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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

รัชนา พระนิมิตร : การคัดแยกยีสต์เพื่อผลิตน ้ามันจากไฮโดรไลเสตของใบอ้อย (ISOLATION OF YEAST 
FOR OIL PRODUCTION FROM SUGARCANE LEAVES HYDROLYSATE) อ .ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: ศ. ดร. อัญชริดา อัครจรัลญา{, 90 หน้า. 

คัดแยกยีสต์จ้านวน 106 ไอโซเลตจากจังหวัดระนอง ประเทศไทย คัดกรองยีสต์ที่สะสมน ้ามันภายใน
เซลล์สูงโดยการย้อมเซลล์ด้วยสีไนล์เรด  (Nile red) พบว่ายีสต์จ้านวน 24 ไอโซเลต มีหยดน ้ามันภายในเซลล์ 
มากกว่า 50% ของปริมาตรเซลล์ และเป็นยีสต์ที่สามารถใช้น ้าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการเจริญได้ 16 ไอ
โซเลต น ้าตาลไซโลสเป็นองค์ประกอบหลักในไฮโดรไลเสตใบอ้อยเช่นเดียวกับน ้าตาลกลูโคส ผลการวิเคราะห์ปริมาณ
น ้ามันที่สะสมภายในเซลล์ของยีสต์16 ไอโซเลตที่คัดกรองได้ โดยเลี ยงในอาหารที่มีปริมาณกลูโคส 5% (น ้าหนัก/
ปริมาตร) แต่มีปริมาณไนโตรเจนจ้ากัด พบว่าเป็นยีสต์โอลิจินัส (ยีสต์ซึ่งสะสมน ้ามันภายในเซลล์มากกว่า 20% 
น ้าหนัก/น ้าหนัก ของน ้าหนักแห้งเซลล์) จ้านวน 5 สายพันธุ์ คือ Cryptococcus humicola NG2, Trichosporon 
mycotoxinivorans MG11-12.3, Cyberlindnera subsufficiens NG8.2, Rhodotorula mucilaginosa MG11-
2.3 และ  Yarrowia sp. NG17 ผลการวิ จั ยนี นับ เป็นการ รายงานว่ ายี สต์  T. mycotoxinivorans และ  C. 
subsufficiens เป็นยีสต์โอลิจินัสเป็นครั งแรก แต่เนื่องจากยีสต์ T. mycotoxinivorans เป็นยีสต์ก่อโรคจึงไม่น้ามา
ศึกษาต่อ น้ายีสต์ 4 สายพันธุ์ที่คัดกรองได้ มาผลิตน ้ามันโดยเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยซึ่งมีปริมาณน ้าตาลกลูโคส
และน ้าตาลไซโลสเท่ากับ 18.7 กรัม/ลิตร และ 19.1 กรัม/ลิตร โดยการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริคเจือจางและย่อย
ต่อด้วยเอนไซม์เซลลูเลสทางการค้า ผลการเปรียบเทียบปริมาณน ้ามันท่ีผลิตได้ในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ผ่านการปรับ
ด่างเกินเพื่อก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์  และไม่ผ่านการปรับด่างเกิน พบว่ายีสต์ทั ง 4 สายพันธุ์ผลิตน ้ามันใน
ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่ผ่านการปรับด่างเกินได้มากกว่า โดย Yarrowia NG17 ผลิตน ้ามันสูงที่สุดเท่ากับ 10.15% 
น ้าหนัก/น ้าหนักของน ้าหนักเซลล์แห้ง ผลการหาภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตน ้ามันของ Yarrowia NG17 โดย
แปรผันการเติมและไม่เติม แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) และแมกนีเซียม
ซัลเฟต (MgSO4) ในไฮโดรไลเสตใบอ้อย พบว่ายีสต์ Yarrowia NG17 มีอัตราการผลิตน ้ามันสูงที่สุดเท่ากับ 1.52 
กรัม/ลิตร/วัน เมื่อเจริญในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่เติมสารอาหารใดๆที่ทดสอบ ผลการแปรผันค่าพีเอชเริ่มต้นช่วง 
5.0-6.5 ของไฮโดรไลเสตใบอ้อย พบว่าที่พีเอช 6.5 Yarrowia NG17 ผลิตน ้ามันปริมาณสูงสุดเท่ากับ 25.66% 
น ้าหนัก/น ้าหนัก ของน ้าหนักเซลล์แห้ง น ้ามันท่ีผลิตได้มีกรดโอเลอิกและกรดปาล์มิติกเป็นองค์ประกอบหลักเท่ากับ 
48.49% และ 22.14% ตามล้าดับ ของกรดไขมันทั งหมด และมีปริมาณกรดปาล์มิโตเลอิกเพิ่มขึ นเท่ากับ 11.07% 
ของกรดไขมันทั งหมด ผลการศึกษานี สรุปได้ว่ายีสต์ Yarrowia NG17 สามารถผลิตน ้ามันที่มีกรดไขมันเป็น
องค์ประกอบเหมาะสมส้าหรับการน้าไปผลิตเป็นไบโอดีเซลได้สูงที่สุดเท่ากับ  5.64 กรัม/ลิตร เมื่อเลี ยงในไฮโดรไล
เสตใบอ้อยซึ่งไม่ผ่านการปรับด่างเกิน ที่พีเอช 6.5 

 

 

ภาควิชา จุลชีววิทยา 

สาขาวิชา จุลชีววิทยาและเทคโนโลยีจลุินทรยี์ 

ปีการศึกษา 2560 
 

ลายมือช่ือนิสติ   
 

ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาหลัก   
  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จ 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5872032023 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORDS: SUGARCANE LEAVES HYDROLYSATE / YARROWIA / OLEAGINOUS YEAST / 
DETOXIFICATION / DILUTED ACID PRETREATMENT / TWO STAGE FERMENTATION 

RATCHANA PRANIMIT: ISOLATION OF YEAST FOR OIL PRODUCTION FROM SUGARCANE 
LEAVES HYDROLYSATE. ADVISOR: PROF. ANCHARIDA AKARACHARANYA, Ph.D. {, 90 pp. 

One hundred and six yeasts were isolated from Ranong Province, Thailand. High lipid-
accumulating yeasts were screened by staining cell with Nile red. There were 24 yeasts had 
intracellular lipid body larger than 50% of cell volume. And sixteen isolates were able to assimilate 
xylose which was major sugar component found in sugarcane leave hydrolysate as carbon source 
for growth. Quantitative analysis of lipid accumulated in the 16 xylose-assimilating yeasts when 
grown in medium containing 5% (w/v)  glucose but low in nitrogen revealed that 5 strains; 
Cryptococcus humicola NG2, Trichosporon mycotoxinivorans MG11-12.3, Cyberlindnera 
subsufficiens NG8.2, Rhodotorula mucilaginosa MG11-2.3 and Yarrowia sp. NG17; were oleaginous 
(contained lipid more than 20% w/w, dry cell weight). This is the first report of C. subsufficiens and 
T. mycotoxinivorans as oleaginous yeast. The T. mycotoxinivorans MG11-12.3 was not further 
studied due to its pathogenicity. Lipid production of the 4 oleaginous yeasts isolated was 
determined by culturing in sugarcane leave hydrolysate obtained after cellulase hydrolysis of dilute 
sulfuric acid pretreated sugarcane leave. The sugarcane leave hydrolysate contained glucose and 
xylose at 18.7 g/L and 19.1 g/L, respectively. Comparison between the sugarcane leave hydrolysate 
which was alkaline precipitated to detoxify yeast growth inhibitor (DSLH) and was not alkaline 
precipitated (NSLH), it was found that the 4 oleaginous yeasts accumulated higher lipid in the NSLH. 
Yarrowia NG17 accumulated the highest lipid (10.15% w/w, dry cell weight). An optimal condition 
for lipid accumulation of Yarrowia NG17 in NSLH was determined by adding or not adding of CaCl2, 
KH2PO4, MgSO4 and at various initial pH (5.0-6.5). The Yarrowia NG17 had the highest lipid 
productivity (1.52 g/l/day) in NSLH without any supplementation and highest lipid content (25.66% 
w/w, dry cell weight) at initial pH 6.5. Major fatty acids composition of Yarrowia NG17 lipid were 
oleic acid (C18:1) and palmitic acid (C16:0) at 48.49% and 22.14%, respectively and palmitoleic acid 
content was increased to 11.07%. Based on this study, Yarrowia NG17 accumulated the highest 
lipid (5.64 g/L) which had fatty acid composition suitable for biodiesel production when grown in 
the NSLH without any supplementation at pH 6.5. 
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บทท่ี 1 บทน้า 

1.1 แนวคิด ทฤษฎีที่ส้าคัญ หรือสมมุติฐาน 

การพัฒนาทางเศรษฐกิจอย่างก้าวกระโดดและการเพ่ิมขึ นของจ้านวนประชากรโลก ส่งผลให้
ความต้องการพลังงานเพ่ิมมากขึ นตามไปด้วย น ้ามันปิโตรเลียมเป็นพลังงานหลักที่ใช้ในปัจจุบัน เมื่อ
เกิดการเผาไหม้ของน ้ามันดีเซลจากปิโตรเลียมจะมีการปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ซึ่งจัดเป็น
แก๊สเรือนกระจก และแก๊สซัลเฟอร์ไดออกไซด์ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาฝนกรด ท้าให้ค่าพีเอชของดินลดลง
ก่อให้เกิดผลเสียต่อภาคการเกษตร นอกจากนั นยังปลดปล่อยฝุ่นละอองก่อให้เกิดมลภาวะทางอากาศ 
ในขณะที่ไบโอดีเซลซึ่งมีสมบัติทางกายภาพคล้ายกับน ้ามันดีเซลจากปิโตรเลียม ผลิตโดยการน้าน ้ามัน
จากพืชหรือจากสัตว์มาผ่านกระบวนการ trans-esterification ซึ่งการเผาไหม้ปลดปล่อยแก๊สและฝุ่น
ละอองในปริมาณที่ต่้ากว่าการเผาไหม้น ้ามันดีเซลจากปิโตรเลียมมาก (Demshemino และคณะ, 
2013) ดังนั นความต้องการไบโอดีเซลจึงเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็ว ประมาณ 307,000 บาร์เรล/วัน ภายใน
ระยะเวลาเพียง 6 ปี (ค.ศ. 2006-2012) (U.S. Energy Information Administration) ซึ่งการผลิตไบ
โอดีเซลจากน ้ามันพืชอาหารอาจท้าให้เกิดการขาดแคลนอาหารส่งผลให้พืชอาหารมีราคาสูงขึ น จึงได้มี
การศึกษาการน้าน ้ามันจากจุลินทรีย์ซึ่งมีอัตราการผลิตน ้ามันสูงกว่าน ้ามันจากพืชถึง 100 เท่า (ลิตร/
เฮกแตร์/ปี) (Atabani และคณะ, 2012) มาใช้เป็นวัตถุดิบส้าหรับการผลิตไบโอดีเซลแทน 
 ยีสต์โอลิจินัส คือ ยีสต์ที่สะสมไขมันไว้ภายในเซลล์มากกว่า 20% (น ้าหนัก/น ้าหนักเซลล์แห้ง) 
ปี ค.ศ. 2011 Kitcha และ Cheirslip ได้รายงานว่ายีสต์ Lipomyces sp., Rhodosporidium sp. 
และ Rhodotorula sp. สามารถสะสมไขมันภายในเซลล์ได้มากถึง 70% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) โดยส่วน
ใหญ่อยู่ในรูป triacylglycerols (TAG) (Sitepu และคณะ, 2014) ซึ่งคล้ายกับน ้ามันจากพืช การผลิต
น ้ามันจากยีสต์มีข้อดีกว่าการผลิตน ้ามันจากพืชเนื่องจากไม่ต้องการพื นที่เพาะปลูก เจริญรวดเร็ว ไม่มี
ข้อจ้ากัดด้านสภาพภูมิอากาศหรือฤดูกาล และสามารถใช้น ้าตาลได้หลายชนิด รวมทั งน ้าตาลที่ได้จาก
การย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส ซึ่งเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่พบได้ทั่วไปในผนังเซลล์ของพืช ปี ค.ศ. 
2011 Tsigie และคณะ รายงานว่า Yarrowia lipolytica สามารถผลิตน ้ามันเมื่อเจริญในไฮโดรไลเส
ตของชานอ้อย ปี ค.ศ. 2014 Gao และคณะ รายงานการผลิตน ้ามันจาก Trichosporon cutaneum 
จากไฮโดรไลเสตที่ได้จากการย่อยซังข้าวโพด Sitepu และคณะ (2014) รายงานการผลิตน ้ามันจาก 
Cryptococcus humicola จากไฮโดรไลเสตที่ได้จากการย่อยเส้นใยข้าวโพด ปัจจัยที่มีความส้าคัญ
ต่อการสะสมไขมันภายในเซลล์ของยีสต์คือ อัตราส่วนของคาร์บอน/ไนโตรเจนที่ได้รับ เมื่อไนโตรเจน
ถูกใช้หมด เซลล์จึงจะถูกชักน้าให้สะสมไขมัน (Sitepu, 2014) Beopoulos และคณะ (2009)  
รายงานว่าเมื่ออัตราส่วนของคาร์บอน/ไนโตรเจนในอาหารเพ่ิมขึ นจาก 150 เป็น 350 Y. lipolytica 
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จะสะสมไขมันเพ่ิมขึ น นอกจากนั นชนิดของแหล่งไนโตรเจนยังส่งผลต่อการสะสมไขมันด้วยเช่นกัน 
Evans และ Ratledge (1984) รายงานว่าการให้ไนโตรเจนที่เป็นสารประกอบอินทรีย์ท้าให้ยีสต์ 
Rhodosporidium toruloides สะสมไขมันมากขึ น Chen และคณะ (2013) รายงานว่าการเติม
ไนโตรเจนอินทรีย์ลงในไฮโดรไลเสตที่ได้จากการย่อยซังข้าวโพดไม่ท้าให้ปริมาณน ้ามันที่สะสมภายใน
เซลล์ยีสต์ T. cutaneum ที่เจริญอยู่เพ่ิมขึ นเนื่องจากมีไนโตรเจนอยู่แล้วในไฮโดรไลเสต แต่การแปร
ผันปริมาณเชื อ เริ่ มต้น อุณหภูมิการบ่ม  พี เอช  และการ เติม MgSO4.7H2O, CuSO4.5H2O, 
MnSO4.H2O และ KCl ท้าให้ปริมาณน ้ามันที่สะสมภายในเซลล์เพ่ิมขึ น  
 ประเทศไทยส่งออกน ้าตาลจากอ้อยเป็นอันดับ 2 ของโลก รองจากบราซิล อ้อยเป็นวัตถุดิบ
หลักของการผลิตน ้าตาล ปีการผลิต 2558/59 ประเทศไทยมีพื นที่ปลูกอ้อยประมาณ 11 ล้านไร่ มี
ผลผลิตอ้อย 100 ล้านตัน (ส้านักงานคณะกรรมการอ้อยและน ้าตาลทราย 2559) เนื่องจากหลังการ
เก็บเกี่ยวอ้อยจะมีใบอ้อยเหลืออยู่ในพื นที่ประมาณ 250 กิโลกรัม/ตัน/ไร่ ซึ่งจะถูกก้าจัดด้วยการเผา
ท้าลาย (Gullett และคณะ, 2006) จึงก่อให้เกิดปัญหามลภาวะทางอากาศส่งผลเสียต่อระบบทางเดิน
หายใจ (Cancado และคณะ, 2006) จึงได้มีการศึกษาวิธีการน้าใบอ้อยไปใช้ประโยชน์และเพ่ิมมูลค่า 
ใบอ้อยเป็นสารประกอบประเภทลิกโนเซลลูโลส ประกอบด้วยพอลิเมอร์หลัก 3 ชนิด คือ 1) เซลลูโลส 
ฮอมอพอลิเมอร์ของกลูโคสเชื่อมต่อกันเป็นสายตรงด้วยพันธะเบต้า 1,4-ไกลโคซิดิก 2) เฮมิเซลลูโลส 
เฮทเทอร์โรโพลิเมอร์ของน ้าตาลหลายชนิดผสมกัน เช่น น ้าตาลกลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส เป็นต้น 
ในรูปของพอลิเมอร์ไซแลน แมนแนน กาแลกแตน และอะราบิแนน (Bastawde, 1992) โดยมีไซแลน
ที่มีน ้าตาลไซโลสเป็นองค์ประกอบเป็นโครงสร้างหลัก (ร้อยละ 85-93, (Browning, 1967)) 3) ลิกนิน 
เฮทเทอร์โรโพลิเมอร์ของสารประกอบอะโรมาติก (Cheng และคณะ, 2008) ท้าหน้าที่ห่อหุ้มเส้นใย
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ป้องกันการย่อยสลายโดยเอนไซม์ของจุลินทรีย์ ดังนั นการที่จะย่อย
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในใบอ้อยให้เป็นน ้าตาลหน่วยย่อยเพ่ือการน้าไปใช้ประโยชน์ จึงจ้าเป็นต้อง
มีการปรับสภาพก่อน ปี ค.ศ.  2012 Jutakanoke และคณะรายงานว่าลิกโนเซลลูโลสซึ่งเป็น
องค์ประกอบในใบอ้อยพันธุ์ Saccharum officinarum ประกอบด้วย เซลลูโลส 38.5% เฮมิ
เซลลูโลส 23% และลิกนิน 15.6% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) หลังการปรับสภาพใบอ้อยปริมาณ 6% 
(น ้าหนัก/ปริมาตร) ด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1.5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ได้น ้าตาลไซโลสและ
กลูโคสในไฮโดรไลเสต 9.0 กรัม/ลิตร และ 0.62 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ และเมื่อน้าใบอ้อยที่ผ่านการ
ปรับสภาพแล้วมาย่อยต่อด้วยเซลลูเลส 160 FPU/กรัม ของน ้าหนักแห้ง นาน 6 ชั่วโมง ได้น ้าตาล
กลูโคส 9.8 กรัม/ลิตร  

งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยกยีสต์และหาภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตน ้ามัน
จากไฮโดรไลเสตของใบอ้อยซึ่งผ่านการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจางที่ภาวะเหมาะสม ร่วมกับ
เซลลูเลส และวิเคราะห์กรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของน ้ามันที่เตรียมได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ 

คดักรองยีสต์โอลิจินสัและหาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตน า้มนัจากไฮโดรไลเสตใบ
อ้อยเพ่ือการผลิตไบโอดีเซล 

 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1.3.1 คัดกรองยีสต์โอลิจินัส 
1.3.2 พิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ที่คัดแยกได้ 
1.3.3 ผลิตน ้ามันของยีสต์ที่คัดกรองได้จากไฮโดรไลเสตใบอ้อย 
1.3.4 วิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันของน ้ามันยีสต์ที่ผลิตได้ 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้ภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตน ้ามันของยีสต์ที่คัดกรองได้เมื่อใช้ไฮโดรไลเสตที่ได้จาก
การย่อยใบอ้อยเป็นวัตถุดิบ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 

บทท่ี 2 ทบทวนวรรณกรรม  

2.1 ไบโอดีเซล 

การผันผวนของราคาน ้ามันในตลาดโลกเป็นปัจจัยส้าคัญที่ท้าให้มีการศึกษาถึงแหล่งพลังงาน
เพ่ือน้ามาทดแทนน ้ามันดีเซล เริ่มจากการใช้น ้ามันจากพืชหรือจากไขมันสัตว์เติมในเครื่องยนต์ดีเซล
โดยตรง ท้าให้เกิดปัญหาต่างๆ เช่น ความหนืดของน ้ามัน การจับตัวเป็นก้อน การเผาไหม้ เป็นต้น 
หลังจากนั นจึงได้มีการปรับปรุงคุณภาพของไบโอดี เซล โดยน้าน ้ามันที่ได้จากพืชหรือสัตว์  
(triglyceride) ไปผ่านกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (transesterification) ซึ่งน ้ามันที่ได้
สามารถใช้ได้ดีเม่ือเปรียบเทียบกับน ้ามันดีเซล (Clark และคณะ, 1984)    

ไบโอดี เซล  คือ เอสเตอร์ของกรดไขมันจากพืช  จากสัตว์  หรือจากจุลินทรีย์  ที่ผ่าน
กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชันด้วยแอลกอฮอล์ โดยมีตัวเร่งปฏิกิริยา (catalyst) เป็นกรด ด่าง 
หรือเอนไซม์ ซึ่งเอสเตอร์ที่ได้แบ่งตามชนิดของแอลกอฮอล์ (alcohol) ที่ใช้ในปฎิกิริยา คือ เมทิลเอส
เทอร์ของกรดไขมัน (fatty acid methyl ester: FAME) หรือเอทิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน (fatty 
acid ethyl ester: FAEE) และมีกลีเซอรอล (glycerol) เป็นผลพลอยได้จากกระบวนการ แสดงดังรูป
ที่ 2 - 1 

 

 
รูปที่ 2 - 1 กระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (Fukuda และคณะ, 2001) 
 
2.2 น ้ามันจุลินทรีย์ 

 ยุคเริ่มต้นของการผลิตไบโอดีเซลใช้วัตถุดิบเป็นน ้ามันที่บริโภคได้ (edible oil) ได้แก่ น ้ามัน
ถั่วเหลือง น ้ามันจากเมล็ดแรพ (rapeseed oil) น้ ามันปาล์ม น ้ามันจากเมล็ดทานตะวัน เมื่อต้องการ
ผลิตในปริมาณมากจะส่งผลให้ราคาพืชอาหารที่สูงขึ น การผลิตไบโอดีเซลในยุคที่ 2 จึงเป็นวัตถุดิบ
กลุ่มน้ ามันที่บริโภคไม่ได้ (non-edible oil) หรือไม่ใช่พืชอาหาร (non-food feedstocks) เช่น สบู่
ด้า (jatropha) น้ ามันโจโจบา (jojoba oil) ข้อดีของวัตถุดิบกลุ่มนี คือการไม่ส่งผลกระทบต่อปริมาณ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 

พืชอาหาร นอกจากนั นน้ ามันพืชใช้แล้วยังเป็นอีกวัตถุดิบหนึ่งที่นิยมน้ามาใช้ในการผลิตไบโอดีเซล
เพราะต้นทุนมีราคาถูกที่สุดเมื่อเทียบกับพืชน ้ามัน (Haas, 2005) แต่มีข้อเสียคือน ้ามันใช้แล้วมีกรด
ไขมันอ่ิมตัวอยู่ปริมาณมากซึ่งยากต่อการเปลี่ยนเป็นไบโอดีเซล การผลิตไบโอดีเซลในยุคที่ 3 วัตถุดิบ
เป็ นกลุ่ มน ้ า มั น จ ากจุ ลิ นทรี ย์  (microbial oil) เ รี ย กว่ า  จุ ลิ นท รี ย์ โ อลิ จิ นั ส  (oleaginous 
microorganism) ซึ่งสะสมไขมันภายในเซลล์ได้มากกว่า 20% (น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง เช่น 
แบคทีเรียโอลิจินัส (oleaginous bacteria) ยีสต์โอลิจินัส (oleaginous yeast) สาหร่ายขนาดเล็ก 
(microalgae) เป็นต้น ซึ่งมีข้อดีและข้อด้อยแตกต่างกันดังแสดงในตารางที่ 2 - 1 น ้ามันจากพืชที่นิยม
น้าไปผลิตเป็นไบโอดีเซล เช่น น ้ามันเมล็ดแรพ น ้ามันดอกทานตะวัน เป็นต้น และน ้ามันจากจุลินทรีย์
มีปริมาณและส่วนประกอบของชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบหลักของน ้ามันคล้ายกันคือ กรดปาล์
มิติก (palmitic acid; C16:0) กรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) และกรดลิโนเลอิก (linoleic acid; 
C18:2) ดังแสดงในตารางที่ 2 - 1 น ้ามันจากจุลินทรีย์จึงสามารถทดแทนน ้ามันจากพืชได้ 
 
ตารางที่ 2 - 1 ข้อดีและข้อด้อยของแหล่งที่ใช้ผลิตวัตถุดิบส้าหรับผลิตไบโอดีเซล (Huang และคณะ, 
2010) 

แหล่งน ้ามัน ข้อดี ข้อด้อย 
สาหร่าย 
ขนาดเล็ก 
 

1) มีกรดไขมันเหมือนกับน ้ามันพืช 
2) เมื่อเพาะเลี ยงในภาวะเหมาะสมจะ
สะสมน ้ามันสูงถึง 85%  
3) ระยะเวลาเพาะเลี ยงสั นกว่าพืช 

1) น ้ามันสาหร่ายส่วนใหญ่ค่า
พลังงานต่้ากว่าเชื อเพลิงดีเซล 
2) ต้นทุนการเพาะเลี ยงสูงเมื่อ
เทียบกับพืชน ้ามัน 

