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ยีสต์สะสมไขมนัเป็นทางเลือกท่ีเหมาะสมส าหรบัผลิตเชือ้เพลิงชีวภาพท่ียั่งยืน  ปัจจุบันมียีสต์ประมาณ 160 สปี

ชีสท่ี์ถูกรายงานว่าสามารถสะสมไขมนัไดม้ากกว่า 20% ของน า้หนักเซลล์แห้ง และมียีสต์เพียง 10% เท่านั้นท่ีสามารถสะสมไขมัน
ไดม้ากกว่า 50% ของน า้หนักเซลลแ์หง้ ดงันัน้ในงานวิจัยนีม้ีจุดประสงคท่ี์จะศึกษาความหลากหลายของยีสตส์ะสมไขมนัในจังหวัด
เชียงรายและเพ่ิมศักยภาพการผลิตไขมันจากยีสต์สายพันธุ์ท่ีคัดเลือกด้วยกระบวนการหมักแบบ  2 ขั้นตอน ผลการคัดแยกเชือ้
พบว่าจากดิน 22 ตัวอย่าง จากภูเขาท่ีต่างกัน ได้แก่ ดอยปุย ดอยผาฮี ้และ ภูชีฟ้้า สามารถคัดแยกยีสต์ไดท้ั้งหมด 127 ไอโซเลท 
และจัดจ าแนกยีสตโ์ดยอาศยัล าดบัเบสบริเวณ D1/D2 ของ large subunit rRNA (LSU rRNA) gene พบว่าสามารถจัดจ าแนกยีสต์
ได ้5 สปีชีส ์3 สกุล ในไฟลมัแอสโคไมโคตา ตามดว้ย 8 สปีชีส ์7 สกุล ในไฟลมัเบสิดิโอไมโคตา และมียีสต ์5 ไอโซเลท ท่ีอาจเป็นสปี
ชีส์ใหม่ ในการทดสอบความสามารถในการสะสมไขมันพบว่ามียีสต์ 78 ไอโซเลท ท่ีสามารถสะสมไขมันได้มากกว่า 20% ของ
น ้าหนักเซลล์แห้ง ในบรรดาสายพันธุ์ของยีสต์สะสมไขมัน Papiliotrema terrestris และ Papiliotrema flavescens ยังไม่เคยถูก
รายงานว่าเป็นยีสต์สะสมไขมันมาก่อน นอกจากนีย้ังไม่เคยมีสปีชีส์ไหนในสกุล Piskurozyma และ Hannaella ท่ีเป็นยีสต์สะสม
ไขมันมาก่อน ซึ่งในงานวิจัยนีพ้บว่า Hannaella sp. SWU-YGP 11-1 and Piskurozyma sp. SWU-NATP 4-12 เป็น 2 ไอโซเลท ท่ี
มีคุณสมบัติเป็นยีสต์สะสมไขมัน งานวิจัยนีพ้บว่ายีสต์ Lipomyces mesembrius SWU-NGP 14-6 สามารถผลิตไขมันสูงท่ีสุด
เท่ากับ 5.20±0.03 g/L และปริมาณเซลล์สูงท่ีสุดเท่ากับ 9.13±0.36 g/L ดังนั้น ยีสต์สายพันธุ์ L. mesembrius SWU-NGP 14-6 
จึงถูกเลือกเพ่ือปรบัปรุงการผลิตไขมนัดว้ยวิธี การหมกัแบบ 2 ขัน้ตอน ในขัน้ท่ี 1 ยีสต์ถูกเลีย้งในอาหารเหลว 2G2M เป็นระยะเวลา 
3 วนั และ ในขัน้ท่ี 2 ยีสตจ์ะถูก เลีย้งในอาหาร 6G เป็นระยะเวลา 3 วนั (D3 condition at 200 rpm) และ สามารถผลิค biomass, 
lipid production และ  lipid content เท่ากับ  22.30±0.20 g/L 7.70±0.20 g/L และ 34.60±0.90% ตามล าดับ  งานวิจัยนี้พบว่า
ตวัอย่างดินในจังหวดัเชียงรายมีความหลากหลายของยีสตส์ะสมไขมันท่ีสูง และยงัมีศกัยภาพท่ีสามารถคดัแยกและจัดจ าแนกยีสต์
สายพนัธุใ์หม่ รวมถึงยีสต์ท่ีสามารถผลิตไขมันได้สูงและการผลิตไขมนัจาก L. mesembrius ดว้ยกระบวนการหมกัแบบ 2 ขัน้ตอน
เป็นรายงานแรกและองค์ประกอบของกรดไขมันหลักท่ียีสต์ผลิตได้ประกอบไปด้วย  กรดไขมัน oleic acid และ palmitic acid ท่ี
สามารถประยุกต์ใชเ้ป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลคุณภาพสูงในแง่ของการน าประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร กรดไขมันท่ี
ยีสตผ์ลิตไดย้งัอุดมไปดว้ยกรดไขมนัท่ีจ าเป็น ไดแ้ก่ โอเมกา 3 6 และ 9 ท่ีสามารถน าไปประยุกตใ์ชเ้ป็นอาหารเสริมได ้
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Oleaginous yeast is an alternative platform for the sustainable production of oleochemicals and 

biofuels. Approximately 160 species have been reported to produce lipids over 20% of their dry weight, and only 10% 
of these species produce lipids over 50% of their dry weight. Therefore, the purpose of this research was to discover 
the diversity of oleaginous yeast in the Chiang Rai province and to enhance the production of lipids in the selected 
strain. A total of 127 yeasts were isolated from 22 samples collected from different mountainous regions of Chiang Rai 
(Doi Pui, Doi Phahee, and Phu Chee Fah). By analyzing the D1/D2 domain of the large subunit rRNA (LSU rRNA) gene 
sequences, 127 isolates were identified as five species among the genera of Ascomycota, eight species in seven 
genera of Basidiomycota, and five isolates as a potential new species. 78 of 127 isolates were oleaginous yeast, 
which accumulated lipids for more than 20% of their dry weight. Among the oleaginous species detected, 
Papiliotrema terrestris and Papiliotrema flavescens have never been reported as oleaginous yeasts before. Also, 
none of the species in the genera Piskurozyma and Hannaella were found to be oleaginous yeast. For five isolates as 
potential new species had two isolates revealed oleaginous yeasts, Hannaella sp. SWU-YGP 11-1 and Piskurozyma 
sp. SWU-NATP 4-12. Based on the cellular lipid content determination, Lipomyces mesembrius SWU-NGP 14-6 
revealed the highest lipid quantity at 5.20 ± 0.03 g/ L and a highest biomass production of 9.13±0.36 g/L. Therefore, 
this strain was selected to improve lipid production by the two-stage fermentation. In the first stage, L. mesembrius 
SWU-NGP 14-6 was grown on 2G2M medium for three days, and in the second stage, it was grown on 6% glucose for 
three days (D3 condition at 200 rpm) and produced the highest biomass, lipid production and lipid content of 
22.30±0.20 g/L, 7.70±0.20 g/L and 34.60±0.90% of dry cell weight, respectively. The research investigated that the 
soil of Chiang Rai province had a high diversity of oleaginous yeast, a potential source of novel species, and high lipid 
production strains. The first report of lipid production by L. mesembrius with two-stage fermentation, and the main 
fatty acid composition of this strain includes oleic acid and palmitic acid, which have properties that make them useful 
as raw materials for producing high-quality biodiesel. Additionally, this yeast strain produces essential fatty acids 
such as omega 3, 6, and 9 that can be utilized as supplements in food applications.  
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บทท่ี 1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
ปัจจุบันความตอ้งการพลังงานทางเลือกชีวภาพ (green bio-based energy) มีแนวโนม้

สงูขึน้ ประกอบไปดว้ย พลังานชีวภาพ ไดแ้ก่ ไบโอดีเซล รวมถึง การประยุกตใ์ชเ้ทคโนโลยีชีวภาพ
ที่เกี่ยวขอ้งกับน า้มันหลายอย่าง(1, 2) ส่งผลใหม้ีความตอ้งการวตัถุดิบในการผลิตเชือ้เพลิงชีวภาพ
สูงขึน้ เช่น พืชน ้ามัน เป็นตน้ (3) อย่างไรก็ตาม ความตอ้งการน า้มันที่เพิ่มขึน้อาจท าให้ราคาพืช
อาหารสูงขึน้ โดยน ้ามันที่ได้จากพืชจัดเป็นวัตถุดิบที่ไม่ยั่ งยืนส าหรับผลิตเชื ้อเพลิงชีวภ าพ 
เนื่องจากพืชเหล่านีย้ังสามารถน าไปใชเ้ป็นอาหารส าหรบับริโภคไดอี้กดว้ย ท าใหม้ีความตอ้งการ
ทางการตลาดที่สูง(4, 5) โดยไม่สามารถควบคุมราคาที่ผันผวนได ้เมื่อพืชน า้มันมีปริมาณนอ้ยกว่า
ความตอ้งการในทอ้งตลาด ก็จะส่งผลใหร้าคาของพลังานรวมถึงอาหารเพิ่มสงูขึน้ ในทางกลับกัน
เมื่อพืชน ้ามันมีปริมาณมากกว่าความต้องการในท้องตลาดก็ส่งผลให้ราคาพืชน ้ามันตกต ่า 
เกษตรกรขาดรายได้ไม่คุ้มกับเงินที่ลงทุน เป็นต้น ดังนั้นการหาวัตถุดิบส าหรบัใช้เป็นพลังงาน
ทางเลือกที่ยั่งยืน จะช่วยบรรเทาปัญหาที่เกิดจากความตอ้งการพลังงานชีวภาพจากพืชน า้มนัใน
ทอ้งตลาดได ้ซึ่ง 1 ใน วตัถุดิบส าหรบัผลิตเชือ้เพลิงชีวภาพ น า้มนัเซลลเ์ดี่ยว หรือ single cell oil 
(SCO) ที่ผลิตไดจ้ากยีสตส์ะสมไขมนั (oleaginous yeast) มีศกัยภาพที่จะใชผ้ลิตเชือ้เพลิงชีวภาพ
แทนพืชน า้มนัได ้(1, 6-8)  

ยีสตส์ะสมไขมัน มีความสามารถในการสะสมไขมันไดม้ากกว่ารอ้ยละ 20 ของน า้หนัก
เซลล์(9) ซึ่งยีสตเ์หล่านีม้ีแนวโนม้ทีจ่ะถกูใชเ้ป็นวตัถดุิบส าหรบัผลิตเชือ้เพลิงชวีภาพ หรือ ไบโอดีเซล 
ได ้เนื่องจากองคป์ระกอบของกรดไขมันที่ยีสตเ์หล่านีผ้ลิตมีความคลา้ยคลึงกับองคป์ระกอบของ
น า้มันจากพืช (10) โดยทั่วไปยีสต์เหล่านี ้จะสะสมไขมันภายใต้สภาวะที่มีแหล่งไนโตรเจนจ ากัด 
(nitrogen-limited condition) ที่มีค่าอัตราส่วนของแหล่งคารบ์อนต่อแหล่งไนโตรเจนที่สูง (high 
C/N ratio) ปัจจุบนัมียีสตเ์พียง 11% จาก 1,600 สายพนัธุ์ ที่มีคณุสมบตัิเป็นยีสตส์ะสมไขมนั(10-12) 
ซึ่ งประกอบไปด้วย ยีสต์ 32 สกุล  ใน ไฟลัม Basidiomycota ได้แก่  Cutaneotrichosporon 
curvatum, Rhodosporidiobolus fluvialis, Rhodotorula toruloides, Rhodotorula glutinis 
และ Sporidiobolus อีก 27 สกุล ใน ไฟลัม Ascomycota ได้แก่ Candida tropicalis, Candida 
utilis, Kodamaea ohmeri, Lipomyces starkeyi, Lipomyces lipofer แ ล ะ  Yarrowia 
lipolytica(12) 
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 ปัจจุบันยีสต์สกุล Lipomyces หลายสปีชีส ์เป็นที่ยอมรบัเนื่องจากมีศักยภาพในการ
ผลิตและสะสมไขมันไดม้ากกว่ารอ้ยละ 60 ของน า้หนักเซลล์ และยังสามารถใช้แหล่งอาหารได้
หลากหลาย(13-15) โดยส่วนมากยีสตใ์นสกุล Lipomyces สามารถคัดแยกไดจ้ากดินตามธรรมชาติ
(16-18) ดินถือเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยของยีสต์ในสภาพแวดล้อมใต้ดิน สายพันธุ์ยีสต์ในดินมีความ
แตกต่างทางอนุกรมวิธานจากสายพันธุย์ีสตท์ี่พบอยู่เหนือพืน้ดินหรือผิวดิน โดยยีสตเ์หล่านีไ้ดท้ า
การปรบัตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้มที่หลากหลายตามพืน้ที่อาศยัในแหล่งธรรมชาติ(19) รวมถึงยีสต์
ที่มีความสามารถในการสะสมไขมนัไดส้งูก็สามารถคดัแยกไดจ้ากดิน ดังนั้นการคัดแยกยีสตจ์าก
ดินสามารถเพิ่มโอกาสในการหายีสตส์ายพันธุ์ใหม่ (novel yeast species) และ ยีสตส์ะสมไขมัน
สายพนัธุใ์หม่ (novel oleaginous yeast species) ไดอี้กดว้ย  
ในประเทศไทยมีหลายรายงานเกี่ยวกับการค้นพบยีสต์สะสมไขมันสายพันธุ์ใหม่ เช่น Pichia 
manshurica, Rh. fluvialis, Rhodotorula sphaerocarpa แ ล ะ  Saitozyma podzolica(20-22)

อย่างไรก็ตามความสามารถในการผลิตไขมันของยีสตจ์ะขึน้อยู่กับสายพันธุ์ ไม่ไดข้ึน้อยู่กับสกุล
หรือสปีชีส ์(20, 21, 23, 24) ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงมีความสนใจในการคัดแยกและจัดจ าแนกยีสตส์ะสม
ไขมนัสายพนัธุ์ใหม่ๆ รวมถึงคดัเลือกยีสตส์ะสมไขมันไดส้งู เพื่อน าไปประยุกตใ์ชใ้นการผลิตไขมัน 
กระบวนการผลิตไขมันแบบ 2 ขัน้ตอน (two-stage fermentation) เป็นกระบวนการที่ช่วยส่งเสริม
และเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตและสะสมไขมันของยีสตจ์ะสมไขมัน (25, 26) โดยในขั้นแรก (first 
stage) ยีสตจ์ะถูกเลีย้งในอาหารที่มีค่าอตัราส่วน C/N ที่ต  ่า (nitrogen rich medium) เพื่อส่งเสริม
ใหย้ีสตใ์ชส้ารอาหารส าหรบัการเพิ่มจ านวนใหไ้ดป้ริมาณมาก จากนั้นเซลลย์ีสตท์ั้งหมดที่ไดจ้าก
การเพาะเลี ้ยงขั้นแรกจะถูกถ่ายลงในอาหารที่มีค่าอัตราส่วน C/N ที่สูง (nitrogen-limited 
medium) เพื่อส่งเสริมใหย้ีสตใ์ชส้ารอาหารส าหรบัการผลิตและสะสมไขมนั(27-29)  

ดังนั้นจุดมุ่งหมายของการศึกษานี้ คือ เพื่อคัดแยกและจัดจ าแนกสายพันธุ์ยีสตส์ะสม
ไขมัน โดยคัดแยกตัวอย่างยีสต์จากดินป่าบนภูเขาทางภาคเหนือของประเทศไทย และประเมิน
คุณภาพการสะสมไขมันของยีสต์ อีกทั้งคัดเลือกหายีสต์สายพันธุ์ตัวแทนเพื่อน าไปพันฒนา
ความสามารถในการสะสมไขมนัดว้ยวิธีการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน (two-stage fermentation) 
รวมถึงศึกษาองคป์ระกอบของกรดไขมนัที่ยีสตผ์ลิตได ้
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วัตถุประสงคข์องงานวิจยั 

1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของยีสตส์ะสมไขมนัที่คัดแยกไดจ้ากตวัอย่างดิน จงัหวัด
เชียงราย 

2. เพื่อพฒันากระบวนการผลิตไขมนัจากยีสตส์ะสมไขมนัที่คดัเลือก 

ขอบเขตของงานวิจัย 
ศึกษาความหลากหลายของยีสตส์ะสมไขมันที่คัดเลือกได้จากตัวอย่างดินในจังหวัด

เชียงรายท าการคดัเลือกยีสตท์ี่แยกไดจ้ากตัวอย่างดิน 2 ขั้นตอน คือศึกษาการสะสมไขมนัภายใน
ยีสต์เซลล์ด้วยการท า wet mount และย้อมสี Nile Red และส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ 
ฟลอูอเรสเซนต ์จากนัน้ศึกษาการผลิตไขมันโดยเพาะเลีย้งเชือ้ในระดับฟลาสก์แลว้สกดัไขมันที่ได้
จากเซลลย์ีสตเ์พื่อวิเคราะหห์าปริมาณไขมันทั้งหมดที่ผลิตได ้และจัดจ าแนกยีสต์สะสมไขมันที่
คัดเลือกไดโ้ดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดว้ยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทดบ์ริเวณ 
D1/D2 domain ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene จากนั้นน ายีสต์ที่คัดเลือกได้ว่ามี
ศกัยภาพสงูที่สุดในการผลิตไขมันไปศึกษาผลของแหล่งคารบ์อนที่มีต่อการผลิตไขมนัดว้ยวิธีการ
เพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอน โดยจะวิเคราะหป์ริมาณของน า้หนกัเซลลแ์หง้และปริมาณของไขมันที่
เชือ้สามารถผลิตได ้อีกทัง้ยงัวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของกรดไขมนัที่เชือ้สามารถผลิตได ้

ประโยชนท่ี์คาดว่าจะได้รับ 
1. ไดข้อ้มูลความหลากหลายของยีสตส์ะสมไขมันสายพันธุไ์ทยที่มีความสามารถในการ

สะสมไขมนั ที่คดัแยกไดจ้ากตวัอย่างดินในจงัหวดัเชียงราย 
2. แหล่งน ้ามันทางเลือกจากจุลินทรีย์เพื่อการพัฒนาในอุตสาหกรรมน ้ามันหรือ

ผลิตภณัฑอ์าหารเสริม 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

1. ประวัติและความเป็นมาของยีสตส์ะสมไขมัน  
จุลินทรีย์ (microorganisms) ทั่วไป ไม่ว่าจะเป็น แบคทีเรีย (bacteria), ยีสต์ (yeast) 

หรือ รา (mold) มักจะสามารถสะสมไขมันได้ประมาณ รอ้ยละ 6 ถึง 8 ของน ้าหนักเซลล์(30) แต่
จุลินทรียบ์างประเภท ไม่ว่าจะเป็น ยูคาริโอต (eukaryotic microorganism) เช่น ยีสต์, รา และ 
สาหร่าย รวมถึง โพคาริโอต (prokaryote microorganism) ได้แก่ แบคทีเรีย จะสามารถสะสม
ไขมนัภายในเซลลไ์ดม้ากกว่ารอ้ยละ 20 ของน า้หนักเซลล ์จุลินทรียเ์หล่านีจ้ะถูกเรียกว่า จุลินทรีย์
ที่มีความสามารถในการสะสมไขมันไดสู้ง (oleaginous microorganism) โดย รูปแบบของไขมัน 
หรือ ลิพิด ที่จุลินทรียเ์หล่านีส้รา้งขึน้จะรูปในรูปของ ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) จะถูก
เก็บไวภ้ายในลิพิดบอดี (lipid body) หรือ บางครัง้ก็สามารถเรียกว่า lipid droplet ที่เก็บไวภ้ายใน
เซลลไ์ดเ้ช่นกัน โดยหนา้ที่ของออแกเนลเหล่านี ้จะช่วยเป็นแหล่งคารบ์อน (carbon) หรือ แหล่ง
พลงังานส ารอง (energy storage) ใหก้บัเซลลใ์นสภาวะแวดลอ้มที่ขาดสารอาหาร(31)  

น า้มนัจุลินทรีย ์(microbial oils) หรือ บางครัง้ก็ถูกเรียกว่า น า้มนัเซลลเ์ดี่ยว (single cell 
oils: SCOs) ที่ผลิตไดจ้ากจุลินทรียส์ะสมไขมัน ซึ่งน า้มันเหล่านีไ้ม่เพียงเป็นแหล่งน า้มันส าหรบั
การผลิตเชือ้เพลิงชีวภาพเท่านัน้ แต่ยังเป็นแหล่งอาหารของมนุษยแ์ละสัตวด์ว้ย ยีสตส์ะสมไขมัน 
(oleaginous yeast) มกัถูกรายงานว่ามีศกัยภาพในการผลิตไขมนัในเชิงพาณิชยม์ากกว่าจุลินทรีย์
สะสมไขมนัชนิดอ่ืน เนื่องจาก เจริญเติบโตไดเ้ร็ว, มีปริมาณไขมนัในเซลลท์ี่สงู (lipid content) และ 
การขยายระดับการผลิตท าไดง้่าย กระบวนการผลิตไขมันจากยีสตถ์ูก อีกทัง้องคป์ระกอบของกรด
ไขมนัที่ผลิตไดย้งัมีความคลา้ยคลึงกบัองคป์ระกอบของกรดไขมนัที่ผลิตไดจ้ากพืช(12)  

การค้นพบยีสต์สะสมไขมันครัง้แรกถูกรายงานในปี ค.ศ. 1878 โดย  Nägeli C และ 
Loew O(32) ใ น ปี  ค .ศ .  1895 ยี ส ต์  Torula pulcherrima (ชื่ อ ปั จ จุ บั น : Metschnikowia 
pulcherrima) ถูกคน้พบว่าสามารถสรา้ง oil droplets(33) ในปี ค.ศ. 1973 เริ่มมีโรงงานในประเทศ
เยอรมนั เริ่มผลิตยีสตไ์ขมนัในระดบัอุตสาหกรรม โดยมีค่า lipid content ประมาณ 20% ถึง 30% 
ของน า้หนักเซลล ์และ พบว่ายีสต ์M. reukaufii ที่สามารถเจริญในอาหารที่มีโมลาส (molasses) 
และ เวย์ (whey) โดยมีค่า lipid content เท่ากับ 25.3% ของน า้หนักเซลล ์ในไม่กี่ปีต่อมา หลาย
โรงงานในประเทศเยอรมนั ไดท้ าการเพาะเลีย้งยีสต ์Geotrichum candidum (มีค่า lipid content 
% เท่ า กั บ  20% ข อ งน ้ า ห นั ก เซ ล ล์ ) พ บ ว่า ให้ ผ ล ผ ลิ ต ไข มั น  ได้  60 ตั น /ปี  โด ย ใ ช ้ 
เวย ์(whey) (ซึ่งมูลค่าของเวยใ์นสมัยนัน้ไม่มีมีราคาแพงเหมือนในปัจจุบัน คนในสมยัก่อนคิดว่า
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เวย์เป็นกากเสียเหลือทิ ้งจากอุตสาหกรรมนม) และ มวลชีวภาพลิกโนเซลลูโลส ไฮโดรไลเซต 
llignocellulose hydrolysate) โดยอตุสาหกรรมที่ใชย้ีสตใ์นการผลิตไขมันในประเทศเยอรมัน ช่วง 
ปลายปี ค.ศ. 1800s ถึง ต้นปี ค.ศ. 1900s จะเป็นในช่วงที่มีสงครามโลกครั้งที่ 1 และ 2 จะใช ้
ไขมันที่ไดใ้นการด ารงชีวิต เป็นอาหารส าหรบัคนและสัตว ์รวมถึงเป็นเชือ้เพลิง (34, 35) หลังจากจบ
สงครามโลกครัง้ที่ 2 หลายทศวรรษต่อมา ไดม้ีการสรา้งถงัหมกัแบบกวน (stirrer bioreactor tank) 
ซึ่งน าไปสู่ความก้าวหนา้ของการผลิตไขมันจากยีสต ์ในปี ค.ศ. 1971 มีการวิจยัและพัฒนา ยีสต ์
Yarrowia lipolytica ซึ่งเป็นยีสต์ที่มีศักยภาพในการผลิตไขมัน ส าหรบัผลิต Single cell protein 
(SCP) รวมถึง Cocoa butter equivalent: CBE (เป็นไขมนัที่ยีสตผ์ลิตไดโ้ดยมีองคป์ระกอบคลา้ย
กบัไขมนัจากตน้โกโก)้ สามารถผลิตไดถ้ึง 100,000 ตนั/ปี ส าหรบั SCP และ 10,000 ตนั/ปี ส าหรบั 
CBE โดยใชถ้งัหมกัแบบอตุสาหกรรมในการเพาะเลีย้ง (12, 36)  

