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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลีย้งเช้ือ 
 

 

อาหารเล้ียงเช้ือทั้งหมดน้ีเม่ือเตรียมตามสูตรอาหารเรียบร้อยแลว้จะตอ้งผา่นการฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความ

ดนัไอท่ี 15 ปอนดต์่อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

1.สูตรอาหาร YPG agar 

glucose    20    กรัม/ลิตร 

 yeast extract   10    กรัม/ลิตร 

 peptone    10    กรัม/ลิตร 

วุน้    15    กรัม/ลิตร   

 pH    6 

 
2. สูตรอาหาร Production  medium 

yeast extract   0.5   กรัม/ลิตร 

MgSO47H2O   0.5   กรัม/ลิตร 

(NH4)2SO4   1.0   กรัม/ลิตร 

KH2PO4    1.0    กรัม/ลิตร 

 pH    6 
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐาน 
 

 

ตารางที ่ข-1  แสดงความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลกลูโคส (1 กรัม/ลิตร) แลว้แปรผนัความเขม้ขน้ในการทาํกราฟ

 มาตรฐานนํ้ าตาลกลูโคส 

ความเข้มข้นของนํา้ตาลกลูโคส 

(กรัม/ลติร) 

ปริมาณสารละลายมาตรฐานกลูโคส

จาก 1 กรัม/ลติร (มลิลลิติร) 

ปริมาตรนํา้กลัน่ (มลิลลิติร) 

0 0 10 

0.2 2 8 

0.4 4 6 

0.6 6 4 

0.8 8 2 

1.0 10 0 

 

 
 

รูปที ่ข-1 กราฟมาตรฐานของนํ้ าตาลกลูโคสสาํหรับการวเิคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวส์ดว้ยวธีิ DNS 

 

 

y = 0.9843x

R² = 0.999
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ตารางที ่ข-2 แสดงความเขม้ขน้ของแป้ง (1 กรัม/ลิตร) แลว้แปรผนัความเขม้ขน้ในการทาํกราฟมาตรฐาน

 ปริมาณแป้ง  

ความเข้มข้นของนํา้ตาลกลูโคส 

(กรัม/ลติร) 

ปริมาณสารละลายมาตรฐานกลูโคส

จาก 1 กรัม/ลติร (มลิลลิติร) 

ปริมาตรนํา้กลัน่ (มลิลลิติร) 

0 0 10 

0.2 2 8 

0.4 4 6 

0.6 6 4 

0.8 8 2 

1.0 10 0 

 

 
 

รูปที ่ข-2 กราฟมาตรฐานของปริมาณแป้งสาํหรับการวเิคราะห์ปริมาณแป้งดว้ยวธีิไอโอดีน 

 

 

 

 

 

 

y = 0.4033x

R² = 0.9986
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ตารางที ่ข-3 สารละลายกรดไขมนัมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  จากสารละลายกรดปาลมิติค 10 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร 

การวเิคราะห์ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดโดยวธีิ colorimetric method สารละลายมาตรฐาน (stock 

solution): 10mg/ml โดยชัง่กรดขมนัปาลมิติค 1 กรัม  ละลายใน isooctane ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลิลิตร  เตรียม

สารละลายกรดไขมนัมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  จากสารละลายกรดปาลมิติค 10  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นาํมาเจือ

จางดว้ย isooctane ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัตาราง 

 

ความเข้มข้นของสารละลายกรด 

ปาลมติคิ (mg/3ml solution) 

ปริมาณ stock standard 

(มลิลลิติร) 

ปริมาณของ isooctane 

(มลิลลิติร) 

0.5 0.15 2.85 

1.0 0.30 2.70 

1.5 0.45 2.55 

2.0 0.60 2.40 

ปิเปตแต่ละความเขม้ขน้มา 3 มิลลิลิตร  เติม copper reagent  1 มิลลิลิตร  ปิดจุกเขยา่แรงๆ 1-2 นาทีท้ิงไวส้กัครู่ จน

สารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายส่วนบนไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 715  นาโนเมตร แลว้ทาํกราฟ

มาตรฐาน  

   

 
 

รูปที ่ข-3 กราฟมาตรฐานของปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดโดยวธีิ colorimetric method 

 

y = 0.4495x

R² = 0.9996
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ภาคผนวก ค 

การเผยแพร่ผลงานวทิยานิพนธ์ 
 

ภาคผนวก ค-1 

 
The 4th International Conference on 

“Fermentation Technology for value Added Agricultural Product” 

