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สวนการเจริญของยีสตทั้ง 30 ไอโซเลต ยีสตสายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุกลาย

RV51-UV2-NTG2 ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบวาไอโซเลต SK82 มีการเจริญสูงสุด คือ ใหเซลลเทากับ 

7.27 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร รองลงมาคือ SK58 และ SK125 ใหเซลลเทากับ 7.24 และ 7.18 กรัม

นํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ สวนไอโซเลตที่ใหเซลลอยูในชวง 6.17 - 6.82 กรัมนํ้าหนักแหงตอ

ลิตร คือ SK109, SK108, SK129, SK83, SK245 และ SK128 ไอโซเลตที่ใหเซลลอยูในชวง 5.17 -

5.82 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร คือ SK131, SK169, SK167, SK66, SK110, SK205, SK169 และ 

SK196 สําหรับอีก 11 ไอโซเลตใหเซลลอยูในชวง 3.76 - 4.99 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร สวนยีสต

สายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 ใหเซลลคอนขางตํ่า คือ 3.50 และ 3.36

กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่ไอโซเลต SK22 และ SK23 มีการเจริญตํ่าสุด คือ ให

เซลลเทากับ 2.40 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 6ค)

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวายีสตสายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุกลาย 

RV51-UV2-NTG2 เปนสายพันธุที่มีการสะสมสควอลีนในเซลลไดสูงกวาไอโซเลตที่แยกและ

คัดเลือกมาใหมมาก ดังน้ันจึงคัดเลือกยีสตทั้งสองสายพันธุมาศึกษาปริมาณสควอลีนที่สะสม เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลซึ่งใชเปนซับสเตรตสําหรับการผลิตสควอลีนตอไป

4. การคัดเลือกยีสตสายพันธุท่ีสะสมสควอลีนไดสูงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาล เพื่อใช

ในการผลิตสควอลีน

จากการนํายีสตสายพันธุเดิม RV 51 และสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 ที่มีการสะสม

สควอลีนในเซลลสูงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YPD มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มี

นํ้าตาล 2 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 4.5 ปริมาตร 200

มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร โดยปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความ

ขุน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 42 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก ๆ 6 ชั่วโมง โดยวัดการเจริญในรูปความขุน

ของเซลลที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร และหานํ้าหนักแหงของเซลลจากกราฟความสัมพันธ

ระหวางนํ้าหนักเซลลแหงกับความขุนของเซลล นําเซลลไปสกัดไขมันและวิเคราะหปริมาณ

สควอลีนโดยวิธี HPLC พบวา ยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มีการสะสมสควอลีนเทากับ 

739.6 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนยีสตสายพันธุเดิม RV51 สะสม

สควอลีนเทากับ 549.3 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 6 ชั่วโมง (ภาพที่ 7ก)
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ล 2 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต พีเอช 4.5

วามเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5 ที่ความยาวคลื่น 
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จากผลการทดลองพบวายีสตทั้งสองสายพันธุมีการสะสมสควอลีนสูงขึ้นที่เวลา 6 - 12

ชั่วโมง ซึ่งเปนระยะที่เชื้อเตรียมพรอมเพื่อการแบงเซลลเพิ่มจํานวน ดังน้ันจึงมีการสรางสควอลีน

ซึ่งเปนสารตัวกลางในการสังเคราะหเออรกอสเตรอลเพื่อเปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลล ทําใหมี

ปริมาณสควอลีนสูงขึ้นในชวงน้ี และภายหลังจากชั่วโมงที่ 6 - 12 พบวาการสะสมสควอลีนของ

ยีสตทั้งสองสายพันธุคอย ๆ ลดปริมาณลง และเน่ืองจากในการเพาะเลี้ยงคร้ังน้ีเปนการเพาะเลี้ยง

แบบมีออกซิเจน เชื้อจึงมีการเจริญตลอดเวลา ดังน้ันสควอลีนที่สรางขึ้นจึงอาจถูกเปลี่ยนไปเปน

สเตรอลอ่ืน ๆ ตอไปไดอยางรวดเร็ว (Jahnke and Klein, 1983) จึงพบวาสควอลีนมีปริมาณลดลง

เปนลําดับ

เมื่อพิจารณาปริมาณของสควอลีนที่สกัดจากเซลลยีสตที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่

ปริมาตรเทากันพบวา ยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 ผลิตสควอลีนปริมาณสูงสุด คือ 754.4

ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนยีสตสายพันธุเดิม RV51 ผลิตสควอลีนเทากับ 552.3

ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 18 ชั่วโมง (ภาพที่ 7ข)

สวนการเจริญของยีสตทั้งสองสายพันธุน้ันพบวามีการเจริญใกลเคียงกัน โดยยีสตสายพันธุ

เดิมใหเซลลเทากับ 4.03 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร และสายพันธุกลายใหเซลลเทากับ 3.80 กรัม

นํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 42 ชั่วโมง (ภาพที่ 7ค)

จากผลการทดลองเน่ืองจากยีสตสายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2

มีการสะสมสควอลีนในเซลลปริมาณใกลเคียงกัน ดังน้ันจึงไดนํายีสตทั้งสองสายพันธุมาศึกษา

องคประกอบของอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสควอลีนในอาหารเหลวกากนํ้าตาล

ตอไป

5. การศึกษาองคประกอบของอาหารและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตสควอลีนในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลของยีสตสายพันธุท่ีคัดเลือกได

การศึกษาทําในอาหารเหลวกากนํ้าตาล ปริมาตร 200 มิลลลิิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 500

มิลลิลิตร โดยปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.0 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโน

เมตร เปนเวลา 60 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก ๆ 12 ชั่วโมง วัดการเจริญในรูปความขุนของเซลลที่ความ

ยาวคลื่น 550 นาโนเมตร และหานํ้าหนักแหงของเซลลจากกราฟความสัมพันธระหวางนํ้าหนักเซลล
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แหงกับความขุนของเซลล นําเซลลไปสกัดไขมันและวิเคราะหปริมาณสควอลีนโดยวิธี HPLC ซึ่ง

องคประกอบของอาหารและสภาวะที่เชื้อมีการผลิตสควอลีน (สควอลีนที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใน

อาหารปริมาตรเทากัน) สูงสุด คือ องคประกอบและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสควอลีน

5.1 องคประกอบของอาหาร

5.1.1 ความเขมขนของแหลงคารบอน 

จากการนํายีสตสายพันธุเดิม RV51 และสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มา

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2, 3 และ 4 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05

เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 4.5 บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30

องศาเซลเซียส พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2, 3 และ 4 เปอรเซ็นต ยีสต

สายพันธุกลายมีการสะสมสควอลีนภายในเซลลสูงกวายีสตสายพันธุเดิม โดยเมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต มีการสะสมสควอลีนสูงสุด คือ 693.8 ไมโครกรัม

ตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล

2 และ 4 เปอรเซ็นต สะสมสควอลีนเทากับ 187.5 และ 358.0 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง 

ตามลําดับ ที่เวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งจากผลการทดลองพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลายในอาหาร

เหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2, 3 และ 4 เปอรเซ็นต เชื้อมีการสะสมสควอลีนสูงขึ้น 2 ระยะ คือ ที่เวลา 

12 และ 48 ชั่วโมง โดยระยะแรกที่เวลา 12 ชั่วโมงน้ันเปนชวงที่เชื้อมีการเตรียมพรอมในการแบง

เซลลเพิ่มจํานวนจึงมีการสรางสควอลีนซึ่งเปนสารตัวกลางในการสังเคราะหเออรกอสเตรอลเพื่อ

เปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลล ทําใหพบการสะสมสควอลีนเพิ่มสูงขึ้น และภายหลังจากเวลา 12

ชั่วโมง พบวาเชื้อมีการสะสมสควอลีนลดลง อาจเน่ืองมาจากสควอลีนที่สรางขึ้นน้ันถูกเปลี่ยนไป

เปนเออรกอสเตรอลจึงทําใหสควอลีนมีปริมาณลดลง และที่เวลา 48 ชั่วโมงกลับพบวามีการสะสม

สควอลีนในเซลลสูงขึ้นอีกคร้ัง ซึ่งอาจอธิบายไดวา เมื่อเชื้อเจริญจนถึงระยะสเตชันนารี (stationary

phase) เชื้อมีการแบงเซลลเพิ่มจํานวนนอยลง ดังน้ันสารตัวกลาง คือ สควอลีนไมถูกเปลี่ยนไปเปน

เออรกอสเตรอล จึงเปนผลใหเชื้อมีการสะสมสควอลีนภายในเซลลสูงขึ้นอีกคร้ังที่เวลา 48 ชั่วโมง 

หรืออีกเหตุผลหน่ึงอาจเปนไปไดวา เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลานาน 48 ชั่วโมง ปริมาณไนโตรเจนที่

มีอยูในอาหารเหลวกากนํ้าตาลทั้ง 3 ความเขมขนน้ันมีปริมาณจํากัด และเมื่อพิจารณาการเจริญก็

พบวาที่เวลา 48 ชั่วโมงเชื้อมีการเจริญเพิ่มจํานวนลดลงดวยเชนกัน ดังน้ันจึงเปนไปไดวาเชื้ออาจใช

แหลงคารบอนคือนํ้าตาลในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เหลืออยูเปลี่ยนเปนลิพิดและเออรกอสเตรอล



54

ไดโดยตรง จึงทําใหพบสควอลีนซึ่งเปนสารตัวกลางมีปริมาณสูงขึ้นอีกคร้ัง และการที่หลังจาก 48

ชั่วโมง เชื้อกลับมีการสะสมสควอลีนลดลงอีกคร้ัง อาจเปนเพราะวานํ้าตาลในอาหารเร่ิมหมดลง ซึ่ง

เชื้อยังคงมีการเจริญอยูเเตคอนขางตํ่า ดังน้ันจึงทําใหพบการสรางสควอลีนซึ่งเปนสารตัวกลางใน

การสังเคราะหเออรกอสเตรอลเพื่อเปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลลลดลงตามไปดวย ในขณะที่

ยีสตสายพันธุเดิมเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2, 3 และ 4 เปอรเซ็นต เชื้อมีการ

สะสมสควอลีนในเซลลใกลเคียงกัน คือ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2

เปอรเซ็นต สะสมสควอลีน 116.6 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 และ 4 เปอรเซ็นต มีการสะสมสควอลีนเทากับ 

113.0 และ 115.2 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่เวลา 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 8ก และ 

9ก) และเมื่อพิจารณาการสะสมสควอลีนภายในเซลลที่เวลา 0 ชั่วโมง พบวามีปริมาณที่สูงเกินความ

เปนจริงเน่ืองจากมีปริมาณเซลลเร่ิมตนตํ่ามาก ทําใหการคํานวณคาการสะสมสควอลีนตอกรัม

นํ้าหนักเซลลแหงน้ันมีคาสูงตามไปดวย ดังน้ันจึงไมพิจารณาถึงปริมาณสควอลีนที่เวลา 0 ชั่วโมง

ในทุก ๆ การทดลอง

เมื่อพิจารณาการผลิตสควอลีนพบวายีสตทั้งสองสายพันธุผลิตสควอลีนปริมาณ

สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต โดยยีสตสายพันธุกลายผลิต

สควอลีนสูงกวาสายพันธุเดิม คือ ผลิตสควอลีนเทากับ 2,030.8 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12

ชั่วโมง ในขณะที่สายพันธุเดิมผลิตสควอลีนเพียง 378.3 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 60 ชั่วโมง สวน

เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2 และ 4 เปอรเซ็นต ยีสตสายพันธุกลายผลิต

สควอลีนเทากับ 541.9 และ 1,224.4 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 48 ชั่วโมง ในขณะที่สาย

พันธุเดิมผลิตสควอลีน 275.7 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง และ 358.6 ไมโครกรัมตอลิตร 

ที่เวลา 60 ชั่วโมง ตามลําดับ (ภาพที่ 8ข และ 9ข)

สําหรับผลของความเขมขนกากนํ้าตาลที่มีตอการเจริญของยีสตทั้งสองสายพันธุ 

พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีความเขมขนของนํ้าตาลสูงขึ้นมีผลใหการเจริญ

ของยีสตทั้งสองสายพันธุสูงขึ้นเปนลําดับ โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 4

เปอรเซ็นต ยีสตสายพันธุกลายใหเซลลเทากับ 4.70 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง และ

ยีสตสายพันธุเดิมใหเซลล 4.17 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง ในขณะที่ยีสตสายพันธุ

กลายเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 2 และ 3 เปอรเซ็นต ใหเซลล 3.41 กรัม

นํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 3.87 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง ตาม
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ลําดับ สวนสายพันธุเดิมใหเซลลเทากับ 3.87 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 60 ชั่วโมง และ 3.98

กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง ตามลําดับ (ภาพที่ 8ค และ 9ค)

จากผลการทดลองพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงยีสตทั้งสองสายพันธุในอาหารเหลวกาก

นํ้าตาลเชื้อมีการเจริญคอนขางตํ่า โดยรายงานของ Dulaney et al. (1954) ไดศึกษาการเจริญและการ

สรางเออรกอสเตรอลของ S. cerevisiae MY14 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 10

เปอรเซ็นตและเติมมอลโตสเปรียบเทียบกับเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่ไมเติมมอล

โตส เปนเวลา 7 วัน พบวา S. cerevisiae MY14 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมมอล

โตส เชื้อมีการเจริญสูงขึ้น คือ ใหเซลลถึง 15.16 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร แตกลับมีระดับของเออร

กอสเตรอลภายในเซลลตํ่าเพียง 0.79 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักเซลลแหง ในขณะเมื่อเพาะเลี้ยงที่

อาหารเหลวกากนํ้าตาลไมเติมมอลโตส กลับพบวา เชื้อมีการเจริญคอนขางตํ่า โดยใหเซลลเพียง 

2.93 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร แตมีระดับของเออรกอสเตรอลภายในเซลลสูงกวาที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีมอลโตสอยู คือ ใหเออรกอสเตรอลสูงถึง 14.2 เปอรเซ็นตของนํ้าหนัก

เซลลแหง ซึ่งคณะผูวิจัยพบวาอาหารเหลวกากนํ้าตาลปกติที่ไมมีการเติมแหลงคารบอนอ่ืน ๆ น้ัน

ชวยเพิ่มผลผลิตของเออรกอสเตรอลไดเปนอยางดี 

 เมื่อพิจารณาผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ยีสตทั้งสองสายพันธุมีสควอลีน

ปริมาณสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต โดยยีสตสายพันธุ

กลาย RV51-UV2-NTG2 มีสควอลีนปริมาณสูงกวาสายพันธุเดิม RV51 อยางชัดเจน ดังน้ันจึงเลือก

เฉพาะยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 และอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต

ไปใชสําหรับการทดลองในขั้นตอไป

5.1.2 ชนิดและความเขมขนของแหลงไนโตรเจน

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต เติมแอมโมเนียมซัลเฟตหรือยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนที่ความ