แบคทีเรีย 1) ระยะเวลาการเพาะเลี ยงสั นที่สุด 1) ไขมันที่สะสมภายในเซลล์ไม่
เหมาะที่จะน้ามาผลิตไบโอดีเซล 

ยีสต์ 
 

1) มีหลากหลายสายพันธุ์ในธรรมชาติ 
2) เมื่อเพาะเลี ยงในภาวะเหมาะสมจะ
สะสมน ้ามันสูงถึง 70% 
3) ระยะเวลาเพาะเลี ยงสั นกว่า
สาหร่ายขนาดเล็ก 
4) ใช้แหล่งคาร์บอนได้หลากหลาย 

1) ต้องหาภาวะที่เหมาะสมต่อการ
สะสมน ้ามันในเซลล์ 
2) วิธีสกัดน้ ามันยุ่งยากมากกว่า
และต้องพัฒนาเทคโนโลยีใหม่ 
3) ต้นทุนการเพาะเลี ยงสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับพืชน ้ามัน 

น ้ามันพืชใช้แล้ว 
 

1) ราคาถูกเม่ือเทียบพืชน ้ามัน 1) ปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัวสูงท้าให้
ยากต่อการผลิตไบโอดีเซล 
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ตารางที่ 2 - 2 ปริมาณน ้ามันและองค์ประกอบของไขมันจากน ้ามันสาหร่ายขนาดเล็ก ยีสต์ และพืช
น ้ามัน (Thevenieau และ Nicaud, 2013; Ohse และคณะ, 2015) 

แหล่งน ้ามัน 

ปร
ิมา

ณน
 ้าม

ัน 
(%

) 

ร้อยละของกรดไขมันที่พบ 

 ก
รด

ปา
ล์ม

ิติก
 (C

16
:0)

 

 ก
รด

ปา
ล์ม

ิโต
เล

อิก
 (C

16
:1)

 

 ก
รด

สเ
ตีย

ริก
 (C

18
:0)

 

 ก
รด

โอ
เล

อิก
 (C

18
:1)

 

 ก
รด

ลิโ
นเ

ลอ
ิก 

(C
18

:2)
 

 ก
รด

ลิโ
นเ

ลน
ิก 

(C
18

:3)
 

สาหร่ายขนาดเล็ก 

Chlorella zofingiensis 28-32 23 2 2 36 18 8 

Tetraselmis suecica 23 27 6 13 25 2 15 
ยีสต์ 

Cryptococcus albidus 60 12 1 3 73 12 - 

Lipomyces starkeyi 63 34 6 5 51 3 - 
Yarrowia lipolytica 36 11 6 1 28 51 - 

พืชน ้ามัน 
น ้ามันทานตะวัน 45 7 - 5 19 68 1 

น ้ามันถั่วเหลือง 20 11 - 4 24 54 7 

น ้ามันเมล็ดแรพ 45 4 - 2 62 22 10 
 
2.3 ยีสต์โอลิจินัส  

 โดยทั่วไปยีสต์สามารถสังเคราะห์ไขมันเก็บไว้ภายในเซลล์เพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานส้ารองของ
เซลล์โดยมีปริมาณไขมัน 5-10% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง (Ageitos และคณะ, 2011) 
แต่ยีสต์โอลิจินัส คือ ยีสต์ที่สะสมไขมันไว้ภายในเซลล์มากกว่า 20% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนัก
เซลล์แห้ง ยีสต์โอลิจินัสเริ่มสะสมไขมันเมื่อเลี ยงเซลล์ในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนเกินพอ และจ้ากัด
ปริมาณสารอาหารอ่ืนๆที่มีผลต่อการสะสมไขมันในเซลล์จุลินทรีย์ โดยเฉพาะแหล่งไนโตรเจน 
(Boulton และ Ratledge, 1984) เมื่อไนโตรเจนหมดยีสต์โอลิจินัสจะหยุดการเพ่ิมจ้านวนของเซลล์ 
และเปลี่ยนคาร์บอนเป็นไขมันแล้วเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์ในรูปลิพิดบอดี  (lipid bodies) ภายใน
เซลล์ ดังแสดงในรูปที่ 2 - 2 ยีสต์โอลิจินัสบางสายพันธุ์สามารถสะสมไขมันมากถึง 70% ของน ้าหนัก
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เซลล์ เมื่อทดลองเพาะเลี ยงยีสต์กลุ่มที่ไม่ใช่ยีสต์โอลิจินัส (nonoleaginous yeast) ในอาหารที่จ้ากัด
แหล่งไนโตรเจน พบว่ายีสต์เหล่านั นไม่หยุดการแบ่งเซลล์ และมีการสะสมแหล่งพลังงานส้ารองในรูป
ของคาร์โบไฮเดรต เช่น กลูแคน (glucans) แมนแนน (mannans) เป็นต้น เมื่อวิเคราะห์ปริมาณไขมัน
ภายในเซลล์พบว่ามีน้อยกว่า 10% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง (Ratledge, 2004) 95% 
ของไขมันยีสต์โอลิจินัสเป็นไตรกลีเซอไรด์หรือไตรเอซิลกลีเซอรอล  (triacylglycerol: TAG) ที่มี
คุณสมบัติใกล้เคียงกับน้ ามันจากเมล็ดพืช จึงเชื่อว่ามีศักยภาพสูงส้าหรับการพัฒนาการผลิตน้ ามันไบ
โอดีเซลได้  (Sitepu และคณะ , 2014) โดยทั่วไปพบยีสต์โอลิจินัสอยู่ ในจีนัส  Cryptococcus, 
Rhodosporidium, Lipomyces และ Rhodotorula ซึ่งการผลิตน ้ามันมีความแตกต่างกันตามสาย
พันธุ์ รวมไปถึงแหล่งวัตถุดิบที่น้ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี ยงก็เป็นปัจจัยในการท้าให้การ
สะสมและการผลิตไขมันของยีสต์แต่ละสายพันธุ์แตกต่างกันไปด้วย (Huang และคณะ, 2009) ดัง
แสดงในตารางที่ 2 - 3 

 
รูปที่ 2 - 2 ลิพิดบอดี ในเซลล์ของ Cryptococcus curvatus ถ่ายโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
(Holdsworth และคณะ, 1988) 

 
ยีสต์โอลิจินัส สามารถพบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ ในดิน ในน้ า ในส่วนต่างๆของพืช เศษใบไม้ที่มี

การย่อยสลาย รวมถึงบริเวณที่มีการปนเปื้อนน ้ามัน Kitcha และ Cheirsilp (2011) คัดแยกยีสต์โอลิ
จินัส T. spathulata และ K. ohmeri จากของเสียในอุตสาหกรรมน ้ามันปาล์ม Srisuwan และคณะ 
(2016) คัดแยกยีสต์ได้ทั งหมด 67 ไอโซเลต จากดอกไม้ ผลไม้ และใบไม้ที่เก็บมาจากดอยอินทนนท์ 
จังหวัดเชียงใหม่ เมื่อน้ามาเลี ยงในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าเป็นยีสต์โอลิจินัสเพียง 2 
โซเลต คือ Rhodotorula C7 และ Rhodosporidium paludigenum C10 ยีสต์ที่มีการศึกษาแล้ว
จ้านวน 1,600 สปีชีส์ (known species) มีเพียง 70 สปีชีส์ ที่มีการรายงานว่าเป็นยีสต์โอลิจินัส 
(Garay และคณะ, 2016) ประเทศไทยตั งอยู่ในแนวเส้นศูนย์สูตร ภูมิอากาศร้อนชื น เหมาะสมต่อการ
เจริญของพืชและสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ท้าให้มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง  จึงมีความเป็นไปได้ที่จะคัด
แยกยีสต์โอลิจินัสที่มีประสิทธิภาพสูงจากธรรมชาติได ้เพ่ือน้าไปใช้ผลิตไบโอดีเซลต่อไป 
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ตารางที่ 2 - 3 เปรียบเทียบปริมาณน ้ามันของยีสต์โอลิจินัสในภาวะต่างๆ (Ageitos และคณะ, 2011) 

 
MnM: mineral medium, MM: minimal medium, F: fermentor, f: flask, F-b: fed-batch, 
SF: solid fermentation

สา
ยพ

ันธุ์
ยีส

ต ์
น ้า

หน
ักแ

ห้ง
 

(ก
./ล

.) 
ปร

ิมา
ณไ

ขม
ัน 

(%
 น

 ้าห
นัก

แห
้ง) 

อุณ
ภูม

 ิ
(°ซ

) 
ระ

ยะ
เวล

า 
(ช

ม.
) 

pH
 

แห
ล่ง

 
คา

ร์บ
อน

 
แห

ล่ง
 

ไน
โต

รเจ
น 

ภา
วะ

กา
ร

เล
ี ยง

 

Ap
iot

ric
hu

m
 cu

rv
at

um
 

AT
CC

20
50

9 
15

.11
 

47
 

32
 

14
5 

5.5
 

แล
กโ

ทส
 

M
M 

f 

Cr
yp

to
co

cc
us

 te
rri

co
la

 
16

 
39

 
25

 
18

4 
5.5

 
กล

ูโค
ส 

M
M 

F 
Lip

om
yc

es
 st

ar
ke

yi 
DS

M
 

70
29

5 
9.3

 
72

.3 
30

 
22

0 
5 

กล
ูโค

ส 
น ้า

ทิ ง
 

f 

L. 
sta

rke
yi 

AS
 2

. 1
39

0 
18

 
30

 
28

 
96

 
5.8

 
กล

ูโค
ส 

M
M 

f 
 

20
.9 

20
.5 

28
 

96
 

5.8
 

ไซ
โล

ส 
M

M 
f 

Rh
od

os
po

rid
ium

 to
ru

lo
ide

s 
18

.2 
76

.1 
30

 
12

0 
6 

กล
ูโค

ส 
M

nM
 

f 
R. 

to
ru

lo
ide

s A
S 

2. 
13

89
 

6.9
 

42
 

28
 

96
 

5.8
 

กล
ูโค

ส 
M

M 
f 

 
7.2

 
26

.8 
28

 
96

 
5.8

 
ไซ

โล
ส 

M
M 

f 
Rh

od
ot

or
ul

a 
gra

cil
is 

CF
R-

1 
13

.7 
59

.4 
- 

- 
5 

โม
ลา

ส 
M

nM
 

SF
 

R. 
m

inu
ta

 IIP
-3

3 
15

 
48

 
30

 
80

 
4.5

 
กล

ูโค
ส 

M
nM

 
F 

F-
b 

Ya
rro

wi
a 

lip
ol

yt
ica

 L
GA

M
S(7

)1 
 

8.7
 

40
 

28
 

24
0 

6 
กล

ีเซ
อร

อล
 

M
M 

F 

Y. 
lip

ol
yt

ica
 A

CA
-D

C 
50

10
9 

15
 

44
 

28
 

12
0 

6 
ไข

มัน
สตั

ว ์
M

M 
F 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9 
 

 

2.4 กลไกการสังเคราะห์ไขมันของยีสต์โอลิจินัส 

 2.4.1 การสังเคราะห์กรดไขมัน 

กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันของยีสต์โอลิจินัส แบ่งได้เป็น 2 ขั นตอนหลักคือ 
กระบวนการ condensation เกิดขึ นในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) มี acetyl-CoA (Ac-CoA), 
malonyl-CoA (Mal-CoA) และ NADPH เป็นสารตั งต้น โดย malonyl-CoA สังเคราะห์มาจาก 
acetyl-CoA ดังแสดงในสมการที่ (1) และมีเอนไซม์ Fatty acid synthase ซึ่งประกอบไปด้วย 
เอนไซม์ 7 หน่วยย่อย ท้าหน้าที่เติม malonyl-CoA ครั งละ 1 โมเลกุล เข้ากับ acetyl-CoA จนได้ 
palmitate (C16:0) ดังแสดงในสมการที่ (2) ผลรวมของสมการเคมีการสังเคราะห์ palmitate ดัง
แสดงในสมการที่ (3) 
 
7Acetyl-CoA + 7CO2 + 7ATP ---> 7Malonyl-CoA + 7ADP + 7Pi    (1) 
 
Acetyl-CoA + 7Malonyl-CoA + 14NADPH + 14H+ ---> Palmitate + 7CO2 + 8CoA  

+ 14NADP+ + 6H2O  (2) 
 

8Acetyl-CoA + 7ATP + 14NADPH + 14H+ ---> Palmitate + 8CoA + 7ADP + 7Pi +  
14NADP+ + 6H2O  (3) 

ขั นตอนที่ 2 คือกระบวนการเพ่ิมจ้านวนอะตอมของคาร์บอน (elongation) และ 
กระบวนการเพ่ิมพันธะคู่ในกรดไขมัน (desaturation) เกิดขึ นในร่างแหเอนโดพลาสซึมชนิดขรุขระ 
(Rough endoplasmic recticulum; RER) โดยเอนไซม์ elongases และ desaturases ท้าให้ได้เป็น
กรดไขมันชนิดอ่ิมตัว (saturated fatty acid) และกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty 
acid) ชนิดต่างๆ ดังแสดงในรูปที่ 2 - 3 และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการสังเคราะห์กรดไขมันชนิดต่างๆ 
ดังแสดงในรูปที่ 2 - 4 จากสมการข้างต้นปริมาณ acetyl-CoA, malonyl-CoA และ NADPH จึงเป็น
ปัจจัยส้าคัญในการสังเคราะห์กรดไขมันของยีสต์ ในภาวะปกติ acetyl-CoA จะสะสมอยู่ไมโตครอนเด
รีย (mitochondria) เพ่ือใช้ในวัฎจักร TCA (tricarboxylic acid cycle) ส้าหรับสร้างพลังงานในรูป
ของ ATP ให้กับเซลล์ เมื่อยีสต์โอลิจินัสอยู่ในสภาวะที่มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอแต่มีแหล่งไนโตรเจน
จ้ากัด ท้าให้สาร AMP (adenosine monophosphate) ถูกดึงหมู่แอมโมเนียออกมาเพ่ือใช้ในเซลล์ 
โดยเอนไซม์ AMP deaminase (Ratledge, 1991; Ratledge, 2004) ดังสมการที่ (4) ปริมาณของ 
AMP ที่ลดลงส่งผลต่อปริมาณของ ADP (adenosine diphosphate) ซึ่งเป็นสารตั งต้นที่ส้าคัญในการ
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สังเคราะห์ ATP ของเซลล์ ท้าให้เซลล์ของยีสต์โอลิจินัสหยุดการเพ่ิมจ้านวนและเริ่มกระบวนการการ
สะสมไขมัน 
 
AMP ---> inosine 5’-monophosphate + NH3     (4) 

 
ผลจากวัฎจักร TCA ที่หยุดลงท้าให้เกิดการสะสมของ citrate ภายในเซลล์มากขึ น 

เอนไซม์ citrate/malate translocase (CMT) ที่ผนังไมโตครอนเดรียจะท้าหน้าที่ส่ง citrate ออก
และรับ malate เข้ามาในไมโตครอนเดรีย จากนั น citrate จะถูกเปลี่ยนเป็น acetyl-CoA และ 
oxaloacetate (OAA) โดยเอนไซม์ ATP:citrate lyase (ACL) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบในเฉพาะยีสต์โอลิ
จินัส (Boulton และ Ratledge, 1981; Ratledge, 2004) ดังสมการที่ (5) 

    
Citrate + CoA + ATP ---> acetyl-CoA + oxaloacetate + ADP+ Pi   (5) 

 
Oxaloacetate ถูกเปลี่ยนเป็น malate โดยเอนไซม์ malate dehydrogenase 

(MDH) ซึ่งจะถูกน้าไปสร้าง NADPH โดย malic enzyme (ME) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบเฉพาะในยีสต์โอ
ลิจินัส ดังแสดงในสมการที่ (6) 

  
Malate + NADP+ ---> pyruvate + CO2 + NADPH     (6) 
 

กล่าวโดยสรุปคือ เอนไซม์ท่ีพบเฉพาะในยีสต์โอลิจินัส คือ ATP:citrate lyase (ACL) 
และ malic enzyme ท้าหน้าที่ส้าคัญในการสังเคราะห์ acetyl-CoA และ NADPH ตามล้าดับ ซึ่งเป็น
สารตั งต้นของการสังเคราะห์กรดไขมันท้าให้ยีสต์โอลิจินัสสามารถสะสมไขมันในเซลล์เป็นจ้านวนมาก 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11 

 
รปูที่ 2 - 3 วิถกีารสังเคราะห์กรดไขมันในยีสต์โอลิจินัส (Ratledge และ Wynn, 2002) 

 

 
รูปที่ 2 - 4 การสังเคราะห์กรดไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไม่อ่ิมตัวชนิดต่างๆ และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง 
โดย FAS คือ เอนไซม์ Fatty acid synthase 9 (Ratledge, 2004) 
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Fakas (2017) ท้าการเปรียบเทียบขั นตอนที่ใช้ในการสังเคราะห์กรดไขมันระหว่าง
ยีสต์โอลิจินัสคือ Y. lipolytica และยีสต์ที่ไม่ใช่โอลิจินัสคือ Saccharomyces cerevisiae พบว่า S. 
cerevisiae สังเคราะห์ acetyl-CoA จาก acetate ที่ได้จากกระบวนการ glycolysis ในไซโตพลา
สซึมด้วยเอนไซม์ acetyl-CoA synthase (Acs1) ต่างกับ Y. lipolytica ที่สังเคราะห์ acetyl-CoA 
จาก citrate ที่ส่งออกมาจากไมโตคอนเดรียด้วยเอนไซม์ ATP: citrate lyase (Acl1/Acl2) ดังแสดง
ในรูปที่ 2 - 5 

 

 
รูปที่ 2 - 5 เปรียบเทียบกระบวนการสังเคราะห์ acetyl-CoA ของ S. cerevisiae (เส้นประ) และ Y. 
lipolytica (เส้นทึบ) เพื่อใช้ในการสังเคราะห์กรดไขมัน (Fakas, 2017) 

 
2.4.2 การสังเคราะห์ไขมันของยีสต์โอลิจินัส 

  กรดไขมันที่สังเคราะห์ได้ภายในร่างแหเอนโดพลาสซึมชนิดขรุขระมีคุณสมบัติเป็น
กรด ละลายน ้ายากและเป็นสารออกซิไดซ์ (polyunsaturated fatty acid) ท้าให้มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์  จึงถูกเปลี่ยนเป็นไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) และฟอสโฟกลีเซอไรด์ (phosphoglyceride) 
เก็บอยู่ภายในเซลล์ในรูปของลิพิดบอดี  (lipid bodies) โดย fatty acyl-CoA รวมตัวกับ glycerol-3-
phosphate เกิดเป็น phosphatidate เมื่อก้าจัดหมู่ฟอสเฟตออกจะได้กลีเซอไรด์ซึ่งสามารถรวมตัว
กับสารอ่ืน เช่น โคลีน (choline) ซีรีน (serine) และอิโนซิทอล (inositol) กลายเป็นฟอสโฟกลีเซอ
ไรด์ (phosphoglyceride) แต่การรวมตัวกันนั น phosphatidate จะถูกเปลี่ยนไปเป็นรูป active 
form ในรูปอนุพันธ์ของ cytidine diphosphate (CDP) คือ CDP-diacylglycerol แล้วจึงรวมกับ
สารอ่ืนๆ (Ratledge, 2004) ดังรูปที่ 2 - 6 
   

ไมโตคอนเดรีย 

ไซโตพลาสซึม 
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รูปที่ 2 - 6 การสังเคราะห์ไตรกลีเซอไรด์และฟอสโฟกลีเซอไรด์ (Kurtzman และคณะ, 2011) 
 
2.5 ลิกโนเซลลูโลสิกไฮโดรไลเสตเพ่ือการผลิตน ้ามันด้วยยีสต์โอลิจินัส 

  ลิกโนเซลลูโลสิกไฮโดรไลเสต (lignocellulosic hydrolysate) คือ สารละลายที่ได้จากการ
ย่อยสลายพืชมีน ้าตาลกลูโคส (glucose) และไซโลส (xylose) เป็นส่วนประกอบหลัก เนื่องจากผนัง
เซลล์ของพืชประกอบไปด้วยเส้นใยเซลลูโลสขนาดใหญ่ (cellulose macrofibrils) ประกอบจากเส้น
ใยเซลลูโลสเส้นเล็ก (microfibrils) จ้านวนมากรวมกัน ระหว่างเส้นใยขนาดเล็กมีเฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) และลิกนิน (lignin) แทรกอยู่ท้าหน้าที่ห่อหุ้มเส้นใยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 
ป้องกันการย่อยสลายโดยเอนไซม์ของจุลินทรีย์แสดงในรูปที่ 2 - 7  เซลลูโลสมีโครงสร้างเป็นพอลิ
เมอร์ของน ้าตาลกลูโคส (glucose) ที่ต่อกันด้วยพันธะ ß-1,4-ไกลโคซิดิก ส่วนเฮมิเซลลูโลสมี
โครงสร้างซับซ้อนกว่าเซลลูโลสคือเป็นเฮทเทอโรพอลิเมอร์ของน ้าตาลไซโลส (xylose) แมนโนส 
(mannose) กลูโคส (glucose) อะราบิโนส (arabinose) และกาแลคโตส (galactose) ในรูปของพอ
ลิเมอร์ไซแลน แมนแนน กาแลกแตน และอะราบิแนน (Bastawde, 1992) ซึ่งไซแลนมีองค์ประกอบ
หลักเป็นน ้าตาลไซโลส (ร้อยละ 85-93, (Browning, 1967)) โมเลกุลของเฮมิเซลลูโลสเชื่อมกับ
เซลลูโลสด้วยพันธะไฮโดรเจน แต่เชื่อมกับลิกนินด้วยพันธะโควาเลนท์ (covalent bond) ลิกนินมี
โครงสร้างเป็นพอลิฟีนอล (polyphenol) (Cheng และคณะ, 2008) จึงเป็นส่วนที่มีขั วมากกว่าเฮมิ
เซลลูโลสและเซลลูโลส ตามล้าดับ  

ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรมากที่สุดแห่งหนึ่งของโลกจึงมี
ส่วนเหลือจากกระบวนการเก็บเกี่ยวของพืชเศรษฐกิจเช่น ฟางข้าว ใบอ้อย ซังข้าวโพด กากมัน
ส้าปะหลัง ทลายปาล์ม อยู่เป็นจ้านวนมาก จึงเป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งในการน้าส่วนเหลือดังกล่าวมา
เปลี่ยนเป็นมูลค่าโดยใช้เป็นวัตถุดิบส้าหรับผลิตพลังงานเช่น เอทานอล ไบโอดีเซล เป็นต้น การน้าลิก



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14 

โนเซลลูโลสมาเปลี่ยนให้เป็นน ้าตาลในระดับอุตสาหกรรมประกอบไปด้วยขั นตอนหลัก 2 ขั นตอนคือ 
การปรับสภาพ (pretreatment) เพ่ือท้าลายโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสท้าให้ลิกนิน เฮมิเซลลูโลส 
และเซลลูโลส แยกออกจากกันและมีขนาดของโมเลกุลที่เล็กลงเพ่ือให้เอนไซม์สามารถเข้าท้าปฎิกิริยา
ได้ดียิ่งขึ น และตามด้วยการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (enzyme hydrolysis) คือการใช้เอนไซม์เซลลูเลส 
(cellulases) เฮมิเซลลูเลส (hemicellulases) ย่อยสลายให้ลิกโนเซลลูโลสเป็นน ้าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
ดังแสดงในรูปที่ 2 - 7 วิธีการปรับสภาพเบื องต้นแบ่งได้ดังนี  

1. วิธีทางกายภาพ  (physical pretreatment) คือ การลดขนาดอนุภาคโดยการบด (milling 
and grinding) ท้าให้พื นที่ผิวส้าหรับท้าปฎิกิริยาเพ่ิมมากขึ น  

2. วิธีทางกายภาพ-เคมี (physicochemical pretreatment) ได้แก่ การระเบิดด้วยไอน ้า 
(steam explosion) การย่อยด้วยน ้าร้อน (hydrothermalysis) การระเบิดเส้นใยด้วยแอมโมเนีย 
(ammonia fiber explosion; AFEX)  

3. วิธีทางเคมี ได้แก่ การใช้ด่าง กรดเจือจาง กรดร้อน  (acid cooking) สารออกซิไดซ์ การ
สกัดด้วยตัวท้าละลายอินทรีย์ (organosolvent extraction) 

4. วิธีทางชีวภาพ ได้แก่ การใช้ white rot fungi ย่อยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส 
การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสในสภาวะที่เป็นกรดร่วมกับความดันและความร้อนก่อนน้าไป

