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แคทลยีา ตาลวงษ : การผลติโปรตีนเซลลเด่ียวจากยีสต Hansenula polymorpha โดยใช 
กลเีซอรอลดิบจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน (SINGLE CELL 
PROTEIN PRODUCTION BY Hansenula polymorpha USING CRUDE GLYCEROL 
FROM BIODIESEL PROCESSING AS A CARBON SOURCE)  
อ. ท่ีปรกึษา: ดร.ศรินทิพ สุกใส, อ. ท่ีปรึกษารวม: ดร.ณัฏฐา ทองจุล, 194 หนา. 

 
ยีสต Hansenula polymorpha สามารถใชกลีเซอรอลดิบซึ่งเปนผลผลิตพลอยไดจาก

กระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวได  จากการ
วิเคราะหองคประกอบหลักในกลีเซอรอลดิบท่ีใชเปนแหลงคารบอนในการศึกษาคร้ังนี้ พบวา 
ประกอบดวย กลีเซอรอล 54.72 % ความชื้น 22.16 % น้ํามัน 7.05 % ซึ่งประกอบดวยกรดไขมัน 
ปาลมิติก โอเลอิก และสเตียริก 41.88, 40.84 และ 4.82 % ตามลําดับ สวนชนิดและปริมาณแรธาตุท่ี
วิเคราะหได ไดแก คารบอน 44.13 % ไฮโดรเจน 9.03 % ไนโตรเจน 1.34 % โซเดียม 1.60 % คลอ
ไรด 39 ppm โพแทสเซียม 37 ppm แคลเซียม 15 ppm  เหล็ก 12 ppm ทองแดง 8 ppm สังกะสี  4 
ppm และพบสารเบตาแคโรทีน นอยกวา 30 ppb จากนั้น  ไดศึกษาภาวะการเลี้ยงที่เหมาะสมตอการ
ผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว  ไดแก ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ ชนิดและปริมาณของแหลง
ไนโตรเจน ตลอดจนอุณหภูม ิคาพีเอช และความเร็วรอบในการเขยา โดยศึกษาในระดับขวดเขยา
ขนาด 250 มิลลิลิตร  จากผลการทดลองพบวา  องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการ
เจริญของยีสต H. polymorpha คือ กลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) สวนภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญ คือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตนในอาหาร 
6.0 และความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  พบวาใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 32 g/L, 
ผลผลิตมวลชีวภาพ (yield) 0.7132 และอัตราการผลิตมวลชีวภาพตอเวลาท่ีใช (productivity) 0.5026 
g/L.h  และเม่ือนํายีสต H. polymorpha ท่ีเลี้ยงในอาหารที่ใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนมา
วิเคราะหองคประกอบตางๆ ในเซลล พบวา ประกอบดวย โปรตีน 41.67% ไขมัน 16.49 % 
ความชื้น 72.34% เถา 3.08 % คารโบไฮเดรตและอื่นๆ 38.74 % เซลลยีสตประกอบดวยวิตามิน B2, 
B5, B8, B9 ในปริมาณ 0.9, 2.0, 32.5, 84.9 ppm สวนวิตามิน B1, B3, B6, B12 พบในปริมาณที่นอยกวา 
0.1 ppm  และผลการวิเคราะหกรดอะมิโน 18 ชนิดในเซลลยีสต  H. polymorpha พบวา 
ประกอบดวยกรดอะมิโนจําเปน 9 ชนิด (Phenylalanine, Leucine, Isoleucine, Lysine, Valine, 
Threonine, Tryptophan, Histidine และ Methionine) รวมปริมาณ 2760.81 mg/100g ของน้ําหนัก
เซลลแหง  ซึ่งคิดเปนสัดสวนสูงถึง 72 % ของกรดอะมิโนท้ังหมดในเซลล 
สาขาวิชา............เทคโนโลยีชีวภาพ.............   ลายมือชือ่นสิิต............................................................. 
ปการศึกษา………….2550………………..   ลายมือชื่ออาจารยที่ปรึกษา.......................................... 
         ลายมือชื่ออาจารยที่ปรึกษารวม................................... 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 จ

 
# # 487 22320 23       : MAJOR   BIOTECHNOLOGY 
KEY WORD   :  SINGLE CELL PROTEIN / CRUDE GLYCEROL 

KATTALEEYA  TALWONG : SINGLE CELL PROTEIN PRODUCTION BY Hansenula 
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 The purpose of this study was to study single cell protein production from crude glycerol by 
product from biodiesel production plant by Hansenula polymorpha, a yeast capable of utilizing 
glycerol as a carbon source. Major composition in crude glycerol were determined. It was found that  
54.72 % glycerol, 7.05 % oil and 22.16 % moisture (by weight) were present in crude glycerol. Fatty 
acid profiles in oil present in crude glycerol consisted of 41.88 % palmitic acid (C16:0), 40.84 % 
stearic acid (C18:0) and 4.82 % oleic acid (C18:1). From elemental analyses, crude glycerol also 
contained 44.13 % C, 9.03 % H, 1.34 % N, 1.60 % Na, 39 ppm Cl, 37 ppm K, 15 ppm Ca, 12 ppm Fe, 
8 ppm Cu and 4 ppm Zn. Less than 30 ppb β-carotene was detected in crude glycerol. Effects of crude 
glycerol concentration, nitrogen source, temperature, pH and rotational speed on fermentation of  H. 
polymorpha were investigated. It was found that the maximum cell concentration was obtained from 
fermentation using 7.5 % crude glycerol and 2 % yeast extract at 30 0C, pH 6.0 and 250 rpm. At this 
condition, the maximum cell concentration of 32 g/L, the biomass yield of 0.7132 and the productivity 
of 0.5026 g/L.h were obtained. Wet cell biomass contained 72.34 % moisture. The protein, lipid and 
carbohydrate contents in dry cell biomass were determined. It was found that the obtained cell 
contained 41.67 % protein, 16.49 % lipid, 3.08 % ash and 38.76 % carbohydrate. Besides, 0.9 ppm 
vitamin B2 , 2.0 ppm vitamin B5, 32.5 ppm Vitamin B8, 84.9 ppm vitamin B9 were found in cell 
sample, where only less than 0.1 ppm vitamins B1, B3 B6, and B12 were found. In addition, 9 of 18 
essential amino acids were found in cell biomass including Histidine, Isoleucine, Leucine, Lysine, 
Methionine, Phenylalanine, Threonine, Tryptophan and Valine. Among the amino acids present in the 
biomass, up to 72 % of essential amino acids were present (2760.81 mg/100 g dry cell mass) 
 Field of study……Biotechnology………….Student’s signature………………………………………... 
Academic year  …2007……………………Advisor’s signature………………………………………... 
                                                                      Co-advisor’s signature…………………………………….. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

%   เปอรเซน็ต 
ml   มิลลลิิตร 
L   ลิตร 
mg   มิลลกิรัม 
g   กรัม 
w/v   น้ําหนักตอปริมาตร 
pH   คาความเปนกรดดาง 
h   ชั่วโมง 
Pa   ปาสคาล    
YPD   Yeast Extract Peptone Dextrose 
YPG   Yeast Extract Peptone Glycerol 
YE-Gly   Yeast Extract Glycerol 
PG   กลเีซอรอลบรสิุทธิ ์
CG   กลเีซอรอลดิบ 
ppm   หนึ่งสวนในลานสวน    
ppb   หนึ่งสวนในพันลานสวน   
K   เคลวิน 
๐C   องศาเซลเซียส 
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บทท่ี 1  
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ในชวง 30 ปท่ีผานมา พบวา โลกมีวิกฤตพลังงานเกิดขึ้นหลายครั้ง  ราคาน้ํามันดิบใน
ตลาดโลกขยับสูงขึ้นเปนลําดับ  และดูเหมือนจะไมมีการลดลง  ท่ัวโลกไดทําการคนควาวิจัยพลังงาน
ทดแทนกันอยางกวางขวาง การผลิตไบโอดีเซลเปนหนึ่งในงานวิจัยที่ไดดําเนินการจนเปนผลสําเร็จ 
และสามารถนํามาทดแทนพลังงานท่ีไดจากปโตรเลียม  ทําใหในปจจุบันหลายประเทศ  มีการผลิต 
ไบโอดีเซลกันอยางแพรหลาย  สําหรับประเทศไทยนั้น  ก็มีการวิจัยและพัฒนาการผลิตไบโอดีเซล
เชนเดียวกับหลายๆประเทศ  โดยกระทรวงพลังงาน  ไดจัดทําแผนปฏิบัติการพัฒนาและสงเสริมการ
ผลิตไบโอดีเซล  เปน 2 ระดับ คือ ไบโอดีเซลระดับชุมชน และไบโอดีเซลเชิงพาณิชย  และคาดวา  
ในป พ.ศ.2555 ประเทศไทยจะมีความตองการไบโอดีเซลถึงวันละ 8.5 ลานลิตร  ซึ่งแผนปฏิบัติการ
พัฒนาและสงเสริมไบโอดีเซลดังกลาวไดผานความเห็นชอบของ ครม. เม่ือวันท่ี 17 พฤษภาคม 2548 1  

ไบโอดีเซลโดยท่ัวไปผลิตโดยปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (Transesterification) โดย
นําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตว  หรือแมแตน้ํามันท่ีเหลือจากการปรุงอาหารมาผานกระบวนการทางเคมี  
ทําปฏิกิริยารวมกับแอลกอฮอล  ภายใตภาวะท่ีมีกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา 2 และใหกลีเซอรอล
เปนผลผลิตพลอยไดประมาณ 10 % ของผลิตภัณฑท้ังหมด 3  โดยกลีเซอรอลท่ีเกิดขึน้นีจ้ะมสีิง่เจือปน 
เชน ตัวเรงปฏิกิริยา  แอลกอฮอล ไขมัน กรดไขมันอิสระ ความชื้นและสิ่งเจือปนอื่นๆท่ีมาจากน้ํามัน
คอนขางสูง  ตองผานกระบวนการทํากลีเซอรอลดิบท่ีไดนี้ใหมีความบริสุทธิ์เพียงพอท่ีจะสามารถ
นําไปเปนสวนประกอบในยา  อาหาร เครื่องสําอาง และอุตสาหกรรมอื่นๆ 4 และเนื่องจากคาใชจาย
ในกระบวนการทํากลีเซอรอลดิบที่ไดใหมีความบริสุทธิ์นั้นคอนขางสูง  อีกทั้งปริมาณการใชงานนั้น
ก็ไมมากนัก  เม่ือเทียบกับปริมาณกลีเซอรอลท่ีกําลังจะเกิดขึ้นเ ม่ือกําลังการผลิตไบโอดีเซล
ภายในประเทศสูงขึ้น จึงกอใหเกิดปญหากลีเซอรอลลนตลาด  ราคาตกต่ํา  เปนภาระของผูผลิตไบโอ
ดีเซลท่ีตองแสวงหาวิธีจัดการกับผลผลิตพลอยไดนี้  โดยเฉพาะโรงงานขนาดกลางและขนาดเล็กท่ียงั
ไมสามารถหาวิธีดําเนินการที่เหมาะสมได  จึงทําไดเพียงแตนํากลีเซอรอลท่ีเปนผลผลิตพลอยได  ไป
เผาท้ิงเปนเชื้อเพลิง  ซึ่งเปนวิธีการท่ีไมเหมาะสมและยังกอใหเกิดมลภาวะกับสภาพแวดลอมได  โดย
การเผากลีเซอรอลจะทําใหกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนอะโครลีน (Acrolein) ซึ่งเปนสารประกอบท่ีระเหย
ไดดี  และเปนอันตรายตอรางกาย 5   

จึงมีนักวิจัยหลายกลุมสนใจนํากลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนี้ ไปใช
เพ่ือใหเกิดประโยชนยิ่งขึ้น  ดังเชนงานวิจัยของ Kimura 6  ไดสังเคราะห Dihydroxyacetone เพ่ือใชใน
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อุตสาหกรรมเครื่องสําอางและเปนสารฟอกจางสี  โดยนํากลีเซอรอลมาทําปฏิกิริยา oxidation มี 
bismuth และ platinum ในอัตราสวน 0.2:1 เปนตัวเรง  พบวา  ให Dihydroxyacetone  ถึง 80 %   
Valliyapan 7  ไดทําการทดลองผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยนํากลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบ
โอดีเซล มาทําปฏิกิริยา Pyrolysis โดยใชความรอนสูง จากการทดลองพบวาใหกาซไฮโดรเจน  1.71 
ลิตรตอกรัมของกลีเซอรอล สวนงานวิจัยอื่นท่ีนํากลีเซอรอลมาทําปฏิกิริยาเคมีไดเปนผลิตภณัฑตางๆ
ไดแก การผลิต polyesteramindes (PEAs) จาก adipic acid, hexamethylene diamine, 1,4-butanediol, 
caprolactam โดยมีกลีเซอรอลเปน branching  agent 8  การผลิต 1,2- propanediol โดยนํากลีเซอรอล
และ Raney Ni มาผานความรอนที่ 150 องศาเซลเซียส 20 ชั่วโมง 9  เปนตน  แมวาสวนใหญใน
ปจจุบันยังนิยมนํากลีเซอรอลมาผลิตเปนสารตางๆ โดยอาศัยกระบวนการทางเคมี เนื่องจากเปนวิธีท่ี
คอนขางรวดเร็ว  แตก็มีขอเสียคือ ใชสภาวะท่ีคอนขางรุนแรงในการสังเคราะห  อันจะกอใหเกิด
มลพิษตอสิ่งแวดลอม    จึงมีนักวิจัยบางกลุมหันมาสนใจการผลิตสารจากกลีเซอรอลโดยใชวิธีทาง
ชีวภาพ เชน งานวิจัยของ Ito และคณะ 4  ท่ีไดผลิตกาซไฮโดรเจน จาก Enterobacter aerogenes HU-
101 โดยทําการเลี้ยงแบบตอเนื่องในถังหมักชนิด packed-bed ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ไมคุมคา
พีเอช  อาหารท่ีใชมีกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน และสารสกดัจาก
ยีสตและทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจน  พบวาหลังจาก 12 ชั่วโมง ใหอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน 
63 มิลลิโมลตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งต่ํากวาการใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ท่ีความเขมขนเทากัน (12 % 
น้ําหนักตอปริมาตร)  เนื่องจากกลีเซอรอลท่ีใดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนั้น มีปริมาณของ
เกลือคอนขางสูง  ทําใหไมเหมาะตอการผลิตกาซไฮโดรเจนของแบคทีเรีย     Papanikolaou 10 ไดผลติ 
1,3-propanediol เพ่ือใชในอุตสาหกรรมพลาสติกและเคร่ืองสําอาง  โดยใชแบคทีเรีย Clostridium 
butyricum สายพันธุ F2b  ทําการเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตรแบบตอเนื่อง โดยใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์
ความเขมขน 30 กรัมตอลิตร  ท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส โดยชวงแรกทําการเลี้ยงในสภาพไมมี
ออกซิเจนเปนเวลา 10-14 ชั่วโมง  จากนั้นใหอากาศโดยทําการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และปรบัพเีอช
ใหอยูในชวง 7±0.05 พบวาใหอัตราการผลิต1,3-propanediol เปน 5.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง   Lee 
และคณะ 11  ไดรายงานถึงการผลิตกรดซัคซินิกเพ่ือใชในอุตสาหกรรมสังเคราะหเรซนิ และโพลเิมอร
ท่ียอยสลายไดโดยใชสาหราย Anaerobiospirillum succiniciproducens  ทําการเลี้ยงในสภาพขาด
อากาศ  อาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 5 กรัมตอลิตรของกลูโคส, 2.5 กรัมตอลิตรของ
สารสกัดจากยีสต, 5 กรัมตอลิตรของโพลีเปปโตน  และ 6.5 กรัมตอลิตรของกลเีซอรอล ทําการปรับพี
เอชเปน 6.5 ดวยกรดซัลฟวริก  พบวาใหกรดซัคซินิกสูงถึง 133 % ของกลีเซอรอล  และมีสดัสวนของ
กรดซัคซินิกตออะซีติก เปน 28.5:1  จากที่ไดยกตัวอยางมา จะเห็นวา การนํากลีเซอรอลมาใช
ประโยชนทางชีวภาพจะคอนขางเปนวิธีที่เหมาะสม  และกอใหเกิดมลพิษนอยกวาวิธีการสังเคราะห
ทางเคมี  แตสวนใหญนั้นก็ยังคงนํากลีเซอรอลท่ีบริสุทธิ์มาใชในกระบวนการหมัก รวมกับจุลินทรีย  
เนื่องจากการท่ีมีเมทานอลและตัวเรงปฏิกิริยาเขมขนปะปนอยูนั้นอาจยับยั้งการเจริญของจุลนิทรยีบาง
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กลุมท่ีสามารถใชกลีเซอรอลได  ในงานวิจัยนี้    จึงมีแนวทางในการนํากลีเซอรอลท่ีไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยไมตองผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์  ไปใชเพ่ือใหเกิดประโยชน
โดยใชกระบวนการทางชีวภาพ 

และพบวายีสต Hansenula  polymorpha ซึ่งเปนยีสตในกลุมเมทิลโลโทรฟกยีสต สามารถ
ใชท้ังกลีเซอรอลและเมทานอลเปนแหลงคารบอนได  โดยสามารถสังเคราะหเอนไซม glycerol 
kinase และเอนไซม glycerol-3-phosphate dehydrogenase ซึ่งใชในกระบวนการยอยสลายกลเีซอรอล 
12 และมีการสังเคราะหเอนไซม methanol oxidase และเอนไซม dihydroxyacetone synthase สําหรับ
การสลายเมทานอล เพ่ือนํามาใชสําหรับการสรางพลังงานและการเจริญของเซลล 13  อกีท้ังยังสามารถ
เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูงในชวง 37 – 40 องศาเซลเซียส  ซึ่งเหมาะกับอากาศในประเทศไทย สะสมกรด
ไขมันไมอิ่มตัวได  มีความตองการ growth  factor ตางๆนอย  และสามารถปรับปรุงพันธุกรรมไดงาย 
14 นอกจากนี้ เซลลยีสตยังมีปริมาณโปรตีนที่สูงถึงรอยละ 40-50 และมีปริมาณคารโบไฮเดรตสูงถึง
รอยละ 30-35 ของน้ําหนักแหง 15  และยังมีรายงานวา H. polymorpha  สามารถเลี้ยงใหมีความ
หนาแนนของเซลลสูงในน้ําหมักได (High  cells  density) เชน งานวิจัยของ  Wegner และ Okla 16 ได
รายงานถึงการผลิตเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y- 11432 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยเลี้ยง
แบบตอเนื่อง  ในอาหาร Mineral salt medium ท่ีมีเมทานอลเปนแหลงคารบอนและทําการเสริม
ดวยไบโอติน  อุณหภูมิท่ีใชในการเจริญของเซลลเปน 38 องศาเซลเซียส ควบคุมคาพีเอชในชวง 3.7-
4.1 และมีคาการละลายของออกซิเจนในน้ําหมัก 20 % โดยปริมาตร  พบวาใหความหนาแนนของ
เซลลในน้ําหมัก 73.3 กรัมตอลิตร เม่ือคิดเปนน้ําหนักเซลลแหง  และใหอัตราการเจริญของเซลลเปน 
0.31 กรัมของเซลลตอกรัมเมทานอล  ในงานวิจัยนี้จึงมุงศึกษาการผลิตโปรตีนจากเซลลยีสต H.  
polymorpha โดยใชกลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน  ซึ่งจะเปน
ประโยชนในการนําไปทําเปนอาหารสัตว  โดยอาจจะใชในรูปโปรตีนเซลลเด่ียว  หรอืในรูปสารสกดั
จากยีสต ซึ่งนับวาเปนประโยชนอยางยิ่งที่มีการนําวัสดุเหลือท้ิงมาเพิ่มมูลคาโดยการเปลี่ยนรูปใหอยู
ในรูปของโปรตีน เพ่ือลดปญหาการกําจัดของเสียที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  และยัง
สามารถสรางรายไดใหแกผูผลิตไดดวย 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

เพ่ือศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต H. polymorpha โดยใช
กลเีซอรอลดิบทีไ่ดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ  ในระดับ
ขวดเขยา 
 
1.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1.3.1 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหาร YPD ท่ีมีกลโูคส หรือ 
กลเีซอรอลบรสิุทธิ์ เปนแหลงคารบอน 

1.3.2  ศกึษาองคประกอบหลกัในกลีเซอรอลดิบ  วิธีการเตรียมสูตรอาหารและปริมาณท่ี
เหมาะสมของกลเีซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดเีซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการ
ผลติเซลลยสีต H.  polymorpha  

1.3.3  ศกึษาชนิด ปรมิาณของแหลงไนโตรเจน พีเอชเร่ิมตน ความเร็วรอบในการเขยาและ
อุณหภมูิท่ีเหมาะสมตอการผลติเซลลยีสต H.  polymorpha  

1.3.4  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG และ
อาหาร Mineral Salt Medium 

1.3.5  ศกึษาและวิเคราะหองคประกอบของยสีต H.  polymorpha ท่ีไดจากการเจริญใน
อาหารที่มีกลเีซอรอลดบิเปนแหลงคารบอน 

 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดภาวะท่ีเหมาะสมในการผลติโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต H. polymorpha โดยใช 
กลเีซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดเีซลเปนแหลงคารบอน 
 
 
 
 
 
 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


บทท่ี  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

2.1  กลีเซอรอล 
 

กลีเซอรอล (Glycerol) หรือท่ีเรียกอีกชื่อหนึ่งวา กลีเซอรีน (Glycerine หรือ Glycerin) เปน
ชื่อเรียกสามัญของสารประกอบอินทรียจําพวกพอลิไฮดริกแอลกอฮอล (Polyhydric alcohol) ท่ีมี
สูตรเคม ีHOCH2 CHOHCH2 OH มีชื่อทางเคมีวา 1,2,3 – โพรเพนไตรออล (1,2,3- Propanetriol) 17 
และมีสูตรโครงสรางดังรูปท่ี 2.1 
 

 
    

    
 
 
 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสรางของกลเีซอรอล 18 

 
2.2  สมบัติของกลีเซอรอล 5 

 
สมบัติทางกายภาพ 

 
กลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนของเหลว ไมมีสี  ไมมีกลิ่น ไมมีพิษ และมีโครงสรางท่ีคลาย

น้ําตาล  จึงทําใหกลีเซอรอลมีรสหวาน  ดังรูปท่ี 2.2 และเนื่องจากในโมเลกุลมีพันธะไฮโดรเจนจึง
ทําใหกลีเซอรอลเปนของเหลวหนืด  กลีเซอรอลมีจุดเดือด 290 องศาเซลเซียส  ท่ีความดัน
บรรยากาศ (101.3 kPa) และจุดเดือดจะลดลงตามความดันท่ีลดลง  ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 และมี
สมบัติทางกายภาพอื่นๆที่สําคัญ  ดังแสดงตารางท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2  กลีเซอรอลบริสุทธิ์ 19, 20 

 
ตารางท่ี 2.1  ความสมัพันธระหวางความดันไอกับอุณหภมิูของกลเีซอรอล 

 
อุณหภูมิ (oC) ความดันไอ (kPa) 

290 
266 
222 
204 
175 
152 
130 
100 
20 

101.3 
53.3 
13.3 
6.67 
2.00 
0.67 
0.18 
0.03 

<0.0001 
 

กลเีซอรอลสามารถละลายไดดีกบัน้ํา เมทานอล และไอโซเมอรของโพรพานอล บิว
ทานอล และเพนทานอล ไกลคอล โพรเพนไดออล เอมีน และสารประกอบทีเ่ปนเฮทเทอโรไซคลกิ
ท่ีประกอบดวยอะตอมของไนโตรเจนในวงแหวน  (เชน ไพริดีน, ควิโนลนี) กลเีซอรอล ไมสามารถ
ละลายไดในไฮโดรคารบอนเกอืบท้ังหมด แอลกอฮอลท่ีมีโซยาว น้ํามนัพืชและสัตว  และตัวทํา
ละลายจําพวกฮาโลเจน เชน คลอโรฟอรม ดังนั้นกลเีซอรอลจึงเปนตัวทําละลายท่ีมีประโยชนตอ
สารหลายชนิด  ทั้งสารอินทรียและอนินทรีย  ซึง่มีความสําคัญตออุตสาหกรรมหลายชนิด เชน 
อุตสาหกรรมยา อตุสาหกรรมอาหาร เปนตน  
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ตารางท่ี 2.2 สมบัตทิางกายภาพของกลเีซอรอล  
 

Property 
Molecular weight 
Melting point 
Boiling point (101.3 kPa) 
Density (20 oC) 
Refractive index  
Dynamic viscosity (20 oC) 
Compressibility (28.5 oC) 
Gravity coefficient of thermal expansion (15-20 oC) 
Surfac tension (20 oC) 
Heat of formation 
Heat of combusion 
Heat of vaporization (55 oC) 
                                 (195 oC) 
Heat of fusion (18 oC) 
Heat of solution (infinite dilution) 
Heat capacity (26 oC) 
                       (-80 oC) 
                       (-108 oC) 
Thermal conductivity (0 oC) 
Diffusion coefficient of water into glycerol (20 oC) 
Specific electrical conductivity (20 oC) 
Relative dielectric constant (25 oC) 
Flash point 
Fire point 
Autoignition temperature 

Value 
92.09 

18.0 oC 
290.0 oC 

1.261 g/cm3 
1.4740 

1.410 Pa.s 
2.1x10-4 MPa-1 
0.000615 K-1 

63.4 mN/m 
669 kJ/mol 

1662 kJ/mol 
88.2 kJ/mol 
76.1 kJ/mol 
18.3 kJ/mol 
5.8 kJ/mol 

2.41 kJ kg-1 K-1 
1.91 kJ kg-1 K-1 
0.91 kJ kg-1 K-1 
0.29 W m-1 K-1 

1.336x10-11 m2/s 
0.1 µ S/cm 

42.48 
177 oC 
204 oC 
429 oC 
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สมบัติทางเคมี 5 

 
 กลีเซอรอลสามารถเกิดปฏิกิริยาไดเหมือนแอลกอฮอลท่ัวๆไป  โดยที่หมูไฮดรอกซีดาน

นอกจะมีความวองไวในการเกิดปฏิกิริยามากกวาหมูไฮดรอกซีตรงกลาง  ภายใตภาวะท่ีเปนกลาง
หรือดาง  กลีเซอรอลสามารถทนความรอนไดถึง 275 องศาเซลเซียส โดยไมเกิดอะโครลีน  ในทาง
ตรงขาม   ในสภาวะกรดเล็กนอยพบวา  ที่อุณหภูม ิ160 องศาเซลเซียส จะมีกลิ่นของอะโครลีน (อยู
ในชวง 0.2-0.4 ppm) โดยท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส อะโครลีนจะเกิดการเปลี่ยนแปลงอยาง
รวดเร็ว  ดังนั้นปฏิกิริยาของกลีเซอรอลจึงควรทําในภาวะท่ีเปนกลางหรือดาง  และท่ีอุณหภูมิหอง
กลีเซอรอลจะดูดความชื้นอยางรวดเร็ว  นอกจากนี้กลีเซอรอลยังถูกออกซิไดซไดงายโดยท่ีอะตอม
คารบอนดานนอกและถูกออกซิไดซเปนหมูคารบอกซิล  และอะตอมคารบอนตรงกลางจะเกิดเปน
หมูคารบอนิล  
 
การจําแนกคุณภาพและวิเคราะห 21, 22  
 

มาตรฐานผลติภณัฑอุตสาหกรรมแบงกลเีซอรอลออกเปน 2 ประเภทใหญๆ  คอื  
1 กลเีซอรอลดิบ 
2 กลเีซอรอลบริสุทธิ ์

 
กลีเซอรอลดิบ 

 หมายถึง กลเีซอรอลท่ียังไมไดผานกรรมวิธีทําใหบริสุทธิ์ แบงเปน  
1   กลเีซอรอลดิบจากการแยกสลายไขมัน (Hydrolyser Crude Glycerol)  

หมายถึง กลเีซอรอลดิบท่ีไดจากสวีทวอเทอร  ซึ่งไดจากการแยกสลาย
ไขมันดวยน้ํา (Hydrolysis) ท่ีความดันสูง หรอืเม่ือมตัีวเรงปฏิกิรยิา 

2   กลเีซอรอลดิบจากอุตสาหกรรมสบู (Soap Lye Crude Glycerol) 
หมายถึง กลเีซอรอลดิบท่ีไดจากสารละลายกลเีซอรอลจากอตุสาหกรรมทํา

สบูและผานกรรมวิธีขจัดไขมนั  และสบูออกแลว 
 

กลีเซอรอลบริสุทธิ ์
 หมายถึง การผานกรรมวิธีทําใหบริสุทธิ์  จนมีคุณลักษณะเหมาะสําหรับใชในอุตสาหกรรม
ยา อาหาร บุหรี ่วัตถรุะเบิด และอตุสาหกรรมอืน่ๆ แบงออกเปน 4 ชัน้คณุภาพ คอื 

1 ชั้นคุณภาพเคม ี(Chemical Grade) 
2 ชั้นคุณภาพไดนาไมต (Dynamite Grade) 
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3 ชั้นคณุภาพอตุสาหกรรม (Technical Grade) 
4 ชั้นคุณภาพยา (Pharmaceutical Grade) 

 
2.3  ประโยชนของกลีเซอรอล  23, 24 

  
ในปจจุบัน  กลีเซอรอลสามารถนํามาใชประโยชนในดานตางๆ ดังนี ้

- ดานยา  ใชประโยชนในทางการแพทย  โดยเปนสวนผสมของยาหลายชนดิ เชน ยา
ระบาย  ยาแกไอ  เปนตน 

- ดานเครื่องสําอาง  เปนสวนประกอบในผลิตภัณฑหลายชนิด  เพ่ือใหความชุมชื้น 
เชน ครีมทาผิวหนาและผิวกาย ยาสีฟน น้ํายาบวนปาก เปนตน 

- ดานอาหาร เปนสารใหความหวาน  สารท่ีชวยรักษาความชื้นซึ่งทําใหเก็บและ
ถนอมอาหารไดยาวนานขึ้น  นอกจากนี้ยังใชเปนสวนประกอบในสารเติมแตงสีและรสชาติใน
อาหาร เปนสวนประกอบของน้ําเชื่อม (Syrup) ในลูกอมและไอซิ่ง (Icing) ใชในการแชแข็งอาหาร 

- ดานอตุสาหกรรมโพลอีีเทอร  โพลีออล (Polyether polyols) เปนวัตถุดิบหลักใน
การผลติโพลอีอลเพื่อใชสําหรับผลติ flexible foams และผลติโพลยูีเทนท่ีมคีวามออนตัวลง  และยัง
ใชเปนสารต้ังตนในการผลิตโพรไพลนี (propylene) 

- ดานอุตสาหกรรมพลาสติก (Alkyd resins) และเซลโลเฟน (cellophane) ใชเปน
สวนผสมในสารเคลือบผิวและสีตางๆ  เปนสวนประกอบในการผลิตพลาสติกเพ่ือใหมีความออน
ตัว  และใชในการผลิตเซลโลเฟน 

- ดานอุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล (Absolute alcohol) โดยการนํากลีเซอรอลมา
ผานกระบวนการดีไฮเดรชั่น (dehydration) เพ่ือผลิตแอลกอฮอล 

- อ่ืนๆ เชน ใชเปนสารกันซึมและจุกคอรก เนื่องจากมีความเหนียวและมีความดันไอ
ตํ่าสัมผัสอาหารไดเพราะไมเปนพิษ  ใชเปนสารอิมัลซิไฟเออร (Emulsifier) ยางราดถนน (Asphalt) 
เซรามิก และกาว เปนตน  
 
2.4  การผลติกลเีซอรอลและแหลงท่ีมา 5, 25, 26 

   
ในปจจุบัน  กลีเซอรอลไดมาจาก 2 แหลงหลักๆ คือกลีเซอรอลสังเคราะห  และกลเีซอรอล

ธรรมชาติ  โดยปริมาณกลีเซอรอลจากทั้ง 2 แหลง  จะอยูที่ประมาณ 25  และ 75 % ตามลําดับ  มี
รายละเอียดดังนี้ 
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กลีเซอรอลสังเคราะห (Synthetic Glycerol) 
 

กลีเซอรอลสังเคราะหโดยสวนใหญจะมาจากการสังเคราะหโพรพีน    ซึ่งแบง
ออกเปน 3 กระบวนการ  คือ 

 
การผลิตจากอัลลิลคลอไรด (Allyl Chloride)  โดยการทําปฏิกิริยาคลอริเนชั่น 

(Chlorination) โพรพีนท่ีอุณหภูมิสูง  เกิดเปนอัลลิลคลอไรดและถูกออกซิไดซดวยไฮโปคลอไรท 
(Hypochlorite) เกิดเปนไดคลอโรไฮดริน (Dichlorohydrin) ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเปนอิพิคลอโรไฮดริน 
(Epichlorohydrin) จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือ
โซเดียมคารบอเนตความเขมขน 10-15 % ท่ีอุณหภูมิ 80-200 องศาเซลเซียส  ความดันบรรยากาศ
หรือเหนือความดันบรรยากาศ  เกิดเปนกลีเซอรอลเจือจาง (10-25 %)   
 

การผลิตจากอะโครลีน (Acrolein) โดยโพรพีนจะถูกออกซิไดซไปเปนอะโครลีน  
และถูกรีดิวซเปนอัลลิลแอลกอฮอล (Allyl alcohol) จากนั้นจะถูก epoxidized ดวยไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไดไกลซิดอล (Glycidol) ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซเปนกลีเซอรอล    

 
การผลิตจากโพรพีนออกไซด (Propene  oxide)  โดยโพรพีนจะถูก epoxidized  ไป

เปนโพรพีนออกไซดซึ่งจะถูกจัดรูปใหม (isomerise) เปนอัลลิลแอลกอฮอล  และใชไตรลิเทียม
ฟอสเฟต (Trilithium  phosphate) เปนตัวเรงปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 200-250 องศาเซลเซยีส  ไดผลผลติ 
80-85 % 
 

กลีเซอรอลธรรมชาติ (Natural Glycerol) 27, 28 

 
กลีเซอรอลธรรมชาติไมพบในรูปแบบอิสระในไขมันหรือน้ํามันที่ไดจากพืชและ

สัตว  แตจะอยูในรูปเอสเทอรของกรดไขมัน  โดยหมูไฮดรอกซีท้ัง 3 หมูมักจะเกิดปฏิกิริยาเปน 
เอสเทอร  ปริมาณกลีเซอรอลในไขมันและน้ํามันจะอยูระหวาง 8-14 % โดยน้ําหนกั  ขึน้อยูกับชนดิ
ของกรดไขมัน  การจะไดกลเีซอรอลนัน้  ตองทําการแตกตัวไขมันและน้ํามัน (Fat splitting) ซึ่งเปน
แหลงกลีเซอรอลจากธรรมชาติหลกัๆ  โดยแบงเปนการแตกตัวท่ีความดันสูง  การทําสบูจากน้ํามัน  
และการทําปฏกิริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น  ดังนี ้
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การแตกตัวดวยความดันสูง (high-Pressure Splitting) เปนการแตกตัวภายใตความ
ดัน  โดยใชเครื่องปฏิกรณแบบตอเนื่อง  น้ําและไขมันจะถูกปอนเขาไปสูคอลัมนแตกตัวแบบการ
ไหลสวนทางที่ความดัน 5-6 MPa และอุณหภูมิ 250-260 องศาเซลเซียส  เม่ือสิ้นสุดการแตกตัวจะ
ไดสารละลายกลีเซอรอลในน้ํา 15 % จึงเรียกวา “สวีทวอเทอร” (Sweet water) 29 

 
ปฏิกิริยาการทําสบู (Saponification) เปนการแตกตัวไขมันและน้ํามัน  โดยทํา

ปฏิกิริยากับดางจะไดกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑรวม  ซึ่งวิธีการนี้เปนวิธีการด้ังเดิม 30 ดังแสดงในรูป
ท่ี 2.3 
 

 
 

รูปท่ี 2.3 ปฏกิริิยาการทําสบู 31 

  
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ัน (Transesterification)  โดยการทําปฏิกิริยาทรานส

เอสเทอริฟเคชั่น ของน้ํามันหรือไขมันกับเมทานอลไดเปนเมทิลเอสเทอรและกลเีซอรอลดิบ (Crude 
glycerol) ซึ่งกลีเซอรอลดิบท่ีไดจะมีความเขมขนประมาณ 90-92 % โดยรายละเอียดจะกลาวใน
หัวขอตอไป 2 

 
นอกจากนี้ยังมีกระบวนการผลิตอื่นๆอีก เชน การหมักน้ําตาล และปฏกิริิยาไฮโดจิเน

ชันของคารโบไฮเดรต การสังเคราะหกลีเซอรอลของสาหรายทะเล โดยใชพลังงานแสงอาทิตย เปน
ตน  ซึ่งเปนกระบวนการท่ีไมสําคัญในทางอุตสาหกรรม 5 

 
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ัน 
   

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดของไขมันสัตวหรือ
น้ํามันพืชกับแอลกอฮอล ผลิตภัณฑท่ีเกิดขึ้น คือ เอสเทอรและกลีเซอรอล ดังแสดงในรูปที่ 2.4 ใน
การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมักจะใชตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อเพ่ิมอัตราการเกิดปฏิกิริยาและ
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ผลิตภัณฑดวย เชน ดาง กรด หรือเอนไซม สําหรับตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นทีเ่ปนดาง 
เชน โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) และ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) ตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปน
กรด เชน กรดซัลฟวริก (H2SO4) และ กรดไฮโดรคลอริก (HCl) สวนตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนเอนไซม 
คือ ไลเพส (lipase) 32  โดยท่ัวไปแลว  จะใชน้ํามันพืชในปริมาณ 100 สวน  ทําปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล 10 สวน  โดยมีสารเรงปฏิกิริยาอยูดวย  จะไดไบโอดีเซล  100 สวน  และกลีเซอรีน 10 
สวน 3  
 

 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 2.4 ปฏกิริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั 32  
 

ซึ่งปฏิกิริยานี้กําลังไดรับความสนใจ  เนื่องจากในชวง 30 ปท่ีผานมานั้น  โลกมีวิกฤต
พลังงานเกิดขึ้นหลายครั้ง  ราคาน้ํามันดิบในตลาดโลกขยับสูงขึ้นเปนลําดับ  และดูเหมือนจะไมมี
การลดลง  ราคาน้ํามันของโลกที่ขยับสูงขึ้น  ในหลายครั้งขึ้นกับปญหาทางการเมืองระหวาง
ประเทศ  ลาสุดคือ ปญหาความกลัวตอแผนนิวเคลียรของอิหราน  รวมถึงปญหาการทดลองยิง
ขีปนาวุธของประเทศเกาหลีเหนือ  ไปยังประเทศญี่ปุนเม่ือวันท่ี 5 กรกฎคม 2549 ทําใหราคาน้ํามัน
โลกพุงขึ้น  ทําสถิติสูงสุดใหมท่ี 75.4 ดอลลารตอบารเรล ท้ังโลกจึงไดหันมาสนใจการใชพลังงาน
หมุนเวียนรวมถึงไบโอดีเซล  เพื่อใชทดแทนพลังงานจากปโตรเลียมกันอยางจริงจังอีกครั้ง 1  

จากขอมูลการผลิตไบโอดีเซลท่ัวโลก  ต้ังแตป ค.ศ. 2000-2006  พบวาประชาคมยุโรปเปน
แหลงผลิตไบโอดีเซลที่ใหญที่สุดของโลก  โดยมีเยอรมนี  ฝรั่งเศส  สวีเดน และสเปนเปนผูนําใน
การผลิต  สวนประเทศในทวีปอื่นๆท่ีมีกําลังการผลิตไบโอดีเซลสูง ไดแก อเมริกา  บราซิล  
ออสเตรเลีย  และมีการผลิตในทวีปเอเชียบางสวน 1 ดังรูปท่ี 2.5 

 
 

R 

R 

R 

R 

Alcohol Alkyl  
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รูปท่ี 2.5 กําลังการผลิตไบโอดีเซลของโลก ป 2000-2006 33 

