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หลังจากชั่วโมงที่ 18 - 30 ชั่วโมง เชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้นเล็กนอย ทําใหพีเอชของอาหารไมคอย

เปลี่ยนแปลงนัก คือ มีพีเอชอยูระหวาง 4.40 - 4.42 (ภาพที่ 21ค)

 สําหรับผลของเทอรบินาฟนตอจํานวนเซลลที่มีชีวิตของเซลลยีสตสายพันธุกลายที่

ไมไดแชเยือกแข็งที่ -20 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน 2.5

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรน้ันใหจํานวนเซลลที่มีชีวิตไมแตกตางไปจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไม

เติมเทอรบินาฟนมากนัก คือ ใหเซลลที่มีชีวิตสูงสุดเทากับ 3.08 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร ที่เวลา 30

ชั่วโมง ในขณะที่ในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟนใหจํานวนเซลลที่มีชีวิตสูงสุดเทากับ 3.21 x 108

เซลลตอมิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง (ในที่น้ีไมไดแสดงผลจํานวนเซลลที่มีชีวิตจากเซลลที่แชเยือก

แข็งทันทีที่ -20 องศาเซลเซียส) (ภาพที่ 21ง)
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สรุป

1. การเก็บตัวอยางและการแยกยีสต

เก็บตัวอยาง ดิน ผลไม ดอกไม ยางไม เห็ด และมอส จากปาบริเวณสถานีวิจัยสิ่งแวดลอม

สะแกราช สถานีฝกวิจัยนิสิตวนศาสตรวังนํ้าเขียว ศูนยรวบรวมพันธุกรรมพันธุไมเฉลิมพระเกียรติ 

ร. 9 อําเภอวังนํ้าเขียว และดินบริเวณเขื่อนลําพระเพลิง อําเภอปกธงชัย จังหวัดนครราชสีมา ได

ตัวอยางทั้งหมด 75 ตัวอยาง จากน้ันนําตัวอยางทั้งหมดมาแยกยีสตโดยวิธี enrichment ในอาหาร

เหลว YM ที่เติมคลอแรมฟนิคอลและโซเดียมโพรพิโอเนต และปรับพีเอชเปน 3.7 - 3.8 บมในตูบม

แบบเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 - 48 ชั่วโมง สามารถ

แยกยีสตไดทั้งหมด 248 ไอโซเลต

2. การคัดเลือกยีสตสายพันธุท่ีสะสมสควอลีนไดสูง

นํายีสตจํานวน 248 ไอโซเลตมาทําการคัดเลือกไอโซเลตที่มีการสะสมสควอลีนในอาหาร

เหลว YPD ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความ

เร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากน้ันเก็บเซลลไปสกัด

ไขมัน และวิเคราะหหาสควอลีนดวยวิธี TLC พบวา ยีสตจํานวน 12 ไอโซเลตสะสมสควอลีน

ปริมาณมากใกลเคียงสควอลีนมาตรฐานความเขมขน 0.005 เปอรเซ็นต (นํ้าหนักตอปริมาตร) สวน

ยีสต 5 ไอโซเลตสะสมสควอลีนปริมาณปานกลาง และ 13 ไอโซเลตสะสมสควอลีนปริมาณนอย 

ในขณะที่อีก 218 ไอโซเลตไมพบการสะสมสควอลีน ดังน้ันจึงเลือกยีสตที่มีการสะสมสควอลีนภาย

ในเซลลทั้งหมด 30 ไอโซเลต เพื่อศึกษาปริมาณสควอลีนที่สะสมตอไป

นํายีสตที่มีการสะสมสควอลีนทั้ง 30 ไอโซเลต ยีสตสายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุ

กลาย RV51-UV2-NTG2 ที่เคยรายงานวามีการสะสมสควอลีนไดสูง (อุทัยพร, 2547) มาศึกษา

ปริมาณสควอลีนที่สะสม เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บรรจุใน

ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากน้ันเก็บเซลลไปสกัดไขมันและวิเคราะหปริมาณสควอลีนโดยวิธี 