ย่อยด้วยเอนไซม์ท้าให้ปริมาณน ้าตาลโมเลกุลเดี่ยวเพ่ิมขึ นและช่วยเพ่ิมความสามารถในการละลาย
ของเฮมิเซลลูโลส แต่ก็ท้าให้เกิดสารที่มีคุณสมบัติยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ (growth inhibitor) 
ตามมาด้วย ตัวอย่างเช่น ในภาวะที่มีอุณหภูมิและความดันสูงไซโลสจะถูกเปลี่ยนไปเป็นเฟอร์ฟูรัล 
(furfural) เช่นเดียวกับกลูโคสจะถูกเปลี่ยนไปเป็น ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (5-hydroxymethyl 
furfural; HMF) กรดฟอมิกที่เกิดขึ นเป็นอนุพันธ์จากการสลายตัวของเฟอฟูรัลและ HMF กรดเลวูลินิก 
(levulinic acid) เป็นอนุพันธ์จากการสลายตัวของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล  (Dunlop, 1948; 
Ulbricht และคณะ, 1984) สารกลุ่มฟีนอลิกมาจากการสลายตัวบางส่วนของลิกนิน เช่น วานิลิน 
(vanillin) ไ ซ ริ น กั ล ดี ไ ฮด์  (syringaldehyde) และกรด ไซ ริ น จิ ก  (syringic acid) (Tran และ 
Chambers, 1985; Jönsson และคณะ, 1998)  

การลดความเป็นพิษ (detoxification) ของไฮโดรไลเสตจากลิกโนเซลลูโลสก่อนน้าไปใช้
เพาะเลี ยงเชื อท้าให้ยีสต์เจริญได้ได้ดีขึ นและสามารถผลิตเอทานอลหรือน ้ามันได้ เพ่ิมขึ น (Palmqvist 
และ Hahn-Hägerdal, 2000) วิธีลดความเป็นพิษมีหลายวิธี เช่น การใช้เอนไซม์แลคเคส (laccase) 
และเปอร์ออกซิเดส (peroxidase) จากรา Trametes versicolor เปลี่ยนสารกลุ่มฟีนอลซึ่งเป็นวงอา
โรมาติกไปเป็นกรดอินทรีย์ ท้าให้ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้เพ่ิมขึ น 2-3 เท่า (Jönsson และคณะ, 
1998) และวิธีปรับด่างเกิน (overliming) (Leonard และ Hajny, 1945) เป็นการปรับค่าพีเอชให้เป็น 
9±10 ด้วยแคลเซียมไฮดรอดไซด์ (Ca(OH)2) จากนั นปรับพีเอชลดลงเท่ากับ 5.5 ด้วยกรดซัลฟูริก 
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กระบวนการนี ท้าให้สารกลุ่มของ HMF และเฟอฟูรัลตกตะกอนออกไปได้ ท้าให้ผลผลิตของเอทานอล
เพ่ิมขึ น (Palmqvist, 1998) 

 

 
รูปที่ 2 - 7 โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส (Yang และ Wyman, 2009) 
 
(Sitepu และคณะ, 2014) (2014) ศึกษาความสามารถในการทนสารยับยั งในกลุ่มเฟอร์ฟูรัลของยีสต์
ของยีสต์โอลิจินัสสายพันธุ์ต่างๆ พร้อมทั งศึกษาการใช้น ้าตาลชนิดต่างๆที่มีในลิกโนเซลลูโลสิก
ไฮโดรไลเสต พบว่าความเข้มข้นของสารยับยั งการเจริญมีผลต่อการเจริญของยีสต์โอลิจินัส และยีสต์
แตล่ะสายพันธุ์สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 2 - 4 ความสามารถใน
การใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ และความทนทานต่อสารยับยั งการเจริญของยีสต์น ้ามัน (Sitepu และ
คณะ, 2014) 
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 สารเฟอร์ฟูรัลเป็นสารยับยั งที่มีผลต่อการเจริญของยีสต์โอลิจินัสอย่างมากเนื่องจากเฟอร์

ฟูรัลเมื่อเข้าไปในเซลล์จะไปเกิดปฎิกิริยารีดักชันกับ NADH ท้าให้กลายเป็น NAD+ ซ่ึง NADH เป็นสาร
ที่ส้าคัญในกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนซึ่งน้าไปสู่การสร้างพลังงานในรูป ATP ของเซลล์ ดังนั นจึง
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มีผลยับยั งการเจริญของเซลล์ยีสต์มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัลที่ความเข้มข้น
เท่ากัน เนื่องมาจากความสามารถในการรีดิวซ์ของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล น้อยกว่าเฟอร์ฟูรัลเพราะ
หมู่ไฮดรอกซีเมทิลที่เพ่ิมเข้ามาท้าให้โครงสร้างเรโซแนนซ์ในโมเลกุลของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัลไม่
เสถียรเท่ากับเฟอร์ฟูรัล ท้าให้ความสามารถในการรีดิวซ์ลดลงไป  ดังนั นความสามารถในการทนสาร
ยับยั งของยีสต์โอลิจินัสเป็นอีกปัจจัยที่มีความส้าคัญในการลดต้นทุนการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 
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เซลล์พืช
พืช 

ใบไม้ 

โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส 

การปรับสภาพ 

เฮมิเซลลูโลส 

ลิกนิน 

แมนโนส 
ไซโลส 

เซลลูเลส 

อะราบิโนส 

เฮมิเซลลูเลส  

 

เซลลูโลส 

กลูโคส 

 

ฟีนอล 

 

ความร้อน แรงดัน, กรด 

 
 

รูปที่ 2 - 8 น ้าตาลและสารยับยั งการเจริญที่ได้จากการปรับสภาพโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส  
(Sitepu และคณะ, 2014) 
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ตารางที่ 2 - 4 ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ และความทนทานต่อสารยับยั งการ
เจริญของยีสต์น ้ามัน (Sitepu และคณะ, 2014) 

 
ความเข้มของสีแทนระดับความขุ่นของอาหารเลี ยงเชื อเมื่อผ่านไป 10 วัน; D, Delayed growth
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จากปัจจัยดังที่กล่าวมาข้างต้นทั งหมด สิ่งที่ต้องค้านึงถึงเมื่อต้องการผลิตน ้ามันด้วยยีสต์โอลิ
จินัส โดยใช้ลิกโนเซลลูโลสิกไฮโดรไลเสตเป็นแหล่งคาร์บอนมีดังต่อไปนี  (Jin และคณะ, 2015) 
 1. ไม่สามารถความคุมอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนได้เนื่องจากขึ นกับหลายปัจจัย เช่น
ประสิทธิภาพการย่อยลิกโนเซลลูโลส ชนิดของพืชที่ใช้ ปริมาณของสัดส่วนเซลลูโลสต่อเฮมิเซลลูโลส
ต่อลิกนิน ปริมาณเอนไซม์ (เป็นแหล่งของไนโตรเจน) ที่เติมลงไปในการย่อย เป็นต้น  
 2. ปริมาณน ้าตาลที่ได้จ้ากัด โดยไม่เกิน 100 กรัมต่อลิตร 
 3. น ้าตาลที่มีในไฮโดรไลเสตมีหลายชนิด ซึ่งมีผลต่อการเจริญและการผลิตน ้ามันในแง่ของ
ปริมาณและชนิดกรดไขมัน ส่งผลต่อการเลือกสายพันธุ์ของยีสต์โอลิจินัสที่เหมาะสมต่อการผลิตในเชิง
อุตสาหกรรม เพ่ือให้ได้ชนิดของน ้ามันตามท่ีต้องการ 
 4. ปริมาณของสารยับยั งการเจริญของยีสต์จากขั นตอนการปรับเพ่ือการพิจารณาความ
จ้าเป็นของการก้าจัดสารพิษ หรือใช้ยีสต์โอลิจินัสสายพันธุ์ที่สามารถทนต่อสารยับยั งในปริมาณที่มีอยู่
ในไฮโดรไลเสตนั นๆได้ 
 
2.6 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตน ้ามัน 

Li และคณะ (2006) รายงานว่า Rh. toruloides Y4 ผลิตน ้ามันและเซลล์ได้ 76% (น ้าหนัก/
น ้าหนัก) ของน ้าหนักแห้ง และ 18.2 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ เมื่อเพาะเลี ยงแบบแบช (batch culture) 
โดยถ่ายกล้าเชื ออายุ 28 ชม. ปริมาณ 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารที่มีองค์ประกอบ
เหมาะสม (optimized medium) ซึ่งที่ประกอบด้วย กลูโคส 7% แอมโมเนียมซัลเฟต 0.01% ยีสต์
สกัด 0.075% แมกนีเซียมซัลเฟต 0.15% โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.04% (น ้าหนัก/
ปริมาตร) ที่มีซิงค์ซัลเฟตเข้มข้น 1.9×106 มิลลิโมล/ลิตร แคลเซียมคลอไรด์ 1.50 มิลลิโมล/ลิตร 
แมงกานีสคลอไรด์ 1.22×10-4 มิลลิโมล/ลิตร และคอปเปอร์ซัลเฟต 1.00×10-4 มิลลิโมล/ลิตร พีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 6.0 เขย่าให้อากาศที่ความเร็ซ 200 รอบ/นาที นาน 120 ชม. ที่อุณหภูมิ 30°ซ  

Li และคณะ (2007) รายงานว่า Rh. toruloides Y4 ผลิตน ้ามันและเซลล์ ได้ 67.5% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักแห้ง และ 106.5 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ เมื่อเลี ยงในถังหมักขนาด 15 
ลิตร นาน 134 ชม. คิดเป็นอัตราการผลิต (productivity) เท่ากับ 0.54 กรัม/ลิตร/ชม.  

Hu และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตน ้ามัน Rh. toruloides Y4 ในอาหารที่มีสารยับยั งการ
เ จ ริ ญของยี สต์ ที่ พบ ใน ไฮ โดร ไล เสตขอ งวั ส ดุ พ วกลิ ก โ น เ ซลลู โ ล ส  พบว่ า  acetate 5-
hydroxymethylfurfural และ  syringaldehyde ไ ม่ มี ผ ล ก ร ะทบต่ อก า ร ผลิ ตน ้ า มั น  แต่ p-
hydroxybenzaldehyde และ vanillin ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ เริ่มท้าให้ปริมาณเซลล์และ
น ้ามันลดลง และเฟอร์ฟิวรัลเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ท้าให้การเจริญลดลง 45%  
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Wu และคณะ (2010) ศึกษาการแปรผันอัตราส่วนของคาร์บอน : ฟอสฟอรัส ในอาหารที่มี
อัตราส่วนคาร์บอน : ไนโตรเจน ต่้าเท่ากับ 6.1 พบว่า Rh. toruloides Y4 ผลิตน ้ามันได้ประมาณ 
62.2% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักแห้ง เมื่ออาหารมีอัตราส่วนของคาร์บอน : ฟอสฟอรัส เท่ากับ 
9,552  

Wu และคณะ (2011) ศึกษาการแปรผันอัตราส่วนของคาร์บอน : ซัลเฟต ในอาหารที่มี
อัตราส่วนคาร์บอน : ไนโตรเจน ต่้า (5.7-28.3) พบว่า Rh. toruloides Y4 ผลิตน ้ามันได้ประมาณ 
57% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักแห้ง เมื่ออาหารมีอัตราส่วนของคาร์บอน : ซัลเฟต เท่ากับ 
11,380 

Chen และคณะ (2013) รายงานว่า T. cutaneum CH002 ผลิตน ้ามันได้เพ่ิมขึ นอีก 26.5% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักแห้ง เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตซังข้าวโพดในภาวะที่เหมาะสมคือ 
ปริมาณกล้าเชื อ 5% ปริมาตร/ปริมาตร อุณหภูมิ 28°ซ และพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 6.0 การเติม
ไนโตรเจนอินทรีย์ไม่ช่วยเพิ่มปริมาณน ้ามัน (Chen และคณะ, 2013) 

Lin และคณะ (2014) รายงานว่า Rh. toruloides AS 2.1389 ผลิตน ้ามันในสารละลาย
ไซโลสเข้มข้น 40 กรัม/ลิตรได้ 49.5% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักแห้ง ภายในเวลา 4 วัน เมื่อผลิต
น ้ามันด้วยปริมาณเซลล์เริ่มต้นเข้มข้น 2.0×108 CFU/มล. แต่เมื่อใช้ปริมาณเซลล์เริ่มต้น 10% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) จะผลิตน ้ามันได้ 50.3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักแห้ง ภายใน 8 วัน ดังนั น
การผลิตน ้ามันโดยใช้เซลล์เริ่มต้นปริมาณสูงท้าให้มีอัตราการผลิตสูงขึ นด้วย 

Jutakanoke และคณะรายงานว่าลิกโนเซลลูโลสซึ่งเป็นองค์ประกอบในใบอ้อยพันธุ์  
Saccharum officinarum ประกอบด้วย เซลลูโลส 38.5% เฮมิเซลลูโลส 23% และลิกนิน 15.6% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) หลังการปรับสภาพใบอ้อยปริมาณ 6% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ด้วยกรดซัลฟิวริกความ
เข้มข้น 1.5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ได้น ้าตาลไซโลสและกลูโคสในไฮโดรไลเสต 9.0 กรัม/ลิตร และ 
0.62 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ และเมื่อน้าใบอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพแล้วมาย่อยต่อด้วยเซลลูเลส 160 
FPU/กรัม ของน ้าหนักแห้ง นาน 6 ชั่วโมง ได้น ้าตาลกลูโคส 9.8 กรัม/ลิตร จากปัจจัยดังกล่าวใบอ้อย
จึงมีความน่าสนใจในการน้ามาใช้ เป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับผลิตน ้ามันด้วยยีสต์ โอลิจินั ส 
(Jutakanoke และคณะ, 2012; Jutakanoke, 2014)
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บทท่ี 3 วัสดุอุปกรณ์และวิธีด้าเนินการทดลอง 

3.1 ใบอ้อย 

ใบอ้อย (Saccharum officinarum  L.CSB06-2-15) ที่เหลือทิ งหลังการเก็บเก่ียวอ้อย (รูปที่ 
3 - 1) ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์ส่งเสริมอุตสาหกรรมอ้อยและน ้าตาลทรายภาคที่ 3 อ้าเภอ
บางพระ จังหวัดชลบุรี ตัดใบอ้อยเป็นท่อนสั นๆ บดด้วยเครื่องบดแบบฆ้อนเหวี่ยง จากนั นอบแห้งที่
อุณภูมิ 60 องศเซลเซียส จนน ้าหนักคงที่ ร่อนเก็บอนุภาคขนาด 20-40 เมช ชั่งน ้าหนักวิเคราะห์ค่า
ความชื น (moisture content) วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบอ้อย ได้แก่ เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส ลิกนิน 

 

 
รูปที่ 3 - 1 ไร่อ้อย (ถ่ายวันที่ 22 ธันวาคม 2559) 
 

3.2 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

3.2.1 กล้องจุลทรรศน์เชิงประกอบชนิดใช้แสง (Light Compound Microscope) 

CH30, Olympus Co. Ltd., Japan 

3.2.2 กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescence Microscope) Olympus BX51, 

USA  
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3.2.3 เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (Hot plate magnetic stirrer) 502P-2, PMC 

Industries Inc., USA 

3.2.4 เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมถรรนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography) Prostar, USA 

3.2.5 เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography) Agilent 6890N, 

Delaware, USA  

3.2.6 เครื่องควบคุมอุณหภูมิหลอดทดลอง (Dry block bath) MG-1, Itohka, Japan 

3.2.7 เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (2-digital balance) PG6002-S, Mettler 

Toledo Co.Ltd., Switzerland 

3.2.8 เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (4-digital balance) AG285, Mettler 

Toledo Co. Ltd., Switzerland 

3.2.9 เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel Documentary System) Bio-Rad, USA 

3.2.10 เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบสูงแบบควบคุมอุณหภูมิ (High speed refrigerated 

centrifuge) AllegraTM 25R, Beckman Coulter Inc., USA 

3.2.11 เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบสูงแบบควบคุมอุณหภูมิ (High speed refrigerated 

centrifuge) Kubota 1920, Kubota Coorperation, Japan 

3.2.12 เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Spin down) Force mini, Korea 

3.2.13 เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) G560, Scientific Industries Inc., USA 

3.2.14 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermocycler) Bio-Rad, USA 

3.2.15 เครื่องแยกสารด้วยไฟฟ้า (Gel electrophoresis equipment) Mupid-2plus, 

Japan 

3.2.16 เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) GenesysTM 10S-UV-VIS, 

Thermo Scientific Inc., USA 

3.2.17 เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงชนิดนาโน (Nano drop 2000 UV-VIS 

spectrophotometer) Thermo Fisher Scientific Inc., USA 

3.2.18 เครื่องวัดพีเอช (pH meter) S20 SevenEasyTM, Mettler Toledo Co. Ltd., 

Switzerland 

3.2.19 เครื่องวิเคราะห์ชีวเคมี (Biochemistry Analyzer) YSI 2700 SELECT, USA 
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3.2.20 เครื่องให้ความร้อนสารละลาย (Hot plate) RK 18715 E.G.O., Poland 

3.2.21 เครื่องท้าแห้งแบบเยือกแข็ง (Lyophilizer) N-100, Eyela, Japan 

3.2.22 ตะแกรงร่อนเบอร์ 20 ขนาดตาข่าย 850 ไมครอน Advantech, USA 

3.2.23 ตะแกรงร่อนเบอร์ 40 ขนาดตาข่าย 425 ไมครอน Advantech, USA 

3.2.24 ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่้า –20 องศาเซลเซียส (Freezer) Forma Scientific, USA 

3.2.25 ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่้า –80 องศาเซลเซียส (Freezer) Forma Scientific, USA 

3.2.26 ตู้ดูดควัน (Fume hood) Dalton Co. Ltd., Japan 

3.2.27 ตู้บ่ม (Incubator) SANYO, Japan 

3.2.28 ตู้บ่มแบบเขย่า (Incubator shaker) Innova 4330, New Brunswick Scientific 

Co. Ltd., UK 

3.2.29 ตู้ปลอดเชื อ (Larminar Flow) H2 LAB service Ltd., Thailand 

3.2.30 ตู้อบความร้อน (Hot Air Oven) UE600, Memmert Co. Ltd., Germany 

3.2.31 ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) ขนาด 5 มล., Mettler Toledo Co. Ltd., 

Switzerland 

3.2.32 ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) ขนาด 1000, 200, 20, 10 และ 2 ไมโครลิตร, 

Gilson Company Inc., USA 

3.2.33 หม้อนึ่งฆ่าเชื อ (Autoclave) ES-215 TOMY Digital Biology Co. Ltd., Japan 

3.2.34 หม้อนึ่งฆ่าเชื อ (Autoclave) SS-325, TOMY Digital Biology Co. Ltd., Japan 

3.2.35 อ่างน ้าควมคุมอุณหภูมิ (Water bath) SS40-D, Grant Imstrument Co. Ltd., 

UK 

 

3.3 สารเคมี 

3.3.1 กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid: H2SO4) Merck Co. Ltd., Germany 

3.3.2 กรดอะซีติก (Acetic acid: C2H4O2) Sigma Inc., Germany 

3.3.3 กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid: HCl) Sigma Inc., Germany 

3.3.4 แคลเซียมคลอไรด์ (Calcium Chloride: CaCl2) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.5 แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Calcium Hydroxide: Ca(OH)2) Merck Co. Ltd., 

Germany 
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3.3.6 คลอโรฟอร์ม (Chloroform 99.8%) V.S. Chem House, Thailand 
3.3.7 คลอแรมฟินิคอล (Chloramphenicol) AppliChem, Germany 
3.3.8 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium Chloride: NaCl) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.9 โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (Dodecyl sodium sulfate: SDS: C12H25OSO2ONa) 

Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.10 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium Hydroxide: NaOH) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.11 โซเดียมโพรพิโอเนต (Sodium Propionate) Sigma Inc., Germany 
3.3.12 ไซโลส (Xylose) Ameresco, LLC. USA 
3.3.13 ดี-กลูโคส (D-Glucose: C6H12O6) Sigma Inc., Germany 

3.3.14 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl Sulfoxide: DMSO) Fisher Scientific, UK 
3.3.15 ทริส (Tris(hydroxymethyl)aminomethane) Affymetrix Inc., USA 
3.3.16 ทริส-อะซีเตท-อีดีทีเอ (Tris-Acetate-EDTA: TAE buffer) Vivantis Inc., USA 
3.3.17 ไนล์เรด (Nile red: C20H18N2O2) Chem Impex Int’l Inc., USA 
3.3.18 เบคโตเพปโตน (Bactopeptone) Becton Co. Ltd., Germany 
3.3.19 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate: 

KH2PO4) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.20 โพแทสเซียมอะซีเตท (Potassium acetate: CH3COOK) Sigma Inc., Germany 
3.3.21 เฟอร์ฟูรัล (Furfural) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.22 มอลต์สกัด (Malt extract) Becton Co. Ltd., Germany 
3.3.23 เมทานอล (Methanol 99.9% (ปริมาตร/ปริมาตร)) V.S. Chem House, 

Thailand 
3.3.24 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต (Magnesium sulfate heptahydrate: 

MgSO4∙7H2O) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.25 วุ้นผง (Agar) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.26 ยีสต์ไนโตรเจนเบสปราศจากกรดอะมิโน (Yeast nitrogen base w/o amino 

acid) Becton Co. Ltd., Germany 
3.3.27 ยีสต์สกัด (Yeast extract) Becton Co. Ltd., Germany 
3.3.28 อะกาโรส (Agarose) Sigma Inc., Germany 
3.3.29 อะซิโตน (Acetone) Merck Co. Ltd., Germany 
3.3.30 เอทานอล (Ethanol 99% (ปริมาตร/ปริมาตร)) Sigma Inc., Germany 
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3.3.31 เอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก (EDTA) Sigma Inc., Germany 
3.3.32 แอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulphate: (NH4)2SO4) Merck Co. Ltd., 

Germany 
3.3.33 ไอโซโพรพานอล (Isopropanol 99.5% (ปริมาตร/ปริมาตร)) Sigma Inc., 

Germany  
3.3.34 ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (Isoamyl alcohol 98% (ปริมาตร/ปริมาตร)) Sigma 

Inc., Germany  
3.3.35 ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัลดีไฮด์ (5-Hydroxymethylfurfural) Sigma Inc., 

Germany 
 

3.4 จุลินทรีย์ 

3.1.1 Lipomyces starkeyi JCM 5995 จาก Japan Collection of Microorganism 

ประเทศญี่ปุ่น 

3.5 วิธีการ 

3.5.1 การคัดแยกยีสต์โอลิจินัส 

3.5.1.1 การคัดแยกยีสต์จากแหล่งธรรมชาติพื นที่จังหวัดระนอง 

เก็บตัวอย่างดิน น ้า และเปลือกไม้ผุพังจากแหล่งธรรมชาติ 3 แห่งได้แก่ 
สถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 อ้าเภอเมืองระนอง สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลน
ที่ 11 อ้าเภอละอุ่น และอุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว อ้าเภอเมืองระนอง น้าตัวอย่างปริมาณ 1 กรัม 
หรือ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร ที่มีอาหารเลี ยงเชื อเหลว YM 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย กลูโคส 1% (น ้าหนัก/ปริมาตร) สารสกัดยีสต์ 0.3% (น ้าหนัก/
ปริมาตร) สารสกัดมอลต์ 0.3% (น ้าหนัก/ปริมาตร) เพปโตน 0.5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) คลอแรมเฟนิ
คอล 0.0001% (น ้าหนัก/ปริมาตร) (Kitcha และ Cheirsilp, 2011) และโซเดียมโพรพิโอเนต 0.025% 
(น ้าหนัก/ปริมาตร) พีเอชเท่ากับ 5.0 บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั นท้าให้เป็นสาย
พันธุ์บริสุทธิ์โดยวิธีการขีดเชื อ (streak plate) ลงบนอาหารเลี ยงเชื อแข็ง YM แล้วเก็บยีสต์สายพันธุ์
บริสุทธิ์ที่ได้บนอาหารแข็ง YM ผิวหน้าเอียง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.5.1.2 การตรวจสอบการสะสมไขมันภายในเซลล์เบื องต้น 