August 29th – 31th, 2011 at Kosa Hotel, Khon Kaen, Thailand 

 
Screening of thermotolerant oleaginous yeasts from spoiled sugar cane juice, rice stalk and soybean cake for 

microbial oil production 
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ภาคผนวก ค-2 

 
The Energy and Materials Research Conference (EMR 2012) 

Torremolinos, Spain, 20-22 June 2012 

 
Economical sweet potato enzymatic hydrolysis for using as carbon source for single cell oil 

production by thermotolerant oleaginous yeast 
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ภาคผนวก ค-3 

 
การประชุมผลงานวจิยัระดบับณัฑิตศึกษาแห่งชาต ิคร้ังที ่25 

บัณฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศิลปากร วนัที ่4-6 ตุลาคม 2555 

 
การคดัเลือกยสีตส์ะสมไขมนัท่ีทนอุณหภูมิสูงจากของเหลือท้ิงทางอุตสาหกรรมเกษตรเพ่ือผลิตนํ้ ามนัเซลลเ์ดียว 

Isolation of thermotolerant oleaginous yeasts from agro-industrial wastes  for single cell oil production 
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การคดัเลอืกยสีต์สะสมไขมนัทีท่นอณุหภูมสูิงจากของเหลอืทิง้ทางอตุสาหกรรมเกษตร     

เพือ่ผลตินํา้มนัเซลล์เดยีว 
 

Isolation of thermotolerant oleaginous yeasts from agro-industrial wastes         
for single cell oil production 
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บทคดัย่อ 

งานวิจยัน้ีเป็นการคดัเลือกยีสต์ท่ีสามารถสะสมไขมนัสูงท่ีทนอุณหภูมิสูงเพ่ือใชเ้ป็นนํ้ ามนั    เซลลเ์ดียว 

(Single cell oil ) สาํหรับใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล จากการศึกษาสามารถคดัแยกยีสตท์นร้อน

สาํหรับการผลิตนํ้ ามนัเซลลเ์ดียวได ้22, 3, 5 และ 7 ไอโซเลท จากนํ้ าออ้ยคั้นเน่าเสีย, ลูกแป้งสาโท, ฟาง

ขา้วแหง้ และกากถัว่เหลืองท่ีเป็นของเหลือท้ิงจากกระบวนการทาํนํ้าเตา้หู ้ตามลาํดบั โดยยีสตท่ี์คดัแยกได้

ทั้งหมดน้ี จะนาํไปทดสอบการเจริญท่ีอุณหภูมิ 30, 35, 40 และ  45  °C โดยการหยดตวัอย่างเช้ือลงบน

อาหารแข็ง (drop plate) โดยยีสต์ทั้ งหมดสามารถเจริญได้จนถึงอุณหภูมิ  40 °C และมี 1 ไอโซเลท 

สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 45 °C คือ Scj 0E และ มี 7 ไอโซเลทท่ีสามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 40 °C  คือ 

Scj 01, Scj 11, Scj 0A, Scj 0E, Yc 02, Rs 03, และ Sbc 06 เม่ือนํายีสต์ทั้ ง 7 ไอโซเลทไปเพาะเล้ียงเพ่ือ

ศึกษาการสะสมไขมนัท่ีมีนํ้ าเช่ือมมนัเทศท่ีย่อยดว้ยเอนไซมเ์ป็นแหล่งคาร์บอน  โดยวิเคราะห์ปริมาณ

ไขมนัดว้ยวิธี Colorimetric method พบวา่สายพนัธ์ุ Scj 01 สามารถสะสมไขมนัไดสู้งสุดท่ี   0.410 mg/3ml 

นอกจากน้ียีสต ์ Scj 01 ยงัสามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนและสามารถสะสม

ไขมนัไดถึ้ง 0.452 mg/3ml   

 

คําสําคัญ : ยีสตส์ะสมไขมนัสูง, ทนร้อน, นํ้ามนัเซลลเ์ดียว, ไบโอดีเซล 
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Abstract 

The purpose of this study was isolation of thermotolerant oleaginous yeast for 

producing single cell oils for using as the potential feedstock for biodiesel production.  

