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บทคัดย่อ 

 ยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารเหลว YM เมื่อค่าความขุ่นเซลล์
ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เริ่มต้นเป็น 0.501±0.0006 จะเพ่ิมเป็น 2.336±0.029 ใน 48 ชั่วโมง จ้านวน
เซลล์เริ่มต้นที่เหมาะสมที่สุดต่อการน้ามาแขวนลอยในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้า เพ่ือให้ผลิตและ
สะสมน ้ามัน คือ 2×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ให้ผลผลิตน ้ามันสุทธิ 0.874±0.211 กรัมต่อลิตรที่ 6 วัน และเมื่อ
แปรผันค่าพีเอชของอาหารจาก 5.5 เป็น 7.5 ผลผลิตน ้ามันสุทธิเพ่ิมขึ นเป็น 1.106±0.217 กรัมต่อลิตร 
 

 

ค้าส้าคัญ : อาหารยีสต์มอลต์สกัด จ้านวนเซลล์เริ่มต้น 
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Abstract 

 Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 had the highest growth in YM medium. Initial cell 

inoculum at optical density of 660 nm (0.501±0.0006)  became 2.336±0.029 at 48 h. Optimal 

inoculum size suspended in high carbon but low nitrogen medium for intracellular oil 

production was 2×108 cells/ml. At this condition, oil yield was 0.874 ± 0.211 g/l at 6 days. 

Increase pH of the medium from 5.5 to 7.5, the oil yield increased to 1.106±0.217 g/l. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 

 ในปัจจุบันนี มีโรคไม่ติดต่อเรื อรัง 5 โรค ส่งผลกระทบอย่างมากต่อระบบสาธารณสุขของประเทศไทย ซึ่ง  
5 โรคส้าคัญ ดังกล่าว ได้แก่ โรคความดันโลหิตสูง โรคหัวใจ โรคหลอดเลือดสมอง โรคมะเร็ง และอีกหนึ่งโรคที่มี
ความส้าคัญอย่างยิ่ง คือ โรคเบาหวาน และภาวะแทรกซ้อนของโรค มีผลกระทบทางสังคมอย่างมากอัน
เนื่องมาจาก อัตราการเสียชีวิต และทุพพลภาพของประชากรเพ่ิมขึ น (ที่มา: www.msd-thailand.com/our-

work/Diabetes/, accessed on Mar 16,2019) โรคเบาหวานโดยหลักๆ แบ่งเป็น 2 ชนิด 1) โรคเบาหวานที่เกิด
จากตับอ่อนไม่สามารถสร้างอินซูลินได้เลย พบบ่อยในเด็กหรือวัยรุ่น ซึ่งเกี่ยวข้องกับความผิดปกติในระบบ
ภูมิคุ้มกันในร่างกาย การรักษาเนื่องจากตับอ่อนไม่สามารถผลิตอินซูลินได้ จึงต้องฉีดอินซูลินตลอดชีวิต และ 2) 
โรคเบาหวานที่เกิดจากภาวะดื อต่ออินซูลินและตับอ่อนสร้างอินซูลินได้ไม่เพียงพอ พบบ่อยในผู้ใหญ่อายุ 40 ปีขึ น
ไป บางครั งไม่แสดงอาการใดๆ ซึ่งในประเทศไทยพบมากกว่า 90% วิธีการรักษา ได้แก่ การควบคุมอาหาร ซึ่งมี
ผู้ป่วยด้วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ประมาณ 40% ที่ต้องฉีดอินซูลินร่วมด้วย 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 1 อัตราอุบัติการณ์โรคเบาหวานต่อประชากรแสนคนแบ่งตามภูมิภาคของประเทศไทย  
(ที่มา: www.msd-thailand.com/our-work/Diabetes/, accessed on Mar 16,2019)  
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 โรคไขมันอุดตันในเส้นเลือด เกิดจากการมีไขมันสะสมแล้วก่อตัวเป็นแผ่นไขมันที่ผนังหลอดเลือดแดงใหญ่ 
ส่งผลให้หลอดเลือดแดงแคบลง เลือดที่จะไปเลี ยงอวัยวะส้าคัญ เช่น หัวใจ และสมองลดลง โรคหลอดเลือดหัวใจใน
ปัจจุบันเป็นสาเหตุของการเจ็บป่วย และการตายเป็นอันดับต้นๆของทุกประเทศทั่วโลก พบผู้ป่วยโรคหัวใจขาด
เลือดมากถึง 22 ล้านคนในแต่ละปี ปัจจุบันโรคไขมันในเลือดสูงจัดเป็นปัญหาทางสาธารณสุขของประชากรทั่วโลก
โรคหนึ่ง ที่น้าไปสู่สาเหตุส้าคัญของโรคเรื อรังต่าง ๆ ที่ เป็น ปัญหาต่อสุขภาพ และเสียค่าใช้จ่ายในการ
รักษาพยาบาลสูงมาก (ที่มา: https://medthai.com/โรคหลอดเลือดหัวใจ/, accessed on Mar 16,2019) การ
รักษาในปัจจุบันใช้การให้ยาเพ่ือลดระดับคอเลสเตอรอล และยาลดระดับไตรกลีเซอไรด์ในเลือด  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 หลอดเลือดหัวใจที่มีไขมันเกาะตามผนังหลอดเลือด 
(ที่มา: https://medthai.com/โรคหลอดเลือดหัวใจ/, accessed on Mar 16,2019)  

