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บทคัดย่อ 

ยีสต์สะสมไขมนัเป็นจุลนิทรีย์ทางเลอืกหนึ่งส าหรับการผลติไขมันประเภทไตรเอซิลกลเีซอรอล ซึง่มี

ปริมาณไขมันสะสมมากกวา่ร้อยละ 20 ของน า้หนกัเซลล์แห้ง จุดประสงค์ของการศึกษานีคื้อการคดักรอง

ยีสต์สะสมไขมันจากของเสียและของเหลือจากการแปรรูปมะพร้าวจากบริษัท เทพผดุงพรมะพร้าว จ ากัด 

จงัหวดันครปฐม ประเทศไทย หลงัจากการทดสอบตวัอยา่งยีสต์ท่ีคดักรองได้ด้วย Sudan black B พบยีสต์

ท่ีมีการติดสขีองหยดน า้มนัทัง้หมด 4 ไอโซเลท คือ TPD1 TPD2 TPD3 และ TPD4 ซึง่ยีสต์ทัง้ 4 ไอโซเลทจะ

ถูกเลือกส าหรับการทดสอบวัดปริมาณไขมันท่ีผลิตได้ โดยผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่า ยีสต์ตัวอย่าง 

TPD2 TPD3 และ TPD4 ซึง่เป็นตวัอยา่งยีสต์ท่ีคดักรองได้จาก กากมะพร้าวสดี าและบอ่น า้เสยีรวม ถกูระบุ

วา่เป็นยีสต์สะสมไขมนัเน่ืองจากยีสต์ TPD2 TPD3 และ TPD4  มีปริมาณไขมนัสะสมร้อยละ 33.18 32.05 

และ 28.87 ของน า้หนกัเซลล์แห้ง ตามล าดบั นอกจากนีจ้ากการศึกษาล าดบัเบสบนยีน 18S rRNA พบวา่ 

ยีสต์ TPD2 ถูกระบุว่าเป็นยีสต์ชนิด Saccharomyces cerevisiae สว่นยีสต์ TPD3 และ TPD4 Candida 

tropicalis ผลการวิเคราะห์กรดไขมนัซึง่เป็นกรดไขมนัหลกัท่ีสกดัได้จากเชือ้ S. cerevisiae คือ กรดโอเลอิก 

กรดปาลมิโตเลอิก กรดปาลมิติก และ กรดสเตียริก และ กรดไขมนัหลกัท่ีสกดัได้จากเชือ้ C. tropicalis สาย

พนัธ์ุ TPD3 และ TPD4 คือ กรดโอเลอิก กรดลโินเลอิก กรดปาลมิติก  

 

ค าส าคัญ: ยีสต์สะสมไขมนั, กรดไขมนั, ยีน ACC1 
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Abstract 

Oleaginous yeasts are one alternative microorganism that can accumulate high amount 

of triacylglycerol lipids greater than 20% of dry cell mass. The objective of this study is to screen 

oleaginous yeasts from wastes and coconut residue which collected from Theppadungporn 

coconut Co. Ltd. at Nakhon pathom province, Thailand. When applying Sudan black B tests, 4 

isolates namely TPD1, TPD2, TPD3 and TPD4 were selected to test their lipid content and the 

results showed that stains TPD2, TPD3 and TPD4 isolated from black coconut residue, cesspool 

and equipment washed water, were identified as oleaginous yeasts with 33.18%, 32.05% and 

28.87% of dry cell mass, respectively. In addition, based on the 18S rRNA gene, TPD2 was 

identified as Saccharomyces cerevisiae and and TPD3 and TPD4 were identified as Candida 

tropicalis. The major fatty acids of S. cerevisiae were oleic acid, palmitoleic acid, palmitic acid 

and stearic acid and C. tropicalis were oleic acid, linoleic acid and palmitic acid. 

 

Keywords: oleaginous yeast, fatty acid, ACC1 gene 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

ยีสต์สะสมไขมัน (oleaginous yeast) คือ ยีสต์ท่ีสามารถผลิตและสะสมไขมันได้ร้อยละ 20 ถึง 

ร้อยละ 70 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง  (Lamers et al., 2016) ไขมันท่ียีสต์สร้างขึน้เป็นไตรเอซิลกลีเซอรอลถึง

ร้อยละ 90 ซึ่งประกอบด้วยกรดไขมันอ่ิมตัวร้อยละ 44 จึงมีคุณสมบัติคล้ายกับน า้มันจากเมล็ดพืช 

(Ratledge, 2002) เม่ือเปรียบเทียบกบัพืช ไขมนัจากยีสต์มีข้อดี คือสามารถผลติได้ทกุช่วงฤดกูาล เจริญได้

เร็วในระยะเวลาอันสัน้ ใช้พืน้ท่ีน้อย สามารถควบคมุการผลิต และสามารถใช้วตัถุดิบราคาถกูในการเจริญ

ได้หลายชนิด (Xue et al., 2006; Angerbauer et al., 2008) ไขมันจากยีสต์จึงเป็นไขมันทางเลือกส าหรับ

การใช้ทางอุตสาหกรรมได้  

ไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerol) หรือ ไขมัน (lipid) เป็นสารชีวโมเลกุลท่ีส าคญัในสิ่งมีชีวิต 

โดยไตรเอซิลกลเีซอรอลเกิดจากหมู่ไฮดรอกซิลในโมเลกุลของกลเีซอรอลท าปฏิกิริยากบัหมู่คาร์บอกซิลของ

กรดไขมัน 3 โมเลกุล สิ่งมีชีวิตสว่นมากจึงเก็บสะสมไตรเอซิลกลีเซอรอลอยู่ในรูปพลงังานส ารอง ในยีสต์

ปริมาตรไตรเอซิลกลีเซอรอลท่ีเก็บสะสมมีผลจากความแตกต่างของการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับ

กระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมัน เช่น ความแตกต่างของการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับการผลิต

เอนไซม์ acetyl-CoA carboxylase (ACC) รวมถึงแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งก็เป็นปัจจัยท าให้

การสะสมและการผลติไขมนัของยีสต์แตกตา่งกนัด้วย (Chao, Yen and Ku, 2009) 

ยีน ACC1 คือ ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการสร้างเอนไซม์ ACC ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีหน้าท่ีเปลี่ยน acetyl-

CoA ให้เป็น malonyl-CoA กระบวนการนีถื้อเป็นขัน้ก าหนดปฏิกิริยาของกระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมัน

ในยีสต์ จากการศึกษาพบวา่ การควบคุมการแสดงออกของยีน ACC1 มีผลท าให้การเก็บสะสมไขมนัของ

ยีสต์มีความรวดเร็วและมีปริมาณการสะสมมากขึน้ ทัง้นีมี้รายงานวา่ การสงัเคราะห์และเก็บสะสมไขมันมี

ความเก่ียวข้องกับล าดบันิวคลิโอไทด์บนยีน ACC1 ของยีสต์แต่ละชนิด (Wang et al., 2016; Bredeweg 

et al., 2017) 

ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเจริญเติบโตของยีสต์มีมากมาย เช่น อุณหภมิู แหลง่คาร์บอน หรือคา่ความเป็น

กรด อีกทัง้ยงัมีการค้นพบว่าหากอตัราสว่นของคาร์บอนและไนโตรเจนในสิ่งแวดล้อมสงูจะสง่ผลให้อัตรา

การเจริญและการสะสมไขมันในยีสต์จะสูงขึน้ (Manikandan and Viruthagiri, 2010) ของเสียและของ
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เหลือจากกระบวนการผลิตในโรงงานโดยเฉพาะโรงงานมะพร้าวจึงเป็นแหลง่ท่ีคาดว่าสามารถพบยีสต์ได้

