึกษาการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลทที่คัดเลือกได้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมที่คัดเลือก

แล้วจากผลการทดลองในข้อ  3.4.6 โดยการหมักแบบกะป้อน (fed-batch fermentation) ในถัง

หมักขนาด 2 ลิตร ปริมาตรทํางาน 1.5 ลิตร ควบคุมระบบโดยการเติมกลูโคสเป็นช่วงๆ เก็บ

ตัวอย่างเพื่อตรวจผลการทดลอง 

การตรวจผลการทดลอง 

1) วัดอัตราการเจริญของยีสต์โดยการวัดน้ําหนักเซลล์แห้ง  

2) วิเคราะห์ปริมาณลิปิดตามวิธีการของ Know and Rhee (1986)  

3) วัดปริมาณของน้ําตาลรีดิวส์โดยวิธี DNS (Miller, 1959)  

3.6 การศึกษาชนิดและปริมาณของกรดไขมันที่สกัดจากยีสต์  

การศึกษาโดยนําเซลล์ยีสต์ที่ได้จากการเพาะเล้ียงมาปั่นเหว่ียงด้วยเครื่องปั่นเหว่ียงที่ 

5000 rpm เป็นเวลา 10 นาที นําเซลล์ไปอบแห้งด้วยเครื่องอบแห้งแบบแช่แข็ง (Freeze dryer) 

นําเซลล์แห้งที่ได้ โดยนําเซลล์สาหร่าย 1.0g มาสกัดน้ํามันโดยวิธี Soxhlet extraction (Baker, 
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1984) ด้วยปิโตรเลียมอีเทอร์ จากนั้นนําน้ํามันที่สกัดได้มาทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น

โดยไฮโดรไลซ์กรดไขมันและเติมหมู่เมทิลโดยเติมคลอโรฟอร์ม 3 มิลลิลิตรและไดเอธิลอีเทอร์ 3 

มิลลิลิตร ลงในน้ํามันและนําไประเหยที่อุณหภูมิ 40°C จากนั้นเติม 10% BF3 2 มิลลิลิตรและเม

ทานอล 1 มิลลิลิตร รีฟลักซ์ที่อุณหภูมิ 100°C 45 นาที ท้ิงให้เย็นเติมน้ํากล่ัน 2.5 มิลลิลิตร เฮ

กเซน 1 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 1 นาที ท้ิงให้แยกชั้นและนําสารละลายช้ันบนไปวิเคราะห์ชนิด

และปริมาณของกรดไขมันด้วยเครื่อง Gas Chromatography (Shimadzu, Japan) โดยกรดไขมัน

ในรูป Fatty acid methyl esters (FAMEs) 

3.7 การบ่งเอกลักษณ์ของยีสต์พ้ืนถิ่นลิปิดสูงที่คัดเลือกได้  

ศึกษาคุณสมบัติของยีสต์ไอโซเลททีม่ีการผลิตลิปิดสูงที่ได้จากข้อ 3.3 โดยศึกษาสัณฐาน

วิทยาของโคโลนี รปูร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์และบ่งเอกลักษณ์ของยีสต์ที่คัดเลือกได้ 

(Kurtzman and Fell, 1998) ในระดับ Genus และหรือระดับ species ด้วยวิธีการทางชีวโมเลกุล  

การศึกษาการบ่งเอกลักษณ์เช้ือยีสต์ที่คัดเลือกจากตัวอย่างดินโดยอาศัยอนุกรมวิธาน

ระดับโมเลกุลด้วยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ซ่ึงระบุสปี

ชีส์ของยีสต์โดยการศึกษาลําดับเบสบริเวณ rDNA ในส่วนของ D1/D2 domain ที่อยู่บริเวณปลาย 

5’ ของยีน 26S rRNA เมื่อสกัด DNA มาทํา PCR ด้วย primer NL-1 (5’- GCA TAT CAA TAA 

GCG GAG GAA AAG-3’) และ NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’) (Kurtzman and 

Robnett, 1998) โดยเตรียมปฏิกิริยา PCR reaction คือ ปริมาตรสุดท้าย 100 μl ของ reaction 

mixture ประกอบด้วย 100ng ของ genomic DNA, 2.5U ของ Taq polymerase, 20 mM ของ 

dNTP แต่ละชนิด, 40mM ของ primer, 10 mM Tris-HCl และ 1.5 mM MgCl2 สภาวะ pre-

denature ที่ 94°C, 5 นาที, PCR cycle 30 รอบและ denaturation ที่ 94°C, 1 นาที, annealing 

55°C, 1 นาที, extension 72°C, 2.5 นาที และ final extension ที่ 72°C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น

นํา amplified product มาทําให้บริสุทธิ์และหาลําดับเบสของยีสต์ BLAST search เปรียบเทียบ

ลําดับเบสใน EMBL/GenBank database 
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3.8 ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลด้วยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ันของน้ํามันยีสต์  

 เล้ียงยีสต์ด้วยการหมักที่ยีสต์มีการสะสมลิปิดสูงที่ได้จากข้อ 3.5 เก็บเกี่ยวเซลล์ยีสต์

ด้วยการปัน่เหวี่ยง ล้างเซลล์ด้วยน้ํากล่ันและทําแห้งแบบแช่แข็งด้วยเครื่อง freeze dryer จากนั้น

ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลแบบโดยตรง (direct transesterification) โดยศึกษาตามวิธีการของ 

Bradley and Robert (2011) ดังนี้ ช่ังตัวอย่างเซลล์แห้ง 1.0g ใส่ลงในฟลาสก์ขนาด 50mL เติมเม

ทานอล 2.0mL และตัวเร่งปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคช่ัน คือ  H2SO4 ร้อยละ 1.8 (v/v) ของ

จํานวนเมทานอลที่ใช้  ให้ความร้อนด้วยการนําไปต้มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ  (water bath) ที่ 

80°C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์ม (เอทานอลต่อคลอโรฟอร์ม เท่ากับ 

1:2) และน้ํากล่ัน 30mL นําไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 3000 รอบ/ วินาที เป็นเวลา 5 นาที นํา

ส่วนล่างที่เป็นช้ันของ fatty acid methyl esters (FAMEs) และไตรกลีเซอไรด์ที่ละลายอยู่ใน

คลอโรฟอร์มมาแยกตัวทําละลายหรือคลอโรฟอร์มออกด้วยวิธีการระเหย (evaporation) ให้เหลือ

แต่ส่วนของไบโอดีเซล (FAMEs) เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณค่าของกรด (acid value) และปริมาณร้อย

ละของไบโอดีเซลโดยน้ําหนักแห้งยีสต์ที่ใช้    
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ผลการศึกษาวิจัยและอภิปรายผล 

  

4.1 การคัดเลือกเชื้อยีสตพื์้นถิ่นไขมันสูง  

การคัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดิน โดยเก็บตัวอย่างดินจํานวน 101 ตัวอย่าง จากจังหวัด

ขอนแก่น (อําเภอเมือง อําเภอน้ําพอง อําเภอกระนวน อําเภอบ้านไผ่ และอําเภอบ้านแฮด) 

จังหวัดกาฬสินธุ์ (อําเภอยางตลาด อําเภอเมือง) จังหวัดอุดรธานี (อําเภอกุมภวาปี) จังหวัด

นครราชสีมา (อําเภอพิมาย อําเภอสีดา และอําเภอประทาย) มาคัดแยกยีสต์โดยช่ังตัวอย่างดิน 1 

กรัม มาเพาะเล้ียงเพ่ิมจํานวน (enrichment) ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรสมบูรณ์ (enrichment 

medium) ปริมาตรอาหาร 10mL ในหลอดทดลองขนาด 20mL บ่มในตู้บ่มที่ 30°C เป็นเวลา 48 

ช่ัวโมง จากนั้นนํามาคัดแยกเช้ือบนผิวหน้าอาหารแข็งในจานอาหารเล้ียงเช้ือด้วยเทคนิคการ

เกล่ียเช้ือ (spread plate) และขีดลาก (cross streak) บ่มในตู้บ่มที่ 30°C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จาก

การคัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดินเบื้องต้นได้ยีสต์จํานวน 155 ไอโซเลท จากตัวอย่างดินทั้งส้ิน 101 

ตัวอย่าง เก็บรักษายีสต์ท่ีคัดเลือกได้ในอาหารเล้ียงเช้ือผิวหน้าเอียง (YPG slant) ที่อุณหภูมิ 4°C 

(รปูที่ 4.1-4.3) 

การคัดเลือกยีสต์ไขมันสูง (oleaginous yeast) หรือยีสต์ที่มีศักยภาพสูงในการผลิตและ

สะสมลิปิด นํายีสต์แต่ละไอโซเลทที่คัดเลือกได้มาคัดเลือกเบื้องต้น (primary screening) เพ่ือหา

สายพันธุ์ที่มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์ได้สูง การทดลองโดยนํายีสต์แต่ละไอโซเลทที่คัดแยก

ได้มาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรไนโตรเจนต่ํา (glucose 80 g/L, yeast extract 3.0 g/L, 

peptone 3.0 g/L, pH 5.0) ปริมาตรอาหาร 20mL ในฟลาสก์ขนาด 50mL บ่มแบบเขย่าที่ 30°C 

ที่ความเร็วรอบ 130 rpm เป็นเวลา 6 วัน (รูปที่ 4.4) เก็บตัวอย่างเพื่อวัดการเจริญโดยวัดน้ําหนัก

แห้ง ปริมาณน้ําตาลรีดิวส์ด้วยวิธี DNS (Miller, 1959) และวัดปริมาณลิปิดในเซลล์ด้วยวิธีของ 

Kwon and Rhee (1986) จากการคัดเลือกเบื้องต้นได้ยีสต์ที่คาดว่าเป็นยีสต์ไขมันสูง (oleaginous 

yeast) หรือยีสต์ที่มีศักยภาพสูงในการสะสมลิปิด จํานวน 37 ไอโซเลท โดยมีการสะสมลิปิดใน

เซลล์ (cellular lipid content,%) มากกว่า 20% โดยน้ําหนักแห้ง (Dried cell weight, DCW) โดย

พบว่ายีสต์จํานวน 11 ไอโซเลทที่ให้ปริมาณลิปิดสูงกว่า 40%DCW ประกอบด้วย YU2/1, YU4/1, 

YU5/2, YU3.1, YU4.1, YU12.1, YU12.2, YU13.3, YU14.1, YK36.3 และ YK36.4 (รูปที่ 4.5 และ

ตารางที่ 4.1) การคัดเลือกเบื้องต้นจึงคัดเลือกยีสต์จํานวน 11 ไอโซเลทเพ่ือศึกษาในข้ันต่อไป 
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รูปที่ 4.1 การแยกยีสต์จากตัวอย่างดินด้วยการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจาํนวนยีสต์ในอาหารสูตร

สมบูรณ์ (Enrichment medium)  

 

 

รูปที่ 4.2 การแยกให้ได้เช้ือยีสต์บริสุทธิบ์นผิวหน้าอาหารแข็งในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
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รูปที่ 4.3 การแยกเชื้อด้วยเทคนิคการขีดไขว้ (cross streak) บนผิวหน้าอาหารแข็งบนจานอาหาร

เล้ียงเชื้อ  

 

    

รูปที่ 4.4 การคัดเลือกยีสต์ไขมันสูง (oleaginous yeast) เบื้องต้น (primary screening) ในอาหาร

เล้ียงเช้ือสูตรไนโตรเจนต่ํา (glucose 80 g/L, yeast extract 3.0 g/L, peptone 3.0 g/L, pH 5.0) 

ปริมาตรอาหาร 20mL ในฟลาสก์ขนาด 50mL บ่มแบบเขย่าที่ 30°C ที่ความเร็วรอบ 130 rpm 

เป็นเวลา 6 วัน 
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รูปที่ 4.5 เปรียบเทียบปริมาณลิปิด (lipid content, %DCW) ของยีสต์ที่คัดเลือกจากตัวอย่างดิน

เมื่อเพาะเล้ียงในอาหารสูตรไนโตรเจนต่ํา (low-nitrogen medium) บ่มแบบเขย่าที่ 30°C ที่

ความเร็วรอบ 130 rpm เป็นเวลา 6 วัน 

 

ตารางที่ 4.1 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (biomass) ปริมาณลิปิด (lipid, lipid content) และอัตรา

การผลิตลิปิด (lipid production rate) ของยีสต์ที่คัดเลือกได้ บ่มที่ 30°C, 130 rpm, 6 วัน 

Yeast 

isolates 

Biomass 

 (g/L) 

Lipid  

(g/L) 

Lipid content 

 (%DCW) 

Lipid production rate 

 (g/L/d)  

YK36.3 11.1 6.3 56.5 1.05 

YK36.4 9.0 5.2 57.3 0.87 

YK36.5 10.6 4.4 41.4 0.73 

YK37.3 11.0 4.9 44.3 0.82 

YK38.1 10.3 3.2 31.3 0.53 

YU2.1 8.4 1.9 22.1 0.32 

YU3.1 10.4 6.6 63.6 1.10 

YU4.1 10.0 5.2 51.9 0.87 

YU6.1 2.0 0.6 29.7 0.10 

YU6.3 8.6 4.1 48.2 0.68 

YU9.1 2.2 0.6 26.1 0.10 

YU12.1 11.3 5.7 50.7 0.95 

YU12.2 11.7 7.1 60.4 1.18 
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ตารางที่ 4.1 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (biomass) ปริมาณลิปิด (lipid, lipid content) และอัตรา

การผลิตลิปิด (lipid production rate) ของยีสต์ที่คัดเลือกได้ บ่มที่ 30°C, 130 rpm, 6 วัน (ต่อ) 

Yeast 

isolates 

Biomass 

 (g/L) 

Lipid  

(g/L) 

Lipid content 

 (%DCW) 

Lipid production rate 

 (g/L/d)  

YU12.4 11.2 5.0 45.1 0.83 

YU13.2 10.3 3.1 30.2 0.52 

YU13.3 10.2 5.6 54.9 0.93 

YU14.1 10.5 6.2 58.7 1.03 

YKS1 9.6 2.7 27.7 0.45 

YKS2 13.3 3.8 28.4 0.63 

YKS5 14.5 6.8 47.1 1.13 

YK1.1 7.7 1.8 23.5 0.30 

YK1.3 6.5 2.0 31.4 0.33 

YK2.4 10.8 4.7 43.7 0.78 

YK4.2 6.8 2.4 34.9 0.40 

YK6.1 10.6 2.2 20.8 0.37 

YK6.6 10.9 2.6 23.7 0.43 

YK9.4 10.6 3.8 36.2 0.63 

YK10.1 5.8 1.5 25.4 0.25 

YN21.2 7.4 2.9 39.3 0.48 

YK5.1 9.3 2.1 22.5 0.35 

YU1/1 13.1 2.8 21.1 0.47 

YU2/1 13.9 4.5 34.9 0.75 

YU4/1 12.8 3.8 30.0 0.63 

YU5/2 13.1 6.0 46.2 1.00 

YU11/1 12.1 3.3 27.1 0.55 

YU12/1 13.3 3.1 23.6 0.52 

YU13/1 14.7 3.8 25.8 0.63 

  หมายเหตุ : Y=yeast, K= Khon Kaen, KS= Kalasin, U=Udornthani, N= Nakorn Ratchasima  
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การคัดเลือกยีสต์ไขมันสูงเบื้องต้นโดยการเพาะเล้ียงยีสต์ที่คัดเลือกได้จํานวน 11 ไอ

โซเลท ดังน้ีคือ ไอโซเลท YU2/1, YU4/1, YU5/2, YU3.1, YU4.1, YU12.1, YU12.2, YU13.3, 

YU14.1, YK36.3 และ YK36.4 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรไนโตรเจนต่ํา ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟ

ลาสก์ขนาด 250mL บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 6 วัน ผล

การศึกษาพบว่ายีสต์ไอโซเลท YK36.4, YU12.1 และ YU5/2 ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดเมื่อ

เปรียบเทียบกับไอโซเลทอ่ืนๆ โดยยีสต์ไอโซเลท YK36.4 ให้ปริมาณลิปิด 4.02 g/L หรือ 37.58% 

โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง (DCW) ยีสต์ไอโซเลท YU12.1 ให้ปริมาณลิปิด 4.05 g/L หรือ 

35.53%DCW และยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ให้ปริมาณลิปิด 3.77g/L หรือ 41.84%DCW เมื่อศึกษา

รูปร่างของเซลล์และลักษณะของลิปิดในรูปหยดน้ํามัน (oil droplet) ของยีสต์ทั้ง 3 ไอโซเลท

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ phase-contrast โดยเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงในอาหารสูตรปกติ

และสูตรไนโตรเจนต่ํา พบว่าในอาหารสูตรไนโตรเจนต่ําเซลล์สะสมหยดน้ํามันภายในเซลล์ ดังรูป

ที่ 4.6 โดยจากการศึกษาในข้ันตอนนี้จึงคัดเลือกยีสต์ท้ัง 3 ไอโซเลทเพ่ือศึกษาในข้ันต่อไป  

 

 
YU5/2 (a)  

YU12/2 (a) 
K36

/1 (a) 

 
YU5/2 (b) 

 
YU12/2 (b) 

 
 K36/1 (b) 

รูปที่ 4.6 รูปร่างของเซลล์ยีสต์เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีไนโตรเจนต่ําและกลูโคสสูง (nitrogen-

limiting medium) (a) และในอาหารสูตร YM broth ปกติ (b) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Phase-

contrast กําลังขยาย 1000 เท่า 
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4.2 การศึกษาสภาวะที่มีผลตอ่การเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ไขมันสูง  

 4.2.1 ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงที่มีผลต่อการผลิตลิปิด 

การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ที่คัดเลือกได้จํานวน 3 ไอโซเลท คือ YK36.4, YU5/2 และ 

YU12.1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Lipid accumulation medium (Glucose 80 g/L, (NH4)2SO4 0.1g/L, 

yeast extract 0.75 g/L, MgSO4.7H2O 1.5 g/L, KH2PO4 0.4 g/L, ZnSO4 4.4 mg/L, CaCl2 25 

mg/L, MnCl2 0.05 mg/L, CuSO4 0.3mg/L, pH5.0) ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 

250mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm ที่ 30°C เป็นเวลา 10 วัน  

จากการศึกษาพบว่ายีสต์ทั้ง 3 ไอโซเลทมีการเจริญเข้าสู่ช่วง log phase ในวันที่ 2 และ

เข้าสู่ช่วงท้ายการเจริญ (late log phase) หรือช่วงต้นของระยะ stationary phase ในวันที่ 8 การ

ผลิตและสะสมลิปิดของเซลล์เกิดข้ึนพร้อมกับการเจริญ (รูปที่ 4.7-4.9) เมื่อเปรียบเทียบการ

เจริญพบว่าไอโซเลท YU12.1, YK36.4 ให้ปริมาณเซลล์สูงสุด 9.86g/L, 9.80g/L ตามลําดับ และ

มีอัตราการผลิตเซลล์ (volumetric cell mass production rate, QX) เท่ากันที่ 1.23g/L/d ในขณะที่

ไอโซเลท YU5/2 ให้ปริมาณเซลล์ 9.40g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.18g/L/d เมื่อเปรียบเทียบ

ปริมาณลิปิดที่ผลิตโดยยีสต์ทั้ง 3 ไอโซเลท พบว่าไอโซเลท YU5/2 ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดคือ 

4.16g/L หรือ 44.24%DCW อัตราการผลิตลิปิด (lipid production rate) 0.52g/L/d (ตารางที่ 4.2) 

ในขณะที่ไอโซเลท YK36.4 ให้ปริมาณลิปิด 4.04g/L หรือ 41.20%DCW อัตราการผลิตลิปิด 

0.51g/L/d  และไอโซเลท YU12.1 ให้ปริมาณลิปิด 3.63g/L หรือ 36.79%DCW อัตราการผลิตลิ

ปิด 0.45g/L/d  

ผลการศึกษาสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Li et al. (2007) ที่เพาะเล้ียงยีสต์ 

Cryptococcus albidus ภายใต้สภาวะที่มีการจํากัดปริมาณไนโตรเจน พบว่าช่วงท้ายของการ

เจริญยีสต์จะมีปริมาณลิปิดสูงที่สุดและให้น้ําหนักเซลล์มากที่สุด จากผลการศึกษาในข้ันตอนนี้

จะเห็นว่าไอโซเลท YU5/2 ให้อัตราการผลิตสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลท YK36.4 และ 

YU12.1 ดังนั้นจึงคัดเลือกไอโซเลท YU5/2 เพื่อศึกษาในข้ันต่อไป  
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รูปที่ 4.7 การเจริญในรูปน้ําหนักแห้ง (biomass, g/L) ปริมาณลิปิด (lipid, g/L) ปริมาณลิปิดโดย

น้ําหนักแห้ง (Lipid content, %) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar, g/L) ในการเพาะเล้ียง

ยีสต์ไอโซเลท YK36.4 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm ที่ 30°C, 

10 วัน 
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รูปที่ 4.8 การเจริญในรูปน้ําหนักแห้ง (biomass, g/L) ปริมาณลิปิด (lipid, g/L) ปริมาณลิปิดโดย

น้ําหนักแห้ง (Lipid content, %) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar, g/L) ในการเพาะเล้ียง

ยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm ที่ 30°C, 

10 วัน 
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รูปที่ 4.9 การเจริญในรูปน้ําหนักแห้ง (biomass, g/L) ปริมาณลิปิด (lipid, g/L) ปริมาณลิปิดโดย

น้ําหนักแห้ง (Lipid content, %) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar, g/L) ในการเพาะเล้ียง

ยีสต์ไอโซเลท YU12.1 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm ที่ 30°C, 

10 วัน 

 

ตารางท่ี 4.2 แสดงการเจริญ (Biomass) การผลิตลิปิด อัตราการผลิตลิปิด (lipid production 

rate) อัตราการผลิตมวลเซลล์ (volumetric cell mass production rate) ของยีสต์ไขมันสูงที่

คัดเลือกได้เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร Lipid accumulation medium ที่ 30°C, 8 วัน  

Yeast 

isolates    

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid 

content 

(%DCW)  

Volumetric cell 

mass production 

rate (QX) (g/L/d) 

Lipid production 

rate (g/L/d)  

YK36.4 9.80 4.04 41.20 1.23 0.51 

YU5/2 9.40 4.16 44.24 1.18 0.52 

YU12.1 9.86 3.63 36.79 1.23 0.45 

 

4.2.2 ระดับความเป็นกรด-ด่าง (pH) เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 การศึกษาโดยการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีส่วนประกอบ

เช่นเดียวกับข้อ 4.2.1 และแปรผันค่า pH เริ่มต้นของอาหารเล้ียงเช้ือที่ pH 3, 4, 5, 6 และ 7 

ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็น

เวลา 8 วัน ผลการทดลองดังรูปที่ 4.10 และตารางที่ 4.3  
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รูปที่ 4.10 เปรียบเทียบผลของ pH เริ่มต้นของอาหารเล้ียงเช้ือต่อการเจริญและการสะสมลิปิด

ของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C 

เป็นเวลา 8 วัน 

 

ตารางท่ี 4.3 ผลของค่า pH เริ่มต้นของอาหารเล้ียงเช้ือต่อการเจริญ (biomass) ปริมาณลิปิด 

(lipid, lipid content) อัตราการผลิตเซลล์และอัตราการผลิตลิปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ใน

อาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน 

pH  

 

Biomass  

(g/L) 

Lipid  

 (g/L) 

Lipid content  

(%DCW) 

Qx 

(g/L/d)  

 Lipid production  

rate (g/L/d)  

3 9.60 3.22 33.52 1.20 0.40 

4 9.80 3.27 33.47 1.23 0.41 

5 9.60 4.36 45.56 1.20 0.55 

6 10.19 4.55 44.68 1.27 0.57 

7 10.18 3.75 36.80 1.27 0.47 

 

จากรูปที่ 4.10 และตารางที่ 4.3 พบว่ายีสต์ให้ปริมาณเซลล์ไม่แตกต่างกันมากนักเมื่อ

เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีค่า pH เริ่มต้นที่ 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 โดยให้ปริมาณ

เซลล์ 9.60, 9.80, 9.60, 10.19, 10.18g/L ตามลําดับ และอัตราการผลิตเซลล์ 1.20, 1.23, 

1.20, 1.27, 1.27g/L/d ตามลําดับ แต่ให้ปริมาณลิปิดลิปิดต่างกันโดยปริมาณลิปิดสูงสุด 4.55g/L 

หรือ 44.68%DCW และอัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 0.57g/L/d  เมื่อเพาะเล้ียงในอาหารที่มี pH 

6.0 ซ่ึงไม่แตกต่างกันมากนักกับการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี pH 5.0 ซ่ึงมีปริมาณลิปิด 

4.36g/L  หรือ 45.56%DCW และอัตราการผลิตลิปิด 0.55g/L/d ในขณะที่การเพาะเล้ียงใน
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อาหารที่มี pH 3.0, 4.0, 7.0 ให้ปริมาณลิปิด 3.22g/L (33.52%DCW), 3.27g/L (33.47%DCW), 

3.75g/L (36.8%DCW) ตามลําดับและอัตราการผลิตลิปิดที่ 0.40, 0.41, 0.47g/L/d ตามลําดับ  

ดังนั้นจึงเลือกเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเชื้อที่มี pH เริ่มต้น 5.0, 6.0  

4.2.3 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงยีสต์  

การศึกษาโดยการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีส่วนประกอบ

เช่นเดียวกับข้อ 4.2.1 ที่ pH 5.0 ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL บ่มแบบเขย่าที่ 

130 rpm เป็นเวลา 8 วัน แปรผันอุณหภูมิในการบ่มที่  25, 30 และ 35°C ผลการศึกษาดังรูปที่ 

4.11 และตารางที่ 4.4  พบว่าเมื่อเพาะเล้ียงที่ 30°C ยีสต์ไอโซเลท YU5/2 สะสมลิปิดสูงสุดที่ 

3.70 g/L (42.84%DCW) หรืออัตราการผลิตลิปิด 0.46g/L/d และการเพาะเล้ียงที่ 25°C, 35°C 

ให้ปริมาณลิปิด 3.06, 2.78g/L และอัตราการผลิตลิปิด 0.38, 0.35g/L/d ส่วนการเพาะเล้ียงที่ 

25°C ให้ปริมาณเซลล์สูงสุด 9.0g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.13g/Ld ส่วนท่ี  30°C, 35°C ให้

ปริมาณเซลล์ 8.65, 7.65g/L และอัตราการผลิตเซลล์ 1.08, 0.96g/L/d ตามลําดับ ดังนั้นเมื่อ

เปรียบเทียบปริมาณลิปิดจึงคัดเลือกเพาะเล้ียงเช้ือที่ 30°C โดยการเพาะเล้ียงอุณหภูมิสูงกว่า 

30°C เช่นที่ 35°C มีข้อได้เปรียบในแง่ของการควบคุมอุณหภูมิโดยอาจสามารถเพาะเล้ียงยีสต์ใน

สภาวะอุณหภูมิห้องได้ซ่ึงเป็นการลดต้นทุนในการควบคุมอุณหภูมิการเพาะเล้ียงลงโดยหาก

ขยายขนาดการผลิตสามารถลดต้นทุนระบบหล่อเย็นลงได้  
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รูปที่ 4.11 ผลของอุณหภูมิในการเพาะเล้ียงต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ไอโซเลท 

YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน 
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ตารางที่ 4.4 ผลของอุณหภูมิในการเพาะเล้ียงต่อการเจริญเซลล์แห้ง การผลิตลิปิด อัตราการ

ผลิตลิปิด อัตราการผลิตมวลเซลล์ของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation 

medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เวลา 8 วัน 

อุณหภูมิ  

(๐C) 

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid 

content 

(%DCW) 

QX 

(g/L/d)  

Lipid 

production 

rate (g/L/d)  

25 9.00 2.68 3.06 33.98 1.13 0.38 

30 8.65 5.19 3.70 42.84 1.08 0.46 

35 7.65 4.80 2.78 36.41 0.96 0.35 

 

4.2.4 ผลของปริมาณความเข้มข้นของอนินทรีย์ไนโตรเจน  

  การศึกษาปริมาณความเข้มข้นของแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจน โดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอ

โซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีส่วนประกอบเช่นเดียวกับข้อ 4.2.1 และแปรผันปริมาณ 

(NH4)2SO4 ที่ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 g/L ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL 

บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm ที่ 30๐C เป็นเวลา 8 วัน พบว่ายีสต์ไอโซเลท YU5/2 เจริญในอาหาร

เล้ียงเช้ือที่มี (NH4)2SO4 ที่ 0.1 g/L มีอัตราการเจริญต่ําสุดโดยให้ปริมาณเซลล์ 7.906 g/L แต่มี

การผลิตลิปิดสูงสุด 3.46 g/L หรือ 43.77%DCW อัตราการผลิตเซลล์ (QX) และอัตราการผลิตลิ

ปิดเท่ากับ 0.99g/L/d และ 0.43g/L/d ตามลําดับผลการศึกษาดังรูปที่ 4.12 และตารางที่ 4.5 
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รูปที่ 4.12 ผลของปริมาณความเข้มข้นของ (NH4)2SO4 ต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์

ไอโซเลท YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เป็น

เวลา 8 วัน 
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ตารางที่ 4.5 ผลของปริมาณความเข้มข้นของ (NH4)2SO4 ต่อการเจริญ ปริมาณลิปิด อัตราการ

ผลิตเซลล์และอัตราการผลิตลิปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation 

medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน 

ความเข้มข้นของ 

(NH4)2SO4  (g/L)  

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

Qx 

(g/L/d)  

Lipid production 

rate (g/L/d)  

0.1 7.91 2.73 3.46 43.77 0.99 0.43 

0.2 8.91 4.84 3.00 33.59 1.11 0.38 

0.3 9.28 5.07 2.18 23.47 1.16 0.27 

0.4 9.03 4.66 2.35 25.79 1.13 0.29 

0.5 9.47 4.83 2.51 26.55 1.18 0.31 

 

การสังเคราะห์ลิปิดของจุลินทรีย์จะเกิดได้ดีเมื่อมีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในอาหาร

เล้ียงเชื้อหรือในสภาวะที่มีคาร์บอนมากเกินพอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน ซ่ึงจะไปส่งเสริมการ

สร้าง acetyl-CoA เมื่อปริมาณไนโตรเจนจํากัดเซลล์จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ AMP deaminase 

เพ่ิมข้ึนเป็น 5 เท่าของการเล้ียงเซลล์ในสภาวะท่ีไม่มีการจํากัดไนโตรเจน การเพ่ิมกิจกรรมของ 

AMP deaminase จะลดการสะสมของ AMP ภายในเซลล์และในไมโตรคอนเดรีย การลดลงของ 

AMP ในไมโตรคอนเดรียจะไประงับหรือหยุดกิจกรรมของเอนไซม์  isocitatre dehydrogenase 

เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม์ชนิดน้ีข้ึนกับปริมาณของ AMP ผลที่ได้คือ isocitatre จะไม่ถูก

เปล่ียนแต่จะสะสมภายในไมโตรคอนเดรียในรูปของ citrate จากนั้น citrate จะถูกส่งไปสู่ไซโตรพ

ลาสซึมและถูกเปล่ียนเป็น acetyl-CoA และ oxaloacetate ด้วยเอนไซม์ ATP:citrate lyase (ACL) 

และ acetyl-CoA จะถูกนําไปสังเคราะห์กรดไขมัน (Ratledge, 2004) 

4.2.5 ผลของชนิดของแหล่งไนโตรเจน  

 การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L และ

แปรผันชนิดของแหล่งไนโตรเจนคือ (NH4)2SO4, ยูเรีย และ NaNO3 ที่ความเข้มข้น 0.1 g/L 

ปริมาตรอาหาร 50 mL ในฟลาสก์ขนาด 250 mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 

วัน พบว่าเมื่อยีสต์เจริญในอาหารที่มี (NH4)2SO4 และยูเรีย เซลล์ให้ปริมาณลิปิดไม่แตกต่างกัน

มากนัก โดยให้ปริมาณลิปิด 3.34, 3.35 g/L ตามลําดับ และอัตราการผลิตเท่ากันที่ 0.42g/L/d 

ส่วนเมื่อเพาะเล้ียงในอาหารที่มี NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน เซลล์ให้ลิปิด 3.20 g/L และอัตรา

การผลิตลิปิดที่ 0.40g/L/d ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.13 และตารางที่ 4.6 

การศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ YU5/2 ใน

อาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L พบว่าในอาหารที่มี (NH4)2SO4 และยูเรีย ได้ปริมาณเซลล์และลิ
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ปิดไม่แตกต่างกันมากนัก โดยได้ปริมาณเซลล์ 6.58, 6.95g/L และอัตราการผลิตเซลล์ 0.82, 

0.87g/L/d ตามลําดับ และเซลล์ให้ปริมาณลิปิด 3.34g/L (41.72%DCW), 3.35g/L (41.26%DCW) 