 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjP_6frtp_iAhX77nMBHegwCnUQjRx6BAgBEAU&url=https://medthai.com/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7%E0%B9%83%E0%B8%88/&psig=AOvVaw1oK68fi5T4QcWp0wWQ-JH6&ust=1558074709193870
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 มีรายงานว่า กรดปาลมิโตเลอิก (palmitoleic acid) ช่วยลดการดื อต่ออินซูลินซึ่งเป็นสาเหตุหลักของ
ผู้ป่วยโรคเบาหวาน ท้าให้ในตับและกล้ามเนื อ มีความไวต่ออินซูลินมากขึ น ซึ่งช่วยลดการสะสมของน ้าตาลในเลือด
ของผู้ป่วยโรคเบาหวาน (Cao H และคณะ, 2008)  นอกจากนี กรดปาลมิโตเลอิกยังช่วยลดการสะสมของไขมันไตร
กลีเซอร์ไรด์ (Cao H และคณะ, 2008) โดยระดับไขมันไตรกลีเซอร์ไรด์ที่ปกติ จะช่วยลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรค
ระบบหัวใจและหลอดเลือดและภาวะตับอ่อนอักเสบได้ และกรดปาลมิโตเลอิกช่วยเพ่ิมการท้างานของเซลล์สลาย
ไขมัน (lipolysis) และลดการท้างานของเซลล์สร้างไขมัน (lipogenesis) ในเซลล์ไขมันอีกด้วย (Bolsoni-Lopes A 
และคณะ ,2013) 

 กรดปาลมิโตเลอิก (palmitoleic acid) พบได้ในน ้ามันปลา ซ่ึงเป็นกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวเชิงเดี่ยว หรือที่
เรียกกันโดยทั่วไปว่า MUFA  แต่ข้อจ้ากัดในเรื่องของการเพาะเลี ยง จึงเป็นเหตุให้ยีสต์เข้ามามีบทบาทส้าคัญในการ
สังเคราะห์ กรดปาลมิโตเลอิก เนื่องจากยีสต์มีวงจรชีวิตที่สั น มีอัตราการเจริญที่รวดเร็ว สามารถใช้แหล่งคาร์บอน
จากสารอินทรีย์ได้อย่างหลากหลาย เช่น เศษซากวัสดุที่เหลือทิ งจากการเกษตร ( lignocellulose) กลีเซอรอล 
(glycerol) ที่เป็นผลพลอยได้จากการผลิตไบโอดีเซล ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เป็นต้น  

 

 

 

 

 
 
 

ภาพที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของกรดปาลมิโตเลอิก 

 (ที่มา: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/palmitoleic_acid,  

accessed on Mar 16,2019)  
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ยีสต์โดยทั่วไปผลิตไขมันประมาณ 6-8% ของน ้าหนักแห้ง โดยไขมันที่ผลิตเหล่านี เป็นองค์ประกอบของ 
cell membrane ยีสต์บางชนิด ในสภาวะที่มีคาร์บอนมากเกินพอ แต่มีไนโตรเจนต่้า จะผลิตและสะสมไขมันใน
เซลล์ปริมาณสูง เรียกยีสต์ซึ่งสะสมน ้ามันภายในเซลล์มากกว่า  20% w/w, cell dry weight ว่ายีสต์โอลิจีนัส 
(oleaginous yeast) ไขมันที่สะสมส่วนใหญ่เป็น triglycerols (TAG) ในรูป oil droplet (Galafassi และคณะ, 

2012) ตัวอย่างยีสต์โอลิจีนัสที่มีรายงาน เช่น Lipomyces starkeyi, Mortierella isabellina, Trichosporon 
fermentans (Lin และคณะ, 2014) 

 ยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 สะสมไขมันที่มีองค์ประกอบเป็น กรดเททราเดคาโนอิก   

0.52% กรดปาล์มิติก 26.32% กรดปาลมิโตเลอิก 22.25% กรดสเตียริก 0.69% กรดโอเลอิก 34.64% กรดลิโนเล
อิก 12.21% กรดแอลฟาไลโนเลนิก 1.89% และกรดไขมันอ่ืนๆ 1.48% (รัชนา พระนิมิต 2561) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 4 หยดน ้ามันที่ถูกย้อมด้วย Nile red ภายในเซลล์ยีสต์ (Low et al., 2010) 
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 ยีสต์โอลีจีนัส (oleaginous yeast) จะสะสมไขมันในสภาวะที่มีการ ขาดแคลนแหล่งไนโตรเจน และมี
ปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอ ท้าให้สาร AMP (adenosine monophosphate) ถูกดึงหมู่แอมโมเนีย
ออกมาเพ่ือใช้ในเซลล์ โดยเอนไซม์ AMP deaminase (Christopher T. Evans และคณะ, 1983) ปริมาณของ 
AMP ที่ลดลงส่งผลต่อปริมาณของ ADP (adenosine diphosphate) ซึ่งเป็นสารตั งต้นที่ส้าคัญในการสังเคราะห์ 
ATP ของเซลล์ ท้าให้เซลล์ของยีสต์โอลิจินัสหยุดการเพ่ิมจ้านวนและเริ่มกระบวนการการสะสมไขมัน ผลจากวัฎ
จักร TCA ที่หยุดลงท้าให้เกิดการสะสมของ citrate ภายในเซลล์มากขึ น เอนไซม์ citrate/malate translocase 

