
                                                             บทที ่4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 
 

4.1 ผลการคัดเลอืกเช้ือยสีต์ทีส่ะสมไขมันจากแหล่งธรรมชาติ 

การคัดเลือกยีสต์สะสมไขมัน (Oleaginous yeast) ในงานวิจัยน้ีคดัเลือกมาจากวตัถุดิบเหลือท้ิงทาง

อุตสาหกรรมการเกษตร ซ่ึงตวัอยา่งท่ีนาํมาคดัแยกมี 5  ตวัอยา่ง ดงัน้ี จากฟางขา้วแหง้, กากถัว่เหลือง (ของเสียจาก

กระบานการทาํนํ้ าเตา้หู)้, กอ้นแป้งสาโท, นํ้ าออ้ยเร่ิมเน่าเสีย และจากนํ้ าเสียโรงงานชาํแหละไก่ บริษทั ขอนแก่น

โพลทรีย ์ จาํกดั โดยการนาํตวัเอยา่งมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ YPG medium บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 24  ชัว่โมงแลว้นาํมาเกล่ียบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแข็งแลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

24 ชัว่โมง จากนั้นจึงนาํมาคดัแยกยสีตท่ี์มีลกัษณะเป็นโคโลนีเด่ียว  ซ่ึงสามารถคดัเลือกยีสตไ์ดด้งัแสดงในตาราง

ท่ี 4.1 
 
ตารางที ่ 4.1 ยสีตท่ี์คดัแยกไดจ้ากแหล่งต่างๆ 

 

แหล่งตวัอย่าง ไอโซเลทยสีต์ทีพ่บ 

15ฟางข้าวแห้ง (Rc) Rc 01, Rc 02, Rc 03, Rc 04, Rc 05 

15กากถั่วเหลอืง15 (Sbc) Sbc 01, Sbc 02, Sbc 03, Sbc 04, Sbc 05, Sbc 06, Sbc 07 

ลูกแป้งสาโท (Yc) Yc 01, Yc 01, Satho 

นํา้อ้อยเร่ิมเน่าเสีย (Scj) Scj 01, Scj 02, Scj 03, Scj 04, Scj 05, Scj 06, Scj 07, Scj 08, Scj 09,  

Scj 10, Scj 11, Scj 0A, Scj 0B, Scj 0C, Scj 0D, Scj 0E, Scj 0F,  Scj 0G, 

Scj 0H, Scj 0I, Scj 0J, Scj 0K 

นํา้เสียโรงงานชําแหละไก่ ไม่พบเช้ือยสีต ์

  
จากการคดัแยกยีสตจ์ากตวัอยา่งทั้ง 5 ตวัอยา่ง สามารถแยกเช้ือยีสตไ์ดท้ั้งหมด  37 ไอโซเลท ซ่ึงทั้ง 37 

ไอโซเลท สามารถยืนยนัเบ้ืองตน้ไดว้า่เป็นยีสต์โดยการทดสอบเบ้ืองตน้ ดว้ยการส่องกลอ้งจุลทรรศน์ ลกัษณะ

เซลลข์องเช้ือทั้ง 37  ไอโซเลท เม่ือส่องผา่นกลอ้งจุลทรรศน์แลว้มีลกัษณะคลา้ยกบัเซลลย์สีต ์ เช่น มีการแตกหน่อ

และมีเซลลข์นาดใหญ่  การคดัแยกยสีตส์ะสมไขมนัสามารถคดัแยกไดท้ัว่ไปในธรรมชาติ  เช่น รัตนาภรณ์ ลีสิงห์

(2551ก)  คดัแยกจากดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ์ ซ่ึงสามารถคดัแยกยีสต์ได ้42 ไอโซเลท รวมไปถึง Mei  et al., 

(2009) คดัแยกยีสต์จากผิวหนังของปลาทะเล ซ่ึงสามารถคัดแยกยีสต์ได้มากกว่า 100 ไอโซเลท และยงัมีบาง

รายงานถึงการคดัแยกยีสตส์ะสมไขมนัจากดิน หรือจากนํ้ าเสียจากโรงอาหาร (รัตนภรณ์ ลีสิงห์,  2551ข)   ซ่ึงยีสต์

สะสมไขมนัน้ีสามารถพบไดท้ั่วไปในแหล่งธรรมชาติ โดยทั่วไปแลว้การคดัเลือกยีสตส์ะสมไขมนัตอ้งมีการ

ทดสอบยีสตว์า่ยสีตท่ี์คดัแยกไดส้ามารถสะสมไขมนัไดม้ากกวา่ 20 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัแห้งจึงถือวา่เป็นยสีต์

สะสมไขมนัได ้ 
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4.2 ผลการทดสอบหาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการเจริญของยสีต์ทีค่ัดแยกได้ 

การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของยีสตเ์พ่ือหายีสต์สะสมไขมนัท่ีสามารถเจริญและสะสม

ไขมนัไดใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง โดยการแปรผนัอุณหภูมิในการทดสอบการเจริญ คือ 30, 35, 40 และ 45  องศาเซลเซียส  

เพ่ือคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีสามารถเจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง โดยในการทดสอบน้ี จะคดัเลือกยีสต์ท่ีสามารถ

เจริญไดดี้ในอุณหภูมิสูงท่ีสุดท่ียีสตส์ามารถเจริญได ้ ผลการคดัแยกสามารถคดัแยกยีสตไ์ดท้ั้งหมด 37 ไอโซเลท

และนาํมาทดสอบการเจริญท่ีอุณหภูมิต่างๆ ใหผ้ลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 และ 4.3 

 

ตารางที ่4.2  ผลการ15ทดสอบการเจริญของยสีต1์5ท่ีคดัแยกไดจ้าก จากฟางขา้ว (Rc), กากถัว่เหลือง (Sbc), กอ้นแป้ง

     สาโท (Yc, Satho) ท่ีอุณหภูมิตา่งๆ 

 

ไอโซเลท ขนาดโคโลน ี(เซนตเิมตร) 

30   องศาเซลเซียส 35  องศาเซลเซียส 40  องศาเซลเซียส 45  องศาเซลเซียส 

Sbc 01 1.23 1.38 1.08 ไม่มีการเจริญ 

Sbc 02 1.35 1.40 1.15 ไม่มีการเจริญ 

Sbc 03 1.23 1.28 1.20 ไม่มีการเจริญ 

Sbc 04 1.30 1.33 1.10 ไม่มีการเจริญ 

Sbc 05 1.33 1.35 1.13 ไม่มีการเจริญ 

Sbc 06 1.13 1.30 1.40 ไม่มีการเจริญ 

Sbc 07 1.30 1.43 1.15 ไม่มีการเจริญ 

Rc 01 1.20 1.45 1.18 ไม่มีการเจริญ 

Rc 02 1.48 1.55 1.15 ไม่มีการเจริญ 

Rc 03 1.18 1.38 1.43 ไม่มีการเจริญ 

Rc 04 1.50 1.40 1.10 ไม่มีการเจริญ 

Rc 05 1.30 1.28 1.15 ไม่มีการเจริญ 

Yc 01 1.25 1.33 1.13 ไม่มีการเจริญ 

Yc 02 1.20 1.38 1.40 ไม่มีการเจริญ 

Satho 1.15 1.38 1.15 ไม่มีการเจริญ 
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ตารางที ่4.3  ผลทดสอบการเจริญของยสีต1์5ท่ีคดัแยกไดจ้ากนํ้ าออ้ยเน่าเสีย (Scj) ท่ีอุณหภูมิสูงต่าง  ๆ

 

ไอโซเลท ขนาดโคโลน ี(เซนตเิมตร) 

30  องศาเซลเซียส 35  องศาเซลเซียส 40  องศาเซลเซียส 45  องศาเซลเซียส 

Scj 01 1.45 2.03 2.25 ไม่มีการเจริญ 

Scj 02 1.48 1.75 1.25 ไม่มีการเจริญ 

Scj 03 1.55 1.40 1.22 ไม่มีการเจริญ 

Scj 04 1.53 2.10 1.23 ไม่มีการเจริญ 

Scj 05 1.25 2.60 1.03 ไม่มีการเจริญ 

Scj 06 1.25 2.40 1.15 ไม่มีการเจริญ 

Scj 07 1.20 1.45 1.25 ไม่มีการเจริญ 

Scj 08 1.20 1.83 1.30 ไม่มีการเจริญ 

Scj 09 1.25 1.55 1.35 ไม่มีการเจริญ 

Scj 10 1.20 1.35 1.25 ไม่มีการเจริญ 

Scj 11 1.45 1.45 1.50 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0A 1.20 1.43 1.45 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0B 1.88 1.50 1.00 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0C 1.35 1.33 1.20 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0D 1.50 2.68 1.15 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0E 2.50 1.90 1.55 1.03 

Scj 0F 2.55 1.88 1.07 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0G 1.73 2.00 1.18 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0H 1.55 2.75 1.10 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0I 1.50 1.48 1.13 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0J 2.20 1.70 1.15 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0K 1.38 2.75 1.13 ไม่มีการเจริญ 
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จากการทดลองพบวา่ ยสีตท่ี์คดัแยกไดท้ั้ง 37 ไอโซเลทสามารถเจริญไดสู้งสุดท่ี 40 องศาเซลเซียส  แต่มียสีต์

เพียง 7 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีสามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส  และท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสยีสตท่ี์

คดัเลือกไดไ้ม่สามารถเจริญได ้ยกเวน้ ยสีตไ์อโซเลท Scj 0E  ท่ียงัสามารถเจริญไดเ้ลก็นอ้ยแต่ไม่ดีมากนกั จากการทดลอง

น้ีสามารถสรุปไดว้า่อุณหภูมิท่ีสูงท่ีสุดท่ียีสตส์ามารถเจริญได ้คือ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงมี 7 ไอโซเลทเท่านั้นท่ี

สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส ส่วนไอโซเลทอ่ืนเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่า 40 องศาเซลเซียส      

ซ่ึงสามารถสรุปไดด้งัน้ี 

4.2.1 ยสีตค์ดัแยกจากกากถัว่เหลือง, ฟางขา้วแหง้ และกอ้นแป้งสาโท15สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง 40   

องศาเซลเซียส ตวัอยา่งละ 1 ไอโซเลท รวมทั้งหมด 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท Sbc 06,  Rc 03 และ Yc 02 

4.2.2 ยีสตท่ี์คดัแยกจากนํ้ าออ้ยเน่าเสีย สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง 40 องศาเซลเซียส มีอยู่ 4 ไอโซเลท 

ดงัน้ี ไอโซเลท Scj 01, Scj 11, Scj 0A และ Scj 0E 

4.2.3 ยสีตท่ี์คดัเลือกไดจ้ากนํ้ าออ้ยเน่าเสีย สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิสูง 45 องศาเซลเซียส มีอยู ่1 ไอโซเลท 

ดงัน้ี ไอโซเลท Scj 0E 

 
ตารางที ่4.4  ขนาดโคโลนี (เซนติเมตร) ของยสีตท่ี์ทนอุณหภูมิสูงทั้ง 7 ไอโซเลทท่ีเจริญในอุณหภูมิต่าง  ๆ

 

 

จากตารางท่ี 4.4  เป็นผลจากการวดัขนาดของโคโลนี (เซนติเมตร) ของยสีตท่ี์คดัแยกไดโ้ดยท่ีมีการทดสอบการ

เจริญโดยการใชว้ธีิการหยดเช้ือลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแขง็ (drop plate) แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีต่างๆแลว้นาํมา

วดัขนาดของโคโลนีเพ่ือเปรียบเทียบในแต่ละอุณหภูมิ โดยจากผลการทดลองพบวา่ยีสต์ท่ีคดัแยกไดเ้จริญไดดี้ท่ีสุดท่ี

อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส โดยเม่ือยีสตมี์ขนาดของโคโลนีใหญ่นั้นแสดงให้เห็นวา่ยสีตส์ามารถเจริญไดดี้ เม่ือมีขนาด

ของโคโลนีใหญ่ข้ึนการเจริญยิง่ดีข้ึนตามไปดว้ย  จากตารางสรุปไดว้า่เช้ือไอโซเลท Sbc 06 ,  Rc 03 ,  Scj 01 ,  Scj 11 ,  Scj 

0A  และ  Yc 02  สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิสูงท่ี 40  องศาเซลเซียส  โดยเม่ือวดัการเจริญพบวา่ยสีตท์ั้ง  6 ไอโซเลท

มีการเจริญท่ีดีกวา่อุณหภูมิ 30  และ  37 องศาเซลเซียส ดงันั้นทาํใหท้ราบวา่ยสีตท์ั้ง 6 ไอโซเลทเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 

40  องศาเซลเซียส  ยกเวน้ยีสต์ไอโซเลท Scj 0E ท่ี มีขนาดของโคโลนีท่ีใหญ่ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส                 

แต่อย่างไรก็ตามท่ีอุณหภูมิสูงท่ี 40  และ  45 องศาเซลเซียส  ยีสต์ Scj 0E ก็ยงัสามารถเจริญไดดี้ใกลเ้คียงกบัยีสต์ทั้ ง       

6 ไอโซเลทขา้งตน้ จึงถือวา่เป็นยสีตท่ี์สามารถเจริญและสามารถทนต่ออุณหภูมิสูงไดเ้ช่นกนั ซ่ึงรวมทั้งส้ินสามารถ

ไอโซเลท ขนาดโคโลนี (เซนตเิมตร) 

30  องศาเซลเซียส 35  องศาเซลเซียส 40  องศาเซลเซียส 45  องศาเซลเซียส 

Scj 01 1.45 2.03 2.25 ไม่มีการเจริญ 

Scj 11 1.45 1.45 1.50 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0A 1.20 1.43 1.45 ไม่มีการเจริญ 

Scj 0E 2.50 1.90 1.55 1.03 

Sbc 06 1.13 1.30 1.40 ไม่มีการเจริญ 

Rc 03 1.18 1.38 1.43 ไม่มีการเจริญ 

Yc 02 1.20 1.38 1.40 ไม่มีการเจริญ 
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คดัแยกยสีตท่ี์นทอุณหภูมิสูงได ้จาํนวน  7 ไอโซเลท  ดงันั้นจึงเลือกอุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิสูงท่ีสุดใน

งานวจิยัน้ี   

สภาวะท่ีเหมาะสมทั่วไปของการเจริญของยีสต์ส่วนใหญ่ยีสต์จะสามารถเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ 25- 30            

องศาเซลเซียส ซ่ึงจะมียสีตบ์างสายพนัธ์ุเท่านั้นท่ีจะเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 30 องศาเซลเซียส  และการท่ียสีตส์ามารถ

เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 40  องศาเซลเซียส ถือวา่เป็นยีสตส์ายพนัธ์ุทนร้อน (Thermotolerant) การท่ียสีตส์ามารถเจริญ

ไดดี้ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงจะสามารถช่วยในการลดการใชพ้ลงังานในการทาํความเยน็ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงยสีต ์และ

การท่ียสีตเ์จริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิหอ้งของสภาพอากาศในประเทศ

ไทยซ่ึงอาจจะช่วยลดการใชพ้ลงังานในการควบคุมอุณหภูมิไดอี้กทางเลือกหน่ึง ในรายงานทั่วไปมีน้อยมากท่ีมีการ

เพาะเล้ียงยีสตใ์นอุณหภูมิสูงเพ่ือการสะสมไขมนั โดยส่วนใหญ่จะมีการเพาะเล้ียงยีสต์เพ่ือการสะสมไขมนัท่ีอุณหภูมิ   

25-30  องศาเซลเซียสซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ียสีตท์ัว่ไปเจริญไดดี้ 

 
(A)                                                              (B)                                                        (C) 

  
 
ภาพที ่4.1 ลกัษณะโคโลนีของยสีตท่ี์คดัแยกไดใ้นการทดสอบการเจริญท่ีมีการแปรผนัอุณหภูมิ (A) ไอ โซเลท Yc 02 ,

  (B)  ไอโซเลท Rc 03 ,  (C) ไอโซลท Sbc 06 

 

4.3 การทดสอบการสะสมไขมนัของยสีต์ โดยวธีิ Sudan Black B และ โดยวธีิ Colorimetric method   

การทดสอบการสะสมไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนัโดยการยอ้มดว้ยวธีิ Sudan Black เป็นการทดสอบคุณสมบติั

เบ้ืองตน้ของยีสตว์า่สามารถสะสมหรือผลิตไขมนัได ้โดยภายในเซลลย์ีสตส์ะสมไขมนัจะมีไขมนัเป็นหยดไขมนัเล็กๆ 

ภายในเซลล์  เม่ือยอ้มด้วย Sudan Black หยดไขมนัเล็กๆภายในเซลลจ์ะสามารถติดสีของ Sudan Black ซ่ึงจะเห็นเป็น

วงกลมเล็กๆภายในเซลล์ติดเป็นสีดําหรือสีม่วงดังแสดงในภาพท่ี 4.2 ซ่ึงสามารถสรุปในเบ้ืองต้นได้ว่ายีสต์มี

ความสามารถในการผลิตหรือสะสมไขมนัได ้ซ่ึงผลทดสอบของยสีตท์ั้ง 37 ไอโซเลท แสดงไวใ้นตารางท่ี 4.5-4.6 

การติดสี Sudan Blank ของเซลล์ยีสตจ์ะสามารถติดสีไดต้ามปริมาณนํ้ ามนัภายในเซลลย์ีสต ์โดยภายในเซลล์

ของยีสต์จะมีหยดนํ้ ามนัเล็กๆภายในเซลล์ซ่ึงส่วนท่ีจะติดสีของ Sudan Blank ถา้มีการติดสีของ Sudan Blank มากและ

หนาแน่นแสดงว่ายีสต์สามารถมีการสะสมไขมนัภายในเซลล์ปริมาณมาก โดยยีสต์แต่ละสายพนัธ์ุจะมีการติดสีของ 

Sudan Blank  ท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัปริมาณไขมนัภายในเซลลแ์ต่อยา่งไรก็ตามวธีิน้ียงัเป็นการทดสอบการสะสมไขมนั

ของยสีตใ์นเบ้ืองตน้เท่านั้น  
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ภาพที ่4.2 ลกัษณะเซลลย์สีตท่ี์ยอ้มสีโดยวธีิ Sudan Blank 

