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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา  
ไบโอดีเซลเปนพลังงานทดแทนท่ีไดรับความสนใจเปนอยางมากในปจจุบัน อยางไรก็ดีไบโอ

ดีเซลยังคงมีราคาสูงเนื่องจากราคาของวัตถุดิบท่ีมีประมาณ 75% ซ่ึงเปนขอจํากัดในการผลิตและใช
ประโยชน และการใชน้ํามันพืชผลิตไบโอดีเซลทําใหการผลิตน้ํามันเพ่ือการบริโภคลดลงและอาจขาด
แคลนพืชอาหารเนื่องจากเกษตรกรหันไปปลูกพืชน้ํามันมากข้ึนปจจุบันงานวิจัยการผลิตไบโอดีเซลจาก
จุลินทรียสวนใหญศึกษาในสาหรายขนาดเล็ก อยางไรก็ตามยีสตจัดเปนจุลินทรียชนิดหนึ่งท่ีมีศักยภาพสูง
ในการผลิตไบโอดีเซล เนื่องจากผลิตและสะสมลิปดภายในเซลลไดสูงถึง 60-70% และลิปดเปนไตรกลี
เซอไรดท่ีมีองคประกอบของกรดไขมันสวนใหญคือ กรดปาลมิติก กรดโอเลอิคและกรดสเตียริกซ่ึงมีความ
คลายกับน้ํามันจากเมล็ดพืช (Ratledge, 1981; Ratledge and James, 2002) ขอไดเปรียบของยีสต
ในดานการเพาะเลี้ยง คือ เจริญเร็ว ใชแหลงคารบอนราคาถูกได เชน ผลพลอยไดจากอุตสาหกรรม
เกษตร น้ําตาลจากวัสดุเกษตรฯ (Vega et al, 1988; Papanikolaou et al., 2001; Xue et al, 2006) 
การเพาะเลี้ยงยีสต Rhodosporidium toruloides Y4 แบบกะปอนเม่ือใชกลูโคสพบวาใหลิปดสูงถึง 
67.5% โดยน้ําหนักแหง และน้ํามันท่ีสกัดไดประกอบดวยกรดปาลมิติก กรดโอเลอิก กรดสเตียริกและ
กรดลิโนเลอิกและใชในการผลิตไบโอดีเซลได (Li et al., 2007)  ยีสตไขมันสูงไอโซเลท OYS3 เม่ือใช
กลูโคสเปนแหลงคารบอนใหปริมาณลิปด 52.7% โดยน้ําหนักแหง และลิปดมีกรดโอเลอิก กรดสเตียริก
และกรดปาลมิติกเปนองคประกอบหลักเชนเดียวกับท่ีพบในน้ํามันพืช (รัตนภรณ, 2551) ยีสตไขมันสูงท่ี
ใชในงานวิจัยนี้เปนสายพันธุท่ีคัดแยกจากตัวอยางดินในพื้นที่อนุรักษพันธุกรรมพืชเขื่อนจุฬาภรณ ท่ี
สามารถเจริญและใหลิปดสูงเม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน และอยูระหวางการพัฒนากระบวนการ
เพาะเลี้ยงเพ่ือใหมีท้ังเซลลและลิปดสูงเม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน แตการใชกลูโคสทําใหตนทุน
สูงซ่ึงเปนอุปสรรคตอการขยายขนาดการผลิตในเชิงพาณิชย ผลผลิตทางการเกษตรอ่ืนๆ เชน มันเทศ 
(Sweet potato) ซ่ึงเปนพืชอีกชนิดท่ีมีการศึกษาเพ่ือนํามาผลิตพลังงานทดแทน เชน การหมักเปนเอทา
นอลเนื่องจากมันเทศใหเปอรเซ็นตแปงสูง ลักษณะเดียวกับมันสําปะหลัง แตเปนพืชลมลุกเก็บเก่ียวระยะ
สั้นประมาณ 90 วัน สามารถนําหัวมันเทศมาใชประโยชนได สามารถปลูกหมุนเวียนสูงถึงปละ 2-3 ครั้ง 
โดยใหผลผลิตเบ้ืองตน 2-3 ตัน  /ไร  ดังนั้นมันเทศจึงเปนพืชทางเลือกหนึ่งท่ีนาสนใจนํามาใชผลิตน้ํามัน
จากจุลินทรียเพ่ือใชเปนวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงไปที่การศึกษาและพัฒนา
กระบวนการผลิตน้ํามันจากยีสตไขมันสูงเมื่อใชน้ําตาลที่ไดจากการยอยมันเทศเปนแหลงคารบอน 
จากนั้นศึกษาการผลิตไบโอดีเซล (FAMEs) จากน้ํามันยีสตดวยวิธีทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 

1.2  วัตถุประสงคการวิจัย  
เพ่ือผลิตน้ํามันหรือลิปดจากยีสตไขมันสูง  Torulaspora maleeae Y30 ท่ีแยกไดจากดินในเข่ือน
จุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ เม่ือใชน้ําตาลจากมันเทศเปนแหลงคารบอนและศึกษาการผลิตไบโอดีเซล
จากน้ํามันยีสต  
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1.3 ผลท่ีคาดวาจะไดรับ 
ไดองคความรูใหมในการพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลจากจุลินทรียโดยเฉพาะการผลิตแบบบูรณาการ

ระหวางการเพาะเลี้ยงยีสตและสาหราย โดยขอมูลท่ีจะนําไปสูการวิจัยเพ่ือพัฒนากระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลจากน้ํามันจุลินทรียท้ังสาหรายขนาดเล็กและยีสต  

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
1.4.1 ศึกษาวิธีการยอยมันเทศสดเพ่ือใหไดน้ําตาลเพ่ือใชในการเพาะเลี้ยงยีสต  
1.4.2 เพาะเลี้ยงยีสตไขมันสูงเพ่ือผลิตลิปดดวยการหมักแบบกะเม่ือใชน้ําตาลท่ีไดจากการยอย

มันเทศ (sweet potato hydrolysate: SPH) เปนแหลงคารบอน  
1.4.3 ศึกษาเบื้องตนในการผลิตไบโอดีเซลจากเซลลดวยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น   

1.5 สมมุติฐานและกรอบแนวความคิดของแผนงานวิจัย 
การผลิตน้ํามันจากจุลินทรียเพ่ือใชผลิตไบโอดีเซลนั้น สามารถเพาะเลี้ยงได 2 แบบ คือ การ

เพาะเลี้ยงเม่ือใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอน (heterotrophic cultivation) เชน การเพาะเลี้ยงยีสต
และสาหรายบางสายพันธุ และการเพาะเลี้ยงแบบสังเคราะหแสง (photoautotrophic cultivation) 
ในการเพาะเลี้ยงสาหราย การเพาะเลี้ยง heterotrophic นั้นสามารถใชสารอินทรียไดหลากหลาย
โดยท่ัวไปใชกลูโคส แตกลูโคสทําใหตนทุนสูง ดังนั้นผลผลิตทางการเกษตรท่ีมีองคประกอบเปนแปง เชน 
มันเทศ  จึงเหมาะสําหรับนํามาใชเปนแหลงคารบอนหรือสารตั้งตนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพ่ือผลิตลิ
ปดหรือน้ํามัน  

กรอบแนวคิดในการศึกษาวิจัยคือ เพื่อศึกษาศักยภาพของการผลิตลิปดหรือน้ํามันจากยีสต
ไขมันสูงเมื่อใชผลผลิตทางการเกษตรที่อายุการเพาะเลี้ยงสั้น คือ มันเทศ มาใชเปนสารตั้งตนหรือ
วัตถุดิบ และศึกษาสมบัติของน้ํามันยีสตท่ีผลิตได  
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บทที่ 2 

วรรณกรรมและงานวจิัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 การผลิตลิปดในจุลินทรียไขมันสูง 
2.1.1 กลไกการผลิตลิปดในจุลินทรีย 
ปจจุบันมีการศึกษาเก่ียวกับการผลิตลิปดหรือไขมันและน้ํามันจากจุลินทรียกันอยางแพรหลาย

และพบวาจุลินทรียท่ีสามารถผลิตลิปดไดนั้นมีท้ังแบคทีเรีย รา ยีสตและสาหรายขนาดเล็ก โดยจุลินทรีย
แตละชนิดมีขอดีแตกตางกันในการท่ีจะนํามาผลิตไขมันพ่ือใชเปนเชื้อเพลิงชีวภาพ ลิปดท่ีไดจาก
จุลินทรียจะเรียกวาไขมันเซลลเดียวหรือน้ํามันเซลลเดียว (single cell oils: SCOs) ซ่ึงมักเปนน้ํามันท่ี
บริโภคได (edible oil) มีองคประกอบคลายน้ํามันจากเมล็ดพืชโดยองคประกอบหลักคือไตรกลีเซอไรด
หรือไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol : TAG) ซ่ึงจะอยูในรูปหยดน้ํามันเล็กๆ (microdroplet oil) 
ภายในเซลล  จุลินทรียท่ีผลิตไขมันไดเรียกวาเปนจุลินทรียไขมันสูง (oleaginous microorganisms) 
โดยลิปดท่ีผลิตไดตองมีปริมาณ 20% โดยน้ําหนักแหงข้ึนไป สวนจุลินทรียท่ีสะสมลิปดภายในเซลลนอย
กวา 20% โดยน้ําหนักแหง เรียกวาเปนจุลินทรีย ท่ีไมใชจุลินทรียไขมันสูง (non-oleaginous 
microorganisms) การผลิตน้ํามันจากจุลินทรียเริ่มตนตั้งแต ค.ศ. 1980 เพ่ือใชทดแทนน้ํามัน cocoa 
butter ท่ีมีการผลิตในปริมาณต่ําแตความตองการสูง โดยยีสต Rhodosporium toruloides และ 
Cryptococcus curvatus ซ่ึงผลิตกรดไขมันท่ีมีสมบัติคลายกับกรดไขมันใน cocoa butter คือ เปน
กลุมไตรกลีเซอรอลท่ีประกอบดวยสเตียเรท (stearate) โอลิเอท (oleate) และปาลมิเตท (palmitate) 
(Ratledge, 1981; Ratledge, 1991; Ratledge, 2004)  

ลิปด (lipids) เปนสารชีวโมเลกุลท่ีมีอยูในสิ่งมีชีวิตและมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา แตละลายไดใน
ตัวทําละลายอินทรียชนิดไมมีข้ัว (non-polar) เชน คลอโรฟอรม (chloroform) อีเทอร (ether) ได
เอธิลอีเธอร (diethylether) ปโตรเลียมอีเธอร (petroleumether) เบนซิน (benzene) และเฮกเซน 
(hexane) เปนตน และชนิดมีข้ัวนอย เชน แอลกอฮอล อะซีโตน เปนตน ในโมเลกุลของลิปดจะ
ประกอบดวยสวนท่ีเปนไฮโดรคารบอนซ่ึงมีลักษณะไมมีข้ัวมีคุณสมบัติไมชอบน้ํา (hydrophobicity) อยู
ในโครงสราง ลิปดบางชนิดจะมีหมูท่ีมีข้ัวซ่ึงมีคุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilicity) ตอกับสวนไมมีข้ัว ทํา
ใหสมบัติลิปดนั้นมีลักษณะเปนแอมฟไฟล (amphiphile or amphipathic molecule) ลิปดทําหนาท่ีท่ี
สําคัญในสิ่งมีชีวิต เชน เปนโครงสรางของเมมเบรนชนิดตางๆ เปนแหลงพลังงาน และหนาท่ีเฉพาะอ่ืนๆ 
ท่ีจําเปนตอการดํารงชีพ ปจจุบันมีการจําแนกชนิดของลิปดออกเปน 3 กลุมใหญๆ  (ดวง, 2534; 
ประหยัด, 2537) คือ  

1) ลิปดธรรมดา (simple lipids) เปนเอสเทอรของกรดไขมันกับแอลกอฮอลชนิดตางๆ ไดแก 
ไขมัน (fats) และไข (waxes) ไขมันเปนเอสเทอรของกรดไขมันกับกลีเซอรอลเม่ือเปนของเหลวท่ี
อุณหภูมิหองเรียกวาน้ํามัน (oils) สวนไขเปนเอสเทอรของกรดไขมันกับ monohydric alcohol 

2) ลิปดเชิงประกอบ (compound lipids) เปนเอสเทอรของกรดไขมันกับแอลกอฮอลและมี
สารอ่ืนๆ รวมอยูดวย ไดแก ฟอสฟอลิปด (phospholipids) ไกลโคลิปด (glycolipids)  
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3) อนุพันธลิปด (derived lipids) เปนสารประกอบท่ีไดจากการเกิดไฮโดรไลซีส (hydrolysis) 
ของลิปดธรรมดาและลิปดเชิงประกอบ ไดแก กรดไขมัน กลีเซอรอล โมโนกลีเซอไรด ไตรกลีเซอไรด 
สเตียรอยด คลอเลสเตอรอล คาโรตีนอยด เปนตน  
 การสะสมลิปดในจุลินทรียตองเลี้ยงจุลินทรียในสภาวะท่ีมีปริมาณแหลงคารบอนเกินพอและ
จํากัดปริมาณไนโตรเจน ดังนั้นจุลินทรียท่ีสามารถผลิตและสะสมลิปดจํานวนมากๆ ในเซลลตองสามารถ
เขาสูการสังเคราะหลิปดไดทันที โดยจุลินทรียท่ีสังเคราะหลิปดตองมีสมบัติดังนี้ มีความสามารถในการ
ผลิต acetyl-CoA ไดอยางตอเนื่องภายในเซลลซ่ึงจะเปนสารตั้งตนสําหรับการสังเคราะหกรดไขมัน และ
มีความสามารถในการผลิต NADPH มากเพียงพอเพ่ือใชในการสังเคราะหกรดไขมัน การสังเคราะห 
acetyl-CoA ในจุลินทรียไขมันสูงจะเกิดข้ึนเม่ือมีเอนไซม ATP:citrate lyase (ACL) ซ่ึงจะไมพบใน
จุลินทรียท่ีไมใชจุลินทรียไขมันสูง (Ratledge, 1981; Ratledge, 2004) ดังสมการท่ี (1)  
 
Citrate + CoA + ATP   acetyl-CoA + oxaloacetate + ADP+ Pi (1) 
 

เพ่ือใหปฏิกิริยาเกิดข้ึนอยางรวดเร็วจะตองมีกรดซิตริค (citric acid) ในปริมาณท่ีเพียงพอซ่ึง
กรดดังกลาวผลิตไดจากวัฏจักรไตรคารบอกซิลิค (tricarboxylic acid cycle : TCA)  ซ่ึงเกิดข้ึนภายใน
ไมโตรคอนเดรียของเซลล โดยคุณสมบัติประการหนึ่งท่ีสําคัญของจุลินทรียไขมันสูงคือสามารถสะสมกรด
ซิตริคภายในเซลลไดดีเนื่องจากถูกควบคุมโดยกิจกรรมของเอนไซม isocitrate dehydrogenase เม่ือมี 
AMP (adenosine monophosphate) เกิดข้ึนใน TCA cycle โดยปริมาณความเขมขนของ AMP จะ
ถูกควบคุมโดยเอนไซม AMP deaminase (Ratledge,1991; Ratledge, 2004) ดังสมการท่ี (2)  

 
AMP   inosine 5’-monophosphate + NH3   (2) 
 
การสังเคราะหลิปดของจุลินทรียจะเกิดไดดีเม่ือมีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ซ่ึงจะไปสงเสริมการสราง acetyl-CoA เม่ือปริมาณไนโตรเจนจํากัดเซลลจะมีกิจกรรมของเอนไซม AMP 
deaminase เพ่ิมข้ึนเปน 5 เทาของการเลี้ยงเซลลในสภาวะท่ีไมมีการจํากัดไนโตรเจน  การเพ่ิมกิจกรรม
ของ AMP deaminase จะลดการสะสมของ AMP ภายในเซลลและในไมโตรคอนเดรีย การลดลงของ 
AMP ในไมโตรคอนเดรียจะไประงับหรือหยุดกิจกรรมของเอนไซม  isocitatre dehydrogenase 
เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซมชนิดนี้ข้ึนกับปริมาณของ AMP ผลท่ีไดคือ isocitatre จะไมถูกเปลี่ยนแต
จะสะสมภายในไมโตรคอนเดรียในรูปของ citrate จากนั้น citrate จะถูกสงไปสูไซโตรพลาสซึม 
(cytosol) จากนั้นถูกสลายดวยเอนไซม ATP:citrate lyase (ACL) ไดเปน acetyl-CoA และ 
oxaloacetate จากนั้น acetyl-CoA จะถูกนําไปสังเคราะหกรดไขมัน สวน oxaloacetate จะถูก
เปลี่ยนไปเปน malate โดยเอนไซม malate dehydrogenase จากนั้นจะถูกสงเขาไปในไมโตรคอนเด
รีย เพ่ือทําหนาท่ีในการสง citrate จากไมโตรคอนเดรียออกสูไซโตรพลาสซึม (Ratledge, 2004) ดังรปู
ท่ี  2.1 