(CMT) ที่ผนังไมโตครอนเดรียจะท้าหน้าที่ส่ง citrate ออก และรับ malate เข้ามาในไมโตครอนเดรีย จากนั น 
citrate จะถูกเปลี่ยนเป็น acetyl-CoA และ oxaloacetate (OAA) โดยเอนไซม์  ATP:citrate lyase (ACL) 

จากนั น oxaloacetate ถูกเปลี่ยนเป็น malate โดยเอนไซม์ malate dehydrogenase (MDH) ซึ่งจะถูกน้าไป
สร้าง NADPH โดย malic enzyme (ME) โดย NADH ที่ได้จะเป็นสารตั งต้นหนึ่งร่วมกับ  acetyl-CoA และ 
malonyl-CoA เพ่ือสังเคราะห์เป็น palmitate (Boulton และ Ratledge, 1981; Ratledge, 2004) 

 

 

 

  
   
 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 5 กระบวนการสะสมไขมันในสภาวะที่ขาดแคลนแหล่งไนโตรเจน  

และมีปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอของยีสต์โอลีจีนัส  
 (ที่มา: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-diagram-of-lipogenesis-in-

oleaginous-yeast-and-role-of-citrate-and-malate-as_fig4_303322359,  

accessed on Mar 16,2019)  
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ภาพที่ 6 การสังเคราะห์กรดไขมันอ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัวชนิดต่างๆ และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง โดย FAS คือ เอนไซม์
Fatty acid synthase 9 (Ratledge, 2004) 
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การเพาะเลี ยงยีสต์เพ่ือการผลิตน ้ามันใช้วิธีการเลี ยงแบบ two stage fermentation (Lin และคณะ, 

2014) โดยในขั นแรกจะเลี ยงเพ่ือให้ได้เซลล์ยีสต์จ้านวนมากๆ และขั นตอนที่สองจะเป็นการเลี ยงเพ่ือให้เกิดการ
สะสมไขมันภายในเซลล์ โดยการเพ่ิมจ้านวนเซลล์ของยีสต์ขึ นอยู่กับปัจจัยสภาพแวดล้อมหลายอย่าง คือ 1) 
องค์ประกอบของอาหาร 2) อุณหภูมิการเพาะเลี ยง 3) ค่าพีเอชของอาหาร และ 4) การให้อากาศเป็นต้น ซึ่งหาก
เซลล์ยีสต์อยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่น องค์ประกอบของอาหารก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ ก็จะก่อให้เกิด
ความเครียดภายในเซลล์เนื่องจากสภาพแวดล้อม (environmental stress) หรือคา่พีเอชที่ต่้าหรือสูงมากเกินไป ก็
จะก่อให้เกิด oxidative stress ภายในเซลล์ส่งผลให้เซลล์ยีสต์หยุดการเจริญเติบโต หรือเซลล์ยีสต์ตาย (Xiang-

feng Huang et al.,2018) นอกจากนี ยังมีปัจจัยอ่ืนที่ส่งผลต่อการสะสมน ้ามันของยีสต์ คือ 1) องค์ประกอบของ
แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจน 2) อุณหภูมิการเลี ยง 3) ค่าพีเอชของอาหาร (Irnayuli และคณะ, 2014) 4) การให้
อากาศ (aeration) 5) แร่ธาตุต่างๆ ซี่งจ้าเป็นต่อการเจริญและสะสมน ้ามันของยีสต์ (Yi-Huang และคณะ, 2015) 
ซึ่งหากเซลล์ยีสต์อยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสมเช่น ค่าพีเอชของอาหารต่้า หรือสูงมากเกินไปก็จะส่งผลต่อปริมาณการ
ผลิตและสะสมน ้ามัน (Xiang-feng Huang et al.,2018) 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 
หาสภาวะบางประการที่เหมาะสมต่อการผลิต และสะสมน ้ามันของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens 

NG 8.2 ในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้า 
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บทที่ 2 
  เครื่องมือ เคมีภัณฑ์ และเชื้อจุลินทรีย์ 
2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
2.1.1   กล้องจุลทรรศน์เชิงประกอบชนิดใช้แสง (light compound microscope) รุ่น CH30   

 บริษัท Olympus ประเทศญี่ปุ่น 
2.1.2 เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิได้ (refrigerated incubator shaker) รุ่น innova® 4300 

บริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.3 เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate magnetic stirrer) รุ่น 502P-2                 