มาก เน่ืองจากมีอุณหภมิู แหลง่คาร์บอน รวมถึงอตัราสว่นของคาร์บอนและไนโตรเจนสงู  

ด้วยเหตุผลดงัท่ีกลา่วมา โครงงานนีจ้ึงศึกษายีน ACC1 ของยีสต์สะสมไขมนัท่ีได้ โดยคดักรองใน

ของเสียและของเหลือจากกระบวนการผลิตของโรงงาน การศึกษานีจ้ะท าให้ทราบถึงชนิดของยีสต์สะสม

ไขมันท่ีพบในกระบวนการผลิตของโรงงาน ซึ่งมีปัจจัยเหมาะสมต่อการด ารงชีพของยีสต์ เช่น สารอินทรีย์ 

คา่ pH ท่ีเป็นกรด และความชืน้ ท าให้พบความหลากหลายของยีสต์มาก และทราบถึงความแตกต่างของ

ล าดบันิวคลิโอไทด์บนยีน ACC1 โดยการเปรียบเทียบกับ Yarrowia lipolytica ซึ่งเป็นยีสต์สะสมไขมันท่ีมี

การใช้อย่างแพร่หลายในการวิจัย เพราะการสะสมไขมันท่ีสูงถึงร้อยละ  43 และสามารถใช้ในทาง

อุตสาหกรรมได้ดี (Aggelis and Papanikolaou, 2002) อีกทัง้น ามาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับ

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีสต์สะสมไขมันท่ีคดักรองได้จากฐานข้อมูล ทัง้นีเ้พื่อน าไปสูก่ารใช้ประโยชน์จาก

ยีสต์สะสมไขมนัในอุตสาหกรรมตอ่ไป 

วัตถุประสงค์ 

1. คดักรองยีสต์ท่ีสามารถผลติน า้มนัในของเสยีจากโรงงาน 

2. ตรวจสอบยีน ACC1 จากยีสต์ท่ีสามารถคดัแยกได้ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.     สามารถคดักรองยีสต์ท่ีสามารถผลติไขมนั จากน า้เสยีจากโรงงานผลติน า้ตาล 

2.     สามารถวิเคราะห์ยีน ACC1 ของยีสต์ท่ีสามารถคดักรองได้ 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสารของงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

1. จุลินทรีย์สะสมไขมัน (Oleaginous microorganisms) 

 จุลินทรีย์สะสมไขมนัคือจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตไขมันได้มากกว่าร้อยละ 20 ของน า้หนกัเซลล์แห้ง 

ปัจจุบนัมีการน าไขมนัจากจุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์ในด้านการผลิตไบโอดีเซล โดยใช้ช่ือวา่ single cell oils 

(SCO) ซึ่งจุลินทรีย์สะสมไขมันทุกชนิดสามารถผลิตน า้มันชนิดนีไ้ด้ โดยในระยะเวลาหลายปีท่ีผ่านมา

ค่าใช้จ่ายในการใช้จุลินทรีย์สะสมไขมันก็เร่ิมลดต ่าลงเน่ืองจากมีงานวิจัยท่ีวิจัยเก่ียวกับการลดต้นทุนใน

การเลีย้งจุลินทรีย์เกิดขึน้มากมาย (Ratledge, 2004) อีกทัง้จากการวิจัยน า้มันจากจุลินทรีย์สะสมไขมัน

พบวา่ไขมนัท่ีจุลนิทรีย์สะสมมีคณุสมบติัคล้ายกบัน า้มนัพืช (Aggelis and Sourdis, 1997) เมทิล-เอสเทอร์ 

และสบู่ (Metzger and Largeau, 2005) หลายปีต่อมาการศึกษาท่ีเก่ียวข้องเก่ียวกับปริมาณการสะสม

ไขมนั ความเก่ียวข้องด้านพนัธุกรรมตอ่การผลิตไขมัน รวมถึงสภาพแวดล้อมท่ีสามารถผลิตไขมันได้ดีท่ีสุด

ของจุลนิทรีย์สะสมไขมนัได้ถกูศกึษามาอยา่งตอ่เน่ืองจนถึงในปัจจุบนั 

1.1 ประเภทของจุลินทรีย์สะสมไขมัน 

 1.สาหร่ายขนาดเล็ก (Microalgaes) เป็นจุลินทรีย์สะสมไขมันท่ีสามารถสร้างน า้มันได้จากการ

ย่อยสลายคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งเป็นต้นแบบของการใช้น า้มันใช้แล้วมาเปลี่ยนเป็นน า้มันใหม่โดยใช้

สาหร่ายชนิดนีเ้ป็นตัวกลาง ข้อดีของการผลิตน า้มันจากสาหร่ายคือ  สามารถผลิตไขมันได้อย่างมี

ประสทิธิภาพ โดยสาหร่ายสามารถผลิตไขมันได้มากถึง ร้อยละ 70 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง ถ้าเลีย้งในสภาพ

ท่ีเหมาะสม แต่ข้อเสียของสาหร่ายนัน้ต้องใช้พืน้ท่ีในการเลีย้งมากและใช้เวลามากในการผลิตน า้มันเม่ือ

เทียบกับจุลินทรีย์สะสมไขมันชนิดอ่ืน โดยสาหร่ายขนาดเล็กท่ีพบว่าสะสมไขมันในปริมาณมากแสดงดัง

ตารางที ่1 และสว่นประกอบกรดไขมนัท่ีพบแสดงดงัตารางที่ 2 (Anderson, 1992) 

 2.แบคทีเรีย (Bacteria) เป็นจุลนิทรีย์สะสมไขมนัท่ีมีข้อดีคือสามารถเจริญเติบโตได้เร็ว ได้ผลผลิต

เร็ว และใช้ทรัพยากรในการเลีย้งต ่า เม่ือเทียบกับจุลินทรีย์สะสมไขมันชนิดอ่ืน แต่แบคทีเรียผลิตไขมันไม่

นิยมในทางอุตสาหกรรมเพราะการสกัดน า้มนัจากแบคทีเรียนัน้เป็นไปได้ยาก เป็นผลมาจากการผลติไขมัน

ท่ีถกูสง่ออกมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ชัน้นอกร่วมกบัสารชนิดอ่ืน ท าให้น า้มนันัน้ปนเปือ้นได้งา่ย โดยแบคทีเรียท่ี

พบวา่สะสมไขมนัในปริมาณมากแสดงดงัตารางท่ี 1 และสว่นประกอบกรดไขมันท่ีพบแสดงดงัตารางท่ี 2 ( 

(Alvarez and Steinbuchel, 2002) 
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 3.ยีสต์ (Yeasts) เป็นจุลนิทรีย์สะสมไขมนัท่ีนิยมใช้มากท่ีสดุในทางอุตสาหกรรมเน่ืองจากการผลิต

และสะสมไขมันท่ีมากแม้จะไม่เทียบเท่ากับสาหร่ายแต่ทดแทนได้ด้วยการใช้พืน้ท่ีและทรัพยากรในการ

เลีย้งท่ีต ่า ใช้เวลาได้รวดเร็วกว่าสาหร่าย รวมถึงการท่ียีสต์และรานัน้สะสมไขมนัไว้ภายในเซลล์ท าให้การ

สกดัไขมนันัน้สามารถท าได้งา่ยและมีการปนเปือ้นต ่ากวา่แบคทีเรีย โดยยีสต์ท่ีพบวา่สะสมไขมนัในปริมาณ

มากแสดงดงัตารางที่ 1 และสว่นประกอบกรดไขมนัท่ีพบแสดงดงัตารางที่ 2 (Ratledge, 1982) 

