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บทคัดย่อ 
 ป่าชายเลนเป็นอีกหนึ8งแหล่งที8เหมาะสมสําหรับการคดักรองยีสต์ที8สามารถผลิตและสะสม
นํ >ามนั (oleaginous yeasts) ได้มากกว่าร้อยละ gh ของนํ >าหนกัเซลล์แห้ง ดงันั >นวตัถุประสงค์ของ
การศึกษานี > คือ การคดักรองยีสต์ที8สามารถผลิตนํ >ามนัจากตะกอนดินป่าชายเลน อําเภอเทพา 
จงัหวดัสงขลา จากการคดักรองพบว่าได้ยีสต์จํานวน lm ไอโซเลต มียีสต์จํานวน n ไอโซเลตที8
สามารถระบุได้ว่าเป็นยีสต์ที8ผลิตนํ >ามนัได้ (oleaginous yeasts) จากการย้อมด้วยเทคนคิ Sudan 
black B ได้แก่ ยีสต์ไอโซเลต TEP6 TEP11 TEP12 TEP17 และ TEP18 เนื8องจากเมื8อสกดันํ >ามนั
ด้วยวิธี Bligh and Dyer ยีสตท์ั >ง n ไอโซเลต มีการสะสมของนํ >ามนัร้อยละ }h.~ �g.n gm.h gm.m 
และ m�.l ต่อนํ >าหนกัเซลล์แห้ง ตามลําดบั ซึ8งการระบชุนดิของยีสต์ทั >ง n ไอโซเลต บริเวณยนี lms 
rRNA แสดงให้เห็นว่าไอโซเลต TEP6 TEP11 และ TEP17 มีความใกล้เคียงกบั Candida tropicalis 
ส่วนไอโซเลต TEP12 มีความใกล้เคยีงกบั Candida maltosa และไอโซเลต TEP18 มีความ
ใกล้เคียงกบั Hanseniaspora sp. นอกจากนี >เมื8อทําการตรวจสอบองค์ประกอบของกรดไขมนัของ
ยีสต์ที8มีการผลิตและสะสมนํ >ามนัมากที8สดุ 3 อนัดบั คือ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 และ TEP11 
และ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP 18 พบว่ามีกรดไขมนัหลกัที8ยีสต์ Hanseniaspora sp. ไอ
โซเลต TEP18 ผลิตได้ คือ กรดปาล์มิโทเลอิก (C16:1) ส่วนในยสีต์ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 
และ TEP11 มีองค์ประกอบของกรดไขมนัที8เหมือนกนั คือ มีกรดโอเลอิก (C18:1) มากที8สดุ จากการ
ตรวจสอบยีน ACC1 ของยีสตท์ั >ง 5 ไอโซเลต พบแถบของดีเอ็นเอบริเวณ 7000 คู่เบส ของยีสต์ C. 

tropicalis ไอโซเลต TEP6 TEP11 และ TEP17 ซึ8งเป็นตาํแหน่งของยีน ACC1 โดยการศกึษานี >จะ
เป็นฐานข้อมลูในการศึกษาองค์ประกอบของกรดไขมนั เพื8อใช้ประโยชน์ได้ต่อไปในอนาคต 
 

คําค้นหา : ยีสต์ที8สามารถผลิตนํ >ามนัได้, ตะกอนดินป่าชายเลน, อําเภอเทพา จงัหวดัสงขลา, 
เทคนิค Sudan Black B, วิธี Bligh and Dyer 
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Abstract 
 The mangrove forests is one of the appropriated sources for screening of 
oleaginous yeasts which can be able to accumulate lipids up to 20% of their cellular dry 
weight. Consequently, the aim of this study is to screen oleaginous yeast from soil 
sediments at mangrove forest, Thepha district, Songkhla province. Among 18 isolates, 
five isolates namely TEP6 TEP11 TEP12 TEP17 and TEP18 were identified as an 
oleaginous yeasts by using Sudan black B staining technique and extracted lipid using 
Bligh and Dyer method with 40.6% 32.5% 28.0% 28.8% and 87.1% lipid per dry cell 
weight respectively. The identification of five isolates based on the 18S rRNA gene 
showed that isolate TEP6 TEP11 and TEP17 are closely related to Candida tropicalis. 
Isolate TEP12 was closely related to Candida maltosa and isolate TEP18 was closely 
related to Hanseniaspora sp.  Moreover, fatty acid profile of Hanseniaspora sp. isolate 
TEP18 revealed that major fatty acid content is palmitoleic (C16:1). C. tropicalis isolate 
TEP6 and TEP11 revealed that oleic acid (C18:1) was detect as a major fatty acid. Lastly, 
the DNA band of ACC1 gene were detected at 7000 base pairs of C. tropicalis isolate 
TEP6 TEP11 and TEP17. In this study, lipid profile of C. tropicalis isolate TEP6 and TEP11 
and Hanseniaspora sp. isolate TEP18 can be applied for database in future study. 
 
Keywords : oleaginous yeasts, sediments mangrove forest, Thepha district Songkhla 
province, Sudan black B staining, Bligh and Dyer method 
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บทที$ 1 
บทนํา 

 
จุลินทรีย์โอลิเอจินสั (Oleaginous microorganism) คือ จุลชีพทีDสามารถสะสมนํ Jามนัใน

รูปไตรกลีเซอไรด์ได้มากกว่าร้อยละ 20 ของชีวมวล ซึDงไตรกลีเซอไรด์ทีDพบในจุลชพีเหล่านี Jมี
คณุสมบตัิคล้ายกบันํ JามนัทีDพบในเมล็ดพืช (Carsanba, Papanikolaou and Erten, 2018) จุลชีพทีD
สามารถสะสมนํ Jามนัได้ ได้แก่ แบคทีเรีย และยีสต์ นอกจากนั JนยงัมีสิDงมีชีวิตทีDสามารถสะสมนํ Jามนั
ได้ คือ สาหร่ายและพืช แม้ว่าสาหร่ายจะสามารถผลิตและเก็บสะสมนํ Jามนัไว้ภายในเซลล์ได้เป็น
จํานวนมาก แต่สาหร่ายมีข้อจํากดั คือ จําเป็นต้องใช้พื JนทีDในการเพาะเลี Jยงและระยะเวลาในการ
เติบโตมากกว่าสิDงมีชีวิตชนิดอืDนๆ เช่นเดียวกบัในพืชทีDมีการเก็บสะสมนํ Jามนัไว้ในเมล็ดพืชและมี
การใช้ประโยชน์จากนํ Jามนัในเมล็ดพืชเป็นจํานวนมาก แต่พืชมีข้อจํากดัเช่นเดียวกบัสาหร่าย คือ 
ต้องการพื JนทีDและระยะเวลาในการเติบโตทีDมาก นอกจากนี Jปริมาณนํ JามนัทีDสะสมในพืชยงัขึ Jนกบั
ปริมาณนํ Jา ทําให้พชืมีการสะสมนํ JามนัทีDมากน้อยแตกต่างกนัในแต่ละฤดกูาล ส่วนแบคทีเรียแม้จะ
มีข้อได้เปรียบกว่าสาหร่ายและพืช คือ มีอตัราการเจริญเติบโตทีDสงู ใช้พื JนทีDในการเลี Jยงและ
ระยะเวลาในการเจริญเติบโตน้อยกว่า ในขณะเดียวกนัจากการศึกษาพบว่ามีแบคทีเรียเพยีงบาง
ชนิดเท่านั JนทีDมีการสะสมของนํ Jามนัได้ร้อยละ 20-40 ภายในเซลล์ ซึDงมีประสิทธิภาพในการสะสม
นํ Jามนัได้น้อยกว่าในสาหร่ายและยีสต์ (Meng et al., 2009) 

ยีสต์ทีDสามารถผลิตนํ Jามนัได้ (oleaginous yeast) สามารถเก็บสะสมนํ Jามนัได้ถงึร้อยละ 
20-70 ขึ Jนอยู่กบัภาวะทีDใช้ในการเจริญเติบโต ยีสต์มีข้อดกีว่าสิDงมีชีวิตชนิดอืDน คือ ใช้พื JนทีDในการ
เพาะเลี Jยงและระยะเวลาในการเจริญเติบโตน้อย (Lamers et al., 2016) โดยยีสต์ทีDได้จากตะกอน
ดินบริเวณป่าชายเลนจะมีความหลากหลายสงูมาก เนืDองจากป่าชายเลนเป็นพื JนทีDทีDมีความอดุม
สมบูรณ์มาก (Kaewwichian and Khamthaiklang, 2017) ซึDงปริมาณการผลิตและสะสมของ
นํ Jามนัภายในเซลล์ยีสตจ์ะขึ Jนอยูก่บัหลายปัจจยั ได้แก่ ปัจจยัภายนอก คือ สภาพแวดล้อมทีDยีสต์
อาศยัอยู่ และ อาหารทีDยีสตใ์ช้ในการเจริญ และปัจจยัภายในเซลล์ยีสต์ คือ ยนีทีDเกีDยวข้องกบัการ
ผลิตและสะสมนํ Jามนัภายในเซลล์ (Sha, 2013) 

ยีน ACC1 เป็นยนีทีDสร้างเอนไซม์ acetyl-CoA carboxylase-1 ซึDงมีหน้าทีDในการเปลีDยน 
acetyl-CoA เป็น malonyl-CoA โดยขั Jนตอนนี Jเป็นขั Jนกําหนดปฏิกิริยา (rate limiting step) ทีDสําคญั
ในการสงัเคราะหก์รดไขมนั (fatty acid synthesis) ในสิDงมีชีวิตเกือบทุกชนิด (Hablacher et al., 
1993) โดยยีน ACC1 อาจจะมีลําดบันิวคลีโอไทด์แตกต่างกนัไปในสิDงมีชีวิตแต่ละชนิดรวมทั Jงยีสต ์
จึงใช้ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1 ในการเปรียบเทียบยีสต์ทีDสามารถผลิตนํ Jามนัได้จากตะกอน
ดินบริเวณป่าชายเลน  

การทดลองนี Jจึงมีจดุประสงคเ์พืDอคดักรองยีสต์ทีDสามารถผลิตนํ Jามนัได้จากตะกอนดิน
บริเวณป่าชายเลน อ.เทพา จ.สงขลา และนํายีสต์ทีDมีปริมาณการสะสมนํ JามนัมากทีDสดุ โดยการ
สกดันํ Jามนัและวดัปริมาณด้วยวิธีของ Bligh and Dyer (Neema and Kumari, 2013) หลงัจากนั Jน
นํามาหาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน ACC1 แล้วจึงนําลําดบันิวคลีโอไทด์ทีDได้มาเปรียบเทยีบกบั
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ยีสต์ Yarrowia lipolytica ซึDงเป็นยีสตต้์นแบบทีDสามารถผลิตนํ JามนัทีDมีการใช้อย่างแพร่หลายใน
งานวิจยัจํานวนมาก 
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
�. เพืDอคดักรองยีสต์ทีDสามารถผลิตนํ Jามนัได้จากตะกอนดนิบริเวณป่าชายเลน อ.เทพา จ.สงขลา 
�. เพืDอตรวจสอบยีน ACC0 จากยีสต์ทีDคดักรองได้ 
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บทที$ 2 
การตรวจเอกสารของงานวิจัยที$เกี$ยวข้อง 

 
1. ยีสต์ (Yeast)  