บริษัท PMC ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2.1.4 เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต้าแหน่ง รุ่น PG6002-S บริษัท Mettler Toledo ประเทศสวิตช์เซอร์แลนด์ 
2.1.5 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง รุ่น AG285 บริษัท Mettler Toledo ประเทศสวิตช์เซอร์แลนด์ 
2.1.6 เครื่องนึ่งฆ่าเชื อ (autoclave) รุ่น SS-352 และ ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Japan และ

รุ่น HV-25 บริษัท HiRaYaMa ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.7 เครื่องปั่นผสม (vortex) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.8 เครือ่งปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิได้ (high speed refrigerated centrifuge) 

รุ่น 6500 บริษัท Kubota ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.9 เครือ่งปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิได้ (high speed refrigerated centrifuge) 

รุ่น 5922 บริษัท Kubota ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.10 เครือ่งปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิได้ส้าหรับหลอดทดลองขนาดเล็ก         
(high speed refrigerated microtube centrifuge) รุ่น 1920 บริษัท Kubota  

ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.11 เครื่องระเหยแห้งสูญญากาศแบบเยือกแข็ง (lyophilizer) รุ่น EYELA FD-1 บริษัท Tokyo 

Rikakikai ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.12 เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น S-20K บริษัท Mettler Toledo ประเทศ
สวิตช์เซอร์แลนด์ 

2.1.13 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Genesys 10S-UV-VIS         
บริษัท Thermo Scientific Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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2.1.14 เครื่องวิเคราะห์สารชีวเคมี (biochemistry analyzer) รุ่น 7100 MBS บริษัท YSI  

  ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.15 ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่้า –20 องศาเซลเซียส (freezer) Forma Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.16 ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่้า –80 องศาเซลเซียส (freezer) Forma Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.1.17 ตู้ดูดควัน (fume hood) Dalton Co. Ltd. ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.18 ตู้บ่ม (incubator) SANYO ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.19 ตู้ดูดไอสารระเหยสารเคมี (fume Hood) บริษัท Flexlab ประเทศไทย 

2.1.20 ตู้ปลอดเชื อ (laminar flow) บริษัท Lab service ประเทศไทย 

2.1.21 ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท Contherm Scientific ประเทศนิวซีแลนด์ 
2.1.22 หม้อนึ่งฆ่าเชื อ (autoclave) ES-215 TOMY Digital Biology Co. Ltd. ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.23 หม้อนึ่งฆ่าเชื อ (autoclave) SS-325, TOMY Digital Biology Co. Ltd. ประเทศญี่ปุ่น 

2.1.24 ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 10, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร        
บริษัท Eppendorf ประเทศไทย 

2.1.25 ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 5000 ไมโครลิตร บริษัท Mettler Toledo  

ประเทศสวิตช์เซอร์แลนด์ 
2.1.26 อ่างส่งคลื่นเสียงความถี่สูง (sonicator) รุ่น Elma E30H บริษัท Tovatech  

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

2.2 เคมีภัณฑ์อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
2.2.1 คลอโรฟอร์ม (chloroform: CHCl3) บริษัท V.S. Chem house ประเทศไทย 

2.2.2 กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid: HCl) บริษัท Sigma Inc ประเทศเยอรมนี 
2.2.3 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide: NaOH) Merck Co. Ltd ประเทศเยอรมนี 
2.2.4 กลูโคส (D-glucose: C6H12O6) บริษัท Sigma lnc ประเทศเยอรมนี 
2.2.5 โซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride: NaCl) บริษัท Merck Co. Ltd ประเทศเยอรมนี 
2.2.6 เพปโทน (peptone) บริษัท Becton Co. Ltd ประเทศเยอรมนี 
2.2.7 เมทานอล (methanol: CH3OH) บริษัท V.S. Chem house ประเทศไทย 
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2.2.8 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (magnesium sulfate heptahydrate: MgSO4•7H2O) 

บริษัท Merck Co. Ltd ประเทศเยอรมนี 
วุ้นผง (agar) บริษัท Becton ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.2.9 สารสกัดจากมอลต์ (malt extract) บริษัท Becton, Dickinson & Company  

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.2.10 สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Becton Co. Ltd ประเทศเยอรมนี 
2.2.11 แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate: (NH4)2SO4) บริษัท Merck Co. Ltd  

ประเทศเยอรมนี 
2.2.12 แคลเซียมคลอไรด์ (calcium Chloride: CaCl2) Merck Co. Ltd. ประเทศเยอรมนี 
2.2.13 เอทานอล (ethanol 99% (ปริมาตร/ปริมาตร)) Sigma Inc. ประเทศเยอรมนี 
2.2.14 กากเมล็ดปาล์มน ้ามัน 

 

2.3 เชื้อจุลินทรีย์ 
Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 (รัชนา พระนิมิต 2561) 
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บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 3.1 การคัดเลือกอาหารที่เหมาะสมส าหรับเตรียมหัวเชื้อ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 

