
    
 

รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ  
 
 
 
การผลิตลิปดจากจุลินทรียโดยยีสตสะสมไขมนัในอาหารท่ีเตรียมจากสารสกัดจาก

ชานออยเพ่ือนําไปใชในการผลิตไบโอดเีซล 
 
 

โดย 
 

รองศาสตราจารย ดร. จันทรพร ทองเอกแกว 
 

ภาควิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร  
มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี 

 
 

 
สิงหาคม 2559 

 
 
 
 

 

 
 

รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ  



 
 

การผลิตลิปดจากจุลินทรียโดยยีสตสะสมไขมนัในอาหารท่ีเตรียมจากสารสกัดจาก
ชานออยเพ่ือนําไปใชในการผลิตไบโอดเีซล 

 

Production of microbial lipid by oleaginous yeast on sugarcane 
bagasse hydrolysate medium for biodiesel production 

 
 

ผูวิจัย 
 

รองศาสตราจารย ดร. จันทรพร ทองเอกแกว 
 

ภาควิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร  
มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี 

 
 
 

โครงการวิจัยน้ีไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากสาํนักงบประมาณแผนดิน  
ประจําปงบประมาณ 2558 

 
 (ความเห็นในรายงานน้ีเปนของผูวิจัย ม.อบ. ไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป)



I 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 
ผูวิจัยขอขอบคุณสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติในการใหทุนสนับสนุนงานวิจัย ประจําป

งบประมาณ พ.ศ. 2558 
และขอขอบคุณคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ในการเอ้ือเฟอหองปฏิบัติการวิจัย 

ทําใหงานวิจัยนี้สําเร็จลุลวงไดเปนอยางดี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทสรุปผูบริหาร 
 

โครงการวิจัยเรื่อง “การผลิตลิปดจากจุลินทรียโดยยีสตสะสมไขมันในอาหารท่ีเตรียมจากสารสกัด
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สามารถพบยีสตจากแหลงธรรมชาติท่ีสะสมไขมันในปริมาณสูง การผลิตลิปดจากยีสตไขมันจากวัสดุเหลือ
ท้ิงทางการเกษตร เชน ชานออย และ รูชนิดและปริมาณของลิปดท่ีผลิตไดจากยีสตสะสมไขมันเพ่ือนําไปใช
เตรียมผลิตไบโอดีเซลสําหรับใชเปนพลังงานทางเลือกได  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทคัดยอ 
 

 จากการนํายีสตท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางจากดิน ดินปนเปอนคราบน้ํามัน และน้ําจากบอบําบัด ของ
โรงอาหารในบริเวณมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี และตัวอยางผลไมเนาเสียจากตลาดวารินเจริญศรี จํานวน 
93 ไอโซเลต มาคัดเลือกยีสตสะสมไขมันดวยวิธีการยอมสี Sudan black B พบวามียีสตท้ังหมด 60 ไอโซ-
เลตท่ีติดสียอมท่ีไขมันภายในเซลล จากนั้นนํายีสตท้ัง 60 ไอโซเลตนี้มาเลี้ยงในอาหารสําหรับการผลิตไขมัน
ท่ีมี 7 เปอรเซ็นตของน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน และทําการสกัดไขมัน พบวา มีจํานวน 5 ไอโซเลต 
ไดแก ยีสตรหัส UBU-s7, UBU-s12, UBU-w4, UBU-w9/2 และ UBU-gt6/1 จัดเปนยีสตสะสมไขมัน 
เนื่องจากสะสมลิปดภายในเซลลสูงกวารอยละ 20 ของน้ําหนักแหง จากนั้นนํายีสต 5 ไอโซเลตนี้มาศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตลิปดของเชื้อ พบวา ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหาร
ท่ีมีสารสกัดจากชานออยเริ่มตนท่ี 10% คา pH เริ่มตนเทากับ 6.5 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน ใหคาลิปด



III 
 

เทากับ 1.51 กรัมตอลิตร (29.03%) ยีสตรหัส UBU-s12 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
จากชานออยเริ่มตนท่ี 15% คา pH เริ่มตนเทากับ 6.0 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 6 วัน ใหคาลิปดเทากับ 
1.20 กรัมตอลิตร (27.90%) ยีสตรหัส UBU-w4 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากชาน
ออย 2.5-10% ท่ีคา pH เริ่มตนเทากับ 6.0 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน ใหคาลิปดเทากับ 1.37 กรัมตอ
ลิตร (29.14%) ยีสตรหัส UBU-w9/2 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากชานออย 5-
10% ท่ีคา pH เริ่มตนเทากับ 6.5 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 7 วัน ใหคาลิปดเทากับ 1.15 กรัมตอลิตร 
(26.92%) และยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากชานออย 10-
20% ท่ีคา pH เริ่มตนเทากับ 6 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน ใหคาลิปดเทากับ 1.18 กรัมตอลิตร 
(27.44%) เม่ือวิเคราะหองคประกอบของลิปดโดยแกสโครมาโตกราฟ พบวา กรดไขมันท่ีเปนองคประกอบ
หลักเปนสายยาวท่ีมีจํานวนคารบอน 16 และ 18 อะตอม โดยมีปริมาณของกรดโอเลอิกมากท่ีสุด รองลงมา
คือ กรดปาลมิติก และกรดลิโนเลอิก ตามลําดับ ซ่ึงองคประกอบของกรดไขมันในลิปดท่ียีสตผลิตไดนี้มี
ลักษณะเชนเดียวกับองคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันพืช ดังนั้นจากการศึกษานี้แสดงวายีสตสะสมไขมัน
ท่ีคัดแยกไดสามารถผลิตน้ํามันท่ีจะนําไปใชเปนแหลงวัตถุดิบอีกแหลงหนึ่งท่ีมีศักยภาพในการผลิตไบโอดีเซล  
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract. 
 From a total of 93 yeast isolates were obtained from samples collected from soil, 
greasy soil and canteen waste water in Ubon Ratchathani University and spoilage fruit 
from warincharoensri market, a 60 yeast isolates were identified as potential lipid 
producers by applying Sudan Black B tests. A total of 60 yeast isolates were further 
cultivated in production medium containing 7% glucose as a carbon source and 
measured lipid containing in cell by lipid extraction. Among these 60 isolates, 5 isolates 
namely UBU-s7, UBU-s12, UBU-w4, UBU-w9/2 and UBU-gt6/1 were identified as oleaginous 
yeasts which exhibited content of lipid in cell over 20% of cell dry weight. A 5 yeast 
isolates were further investigated on lipid production by cultivated in a medium 
containing sugarcane bagasse hydrolysate. It was found that UBU-s7 accumulated a high 
lipid production of 1.51 g/L (29.03%) when it was cultivated in sugarcane bagasse 
hydrolysate at the initial content of 10%, pH 6.5 for 5 days of cultivation. UBU-s12 
accumulated a high lipid production of 1.20 g/L (27.90%) when it was cultivated in 
sugarcane bagasse hydrolysate at the initial content of 15%, pH 6.0 for 6 days of 
cultivation. UBU-w4 accumulated a high lipid production of 1.37 g/L (29.14%) when it was 
cultivated in sugarcane bagasse hydrolysate at the initial content of 2.5-10%, pH 6.0 for 5 
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days of cultivation. UBU-w9/2 accumulated a high lipid production of 1.15 g/L (26.92%) 
when it was cultivated in sugarcane bagasse hydrolysate at the initial content of 5-10%, 
pH 6.5 for 7 days of cultivation. UBU-gt6/1 accumulated a high lipid production of 1.18 
g/L (27.44%) when it was cultivated in sugarcane bagasse hydrolysate at the initial 
content of 10-20%, pH 6.0 for 5 days of cultivation. Gas chromatography analysis revealed 
that lipids from all 5 isolated contained mainly long-chain fatty acids with 16 and 18 
atoms which exhibited the higher content of oleic acid, palmitic acid and linoleic acid, 
respectively. The three major constituent fatty acids are similar to fatty acids in vegetable 
oil. Thus, this results show that the isolated yeasts could produce lipid that could be 
promising candidates for biodiesel production. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
จากปญหาดานสถานการณราคาน้ํามันปโตรเลียมในตลาดโลกสูงข้ึนอยางตอเนื่อง สงผลใหรัฐบาล

และประชาชนท่ัวไปใหความสนใจพลังงานทดแทนและพลังงานทางเลือกมากข้ึน โดยเฉพาะการผลิต
พลังงานชีวภาพ เชน ไบโอดีเซล (biodiesel) ปจจุบันการผลิตไบโอดีเซลจากพืชน้ํามัน เชน สบูดํา และ
ปาลมน้ํามันในประเทศมีมากข้ึน จึงมีความตองการพืชน้ํามันจํานวนมาก แตผลผลิตของพืชน้ํามันใน
ประเทศมีจํากัด จึงเกิดปญหาราคาของวัตถุดิบของพืชน้ํามันท่ีมีราคาสูง สงผลใหการผลิตไบโอดีเซลจากพืช
น้ํามันมีตนทุนสูงตามไปดวย ดังนั้นเพ่ือเปนการเพ่ิมแนวทางในการเพ่ิมปริมาณน้ํามันใหเพียงพอกับความ
ตองการใชพลังงานชีวภาพนี้ การผลิตน้ํามันจากจุลินทรีย (microbial oil) โดยจุลินทรียสะสมไขมัน 
(oleaginous microorganism) นับเปนวัตถุดิบอีกทางเลือกหนึ่งท่ีมีศักยภาพสูงในการใชทดแทนหรือ
รวมกับน้ํามันจากเมล็ดพืชเพ่ือผลิตไบโอดีเซล เนื่องจากการเพาะเลี้ยงจุลินทรียสามารถทําไดตลอดป เจริญ
เร็ว ใชพ้ืนท่ีนอย สามารถควบคุมการผลิตและใชวัตถุดิบราคาถูกเปนสารอาหารได งานวิจัยนี้จึงมุงเนนใน
การศึกษาการผลิตลิปด (น้ํามัน) จากยีสตสะสมไขมันสูงท่ีคัดเลือกได และไดประยุกตใชชานออยท่ีเปน
วัตถุดิบเหลือใชจากการกระบวนการผลิตน้ําตาลมาเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ สําหรับการเจริญ 
เติบโต เพ่ือนําลิปดท่ีผลิตไดไปใชในการผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงเปนการนําของเหลือใชทางการเกษตรมาใชให
เกิดประโยชน งานวิจัยนี้จึงใหประโยชนท้ังทางดานการการเพ่ิมผลผลิตของน้ํามันท่ีจะนําไปใชทําเชื้อเพลิง
ชีวภาพ การลดตนทุนการผลิตลิปดจากจุลินทรียจากการใชอาหารสําเร็จรูปท่ีมีราคาสูง และการลดปญหา
สิ่งแวดลอมเปนพิษเนื่องจากของเหลือใชท่ีมีปริมาณมาก โดยการวิจัยจะดําเนินการศึกษาการคัดเลือกยีสต
สะสมไขมันสูง วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเปนสารสกัดจากชานออย จากนั้นศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการเจริญและผลิตลิปดของยีสตท่ีคัดแยกไดในอาหารท่ีเตรียมจากสารสกัดจากชานออย เพ่ือใหไดสภาวะ
ท่ีเชื้อสามารถผลิตลิปดไดในปริมาณท่ีมากท่ีสุด และวิเคราะหหาองคประกอบของน้ํามันท่ียีสตผลิตไดเพ่ือ
พิจาณาถึงความเปนไปไดของชนิดของกรดไขมันท่ีจุลินทรียผลิตไดสําหรับนําไปใชในการเตรียมการผลิตเปน 
ไบโอดีเซลตอไป  
 
วัตถุประสงค 
 1.  ศึกษาการคัดเลือกยีสตสะสมไขมันสูง 

2.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตลิปดของยีสตท่ีคัดแยกไดในสารสกัดจากชาน
ออยท่ีเตรียมได 