เขมขน 0, 0.05, 0.10, 0.15 และ 0.20 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 4.5 บมในตูบมแบบเขยาที่

ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา ยีสตสายพันธุกลายที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตมีการสะสมสควอลีนสูงกวาในอาหารเหลวกาก
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นํ้าตาลที่เติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 0.15

เปอรเซ็นต เชื้อมีการสะสมสควอลีนสูงสุดเทากับ 268.9 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่

เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต เชื้อสะสม

สควอลีน 243.7 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 24 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหารกากนํ้าตาลที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนและที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 0.10 และ 0.20

เปอรเซ็นต สะสมสควอลีนเทากับ 236.2, 201.2 และ 140.3 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง 

ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมยูเรียเปนแหลง

ไนโตรเจนความเขมขน 0.05, 0.10 และ 0.15 เปอรเซ็นต เชื้อมีการสะสมสควอลีนเทากับ 173.9,

113.7 และ 116.8 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมยูเรีย 0.20 เปอรเซ็นต เชื้อสะสมสควอลีนตํ่าสุด 108.4

ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 10ก และ 11ก)

  สวนปริมาณสควอลีนที่สกัดจากเซลลยีสตที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่

ปริมาตรเทากัน พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง

ไนโตรเจนผลิตสควอลีนปริมาณสูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน โดย

เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ผลิตสควอลีนสูงสุด คือ 1,113.7

ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 0.15

เปอรเซ็นต เชื้อมีการสะสมสควอลีนสูงกวาเล็กนอย แตเชื้อสามารถผลิตสควอลีนไดใกลเคียงกัน 

คือ 1,046.0 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง เมื่อเปรียบเทียบกับที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม

แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต

0.10 และ 0.20 เปอรเซ็นต เชื้อผลิตสควอลีนใกลเคียงกัน คือ เทากับ 680.1 และ 588.0 ไมโครกรัม

ตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน เชื้อ

ผลิตสควอลีนไดคอนขางสูงแตตองใชเวลาในการเพาะเลี้ยงนาน คือ 941.1 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 

48 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน 0.05,

0.10 และ 0.15 เปอรเซ็นต ผลิตสควอลีนเทากับ 961.5, 610.7 และ 629.6 ไมโครกรัมตอลิตร ตาม

ลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมยูเรีย 0.20 เปอรเซ็นต

ผลิตสควอลีนตํ่าสุด 601.6 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 10ข และ 11ข)
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ภาพที่ 10 การสะสมสควอลีนในเ

พันธุกลาย RV51-UV2-

เปอรเซ็นต แอมโมเนียม

เปอรเซ็นต พีเอช 4.5 ปร

ขุน 1.0 ที่ความยาวคลื่น

องศาเซลเซียส 
ก

ข
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เวลา (ชัว่โมง)

ซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

ซัลเฟต 0 (), 0.05 (), 0.10 (), 0.15 () และ 0.20 ()

ิมาตร 200 มิลลิลิตร ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความ

 550 นาโนเมตร ความเร็วการเขยา 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30

ค
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ภาพที่ 11 การสะสมสควอลีนในเซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

พันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

เปอรเซ็นต ยูเรีย 0 (), 0.05 (), 0.10 (), 0.15 ( ), 0.20 () เปอรเซ็นต พีเอช 4.5

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.0 ที่ความยาวคลื่น 

550 นาโนเมตร ความเร็วการเขยา 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

ก

ข
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สําหรับผลของแหลงไนโตรเจนที่เติมลงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลตอการเจริญ

ของยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติม

แอมโมเนียมซัลเฟตเชื้อมีการเจริญตํ่ากวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน 

โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 0.05, 0.10, 0.15 และ 0.20 เปอรเซ็นต ใหเซลล

เทากับ 5.29, 6.23, 6.28 และ 7.47 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 60 ชั่วโมง ในขณะที่

เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนใหเซลลตํ่าสุด คือ 5.09 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่

เวลา 60 ชั่วโมง และเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนน้ันพบวา เมื่อเพาะเลี้ยง

ในอาหารที่เติมยูเรีย 0.15 เปอรเซ็นต ใหเซลลสูงสุด 7.52 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง 

สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมยูเรีย 0.05 และ 0.10 เปอรเซ็นต ใหเซลลเทากับ 6.21 และ 6.85

กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 60 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมยูเรีย 

0.20 เปอรเซ็นต ใหเซลล 6.78 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง (ภาพที่ 10ค และ 11ค)

เมื่อพิจารณาการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลายพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมแหลงไนโตรเจนคือ แอมโมเนียมซัลเฟตหรือยูเรีย 0.05 เปอรเซ็นต ซึ่ง

เปนความเขมขนตํ่าสุดของแหลงไนโตรเจนทั้งสองชนิดที่ใชในการทดลองน้ี เชื้อผลิตสควอลีนได

สูงสุดเมื่อเทียบกับความเขมขนอ่ืน ๆ ของแหลงไนโตรเจนชนิดเดียวกัน ในขณะที่เมื่อเติมแอมโม

เนียมซัลเฟตหรือยูเรีย 0.20 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนความเขมขนสูงสุดของแหลงไนโตรเจนทั้งสองชนิด

ที่ใชในการทดลองคร้ังน้ี พบวา เชื้อผลิตสควอลีนไดตํ่าสุด ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับ

รายงานของ He et al. (2000) ซึ่งศึกษาผลของการใชแอมโมเนียมซัลเฟตหรือยูเรีย 0 – 1 เปอรเซ็นต 

เปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเหลวกลูโคสตอการผลิตเออรกอสเตรอลของยีสตลูกผสม YEH-56

ที่ไดจากการผสมระหวางสายพันธุกลายของ S. cerevisiae YE244-28-55 และสายพันธุกลายของ 

S. kluyveri YE39-16-21 และพบวาเมื่อใชแอมเนียมซัลเฟตหรือยูเรียความเขมขนสูงขึ้นเชื้อมีเออร

กอสเตรอลปริมาณลดลงตามลําดับ สําหรับผลการทดลองคร้ังน้ียังพบวาการใชแอมโมเนียมซัลเฟต

เปนแหลงไนโตรเจนมีผลใหยีสตสายพันธุกลายมีการสะสมและผลิตสควอลีนสูงกวาการใชยูเรีย

เปนแหลงไนโตรเจน นอกจากน้ีการที่พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลายในอาหารเหลวกาก

นํ้าตาลที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน เชื้อมีการเจริญและผลิตสควอลีนไดคอนขางสูงแตตองใชเวลาใน

การเพาะเลี้ยงนาน ทั้งน้ีนาจะเน่ืองจากในกากนํ้าตาลมีแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญของยีสตอยู

แลวเพียงแตมีปริมาณคอนขางตํ่าดังเชนผลการวิเคราะหองคประกอบของนํ้าตาลที่รายงานโดย

วิศัลย (2546) และอาจอธิบายไดวาในระยะแรกเชื้อใชไนโตรเจนที่มีอยูในอาหารเหลวกากนํ้าตาล

เพื่อการเจริญเพิ่มจํานวนของเซลล และเมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง ไนโตรเจนในอาหารเหลว



62

กากนํ้าตาลมีปริมาณจํากัด เชื้อจึงเปลี่ยนแหลงคารบอนที่เหลืออยูในอาหารเหลวกากนํ้าตาลเปน