  3.1.1 ถ่ายโอนยีสต์ที่เจริญบนอาหารแข็ง YM ซึ่งบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 
ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว 3 ชนิด คือ อาหารเหลว YM (กลูโคส 10 กรัม/ลิตร, มอลต์สกัด 3 กรัม/ลิตร, เปปโทน 5 
กรัม/ลิตร และยีสต์สกัด 3 กรัม/ลิตร), อาหารเหลวกลูโคส 30 กรัม/ลิตร ที่มียีสต์ไนโตรเจนพื นฐาน 0.67กรัม/ลิตร 
(G+YNB) และอาหารเหลวกลูโคส 30 กรัม/ลิตร ที่มีกากเมล็ดปาล์มน ้ามัน 99 กรัม/ลิตร (G+PKW) โดยกากเมล็ด
ปาล์มน ้ามันผ่านการให้ความร้อนไอน ้าอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 100 KPa นาน 20 นาที ปั่นเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงหนีศูนย์กลางสัมพัทธ์ 9803 × g นาน 30 นาที และน้าส่วนใสไปกรองผ่าน 
whatman filter paper no.1 ก่อนน้าไปรวมกับสารละลายกลูโคส ท้าให้อาหาร G+PKW ปราศจากเชื อด้วยความ
ร้อนไอน ้าอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที อาหาร YM และ G+YNB ท้าให้ปราศจากเชื อด้วยความร้อน
ไอน ้าอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 100 KPa นาน 15 นาที พีเอชของอาหารเป็น 5.5 ค่าความขุ่นเซลล์
เริ่มต้นที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรเป็น 0.5 ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เขย่าให้อากาศที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบการเจริญของยีสต์ 
Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 จากค่าความขุ่นของเซลล์ในอาหารแต่ละชนิด 

 3.2 การหาสภาวะบางประการที่เหมาะสมต่อการผลิตและสะสมน้ ามันของยีสต์ Cyberlindnera 
subsufficiens  NG 8.2 

  3.2.1 การแปรผันจ านวนเซลล์เริ่มต้นเป็น 2×107 2×108 และ 2×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

  3.2.1.1 ถ่ายโอนยีสต์ที่เจริญบนอาหารแข็ง YM ซึ่งบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 
ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร ค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้นเป็น 
0.8 เขย่าให้อากาศที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื อ 5 มิลลิลิตร ลง
ในอาหารเหลว YM ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่ภาวะเดิม วัดค่าความขุ่นของเซลล์
โดยการเจือจางเซลล์ในน ้ากลั่นที่ปราศจากเชื อด้วยความร้อนไอน ้าอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 100 
KPa นาน 15 นาที ย้อมเซลล์ด้วยสีเมทิลีนบลูนับเซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์ นับจ้านวนเซลล์ซึ่งย้อมไม่ติดสีย้อม
(เซลล์มีชีวิต) และจ้านวนเซลล์ซึ่งย้อมติดสีย้อม (เซลล์ที่ตายแล้ว) ในชั่วโมงเริ่มต้นและเมื่อครบ 48 ชั่วโมง  
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  3.2.1.2 เพาะเลี ยงยีสต์ตามวิธีข้อ 3.2.1.1 ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ตามจ้านวนที่ต้องการ (ข้อมูลที่
ได้จากข้อ 3.2.1.1) ล้างเซลล์ด้วยน ้ากลั่นปราศจากเชื อ  

  3.2.1.3 น้าเซลล์ไปเลี ยงต่อในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้า  (C/N ratio = 500) 
ประกอบด้วย กลูโคส 50 กรัม/ลิตร ยีสต์สกัด 0.1 กรัม/ลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.1 กรัม/ลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต 
0.5 กรัม/ลิตร โซเดียมคลอไรด์ 0.1 กรัม/ลิตร แคลเซียมคลอไรด์ 0.1 กรัม/ลิตร พีเอช 5.5 (Tanimura และคณะ, 
2014) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลากส์ ขนาด 250 มิลลิลิตร ตามจ้านวนเซลล์เริ่มต้นที่ก้าหนด บ่มที่ภาวะเดิม
เป็นเวลา 6 วัน ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ ท้าให้เซลล์แห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization) ชั่งน ้าหนักแห้ง สกัดน ้ามัน
จากเซลล์แห้ง ด้วยสารละลายคลอโรฟอร์ม : เมทานอล ตามวิธีของ Kitcha และคณะ (2011) แขวนลอย เซลล์
แห้งเยือกแข็ง 0.5 กรัม ในสารละลายคลอโรฟอร์ม : เมทานอล (อัตราส่วน 2:1 v/v) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท้าให้
เซลล์แตกด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง (37 กิโลเฮิร์ต) เป็นเวลา 15 นาที เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 7.3 กรัม/ลิตร 

เพ่ือให้ได้สารผสมคลอโรฟอร์ม : เมทานอล : น ้า (อัตราส่วน 2 : 1 : 0.8 v/v/v) (Axelsson และ Gentili, 2014) 
ปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงหนีศูนย์กลางสัมพัทธ์ 11104 × g นาน 10 นาที ดูดเก็บส่วนใสชั นล่าง 
ระเหยสารละลายที่ได้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ชั่งน ้าหนักน ้ามันที่สกัดมาได้ 
 

  3.2.2 การแปรผันค่าพีเอชของอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่ า 