Isolation of thermotolerant yeast strains for single cell oil production from spoiled 

sugar cane juice, yeast cake (starter for Thai rice wine production), dried rice stalk 

and soybean paste (waste from soya milk producing process) was conducted. Twenty 

two, 3, 5 and 7 isolates of yeast were obtained from spoiled sugar cane juice, yeast 

cake, dried rice stalk and soybean paste, respectively. All isolates were further 

screened for thermotolerant yeast by agar drop  plate test at 30, 35, 40 and 45 oC. All 

of the isolated yeast strains could be able to grow at 40 °C and there was only              

1 isolate, which was Scj 0E, could grow up to 45 °C. Seven isolates of the 

thermotolerant yeasts, which were Scj 01, Scj 11, Scj 0A, Scj 0E, Yc 02, Rs 03, and 

Sbc 06, were selected for further oil accumulation study. The results of oil content 

determined by Colorimetric method of the selected 7 thermotolerant yeast strains,  

using sweet potato hydrolysate as the carbon source, showed that the yeast strain        

Scj 01 contained the highest oil content of 0.410 mg/3ml. This yeast isolate could also 

utilize glycerol. The obtained oil content when using glycerol as the carbon source 

was 0.452 mg/ 3 ml. 

 

Keyword: Oleaginous yeast, Thermotolerant, Single cell oil, Biodiesel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

การประชุมเสนอผลงานวิจยัระดบัศึกษาแห่งชาติ  คร้ังท่ี  25                             2741                    บณัฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัศิลปากร 



120 
 

บทนํา 

 จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตและสะสมไขมนัไดสู้งกว่า 20% โดยนํ้าหนกัแหง้ เรียกวา่ จุลินทรียไ์ขมนั

สูง หรือจุลินทรียส์ะสมไขมนั (oleaginous microorganism) ซ่ึงการสะสมไขมนัของจุลินทรียพ์บไดท้ั้งใน

ยีสต์ รา และแบคทรีเรีย โดยจุลินทรีย์จะมีการผลิตไขมันและสะสมไขมันในรูปหยดนํ้ ามันเล็กๆ 

(microdroplet oils) ภายในเซลลข์องจุลินทรียส่์วนใหญ่มกัพบการสะสมไขมนัของจุลินทรียเ์ม่ือเล้ียงเซลล์

จุลินทรียใ์นอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนเกินพอ และจาํกดัปริมาณสารอาหารอ่ืนๆท่ีมีผลต่อการสะสมไขมนั

ในเซลล์จุลินทรีย ์(รัตนภรณ์, 2551) และยีสต์บางสายพนัธ์ุ เช่น Cryptococcus sp., Rhodosporidium sp.,  

Lipomyces sp. และ Rhodotorula sp. จะมีการสะสมไขมนัไดสู้งกว่าถึง 70% โดยนํ้าหนกัแหง้ซ่ึงถือวา่เป็น

สายพัน ธ์ุ ท่ี มีการผลิตไขมัน  และการสะสมไขมันมากท่ี สุดในขณ ะน้ี  (Cuimin et al, 2009) โดย

องค์ประกอบของไขมันประมาณ 95% เป็นไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ท่ีส่วนใหญ่ประกอบด้วย           

กรดปาลมิติก (palmitic acid; C16:0) กรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) และกรดสเตียริก (stearic acid; 

C18:0) ซ่ึงมีความคลา้ยกบันํ้ามนัจากพืช โดยองคป์ระกอบและปริมาณท่ีพบท่ีคลา้ยกบัไขมนัพืชนั้น ทาํให้

ไขมนัจากจุลินทรียมี์ประสิทธิภาพในการนําไปผลิตเป็นไบโอดีเซลได้เช่นเดียวกบันํ้ ามนัพืชโดยผ่าน

กระบวนการทรานเอสเทอริฟิเคชัน่ (tran-esterification) และเน่ืองจากจุลินทรียมี์ขอ้ไดเ้ปรียบกวา่การปลูก

พืชนํ้ามนั คือ ยีสต์สะสมไขมนัสามารถเจริญเติบโตไดดี้และเร็ว มีช่วงการเจริญเติบโตสั้นทั้งยงัเก็บเก่ียว

ผลผลิตไดง่้าย ซ่ึงมีความเหมาะสมกบัการนํามาเป็นทางเลือกในการผลิตไขมนัเพ่ือใช้ผลิตไบโอดีเซล

(รัตนภรณ์, 2551) 