ตรวจสอบการสะสมไขมันภายในเซลล์ของยีสต์ที่แยกได้ เลี ยงยีสต์สายพันธุ์
บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ในหลอดทดลองขนาด 20×200 มิลลิเมตร ภายในบรรจุด้วยอาหารเหลวที่มี
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ปริมาณคาร์บอนสูงแต่ไนโตรเจนต่้า คิดเป็นอัตราส่วนคาร์บอน (C) : ไนโตรเจน (N) เท่ากับ 500 
(low-nitrogen medium; High C/N medium) ประกอบด้วย กลูโคส 5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ยีสต์
สกัด 0.01% (น ้าหนัก/ปริมาตร) แอมโมเนียมซัลเฟต 0.01% (น ้าหนัก/ปริมาตร) แมกนีเซียมซัลเฟต 
0.05% (น ้าหนัก/ปริมาตร) โซเดียมคลอไรด์ 0.01% (น ้าหนัก/ปริมาตร) แคลเซียมคลอไรด์ 0.01% 
(น ้าหนัก/ปริมาตร) พีเอช 5.5 (Tanimura และคณะ, 2014) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มเขย่าให้อากาศ
ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 6 วัน น้าเซลล์แขวนลอยที่ได้จากการ
เพาะเลี ยง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาย้อมด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ไนล์เรด (Nile red) โดยใช้อะซิโตน
เป็นตัวท้าละลาย (solvent) เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมไดเมทิลซัลฟ
อกไซด์ (DMSO) ความเข้มข้น 25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ปริมาตร 99 ไมโครลิตร (Kimura และคณะ, 
2004; Sitepu และคณะ, 2012) บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที ตรวจดูหยดน ้ามันที่สะสมภายใน
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ ผ่านฟิลเตอร์  U-WNB2 ค่าความยาวคลื่น excitation 
และ emission เท่ากับ 470-490 และ 520 นาโนเมตร ตามล้าดับ (Olympus BX51, America) 
ก้าลังขยาย 1,000 เท่า คัดกกรองเชื อที่พบการสะสมไขมันภายในเซลล์มากกว่า 50% ของพื นที่เซลล์
ไปศึกษาต่อไป    

3.5.1.3 การคัดกรองยีสต์ที่สามารถใช้น ้าตาลไซโลส 

   น้ายีสต์ที่คัดกรองได้จากข้อ 3.5.1.2 มาทดสอบการเจริญบนอาหารเลี ยง
เชื อแข็งที่ประกอบด้วย ยีสต์ไนโตรเจนที่ไม่มีกรดอะมิโน 0.67% (น ้าหนัก/ปริมาตร) น ้าตาลไซโลส 
1% (น ้าหนัก/ปริมาตร) วุ้น 2% (น ้าหนัก/ปริมาตร) บ่มที่อุณภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง  

3.5.1.4 การวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันที่สะสมภายในเซลล์   

วิเคราะห์ปริมาณน ้ามันที่สะสมภายในเซลล์ยีสต์ที่คัดกรองได้จากข้อ 
3.5.1.3 โดยการเพาะเลี ยงแบบ two stage fermentation (Ryu และคณะ, 2013) ดังแสดงในรูปที่ 
3 - 2 

3.5.1.3.1 First stage ถ่ายโอนยีสต์ 1 ลูป ลงอาหารเหลว YM 25 
มิลลิลิตร ในฟลากส์ขนาด 125 มิลลิลิตร เขย่าให้อากาศท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื อปริมาณ 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหาร YM ปริมาตร 45 มิ
ลลิตร ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่ภาวะเดิม นาน 48 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ ล้าง
เซลล์ด้วยน ้ากลั่นปราศจากเชื อ  

3.5.1.3.2 Second stage น้าเซลล์ทั งหมดจาก first stage ไป
เลี ยงต่อในอาหาร High C/N ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่ภาวะเดิม
เป็นเวลา 6 วัน ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ ท้าให้เซลล์แห้งแบบเยือกแข็ง ( lyophilization) ชั่งน ้าหนัก



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

28 

เซลล์แห้ง สกัดน ้ามันจากเซลล์แห้งด้วยสารละลายคลอโรฟอร์ม : เมทานอล  ตามวิธีของ Kitcha และ
คณะ (2011) แขวนลอยเซลล์แห้งเยือกแข็ง 0.5 กรัม ในสารละลายคลอโรฟอร์ม : เมทานอล 
(อัตราส่วน 2:1) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท้าให้เซลล์แตกด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง (37 กิโลเฮิรตซ์) เป็น
เวลา 15 นาที เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.73 % (น ้าหนัก/ปริมาตร) เพ่ือก้าจัดส่วน non-lipid 
(Axelsson และ Gentili, 2014) ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ดูดเก็บส่วนใส
ชั นล่าง ระเหยสารละลายที่ได้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ชั่งน ้าหนักน ้ามันที่สกัดมาได้ คัดเลือกยีสต์ยีสต์โอ
ลิจินัสเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

 

 
รูปที่ 3 - 2 แผนผังการผลิตน ้ามันด้วยวิธี two stage fermentation  
 

3.5.2 การจัดจ้าแนกยีสต์โดยอาศัยหลักอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลและการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

3.5.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ (Endoh และคณะ, 2008)  

   สกัดดีเอ็นเอของยีสต์ที่แยกได้ทั งหมดจากข้อ 5.3.1.1 โดยผสมเซลล์ที่เจริญ
ในอาหารเลี ยงเชื อเหลว YM ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับสารละลายไลซีส (lysis solution) (ทริส
ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก 0.03 โมลาร์ โซเดียมโดดีซิล
ซัลเฟต 0.5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) พีเอช 8.0) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ต้มที่ 100 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที เติมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเข้มข้น 2.5 โมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที 
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อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เก็บส่วนน ้าใส (supernatant) ตกตะกอนโปรตีนโดยผสมกับ
สารผสมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (อัตราส่วน 24:1) ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใสที่ได้ ผสม
ให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เก็บส่วน
น ้าใส ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยผสมกับไอโซโพรพานอลเย็นปริมาตร 1 เท่าของส่วนน ้าใสที่ได้ ผสมให้เข้า
กัน ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,500 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 16 นาที เก็บส่วน
ตะกอน ล้างตะกอนด้วยการเติมเอทานอลเข้มข้น 70% (ปริมาตร/ปริมาตร) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,500 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ล้างตะกอนอีกครั ง
ด้วยเอทานอล 95% (ปริมาตร/ปริมาตร) ปั่นเหวี่ยงที่ภาวะเดิม ท้าแห้งตะกอนที่ได้ด้วยเครื่องควบคุม
อุณหภูมิหลอดทดลอง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ได้ด้วยน ้าปราศจาก
ไอออน (deionized water) เก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.5.2.2 การจัดกลุ่มเชื อด้วยลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ (PCR 
fingerprinting) (Endoh และคณะ, 2011) 

   เพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอของยีสต์ที่สกัดได้จากข้อ 3.5.2.1 โดยเทคนิคพีซีอาร์โดย
ใ ช้ ไ ม โ ค ร แ ซ ท เ ทิ ล ไ ล ท์ ไ พ ร์ เ ม อ ร์ จี ที จี ไ ฟ ฟ์  ( microsatellite primer (GTG)5, 5’-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’) โดยองค์ประกอบปฎิกิริยาปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 

10X Vibuffer A     2  ไมโครลิตร 
50 mM Mg2Cl2     0.8 ไมโครลิตร 

  10 mM dNTP     0.2  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ (GTG)5 เข้มข้น 10 พิโคโมล/มล.  1  ไมโครลิตร 
Taq polymerase เข้มข้น 5 U/ไมโครลิตร  0.12 ไมโครลิตร  
น ้าปราศจากไอออน    13.88  ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอของยีสต์ที่สกัดได้    2     ไมโครลิตร  

ภาวะการท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์เป็นดังนี  
  Initial denaturation  95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
  Denaturation*   93 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 
  Annealing*   50 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี
  Polymerization*  72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี
  Final polymerization  72 องศาเซลเซียส นาน 6 นาท ี  
  * จ้านวน 40 รอบ 
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น้าชิ นส่วนดีเอ็นเอที่ได้มาแยกขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเลคโทรโฟริซิส (gel electrophoresis) 
แบ่งกลุ่มของเชื อตามรูปแบบการแยกดีเอ็นเอขนาดต่างๆออกจากกัน (ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ) ที่ปรากฏ 

3.5.2.3 การวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอต้าแหน่ง D1/D2 บนยีน 26S 
rDNA (Endoh และคณะ, 2008) 

   เลือกตัวแทนเชื อจากแต่ละกลุ่มของลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากข้อ 3.5.2.2 น้าดี
เอ็นเอของเชื อที่เป็นตัวแทนกลุ่มมาเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 ของ large subunit (LSU) 
ข อ ง ยี น  rDNA โ ด ย เ ท ค นิ ค พี ซี อ า ร์ โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร์ เ ม อ ร์ ฟ อ ร์ เ วิ ร์ ด  NL1 (5’- GCATATCAA 
TAAGCGGAGGAAAAG-3’) แ ละ ไพ ร เ ม อร์ รี เ วิ ร์ ส  NL4 (5’- GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) 
(Kurtzman และ Robnett, 2003) องค์ประกอบปฎิกิริยาปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  

10X Vibuffer A     5  ไมโครลิตร 
50 mM Mg2Cl2     3 ไมโครลิตร 

  10 mM dNTP     0.5  ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์ฟอร์เวิร์ด เข้มข้น 10 พิโคโมล/มิลลิลิตร 1  ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์รีเวิร์ส เข้มข้น 10 พิโคโมล/มิลลิลิตร 1  ไมโครลิตร 
Taq polymerase เข้มข้น 5 U/ไมโครลิตร  0.5 ไมโครลิตร 
น ้าปราศจากไอออน    34  ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอของยีสต์ตัวแทนกลุ่ม   5     ไมโครลิตร  

ภาวะการท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์เป็นดังนี  
   Initial denaturation  94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาท ี
   Denaturation*   94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
   Annealing*   52 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
   Polymerization*  72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
   Final polymerization  72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี  
   * จ้านวน 36 รอบ 
น้าชิ นส่วนดีเอ็นเอที่ได้มาท้าให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุดคิท (GeneaidTM, Taiwan) น้าไปวิเคราะห์ล้าดับของ
นิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Bioneer Corporation ประเทศเกาหลี  วิเคราะห์ผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย
โปรแกรม Bioedit เวอร์ชั่น 7.2.5 (Hall, 1999) เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับข้อมูลล้าดับนิ
วคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTn บนเว็บไซต์ NCBI 
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3.5.2.4 การสร้างแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

   น้าข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ต้าแหน่ง LSU D1/D2 มาเรียงเทียบกัน 
(multiple alignment) ด้วยโปรแกรม muscle (Edgar, 2004) วิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
โดยวิธี Neighbor-joining และ maximum-parsimony ด้วยโปรแกรม MEGA 6 เวอร์ชั่น 7.0.26 
(Tamura และคณะ , 2013) วิ เคราะห์  nucleotide-sequence divergence ด้ วยแบบจ้ าลอง 
Kimura-2-parameter และวิเคราะห์ค่า Bootstrap ซ ้า จ้านวน 1,000 ครั ง 

3.5.3 การเตรียมไฮโดรไลเสตใบอ้อย (รูปที่ 3 - 3) 

  ไฮโดรไลเสตใบอ้อยส้าหรับกล้าเชื อ ( first stage)  เตรียมตามรายงานของ 
Jutakanoke และคณะ (2012) ปรับสภาพ (pretreatment) ใบอ้อยโดยแขวนลอยใบอ้อยที่ได้จาก
ข้อ 3.1 ปริมาณ 6 กรัม ในสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 1.5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร คิดเป็น 6% substrate loading ให้ความร้อนไอน ้าที่อุณภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้
ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ ว นาน 30 นาที ปรับพีเอชเป็น 5.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 15 
โมลาร์ น้ามาย่อยต่อด้วยเอนไซม์เซลลูเลส (AccellulaseTM 1500., USA) (2,200-2,800 CMC U/g) 
ปริมาตร 0.25  มิลลิลิตรต่อใบอ้อย 1 กรัม บ่มเขย่าที่ความเร็ว 125 รอบ/นาที อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง กรองแยกกากออก ปั่นเหวี่ยงเก็บส่วนน ้า และเพ่ิมปริมาณใบอ้อยเป็น 12% 
substrate loading ในการเตรียมไฮโดรไลเสตใบอ้อยส้าหรับ second stage ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่
เตรียมได้จะแทนด้วยสัญลักษณ์ NDSLH   

การก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ท้าโดยวิธีปรับด่างเกิน (overliming) (Yu และ
คณะ, 2011) จนกระทั่งพีเอชเป็น 10 บ่มเขย่าที่ความเร็ว 125 รอบ/นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที ปรับพีเอชเท่ากับ 5.5 ท้าให้ปราศจากเชื อด้วยการกรองขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร 
เพ่ือใช้เป็นอาหารเลี ยงเชื อส้าหรับการทดลองต่อไป วิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส และน ้าตาลไซโลส 
โดยเครื่อง YSI 7100 MBS วิเคราะห์ปริมาณสารยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ ได้แก่ Furfural และ 
Hydroxymethylfurfural ด้วยเทคนิค HPLC (Bhatia และคณะ, 2017) ใช้คอลัมน์ Varian C18 เฟส
เคลื่อนที่เป็นสารผสมกรดอะซีติกกับเมทานอล อัตราการไหลเท่ากับ 1.0 มิลลิลิตร/นาที วิเคราะห์
ปริมาณไนโตรเจนทั งหมดด้วยวิธี Kjeldahl (Kjeldahl, 1883) ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ผ่านการก้าจัด
สารยับยั งการเจริญของยีสต์ที่เตรียมได้จะแทนด้วยสัญลักษณ์ DSLH 
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รูปที่ 3 - 3 แผนผังการเตรียมไฮโดรไลเสตใบอ้อย 
  

3.5.4 การผลิตน ้ามันยีสต์จากไฮโดรไลเสตใบอ้อย 

3.5.4.1 การเตรียมกล้าเชื อ (first stage) 

  ปลูกยีสต์โอลิจินัสที่สามารถใช้ไซโลสที่คัดกรองได้จากข้อ 3.5.1.4 ลงใน
ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ เติม ยีสต์สกัด 0.3% และ 0.3% เบคโตเพปโตน (น ้าหนัก/ปริมาตร ) 
(Jutakanoke, 2014) 25 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 125 มิลลิลิตร เขย่าให้อากาศที่ความเร็ว 200 
รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ถ่ายโอนเชื อปริมาณ 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
ลงในอาหารสูตรเดิม ปริมาตร 45 มิลลิตร ในฟลากส์ขนาด 250 บ่มที่ภาวะเดิม นาน 48 ชั่วโมง ปั่น
เหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ ล้างเซลล์ด้วยน ้ากลั่นปราศจากเชื อ แล้วน้าเซลล์ทั งหมดไปใช้ในขั นต่อไป 

3.5.4.2 การผลิตไขมันยีสต์จากไฮโดรไลเสตใบอ้อย (second stage) 

น้ากล้าเชื อที่เตรียมได้จากข้อ 3.5.5.1 มาเลี ยงต่อในไฮโดรไลเสตใบอ้อย ซึ่ง
เตรียมจากการปรับสภาพและย่อยใบอ้อยที่ปริมาณ (substrate loading) 12% (น ้าหนัก/ปริมาตร) 

ใบอ้อย 

ปรับสภาพด้วยกรดซลัฟิวริกเจือจาง 

ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

ปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนออก 
เก็บส่วนน ้า 

ปรับพีเอชเป็น 5.5 

กรองผ่าน 0.22 
µm 

ปรับพีเอชเป็น 10.0 ด้วย 
Ca(OH)2  

บ่มเขย่าท่ี 50oซ นาน 30 นาที 

ปั่นเหวี่ยงเก็บส่วนน ้า 

ปรับพีเอชเป็น 5.5 

กรองผ่าน 0.22 
µm 

ไฮโดรไลเสตใบอ้อยท่ีไม่ก้าจดัสารยับยั งการเจริญ  
(Non-detoxified sugarcane leave hydrolysate; NDSLH) 

ไฮโดรไลเสตใบอ้อยท่ีก้าจัดสารยับยั งการเจรญิ  
(Detoxified sugarcane leave hydrolysate; DSLH) 
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50 มิลลิลิตร ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่ภาวะเดิมเป็นเวลา 6 วัน ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ 
ท้าให้เซลล์แห้งแบบเยือกแข็ง ชั่งน ้าหนักเซลล์แห้งแล้วสกัดน ้ามันจากเซลล์แห้งตามวิธีเดียวกับข้อ 
3.5.1.4 เปรียบเทียบปริมาณน ้ามันยีสต์ที่ได้เมื่อเพาะเลี ยงยีสต์โอลิจินัสที่คัดกรองได้ในไฮโดรไลเสตใบ
อ้อยซึ่งผ่านและไม่ผ่านการก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์โดยวิธีปรับด่างเกิน 

3.5.4.3 หาภาวะเหมาะสมส้าหรับการผลิตน ้ามันยีสต์จากไฮโดรไลเสตใบอ้อย 

   โดยแปรผันการเติมและไม่เติม แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) แมกนีเซียม
ซัลเฟต (MgSO4) และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ลงในไฮโดรไลเสตใบอ้อย พีเอช 
และระยะเวลาการบ่ม  

3.5.5 วิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันของน ้ามันที่เตรียมได้  

วิเคราะห์องค์ประกอบกรดไขมันของน ้ามันยีสต์โอลิจินัสซึ่งสามารถใช้น ้าตาลไซโลส
ที่คัดกรองได้ที่ผลิตจากไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ภาวะเหมาะสม โดยวิธี  gas chromatography 
(Anamnart และคณะ, 1998; Limsuwatthanathamrong และคณะ, 2012) 
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บทท่ี 4 ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

4.1 ผลการคัดแยกและจัดจ้าแนกชนิดยีสต์โดยหลักอนุกรมวิธานโมเลกุลและการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

4.1.1 ผลการคัดแยกและจัดจ้าแนกชนิดยีสต์ที่คัดแยกได้จากแหล่งธรรมชาติพื นที่จังหวัด
ระนอง 

  ตัวอย่าง (ตารางที่ 4 - 1, ตารางที่ 4 - 2, ตารางที่ 4 - 3) รวม 63 ตัวอย่าง จาก
แหล่งธรรมชาติ 3 แห่งได้แก่ สถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 สถานีพัฒนาทรัพยากร
ป่าชายเลนที่ 11 และอุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว จ.ระนอง แยกยีสต์ได้ทั งหมด 106 ไอโซเลต โดย
แบ่งเป็นยีสต์ที่แยกได้จากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 จ้านวน 29 ไอโซเลต (ตาราง
ที่ 4 - 1) สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 จ้านวน 58 ไอโซเลต (ตารางที่ 4 - 2) และอุทยาน
แห่งชาติน ้าตกหงาว จ้านวน 19 ไอโซเลต (ตารางที่ 4 - 3) จัดกลุ่มยีสต์ทั งหมดตามรูปแบบลายพิมพ์ดี
เอ็นเอได้ 29 กลุ่ม (รูปที่ 4 - 1) แล้วเลือกยีสต์ที่เป็นตัวแทนกลุ่มไปจ้าแนกด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ต้าแหน่ง D1/D2 ของยีน LSU rDNA ในการทดลอต่อไป 
  ผลการจัดจ้าแนกชนิดยีสต์โดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอที่ต้าแหน่ง 
D1/D2 ของยีน LSU rDNA พบว่ายีสต์ที่แยกได้จากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 
(ต า ร า งที่  4 - 4)  พบว่ า จั ดอยู่ ใ น  4 จี นั ส  8 สปี ชี ส์  คื อ  Candida glabrata, C. silvae, C. 
orthopsilosis, C. sanitii, C. tropicalis, Kluyveromyces aestuarii, Kodamaea ohmeri และ 
Meyerozyma caribbica และ โดยยีสต์ที่พบมากที่สุดคือ K. aestuarii คิดเป็น 55.17% ของจ้านวน
ยีสต์ที่คัดแยกได้ทั งหมด รองลงมาคือ M. caribbica และ C. glabrata คิดเป็น 13.79% และ 
10.34% ตามล้าดับ 
  ผลการจัดจ้าแนกชนดยีสต์ที่แยกได้จากสถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 
(ตารางที่  4 - 5)  พบว่าจัดอยู่ ใน 10 จีนัส  16 สปีชีส์  คือ C. edaphicus, C. carpophila, C. 
glabrata, C. pseudolambica, C. orthopsilosis,  C. thaimueangensis,  C. tropicalis, 
Hanseniaspora thailandica,  K. aestuarii,  Lachancea thermotolerans,  Nakazawaea 
siamensis, Pichia kudriavzevii, Rhodotorula mucilaginosa, Schwanniomyces vanrijiae, 
Trichosporon mycotoxinivorans และ Wickerhamomyces sydowiorum โดยยีสต์ที่พบมาก
ที่สุดคือ K. aestuarii เช่นเดียวกันกับตัวอย่างจากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 คิด
เป็น 17.24% ของยีสต์ทั งหมดที่คัดแยกได้  รองลงมาคือ C. tropicalis (15.52%) และ Sch. 
vanrijiae (13.79%) นอกจากนี ยังพบว่าไอโซเลต MG11-13.3 ที่แยกได้จากคราบแมลง (insect 
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frass) อาจเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ในจีนัส Candida ทั งนี เพราะเมื่อเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
LSU rDNA บนต้าแหน่ง D1/D2 ของไอโซเลต MG11-13.3 กับของยีสต์ในฐานข้อมูล GenBank บน
เว็บไซต์ NCBI โดยโปรแกรม BLASTn พบว่ามีความเหมือนกับของยีสต์ Candida sp. ST-224 และ 
C. silvanorum เท่ ากับ 100% และ 85% ตามล้าดับ มีล้ าดับนิวคลี โอไทด์ต่ างจากของ C. 
silvanorum 13 นิ วคลี โ อ ไทด์  โ ดย  Candida sp. ST-224 แยกได้ จ ากคราบแมลง เช่ นกั น 
(Jindamorakot, 2006) จากแผนภูมิเชิงวิวัฒนาการชนิด Neighbor-joining พบว่า Candida MG11-

13.3 แยกออกจาก C. silvanorum อย่างชัดเจนด้วยค่า Bootstrap เท่ากับ 100% (รูปที่ 4 - 2) ซึ่ง
หลักการจัดจ้าแนกยีสต์โดยอาศัยล้าดับนิวคลีโอไทด์บนต้าแหน่ง D1/D2 คือ เมื่อนิวคลีโอไทด์ของยีสต์ทั ง
สองสปีชีส์ต่างกันไม่เกิน 3 การแทนที่นิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) ให้จัดเป็นยีสต์สปีชีส์
เดียวกัน แต่ถ้าหากล้าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกันมากกว่า 5 การแทนที่นิวคลีโอไทด์ขึ นไป แสดงว่ายีสต์
สองสปีชีส์นั นจัดเป็นคนละสปีชีส์กัน (Fell และคณะ, 2000)  

K. aestuarii ที่พบมากที่สุดในตัวอย่างจากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชาย
เลนที่ 1 และสถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 แยกได้ครั งแรกจากดินตะกอนบริเวณปากอ่าว 
Biscayne รัฐฟลอริดา ประเทศสหรัฐอเมริกา (Fell, 1961) ผลการศึกษาการกระจายตัวของยีสต์ K. 
aestuarii ในพื นที่ป่าชายเลนเมืองรีโอเดจาเนโร ประเทศบราซิล พบว่าจากตัวอย่างดินตะกอนจ้านวน 
8 ตัวอย่าง มีเพียง 1 ตัวอย่าง เท่านั นที่ไม่พบยีสต์ชนิดนี  ซึ่งเป็นดินตะกอนจากป่าชายเลนที่เชื่อมต่อ
กับชายหาดซึ่งมีขยะพลาสติกที่ถูกคลื่นพัดมาอยู่บนชายหาดเป็นจ้านวนมาก (Araujo และ Hagler, 
2011) การศึกษาความหลากหลายของยีสต์ในป่าชายเลนที่มณฑลไหหน้า มณฑลกวางตุ้ง และมณฑล
ฝูเจี ยน ประเทศจีน โดยคัดแยกยีสต์จากดินตะกอน และส่วนต่างๆของต้นไม้ พบว่า K. aestuarii เป็น
ประชากรหลักโดยมีจ้านวนมากเป็นอันดับที่สามรองจาก C. tropicalis และ Kod. ohmeri (Chi และ
คณะ, 2012) ในทางตรงกันข้าม การศึกษาประชากรยีสต์ในป่าชายเลนใกล้ชุมชนที่ถูกรบกวนจาก
กิจกรรมของมนุษย์มีการปนเปื้อนของขยะและแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มจ้านวนมาก ณ เมืองรี โอเด
จาเนโร ประเทศบราซิล ไม่พบยีสต์ K. aestuarii แต่พบยีสต์กลุ่มที่มีความเกี่ยวข้องกับมนุษย์ 
(human-associated yeasts) เช่น C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, P. kudriavzevii 
เป็นต้น (Hagler และคณะ, 1982) ดังนั นยีสต์ K. aesturii จึงถูกจัดเป็นยีสต์บ่งชี  (indicator) ของ
สภาพระบบนิเวศน์ป่าชายเลนที่มีความสมบูรณ์ จากผลศึกษาประชากรยีสต์ในสัตว์ทะเลไม่มีกระดูก
สันหลังที่อาศัยอยู่ในป่าชายเลน ณ อ่าว Sepetiba เมืองรีโอเดจาเนโร ประเทศบราซิล ซึ่งพบยีสต์ K. 
aestuarii เฉพาะในล้าไส้ของสัตว์กินเศษซาก (detritus) แต่ไม่พบยีสต์นี ในสัตว์นักล่า จึงคาดว่า K. 
aestuarii เป็นยีสต์เฉพาะถิ่นที่พบได้ในเศษซากต่างๆ ที่บริเวณป่าชายเลน (de Araujo และคณะ, 
1995)
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รูปที่ 4 - 1 รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของยีสต์ที่คัดแยกได้จากแหล่งธรรมชาติพื นที่จังหวัดระนอง 
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ตารางที่ 4 - 1 ตัวอย่างจากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง จ้านวนยีสต์ที่แยกได้ (ไอโซเลต) 
1 ดินบริเวณต้นโกงกางใบใหญ่ 1 