ตารางที่ 1 ร้อยละปริมาณน า้มันท่ีผลิตได้โดยน า้หนกัแห้งของจุลินทรีย์สะสมไขมันแต่ละชนิด (Meng et 

al., 2009)  

 

ตารางที่ 2 ประเภทของไขมนัท่ีจุลนิทรีย์สะสมไขมนัแตล่ะชนิดผลติได้ (Meng et al., 2009)  

Microorganisms Lipid composition (w/total lipid) 

C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 

Microalgae 12-21 55-57 1-2 58-60 4-20 14-30 

Yeast 11-37 1-6 1-10 28-66 3-24 1-3 

Fungi 7-23 1-6 2-6 19-81 8-40 4-42 

Bacterium 8-10 10-11 11-12 25-28 14-17 - 

Microorganism Oil content 

(% dry weight) 

Microorganisms Oil content 

(% dry weight) 

Microalgae  Yeast  

 Botryococcus braunll 25-75  Candida curvata 58 

 Cylindrotheca sp. 16-37  Cryptococcus albidus 65 

 Nitzschia sp. 45-47  Lipomyces starkeyi 64 

 Schizochytrium sp. 50-77  Rhodotorula glutinis  72 

Bacterium  Fungi  

 Arthrobacter sp. >40  Aspergillus oryzae 57 

 Acinetobacter 

calcoaceticus 

27-38  Mortierella isabellina 86 

 Rhodococcus opacus 24-25  Humicola lanuginose 75 

 Bacillus alcalophilus 18-24  Mortierella vinacea 66 
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1.2 ยีสต์สะสมไขมัน (Oleaginous yeasts) 

 ยีสต์สะสมไขมัน คือยีสต์ท่ีสามารถสร้างและเก็บสะสมไขมันได้ร้อยละ 20 ถึงร้อยละ 70 โดย

น า้หนกัแห้ง ไขมนัท่ียีสต์สะสมร้อยละ 80 ถึงร้อยละ 90 จะเป็นไตรเอซิลกลเีซอรอล (TAGs) ซึง่ไตรเอซิลกลี

เซอรอลท่ียีสต์ผลิตได้มีคณุสมบติัคล้ายกบัน า้มันพืชท่ีใช้ในการผลิตไบโอดีเซล โดยคณุสมบติัของไขมันนัน้

มีความหลากหลายไปตามชนิดของยีสต์ ปัจจุบันยีสต์สะสมไขมันท่ีเป็นท่ีรู้จักคือยีสต์ในวงศ์ Candida 

Cryptococcus Lipomyces Rhodosporidium Rhodotorula Trichosporon และ Yarrowia การท่ียีสต์มี

การเจริญเติบโตเร็ว ผลิตไขมันได้ปริมาณมาก และควบคุมปัจจัยการเจริญเติบโตได้ง่าย ท าให้ยีสต์เป็น

ทางเลอืกท่ีดีในการใช้ผลติไบโอดีเซลในปัจจุบนั (Evans and Ratledge, 1984) 

 

2. การสังเคราะห์กรดไขมัน 

 การสังเคราะห์ไขมัน (Fatty acid biosynthesis) เกิดขึน้ในไซโตซอล (cytosol) กระบวนการ

สังเคราะห์กรดไขมันมีสารตัง้ต้นคือ acetyl-CoA จนได้ผลิตภัณฑ์คือ กรดไขมันสายยาวท่ีมีคาร์บอน

มากกว่า 14 อะตอม ขัน้ตอนแรกของการสงัเคราะห์กรดไขมันคือการเปลี่ยน acetyl-CoA เป็น malonyl-

CoA โดยใช้เอนไซม์ acetyl-CoA carboxylase ขัน้ท่ี 2 จะเป็นการเปลี่ยน malonyl-CoA ให้กลายเป็น 

ester-CoA สายยาวโดยเร่ิมจากการควบแน่นระหว่าง malonyl-CoA และ acetyl-CoA จนกลายเป็น 3-

keto-acyl-ACP จากนัน้จะถูก รี ดิว ส์ เ ป็น  3-kydroxyacyl-ACP ต่อมาจะ เ กิด  dehydration ของ  3-

hydroxyacyl-ACP ให้ผลผลิตคือ 2,3-trans-enoyl-ACP แล้วเกิดรีดกัชนัเป็น butyryl-ACP ขัน้ตอนท่ี 2 จะ

ท าให้คาร์บอนใน acyl-ACP chain เพิ่มจาก malonyl-CoA 2 อะตอม เม่ือเกิดปฏิกิริยาซ า้เป็นระยะเวลา

หนึ่งจะได้ acyl chains อ่ิมตวัท่ีมี คาร์บอน 16(palmitoyl-CoA) และ 18 อะตอม(stearoyl-CoA) เม่ือเกิด 

desaturated จะให้ผลผลติคือ palmitoleyl-CoA (C16:1) และ oleoyl-CoA (C18:1) การเปลีย่นแปลงชนิด

และคุณสมบติัของไขมนัจะขึน้อยูก่ับความสามารถของเอนไซม์ท่ีมีอยูใ่นสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด ท าให้ไขมันท่ี

สะสมในสิง่มีชีวิตแตล่ะชนิดมีความแตกตา่งกนัแสดงดงัภาพท่ี 1 (Tehlivets et al., 2007) 
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ภาพที่  1.  การเปลี่ยนแปลงของสารในกระบวนการ Fatty acid biosynthesis(Tang, Lee and chem, 

2015) 

2.1 การสังเคราะห์ไตรเอซิลกลีเซอรอลในยีสต์ 

 การสงัเคราะห์ไตรเอซิลกลีเซอรอล (TAG biosynthesis) เป็นกระบวนการเปลี่ยน diacylglecerol 

(DAG) ใ ห้กลายเป็น ไตรเอซิลกลี เซอรอล โดยเอนไซม์ ท่ีท าให้ มีปฏิกิ ริยาเ กิดขึ น้ คือ acyl-CoA 

diacylglycerol O-acyltranferase (DGAT) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีถูกสร้างต่างกันในยีสต์แต่ละชนิดเช่นในยีสต์

สะสมไขมนั Yarrowian lipolytica จะใช้ยีน DGA1 และDGA2 ส าหรับสร้างเอนไซม์ DGAT แสดงดงัภาพท่ี 

2 (Athenstaedt, 2011) 
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ภาพที่  2.  กระบวนการ TAG synthesis ของยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (Wagner and Daum, 

2005) 

 

2.2 ยีน ACC1 

 ACC1  เป็นยีนท่ีมีความส าคญัในการสร้าง acetyl-CoA carboxylase ซึง่เป็นขัน้ตอนแรกของการ

สงัเคราะห์กรดไขมันมีหน้าท่ีเปลี่ยน acetyl-CoA เป็น malonyl-CoA และยงัเป็นขัน้ก าหนดปฏิกิริยาของ

การผลิตและสะสมไขมันในยีสต์สะสมไขมัน ซึ่ง ACC1 นัน้ถูกน าไปใช้ส าหรับกระบวนการทางพันธุ

วิศวกรรมในการเพิ่มปริมาณการสร้างและเก็บสะสมไขมันในยีสต์ชนิดตา่ง ๆ โดยการท าให้มีการแสดงออก

ของยีนเพิ่มขึน้ รวมถึงการถ่ายยีนจากตา่งสิง่มีชีวิตก็มีผลท าให้สิ่งมีชีวิตท่ีถกูตดัตอ่ยีนมีการสงัเคราะห์และ

สะสมไขมนัเพิ่มสงูขึน้แสดงดงัภาพท่ี 3 (Hasslasher et al., 1992) 