 
น้ํามันดีเซลชีวภาพ  หรือเรียกอีกอยางวา “น้ํามันไบโอดีเซล”  สามารถนํามาใชทดแทน

น้ํามันเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล เชน รถยนตโดยสารประจําทาง รถบรรทุก รถแทรกเตอร 
เปนตน  โดยไมตองมีการดัดแปลงหรือปรับแตงเคร่ืองยนตใหม  อีกทั้งยังมีคุณสมบัติที่ชวยให
เครือ่งยนตเผาไหมไดสะอาด  และมีอายุการใชงานไดนาน  ในหลายประเทศรวมท้ังประเทศไทยจึง
ไดมีการศึกษาและทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันดีเซลชีวภาพอยางกวางขวาง  ท้ังนี้เปาหมายใน
การสงเสริมการผลิตน้ํามันดีเซลชีวภาพนั้นมิใชเพ่ือการนํามาทดแทนน้ํามันปโตรเลียม  แตเปนการ
ยืดเวลาของการใชน้ํามันเชื้อเพลิงไดนานขึ้น  โดยการนําน้ํามันดีเซลชีวภาพมาผสมกับน้ํามัน
เชื้อเพลิงในอัตราสวนประมาณ 10-30 % ราคาตนทุนของการใชน้ํามันผสมดังกลาวจึงขึ้นกับราคา
ของน้ํามันดีเซลในตลาดโลก  และราคาของน้ํามันพืช  

สําหรับประเทศไทยนั้นก็มีการวิจัยและพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลเชนเดียวกับหลายๆ
ประเทศ   โดยกระทรวงพลังงานไดจัดทํายุทธศาสตรพลังงานทดแทนขึ้นในป พ.ศ.2547 เพ่ือเปน
การสรางความม่ันคงดานพลังงานและเพ่ิมขีดความสามารถทางการแขงขันของประเทศ  โดย
คณะรัฐมนตร ี(ครม.) ไดใหความเห็นชอบในยุทธศาสตรพลังงานทดแทน  ที่กําหนดเปาหมายการ
ใชพลังงานทดแทนของไทยเปน 8% ของการใชพลังงานท้ังหมด ภายในป พ.ศ.2554 หรือเทียบเทา
กับน้ํามันดิบถึง 6,540 พันตัน  โดยไบโอดีเซลไดถูกจัดเปนสวนหนึ่งของเปาหมายพลังงานทดแทน
ดวย   และคาดวา  ในป พ.ศ.2555 ประเทศไทยจะมีความตองการไบโอดีเซลถึงวันละ 8.5 ลานลิตร  
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ซึ่งแผนปฏิบัติการพัฒนาและสงเสริมไบโอดีเซลดังกลาวไดผานความเห็นชอบของ ครม. เมื่อวันท่ี 
17 พฤษภาคม 2548 1 

 
2.5  แนวโนมปริมาณและราคากลเีซอรอลดบิ 1, 33 

 
ปจจุบันทั่วโลกมีโรงงานผลิตไบโอดีเซลในแตละปเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่อง   และมีกําลังการ

ผลิตไบโอดีเซลรวมประมาณ 5.4 ลานตันตอป (ขอมูลป ค.ศ.2007)     โดยประชาคมยุโรปเปน
แหลงผลิตไบโอดีเซลที่ใหญที่สุดของโลก  โดยมีเยอรมนี  ฝรั่งเศส สวีเดน และสเปน เปนประเทศ
ผูนําในการผลิต  ซึ่งสามารถผลิตไบโอดีเซลไดประมาณ 3,375,000 ตันตอป (ขอมูลป ค.ศ.2006)   
สวนประเทศไทยนั้น  แมวาจะยังมีกําลังการผลิตไบโอดีเซลไมมากเม่ือเทียบกับประเทศในแถบ
ยุโรปและอเมริกา  แตก็มีการผลิตไบโอดีเซลกันอยางจริงจังหลายแหง   

เนื่องจากในการผลิตไบโอดีเซลดวยปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชันนั้น  จะใหกลเีซอรอล
ประมาณ 10% ของผลิตภัณฑทั้งหมด  ซึ่งจากขอมูลในรูปท่ี 2.5  การผลิตไบโอดีเซลท่ัวโลกตัง้แตป 
ค.ศ.2000-2006  จะทําใหมีปริมาณกลีเซอรอลดิบที่เปนผลผลิตพลอยไดเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่องเชน
เดียวปริมาณไบโอดีเซล  ซึ่งแสดงคาในตารางที่ 3  
 
ตารางท่ี 2.3  กําลงัการผลติไบโอดเีซลและปริมาณกลีเซอรอลดบิท่ัวโลก ป ค.ศ.2000-2006 
 

ป ค.ศ. กําลังการผลิตไบโอ
ดีเซล (ตัน) 

กลเีซอรอลดิบท่ีได 
(ตัน) 

2000 767,800 76,780 
2001 935,925 93,592 
2002 1,400,775 140,077 
2003 1,777,725 177,772 
2004 2,098,375 209,837 
2005 3,310,675 331,067 
2006 4,102,000 410,200 

          
กลีเซอรลดิบท่ีไดมีความบริสุทธิ์คอนขางตํ่า  และมีคาใชจายสูงในการทําใหบริสุทธิ์ 

(ประมาณ 400 $/ตัน  หรือประมาณ 14,000 บาทตอตัน) และสวนใหญ 97% ของกลเีซอรอลท้ังหมด
ท่ีใชในอุตสาหกรรม  จะมีความบริสุทธิ์ 95% ขึ้นไป  จึงอาจเกิดความไมคุมคาสําหรับโรงงานผลิต 
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ไบโอดเีซลขนาดเลก็และกลาง   หรือตลอดจนโรงงานขนาดใหญบางแหง  ท่ีตองทํากลเีซอรอลดิบ
ใหมีความบรสิุทธิ์ขึน้เพ่ือใชประโยชนในอตุสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมยา เครือ่งสาํอาง 
อาหาร เปนตน  ทําใหราคาของกลเีซอรอลลดลงอยางตอเนือ่ง ซึ่งขอมูลราคาของกลเีซอรอลในป  
ค.ศ.2006 อยูท่ีกโิลกรมัละประมาณ 24 บาท  และคาดวาแนวโนมราคากลเีซอรอลในตลาดโลกจะ
ลดลงเร่ือยๆ  หากท่ัวโลกยังมีการผลิตไบโอดีเซลกนัอยางตอเนือ่ง 34 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.6 ราคากลเีซอรอลบริสุทธิ์ 99.5 % ในตลาดโลก ตั้งแตป ค.ศ.2004- 2006 34 

 
 
2.6  การจดัการกลีเซอรอลดบิในปจจุบนั 

 
กลีเซอรอลท่ีเปนผลผลิตพลอยไดจากการผลิตไบโอดีเซลนั้น  จะมีน้ําผสมอยูดวย  ดังนั้น

จากชั้นของกลีเซอรอลท่ีแยกออกมาจึงเรียกวากลีเซอรีน  ซึ่งหมายถึงกลีเซอรอลผสมอยูกับน้ํา  
อยางไรก็ตาม  กลีเซอรีนดิบท่ีเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  มักมีความบริสุทธิ์
ตํ่าประมาณ 60% นอกจากมีน้ําปะปนอยูจํานวนมากแลว  ยังมีสารเรงปฏิกิรยิาท่ีเหลือจากการใชใน
ปฏิกิริยา  และมีสบูท่ีเกิดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันปะปนอยูดวย  จึงตองผานการบําบัด
เบ้ืองตนและผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์  จึงจะสามารถนําไปใชประโยชนอื่นๆได 1  ซึ่งสวน
ใหญโรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดเล็กจนถึงโรงงานขนาดใหญ  มีวิธีจัดการกับกลีเซอรอลท่ีไดดงันี ้ 
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ภาพท่ี 2.7 กลเีซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซล 35, 36 

 
1.  โรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดเล็กและขนาดกลาง  5 

 
โรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดเล็กและขนาดกลางนั้น  จะไมมีระบบหรือขั้นตอนใน

การคัดแยกแอลกอฮอลและทํากลีเซอรอลดิบใหบริสุทธิเ์หมือนกับโรงงานผลิตขนาดใหญ  ดังนั้น    
กลีเซอรอลดิบสวนใหญจะถูกนําไปขายในราคาท่ีคอนขางตํ่าเ ม่ือเทียบกับกลีเซอรอลท่ีผาน
กระบวนการทําใหบริสุทธิ์   นอกจากนี้บางโรงงานยังนํากลีเซอรอลดิบไปเผาท้ิงเปนเชื้อเพลิง  ซึ่ง
เปนวิธีการท่ีไมเหมาะสมและยังกอใหเกิดมลภาวะกับสภาพแวดลอมได  โดยการเผากลีเซอรอลจะ
ทําใหกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนอะโครลีน (Acrolein) ซึ่งเปนสารประกอบท่ีระเหยไดดี  และเปน
อันตรายตอรางกาย  

 
2.  โรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดใหญ  

 
โดยท่ัวไปแลวโรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดใหญนั้น   จะมีระบบและขั้นตอนใน

การบําบัดกลีเซอรอลดิบโดยทําการคัดแยกแอลกอฮอล  เอสเทอร  รวมถึงตัวเรงปฏิกิริยาออก  โดย
วิธีท่ีใชคัดแยกสารตางๆออกจากกลีเซอรอลดิบ  เชน  การระเหย โดยการระเหยที่อุณหภูมิ  100 
องศาเซลเซียส จุดเดือดของเมทานอลท่ีความดัน 1 บรรยากาศจะมีคาประมาณ 64 องศาเซลเซียส  
แตกลีเซอรอลมีจุดเดือดประมาณ 290 องศาเซลเซียส  ดังนั้นเม่ือใหความรอน  เมทานอลจะระเหย
ออกไปกอน จากนั้น สวนไขมันและกรดไขมันท่ีกระจายตัวอยูสามารถถูกกําจัดไดโดยการ
ตกตะกอน (Settling) หรือการเหว่ียงหนีศูนยกลาง (Centrifugation)  ซึ่งจะทําใหความเขมขนของ
กลีเซอรอลเพ่ิมขึ้นเปน 70-90% การแกไขความเปนดางทําไดโดยการเติมกรดเพ่ือปรับใหคาพีเอช
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ประมาณ 7   ซึ่งการบําบัดเบ้ืองตนจะทําใหกลีเซอรอลท่ีไดมีความบริสุทธิ์มากขึ้น  ทําใหมูลคาของ
กลีเซอรอลท่ีจะขายใหกับอุตสาหกรรมตางๆมีมูลคาสูงขึ้น  ดังรูปท่ี 2.8  

 
นอกจากนี้โรงานผลติไบโอดีเซลขนาดใหญบางแหง  จะมีขั้นตอนการกลัน่ทําให 

กลเีซอรอลมีท่ีความบริสุทธิ์มากย่ิงขึ้น  ประมาณ 95-99%  เพ่ือนําไปใชในอตุสาหกรรมดานยา 
เครือ่งสําอาง อาหาร เปนตน   
 
 

 
 

รูปท่ี 2.8 แผนผังแสดงกระบวนการผลติไบโอดีเซลในโรงงานอุตสาหกรรมผลิต 
  ไบโอดีเซลขนาดใหญ 37 

  
2.7  งานวิจัยท่ีเก่ียวกับการนํากลีเซอรอลดิบมาใชประโยชน 

 
ถึงแมวาโรงงานตางๆ  จะมีวิธีการจัดการกับกลีเซอรอลที่เกิดขึ้นโดยการทําใหบริสุทธิ์

เพียงพอเพ่ือนําไปผลิตเปนสารตางๆท่ีมีความสําคัญทางการคา  แตก็ยังมีกลีเซอรอลท่ีผลิตโดยตรง
จากอุตสาหกรรมเคมีอีกมากมาย   ทําใหในอนาคตอาจอาจเกิดภาวะกลีเซอรอลลนตลาด  และราคา
ตกต่ํา   จึงมีนักวิจัยหลายกลุมท่ีเล็งเห็นความสําคัญของปญหานี้  และไดศึกษาวิจัยคนควาหาวิธีทาง
ในการนํากลีเซอรอลมาใชประโยชนดวยกระบวนการท้ังทางเคมีและทางเทคโนโลยชีีวภาพ  อนัจะ
เปนอีกทางเลือกหนึ่งในการแกไขปญหากลีเซอรอลท่ีจะลนตลาดในอนาคต   และยังเปนการแปร
รูปจากวัตถุดิบท่ีมีมูลคาตํ่าใหมีมูลคาสูงได   
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กระบวนการทางเคมี (Chemical  Process) 
   

งานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลีเซอรอลมาใชประโยชนโดยการเปลี่ยนใหอยูในรูปสาร
ตางๆ ดวยกระบวนการทางเคมีนั้นยังคงมีการศึกษาเรื่อยมา  เนื่องจากการใชกระบวนการทางเคมใีน
การเปลี่ยนสารหนึ่งไปเปนอีกสารหนึ่งคอนขางทําไดอยางรวดเร็ว  และสามารถควบคมุปฏิกิรยิาได
ดี  ดังตัวอยางงานวิจัยตางๆ  ท่ีจะกลาวถึง  เชน งานวิจัยของ  Kimura 6  ท่ีทําการสังเคราะห 
Dihydroxyacetone เพ่ือใชในอุตสาหกรรมเคร่ืองสําอางและเปนสารฟอกจางสี  โดยนํากลีเซอรอล
มาทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่น  โดยมี bismuth และ platinum ในอัตราสวน 0.2:1 เปนตัวเรง  พบวาให 
Dihydroxyacetone  ถึง 80 %   งานวิจัยของ Valliyapan 7  ท่ีไดทําการทดลองผลิตกาซไฮโดรเจน  
โดยนํากลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล มาทําปฏิกิริยา Pyrolysis โดยใชความรอน
สูง พบวาใหกาซไฮโดรเจน  1.71 ลิตรตอกรัมของกลีเซอรอล  งานวิจัยของ Perosa และ Tundo 9 ได
ทําการเปลี่ยน glycerol ไปเปน 1,2-propanediol ซึ่งนิยมใชเปนสาร antifreeze  โดยนํากลีเซอรอล
และนิเกิล (Ni) มาทําปฏิกิริยาภายใตอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 ชั่วโมงในถัง Steel 
ภายใตความดันของไฮโดรเจน 10 บรรยากาศ ซึ่งจากการทดลองพบวาสามารถเปลี่ยนไปเปนสาร 
1,2-propanediol ไดถึง 93 %   งานวิจัยของ Dasari และคณะ 3  ไดทําการเปลี่ยนกลีเซอรอลไปเปน 
1,2-propanediol โดยใชถังท่ีออกแบบพิเศษท่ีเรียกวา Stainless  steel multi-clave reactor ท่ีสามารถ
ทําปฏิกิริยาไดอยางตอเนื่อง 8 ขั้นตอน  โดยมีการใชไนโตรเจนและไฮโดรเจนในปฏิกิริยา  ซึ่ง
อัตราเร็วของการกวนอยูท่ี 100 รอบตอนาที ตลอดการทดลอง  ตัวเรงที่ใชเปน copper-chromite 
และอัตราของผลผลิตท่ีไดประมาณ 73%  นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอื่นๆเกี่ยวกบัการนาํกลเีซอรอล
มาผลิตหรือเปลี่ยนรูปเปนสารตางๆ ดังแสดงในตาราง 2.4  
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ตาราง 2.4  งานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลเีซอรอลมาเปลี่ยนรูปดวยวิธีทางเคมี 
 

Poduct Name Process Method Researchers 

1,3-propanediol 
Selective  Hydroxylation Technique  involving  
three  stages  of  Acetalization, Tosylation  and  
Detosylation 

Wang  
แลคณะ 38 

Pyrolysis and steam gasification of glycerol Valliyapan 7   
Catalytic  reforming  operating  at  moderate  
temperatures  and  pressures 

Wood  39 

Steam  reforming  of  glycerol  in  the  gas  phase  
with  group  8-10 metals  catalysts 

Hirai  
และคณะ 40 

 
Hydrogen 

Aqueous-phase  reforming  over  a  tin-promoted  
Raney-nickel  catalyst 

Huber  
และคณะ 41 

Low-pressure  hydrogenolysis  in  multi-clave  
reactor  pressurized  with  hydrogen 

Dasari  
และคณะ 3 

1,2-propanediol 
Selective  hydrogenolysis  with  raney  nickel  
catalyst  in  an  autoclave  with  hydrogen 

Perosa  
และ Tundo 9 

Chemoselective  catalytic  oxidation  with  
platinum metals 

Garcia  
และคณะ 42 

Dihydroxyacetone 
Selective  oxidation  of  glycerol  with  platinum-
bismuth  catalyst 

Kimura 6 

Reacting  glycerol  and  adipic  acid  in  the  
presence  of  tin  catalysts 

Stumbe  
และ Bruchmann 43 

Reacting  citric  acid  and  glycerol  at  different  
mole  ratios 

Pramanick  
และ Ray 44 

Polycondensation  of  oxalic  acid  and  glycerol Alksnis  
และคณะ 45 

Polyesters 

Reacting  glycerol  and  aliphatic  dicarboxylic  
acids 

Nagata  
และคณะ 46 

Polyglycerols Selective  etherification  of  glycerol Koller 
 และคณะ 47 
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กระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ (Biotechnology  Process) 

 
ปจจุบันกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพไดเขามามีบทบาทในงานวิจัยตางๆ  มาก

ขึ้น โดยเฉพาะดานเกษตรกรรมและสิ่งแวดลอม  เนื่องจากเปนกระบวนการท่ีนําเอาความรูทางดาน
ชีววิทยามาประยุกตใชกับเทคโนโลยี  ซึ่งกอใหเกิดประโยชนในการปฏิบัติและในทางอตุสาหกรรม
อยางกวางขวาง   ประกอบกับภาวะการณของโลกในปจจุบันท่ีตองเผชญิกับวิกฤตการณสิง่แวดลอม
เปนพิษและภาวะโลกรอน  อันเกิดจากสารพิษจากอุตสาหกรรมตางๆ  นักวิจัยหลายกลุมจึงหันมา
สนใจเทคโนโลยีท่ีเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม  สําหรับงานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลีเซอรอลมาใช
ประโยชนโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพ  ไดมีนักวิจัยและองคกรหลายกลุมนิยมศึกษามากขึ้นเรื่อยมา  
ดังนี้ 

Ito และคณะ 4 ไดผลิตกาซไฮโดรเจน จาก Enterobacter aerogenes HU-101 โดยทําการ
เลี้ยงแบบตอเนื่องในถังหมักชนิด packed-bed ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   โดยไมคุมคาพีเอช  
อาหารท่ีใชมีกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน สารสกัดจากยีสต
และทริปโตน  พบวาหลังจาก 12 ชั่วโมง ใหอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน 63 มิลลิโมลตอลิตรตอ
ชั่วโมง ซึ่งตํ่ากวาการใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ท่ีความเขมขนเทากันคือ 15% น้ําหนักตอปริมาตร  
เนื่องจากกลีเซอรอลท่ีใดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนั้น มีปรมิาณของเกลอืคอนขางสงู  ทาํให
ไมเหมาะตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ของแบคทีเรีย 

Papanikolaou และคณะ 10  ไดผลิต 1,3-propanediol เพ่ือใชในอตุสาหกรรมพลาสติก
และเคร่ืองสําอาง  โดยใชแบคทีเรีย Clostridium butyricum สายพันธุ F2b  ทําการเลี้ยงในถังหมัก
ขนาด  2 ลิตรแบบตอเนื่อง โดยใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ความเขมขน 30 กรัมตอลิตร  ที่อุณหภูมิ 33 
องศาเซลเซียส โดยชวงแรกทําการเลี้ยงในสภาพไมมีออกซิเจนเปนเวลา 10-14 ชั่วโมง  จากนั้นให
อากาศโดยทําการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และปรับพีเอชใหอยูในชวง 7±0.05 พบวาใหอัตราการ
ผลิต 1,3-propanediol เปน 5.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง    

Lee และคณะ 11 ไดรายงานถึงการผลติกรดซัคซินกิเพ่ือใชในอุตสาหกรรมการ
สังเคราะหเรซิน และโพลเิมอรท่ียอยสลายไดโดยใช Anaerobiospirillum succiniciproducens  ซึ่ง
เปนสาหราย  ทําการเลี้ยงในสภาพขาดอากาศ  อาหารปริมาตร 100 มิลลลิิตร ท่ีประกอบดวย 5 กรัม
ตอลิตรของกลูโคส, 2.5 กรัมตอลิตรของสารสกดัจากยีสต, 5 กรัมตอลิตรของโพลเีปปโตนและ 6.5 
กรัมตอลติรของกลเีซอรอล ทําการปรับพีเอชเปน 6.5 ดวยกรดซัลฟวริก  พบวาใหกรดซัคซนิกิสูง
ถึง 133 % ของกลเีซอรอล  และมีสัดสวนของกรดซคัซินกิตอกรดอะซีตกิเปน 28.5:1   

Hellmuth และคณะ 48 ไดรายงานถึงการผลิตเอนไซมไฟเทส (Phytase) ซึ่งเปน
เอนไซมที่ใชมากในอุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตว ซึ่งจะชวยการยอยสลาย phytin ทําใหสัตวยอยได
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ดีขึ้น  โดยทําการหมักดวยยีสต Hansenula  polymorpha ท่ีเปนสายพันธุท่ีมีการตัดตอยีนท่ีควบคุม
การผลิตเอนไซมไฟเทส  จากเชื้อรา Aspergillus  fumigatus  ซึ่งในการทดลองไดใชกระบวนการ
หมักแบบ fed-batch ในถังหมักขนาด 15 ลิตร  อาหารเลี้ยงเชื้อเปนแบบ Mineral  salt  medium ท่ีมี
กลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน  ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลเปน 10 กรัมตอลิตร  พีเอช  4.6  
อุณหภูม ิ30  องศาเซลเซียส  อัตราการใหอากาศ  5 ลิตรตอชั่วโมง  หลังจากเลี้ยงนาน 18 ชัว่โมง  ทํา
การเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลเปน 50 กรัมตอลิตร  และทําการเลี้ยงจนถึง 165 ชั่วโมง  ภายใต
การใหอากาศและอัตราการกวนอยางสมํ่าเสมอ  และเมื่อสิ้นสุดการหมัก  พบวาใหความเขมขนของ
เอนไซมไฟเทสเปน 5.86 กรัมตอลิตร 

นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอื่นๆเกี่ยวกับการนํากลีเซอรอลมาผลิตหรือเปลี่ยนรูปเปน
สารตางๆ โดยใชกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ  ดังแสดงในตาราง 2.5 
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ตาราง 2.5  งานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลเีซอรอลมาเปลี่ยนรูปดวยวิธีทางเทคโนโลยชีีวภาพ 
  

Poduct Name Process Method Researchers 
- Continuous  fermentation  by  the  
microorganisms  Clostridium butyricum 

Papanikolaou  
และคณะ 10 

- Batch and continuous glycerol fermentations 
by Klebsiella pneumoniae 

Xiu และคณะ 49 1,3-propanediol 

- Continuous  cultures  of  Enterobacter  
agglomerans  CNCM 1210 

Barbirato  
และคณะ50 

Hydrogen -Continuous  microbial  fermentation  by  
Enterobacter  aerogenes HU-101 

Ito และคณะ 4 

Succinic  acid   -Microbial  fermentation  by  
Anaerobiospirillum  succiniciproducens 

Lee และคณะ 11 

-Microbial  fermentation  by  Gluconobacter  
oxydans  in a batch/ Semi- continuous  
process 

Bauer และคณะ 51 

Dihydroxyacetone 
- Immobilized Gluconobacter oxydans  in  
poly(vinyl alcohol) gel capsules 

Raska และคณะ 52 

Polyesters - fed-batch  microaerobic  cultures  by  
Escherichia  coli  arc A mutant 

Nikel และคณะ 53 

Polyhydroxyalkanoates - Fermentation  of  hydrolyzed  whey  
permeate  and  glycerol  liquid  phase  by  
osmophilic  organism 

Nagata และคณะ 46 

Phytase - Microbial  fermentation  by  Hansenula  
polymorpha  in fed-batch  reactor 

Hellmuth  
และคณะ 48 

Biomass protein - Microbial  fermentation  by  Rhodotorula  
lactosa  in  fed-batch  reactor 

Matelli และคณะ 54 
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2.8  โปรตีนเซลลเดี่ยว (Single cell protein ; SCP) 55 

 
โปรตีนเซลลเดี่ยว  

 
หมายถึง จุลินทรียท่ีใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารมนุษยหรอืสัตว    ซึ่งอาจอยูในรูป

โปรตีนที่สกัดออกมาจากเซลลแลว  หรืออาจอยูในรูปเซลลจุลินทรียท้ังเซลลก็ได  อยางไรก็ตามใน
ปจจุบันเร่ิมมีการใชคําวา microbial  biomass protein (MBP) เขามาแทนท่ี SCP เพ่ือใหครอบคลุม
ฟงไจซึ่งเปนจุลินทรียหลายเซลลดวย 
 

ประวัติการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
  

การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวครั้งแรกเริ่มขึ้นในสมัยสงครามโลกคร้ังท่ี 1 ท่ีประเทศ
เยอรมนี  เนื่องจากภาวะสงครามทําใหเกิดการขาดแคลนอาหาร  จึงไดมีการผลิตเซลลยีสตขนมปง 
(Saccharomyces  cerevisiae) เพ่ือใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารสําหรับมนุษย  โดยใชกากน้ําตาลเปน
สับสเตรทหลัก  ตอมาในสมัยสงครามโลกคร้ังท่ี 2 ก็ไดมีการพัฒนาการผลิตโดยใชเชื้อ Candida  utilis 
หมักใน sulfite waste liquor ท่ีไดจากอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ  และน้ําตาลท่ีไดจากการยอยสลาย
ไมมาเปนสับสเตรท  หลังจากนั้นจึงมีการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวกันอยางกวางขวาง
และจริงจัง  จนกระท่ังในป ค.ศ. 1968 ไดมีการกอตั้งโรงงานผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวขึ้นเปนจํานวนมาก
ในหลายประเทศ เชน สหรัฐอเมริกา  สวิสเซอรแลนด  ไตหวัน สหภาพโซเวียต ญี่ปุน ฟนแลนด  
ฝรั่งเศส  อังกฤษและไทย เปนตน 
 
2.9  จุลินทรียทีใ่ชในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 56 

   
จุลินทรียที่ใชในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวมีหลายชนิด  ท้ังแบคทีเรีย ยีสต รา 

สาหราย   แตเม่ือพิจารณาเปรียบเทียบปจจัยประกอบท้ังหลายท้ังในดานคุณคาทางอาหาร  ทางดาน
การผลิต และความคุนเคยของผูบริโภคแลว  จะพบวายีสตมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมที่สุดท่ีจะใชเปน
แหลงอาหารโปรตีนท่ีดี  โดยมีคุณสมบัติท่ีดีกวาจุลินทรียอื่นๆดังนี้คือ 

 
1. ยีสตมีอัตราเติบโตเร็ว  สามารถเติบโตไดในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบ

งายๆ  ท้ังยังมีความตองการวิตามิน  หรือธาตุอาหารตางๆนอย 
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2. เซลลยีสตสามารถคลุกเคลากับอาหารเพาะเลี้ยงไดดี  และสามารถแยกเซลลยีสต
ออกจากอาหารเพาะเลี้ยงไดงาย  เนื่องจากเซลลยีสตมีขนาดใหญแยกออกจากน้ําหมักไดโดยงาย  จึง
เปนการชวยลดคาใชจายในการผลิตไดเปนอยางดี 

3. ยีสตสามารถตานทานตอการทําลายของไวรัสและเชื้อชนิดอื่นท่ีปนเปอน  
เนื่องจากยีสตสามารถเติบโตไดในสภาวะท่ีเปนกรด คือ พีเอชประมาณ 3.5-5.0 จึงเปนการปองกัน
การปนเปอนจากเชื้ออื่นไดดี  ทําใหสามารถเพาะเลี้ยงยีสตไดทั้งในระบบปลอดเชื้อและระบบท่ีไม
ปลอดเชื้อ 

4. ยีสตมีความคงตัวสูงตอการหมัก  เปนจุลินทรียท่ีสามารถใชแหลงพลังงานจาก
สารอาหารท่ีเพาะเลี้ยงไดอยางมีประสิทธิภาพ  ทําใหเราสามารถใชยีสตในกระบวนการผลิตใน
ระดับอุตสาหกรรม 

5. ยีสตมีคุณลักษณะของกลิ่นรสท่ีดี  ไมเปนพิษ และสามารถถูกยอยไดงาย 
6. เซลลยีสตมีองคประกอบของโปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมัน และเกลือแรใน

ปริมาณที่สูง และยังประกอบดวยวิตามินและกรดอะมิโนท่ีสําคัญอีกหลายชนิด 
7. ยีสตสามารถถกูปรับปรุงสายพันธุใหมีคณุสมบติัท่ีดีตามตองการไดโดยงาย 
8. หลังจากผานกระบวนการผลิตท่ีใชยีสตแลว  จะมีวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการ

ผลิตนอยมากหรือแทบจะไมมีเลย 
 
ยีสต (Yeast) 57 

  
ยีสตจัดเปนจุลินทรียในกลุมของรากลุมหนึ่งท่ีมีการดํารงชีวิตเปนแบบเซลลเดี่ยว  มีรูปราง

หลายแบบ เชนรูปรางกลม ทรงร ีสามเหลี่ยม รูปรางคลายผลมะนาวแถบประเทศตะวันตก (Lemon) 
หรือรูปรางยาว เปนตน ยีสตจะมีการสืบพันธุท้ังแบบไมอาศัยเพศโดยวิธีการแตกหนอ (budding) 
หรือแบบอาศัยเพศโดยวิธีการสรางสปอรชนิดแอสโคสปอร (ascospore) หรือเบสิดิโอสปอร
(basidiospore) ยีสตสวนใหญจะมีการใชสารอินทรีย (organic) เปนแหลงพลังงานและแหลง
คารบอน   

ปจจุบันยีสตถูกใชเพ่ือเปนสวนหนึ่งของอาหารสัตวท่ีเรียกวา ฟดยีสต (feed  yeast)  หรือ
โฟดเดอรยีสต (fodder  yeast)  และอาจใชเปนแหลงอาหารเสริม (nutritional  supplement)  หรือสิ่ง
เพ่ิมรสชาติ (flavour  additive)  ในอาหารสําหรับคน  เซลลของยีสตมีองคประกอบทางอาหารท่ีเปน
ประโยชนหลายอยาง  คือ มีโปรตีน 47-50 % ของน้ําหนักเซลลแหง  โดยมีปริมาณโปรตีนท่ีแทจริง
ซึ่งคํานวณจากกรดอะมิโนท้ังหมดเทากับ 36.4-43.6 % และโปรตีนในยีสตมีสวนประกอบของ
กรดอะมิโนท่ีสําคัญหลายชนิด  ซึ่งจะเห็นวามีปริมาณไลซีนสูง  นอกจากนั้นยังมีอารจินีนและ 
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ฮิสติดีนซึ่งจําเปนตอการเจริญเติบโตของเด็ก  มีคารโบไฮเดรตประมาณ 30-35 %  ซึ่งประกอบดวย
ไกลโคเจนซึ่งเปนพลังงานของคน  มีกลูแคนและแมนแนนซึ่งเปนแหลงท่ีสําคัญของสารเยื่อใยท่ี
ละลายได (soluble  fibre)  สําหรับคน  มีไนโตรเจน 7.5-9 %  กรดนิวคลีอิก 6-12 %  เถา 5-9.5 %  มี
ไขมันตํ่า คือ 2-6 %  และมีเถามาก  นอกจากนั้นยีสตประกอบไปดวยโปรตีนหลายชนดิ เชน วิตามนิ
บีรวม  ยิ่งกวานั้นเซลลของยีสตยังประกอบดวยเกลือแรหลายชนิดท่ีเปน trace  element สําหรับคน
และสัตว เชน โครเมียม (chromium) ซีลีเนียม (selenium) โมลิบดีนัม (molybdenum) และสังกะสี 
(zinc) (15)  นอกจากนั้นยีสตยังมีรสชาติดีชวยเพิ่มความนารับประทานของอาหาร  ดังนั้นยสีตจึงถกู
ใชเปนสวนหนึ่งของหารสัตวและใชเปนแหลงธาตุอาหารเสริมหรือเพ่ิมรสชาติของอาหารคนและ
สัตวเปนเวลานาน   โดยสามารถนําไปใชในรูปแบตางๆ ดังนี้ 
 
 

  
 

รูปท่ี 2.9  ตัวอยางยสีตสกัด 58, 59 

 
1.  ยีสตสกดั (Yeast  Extract)  เปนสารสกัดซึ่งเปนสวนของของเหลวภายในเซลล  หรือ 

ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) มีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาลออนถึงเขมหรือเปนผงละเอียด  ซึ่ง
อุดมไปดวยสารอาหารตางๆ ไดแก โปรตีน  ไขมัน  วิตามิน  และแรธาตุหลายชนิด  โดยสามารถ
นําไปใชไดอยางหลากหลาย เชน ใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  ใชเปนสารต้ังตนในการผลิตสาร
เมตาบอไลท (metabolite) ชนิดอื่นๆ  ใชเปนสารเพ่ิมกลิ่นรสในการผลิตขนมขบเคี้ยว  ใชเปนสาร
เพ่ิมกลิ่นรสในอุตสาหกรรมการแปรรูปเนื้อสัตวและอาหารสําเร็จรูป  รวมท้ังใชเปนอาหารเสริม
สุขภาพ  ซึ่งตัวอยางของยสีตสกัด  ดังแสดงในรูปท่ี 2.9  

2. เซลลยีสต (Yeast  Cell) โดยใชไดทั้งในรูปแบบที่มีชีวิต (Live  Yeasts  or  Active  
Yeast) ซึ่งจะมีประโยชนตอการเจริญเติบโตของสัตว  สงผลใหสัตวมีการกินอาหารไดมากขึ้น  อีก
ท้ังยังเปนแหลงของวิตามินบีรวม  หรืออาจใชในรูปแบบเซลลยีสตท่ีตายแลว (Inactive  Yeast) ซึ่ง
อาจจะไมมีคุณสมบัติเปนสารเสริมชีวนะ  แตสามารถนํามาใชประโยชนในแงของการเปนแหลง
ของสารอาหารเสริม  โดยมักใชเปนแหลงของอาหารเสริมโปรตีนท่ีมีคุณภาพดีเนื่องจาก  มีปริมาณ
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โปรตีนสูง (รอยละ 45-50) อีกท้ังยังประกอบไปดวยกรดอะมิโนอิสระ  วิตามินบีรวม  แรธาตุ  และ
กรดไขมันซึ่งเปนประโยชนตอสัตวหลายชนิด 

3.  สารสีจากเซลลยีสต (Colorants  derived  from  yeast)  โดยเฉพาะกลุมแคโรทีนอยด 
(carotenoids) ซึ่งมักนิยมนํามาผสมในอาหารสัตวเพ่ือเพิ่มคุณภาพใหสัตว  เชน   การใชผสมใน
อาหารปลาเพ่ือเพ่ิมปริมาณเม็ดสีในปลา เปนตน 

4.  ผนังเซลลยีสต (Yeast  Cell  Wall) ซึ่งประกอบไปดวยองคประกอบท่ีสําคัญหลายอยาง  
ซึ่งมีคุณสมบัติชวยสงเสริมการเจริญของสัตว  โดยมักนิยมใชเปนสารพรีไบโอติค (prebiotic) เพ่ือ
ปองกันการเจริญของจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค  ใชในการลดพิษจากเชื้อรา  และใชเปนสารเสริม
ภูมิคุมกัน (เบตากลูแคน) 
 
2.10  ปจจัยท่ีจําเปนตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต  56 

 
ปจจัยท่ีจําเปนตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต เชน แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  

แหลงฟอสฟอรัส  ความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ  เปนตน  ท้ังนี้เพ่ือผลผลิตสูงสุดท่ีควรไดจาก
กระบวนการผลิต  60  
 

แหลงของสารอาหารสําหรับยีสต  
   

สําหรับการเจริญและพัฒนาของยีสตนั้น  ยีสตตองการสารอาหารซึ่งทําหนาท่ีเปน
แหลงพลังงาน  แหลงคารบอน  รวมท้ังธาตุอาหารหลัก (major  element) อื่นๆ ไดแก  ไฮโดรเจน  
ออกซิเจน  ไนโตรเจน  ซัลเฟอร  และฟอสฟอรัส  นอกจากนั้นยังตองการธาตุอาหารบางชนิดใน
ปริมาณคอนขางมาก  ธาตุอาหารเหลานั้นจัดเปน macroelement ประกอบดวย แมกนีเซียม  และ
โพแทสเซียม  ในขณะท่ีธาตุอาหารบางชนิดยีสตตองการในปริมาณท่ีต่ํา (microelement หรือ trace  
element) ไดแก  แคลเซียม  เหล็ก  ทองแดง  แมงกานีส  สังกะสี  นิเกิล  โคบอลต  และโมลิบดีนัม  
ย่ิงไปกวานั้น  ยีสตยังตองการสารประกอบบางชนิดเพ่ือทําหนาที่เปน growth  factor เชน  วิตามิน  
พิวรีน  ไพริมิดีน และนิวคลีโอไทด 
   

1.  แหลงคารบอน (Carbon  Source)  ภายในเซลลยีสตมีคารบอนประมาณ 50 %
ของน้ําหนักเซลลแหง  ยีสตเปนคีโมออรกาโนโทรป  (chemoorganotroph)  ซึ่งตองใชสารประกอบ
อินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  สวนใหญสารอินทรียท่ีใชคือน้ําตาล  โดยกลูโคสเปน
น้ําตาลท่ียีสตทุกชนิดสามารถเมแทบอลิซึมได  แตกลูโคสอาจไมไดเปนน้ําตาลที่เกิดเมแทบอลิซึม
ไดมีประสิทธิภาพที่สุดในยีสตทุกชนิด  สารประกอบอินทรียอืน่ท่ีศึกษากันมากในแงทีใ่ชเปนแหลง
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คารบอนสําหรับการเจริญของยีสตคือ ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) และเมทานอล  สําหรับ
ไฮโดรคารบอนนั้น n-alkane เปนไฮโดรคารบอนท่ียีสตหลายสกุลใชได เชน Debaryomyces spp., 
Lodderomyces spp., Metschnikowia spp., Pichia spp. และถึงแมวายีสตเปนจุลินทรียแบบคีโมออร
แกโนโทรป (chemoorganotroph) แตมีเพียงยีสตบางชนิด (ประมาณ 5 % ของยีสตท้ังหมด) ท่ี
สามารถใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน 
 

2.  ไนโตรเจน  ยีสตมีไนโตรเจนภายในเซลลประมาณ 10 % ของน้ําหนักเซลลแหง  
ไนโตรเจนเปนองคประกอบของอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงยีสตที่มีปริมาณมากรองลงมาจาก
คารบอน  สารหลายชนิดสามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนได  โดยแหลงไนโตรเจนที่มีโมเลกุล
ขนาดเล็กและใชไดงาย เชน แอมโมเนียมไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเตรต  แอมโมเนียม
คลอไรด และแอมโมเนยีมซัลเฟต  มักใชในอุตสาหกรรมการหมักโดยยีสต  โดยเฉพาะแอมโมเนยีม
ซัลเฟตมักใชเปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงยีสต  เพราะนอกจากใหไนโตรเจนแลวยังให
ซัลเฟอรดวย  ยีสตบางชนิดใชไนเตรต เชน Citeromyces และบางสายพันธุของ Pichia และ 
Candida ในขณะท่ีบางชนิดไมใชไนเตรต เชน Derbaryomyces, Kluyveromyces, Saccharomyces 
และบางสายพันธุของ Pichia และ Candida ยีสตท่ีใชไนเตรตไดอาจใชไนไตรตท่ีความเขมขนตํ่า
กวาความเขมขนท่ีเปนพิษกับยีสตได   นอกจากอนินทรียไนโตรเจนแลว  อินทรียไนโตรเจนหลาย
ชนิด เชน กรดอะมิโน เพปไทด พิวรีน และเอมีน (amine) สวนใหญสามารถใชเปนแหลง
ไนโตรเจนของยีสตได 

ยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนที่ดี  แตเม่ือใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนนั้นจําเปนตองมี
การเติมไบโอตินลงในอาหารดวย    นอกจากนั้นการใชยูเรียของยีสตลดลงเมื่อมีแหลงไนโตรเจน
อื่นท่ียีสตใชไดดีกวาเนื่องจากการกดดันของไนโตรเจน (nitrogen  suppression)  