2 ดินบริเวณต้นแสมด้า 3 

3 ดินบริเวณต้นโกงกางใบเล็ก 1 
4 ดินบริเวณรากต้นแสมด้า 2 

5 ดินจากใบพาย 1 
6 มอส - 

7 ดินแม่หอบ 1 

8 ดินบริเวณต้นตะบูนขาว 1 
9 ขี แมลงในโพรงแสมด้าแท้ 750 ปี - 

10 รังปลวกบริเวณต้นแสมด้า 2 

11 ราและขี แมลงจากต้นแสมด้า 2 
12 ดินบริเวณทางเดินลง 2 

13 น ้าบริเวณต้นโกงกางใบใหญ่ 1 
14 น ้าบริเวณต้นแสมด้า 1 

15 น ้าบริเวณต้นโกงกางใบเล็ก 3 

16 น ้าบริเวณรากต้นแสมด้า - 
17 น ้าบริเวณใบพาย 3 

18 น ้าบริเวณรังแม่หอบ 2 

19 น ้าบริเวณต้นตะบูนขาว 3 
20 น ้าบริเวณทางเดินลง - 

รวม  29 
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ตารางที่ 4 - 2 ตัวอย่างจากสถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง จ้านวนยีสต์ที่แยกได้ (ไอโซเลต) 
1 ดินรังแม่หอบ 3 

2 ดินบริเวณต้นเหงือกปลาหมอดอกม่วง 3 

3 ดินบริเวณต้นหวายลิง 2 
4 ดินบริเวณตะบูนด้า 2 

5 ดินบริเวณต้นถั่วด้า 1 
6 ดินบริเวณต้นถั่วขาว - 

7 ดินต้นตาตุ่มทะเล - 

8 ใบชายผ้าสีดาผุพัง 2 
9 ดินบริเวณต้นเตยทะเล 3 

10 ดินบริเวณต้นมังคะ 1 

11 ดินบริเวณต้นตะบูนด้า 4 
12 รากต้นเฟิน 3 

13 คราบจั๊กจั่น 3 
14 ดินรังแม่หอบ 2 

15 มอสและไลเคน 3 

16 ไลเคน 2 
17 ไลเคน 3 

18 ใบไม้ผุพัง 2 

19 น ้าในรังแม่หอบ 2 
20 น ้าบริเวณต้นเหงือกปลาหมอดอกม่วง 1 

21 น ้าบริเวณบริเวณต้นหวายลิง 2 

22 น ้าบริเวณบริเวณตะบูนด้า 4 
23 น ้าบริเวณบริเวณต้นเตยทะเล 2 

24 น ้าบริเวณต้นมังคะ 1 
25 น ้าบริเวณบริเวณต้นตะบูนด้า 3 

26 น ้าบริเวณต้นโกงกางใบเล็ก 4 

รวม  58 
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ตารางที่ 4 - 3 ตัวอย่างจากอุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง จ้านวนยีสต์ที่แยกได้ (ไอโซเลต) 
1 ดินบริเวณน ้าไหล 1 

2 ดินบริเวณน ้านิ่ง 1 

3 รากต้นไม้ - 
4 ดินบริเวณโคนต้นไม้ 4 

5 เศษไม้ผุพังและขี แมลง 1 
6 เปลือกไม้ 1 

7 มอส - 

8 ดินบริเวณโคนต้นไม่ริมทางเดิน 1 
9 รากต้นเฟินข้าหลวงหลังลาย - 

10 ดินใต้ต้นไม้ริมทางเดิน 1 

11 เปลือกไม้และเห็ด - 
12 มอสและไลเคน 1 

13 เห็ด 2 
14 เพลี ยบนต้นโกสน 1 

15 ไลเคน - 

16 ดินบริเวณรอยเดินปลวก - 
17 ดินรังปลวก 1 

18 ไม้ผุ - 

19 ไลเคน 1 
20 รังปลวก 1 

21 เปลือกไม้และไลเคน - 

22 น ้าบริเวณน ้าไหล - 
23 น ้าดินบริเวณน ้านิ่ง - 

24 เปลือกไม้ 1 
25 มอสและไลเคน 1 

รวม  19 
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ตารางที่ 4 - 4 ผลการจ้าแนกชนิดของยีสต์ที่คัดแยกได้จากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลน
ที่ 1 

ยีสต์ที่คัดแยกได้  
จ้านวน 

(ไอโซเลต) 
สปีชีส์ที่ใกล้เคียงที่สุด (Genbank accession no.),  

ความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอไทด์ (%) 
Candida glabrata 3 Candida glabrata (U44808) (99%) 

Candida orthopsilosis 1 Candida orthopsilosis (FJ746056) (99%) 
Candida silvae 1 Candida silvae (U71065) (99%) 

Candida sanitii 1 Candida sanitii (AB332401) (99%) 

Candida tropicalis 1 Candida tropicalis (U45749) (100%) 
Kluyveromyces aestuarii 16 Kluyveromyces aestuaii (U69579) (99%) 

Kodamaea ohmeri 1 Kodamaea ohmeri (U45702) (100%) 

Meyerozyma caribbica 5 Meyerozyma caribbica (AY187283) (99%) 
 
ตารางที่ 4 - 5 ผลการจ้าแนกชนิดของยีสต์ที่คัดแยกได้จากสถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 

ยีสต์ที่คัดแยกได้ 
จ้านวน 

(ไอโซเลต) 
สปีชีส์ที่ใกล้เคียงที่สุด (Genbank accession no.),  

ความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอไทด์ (%) 
Candida edaphicus 2 Candida edaphicus (AB247371) (99%) 

Candida carpophila 1 Candida carpophila (U62311) (100%) 

Candida glabrata 3 Candida glabrata (U44808) (99%) 
Candida pseudolambica 2 Candida pseudolambica (U71063) (99%) 

Candida orthopsilosis 5 Candida orthopsilosis (FJ746056) (99%) 

Candida 
thaimueangensis 

1 
Candida thaimueangensis (AB264009) 
(100%) 

Candida tropicalis 9 Candida tropicalis (U45749) (100%) 
Candida sp. 1 Candida silvanorum (U71068) (85%) 

Hanseniaspora 
thailandica 

2 
Hanseniaspora thailandica (DQ404527) 
(100%) 

Kluyveromyces aestuarii 10 Kluyveromyces aestuaii (U69579) (99%) 
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ตารางที่ 4 - 5 ผลการจ้าแนกชนิดของยีสต์ที่คัดแยกได้จากสถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 
(ต่อ) 

ยีสต์ที่คัดแยกได้ 
จ้านวน 

(ไอโซเลต) 

สปีชีส์ทีใ่กล้เคยีงท่ีสุด (Genbank accession 
no.), ความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอไทด ์(%) 

Lachancea thermotolerans 1 
Lachancea thermotolerans 
(AY046130) (100%) 

Nakazawaea siamensis 1 
Nakazawaea siamensis (AB772177) 
(100%) 

Pichia kudriavzevii 4 
Pichia kudriavzevii (EF550222) 
(100%) 

Rhodotorula mucilaginosa 6 
Rhodotorula mucilaginosa 
(AF070432) (100%) 

Schwanniomyces vanrijiae 8 
Schwanniomyces vanrijiae (U45842) 
(100%) 

Trichosporon mycotoxinivorans 1 
Trichosporon mycotoxinivorans 
(AJ601388) (99%) 

Wickerhamomyces sydowiorum 1 
Wickerhamomyces sydowiorum 
(EF550343) (98%) 
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ตารางที่ 4 - 6 ผลการจ้าแนกชนิดของยีสต์ที่คัดแยกได้จากอุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว 

ยีสต์ที่คัดแยกได้ 
จ้านวน 

(ไอโซเลต) 

สปีชีส์ทีใ่กล้เคยีงท่ีสุด (Genbank accession 
no.), ความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอไทด ์(%) 

Candida akabanensis 3 
Candida akabanensis (EU100744) 
(100%) 

Candida tropicalis 1 Candida tropicalis (U45749) (100%) 

Cryptococcus humicola 1 
Cryptococcus humicola (AF189836) 
(99%) 

Cryptococcus laurentii 1 
Cryptococcus laurentii (AF075469) 
(99%) 

Cyberlindnera subsufficiens 1 
Cyberlindnera subsufficiens 
(EF550318) (99%) 

Kurtzmaniella sp. 3 Candida zeylanoide (U45832) (98%) 

Saccharomycopsis fermentans 1 
Saccharomycopsis fermentans 
(U73600) (99%) 

Schwanniomyces vanrijiae 2 
Schwanniomyces vanrijiae (U45842) 
(100%) 

Trichosporon mycotoxinivorans 1 
Trichosporon mycotoxinivorans 
(AJ601388) (99%) 

Wickerhamomyces sydowiorum 2 
Wickerhamomyces sydowiorum 
(EF550343) (98%) 

Wickerhamomyces sp. 2 
Candida ponderosae (AF271085) 
(91%) 

Yarrowia sp. 1 
Candida hispaniensis (KM510225) 
(88%) 
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ผลการจ้าแนกชนิดยีสต์ที่คัดแยกจากอุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว (ตารางที่ 4 - 3) 
พบว่าจัดอยู่ ใน 8 จีนัส  9 สปีชีส์  คือ C. akabanensis,  Candida tropicalis,  Cryptococcus 
humicola,  Cry. laurentii,  Cyberlindnera subsufficiens,  Saccharomycopsis fermentans, 
Sch. vanrijiae, T. mycotoxinivorans และ W. sydowiorum โดยพบยีสต์ C. akabanensis มาก
ที่สุดคิดเป็น 15.79% นอกจากนี ยังพบว่ามีไอโซเลต NG4.3, NG5, NG6; NG10, NG12 และ NG17 
อาจเป็นสปีชีส์ใหม่ในจีนัส Kurtzmaniella, Wickerhamomyces และ Yarrowia ตามล้าดับ 
  ไอโซเลต NG4.3, NG5 และ NG6 ซึ่งแยกได้จากดินบริเวณโคนต้นไม้ เศษไม้ผุพังปน
กับคราบแมลง และเปลือกไม้ ตามล้าดับ จัดอยู่ใน Kurtzmaniella clade โดยล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ต้าแหน่ง D1/D2 ของ LSU มีความเหมือนกับ C. zeylanoide มากที่สุด การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลี
โอไทด์กับยีสต์อ่ืนในฐานข้อมูลออนไลน์ GenBank พบว่าไอโซเลต NG4.3 มีนิวคลีโอไทด์ต่างจาก C. 
zeylanoide เท่ากับ 9 นิวคลีโอไทด์ หรือมีความเหมือน 98% ล้าดับนิวคลีโอไทด์ต้าแหน่ง D1/D2 
ของไอโซเลต NG5 และ NG6 เหมือนกัน 100% แต่มีนิวคลีโอไทด์ต่างจาก C. zeylanoide เท่ากับ 6 
นิวคลีโอไทด์ หรือมีความเหมือน 99% และมีนิวคลีโอไทด์ต่างจากไอโซเลต NG4.3 เท่ากับ 5 นิวคลีโอ
ไทด์ จึงคาดว่าทั งสามไอโซเลตเป็นยีสต์สปีชีส์เดียวกัน จากแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการพบว่ายีสต์ทั ง
สามสายพันธุ์นี แยกออกจากกันอย่างชัดเจนด้วยค่า Bootstrap มากกว่า 85% (รูปที่ 4 - 3) 
  ไอโซเลต NG10 และ NG12 ซึ่งแยกได้จากดินใต้ต้นไม้ริมและมอสที่เจริญพร้อม
กับไลเคน ตามล้าดับ จัดอยู่ใน Wickerhamomyces clade เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของล้าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่ต้าแหน่ง D1/D2 พบว่ายีสต์ทั งสองสายพันธุ์อาจเป็นสปีชีส์ใหม่ ล้าดับนิวคลีโอไทด์
ต้าแหน่ง D1/D2 ของไอโซเลต NG10 และ NG12 มีความเหมือนกัน 99% แต่เหมือนกับล้าดับนิวคลี
โอไทด์ของ C. ponderosae เพียง 91% ไอโซเลต NG10 และ NG12 มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ต่างจาก C. 
ponderosae เท่ากับ 42 และ 37 นิวคลีโอไทด์ ตามล้าดับ จากแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการพบว่า
ยีสต์ทั ง 2 ไอโซเลตแยกออกจากสปีชีส์ใกล้เคียงอย่างชัดเจนด้วยค่า Bootstrap เท่ากับ 100% (รูปที่ 
4 - 4) 
  ไอโซเลต NG17 ที่แยกได้จากดินรังปลวก จัดอยู่ใน Yarrowia clade โดยมีล้าดับนิ
วคลีโอไทด์ที่ต้าแหน่ง D1/D2 ใกล้เคียงกับ C. hispaniensis มากที่สุด (ความเหมือน 88%) มีล้าดับนิ
ว คลี โ อ ไทด์ ต่ า ง จ ากของ  C. hispaniensis เ ท่ า กั บ  36 นิ ว คลี โ อ ไทด์  แ ละต่ า ง จ ากขอ ง 
Aciculoconidium aculeatum เท่ากับ 33 นิวคลีโอไทด์ (ความเหมือน 87%) จากแผนภูมิต้นไม้เชิง
วิวัฒนาการพบว่าไอโซเลต NG17 แยกออกจาก A. aculeatum อย่างชัดเจนด้วยค่า Bootstrap 
เท่ากับ 75% (รูปที่ 4 - 5) 
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รูปที่ 4 - 2 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Neighbor-joining โดยใช้ข้อมูล
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต้าแหน่งและความสัมพันธ์ของ  
Candida MG11-13.3 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยก
การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั งหมด 1000 ครั ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่้ากว่า 50%) 
ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession number และก้าหนดให้ C. picinguabensis เป็น out 
group 

 Candida bracarensis CBS 10154T AY589572 

 Candida nivariensis CBS 10161T EF056323 

 Candida glabrata Y-65T U44808 

 Candida humilis Y-17074T U69878 

 Candida milleri Y-7245T U94923 

 Candida castellii Y-17070T U69876 

 Candida vini Y-1615T U70247 

 Candida ontarioensis YB-1246T AF017244 

 Candida litseae YB-3246T AF271086 

 Candida silvanorum Y-7782T U71068 

 Candida MG11-13.3 

 Candida sp. ST-224 DQ404479 

 Candida entomophila Y-7783T U62302 

 Candida picinguabensis CBS 9999T AY566407 

100 
100 

100 

100 

96 
99 

95 

93 

63 

0.02 
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รูปที่ 4 - 3 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Neighbor-joining โดยใช้ข้อมูล
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต้าแหน่งและความสัมพันธ์ของ  
Kurtzmaniella NG4.3, NG5 และ NG6 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งคือค่าเปอร์เซ็นต์ 
Bootstrap โดยการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั งหมด 1000 ครั ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่้า
กว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession number และก้าหนดให้ C. glucosophila 
เป็น out group 

 Kurtzmaniell NG5 

 Kurtzmaniella NG6 

 Kurtzmaniella NG4.3 

 Candida zeylanoides Y-1774T U45832 

 Candida santamariae Y-Y6656T U45794 

 Candida boleticola Y-17080T U45777 

 Candida schatavii Y-17078T U45795 

 Candida oleophila Y-2317T U45793 

 Candida railenensis Y-17762T U45800 

 Candida anglica Y-27079T AF245403 

 Candida multigemmis Y-17659T U45782 

 Candida psychrophila Y-17665T U45813 

 Kurtzmaniella cleridarum CBS 8793T AF251552 

 Candida fragi Y-17910T U71071 

 Candida natalensis Y-17680T U45818 

 Candida quercitrusa Y-5392T U45831 

 Candida glucosophila Y-17781T U45849 

100 

89 

100 

54 

92 58 

87 
85 

65 

54 

50 

0.01 
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รูปที่ 4 - 4 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Neighbor-joining โดยใช้ข้อมูล
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต้าแหน่งและความสัมพันธ์ของ  
Wickerhamomyces NG10 และ NG12 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งคือค่าเปอร์เซ็นต์ 
Bootstrap โดยการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั งหมด 1000 ครั ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่้า
กว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession number และก้าหนดให้ C. nitratophila เป็น 
out group 

 Wickerhamomyces NG10 

 Wickerhamomyces NG12 

 Candida quercuum Y-12942T U70184 

 Candida ulmi YB-2694T AF017249 

 Candida ponderosae YB-2307T AF271085 

 Candida odintsovae Y-17760T U70182 

 Candida peoriaensis YB-1497T AF271084 

 Candida solani Y-2224T U70179 

 Candida vartiovaarae Y-6701T U69875 

 Candida easanensis JCM 12476T AY634570 

 Candida pattaniensis JCM 12475T AY634568 

 Candida nakhonratchasimensis JCM 12474T AY634567 

 Candida maritima Y-17775T U69877 

 Candida mycetangii Y-6843T AF017241 

 Candida silvicultrix Y-7789T U69879 

 Candida nitratophila YB-3654T U70180 

100 

75 

99 

69 

81 

99 

82 
75 

98 

79 

0.02 
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รูปที่ 4 - 5 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Neighbor-joining โดยใช้ข้อมูล
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต้าแหน่งและความสัมพันธ์ของ 
Yarrowia NG17 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยการ
เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั งหมด 1000 ครั ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่้ากว่า 50%) ตัวเลขใน
วงเล็บคือ Genbank accession number และก้าหนดให้ Schi. pombe เป็น out group 

 Candida osloensis CBS 10146T AM268477 

 Yarrowia keelungensis Y-63742T EF621561 

 Yarrowia divulgata Y-63741T EU194451 

 Candida deformans Y-321T EF405984 

 Yarrowia lipolytica YB-423T U40080 

 Yarrowia yakushimensis Y-63751T AM268474 

 Yarrowia porcina Y-63669T KF649289 

 Candida galli NCAIM Y.01486T AY346454 

 Yarrowia bubula Y-63668T JN256212 

 Candida hollandica Y-48254T AM268482 

 Candida phangngensis Y-63743T AB304772 

 Candida alimentaria Y-48253T AM268481 

 Candida hispaniensis Y-5580T AY789654 

 Yarrowia NG17 

 Aciculoconidium aculeatum YB-4298T U40087 

 Schizosaccharomyces pombe Y-12796T U40085 
75 

85 90 

93 

90 

54 

56 

99 

0.02 

Yarrowia clade 
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4.2 ผลการคัดกรองยีสต์สะสมน ้ามันภายในเซลล์ 

 ผลการตรวจสอบการสะสมไขมันภายในเซลล์ยีสต์ทั งหมดจ้านวน 106 สายพันธุ์ (strain) ที่
คัดแยกได้จากข้อ 4.1.1 โดยการย้อมเซลล์ด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ไนล์เรด เมื่อส่องดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ เปรียบเทียบกับ Lipomyces starkeyi JCM 5995 ซึ่งเป็นยีสต์โอลิจินัส 
ยีสต์จ้านวน 24 สายพันธุ์ เห็นสีเหลืองทองภายในเซลล์มากกว่าครึ่งหนึ่งของพื นที่เซลล์  (ตารางที่ 4 - 
7) โดยเป็นยีสต์ที่แยกได้จากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 จ้านวน 5 สายพันธุ์ คือ K. 
aestuarii MG1-1, K. aestuarii MG1-7, K. aestuarii MG1-12.2, K. aestuarii MG1-8w.3 และ 
C. tropicalis MG1-8  ยีสต์ที่แยกได้จากสถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 จ้านวน 10 สายพันธุ์ 
ไ ด้ แ ก่  Lac. thermotolerans MG11-17.2, C. orthopsilosis MG11-11.3, R. mucilaginosa 
MG11-2.3, T. mycotoxinivorans MG11-12.3, C. tropicalis MG11-4.1, C. tropicalis MG11-
8.2, C. tropicalis MG11-17.3, C. tropicalis MG11-4w.2, C. tropicalis MG11-20w.2 และ  C. 
tropicalis MG11-20w.4 และยีสต์ที่แยกได้จากอุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว จ้านวน 9 สายพันธุ์ 
ไ ด้ แ ก่  Yarrowia sp. NG17, Cyb. subsufficiens NG8.2, Cry. humicola NG2, Cry. laurentii 
NG22, Kurtzmaniella NG4.3, Kurtzmaniella NG5, Kurtzmaniella NG6, T.n 
mycotoxinivorans NG4.1 และ C. tropicalis NG21  
 ลักษณะการสร้างลิพิดบอดี ของยีสต์แต่ละสปีชีส์แตกต่างกัน คือ C. tropicalis,  Cry. 
laurentii, K. aestuarii ทั ง  4 ส า ย พั น ธุ์ , Lac. thermotolerans MG11-17.2 แ ล ะ  T. 
mycotoxinivorans ทั ง 2 สายพันธุ์ สร้างลิพิดบอดี ลักษณะทรงกลม (spherical) ขนาดเล็กภายใน
เซลล์  มี จ้ า นวนตั ง แต่  1-10 ลิ พิดบอดี  ใ นขณะที่  C. orthopsilosis, Cry. humicola, Cyb. 
subsufficiens NG8.2, Kurtzmaniella sp. NG4.3 ทั ง 3 สายพันธุ์ , R. mucilaginosa MG11-2.3 
และ Yarrowia sp. NG17 ลิพิดบอดี มีขนาดใหญ่ภายในเซลล์จ้านวน 1-2 ลิพิดบอดี  ซึ่งคล้ายกับลิพิด
บอดี ของ L. starkeyi JCM 5995 ผลการศึกษาที่ได้สอดคล้องกับผลงานวิจัยของ Arous และคณะ 
(ค.ศ. 2017) ซึ่งรายงานว่ายีสต์ต่างสปีชีส์ในจีนัส Candida และ Pichia จะมีการสร้างลิพิดบอดี ที่
แตกต่างกันที่ จ้านวน ขนาด และต้าแหน่งของลิพิดบอดี   