 

บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ลิปด (Lipid)  

ลิปดเปนสารประกอบอินทรียท่ีไมละลายน้ํา (Water-insoluble หรือ Hydrophobic) แตละลาย
ไดดีในสารละลายไมมีข้ัว (Non polar solvents) หรือ ตัวทําละลายอินทรีย (Organic solvents) เชน 
อีเทอร คลอโรฟอรม เบนซิน อะซิโตน เอธานอล และคารบอนเตตระคลอไรด เปนตน ลิปดไดแก ไขมัน 
(Fat) และน้ํามัน (Oil) รวมท้ังสารอ่ืนๆ ท่ีมีองคประกอบทางเคมีหรือมีลักษณะทางกายภาพคลายไขมัน (นิธิ
ยา, 2541) 

2.1.1 โครงสรางและสมบัติของลิปด  
     ลิปดเปนสารประกอบประเภทเอสเทอรของแอลกอฮอลกับกรดไขมัน (fatty acid) มี

โครงสรางโดยท่ัวไป คือ จะมีสวนของโครงสรางท่ีเปนไฮโดรคารบอน (CH) ซ่ึงเปนสวนท่ีไมมีข้ัว (non-
polar) มีคุณสมบัติไมชอบน้ํา (hydrophobic) จึงไมละลายน้ําแตละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย เชน 
ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ลิปดบางชนิดอาจประกอบดวยสวนท่ีมีข้ัว (polar) มีคุณสมบัติชอบ
น้ํา (hydrophilic) ทําใหลิปดเหลานี้มีคุณสมบัติท้ังชอบน้ําและไมชอบน้ําอยูในโมเลกุล เรียกคุณสมบัติแบบ
นี้วา แอมฟไฟด (amphiphiles) (เปนภาษากรีกแปลวา ชอบท้ังคู) ลิปดเหลานี้จะทําหนาท่ีเปนตัวกลางท่ี
ทําใหลิปดท่ีไมละลายน้ําสามารถกระจายตัวอยูในน้ําได ลิปดท่ีมีคุณสมบัติเปนแอมฟไฟด ไดแก ฟอสโฟลิ
ปด (phospholipids) และสฟงโกลิปด (sphingolipid)  

 2.1.2 การจําแนกประเภทของลิปด เราสามารถจําแนกลิปดตามลักษณะของการทําหนาท่ี ไดแก  
        2.1.2.1 ลิปดท่ีทําหนาท่ีเปนแหลงสะสมพลังงาน ไดแก กรดไขมัน (fatty acid) ไข (waxes) 

และไตรเอซิลกลีเซอรอล   
       2.1.2.2 ลิปดท่ีทําหนาท่ีเปนโครงสรางของเมมเบรน ไดแก ฟอสโฟลิปด (phospholipids) 

กลีเซอโรฟอสโฟลิปด (glycerophospholipids) สเตอรอยด (steroids)  
       2.1.2.3 ลิปดท่ีทําหนาท่ีอ่ืนๆ เชน เปนตัวใหสัญญาณ (signal) เปนโคแฟคเตอร และสารสี 

(pigments) ไดแก ฟอสฟาทิดิลอิโนซิทอล (phosphatidylinositol) ไอโคซานอย (eicosanoi)  
 

2.2 ลิปดจากจุลินทรีย  
จุลินทรียบางชนิดสามารถผลิตน้ํามันไดซ่ึงน้ํามันท่ีไดจากจุลินทรีย จะเรียกวา น้ํามันเซลลเดี่ยว 

(single cell oil) สวนใหญเปนน้ํามันท่ีบริโภคได มีองคประกอบคลายกับนํามันจากพืช จุลินทรียท่ีสามารถ
ผลิตลิปดไดเรียกวา จุลินทรียสะสมไขมัน (oleaginous microorganisms) จุลินทรียท่ีสามารถผลิตลิปดได มี
ท้ังยีสต รา สาหราย และแบคทีเรีย  

 
  2.2.1 สาหราย (Algae)  
         สาหรายเปนแหลงลิปดท่ีดีซ่ึงสามารถผลิตลิปดไดสูงถึงรอยละ 85 โดยน้ําหนักแหง สามารถ

ใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน มีการเจริญเติบโตชา ตองใชแสงสวางและพ้ืนท่ีในการเพาะเลี้ยง 
และปญหาในการกําจัดคลอโรฟลลออก อีกท้ังตองเสียคาใชจายในการเก็บเก่ียวสูง ไขมันท่ีไดมีจํานวน
คารบอน 12-22 อะตอมตอโมเลกุล สาหรายหลายสายพันธุสามารถผลิตกรดไขมันท่ีมีคุณภาพสูง ใน 
Porphylidium sp. จะมีการสังเคราะห Arachidonic acid (C20:4) Linoleic acid (C18:2) Linolenic 
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acid (C18:3) Eicosapentaenoic acid (EPA) (C20:5) สามารถนําไขมันท่ีไดไปใชเปน Hyperlipidemia 
เพ่ือลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดและใชเพ่ือการผลิตอาหารเพ่ือสุขภาพ (Belarbi และคณะ 2000) 

   2.2.2 แบคทีเรีย (Bacteria)  
            แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตไดรวดเร็ว สามารถเลี้ยงไดในถังหมักแตจะใหปริมาณเซลล

และไขมันต่ําเม่ือเทียบกับจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ องคประกอบของกรดไขมันมีความซับซอนซ่ึงยุงยากตอการ
สกัด และมีแนวโนมกอใหเกิดโรคหรือมีสารพิษปนกับไขมันท่ีได จึงไมนิยมผลิตไขมันจากแบคทีเรีย การผลิต 
Docosahexaneenoic acid (DHA) จากแบคทีเรียนับวานาสนใจอยางยิ่ง เพราะสามารถนํา
เทคโนโลยีชีวภาพท่ีทันสมัยมาชวยในการผลิตได Yano และคณะ (1994) สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียจาก
ปลาทะเลน้ําลึกท่ีสามารถผลิต DHA ไดถึง 5 สายพันธุ โดยจะใหการผลิต DHA รอยละ 6.4 -11.6 ของกรด
ไขมันท้ังหมด หรือประมาณ 0.8 มิลลิกรัมตอลิตร Yazawa และคณะ (1988) คัดเลือกไดแบคทีเรียแกรม
ลบ รหัส SCRC-8132 สามารถผลิต EPA ไดเทากับ 15 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหงเม่ือเลี้ยงท่ี 25 องศา
เซลเซียสและถาเลี้ยงท่ี 4 องศาเซลเซียส จะทําใหได EPA เพ่ิมข้ึนรอยละ 40 ของไขมันท้ังหมด 
(Hammond และ Glatz, 1988) 

     2.2.3 ราและยีสต (Moulds and Yeasts)  
             ราและยีสตเปนจุลินทรียอีกชนิดหนึ่งท่ีสามารถผลิตลิปดได น้ํามันท่ีไดสวนใหญจะมี

จํานวนคารบอนเปน 16 และ 18 อะตอมซ่ึงเหมือนกับน้ํามันจากพืช แตตางกันท่ีการจัดเรียงตัวของกรด
ไขมันในองคประกอบของไตรกลีเซอไรด Shimizu และคณะ (1988) พบวารา Mrtierella alpine 20-17 
เม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนและใช yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนสามารถผลิต EPA ไดเทากับ 
29 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ท่ี 12 องศาเซลเซียส และ Shirasaka และ Shimizu (1995) ไดศึกษารา 
Saprolegnia sp. 28YTE-1 ท่ีแยกจากน้ํา พบวารานี้สามารถผลิตกรด Eicosapentanoic acid (EPA) 
และกรด Arachidonic acid (AA) ได โดยสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนิด เชน แปง เดกซทริน 
น้ําตาลทราย น้ําตาลกลูโคส และน้ํามันมะกอก โดยท่ีน้ํามันมะกอกจัดเปนแหลงคารบอนท่ีดีท่ีสุดสามารถใช
ผลิต EPA ได 17 มิลลิกรัมตอกรัมของเซลลแหง โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูท่ี 20 องศาเซลเซียส  

             งานวิจัยการผลิตไบโอดีเซลจากจุลินทรียสวนใหญ ทําการศึกษาในสาหรายขนาดเล็ก 
อยางไรก็ตามยีสตจัดเปนจุลินทรียอีกชนิดหนึ่งท่ีมีศักยภาพสูงในการนํามาใชผลิตน้ํามันเพ่ือนําไปผลิตไบโอ-
ดีเซล เนื่องจากยีสตสามารถเพาะเลี้ยงไดในแหลงคารบอนราคาถูกไดหลากหลายและเก็บเก่ียวเซลลไดงาย 
และไขมันท่ีไดไมมีปญหาสารพิษปนเปอน ซ่ึงนับวาเปนขอไดเปรียบกวาจุลินทรียชนิดอ่ืน ดังนั้นในปจจุบัน
จึงมีแนวโนมในการวิจัยการผลิตลิปดจากยีสตเพ่ือนําไปใชในการผลิตไบโอดีเซลมากข้ึน (Xue และคณะ 
2006 และ 2008) 

 
2.3 ยีสตสะสมไขมัน (Oleaginous Yeasts)  

ยีสตท่ีสามารถผลิตและสะสมไขมันไดสูงกวา 20% โดยน้ําหนักแหง เรียกวา ยีสตไขมันสูง หรือยีสต
สะสมไขมัน (oleaginous yeast) โดยยีสตจะมีการผลิตไขมันและสะสมไขมันในรูปหยดน้ํามันเล็กๆ 
(microdroplet oils) ภายในเซลลของยีสต  ตัวอยางสายพันธุยีสตสะสมไขมัน เชน  Candida 107, 
Kodamaea ohmeri, Trichosporonoides spathulata, Cryptococcus curvatus, Rhodotorula 
glutinis, Rhodosporidium toruloides, Lipomyces starkeyi แ ล ะ  Yarrowia lipolytica (Gill แ ล ะ
คณะ 1977; Meesters และคณะ 1996; Li และคณะ 2007) มักพบการสะสมไขมันเม่ือเลี้ยงเซลลในอาหาร
ท่ีมีแหลงคารบอนเกินพอ และจํากัดปริมาณสารอาหารอ่ืนๆท่ีมีผลตอการสะสมไขมันในเซลลจุลินทรีย 
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(รัตนภรณ, 2551) ชนิดและปริมาณของไขมันท่ีพบในยีสตไขมันสูงจะแตกตางกันไปข้ึนอยูกับสายพันธุของ
ยีสต สารอาหาร และสภาวะตางๆท่ีใชในการเลี้ยง เชน พีเอช และ อุณหภูมิ เปนตน 
 ชนิดของไขมันท่ีพบในยีสตสะสมไขมัน ไดแก  

 2.3.1 ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol)  
                ไตรเอซิลกลีเซอรอล เปนเอสเทอรของกรดไขมันกับกลีเซอรอล เปนผลผลิตหลักท่ี

อยูในรูปหยดไขมันเล็กๆภายในเซลลตองทําใหเซลลแตกกอนจึงสกัดออกมาได กรดไขมันในไตรเอซิลกลีเซ
อรอล ท่ีพบในยีสตนั้นจะมีจํานวนคารบอนตั้งแต 8-24 อะตอม โดยชนิดท่ีมีคารบอน 16-18 อะตอมจะพบ
มากท่ีสุด มีท้ังกรดไขมันชนิดอ่ิมตัวและไมอ่ิมตัว  
               2.3.2 ฟอสโฟลิปด (phospholipid)  

                  ฟอสโฟลิปดเปนเอสเทอรของกรดไขมันและกลีเซอรอล และมีหมูกรดฟอสฟาติค 
เปนสวนสําคัญของเยื่อหุมเซลลเมมเบรน ฟอสโฟลิปดในยีสตมักเปนฟอสฟาติดิลโคลีน (phosphatidyl 
choline) เปนสวนใหญ (รอยละ 25-35 ของฟอสโฟลิปดท้ังหมด)  
                    2.3.3 สฟงโกลิปด (sphingolipid)  