 
 
ตารางที ่4.5  การทดสอบการสะสมไขมนัของยสีต ์โดยวธีิ Sudan Black ของเช้ือยสีตท่ี์คดัเลือกจากจากฟางขา้วแหง้ 

     (Rc), กากถัว่เหลือง (Sbc), กอ้นแป้งสาโท (Yc, Satho)  

 

ไอโซเลท ระดบัการตดิสี Sudan Blank 

Sbc 01 ++ 

Sbc 02 - 

Sbc 03 + 

Sbc 04 + 

Sbc 05 ++ 

Sbc 06 +++ 

Sbc 07 ++ 

Rc 01 ++ 

Rc 02 +++ 

Rc 03 ++ 

Rc 04 +++ 

Rc 05 +++ 

Yc 01 ++ 

Yc 02 ++ 

Satho +++ 

*หมายเหต ุ

-         ไม่ติดสี Sudan  Black    ++  ติดสี Sudan  Black  ปานกลาง 

+    ติดสี Sudan  Black  นอ้ย  +++ ติดสี Sudan  Black  มาก 
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ตารางที ่4.6  การทดสอบการสะสมไขมนัของยสีต ์โดยวธีิ Sudan Black ของเช้ือยสีตท่ี์คดัเลือกจากนํ้ าออ้ยเน่าเสีย       

      (Scj) 

 

ไอโซเลท ระดบัการตดิสี Sudan Blank 

Scj 01 ++ 

Scj 02 ++ 

Scj 03 +++ 

Scj 04 ++ 

Scj 05 ++ 

Scj 06 - 

Scj 07 + 

Scj 08 + 

Scj 09 ++ 

Scj 10 ++ 

Scj 11 + 

Scj 0A + 

Scj 0B ++ 

Scj 0C ++ 

Scj 0D - 

Scj 0E + 

Scj 0F + 

Scj 0G - 

Scj 0H ++ 

Scj 0I + 

Scj 0J + 

Scj 0K +++ 

*หมายเหต ุ

-         ไม่ติดสี Sudan  Black    ++  ติดสี Sudan  Black  ปานกลาง 

+    ติดสี Sudan  Black  นอ้ย  +++ ติดสี Sudan  Black  มาก 
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การทดสอบการสะสมไขมนัของยสีตโ์ดยวิธี Colorimetric method เป็นวิธีการหาปริมาณไขมนัโดยการสกดั

ไขมนัภายในเซลล ์ โดยการทดลองเล้ียงยีสต์ในสภาวะมีอุณหภูมิสูงเพ่ือดูวา่ยีสตส์ามารถผลิตไขมนัไดห้รือไม่ตามท่ี

ทดสอบ ดว้ย Sudan Blank โดยการเพาะเล้ียงยีสต์เพ่ือดูการสะสมไขมนัน้ีจะทดสอบเฉพาะยีสตท่ี์สามารถเจริญไดดี้ใน

อุณหภูมิสูง 40  องศาเซลเซียส จาํนวน 7 ไอโซโซเลท โดยกาํหนดสภาวะในการเพาะเล้ียงดงัน้ี อาหารท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง

คือ  production  medium ท่ีมีปริมาณนํ้ าตาลกลูโคส 20 กรัม/ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 

160 รอบ/นาที ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 8 วนั ผลการทดสอบการหาปริมาณไขมันของยีสต์สะสมไขมันด้วยวิธี 

Colorimetric method  ได้ผลดังน้ี เช้ือยีสต์ไอโซเลท Yc 02 ,  Rc 03 ,  Sbc 06 , Scj 0A ,  Scj 0E ,  Scj 01 และ Scj 11 มี

ปริมาณไขมนัท่ีวเิคราะห์ได ้1.4,  1.57,  1.98, 0.82, 1.47, 1.54 และ 1.35 กรัม/ลิตร  ตามลาํดบัดงัแสดงในภาพท่ี 4.3  ซ่ึง

สามารถสรุปไดว้า่เช้ือยสีตท์ั้ง 7 ไอโซเลท สามารถสะสมไขมนัไดใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงในปริมาณท่ีแตกต่างกนั 

 

  
 
ภาพที ่4.3  กราฟแสดงปริมาณไขมนัท่ีสกดัไดจ้ากยสีตส์ะสมไขมนัดว้ยวธีิ Colorimetric method  โดยการเพาะเล้ียงใน     

   อาหาร Production medium , อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส  เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที ระยะเวลาในการ

   เพาะเล้ียง 8 วนั  
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จากผลการทดลองขา้งตน้เป็นเพียงการศึกษาเบ้ืองตน้เพ่ือทดสอบการผลิตและการสะสมไขมนัของยสีต์

ท่ีคดัเลือกได้ทั้ ง 7 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการผลิตและสะสมไขมนัได้สูงเม่ือเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมี

อุณหภูมิสูง (40  องศาเซลเซียส)  และจากภาพท่ี 4.3 จะเห็นได้ว่ายีสต์ไอโซเลท Sbc 06 สามารถผลิตไขมนัได้

สูงสุด และ รองลงมาเป็นยีสต์ไอโซเลท Scj 01 เม่ือนํายีสต์ทั้ งสองชนิดไปจําแนกสายพันธ์ุของยีสต์พบว่า           

ไอโซเลท Sbc 06 มีผลการจาํแนกเป็นยีสต์สายพนัธ์ุ Candida tropicalis  และ ไอโซเลท Scj 01 มีผลการจาํแนก

เป็นยีสต์สายพนัธ์ุ  Pichia kudriavzevii  ซ่ึงมีงานวิจัยท่ีมีการศึกษาศักยภาพการผลิตไขมันของยีสต์ Candida 

tropicalis แลว้หลายงานวิจยัและจากการทดลองเบ้ืองตน้พบว่ายีสต์สายพนัธ์ุ Candida tropicalis สามารถผลิต

ไขมันท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ได้ดีกว่าอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  แต่ยีสต์ Pichia kudriavzevii ยงัไม่มี

รายงานการนาํมาศึกษาศกัยภาพในการผลิตไขมนั และจากการทดสอบเบ้ืองตน้พบวา่ยีสต ์Pichia  kudriavzevii 

สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลากหลาย เช่น การใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนไดแ้ละมีการผลิตไขมนัท่ี

อุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียสท่ีไม่แตกต่างกนั ดงันั้นผูว้ิจยัจึงมีความสนใจในการนาํยีสตไ์อโซเลท Scj 01 

มาศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัท่ีอุณหภูมิสูงในขั้นตอนการศึกษาต่อไป 

 

 
                ภาพที ่4.4  ลกัษณะเซลลย์สีตไ์อโซเลท Scj01 ส่องผา่นกลอ้งจุลทรรศน ์

 

 ในการสะสมไขมนัหรือการผลิตไขมนัของจุลินทรียจ์ะสามารถสะสมและผลิตไขมนัไดดี้ก็ต่อเม่ืออยูใ่น

สภาวะการเจริญและสภาวะการผลิตไขมนัท่ีเหมาะสมดว้ย ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสมประกอบดว้ยกนัหลายปัจจยัทั้ง

ปัจจยัทางกายภาพและปัจจยัทางเคมี ซ่ึงจะไดท้าํการศึกษาต่อไป  เช่นเดียวกบัรัตนภรณ์ ลีสิงห์ (2551ข) ไดศึ้กษา

การวเิคราะห์ปริมาณไขมนัดว้ยวิธี Colorimetric method  โดยเพาะเล้ียงยีสตใ์นอาหารเล้ียงเช้ือ Production medium 

ท่ีมีปริมาณกลูโคสสูง  90  กรัม/ลิตร  อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบ/นาที ระยะเวลาในการ

เพาะเล้ียง 8 วนั พบวา่ยีสตไ์อโซเลท  OYS3 สามารถใหป้ริมาณไขมนัสูงสุดท่ี 4.10  กรัม/ลิตร หรือ 52.7  เปอร์เซ็นตโ์ดย

นํ้ าหนกัแหง้ 
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4.4  การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ 

  เอนไซม ์คือ ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ เป็นสารประกอบจาํพวกโปรตีนสามารถลดพลงังานก่อกมัมนัต์

ของปฏิกิริยา เอนไซม์จะเร่งเฉพาะชนิดของปฏิกิริยา และชนิดของสารท่ีเขา้ทาํปฏิกิริยา จากการวิเคราะห์ค่า

กิจกรรมของเอนไซมท์าํใหท้ราบค่าความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ร่ิมตน้ ซ่ึงจากการทดลองจะทาํให้ทราบวา่เอนไซม์

แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะมเลสมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้เท่าไร ในงานวจิยัน้ีไดน้าํเอาเอนไซมท์างการคา้มาใชใ้น

การยอ่ยมนัเทศ  ซ่ึงเอนไซมท่ี์นาํมาใช ้คือ เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส (ของ Novozyme) ซ่ึงค่า

การหากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมท์ั้งสองชนิดจะรายงานในหน่วยของ SDU (Starch Digestion Unit ) โดย 1 

หน่วยกิจกรรมเอนไซม์ คือปริมาณเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยแป้งมนัเทศเป็นมิลลิลิตรแลว้ทาํให้เกิดกลูโคส 1        

ไมโครโมล/นาที ในสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซมน์ั้นๆ  ผลการวเิคราะห์ค่าการเจือจางท่ีเหมาะสม

สาํหรับการหากิจกรรมของเอนไซม ์ไดผ้ลดงัน้ี 

 4.4.1 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์แอฟาอะไมเลส 

           การหากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสโดยใชส้ภาวะการทาํงานท่ีอุณหภูมิ 90

องศาเซลเซียสตามท่ีบริษทัผูผ้ลิตไดก้าํหนดไวเ้พ่ือทดสอบในการยอ่ยแป้งมนัเทศท่ีละลายในสารละลายบพัเฟอร์  

Tris-hydrochloric buffer ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0 เม่ือทําการเจือจางเอนไซม์ตั้ งแต่ 10 เท่า ถึง 106 เท่า 

พบว่าอตัราการเจือจางท่ี 105 เท่า เป็นอตัราการเจือจางสูงสุดท่ียงัทาํให้เห็นความแตกต่างของค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์ตามค่าอตัราการเจือจาง (เช่น เจือจาง 100 เท่า ค่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์เพ่ิมข้ึน 100 เท่า) ท่ีอตัราการ    

เจือจางสูงกวา่น้ี จะทาํใหไ้ดค้่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์นอ้ยกวา่ค่าอตัราการเจือจาง ดงันั้นจึงเลือกใชค้่าการเจือจาง

ท่ี 105 เท่าน้ีในการหากิจกรรมเร่ิมตน้ของเอนไซม ์จากการวิเคราะห์พบวา่เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสสมีกิจกรรม

ของเอนไซมป์ระมาณ 70,000   หน่วย/มล.ของเอนไซม ์ซ่ึงบอกไดว้า่เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 1 มิลลิลิตรมีความ

เขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ี  70,000   หน่วย ซ่ึงมีศกัยภาพในการเปล่ียนแป้งเป็นนํ้ าตาลไดสู้ง 

4.4.2 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

           การหากิจกรรมของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสใชส้ภาวะการทาํงานท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เพ่ือทดสอบการยอ่ยแป้งมนัเทศท่ีละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ acetate buffer ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.3-4.5 เม่ือ

ทาํการวเิคราะห์หาอตัราการเจือจางท่ีเหมาะสมเช่นเดียวกบัเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส พบวา่ท่ีอตัราการเจือจาง 104 

เท่า เป็นอัตราการเจือจางท่ีเหมาะสมซ่ึงจากการวิเคราะห์พบว่าให้กิจกรรมของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสจะมี

ค่าประมาณ 7,900   หน่วย/มล.ของเอนไซม์ ซ่ึงบอกได้ว่าเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 1 มิลลิลิตรมีความเขม้ข้น

เร่ิมตน้ท่ี 7,900 หน่วย   

การวเิคราะห์หากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมจ์ะมีค่ากิจกรรมท่ีแตกต่างกนัเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีแตกต่าง

กัน ดั้ งนั้นสภาวะท่ีเหมะสมจึงเป็นปัจจัยท่ีสําคญัท่ีสุดในการทํางานของเอนไซม์แต่ละชนิด การทํางานของ

เอนไซมทุ์กชนิดตอ้งอยูใ่นสภาวะท่ีเหมาะสมของการทาํงานเอนไซมน์ั้นๆเท่านั้น เอนไซมน์ั้นจึงจะสามารถให้

กิจกรรมการทาํงานท่ีดีและสูงท่ีสุด โดยปัจจยัท่ีสามารถทาํให้เอนไซมท์าํงานไดดี้นั้นประกอบดว้ยกนัหลายปัจจยั 

ไดแ้ก่ อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย รวมไปถึงชนิดของสารท่ีเอนไซมไ์ปควบคุมปฏิกิริยา  
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ในการหากิจกรรมของเอนไซม์ควรมีการหากิจกรรมเอนไซม์ทุกคร้ังเม่ือนํามาใช้งาน เน่ืองจาก เอนไซม์

สามารถสูญเสียสภาพได ้เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสม ซ่ึงสามารถทาํให้กิจกรรมของเอนไซมน์ั้นลดลงได ้ ดงันั้นควร

เก็บเอนไซมไ์วใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิตํ่าเพ่ือลดการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมใ์หไ้ดม้ากท่ีสุด และเพ่ือการคงสภาพของ

เอนไซม์เม่ือนาํมาใชง้าน ดงันั้นก่อนการใชง้านทุกคร้ังจึงควรนาํเอนไซม์มาวิเคราะห์หากิจกรรมเอนไซมเ์ร่ิมตน้ก่อน

นาํไปใชใ้นการทดลอง 

  

4.5 การศึกษาการย่อยมันเทศด้วยเอนไซม์ในห้องปฎบิัติการ 

ในการผลิตกลูโคสจากการยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซมน์ั้นตอ้งอาศยัการทาํงานของเอนไซมท่ี์สาํคญั 2 ชนิด คือ 

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และ เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ซ่ึงเป็นเอนไซมท์างการคา้ (Novozyme) ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงได้

ศึกษาถึงความเขม้ขน้ของเอนไซมท์ั้งเอนไซม ์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส และปริมาณความเขม้ขน้ของ

มนัเทศท่ีเหมาะสม เพ่ือใชใ้นการผลิตกลูโคสใหไ้ดป้ริมาณสูงท่ีสุด โดยการทดลองในระดบัหอ้งปฏิบติัการมีปริมาตรการ

ทดลอง 100 มิลลิลิตร 

ในการผลิตนํ้ าตาลกลูโคสโดยใชเ้อนไซมใ์นการยอ่ยมนัเทศนั้นยงัไม่มีรายงานการวจิยัมากนกั ส่วนใหญ่เป็น

การยอ่ยมนัสาํปะหลงัท่ี โดยในปัจจุบนัการผลิตกลูโคสจะผลิตไดจ้ากการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์นอกจากน้ีสภาวะท่ีจะ

นาํไปใชข้ึ้นอยูก่บัท่ีมาของเอนไซมด์ว้ย ในงานวิจยัน้ีไดใ้ชเ้อนไซมด์งักล่าวเพ่ือยอ่ยมนัเทศ การผลิตกลูโคสจากมนัเทศ

อาจมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยท่ีแตกต่างกบัการยอ่ยแป้งชนิดอ่ืนๆท่ีไม่ใช่มนัเทศ ซ่ึงทั้งสองเอนไซมจ์ะมีสภาวะการ

ทาํงานท่ีแตกต่างกนั  

4.5.1 ผลการศึกษาการหาความเข้มข้นของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสทีเ่หมาะสมในการย่อยมนัเทศ 

                 การศึกษาหาความเขม้ขน้ของแอลฟาอะไมเลสท่ีเหมาะสมในการยอ่ยมนัเทศเพ่ือใหไ้ดป้ริมาณนํ้ าตาล

สูงสุด  โดยจะใชป้ริมาณมนัเทศเร่ิมตน้ในการยอ่ย 6 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร (6 เปอร์เซ็นต ์หรือ 60 กรัม/ลิตร (ชุด

ควบคุม)) ซ่ึงเป็นปริมาณสูงสุดท่ีทาํใหส้ารละลายแป้งมนัเทศยงัสามารถกวนได ้(หากสูงกวา่น้ีสารละลายแป้งจะหนืดจน

กวนไม่ได ้ทาํให้การผสมไม่ทัว่ถึง)  โดยปรับสภาวะความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ให้อยูใ่นช่วง 6.5-7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 90 

องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นแปรผนัความเขม้ขน้ของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสตั้งแต่ 500 ถึง 100,000  หน่วย/มิลลิลิตร  

จากนั้นติดตามการยอ่ยมนัเทศโดยเก็บตวัอยา่งวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีเกิดข้ึนและวิเคราะห์ปริมาณแป้งท่ีเหลือ

ทุกๆ 20 นาทีจนครบ 120 นาที พบว่าในเบ้ืองตน้เม่ือแปรผนัความเขม้ขน้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ท่ี 500 ถึง 20,000 

หน่วย/มิลลิลิตร  ยงัไม่สามารถยอ่ยแป้งมนัเทศท่ีมีความเขม้ขน้ 60 กรัม/ลิตร ไดห้มดในเวลา 120  นาที และยงัใหป้ริมาณ

ของกลูโคสตํ่า  ดงันั้นจึงมีการเพ่ิมความเขม้ขน้ของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสให้มีความเขม้ขน้มากข้ึนโดยแปรผนัค่า

กิจกรรมของเอนไซมท่ี์ 25,000, 30,000, 50,000, 75,000 และ 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ผลการทดลองพบวา่ ความเขม้ขน้

ของเอนไซม ์100,000  หน่วย/มิลลิลิตร  สามารถยอ่ยแป้งไดห้มดท่ีนาทีท่ี 20  และไดป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดท่ี 26.4 

กรัม/ลิตร ท่ีระยะเวลาในการยอ่ย 120 นาที และพบวา่ปริมาณแป้งจะลดลงอยา่งรวดเร็วภายใน 20 นาทีของการยอ่ยมนัเทศ 