ยีสต์เป็นสิDงมีชีวิตประเภทยูแคริโอต (eukaryote) ทีDสามารถพบได้ทัDวไปในธรรมชาต ิได้แก ่
ดิน นํ Jา หรือแม้กระทัDงในสิDงมีชีวิต เช่น พชื แมลง หรือกระเพาะของสตัว์ เป็นต้น ยีสต์จดัเป็นรากลุ่ม
หนึDงทีDส่วนใหญ่มีการดํารงชีวิตเป็นเซลล์เดีDยว (unicellular form) มีรูปร่างหลายแบบ เช่น รูปร่าง
แบบกลม รูปร่างแบบรี รูปร่างแบบสามเหลีDยม หรือรูปร่างแบบทรงกระบอกทีDมีปลายมน เป็นต้น 
(รูปทีD 1) เซลล์ยีสต์มีความยาว 2-3 ไมโครเมตร แต่ยีสตบ์างชนิดอาจมีความยาวได้มากถึง 20-50 
ไมโครเมตร ส่วนความกว้างของเซลล์ยีสตน์ั Jน จะอยู่ระหว่าง 1-10 ไมโครเมตร ซึDงหากมองด้วยตา
เปล่าเซลล์ยีสต์มกัจะมีขนาดเซลล์ทีDใหญ่กว่าเซลล์แบคทีเรีย ยีสต์ส่วนใหญ่มีการสืบพนัธ์ุแบบไม่
อาศยัเพศ โดยใช้วิธีการแตกหน่อ (budding) นอกจากนี Jยีสตย์งัมีลกัษณะของโคโลนีทีDขึ Jนบน
อาหารเลี Jยงยีสต์แตกต่างกนัไปในยีสต์แต่ละชนดิและในยสีต์ชนิดเดียวกนัก็สามารถมีลกัษณะ
โคโลนีทีDแตกต่างกนัในแต่ละช่วงอายุด้วย (Granek and Magwene, 2010) 

 

 
 

รูปที$ 1 สณัฐานวิทยาของโคโลนีในจุลชีพ (Klingberg et al., 2008) 
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2. จุลินทรีย์โอลิเอจินัส (Oleaginous microorganism)  
จลิุนทรีย์โอลิเอจินสั คือ จุลชีพทีDสามารถสะสมนํ Jามนัได้มากกว่าร้อยละ 20 และอาจสะสม

ได้มากถึงร้อยละ 70 ของชีวมวล ภายใต้ภาวะทีDเหมาะแกก่ารเจริญของจุลชีพ โดยในสิDงมีชีวิตแบบ
ยูแคริโอต ได้แก่ ยีสต์ รา และสาหร่าย สามารถผลิตและสะสมนํ Jามนัได้ในรูปของไตรกลีเซอร์ไรด์ 
(triglyceride) ซึDงคล้ายคลึงกบันํ JามนัทีDพืชสะสมไว้ภายในเซลล์ แต่ในสิDงมีชีวิตแบบโพรแคริโอต 
(prokaryote) คือ แบคทีเรีย จะผลิตและสะสมนํ Jามนัได้ในรูปของนํ JามนัทีDจําเพาะ โดยจุลินทรีย์ทีD
สะสมนํ Jามนัต้องมีคณุสมบตัใินการผลิต acetyl CoA (AcCoA) ได้อย่างต่อเนืDองภายในเซลล์ 
(Liang and Jiang, 2013) ซึDงเป็นขั JนตอนทีDสําคญัในการสงัเคราะหก์รดไขมนั 

 
ยีสต์ที$สามารถผลิตนํ Vามันได้ (Oleaginous yeast)  

ยีสต์ทีDสามารถผลิตนํ Jามนัได้มีส่วนประกอบของนํ Jามนัถึงร้อยละ 20 ของนํ Jาหนกัแห้ง ยีสต์
เป็นสิDงมีชีวิตทีDเจริญเติบโตได้เร็วและสามารถสะสมนํ Jามนัไว้ในเซลล์ได้มาก ยีสตท์ีDสามารถผลิต
นํ Jามนัได้ส่วนใหญ่สามารถสะสมนํ Jามนัได้มากกว่าร้อยละ 20 หรืออาจสงูถึงร้อยละ 70 ของนํ Jาหนกั
แห้ง ภายใต้ภาวะทีDมีสารอาหารอย่างจํากดั ซึDงโครงสร้างของนํ Jามนัจะแตกต่างกนัในยีสต์แต่ละสปี
ชีส์ ยีสต์ทีDสามารถผลิตนํ Jามนัได้พบได้ในสกุล Candida Cryptococcus Lipomyces 
Rhodosporidium Rhodotorula Rhizopus Trichosporon และ Yarrowia (Beopoulos and 
Nicaud, 2012) ส่วนแหล่งคาร์บอนทีDยีสต์สามารถนํามาใช้ประโยชนใ์นการผลิตนํ Jามนั ได้แก ่
นํ Jาตาลกลโูคส นํ Jาตาลไซโลส กลีเซอรอล แป้ง เซลลโูลสไฮโดรไลเสต (cellulose hydrolysate) ของ
เสียจากโรงงานอตุสาหกรรม และของเสียอินทรีย์จากเทศบาล (Sitepu et al., 2015) ในภาวะทีDมี
แหล่งคาร์บอนมากเกินพอยีสต์จะสามารถเปลีDยนคาร์บอนให้สะสมในรูปของนํ Jามนัได้ ปัจจยัทีDมีผล
ต่อการสะสมนํ Jามนัภายในเซลล์ยีสต์ คือ แหล่งคาร์บอนแต่ละแหล่งทีDยีสต์ใช้ในการเจริญเติบโตจะ
ให้ปริมาณของการสะสมนํ Jามนัแตกต่างกนั นอกจากแหล่งคาร์บอนจะมีผลต่อการสะสมของนํ Jามนั
ภายในยีสต์แล้ว อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N) เป็นอีกปัจจยัทีDส่งผลให้ยีสต์สะสม
นํ Jามนัแตกต่างกนัด้วย เมืDอใช้อาหารทีDมีอตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนทีDมากขึ Jน จะส่งผลทํา
ให้ยีสต์มีการสะสมนํ JามนัเพิDมมากขึ Jน เนืDองจากไนโตรเจนมีผลต่อการทํางานของเอนไซม์ต่างๆทีDอยู ่
ภายในเซลล์ยีสต์ (Fontanille et al., 2012) 
 
3. ไตรกลเีซอไรด์ (Triglyceride) หรือ ไตรเอซิลกลีเซอไรด์ (Triacylglyceride)  

ไตรกลีเซอไรด์เป็นนํ JามนัชนิดหนึDงซึDงเกดิจากการรวมตวักนัของกรดไขมนั (fatty acid) 3 
โมเลกุล กบั กลีเซอรอล (glycerol) 1 โมเลกุล ด้วยพนัธะเอสเทอร์ (ester bond) ผลผลิตทีDได้ คือ 
ไตรกลีเซอไรด์ 1 โมเลกุล และนํ Jา 3 โมเลกุล (รูปทีD 2) ไตรกลีเซอไรด์เป็นแหล่งสะสมพลงังานใน
ระยะยาวและเป็นองค์ประกอบหลกัในนํ Jามนัของพืช (Cox and Garcia-Palmieri, 1990) ไตรกลี
เซอไรด์เป็นโมเลกุลทีDไม่มีขั Jว มีจํานวนคาร์บอนตั Jงแต่ 8-24 อะตอม ไตรกลีเซอไรด์จะพบมากทีDสดุ
ในรูปของกรดปาล์มิติก (palmitic acid) ทีDมีคาร์บอนอะตอมเท่ากบั 16 อะตอม และ กรดโอเลอิก 
(oleic acid) ทีDมีคาร์บอนอะตอมเท่า 18 อะตอม ซึDงมีทั JงกรดไขมนัชนิดอิDมตวัและไม่อิDมตวั นอกนั Jน
จะพบอยูใ่นรูปของฟอสฟอลิปิด (phospholipid) สเตยีรอยด์ (steroids) และเอสเทอร์ของส
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เตียรอยด์ นํ JามนัทีDพบในสตัว์ส่วนใหญจ่ะอยู่ในรูปของแข็งสะสมอยู่ในเมมเบรนของสตัว์ แต่ในยีสต์
ทีDสามารถผลิตและสะสมนํ Jามนัได้จะสะสมนํ Jามนัในรูปของหยดนํ Jามนั (fat droplet) หรือหยด
นํ Jามนั (oil droplet) อยู่ภายในเซลล์ ดงันั JนเมืDอนําเซลล์ยีสต์ไปย้อมและส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์
จึงเห็นเป็นหยดนํ Jามนัภายในเซลล์ยีสต์และเหน็สีย้อมติดล้อมรอบเมมเบรนของเซลล์ยีสต์ ซึDงนํ Jามนั
ทีDได้จากยีสต์จะมีองคป์ระกอบของกรดไขมนัคล้ายคลึงกบันํ Jามนัในพืช คือ กรดโอเลอิก (C18:1) 
ส่วนนํ JามนัทีDพบได้ในพืชทัDวไปจะมีลกัษณะเป็นของเหลว เรียก นํ Jามนั (oil) และพบการสะสมของ
นํ Jามนัได้ในเมล็ดพชื (Schwartz and Wolins, 2007) 
 

 
 

รูปที$ 2 การรวมตวัของกลีเซอรอล1 โมเลกุลและกรดไขมนั 3 โมเลกุลได้เป็นไตรกลีเซอไรด์ 1 
โมเลกุล 

(ทีDมา : https://krukoongchemistry.wordpress.com/tag/ไตรกลีเซอไรด์/) 
 
4. กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมัน (Fatty acid synthesis หรือ FAS) 

กระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนั (fatty acid synthesis) ในยีสต์ของยีสตท์ีDสามารถผลิต
นํ Jามนัได้เกิดขึ JนเมืDอยีสต์ถกูเลี JยงในภาวะทีDมีนํ Jาตาลกลโูคสมากเกนิพอ และถูกจํากดัปไนโตรเจน 
ยีสต์จะนํานํ Jาตาลกลโูคสเข้าสู่เซลล์และในขั Jนตอนสดุท้ายของกระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมนั 
นํ JาตาลกลโูคสจะถูกเปลีDยนเป็นไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride : TAG) สะสมไว้ในเซลล์ (รูปทีD 3) โดย
มีกระบวนการดงันี J เมืDอเลี Jยงยีสตใ์นภาวะทีDมีนํ Jาตาลกลโูคสมากเกนิพอ ยีสต์จะนํานํ Jาตาลกลโูคส
เข้าสู่เซลล์ และเปลีDยนนํ Jาตาลกลโูคสให้เป็นไพรูเวท จากนั JนไพรูเวทจะถูกเปลีDยนให้เป็นอะซิทลัดี
ไฮด์ (acetaldehyde) และ อะซิเตท (acetate) ตามลําดบั ต่อมา acetate จะถูกเปลีDยนเป็นอะซิติล
โคเอนไซม์เอ (acetyl CoA : AcCoA) จากนั Jนอะซติิลโคเอนไซม์เอ จะถูกเปลีDยนให้เป็นมาโลนิลโค
เอนไซม์เอ (malonyl CoA : MalCoA) ในขั Jนตอนนี Jยนี ACC1 ซึDงเป็นยนีทีDสร้างเอนไซม์เอนไซม์อะซิ
ติลโคเอนไซม์เอคาร์บอกซเิลส1 (acetyl-CoA carboxylase-1) จะเข้ามาเร่งปฏิกิริยาในการเปลีDยน
จากอะซิติลโคเอนไซม์เอให้เป็นมาโลนิลโคเอนไซม์ ซึDงในขั Jนตอนนี Jถือเป็นขั Jนกําหนดปฏิกิริยา (rate 
limiting step) ของกระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมนั เนืDองจากมาโลนิลโคเอนไซม์เป็นสารตั Jงต้นใน
การสงัเคราะหก์รดไขมนั (Tehlivets, Scheuringer and Kohlwein, 2007) 
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รูปที$ 3 กระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมนัในยีสต์ (Nielsen, 2009) (นํ Jาตาลกลโูคสจะถูกให้
เปลีDยนเป็นไพรูเวท จากนั JนไพรูเวทจะถกูเปลีDยนเป็นอะซิตลิโคเอนไซม์เอ แล้วถูกเร่งด้วยเอนไซม์อะ
ซิติลโคเอนไซม์เอคาร์บอกซิเลส1 เพืDอเปลีDยนให้เป็นมาโลนิลโคเอนไซม์เอ และสดุท้ายจะถกูเปลีDยน