เมื่อใช้(NH4)2SO4 และยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนตามลําดับ ส่วนอัตราการผลิตลิปิดเท่ากันที่ 

0.42g/L/d เมื่อเพาะเล้ียงในอาหารที่มี NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน ได้ปริมาณเซลล์ 7.13g/L 

อัตราการผลิตเซลล์ 0.89g/L/d ปริมาณลิปิด 3.20g/L (38.16%DCW) อัตราการผลิตปริมาณ 

0.40g/L/d ผลการศึกษาพบว่าอินทรีย์ไนโตรเจน (ยูเรีย) ส่งเสริมการเจริญได้ดีกว่าอนินทรีย์

ไนโตรเจน ((NH4)2SO4, NaNO3) ดังนั้นจากผลการศึกษาวิจัยน้ีจึงเลือก (NH4)2SO4 เป็นแหล่ง

ไนโตรเจนสําหรับการศึกษาในข้ันต่อไป  

 

 
รูปท่ี 4.13 ผลของชนิดแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญ ปริมาณลิปิดและโปรตีนของยีสต์ไอโซเลท 

YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน 

 

ตารางท่ี 4.6 ผลของชนิดของแหล่งไนโตรเจน (0.1g/L) ต่อการเจริญ ปริมาณลิปิด อัตราการ

ผลิตเซลล์และอัตราการผลิตลิปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหาร Lipid accumulation 

medium บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน 

ไนโตรเจน  

 

Biomass  

(g/L)  

Protein  

(g/L)   

Lipid  

(g/L) 

Lipid content  

(%DCW)  

Qx 

(g/L/d) 

Lipid production 

rate (g/L/d)  

(NH4)2SO4  6.58 4.89 3.34 41.72 0.82 0.42 

Urea 6.95 4.38 3.35 41.26 0.87 0.42 

NaNO3 7.13 4.96 3.20 38.16 0.89 0.40 
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4.2.6 ผลของปริมาณกลูโคส 

 การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการคงที่ปริมาณของอนินทรีย์

ไนโตรเจน (NH4)2SO4 ที่ 0.1 g/L และแปรผันปริมาณกลูโคสที่ 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 

100 g/L ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ 250mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C, 8 วัน จาก

การศึกษาพบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคสเริ่มต้น 80 g/L เซลล์ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 4.16 

g/L หรือ 45.73%DCW อัตราการผลิตลิปิด 0.52g/L/d ส่วนกลูโคสที่ 20g/Lให้ปริมาณลิปิดต่ําสุด

ที่ 2.36g/L และอัตราการผลิตลิปิด 0.30g/L/d ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.14-4.22 และตารางที่ 4.7 

เมื่อศึกษาผลของความเข้มข้นของกลูโคสโดยคงที่ปริมาณของ (NH4)2SO4 0.1g/L บ่ม

แบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L เซลล์ให้

ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 4.16g/L (45.73%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.52g/L/d เมื่อกลูโคส 60g/L 

ให้ปริมาณเซลล์สูงสุด 9.05g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.13g/L/d ปริมาณลิปิด 

3.02g/L(33.36%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.38g/L/d เมื่อกลูโคสเริ่มต้น 20, 30, 40, 50, 70, 

80, 90, 100g/L ให้ปริมาณเซลล์ 7.31, 7.69, 8.79, 8.69, 8.28, 8.81, 8.44, 8.71g/L อัตรา

การผลิตเซลล์ 0.91, 0.96, 1.10, 1.09, 1.04, 1.10, 1.06, 1.09g/L/d ตามลําดับ ส่วนปริมาณลิ

ปิด 2.36g/L(32.16%DCW), 2.40g/L (31.19%DCW), 2.80g/L (32.01%DCW), 2.97g/L 

(43.24%DCW), 3.02g/L (33.36%DCW), 3.08g/L (37.24%DCW), 3.53g/L(41.95%DCW), 

3.58g/L(41.12%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.30, 0.30, 0.35, 0.37, 0.38, 0.39, 0.44, 

0.45g/L/d เมื่อกลูโคสเริ่มต้น 20, 30, 40, 50, 60, 70, 90, 100g/L ตามลําดับ โดยที่มีกลูโคส

ต่ําจะมีค่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ต่ํา และปริมาณกลูโคสสูงค่า C/N ratio สูง 

ซ่ึงจากผลการศึกษาวิจัยที่ได้สอดคล้องกับผลวิจัยของ Turcotte and Kosaric (1989) ที่รายงาน

ว่ายีสต์ Rhodosporidium toruloides ATCC 10788 เมื่อเล้ียงในอาหารที่มีค่า C/N ratio เท่ากับ 77 

ให้ผลผลิตลิปิดสูงสุด ยีสต์ R. toruloides มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงถึง 76% ของน้ําหนัก

เซลล์แห้งเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีกลูโคส 70 กรัมต่อลิตร (Li et al, 2006) โดยเมื่ออัตราส่วนของ

ปริมาณ C/N ratio ต่ํา หรือในอาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณไนโตรเจนสูงนั้นเช้ือจะมีการเจริญหรือ

เพ่ิมจํานวนเซลล์มากกว่าการสร้างลิปิด แต่ในช่วงของการผลิตลิปิดเซลล์ต้องการคาร์บอนสูง

เพื่อนําไปเปล่ียนเป็นลิปิดจึงต้องการอัตราส่วนของปริมาณคาร์บอนต่อไนโตรเจนสูง การกดกระ

บวนการสังเคราะห์โปรตีนหรือการเจริญของจุลินทรีย์ โดยการเล้ียงเซลล์ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

การจํากัดปริมาณไนโตรเจนหรือท่ีค่าอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนสูงนั้นเซลล์จะลดการ
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ใช้ NADPH ในการสร้างโปรตีนหรือการเจริญและเมื่อมีการสะสม NADPH มากข้ึนจะทําให้เซลล์

เข้าสู่วิถีการสังเคราะห์ลิปิดสูงข้ึน (Turcotte and Kosaric, 1989; Hassan et al, 1996; Yamane 

et al., 1997) Papanikolaou et al. (2004) ซ่ึงสรุปว่าค่า C/N ratio ต่ําหรือในอาหารเล้ียงเช้ือมี

ปริมาณไนโตรเจนสูงและปริมาณกลูโคสต่ํานั้นเหมาะต่อการเจริญหรือเพ่ิมจํานวนเซลล์ แต่

ในช่วงของการผลิตลิปิดนั้นเซลล์ต้องการคาร์บอนสูงเพ่ือนําไปเปล่ียนเป็นลิปิดจึงต้องการกลูโคส

สูง ยีสต์ Lipomyces starkeyi เจริญในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีค่า C/N ratio ที่ 150 เซลล์สะสมลิปิดสูง

ที่ 68%DCW ในขณะ C/N ratio ที่ 60 เซลล์สะสมลิปิดเพียง 40%DCW (Angerbauer et al., 

2008) และได้ศึกษาศักยภาพในการสะสมลิปิดของยีสต์ Lipomyces starkeyi  เมื่อเจริญในน้ําเสีย 

(sewage sludge) พบว่าการสะสมลิปิดจะข้ึนอยู่กับค่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N-

ratio) โดย C/N-ratio 150 และ pH 5.0 จะมีปริมาณลิปิดสูงสุด 68% โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง ส่วน

ผลการศึกษาในยีสต์ไอโซเลท YU5/2 พบว่าปริมาณลิปิดเพ่ิมข้ึนตามปริมาณการเพ่ิมของกลูโคส

และเมื่อเจริญในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีกลูโคสสูงสุดที่ 90, 100 g/L พบว่ามีอัตราการเจริญและผลิต

ลิปิดลดลงอาจเนื่องมาจากปริมาณไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือต่ําไม่เพียงพอต่อการส่งเสริม

การเจริญอีกทั้งยังอาจมีผลของการยับยั้งการเจริญเมื่อเซลล์เจริญในอาหารที่มีปริมาณกลูโคสที่

สูงเกินไป เช่น การเจริญและผลิตลิปิดของยีสต์ Rhodosporidium toruloides Y4 ลดลงเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีปริมาณกลูโคสสูงกว่า 120 g/L (Li et al., 2007) 
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รูปท่ี 4.14  แสดงปริมาณมวลเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 20g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.15 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 30g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.16 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 40g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.17 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 50g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.18 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 60g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.19 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 70g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.20 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 80g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.21 แสดงปริมาณมวลเซลล์ (biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) 

น้ําตาลรีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 90g/L 

เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.22  ปริมาณมวลเซลล์ (Biomass) ลิปิด (lipid, lipid content) โปรตีน (protein) น้ําตาล

รีดิวส์ (residue sugar) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 100g/L เป็น

แหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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ตารางท่ี 4.7 ผลของปริมาณความเข้มข้นของกลูโคสต่อการเจริญ (Biomass) ปริมาณลิปิด 

(lipid, lipid content) อัตราการผลิตเซลล์ (QX) และอัตราการผลิตลิปิด (Lipid production rate) 

ของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C, 8 วัน 

กลูโคส   

(g/L)   

Biomass  

(g/L)  

Protein  

(g/L)   

Lipid  

(g/L) 

Lipid 

content  

(% DCW)  

QX 

(g/L/d)  

Lipid 

production rate 

(g/L/d)  

20 7.31 4.25 2.36 32.16 0.91 0.30 

30 7.69 4.59 2.40 31.19 0.96 0.30 

40 8.79 4.90 2.80 32.01 1.10 0.35 

50 8.69 5.15 2.97 34.24 1.09 0.37 

60 9.05 5.25 3.02 33.36 1.13 0.38 

70 8.28 5.18 3.08 37.24 1.04 0.39 

80 8.81 4.59 4.16 45.73 1.10 0.52 

90 8.44 4.73 3.53 41.95 1.06 0.44 

100 8.71 4.92 3.58 41.12 1.09 0.45 

  

4.2.7 ผลของชนิดและปริมาณของอิออนบวก  

4.2.7.1 ปริมาณของ Ca2+  

 การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L, 

(NH4)2SO4 0.1 g/L ที่ pH 5.0 ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL บ่มแบบเขย่าที่ 

130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน แปรผันปริมาณ Ca2+ (CaCl2) ที่ 15, 20, 25, 30, 40 mg/L ผล

การศึกษาดังรูปที่ 4.23-4.24 และตารางที่ 4.8  

จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อยีสต์เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี Ca2+ 25 mg/L เซลล์ให้

ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 3.86 g/L(44.7%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.48g/L/d ในขณะที่เมื่อใช้ Ca2+ 

15, 20, 30, 40mg/L ได้ปริมาณลิปิด 3.40g/L (39.47%DCW), 3.39g/L (40.46%DCW), 

3.75g/L (44.81%DCW), 3.45g/L(38.82%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.43, 0.42, 0.47, 

0.43g/L/d ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบการเจริญพบว่าไม่แตกต่างกันมากนักโดยให้ปริมาณเซลล์ 

8.63, 8.38, 8.36, 8.88g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.08, 1.05, 1.08, 1.05, 1.11g/L/d เมื่อมี Ca2+ 

12, 20, 25, 30, 40mg/L ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.23 เปรียบเทียบน้ําหนักเซลล์แห้ง (biomass) เมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมัก

แบบกะที่มีกลูโคส 80g/L แปรผันปริมาณ CaCl2 (Ca2+) ที่ 15, 20, 25, 30, 40 mg/L บ่มแบบ

เขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.24 เปรียบเทียบปริมาณลิปิดเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 

80g/L แปรผันปริมาณ CaCl2 (Ca2+) ที่ 15, 20, 25, 30, 40 mg/L บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30
๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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ตารางที่ 4.8 ผลของ Ca2+ ต่อการเจริญ ปริมาณลิปิด อัตราการผลิตเซลล์และอัตราการผลิตลิ

ปิดของยีสต์ไอโซเลท Y U 5 / 2  บ่มแบบเขย่าที ่ 1 3 0  r p m ,  3 0๐C  เป็นเวลา 8  วัน 

ปริมาณ 

Ca2+ 

(mg/L) 

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

QX 

(g/L/d)  

Lipid 

production 

rate (g/L/d)  

15 8.63 4.32 3.40 39.47 1.08 0.43 

20 8.38 4.52 3.39 40.46 1.05 0.42 

25 8.63 4.42 3.86 44.71 1.08 0.48 

30 8.38 4.94 3.75 44.81 1.05 0.47 

40 8.88 4.56 3.45 38.82 1.11 0.43 

 

4.2.7.2 ปริมาณของ Mn2+  

การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L 

ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

แปรผันปริมาณ MnCl2 ระหว่าง 0.03-0.07 mg/L ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.25-4.26 และตารางที่ 

4.9  
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รูปที่ 4.25 เปรียบเทียบปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบ

กะที่มีกลูโคส 80g/L แปรผันปริมาณ MnCl2 ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 

8 วัน 
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รูปที่ 4.26 เปรียบเทียบการผลิตลิปิดเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 

80g/L แปรผันปริมาณ MnCl2 ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C, 8 วัน 

ตารางท่ี 4.9 ผลของ Mn2+ ต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 บ่มแบบ

เขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

ปริมาณ 

Mn2+ 

(mg/L) 

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid 

content 

(%DCW) 

QX  

(g/L/d) 

Lipid 

production 

rate (g/L/d)  

0.03 8.63 5.29 3.15 36.52 1.08 0.39 

0.04 8.38 4.42 3.22 38.41 1.05 0.40 

0.05 8.13 5.13 3.56 43.81 1.02 0.45 

0.06 8.50 4.84 3.52 41.38 1.06 0.44 

0.07 8.88 4.92 3.34 37.67 1.11 0.42 

 

จากรูปที่ 4.25-4.26 และตารางที่ 4.9 พบว่าเมื่อยีสต์เจริญในอาหารที่ มี Mn2+ 

0.05mg/L ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 3.56 g/L (43.81%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.45g/L/d 

ในขณะที่ Mn2+ 0.03, 0.04, 0.06, 0.07mg/L ได้ปริมาณลิปิด 3.15g/L (36.52%DCW), 3.22g/L 

(38.41%DCW), 3.52g/L(41.38%DCW), 3.34g/L (37.67%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.39, 

0.40, 0.44, 0.42g/L/d ตามลําดับ ส่วนการเจริญของเซลล์ไม่แตกต่างกันมากนักที่ 8.63, 8.38, 

8.13, 8.50, 8.88g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.08, 1.05, 1.02, 1.06, 1.11g/L/d ตามลําดับ  

 

4.2.7.3 ปริมาณของ Zn2+ 
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 การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L 

ปริมาตรอาหาร 50 mL ในฟลาสก์ขนาด 250 mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 

วัน แปรผันปริมาณ ZnSO4 (Zn2+) ระหว่าง 2.0-6.0 mg/L ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.27-4.28 และ

ตารางที่ 4.10  
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รูปท่ี 4.27 เปรียบเทียบน้ําหนักเซลล์แห้งเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มี

กลูโคส 80g/L แปรผันปริมาณ ZnSO4 (Zn2+) ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็น

เวลา 8 วัน 
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รูปที่ 4.28 เปรียบเทียบปริมาณลิปิดเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 

80g/L แปรผันปริมาณ ZnSO4 (Zn2+) ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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ตารางที่ 4.10 ผลของ Zn2+ ต่อการเจริญ ปริมาณลิปิด อัตราการผลิตเซลล์และอัตราการผลิตลิ

ปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

ปริมาณ 

Zn2+ 

(mg/L) 

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid 

content 

(%DCW) 

QX  

(g/L/d) 

Lipid 

production rate 

(g/L/d)  

2.0 8.38 4.84 3.19 38.11 1.05 0.40 

3.0 8.00 5.32 3.40 42.55 1.00 0.43 

4.0 8.50 5.15 3.67 43.18 1.06 0.46 

5.0 8.63 4.87 3.57 41.41 1.08 0.45 

6.0 8.38 5.37 3.34 39.92 1.05 0.42 

 

จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพาะเล้ียงในอาหารที่มี Zn2+ 4.0mg/L ให้ปริมาณลิปิดสูงสุด

ที่ 3.56g/L (43.81%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.46g/L/d เมื่อความเข้มข้นของ ZnSO4 

(Zn2+) เท่ากับ 2.0, 3.0, 5.0, 6.0, 7.0mg/L ได้ปริมาณลิปิด 3.19g/L (38.11%DCW), 3.40g/L 

(42.55%DCW), 3.57g/L (41.41%DCW), 3.34g/L (39.92%DCW) และอัตราการผลิตลิปิดเท่ากับ 