ดงัแสดงในภาพท่ี 4.6  ดงันั้นความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีสามารถย่อยมนัเทศ 6 เปอร์เซ็นต์ไดน้ํ้ าตาล

รีดิวส์สูงสุด คือ 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ซ่ึงคาดว่าท่ีความเขม้ขน้ของแอลฟาอะไมเลสท่ี 100,000  หน่วย/มิลลิลิตร  

ยงัคงมีกิจกรรมของเอนไซมเ์หลืออยู ่ดงันั้นหากมีการเพ่ิมปริมาณแป้งมนัเทศเขา้สู่กระบวนการยอ่ยเพ่ิมมากข้ึนอาจทาํ   

ใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์เพ่ิมมากข้ึนตามไปดว้ย  จึงนาํไปสู่การทดลองในขั้นตอนต่อไป  จากการทดลองน้ีทาํใหท้ราบค่า 
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ความเขม้ขน้ของแอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในการยอ่ยมนัเทศท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 60  กรัม/ลิตร  เพ่ือให้ไดน้ํ้ าตาล

รีดิวส์สูงสุดและสามารถย่อยแป้งไดห้มดในเวลาอนัสั้น อย่างไรก็ตามความเขม้ขน้ของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท่ีมี

กิจกรรมการทาํงานท่ี  50,000, 75,000 และ 100,000  หน่วย/มิลลิลิตร  สามารถให้ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีใกลเ้คียงกนัท่ี 

25.2, 25.2  และ 26.4 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั และท่ีความเขม้ขน้ 75,000 และ 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร สามารถยอ่ยแป้งได้

หมดเม่ือส้ินสุดการยอ่ยท่ีนาทีท่ี 20  แสดงดงัภาพท่ี 4.5 และ 4.6 

 

 
 
ภาพที ่4.5  แสดงปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีวดัไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศในระดบัหอ้งปฏิบติัการทาํการแปรผนัความเขม้ขน้

  ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส ท่ีความเขม้ขน้มนัเทศเร่ิมตน้ 6  เปอร์เซ็นต ์( 60 กรัม/ลิตร) ยอ่ยในสภาวะท่ี   

  อุณหภูมิ 90  องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0  เป็นเวลา 120 นาที 
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ภาพที่ 4.6  แสดงปริมาณแป้งท่ีวดัได้จากการย่อยมนัเทศในระดับห้องปฏิบัติการท่ีทาํการแปรผนัความเขม้ขน้ของ

 เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส ท่ีความเขม้ขน้มนัเทศเร่ิมตน้ 6 เปอร์เซ็นต ์(60 กรัม/ลิตร) ยอ่ยในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 

 90 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0  เป็นเวลา 120 นาที 

 
4.5.2 ผลการศึกษาการเพิม่ความเข้มข้นของมนัเทศในการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

จากผลการทดลองการยอ่ยมนัเทศท่ีกล่าวมาขา้งตน้จากขอ้ 4.6.1 พบวา่ยงัใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีนอ้ย

อยูแ่ละในสารละลายน่าจะยงัคงมีกิจกรรมของเอนไซมเ์หลืออยู ่ดงันั้นจึงทดลองทาํการเติมมนัเทศในระหวา่งการยอ่ยดว้ย

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  คลา้ยกบัการหมกัแบบก่ึงกะ (fed-batch) ท่ีมีการเติมสารอาหารลงไป

เป็นช่วงๆ  โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4  ชุดการทดลอง ดงัน้ี 

 
 ตารางที ่4.7  ชุดการทดลองเพ่ือศึกษาการเพ่ิมความเขม้ขน้ของมนัเทศในการยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส 100,000 

      หน่วย/มิลลิลิตร   

 

ชุดการทดลอง 

(ความเข้มข้นมนัเทศ

ทั้งหมดเป็น         

กรัม/ลติร) 

ความเข้มข้นมนั

เทศเร่ิมต้น 

(กรัม/ลติร) 

 

ความเข้มข้นมนัเทศ

ทีเ่ตมิ (กรัม/ลติร) 

ที ่20 นาท ี

ความเข้มข้นมนัเทศที่

เตมิ (กรัม/ลติร) 

ที ่50 นาท ี

ความเข้มข้นมนัเทศ

ทีเ่ตมิ 

(กรัม/ลติร) 

ที ่90 นาท ี

1 (60 , ควบคุม) 60 - - - 

2 (90) 60 30 - - 

3 (120) 60 30 30 - 

4 (150) 60 30 30 30 
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โดยปรับสภาวะความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ให้ได ้6.5-7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ปริมาณความเขม้ขน้

ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ติดตามการยอ่ยมนัเทศโดยเก็บตวัอยา่งวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาล

รีดิวส์ท่ีเกิดข้ึนและวิเคราะห์ปริมาณแป้งท่ีเหลือทุกๆ 20 นาทีจนครบ 120 นาที จากการทดลองขา้งตน้พบว่า ชุดการ

ทดลองท่ี 1, 2, 3 และ 4 สามารถยอ่ยแป้งไดเ้พ่ิมข้ึนโดยเม่ือมีปริมาณความเขม้ขน้มนัเทศเพ่ิมมากข้ึนก็ทาํให้ไดป้ริมาณ

นํ้ าตาลรีดิวส์เพ่ิมมากข้ึนตามไปดว้ยซ่ึงใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ี 26.41, 36.78, 50.80 และ  51.02 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั จาก

ภาพท่ี 4.7 และ 4.8  จะเห็นไดว้า่ชุดการทดลองท่ี 3 และ 4 มีปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ใกลเ้คียงกนัซ่ึงไม่แตกต่างกนัมากนกั แต่

ในชุดการทดลองท่ี 4 ยงัคงมีแป้งมนัเทศเหลืออยู ่ ดงันั้นจากการทดลองในขั้นตอนน้ีจึงเลือกชุดการทดลองท่ี 3 เป็นชุด

การทดลองท่ีเหมาะสมในการแปรผนัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมโดยไดค้วามเขม้ขน้ของมนัเทศท่ี 12  เปอร์เซ็นต ์ หรือ 120 

กรัม/ลิตร ท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส ความเขม้ขน้ 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ในปริมาตรการยอ่ย 100 มิลลิลิตร  

สามารถย่อยมนัเทศไดป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ 50.80  กรัม/ลิตร สาเหตุท่ีเลือกชุดการทดลองท่ี 3 เป็นสภาวะท่ีเหมาะสม

เน่ืองจาก แมชุ้ดการทดลองท่ี 4 จะใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์มากกวา่ชุดการทดลองท่ี 3 เลก็นอ้ย แต่ยงัคงเหลือปริมาณแป้ง

มนัเทศท่ีไม่สามารถยอ่ยหมดอาจเป็นเพราะมีปริมาณความเขม้ขน้ของแป้งมนัเทศท่ีใชใ้นการยอ่ยสูงเกินไปจึงทาํเอนไซม์

ไม่สามารถยอ่ยแป้งไดห้มดหรืออาจเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมมี์นอ้ยลงหรือเอนไซมมี์การเส่ือมสภาพทาํให้การเติม

มนัเทศเพ่ิมท่ีนาทีท่ี 90  มีประสิทธิภาพการยอ่ยแป้งของเอนไซมล์ดลงได ้ เม่ือปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ไม่แตกต่างกนัควร

เลือกชุดการทดลองท่ีมีปริมาณความเขม้ขน้ของแป้งมนัเทศท่ีนอ้ยกวา่ เพ่ือเป็นการลดปริมาณการใชว้ตัถุดิบให้นอ้ยลง

แต่ไดป้ระสิทธิภาพสูงสุด 

จากผลการทดลองสรุปได้ว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยมนัเทศดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส คือ ความ

เข้มข้นของมันเทศ 12 เปอร์เซ็นต์ หรือ 120 กรัม/ลิตร (6 เปอร์เซ็นต์ + 6 เปอร์เซ็นต์)  ความเข้มข้นของเอนไซม ์    

แอลฟาอะไมเลส 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  เวลาในการยอ่ย 2 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 90    องศาเซลเซียส สามารถผลิตนํ้ าตาล

รีดิวซ์ไดป้ระมาณ 50.80 กรัม/ลิตร และจาการยอ่ยจะเห็นไดว้า่ปริมาณแป้งสามารถถูกยอ่ยโดยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส  

หมดตั้งแต่นาทีท่ี 20 และเม่ือมีการเติมแป้งเขา้ไประหวา่งการยอ่ย เอนไชมแ์อลฟาอะไมเลสก็ยงัสามารถยอ่ยแป้งท่ีเติมเขา้

ไปไดอี้กจนหมดเม่ือสุดส้ินสุดกระบวนการยอ่ยท่ีนาทีท่ี 120  ดงัภาพท่ี 4.7 
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ภาพที ่ 4.7  แสดงปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีวดัไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศในระดบัหอ้งปฏิบติัการท่ีแปรผนัความเขม้ขน้ 

   มันเทศท่ีความเขม้ข้นเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ย่อยในสภาวะท่ีอุณหภูมิ 90          

   องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0  เป็นเวลา 120 นาท 

 
 
 

 
 

ภาพที ่4.8 แสดงปริมาณแป้งท่ีวดัไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศในระดบัหอ้งปฏิบติัการท่ีแปรผนัความเขม้ขน้มนัเทศ ท่ีความ           

เขม้ขน้ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ยอ่ยในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส      

ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0  เป็นเวลา 120 นาที 
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4.5.3 ผลการศึกษาการหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการย่อยมนัเทศด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

  เม่ือได้สภาวะท่ีเหมาะสมจากการย่อยแป้งมันเทศด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากการ

ทดลอง 5.2  คือ ความเขม้ข้นของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ท่ีความเข้มขน้มันเทศ

ทั้งหมด 12 เปอร์เซ็นต ์หรือ 120 กรัมต่อลิตร ในนํ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 

90  องศาเซลเซียส นาน 120  นาที ซ่ึงจะผ่านเขา้สู่ขั้นตอนการเกิดแซคคาริฟิเคชัน่ดว้ยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

โดยในการทดลองน้ีไดศึ้กษาความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสท่ีทาํให้แป้งมนัเทศเกิดแซคคาริฟิเคชัน่ได้

อย่างสมบูรณ์ โดยแปรผนัความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสท่ี 500, 1,000, 5,000, 7,500 และ 10,000    

หน่วย/มิลลิลิตร  ท่ีความเป็นกรด-ด่าง 4.3-4.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เขย่า 160 รอบ/นาที  จากผลการ

ทดลองสรุปไดว้่า สภาวะท่ีทดสอบในการยอ่ยมนัเทศโดยการแปรผนัความเขม้ขน้ของเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

โดยเวลาในการยอ่ย 48 ชัว่โมง พบวา่เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์แตกต่างกนัปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีเกิดข้ึนก็

แตกต่างกนัไปดว้ย เม่ือมีความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส มากยิง่ข้ึนยิง่ทาํใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์เพ่ิมมาก

ข้ึนดว้ย  โดยสามารถผลิตนํ้ าตาลได ้72.18, 86.36, 91.44, 96.01 และ 99.1 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั ดงันั้นความเขม้ขน้

ของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสท่ีสามารถยอ่ยมนัเทศให้ไดป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์สูงสุด  คือ ความเขม้ขน้เอนไซม์ท่ี 

10,000 หน่วย/มิลลิลิตร  โดยใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์สูงสุด 99.1 กรัม/ลิตร ซ่ึงพบวา่ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์จะเพ่ิมข้ึน

อยา่งรวดเร็วตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 3 และค่อยๆเพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ยจนถึงชัว่โมงท่ี 6  และปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์

ก็เร่ิมคงท่ีตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 6 จนถึงชัว่โมงท่ี 48  จากการทดลองทาํให้ทราบวา่ในขั้นตอนของกระบวนการยอ่ยดว้ย

เอนไซมก์ลูโคอะไมเลสนั้น ไม่จาํเป็นท่ีจะตอ้งยอ่ยจนถึงชัว่โมงท่ี 48 เพราะชัว่โมงท่ี 6 และชัว่โมงท่ี 48 มีปริมาณ

นํ้ าตาลรีดิวส์ไม่แตกต่างกนัมากนกั เพ่ือเป็นการลดการใชแ้ละประหยดัพลงังานในการยอ่ยมนัเทศในขั้นตอนการ

ยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส  และนาํสภาวะท่ีไดไ้ปศึกษาการยอ่ยมนัเทศในระดบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 50 

ลิตร ต่อไป 
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ภาพที ่4.9  แสดงปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีวดัไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศในระดบัหอ้งปฏิบติัการท่ีมีการแปรผนัความเขม้ขน้

   เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ท่ีความเขม้ขน้มนัเทศเร่ิมตน้ 12 เปอร์เซ็นต ์(120 กรัม/ลิตร) ยอ่ยในสภาวะท่ีมี    

   อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.3-4.5  เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 

จากการทดลองการยอ่ยมนัเทศจากเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส เม่ือนาํมาเปรียบเทียบกบัการ

ยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัของพกัตร์ประไพ  ประจาํเมือง (2546)   ท่ีมีการยอ่ยท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิเดียวกนั 

พบวา่ มีการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ 150 กรัม/ลิตร สามารถให้นํ้ าตาลรีดิวส์ไดสู้งสุด  69.33 กรัม/ลิตร ท่ี

ปริมาณเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 1,000 หน่วย ต่อปริมาณการยอ่ย 100  มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 6.5-7.0 บ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสโดยใชเ้วลาในการย่อย 120  นาที โดยในระหว่างการย่อยปริมาณแป้งลดลงอย่างรวดเร็ว

ภายใน 20 นาทีแรก และเม่ือยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้ 6,000  หน่วย ความเป็นกรด-ด่าง 4.3-4.5 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สามารถไดป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ี 104.70 กรัม/ลิตร เม่ือเปรียบเทียบองคป์ระกอบของ      

กากมนัสําปะหลงัและมนัเทศพบว่า กากมนัสําประหลงัมีองค์ประกอบหลกัเป็นคาร์โบไฮเดรต ท่ี 77.98 เปอร์เซ็นต์

โดยประมาณ ส่วนมนัเทศมีประมาณ 20-30  เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัท่ีเอนไซมน์าํมาใชใ้นการเปล่ียนเป็น

นํ้ าตาลได ้ซ่ึงมนัเทศและกากมนัสาํปะหลงัมีปริมาณแป้งท่ีแตกตา่งกนัมาก อาจทาํใหป้ริมาณความเขม้ขน้ของเอนไซมท์ั้ง

สองชนิดท่ีใชใ้นการยอ่ย  และปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยมีปริมาณท่ีแตกต่างตามไปดว้ย  

จากสภาวะการทาํงานของเอนไซม์ทั้ ง  2 ชนิด สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Catrra et al. (1999) ท่ีผลิตแหล่ง

คาร์บอนเพ่ือผลิตกรดฟูมาริกดว้ยการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมโ์ดยใชก้ากมนัสาํปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ 150 

กรัม/ลิตร ยอ่ยดว้ยเอนไซม ์Thermamyl  1 มิลลิลิตรต่อกากมนัสาํปะหลงั 100 กรัม ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ค่าความ

เป็นกรด-ด่าง 6.5 และยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส 1  มิลลิลิตรต่อกากมนัสาํปะหลงั 100 กรัม ท่ีอุณหภูมิ 60  

องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.3 สามารถใหป้ริมาณนํ้าตาลรีดิวส์ท่ีวดัได ้62  กรัม/ลิตร นอกจากน้ียงัมีงานวจิยัท่ีมี

การยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดท่ีคลา้ยกนัของ จิราวรรณ อภิรักษากร (2540) ซ่ึงมีการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงั 5 กรัม

ของนํ้ าหนักแห้งในนํ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตรด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (BAN) ท่ี มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5                                       
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อุณหภูมิ 70  องศาเซลเซียส นาน 40  นาที แลว้ยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (SPEZYME)  ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.3 

ท่ีอุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส โดยจากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัพบวา่ สามารถผลิตนํ้ าเช่ือมกลูโคสได ้ 54.45 กรัม/ลิตร 

 

4.6 ผลการศึกษาการย่อยมันเทศด้วยเอนไซม์ในระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 50 ลติร 

 จากการศึกษาการยอ่ยมนัเทศในระดบัห้องปฏิบติัการ  สามารถทาํให้ทราบถึงสภาวะท่ีใชใ้นการยอ่ยมนัเทศ

เพ่ือใหไ้ดป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์สูงสุด คือ ทราบความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส ความเขม้ขน้ทั้งหมดท่ีใชย้อ่ย

ของมนัเทศและความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยสภาวะท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศในระดบั

ห้องปฏิบัติการ คือ ความเข้มขน้มนัเทศทั้ งหมด 120 กรัม/ลิตรในนํ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ความเขม้ข้นของเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลส 100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ยอ่ยท่ี 90 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่าง 6.5-7.0 เป็นเวลา 120  นาที รอบการ

กวน 160 รอบ/นาทีแลว้ยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 10,000  หน่วย/มิลลิลิตร  อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส ความ

เป็นกรด-ด่าง 4.3-4.5 ท่ีเวลา 6  ชัว่โมงเร่ิมคงท่ี ซ่ึงเม่ือนาํมาขยายการผลิตในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 50  ลิตร ปริมาตรใน

การยอ่ย 30 ลิตร และมีอตัราการกวนความเร็วรอบท่ี 160 รอบ/นาที จึงนาํสภาวะดงักล่าวมาใชใ้นการยอ่ยเพ่ือขยายขนาด

ในการผลิตกลูโคสในระดบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 50  ลิตร ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 

4.6.1 การย่อยมนัเทศด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสในถังปฏกิรณ์ชีวภาพ ขนาด 50 ลติร 

เม่ือยอ่ยมนัเทศความเขม้ขน้ทั้งหมด 120  กรัม/ลิตร ในนํ้ ากลัน่ 30  ลิตร ความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0 ท่ี

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส มีอตัราการกวนความเร็วรอบท่ี 160 รอบ/นาที ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส ความเขม้ขน้  