เออรกอสเตรอล เปนผลใหยีสตมีการสะสมเออรกอสเตรอลภายในเซลลมากขึ้น ดังน้ันจึงทําใหมี

การสรางสควอลีนซึ่งเปนสารตัวกลางในวิถีของการสังเคราะหเออรกอสเตรอลสูงขึ้น นอกจากน้ี

Shang et al. (2006) ยังรายงานวาการสะสมเออรกอสเตรอลของยีสตสูงขึ้นเมื่ออัตราการเจริญ

จําเพาะลดลง ซึ่งเมื่อพิจารณาการเจริญของยีสตสายพันธุกลายในการทดลองคร้ังน้ีพบวา เมื่อเพาะ

เลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนเชื้อมีการเจริญใหเซลลที่ตํ่ากวาเมื่อเพาะ

เลี้ยงในอาหารที่เติมแหลงไนโตรเจน ทั้งน้ีในทางปฏิบัติการใชหรือทําใหไนโตรเจนในอาหารเลี้ยง

เชื้อมีปริมาณจํากัด ในขณะที่ยังคงมีแหลงคารบอนมากเกินพอมีผลใหคารบอนถูกแอสซิมิเลตและ

ถูกเปลี่ยนเปนลิพิดไดโดยตรง ทั้งน้ีเพราะไมสามารถสังเคราะหสารอ่ืนที่จําเปนตอการเจริญเพิ่ม

จํานวนของเซลล เชน โปรตีน และกรดนิวคลีอิก เน่ืองจากแหลงไนโตรเจนหมด (สาวิตรี, 2549)

  ดังน้ันชนิดและความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่ทําใหยีสตสายพันธุกลาย 

RV51-UV2-NTG2 ผลิตสควอลีนสูงสุด คือ แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต จึงเลือกนําไปใช

สําหรับการทดลองในขั้นตอไป

5.1.3 ความเขมขนของแหลงฟอสฟอรัส 

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต เติมไดโพแทสเซียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) เปนแหลงฟอสฟอรัส ที่ความเขมขน 0, 0.05, 0.10, 0.15 และ 0.20

เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 4.5 บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30

องศาเซลเซียส พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05

เปอรเซ็นต เชื้อมีการสะสมสควอลีนสูงสุดเทากับ 328.6 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่

เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมแหลงฟอสฟอรัสและที่เติมไดโพแทสเซียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.10, 0.15 และ 0.20 เปอรเซ็นต มีการสะสมสควอลีน 175.0, 115.0, 176.2 และ 

305.8 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 12ก)

   สวนการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลายพบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร

เหลวกากนํ้าตาลที่เติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต เชื้อผลิตสควอลีนได

สูงสุด คือ 1,478.9 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม
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ภาพที่ 12 การสะสมสควอลีนในเ

พันธุกลาย RV51-UV2-

เปอรเซ็นต แอมโมเนียม

0 (), 0.05 (), 0.10 (

มิลลิลิตร ความเขมขนข

เมตร ความเร็วการเขยา 
ก

ข

12 24 36 48 60

เวลา (ชัว่โมง)

ซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

ซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

), 0.15 () และ 0.20 () เปอรเซ็นต พีเอช 4.5 ปริมาตร 200

องเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.0 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโน

100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ค
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ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.10, 0.15 และ 0.20 เปอรเซ็นต ผลิตสควอลีนเทากับ 543.9,

798.3 และ 1,229.1ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหารที่ไมเติมแหลงฟอสฟอรัสผลิตสควอลีนไดคอนขางสูง คือเทากับ 1,083.3 ไมโครกรัมตอลิตร 

ที่เวลา 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 12ข)

   จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมไดโพแทสเซียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนความเขมขนตํ่าสุดของแหลงฟอสฟอรัสที่ใชในการ

ทดลองน้ี เชื้อมีการสะสมและผลิตสควอลีนสูงสุด โดยมีรายงานของ Schulze (1956) ที่ศึกษาผลของ

แหลงฟอสฟอรัสตออัตราการผลิตไขมันของยีสต พบวาการใชฟอสเฟตความเขมขนตํ่าชวยสงเสริม

การสังเคราะหไขมันไดเปนอยางดี

   สําหรับผลของการเติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตที่มีตอการเจริญของ

ยีสตสายพันธุกลาย พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่ไมเติมแหลงฟอสฟอรัสและ

เติมแหลงฟอสฟอรัสเชื้อมีการเจริญไมแตกตางกันนัก โดยในอาหารที่ไมเติมไดโพแทสเซียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต ใหเซลลเทากับ 6.46 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง สวนเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ใหเซลลเทากับ 6.33

กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง ในขณะเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมไดโพแทสเซียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.10, 0.15 และ 0.20 เปอรเซ็นต ใหเซลลเทากับ 6.41, 6.09 และ 6.29 กรัม

นํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 60 ชั่วโมง (ภาพที่ 12ค)

 ผลการศึกษาพบวาแหลงฟอสฟอรัสที่เหมาะสมตอการผลิตสควอลีนของยีสต

สายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 คือ ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ดังน้ัน

จึงเลือกไปใชสําหรับการทดลองในขั้นตอไป

5.2 สภาวะแวดลอม

5.2.1 พีเอชเร่ิมตนของอาหาร

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน
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ฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 และไมปรับพีเอช (พีเอช 

5.23) โดยปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.0 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร

บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา ยีสตสายพันธุ

กลายที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีพีเอชเร่ิมตน 5.0 และ 6.0 มีการสะสมสควอลีนสูง

ใกลเคียงกัน คือ 272.8 และ 279.8 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่เวลา 12

ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีพีเอชเร่ิมตน 4.5, 5.5, 6.5 และไมปรับพีเอช 

เชื้อสะสมสควอลีนเทากับ 232.8, 153.7, 256.5 และ 213.0 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง 

ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 13ก)

   สําหรับการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลายเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ปรับ

พีเอชเร่ิมตน 5.0 พบวา มีการผลิตสควอลีนสูงสุดเทากับ 1,042.0 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12

ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมปรับพีเอชและพีเอชเร่ิมตน 4.5 เชื้อผลิตสควอลีน 834.8 และ 

882.4 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชเร่ิมตน 5.5

ผลิตสควอลีน 816.1 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 60 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอช

เร่ิมตน 6.0 ผลิตสควอลีน 962.2 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง และเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี

พีเอชเร่ิมตน 6.5 ผลิตสควอลีน 907.8 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 13ข)

  เมื่อพิจารณาพีเอชเร่ิมตนของอาหารตอการเจริญของยีสตสายพันธุกลายพบวา 

การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีพีเอชเร่ิมตนสูงขึ้นการเจริญสูงขึ้นตามลําดับ โดยเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชเร่ิมตน 6.5 ซึ่งเปนพีเอชเร่ิมตนสูงสุดในการทดลองคร้ังน้ี เชื้อมีการ

เจริญสูงสุด คือ ใหเซลลเทากับ 7.22 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมปรับพีเอช และปรับพีเอชเร่ิมตน 4.5 - 6.0 ใหเซลลไมแตกตางกันมากนัก 

คือ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมปรับพีเอชใหเซลลเทากับ 6.61 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 48

ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่พีเอชเร่ิมตน 4.5 ใหเซลล 6.34 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา

36 ชั่วโมง และเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชเร่ิมตน 5.0, 5.5 และ 6.0 ใหเซลลเทากับ 6.51, 6.61

และ 6.64 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 60 ชั่วโมง และ (ภาพที่ 13ค)

จากผลการทดลองพบวายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 ที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่ปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 4.5, 5.5, 6.0, 6.5 และไมปรับพีเอช ผลิตสควอลีน