                สฟงโกลิปดเปนไขมันท่ีมีสายยาว (long chain base) สฟงโกลิปดแบงออกเปน 3 
ชนิดดวยกันคือ สฟงโกไมอีลิน (sphigomyelin) เซเรโบรไซด (cerebrosides) และแกงกลิโอไซด 
(gangliosides) ในยีสตพบเฉพาะเซเรโบรไซดสฟงโกลิปด และจะอยูรวมกับสารประกอบอ่ืนๆในรูปไกล-
คอล (glycol) และอินโนสิทอล ฟอสฟอริลสฟงโกลิปด (inositol phosphorylsphingolipids) (Meesters 
และคณะ 1996; Li และคณะ 2007) 
 
 
2.4 ชานออย 

ชานออยคือสวนของลําตนออยท่ีหีบเอาน้ํ าออยหรือน้ํ าตาลออกแลว แสดงดังภาพท่ี  1 
ประกอบดวย เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน และน้ําตาลซูโครส ดังนั้นเม่ือนําชานออยมาสกัดดวยกรดจะ
ทําใหไดผลผลิตเปนน้ําตาลท่ีสามารถนํามาใชเปนแหลงอาหารในการเลี้ยงเชื้อเพ่ือการเจริญเติบโตแทน
น้ําตาลอาหารสําเร็จรูปได จึงเปนการลดตนทุนคาใชจายในการซ้ือน้ําตาลสําหรับเลี้ยงเชื้อจากอุตสาหกรรม
และยังไดนําเศษวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรกลับมาใชใหเกิดประโยชนไดอีกทางหนึ่งดวย  

 
 

                         
 
ภาพท่ี 1 ชานออย 
ท่ีมา : http://www.bansuanporpeang.com/node/15846 

http://www.bansuanporpeang.com/node/15846
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2.5 ไบโอดีเซล   

ไบโอดีเซล คือ การเปลี่ยนไตรเอซิลกลีเซอรอลท่ีมีอยูในน้ํามันพืช ไขมันสัตว หรือน้ํามันท่ีใชแลว 
ใหเปนโมโนอัลคิลเอสเตอร (mono alkyl ester) ไดแก เมทิลเอสเตอร (methyl ester) หรือเอทิลเอส-
เตอร (ethyl ester) และกลีเซอรีน (glycerin) ผานกระบวนการ Transesterification โดยการเติม
แอลกอฮอล เชน เมทานอล หรือเอทานอล และตัวเรงปฏิกิริยา เชน โซเดียมไฮดรอกไซด หรือโปแตสเซียม-
ไฮดรอกไซด ภายใตสภาวะการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม จากนั้นทําการกําจัดยางเหนียวและสิ่งสกปรกออก 
สามารถใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซลได เราเรียกเอสเตอรดังกลาวนี้วา ไบโอดีเซล หรือ B100 
สวนกลีเซอรีนท่ีไดจากการผลิตถือเปนผลพลอยได นําไปใชเปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมยา เครื่องสําอาง 
และน้ํามันหลอลื่น เปนตน (กองบรรณาธิการเทคนิค เครื่องกลไฟฟาอุตสาหกรรม, 2548)  
 
2.6 ผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 รัตนภรณ ลีสิงห และงามนิจ นนทโส 2554 การคัดเลือกยีสตจากตัวอยางดินและน้ําท่ีปนเปอน
น้ํามันท่ีเก็บในพ้ืนท่ีมหาวิทยาลัยขอนแกนระหวางฤดูฝนดวยเทคนิคเพาะเลี้ยงเพ่ิมจํานวนไดยีสตท้ังสิ้น 69 
ไอโซเลต โดย 10 ไอโซเลต จัดเปนยีสตไขมันสูงเนื่องจากสะสมลิปดภายในเซลลสูงกวารอยละ 20 โดย
น้ําหนักเซลลแหง และพบวายีสตไอโซเลต OYS3 เจริญและสะสมลิปดสูงเม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมี
ไนโตรเจนตํ่าโดยใหปริมาณเซลล 7.9 กรัมตอลิตร อัตราการเจริญจําเพาะ 0.258 ตอวัน ปริมาณลิปดรอย
ละ 52.7 โดยน้ําหนักเซลลแหงเม่ือเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีกลูโคส 90 กรัมตอลิตร ปริมาณ (NH4)2SO4 0.1 
กรัมตอลิตร ท่ี pH 5.0 ระยะเวลา 8 วัน การจัดจําแนกยีสต OYS3 โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล
ดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA จัดเปน Candida viswanathii 
ผลการเพาะเลี้ยงแบบก่ึงกะพบวาใหปริมาณเซลล 9.11 กรัมตอลิตร ปริมาณลิปดรอยละ 59.50 โดย
น้ําหนักเซลลแหง เม่ือศึกษาผลของแหลงคารบอนอ่ืนพบวายีสต C. viswanathii OYS3 เจริญไดดีในกลีเซอรอล
และกากน้ําตาลโดยใหเซลล 7.8, 7.1 กรัมตอลิตร และปริมาณลิปดรอยละ 37.2 และ 39.4 โดยน้ําหนัก
เซลลแหง ตามลําดับ เม่ือวิเคราะหองคประกอบของลิปดท่ีสกัดไดจาก C. viswanathii OYS3 ดวยเครื่อง
แกสโครมาโทกราฟ พบวาเปนกรดไขมันชนิดสายยาวโดยมีกรดปาลมิติก กรดสเตียริก และกรดโอเลอิกเปน
องคประกอบหลักเชนเดียวกับท่ีพบในน้ํามันพืชซ่ึงมีศักยภาพในการใชเปนวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลได 

Kitcha และคณะ (2011) รายงานการคัดแยกยีสตสะสมไขมันจากยีสตจํานวนวน 889 สายพันธุท่ี
แยกไดจากดินและของเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมและโรงงานผลิตไบโอดีเซลในภาคใตของประเทศ
ไทย โดยใชน้ําตาลกลูโคสหรือกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนท่ีสภาวะความเปนกรด (pH 4.0) หรือเปน
กลาง (pH 6.0) กับ 0.0001%  chloramphenicol และทดสอบดวยการยอมสี Sudan Black B พบยีสต
ท้ังหมด 23 สายพันธุท่ีเปนยีสตสะสมไขมัน จากนั้นนําท้ัง 23 สายพันธุนี้มาทดสอบในอาหารท่ีมีกลีเซอรอล 
หยาบพบวา BY4-523 และ JU4-57 สะสมไขมันสูงถึง 53.28% และ 41.50% ตามลําดับ จากนั้นนําไปจัด
จําแนกพบวา BY4-532 คือ Kodamaea ohmeri และ JU4-57 คือ Trichosporonoides spathulata 
ตามลําดับ จากนั้นนําไปเลี้ยงในอาหารท่ีมีแหลงไนโตรเจนทีเปน Yeast extract กับ Peptone ใน
อัตราสวน 1:1 พบวา T. spathulata ใหคาชีวมวลท่ี 17.05 กรัมตอลิตร และการผลิตไขมันอยูท่ี 10.43 
กรัมตอลิตร สวน K. ohmeri ใหคาชีวมวลอยูท่ี 11.1 กรัมตอลิตร และการผลิตไขมันท่ี 4.53 กรัมตอลิตร 
สําหรับแอมโมเนียมซัลเฟตใหการผลิตไขมันของ T. spathulata  และ K. ohmeri  อยูท่ี 3.85 และ 3.17 
กรัมตอลิตร ใหคาชีวมวลอยูท่ี 9.17 และ 10.45 กรัมตอลิตร เนื่องจากแอมโมเนียมซัลเฟต มีราคาถูกจึงถูก
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เลือกท่ีจะใชเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นจึงทําการศึกษาปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟต
ท่ีเหมาะสมและกลีเซอรอลคือ 0.5% และ 10% ตามลําดับ พบวา T. spathulata  ใหชีวมวลและไขมันอยู
ท่ี 10.40 และ 4.45 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวน K. ohmeri  ใหชีวมวลและไขมันอยูท่ี 10.50 และ 3.22 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ    

Liang และคณะ (2012) รายงานการใชชานขาวฟางมาปรับสภาพท่ี lime doses 3 ระดับ ไดแก 
0, 0.05 และ 0.1 กรัมตอกรัมชานขาวฟาง ในน้ํา 7 หรือ 10 มิลลิลิตรตอกรัมชานขาวฟาง ตมท่ี 100 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 และ 2 ชั่วโมง พบวา ในสภาวะของการปรับสภาพนี้ทําใหเกิดการยอยสลาย ลิกนิน 
และ ไซแลน และพบวา ท่ีสภาวะท่ีปรับดวย lime doses 0.1 กรัมตอกรัมชานขาวฟาง ท่ีมีปริมาณน้ํา 10 
มิลลิลิตรตอกรัมชานขาวฟาง และตมเปนเวลา 2 ชั่วโมง ใหปริมาณน้ําตาลรวมเทากับ 44.6 กรัมน้ําตาล
รวมต อ100 กรัมชานข าวฟ าง เที ยบ เท า กับ  73.6% ของน้ํ าตาล ท่ี มีอยู ใน ไฮโดรไล เซต  ทํ าให  
Cryptococcus curvatus เจริญไดดีโดยใหปริมาณเซลลแหงเทากับ 6 กรัมตอลิตร ใน 5 วัน และให
ปริมาณไขมันท่ีเปนกลาง 2.6 กรัม ในวันที 3 โดยไขมันท่ีเปนกลาง ไดเทากับ 0.19 (กรัมไขมันเปนกลางตอ
กรัมน้ําตาล) ซ่ึงใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี ดังนั้นจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาสามารถใชชานขาวฟางท่ี
เปนวัสดุเหลือท้ิงการเกษตรมาเปลี่ยนใหเปนไขมันเพ่ือผลิตเปนไบโอดีเซลได 
 Chen และคณะ (2013) ศึกษาผลขององคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญเติบโตและการ
สะสมไขมัน พบวาน้ําตาลกลูโคส ไซโลส และน้ําตาลเซลโลไบโอส มีผลตอการเจริญและการผลิตไขมันของ
ยีสต Trichosporon cutaneum แตการเติมแหลงไนโตรเจนในอาหาร พบวาไมมีผลตอการผลิตไขมัน 
และเม่ือศึกษาการเติม MgSO4 ·7H2O, CuSO4 ·5H2O, MnSO4 ·H2O และ KCl (ท่ีความเขมขน ท่ี
เหมาะสมเปน 0.3, 3.0 x 10-3, 3.0 x 10-3 และ 0.4 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) ความเขมขนของเชื้อ 5% 
อาหารเลี้ยงเชื้อมีคา pH เทากับ 6 เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อ T. cutaneum ใหคาชีว
มวลและการผลิตไขมัน มีคาเทากับ 22.9 กรัมตอลิตร และ 45.4% ตามลําดับ 