HPLC พบวา ยีสตสายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มีการสะสมสควอลีน

เทากับ 827.9 และ 826.4 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ซึ่งสูงกวาการสะสม
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สควอลีนของยีสตทั้ง 30 ไอโซเลตที่แยกและคัดเลือกใหมมาก ดังน้ันจึงไดคัดเลือกยีสตทั้งสอง

สายพันธุมาศึกษาการสะสมสควอลีนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาล เพื่อใชในการผลิต

สควอลีนตอไป

3. การคัดเลือกยีสตสายพันธุท่ีสะสมสควอลีนไดสูงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาล เพื่อใช

ในการผลิตสควอลีน

จากการศึกษาการสะสมสควอลีนของยีสตสายพันธุเดิม RV 51 และสายพันธุกลาย RV51-

UV2-NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 

0.05 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 4.5 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร 

โดยปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตู

บมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 42 ชั่วโมง พบวา 

ยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 สะสมสควอลีน 739.6 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง 

ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนยีสตสายพันธุเดิม RV51 สะสมสควอลีน 549.3 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนัก

เซลลแหง ที่เวลา 6 ชั่วโมง เน่ืองจากยีสตทั้งสองสายพันธุมีการสะสมสควอลีนปริมาณใกลเคียงกัน 

ดังน้ันจึงเลือกยีสตทั้งสองสายพันธุเพื่อนํามาศึกษาองคประกอบของอาหารและสภาวะที่เหมาะสม

ตอการผลิตสควอลีนในอาหารเหลวกากนํ้าตาลตอไป

4. การศึกษาองคประกอบของอาหารและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตสควอลีนในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลของยีสตสายพันธุท่ีคัดเลือกได

จากการศึกษาองคประกอบของอาหารเหลวกากนํ้าตาลและสภาวะที่เหมาะสมตอการ

ผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 พบวา ยีสตทั้ง

สองสายพันธุผลิตสควอลีนปริมาณสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

เปอรเซ็นต โดยยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มีปริมาณสควอลีนสูงกวาสายพันธุเดิม

RV51 อยางชัดเจน ดังน้ันจึงไดเลือกเฉพาะยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาศึกษาและ

พบวา องคประกอบของอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลาย 

คือ อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทส

เซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 5.0 อาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

บรรจุในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร โดยปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.5 ที่
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ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศา

เซลเซียส โดยยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มีการสะสมสควอลีน 360.6 ไมโครกรัมตอ

กรัมนํ้าหนักเซลลแหง และผลิตสควอลีนได 1,784.9 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 12

ชั่วโมง

5. การศึกษาผลของเทอรบินาฟนตอการสะสมสควอลีนในยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2

จากการศึกษาผลของเทอรบินาฟนตอการสะสมสควอลีนในเซลลยีสตสายพันธุกลาย 

RV51-UV2-NTG2 พบวา การเติมเทอรบินาฟนลงไปในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่ใชเพาะเลี้ยงยีสต

สายพันธุกลายมีผลทําใหการสะสมสควอลีนภายในเซลลเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน โดยเมื่อเติมเทอรบินาฟน 7.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรลง

ไปในอาหารทําใหยีสตสายพันธุกลายมีการสะสมสควอลีนสูงสุดเทากับ 4,835.3 ไมโครกรัมตอ

กรัมนํ้าหนักเซลลแหง สวนเมื่อเติมเทอรบินาฟน 2.5 และ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรมีการสะสม

สควอลีน 2,292.0 และ 2,592.8 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ คิดเปนการเพิ่มขึ้น

ของสควอลีนประมาณ 5 - 10 เทาของการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน แตเมื่อพิจารณา

ถึงการผลิตสควอลีนแลวพบวา ปริมาณสควอลีนที่ไดจากเติมเทอรบินาฟน 2.5, 5 และ 7.5 ไมโคร

กรัมตอมิลลิลิตรน้ันใกลเคียงกันไมแตกตางกันมากนัก คือ 10,268.1, 9,947.2 และ 11,057.6 ไมโคร

กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนการเพิ่มขึ้นของสควอลีนประมาณ 5 เทาของการเพาะเลี้ยงในอาหาร

ที่ไมเติมเทอรบินาฟน ในขณะที่หากไมเติมเทอรบินาฟนมีการสะสมสควอลีนเพียง 452.9 ไมโคร

กรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหงและผลิตสควอลีนได 2,056.3 ไมโครกรัมตอลิตร ดังน้ันเพื่อความ

เหมาะสมในแงของตนทุนการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลาย จึงเลือกเทอรบินาฟน 2.5

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนความเขมขนตํ่าสุดของการทดลองคร้ังน้ี เพื่อใชสําหรับการผลิต

สควอลีนในถังหมักขนาด 5 ลิตรตอไป

6. ผลของการแชเยือกแข็งเซลลในอาหารเหลวกากนํ้าตาลตอการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุ

กลายRV51-UV2-NTG2

จากการศึกษาผลการแชเยือกแข็งเซลลในอาหารเหลวกากนํ้าตาลตอการผลิตสควอลีนของ

ยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 โดยเก็บตัวอยางมาศึกษาการผลิตสควอลีน 2 แบบ คือ (1)

เก็บตัวอยางโดยไมไดแชเยือกแข็งเซลลแตเซนตริฟวจแยกเอาอาหารออกแลวลางเซลลทันที นํา
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เซลลไปสกัดไขมันและวิเคราะหสควอลีน และ (2) เก็บตัวอยางเซลลพรอมอาหารนําไปแชเยือก

แข็งทันทีที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง แลวนํามาเซนตริฟวจแยกเอาอาหารออกและลาง

เซลลเชนเดียวกับวิธีแรก จากน้ันนําเซลลไปสกัดไขมันและวิเคราะหสควอลีน พบวา ยีสตสายพันธุ

กลายทั้งที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมและเติมเทอรบินาฟนแลวนําเซลลพรอมอาหารมาแชเยือก

แข็งทันทีที่ -20 องศาเซลเซียส มีการผลิตสควอลีนสูงขึ้นอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่

ไมไดแชเยือกแข็งแตเซนตริฟวจแยกเอาอาหารออกและลางเซลลทันที โดยเมื่อนําเซลลที่เลี้ยงใน

อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมเทอรบินาฟน 0, 2.5, 5 และ 7.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่เวลา 42

ชั่วโมง มาแชเยือกแข็งทันทีที่ -20 องศาเซลเซียส ผลิตสควอลีนเทากับ 4,045.3, 14,865.2, 18,663.2

และ 19,735.9 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนเซลลที่ไมไดแชเยือกแข็งผลิตสควอลีนไดเพียง 

1,331.7, 5,002.6, 4,663.7 และ 6,878.3 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนการเพิ่มขึ้นของ

สควอลีนประมาณ 3 - 4 เทา

7. การศึกษาการผลิตสควอลีนในอาหารเหลวกากนํ้าตาลของยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-

NTG2 ในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ

จากการศึกษาการผลิตสควอลีนโดยเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 แบบ

แบตซในถังหมักแบบถังกวนขนาด 5 ลิตร ในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต

แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ปรับ

พีเอชเปน 5.0 ปริมาตร 3 ลิตร โดยปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.5 ที่ความ

ยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ในระหวางการเพาะเลี้ยงทําการกวนดวยความเร็ว 300 รอบตอนาที และ

ใหอากาศ 1 vvm อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอยางมาศึกษาการผลิตสควอลีน 2 แบบ 

พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลายในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน และนําเซลลพรอมอาหาร

แชเยือกแข็งทันทีที่ -20 องศาเซลเซียส ผลิตสควอลีนได 3,741.4 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12

ชั่วโมง ซึ่งสูงกวาเซลลที่ไมไดแชเยือกแข็งที่ผลิตสควอลีน 2,213.2 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12

ชั่วโมง สวนการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลายเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน

2.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวามีการผลิตสควอลีนสูงขึ้นอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน โดยเมื่อนําเซลลพรอมอาหารมาแชเยือกแข็งทันทีที่ -20

องศาเซลเซียส ผลิตสควอลีนไดเทากับ 19,700.6 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 15 ชั่วโมง สวนเซลลที่

ไมไดแชเยือกแข็งผลิตสควอลีน 14,376.1 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 15 ชั่วโมง ซึ่งเทากับการแช

เยือกแข็งเซลลทันทีที่ -20 องศาเซลเซียสจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน 2.5 ไมโคร
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กรัมตอมิลลิลิตรมีการผลิตสควอลีนเพิ่มขึ้นประมาณ 5.3 เทาของการแชเยือกแข็งเซลลทันทีที่ -20

องศาเซลเซียสจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน
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อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

อาหารเลี้ยงเชื้อปรับพีเอชใหมีคาตามความตองการดวย 1N HCl หรือ 1N NaOH แลวน่ึงฆา

เชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

1. อาหารแข็ง YM ( Yeast extract malt agar)

ยีสตเอกซแทรกต (yeast extract) 3 กรัม

มอลท (malt) 3 กรัม

เปปโตน (peptone) 5 กรัม

เดรกโทรส (dextrose) 10 กรัม

วุน (agar) 15 กรัม

นํ้ากลั่น 1 ลิตร

2. อาหารเหลว YM ( Yeast extract malt broth)

สูตรเตรียมเหมือนอาหารแข็ง YM แตไมตองเติมวุน

3. อาหารแข็ง YPD (Yeast extract peptone dextrose agar)

ยีสตเอกซแทรกต (yeast extract) 10 กรัม

เปปโตน (peptone) 10 กรัม

เดรกโทรส (dextrose) 20 กรัม

วุน (agar) 15 กรัม

นํ้ากลั่น 1 ลิตร

4. อาหารเหลว YPD (Yeast extract peptone dextrose broth)

สูตรเตรียมเหมือนอาหารแข็ง YPD แตไมตองเติมวุน
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5. อาหารเหลวกากนํ้าตาล 

การคํานวณความเขมขนของอาหารเหลวกากนํ้าตาล

V1 = (N2V2)/N1

V1 = ปริมาตรกากนํ้าตาลที่ตองใช

V2 = ปริมาตรอาหารเหลวกากนํ้าตาลสําหรับลงหมัก

N1 = ความเขมขนของนํ้าตาลในกากนํ้าตาล

N2 = ความเขมขนของนํ้าตาลในอาหารเหลวกากนํ้าตาลสําหรับลงหมัก

ความเขมขนของนํ้าตาลในกากนํ้าตาลวิเคราะหโดยใช HPLC ซึ่งใชนํ้าตาลซูโครส กลูโคส 

และฟรุกโตส เปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหตามวิธีของวิศัลย (2546) โดยความเขมขนของ

นํ้าตาลในกากนํ้าตาลเทากับผลรวมของนํ้าตาลทั้ง 3 ชนิด คือ นํ้าตาลซูโครส กลูโคส และฟรุกโตส

6. การเตรียมเทอรบินาฟน

นํายาเทอรบินาฟนชนิดรับประทานขนาด 250 มิลลิกรัม จํานวน 1 เม็ด มาละลายในตัวทํา

ละลายแอลกอฮอล 99.99 เปอรเซ็นต ใสในขวดสีชาหรือเก็บใหพนแสง และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

หมายเหตุ เน่ืองจากเทอรบินาฟนเปนยาที่ไดจากการสังเคราะหขึ้น ซึ่งสวนประกอบของเม็ดยามี

แปงเปนองคประกอบอยู ดังน้ันการละลายเปนเน้ือเดียวกันกับแอลกอฮอลเปนไปไดยาก ทําใหมี

สวนที่ไมละลายหลงเหลืออยู และในการเตรียมไมไดทําการกรองเอาสวนที่ไมละลายออก ดังน้ัน

กอนการใชจึงตองเขยาขวดทุกคร้ัง