  3.2.2.1 เตรียมหัวเชื อยีสต์ตามวิธีข้อ 3.2.1.1 น้าไปเลี ยงต่อในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจน
ต่้า ตามจ้านวนเซลล์เริ่มต้นที่คัดเลือกได้ (ผลจากข้อ 3.2.1) แปรผันค่าพีเอชของอาหารที่มีคาร์บอนสูง แต่
ไนโตรเจนต่้าเป็น 3.5, 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5 สกัดน ้ามันจากเซลล์ยีสต์และเปรียบเทียบปริมาณน ้ามันที่สกัดได้   
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3.3 การค านวณหาปริมาณน้ ามันภายในเซลล์ และผลผลิตน้ ามันสุทธิ 
 
 

ปริมาณน ้ามันภายในเซลล์ (% (
กรัม
กรัม

)) =
น ้าหนักน ้ามัน (กรัม)

น ้าหนักเซลล์ที่ใช้ในการสกัดน ้ามัน (กรัม)
 × 100 

 
 

ผลผลิตน ้ามันสุทธิ (
กรัม
ลิตร

)  =
น ้าหนักน ้ามัน (กรัม)

น ้าหนักเซลล์ที่ใช้ในการสกัดน ้ามัน (กรัม)
× น ้าหนักเซลล์ทั งหมด (

กรัม
ลิตร

) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 4.1 ผลของอาหารที่เหมาะสมส าหรับเตรียมหัวเชื้อยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 

 เมื่อเลี ยงยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารเหลว YM, G+YNB และ G+PKW เพ่ือ
หาอาหารที่เหมาะสมที่สุดต่อการเจริญ พบว่ายีสต์สามารถเจริญได้ในอาหารเหลวทุกชนิดโดยในอาหารเหลว YM 

ยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 สามารถเจริญได้ดีที่สุด ค่าความขุ่นของเซลล์ที่ความยาวคลื่น 660 
นาโนเมตร ชั่วโมงท่ี 48 สูงสุด เท่ากับ 2.336±0.029 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภูมิที่ 4.1 การเจริญของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารเหลวชนิดต่างๆ (อาหาร
เหลวยีสต์มอลต์สกัด (YM) อาหารเหลวกลูโคสที่มียีสต์ไนโตรเจนพื นฐาน (G+YNB) และอาหารเหลวกลูโคสที่มีกาก
เมล็ดปาล์มน ้ามัน (G+PKW) 
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 4.2 ผลของสภาวะบางประการที่เหมาะสมต่อการผลิต และสะสมน้ ามันของยีสต์  
 Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 
 4.2.1 ผลการแปรผันจ านวนเซลล์เริ่มต้น 

 ผลการเลี ยงยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารเหลว YM จากจ้านวนเซลล์เป็น
เริ่มต้น 4.225×107±1.676×106 เซลล์ต่อมิลลิลิตรเมื่อครบ 48 ชั่วโมงได้จ้านวนเซลล์เป็น 4.395×108±7.934×107 
เซลล์ต่อมิลลิตร ตาราง 4.2.1.1 แสดงจ้านวนเซลล์เป็นและเซลล์ตายที่ได้ ที่ชั่วโมงเริ่มต้นและที่ 48 ชั่วโมง 

 ตารางท่ี 4.2.1.1 จ านวนเซลล์เป็น และเซลล์ตายของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร YM 

ชั่วโมงที่ จ านวนเซลล์เป็น 
(cells/ml) 

จ านวนเซลล์ตาย 
(cells/ml) 

จ านวนเซลล์เป็น 
(cells/50ml) 

จ านวนเซลล์ตาย
(cells/50ml) 

0 4.225×107±1.676×106 1.167×105±1.010×105 2.113×109±8.378×107 5.833×106±5.052×106 

48 4.395×108±7.934×107 3.167×106±1.942×106 2.198×1010±3.967×109 1.583×108±9.709×107 
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4.2.1.2 น้ าหนักเซลล์แห้ง(ก) ปริมาณน้ ามันภายในเซลล์(ข) และผลผลิตน้ ามันสุทธิ(ค) ของยีสต์ 
Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 เม่ือแปรผันจ านวนเซลล์เริ่มต้นที่แขวนลอยในอาหารที่มีคาร์บอน
สูงแต่ไนโตรเจนต่ า 

ผลการผลิตน ้ามันยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้า 
โดยเลี ยงหัวเชื อยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2  ในอาหารเหลว YM และแปรผันจ้านวนเซลล์เริ่มต้น
ที่แขวนลอยเป็น 2×107 2×108 และ 2×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เพ่ือหาจ้านวนเซลล์เริ่มต้นที่เหมาะสมที่สุด พบว่า
การใช้จ้านวนเซลล์ยีสต์เริ่มต้น 2×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ได้ผลผลิตน ้ามันสุทธิมากที่สุด 0.874±0.211กรัมต่อลิตร 

ปริมาณน ้ามันภายในเซลล์มากที่สุดร้อยละ 10.36±1.872 กรัม/กรัมน ้าหนักเซลล์แห้ง และน ้าหนักแห้งของเซลล์ 
8.422±1.366 กรัมต่อลิตร 