การสังเคราะหกรดไขมันท่ีมีคารบอน 18 อะตอมจํานวน 1 โมลตองการ NADPH จํานวน 16 
โมล แหลงของ NADPH สําหรับการสังเคราะหกรดไขมันท่ีสําคัญคือเอนไซม malic ดังสมการท่ี (3) 

 
Malate + NADP+   pyruvate + CO2 + NADPH   (3)  
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เอนไซม malic พบมากในจุลินทรียไขมันสูง ซ่ึงจะทําใหเกิด metabolon complex โดย

ประกอบดวย ACL และ fatty acid synthase (FAS) เพ่ือทําหนาท่ีเปลี่ยน acetyl-CoA เปนกรดไขมัน
และจากนั้นกรดไขมันจะรวมกับกลีเซอรอลไดเปนไตรเอซิลกลีเซอรอลและสะสมในเมมเบรนของ 
endoplasmic recticulum ในรูปของ fatty acid droplets (C16 :0) จากนั้นมีการเพ่ิมจํานวน
คารบอนอะตอมและเพ่ิมพันธะคูไดเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวอยางยิ่งยวดสายยาว 
(long chain polyunsaturated fatty acids: LCPUFAs) (Ratledge, 2004) การสังเคราะหกรดไขมัน
ในจุลินทรียจะเริ่มจากการสังเคราะหกรดปาลมิติค (C16:0) จาก acetyl-CoA และ NADPH โดยเกิดข้ึน
ในไซโตพลาสซึม  สวน acetyl-CoA ซ่ึงอยูในไมโตรคอนเดรียจะถูกสงออกมาท่ีไซโตรพลาสซึมโดยอาศัย 
citrate จากนั้นเขาสูการสังเคราะหกรดไขมันในไซโตพลาสซึมโดยการควบคุมของเอนไซม fatty acid 
synthase เริ่มจาก acetyl-CoA ทําปฏิกิริยากับ CO2 ไดเปน malonyl CoA โดยใชพลังงานจาก ATP 
จากนั้น acetyl-CoA และ malonyl-CoA จะทําปฏิกิริยากับ Acyl carrier protein (ACP) ไดเปน 
acetyl-ACP และ malonyl-ACP ซ่ึงจะรวมกันได Acyl ACP (C4) และใช NADPH 2 โมเลกุล จากนั้น
ปฏิกิริยาจะดําเนินซํ้าแบบเดิมจํานวน 4 ข้ันตอน จนไดกรดปาลมิติค (Ratledge and Evans, 1989 ; 
Ratledge, 1991; Ratledge, 2004 ; Tehlivets et al., 2007) ดังรูปท่ี 2.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Net carbon balance: pyruvate   acetyl-CoA + CO2 
Net reaction for NADPH production: NADP + NADP+ + ATP    NAD+ + NADPH + Pi 

รูปท่ี 2.1 แสดงการวัฏจักรของ citrate/malate cycle ในจุลินทรียไขมันสูง, Enzymes : 1, pyruvate 
decarboxylase; 2, malate dehydrogenase; 3, malic enzyme; 4, pyruvate dehydrogenase; 
5, citrate synthase; 6, ATP:citrate lyase; 7, citrate/malate translocase. (Ratledge, 2004) 
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       ATP  ADP+ Pi 

Acetyl-CoA     Malonyl-CoA   
   CO2  
Acetyl-ACP     Malonyl-ACP 

        CO2 
3 keto-acyl-ACP 

NADPH 
NADP+ 

D-3-hydroxy-ACP 
    H2O 

∆2,3-trans-enol-ACP 
NADPH 
NADP+ 

Acyl-ACP (C4)  
       Malonyl CoA 
       2 NADPH 
      C6  
 
      C8       C10 C12      C14  C16 (palmitic acid) 

 

รูปท่ี 2.2 การสังเคราะหกรดไขมันปาลมิติคในไซโตพลาสซึม  
ท่ีมา ดัดแปลงจาก Ratledge and Evans, 1989 
  

กรดไขมันท่ีสิ่งมีชีวิตสังเคราะหข้ึนมาสวนใหญเปนกรดไขมันอ่ิมตัวท่ีมีคารบอน 16 หรือ 18 
อะตอม จากนั้นกรดไขมันเหลานี้จะถูกเปลี่ยนไปเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวโดยเอนไซม desaturases และ 
elongases การเพ่ิมพันธะคูในกรดไขมันจะเริ่มจาก palmitoyl-CoA (palmitic acid, C16 :0) 
เปลี่ยนเปน stearoyl-CoA (C18 :0) จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน oleoyl-CoA (oleic acid, C18 :1)  การ
เพ่ิมพันธะคูในกรดไขมันจะมีปฏิกิริยา chain elongation โดยเอนไซม elongase ทําหนาท่ีเพ่ิมจํานวน
คารบอนอะตอมและ desaturation โดยเอนไซม desaturase ทําหนาท่ีในการเพ่ิมหรือเติมพันธะคู 
ตามลําดับ จากนั้นกระบวนการก็จะดําเนินการในการเพ่ิมจํานวนคารบอนอะตอมและพันธะคูไปเรื่อยๆ 
จนไดกรดไขมันไมอ่ิมตัวสายยาว (LCPUFAs) การสรางพันธะคูในกรดไขมันโดยการใชออกซิเจนและ
อาศัย electron transport system เรียกระบบนี้วา microsomal desaturase system เชน 
palmitoyl-CoA (C16:0) เปลี่ยนเปน palmitoleyl-CoA (C16:1) โดยอาศัยออกซิเจนและ NADPH 
โดยปฏิกิริยานี้เกิดใน endoplasmic reticulum ยีสตมีแนวโนมในการผลิตเพียง mono-unsaturated 
fatty acid และ di-unsaturated fatty acid ของ C16 และ C18 (Ratledge and Evans, 1989; 
Ratledge, 2004) 

4 

1 = Acetyl-CoA carboxylase 
2= Acetyl Transferase 
3= Malonyl transferase 
4= Synthetase  
5= Reductase 
6= Hydratase 
7= Reductase  7 

6 

5 

3 2 

1 
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กรดไขมันท่ีสังเคราะหไดในจุลินทรียจะเก็บสะสมในรูปของไตรกลีเซอไรดและฟอสโฟกลีเซอไรด 
เนื่องจากกรดไขมันละลายน้ําไดยากและจะอยูในรูปไมเซลล (micelle) อีกท้ังคุณสมบัติของการเปนกรด
และเปน oxidizing agent ซ่ึงเปนพิษตอเซลล จึงสรางพันธะเอสเทอรกับสารประกอบอ่ืนๆ ซ่ึงพบวา
สวนใหญเปนกลีเซอรอล ไดเปนกลีเซอไรด  โดย fatty acyl-CoA รวมตัวกับ glycerol-3-phosphate 
เกิดเปน phosphatidate เม่ือกําจัดหมูฟอสเฟตออกไปจะไดกลีเซอไรดซ่ึงสามารถรวมตัวกับสารอ่ืน 
เชน โคลีน (choline) ซีรีน (serine) และอิโนซิทอล (inositol) กลายเปนฟอสโฟกลีเซอไรด  
(phosphoglyceride) แตการรวมตัวกันนั้น phosphatidate จะถูกเปลี่ยนไปเปนรูป active form ใน
รูปอนุพันธของ cytidine diphosphate (CDP) คือ CDP-diacylglycerol แลวจึงรวมกับสารอ่ืนๆ 
(Ratledge and Evans, 1989; Ratledge, 2004) ดังรูปท่ี  2.3 

 
Glycerol-3-phosphate 

  2 fatty acyl-CoA 
          2 CoASH      CTP  PPi 

Phosphatidate      CDP-diacylglycerol 
         H2O    CTP      Pi  
           Pi   ROH       CDP-OR   ROH 

Diglyceride 
     fatty acyl-CoA              cAMP             
CMP 

   CoASH 
Triglyceride      Phosphoglyceride  

 

รูปท่ี  2.3 การสังเคราะหไตรกลีเซอไรดและฟอสโฟกลีเซอไรด  
ท่ีมา ดัดแปลงจาก Ratledge and Evans (1989)  
 

2.1.2 คุณสมบัติของจุลินทรียที่มีศักยภาพในการผลิตน้ํามันชีวภาพ    
คุณสมบัติโดยท่ัวไปของจุลินทรียท่ีสามารถผลิตน้ํามันในระดับอุตสาหกรรมไมแตกตางจาก

จุลินทรียท่ีผลิตสารหรือผลิตภัณฑอ่ืนๆ ในระดับอุตสาหกรรม กลาวคือ จุลินทรียตองมีความเสถียรทาง
พันธุกรรมนั่นคือใหผลิตภัณฑคงท่ีเม่ือใชผลิตสารนั้นๆ เปนเวลานานๆ  จุลินทรียตองไมเปนจุลินทรียกอ
โรค (pathogenic microorganisms) หรือผลิตสารพิษซ่ึงท้ังสองลักษณะตองปลอดภัยตอผูทํางานใน
โรงงานท่ีผลิตและปลอดภัยตอการนําไปเปนสวนประกอบของอาหารคน อาหารสัตวหรือผลิตภัณฑยา 
สําหรับการหมักแบบตองการอากาศ (aerobic fermentation)  จุลินทรียนั้นตองมีความทนตอแรง
เฉือนจากการกวน การใหอากาศและการผสมผสาน จุลินทรียตองมีอัตราการเจริญสูงและใหผลิตภัณฑ
สูง และคุณสมบัติท่ีพึงประสงคอยางยิ่งของจุลินทรียท่ีสามารถนํามาผลิตน้ํามันในระดับอุตสาหกรรมมี
ดังนี้ มีความสามารถในการสะสมลิปดในปริมาณสูง สามารถเจริญแบบ heterotrophic growth กรณีท่ี
จุลินทรียนั้นคัดแยกมาจากน้ําทะเลตองสามารถเจริญไดดีในท่ีมีความเขมขนของเกลือต่ําๆ สามารถเจริญ
และใหผลผลิตไดในท่ีมีอุณหภูมิสูงมากกวา 30°C ผลิตและสะสมลิปดเปนสวนประกอบหลัก และลิปดท่ี
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ไดตองอยูในรูปไตรกลีเซอไรดและน้ํามันท่ีผลิตไดตองสามารสกัดออกจากเซลลไดงาย (Ratledge, 
2004) 

2.1.3 ลิปดที่พบในยีสต   
ยีสต (yeast) คือ รากลุมหนึ่งท่ีสวนใหญเปนเซลลเดี่ยว มีรูปรางหลายแบบ เชน รูปรางกลม รี 

สามเหลี่ยม รูปรางแบบมะนาว ฝรั่ง เปนตน สวนใหญมีการสืบพันธแบบไมอาศัยเพศ โดยวิธีการแตก
หนอ พบท่ัวไปในธรรมชาติในดิน ในน้ํา ในสวนตางๆของพืช ยีสตบางชนิดพบอยูกับแมลงและใน
กระเพาะของสัตวบางชนิด แตแหลงท่ียีสตอยูบอยๆคือแหลงท่ีมีน้ําตาลตวามเขมขนสูง เชน น้ําผลไมท่ีมี
รสหวาน ยีสตท่ีมีอยูตามธรรมชาติมักจะปนลงไปในอาหาร เปนเหตุใหอาหารเนาเสียไดยีสตเปน
จุลินทรียพวกยูคาริโอต ยีสตมีการใชในอุตสาหกรรมมานาน เชน การผลิตโปรตีนเซลลเดียว (single 
cell protein : SCP) ใชในการผลิตขนมปง การผลิตแอลกอฮอลผานกระบวนการหมัก เปนตน  สําหรับ
ยีสตหลายสายพันธุพบวามีการสะสมลิปดภายในเซลลไดในปริมาณสูงถึง 60-70 % และขอไดเปรียบ
ของยีสตคือสามารถเจริญไดเร็วและเก็บเก่ียวเซลลไดงายโดยการปนเหวี่ยง  ยีสตมีอัตราการเจริญสูงและ
มีการสะสมลิปดสูงภายในเซลลเม่ือเปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอ่ืน ตัวอยางยีสตไขมันสูง เชน 
Yarrowia lipolytica, Cryptococcus sp., Rhodotolura sp. และนอกจากนั้นน้ํามันท่ีผลิตจากยีสต
มีคุณสมบัติของ triacylglycerol fraction คลายกับน้ํามันพืชโดยเฉพาะน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตสาย
พันธุ Cryptococcus curvatus (Candida curvata D) (Meesters et al., 1996; Gill et l., 1997; 
Li et al., 2007) 

กรดไขมันท่ีผลิตโดยยีสตสวนใหญเปน C16 และ C18 โดยสะสมอยูในรูปไตรกลีเซอไรด 
(triglyceride) หรือไตรเอซิลกลีเซอไรด (triacylglyceride) นอกนั้นจะอยูในรูปฟอสฟอลิปด 
(phospholipids) สเตียรอล (sterol)  และเอสเทอรของสเตรียรอล (sterol ester) ซ่ึงโดยท่ัวไปจะเห็น
วาลิปดท่ีไดจากยีสตเหลานี้มีองคประกอบของกรดไขมันคลายกับน้ํามันพืช ดังตารางท่ี 2.1 ดังนั้นจึงมี
ความเปนไปไดในการนําเอาน้ํามันจากยีสตมาใชเปนแหลงพลังงานทดแทนอีกแหลงหนึ่งนอกเหนือจาก
พืชน้ํามัน นอกจากนั้นแลวยีสตและเชื้อรายังมีคุณสมบัติอ่ืนๆ ท่ีเหมาะสมในการท่ีจะคัดเลือกเพ่ือ
นํามาใชในการผลิตลิปด คือ สามารถเจริญไดเร็วใหความหนาแนนของเซลลสูง (high cell density) ให
ผลผลิตสูง นอกจากนั้นยังสามารถใชวัตถุดิบราคาถูกในการเจริญ ทําการเก็บเก่ียวเซลลไดงาย เชน โดย
การกรองหรือการปนเหวี่ยง การสกัดน้ํามันออกจากเซลลทําไดงาย (Rotledge and Tan,1990) 

 
ตารางท่ี 2.1 เปรียบเทียบกรดไขมันจากยีสตไขมันสูงกับกรดไขมันท่ีพบในน้ํามันพืชชนิดตางๆ   
แหลงของลิปด  รอยละของกรดไขมันที่พบ 

12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0  
Candida 107  2 3 37 1 11 35 8 0 3 
Rhodotorula gracilis  0 1 18 1 6 41 24 1 9 
Palm oil 2 3 37 2 6 38 10 0 0 
Soybean oil  0 0.1 10.5 0 3.2 22.3 54.5 8.3 0.2 
Sunflower oil  0 0.1 6.7 0 2 12.9 77.5 0 0.5  
Olive oil 0 0 16.9 1.8 2.7 61.9 14.8 0.6 0.4  
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ลิปดท่ีพบในยีสต (intracellular lipid) สวนใหญจะสะสมอยู ท่ีเซลลเมมเบรน แตใน 
oleaginous yeast จะพบวาลิปดอยูในรูปหยดไขมัน (fat droplet) หรือหยดน้ํามัน (oil droplet) อยู
ภายในเซลล ลิปดท่ีพบในยีสตประกอบดวยกลีเซอไรด (glyceride) ฟอสฟอลิปด (phospholipids) 
ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) สฟงโกลิปด (sphingolipids) และสเตียรอยด  (steroid compound)  
ตัวอยางยีสตไขมันสูงแสดงดังตารางท่ี 2.2  ชนิดและปริมาณของลิปดท่ีพบจะแตกตางกันไปข้ึนกับสาย
พันธุยีสต สารอาหาร และสภาวะตางๆ ท่ีใชในการเลี้ยง เชน อุณหภูมิ  pH เปนตน (Rotledge and 
Tan,1990) โดยลิปดท่ีพบในยีสตแสดงดังตารางท่ี 2.3 