0.40, 0.43, 0.46, 0.45, 0.42g/L/d ตามลําดับ อัตราการเจริญของเซลล์ไม่แตกต่างกันอย่างมี

นัยสําคัญโดยมีปริมาณเซลล์ 8.38, 8.00, 8.50, 8.63, 8.38g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.05, 

1.00, 1.06, 1.08, 1.05g/L/d เมื่อมี ZnSO4 (Zn2+) 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0mg/L ตามลําดับ 

4.2.7.4 ปริมาณของ Mg2+ 

การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L 

ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

แปรผันปริมาณ MgSO4.7H20 ระหว่าง 0.5-2.5 g/L ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.29-4.30 และ

ตารางที่ 4.11 โดยพบว่าเมื่อยีสต์เจริญในอาหารเล้ียงเชื้อที่มี Mg2+ 1.5g/L ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 

3.65g/L (42.91%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.46g/L/d เมื่อปริมาณ Mg2+ ที่ 0.5, 1.0, 2.0, 

2.5mg/L ปริมาณลิปิด 3.29g/L(38.69%DCW), 3.44g/L(41.11%DCW), 3.38g/L(40.33%DCW), 

3.18g/L (37.47%DCW) ส่วนการเจริญไม่แตกต่างกันโดยให้ปริมาณเซลล์ 8.50, 8.38, 8.38, 

8.50g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.06, 1.05, 1.07, 1.05, 1.06g/L/d เมื่อเจริญในอาหารท่ีมี Mg2+ 

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5mg/L ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.29 เปรียบเทียบปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบ

กะที่มีกลูโคส 80g/L แปรผันปริมาณ MgSO4.7H2O ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C, 8 

วัน 
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รูปที่ 4.30 เปรียบเทียบปริมาณลิปิดเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 

80g/L แปรผันปริมาณ MgSO4.7H2O ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C, 8 วัน 
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ตารางที่ 4.11 ผลของ Mg2+ ต่อการเจริญ ปริมาณลิปิด อัตราการผลิตเซลล์และอัตราการผลิตลิ

ปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

ปริมาณ 

Mg2+ 

(g/L) 

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid 

content 

(%DCW) 

QX 

(g/L/d)  

Lipid 

production 

rate (g/L/d)  

0.5 8.50 4.48 3.29 38.69 1.06 0.41 

1.0 8.38 4.87 3.44 41.11 1.05 0.43 

1.5 8.50 4.55 3.65 42.91 1.06 0.46 

2.0 8.38 4.74 3.38 40.33 1.05 0.42 

2.5 8.50 5.19 3.18 37.47 1.06 0.40 

 

4.2.7.5 ปริมาณของ Cu2+ 

การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L 

ปริมาตรอาหาร 50 mL ในฟลาสก์ขนาด 250 mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 

วัน แปรผันปริมาณ CuSO4  ระหว่าง 0.1-0.5 mg/L ผลการศึกษาดังรูปที่ 4.31-4.32 และตาราง

ที่ 4.12  
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รูปที่ 4.31 เปรียบเทียบปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะ

ที่มีกลูโคส 80g/L แปรผันปริมาณ CuSO4 ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 

วัน 
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รูปที่ 4.32 เปรียบเทียบปริมาณลิปิดเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 

80g/L แปรผันปริมาณ CuSO4 ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

 

ตารางที่ 4.12 ผลของ Cu2+ ต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 บ่มแบบ

เขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

ปริมาณ 

Cu2+ 

(mg/L) 

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

QX 

(g/L/d)  

Lipid 

production 

rate (g/L/d)  

0.1 8.63 4.57 3.20 37.05 1.08 0.40 

0.2 8.63 4.69 3.40 39.47 1.08 0.43 

0.3 8.38 5.08 3.56 42.54 1.05 0.45 

0.4 8.88 4.62 3.52 39.67 1.11 0.44 

0.5 8.00 4.92 3.04 37.95 1.00 0.38 

 

จากรูปที่ 4.31-4.32 และตารางที่ 4.12 พบว่าเมื่อในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี Cu2+ 0.3 mg/L 

ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 3.56 g/L (42.54%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.45g/L/d ส่วนเมื่อ

ปริมาณ Cu2+ 0.1, 0.2, 0.4, 0.5mg/L ได้ลิปิด 3.20g/L (37.05%DCW), 3.40g/L (39.47%DCW), 

3.52g/L (39.67%DCW), 3.04g/L (37.95%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.40, 0.43, 0.44, 

0.38g/L/d ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบการเจริญไม่แตกต่างกันโดยมีปริมาณเซลล์ 8.63, 8.63, 

8.38, 8.88, 8.00g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.08, 1.08, 1.05, 1.11, 1.00g/L/d เมื่อเจริญในอาหาร

เล้ียงเชื้อที่มี Cu2+ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5mg/L ตามลําดับ  
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4.2.7.6 ปริมาณของ Fe2+ 

การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L 

ปริมาตรอาหาร 50mL ในฟลาสก์ขนาด 250mL บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

คงที่ปริมาณ แปรผันปริมาณ FeSO4 (Fe3+) ระหว่าง 12-20 mg/L ผลการศึกษาดังรูป 4.33-4.34 

และตารางที่ 4.13  
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รูปที่ 4.33 เปรียบเทียบปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบ

กะที่มีกลูโคส 80g/L แปรผันปริมาณ FeSO4 ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 

8 วัน 
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รูปที่ 4.34 เปรียบเทียบปริมาณลิปิดเมื่อเพาะเล้ียงยีสต์ YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะที่มีกลูโคส 

80g/L แปรผันปริมาณ FeSO4 ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 
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ตารางที่ 4.13 ผลของ Fe2+ ต่อการเจริญ ปริมาณลิปิด อัตราการผลิตเซลล์และอัตราการผลิตลิ

ปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C เป็นเวลา 8 วัน 

ปริมาณ 

Fe2+ 

(mg/L) 

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

QX 

(g/L/d)  

Lipid 

production 

rate (g/L/d)  

12 8.50 4.68 2.99 35.23 1.06 0.37 

14 8.25 4.87 3.16 38.26 1.03 0.40 

16 8.75 4.96 3.70 42.24 1.09 0.46 

18 7.88 4.82 3.50 44.48 0.99 0.44 

20 8.38 4.59 3.40 40.60 1.05 0.43 

 

จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อยีสต์เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีปริมาณ Fe2+ 18 mg/L ให้

ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 3.50 g/L (44.48%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.44g/L/d ส่วนปริมาณ 

Fe2+ 12, 14, 16, 20mg/L ได้ปริมาณลิปิด 2.00g/L (35.23%DCW), 3.16g/L(38.26%DCW), 

3.70g/L(42.24%DCW), 3.40g/L(40.60%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.37, 0.40, 0.44, 

0.43g/L/d ตามลําดับ การเจริญของเซลล์ต่ําสุดที่ 7.88g/L อัตราการผลิตเซลล์ 0.99g/L/d เมื่อ

ปริมาณ Fe2+ 18mg/L และปริมาณเซลล์ 8.50, 8.25, 8.75, 8.38g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.06, 

1.03, 1.09, 1.05g/L/d เมื่อปริมาณ Fe2+ 12, 14, 16, 20mg/l ตามลําดับ  

จากการศึกษาถึงสภาวะต่างๆ ที่มีผลต่อการเจริญและสะสมลิปิดของยีสต์ไขมันสูงไอ

โซเลท YU5/2 พบว่าอุณหภูมิ ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง ค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาณ

กลูโคส ปริมาณไนโตรเจนเป็นปัจจัยหลักที่มีผลต่อการผลิตและสะสมลิปิดของยีสต์ไอโซเลท 

YU5/2 โดยมีสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตลิปิดดังน้ีคือ  คือ อาหารเล้ียงเช้ือที่มี 

pH เริ่มต้น 5.0 บ่มที่ 30°C เป็นเวลา 8 วัน ปริมาณอนินทรีย์ไนโตรเจน (NH4)2SO4 0.1 g/L, 

ปริมาณกลูโคส 80 g/L, และปริมาณอิออนบวกที่เหมาะสมคือ Ca2+ 25 mg/L, Mn2+ 0.05 mg/L, 

Zn2+ 4.0 mg/L, Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 mg/L  โดยเซลล์ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 

44.48% โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง ดังนั้นการศึกษาในระดับขยายขนาดในถังหมักด้วยการหมักแบบ

กะและแบบกะป้อนจะศึกษาภายใต้สภาวะที่ได้จากการทดลองดังกล่าว  
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4.3 การศึกษาการผลิตลิปิดด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะและแบบกะป้อน  

การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะ (batch fermentation) 

ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L ที่มี pH เริ่มต้น 5.0 ปริมาณอนินทรีย์ไนโตรเจน (NH4)2SO4 

0.1 g/L, Ca2+ 25 mg/L, Mn2+ 0.05 mg/L, Zn2+ 4.0 mg/L, Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 

mg/L ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ปริมาตรทํางาน 1.5 ลิตร บ่มที่ 30๐C เป็นเวลา 10 วัน ผลการ

ทดลองดังรูปที่ 4.35  
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รูปที่ 4.35 ปริมาณเซลล์ (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid, lipid content) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์

ของการเพาะเล้ียงยีสต์ ด้วยการหมักแบบกะในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเริ่มต้น 80g/L บ่มที่ 30
๐C เป็นเวลา 10 วัน  

 

ศึกษาการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะป้อน (fed-batch 

fermentation) ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 30 g/L ที่มี pH เริ่มต้น 5.0 ปริมาณอนินทรีย์

ไนโตรเจน (NH4)2SO4 0.1 g/L ปริมาณอิออน Ca2+ 25 mg/L, Mn2+ 0.05 mg/L, Zn2+ 4.0 mg/L, 

Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 mg/L ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ปริมาตรทํางาน 1.5 ลิตร 

บ่มที่ 30๐C เป็นเวลา 10 วัน ควบคุมระบบโดยการเติมน้ําตาลกลูโคสเข้มข้น 100% (1.0g/mL) ใน

วันที่ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ของการหมัก ผลการทดลองดังรูปที่ 4.36  
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รูปที่ 4.36 ปริมาณเซลล์ (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid, lipid content) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์

ของการเพาะเล้ียงยีสต์ ด้วยการหมักแบบกะป้อนในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคสเริ่มต้น 30g/L 

และเติมสารละลายกลูโคสตามระยะต่างๆ ของการหมัก 30๐C เป็นเวลา 10 วัน 

 

จากผลการทดลองจะเห็นว่าปริมาณเซลล์ท่ีได้จากการหมักแบบกะป้อนสูงกว่าการหมัก

แบบกะ โดยแบบกะป้อนได้ปริมาณเซลล์ 15.54g/L ปริมาณลิปิด 6.9g/L ในขณะที่การหมักแบบ

กะได้ปริมาณเซลล์ 9.51g/L ปริมาณลิปิด 4.06g/L ผลดังรูปที่ 4.37 และตารางที่ 4.14  
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รูปที่ 4.37 เปรียบเทียบปริมาณเซลล์ ปริมาณลิปิด และปริมาณน้าํตาลที่ใช้ในระหว่างการเจริญ

ของการเพาะเล้ียงยีสต์ Y U 5 / 2  ด้วยการหมักแบบกะและกะป้อน 3 0๐C  เป็นเวลา 1 0  วัน 
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ตารางที่ 4.14 เปรียบเทียบปริมาณเซลล์แห้ง ปริมาณลิปิด ปริมาณน้ําตาลที่ใช้เพ่ือการเจริญ 

อัตราการผลิตเซลล์ (Qx) และอัตราการผลิตลิปิด (Lipid production rate) ของยีสต์ไอโซเลท 

YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะและแบบกะป้อน  

Cultivation Parameters  

Batch Fed-Batch 

Biomass (g/L)  9.51 15.54 

Lipid (g/L) 4.06 6.90 

Lipid content (%DCW) 42.73 44.38 

Consumed sugar (g/L) 67.14 52.18 

QX (g/L/d) 0.95 1.55 

Lipid production rate (g/L/d) 0.406 0.689 

 

การศึกษาการผลิตลิปิดจากยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ด้วยการเพาะเล้ียงแบบกะและแบบกะ

ป้อน จะเห็นว่าปริมาณเซลล์ที่ได้จากการหมักแบบกะป้อนสูงกว่าการหมักแบบกะ โดยแบบกะ

ป้อนได้ปริมาณเซลล์ 15.54g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.55g/L/d ปริมาณลิปิด 6.9g/L 

(44.38%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.69g/L/d ในขณะที่การหมักแบบกะได้ปริมาณเซลล์ 

9.51g/L อัตราการผลิตเซลล์ 0.95g/L/d ปริมาณลิปิด 4.06g/L (42.73%DCW) อัตราการผลิตลิ

ปิด 0.41g/L/d การหมักแบบกะใช้ปริมาณกลูโคสเริ่มต้น 80g/L ปริมาณกลูโคสที่ใช้เพ่ือการเจริญ

และผลิตลิปิด 67.14g/L ส่วนการหมักแบบกะป้อนใช้กลูโคสเริ่มต้น 30g/L และมีการเติมกลูโคส

เป็นระยะเมื่อคํานวณกลูโคสที่ใช้ทั้งหมดเท่ากับ 52.18g/L โดยพบว่าการหมักแบบกะป้อนใน

การศึกษานี้ให้ปริมาณลิปิดและอัตราการผลิตลิปิดสูงกว่าอีกทั้งใช้กลูโคสต่ํากว่าการหมกัแบบกะ 

ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานการเพาะเล้ียงยีสต์ Rhodosporidium toruloides Y4 ในการหมักแบบกะ

ป้อนเมื่อใช้น้ําตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าเซลล์สะสมลิปิดสูงถึง 67.5%DCW และให้ผล

ผลิตลิปิด (lipid productivity) 0.54 กรัมลิปิด/ลิตร/ช่ัวโมง (Li et al., 2007)  

การเพาะเล้ียงยีสต์ Cryptococcus curvatus ด้วยการหมักแบบกะป้อนในอาหารเล้ียงเช้ือ

ที่มีกลูโคสและจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบว่ายีสต์มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงถึง 53% ใน

เวลา 172 ช่ัวโมง ที่ค่า C/N ratio เท่ากับ 75 และน้ํามันที่ผลิตได้ประกอบด้วยกรดโอเลอิก กรด

ปาลมิติกและกรดสเตียริก (Hassan et al, 1996)  
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ยีสต์ C. curvatus เมื่อเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการ

หมักแบบกะป้อน ระยะเวลาการหมัก 50 ช่ัวโมง พบว่าให้ปริมาณเซลล์ 118g/Lปริมาณลิปิด 

25%DCW อัตราการผลิตลิปิด 0.59 กรัมลิปิด/ลิตร/ช่ัวโมง (Meesters et al., 1996) ยีสต์ 

Rhodotorula glutinis IIP-30 เมื่อเล้ียงในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการหมักแบบ

กะป้อนภายใต้การจํากัดปริมาณไนโตรเจนให้ผลผลิตลิปิดสูงสุด 66%DCW เมื่อเล้ียงที่อุณหภูมิ 

30°C และ pH 4.0 (Johnson et al., 1992) ยีสต์ไอโซเลท Candida viswanathii OYS3 เมื่อเจริญ

ในอาหารที่มีกลูโคส 90g/L ระยะเวลาเพาะเล้ียง 8 วัน อุณหภูมิ 30°C ให้ปริมาณลิปิดที่ 4.10 g/L 

(52.7%DCW) และเม่ือเล้ียงแบบกะป้อนให้ปริมาณเซลล์ 9.11 g/L ปริมาณลิปิด 59.5%DCW 

(Leesing and Nontaso, 2011)  

นอกจากนั้นการเพาะเล้ียงยีสต์ Cryptococcus sp. SM5S05  ด้วยการเพาะเล้ียงแบบกะ

พบว่าเมื่อใช้กลูโคส 4% (w/w) ได้ปริมาณเซลล์สูงสุด 9.4g/L ปริมาณลิปิด 6.0g/L หรือ 63.5% 

(w/w) แต่มีผลการยับยั้งการเจริญและการผลิตลิปิด (inhibitory effect) เมื่อกลูโคสเข้มข้น 6% 

ซ่ึงการเพาะเล้ียงแบบกะป้อนสามารถลดผลของ inhibitory effect ลงได้ โดยเพาะเล้ียงในอาหาร 

corncob hydrolysate ที่มีน้ําตาลรีดิวส์เริ่มต้น 4% และเติมกลูโคส 2% ในวันที่ 4 ของการ