Tanimura และคณะ (2013) รายงานการศึกษาการคัดแยกยีสตสะสมไขมันจากยีสตท่ีแยกไดใน
ประเทศญี่ปุนจํานวน 500 สายพันธุ พบวามีจํานวน 31 สายพันธุท่ีมีศักยภาพผลิตไขมัน จากนั้นนํา 12 
สายพันธุ มาเลี้ยงในอาหารท่ีมีน้ําตาลกลูโคส 3% พบวา JCM 24511 สะสมไขมันสูงสุดถึง 61.53% และ
จัดจําแนกเปน Cryptococcus musci ในขณะท่ี JCM 24512 เติบโตเร็วท่ีสุด และจําแนกวา JCM 24512 
เปน Cryptococcus sp โดย JCM 24511 และ JCM 24512 ใหปริมาณไขมันสูงสุด 1.49 กรัมตอลิตร 
และ 1.37 กรัมตอลิตร จากการทดสอบทุกสายพันธุท่ีคัดแยกได พบวา JCM 24512 มีการผลิตไขมันท่ีดี
ท่ีสุดท่ี 0.37 กรัมตอลิตรตอวัน ผลท่ีไดนี้แสดงวายีสตสายพันธุนี้มีแนวโนมในการผลิตน้ํามันเพ่ือไปใชใน
ผลิตไบโอดีเซลตอไป 
 Chang และคณะ (2015) การผลิตไบโอดีเซลจากเซลลไขมันสูง เปนการผลิตไขมันจากจุลินทรีย
โดยยีสตสะสมไขมันศึกษาโดยใชน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอน มีสายพันธุยีสตท่ีผาน
การทดสอบคือ Cryptococcus sp. SM5S05 ท่ีมีการสะสมของไขมันภายในเซลลในระดับสูงสุด โดย
เพาะเลี้ยงในอาหาร Yeast malt agar พบวามีปริมาณไขมันท่ีสะสมถึง 30% ของน้ําหนักแหง  โดยการ
สะสมของไขมันท่ีเพ่ิมมากนั้นจะข้ึนอยูกับอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน  กลาวคืออัตราสวนของ
คารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนระหวาง 60 – 90 จะใหปริมาณของไขมันสูงสุด และเม่ือทําการเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย Cryptococcus sp. SM5S05 ในอาหารท่ีไฮโดรไลเซตซังขาวโพด ท่ีมีระดับน้ําตาลกลูโคส 60 
กรัมตอลิตร จะใหคาชีวมวลแหงและอัตราการผลิตของไขมันเพ่ิมข้ึนมีปริมาณเทากับ 12.6 และ 7.6 กรัม
ตอลิตร  โดยกรดไขมันท่ีพบสวนใหญจะเปนกรดไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวท่ีมี 16 และ 18 อะตอม
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ของคารบอน โครงสรางของกรดไขมันในน้ํามันท่ีผลิตจาก Cryptococcus  sp. จะมีลักษณะคลายกับ
โครงสรางของน้ํามันพืชท่ัวไป ผลการศึกษาพบวาไขมันจุลินทรียจาก Cryptococcus sp. เปนทางเลือกท่ีมี
ศักยภาพในการนํามาผลิตเปนไบโอดีเซล และการไฮโดรไลเซตซังขาวโพดถูกนํามาใชเปนวัตถุดิบในการ
เพาะเลี้ยงยีสตสะสมไขมันซ่ึงจะสามารถชวยลดตนทุนในการผลิตได  
 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ทําใหมีปริมาณวัตถุดิบทางดานการเกษตรถูกผลิตข้ึนอยาง
มากมาย จากการเพ่ิมปริมาณของวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการผลิตมากข้ึน กอใหเกิดปญหาทางดาน
สิ่งแวดลอมเปนพิษเนื่องจากมีวัตถุดิบเหลือใชในปริมาณมากถูกปลอยท้ิงไว อีกท้ังการนําวัสดุเหลือท้ิงมา
เพ่ิมมูลคาทางดานการนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตน้ํามันจากจุลินทรียยังไมมากนัก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง
มุงเนนในการศึกษาความเปนไปไดในการผลิตไขมันจากยีสตสะสมไขมันท่ีมีความสามารถในการใชสารสกัด
จากชานออยเปนแหลงคารบอน เพ่ือเปนการนําวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรกลับมาใชประโยชน และเพ่ือ
เปนแนวทางในการศึกษาและพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลตอไป ซ่ึงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการลดตนทุนในการ
ในการผลิตน้ํามันจากจุลินทรีย เนื่องจากอาหารสําเร็จรูปมีราคาสูง และเปนการลดปญหาสิ่งแวดลอมเปน
พิษเนื่องจากของเหลือใชท่ีมีปริมาณมากดวย 
 

 



 

บทที่ 3 
วัสดุและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1วัสดุและอุปกรณ 

1. Autoclave 

2. Hot air oven 

3. pH meter 

4. Incubator 

5. Vortex 

6. Water bath 

7. Spectrophotometer 

8. เครื่องชั่งสาร 

9. หลอดทดลอง 

10. ขวดเตรียมสาร 

11. Pipette ขนาด  1, 5, 10 มิลลิลิตร 

12. Auto pipette และ tip 

13. Plate 

14. Loop 

15. Beaker 

16. Cylinder  

17. ลูกยางดูด 

18. Centrifuge 

19. Eppendorf 

20. Erlenmeyer flask 

21. ขวดสีชา 

22. กระดาษชั่งสาร 

23. ชอนตักสาร 

24. ตะเกียงแอลกอฮอล 

25. กระดาษฟลอยส 

26. สําลี 

27. แทงแกวคนสาร 

28. Glass bead 

29. สไลด 

30. กระจกปดสไลด 
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สารเคมี 
1. 95% Ethanol  

2. Glucose 

3. Glycerol 

4. Ammonium sulfate 

5. Potassium Dihydrogen phosphate 

6. Magnesium sulfate 

7. Yeast extract 

8. Malt extract 

9. Agar 

10. Casein peptone 

11. Chloroform 

12. Methanol 

13. Sodium sulfate 

14. Dinitrosalicylic acid (DNS) 

15. Sulfuric acid 

16. Sodium chloride 

17. Malt extract 

18. Dextrose 

19. Sudan Black B 

20. Safranin O 

21. Xylene 

22. Chloramphenicol 

23. Sodium propionate 

24. Potassium sodium tartrate 

25. Sodium hydroxide 

 

 

 

 

 

 



11 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 วิธีดําเนินการวิจัย 

 3.2.1 การคัดแยกเช้ือยีสตดวยเทคนิค Enrichment culture technique  
        เก็บตัวอยางดิน ดินปนเปอนคราบน้ํามัน และน้ําท้ิงท่ีปนเปอนไขมันจากบอบําบัดในพ้ืนท่ี

เขตมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี และตัวอยางผลไมเนาเสียจากตลาดวารินเจริญศรี จังหวัดอุบลราชธานี มา
คัดแยกยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast-malt extract (YM) ท่ีประกอบดวย yeast extract, malt extract, 
peptone, glucose, sodium propionate และ chloramphenicol บมในตูบมแบบเขยา (Incubator 
shaker) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที เปนเวลา 24-72 ชั่วโมง แลวนํามา
ทําการเกลี่ยเชื้อ (spread plate) บนอาหารแข็ง yeast-malt extract agar นํามาบมท่ีตูบมท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส (Zhu และคณะ, 2008) เปนเวลา 24 ชั่วโมง คัดเลือกยีสตท่ีเจริญเติบโต จากนั้นนํามาทําให
บริสุทธิ์โดยการ streak ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast peptone dextrose agar (YPD) จํานวน 3 รอบ  

        เก็บรักษายีสตท่ีไดจากการคัดเลือกไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บนอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD 
agar เพ่ือรอการนําไปศึกษาตอไป 

 
 3.2.2 การคัดเลือกยีสตสะสมไขมันท่ีติดสี Sudan Black B 
        นําตัวอยางยีสตท่ีคัดแยกไดมายอมสี Sudan Black B โดยการเกลี่ยเชื้อบนแผนสไลด ผึ่งให
แหง และตรึงรอยเกลี่ยโดยนําสไลดผานเปลวไฟ หยดสารละลาย 0.3% Sudan Black B ผึ่งไวอยางนอย 
10 นาที จากนั้นจุมสไลดใน Xylene ยกข้ึนลงหลายๆ ครั้งแลวซับใหแหง ยอมดวย 0.5% Safranin O 
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ประมาณ 10 วินาที ลางดวยน้ําประปา ซับใหแหง นําไปสองกลองจุลทรรศน จะเห็นไขมันลักษณะเปนจุดสี
น้ําเงินแกมดําหรือจุดดําในไซโตพลาสซึมสีชมพู 

 
 3.2.3 การคัดเลือกยีสตสะสมไขมัน  

        ทําการเลี้ยงยีสตในอาหารสูตร Production medium ซ่ึงประกอบดวย กลูโคส 70 กรัมตอ
ลิตร yeast extract 0.5 กรัมตอลิตร (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ 
KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร ปรับ pH เปน 6.0 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 160 
รอบตอนาที เปนระยะเวลา 7 วัน (Li และคณะ 2006) จากนั้นนําเซลลยีสตไปทําการสกัดไขมันและ
วิเคราะหหาปริมาณไขมันท่ีผลิตได 

 
 3.2.4 การสกัดและวัดปริมาณไขมันดวยวิธี lipid extraction (Folch และคณะ 1957) 

       นําเซลลยีสตแหง ประมาณ 0.02 กรัม มาเติมสารผสมของ chloroform : methanol (2:1, 
v/v) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนั้นเติม glass beads นําไปเขยาอยางแรงดวยเครื่องผสมสาร ประมาณ 3-4 
นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนของสารละลายมาเติม 
0.9% (w/v) NaCl ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นําไปเขยาอยางแรงดวยเครื่องผสมสาร ประมาณ 3-4 นาที  
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที จากนั้นตั้งท้ิงไว 30 นาที เพ่ือให
สารละลายแยกชั้น ดูดสวนใสสวนลางมาเติมสารผสมของ 0.9% (w/v) NaCl : methanol (1:1, v/v) 
ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร  นําไปเขยาอยางแรงดวยเครื่องผสมสาร ประมาณ 3-4 นาที  จากนั้นนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2000 รอบ/นาที  เปนเวลา 10 นาที ตั้งท้ิงไว 30 นาที  ดูดสวนใสท่ีแยกชั้นสวนลาง
ไปทําการระเหยสารสกัดใน อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนกระท่ัง
สารสกัดระเหยออกหมด นําไปชั่งน้ําหนักเพ่ือหาปริมาณไขมันท่ียีสตผลิตได จนกระท่ังไดน้ําหนักคงท่ี 

 
 3.2.5 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิตลิปดของเช้ือเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีเปน
สารสกัดจากชานออย 

       3.2.5.1 การเตรียมเชื้อตั้งตน 
                          เข่ียเชื้อยีสตสะสมไขมันท่ีคัดเลือกไดลงในอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ ท่ีประกอบดวย
กลูโคส 20 กรัมตอลิตร yeast extract 0.5 กรัมตอลิตร (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร MgSO47H2O 0.5 
กรัมตอลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร pH 6.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงเชื้อในเครื่องเขยา ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 เซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
                  3.2.5.2 การศึกษาผลของปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการเจริญและผลิตลิปดของ
เชื้อ 

                   นําชานออยท่ีลางสะอาดแลวในปริมาณเริ่มตนรอยละ 2.5, 5, 10, 15 และ 20 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ไปสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 0.2 นอรมอล ภายใตหมอนึ่งอัดความดันท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปลอยใหเย็น และนํามากรองดวยผาขาวบาง แลวนําสวน
ใสท่ีเตรียมไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงเพ่ือแยกเอาสวนใส ตามวิธีการท่ีปรับปรุงจาก Zhu และคณะ 
(2008) จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลดวยวิธี DNS โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นา
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โนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ของน้ําตาลกลูโคส จะไดสารสกัดจากชานออยเพ่ือใชเปนอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อตอไป 

                 นําสารสกัดจากชานออยท่ีปริมาณเริ่มตนตางๆมาเติม (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร 
MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร และปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตน
เทากับ 6.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตเชื้อตั้งตน 10% 
(v/v) นําไปบมในตูบมเขยา ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณลิปดท่ียีสตผลิตไดโดยวิธี lipid extraction 

 
 