100,000 หน่วย/มิลลิลิตร  เวลาในการยอ่ย 120 นาที โดยท่ีความเขม้ขน้ของมนัเทศเร่ิมตน้ 60  กรัม/ลิตร และเติมเพ่ิมเม่ือ

นาทีท่ี 20  และ 40  คร้ังละ 30  กรัม/ลิตร ความเขม้ขน้มนัเทศรวมทั้ งส้ิน 120 กรัม/ลิตร (12 เปอร์เซ็นต)์ สามารถผลิต

นํ้ าตาลไดป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ประมาณ 46.73  กรัม/ลิตร และสามารถยอ่ยปริมาณแป้งไดห้มดเม่ือครบนาทีท่ี 120 โดย

ปริมาณแป้งเร่ิมลดลงและหมดตั้งแต่นาทีท่ี 20 โดยเม่ือปริมาณแป้งลดลงปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ก็ค่อยๆเพ่ิมข้ึนตามไปดว้ย  

ดงัภาพท่ี 4.10 

4.6.2 การย่อยมนัเทศด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลสในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 50 ลติร 

การยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสโดยยอ่ยต่อจากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ีได้

จากขอ้ 6.1 ท่ีความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 10,000 หน่วย/มิลลิลิตร  ความเป็นกรด-ด่าง 4.3-4.5  ท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส มีอตัราการกวนความเร็วรอบท่ี 160 รอบ/นาที สามารถผลิตนํ้ าตาลได้ปริมาณ นํ้ าตาลรีดิวส์ประมาณ 

119.88  กรัม/ลิตร ท่ีเวลาในการยอ่ย 48 ชัว่โมง  โดยในขั้นตอนการยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ในระดบัถงัปฏิกรณ์

ชีวภาพน้ี สามารถยอ่ยและใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์เพ่ิมข้ึนอยา่งรวดเร็วตั้งแต่เร่ิมกระบวนการยอ่ยจนถึงชัว่โมงท่ี 12  และ

เพ่ิมข้ึนเล็กนอ้ยจนถึงชัว่โมงท่ี 24 ซ่ึงสามารถผลิตนํ้ าตาลรีดิวส์ไดป้ระมาณ 117.85 กรัม/ลิตร และเร่ิมคงท่ีจนส้ินสุด

กระบวนการท่ีชัว่โมงท่ี 48  ดงันั้นการยอ่ยมนัเทศเพ่ือให้ไดก้ลูโคสในขั้นตอนน้ีไม่จาํเป็นตอ้งยอ่ยจนถึง 48 ชัว่โมงก็ได ้ 

เพราะปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์เร่ิมคงท่ีตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 24 จนถึงชัว่โมงท่ี 48   เพ่ือเป็นการประหยดัพลงังานท่ีใชใ้นการยอ่ย

มนัเทศ  ดงัแสดงในภาพท่ี 4.11 
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 จากงานวิจยัของพกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, (2546) มีการศึกษาการย่อยกากมนัสําปะหลงัด้วยเอนไซม์ใน

ถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 50 ลิตร พบวา่เม่ือมีการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ 100  กรัม/ลิตร ในนํ้ ากลัน่ 35 ลิตร 

ความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0 ย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ท่ีมีการแปรผนัปริมาณเอนไซม์ ท่ีอุณหภูมิ 90 องศา

เซลเซียส มีการกวนดว้ยใบกวนแบบ anchor ท่ีมีความเร็วรอบ 70  รอบ/นาที พบวา่ความเขม้ขน้เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ี  

200 หน่วยต่อปริมาตรการยอ่ย 100  มิลลิลิตร ใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์สูงสุด ท่ีปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ 50 กรัม/ลิตร และยงั

พบวา่ปริมาณแป้งลดลงอยา่งรวดเร็วในนาทีท่ี 20 หลงัจากการเติมเอนไซม ์และยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส โดยมี

การแปรผนัปริมาณความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส จากการทดลองพบวา่ท่ี เอนไซมก์ลูโคอะไมเลสท่ี 50 หน่วย 

ยอ่ยนาน 42 ชัว่โมง ใหป้ริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ 83.09  กรัม/ลิตร ซ่ึงตํ่ากวา่เม่ือใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลสเขม้ขน้ท่ี  150  300  

และ 500  หน่วย โดยให้ปริมารนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีใกลเ้คียงกนัโดยวดัได ้98.81,  97.76  และ 98.95 กรัม/ลิตร ซ่ึงโดยปกติแลว้

งานวิจยัทัว่ไปจะมีสภาวะในการย่อยแป้งแต่ละชนิดท่ีแตกต่างกนั ข้ึนอยู่กบัปัจจยัหลายอย่างในการย่อยแป้งให้เป็น

นํ้ าตาลไดสู้งสุด เช่น ชนิดของเอนไซม ์สภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยดว้ยเอนไซมน์ั้น และชนิดของแป้งท่ีใชใ้นการยอ่ย

โดยแป้งแต่ละชนิดจะมีองคป์ระกอบท่ีแตกต่างกนั ทาํใหส้ภาวะในการยอ่ยเพ่ือใหไ้ดก้ลูโคสไซรัปก็แตกต่างกนัไปดว้ย 

 

 
 
ภาพที่ 4.10    แสดงปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์และปริมาณแป้งท่ีวดัไดจ้ากการย่อยมนัเทศในระดบัถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ ความ

       เขม้ขน้มนัเทศเร่ิมตน้ 60 กรัม/ลิตร และเติมมนัเทศนาทีท่ี 20 และ 40 คร้ังละ 30 กรัม/ลิตร ท่ีความเขม้ขน้

       เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 100,000  หน่วย/มิลลิลิตร ยอ่ยในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 90  องศาเซลเซียส  ค่าความ

       เป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0  เป็นเวลา 120  นาที ท่ีรอบการกวน 160  รอบ/นาที 
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ภาพที ่4.11 แสดงปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีวดัไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศในระดบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 50  ลิตร ดว้ยเอนไซม ์

    กลูโคอะไมเลส 10,000  หน่วย/มิลลิลิตร ท่ีความเขม้ขน้มนัเทศเร่ิมตน้ 12 เปอร์เซ็นต ์(120 กรัม/ลิตร) ย่อย

    ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.3-4.5 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีรอบการกวน 

     160 รอบ/นาที 

 

4.7  ปริมาณและชนิดของนํา้ตาลทีไ่ด้จากการย่อยมันเทศ 

 ในการศึกษาปริมาณและชนิดของนํ้ าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศทาํการวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC ซ่ึงสามารถ

บอกชนิดและปริมาณของนํ้ าตาลท่ีตอ้งการศึกษา  โดยชนิดของนํ้ าตาลท่ีสนใจในการวิเคราะห์ประกอบดว้ยนํ้ าตาลหลกั     

4 ชนิดดว้ยกนั คือ นํ้ าตาลกลูโคส นํ้ าตาลซูโคส นํ้ าตาลฟรุกโตส และนํ้ าตาลมอลโตส  

 4.7.1 ปริมาณและชนิดของนํา้ตาลจากนํา้แช่มนัเทศ 

  การวเิคราะห์ปริมาณและชนิดของนํ้ าตาลในนํ้ าแช่มนัเทศเร่ิมตน้ก่อนการยอ่ย (ตม้มนัเทศ 6 กรัม ใน

นํ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตรเป็นเวลา 30 นาที) ซ่ึงแช่มนัเทศในนํ้ ากลัน่แลว้นาํวเิคราะห์ผล ไดผ้ลวเิคราะห์ดงัตารางท่ี 4.8 

  ตารางที ่4.8 ปริมาณและชนิดของนํ้ าตาลจากนํ้ าแช่มนัเทศ 

 
ชนิดของนํา้ตาล เปอร์เซ็นต์นํา้ตาลทั้งหมด 

กลูโคส 4.74 

ซูโคส 9.33 

ฟรุกโตส 3.26 

มอลโตส 11.54 
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4.7.2 ปริมาณและชนิดของนํา้ตาลจากทีย่่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

  การวิเคราะห์ปริมาณและชนิดของนํ้ าตาลในมนัเทศท่ีผ่านการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสท่ี

ความเขม้ขน้ 100,000  หน่วย/มิลลิลิตร ความเขม้ขน้มนัเทศ 120 กรัม/ลิตร เม่ือส้ินสุดกระบวนการยอ่ยท่ีนาทีท่ี 120 ไดผ้ล

วเิคราะห์ดงัตารางท่ี 4.9 

  ตารางที ่4.9 ปริมาณและชนิดของนํ้ าตาลจากท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

 
ชนิดของนํา้ตาล เปอร์เซ็นต์ของนํา้ตาลทั้งหมด 

กลูโคส 6.30 

ซูโคส 9.12 

ฟรุกโตส 5.20 

มอลโตส 13.32 

 

4.7.3 ปริมาณและชนิดของนํา้ตาลจากทีย่่อยด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

  การวิเคราะห์ปริมาณและชนิดของนํ้ าตาลในมนัเทศท่ีผ่านการย่อยดว้ยเอนไซม์กลูโคอะไมเลสท่ี

ความเขม้ขน้ 10,000  หน่วย/มิลลิลิตร  ความเขม้ขน้มนัเทศ 120 กรัม/ลิตร ท่ียอ่ยต่อจากกระบวนการย่อยดว้ยเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลส เม่ือส้ินสุดกระบวนการยอ่ยท่ี 48 ชัว่โมง  ไดผ้ลวเิคราะห์ดงัตารางท่ี 4.10 

ตารางที ่4.10 ปริมาณและชนิดของนํ้ าตาลจากท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 

 
ชนิดของนํา้ตาล เปอร์เซ็นต์ของนํา้ตาลทั้งหมด 

กลูโคส 89.84 

ซูโคส 5.48 

ฟรุกโตส 4.78 

มอลโตส 4.48 
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4.8  การศึกษาปัจจัยทีเ่หมาะสมในการเพาะเลีย้งยสีต์สะสมไขมันทีท่นร้อนโดยใช้นํา้ตาลจากการย่อย     

มันเทศเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการออกแบบการทดลองทางสถิต ิ(Statistical method)  

 การออกแบบการทดลองทางสถิติมีความประสงคต์อ้งการศึกษาหาความจริงในการทดลองเพ่ือคน้ควา้

หรือทดสอบสมมุติฐานบางอย่างท่ีตอ้งการศึกษา การทดลองแต่ละคร้ังควรมีการวางแผนล่วงหน้าก่อน เม่ือ

ทดลองแลว้ ผลท่ีไดน้าํมาวิเคราะห์และไดค้าํตอบตามความมุ่งหมายท่ีตอ้งการศึกษา การออกแบบการทดลองจึง

หมายถึง การกาํหนดการทดลองเพ่ือให้ไดผ้ลท่ีสามารถนาํมาวเิคราะห์ไดโ้ดยกระบวนการทางสถิติ ซ่ึงสรุปไดว้า่

การออกแบบการทดลองมีความจาํเป็นอย่างยิ่ง เพ่ือดาํเนินการทดลองให้ถูกตอ้งตามหลกัวิชาการ เพ่ือควบคุม

ปัจจยับางอยา่งท่ีไม่ตอ้งการ เพ่ือใหไ้ดก้ารทดลองท่ีน่าเช่ือถือได ้และเพ่ือมิใหก้ารทดลองนั้นลม้เหลว เพ่ือสามารถ

สรุปผลการวจิยัไดอ้ยา่งถูกตอ้ง และเพ่ือใชว้ธีิการทางสถิติวเิคราะห์ไดถู้กตอ้งตามความตอ้งการของการวจิยันั้นๆ 

การออกแบบการทดลองในงานวจิยัน้ีเพ่ือตอ้งการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยสีต์

ไอโซเลท Scj 01 ท่ีมีนํ้ าเช่ือมมนัเทศท่ีย่อยด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอนในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง ซ่ึงมีการ

ออกแบบโดยการหาพ้ืนท่ีการตอบสนอง (Response Surface Design) เพ่ือประเมินหาความเหมาะสมในสภาวะ

ของการทดลอง โดยการวิเคราะห์ไดถู้กนาํมาใชเ้พ่ือคน้หาคาํตอบของการทดลองท่ีประกอบดว้ยปัจจยัร่วมการ

ทดลองหลายปัจจยั ซ่ึงจะสามารถนําไปสู่การคน้พบการตอบสนองท่ีเหมาะสมในท่ีสุด โดยการตอบสนองท่ี

เหมาะสมสามารถพิจารณาไดใ้น 2 ลกัษณะคือการตอบสนองท่ีมากท่ีสุด (maximum) และการตอบสนองท่ีนอ้ย

ท่ีสุด (minimum) ข้ึนอยูก่บัธรรมชาติของการทดลอง ซ่ึงมีการออกแบบการทดลองทางสถิติ (Statistical method) 

ดงัน้ี 

4.8.1 การคัดเลือกปัจจัยสําหรับการผลิตไขมันของเช้ือยีสต์สะสมไขมันไอโซเลท Scj 01 โดยวิธี  

Plackett  burman          

  การออกแบบการทดลองเพ่ือกลัน่กรองตวัแปรหรือปัจจยัเพ่ือนาํมาใชไ้ดอ้ยา่งเหมาะสมในการ

ทดลอง (Factor Identification and Screening) ซ่ึงมีให้เลือกหลายวิธีตามความเหมาะสมของการทดลองนั้นๆ การ

ออกแบบ Plackett  burman เป็นการออกแบบเพ่ือกลัน่กรองและคดัเลือกเอาปัจจยัท่ีสาํคญัท่ีมีผลต่อระบบก่อน ซ่ึง

จะถูกนาํมาใชใ้นช่วงตน้ๆของการศึกษา ซ่ึงในงานวจิยัน้ีเป็นการคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการสะสมไขมนัหรือผลิต

ไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนั ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีสามารถกลัน่กรองปัจจยัจาํนวนมากๆไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพ่ือให้

ทราบปัจจยัท่ีสําคญัจริงๆ ท่ีมีผลต่อระบบท่ีกาํลงัทดลอง โดยในการทดลองน้ีได้คดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการ

ทดลองทั้งหมด 5 ปัจจยัและกาํหนดระดบัของค่าปัจจยัสาํหรับการวดัผลกระทบของแต่ละปัจจยัโดยกาํหนดระดบั

ของปัจจยั 2 ค่าดว้ยกนั คือ ค่าตํ่า (-1) ค่าสูง (+1) ของแต่ละปัจจยัดงัแสดงในตารางท่ี 4.11 
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ตารางที ่4.11 แสดงระดบัและปัจจยัท่ีใชค้ดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนัไอโซเลท 

         Sj 01โดยวธีิ  Plackett  burman 

 

รหัส ปัจจยั ค่าตํา่ (-1) ค่าสูง (+1) 

A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ 2.5 10 

B ความเป็นกรด-ด่าง 5 7 

C ความเร็วรอบในการเขยา่ (รอบ/นาที) 100 200 

D ความเขม้ขน้นํ้ าตาล* (กรัม/ลิตร) 60 100 

E อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 30 40 

*นํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซม ์

 

การระบุปัจจยัเพ่ือคดักรองปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยีสต์ไอโซเลท Scj 01 เพ่ือสามารถผลิต

ไขมนัไดสู้งสุด โดยทาํการระบุปัจจยัดว้ยกนัทั้งหมด 5 ปัจจยั โดยระดบัของแต่ละปัจจยัจะมีการกาํหนดโดยการ

ตั้งสมมุติฐานของการทดลองโดยรวบรวมขอ้มูลจากรายงานวจิยัอ่ืนๆมาพิจารณาร่วมกนั เพ่ือกาํหนดค่าของปัจจยั

ให้ไดค้่าท่ีใกลเ้คียงกบัค่าท่ีเหมาะสม จากการรวบรวมขอ้มูลและพิจารณาปัจจยัทางเคมีและทางกายภาพ พบว่า 

ปัจจยัหลกัท่ีทาํให้ยีสต์เจริญไดดี้และสะสมไขมนัไดม้ากอาจข้ึนอยู่กับปัจจยั ดงัน้ี ค่าความเป็นกรด-ด่าง จะมี

อิทธิพลต่อทั้งปริมาณและชนิดของกรดไขมนั  ค่าความเป็นกรด-ด่าง ท่ีใชใ้นการหมกัจะอยูใ่นช่วงท่ี 5.4-8.5 ท่ี

การศึกษาพบวา่ถา้ค่าความเป็นกรด-ด่าง มากกวา่ 9.0 จะให้การผลิตไม่ดี โดยค่าความเป็นกรด-ด่าง ช่วงเหมาะสม

มกัข้ึนกบัชนิดของยีสต์ (Moon et al., 1978)   อุณหภูมิท่ีใชใ้นการผลิตไขมนัจะมีผลกระทบต่อจาํนวนคาร์บอน

อะตอมและปริมาณความไม่อ่ิมตวัของกรดไขมนัท่ีเป็นองค์ประกอบในไตรกลีเซอรอล ซ่ึงงานวิจยัน้ีตอ้งการ

ศึกษายีสตส์ะสมไขมนัท่ีทนต่ออุณหภูมิสูงจึงตอ้งมีการกลัน่กรองวา่ยสีต ์Scj 01 สามารถเจริญและผลิตไขมนัไดดี้

ท่ีอุณหภูมิตํ่าหรือสูง นอกจากน้ีความเร็วรอบในการเขยา่  ปริมาณออกซิเจนก็มีผลกระทบต่อการเจริญและการ

เพ่ิมจาํนวนเซลล์  เม่ือมีการเพ่ิมการให้อากาศพบว่า  ยีสต์มีการเจริญและปริมาณไขมนัเพ่ิมข้ึนโดย  Naganuma     

et al. (1985) รายงานว่า ยีสต์ Lipomyces starkeyi เป็นยีสต์ท่ีตอ้งการปริมาณออกซิเจนสูง (High aerobic yeast) 

เน่ืองจากระดบัออกซิเจนตํ่าจะทาํให้ปริมาณเซลลแ์ละปริมาณไขมนัลดลง ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้อาจทาํให้เช้ือเจริญ

ไดเ้ร็วและดีตามไปดว้ยพร้อมทั้งปริมาณไขมนัเพ่ิมมากข้ึนในระยะเวลาท่ีกาํหนดไว ้สําหรับปัจจยัดา้นปริมาณ

ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน จากรายงานรัตนภรณ์ ลีสิงห์ (2551ข) พบวา่ในอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนจาํกดั 

และมีแหล่งคาร์บอนสูงๆจะสามารถทาํใหย้ีสตส์ะสมและผลิตไขมนัไดม้าก  เม่ืออตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนสูง

และไนโตรเจนตํ่าหรืออตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนสูงมกัจะเป็นการเพ่ิมปริมาณเซลลใ์นช่วงแรกของการ

เจริญแต่ในช่วงหลงัเป็นการเปล่ียนคาร์บอนให้ไปเป็นไขมนั ปริมาณเซลลแ์ละไขมนัท่ีไดจ้ากยีสตไ์ขมนัสูงจึง

ข้ึนอยูก่บัอตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (อจัฉราวรรณ ทองมี, 2530) ซ่ึงปัจจยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้น้ีพร้อมกบั

การอา้งอิงจากงานวิจยัท่ีศึกษาใกลเ้คียงกนั จึงพอสรุปไดว้า่ปัจจยัท่ีกล่าวมาน่าจะมีความสําคญัและมีผลต่อการ

เจริญและการสะสมไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนัโดยตรง ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงสนใจนาํปัจจยัเหล่าน้ีมาทดสอบหา

สภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตและสะสมไขมนัของยสีตไ์อโซเลท Scj 01 เพ่ือให้ไดป้ริมาณไขมนัสูงสุด โดยใช้
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วิธีการออกแบบการทดลองทางสถิติโดยปัจจยัทั้ ง 5 ท่ีนํามาออกแบบการทดลองดว้ยวิธี  Plackett  burman จะ

ประกอบไปดว้ยระดบัของแต่ละปัจจยั 2 ระดบั คือ ค่าตํ่า (-1) และค่าสูง (+1) ซ่ึงสามารถออกแบบการทดลองได้

ดงัตารางท่ี 4.12 เม่ือออกแบบการทดลองเรียบร้อยจะสามารถไดก้ารทดลองทั้งหมด 12 การทดลอง (Run) ตาม

การออกแบบการทดลองของ Expert design version 7  ซ่ึงแต่ละการทดลองจะมีระดบัของแต่ละปัจจยัท่ีแตกต่าง

กนั โดยแต่ละการทดลองจะเล้ียงในอาหารสูตร Production medium ท่ีมีการแปรผนัปริมาณนํ้ าตาลท่ีไดจ้ากการ

ยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซม์ท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน ระยะเวลาในการบ่ม 6 วนั ซ่ึงไดผ้ลของปริมาณไขมนั (Lipid 

content) ของแต่ละการทดลอง  ดงัแสดงในตารางท่ี 4.12 

 

ตารางที ่4.12 การออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ย Expert design โดยวธีิ  Plackett  burman สาํหรับการคดัเลือก

       ปัจจยัไดมี้ผลต่อการผลิตไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนัไอโซเลท  Scj 01 

 

Run# Experimental  values Lipid content (g/l) 

A B C D E Observed a Predicted 

1 +1 +1 -1 +1 +1 0.69 0.73 

2 -1 +1 +1 -1 +1 1.17 1.29 

3 +1 -1 +1 +1 -1 1.20 1.38 

4 -1 +1 -1 +1 +1 0.82 0.87 

5 -1 -1 +1 -1 +1 1.48 1.47 

6 -1 -1 -1 +1 -1 0.88 1.02 

7 +1 -1 -1 -1 +1 0.80 0.84 

8 +1 +1 -1 -1 -1 0.80 0.65 

9 +1 +1 +1 -1 -1 1.01 1.14 

10 -1 +1 +1 +1 -1 1.51 1.34 

11 +1 -1 +1 +1 +1 1.64 1.40 

12 -1 -1 -1 -1 -1 1.08 0.96 
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ตารางที ่4.13 ผลการวเิคราะห์ตวัแปรทางสถิติ (ANOVA) เพ่ือคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตไขมนัของยสีต์

       สะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 โดยวธีิ  Plackett  burman 

 

Code Variable Low level(-1) High level(+1) Coefficient F-value p-value Prob>F 

A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

(เปอร์เซ็นต)์ 

2.5 10 -0.067 1.48 0.2691 

B ความเป็นกรด-ด่าง 5 7 -0.090 2.70 0.1513 

C ความเร็วรอบในการ

เขยา่ (รอบ/นาที) 

100 200 0.24 20.02 0.0042 

D ความเขม้ขน้นํ้ าตาล 

(กรัม/ลิตร) 

60 100 0.033 0.37 0.5650 

E อุณหภูมิ 

( องศาเซลเซียส) 

30 40 1.000E-002 0.033 0.8611 

*นํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซม ์

 
จากตารางท่ี 4.13  แสดงผลการวิเคราะห์ตวัแปรทางสถิติ (ANOVA) เพ่ือคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการ

ผลิตไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนัไอโซเลท  Scj 01 โดยวธีิ  Plackett  burman  เพ่ือให้ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมและมีผล

ท่ีดีท่ีสุดในการผลิตและสะสมไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนั ซ่ึงผลท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ คือ ปริมาณไขมนั (กรัม/

ลิตร)  การพิจารณาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงเช้ือยสีตท่ี์สามารถผลิตไขมนัแลว้ใหป้ริมาณไขมนันั้น จะพิจารณา

จากค่า p-value ซ่ึงควรมีค่าน้อยกว่า 0.05 จึงจะถือว่าให้ผลท่ีแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  จากผลการ

ออกแบบการทดลองตน้แบบ (Model) ให้ค่า p-value เท่ากบั 0.0390 ซ่ึงสรุปไดว้า่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติ  แสดงวา่ปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษาในการออกแบบการทดลองตน้แบบมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ  และสามารถนาํไปใชใ้นการทดลองเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัได้สูงสุดของยีสต์สะสม

ไขมนัไอโซเลท Scj 01 ได ้ในการออกแบบการทดลองขั้นตอนต่อไป โดยสามารถสรุปแนวโนม้ของปัจจยัท่ีมีผล

ต่อการทดลองไดจ้ากค่าการออกแบบการทดลองของแต่ละปัจจยัท่ีเป็น ค่าตํ่า (-1) และ ค่าสูง (+1) สรุปไดด้งัน้ี 

ปัจจยั C ความเร็วรอบในการเขยา่  (Agitation ) มีค่า p-value ท่ีไดจ้ากการออกแบบการการทดลองเท่ากบั 0.0042 

ซ่ึงนอ้ยกวา่ 0.05 นั่นแสดงวา่ปัจจยัความเร็วรอบในการเขยา่มีผลท่ีแตกต่างอยา่งมีนัยสาํคญัทางสถิติ ต่อปริมาณ

ไขมนั (Lipid content) ส่วนปัจจยัอ่ืน ไดแ้ก่ ปัจจยั A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์, ปัจจยั B ค่าความเป็นกรด-

ด่างเร่ิมตน้, ปัจจยั E อุณหภูมิ และ ปัจจยั D  ความเขม้ขน้นํ้ าตาลรีดิวส์ ให้ค่า p-value มากกว่า 0.05 ดงัตารางท่ี 

4.13 แสดงใหเ้ห็นวา่ระดบัของปัจจยัทั้ง 4 มีผลไม่แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติในการทดลองน้ี หมายความวา่ 

ค่าระดบัปัจจยัท่ีกาํหนดทั้งค่าตํ่า (-1) และค่าสูง (+1) ของแต่ละปัจจยัสามารถใหผ้ลิตภณัฑ ์(product) หรือปริมาณ

ไขมนัท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนั แต่อยา่งไรก็ตามในขณะท่ีปัจจยั A ค่าปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ และ ปัจจยั B ค่า

ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ ยงัใหค้่า p-value ตํ่าอยู ่ดงันั้นทั้งสองปัจจยัจึงควรนาํไปศึกษาต่อไดใ้นการออกแบบการ

ทดลองในขั้นตอนต่อไปในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตไขมนัจากยสีตไ์อโซเลท Scj 01 และจากการ
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วิเคราะห์ทางสถิติดว้ยการออกแบบการทดลองแบบ  Plackett  burman ยงัสามารถบอกถึงแนวโนม้ค่าระดบัของ

แต่ละปัจจัยท่ีควรนําไปใช้ในการทดลองต่อไปว่าควรนําค่าตํ่า (-1) หรือค่าสูง (+1) ไปแปรผนัในการทดลอง

ขั้นตอนต่อไปเพ่ือออกแบบการทดลองใหไ้ดผ้ลิตภณัฑสู์งสุด โดยพิจารณาจากค่าสมัประสิทธ์ิ (Coefficient)  ท่ีบ่ง

บอกว่าควรนําค่าตํ่า (-1) หรือค่าสูง (+1) ไปใชใ้นการแปรผนัระดับของปัจจยัเพ่ือให้ได้ค่าท่ีใกลเ้คียงกับค่าท่ี

เหมาะสมในการผลิตไขมนัจากตารางท่ี 4.13  พบวา่ 

1. ปัจจยั A ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต ์) มีค่าสัมประสิทธ์ิ  (Coefficient)   เท่ากบั -0.0067 นัน่แสดง

วา่มีค่าติดลบค่าท่ีเหมาะสมในการแปรผนั คือ ระดบัค่าตํ่า (-1) ท่ี ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 2.5 เปอร์เซ็นต์ เม่ือมีการใช้

ปริมาณเซลลเ์พ่ิมมากข้ึนก็ไม่ทาํใหก้ารสะสมไขมนัเพ่ิมมากข้ึนตามไปดว้ย 

2. ปัจจยั B ค่าความเป็นกรด-ด่าง มีค่าสัมประสิทธ์ิ (Coefficient)  เท่ากบั -0.090 ค่าท่ีเหมาะสม คือระดบั

ตํ่า ท่ีค่า pH 5 ซ่ึงความเหมาะสมของความเป็นกรด-ด่างจะมีความเหมาะสมข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของยสีตท่ี์ใชใ้นการ

ทดลอง 

3. ปัจจัย C ความเร็วรอบในการเขย่ามีค่าสัมประสิทธ์ิ (Coefficient)  เท่ากับ 0.24 ค่าท่ีเหมาะสมคือ 

ระดบัค่าสูง ท่ีความเร็วรอบในการเขยา่ 200 รอบ/นาที ซ่ึงปริมาณออกซิเจนควรเพียงพอเพ่ือใหเ้ซลลเ์จริญได ้และ

สามารถผลิตไขมนั 

 4. ปัจจยั D ค่าความเขม้ขน้นํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศมีค่าสัมประสิทธ์ิ  (Coefficient)  เท่ากบั 

0.37 ค่าท่ีเหมาะสม คือ ค่าระดบัสูง ท่ีมีค่าความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรีดิวส์ 100 กรัม/ลิตร  ในอาหารท่ีมีการจาํกดั

แหล่งไนโตรเจน จะทาํให้ไดป้ริมาณไขมนัสูงกวา่ความเขม้ขน้นํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีมีค่าตํ่า ตามรายงานวิจยัส่วนใหญ่

การท่ียสีตจ์ะสามารถสะสมและผลิตไขมนัไดสู้งก็ต่อเม่ืออาหารเล้ียงเช้ือมีอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนตํ่าโดย

ไนโตรเจนมกัจะจาํเป็นเพ่ือใชเ้พ่ิมปริมาณเซลลใ์นช่วงแรกของการเจริญ แต่ในช่วงหลงัเป็นการเปล่ียนคาร์บอน

เป็นไขมนัตอ้งใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนสูง 

5. ปัจจยั E อุณหภูมิมีค่าสัมประสิทธ์ิ  (Coefficient)  เท่ากบั 1.000E-002 ค่าท่ีเหมาะสม คือ ระดบัค่าสูง 

ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นเช้ือยีสต์ท่ีมีคุณสมบติัทนร้อนตามวตัถุประสงคข์องงานวิจยั แนวโนม้ท่ีได้

จากการทดลองสามารถทราบวา่ถา้ยีสตเ์พาะเล้ียงในอุณหภูมิสูงจะสามารถให้ค่าปริมาณไขมนัสูงกวา่เพาะเล้ียงท่ี

อุณหภูมิตํ่า จากรายงาน อจัฉราวรรณ ทองมี (2530) พบวา่ โดยอุณหภูมิท่ีใชใ้นการผลิตอาจจะมีผลกระทบต่อ

จาํนวนคาร์บอนและปริมาณความไม่อ่ิมตวัของกรดไขมนัท่ีเป็นองคป์ระกอบในไตรกลีเซอร์ไรด ์

แต่อยา่งไรก็ตามการทดลองในขั้นตอนน้ีเป็นเพียงการกลัน่กรองปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองเท่านั้น โดย

ค่าเหล่าน้ีสามารถนําไปใชเ้ป็นการพิจารณาเพ่ือใชใ้นการทดลองหาค่าท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยีสต์

สะสมไขมนัเพ่ือใหไ้ดป้ริมาณไขมนัสูงสุดในการทดลองต่อไป  
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4.8.2 การหาสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตไขมันของยีสต์  Scj 01 ด้วยการออกแบบทางสถิติด้วยวิธี                

Box-Behnken design  

การออกแบบ Box-Behnken design เป็นการออกแบบ  Incomplete block designs ท่ีเกิดจากการรวม 

Factorial designs ท่ีมีระดบั 2 ระดบั กบั  Incomplete  block designs ผลลพัธ์ของการออกแบบเป็นลาํดบัท่ี 2 ท่ีมีการหมุน

เพ่ือถูกใชใ้นการประมาณสมัประสิทธ์ิของพ้ืนท่ีการตอบสนองท่ีเป็นเสน้โคง้ (Response Surface Design) เพ่ือประเมิน

หาความเหมาะสมในสภาวะของการทดลอง ซ่ึงการออกแบบ Box-Behnken  ต้องการ 3 ระดับของแต่ละปัจจัยท่ี

ตอ้งการศึกษา โดยระดบัเหล่าน้ีจะถูกใชส้ญัลกัษณ์เป็นระดบัตํ่า (-1) ระดบักลาง (0) และระดบัสูง (+1)  ซ่ึงค่าเหล่าน้ีจะถูก

กาํหนดและพิจารณามาใชโ้ดยอา้งอิงมาจากการออกแบบการคดัเลือกและกลัน่กรองปัจจยั จากการออกแบบ Plackett  

burman 

การออกแบบและการทดลองดว้ย  Box-Behnken  ในงานวจิยัน้ีเพ่ือการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเช้ือ

ยสีตท์นร้อน    ไอโซเลท Scj 01  ท่ีคดัแยกไดจ้ากนํ้ าออ้ยเน่าเสีย  ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในออกแบบดว้ยวิธีน้ีจะมี

การกําหนดระดับปัจจัยท่ีมีผลต่อการทดลองทั้ งหมด 3 ปัจจยั  ซ่ึงปัจจัยท่ีคัดเลือกได้จากการทดลองข้างต้นด้วย               

วิธี Plackett  burman ประกอบดว้ย ปัจจยัปริมาณเช้ือเร่ิมตน้, ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ และค่าความเร็วรอบในการ

เขย่า ปัจจยัท่ีนํามาใชโ้ดยพิจารณาจากผลการวิเคราะห์ทางสถิติของการออกแบบการทดลองด้วย Plackett  burman         

ท่ีพิจารณาจากค่า p-value  ซ่ึงแต่ละปัจจยัแบ่งออกเป็น 3 ระดบัดงัตารางท่ี 4.14 โดยการแปรผนัค่าของแต่ละปัจจยัจะมี

การพิจารณาจากผลการวเิคราะห์ทางสถิติของการออกแบบการทดลองดว้ย  Plackett  burman โดยสามารถพิจารณาค่า

แนวโนม้การแปรผนัจากค่าสัมประสิทธ์ิ  (Coefficient) ซ่ึงค่าท่ีแปรผนัจะครอบคลุมค่าแนวโนม้ท่ีควรเป็นไปได้

จากการพิจารณาขา้งตน้  

 
ตารางที ่4.14   ปัจจยัและระดบัปัจจยัท่ีใชใ้นการออกแบบการทดลองดว้ย Box-Behnken  ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมใน

         การผลิตไขมนัของยสีตไ์อโซเลท  Scj 01 

 

รหัส ปัจจยั ค่าตํา่  (-1) ค่ากลาง (+1) ค่าสูง (+1) 

A ค่าความเป็นกรด-ด่าง 3 4 5 

B ความเร็วรอบในการเขยา่    

(กรัม/ลิตร) 

150 200 250 

C ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

(เปอร์เซ็นต)์ 

1.5 3 4.5 

หมายเหตุ: เล้ียงเช้ือในอาหาร Production  medium ท่ีประกอบดว้ยนํ้ าตาลจากมนัเทศท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมท่ี์มีความ

เขม้ขน้นํ้ าตาลรีดิวส์ 100 กรัม/ลิตร ท่ีอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 6 วนั  

 
จากตารางท่ี 4.14  อธิบายไดว้า่ ปัจจยั A  ค่าความเป็นกรด-ด่าง  ปัจจยั B  ความเร็วรอบในการเขยา่และ ปัจจยั C 

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ ท่ีนาํมาใชใ้นการออกแบบการทดลองดว้ย Box-Behnken   ไดจ้ากการพิจารณาการออกแบบการทดลอง

ในขั้นตอน Plackett  burman  ท่ีพิจารณาจากค่า p-value  ท่ีมีค่าตํ่ากวา่  0.05 และค่าท่ีใกลเ้คียงดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้โดย

ทั้งสามปัจจยัมีค่าท่ีตํ่าและใกลเ้คียงกบัคา่ 0.05  เพ่ือความแม่นยาํของการคน้หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัจึงควร
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นาํมาแปรผนัค่าเพ่ือหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีทาํใหย้สีตส์ามารถสะสมไขมนัไดป้ริมาณไขมนัสูงสุด การแปรผนัปัจจยัทั้ง

สามสามารถแปรผนัค่าไดโ้ดยพิจารณาค่าจากแนวโนม้ของค่าท่ีไดจ้ากค่า Coefficient  ท่ีไดจ้ากการออกแบบการทดลอง