 
ตารางท่ี 2.2 แสดงสายพันธยีสตไขมันสูงและปริมาณน้ํามันท่ีผลิตไดสูงสุด   

สายพันธุยีสต ปริมาณน้ํามันสูงสุด  (%โดยน้ําหนักแหง) 

Candida curvata D 58 
Cryptococcus albidus var. albidus  65 
Endomycopsis vernalis 65 
Lipomyces lipoter 64 
Lipomyces starkeyi 63 
Rhodosporidium glutinis 72 
Yarrowia lipolytica  36 

ท่ีมา : Rotledge and Tan (1990)  
 
ตารางท่ี 2.3 องคประกอบของลิปดในยีสตไขมันสูงบางสายพันธุ  

สายพันธุยีสต ปริมาณและชนิดของลิปด (%โดยน้ําหนักแหง) 
TG DG MG FFA S SE PL G  

Cryptococcus albidus 92 2.5 1 3 1 1 2 - 
Lipomyces stakeyi 95 1 - <1 1 - 3 - 
Rhodotorula glutinis 67 - - 4 2 7 11 6 
Tricosporon pullulans 82 1 - - 10 1 4 - 

TG: Triglyceride, DG: diglyceride, MG: monoglyceride, FFA: free fatty acid, S: sterol, SE: sterol ester, 
PL: phospholipids, G: glycolipid  

ท่ีมา : Rotledge and Tan (1990)  
 
 กลีเซอไรดเปนเอสเทอรของกรดไขมันกับกลีเซอรอล ซ่ึงหมูไฮดรอกซิลของกลีเซอรอลจะถูก
แทนท่ีดวยกรดไขมันตั้งแต 1, 2 และ 3 ตําแหนง  ซ่ึงเรียกวา โมโนกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด และไตรกลี
เซอไรด ตามลําดับ โดยกลีเซอไรดเปนลิปดท่ีพบมากท่ีสุดในเซลลคือ มีถึง 80 % ของลิปดท้ังหมด และ
กลีเซอไรดท่ีพบมากท่ีสุดคือ ไตรกลีเซอไรด โดยกรดไขมันท่ีพบในไตรกลีเซอไรดในยีสตท่ีพบมีจํานวน
คารบอนอะตอมตั้งแต 8-24 อะตอม โดยชนิดท่ีมีคารบอนอะตอม 16-18 อะตอม (C16, C18) พบมาก
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ท่ีสุดโดยมีท้ังกรดไขมันอ่ิมตัวและไมอ่ิมตัว โดยองคประกอบของลิปดในยีสตไขมันสูงแสดงดังตารางท่ี 
2.4  
 
ตารางท่ี 2.4 ชนิดของกรดไขมันท่ีพบในยีสตไขมันสูงสายพันธุตางๆ   

สายพนัธุ ปริมาณของกรดไขมัน (% โดยน้ําหนักแหง) 
16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 18:4 20:0 22:0 23:0 24:0 

Candida 107 44 5 8 31 9 1 - - - - - 
Candida curvata  25 - 10 57 7 - - - - - - 
Cryptococcus albidus  16 1 3 56 - 3 - 7 12 - - 
Lipomyces lipoter 37 4 7 48 3 - - - - - - 
Rhodosporidium toruloides 18 3 3 66 - - - - - 3 6 
Rhodotorula glutinis 10 9 - 19 44 16 - - - - - 
Trichosporon ceutanium 13 - 22 50 - - - - - - - 

ท่ีมา : Rotledge and Tan (1990)  

 

2.1.4 ปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณและองคประกอบของกรดไขมันในยีสต  
1) อาหารเล้ียงเช้ือ (Culture medium/nutrients) สารอาหารหลักท่ีมีผลตอการผลิตลิปด

ของยีสต คือ แหลงคารบอนและไนโตรเจน โดยเม่ือเลี้ยงยีสตในอาหารท่ีมีแหลงคารบอนตางกัน ปริมาณ
และชนิดของกรดไขมันท่ีผลิตโดยยีสตสายพันธุนั้นๆ จะแตกตางกัน  เชน ยีสต Candida 107 เม่ือเจริญ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนใหปริมาณลิปด 42 % โดยน้ําหนัก และกรดไขมันท่ีพบ
สวนใหญคือ กรดปาลมิติก (C16 :0) และกรดโอเลอิค (C18 :1) ในขณะท่ีเม่ือเจริญบนอาหารท่ีมี 
Hexadecane เปนแหลงคารบอนใหปริมาณลิปด 19 % โดยน้ําแหง และกรดไขมันท่ีพบสวนใหญคือ 
กรดลิโนเลอิค  (C18 :2)   ยีสต Cryptococcus albidus var. albidus เม่ือเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคส
และไซโลสเปนแหลงคารบอน และ NHR4RCl, (NHR4R)R2RSOR4R ,Urea เปนแหลงไนโตรเจน พบกรดโอเลอิก 
(C18 :1) เปนองคประกอบหลักของกรดไขมันท่ีพบ  

2) pH ระดับ pH ท่ีเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงสาหรายอยูท่ี 7-9  การใหคารบอนไดออกไซดใน
ระหวางการเพาะเลี้ยงอาจทําให pH ข้ึนถึง 9 ยีสตเจริญไดดีในอาหารท่ีมี pH 4.5-5.5  

3) การกวนและการผสมผสาน (Aeration and mixing) เม่ือมีการใหอากาศเพ่ิมข้ึนพบวายีสตมี
การผลิตเซลลและปริมาณลิปดเพ่ิมข้ึน อุณหภูมิลดลงพบวาจะมีผลทําใหปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวมี
ปริมาณเพ่ิมข้ึน การกวนทําใหเกิดการผสมผสานอยางท่ัวถึงระหวางเซลลสาหรายและอาหารเลี้ยงเชื้อ
และเพ่ือปองกันการตกตะกอนและใหเซลลสาหรายไดรับแสงในปริมาณเทาๆ กัน และเพ่ือปองกันการ
สะสมของความรอนในระบบและลดการสะสมของออกซิเจน  

4) ระยะเวลาและระบบการเพาะเล้ียง การเลี้ยงยีสตดวยการหมักแบบกะพบวายีสตเม่ือเขาสูชวง
ทายของการเจริญ (growth phase) พบวาเซลลมีการผลิตและละสมลิปดสูงสุด โดยปกติเม่ือเซลลผลิตลิ
ปดจะใหปริมาณเซลล (biomass) ต่ํา ดังนั้นเพ่ือเพ่ิมการผลิตเซลลและลิปดใหสูงข้ึนจึงมีมีการเพาะเลี้ยง
เซลลแบบกะปอน (fed-batch cultivation) โดยเปนระบบท่ีผลดีท้ังปริมาณเซลลและลิปดในเวลา
เดียวกันโดยไมมีผลของการยับยั้งการเจริญของสารอาหารท่ีมีความเขมขนสูง 
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 การเพาะเลี้ยงยีสต  C. curvatus ดวยการหมักแบบกะปอนในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลูโคสและ
จํากัดปริมาณไนโตรเจนพบวายีสตมีการสะสมลิปดภายในเซลลสูงถึง 53% ในเวลา 172 ชั่วโมง น้ํามันท่ี
ผลิตไดประกอบดวยกรดโอเลอิก กรดปาลมิติกและกรดสเตียริก (Hassan et al, 1996)  ยีสต 
Rhodotorula glutinis IIP-30 เม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนดวยการหมักแบบกะ
ปอนภายใตการจํากัดปริมาณไนโตรเจนใหผลผลิตลิปดสูงสุด 66% โดยน้ําหนักแหง เม่ือเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 
30°C และ pH 4.0 (Johnson et al., 1992)  เม่ือเลี้ยงยีสต Candida  curvata  ในน้ําสกัดจากกลวย
ดวยการหมักแบบกะปอนพบเซลลมีอัตราการเจริญสูงและมีการสะสมลิปด 30% ของน้ําหนักเซลลแหง 
(Vega et al, 1988)   
 ยีสต R. toruloides มีการสะสมลิปดภายในเซลลสูงถึง 76% ของน้ําหนักเซลลแหงเม่ือเลี้ยงใน
อาหารท่ีมีกลูโคส 70 กรัม/ลิตร (Li et al, 2006)  รายงานการศึกษาการผลิตลิปดของยีสตสายพันธุ 
Rhodotorula glutinis, Candida utilis, Saccharomyces cerevisiae โดยใชน้ําท้ิงจากการผลิตผงชู
รสพบวา R. glutinis มีการเจริญและสะสมลิปดสูงภายในเซลลและน้ํามันท่ีสกัดไดจากยีสตเม่ือผาน
กระบวนการ transesterification แลวมีคุณสมบัติท่ีสามารถนํามาใชผลิตไบโอดีเซลได  )Xue et al, 
2006  ( การเพาะเลี้ยงยีสต Rhodosporidium toruloides Y4 ในการหมักแบบกะปอนเม่ือใชน้ําตาล
กลูโคสเปนแหลงคารบอนพบวาเซลลสะสมลิปดสูงถึง 67.5% โดยน้ําหนักแหง และใหผลผลิตลิปด 
(lipid productivity) เทากับ 0.54 กรัมลิปด/ลิตร/ชั่วโมง และน้ํามันท่ีสกัดไดประกอบดวยกรดไขมัน
หลักๆ คือ กรดปาลมิติก กรดโอเลอิก กรดสเตียริกและกรดลิโนเลอิก ซ่ึงใชในการผลิตไบโอดีเซลได (Li 
et al., 2007)  ยีสตไอโซเลท OYS3 เม่ือเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคส 90 กรัม/ลิตร ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 8 
วัน อุณหภูมิ 30°C ใหปริมาณลิปดท่ี 4.10 กรัมลิปด/ลิตรหรือ 52.7% โดยน้ําหนักเซลลแหง และพบวา
มีกรดโอเลอิก กรดสเตียริกและกรดปาลมิติกเปนองคประกอบหลัก เชนเดียวกับท่ีพบในน้ํามันพืช 
(รัตนภรณ, 2551) Huang และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตน้ํามันจากยีสต Trichosporon fermentus 
เม่ือใชน้ําตาลท่ีไดจากการยอยฟางขาว (rice straw hydrolysate) พบวายีสตใหปริมาณลิปดสูง 41% 
โดยน้ําหนักเซลลแหง  

2.2 มันเทศ (Sweet potato)  
มันเทศเปนพืชท่ีเปนเถาเลื้อยราบไปบนพ้ืนดิน (รูปท่ี 2.4) มีรากสะสมอาหารขยายใหญเรียกวา

หัว หัวมันเทศมีปริมาณคารโบไฮเดรทสูง มันเทศนอกจากใชเปนอาหารของมนุษยแลวยังใชเปนอาหาร
สัตวไดท้ังหัว เถาและใบ ท้ังยังเปนวัตถุดิบของอุตสาหกรรมไดหลายอยาง เชน อุตสาหกรรมแปง 
แอลกอฮอล และน้ําสม เปนตน   

มันเทศเปนพืชอาหารท่ีมีความสําคัญอันดับท่ี 5 ของโลกรองจากขาวสาลี ขาวเจา ขาวโพด และ
มันฝรั่ง ในประเทศไทยเราแมจะปลูกมันเทศกันท่ัวๆ ไป แตไมไมใชอาหารหลักเพราะมีขาวเจาเปน
อาหารหลักอยูแลว มันเทศนับวาเปนพืชท่ีเหมาะกับดินฟาอากาศของประเทศไทยเพราะสามารถ
เจริญเติบโตไดดี และใหผลผลิตของหัวคอนขางสูง มันเทศ ปลูกไดปละ 2 ครั้ง คือ ในฤดูฝนตั้งแต
กลางเดือนพฤษภาคม ถึงกลางเดือนมิถุนายน และอีกครั้งหนึ่งหลังฤดูฝน คือ ในราวเดือนกันยายน ถึง
พฤศจิกายน ในป พ.ศ. 2516 ประเทศตางๆ ท่ัวโลก ผลิตมันเทศไดรวมกัน 133 ลานตัน ประเทศ
สาธารณรัฐประชาชนจีนผลิตไดมากท่ีสุด คือ ผลิตได 111 ลานตัน บราซิล 2.3 ลานตัน อินโดนีเซีย 2.1 
ลานตัน ญี่ปุน 2.0 ลานตัน สาธารณรัฐเกาหลี 1.6 ลานตัน สําหรับประเทศไทยในปเดียวกันผลิตมันเทศ
เพียง 2.8 แสนตันเทานั้น (3TUhttp://kanchanapisek.or.th U3T) 

http://kanchanapisek.or.th/
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รูปท่ี 2.4 มันเทศ (sweet potato)  
ท่ีมา http://alangcity.blogspot.com/2013/02/blog-post_8.html 

2.3 ไบโอดีเซล (biodiesel) 
 การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันไตรกลีเซอไรดทําไดโดยนําน้ํามันมาผานวิธีทรานเอสเทอริฟเคชั่น 
โดยการเติมแอลกอฮอลและมีกรดหรือดางหรือเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาเพ่ือเปลี่ยนลิปดหรือ
น้ํามันใหเปนไบโอดีเซลในรูปเมทิลเอสเตอรของกรดไขมัน (fatty acid methyl esters: FAMEs) และมี
กลีเซอรอลเปนผลพลอยได (รูปท่ี 2.5) (Siler-Marinkovic and Tomasevic, 1998; Vicente et al., 
2004) การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเกิดข้ึน 3 ข้ันตอน โดยไตรกลีเซอไรดเริ่มทําปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอลไดไดกลีเซอไรด (diglyceride) และเอสเทอร จากนั้นไดกลีเซอไรดท่ีไดทําปฏิกิริยาตอกับ
แอลกอฮอล ไดเปนโมโนกลีเซอไรด (monoglyceride) และเอสเทอร และสุดทายโมโนกลีเซอไรดทํา
ปฏิกิริยาตอกับแอลกอฮอลไดกลีเซอรอลกับเอสเทอร ดังนั้นเพ่ือใหปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
เกิดชึ้นอยางสมบูรณ จะใชแอลกอฮอล 3 โมลตอไตรกลีเซอไรด 1 โมล และไดกลีเซอรอล 1โมลและเอส
เทอร 3 โมล ซ่ึงปฏิกิริยาท้ัง 3 ปฏิกิริยา เปนปฏิกิริยายอนกลับได (reversible reaction) และการใช
แอลกอฮอลท่ีมากเกินพอจะชวยใหปฏิกิริยาเลื่อนไปขางหนาและเพ่ิมการเกิดเอสเทอรหรือไบโอดีเซล 
การใชแอลกอฮอลในปริมาณท่ีมากเกินพอพบวาจะทําใหไดปฏิกิริยาไปขางหนาเปนปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง
เทียม (Pseudo-first order) และปฏิกิริยายอนกลับเปนปฏิกิริยาอันดับสอง   

5การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชโดยวิธีทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเม่ือใชกระบวนการท่ีมีการใช
กรดและดางเปนตัวเรงปฏิกิริยารวมกัน (Transesterification double step process, TDSP) ทําให
ปฏิกิริยาเกิดสมบูรณมากกวาการใชตัวเรงเพียงชนิดเดียว (Samios et al., 2009) การศึกษาการผลิตไบ
โอดีเซลจากน้ํามันพืชดวยวิธีทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเม่ือใชอัลกอฮอลชนิดตางๆ และการใชคลื่นอัลตรา
โซนิคและการกวนผสม พบวาอัตราการเปลี่ยนน้ํามันพืชเปนไบโอดีเซล (FAME) ข้ึนกับชนิดของอัล
กอฮอลโดยเมทานอลและเอทานอลใหอัตราการเปลี่ยนสูงกวาการใชอัลกอฮอลชนิดอ่ืน และการใช
คลื่นอัลตราโซนิคทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงกวาการใชการกวนผสม (Hanh et al, 2009) การศึกษา
การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชโดยใชไบโอเอทานอลทดแทนเมทานอล พบวาไดไบโอดีเซล 98.04% 
เม่ือใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาท่ี 35C, และไบโอดีเซลท่ีผลิตไดมีคา acid value, peroxide value และ
ความหนืดเพ่ิมข้ึน สวนคา iodine value ลดลงเม่ือเก็บรักษาไวเปนเวลานาน 12 เดือน (Bouiad et 
al., 2009)  