ในอาหารเลี้ยงยีสตท่ีใชในอุตสาหกรรม  ถามีแหลงไนโตรเจนมากกวา 1 ชนิดอยาง
ท่ีปรากฏเสมอๆ  ไนโตรเจนเหลานั้นจะถูกใชในอัตราท่ีตางกัน  ยีสตจะเลอืกใชแหลงไนโตรเจนท่ีดี
ท่ีสุดกอนเปนอันดับแรก   ซึ่งเขาใจวาเกิดโดยการกดดันและการแบงสวนของเมแทบอไลต 
(metabolite  compartmentation)  ดังนั้นการท่ีมีแหลงไนโตรเจนที่ดี เชน กลูทาเมต  ในอาหาร  เปน
ผลใหมีการกําจัดแหลงไนโตรเจนท่ีไมดี (เชน โพรลีน)  จากเซลล  โดยมีผูเสนอวาการท่ีจะใชเปน
แหลงไนโตรเจนท่ีดี  สารประกอบนั้น  จะตองนําเขาสูเซลลอยางรวดเร็ว  เกิดการเปลี่ยนแปลง
ภายในเซลลดวยขั้นตอนท่ีนอยท่ีสุด  และตองไมมีผลขางเคียงท่ีเปนพิษ 61, 62, 63 

 
3.  ไฮโดรเจน  (H ion) หรือโปรตอน (proton)  สําคัญมากในสรีรวิทยาของยีสต  

โดยพีเอชท้ังภายนอกและภายในเซลลมีอิทธิพลมากตอการเจริญ และ เมแทบอลลิซึมของยีสต  มี
รายงานวาพีเอชท่ีเหมาะสม (optimal pH) สําหรับการเจริญและการหมักกลูโคสคือพีเอชท่ีให
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ไฮโดรเจนไอออนเขมขน 1 ไมโครโมลาร (พีเอช 6) และ10 ไมโครโมลาร (พีเอช 5) ยีสตปกติเจรญิ
ดีมากเม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อมีพีเอชเริ่มตนอยูในชวง 4-6  แตยีสตบางชนิดสามารถเจริญในชวงพีเอชท่ี
กวางกวา คือพีเอช 2-8 และยีสตสวนใหญเจริญไมดีในพีเอชท่ีเปนดาง  ในขณะที่บางชนิดสามารถ
ปรับตัวใหเจริญในสภาพที่เปนดางเล็กนอย  เชน ยีสตท่ีพบในน้ําทะเลสามารถปรับตัวใหเจริญใน
น้ําทะเลท่ีเปนดางเล็กนอย  การเจริญอยางวองไวของยีสตทําใหอาหารเลีย้งเชื้อมีสภาพเปนกรด  ซึง่
เปนผลรวมจากการนําเขาของไอออนตางชนิดกัน  การปลดปลอยโปรตอนระหวางการขนสง
สารอาหาร  การปลดปลอยกรดอินทรียและการเกิดคารบอนไดออกไซด  การผลิตเอทานอลมีผล
จากการเปลี่ยนพีเอชของอาหารมากเชนกัน  พีเอชภายในเซลลท่ีกาํลังเจริญมีการควบคมุภายในชวง
แคบๆ  โดยการทํางานของ ATPase ในโปรตอนปม (proton  pump)  ที่พลาสมาเมมเบรนมีบทบาท
สําคัญในการควบคุมการควบคุมการนําเขาของสารอาหารและ เมแทบอลิซึม  การผันแปรของพีเอช
ภายนอกเซลลมีผลตอพีเอชในไซโทพลาสซึม  63, 64 

 
4.  ออกซิเจน  ออกซิเจนมีหนาท่ีหลักเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในหวงโซ

อิเล็กตรอน (electron transport chain, ETC)  นอกจากนั้นยังทําหนาท่ีเปน growth  factor โดยยีสต
ตองการออกซิเจนสําหรับการเกิดไฮดรอกซีเลชั่น (hydroxylation)  เพ่ือรักษาการเจริญ เชน ใชใน
การสังเคราะหสเตอรอล  และกรดไขมันไมอิ่มตัว  ยีสตบางชนิดตองการโมเลกุลออกซิเจนสําหรับ
เอนไซมออกซิเดสชนิดท่ีมีหนาท่ีหลายอยาง (mixed  function  oxidase) ท่ีชวยในการทําใหเกิดการ
ปดวง (cyclization) ของสควอลีน 2,3-epoxide  เพ่ือสรางลาโนสเตอรอล (lanosterol)  และสําหรับ
การสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัว  ดังนั้นออกซิเจนจึงจัดเปน growth  factor ท่ีสําคัญของยีสต   
 

5.  ซัลเฟอร  ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบในเซลล 0.3 % ของน้ําหนักเซลลแหง  
โดย 60 % ของซัลเฟอรอยูในกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรท่ีเปนองคประกอบในโปรตีน  อีก 5 % 
เปนอนินทรียซัลเฟตอิสระ  สวนท่ีเหลืออยูในรูปของซัลเฟตท่ีเกาะกัน  หรือกรดอะมิโนอิสระ   
นอกจากนั้นยังพบอยูในวิตามินบางชนิด เชน ไบโอติน และสารที่มีซัลเฟอรอื่นๆ  ยีสตตองการ
ซัลเฟอรเพ่ือใชในการสังเคราะหกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบในอันดับแรก 

แหลงของซัลเฟอรไดจากสารประกอบซัลเฟอรหลายชนิดรวมท้ังซัลเฟต (sulfate) 
ซัลไฟต (sulfite) ไทโอซัลเฟต (thaiosulfate)  อนินทรียซัลเฟอรอยูในรูปของซัลเฟตไอออน  
โดยเฉพาะแอมโมเนียมซัลเฟตหรือโพแทสเซียมซัลเฟตเปนแหลงซัลเฟอรท่ีนิยมใชในอาหาร  โดย
ยีสตทุกชนิดสังเคราะหกรดอะมิโนทีมี่ซัลเฟอรจากซัลเฟตได  การนําเขาซัลเฟตท่ีวองไวสมัพันธกบั
การมีเอนไซมโฮโมซีสทีอีนซินเทส (homocysteine  synthase)  ซึ่งทําใหซัลเฟตถูกนําเขาไปเพ่ือ
สรางซีสเทอีน  โดยซัลเฟตจะถูกเปลี่ยนเปนซัลไฟตทันทีแลวจึงถูกเมแทบอไลซตอไป  นอกจากนี้
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เมไทโอนีนเปนกรดอะมิโนท่ีมีซัลเฟอรเพียงชนิดเดียวท่ีใชเปนแหลงซัลเฟอรไดโดยเมไทโอนีนมี
ผลใหยีสตมีการเจริญดีกวาซัลเฟต 62, 63 

 
  6.  ฟอสฟอรัส  ฟอสฟอรัสถูกแอสซิมิเลต (assimilate)ในรูปของไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตไอออน  หรือออรโทฟอสเฟตไอออน (orthophosphate ion, H2PO4) เทานั้น  บทบาทหลัก
ของฟอสฟอรัส  คือ เปนองคประกอบของน้ําตาลฟอสเฟต (sugar  phosphate)  ตลอดจนกรด
นิวคลีอิก และนิวคลีโอไซดไดฟอสเฟต หรือนิวคลีโอไทดไทรฟอสเฟต  และพบในอนินทรีย
ฟอสเฟตในรูปของพอลิเมอรสายตรง คือ พอลิฟอสเฟต  มีความสําคัญในการควบคุมเมแทบอลิซึม
ของเซลล  ใหฟอสเฟตสะสม และใหพลังงาน  ฟอสฟอรัสทําใหมีประจุลบในไซโทพลาสซึมของ
ยีสต  จากการท่ีมีอนินทรียฟอสเฟตและกลุมฟอสเฟตในสารอินทรีย  ฟอสเฟตในเซลลยีสตมีอยู
ประมาณ 3-5 % ของน้ําหนักเซลลแหง  ซึ่งสวนใหญอยูในรูปออรโทฟอสเฟต (Orthophosphate) 

ในอาหารเลี้ยงยีสตแหลงฟอสฟอรัสท่ีสําคัญคือ ออรโทฟอสเฟต   และอนินทรีย
ฟอสเฟต  โดยออรโทฟอสเฟตทําหนาท่ีเปนซับสเตรตและหนวยปฏิบัติงานของเอนไซมหลายชนดิ  
ระดับของฟอสเฟตภายในไซโทพลาสซึมของยีสตต่ํามากคือประมาณ 0.2 % ของน้ําหนักเซลลแหง  
แตระดับของฟอสเฟตจะแปรผันตามกลไกแคแทบอลิซึม (catabolism) ของน้ําตาล  ยีสตสามารถ
สะสมฟอสเฟตในออรแกเนล เชน อาจพบฟอสเฟตในแวคิวโอลมากกวาในไซโทพลาสซึมถึง 110 
เทา  สําหรับอนินทรียฟอสเฟตนั้นท้ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และแอมโมเนียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต  สามารถใชเปนแหลงฟอสเฟต  และเนื่องจากโพแทสเซียมไอออนสามารถ
เหนี่ยวนําการนําเขาฟอสเฟตโดยถูกขนสงรวมกับฟอสเฟตเขาสูเซลล  มีผลใหโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงฟอสเฟตท่ีดีวาแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  โดยเฉพาะอยางยิง่
ในที่ขาดแหลงฟอสเฟตชนิดอื่น  และลักษณะของเมแทบอลิซึมของฟอสเฟตอีกอยางหนึ่งของยีสต
ภายใตสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสจํากัด คือ เซลลจะขับเอนไซมฟอสโฟไดเอสเทอเรสท่ีไมจําเพาะ (non-
specific phosphoesterase) และแอซิดฟอสฟาเทส (acid-phosphatase)  ไปท่ีผิวเซลลทําใหเซลลได
ฟอสฟอรัสจากฟอสเฟตเอสเทอร (phosphate  ester)  62, 63 

 
7.  เกลือแร  ยีสตตองการเกลือแร (mineral  elements) เหมือนกับจุลินทรียอื่น  

เกลือแรท่ียีสตตองการประกอบดวยโพแทสเซียม แมกนีเซียม และธาตุท่ีตองการในปรมิาณต่าํหลาย
ชนิด สําหรับ โพแทสเซียมและแมกนีเซียมเปนธาตุอาหาร macroelement ที่ยีสตตองการท่ีความ
เขมขนเปนมิลลิโมลารเพ่ือทําใหเกิดสภาวะท่ีมีประจุบวกภายในเซลลยีสต 

ปกติยีสตมีโพแทสเซียมประมาณ 1-2.2 % ของน้ําหนักเซลลแหง  โดยปริมาณ
โพแทสเซียมในเซลลผันแปรตามสภาวะของการเจริญ  ยีสตทุกชนิดตองการโพแทสเซียมสําหรับ
การเจริญ  โดยโพแทสเซียมทําหนาทีเ่ปนโคแฟกเตอรสําหรับเอนไซมหลายชนิดท่ีเกี่ยวกบัปฏกิริยิา
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ออกซิเดทีฟ  ฟอสโฟรีเลชัน (oxidative  phosphorylation)  การสังเคราะหโปรตีน และเมแทบอลซิมึ
ของคารโบไฮเดรต เชน ไพรูเวตไคเนส (pyruvate kinase) อัลโดเลส (aldolase) อัลดีไฮดดีไฮโดร
จีเนส (aldehyde  dehydrogenase) และเอทีพีเอส (ATPase) ท่ีเยื่อหุมเซลล  นอกจากนั้นยังรวมใน
การนําสารอาหารอื่นเขาเซลล เชน ฟอสเฟต เปนตัวควบคุมการนําเขาไอออนที่มีประจุบวกสอง 
(divalent cation) โดยเมื่อมีการนําเขาไอออนที่มีประจุบวกสอง  ก็จะมีการขับโพแทสเซียมไอออน
สองตัว  จึงเปนตัวที่ทําใหประจุสมดุล  ทําใหโมเลกุลใหญและไรโบโซมคงตัว  ท่ีพีเอชตํ่า
โพแทสเซียมกระตุนการหมักและการหายใจ  เนื่องจากทําใหระดับของ NADP, ADP และอนนิทรยี
ฟอสเฟตในเซลลเพ่ิมขึ้น  สารท่ีใชเปนแหลงโพแทสเซียม เชน โพแทสเซยีมคลอไรด  โพแทสเซยีม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

สําหรับแมกนีเซียม  เปนสารท่ีจําเปนสําหรับการเจริญของยีสตเชนกัน  และมีอยู
ในเซลลประมาณ 0.3 % ของน้ําหนักเซลลแหง  ทําหนาท่ีเกี่ยวกับโครงสรางและเมแทบอลิซึม เชน 
การทํางานของเอนไซมเกี่ยวกับการเคลื่อนยายฟอสเฟต  (transphosphorylation) ตองอาศัย
แมกนีเซียมไอออน 

เกลือแรอื่นๆท่ียีสตตองการปริมาณตํ่ามากในระดับไมโครโมลารหรือนาโนโมลาร  
ประกอบดวยแมงกานีส แคลเซียม เหล็ก สังกะสี ทองแดง นิเกิล โคบอลท และโมลิบดีนัม ในขณะ
ท่ีเกลือแรอื่น คือ เงิน แบเรียม แคดเมียม ปรอท ลิเทียม และตะกั่ว เปนสารพิษ  เพราะถาความ
เขมขนสูงกวา 100 ไมโครโมลารจะมีผลเสียตอการเจริญ 62, 63 

 
8.  Growth factor เปนสารอินทรียซึ่งยีสตตองการท่ีความเขมขนตํ่ามาก  มี

บทบาทในการเรงหรือเปนสวนในโครงสราง  สารที่เปน growth factor สําหรับยีสต  คือ วิตามิน  
พิวรีน ไพริมิดีน นิวคลีโอไทด นิวคลีโอไซด (nucleoside) กรดอะมิโน กรดไขมัน และอื่นๆ เชน 
พอลิเอมีน (polyamine) โคลีน และมีโซอินอซิทอล (meso-inositol)  การท่ียีสตตองการ growth 
factor หมายความวา ยีสตนั้นไมสามารถสังเคราะหไดเอง  ในบางครั้งความตองการอาจไมใชความ
ตองการท่ีแทจริง  แตเมื่อเติม growth factor ลงไปยีสตจะมีอัตราการเจริญเพ่ิมขึ้น  สําหรับ growth 
factor แบบนี้เรียกวา relative growth factor 

ยีสตมักตองการวิตามินท่ีระดับความเขมขนไมโครโมล เชน ไบโอตินซึ่งเปน
โคแฟกเตอรในปฏิกิริยาท่ีเรงโดยคารบอกซีเลส (carboxylase) กรดแพนโททีนิกซึ่งรูปท่ีทําหนาท่ี
คือโคเอนไซมเอ (coenzyme A) ท่ีรวมในปฏิกิริยารีดอกซ และไทเอมีน (thiamine) หรือวิตามินบี 1 
ในรูปของ ไทเอมีนไพโรฟอสเฟต (thiamine  pyrophosphate) ซึ่งรวมในปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชั่น 
(decarboxylation) 63 
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อิทธพิลของสภาวะแวดลอมตอการผลติโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต  65 

 
1.  อุณหภูมิ  ปกติจุลินทรียจะเจริญเร็วขึ้นเม่ืออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นจนถึงอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมตอการเจริญ  การเลี้ยงยีสตสวนใหญมักบมท่ีอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซยีส  โดยการเจรญิ
จะลดลงมากท่ี 20 องศาเซลเซียส  และไมเจริญที่ 60-70 องศาเซลเซียส  

 
2.  พีเอช  พีเอชมีผลตอกิจกรรมทางชีววิทยาของเซลลนอยกวาอุณหภูมิ  เพราะวา

เซลลสามารถควบคุมความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนภายในเซลลไดอยางดีเ ม่ือมีการ
เปลี่ยนแปลงพีเอชภายนอกเซลล  พีเอชของอาหารภายนอกอาจมีผลตอโครงสรางและสภาพใหซึม
ผานไดของเซลล (cell  permeability)  พีเอชมีบทบาทชวลดการปะปนของจุลินทรียอื่นในระหวาง
การหมัก  โดยปกติอาหารที่ใชสําหรับการเจริญของยีสตมีพีเอชอยูในชวง 4-5  
 

3.  ออกซิเจนละลาย  ออกซิเจนทําหนาท่ีเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทายในลูกโซ
ขนสงอิเล็กตรอน  และทําหนาท่ีเปน growth factor ของยีสต  โดยรวมในการสังเคราะหกรดไขมัน
โอเลอิก (oleic acid) เออรกอสเตอรอล และกรดนิโคตินิก  ซึ่งสงเสริมการเจริญของยีสตภายใต
สภาวะท่ีไมมีออกซิเจน  
   
2.11  แหลงวัตถุดบิสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต  
 

โปรตีนเซลลเดี่ยวสามารถผลิตจากแหลงวัตถุดิบหลายชนิดทั้งนี้ขึ้นอยูกับปจจัยในการผลิต
หลายประการ เชน  ปริมาณของวัตถุดิบ  ราคา  ชนิดของยีสตท่ีใช  กระบวนการปรับสภาพของ
วัตถุดิบ  ลักษณะของกระบวนการผลิต  และวิธีเก็บเกี่ยวผลผลิต  เปนตน  ท้ังนี้ปริมาณผลผลิต
โดยรวมจําเปนตองคุมคาในเชิงเศรษฐศาสตร  56 ตัวอยางของแหลงวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตโปรตีน
เซลลเด่ียวจากยีสต  ดังนี้ 
 

1. กากน้ําตาล (Molasses) 66, 67 

กากน้ํ าตาลเปนผลผลิตพลอยไดจากการผลิตน้ํ าตาลทราย   มีน้ํ าตาล เปน
องคประกอบประมาณ 50-60 %  ยีสตท่ีใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว
ไดแก  Candida utilis, C. tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Hansenula spp. ในการใช
กากน้ําตาลเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว  จําเปนตองทําการเจือจางกอนใชเพาะเลี้ยง  
และหลังเก็บเกี่ยวตองทําการลางน้ําตาลออกใหหมดกอน  เพ่ือกําจัดสีและกลิ่นของน้ําตาลออก 
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2.  น้ําทิ้งจากโรงงานผลิตกระดาษ (Sulfite waste liquor) 68  
ในองคประกอบของน้ําท้ิงจะมีน้ําตาลมากกวา 3% โดยเปนน้ําตาลท่ีมีคารบอนหา

และหกอะตอม  ดังนั้นยีสตท่ีใชในการผลิตคือ Candida utilis แตมีปญหาในการผลติคอื ตองทําการ
ปรับสภาพของวัตถุดิบกอน  และหลกัการเก็บเกี่ยวตองทําการลางกรด lignosulfonic ออกกอน 
 

3.  หางนม (Whey) 69, 70  
ไดจากกระบวนการผลิตเนยแข็ง  ซึ่งมีน้ําตาลแลคโทสเปนองคประกอบประมาณ  

5%  โดยยีสตกลุมนี้จะมีเอนไซม β-galactosidase สําหรับยอยแลคโทส  ซึ่งยีสตท่ีใชในการผลิตคือ  
Kluyveromyces fragilis, K. marxianus, K. lactis และ Sacharomyces cerevisiae 
 

4.  น้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรและอาหาร (Agro and food -industry waste 
water) 8, 71 

  น้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตร  เชน  น้ําท้ิงจากโรงงานผลไมกระปอง  น้ํา
ท้ิงจากโรงงานสุรา  ซึ่งมีน้ําตาลเปนองคประกอบ  สามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลล
เด่ียว  โดยนอกจากจะไดเซลลเปนผลิตภัณฑแลว  ยังชวยลดคาใชจายการบําบัดน้ําเสีย  เนื่องจากจะ
ชวยลดคา BOD และ COD ในน้ําทิ้งอีกดวย  เชื้อยีสตที่นิยมใชในการผลิตคือ Candida utilis, 
Yarrowia lipolytica  
   

5.  วัสดุเหลือท้ิงจากการเกษตร (Agricultural waste) 72 

วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร เชน ฟางขาว ผักตบชวา ชานออย ซังขาวโพด ผักเนา
เสียตางๆ เปนตน  วัสดุเหลานี้มีเซลลูโลส และลิกนินเปนองคประกอบ  ดังนั้นกอนการผลิต
จําเปนตองมีการปรับสภาพของวัตถุดิบกอน  ซึ่งอาจใช Trichoderma viride ท่ีผลิตเอนไซมเซลลู
เลสในการยอยสลายเพ่ือใหไดน้ําตาลหาและหกอะตอมกอนการใช  ยีสตท่ีสามารถใชวัสดุเหลือท้ิง
จากที่กลาวมา เชน  เชน Candida utilis, Pichia stipitis, Kluyveromyces marxianus 
 

6.  สารประกอบแปง (Starch material) 73 

สวนใหญเปนวัตถุดิบท่ีเปนผลผลิตทางการเกษตร เชน แปงขาวเจา แปงขาวโพด 
ขาวโอต มันสําปะหลัง เปนตน  ซึ่งมีแปงที่เปนโพลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบ  โดย
ยีสตท่ีใชในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวเปนยีสตที่สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลส เชน Candida 
utilis, Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomyces cerevisiae หรือใชการเพาะเลี้ยงยีสตเหลานี้
รวมกับยีสตชนิดอื่น เชน S. cerevisiae ซึ่งจะไดแอลกอฮอลเปนผลพลอยได  เรียกกระบวนการ
เพาะเลี้ยงแบบนี้วา Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 33 

7.  สารประกอบไฮโดรคารบอนและสารจากอุตสาหกรรมผลิตไบโอดีเซล (Hydrocarbon 
compounds and waste from biodiesel production) 56 

สารประกอบไฮโดรคารบอนท่ีไดจากอุตสาหกรรมการกลั่นน้ํามันดิบ ไดแก อัล
เคน อัลคีน พาราฟน เมทานอล เอทานอล และ gas oil  ซึ่งการใชสารประกอบไฮโดรคารบอนใน
การเลี้ยงยีสตเพ่ือผลิตเปนโปรตีนเซลลเด่ียวนั้นมีมาต้ังแตป ค.ศ.1950 โดยสวนใหญยีสตท่ีสามารถ
ใชสารกลุมนี้จะเปนยีสตในจีนัส Candida spp. เชน Candida lipolytica, C. paraffinia, C. maltosa 
รวมถึงจีนัสอื่น เชน Saccharomyces spp., Torulopsis spp., Hansenula spp. เปนตน ดังแสดง
ตัวอยางสารประกอบไฮโดรคารบอนและสารจากอุตสาหกรรมไบโอดีเซลที่ยีสตสามารถใชเพ่ือการ
เจริญ ในตารางท่ี 2.6 นอกจากนี้ยังมีสารซึ่งเปนผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  ท่ี
เรียกวา กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol)  และองคประกอบหลกัๆเปนกลเีซอรอลและมีเมทานอลปน
อยู  โดยปจจุบันกลีเซอรอลดิบนั้น  กลายเปนปญหาหนึ่งของผูผลิตไบโอดีเซลที่ตองจัดการกับ
ผลผลิตพลอยไดนี้   และจากงานวิจัยท่ีผานมาแมจะยังไมมีขอมูลเกี่ยวกับการผลติโปรตีนเซลลเด่ียว
จากยีสตโดยใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนโดยตรง  แตก็มีรายงานถึงการผลิตโปรตีนเซลล
เด่ียวจากยีสตโดยใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ เชน  

Hellmuth และคณะ 48 ไดรายงานถึงการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารท่ี
มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ fed-batch ในถังหมักขนาด 15 ลิตร ที่มี
อาหาร Minimal medium ปริมาตร 5 ลิตร ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลในอาหารเปน 1 %  
อุณหภูมิในการเลี้ยง 30 องศาเซลเซียส พีเอชของอาหารเปน 4.6 และอัตราการใหอากาศเปน 5 ลติร
ตอชั่วโมง  ในชวงเริ่มตนของการหมักจนถึง 18 ชั่วโมง  ใหปริมาณกลีเซอรอลในอาหารดวยอัตรา 
25 กรัมตอชั่วโมง  จากนั้นเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลดวยอัตรา 50 กรัมตอลิตร จนถึง 168 ชั่วโมง 
หลังจากสิ้นสุดการเลี้ยงพบวา ใหความหนาแนของเซลลประมาณ 120 กรัมตอลิตร เม่ือคิดเปน
น้ําหนักเซลลแหง และ d’ Anjou และคณะ 75  ไดศึกษาการเจริญของยีสต Pichia pastoris ในอาหาร
ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ Fed-batch ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  ท่ีมี
อาหาร Minimal medium ปริมาตร6 ลิตร  ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลในอาหารเปน 50 กรัม
ตอลิตร ปรับพีเอชของอาหารเปน 5.5 อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  และหลังจาก 12 ชั่วโมง  ทําการ
เติมเมทานอลเขาสูถังหมัก  โดยรักษาระดับความเขมขนอยูในชวง 1-2 กรัมตอลิตร  ทําการเลี้ยงตอ
จนถึง 60 ชั่วโมง  พบวา ใหผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.51 กรัมของเซลลตอกรัมของสับเตรท
ท้ังหมด   

สวนงานวิจัยการเจริญของยีสตในเมทานอล เชน Wegner และ Okla  16 ไดรายงาน
ถึงการผลิตเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y- 11432 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยเลี้ยง
แบบตอเนื่อง  ในอาหาร mineral salt medium ท่ีมีเมทานอลเปนแหลงคารบอนและทําการเสริม
ดวยไบโอติน  อุณหภูมิท่ีใชในการเจริญของเซลลเปน 38 องศาเซลเซียส ควบคุมคาพีเอชในชวง 
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3.7-4.1 และมีคาการละลายของออกซิเจนในน้ําหมัก 20 % โดยปริมาตร  พบวาใหความหนาแนน
ของเซลลในน้ําหมัก 73.3 กรัมตอลิตร เม่ือคิดเปนน้ําหนักเซลลแหง  และใหอัตราการเจริญของ
เซลลเปน 0.31 กรัมของเซลลตอกรัมเมทานอล   
 
ตารางท่ี 2.6  ยีสตท่ีสามารถใชสารประกอบไฮโดรคารบอนและสารจากอุตสาหกรรมผลิต 
ไบโอดเีซล 
 

Hydrocarbon compounds Organism(s) used Ref. 
     n-alkane 
 
 
 
 
 
     alkene 
 
 
 
     paraffin 

 methanol 
 
 
      gas oil 
     glycerol 

Candida spp. 
Hansenula spp. 
Pichia spp. 
Rhodotorula spp. 
Sachharomyces spp. 
Torulopsis spp. 
Candida spp. 
Debaryomyces spp. 
Hansenula spp. 
Rhodotorula spp. 
Candida  spp. 
Hansenula spp. 
Pichia spp. 
Candida spp. 
Candida spp. 
Hansenula spp. 
Pichia spp. 

สาวิตรี  ลิ่มทอง 56 
 
 
 
 
 
สาวิตรี  ลิ่มทอง 56 
 
 
 
สาวิตรี  ลิ่มทอง 56 
 Ridgway และ
คณะ 74 

 
Hellmuth และ
คณะ 48 ;  สาวิตรี  
ลิ่มทอง 56 
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2.12  ยีสต Hansenula  polymorpha 
 
   อนกุรมวิธานของ Hansenula  polymorpha 
   Phylum  : Ascomycota 
   Class  : Hemiascomycetes 
   Family  : Saccharomycetaceae 
   Genus  : Pichia 
 

 
 

รูปท่ี 2.10 ลกัษณะเซลลของยีสตในจีนัส Pichia ที่เลี้ยงในกลูโคส 76  
 

  H.  polymorpha ปจจุบันจัดจําแนกใหมเปน Pichia angusta  ลักษณะเซลลกลมรี (oval 
shape) ดังแสดงในรูปท่ี 10 เปนยีสตท่ีเจริญในอุณหภูมิสูง 37 – 40 องศาเซลเซียส บางสายพันธุ
สามารถเจริญไดสูงถึง 49 องศาเซลเซียส (Thermotolerant yeast) 77, 78  สามารถใชเมทานอลเปน
แหลงคารบอนสําหรับการเจริญได (Methylotrophic  yeast) ดังแสดงในตารางท่ี 8 และยังมีรายงาน
เกี่ยวกับศักยภาพในการเจริญของยีสตชนิดนี้วา  “สามารถเลี้ยงใหมีความหนาแนนสูงในน้ําหมัก” 
หรือเรียกวา “High cell density” ซึ่งปจจุบันไดมีการนํายีสตชนิดนี้มาใชประโยชนทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพอยางกวางขวาง  เนื่องจากมีการศึกษากันอยางแพรหลายถึงกลไก และวิถีการ
ทํางานของเซลล เชนชีววิถีในเพอรออกซิโซม (Peroxisome  biogenesis)  เมทาบอลิซึมของเมทา
นอล (Methanol metabolism)  เมแทบอลิซึมของกรดไขมัน (Fatty acid metabolism)  รวมถึง
การศึกษาการผลิตสารชีวภาพตางๆ  79  นอกจากนี้การนํายีสต H. polymorpha มาใชประโยชนใน
งานทางดานพันธุวิศวกรรมก็ไดรับความนิยมมากขึ้น  เนื่องจากดีเอ็นเอจากแหลงอื่นสามารถ
รวมเขาไปในโครโมโซมไดหลายชุดและคงตัว  โปรตีนท่ีสรางไดไมมีไกลคอซีเลตมากเกินไป 
(hyper-glycosylate) สามารถหลั่งโปรตีนและสะสมโปรตีนท่ีอาจเปนอันตรายจากเอนไซมยอย
โปรตีนภายในเพอรออกซิโซม (peroxisome)  56  ดังแสดงตัวอยางงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตโปรตีน
จากแหลงอื่นในยีสต H.  polymorpha  ในตารางที่ 2.7 
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ตารางท่ี 2.7 การผลิตโปรตนีจากแหลงอืน่ในยีสต Hansenula polymorpha   
 
Host/Source of gene (s) Mode* References 
Host: Hansenula polymorpha 
     Source of genes: bacteria 
          β-Lactamase (E. coli) 

β - Lactamase (E. coli) 
     Source of genes: fungi 

Glucoamylase (Schwanniomyces) 
Invertase (Saccharomyces) 
Catalase T (Saccharomyces) 
Glucose oxidase (Aspergillus) 
Phytase (Aspergillus) 

     Source of genes: plants 
Glucose oxidase (spinach) 
Seed storage protein 
Malate dehydrogenase (water melon) 
Phytochrome (oat) 

     Source of genes: animals 
Hirudin (Hirudo) 
Aprotinin (bovine) 
HbsAg (M) 
HbsAg (S, S/L) 
Hemoglobin 
h-Lipase 
h-Thyroid peroxidase 
h-Urokinase 
α1- Antitrypsin 

 
 
I 
I 
 
S 
S 
I 
S 
S 
 
I 
I 
I 
I 
 
S 
S 
S 
I 
I 
S 
S 
S 
S 

 
 
Janowicz และคณะ, 1998 
Brito และคณะ, 1999 
 
Gellissen และคณะ, 1991 
Narciandi และคณะ, 1995 
Gellissen และคณะ, 1996 
Hodgkins และคณะ, 1993 
Mayer และคณะ, 1999 
 
Gellissen และคณะ, 1996 
Buckholz และ Gellissen, 1991 
Faber และคณะ, 1994 
Mozley และคณะ, 1999 
 
Weydemann และคณะ, 1995 
Zurek และคณะ, 1996 
Shen และคณะ, 1989 
Janowicz และคณะ, 1991 
Gilbert และคณะ, 1994 
Buckholz และ Gellissen , 1991 
Wedlock และคณะ, (1993) 
Agaphonov และคณะ, 1995 
Kang และคณะ, 1998 
 

 
* I = Intracellular;  S = Secretion 
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ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Gellissen 79 

ตารางท่ี 2.8 เมทิลโลโทรฟกยสีตท่ีมีรายงานในปจจุบัน 80, 81 

 
Genus Species 
Candida C. boidinii, C. cellulolytica,  C. maris, C. methanosorbosa,  

C. nanaspora, C. nemodentra, C. nitratophila, C. ovalis, C. 
pignaliae, C. pini, C. sonorensis and C. succiphila 

Pichia P. angusta, P. capsulate, P. ciferrii, P. finlandica, P. 
glucozyma, P. henricii, P. kodama, P. methanolica, P. 
methylivora, P. minuta, P. naganishii, P. ofunaensis, P. 
pastoris, P. philodendra, P. pini and P. trehalophila 

 
นอกจากคณุสมบัตท่ีิโดดเดนในเร่ืองทนตออุณหภมูสิูงไดดี  และสามารถใชเมทานอลเปน

แหลงคารบอนในการเจริญ  ยีสต H. polymorpha ยังสามารถสังเคราะหกรดไขมันไมอิม่ตัว  รวมถึง
การใชสับสเตรทอื่นเปนแหลงคารบอนได  โดยเฉพาะอยางย่ิงกลเีซอรอล (ดังแสดงในตารางที่ 2.6) 
ซึ่งมแีนวโนมเพิ่มขึน้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลดังทีไ่ดกลาวมาแลว 
 
2.13  เมแทบอลิซึมของเมทานอลในเมทิลโลโทรฟกยีสต 77, 82, 83, 84, 85, 86  
 

การเจริญโดยใชเมทานอลมีความสัมพันธกับการสรางเพอรออกซิโซม  ซึ่งเปนออรกาเนล
ภายในเซลล  โดยทําหนาท่ีจัดเก็บเอนไซมท่ีจําเปนตอเมแทบอลิซึมของเมทานอล    
 

การเปลี่ยนแปลงเมทานอลในเมทิลโลโทรฟกสยสีตมี 2 กระบวนการท่ีสําคัญ คือ 
 
 1. ดิสสิมิเลชั่น (Dissimilation) เปนวิถีท่ีเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงเมทานอลเปนแกส
คารบอนไดออกไซดเพ่ือผลิต NADH สําหรับสรางพลังงานในรูป ATP โดยผานสารตัวกลางคือ 
ฟอรมาลดีไฮดและฟอรเมท โดยมีลําดับขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงดังนี้ 
  1.1 ออกซเิดชั่นของเมทานอล (CH3OH )เปนฟอรมาลดีไฮด (HCHO) โดยการ
เปลีย่นแปลงในขั้นตอนนีเ้กดิขึ้นในเพอรออกซิโซม 
 
  CH3OH  +  O2   HCHO  +  H2O2 
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1.2 ออกซิเดชั่นของฟอรมาลดีไฮดเปนฟอรเมท (HOCH2) ซึ่งฟอรมาลดีไฮด
จัดเปนสารตัวกลางในเมแทบอลิซึมของเมทานอล  โดยจะรวมตัวกับ glutathione ในรูปรีดิวซ 
(GSH) ไดเปน S-hydroxymethylglutathione (HOCH3-SG)  ปฏิกิริยานี้เปนปฏิกิริยาที่ไมใชเอนไซม
เรง  และเกิดขึ้นในเพอรออกซิโซม  

 
HCHO  +  GSH   HOCH2-S-G  
   
ตอมา S-hydroxymethylglutathione ถูกสงไปยังไซโทพลาสซึมดวยกลไกลการ

ขนสงแบบจําเพาะ  จากนั้น S-hydroxymethylglutathione เปลี่ยนเปน S-formylglutathione (HCO-
S-G) และ NADH + H+ โดยมีเอนไซม glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase เรง
ปฏิกิริยา  และมี NAD+ เปนตัวรับอิเล็กตรอน 

 
HOCH2-S-G  + NAD+   HCO-S-G +NADH + H+ 

 
จากนั้น S-formylglutathione เปลี่ยนเปนฟอรเมท (HCOOH) และ GSH โดยมี

เอนไซม S-formylglutathione hydrolase เรงปฏิกิริยา 
 

1.3 ออกซเิดชั่นของฟอรเมทเปนแกสคารบอนไดออกไซด 
ฟอรเมทเปลี่ยนเปนแกสคารบอนไดออกไซด  และ NADH + H+ โดยเอนไซม 

formate dehydrogenase เรงปฏิกิริยา  และมี NAD+ เปนตัวรับอิเล็กตรอน 
 
 HCOOH  +  NAD+   CO2 + NADH + H+ 

 
วิถีดิสสิมิเลชั่นนี้จะใหพลังานแกเซลลในรูปของ NADH 2 โมเลกุล  ท่ีเกิดจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของฟอรมาลดีไฮดและฟอรเมท  อยางละ 1 โมเลกุล และ NADH ท่ีไดใช
สําหรับสรางพลังงานในรูป ATP ตอไป   
  

2. แอสสิมิเลชั่น (Assimilation) เปนวิถีท่ีเกี่ยวของกับการตรึงสารประกอบคารบอน 1 
อะตอม  รวมเขากับน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม  เกิดเปนสารประกอบคารบอน 3 อะตอมสองโมเลกลุ  
ไดแก dihydroxyacetone และ glyceroldehyde-3-phosphate เนื่องจากเมทานอลเปนสารประกอบ
คารบอน 1 อะตอมจึงไมมีพันธะระหวางคารบอนกับคารบอน  เซลลท่ีเจริญจากเมทานอลจึงตอง
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สรางพันธะนี้ขึ้นมา  เ พ่ือสังเคราะหองคประกอบตางๆ  ของเซลล โดยมีลําดับขั้นตอนการ
เปลี่ยนแปลงดังนี้ 
 ฟอรมาลดีไฮดท่ีเกิดจากปฏกิิริยาออกซเิดชั่นของเมทานอล  รวมตัวเขากับ xylulose-5-
phosphate (Xu5P) เปน dihydroxyacetone (DHA) และ glyceroldehyde-3-phosphate (GAP) โดยมี
เอนไซม dihydroxyacetone synthase เรงปฏิกิรยิา  และปฏกิิริยานีเ้กิดในเพอรออกซิโซม 

 
C5H11O8P  +  H2CO                        C3H7O6P + C3H6O3 

 
จากนั้น GAP และ DHA จะผานเยื่อหุมเพอรออกซิโซมออกสูไซโทพลาสซึม  ตอมา DHA

เปลี่ยนเปน dihydroxyacetone  phosphate (DHAP, C3H7O6P) โดยมีเอนไซม dihydroxyacetone 
kinase เรงปฏิกิริยาการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) และ ATP เปนตัวใหหมูฟอสเฟต 
 

C3H6O3  +  ATP                       C3H7O6P 
 
 จากนั้น DHAP จะเขารวมกับ GAP เปน fructose 1,6-bisphosphate (FBP) โดยมีเอนไซม 
fructose bisphosphate เรงปฏิกิริยา  ขณะท่ี Xu5P เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการจัดเรียงใหมในวัฏจักรเพน
โทสฟอสเฟต (pentose phosphate cycle) นอกจากนี้พบวา  หนึ่งในสามของโมเลกุลของ DHAP จะ
ถูกนําไปใชในกระบวนการสังเคราะหกลูโคส (gluconeogenesis) ดังแสดงวิถีแอสสิมิเลชั่นการ
เปลี่ยนแปลงเมทานอล  ในรูปท่ี 2.11 
 

 
 

รูปท่ี 2.11 วิถีแอสสมิิเลชั่นการเปลีย่นแปลงเมทานอล  โดยเมทิลโลโทรฟกยีสต  85 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 40 

2.14  เมแทบอลิซึมของกลเีซอรอลในเมทิลโลโทรฟกสยีสต  
 
 กลีเซอรอลจัดวาเปนสารสําคัญท่ีใหพลังงานสําหรับยีสตหลายชนิด  และยังเปนสารท่ี
สําคัญในการสังเคราะหไขมันในเซลลดวย 87, 88 นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการควบคุมสมดุลของ
ปฏิกิริยารีดอกซในเซลลและวัฏจักรของสารอนินทรียจําพวกฟอสเฟต 89, 90  และเมื่อไมนานมานี้ได
มีนักวิจัยคนพบวา  กลีเซอรอลเปนสารเดียวท่ีสามารถเมแทบอลิซึมและเขาสู gluconeogenesis 
pathway นอกเหนือจากสารในกลุมน้ําตาล 91 

 ยีสตมีการนํากลีเซอรอลเขาสูเซลลดวยวิธีแอคทีฟ ทรานสสปอรต (Active transport 
system) 92  และสามารถแอสสิมิเลชั่นผานวิถีหลัก 3 วิถี คือ วิถี Phosphorylative โดยเอนไซม 
Glycerol kinase สวนอีก 2 วิถี เปนวิถี Oxidative โดยเอนไซม NADP+-linked glycerol 
dehydrogenase หรือ NAD(P+)-linked glycerol dehydrogenase 93 สําหรับยีสต  H. polymorpha ซึ่ง
เปนยีสตในจีนัส Pichia  นั้นมีการแอสสิมิเลชั่นผานวิถี Phosphorylative โดยมีลําดับขั้นตอนการ
เปลี่ยนแปลงดังนี้   
 