 ในปัจจุบนัมนุษยมี์ความตอ้งการใชพ้ลงังานจากนํ้ามนัอยา่งมากทั้งในดา้นคมนาคม อุตสาหกรรม

การผลิต  ทาํใหป้ริมาณนํ้ ามนัไม่เพียงพอตามไปดว้ย และจากวิกฤตการณ์นํ้ ามนัปิโตรเลียมและภาวะโลก

ร้อน ซ่ึงโดยธรรมชาติแลว้มีนํ้ ามนัปิโตรเลียมอย่างจาํกดั และเป็นพลงังานฟอสซิลท่ีใช้แลว้หมดไป แต่

พลงังานเช้ือเพลิงชีวภาพเป็นพลงังานท่ีใช้แลว้ไม่มีวนัหมด (Pan et al, 2008) จึงทาํให้มีการส่งเสริมการ

ปลูกพืชนํ้ ามนัเพ่ือผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพมากข้ึนโดยเฉพาะไบโอดีเซล ซ่ึงอาจส่งผลให้พืชอาหารมีราคา

สูงข้ึนและขาดแคลนได ้ดงันั้นจึงตอ้งมีการจดัหาแหล่งพลงังานทดแทนอ่ืนแทนพืชนํ้ามนั โดยงานวิจยัน้ี

ไดเ้ห็นความสาํคญัของจุลินทรียโ์ดยเฉพาะยีสต์ท่ีมีศกัยภาพในการผลิตไขมนัไดสู้งและสามารถเจริญใน

สภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงได ้เน่ืองดว้ยปัจจุบนัโลกเรากาํลงัเผชิญกบัปัญหาภาวะโลกร้อนทาํใหอุ้ณหภูมิของ

โลกสูงกว่าในอดีต จึงมีความตอ้งการท่ีจะหายีสตท่ี์สามารถทนอุณหภูมิท่ีสูง เพ่ือเป็นการลดพลงังานใน

การเพาะเล้ียงยีสตด์ว้ย  ซ่ึงนํ้ ามนัจากยีสตเ์ป็นวตัถุดิบทางเลือกหน่ึงท่ีมีศกัยภาพสูงในการใชท้ดแทนหรือ

ใชร่้วมกบันํ้ามนัพืชในการผลิตไบโอดีเซล    ซ่ึงนํ้ ามนัหรือไขมนัท่ีไดจ้ากยีสตมี์องคป์ระกอบท่ีคลา้ยคลึง

กบันํ้ามนัจากพืชท่ีสามารถผลิตเป็นนํ้ามนัไบโอดีเซล ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเกิดความสนใจในการคดัเลือก

ยีสตท่ี์มีศกัยภาพในการผลิตไขมนัสูงจากแหล่งธรรมชาติและสามารถเจริญท่ีอุณหภูมิสูงได ้  
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วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือคดัเลือกเช้ือยีสตท่ี์สามารถเจริญไดใ้นอุณหภูมิสูงและมีศกัยภาพใน

การผลิตไขมนัไดใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง โดยคาดว่าไขมนัท่ีไดส้ามารถเป็นวตัถุดิบในการผลิตนํ้ ามนั   

ไบโอดีเซลได ้

 

วธีิการวจิยั 

1. การคัดเลอืกยสีต์ 

ทาํการคดัเลือกยีสตท่ี์ผลิตไขมนัโดยคดัเลือกจากของเหลือท้ิงทางอุตสาหกรรมเกษตร ดงัน้ี นํ้ าออ้ยคั้นท่ีเร่ิม

เน่า  ลูกแป้งสาโท  ฟางขา้ว และกากถัว่เหลืองจากโรงงานผลิตนํ้านมถัว่เหลือง นาํตวัอยา่งเติมลงไปในอาหาร 

Selective YPG medium (g/l: glucose 20, peptone 10, yeast extract 10 และ amplicilin 500 U) บ่มในตูบ่้มแบบ

เขย่า (Incubator shaker)  ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที เป็นเวลา  24 ชั่วโมง 

แลว้นํามาทาํการเกล่ียเช้ือ (spread  plate) บนอาหารแข็ง Selective YPG agar (glucose 20 กรัม/ลิตร, peptone 

10กรัม/ลิตร, yeast extract 10 กรัม/ลิตร, agar 15 กรัม/ลิตร และ amplicilin 500 U) แลว้บ่มท่ีตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 