 

http://alangcity.blogspot.com/2013/02/blog-post_8.html
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    Catalyst  
                + 3 ROH 

             
    

   Oil or fat          Alcohol            Glycerol             Biodiesel 
 (Triglyceride)                                      (Methyl/ethyl esters)  

 

5รูปท่ี 2.5 กระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชันสําหรับผลิตไบโอดีเซล (Fukuda et al., 2001) 
 

วัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลในปจจุบันไดแก น้ํามันพืช ไขมันสัตวและน้ํามันสัตว  สิ่งท่ีตอง
คํานึงถึงในการเลือกใชวัตถุดิบ คือ ราคา ปริมาณและองคประกอบของน้ํามันพืชชนิดนั้น ๆ  รวมท้ัง
ความเหมาะสมของปริมาณการปลูกพืชน้ํามันในพ้ืนท่ีนั้นดวย เชน ปาลมน้ํามันและมะพราวเปนพืช
น้ํามันท่ีปลูกมากในประเทศไทย ถ่ัวเหลืองปลูกมากในสหรัฐอเมริกา แรพและทานตะวันปลูกมากในกลุม
ประเทศยุโรป ประเทศไทยมีการปลูกพืชน้ํามันหลัก 6 ชนิด คือ ถ่ัวเหลือง ปาลมน้ํามัน มะพราว ถ่ัวลิสง 
งา และละหุง โดยปาลมน้ํามันปลูกมากท่ีสุด รองลงมาคือ มะพราว นอกจากนั้นยังมี สบูดํา น้ํามันสัตว
และน้ํามันพืชใชแลว วัตถุดิบสําหรับการผลิตไบโอดีเซลในไทยในปจจุบัน คือ ปาลมน้ํามัน สบูดํา และ
น้ํามันพืชใชแลว ประเทศสหรัฐอเมริกานิยมใชน้ํามันถ่ัวเหลืองและน้ํามันใชแลว (waste cooking oil) 
เปนวัตถุดิบ   

ไบโอดีเซลสวนใหญผลิตจากน้ํามันพืช เชน น้ํามันเมล็ดแร็พ (rapeseed oil) ใชผลิตไบโอดีเซล
มากท่ีสุด (59%) รองลงมาเปนน้ํามันถ่ัวเหลือง (25%) และน้ํามันปาลม (10%)  น้ํามันพืชอ่ืนๆ เชน 
น้ํามันเมล็ดทานตะวัน ไบโอดีเซลมีคุณสมบัติใกลเคียงน้ํามันดีเซลและใชกับเครื่องยนตดีเซลได จํานวน
คารบอนในดีเซลประมาณ 15 อะตอมสวนน้ํามันพืชมีคารบอน 14-18 อะตอม อยางไรก็ดีราคาไบโอ
ดีเซลยังสูงกวาดีเซลประมาณ 2 เทา ตนทุนการผลิตไบโอดีเซลมาจากวัตถุดิบน้ํามันพืชและกระบวนการ
ผลิต ราคาวัตถุดิบประมาณ 60-75% ของตนทุนรวมท้ังหมด ถึงแมจะใชน้ํามันพืชใชแลว (รูปท่ี 2.6) 
ปญหาหนึ่ง ของการใชน้ํามันพืชใชแลวคือกรดไขมันอิสระ  (free fatty acid, FFA) มีปริมาณสูงทําให

ยากตอการผลิตไบโอดีเซลดวยวิธีทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (Haas, 2005) ดังนั้นการเลือกวัตถุดิบท่ี
เหมาะสมจึงลดตนทุนการผลิตไบโอดีเซลได 

วัตถุดิบท่ีใชผลิตไบโอดีเซลแบงไดเปนรุนท่ีหนึ่ง (first generation biodiesel feedstocks) 
เปนวัตถุดิบกลุมแรกท่ีใชผลิตไบโอดีเซล เชน น้ํามันถ่ัวเหลือง เมล็ดแรพ น้ํามันปาลม โดยมากกวา 95% 
เปนน้ํามันบริโภคได (edible oil) ทําใหเกิดปญหาดานราคาและปริมาณสํารองของพืชอาหาร  

วัตถุดิบรุนท่ีสอง (second generation biodiesel feedstocks) เปนกลุมน้ํามันท่ีบริโภคไมได 
(non-edible oil) หรือไมใชพืชอาหาร (non-food feedstocks) เชน สบูดํา (jatropha) น้ํามันโจโจบา 
(jojoba oil) น้ํามันพืชใชแลวก็จัดอยูในกลุมนี้ ขอดีของวัตถุดิบกลุมนี้ คือ ลดการแขงขันกับพืชอาหาร 
ปลูกรวมกับพืชอ่ืนไดและปลูกในท่ีดินท่ีปลูกพืชอาหารไมได  

วัตถุดิบรุนท่ีสาม (Third generation biodiesel feedstocks) เปนกลุมน้ํามันจากจุลินทรีย 
(microbial oil) ท่ีผลิตจากจุลินทรียไขมันสูงหรือกลุมจุลินทรียท่ีผลิตน้ํามันไดสูง (oleaginous 
microorganisms) เชน ยีสตไขมันสูง (oleaginous yeast) และสาหรายขนาดเล็ก (microalgae) เปน
ทางเลือกท่ีดีในการแกปญหาของวัตถุดิบรุนท่ีหนึ่งและสอง  

R’’’COOR 
R’’COOR 
R’COOR 

CH2OCOR’’’ 
CH2OCOR’’ 
CH2OCOR’  

CH2OH 
CH2OH     + 
CH2 OH 
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รูปท่ี 2.6 ตนทุนท่ัวไปในการผลิตไบโอดีเซล (ดัดแปลงจาก Lim and Teong, 2010) 
 

ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอดีและขอดอยของวัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซล (Huang et al., 2010)  

แหลงน้ํามัน ขอดี ขอดอย  

น้ํามันสาหรายขนาด
เล็ก 
(microalgal oils)  

1) มีกรดไขมันที่เหมือนกับน้ํามนัพืช 
2) เมื่อสภาวะเพาะเลี้ยงเหมาะสมจะ
สะสมน้ํามนัสูง 85% ของน้ําหนัก
แหง 
3) ระยะเวลาเพาะเลี้ยงสั้น  

1) ลิปดจากสาหรายสวนใหญคาพลังงานต่ํา
กวาเชื้อเพลิงดีเซล 
2) ตนทุนเพาะเลี้ยงสูงเมื่อเทียบกับพืช
น้ํามัน  

น้ํามันยีสตไขมันสูง 
(oleaginous yeast 
oils)  

1) มีหลายหลายสายพนัธุใน
ธรรมชาติ  
2) ปริมาณน้าํมันในเซลลสงู 
3) ระยะเวลาเพาะเลี้ยงสั้น  

1) วิธีสกัดน้ํามนัยุงยากมากกวาและตอง
พัฒนาเทคโนโลยีใหม 
2) ตนทุนสูงเมื่อเปรียบเทียบกับพืชน้าํมัน  

น้ํามันพืชใชแลว  
 

1) ราคาถูกเมื่อเทียบพืชน้ํามนั 1) FFA สูงซึ่งเปนปญหาในการผลิตไบโอ
ดีเซล  

 

2.4 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ  
Angerbauer และคณะ  (2008) ศึกษาศักยภาพในการสะสมลิปดของยีสต Lipomyces 

starkeyi  เม่ือเจริญในน้ําเสีย (sewage sludge) พบวาการสะสมลิปดจะข้ึนอยูกับคาอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจน (C/N-ratio) โดย C/N-ratio 150 และ pH 5.0 จะมีปริมาณลิปดสูงสุด 68% โดย
น้ําหนักเซลลแหง และพบวาการเพาะเลี้ยงยีสตในน้ําเสียจะไมมีผลกระทบตอการเจริญและการสะสมลิ
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ปด โดยเม่ือเปรียบเทียบปริมาณลิปดท่ีไดเม่ือเลี้ยงบนอาหาร basal medium และบน sewage 
sludge พบวาปริมาณการสะสมลิปดไมแตกตางกันนัก  ลิปดท่ีผลิตไดจากยีสต Lipomyces starkeyi ท่ี
เจริญบนน้ําเสียประกอบดวยกรดไขมัน ซ่ึงสามารถนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลได   
 รายงานการวิจัยพบวายีสตบางกลุมมีอัตราการเจริญสูงและมีความสามารถในการสะสมลิปดสูง
ภายในเซลลเม่ือเปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอ่ืน ตัวอยางยีสตท่ีสะสมลิปดสูง เชน Yarrowia 
lipolytica, Cryptococcus sp., Rhodotolura sp. (Muniglia et al, 2005; Tehlivets et al, 2007) 
และน้ํามันท่ีผลิตจากยีสตมี triacylglycerol เปนองคประกอบหลักซ่ึงคลายกับน้ํามันพืชโดยเฉพาะ
น้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตสายพันธุ Cryptococcus curvatus (Candida curvata D) (Moon et al, 
1978) การเพาะเลี้ยงยีสต C. curvatus ดวยการหมักแบบกะปอนในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลูโคสและ
จํากัดปริมาณไนโตรเจนพบวายีสตมีการสะสมลิปดภายในเซลลสูงถึง 53% ในเวลา 172 ชั่วโมง ท่ีคา 
C/N ratio เทากับ 75 และน้ํามันท่ีผลิตไดประกอบดวยกรดโอเลอิก กรดปาลมิติกและกรดสเตียริก 
(Hassan et al, 1996)  

การเพาะเลี้ยงยีสต Candida 107 ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลูโคสดวยการหมักแบบตอเนื่องใน
ระบบ single-state continuous culture ท่ีคาความเจือจาง (dilution rate) ของระบบเทากับ 0.06 
h-1 และจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบวายีสตมีการสะสมลิปดสูงภายในเซลลโดยมีอัตราการผลิตลิปด
จําเพาะเทากับ 0.059 กรัมลิปด/กรัมยีสต/ชั่วโมง (Gill et al, 1977)  ยีสต C. curvatus เม่ือเจริญใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนดวยการหมักแบบกะปอน ระยะเวลาการหมัก 50 
ชั่วโมง พบวาใหปริมาณเซลล 118 กรัม/ลิตร ปริมาณลิปด 25% โดยน้ําหนัก อัตราการผลิตลิปด 0.59 
กรัมลิปด/ลิตร/ชั่วโมง และกรดไขมันหลักท่ีพบประกอบดวยกรดลิโนเลอิก (C18:2) กรดสเตียริก 
(C18:0) และกรดโอเลอิก (C18:1) (Meesters et al, 1996) ยีสต Rhodotorula glutinis IIP-30 เม่ือ
เลี้ยงในอาหารท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนดวยการหมักแบบกะปอนภายใตการจํากัดปริมาณไนโตรเจน
ใหผลผลิตลิปดสูงสุด 66% โดยน้ําหนักแหง เม่ือเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30°C และ pH 4.0 (Johnson et al, 
1992)  เม่ือเลี้ยงยีสต Candida curvata ในน้ําสกัดจากกลวยดวยการหมักแบบกะปอนพบเซลลมี
อัตราการเจริญสูงและมีการสะสมลิปด 30% ของน้ําหนักเซลลแหง (Vega et al, 1988)  

ยีสต Rhodosporidium toruloides ATCC 10788 เม่ือเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีคา C/N 
ratio เทากับ 77 ใหผลผลิตลิปดสูงสุด ชนิดของกรดไขมันท่ีพบแปรตามคาของ C/N ratio (Turcotte 
and Kosaric, 1989) ยีสต R. toruloides มีการสะสมลิปดภายในเซลลสูงถึง 76% ของน้ําหนักเซลล
แหงเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีกลูโคส 70 กรัมตอลิตร (Li et al, 2006)  

รายงานการศึกษาการผลิตลิปดของยีสตสายพันธุ Rhodotorula glutinis, Candida utilis, 
Saccharomyces cerevisiae โดยใชน้ําท้ิงจากการผลิตผงชูรสพบวา R. glutinis มีการเจริญและสะสม
ลิปดสูงภายในเซลลและน้ํามันท่ีสกัดไดจากยีสตเม่ือผานกระบวนการ transesterification แลวมี
คุณสมบัติท่ีสามารถนํามาใชผลิตไบโอดีเซลได (Xue et al, 2006) 

จุลินทรียท่ีมีการผลิตและสะสมลิปดภายในเซลลมีจํานวนมาก ปริมาณลิปดท่ีสะสมภายในเซลล
และคุณสมบัติของลิปดข้ึนกับชนิดสายพันธุของจุลินทรียและสภาวะในการเพาะเลี้ยง รายงานการวิจัย
พบวายีสตมีอัตราการเจริญสูงและมีความสามารถในการสะสมลิปดสูงภายในเซลลเม่ือเปรียบเทียบกับ
จุลินทรียชนิดอ่ืนเชน Yarrowia lipolytica, Cryptococcus sp., Rhodotolura sp., (Muniglia et 
al, 2005; Tehlivets et al, 2006) และนอกจากนั้นน้ํามันท่ีผลิตจากยีสตมีคุณสมบัติของ 
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triacylglycerol fraction คลายกับน้ํามันพืชโดยเฉพาะน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตสายพันธุ 
Cryptococcus curvatus (Candida curvata D) (Moon et al, 1978)  

การเพาะเลี้ยงยีสต Cryptococcus curvatus ดวยการหมักแบบก่ึงกะในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี
การจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบวายีสตมีการสะสมลิปดภายในเซลลสูงถึง 53 % ในเวลา 172 ชั่วโมง 
(Hassan et al, 1996) การเพาะเลี้ยงยีสต Candida 107 ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลูโคสดวยระบบการ
หมักแบบตอเนื่อง single-state continuous culture ท่ีคาความเจือจาง (dilution rate) ของระบบ
เทากับ 0.06 h-1 และจํากัดปริมาณไนโตรเจนพบวายีสตมีการสะสมลิปดสูงภายในเซลลโดยมีอัตราการ
สะสมลิปดจําเพาะ (specific rate of lipid formation) เทากับ 0.059 กรัม ลิปด/กรัมยีสต/ชั่วโมง 
(Gill et al, 1977)   