ในช่วงปี ค.ศ. 1990 – 2000 ความรู้และเทคโนโลยีเกี่ยวกับการปรับปรุงพันธุกรรม 
(genetic engineering) มีการเติบโตแบบก้าวกระโดดและถูกน ามาใช้ในการปรบัปรุงสายพันธุ์
ยีสตส์ะสมไขมนั Yarrowia lipolytica ใหม้ีความสามารถในการผลิตไขมนัไดส้งู เท่ากับรอ้ยละ 35 
ของน ้าหนักเซลลแ์ห้ง อีกทั้งสามารถปรับปรุงให้ยีสต์สร้างกรดไขมัน eicosapentaenoic acid 
(EPA, C20:5 ) โดยมี ป ริมาณ ถึ งร้อยละ  15 ของไขมันทั้ งหมดที่ ผ ลิต ได้  ซึ่ งก รด ไขมัน  
eicosapentaenoic เป็น 1 ใน 4 ของกรดไขมันที่จ าเป็น ที่สามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรีย ์โดยกรด
ไขมันชนิดนีถู้กผลิตโดยบริษัท  CPKelco (Atlanta, USA) ซึ่งถูกใชส้  าหรบัเป็นอาหารเสริมส าหรบั
คน และ เป็นอาหารส าหรบัเลีย้งปลาแซลมอน เพื่อส่งเสริมใหต้วัปลาสะสมกรดไขมันที่จ าเป็นใน
ร่างกาย อย่างไรก็ตาม กรดไขมัน eicosapentaenoic ถูกรบัรองความปลอดภัยจาก Generally 
Recognized As Safe (GRAS) by the U.S. Food and Drug Administration (GRN00035)  
อย่างไรก็ตามก้มีค  าวิจารณ์ จากผูบ้ริโภคที่พบสารตกคา้งเช่น เฮกเซน (hexane) และ กรดไขมัน
ชนิดนีถู้กผลิตจากสิ่งมีชีวิตที่ถูกดดัแปลงพนัธุกรรม (GMO)(37)  

เมื่อเขา้สู่การวิจยัในศตวรรษที่ 21 มีความพยายามอย่างมากในการพฒันาสายพนัธุย์ีสต์
เพื่อใชใ้นการผลิตเชือ้เพลิงทางชีวภาพเพื่อใชท้ดแทนน า้มันปาลม์และน า้มันถั่วเหลือง อย่างไรก็
ตามยีสตส์ะสมไขมันยงัไม่ไดร้บัความสนใจเท่าที่ควร เนื่องจากยังมีปัญหาดา้นของแหล่งอาหาร
และค่าใช้จ่ายในการเพาะเลีย้งที่สูง แต่ในปี ค.ศ. 2010 ยีสต์สะสมไขมันถูกเสนอให้ใช้ในการ
ผลิตไบโอดีเซล จึงเป็นผลใหเ้กิดการผลกัดนังานวิจยัเกี่ยวกับน า้มนัที่ผลิตไดจ้ากยีสตส์ะสมไขมัน 
โดย ยีสต์สะสมไขมัน Y. lipolytica ถูกน ามาใช้เป็นเครื่องมือทางพันธุกรรม (genetic tools) 
ส าหรบัการศึกษาการผลิตไขมัน เนื่องจาก มีการศึกษาจีโนมทั้งหมดของยีสตส์ายพันธุ์นี ้รางาน
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ของ Huang XF และคณะ (2018) พบว่า ยีสตส์ะสมไขมัน Y. lipolytica ที่ถูกปรบัปรุงพันธุกรรม 
สามารถผลิตน ้ามันโดยปล่อยออกนอกเซลล์สู่อาหารเหลว acetate ที่ใช้ในการเพาะเลีย้ง เมื่อ
เพาะเลี ้ยงร่วมกันกับ C. oleaginosus(38) รายงานของ Ledesma-Amaro R และคณะ (2016) 
พบว่า พบว่า ยีสตส์ะสมไขมนั Y. lipolytica ที่ถูกปรบัปรุงพนัธุกรรม สามารถผลิตไขมนัไดสู้งที่สุด 
โดยมีค่า lipid content (%) เท่ากับ 120.4% ของน า้หนักเซลล์(39) รายงานของ Qiao K และคณะ 
(2017) พบว่า ยีสตส์ะสมไขมนั Y. lipolytica ที่ถูกปรบัปรุงพันธุกรรม สามารถผลิตไขมนัโดยมีค่า 
lipid productivity เท่ า กั บ  1.2 g/L/h โด ย ก ร ะ บ ว น ก า ร ห มั ก แ บ บ กึ่ ง ก ะ  (fed-batch 
fermentation)(40)  เป็นตน้ 

2. กระบวนการสังเคราะหไ์ขมันของยีสตส์ะสมไขมันภายใตส้ภาวะแหล่งไนโตรเจนจ ากดั  
กระบวนการสะสมไขมันเป็นกระบวนการพืน้ฐานของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด แต่จุลินทรีย์ที่

สามารถผลิตและสะสมไขมันได้มากกว่า 20% ของน ้าหนักเซลล์แห้ง จะถูกเรียกจุลินทรีย์ที่
สามารถผลิตและสะสมไขมันได้สูง (oleaginous microorganisms) โดยความพิเศษของยีสต์
สะสมไขมัน (oleaginous yeast) มีกลไกในการสรา้งไขมันในยีสตส์ะสมไขมัน คือ de novo fatty 
acid biosynthesis pathway จะอาศัยการสะสมซิเทรต (citrate) ที่เกิดในวฏัจักรเครบส ์(Krebs’s 
cycle) ภายในไมโทคอนเดรีย (Mithochondria) เป็นสารตั้งต้นหลักในผลิตไตรเอซิลกลีเซอรอล 
(triacylglycerol) คือ มีเอนไซมท์ี่ส  าคญัในกระการสังเคราะหไ์ขมัน คือ AMP-deaminase ซึ่งยีสต์
ทั่วไปไม่มีเอนไซมช์นิดนี ้โดย เอนไซมช์นิดนนีจ้ะท างานงานก็ต่อเมื่อยีสต ์อยู่ในสภาวะที่ปริมาณ
ของแหล่งไนโตรเจนที่จ ากดั จ ากดั (nitrogen limited condition) แต่มีปริมาณของแหล่งคารบ์อนที่
เพียงพอ 

เริ่มจากในสภาวะที่มีปริมาณของแหล่งไนโตรเจนจ ากัด (nitrogen limited condition) 
จะไปกระตุ้น เอนไซม์ อะดี โนซีนโมโนฟอสเฟตดีอะมิ เนส (adenosine Monophosphate 
deaminase; AMP-deaminase) ท าใหล้ดปริมาณของ AMP ในไมโทครอนเดรีย และเมื่อปริมาณ 
AMP ลดลง AMP- deaminase จะเปลี่ยนไปเป็น    อิโนซีนโมโนฟอสเฟตดีอะมิเนส ( Inosine 
monophosphate deaminase; IMP-deaminase) และ แอมโมเนีย (ammonia) โดยแอมโมเนีย 
จะใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนส ารองของเซลลย์ีสตใ์นสภาวะที่แหล่งไนโตรเจนจ ากัด ซึ่งเอนไซม ์IMP-
deaminase ไป ยั บ ยั้ งก า รท างาน ของ เอน ไซม์  ไอ โซ ซิ เท รต ดี ไฮ โด รจี เน ส  ( isocitrate 
dehydrogenase) ซึ่งท าหนา้ที่ในการเปลี่ยน ไอโซซิเทรต (Isocitrate) ไปเป็น แอลฟา-คีโต กลูตา
เรท (α-ketoglutarate) ใน Krebs’s cycle จึงท าให้ isocitrate ไม่สามารถเปลี่ยนไปเป็น α-
Ketoglutarate ได้และ isocitrate ถูกเอนไซม์ อะโคนิเทส (aconitase) เปลี่ยนไปเป็น ซิ เทรต 
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(citrate) จนกระทั่งมีปริมาณ citrate สะสมภายในไมโทคอนเดรียจ านวนมากและถูกน าออกไปสู่ 
ไซโทพลาสซึมผ่าน ซิเทรต -มาเลต ทรานสโลเคส (citrate-malate translocase) หลังจากนั้น 
citrate จะถูกเอนไซม ์เอทีพี-ซิเทรต ไลเอส (ATP-citrate lyase) ย่อยกลายเป็น ออกซาโลแอซิเตต 
(oxaloacetate) และ อะซิทิล-โค-เอ (acetyl CoA) จากนั้น acetyl CoA จะเปลี่ยนไปเป็น เอซิล-
โค -เอ  (acyl CoA) แล้วจ ะ ไป รวมกับ กลี เซ อ รอลดี ไฮ -ไต ร -ฟอส เฟ ต  (glyceraldehyde 
triphosphate; G3P) ด้วย เอน ไซม์  ก ลี เซอ รอลดี ไฮ -ไต ร -ฟอส เฟต  เอซิ ลท ราน เฟอ เรส 
(glyceraldehyde triphosphate acyltransferase) กลายไป เป็ น  ไล โซฟอสฟาติดิ ก  แอซิ ด 
(lysophosphatidic acid) จากนั้น lysophosphatidic acid ก็จะรวมกับ acyl CoA ด้วยเอนไซม ์
เอซิล  กลี เซอรอลดี ไฮ -ไตร-ฟอสเฟต เอซิลทราน เฟอเรส (glyceraldehyde triphosphate 
acyltransferase) เป็น ฟอสฟาทิดิก แอซิด (phosphatidic acid) จากนัน้ phosphatidic acid จะ
ถูกเอนไซม ์ฟอสฟาทิดิก แอซิด ฟอสฟาเทส (phosphatidic acid phosphatase) เปลี่ยนไปเป็น 
ได เอซิ ลกลี เซอรอล  (diacylglycerol) จากนั้นจะมี  aceyl CoA มารวมด้วย โดย เอนไซม ์ 
ไดกลีเซอไรด์ เอซิลทรานเฟอเรส (diglyceride acyl transferase) จนกลายเป็น ไตรเอซิล - 
กลีเซอรอล (triacylglycerol) จากนั้นก็จะมีการต่อสายของไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) 
อย่างต่อเนื่อง จนสิน้สุดโดยมีจ านวนคารบ์อนในสายของกรดไขมันเท่ากับ 16 ถึง 18 อะตอม 
สะสมภายในลิพิดบอดีของยีสตส์ะสมไขมนั(1) ดงัแสดงในภาพประกอบ 1 
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3. สายพันธุข์องยสีตส์ะสมไขมันท่ีโดดเด่น 
ปัจจุบันมี ยีสต์เพี ยง 160 สปีชีส์ จากทั้ งหมด 1,600 สปีชีส์ (well-known 

species) ที่มีความสามารถในการสะสมไขมนัไดม้ากกว่ารอ้ยละ 20 ของน า้หนกัเซลล ์หรือ มีเพียง
แค่รอ้ยละ 10 เท่านั้นที่เป็นยีสตส์ะสมไขมัน โดยสปีชีสข์องยีสตส์ะสมไขมันที่เคยมีรายงานว่ามี
ศักยภาพในการผลิตและสะสมไขมันได้สูง ประกอบไปด้วย Y. lipolytica, R. toruloides,  
C. oleaginosus, L. starkeyi และ R. glutini เป็นต้น ซึ่งบางสายพันธุ์ของยีสต์เหล่านี ้สามารถ
สะสมไขมนัไดม้ากกว่ารอ้ยละ 50 ของน า้หนกัเซลล ์โดยยีสตส์ะสมไขมนัที่โดดเด่นและมีแนวโนม้ที่
จะสามารถน าไปใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล  

3.1. Yarrowia lipolytica  
ยีสต์ Yarrowia lipolytica โดยมีชื่ อก่อนหน้านี ้  ได้แก่  Candida lipolytica, 

Saccharomycopsis lipolytica และ Endomycopsis lipolytica(41) โดยยีสต์สายพันธุ์นีส้ามารถ
คน้พบไดใ้นธรรมชาติที่หลากหลาย อย่างไรก็ตามเป็นที่รูก้ันโดยทั่วไป Y. lipolytica มกัจะพบใน
ผลิตภณัฑ ์พวกไขมนั, แหล่งอาหารที่อดุมไปดว้ยโปรตีน หรือ ผลิตภณัฑท์ี่ท าจากนม เช่น ชีส เป็น
ตน้(42) โดยความสามารถของยีสต ์Y. lipolytica ที่ต่างจากยีสตส์ะสมไขมนัชนิดอ่ืนคือ สามารถที่
จะใชส้ารตั้งตน้ที่เป็นสารจ าพวกไม่ชอบน า้ (hydrophobic substrate) เช่น น ้ามัน หรือ ไขมันใน
ระบบบ าบัดน ้าเสีย เป็นต้น โดยผ่านกระบวนการ ex novo fatty acid biosynthesis pathway 
อย่างไรก็ตามมีบางสายพันธุ์ เท่ านั้นของ Y. lipolytica ที่ สามารถใช้ de novo fatty acid 
biosynthesis pathway ในการสะสมไขมนัไดม้ากกว่ารอ้ยละ 20 ของน า้หนกัเซลล์(43) ในสภาวะที่
มีแหล่งไนโตรเจนจ ากัด  (nitrogen-limited condition) ยีสต์ Y. lipolytica ถูกรายงานว่าไม่
สามารถใชแ้หล่งคารบ์อนไดบ้างประเภท เช่น galactose, sucrose, starch (แป้ง) และ Inulin เป็น
ตน้(44) อย่างไรก็ตามเมื่อถูกเลีย้งในอาหารที่มีแหล่งคารบ์อนเป็นน า้ตาลกลูโคส (glucose) หรือ 
แหล่งคารบ์อนที่มีองค์ประกอบใกล้เคียง ยีสต์ Y. lipolytica จะสามารถสะสมไขมันจ าพวก 
linoleic acid (โอเมกา 6) และ alpha-linoleic acid (โอเมกา 3, 6 และ 9) ได้ปริมาณสูง ซึ่งเป็น
กรดไขมนัที่จ าเป็นต่อร่างกาย อย่างไรก็ตามปริมาณของกรดไขมนั oleic acid จะลดลง (43, 45) และ
ยังมีอีกหลายงานวิจัยที่ปรบัปรุงพันธุกรรมของยีสต ์Y. lipolytica ใหส้ามารถผลิตไขมันไดสู้งถึง 
70% น า้หนกัเซลลแ์หง้(12) 

3.2. Rhodotorula toruloides 
ยีสต์ Rhodotorula toruloides ถูกค้นพบครัง้แรกในปี ค.ศ. 1944 ซึ่งยีสต์สาย

พั น ธุ์ นี ้ เ ค ย ถู ก เ รี ย ก ว่ า  Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula rubescens ห รื อ 
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Rhodotorula gracilis ซึ่งยีสต ์R. toruloides เป็นที่รูจ้กักนัดีเนื่องจากมีความสามารถในการผลิต
ไขมันได้สูงรวมถึง แคโรทีนอยด์ (carotenoid) และ เอนไซม์ต่างๆ ลักษณะเด่นของยีสต ์ 
R. toruloides คือมีโคโลนีเป็นสีแดง เนื่องจากสามารถผลิต carotenoid ได ้โดยสายพนัธุต์วัแทนที่
สามารถผลิตไขมันไดม้ากกว่ารอ้ยละ 25 ของน า้หนักเซลลไ์ดแ้ก่ R. toruloides DSM 4444 และ 
R. toruloides AS 2.1389 ยีสต ์R. toruloides สามารถใชแ้หล่งคารบ์อนไดห้ลากหลาย ไม่ว่าจะ
เป็น น ้าตาลโมเลกุลเดี่ยว (monsaccaharide) หรือ สารในกลุ่มให้ความหวานแทนน ้าตาล 
(polyols) รวมถึงยังสามารถใชก้ลีเซอรอล (glycerol) เป็นแหล่งคารบ์อนไดอี้กดว้ย รายงานของ 
Bommareddy RR และคณะ (2015) พบว่า เมื่ อใช้กลี เซอรอลดิบ (crude glycerol) ในการ
เพาะเลี ้ยง R. toruloides สามารถผลิตไขมันได้สูง โดยมีค่า lipid yield เท่ากับ 0.27 g/g(46) 
อย่างไรก็ตามผลผลิตไขมันจะลดลงเมื่อมีสารยับยั้งการเจริญ (Inhibitor) ของเชื ้อ ซึ่งมักพบใน
อาหารจ าพวก ลิกโนเซลลูโลสไฮโดรไลเซต (lignocellulose hydrolysate) รายงานของ Wiebe 
MG และคณะ (2012) พบว่า เมื่อเพาะเลีย้ง R. toruloides ในอาหารผสมที่มี น า้ตาล 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
glucose, xylose และ arabinose พบว่า เมื่อมีน า้ตาล arabinose ในส่วนผสมของอาหารส่งผลให้
ยีสตผ์ลิตไขมันไดล้ดลงรวมถึง ถา้มีสารยบัยัง้ (Inhibitor) ก็ส่งผลต่อการเจริญและการสะสมไขมัน
ของเชือ้(47) อย่างไรก็ตาม การปรบัปรุงพนัธุกรรมจะช่วยแกไ้ขปัญหาเหล่านีไ้ด ้ส่งผลใหย้ีสต ์ทดต่อ
สารยบัยัง้ที่เกิดจากขัน้ตอนการปรบัสภาพไดด้ีขึน้(12)  

3.3. Cutaneotrichosporon oleaginosus 
  ยี ส ต์  Cutaneotrichosporon oleaginosus ห รือ  อี ก ชื่ อ นึ ง ที่ รู ้จั ก กั น ดี  คื อ 
Candida curvatus และ Cryptococcus curvatus (ชื่อเก่า)(48) และในปัจจุบนัยีสต ์Apiotrichum 
curvatum, Trichosporon cutaneum และ Trichosporon oleaginosus ถูกเปลี่ยนชื่อใหม่ เป็น 
C. oleaginosus(49) ยีสต์สะสมไขมันสายพันธุ์นีถู้กคน้พบในปี ค.ศ. 1978 ซึ่งสามารถคัดแยกได้
จากพืน้และท่อละบายน า้ในฟารม์นม แสดงให้เห็นว่ายีสตส์ายพันธุ์นี ้สามารถสรา้ง single cell 
protein: SCP และ Single cell oil: SCO จาก เวย ์(whey)(50) C. oleaginosus มีความสามารถที่
เจริญไดร้วดเร็ว และสามารถสะสมไขมนัไดส้งู อีกทัง้ยงัใชแ้หล่งคารบ์อนในการเจริญไดห้ลายชนิด 
โดยมีหลายรายงานพบว่า C. oleaginosus สามารถใช้ xylose, oligosaccharide, fatty acid, 
volatile fatty acid (VFA), whey และ Lactose ได้(12) รวมถึงยังทนต่อสารยับยั้ง (Inhibitor) ที่
เกิดขึน้ระหว่างกระบวนการปรบัสภาพมวลชีวภาพลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose hydrolysate) 
รายงานของ Zhang J และคณะ (2011) เพาะเลี ้ยง C. oleaginosus แบบกึ่งกะ (fed-batch 
fermentation) พบว่าได้ปริมาณเซลล์เท่ากับ 104 g/L และ ได้ปริมาณไขมัน (lipid content) 
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เท่ากบั 87.4% ของน า้หนกัเซลล์(51) จะเห็นไดว่้า C. oleaginosus เป็นยีสตส์ะสมไขมนัมีศักยถาพ
ในการใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเชือ้เพลิงทางชีวภาพ(12) 

3.4. Lipomyces starkeyi 
  ยีสต ์Lipomyces starkeyi เป็นหนึ่งในยีสตส์ะสมไขมันที่มีความโดดเด่นในการ
ผลิตน ้ามันได้สูง ถูกคน้พบครัง้แรกเมื่อปี ค.ศ. 1946(52) ยีสต์ในครอบครวั Lipomycetaceae ถูก
พบว่ามีความสามารถในการผลิตไขมันได้สูง และ L. starkeyi ถือเป็นสายพันธุ์ที่มีคุณค่าทาง 
biotechnology สงูที่สดุ อย่างไรก็ตาม L. starkeyi เป็นที่รูก้ันดีอยู่ว่ามีอัตราการเจริญเติบโตที่ต  ่า 
แต่สามารถใช้แหล่งคารบ์อนที่ผสมกันในไฮโดรไลเซต เช่น xylose, glucose, cellobiose และ 
acetate เป็นต้น แต่ไม่สามารถใช้ arabinose ได้ อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าจะสามารถใช้แหล่ง
คารบ์อนในไฮโดรไลเซตได ้แต่เมื่อมีสารยับยั้ง (Inhibitor) ความเขม้ขน้สงู ก็จะส่งกระทบต่อการ
เจ ริญ ของยีสต์ดั งนั้นการจะแก้ไขปัญ หานี้จึ งต้องน าไฮโดรไล เซตที่ ได้มาป รับสภาพ 
(detoxification) ห รือ  เจื อ จ า ง เพื่ อที่ จ ะส่ ง เส ริม ก า ร เจ ริญ แล ะผลิ ต ไขมั น  ขอ งยี ส ต ์
L. starkeyi (53, 54) รายงานของ Lin J และคณะ (2011) สามารถผลิตเซลล์ของ L. starkeyi ได้
สูงสุด เท่ากับ 104.6 g/L และ ได ้ผลผลิตไขมันต่อหน่วยเวลา (Lipid productivity) เท่ากับ 0.79 
g/L/h ภายใตก้ระบวนการหมกัแบบ 2 ขัน้ตอน (two-stage fermentation)(15)  