จุลินทรีย์ที่เจริญในภาวะที่มีปริมาณคาร์บอนมากเกินพอและมีปริมาณไนโตรเจนจ้ากัดจะ
สะสมไขมัน (lipid) ภายในเซลล์ (Ageitos และคณะ, 2011) ในสภาพลิพิดบอดี  (lipid bodies) 
(Poontawee และคณะ, 2017) การย้อมไขมันในเซลล์แมคโครเฟจ (macrophage) ด้วยสีไนล์เรด 
แล้วตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์แล้วเห็นลิพิดบอดี เป็นสีเหลืองทอง (yellow-gold) 
ที่ช่วงคลื่น excitation ที่ 450–500 นาโนเมตร และ emission ที่ >528 นาโนเมตร ทั งนี ไนล์เรด 
ละลายได้ในไขมันแต่ไม่ติดสีส่วนอ่ืนของเซลล์ นับเป็นเทคนิคการย้อมไขมันด้วยสีไนล์เรดที่รายงาน
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เป็นครั งแรก (Greenspan และคณะ, 1985) ต่อมามีการพัฒนาให้วิธีนี มีประสิทธิภาพสูงขึ นโดยการ
เติมสารไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl Sulfoxide: DMSO) เพ่ือช่วยให้สีย้อมซึมผ่านเซลล์ได้ดีขึ น 
(Sitepu และคณะ, 2012) โดยทั่วไปความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence intensity) ของ 
ไนล์เรดขึ นอยู่กับชนิดของกรดไขมัน เมื่อละลายในกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) 
ความเข้มแสงจะมากกว่า (Fowler และคณะ, 1987) ปัจจุบันการย้อมลิพิดด้วยสีไนล์เรดเป็นวิธีที่นิยม
ใช้เพื่อการคัดกรองยีสต์โอลิจินัสเบื องต้นเนื่องจากรวดเร็วกว่าวิธีดั งเดิม (traditional method) ที่ต้อง
ผ่านหลายขั นตอน เช่น การเพาะเลี ยงเซลล์ การท้าให้เซลล์แห้ง และการสกัดน ้ามันจากเซลล์แห้ง เป็น
ต้น (Kimura และคณะ, 2004) โดย Wang และคณะ (2017) ใช้วิธีการย้อมน ้ามันด้วยไนล์เรดในการ
คัดกรองยีสต์จ้านวน 10 ไอโซเลต พบว่ามีเพียง 2 ไอโซเลตที่ให้ผลเป็นบวก เช่นเดียวกันกับ 
Poontawee  และคณะ (2017) ที่คัดกรองยีสต์ได้จ้านวน 142 ไอโซเลต จากทั งหมด 418 ไอโซเลต 
โดยใช้วิธีย้อมด้วยสีไนล์เรดแล้วเลือกไอโซเลตที่สังเกตุเห็นลิพิดบอดี ขนาดใหญ่จ้านวนมากภายในเซลล์
มาศึกษาหาปริมาณน ้ามันต่อในฟลากส์เขย่า 
 
ตารางที่ 4 - 7 แสดงลักษณะลิพิดบอดี ในเซลล์ที่ย้อมติดสีไนล์เรดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรส
เซนต์ ก้าลังขยาย 1,000 เท่า 

ไอโซเลต (สถานที่เก็บตัวอย่าง) แสงฟลูออเรสเซนต์ 
แสงฟลูออเรสเซนต์
และแสงขาว 

Candida tropicalis NG21 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 

  

Candida tropicalis MG1-8 
(สถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1) 

  

Candida tropicalis MG11-4.1 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 
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Candida tropicalis MG11-8.2 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Candida tropicalis MG11-17.3 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Candida tropicalis MG11-4w.2 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Candida tropicalis MG11-20w.2 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Candida tropicalis MG11-20w.4 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Candida orthopsilosis MG11-11.3 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Cryptococcus humicola NG2 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 
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ตารางที่ 4 - 7 แสดงลักษณะไขมันในเซลล์ที่ย้อมติดสีไนล์เรดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
ก้าลังขยาย 1,000 เท่า (ต่อ) 

ไอโซเลต (สถานที่เก็บตัวอย่าง) แสงฟลูออเรสเซนต์ 
แสงฟลูออเรสเซนต์
และแสงขาว 

Cryptococcus laurentii NG22 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 

  

Cyberlindnera subsufficiens NG8.2 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 

  

Kluyveromyces aestuarii MG1-1 
(สถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1) 

  

Kluyveromyces aestuarii MG1-7 
(สถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1) 

  

Kluyveromyces aestuarii MG1-12.2 
(สถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1) 

  

Kluyveromyces aestuarii MG1-8w.3 
(สถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1) 
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ตารางที่ 4 - 7 แสดงลักษณะไขมันในเซลล์ที่ย้อมติดสีไนล์เรดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
ก้าลังขยาย 1,000 เท่า (ต่อ) 

ไอโซเลต (สถานที่เก็บตัวอย่าง) แสงฟลูออเรสเซนต์ 
แสงฟลูออเรสเซนต์
และแสงขาว 

Kurtzmaniella NG4.3 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 

  

Kurtzmaniella NG5 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 

  

Kurtzmaniella NG6 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 

  

Lachancea thermotolerans MG11-17.2 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Rhodotorula mucilaginosa MG11-2.3 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Trichosporon mycotoxinivorans NG4.1 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 
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ตารางที่ 4 - 7 แสดงลักษณะไขมันในเซลล์ที่ย้อมติดสีไนล์เรดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
ก้าลังขยาย 1,000 เท่า (ต่อ) 

ไอโซเลต (สถานที่เก็บตัวอย่าง) แสงฟลูออเรสเซนต์ 
แสงฟลูออเรสเซนต์
และแสงขาว 

Trichosporon mycotoxinivorans MG11-12.3 
(สถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11) 

  

Yarrowia sp. NG17 
(อุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาว) 

  

Lipomyces starkeyi JCM 5995 
(ชุดควบคุมบวก) 

  
  

4.3 ผลการคัดกรองยีสต์ที่สามารถใช้น ้าตาลไซโลสเพ่ือการเจริญ 

 ผลการน้ายีสต์ที่สะสมน ้ามันภายในเซลล์ที่คัดเลือกได้จ้านวน 24 สายพันธุ์ (จากข้อ 4.3) มา
ทดสอบความสามารถในการใช้น ้าตาลไซโลสเพ่ือการเจริญบนอาหารแข็งพบว่ามียีสต์จ้านวน 16 สาย
พัน ธุ์  คื อ  Yarrowia NG17, C. orthopsilosis MG11-11.3, R. mucilaginosa MG11-2.3, Cyb. 
subsufficiens NG8.2, Cry. humicola NG2, Cry. laurentii NG22, T. mycotoxinivorans NG4.1, 
T. mycotoxinivorans 11-12.3, C. tropicalis NG21, C. tropicalis MG1-8, C. tropicalis MG11-
4.1, C. tropicalis MG11-8.2, C. tropicalis MG11-17.3, C. tropicalis MG11-4w.2, C. tropicalis 
MG11-20w.2 และ C. tropicalis MG11-20w.4 สามารถใช้ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว
เพ่ือการเจริญได้  

น ้าตาลไซโลสเป็นองค์ประกอบหลักของไฮโดรไลเสตใบอ้อยซึ่งจะน้ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
เพ่ือการเจริญของยีสต์ในงานวิจัยนี  Jutakanoke และคณะ (2012) รายงานว่าไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่
เตรียมโดยการปรับสภาพใบอ้อยด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจาง 1.5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) แล้วย่อยต่อด้วย
เอนไซม์เซลลูเลสทางการค้ามีปริมาณน ้าตาลกลูโคส และน ้าตาลไซโลสเท่ากับ 9.8 กรัม/ลิตร และ 9.0 
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กรัม/ลิตร ตามล้าดับ ดังนั นเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตน ้ามันของยีสต์จึงคัดกรองยีสต์ที่สามารถใช้
น ้าตาลไซโลสเพ่ือการเจริญ 

 

 
รูปที่ 4 - 6 แสดงการเจริญของ Yarrowia NG17 (1), Lac. thermotolerans MG11-17.2 (2), C. 
orthopsilosis MG11-11.3 (3), R. mucilaginosa MG11-2.3 (4), Cyb. subsufficiens NG8.2 (5), 
Cry. humicola NG2 (6), Cry. laurentii NG22 (7), K. aestuarii MG1-1 (8), K. aestuarii MG1-
7 (9), K. aestuarii MG1-12.2 (10), K. aestuarii MG1-8w.3 (11), Kurtzmaniella NG4.3 (12), 
Kurtzmaniella NG5 (13), Kurtzmaniella NG6 (14), T. mycotoxinivorans NG4.1 (15), T. 
mycotoxinivorans 11-12.3 (16), C. tropicalis NG21 (17), C. tropicalis MG1-8 (18), C. 
tropicalis MG11-4.1 (19), C. tropicalis MG11-8.2 (20), C. tropicalis MG11-17.3 (21), C. 
tropicalis MG11-4w.2 (22), C. tropicalis MG11-20w.2 (23), C. tropicalis MG11-20w.4 (24) 
บนอาหารไซโลส 
 
4.4 ผลการวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันที่สะสมภายในเซลล์ 

 วิเคราะห์ปริมาณน ้ามันของยีสต์ที่สามารถใช้น ้าตาลไซโลสได้จ้านวน 16 สายพันธุ์ (จากข้อ 
4.4) เมื่อเลี ยงในอาหาร High C/N โดยใช้ L. starkeyi JCM 5995 เป็นยีสต์สายพันธุ์ควบคุม พบว่า 
ยีสต์จ้านวน 5 สายพันธุ์ มีคุณสมบัติเป็นยีสต์โอลิจินัส (สะสมไขมันมากกว่า 20% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 
ของน ้ า หนั ก เ ซลล์ แห้ ง )  คื อ  Cry. humicola NG2, T. mycotoxinivorans MG11-12.3, Cyb. 
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subsufficiens NG8.2, R. mucilaginosa MG11-2.3  และ Yarrowia NG17 ซึ่ง Yarrowia NG17 
ผลิตน ้ามันได้สูงสุดเท่ากับ 27.93% รองลงมาคือ R. mucilaginosa MG11-2.3 ผลิตน ้ามันได้   
25.31% ยีสต์โอลิจินัสทั ง 5 สายพันธุ์ ผลิตน ้ามันได้น้อยกว่า L. starkeyi JCM 5995 (50.52%) เมื่อ
พิจารณาปริมาณน ้ามันทั งหมดที่ผลิตได้ต่อปริมาตรอาหารเลี ยงเชื อ 1 ลิตร (lipid yield) พบว่าผลการ
ทดลองเป็นไปในทางเดียวกันคือ Yarrowia sp. ผลิตน ้ามันได้สูงสุดเท่ากับ 5.07 กรัม/ลิตร รองลงมา
คือ R. mucilaginosa MG11-2.3 เท่ากับ 3.59 กรัม/ลิตร ซึ่งน้อยกว่าผลผลิตน ้ามันของ L. starkeyi 
JCM 5995 (8.61 กรัม/ลิตร) (รูปที่ 4 - 8) ยีสต์กลุ่ม Candida ทั งหมดจ้านวน 9 สายพันธุ์ ผลิตน ้ามัน
ได้ไม่ เกิน 10% (รูปที่  4 - 7) โดยทั่วไปยีสต์โอลิจินัสอยู่ ในจีนัส Cryptococcus, Lipomyces, 
Rhodotorula, Rhodosporidium และ Trichosporon สามารถสะสมไขมันได้ปริมาณสูงถึง 60-
70% ของน ้าหนักแห้ง เมื่อเลี ยงในภาวะเหมาะสม (Ratledge และ Wynn, 2002) คุณสมบัติโอลิจินัส
ของยีสต์ (yeast oleaginicity) ไม่ขึ นกับสปีชีส์และสายพันธุ์ ผลการศึกษา ยีสต์ Candida มากกว่า 
400 สปีชีส์ พบว่ามเีพียง 4 สปีชีส์เท่านั นที่เป็นยีสต์โอลิจินัส (Sitepu และคณะ, 2014) Quarterman 
และคณะ (2017) เพาะเลี ยง Y. lipolytica จ้านวน 45 สายพันธุ์  ในไฮโดรไลเสตหญ้าสวิตช์  
(Switchgrass) พบว่ามีเพียง 12 สายพันธุ์ เท่านั นที่เป็นยีสต์โอลิจินัส ในงานวิจัยนี คัดแยก T. 
mycotoxinivorans ได้จ้านวน 2 สายพันธุ์ แต่มีเพียง 1 สายพันธุ์ เท่านั นคือ T. mycotoxinivorans 
MG11-12.3 ที่มีคุณสมบัติเป็นยีสต์โอลิจินัส 
 Michely และคณะ (2013) ศึกษายีสต์ใน Yarrowia clade จ้านวน 9 สปีชีส์ พบว่ายีสต์ทุกส
ปีชีส์เป็นยีสต์โอลิจินัสเมื่อเลี ยงในอาหารกรดไขมันโอเลอิก โดย C. hispaniensis CBS 9996 ผลิต
น ้ามันได้สูงสุดเท่ากับ 67% (น ้าหนัก/น ้าหนัก ) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง แต่จากการศึกษาของ 
Quarterman และคณะ (2017) พบว่ายีสต์ใน Yarrowia clade เพียง 2 สปีชีส์ จากทั งหมดจ้านวน 
13 สปีชีส์ ที่สะสมไขมันได้มากกว่า 20% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง เมื่อเลี ยงใน
ไฮโดรไลเสตหญ้าสวิตช์ โดย C. phangngensis PT1-17 ผลิตน ้ามันได้สูงสุดเท่ากับ 43.2% น ้าหนัก/
น ้าหนัก ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ดังแสดงในตารางที่ 4 - 8 
 ยีสต์ Cry. humicola 10-1004 ผลิตน ้ามันได้ 35.48% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์
แห้ง เมื่อเลี ยงในอาหารที่มีกลูโคสเข้มข้น 120 กรัม/ลิตร และมีไนโตรเจนจ้ากัด (Sitepu และคณะ, 
2013) Tanimura และคณะ (2014) รายงานว่า Cry. musci ผลิตน ้ามันได้ 44.7% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 
ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งในงานวิจัยนี  Cry. humicola NG2 ผลิตน ้ามันได้ 22.74% (น ้าหนัก/
น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ในขณะที่ Cry. laurentii NG22 ซึ่งอยู่ใน Bulleromyces clade ไม่
จัดเป็นยีสต์โอลิจินัสเนื่องจากผลิตน ้ามันได้ไม่ถึง 20% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง 
(ตารางที่ 4 - 8) แสดงว่าคุณสมบัติความเป็นโอลิจินัสของยีสต์ไม่ขึ นอยู่กับ clade (nonclade-
specific) (Sitepu และคณะ , 2014)  ยีสต์  Cyb. subsufficiens NG8.2 ผลิตน ้ามันได้  20.12% 
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(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง (รูปที่ 4 - 8) ซึ่งเป็นครั งแรกที่ยีสต์สายพันธุ์นี ถูกรายงานว่า
เป็นยีสต์โอลิจินัส ซึ่งยีสต์ในจีนัสนี ที่เคยมีการรายงานว่าเป็นยีสต์โอลิจินัสคือ Cyb. saturnus CBS 
5761 ผลิตน ้ามันได้ 25% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง เมื่อเจริญในอาหารที่มีกลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน (Sitepu และคณะ, 2014) และ Cyb. jadinii NRRL Y-1289 ซึ่งเป็นยีสต์ที่สามารถใช้
เมทานอลในเพ่ือการเจริญ (Methanol-utilizing) ผลิตน ้ามันได้เท่ากับ 22% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของ
น ้าหนักเซลล์แห้ง เมื่อเจริญในอาหารที่มีเมทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน (Jigami และคณะ, 1979) ยีสต์ 
R. mucilaginosa IIPL32 ที่เจริญในไฮโดรไลเสตชานอ้อยที่มีน ้าตาลไซโลสเข้มข้น 20 กรัม/ลิตร ใน
ถังหมักแบบอากาศลอย (airlift bioreactor) ผลิตน ้ามันได้ 43% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์
แห้ง (Dasgupta และคณะ, 2017) งานวิจัยนี พบว่า T. mycotoxinivorans MG11-12.3 สามารถ
ผลิตน ้ามันได้ 20.78% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง (รูปที่ 4 - 8) นับเป็นครั งแรกท่ีพบว่า
ยีสต์สายพันธุ์นี เป็นยีสต์โอลิจินัส แต่เนื่องจากยีสต์นี สามารถก่อโรคระบบทางเดินหายใจ (respiratory 
pathogen) ในผู้ป่วยโรคซิสติก ไฟโบรซิส (cystic fibrosis) จึงไม่น้ายีสต์สายพันธุ์นี มาศึกษาต่อ 
(Hickey และคณะ, 2009) ยีสต์ที่น้าไปศึกษาในขั นตอนต่อไปมี 4 สายพันธุ์คือ Cry. humicola NG2, 
Cyb. subsufficiens NG8.2, R. mucilaginosa MG11-2.3 และ Yarrowia NG17 
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รูปที่ 4 - 7 ปริมาณน ้ามันของ C. tropicalis สายพันธุ์ NG21 MG1-8 MG11-4.1 MG11-8.2 MG11-
17.3 MG11-4w.2 MG11-20w.2 MG11-20w.4 และ C. orthopsilosis MG11-11.3 เมื่ อเลี ยงใน
อาหาร High C/N
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รูปที่ 4 - 8 ปริมาณน ้ามันของ Cry. laurentii NG22, Cry. humicola NG2, T. mycotoxinivorans 
ส าย พัน ธุ์  NG4.1, MG11-12.3, Cyb. subsufficiens NG8.2, R. mucilaginosa MG11-2.3 และ 
Yarrowia NG17 เมื่อเลี ยงในอาหาร High C/N
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ตารางที่ 4 - 8 ปริมาณการผลิตน ้ามันของยีสต์ตามล้าดับอนุกรมวิธาน 
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ตารางที่ 4 - 8 ปริมาณการผลิตน ้ามันของยีสต์ตามล้าดับอนุกรมวิธาน (ต่อ) 
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4.5 ผลการวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของน ้ามันยีสต์ที่เตรียมได้ 

 ผลการวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของน ้ามันยีสต์โอลิจินัสที่คัดกรองได้จาก
ข้อ 4.5 (รูปที่ 4 - 9) คือ Cry. humicola NG2, Cyb. subsufficiens, R. mucilaginosa MG11-2.3 
และ Yarrowia NG17 พบว่ากรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบหลักในน ้ามันยีสต์ทุกสายพันธุ์คือ กรดโอเล
อิก (oleic aicd; C18:1) รองลงมาคือ กรดปาล์มิติก (palmitic acid; C16:0) น ้ามันของ Yarrowia 
NG17 มีกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบหลักคือ กรดโอเลอิกและกรดปาล์มิติก โดยมีกรดโอเลอิกสูงที่สุด
เท่ากับ 57.59% ของกรดไขมันทั งหมด น ้ามันของ R. mucilaginosa MG11-2.3 มีกรดไขมันที่เป็น
องค์ประกอบหลัก 3 ชนิด คือ กรดโอเลอิก กรดปาล์มิติก และกรดลิโนเลอิก (linoleic acid; C18:2) 
เท่ากับ 51.15% 18.99 และ 14.22% ของกรดไขมันทั งหมด ตามล้าดับ น ้ามันของ Cry. humicola 
NG2 และ Cyb. subsufficiens NG8.2 มี กรด ไขมันที่ เ ป็ นองค์ประกอบหลั ก เหมื อนกับ  R. 
mucilaginosa MG11-2.3 คือ กรดโอเลอิก กรดปาล์มิติก และกรดลิโนเลอิก แต่มีความแตกต่างคือ
น ้ามันของ Cry. humicola NG2 และ Cyb. subsufficiens NG8.2 มีกรดสเตียริก (steric acid; 
C18:0) และกรดปาล์มิโตเลอิก (palmitoleic acid; C16:1) เป็นองค์ประกอบหลักเพ่ิมอีก 1 ชนิด 
เท่ากับ 14.60% และ 22.25% ของกรดไขมันทั งหมด ตามล้าดับ  
 Sitepu และคณะ (2013) ศึกษาชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบในน ้ามันของยีสต์โอลิจินัส 
และยีสต์ที่ไม่เปน็ยีสต์โอลิจินัส (non-oleaginous yeast) โดยเลี ยงยีสต์ในอาหารที่มีคาร์บอนมากเกิน
พอแต่มีไนโตรเจนในปริมาณจ้ากัด วิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของด้วยวิธี GC-
FID (Gas Chromatography- Flame Ionization Detector) พบว่ามีกรดไขมันซึ่งเป็นองค์ประกอบ
หลัก 4 ชนิด คือ กรดโอเลอิก (C18:1) กรดปาล์มิติก (C16:0) กรดสเตียริก (C18:0) และกรดลิโนเล
อิก (18:2) ซึ่งกรดไขมันเหล่านี ถูกพบว่าเป็นองค์ประกอบหลักในน ้ามันพืชเช่นกัน เช่น น ้ามันคาโนลา 
(canola oil) น ้ามันดอกทานตะวัน (sunflower oil) (Ageitos และคณะ, 2011) เป็นต้น กรดไขมัน
ชนิดอ่ืนๆ ที่อาจพบในน ้ามันของยีสต์ เช่น กรดปาล์มิโตเลอิก (C16:1)  กรดไมริสติก (myristic acid; 
C14:0) และกรดลิโนเลนิก (linolenic acid; C18:3) เป็นต้น 
 น ้ามันของยีสต์นอกจากการน้าไปผลิตเป็นไบโอดีเซลล์แล้ว เนื่องจากกรดไขมันบางชนิดที่เป็น
องค์ประกอบของน ้ามันยีสต์ เช่น กรดปาล์มิโตเลอิก เป็นกรดไขมันที่มีมูลค่าสูง จัด เป็นกรดไขมันที่ดี
ส้าหรับผู้ป่วยโรคอ้วนเพราะช่วยป้องกันโรคสมองและโรคหลอดเลือดหัวจึงอาจน้าไปใช้ประโยชน์ทาง
การแพทย์ได้ (Yang และคณะ, 2011)
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รูปที่ 4 - 9 ผลการวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบในน ้ามันของยีสต์โอลิจินัสที่คัดกรองได้
เมื่อเลี ยงในอาหาร High C/N 
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4.6 ผลการเตรียมไฮโดรไลเสตใบอ้อย 

 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของใบอ้อย (Saccharum officinarum) พันธุ์ L.CSB06-2-15 
ต ามวิ ธี ม า ต ร ฐ าน  Technical Association of Pulp and Paper Industry (TAPPI) โ ด ยกรม
วิทยาศาสตร์บริการ กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี องค์ประกอบหลักคือ เซลลูโลส 38.8% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) รองลงมาคือเฮมิเซลลูโลส 23.5% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และลิกนิน เท่ากับ 13.8% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) (ตารางที่ 4 - 9) ใกล้เคียงกับผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของใบอ้อยจากจังหวัด
นครราชสีมา ซึ่งมีปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เท่ากับ 38.5% 23% และ 15.6% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ตามล้าดับ (Jutakanoke และคณะ, 2012) 
 
ตารางที่ 4 - 9 องค์ประกอบของใบอ้อย 

องค์ประกอบ ร้อยละของน ้าหนักใบอ้อย 
เซลลูโลส 38.8 

เฮมิเซลลูโลส 23.5 

ลิกนิน 13.8 
ปริมาณเถ้า 11.4 

 
 ผลการวิเคราะห์ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ เตรียมโดยการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 
1.5% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ที่ 121°ซ ความดัน 15 ปอนด์/ตร.นิ ว นาน 30 นาที แล้วย่อยต่อด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส 0.25 มิลลิลิตร/กรัม ที่ 50°ซ นาน 6 ชั่วโมง โดยใบอ้อยย่อยใบอ้อยที่ผ่านการปรับ
สภาพแล้ว 12% (น ้าหนัก/ปริมาตร) พบว่ามีน ้าตาลกลูโคส และน ้าตาลไซโลสซึ่งเป็นน ้าตาลที่ยีสต์
สามารถใช้ได้ เท่ากับ 18.7 กรัม/ลิตร และ 19.1 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ ปริมาณไนโตรเจนทั งหมด
เท่ า กั บ  0.6 กรั ม / ลิ ต ร  ป ริ ม าณ เฟอร์ ฟู รั ล  ( furfural)  แ ล ะ ไ ฮด รอกซี เ มทิ ล เ ฟอร์ ฟู รั ล 
(Hydroxymethylfurfural; HMF) เท่ากับ 0.13 กรัม/ลิตร และ 0.30 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ (ตารางที่ 
4 - 10) เมื่อน้าไฮโดรไลเสตใบอ้อยมาก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ด้วยวิธีปรับด่างเกิน พบว่า
เฟอร์ฟิวรัลลดลงเหลือ 0.10 กรัม/ลิตร คิดเป็นลดลง 23.08% การก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์
โดยวิธีปรับด่างเกินนี ท้าให้ปริมาณน ้าตาลกลูโคสและน ้าตาลไซโลสในไฮโดรไลเสตใบอ้อยลดลงเหลือ 
18.0 กรัม/ลิตร และ 18.5 กรัม/ลิตร หรือลดลง 3.74% และ 3.14% ตามล้าดับ Huang และคณะ 
(2012) รายงานว่าวิธีปรับด่างเกินเพ่ือก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ในไฮโดรไลเสตชานอ้อย 
นอกจากท้าให้ปริมาณเฟอร์ฟิวรัลลดลง 50% ยังท้าให้ปริมาณน ้าตาลกลูโคสและน ้าตาลไซโลสใบ
ไฮโดรไลเสตชานอ้อยลดลงด้วยเช่นกัน 
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ตารางที่ 4 - 10 ปริมาณน ้าตาลกลูโคส น ้าตาลไซโลส ไนโตรเจน และสารยับยั งการเจริญของยีสต์ใน
ไฮโดรไลเสตใบอ้อย 