เม่ือเลี้ยงยีสต Candida curvata ในน้ําสกัดจากกลวยดวยระบบการหมักแบบก่ึงกะพบเซลลมี
เจริญสูงและมีการสะสมลิปด 30% ของน้ําหนัดแหง (Vega et al, 1988) รายงานการศึกษาการผลิตลิ
ปดของยีสตสายพันธุ Rhodotorula glutinis, Candida utilis, Saccharomyces cerevisiae โดยใช
น้ําท้ิงจากการผลิตผงชูรส monosodium glutamate พบวา Rhodotorula glutinis มีการเจริญและ
สะสมลิปดสูงภายในเซลลและน้ํามันท่ีสกัดไดจากยีสตเม่ือผานกระบวนการ transesterification แลวมี
คุณสมบัติท่ีสามารถนํามาใชผลิตไบโอดีเซลได (Xue et al, 2006)   
 การเพาะเลี้ยงยีสต Rhodosporidium toruloides Y4 ในการหมักแบบกะปอนเม่ือใชน้ําตาล
กลูโคสเปนแหลงคารบอนพบวาเซลลสะสมลิปดสูงถึง 67.5% โดยน้ําหนักแหง และใหผลผลิตลิปด 
(lipid productivity) เทากับ 0.54 กรัมลิปด/ลิตร/ชั่วโมง และน้ํามันท่ีสกัดไดประกอบดวยกรดไขมัน
หลักๆ คือ กรดปาลมิติก กรดโอเลอิก กรดสเตียริกและกรดลิโนเลอิก ซ่ึงใชในการผลิตไบโอดีเซลได (Li 
et al, 2007) 
 ยีสตไอโซเลท Candida viswanathii OYS3 เม่ือเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคส 90 กรัม/ลิตร 
ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 8 วัน อุณหภูมิ 30°C ใหปริมาณลิปดท่ี 4.10 กรัมลิปด/ลิตรหรือ 52.7% โดย
น้ําหนักเซลลแหง และเม่ือเลี้ยงแบบก่ึงกะใหปริมาณเซลล 9.11 กรัม/ลิตร ปริมาณลิปด 59.5% โดย
น้ําหนักเซลลแหง และยีสต C. viswanathii OYS3 เจริญไดดีในกลีเซอรอลและกากน้ําตาลโดยใหเซลล 
7.8, 7.1 กรัม/ลิตร และปริมาณลิปดรอยละ 37.2 และ 39.4 โดยน้ําหนักเซลลแหงตามลําดับ เม่ือ
วิเคราะหองคประกอบของลิปดท่ีสกัดไดพบวาเปนกรดไขมันชนิดสายยาวโดยมีกรดปาลมิติก กรดสเตีย
ริกและกรดโอเลอิกเปนงคประกอบหลักเชนเดียวกับท่ีพบในน้ํามันพืช (Leesing and Nontaso, 2011)  
 Huang และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตน้ํามันจากยีสต Trichosporon fermentus เม่ือใช
น้ําตาลท่ีไดจากการยอยฟางขาว (rice straw hydrolysate) พบวายีสตใหปริมาณลิปดสูง 41% โดย
น้ําหนักเซลลแหง   
 การเพาะเลี้ยงยีสตไขมันสูง Torulaspora maleeae Y30 ท่ีคัดเลือกจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ี
โครงการอนุรักษ พันธุกรรมพืชเ ข่ือนจุฬาภรณ  จั งหวัดชัยภู มิ  ด วยการหมักแบบกะ (batch 
fermentation) ในอาหารท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนพบวาใหอัตราการผลิตลิปด (volumetric lipid 
production rate) เทากับ 0.382g/L/d ปริมาณลิปด 3.06g/L เม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกลูโคส 
90g/L และ 0.2 g/L (NH4)2SO4 (Leesing and Karraphan, 2011) 

การศึกษาการผลิตลิปดโดยยีสตไขมันสูง Cryptococcus curvatus ดวยการเพาะเลี้ยงแบบก่ึง
กะในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนไดปริมาณเซลล 69g/L และปริมาณลิปด 
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48%โดยน้ําหนักเซลลแหง โดยลิปดท่ีผลิตไดประกอบดวยกรดโอเลอิค กรดปาลมิติก กรดสเตียริก และ
กรดลิโนเลอิก (Thiru et al., 2011) 

Xu et al (2012) ศึกษาการผลิตลิปดในยีสต Rhodosporidium toruloides โดยใชกลีเซ
อรอลดิบ  (crude glycerol) ท่ีไดจากการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชเปนแหลงคารบอนดวยการ
เพาะเลี้ยงแบบกะข้ันตอนเดียว (one-stage batch cultivation) ในถังหมักขนาด 5  ลิตร พบวาการใช

กลีเซอรอลดิบเซลลเจริญไดดีไดปริมาณมวลเซลลสูง  26.7 g/L และไดปริมาณลิปด 70% โดยน้ําหนัก
เซลลแหง โดยกรดขัมนหลักท่ีพบคือกรดปาลมิติก (palmitic acid, C16:0), C18:0 (stearic acid), 
C18:1 (oleic acid) และ C18:2 (linoleic acid) ท่ี 26%, 12%, 45% และ 11% ของกรดไขมัน
ท้ังหมด (total fatty acid) ตามลําดับ 

Galafassi et al (2012) ศึกษาการผลิตลิปดโดยยีสตไขมันสูง Rhodotorula graminis เม่ือใช
น้ําตาลท่ีไดจากการยอยซังขาวโพดท่ีไมผานการกําจัดสารพิษออก (undetoxified corn stover 
hydrolysate) พบวาไดอัตราการผลิตลิปด 0.21g/L/h และปริมาณลิปด 34%โดยน้ําหนักเซลลแหง 
และเม่ือใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนไดอัตราการผลิตลิปด 0.15g/L/h และปริมาณลิปด 54%
โดยน้ําหนักเซลลแหง  

Zhang et al. (2011) รายงานการผลิตลิปดจากยีสต Cryptococcus curvatus O3 จาก
กลูโคส โดยศึกษาผลของปริมาณกลูโคสและไนโตรเจน เม่ือเพาะเลี้ยงแบบกะในระดับฟลาสกเขยาท่ี 
30C ไดปริมาณเซลล 51.8kg/m3 และปริมาณลิปด 651g/kg สวนการเพาะเลี้ยงแบบกะปอนในถังหมัก 
Stirred-tank fermentor ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 185 ชั่วโมง ไดปริมาณเซลล 104.1kg/m3 ปริมาณลิ
ปด 827g/kg และอัตราการผลิตลิปด 0.47kg/m3/h เม่ือวิเคราะหชนิดของกรดไขมันดวยเครื่อง GC 
พบวาเปนกรดไขมันชนิดสายยาว (long-chain fatty acids) ประกอบดวยกรดปาลมิติก (palmitic 
acid) กรดสเตียริก (stearic acid) กรดโอเลอิค (oleic acid) และลิโนเลอิก (linoleic acid) 

การเพาะเลี้ยงยีสต Cryptococcus sp. ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลูโคสและน้ําตาลท่ีไดจากการ
ยอยซังขาวโพด (corncob hydrolysate) ดวยการเพาะเลี้ยงแบบกะพบวาเม่ือใชกลูโคส 4% (w/w) 
เซลลเจริญสูงสุด โดยมีปริมาณเซลล 9.4g/L ปริมาณลิปด 6.0g/L หรือ 63.5% (w/w) อยางไรก็ตาม
การเพาะเลี้ยงแบบกะพบผลการยับยั้งการเจริญและการผลิตลิปด (inhibitory effect) เม่ือกลูโคส
เขมขน 6% และเม่ือเพาะเลี้ยงแบบกะปอนสามารถลดผลของ inhibitory effect ลงได โดยเพาะเลี้ยง
ในอาหาร corncob hydrolysate ท่ีมีน้ําตาลรีดิวสเริ่มตน 4% และเติมกลูโคส 2% ในวันท่ี 4 ของการ
เพาะเลี้ยงไดปริมาณเซลล 10.8 g/L และปริมาณลิปด 61.3% (w/w)  ผลผลิตรวมของลิปด (overall 
lipid production) เพ่ิมข้ึนเปน 1.08g/L/d ดวยการเพาะเลี้ยงแบบกะปอนใน corncob hydrolysate 
ท่ีมีกลูโคสเริ่มตน 4% และเติม corncob hydrolysate ท่ีมีกลูโคส 2% (Huang Chang et al., 
2013)    
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บทที่ 3  

วธิกีารศึกษาวจิัย 

 
3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี   
 3.1.1 วัสดุอุปกรณ  
 ฟลาสกขนาด  250, 500, 4000 มิลลิลิตร  
 หลอดทดลองขนาด 16x150 และ 20x150 มิลลิลิตร  
 ลูปเข่ียเชื้อ และตะเกียงบุนเสน  
 ปเปตขนาด 5, 10 มิลลิลิตร  
 ไมโครปเปตขนาด 200-1000 µL 
 เครื่องสเปคโตรโฟโตรมิเตอร (Spectrophotometer)   
 เครื่องบมแบบ (Shaker)  
 เครื่องเขยาผสมสารละลาย (Vortex mixer)  
 เครื่องชั่ง (Balance)  
 ตูอบแหง (Hot air oven)  
 เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge)  
 เครื่องนึ่งความดันไอ (Autoclave)  

3.1.2 อาหารเลี้ยงเช้ือ  
อาหารเลี้ยงเชื้อ Lipid accumulation medium (LAM)  
อาหาร YM medium  

 3.1.3 สารเคมี  
 สารเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวสโดยวิธี DNS (ภาคผนวก)  
 สารเคมีสําหรับวิเคราะหปริมาณลิปดโดยวิธี Know and Rhee (ภาคผนวก)  

3.2 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษาวิจัย   
ยีสตไขมันสูงสายพันธุพ้ืนถ่ินท่ีคัดเลือกจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ คือ 

Torulaspora maleeae Y30  
แหลงคารบอน คือ มันเทศ (Sweet potato) จากตลาดเทศบาลนครขอนแกน 

3.3 การเตรียมนํ้าตาลรีดิวสจากมันเทศ  
ศึกษาการเตรียมน้ําตาลจากหัวมันเทศ (Fresh sweet potato root) มายอยดวยกรดออน 

(dilute hydrochloric acid hydrolysis) ภายใตสภาวะตางๆ จากนั้นวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวส
ดวยวิธี DNS คัดเลือกสภาวะการยอยท่ีใหปริมาณน้ําตาลรีดิวสสูงสุด 
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     3.3.1 การเตรียมน้ําตาลรีดิวสจากหัวมันเทศสด (sweet potato hydrolysate, SPH1) 
ปอกเปลือกมันเทศและลางน้ําใหสะอาด หั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ จากนั้นชั่งมันเทศใหได 15, 30, 45 

กรัม นํามันเทศท่ีชั่งไวมาเติมกรด 1.5%  HCl โดยมีอัตราสวนของมันเทศ  )กรัม (  : กรด  )มิลลิลิตร  ( = 1:5  
ปรับปริมาตรโดยใชน้ํากลั่น อัตราสวนของมันเทศ  )กรัม  ( : น้ํากลั่น  )มิลลิลิตร (  เทากับ  1:20 ผสมเขา
ดวยกัน ตมมันเทศท่ียอยดวยกรดโดยการใชความรอนภายใตความดัน  (autoclave) ท่ี 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ท้ิงไวใหตกตะกอนประมาณ 24 ชั่วโมง (รูปท่ี 3.1) โดยเก็บไวในตูเย็น ปรับ 
pH ใหเทากับ 5.5  ท้ิงใหตกตะกอน แลวนําไปกรองดวยผาขาวบาง นําน้ํามันเทศท่ีไดไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 8,000 rpm เปนเวลา 20 นาที วิเคราะหผลดวยการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธี DNS 
method น้ําตาลท่ีไดจากการยอยมันเทศ (SPH1) นําไปเปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยงยีสต 

 
 

       
A                                                       B  

รูปท่ี 3.1 การเตรียมน้ําตาลจากหัวมันเทศและมันฝรั่ง มันเทศ/มันฝรั่งบดกอนการยอย (A) ภายหลังการ
ยอย (B) ท่ีสภาวะตางๆ และน้ําตาลท่ีไดจากการยอยมันเทศภายหลังจากแยกกากออกดวยการปนเหวี่ยง 
(Hydrolysates) 

 
     3.3.2 การเตรียมน้ําตาลรีดิวสจากผงมันเทศ (sweet potato power hydrolysate, SPH2) 

นํามันเทศมาปอกเปลือกและลางน้ําใหสะอาด หั่นมันเทศใหเปนชิ้นบางๆ นําไปทําใหแหงดวย
การตากแดดเปนเวลา 2 ชั่วโมง และผึ่งลมใหมันเทศแหง แลวนําไปอบ 90°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําไป
ปนดวยเครื่องปนจนเปนผงละเอียด จากนั้นชั่งมันเทศ 5 กรัม แลวนํามาเติมกรด 1.5%  HCl โดยมี
อัตราสวนของมันเทศ (g) : กรด (mL) เทากับ 1:5, 1:10, 1:15, 1:20  ปรับปริมาตรเปน 150mL โดยใช
น้ํากลั่น ตมมันเทศท่ียอยดวยกรดโดยการใชความรอนภายใตความดัน (autoclave) 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที ท้ิงไวใหตกตะกอนประมาณ 24 ชั่วโมง โดยเก็บไวในตูเย็น ปรับ pH ใหเทากับ 5.5  
ท้ิงใหตกตะกอน แลวนําไปกรองดวยผาขาวบาง นําน้ํามันเทศท่ีไดไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 
rpm เปนเวลา 20 นาที วิเคราะหผลดวยการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธี DNS method น้ําตาลท่ี
ไดจากการยอยผงมันเทศ (SPH2) นําไปเปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยงยีสต 
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3.4  การศึกษาปจจัยตอการเจริญและผลิตลิปดของยีสตดวยการหมักแบบกะ  
3.4.1 ศึกษาระยะเวลาการเจริญและการผลิตลิปดของยีสต  

การเตรียมเช้ือตั้งตน (starter/inoculum) โดยเตรียมอาหาร LAM ท่ีมีน้ําตาลท่ีไดจากการ

ยอยมันเทศ (SPH1, SPH2) เปนแหลงคารบอน ปริมาตร 100mL ในฟลาสกขนาด 250mL เข่ียเชื้อยีสต

สายพันธุ Torulaspora maleeae Y30  ลงในอาหาร จากนั้นนําไปบมแบบเขยาท่ี 30 องศาเซลเซียส 

150 rpm เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

การศึกษาโดยเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30  ในอาหาร LAM medium ปริมาตร 200mL 
ใน flask ขนาด 500mL โดยมีน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) และผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน 
ปริมาณเชื้อตั้งตน 10% โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ บมแบบเขยาท่ี 30 องศาเซลเซียส 150 rpm 
เปนเวลา 10 วัน โดยเก็บตัวอยางทุก 1 วัน เพ่ือวิเคราะหผลการทดลองดังนี้คือ การเจริญของยีสตดวย
การวัดน้ําหนักแหงโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานคาความขุนของเซลล   วิเคราะหปริมาณลิปดดวย
วิธีวัดสี Colorimetric method และปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีดวยวิธี DNS method 

     3.4.2 ศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจน 
การศึกษาโดยเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30  ในอาหาร LAM medium ปริมาตร 200mL 

ใน flask ขนาด 500mL ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน โดยแปรผันชนิดของ
แหลงไนโตรเจน คือ Urea, (NHR4R)R2RSOR4R, NaNOR3R และ yeast extract ปริมาณ 0.75g/L เติมเชื้อเชื้อตั้ง
ตน 10% โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นบมแบบเขยาท่ี 30 องศาเซลเซียส 150 rpm เปน
เวลา 10 วัน โดยเก็บตัวอยางทุก 1 วัน เพ่ือวิเคราะหผลการทดลองดังนี้คือ การเจริญของยีสตดวยการ
วัดน้ําหนักแหงโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานคาความขุนของเซลล   วิเคราะหปริมาณลิปดดวยวิธี
วัดสี Colorimetric method และปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีดวยวิธี DNS method 

3.4.3 ศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 
การศึกษาโดยเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30  ในอาหาร LAM medium ปริมาตร 200mL 

ใน flask ขนาด 500mL ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน โดยแปรผันความเขมขน
ของแหลงไนโตรเจนท่ีไดจากขอ 3.4.2 ท่ีคาตางๆ คือ 0.75, 1.0, 1.25, 1.5g/L เติมเชื้อเชื้อตั้งตน 10% 
โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นบมแบบเขยาท่ี 30 องศาเซลเซียส 150 rpm เปนเวลา 10 วัน 
โดยเก็บตัวอยางทุก 1 วัน เพ่ือวิเคราะหผลการทดลองดังนี้คือ การเจริญของยีสตดวยการวัดน้ําหนักแหง
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานคาความขุนของเซลล   วิ เคราะหปริมาณลิปดดวยวิธีวัดสี 
Colorimetric method และปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีดวยวิธี DNS method 

3.5 ขยายขนาดการผลิตลิปดจากยีสตไขมันสูง  
 การศึกษาโดยเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30  ในอาหาร LAM medium ท่ีมีน้ําตาลท่ีไดจาก

มันเทศเปนแหลงคารบอนในฟลาสกขนาด 4000mL ปริมาตรอาหาร 2000mL บมโดยมีการกวนแบบ
สมํ่าเสมอบนเครื่องกวนผสมสาร (stirrer plate) ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 วัน จากนั้นเก็บเซลลยีสต
ดวยการปนเหวี่ยงและนํามาอบแหงดวยเครื่องทําแหงแบบแชแข็ง (freeze dryer) เพ่ือนําเซลลแหงไป
ศึกษาการผลิตไบโอดีเซล  
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3.6 ศึกษาเบ้ืองตนการผลิตไบโอดีเซลจากนํ้ามันยีสต  
การศึกษาโดยนําเซลลยีสตท่ีผลิตไดจากขอ 3.5 มาผลิตไบโอดีเซลในรูป FAMEs โดยวิธีทรานสเอ