ให้เป็นไตรกลีเซอไรด์สะสมไว้ภายในเซลล์) 
 
5. ยีน ACC1 
 เนืDองจากยีน ACC1 มีบทบาทสําคญัในกระบวนการสงัเคราะหก์รดไขมนัของสิDงมีชีวิต
เกือบทกุชนิด โดยยีน ACC1 ทําหน้าทีDสร้างเอนไซม์อะซิติลโคเอนไซม์เอคาร์บอกซิเลส1 ซึDงทํา
หน้าทีDในการเปลีDยนอะซิติลโคเอนไซม์เอให้เป็นมาโลนิลโคเอนไซม์เอ และในขั Jนตอนสดุท้ายจะถูก
เปลีDยนให้เป็นไตรกลีเซอไรด์สะสมไว้ภายในเซลล์ของสิDงมีชีวิต จากงานวิจยัทีDมีมาก่อนหน้านี Jได้มี
การศึกษาความสมัพนัธ์ของยีน ACC1 กบัปริมาณนํ JามนัทีDยีสต์ Y. lipolytica สะสมได้ ในการ
ทดลองได้มีการทําให้ยีน ACC1 มีการแสดงออกทีDเพิDมสงูขึ Jน (overexpression) จากนั Jนจึงวดั
ปริมาณนํ JามนัทีDยีสตช์นิดนั Jนสะสมได้เทยีบกบัยีสต์ทีDไม่มีการแสดงออกเพิDมขึ Jนของยนี ACC1 จาก
การทดลองพบว่ายีสตท์ีDมีการแสดงออกเพิDมขึ Jนของยนี ACC1 มีการสะสมของนํ JามนัเพิDมขึ Jนถึง 1 
เท่า เมืDอเทยีบกบัยีสตท์ีDไม่มีการแสดงออกทีDเพิDมขึ Jนของยนี ACC1 (Tai and Stephanopoulos, 
2012) (รูปทีD 4) ซึDงหมายความว่ายีน ACC1 มีผลต่อการสะสมนํ Jามนัของยีสต์ Y. lipolytica เมืDอยีน 
ACC1 มีการแสดงออกทีDเพิDมมากขึ Jนส่งผลให้ปริมาณนํ JามนัทีDยีสต์สะสมมากขึ Jนด้วย 
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รูปที$ 4 การทําให้ยีน ACC1 มีการแสดงออกเพิDมขึ Jน (สญัลกัษณ์บวก) ในยีสต์ Y. lipolytica เทียบ

กบัยีสต์ Y. lipolytica ทีDมีการแสดงออกของยนี ACC1 แบบปกติ (สญัลกัษณ์ลบ) พบว่ายีสต์ Y. 

lipolytica ทีDมีการแสดงออกของยีน ACC1 เพิDมมากขึ Jน ส่งผลให้มีการสะสมนํ JามนัเพิDมมากขึ Jนถึง 
1 เท่า (Tai and Stephanopoulos, 2012)  
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บทที$ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการดําเนินการ 

 
วัสดุอุปกรณ์ 
 - Flask (Sovirel, France) 
 - Tube (Pyrex, USA) 
 - Rack 
 - Micropipette (Gilson, France)  
 - Pipette tip (IVD, Germany) 
 - Plate (Merck KGaA, Germany) 
 - Loop 
 - Glass spreader 
 - Spatula 
 - Shaker (Gibthai, Thailand) 
 - Incubator (Memmert, France) 
 - Balance 4 digit (Oharus corporation, USA) 
 - Slide (Sail brand, China) 
 - Cover slip  
 - Light microscope (Olympus, Japan) 
 - Gas chromatography GC-2010 (Bara Scientific, Thailand) 
สารเคม ี
1. สารเคมีทีDใช้เลี Jยงเชื Jอ 
 - Yeast extract (HiMedia Laboratodries Pvt. Ltd., India) 
 - Glucose (Ajax Finechem, Australia) 
 - Peptone (HiMedia Laboratodries Pvt. Ltd., India) 
 - Agar 
 - Chloramphenicol (Sigma, China) 
 
2. สารเคมีทีDใช้ในการตรวจสอบการสะสมนํ Jามนัของยีสต ์
 - Safranin O (Suvchem, India) 
 - Sudan Black B (Sigma-aldrich, USA) 
 - 95% และ 70% ethanol 
 - นํ JากลัDนทีDผ่านกระบวนการ autoclave 
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วิธีการดําเนินงาน 
 

1. เก็บตะกอนดินจากป่าชายเลน อําเภอเทพา จังหวดัสงขลา 
 เก็บตะกอนดนิบริเวณใต้ต้นไม้บริเวณป่าชายเลนจํานวน 3 จุด (รูปทีD 5) ได้แก ่
  จุดทีD 1 TP1 พิกดั 6.85281 N, 101.00228 E 
  จุดทีD 2 TP2 พิกดั 6.84844 N, 101.01639 E 
  จุดทีD 3 TP3 พิกดั 6.8482851 N, 101.0161597 E 
 ตะกอนดินจาก 3  แหล่งทีDแตกต่างกนั (รูปทีD 6) ถกูเกบ็ด้วยอปุกรณ์เก็บดนิ grab Ekman ทีD
ระดบัความลึก 0-15 เซนตเิมตร จากผิวดิน จุดละ 1 ครั Jง ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บใส่ screw cap 
tube แช่ในนํ Jาแข็งทีDอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพืDอขนย้าย แล้วจึงย้าย screw cap tube ทั Jง 3 
หลอด เก็บไว้ในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส 
 

 
 

รูปที$ 5 จุดทีDเก็บตะกอนดนิ บริเวณ TP1 TP2 และ TP3 บนแผนทีD 
 

  
 

รูปที$ 6 จุดทีDเก็บตะกอนดิน บริเวณ TP1 TP2 และ TP3 เรียงจากซ้ายไปขวาตามลําดบั 
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2. คัดกรองยีสต์จากตะกอนดิน 
 2.1. นําตะกอนดินจากแต่ละจุดทีDเก็บไว้ ปริมาตร 1 กรัมมาเลี Jยงในอาหารเหลว YPD 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ทีDผสม Chloramphenicol จุดละ 1 flask เพืDอยบัยั Jงการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย ต่อมาจึงนําอาหารเหลว YPD ทีDมีตะกอนดนิไปบ่มทีDตู้บ่มเชื Jอแบบเขย่าควบคมุอณุหภูมิ
เป็นเวลา 48 ชัDวโมง ทีDอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รอบปัDน 170 รอบต่อนาที 
 2.1. จากนั Jนจึงนําอาหารเหลว YPD ทีDมีตะกอนดินหลงัจากบ่มมาทํา serial dilution แล้ว
จึงนํามา spread ลงบนอาหารแข็ง YPD โดย 1 dilution จะทําซํ Jาทั Jงหมด 3 เพลท นําเข้าตู้บ่มเชื Jอ
แบบควบคมุอณุหภูมิเป็นเวลา 48 ชัDวโมง 
 2.2. สงัเกตสณัฐานวิทยาของโคโลนีทีDเจริญเติบโตได้บนอาหารแข็ง YPD โดยโคโลนีของ
ยีสต์จะมีลกัษณะกลม โคโลนใีหญ่ มีสีขาวขุ่น จากนั JนจึงนําโคโลนีทีDคาดว่าเป็นโคโลนีของยีสต์มา 
streak ลงบน อาหารแข็ง YPD แล้วนําไปบ่มทีDตู้บ่มเชื JอควบคมุอณุหภูมิทีD �0 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 48 ชัDวโมง 
 
3. เลี Vยงยีสต์ในภาวะที$มกีลูโคสมากเกินพอ เพื$อให้ยสีต์สะสมนํ Vามันไว้ภายในเซลล์ 
 นํายีสต์ทีDเจริญเตบิโตบนอาหารแข็ง YPD มาเลี Jยงในอาหารเหลว enrichment ทีD
ประกอบด้วย yeast extract 5 กรัม, peptone 5 กรัม และ glucose 70 กรัม ต่อนํ JากลัDน 1,000 
มิลลิลิตร (Sriwicha and Leesing, 2010) จากนั Jนจึงนําเข้าตู้บ่มเชื Jอแบบเขย่าควบคมุอณุหภูมิเป็น
เวลา 72 ชัDวโมง และ 120 ชัDวโมง อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส รอบปัDน 170 รอบต่อนาที 
 
4. ตรวจสอบการสะสมของนํ Vามันภายในเซลล์ยสีต์ 

นํายีสต์ทีDเจริญเตบิโตในอาหารเหลว enrichment มา smear ลงบนสไลด์แล้วจงึนําไปย้อม
ด้วยสี Sudan Black B จากนั Jนจึงนําไปส่องดภูายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ถ้าหากยีสต์มีการ
สะสมของหยดนํ Jามนัภายในเซลล์ จะเห็นเป็นจุดสีม่วงถึงดําของสีย้อม Sudan Black B อยู่ภายใน
เซลล์ยีสต์  

 
5. เปรียบเทียบปริมาณนํVามันภายในยสีต์แต่ละชนิด 

5.1 ขั Jนตอนการสกดันํ Jามนั 
คดัเลือกยีสต์ทีDมีการสะสมของหยดนํ JามนัมากทีDสดุจํานวน 5 ไอโซเลตทีDได้จาก