องค์ประกอบ 
ไฮโดรไลเสต 

NDSLH* DSLH** 

น ้าตาลที่ยีสต์ใช้ได้ (กรัม/ลิตร) 
          กลูโคส 
          ไซโลส 

 
18.7±0.0 
19.1±0.3 

 
18.0±0.3 
18.5±0.0 

ไนโตรเจน (กรัม/ลิตร) 0.6±0.0 0.6±0.0 

สารยับยั งการเจริญ (กรัม/ลิตร) 
          เฟอร์ฟูรัล 
          ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล 

 
0.13 
0.30 

 
0.10 
0.29 

คาร์บอน : ไนโตรเจน*** 63 60.83 
* NDSLH คือ ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ 
** DSLH คือ ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์  
*** อัตราส่วนของ น ้าตาลกลูโคสและน ้าตาลไซโลส : ไนโตรเจน 
 
4.7 ผลการผลิตน ้ามันของยีสต์โอลิจินัสจากไฮโดรไลเสตใบอ้อย 

 จากการเปรียบเทียบผลผลิตน ้ามันต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง ( lipid content) เมื่อเลี ยงยีสต์โอลิ
จินัสที่คัดกรองได้ใน NDSLH และใน DSLH นาน 6 วัน โดยมี L. starkeyi JCM 5995 เป็นสายพันธุ์
ควบคุม พบว่า Cry. humicola NG2 ผลิตน ้ามันสูงสุดในอาหารทั ง 2 ชนิด คือ NDSLH และ DSLH 
ซึ่งใกล้เคียงกับปริมาณน ้ามันที่ผลิตได้จาก L. starkeyi JCM 5995 รองลงมาคือ Yarrowia NG17, R. 
mucilaginosa MG11-2.3 และ Cyb. subsufficiens NG8.2 ตามล้าดับ ทุกชุดการทดลองยีสต์ที่
เลี ยงใน NDSLH มีปริมาณน ้ามันสูงกว่าที่เลี ยงใน DSLH (รูปที่ 4 - 10) และเมื่อพิจารณาปริมาณเซลล์ 
(biomass) ซึ่งได้จากการท้าเซลล์ให้แห้งด้วยสุญญากาศ พบว่า Yarrowia NG17 มีปริมาณเซลล์สูง
ที่สุดและมีปริมาณใกล้เคียงกันเมื่อเลี ยงในอาหารทั ง 2 ชนิด ในขณะที่ยีสต์ชนิดอ่ืนและ L. starkeyi 
JCM 5995 ที่เลี ยงใน NDSLH มีปริมาณเซลล์สูงกว่าที่เลี ยงใน DSLH โดย R. mucilaginosa MG11-
2.3 มีปริ มาณเซลล์สู งที่ สุ ด  รองลงมาคือ  Cyb. subsufficiens NG8.2 และ Cryptococcus 
humicola NG2 ตามล้าดับ (รูปที่ 4 - 11) Yarrowia NG17 มีปริมาณน ้ามันที่ผลิตได้ต่ออาหาร 1 
ลิตร (lipid yield) สูงที่สุดทั งในอาหาร NDSLH และ DSLH เท่ากับ 2.30 กรัม/ลิตร และ 2.10 กรัม/
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ลิตร ตามล้าดับ รองลงมาคือ R. mucilaginosa MG11-2.3 และ Cry. humicola NG2 (เท่ากับ 1.85 
และ 1.64 กรัม/ลิตร) ตามล้าดับ (รูปที่ 4 - 12) เนื่องจาก Cyb. subsufficiens NG8.2 ผลิตน ้ามันได้
น้อยที่สุดเมื่อเลี ยงในอาหาร DSLH เท่ากับ 0.36 กรัม/ลิตร จึงไม่เหมาะส้าหรับการน้าไปผลิตน ้ามัน
จากไฮโดรไลเสตใบอ้อยจึงไม่ทดสอบต่อในอาหาร NDSLH นอกจากนี  Yarrowia NG17 สามารถผลิต
น ้ามันได้มากกว่า L. starkeyi JCM 5995 จากผลการทดลองจึงเลือก Yarrowia NG17 ไปศึกษา
ต่อเนื่องจากให้ผลผลิตน ้ามันสูงที่สุดเมื่อเลี ยงใน NDSLH 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณสารยับยั งการเจริญของยีสต์ในไฮโดรไลเสตใบอ้อย (ตารางที่ 4 - 
10) NDSLH และ DSLH มีปริมาณเฟอร์ฟูรัล 0.13 กรัม/ลิตร และ 0.10 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ และมี
ปริมาณไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล 0.30 กรัม/ลิตร และ 0.29 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ จากผลการทดลอง
ยีสต์ทุกสายพันธุ์ผลิตน ้ามันได้มากกว่าเมื่อเลี ยงใน NDSLH ซึ่งสอดคล้องกับ Yu และคณะ (2011) ที่
รายงานว่า Cry. curvatus (ATCC 20509), L. starkeyi (ATCC 12659), R. glutinis (ATCC 204091) 
และ Y. lipolytica (ATCC 20460) มีปริมาณเซลล์และปริมาณน ้ามันที่สะสมภายในเซลล์ลดลงเมื่อ
เลี ยงในไฮโดรไลเสตฟางข้าวที่ผ่านการก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์เช่นกัน  ทั งนี เนื่องจากการ
ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ด้วยวิธีปรับด่างเกินท้าให้ปริมาณน ้าตาลในไฮโดรไลเสตใบอ้อยลดลง 
ยีสต์จึงผลิตน ้ามันและมีปริมาณเซลล์ได้น้อยลงตามไปด้วย ยีสต์แต่ละสายพันธุ์สามารถทนต่อปริมาณ
สารยับยั งการเจริญได้ต่างกัน Yu และคณะ (2014) รายงานว่าเมื่อเลี ยง Cry. curvatus ATCC 
20509 ในอาหารที่เติมเฟอร์ฟูรัล 0.1 กรัม/ลิตร จะผลิตน ้ามันและมีปริมาณเซลล์ใกล้เคียงกับชุด
ควบคุม (ไม่เติมเฟอร์ฟูรัล) แต่ถ้าหากมีเฟอร์ฟูรัลเข้มข้นมากกว่า 1.0 กรัม/ลิตร จะท้าให้ปริมาณ
น ้ามันและปริมาณเซลล์ลดลง 78.4% และ 61.0% ตามล้าดับ Hu และคณะ (2009) รายงานว่า Rh. 
toruloides Y4 ผลิตเซลล์ลดลง 45% เมื่อมีปริมาณเฟอร์ฟูรัลเข้มข้น 0.001 กรัม/ลิตร นอกจากนี 
สาเหตุของปริมาณน ้ามันและปริมาณเซลล์ที่ลดลงเมื่อเลี ยงยีสต์ใน DSLH อาจเนื่องมาจากการปรับ
ด่างเกินด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ เพราะ Ca2+ อาจจับกับ PO4

3- ในไฮโดรไลเสตแล้วตกตะกอน 
Ca3(PO4)2 (Wu และคณะ, 2010) ท้าให้ยีสต์ขาดธาตุอาหารฟอสฟอรัสซึ่งส้าคัญต่อกระบวนการเมทา
บอลิซึมของเซลล์ ยีสต์จึงสะสมน ้ามันและเจริญใน DSLH ได้ลดลงเมื่อเทียบกับการเลี ยงใน NDSLH 
แต่อย่างไรก็ตาม Huang และคณะ (2009)  รายงานว่า T. fermentans สามารถผลิตน ้ามันได้ดีกว่า
เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตฟางข้าวที่ผ่านการก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ จากผลการทดลองสรุป
ได้ว่ายีสต์แต่ละสายพันธุ์สามารถทนต่อสารยับยั งการเจริญที่พบในไฮโดรไลเสตของวัสดุพวกลิกโน
เซลลูโลสได้แตกต่างกัน ในการผลิตน ้ามันจึงควรใช้ยีสต์สายพันธุ์ที่ทนต่อสารยับยั งการเจริญเหล่านี ได้
เพ่ือเป็นการลดต้นทุนการผลิตที่มาจากกระบวนการก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ในไฮโดรไลเสต 
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รูปที่ 4 - 10 ปริมาณน ้ามัน (lipid content) ที่ยีสต์ผลิตเมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่ก้าจัดสาร
ยับยั งการเจริญของยีสต์ (NDSLH) และในไฮโดรไลเสตที่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ (DSLH) 
 

 
รูปที่ 4 - 11 ปริมาณเซลล์ (biomass) ยีสต์ผลิตเมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่ก้าจัดสารยับยั ง
การเจริญของยีสต์ (NDSLH) และในไฮโดรไลเสตที่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ (DSLH) 
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รูปที่ 4 - 12 ผลผลิตน ้ามัน (lipid yield) ยีสต์ผลิตเมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่ก้าจัดสารยับยั ง
การเจริญของยีสต์ (NDSLH) และในไฮโดรไลเสตที่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ (DSLH) 
 
4.8 ผลการหาภาวะเหมาะสมส้าหรับการผลิตน ้ามันยีสต์ Yarrowia NG17 จากไฮโดรไลเสตใบอ้อย 

4.8.1 ผลของการเติม แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) หรือแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) ลงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยต่อการผลิตน ้ามันของ 
Yarrowia NG17 

ผลการเลี ยง Yarrowia NG17 ใน NDSLH ซึ่งเติม 0.1% โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) 0.001% แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) หรือ 0.005% แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) (น ้าหนัก/
ปริมาตร) ร่วมกัน 3 ชนิด หรือ 2 ชนิด บ่มที่อุณหภูมิ 30°ซ เขย่าให้อากาศที่ 200 รอบ/นาที นาน 6 
วัน ใช้ NDSLH ซึ่งไม่เติมสารใดๆ เป็นชุดควบคุมพบว่า Yarrowia NG17 ที่เจริญใน NDSLH ที่ไม่เติม
สารใด และใน NDSLH ที่เติมแคลเซียมคลอไรด์และแมกนีเซียมซัลเฟต ผลิตและสะสมน ้ามันสูงสุดที่
วันที่ 3 เท่ากับ 22.39% และ 21.54% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ตามล้าดับ แต่ 
Yarrowia NG17 ที่เจริญใน NDSLH ที่เติม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและแคลเซียมคลอไรด์
และแมกนีเซียมซัลเฟต, โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและแคลเซียมคลอไรด์ หรือ โพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและแมกนีเซียมซัลเฟต ผลิตและสะสมน ้ามันสูงสุดวันที่ 4 เท่ากับ 24.51% 
24.72% และ 24.56% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ตามล้าดับ (รูปที่ 4 - 13) การเจริญ
ของ Yarrowia NG17 ใกล้เคียงกันในทุกการทดลอง (รูปที่ 4 - 14) จากผลการทดลองข้างต้นจะเห็น
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ว่าการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตในไฮโดรไลเสตใบอ้อยท้าให้ Yarrowia NG17 ผลิตและ
สะสมน ้ามันในเซลล์สูงขึ น Yarrowia NG17 ที่เลี ยงใน NDSLH ที่ไม่เติมสารใดๆเป็นเวลา 3 วัน สะสม
น ้ามันภายในเซลล์ 22.39% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน ้ามันที่ผลิตเท่ากับ 
lipid yield 4.56 กรัม/ลิตร เมื่อเลี ยงใน NDSLH ซึ่งเติม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและ
แคลเซียมคลอไรด์ เป็นเวลา 4 วัน สะสมน ้ามันภายในเซลล์ 24.72% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนัก
เซลล์แห้ง ปริมาณน ้ามันที่ผลิตเท่ากับ lipid yield 5.88 กรัม/ลิตร แต่เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการ
ผลิตและสะสมน ้ามันจะพบว่า Yarrowia NG17 มีอัตราการผลิตและสะสมน ้ามันในเซลล์เมื่อเลี ยงใน 
NDSLH ที่ไม่เติมสารใดๆ (1.52 กรัม/ลิตร/วัน) ซึ่งสูงกว่าเมื่อเลี ยงใน NDSLH ที่เติม โพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตและแคลเซียมคลอไรด์ จึงเลือกใช้ NDSLH ที่ไม่เติมสารใดในการทดลองต่อไป  

โดยทั่วไปการหาภาวะเหมาะสมส้าหรับการผลิตน ้ามันยีสต์นิยมใช้การแปรผัน
อัตราส่วนของคาร์บอน : ไนโตรเจน (C/N) ในอาหารเลี ยงเชื อ ซึ่งเป็นปัจจัยที่ควบคุมยากในไฮโดรไล
เสตของวัสดุพวกลิกโนเซลลูโลส เนื่องจากปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจนที่ได้จากการย่อยวัสดุพวก
ลิกโนเซลลูโลสขึ นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ประสิทธิภาพการย่อยลิกโนเซลลูโลส ชนิดของพืชที่ใช้ 
ปริมาณของสัดส่วนเซลลูโลสต่อเฮมิเซลลูโลสต่อลิกนิน และปริมาณเอนไซม์ (แหล่งไนโตรเจน) ที่เติม
ลงไปในการย่อย (Jin และคณะ, 2015) ดังนั นการเพิ่มปริมาณการผลิตน ้ามันของยีสต์จึงนิยมใช้วิธีการ
เติมสารอาหาร (trace element) ที่มีความส้าคัญต่อการเจริญและการผลิตน ้ามันของยีสต์ เช่น 
CaCl2, KH2PO4 และ MgSO4 (Wu และคณะ, 2010; Wang และคณะ, 2012; Chen และคณะ, 
2013; Bhatia และคณะ, 2017) เป็นต้น แคลเซียมไอออน (Ca2+) และ แมกนีเซียมไอออน (Mg2+) มี
ความส้าคัญต่อการสังเคราะห์น ้ามันโดยมีบทบาทเป็นโคแฟกเตอร์ (cofactor) ให้เอนไซม์ เช่น 
acetyl-CoA carboxylase, malic enzyme เป็นต้น เพ่ือสังเคราะห์ malonyl-CoA ซึ่งเป็นสารตั ง
ต้น (precursor) ส้าหรับการสังเคราะห์ไขมัน (Scorpio และ Masoro, 1970) นอกจากนี  Ca2+ ยังมี
บทบาทส้าคัญต่อเซลล์ในการท้าหน้าที่เป็นตัวส่งสัญญาณ (signal transduction) ท้าให้เกิดการ
ตอบสนองต่อการสังเคราะห์ไขมันเมื่อเซลล์อยู่ในภาวะขาดไนโตรเจน (nitrogen starvation) 
(Chen และคณะ, 2014) Hamid และคณะ (1995) รายงานว่าแคลเซียมคลอไรด์มีผลยับยั งยีสต์การ
ผลิตน ้ามันของยีสต์ L. lipofer แต่จากรายงานของ Gorain และคณะ (2013) พบว่าสาหร่าย 
Scenedesmus obliquus จะผลิตน ้ามันมากขึ นจาก 11.3% เป็น 20.0% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของ
น ้าหนักเซลล์แห้ง เมื่อเติมแคลเซียมคลอไรด์เพ่ิมขึ นจาก 0.001% เป็น 0.002% (น ้าหนัก/ปริมาตร)  

ฟอสเฟต (PO4
3-) มีบทบาทส้าคัญต่อการเพาะเลี ยงจุลินทรีย์ เพราะนอกจากจะเป็น

องค์ประกอบของกรดนิวคลีอิกในนิวคลีโอไทด์และฟอสโฟลิพิดในผนังเซลล์แล้ว ฟอสเฟตยังมี
ความส้าคัญกับกระบวนต่างๆ ของเซลล์เนื่องจากใช้ในการสังเคราะห์ Adenosine triphosphate 
(ATP) ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานของเซลล์ และ Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
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(NADPH) ซึ่งเป็นสารตั งต้นในการสังเคราะห์กรดไขมัน (Ratledge และ Wynn, 2002) เป็นต้น Wu 
และคณะ (2010) รายงานว่า Rh. toruloides Y4 ผลิตน ้ามันมากขึ นเป็น 62.2% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 
ของน ้าหนักเซลล์แห้ง เมื่อแปรผันอัตราส่วนของคาร์บอน : ฟอสฟอรัส เท่ากับ 9952 ในอาหารที่มี
อัตราส่วนคาร์บอน : ไนโตรเจน เท่ากับ 6.1 เมื่อฟอสฟอรัสถูกใช้หมดไปยีสต์จะเริ่มสะสมน ้ามันซึ่งคาด
ว่าฟอสฟอรัสมีบทบาทในการเหนี่ยวน้าการสะสมน ้ามันของยีสต์เช่นเดียวกันกับไนโตรเจน การแปร
ผันปริมาณฟอสฟอรัสจึงอาจเป็นประโยชน์ต่อการผลิตน ้ามันยีสต์ในอาหารเลี ยงเชื อที่มี C/N สูง 
Gorain และคณะ (2013) รายงานว่าการเพ่ิมปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตจาก 0.005 % 
เป็น 0.01% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ท้าให้สาหร่าย Chlorella vulgaris ผลิตน ้ามันเพ่ิมขึ นจาก 11.9% 
เป็น 27.1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ตามล้าดับ Chen และคณะ (2013) รายงานว่า
เมื่อเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.03% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ลงในไฮโดรไลเสตซังข้าวโพดจะ
ท้าให้ T. cutaneum CH002 ผลิตน ้ามันได้มากที่สุดเท่ากับ 40% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนัก
เซลล์แห้ง แต่ถ้าหากเติมมากเกินไปกลับส่งผลให้ผลิตน ้ามันน้อยลง ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองใน
งานวิจัยนี ที่พบว่าการเติมฟอสเฟตปริมาณ 0.1% น ้าหนัก/ปริมาตร ส่งผลให้ Yarrowia NG17 ผลิต
น ้ามันลดลง อาจเนื่องมาจากความไม่เหมาะสมของอัตราส่วนคาร์บอน : ฟอสฟอรัส ในไฮโดรไลเสตใบ
อ้อย จึงควรท้าการศึกษาเพ่ิมเติมโดยแปรผันปริมาณของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

 

 
รูปที่ 4 - 13 ผลของการเติม KH2PO4, CaCl2 หรือ MgSO4 รวมกัน 3 ชนิด หรือ 2 ชนิด ลงในไฮโดรไล
เซตใบอ้อยต่อการผลิตและสะสมน ้ามันภายในเซลล์ของ Yarrowia NG17 
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รูปที่ 4 - 14 ผลของการเติม KH2PO4, CaCl2 หรือ MgSO4 รวมกัน 3 ชนิด หรือ 2 ชนิด ลงในไฮโดรไล
เซตใบอ้อยต่อการเจริญของ Yarrowia NG17 
 

4.8.2 ผลของพีเอชเริ่มต้นต่อการผลิตน ้ามันของ Yarrowia NG17 ในไฮโดรไลเซตใบอ้อย 

  เมื่อเลี ยง Yarrowia NG17 ในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่แปรผันค่าพีเอชเริ่มต้นเป็น 5.0 
5.5 6.0 และ 6.5 (รูปที่ 4 - 15) พบว่า Yarrowia NG17 ผลิตน ้ามันสูงสุดที่วันที่ 3 ในทุกๆ ค่าพีเอช 
โดยสะสมน ้ามันสูงสุด 25.66% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบ
อ้อยที่มีค่าพีเอชเริ่มต้น 6.5 ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่มีค่าพีเอชต่้ากว่า ปริมาณน ้ามันที่สะสมได้จะน้อยลง
ด้วย เมื่อพิจารณาปริมาณเซลล์ (รูปที่ 4 - 16) พบว่า Yarrowia NG17 เจริญในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่
มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 6.5 ได้ดีที่สุด โดยมีปริมาณเซลล์สูงสุดเท่ากับ 21.99 กรัม/ลิตร คิดเป็นปริมาณ
น ้ามันที่ผลิตได้เท่ากับ lipid yield 5.64 กรัม/ลิตร ซึ่งสูงที่สุดเท่ากับ เมื่อน้าข้อมูลทั งหมดมาสร้าง
กราฟเพ่ือดูรูปแบบการผลิตน ้ามันของ Yarrowia NG17 ในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่มีพ่ีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 
6.5 (รูปที่ 4 - 17) พบว่า Yarrowia NG17 สะสมน ้ามันไปพร้อมกับการเจริญ (growth-associated) 
โดยใช้น ้าตาลกลูโคส 14.30 กรัม/ลิตร หมดในวันที่ 2 จากนั นจึงใช้น ้าตาลไซโลสซึ่งที่วันที่ 2 มีน ้าตาล
ไซโลสเหลือ 11.33 กรัม/ลิตร และใช้หมดในวันที่ 3 ซึ่งเป็นวันที่ยีสต์สะสมน ้ามันภายในเซลล์ได้สูง
ที่สุดเท่ากับ 25.66% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ภายหลังวันที่ 3 ปริมาณน ้ามันเริ่ม
ลดลง จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต (viable cell) มีจ้านวนคงท่ีเนื่องจากยีสต์สะสมน ้ามันภายในเซลล์จึงท้าให้
น ้าหนักเซลล์เพ่ิมขึ นซึ่งสอดคล้องกับปริมาณเซลล์ (biomass) และปริมาณน ้ามันที่เพ่ิมขึ นด้วย  
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รูปที่ 4 - 15 ปริมาณน ้ามันที่สะสมภายในเซลล์ของ Yarrowia NG17 เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเซตใบอ้อย
ทีค่่าพีเอชเริ่มต้นต่างๆ 
 

 
รูปที่ 4 - 16 ปริมาณเซลล์ของ Yarrowia NG17 เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ค่าพีเอชเริ่มต้น
ต่างๆ 
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รูปที่ 4 - 17 รูปแบบการผลิตน ้ามันของ Yarrowia sp. NG17 เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่พีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 6.5  

 
จากผลการทดลองพบว่า Yarrowia NG17 มีรูปแบบการใช้น ้าตาลกลูโคสและไซโลสเพ่ือการ

ผลิตน ้ามันแบบใช้พร้อมกัน ซึ่งใช้กลูโคสถูกเร็วกว่าเพราะเข้าสู่วิถีไกลโคไลซิสได้ง่ายกว่า  Patel และ
คณะ (2015) รายงานว่า Rh. kratochvilovae HIMPA1 มีรูปแบบการใช้น ้าตาลกลูโคส น ้าตาล
ฟรักโทส และน ้าตาลซูโครสเพ่ือการผลิตน ้ามันแบบใช้พร้อมกัน แต่สามารถใช้กลูโคสได้ในอัตราที่สูง
กว่าน ้าตาลชนิดอ่ืนใน 48 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี ยง Yang และคณะ (2014) รายงานว่า L. 
starkeyi AS 2.1560 ใช้น ้าตาลกลูโคสและน ้าตาลแมนโนสพร้อมกันซ่ึงสะสมน ้ามันในเซลล์ได้ 30.8% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง 

ยีสต์ Y. lipolytica เป็นยีสต์โอลิจินัสที่นิยมศึกษาเนื่องจากเป็นจุลินทรีย์ที่ได้รับการยอมรับ
จากองค์การอาหารและยาว่าปลอดภัย (Generally recognized as safe; GRAS) (Groenewald และ
คณะ, 2014) Tsigie และคณะ (2011) รายงานว่าเมื่อเลี ยง Y. lipolytica Po1g ในไฮโดรไลเสตชาน
อ้อยที่เตรียมโดยการปรับสภาพชานอ้อยด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เข้มข้น 2.5% (น ้าหนัก/
ปริมาตร) สามารถผลิตน ้ามันและเซลล์ได้ปริมาณ 58.5% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง 
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และ 11.42 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ Yu และคณะ (2011) รายงานว่า Y. lipolytica ATCC 20460 ผลิต
น ้ามันและเซลล์ได้ปริมาณ 4.6% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง และ 7.8 กรัม/ลิตร 
ตามล้าดับ เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตฟางข้าวที่เตรียมจากการปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรดซัลฟิวริก
เข้มข้น 2% (น ้าหนัก/ปริมาตร) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง และ Y. lipolytica YB-420 สามารถผลิตน ้ามัน
และเซลล์ได้ปริมาณ 37.9% (น ้าหนัก/ปริมาตร ) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง และ 13.4 กรัม/ลิตร 
ตามล้าดับ เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตหญ้าสวิชที่เตรียมจากการปรับสภาพหญ้าสวิชด้วยกรดซัลฟิวริก
เข้มข้น 0.936% (ปริมาตร/ปริมาตร) แล้วย่อยต่อด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส นอกจากนั น 
Y. bubula Y-63668, Y. divulgata Y-63741, Y. deformans Y-321, Y. keelungensis Y-63742 
และ  Y. porcina Y-63669 ผลิตน ้ ามันได้  9.2%, 9.3%, 10.7%, 15.6% และ 11.6% (น ้ าหนัก/
ปริมาตร) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง ตามล้าดับ (Quarterman และคณะ, 2017) จากผลการทดลอง 
Yarrowia NG17 (25.66%) สะสมน ้ามันได้น้อยกกว่า Y. lipolytica Po1g (58.5%) แต่มีปริมาณ
เซลล์มากกว่าประมาณสองเท่า ซึ่งคิดเป็นผลผลิตน ้ามันของ ของ  Yarrowia NG17 เท่ากับ 5.64 
กรัม/ลิตร ซึ่งน้อยกว่าผลผลิตน ้ามันของ Y. lipolytica Po1g (6.68 กรัม/ลิตร)  

