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บทคดัย่อ 

 กลีเซอรอลซ่ึงเป็นผลพลอยได้ท่ีได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนับได้ว่าเป็นของเหลือท้ิง
อุตสาหกรรมชนิดหน่ึง เม่ือความตอ้งการไบโอดีเซลเพ่ิมสูงข้ึนส่งผลให้การผลิตไบโอดีเซลเพ่ิมมากข้ึน ดงันั้น
ปริมาณกลีเซอรอลจึงสูงข้ึนเช่นกนั เน่ืองจากเป็นวตัถุดิบท่ีมีการน าไปใชป้ระโยชน์นอ้ยและตอ้งเสียค่าใชจ่้ายใน
การก าจดัสูง จึงจดัไดว้่ากลีเซอรอลเป็นของเสียอยา่งหน่ึงท่ีส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม งานวิจยัน้ีจึงไดมี้ความ
สนใจท่ีจะน าเอากลีเซอรอลมาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการศึกษาการสะสมไขมนัของเช้ือยีสตท์นร้อน Pichia sp. Scj 01 
ซ่ึงเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตไบโอดีเซลและเป็นการน าเอาของเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเองกลบัมา
ใชใ้ห้เกิดประโยชน์สูงสุด เช่น การผลิตไบโอดีเซลแบบต่อเน่ืองโดยน ากลีเซอรอลซ่ึงเป็นของเหลือท้ิงมาใชใ้น
กระบวนการผลิต หากมีการท าสมดุลมวลอยา่งเหมาะสม 
 จากการศึกษาปัจจยัท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงยีสตส์ะสมไขมนั Pichia sp. Scj 01 ท่ีสามารถเจริญได้
ในอุณหภูมิสูง โดยใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนออกแบบการทดลองทางสถิติโดยวิธี Plackett burman เพื่อ
คดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยสีต ์โดยปัจจยัท่ีน ามาใชใ้นการออกแบบการทดลองมีดว้ยกนัทั้งหมด 
5 ปัจจยั คือ ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ ปริมาณกลีเซอรอล อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และความเร็วรอบในการเขย่า 
พบว่า ตน้แบบ (Model) การออกแบบการทดลอง ให้ค่า p-value เท่ากบั 0.0007 ซ่ึงสามารถสรุปไดว้่าปัจจยัท่ี
น ามาใช้ในการศึกษามีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ และพบว่าอุณหภูมิมีผลต่อปริมาณไขมนัท่ี
สะสมให้ค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p=<0.0001) ส่วนปัจจัยทั้ ง 4 มีผลไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ แต่ควรน าปัจจยัเหล่าน้ีมาศึกษาต่อเพ่ือความแม่นย  า และจากนั้นน าปัจจยัต่างๆ มาออกแบบการ
ทดลองดว้ย Central Composite Design (CCD) พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุดคือสภาวะ
การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาณกลีเซอรอล 4 เปอร์เซ็นต ์ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ี 6 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ความเร็วรอบในการเขยา่ 100 รอบ/นาที ระยะเวลาในการบ่ม 6 วนั ในอาหาร 
Production medium ท่ีจ ากดัแหล่งไนโตรเจน สามารถท าให้ยีสต ์Pichia sp. Scj 01 ผลิตไขมนัไดสู้งสุดคือ 1.19 
กรัม/ลิตร หรือ 40.88 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัแหง้ เม่ือน าไปขยายระดบัการหมกัในถงัปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร โดยมี
ปริมาตรอาหาร 3 ลิตร ด้วยการหมักแบบกะ ภายใต้สภาวะการหมักท่ีเหมาะสมโดยเพ่ิมอากาศเข้าไปใน
กระบวนการหมกั 1 ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรอาหาร/นาที (vvm) พบวา่ยีสต ์Pichia sp. Scj 01 สามารถสะสม
ไขมนัได ้2.99 กรัม/ลิตร หรือ 63.52 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัแห้งและมีน ้ าหนกัเซลลแ์ห้งท่ี 4.71 กรัม/ลิตร ใน
ระยะเวลาการบ่ม 4 วนั องคป์ระกอบของกรดไขมนัท่ีไดจ้ากการใชก้ลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยยีสต ์Pichia sp. Scj 01 
ประกอบดว้ยกรดไขมนัหลกัคือ กรดโอเลอิค (Cis-9-Oleic acid: C18:1n9c) กรดปาลมิ์ติค (Palmitic acid: C16:0) 
กรดอิโคซาดิโนอิค (Cis-11,14-Eicosadienoic acid: C20:2) และกรดลิโนเลอิค (Cis-9, 12-Linoleic acid: C18:2n6) 
จากนั้ นน าสภาวะท่ีได้ดังกล่าวมาทดสอบการผลิตไขมันเปรียบเทียบในระดับฟลาก์ส ระหว่างอาหารท่ีเติม               
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กลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลดิบท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้คือ 40 กรัม/ลิตร พบวา่เช้ือยีสต ์Pichia sp. Scj 01
สามารถผลิตไขมนัได ้1.35 และ 0.106 กรัม/ลิตร หรือ 41.50 และ 36.99 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัแหง้ ตามล าดบั แต่
เม่ือลดความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลดิบลงเหลือ 22.24 กรัม/ลิตร เช้ือยีสต ์Pichia sp. Scj 01 สามารถผลิตไขมนัได้
สูงข้ึนคือ 1.17 กรัม/ลิตร หรือ 41.50 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัแห้ง ดงันั้นเช้ือยีสตท์นร้อน Pichia sp. Scj 01 มี
ความสามารถในการใชก้ลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนไดใ้กลเ้คียงจากแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ  
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ABSTRACT 
 