การย้อมดหูยดนํ Jามนัด้วยเทคนิค Sudan Black B มาสกดันํ Jามนัด้วยวิธี Bligh and Dyer 
(Pan et al., 2009) ซึDงเป็นวิธีสกดันํ JามนัทีDได้รับการยอมรับ และเป็นวิธีทีDใช้หลกัการของตวั
ทําละลายทีDไม่มีขั Jว (คลอโรฟอร์ม) และตวัทําละลายทีDมีขั Jว (เมทานอล) ในการแยกนํ Jามนั
ออกมา โดยการแบ่งอาหารเหลว enrichment ทีDมียีสตเ์จริญเติบโตอยู่ ออกเป็น 2 ส่วน 
ส่วนหนึDงปริมาตร 2 มิลลิลิตรนํามาอบทีDอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส ใช้เป็นนํ Jาหนกัเซลล์
แห้งหรือชีวมวล (กรัมต่อลิตร) อีกส่วนปริมาตร 50 มิลิลิตรนํามาสกดันํ Jามนั โดยการทําให้
ผนงัเซลล์ของยีสต์แตกด้วยการบ่มในกรดไฮโดรคลอริกปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทีDอณุหภูมิ 
30 องศาเซลเซยีส รอบปัDน 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชัDวโมง จากนั Jนจึงใส่เมทานอลต่อ
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คลอโรฟอร์มในอตัราส่วน 1ต่อ1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 3 ชัDวโมง ทีDอณุหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส รอบปัDน 170 รอบต่อนาที ต่อมาสารละลายจะแยกออกเป็น 2 ชั Jน ชั Jน
ล่างเป็นชั Jนคลอโรฟอร์ม เนืDองจากนํ Jามนัไม่มีขั Jวจึงละลายอยู่ในชั Jนนี J และชั Jนบนเป็นส่วน
ของเมทานอล สดุท้ายทําการดดูสารละลายชั Jนคลอโรฟอร์มออกมาอบให้แห้งทีDอณุหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส จะทําให้ได้ผลได้ของนํ Jามนั (กรัมต่อลิตร) แล้วจึงนํามาคํานวณเพืDอให้
ได้เป็นร้อยละปริมาณนํ Jามนัสะสมดงัสมการ 

ร้อยละปริมาณนํ Jามนัสะสม (lipid content) = 
ผลได้ของนํ Jามนั	(กรัมต่อลิตร)

ขีวมวล	(กรัมต่อลิตร)
 X 100% 

 5.2 การตรวจสอบองค์ประกอบของกรดไขมนั 
  หลงัจากสกดันํ Jามนัตามวิธีของ Bligh and dyer (2009) แล้ว จึงเลือกยีสต์ 3 ไอโซ
เลตทีDมีการผลิตและสะสมนํ JามนัมากทีDสดุ มาเปลีDยนนํ Jามนัให้เป็น fatty acid methyl ester 
(FAME) ด้วยกระบวนการทรานเอสเทอริฟิเคชนั (transesterification) (Kuan et al., 2018) จากนั Jน
จึงตรวจสอบองคป์ระกอบของกรดไขมนัด้วยเครืDองแก๊สโครมาโทกราฟี GC-2010  
 
  
6. วิเคราะห์ชนิดของยสีต์ 

 นํายีสต์ทีDสงัเกตเหน็ว่ามีการสะสมของหยดนํ Jามนัส่งเพืDอระบุชนิดของยีสต์ด้วย
ลําดบัเบสบริเวณยีน 18S rRNA ทีDบริษัท กิบไทย จํากดั ประเทศไทย 
 
 
7. ตรวจสอบยีน ACC1 จากยสีต์ที$คัดกรองได้ 
 หลงัจากคดักรองยีสตจ์ากตะกอนดนิและตรวจสอบการสะสมนํ Jามนัภายในเซลล์ยีสต์แล้ว 
ขั Jนตอนต่อมาเป็นขั Jนตอนการตรวจสอบยีน ACC1 จากยสีต์ทีDคดักรองได้ โดยเริDมจากการออกแบบ
ไพรเมอร์ทีDจําเพาะต่อยีน ACC1 เพืDอใช้ในกระบวนการเพิDมปริมาณดเีอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ ่
(Polymerase chain reaction) ต่อไป ซึDงมีขั Jนตอนโดยละเอียด ดงัต่อไปนี J 

7.1 ขั Jนตอนการออกแบบไพรเมอร์ 
1. ดาวน์โหลดลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1 จาก
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene  
2. ออกแบบไพรเมอร์ให้ครอบคลมุบริเวณลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1 โดย
คํานึงถึง 

   a. ไพรเมอร์ต้องจําเพาะต่อลําดบันิวคลีโอไทด์ของยนีทีDต้องการศึกษา 
   b. ความยาวของไพรเมอร์ควรอยู่ระหว่าง 18-26 เบส 

c. สดัส่วนเบสไซโตซนีและกวานนี ในไพรเมอร์ควรอยู่ระหว่างร้อยละ 50-
60  
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d. ค่า melting temperature (Tm) ของ forward primer และ reverse 
primer          ไม่ควรต่างกนัเกิน 5 องศาเซลเซียส 
e. ภายในไพรเมอร์ไม่ควรมีลําดบัเบสทีDสามารถเกิด primer dimers และ 
primer hairpins และระห ว่าง ไพร เ มอ ร์ทั Jงสอง ไ ม่ควร เ กิ ด  self-
complementarity 
หมายเหต ุ: ข้อ b c d และ e สามารถตรวจสอบได้จาก  
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html 

 7.2 สกดัดีเอ็นเอ 
สกัดจีโนมมิกดีเอ็นเอของยีสต์ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอจากยีสต์ Yeast DNA kit 

(Omega, USA) ตามคําอธิบายในคู่มือ จากนั Jนนําไปตรวจวดัความบริสทุธิ£และตรวจสอบ
ปริมาณของดีเอ็นเอด้วยเครืDอง Nanodrop spectrophotometer (Biotek, USA) ทีDความ
ยาวคลืDน 600 นาโนเมตร โดยใช้ปริมาณของดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร  
7.3 เพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่ 

เมืDอสกัดจีโนมมิกดีเอ็นเอของยีสต์แล้วจะทําการเพิDมปริมาณของดีเอ็นเอด้วย
กระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โดยใช้ปริมาตรต่อปฏิกิริยา 50 
ไมโครลิตร ใช้สารเคมีดงันี J 

5X Phusion taq   10 ไมโครลิตร 

  10 mM dNTPs   1 ไมโครลิตร 

  ไพรเมอร์ 10 µM CtACC1F 2.5 ไมโครลิตร 
  (5’-CTT ACT TGT ACA TAG ACT CCC ACG-3’) 
  ไพรเมอร์ 10 µM CtACC1R 2.5 ไมโครลิตร 
  (5’-CAG AAG CAG CAT TTG ATG GAT C-3’) 
  DNA template   0.5 ไมโครลิตร 
  Phusion DNA polymerase 0.5 ไมโครลิตร 
  นํ JากลัDน    33 ไมโครลิตร 
  รวมปริมาตร   50 ไมโครลิตร 

โดยใช้กระบวนการเพิDมปริมาณดเีอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ ่ทั Jงหมด 20 cycles ตั Jงค่า
โปรแกรมดงัต่อไปนี J 

  Predenature   98 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
  Denature   98 องศาเซลเซียส 10 วินาท ี
  Annealing   57 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
  Extension   72 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
  Final extension   72 องศาเซลเซียส 10 วินาท ี
  Hold    15 องศาเซลเซียส 
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7.4 ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่ ด้วยวิธี 
gel electrophoresis 

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
ด้วยอะกาโรสเจลความเข้มข้น 0.8% โดยเตรียมอะกาโรส 0.8 กรัม ละลายใน 1X TAE 
buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และย้อมดีเอ็นเอด้วย Maestrosafe nucleic acid strains 
loading dye (Mastro) 1 ไมโครลิตร ต่อปริมาณของดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร และเปรียบเทยีบ
ขนาดของดีเอ็นเอกบัขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน VC 1 kb DNA ladder (Vivantis, USA) 
ใช้กระแสไฟฟ้าทีDความต่างศกัย์ 100 โวลต์ เวลา 40 นาที ใน 1X TAE buffer จากนั Jนเก็บ
รักษาผลิตภณัฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่ ทั Jง 17 ตวัอย่างทีD 
-20 องศาเซลเซียส เพืDอนําไปใช้ในขั Jนต่อไป 
7.5 ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1  

ส่งผลิตภัณฑ์กระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่เพืDอตรวจสอบ
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1 ทีDปรากฏบนเจลหลงัจากการทํา gel electrophoresis ทีD
บริษัท แปซิฟิค ไซเอ็นซ์ ประเทศไทย 

 
8. สรุปผลและเขียนรายงาน 
 นําข้อมูลการทดลองทีDได้ทั Jงหมดมาสรุปผล วิเคราะห์ผล และเขียนเป็นรูปเล่มรายงาน
โครงงานวิทยาศาสตร์ 
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บทที$ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. เก็บตะกอนดินจากป่าชายเลน อําเภอเทพา จังหวดัสงขลา 
 จากการเก็บตะกอนดินทีDระดบัความลึกไม่เกนิ 15 เซนติเมตร บริเวณป่าชายเลน อําเภอ
เทพา จงัหวดัสงขลา พบว่าตะกอนทั Jง 3 จุด (รูปทีD 7) ลกัษณะสีและอนุภาคแตกต่างกนัดงัตารางทีD 
1 
 

 
 

รูปที$ 7 ตะกอนดินทีDเก็บจากป่าชายเลน อําเภอเทพา จงัหวดัสงขลา จากบริเวณทีDแตกต่างกนั 3 ทีD 
(โดยเก็บจากจุด TP1 TP2 และ TP3 เรียงตามลําดบัจากซ้ายไปขวา) 

 
ตารางที$ 1 ลกัษณะตะกอนดนิจากแต่ละบริเวณทีDเก็บตวัอย่าง 

จุดทีDเก็บตวัอย่าง บริเวณทีD
เก็บ 

พิกดั GPS ลกัษณะตะกอนดนิ 

จุดทีD 1 : TP1 ใต้ต้น
โกงกาง 

6.85281 N, 101.00228 E ดินมีสีเทาเข้ม อนุภาคดินค่อนข้าง
ละเอียดมีลกัษณะเป็นดินเหนยีว 

จุดทีD 2 : TP2 ใต้ต้น
โกงกาง 

6.84844 N, 101.01639 E ดินมีสีเทาปนส้ม อนุภาคดนิค่อนข้าง
ละเอียดมีลกัษณะเป็นดินเหนยีว 

จุดทีD 3 : TP3 ใต้ต้นแสม 6.8482851 N, 
101.0161597 E 

ดินมีสีดําคลํ Jา อนุภาคดินค่อนข้างใหญ่ 
มีลกัษณะเป็นดินร่วน 
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2. คัดกรองยีสต์จากตะกอนดิน 
 จากการคดักรองยีสตจ์ากตะกอนดินทั Jง 3 จุด พบว่าได้ยีสต์จํานวน 18 ไอโซเลต (รูปทีD 8) 
โดยได้จากบริเวณ TP1 จํานวน 8 ไอโซเลต TP2 จํานวน 4 ไอโซเลต และจากบริเวณ TP3 จํานวน 
6 ไอโซเลต ดงัตารางทีD 2  
 
ตารางที$ 2 สณัฐานวิทยาของยีสต์ทีDได้จากการคดักรอง 

จุดทีDเก็บ
ตวัอย่าง 

สณัฐานวิทยาของยีสตท์ีDได้ 
ไอโซเลต 
(Isolate) 

รูปทรง (Form) การยกตวั 
(Elevation) 

ขอบ 
(Margin) 

สี (Color) 

จุดทีD 1 : TP1 1 : TEP1 กลม นูน เรียบ ขาวขุ่น 
 2 : TEP3 กลม นูน หยกั ขาวขุ่น 
 3 : TEP6 กลม นูนกลม เรียบ ขาวขุ่น 
 4 : TEP7 กลม นูนกลม หยกั ขาวขุ่น 
 5 : TEP11 กลม แบน เรียบ ขาวขุ่น 
 6 : TEP14 กลม แบน หยกั ขาวขุ่น 
 7 : TEP15 รูปร่างไม่แน่นอน แบน เรียบ ขาวขุ่น 
 8 : TEP16 รูปร่างไม่แน่นอน แบน หยกั ขาวขุ่น 