3.5. Rhodotorula glutinis 
  ยีสต์ Rhodotorula glutinis เป็นอีกสปีชีสห์นึ่งของยีสต์สกุล Rhodotorula ซึ่งมี
ความสามารถในการผลิตไขมันไดสู้ง และ ยังสามารถผลิตเอนไซมท์ี่ส  าคญัทางการคา้ได ้โดยใน
ก่ อน หน้านี ้  R. glutinis รู ้จั ก ใน ชื่ อ  Rhodotorula terrea, Torula glutinis, Saccharomyces 
glutinis หรือ Cryptococcus glutinis (ชื่อเก่า) ซึ่งถูกคน้พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1943(55) มีหลาย
งานวิจัยที่น าเสนอศักยภาพของยีสต ์Rhodotorula glutinis ในการผลิตไขมัน รวมถึงใชเ้ป็นสาร
ควบคุมศตัรูพืชในธรรมชาติ(56) รายงานของ Spier F และคณะ (2015) เพาะเลีย้ง R. glutinis ได้
ผลผลิตไขมัน  (Lipid yield) เท่ ากับ  0.19 g/g เมื่ อ เลี ้ยงในอาหารกลี เซอรอลดิบ  (crude 
glycerol)(57) ยิ่งไปกว่านั้นมีหลายงานวิจัยที่รายงานว่า R. glutinis สามารถเจริญโดยใช้แหล่ง
คารบ์อนได้หลายชนิด เช่น กากน ้าตาลโมลาส (molasses), syrup, sucrose, น ้าตาล C5 เช่น 
xylose หรือน า้ตาลผสมในไฮโดรไลเซตเป็นตน้(12)   

3.6. Metschnikowia pulcherrima 
ยีสต ์Metschnikowia pulcherrima สามารถคัดแยกไดจ้าก ดอกไม้, ผลไม ้หรือ

น า้หวานจากเกสร M. pulcherrima ถูกจัดจ าแนกอนุกรมวิธานใหม่ (re-classification) โดยเคยมี
ชื่อเก่าหลายชื่อ ได้แก่ Candida pulcherrima, Torula pulcherrima, Torulopsis pulcherrima, 
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Rhodotorula pulcherrima, Saccharomyces pulcherrimus แล ะ  Cryptococcus castellanii 
รายงานของ Abeln F และคณะ (2020) เพาะเลีย้ง M. pulcherrima พบว่าไดผ้ลผลิตไขมัน (lipid 
yield) เท่ากบั 0.17 g/g, ผลผลิตไขมนัต่อหน่วยเวลา (lipid productivity) เท่ากบั 0.29 g/L/h และ
ได้น ้ าหนั ก เซลล์  (biomass) เท่ ากับ  122.6 g/L(5 8 )  ยี สต์  M. pulcherrima นอกจากจะมี
ความสามารถในการสะสมไขมนัไดส้งูแลว้ยังถูกใชเ้ป็น biocontrol ส าหรบัตา้น จุลินทรียก์่อโรคใน
พืชไดอี้กดว้ย(12)  

4. การคัดแยกยีสตส์ะสมไขมัน  
พืน้ฐานในการคดัแยกยสีตส์ะสมไขมนัจ าเป็นตอ้งวดัขนาดหรือปริมาณของไขมนั

ภายในเซลลย์ีสต์(33) วิธีดั้งเดิม (conventional method) ในการคัดเลือกยีสตส์ะสมไขมัน คือตอ้ง
ท าการแยกยีสตใ์หบ้ริสทุธ์ิก่อน จากนัน้จะท าการเลีย้งยีสตใ์นอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนจ ากดัและ
ท าการสกดัไขมนัดว้ยตวัท าละลาย โดยไขมนัหรือน า้มนัที่ไดจ้ะถูกวิเคราะหด์ว้ยการชั่งน า้หนกัของ
ไขมันทัง้หมด (gravimetry method) ขอ้ดีของวิธีนีค้ือสามารถทราบปริมาณไขมันทั้งหมด ที่ยีสต์
ผลิตได้ และสามารถน าไขมันหรือน ้ามันที่สกัดไดไ้ปวิเคราะห์องคป์ระกอบของกรดไขมัน (lipid 
profiles) ต่อไปได้ อย่างไรก็ตาม วิธีนี ้มีข้อเสียมาก ไม่ว่าจะเป็นใช้ทรัพยากร , ระยะเวลา และ
แรงงาน จ านวนมากในการทดลอง อีกทัง้ยงัเกิดของเสียที่เป็นพิษ เช่น chloroform และ methanol 
ที่ใชใ้นการสกัดไขมนั ในการแก้ไขปัญหาดังกล่าว วิธี colorimetric และ fluorometric ดว้ยสียอ้ม 
Sudan Black B และ Nile red จึงถูกน ามาใชเ้ป็นวิธีแรก หรือ ขั้นแรก (primary screening) ใน
การคัดเลือกยีสต์สะสมไขมันโดย ใช้ในการสังเกตขนาดของลิพิดบอดีของยีสต์ ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์(fluorescence microscope) จากนั้นยีสตท์ี่ผ่านการคัดเลือกขั้น
แ รก  (primary screening) จ ะ ถู ก น าม าคั ด เลื อ ก  ขั้ น ที่  2  (เ ป็ น  secondary screening)  
เพื่อวิเคราะหป์ริมาณของไขมนัที่ยีสตผ์ลิตไดโ้ดยวิธี gravimetry  

4.1. Fluorometric method 
4.1.1 Sudan Black B 

Sudan Black B นิยมใช้ในการย้อมสี  ไขมัน  ไม่ ว่าจะเป็น phospholipids, 
sterols และ neutral triglycerides เป็นตน้ Sudan Black B ถูกใชค้รัง้แรกในปี ค.ศ. 1946 โดยใช้
ในการยอ้มสี ไขมัน ใน แบคทีเรีย (bacteria) และ ฟังไจ (fungi) หรือ เสน้ใย (hypha) ที่ถูกเตรียม
บนสไลด์(59) และในปี ค.ศ. 1985 Evans CT และคณะ ไดใ้ชส้ียอ้ม Sudan Black B และ replica 
printing ส าหรบัยอ้มดลูิพิดบอดี (lipid body) ใน ยีสตส์ะสมไขมนั(60) อย่างไรก็ตาม Sudan Black 
B ยังมีข้อเสียเนื่ องจาก องค์ประกอบของ Sudan Black B เป็นสารจ าพวก lipophilic ซึ่งมี
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คุณสมบัติในการละลายในองค์ประกอบที่ไม่มีขั้ว เช่น  phospholipid ของเยื่อหุ ้มเซลล์ (cell 
membrane) จึงท าให้แยกองค์ประกอบของไขมันที่ต่างกันได้ยาก (61, 62) อย่างไรก็ตาม Sudan 
Black B เป็นสีที่นิยมใชใ้นหอ้งปฏิบตัิการเนื่องจากความง่ายสะดวกและรวดเร็วในการใชง้าน(63) 

4.1.2. Nile Red  
Nile Red เป็นสีย้อมที่มีความนิยมสูงและถูกใช้อย่างแพร่หลาย เนื่องจาก

สามารถมองเห็นไดช้ดัเจนจงึสามารถท าใหด้ขูนาดของลิพิดบอดีในเซลลย์ีสตไ์ดค้่อนขา้งง่าย (34, 64) 
Nile Red มีความสามารถในการละลายและเรืองแสงในตัวท าละลายอินทรียต์่างๆไดห้ลายชนิด  
ไม่ ว่ า จ ะ เป็ น  phosphate buffer solution (PBS), dimethyl sulfoxide (DMSO; 4 ถึ ง  25%), 
ส า รล ะ ล า ย ผ ส ม  PBS แล ะ  Isopropyl alcohol, Glycerol (0.1 ถึ ง  0.125 mg/mL) แ ล ะ 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; 3.0 ถึง 3.8 mg/mL) ซึ่งตวัท าละลายเหล่านีย้งัช่วยให้
สี Nile Red ซึมผ่านเซลลไ์ดง้่ายขึน้ อย่างไรก็ตามสี Nile Red จะมีความสามารถละลายและเรือง
แสงไดเ้พียงเล็กนอ้ยเท่านัน้เมื่อใชน้ า้เป็นตวัท าละลาย(64) สี Nile Red แสดงใหเ้ห็นถึงการแพร่ผ่าน
ผ่านผนังเซลล ์(cell wall) ในช่วงอณุหภูมิ ระหว่าง 30 ถึง 40 องศาสเซลเซียส Nile Red สามารถ
เขา้จบักบัไขมนั เมื่อใชอ้ตัราส่วน สี Nile Red ต่อ เซลลท์ี่ต  ่า โดยอย่างนอ้ยความเขม้ขน้ของเซลลท์ี่
น ามายอ้มสี Nile Red ควรมีปริมาณเซลลม์ากกว่า 5 x 104 cell/mL(63) อย่างไรก็ตาม Nile Red มี
ขอ้เสียเนื่องจากสลายตัวค่อนขา้งง่ายเมื่อส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบฟลอูอเรสเซนต ์โดยจะ
เกิดการ bleaching ท าให้สีที่เรื่องแสง (emission) จางหายไป จึงต้องค านวณระยะเวลาในการ
เตรียมตัวอย่างและการส่องด้วยกลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต์ให้พอดี (62) อย่างไรก็ตาม
ระยะเวลาในการบ่มเซลลแ์ละสียอ้ม Nile Red ใหเ้หมาะสมควรจะผสมทัง้ 2 อย่าง ใหเ้ขา้กนัและ
บ่มที่อุณหภูมิหอ้งเป็นอย่างนอ้ย 20 ถึง 40 นาที เพื่อใหส้ียอ้ม Nile Red มีความเสถียรและเพิ่ม
แม่นย าในการสงัเกตผ่านกลอ้งจุลทรรศนแ์บบฟลูออเรสเซนต ์อย่างไรก็ตามระยะเวลาในการบ่มก็
จะขึน้กบัชนิดของตวัท าละลายและสายพนัธุข์องเชือ้ดว้ย(65)  

4.1.3. LipidTOX™ Green 
LipidTOX™  Green เป็นสารจ าพวก Lipophilic ที่ สามารถใช้ในการย้อม  

ไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerol: TAGs) LipidTOX™ Green สามารถจบักบั TAGs ไดอ้ย่าง
จ าเพาะ และมีความสามารถในการเรืองแสง (emission) ไดสู้ง จึงท าใหม้องเห็นการแพร่ของสีได้
ชดัเจนจึงท าใหแ้ยกตวัอย่างออกจากภาพพืน้หลงัไดด้ีกว่าสียอ้ม Nile Red 

4.1.4. Rhodamine B 
Rhodamine B ถูกใช้ในการย้อมเผื่อดูไขมันภายในเซลล์ โดยลดขั้นตอนการ

เตรียมตัวอย่างออกไป ได้แก่ heat fixed, incubation และ โดยไม่ต้องเติมสารละลาย หรือ 
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reagent ตัวอ่ืนๆ เพิ่มเติม รายงานของ Niehus X และคณะ (2018) ไดท้ าการคัดแยกยีสตส์ะสม
ไขมนัโดยเลีย้งบนอาหารแข็งที่ผสมสียอ้ม Rhodamine B ในจานเพาะเชือ้ ซึ่งเมื่อยีสตเ์จริญเติมโต
เป็นโคโลนีบนอาหารแข็ง (ซึ่งสียอ้ม Rhodamine B จะเข้าจับจ าเพาะกับ ไตรเอซิลกลีเซอรอล ; 
Triacylglycerol: TAGs ภาย ใน เซลล์ยี สต์ ) เมื่ อน าจาน เพาะ เชื ้อ ไปส่ องด้วยแสงสี ขาว  
(visible light) หรือ ภายใตแ้สงยูวี (UV light) โคโลนีของยีสตท์ี่สามารถสะสมไขมันจะเป็นสีแดง 
 (reddish-pigmented colonies) ส่วนยีสตท์ั่วไปโคโลนีจะไม่มีสี (colorless)(66) ซึ่งขอ้ดีของวิธีนี ้
ช่วยลดระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง รวมถึงระยะเวลาในการสังเกตคัดเลือกยีสตไ์ขมนั ลดอปุกรณ ์
ขั้นตอนที่ใช้ ที่ส  าคัญยังช่วยลดค่าใชจ้่ายในการคัดแยกยีสต์สะสมไขมัน อย่างไรก็ตามการใช ้  
Rhodamine B ยังไม่เป็นที่นิยมมากนักเนื่องจาก ยีสตบ์างสายพนัธุก์็ไม่สามารถใชวิ้ธีนีใ้นการคัด
แยกได ้จึงจ าเป็นตอ้งใชร้่วมกบัวิธีอ่ืนๆ ควบคู่กนัไป(63)  

4.2. Gravimetry method 
วิ ธี  Gravimetry method นิ ยมในการวัดปริมาณ ไขมันเนื่ องจากสามารถ

ค านวณหาน า้หนกัปริมาณไขมนัที่ยีสตผ์ลิตไดท้ัง้หมดโดยท าการชั่ง ไขมนั (dried fatty acid) หรือ
น า้มัน (oil) ได ้ซึ่งไขมัน หรือ น า้มัน จะถูกสกัดจากยีสตด์ว้ยวิธีการสกัดไขมันดว้ยตัวท าละลาย
ต่างๆ เช่น การปรบัปรุงวิธี การสกัดไขมัน ของ Bligh EG, Dyer WJ (1959)(67) โดย เซลลย์ีสตจ์ะ
ถูกแยกออกจากอาหารเลีย้งเชือ้ผ่านการลา้งเซลลด์ว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ ประมาณ 1 ถึง 2 รอบ 
จากนัน้เซลลย์ีสตจ์ะถูกท าใหแ้ตกออก อาจจะใชวิ้ธีในการท าลายเซลลด์ว้ย วิธีทางกายภาพ หรือ 
วิธีทางเคมี ก็ได ้โดยมีจุดประสงคเ์พื่อใหเ้ซลลแ์ตก จากนัน้ สารละลายเซลลย์ีสตแ์ขวนลอย (ที่ผ่าน
การท าให้เซลล์แตกแล้ว) จะถูกเติมด้วย chloroform และ methanol ซึ่ง ไขมัน หรือ น ้ามัน จะ
ละลายในสารที่ไม่มีขั้วก็คือ chloroform ส่วนสารที่มีขั้ว เช่น protein และ อ่ืนๆ จะละลายในชั้น
ของน า้ และ methanol ซึ่งสารละลายทั้ง 2 ชั้นจะแยกออกจากกันโดยอาศัยความไม่มีขั้ว ซึ่ง ชั้น
ของ chloroform ที่มี ไขมนั หรือ น า้มนัละลายอยู่จะอยู่ชัน้ล่าง เนื่องจาก chloroform หนกักว่า น า้
และ methanol จึงถ่ายชั้น ของ chloroform ไปสู่ภาชนะใหม่ และน าไประเหยเพื่อดึงตัวท าละลาย 
(chloroform) ออกจนเหลือแต่ ไขมัน หรือ น า้มัน จากนั้นจะถูกน าไปชั่งน า้หนกัต่อไป ซึ่งขอ้ดีของ
วิธีนีค้ือ สามารถรูป้ริมาณน า้หนกัของ ไขมนั หรือ น า้มนัที่ยีสตผ์ลิตไดท้ัง้หมด ท าใหค้  านวณค่าต่าง
ได ้เช่น lipid content, lipid yield หรือ lipid productivity เป็นตน้ รวมถึงน า ไขมนัหรือน า้มันที่ได้
ไปวิเคราะหอ์งคป์ระกอบ (lipid profiles) ดว้ยเครื่อง gas-chromatography ต่อไป อย่างไรก็ตาม
ขอ้เสียของวิธีนีค้ือ ตัวท าละลายที่ใชใ้นการสกดั ทั้ง chloroform และ methanol เป็นพิษอนัตราย
ต่อผูท้  าการทดลอง และ สิ่งแวดลอ้ม รวมถึงตอ้งใชเ้วลาและขัน้ตอนที่มากในการทดลอง  
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5. ความหลากหลายของยีสตส์ะสมไขมันท่ีคัดแยกและจัดจ าแนกได้ในประเทศไทย 

ยีสต์สะสมไขมันสามารถพบได้ทั้ งใน ไฟลัมแอสโคไมโคตา  (Ascomycota) และ 
ไฟลัมเบสิดิโอไมโคตา (Basidiomycota) มีความหลากหลายทางอนุกรมวิธานของยีสต์สะสม
ไขมันที่สงู ในไฟลมัแอสโคไมโคตาพบว่า ล าดบัแซคคาโลไมซีทาเลส (Saccharomycetales) เป็น
ตัวแทนกลุ่มซึ่งแสดงถึงความหลากหลายของยีสต์สะสมไขมันมากที่สุด ไม่ ว่ าจะเป็นสกุล 
Yarrowai, Myxozyma และ Lipomyces เป็นต้น และ ไฟลัมเบสิดิโอไมโคตา ล าดับสปอริดิโอโบ
ลาเลส (Sporidiobolales) ประกอบด้วยสายพันธุ์ยีสต์สะสมไขมันที่ส่วนมากจะอยู่ในสกุล 
Rhodosporidium และ Rhodotorula เป็นตน้ โดยยีสตส์ะสมไขมัน จากการรายงานข้างตน้จะมี
ทั้งหมด 5 อันดับ (order) ได้แก่ อันดับ Saccharomycetales เช่น Myxozyma melibiose และ 
Lipomyses starkeyi, อันดับ Sporidiobolales เช่น Rhodotorula และ Sporidiobolus, อันดับ 
Tremellales เช่ น   Cyptococcus curvatus, อั น ดั บ  Trichosporonales, เช่ น  Trichosporon 
cutaneum แ ล ะ  Trichosporon oleaginosus, อั น ดั บ สุ ด ท้ า ย คื อ  Cystobasidiales เ ช่ น 
Cystobasidium iriomotense โดยทั่วไปแลว้ยีสตส์ะสมไขมันจะสามารถคดัแยกไดจ้ากดิน ไม่ว่า
จะเป็น อันดับ Saccharomycetales, Trichosporonales Tremellales และ Cystobasidiales แต่
ในทางกลับกันยีสตส์ะสมไขมันใน อันดับ Sporidiobolales เช่น Rhodotorula ส่วนมากสามารถ
แยกไดจ้ากผิวของใบพืช(11)  

ปัจจุบันการศึกษาความหลากหลายและศักยภาพของยีสตส์ะสมไขมันในประเทศไทย
ยังคงมีค่อนข้างน้อย อย่างไรก็ตามในไม่กี่ ปีที่ผ่านมาได้มีงานวิจัยรายงานเกี่ยวกับความ
หลากหลายของยีสตส์ะสมไขมนัในประเทศไทย  

รายงานของ Hoondee P และคณะ (2019) ไดท้ าการศึกษาความหลากหลายของยีสต์
สะสมไขมนัที่แยกไดจ้ากตวัอย่าง ดิน, น า้ทะเล และ โคลน จาก สถานีพฒันาทรพัยากรป่าชายเลน 
จงัหวดัระนอง, จงัหวดัสมทุรสงคราม , จงัหวดัตราด, จงัหวดัจนัทบุรี, วนอทุยานแห่งชาติปราณบุรี 
จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ และ เขตอนุรักษ์ชีวภาพ จังหวัดระนอง พบว่าสามารถแยกยีสต์ที่มี
ความสามารถสะสมไขมนัไดท้ัง้หมด 43 สายพนัธุ์ และ มี 11 สายพันธุท์ี่ สามารถสะสมไขมนัไดสู้ง 
ได้แก่  Rhodotorula sphaerocarpa 11-14.4, Rhodotorula paludigena BW7.3, Rhodotorula 
paludigena 11-14.7, Rhodotorula paludigena MTW11.1, Rhodotorula paludigena BW1.3, 
Rhodotorula paludigena BW8.1, Rhodotorula paludigena WW1.2, Saitozyma podzolica 
11-11.3.1, Papilliotrema laurentii MTT4.1, Prototheca sp. NSP10-2 แ ล ะ  Debaromyces 
nepalensis NSB6-1(21) (แสดงในตารางที่ 1) 
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รายงานของ Polburee P และคณะ (2015) ไดท้ าการคัดแยกยีสตส์ะสมไขมันจาก ดิน, 
ของเสียจากโรงงานน า้มันปาลม์, ผลปาลม์ และ ดอกของตน้ปาลม์เพศเมีย ในจังหวัดต่างๆของ
ประเทศไทย โดยใชอ้าหารที่ต่างกนั 2 ชนิด ไดแ้ก่ อาหารที่ปราศจากแหล่งไนโตรเจนและอาหารที่
มีแหล่งไนโตรเจนจ ากัด ซึ่งอาหารทั้ง 2 ชนิด จะมีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคารบ์อนเพียงอย่างเดียว 
พบว่าสามารถคัดแยกยีสตไ์ดท้ั้งหมด 323 ไอโซเลท จากตัวอย่างทั้งหมด 142 ตัวอย่าง โดยยีสต ์
178 ไอโซเลท แยกไดจ้ากอาหารที่ปราศจากแหล่งไนโตรเจน และ ยีสต ์145 ไอโซเลท จากอาหารที่
มีแหล่งไนโตรเจนจ ากดั และพบว่ามียีสต ์23 ไอโซเลทจากทัง้หมด 323 ไอโซเลท ที่มีความสามารถ
ในการสะสมไขมันมากกว่า 20 %ต่อน า้หนกัเซลลแ์หง้ ไดแ้ก่ Rhodotorula taiwanensis 14 สาย
พั น ธุ์ , Pichia manshurica 1 ส า ย พั น ธุ์ , Cryptococcus cf. podzolicus 1 ส า ย พั น ธุ์ , 
Rhodosporidium fluviale 1 สายพนัธุ,์ Meyerozyma caribbica 1 สายพันธุ์, Candida silvae 1 
สายพนัธุ,์ Cryptococcus laurentii 1 สายพนัธุ์, Kodamaea ohmeri 1 สายพนัธุ,์ Sporidiobolus 
ruineniae 1 สายพันธุ์, Cryptococcus curvatus 1 สายพันธุ์ และ Rhodosporidium toruloides 
1 สายพนัธุ์(20) (แสดงในตารางที่ 1) 

ราย งาน ขอ ง  Tsai YY แล ะคณ ะ  (2017) พ บ ว่ายี ส ต์ ส ะ สม ไขมั น ส ายพั น ธุ ์
Rhodosporidium toruloides DMKU3-TK16 ที่คดัแยกไดใ้นประเทศไทย สามารถสะสมไขมันได้
สงูถึง 70 %ต่อน า้หนกัเซลลแ์หง้(68) (แสดงในตารางที่ 1) 

รายงานของ Polburee P และคณะ (2020) ได้ศึกษากระบวนการผลิตไขมันแบบ 2 
ขัน้ตอน ภายใตส้ภาวะไม่ปราศเชือ้ โดยยีสตส์ะสมไขมนัสายพนัธุ ์Rhodosporidiobolus fluvialis 
DMKU-RK253 ที่สามารถคดัแยกไดจ้ากผิวใบของตน้ออ้ยที่เก็บในประเทศไทย (แสดงในตารางที่ 
1)(27) 