 กลีเซอรอล (C3H8O3) ท่ีผานเขาสูเซลลดวยวิธีแอคทีฟทรานสปอรต  จะถูกเปลี่ยนเปนสาร 
glycerol-3-phosphate (C3H9O6P) โดยเอนไซม glycerol kinase เรงปฏิกิริยา  และ ATP ซึ่งขัน้ตอนนี้
เกิดในสวนของไซโตซอล (cytosol) 
 
                      C3H8O3  + ATP                                         C3H9O6P + ADP 
 
 จากนั้น glycerol-3-phosphate เปลี่ยนเปน dihydroxyacetone phosphate (C3H7O6P) โดยมี
เอนไซม glycerol-3-phosphate dehydrogenase เรงปฏิกิริยา  โดยขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงนี้เกิดใน
สวนไมโทคอนเดรีย 
 
         C3H9O6P + FAD   C3H7O6P + FADH2 
 
 ซึ่งสาร dihydroxyacetone phosphate ท่ีไดจากการแอสสิมิเลชั่นกลีเซอรอล  จัดเปนสาร
ตัวกลาง เหมือนกับการแอสสิมิเลชั่นเมทานอล  จากนั้น dihydroxyacetone phosphate จะกลับเขาสู
ไซโตซอลอีกครั้ง  เพ่ือเขาสูวิถ ีglycolysis หรือวิถ ีgluconeogenesis ตอไป ดังแสดงวิถีแอสสมิิเลชั่น
การเปลี่ยนแปลงกลีเซอรอล  ในรูปท่ี 2.12 
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                       รูปท่ี 2.12  วิถีแอสสิมิเลชั่นการเปลีย่นแปลงกลเีซอรอล  โดยเมทิลโลโทรฟกยสีต 
 

การนํากลีเซอรอลมาใชประโยชนทางเทคโนโลยีชีวภาพ  จะคอนขางเปนวิธีที่เหมาะสม 
และกอใหเกิดมลพิษนอยกวาวิธีการสังเคราะหทางเคมี  แตสวนใหญนั้นก็ยังคงนํากลีเซอรอลท่ี
บริสุทธิ์มาใชในกระบวนการหมัก รวมกับจุลินทรีย  เนื่องจากการท่ีมีเมทานอลและตวัเรงปฏกิริยิาที่
เปนกรดหรือดางเขมขนปะปนอยูนั้น  อาจมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียบางกลุม  ท่ีสามารถใช
กลีเซอรอลได  และจากขอมูลในตารางท่ี 2.8 จะเห็นวา  ยีสต Hansenula polymorpha นั้นมี
ความสามารถในการใชท้ังเมทานอลและกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน    ซึ่งเปนสารที่เปน
องคประกอบในกลีเซอรอลดิบ  นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับยีสต H. polymorpha เปนยีสตท่ี
สามารถทนตอเกลือซึ่งมักเปนเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขนสูง (salt tolerant yeast)   โดย
สามารถเจริญในเกลือความเขมขน 2.0 โมลาร (10-12 %) 92 และยังสามารถใชไขมันหรือน้ํามันเพ่ือ
การเจริญของเซลลได  อันจะเปนประโยชนในการเจริญในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลท่ีไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยไมตองผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์  ไปใชเพ่ือผลติมวลชีวภาพ
ซึ่งเปนแหลงโปรตีนท่ีสําคัญแหลงหนึ่งในปจจุบัน 
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บทท่ี 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและสารเคมี 
  

3.1.1 อุปกรณ 
 
 1.  เคร่ืองเขยาผสม (Vortex mixer) รุน Vortex-Genie No.2 ของบริษัท Scientific 
Industries, Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 2.  เคร่ืองควบคมุอณุหภมูแิบบหมุน (rotary incubator shaker) รุน G-25 ของบริษัท New 
Brunswick Scientific Co., Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.  เครือ่งชั่งแบบละเอียด (electronic balance) รุน FX-180 ของบรษิัท A&D ประเทศญี่ปุน 
 4.  เครือ่งชั่งแบบหยาบ (electronic balance) รุน FX-3000 ของบรษิัท A&D ประเทศญี่ปุน 
 5.  เครือ่งปนเหว่ียงแยกชนิดควบคมุอณุหภูมิ (centrifuge) รุน KR-20000T ของบริษัท 
Kubota Corporation ประเทศญีปุ่น 
 6.  เครือ่งปนเหว่ียง (Microcentrifuge) รุน TOMY MC-15A ของบริษัท TOMY SEIKO 
ประเทศญีปุ่น 
 7.  เครือ่งวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน F-13 ของบริษัท HORIBA ประเทศญี่ปุน 
 8.  เครือ่งวัดคาการดูดกลนืแสง (UV-Visible Recording spectrophotometer) รุน Model-
UV160 ของบริษทั Shimadzu ประเทศญี่ปุน 
 9.  เคร่ืองวิเคราะหไนโตรเจนรุน Buchi 345 Distillation unit และรุน Buchi 345 Digestor 
ของบรษิทั Buchi Laboratory Techniques Ltd., ประเทศสวิตเซอรแลนด 
 10.  ตูอบแหง (oven) รุน UL-80 บริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 
 11.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน TE-8D ยี่หอ Tempette ของบริษัท Techne 
ประเทศอังกฤษ 

12.  เคร่ืองวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน NA2000 และเครือ่งบันทึกผล EAGER200 ของ
บริษัท Fisons Instruments ประเทศอังกฤษ   

13.  เคร่ือง HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ประเทศญ่ีปุน  ท่ี
ประกอบดวย 

Pump (LC-8A)   ของบรษิัท Shimadzu ประเทศญีปุ่น 
Detector (RID-6A)  ของบรษิัท Shimadzu ประเทศญีปุ่น 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 43 

Analytical  Column (Aminex HPX-87H) ของบรษิัท Biorad ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
Controller (SLC-8A)  ของบรษิัท Shimadzu ประเทศญีปุ่น 
14.  เคร่ือง GC (Gas  Chromatography)  

 15.  กลองจุลทรรศน (Microscope) รุน CHS ของบรษิัท Olympus Optical ประเทศญ่ีปุน 
 16.  เตาอบไมโครเวฟ (Microwave oven) รุน NE-767C ของบรษิัท Matsushita Electric 
Industrial ประเทศญี่ปุน 
 17.  เตาเผา รุน Cabolite CW F1200 ของบรษิัท Scientific Promotion ประเทศไทย 
 18.  ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ของบรษิัท Sanyo ประเทศญีปุ่น 
 19.  หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) รุน HV-50 ของบรษิัท Hirayama  Manufacturing  
Corporation ประเทศญี่ปุน 
 20. ตูถายเชือ้ (laminar flow) ของบริษัท International Scientific Supply ประเทศไทย 
 21.  ปม (Pump) รุน MPN125 ของบริษัท Thakita Electric Works ประเทศญี่ปุน 

22.  เคร่ืองกวนควบคมุอุณหภมูิ (hot plate stirrer) รุน HS-115 บริษัท หรกิลุ กรุป จํากัด 
ประเทศไทย 

 
 3.1.2 สารเคมี 

 
  สารเคมี     บริษัท     ประเทศ 
Agar (วุนผงตรานางเงือก)   พัฒนสนิเอนเตอรไพรส ไทย 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4)   MERCK  Germany 
Ammoniumdihydrogenphosphate (NH4H2PO4) MERCK  Germany 
Ammonium chloride (NH4Cl)   FLUKA   Switzerland 
Ammonium ferrous sulphate(NH4)2Fe(SO4)2.6H2OMERCK   Germany 
Bacto peptone     DIFCO   U.S.A 
Boric acid (H3BO3)    MERCK  Germany 
Biotin      Dr.Ehrenstorfer GmbH Germany 
Calcium chloride (CaCl2.2H2O)   CARLO ERBA  Italy 
cis-Methyl Oleate (C18:1 ME)   NuCheck  U.S.A   
Chloroform     AJAX LABORATORY  Australia  

CHEMICALS  
Cobalt chloride (CoCl2.6H2O)   FLUKA   Switzerland 
Copper sulfate (CuSO4.5H2O)   FLUKA   Switzerland 
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Diethyl ether     MERCK  Germany 
Ethanol      กรมสรรพสามิต  ไทย   
Glucose (Dextrose)    สยามชัย เคมิคอล ไทย   
Glycerol     SIGMA   Germany 
Heptane      MALLINCKRODT U.S.A 
Hexane      J.T.Baker   U.S.A 
Hydrochloric acid (HCl)    MERCK  Germany 
Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O)  CARLO ERBA  Italy 
Manganese sulfate (MnSO4.H2O)   MALLINCKRODT U.S.A 
Methanol (CH3OH)    MALLINCKRODT U.S.A 
Methyl Linoleate (18:2 ME)   NUCHECK  U.S.A 
Methyl Palmitate (16:0 ME)   ALDRICH  U.S.A 
Methyl Palmitoleate (16:1 ME)   NuCheck  U.S.A 
Methyl Sterate (18:0 ME)   ALDRICH  U.S.A 
Petroleum ether     J.T. BAKER  U.S.A 
Phosphoric acid (H3PO4)    CARLO ERBA  Italy 
Potassium chloride (KCl)   MERCK  Germany 
Potassium hydroxide (KOH)   CARLO ERBA  Italy 
Potassium iodide (KI)    J.T. BAKER  U.S.A 
Potassium sulfate (KSO4)   MERCK  Germany 
Sodium chloride (NaCl)    CARLO ERBA  Italy 
Sodium ethylenediaminetetraacetic acid (Na-EDTA) MERCK  Germany 
Sodium hydroxide (NaOH)       แกรนด เคมิคอล  ไทย   
Sodium molybdate (Na2MoO4.2H2O)  CARLO ERBA  Italy 
Sulfuric acid (H2SO4)    MERCK  Germany 
Thiamin Hydrochloride     SIGMA   Germany 
Urea      MERCK  Germany 
Yeast extract     BIO  SPRINGER France   
Zinc sulfate (ZnSO4.7H2O)   MERCK  Germany 
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3.2 วิธีดาํเนินงานวจิัย 
 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจากยีสต Hansenula polymorpha โดยใช
กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน  ในระดับขวดเขยา  โดยเร่ิมจากการ
เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารที่มีกลูโคสหรือกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปน
แหลงคารบอน  และทําการวิเคราะหกลีเซอรอลดิบซึ่งใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ
ยีสต  ไดแก ปริมาณเนื้อกลีเซอรอล  น้ํามัน  ความชื้น ตลอดจนธาตุและโลหะตางๆ จากนั้นทําการ
ทดลองเลี้ยงยีสตในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลง
คารบอน  ซึ่งดัดแปลงเปนสูตรอาหาร YPG  โดยทําการศึกษาถึงภาวะตางๆ  ที่เหมาะสมสาํหรับการ
เจริญของยีสต คือ ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน ภาวะทาง
กายภาพ ไดแก อุณหภูมิ พีเอชเริ่มตนในอาหาร และความเร็วรอบท่ีใชในการเลี้ยง  จากนั้นทําการ
เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในภาวะที่เหมาะสมในการเจริญในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG เทียบกับการเจริญในอาหาร Mineral Salt Medium ที่มีกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอน  และทําการวิเคราะหองคประกอบของเซลลยีสตท่ีไดจากการเลี้ยงในอาหารสูตรดัดแปลง 
ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน เพ่ือศึกษาองคประกอบตางๆ คือ โปรตีน คารโบไฮเดรต 
ไขมัน ความชื้น เถา กรดไขมัน วิตามิน และกรดอะมิโน  เพ่ือเปนขอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาและ
แปรรูปเซลลยีสตในการนําไปใชประโยชนอื่นๆตอไป 
 
3.3 ข้ันตอนการวิจัย  
 
 3.3.1  จุลินทรียและวัตถุดิบ 
 

- ยีสต Hansenula polymorpha สายพันธุ SH4329 (leu 1) ไดรบัความอนเุคราะหจาก 
Prof. Satoshi Harashima (มหาวิทยาลัย OSAKA, ประเทศญี่ปุน) และ Prof.  J.A.K. W. 
Kiel (มหาวิทยาลัย Groningen, ประเทศเนเธอรแลนด)  และ H. polymorpha สายพันธุ 
NRRL2214 ไดรบัความอนเุคราะหจาก จาก USDA  ประเทศสหรฐัอเมรกิา  โดยเลี้ยง
ในอาหาร Yeast exteact Peptone Dextrose agar (YPD agar) (ภาคผนวก ก) ทําการบม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  แลวเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- กลเีซอรอลดบิ (Crude glycerol) จากโรงงานผลิตไบโอดีเซล 
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3.3.2.  การเตรียมกลาเชือ้  
 

ถายเชื้อยีสต H.  polymorpha ที่เจริญบนอาหาร YPD agar plate ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ลงในอาหาร YPD broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูใน
ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมุน (rotary incubator shaker) ความเร็ว 170 
รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นแยกเซลลออกโดยใชเครื่องเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 5000 รอบตอนาที  นาน 5-10 นาที  เทสวนใสท้ิง  ลางเซลลดวยน้ําปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง  
เตรียมเซลลแขวนลอยในน้ําปราศจากเชื้อ นําไปวัดคาความขุนของเซลลท่ีความยาวคลื่น 660 นาโน
เมตร  แลวคํานวณหาปริมาณกลาเชื้อท่ีตองใชในอาหารสําหรับหมักใหมีความเขมขนของเซลล
เร่ิมตนในอาหารวัดเปนคาความขุนเทากับ 2.0 ตามสูตรคํานวณ 

  
V1    =    (N2 x V2)/N1 

เม่ือ  V1    =    ปรมิาตรกลาเชือ้ท่ีตองใช 
 V2    =    ปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้สําหรับหมกั 
 N1    =    คาความขุนของกลาเชือ้ที่เตรียมในน้ําปราศจากเชือ้ 
 N2    =    คาความขุนของเชื้อเริ่มตนในอาหารสําหรับหมัก 
 
3.3.3  ศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส  หรือ 

กลีเซอรอลบริสุทธ เปนแหลงคารบอน 
 

3.3.3.1 ศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน   

 
โดยถายกลาเชื้อยีสตท่ีเตรียมจากขอ  3.3.2  ลงในอาหาร  YPD ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร  ท่ีมีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  จากนั้นเลี้ยงบนเครื่อง
เขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยาง
ทุกๆ 6 ชั่วโมง หรือ 3 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง  หรือจนกวาเซลลจะเขาสูระยะคงท่ี (stationary 
phase) นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  และนํามาเทียบกับกราฟ
มาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข)  เพ่ือหาน้ําหนักเซลลแหง (กรัม
ตอลิตร) และวิเคราะหปริมาณสารที่เหลือในน้ําหมัก ไดแก กลูโคส ดวยเคร่ือง HPLC นําผลท่ีไดมา
เขียนกราฟเพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารที่มีความเขมขนของกลโูคส
แตกตางกัน 
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3.3.3.2 ศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี 
กลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน   

 
โดยถายกลาเชื้อยีสตท่ีเตรียมจากขอ 3.3.2  ตามปริมาตรตามท่ีคํานวณจากขอ 3.3.2 

ลงในอาหารสูตรดัดแปลง YPG (ดัดแปลงจากสูตรอาหาร YPD โดยมีกลีเซอรอลแทนกลูโคส) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ความเขมขน 1, 3, 5, 7 และ 9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  จากนั้นเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาท ีท่ีอณุหภมู ิ
37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 6 และ 3 ชั่วโมง เปนเวลา 60 ชั่วโมง  หรือจนกวาเซลล
จะเขาสูระยะคงท่ี (stationary phase) นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  
และนํามาเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนักเซลลแหง  เพ่ือหาน้ําหนักเซลล
แหง (กรัมตอลิตร) และวิเคราะหปริมาณสารที่เหลือในน้ําหมัก ดวยเคร่ือง HPLC นําผลท่ีไดมา
เขียนกราฟเพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารท่ีมีความเขมขนของกลีเซ
อรอลแตกตางกันแตกตางกัน  และเปรียบเทียบกับการเจริญของยีสตท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน  
จากขอ 3.3.3.1 

 
3.3.4  วิเคราะหองคประกอบในกลเีซอรอลดบิ  ศกึษาวธีิการเตรียมสูตรอาหารและปริมาณ

ท่ีเหมาะสมของกลีเซอรอลที่ไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการ
ผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  

 
3.3.4.1  วิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดบิ 

 
3.3.4.1.1 วิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล 
 

เตรียมสารละลายกลีเซอรอลดิบความเขมขน 10 % โดยชั่งกลีเซอรอลดิบ 1 
กรัมละลายในน้ํา DI (Deionized water) 10 มิลลิลิตร  ละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน  และนําไปแยก
ตะกอนออกโดยการปนใหท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  จากนั้นนํามากรองตะกอนออกอีกครั้ง
ดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 2  เจือจางใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสม  และทําการฉีดวัด
ปริมาณกลีเซอรอลดวยเคร่ือง HPLC เทียบกับสารละลายมาตรฐานกลีเซอรอล 2 กรัมตอลิตร  เพ่ือ
คํานวณหาปริมาณกลีเซอรอลที่แทจริงในกลีเซอรอลดิบ  ดังแสดงตัวอยางโครมาโตแกรม  และ
ภาวะท่ีใชวิเคราะห ในภาคผนวก ง 
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3.3.4.1.2 วิเคราะหปริมาณน้ํามัน (AOAC1990) 
 

นํากลีเซอรอลดิบมาทําการสกัดน้ํามันดวยเอทานอลและเฮกเซน  โดยชัง่กลเีซ
อรอลมา 50 กรัม  จากนั้นละลายในเอทานอล 95 % ปริมาตร 100 มิลลิลิตรและเติมเฮกเซนลงไป 
100 มิลลิลิตร ทําการสกัดในกรวยแยก  เขยาใหเขากัน  ต้ังท้ิงไว ประมาณ 2 ชั่วโมง  เก็บสวนใสชั้น
บนซึง่เปนชั้นท่ีน้ํามันละลายในเฮกเซนเก็บไว  และนําสวนลางมาทําการสกัดดวยเฮกเซนอกี  2 ครัง้ 
จากนั้นนําชั้นน้ํามันท่ีละลายในเฮกเซนจากการสกัดท้ัง 3 ครั้ง ไปทําการระเหยเฮกเซนออก  ดวย
เครื่องทําใหระเหยเปนไอ (evaporator)  และนําไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมง  ชั่งน้ําหนักและคํานวณหาปริมาณน้ํามันในกลีเซอรอลดิบ 

 
3.3.4.1.3 วิเคราะหปริมาณความช้ืน  (AOAC1990) 
 

โดยนํากลีเซอรอลดิบ 3-5 กรัม  ใสในภาชนะท่ีทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  นํา
ตัวอยางไปอบท่ีอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง  นําตัวอยางออกจากตูอบมาไวใน
ภาชนะกันความชื้น  ท้ิงไวใหเย็น  และชั่งน้ําหนัก  นําตัวอยางไปอบซ้ําอีกประมาณ 30 นาที  หรือ
จนกระท่ังน้ําหนักคงท่ี คํานวณหาปริมาณความชื้น จากสูตร 

 
ปริมาณความชื้น (รอยละ)   = (W1 – W2) x 100  
               W1 

 
W1  = น้ําหนักกลเีซอรอลดิบกอนอบ 
W2 =  น้ําหนักกลเีซอรอลดิบหลงัอบ 

 
3.3.4.1.4  วิเคราะหชนิดและเปอรเซ็นตกรดไขมัน  
  

โดยนําน้ํามันท่ีสกัดไดจากขอ 3.3.4.1.2 มาวิเคราะหชนิดและเปอรเซ็นตกรด
ไขมันในรูปเมทิลเอสเทอร  โดยดูดน้ํามันปริมาตร 0.02 – 0.04 กรัมใสในขวดกนกลมขนาดเล็ก  
เติมสารละลาย 0.5 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอล ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และนํามา
ประกอบเขากับชุดรีฟลักซ  ทําการรีฟลักซ 15 นาที   เติมสารละลายโบรอนฟลูโอไรด(BF3)ในเมทา
นอล ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  และทําการรีฟลักซตออีก 3 นาที  จากนั้นเติมสารเฮปเทน  ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร  และทําการรีฟลักซ 1 นาที  ปลอยใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 10-15 นาที ถอดขวดกนกลมจาก
ชุดรีฟลักซ   นํามาเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดอิ่มตัวใหสูงถึงระดับปากขวด  และดูดชั้นบนซึ่ง
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เปนชั้นท่ีมีเมทิลเอสเทอรละลายอยูในเฮปเทน  ใสในขวดแกวฝาเกลียวขนาดเล็ก  นําไปวิเคราะห
ชนิดและเปอรเซ็นตกรดไขมันดวยเครื่อง GC (Gas  Chromatography) 

 
3.3.4.1.5  วิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุในกลเีซอรอลดิบ   
 

นํากลีเซอรอลดิบมาวิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุ  โดยวิเคราะหธาตุ
คารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจน ดวยเครื่อง  NA (CHNS/O Analyzer)  ท่ีสถาบัน
เทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  วิเคราะหปริมาณโซเดียม
ดวยเครื่อง ICP (Inductively Couple Plasma)  ที่สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน  และวิเคราะหชนิดและปริมาณของธาตุอื่นๆ ดวยเครื่อง XRF 
(X-Rayfluorescence)  ท่ีศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   
 

3.3.4.1.6  วิเคราะหปริมาณเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ 
 

นํากลีเซอรอลดิบมาวิเคราะหปริมาณเบตาแคโรทนีดวยเครือ่ง HPLC เทียบกับ
สารมาตรฐานเบตาแคโรทีน  โดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภณัฑอาหาร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 
 

3.3.4.2  ศึกษาวธีิการเตรียมสตูรอาหารดัดแปลงท่ีมีกลีเซอรอลดบิเปนแหลงคารบอน 
 

โดยใชอาหารท่ีดัดแปลงจากสูตร YPD medium ท่ีมีสารสกัดจากยีสต (yeast 
extract) 1 %  และเพปโทน (peptone) 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  และมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอนแทนกลูโคส  โดยนํากลีเซอรอลดิบมาละลายในน้ํา DI ตามความเขมขนท่ีตองการ   ละลาย
ใหเปนเนื้อเดียวกัน  โดยใชความรอนประมาณ 80 องศาเซลเซียส เพ่ือชวยใหละลายไดดีขึ้น  
จากนั้นนําไปแยกตะกอนออกโดยการปนใหตกตะกอนท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  และนําไป
กรองตะกอนออกอีกคร้ังดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 2  จากนั้นนํามาเติมสารสกัดจากยีสต  
และเพปโทน  ทําการปรับพีเอช ใหอยูในชวง 6.0-6.05 ดวยกรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) นาํไป
ผานการฆาเชื้อภายใตสภาวะมาตรฐาน  ซึ่งอาหารท่ีเตรียมโดยการใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอนแทนกลูโคส  ในงานวิจัยนี้จะเรียกวา สูตรอาหารดัดแปลง YPG 
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3.3.4.3 ศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลติ 
ไบโอดเีซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  
 

โดยถายกลาเชื้อยีสตตามปริมาตรตามท่ีคํานวณจากขอ 3.3.2 ลงในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในฟลากสขนาด 250 มิลลิลิตร  โดยแปรผันปริมาณ
กลีเซอรอลดิบในชวง 1-10 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เลี้ยงบนเคร่ืองเขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 
250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง ท่ีเวลา 0-60 
ชั่วโมง จากนั้นเก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงท่ีเวลา 60-84 ชั่วโมง นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  หาน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปรมิาณสารที่เหลือ ไดแก กลเีซอรอล
ดวยเคร่ือง HPLC ปริมาณไนโตรเจนดวยวิธีเจลดาหล (Kjeldahl Method) และปริมาณน้ํามันดวย
การละลายและสกัดดวยเอทานอลและเฮกเซน  (ภาคผนวก ข) นําผลที่ไดมาเขียนกราฟแสดงการ
เติบโต  คัดเลือกปริมาณแหลงคารบอนท่ีเหมาะสม สําหรับเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีน
เซลลเด่ียวของยีสต 
 

3.3.5  ศึกษาชนดิ ปริมาณของแหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ  พีเอชเริ่มตน และความเร็วรอบใน
การเขยา  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  

 
3.3.5.1 ศึกษาชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน  ท่ีเหมาะสมตอการผลติเซลลยีสต  

H.  polymorpha 
   

โดยถายกลาเชื้อยีสตท่ีเตรียมจากขอ 3.3.2  ลงในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
สารสกัดจากยีสต ความเขมขน 1 %  และความเขมขนของกลีเซอรอลท่ีเหมาะสมจากการทดลองใน
หัวขอ 3.3.4.3 เปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน 
ไดแก ยูเรีย (Urea) แอมโมเนียมคลอไรด (Ammonium chloride) แอมโมเนียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate) และแอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulphate)  
แทนเพปโทน 2 %  ท่ีเปนองคประกอบเดิมในอาหาร  โดยปรับความเขมขนของแหลงไนโตรเจน
ท้ัง  4 แหลง  ใหมีปริมาณของไนโตรเจน (กรัมไนโตรเจนตอลิตร) เทียบเทากับปริมาณไนโตรเจน
ในเพปโทน 2% โดยคํานวณจากสูตรทางเคมีและจากการหาปริมาณไนโตรเจนดวยวิธีเจลดาหล 
(Kjeldahl Method) (ภาคผนวก ข) ซึ่งความเขมขนเริ่มตนของแหลงไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง ท่ี
คํานวณและวิเคราะหไดคือ ยูเรีย 0.92 %   แอมโมเนียมคลอไรด 1.33 %  แอมโมเนียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 2.16 %   และแอมโมเนียมซัลเฟต 1.60 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  จึงทําการผันแปรปริมาณ
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ของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ  ดังนี้  ยูเรีย  0 - 0.92 %  แอมโมเนียมคลอไรด 0 - 1.33 %  
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0 - 2.16 %  และแอมโมเนียมซัลเฟต 0 - 1.60 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร)  ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 จากนั้นเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวย
ความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยาง  และวิเคราะหดังการ
ทดลอง 3.3.4.3 นําผลท่ีไดมาเขียนกราฟแสดงการเติบโต  คัดเลือกชนิดและปริมาณของแหลง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม สําหรับเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวของยีสต 
 

3.3.5.2  ศึกษาอุณหภูมิ  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  polymorpha 
    

ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเจริญของยีสต H.  polymorpha โดยทําการเลี้ยง
เชื้อในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  ชนิดและปริมาณของแหลง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจากท่ีทดลองมา   ทําการปรับพีเอชเริม่ตนของอาหารเปน 6.0 เลี้ยงบนเครื่อง
เขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที  โดยผันแปรคาอุณหภูมิในการเจริญเปน 30, 37 และ 
42 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหดังการทดลอง 3.3.4.3 
 

3.3.5.3 ศึกษาคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเล้ียงเช้ือ  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  
polymorpha 
  

ศึกษาอิทธิพลของพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญของยีสต H.  polymorpha  
โดยทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  ชนิดและ
ปริมาณของแหลงไนโตรเจน  ตลอดจนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจากท่ีทดลองมา   ทําการผันแปรคาพี
เอชเร่ิมตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 4, 5, 5.25, 5.50, 5.75, 6 และ 7 เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวย
ความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหดังการ
ทดลอง 3.3.4.3 
   

3.3.5.4 ศึกษาคาความเร็วรอบในการเขยา  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  
polymorpha 
 

ศึกษาคาความเร็ วรอบในการ เขยา ท่ี เหมาะสมตอการ เจริญของ ยีสต H.  
polymorpha โดยทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  
ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน  อุณหภูมิ  ตลอดจนพีเอชเริ่มตนในอาหารท่ีเหมาะสมจากท่ี
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ทดลองมา   ทําการผันแปรคาความเร็วรอบในการเขยา 200 , 250 และ 300 รอบตอนาที  จากนั้นเกบ็
ตัวอยางและวิเคราะหดังการทดลอง 3.3.4.3 

 
3.3.6  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG และ

อาหาร Mineral Salt Medium  
 

โดยทําการเลี้งยีสต H.  polymorpha ในอาหาร Mineral Salt Medium ท่ีอางอิงจาก
เอกสารสิทธิบัตรอเมริกา (United States Patent, No. 6,204,012 B1) ซึ่งสูตรอาหารแสดงไวใน
ภาคผนวก ก เลี้ยงในอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในฟลาสกปริมาตร 250 มิลลิลิตร  พีเอช
เร่ิมตน 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง
เพ่ือหาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณกลีเซอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ  เพ่ือเปรียบเทียบกับการเจริญ
ของยีสตในอาหารสูตรดัดแปลง YPG  

 
3.3.7  วิเคราะหองคประกอบในเซลลยีสต H.  polymorpha 
 

โดยนําเซลลยสีตทีเ่ลีย้งในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีปริมาณกลเีซอรอลดิบ  
ตลอดจนชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญ  มาทําการวิเคราะห
องคประกอบทางอาหารในเซลล  ดังนี ้
   

3.3.7.1  วิเคราะหปริมาณโปรตีน ไขมัน เถา ความชื้น คารโบไฮเดรต 
 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Kjeldahl  Method)  ไขมัน ความชื้น เถา  และ
คารโบไฮเดรต (AOAC 2000) ที่เปนองคประกอบในเซลลยีสต H.  polymorpha ซึ่งวิธีการวิเคราะห  
แสดงในภาคผนวก ข  
 

3.3.7.2  วิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมัน 
 

ทําการวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันที่เปนองคประกอบในเซลลยีสต H.  
polymorpha โดยเปลี่ยนใหอยูในรูปเมทิลเอสเทอร (Methyl  ester)  ดังแสดงในภาคผนวก ข แลวทํา
การฉีดวิเคราะหดวยเคร่ือง GC (Gas Chromatography) 
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3.3.7.3 วิเคราะหกรดอะมิโน  และวิตามิน 
    

ทําการวิเคราะหกรดอะมิโนดวยวิธี AOAC (2000) และวิเคราะหวิตามินบี 1, 2,6 
ดวยวิธี JAFC (1984), วิตามินบี 3 ดวยวิธี JAOAC (1993), วิตามินบี 5 บี12 ดวยวิธี (AOAC) 2000 
วิตามินบี 8 บี 9 ดวยวิธี (AOAC) 1996 โดยบริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากัด 
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บทท่ี  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

งานวิจัยนี้ทําการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเลี้ยงยีสต  Hansenula polymorpha เพ่ือการ
ผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว  โดยการใชกลีเซอรอลดิบจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลง
คารบอน  ทําการแปรผันคาปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพท่ีไดจาก
การเพาะเลี้ยงยีสตในระดับขวดเขยา  เพ่ือเปนการเพ่ิมศักยภาพการใชประโยชน  และเพ่ิมมูลคา
วัตถุดิบที่มีมูลคาตํ่า  อีกท้ังยังทําการศึกษาองคประกอบของเซลลยีสตท่ีไดจากการเลี้ยงในอาหาร
สูตรดัดแปลง YPG เพ่ือเปนขอมูลในการท่ีจะพัฒนาและนําไปใชประโยชนในรูปตางๆ เชน สาร
สกัดจากยีสต  เบตากลูแคนจากยีสต เปนตน   
 
4.1 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha  ในอาหารท่ีมีกลูโคส หรือกลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน 
  

4.1.1 การเจริญของยีสต H.  polymorpha  ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
   

 
 

รูปที่ 4.1  ยีสต H. polymorpha สายพันธุ SH4329 ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง YPD เปนเวลา 2 วัน 
 

ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ SH4329 ในอาหารเหลว YPD ที่มีกลูโคสเปน
แหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของกลูโคสเปน 2 และ 3 % (น้ําหนักตอปริมาตร) แลว
ติดตามการเจริญของเชื้อทุกๆ 6 และ 3 ชั่วโมง จนครบ 48 ชั่วโมง  นํามาวัดการเจริญในรูปความขุน
ของเซลลทีค่วามยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  เทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนัก
เซลลแหง (กรัมตอลติร) ในภาคผนวก ค ไดขอมูลดังแสดงในรูปที่ 4.2-4.6 และตารางท่ี 4.1 
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รูปที่ 4.2 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน   
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รูปที่ 4.3 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลูโคส กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  
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y = -0.3839x + 8.7029
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y = -0.3896x + 12.6
R2 = 0.9703
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(ง) ชวง log phase 

(ข) ชวง log phase 

(ค) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสดุ 

(ก) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสดุ 

รูปท่ี 4.4  ความสัมพันธระหวางปริมาณกลูโคสตอปริมาณเซลลทีมี่อยูในน้ําหมัก ก, ข ท่ีกลูโคสเร่ิมตน 2 % 
  ความสัมพันธระหวางปริมาณกลูโคสตอปริมาณเซลลทีมี่อยูในน้ําหมัก ค, ง ที่กลูโคสเริ่มตน 3 % 
  ในการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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y = 0.2161x + 1.5269
R2 = 0.9015
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y = 0.2945x + 0.5642
R2 = 0.9818
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รูปท่ี 4.5  ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลท่ีมีอยูในน้ําหมัก  กับเวลา ก, ข ท่ีกลูโคสเริ่มตน 2 % 
  ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลท่ีมีอยูในน้ําหมัก  กับเวลา ค, ง ท่ีกลโูคสเร่ิมตน 3 % 
  ในการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

(ก) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้าํหนกัเซลลแหงสูงสดุ 

(ค) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสดุ 

(ข) ชวง log phase  

(ง) ชวง log phase 
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y = 0.0897x + 0.1003
R2 = 0.955
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y = 0.0889x + 0.1119
R2 = 0.9503
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ตารางท่ี 4.1 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนกัตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน  พีเอช

เร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซียส 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลูโคส) 

อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

กลูโคส 
(%, w/v) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

2 8.67± 0.18 39 0.0897 0.3762 0.3839 0.2161 0.3014 
3 11.85± 0.16 36 0.0889 0.3896 0.3896 0.2945 0.2945 

รูปท่ี 4.6 ความสัมพันธระหวางคาลอกาลิทึมฐาน e  ของน้าํหนักเซลลแหง กับเวลา ทีก่ลูโคส 2 % (ก) และ ท่ี
กลูโคส 3 % (ข)  ในการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน 
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ในการทดลองกลาเชื้อท่ีใชมาจากการเลี้ยงเปนเวลา 20-24 ชั่วโมง  ในอาหาร YPD ท่ีมี
กลูโคสเปนแหลงคารบอน  ซึ่งเปนชวงที่อยูในระยะ log phase เมื่อนํากลาเชื้อไปใชในการศึกษา
การเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคส 2 และ 3 % ซึ่งเปนแหลงคารบอนเดียวกันกับท่ีใชแตรียมกลาเชื้อ  
ยีสตจะมีความสามารถปรับตัวเขากับสภาวะแวดลอมใหมและเจริญไดดี  ทําใหมีระยะ lag phase ท่ี
สั้นหรืออาจไมมีระยะ lag phase 56  และจากการทดลองพบวา เมื่อเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 
ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคสเปน 2 % เชื้อจะเจริญแบบทวีคูณ (log phase) จนถึงชั่วโมงท่ี 
24 และเร่ิมเขาสูระยะของการเจริญแบบคงท่ี (stationary phase)  ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 
8.67  กรัมตอลิตร ที่เวลา 39 ชั่วโมง  และท่ีความเขมขนของกลูโคส 3 % เชื้อจะเจริญแบบทวีคูณ
จนถึงชั่วโมงท่ี 36 ซึ่งเปนจุดท่ีใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดคือ 11.85 กรัมตอลิตร และเริ่มเขาสูระยะ
การเจริญแบบคงท่ี   

เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ซึ่งคํานวณในชวงระยะ log phase ดังแสดงในรูป
ท่ี 4.6 และตารางท่ี 4.1 พบวา  การเจริญที่กลูโคส 2 และ 3 % มีคาท่ีไมแตกตางกันมากนัก  แมวาท่ี
ความเขมขนกลูโคส 3 % จะใหน้ําหนักเซลลแหงสูงกวา แตก็ใชเวลาในการเขาสูระยะ log phase 
นานกวาท่ีกลูโคส 2 % ดังนั้นคาอัตราการเจริญจําเพาะของการเจริญของยีสต H. polymorpha 
SH4329 ท่ีกลูโคส 2 และ 3 % จึงมีคาใกลเคียงกัน 

เมื่อพิจารณาถึงคาผลผลิตมวลเซลล (Yield) ท่ีไดจากความสัมพันธระหวางปริมาณ
กลูโคสท่ีใช กับน้ําหนักเซลลแหงท่ีได  และคาอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ท่ีไดจาก
ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา  โดยแบงการคํานวณเปน 2 ชวงคือ ชวงเร่ิมตนใน
การเลี้ยงจนไดน้ําหนักเซลลสูงสุด  กับชวงท่ีเซลลอยูในระยะ log phase ดังแสดงในรูป 4.4  และ 4.5 
โดยคาผลผลิตมวลเซลล และอัตราผลผลิตมวลเซลล ท้ัง 2 ชวงนี้  จะเปนขอมูลพ้ืนฐานที่สําคัญ
ขอมูลหนึ่งในการเลี้ยงยีสตในระดับถังหมัก  ซึ่งโดยท่ัวไปคาผลผลิตมวลเซลลและอัตราผลผลิต
มวลเซลล เม่ือคํานวณตั้งแตเริ่มตนจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด จะมีคาต่ํากวา  ท่ีคํานวณในชวง 
log phase เนื่องจากเซลลมีการเจริญในระยะ lag phase และมีการนํากลูโคสหรือแหลงคารบอนไป
ใชในระยะนี้  แตหากมีคาใกลเคียงกันก็สามารถบงบอกถึงการมีระยะ lag phase ท่ีสั้นหรืออาจไมมี
ระยะ lag phase เลย  และจากการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ท่ีกลูโคส 2 % จะเห็นวา
คาผลผลิตมวลเซลลเมื่อคํานวณต้ังแตเริ่มตนจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด  กับชวงระยะ log phase 
มีคาท่ีใกลเคียงกัน คอื 0.3762 และ 0.3839  สวนอัตราผลผลิตมวลเซลล เมื่อคาํนวณต้ังแตเริม่ตนจน
ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด  มีคาตํ่ากวาชวงระยะ log phase  คือ 0.2161 และ 0.3014  สวนท่ีกลูโคส 
3 % คาผลิตมวลเซลลและอัตราผลผลิตมวลเซลล  เม่ือคํานวณตั้งแตเริ่มตนจนไดน้ําหนักเซลลแหง
สูงสุด  กับชวงระยะ log phase มีคาเทากัน คือ 0.3896 และ 0.2945 
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4.1.2 การเจริญของยีสต H.  polymorpha  ในอาหารสูตรดดัแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอล 
บริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน 

 
ทําการเลี้ยงยีสต H.  polymorpha สายพันธุ SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี

กลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลบริสุทธิเ์ปน 1, 3, 5, 
7 และ 9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ปรับพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 แลวติดตามการเจริญของเชื้อ
ทุกๆ 6 และ 3 ชั่วโมง จนครบ 60 ชั่วโมง  นํามาวัดการเจริญในรูปความขุนของเซลลท่ีความยาว
คลื่น 660 นาโนเมตร  เทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอ
ลิตร) ในภาคผนวก ค  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลท่ีเหลือในน้ําหมัก  เพ่ือนําขอมูลมาเขียน
กราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.7, 4.8 และ 4.9 และคํานวณคาอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงในตารางท่ี  4.2 
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รูปที่ 4.7 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลเีซอรอลบรสิทุธิ์ 1-9 % (น้ําหนกัตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   
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รูปที่ 4.8 ความสมัพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยสีต H. 

polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลบรสิุทธิ์ 1-9 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.9 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของยสีต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูร

ดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน
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ตารางท่ี 4.2 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลบรสิุทธิ์ 1-9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน

แหลงคารบอน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิูในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซียส 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

กลเีซอรอล 
บริสุทธิ ์
(%, w/v) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