ในขั้นตอนของการกลัน่กรองปัจจยั ส่วนอีกสองปัจจยัท่ีไม่มีผลต่อการทดลองในขั้นตอนดงักล่าว คือ ความเขม้ขน้ของ

นํ้ าเช่ือมมนัเทศและอุณหภูมิ ในขั้นตอนน้ีไดก้าํหนดค่าโดยพิจารณาจากค่า Coefficient ท่ีไดจ้ากขั้นตอนท่ีผ่านมา โดย

ค่าท่ีไดท่ี้เหมาะสมท่ีทาํให้ยีสตไ์อโซเลท Scj 01 สามารถสะสมไขมนัสูงสุด คือ ท่ีปริมาณความเขม้ขน้นํ้ าเช่ือมมนัเทศ 

100 กรัม/ลิตร และท่ีอุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส เม่ือออกแบบการทดลองดว้ยวิธี Box-Behnken และนาํเขา้สู่โปรแกรม  

Expert design version 7 สามารถออกแบบการทดลองได้โดยมีจาํนวนการทดลองทั้ งหมด 17 การทดลอง (Run)  ดัง

ตารางท่ี  4.15  ซ่ึงแต่ละการทดลองจะนาํมาวิเคราะห์ผลทางสถิติเพ่ือหาจุดท่ีเหมาะสม (Optimization) ของการผลิตไขมนั

จากยสีตท์นร้อนไอโซเลท Scj 01  โดยการวเิคราะห์ผลจะวเิคราะห์ผลโดยใชป้ริมาณไขมนั (กรัม/ลิตร) ท่ียสีตผ์ลิตได ้  

 
ตารางที ่4.15  การออกแบบการทดลองทางสถิติดวัย Box-Behnken  ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของ

        ยสีตไ์อโซเลท  Scj 01 

 

Run# Variable/levels Lipid content (g/l) 

Initial pH Agitation (rpm) Inoculum 

Actual Code Actual Code Actual (%) Code Observed a Predicted 

1 3 -1 150 -1 3 0 1.86 1.83 

2 5 +1 150 -1 3 0 1.94 1.97 

3 3 -1 250 +1 3 0 2.08 2.05 

4 5 +1 250 +1 3 0 1.89 1.91 

5 3 -1 200 0 1.5 -1 2.05 2.08 

6 5 +1 200 0 1.5 -1 2.12 2.10 

7 3 -1 200 0 4.5 +1 1.99 2.01 

8 5 +1 200 0 4.5 +1 2.02 1.99 

9 4 0 150 -1 1.5 -1 1.89 1.89 

10 4 0 250 +1 1.5 -1 2.11 2.11 

11 4 0 150 -1 4.5 +1 1.94 1.94 

12 4 0 250 +1 4.5 +1 1.88 1.88 

13 4 0 200 0 3 0 2.24 2.13 

14 4 0 200 0 3 0 2.15 2.13 

15 4 0 200 0 3 0 2.10 2.13 

16 4 0 200 0 3 0 2.05 2.13 

17 4 0 200 0 3 0 2.12 2.13 
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ตารางที ่4.16  ผลการวเิคราะห์ทางสถิติ (ANOVA) ของการออกแบบการทดลองดว้ย  Box-Behnken ในการหาสภาวะท่ี

        เหมาะสมในการผลิตไขมนัของยสีตไ์อโซเลท  Scj 01 

 

Source of 

variation 

Sum of 

squares 

df Mean 

Squares 

Coefficient Std error F-value p-value Prob>F 

Model 0.17 9 0.019 2.13 0.027 5.25 0.0199 

A 1.250E-005 1 1.250E-005 -1.250E-003 0.021 3.437E-003 0.9549 

B 0.014 1 0.014 0.041 0.021 3.74 0.0943 

C 0.014 1 0.014 -0.043 0.021 3.97 0.0865 

AB 0.018 1 0.018 -0.068 0.030 5.01 0.0602 

AC 4.000E-004 1 4.000E-004 -0.010 0.030 0.11 0.7499 

BC 0.020 1 0.020 -0.070 0.030 5.39 0.0533 

A2 0.010 1 0.010 -0.050 0.029 2.87 0.1343 

B2 0.082 1 0.082 -0.14 0.029 22.61 0.0021 

C2 5.842E-003 1 5.842E-003 -0.037 0.029 1.61 0.2455 

Residual 0.025 7 3.636E-003     

Lack of Fit 5.575E-003 3 1.858E-003   0.37 0.7774 

Pure error 0.020 4 4.970E-003     

total 0.20 16      

 
 จากผลการวเิคราะห์การทดลองทางสถิติดว้ย  Box-Behnken  โดยการทดลองตน้แบบ (Model) การทดลองใหผ้ล

แตกต่างกนัอยา่งมีนัยสาํคญัทางสถิติ ( Significant) ท่ีค่า p-value เท่ากบั 0.0199 ซ่ึงแบบการทดลองจะให้ผลทางสถิติ

อยา่งมีนยัสาํคญัไดก็้ต่อเม่ือมีค่า   p-value นอ้ยกวา่ 0.05 เท่านั้น การออกแบบการทดลองนั้นจึงจะสามารถนาํมาใช้

และสรุปผลการทดลองไดว้่าสามารถนาํมาใชไ้ดจ้ริง ซ่ึงจากผลการทดลองดงักล่าว  (จากตารางท่ี 4.16) จึงสามารถ

นาํมาใชแ้ละสามารถคน้หาคาํตอบของค่าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจยัในการทดลองน้ีได ้จากตารางท่ี 4.15  

พบวา่ การทดลองท่ี 13  สามารถใหป้ริมาณไขมนัสูงท่ีสุดท่ี 2.24  กรัม/ลิตร หรือ 42.53  เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัแหง้ ซ่ึงใน

การทดลองน้ีมีการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง 4  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3  เปอร์เซ็นต ์ ความเร็วรอบในการ

เขย่า 200 รอบ/นาที ความเขม้ขน้นํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีได้จากการย่อยมนัเทศ 100 กรัม/ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

ระยะเวลาในการบ่ม 6 วนั  เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองท่ีทาํไดจ้ริง (Observed a) กบัค่าการทาํนาย (Predicted)  ของแต่

ละการทดลองพบวา่มีค่าท่ีใกลเ้คียงกนัโดยไม่แตกต่างกนัมากนกั 
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 สรุปผลการทดลองจากการออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ย  Box-Behnken  เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน

การผลิตหรือสะสมไขมนัของยสีตไ์อโซเลท  Scj 01 จากผลการวเิคราะห์ทางสถิติ (ANOVA) พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมของ

ทั้ง 5  ปัจจยั ท่ีสามารถทาํใหย้ีสตส์ะสมไขมนัสามารถสะสมไขมนัไดสู้งท่ีสุด คือ ความเร็วรอบในการเขยา่  200  รอบ/ 

นาที อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 4  และความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล

ท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศท่ีมีค่าปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ 100 กรัม/ลิตร โดยสภาวะขา้งตน้น้ีเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะ

สามารถทาํใหย้สีตไ์อโซเลท Scj 01 สามารถผลิตและสะสมไขมนัไดสู้งสุด ดงัท่ีแสดงในภาพท่ี 4.12, 4.13 และ 4.14 

 

 

 
ภาพที่ 4.12  กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง  3 มิติ (ก)  และกราฟคอนทวัร์(ข)  แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั A ค่าความ

   เป็นกรด-ด่าง  (pH)  กบั ปัจจยั B ความเร็วรอบในการเขยา่ (รอบ/นาที) บนค่าท่ีเหมาะสมของปริมาณเช้ือ  

   เร่ิมตน้ท่ี 3  เปอร์เซ็นต ์

 

 

 
ภาพที่ 4.13  กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง  3 มิติ (ก) และ กราฟคอนทวัร์ (ข)  แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยั A ค่าความ

    เป็นกรด-ด่าง  (pH)  กบั ปัจจยั C ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ บนค่าท่ีเหมาะสมของความเร็วรอบในการ

    เขยา่ท่ี  200 รอบ/นาที 

 

 

ก      ข 

  

ก      ข Estimated optimum 

 

Estimated optimum 
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ภาพที ่4.14  กราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง  3 มิติ (ก)  และกราฟคอนทวัร์ (ข) แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่ง ปัจจยั B        

     ความเร็วรอบในการเขยา่ (รอบ/นาที) กบั ปัจจยั C ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (เปอร์เซ็นต)์ บนค่าท่ีเหมาะสมของค่า

     ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ี  4 

  
 จากกราฟพ้ืนท่ีผิวการตอบสนอง 3 มิติ และ กราฟคอนทัวร์ท่ีแสดงในภาพท่ี 4.12, 4.13 และ 4.14 สามารถ

อธิบายได้ดงัน้ี จากภาพท่ี 4.12  เป็นการแสดงอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยั A  ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) กบั ปัจจยั  B  

ความเร็วรอบในการเขย่า (rpm) ท่ีสามารถบ่งบอกไดว้า่ระหว่างค่าของปัจจยั A กบั ปัจจยั B ท่ีแต่ละระดบัสามารถให้

ปริมาณไขมนั (Lipid content) ไดเ้ท่าไร ซ่ึงทั้งสองปัจจยัมีอิทธิพลร่วมกนั ซ่ึงสามารถหาค่าพ้ืนท่ีผิวท่ีตอบสนองไดอ้ยา่ง

เหมาะสม  เช่นเดียวกนักบั ภาพท่ี 4.13 และ 4.14  ท่ีแสดงอิทธิพลระหวา่งปัจจยั A ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) กบั ปัจจยั C  

ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น (เปอร์เซ็นต์) และปัจจัย B  ความเร็วรอบในการเขย่า (rpm) กับ ปัจจัย C  ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น 

(เปอร์เซ็นต)์ ตามลาํดบั ซ่ึงจากกราฟจะสามารถบ่งบอกค่าของปริมาณไขมนัไดเ้ม่ือมีการกาํหนดระดบัของปัจจยัท่ีอยูใ่น

ค่าตามกราฟ และสามารถบอกไดว้า่ควรใชค้่าของระดบัท่ีเท่าไรของแต่ละปัจจยัท่ีสามารถใหป้ริมาณไขมนัสูงสุดของการ

เพาะเล้ียงเช้ือยีสต์ไอโซเลท Scj 01 ซ่ึงค่าระดับแต่ละปัจจัยจะครอบคลุมค่าปัจจัยท่ีเราแปรผนัท่ีค่าระดับตํ่า (-1) 

ระดบักลาง  (0)  และระดบัสูง (+1)  โดยแสดงใหเ้ห็นวา่ปัจจยัท่ีใชใ้นการทดลองมีผลต่อกนัในการผลิตไขมนัของยสีต ์  

Scj 01 โดยจากกราฟจะสามารถตรวจสอบการเปล่ียนแปลงบนพ้ืนท่ีผิวท่ีตอบสนองของกราฟท่ีมีอิทธิพลต่อกนัเพ่ือนาํไป

ประยกุตใ์ชใ้นเชิงปฏิบติัส่วนใหญ่ ซ่ึงจะสามารถหาค่าตอบสนองท่ีเหมาะสมได ้โดยการท่ีจะทาํใหย้สีตส์ามารถผลิตและ

สะสมไขมนัไดม้ากท่ีสุดตอ้งมีการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสมทั้งทางดา้นปัจจยัทางกายภาพและปัจจยัทางเคมี เพ่ือให้

ยีสตมี์ศกัยภาพสูงสุดการการผลิตไขมนั ซ่ึงปัจจยัท่ีนาํมาใชใ้นการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของ

ยสีตท์นร้อนไอโซเลท Scj 01 เพ่ือใหไ้ดป้ริมาณไขมนัสูงสุดลว้นเป็นปัจจยัท่ีสาํคญัและมีผลต่อการเจริญและผลิตไขมนั

ทั้งส้ินตามท่ีไดก้ล่าวมาแลว้     

      

  

 

 

ก      ข Estimated optimum 
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งานวจิยัส่วนใหญ่จะทาํการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยสีตส์ะสมไขมนัโดยการศึกษาที

ละปัจจยั  แต่ในงานวจิยัน้ีเป็นการศึกษาโดยการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใชปั้จจยัร่วมกนัทั้งหมดซ่ึงยงัไม่มีรายงาน

มากเท่าไร  การออกแบบการทดลองทางสถิติน้ีเป็นการศึกษาอิทธิพลของแต่ละปัจจยัท่ีมีอิทธิพลร่วมกนัท่ีส่งผลต่อการ

ผลิตและสะสมไขมนัของยีสตส์ะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 เพ่ือตอบสนองการหาสภาวะท่ีดีท่ีสุดของแต่ละปัจจยัท่ีให้

ผลิตภณัฑสู์งสุด ดงันั้นการออกแบบการทดลองทางสถิติดว้ย  Box Behnken จึงสามารถบอกค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่

ละปัจจยัท่ีสามารถทาํใหไ้ดผ้ลิตภณัฑสู์งสุดได ้

 

4.9 การศึกษาการเพาะเลี้ยงยีสต์ไอโซเลท Scj 01 ในสภาวะที่เหมาะสมในระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

(Bioreactor) 

 การศึกษาการเพาะเล้ียงยสีตส์ะสมไขมนั Scj 01 โดยการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการออกแบบ

การทดลองทางสถิติด้วยวิธี Box Behnken  ในระดับห้องปฎิบัติการ โดยสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลอง คือ 

ความเร็วรอบในการเขยา่  200  รอบ/ นาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้  3  เปอร์เซ็นต ์ค่าความเป็น

กรด-ด่างท่ี 4 และท่ีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศ 100 กรัม/ลิตร ในอาหารเพาะเล้ียง Production 

medium ท่ีประกอบดว้ย yeast extract  0.5  กรัม/ลิตร, MgSO47H2O  0.5  กรัม/ลิตร, (NH4)2SO4  1.0  กรัม/ลิตร 

และ KH2PO4  1.0   กรัม/ลิตร ซ่ึงเป็นสูตรอาหารท่ีมีการจาํกดัแหล่งไนโตรเจน ทาํการเล้ียงในฟลาสก์ขนาด 250 

มิลลิลิตร  ปริมาตรการเพาะเล้ียง 50 มิลลิลิตร ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 6 วนั เม่ือไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวแลว้ นาํ

สภาวะดงักล่าวศึกษาการเพาะเล้ียงเพ่ือศึกษาการสะสมไขมนัของยีสต ์Scj 01 ในระดบัท่ีใหญ่ข้ึน (large scale) โดยการ

ทดลองน้ีเป็นการทดสอบการใชป้ระโยชน์จากนํ้ าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศดว้ยเอนไซมม์าเป็นแหล่งคาร์บอนในการ

เพาะเล้ียงยสีตเ์พ่ือใหไ้ดผ้ลิตภณัฑสู์งสุด 

 4.9.1 การศึกษาการเพาะเลีย้งยสีต์สะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 ในระดบัถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลติร  

  การศึกษาการเพาะเล้ียงยีสต์สะสมไขมันไอโซเลท Scj 01 ในระดับถัง 5 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการ

เพาะเล้ียง 3 ลิตร ใชส้ภาวะการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการออกแบบการทดลองทางสถิติ  โดยสภาวะท่ีใช ้มีดงัน้ี 

ความเร็วรอบในการกวน 200 รอบ/ นาที อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้  3  เปอร์เซ็นต ์ค่าความเป็นกรด-

ด่างท่ี 4 และความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศ  100  กรัม/ลิตร ระยะเวลาในการบ่ม  6  วนั โดยติดตาม

ผลการทดลองโดยการเก็บตวัอยา่งทุกวนั เพ่ือวเิคราะห์การเจริญในรูปปริมาณเซลลแ์หง้ ( Biomass) การวเิคราะห์ปริมาณ

ไขมนั (Lipid content)  และการวิเคราะห์นํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีเหลืออยู ่จากการศึกษาพบวา่ ในวนัท่ี 1 ถึงวนัท่ี 5 มีปริมาณของ

เซลลย์ีสตน์อ้ยทาํให้ตวัอยา่งท่ีเก็บในแต่ละวนัไม่เพียงพอต่อการนาํมาวิเคราะห์ปริมาณไขมนั ดงันั้นผลการทดลอง เม่ือ

ส้ินสุดระยะเวลาในการเพาะเล้ียงยีสตส์ะสมไขมนั ไอโซเลท Scj 01  ครบ 6  วนั พบวา่สามารถไดป้ริมาณไขมนั 2.20  

กรัม/ลิตร หรือ 45.83 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนักแห้ง และมีนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งท่ี 4.80 กรัม/ลิตร ซ่ึงในหมกัท่ีมีปริมาณ

นํ้ าตาลรีดิวส์ 100 กรัม/ลิตร ลดลงอย่างรวดเร็วภายใน 24 ชั่วโมง และยีสต์สามารถใช้นํ้ าตาลได้จนหมด ซ่ึงเม่ือ

เปรียบเทียบกบัระดบั  ฟลาสก ์50 มิลลิลิตร พบวา่มีการสะสมไขมนัท่ีใกลเ้คียงกนัเม่ืออยูใ่นสภาวะการเพาะเล้ียงเดียวกนั 

โดยในระดบัฟลาสกส์ามารถใหป้ริมาณไขมนัท่ี 2.24  กรัม/ลิตร หรือ 42.43  เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัแหง้ซ่ึงไม่แตกต่างกนั

มากนกั 
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การทดลองขา้งตน้เป็นการนาํสภาวะท่ีไดจ้ากห้องปฏิบติัการ (ระดบัขวดเขยา่) มาเพาะเล้ียงโดยยงัไม่มี

การให้อากาศ ดงันั้นเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการเจริญและการผลิตไขมนัให้ไดป้ริมาณสูงท่ีสุด จึงทาํการทดลอง

โดยการเพ่ิมอตัราการให้อากาศเขา้ไปในกระบวนการหมกัท่ี   1 ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรอาหาร/นาที (vvm) 

ตลอดระยะเวลาการหมกั ซ่ึงคาดว่าการเติมอากาศให้กับยีสต์ในระหว่างกระบวนการหมักจะสามารถทาํให้