                   3.2.5.3 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการ
เจริญและการผลิตลิปดของเชื้อ 
                            นําสารสกัดจากชานออยในปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมจากการทดลองขอ 3.2.5.2 ท่ี
เติม (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร มาปรับ
คาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเปน 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, และ 7.0 จากนั้นปเปตเชื้อตั้งตน 10% 
(v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปบมในตูบม
แบบเขยา ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั ้น
วิเคราะหหาปริมาณลิปดท่ียีสตผลิตไดโดยวิธี lipid extraction 
                   3.2.5.4 การศึกษาผลของระยะเวลาในการบมท่ีมีตอการเจริญและการผลิตลิปดของเชื้อ 
                            นําสารสกัดจากชานออยในปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมจากการทดลองขอ 3.2.5.2 ท่ี
เติม (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร MgS47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร และคา
ความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการทดลองขอ 3.2.5.3 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรใสใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตเชื้อตั้งตน 10% (V/V) นําไปบมในตูบมแบบเขยา ท่ีความเร็ว
รอบ 130 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 7 วัน จากนั้นเก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมงเปนเวลา 7 
วัน เพ่ือนําไปหาปริมาณลิปดท่ียีสตผลิตไดโดยวิธี lipid extraction 
 
 3.2.6 การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธีการ DNS (Miller และคณะ 1959) 
        นําตัวอยางท่ีเจือจางแลว 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือด 
5 นาที แชใหเย็นดวยน้ําแข็งทันที จากนั้นเติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร นําไปไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 520 โนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส  
 
 3.2.7 การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสต  

        นําตัวอยางยีสต 1 กรัม มาสกัดน้ํามันโดยวิธี Soxhlet extraction (Baker, 1984) โดยใช
ปโตรเลียมอีเทอร นําน้ํามันท่ีสกัดไดมาทําการไฮโดรไลซกรดไขมันและเติมหมูเมธิลโดยเติมคลอโรฟอรม 3 
มิลลิลิตร และไดเอธิลอีเทอร 3 มิลลิลิตรลงในสารละลายน้ํามันและนําไประเหยท่ีอุณหภูมิ 40 องสา
เซลเซียส จากนั้นเติม 10% BF3 2 มิลลิลิตร และเมทานอล 1 มิลลิลิตร รีฟลักซท่ี 100 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 45 นาที ท้ิงใหเย็น เติมน้ํากลั่น 2.5 มิลลิลิตร เฮกเซน 1 มิลลิลิตร เขยา 1 นาทีและท้ิงใหแยกชั้น 
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นําสารละลายชั้นบนไปวิเคราะหกรดไขมันดวยเครื่องแกส โครมาโตกราฟ (Gas chromatography) กรด
ไขมันแตละชนิดรายงานในรูปของเปอรเซ็นตกรดไขมันตอกรดไขมันท้ังหมด (รัตนภรณ, 2551) 
 

 



 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 การคัดเลือกยีสตสะสมไขมัน 

จากการนํายีสตท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางจากดิน ดินปนเปอนคราบน้ํามัน และน้ําจากบอบําบัด ของ
โรงอาหารในบริเวณมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี และตัวอยางผลไมเนาเสียจากตลาดวารินเจริญศรี จังหวัด
อุบลราชธานี จํานวน 93 ไอโซเลต มาคัดเลือกยีสตสะสมไขมันดวยวิธีการยอมสี Sudan Black B พบวามี
ยีสตท้ังหมด 60 ไอโซเลตท่ีติดสียอมท่ีไขมันภายในเซลล จากนั้นนําท้ัง 60 ไอโซเลตนี้มาทดสอบการสะสม
ไขมันเม่ือเลี้ยงในอาหารสูตร Production medium พบวา มีจํานวน 5 ไอโซเลต จัดเปนยีสตสะสมไขมัน 
เนื่องจากสะสมลิปดภายในเซลลสูงกวารอยละ 20 โดยน้ําหนักแหง แสดงดังตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 ปริมาณการสะสมไขมันท่ีสกัดจากยีสตท่ีคัดเลือกไดเม่ือเล้ียงในอาหารสูตร Production 
medium 

ลําดับท่ี รหัสเช้ือ ปริมาณไขมันท่ีสกัดได (% โดยน้ําหนัก) 

1 UBU-s1 16.65 

2 UBU-s2/2 10.05 

3 UBU-s3 8.25 

4 UBU-s3/1 14.25 

5 UBU-s5 8.1 

6 UBU-s7 24.45 

7 UBU-s9/1 9.6 

8 UBU-s9/2 3.9 

9 UBU-s12 20.85 

10 UBU-s13 18.45 

11 UBU-s16 13.95 

12 UBU-s216 3.75 

13 UBU-s22 7.05 

14 UBU-s22/1 8.55 

15 UBU-s24 7.2 

16 UBU-f3 4.8 

ลําดับท่ี รหัสเช้ือ ปริมาณไขมันท่ีสกัดได (% โดยน้ําหนัก) 
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17 UBU-f6 7.2 

18 UBU-f9 4.05 

19 UBU-f11 4.65 

20 UBU-f12/1 5.85 

21 UBU-f12/2 6 

22 UBU-f13 4.65 

23 UBU-f16 3.75 

24 UBU-f17 8.1 

25 UBU-f20 8.85 

26 UBU-f24 5.25 

27 UBU-f24/1 8.25 

28 UBU-f26 3.3 

29 UBU-f27/1 15.15 

30 UBU-f27/2 5.1 

31 UBU-w4 21.75 

32 UBU-w4/1 8.55 

33 UBU-w5 16.95 

34 UBU-w6 15 

35 UBU-w7 15.9 

36 UBU-w8 3.6 

37 UBU-w9 4.65 

38 UBU-w9/1 6.45 

39 UBU-w9/2 20.85 

40 UBU-w11 4.95 

41 UBU-w12 9.15 

42 UBU-w1/12 6.15 

43 UBU-w13 6 

44 UBU-w14 4.8 

ลําดับท่ี รหัสเช้ือ ปริมาณไขมันท่ีสกัดได (% โดยน้ําหนัก) 
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หมาย เหตุ s 
(soil) =
ตัวอยางจากดิน    
   f (fruit) =ตัวอยางจากผลไมเนาเสีย 
  gt (grease tap) =ตัวอยางจากดินปนเปอนคราบน้ํามัน   
  w (waste water) = ตัวอยางจากน้ําจากบอบําบัด 
 
 
 
 
 
 
 
4.2 ลักษณะโคโลนีของยีสตสะสมไขมันท่ีคัดแยกได 
 ลักษณะโคโลนีของยีสตสะสมไขมัน 5 ไอโซเลตท่ีคัดแยกได ไดแก ยีสตรหัส UBU-s7, UBU-s12, 
UBU-w4, UBU-w9/2 และ UBU-gt6/1 บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast peptone dextrose agar (YPD) 
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แสดงดังภาพท่ี 2 

45 UBU-w17/2 9.9 

46 UBU-w19/1 4.2 

47 UBU-w19/2 5.55 

48 UBU-w20 3.9 

49 UBU-w23 3.3 

50 UBU-gt6/1 20.25 

51 UBU-gt6/2 13.05 

52 UBU-gt8/1 3.3 

53 UBU-gt8/2 3.45 

54 UBU-gt10/2 2.4 

55 UBU-gt12/1 4.5 

56 UBU-gt13 4.8 

57 UBU-gt15/1 7.65 

58 UBU-gt15/2 3.3 

59 UBU-gt18 10.8 

60 UBU-gt21 3.45 

60 UBU-gt21 3.45 
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   ยีสตรหัส UBU-s7 โคโลนีขนาดใหญ                       ยีสตรหัส UBU-s12 โคโลนีปานกลาง   
                          ขอบหยัก สีขาว                                                 ขอบเรียบ สีขาว     

          
  ยีสตรหัส UBU-w4 โคโลนีเล็ก ขอบเรียบ                 ยสีตรหัส UBU-w9/2 โคโลนีปานกลาง     
                          สีขาว                          ขอบเรียบ สีขาว     
  

 
 ยีสตรหัส UBU-gt6/1 โคโลนีใหญ ลักษณะนูน 

                     ขอบเรียบ สีขาว 
             

ภาพท่ี 2 ลักษณะโคโลนีของยีสตสะสมไขมันท่ีคัดแยกได 5 ไอโซเลต บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast 
peptone dextrose agar (YPD) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
4.3 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิตลิปดของยีสตสะสมไขมันเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีเปน
สารสกัดจากชานออย 

 
4.3.1 การศึกษาผลของปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตสะสมไขมัน 

               จากการทดลองการหาปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตสะสมไขมัน
โดยการนําเชื้อตั้งตน 10% (v/v) มาเลี้ยงในสารสกัดชานออยในปริมาณเริ่มตนรอยละ 2.5, 5, 10, 15 และ
20 (น้ํ าหนักตอปริมาตร) ท่ี เติม (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ 
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KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร และปรับคา pH 6.0  บมเขยาท่ีความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน ของเชื้อยีสตสะสมไขมันท่ีคัดแยกไดท้ังหมด 5 ไอโซเลต พบวา  ยีสตรหัส 
UBU-s7 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 10%  เทากับ 1.47 กรัมตอลิตร 
(28.26% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 3 ยีสตรหัส UBU-s12 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปน
สารสกัดจากชานออย 15% เทากับ 1.07 กรัมตอลิตร (24.88% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 4 ยีสตรหัส 
UBU-w4 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 2.5-10% เทากับ 1.25 กรัมตอ
ลิตร (27.17% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 5 ยีสตรหัส UBU-w9/2 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ี
เปนสารสกัดจากชานออย 5-10% เทากับ 0.93 กรัมตอลิตร (23.84% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 6 และ
ยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 10-20%  เทากับ  
1.15 กรัมตอลิตร (26.74% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 7 
 

          
 
ภาพท่ี 3 แสดงปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-s7 
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ภาพท่ี 4 แสดงปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-s12 
 
 

           
 
 ภาพท่ี 5 แสดงปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-w4 
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ภาพท่ี 6 แสดงปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-w9/2  
 
 

          
 
ภาพท่ี 7 แสดงปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-gt6/1 
 

4.3.2 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปด
ของยีสตสะสมไขมัน 
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               จากการนําสารสกัดจากชานออยในปริมาณเริ่มตนท่ีเหมะสม ท่ีเติม (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอ
ลิตร MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร มาปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตน
ของอาหารเปน 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, และ 7.0 และปเปตเชื้อตั้งตน 10% (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ บมเปน
เวลา 7 วัน และศึกษาปริมาณลิปดท่ียีสตผลิตไดโดยวิธี lipid extraction พบวา ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตลิ-
ปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออยท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6.5 เทากับ 1.50 กรัมตอ
ลิตร (29.41% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 8 ยีสตรหัส UBU-s12 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ี
คา pH เริ่มตนเปน 6 เทากับ 1.14 กรัมตอลิตร (26.51% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 9 ยีสตรหัส UBU-w4 
ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เทากับ 1.33 กรัมตอลิตร (28.91% โดย
น้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 10 ยีสตรหัส UBU-w9/2 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีคา pH เริ่มตน
เปน 6.5 เทากับ 1.03 กรัมตอลิตร (26.41% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 11 และยีสตรหัส UBU-gt6/1 
ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เทากับ 1.15 กรัมตอลิตร (26.74%โดย
น้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 12 
 
 

          
 
ภาพท่ี 8 ผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส  
            UBU-s7 
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ภาพท่ี 9 ผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส  
  UBU-s12 
 

          
  
ภาพท่ี 10 ผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส    
    UBU-w4 
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ภาพท่ี 11 ผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส    
    UBU-w9/2 
 

          
 
ภาพท่ี 12 ผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส      
    UBU-gt6/1 