จุดทีD 2 : TP2 1 : TEP2 กลม นูน เรียบ ขาวขุ่น 
 2 : TEP5 กลม นูนกลม เรียบ ขาวขุ่น 
 3 : TEP9 กลม แบน เรียบ ขาวขุ่น 
 4 : TEP12 รูปร่างไม่แน่นอน แบน เรียบ ขาวขุ่น 

จุดทีD 3 : TP3 1 : TEP4 กลม นูน เรียบ ขาวขุ่น 
 2 : TEP8 กลม นูน หยกั ขาวขุ่น 
 3 : TEP10 กลม นูนกลม เรียบ ขาวขุ่น 
 4 : TEP13 กลม แบน เรียบ ขาวขุ่น 
 5 : TEP17 รูปร่างไม่แน่นอน แบน เรียบ ขาวขุ่น 
 6 : TEP18 รูปร่างไม่แน่นอน นูน เรียบ ขาวขุ่น 
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รูปที$ 8 ยีสต์ทีDคดักรองได้จากตะกอนดินบริเวณ TP1 ได้แก่รูป a b c d e f g และ h จากตะกอน
ดินบริเวณ TP2 ได้แก่รูป i j k และ l และจากตะกอนดินบริเวณ TP3 ได้แก่รูป m n o p q และ r 

 
3. เลี Vยงยีสต์ในภาวะกลูโคสมากเกินพอและตรวจสอบการสะสมนํ Vามันภายในเซลล์ยสีต์ 

จากการตรวจสอบการสะสมของหยดนํ Jามนัภายในเซลล์ยสีต์ทีDผ่านการเลี Jยงด้วยอาหาร
เหลว enrichment เป็นเวลา 72 ชัDวโมง (รูปทีD 9) ด้วยสีย้อม Sudan Black B ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสง พบว่าเซลล์ยีสตท์ีDคดักรองได้จากตะกอนดินบริเวณจดุ TP1 TP2 และ TP3 ยีสต์บางไอ
โซเลตมีการสะสมของหยดนํ Jามนัค่อนข้างมาก ได้แก่ ไอโซเลต TEP6 TEP11 TEP12 TEP17 และ 
TEP18 (ตารางทีD 3) ซึDงได้จากการสงัเกตภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงพบว่าจะเหน็จุดของ
หยดนํ Jามนัสีม่วงถึงดําภายในเซลล์ยีสต์  

จากการตรวจสอบการสะสมของหยดนํ Jามนัภายในเซลล์ยสีต์ทีDผ่านการเลี Jยงด้วยอาหาร
เหลว enrichment เป็นเวลา 120 ชัDวโมง (รูปทีD 10) ด้วยสีย้อม Sudan Black B ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่ายีสต์ทั Jง 18 ไอโซเลตมีการสะสมของหยดนํ Jามนัลดลง ดงัตารางทีD 4  
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ตารางที$ 3 ปริมาณหยดนํ JามนัทีDยีสต์สะสมเมืDอเลี Jยงเป็นเวลา 72 ชัDวโมง 
จุดทีDเก็บตวัอย่าง ไอโซเลต 

(Isolate) 
ชนิดของยีสต ์ ปริมาณหยดนํ Jามนั 

จุดทีD 1 : TP1 1 : TEP1 Candida tropicalis  + 
 2 : TEP3 Candida tropicalis  +++ 
 3 : TEP6 Candida tropicalis  ++++ 
 4 : TEP7 Candida tropicalis  + 
 5 : TEP11 Candida tropicalis  ++++ 
 6 : TEP14 Candida tropicalis  +++ 
 7 : TEP15 Candida tropicalis  + 
 8 : TEP16 Candida tropicalis  + 

จุดทีD 2 : TP2 1 : TEP2 Candida sp. +++ 
 2 : TEP5 Candida tropicalis  ++ 
 3 : TEP9 Candida tropicalis  ++ 
 4 : TEP12 Candida maltosa ++++ 

จุดทีD 3 : TP3 1 : TEP4 Candida tropicalis + 
 2 : TEP8 Candida sp. ++ 
 3 : TEP10 Candida tropicalis  + 
 4 : TEP13 Candida tropicalis  ++ 
 5 : TEP17 Candida tropicalis  ++++ 
 6 : TEP18 Hanseniaspora sp. ++++ 

  
 โดยกําหนดให้สญัลกัษณ์ + หมายถึง เซลล์ยีสต์ทีDมีการสะสมหยดนํ Jามนัภายในเซลล์เป็น
จุดเล็กๆ 1-2 จุด ++ หมายถึง เซลล์ยีสต์ทีDมีการสะสมของหยดนํ Jามนัเป็นจุดเล็กๆ มากกว่า 2 จุด 
และมีการสะสมหยดนํ Jามนัทุกเซลล์ +++ หมายถึง เซลล์ยีสต์ทีDมีการสะสมหยดนํ Jามนัขนาดใหญ ่
มากกว่าครึDงนึงของเซลล์ทั Jงหมด และ สญัลกัษณ์ ++++ หมายถึง เซลล์ยีสต์ทีDมีการสะสมหยด
นํ Jามนัขนาดใหญ่ เกือบทุกเซลล์  
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รูปที$ 9 ยีสต์ทีDเลี Jยงด้วยอาหารเหลว enrichment เป็นเวลา 72 ชัDวโมง ทีDติดสีย้อมของ Sudan 
Black B จึงเห็นเป็นจุดสีม่วงถึงดําอยู่ภายในเซลล์ตามลกูศร จากตะกอนดินทั Jง 3 แหล่ง คือ TP1 

ได้แก่รูป a b c d e f g และ h จากตะกอนดินบริเวณ TP2 ได้แก่รูป i j k และ l และจากตะกอนดนิ
บริเวณ TP3 ได้แก่รูป m n o p q และ r 

 
ตารางที$ 4 ปริมาณหยดนํ JามนัทีDยีสต์สะสมเมืDอเลี Jยงเป็นเวลา 120 ชัDวโมง 

จุดทีDเก็บตวัอย่าง ไอโซเลต 
(Isolate) 

ชนิดของยีสต ์ ปริมาณหยดนํ Jามนั 

จุดทีD 1 : TP1 1 : TEP1 Candida tropicalis  - 
 2 : TEP3 Candida tropicalis  + 
 3 : TEP6 Candida tropicalis  ++ 
 4 : TEP7 Candida tropicalis  - 
 5 : TEP11 Candida tropicalis  ++ 
 6 : TEP14 Candida tropicalis  + 
 7 : TEP15 Candida tropicalis  - 
 8 : TEP16 Candida tropicalis  - 

จุดทีD 2 : TP2 1 : TEP2 Candida sp. + 
 2 : TEP5 Candida tropicalis  + 
 3 : TEP9 Candida tropicalis  + 
 4 : TEP12 Candida maltosa ++ 

จุดทีD 3 : TP3 1 : TEP4 Candida tropicalis - 
 2 : TEP8 Candida sp. + 
 3 : TEP10 Candida tropicalis  - 
 4 : TEP13 Candida tropicalis  + 
 5 : TEP17 Candida tropicalis  ++ 
 6 : TEP18 Hanseniaspora sp. ++ 

  
โดยกําหนดให้สญัลกัษณ์ - หมายถึง เซลล์ยีสต์ไม่มีการสะสมของหยดนํ Jามนัภายในเซลล์ 

+ หมายถึง เซลล์ยีสตท์ีDมีการสะสมหยดนํ Jามนัภายในเซลล์เป็นจุดเล็กๆ 1-2 จุด ++ หมายถึง เซลล์
ยีสต์ทีDมีการสะสมของหยดนํ Jามนัเป็นจุดเล็กๆ มากกว่า 2 จุด และมีการสะสมหยดนํ Jามนัทุกเซลล์ 
+++ หมายถึง เซลล์ยีสต์ทีDมีการสะสมหยดนํ Jามนัขนาดใหญ่ มากกว่าครึDงนึงของเซลล์ทั Jงหมด และ 
สญัลกัษณ์ ++++ หมายถึง เซลล์ยีสต์ทีDมีการสะสมหยดนํ Jามนัขนาดใหญ่ เกือบทกุเซลล์  



 25 

 
  



 26 

 
  



 27 

 
  



 28 

รูปที$ 10 ยีสต์ทีDเลี Jยงด้วยอาหารเหลว enrichment เป็นเวลา 120 ชัDวโมง ทีDมีการติดสีย้อมของ 
Sudan Black B น้อยลง จากตะกอนดนิทั Jง 3 แหล่ง คือ TP1 ได้แก่รูป a b c d e f g และ h จาก
ตะกอนดินบริเวณ TP2 ได้แก่รูป i j k และ l และจากตะกอนดินบริเวณ TP3 ได้แก่รูป m n o p q 

และ r 
 
4. วิเคราะห์ชนิดของยสีต์ 

เมืDอตรวจสอบหยดนํ Jามนัภายในเซลล์ยีสต์ทั Jง 18 ไอโซเลต แล้วจึงส่งตรวจเพืDอระบุชนิด
ของยีสต์ทีDบริษทั กิบไทย จํากดั ประเทศไทย พบว่ายีสต์ทีDคดักรองได้มีความใกล้เคียงกบั Candida 

tropicalis จํานวน 14 ไอโซเลต โดยแบ่งเป็นจากบริเวณ TP1 จํานวน 8 ไอโซเลต ได้แก่ TEP1 TEP3 
TEP6 TEP7 TEP11TEP14 TEP15 และ TEP16 จากบริเวณ TP2 จํานวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ TEP5 
และ TEP9 และจากบริเวณ TP3 จํานวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ TEP4 TEP10 TEP13 และ TEP17 
นอกจากนี Jยงัพบว่าใกล้เคียงกบั Candida sp. จํานวน 2 ไอโซเลต แบ่งเป็น จาก TP2 จํานวน 1 ไอ
โซเลต คือ TEP2 และ จากบริเวณ TP3 1 ไอโซเลต คือ TEP8 ยีสต์ทีDได้มีความใกล้เคียงกบั Candida 

maltosa จํานวน 1 ไอโซเลต จากบริเวณ TP2 คือ TEP12 และพบยีสต์ทีDใกล้เคียงกบั 
Hanseniaspora sp. จากบริเวณ TP3 จํานวน 1 ไอโซเลต คือ TEP18 ดงัตารางทีD 5  
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ตารางที$ 5 ชนิดของยีสต ์
จุดทีDเก็บตวัอย่าง ไอโซเลต 

(Isolate) 
ชนิดของยีสต ์ ความใกล้เคียง (%) 

 
จุดทีD 1 : TP1 1 : TEP1 Candida tropicalis  99 

 2 : TEP3 Candida tropicalis  100 
 3 : TEP6 Candida tropicalis  99 
 4 : TEP7 Candida tropicalis  99 
 5 : TEP11 Candida tropicalis  100 
 6 : TEP14 Candida tropicalis  100 
 7 : TEP15 Candida tropicalis  99 
 8 : TEP16 Candida tropicalis  100 

จุดทีD 2 : TP2 1 : TEP2 Candida sp. 99 
 2 : TEP5 Candida tropicalis  100 
 3 : TEP9 Candida tropicalis  99 
 4 : TEP12 Candida maltosa 91 

จุดทีD 3 : TP3 1 : TEP4 Candida tropicalis 100 
 2 : TEP8 Candida sp. 99 
 3 : TEP10 Candida tropicalis  100 
 4 : TEP13 Candida tropicalis  100 
 5 : TEP17 Candida tropicalis  99 
 6 : TEP18 Hanseniaspora sp. 98 