30  องศาเซลเซียส (วิเชียรและคณะ, 2544-2545; Zhu et al, 2008) คดัเลือกยีสตท่ี์มีโคโลนีเด่ียวเพ่ือจาํแนกชนิด

           ก า ร

เก็บรักษายีสต์ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกทาํโดยเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  บนอาหารเล้ียงเช้ือ YPG agar  

ผิวหนา้เอียงประกอบดว้ย glucose 20 กรัม/ลิตร, yeast extract 10 กรัม/ลิตร, peptone 10   กรัม/ลิตรและวุน้ 

15 กรัม/ลิตร   

2. การทดสอบหาอุณหภูมทิี่เหมาะต่อการเจริญของยสีต์ 

ทาํการทดลองโดยการนํายีสต์ท่ีไดจ้ากการคดัแยกมาทดสอบโดยเพาะเล้ียงใน YPG broth เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง จากนั้นนาํไปเพาะเล้ียงในอาหาร YPG  Agar ในจานเพาะเช้ือ โดยการหยดตวัอยา่งเช้ือ     20 µl ลง

บนอาหาร (drop plate)  โดยแปรผนัอุณหภูมิในการเพาะเล้ียงท่ี 30, 35, 40 และ 45  องศาเซลเซียส บ่มในตู้

บ่มนาน 48 ชัว่โมง แลว้วดัขนาดของโคโลนีเพ่ือเปรียบเทียบในแต่ละอุณหภูมิ 

3. การทดสอบการสะสมไขมนัของยสีต์ในสภาวะอุณหภูมสูิง 

ทาํการเล้ียงยีสตใ์นอาหารสูตร Production medium ซ่ึงประกอบดว้ย นํ้ าเช่ือมมนัเทศ (มนัเทศท่ีย่อยดว้ย

เอนไซม)์ หรือ กลีเซอรอล 20 กรัม/ลิตร, yeast extract 0.5 กรัม/ลิตร, peptone 1.8 กรัม/ลิตร, MgSO47H2O 

0.4 กรัม/ลิตร, KH2PO4 2.0 กรัม/ลิตร, MnSO4H2O 0.003 กรัม/ลิตร และ CuSO45H2O 0.0001 กรัม/ลิตร 

ปรับ pH เป็น 6.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส  เขย่าท่ีความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการ

เพาะเล้ียง 8 วนั 
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4. การสกดัและวดัปริมาณไขมนัด้วยวธีิ colorimetric method   

เตรียมสารละลาย copper reagent โดยนาํ Cupric acetate  25 กรัม  ละลายในนํ้ากลัน่ 500 มล. ปรับ pH เป็น 

6.1 ดว้ย pyridine  เตรียมสารละลาย 1.5 M KOH และสารละลาย 2.5 M HCl เตรียมเซลลแ์ขวนลอย

ของยีสต ์ 0.1 กรัม/มล.  จากนั้นนาํเซลลแ์ขวนลอย 1 มล. มาใส่ในหลอดจุกเกลียวขนาด 20 มล.เติม 1.5 M  

KOH  4 มล.  ปิดจุกใหแ้น่นตม้ใหเ้ดือด 2 ชัว่โมง ทาํใหเ้ยน็ลง เติม 2.5 M HCl  6 มล. และ Isooctane 5 มล.  

เขยา่อยา่งแรง 200-300 คร้ัง/นาที  เพ่ือนาํไปสกดัไขมนัอิสระออกมาอยูใ่นชั้นของ Isooctane  

         จ า ก นั้ น ปิ เ ป ต

สารละลายสกดัไขมนัจากยีสต ์(สกดัลิปิดจากเซลลจุ์ลินทรีย)์  มา 3 มล.ทาํปฏิกิริยากบั copper reagent  1 

มล.  ปิดจุกเขย่าแรงๆ   1-2 นาที ท้ิงไว ้ สักครู่ จนสารละลายแยกชั้น ดูดสารละลายส่วนบนไปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  715 นาโนเมตร แลว้เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

 

ผลและสรุปผลวจิยั         

 1.  ผลจากการคัดเลอืกยสีต์        

 การคดัเลือกยีสต์สะสมไขมนัในงานวิจยัน้ีคดัเลือกมาจากของเหลือท้ิงทางอุตสาหกรรมเกษตร 

โดยมีตวัอย่างท่ีนาํมาคดัเลือกมีทั้งหมด 5  แหล่ง คือ ฟางขา้วแหง้ กากถัว่เหลือง (ท่ีไดจ้ากกระบานการทาํ