 

ภาพที่ 3. แผนภาพการท างานของยีน Acc1 (Shi et al., 2014) 
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3.Sudan black B 

 Sudan black B เป็นสารท่ีไม่มีขัว้และมีขนาดเลก็จึงสามารถละลายได้ดีในไขมนั ท าให้สามารถน า

สย้ีอมชนิดนีไ้ปย้อมไขมนัในเซลล์ขนาดเลก็ท่ีต้องการได้ การย้อมติดส ีsudan black B จะเกิดสมี่วงเข้มติด

บริเวณท่ีเป็นไขมนัภายในเซลล์หรือนอกเซลล์ท่ีท าการย้อมแสดงดงัภาพท่ี 4 (Bain, 2017) 

 

 

ภาพที่ 4. โครงสร้างของ Sudan black B และการย้อมติดสภีายในเซลล์ 

(ท่ีมา: https://atomscientific.com/product/Sudan-Black-B-Stain-Kit-Haematology-Version และ 

http://www.polysciences.com/default/catalog-products/life-sciences/histology-

microscopy/certified-dyes-stains/sudan-black-b-ci-26150-certified/) 

4. การสกัดน า้มันด้วยวิธี Bligh and Dyer  

 วิ ธี  Bligh and Dyer เป็นวิ ธีการสกัดและแยกไขมันจากจุลินทรีย์และเนือ้เยื่อ โดยการใช้  

คลอโรฟอร์ม เมทานอล หรือน า้ โดยวิธีการนีไ้ด้รับการท าซ า้และถูกใช้ในงานวิจัยจ านวนมาก จึงถือวา่เป็น 

“gold standards” ส าหรับการสกัดน า้มัน โดยหลกัการของวิธี Bligh and Dyer จะใช้หลกัการท าละลาย

ของตวัท าละลายท่ีมีขัว้และไม่มีขัว้  ไขมันซึ่งเป็นสารท่ีมีขัว้จะละลายอยู่ในชัน้คลอโรฟอร์ม ซึ่งเม่ือท าการ

ระเหยคลอโรฟอร์ม จะได้ไขมนัจากจุลนิทรีย์ (Briel et al., 2017) 
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการด าเนินการศกึษา 

 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 

ของเสยีและของเหลอืจากกระบวนการผลิตกะทิและน า้มะพร้าว 6 ตวัอยา่ง คือ กากมะพร้าวสขีาว 

(TPD 1) กากมะพร้าวสดี า (TPD 2) บอ่น า้เสยีรวม (TPD 3) น า้ล้างจากกระบวนการผลติ (TPD 4) ของเสีย

จากกระบวนการ aeration (TPD 5) และบอ่พกัน า้เสยีบอ่สดุท้าย (TPD 6) จาก บริษัท เทพผดงุพรมะพร้าว 

จ ากัด จังหวดันครปฐม เพื่อใช้เป็นตวัอย่างในการคดักรองยีสต์ผลิตไขมัน โดยลกัษณะของตวัอยา่งแตล่ะ

ชนิดแสดงดงัภาพท่ี 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่  5 (A) กากมะพร้าวสีขาว (B) กากมะพร้าวสีด า  (C) บ่อน า้เสียรวม  (D) น า้ล้างจากกระบวนการ

ผลติ (E) ของเสยีจากกระบวนการ aeration  และ (F) บอ่พกัน า้เสยีบอ่สดุท้าย  

 

 

 

 

B C A 

D F G 
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วัสดุและอุปกรณ์ 

- Beaker 

- Flask 

- Micropipette (Axygen, USA) 

- Vortex machine (Gienie-2, USA) 

- Micro centrifuge Mikro 185 (Hettich, Germany) 

- Centrifuge Combi – 514R (Hamil, south korea) 

- Autoclave SX-500E (Tomy, Indonesia) 

- Electrophoresis chamber set 

- Electrophoresis power supply EPS -300X (C.B.S. scientific, USA) 

- PCR machine TC9610-AXY-230 (Axygen, USA) 

- ตู้บม่เชือ้ (Memmert, Germany) 

- เคร่ืองชัง่ละเอียด 2 ต าแหนง่ GM-1100 (Universal weight enterprice, Taiwan) 

- เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหนง่ PA214 (Ohaus, USA) 

สารเคมี 

1. สารเคมีท่ีใช้ในอาหารเลีย้งเชือ้ 

 - Glucose 

 - Peptone 

 - Yeast extract 

 - Chloramphenicol 

2. สารเคมีท่ีใช้ในการย้อมสไีขมนั 

 - Sudan black b 

 - 70% Ethanol 

 - Safranin O 

3. สารเคมีท่ีใช้ในการสกดัดีเอ็นเอ 

 - SE Buffer 

 - Lyticase solution 

 - TL Buffer 
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 - Grass beads 

 - Proteinase K solution 

 - RNase 

 - BL Buffer 

 - HB Buffer 

 - DNA wash Buffer 

 - น า้กลัน่ท่ีผา่นกระบวนการ autoclave 

4. สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR 

 - 5x Phusion taq 

 - dNTPs set 

 - DNA template 

 - Phusion DNA polymerase 

 - น า้กลัน่ท่ีผา่นกระบวนการ autoclave 

5. สารเคมีท่ีใช้ส าหรับการท าเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 - 1 kbp DNA ladders 

 - 1X Tri-Borate-EDTA (1X TEB buffer) 

 - agar 

6. สารเคมีท่ีใช้ส าหรับการสกดัน า้มนัด้วยวิธี Bligh and Dyer 

 - 4 M HCl 

 - Methanol 

 - Chloroform 

7. สารเคมีท่ีใช้ส าหรับการท า gas chromatography 

 - hexane 

วิธีการด าเนินการ 

1. การคัดกรองยีสต์จากตัวอย่างของเสีย 

 ชั่งตัวอย่าง 1 กรัมในอาหาร Yeast extract-peptone-dextrose ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บ่มท่ี

อุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส ด้วยตู้บม่เชือ้แบบเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  จากนัน้

น าอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีบม่แล้ว มาเจือจางความเข้มข้นท่ีความเข้มข้น 10-1 ถึง 10-8เทา่ แล้วน าอาหารท่ีเจือจาง
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แล้ว มาท าให้เชือ้กระจายในอาหารแข็ง YPD และน าอาหารท่ีมีตวัอย่างบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นระยะเวลา 2 วนั  จากนัน้คดัแยกความเข้มข้นท่ีมีเชือ้ไม่หนาแนน่สามารถเห็นโคโลนีเด่ียวได้ 

การคดัเลือกยีสต์เบือ้งต้นจะเลือก โคโลนีเด่ียวท่ีมีลกัษณะกลม สีขาวขุ่น จากนัน้น ามาสอ่งด้วย

กล้องจุลทรรศน์ก าลงัขยายเลนส์ใกล้วตัถุขนาด 100 เทา่ และสงัเกตลกัษณะเซลล์ ขนาดของเซลล์ รวมถึง

การแตกหน่อของเซลล์ มาขีดเพลทลงบน อาหารแข็ง YPD และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็น

ระยะเวลา 48 ชั่วโมง แบ่งเก็บตวัอย่างเป็น 2 สว่น สว่นแรกน าเก็บท่ีอุณภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บ

ตวัอยา่งเชือ้ และสว่นท่ีสอง น าเก็บท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ทดลองในขัน้ตอนตอ่ไป 

2. การย้อมสีหยดน า้มันของยีสต์ที่คัดกรองได้    

 น ายีสต์ท่ีคัดกรองได้ส่วนท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ถ่ายลงในอาหารเหลว YPD และ 