รายงานของ Srisuwan W และคณะ (2016) ได้ท าการคัดแยกยีสต์สะสมไขมันจาก 
ดอกไม,้ ผลไม ้และ ใบไม ้ที่ไดจ้าก อทุยานแห่งชาติดอยอินทนนท ์จงัหวดัเชียงใหม่ ประเทศไทย 
โดยใชอ้าหารสารสกัดจากยีสตแ์ละมอลต ์พบว่าสามารถแยกยีสตไ์ดท้ั้งหมด 67 ไอโซเลท และ มี
ยีสตม์ีปริมาณไขมันมากกว่า 20 %ต่อน า้หนักเซลลแ์หง้ 2 สายพันธุ์ ไดแ้ก่ Rhodotorula sp. C7 
และ Rhodosporidium paludigenum C10(69) (แสดงในตารางที่ 1) 

รายงานของ Kraisintu P และคณะ (2010) ไดค้ัดแยกยีสตส์ะสมไขมันจากตัวอย่างดิน
ในประเทศไทย โดยใชอ้าหารที่มีแหล่งไนโตรเจนจ ากดั โดยสามารถแยกยีสตไ์ดท้ั้งหมด 63 สาย
พันธุ์ ได้แก่ Rhodotorula mucilaginosa 61 สายพันธุ์, Rhodotorula glutinis 1 สายพันธุ์ และ 
Rhodotorula sp. 1 สายพนัธุ์(70) (แสดงในตารางที่ 1) 
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รายงานของ Papone T และคณะ (2016) ไดท้ าการศึกษาการผลิตไขมันจากเชือ้ผสม
ระหว่างสาหร่ายเซลลเ์ดี่ยวและยีสตส์ะสมไขมัน ไดแ้ก่ยีสตส์ายพันธุ์ Torulaspora maleeae Y30 
และ Torulaspora globosa YU5/2 ที่แยกไดจ้ากตวัอย่างดินที่จังหวัด ชัยภูมิ และ อุดรธานี ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ประเทศไทย ตามล าดบั(71) (แสดงในตารางที่ 1) 

รายงานของ Kitcha S และคณะ (2011) ได้ท าการคัดแยกยีสตจ์าก ดิน, ของเสียที่เกิด
จากปาลม์น า้มนั และ พืชน า้มนั จากภาคใตข้องประเทศไทย พบว่าสามารถคดัแยกยีสตไ์ดท้ัง้หมด 
889 สายพนัธุ์ โดยใชอ้าหารที่มี กลีเซอรอล หรือ กลโูคส เป็นแหล่งคารบ์อน โดยมีค่า pH เท่ากับ 
4.0 และ 6.0 จากสายพนัธุ์ยีสตท์ี่คดัแยกไดท้ัง้หมดพบว่ามี 23 สายพนัธุ์ที่มีคุณสมบตัิสะสมไขมัน
ไดส้งู และพบว่ายีสตส์ะสมไขมันสายพนัธุ์  Kodamaea ohmeri BY4-523 สามารถสะสมไขมนัได้
สูงถึง 53.28 %ต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง และ ยีสต์สะสมไขมันสายพันธุ์   Trichosporonoides 
spathulata JU4-57 ที่เจริญไดเ้ร็วกว่า แต่สามารถสะสมไขมันได ้41.5% ต่อน า้หนักเซลลแ์หง้(72) 
(แสดงในตารางที่ 1) 

รายงานของ Watsuntorn W และคณะ (2021) ไดร้ายงานสายพนัธุย์ีสตส์ะสมไขมนัชนิด
ใหม่ Saccharomyces cerevisiae CU-TPD4 ที่คัดแยกได้จากขยะกากมะพร้าว จากโรงงาน
มะพรา้ว จงัหวัดนครปฐม ประเทศไทย โดย S. cerevisiae CU-TPD4 สามารถผลิตไขมนัไดสู้งถึง 
52.96 ± 1.15 % เมื่อเจริญในอาหารที่มีกลูโคส เป็นแหล่งคารบ์อน และมีค่าอัตราส่วนระหว่าง
แหล่งคารบ์อนต่อแหล่งไนโตรเจน (C/N ratio) เท่ากบั 125(73) (แสดงในตารางที่ 1) 

รายงานของ Kitcha S และคณะ (2014) ได้ท าการคัดแยกและจัดจ าแนกยีสต์สะสม
ไขมนัสายพันธุ ์Trichosporonoides spathulata JU4-57 ที่คัดแยกไดจ้ากดินบริเวณพืน้ที่ปลกูพืช
น า้มนั จงัหวดัสงขลา ประเทศไทย(74) (แสดงในตารางที่ 1)  

รายงานของ Paserakung A และคณะ (2015) สามารถคดัแยกยีสตส์ะสมไขมนั 
Trichosporon asahii GSY10 ไดจ้ากดิน โดยสามารถสะสมไขมนัได ้ เท่ากบั 33% ของน า้หนกั
เซลล ์ อีกทัง้ยงัคน้พบยีสตส์ะสมไขมนัสายพนัธุอ่ื์นๆทีย่งัไม่ไดจ้ดัจ าแนก ไดแ้ก่ unknown sp. 
GSY2, GSY3, GSY4, GSY5 และ GSY6 ที่แยกไดจ้ากดิน โดย มีค่า lipid content % เท่ากบั 
35.8%, 35.8%, 37.5%, 28.9% และ 29.0% ตามล าดบั ยีสตส์ะสมไขมนัที่แยกไดจ้ากอาหารสตัว์
ที่ใชเ้ลีย้งววันม ไดแ้ก่ unknown sp.  FDY2, FDY12 และ FDY14 โดย มีค่า lipid content  เท่ากบั 
47.4%, 59.9% และ 23.2% ตามล าดบั อย่างไรก็ตาม พบว่ายีสตท์ี่คดัแยกไดจ้ากของเหลวจาก
ล าไสว้วันม (rumen fluid) มีความสามารถสะสมไขมนัไดน้อ้ยว่ารอ้ยละ 20 ของน า้หนกัเซลลแ์หง้
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แสดงใหเ้หน็ว่ายีสตส์ะสมไขมนัโดยส่วนมากจะสามารถพบไดใ้นสิ่งแวดลอ้มในธรรมชาตมิากกว่า
ทางเดนิอาหารของสตัว์(75) (แสดงในตารางที่ 1) 

จากรายงานทั้งหมดที่กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าประเทศไทยมีพื ้นที่อุดมสมบูรณ์
สามารถคัดแยกยีสตส์ะสมไขมันไดจ้ากแหล่งที่อยู่ตามธรรมชาติ ไม่ว่าจะเป็น ดิน , น ้าทะเล, น ้า
กร่อย, โคลน, ดินบริเวณต้นพืชน ้ามัน, ผิวใบพืช, ดอกไม้ และของเสียที่เกิดจากอุตสาหกรรม  
เป็นตน้ อีกทัง้ยงัสามารถจดัจ าแนกยีสตส์ะสมไขมนัไดห้ลากหลายสายพนัธุ์ 
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6. กระบวนการหมกัแบบ 2 ข้ันตอน (Two-stage fermentation) 
 กระบวนการ หรือ วิธีในการที่จะส่งเสริมใหย้ีสตส์ะสมไขมนั (oleaginous yeast) สามารถ
สะสมไขมันได้สูงขึน้นั้นมีหลายวิธี ซึ่งแนวโน้มงานวิจัยในปัจจุบัน ใช้กระบวนการหมักแบบ  
2 ขัน้ตอน (two-stage fermentation) มกัถูกน ามาใชใ้นการพฒันาปรบัปรุงกระบวนการผลิตไขมัน 
โดยอาหารที่ใชส้  าหรบัเลีย้งยีสตท์ั่วไปมักจะมีปริมาณของค่าอัตราส่วน C/N ที่ต  ่า (มีปริมาณของ
แหล่งไนโตรเจนที่สงู) ซึ่งจะท าใหย้ีสตน์ัน้ใชแ้หล่งอาหารในการผลิตและสรา้งจ านวนเซลล ์อย่างไร
ก็ตามอาหารที่ใชเ้ลีย้งยีสตส์ะสมไขมันจะต่างออกไป ซึ่งรายงานของ Zhang L และคณะ (2021) 
ในก่อนหนา้นีพ้บว่า เมื่อใชก้ระบวนผลิตไขมันแบบ การหมกัแบบกะ: batch fermentation (one-
stage fermentation) โดยใชอ้าหารที่มีค่าอตัราส่วนของ C/N ที่สูง (มีปริมาณของแหล่งไนโตรเจน
ที่ จ ากัด ) ยี สต์สะสมไขมันจะสามารถสะสมไขมันได้สู ง เพราะ ยีสต์ถูกส่งเสริม ให้ใช ้  
de novo fatty acid biosynthesis pathway(1, 76) ในการผลิตไขมัน เมื่อแหล่งไนโตรเจนในอาหาร
เริ่มหมด หรือ เหลือน้อยลง ยีสต์จะเปลี่ยนจากการใช้แหล่งคารบ์อน ส าหรับการเจริญ เป็นใช้
ส าหรบัการผลิตไขมนัในรูปของ ไตรเอซิลกลีเซอรอลภายในลิพิดบอดี (triacyl glycerol: TAGs) แต่
เมื่อ ใชก้ระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน พบว่ายีสตส์ามารถสะสมไขมันไดม้ากกว่า การหมกัแบบ
ขั้นตอนเดียว batch fermentation (one-stage fermentation) ถึง 2 เท่า (25) โดยหลักการของ
กระบวนการหมกัแบบ 2 ขัน้ตอน (two-stage fermentation) คือ ขัน้แรกจะเป็นระยะที่ส่งเสริมการ
เจริญของยีสตใ์หไ้ดจ้ านวนเซลลม์ากที่สุด ซึ่งอาหารที่ใชใ้นการเพาะเลีย้งจะเป็นอาหารที่มีแหล่ง
ไนโตรเจนที่สูงเหมาะส าหรบัการเจริญ (nitrogen rich medium) เมื่อเขา้สู่ขั้นที่ 2 จะเป็นระยะที่
ยีสตจ์ะเขา้สู่ช่วงที่สะสมไขมันมากกว่าการเจริญ อาหารที่ใชใ้นการเพาะเลีย้งจะเป็นอาหารที่มี
แหล่งคารบ์อนสูง แหล่งไนโตรเจนต ่า (nitrogen limited medium) หรือ อาจจะเป็นสารละลายที่มี
แต่แหล่งคารบ์อนอย่างเดียว เช่น glucose solution หรือ lignocellulose hydrolysate ที่ไม่เติม
แหล่งไนโตรเจนเพิ่มเติม เป็นตน้ งานวิจยัของ Poontawee R และคณะ (2023)(63) ไดร้ายงานชนิด
ของกระบวนการหมกัแบบ 2 ขัน้ตอน ดงันี ้ 

6.1. Two-stage fermentation   
  จากที่ไดก้ล่าวไวใ้นบทความขา้งตน้ ในกระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน (two-
stage fermentation) การเพาะเลีย้งขัน้แรกและขัน้ที่ 2 จะถูกแยกออกจากกนั ในขัน้ตอนแรก (first 
stage) ของการเพาะเลี ้ยง ยีสต์จะถูกเพาะเลี ้ยงในอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนที่ เหมาะสม 
(Nutrient-rich medium) ส าหรบัใชก้ารเจริญเพื่อเพิ่มจ านวน จากนัน้เซลลท์ั้งหมดที่ไดจ้ะถูกแยก
ออกจากอาหารในขัน้แรกของการเพาะเลีย้ง และถูกถ่ายลงในอาหารในขั้นที่ 2 (second stage) 
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ซึ่งอาหารในขัน้ที่ 2 จะเป็นแหล่งอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนจ ากดั (nitrogen limited medium) หรือ 
อาหารที่มีแต่แหล่งคารบ์อนเพียงอย่างเดียว (sole carbon source solution) ซึ่งจะส่งเสริมใหย้ีสต์
สะสมไขมนั(25) อย่างไรก็ตาม เมื่อไดป้ริมาณของจ านวนเซลลท์ี่มากจากขั้นแรกของการเพาะเลีย้ง 
ก็จะส่งผลใหไ้ดป้ริมาณไขมนัในขัน้ที่ 2 ของการเพาะเลีย้งสงูขึน้ไปดว้ย(77)  ในการเพิ่มประสิทธิภาพ 
กระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน (two-stage fermentation) วัสดุทดทนแทนและแหล่งอาหาร
ตน้ทุนต ่าถูกน ามาใชส้  าหรบัการเพาะเลีย้งยีสตส์ะสมไขมนัทั้งในขั้นแรกและขั้นที่ 2 รายงานของ 
Boonyarit J และคณะ (2020) ใช ้กากออ้ยไฮโดรไลเซต (sugar cane hydrolysate) เพื่อใช้เป็น
อาหารในการเพาะเลี ้ยงขั้นแรก และ กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) ที่ได้จากอุตสาหกรรม
ปิโตรเลียม จะถูกใชเ้ป็นอาหารในการเพาะเลีย้งขั้นที่ 2 โดยยีสต ์Rhodosporidiobolus fluvialis 
DMKU-SP314(28) รายงานของ Qian X และคณะ (2021) เพาะเลีย้งยีสต ์Apiotrichum porosum 
DSM27194 ดว้ยวิธีการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอน โดยใช ้อาหารที่มีแหล่งคารบ์อน เป็นน า้ตาล
กลูโคส (Glucose) ในขั้นแรก และ volatile fatty acid (VFA) ที่ผสมกับ กรดชนิดต่าง ได้แก่ 
Acetic, Propionic และ Butyric acid ในอตัราส่วนต่างๆ เป็นแหล่งคารบ์อนในการเพาะเลีย้งขัน้ที่ 
2(78) อย่างไรก็ตามในปัจจุบัน วิธีการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน ยงัเป็นวิธีที่ค่อนขา้งยุ่งยากและใช้
แรงงานจึงไม่คุม้ทุนส าหรบัผลิตในระดบัอตุสาหกรรม(63) 

6.2. Two-stage fed-batch fermentation 
  กระบวนการหมกัแบบ กึ่งกะ (fed-batch fermentation) ถูกน ามาประยุกตใ์ชเ้พื่อ
เพิ่มความสามารถในการผลิตไขมนัของยีสต ์ร่วมกบัการหมักแบบ 2 ขัน้ตอน  ในการเพาะเลีย้งขั้น
แรกยีสตจ์ะถูกเลีย้งในอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมเพื่อเจริญ (nutrient-rich medium) 
เหมือนการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอนปกติ แต่เมื่อเข้าสู่ขั้นที่ 2 สารละลายที่มีแต่แหล่งคารบ์อน
เพียงอย่างเดียวจะถูกถ่ายลงในถังหมัก หรือ ภาชนะในการหมักโดยไม่มีการน าเซลลแ์ละอาหาร
เก่าออก เพื่อท าให้ค่าอัตราส่วน C/N ในอาหารเพิ่มสูงขึน้ ส่งผลใหย้ีสตส์ามารถสะสมไขมันได้
เพิ่มขึน้ ซึ่งวิธีนีช้่วยลดขัน้ตอนและเวลาในการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอนแบบปกติ ส่งผลใหช้่วยลด
ค่าใช้จ่ายในกระบวนการผลิตไขมัน อีกทั้งยังช่วยลดการสูญเสียเซลลก์่อนเขา้สู่ขั้นที่ 2 ของการ
เพาะเลีย้ง และช่วยลดการปนเปื้อนเชื ้ออ่ืน เพราะไม่ได้แยกเซลล์ออกจากอาหารเก่า ดังนั้น
กระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน แบบ กึ่งกะ (two-stage fed-batch fermentation) เหมาะสมที่
จะช่วยในการผลิตไขมนัปริมาณมากจากยสีตส์ะสมไขมนั(77) อย่างไรก็ตามการที่เติมอาหารในขัน้ที่ 
2 ของการเพาะเลีย้งส่งผลใหค้วามเขม้ขน้ของจ านวนเซลลน์ั้นลดลง อีกทั้งอาจส่งผลใหเ้ชือ้ปรบั
สภาพไม่ทัน เป็นผลให้ผลิตไขมันลดลง ดังนั้นวิธีการแก้ปัญหาคือ ตอ้งหาสภาวะที่เหมาะสม,  
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ต้องก าหนดระยะเวลาเริ่มต้นในการเติมอาหารลงในถังหมัก (feeding starting time points), 
ความเร็วของอัตราการเติมอาหาร  (Feeding rate), ความเข้มข้นของอาหาร  (feeding 
concentration) เป็นตน้(63) 

6.3. Two-stage continuous fermentation  
  ถึงแม้ว่ากระบวนการหมักต่อเนื่ องแบบดั้งเดิม  (conventional continuous 
fermentation) จะสามารถให้อัตราผลผลิตที่สูง (high productivity rate) แต่มีข้อจ ากัดคือ มี 
dilution rate ที่ต  ่า จึงส่งผลให้ความเข้มข้นของปริมาณเซลล์ต ่า (79) รายงานของ Poontawee R 
และ คณะ (2023) กล่าวไวว่้า การหมักต่อเนื่องแบบดัง้เดิมแสดงใหเ้ห็นว่าไม่เพียงพอส าหรบัการ
ผลิตไขมัน และ ส่งผลใหม้ีความเข้มข้นของมวลเซลล์ต ่า (63) ในการประยุกต์กระบวนการหมัก
แบบต่อเนื่อง ใช้ร่วมกับ กระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน จะออกแบบโดยความต่างของค่า
อตัราส่วนของ C/N ในอาหารขั้นแรกส าหรบัการเพาะเลีย้งจะมีค่าอตัราส่วน C/N ที่ต  ่า (Nutrient-
rich medium) เมื่อเขา้สู่ขัน้ที่ 2 อาหารที่ใชเ้พาะเลีย้งในขั้นแรกจะค่อยๆถูกถ่ายออกจากถังหมัก 
และ อาหารที่มีค่าอตัราส่วน C/N สงูจะถูกถ่ายเขา้สู่ถงัหมกั โดยมี อตัราการถ่ายอาหารเขา้ เท่ากบั  
อตัราการถ่ายอาหารออกในถงัหมัก ซึ่งวิธีนีใ้หผ้ลผลิตไขมันที่สูงขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับการหมัก
แบบต่อเนื่องขัน้ตอนเดียว (One-stage continuous fermentation)(79)  
 กุญแจที่ส  าคัญในการเพิ่มผลผลิตไขมัน (lipid yield) และ ผลผลิตไขมันต่อหน่วยเวลา 
(lipid productivity) คือ 1. ปัจจัยทางกายภาพ เช่น ความเร็วของการกวน (agitation speed),  
อณุหภูมิ (temperature), อายุของหัวเชือ้ (inoculum age), ปริมาณของหวัเชือ้ (inoculum size), 
การใหอ้ากาศและปริมาณของออกซิเจนที่ละลายในอาหาร (aeration/dissolved oxygen), โหมด
ส าหรับการเพาะเลี ้ยง (operation modes), วิธีในการเติมอาหารเข้าสู่ภาชนะการเพาะเลี ้ยง 
(Feeding strategies) และ ชนิดของการหมกั (fermentation period) 2. ปัจจยัทางเคมี เช่น แหล่ง
คารบ์อน, แหล่งไนโตรเจน, อตัราส่วนระหว่าง แหล่งคารบ์อน ต่อ แหล่งไนโตรเจน (C/N ratio), ค่า
พีเอช, แร่ธาตุอาหารรอง และ สารยับยั้งที่อยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ (inhibitor) ยกตัวอย่าง เช่น การ
ปรับปรุงกระบวนการหมัก แบบ fed-batch หรือ continuous ด้วยกระบวนการหมักแบบ 2 
ขั้นตอน (two-stage fermentation) ช่วยเพิ่ม ผลผลิตไขมันต่อหน่วยเวลา (lipid productivity) 
มากกว่า การเพาะเลีย้งแบบขั้นตอนเดียว (batch fermentation) ถึง 2 เท่า (25, 77, 80) อย่างไรก็ตาม
ในปัจจุบันกระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน ยังตอ้งพัฒนาและวิจัยเพิ่มเติม เพื่อน าไปใชใ้นการ
ผลิตระดับอุตสาหกรรมต่อไป (63) โดยในปัจจุบันมีหลายงานวิจัยที่น ากระบวนการหมักแบบ 2 
ขัน้ตอน มาเพาะเลีย้งยีสตส์ะสมไขมนัเพื่อเพิ่มผลผลิตไขมนั แสดงในตารางที่ 2  
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7. องคป์ระกอบของกรดไขมันท่ีผลติได้จากยีสตส์ะสมไขมัน 
โดยทั่วไปยีสตส์ะสมไขมันจะสามารถสังเคราะหไ์ขมันใหอ้ยู่ในรูปของ ไดเอซิลกลีเซ

อรอล (diacylglycerols) และ ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerols) ซึ่งจะมีองค์ประกอบของ
ไขมนัหลายชนิดส่วนมากจะเป็น กรดไขมนัคารบ์อน 16 และ 18 เป็นหลกั เช่น กรดไขมนัปาลมิติก 
(C16:0), กรดไขมันสเตียริก (C18:0), กรดไขมันโอเลอิก (C18:1), กรดไขมันลิโนเลอิก (C18:2) 
และ กรดไขมนัไมริสติก (C14:0) เป็นตน้ กรดไขมันเหล่านีส้ามารถพบไดใ้นยีสตส์ะสมไขมนัสกุล
ต่างๆ เช่น Rhodosporidium, Rhodotorula, Yarrowia, Cryptococcus, Candida, Lipomyces 
และ  Trichosporon เ ป็ น ต้น  จ าก ราย งานของ  Blomqvist J และคณ ะ (2018)(81) พบ ว่า 
Lipomyces starkeyi ที่เจริญเติบโตในอาหารขา้วสาลีไฮโดรไลเซท พบว่ามีองคป์ระกอบของกรด
ไขมนัทั้งหมด 7 ชนิดโดยพบ กรดไขมนัลิโนเลอิก (C18:2) มากที่สุดอย่างมีนยัส าคญั จากรายงาน
ของ Zhengang M และคณะ (2020)(82) พบว่า Rhodotorula taiwanensis AM2352 ที่เพาะเลีย้ง
ได้บนอาหารซังขา้วโพดไฮโดรไลเซท มีองค์ประกอบของกรดไขมันทั้งหมด 6 ชนิด ได้แก่ C14:0 
(กรดไขมนัไมริสติก), C16:0 (กรดไขมนัปาลมิติก), C16:1 (กรดไขมนัปาลมิโตเลอิก), C18:0 (กรด
ไขมนัสเตียริก), C18:2 (กรดไขมนัโอเลอิก) และ C18:2 (กรดไขมนัลิโนเลอิก) โดยมีปริมาณเท่ากับ 
16.7, 24.4, 1.4, 2.9, 46.8 และ 6.5 % ตามล าดับ จากรายงานของ Neelamegam A และคณะ 
(2018)(83) พบว่า Cryptococcus curvatus ที่เพาะเลีย้งบนอาหารเปเปอรม์ิลไฮโดรไลเซท โดยพบ
องคป์ระกอบของกรดไขมนัหลกั ไดแ้ก่ C16:0 (กรดไขมนัปาลมิติก), C18:0 (กรดไขมนั สเตรียริก), 
C18:1 (กรดไขมนัโอเลอิก) และ C18:2 (กรดไขมนัลิโนเลอิก)  