1 8.11 ±0.34 42 0.0399 0.5727 0.5727 0.1512 0.1512 
3 16.02 ±0.22 48 0.0485 0.5419 0.6058 0.2740 0.2860 
5 17.42 ±0.16 48 0.0819 0.5036 0.5744 0.3344 0.4907 
7 18.83 ±0.17  48 0.0849 0.5907 0.6199 0.3661 0.5416 
9 17.50 ±0.20 42 0.0810 0.6218 0.6476 0.3813 0.4663 
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โดยปกติในการเจริญของยีสตในอาหารที่มีแหลงคารบอนแตกตางจากท่ีใชเตรียมกลา
เชื้อ  ยีสตจะมีการปรับตัวเขากับภาวะแวดลอมใหม  และในการทดลอง  กลาเชื้อท่ีเจริญในอาหารท่ี
มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน  จะมีเมแทบอลิซึมกลูโคสผานเขาสูวิถีไกลโคไลซิส และยีสตในกลุม
เมทิลโลโทรฟกสยีสตจะมีการเมแทบอลิซึมน้ําตาลกลูโคสไดดีและคอนขางรวดเร็ว 56  เม่ือนํากลา
เชื้อยีสตมาทําการเลี้ยงในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน  ยีสตจะมีเมแทบอลิซึมของการ
ใชกลีเซอรอลท่ีแตกตางไป คือ กลีเซอรอลผานเขาสูเซลลดวยวิธีแอคทีฟทรานสปอรต  จะถูก
เปลี่ยนเปน glycerol-3- phosphate โดยเอนไซม glycerol kinase และเปลี่ยนเปน dihydroxyacetone 
phosphate ดวยเอนไซม glycerol-3- phosphate dehydrogenase แลวเขาสูวิถี glycolysis ในขณะท่ี
การเจริญในกลูโคส  จะมีเมแทบอลิซึมเขาสูวิถี glycolysis ไดโดยตรง  ดังนั้นเซลลจึงตองใชเวลาใน
การปรับตัวเขากับภาวะสารอาหารใหม  แตในบางครั้งหากใชปริมาณกลาเชื้อในชวง 3-10 % ของ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  จะชวยลดระยะพักตัว (lag phase) ทําใหใชเวลาในการเจริญสั้น 56 

จากผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % เปนแหลงคารบอน   พบวายีสตสามารถเจริญไดในทุกความ
เขมขนของกลีเซอรอล  และมีแนวโนมการเจริญเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของกลีเซอรอลที่สูงขึ้น  
ต้ังแต 1-7 % คือใหน้ําหนักเซลลแหง 8.11, 16.02, 17.42 และ 18.83 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 42, 48, 48 
และ 48 ชั่วโมง สวนการเจริญท่ีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 9 %  น้ําหนักเซลลแหงท่ีไดมีคาลดลงคือ 17.50 
กรัมตอลิตร    และเม่ือพิจารณาปริมาณกลีเซอรอลที่ยีสตใชเปนแหลงคารบอนเพ่ือการเจริญ  พบวา
ยีสตท่ีเจริญในกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1 % นั้นมีการใชกลีเซอรอลในน้ําหมักไดหมด  ต้ังแตชัว่โมงท่ี 39 
ทําใหขาดแหลงคารบอนในการเจริญ  จึงมีการเจริญท่ีคอนขางต่ํา  สวนการเจริญของยีสตในอาหาร
ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 3-9 % นั้น  แมวายีสตจะมีแนวโนมการเจรญิทีค่อนขางดี  แตกพ็บวามีการใช
กลีเซอรอลไดในชวง 26.9319 – 30.9990 กรัมตอลิตร  ทําใหมีกลีเซอรอลบางสวนเหลือในน้ําหมัก   

เมื่อคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ซึ่งคํานวณในชวงระยะ log phase ของการเจริญ
ในกลีเซอรอลบริสุทธิ์ท่ีความเขมขนตางๆ  ดังรูปท่ี 4.9 พบวา ท่ีความเขมขนของกลเีซอรอลบรสิทุธิ ์
ต้ังแต 1-7 % อัตราการเจริญจําเพาะของยีสตมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น คือ 0.0399, 0.0485, 0.0819 และ 
0.0849 ตอชั่วโมง ตามลําดับ  และคาอัตราการเจริญจําเพาะมีคาลดลงท่ีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 9 % คือ 
0.0810 ตอชั่วโมง 

เมือ่พิจารณาถึงคาผลผลิตมวลเซลล (Yield) ที่ไดจากความสัมพันธระหวางปริมาณ 
กลเีซอรอลท่ีใช กบัน้ําหนกัเซลลแหงที่ได ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 พบวาการเจริญของยีสต H. 
polymorpha SH4329ในอาหารท่ีมีกลเีซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % มีคาไมแตกตางกันมากนกั  คือ อยู
ในชวง 0.5036-0.6218 ตลอดการหมักจนไดจนไดความเขมขนของเซลลสูงสดุ  และ 0.5727-0.6476 
ในระยะ log phase และเม่ือพิจารณาถึงคาอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) พบวา ที่ความ
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เขมขนของกลีเซอรอลบริสุทธิ ์ ตั้งแต 1-7 % ยีสตจะมีอัตราผลผลติมวลเซลลในแนวโนมท่ีเพ่ิมขึ้น 
สวนการเจริญท่ีกลเีซอรอลบริสุทธิ ์9 % อัตราผลผลิตมวลเซลลจะมีคาลดลง  เชนเดียวกับอัตราการ
เจริญจําเพาะ 

 ซึง่ขอมลูท่ีไดจากการทดลองการเจริญของยสีต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % เปนแหลงคารบอน  จะเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญใน
การทดลองเลีย้งยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดดัแปลงท่ีมีกลแีซอรอลดิบ  ซึ่งเปน
ผลผลติพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล เปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ 
 
4.2 วิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดบิ  ศึกษาวิธกีารเตรียมสูตรอาหารและปริมาณท่ีเหมาะสม
ของกลเีซอรอลดบิท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิตเซลล
ยีสต H.  polymorpha  
  

4.2.1 วิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดบิที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
 

โดยท่ัวไปกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล    จะมีสิ่งเจือปน เชน 
ตัวเรงปฏิกิริยา (กรดหรือดาง) แอลกอฮอล ไขมัน กรดไขมันอิสระ  ความชื้น  สบู และสิ่งเจือปน
อื่นๆ  ท่ีมาจากกระบวนการผลิตคอนขางสูง  จึงไดทําการวิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดิบ
เพ่ือทราบถึงองคประกอบหลักและปริมาณ  กอนท่ีจะนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงยีสต 
H.  polymorpha  ดังนี้ 

 
4.2.1.1 วิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  น้าํมัน  ความช้ืน  ชนดิและปริมาณกรดไขมัน 

 
กลเีซอรอลดิบท่ีนํามาใชในการทดลอง  เปนผลผลติพลอยไดจากโรงงานผลิต 

ไบโอดีเซลขนาดเล็ก  โดยลักษณะทางกายภาพพบวา  จับตัวเปนกอน  สีน้ําตาลเขมอมเหลือง  มีไข
สบูและน้ํามันเจือปนมา  เม่ือสังเกตุดวยตาเปลา และมีกลิ่นของแอลกอฮอลเล็กนอย  ดงัแสดงในรูป 
4.10 
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รูปท่ี 4.10  กลีเซอรอลดิบท่ีใชในการทดลอง 
 

เม่ือทําการวิเคราะหปริมาณเนื้อกลีเซอรอล  น้ํามัน ความชื้น ในกลีเซอรอลดบิตาม
วิธีในขอ 3.3.4.1  พบวา  มีปริมาณเนื้อกลีเซอรอลอยู 54.72  ±1.13 %  ปริมาณน้ํามัน 7.05 ±1.02 % 
ความชื้น 16.09  ± 1.19 %  และอื่นๆ 22.16 %  ดังแสดงคาในตาราง 4.3 

 
ตารางท่ี 4.3  ปริมาณกลเีซอรอล  น้ํามัน ความชื้น (% โดยน้ําหนักเปยก) ทีเ่ปนองคประกอบใน 
กลเีซอรอลดิบ 
 

   
จากนั้นไดทําการวิเคราะหชนิดของกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบในน้ํามันท่ีสกัด

ไดจากกลีเซอรอลดิบ  โดยใชวิธีการเปลี่ยนใหอยูในรูปเมทิลเอสเทอร  และทําการวิเคราะหโดย
เครื่อง GC (Gas  Chromatography) ตามวิธีในขอ 3.3.4.1.4  และภาวะท่ีใชดังแสดงในภาคผนวก ง 
รูปท่ี ง.5 ซึ่งผลการวิเคราะหพบวา  มีชนิดของกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบหลักอยู 3 ชนิด คือ 
กรดไขมันปาลมิติก 41.88 %  กรดไขมันโอเลอิก 40.84 %  และกรดไขมันสเตียริก 4.82 %  ดัง
แสดงผลในรูปท่ี 4.11 และตารางท่ี 4.4 

องคประกอบ เปอรเซน็ต (%) วิธีวิเคราะห 
กลเีซอรอล (glycerol) 54.72  ±1.13 HPLC 
น้ํามัน (Oil) 7.05   ± 1.02 (AOAC1990) 
ความชื้น (Moisture) 16.09  ± 1.19 (AOAC1990) 
อื่น ๆ (Others) 22.16  - 
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รูปที่ 4.11  โครมาโตแกรมของกรดไขมัน ท่ีเปนองคประกอบในน้ํามันท่ีสกดัไดจากกลีเซอรอลดิบ
ท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง GC (Gas  Chromatography) 
 
ตารางที่ 4.4  ชนิดและปริมาณของกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบในน้ํามันทีส่กดัจากกลเีซอรอลดิบ 
 

 
 
 
 

 
และเมื่อทําการเปรียบเทียบชนิดและปริมาณ (%) กรดไขมันท่ีเปนองคประกอบใน

น้ํามันท่ีสกัดไดจากกลีเซอรอลดิบ  กับท่ีมีในน้ํามันชนิดตางๆพบวา  ชนิดและปริมาณของกรด
ไขมันท่ีทําการวิเคราะหมีคาท่ีใกลเคียงกับชนิดและปริมาณของกรดไขมนัท่ีมีอยูในน้ํามนัปาลมมาก
ท่ีสุด  ดังแสดงการเปรียบเทียบในตารางที่ 4.5 

 
 
 
 
 
 
 

ชนดิกรดไขมัน เปอรเซน็ต 
ปาลมิติก (Palmitic, 16:0)   41.88 
สเตียริก (Stearic, 18:0)   4.82 
โอเลอกิ (Oleic, 18:1)   40.84 

C16:0 

C18:0 

C18:1 
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ตารางท่ี 4.5  เปรียบเทียบชนิดและปริมาณ (%) กรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันท่ีสกัดไดจาก
กลเีซอรอลดิบ  กับน้ํามันชนิดตางๆ 
 

a  ท่ีมา  Codex Standard for Named Vegetable Oils  Codex-Stan 210  
 

4.2.1.2 วิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุในกลเีซอรอลดบิ 
 
ไดทําการวิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุในกลีเซอรอลดิบ  โดยทําการวิเคราะห

ปริมาณคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจนดวยเครื่อง NA (CHNS/O Analyzer) จากการวิเคราะห
พบวามีปริมาณธาตุคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจน เปน 44.13, 9.03 และ 1.34 % ตามลําดับ  
ดังแสดงโครมาโตแกรมในรูปท่ี 4.12 และตารางท่ี 4.6  โดยคารบอน และไฮโดรเจนเปนธาตุ
พ้ืนฐานท่ีเปนองคประกอบของสารอินทรีย  โดยมาจากกลีเซอรอล (C3H5(OH)3) และน้ํามัน  สวน
ธาตุไนโตรเจนท่ีวิเคราะหไดในกลีเซอรอลดิบนั้น  อาจจะมาจากน้ํามันปาลมท่ีนํามาใชในการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตไบโอดีเซล  ซึ่งการสกัดน้ํามันปาลมในอุตสาหกรรมโดย
สวนใหญนั้น  จะนําทะลายปาลมน้ํามันท่ีสุกไดท่ีแลว ผานกระบวนการใหความรอน เพ่ือหยุด
ขบวนการเมแทบอลิซึม โดยมากใชการผานการอบไอน้ําแบบมีความดัน  แลวนํามาผานการบีบเอา
น้ํามันจากเปลือกนอก  ซึ่งขั้นตอนนี้อาจมีสวนของโปรตีน (มีไนโตรเจนเปนองคประกอบ) ท่ีเปน
องคประกอบของผลปาลมปนมาดวย  น้ํามันท่ีไดผานการกรอง แยกน้ําออกดวยเครื่องเหว่ียงหนี
ศูนยกลางแบบตอเนื่อง จะไดน้ํามันดิบและนําไปกลั่นใสตอไป 94 

เปอรเซน็ตกรดไขมนั 
น้ํามัน ปาลมิตกิ 

(Palmitic, C16:0) 
โอเลอกิ 

(Oleic, C18:1) 
สเตียรกิ 

(Stearic, C18:0) 
น้ํามันจากกลเีซอรอลดิบ 41.88 40.84 4.82 
น้ํามันปาลม a 39.3-47.5 36.0-44.0 3.5-6.0 
น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน a 5.0-7.6 14-39.4 2.7-6.5 
น้ํามันถั่วเหลอืง  a 8.0-13.50 17.0-30.0 2.0-5.4 
น้ํามันมะพราว  a 7.5-10.2 5.0-10.0 2.0-4.0 
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รูปที่ 4.12  โครมาโตแกรม แสดงปริมาณธาตุคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจนทีเ่ปน
องคประกอบในกลเีซอรอลดิบ วิเคราะหดวยเคร่ือง NA (CHNS/O Analyzer) 
 

 ดวยขอจํากัดของเครื่อง NA (CHNS/O Analyzer) ท่ีไมสามารถวิเคราะหธาตุ
ออกซิเจนได วิเคราะหไดเพียงคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจน  เทานั้น  จึงไดทําการวิเคราะห
ชนิดและปริมาณของธาตุอื่นๆในกลีเซอรอลดิบ  ดวยเคร่ือง XRF(X-Rayfluorescence)  ซึ่งเปน
เครื่องท่ีสามารถวิเคราะหธาตุตางๆท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลมากกวาโซเดียมขึ้นไป  ท่ีเปนองคประกอบ
อยูในตัวอยางได  ผลการวิเคราะหพบวาพบธาตุตางๆท่ีเปนองคประกอบในกลีเซอรอลดิบท่ี
วิเคราะหไดดวยเครื่อง XRF คือ คลอไรด (Cl)  โพแทสเซียม (K)  แคลเซียม (Ca)  เหล็ก (Fe)  
ทองแดง (Cu)  และสังกะสี (Zn)  ในปริมาณ  39, 37, 15, 12, 8 และ 4 ppm (parts per million) 
ตามลําดับ  ดังแสดงโครมาโตแกรมในรูปท่ี  4.13 และตารางท่ี 4.6 

Carbon 

Nitrogen Hydrogen 
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รูปที่ 4.13  โครมาโตแกรม แสดงธาตคุลอไรด (Cl)  โพแทสเซียม (K) และ แคลเซียม (Ca) (ก) 
แสดงธาตุเหลก็ (Fe)  ทองแดง (Cu) และ สังกะสี (Zn) (ข) ท่ีเปนองคประกอบในกลเีซอรอลดิบ  
วิเคราะหดวยเครือ่ง XRF (X-Rayfluorescence) 
 

Cl K Ca 

Fe Cu Zn 

(ก) 

(ข) 
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และเนื่องจากในการผลิตไบโอดีเซลโดยสวนใหญนั้น  จะใชปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่น  ซึ่งมักมีดางโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา  จึงไดวิเคราะหปริมาณโซเดียม
ในกลีเซอรอลดิบ  โดยทําการวิเคราะหปริมาณโซเดียมดวยเครื่อง ICP (Inductively Couple Plasma)  
ซึ่งเปนเคร่ืองที่ใชวิเคราะหปริมาณธาตุหรือโลหะในสารตัวอยาง เชน โซเดียม (Na)  อะลูมิเนียม 
(Al)  ไอโอดีน (I) เปนตน  โดยสามารถวิเคราะหตั้งแตระดับ %  จนถึง ppt (parts per trillion)   ผล
การวิเคราะหโซเดียมพบวามีปริมาณธาตุโซเดียมที่คอนขางสูง คือ 1.60 %  ดังแสดงในตารางท่ี 4.6
ซึ่งธาตุโซเดียมท่ีพบอาจมาจากตัวเรงปฏิกิริยาปนเปอนมาในกลีเซอรอลดิบ  ในขั้นตอนการ
เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตไบโอดีเซล ดังแสดงในตารางท่ี 4.6 

 
ตารางท่ี 4.6  ชนิดและปริมาณธาตุท่ีวิเคราะหไดในกลเีซอรอลดิบ 
 

ธาตุที่วิเคราะห  ปริมาณ หนวย 
คารบอน (Carbon) 44.13 % 
ไฮโดรเจน (Hydrogen) 9.03 % 
ไนโตรเจน (Nitrogen) 1.34 % 
คลอไรด (Cl)   39 ppm 
โพแทสเซียม (K)   37 ppm 
แคลเซียม (Ca)   15 ppm 
เหล็ก (Fe)   12 ppm 
ทองแดง (Cu)   8 ppm 
สังกะสี (Zn) 4 ppm 
โซเดียม (Na)   1.60 % 

 
 

4.2.1.5 วิเคราะหปริมาณเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ 
   

จากที่ไดกลาวมาถึงลักษณะทางกายภาพในเรื่องสีของกลีเซอรอลดิบท่ีใชในการ
ทดลองวามีสีน้ําตาลเขมอมเหลือง  ซึ่งสีท่ีปรากฏอาจจะมาจากน้ํามันหรือวัตถุดิบท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยา  รวมถึงกระบวนการท่ีใชในการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลดวย  และจากผลการวิเคราะหขอมูล
ของชนิดและปริมาณกรดไขมันในน้ํามันที่สกัดไดจากกลีเซอรอลดบิพบวาใกลเคยีงกบัน้าํมันปาลม
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มากท่ีสุด  ซึ่งสอดคลองกับการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทยท่ีนิยมใชน้ํามันปาลม  และน้ํามัน
ปาลมโดยท่ัวไปท่ียังไมผานกระบวนการสกัดหรือฟอกสี  จะมีสีเหลืองเขมเนื่องมาจากสารสีของ
รงควัตถุเบตาแคโรทีน (Beta-Carotene) ซึ่งเปนสารที่มีประโยชนตอท้ังคนและสัตว   จึงวิเคราะห
ปริมาณสารเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ  ดวยวิธี T-CM-011  Based  on  Food  Chemistry 
(2003) จากผลการวิเคราะหพบวา  มีปริมาณสารเบตาแคโรทีนท่ีต่าํกวาคาตํ่าสุดท่ีจะวิเคราะหได คอื 
ตํ่ากวา 3 µg/100 g ของกลีเซอรอลดิบ  ดังแสดงในตารางท่ี 4.7 

 
ตารางท่ี 4.7  ปริมาณของสารเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ 
 
สารท่ีวิเคราะห ผลการวิเคราะห วิธีการวิเคราะห 
β- carotene 
(Vitamin A) 

< 3.00 µg/100 g T-CM-011  Based  on  Food  
Chemistry (2003) 

 
ซึ่งสาเหตุที่พบปริมาณสารเบตาแคโรทีนท่ีตํ่ากวาคาตํ่าสุดที่จะวิเคราะหได  อาจ

เนื่องมาจากกระบวนการผลิตน้ํามันปลม  ซึ่งขั้นตอนและกระบวนการท่ีใชโดยสวนใหญนิยมใช
วิธีการใชความรอนชวยในการสกัดน้ํามันปาลม  จึงทําใหสารเบตาแคโรทีนเกิดการสลายตัว 94 

ดังนั้นปริมาณของสารเบตาแคโรทีนท่ีพบในน้ํามันปาลมจึงมีปริมาณท่ีคอนขางต่ําหรือไมมีเลย  ใน
ปริมาณที่ตํ่ามาก    

 
4.2.2 ศึกษาวิธีการเตรียมสูตรอาหารดัดแปลง YPG โดยใชกลีเซอรอลดิบจากกระบวนการ

ผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน 
  

นํากลีเซอรอลดิบซึ่งเปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาละลายน้ํา
ตามความเขมขนท่ีตองการ  ในการละลายกลีเซอรอลดิบในน้ํานั้นคอนขางทําไดยาก  จึงตองใช
ความรอนชวยในการละลายท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  จากนั้นคนใหเปนเนื้อเดียวกนั  และนาํไป
ทําการแยกตะกอนออก  โดยนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จะได
สารละลายกลีเซอรอลท่ีมีลักษณะสีน้ําตาล  คอนขางใส  ดังรูปท่ี  4.14 (ซาย) เติมสารอาหารอื่นๆ 
สําหรับการเจริญของยีสต  ลงไปละลายใหเขากัน  และนําไปปรับคาพีเอชตามท่ีตองการ  เนื่องจาก
สารละลายกลีเซอรอลนั้นมีพีเอชในชวง 8.5-9.5 ซึ่งพบวา  เม่ือทําการปรับคาพีเอชเปน 6.0  จะได
สารละลายกลีเซอรอลท่ีมีลักษณะขุน  สีเหลืองครีม  ดังรูปท่ี  4.14 (ขวา) จากนั้นนําไปผานการฆา
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เชื้อภายใตสภาวะมาตรฐาน (นึ่งฆาเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส) จะไดอาหารสูตรดัดแปลง YPG ดังรูปท่ี 4.15 
              

 
 

รูปท่ี 4.14  กลีเซอรอลดิบ 5 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) ละลายในน้ํา 
กอนปรับพีเอช และหลังปรับพีเอชเปน 6.0  

 

 
 

รูปท่ี 4.15  อาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 5 % เปนแหลงคารบอน 
 

4.2.3 ศึกษาปริมาณทีเ่หมาะสมของกลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดเีซลเพ่ือใช
เปนแหลงคารบอนตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha   
 

ทําการเลี้ยงยีสต H.  polymorpha สายพันธุ SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG  ท่ีมี
การผันแปรปริมาณกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-10 % สารสกัดจากยีสต 1 % และเพปโทน 2 % (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) ปรับคาพีเอชในอาหารเปน 6.0  ทําการเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ความเร็ว
รอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญในรูปน้ําหนักเซลลแหง  
และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันที่เหลือในน้ําหมักเพ่ือนาํขอมูลทีไ่ดมาเขยีน

กอน หลัง 
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กราฟความสัมพันธกับเวลา ดังรูปท่ี 4.16-4.20 จากนั้นคํานวณคาผลผลิตมวลชีวภาพ (Biomass 
Yield)  และอัตราการผลิตมวลชีวภาพตอเวลาท่ีใชในการหมัก (productivity) ดังแสดงในตารางท่ี 
4.8 
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รูปที่ 4.16 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง  กับเวลา  ในการเลีย้งยสีต  

H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5  %  
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 %  (ข) (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   

 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.17  ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา  ในการเลีย้งยีสต  

H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5  % 
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 % (ข) (น้าํหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   

 
 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.18 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กับเวลา  ในการเลี้ยงยีสต  

H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5 % 
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 % (ข) (น้าํหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   

 
 
 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.19 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กับเวลา  ในการเลี้ยงยีสต  
H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5 % 
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 %  (ข) (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 

 
 
 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.20 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของยสีต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูร

ดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-10 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน 
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ตารางท่ี 4.8 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YPG กลเีซอรอลดิบ 1-10 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมูิในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
กลเีซอรอล 
ดิบ (%) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

1 4.94 ±0.12 63 0.0247 0.8326 0.8326 0.0603 0.0603 
2 8.15 ±0.09 72 0.0355 0.7469 0.8256 0.1122 0.1161 
3 9.48 ±0.13 69 0.0389 0.6974 0.7743 0.1320 0.1518 
4 11.42 ±0.03 69 0.0376 0.6145 0.6145 0.1584 0.1542 
5 13.96 ±0.06 69 0.0394 0.5983 0.6032 0.1833 0.1864 
6 15.63 ± 0.12 66 0.0412 0.6930 0.7017 0.2232 0.2321 
7 15.37 ±0.13 69 0.0480 0.5669 0.6116 0.1974 0.2054 
8 12.64 ±0.20 66 0.0466 0.6972 0.7014 0.1847 0.1912 
9 7.95± 0.12 66 0.0305 0.5306 0.5794 0.1015 0.1024 

10 7.24 ±0.04 72 0.0352 0.5896 0.5713 0.1118 0.1109 

78 
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จากการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 1-10 % เปนแหลงคารบอนพบวายีสต ใหน้ําหนักเซลลแหงตอลิตรเพ่ิมขึ้น
เม่ือเลี้ยงในอาหารที่เพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-6 % โดยวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 4.94, 8.15, 9.48, 11.42, 13.96 และ 15.63 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 63, 72, 69, 69, 69 และ 66 
ชั่วโมง  และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 7-10 % พบวายีสตมีการเจริญท่ีลดลง  
โดยวัดเปนน้ําหนักแหงท่ีไดเทากับ 15.37, 12.64, 7.95 และ 7.24 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 69, 66, 66 
และ 72 ชั่วโมง   
 
ตารางท่ี 4.9   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 1-10 % (น้ําหนักตอปรมิาตร) 
เปนแหลงคารบอน พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ
ในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลติร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

กลเีซอรอล 
ดิบ (%) 

พีเอช  
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป 
1 5.89-6.04 5.7391 5.7391 4.2509 2.2210 2.8667 1.1667 
2 5.92-6.13 11.1617 10.3920 4.3469 2.2314 3.6467 1.2600 
3 5.94-6.11 15.4780 13.2452 4.2748 2.3882 3.7266 1.3667 
4 5.97-6.13 21.6323 17.8375 4.2987 2.5792 5.0434 1.1234 
5 5.98-6.14 26.7111 22.6914 4.3226 2.6270 5.3226 1.0800 
6 5.94-6.10 33.3022 20.5130 4.2748 2.6986 5.8830 1.1664 
7 5.92-6.16 38.3088 24.2663 4.2855 2.7225 6.4368 1.2634 
8 5.95-6.10 43.8076 17.7271 4.3469 2.5793 6.6577 1.0034 
9 5.96-6.11 48.4133 12.3610 4.2088 2.4121 7.1100 1.0010 

10 5.97-6.14 55.1834 43.1013 4.2500 2.3404 7.4989 0.8367 
 
เมื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมักพบวา  ยีสตท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง 

YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-10 % นั้น  มีการใชไนโตรเจนในปริมาณท่ี
ใกลเคียงกัน  คือ 2.2210-2.7225 กรัมไนโตรเจนตอลิตร จากปริมาณเร่ิมตน 4.2509-4.3469 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร โดยไนโตรเจนในน้ําหมักมาจากสารสกัดจากยีสต (yeast extact) และเพปโทน 
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(peptone) ท่ีเปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ  สวนผลการวิเคราะหปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก
พบวา  ยีสตท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-10 % 
นั้น  มีการใชน้ํามันในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน คือ  0.8367- 1.3367 กรัมตอลิตร  จากปริมาณเริ่มตน 
2.86674 -7.4989 กรัมตอลิตร  ซึ่งปริมาณน้ํามันเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อจะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณของ
กลีเซอรอลดิบท่ีสูงขึ้น 

เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ซึ่งคํานวณในระยะ log phase ของการเจริญ  ดัง
รูปที่ 4.20 พบวาอัตราการเจริญจําเพาะมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น  ในการเลีย้งท่ีความเขมขนของกลเีซอรอล
ดิบ 1-6 % คือ 0.0247, 0.0355, 0.0389, 0.0376, 0.0394 และ 0.0412  ตอชั่วโมง สวนการเจริญท่ี
ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 7-10 % พบวาอัตราการเจริญจําเพาะมีแนวโนมลดลง คือ 0.0480, 
0.0466, 0.0305 และ 0.0352 ตอชั่วโมง ตามลําดับ  

เมื่อพิจารณาถึงคาผลผลิตมวลเซลล (Biomass Yield)  พบวาการเจริญของยีสต H.  
polymorpha SH4329 ท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 1 % มีคาผลผลิตมวลเซลลสูงสดุ คอื 0.8326 
และเมื่อเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 2-5 %  คาผลผลิตมวลเซลลมีแนวโนมลดลง คือ 
0.8256, 0.7743, 0.6145 และ 0.6032 ตามลําดับ  จากนั้นเม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบอยู
ในชวง 6-10 %  คาผลผลิตมวลเซลลมีทั้งคาท่ีเพ่ิมขึ้นและลดลง คือ 0.7017, 0.6116, 0.7014, 0.5794 
และ 0.5713 ดังแสดงในตารางท่ี 4.8 

เมื่อพิจารณาอัตราการผลิตมวลชีวภาพตอกระบวนการหมัก (productivity) พบวาการ
เจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ที่ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 1-6 % มีคาเพ่ิมขึ้น
ตามลําดับคือ  0.0603, 0.1161, 0.1518, 0.1584, 0.1864, 0.2232  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  สวนการ
เจริญท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 7-10 % อัตราการผลิตมวลชวีภาพตอกระบวนการหมัก
ของยีสตมีแนวโนมลดลง คือ 0.2054, 0.1912, 0.1024 และ 0.1118 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ดังแสดง
ในตารางท่ี 4.8 

และเม่ือพิจารณาถึงปริมาณธาตุตางๆท่ีวิเคราะหในกลีเซอรอลดิบ  จากขอ 4.2.1.2 ธาตุ
สวนใหญที่วิเคราะหไดจะเปน คารบอน ไฮโดรเจน และไนโตรเจน (44.13, 9.03 และ 1.34 %) ซึ่ง
ธาตุเหลานี้เปนธาตุที่เปนองคประกอบท่ีสําคัญของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดรวมถึงจุลินทรีย  สวนธาตุคลอ
ไรด โพแทสเซียม แคลเซียม ท่ีพบในระดับ ppm (39, 37, 15 ppm) ก็เปนธาตุท่ีสําคัญตอการเจริญ
ของเซลลเชนเดียวกัน โดยทาํหนาท่ีเปนโคแฟกเตอรสําหรับเอนไซมหลายชนิดท่ีเกี่ยวกบั oxidative 
phosphorylation การสังเคราะหโปรตีน และเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต เปนตน 62, 63  และ
นอกจากนี้ในกลีเซอรอลดิบยังประกอบดวย เหล็ก ทองแดง สังกะสี  ท่ีพบในระดับ ppm (12, 8 และ 
4 ppm) ซึ่งเปนความเขมขนท่ีไมเปนพิษกับเซลล  โดยธาตุตางๆเหลานี้จะเกี่ยวของกับขั้นตอน 
Transcription และ posttranslation ของการเจริญและการเพ่ิมจํานวนเซลล 95  แตเม่ือพิจารณาถึง
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ปริมาณโซเดียมในกลีเซอรอลดิบ  คือ 1.60 % ซึ่งมีปริมาณคอนขางสูงเม่ือเทียบกับธาตุคลอไรด 
โพแทสเซียม แคลเซียม เหล็ก ทองแดง สังกะสี  ซึ่งอาจสงผลตอการเจริญของเซลลยีสตทั่วไปได  
แตเนื่องจากยีสตท่ีใชในการทดลองเปนยีสต H.  polymorpha ท่ีอยูในกลุมเมทิลโลโทรฟกสยีสตท่ีมี
ความสามารถในการทนเกลือความเขมขน 1 M (5.8 %, w/v) ได 92  ดังนั้นเมื่อนํากลีเซอรอลดิบมา
ละลายน้ําในชวง 1-10 % จะมีปริมาณโซเดียมในน้ําหมัก 0.16 -1.60 กรัมตอลิตร  ซึ่งเปนชวงความ
เขมขนท่ียีสตชนิดนีส้ามารถเจริญได 

และในการพิจารณาเลือกความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเพ่ือใชในการทดลองการผัน
แปรแหลงไนโตรเจนและอื่นๆ  จะเห็นวา ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 6 %  จึงนาจะเหมาะสม
ท่ีสุด  เนื่องจากใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดคือ 15.63 กรัมตอลิตร ถึงแมวาจะใหคาผลผลติมวลเซลล 
0.6930  ซึ่งตํ่ากวาท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 1-2 % แตเม่ือพิจารณาคาอัตราการเจริญจําเพาะ และ
อัตราผลผลิตมวลเซลลพบวา ใหคาท่ีสูงกวาท่ีความเขมขนอื่นๆของกลีเซอรอลดิบ และ  นอกจากนี ้ 
เม่ือสิ้นสุดการเลี้ยงที่เวลา 84 ชั่วโมง  ท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 6 %  พบวามีปริมาณกลเีซอรอล
บางสวนเหลือในน้ําหมัก (ประมาณ 9.44 กรัมตอลิตร)  ซึ่งนาจะเพียงพอในการใชเปนแหลง
คารบอนในการทดลองเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญของเซลลยีสตตอไป 
 
4.3  ศึกษาชนิด ปริมาณของแหลงไนโตรเจน พีเอชเริ่มตน ความเร็วรอบในการเขยา และอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  
 

4.3.1 ศึกษาชนิด ปริมาณของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  
H.  polymorpha  
 

จากผลการทดลองการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลท่ีเหมาะสมจากการทดลองในหัวขอ 4.2.3 คือ 6 % เปนแหลง
คารบอน  และแหลงไนโตรเจนท่ีประกอบดวยสารสกัดจากยีสต  1 % เพปโทน 2 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) จากนั้นผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน ไดแก ยูเ รีย (Urea) แอมโมเนียมคลอไรด 
(Ammonium chloride) แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate) 
และแอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulphate)  แทนการใชเพปโทน 2 % ที่เปนองคประกอบเดิม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ     โดยปรับความเขมขนของแหลงไนโตรเจนท้ัง  4 แหลง  ใหมีปริมาณของ
ไนโตรเจนเทากับปริมาณไนโตรเจนในเพปโทน (กรัมไนโตรเจนตอลิตร)  โดยที่ยังคงเติมสารสกัด
จากยีสต 1 % ในอาหารเชนเดิม  คาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 จากนั้นเลี้ยงบนเคร่ืองเขยาแบบ
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หมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  ใหผลการทดลองดังภาพท่ี 4.21-
4.24 และตารางท่ี 4.10-4.11 
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เวลา (ชั่วโมง)

น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

Urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

 
รูปที่ 4.21 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

SH4329  ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 
2 % 
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เวลา (ช่ัวโมง)

กล
ีเซอ
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กรั
มต

อล
ิตร

)

Urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

รูปที่ 4.22 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลีเซอรอลในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต  
H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน
แทนเพปโทน 2 % 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


                                                                                                                                                                
                                                                                                                         

 

 

83 

0

1

2

3

4

5

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

เวลา (ช่ัวโมง)

ไน
โต

รเจ
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กร
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/ลิต
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urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

 
รูปที่ 4.23 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยสีต  

H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผนัแปรชนดิของแหลงไนโตรเจน
แทนเพปโทน 2 % 
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เวลา (ช่ัวโมง)

น้ํา
มัน
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รัม

ตอ
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Urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

 
รูปที่ 4.24 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต  

H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผนัแปรชนดิของแหลงไนโตรเจน
แทนเพปโทน 2 %
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ตารางท่ี 4.10 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง

คารบอน  โดยผนัแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 2 % พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาท ีอณุหภูมิใน
การเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

แหลงไนโตรเจน 
(น้าํหนักตอปรมิาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

Urea 0.92 % 9.24 ±0.18 63 0.0287 0.7252 0.7252 0.1162 0.1162 
NH4Cl 1.33 % 6.57 ±0.26 69 0.0253 0.5017 0.4929 0.0764 0.0789 
(NH4)H2PO4 2.16 % 8.84 ±0.37 66 0.0279 0.6109 0.6109 0.1076 0.1076 
(NH4)2SO4 1.60 % 7.10 ±0.09 60 0.0339 0.5357 0.5357 0.1007 0.1007 
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ตารางท่ี 4.11   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลีเซอรอลดิบ 6 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 2 %  พีเอชเร่ิมตนใน
อาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
กลเีซอรอล  

(กรัมตอลิตร) 
ไนโตรเจน  

(กรัม N/ลิตร) 
น้ํามัน 

(กรัมตอลติร) 
แหลงไนโตรเจน 

(w/v) 
พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

Urea 0.92 % 6.01-6.29 32.9944 11.4439 4.3280 0.4175 5.9374 1.1068 
NH4Cl 1.33 % 6.05-6.22 31.2733 11.0852 4.3274 0.1800 5.7358 0.5234 
(NH4)H2PO4 2.16 % 6.02-6.34 31.7088 12.9398 4.3280 0.1021 5.5477 1.4015 
(NH4)2SO4 1.60 % 6.06-6.27 32.2734 11.2958 4.3280 0.1386 5.8594 1.1515 

 
ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี

ผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน แทนการใชเพปโทน 2 % ในอาหาร  พบวา  เซลลมีการเจริญท่ี
คอนขางต่ํา โดยใหน้ําหนักเซลลแหงในชวง  7.10 - 9.24 กรัมตอลิตร  โดยการใชยูเรียเปนแหลง
ไนโตรเจนแทนเพปโทนใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเม่ือเทียบกับแหลงไนโตรเจนอื่นๆ  และเม่ือ
พิจารณาถึงอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) พบวา มีคาอยูในชวง 0.0253 - 0.0339 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวล
เซลล (yield)  มีคาในชวง 0.4929 - 0.7252 และใหอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ในชวง 
0.0764 - 0.1162 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง   

และเม่ือพิจารณาถึงปริมาณไนโตรเจนท่ียีสตใชไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวาในอาหารที่
มีแอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมซัลเฟต ยีสตมีการใช
ไนโตรเจนไปเพียงเล็กนอย คือ 0.1021 - 0.1800 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  เม่ือคํานวณเปนเปอรเซน็ต
การใชมีคาในชวงเพียง 2.36 - 4.16 %  สวนในอาหารท่ีมียูเรียเปนแหลงไนโตรเจน  ยีสตมีการใช
ไนโตรเจนไดดีกวาแหลงไนโตรเจน 3 แหลงที่กลาวมา คือ ใชไนโตรเจนไป 0.4175 กรัมไนโตรเจน
ตอลิตร  หรือคิดเปน 9.65 % สวนปริมาณน้ํามันท่ียีสตใชไปในอาหารที่มีการผันแปรแหลง
ไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง พบวา ในอาหารท่ีมียู เรีย แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และ
แอมโมเนียมซัลเฟต ยีสตใชน้ํามันไปในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน คือในชวง 1.1068 - 1.1515 กรัมตอ
ลิตร สวนอาหารท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน ยีสตมีการใชน้ํามันไปคอนขางนอย 
คือ 0.5234 กรัมตอลิตร 
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เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ที่เจริญในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG ท่ีมีเพปโทนเปนแหลงไนโตรเจน  กับอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีการผันแปร
ชนิดของแหลงไนโตรเจนตางแทนเพปโทน  จะเห็นวาเซลลมีการเจริญท่ีคอนขางต่ํา คือ 7.10 - 9.24 
กรัมตอลิตร ในขณะท่ีอาหารท่ีมีเพปโทน ใหน้ําหนักเซลลแหง 15.63 กรัมตอลิตร  ซึ่งการที่ยีสต H. 
polymorpha SH4329 เจริญไดคอนขางตํ่า  อาจเนื่องมาจากความเขมขนของแหลงไนโตรเจนท้ัง 4 
แหลงนั้นสูงเกิน  ไมเหมาะสมตอการเจริญ  จึงทําใหไนโตรเจนสวนใหญเหลือในน้ําหมัก (90.35 - 
97.64  %)  ในขณะท่ีการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต 1 % 
และเพปโทน 2 % มีไนโตรเจนเหลือเหลือในน้ําหมัก 36-48 %  

จึงได ทําการทดลองลดปริมาณของแหลงไนโตรเจนท้ัง  4 แหลง  ไดแก  ยู เ รีย 
แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมซัลเฟต  แทนเพปโทน  
และปรับความเขมขนของไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง ใหมีปริมาณของไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของ
ไนโตรเจนในเพปโทน 2 % เพ่ือดูแนวโนมในการเจริญของเซลลยีสต โดยยังคงเติมสารสกัดจาก
ยีสต 1 % ในอาหารเชนเดิม  ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  
ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ใหผลการทดลองดังภาพท่ี 4.25-4.28 
และตารางที่ 4.12-4.13 
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เวลา (ชั่วโมง)

น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.25 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมี
ปริมาณไนโตรเจนเปนคร่ึงหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 % 
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Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.26 ความสัมพันธระหวางกลี เซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับ
ใหมปีริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 % 
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เวลา (ช่ัวโมง)

ไน
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รเจ
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กร
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/ลิต
ร)

Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.27 ความสัมพันธระหวางไนโตรเจนในน้ํ าหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับ
ใหมปีริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 % 
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เวลา (ช่ัวโมง)