Enrichment media ซึง่เป็นสตูรอาหารท่ีได้เพิ่มอตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน บม่ด้วยตู้บม่เชือ้แบบเขย่า

ท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  เม่ือบม่ตวัอยา่งเสร็จแล้วท า

การย้อมสหียดน า้มนัของยีสต์ท่ีคดักรองได้ โดยน าตวัอยา่ง smear บนสไลด์ แล้วท าการ heat fix สไลด์ด้วย

การผ่านเปลวไฟต่อด้วย air dry จนสไลด์แห้ง เม่ือสไลด์ตวัอย่างแห้งล้างสไลด์ด้วยน า้กลัน่ หลงัจากสไลด์

แห้ง หยดส ีsudan black B จนทัว่รอยเชือ้บนสไลด์และทิง้ไว้ 15 นาที เม่ือครบเวลาล้างสไลด์ตวัอยา่งด้วย 

70% ethanol เป็นระยะเวลา 5 วินาทีและรอจนสไลด์แห้ง ตอ่มาหยดส ีsafranin O ลงบนสไลด์ตวัอย่างให้

ทั่วรอยเชือ้และทิง้ไว้เป็นระยะเวลา 15 วินาที จากนัน้ล้างสีท่ีติดอยู่บนสไลด์ด้วยน า้กลัน่และใช้แผ่นปิด

สไลด์ปิดสว่นท่ีเป็นรอยเชือ้ น าสไลด์สอ่งใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลงัขยายเลนส์ใกล้วตัถ ุ100 เทา่ 

3. การจ าแนกชนิดของยีสต์ที่คัดกรองได้ 

 น ายีสต์ท่ีคดักรองได้มาท าการ streak ลงบนอาหารแข็ง YPD แล้วบม่ท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส 

เป็นระยะเวลา 2 วัน จากนัน้น าอาหารแข็งท่ีบ่มแล้ว ส่งจ าแนกชนิดยีสต์ท่ีบริษัท บริษัท กิบไทย จ ากัด, 

ประเทศไทย 

4. ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน ACC1 

 ใช้ข้อมลูยีนจากฐานข้อมลู https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (NCBI) ในการออกแบบไพรเมอร์ของ

ยีสต์ท่ีถูกระบุชนิดแล้ว และน าล าดบันิวคลิโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีได้สง่ออกแบบท่ี บริษัท แปซิฟิค ไซเอ็นซ์ 

จ ากดั 
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5. การสกัด DNA 

ตวัอยา่งยีสต์เลีย้งในอาหารเหลว YPD น ามาวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ได้คา่เทา่กับ 

10 ปริมาตร 3 มิลลลิติร ป่ันเหวี่ยงท่ี 4000 x g เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ดดูสว่นใสออก ใช้ตะกอนท่ีได้สกดั

ดีเอ็นเอด้วย E.Z.N.A. Yeast DNA kit protocols (Omega bio-tek, USA) จากนัน้จึงปิ เปตต์ดีเอ็นเอ

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาวดัค่าการดูดกลืนแสงดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ือง nanodrop ท่ีความยาวคลื่น 260 นา

โนเมตรซึง่เป็นคา่การดดูกลืนแสงของดีเอ็นเอ ตอ่ ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตรซึง่เป็นคา่การดูดกลืนแสง

ของโปรตีน เทียบเป็นสดัสว่นคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 260 นาโนเมตรตอ่ความยาวคลืน่ 280 นา

โนเมตร โดยดีเอ็นเอท่ีมีความบริสทุธ์ิจะต้องมีค่านีม้ากกว่า 1.8 เสร็จแล้วจึงเก็บหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ท่ี

บรรจุดีเอ็นเอไว้ในตู้ เย็นท่ีอุณหภมิู -20 องศาเซลเซียส 

6.การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยกระบวนการ PCR 

 ใช้กระบวนการ PCR ด้วยวิธีการของ Phusion high-fidelity PCR kit โดยสดัสว่น Master mix ท่ี

ใช้ในการท า PCR  มีปริมาณสาร Master Mix (1X) ประกอบด้วย น า้กลัน่ท่ีผ่านกระบวนการ autoclave 

ปริมาตร 0.47 ไมโครลติร dNTPs ปริมาตร 0.02 ไมโครลติร forward primer ความเข้มข้น10 ไมโครโมลาร์ 

ปริมาตร 0.05 ไมโครลิตร reverse primer ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.05 ไมโครลิตร 5X 

Phusion taqปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร Phusion DNA polymerase ปริมาตร 0.01 ไมโครลิตร และ DNA 

template ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร ต่อปริมาตร Master Mix 1 ไมโครลิตร ขัน้ตอนในกระบวนการ PCR 

ประกอบด้วย ขัน้ Pre-denature ท่ีอุณหภมิู 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ขัน้ Denature ท่ีอุณหภมิู 

98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที ขัน้ Annealing ท่ีอุณหภมิู 57 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ขัน้ 

Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 300 วินาที โดยในขัน้ Denature Annealing และ 

Extension จะเกิดเป็น cycles จ านวน 25 รอบ ตอ่มาขัน้ Final extension ท่ีอุณภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 วินาที และสดุท้าย Hold ไว้ท่ี 15 องศาเซลเซียสจนกวา่จะน าตวัอยา่ง PCR ออกจากเคร่ือง PCR 

7. ตรวจสอบ PCR products ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) 

 น า PCR products หลงัตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะมาตรวจสอบขนาดด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

การทดลองนีใ้ช้ agarose gel ความเข้มข้น 1.8% ในการตรวจสอบ โดยมี 1 kbp DNA ladderเป็น DNA 

marker ท่ี ใ ช้ ในการ เ ทียบขนาดของ  PCR products และใ ช้  Electrophoresis power supply  ท่ี มี

ก าลงัไฟฟา้ 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที 
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8. ตรวจสอบล าดับเบสของ PCR products 

หลงัจากกระบวนการตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ตวัอย่างท่ีมี PCR products จะถูกน าสง่

บริษัท แปซิฟิก ไซเอ็นซ์ จ ากดั เพื่อหาล าดบันิวคลโิอไทด์ของ PCR products จากนัน้น าล าดบันิวคลโิอไทด์

ท่ีได้เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลิโอไทด์บนยีน ACC1 ของยีสต์สะสมไขมันท่ีคัดกรองได้ จากฐานข้อมูล 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (NCBI) 

9. สกัดน า้มันจากยีสต์ที่คัดกรองได้ด้วยวิธี Bligh and Dyer (Pan et al., 2009) 

 น ายีสต์เลีย้งในอาหารเหลว YPD เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง มาถ่ายลงใน enrichment media และ

บ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง การหาน า้หนักเซลล์แห้งเร่ิมต้นด้วยการยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร enrichment 

medium ปริมาตร 25 มิลลลิติร ใสล่งในหลอดทดลองแบบมีฝาปิดแล้วท าการป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8300 

รอบต่อนาที จากนัน้เทอาหารสว่นบนออก เติมน า้กลัน่ปริมาตร 25 มิลลิตร เพื่อล้างเซลล์ จ านวน 2 ครัง้ 

จากนัน้ท าการป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8300 รอบตอ่นาที เทน า้ออก หลงัจากนัน้น าหลอดท่ีมีเซลล์ยีสต์จาก

การป่ันเหวี่ยงระเหยน า้ออกท่ีอุณหภมิู 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตอ่มาน าหลอดทดลองใสใ่น