นมถัว่เหลือง) ลูกแป้งสาโท และนํ้ าออ้ยคั้นท่ีเร่ิมเน่า โดยการนาํตวัอย่างมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ YPG 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24  ชั่วโมงแลว้นาํมาเกล่ียบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแข็งแลว้

นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้จึงนาํมาคดัแยกเอายีสตท่ี์มีลกัษณะ

เป็นโคโลนีเด่ียว  ซ่ึงสามารถคดัเลือกยีสตไ์ดด้งัแสดงในตารางท่ี 1 

 

ตารางที่  1 สายพนัธ์ุยีสตท่ี์คดัแยกไดจ้ากแหล่งต่างๆ 

 

แหล่งตวัอย่าง สายพนัธ์ุยสีต์ที่พบ 

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

กากถั่วเหลอืง (Scb) Sbc 01, S Sbc 02,Sbc 03, Sbc 04, Sbc 05, Sbc 06, Sbc 07 

ลูกแป้งสาโท (Yc) Yc 01, Yc 01, Satho 

นํา้อ้อยเร่ิมเน่า (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 
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จากการคดัแยกยีสตจ์ากจากตวัอยา่งทั้ง 5 ตวัอย่าง สามารถแยกเช้ือยีสตไ์ดท้ั้งหมด  37 ไอโซเลท ซ่ึงทั้ง 37 

ไอโซเลทสามารถยืนยนัเบ้ืองต้นได้ว่าเป็นยีสต์โดยการทดสอบเบ้ืองต้นโดยการส่องกลอ้งจุลทรรศน ์

ลกัษณะเซลล์ของทั้ง 37  ไอโซเลท เม่ือส่องผ่านกลอ้งจุลทรรศน์แลว้มีลกัษณะคลา้ยกบัเซลลย์ีสต์ เช่น 

เซลลมี์ขนาดใหญ่ มีการแตกหน่อ  

2.  ผลการทดสอบหาอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเจริญของยสีต์ที่คัดแยกได้   ก า ร

ทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไขมนัของยีสตเ์พ่ือหายีสตส์ะสมไขมนัท่ีสามารถ

เจริญและสะสมไขมนัไดใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงโดยการแปรผนัอุณหภูมิในการทดสอบคือ 30, 35, 40 

และ 45 องศาเซลเซียส โดยในการทดสอบน้ี จะคดัเลือกเอาเช้ือยีสตท่ี์สามารถเจริญไดดี้ในอุณหภูมิสูง ซ่ึง

การทดลองน้ี พบว่า ยีสต์บางไอโซเลทสามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส และมีเพียงสาย

พนัธ์ุเดียวท่ีเจริญในอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสแต่มีการเจริญเพียงเลก็นอ้ย จากการทดลองน้ีทาํใหท้ราบว่า

อุณหภูมิท่ี 40 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ีสูงท่ีสุดท่ีเช้ือยีสต์ท่ีคดัเลือกไวส้ามารถเจริญได ้โดยจากการ

ทดลองไดผ้ลการทดลองดงัน้ี        2.1 

ยีสต์ท่ีคดัเลือกไดจ้ากนํ้ าออ้ยคั้นท่ีเร่ิมเน่า ท่ีสามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง 40  องศาเซลเซียส มีอยู่ 4 ไอ

โซเลท คือไอโซเลท Scj 01, Scj 11, Scj 0A, Scj 0E  

2.2 ยีสตท่ี์คดัเลือกไดจ้ากนํ้าออ้ยคั้นท่ีเร่ิมเน่า ท่ีสามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิสูง 45 องศาเซลเซียสมีอยู ่1ไอ

โซเลท คือ ไอโซเลท Scj 0E 

2.3 ยีสตจ์ากกากถัว่เหลือ, ฟางขา้ว และลกูแป้ง มีอยา่งละ 1 อโซเลทท่ีสามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง 40 

องศาเซลเซียส รวมเป็น 3 ไอโซเลท ดงัน้ี ไอโซเลท    Sbc 06, Rc 03, Yc 02 

 

ตารางที่  2   แสดงขนาดของโคโลนี (เซนติเมตร) ของยีสตท์นร้อนท่ีเจริญในอุณหภูมิต่างๆโดยการทดสอบดว้ย