  
 (ก) น้ าหนักเซลล์แห้ง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 (ข) ปริมาณน้ ามันภายในเซลล์ 

 

แผนภูมิที่ 4.2.1.2 (ก) น ้าหนักเซลล์แห้งของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 เมื่อแปรผันจ้านวน
เซลล์เริ่มต้นที่แขวนลอยในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าเป็น 2×107 2×108 และ 2×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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(ข) ปริมาณน้ ามันภายในเซลล์ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

แผนภูมิที่ 4.2.1.2 (ข) ปริมาณน ้ามันภายในเซลล์ยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 เมื่อแปรผัน
จ้านวนเซลล์เริ่มต้นที่แขวนลอยในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าเป็น 2×107 2×108 และ 2×109 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร 
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ปริมาณน้ ามันภายในเซลล์ยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารที่มี
คาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่ าที่จ านวนเซลล์เริ่มต้นแตกต่างกัน
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(ค) ผลผลิตน้ ามันสุทธิ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภูมิที่ 4.2.1.2 (ค) ผลผลิตน ้ามันสุทธิยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 เมื่อแปรผันจ้านวนเซลล์
เริ่มต้นที่แขวนลอยในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าเป็น 2×107 2×108 และ 2×109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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4.2.2 ผลน้ าหนักเซลล์แห้ง(ก) ปริมาณน้ ามันภายในเซลล์(ข) และผลผลิตน้ ามันสุทธิ(ค) ของการแปร
ผันค่าพีเอชของอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่ า 

ผลการผลิตน ้ามันยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารที่มีคาร์บอนสูง แต่ไนโตรเจนต่้า 
โดยหัวเชื อยีสต์เริ่มต้นเลี ยงในอาหาร YM ใช้จ้านวนเซลล์เริ่มต้นแขวนลอย 2×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และแปรผัน
ค่าพีเอชของอาหารเป็น 3.5, 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5 พบว่าค่าพีเอช 7.5 ให้ผลผลิตน ้ามันสุทธิ % ปริมาณน ้ามัน
ภายในเซลล์และน ้าหนักเซลล์แห้งสูงที่สุดเป็น 1.106±0.217 กรัมต่อลิตร, 14.347±0.281 กรัมต่อกรัมน ้าหนัก
เซลล์แห้ง และ 7.701±1.453 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  

 

 (ก) น้ าหนักเซลล์แห้ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภูมิที่ 4.2.2 (ก) น ้าหนักเซลล์แห้งของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารที่มี
คาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าเมื่อพีเอชเป็น 3.5 4.5 5.5 6.5 และ 7.5 
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(ข) ปริมาณน้ ามันภายในเซลล์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภูมิที่ 4.2.2 (ข) ปริมาณน ้ามันภายในเซลล์ยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหาร
ที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าเมื่อพีเอชเป็น 3.5 4.5 5.5 6.5 และ 7.5 
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(ค) ผลผลิตน้ ามันสุทธิ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภูมิที่ 4.2.2 (ค) ผลผลิตน ้ามันสุทธิยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหารที่มี
คาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าเมื่อพีเอชเป็น 3.5 4.5 5.5 6.5 และ 7.5  
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 จากผลการเปรียบเทียบการเจริญของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 ในอาหาร 3 ชนิด คือ 
อาหารยีสต์มอลต์สกัด (YM medium), อาหารกลูโคสที่มียีสต์ไนโตรเจนพื นฐาน (G+YNB) และอาหารกลูโคสที่มี
กากเมล็ดปาล์มน ้ามันเป็นแหล่งไนโตรเจน (G+PKW) พบว่ายีสต์เจริญได้ดีที่สุดในอาหาร YM โดยเมื่อค่าความขุ่น
เซลล์ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรเริ่มต้นเท่ากับ 0.501 เมื่อบ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่าให้อากาศที่ความเร็ว 200 