เพาะเล้ียงได้ปริมาณเซลล์ 10.8 g/L และปริมาณลิปิด 61.3% (w/w) ผลผลิตรวมของลิปิด 

(overall lipid production) เพิ่มข้ึนเป็น 1.08g/L/d (Chang et al., 2013)    

Zhang et al. (2011) รายงานการผลิตลิปิดจากยีสต์ Cryptococcus curvatus O3 โดยใช้

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเมื่อเพาะเล้ียงแบบกะในระดับฟลาสก์เขย่าที่ 30C ได้ปริมาณเซลล์ 

51.8kg/m3 และปริมาณลิปิด 651g/kg ส่วนการเพาะเล้ียงแบบกะป้อนในถังหมัก Stirred-tank 

fermentor ระยะเวลาเพาะเล้ียง 185 ช่ัวโมง ได้ปริมาณเซลล์ 104.1kg/m3 ปริมาณลิปิด 827g/kg 

และอัตราการผลิตลิปิด 0.47kg/m3/h 

อย่างไรก็ตามจะเห็นว่าผลการศึกษาในยีสต์ YU5/2 ได้ปริมาณลิปิดแตกต่างกันไม่มาก

นัก ซ่ึงอาจเนื่องมาจากการหมักแบบกะป้อนในการศึกษานี้รูปแบบการเติมสารอาหารอาจยังไม่

เหมาะสมต่อการผลิตและสะสมลิปิด 
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4.4 การบ่งเอกลักษณ์ของยีสต์พ้ืนถิ่นลิปิดสูงที่คัดเลือกได้  

การบ่งเอกลักษณ์ยีสต์ไอโซเลท YU5/2 โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด้วยการ

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26SrDNA เมื่อนํา PCR product มาหาลําดับ

เบสโดยวิธี direct sequencing และเปรียบเทียบลําดับเบสที่ได้กับฐานข้อมูล GenBank โดยใช้ 

BLAST analysis ของยีน 26SrRNA ของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 และสร้าง phylogenetic tree โดยวิธี 

neighbor-joining เพ่ืออธิบายความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่ายีสต์ไอโซเลท YU5/2 มีลําดับ

เบสของยีสต์ Torulaspora globosa CBS 764 (รูปที่ 4.38) และผลของลําดับเบส 26SrDNA ของ

ยีสต์ไอโซเลท YU5/2 มีความสอดคล้องกันกับ Torulaspora globosa (รูปท่ี 4.39) ดังนั้นยีสต์ไอ

โซเลท YU5/2 จึงจัดเป็นยีสต์ Torulaspora globosa และให้ช่ือว่า Torulaspora globosa YU5/2 

 

 
รูปที่ 4.38 Phylogenetic tree based on the sequences of the D1/D2 domain of the LSU rRNA 

gene, showing position of the isolate YU5/2 with closely related species. The phylogenetic 

tree was constructed from the evolutionary distance data corrected by two-parameter 

transformation of Kimura (1980), using the neighbor-joining method. Numbers indicate 

percentages of bootstrap sampling, derived from 1000 samples. 
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Query  1    AAACCAACCGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
            ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
 
Query  61   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACTTTGGGGCTGGTCCTTGT  120
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACTTTGGGGCTGGTCCTTGT  120
 
Query  121  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAG  180
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAG  180
 
Query  181  TTCTATGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240
            | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  TCCTATGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240
 
Query  241  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300
 
Query  301  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360
 
Query  361  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCTCTGCTCCTCGTGGGTGGGGGAATCTCGC  420
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTGGGGGAATCTCGC  420
 
Query  421  AGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGTAGGATAAATCTGCAGGAATGTAGCTTGCT  480
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  AGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGTAGGATAAATCTGCAGGAATGTAGCTTGCT  480
 
Query  481  TCGGCAAGTGTTATAGCCTGTTGAAATACTGCCAGCCGGGACTGAGGACTGCGACTTTTA  540
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481  TCGGCAAGTGTTATAGCCTGTTGAAATACTGCCAGCCGGGACTGAGGACTGCGACTTTTA  540
 
Query  541  GTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGC  573 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541  GTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGC  573 

 

รูปที่ 4.39 Sequence alignment of the yeast isolate YU5/2 against D1/D2 of 26S rDNA 

sequence data of Torulaspora globosa showing no base substitutions. 

 

 

 

4.5 การศึกษาองค์ประกอบของลิปิดที่ผลิตโดย Torulaspora globosa YU5/2 
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การศึกษาชนิดและปริมาณของกรดไขมันที่พบในยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 ในรูป 

Fatty acid methyl esters (FAMEs) พบว่าองค์ประกอบหลักประกอบด้วยไตรกลีเซอไรด์ท่ีเป็น

กรดไขมันชนิดกรดปาล์มิติก (palmitic acid , C16:0) กรดสเตียริก (stearic acid, C18:0) กรดปาล์

มิโตเลอิก (palmitoleic acid, C17:1) และกรดโอเลิก (oleic acid, C18:1) ซ่ึงองค์ประกอบ

เช่นเดียวกับที่พบในน้ํามันพืช  โดยกรดไขมันที่พบในเช้ือยีสต์ประกอบด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว 

(unsaturated fatty acids) และกรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acid) ประมาณ 54.13% และ  

45.87%ของปริมาณกรดไขมันทั้งหมดที่พบ (ตารางที่ 4.15) นอกจากนั้นลิปิดที่ผลิตโดยยีสต์ ยัง

พบกรดเพนตะเดคาโนอิก (Pentadecanoic acid, C15:0) กรดอราชิดิก (Arachidic acid, C20:0) 

กรดบีฮีนิก (Behenic acid, C22:0) และกรดลิกโนเซอริก (Lignoceric acid, C24:0) 

การศึกษาชนิดและปริมาณของกรดไขมันที่พบในยีสต์ Torulaspora globosa  YU5/2 ใน

รูป Fatty acid methyl esters (FAMEs) พบว่าองค์ประกอบหลักประกอบด้วยไตรกลีเซอไรด์ที่เป็น

กรดไขมันชนิดกรดปาล์มิติก (palmitic acid, C16:0) กรดสเตียริก (stearic acid, C18:0) กรดปาล์

มิโตเลอิก (palmitoleic acid, C17:1) และกรดโอเลิก (oleic acid, C18:1) ซ่ึงองค์ประกอบ

เช่นเดียวกับที่พบในน้ํามันพืช โดยกรดไขมันที่พบในเช้ือยีสต์ ประกอบด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว 

(unsaturated fatty acids) และกรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acid) ประมาณ 54.13% และ 

45.87%ของปริมาณกรดไขมันทั้งหมดที่พบ ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Li et al (2010) ที่

รายงานว่ากรดไขมันส่วนใหญ่ที่ผลิตจากยีสต์ Rhodotorula mucilaginosa TJY15a ประกอบไป

ด้วย กรดปาล์มิติก (C16:0), กรดปาล์มิโอเลอิก (C16:1), กรดสเตรียริก (C18:0), กรดโอเลอิก 

(C18:1) และกรดลิกโนเลอิก (C18:2) ซ่ึงมีความคล้ายกับกรดไขมันที่พบในน้ํามันที่สกัดจากพืช 

Leesing and Karraphan (2011) พบว่ากรดไขมันที่พบในยีสต์ Torulaspora maleeae Y30 ที่คัด

แยกจากดินประกอบด้วยกรดไขมันหลักคือ กรดปาล์มิติก กรดสเตรียลิกและกรดโอเลอิก  

 

 

 

 

ตารางที่ 4.15 ปริมาณกรดไขมันที่พบในลิปิดที่สกัดได้จากยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2   
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Fatty acid type Fatty acid profile 

FAMEs 

Fatty acid 

(%,w/w TFA*) 

Capric acid (C10:0) 

Capric Acid Methyl Ester 3.84 

Lauric acid (C12:0) 

Lauric Acid Methyl Ester 1.53 

Myristic acid (C14:0) 

Myristic Acid Methyl Ester 2.30 

Palmitic acid (C16:0) 

Palmitic Acid Methyl Ester 27.64 

Heptadecanoic acid (C17:0) 

Heptadecanoic Acid Methyl Ester 4.05 

Saturated fatty acid 

(45.87%)  

Stearic acid (C18:0) 

Stearic Acid Methyl Ester 12.37 

Palmitoleic acid (C16:1) 

Palmitoleic Acid Methyl Ester 17.87 

Oleic acid (C18:1) 

cis-9-Oleic Acid Methyl Ester 20.59 

Linoleic acid (C18:2) 

cis-9,12-Linoleic Acid Methyl Ester 2.02 

Eicosadienoic acid (C20:2) 

cis-11,14-Eicosadienoic Acid Methyl Ester 1.10 

Unsaturated fatty acid 

(54.13%)  

Eicosatrienoic acid (C20:3) 

cis-8,11,14-Eicosadienoic Acid Methyl Ester 3.48 

 

ยีสต์ C. curvatus เมื่อเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน กรด

ไขมันหลักที่พบประกอบด้วยกรดลิโนเลอิก (C18:2) กรดสเตียริก (C18:0) และกรดโอเลอิก 

(C18:1) (Meesters et al., 1996) ลิปิดที่ผลิตโดยยีสต์ Trichosporon fermentans ประกอบไปด้วย
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กรดปาล์มิติก กรดสเตรียริก กรดโอเลอิกและกรดลิกโนเลอิก เป็นองค์ประกอบหลักและยัง

พบว่ามีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวประมาณร้อยละ 64 ของกรดไขมันที่พบ (Zhu et al., 2008)  

ยีสต์ Rhodosporidium toruloides Y4 เมื่อเพาะเล้ียงในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่ง

คาร์บอนพบว่าน้ํามันที่สกัดได้ประกอบด้วยกรดไขมันหลักๆ คือ กรดปาลมิติก กรดโอเลอิก 

กรดสเตียริกและกรดลิโนเลอิก ซ่ึงใช้ในการผลิตไบโอดีเซลได้ (Li et al., 2007) นอกจากนั้น Li et 

al. (2007) พบว่ากรดไขมันจะเปล่ียนแปลงตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง Cryptococcus albidus 

คือ ในช่วงที่เซลล์มีการเจริญอย่างรวดเร็วปริมาณของกรดลิโนเลอิกและกรดลิโนเลนิกจะมี

ปริมาณสูงและลดลงตามปริมาณการเพิ่มขึ้นของกรดโอเลอิก กรดปาล์มิติกและกรดสเตรียริก  

Xu et al (2012) เพาะเล้ียงยีสต์ Rhodosporidium toruloides โดยใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่ง

คาร์บอนด้วยการเพาะเล้ียงแบบกะข้ันตอนเดียว (one-stage batch cultivation) ชนิดและปริมาณ

กรดไขมันหลักที่พบคือ กรดปาลมิติก (palmitic acid, C16:0), C18:0 (stearic acid), C18:1 (oleic 

acid) และ C18:2 (linoleic acid) ที่ 26%, 12%, 45% และ 11% ของกรดไขมันทั้งหมด (total fatty 

acid) ตามลําดับ Wang et al., (2012) รายงานว่ามากกว่า 96.8% ของกรดไขมันที่พบในยีสต์ 

Rhodosporidium toruloides 21167 คือ C16:0, C18:0, C18:1 และ C18:2 โดยเฉพาะ C18:1 

(53.34%) ซ่ึงทําให้ไบโอดีเซลที่ผลิตได้มีคุณภาพสูง Zhang et al. (2011) รายงานการผลิตลิปิด

จากยีสต์ Cryptococcus curvatus O3 โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน องค์ประกอบหลักของลิ

ปิดพบว่าเป็นกรดไขมันชนิดสายยาว (long-chain fatty acids) ประกอบด้วยกรดปาล์มิติก 

(palmitic acid) กรดสเตียริก (stearic acid) กรดโอเลอิค (oleic acid) และลิโนเลอิก (linoleic acid) 

4.6 การผลิตไบโอดีเซลระดับห้องปฏิบัติการ 

การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลล์ด้วยการนําเซลล์ยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 ที่ได้

จากการเพาะเล้ียงมาปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 5000 rpm 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน้ํากล่ันและนําไป

ทําแห้งแบบแช่แข็งด้วยเครื่อง freeze dryer (รูปที่ 4.40) จากนั้นศึกษาการผลิตไบโอดีเซลในรูป 

fatty acid methyl esters (FAMEs) แบบโดยตรงจากเซลล์ยีสต์แห้ง (direct transesterification) 

ตามวิธีการที่ดัดแปลงของ Bradley and Robert (2011) เมื่อวิเคราะห์คุณภาพโดยหาปริมาณค่า

ของกรด (acid value) โดยไตเตรทสารละลายตัวอย่างด้วยสารละลาย 0.1 N KOH พบว่ามี

ปริมาณค่าของกรดเท่ากับ 3.929 mgKOH/g ของ FAME และมีปริมาณไบโอดีเซลเท่ากับ 69.1% 

ของปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งของยีสต์ที่ใช้ในการวิเคราะห์  
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การผลิตไบโอดีเซลในรูป fatty acid methyl esters (FAMEs) แบบโดยตรงจากเซลล์ยีสต์

แห้ง (direct transesterification) ตามวิธีการที่ดัดแปลงของ Bradley and Robert (2011) เมื่อ

วิเคราะห์คุณภาพโดยหาปริมาณค่าของกรด (acid value) โดยไตเตรทสารละลายตัวอย่างด้วย

สารละลาย  0.1 N KOH พบว่ามีปริมาณค่าของกรดเท่ากับ 3.929 mgKOH/g ของ FAME และมี

ปริมาณไบโอดีเซลเท่ากับ 69.1% ของปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งของยีสต์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ ซ่ึง

จะเห็นว่าค่าของกรด (Acid value) สูงกว่าค่าตามมาตรฐานไบโอดีเซล (ASTM D664) เมื่อ

เปรียบเทียบกับไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชและมาตรฐานไบโอดีเซลตามประกาศของกรมธุรกิจ

พลังงาน พ.ศ. 2550 นั้นค่าของกรด (acid value) ต้องต่ํากว่า 0.5mgKOH/g (ASTM D664)  โดย

ค่าของกรดน้ีจะอ้างอิงถึงปริมาณกรดไขมันอิสระ (Free fatty acid, FFA) ที่พบในน้ํามันหรือลิปิด

ที่ใช้ผลิตไบโอดีเซล ดังนั้นในการศึกษาต่อไปอาจทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคช่ัน (esterification) เพ่ือ

ลดปริมาณกรดไขมันอิสระลงโดยถูกเปลี่ยนเป็นกลีเซอไรด์จากนั้นจึงนํามาทําปฏิกิริยาทรานส์

เอสเทอริฟิเคช่ันเพ่ือผลิตไบโอดีเซลต่อไป  

 

 
รูปที ่4.40 แสดงเซลล์แห้งของยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 ที่ผ่านการทําแห้งแบบแช่แข็ง  

 

รูปที่ 4.41 แสดงการแยกช้ันของสารละลาย โดยช้ันบนเป็นส่วนของน้ําและแอลกอฮอล์ 

ตรงกลางเป็นส่วนของกากเซลล์ และส่วนล่างเป็นช้ันของ fatty acid methyl esters (FAMEs) และ
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ไตรกลีเซอรอล (triacylglycerol, TAG) บางส่วนที่เหลือและคลอโรฟอร์ม นําสารละลายส่วนล่าง

มาแยกตัวทําละลาย คลอโรฟอร์มออกด้วยวิธีการระเหย (Evaporation) เพ่ือให้เหลือเพียงส่วน

ของไบโอดีเซลในรูปของ FAMEs, และ TAG (รูปที่ 4.42)  

 

 
รูปที่ 4.41 การแยกช้ันของสารละลายในข้ันตอนการผลิตไบโอดีเซล 

 

 
รูปที่ 4.42 แสดงน้ํามันยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 ในรูปของ FAME ที่ผลิตได้ 
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  

 

5.1 การคัดเลือกเช้ือยีสต์พ้ืนถิ่นไขมันสูง  

การคัดแยกยีสต์ไขมันสูง (oleaginous yeast) หรือยีสต์ที่มีศักยภาพในการผลิตและสะสม

ลิปิดภายในเซลล์จากตัวอย่างดินจํานวน 101 ตัวอย่าง ในพ้ืนที่จังหวัดขอนแก่น กาฬสินธุ์ 

อุดรธานี และนครราชสีมา ได้ยีสต์จํานวน 155 ไอโซเลทและเมื่อคัดเลือกเบื้องต้น (primary 

screening) เพ่ือหาสายพันธุ์ที่มีการสะสมลิปิดภายในเซลล์สูงโดยเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ

สูตรไนโตรเจนต่ํา บ่มที่ 30°C ที่ความเร็วรอบ 130 rpm เป็นเวลา 6 วัน พบยีสต์จํานวน 37 ไอ