ปริมาณคอนขางใกลเคียงกัน ยกเวนในอาหารที่มีพีเอชเร่ิมตน 5.0 เทาน้ันที่เชื้อผลิตสควอลีนสูงกวา
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ภาพที่ 13 การสะสมสควอลีนในเ

พันธุกลาย RV51-UV2-

เปอรเซ็นต แอมโมเนียม

เปอรเซ็นต ปรับพีเอชเร

ปรับพีเอช (พีเอช 5.23)

ความขุน 1.0 ความเร็วก
ก

ข

12 24 36 48 60

เวลา (ชัว่โมง)

ซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

ซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05

ิ่มตนเปน 4.5 (), 5.0 (), 5.5 (), 6.0 (), 6.5 () และไม

() ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับ

ารเขยา 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ค
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พีเอชอ่ืน ๆ ซึ่งตางจากการศึกษาของอุทัยพร (2547) ที่เพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-

NTG2 ในอาหารเหลว YPD ที่มีพีเอชเร่ิมตน 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และไมปรับพีเอช (6.32) พบวา 

ยีสตสายพันธุกลายมีการสะสมสควอลีนไดตํ่าเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชในชวง 4.5 - 5.5 แตมี

การสะสมสควอลีนไดสูงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชอยูในชวง 6.0 - 6.5 และเมื่อพิจารณาการ

เจริญในการทดลองคร้ังน้ีพบวา เมื่อเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 ในอาหาร

เหลวกากนํ้าตาลที่มีพีเอชเร่ิมตนของอาหารสูงขึ้นการเจริญสูงขึ้นเปนลําดับ ซึ่งไมสอดคลองกับผล

การศึกษาของอุทัยพร (2547) ที่รายงานวายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 ที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว YPD ที่มีพีเอชเร่ิมตน 4.5 - 5.5 มีการเจริญดีกวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชเร่ิมตน

6.0 - 6.5 โดยอาหารเหลว YPD ที่มีพีเอชเร่ิมตน 5.5 มีการเจริญของเชื้อสูงสุด และจากรายงานของ 

Johnson et al. (1992) ที่ศึกษาการเจริญและการสะสมเออรกอสเตรอลใน Rhodotorula glutinis

IIP30 ที่เพาะเลี้ยงแบบเฟดแบตซในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน และมีไนโตรเจนปริมาณ

จํากัด ปรับพีเอชเทากับ 3, 4, 5 และ 6 พบวา ที่พีเอช 3 เชื้อมีการเจริญใหเซลลตํ่าสุดเทากับ 9.5 กรัม

นํ้าหนักแหงตอลิตร และมีเออรกอสเตรอลปริมาณสูงสุดเทากับ 11.7 เปอรเซ็นตของลิพิด สวนที่

พีเอช 6 พบวาใหเซลลสูงกวาคือ 15.3 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร แตกลับมีเออรกอสเตรอลตํ่าสุด คือ 

2.8 เปอรเซ็นตของลิพิด 

 ซึ่งจากผลการทดลองพบวาพีเอชเร่ิมตนของอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่ยีสตสาย

พันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 ผลิตสควอลีนไดสูงสุด คือ พีเอชเร่ิมตน 5.0 ดังน้ันจึงเลือกพีเอชน้ีไป

ใชสําหรับการทดลองในขั้นตอไป

5.2.2 ความเขมขนของเซลลเร่ิมตน

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 5.0 โดยปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับ

ความขุน 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100

รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความ

ขุน 1.5 เชื้อมีการสะสมสควอลีนสูงสุดเทากับ 515.1 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 

12 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5, 1.0 และ 2.0 เชื้อ
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สะสมสควอลีนเทากับ 160.1, 226.4 และ 344.1 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่

เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 14ก)

เมื่อพิจารณาการผลิตสควอลีนพบวายีสตสายพันธุกลายที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

เหลวกากนํ้าตาลที่มีความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.5 ผลิตสควอลีนไดสูงสุดเมื่อ

เปรียบเทียบกับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนอ่ืน ๆ โดยผลิตสควอลีนเทากับ 2,158.4 ไมโครกรัมตอ

ลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 

2.0 ผลิตสควอลีนรองลงมา คือ 1,644.7 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะ

เลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 0.5 และ 1.0 ผลิตสควอลีนเทากับ 

988.1 และ 1,091.1 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 14ข) โดยจากรายงาน

ของ Bhattacharjee et al. (2001) ที่ศึกษาการผลิตสควอลีนของ S. cerevisiae และ Torulaspora

delbrueckii โดยเตรียมกลาเชื้อดวยการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีออกซิเจนเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากน้ัน

เพาะกลาเชื้อ 1, 2, 3, 5, 10 และ 20 เปอรเซ็นตของปริมาตรอาหาร ลงในอาหารที่มีกลูโคสเปน

แหลงคารบอนและปดทับผิวหนาอาหารดวยพาราฟนหนา 1 เซนติเมตร เพื่อใหเปนสภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน และบมเปนเวลา 24 - 72 ชั่วโมง พบวา ยีสตทั้งสองสายพันธุผลิตสควอลีนสูงสุดเมื่อใช

กลาเชื้อ 5 เปอรเซ็นต โดยที่ T. delbrueckii ผลิตสควอลีนเทากับ 1.89  0.06 มิลลิกรัมตอกรัม

นํ้าหนักเซลลเปยก ที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งสูงกวา S. cerevisiae ที่ผลิตสควอลีนเพียง 1.38  0.06

มิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลเปยก ที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยคณะผูวิจัยใหเหตุผลที่ไมสามารถรายงาน

ผลเปนหนวยมิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหงไดน้ัน เน่ืองจากไมสามารถกําจัดอาหารเหลวที่มี

พาราฟนผสมอยูออกไดทั้งหมด จึงตองรายงานหนวยเปนมิลลิกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลเปยก และ

จากการทดลองพบวา เมื่อใชกลาเชื้อ 1 - 5 เปอรเซ็นตสารอาหารตาง ๆ ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อน้ัน

มีเพียงพอตอการเจริญและการผลิตสควอลีนของเชื้อในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนไดเปนอยางดี 

ในขณะที่เมื่อใชกลาเชื้อ 10 และ 20 เปอรเซ็นตน้ัน การเจริญอาจถูกยับยั้ง เน่ืองจากเชื้อตองใช

สารอาหารที่มีอยูในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนเพื่อใหยังคงรอดชีวิตอยูไดมากกวาที่จะเปนใชเปน

แหลงในการผลิตสควอลีน

 สําหรับผลของความเขมขนของเซลลเร่ิมตนตอการเจริญพบวา ถึงแมเพิ่มความ

เขมขนของเซลลเร่ิมตนใหสูงขึ้นการเจริญของยีสตสายพันธุกลายก็ไมแตกตางกันมากนัก โดยเมื่อ

ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.0, 1.5 และ 2.0 ใหเซลลเทากับ 6.36, 6.34 และ 6.48

กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 60 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อความเขมขนของเซลลเร่ิมตน
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ภาพที่ 14 การสะสมสควอลีนในเ

พันธุกลาย RV51-UV2-

เปอรเซ็นต แอมโมเนียม

เปอรเซ็นต พีเอช 5.0 ปร

ขุน 0.5 (), 1.0 (), 1

การเขยา 100 รอบตอนา
ก

ข

12 24 36 48 60

เวลา (ชัว่โมง)

ซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

ซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05

ิมาตร 200 มิลลิลิตร ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความ

.5 () และ 2.0 () ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ความเร็ว

ที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ค
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เทากับความขุน 0.5 ใหเซลลตํ่าสุด คือ 6.30 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 14ค)

จากผลการทดลองพบวาความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที่ยีสตสายพันธุกลาย 

RV51-UV2-NTG2 ผลิตสควอลีนไดสูงสุด คือ ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.5 ที่

ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ดังน้ันจึงเลือกไปใชสําหรับการทดลองในขั้นตอไป

5.2.3 อุณหภูมิ

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 5.0 โดยความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 

1.5 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 

25, 28 และ 30 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ยีสตสายพันธุกลายมีการ

สะสมสควอลีนสูงสุดเทากับ 560.0 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะ

ที่เมื่อบมที่อุณหภูมิ 28 และ 30 องศาเซลเซียส เชื้อมีการสะสมสควอลีนใกลเคียงกัน คือ 406.4 และ 

339.9 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 15ก)

สวนการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลายพบวาเมื่อบมที่อุณหภูมิ 28 องศา

เซลเซียส เชื้อผลิตสควอลีนไดสูงสุดเทากับ 2,052.2 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่

เมื่อบมที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ใหปริมาณสควอลีนใกลเคียงกัน คือ 1,691.0 และ 

1,665.5 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 15ข)

สําหรับผลของอุณหภูมิตอการเจริญพบวาเมื่อบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

ยีสตสายพันธุกลายมีการเจริญสูงสุด โดยใหเซลลเทากับ 7.98 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 60

ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อบมที่อุณหภูมิ 28 และ 30 องศาเซลเซียส ใหเซลล 6.47 กรัมนํ้าหนักแหงตอ

ลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง และ 7.56 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 60 ชั่วโมง ตามลําดับ (ภาพที่ 15ค)

เมื่อพิจารณาการเจริญของยีสตสายพันธุกลายที่เพาะเลีย้งในอาหารเหลวกาก

นํ้าตาลและบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อมีการเจริญสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิ 

28 และ 30 องศาเซลเซียส โดยสอดคลองกับการศึกษาของอุทัยพร (2547) ที่รายงานวายีสตสายพันธุ
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ภาพที่ 15 การสะสมสควอลีนในเ

พันธุกลาย RV51-UV2-

เปอรเซ็นต แอมโมเนียม

เปอรเซ็นต พีเอช 5.0 ปร

1.5 ที่ความยาวคลื่น 550

(), 28 () และ 30 (
ก

ข

12 24 36 48 60

เวลา (ชัว่โมง)

ซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

ซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05

ิมาตร 200 มิลลิลิตร ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน

นาโนเมตร ความเร็วการเขยา 100 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 25

) องศาเซลเซียส

ค
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กลาย RV51-UV2-NTG2 มีการเจริญสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YPD และบมที่อุณหภูมิ 25

องศาเซลเซียส

จากผลการทดลองพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตสควอลีนของยีสตสาย

พันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 คือ อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ดังน้ันจึงเลือกอุณหภูมิน้ีไปใช

สําหรับการทดลองในขั้นตอไป

5.2.4 ปริมาตรอาหาร

ปริมาตรอาหารมีความสัมพันธกับปริมาณออกซิเจนที่ละลายลงในอาหาร คือ 

เมื่อปริมาตรอาหารเพิ่มขึ้นทําใหพื้นที่ผิวสัมผัสของอาหารกับออกซิเจนตอปริมาตรอาหารลดลง

เปนผลใหปริมาณออกซิเจนที่ละลายลงไปในอาหารลดลงดวยเชนกัน

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 5.0 โดยใชอาหารปริมาตร 100, 150, 200 และ 250

มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 

1.5 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28

องศาเซลเซียส พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลปริมาตร 100 มิลลิลิตร เชื้อมีการ

สะสมสควอลีนสูงสุด คือ 360.6 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่

เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีปริมาตร 150, 200 และ 250 มลิลิลิตร เชื้อสะสมสควอลีนเทากับ 329.0,

337.9 และ 252.1 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 16ก)

 สวนการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 พบวาเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีปริมาตรอาหารเพิ่มขึ้นการผลิตสควอลีนลดลงตามลําดับ 

โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลปริมาตร 100 มิลลิลิตร เชื้อผลิตสควอลีนสูงสุด คือ 

1,784.9 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารปริมาตร 150 และ 200

มิลลิลิตร เชื้อผลิตสควอลีนเทากับ 1,533.1 และ 1,446.3 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 12

ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารปริมาตร 250 มิลลิลิตรผลิตสควอลีนตํ่าสุด คือ 1,378.0

ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง (ภาพที่ 16ข)
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ภาพที่ 16 การสะสมสควอลีนในเ

พันธุกลาย RV51-UV2-

เปอรเซ็นต แอมโมเนียม

เปอรเซ็นต พีเอช 5.0 โด

มิลลิลิตร ความเขมขนข

เมตร ความเร็วการเขยา 
ก

ข

6 12 18 24 30 36

เวลา (ชัว่โมง)

ซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

ซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05

ยใชอาหารปริมาตร 100 (), 150 (), 200 () และ 250 ()

องเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.5 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโน

100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส

ค
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สําหรับผลของปริมาตรอาหารที่มีตอการเจริญของยีสตสายพันธุกลายพบวา เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีปริมาตรอาหารเพิ่มขึ้นการเจริญลดลงตามลําดับ คือ เมื่อ

เพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลายในอาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหเซลลสูงสุดเทากับ 7.60 กรัม

นํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 30 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารปริมาตร 150 และ 200 มิลลิลิตร 

ใหเซลลเทากับ 7.29 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง และ 6.43 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร 

ที่เวลา 30 ชั่วโมง ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใหเซลลตํ่าสุด

คือ 6.14 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง (ภาพที่ 16ค)

จากผลการทดลองดังที่กลาวมาในขางตนแสดงวา เมื่อปริมาตรอาหารเพิ่มขึ้น

ปริมาณออกซิเจนที่ละลายลงในอาหารลดลง เปนผลใหยีสตสายพันธุกลายมีการเจริญลดลง

ตามลําดับ ซึ่งออกซิเจนนอกจากจะมีผลตอการหายใจของยีสตแลวยังมีความจําเปนสําหรับการ

สังเคราะหลิพิดที่เปนองคประกอบที่สําคัญภายในเซลลและเยื่อหุมเซลลของยีสต เชน สเตรอล

และกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว (Jahnke and Klein, 1983) ดังน้ันเมื่อมีออกซิเจนลดลง ทําใหการ

สรางสควอลีนที่เปนสารตัวกลางในการสังเคราะหเออรกอสเตรอลเพื่อเปนองคประกอบของเยื่อหุม

เซลลลดลงตามไปดวย แตอยางไรก็ตามหากมีออกซิเจนมากเกินไปการสังเคราะหเออรกอสเตรอล

จะเกิดขึ้นมากจนไมเหลือสควอลีนสะสม โดย He et al. (2000) ศึกษาการเจริญและการผลิตเออร

กอสเตรอลของยีสตลูกผสมสายพันธุ YEH-56 ที่ไดจากการผสมระหวางยีสตสายพันธุ S. cerevisiae

YE244-28-55 (a, leu) ที่ผลิตเซลลไดสูง และยีสตสายพันธุกลาย S. kluyveri YE39-16-21 (, trp) ที่

สะสมเออรกอสเตรอลไดสูง โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Yeast extract peptone dextrose (YEPD)