 Glycerol which is a by-product from biodiesel manufacturing has been represented as an industrial 
waste product. When the demand for biodiesel increases, resulting in the increase of biodiesel production and 
high amount of glycerol. Due to the limited use and high costs for disposing, so glycerol could be classified as 
one of the industrial waste product which could course some effects to the environment. The intention of this 
study is using glycerol as substrate for lipid accumulation by thermotolerant yeast Pichia sp. Scj 01. This could 
not only reduce the biodiesel production cost, but could also utilize the waste from the biodiesel production 
process to get the maximum profit, e.g.: continuous production of biodiesel by utilizing glycerol which is the 
waste from the production process (if mass balance between substrate (glycerol) and product (biodiesel) has 
been optimized). 

Statistical based experimental designs to optimize fermentation conditions for single cell oil production 
from glycerol by thermotolerant yeast Pichia sp. Scj 01 were conducted. Initial screening of important factors 
influencing single cell oil production, i.e. inoculum size, (%), initial glycerol (%), temperature (C), initial pH 
and agitation speed (rpm), were tested by the Placket-Burman method. Results indicated that the model showed 
statistically significant (p=0.0007) which could be concluded that the studied influencing factors had some 
effects on lipid accumulation. However, only temperature (C) showed statistically significant (p=0.0001) and 
had an interdependent effect on lipid content. On the other hands, another factors had no significantly effect on 
lipid content. Further experiment was designed to optimize variables from Placket-Burman design, which were 
temperature, initial glycerol (%), inoculum size (%) and initial pH, in order to maximize the lipid content and to 
determine the interaction effects among the tested variables by using Central Composite Design (CCD) of RSM 
(Response Surface Methodology). It was found that the optimal conditions for lipid accumulation at 100 rpm 
agitation were 40 C, 4% initial glycerol, 1% inoculum size and pH 6.0, in which the obtained lipid content of 
1.19 g/l or 40.88% (w/w) on the cell dry weight basis was estimated. Scaling up to a 5 l fermenter with the 
working volume of 3 l in the batch cultivation under the optimized conditions and feeding air at 1 vvm found 
that Pichia sp. Scj 01 could accumulate highest  lipid content at 2.99 g/l or 63.52% (w/w) on the cell dry weight 
basis after 4 days of cultivation. Fatty acids composition when pure glycerol was used by Pichia sp. Scj01 were 
mainly cis-9-Oleic acid (C18:1n9c) Palmitic acid (C16:0) cis-11, 14-Eicosadienoic acid (C20:2) and cis-9, 12-
Linoleic acid (C18:2n6). Comparing of lipid accumulation by Pichia sp. Scj 01 between utilizing pure glycerol 
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and crude glycerol as carbon sources was further studies. Pure glycerol and crude glycerol were prepared at 
initial glycerol of 40 g/l for lipid accumulation. It was found that Pichia sp. Scj 01 could accumulate lipid were 
1.35 and 0.106 g/l or 41.50 and 36.99% (w/w) on the cell dry weight, respectively. When crude glycerol was 
decreased to 22.24 g/l, lipid accumulation could be increase to was 1.17 g/l or 41.50% (w/w) on the cell dry 
weight. Thus, single cell oil production from crude glycerol by thermotolerant oleaginous yeasts Pichia sp. Scj 
01 had a potential for biodiesel production. 

 