สเทอริฟเคชั่นแบบโดยตรง (direct transesterification) โดยศึกษาตามวิธีการของ Bradley and 
Robert (2011) ดังนี้ ชั่งตัวอยางเซลลแหง 1.0g ใสลงในฟลาสกขนาด 50mL เติมเมทานอล 2.0mL 
และตัวเรงปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่น คือ  HR2RSOR4  Rรอยละ 1.8  (v/v) ของจํานวนเมทานอลท่ีใช  ให
ความรอนดวยการนําไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิ   (water bath) ท่ี 80°C เปนเวลา 10 นาที จากนั้น
เติมสารละลายคลอโรฟอรม  )เอทานอลตอคลอโรฟอรม เทากับ  1:2) และน้ํากลั่น 30mL นําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 3000 รอบ/ วินาที เปนเวลา 5 นาที นําสวนลางท่ีเปนชั้นของ fatty acid methyl 
esters (FAMEs)  และไตรกลีเซอไรดท่ีละลายอยูในคลอโรฟอรมมาแยกตัวทําละลายหรือคลอโรฟอรม
ออกดวยวิธีการระเหย (evaporation) ใหเหลือแตสวนของไบโอดีเซล (FAMEs) เพ่ือวิเคราะหปริมาณ
คาของกรด (acid value) และปริมาณรอยละของไบโอดีเซลโดยน้ําหนักแหงยีสตท่ีใช    
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บทที่ 4 

ผลการวจิัยและอภปิรายผล 

 

4.1 การเตรียมนํ้าตาลรีดิวสจากมันเทศ  
การศึกษาโดยการยอยมันเทศสด (SPH1) และมันเทศผงแหง (SPH2) ดวยกรดไฮโดรคลอริก 

(Hydrochloric acid) ดวยอัตราสวนตางกันโดยใชความรอนชื้นภายใตความดัน (autoclave) ท่ี 121°C 
เปนเวลา 20 นาที ผลการศึกษาดังรูปท่ี 4.1 จากการศึกษาพบวาการยอยมันเทศผงดวยอัตราสวนของ
ตัวอยางมันเทศผงแหง (g): กรด (ml) = 1:15 ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดท่ี 14.48 g/L 

   

 
 

รูปท่ี 4.1 ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (Reducing sugar) ท่ีไดจากการยอยมันเทศดวยกรดไฮโดรคลอริก 
(hydrochloric acid, HCl) ภายใตความรอนชื้นภายใตความดัน (autoclave) ท่ี 121°C เปนเวลา 20 
นาที 
 

4.2 การศึกษาปจจัยที่มีผลการเจริญและการผลิตลิปดของยีสตดวยการหมักแบบกะ  
4.2.1 การศึกษาระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
การศึกษาเบื้องตนเพ่ือศึกษาระยะเวลาการเจริญและการผลิตลิปดของยีสตโดยเพาะเลี้ยงยีสตไขมัน

สูง Torulaspora maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM (lipid accumulation medium) pH 5.5 
เม่ือใชน้ําตาลจากหัวมันเทศสด (sweet potato hydrolysate) เปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบกับ
น้ําตาลท่ีไดจากการยอยมันฝรั่งสด (potato hydrolysate) ในฟลาสกขนาด 1000mL ปริมาตรอาหาร 
500mL บมแบบเขยาท่ี 30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 6 วัน  ผลการวิจัยดังรูปท่ี 4.2  จากรูปจะพบวายีสต 
T. maleeae Y30 สามารถเจริญไดดีท้ังใน sweet potato hydrolysate และ potato hydrolysate 
โดยผลการศึกษาพบวายีสตเขาสูการเจริญในระย log phase ตั้งแตวันท่ี 1 และเจริญไดสูงสุดในวันท่ี 4 
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ของการเพาะเลี้ยงและการเจริญคอนขางคงท่ีหรือเริ่มเขาสู stationary phae หลังวันท่ี 4 และเริ่มลดลง
ในวันท่ี 6 ของการเพาะเลี้ยง สวนการผลิตลิปดเปนไปตามเจริญของเซลลโดยสะสมลิปดสูงสุดในวันท่ี 4 
ของการเพาะเลี้ยงและลดลงในวันท่ี 6 ของการเพาะเลี้ยงท้ังในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี sweet potato 
hydrolysate และ potato hydrolysate เปนแหลงคารบอน โดยพบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี sweet 
potato hydrolysate เปนแหลงคารบอนยีสตมีการสะสมลิปดไดสูงกวาในอาหารท่ีมี potato 
hydrolysate อยางไรก็ดีจะเห็นวาการเจริญของยีสตในอาหารท้ังสองชนิดไมแตกตางกันมากนัก  

 
 

  

 
 

 
รูปท่ี 4.2 ปริมาณน้ําหนักเซลลแหง (biomass, g/L), ปริมาณลิปด (lipid yield, g/L) และน้ําตาลรีดิวส 
(reducing sugar, g/L) เม่ือเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลท่ีไดจากการยอยมันเทศ (sweet potato hydrolysate) และ potato hydrolysate เปนแหลง
คารบอน  
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 เม่ือศึกษาระยะเวลาการเพาะเลี้ยงเปรียบเทียบแหลงคารบอนโดยใชน้ําตาลจากมันเทศสด 
(SPH1) และน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM ปริมาตร 200mL ในฟลาสกขนาด 
500mL บมท่ี 30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน ผลการศึกษาดังรูปท่ี 4.3-4.8 และตารางท่ี 4.1 
 
 

 
 

รูปท่ี 4.3 ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) และน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปน
แหลงคารบอน ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน 
 

 
 

รูปท่ี 4.4 ปริมาณเซลล (biomass) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM 
medium ท่ีมีน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) และน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน ท่ี 
30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน 
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รูปท่ี 4.5 ปริมาณลิปด (Lipid) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM 
medium ท่ีมีน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) และน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน ท่ี 
30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน 
 

 
 

รูปท่ี 4.6 ปริมาณลิปด Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) และน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลง
คารบอน ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน 
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รูปท่ี 4.7 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) เปนแหลงคารบอน ท่ี 30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน  

 
 

 
 

รูปท่ี 4.8 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน ท่ี 30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน  
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ตารางท่ี 4.1 เปรียบเทียบปริมาณเซลล (biomass) ปริมาณการใชน้ําตาล (consumed sugar) ปริมาณ
ลิปด (lipid, lipid content) อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) ปริมาณผลไดของเซลล 
(cell yield, YX/S) อัตราการผลิตลิปด (Volumetric lipid production rate, QP) อัตราการผลิตเซลล 
(volumetric biomass production rate, QX) เม่ือเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) และน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลง
คารบอน ท่ี 30°C ในวันท่ี 8 ของการเพาะเลี้ยง   

 

Consumed 
sugar 
(g/L) 

Biomass 
(g/L) 

 

Lipid 
(g/L) 

 

Lipid 
content 

(%) 

Specific 
growth 
rate  
(/d) 

YX/S 

 

QP 
(g/L/d) 

 

QX 
(g/L/d) 

 

SPH1 7.87 1.99 0.462 23.28 0.098 0.252 0.058 0.248 
SPH2 23.89 7.47 2.152 28.22 0.287 0.313 0.269 0.934 

 
 จากการศึกษาพบวายีสต T. maleeae Y30 เม่ือเจริญในอาหารท่ีมี SPH1 เปนแหลงคารบอนมี
การเจริญเขาสูชวง log phase ในวันท่ี 1 และเขาสูชวงทายการเจริญ (late log phase) หรือชวงตน
ของระยะ stationary phase ในวันท่ี 3 การผลิตและสะสมลิปดของเซลลเกิดข้ึนพรอมกับการเจริญ 
สวนการเจริญในอาหารท่ีมี SPH2 เปนแหลงคารบอนมีการเจริญเขาสูชวง log phase ในวันท่ี 1 และ
เขาสูชวงทายการเจริญ (late log phase) หรือชวงตนของระยะ stationary phase ในวันท่ี 8-9 ของ
การเพาะเลี้ยง การผลิตและสะสมลิปดของเซลลเกิดข้ึนพรอมกับการเจริญ ผลการศึกษาสอดคลองกับ
รายงานการวิจัยของ Li et al (2007) ท่ีเพาะเลี้ยงยีสต  Cryptococcus albidus ภายใตสภาวะท่ีมีการ
จํากัดปริมาณไนโตรเจน พบวาชวงทายของการเจริญยีสตจะมีปริมาณลิปดสูงท่ีสุดและใหน้ําหนักเซลล
มากท่ีสุด 

จากผลการศึกษาพบวาเม่ือใชน้ําตาลจากมันเทศผง (SPH2) เปนแหลงคารบอนเซลลใหปริมาณ
ลิปดสูงกวาการใชน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) โดยใหปริมาณลิปด 2.152g/L หรือ 28%โดยน้ําหนัก
เซลลแหง (DCW) และปริมาณลิปดท่ี 0.462g/L หรือ 23.28%DCW สําหรับการใช SPH1 เม่ือ
เปรียบเทียบในวันท่ี 7 ของการเพาะเลี้ยง ท้ังนี้เนื่องจากน้ําตาลท่ีไดจาก SPH1 มีปริมาณต่ําสาเหตุจาก
มันเมศสดยังคงมีน้ําเปนองคประกอบทําใหเม่ือนํามายอยเพ่ือใหไดน้ําตาลรีดิวสจึงทําใหไดน้ําตาลรีดิวสท่ี
คอนขางเจือจางเม่ือเทียบกับผงมันเทศ (SPH2) เม่ือเปรียบเทียบอัตราการผลิตลิปด (QP) และอัตราการ
ผลิตลิปด (QX) พบวา SPH2 ให QP และ QX ท่ี 0.269g/L/d และ 0.934g/L/d ตามลําดับซ่ึงสูงกวา
การใช SPH1 ดังนั้นในการศึกษาข้ันตอไปจึงคัดเลือกมันเทศผง (SPH2) เปนแหลงคารบอนในการ
เพาะเลี้ยงและผลิตลิปดจากยีสต T. maleeae Y30 
 

    4.2.3 การศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจน 
การศึกษาโดยเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ปริมาตร 

200mL ในฟลาสกขนาด 500mL โดยมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และแปรผัน
ชนิดของแหลงไนโตรเจน คือ Urea, (NHR4R)R2RSOR4R, NaNOR3R และ yeast extract ปริมาณ 0.75 กรัม/ลิตร 
บมแบบเขยาท่ี 30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน ผลการศึกษาดังรูปท่ี 4.9-4.17 และตารางท่ี 4.2 
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รูปท่ี 4.9 ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน
ตางกัน คือ (NH4)2SO4, NaNO3, Urea และ yeast extract ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน  

 

 
 
รูปท่ี 4.10 ปริมาณเซลล (biomass) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM 
medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนตางกัน คือ 
(NH4)2SO4, NaNO3, Urea และ yeast extract ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน 
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รูปท่ี 4.11 ปริมาณลิปด (Lipid) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM 
medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนตางกัน คือ 
(NH4)2SO4, NaNO3, Urea และ yeast extract ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน 

 
 

 
 
รูปท่ี 4.12 ปริมาณลิปด (Lipid content) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และมีแหลงไนโตรเจนตางกัน คือ 
(NH4)2SO4, NaNO3, Urea และ yeast extract ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน 
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รูปท่ี 4.13 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C 
ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน  
 

 
 

รูปท่ี 4.14 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ NaNO3 เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C 
ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน  
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รูปท่ี 4.15 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ urea เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C ระยะเวลา
เพาะเลี้ยง 10 วัน  

 

 
 
รูปท่ี 4.16 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C 
ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน  
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รูปท่ี 4.17 เปรียบเทียบปริมาณการใชน้ําตาล (Consumed sugar), ปริมาณเซลล (biomass), ปริมาณ
ลิปด และ Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM 
medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน ในแหลงไนโตรเจนตางกัน คือ 
(NH4)2SO4, NaNO3, Urea และ yeast extract ท่ี 30°C ในวันท่ี 8 ของการเพาะเลี้ยง   

 
ตารางท่ี 4.2 เปรียบเทียบปริมาณเซลล (biomass), ปริมาณการใชน้ําตาล (consumed sugar) 
ปริมาณลิปด (lipid, lipid content) อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) ปริมาณผลไดของ
เซลล (cell yield, YX/S) อัตราการผลิตลิปด (Volumetric lipid production rate, QP) อัตราการผลิต
เซลล (volumetric biomass production rate, QX) และผลไดของลิปด (Lipid yield, YP/X) เม่ือ
เพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) 
เปนแหลงคารบอน ในแหลงไนโตรเจนตางกัน ท่ี 30°C ในวันท่ี 8 ของการเพาะเลี้ยง   

 

Consumed 
sugar 
(g/L) 

Biomass 
(g/L) 

 

Lipid 
(g/L) 

 

Lipid 
content 

(%) 

Specific 
growth 
rate  
(/d) 

YX/S 

 

QP 
(g/L/d) 

 

QX 
(g/L/d) 

 
YP/X 

 

(NH4)2SO4 9.32 8.18 1.26 16.05 0.263 0.878 0.158 1.022 0.155 
NaNO3 10.38 7.47 1.77 23.06 0.251 0.720 0.221 0.934 0.236 
Urea 8.99 10.85 2.49 22.22 0.298 1.207 0.311 1.356 0.230 
Yeast 
extract 9.98 9.43 3.18 35.66 0.281 0.945 0.398 1.179 0.337 
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จากการศึกษาพบวาเม่ือใช yeast extract และยูเรีย (urea) ซ่ึงเปนแหลงอินทรียไนโตรเจน 
(organic nitrogen) จะสงเสริมการเจริญของยีสต T. maleeae Y30 ไดดีกวาอนิทรียไนโตรเจน 
(inorganic nitrogen) คือ (NH4)2SO4, NaNO3 โดยมีอัตราการผลิตเซลล (QX) สูงสุด 1.356g/L/d, 
1.179g/L/d หรือมีผลไดของเซลล (YX/S) ท่ี 1.207 และ 0.945 เม่ือใช urea และ yeast extract เปน
แหลงไนโตรเจนตามลําดับ แตเม่ือเปรียบเทียบปริมาณลิปดพบวาการใช yeast extract เปนแหลง
ไนโตรเจนใหปริมาณลิปดสูงสุดท่ี 3.18g/L หรือ 35.66%DCW และอัตราการผลิตลิปด (QP) สูงสุดท่ี 
0.398g/L/d ดังนั้นจึงเลือกใช yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนในการศึกษาข้ันตอไป 

4.2.4 การศึกษาปริมาณของแหลงไนโตรเจน 
การศึกษาโดยเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ปริมาตร 

200mL ในฟลาสกขนาด 500mL โดยมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และแปรผัน
ปริมาณของ yeast extract ท่ีคาตางๆ บมแบบท่ี 30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน ผลการศึกษาดังรูป
ท่ี 4.18-4.26 และตารางท่ี 4.3 

 
 

 
 
รูปท่ี 4.18 ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน โดยมี yeast 
extract ท่ีความเขมขนตางๆ เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน  
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รูปท่ี 4.19 ปริมาณเซลล (biomass) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM 
medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน โดยมี yeast extract ท่ีความเขมขน
ตางๆ เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน  

 
 

 
 
รูปท่ี 4.20 ปริมาณลิปด (lipid) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM 
medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน โดยมี yeast extract ท่ีความเขมขน
ตางๆ เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน  
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รูปท่ี 4.21 ปริมาณลิปด (lipid content) ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน โดยมี yeast extract ท่ีความ
เขมขนตางๆ เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 10 วัน  

 

 
 

รูปท่ี 4.22 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ yeast extract 0.75 g/L เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 
30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน 
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รูปท่ี 4.23 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ yeast extract 1.0g/L เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 
30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน 

 

 
รูปท่ี 4.24 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ yeast extract 1.25g/L เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 
30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน 
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รูปท่ี 4.25 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ yeast extract 1.50g/L เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 
30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 10 วัน 

 

 
 