 
5. เปรียบเทียบปริมาณนํVามันภายในยสีต์แต่ละชนิด 
 5.1 การสกดันํ Jามนั 

จากการสงัเกตปริมาณหยดนํ Jามนัของยีสต์ด้วยเทคนิค Sudan Black B ภายใต้
จุลทรรศน์แบบใช้แสงแล้ว จึงเลือกยีสต์ทีDมีการสะสมของหยดนํ JามนัมากทีDสดุ 5 ไอโซเลต
มาสกดันํ Jามนัด้วยวิธี Bligh and Dyer ได้แก่ ยีสต์ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 TEP11 
และ TEP17 C. maltosa ไอโซเลต TEP12 และ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP18 ทีD
ผ่านการเลี Jยงด้วยอาหารเหลว enrichmentเป็นเวลา 72 ชัDวโมง และ 120 ชัDวโมง พบว่าเมืDอ
เลี Jยงยีสต์ด้วยอาหารเหลว enrichmentเป็นเวลา 72 ชัDวโมง ยีสต์ Hanseniaspora sp. ไอ
โซเลต TEP18 มีการผลิตและสะสมนํ JามนัมากทีDสดุอยู่ทีDร้อยละ 87.1 ± 5.6 รองลงมาเป็น 
C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 มีการผลิตและสะสมนํ Jามนัร้อยละ 40.6 ± 1.2 และยีสต์ทีDมี
การผลิตและสะสมนํ Jามนัเป็นอนัดบัทีDสาม คือ C. tropicalis ไอโซเลต TEP11 อยู่ทีDร้อยละ 
32.5 ± 8.7 ดงัตารางทีD 6 นอกจากนี JเมืDอเลี Jยงยีสต์ด้วยอาหารเหลว enrichment เป็นเวลา 
120 ชัDวโมง พบว่ายีสต์ทุกไอโซเลตมีการผลิตและสะสมนํ Jามนัน้อยลง ดงัตารางทีD 7 
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ตารางที$ 6 การสกดันํ Jามนัของยีสต์ทีDเลี Jยงเป็นเวลา 72 ชัDวโมง  
ไอโซเลต ชีวมวล (กรัมต่อ

ลิตร) 
ผลได้ของนํ Jามนั (กรัมต่อ

ลิตร) 
ร้อยละปริมาณนํ JามนัทีD

สะสม 
TEP6 4.3 1.8 40.6 ± 1.2 
TEP11 5.1 1.7 32.5 ± 8.7 
TEP12 6.9 1.9 28.0 ± 6.3 
TEP17 5.2 1.5 28.8 ± 5.2 
TEP18 5.6 1.5 87.1 ± 5.6 

 
ตารางที$ 7 การสกดันํ Jามนัของยีสต์ทีDเลี Jยงเป็นเวลา 120 ชัDวโมง  

ไอโซเลต ชีวมวล (กรัมต่อ
ลิตร) 

ผลได้ของนํ Jามนั (กรัมต่อ
ลิตร) 

ร้อยละปริมาณนํ JามนัทีD
สะสม 

TEP6 7.2 0.6 9.3 ± 1.1 
TEP11 5.6 0.5 9.8 ± 1.4 
TEP12 7.2 0.7 9.8 ± 1.4 
TEP17 5.7 0.6 11.1 ± 1.2 
TEP18 1.5 0.6 39.7 ± 4.9 

 
5.2 การตรวจสอบองค์ประกอบของกรดไขมนั 

จากการเลือกยีสตจ์ํานวน 3 ไอโซเลตทีDมีการผลิตและสะสมนํ JามนัมากทีDสดุ คือ ไอ
โซเลต  TEP6 TEP11 และ TEP18 มาตรวจสอบองค์ประกอบของนํ JามนัโดยเครืDองแก๊สโคร
มาโทกราฟีพบว่ายีสต์ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP18 มีองค์ประกอบของกรด 
ปาล์มิโทเลอิก (C16:1) มากทีDสดุ รองลงมาเป็นกรดปาล์มิติก (C16:0) และกรดโอเลอิก 
(C18:1) ตามลําดบั ส่วนในยีสต์ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 และ TEP11 มีองค์ประกอบ
ของกรดโอเลอิก (C18:1) รองลงมาเป็นกรดลิโนลิอิก (18:2) และ กรดปาล์มิติก (C16:0) 
ตามลําดบั (รูปทีD 11) ดงัตารางทีD 8 

 
ตารางที$ 8 องค์ประกอบของกรดไขมนั 
ไอโซเลต C12:0 

(%) 
C14:0 
(%) 

C16:0 
(%) 

C16:1 
(%) 

C18:0 
(%) 

C18:1 
(%) 

C18:2 
(%) 

รวม  
(%) 

TEP6 0.00 0.00 20.55 0.00 8.64 37.77 33.05 100.01 
TEP11 1.18 0.00 21.76 8.68 8.89 32.33 27.17 94.01 
TEP18 0.29 0.99 22.62 50.08 3.81 17.26 4.44 99.49 
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รูปที& 11 องค์ประกอบของกรดไขมนัของยีสต์ไอโซเลต TEP6 (สีนํ ?าเงนิ) TEP11 (สีส้ม) ซึFงมีองคป์ระกอบของกรดโอเลอิก (C18:1) มากทีFสดุ และไอโซเลต 
TEP18 (สีเขียว) มีองคป์ระกอบของกรดปาล์มิโทเลอิกมากทีFสดุ (C16:1) 
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6. ตรวจสอบยีน ACC1 จากยสีต์ที2คัดกรองได้ 
 จากการวิเคราะห์ในฐานข้อมูล NCBI ของยีสต์ 5 ไอโซเลตทีDมีการผลิตและสะสมนํ Hามัน
มากทีDสุด คือ ยีสต์ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP18 C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 TEP11 
และ TEP17 และ C. maltosa ไอโซเลต TEP12  โดยการค้นหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1 
ยีสต์ทั Hง 3 ชนิด รวมถึง Y. lipolytica เพืDอใช้เปรียบเทียบกบัยีสต์ทีDคดักรองได้ จากนั Hนจึงตรวจสอบ
ยีน ACC1 และไพรเมอร์ทีDใช้ด้วยกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่  

6.1 ไพรเมอร์ทีDใช้ในการทดลอง 
ในงานวิจยันี Hได้ใช้ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยนี ACC1 ของ Y. lipolytica ในการ

เปรียบเทยีบกบัยีสต์ทีDคดักรองได้ จึงจําเป็นต้องออกแบบไพรเมอร์จากยนี ACC1 ของ Y. 

lipolytica  C. tropicalis C. maltosa และ Hanseniaspora sp. โดยขั Hนตอนแรกจะทําการ
ค้นหาและดาวน์โหลดลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1 ของยีสต์ Y. lipolytica และยีสต ์
C. tropicalis จาก https://www.ncbi.nlm.nih.gov (รูปทีD 12) 

  

a  
 

b   
 

รูปที2 12 ค้นหาลําดบันิวคลีโอไทด์ของยนี ACC1 ของ Y. lipolytica (รูป a) และ C. tropicalis (รูป 
b) จาก https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 



 33 

จากนั Hนจึงทําการออกแบบ forward primer และ reverse primer คร่อมบริเวณยีน 
ACC1 ของ Y. lipolytica และ C. tropicalis ทําให้ได้ forward primer และ reverse primer 
ดงัตารางทีD 9 

 
 
ตารางที2 9 ไพรเมอร์ทีDใช้ในกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ ่

ชนิดของยีสต ์ Primer Primer sequence (5’ to 3’) Tm 
(°C) 

GC content 
(%) 

PCR products 
size (bp) 

Y. lipolytica Forward 
primer 

5’-ATG CGA CTG CAA 
TTG AGG ACA C-3’ 

54.8 50 6801 

Reverse 
primer 

5’-TCA CAA CCC CTT 
GAG CAG CTC A-3’ 

56.7 55 

C. tropicalis Forward 
primer 

5’- CTT ACT TGT ACA 
TAG ACT CCC ACG-3’ 

55.7 46 6825 

Reverse 
primer 

5’- CAG AAG CAG CAT 
TTG ATG GAT C-3’ 

54 45 

 
 แต่เนืDองจากมีฐานข้อมลู NCBI ของยีสต์ C. maltosa และ Hanseniaspora sp. มี
ค่อนข้างน้อย จึงไม่สามารถออกแบบไพรเมอร์ของยีสต์ทั Hง 2 ชนิดนี Hได้ 
 

6.2 สกดัดีเอ็นเอ 
หลังจากสกัดดีเอ็นเอของยีสต์ทั Hง 5 ไอโซเลตทีDมีการผลิตและสะสมนํ Hามันมาก

ทีDสุด คือ ยีสต์ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 TEP11 และ TEP17 C.maltosa ไอโซเลต 
TEP12 และ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP 18 ด้วย Yeast DNA kit (Omega, USA) 
ทําให้ได้ดีเอ็นเอจากยีสต์ปริมาตรดีเอ็นเอหลอดละ 50 ไมโครลิตร 

ผลจากการตรวจค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครืDอง Nanodrop spectrophotometer 
ทีDความยาวคลืDน 260 นาโนเมตร ซึDงเป็นค่าการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอ และตรวจค่าการ
ดดูกลืนแสงทีDความยาวคลืDน 280 นาโนเมตร ซึDงเป็นค่าการดดูกลืนแสงของโปรตีน ทําให้
สามารถคํานวณค่าความบริสุทธิ�ของดีเอ็นเอและความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร) ของยีสต์ทั Hง 5 ไอโซเลต ได้ดงัตารางทีD 4 พบว่าจากค่าการดดูกลืนแสงทีDความ
ยาวคลืDน 260/280 ส่วนใหญ่อยู่ทีDค่า 1.8-2.0 ซึDงถือว่าดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ� และความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอของยีสต์ทั Hง 5 ไอโซเลต มีความเข้มข้นมากทีDสุดอยู่ทีD 246.211 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร คือ TEP6 และความเข้มข้นของดีเอ็นเอทีDน้อยทีDสดุอยู่ทีD 105.914 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร คือ TEP18 ดงัตารางทีD 10 
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ตารางที2 10 ค่าการดดูกลืนแสงของดเีอ็นเอทีDความยาวคลืDน 260 และ 280 นาโนเมตร 
ตวัอย่าง ค่าการดดูกลืน

แสงทีDความยาว
คลืDน 260 นาโน

เมตร 

ค่าการดดูกลืน
แสงทีDความยาว
คลืDน 280 นาโน

เมตร 

ค่าการดดูกลืน
แสงทีDความยาว
คลืDน 260/280 

ความเข้มข้นของ
ดีเอ็นเอ (นาโน

กรัมต่อ
ไมโครลิตร) 

YL 0.293 0.142 2.071 293.030 
TEP6 0.246 0.130 1.897 246.211 
TEP11 0.234 0.122 1.923 233.608 
TEP12 0.158 0.084 1.886 158.298 
TEP17 0.150 0.076 1.960 149.534 
TEP18 0.106 0.057 1.857 105.914 

 
6.3 ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ ่ 
 หลังจากตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซ่ ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ไพรเมอร์ของ C. tropicalis พบแถบของดีเอ็น
เอบริเวณประมาณ 7000 คู่เบส จํานวน 3 ตัวอย่าง จากทั Hงหมด 5 ตัวอย่าง ได้แก่ TEP6 
TEP11 และ TEP17 (รูปทีD 13) ซึDงใกล้เคียงกบัลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1 ของ C. 