ตู้ดดูความชืน้เป็นระยะเวลา 1.30 ชัว่โมง แล้วจึงชัง่หาน า้หนกั 

การสกัดน า้มันจากยีสต์เร่ิมต้นด้วยการน าเชือ้ ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร enrichment medium 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตรใสล่งในหลอดแล้วท าการป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8300 รอบต่อนาที 5 นาที เทสว่น

อาหารออก และเติมน า้กลัน่ปริมาตร 25 มิลลลิติร เพื่อล้างเซลล์จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้ท าการป่ันเหวี่ยงด้วย

ความเร็ว 8300 รอบตอ่นาที 5 นาที เทน า้ออก จากนัน้เติม 4 M HCl ปริมาตร 25 มิลลลิติร เพื่อท าให้เซลล์

แตก น าไปบม่ท่ีอุณหภมิู 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าหลอดท่ีผา่นการบม่ เติมสาร

ผสม (เมทานอล : คลอโรฟอร์ม 1 : 1) เพื่อแยกสร้างท่ีมีคุณสมบัติมีขัว้และไม่มีขัว้ออกจากกัน บ่มท่ี 30 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และ

ดูดสารละลายชัน้ organic phase (เมทานอล) ซึ่งเป็นชัน้ท่ีมีน า้มันท่ีสกัดได้ แล้วน าไปเข้าตู้อบท่ีอุณหภมิู 

60 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง และน าเข้าตู้ดูดความชืน้เป็นระยะเวลา 1.30 ชั่วโมง แล้วน ามาชัง่หาน า้หนกั

ไขมันท่ีสกัดได้ ท าการทดลองซ า้จ านวน 3 รอบ หาค่าเฉลี่ยปริมาณน า้มันท่ีสกัดได้และหาร้อยละของ

อตัราสว่นระหวา่งปริมาณน า้มนัจากการสกดัและน า้หนกัเซลล์แห้ง 
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10. การหาส่วนประกอบของกรดไขมันที่สกัดจากยีสต์ที่คัดกรองได้ด้วย Gas chromatography 

ใช้น า้มนัตวัอยา่งท่ีสกดัได้จากยีสต์เติม 2 มิลลลิติร สารละลาย 0.01 M NaOH ใน methanol เขยา่

ให้เข้ากนัจากนัน้บม่ท่ีอุณหภมิู 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วน าหลอดทดลองไปวางในน า้แข็ง

เป็นเวลา 30 นาที ต่อมาเติม hexane ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแล้วท าการดูดสารชัน้ 

hexane ลงในหลอดส าหรับการท า gas chromatography 
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บทที่ 4 

ผลการศกึษา 

 

ผลการคัดกรองยีสต์ในตัวอย่างของเสียและของเหลือจากบริษัท เทพผดุงพรมะพร้าว จ ากัด 

จังหวัดนครปฐม 

 จากการคดักรองเชือ้ท่ีได้ทัง้หมด พบจุลชีพท่ีมีลกัษณะโคโลนีคล้ายยีสต์ทัง้หมด 4 ตวัอย่าง จาก

เชือ้ท่ีคดักรองได้ 15 ตวัอยา่ง ในตวัอยา่งของเสียและของเหลอื 6 ตวัอยา่ง คือ TPD 1 (กากมะพร้าวสีขาว) 

TPD 2 (กากมะพร้าวสดี า) TPD 3 (น า้ล้างจากกระบวนการผลติ) และ TPD 4 (บอ่น า้เสยีรวม) 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6.ผลการคดักรองเชือ้ (A) สายพนัธ์ุ TPD 1 (B) สายพนัธ์ุ TPD 2 (C) สายพนัธ์ุ TPD 3 (D) สายพนัธ์ุ 

TPD 4 

 

A 

D C 

B 
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ผลการย้อมสีหยดน า้มันในยีสต์ที่คัดกรองได้ 

 จากการย้อมด้วย Sudan black B แล้วท าการส่องใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลงัขยายเลนส์ใกล้วตัถุ 

100 เทา่ พบหยดน า้มนัในยีสต์ทัง้ 4 ชนิดในอาหาร enrichment media แสดงดงัภาพท่ี 7 8 9 และ 10 โดย

ยีสต์ทีเห็นการติดสขีอง Sudan black B มากท่ีสดุคือ TPD 2 

 

 

ภาพที่  7. ผลการย้อม Sudan black B ยีสต์ท่ีคดักรองจากตวัอย่าง TPD 1 ในอาหารเลีย้งเชือ้ต่างกนั (A) 

อาหารเลีย้งเชือ้ YPD (B) enrichment medium 

 

 

ภาพที่  8. ผลการย้อม Sudan black B ยีสต์ท่ีคดักรองจากตวัอย่าง TPD 2 ในอาหารเลีย้งเชือ้ต่างกนั (A) 

อาหารเลีย้งเชือ้ YPD (B) enrichment medium 

 

A B 

A B 

100 x 100 x 

100 x 100 x 
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ภาพที่  9. ผลการย้อม sudan black B ยีสต์ท่ีคดักรองจากตวัอย่าง TPD 3 ในอาหารเลีย้งเชือ้ต่างกัน (A) 

อาหารเลีย้งเชือ้ YPD (B) enrichment medium 

 

 

ภาพที่ 10. ผลการย้อม sudan black B ยีสต์ท่ีคดักรองจากตวัอยา่ง TPD 4 ในอาหารเลีย้งเชือ้ตา่งกัน (A) 

อาหารเลีย้งเชือ้ YPD (B) enrichment medium 

ผลจากการระบุชนิดของเชือ้ 

 จากการส่งจ าแนกชนิดเชือ้ท่ีบริษัท บริษัท กิบไทย จ ากัด ผลการจ าแนกพบว่า ตัวอย่าง TPD 1 

TPD 3 และ TPD 4 ถกูระบุวา่เป็นเชือ้ชนิดเดียวกนัคือ Candida tropicalis แสดงดงัภาพท่ี ข3 และข4 สว่น

การระบุเชือ้จากตวัอยา่ง TPD 2 พบวา่เป็นเชือ้ Saccharomyces cerevisiae แสดงดงัภาพท่ี ข2 

 

 

A 

A 

B 

B 

100 x 100 x 

100 x 100 x 
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ผลการออกแบบไพรเมอร์ 

 จากการระบุชนิดของเชือ้พบว่าเชือ้ท่ีได้จากการคัดกรองเป็นยีสต์ชนิด S. cerevisiae และ C. 

tropicalis จึงสบืค้นล าดบันิวคลโีอไทด์บนยีน ACC1 ของยีสต์ทัง้ 2 ชนิดบนฐานข้อมลู NCBI และได้ใช้ฐาน

ล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีน ACC1 ของยีสต์ S. cerevisiae สายพันธ์ุ S288C gene id : 855750 และ C. 

tropicalis สายพันธ์ุ MYA-3404 gene id : 8301221 ส าหรับออกแบบไพร์เมอร์ในการทดลองแสดงดัง

ตารางที่ 3 

ตารางที่ 3. ไพร์เมอร์ยีน ACC1 ของยีสต์ทัง้ 2 ชนิด 

Name Sequence (5’-3’) 

Saccharomyces cerevisiae ACC1 forward primer ATG AGC GAA GAA AGC TTA TTC GAG 

Saccharomyces cerevisiae ACC1 Reverse primer CTT GAT ACC TTC AGA TAA TCC ATC 

Candida tropicalis ACC1 forward primer ATG AGA TGC AAA GTA TCT CAA CCA G 

Candida tropicalis ACC1 reverse primer CAT AAC AGA AGC AGC ATT TGA TGG 

 

ผลการสกัดดีเอ็นเอ 

หลงัจากสกดัดีเอ็นเอแล้วจึงน าดีเอ็นมาวดักบัเคร่ือง nanodrop พบวา่ดีเอ็นเอมีคา่การดดูกลืนแสง 