โซเลทที่เป็นยีสต์ไขมันสูงเนื่องจากสะสมลิปิดภายในเซลล์ได้สูงกว่า 20% โดยน้ําหนักเซลล์แห้ง 

(DCW) และจํานวน 3 ไอโซเลทที่มีศักยภาพสูงในการผลิตลิปิดคือ ยีสต์ไอโซเลท YK36.4,  

YU12.1 และ YU5/2  

5.2 การศึกษาสภาวะที่มีผลตอ่การเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ไขมันสูง  

 5.2.1 ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงที่มีผลต่อการผลิตลิปิด 

เมื่อศึกษาระยะเวลาการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ทั้ง 3 ไอโซเลท คือ YK36.4, 

YU5/2 และ YU12.1 ในอาหาร Lipid accumulation medium บ่มที่ 30°C เป็นเวลา 10 วัน พบว่า

ยีสต์ทั้ง 3 ไอโซเลทเจริญเข้าสู่ช่วง log phase ในวันที่ 2 และช่วงท้ายการเจริญ (late log phase) 

หรือช่วงต้นของระยะ stationary phase ในวันที่ 8 โดยการผลิตและสะสมลิปิดของเซลล์เกิดขึ้น

พร้อมกับการเจริญ ไอโซเลท YU12.1, YK36.4, YU5/2 ให้ปริมาณเซลล์ 9.86g/L, 9.80g/L,  

9.40g/L ตามลําดับ และอัตราการผลิตเซลล์ (QX) ที่ 1.23g/L/d, 1.23g/L/d,  1.18g/L/d ตามลําดับ 

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณลิปิดพบว่าไอโซเลท YU5/2 ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดคือ 4.16g/L หรือ 

44.24%DCW อัตราการผลิตลิปิด (lipid production rate) 0.52g/L/d ส่วนไอโซเลท YK36.4 ให้

ปริมาณลิปิด 4.04g/L(41.20%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.51g/L/d  และไอโซเลท YU12.1 ให้
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ปริมาณลิปิด 3.63g/L (36.79%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.45g/L/d ดังนั้นในการศึกษาวิจยัน้ีจึง

คัดเลือกไอโซเลท YU5/2 ระยะเวลาเพาะเล้ียง 8 วันเพ่ือศึกษาในข้ันต่อไป  

5.2.2 ระดับความเป็นกรด-ด่าง (pH) เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

เมื่อศึกษาผลของ pH เริ่มต้นที่ 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 ของอาหารเล้ียงเช้ือต่อการ

เจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 บ่มเขย่าที่ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน 

พบว่าที่ pH 5.0, 6.0 ให้ผลไม่แตกต่างกันมากนัก โดยที่ pH 5.0 ได้ปริมาณเซลล์ 9.60g/L 

ปริมาณลิปิด 4.36 g/L หรือ 45.56%DCW อัตราการผลิตลิปิด 0.55g/L/d ส่วนที่ pH 6.0 ได้

ปริมาณเซลล์ 10.19g/L ปริมาณลิปิด 4.55g/L หรือ 44.68%DCW และอัตราการผลิตลิปิด 

0.57g/L/d   

5.2.3 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงยีสต์  

การศึกษาผลของอุณหภูมิ (25, 30, 35°C) ต่อการเจริญและการผลิตลิปิดของยีสต์ไอ

โซเลท YU5/2 พบว่าเมื่อเพาะเล้ียงที่ 30°C ให้ปริมาณเซลล์ 8.65g/L อัตราการผลิตเซลล์ 

1.08g/L/d ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 3.70 g/L (42.84%DCW) และอัตราการผลิตลิปิด 0.46g/L/d  

5.2.4 ผลของปริมาณความเข้มข้นของอนินทรีย์ไนโตรเจน  

การศึกษาปริมาณของแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนคือ (NH4)2SO4 (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 

g/L) พบว่า (NH4)2SO4 ที่ 0.1 g/L ยีสต์มีการเจริญต่ําสุดโดยให้ปริมาณเซลล์ 7.91 g/L อัตราการ

ผลิตเซลล์ 0.99g/L/d แต่เซลล์สะสมลิปิดสูงสุด 3.46 g/L (43.77%DCW) และอัตราการผลิตลิ

ปิด 0.43g/L/d  

5.2.5 ผลของชนิดของแหล่งไนโตรเจน  

การศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจน ((NH4)2SO4, ยูเรีย, NaNO3) ต่อการเจริญและการ

ผลิตลิปิดของยีสต์ YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคส 80g/L พบว่าได้ปริมาณเซลล์ 6.58, 

6.95g/L และอัตราการผลิตเซลล์ 0.82, 0.87g/L/d และให้ปริมาณลิปิด 3.34g/L (41.72%DCW), 

3.35g/L (41.26%DCW) เมื่อใช้ (NH4)2SO4 และยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนตามลําดับ และอัตรา

การผลิตเท่ากันที่ 0.42g/L/d ในอาหารที่มี NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน ได้ปริมาณเซลล์ 7.13g/L 

อัตราการผลิตเซลล์ 0.89g/L/d ปริมาณลิปิด 3.20g/L (38.16%DCW) และอัตราการผลิต

ปริมาณ 0.40g/L/d 
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5.2.6 ผลของปริมาณกลูโคส 

 เมื่อศึกษาผลของปริมาณกลูโคส (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100g/L) โดยคงที่

ปริมาณของ (NH4)2SO4 0.1g/L บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm, 30๐C, 8 วัน พบว่าในอาหารเล้ียงเช้ือ 

Lipid accumulation medium ที่มีกลูโคส 80g/L เซลล์สะสมลิปิดสูงสุดที่ 4.16g/L (45.73%DCW) 

อัตราการผลิตลิปิด 0.52g/L/d เมื่อกลูโคส 60g/L ให้ปริมาณเซลล์สูงสุด 9.05g/L อัตราการผลิต

เซลล์ 1.13g/L/d ปริมาณลิปิด 3.02g/L(33.36%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.38g/L/d ส่วน

กลูโคสที่ 20g/Lให้ปริมาณลิปิดต่ําสุดที่ 2.36g/L และอัตราการผลิตลิปิด 0.30g/L/d 

5.2.7 ผลของชนิดและปริมาณของอิออนบวก  

เมื่อศึกษาผลของปริมาณอิออนบวก (cat-ions) ต่อการผลิตลิปิดของยีสต์ YU5/2 ใน

อาหารเล้ียงเช้ือ Lipid accumulation medium ที่มีกลูโคส 80 g/L, (NH4)2SO4 0.1g/L บ่มแบบเขย่า

ที่ 130 rpm, 30๐C, 8 วัน แปรผัน Ca2+ (15-40mg/L) ปริมาณ Mn2+ (0.03-0.07mg/L) ปริมาณ 

ZnSO4 (Zn2+, 2.0-7.0mg/L) ปริมาณ Mg2+ (0.5-2.5mg/L) ปริมาณ Cu2+ (0.1-0.5mg/L) 

ปริมาณ Fe2+ (12-20mg/L) พบว่าในอาหารที่มี Ca2+ 25 mg/L, Mn2+ 0.05 mg/L, Zn2+ 4.0 mg/L, 

Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 mg/L เซลล์ให้ปริมาณลิปิดสูงสุดที่ 3.50 g/L หรือ 

44.48%DCW อัตราการผลิตลิปิด 0.44g/L/d 

5.3 ศึกษาการผลิตลิปิดด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะและแบบกะป้อน  

การศึกษาโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ด้วยการหมักแบบกะ (batch fermentation) 

ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80 g/L ที่มี pH เริ่มต้น 5.0 ปริมาณ (NH4)2SO4 0.1 g/L, Ca2+ 25 

mg/L, Mn2+ 0.05 mg/L, Zn2+ 4.0 mg/L, Mg2+ 1.5 g/L, Cu2+ 0.3 mg/L, Fe2+ 18 mg/L ในถังหมัก

ขนาด 2 ลิตร ปริมาตรทํางาน 1.5 ลิตร บ่มที่ 30๐C เป็นเวลา 10 วัน ส่วนการเพาะเล้ียงด้วยการ

หมักแบบกะป้อน (fed-batch fermentation) สภาวะเช่นเดียวกับแบบกะ แต่มีกลูโคสเริ่มต้น 30 

g/L และควบคุมระบบโดยการเติมน้ําตาลกลูโคสเข้มข้น 100% (1.0g/mL) จากผลการศึกษา

พบว่าปริมาณเซลล์ที่ได้จากการหมักแบบกะป้อนสูงกว่าการหมักแบบกะ โดยแบบกะป้อนได้

ปริมาณเซลล์ 15.54g/L อัตราการผลิตเซลล์ 1.55g/L/d ปริมาณลิปิด 6.9g/L (44.38%DCW) 

อัตราการผลิตลิปิด 0.69g/L/d ในขณะที่การหมักแบบกะได้ปริมาณเซลล์ 9.51g/L อัตราการผลิต

เซลล์ 0.95g/L/d ปริมาณลิปิด 4.06g/L (42.73%DCW) อัตราการผลิตลิปิด 0.41g/L/d การหมัก
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แบบกะใช้ปริมาณกลูโคสเริ่มต้น 80g/L ปริมาณกลูโคสที่ใช้เพ่ือการเจริญและผลิตลิปิด 67.14g/L 

ส่วนการหมักแบบกะป้อนใช้กลูโคสเริ่มต้น 30g/L และมีการเติมกลูโคสเป็นระยะเมื่อคํานวณ

กลูโคสที่ใช้ทั้งหมดเท่ากับ 52.18g/L  

5.4 การบ่งเอกลักษณ์ของยีสต์พ้ืนถิ่นลิปิดสูงที่คัดเลือกได้  

เมื่อบ่งเอกลักษณ์ยีสต์ไอโซเลท YU5/2 โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด้วยการ

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26SrDNA เมื่อนํา PCR product มาหาลําดับ

เบสโดยวิธี direct sequencing และเปรียบเทียบลําดับเบสที่ได้กับฐานข้อมูล GenBank โดยใช้ 

BLAST analysis ของยีน 26SrRNA ของยีสต์ไอโซเลท YU5/2 และสร้าง phylogenetic tree โดยวิธี 

neighbor-joining เพ่ืออธิบายความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่ายีสต์ไอโซเลท YU5/2 มีลําดับ

เบสของยีสต์ Torulaspora globosa CBS 764 และผลของลําดับเบส 26SrDNA ของยีสต์ไอโซเลท 

YU5/2 มีความสอดคล้องกันกับ Torulaspora globosa ดังนั้นยีสต์ไอโซเลท YU5/2 จึงจัดเป็นยีสต์ 

Torulaspora globosa YU5/2 

5.5 การศึกษาองค์ประกอบของลิปิดที่ผลิตโดย Torulaspora globosa YU5/2 

การศึกษาชนิดและปริมาณของกรดไขมันที่พบในยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 ในรูป 

Fatty acid methyl esters (FAMEs) พบว่าองค์ประกอบหลักประกอบด้วยไตรกลีเซอไรด์ท่ีเป็น

กรดไขมันชนิดกรดปาล์มิติก (palmitic acid, C16:0) กรดสเตียริก (stearic acid, C18:0) กรดปาล์

มิโตเลอิก (palmitoleic acid, C17:1) และกรดโอเลิก (oleic acid, C18:1) ซ่ึงองค์ประกอบ

เช่นเดียวกับที่พบในน้ํามันพืช โดยกรดไขมันที่พบในเช้ือยีสต์ ประกอบด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว 

(unsaturated fatty acids) และกรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acid) ประมาณ 54.13% และ 

45.87%ของปริมาณกรดไขมันทั้งหมดที่พบ  

5.6 การผลิตไบโอดีเซลระดับห้องปฏิบัติการ 

การผลิตไบโอดีเซลในรูป Fatty acid methyl esters (FAMEs) แบบโดยตรงจากเซลล์ยีสต์

แห้ง (direct transesterification) ตามวิธีการที่ดัดแปลงของ Bradley and Robert (2011) เมื่อ

วิเคราะห์คุณภาพโดยหาปริมาณค่าของกรด (acid value) โดยไตเตรทสารละลายตัวอย่างด้วย
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สารละลาย 0.1 N KOH พบว่ามีปริมาณค่าของกรดเท่ากับ 3.929 mgKOH/g ของ FAME และมี

ปริมาณไบโอดีเซลเท่ากับ 69.1% ของปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งของยีสต์ที่ใช้ในการวิเคราะห์  

5.7 ข้อเสนอแนะสําหรับการวิจัยในอนาคต  

จากการศึกษาพบว่าปริมาณเซลล์และลิปิดยังไม่สูงมากนักอาจเนื่องมาจากกระบวนการ

ผลิตยังไม่เหมาะสม ปัจจัยหลักที่มีผลต่อการเจริญและผลิตลิปิดคือแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจน การลดต้นทุนการผลิตที่สามารถทําได้อีกประการหนึ่งคือการหาแหล่งไนโตรเจนราคา

ถูก เช่น การใช้ปุ๋ยอินทรีย์ชีวภาพ (organic fertilizer) หรือน้ําแช่ข้าวโพด (corn steep liquor) เป็น

ต้น นอกจากนั้นควรหาแหล่งคาร์บอนอ่ืนๆ แทนการใช้กลูโคส เช่น ของเสียหรือของเหลือทิ้งจาก

อุตสาหกรรมเกษตร เช่น กากน้ําตาล (molasses) หรือน้ํากากส่า (distillery slop) หรือของเหลือ

ท้ิงจากการผลิตไบโอดีเซล เช่น กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) เป็นต้น นอกจากนี้การปรับปรุง

สายพันธ์สาหร่ายด้วยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมก็อาจเป็นแนวทางหนึ่งในการเพ่ิมปริมาณการ

ผลิตลิปิดได้ การผลิตไบโอดีเซลด้วยวิธีทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ันโดยตรงจากเซลล์สาหร่ายเป็นวิธี

หนึ่งที่จะลดต้นทุนในการผลิตลงโดยการลดสารเคมีและตัวทําละลายในการสกัดลิปิดหรือน้ํามัน

ออกจากเซลล์ดังนั้นจึงต้องศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลด้วยวิธีการดังกล่าว 

เช่น การหาชนิดของตัวเร่งปฏิกิริยาที่เหมาะสม การใช้ไมโครเวพหรืออัลตราโซนิคช่วยในการทํา

ปฏิกิริยาเป็นต้น นอกจากนั้นควรศึกษาการลดปริมาณคลอโรฟิลล์ในเซลล์ลงเพื่อให้ได้น้ํามันที่ใส

มากข้ึน  

ดังนั้นในการศึกษาข้ันต่อไปในการเพาะเล้ียงยีสต์ Torulaspora globosa YU5/2 เพื่อผลิตลิ

ปิดหรือน้ํามันควรศึกษาหาทั้งแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนราคาถูกเพ่ือลดต้นทุนการผลิต 

เช่น การใช้กากน้ําตาล (molasses) หรือน้ํากากส่า (distillery slop) ที่เป็นนํ้าเสียจากการผลิตเอ

ทานอลจากกากน้ําตาล การใช้กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) ของเสียจากการผลิตไบโอดีเซล

เป็นต้น หรือการใช้ผลิตผลทางการเกษตรอื่นๆ เช่น มันเทศ (sweet potato) หัวแก่นตะวันหรือ

เศษเหลือจากหัวแก่นตะวัน (Jelusalem artichoke, Helianthus tuberosus L.) หรือพืชอ่ืนๆ ที่ไม่ใช่

พืชอาหารหลักเป็นแหล่งคาร์บอนเป็นต้น ส่วนแหล่งไนโตรเจนราคาถูกที่สามารถนํามาใช้ เช่น 

น้ําแช่ข้าวโพด (corn steep liquor) หรือปุ๋ยอินทรีย์ชีวภาพ (biofertilizer) เป็นต้น  

นอกจากนั้นควรศึกษาการผลิตลิปิดหรือไขมันร่วมกันโดยเพาะเล้ียงยีสต์ไขมันสูงร่วมกับ

สาหร่ายขนาดทั้งระบบการเพาะเล้ียงแบบเช้ือผสม (Mixed-culture system) กับสาหร่ายที่
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สามารถเจริญแบบเฮเทโรโทรฟิคได้ เช่น Chlorella sp. KKU-S2 และหรือระบบการเพาะเล้ียง

แบบบูรณาการ (integrated culture system) ระหว่างยีสต์กับสาหร่ายขนาดเล็ก โดยการนํา

คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ซ่ึงเป็นผลพลอยได้จากการเพาะเล้ียงยีสต์ต่อเข้ากับการเพาะเล้ียง