รูปท่ี 4.26 เปรียบเทียบปริมาณการใชน้ําตาล (Consumed sugar) ปริมาณเซลล (biomass) ปริมาณลิ
ปด และ Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium 
ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน ในแหลงไนโตรเจนตางกัน คือ (NH4)2SO4, 
NaNO3, Urea และ yeast extract ท่ี 30°C ในวันท่ี 8 ของการเพาะเลี้ยง   

 



 
 

  38 
 

  

ตารางท่ี 4.3 เปรียบเทียบปริมาณเซลล (biomass) ปริมาณการใชน้ําตาล (consumed sugar) ปริมาณ
ลิปด (lipid, lipid content) อัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate) ปริมาณผลไดของเซลล 
(cell yield, YX/S) อัตราการผลิตลิปด (Volumetric lipid production rate, QP) อัตราการผลิตเซลล 
(volumetric biomass production rate, QX) และผลไดของลิปด (Lipid yield, YP/X) เม่ือเพาะเลี้ยง
ยีสต T.maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมีน้ําตาลจากผงมันเทศเปนแหลงคารบอน 
และ yeast extract ท่ีความเขมขนตางๆ เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 30°C ในวันท่ี 8 ของการเพาะเลี้ยง   

 

Consumed 
sugar 

(g/L) 

Biomass 

(g/L) 

 

Lipid 

(g/L) 

 

Lipid 
content 

(%) 

Specific 
growth 
rate  
(/d) 

YX/S 

 

QP 

(g/L/d) 

 

QX 

(g/L/d) 

 

YP/X 

 

0.75 9.79 9.82 3.40 35.05 0.286 1.003 0.425 1.227 0.347 
1.00 9.94 11.32 3.98 37.55 0.303 1.139 0.498 1.415 0.352 
1.25 9.89 14.26 4.05 25.39 0.332 1.443 0.506 1.783 0.284 
1.50 9.79 16.09 3.97 28.68 0.347 1.644 0.497 2.012 0.247 

 
จากผลการทดลองและจากตารางท่ี 4.3 พบวาปริมาณการใชน้ําตาลของการเพาะเลี้ยงทุก

สภาวะไมแตกตางกันมากนัก การเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมี yeast extract 0.75g/L ใหปริมาณเซลล
ต่ําสุด 9.82g/L สวนการเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมี yeast extract 1.50g/L ใหปริมาณเซลลสูงสุดท่ี 
16.07g/L ปริมาณลิปดตอปริมาตรไมแตกตางกันมากนักเม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมี yeast extract 
1.0, 1.25, 1.50g/L โดยใหปริมาณลิปด 3.98, 4.05, 3.97g/L แตเม่ือเทียบเปนปริมาณลิปดตอน้ําหนัก
เซลลแหง (lipid content, %) พบวาเม่ือปริมาณไนโตรเจนต่ํา (0.75, 1.0g/L yeast extract) เซลลให
ปริมาณลิปดสูงกวาในอาหารท่ีมีปริมาณไนโตรเจนสูง (1.25, 1.50g/L yeast extract) โดยการ
สังเคราะหลิปดของจุลินทรียจะเกิดไดดีเม่ือมีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อหรือใน
สภาวะท่ีมีคารบอนมากเกินพอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน ซ่ึงจะไปสงเสริมการสราง acetyl-CoA เม่ือ
ปริมาณไนโตรเจนจํากัดเซลลจะมีกิจกรรมของเอนไซม AMP deaminase เพ่ิมข้ึนเปน 5 เทาของการ
เลี้ยงเซลลในสภาวะท่ีไมมีการจํากัดไนโตรเจน การเพ่ิมกิจกรรมของ AMP deaminase จะลดการสะสม
ของ AMP ภายในเซลลและในไมโตรคอนเดรีย การลดลงของ AMP ในไมโตรคอนเดรียจะไประงับหรือ
หยุดกิจกรรมของเอนไซม  isocitatre dehydrogenase เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซมชนิดนี้ข้ึนกับ
ปริมาณของ AMP ผลท่ีไดคือ isocitatre จะไมถูกเปลี่ยนแตจะสะสมภายในไมโตรคอนเดรียในรูปของ 
citrate จากนั้น citrate จะถูกสงไปสูไซโตรพลาสซึมและถูกเปลี่ยนเปน acetyl-CoA และ 
oxaloacetate ดวยเอนไซม ATP:citrate lyase (ACL) และ acetyl-CoA จะถูกนําไปสังเคราะหกรด
ไขมัน (Ratledge, 2004)  

โดยเม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณไนโตรเจนสูงซ่ึงทําใหอัตราสวนของปริมาณ C/N ratio ต่ํา 
เชื้อจะมีการเจริญหรือเพ่ิมจํานวนเซลลมากกวาการสรางลิปด โดยสังเกตุไดจากคาอัตราการเจริญ
จําเพาะ (specific growth rate) โดยพบอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดของยีสต T. maleeae Y30 
เทากับ 0.347 และ 0.332 (/d) เม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมี yeast extract 1.5 และ 1.25g/L 
ตามลําดับ สวนในอาหารท่ีมีไนโตรเจนต่ําอัตราการเจริญจําเพาะต่ําท่ี 0.286 และ 0.303 (/d) ในอาหาร
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เลี้ยงเชื้อท่ีมี yeast extract 0.75, 1.0g/L ตามลําดับ แตในชวงของการผลิตลิปดเซลลตองการคารบอน
สูงเพ่ือนําไปเปลี่ยนเปนลิปดจึงตองการอัตราสวนของปริมาณคารบอนตอไนโตรเจนสูง การกดกระบวน
การสังเคราะหโปรตีนหรือการเจริญของจุลินทรีย โดยการเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการจํากัด
ปริมาณไนโตรเจนหรือท่ีคาอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนสูงนั้นเซลลจะลดการใช NADPH ในการ
สรางโปรตีนหรือการเจริญและเม่ือมีการสะสม NADPH มากข้ึนจะทําใหเซลลเขาสูวิถีการสังเคราะหลิปด
สูงข้ึน (Turcotte and Kosaric,  1989;  Hassan et al, 1996; Yamane et al., 1997) 
Papanikolaou et al. (2004) ซ่ึงสรุปวาคา C/N ratio ต่ําหรือในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณไนโตรเจนสูง
และปริมาณกลูโคสต่ํานั้นเหมาะตอการเจริญหรือเพ่ิมจํานวนเซลล แตในชวงของการผลิตลิปดนั้นเซลล
ตองการคารบอนสูงเพ่ือนําไปเปลี่ยนเปนลิปดจึงตองการกลูโคสสูง  

เม่ือเปรียบเทียบอัตราการผลิตเซลล (volumetric biomass production rate, QRXR) ของยีสต  
T. maleeae Y30 พบวาเม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมี yeast extract 1.0, 1.25, 1.50g/L ใหผลผลิตไม
แตกตางกันมากนักท่ี 0.498, 0.506, 0.497 g/L/d ตามลําดับ สวนอัตราการผลิตเซลลพบวาเม่ือ
ไนโตรเจนสูง yeast extract 1.25, 1.50g/L ใหปริมาณสูงท่ี 1.783 และ 2.012g/L/d สวนท่ีปริมาณ 
yeast extract 0.75, 1.0g/L ใหอัตราการผลิตเซลลท่ี 1.227 และ 1.415g/L/d ตามลําดับ โดยจากผล
การศึกษานี้เม่ือพิจารณาท่ีคาอัตราการผลิตเซลลและลิปดไปพรอมกันจึงคัดเลือกปริมาณ yeast 
extract ท่ี 1.25-1.5g/L เพ่ือศึกษาในข้ันตอไป 

 

4.3 ขยายขนาดการผลิตลิปดจากยีสตไขมันสูง 
 การศึกษาโดยเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหาร LAM medium ท่ีมี SPH2 เปนแหลง
คารบอนในฟลาสก 4000mL ปริมาตรอาหาร 2000mL บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 วัน พบวาได
ปริมาณเซลลสูงสุด 16.89g/L ในวันท่ี 6 ของการเพาะเลี้ยง ปริมาณลิปดสูงสุด 5.02g/L หรือ 
29.73%DCW ผลการศึกษาดังรูปท่ี 4.27 
 

 
รูปท่ี 4.27 การเจริญของเซลล (biomass) ปริมาณน้ําตาลรีดิวส (reducing sugar) ปริมาณลิปด และ 
Lipid content ของการเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ท่ีมี
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น้ําตาลจากผงมันเทศ (SPH2) เปนแหลงคารบอน และ yeast extract 1.50g/L เปนแหลงไนโตรเจน ท่ี 
30°C ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 8 วัน 

4.4 ศึกษาเบ้ืองตนการผลิตไบโอดีเซลจากนํ้ามันยีสต  
การศึกษาโดยนําเซลลยีสต T. maleeae Y30 ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงท่ีผลิตไดจากขอ 4.3 มา

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5000 rpm 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํากลั่นและนําไปทําแหงแบบแชแข็งดวยเครื่อง 
freeze dryer (รูปท่ี 4.28) จากนั้นศึกษาการผลิตไบโอดีเซลในรูป fatty acid methyl esters 
(FAMEs) แบบโดยตรงจากเซลลยีสตแหง (direct transesterification) ตามวิธีการท่ีดัดแปลงของ 
Bradley and Robert (2011) เม่ือวิเคราะหคุณภาพโดยหาปริมาณคาของกรด (acid value) โดยไตเต
รทสารละลายตัวอยางดวยสารละลาย 0.1 N KOH พบวามีปริมาณคาของกรดเทากับ 3.29 mgKOH/g 
ของ FAME และมีปริมาณไบโอดีเซลเทากับ 60.1% ของปริมาณน้ําหนักเซลลแหงของยีสตท่ีใชในการ
วิเคราะห ซ่ึงจะเห็นวาคาของกรด (Acid value) สูงกวาคาตามมาตรฐานไบโอดีเซล (ASTM D664) เม่ือ
เปรียบเทียบกับไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชและมาตรฐานไบโอดีเซลตามประกาศของกรมธุรกิจพลังงาน 
พ.ศ. 2550  นั้นคาของกรด (Acid value) ตองต่ํากวา 0.5mgKOH/g (ASTM D664)  โดยคาของกรดนี้
จะอางอิงถึงปริมาณกรดไขมันอิสระ (Free fatty acid, FFA) ท่ีพบในน้ํามันหรือลิปดท่ีใชผลิตไบโอดีเซล 
ดังนั้นในการศึกษาตอไปอาจทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น (esterification) เพ่ือลดปริมาณกรดไขมัน
อิสระลงโดยถูกเปลี่ยนเปนกลีเซอไรดจากนั้นจึงนํามาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพ่ือผลิตไบโอ
ดีเซลตอไป  
 

 
รูปท่ี 4.28 แสดงเซลลแหงของยีสต T. maleeae Y30 ท่ีผานการทําแหงแบบแชแข็ง  

 
รูปท่ี 4.29A แสดงการแยกชั้นของสารละลาย โดยชั้นบนเปนสวนของน้ําและแอลกอฮอล ตรง

กลางเปนสวนของกากเซลล และสวนลางเปนชั้นของ fatty acid methyl esters (FAMEs) และไตรกลี
เซอรอล (triacylglycerol, TAG) บางสวนท่ีเหลือและคลอโรฟอรม นําสารละลายสวนลางมาแยกตัวทํา
ละลาย คลอโรฟอรมออกดวยวิธีการระเหย (Evaporation) เพ่ือใหเหลือเพียงสวนของไบโอดีเซลในรูป
ของ FAMEs, และ TAG (รูปท่ี 4.29B)  
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(A)                   (B) 

รูปท่ี 4.29 การแยกชั้นของสารละลายในข้ันตอนการผลิตไบโอดีเซล (A) และน้ํามันยีสต T. maleeae 
Y30 ในรูปของ FAME ท่ีผลิตได (B) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการศึกษาวจิัยและขอเสนอแนะ  

 
การศึกษาการเตรียมน้ําตาลจากมันเทศดวยการยอยดวยกรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric 

acid) ท่ี 121°C 20 นาที หรือการใชความรอนชื้นภายใตความดันไอ พบวาการใชมันเทศผงแหง 
(SHP2) ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวสสูงกวาการใชมันเทศสด (SPH1) โดยไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดท่ี 
14.48 g/L เม่ือใชอัตราสวนมันเทศผง (g): กรด (ml) เทากับ 1:15  

เ ม่ือศึกษาระยะเวลาการเจริญและการผลิตลิปดดวยการเพาะเลี้ยงแบบกะ (batch 
cultivation) พบวายีสต T. maleeae Y30 เม่ือเจริญในอาหารท่ีมีน้ําตาลจากมันเทศสด (SPH1) เปน
แหลงคารบอนมีการเจริญเขาสูชวง log phase ในวันท่ี 1 และเขาสูชวงทายการเจริญ (late log 
phase) หรือชวงตนของระยะ stationary phase ในวันท่ี 3 สวนการเจริญในอาหารท่ีมีน้ําตาลจากมัน
เทศผง (SPH2)  เปนแหลงคารบอนมีการเจริญเขาสูชวง log phase ในวันท่ี 1 และเขาสูชวงตนของ
ระยะ stationary phase ในวันท่ี 8-9 ของการเพาะเลี้ยง การผลิตและสะสมลิปดของเซลลเกิดข้ึน
พรอมกับการเจริญ จากผลการศึกษาพบวาเม่ือยีสตเจริญใน SPH2 ใหปริมาณลิปดสูงกวาเม่ือเจริญใน 
SPH1 โดยใหปริมาณลิปด 2.152g/L หรือ 28%โดยน้ําหนักเซลลแหง (DCW) และปริมาณลิปดท่ี 
0.462g/L หรือ 23.28%DCW สําหรับการใช SPH1 เม่ือเปรียบเทียบในวันท่ี 7 ของการเพาะเลี้ยง เม่ือ
เปรียบเทียบอัตราการผลิตลิปด (QRPR) และอัตราการผลิตเซลล (QRXR) พบวา SPH2 ให QRPR และ QRXR ท่ี 
0.269g/L/d และ 0.934g/L/d ตามลําดับซ่ึงสูงกวาการใช SPH1 ดังนั้นในจึงคัดเลือกมันเทศผง (SPH2) 
เปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยงและผลิตลิปดจากยีสต T. maleeae Y30 

เม่ือศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจนตอการเจริญและการผลิตลิปดของยีสต T. maleeae Y30 
พบวาเม่ือใช yeast extract และยูเรีย (urea) ซ่ึงเปนแหลงอินทรียไนโตรเจน (organic nitrogen) จะ
สงเสริมการเจริญไดดีกวาอนิทรียไนโตรเจน (inorganic nitrogen) คือ (NHR4R)R2RSOR4R, NaNOR3R โดยมี
อัตราการผลิตเซลล (QRXR) สูงสุด 1.356g/L/d, 1.179g/L/d หรือมีผลไดของเซลล (YRX/SR) ท่ี 1.207 และ 
0.945 เม่ือใช urea และ yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนตามลําดับ แตเม่ือเปรียบเทียบปริมาณลิ
ปดพบวาการใช yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนใหปริมาณลิปดสูงสุดท่ี 3.18g/L หรือ 
35.66%DCW และอัตราการผลิตลิปด (QRPR) สูงสุดท่ี 0.398g/L/d สวนการใช (NHR4R)R2RSOR4R เปนแหลง
ไนโตรเจนได QRXR, YRX/SR, ปริมาณลิปด และ QRPR เทากับ 1.022g/L/d, 0.155, 1.26g/L (16.05%DCW) 
และ 0.158g/L/d ตามลําดับ  สวนการใช NaNOR3R เปนแหลงไนโตรเจนได QRXR, YRX/SR, ปริมาณลิปด และ 
QRPR เทากับ 0.934g/L/d, 0.236, 1.77g/L (23.06%DCW) และ 0.221/L/d ตามลําดับ ดังนั้นจึง
เลือกใช yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนในการศึกษานี้  
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เม่ือศึกษาปริมาณความเขมขนของ yeast extract ตอการเจริญและการผลิตลิปดพบวาเม่ือใช 
yeast extract 0.75g/L ใหปริมาณเซลลต่ําสุด 9.82g/L (QX, 1.227g/L/d)  ในขณะท่ี yeast extract 
1.50g/L ใหปริมาณเซลลสูงสุดท่ี 16.07g/L (QX, 1.783g/L/d)  เม่ือเปรียบเทียบปริมาณลิปดพบวาไม
แตกตางกันมากนักเม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมี yeast extract 0.75, 1.0, 1.25, 1.50g/L โดยใหปริมาณ
ลิปด 3.40 g/L (35.05%DCW), 3.98g/L (37.55%DCW), 4.05g/L (25.39%DCW), 
3.97g/L(28.68%DCW) แตเม่ือเทียบเปนอัตราการผลิตลิปด (QP) ไดเทากับ 0.425, 0.498, 0.506, 
0.497g/L/d ในอาหารท่ีมี yeast extract 0.75, 1.0, 1.25, 1.50g/L ตามลําดับ และผลไดของเซลล 
(YX/S) เทากับ 1.003, 1.134, 1.443, 1.644 ในอาหารท่ีมี yeast extract 0.75, 1.0, 1.25, 1.50g/L 
ตามลําดับ ปริมาณผลไดของลิปด (YP/X) เทากับ 0.347, 0.352, 0.284, 0.247 ในอาหารท่ีมี yeast 
extract 0.75, 1.0, 1.25, 1.50g/L ตามลําดับ เม่ือพิจารณา QX, QP, YP/X สามารถเลือกใชปริมาณ 
yeast extract 1.25-1.5g/L เปนแหลงไนโตรเจน 