     วิธีการหยดเช้ือลงบนอาหารแขง็ (drop plate techniques) 

 

ไอโซเลท ขนาดโคโลนี (เซนตเิมตร) 

30 oC 35 oC 40 oC 45 oC 

Scj 01 1.45 2.03 2.25 ไม่เจริญ 

Scj 11 1.45 1.45 1.50 ไม่เจริญ 

Scj 0A 1.20 1.43 1.45 ไม่เจริญ 

Scj 0E 2.50 1.9 1.55 1.03 

Sbc 06 1.13 1.30 1.4 ไม่เจริญ 

Rc 03 1.18 1.38 1.43 ไม่เจริญ 

Yc 02 1.20 1.38 1.4 ไม่เจริญ 
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จากตารางท่ี 2  สามารถสรุปไดว้า่เช้ือไอโซเลท Sbc 06, Rc 03, Scj 01, Scj 11, Scj 0A และ Yc 02 สามารถเจริญได้

ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยท่ีอุณหภูมิดงักล่าวจะมีขนาดของโคโลนีท่ีใหญ่กว่าอุณหภูมิ 30 และ 37 

องศาเซลเซียส ยกเวน้เช้ือไอโซเลท  Scj 0E ท่ีมีขนาดของโคโลนีท่ีใหญ่ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แต่

อย่างไรกต็ามท่ีอุณหภูมิสูงท่ี 40 และ  45 องศาเซลเซียส เช้ือ Scj 0E ก็ยงัสามารถเจริญไดดี้ใกลเ้คียงกบัเช้ือทั้ง 

6 ไอโซเลทขา้งตน้จึงถือว่าเป็นสายพนัธ์ุท่ีเจริญสามารถทนต่ออุณหภูมิสูงไดเ้ช่นกนั ซ่ึงรวมทั้งส้ินสามารถ

ไดย้ีสตท่ี์สามารถทนอุณหภูมิสูง จาํนวน  7 ไอโซเลท  ดงันั้นจึงเลือกอุณหภูมิ 40                องศาเซลเซียสเป็น

อุณหภูมิสูงในงานวิจยัน้ี  

3. การทดสอบการสะสมไขมนัของยสีต์ในสภาวะอุณหภูมสูิง 

การเพาะเล้ียงยีสตเ์พ่ือศึกษาการสะสมไขมนัของยีสตท่ี์คดัแยกไดจ้ะทดสอบเฉพาะยีสตท่ี์สามารถเจริญไดดี้ใน

อุณหภูมิสูง 40  องศาเซลเซียส ซ่ึงมีจาํนวนทั้งหมด 7 ไอโซโซเลท โดยใชวิ้ธีการวิเคราะห์ปริมาณไขมนัดว้ยวิธี 

Colorimetric method ตามวิธีของ Dae และ Joon (1986) ผลการวิเคราะห์หาปริมาณไขมนัจากยีสตส์ะสมไขมนั 

ไดผ้ลดงัรูปท่ี 1 และสามารถสรุปไดว้่ายีสตท์ั้ง 7 ไอโซเลทสามารถสะสมไขมนัไดใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง 40 

องศาเซลเซียสโดยยสีตไ์อโซเลท Scj 01 สามารถผลิตไขมนัได ้0.410 mg/3ml ซ่ึงสูงกวา่ยีสตท์นร้อนสายพนัธ์ุอ่ืน 

และยีสตส์ายพนัธ์ุ Scj 01 ยงัสามารถใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนไดแ้ละสามารถผลิตไขมนัได ้0.452 

mg/3ml  

 

รูปที ่1   แสดงปริมาณไขมนัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงยีสตท่ี์อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสท่ีมีนํ้าเช่ือมมนัเทศเป็น

 แหล่งคาร์บอน 
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 จากผลการทดลองขา้งตน้เป็นเพียงการศึกษาเบ้ืองตน้เพ่ือทดสอบความสามารถในการผลิตและ

การสะสมไขมนัของยีสตท่ี์คดัเลือกไดท้ั้ง 7 ไอโซเลท  เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง ซ่ึงการสะสมไขมนั

ของจุลินทรียห์รือการผลิตไขมนัเซลลเ์ดียวจะดีหรือไม่นั้นตอ้งข้ึนอยู่กบัสภาวะการเจริญและสภาวะการ