สาหร่ายขนาดเล็กทั้งแบบการเพาะเลี้ยงภายใต้การสังเคราะห์แสง (photoautotrophic cultivation) 

โดยสาหร่ายใช้ CO2 เป็นแหล่งคาร์บอน และการเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะมิกโซโทรฟิก 

(mixotrophic cultivation) ที่สาหร่ายสามารถใช้ทั้ง CO2 และสารอินทรีย์ เช่น กลูโคสเป็นแหล่ง

คาร์บอน ซ่ึงระบบการผลิตลิปิดผ่านทั้ง mixed-culture system และ integrated culture system 

อาจทําให้ผลผลิตลิปิดสูงข้ึนนอกจากนั้นยังเป็นการใช้ CO2 ให้เกิดประโยชน์สูงสุดซ่ึงเป็นการลด

การปล่อย CO2 ออกสู่บรรยากาศได้อีกทางหนึ่งด้วย 
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ภาคผนวก ก อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีวิเคราะห์  

อาหารเลีย้งเชื้อ (Culture medium)   

อาหารเล้ียงเช้ือเมื่อเตรียมเสร็จแล้วฆ่าเช้ือในหม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) ที่ 15 ปอนด์

ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

1. Lipid accumulation medium (g/L)  

Glucose     20 g                             

 (NH4)2SO4     0.1 g                        

 Yeast extract     0.75 g                     

Mgso4.7H2O     1.5 g                                  

KH2PO4     0.4 g                           

ZnSO4      4.4mg                                      

CaCl2      25mg            

MnCl2      0.05 mg 

CuSo4      0.3 mg            

น้ํากล่ัน     1.0 L                         

pH 5.0 

2. อาหารสูตรสมบูรณ์ (Enrichment medium)  

Glucose                                            70 กรัม 

Yeast extract                                      5 กรัม 

Peptone                                             5 กรัม 

น้ํากล่ัน                                              1 ลิตร 

pH  4.0 
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3. YM medium สําหรับเก็บรักษายีสต์  

Glucose                                           10.0    g 

Yeast extract                                     3.0    g 

Mait extract                                       3.0    g 

Peptone                                            5.0    g 

น้ํากล่ัน                                              1.0   L 

pH  4.0 

4. อาหารสูตรไนโตรเจนต่ํา (Low-nitrogen medium)  

Glucose                                           80  g 

Yeast extract                                     3.0 g 

Peptone                                             3.0 g 

น้ํากล่ัน                                              1.0 L 

pH  5.0 

การวัดการเจริญโดยวิธีการหานํ้าหนักแห้ง (dry weight method) 

1.  อบกระดาษกรองหรืออลูมิเนียมฟอยล์ที่พับเป็นรูปกระทง อบที่ 90°C นาน 4 ชม. 

นําไปทําให้เย็นในโถอบแห้ง แล้วนํามาช่ังน้ําหนักที่แน่นอนโดยใช้เครื่องช่ังละเอียด 

2. ปิเปตสารแขวนลอยเช้ือ (suspension) ปริมาตร 5 mL ใส่ลงในหลอด centrifuge 

นําไปปั่นเหว่ียงที่ 4000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นล้างเซลล์ด้วยน้ํากล่ัน 2 ครั้ง เทส่วนใส 

(supernatant) ทิ้ง  

3. เติมน้ํากล่ัน 0.5-1.0 mL ลงในเซลล์ (cell pellet) เขย่าเพ่ือให้ได้สารแขวนลอยเซลล์ 

(cell suspension) และเทสารแขวนลอยเซลล์ลงในกระทงอลูมิเนียมในข้อ 1.   

4. นําไปอบที่ 90°C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  

5. ทําให้เย็นในโถอบแห้งแล้วนําไปช่ังหาน้ําหนักโดยใช้เครื่องช่ังละเอียด น้ําหนักที่

เพิ่มข้ึนคือ น้ําหนักแห้งของเซลล์จุลินทรีย์ต่ออาหาร 5 mL 
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การวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรีดิวส์ตามวิธีของ DNS (Miller, 1959)  

สารเคมี  

1. 2 N NaoH : ปริมาตร  50 mL (4 g NaOH/ 50 mL)  

2. DNS solution 

เตรียมโดยละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 2.5 g ใน 50 mL ของ 2N 

NaOH โดยค่อยๆ เติมและคนจนละลาย จากนั้นเติม Sodium potassium tatrate 

(Rochelle salt) 7.5 g คนจนละลายเติมน้ําให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 250 mL เก็บไว้ใน

ขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง  

วิธีการทดลอง 

1. ดูดตัวอย่างที่ต้องการหาปริมาณน้ําตาลมา 0.1-1.0 mL ใส่ลงในหลอดแก้ว ใช้น้ํา

กล่ันเป็น blank เติม DNS solution 1 mL ผสมให้เข้ากัน จากนั้นต้มในน้ําเดือดเป็นเวลา 10 นาที 

และปิดปากหลอดในระหว่างต้ม ทําให้เย็นทันทีโดยการแช่ในอ่างน้ําเย็น 

2. เติมน้ํากล่ัน 10 mL ผสมให้เข้ากัน นําไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 520 

nm นําค่าการดูดกลืนแสงที่วัดไปไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส 

3. อ่านค่าความเข้มข้นของกลูโคสจากกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ก-1) ซ่ึงได้จากการ

ทดลองวิธีเดียวกันโดยใช้สารละลายกลูโคสเข้มข้น 100, 200, 300, 400, 500, 600 และ 700 

μg/mL  

y = 0.0008x
R² = 0.9941
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รูปที่ ก-1 กราฟมาตรฐานของกูลโคสสําหรับวิเคราะห์ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS 
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การวิเคราะห์ลิปิดโดยวิธีวัดสี Colorimetric method: Know and Rhee (1986) 

1) สารเคมี  

ก. สารละลาย Copper reagent  ช่ัง cupric acetate 25 g ละลายในน้ํากล่ัน

ปริมาตร 450 mL ปรับ pH 6.1 ด้วย pyridine ปรับปริมาตรเปน็ 500 mL ด้วย

น้ํากล่ัน กรองก่อนเก็บไว้ใช้ (สารละลายคงตัวได้ 2 ป ีในทีไ่ม่มีแสง) 

ข. สารละลาย 1.5 M KOH ใน ethanol 80% ช่ัง KOH 84.165 g ละลายใน  

ethanol 80% (absolute ethanol 99.1%, 80 mL+ 20 mL น้ํากล่ัน) ปรับ

ปริมาตรให้ครบ 1000 mL  

ค. สารละลาย 2.5 M HCl 

2) การเตรียม cell suspension ของจุลินทรีย์   

  โดยช่ังเซลล์น้าํหนักเปียกมา  1 g ละลายในน้ํากล่ันปลอดเช้ือปรับปริมาตรเปน็ 10 mL 

จะได้สารแขวนลอยเซลล์ 0.1 g/mL    

3) การสกัดลิปิดจากเซลล์จุลินทรีย์  

3.1) การสกัดลิปิดทําโดยการไฮโดรไลซ์ไตรกลีเซอไรด์และสกัดลิปิดออกจากเซลล์โดย

ซาพอนนิฟิเคช่ันด้วย 1.5 M KOH ในเอทานอล 80% นํา cell suspension มา 1 mL ใส่ในหลอด

จุกเกลียว ขนาด 20 mL เติม 1.5 M KOH ในเอทานอล 80% จํานวน 4 mL ปิดจุกให้แน่น ต้ม

เดือด 2 ช่ัวโมง  

3.2) เมื่อครบเวลาทําให้เย็นลง เติม 2.5 M HCl จํานวน 6 mL และ isooctane 5 mL 

เขย่าอย่างแรง 200-300 ครั้ง/นาที เพ่ือสกัดไขมันอิสระออกมาอยู่ในช้ันของ isooctane เพ่ือ

นําไปหาปริมาณกรดไขมันทั้งหมดโดยวิธี colorimetric method  

4) การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันทั้งหมดด้วยวิธี Colorimetric method  

สารละลายกรดไขมันมาตรฐาน (Stock solution): 10 mg/mL โดยช่ังกรดไขมันปาลมิติค 

1.0 g ละลายใน isooctane ปรับปริมาตรเป็น 100 mL  

4.1) ทําเตรียมสารละลายกรดไขมันมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ จากสารละลาย

กรดปาลมิติค 10.0 mg/mL นํามาเจือจางด้วย  isooctane ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังตาราง 
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ความเข้มข้นของสารละลายกรด

ปาลมิติค (mg/3 mL solution) 

ปริมาตร stock standard 

(mL) 

ปริมาตรของ  

isooctane (mL) 

0.5 0.15 2.85 

1.0 0.30 2.70 

1.5 0.45 2.55 

2.0 0.60 2.40  

 

4.2) ปิเปตแต่ละระดับความเข้มข้นมา 3 mL เติม copper reagent 1.0 mL ปิดจุกเขย่า

แรงๆ 1-2 นาที ท้ิงไว้สักครู่ จนสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายส่วนบนไปวัดค่าการดูดกลืน

แสง ที่ความยาวคลื่น 715 nm ทํากราฟมาตรฐาน (standard curve)   

4.3) การหาปริมาณกรดไขมันในเซลล์จุลินทรีย์ โดยปิเปตสารละลายสกัดไขมันจากจุลิ

นทรีย์ในข้อ 3) (การสกัดลิปิดจากเซลล์จุลินทรีย์) มา 3 mL ทําปฏิกิริยากับ copper reagent 1.0 

mL ปิดจุกเขย่าแรงๆ 1-2 นาที ท้ิงไว้สักครู่ จนสารละลายแยกช้ัน ดูดสารละลายส่วนบนไปวัด

ค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 715 nm เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) 

ดังรูปที่ ก-2 

 

y = 0.3752x
R² = 0.9978

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 0.5 1 1.5 2

A
 7

1
5

Palmitic acid (mg/3ml)  
รูปที่ ก-2 กราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติกทีใ่ช้วัดปริมาณลิปิดตามวิธีการของ Know and 

Rhee   
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การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1951) 

อุปกรณ์    

1) สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 

2) เครื่องเขย่าสารละลาย (Vortex mixer)  

3) หลอดทดลองพร้อมที่วาง  

4) ปิเปตขนาด 1, 5 mL  

 สารเคมี 

1) Reagent A: ละลาย Na2CO3 จํานวน 20 กรัม ในสารละลาย NaOH 0.1 นอร์

มอล ปริมาตร 1 ลิตร 

2) Reagent B: ละลาย CuSO4.5H2O จํานวน 0.5 กรัม ในสารละลายโซเดียมทาร์

เตรท ร้อยละ 1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

3) Reagent C: ผสม 50 มิลลิลิตร ของ Reagent A กับ 1.0 มิลลิลิตรของ Reagent 

B (ใช้ภายใน 1 วัน) 

4) Reagent D: Commercial Folin-Ciocalteu โดยผสมในน้ํากล่ันด้วยอัตราส่วน 

Commercial Folin-Ciocalteu : น้ํากล่ันเท่ากับ 1:1  

   วิธีการทดลอง 

1) ดูดสารละลายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร เติมลงใน Reagent C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

เขย่าให้เป็นเนื้อเดียวกัน แล้วตั้งทิ้งไว้ 10 นาที  

2) เติม Reagent D ลงไป 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เป็นเนื้อเดียวกัน แล้วตั้งท้ิงไว้ 30 นาที 

นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร โดยเทียบกับ blank 

โดยใช้น้ํากล่ันแทนสารตัวอย่างอ่านค่าความเข้มข้นของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 

3) การสร้างกราฟมาตรฐาน ทําได้โดยทําการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1-5 โดยใช้ BSA 

(Bovine Serum Albumin) เข้มข้น 100, 200, 300, 400, 500, 750 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรตามลําดับ แทนสารละลายตัวอย่าง 

4) รูปที่ ก-3 เป็นกราฟมาตรฐานของ BSA สําหรับการวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการ 

Lowry method 
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y = 0.0022x
R² = 0.9922
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รูปที่ ก-3 กราฟมาตรฐานของ BSA สําหรับการวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีการ Lowry method  

การวิเคราะห์หาปริมาณค่าของกรด (Acid value)      

สารเคมี 

1. 95% แอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) ปรับสภาพให้เป็นกลาง โดยเติม 1% ฟีนอฟทาลีน 5 

หยด ลงในแอลกอฮอล์ 95% จํานวน 200 มิลลิลิตร จากนั้นหยดสารละลาย  0.1 N 

KOH โดยหยดทีละหยดและเขย่า จนได้สีชมพูถาวร (เตรียมก่อนการใช้งาน)   

2. 1% ฟีนอฟทาลีน (ละลายในแอลกอฮล์)  

3. 0.1 N KOH   

วิธีการ 

1. ช่ังตัวอย่างน้ํามัน (3 ตําแหน่ง)  ประมาณ 2-5 g. ใส่ในฟลาสก์ขนาด  250 mL ซ่ึง

แห้งสนิท เติมสารละลายแอลกอฮอล์ 95% ที่ปรับสภาพเป็นกลาง ลงไป 50 

มิลลิลิตร เขย่าอย่างแรงให้ตัวอย่างน้ํามนัละลายในสารละลายแอลกอฮอล์ ถ้า

ละลายได้ไม่ดีให้อุ่นที่  60-65C  ไตเตรทสารละลายตัวอย่างด้วยสารละลาย 0.1 

KOH เขย่าขณะไตเตรท ไตเตรทจนได้สีชมพูถาวร จดปริมาตร 0.1 KOH ที่ใช้  

2. การคํานวณ ปริมาณกรดไขมันอิสระ จากสูตร  

 ค่าของกรด  FFA = (V x N x 25.6) / W  

 V = ปริมาตรของ 0.1 KOH ที่ใช้ (มิลลิลิตร)  

 W = น้ําหนักของตัวอย่าง (กรัม) 

  N = ความเข้มข้นของ NaOH  
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ภาคผนวก ข ข้อมูลดิบจากการทดลอง 

ตารางที่ ข-1 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YK36/4 เมื่อเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็น

เวลา 10 วัน 

เวลา  

(วัน) 

Biomass 

(g/L)  

Lipid content  

(%CDW)  

Lipid 

(g/L)  

Residue sugar 

(g/L)  

0 1.20 2.75 0.03 73.14 

2 6.20 15.61 0.97 10.36 

4 8.10 16.30 1.32 10.21 

6 9.40 27.79 2.61 13.43 

8 9.80 41.20 4.04 16.64 

10 9.70 30.33 2.94 25.43 

 

ตารางที่ ข-2 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 เมื่อเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็น

เวลา 10 วัน 

เวลา  

(วัน) 

Biomass 

(g/L)  

Lipid content  

(%CDW)  

Lipid 

(g/L)  

Residue sugar 

(g/L)  

0 1.80 3.92 0.07 73.14 

2 5.30 9.90 0.52 11.43 

4 7.20 18.58 1.34 13.43 

6 8.50 34.91 2.97 19.14 

8 9.40 44.24 4.16 17.07 

10 9.20 31.22 2.87 14.71 
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ตารางที่ ข-3 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) และปริมาณน้ําตาลรีดิวส์ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU12/1 เมื่อเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็น

เวลา 10 วัน 

เวลา  

(วัน) Biomass (g/L)  

Lipid content  

(%CDW)  

Lipid 

(g/L)  

Residue sugar 

(g/L)  

0 1.10 0.37 0.00 73.14 

2 6.60 11.69 0.77 9.29 

4 8.50 23.01 1.96 7.71 

6 9.50 35.99 3.42 14.86 

8 9.86 36.79 3.63 17.21 

10 9.80 19.36 1.90 15.43 

 

ตารางที่ ข-4 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU12/1 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L ที่มีค่า 

pH เริ่มต้นของอาหารต่างกันบ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 10 วัน  

pH 

Biomass  

(g/L) 

Lipid  

(g/L) 

Lipid content  

(% CDW)  

3 9.60 3.213 33.523 

4 9.80 3.272 33.466 

5 9.60 4.364 45.563 

6 10.19 4.552 44.681 

7 10.18 3.747 36.801 
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ตารางที่ ข-5 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L บ่มแบบ

เขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% CDW) 

2 5.4 0.091 0.491 9.094 

4 8.2 0.243 1.994 24.317 

8 9.1 0.361 3.280 36.045 

 

ตารางที่ ข-6 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L บ่มแบบ

เขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% CDW) 

2 4.8 0.08 0.40 8.44 

4 7.5 0.25 1.91 25.47 

8 8.65 0.42 3.70 42.84 

 