ปริมาณการเจริญของยีสต์ไอโซเลท Scj 01 เพ่ิมมากข้ึนส่งผลให้ปริมาณเซลล์มากข้ึนและสามารถทาํให้ไดก้าร

สะสมของไขมนัภายในเซลลเ์พ่ิมมากข้ึนตามไปดว้ย โดยมีการติดตามผลการทดลองทุก 1 วนั จากผลการทดลอง

ดงักล่าวพบวา่เม่ือมีการเติมอากาศเขา้ไปท่ี 1 vvm สามารถเพ่ิมปริมาณเซลลย์สีตแ์ละเพ่ิมปริมาณการสะสมไขมนั

ไดสู้งข้ึน ดงัแสดงในภาพท่ี 4.15 เม่ือเปรียบเทียบกบัการหมกัท่ีไม่มีการเติมอากาศกบัสภาวะท่ีมีการเติมอากาศ 

พบวา่การเติมอากาศในระหวา่งการเพาะเล้ียงยีสตท์นร้อนไอโซเลท Scj 01 สามารถทาํให้ปริมาณเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึน

โดยยีสตมี์การเจริญเพ่ิมมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบวนัท่ี 6 พบวา่ ถงัหมกัท่ีไม่เติมอากาศสามารถให้ปริมาณนํ้ าหนัก

เซลลแ์ห้งท่ี 4.80 กรัม/ลิตร ส่วนถงัหมกัท่ีมีการเติมอากาศสามารถให้ปริมาณนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งท่ี 6.10 กรัม/ลิตร  

และการหมกัในระยะเวลาการบ่ม 2 วนั สามารถให้ปริมาณไขมนัสูงสุดท่ี  3.11 กรัม/ลิตรหรือ 60.98 เปอร์เซ็นต์

โดยนํ้ าหนักแห้ง และมีนํ้ าหนักเซลล์แห้งท่ี 5.10 กรัม/ลิตร หลงัจากวนัท่ี 2 พบวา่ การเจริญของยีสต์มีการเจริญ

และเพ่ิมปริมาณเซลลเ์พ่ิมข้ึนเร่ือยๆ แต่มีปริมาณไขมนัคงท่ี และมีการใชน้ํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศ เร่ิม

หมดตั้งแต่วนัท่ี 1 ภายใน 24 ชัว่โมง การท่ีปริมาณไขมนัคงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 2 ซ่ึงสมัพนัธ์กนักบัปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์

ท่ีหมดไป ในวนัท่ี 1 อาจเป็นเพราะวา่ยสีตอ์าจมีการดึงไขมนัท่ีอยูภ่ายในเซลลม์าใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนแทนนํ้ าตาล

รีดิวส์ท่ีหมดไปเพ่ือใชใ้นการเจริญเพราะการเจริญของยีสตย์งัสามารถเพ่ิมปริมาณเซลลม์ากข้ึนจนถึงวนัท่ี 3 ซ่ึงทาํ

ให้ทราบว่าเราควรมีระยะเวลาในการบ่มในวิธีการการทดลองน้ี ควรใช้เวลาในการเพาะเล้ียง 3 วนั เพ่ือให้ได้

ปริมาณไขมนัสูงสุด จากรายงานของ Davies et al. (1990) ไดก้ล่าวไวว้่าในการเพาะเล้ียงยีสต์เพ่ือผลิตไขมนันั้น 

การท่ีมีระดบัของออกซิเจนตํ่าจะมีผลในช่วงเวลาการหมกัท่ียาวนานข้ึนและค่าสัมประสิทธ์ิของการผลิตไขมนัมี

ค่าตํ่ าไปด้วย  Naganuma et al. (1985) พบว่ายีสต์ Lipomyces starkeyi เป็นยีสต์ท่ีต้องการออกซิเจนสูง (high 

aerobic yeast) เน่ืองจากท่ีระดบัออกซิเจนตํ่าจะทาํใหป้ริมาณเซลลแ์ละปริมาณไขมนัลดลง แต่ยงัมีบางรายงานวจิยั

ท่ีกล่าวไวว้า่ ออกซิเจนจะมีผลกระทบบา้งเลก็นอ้ยต่อการเจริญและการเพ่ิมปริมาณเซลล ์การผลิตไขมนัของยีสต์

จะมีความต้องการปริมาณออกซิเจนตํ่ า พบว่าในระบบแอโรบิคจะทําให้ปริมาณไขมันมีค่าเพ่ิมมากข้ึน        

(อจัฉราวรรณ ทองมี, 2530) โดยปริมาณออกซิเจนตอ้งเพียงพอเพ่ือให้เซลลเ์จริญโดยช่วงการเปล่ียนคาร์บอนเป็น

ไขมนัจะตอ้งการออกซิเจนประมาณ 13 โมล/ลิตร/ชัว่โมง แต่อย่างไรก็ตามสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะทาํให้ยีสต์

สามารถผลิตไขมนัไดสู้งสุดนั้นปัจจยัสาํคญัข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุยสีตท่ี์นาํมาใชใ้นการผลิตไขมนั  

 

 

 



79 
 

 
 
ภาพที ่ 4.15  ผลการเพาะเล้ียงยสีตท์นร้อนไอโซเลท Scj 01 ในระดบัถงัปฏิกรณ์ 5 ลิตร ในสภาวะท่ีเหมาะสมโดย

      มีการเติมอากาศท่ี 1 ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรอาหาร/นาที 

 
4.9.2 การศึกษาการเพาะเลีย้งยสีต์สะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 โดยการเพาะเลีย้งแบบกะ (batch) และแบบกึง่กะ 

(Fed-batch)  

จากผลการทดลองเม่ือมีการให้อากาศในการเพาะเล้ียงในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ พบวา่นาํตาลถูกใช้

หมดภายใน 24 ชัว่โมง ดงันั้นหากทาํการเพ่ิมนํ้ าตาลมากข้ึนหลงัจากนํ้ าตาลถูกใชห้มดไป อาจช่วยให้ไดจ้าํนวน

เซลล์เพ่ิมข้ึน ดังนั้ นจึงทําการทดลองเพ่ิมปริมาณนํ้ าตาลโดยการเพาะเล้ียงแบบกะ (Batch Cultivation) เพ่ือ

เปรียบเทียบกบัแบบก่ึงกะ (Fed-batch Cultivation)ในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 

4.9.2.1 ศึกษาการเพาะเล้ียงยีสต์สะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 ในระดับถังปฎิกรณ์ชีวภาพ

ขนาด 2 ลิตร แบบกะ 

  การศึกษาการเพาะเล้ียงยสีตส์ะสมไขมนัไอโซเลท  Scj 01  ในถงัถงัปฎิกรณ์ขนาด 2 

ลิตร โดยการเพาะเล้ียงแบบกะ เพ่ือศึกษาการเจริญและการสะสมไขมนั โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Production 

medium ท่ีมีแหล่งคาร์บอนเป็นนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัเทศท่ี 100 กรัม/ลิตร สภาวะท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงใช้

สภาวะการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสม ความเร็วรอบในการเขย่า  200  รอบ/ นาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาณเช้ือ

เร่ิมตน้ 3 เปอร์เซ็นตค์่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 4  และมีการเติมอากาศ  1 ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรอาหาร/นาที  ระยะเวลา

ในการบ่ม  6  วนัติดตามผลการทดลองทุก 1 วนั ซ่ึงผลการทดลองแสดงไวใ้นภาพท่ี 4.16  พบวา่ท่ีระยะเวลาในการ

หมกั 24 ชัว่โมงยีสตท์นร้อน Scj 01 สามารถใชน้ํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนไดเ้กือบหมด โดยในวนัท่ีสอง

ของการหมกัแบบกะ ยีสตท์นร้อน Scj 01 สามารถสะสมไขมนัไดสู้งสุดท่ี 2.27 กรัม/ลิตร หรือ 41.65 เปอร์เซ็นต์

โดยนํ้ าหนกัแหง้ มีปริมาณเซลลท่ี์ 5.45 กรัม/ลิตรของนํ้ าหนกัแห้ง และหลงัจากวนัท่ี 2 ปริมาณเซลลเ์พ่ิมข้ึนเร่ือยๆ

จนถึงวนัท่ี 6 แต่ปริมาณไขมนัเร่ิมคงท่ีไม่มีการเปล่ียนแปลงเช่นเดียวกนักบัการหมกัในถงัหมกั 5 ลิตร 
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ภาพที ่4.16  ผลการเพาะเล้ียงยสีตไ์อโซเลท Scj 01 แบบกะ (Batch Cultivation) ในระดบัถงัปฎิกรณ์ชีวภาพขนาด 

      2 ลิตร 

 
4.9.2.2 ศึกษาการเพาะเล้ียงยีสต์สะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 ในระดับถังปฎิกรณ์ชีวภาพ

ขนาด 2 ลิตร แบบก่ึงกะ  

  การศึกษาการเพาะเล้ียงยีสต์สะสมไขมนัไอโซเลท  Scj 01  โดยการเพาะเล้ียงแบบ

ก่ึงกะ ในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 ลิตร เพ่ือศึกษาการเจริญและการสะสมไขมนั โดยใช้สภาวะเดียวกับการ

เพาะเล้ียงแบบกะในขอ้ 4.9.2.1 โดยในวนัแรกมีปริมาตรการเพาะเล้ียงท่ี 750 มิลลิลิตร มีปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์

เร่ิมตน้ท่ี 100 กรัม/ลิตร เม่ือครบ 24 ชัว่โมง เติมอาหารท่ีมีปริมาตร 750 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดว้ยความเขม้ขน้ของ

ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ี 200 กรัม/ลิตรส่งผลห็มีปริมาตรสุทธิในการเพาะเล้ียงท่ี 1.5 ลิตร ติดตามผลการทดลองทุก

วนั ซ่ึงผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 4.17 พบวา่ ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 100 กรัม/ลิตร ยสีต์

ทนร้อน Scj 01 สามารถใชน้ํ้ าตาลท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนหมดภายใน 24 ชัว่โมง เม่ือเติมปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์เพ่ิมอีก 

200 กรัม/ลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 24  ทาํใหค้วามเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรีดิวส์เพ่ิมข้ึนอยูท่ี่ 107.69 กรัม/ลิตร เม่ือผา่นไปอีก 24 

ชัว่โมง ยสีตท์นร้อน Scj 01สามารถใชน้ํ้ าตาลรีดิวส์ไดท้ั้งหมดเหลือเพียงเล็กนอ้ย เม่ือติดตามผลการเจริญและการ

สะสมไขมนัทุกวนัจนครบ วนัท่ี 6 พบวา่ยีสตท์นร้อน Scj 01 สามารถสะสมไขมนัได ้ 2.14 กรัม/ลิตรหรือ 30.06 

เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักแห้ง และมีนํ้ าหนักเซลล์แห้งท่ี 7.12 กรัม/ลิตร แต่พบว่าในวนัท่ีสองของการเพาะเล้ียง

สามารถให้ปริมาณไขมนัสูงสุดท่ี 2.45  กรัม/ลิตรหรือ 42.98 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัแห้ง และมีนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง

ท่ี 5.70 กรัม/ลิตร  

 



81 
 

 
 
 ภาพที ่4.17  ผลการเพาะเล้ียงยสีตไ์อโซเลท Scj 01 แบบก่ึงกะ (Fed- Batch Cultivation) ในระดบัถงัปฏิกรณ์   

      ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 

 
จากผลการทดลองเม่ือเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงยีสต์ไอโซเลท Scj 01ในสภาวะอุณหภูมิสูง ในการ

เพาะเล้ียงแบบกะและแบบก่ึงกะ พบวา่ทั้งสองแบบการทดลองมีการผลิตและสะสมไขมนัสูงสุดในวนัท่ี 2  โดย

การเพาะเล้ียงแบบกะ ในวนัท่ี 2 สามารถสะสมไขมนัได ้ 2.27 กรัม/ลิตรหรือ 41.65 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัแห้ง 

และมีนํ้ าหนักเซลล์แห้งท่ี 5.45 กรัม/ลิตร ส่วนแบบก่ึงกะสามารถสะสมไขมนัไดท่ี้  2.45  กรัม/ลิตรหรือ 42.98 

เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัแห้ง และมีนํ้ าหนักเซลลแ์ห้งท่ี 5.70 กรัม/ลิตร ซ่ึงเปรียบเทียบแลว้แบบก่ึงกะจะสามารถ

เจริญและสะสมไขมนัไดม้ากกวา่แบบกะเลก็นอ้ย และแนวโนม้ในการเจริญและการผลิตไขมนัของทั้ง 2 แบบการ

ทดลองมีแนวโนม้ของผลการทดลองท่ีใกลเ้คียงและคลา้ยคลึงกนั  ซ่ึงคลา้ยกบังานวิจยัของ Mei et al. (2010) ได้

ศึกษาการผลิตไขมนัเซลลเ์ดียวจากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงัโดยยีสต ์Rhodotorula  mucilaginosa  TJY15a โดย

ในงานวิจัยน้ีไดใ้ช้เอนไซม์อะไมเลสในการย่อยแป้งมนัสาํปะหลงัเพ่ือนํามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนให้กับยีสต ์

Rhodotorula   mucilaginosa  TJY15a  โดยจากการทดลองพบวา่ยีสต ์R.  mucilaginosa  TJY15a  สามารถสะสม

ไขมนัในเซลล ์ได ้47.9 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัแหง้ ในการเพาะเล้ียงแบบ batch และ 52.9 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกั

แห้ง ในการเพาะเล้ียงแบบก่ึงกะ และ Chun-Hai  et al. (2010) ได้ศึกษาการผลิตไขมันเซลล์เดียวจากการย่อย    

อินนูลินในหัวแก่นตะวนัโดยยีสต ์ Rhodotorula   mucilaginosa  TJY15a และในงานวิจยัเดียวกนัน้ีใชเ้อนไซม ์       

อินนูลิเนสในการยอ่ยหัวแก่นตะวนัเพ่ือนาํมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน  ซ่ึงยสีตส์ามารถสะสมไขมนัในเซลลไ์ด ้48.6 

เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนักแห้ง ในการเพาะเล้ียงแบบ batch และ 52.2 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักแห้งในการเพาะเล้ียง

แบบก่ึงกะ 
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4.10 การศึกษาคุณสมบัติบางประการของไขมันทีผ่ลติได้จากยสีต์ไอโซเลท Scj 01  

 การศึกษาคุณสมบติับางประการของไขมนัท่ีสกดัไดเ้ป็นการศึกษาชนิดและปริมาณของกรดไขมนั จาก

ผลการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดไขมนัของยสีตท่ี์สกดัไดจ้ากยสีตไ์อโซเลท Scj 01โดยใชเ้คร่ืองแก๊สโคร

มาโตกราฟฟี (Gas chromatography)  พบวา่ประกอบดว้ยกรดไขมนัหลกั 4 ชนิด คือ กรดสเตียริก  (stearic acid; 

C18:0) กรดลิโนเลอิก (Linoleic acid ; C18:2)  กรดปาล์มาติก (palmitic acid ; C 16:0) และกรดโอเลอิก (oleic 

acid ; C 18:1) ในปริมาณ 5.94  7.33 12.38  66.37  เปอร์เซ็นตข์องกรดไขมนัทั้งหมดตามลาํดบัและยงัสามารถพบ

กรดไขมนัชนิดอ่ืนทั้งกรดไขมนัอ่ิมตวัและกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัทั้ งหมด 14 ชนิดดงัแสดงในตารางท่ี 4.17 ซ่ึงมี

ความคลา้ยคลึงกบัองคป์ระกอบของนํ้ ามนัท่ีพบในพืชนํ้ ามนั ไขมนัท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม Oleic-linoleic group ซ่ึงเป็น

กลุ่มท่ีมีความสาํคญัส่วนมากไดม้าจากพืชนํ้ ามนัทั้งหมด ซ่ึงประกอบดว้ยกรดไขมนัชนิดอ่ิมตวันอ้ยส่วนใหญ่จะ

ประกอบดว้ยกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั คือกรดโอเลอิกและกรดลิโนเลอิก จึงเป็นของเหลวท่ีอุณหภูมิหอ้งเหมาะสมท่ีจะ

ใช้เป็นนํ้ ามันเพ่ือปรุงอาหาร จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าไขมันท่ีสกัดได้จากยีสต์ไอโซเลท Scj 01 มี

องคป์ระกอบของกรดไขมนัทั้งกรดไขมนัอ่ิมตวัและกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั ซ่ึงประกอบดว้ยกรดไขมนัอ่ิมตวั 21.74 

เปอร์เซ็นตข์องกรดไขมนัทั้งหมดและกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั 78.26  เปอร์เซ็นตข์องกรดไขมนัทั้งหมด 

 
ตารางที ่4.17  ชนิดและปริมาณของกรดไขมนัท่ีไดจ้ากการสกดัไขมนัจากยสีตส์ะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 

 

ชนิดกรดไขมนั เปอร์เซ็นต์ของกรดไขมนัทั้งหมด 

Lauric acid (C12:0) 0.50 

Myristic acid (C14:0) 0.76 

Pentadecanoic acid (C15:0) 0.26 

Palmitic acid (C16:0) 12.38 

Heptadecanoic acid (C17:0) 0.50 

Stearic acid (C18:0) 5.94 

Arachidic acid (C20:0) 0.50 

Behenic acid (C22:0) 0.25 

Lignoceric acid (C24:0) 0.63 

Plamitoleic acid (C16:1) 3.41 

Oleic acid (C18:1) 66.37 

Eicosenoic acid (C20:1) 0.38 

Linoleic acid (C18:2) 7.33 

Linolenic acid (C18:3) 0.76 
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Mei  et al. (2010) และ Chun-Hai  et al. (2010)   ไดศึ้กษาองคป์ระกอบของกรดไขมนัท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือ

ยีสต์ Rhodotorula   mucilaginosa  TJY15a ในแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั คือ แป้งมนัสําปะหลงัและหัวแก่น

ตะวนั พบวา่ กรดไขมนัท่ีไดมี้กรดโอเลอิก กรดสเตียริก กรดลิโนเลนิกและปาลม์าติก เป็นองคป์ระกอบหลกั โดย