 
4.9 ผลการวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของน ้ามัน Yarrowia NG17 เมื่อเลี ยงใน
ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 6.5 

 ผลการวิเคราะห์ชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของน ้ามันยีสต์ Yarrowia NG17 
เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 6.5 (รูปที่ 4-18) พบว่ามีกรดโอเลอิก (C18:1) 
และกรดปาล์มิติก (C16:0) เป็นองค์ประกอบหลักที่ปริมาณ 48.49% และ 22.14% ของกรดไขมัน
ทั งหมด เมื่อเปรียบเทียบชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของน ้ามันเมื่อเลี ยงเซลล์ในอาหารต่างชนิด
กัน (รูปที่ 4 - 18) คือ อาหาร High C/N (จากข้อ 4.4) และไฮโดรไลเสตใบอ้อยพีเอชเริ่มต้น 6.5 
พบว่าองค์ประกอบของน ้ามันมีความแตกต่างกันคือ น ้ามันที่ผลิตได้จากไฮโดรไลเสตใบอ้อยมีสัดส่วน
ของกรดโอเลอิกและกรดปาล์มิติกลดลง 15.80% และ 12.66% ตามล้าดับ แต่มีปริมาณกรดปาล์มิ
โตเลอิก (C16:1) เพ่ิมขึ น 3.62 เท่า ซึ่งกรดปาล์มิโตเลอิกเป็นกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวที่มีพันธะคู่ 1 
พันธะ (monounsaturated fatty acid) กรดไขมันชนิดนี เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์และเนื อเยื่อ
ไขมันในร่างกายมนุษย์ (human adipose tissue) พบปริมาณมากในน ้ามันถั่วแมคคาเดเมียและผล
ซีบัคธอร์น (sea buckthorn) ซึ่งเป็นพืชประจ้าถิ่นของประเทศออสเตรเลีย มีกรดปาล์มิโตเลอิกเป็น
องค์ประกอบในน ้ามันสูงถึง 20% ของกรดไขมันทั งหมด (Kolouchova และคณะ, 2015) กรดปาล์มิ
โตเลอิกมีประโยชน์ต่อผู้ป่วยโรคเบาหวานเพราะช่วยลดปริมาณไขมันความหนาแน่นต่้า (low density 
lipoprotein; LDL) ลดปริมาณคลอเรสเตอรอล และลดการเกิดอะพอพโทซิสของเซลล์ตับ 
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(apoptosis) ซึ่งเป็นสาเหตุส้าคัญของโรคเบาหวาน (Griel และคณะ, 2008; Morgan และ Dhayal, 
2010) นอกจากนี กรดปาล์มิโตเลอิกยังมีฤทธิ์ต้านการอักเสบของผิวหนัง (anti-inflammatory) และ
ช่วยรักษาผิวหนังที่โดนความร้อนและรังสีได้อีกด้วย (Gao และคณะ, 2003) จึงอาจเป็นอีกหนึ่ง
แนวทางในการใช้ประโยชน์จากน ้ามันยีสต์ Yarrowia NG17 ที่ผลิตจากไฮโดรเสตใบอ้อย 

 

 
รูปที่ 4 - 18 เปรียบเทียบชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบหลักในน ้ามันของ Yarrowia NG17 เมื่อ
เลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่มีพีเอช 6.5 และอาหาร High C/N 
  

Yu และคณะ (2011) รายงานกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของน ้ามัน Y. lipolytica Po1g 
เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตฟางข้าวที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 6.5 พบว่าประกอบด้วยกรดโอเลอิก 55.55% 
กรดปาล์มิติก 17.76% และกรดปาล์มิโตเลอิก 14.12% ของกรดไขมันทั งหมด ซึ่งใกล้เคียงกับ
องค์ประกอบน ้ ามันของ Yarrowia NG17 นอกจากนี ชนิดและสัดส่วนของกรดไขมันที่ เป็น
องค์ประกอบในน ้ามันยีสต์โอลิจินัสขึ นอยู่กับองค์ประกอบในอาหารเลี ยงเชื อ เช่น ชนิดของแหล่ง
คาร์บอน และสารยับยั งการเจริญของยีสต์ที่มีอยู่ ในไฮโดรไลเสต เป็นต้น น ้ามันของยีสต์ R. 
kratochvilovae HIMPA1 ที่เลี ยงในสารละลายกลูโคสเข้มข้น 4% น ้าหนัก/ปริมาตร มีกรดไขมันที่
เป็นองค์ประกอบหลักคือ กรดโอเลอิก กรดสเตียริก และกรดปาล์มิติก เท่ากับ 21.95% 20.71% และ 
17.56% ของกรดไขมันทั งหมด ตามล้าดับ แต่น ้ามันที่ผลิตได้เมื่อเลี ยงในน ้าสกัดจากฝักของต้นราช
พฤกษ์ (กลูโคส 2.9% ฟรักโทส 1.8% และไซโลส 0.4% น ้าหนัก/ปริมาตร) มีสัดส่วนของกรดปาล์
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มิติกและกรดสเตียริกเพ่ิมขึ นเท่ากับ 43.06% และ 28.74% ของกรดไขมันทั งหมด ตามล้าดับ แต่
สัดส่วนของกรดโอเลอิกลดลงเหลือ 17.34% ของกรดไขมันทั งหมด (Patel และคณะ , 2015) 
Poontawee และคณะ (2017) รายงานว่าเมื่อเลี ยง Rh. paludigenum DMKU-RE61 ในอาหารที่มี
น ้าตาลไซโลสเป็นแห่งคาร์บอน น ้ามันที่ผลิตได้จะมีสัดส่วนของกรดโอเลอิกลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับ
เมื่อเลี ยงในอาหารที่มีน ้าตาลกลูโคส หรือ น ้าตาลกลูโคสและน ้าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน 
นอกจากนี เฟอร์ฟูรัลยังส่งผลท้าให้สัดส่วนของกรดโอเลอิกในน ้ามันลดลงด้วย สอดคล้องกับสัดส่วน
ของกรดโอเลอิกที่ลดลงในน ้ามันของ Yarrowia NG17 เมื่อเลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่มีเฟอร์ฟูรัล
ปริมาณ 0.13 กรัม/ลิตร อย่างไรก็ตามชนิดกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบในน ้ามันยีสต์ Yarrowia 
NG17 มีความใกล้เคียงกับน ้ามันเมล็ดแรพซึ่งเป็นน ้ามันพืชที่นิยมน้ามาผลิตไบโอดีเซลมากที่สุด 
(Atabani และคณะ, 2012) เพราะมีกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบหลักในน ้ามันคือ กรดโอเลอิก ซึ่งมี
ปริมาณสูงถึง 55-65% ของปริมาณกรดไขมันทั งหมด กรดโอเลอิก มีชื่อทางเคมีว่า octadecenoic 
acid เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ที่มีจ้านวนคาร์บอน 18 อะตอม มีพันธะคู่ 
(double bond) 1 พันธะ ด้วยโครงสร้างทางเคมีของกรดโอเลอิกท้าให้น ้ามันดีเซลที่ผลิตได้มี
ค่าพารามิเตอร์เหมาะสมส้าหรับเครื่องยนต์ดีเซล เช่น เลขซีเทน (cetane number) จุดหลอมเหลว 
(melting point) ความคงตัวต่อออกซิเดชั่น (oxidative stability) ความหนืด (kinematic viscosity) 
และอุณภูมิการเผาไหม้ (heat of combustion) (Knothe, 2005) เป็นต้น ซึ่งน ้ามันของ Yarrowia 
NG17 ที่เลี ยงในไฮโดรไลเสตใบอ้อยมีกรดโอเลอิกเป็นองค์ประกอบหลักจึงเหมาะสมส้าหรับการผลิต
น ้ามันดีเซล 

Soccol และคณะ (2017) รายงานการผลิตน ้ามันไบโอดีเซลจากน ้ามันของ Rh. toruloides 
DEBB 5533 โดยเลี ยงแบบการหมักแบบเติม (fed-batch) ในถังหมักขนาด 1,500 ลิตร (ปริมาณการ
ท้างาน 1,000 ลิตร) โดยใช้น ้าอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถผลิตน ้ามันได้ 0.44 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง มี
กรดโอเลอิกและกรดปาล์มิติกเป็นองค์ประกอบหลักในน ้ามันของ Rh. toruloides DEBB 5533 และ
มีปริมาณผลผลิตน ้ามันมากกว่าถั่วเหลืองถึง 6 เท่า เมื่อน้าไปผลิตเป็นน ้ามันไบโอดีเซลพบว่าการเผา
ไหม้ของน ้ามันไบโอดีเซลที่ได้ปลดปล่อยมลพิษลดลง คือ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2) ก๊าซ
คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) ออกไซด์ของไนโตรเจน (NOx) และไฮโดรคาร์บอน (HC) เมื่อเทียบกับ
น ้ามันไบโอดีเซลล์ที่เตรียมจากน ้ามันถั่วเหลือง และเมื่อค้านวณต้นทุนการผลิตที่มาจาก ราคาวัตถุดิบ
ทั งหมดและค่าไฟ พบว่าน ้ามันไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ้ามันของ Rh. toruloides DEBB 5533 มีราคา
ต่้ากว่าน ้ามันไบโอดีเซลจากน ้ามันพืช จากผลการทดลอง Yarrowia NG17 มีกรดไขมันที่เป็น
องค์ประกอบหลักคือ กรดโอเลอิกและกรดปาล์มิติกเช่นกัน จึงเหมาะสมส้าหรับการน้าไปผลิตไบโอ
ดีเซล แต่ Yarrowia NG17 สามารถผลิตน ้ามันได้เพียง 0.078 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง จึงควรเพ่ิมปริมาณ
การผลิตน ้ามันซึ่งอาจท้าได้โดยการแปรผันปัจจัยอ่ืนๆ เพ่ิมเติม เช่น แปรผันอัตราส่วนคาร์บอนต่อ

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0886/unsaturated-fatty-acid-กรดไขมันไม่อิ่มตัว


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

76 

ฟอสฟอรัส และอายุของกล้าเชื อ เป็นต้น จากผลการทดลอง Yarrowia NG17 สามารถผลิตน ้ามันได้
สูงที่สุดเมื่อใช้น ้าตาลจนหมด หลังจากนั นปริมาณน ้ามันจึงค่อยๆลดลง ดังนั นการเลี ยงเซลล์แบบการ
หมักแบบเติม ซึ่งเป็นการเพ่ิมแหล่งคาร์บอนอาจช่วยให้เซลล์สามารถผลิตน ้ามันต่อไปได้
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บทที 5 สรุปผลการทดลอง 

5.1. คัดแยกยีสต์ได้ทั งหมด 106 ไอโซเลต แบ่งเป็นยีสต์ที่แยกได้จากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากร
ป่าชายเลนที่ 1 จ้านวน 29 ไอโซเลต ยีสต์ที่แยกไดจ้ากสถานีพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 จ้านวน 
58 ไอโซเลต และยีสต์ที่แยกไดจ้ากอุทยานแห่งชาติน ้าตกหงาวจ้านวน 19 ไอโซเลต  
 
5.2. การจัดจ้าแนกชนิดยีสต์โดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอที่ต้าแหน่ง D1/D2 ของยีน LSU 
rDNA พบว่าจัดอยู่ใน 15 จีนัส 25 สปีชีส์ คือ Candida akabanensis (3 สายพันธุ์) C. carpophila 
(1 สายพันธุ์) C. edaphicus (2 สายพันธุ์) C. glabrata (6 สายพันธุ์) C. orthopsilosis (6 สายพันธุ์) 
C. pseudolambica (2 ส า ย พั น ธุ์ ) C. sanitii (1 ส า ย พั น ธุ์ ) C. silvae (1 ส า ย พั น ธุ์ ) C. 
thaimueangensis (1 สายพันธุ์) C. tropicalis (11 สายพันธุ์) Cryptococcus humicola (1 สาย
พันธุ์) Cry. laurentii (1 สายพันธุ์) Cyberlindnera subsufficiens (1 สายพันธุ์) Hanseniaspora 
thailandica (1 สายพันธุ์ ) Kluyveromyces aestuarii (26 สายพันธุ์ ) Kodamaea ohmeri (1 
สายพันธุ์ ) Lachancea thermotolerans (1 สายพันธุ์) Meyerozyma caribbica (5 สายพันธุ์ ) 
Nakazawaea siamensi (1 สายพันธุ์ ) Pichia kudriavzevii (4 สายพันธุ์ ) Saccharomycopsis 
fermentans (1 ส า ย พั น ธุ์ ) Schwanniomyces vanrijiae (10 ส า ย พั น ธุ์ ) Trichosporon 
mycotoxinivorans (2 สายพันธุ์) และ Wickerhamomyces sydowiorum (3 สายพันธุ์) ซึ่งพบสปี
ชีส์ K. aestuarii มากที่สุดจากสถานีวิจัยและพัฒนาทรัพยากรป่าชายเลนที่ 1 และสถานีพัฒนา
ทรัพยากรป่าชายเลนที่ 11 และพบสปีชีส์ C. akabanensis มากที่สุดจากอุทยานแห่งชาตน ้าตกหงาว 
นอกจากนั นยั งพบยีสต์ที่อาจเป็นสปีชีส์ ใหม่จ้ านวน 4 สปีชีส์  คือ Candida sp. (1 สปีชีส์ ) 
Kurtzmaniella sp. (1 สปีชีส์) Wickerhamomyces sp. (1 สปีชีส์) และ Yarrowia sp. (1 สปีชีส์) 
 
5.3. คัดกรองยีสต์สะสมน ้ามันภายในเซลล์มากกว่าครึ่งหนึ่งของพื นที่เซลล์ด้วยวิธีย้อมสีไนล์เรดได้ 24 
สายพันธุ์ คือ C. orthopsilosis MG11-11.3, C. tropicalis จ้านวน 8 สายพันธุ์ (MG1-8, MG11-
4.1, MG11-8.2, MG11-17.3, MG11-4w.2, MG11-20w.2, MG11-20w.4 แ ล ะ  NG21), Cyb. 
subsufficiens NG8.2, Cry. humicola NG2, Cry. laurentii NG22, K. aestuarii จ้านวน 4 สาย
พันธุ์ (MG1-1, MG1-7, MG1-12.2 และ MG1-8w.3), Kurtzmaniella จ้านวน 3 สายพันธุ์ (NG4.3, 
NG5, แ ล ะ  NG6) , Lac. thermotolerans MG11-17.2, R. mucilaginosa MG11-2.3, T. 
mycotoxinivorans จ้านวน 2 สายพันธุ์ (MG11-12.3 และ NG4.1) และ Yarrowia NG17  
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5.4. คัดกรองยีสต์จากข้อ 5.3 ที่สามารถใช้น ้าตาลไซโลสเพ่ือการเจริญได้ 16 สายพันธุ์ คือ C. 
orthopsilosis MG11-11.3, C. tropicalis จ้านวน 8 สายพันธุ์  (MG1-8, MG11-4.1, MG11-8.2, 
MG11-17.3, MG11-4w.2, MG11-20w.2, MG11-20w.4 และ NG21), Cyb. subsufficiens NG8.2, 
Cry. humicola NG2, Cry. laurentii NG22, R. mucilaginosa MG11-2.3, T. mycotoxinivorans 
จ้านวน 2 สายพันธุ์ (MG11-12.3 และ NG4.1) และ Yarrowia NG17 
 
5.5 ยีสต์จากข้อ 5.4 มีคุณสมบัติเป็นยีสต์โอลิจินัสจ้านวน 5 สายพันธุ์ คือ Cry. humicola NG2, T. 
mycotoxinivorans MG11-12.3, Cyb. subsufficiens NG8.2, R. mucilaginosa MG11-2.3 และ 
Yarrowia NG17 เมื่อเลี ยงในอาหารเหลวไนโตรเจนต่้า ซึ่ง Yarrowia NG17 ผลิตน ้ามันได้สูงสุด
เท่ากับ 27.93% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง หรือคิดเป็น 5.07 กรัม/ลิตร 
 
5.6 เป็นครั งแรกที่มีการรายงานว่า Cyb. subsufficiens และ T. mycotoxinivorans เป็นยีสต์โอลิ
จินัส แต่ไม่น้า T. mycotoxinivorans MG11-12.3 มาศึกษาต่อเนื่องจากเป็นยีสต์ก่อโรค 
 
5.7 น ้ามันของ Yarrowia NG17 มีองค์ประกอบหลักเป็นกรดไขมัน 2 ชนิด คือ กรดโอเลอิก (C18:1) 
กรดปาล์มิติก (C16:0) เท่ากับ 57.59% และ 25.35% ของปริมาณกรดไขมันทั งหมด ยีสต์โอลิจินัสอ่ืน
จากข้อ 5.5 มีองค์ประกอบหลักเป็นกรดโอเลอิกและกรดปาล์มิติกเช่นเดียวกัน แต่มีความแตกต่างคือ
มีกรดลิโนเลอิก (C18:2) เป็นองค์ประกอบหลักด้วย นอกจากนี น ้ามันของ Cry. humicola NG2 และ 
Cyb. subsufficiens NG8.2 มีกรดสเตียริก (C18:0) และกรดปาล์มิโตเลอิก (C16:1) เป็นองค์ประกอบ
หลักเพ่ิมอีก 1 ชนิด ตามล้าดับ 
 
5.8 ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่เตรียมได้มีองค์ประกอบคือ น ้าตาลกลูโคส และน ้าตาลไซโลสเท่ากับ 18.7 
กรัม/ลิตร และ 19.1 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ ปริมาณไนโตรเจนทั งหมดเท่ากับ 0.6 กรัม/ลิตร ปริมาณ
เฟอร์ฟูรัล (furfural) และไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (hydroxymethylfurfural) เท่ากับ 0.13 กรัม/
ลิตร และ 0.30 กรัม/ลิตร ตามล้าดับ หลังจากปรับสภาพด้วยวิธีปรับด่างเกินพบว่าเฟอร์ฟิวรัล น ้าตาล
กลูโคส และน ้าตาลไซโลส ลดลง 23.08% 3.74% และ 3.14% ตามล้าดับ 
 
5.9 Yarrowia NG17 ผลิตน ้ามันได้สูงที่สุดทั งในไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของ
ยีสต์ (NDSLH) และในไฮโดรไลเสตที่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ (DSLH) เท่ากับ 2.30 กรัม/
ลิตร และ 2.10 กรัม/ลิตร หรือคิดเป็น 10.15% และ 9.22% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์
แห้ง 
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5.10 Yarrowia NG17 ผลิตน ้ามันได้สูงที่สุดเท่ากับ 25.66% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ของน ้าหนักเซลล์แห้ง 
มีปริมาณเซลล์สูงที่สุดเท่ากับ 21.99 กรัม/ลิตร หรือคิดเป็นปริมาณน ้ามัน 5.64 กรัม/ลิตร เมื่อเลี ยงใน
ไฮโดรไลเสตใบอ้อยที่ไม่ก้าจัดสารยับยั งการเจริญของยีสต์ (NDSLH) พีเอช 6.0 
 
5.11 น ้ามันของ Yarrowia NG17 ที่เลี ยงในภาวะเหมาะสมจากข้อ 5.10 มีองค์ประกอบหลักเป็นกรด
โอเลอิกและกรดปาล์มิติกเท่ากับ 48.49% และ 22.14% ของกรดไขมันทั งหมด ตามล้าดับ และมีกรด
ไขมันอ่ืนๆ คือ กรดปาล์มิโตเลอิก กรดสเตียริก และกรดลิโนเลอิก เท่ากับ 11.07% 7.89% และ 
6.32% ของกรดไขมันทั งหมด ตามล้าดับ ซึ่ งน ้ ามันของ Yarrowia NG17 มีชนิดไขมันที่ เป็น
องค์ประกอบหลักใกล้เคียงกับน ้ามันพืชที่ใช้ผลิตไบโอดีเซลจึงเหมาะสมส้าหรับการผลิตน ้ามันดีเซล 
 
5.12 น ้ามัน Yarrowia NG17 เลี ยงในภาวะเหมาะสมจากข้อ 5.10 มีปริมาณกรดปาล์มิโตเลอิก
เพ่ิมขึ นเท่ากับ 11.07% ของปริมาณน ้ามันทั งหมด ซึ่งเป็นกรดไขมันราคาสูงที่มีประโยชน์ทางด้าน
การแพทย ์
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ภาคผนวก ก. อาหารเลี ยงเชื อ 

1. อาหารเหลว YM 
ยีสต์สกัด    3  กรัม 
มอลต์สกัด    3  กรัม 
เบคโตเพปโตน    5  กรัม 
กลูโคส     10  กรัม 
น ้ากลั่น     1  ลิตร 
พีเอช     5.5±0.2 
 

2. อาหารเหลว YM สูตรดัดแปลงส้าหรับการคัดแยกยีสต์ 
กลูโคส      1  กรัม 
ยีสต์สกัด     0.3  กรัม 
มอลต์สกัด     0.3   กรัม 
เพปโตน     0.5   กรัม  
คลอแรมเฟนิคอล    0.0001   กรัม 
โซเดียมโพรพิโอเนต    0.025  กรัม 
น ้ากลั่น     1  ลิตร  
พีเอช      5.0±0.2 

 
3. อาหารเหลวสูตรไนโตรเจนต่้า (low-nitrogen medium; High C/N)  

กลูโคส      5   กรัม 
ยีสต์สกัด     0.1  กรัม 
แอมโมเนียมซัลเฟต    0.1  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต    0.005  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์     0.001%  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์    0.001%  กรัม 
น ้ากลั่น     1  ลิตร 
พีเอช      5.5±0.2 
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4. ไฮโดรไลเสตใบอ้อยส้าหรับเตรียมกล้าเชื อ 
  ไฮโดรไลเสตใบอ้อย   1  ลิตร 
  สารสกัดยีสต์     0.3  กรัม 
  เพปโตน     0.5   กรัม 
  ไฮโดรไลเสตใบอ้อย   1  ลิตร 

พีเอช     5.5±0.2
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ภาคผนวก ข. สารเคมี 

1. Lysis solution ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
Tris 0.5 M พีเอช 8.0   40  มิลลิลตร 

  EDTA 0.1 M พีเอช 8.0   60  มิลลิลิตร 
  10% SDS (น ้าหนัก/ปริมาตร)  10  มิลลิลิตร 
  น ้าปราศจากไอออน   90  มิลลิลิตร 
 
2. Tris 0.5 โมลาร ์พีเอช 8.0 
  Tris     60.57  กรัม 
  น ้าปราศจากไอออน   1  ลิตร 
  ปรับพีเอชด้วยกรดไฮโดรคลอริก 
 
3. EDTA 0.1 โมลาร ์พีเอช 8.0 
  EDTA     37.224  กรัม  
  ปราศจากไอออน    1  ลิตร 
  ปรับพีเอชด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  
 
4. สารละลายเอสดีเอสเข้มข้น 10% (น ้าหนัก/ปริมาตร) 
  SDS     10  กรัม 
  น ้าน ้าปราศจากไอออน   100  มิลลิลิตร 
 
5. โพแทสเซียมอะซีเตท 2.5 โมลาร์ พีเอช 7.5 
  โพแทสเซียมอะซีเตท   245.35  กรัม 
  น ้าน ้าปราศจากไอออน   1  ลิตร 
  ปรับพีเอชด้วยกรดอะซีติก 
3. สีย้อมไนล์เรด เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
  ไนล์เรด     5  มิลลิกรัม 
  อะซีโตน     100  มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ค. กราฟมาตรฐาน 

1. กราฟมาตรฐานของเฟอร์ฟูรัล วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 
 

 
รูปที่ ค - 1 กราฟมาตรฐานของเฟอร์ฟูรัลที่ช่วงความเข้มข้น 0.05 - 0.8 มก./มล. กับพื นที่ใต้กราฟ
จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 

y = 2E+08x - 1E+06
R² = 0.9982
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2. กราฟมาตรฐานของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 
 

 
รูปที่ ค - 2 กราฟมาตรฐานของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล ที่ช่วงความเข้มข้น 0.1 - 1.0 มก./มล. กับ
พื นที่ใต้กราฟจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC

y = 3E+08x - 7E+07
R² = 0.9761
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