รอบ/นาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ค่าความขุ่นเซลล์จะเพ่ิมขึ นเป็น 2.34 ทั งนี อาจเนื่องจากอาหาร YM ประกอบด้วย 
กลูโคส ยีสต์สกัด มอลต์สกัด และเพปโทน โดยกลูโคสถือเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุดส้าหรับการเจริญและการด้ารง
ชีพของจุลินทรีย์ ยีสต์สกัด ประกอบด้วย โปรตีน กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต และลิพิด เป็นแหล่งไนโตรเจนของ
จุลินทรีย์ซึ่งใช้ในการสร้างองค์ประกอบภายใน เช่น กรดนิวคลิอิก มอลต์สกัด องค์ประกอบหลักๆ คือ 
คาร์โบไฮเดรต เช่น น ้าตาลฟรุกโทสร้อยละ 1-2 กลูโคสร้อยละ 7-10 ซูโครสร้อยละ 1-3 และน ้าตาลมอลโทสร้อย
ละ 39-42 โปรตีนร้อยละ 6 และองค์ประกอบอ่ืนๆ เช่น กรดอะมิโน วิตามิน และแร่ธาตุ เพปโทน คือ โปรตีน ที่มี
กรดอะมิโนต่างๆมากมาย เช่น อะลานีน ฟีนิลอะลานีน ไกลซีน ลูซีน และไลซีน เป็นต้น เป็นแหล่งพลังงานส้าคัญ
ส้าหรับการเจริญของเซลล์ 
 จ้านวนเซลล์เริ่มต้นที่เหมาะสมที่สุดต่อการน้ามาแขวนลอนในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าเพื่อให้
ผลิตและสะสมน ้ามันคือ 2×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เป็นความหนาแน่นเซลล์ที่เหมาะสม ไม่มากเกินไปอันจะ
ก่อให้เกิดการแย่งสารอาหาร หรือน้อยเกินไปซึ่งจะท้าให้ผลผลิตน ้ามันสุทธิซึ่งแปรผันตามจ้านวนเซลล์ลดลง ได้
ผลผลิตน ้ามันสุทธิ 0.874±0.211 กรัมต่อลิตร และเมื่อแปรผันค่าพีเอชของอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้า
จาก 5.5 เป็น 7.5 ผลผลิตน ้ามันสุทธิเพ่ิมขึ นเป็น 1.106±0.217 กรัมต่อลิตร อาจเป็นเพราะเป็นพีเอชที่เหมาะ
ส้าหรับกระบวนการชีวสังเคราะห์น ้ามันของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 
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ภาคผนวก ก. 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

Yeast malt extract medium (YM medium) 

กลูโคส 10 กรัม/ลิตร 

มอลต์สกัด 3 กรัม/ลิตร 

เปปโทน 5 กรัม/ลิตร 

ยีสต์สกัด 3 กรัม/ลิตร 

พีเอช 5.5 

Glucose + Yeast nitrogen base (G+YNB) 

กลูโคส 30 กรัม/ลิตร 

ยีสต์ไนโตรเจนพื นฐาน 0.67กรัม/ลิตร (G+YNB) 

พีเอช 5.5 

Glucose + PKW (G+PKW) 

กลูโคส 30 กรัม/ลิตร 

กากเมล็ดปาล์มน ้ามัน 99 กรัม/ลิตร 

พีเอช 5.5  
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ภาคผนวก ข. 
สารละลาย 

chloroform : methanol (2:1 v/v) 
chloroform (CHCl3)  
methanol  
 

0.73% sodium chloride (NaCl)  

sodium chloride (NaCl)  
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ภาคผนวก ค. 

ตารางข้อมูลดิบ 

ผลของอาหารเหลวแต่ละชนิดต่อการเจริญของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 

 

ชั่วโมงที่ 

ค่าความขุ่นเซลล์ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

YM G+YNB G+PKW 

0 0.501±0.0006 0.501±0.002 0.501±0.002 

24 2.377±0.039 2.100±0.042 1.991±0.028 

48 2.336±0.029 2.147667±0.037 2.207±0.035 

ตารางท่ี 1 ผลของอาหารเลี ยงเชื อเหลว YM, G+YNB และG+PKW ต่อการเจริญของยีสต์ Cyberlindnera 
subsufficiens NG 8.2 

ผลของจ านวนเซลล์เริ่มต้นต่อการผลิตน้ ามันของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 

จ านวนเซลล์ยีสต์ น าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัม/ลิตร) 

ปริมาณน้ ามันภายใน
เซลล์ %(กรัม/กรัม) 

ผลผลิตน้ ามันสุทธิ  
(กรัม/ลิตร) 

2×107 0.147±0.020 <1 - 
2×108 8.422±1.366 10.36±1.872 0.874±0.211 

2×109 16.203±1.789 1.693±0.140 0.274±0.013 

 
ตารางที่ 2 น ้าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน ้ามันภายในเซลล์ และผลผลิตน ้ามันสุทธิของยีสต์ Cyberlindnera 
subsufficiens NG 8.2 เมื่อแปรผันจ้านวนเซลล์เริ่มต้นที่แขวนลอยในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้า 
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ผลของจ านวนเซลล์เริ่มต้นต่อการผลิตน้ ามันของยีสต์ Cyberlindnera subsufficiens NG 8.2 

 

ตารางที่ 3 น ้าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน ้ามันภายในเซลล์ และผลผลิตน ้ามันสุทธิของยีสต์ Cyberlindnera 
subsufficiens NG 8.2 เมื่อเลี ยงในอาหารที่มีคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้าที่มีค่าพีเอชต่างๆ  
 

 

 

 

 

 

ค่าพีเอชของอาหารที่มี
คาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่ า 

น าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัม/ลิตร) 

ปริมาณน้ ามันภายใน
เซลล์ %(กรัม/กรัม) 

ผลผลิตน้ ามันสุทธิ 
(กรัม/ลิตร) 

3.5 6.066±1.652 10.767±2.877 0.680±0.327 

4.5 6.479±0.690 12.053±4.689 0.782±0.330 

5.5 8.414±0.000 8.64±0.000 0.727±0.000 

6.5 6.441±1.469 12.356±1.939 0.798±0.248 

7.5 7.701±1.453 14.347±0.281 1.106±0.217 
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