7.1. Myristic acid 
กรดไขมันไมริสติก (myristic acid) เป็นกรดไขมนัชนิดอ่ิมตัวที่มีคารบ์อน 14 อะตอม 

[CH3(CH2)12COOH] เรียงกันเป็นโซ่ตรง ส่วนมากพบได้ในน ้ามันจากพืช เช่น น ้ามันมะพร้าว 
(coconut oil), น ้ ามันจากลูกจันทน์เทศ  (nutmeg oil) หรือ  น ้ามันปาล์ม  (palm seed oil) 
นอกจากนีย้งัพบในน า้นม (Milk fat) ของสตัวบ์างชนิด ลกัษณะของกรดไขมนัชนิดนีเ้ป็นผลึกสีขาว
หรือสีเหลืองอ่อนๆ(84) 

7.2. Palmitic acid (Hexadecanoic acid) 
กรดไขมันปาลมิติก (palmitic acid) เป็นกรดไขมันอ่ิมตัวที่มีคารบ์อน 16 อะตอม 

[CH3(CH2)14COOH] เรียงกันเป็นโซ่ตรง เป็นกรดไขมันหลักในน า้มันพืชและไขมันสัตว ์พบกรด
ไขมันปาลมิติกมีปริมาณถึง 44 % ในน ้ามันปาล์ม อีกทั้งยังพบใน เนื ้อสัตว์, ชีส, เนย, และ
ผลิตภัณฑ์นมอ่ืนๆ ซึ่งคิดเป็น 50 ถึง 60 % ต่อไขมันทั้งหมด ลักษณะของกรดไขมันชนิดนี ้เป็น
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ของแข็งผลึกสีขาวจนถึงสีเหลืองอ่อน มนัวาวเล็กนอ้ย ประโยชนท์างดา้นอตุสาหกรรมอาหารของ
กรดไขมนัปาลมิติก พบในการผลิตภณัฑพ์วกนม เช่น เนย, โกโกบ้ตัเตอร ์และ ชีส เป็นตน้(84) 

7.3. Palmitoleic acid 
กรดไขมันปาลมิโตเลอิก (palmitoleic acid) เป็นกรดไขมนัไม่อ่ิมตัวที่มีคารบ์อน 16 

อะตอม และมีพันธะคู่  1 ต าแหน่ง [CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH] กรดไขมันชนิดนี ้มีส่วน
ส าคัญส าหรบัเนื ้อเยื่อของมนุษย์และสัตวเ์นื่องจากพบใน เนือ้เยื่อไขมัน (adipose tissue) เป็น
ส่วนส าคญัในกระบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกาย(85) นอกจากนั้นกรดไขมนัปาลมิโตเลอิกยัง
พบได้ในพืชและผลไม้หลายชนิด ได้แก่ น ้ามันแมคคาเดเมีย  (Macadamia integrifolia), Sea 
buckthorn oil และ ผลทุเรียน เป็นตน้)(86)  

7.4. Stearic acid (Octadecanoic acid) 
กรดไขมนัสเตยีริก (stearic acid) เป็นกรดไขมนัชนดิอ่ิมตวัที่มีคารบ์อน 18 อะตอม 

[C18H36O2] กรดไขมนัชนิดนีพ้บมากในสตัวร์องจาก กรดไขมนัปาลมิติก (palmitic acid) เชน่ 
ไขมนัจากสตัว ์และ น า้มนัหม ูเป็นตน้ นอกจากนีย้งัพบในน า้มนัพืชแต่มีปริมาณนอ้ย ลกัษณะของ
กรดไขมนัชนิดนีเ้ป็นของแข็งสีขาวหรือสีเหลืองอ่อนๆ ค่อนขา้งมนัวาว กรดไขมนัสเตยีริกมีบทบาท
ส าคญัในดา้นอตุสาหกรรมเนื่องจากสามารถใชเ้ป็น สารลดแรงตึงผิว (detergent), สารหล่อลื่น 
และ สารใชค้วามคงตวั (stabilizer)(84) 

7.5. Oleic acid  
กรดไขมันโอเลอิก (oleic acid) เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวที่มีคารบ์อน 18 อะตอม มี

พนัธะคู่ 1 ต าแหน่ง [CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH] จัดอยู่ในกลุ่มกรดไขมันที่มี     โอเมกา 9 
(omega-9 family) โดยส่วนมากกรดไขมันชนิดนีพ้บในน า้มันจากพืช ไดแ้ก่ น า้มันมะกอก, น า้มัน
วอลนทั, น า้มันแมคคาเดเมีย, น า้มนัพีแคน และ น า้มันทานตะวนั เป็นตน้ ลักษณะของกรดไขมัน
ชนิดนี ้ เป็นของเหลวเมื่ ออยู่ ในอุณ หภูมิสู งก ว่า 5-7 ◦C ขึ ้น ไป  ไม่มี สีห รือมีสี เหลื องซี ด  
แต่เมื่ออยู่ในอณุหภูมิต ่ากว่า 4 ◦Cจะเริ่มแข็งตวั และจะสลายตวัเมื่ออยู่ในช่วงอณุหภูมิระหว่าง 80-
100 ◦C อีกทั้งการเสียสภาพของกรดไขมันชนิดนี ้จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) กับ 
ออกซิเจน (oxygen) ในบรรยากาศ ท าใหเ้กิดการเหม็นหืน (Acid L. และคณะ, 1987)(84) ประโยชน์
ทางด้านสุขภาพ จากรายงานของ Sales-Campos H และคณะ (2013)(87) กรดไขมันโอเลอิก
สามารถช่วยลดคอเลสเตอรอลในกระแสเลือดไดส้ามารถลดความเสี่ยงต่อการอดุตนัของไขมันใน
กระแสเลือดได้ และช่วยลดการใช้ยาในกลุ่ม lovastatin ในผู้ป่วยโรคคอเลสเตอรอลสูงได ้
นอกจากนีก้รดโอเลอิกยงัช่วยเสริมสรา้งภูมิคุม้กนั และสามารถตา้นการอกัเสบไดอี้กดว้ย 
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7.6. Linoleic acid 
กรดไขมันลิโนเลอิก (linoleic acid) เป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัวที่มีคารบ์อน 18 อะตอม 

และมีพันธะคู่ 2 ต าแหน่ง จัดอยู่ในกลุ่มกรดไขมันที่จ าเป็นต่อร่างกาย โอเมกา 6  (omega-6 
family) [COOH(CH2)7CH=CHCH2CH=CH(CH2)4CH3] กรดไขมันชนิดนี ้พบในน ้ามันจากพืช 
ไดแ้ก่ น ้ามันทานตะวัน, น า้มันขา้วโพด, น า้มันวอลนัท และ น า้มันมะกอก เป็นตน้ ลักษณะของ
กรดไขมันชนิดนี ้ เป็นของเหลวเมื่อเก็บไว้ในอุณหภูมิหอ้ง , ไม่มีสีหรือสีขาว, ไม่ละลายในน ้า แต่
สามารถละลายไดใ้นตวัท าละลายอินทรียห์ลายชนิด กรดไขมันลิโนเลอิกเป็น 1 ใน 2 กรดไขมันที่
จ าเป็นต่อร่างกาย ประโยชน์ทางด้านสุขภาพ จากรายงานของ Sales-Campos H และคณะ 
(2013)(88) กรดไขมันลิโนเลอิกสามารถช่วยลดความเสี่ยงต่อโรคหัวใจ (cardiovascular disease) 
เป็นตน้ 
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บทท่ี 3 
วัสดุ อุปกรณ ์สารเคมีและวิธีการทดลอง 

1. วัสดุอุปกรณ ์
ตาราง 3 อปุกรณแ์ละเครื่องมือทีใ่ชใ้นการทดลอง 

อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ บริษัท ประเทศผู้ผลิต 

กระบอกตวงแบบแกว้ Pyrex USA 
กลอ้งจุลทรรศนแ์บบสเตอริโอ Olympus Japan 
กลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สง (ส่องผ่าน) Zeiss Germany 
กลอ้งจุลทรรศนแ์บบฟลอูอเรสเซนต ์(ส่องผ่าน) Olympus Japan 
แก๊ส โครมาโตกราฟี Shimizu Japan 
ขวดรูปชมพู่แบบแกว้ (ฟลาสก)์ Pyrex USA 
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภูมิ Forma Scientific USA 
เครื่องเขย่าแบบไม่ควบคมุอณุหภูมิ Biobase China 
เครื่องเขย่าสาร Cubic B China 
เครื่องชั่งสาร Satorius Germany 
เครื่องถ่ายภาพเจล Bio-rad USA 
เครื่องป่ันเหว่ียงแบบควบคมุอณุหภูมิ Kubota Japan 
เครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม PCRmax China 
เครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร ์ Shimizu Japan 
เครื่องวดัค่า pH Suntex Taiwan 
เครื่องสั่นดว้ยเสียง (Ø3 mm, 65 KHz) Shanghai yanyong China 
เครื่องอิเล็กโทรโฟเรซิส ENDURO Germany 
จานเพาะเชือ้แบบพลาสติก (ปราศจากเชือ้) MicroQC China 
ตูด้ดูควนั NEWLAB Thailand 

ตูบ้่มเชือ้ Accuplus Thailand 

ตูป้ลอดเชือ้ ระดบั 2 CRYSTE South Korea 

ตูอ้บฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้นแหง้ Fisher Scientific USA 
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อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ บริษัท ประเทศผู้ผลิต 

เตาใหค้วามรอ้นแบบหมนุดว้ยแม่เหล็ก Diahan South Korea 
ทิปพลาสติก ขนาด 10, 200, 1,000, 5,000 µL Biologix China 
บีกเกอรแ์บบแกว้ Pyrex USA 
พาราฟิลม์ Bemis USA 
หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ Tomy Japan 
หลอดทดลองแบบแกว้ Pyrex USA 
หลอดส าหรบัป่ันเหว่ียงแบบพลาสติก 
(ปราศจากเชือ้) 

Biologix China 

หลอดส าหรบัเก็บรกัษาเชือ้จุลินทรีย ์ Biologix China 
ออโตปิเปตต ์ Gilson France 

 

2. อาหารและสารเคม ี
ตาราง 4 อาหารและสารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง  

อาหารและสารเคม ี บริษัท ประเทศผู้ผลิต 
6X loading dye  Vivantis Malaysia 
Absolute Ethanol Emsure Germany 

Agar  Bio-AGARs UK 
Agarose Invitrogen USA 
CaCl•6H2O (Calcium chloride hexahydrate) Ajax Finechen Australia 
Chloramphenicol  Bio-Basic Canada 
Chloroform RCl Labscan Thailand 
Citric acid anhydrous Fluka USA 
CuSO4•4H2O (Copper sulfate tetrahydrate) Ajax Finechen Australia 
D-glucose (Dextrose) SRL India 
EDTA Bio-Basic Canada 
FeCl3•6H2O (Iron (III) chloride hexahydrate) Ajax Finechen Australia 
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อาหารและสารเคม ี บริษัท ประเทศผู้ผลิต 
Gel/PCR purification kit  Vivantis Malaysia 
Gellan gum  SRL India 
Glycerol Q Rec New Zealand 
H3BO3 (Boric acid) Ajax Finechen Australia 
Isoamyl alcohol Q Rec New Zealand 
K2HPO4 SRL India 
KH2PO4 SRL India 
KI (Potassium iodide) Ajax Finechen Australia 
Malt extract (ส าหรบั 2G2M) Bacto USA 
Malt extract (ส าหรบั YM) SRL India 
Methanol Emsure Germany 
MgSO4•7H2O  
(Magnesium sulfate heptahydrate) 

Ajax Finechen Australia 

MnSO4•H2O 
(Manganese (II) Sulfate monohydrate) 

Ajax Finechen Australia 

Na2MoO4•2H2O (Sodium molybnate dihydrate) Ajax Finechen Australia 
NaCl (Sodium chloride) Ajax Finechen Australia 
Peptone SRL India 
Petroleum ether RCI Labscan Thailand 
Redsafe™ iNTron South Korea 
SDS Bio-Basic Canada 
Sulfuric acid RCI Labscan Thailand 
Taq DNA polymerase  Vivantis Malaysia 
Tris Bio-Basic Canada 
Tri-Sodium citrate UNILAB Netherland 
VC 100 bp DNA ladder Vivantis Malaysia 
Yeast extract  Conda Spian 
ZnSO4•7H2O (Zinc sulfate heptahydrate) Ajax Finechen Australia 
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3. วิธีการทดลอง 

1. การเก็บตัวอย่างดิน 
ส ารวจและเก็บตวัอย่างดินบนภูเขาในจงัหวดัเชยีงราย จ านวน  22 ตวัอย่าง จากดอย

ปยุ, ดอยผาฮี ้และ ภูชีฟ้้า โดยขุดลึกลงไปประมาณ 3 เซนติเมตร จากผิวดิน โดยจะเลือกบริเวณที่
เก็บที่มีตน้ไมใ้หญ่และมีหญ้าปกคลุม จากนั้นท าการจดบันทึก อุณหภูมิ , ความชืน้, ค่าpH, และ
พิกดัของสถานที่เก็บตวัอย่างดิน 

2. การคัดแยกยีสตด์้วยวิธีการแยกยีสตจ์ากตัวอย่างดินโดยตรง (Direct method) 
น าตัวอย่างดิน ประมาณ 1 ช้อนชา โรยลงบนอาหารแข็ง 2 ชนิด คือ อาหาร 

nitrogen depleted medium agar (NDM agar) (ภ าค ผ น วก  ก ) แล ะ  nitrogen depleted 
medium gellan gum (NDM gellan gum) (ภาคผนวก ก) โรยให้ทั่วจานอาหารจากนั้นบ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7-14 วัน คัดเลือกโคโลนีของยีสต์ที่มีลักษณะเป็นเมือกเยิ ้ม โดยท าการ
คัดเลือกโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ และแยกเชื ้อให้บริสุทธ์ิบนอาหาร yeast 
extract malt extract agar (YM agar) (ภาคผนวก ก )  ที่ เติม chloramphenicol ความเข้มข้น
เท่ากับ  0.25 g/L เก็บรักษาเชื ้อในอาหารเอียง YM agar และ -80◦C ในอาหาร  YM broth 
(ภาคผนวก ก)  ที่เติม glycerol ความเขม้ขน้ 10% (v/v) เพื่อใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของเชือ้ และ
ใชท้ดสอบต่อไป  

3. การคัดเลือกยีสตส์ะสมไขมันโดยการย้อมสี Nile red  
น ายีสต์บริสุทธ์ิที่เจริญบนอาหารแข็ง YM agar เป็นระยะเวลา 2-3 วัน ถ่ายลงใน

อาหารเหลว 2G2M (ภาคผนวก ก)  เขย่าใหอ้ากาศดว้ยความเร็วรอบเท่ากับ 150 rpm ที่อุณหภูมิ 
30 ◦C เป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้น ดูดตัวอย่างเชือ้ไปท า Wet mount โดยใชส้ี Nile red และส่อง
กลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนตท์ี่ก าลังขยาย 1,000 เท่าและบันทึกภาพถ่ายเซลลย์ีสต ์โดย
ไขมันที่สะสมภายในเซลล์ยีสต์ หรือ ลิพิดบอดี (Lipid body) จะเรืองแสงสีเหลืองทอง (Golden 
emission) ดงัภาพประกอบ 2 เกณฑก์ารใหค้ะแนนสามารถพิจารณาจากขนาดของไขมนัที่สะสม
ภายในเซลลย์ีสต ์ดังตารางที่ 5 และ ดังภาพประกอบ 3 แสดงตัวอย่างของไขมันที่สะสมภายใน
เซลลย์ีสต ์
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ภาพประกอบ 2 ตัวอย่างของเซลล์ยีสตท์ี่ยอ้มสี Nile Red และส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ           
(A) เฟสคอนทรัสต์ (Phase contrast microscope) และ (B) ฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescense 
microscopre) ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า, ลิพิดบอดีที่ถูกยอ้มดว้ยสี Nile red และเกิดการเรืองแสง 
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบฟลอูอเรสเซนต ์เสน้สีด าแสดง Scale bar ที่มีความยาว 10 µm 
 
ตาราง 5 หลกัเกณฑก์ารพจิารณาขนาดของไขมนัที่สะสมภายในเซลลย์ีสต ์(Lipid body) 

ขนาดไขมันท่ีสะสมภายในเซลลย์สีต ์(Lipid body) ระดับคะแนน 
มีขนาดเกือบเต็มเซลลย์ีสต ์ 3+ 
มีขนาด 2 ใน 3 ของเซลลย์ีสต ์ 2+ 
มีขนาด 1 ใน 3 ของเซลลย์ีสต ์ 1+ 
มีขนาดนอ้ยกว่า 1 ใน 3 ของเซลลย์ีสต ์ - 
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ภาพประกอบ 3 ภาพจ าลองขนาดลิพิดบอดีของยีสต ์ลิพิดบอดีขนาดเกือบเต็มเซลล ์(3+), ลิพิดบอ
ดีขนาด 2 ใน 3 ของเซลล ์(2+), ลิพิดบอดีขนาด 1 ใน 3 ของเซลล ์(1+) และ ลิพิดบอดีขนาดนอ้ย
กว่า 1 ใน 3 ของเซลลย์ีสต ์(-) 

4. ศึกษาปริมาณไขมันของยีสตส์ะสมไขมัน  
4.1 การเลีย้งเชือ้จุลินทรีย ์

น ายีสตบ์ริสทุธ์ิที่เจริญบนอาหารแข็ง YM agar เป็นระยะเวลา 2-3 วนั ถ่ายลงใน
อาหาร YM broth ปริมาตร 5 mL เขย่าใหอ้ากาศดว้ยความเร็วรอบเท่ากับ 150 rpm เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เพื่อใช้เป็นหัวเชื ้อ (seed culture) หลังจากนั้นถ่ายหัวเชื ้อ ปริมาตร 5 mL โดยมีความ
เข้มข้นของเชื ้อที่  OD600nm ประมาณ 0.6 ถึง 0.8 ลงในอาหารเหลว  2G2M ปริมาตร 45 mL 
(ปริมาตรสุทธิเท่ากับ 50 mL) และเขย่าใหอ้ากาศดว้ยความเร็วรอบเท่ากับ 150 rpm ที่อุณหภูมิ  
30 ◦C เป็นระยะเวลา 7 วัน จากนัน้เก็บตวัอย่างโดยการป่ันเหว่ียงเพื่อเก็บตะกอนเซลลท์ี่ความเร็ว
รอบเท่ากบั 5,800 x g เป็นระยะเวลา 10 นาที ที่อณุหภูมิ 4 ◦C เพื่อเก็บตะกอนเซลล ์เพื่อใชใ้นการ
วิเคราะหน์ า้หนกัเซลลแ์หง้ และหาปริมาณไขมนัต่อไป 

4.2 การวิเคราะหน์ ้าหนักเซลลแ์ห้ง  
น าตัวอย่างเซลลย์ีสตท์ี่เลีย้งไวใ้นหัวขอ้ 4.1 ปริมาตร 10 mL ป่ันเหว่ียงเพื่อเก็บ

ตะกอนเซลลท์ี่ความเร็วรอบเท่ากับ 5,800 x g เป็นระยะเวลา 10 นาที ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยน ้า
กลั่นปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ จากนัน้เติมน า้กลั่นปราศจากเชือ้ 5 mL ลงในตะกอนเซลล ์เขย่าเพื่อให้
ตะกอนเซลลแ์ขวนลอยในน า้กลั่น จากนัน้เทลงในภาชนะที่ผ่านการอบแหง้ที่อณุหภูมิ 105 ◦C เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่ วโมง จนน ้าหนักของภาชนะคงที่  น าตัวอย่างไปอบแห้งที่ อุณหภูมิ 105 ◦C 
จนกระทั่งน ้าหนักคงที่  น ามาใส่ในโหลดูดความชื้น (desiccator) ใหม้ีอุณหภูมิเย็นลง น าไปชั่ง
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น า้หนักที่แน่นอนดว้ยเครื่องชั่งชนิดละเอียด 4 ต าแหน่ง น าไปค านวณหาน า้หนักเซลลแ์หง้ ตาม
สมการที่ 1  ดงันี ้ 

Biomass production (g/L)=
น า้หนักเซลลแ์หง้ที่ช่ังได ้(g)

10 mL (ปริมาตรที่เก็บตวัอย่าง)
x 1,000  -------- (1) 

 
4.3 การวิเคราะหป์ริมาณของไขมัน  

น าตัวอย่างเซลลท์ี่ไดจ้ากขัน้ตอนที่ 4.1 ปริมาตร 25 mL ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว
รอบ 5,800 x g เป็นระยะเวลา 10 นาที แลว้ท าการลา้งตะกอนเซลล ์2 ครัง้ดว้ยน า้กลั่นปราศจาก
เชื ้อ จากนั้นท าการแตกเซลลด์้วยด้วยเครื่องเครื่องก าเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง เป็นระยะเวลา  
10 นาที แลว้น ามาวิเคราะหห์าปริมาณไขมันโดยการสกัดดว้ยตัวท าละลาย โดยดดัแปลงวิธีของ 
Bligh และ Dyer (1959)(67) ดังนี ้ สกัดไขมันด้วยสารละลายผสม คลอโรฟอรม์ และ เมทานอล 
(chloroform : methanol) อตัราส่วน 2:1 (v/v) ปริมาตร 11.25 mL เขย่าใหเ้ขา้กนัจากนัน้น าไปบ่ม
ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นระยะเวลา 10 นาที เติมสารละลาย คลอโรฟอรม์ เขย่าใหเ้ขา้กัน เติมน า้กลั่น 
ปริมาตร 3.75 mL ผสมให้เข้ากันน าไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1,275 x g เป็นระยะเวลา  
10 นาที ที่อณุหภูมิ 10 ◦C ตวัอย่างที่ไดจ้ะแยกออกเป็น 3 ชัน้ คือ ชั้นบนเป็นส่วนของสารละลายมี
ขัว้ ไดแ้ก่ น า้และเมทานอล ชัน้ที่ 2 เป็นชัน้ของตะกอนเซลล ์และชัน้ล่างเป็นส่วนสารละลายไม่มีขัว้ 
ไดแ้ก่ คลอโรฟอรม์ ซึ่งประกอบไปดว้ยไขมันที่สกัดไดจ้ากเซลลย์ีสต์ ท าการดูดสารละลายในชั้น
คลอโรฟอรม์ ลงในภาชนะใหม่ ท าการสกัดซ า้ เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดไขมัน จากนั้น
น าไประเหยตัวท าละลายออกดว้ยโหลดูดแบบสุญญากาศ  วิเคราะหห์าปริมาณไขมันที่สกัดได ้
โดยน าส่วนของไขมันที่ระเหยคลอโรฟอรม์ออกหมดแลว้ ชั่งน า้หนักดว้ยเครื่องชั่งแบบละเอียด 4 
ต าแหน่ง โดยปริมาณของไขมันที่ไดจ้ะค านวณเป็นค่าของ Lipid production ดังสมการที่ 2 และ
ค่าของ Lipid content ดังสมการที่  3  นอกจากนี้ยังวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันตาม
วิธีการของ  Polburee P และคณะ 2015(20) 