4.3.3 การศึกษาผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการผลิตลิปดของยีสตสะสมไขมัน 
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                  จากการทดลองนําสารสกัดจากชานออยในปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมของแตละเชื้อท่ีเติม 
(NH4)2SO4 1.0 กรัม/ลิตร MgSO47H2O 0.5 กรัม/ลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัม/ลิตร และคาความเปน
กรดดางเริ่มตนของอาหารท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการทดลอง 3.2.5.2 และ 3.2.5.3 มาปเปตเชื้อต้ังตน 10% 
(v/v) และนําไปบมในตูบมเขยา ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอยางทุกๆ  24  ชั่วโมงตั้งแตวันท่ี 3-7 ของการบม และนํามาหาปริมาณลิปดดวยวิธี Lipid extraction 
พบวา ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 5 เทากับ 1.51 กรัมตอลิตร (29.03% โดยน้ําหนัก
แหง) ดังภาพท่ี 13 ยีสตรหัส UBU-s12 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 6 เทากับ 1.20 กรัมตอลิตร 
(27.90% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 14 ยีสตรหัส UBU-w4 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 5 เทากับ 1.37 
กรัมตอลิตร (29.14% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 15 ยีสตรหัส UBU-w9/2 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 
7 เทากับ 1.05 กรัมตอลิตร (26.92% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 16 ยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตไขมันไดดี
เม่ือเลี้ยงในวันท่ี 5 เทากับ 1.18 กรัมตอลิตร (27.44% โดยน้ําหนักแหง) ดังภาพท่ี 17 
 
          

           
 
ภาพท่ี 13 ผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-s7 
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ภาพท่ี 14 ผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-s12 
 
 

          
 
ภาพท่ี 15 ผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-w4 
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ภาพท่ี 16 ผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-w9/2 
 
 

          
 
ภาพท่ี 17 ผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการผลิตลิปดของยีสตรหัส UBU-gt6/1 
 
 
4.4 การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสต 
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 การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสต UBU-s7, UBU-s12, UBU-
w4, UBU-w9/2 และ UBU-gt6/1 ด วยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ  พบวาน้ํ ามัน ท่ีผลิตไดจากยีสต 
ประกอบดวย กรดปาลมิติก (Palmitic acid; C16:0) กรดปาลมิโตเลอิก (Palmitoleic acid, C16:1, n-9) 
กรดโอเลอิก (Oleic acid; C18:1) กรดลิ โนเลอิก (Linoleic acid, C18:2, n-6) และ กรดลิโนเลนิก 
(Linolenic acid, C18:3, n-3) โดยน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสต UBU-s7, UBU-s12, UBU-w4 และ UBU-
gt6/1 ประกอบดวยกรดไขมันหลัก คือ กรดโอเลอิก ในขณะท่ีน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสต UBU-w9/2 
ประกอบดวยกรดปาลมิโตเลอิก เปนกรดไขมันหลัก ดังตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2 ชนิดและปริมาณกรดไขมันของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตท่ีคัดแยกได 
 

ยีสตรหัส ปริมาณกรดไขมัน (%เปอรเซ็นตกรดไขมันตอกรดไขมันท้ังหมด) ปริมาณ
ไขมัน 

(%w/w) 
C16:0 C16:1, n-9 C18:0 C18:1, n-9 C18:2, n-6 C18:3, n-3 

UBU-s7 34.53±0.91 1.81±0.49 7.87±0.43 36.71±0.97 18.63±0.81 0.43±0.05 29.03 
UBU-s12 20.26±1.04 6.51±0.64 4.84±0.39 50.09±1.21 17.53±0.82 0.75±0.04 27.90 
UBU-w4 18.43±0.90 9.64±0.71 6.63±0.52 51.50±1.38 13.74±0.90 0.96±0.07 29.14 

UBU-w9/2 27.08±0.82 42.34±1.08 2.94±0.28 18.94±0.79 8.19±0.52 0.50±0.02 26.92 
UBU-gt6/1 18.29±0.94 8.94±0.67 5.14±0.42 50.49±1.27 16.82±0.89 0.32±0.02 27.44 
 
 จากผลการทดลอง พบวา ยีสตสามารถผลิตไขมันในเซลลจาการใชสารสกัดจากชานออยท่ีเปนวัสดุ
เหลือท้ิงทางกรเกษตรเปนแหลงของอาหารได ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยท่ีทําการศึกษาโดย Huang และ
คณะ (2009) ไดทําการศึกษาการผลิตน้ํามันจากเชื้อ Trichosporon fermentans จากอาหารท่ีเตรียมจาก
กระบวนการยอยสลายฟางขาว (rice straw) ดวยกรดซัลฟูริก พบวาเชื้อสามารถผลิตน้ํามันได 1.7 กรัมตอ
ลิตร เชนเดียวกับ Yu และคณะ (2011) ท่ีทําการศึกษาการใชสารสกัดจากฟางขาวสาลีดวยกรดกรดซัลฟูริก
เจือจางสําหรับการผลิตไขมัน พบวา ยีสตสะสมไขมัน 5 สายพันธุ ไดแก Cryptococcus curvatus, 
Rhodotorula glutinis, Rhodosporidium toruloides, Lipomyces starkeyi และ Yarrowia 
lipolytica สามารถเจริญเติบโตได และจากผลการทดลองแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการใชน้ําตาลท่ี
ไดจากวัสดุประเภท lignocellulose มาผลิตไขมันได ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงนับวาเปนการนําชานออยท่ีเปน
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาประยุกตใชเพ่ือการผลิตน้ํามันท่ีมีประโยชน และจะเปนการชวยลดปริมาณ
วัสดุเหลือท้ิงท่ีอาจกอใหเกิดผลกระทบตอสิ่งแวดลอมได เม่ือทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีมีตอการ
เจริญและการผลิตไขมันของยีสตสะสมไขมันท่ีคัดแยกได โดยทําการศึกษาปริมาณเริ่มตนของชานออย คา
ความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ และระยะเวลาตอการผลิตไขมัน พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิตน้ํามันของเชื้อมากท่ีสุด คือ ปริมาณชานออยเริ่มตนระหวาง 10-15% คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน
ของอาหารอยูท่ี 6-6.5 โดยทําการเลี้ยงประมาณ 5-7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซ่ึงจะสอดคลองกับ
งานวิจัยของ Paranikolaoy และคณะ (2002) ท่ีศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตไขมันของเชื้อยีสต 
Yarrowia lipolytica พบวาเซลลมีการเจริญและผลิตไขมันสูงสุดเม่ือเลี้ยงในสภาวะท่ีอาหารเลี้ยงเชื้อมีคา
ความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6.0 และท่ีอุณหภูมิ 28-33 องศาเซลเซียส และจากการศึกษาของ Li และ
คณะ (2008) ท่ีทําการศึกษาการผลิตไขมันของเชื้อ Mucor recurvus โดยการใชกากน้ําตาลเปนแหลง
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คารบอน พบวา เม่ือเลี้ยงเชื้อท่ีความเขมขนของกากน้ําตาลเทากับ 15% คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.0 
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 5 วัน เปนสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตไขมันใหไดปริมาณมาก
ท่ีสุด  
 จากการวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันดวยการเตรียมเปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันโดย
การใชโบรอนไตรฟลูออไรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา แลวนําไปวิเคราะหดวยวิธีแกสโครมาโตกราฟ พบวา กรด
ไขมันท่ีเปนองคประกอบหลักในไขมันท่ีสกัดจากยีสตท่ีคัดแยกได ประกอบดวยกรดโอเลอิกมากท่ีสุด 
รองลงมาคือกรดปาลมิติก และกรดลิโนเลอิก ตามลําดับ จะเห็นวากรดไขมันท่ีพบนี้มีองคประกอบคลายกับ
กรดไขมันท่ีเปนองคประกอบของน้ํามันพืช ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Dai และคณะ (2007) ไดศึกษา
การผลิตน้ํามันจากยีสต R. glutinis T216 โดยใชวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร พบวา น้ํามันท่ีสกัดไดจาก
ยีสตประกอบดวยกรดโอเลอิกเปนองคประกอบหลัก (66.96%) และรองลงมาคือ กรดปาลมิติก (18.74%) 
การรายงานของรัตนภรณ ลีสิงห และงามนิจ นนทโส 2554 ท่ีศึกษาองคประกอบของลิปดท่ีสกัดไดจาก 
Candida viswanathii OYS3 ดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ พบวา เปนกรดไขมันชนิดสายยาวโดยมีกรด
ปาลมิติก กรดสเตียริก และกรดโอเลอิกเปนองคประกอบหลัก เชนเดียวกัน และจากรายงานของ Chang 
และคณะ (2015) ท่ีทําการศึกษาการสะสมไขมันของยีสตสายพันธุ Cryptococcus sp. SM5S05 ใน
อาหารท่ีไดจากการไฮโดรไลเซตซังขาวโพด และศึกษาองคประกอบของไขมัน พบวากรดไขมันท่ีพบสวน
ใหญจะเปนกรดไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวท่ีมี 16 และ 18 อะตอมของคารบอน และโครงสรางของ
กรดไขมันในน้ํามันท่ีผลิตจาก Cryptococcus  sp. จะมีลักษณะคลายกับโครงสรางของน้ํามันพืชท่ัวไป 
จากเปรียบเทียบองคประกอบของน้ํามันจากยีสตท่ีคัดแยกไดงานวิจัยนี้กับน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตสายพันธุ
อ่ืนๆ ท่ีไดดําเนินการศึกษาการนําไปเปนวัตถุดิบในการเตรียมไบโอดีเซลแลว จะมีองคประกอบคลายกัน 
ดังนั้นจากการศึกษานี้พบวาน้ํามันท่ีสกัดไดจากยีสตท้ัง 5 ไอโซเลตท่ีคัดแยกไดนี้ เม่ือนํามาเลี้ยงในอาหารท่ี
เปนสารสกัดจากชานออยสามารถนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลได อันจะเปนการเพ่ิมแหลงของ
น้ํามันท่ีจะนําไปใชในการเตรียมการผลิตไบโอดีเซลท่ีจะเปนพลังงานทดแทนไดอีกทางหนึ่ง 
 
 
 



 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 จากการคัดแยกยีสตสะสมไขมันจากยีสตท่ีแยกไดจากตัวอยางจํานวน 93 ไอโซเลต พบวามีจํานวน 
5 ไอโซเลต ไดแก ยีสตรหัส UBU-s7, UBU-s12, UBU-w4, UBU-w9/2 และ UBU-gt6/1 จัดเปนยีสต

ไขมันสูงเนื่องจากสะสมลิปดภายในเซลลสูงกวารอยละ 20 (w/w) จากนั้นนํายีสต 5 ไอโซเลตนี้มาศึกษา
ผลของปริมาณเริ่มตนของชานออย คาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออย และ ผลของระยะเวลา
ในการบมท่ีมีตอการเจริญและการผลิตลิปดของเชื้อ พบวา ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยง
ในอาหารท่ีมีสารสกัดจากชานออย 10% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6.5 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน มีคา
เทากับ 1.51 กรัมตอลิตร (29.03% โดยน้ําหนักแหง) ยีสตรหัส UBU-s12 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงใน
อาหารท่ีมีสารสกัดจากชานออย 15% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 6 วัน เทากับ 1.20 
กรัมตอลิตร (27.90% โดยน้ําหนักแหง) ยีสตรหัส UBU-w4 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสาร
สกัดจากชานออย 2.5-10% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน เทากับ 1.37 กรัมตอ
ลิตร (29.14% โดยน้ําหนักแหง) ยีสตรหัส UBU-w9/2 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
จากชานออย 5-10% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6.5 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 7 วัน เทากับ 1.15 กรัมตอลิตร 
(26.92% โดยน้ําหนักแหง) และยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
จากชานออย 10-20% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน เทากับ 1.18 กรัมตอลิตร 
(27.44% โดยน้ําหนักแหง) 
 จากการศึกษาการผลิตลิปดของยีสตสะสมไขมันท่ีคัดแยกไดจากอาหารท่ีเตรียมจากสารสกัดจาก
ชานออย พบวายีสตสามารถผลิตไขมันในเซลลได แสดงใหเห็นวายีสตสามารถใชแหลงคารบอนและแหลง
ไนโตรเจนจากกระบวนการสกัดชานออยดวยกรดมาใชเพ่ือการเจริญและการผลิตน้ํามันได อีกท้ังกรดไขมัน
ท่ีเปนองคประกอบของน้ํามันจากยีสตท่ีคัดแยกไดมีองคประกอบหลักคลายกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบใน
น้ํามันพืช ดังนั้นจะเห็นวาน้ํามันท่ีสกัดไดจากยีสตสะสมไขมันในรายงานวิจัยนี้สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบ
ในการนําไปใชเตรียมไบโอดีเซลสําหรับใชเปนพลังงานทางเลือกได แตอยางไรก็ตามในการผลิตน้ํามันเพ่ือ
การใชเตรียมการผลิตไบโอดีเซลตองการปริมาณไขมันในปริมาณสูง และใชระยะเวลาสั้นในการผลิต ดังนั้น
ในการศึกษาข้ันตอไปจะดําเนินการศึกษาการผลิตไขมันของเชื้อในสภาวะการหมักแบบกะปอน (Fed batch) 
การควบคุมคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ เพ่ือเปนแนวทางในการเพ่ิมผลผลิตตอไป 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ และ สารเคม ี
 