OD 260 / OD 280 อยูใ่นช่วง 1.6-1.9 ซึง่ถือวา่มีความบริสทุธ์สามารถน ามาใช้ในการทดลองได้ 

ผลการตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 หลงัจากกระบวนการ PCR แล้วจึงน า PCR products มาตรวจสอบด้วยเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส พบวา่ 

PCR products เกิดแถบขึน้บริเวณความยาว 6200 ถึง 7000 คูเ่บส ทัง้หมด 3 ตวัอยา่งจาก 4 ตวัอยา่งยีสต์ 

แสดงดงัภาพท่ี 11 
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ภาพที่ 11. ผลการท า PCR ยีน ACC1 จากยีสต์ท่ีจ าแนกได้ (Negative แทนน า้กลัน่) 

 

ผลการสกัดน า้มันด้วยวิธี Bligh and Dyer 

 หลงัจากสกัดน า้มันด้วยวิธีการ Bligh and Dyer และระบุอัตราส่วนปริมาณน า้มันท่ีสกัดได้ต่อ

น า้หนักเซลล์แห้งพบว่าตัวอย่างยีสต์เป็นยีสต์สะสมไขมัน ซึ่งมีปริมาณไขมันสะสมมากกว่าร้อยละ 20 

จ านวน 3 ตวัอยา่ง แสดงดงัตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4. ผลการสกดัไขมนัด้วยวิธี Bligh and Dyer 

ตัวอย่าง น า้หนักเซลล์แห้ง 

(g/L) 

ปริมาณน า้มันจากการสกัด 

(g/L) 

ร้อยละปริมาณน า้มัน

ต่อน า้หนักเซลล์แห้ง 

สายพนัธ์ุ TPD1 6.07 1.18 19.48 ± 0.32 

สายพนัธ์ุ TPD2 5.45 1.81 33.18 ± 1.50 

สายพนัธ์ุ TPD3 3.63 1.16 32.05 ± 2.83 

สายพนัธ์ุ TPD4 3.95 1.14 28.87 ± 0.29 

 

ผลการจ าแนกกรดไขมันที่สกัดได้จากยีสต์ตัวอย่าง 

 หลงัจากการจ าแนกกรดไขมันท่ีสกดัได้จากยีสต์ตวัอย่างด้วย gas chromatography พบว่าไขมนั

จาก S. cerevisiae สายพนัธ์ุ TPD 2 ประกอบด้วย กรดโอเลอิก กรดปาลมิโตเลอิก และ กรดปาลมิติก เป็น

สว่นใหญ่ แสดงดงัภาพท่ี 12 ต่อมาไขมันจาก C. tropicalis สายพนัธ์ุ TPD 3 ประกอบด้วย กรดโอเลอิก 

กรดลิโนเลอิก และ กรดปาลมิติก เป็นสว่นใหญ่ แสดงดงัภาพท่ี 13 และไขมันจาก C. tropicalis สายพนัธ์ุ 

TPD 4 ประกอบด้วย กรดโอเลอิก กรดปาลมิติก และกรดปาลมิโตเลอิก เป็นสว่นใหญ่ แสดงดงัภาพท่ี 14 

 

 

ภาพที่ 12. โครมาโทรแกรม แสดงกรดไขมนัท่ีสกดัได้จากยีสต์สายพนัธ์ุ TPD 2 

 

กรดโอเลอิก กรดปาลมิโตเลอิก กรดปาลมิติก 
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ภาพที่ 13. โครมาโทรแกรม แสดงกรดไขมนัท่ีสกดัได้จากยีสต์สายพนัธ์ุ TPD 3 

 

 

 

ภาพที่ 14. โครมาโทรแกรม แสดงกรดไขมนัท่ีสกดัได้จากยีสต์สายพนัธ์ุ TPD 4 

 

กรดโอเลอิก กรดปาลมิติก กรดลโินเลอิก 

กรดโอเลอิก กรดปาลมิโตเลอิก กรดปาลมิติก 
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บทที่ 5 

อภปิรายผลการศกึษา 

 

 1. การคัดกรองยีสต์ในตัวอย่างของเสียและของเหลือ 

 จากการคดัรกองยีสต์จากตวัอยา่งของเสยีและของเหลอืจ านวน 6 ตวัอยา่ง จากบริษัท เทพผดุงพร

มะพร้าว จ ากัด จังหวดันครปฐม พบยีสต์จ านวน 4 สายพนัธ์ุ จากเชือ้ท่ีพบทัง้หมด 15 ตวัอย่าง โดยจาก

อาหารท่ีใช้ในการคดักรองยีสต์ คือ อาหารเลีย้งเชือ้ YPD ซึง่มี กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนให้กบัเชือ้ สาเหตุท่ี

ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดนีเ้น่ืองจากกลูโคส เป็นน า้ตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีสามารถพบได้ในธรรมชาติและมี

งานวิจัยเก่ียวกับการน าวตัถุดิบทางธรรมชาติมาแปรสภาพให้กลายเป็นกลูโคสทางอุตสาหกรรม เชือ้ท่ี

สามารถใช้กลโูคสได้ดีจึงเป็นเชือ้ท่ีสามารถน าไปใช้ได้ในอุตสาหกรรมได้ดี 

2. การย้อมสีหยดน า้มันในยีสต์ที่คัดกรองได้ 

 จากการย้อมสีหยดน า้มันในยีสต์ 4 สายพนัธ์ุท่ีคดักรองได้ คือ สายพนัธ์ุ TPD 1 สายพนัธ์ุ TPD 2 

สายพนัธ์ุ TPD 3 และสายพนัธ์ุ TPD 4 ท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ YPD และ enrichment medium พบวา่ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ YPD มีการเจริญเติบโตของเชือ้ได้ดี แต่ไม่พบการติดสีของหยดน า้มันของยีสต์ทัง้ 4 ชนิด

สาเหตุมาจากอัตราส่วนของคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีไม่เหมาะสมแก่การสะสมไขมันของยีสต์ และใน

อาหารเลีย้งเชือ้ enrichment medium พบวา่ยีสต์ทัง้ 4 สายพนัธ์ุมีการเจริญเติบโตได้ดีเช่นกัน และพบการ

ติดสีของหยดน า้มันในยีสต์ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ โดยเฉพาะ สายพนัธ์ุ TPD 2 ท่ีมีการติดสีของหยดน า้มันมาก

ท่ีสดุ สาเหตุมาจากในอาหารเลีย้งเชือ้ enrichment medium มีการเพิ่มอัตราสว่นคาร์บอนและไนโตรเจน

สงูกว่าในอาหารเลีย้งเชือ้ YPD จึงสามารถพิสจูน์ได้ว่าอัตราสว่นคาร์บอนและไนโตรเจนมีผลต่อการผลิต

และสะสมไขมนัในยีสต์ 

3. การระบุชนิดของยีสต์ 

 การระบุชนิดของยีสต์โดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์บนยีน 18S rRNA พบว่าเชือ้สายพนัธ์ุ TPD 1 สาย

พันธ์ุ TPD 3 และสายพันธ์ุ TPD 4 ถูกระบุว่าเป็นเชือ้ C. tropicalis ซึ่งเป็นยีสต์ท่ีสามารถพบได้ทั่วไป 

เน่ืองจากการทนตอ่สภาพแวดล้อมได้ดี โดย C. tropicalis ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เชือ้ biosafety level 2 เน่ืองจาก 