เม่ือเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30  ในอาหาร LAM medium ท่ีมี SPH2 เปนแหลง
คารบอนในฟลาสก 4000mL ปริมาตรอาหาร 2000mL บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 8 วัน พบวาได
ปริมาณเซลลสูงสุด 16.89g/L ในวันท่ี 6 ของการเพาะเลี้ยง ปริมาณลิปดสูงสุด 5.02g/L หรือ 
29.73%DCW 

ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลในรูป fatty acid methyl esters (FAMEs) แบบโดยตรงจากเซลล
ยีสตแหง (direct transesterification) ตามวิธีการท่ีดัดแปลงของ Bradley and Robert (2011) เม่ือ
วิเคราะหคุณภาพโดยหาปริมาณคาของกรด (acid value) โดยไตเตรทสารละลายตัวอยางดวย
สารละลาย 0.1 N KOH พบวามีปริมาณคาของกรดเทากับ 3.29 mgKOH/g ของ FAME และมี
ปริมาณไบโอดีเซลเทากับ 60.1% ของปริมาณน้ําหนักเซลลแหงของยีสตท่ีใชในการวิเคราะห 
 

ขอเสนอแนะ  
 จากการศึกษาพบวาปริมาณเซลลและลิปดยังไมสูงมากนักอาจเนื่องมาจากกระบวนการผลิตยัง
ไมเหมาะสม ปจจัยหลักท่ีมีผลตอการเจริญและผลิตลิปดคือแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน การลด
ตนทุนการผลิตท่ีสามารถทําไดอีกประการหนึ่งคือการหาแหลงไนโตรเจนราคาถูก เชน การใชปุยอินทรีย
ชีวภาพ (organic fertilizer) หรือน้ําแชขาวโพด (corn steep liquor) เปนตน 

การศึกษานี้เปนการเพาะเลี้ยงแบบกะซ่ึงมีขอจํากัดของปริมาณแหลงคารบอนตอท้ังการเจริญ
และการผลิตลิปดเนื่องจากเปนการใหแหลงคารบอนรวมท้ังแหลงไนโตรเจนเพียงครั้งเดียวในชวงตนของ
การเพาะเลี้ยงซ่ึงทําใหไดผลผลิตไมสูงมากนักท้ังปริมาณเซลลและปริมาณลิปด ดังนั้นในการศึกษาข้ัน
ตอไปจึงควรศึกษาการเพาะเลี้ยงแบบกะปอน (fed-batch cultivation) ซ่ึงมีรายงานการศึกษาวาใหผล
ผลิตสูงท้ังปริมาณเซลลและลิปดพรอมกัน 

การผลิตไบโอดีเซลดวยวิธีทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยตรงจากเซลลยีสตเปนวิธีหนึ่งท่ีจะลด
ตนทุนในการผลิตลงโดยการลดสารเคมีและตัวทําละลายในการสกัดลิปดหรือน้ํามันออกจากเซลลดังนั้น
จึงตองศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลดวยวิธีการดังกลาว เชน การหาชนิดของตัวเรง
ปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม การใชไมโครเวพหรืออัลตราโซนิคชวยในการทําปฏิกิริยาเปนตน นอกจากนั้นควร
ศึกษาการลดปริมาณคลอโรฟลลในเซลลลงเพ่ือใหไดน้ํามันท่ีใสมากข้ึน  
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นอกจากนั้นควรศึกษาการผลิตลิปดหรือไขมันรวมกันโดยเพาะเลี้ยงยีสตไขมันสูงรวมกับสาหราย
ขนาดท้ังระบบการเพาะเลี้ยงแบบเชื้อผสม (Mixed-culture system) กับสาหรายท่ีสามารถเจริญแบบ
เฮเทโรโทรฟคได เชน Chlorella sp. KKU-S2, Chlorella sp. MSU2 และหรือระบบการเพาะเลี้ยง
แบบบูรณาการ (integrated culture system) ระหวางยีสตกับสาหรายขนาดเล็ก โดยการนํา
คารบอนไดออกไซด (COR2R) ซ่ึงเปนผลพลอยไดจากการเพาะเลี้ยงยีสตตอเขากับการเพาะเลี้ยงสาหราย
ขนาดเล็กท้ังแบบการเพาะเลี้ยงภายใตการสังเคราะหแสง (photoautotrophic cultivation) โดย
สาหรายใช COR2R เปนแหลงคารบอน และการเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะมิกโซโทรฟก (mixotrophic 
cultivation) ท่ีสาหรายสามารถใชท้ัง COR2R และสารอินทรีย เชน กลูโคสเปนแหลงคารบอน ซ่ึงระบบ
การผลิตลิปดผานท้ัง mixed-culture system และ integrated culture system อาจทําใหผลผลิตลิ
ปดสูงข้ึนนอกจากนั้นยังเปนการใช COR2R ใหเกิดประโยชนสูงสุดซ่ึงเปนการลดการปลอย COR2R ออกสู
บรรยากาศไดอีกทางหนึ่งดวย 
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ภาคผนวก 

 
 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือ (mg/L)  
1) Lipid accumulation medium (g/L) สําหรับเพาะเล้ียงยีสต  

Glucose                                         20     g 
(NH4)2SO4                                       0.1    g 
Yeast powder (extract)                     0.75   g 
Mgso4.7H2O                                     1.5     g 
KH2PO4                                           0.4     g 
ZnSO4                                             4.4    mg 
CaCl2                                              25      mg 
MnCl2                                             0.05   mg 
CuSo4                                             0.3     mg 
น้ํากลั่น                                             1    L 

pH 5.0 
2) YM medium สําหรับเก็บรักษายีสต  

Glucose                                           10    g 
Yeast extract                                     3    g 
Malt extract                                       3    g 
Peptone                                            5    g 
น้ํากลั่น                                              1    L 

pH  4.0 
 

2. การวัดการเจริญโดยวิธีการหาน้ําหนักแหง (dry weight method) 
อบกระดาษกรองหรืออลูมิเนียมฟอยลท่ีพับเปนรูปกระทง อบท่ี 90 °C นาน 4 ชม. นําไปทําใหเย็น

ในโถอบแหง แลวนํามาชั่งน้ําหนักท่ีแนนอนโดยใชเครื่องชั่งละเอียด ปเปตสารแขวนลอยเชื้อ 
(suspension) ของเชื้อลงในหลอด centrifuge ปริมาตร 5 mL นําไปปนเหวี่ยงท่ี 5000 rpm 5 นาที 
จากนั้นลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง  ถายสารแขวนลอยเชื้อลงในกระทงจากนั้นนําไปอบท่ี 90 องศา
เซลเซียส นาน 2 ชม. ทําใหเย็นในโถอบแหงแลวนําไปชั่งหาน้ําหนักโดยใชเครื่องชั่งละเอียด น้ําหนักท่ี
เพ่ิมข้ึนคือ น้ําหนักของเซลลจุลินทรียตออาหาร 5 mL 

การวัดการเจริญโดยวัดคาความขุน (optical density) โดยเก็บตัวอยางเซลลมาวัดคาความขุนดวย
เครื่อง spectrophotometer ท่ีคาความยาวคลื่นท่ี 660 (OD660) จากนั้นเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานระหวางคา OD660 และคาน้ําหนักแหงของเซลล (biomass) ดังรูปท่ี ก-1 
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รูปท่ี ก-1 กราฟมาตรฐานระหวางคาความขุน (OD660) และน้ําหนักแหงของยีสต Torulaspora 
maleeae Y30 
 

3. การวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวสตามวิธีของ DNS (Miller, 1959)  
สารเคมี  

1. 2 N NaoH   
2. DNS solution : เตรียมโดยละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 2.5 g ใน 50 mL 

ของ 2 N NaOH โดยคอยๆ เติมและคนจนละลาย จากนั้นเติม Sodium potassium 
tatrate (Rochelle salt) 7.5 g คนจนละลายเติมน้ําใหไดปริมาตรสุดทาย 250 mL เก็บไว
ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอง  

วิธีการทดลอง 
1. ดูดตัวอยางท่ีตองการหาปริมาณน้ําตาลมา 0.1-1.0 mL ใสลงในหลอดแกว ใชน้ํากลั่นเปน 

blank เติม DNS solution  1 mL  ผสมใหเขากัน จากนั้นตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที และปดปาก
หลอดในระหวางตม ทําใหเย็นทันทีโดยการแชในอางน้ําเย็น 

2. เติมน้ํา 10 mL ผสมใหเขากัน นําไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 nm 
(A520) และนําคาไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส อานคาความเขมขนของกลูโคส
จากกราฟมาตรฐาน ซ่ึงไดจากการทดลองวิธี เดียวกันโดยใชสารละลายกลูโคสเขมขน 
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700µg/mL  
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รูปท่ี ก-2 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ของน้ําตาลกลูโคส (D-glucose) สําหรับการวิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS 
 

4. การวิเคราะหกรดไขมันโดยวิธีวัดสี Colorimetric method: Know and Rhee  
สารเคมี  

1. สารละลาย Copper reagent  
 ชั่ง cupric acetate 25 g ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร  450 mL ปรับ pH 6.1 ดวย pyridine 
ปรับปริมาตรเปน  500 mL ดวยน้ํากลั่น กรองกอนเก็บไวใช (สารละลายคงตัวได 2 ป ในท่ีไมมีแสง) 

2. สารละลาย 1.5 M KOH ใน ethanol 80%  
 ชั่ง KOH 84.165 g ละลายใน ethanol 80% (absolute ethanol 99.1%, 80 mL+ 20 mL 
น้ํากลั่น) ปรับปริมาตรใหครบ 1000 mL  

3. สารละลาย 2.5 M HCl 
การเตรียม Cell suspension ของจุลินทรีย   

  โดยชั่งเซลลน้ําหนักเปยกมา  1 g ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อปรับปริมาตรเปน 10 mL จะได
สารแขวนลอยเซลล 0.1 g/mL    

การสกัดลิปดจากเซลลจุลินทรีย  
1. การสกัดลิปดทําโดยการไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดและสกัดลิปดออกจากเซลลโดยการซาพอน

นิฟเคชั่นดวย 1.5 M KOH ในเอทานอล 80% ทําโดยนํา cell suspension มา 1 mL ใสในหลอดจุก
เกลียว ขนาด 20 mL เติม 1.5 M KOH ในเอทานอล 80% จํานวน 4 mL ปดจุกใหแนน ตมใหเดือด 2 
ชั่วโมง  

2. เม่ือครบเวลาทําใหเย็นลง เติม 2.5 M HCl จํานวน 6 mL และ isooctane 5 mL เขยา
อยางแรง 200-300 ครั้ง/นาที เพ่ือสกัดไขมันอิสระออกมาอยูในชั้นของ  isooctane เพ่ือนําไปหา
ปริมาณกรดไขมันท้ังหมดโดยวิธี colorimetric method  
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การวิเคราะหปริมาณกรดไขมันท้ังหมดดวยวิธี  Colorimetric method  
สารละลายกรดไขมันมาตรฐาน (stock solution) : 10 mg/mL โดยชั่งกรดไขมันปาลมิติค 1.0 

g ละลายใน isooctane ปรับปริมาตรเปน 100 mL  
1. ทําเตรียมสารละลายกรดไขมันมาตรฐานท่ีความเขมขนตางๆ  จากสารละลายกรดปาล

มิติค 10.0 mg/mL นํามาเจือจางดวย isooctane ท่ีความเขมขนตางๆ ดังตาราง  
ความเขมขนของสารละลายกรด
ปาลมิติค (mg/3 mL solution) 

ปริมาตร stock standard  
(mL) 

ปริมาตรของ  isooctane 
(mL) 

0.5 0.15 2.85 
1.0 0.30 2.70 
1.5 0.45 2.55 
2.0 0.60 2.40  

 
2. ปเปตแตละระดับความเขมขนมา 3 mL เติม copper reagent 1.0 mL ปดจุกเขยาแรงๆ  

1-2 นาที ท้ิงไวสักครู จนสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายสวนบนไปวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาว
คลื่น 715 nm ทํากราฟมาตรฐาน (standard curve)   

3. การหาปริมาณกรดไขมันในเซลลจุลินทรีย  
 ทําโดยปเปตสารละลายสกัดไขมันจากจุลินทรียในขอ 3. (การสกัดลิปดจากเซลลจุลินทรีย)  มา  
3 mL ทําปฏิกิริยากับ copper reagent 1.0 mL ปดจุกเขยาแรงๆ  1-2 นาที ท้ิงไวสักครู จน
สารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายสวนบนไปวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 715 nm 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve)  
 

 

 
รูปท่ี ก-3 กราฟมาตรฐาน (Standard curve) ของกรดปาลมิติก (palmitic acid) สําหรับการวิดคราะห
ปริมาณลิปดดวยวิธีวัดสี (Colorimetric method) ตามวิธีของ Know and Rhee (1986)  
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5. จุลินทรียท่ีใชในการศึกษาวิจัย   
ยีสตไขมันสูงสายพันธุพ้ืนถ่ินท่ีคัดเลือกจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ คือ 

Torulaspora maleeae Y30  
 

   
(A) (B)  (C)  

รูปท่ี ก-4 ยีสต Torulaspora maleeae Y30 ท่ีใชในการศึกษาวิจัย ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ LAM agar plate (A) การเก็บรักษาใน agar slant (B) และรูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 1000X (C)  
 

6. ข้ันตอนการเตรียมน้ําตาลจากหัวมันเทศ 

  
1. มันเทศปอกเปลือก 2. บดมันเทศดวยเครื่องบด 

  
3. เติมนํ้าและกรด HCl ท่ีอัตราสวนตางๆ 4. หลังจากการตมในหมอน่ึงความดนัไอ 

รูปท่ี ก-5 การเตรียมน้ําตาลจากหัวมันเทศสด (SPH1)  



 
 

  53 
 

  

    

  
1. มันเทศปอกเปลือก 2. หั่นเปนแวนและอบแหง 

 
3. บดละเอียดและมันเทศผงละเอียด 

 

    
4. เติมกรด HCl ท่ีอัตราสวนตางๆ และนําไปตมในหมอนึ่งความดันไอ 121C, 20นาที 

  

 
 
 
 
5.น้ําตาลจากมันเทศผงภายหลังการกรองและปนเปวี่ง
เพ่ือกําจัดกากออก 

รูปท่ี ก-6 การเตรียมน้ําตาลจากหัวมันเทศแหง (SPH2)  
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รูปท่ี ก-7 การเพาะเลี้ยงยีสต T. maleeae Y30 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LAM medium ดวยการเพาะเลี้ยง
แบบกะ (batch fermentation) ในฟลาสกขนาด 1000mL ปริมาตรอาหาร 500mL บนเครื่องเขยาท่ี
ความเร็วรอบ 150rpm ในอาหาร LAM ท่ีมี Potato hydrolysate และ sweet potato hydrolysate 
เปนแหลงคารบอน  
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