น้ํา
มัน

 (ก
รัม

ตอ
ลิต

ร)

Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.28 ความสมัพันธระหวางน้ํามันในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลเีซอรอลดบิ 6.0 % (น้าํหนกัตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมี
ปริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 %
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ตารางท่ี 4.12 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรท่ีปรับใหมีปริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 %  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 
ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

แหลงไนโตรเจน 
(น้าํหนักตอปรมิาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

Urea 0.46 % 11.28  ±0.08 66 0.0336 0.6132 0.6333 0.1525 0.1539 
NH4Cl 0.66 % 9.21  ±0.06 72 0.0329 0.5691 0.6605 0.1212 0.1273 
(NH4)H2PO4 1.08 % 10.46  ±0.13 69 0.0309 0.5444 0.5444 0.1324 0.1324 
(NH4)2SO4  0.80 % 10.73  ±0.12 69 0.0340 0.5803 0.5840 0.1450 0.1441 

89 
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ตารางท่ี 4.13   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนทีป่รับใหมีปริมาณไนโตรเจนเปนคร่ึงหนึ่ง
ของไนโตรเจนในเพปโทน 2 %  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอ
นาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช  
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

Urea 0.46 % 5.99-6.15 32.5963 16.5735 2.7599 0.5597 5.8971 1.2460 
NH4Cl 0.66 % 6.03-6.22 32.7074 16.2004 2.7599 0.2785 5.5482 0.5300 
(NH4)H2PO4 1.08 % 6.01-6.21 33.1532 16.8536 2.7599 0.2119 5.9821 1.4646 
(NH4)2SO4 0.80 % 6.06-6.24 32.0016 17.5416 2.7599 0.2029 5.7253 1.1645 
 
 

ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
ผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน พบวาเม่ือลดปริมาณไนโตรเจนในแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ 
ท้ัง 4 แหลงพบวา ยีสตมีการเจริญท่ีดีขึน้  โดยในอาหารท่ีลดความเขมขนยูเรีย  ใหน้ําหนักเซลลแหง
จาก 9.24 เปน 11.28 กรัมตอลิตร  ในอาหารท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรด  ใหน้ําหนักเซลลแหงจาก 6.57 
เปน 9.21 กรัมตอลิตร  ในอาหารท่ีมีแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ใหน้ําหนักเซลลแหงจาก 
8.84 เปน 10.46 กรัมตอลิตร และในอาหารท่ีมีแอมโมเนียมซัลเฟต  ใหน้ําหนักเซลลแหงจาก 7.10 
เปน10.73 กรัมตอลิตร  

และเม่ือพิจารณาถึงอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) พบวาเม่ือลดปริมาณไนโตรเจนในแหลง
ไนโตรเจนชนิดตางๆ ทั้ง 4 แหลง  ทําใหอัตราการเจริญจําเพาะสูงขึ้น  โดยใหคาอัตราการเจริญ
จําเพาะเพ่ิมจาก 0.0253-0.0339 เปน 0.0309-0.0340  ตอชั่วโมง สวนผลผลิตมวลเซลล(yield) และ
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity)  ก็มีแนวโนมเพ่ิมขึ้นเชนเดียวกัน คือ ผลผลิตมวลเซลลเพิ่ม
จาก 0.4929-0.7252 เปน 0.5444-0.6605  และอัตราผลผลิตมวลเซลลเพ่ิมจาก 0.0764-0.1162 เปน 
0.1212-0.1539 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

เมื่อพิจารณาปริมาณไนโตรเจนท่ียีสตใชไปในน้ําหมักนั้น  พบวาเ ม่ือลดปริมาณ
ไนโตรเจนในแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ทั้ง 4 แหลง  ยีสตมีการใชปริมาณไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น โดย
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ยูเรีย 0.46 % ยีสตใชไนโตรเจน 0.5597 กรัมไนโตรเจนตอลิตร (จากเดิมใชไป 0.4175 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร) แอมโมเนียมคลอไรด 0.66 % ยีสตใชไนโตรเจน 0.2785 กรัมไนโตรเจนตอลติร 
(จากเดิมใชไป 0.1800 กรัมไนโตรเจนตอลิตร) แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ยีสตใช
ไนโตรเจน 0.2119 กรัมไนโตรเจนตอลิตร (จากเดิมใชไป 0.1021 กรัมไนโตรเจนตอลิตร) 
แอมโมเนียมซัลเฟต ใชไนโตรเจน 0.2029 กรัมไนโตรเจนตอลิตร (จากเดิมใชไป 0.1386 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร)  สวนปริมาณน้ํามันท่ียีสตใชในน้ําหมักนั้น  พบวามีปริมาณการใชไมแตกตาง
จากเดิมมากนัก  โดยมีการใชในชวง 0.5300-1.4646 กรัมตอลิตร 

จะเห็นวาเม่ือลดปริมาณไนโตรเจนในแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ทั้ง 4 แหลง  ยีสตมี
การเจริญไดดีขึ้นเม่ือวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง  อีกท้ังยังใหคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลติมวล
เซลล (yield) อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) สูงขึ้น  อีกท้ังยังมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมัก
ไดสูงขึ้นเชนกัน  จึงทําการทดลองผันแปรความเขมขนของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ท้ัง 4 แหลง 
แทนการใชเพปโทน  โดยผันแปรความเขมขนของยูเรีย ในชวง 0-1.00 %, แอมโมเนียมคลอไรด 
ในชวง 0-1.33 %, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ในชวง 0-2.16 % และ แอมโมเนียมซัลเฟต 
ในชวง 0-1.60 % ปรับคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวยความเรว็ 
250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   และใหผลการทดลองดังตารางท่ี 4.14-4.21

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                                

 

 

92 

ตารางท่ี 4.14 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของยูเรียในชวง 0.25-1.00 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
แหลง

ไนโตรเจน 
(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

Urea 0.25 % 8.83 ±0.54 69 0.0241 0.7084 0.7742 0.0994 0.1210 
Urea 0.46 % 11.28 ±0.08 66 0.0317 0.6132 0.6333 0.1525 0.1539 
Urea 0.50 % 11.68 ±0.10 69 0.0294 0.6307 0.6477 0.1474 0.1491 
Urea 0.75 % 9.27 ±0.10 63 0.0296 0.6699 0.7192 0.1240 0.1313 
Urea 0.92 % 9.24 ±0.07 63 0.0316 0.7252 0.7252 0.1162 0.1162 
Urea 1.00 % 8.03 ±0.12 69 0.0246 0.7638 0.7630 0.0934 0.0946 
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ตารางท่ี 4.15 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดในชวง 0.20-1.33 %  แทนการใชเพปโทน พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเรว็รอบในการ
เขยา 250 รอบตอนาท ีอุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
แหลง

ไนโตรเจน 
(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

NH4Cl 0.20 % 7.17 ±0.08 69 0.0258 0.4684 0.5023 0.0864 0.0879 
NH4Cl 0.40 % 8.93 ±0.22 69 0.0307 0.5710 0.6014 0.1185 0.1210 
NH4Cl 0.66 % 9.21 ±0.15 72 0.0298 0.5691 0.6605 0.1212 0.1273 
NH4Cl 0.80 % 7.20 ±0.07 63 0.0309 0.4603 0.4722 0.1049 0.1106 
NH4Cl 1.00 % 6.63 ±0.04 66 0.0239 0.4206 0.4206 0.0772 0.0772 
NH4Cl 1.33% 6.57 ±0.01 69 0.0230 0.5017 0.4929 0.0764 0.0789 
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ตารางท่ี 4.16 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตในชวง 0.40-2.16 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 
ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 
แหลงไนโตรเจน 

(น้าํหนักตอปรมิาตร) 
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

(NH4)H2PO4 0.40 % 9.70 ±0.22 66 0.0330 0.5467 0.5467 0.1347 0.1347 
(NH4)H2PO4 0.70 % 9.91 ±0.20 69 0.0306 0.5386 0.5386 0.1255 0.1255 
(NH4)H2PO4 1.08 % 10.46 ±0.05 69 0.0309 0.5444 0.5444 0.1324 0.1324 
(NH4)H2PO4 1.40 % 9.70 ±0.04 72 0.0322 0.5611 0.5529 0.1267 0.1271 
(NH4)H2PO4 1.70 % 9.30 ±0.03 63 0.0342 0.5109 0.5109 0.1296 0.1296 
(NH4)H2PO4 2.16 % 8.84 ±0.05 66 0.0279 0.6109 0.6109 0.1076 0.1076 
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ตารางท่ี 4.17 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต ในชวง 0.30-1.60 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเรว็รอบในการ
เขยา 250 รอบตอนาท ีอุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 
แหลงไนโตรเจน 

(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

(NH4)2SO4  0.30 % 8.09 ±0.07 63 0.0331 0.5223 0.5223 0.1177 0.1177 
(NH4)2SO4  0.50 % 10.14 ±0.12 69 0.0355 0.5369 0.5242 0.1364 0.1374 
(NH4)2SO4  0.80 % 10.73 ±0.14 69 0.0354 0.5803 0.5840 0.1450 0.1441 
(NH4)2SO4  1.00 % 10.34 ±0.01 66 0.0390 0.5757 0.5757 0.1477 0.1477 
(NH4)2SO4  1.30 % 8.82 ±0.19 69 0.0336 0.5742 0.5804 0.1219 0.1235 
(NH4)2SO4  1.60 % 7.10 ±0.10 60 0.0339 0.5357 0.5357 0.1007 0.1007 
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ตารางท่ี 4.18   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของยูเรียในชวง 0.25-1.00 %  แทนการใชเพปโทน  พี
เอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศา
เซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

Urea 0.25 % 5.93-6.11 32.4273 10.6996 2.0444 0.5183 5.6856 1.2524 
Urea 0.46 % 5.91-6.15 32.5963 16.5735 2.7599 0.5597 5.8971 1.2460 
Urea 0.50 % 6.01-6.16 32.1937 15.8831 2.8967 0.5362 6.0136 1.0854 
Urea 0.75 % 6.03-6.18 32.2894 11.5552 3.7491 0.4630 6.0775 1.1004 
Urea 0.92 % 6.01-6.29 32.9944 11.4439 4.3280 0.4175 5.9374 1.1068 
Urea 1.00 % 6.04-6.27 31.9688 9.5588 4.6014 0.4224 5.5933 1.1287 

 
ตารางท่ี 4.19   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลเีซอรอล  ไนโตรเจนและน้าํมันในน้ําหมักของยสีต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดในชวง 0.20-1.33 % แทน
การใชเพปโทน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมูิใน
การเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

NH4Cl 0.20 % 5.97-6.15 32.6649 13.5542 1.6650 0.3492 6.0211 0.8108 
NH4Cl 0.40 % 6.01-6.24 33.1495 15.1460 2.1381 0.2122 5.8933 0.5357 
NH4Cl 0.66 % 6.03-6.22 32.7074 16.2004 2.7599 0.2785 5.5482 0.5300 
NH4Cl 0.80 % 6.03-6.23 32.6204 14.6337 3.0842 0.1975 5.9361 0.6468 
NH4Cl 1.00 % 6.05-6.26 31.8392 12.4625 4.0303 0.1777 5.9646 0.5076 
NH4Cl 1.33 % 6.05-6.22 31.2733 11.0852 4.3274 0.1800 5.7358 0.5234 
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ตารางท่ี 4.20   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ในชวง 0.40-
2.16 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาท ี
อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

(NH4)H2PO4 0.40 % 6.03-6.15 31.4726 16.3998 1.7730 0.2100 5.6933 1.4768 
(NH4)H2PO4 0.70 % 6.03-6.21 32.5119 17.3697 2.2088 0.1615 5.4907 1.4036 
(NH4)H2PO4 1.08 % 6.01-6.21 33.1532 18.1060 2.7599 0.2119 5.9821 1.4646 
(NH4)H2PO4 1.40 % 6.02-6.29 31.9070 16.0234 3.2256 0.1525 6.2149 1.4237 
(NH4)H2PO4 1.70 % 6.02-6.31 21.6695 16.6046 3.6614 0.1257 5.8259 1.3316 
(NH4)H2PO4 2.16 % 6.02-6.34 31.7088 14.6977 4.3280 0.1021 5.5477 1.4015 

 
ตารางท่ี 4.21 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต ในชวง 0.30-1.60 %  แทน
การใชเพปโทน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิใน
การเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช  
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

(NH4)2SO4 0.30 % 6.06-6.20 33.3183 16.3070 1.7849 0.2822 5.3749 1.2786 
(NH4)2SO4 0.50 % 6.05-6.24 31.6304 18.0953 2.1802 0.2014 5.6839 1.1597 
(NH4)2SO4 0.80 % 6.06-6.27 32.0016 18.7730 2.7999 0.2029 5.7253 1.1645 
(NH4)2SO4 1.00 % 6.06-6.28 31.6077 18.4602 3.1683 0.2867 6.0678 1.1898 
(NH4)2SO4 1.30 % 6.05-6.30 31.7814 15.6910 3.7612 0.2838 5.6390 1.0829 
(NH4)2SO4 1.60 % 6.06-6.27 32.2734 14.0598 4.3280 0.1386 5.8594 1.1515 
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ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
ผันแปรความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ท้ัง 4 แหลง พบวา เม่ือผันแปรความเขมขนของยูเรียเปน  
0.25 %, 0.46 %, 0.50 %, 0.75%, 0.92 % และ 1.00 %  พบวายีสตเจริญไดดีในยูเรีย ความเขมขน 
0.46-0.50 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 11.28-11.68 กรัมตอลิตร และใหคาอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) ในชวง 0.0241- 0.0317  ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.6132 – 0.7742 อัตรา
ผลผลิตมวลเซลล (productivity) มีคาในชวง 0.0934-0.1539 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  เม่ือพิจารณา
การใชไนโตรเจนในน้ําหมักพบวาท่ีความเขมขนของยูเรีย 0.46 และ  0.50 % ยีสตมีการใช
ไนโตรเจนในน้ําหมักไดดีกวาความเขมขนอื่นๆ  โดยใชในไตรเจนในน้ําหมัก 0.5597 และ 0.5326 
กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใชน้ํามันในน้ําหมัก พบวายีสตมีการใชน้ํามันไมแตกตางกันมาก
นัก คืออยูในชวง 1.1004-1.2524 กรัมตอลิตร   

เมื่อผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดเปน  0.20%, 0.40 %, 0.66 %, 0.80%, 
1.00 % และ 1.33 %  พบวายีสตเจริญไดดีในแอมโมเนียมคลอไรด 0.66 % โดยใหน้ําหนกัเซลลแหง 
9.21  กรัมตอลิตร สวนอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) มีคาในชวง 0.0230 – 0.0309  ตอชั่วโมง ผลผลิต
มวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.4206 – 0.6605 อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) มีคาในชวง 
0.0764 – 0.1273  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  เม่ือพิจารณาการใชไนโตรเจนในน้ําหมักพบวาท่ีความ
เขมขนของแอมโมเนียมคลอไรด 0.66 % ยีสตมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมักไดดีกวาความเขมขน
อื่นๆ โดยใชในไตรเจนในน้ําหมัก 0.2785 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใชน้ํามันในน้ําหมัก 
พบวายีสตมีการใชน้ํามันไมแตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 0.5076-0.8108 กรัมตอลิตร   

เมื่อผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเปน  0.40%, 0.70 %, 
1.08 %, 1.40%, 1.70 % และ 2.16 %  พบวายีสตเจริญไดดีในแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
1.08 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 10.46  กรัมตอลิตร สวนอัตราการเจริญจําเพาะ(µ)ไมแตกตางกัน
มากนัก คืออยูในชวง 0.0279 – 0.0342  ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.5109 – 
0.6109 อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) มีคาในชวง 0.1076-0.1347  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
เม่ือพิจารณาการใชไนโตรเจนในน้ําหมักพบวาท่ีความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 1.08 % ยีสตมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมักไดดีกวาความเขมขนอื่นๆ โดยใชในไตรเจนใน
น้ําหมัก 0.2119 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใชน้ํามันในน้ําหมัก พบวา ยีสตมีการใชน้ํามันไม
แตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 1.3316-1.4768 กรัมตอลิตร   

เมื่อผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต เปน  0.30 %, 0.50 %, 0.80 %, 1.00 %, 
1.30 % และ 1.60 %  พบวายีสตเจริญไดดีในแอมโมเนียมซัลเฟต 0.80 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 
10.73  กรัมตอลิตร สวนอัตราการเจริญจําเพาะ (µ)ไมแตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 0.0331 – 
0.0390  ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.5223 – 0.5804 อัตราผลผลิตมวลเซลล
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(productivity) มีคาในชวง 0.1007-0.1477  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  เม่ือพิจารณาการใชไนโตรเจนใน
น้ําหมักพบวาท่ีความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 1.00 % ยีสตมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมักได
ดีกวาความเขมขนอื่นๆ โดยใชในไตรเจนในน้ําหมัก 0.2867 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใช
น้ํามันในน้ําหมัก พบวายีสตมีการใชน้ํามันไมแตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 1.0829-1.2786 กรัม
ตอลิตร   

จากการทดลองผันแปรชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนท้ัง 4 ชนิดแทนเพปโทน
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  จะเห็นวาการใชยูเรียความเขมขน 0.46-0.50 % (น้ําหนักตอปริมาตร) แทนการ
ใชเพปโทน  ยีสตมีการเจริญคอนขางดีกวา  แหลงไนโตรเจนอื่นๆ  คือ ใหน้ําหนักเซลลแหง 11.28-
11.68 กรัมตอลิตร แตก็ยังมีการเจริญไมดีนัก  เม่ือเปรียบเทียบกับการเจริญของยีสตในอาหารสูตร
ดัดแปลง  ท่ีมีเฉพาะกลีเซอรอล 6% และสารสกัดจากยีสต 1% (น้ําหนักตอปริมาตร) ซึ่งใหน้ําหนัก
เซลลแหง 10.72 กรัมตอลิตร  และถึงแมวาจะมีการเสริมไบโอตินลงไปในอาหารท่ีมียูเรีย เพ่ือให
เซลลเจริญไดดีขึ้น ที่แสดงไวในรายงานของ Berry และ Brown  62 แตก็ใหน้ําหนักเซลลแหงเพียง 
12.64 กรัมตอลิตร   

การใชแหลงไนโตรเจนอื่นๆ ท้ัง 4 แหลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  แมจะมีการปรับใหมี
ปริมาณไนโตรเจนเทากับไนโตรเจนในเพปโทน  แตก็ทําใหขาดวิตามิน  กรดอะมิโน และแรธาตุ
ตางๆท่ีสําคัญในเพปโทนไป  (ดังแสดงรายละเอียดในภาคผนวก ฉ) สงผลใหยีสตมีการเจริญท่ี
คอนขางต่ํา  อีกท้ังการใชแอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และ
แอมโมเนียมซัลเฟต แทนเพปโทนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ยังสงผลใหยีสตมีการเจริญท่ีลดลงเม่ือเทียบ
กับการเจริญในอาหารท่ีมีเฉพาะกลีเซอรอลดิบ และสารสกัดจากยีสต   

นอกจากนี้ยังมีขอมูลการทดลองเบ้ืองตน  เกี่ยวกับการเจริญของยีสต H. polymorpha 
SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีประกอบดวย กลีเซอรอลดิบ 6% สารสกัดจากยีสต 2% 
และเพปโทน 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 องศา
เซลเซียส เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  โดย
เปรียบเทียบกับการเจริญของยีสตในอาหารท่ีประกอบดวย  กลีเซอรอลดิบ 6% สารสกัดจากยีสต 1 
% และเพปโทน 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ดังแสดงในตารางที่ 4.22 
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ตารางท่ี 4.22  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารที่เพ่ิมความเขมขน
ของสารสกดัจากยีสต จาก 1 เปน 2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) 
 
สูตรอาหาร น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
กลเีซอรอลท่ีใช 
(กรัมตอลติร) 

6% CG+1%YE+2%Pep 15.63 ±0.12 20.8120 
6% CG+2%YE+2%Peptone 24.58 ±0.08 28.5350 
 

ซึ่งจากขอมูลเบ้ืองตนที่เคยทดลองมาถึงการเพิ่มความเขมขนของสารสกัดจากยีสต จาก 
1 เปน 2 % พบวาใหน้ําหนักเซลลแหงเพ่ิมขึ้นจาก 15.63 เปน 24.58 กรัมตอลิตร  และใชกลีเซอรอล
ในน้ําหมักสูงขึ้น จาก 20.8120 เปน 28.5350 กรัมตอลิตร  ซึ่งจากการเจริญของยีสตท่ีเพ่ิมขึ้นอาจมา
จากองคประกอบท่ีเพ่ิมขึ้นในสารสกัดจากยีสต  เนื่องจากในสารสกัดจากยีสตประกอบดวย
ไนโตรเจน คารโบไฮเดรต กรดอะมิโน วิตามิน และแรธาตุตางๆ ท่ีสําคัญตอการเจริญของเซลลยสีต  
โดยวิตามิน และแรธาตุตางๆ ทําหนาท่ีเปนโคแฟกเตอร ของเอนไซมในวิถีเมแทบอลิซึม  สงผลให
ยีสตมีการเจริญไดดี  นอกจากนี้  กรดอะมิโน วิตามิน และแรธาตุตางๆ สวนใหญ ในสารสกัดจาก
ยีสต  จะมีปริมาณท่ีมากกวาในเพปโทน  ดังแสดงรายละเอียดขององคประกอบในในสารสกัดจาก
ยีสตและในเพปโทน  ในภาคผนวก ฉ  อีกทั้งสารสกัดจากยีสต ยังมีราคาท่ีถูกกวาเพปโทน   

จึงทําการทดลองเพิ่มปริมาณสารสกัดจากยีสต  แทนการใชเพปโทน รวมถึงแหลง
ไนโตรเจนท่ีเคยทดลองมาท้ัง 4 แหลง  โดยทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ใน
อาหารที่ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ 6 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พีเอช
เร่ิมตนในอาหาร 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 องศาเซลเซียส เลี้ยงบนเคร่ืองเขยาแบบหมุน  ท่ี
ความเร็ว 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  ใหผลการทดลองดังรูปที่ 4.29 และตารางท่ี 4.23 
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น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) กลีเซอรอล (กรัมตอลิตร) พเีอช  
 

รูปที่ 4.29 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กลเีซอรอลในน้ําหมัก และพีเอช กับเวลา 
ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมี 
กลเีซอรอลดิบ 6.0 % และสารสกดัจากยสีต 2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)
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ตารางท่ี 4.23 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % และสารสกดัจากยีสต  2 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) และเปรียบเทียบกับการเจรญิในอาหารสูตรดัดแปลงอืน่ๆ    

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล 

(productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

สูตรอาหาร น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log 

phase 
ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log 
phase 

6% CG+1%YE+2%Pep 15.63 ±0.12 66 0.0412 0.6930 0.7009 0.2232 0.2282 
6% CG+1%YE+0.5%Urea 11.68 ±0.10 69 0.0294 0.6307 0.6477 0.1474 0.1491 
6%CG+1%YE+0.5%Urea 
+0.3 mg/l Biotin 

12.64 ±0.06 66 0.0370 0.7463 0.7463 0.1725 0.1725 

6%CG+2%YE 20.03 ±0.19 69 0.0423 0.9955 0.9955 0.2818 0.2818 
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ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ที่
ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ 6 % และสารสกัดจากยีสต 2 % พบวา ยีสตมีการเจริญคอนขางดีเม่ือ
เทียบกับอาหารสูตรดัดแปลงอื่นๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.23 โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 20.03 กรัมตอ
ลิตร  ใหอัตราการเจริญจําเพาะ(µ) 0.0423 ตอชั่วโมง ซึ่งใกลเคียงกับการเจริญในอาหารสูตร
ดัดแปลง  ท่ีมีเพปโทน (อัตราการเจริญจําเพาะ 0.0412) อีกท้ังยังใหผลผลิตมวลเซลล (yield) และ
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ท่ีคอนขางสูง คือ 0.9955 และ 0.2818 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง   

 
ในขณะเดียวกันไดนํายีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ซึ่งไดรับความ

อนุเคราะหจาก  United State Department of Agriculture (USDA)  ประเทศสหรัฐอเมริกา  มาทํา
การทดลองเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิมคือ H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลงท่ี
ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ และสารสกัดจากยีสต 2% โดยทําการทดลองผันแปรความเขมขนของ
กลีเซอรอลดิบ ในชวง 5-10 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยอางอิงจากการทดลองในหัวขอ 4.2.3 ถึง
การผันแปรความเขมขนกลีเซอรอลดิบ  ปรับพีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 
องศาเซลเซียส เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  ดัง
แสดงผลในรูปท่ี 4.30-4.33 และตารางที่ 4.24-4.25 
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รูปที่ 4.30 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยีสต 2 % เปน
แหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 
10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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รูปที่ 4.31 ความสัมพันธระหวางกลี เซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 
2 % เปนแหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดบิเปน 5.0, 7.5 
และ 10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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รูปที่ 4.32 ความสัมพันธระหวางไนโตรเจนในน้ํ าหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 
2 % เปนแหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดบิเปน 5.0, 7.5 
และ 10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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รูปที่ 4.33 ความสัมพันธระหวางน้ํามันในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยีสต 2 % เปน
แหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 
10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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ตารางท่ี 4.24 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกดัจากยีสต 2 % เปนแหลงไนโตรเจน 
และผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 % (น้าํหนกัตอปริมาตร)  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 
รอบตอนาที อุณหภมิูในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซยีส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล 

(productivity) 
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

กลเีซอรอลดิบ (%) น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log 

phase 
ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log 
phase 

5.0% 24.68 ±0.47 66 0.0449 0.8258 0.8258 0.3720 0.3720 
7.5% 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
10% 32.77 ±0.30 63 0.0451 0.6256 0.6256 0.4489 0.4489 
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ตารางท่ี 4.25   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยีสต 2 % เปนแหลง
ไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิูในการเลีย้ง 
37 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลติร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

กลเีซอรอลดบิ 
(%) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป 

5.0% 5.92-6.08 27.4582 27.1329 2.3840 2.1933 5.5741 1.5011 
7.5% 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
10% 5.94-6.07 59.0343 48.1646 2.3840 2.1680 6.8257 1.2185 

 
 

 
 

รูปที่  4.34   การเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเวลา 36 ชั่วโมง ในอาหารสูตร
ดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดบิ 7.5 % (น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน 

 
จากผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่มีผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ เปน 5.0, 7.5 และ 10 % และสารสกดัจากยสีต 2 
% (น้ําหนักตอปริมาตร)  ซึ่งแสดงตัวอยางลักษณะของเซลลในอาหารสูตรดัดแปลง ดังรูปท่ี 4.34 
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โดยเซลลยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214 จะลอยท่ีผิวของอาหารในชวงแรกของการเจริญ  จึงตองทํา
การวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหงดวยการกรองผานกระดาษ GF/C แทนการวัดคาความขุนแลวเทียบ
กับกราฟมาตรฐานเพ่ือหาน้ําหนักเซลล  นอกจากนี้เซลลยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214 ท่ีเลี้ยงใน
อาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ที่มีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  จะมีสีเขมกวาสายพันธุ SH4329 
ท่ีเลี้ยงในอาหารสูตรเดียวกัน  ดังแสดงในรูปที่ 4.35 และพบวาน้ําหมักท่ีเหลือหลังการเลีย้งดวยยสีต
สายพันธุ NRRL Y-2214 มีสีออนลง  และจากการเจริญของเซลลยีสตพบวา  ยีสตมีแนวโนมการ
เจริญเพ่ิมขึ้น เม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  โดยที่ความเขมขนของกลเีซอรอลดบิ 5 % ให
น้ําหนักเซลลแหง 24.68 กรัมตอลิตร ท่ี 7.5 % ใหน้ําหนักเซลลแหง 32.00 กรัมตอลิตร และท่ี 10 % 
ใหน้ําหนักเซลลแหง 32.77 กรัมตอลิตร   

 
 

 
 

รูปที่ 4.35  เซลลยสีต H. polymorpha NRRL Y-2214 และ H. polymorpha SH4329 ท่ีไดจากการ
เลีย้งในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน 
 

เมื่อพิจารณาคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) พบวาท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 7.5 % 
ใหคาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด คือ 0.0513  ตอชั่วโมง สวนที่ 5 และ 10 % ใหคาอัตราการเจริญ
จําเพาะที่ใกลเคียงกัน คือ 0.0449 และ 0.0451 ตอชั่วโมง และเมื่อพิจารณาคาผลผลิตมวลเซลล 
(yield) พบวา ท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 5 % ใหผลผลิตมวลเซลล 0.8258 สวนที่ความเขมขน
ของกลีเซอรอลดิบ 7.5 % ใหผลผลิตมวลเซลล 0.7132 และท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 10 % ให
ผลผลิตมวลเซลล 0.6256 ตามลําดับ ซึ่งมีแนวโนมลดลง  เม่ือพิจารณาคาอัตราผลผลิตมวลเซลล 
(productivity) พบวาท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 7.5 % ใหอัตราผลผลิตมวลเซลลสูงสุด คือ 

NR
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4 
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29 
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0.5026 สวนท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 5 และ 10 % ใหอัตราผลผลิตมวลเซลล 0.3720 และ 
0.4489 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

เมื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมักพบวา  ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214  
ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ เปน 5.0, 7.5 
และ 10 %  มีการใชไนโตรเจนในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน  คือ 2.1933, 2.0212 และ 2.1680 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร จากปริมาณเริ่มตน 2.3840 กรัมไนโตรเจนตอลิตร สวนผลการวิเคราะหปริมาณ
น้ํามันในน้ําหมักพบวา  ท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 7.5 % ยีสตมีการใชน้ํามันในน้ําหมักได
ดีกวาความเขมขนอื่นๆ คือ 1.8200 กรัมตอลิตร   สวนท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 5 และ 10 % 
ยีสตใชน้ํามันในน้ําหมัก 1.5011 และ 1.2185 กรัมตอลิตร 

และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญของยีสต  H. polymorpha สายพันธุ SH4329 กับ สายพันธุ 
NRRL Y-2214 จะเห็นวา  ยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214 มีการเจริญท่ีดีกวา  โดยเปรียบเทียบการ
เจริญในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบ และสารสกัดจากยีสต 2 %  ซึ่งสายพันธุ NRRL Y-2214 ให
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 32.00 กรัมตอลิตร (กลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 %) 
ในขณะท่ีสายพันธุ SH4329 ใหน้ําหนักเซลลแหง 20.03 กรัมตอลิตร (กลีเซอรอลดิบ 6 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 %)  นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงคาอัตราการเจริญจําเพาะ ผลผลิตมวลเซลล อัตรา
ผลผลิตมวลเซลล ตลอดจนปริมาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใชไป  ก็พบวายีสตสายพันธุ NRRL 
Y-2214 ใหคาตางๆดังท่ีกลาวมาสูงกวาสายพันธุ SH4329 ดังนั้นจึงไดทําการเลือกยีสต H. 
polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 เพ่ือทําการทดลองในขั้นตอนตอไปแทนการใชยีสตสายพันธุ
เดิม 
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4.3.2  ศึกษาอุณหภมิู  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  polymorpha 
 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-

Gly  ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 และทําการผันแปรอุณหภูมิในการเลี้ยง คือ 30, 37 และ 42 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญใน
รูปน้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันท่ีเหลือในน้ําหมัก  
เพ่ือนําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.36-4.40 จากนั้นคํานวณคาอัตรา
การเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงใน
ตารางท่ี  4.26 -4.27 
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รูปที่ 4.36 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอุณหภูมิในการเลี้ยง 30, 37 
และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.37 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลีเซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอณุหภมิูใน
การเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.38 ความสมัพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอณุหภมิูใน
การเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.39 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอุณหภูมิใน
การเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.40 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส ในการเลี้ยง
ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสตูรดดัแปลง YE-Gly ที่มี 
กลเีซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน
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ตารางท่ี 4.26 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที โดยผนัแปรอณุหภมูิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

30 26.03 ±0.23 51 0.0461 0.6724 0.6724 0.4120 0.4120 
37 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
42 26.43 ±0.27 51 0.0509 0.7223 0.7306 0.4326 0.4462 
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ตารางท่ี 4.27 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบ
ตอนาที โดยผันแปรอุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
30 6.08-5.70 38.4198 30.1257 2.4022 0.9419 6.6740 1.2281 
37 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
42 6.05-5.71 38.8160 28.7368 2.4147 1.2555 6.8933 1.1860 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรอุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส   พบวาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  ยสีต
มีการเจริญไดดีท่ีสุดเม่ือวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง  โดยใหน้ําหนักเซลล 32 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 54 
ชั่วโมงสวนการเจริญที่อุณหภูม ิ30 และ 42 องศาเซลเซียสใหน้ําหนักเซลลแหงท่ีใกลเคียงกัน คือ 
26.03 และ 26.43 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 51 ชั่วโมงเหมือนกัน  และเมื่อพิจารณาคาอัตราการเจริญ
จําเพาะ  (µ) พบวามีแนวโนมเชนเดียวกับน้ําหนักเซลลแหง คือ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เซลล
ยีสตมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด 0.0513 ตอชั่วโมง สวนการเจริญท่ี อุณหภูมิ 30 และ 42 องศา
เซลเซียส  คาอัตราการเจริญจําเพาะจะลดลง คือ  0.0461 และ 0.0509 ตอชั่วโมง 

ถึงแมวายีสต H. polymorpha จะเปนยีสตท่ีสามารถเจริญในอุณหภูมิคอนขางกวาง คือ 
15-50 องศาเซลเซียส  99 และจัดอยูในกลุม Thermophilic yeast แตอุณหภูมิท่ีเหมาะสําหรับการ
เจริญจะอยูในชวง 37-40 องศาเซลเซียส 14 โดยอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยง  จะสงผลโดยตรงตอ
โครงสรางตางๆและเอนไซมในเซลลยีสต ในการทดลองพบวายีสต H. polymorpha เจริญไดดีท่ีสุด
ท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  โดยพิจารณาจาก  น้ําหนักเซลลแหง คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 
ผลผลิตมวลเซลล (yield) และ อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ปริมาณไนโตรเจนและน้ํามัน
ท่ีถูกยีสตใชไป (ในตารางที่ 4.27)  สวนการเจริญท่ี 42 องศาเซลเซียส พบวา มีการเจริญลดลง ซึ่ง
อาจเนื่องมาจาก  ประสิทธิภาพท่ีลดลงของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการออกซิไดซตางๆ  เอนไซมท่ี
เกี่ยวของกับระบบขนสงอิเล็กตรอน (electron transport system) และเอนไซมท่ีเปลี่ยนพลังงาน
อิสระท่ีไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไปเปน ATP นอกจากนี้การเจริญที่อุณหภูมิสูงเกินกวาท่ี
เหมาะสม  สงผลใหเกิดการลดลงของโปรตีน อารเอ็นเอ ดีเอ็นเอ และกรดอะมิโนอิสระในเซลล  
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ย่ิงกวานั้นอุณหภูมิสูงเพ่ิมความแข็งแกรงของเยื่อหุมเซลลเชนเดียวกับอิทธิพลของแรงดันออสโม
ซิส  เปนผลใหการซึมผานของตัวถูกละลายและสารอาหารท่ีจําเปนเขาสูเซลลลดลง  นอกจากนั้นท่ี
อุณหภมูิสูงทําใหกิจกรรมการหายใจจะลดลงมาก  96  สวนท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนั้น  ก็เปน
ชวงอุณหภูมิท่ียีสต H. polymorpha สามารถเจริญได  แตเปนชวงอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมกับการ
เจริญมากนัก  เม่ือเทียบกับท่ี 37 องศาเซลเซียส   เนื่องจากยีสตชนิดนี้จัดเปนยีสตท่ีชอบอุณหภูมิสูง  
 

4.3.3 ศึกษาคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  
polymorpha 

 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-

Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
ทําการผันแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ เปน 4, 5, 6 และ 7 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญในรูป
น้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันที่เหลือในน้ําหมัก  เพ่ือ
นําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.40-4.44 จากนั้นคํานวณคาอัตราการ
เจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงในตาราง
ท่ี  4.28-4.29 
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รูปที่ 4.41 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)   โดยผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหาร
เปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 
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รูปที่ 4.42 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาพีเอชเริม่ตน
ในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 
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รูปที่ 4.43 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)   โดยผนัแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 
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รูปที่ 4.44 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผนัแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 
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รูปที่ 4.45 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีพีเอชเร่ิมตนในอาหาร 4, 5, 6 และ 7 ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน
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ตารางท่ี 4.28 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)  ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมูิในการเจริญ 37 องศาเซลเซียส โดยผันแปรพีเอชเริม่ตนในอาหารเปน 
4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0   

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

พีเอช น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

4 22.74 ±0.32 51 0.0446 0.6856 0.6856 0.3504 0.3504 
5 29.88 ±0.15 57 0.0430 0.6653 0.6653 0.4517 0.4517 
6 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
7 23.72 ±0.06 54 0.0482 0.6697 0.6967 0.3968 0.4088 
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ตารางท่ี 4.29 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลเีซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปรมิาตร)  อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซยีส  ความเร็วรอบในการ
เขยา 250 รอบตอนาที โดยผนัแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 4, 5, 6 และ 7 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

พีเอชเริ่มตน
ในอาหาร 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
pH 4.0 3.63-3.91 41.4262 26.0073 2.5004 0.9972 5.6800 1.5050 
pH 5.0 4.71-4.95 41.5022 38.0872 2.5004 1.7760 5.3550 1.4600 
pH 6.0 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
pH 7.0 6.80-6.98 42.4758 32.8854 2.5004 1.0148 5.0750 1.3650 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 4, 5, 6 และ 7 พบวาการเจริญของยีสตในชวง 4-6 มี
แนวโนมของการเจริญเพ่ิมขึ้นเม่ือวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง คือ 22.74, 29.88 และ 32.00 กรมัตอลติร
ท่ีเวลา 51, 57 และ 54 ชั่วโมงตามลําดับ  สวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของยีสตในชวง 4-6 ก็มี
แนวโนมสูงขึ้นเชนเดียวกัน คือ 0.0446, 0.0430 และ 0.0513  ตอชั่วโมง แตเมื่อยีสตเจรญิท่ีพีเอช 7.0 
จะมีน้ําหนักเซลลแหงและ อัตราการเจริญจําเพาะลดลง คือ 23.72 กรัมตอลิตร และ 0.0482 ตอ
ชั่วโมง 

และเม่ือพิจารณาน้ําหนักเซลลแหงท่ีได  รวมถึงคาอื่นๆ ไดแก ผลผลิตมวลเซลล (yield) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ปริมาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใช  (ดังแสดงในตารางท่ี
4.28 และ 4.29)  จะเห็นวา  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 5-6 เปนชวงท่ียีสต H. polymorpha NRRL Y-
2214 เจริญไดคอนขางดีเม่ือเปรียบเทียบกับพีเอชอื่นๆ   

จึงทําการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตร
ดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยสีต 2 % (น้าํหนกั
ตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาพีเอชเริ่มตนของอาหาร คือ 5.25, 5.50 และ 5.75 เพ่ือศึกษาถึงคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการเจริญของยีสตชนิดนี้  ซึ่งแสดงผลการทดลองดังรูปท่ี 
4.45-4.49 และตารางท่ี 4.30-4.31 
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รูปที่ 4.46 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)   โดยผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหาร
เปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.47 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผนัแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.48 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาพีเอชเริม่ตน
ในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.49 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผนัแปรคาพีเอชเริม่ตน
ในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.50 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีพีเอชเริ่มตนในอาหาร 5.0, 5.25, 5.50, 5.75 และ 6.0 

ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly 
ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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ตารางท่ี 4.30 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) โดยผนัแปรพเีอชเริม่ตนในอาหารเปน 5.0, 5.25, 5.50, 5.75 และ 6.0  ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิูใน
การเจริญ 37 องศาเซลเซียส  

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
พีเอช น้ําหนักเซลล

แหงสูงสุด 
(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

5.0 29.88 ±0.15 57 0.0430 0.6653 0.6653 0.4517 0.4517 
5.25 29.64 ±0.42 57 0.0554 0.6923 0.6923 0.4797 0.4797 
5.50 30.76 ±0.17 60 0.0601 0.7536 0.7936 0.4948 0.5235 
5.75 32.78 ±0.06 54 0.0613 0.7634 0.7634 0.5664 0.5664 
6.0 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
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ตารางท่ี 4.31 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 5.0, 5.25, 5.50, 5.75 
และ 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