tropicalis ทีDมีจํานวน 6825 คู่เบส ส่วนยีสต์อีก 2 ไอโซเลตทีDไม่พบแถบของดีเอ็นเอ คือ 
TEP12 และ TEP18 เนืDองจากเป็นยีสต ์C. maltosa และ Hanseniaspora sp. ตามลําดบั
ซึDงไม่สามารถออกแบบไพรเมอร์ของยีสต์ทั Hง 2 ชนิดนี Hได้ จึงทดลองโดยใช้ไพรเมอร์ของ C. 

tropicalis เช่นเดียวกนั 
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รูปที2 13 ผลิตภณัฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่บนเจลของยนี ACC1 
ของ C. tropicalis พบแถบของดเีอ็นเอบริเวณประมาณ 7000 คู่เบส จํานวน 3 ตวัอย่างจาก 5 

ตวัอย่าง ได้แก่ TEP6 TEP11 และ TEP17 
 

 
  

ACC1 ขนาด 
6825 คู่เบส 
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บทที2 5 
อภิปรายการทดลอง 

 
5.1 เก็บตะกอนดินจากป่าชายเลน อําเภอเทพา จังหวัดสงขลา 
 จากการเก็บตะกอนดินบริเวณป่าชายเลนในพื HนทีDอําเภอเทพา จงัหวดัสงขลา โดยเกบ็
ทั Hงหมด 3 จุดในบริเวณทีDมีสภาพแวดล้อมทีDแตกต่างกนั ส่งผลให้ลกัษณะของตะกอนดินทีDได้จาก
แต่ละบริเวณมีความแตกต่างกนั ซึDงตะกอนดนิทีDเก็บจากบริเวณ TP1 เป็นบริเวณทีDอยูใ่กล้กบันํ Hา
ทะเลมากทีDสดุ ทําให้ตะกอนดนิทีDได้มีลกัษณะเป็นดินเหนียว มีอนุภาคของดินทีDละเอียดและแน่น
กว่าบริเวณอืDนๆ ซึDงเกิดจากการทีDได้รับอิทธิพลของนํ Hาขึ Hนลงอยู่สมํDาเสมอ ส่วนตะกอนดนิทีDเก็บจาก
บริเวณ TP2 มีความละเอียดน้อยกว่าตะกอนดนิจากบริเวณ TP1 เนืDองจากบริเวณ TP2 นี H อยู่ไกล
จากนํ Hาทะเลมากกว่าดินบริเวณ TP1 ส่งผลให้ได้รับอิทธิพลของนํ Hาทะเลน้อยกว่า ดินจึงมีความ
ละเอียดน้อยกว่า และสดุท้ายตะกอนดินจากบริเวณ TP3 จะมีความละเอียดน้อยทีDสดุ เนื Hอดินเป็น
ดินร่วนมากกว่าบริเวณอืDน เนืDองจากบริเวณ TP3 อยู่ไกลจากนํ HาทะเลมากทีDสดุ จึงได้รับอิทธิพลของ
นํ HาทีDทะเลน้อยทีDสดุ ซึDงลกัษณะของดินและพื HนทีDทีDแตกต่างกนันี Hส่งผลให้พบยีสตท์ีDแตกต่างกนัไปใน
แต่ละบริเวณ 
 
5.2 คัดกรองยีสต์จากตะกอนดิน 
 จากการเพาะเลี Hยงเชื Hอยีสต์ทีDได้จากตะกอนดินลงบนอาหาร YPD agar พบว่าตะกอนดนิทีD
ได้จากบริเวณ TP3 มีความหลากหลายมากทีDสดุ เนืDองจากบริเวณนี Hอยู่ไกลจากนํ HาทะเลมากทีDสดุ 
จึงส่งผลให้มีจุลชีพทีDใช้ออกซิเจน (aerobic microorganism) อยูใ่นบริเวณนี Hมาก ส่วนตะกอนดนิทีD
ได้จากบริเวณ TP2 มีความหลากหลายน้อยรองลงมา และตะกอนดินทีDได้จากบริเวณ TP1 มีความ
หลากหลายน้อยทีDสดุ ซึDงเป็นไปได้ว่าในบริเวณนี Hได้รับอิทธิพลของนํ Hาทะเลอยูเ่สมอ จึงพบจุลชีพทีD
ใช้ออกซเิจนได้น้อยว่าบริเวณอืDนๆ  ซึDงแตกต่างจากการงานวิจยัของ Fell, Statzell-Tallman และ  
Kurtzman ในปี 2004 ทีDได้มีการศึกษายีสต์จากป่าชายเลนบริเวณหมูเ่กาะบาฮามาส แล้วพบว่ามี
ยีสต์จํานวนมากทีDบริเวณแหล่งเก็บตวัอย่างทีDอยู่ใกล้กบันํ Hาทะเล และหนองนํ Hาในป่าชายเลน 
 
5.3 ตรวจสอบการสะสมนํ Pามันภายในเซลล์ยสีต์ 
 การตรวจสอบการสะสมของหยดนํ Hามนัภายในเซลล์ยีสต์ทีDได้จากการเลี Hยงในอาหารเหลว
enrichment โดยการย้อมด้วยเทคนิค Sudan Black B และสงัเกตหยดนํ Hามนัภายใต้กล้อง
จุดทรรศน์แบบใช้แสง หรือ การวดัปริมาณนํ HามนัทีDสกดัด้วยวิธี Bligh and Dyer พบว่าหยดนํ Hามนั
และปริมาณนํ Hามนัแต่ละไอโซเลตแตกต่างกนัแม้จะเป็นเชื Hอชนิดเดียวกนั ซึDงตรงกบัการศกึษาของ 
Dey, Banerjee และ Maiti ในปี 2011 พบว่ายีสต์แต่ละไอโซเลตมีความสามารถในการสะสมหยด
นํ Hามนัภายในเซลล์ทีDแตกต่างกนัแม้ว่าจะเป็นเชื Hอชนิดเดียวกนั เกิดได้จากหลายสาเหต ุ เช่น ยีสต์ทีD
คดักรองได้เป็นชนิดเดียวกนัแต่คนละไอโซเลต อาหารเหลว enrichment ทีDเกิดจากการเพิDมความ
เข้มข้นของกลโูคสอาจไม่เหมาะสมสําหรับยีสต์บางไอโซเลตทีDจะทําให้ยีสต์สะสมนํ Hามนัไว้ภายใน
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เซลล์ได้ นอกจากนี Hยงัมีงานวิจยัของ Chi และคณะในปี �006 ทีDได้มีการทดสอบอาหารทีDเหมาะสม
สําหรับยีสต์ทีDคดักรองได้จากทะเล พบว่ายีสต์ทีDคดักรองได้จากแหล่งนํ Hาทะเลจะเจริญเตบิโตได้ใน
อาหารเลี Hยงยีสตท์ีDประกอบด้วยนํ Hาทะเลดกีว่าอาหารเลี Hยงยีสต์ทีDประกอบด้วยนํ Hาจืด ซึDงโครงงานใช้
อาหารทีDประกอบด้วยนํ Hาจืดในการทดลองจึงอาจส่งผลต่อการเจริญเตบิโตและสะสมนํ Hามนัของ
ยีสต์ทีDได้ จากนั HนเมืDอได้ทําการตรวจสอบดหูยดนํ Hามนัภายในเซลล์ของยีสต์แล้ว จึงทําการส่งตรวจ
เพืDอระบุชนิดของยีสตท์ั Hง 18 ไอโซเลตทีDมีการสะสมนํ Hามนั พบว่ายีสต์ทั Hงหมด 3 ชนิด คือ C. 

tropicalis C. maltosa และ Hanseniaspora sp. ซึDงอาจมีสาเหตจุากในบริเวณทีDเก็บตะกอนดนิมี
ความหลากหลายของยีสต์ทีDค่อนข้างน้อย เนืDองมาจากมีการเจริญเตบิโตของยีสต์ C. tropicalis 
มาก C. tropicalis เป็นยีสต์ทีDสามารถพบได้ทัDวไปภายในดิน ทั HงดนิทีDอยู่บนบกหรือดินทีDอยู่ในนํ Hา มี
อตัราการเจริญเติบโตทีDสงูนอกจากนี Hยงัสามารถทนความเค็มได้ดีกว่ายีสตช์นิดอืDน จากการศึกษา
ของ Bastos และคณะ ในปี 2000 โดยทําการศกึษาจุลชีพทีDสามารถทนความเค็มได้จากดินแถบลุ่ม
นํ Hาอเมซอน พบว่ายีสต์ C. tropicalis สามารถทนความเคม็ได้ดีกว่ายีสต์ชนิดอืDนๆ ด้วยสาเหตนุี Hใน
พื HนทีDป่าชายเลนยีสตช์นดิอืDนจึงไม่สามารถเจริญเตบิโตได้ดีเท่ากบั C. tropicalis ส่วนยีสต์ C. 

maltosa เป็นยีสต์ทีDอยูใ่นสกุล ascomycota ซึDงยีสต์ในสกุลนี Hถูกระบุว่าเป็นยีสต์ทีDมีความไวต่อ
โลหะเป็นพิษและสามารถอยูใ่นพื HนทีDทีDมีโลหะเป็นพิษได้ดกีว่ายีสต์สกุลอืDนๆ แต่ก็สามารถพบยีสตน์ี H
ในแหล่งธรรมชาติในบางพื HนทีDได้เช่นเดยีวกนั เชน่ ดิน หรือ ใบไม้ (Vadkertiova and Slavikova, 
2006) และ Hanseniaspora sp. เป็นยีสต์ทีDสามารถพบได้ทัDวไปในแหล่งธรรมชาต ิไม่ว่าจะเป็นพืช
และผลไม้ทีDสามารถหมกัและทําเป็นไวน์ได้ เช่น องุ่น ผลไม้ตระกูลเบอรีD หรือพืชทีDเป็นรากและหวั 
เป็นต้น ในงานวิจยัทีDมีมาก่อนหน้านี Hเคยมีการคดักรองยสีต์ Hanseniaspora sp. จากแหล่ง
ธรรมชาติ ได้แก่ ดนิ อากาศ ใบองุน่ และผลองุ่น เป็นต้น (Raspor et al., 2006) ยีสต์ C. tropicalis 

ถูกระบุว่าเป็นเชื HอทีDไม่ก่อโรค (Fernandes et al., 2016) ดงันั Hนความปลอดภยัด้านการนําไปใช้งาน
หรือนําไปต่อยอดจึงถือว่าเป็นเชื HอทีDค่อนข้างปลอดภยัสามารถใช้ในการศกึษาทัDวไปได้โดยไม่ต้องมี
การป้องกนัเป็นพเิศษ เช่นเดียวกบัยีสต์ C. maltosa และยีสต์ Hanseniaspora sp. ทีDมีความ
ปลอดภยัทางชีวภาพอยู่ในระดบัทีD 1 ซึDงถือว่าเป็นเชื HอทีDมีความปลอดภยัในการใช้งานและไม่ก่อโรค
เช่นเดยีวกนั (Fleet, 2007) 