อาหารเล้ียงเช้ือ 
1.  YM broth 
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  Dextrose   5   g 
  Peptone  2.5 g 
  Yeast extract  1.5 g 
  Malt extract  1.5 g 
  Sodium propionate  1    g 
  Chloramphenicol  1    g 
 ชั่งสวนผสม ละลายในน้ํากรองสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 500 ml นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ี 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
2. YPD broth 
  Dextrose  2 g 
  Peptone  2 g 
  Yeast extract  1 g 
 ชั่งสวนผสม ละลายในน้ํากรองสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 ml นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ี 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
3. YPD agar 
  Dextrose  2 g 
  Peptone  2 g 
  Yeast extract  1 g 
  Agar  2 g 
 ชัง่สวนผสม ละลายในน้ํากรองสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 ml นําวุนไปตมใหละลายแลว
นําไปนึ่งฆาเชื้อท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 
 
 
 
สารเคมี 

 
1. DNS reagent 
 ชั่ง 3, 5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 5 กรัม ละลาย ใน 2M NaOH ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นละลาย potassium sodium tartrate (จํานวน 150 กรัม ซ่ึงละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 250 
มิลลิลิตร) คนใหเขากันแลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 500 มิลลิลิตร เก็บไวในขวดสีชา 
 
2. การเตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 
 ชั่งน้ําตาลกลูโคสปริมาตร 0.18 g ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางใหได
ความเขมขน 10 mM จากนั้นนําไปเจือจางตอใหไดความเขมขน 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 mM ตามลําดับ 
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3. 0.2 N H2SO4 
 ตวง H2SO4 ปริมาตร 20.40 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่นปริมาตร 979.60 มิลลิลิตร 
 
4. 0.4 M HCl  
 ตวง HCl ปริมาตร 39.60 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่นปริมาตร 960.40 มิลลิลิตร 
 
5. Phosphate Buffer pH 6 
 ชั่ง Na2HPO4 · 7H2O 268.07 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ชั่ง  
NaH2PO4 · H2O 141.56 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารท้ังสองนี้มาปรับ 
pH ใหเทากับ 6 
 
6. สารสกัดไขมัน 
 - Chloroform: Methanol (2:1, v/v) 
     นําสาร Chloroform ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมกับ Methanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 - 0.9% (w/v) NaCl 
     ชั่ง NaCl จํานวน 0.9 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 - 0.9% (w/v) NaCl : Methanol (1:1, v/v) 
      ชั่ง NaCl จํานวน 0.9 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับ Methanol 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 

 
ภาคผนวก ข 

การคํานวณปริมาณน้ําตาลในสารสกัดชานออย 
 
การคํานวณหาปริมาณน้ําตาลในสารสกัดชานออย 
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กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 
 
วิธีคํานวณหาปริมาณน้ําตาลในสารสกัดชานออย 

  A = εAℓ 
A คือ คาการดูดกลืนแสง 

ε คือ คา slope 

 คือ 1 
ดังนั้น เม่ือคํานวณหาความเขมขนของน้ําตาลไดจากสารสกัดชานออยท่ีทําการเจือจาง 100 เทา มีคา 
OD520 เทากับ 1.212 จะไดปริมาณน้ําตาลดังนี้ 
 

 A = εAℓ 

 C =  

  = 1.212    ≈     5.3 
                      0.23x1 
  = 5.3 x dilution factor 
  = 5.3 X 100 =   530 mM  
 
          น้ําตาลกลูโคส 1 M มีน้ําหนัก 180 g  
 
          ดังนั้น 530 mM คิดเปนน้ําหนักน้ําตาลเทากับ 180x530 = 95.4 g หรือ 9.54% 
             1000 
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ภาคผนวก ค 
การคํานวณปริมาณไขมัน 

 
1.   คํานวณหาปริมาณไขมัน 
      วิธีคํานวณ 
      น้ําหนักไขมันในหลอด (g) – น้ําหนักหลอดเปลา (g) 
 
2.   คํานวณปริมาณไขมัน (g/l) 
      วิธีคํานวณ 
       ไขมัน (g/l) = ไขมัน (g) x 1000/50 
 
3.   คํานวณปริมาณไขมัน (% โดยน้ําหนักแหง) 
      วิธีคํานวณ 
       ไขมัน (%) = (ไขมัน (g) / น้ําหนักเซลลแหง (g)) x 100  
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ภาคผนวก ง 
บทความสําหรับการเผยแพร 

 
โครงการวิจัยเรื่อง การผลิตลิปดจากจุลนิทรียโดยยีสตสะสมไขมนัในอาหารท่ีเตรียมจากสารสกัดจากชานออย 
Production of microbial lipid by oleaginous yeast on sugarcane bagasse hydrolysate medium 
จันทรพร ทองเอกแกว1 
1ภาควิชาวิทยาศาสตรชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธาน ีอ. วารินชําราบ จ. อุบลราชธานี 34190               

 
บทคัดยอ  
 จากการคัดแยกยีสตสะสมไขมันจากยีสตท่ีแยกไดจากตัวอยางจํานวน 93 ไอโซเลต พบวามีจํานวน 
5 ไอโซเลต ไดแก ยีสตรหัส UBU-s7, UBU-s12, UBU-w4, UBU-w9/2 และ UBU-gt6/1 จัดเปนยีสต
ไขมันสูงเนื่องจากสะสมลิปดภายในเซลลสูงกวารอยละ 20 ของน้ําหนักเซลลแหง จากนั้นนํายีสต 5 ไอโซ
เลตนี้มาศึกษาผลของปริมาณเริ่มตนของชานออย คาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออย และ ผล
ของระยะเวลาในการบมท่ีมีตอการเจริญและการผลิตลิปดของเชื้อ พบวา พบวา ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตลิ
ปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากชานออย 10% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6.5 เม่ือเลี้ยงเปน
ระยะเวลา 5 วัน มีคาเทากับ 1.51 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส UBU-s12 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ี
มีสารสกัดจากชานออย 15% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 6 วัน เทากับ 1.20 กรัมตอ
ลิตร ยีสตรหัส UBU-w4 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากชานออย 2.5-10% ท่ีคา pH 
เริ่มตนเปน 6 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน เทากับ 1.37 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส UBU-w9/2 ผลิตลิปดไดสูง
ท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดจากชานออย 5-10% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6.5 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 
7 วัน เทากับ 1.15 กรัมตอลิตร และยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีสาร
สกัดจากชานออย 10-20% ท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เม่ือเลี้ยงเปนระยะเวลา 5 วัน เทากับ 1.18 กรัมตอลิตร 
ผลท่ีไดนี้แสดงวายีสตสะสมไขมันท่ีคัดแยกไดนี้มีแนวโนมนําไปใชในการผลิตน้ํามันเพ่ือใชในการผลิตไบโอ
ดีเซลได 
 
คําสําคัญ : ลิปดจากจุลินทรีย ยีสตสะสมไขมัน สารสกัดจากชานออย ไบโอดีเซล  
Keywords: Microbial lipid, oleaginous yeast, sugarcane bagasse hydrolysate, biodiesel  

 
บทนํา 
           ไบโอดีเซลเปนท่ีนาสนใจมากในเร็วๆนี้เพราะมีประโยชนดานสิ่งแวดลอมและทําจากทรัพยากร
หมุนเวียนและยังเปนท่ีตองการในปริมาณมากในปจจุบัน เนื่องจากไมกอใหเกิดกาซคารบอนไดออกไซดหรือ
กํามะถันข้ึนสูชั้นบรรยากาศและปลอยกาซมลพิษนอยกวาดีเซลปกติ น้ํามันพืชท่ีใชสําหรับการผลิตไบโอ
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ดีเซลมีคาใชจายท่ีสูง ดังนั้นจึงตองหาปจจัยท่ีจะลดคาใชจายของการผลิตไบโอดีเซลโดยเฉพาะการลดตนทุน
ของวัตถุดิบในการผลิต  จุลินทรียสะสมไขมันจึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีนาสนใจพบวาจุลินทรียจํานวนมาก เชน 
สาหราย ยีสต แบคทีเรีย และเชื้อรา ท่ีมีความสามารถในการสะสมน้ํามันภายใตสภาพการเพาะเลี้ยงท่ีงาย 
บางสายพันธุของยีสตเชน  Rhodosporidium sp.  Rhodotorula sp. และ Lipomyces sp. สามารถ
สะสมไขมันภายในเซลลสูงถึง 70% ของชีวมวลน้ําหนักแหง น้ํามันจากยีสตนี้เปนวัตถุดิบท่ีมีศักยภาพท่ีมี
แนวโนมในการผลิตไบโอดีเซลเนื่องจากมีองคประกอบท่ีคลายกันของกรดไขมันท่ีไดจากน้ํามันพืชเม่ือเทียบ
กับน้ํามันพืชอ่ืนๆ จุลินทรียมีขอไดเปรียบหลายอยาง เชน วงจรชีวิตสั้น แรงงานนอย  ฤดูกาลและสภาพ
ภูมิอากาศงายตอการเจริญ (Li และคณะ 2008)  นอกจากนี้ยีสตน้ํามันยังเจริญเติบโตไดดีบนความ
หลากหลายของสารตั้งตนท่ีมีวัสดุท่ีราคาไมแพงเชน สารตกคางจากการเกษตรและอุตสาหกรรม (Zhu และ
คณะ 2008) น้ํามันจากจุลินทรียจึงอาจจะกลายเปนหนึ่งในวัตถุดิบน้ํามันท่ีมีศักยภาพสําหรับการผลิตไบโอ
ดีเซลในอนาคต  
          ยีสตสะสมไขมัน (Oleaginous yeast) สามารถผลิตไขมันหรือท่ีเรียกวา ลิปด (Lipid) ไดในปริมาณ
สูง ซ่ึงลิปดจะทําหนาท่ีเปนแหลงสะสมพลังงาน และเปนสวนประกอบของผนังเซลล ลิปดท่ีผลิตไดสามารถ
นําไปใชในการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลซ่ึงมีปริมาณความตองการใชน้ํามันท่ีสูงข้ึนของผูบริโภค ในการท่ีจะผลิต
ลิปดจากยีสตใหไดปริมาณท่ีสูงนั้นจะตองใชอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณท่ีสูง ชานออยเปนสวนของลําตนท่ีถูก
หีบเอาน้ําออยออก เปนวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรท่ีประกอบไปดวย เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน และมี
น้ําตาลซูโครสเหลืออยู ท่ีจุลินทรียสามารถนําไปใชเปนสารอาหารเพ่ือการเจริญเติบโตได จึงเปนอีกวิธีหนึ่งท่ี
สามารถลดตนทุนในการใชอาหารสําเร็จรูปในการเลี้ยงเชื้อ งานวิจัยในครั้งนี้จึงมุงเนนการผลิตลิปดจากยีสต
ท่ีเลี้ยงในสารสกัดจากชานออยเพ่ือชวยลดคาใชจายในการซ้ือกลูโคสจากอุตสาหกรรมและยังเปนการนํา
เศษวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาใชใหเกิดประโยชน  
 