พีเอชเริ่มตน
ในอาหาร 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
pH 5.0 4.71-4.95 41.5022 38.0872 2.5004 1.7760 5.3550 1.4600 
pH 5.25 5.10-5.26 41.9108 39.4305 2.6177 1.3743 6.2366 1.2482 
pH 5.50 5.20-5.48 40.2418 38.3173 2.6177 1.9841 6.3187 1.2714 
pH 5.75 5.40-5.72 42.0231 42.0231 2.6177 2.1861 6.4358 1.2667 
pH 6.0 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 เปรียบเทียบกับพีเอช 5.0 และ 
6.0 พบวาการเจริญของยีสตในชวง 5.50 จนถึง 6.0 เซลลมีการเจริญที่ใกลเคียงกันคือ 30.76, 32.78 
และ 32.00 กรัมตอลิตร ที่เวลา 60, 54 และ 54 ชั่วโมง  ตามลําดับ  คาอัตราการเจริญจําเพาะ(µ) ของ
ยีสตในชวงพีเอช 5.25 จนถึง 6.0  มีคาไมแตกตางกันมากนัก คือ 0.0554, 0.0601, 0.0613 และ 
0.0513 ตอชั่วโมง  สวนการเจริญท่ีพีเอช 5.25 จะใหน้ําหนักเซลลแหง 29.64 กรัมตอลิตร 

จากการเจริญของยีสตในชวงแคบ คือ พีเอช 5.0-6.0 นั้น  จะเห็นวายีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 เจริญไดดีท่ีพีเอช ตั้งแต 5.50-6.0  โดยพิจารณาจากน้ําหนักเซลลแหง คาอัตราการ
เจริญจําเพาะ (µ) รวมถึงคาอื่นๆท่ีแสดงในตารางท่ี  4.30 และ 4.31 ไดแก ผลผลิตมวลเซลล (yield) 
และ อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity)ปริมาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใช  ซึ่งคาพีเอช
ในชวง 5.50-6.0 นี้  นาจะเปนคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการนํากลีเซอรอลเขาสูเซลลผานเมมเบรนของ
ยีสตในกลุมเมทิลโลโทรฟกส    ทําใหยีสตมีการใชกลีเซอรอลในน้ําหมัก  และเขาสูเมแทบอลิซึม
ตางๆเพ่ือสรางพลังงานและองคประกอบของเซลลเพ่ือการเจริญไดดีกวาการเจริญในชวงพเีอชอืน่ๆ  
แตอยางไรก็ตาม  จากผลการทดลองการเจริญในอาหารพีเอชอื่นๆ คือ พีเอช 4, 5, 5.25 และ 7  ยีสต 
H. polymorpha NRRL Y-2214 ก็มีความสามารถในการเจริญได  เนื่องจากเซลลมีสามารถควบคุม
ความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนภายในเซลลได เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงพีเอชภายนอกเซลลหรือ
เจริญในอาหารท่ีมีคาพีเอชไมเหมาะสม  แตหากคาพีเอชสูงหรือตํ่ากวาชวงที่เซลลสามารถเจริญได  
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ก็จะสงผลตอโครงสรางและสภาพใหซึมไดของเซลล  ทําใหมีการเจริญนอยหรืออาจจะยับย้ังการ
เจริญ 65 

 
4.3.4 ศึกษาคาความเร็วรอบในการเขยา  ที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต   

H.  polymorpha 
 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-

Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 6.0 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส  และผันแปร
ความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาท ี เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจรญิ
ในรูปน้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันท่ีเหลอืในน้าํหมัก  
เพ่ือนําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.50-4.54 จากนั้นคํานวณคาอัตรา
การเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.32-4.33 
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รูปที่ 4.51 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาความเร็วรอบในการเขยา
เปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.52 ความสมัพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาความเร็ว
รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.53 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต 

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาความเร็ว
รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


                                                                                                                                                                
                                                                                                                         

 

 

127 

0
1
2
3
4
5
6
7
8

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

เวลา (ช่ัวโมง)

น้ํา
มัน

 (ก
รัม

ตอ
ลิต

ร)

200 rpm 250 rpm 300 rpm
  

 
รูปที่ 4.54 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาความเร็ว
รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.55 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีความเร็วรอบในการเขยา 200, 250 และ 300 รอบตอ

นาที  ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YE-Gly ที่มีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปรมิาตร)
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ตารางท่ี 4.32 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)  พีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส  โดยผันแปรความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 
และ 300 รอบตอนาที  

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
ความเร็วรอบ
ในการเขยา

(รอบตอ
นาที) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

200 19.85 ±0.22 66 0.0454 0.6056 0.6035 0.2976 0.3089 
250 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
300 33.38 ±0.23 60 0.0474 0.6791 0.6837 0.4910 0.5013 
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ตารางท่ี 4.33 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 
รอบตอนาท ีพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส   
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

ความเร็วรอบ
ในการเขยา 

(rpm) 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
200 5.39-5.97 42.6796 29.6046 2.4012 1.5268 6.3577 0.9456 
250 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
300 5.69-6.02 42.5149 41.8974 2.4012 2.0484 6.4892 1.4661 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรคาความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  พบวาเม่ือเพ่ิม
ความเร็วรอบในการเขยา  ยีสตจะมีการเจริญสูงขึ้นเม่ือวัดเปนน้ําหนักแหง คือ 19.85, 32.00 และ 
33.38 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 66, 54 และ 60 ชั่วโมงตามลําดับ  สวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของ
ยีสตท่ี 200 รอบตอนาที มีคา 0.0454  ตอชั่วโมง เมื่อเพิ่มความเร็วรอบเปน 250 รอบตอนาที  อัตรา
การเจริญจําเพาะก็มีคาสูงขึ้น คือ 0.0513  ตอชั่วโมง แตเมื่อเพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาจนถึง 300 
รอบตอนาท ี พบวาอัตราการเจริญจําเพาะมีคาลดลง คอื 0.0474 ตอชั่วโมง เนื่องจากใชเวลาในการ
เจริญจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด  มากกวาท่ี 250 รอบตอนาที  เม่ือคํานวณคาอัตราการเจริญ
จําเพาะมีผลทําใหลดลง   

ความเร็วรอบในการเขยาเปนการใหออกซิเจนแกเซลลในการเจริญ  โดยออกซเิจนมี
หนาท่ีหลกัในการเปนตวัรบัอเิลก็ตรอนตัวสุดทายในหวงโซอเิล็กตรอน (electron transport chain, 
ETC) นอกจากนั้นยังทําหนาท่ีเปน growth factor โดยยสีตตองการออกซิเจนสําหรับเกิดไฮดรอก
ซีเลชั่น (hydroxylation) เพ่ือรกัษาการเจริญ เชน ใชในการสังเคราะหสเตอรอล และกรดไขมนัไม
อิ่มตวั เปนตน 63, 65 ซึ่งจากผลการทดลองในตารางท่ี 4.32 จะเห็นวาการเจริญของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีความเร็วรอบ 250 และ 300 รอบตอนาที  ดกีวาการเจริญท่ี 200 รอบ
ตอนาที  และการเลี้ยงท่ี 250 และ 300 รอบตอนาที  ใหคาผลผลิตมวลเซลล (yield) อตัราผลผลิต
มวลเซลล (productivity)  ปรมิาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใช  ไมแตกตางกันมากนกั  ซึ่งอาจ
เนือ่งมาจากขอจํากดัของการใหออกซิเจนตอพ้ืนทีผ่วิในฟลาสก  ทําใหปริมาณของออกซเิจนในน้ํา 
หมักท่ีความเร็ว 250 และ 300 ไมแตกตางกันมาก   เซลลจึงมีอัตราการเจริญท่ีใกลเคียงกัน
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จากการศึกษาถึงองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อซึง่ไดแก ความเขมขนของกลเีซอรอล
ดิบ  ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน  ตลอดจนภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมตอการเจรญิของ
ยีสต H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ไดแกอุณหภูมิ พีเอชเร่ิมตนในอาหาร และคา
ความเร็วรอบในการเขยา  พบวาสูตรอาหารท่ีเหมาสําหรับการเจริญคือ  กลีเซอรอลดิบ 7.5% และ
สารสกัดจากยีสต 2 % สวนภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมคือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช
เร่ิมตนในอาหาร 5.75-6.0 และคาความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  โดยใหคาน้ําหนัก
เซลลแหงสูงสุด คือ 32.00 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 54 ชั่วโมง  และใหคาอัตราการเจริญจําเพาะ 0.0513 
ตอชั่วโมง  คาผลผลิตมวลเซลล (Yield) 0.7132 กรัมเซลลแหงตอกรัมกลีเซอรอล  คาอัตราผลผลิต
มวลเซลล (Productivity) 0.5026 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ซึ่งคาตางๆท่ีไดจากการทดลอง  แมไม
สามารถเปรียบเทียบไดโดยตรงกับงานวิจัยอื่นๆ  เนื่องจากยังไมมีการศึกษาถึงการนํากลีเซอรอลดิบ
ซึ่งเปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลล  มาใชเพ่ือเปนแหลงคารบอนสาํหรับการ
ผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต   แตก็ยังมีงานวิจัยท่ีเกี่ยวการนํากลีเซอรอลบริสุทธิ์มาใชเพ่ือการ
เจริญของยีสต  เชน  งานวิจัยของ Hellmuth และคณะ 48 ไดรายงานถึงการเจริญของยีสต H. 
polymorpha ในอาหารที่มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ fed-batch ในถัง
หมักขนาด 15 ลิตร ท่ีมีอาหาร minimal medium ปริมาตร 5 ลิตร ความเขมขนเริม่ตนของกลเีซอรอล
ในอาหารเปน 1 %  อุณหภูมิในการเลี้ยง 30 องศาเซลเซียส พีเอชของอาหารเปน 4.6 และอัตราการ
ใหอากาศเปน 5 ลิตรตอชั่วโมง  ในชวงเร่ิมตนของการหมักจนถึง 18 ชัว่โมง  ใหปริมาณกลเีซอรอล
ในอาหารดวยอัตรา 25 กรัมตอชั่วโมง  จากนั้นเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลดวยอัตรา 50 กรัมตอลิตร 
จนถึง 168 ชั่วโมง หลังจากสิ้นสุดการเลี้ยงพบวา ใหความหนาแนของเซลลประมาณ 120 กรัมตอ
ลิตร เม่ือคิดเปนน้ําหนักเซลลแหง  งานวิจัยของ d’ Anjou และคณะ 75 ไดศึกษาการเจริญของยีสต 
Pichia pastoris ในอาหารที่มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ Fed-batch ในถงั
หมักขนาด 10 ลิตร  ท่ีมีอาหาร Minimal medium ปริมาตร6 ลิตร  ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซ
อรอลในอาหารเปน 50 กรัมตอลิตร ปรับพีเอชของอาหารเปน 5.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
หลังจาก 12 ชั่วโมง  ทําการเติมเมทานอลเขาสูถังหมัก  โดยรักษาระดับความเขมขนอยูในชวง 1-2 
กรัมตอลิตร  ทําการเลี้ยงตอจนถึง 60 ชั่วโมง  พบวา ใหผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.51 กรัมของ
เซลลตอกรัมของสับเตรทท้ังหมด  ซึ่งแมวางานวิจัยที่ไดทําการทดลองมา  จะเปนการผลิตในระดับ
ขวดเขยา  แตก็สามารถใชเปนขอมูลในการศึกษาถึงความเปนไปได  ในการพัฒนางานวิจัยจาก
ระดับขวดเขยาไปสูระดับการหมักท่ีใหญขึ้นในถังหมัก   

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยอื่นๆ  ท่ีไดศกึษาถึงการนําวัสดุเหลือท้ิง และมีมลูคาต่ํา  มา
เปลีย่นใหมีมูลคาสงูขึ้นในรูปของโปรตีนเซลลเด่ียว  ซึ่งสอดคลองกบังานวิจัยท่ีทํา  ตัวอยางงานวิจัย
ตางๆ ไดแก Musial และคณะ 71 ไดทําการผลติโปรตีนเซลลเด่ียวจากยีสต Yarrowia lipolytica A-
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101 โดยใชน้ํามันเรพสดี (crude rapeseed oil) ความเขมขน 25.7 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน  
และมีการเติมสารอาหารและธาตุอาหารตางๆ ไดแก แอมโมเนยีมซัลเฟต 4.2 กรัมตอลิตร 
แมกนเีซียมซลัเฟต 0.12 กรัมตอลิตร  โพแทสเซยีม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.28 กรัมตอลิตร และ
สารสกัดจากยีสต  2.1 กรัมตอลติร  ปรบัพีเอชเปน 3.5 และทําการเลีย้งแบบตอเนือ่งในถงัหมัก
ขนาด 3.5 ลิตร ท่ีมีปริมาตร อาหาร 1 ลิตร  ภาวะในการเลีย้ง 30 องศาเซลเซียส  อัตราการกวน 700 
รอบตอนาที  และอัตราการใหอากาศ 2 vvm เม่ือสิ้นสุดการเลี้ยงท่ี 54 ชั่วโมง ใหน้ําหนักเซลลแหง 
32.5 กรัมตอลิตร  KURBANOGL’U 97  ไดทําการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจาก Ram  horn  
hydrolysate โดยใชยีสต Candida utilis NRRL Y-900 ทําการเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 มลิลิลิตร  ที่
มีอาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ซึ่งประกอบดวย crude horn hydrolysate 4 % สารสกัดจากยีสต 0.1 
%  กลูโคส 1 % และ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ปรับพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 5.0 ภาวะในการเลี้ยง 160 รอบตอนาที อุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส  เม่ือสิ้นสุด
การเลีย้งพบวา  ใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 6.8 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 72 ชั่วโมง  Choi และ Park 72  ได
ทําการผลติมวลชวีภาพโดยใชเศษกะหล่าํปลซีึ่งเหลอืทิ้งเปนแหลงคารบอน  โดยทําการเลีย้งยสีต 
Pichia stipitis CBS 5776 ในอาหาร cabbage juice medium ปริมาตร 20 มิลลลิิตร  ท่ีมี แอมโมเนยีม
ซัลเฟต 0.05 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน ปรบัพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 5.8  
ภาวะในการเลี้ยง 200 รอบตอนาที อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  เม่ือสิน้สดุการเลีย้งใหน้ําหนกัเซลล
แหง 11.23 กรมัตอลติร   

ซึ่งเมือ่เปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีทําการศกึษาถึงการใชกลีเซอรอลดบิจากกระบวนการ
ผลติไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนเพ่ือผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว  กับงานวิจัยท่ีไดยกตัวอยางมา 
เกีย่วกับการนําวัสดุเหลอืท้ิง และมีมูลคาต่ํา  มาเปลีย่นใหมีมูลคาสูงขึน้ในรูปของโปรตีนเซลลเด่ียว  
จะเห็นวา ยีสต H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 มีการเจริญท่ีคอนขางดี คอื 32 กรัมตอลติร
เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยในระดับขวดเขยาของ KURBANOGLU และ Choi และ Park ท่ีให
น้ําหนักเซลลแหงเพียง 6.8-11.23 กรัมตอลิตร  นอกจากนี้เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่นๆในระดับ
ถังหมัก  ก็พบวาการเจริญในระดับขวดเขยาของยีสต  H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ท่ี
ศกึษาอยูก็ใหคาน้ําหนกัเซลลแหงไมตางจากงานวิจัยในดับถังหมักของ Musial และคณะ มากนกั 
ซึ่งแสดงใหเห็นวา ยีสต  H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 นาจะมีศักยภาพในการพัฒนาให
เจริญในระดับการผลิตท่ีสูงขึ้นตอไปได 
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4.4  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly  และอาหาร 
Mineral salt medium  

 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt medium 

ซึ่งอางอิงจาก United States Patent No.: US 6,204,012 B1 48 (แสดงองคประกอบของอาหารใน
ภาคผนวก ข)  โดยมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  ปรับคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 ทําการเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา 250 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญในรูปน้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณ
กลีเซอรอลท่ีเหลือในน้ําหมัก  เพ่ือนําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธตางๆกับเวลา  ดงัรูปที่
4.55  จากนั้นคํานวณคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลติมวลเซลล 
(productivity) ดังแสดงในตารางท่ี 4.34 
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รูปที่  4.56 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกลีเซอรอลและพีเอชในน้ําหมัก  

กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt 
medium ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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ตารางท่ี 4.34 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt medium และอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมี 
กลเีซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิู 
37 องศาเซลเซยีส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
อาหาร น้ําหนักเซลล

แหงสูงสุด 
(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

Mineral salt 
medium 
 

26.81 ±0.05  66 0.0353 0.4980 0.5710 0.3217 0.4296 

สูตรดัดแปลง 
YPG 
 

32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
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รูปที่ 4.57  Mineral salt medium ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
(ก) และการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเวลา 36 ชั่วโมงในอาหาร ใน Mineral 
salt medium (ข) 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt 

medium ดังตัวอยางในรูปท่ี 4.56 พบวาใหน้ําหนักเซลลแหง 26.81 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 66 ชั่วโมง  
ใหอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) เปน  0.0353 ตอชั่วโมง  ใหผลผลิตมวลเซลล (yield) เปน 0.5710 และ
ใหอัตราผลผลิตมวลเซลล  (productivity) เปน 0.4296 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (ในชวง log phase)  
เม่ือเปรียบเทียบกับการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG 
ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต  2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน 
พบวาการเจริญของยีสตในอาหาร Mineral salt medium ใหน้ําหนักเซลล  ตลอดจนคาอัตราผลผลิต
เซลลตํ่ากวา  ดังแสดงในตารางท่ี 4.34 

ซึ่งการท่ียีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ที่เจริญในอาหาร Mineral salt medium ได
น้ําหนักเซลลต่ํากวาในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly  อาจเนื่องมาจากในอาหารสูตรดัดแปลง YE-
Gly นั้นมีสารสกัดจากยีสตซึ่งใชเปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และในสารสกัดจากยีสต
ยังอุดมไปดวยวิตามิน แรธาตุ กรดอะมิโน ท่ี จําเปนตอการเจริญของเซลลยีสต  และยังมี
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบดวย  ดังนั้นในอาหารสูตรดัดแปลงจึงสงผลใหยีสตมีการเจริญท่ี
คอนขางดีกวาในอาหาร Mineral salt medium 

(ก) (ข) 
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4.5  วิเคราะหองคประกอบในเซลลยีสต H.  polymorpha 
 
จากการเลี้ยงยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมี

ปริมาณกลีเซอรอล  ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญ  คือ กลีเซอรอล
ดิบ 7.5 %  และสารสกัดจากยีสต (yeast extract) 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พีเอชเริ่มตนในอาหาร
เปน 6.0 อุณหภูมิและความเร็วรอบท่ีใชเขยาเปน 37 องศาเซลเซียส และ 250 รอบตอนาที  ทําการ
เลี้ยงจนการเจริญของยีสตเขาสูระยะ log phase (ประมาณ 54-60 ชั่วโมง) จากนั้นนําเซลลยีสตมาทํา
ใหแหงดวยเครื่อง Freeze Dryer จะไดเซลลยีสตที่มีลักษณะสีเหลืองออน ดังภาพท่ี 4.56  และทําการ
วิเคราะหองคประกอบทางอาหารในเซลล 

 
 

รูปท่ี  4.58  เซลลยสีต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีทําแหงดวยเคร่ือง Freez Dryer 
 
4.5.1  วิเคราะหปริมาณโปรตีน ไขมัน เถา ความช้ืน คารโบไฮเดรต 

เมื่อทําการวิเคราะหองคประกอบในเซลลไดแก โปรตีน ไขมัน เถา ความชื้น และ
คารโบไฮเดรต (ดังแสดงในภาคผนวก ข) ใหผลการวิเคราะหดังตารางท่ี 4.35  

 
  ตารางท่ี 4.35  องคประกอบทางอาหารในยสีต H. polymorpha NRRL Y-2214   

 
องคประกอบ เปอรเซน็ต (%) วิธีวิเคราะห 
โปรตีน (Crude Protein) 41.67 ±0.685 Kjeldahl Method 
ไขมัน (Lipid) 16.49 ±0.530 AOAC2000 
ความชื้น (Moisture) 72.34 ±0.651 AOAC2000 
เถา (Ash) 3.08 ±0.358 AOAC2000 
คารโบไฮเดรต (Carbohydrate) และอื่นๆ 38.76 AOAC2000 
หมายเหต ุ วิเคราะหผลจากการทดลอง 5 ซ้ํา 
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จากตารางท่ี 4.35 แสดงองคประกอบทางอาหาร  ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา 
และคารโบไฮเดรต ในยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 แลวเปรียบเทียบกับยีสตท่ีนิยมใชใน
การผลิตสารสกัดจากยีสต  (yeast extract) ชนิดอื่น หรือนิยมนําไปแปรรูปอื่นๆ เชน เบตากลูแคน 
สารสีจากยีสต เปนตน ซึ่งยีสตเหลานี้ไดแก  ยีสตในจีนัส Candida และ Saccharomyces ดัง
แสดงผลในตารางที่ 4.36 

 
ตารางท่ี 4.36  เปรียบเทียบองคประกอบทางอาหารระหวางยีสตจีนัสตางๆ (57, 69 และ 73) 
 
องคประกอบ H. polymorpha 

NRRL Y-2214 
 

Candida utilis 
(From Cassava 
hydrolysate)  

Saccharomyces 
cerevisiae 
(Brewer yeast)  

Kluyveromyces 
maxianus 
(from Whey)  

โปรตีน (%) 41.67 52.25 40.0 52.0 
ไขมัน (%) 16.49 0.31 4.0 0.54 
ความชื้น (%)  72.34 74.0 ND 72.0 
เถา % 3.08 2.2 7.5 5.4 
คารโบไฮเดรต (%) 38.76 ND 34.0 34.9 
ND : Not done 
4.5.2 วิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมัน 
 

จากการวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-
2214 โดยการเปลี่ยนใหอยูเมทิลเอสเทอรและวิเคราะหดวยเครื่อง GC (Gas chromatography) (ดัง
แสดงในภาคผนวก ข) ใหผลการวิเคราะหดังตารางท่ี 4.37 

 
ตารางท่ี 4.37  ชนิดและปริมาณกรดไขมนัในเซลลยสีต H.  polymorpha NRRL Y-2214 

 
 
 
 
 
 
 

กรดไขมัน ปริมาณ (%) 
ปาลมิตกิ (Palmitic acid, C16:0) 
ปาลมิโตเลอกิ (Palmitoleic, C16:1) 
สเตียรริก (Stearic acid, C18:0) 
โอเลอกิ (Oleic acid, C18:1) 
ไลโนเลอกิ  (Linoleic acid, C18:2) 

34.10   
1.87 
3.47  
37.13  
17.37 
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รูปที่ 4.59  โครมาโตแกรมแสดงองคประกอบของกรดไขมันชนิดตางๆ จากยสีต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214  ท่ีวิเคราะหดวยเครื่อง GC  

(Gas Chromatography) โดยเทียบกับ retention time ของสารมาตรฐาน Fatty acid methyl esters (FAMEs) 
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Column : HP-INNOWax 
   30 m x 0.32 mm  Film 0.25 µm 
Carrier : Helium 28 cm/sec, 9.52 psi (150 oC) 
  1.3 mL/min constant pressure 
Oven : 150-180 oC at 10 oC/min 
  180-200 oC at 5 oC/min 
  200-205 oC at 0.5 oC/min 
  205-250 oC at 5 oC/min 
Injection : Split 50:1, 150 oC, 1 µL 
Detector : FID 250 oC 

137 
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4.5.3 วิเคราะหกรดอะมิโน  และวิตามิน 
 
จากการวิเคราะหชนิด ปริมาณกรดอะมิโน  และวิตามินในเซลลยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214  โดยบริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากัด โดยสงวิเคราะหในรูปเซลลเปยกแชแข็ง  
โดยมีความชื้น 43.20 % เมื่อนํามาคํานวณปริมาณกรดอะมิโน  ตอน้ําหนักเซลลแหง  จะใหผลดัง
ตารางท่ี 4.38 และ 4.40 (ภาคผนวก จ, รูปที่ จ. 11) 
 

ตารางที่ 4.38  ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL Y-2214 
 

กรดอะมิโน (Amino acid) 
 

ปริมาณ 
(mg/100g) 

กรดอะมิโน (Amino acid) ปริมาณ 
(mg/100g) 

Histidine * 27.46 Aspartic acid 201.30 
Isoleucine* 590.24 Cystine 36.68 
Leucine* 670.42 Glutamic acid 92.29 
Lysine* 330.94 Glycine 158.31 
Methionine* <5.00 Methionine-Cystine 36.68 
Phenylalanine* 716.48 Phenylalanine-tyrosine 822.24 
Threonine* 81.88 Proline <5.00 
Tryptophan* 61.92 Serine 60.22 
Valine* 281.47 Tyrosine 106.11 
Alanine 312.18 Hydroxylysine <5.00 
Arginine 123.17 Hydroxyproline <5.00 

     * หมายถึง กรดอะมิโนจําเปน (Essential amino acid), วิเคราะหดวยวิธี AOAC (2000) 
 

จากตารางท่ี 4.22 แสดงชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในเซลลยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214  แลวเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบในสารสกัดจากยีสต สายพันธุ 
Saccharomyces  cerevisiae  ดังแสดงผลในตารางท่ี 4.39 
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ตารางท่ี 4.39  เปรียบเทียบกรดอะมิโนในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 กับกรดอะมิโน
ในสารสกัดจากยีสต (yeast extract) สายพันธุ Saccharomyces  cerevisiae 
 
ชนดิ H.  polymorpha NRRL Y-2214 

(รอยละของน้ําหนกัเซลลแหง) 
Saccharomyces cerevisiae a 

(รอยละของน้ําหนกัแหง) 
กรดอะมิโนจําเปน   
Histidine  0.027 0.53 
Isoleucine 0.590 1.66 
Leucine 0.670 2.99 
Lysine 0.331 1.43 
Methionine <0.005 0.68 
Phenylalanine 0.72 1.87 
Threonine 0.082 0.82 
Tryptophan 0.062 1.45 
Valine 0.28 2.22 
กรดอะมิโนไมจําเปน   
Aspartic acid 0.20 1.25 
Serine 0.037 1.34 
Glutamic acid 0.092 2.70 
Glycine 0.16 0.75 
Alanine 0.31 2.66 
Proline <0.005 1.12 
a  สํานักงานนวัตกรรมแหงชาต ิ57 
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ตารางท่ี 4.40  ชนิดและปริมาณวิตามินในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 
 

วิตามิน (Vitamin) 
 

ปริมาณ (ppm) 
 

วิธีวิเคราะห 
 

Vitamin B1 (Thiamin) < 0.1 JAFC (1984) 
Vitamin B2 (Riboflavin) 0.9 JAFC (1984) 
Vitamin B 3 (Niacin & Niacinamide) < 0.1 JAOAC (1993) 
Vitamin B5 (Panthothenic acid) 2.0 AOAC (2000) 
Vitamin B6 (Pyridoxine) < 0.1 JAFC (1984) 
Vitamin B8 (Biotin) 32.5 AOAC (1996) 
Vitamin B9 (Folic acid) 84.9 AOAC (1996) 
Vitamin B12 (Cyanocobalamine) < 0.1 AOAC (2000) 
 

จากตารางที่ 4.24 แสดงชนิดและปริมาณวิตามินในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-
2214  แลวเปรียบเทียบกับวิตามินท่ีเปนองคประกอบในสารสกัดจากยีสต  Saccharomyces 
cerevisiae  ดังแสดงผลในตารางท่ี 4.41 
 
ตารางท่ี 4.41  เปรียบเทียบวิตามินในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 กับวิตามินในสาร
สกดัจากยีสต (yeast extract) สายพันธุ Saccharomyces cerevisiae 56 

 
วิตามิน (Vitamin) 
 

H.  polymorpha  
NRRL Y-2214 (ppm) 

S.  cerevisiae 
(ppm) 

Vitamin B1 (Thiamin) < 0.1 10-18 
Vitamin B2 (Riboflavin) 0.9 80-110 
Vitamin B 3 (Niacin & Niacinamide) < 0.1 350-600 
Vitamin B5 (Panthothenic acid) 2.0 120-190 
Vitamin B6 (Pyridoxine) < 0.1 45-60 
Vitamin B8 (Biotin) 32.5 0.7-1.5 
Vitamin B9 (Folic acid) 84.9 25-50 
Vitamin B12 (Cyanocobalamine) < 0.1 1.2-5.0 
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 เม่ือพิจารณาผลขององคประกอบทางอาหาร ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา และ
คารโบไฮเดรต  และเปรียบเทียบกับยีสตสายพันธุอื่น คือ Candida utilis, Saccharomyces และ 
Kluyveromyces maxianus ซึ่งยีสตสายพันธุเหลานี้เปนยีสตท่ีนิยมนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิต
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) และพบวา ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 มีปริมาณ
องคประกอบตางๆไมตางจากยีสตสายพันธุท่ีกลาวมามากนัก  ดังแสดงในตารางที่ 4.36 ยกเวน
ปริมาณไขมันท่ีวิเคราะหไดในยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG พบวามีปริมาณไขมันคอนขางสูง คือ 16.49 % ในขณะท่ียีสต Candida utilis, Saccharomyces 
และ Kluyveromyces maxianus นั้นมีปริมาณไขมันในเซลลเพียง 0.31, 4.0 และ 0.54 % ตามลําดับ  
ท้ังนี้ โดยธรรมชาติของสายพันธุยีสต H.  polymorpha นั้นไมใชยีสตท่ีสะสมกรดไขมันในเซลล 
(Non-oleaginous yeasts) และมีปริมาณไขมันในเซลลเพียง 1.4-3.3 % ดังแสดงในตารางท่ี 4.42 
ดังนั้นปริมาณของไขมันท่ีคอนขางสูงท่ีไดจากการวิเคราะหในยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 
ท่ีเจริญในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  อาจมาจากการดูดซับน้ํามันท่ีเปน
องคประกอบในกลีเซอรอลดิบเขาไปสะสมในเซลลระหวางการเจริญ  และอาจเกิดจากการท่ีไม
สามารถขจัดน้ํามันท่ีปนเปอนมาออกจากเซลลไดหมด  
 
 ตารางท่ี 4.42  ปริมาณไขมันท่ีพบใน non-oleaginous yeasts และ oleaginous yeasts 98 

 
ยีสต ปริมาณไขมันในเซลล (% น้ําหนักแหง) 
Non-oleaginous yeasts 

Candida utilis 
Crytococcus neoformans 
Debaryomyces hansenii 
Hansenula anomala 
Hansenula polymorpha 
Saccharomyces cerevisiae 
Yarrowia lipolytica 

 
0.2-18.2 
9.8 
7.0-11.0 
7.0-17.0 
1.4-3.3 
3.5-20.0 
2.7-9.0 

Oleaginous yeasts 
Candida diddensiae 
Hansenula ciferri 
Lipomyces tetrasporus 
Rhodotorula glutinis 

 
37.0 
22.0 
64.0-67.0 
40.0-72.0 
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เม่ือพิจารณาผลวิเคราะหของชนิดและปริมาณของกรดไขมันในยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 พบวาประกอบดวยกรดไขมันหลักๆ 5 ชนิด คือ ปาลมิติก (Palmitic acid, C16:0) 
ปาลมิโตเลอิก (Palmitoleic, C16:1) สเตียรริก (Stearic acid, C18:0)โอเลอิก (Oleic acid, C18:1) 
ไลโนเลอิก  (Linoleic acid, C18:2) ซึ่งมีปริมาณ 34.10, 1.87, 3.47, 37.13 และ 17.37 % ของกรด
ไขมันท้ังหมดท่ีวิเคราะหได  ตามลําดับ  เทียบกับรายงานของ Wijeyaratane และคณะ 99 ท่ีรายงาน
ถึงองคประกอบของกรดไขมันในยีสต H. polymorpha วา  ประกอบดวย ปาลมิติก 16.3-25.2 % 
ปาลมิโตเลอิก 1.3-3.5 % สเตียรริก 3.3-8.7 % โอเลอิก 23.6-30.6 % และไลโนเลอิก  27.3-43.2 %  
และเม่ือเปรียบเทียบกับขอมูลของกรดไขมันท่ีวิเคราะหไดจากน้ํามันในกลีเซอรอลดิบ  พบวา
ประกอบดวยกรดไขมัน ปาลมิติก  สเตียรริก และโอเลอิก ในปริมาณ 41.88, 4.82 และ 40.84 % จึง
สันนิษฐานวาปริมาณของกรดไขมันปาลมิติก และโอเลอิก  ในเซลลยีสตท่ีคอนขางสูง  อาจ
เนื่องมาจากยีสตเมแทบอไลตกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบในอาหารและสะสมหรือนําไปสราง
พลังงานใหแกเซลล  อีกท้ังยังมีรายงานวา ยีสต H. polymorpha CBS1976 มีความสามารถในการนํา
กรดไขมัน ปาลมิติก โอเลอิก และ ไลโนเลอิก เขาสูเซลลและเกดิการสะสมได  56  สําหรับงานวิจัย
เกี่ยวกับการสังเคราะหกรดไขมันในยีสตจีนัสอื่น เชน งานวิจัยของ You และคณะ 100 ไดศึกษาการ
สังเคราะหกรดไขมันในยีสต Sachharomyces cerevisiae ในอาหาร YPD และมีการเติมเมาทานอล
ลงไป  พบวาสามารถสังเคราะหกรดไขมันชนิดตางๆไดแก ปาลมิติก 45.5-49.7 % สเตียรริก 4.7-
12.5 % ปาลมิโตเลอิก 31.7-42.6 % และ โอเลอิก 11.0-14.9 % เม่ือเปรียบเทียบสัดสวนของกรด
ไขมันไมอิ่มตัวโอเลอิกระหวางยีสต S. cerevisiae กับยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 จะเห็นวา
ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214  มีสัดสวนกรดไขมันโอเลอิกสูงกวา คือ 37.13 % ซึ่งปจจุบัน
ไดมีการนํากรดไขมันมากรดไขมันไมอิ่มตัวตัวมาผลิตเปนผลิตภัณฑในทางการคา  ซึ่งมีประโยชน
ในเร่ืองชวยลดระบบของแอลดีแอล (คอเรสเทอรอลท่ีไมด)ีในรางกายได จึงชวยปองกนัหลอดเลอืด
ตีบตัน และปองกันการอักเสบของเนื้อเยื่อ 99 

เม่ือพิจารณาชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 
พบวาประกอบดวยกรดอะมิโนตางๆ 18 ชนิด  และพบกรดอะมิโนจําเปนครบท้ัง 9 ชนิด  ไดแก 
Histidine, Isoleucine, Leucine, Lysine, Methionine, Phenylalanine, Threonine, Tryptophan และ 
Valine รวมปริมาณ  2760.81 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมของน้ําหนักเซลลแหง  และเม่ือนํากรดอะมโินที่
วิเคราะหได  มาเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนในสารสกัดจากยีสต Saccharomyces cerevisiae  พบวา
มีชนิดของกรดอะมิโนเหมือนกัน  ถึงแมวาจะไมสามารถนํามาเปรียบเทียบกันไดโดยตรง  เนือ่งจาก
กรดอะมิโนท่ีพบใน H.  polymorpha NRRL Y-2214 เปนกรดอะมิโนท่ีวิเคราะหจากตัวเซลล  สวน
กรดอะมิโนจากยีสต Saccharomyces cerevisiae ท่ีนํามาเปรียบเทียบ  ไดมาจากสารสกัดจากเซลล 
(yeast extract) ซึ่งเปนสวนของของเหลวภายในเซลลหรือไซโตพลาสซึม (cytoplasm) อันอุดมไป
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ดวยสารอาหารตางๆ ท้ัง โปรตีน ไขมัน วิตามิน และแรธาตุหลายชนิดมากกวาในเซลลยีสต (เม่ือคดิ
เปนปริมาณตอน้ําหนักแหง)  แตเม่ือคิดเปนสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนตอกรดอะมิโนท้ังหมด
ภายในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 พบวามีสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนสูงถึง 72 
% ของกรดอะมิโนทั้งหมดในเซลล  ในขณะท่ีสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนตอกรดอะมิโน
ท้ังหมดในสารสกัดจากยีสต  มีเพียง 45.7 % ซึ่งขอมูลท่ีวิเคราะหไดเปนขอมูลสําคัญอีกขอมูลหนึ่ง
ในการพัฒนาเซลลยีสตท่ีไดไปใชประโยชนในดานตางๆ เชน แปรรูปเปนสารสกัดจากยีสต นําไป
เปนอาหารสัตวซึ่งอาจอยูในรูปเซลลยีสตท่ีมีชีวิต (Live yeasts or Active yeast) หรือในรูปเซลลท่ี
ตายแลว (Inactive yeast)  

และเมือ่พิจารณาชนิดและปริมาณของวิตามินท่ีวิเคราะหไดจากเซลลยสีต H.  polymorpha 
NRRL Y-2214 โดยทําการวิเคราะหเฉพาะกลุมวิตามินบี  เนื่องจากขอมูลวิตามินท่ีรายงานในสาร
สกดัจากยีสต (yeast extract) นิยมรายงานในกลุมวิตามินบี (B-complex) ดังแสดงในภาคผนวก ฉ 
พบวาเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ประกอบดวยวิตามินบี 8 (Biotin) และวิตามินบี 9 
(Folic acid) อยูในปริมาณที่มากกวาท่ีพบในสารสกัดจากยีสตท่ีผลิตในทางการคา คอื 32.5 และ 
84.9 ppm  (ดังแสดงในตารางท่ี 4.41) นอกจากนี ้  ยังมรีายงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตโฟเลต หรือ
วิตามินบี 9 ในยีสต Saccharomyces cerevisiae โดย Hjortmo และคณะ101  พบวายีสต S. cerevisiae 
ท่ีเจริญในอาหาร YPD จะมีการสังเคราะหโฟเลต (15-40 ppm) ต่าํกวาเม่ือเจริญในอาหารสังเคราะห 
(Synthetic medium) ท่ีใชแอมโมเนยีมซัลเฟต  รวมกับแรธาตุตางๆแทนสารสกดัจากยีสตและเพ
ปโทน  โดยการเลี้ยงแบบแบตซ (Batch fermentation) ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ดวยอาหาร
สังเคราะห  ท่ีมีกลโูคสเปนแหลงคารบอน  ปริมาตรอาหาร 1.3 ลิตร ภาวะในการเลี้ยง คอื อุณหภมู ิ
30 องศาเซลเซยีส พีเอชเริ่มตนในอาหาร 5.5 อัตราการกวน 800 รอบตอนาที  ทําการเลี้ยงเปนเวลา 
48 ชั่วโมง  พบวายีสต S. cerevisiae สามารถสังเคราะหโฟเลตไดถึง 125 ppm ในชวง 0 ถึง 10 
ชั่วโมงแรก  แตปรมิาณโฟเลตในเซลลจะลดลงเร่ือยๆเม่ือเซลลเขาสูระยะ stationary phase จาก
งานวิจัยของ Hjortmo และคณะ ที่ไดกลาวมา  เม่ือเปรียบเทียบกับขอมูลวิเคราะหวิตามินบี 9 จาก
ยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมกีลเีซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  พบวา 
ยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 มีปรมิาณโฟเลตคอนขางสูง (84.9 ppm) ทั้งที่เปนเซลลท่ีเขาสู
ระยะ stationary phase แลว  ดังนั้นจึงมีความนาสนใจในการนํายสีต H.  polymorpha นี้  มาพัฒนา
เปนอาหารท่ีมีโฟเลตสูง ไดแก โยเกริต ขนมปง และอาหารท่ีผานการหมัก (fermented foods) หรือ
เพ่ือการผลิตวิตามนิโฟเลตธรรมชาติ(natural-folates)จากยีสต 
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บทท่ี  5 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