Lipid production (g/L)=
น า้หนกัไขมันช่ังได ้(g)

25 mL (ปริมาตรที่เก็บตวัอย่าง)
x 1,000      (2) 

 

Lipid content (%)=
Lipid production (g/L)

Biomass production (g/L)
x 100       (3) 
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5. การจัดจ าแนกยสีตโ์ดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลด้วยการเปรียบเทียบล าดับ 
นิวคลีโอไทด ์บริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene  

5.1 การสกัดดีเอ็นเอจากยีสต ์
สกัดดีเอ็นเอจากตวัอย่างยีสตส์ะสมไขมนัโดยดัดแปลงจากวิธีของ Manitis และ 

คณะ 1982(89) โดยน ายีสตท์ี่เพาะบนอาหาร YM agar อายุ 24-48 ชั่วโมง มาท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย
สารละลาย lysis buffer (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 µL โดยน าไปต้มในน ้าเดือดเป็นเวลา 15 
นาที จากนั้นเติม potassium acetate ความเขม้ขน้ 2.5 M ปริมาตร 200 µL ผสมใหเ้ขา้กัน น าไป
แช่เย็นที่ -20◦C เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง น าไปป่ันเหว่ียงที่ 18,000 x g เป็นระยะเวลา 5 นาที เพื่อ
ตกตะกอนเซลล ์เก็บส่วนใส (supernatant) ยา้ยใส่หลอดใหม่ เติมสารละลายผสม คลอโรฟอรม์ 
และ ไอโซเอมิล แอลกอฮอล ์(chloroform : isoamyl alcohol) ในอัตราส่วน (24 : 1 v/v) ปริมาตร  
400 µL ผสมใหเ้ขา้กนั ป่ันเหว่ียงที่ 18,000 x g เป็นระยะเวลา 5 นาที จากนัน้ เก็บส่วนใสดา้นบน
ถ่ายลงในภาชนะใหม่ ท าซ  า้อีกรอบดว้ยขัน้ตอนเดิม จากนัน้ ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอที่ไดด้ว้ย ไอ
โซโพพานอล (isopropanol) ที่เย็น ปริมาตร 200 µL ท าการป่ันเหว่ียงเพื่อเก็บตะกอนดีเอ็นเอที่ 
18,000 x g เป็นระยะเวลา 20 นาที ลา้งตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% และ 99% เอทิลแอลกอฮอล ์
(ethyl alcohol: EtOH) ตามล าดบั ทิง้ตะกอน DNA ไวใ้หแ้หง้ จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ย
น า้บริสทุธ์ิคณุภาพสงู (MiliQ water) ปริมาตร 20 µL  

5.2 เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ บริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit 
(LSU) 26S rRNA gene ด้วยกระบวนการ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ในการเพิ่มชิ ้นส่วนของดี เอ็นเอบริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit 
(LSU) 26S rRNA gene ของยีสต ์ตามวิธีที่ดดัแปลงจาก Kurtzman และ Robnett 1998(90) โดยใช ้
primers ประกอบไปด้วย  NL1 (5′-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′) และ NL4 (5′- 
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′) ในการเตรียม master mix ส าหรบัการท าปฏิกิริยาของ PCR 
ตามค าแนะน าของบริษัทผู ้ผลิต Tag polymerase (Vivantis™, Malaysia) ดังตาราง 6 มาเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene ดว้ยเครื่อง 
PCR (PCR Max™, China) ที่ก าหนดโปรแกรม ดังตารางที่ 7 จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ ์PCR 
ดว้ย agarose gel electrophoresis (0.8 % ของ agarose gel) 

 PCR product ที่ ได้ น าม าท า ให้บ ริสุ ท ธ์ิ โดย ใช้  Gel/PCR purification kit 
(Vivantis™, Malaysia) ตามค าแนะน าของบริษัทผูผ้ลิต ดงันี ้น า PCR product ปริมาตร 100 µL 
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ผสมกับ PB buffer ปริมาตร 500 µL ถ่ายลงในหลอดคอลัมน ์(Column tube) น าไปป่ันเหว่ียงที่ 
10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นท าการล้างสิ่งเจือปนด้วย Wash buffer ปริมาตร 500 µL 
แล้วน าไปป่ันเหว่ียงที่ 10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เติม Elution buffer ปริมาตร 20 µL เพื่อชะ 
PCR product ที่บริสทุธ์ิออกมาเพื่อน าส่งวิเคราะหห์าล าดบัเบสต่อไป 
ตาราง 6 องคป์ระกอบของปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอที่บรเิวณ D1/D2 domain ของ 
large subunit (LSU) 26S rRNA gene 

องคป์ระกอบ ปริมาตร (µL) 
1. 10X Taq buffer 3.00 
2. 50 mM MgCl2 1.20 
3. 10 mM mix dNTP 0.60 
4. 10 pmol NL1 (primer) 0.90 
5. 10 pmol NL4 (primer) 0.90 
6. ddH2O 20.25 
7. Taq DNA polymerase 0.15 
8. DNA template 3.00 

รวม 30.00 

 
ตาราง 7 สภาวะในการเพิ่มชิน้ส่วนดีเอ็นเอดว้ยเครื่อง PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (วินาที) จ านวนรอบ 
Pre-denaturation 94 300 1 
Denaturation 94 60  
Annealing 52 90 29 
Extension 72 150  
Final extension 72 600 1 
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5.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ บริเวณ D1/D2 domain ของ large 
subunit (LSU) 26S rRNA gene และการสร้างแผนภูมิแสดงความสัมพันธท์างวิวัฒนาการ  

PCR product ที่ผ่านการท าบริสุทธ์ิ ส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ บริษัท 
Macrogen™ , ป ระ เท ศ เก าห ลี ใต้  โดย ใช้  primer NL1 และ  NL4 และ วิ เค ราะห์ล าดั บ 
นิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง ABI 3730xl DNA sequencers, Fisher Scientific™ , USA (Sanger 
sequencing) จากนั้นน าผลล าดับนิวคลีโอไทดข์อง บริเวณ D1/D2 domain ของ Large subunit 
(LSU) 26S rRNA gene มาวิเคราะหข์้อมูลล าดับนิวคลิโอไทด์เปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกับ
ข้อมูลที่ปรากฏในฐานข้อมูล GenBank ซึ่งอยู่บน NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดย
โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®)  

เกณฑ์การพิจารณาการจัดจ าแนก จะใช้การเปรียบเทียบการแทนที่ล  าดับ  
นิ วคลี โอไทด์ (nucleotide substitution) ของ 2 สายพันธุ์  ในบริ เวณ  D1/D2 domain ของ  
Large subunit (LSU) 26S rRNA gene ซึ่งมีขนาด 600 นิวคลีโอไทด์ โดยมีเกณฑ์ในการจัด
จ าแนกดังนี ้หากมีการแทนที่ล  าดับนิวคลีโอไทด์ มากกว่าหรือเท่ากับ 6 นิวคลีโอไทด ์สามารถจัด
จ าแนกไดเ้ป็นสปีชีสท์ี่แตกต่างกัน แต่หากมีนิวคลีโอไทดต์่างกันไม่เกิน 3 นิวคลีโอไทด ์สามารถ
จดัเป็นสปีชีสเ์ดียวกนั หรือสปีชีสท์ี่ใกลเ้คียงกนัมาก (Kurtzman และ Robnett, 1998)(90)  

จากนัน้น าขอ้มูลที่ไดม้าเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทดก์ับสปีชีสท์ี่ใกลเ้คียงกัน
มากที่สุดโดยใช้ Multiple alignment program ในโปรแกรม MEGAX Ver 11.0.10 แล้วจึงสรา้ง
แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ โดยใช้รูปแบบการวิเคราะห ์Maximum likelihood 
tree (Tamura K. และ Nei M. 1993)(91) โดยก าหนดค่า Bootstraps เท่ากบั 1,000  

6. การคัดเลือกสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับวิธีเพาะเลีย้งแบบ 2 ข้ันตอน 
6.1 การเตรียมหัวเชือ้ 

ยีสต์สายพันธุ์  L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ที่เจริญบนอาหารแข็ง YM 
agar เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ถ่ายลงในอาหารเหลว YM ปริมาตร 50 mL เขย่าใหอ้ากาศดว้ยความเร็ว
รอบเท่ากับ 150 rpm ที่อุณหภูมิ 30 ◦C เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และน าไปป่ันเหว่ียงเพื่อเก็บ
ตะกอนเซลลท์ี่ความเร็วรอบเท่ากับ 5,800 x g เป็นระยะเวลา 10 นาที ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยน ้า
กลั่นปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ เพื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้ในการทดสอบต่อไป 
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6.2 การศึกษาผลของระยะเวลาในการผลิตไขมันของยีสต์ สายพันธุ ์ 
L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ท่ีเจริญในอาหารท่ีแตกต่างกัน 

น าหัวเชือ้ที่เตรียมได้จากการทดลองที่ 6.1  มาปรบัให้มีความเขม้ข้นของเชื ้อ
เริ่มตน้ที่ค่า OD600nm เท่ากับ 1.0 ในอาหารเหลว YM และ 2G2M ปริมาตร 50 mL จากนั้นน าไป
เขย่าใหอ้ากาศดว้ยความเร็วรอบเท่ากับ 150 rpm ที่อุณหภูมิ 30 ◦C เป็นระยะเวลา 168 ชั่วโมง 
โดยเก็บตวัอย่างปริมาตร 1 mL ทุก 12 ชั่วโมง เพื่อน าไปวิเคราะหป์ริมาณน า้ตาลที่ถูกใชไ้ป ดว้ยวิธี 
dinitro salicylic acid และวิเคราะห์ปริมาณไขมัน น า้หนักเซลล์แห้ง ตามการทดลองที่ 4.2-4.3 
จากนัน้น าค่าวิเคราะหท์ี่ไดม้าค านวณหาค่าตามการวิเคราะหข์อ้มลูในหวัขอ้ที่ 6.4 

6.3. การวิเคราะหป์ริมาณน ้าตาลรีดิวซใ์นอาหารเหลวด้วยวิธี Dinitro salicylic 
acid (DNS method) 

น ้าเลีย้งเชื ้อที่ได้จากการป่ันเหว่ียงในขั้นตอนการเก็บตะกอนเซลล์ จากการ
ทดลองที่ 6.2 น ามาท าใหเ้จือจางใหค้วามเขม้ขน้ลดลง 10 เท่า ดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ จากนั้น
จะน าไปผสมกับสารละลาย DNS (dinitro salicylic acid) (ภาคผนวก ข) ในอัตราส่วน 1:2 (v/v) 
น าไปต้มในน ้าเดือดเป็นระยะเวลา 5 นาที  หยุดปฏิกิริยาโดยแช่ในน ้าเย็นเป็นระยะเวลา  
5 นาที ตามด้วยเติมน ้ากลั่น 5 mL แลว้น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ OD540nm ดว้ย
เครื่องสเปคโทรโฟโตมิเตอรโ์ดยปริมาณของน า้ตาลรีดิวซส์ามารถค านวณไดจ้ากกราฟมาตรฐาน
น า้ตาลกลโูคส (ภาคผนวก ค) 

6.4. การวิเคราะหพ์ารามิเตอรข์องข้อมูล 
การวิเคราะหค์่าพารามิเตอรท์ั้งหมดในการทดลองนีจ้ะค านวณหาไดจ้ากสมการ

ที่ดงัสตูรที่แสดงดา้นล่าง  

Biomass production (g/L)=
น า้หนักเซลลแ์หง้ที่ช่ังได ้(g)

10 mL (ปริมาตรที่เก็บตวัอย่าง)
x 1,000    (1) 

 

Lipid production (g/L)=
น า้หนกัไขมันช่ังได ้(g)

25 mL (ปริมาตรที่เก็บตวัอย่าง)
x 1,000     (2) 

 

Lipid content (%)=
Lipid production (g/L)

Biomass production (g/L)
x 100        (3) 

 

Lipid productivity (g/L/D)= 
Lipid production (g/L) 

Time (Day)
       (4) 
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Lipid yield  (g/g)= 
Lipid production (g/L) 

Carbon source consumption (g/L)
       (5) 

 

Biomass productivity (g/L/D)= 
Biomass production (g/L) 

Time (Day)
      (6) 

 

Biomass yield (g/g)= 
Biomass production (g/L) 

Carbon source consumption (g/L)
      (7) 

 
7. การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไขมันด้วยวิธีการเพาะเลีย้งแบบ 2 ข้ันตอน  

7.1 การเตรียมหัวเชือ้ 
ยีสต์สายพันธุ์ L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ที่ เจริญบนอาหารแข็ง YM 

agar เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ถ่ายลงในอาหารเหลว YM broth ปริมาตร 50 mL เขย่าใหอ้ากาศดว้ย
ความเร็วรอบเท่ากบั 150 rpm ที่อณุหภูมิ 30 ◦C เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และน าไปป่ันเหว่ียงเพื่อ
เก็บตะกอนเซลลท์ี่ความเร็วรอบเท่ากับ 5,800 x g เป็นระยะเวลา 10 นาที แลว้ลา้งตะกอนเซลล์
ดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ เพื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้ในการทดลองถดัไป  

7.2 การผลิตไขมันแบบ 2 ข้ันตอน  
เพิ่มผลผลิตไขมันจากยีสต์สะสมไขมันที่คัดเลือกได้ โดย เพาะเลี ้ยงแบบ  

2 ขัน้ตอน ในอาหารเหลว 2G2M และ 6G (ภาคผนวก ก) โดยปรบัระยะเวลาการเลีย้งในอาหารทั้ง 
2 ชนิด ดังตารางที่ 8 โดยเลีย้งที่อุณหภูมิ 30 ◦C เขย่าที่ 150-200 rpm ระยะเวลา 6 วัน  เทียบกับ
ชุดการทดลองควบคุม สภาวะ B6 ซึ่ งเป็นการเพาะเลี ้ยงแบบขั้นตอนเดียว (one stage 
fermentation) บนอาหาร 2G2M ชนิดเดียว เป็นระยะเวลา 6 วัน  ที่อุณหภูมิ  30 ◦C เขย่าที่
ความเร็วรอบเท่ากบั 150 และ 200 rpm 
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ตาราง 8 การออกแบบการผลิตไขมนัแบบ 2 ขัน้ตอน 

Condition 
Type of 

fermentation 
Type of media and incubation time (Day) 
First stage Second stage 

D3 Two-stage 
2G2M broth 

(3 Days) 
6G broth 
(3 Days) 

D4 Two-stage 
2G2M broth 

(4 Days) 
6G broth 
(2 Days) 

D5 Two-stage 
2G2M broth 

(5 Days) 
6G broth 
(1 Day) 

B6 One-tage 
2G2M broth 

(6 Days) 
- 

7.2.1 ข้ันท่ี 1: เลีย้งบนอาหาร 2G2M  
จากหัวเชือ้ที่เตรียมไวใ้นการทดลองที่ 7.1 น ามาปรบัให้มีความเขม้ขน้ของ

เชื ้อเริ่มตน้ที่ OD600nm เท่ากับ 1.0 ในอาหาร 2G2M ปริมาตร 100 mL ในฟลาสก์ขนาด 500 mL 
เขย่าให้อากาศด้วยความเร็วรอบที่ต่างกัน ได้แก่ 150  และ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 30◦C โดยใช้
ระยะเวลาในการหมักต่างกันแสดงในตารางที่ 8 จากนั้นเมื่อสิน้สุดการหมักในขั้นที่ 1 จะท าการ
เก็บตะกอนเซลลท์ี่ความเร็วรอบเท่ากับ 5,800 x g เป็นระยะเวลา 10 นาที โดยปราศจากการลา้ง
ตะกอนเซลล ์จากนัน้ตะกอนเซลลท์ัง้หมดจะถูกถ่ายลงในอาหาร 6G ในการทดลองที่ 7.2.2 

7.2.2 ข้ันท่ี 2: เลีย้งบนอาหาร 6G  
น าตะกอนเซลลท์ั้งหมดที่ไดจ้ากการทดลองที่ 7.2.1 ถ่ายลงในอาหารเหลว 

6G ปริมาตร 100 mL ในฟลาสก์ขนาด 500 mL เขย่าใหอ้ากาศดว้ยความเร็วรอบที่ต่างกัน ไดแ้ก่ 
150  และ 200 rpm ที่อณุหภูมิ 30 ◦C โดยใชร้ะยะเวลาในการหมกัต่างกนัแสดงใน ตารางที่ 8  

7.2.3 การเก็บตัวอย่างเพื่อน าไปวิเคราะห ์ 
เก็บตัวอย่างภายหลังจากการเพาะเลีย้งในอาหาร 2G2GM (ขั้นตอนที่ 7.2.1) และ อาหาร 6G 
(ขั้นตอนที่ 7.2.2) อย่างละ 10 mL น ามาป่ันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 5,800 x g เป็นระยะเวลา  
10 นาที  ท าการล้างตะกอนเซลล์ 2 ครั้งด้วยน ้ากลั่นปราศจากเชื ้อ น าตะกอนเซลล์ที่ ได้ 
มาวิเคราะหห์าปริมาณไขมัน น าหนกัเซลลแ์หง้ และปริมาณของน า้ตาลที่ถูกใชไ้ป  จากนั้นจะน า
ผลการวิเคราะหท์ี่ไดม้าค านวณหาค่าพารามิเตอรใ์นการทดลองหวัขอ้ที่ 6.4  
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8. การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของกรดไขมันของยีสตส์ะสมไขมัน 
8.1 การเตรียมเมทิลเอสเตอรข์องกรดไขมัน (Fatty acid methyl ester)  

น าไขมันที่สกัดออกจากเซลลย์ีสตจ์ากการทดลองเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน และ  
ไขมันที่สกัดออกมาจากยีสตต์ัวแทนแต่ละสปีชีส ์ตามวิธีการขา้งตน้ มาวิเคราะหห์าองคป์ระกอบ
ของไขมัน โดย ตัวอย่างไขมันที่สกัดได ้จะถูกเตรียมให้อยู่ในรูปของ Fatty acid methyl esters 
(FAMEs) ตามวิธีการดดัแปลงของ Polburee P และคณะ 2015(20) ดงันี ้ 

น าไขมันที่สกดัไดจ้ะเติม internal standard (pentadecanoic acid C15:0) เพื่อ
ใช้เป็นสารมาตรฐานในการวิเคราะห์ปริมาณของกรดไขมัน จากนั้นน าไขมันไปท าป ฏิกิริยา 
transesterification โดยเติม sulfuric acid ความเข้มข้น 6% (v/v) ใน methanol ผสมให้เข้ากัน
แลว้น าไปใหค้วามรอ้นในตูอ้บลมรอ้น ที่ 80 ◦C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อสารเย็นลงจะสกดั FAMEs 
ออกโดยการเติม petroleum ether และ DI water จากนั้นดูดเอาชั้นของ petroleum ether มา
ระเหยใหแ้หง้ในเครื่องดดูสญุญากาศ  

8.2 วิเคราะหอ์งคป์ระกอบไขมันด้วย Gas-Chromatography  
FAMEs ที่สังเคราะห์ได้ น ามาละลายในเฮกเซน (Hexane) เพื่อให้ FAMEs 

สามารถระเหยไปพรอ้มกับเฮกเซนจึงสามารถวิเคราะหโ์ดยใชเ้ครื่องแก๊สโครมาโตกราฟีได ้โดย
สภาวะในการวิเคราะหแ์สดงใน ตารางที่ 9  
ตาราง 9 แสดงสภาวะการวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง แก๊สโครมาโตกราฟี 

อณุหภูมิของแคปปิลลารี่คอลมัน ์ 200 ◦C 
อณุหภูมิของ Injector 250 ◦C 
อณุหภูมิของ Detector 250 ◦C 
แก๊สตวัพา และ อตัราการไหล ฮีเลียม (Helium), 3.0 mL/นาท ี
ระยะเวลาในการวิเคราะหต์วัอย่าง 8 นาที ต่อ 1 ตวัอย่าง 
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9. การวิเคราะหข์้อมูลโดยใช้สถิติ 
  การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของชุดขอ้มูลที่ไดจ้ากการทดลอง ไดแ้ก่ ศึกษาปริมาณ
ไขมันของยีสตส์ะสมไขมัน (Oleaginous yeast), การคัดเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมส าหรบัวิธี
เพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอน และ การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไขมันดว้ยวิธีการเพาะเลีย้งแบบ 2 
ขัน้ตอน โดยใชก้ารวิเคราะหค์วามแปรปรวนทางเดียว (One Way ANOVA) ร่วมกบัวิเคราะหค์วาม
แตกต่างของชุดข้อมูลด้วย  Tukey's HSD (honestly significant difference) test ก าหนดค่า
ความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% ( P value < 0.05) และจ านวนของชุดข้อมูลมี  n เท่ากับ 3 ด้วย
โปรแกรม IBM SPSS Statistic Ver.25  
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บทท่ี 4  
ผลการทดลอง 

1. การคัดแยกเชือ้ยีสตจ์ากตัวอย่างดิน 
เก็บตัวอย่างดินทั้งหมด 22 ตัวอย่าง จากดินบริเวณภูเขาใน จังหวัดเชียงราย ดัง

ภาพประกอบ 5 พบว่า สามารถคดัแยกยีสตไ์ดท้ัง้หมด 127 ไอโซเลท  ซึ่งแยกไดจ้าก อาหาร NDM 
agar จ านวน  56 ไอโซ เลท และแยกจากอาหาร NDM gellan gum จ านวน  71 ไอโซเลท  
ดังตารางที่ 11 โดยคัดเลือกลักษณะโคโลนีที่มีเมือกเยิม้ ดังภาพประกอบ 4 โดยยีสต์ที่แยกได้
ทัง้หมด 127 ไอโซเลท พบว่าสามารถแยกไดจ้ากตวัอย่างดินบริเวณดอยปยุ ไดจ้ านวน 4 ไอโซเลท 
ตัวอย่างดินจากดอยผาฮีจ้  านวน 1 ไอโซเลท และตัวอย่างดินจากภูชี ้ฟ้าไดม้ากที่สุดเท่ากับ 122  
ไอโซเลท ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าดินจากภูชีฟ้้ามีความหลากหลายของประชากรยีสตม์ากที่สดุ   