ที่มีอาหารปริมาตร 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร

ความเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 ชั่วโมง พบวา เมื่อ

อาหารปริมาตรเพิ่มขึ้นมวลเซลลที่ไดลดลงตามลําดับ โดยเมื่อใชอาหารปริมาตร 60 มิลลิลิตร เชื้อ

ผลิตเออรกอสเตรอลสูงสุด นอกจากน้ี Li et al. (2006) ไดทําการศึกษาผลของออกซิเจนตอการ

สะสมลิพิดภายในเซลลของ Rhodosporidium toruloides Y4 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YEPD ที่มี

ไนโตรเจนปริมาณจํากัด โดยใชอาหารปริมาตร 25, 50, 75 และ 100 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก

ขนาด 250 มิลลิลิตร ความเร็วการเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96

ชั่วโมง พบวา เมื่อใชอาหารปริมาตร 25 และ 50 มิลลิลิตร เชื้อสะสมลิพิดปริมาณใกลเคียงกัน และ

ยังพบวาเมื่อใชอาหารปริมาตรเพิ่มขึ้นการสะสมลิพิดลดลงเปนลําดับ แสดงใหเห็นวา R. toruloides

ที่จัดเปนยีสตโอลีเอจินัสที่มีลิพิดภายในเซลลสูง มีความตองการออกซิเจนเพื่อสงเสริมในกระบวน

การสังเคราะหลิพิดภายในเซลล
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เมื่อพิจารณาปริมาตรอาหารที่ทําใหมีการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลาย 

RV51-UV2-NTG2 สูงสุดคือ อาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดังน้ันจึงเลือกไปใชสําหรับการทดลอง

ในขั้นตอไป

5.2.5 ความเร็วของการเขยา

ความเร็วของการเขยามีผลตอการกวนผสมของเชื้อกับอาหารและปริมาณ

ออกซิเจน โดยเมื่อเพิ่มความเร็วของการเขยานอกจากทําใหอาหารและเชื้อผสมกันไดดีขึ้นแลว ยัง

เปนการเพิ่มปริมาณออกซิเจนที่ละลายลงไปในอาหารใหสูงขึ้นดวย

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว

กากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโมเนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน 5.0 อาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับความเขมขน

ของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน 1.5 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความ

เร็ว 70, 100, 130 และ 160 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อใชความเร็วของการ

เขยา 100 รอบตอนาที ยีสตสายพันธุกลายมีการสะสมสควอลีนสูงสุด คือ 360.6 ไมโครกรัมตอกรัม

นํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อใชความเร็วของการเขยา 70 รอบตอนาที เชื้อสะสม

สควอลีนรองลงมาเทากับ 312.1 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่

เมื่อใชความเร็วของการเขยา 130 และ 160 รอบตอนาที เชื้อสะสมสควอลีนเทากับ 284.8 และ 248.9

ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 17ก)

เมื่อพิจารณาปริมาณสควอลีนทั้งหมดที่สกัดจากเซลลยีสตที่ไดจาการเพาะเลี้ยง

ในอาหารที่ปริมาตรเทากันพบวา เมื่อเพาะเลี้ยงยีสตสายพนัธุกลายที่ความเร็วของการเขยา 100 รอบ

ตอนาที เชื้อผลิตสควอลีนสูงสุดเทากับ 1,784.9 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะเมื่อ

ใชความเร็วของการเขยา 70 รอบตอนาที ใหสควอลีนรองลงมา คือ 1,342.2 ไมโครกรัมตอลิตร ที่

เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงที่ความเร็วรอบของการเขยา 130 และ 160 รอบตอนาที เชื้อมีการ

ผลิตสควอลีนใกลเคียงกัน คือ 1,236.2 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง และ 1,242.1 ไมโคร

กรัมตอลิตร ที่เวลา 18 ชั่วโมง ตามลําดับ (ภาพที่ 17ข)
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ภาพที่ 17 การสะสมสควอลีนในเ

พันธุกลาย RV51-UV2-

เปอรเซ็นต แอมโมเนียม

เปอรเซ็นต พีเอช 5.0 ปร

1.5 ที่ความยาวคลื่น 550

160 () รอบตอนาที อุณ
ก

ข

6 12 18 24 30 36

เวลา (ชัว่โมง)

ซลล (ก) การผลิตสควอลีน (ข) และการเจริญ (ค) ของยีสตสาย

NTG2 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3

ซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05

ิมาตร 100 มิลลิลิตร ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนเทากับความขุน

นาโนเมตร ความเร็วการเขยา 70 (), 100 (), 130 () และ 

หภูมิ 28 องศาเซลเซียส

ค
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สําหรับผลความเร็วของการเขยาตอการเจริญพบวา เมื่อใชความเร็วของการเขยา 

130 รอบตอนาที ยีสตสายพันธุกลายมีการเจริญสูงสุด คือ ใหเซลล 9.77 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่

เวลา 36 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงที่ความเร็วของการเขยา 160 รอบตอนาที ใหเซลลรองลงมา คือ

9.19 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงที่ความเร็วของการเขยา 70

และ 100 รอบตอนาที ใหเซลลเทากับ 8.17 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง และ 7.60

กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 30 ชั่วโมง ตามลําดับ (ภาพที่ 17ค)

  ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา เมื่อใชความเร็วของการเขยา 100 รอบตอนาที 

ยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มีการผลิตสควอลีนสูงสุด และเมื่อใชความเร็วของการเขยา

สูงขึ้นสควอลีนลดลงเปนลําดับ ที่เปนเชนน้ีนาจะเปนเพราะการเพิ่มความเร็วของการเขยาสูงขึ้นทํา

ใหปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพิ่มสูงขึ้นดวย โดยออกซิเจนน้ันมีความจําเปนสําหรับการ

สังเคราะหสเตรอล ดังน้ันเมื่อมีออกซิเจนมาก ถึงแมจะมีการสรางสควอลีนมากแตสควอลีนสวน

ใหญถูกเปลี่ยนเปนสเตรอลอ่ืน ๆ ตอไปทําใหสควอลีนมีปริมาณลดลง แตถาเชื้อเจริญในสภาวะที่

ไมมีออกซิเจนทําใหเออรกอสเตรอลมีปริมาณตํ่าลง แตมีการสะสมสควอลีนเพิ่มสูงขึ้น (Pfisterer et

al., 1976) แตจากผลการทดลองเห็นไดวา เมื่อใชความเร็วของการเขยา 70 รอบตอนาที ซึ่งเปน

ความเร็วของการเขยาที่ตํ่าสุดของการทดลองคร้ังน้ีกลับพบวามีการผลิตสควอลีนที่ตํ่ากวาเมื่อใช

ความเร็วของการเขยา 100 รอบตอนาที ซึ่งเมื่อพิจารณาผลความเร็วของการเขยาตอการเจริญพบวา 

การเจริญที่เวลา 12 ชั่วโมงเมื่อใชความเร็วของการเขยา 70 รอบตอนาทีใหเซลลตํ่ากวาเมื่อใช

ความเร็วของการเขยา 100 รอบตอนาที ดังน้ันอาจเปนไปไดวา เมื่อเชื้อมีการเจริญตํ่าจึงเปนผลให

การสรางสควอลีนซึ่งเปนสารตัวกลางในการสังเคราะหเออรกอสเตรอลเพื่อเปนองคประกอบของ

เยื่อหุมเซลลมีปริมาณลดลงตามไปดวย ซึ่งไมสอดคลองกับ Valero et al. (2001) ที่ศึกษาถึงอิทธิพล