นอกจากนี Hในขั Hนตอนการสกดันํ Hามนัด้วยวิธี Bligh and Dyer พบว่าเมืDอเลี Hยงยีสตใ์นอาหาร
เหลว enrichment เป็นเวลา 72 ชัDวโมง ยีสต์มีการสะสมนํ HามนัทีDค่อนข้างมากเกือบทุกไอโซเลต แต่
เมืDอเลี Hยงเป็นเวลา 120 ชัDวโมง พบว่ายีสต์ทกุไอโซเลตมีการผลิตและสะสมนํ Hามนัลดลง จาก
การศึกษาของ Tai และ Stephanopoulos ในปี 2012 พบว่ายีสต์ส่วนใหญจ่ะมีการผลิตนํ Hามนัสงู
ทีDสดุในช่วง 48 ชัDวโมงถึง 96 ชัDวโมง เมืDอเลยช่วงทีDยีสตมี์การผลิตและสะสมนํ HามนัมากทีDสดุแล้ว 
อาหารทีDใช้เลี Hยงยีสต์จะหมดลง ทําให้ยีสต์ต้องนํานํ HามนัทีDผลิตและสะสมไว้ภายในเซลล์ออกมาใช้
เพืDอดํารงชีวิตต่อ ทําให้เมืDอเวลาผ่านไปจนถึง 120 ชัDวโมง ปริมาณนํ HามนัทีDยีสต์ผลิตและสะสมลดลง 
ซึDงกระบวนการทีDยีสต์นํานํ HามนัทีDผลิตและสะสมไว้มาใช้กลบัมาใช้เพืDอดํารงชีวิตต่อเรียกว่า
กระบวนการ ex novo (Papanikolaou, 2011) 
 ขั Hนตอนการวดัองค์ประกอบนํ Hามนัพบว่ายีสต์ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP18 มี
องค์ประกอบของกรดปาล์มิโทเลอิก (C16:1) มากทีDสดุ รองลงมาเป็นกรดปาล์มิติก (C16:0) และ



 38 

กรดโอเลอิก (C18:1) ตามลําดบั ส่วนในยีสต์ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 และ TEP11 มี
องค์ประกอบของกรดไขมนัทีDเหมือนกนั คือ มีกรดโอเลอิก (C18:1) มากทีDสดุ รองลงมาเป็นกรดลิโน
ลิอิก (18:2) และ กรดปาล์มิติก (C16:0) ตามลําดบั คล้ายคลึงกบันํ HามนัทีDพบในพืชส่วนใหญ่ เช่น 
มะพร้าว และ ปาล์ม เป็นต้น โดยจะพบองค์ประกอบของกรดปาล์มิติกซึDงเป็นกรดไขมนัอิDมตวัมาก
ทีDสดุ และรองลงมาเป็นกรดโอเลอิกทีDเป็นกรดไขมนัไม่อิDมตวั (Haun et al., 2014) นํ HามนัทีD
ประกอบด้วยกรดไขมนัเหล่านี Hจะถูกนําไปใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร หรือ อตุสาหกรรมไบโอดีเซล
เพืDอใช้ทดแทนนํ Hามนัจากปิโตรเลียมได้ 
 
5.4 ยีน ACC1 จากยีสต์ที2คัดกรองได้ 

จากการศึกษาสามารถออกแบบไพรเมอร์เพืDอใช้ในการตรวจสอบยีน ACC1 ของยีสต์ C. 

tropicalis ทีDมีความยาวถึง 6825 คู่เบส โดยออกแบบจากลําดบันิวคลีโอไทดเ์ริDมต้นของยนี ไปจน
สดุความยาวของยีน จากนั Hนจึงทําการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดเีอ็นเอ
ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่บนเจล พบแถบของดเีอ็นเอบริเวณประมาณ 7000 คู่เบสของยีสต์ C. tropicalis 

จํานวน 3 ไอโซเลต คือ TEP6 TEP11 และ TEP17 ซึDงตรงกบัจํานวนของยนี ACC1 ของ C. 

tropicalis ส่วนยีสต์ C. maltosa และ Hanseniaspora sp. เนืDองจากฐานข้อมลูทางชีวสารสนเทศ
เกีDยวกบัยีน ACC1 ของยีสต์ทั Hง 2 ชนิดนี Hค่อนข้างน้อยมาก จึงทําให้ไม่สามารถออกแบบไพรเมอร์
ของยีน ACC1 ของยีสต์ทั Hง 2 ชนิดนี Hได้ นอกจากนี Hยีสต์ Y. lypolitica ทีDจะใช้ในการเปรียบเทียบ
ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยนี ACC1 เทยีบกบัยีสตท์ีDคดักรองได้นั Hน เมืDอทําการออกแบบไพรเมอร์
และตรวจสอบผลิตภณัฑ์ของกระบวนการเพิDมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซบ่นเจลแล้ว พบ
แถบของดีเอ็นเอขึ Hนเป็นจํานวนมากตั Hงแต่ 500 คู่เบสจนถงึ 10000 คู่เบส เป็นไปได้ว่าไพรเมอร์ทีD
ออกแบบไปนั Hนไม่จําเพาะกบัลําดบันิวคลีโอไทด์ของยนี ACC1 ของยีสต์ Y. lypolitica จาก
การศึกษาของ Arora และคณะ ในปี 2016 ได้มีการทําให้ยีน ACC1 มีการแสดงออกทีDเพิDมขึ Hนใน
ยีสต์ Chlorella sorokiniana พบว่ายีสต์ทีDถกูทําให้ยนี ACC1 มีการแสดงออกทีDเพิDมขึ Hนนี Hมีการ
เปลีDยนกราฟการเจริญเตบิโตโดยทําให้เข้าสู่ระยะทีDมีการเจริญเติบโตคงทีD (stationary phase) ช้า
ลง ซึDงส่งผลทําให้ยีสตช์นิดนี Hมีการสะสมของนํ Hามนัมากขึ Hน หมายความว่าการแสดงออกของยีน 
ACC1 มีผลต่อการสะสมนํ Hามนัของยีสต ์
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บทที2 6 
สรุปผลการทดลอง 

 
 การคดักรองยีสตจ์ากตะกอนดินทั Hง 3 จุด คือ TP1 TP2 และ TP3 พบว่าได้ยีสต์จํานวน 18 
ไอโซเลต โดยได้จากบริเวณ TP1 จํานวน 8 ไอโซเลต TP2 จํานวน 4 ไอโซเลต และจากบริเวณ TP3 
จํานวน 6 ไอโซเลต และเมืDอระบุชนิดของยีสต์ด้วยลําดบันวิคลีโอไทด์บริเวณยนี 18s rRNA พบว่า
ได้ยีสต์ C. tropicalis จํานวน 14 ไอโซเลต จากตะกอนดนิบริเวณ TP1 จํานวน 8 ไอโซเลต บริเวณ 
TP2 จํานวน 2 ไอโซเลต และบริเวณ TP3 จํานวน 4 ไอโซเลต พบยีสต์ Candida sp. จํานวน 2 ไอ
โซเลต จากบริเวณ TP2 และ TP3 จุดละไอโซเลต นอกจากนี Hยงัพบยีสต์ C. maltosa จากบริเวณ 

TP2 และยีสต์ Hanseniaspora sp. จากบริเวณ TP3  
การตรวจสอบหยดนํ Hามนัด้วยเทคนคิ Sudan Black B และสงัเกตหยดนํ Hามนัภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ พบว่ามียีสต์จํานวน 5 ไอโซเลตทีDมีการสะสมหยดนํ HามนัมากทีDสดุ ได้แก่ C. tropicalis ไอ
โซเลต TEP6 TEP11 และ TEP17 C. maltosa ไอโซเลต TEP12 และยีสต์ Hanseniaspora sp. ไอ
โซเลต TEP18 จากนั HนเมืDอทําการสกดันํ Hามนัด้วยวิธี Bligh and Dyer พบว่ายีสต์ Hanseniaspora 
sp. ไอโซเลต TEP18 มีการผลิตและสะสมนํ HามนัมากทีDสดุอยู่ทีDร้อยละ 87.1 ± 5.6 และ C. maltosa 
ไอโซเลต TEP12 มีการผลิตและสะสมนํ Hามนัน้อยทีDสดุอยู่ทีDร้อยละ 28.0 ± 6.3  

การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมนัพบว่ายีสต์ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP18 
มีองค์ประกอบของกรดปาล์มิโทเลอิก (C16:1) มากทีDสดุ รองลงมาเป็นกรดปาล์มิติก (C16:0) และ
กรดโอเลอิก (C18:1) ตามลําดบั ส่วนในยีสต์ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 และ TEP11 มี
องค์ประกอบของกรดไขมนัทีDเหมือนกนั คือ มีกรดโอเลอิก (C18:1)มากทีDสดุ รองลงมาเป็นกรดลิโน
ลิอิก (18:2) และ กรดปาล์มิติก (C16:0) ตามลําดบั 
 การตรวจสอบยีน ACC1 ของยีสต ์ C. tropicalis พบฐานข้อมลูทีDเกีDยวข้องกบัยนี ACC1 
ของยีสต์ C. tropicalis ทําให้สามารถออกแบบไพรเมอร์ของไอโซเลต TEP6 TEP11 และ TEP17 
ด้วยกระบวนการเพิDมปริมาณดเีอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่ (Polymerase chain reaction) และ
ตรวจสอบผลิตภณัฑน์ี Hบนเจล พบแถบของดเีอ็นเอบริเวณ 7000 คู่เบส ซึDงตรงกบัจํานวนนิวคลีโอ
ไทด์ทีDพบในฐานข้อมลูของยีสต์ชนิดนี HทีDมีจํานวน 6825 คู่เบส จากการทดลองจึงสรุปได้ว่า 

จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว่ายีสตท์ีDมีการผลิตและสะสมนํ Hามนัได้จะมียีน ACC1 ซึDง
เป็นยีนทีDเกีDยวข้องกบักระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมนัอยูภ่ายในเซลล์ ดงันั Hนขั Hนตอนการระบุยีสต์
ทีDสามารถผลิตและสะสมนํ Hามนัได้จึงสามารถใช้การตรวจสอบยีน ACC1 ร่วมกบัการตรวจสอบ
ด้วยเทคนิค Sudan Black B การสกดันํ HามนัทีDต้องมีปริมาณนํ Hามนัเกินร้อยละ 20 ของนํ Hาหนกัแห้ง 
และ การวดัองค์ประกอบของกรดไขมนั เพืDอใช้ในการบ่งบอกว่ายีสต์ชนิดนั Hนเป็นยีสตท์ีDมีการผลิต
และสะสมนํ Hามนัได้  
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ภาคผนวก 
 
ฐานข้อมลูยีน ACC1 ของยีสต์ Hanseniaspora sp. 
 

 
 

 
ภาพการระบุชนิดยีสต์ด้วยยีน 18S rRNA ของ C. maltosa ไอโซเลต TEP12 
 

 
 
ภาพการระบุชนิดยีสต์ด้วยยีน 18S rRNA ของ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP18 
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ภาพการระบุชนิดยีสต์ด้วยยีน 18S rRNA ของ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 
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ภาพการระบุชนิดยีสต์ด้วยยีน 18S rRNA ของ C. tropicalis ไอโซเลต TEP11 
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ภาพการระบุชนิดยีสต์ด้วยยีน 18S rRNA ของ C. tropicalis ไอโซเลต TEP17 
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ภาพ chromatogram ของ C. tropicalis ไอโซเลต TEP6 
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ภาพ chromatogram ของ C. tropicalis ไอโซเลต TEP11 
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ภาพ chromatogram ของ Hanseniaspora sp. ไอโซเลต TEP18 
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