ตารางที่ ข-7 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L บ่มแบบ

เขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% CDW) 

2 4.2 0.1309 0.5497 13.089 

4 7.5 0.2714 2.0354 27.139 

8 7.3 0.3655 2.78 36.41 
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ตารางที่ ข-8 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L ปริมาณ 

(NH4)2SO4 0.1g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% CDW) 

2 5.00 0.06 0.32 6.37 

4 6.60 0.13 0.88 13.26 

6 7.40 0.26 1.89 25.52 

8 6.20 0.49 3.01 48.52 

ตารางที่ ข-9 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L ปริมาณ 

(NH4)2SO4 0.2g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% CDW) 

2 5.60 0.02 0.10 1.75 

4 6.45 0.09 0.58 8.98 

6 7.10 0.21 1.50 21.14 

8 7.60 0.35 2.67 35.17 

ตารางที่ ข-10 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L ปริมาณ 

(NH4)2SO4 0.3g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% CDW) 

2 5.85 0.05 0.27 4.56 

4 6.75 0.09 0.59 8.72 

6 6.95 0.14 0.99 14.25 

8 7.40 0.24 1.81 24.49 
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ตารางที่ ข-11 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L ปริมาณ 

(NH4)2SO4 0.4g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% CDW) 

2 5.10 0.04 0.18 3.53 

4 5.65 0.06 0.32 5.71 

6 7.80 0.17 1.35 17.25 

8 7.90 0.28 2.21 27.99 

ตารางที่ ข-12 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารที่มีกลูโคส 80g/L ปริมาณ 

(NH4)2SO4 0.5g/L บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/g) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(% DCW) 

2 5.10 0.04 0.18 3.53 

4 7.70 0.04 0.32 4.20 

6 6.30 0.14 0.86 13.68 

8 7.90 0.28 2.21 27.99 

ตารางที่ ข-13 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารที่มีกลูโคส 80g/ และมี (NH4)2SO4 

เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.42 0.02 1.10 77.143 0.588 

2 3.75 0.18 4.93 55.714 1.241 

4 5.75 0.72 12.51 50.01 2.621 

6 7.38 1.40 19.02 31.429 3.537 

8 8.00 3.34 41.72 15.714 4.895 
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ตารางที่ ข-14 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ยู

เรีย (Urea) เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.18 0.03 2.36 68.571 0.464 

2 3.63 0.22 5.94 57.143 1.381 

4 6.50 0.82 12.68 37.141 2.114 

6 7.50 1.44 19.21 27.143 4.039 

8 8.13 3.35 41.26 7.149 4.381 

ตารางที่ ข-15 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารท่ีมีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ NaNO3 

เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.25 0.01 0.97 64.286 0.626 

2 4.38 0.19 4.26 47.143 1.214 

4 6.75 0.75 11.05 34.286 2.773 

6 7.38 1.38 18.68 27.143 3.851 

8 8.38 3.20 38.16 11.429 4.956 
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ตารางที่ ข-16 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารที่มีกลูโคส 20g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 

เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 2.25 0.04 1.56 14.29 0.39 

2 5.38 0.20 3.65 11.43 0.87 

4 6.13 1.01 16.41 7.14 3.07 

6 6.25 1.35 21.57 2.86 4.38 

8 7.13 2.16 30.27 1.43 5.18 

 

ตารางที่ ข-17 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารที่มีกลูโคส 30g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 

เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.75 0.028 1.577 24.286 0.582 

2 4.25 0.224 5.268 15.714 1.429 

4 6.375 0.795 12.475 12.857 2.006 

6 7.25 1.243 17.148 8.5714 4.485 

8 7.5 2.383 31.772 1.429 4.589 
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ตารางที่ ข-18 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 40g/L เมื่อใช้ 

(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.25 0.0673 5.3874 38.571 1.0839 

2 5.63 0.3688 6.5566 21.429 2.4563 

4 6.00 1.0877 18.129 11.429 2.7863 

6 6.63 1.2187 18.395 8.5714 3.4785 

8 8.45 2.9537 34.955 2.8571 3.9025 

ตารางที่ ข-19 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเลี้ยงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 50g/L เมือ่ใช้ 

(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.50 0.04 2.56 47.43 0.682 

2 3.13 0.36 5.10 18.57 1.29 

4 6.38 1.11 17.41 15.71 2.288 

6 7.00 1.92 27.48 11.43 2.313 

8 8.63 3.12 36.19 4.29 5.869 

ตารางที่ ข-20 ปริมาณน้าํหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเลี้ยงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 60g/L เมือ่ใช้ 

(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

2 5.625 0.1682 2.991 25.714 1.121 

4 6.5 1.3351 20.541 21.429 2.316 

6 7.375 1.7823 24.167 17.143 3.332 

8 9.0 3.1622 35.135 5.7143 5.58 
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ตารางที่ ข-21 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 70g/L เมื่อใช้ 

(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.625 0.065 3.978 67.143 0.538 

2 4.875 0.192 3.929 22.857 1.134 

4 6.25 1.161 18.568 18.571 2.576 

6 8.125 1.814 22.328 20.123 3.468 

8 8.188 3.155 38.532 7.143 5.960 

ตารางที่ ข-22 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ 

(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 2.5 0.0265 1.0586 74.286 0.529 

2 4.8 0.2939 6.113 40.23 0.924 

4 6.75 1.2791 18.949 25.714 3.707 

6 7.375 1.7973 24.37 11.429 5.670 

8 7.825 3.6517 46.667 7.1429 5.376 

ตารางที่ ข-23 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ปริมาณลิ

ปิด (g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 90g/L เมื่อใช้ 

(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm, 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.625 0.045 2.772 84.286 1.100 

2 5.875 0.312 5.310 45.714 2.424 

4 6.75 0.992 14.691 27.143 3.538 

6 7.25 1.369 18.888 12.857 5.225 

8 7.875 3.384 42.968 8.571 4.856 
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ตารางที่ ข-24 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณลิปิด (lipid content) ปริมาณลิปิด 

(g/L) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีกลูโคส 100g/L เมื่อใช้ 

(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C, 8 วัน  

เวลา 

(วัน) 

Biomass 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%CDW) 

Residue sugar 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

0 1.5 0.105 7.027 97.143 1.638 

2 3.25 0.385 11.85 45.714 2.651 

4 6.125 1.319 21.548 31.429 3.459 

6 7.0 1.797 25.676 18.571 4.928 

8 8.91 3.656 41.039 14.286 6.243 

ตารางที่ ข-25 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ 

CaCl2 (Ca+) ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Biomass (g/L) เวลา 

(วัน) Ca+ 15mg/L Ca+ 20mg/L Ca+ 25mg/L Ca+ 30mg/l Ca+ 40mg/L 

0 1.13 1.25 1.22 1.23 1.13 

2 5.38 4.875 4.88 4.88 6.13 

4 7.25 6.375 6.00 6.00 6.75 

6 7.25 8.375 6.75 7.38 7.25 

8 8.63 8.375 8.63 8.38 8.88 

ตารางที่ ข-26 ปริมาณลิปิดของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ CaCl2 (Ca2+) ที่ค่า

ต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Lipid  (g/L) เวลา 

(วัน) Ca 2+  

15mg/L 

Ca2+  

20mg/L 

Ca2+  

25mg/L 

Ca2+  

30mg/l 

Ca2+  

40mg/L 

2 0.29 0.358 0.31 0.27 0.34 

4 1.27 1.202 1.11 1.06 1.20 

6 1.51 1.624 1.21 1.28 1.53 

8 3.55 3.536 4.02 3.92 3.59 



 

 

98 ภาคผนวก 

ตารางที่ ข-27 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณโปรตีน ปริมาณลิปิด (g/L) และ

ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ CaCl2 (Ca2+) ที่ค่า

ต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

ความเข้มข้นของ 

Ca2+ (mg/L)  

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

15 8.63 4.32 3.40 39.47 

20 8.38 4.49 3.39 40.46 

25 8.63 4.49 3.86 44.71 

30 8.38 4.94 3.75 44.81 

40 8.88 4.56 3.45 38.82 

 

ตารางที่ ข-28 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ 

Mn2+ ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Biomass (g/L) เวลา 

(วัน) Mn2+ 

0.03mg/L 

Mn2+ 

0.04mg/L 

Mn2+  

0.05mg/L 

Mn2+ 

0.06mg/L 

Mn2+ 

0.07mg/L 

0 1.25 1.23 1.38 1.28 1.13 

2 4.88 5.75 7.00 6.00 4.88 

4 6.75 6.75 7.63 6.75 6.50 

6 7.50 7.50 7.63 8.50 8.00 

8 8.63 8.63 8.13 8.50 8.88 
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ตารางที่ ข-29 ปริมาณลิปิดของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Mn2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Lipid  (g/L) เวลา 

(วัน) Mn2+ 

0.03mg/L 

Mn2+ 

0.04mg/L 

Mn2+  

0.05mg/L 

Mn2+ 

0.06mg/L 

Mn2+ 

0.07mg/L 

0 0.03 0.04 0.07 0.04 0.03 

2 0.34 0.37 0.33 0.22 0.26 

4 1.44 1.08 1.16 0.95 0.88 

6 1.64 1.44 1.95 2.03 1.96 

8 3.29 3.62 3.71 3.67 3.49 

 

ตารางที่ ข-30 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณโปรตีน ปริมาณลิปิด (g/L) และ

ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Mn2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

ความเข้มข้นของ 

Mn2+ (mg/L)  

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

0.03 8.63 5.29 3.15026 36.52 

0.04 8.38 4.42 3.21665 38.41 

0.05 8.13 5.13 3.55959 43.81 

0.06 8.50 4.84 3.51738 41.38 

0.07 8.88 4.92 3.34348 37.67 
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ตารางที่ ข-31 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ 

Zn2+ ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Biomass (g/L) เวลา 

(วัน) Zn2+ 

2mg/L 

Zn2+  

3mg/L 

Zn2+  

4mg/L 

Zn2+  

5mg/L 

Zn2+  

6mg/L 

0 1.13 1.38 1.24 1.25 1.15 

2 4.38 5.25 4.50 4.25 4.75 

4 6.13 6.01 6.50 5.38 7.63 

6 7.13 6.50 7.38 7.25 8.13 

8 8.00 8.00 8.50 8.38 8.25 

 

ตารางที่ ข-32 ปริมาณลิปิดของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Zn2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Lipid  (g/L) เวลา 

(วัน) Zn2+  

2mg/L 

Zn2+  

3mg/L 

Zn2+  

mg/L 

Zn2+  

5mg/L 

Zn2+  

6mg/L 

0 0.02 0.03 0.03 0.03 0.05 

2 0.39 0.26 0.23 0.20 0.39 

4 0.96 0.93 0.79 1.34 1.23 

6 1.65 1.53 1.88 1.87 1.57 

8 3.29 3.55 3.83 3.73 3.56 
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ตารางที่ ข-33 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณโปรตีน ปริมาณลิปิด (g/L) และ

ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Zn2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

ความเข้มข้นของ 

Zn2+ (mg/L)  

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

2 8.38 4.84 3.19 38.11 

3 8.00 5.32 3.40 42.55 

4 8.50 5.15 3.67 43.18 

5 8.63 4.87 3.57 41.41 

6 8.38 5.37 3.34 39.92 

 

ตารางท่ี ข-34 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ 

Mg2+ ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Biomass (g/L) เวลา 

(วัน) Mg2+ 

0.5g/L 

Mg2+  

1.0g/L 

Mg2+  

1.5g/L 

Mg2+  

2.0g/L 

Mg2+ 

2.5g/L 

0 1.63 1.63 1.50 1.625 1.68 

2 4.38 3.50 4.00 3.625 2.63 

4 6.13 7.00 6.75 6.125 6.75 

6 7.38 7.50 8.00 7.375 7.38 

8 8.25 8.38 8.50 8.375 8.50 
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ตารางที่ ข-35 ปริมาณลิปิดของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Mg2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Lipid  (g/L) เวลา 

(วัน) Mg2+  

0.5g/L 

Mg2+  

1.0g/L 

Mg2+  

1.5g/L 

Mg2+  

2.0g/L 

Mg2+  

2.5g/L 

0 0.02 0.03 0.02 0.0222 0.05 

2 0.24 0.32 0.19 0.3074 0.19 

4 1.09 0.90 0.86 0.8598 0.96 

6 1.58 1.48 1.23 1.4372 1.34 

8 3.44 3.59 3.72 3.5236 3.32 

 

ตารางที่ ข-36 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณโปรตีน ปริมาณลิปิด (g/L) และ

ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Mg2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

ความเข้มข้นของ Mg2+ 

(g/L)  

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

0.5 8.50 4.48 3.29 38.69 

1.0 8.38 4.87 3.44 41.11 

1.5 8.50 4.55 3.65 42.91 

2.0 8.38 4.74 3.38 40.33 

2.5 8.50 5.19 3.18 37.47 
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ตารางที่ ข-37 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ 

Cu2+ ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Biomass (g/L) เวลา 

(วัน) Cu2+  

0.1g/L 

Cu2+  

0.2g/L 

Cu2+  

0.3g/L 

Cu2+  

0.4g/L 

Cu2+  

0.5g/L 

0 1.50 1.63 1.52 1.63 1.5 

2 4.13 4.25 5.00 4.50 3.6 

4 6.75 7.38 7.25 6.75 5.6 

6 8.00 8.00 7.88 8.38 7.4 

8 8.63 8.63 8.38 8.50 8.0 

 

ตารางที่ ข-38 ปริมาณลิปิดของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Cu2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Lipid  (g/L) เวลา 

(วัน) Cu2+  

0.1g/L 

Cu2+  

0.2g/L 

Cu2+  

0.3g/L 

Cu2+  

0.4g/L 

Cu2+  

0.5g/L 

0 0.03 0.03 0.05 0.05 0.0 

2 0.31 0.26 0.29 0.28 0.2 

4 0.90 0.93 1.18 0.81 0.6 

6 1.56 1.39 1.82 1.69 1.4 

8 3.33 3.55 3.72 3.55 3.2 
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ตารางที่ ข-39 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณโปรตีน ปริมาณลิปิด (g/L) และ

ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Cu2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

ความเข้มข้นของ Cu2+ 

(g/L)  

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

(%DCW) 

0.1 8.63 4.57 3.20 37.05 

0.2 8.63 4.69 3.40 39.47 

0.3 8.38 5.08 3.56 42.54 

0.4 8.88 4.62 3.52 39.67 

0.5 8.00 4.92 3.04 37.95 

 

ตารางท่ี ข-40 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ 

Fe2+ ที่ค่าต่างๆ บ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Biomass (g/L) เวลา 

(วัน) Fe2+  

12mg/L 

Fe2+ 

 14mg/L 

Fe2+  

16mg/L 

Fe2+  

18mg/L 

Fe2+ 

20mg/L 

0 1.25 1.38 1.31 1.25 1.12 

2 3.50 4.50 4.75 3.63 4.38 

4 6.13 5.75 7.00 6.13 5.75 

6 6.75 7.13 7.38 7.13 7.38 

8 8.00 8.38 8.75 7.88 8.38 
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ตารางที่ ข-41 ปริมาณลิปิดของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Fe2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

Lipid  (g/L) 

เวลา 

(วัน) 

Fe2+  

12mg/L 

Fe2+  

14mg/L 

Fe2+  

16mg/L 

Fe2+  

18mg/L 

Fe2+  

20mg/L 

0 0.02 0.05 0.02 0.05 0.02 

2 0.24 0.36 0.36 0.21 0.24 

4 0.67 0.77 1.03 1.02 0.77 

6 1.50 1.72 1.57 1.34 1.77 

8 3.26 3.42 3.86 3.65 3.55 

 

ตารางที่ ข-42 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้ง (Biomass) ปริมาณโปรตีน ปริมาณลิปิด (g/L) และ

ปริมาณลิปิด (lipid content, %) ของการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท YU5/2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มี

กลูโคส 80g/L เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และแปรผันปริมาณ Fe2+ ที่ค่าต่างๆ บ่ม

แบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 130 rpm อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 8 วัน  

ความเข้มข้นของ Fe2+ 

(g/L)  

Biomass 

(g/L) 

Protein 

(g/L) 

Lipid 

(g/L) 

Lipid content 

 (%DCW) 

12 8.50 4.68 2.99 35.23 

14 8.25 4.87 3.16 38.26 

16 8.75 4.96 3.70 42.24 

18 7.88 4.82 3.50 44.48 

20 8.38 4.59 3.40 40.60 
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Substrate. World Academy of Science, Engineering and Technology 64 2012: 1127-
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