ของออกซิเจนในระหวางการหมักของ S. cerevisiae M330-9 ตอการสังเคราะหลิพิดภายในเซลล 

พบวา ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนน้ันมีการยับยั้งการสังเคราะหสเตรอลเกิดขึ้นเปนผลทําใหระดับ

ของเออรกอสเตรอลภายในเซลลตํ่าลง แตสงผลใหพบการสะสมสควอลีนเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งสควอลีนที่

ไดน้ีสูงกวาในการหมักในสภาวะที่มีออกซิเจนและกึ่งไมมีออกซิเจนที่ระยะเวลาการหมักเดียวกัน

   จากผลการทดลองพบวาความเร็วของการเขยาที่ทําใหยีสตสายพันธุกลาย RV51-

UV2-NTG2 มีการผลิตสควอลีนสูงสุด คือ ความเร็วของการเขยา 100 รอบตอนาที ดังน้ันจึงเลือก

ความเร็วรอบของการเขยาน้ีไปใชสําหรับการทดลองในขั้นตอไป
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6. การศึกษาผลของเทอรบินาฟนตอการสะสมสควอลีนในยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2

เทอรบินาฟน คือ ยาที่ใชตอตานเชื้อรา (antifungal) ที่ไดจากการสังเคราะหขึ้น ซึ่งมี

โครงสรางทางเคมีที่จัดอยูในกลุมของ allylamine (Novatis, 1999) โดยกลไกการตอตานเชื้อราของ

เทอรบินาฟนน้ันมีความจําเพาะเจาะจงสูงตอเอนไซม squalene epoxidase ซึ่งทําหนาที่เปลี่ยน

สควอลีนไปเปนสควอลีน-2,3-อีพอกไซดในวิถีของการสังเคราะหเออรกอสเตรอล ดังน้ันเมื่อ

เอนไซมน้ีถูกยับยั้ง ทําใหมีการสะสมสควอลีนภายในเซลลเพิ่มสูงขึ้น เปนผลใหมีเออรกอสเต

รอลลดลง (Leber, 2001) ดังน้ันเพื่อเพิ่มการผลิตสควอลีน จึงไดทดลองนําเทอรบินาฟนมาเติมลง

ในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่ใชในการเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2

จากการนํายีสตสายพันธุกลาย RV51-UV2-NTG2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีองคประกอบ

เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาในขอ 5 คือ อาหารเหลวกากนํ้าตาลที่มีนํ้าตาล 3 เปอรเซ็นต แอมโม

เนียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต และเติมเทอรบิ

นาฟน 0, 2.5, 5 และ 7.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงที่ไดจาก

การศึกษาในขอ 5 คือ ปรับพีเอชเปน 5.0 อาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของเซลล

เร่ิมตนเทากับความขุน 1.5 ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร บมในตูบมแบบเขยาที่ความเร็ว 100

รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง พบวา เมื่อเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลาย

ในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติมเทอรบินาฟน 7.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนความเขมขนสูงสุด

ของทดลองน้ี เชื้อมีการสะสมสควอลีนสูงสุดเทากับ 4,835.3 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง 

ที่เวลา 6 ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน 2.5 และ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

มีการสะสมสควอลีนใกลเคียงกัน คือ 2,592.8 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 6 ชั่วโมง 

และ 2,292.0 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง ตามลําดับ คิดเปนการสะสม

สควอลีนภายในเซลลเพิ่มขึ้นประมาณ 5 - 10 เทาของเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน

ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟนน้ัน เชื้อมีการสะสมสควอลีนตํ่าสุดเพียง 

452.9 ไมโครกรัมตอกรัมนํ้าหนักเซลลแหง ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 18ก)

จากผลการทดลองพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุกลายในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่เติม

เทอรบินาฟนทําใหเชื้อมีการสะสมสควอลีนสูงสุดที่เวลา 6 ชั่วโมง โดยการสะสมสควอลีนสูงสุดน้ี

พบในเวลาที่เร็วกวาและในปริมาณที่สูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟนอยาง

ชัดเจน ซึ่งเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน ยีสตสายพันธุกลายมกีารสะสมสควอลีน



79

สูงสุดที่เวลา 12 ชั่วโมงและสะสมสควอลีนในปริมาณที่ตํ่ากวา ทั้งน้ีเมื่อพิจารณาการเจริญของยีสต

สายพันธุกลายที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมและไมเติมเทอรบินาฟนที่เวลา 6 - 12 ชั่วโมง ซึ่งเปนชวงที่

เชื้อมีการเตรียมพรอมและเร่ิมแบงเซลลเพิ่มจํานวน จึงทําใหพบการสรางสควอลีนซึ่งเปนสาร

ตัวกลางในการสังเคราะหเออรกอสเตรอลเพื่อเปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลลปริมาณสูงขึ้น

ดังน้ันอาจเปนไปไดวา เมื่อเติมเทอรบินาฟนลงไปในอาหาร เทอรบินาฟนมีผลไปยับยั้งการทํางาน

ของเอนไซม squalene epoxidase ที่เรงการเปลี่ยนสควอลีนไปเปนสควอลีน-2,3-อีพอกไซดในวิถี

ของการสังเคราะหเออรกอสเตรอล ซึ่งเมื่อเอนไซมน้ีถูกยับยั้งจึงทําใหสควอลีนเปลี่ยนไปเปน

สควอลีน-2,3-อีพอกไซดลดลง ทําใหมีการสะสมสควอลีนภายในเซลลสูงขึ้น ในขณะที่การ

สังเคราะหเออรกอสเตรอลลดลง (Leber, 2001) ดังน้ันจึงพบวายีสตสายพันธุกลายมีการสะสม

สควอลีนสูงขึ้นอยางรวดเร็วที่เวลา 6 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อไมเติมเทอรบินาฟนลงไปในอาหารเชื้อมี

การสะสมสควอลีนสูงขึ้นที่เวลา 12 ชั่วโมงเหมือนกับที่เคยพบในการทดลองที่ผาน ๆ มา

สําหรับการผลิตสควอลีนของยีสตสายพันธุกลายเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวกากนํ้าตาลที่

เติมเทอรบินาฟน 2.5, 5 และ 7.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา เชื้อมีการผลิตสควอลีนไมแตกตาง

กันนัก โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน 2.5 และ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรมีการผลิต

สควอลีนเทากับ 10,268.1 และ 9,947.2 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน 7.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผลิตสควอลีนเทากับ 11,057.6

ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 18 ชั่วโมง คิดเปนการเพิ่มขึ้นของสควอลีนประมาณ 5 เทาของการเพาะ

เลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ไมเติมเทอรบินาฟน เชื้อมี

การผลิตสควอลีนตํ่ากวามาก คือ 2,056.3 ไมโครกรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 18ข)

เมื่อพิจารณาผลของเทอรบินาฟนตอการเจริญของยีสตสายพันธุกลายพบวา ถึงแมเพิ่ม

ความเขมขนของเทอรบินาฟนใหสูงขึ้นการเจริญไมไดลดตํ่าลงมากนัก คือ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร

ที่ไมเติมเทอรบินาฟนใหการเจริญสูงสุด คือ ใหเซลล 8.16 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 30

ชั่วโมง สวนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน 2.5 และ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใหเซลล

เทากับ 7.50 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง และ 7.85 กรัมนํ้าหนักแหงตอลิตร ที่เวลา 

30 ชั่วโมง ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมเทอรบินาฟน 7.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ซึ่งเปนความเขมขนสูงสุดของการทดลองคร้ังน้ี มีการเจริญใหเซลล 7.74 กรัมนํ้าหนัก

แหงตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง (ภาพที่ 18ค)