จากการเปรียบเทียบการเจริญของยีสต Hansenula polymorpha SH4329 ในอาหารที่มี
กลูโคส หรือกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน พบวา การเจริญของยีสตในอาหารท่ีมีกลโูคส 2 
และ 3 %   ยีสตจะเขาสูระยะ stationary phase ไดเร็วกวา คือท่ีเวลา 24-36 ชั่วโมง  โดยใหน้ําหนัก
เซลลแหง 8.67 และ 11.85 กรัมตอลิตร ในขณะท่ีการเจริญของยีสตในอาหารท่ีมีกลเีซอรอลบรสิทุธิ์
เปนแหลงคารบอน จะเขาสูระยะ stationary phase ท่ีเวลา 42-48 ชั่วโมง โดยการเจริญของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีผันกลีเซอรอลบริสุทธิ์ในชวง 1-9 % (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) พบวา  ยีสตเจริญไดดีท่ีสุด ที่กลีเซอรอลบริสุทธิ์ 7 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 18.83 
กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง  คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0849 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล 
(yield) 0.6199 อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.5416 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  และเม่ือ
เปรียบเทียบการเจริญของยีสต ในอาหารท่ีมีความเขมขนของกลโูคส และกลเีซอรอลบรสิทุธิเ์ทากัน 
คือ 3 % พบวา การเจริญของยีสตในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 3 % ใหน้ําหนักเซลลแหงสูงกวา 
คือ 16.02 กรัมตอลิตร  ในขณะท่ีการเจริญในกลูโคส 3 % ใหน้ําหนักเซลลแหง 11.85 กรัมตอลิตร 

จากนั้น ไดทําการวิเคราะหกลีเซอรอลดิบท่ีเปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบ
โอดีเซล ท่ีนํามาใชเปนแหลงคารบอน พบวา ประกอบดวยกลีเซอรอล 54.72 %, น้ํามัน 7.05 %  
ความชื้น 16.09 % ตอน้ําหนักเปยก และน้ํามันในกลีเซอรอลดิบประกอบดวยกรดไขมันหลักๆ คือ 
ปาลมิติก โอเลอิก และสเตียรริก 41.88, 40.84 และ 4.82 % ของกรดไขมันทั้งหมด ตามลําดับ และ
เนื่องจากในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนั้น มีการใชกรด และดางเขมขนเปนตัวเรงปฏิกิริยา จึงทํา
การวิเคราะหหาปริมาณแรธาตุที่มีอยูในกลีเซอรอลดิบที่จะนํามาใชเลี้ยงยีสตดวย โดยนาํกลเีซอรอล
ดิบมาวิเคราะห ดวยเครื่อง NA (CHNS/O Analyzer) เครื่อง XRF (X-Rayfluorescence) และเครื่อง 
ICP (Inductively Couple Plasma) พบวา ประกอบดวย คารบอน ไฮโดรเจน ไนโตรเจน เทากับ 
44.13, 9.03, 1.34% ตามลําดับ โดยพบธาตุโซเดียมสูง 1.60 %  สวนแรธาตุอื่นๆ พบในปริมาณนอย 
คือ คลอไรด โพแทสเซียม แคลเซยีม เหล็ก ทองแดง และสังกะสี (4-39 ppm) ซึ่งเปนแรธาตุท่ีเซลล
ยีสตสามารถนําไปใชประโยชนได  

การเตรียมอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน เพ่ือใชเลีย้งยสีต 
โดยแปรผันความเขมขนของกลีเซอรอลดิบในชวง 1-10 %, สารสกัดจากยีสต 1% และเพปโทน 2% 
(น้ําหนักตอปริมาตร) พบวา ท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบท่ี  6 % ใหการเจริญของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ดีท่ีสุด  คือใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 15.63 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 66 ชั่วโมง  
คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0412  ตอชั่วโมง  ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.7017  และอัตรา
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ผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.2321 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญของ
ยีสตในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ และกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  โดยเปรียบเทียบการ
เจริญในอาหารท่ีมีปริมาณกลีเซอรอลท่ีแทจริงใกลเคียงกันคือ กลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1, 3 และ 5 % กบั
กลีเซอรอลดิบ 2, 6 และ 10 % (เนื่องจากกลีเซอรอลดิบ  มีปริมาณกลีเซอรอลประมาณ  54.72 %) 
พบวาการเจริญของยีสตในอาหารที่มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1 และ 3 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ให
น้ําหนักเซลลใกลเคียงกับการเจริญในกลีเซอรอลดิบ 2  และ 6 % สวนการเจริญของยสีตในอาหารที่
มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 5 % จะใหน้ําหนักเซลลแหง 17.42 กรัมตอลิตร  ซึ่งสูงกวาการเจริญของยีสต
ในอาหารที่มีกลีเซอรอลดิบ 10 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหงเพียง 7.24 กรัมตอลิตร  ซึ่งจากการท่ี
ยีสตเจริญไดคอนขางตํ่าในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 10 % เม่ือเทียบกับท่ีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 5 % 
อาจเนื่องจาก  ปริมาณที่คอนขางสูงของไขสบูท่ีเปนองคประกอบในกลีเซอรอลดิบ  ทําใหปริมาณ
ของออกซิเจนที่ละลายในน้ําหมัก  ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 10 % นอยกวาในอาหารที่มีกลีเซ
อรอลบริสุทธิ์ 5 %  ทําใหเซลลมีการเจริญไดไมเต็มท่ี  เนื่องจากปริมาณของออกซิเจนท่ีมีจํากัด 

และทําการแปรผันแหลงไนโตรเจนเปนอนินทรียไนโตรเจน เพ่ือนํามาใชแทนเพปโทน 
ไดแก ยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมซัลเฟต 
พบวา อนินทรียไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง เม่ือนํามาใชแทนเพปโทนในอาหารเลี้ยงเชื้อสงผลใหยีสตมี
การเจริญท่ีคอนขางตํ่า คือ ใหปริมาณเซลลท่ีประมาณ 9-12 กรัมตอลิตร คาอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) 0.0230-0.0355 ตอชั่วโมง  ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.4206-0.7742 อัตราผลผลิตมวลเซลล 
(productivity) 0.0764-0.1539 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และเมื่อทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha 
SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลงท่ีมี กลีเซอรอลดิบ 6 % และเพ่ิมสารสกัดจากยีสตเปน 2 % พบวา
เซลลมีการเจริญไดดีขึ้น โดยใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 20.03 กรัมตอลิตรท่ีเวลา 69 ชั่วโมง  คา
อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0423 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.9955 อัตราผลผลิตมวล
เซลล (productivity) 0.2818 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
 เนื่องจากยีสต H. polymorpha สายพันธุ SH4329 เปนยีสตท่ีใชประโยชนในการศึกษา
ทางดานพันธุศาสตร มีจีโนไทปเปน leu 1 คือ บกพรองในกระบวนการสังเคราะหลูซีน จึงอาจทํา
ใหความสามารถในการเจริญตํ่า เม่ือไดความอนุเคราะหจาก USDA ประเทศสหรัฐอเมริกา สงยีสต 
H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ซึ่งเปนสายพันธุด้ังเดิม (Wild type) ที่ไมมีความบกพรอง
ทางพันธุกรรมมา จึงนํามาทดลองศึกษาการเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 5-
10 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวา ยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214  มีการ
เจริญไดดีกวาสายพันธุ SH4329 และความเขมขนของกลีเซอรอลดิบท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ
ยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214  คือ 7.5 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 32.00 กรัมตอลิตรท่ีเวลา 54 
ชั่วโมง  คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0513 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.7132 อัตรา
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ผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.5026 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  จึงเลือกใชสายพันธุ NRRL Y-2214 
ในการทดลองแทนสายพันธุเดิม  
 เม่ือผันแปรภาวะแวดลอมทางกายภาพท่ีเหมาะสมตอการเจริญของยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 พบวา ภาวะท่ีเหมาะสม คือ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตนในอาหาร 5.50-
6.0 และอัตราความเร็วรอบในการเขยาเปน 250 รอบตอนาที และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญของยสีต 
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมี กลีเซอรอลดิบ7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต  2% (น้ําหนักตอปริมาตร) เทียบกับอาหาร Mineral salt medium ที่มีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และแรธาตุตางๆ  พบวา  การเจริญของยีสตในอาหาร Mineral salt medium ใหน้ําหนักเซลล
แหง 26.81 กรัมตอลิตรท่ีเวลา 66 ชั่วโมง  คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0353 ตอชั่วโมง ผลผลิต
มวลเซลล (yield) 0.5710  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.4296 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
แสดงวา ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 สามารถใชแหลงอนินทรียไนโตรเจนรวมกับแรธาตุ
อื่นๆ แทนสารสกัดจากยีสต และเพปโทนได  
 เม่ือนําเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
กลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนมาวิเคราะหองคประกอบตางๆ ในเซลลพบวา ประกอบดวย 
โปรตีน 41.67 % ไขมัน 16.49 %  ความชื้น 72.34 % เถา 3.08 % คารโบไฮเดรตและอื่นๆ 38.76 % 
ซึ่งพบวา ปริมาณไขมันท่ีวิเคราะหไดคอนขางสูง โดยธรรมชาติของสายพันธุยีสต H. polymorpha 
จัดเปน non-oleaginous yeast คือ ไมใชยีสตท่ีสะสมไขมันในเซลล ดังนั้น ปริมาณไขมันท่ีคอนขาง
สูงในเซลลของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ที่เจริญในอาหาร ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอน อาจมาจากการดูดซับน้ํามันท่ีเปนองคประกอบในกลีเซอรอลดิบเขาไปสะสมในเซลล
ระหวางการเจริญเติบโต หรืออาจเปนน้ํามันท่ีติดอยูท่ีผนังเซลลเนื่องจากไมสามารถลางออกไดหมด    
ซึ่งไขมันในยีสตนี้ ประกอบดวยกรดไขมันปาลมิติก ปาลมิโตเลอิก สเตียรริก โอเลอิก และไลโนเล
อิก 34.10, 1.87, 3.47, 37.13 และ 17.37 %ของกรดไขมันท้ังหมด ตามลําดับ และจากผลการ
วิเคราะหกรดอะมิโนชนิดตางๆ 18 ชนิด ในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 พบวา 
ประกอบดวยกรดอะมิโนจําเปน 9 ชนิด คือ Phenylalanine (716.48 mg/100g), Leucine (670.42 
mg/100g), Isoleucine (590.24 mg/100g), Lysine (330.94 mg/100g), Valine (281.47mg/100g), 
Threonine (81.88 mg/100g), Tryptophan (61.92 mg/100g), Histidine (27.46 mg/100g) และ 
Methionine (<5.00 mg/100g) และมีกรดอะมิโนไมจําเปน 9 ชนิด คือ Alanine (312.18 mg/100g), 
Aspartic acid (201.30 mg/100g), Glycine (158.31 mg/100g), Arginine (123.17 mg/100g), 
Tyrosine (106.11 mg/100g), Glutamic acid (92.29 mg/100g), Serine (60.22 mg/100g), Cystine 
(36.68 mg/100g) และ Proline (<5.00 mg/100g) ซึ่งพบวา กรดอะมิโนในเซลลยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 สวนใหญเปนกรดอะมิโนจําเปนเม่ือคิดเปนสัดสวนสูงถึง 72 %ของกรดอะมิโน
ท้ังหมดในเซลล  สวนผลการวิเคราะหวิตามินบี พบวา เซลลยีสตประกอบดวยวิตามินบีตางๆ คือ บี 
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1 (<0.1 ppm)  บี 2 (0.9 ppm) บี 3 (<0.1 ppm) บี 5 (2.0 ppm) บี 6 (<0.1 ppm) บี 8 (32.5 ppm) บี 9 
(84.9 ppm) และ บี 12 (<0.1 ppm) ซึ่งเปนท่ีนาสนใจวา เม่ือนําไปเทียบกับวิตามินบี ท่ีมีในสารสกัด
จากยีสต Saccharomyces cerevisiae พบวา เซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 มีปริมาณ
วิตามินบี 8 (Biotin) และวิตามินบี 9 (Folic acid) ในปริมาณท่ีสูงกวาท่ีพบในสารสกัดจากยีสตมาก   
 
ขอเสนอแนะ 
 
1.  เนือ่งจากการทดลอง  แสดงใหเหน็วา  ยีสต H. polymorpha สามารถเจริญไดดีในอาหาร Mineral 
salt medium ดังนั้นในการศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha  เพ่ือใหมีความหนาแนนสูงใน
น้ําหมัก  สามารถผันแปรชนิดและปริมาณของวิตามินและแรธาตุตางๆ ใน Mineral salt medium 
เพ่ือใหเหมาะสมตอการเจริญ  แทนการใชอาหารสูตรดัดแปลง YPG และ YE-Gly  
2.  ยีสต H. polymorpha  เปนยสีตที่มีการศกึษาถึงโครงสรางเซลลตลอดจนลกัษณะทางพันธกุรรม
อยางแพรหลาย   และในการเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญของยสีต  อาจใชวิธีการเปลี่ยนแปลงสาร
พันธกุรรมของยีสต เชน การกลายพันธุ  เพ่ือใหมีความหนาแนนของเซลลสูงในน้ําหมัก   
3. จากการวิเคราะหองคประกอบตางๆ ในเซลลยีสตท่ีไดจากการเจริญในอาหารท่ีมกีลเีซอรอลดิบ
เปนแหลงคารบอน  พบวามีสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนสูงถึงประมาณ 70 % ของกรดอะมิโน
ท้ังหมดในเซลล  และยังมีปริมาณวิตามินบี 8 และบี 9 ท่ีคอนขางสูงกวาที่พบในสารสกัดจากยสีต  
ดังนั้นในการนําเซลลยสีตทีไ่ดมาใชประโยชนนอกเหนอืจากการใชในรูปโปรตนีเซลลเด่ียวแลว  ยัง  
สามารถทําการสกัดกรดอะมิโน และวิตามินตางๆ ในเซลลยสีตเพือ่ใชประโยชนในการเปนธาตุ
อาหารเสริมสําหรับคนและสตัว  นอกจากนี้  สวนประกอบตางๆของเซลลท่ีเหลอื  เชน ผนงัเซลล
ยีสต ยังสามารถใชเปนสารพรไีบโอติค (prebiotic) ในอาหารสัตวเพ่ือปองกันการเจรญิของจุลนิทรีย
ท่ีกอใหเกดิโรค  ใชในการลดพิษจากเชือ้รา และใชเปนสารเสริมภมิูคุมกนั  เปนตน 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเล้ียงเช้ือและวิธีการเตรียม 
 

1.  Yeast  Extract  Peptone  Dextrose Agar (YPD agar) 
 Yeast  Extract     10 กรัม 
 Peptone    20 กรัม 
 Dextrose   20 กรัม 
 Agar    15 กรัม 
 น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่  อาจใชความรอนชวยในการละลายดวย  จากนั้นนําไป
นึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมิู 121 องศาเซลเซยีส 
 
2.  Yeast  Extract  Peptone  Dextrose Broth (YPD broth) 
 Yeast  Extract     10 กรัม 
 Peptone    20 กรัม 
 Dextrose   20 กรัม 
 น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชือ้ท่ีความดนั 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
 
3.  Yeast  Extract  Peptone  Glycerol  broth (Modified YPG) 
 Yeast  Extract     10 กรัม 
 Peptone    20 กรัม 
 Glycerol   ตามความเขมขนท่ีตองการ 
 น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่  อาจใชความรอนชวยในการละลายดวย  จากนั้นนําไป
นึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมิู 121 องศาเซลเซยีส 
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4.  Mineral  Salt  Medium broth  
KH2PO4   5.0 กรัม  ZnSO4.7 H2O  30      มิลลกิรัม  
NH4H2PO4  10.0  กรัม  MnSO4 H2O  40      มิลลกิรัม 
MgSO4.7H2O  4.50  กรัม  Na-EDTA  0.10    กรัม       
(NH4)2SO4  5.0 กรัม  NiSO4. 6H2O  1.0      มลิลกิรัม 
KCl   2.30  กรัม  CoCl2. 6H2O  1.0      มลิลกิรัม 
NaCl   0.50  กรัม  Na2MoO4.2H2O  1.0      มลิลกิรัม 
CaCl2.2H2O  0.75  กรัม  KI   1.0      มิลลกิรัม
H3BO3   0.50  มิลลกิรัม Thiamin.HCl  0.10     กรัม 
(NH4)2Fe(SO4)2.6H2O 0.10  กรัม  Biotin   0.30     มิลลกิรัม 
CuSO4.5H2O  8  มิลลกิรัม Glycerol ตามความเขมขนท่ีตองการ 
น้ํากลั่น   1 ลิตร 
 ละลายสวนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชือ้ท่ีความดนั 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
 
1.  การหากราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหงและคาการดูดกลืนแสง 

 
เลี้ยงเซลลยีสตในอาหาร YPD  broth ท่ีไมปรับพีเอช (6.32) เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้น

นําไปปนเหว่ียงแยกเซลล  ท่ีความเร็ว 5000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  และลางดวยน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง  เตรียมเซลลแขวนลอยแลวเจือจางใหมีคาความขุนอยูในชวง 0.05-0.50  โดยวัด
ความขุนท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  นําเซลลแขวนลอยท่ีระดับความเจือจางตางๆ 10-50 
มิลลิลิตร  กรองผานแผนกรองเมมเบรน (GFC) ซึ่งหาน้ําหนักเริ่มตนไวกอนแลว  โดยการนําแผน
กรองเมมเบรนใสในจานเพาะเชื้อ  อบท่ี 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 4 ชั่วโมง  นําไปเก็บใน
โถดูดความชื้น (desicator) จนความรอนลดลงถึงระดับอุณหภูมิหอง  แลวจึงนําไปชั่งน้ําหนักแผน
กรองเมมเบรนและจานเพาะเชื้อ   เม่ือนําเซลลแขวนลอยท่ีเตรียมไดมากรองผานแผนกรองเมมเบรน
แลว  ลางเซลลบนแผนกรองเมมเบรนดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 2 คร้ังๆละ 50 มิลลิลิตร  ใชปากคบี
หยิบแผนเย่ือกรองออกจากชุดกรองใสกลับลงในจานเพาะเชื้อเดิม  นําไปอบท่ี 80 องศาเซลเซียส 
นาน 6 ชั่วโมง  นําไปเก็บในโถดูดความชื้น  จนความรอนลดลงถึงระดับอุณหภูมิหอง  แลวจึงนาํไป
ชั่งหาน้ําหนักรวมของเซลลแหงแผนกรองเมมและจานเพาะเชื้อ  และนําคาท่ีไดไปคํานวณตามสูตร 
 

น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลติร)    = Wf  - Wi    x  1000 
                         V 
 

โดยท่ี Wf   คือ   น้ําหนักของเซลลแหง  แผนกรองเมมเบรนและจานเพาะเชื้อ (กรัม) 
                     Wi    คอื   น้ําหนกัแผนกรองเมมเบรน  และจานเพาะเชือ้ (กรัม) 
                         V     คือ   ปริมาตรตัวอยาง (มิลลลิิตร) 
 
2.  การหาน้ําหนักแหงจากคาความขุนของเซลล 

 
โดยนําคาความขุนและน้ําหนักแหงของเซลลท่ีไดมาจากขอ 1 มาเขียนกราฟมาตรฐาน

ความสัมพันธระหวางคาความขุนของเซลลท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  กับน้ําหนักแหง  หาคา 
cell factor จากความชันของกราฟ  สําหรับคา cell factor ท่ีหาไดใชคํานวณคาน้ําหนักเซลลแหง  
เม่ือวัดความขุนของเซลลไดจากสูตร 
 

น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลติร)   =   ความขุนของเซลล x cell  factor 
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3.  การิเคราะหปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก (Rydin และคณะ 102) 
  

นําตัวอยางน้ําหมกัท่ีปนแยกเซลลออกแลว ปริมาตร 10 มิลลิลติร  ใสในหลอดทดลองฝา
เกลียว  จากนั้นเติมเฮกเซนและเอทานอล อยางละ 5 มิลลลิติร  นําไปเขยาอยางแรงเปนเวลา 20 นาที  
นําสวนสารประกอบอินทรีย  มาสกัดซ้ํา 2 คร้ัง  ดวยเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลลิิตร  แลวนําสวนที่ได
จากการสกัดไประเหยแหงภายใตสญุญากาศ  จนน้ําหนักคงท่ี  ชั่งน้ําหนักและคํานวณเปนกรัมตอ
ลิตร 
 
4.  การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีเจลดาหล (Kjeldahl protein, A.O.A.C., 1975) 
 

ชั่งตัวอยาง 0.5 กรัม สําหรับตัวอยางเซลล  หรือดูดปริมาตร 1 มิลลิลิตร  สําหรับตัวอยางน้ํา
หมัก  ใสในขวดกลั่นขนาด 300 มิลลิลิตร  เติมเกลือผสมชวยเรงปฏิกิริยา  ซึ่งประกอบดวยโปรแตส
เซียมซัลเฟตและคอปเปอรซัลเฟตอัตราสวน 95 : 5 ลงไปจํานวน 7 กรัม  จากนั้นเติมกรดซัลฟวริก
เขมขน 15 มิลลิลิตร นําไปยอยบนเตาหลุมจนสารละลายใส  เปนเวลา 45 นาที  ท้ิงไวใหเย็นท่ี
อุณหภูมิหอง  แลวเติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร  จากนั้นนําไปประกอบเขากับเครื่องกลั่นไนโตรเจน  
และเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 40 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ปริมาตร 50-
60  มิลลิลิตร  หรือจนสารละลายเปนสีดํา  แลวกลั่นจับกาซแอมโมเนียท่ีเกิดขึ้นโดยใชสารละลาย
บอริกเขมขน 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 100 มิลลิลิตร  ที่เติมอินดิเคเตอร 3 หยด ซึ่งเปน
เมทิลเรดเมทิลลีนบลู (methyl red methylene blue) กลั่นจนสารละลายบอริกมีปริมาตร 250 
มิลลิลิตร  แลวนําสารละลายท่ีกลั่นไดมาไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอรกิทีท่ราบ
ความเขมขนท่ีแนนอน  บันทึกปริมาตรกรดท่ีใชไทเทรตแลวคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน หรือ
ปริมาณโปรตีน  
 
เปอรเซน็ตไนโตรเจน = (ปริมาณกรดเกลอื x ความเขมขนกรดเกลอื x 1.4) / น้ําหนักเซลลแหง 
เปอรเซน็ตโปรตีน = เปอรเซน็ตไนโตรเจน x 6.25 
 
5.  การเตรียมสารสําหรับวิเคราะหวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 
  
 5.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N 
   
 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 M (1 N) = 40  กรัม 
 ถาสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N  = (40 x 0.1)/1 = 4  กรัม 
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นําสารโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลวปรบัปรมิาตรใหเปน 1 ลิตร 
หรือหากตองการเตรยีมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 100 มิลลลิิตร  ตองละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด 0.4 กรัม 
 
 5.2  การเตรียมสารละลาย Potassium  hydrogen  phosphate (KHP) 
 

KHP  มีมวลโมเลกลุ (M.W.) 204.23 (1 N) 
ดังนั้นสารละลาย KHP 0.1 N จะมีสาร KHP อยู =  0.1 x 204.23 =  20.423 กรัม 

ละลายสาร KHP 20.4 กรัม ในน้ํากลั่นบรสิุทธิ์ 1 ลิตร  หรอืหากตองการเตรียมสารละลาย KHP 25 
มิลลลิิตร  ตองละลายสาร KHP 0.51 กรัม 
 
 5.3  การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 
  

โดยนําสารละลาย KHP ท่ีเตรียมจากขอ 4.2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตรใสในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร  เติมอินดิเคเตอรฟนอฟทาลีน (Phenophthalein) ลงไป 3 หยด  จากนั้นนํามาไทเทรตกับ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีเตรียมไดจากขอ 4.1 เมื่อถึงจุดยุติ  สาระลายในฟลาสกจะเปลี่ยน
จากไมมีสีเปนสีชมพู  บันทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต  แลวคํานวณหาความเขมขน
ที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด  ดังนี้ 

 
N ของ NaOH =  (ปริมาตรของ KHP  x  1000)/M.W. x ปริมาตรของ NaOH ท่ีใชไทเทรต 
 
 5.4  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก (HCl) 0.1 N 
 
 เตรียมจากกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 37 % (w/w) 
 โดย   HCl  1  ลิตร  =  1.19 kg 
 ความหนาแนน = มวล/ปริมาตร = 1.19 kg/1000 ml  ;1 ml  =  1.19 g 
 น้ําหนักโมเลกลุของ HCl  =  36 ; 1 N  =  36 g 
 1 N  HCl  มีเนือ้ HCl  อยู  =  36  g 
 ถา 0.1 N  HCl  มีเนื้อ HCl  อยู  =  36 x 0.1  = 3.6  g 
 แตในการเตรียม  ตองเตรียมจาก HCl  37% 
 เนือ้สาร HCl  37  g  มาจากสารละลาย  HCl  =  100  g 
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 ถาเนือ้สาร HCl  3.6  g  มาจากสารละลาย HCl  =  100 x 3.6/37  =  9.7297  g 
 HCl  1190  g  มาจากสารละลาย HCl  =  1000  ml 
 ถา HCl 9.7297 g  มาจากสารละลาย HCl = 1000 x 9.7297/1190 = 8.1762  ml 
 
ดังนั้นในการเตรียมสารละลาย 0.1 N HCl ปริมาตร 1 ลิตร  ตองดูด HCl เขมขน 37% มาปริมาตร 
8.1762 มิลลิลิตร  ละลายในน้ําบริสุทธิ์ 1 ลิตร 
 
 5.5 การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก 0.1 N 
  

โดยนํา HCl 0.1 N ท่ีเตรียมจากขอ 4.4 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  ใสในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร มาไทเทรตกับ 0.1 N NaOH ท่ีทราบความเขมขนที่แนนอนจากขอ 4.3 โดยใช 
Phenophthalein เปนอินดิเคเตอร  เม่ือถึงจุดยุติสารละลายจะเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู  โดยสูตร
คํานวณหาความเขมขนท่ีแนนอนของ HCl ดังนี้ 

 
N1V1  =  N2V2 

 
N1 = ความเขมขนท่ีแนนอนของสาร NaOH 
V2 = ปริมาตรของสาร NaOH ท่ีใชไทเทรต 
N2 = ความเขมขนท่ีแทจริงของ HCl  ท่ีตองการทราบ 
V2 = ปริมาตรของ HCl ท่ีนํามาไทเทรต 
 
5.6  การเตรียมสารละลายกรดบอริก (Boric acid) 4 % 
 
ละลายกรดบอริก 40 กรัม ในน้ําบริสุทธิ์  ปริมาตร 1 ลิตร  อาจใชความรอนชวยในการ

ละลาย 
 
5.7  การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 40 % 
 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 400 กรัม ในน้ําบริสุทธิ์  ปรมิาตร 1 ลิตร   
 
5.8  การเตรียมอินดเิคเตอร (Mixed  Indicator) 
 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 167 

นํา methyl  red  0.001  g  ละลายในแอลกอฮอล  10  ml  และนํา bromcresol  green  0.001  
g  ละลายในแอลกอฮอล  10  ml  แลวนําสารละลายทั้งสองมาผสมกัน  ในอัตราสวน 1:5 

 
6.  การวิเคราะหปริมาณไขมันในเซลล (Domergue และคณะ 103) 
  
 นําเซลลยีสตท่ีเลี้ยงในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีองคประกอบและปริมาณท่ีเหมาะสม
จากที่ทดลองมาทําการลางเซลลดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 5-6 รอบ  และ 0.1 M NaHCO3  ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร  จากนั้นชั่งน้ําหนักเซลลเปยก 1-2 กรัม  ใสในหลอดหลอดทดลองฝาเกลียว  เติมสาร 
คลอโรฟอรม/ เมทานอล ในอัตราสวน 1:1 ลงไปปริมาตร 15 มิลลิลิตร  ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง  ดูดชั้นบนซึ่งเปนชั้นน้ํามันละลายในคลอโรฟอรมใสในหลอดท่ี
ทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  จากนั้นนําเซลลยีสตมาทําการสกัดตอดวย คลอโรฟอรม/ เมทานอล ใน
อัตราสวน 2:1  อีกครั้ง  แลวทําการบมตออีก 20 ชั่วโมง  นําสวนคลอโรฟอรมมาระเหยใหแหงดวย
กาซไนโตรเจนจนแหง  นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง  และนําไปชั่งเพื่อหา
น้ําหนักของไขมันในเซลล 
 
7.  การวิเคราะหปริมาณเถาในเซลล (AOAC 1990) 
 
 ชั่งเซลลยีสต 2 กรัมใสใน crucible ท่ีทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  นําไปเผาในตูที่อุณหภูมิ 550 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 ชั่วโมง  หรือจนกระท่ังเปนเถาสีขาว  และนําไปชั่งเพ่ือหาน้ําหนักเถา  
โดยคํานวณดังนี้ 
  ปริมาณเถา (รอยละ) =  W2 x W1/ 100 
  

โดย  W1  =  น้ําหนักตัวอยางกอนเผา (กรัม) 
          W2  =  น้ําหนักตัวอยางหลังเผา (กรัม) 
 
8.  การวิเคราะหปริมาณความชื้นในเซลล (AOAC 1990) 
 

ชั่งตัวอยางเซลลยีสต 2-3 กรัม  ในภาชนะท่ีอบและทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  จากนั้นนํา
ตัวอยางไปอบท่ีอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง  นําตัวอยางออกจากตูอบมาไวใน
ภาชนะกันความชื้นท้ิงไวใหเย็น  และชั่งน้ําหนักนําตัวอยางไปอบซ้ําอีกประมาณ 15-30 นาที  หรือ
จนกระท่ังน้ําหนักคงท่ี  คํานวณหาปริมาณความชื้น 

 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 168 

ปริมาณความชื้น (รอยละ) = (W1 – W2)/W1  x 100   
 

โดย   W1  =      น้ําหนักตัวอยางกอนอบ (กรัม) 
W2  =      น้ําหนักตัวอยางหลังอบ (กรัม) 

 
9.  การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรต และอื่นๆ ในเซลล  
 
 โดยคํานวณจาก  

คารโบไฮเดรตและอืน่ๆ  = 100 – % โปรตีน- % ไขมัน – % เถา 
 
10. การวิเคราะหชนิดและเปอรเซ็นตกรดไขมันในเซลล 
 

โดยชั่งเซลลยีสตเปยก 1 กรัม  ในหลอดทดลองฝาเกลียว  จากนั้นเติมสารละลาย 10 
เปอรเซ็นตโพแทสเซียมไฮดรอกไซดในเมทานอล ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 ชั่วโมง  และตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 10-15 นาที  และนํามาเติมสาร
ปโตรเลียมอีเธอร  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 2000 รอบตอ
นาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 15 นาที  จากนั้นดูดสารละลายชั้นบนซึ่งเปนชั้นกลีเซอรอลละลาย
ในอีเธอรท้ิง  และนํามาเติมสารปโตรเลียมอีเธอรอีกครั้ง  และทําตามขั้นตอนดังท่ีไดกลาวมา   จะ
ไดสวนของสารละลายเมทานอลท่ีมีกรดไขมันอิสระละลายอยูจากนั้น  เติมสารละลายกรดไฮโดร
คลอริก 6 นอรมอล  ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร  และสารไดเอทิลอีเธอร  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เขยาให
เขากัน  และนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 2000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 15 นาที   ดูด
ชั้นบนซึ่งเปนชั้นสารละลายไดเอทิลอีเธอร  ใสหลอดฝาเกลียวใหม  จากนั้นนําไประเหยสารละลาย
ไดเอทิลอีเธอรดวยกาซไนโตรเจนจนกระท่ังแหง  และเติมสารละลายโบรอนฟลูอไรดในเทานอล  
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงไป  เขยาใหเขากันและนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 
นาที  ทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 10- 15 นาที  นํามาเติมสารฮปเทน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  
และนํามาเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดอิ่มตัว  ปริมาตร  2 มิลลิลิตร   เขยาใหเขากัน  นําไปปน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 1500 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิหอง  เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นดูชั้นบนซึ่งเปนชั้น
เฮปเทนท่ีมีเมทิลเอสเทอรละลายอยูใสในขวดแกวฝาเกลียวขนาดเล็ก  นําไปวิเคราะหชนิดและ
เปอรเซ็นตกรดไขมันดวยเครื่อง GC (Gas  Chromatography) 
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ภาคผนวก ค 
 

1.  กราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหงและคาการดูดกลนืแสง 
 

ตารางท่ี ค. 1 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรมัตอลติร) กับคาความขุนเซลลท่ี
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร   

 
คาความขุนเซลล (OD 660 nm) น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) 

0.05 0.0220 
0.10 0.0444 
0.15 0.0660 
0.20 0.0844 
0.25 0.1133 
0.30 0.1267 
0.35 0.1578 
0.40 0.1778 
0.45 0.1980 
0.50 0.2222 

 

y = 0.4552x - 0.0061
R2 = 0.9963

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

คาความขุนของเซลล (OD 660 nm)

น้ํา
หนั

กเซ
ลล

แห
ง (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

 
รูปที่ ค.1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง  คาความขุนของเซลลที่ความยาวคลืน่ 660 
นาโนเมตร  กับน้ําหนกัแหง (กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี ค.1 ขอมูลวิเคราะหองคประกอบในกลเีซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซล  
 

เปอรเซน็ต (%) จํานวนซ้ํา 
กลเีซอรอล  น้ํามัน ความชื้น 

1 53.8 6.3550 17.0818 
2 57.4 5.3766 15.8672 
3 56.4 7.2147 15.0843 
4 55.1 8.0353 14.4963 
5 54.8 8.4479 17.6793 
6 54.2 6.8989 16.0912 
7 53.4 7.0071 - 
8 53.4 - - 
9 55.5 - - 

10 53.8 - - 
11 53.7 - - 
12 54.7 - - 
13 54.7 - - 
14 54.5 - - 
15 55.5 - - 

คาเฉลีย่ 54.73 ±1.131 7.05   ± 1.021 16.09 ± 1.190 
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ตารางท่ี ค. 2  ขอมูลวิเคราะหองคประกอบในเซลลยีสต Hansenula polymorpha NRRL2214 ท่ีเลี้ยง
ในอาหารสตูรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน และสารสกัดจากยสีต 2 
% (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน 
 

เปอรเซน็ต (%) จํานวนซ้ํา 
โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา คารโบไฮเดรต 

1 41.10 16.38 72.80 3.22 39.30 
2 42.59 15.65 73.12 3.10 38.66 
3 42.2 17.03 72.30 2.86 37.91 
4 41.35 16.57 71.46 2.64 39.44 
5 41.10 16.82 72.02 3.58 38.50 

คาเฉลีย่ 41.67±0.685 16.49±0.530 72.34±0.651 3.08±0.358 38.76±0.623 
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ภาคผนวก ง 
 
 

 

 
 
รูปที่ ง.1 โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหธาตุไนโตรเจน คารบอน และไฮโดรเจน  จากเครือ่ง 
NA-2000  โดย 
 

สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหดังนี ้
 อุณหภมิูเตาเผาสารตัวอยาง : Left  furnace : 900 oC  
        Right furnace : 780 oC  
 กาซเชือ้เพลิง : ออกซเิจน 
 ชนดิสารท่ีใชบรรจุในคอลัมน (column) : Activated Carbon 
 อุณหภมิูคอลมัน : 80 oC 
 อุณหภมิูอินเจกเตอร (injector) : 190 oC 
 เคร่ืองตรวจหา (detector) : TCD (Thermal conductivity detector)    
 กาซพา (carrier gas) : ฮีเลียม 
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รูปที่ ง.2 กราฟมาตรฐานไนโตรเจน  จากเคร่ือง NA-2000 
 
 

 
 
 

รูปท่ี ง.3 กราฟมาตรฐานคารบอน  จากเคร่ือง NA-2000 
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รูปท่ี ง.4 กราฟมาตรฐานไฮโดรเจน  จากเคร่ือง NA-2000 
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min0 5 10 15 20 25 30
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รูปที่ ง.5  โครมาโตแกรมแสดงองคประกอบของกรดไขมันชนิดตางๆ ในน้ํามันที่สกัดไดจากกลีเซอรอลดิบ  ท่ีวิเคราะหดวยเครือ่ง GC (Gas Chromatography)โดย
เทียบกับ retention time ของสารมาตรฐาน Fatty acid methyl esters (FAMEs) 
 

 
Column : HP-INNOWax 
   30 m x 0.32 mm  Film 0.25 µm 
Carrier : Helium 28 cm/sec, 9.52 psi (150 oC) 
  1.3 mL/min constant pressure 
Oven : 150-180 oC at 10 oC/min 
  180-220 oC at 2 oC/min 
  220 oC for  5 min 
Injection : Split 50:1, 150 oC, 1 µL 
Detector : FID 250 oC 

C16:0 

C18:0 

C18:1 
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รูปที่ ง.6  โครมาโตแกรมแสดงองคประกอบของกรดไขมันชนิดตางๆ จากยสีต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214  ท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง GC  
(Gas Chromatography) โดยเทียบกับ retention time ของสารมาตรฐาน Fatty acid methyl esters (FAMEs)

min5 10 15 20 25 30
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4

 
Column : HP-INNOWax 
   30 m x 0.32 mm  Film 0.25 µm 
Carrier : Helium 28 cm/sec, 9.52 psi (150 oC) 
  1.3 mL/min constant pressure 
Oven : 150-180 oC at 10 oC/min 
  180-200 oC at 5 oC/min 
  200-205 oC at 0.5 oC/min 
  205-250 oC at 5 oC/min 
Injection : Split 50:1, 150 oC, 1 µL 
Detector : FID 250 oC 

C16:0 

C16:1 
C18:0 

C18:1 

C18:2 
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รูปที่ ง. 7 ตัวอยางโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานกลูโคส และกลีเซอรอล ความเขมขน 2 
กรัมตอลติร  ท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC (High Performance Liquid Chromatography) โดยใชกรด
ซัลฟวริก 0.005 นอรมอล เปนตัวพา (mobile phase) ดวยอตัรา 0.6 มิลลลิิตรตอนาที  และอุณหภูมิ
คอลัมน 45 องศาเซลเซียส 

 
 
 

Standard glucose 

Standard glycerol 
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ภาคผนวก จ 
 

 
 
รูปที่ จ.1 ขอมูลผลการวิเคราะหเบตาแคโรทีน (Beta-carotene) ดวยเคร่ือง HPLC ที่วิเคราะหโดย
สถาบันคนควาและพัฒนาผลติภณัฑอาหาร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
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รูปที่ จ.2 โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหเบตาแคโรทีน (Beta-carotene) ดวยเคร่ือง HPLC ท่ี
วิเคราะหโดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลติภณัฑอาหาร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
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รูปที่ จ.3 ขอมูลผลการวิเคราะหธาตุโซดียม (Sodium) ดวยเคร่ือง ICP ( Inductively  Coupled 
Plasma) ที่วิเคราะหโดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลติภณัฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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รูปที่ จ.4  ขอมูลผลการวิเคราะหธาตุตางๆในกลเีซอรอลดบิ  ดวยเคร่ือง XRF (X-Ray Fluorescence) ท่ีวิเคราะหโดยศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี  
จุฬาลงกรณ มหาวิยาลัย 
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รูปที่ จ.5  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหธาตุตางๆในกลีเซอรอลดิบ  ดวยเครือ่ง XRF (X-Ray Fluorescence) ที่วิเคราะหโดยศนูยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลย ี จุฬาลงกรณ มหาวิยาลัย 
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รูปที่ จ.6  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหธาตุตางๆในกลีเซอรอลดิบ  ดวยเครือ่ง XRF (X-Ray Fluorescence) ที่วิเคราะหโดยศนูยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลย ี จุฬาลงกรณ มหาวิยาลัย 
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รูปที่ จ.7 ขอมูลผลการวิเคราะหวิตามิน B1, B2, B5 และ B6 (ก) B3 และ B12 (ข) B8 และ B9 (ค)   
ในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ที่เจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอล
ดิบเปนแหลงคารบอน  วิเคราะหโดยบรษิัท ไอควิเอ แลบอราทอรี จํากัด 
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รูปที่ จ.8  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหวิตามินบี 1 (B1) ในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL 
Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน วิเคราะหโดย
บริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากดั 
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รูปที่ จ.9  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหวิตามินบี 2 (B2) ในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL 
Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน วิเคราะหโดย
บริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากดั 
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รูปที่ จ.10  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหวิตามินบี 6 (B6) ในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL 
Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน วิเคราะหโดย
บริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากดั 
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รูปที่ จ.11 ขอมูลผลการวิเคราะหกรดอะมิโน ในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเจริญ
ในอาหารสตูรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  วิเคราะหโดยบริษัท ไอคิวเอ แล
บอราทอรี จํากัด 
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ภาคผนวก ฉ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นาสาวแคทลียา  ตาลวงษ  เกิดวันท่ี 17 พฤศจิกายน 2525  ท่ีจังหวัดกาฬสินธุ  สําเร็จ
การศึกษาระ ดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิช าจุลชี ววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  บางเขน  เมื่อปการศึกษา 2548  และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยา
ศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2548 
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