 
ภาพประกอบ 4 (A) โคโลนีของยีสตท์ีเ่จรญิอยู่รอบตวัอย่างดิน บนอาหารแข็ง NDM เมื่อส่อง
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบสเตอริโอ (B) ลกัษณะโคโลนีของยีสต ์ไอโซเลท SWU-NGP 14-6 ที่
บริสทุธ์ิ บนอาหารแข็ง NDM 

จากการศึกษาลกัษณะของดินบริเวณที่เก็บตวัอย่างพบว่าลักษณะดินบนภูเขามีลกัษณะ
ที่แตกต่างกันดงัต่อไปนี ้  ในช่วงปลายเดือนธันวาคม ถึง ตน้เดือนมกราคม ซึ่งเป็นฤดหูนาว พบว่า
ลกัษณะดินของดอยปยุเป็นดินร่วนปนทรายค่อนขา้งแหง้มีเศษซากพืชปกคลมุผิวหนา้ดิน อณุหภูมิ
ของดินมีค่าประมาณ 20 ถึง 22 ◦C มีค่าความชืน้ของดินประมาณ 15 เปอรเ์ซ็นต ์และมีค่า pH อยู่
ในช่ วง 6.5 ถึ ง  7.0 ในส่ วนของลักษณ ะดินของดอยผาฮี ้ เป็นดินแด งค่ อนข้า ง เหนี ยว 
จบักนัเป็นกอ้น อณุหภูมิของดินมีค่าประมาณ 15 ถึง 20 ◦C มีค่าความชืน้ของดินประมาณ 15 ถึง 
18 เปอรเ์ซ็นต ์และมีค่า pH ประมาณ 7.0 และดินจากภูชีฟ้้าพบว่า ลกัษณะดินของเป็นดินร่วนปน
ดินเหนียวค่อนขา้งมีความชืน้สูง มีเศษซากพืชปกคลมุผิวหนา้ดิน อุณหภูมิของดินมีค่าประมาณ 
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15 ถึง 25 ◦C มีค่าความชืน้ของดินประมาณ 15 ถึง 45 เปอรเ์ซ็นต ์และมีค่า pH อยู่ในช่วง 4.0 ถึง 
8.0  (แสดงในตาราง 10) 

 

ภาพประกอบ 5 แผนที่จงัหวดัเชียงราย และต าแหน่งของภูเขาที่เก็บตวัอย่างดนิไดแ้ก่ ดอยปยุ  
ดอยผาฮี ้และ ภูชีฟ้้า 
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ตาราง 10 ขอ้มลูของตวัอย่างดินและจ านวนยีสตท์ี่แยกไดจ้ากอาหาร NDM-agar และ NDM-
gellan gum 

ตัวอย่างดิน 
สภาวะของดิน จำนวนยีสต์ท่ีแยกได ้

ยีสต์
ท้ังหมด อุณหภูมิ (C°) 

ความชื้น 
(%) 

pH 
NDM 
agar 

NDM 
gellan gum 

1. Doi Pui 2 20 15 6.5 1 - 1 
2. Doi Pui 12 21 15 7.0 1 1 2 
3. Doi Pui 14 22 15 7.0 1 - 1 
4. Doi Pha Hee 3 15 18 7.0 1 - 1 
5. Phu Chee Fah 1 18 20 7.0 1 6 7 
6. Phu Chee Fah 2 20 30 6.5 3 5 8 
7. Phu Chee Fah 3 25 15 7.0 1 5 6 
8. Phu Chee Fah 4 18 30 7.5 4 2 6 
9. Phu Chee Fah 5 18 20 7.0 12 12 24 
10. Phu Chee Fah 6 19 30 8.5 - 5 5 
11. Phu Chee Fah 8 19 30 4.0 3 1 4 
12. Phu Chee Fah 9 19 45 6.0 2 1 3 
13. Phu Chee Fah 10 19 30 6.5 1 1 2 
14. Phu Chee Fah 11 18 40 7.0 - 3 3 
15. Phu Chee Fah 12 19 40 7.0 1 - 1 
16. Phu Chee Fah 13 19 30 6.5 4 - 4 
17. Phu Chee Fah 14 20 20 7.0 1 8 9 
18. Phu Chee Fah 15 19 45 6.5 2 - 2 
19. Phu Chee Fah 16 18 15 7.0 4 1 5 
20. Phu Chee Fah 17 19 15 7.0 2 1 3 
21. Phu Chee Fah 18 18 15 6.5 11 13 24 
22. Phu Chee Fah 19 15 19 7.0 - 6 6 

รวม 56 71 127 
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2. การคัดเลือกยีสต์ท่ีมีความสามารถสะสมไขมันได้สูง 

2.1 การคัดเลือกยสีต์สะสมไขมันโดยการย้อมสี Nile red  
เซลลย์ีสตท์ี่แยกไดท้ั้งหมดจะถูกเลีย้งในอาหารเหลว 2G2M ที่อุณหภูมิ 30 ◦C เป็น

เวลา 7 วนั เพื่อน ามาศึกษาความสามารถในการสะสมไขมันโดยการยอ้มสี Nile red และส่องดว้ย
กลอ้งจุลทรรศนแ์บบฟลอูอเรสเซนต ์สงัเกตขนาดของลิพิดบอดี (lipid body) สะทอ้นแสงฟลอูอเรส
เซนตส์ีเหลือง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบฟลอูอเรสเซนต ์(ภาพประกอบ 7)  

จากผลวิจัยพบว่ายีสตท์ี่คัดแยกไดท้ั้งหมด 127 ไอโซเลท มียีสต ์78 ไอโซเลท ที่พบ
ลิพิดบอดีภายในเซลลม์ีขนาดมากกว่า 1 ใน 3 ของเซลล ์(มากกว่าระดับ 1+) ดงัภาพประกอบ 6 
และผลการทดลองดัง ภาคผนวก ง นอกจากนีย้ังพบว่ายีสตท์ี่มีขนาดของลิพิดบอดีระดับ  3+ ซึ่ง
พบไขมนัสะสมเต็มเซลล ์มีจ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SWU-NGP 2-5 , SWU-NAP 4-1 และ SWU-
NGP 14-6 ดังภาพประกอบ 7 แสดงให้เห็นถึงขนาดของลิพิดบอดีขนาดใหญ่ของยีสต์ที่มีพืน้ที่
เกือบเต็มเซลล ์ซึ่งบ่งบอกไดว่้ายีสตท์ัง้ 3 ไอโซเลทสามารถสะสมไขมนัไดส้งู 

 

 
ภาพประกอบ 6 จ านวนสายพันธุข์องยีสตท์ี่แบ่งตามขนาดของลิพิดบอดี โดย ยีสตท์ี่มีลิพิดบอดี
ขนาดเกือบเต็มเซลลย์ีสต ์(◼), ยีสตท์ี่มีลิพิดบอดีมีขนาด 2 ใน 3 ของเซลล ์(◼), ยีสตท์ี่มีลิพิดบอ
ดีขนาด 1 ใน 3 ของเซลล ์(◼) และ ยีสตท์ี่มีลิพิดบอดีขนาดเล็กกว่า 1 ใน 3 ของเซลล ์(◼) 
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ภาพประกอบ 7 เซลลย์ีสตแ์ละลิพิดบอดีภายในเซลลย์ีสต ์(A, B) สายพนัธุ ์SWU-NGP 2-5  และ 
(C, D) SWU-NGP 14-6 ที่เจริญในอาหารเหลว 2G2M เป็นระยะเวลา 7 วัน โดย (ภาพ B และ D) 
ลกัษณะของเซลลย์ีสตท์ี่มีลิพิดบอดีขนาดใหญ่จนเกือบเต็มเซลลเ์มื่อส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
แบบฟลอูอเรสเซนต ์(fluorescence microscope) ที่ก าลงัขยาย 1,000 เท่า ภายหลงัจากการยอ้ม
สี Nile red (A และ C) ลักษณะของเซลล์ยีสต์ที่ เมื่อส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเฟสคอ
นทรสัต ์(phase contrast microscope) ที่ก าลงัขยาย 1,000 เท่า 

2.2 ศึกษาปริมาณไขมันของยสีตส์ะสมไขมัน 
เพื่อคดัเลือกยีสตท์ี่มีความสามารถในผลิตไขมนัไดส้งู ไดท้ าการเพาะเลีย้งยีสตท์ี่คัด

แยกได้จ านวน 127 ไอโซเลท ในอาหารเหลว 2G2M เขย่าที่ความเร็วรอบเท่ากับ 150 rpm  
อุณหภูมิ 30◦C เป็นระยะเวลา 7 วัน  จากนั้นสกัดไขมันจากเซลล์ยีสต์ เพื่อวิเคราะหห์าปริมาณ
ไขมนัโดยค านวณค่าต่างๆไดแ้ก่ lipid production , biomass production และ lipid content 

จากผลวิจัยพบว่ายีสตจ์ านวน 78 ไอโซเลท  จากยีสตท์ี่แยกไดท้ัง้หมด 127 ไอโซเลท 
สามารถผลิตไขมันได้มากกว่า 20 % ของน า้หนักเซลลแ์ห้ง โดยพบยีสตท์ี่สามารถผลิตไขมันได ้
lipid content ในช่วง 20-25% ของน า้หนักเซลลแ์หง้ จ านวน 26 ไอโซเลท ผลิตไขมันได ้25-30% 
ของน า้หนักเซลลแ์หง้ จ านวน 19 ไอโซเลท ผลิตไขมันได ้30-40% ของน า้หนักเซลลแ์หง้ จ านวน 
18 ไอโซเลท และผลิตไขมันได้สูงถึง 40%-74% ของน ้าหนักเซลล์แห้ง มีจ านวน 15 ไอโซเลท 
(ภาพประกอบ 8 และภาคผนวก ง)   

นอกจากนีย้ังพบว่ายีสต ์15 ไอโซเลทที่ผลิตไขมันไดสู้ง ไดแ้ก่ ไอโซเลท SWU-NGP 
2-5 สามารถผลิตไขมันได ้lipid content สูงถึง 74.26±6.30% ของน า้หนักเซลลแ์หง้ รองลงมาคือ 
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ไอโซเลท SWU-NAP 4-1 ที่ผลิตไขมนัได ้lipid content สงูถึง 57.10±1.82% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ 
เท่ากับ ไอโซเลท SWU-NGP 14-6 ที่ผลิตไขมันได้ lipid content เท่ากับ  57.10±1.89% ของ
น า้หนักเซลลแ์หง้ ดังตารางที่ 11 แต่เมื่อพิจารณาถึงค่าการผลิตไขมนั และน า้หนักเซลลแ์หง้ของ
ยีสต์สะสมไขมันพบว่า  ยีสต์ไอโซเลท SWU-NGP 14-6  มีค่าการผลิตไขมัน  ได้สูงสุดคือ 
5.20±0.03 g/L และมีน า้หนกัเซลลแ์หง้สงูที่สดุเท่ากบั 9.13±0.36 g/L ในขณะที่ ยีสต ์SWU-NGP 
2-5 ที่มีค่า lipid content สูงที่สุด แต่กลับมีปริมาณของไขมันเท่ากับ 1.10±0.06 g/L และน า้หนัก
เซลล์แหง้เท่ากับ 1.49±0.05 g/L ซึ่งมีปริมาณที่น้อยกว่าที่พบในยีสต์ไอโซเลท SWU-NGP 14-6 
อย่างมาก ดงันัน้ในการทดลองนีจ้งึเลือกยีสตไ์อโซเลท SWU-NGP 14-6 น าไปศึกษาในการทดลอง
ต่อไป  
 

 

ภาพประกอบ 8 จ านวนยีสตส์ะสมไขมนัที่คดัแยกไดโ้ดยแบ่งตามค่า lipid content (%) ยีสตท์ี่มีค่า 
lipid content (%) อยู่ในช่วง 20-25% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ (◼), ยสีตท์ี่มีค่า lipid content (%) 
อยู่ในช่วง 25-30% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ (◼), ยีสตท์ี่มคีา่ lipid content (%) อยู่ในช่วง 30-40% 
ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ (◼) และ ยีสตท์ี่มีค่า lipid content (%) >40% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ (◼) 

 

 

 

 

 1 
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ตาราง 11 ผลการผลิตไขมนัของยีสตท์ี่สามารถสะสมไขมนัไดม้ากกว่า 40% ของน า้หนกัเซลล ์

ยีสตท์ัง้ 15 ไอโซเลท เพาะเลีย้งในอาหารเหลว 2G2M เป็นระยะเวลา 7 วนั ที่ความเร็วรอบในการ
เขย่าเท่ากบั 150 rpm ตวัอกัษรแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (แนวคอลมัน)์ โดยใชส้ถติิ 
วิเคราะหค์วามแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOWA) และวิเคราะหค์วามแตกต่างของค่าเฉล่ีย
โดยใชส้ถิติ Tukey test เมื่อ p < 0.05 โดยมีจ านวนการทดลอง 3 ซ า้ (n=3) 

 

 
 

 

 

 

Yeast strains Biomass (g/L) Lipid (g/L) Lipid content (%) 

L. tetrasporus SWU-NGP 2-5 1.49±0.05g 1.10±0.06gh 74.26±6.30a 
L. tetrasporus SWU-NAP 4-1 4.50±0.08ef 2.57±0.04d 57.10±1.82b 
L. mesembrius SWU-NGP 14-6 9.13±0.36a 5.20±0.03a 57.10±1.89b 
L. mesembrius SWU-NGP 6-4 7.83±0.17b 3.98±0.02b 50.80±0.80b 
L. tetrasporus SWU-NGP 5-8-1 9.07±0.16a 4.27±0.01b 47.06±0.66bcd 
Sa. podzolica SWU-NAP 5-4-2 3.88±0.19ef 1.81±0.19ef 46.63±2.51cde 
L. starkeyi SWU-NGP 14-3-1 3.53±0.56f 1.47±0.07fg 42.49±4.65cde 
L. starkeyi SWU-NGTP 4-5 5.92±0.14cd 2.45±0.22d 41.56±4.67de 
L. starkeyi SWU-NGP 5-7 8.39±0.85ab 3.35±0.00c 40.30±4.11e 
Cy. saturnus SWU-NGTP 5-3-3 1.00±0.04gh 0.4±0.014ij 40.00±0.00e 
Sa. podzolica SWU-NGP 5-3-8 6.59±0.89c 2.63±0.35d 40.00±0.00e 
P. flavescens SWU-NGTP 4-1 1.87±0.24g 0.74±0.10hi 40.00±0.00e 
Sa. podzolica SWU-NGP 14-2-2 4.99±0.19de 1.99±0.07e 40.00±0.00e 
M. guilliermondii SWU-NATP 2-4 0.25±0.04h 0.10±0.02j 40.00±0.00e 
P. flavescens SWU-NATP 3-3 1.15±0.06gh 0.46±0.02ij 40.00±0.00e 
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นอกจากนีใ้นการทดลองนีย้งัไดสุ้่มตัวแทนของแต่ละไอโซเลทไปศึกษาองคป์ระกอบ
ของกรดไขมัน ดังตารางที่ 12 พบว่าไขมันของยีสตส์ะสมไขมันประกอบดว้ยกรดไขมัน myristic 
acid (C14:0),  palmitic acid  (C16:0), palmitoleic acid  (C16:1), stearic acid (C18:0), oleic 
acid (C18:1), linoleic acid (C18:2), alpha-linolenic acid (C18:3α) และ beta-linolenic acid 

(C18:3β) โดยองค์ประกอบหลักของกรดไขมันที่พบมากที่สุด คือ  กรดไขมัน Linoleic acid 
(C18:2) และ Palmitic acid (C16:0) โดยมีสัดส่วนของ กรดไขมนั linoleic acid (C18:2) 19-40%  
และ palmitic acid (C16:0) มีสัดส่วนของกรดไขมันที่ 15.7% ถึง 63.0%  โดยในทุกไอโซเลทมัก
พบ กรดไขมนั linoleic acid (C18:2) มากที่สดุรองลงมาคือ palmitic acid (C16:0), Stearic acid 
(C18:1) แ ล ะ ต า ม ด้ ว ย  Beta-linolenic acid (C18:3β) กั บ  oleic acid (C18:1) ย ก เ ว้ น  
L. mesembrius SWU-NAP 3-4 และ P. terrestris SWU-NAPui 14-5 พบ  กรดไขมัน  palmitic 
acid (C16:0) มากที่สดุ นอกจากนี ้ในบางสายพนัธุ์อาจจะไม่พบองคป์ระกอบของกรดไขมันบาง
ชนิด  เช่น  P. terrestris SWU-NGPui 12-9 ไม่พบกรดไขมัน  palmitoleic acid (C16:1) และ  
P. terrestris SWU-NAPui 14-5 ที่ไม่พบกรดไขมนั myristic acid (C14:0) และ palmitoleic acid 
(C16:1) อีกทั้งยีสต์ Sa. podzolica SWU-YGP 8-1-2 ไม่พบกรดไขมัน myristic acid (C14:0), 
palmitoleic acid (C16:) และ alpha-linolenic acid (C18:3α)  
ตาราง 12 องคป์ระกอบของกรดไขมนัที่วิเคราะหจ์ากตวัแทนของยีสตท์ี่แยกได ้

Isolates 
Relative content of fatty acid (% w/w) 

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3α C18:3β 
L. mesembrius SWU-NAP 3-4 0.55 41.7 1.5 8 0.7 15.7 - 1.6 
L. mesembrius SWU-NAP 8-4 0.38 33.4 0.1 7.7 1 55.1 0.3 1.9 
L. tetrasporus SWU-NAP 5-3-1 0.32 41.1 0.6 - 6.8 48.6 0.9 1.6 
L. tetrasporus SWU-NAP 13-8 0.22 34.5 0.3 11.4 3.2 47.1 0.6 2.6 
P. terrestris SWU-NGPui 12-9 0.24 19.5 - 17.9 0.8 49.1 - 12.4 
P. terrestris SWU-NAPui 14-5 - 30.2 - 24.8 13.8 23.4 1.3 6.5 
Sa. podzolica SWU-YGP 8-1-2 - 20.3 - 11.6 0.3 63.1 - 4.6 
Sa. podzolica SWU-NGP 5-3-2 0.13 19.4 0.2 17.0 0.6 55.8 - 6.9 

*หมายเหต:ุ C14:0 = myristic acid, C16:0 = palmitic acid, C16:1 = palmitoleic acid, C18:0 
= stearic acid, C18:1 = oleic acid, C18:2 = linoleic acid, C18:3α = alpha-linolenic acid, 
C18:3β = beta-linolenic acid 
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3. การจัดจ าแนกยสีตท่ี์โดยอาศัยอนุกรมวิฐานระดับโมเลกุลด้วยการเปรียบเทียบล าดับ 
นิวคลีโอไทด ์บริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene 

จากการน ายีสตท์ัง้หมด 127 ไอโซเลทถูกจดัจ าแนกโดยอาศัยล าดบันิวคลีโอไทด ์บริเวณ 
D1/D2 domain ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene พบว่าสามารถจัดจ าแนกยีสต์ได้
ทั้ งหมด  12 สปีชีส์ จัดอยู่ ในไฟลัม  Ascomycota จ านวน  5 สปีชีส์ ได้แก่  Cyberlindnera 
saturnus, Lipomyces mesembrius, Lipomyces starkeyi, Lipomyces tetrasporus แ ล ะ 
Meyerozyma guilliermondii  และ ไฟลมั Basidiomycota จ านวน 8 สปีชีส ์ที่สามารถระบุสปีชีส์
ไ ด้  ไ ด้ แ ก่  Rhodotorula mucilaginosa Cystobbasidium slooffiae, Naganishia diffluens, 
Papiliotrema flavescens, Papiliotrema terrestris, Saitozyma podzolica, Piskurozyma sp. 
และ Hannaella sp. แสดงดังตาราง 13 และ ภาพประกอบ 9 และ ในภาพประกอบ 10 ยังแสดง
ความสมัพันธุท์างวิวัฒนาการของยีสตต์ัวแทนแต่ละสปีชีสท์ี่สามารถคัดแยกและจดัจ าแนกไดใ้น
งานวิจยันี ้  

 จากการศึกษาความถี่ของการคดัแยกยีสตจ์ากตวัอย่างดนิภูเขา ในจงัหวดัเชียงราย ดว้ย
อาหารคัดเลือกที่มีปริมาณของแหล่งไนโตรเจนต ่า  คือ อาหาร Nitrogen-depleted medium 
(NDM) พบว่า สกุลของยีสตท์ี่คัดแยกไดม้ากที่สุด คือ Lipomyces คิดเป็น รอ้ยละ 70.1 จากยีสต์
ทั้ งหมดโดยแบ่ งเป็น  Lipomyces tetrasporus จ านวน 48 ไอโซเลท  (34.8%), Lipomyces 
starkeyi จ านวน 31 ไอโซเลท  (24.4%) และ Lipomyces mesembrius จ านวน 10 ไอโซเลท 
(7.9%) รองลงมาคือ Papiliotrema flavescens จ านวน 10 ไอโซเลท คิดเป็นความถี่ในการคดัแยก
ได้เท่ากับ 7.9%, Papiliotrema terrestris จ านวน 4 ไอโซเลท คิดเป็นความถี่ในการคัดแยกได้
เท่ากับ 3.2%, Saitozyma podzolica  จ านวน 8 ไอโซเลท คิดเป็นความถี่ในการคดัแยกไดเ้ท่ากับ 
6.3%,  Cyberlindnera saturnus จ านวน 7 ไอโซเลท คิดเป็นความถี่ในการคัดแยกได้เท่ากับ 
5.5% แ ล ะ  Meyerozyma guilliermondii, Rhodotorula mucilaginosa, Cystobasidium 
slooffiae , Naganishia diffluens จ านวน อย่างละ 1 ไอโซเลท คิดเป็นความถี่ในการคัดแยกได้
เท่ากบั 0.8% ดงัตารางที่ 13 
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ตาราง 13 ความถี่ของสายพนัธุย์ีสตท์ี่สามารถคดัแยกและจดัจ าแนกไดจ้ากตวัอย่างดิน 

Phylum Species No. FO (%)a Sourceb 

    PU PH PF 

Ascomycota 
Saccharomycotina 

Cyberlindnera saturnus 7 0.5   ● 
Lipomyces mesembrius 10 7.9  ● ● 

 Lipomyces starkeyi 31 24.4 ●  ● 
 Lipomyces tetrasporus 48 37.8 ●  ● 
 Meyerozyma guilliermondii 1 0.8   ● 
Basidiomycota  
Pucciniomycotina 

Rhodotorula mucilaginosa 1 0.8   ● 

 Cystobasidium slooffiae 1 0.8   ● 
Agaricomycotina Naganishia diffluens 1 0.8   ● 
 Papiliotrema flavescens 10 7.9   ● 
 Papiliotrema terrestris 4 3.2 ●  ● 
 Saitozyma podzolica 8 6.3 ●  ● 
 Piskurozyma sp. 3 2.4   ● 
 Hannaella sp. 2 1.6   ● 
 รวม 127 100.0   ● 