C. tropicalis สามารถท าให้เกิดโรคติดเชือ้ราแบบลกุลามได้ จึงไม่นิยมน ามาใช้ในอุตสาหกรรม (Zuza et 

al., 2017) สว่นเชือ้สายพนัธ์ุ TPD 2 ถกูระบุวา่เป็นเชือ้ S. cerevisiae ซึง่เป็นยีสต์ท่ีมีการใช้ในอุตสาหกรรม 
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แพร่หลาย และมีงานวิจยัด้านพนัธ์ุศาสตร์ส าหรับพฒันา S. cerevisiae อยู่มากเน่ืองจากเป็นยีสต์ท่ีถกูจดั

อยูใ่นกลุม่ generally recognized as safe (GRAS) และถกูจดัอยูใ่นกลุม่เชือ้ biosafety level 1 จึงมีความ

ปลอดภยัในการน ามาใช้วิจยัและใช้ในอุตสาหกรรม (Peris D., Torrado R.P. and Barrio E., 2017) 

4. การตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 จากการตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซิส พบว่ายีสต์

สายพนัธ์ุ TPD 1 สายพนัธ์ุ TPD 2 และสายพนัธ์ุ TPD 3 มีการพบแถบของ PCR products ท่ีมีความยาว 

6200- 7000 คู่เบส ซึ่งมีความใกล้เคียงกับยีน ACC1 จากฐานข้อมลูของ NCBI สว่นยีสต์สายพนัธ์ุ TPD 4 

การไม่มีแถบของ PCR products อาจเกิดจากไพรเมอร์ไม่สามารถจับก าดีเอ็นเอในช่วงท่ีได้ออกแบบไว้ 

สาเหตุอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสในช่วงบริเวณนัน้ หรือเกิดจากดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความ

เสยีหาย 

5. การสกัดน า้มันด้วยวิธี Bligh and Dyer 

 จากการสกัดน า้มันด้วยวิธี Bligh and Dyer ยีสต์สายพนัธ์ุท่ีมีร้อยละไขมันสะสมต่อน า้หนกัเซลล์

แห้งสงูสดุ 3 อันดบัคือ TPD 2 TPD 3 และ TPD 4 ตามล าดบั ซึ่งมีร้อยละไขมนัสะสมต่อน า้หนกัเซลล์แห้ง

เท่ากับ 33.18 32.05 และ 28.87 ตามล าดบั ซึ่งการมีร้อยละไขมนัสะสมต่อน า้หนกัเซลล์แห้งมากกวา่ร้อย

ละ 20 จะถูกระบุว่ายีสต์ชนิดนัน้ เป็นยีสต์สะสมไขมัน (oleaginous yeast) ดังนัน้ยีสต์สายพันธ์ุ TPD 2 

TPD 3 และ TPD 4 จึงถกูระบุวา่เป็นยีสต์สะสมไขมนั อีกทัง้ยีสต์สายพนัธ์ุ TPD 2 ซึง่เป็นยีสต์ S. cerevisiae 

โดยจากการคดักรองยีสต์สะสมไขมัน และการวิจยัก่อนหน้า ยงัไม่มีการพบยีสต์ S. cerevisiae ท่ีมีร้อยละ

ไขมนัสะสมตอ่น า้หนกัเซลล์มากกวา่ร้อยละ 20 หรือถกูระบุวา่เป็นยีสต์สะสมไขมนัในสายพนัธ์ุธรรมชาติมา

ก่อน 

6. การจ าแนกกรดไขมันที่สกัดได้จากยีสต์ตัวอย่าง 

 จากการจ าแนกชนิดกรดไขมันจากไขมันท่ีสกัดได้ในยีสต์ตัวอย่างด้วย Gas chromatography 

พบวา่ยีสต์ทัง้ 3 ชนิด มีอตัราสว่นไขมนัไม่อ่ิมตวัตอ่ไขมันอ่ิมตวั และมีกรดไขมันประเภท โอเลอิก และปาล

มิติก อยู่เป็นจ านวนมาก ซึ่งมีคุณสมบติัใกล้เคียงกับน า้มันปาล์มท่ีมีการใช้อยู่ในอุตสาหกรรมในปัจจุบัน  

(Alexandre, 2017) 
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บทที่ 6 

สรุปผลการศกึษา 

  

 การคดักรองยีสต์จากตวัอย่างของเสียและของเหลือจากโรงงานมะพร้าว จากการทดลองย้อมสี

หยดน า้มัน ระบุชนิดของเชือ้ ตรวจสอบยีน ACC1 สกัดไขมันท่ียีสต์สะสม และหาสว่นประกอบของกรด

ไขมันท่ียีสต์สะสม  พบยีสต์ท่ีมีการสะสมไขมันสูงท่ีสุด 3 ชนิดคือ S. cerevisiae สายพันธ์ุ TPD 2 จาก

ตวัอย่างกากมะพร้าวสีด า C. tropicalis สายพนัธ์ุ TPD 3 จากตวัอย่างบ่อน า้เสียรวม และ C. tropicalis 

สายพันธ์ุ TPD 4 จากน า้ล้างจากกระบวนการผลิต ซึ่งมีปริมาณไขมันสะสมร้อยละ 33.18 32.05 และ 

28.87 โดยน า้หนกัแห้งตามล าดบั และการตรวจสอบยีน ACC1 ของยีสต์ตวัอยา่งพบแถบ DNA ของ ACC1 

ในตวัอย่าง TPD 2 และ TPD 3 โดยเชือ้ท่ีคดักรองได้มีคุณสมบติัไขมันสะสมใกล้เคียงกับน า้มันปาล์มจึง

อาจน าไปใช้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรับอุตสาหกรรมในอนาคต โดยเฉพาะเชือ้ S. cerevisiae สายพนัธ์ุ 

TPD 2 ท่ีเป็นครัง้แรกท่ีมีการพบ S. cerevisiae ท่ีมีร้อยละไขมนัตอ่น า้หนกัเซลล์แห้งสงูกว่าร้อยละ 20 และ 

S. cerevisiae เป็นเชือ้ท่ีมีข้อมลูทางพนัธุศาสตร์มาก จึงสามารถน าไปพฒันาสายพนัธ์ุทางอุตสาหกรรมได้

ในอนาคต 
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สูตรอาหาร 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการคัดกรองยีสต์ 

 

YPD selective media ประกอบด้วย 

    Yeasts extract     10 g/L 

    Peptone     20 g/L 

    Glucose     20 g/L 

    Chloramphenicol    200 ppm 

 

YPD media ประกอบด้วย 

    Yeasts extract     10 g/L 

    Peptone     20 g/L 

    Glucose     20 g/L 

 

Enrichment media ประกอบด้วย 

    Yeasts extract     5 g/L 

    Peptone     5 g/L 

    Glucose     70 g/L 
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ผลการระบุชนิด 
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 ภาพที่ ข1. ผลการจ าแนกชนิดเชือ้จากตวัอยา่ง TPD 1 
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ภาพที่ ข2. ผลการจ าแนกชนิดยีสต์จากตวัอยา่ง TPD 2 
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ภาพที่ ข3. ผลการจ าแนกชนิดยีสต์จากตวัอยา่ง TPD 3 
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ภาพที่ ข4. ผลการจ าแนกชนิดยีสต์จากตวัอยา่ง TPD 4 
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ผล gas chromatography 

 

 



39 
 

 
ภาพที่ ค1. ผล gas chromatography จากไขมนัท่ีสกดัได้จากตวัอยา่ง TPD 2 
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ภาพที่ ค2. ผล gas chromatography จากไขมนัท่ีสกดัได้จากตวัอยา่ง TPD 3 
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ภาพที่ ค3. ผล gas chromatography จากไขมนัท่ีสกดัได้จากตวัอยา่ง TPD 4  
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