วิธีการทดลอง 
1.การเก็บตัวอยางและคัดเลือกยีสต 
              เก็บตัวอยางดิน ดินปนเปอนคราบน้ํามัน และน้ําท้ิงท่ีปนเปอนไขมันจากบอบําบัดในพ้ืนท่ีเขต
มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี และตัวอยางผลไมเนาเสียจากตลาดวารินเจริญศรี มาคัดแยกยีสตในอาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีประกอบดวย yeast-malt extract (YM broth) + 0.01% chloramphenicol + 0.2% sodium 
propionate บมเขยา 150 รอบตอวินาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนําตัวอยางมา spread plate บน YPD 
agar บม 25°C เปนเวลา 2 วัน แลวนํามา streak plate และ restreak plate อีกครั้ง เพ่ือคัดเลือกโคโลนี
เดียวสําหรับใชในข้ันตอนถัดไป  
2. การคัดเลือกยีสตสะสมไขมัน 

ทําการเลี้ยงยีสตในอาหารสูตร Production medium ซ่ึงประกอบดวย กลีเซอรอล 70 กรัมตอ
ลิตร, yeast extract 0.5 กรัมตอลิตร, (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ 
KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร ปรับ pH เปน 6.0 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 160 
รอบตอนาที เปนระยะเวลา 7 วัน (Li และคณะ, 2006) จกานั้นนําเซลลยีสตไปทําการสกัดไขมันและ
วิเคราะหหาปริมาณไขมันท่ีผลิตได 
3. การสกัดและวัดปริมาณไขมันดวยวิธี lipid extraction 

นําเซลลยีสตมาเติมสารผสมของ chloroform : methanol (2:1, v/v) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม glass beads นําไปเขยาอยางแรงดวยเครื่องผสมสาร ประมาณ 3-4 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ี



42 

ความเร็วรอบ 2000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนของสารละลายมาเติม 0.9% (w/v) NaCl 
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นําไปเขยาอยางแรงดวยเครื่องผสมสาร ประมาณ 3-4 นาที  นําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 2000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที จากนั้นต้ังท้ิงไว 30 นาที เพ่ือใหสารละลายแยกชั้น 
ดูดสวนใสสวนลางมาเติมสารผสมของ 0.9% (w/v) NaCl : methanol (1:1, v/v) ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร  
นําไปเขยาอยางแรงดวยเครื่องผสมสาร ประมาณ 3-4 นาที  จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2000 
รอบ/นาที  เปนเวลา 10 นาที ต้ังท้ิงไว 30 นาที  ดูดสวนใสท่ีแยกชั้นสวนลางไปทําการระเหยสารสกัดใน 
อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนกระท่ังสารสกัดระเหยออกหมด นําไป
ชั่งน้ําหนักเพ่ือหาปริมาณไขมันท่ียีสตผลิตได จนกระท่ังไดน้ําหนักคงท่ี 
4. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิตลิปดของเช้ือเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจาก
ชานออย 
             4.1 การเตรียมเช้ือตั้งตน 
                  เข่ียเชื้อท่ีคัดแยกไดท่ีเจริญบนอาหารวุนเอียงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลูปเต็มลงในอาหาร
สําหรับเลี้ยงเชื้อ ท่ีประกอบดวยกลูโคส 20 กรัม/ลิตร,Yeast extract 0.5 กรัมตอลิตร, (NH4)2SO4 1.0 
กรัมตอลิตร, MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และKH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในขวด
รูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมในเครื่องบมเขยาท่ีความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
              4.2 การศึกษาผลของปริมาณเริ่มตนของชานออยท่ีมีผลตอการเจริญและผลิตลิปดของเช้ือ 
                   นําชานออยท่ีลางสะอาดแลวในปริมาณเริ่มตนรอยละ 2.5, 5, 10, 15 และ 20 (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ไปสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 0.2 นอรมอล ภายใตหมอนึ่งอัดความดันท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ปลอยใหเย็น และนํามากรองดวยผาขาว จากนั้นวิเคราะหหา
ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดดวยวิธี DNS โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และนําคา
การดูดกลืนแสงท่ีไดมาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาล
กลูโคส จะไดสารสกัดจากชานออยเพ่ือใชเปนอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อตอไป 
                    นําสารสกัดจากชานออยท่ีปริมาณเริ่มตนตางๆมาเติม (NH4)2SO4 1.0 กรัมตอลิตร, 
MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร และปรับคาความเปนกรดเริ่มตนเทากับ 
6.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นปเปตเชื้อตั้งตน 10% (v/v) นําไป
บมในตูบมเขยา ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั้น
วิเคราะหหาปริมาณลิปดท่ียีสตผลิตไดโดยวิธี lipid extraction 
             4.3 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางของสารสกัดจากชานออยท่ีมีผลตอการเจริญ
และการผลิตลิปดของเช้ือ 
                  นําสารสกัดจากชานออยในปริมาณเริ่มตนท่ีเติม (NH 4)2SO4 1.0 กรัม/ลิตร, MgS47H2O 
0.5 กรัม/ลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัม/ลิตร มาปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารเปน 5.0, 5.5, 
6.0, 6.5, และ 7.0 จากนั้นปเปตเชื้อตั้งตน 10% (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปบมในตูบมแบบเขยา ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณลิปดท่ียีสตผลิตไดโดยวิธี lipid extraction 
             4.4 การศึกษาผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการเจริญและการผลิตลิปดของเช้ือ 
                  นํ าสารส กัดจากชานออยในปริมาณ เริ่ มต น ท่ี เติ ม  (NH4)2SO4 1.0 กรัมต อลิ ต ร , 
MgSO47H2O 0.5 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 1.0 กรัมตอลิตร และคาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหาร
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ท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการทดลอง 4.3 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นป
เปตเชื้อตั้งตน 10% (V/V) นําไปบมในตูบมแบบเขยา ท่ีความเร็วรอบ 130 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส 7 วัน จากนั้นเก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมงเปนเวลา 7 วัน เพ่ือนําไปวิเคราะหหาปริมาณลิปดท่ี
ยีสตผลิตไดโดยวิธี lipid extraction  
 
 
ผลการทดลอง 
 จากการนํายีสตท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางจากดิน ดินปนเปอนคราบน้ํามัน และน้ําจากบอบําบัด ของ
โรงอาหารในบริเวณมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี และตัวอยางผลไมเนาเสียจากตลาดวารินเจริญศรี จํานวน 
93 ไอโซเลต มาคัดเลือกยีสตสะสมไขมันดวยวิธีการยอมสี Sudan black B พบวามียีสตท้ังหมด 60 ไอโซ
เลตท่ีติดสียอมท่ีไขมันภายในเซลล จากนั้นนําท้ัง 60 สายพันธุนี้มาทดสอบการสะสมไขมันเม่ือเลี้ยงใน
อาหารท่ีมีกลีเซอรอล พบวา มีจํานวน 5 ไอโซเลต ไดแก ยีสตรหัส UBU-s7, UBU-s12, UBU-w4, UBU-
w9/2 และ UBU-gt6/1 จัดเปนยีสตไขมันสูงเนื่องจากสะสมลิปดภายในเซลลสูงกวารอยละ 20 จากการ
ทดลองการหาปริมาณเริ่มตนของชานออยรอยละ 2.5, 5, 10, 15 และ20 (น้ําหนักตอปริมาตร) ท่ีมีผลตอ
การผลิตลิปดของยีสตสะสมไขมัน ท้ัง 5 ไอโซเลต พบวา  ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงใน
อาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 10%  เทากับ 1.47 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส UBU-s12 ผลิตลิปดไดสูง
ท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 15% เทากับ 1.07 กรัมตอลิตร ยีสตรหัสUBU-w4 ผลิต
ลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 2.5-10% เทากับ 1.25 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส 
UBU-w9/2 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 5-10% เทากับ 0.93 กรัม
ตอลิตร และยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออย 10-
20%  เทากับ  1.15 กรัมตอลิตร  
 จากนั้นทําการศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนของอาหารั้งแต 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, และ 
7.0 ตอการผลิตลิปดของยีสตสะสมไขมัน ท้ัง 5 ไอโซเลต พบวา ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือ
เลี้ยงในอาหารท่ีเปนสารสกัดจากชานออยท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6.5 เทากับ 1.50 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส 
UBU-s12 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เทากับ 1.14 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส 
UBU-w4 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เทากับ 1.33 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส 
UBU-w9/2 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6.5 เทากับ 1.03 กรัมตอลิตร และ
ยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตลิปดไดสูงท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีคา pH เริ่มตนเปน 6 เทากับ 1.15 กรัมตอ
ลิตร  
 เม่ือทําการศึกษาผลของระยะเวลาการเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการผลิตไขมันของยีสตท้ัง 5 ไอโซเลต 
พบวา ยีสตรหัส UBU-s7 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 5 เทากับ 1.51 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส UBU-s12 
ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 6 เทากับ 1.20 กรัมตอลิตร ยีสตรหัสUBU-w4 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงใน
วันท่ี 5 เทากับ 1.37 กรัมตอลิตร ยีสตรหัส UBU-w9/2 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 7 เทากับ 1.15 
กรัมตอลิตร ยีสตรหัส UBU-gt6/1 ผลิตไขมันไดดีเม่ือเลี้ยงในวันท่ี 5 เทากับ 1.18 กรัมตอลิตร  
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ภาคผนวก จ 
ตารางเปรียบเทียบ กิจกรรมท่ีวางแผนไว กิจกรรมท่ีดําเนินการมาและผลท่ีไดรับตลอดโครงการ 
 

กิจกรรมท่ีวางแผนไว ระยะเวลา กิจกรรมท่ีดําเนินการมา ผลท่ีจะไดรับ 
1. เก็บตัวอยางเพ่ือ
คัดเลือกสายพันธุยีสต
สะสมไขมันสูง 

4 เดือน ทําการคัดแยกสายพันธุ
ยีสตสะสมไขมันสูงจาก
ตัวอยางดิน ดินปนเปอน
คราบน้ํามัน น้ําจากบอ
บําบัด และตัวอยางผลไม
เนาเสีย  

คนพบยีสตจากแหลงธรรมชาติท่ี
สะสมไขมันในปริมาณสูง  
 

2. การเพาะเลี้ยงยีสต
สะสมไขมันสูงท่ีคัดเลือก
ไดในอาหารท่ีเตรียมจาก
การยอยชานออยดวยกรด 
และหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการผลิตลิปด 

6 เดือน ศึกษาสภาวะการ
เพาะเลี้ยงยีสตสะสมไขมัน
ท่ีคัดเลือกไดในอาหารท่ี
เตรียมจากการยอยชาน
ออยดวยกรด 

การผลิตลิปดจากยีสตไขมันจากวัสดุ
เหลือท้ิงทางการเกษตร เชน ชาน
ออย 

3. ศึกษาหาองคประกอบ
และปริมาณของน้ํามันท่ี
ผลิตไดจากจุลินทรียท่ี
คัดเลือกไดเพ่ือใชสําหรับ
การผลิตไบโอดีเซล 

1 เดือน วิเคราะหชนิดและปริมาณ
ของกรดไขมันท่ีเปน
องคประกอบของน้ํามันท่ี
ผลิตไดจากจุลินทรียท่ี
คัดเลือกได 

รูชนิดและปริมาณของลิปดท่ีผลิตได
จากยีสตสะสมไขมันเพ่ือนําไปใช
เตรียมผลิตไบโอดีเซล 

4.สรุปและการเขียน
รายงาน 

1 เดือน รวบรวมวิเคราะหขอมูล
และสรุปรายงาน 

รายงานฉบับสมบูรณ 
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