ผลิตไขมนัท่ีเหมาะสมดว้ย ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสมประกอบดว้ยกนัหลายปัจจยั ทั้งปัจจยัทางกายภาพและ

ปัจจยัทางเคมีซ่ึงควรมีการศึกษาปัจจยัเหล่าน้ีให้เหมาะสมกบัการสะสมและการผลิตไขมนัเซลล์เดียว

เพ่ือใหไ้ดผ้ลได ้(yield) สูงท่ีสุด 

 

อภิปรายผล 

จากการคดัแยกยีสต์จากนํ้าออ้ยคั้นท่ีเร่ิมเน่า, ลูกแป้งสาโท, ฟางขา้วแห้ง และกากถัว่เหลืองท่ีเป็นของเสีย

จากกระบวนการผลิตนํ้ านมถัว่เหลือง สามารถคดัแยกยีสต์ไดท้ั้งหมด 37 ไอโซเลท และจากการทดสอบ

ยีสต์ท่ีสามารถเจริญได้ในอุณหภูมิสูง พบว่า ยีสต์บางสายพนัธ์ุสามารถเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ 40  องศา

เซลเซียส และมีเพียงสายพนัธ์เดียวท่ีสามารถเจริญไดใ้นอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีการเจริญเพียง

เลก็นอ้ย โดยยีสตท่ี์คดัเลือกไดท่ี้สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูงมีดว้ยกนัทั้งหมด 7 ไอโซเลท ดงัน้ี Yc 02,  

Rc 03,  Sbc 09, Scj 0A,  Scj 0E,  Scj 01 และ Scj 11 การท่ียีสตส์ามารถเจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียสซ่ึงถือว่าเป็นยีสต์ทนร้อน โดยส่วนใหญ่แลว้ยีสต์จะสามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 28-30 

องศาเซลเซียสเม่ือมีอุณหภูมิสูงท่ี 40 องศาเซลเซียสจะมีแค่ยีสตบ์างสายพนัธ์ุเท่านั้นท่ีจะสามารถเจริญไดดี้ 

จากนั้นนาํยีสตท์นร้อนทั้ง 7 ไอโซเลทไปทดสอบการสะสมไขมนัหรือการผลิตไขมนัเซลลเ์ดียวในสภาวะ

ท่ีมีอุณหภูมิสูงโดยมีนํ้ าเช่ือมมนัเทศท่ีย่อยดว้ยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงจากผลการทดลอง พบว่า 

ยีสต์ทั้ ง 7 ไอโซเลท มีป ริมาณ ไขมัน   (0.321, 0.391, 0.371, 0.401, 0.368, 0.410 และ 0.327 mg/3ml 

ตามลาํดบั) โดยยีสตไ์อโซเลท Scj 01 สามารถผลิตไขมนัไดสู้งกว่ายีสต์ทนร้อนสายพนัธ์ุอ่ืน และยีสตไ์อ

โซเลท Scj 01 สามารถใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนไดโ้ดยสามารถสะสมไขมนัไดท่ี้ 0.452 mg/3ml 

ดงันั้นยีสต์ทั้ง 7 ไอโซเลท สามารถสะสมไขมนัไดใ้นสภาวะอุณหภูมิสูง โดยงานวิจยัทัว่ไปส่วนใหญ่จะ

ศึกษาการสะสมไขมนัของยีสตท่ี์อุณหภูมิประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกนักบั รัตนภรณ์, 2551 

ท่ีศึกษาการสะสมไขมนัของยีสต์ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และ Pan et al, 2008 ท่ีศึกษาการสะสม

ไขมนัของยีสตท่ี์อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  

 

ข้อเสนอแนะ 

 จากผลการทดลองขา้งตน้เป็นส่วนหน่ึงในวิทยานิพนธ์ท่ีจะมีการนาํไปทดลองต่อไปโดยการหา

สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไขมนัของยีสต์สะสมไขมนัท่ีทนอุณหภูมิสูง เพ่ือให้ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสม

ท่ีสุดของเช้ือยีสตแ์ต่ละไอโซเลทในการสะสมไขมนั โดยการท่ีจะใหย้ีสตส์ามารถสะสมและผลิตไขมนัได้

สูงนั้นควรทาํการศึกษาปัจจยัท่ีเหมาะสมในการสะสมและผลิตไขมนั ทั้งปัจจยัทางกายภาพและปัจจยัทาง

เคมี ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของวิทยานิพนธ์ 
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