เป็นกรดไขมนัชนิดสายยาวท่ีมีคาร์บอน 16 และ 18  อะตอม ท่ีสามารถนาํมาใชใ้นการผลิตนํ้ ามนัไบโอดีเซลได้

เช่นเดียวกนักบังานวจิยัของ รัตนาภรณ์ ลีสิงห์ (2551ข) ไดศึ้กษาการผลิตไขมนัจากจุลินทรียโ์ดยยสีตพ้ื์นถ่ินไขมนั

สูง พบว่ายีสต์สะสมไขมันไอโซเลท OYS3 ประกอบด้วยกรดไขมนัหลกั คือ กรดปาล์มาติก (palmitic acid ; 

C16:0)  กรดโอเลอิก (oleic acid ; C18:1)   กรดสเตียริก (stearic acid ; C18:0) และกรดลิโนเลนิก (linolenic acid ; 

C18:3) ท่ีมีศักยภาพในการในการนํามาผลิตไขมนัไตรกลีเซอไรด์เพ่ือใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล 

เน่ืองจากองคป์ระกอบของนํ้ ามนัท่ีสกดัได ้ประกอบดว้ยกรดไขมนัหลกัท่ีมีความคลา้ยคลึงกบักรดไขมนัท่ีเป็น

องคป์ระกอบหลกัท่ีพบในนํ้ ามนัพืช โดยส่วนใหญ่องคป์ระกอบของกรดไขมนัท่ีพบในยีสตจ์ะมีองคป์ระกอบท่ี

เหมือนหรือคลา้ยคลึงแต่ปริมาณอาจแตกต่างกนับา้งข้ึนอยูก่บัสภาวะท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงของยีสตส์ายพนัธ์ุนั้นๆ 

และ Li et al. (2007) ไดศึ้กษาองค์ประกอบของนํ้ ามนัจากยีสต์ Rhodosporidium toruloides Y4 ท่ีประกอบดว้ย

กรดไขมนัหลกัคือ กรดโอเลอิก กรดปาลม์าติก กรดสเตียริก และกรดลิโนเลนิก โดยไขมนัท่ีสกดัไดมี้คุณสมบติัท่ี

เหมาะสมกบัการผลิตไบโอดีไซล เม่ือเปรียบเทียบกบังานวจิยัอ่ืนแลว้ (ตารางท่ี 4.18) พบวา่องคป์ระกอบของกรด

ไขมนัท่ีสกดัไดจ้ากยีสตส์ะสมไขมนัไอโซเลท Scj 01 มีความคลา้ยคลึงกบังานวิจยัอ่ืนๆทั้งชนิดและปริมาณของ

กรดไขมนัท่ีสกดัไดจ้ากยสีตส์ะสมไขมนัซ่ึงปริมาณของกรดไขมนัแต่ละชนิดอาจแตกต่างกนัไปบา้งเลก็นอ้ย 
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ตารางที ่4.18 เปรียบเทียบชนิดของกรดไขมนัท่ีพบในยสีตไ์ขมนัสูงสายพนัธ์ุต่างๆ 

 

Fatty Acid 

(เปอร์เซ็นต์) 

C. lipolytica 

(1) 

C. tropicalis 

(2) 

R. toruloides 

(3) 

R. mucilaginosa  

TJY15a (4) 

This study 

(5) 

Lauric acid 15.1 - - - 0.5 

Myristic acid - 5.3 1.8 1.5 0.76 

Palmitic acid 21.6 29.7 33.8 22.3 12.38 

Palmitoleic 

acid 

5.2 5.0 1.8 4 3.41 

Heptadecanoic 

acid 

- 1.5 - - 0.5 

Stearic acid 27.1 56.2 5.2 7 5.54 

Oleic acid 19.0 2.3 63.5 48 66.37 

Linoleic acid 12.0 - 5.7 3 7.33 

ท่ีมา:    (1), (2) Sevgi et al. (2010)  

             (3) Cuimun et al. (2009)  

             (4) Mei et al. (2010)  

             (5) Pichia kudriavzevii  (Scj 01) 

 
 จากตารางท่ี  4.18 พบว่าของกรดไขมัน ท่ีพบในยีสต์สะสมไขมันมีชนิดท่ีคล้ายคลึงกันโดยมี                

กรดปาลม์าติก (palmitic acid ; C16:0)  กรดโอเลอิก (oleic acid ; C18:1)   กรดสเตียริก (stearic acid ; C18:0) และ

กรดลิโนเลนิก (linolenic acid ; C18:3) เป็นกรดไขมนัหลกัท่ีพบไดใ้นยสีต์สะสมไขมนัทุกสายพนัธ์ุและพบใน

ปริมาณมากกวา่กรดไขมนัชนิดอ่ืน ทั้งน้ีทั้งนั้นชนิดและปริมาณของกรดไขมนัจะมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ

ของยีสต์สะสมไขมนั รวมไปถึงปัจจยัท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงท่ีมีการส่งผลถึงชนิดของกรดไขมนัท่ีแตกต่างกัน

ออกไปและปริมาณของกรดไขมนัท่ีมากน้อยแตกต่างกนัไปดว้ย ในงานวิจยัน้ีพบวา่มีกรดไขมนั กรดโอลิอิกมี

ปริมาณมากท่ีสุดในยสีตไ์อโซเลท Scj 01  
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4.11 ผลการจําแนกชนิดของยสีต์ทนร้อนทีค่ัดแยกได้ 

 การจาํแนกหรือบ่งช้ีชนิดของยีสตท์นร้อนท่ีคดัแยกไดท้ั้งหมด 7 ไอโซเลท ซ่ึงวเิคราะห์และจาํแนกชนิด

โดยสาํนักงานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ  (สวทช) โดยมีการจาํแนกชนิดยีสตโ์ดยการหาลาํดบั   

นิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1-D2 บน 26S rDNA (D1-D2 region sequencing) 

 
ตารางที ่4.19 ผลการจาํแนกชนิดของยสีตท์นร้อน 7 สายพนัธ์ุ 

 

ไอโซเลท ผลการจาํแนกชนิด เปอร์เซ็นต์ความเหมอืน 

Scj 01 Pichia  kudriavzevii    

(Issatchenkia orientalis) 

100 

Scj 11 Candida glabrata 99.83 

Scj 0A Pichia manshurica        

  (Pichia galeiformis) 

100 

Scj 0E Candida nivariensis 99.64 

Sbc 06 Candida tropicalis 100 

Yc 02 Candida  sp. 

(ยสีตส์ปีชีส์ท่ีใกลเ้คียงท่ีสุดกบั 

Candida rugosa) 

99.19 

Rc 03 Pichia (Issatchenkia) occidentalis 100 

 

4.11.1 ลาํดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีต์ทนร้อน 7 ไอโซเลท 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีตร์หสั Scj 01 

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGC

TTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGA

ACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAGGCCCTTCTGAC

GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATACTGG

CGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGA

AACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGC

CTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTT

CTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTG

CGGCCGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCT 

 

 

 



86 
 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีตร์หสั Sbc 06 

AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGC

TCTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTG

GAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCC

TTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAAT

ATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAG

AGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGT

TACTTCTTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGC

GTTGGAATGTGGCACGGCTTCGGTTGTGTGTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAG

GACTGCGGTTTATACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTTG 

 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีตร์หสั Scj 0A 

AAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGT

TTCGGCACGAGTTGTAGAGTGTAGGCGGGAGTCTCTGTGGAGCGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAA

CAGGGTGCCTGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAGGGTGCTGCGCGAAGCTTTTGAGGCCCTGCTGACG

AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGC

GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAA

ACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGGGGGGTGCGCACCGCTGTC

TCTTGTAGGCGGCGCTCTGGGCGCCCTCTGGGCCAGCATCGGTTCCTGCTGCGGGAGAAGGGGCT

CCGGAAAGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCGGGGCCAGATGCCGCGTGTGGGGACCGAGGACTG

CGGCTTCTGTCTCGGATGCTGGCATAACGGCGCAATACCGCCCGTCTTG 

 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีตร์หสั Scj 11 

AAACCAACTGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGT

ACCTTTGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGTACCACTTTGGGACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTG

GAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGC

TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAAT

ACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAG

AGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCC

CTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAAA

AAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGC

CGGGACCGAGGACTGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTG 

 

 



87 
 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีตร์หสั Scj 0E 

AAACCAACTGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGT

ACCTTTGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGTACCACTTTGGGACTATACTTTGCCTATGTTCCTTG

GAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTTAGTTCTTTGTAAAGGGTGC

TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAAT

ACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAG

AGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCC

CTCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTTGCGGCAGGACA

AAACCTTGGGAATGTAGCTGTGCGCCTCGGTGTACAGTGTTATAGCTCTTGGGAATACTGCCAGCG

GGGACTGAGGACTGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTG 

 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีตร์หสั Yc 02 

AAACCAACCGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAAGCCCGC

GGGCGTTGTAATTTGCAGGCGGATGTTTTGGGGCGGGCGCTGTCTACGTTCCTTGGAACAGGACGC

CGCAGAGGGTGAGAGCCCCGTGCGATGGCGCCTTTAACCGCGTAAAACTCCGCCGACGAGTCGAG

TTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACTGGCGAGAGAC

CGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCAC

GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATGCGATTAGCGGCCAGCAGGAGGTGCGTTCTCGCGAAAA

GGCCGTGCACCGTCTTCGGACACCGTGCGCGGAGATGGCGAGGGGGCGCCTGAGGTCTGCGACTC

GAGGTTGCTGGCGTAATGATTGCATACCACCCGTCTTG 

 

ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยสีตร์หสั Rc 03 

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAGATTTGAAATCGTGT

TTCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTTTGTGGAAGCGTGTGTCTAAGTCCCTTGGAAC

AGGGTGCCATTGAGGGTGAGAGCCCCGTGAGACGCGTGCGGAAGCTGTAAGGCCCTTCTGACGAG

TCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGCGAG

AGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACA

GCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGGGATTTGCGCACCGCTGCTCCT

TGTGGGCGGCGCTCTGTGCTTTTCCTGGGCCAGCATCGGTTTTTGCCGCAGGAGAAGGCGTGCTGG

AATGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGTGCGAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGAC

ATCTGTCTCGGATGCTGGCACAACGGCGCAATACCGCCCGTCTT 
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4.12 ผลการทดสอบความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

การทดสอบความสามารถในการใชน้ํ้ าตาลชนิดต่างๆเป็นแหล่งคาร์บอนของยีสตท์นร้อนเพ่ือใชใ้นการ

เจริญเติบโต โดยมีการคดัเลือกยีสต์ทนร้อน 3 สายพนัธ์ุ มาใช้ในการทดสอบ คือ Scj 01, Sbc 06 และ Rc 03 

ทดสอบโดยการใชชุ้ดทดสอบ (API Kit, 20 C AUX; SYSMEX bioMérieux Co., Tokyo, Japan) เพ่ือแสดงใหเ้ห็น

วา่ยสีตมี์ความสามารถในการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่างๆได ้โดยยสีตส์ามารถเจริญไดใ้นอาหารชนิดนั้นๆไดดี้ 

 
ตารางที ่4.20 ความสามารถการใชน้ํ้ าตาลชนิดต่างๆเป็นแหล่งคาร์บอนของยสีตท์นร้อน 

 

แหล่งคาร์บอน 

 

สายพนัธ์ุยสีต์ 

Scj 01 Sbc 06 Yc 03 

Glucose ++ ++ ++ 

Glycerol ++ - - 

2-keto-D-gluc0nate - ++ - 

Arabinose - - - 

Xylose - ++ - 

Adonitol - ++ - 

Xylitol - - - 

Galactose - ++ - 

Inositol - - - 

Sorbitol - ++ - 

Methyl-d-glucoside - ++ - 

N-acetyl-glucosanine ++ ++ ++ 

Cellobiose - - - 

Lactose - - - 

Maltose + ++ - 

Saccharose + ++ - 

Trehalose ++ ++ - 

Mlelezitose - ++ - 

Rafinose - - - 

-     ยสีตไ์ม่เจริญแสดงวา่ยสีตไ์ม่สามารถใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดนั้นไดเ้พ่ือใชใ้นการเจริญ 

+     ยสีตเ์จริญเลก็นอ้ยแสดงวา่ยสีตส์ามารถใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดนั้นไดไ้ม่ดีมากนกั 

++   ยีสตเ์จริญไดดี้แสดงวา่ยสีตส์ามารถใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดนั้นเป็นอาหารไดแ้ละใชไ้ดดี้ทาํให้มีการเจริญของ

ยสีตเ์จริญเติบโตไดดี้ 
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4.13 ผลการทดสอบการเจริญและการสะสมไขมันในอาหารสูตรต่างๆของยสีต์ไอโซเลท Scj 01 

 การทดสอบการเพาะเล้ียงยีสต์สายพนัธ์ุ Scj 01 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรต่างๆ ท่ีแปรผนัแหล่งคาร์บอน

และแหล่งไนโตรเจน ซ่ึงแบ่งสูตรอาหารท่ีใชใ้นการทดลอง ดงัน้ี 

 อาหารสูตรท่ี 1  อาหารสูตร YPG 

 อาหารสูตรท่ี 2  นํ้าแช่มนัเทศ 100 กรัม/ลิตร และกลูโคส 20 กรัม/ลิตร 

           (แช่มนัเทศ 100 กรัมในนํ้ า 1 ลิตร แลว้กรองเอานํ้ า) 

 อาหารสูตรท่ี 3  นํ้าแช่มนัเทศ 200 กรัม/ลิตร และกลูโคส 20 กรัม/ลิตร 

           (แช่มนัเทศ 200 กรัมในนํ้ า 1 ลิตร แลว้กรองเอานํ้ า) 

 อาหารสูตรท่ี 4  นํ้าตาลจากการยอ่ยมนัเทศ 20 กรัม/ลิตร,  peptone 10 กรัม/ลิตร  

           และ yeast extract 10 กรัม/ลิตร 

 อาหารสูตรท่ี 5  กลีเซอรอล 20 กรัม/ลิตร,  peptone 10 กรัม/ลิตร และ yeast extract 10 กรัม/ลิตร 

 เพาะเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ี 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขย่า 200 รอบ/นาที ค่า

ความเป็นกรด-ด่างท่ี 4 ปริมาณเช้ือเริมตน้ 3 เปอร์เซ็นต์  ระยะเวลาเวลาในการบ่ม  6 วนั แลว้นาํไปวิเคราะห์ผล

การเจริญโดยวิธี Cell dry weight และวิเคราะห์ปริมาณไขมนัโดยวิธี Colorimetric method ซ่ึงให้ผลการทดลอง

แสดงดงัภาพท่ี 4.18 

 

 
 

ภาพที ่4.18 ผลการทดสอบการเจริญและการสะสมไขมนัของยสีต ์Scj 01 ในอาหาร 5 สูตร 
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จากผลการทดลองพบวา่อาหารสูตรท่ี 2 นํ้ าแช่มนัเทศ 100 กรัม/ลิตร และกลูโคส 20 กรัม/ลิตร (แช่มนั

เทศ 100 กรัมในนํ้ า 1 ลิตร แลว้กรองเอานํ้ า) สามารถให้เปอร์เซ็นต์ปริมาณไขมนัโดยนํ้ าหนกัแห้งสูงสุดท่ี 75.71 

และมีปริมาณไขมนั 2.65 กรัม/ลิตร และปริมาณเซลลแ์ห้ง 3.5 กรัม/ลิตร รองลงมาคืออาหารสูตรท่ี 3 สามารถให้

เปอร์เซ็นต์ปริมาณไขมันโดยนํ้ าหนักแห้งท่ี 48.28 ปริมาณไขมนั 1.97 กรัม/ลิตร และปริมาณเซลล์แห้ง 4.98        

กรัม/ลิตร  แต่อาหารสูตรท่ี 4 มีนํ้ าตาลจากการยอ่ยมนัเทศท่ี 20 กรัม/ลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน  สามารถเจริญเติบโต

และไดป้ริมาณเซลลแ์ห้งสูงสุดท่ี  6.8  กรัม/ลิตร มากกว่าอาหารสูตรอ่ืนๆ และทั้งน้ีอาจข้ึนอยู่กบัปริมาณของแหล่ง

ไนโตรเจนอาจมีผลต่อการเจริญและผลของการสะสมไขมนั โดยในสูตรอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนตํ่าจะทาํให้เกิด

การเจริญน้อยแต่ทาํให้มีการสะสมไขมนัมากกว่าสูตรอาหารท่ีมีปริมาณแหล่งไนโตรเจนมาก ซ่ึงในอาหารสูตรท่ี       

2  ซ่ึงไม่มีการเติมสารอาหารท่ีเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยอาศยัแหล่งไนโตรเจนท่ีมีในนํ้ าแชมนัเทศ 10 เปอร์เซ็นต์

เท่านั้นซ่ึงอาจจะมีปริมาณแหล่งไนโตรเจนน้อยกว่าสูตรอาหารอ่ืนๆ รวมทั้งอาหารสูตรท่ี 3 อาจจะมีปริมาณแหล่ง

ไนโตรเจนนอ้ยเช่นกนัแต่อาจจะมีมากกวา่อาหารสูตร 2 จึงทาํใหไ้ดป้ริมาณเซลลแ์ห้งของยีสต ์Scj 01 มากกวา่อาหาร

สูตรท่ี 2 แต่ปริมาณไขมนัตํ่ากว่า  ส่วนอาหารสูตร 1, 4  และ 5  ซ่ึงปริมาณแหล่งไนโตรเจนและแหล่งคาร์บอนท่ี

เท่ากัน แต่มีแหล่งคาร์บอนต่างชนิดกนั คือ อาหารสูตรท่ี 1 มีนํ้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน อาหารสูตรท่ี 4 มี

นํ้ าตาลจากการยอ่ยมนัเทศเป็นแหล่งคาร์บอน และอาหารสูตรท่ี 5  มีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมีความเขม้ขน้

ของแหล่งคาร์บอนเท่ากนั พบวา่ทาํใหป้ริมาณไขมนัและปริมาณเซลลแ์ห้งไดผ้ลไม่แตกต่างกนัมากนกัแสดงดงัภาพท่ี 

4.18 