FO (%)a; frequency of occurrence (%) = รอ้ยละของความถี่ที่สามารถพบยีสตช์นิดนัน้ๆไดใ้น
ตวัอย่างดิน, Source b(ตวัอย่างดินที่พบ) ไดแ้ก่ PU = ดอยปยุ, PH = ดอยผาฮี ้และ PF = ภูชีฟ้้า, 
● แสดงยีสตท์ี่แยกไดจ้ากตวัอย่างดนิ  
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ภาพประกอบ 10 แผนภูมิแสดงความสมัพนัธท์างวิวฒันาการของยีสตแ์ต่ละสปีชีสท์ี่สามารถคดั
แยกและจดัจ าแนกไดใ้นงานวิจยันี ้ สรา้งจากล าดบันิวคลโีอไทด ์ บริเวณ D1/D2 domain ของ 
Large subunit (LSU) 26S rRNA gene ตามวิธีของ Tamura K. และ Nei M. (1993) โดยใช ้
Maximum-likelihood method และประเมนิความน่าเชื่อถือจากการวิเคราะหค์่า Bootstrap โดย
การท าซ  า้ 1,000 ครัง้ (แสดงค่า Bootstrap มากกว่า 50%), โดยมี Schizosaccharomyces 
pombe NRRL Y-12796T CBS 4214 เป็น out group 
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และจากผลการศึกษาปริมาณไขมนัก่อนหนา้นี ้พบว่า ยีสตส์ะสมไขมัน ตอ้งมีคุณสมบัติ
ในการสะสมไขมนัไดม้ากกว่า 20% ของน า้หนักเซลลแ์หง้มาพิจารณา จะพบว่าสามารถแยกยีสต์
สะสมไขมัน (Oleaginous yeast ) มีทั้งหมด 78 สปีชีส์ และพบว่ายีสต์ที่ไม่จัดเป็น  ยีสต์สะสม
ไขมัน (non- Oleaginous yeast) มีทั้งหมด 49 สปีชีส์ โดยสายพันธุ์ที่จัดเป็น Oleaginous yeast 
ได้ แ ก่  L. tetrasporus, L. starkeyi, L. mesembrius, Cyb. Saturnus, M. guilliermondii, S. 
podzolica, P. flavescens, และ P. terrestris, รวมถึง Piskurozyma sp. SWU-NATP 4-12 และ 
Hannaella sp. SWU-YGP 11-1 ซึ่งเป็นสปีชีสใ์หม่ที่แยกได ้ส่วนสายพันธุ์ที่ผลิตไขมันไดต้  ่ากว่า 
20% ของน ้ าหนั ก เซ ลล์  (non- Oleaginous yeast) ได้แ ก่  C. slooffiae, N. diffluens แล ะ  
R. mucilaginosa (ภาพประกอบ  9) นอกจากนี้ในผลการทดลองนี้จะเห็นว่า  ยีสต์ในสปีชี ส์
เดียวกนั แต่ต่างไอโซเลทกัน หรือต่างสายพนัธุก์ันใหผ้ลในการผลิตไขมันไดแ้ตกต่างกัน เนื่องจาก
คุณสมบัติในการสะสมไขมันของยีสตจ์ะขึน้อยู่กับแต่ละสายพันธุ์ หรือแต่ละไอโซเลท ที่เรียกว่า 
“Strain-dependent lipid accumulation”  

จากงานวิจัยนี ้ได้คน้พบยีสต์ที่คาดว่าเป็นสายพันธุ์ใหม่จ านวน 5 ไอโซเลท โดยยังไม่
สามารถระบุสปีชีส์ได้ เนื่องจากมี  % identity เท่ากับ 96-98% และมีการแทนที่ล  าดับเบส 
(nucleotide substitution) จ านวน 12-20 นิวคลีโอไทด ์ซึ่งหากคิดเป็น % ความถี่ของการคน้พบ
สายพันธุ์ใหม่ จะพบว่า มี 3.9% จากจ านวนจุลินทรียท์ี่แยกได้ทั้งหมด ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความ
หลากหลายของจุลินทรีย ์รวมถึงจุลินทรียท์ี่มีอยู่ในธรรมชาติที่ยังไม่เคยคน้พบมาก่อนในประเทศ
ไทยอีกมาก ยีสต์ไอโซเลท SWU-YGP 11-1 และ SWU-NAPS 5-1 เมื่อจ าแนกโดยอาศัยล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ บริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene เทียบกับ
ฐานข้อมูลของ GenBank โดย  BLASTN homology search program พบ ว่าใกล้เคี ย งกับ 
Hannaella oryzae CBS 7194T (AF075511) โ ด ย  % identity เ ท่ า กั บ  98.88 แ ล ะ  98.08 
ตามล าดับ  ดังตารางที่ 14และภาพประกอบ 10 ส่วนยีสต์ไอโซเลท SWU-NGP 14-3-2, SWU-
NGP 14-3-4 และ SWU-NATP 4-12 พบว่าใกลเ้คียงกบั  Piskurozyma taiwanensis CBS 9813T 
(AB079065) โดยมีค่า % identity  เท่ากับ 96.52, 96.75 และ 96.84 ตามล าดบั (ตารางที่ 14 และ
ภาพประกอบ 11) จากตารางที่ 13 พบว่ามี 2 ไอโซเลท จากยีสตส์ายพนัธุ์ใหม่ทัง้หมด 5 สายพนัธุ ์
สามารถผลิตไขมันไดสู้งกว่า 20% ของน า้หนักเซลลแ์หง้ ไดแ้ก่ Hannaella sp. SWU-YGP 11-1 
สามารถผลิตไขมันได้ lipid content เท่ากับ 21.70% และ Piskurozyma sp. SWU-NATP 4-12 
สามารถผลิตไขมนัได ้lipid content เท่ากบั 25.45%   
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ภาพประกอบ 11 (A) แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีสต์ไอโซเลท SWU-YGP 
11-1, SWU-NAPS 5-1 และสปีชีส์ที่มีความสัมพันธ์กัน สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ บริเวณ 
D1/D2 domain ของ Large subunit (LSU) 26S rRNA gene ตามวิธีของ Tamura K. และ Nei 
M. (1993) โดยใช ้Maximum-likelihood method และประเมินความน่าเชื่อถือจากการวิเคราะห์
ค่า Bootstrap โดยการท าซ  า้ 1,000 ครัง้ (แสดงค่า Bootstrap มากกว่า 50%), โดยมี Dioszegiaa 
hungarica CBS 4214T เป็น out group (B) ภาพเซลลย์ีสตส์ายพนัธุ์ Hannaella sp. SWU-YGP 
11-1 เจริญในอาหาร YM agar เป็นระยะเวลา 2 วัน ส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์ที่มีก าลังขยาย 
1,000 เท่า (C) ลักษณะโคโลนีของยีสต์ สายพันธุ์ Hannaella sp. SWU-YGP 11-1 เจริญใน
อาหาร YM agar เป็นระยะเวลา 2 วนั  
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ภาพประกอบ 12 (A) แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีสต์ไอโซเลท SWU-NGP 
14-3-4, SWU-NGP 14-3-2, SWU-NATP 4-12 และสปีชีส์ที่มีความสัมพันธ์กัน สรา้งจากล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ บริเวณ D1/D2 domain ของ Large subunit (LSU) 26S rRNA gene ตามวิธีของ 
Tamura K. และ  Nei M. (1993) โดยใช้  Maximum-likelihood method และประ เมินความ
น่าเชื่อถือจากการวิเคราะหค์่า Bootstrap โดยการท าซ  า้ 1,000 ครัง้ (แสดงค่า Bootstrap มากกว่า 
50%), โด ยมี  Holtermannia corniformis CBS 6979T เป็ น  out group, (B) ภาพ เซลล์ยี สต ์
สายพันธุ์ Piskurozyma sp. SWU-NATP 4-12 เจริญในอาหาร YM agar เป็นระยะเวลา 2 วัน 
ส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์ที่มีก าลังขยาย 1,000 เท่า (C) ลักษณะโคโลนีของยีสต์ สายพันธุ ์
Piskurozyma sp. SWU-NATP 4-12 เจริญในอาหาร YM agar เป็นระยะเวลา 2 วนั  
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4. การคัดเลือกสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับวิธีเพาะเลีย้งแบบ 2 ข้ันตอน 

จากผลการวิจัยในการคัดเลือกไอโซเลทที่สามารถผลิตไขมันได้สูงที่สุด  พบว่า
Lipomyces mesembrius SWU-NGP 14-6 ใหค้่าผลผลิตไขมนัไดสู้งที่สดุ เท่ากับ 5.20±0.03 g/L 
และมีค่าน ้าหนักเซลล์แห้งสูงที่ สุด  เท่ากับ  9.13±0.36 โดยคิดเป็น  Lipid content เท่ากับ 
57.10±1.82 % ของน ้าหนักเซลล์แห้ง จึงคัดเลือก เพื่อน ามาศึกษาการเพิ่มผลผลิตไขมัน โดย
กระบวนการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอน  โดยในการคัดเลือกแหล่งอาหารที่เหมาะสมส าหรับ
กระบวนการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอน ไดท้ าการเปรียบเทียบอาหารเลีย้งเชือ้ 2 ชนิด คือ อาหาร
เหลว YM ซึ่งเป็นอาหารที่มีปริมาณของแหล่งไนโตรเจนสูง โดยมีค่าอัตราส่วน C/N เท่ากับ 6.7 
และ อาหาร 2G2M ซึ่งเป็นอาหารที่  มีปริมาณของแหล่งไนโตรเจนต ่ากว่าอาหาร YM โดยมี
อตัราส่วน C/N เท่ากับ 39.0 โดยมีวัตถุประสงคท์ี่จะศึกษาแหล่งอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญ 
และการผลิตไขมนั เพื่อน ามาปรบัสภาวะการเพาะเลีย้งต่อไป  

จ ากผลการ วิ จั ย พบ ว่ า  ก าร เพ าะ เลี ้ ย งยี สต์  L. mesembrius SWU-NGP 14-6  
ในอาหารเหลว YM และอาหารเหลว 2G2M ในช่วงเวลา 0 ถึง 36 ชั่วโมง ยีสตส์ามารถใชน้ า้ตาล
กลูโคสในอาหารทั้ง  2 ชนิด  ได้อย่างรวดเร็วส าหรับการเจริญและเพิ่มปริมาณ เซลล์ ดัง
ภาพประกอบ 12 และ 13 พบว่า ปริมาณของน ้าตาลลดลงอย่างรวดเร็ว ในช่วง 36 ชั่วโมง และ
น า้ตาลถูกใชห้มด ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อเจริญในอาหารเหลว YM ในขณะที่ยีสตใ์ชน้ า้ตาลใน
อาหารเหลว 2G2M หมดที่เวลา 96 ชั่วโมง 

นอกจากนี้ยังพบ L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ที่เจริญในอาหารเหลว YM เมื่อ
ปริมาณน า้ตาลถูกใชจ้นหมดที่ 36 ชั่วโมง หลังจากนั้นยีสตม์ีการเจริญเติบโตคงที่ สอดคลอ้งกับ
ประสิทธิภาพในการสะสมไขมันลดลง โดยเมื่อสิน้สดุกระบวนการหมักที่ 168 ชั่วโมง พบว่า มีค่า 
biomass production เท่ากับ 3.01±0.02 g/L ค่า lipid production เท่ากับ 0.58±0.03 g/L โดย
ค านวณได ้lipid content เท่ากบั 19.11±0.03% และมีค่า biomass yield เท่ากบั 0.3 g/g คิดเป็น
ค่า productivity ของ biomass ได ้0.42 g/L/D 

และเมื่อศึกษาการเจริญและการผลิตไขมนัในอาหารเหลว 2G2M ในช่วงแรกที่ 36 ชั่วโมง
ที่มีการใชน้ า้ตาลลดลงอย่างรวดเร็วจะพบว่าการเจริญของยีสต ์และการสะสมไขมนัสูงกว่าเมื่อใช้
อาหารเหลว YM โดยมีค่าน า้หนักเซลลแ์หง้เท่ากบั 3.8±0.14 g/L และมี lipid production เท่ากับ 
2.09±0.08 g/L โดยเมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักที่ 168 ชั่วโมง พบว่า มีค่า biomass production 
เท่ากับ 7.82±0.25 g/L มีค่าปริมาณไขมัน lipid production เท่ากับ 4.82±0.16 g/L โดยค านวณ
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ได้ lipid content เท่ากับ 61.61±0.24% และมีค่า biomass yield เท่ากับ 0.40 g/g คิดเป็นค่า 
productivity ของ biomass ได ้1.10 g/L/D 

เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญและการผลิตไขมันของยีสต ์L. mesembrius 
SWU-NGP 14-6 ที่ เจริญ ในอาหารเหลวทั้ง  2 พบว่า อาหารเหลว 2G2M ให้ค่ า biomass 
production, lipid production, lipid content, biomass yield แ ล ะ ค่ า  productivity ข อ ง 
biomass สูงกว่าเมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารเหลว YM อย่างมีนัยส าคัญ ดังภาพประกอบ 15 ดังนั้น
ในการทดลองต่อไปจึงเลือกใชอ้าหารเหลว 2G2M เพื่อใชเ้ป็นอาหารในขั้นตอนแรก (first stage) 
ของการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน (two-stage fermentation) ในการทดลองถดัไป 
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ภาพประกอบ 15 การเปรียบเทียบ ผลผลิตไขมนั (g/L) แสดงในกราฟแท่งสีเหลือง ◼, ผลผลิต
น า้หนกัเซลลแ์หง้ (g/L) แสดงในกราฟแท่งสเีขียว ◼ และ ปริมาณไขมนัทัง้หมด (%)  แสดงใน
กราฟแท่งสีเทา ◼ ของยีสตส์ายพนัธุ ์L. mesembrius NGP 14-6 เมื่อเจริญในอาหารเหลว YM 
และ 2G2M เป็นระยะเวลา 7 วนั ตวัอกัษรแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั โดยใชส้ถติิ 
วิเคราะหค์วามแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOWA) และวิเคราะหค์วามแตกต่างของค่าเฉล่ีย
โดยใชส้ถิติ Tukey test เมื่อ p < 0.05 โดยมีจ านวนการทดลอง 3 ซ า้ (n=3)  
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5. การเพิ่มประสิทธิภาพการผลติไขมันด้วยวิธีการเพาะเลีย้งแบบ 2 ข้ันตอน 

จากการน า L. mesembrius SWU-NGP 14-6 เพาะเลีย้งในอาหารเหลว 2G2M เพื่อ
ใชส้  าหรบัเป็นอาหารในการเพาะเลีย้งขั้นแรก (first stage)  จากนั้นถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว 6G 
(ขัน้ตอนที่ 2) ที่มีน า้ตาลกลูโคสเพียงอย่างเดียว ที่มีความเขม้ขน้เท่ากับ 6% (w/v)  เพื่อท าใหค้่า
อตัราส่วน C/N ในอาหารเหลวสูงขึน้ ส าหรบัส่งเสริมการผลิตไขมันของยีสต ์โดยท าการเพาะเลีย้ง
ยีสตใ์นระดับฟลาสก ์เป็นระยะเวลา 6 วัน โดยมีตวัแปรตน้ คือ ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง (time 
shift) ไดแ้ก่ เพาะเลีย้งขั้นแรก (first stage) 3 วัน (D3), 4 วนั (D4) และ 5 วนั (D5) ต่อดว้ยขัน้ที่ 2 
(second stage) เป็นระยะเวลา 3 วัน, 2 วัน และ 1 วัน ตามล าดับ (แสดงในตารางที่ 7) และ 
ความเร็วรอบในการเขย่าที่ต่างกนั ไดแ้ก่ 150 rpm และ 200 rpm 

ระยะแรก (First stage) 
จากผลการทดลองตารางที่ 15 ในระยะแรก (first stage) ของสภาวะการเพาะเลีย้ง

ด้วยความเร็วรอบที่ 150 rpm และ 200 rpm พบว่า สภาวะ D3 (เพาะเลี ้ยงขั้นแรก 3 วัน), D4 
(เพาะเลีย้งขัน้แรก 4 วนั) และ D5 (เพาะเลีย้งขัน้แรก 5 วนั) ค่า biomass yield ของแต่ละความเร็ว
รอบไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั ดงันีค้ือ ที่ความเร็วรอบ 150 rpm สภาวะ D3, D4 และ 
D5 ค่ า  biomass yield มี ค่ า เท่ า กั บ  0.45±0.10 g/g, 0.50±0.01 g/g แ ล ะ  0.53±0.03 g/g 
ตามล าดับ  ส่ วนที่ ค วาม เร็ว รอบ  200 rpm สภาวะ  D3, D4 และ  D5 ค่ า  biomass yield  
มีค่าเท่ากับ 1.10±0.00, 1.20±0.00 และ 1.20±0.00 ตามล าดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบค่า biomass 
yield ของทั้งสามสภาวะที่ความเร็วรอบต่างกันจะพบว่า เมื่อใชค้วามเร็วรอบในการเขย่าที่ 200 
rpm ของระยะแรก first stage ใหค้่าการผลิตน า้หนักเซลลแ์หง้ที่สูงกว่าที่ความเร็วรอบ 150 rpm 
ในส่วนการสะสมไขมันที่ไดจ้ากการเพาะเลีย้งในระยะแรกพบว่า สภาวะ D3 จะใหค้่า lipid yield 
นอ้ยที่สดุ ที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 rpm เมื่อเทียบกบัสภาวะ D4 และ D5 ที่ใหค้่า lipid yield 
ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่แต่ละความเร็วรอบ โดยพบว่าที่ความเร็วรอบ 150 rpm จะพบค่า
การสะสมไขมันสูงกว่า 200 rpm อย่างมีนัยส าคัญ คือ D4 มีค่า Lipid yield เท่ากับ 0.28±0.02 
g/g และ D5 มีค่าค่า lipid yield เท่ากบั 0.24±0.02 g/g  นอกจากนีย้ังพบว่าอัตราการใชน้ า้ตาล
กลโูคส ที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 rpm ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (ตาราง 14) 

ระยะท่ีสอง (Second stage) 
หลงัจากสิน้สดุการเพาะเลีย้งในขัน้ที่ 1 (first stage) เซลลย์ีสตท์ัง้หมดจะถูกส่งต่อมา

ยังสภาวะเพาะเลีย้งในขั้นที่สอง โดยเซลลท์ั้งหมดในอาหารเลีย้งเชือ้จากการเพาะเลีย้งช่วงแรก 
น าไปป่ันเหว่ียงและเก็บเซลล์ทั้งหมด ถ่ายสู่อาหารเหลว 6G โดยบ่มต่อจนครบระยะเวลา 6 วัน   
ผลการทดลองตารางที่ 15 พบว่า ค่า biomass yield (ของทั้ง 3 สภาวะ ที่ความเร็วรอบ 150 และ 
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200 rpm ในการเพราะเลี ้ยงระยะที่สอง แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ โดยสภาวะ D5 จะมีค่า 
biomass yield สูงที่สุด โดยเฉพาะที่ความเร็วรอบ 200 rpm คือ 1.21±0.06 g/g เช่นเดียวกับค่า 
lipid yield ที่สภาวะ D5 ให้ผลค่า lipid yield สูงที่สุดทั้ง 2 ความเร็วรอบ แต่จะให้ค่าสูงที่สุดที่
ความเร็วรอบ 150 rpm คือ 0.47±0.00 g/g การที่สภาวะ D5 ใหค้่า yield ของ biomass และ lipid 
สงูอาจเนื่องมาจากปริมาณการใชน้ า้ตาลกลโูคสที่ต  ่า คือ 10-15 g/L จึงส่งผลใหค้่า yield ที่ไดสู้ง
กว่าที่สภาวะ D3 และ D4 แต่อย่างไรก็ตามจากการทดลองนี ้จะเห็นว่าผลของ lipid yield ในระยะ
ที่สองทุกๆสภาวะ มีค่าสงูขึน้มากกว่าค่า lipid yield ในระยะแรก (ตาราง 14) 

จากผลรวมของการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอนที่ ระยะเวลา 6 วัน เปรียบเที่ยบกับ 
สภาวะ B6 ที่การเพาะเลีย้งแบบขั้นตอนเดียว (ตารางที่ 15) พบว่า ค่า lipid production  และ ค่า 
biomass ของสภาวะ D3 และ D4 จะสูงกว่าสภาวะ B6 อย่างมีนัยส าคัญ  โดยพบว่ามีค่ า 
biomass production ของสภาวะ D3 และ D4 ที่  200 rpm มีค่า เท่ ากับ  22.30±0.20 g/L, 
22.00±1.10 g/L และ 18.40±0.20 g/L ตามล าดับ ในขณะที่ความเร็วรอบ 150 rpm จะให้ค่า  
biomass production ต ่ากว่าที่ความเร็วรอบ 200 rpm คือ 11.40±0.40 g/L, 12.80±1.70 g/L 
และ 9.30±0.20 g/L ตามล าดบั (ตาราง 14) 

ส าหรับค่า Lipid production ที่วันสุดท้ายของการเพาะเลี ้ยงแบบ 2 ขั้นตอน จะ
พบว่า สภาวะ D3 และ D4 มีค่าสูงที่สุดที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 rpm โดยมีค่าของ lipid 
production ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ โดยค่าจะอยู่ในช่วง 6.40-7.70 g/L ในขณะที่การ
เพาะเลีย้งแบบขั้นตอนเดียว (B6) ไดค้่า  lipid production อยู่ที่ 5.13-5.60 g/L เมื่อพิจารณาค่า 
lipid productivity ของการผลิตไขมนั จะพบว่าทัง้สภาวะ D3 และ D4 มีค่า lipid productivity สูง
เท่ากบั 1.28-1.07 g/L/D  (ตาราง 14) 

จากรูปประกอบ 14 และ 15 แสดงให้เห็นว่าการเพาะเลี ้ยงแบบ 2 ขั้นตอน ของ 
สภาวะ D3 และ D4 ช่วยเพิ่มค่า lipid production และ biomass production ใหสู้งขึน้ไดอ้ย่างมี
นยัส าคญัเมื่อเทียบการเพาะเลีย้งแบบขั้นตอนเดียว (one-stage) ในสภาวะ B6 ในขณะที่สภาวะ 
D5 ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี ้ยงแบบขั้นตอนเดียว  (B6)  
นอกจากนีจ้ากการทดลองจะพบว่า การเพิ่มขึน้ของความเร็วรอบ จาก 150 เป็น 200 rpm ไม่ได้
ส่งผลต่อค่า lipid production แต่ส่งต่อต่อค่า biomass production ที่เพิ่มสูงขึน้อย่างมีนยัส าคัญ 
(ตาราง 14) 



 6
8
 

 ตา
รา
ง 1
5 ผ

ลข
อง
สภ
าว
ะก
าร
เพ
าะ
เล
ีย้ง
แบ
บ 
2 ข

ัน้ต
อน
ขอ
งย
ีสต
ส์า
ยพ
นัธ
ุต์วั
แท
น 

L. 
me

se
mb

riu
s S

WU
-N

GP
 14

-6
 

*ห
มา
ยเ
หต

:ุ G
C =

 ป
ริม
าณ

ขอ
งน
 า้ต
าล
กล
โูค
สท
ี่ถูก
ใช
 ้(g

/L)
, Y

X =
 B

iom
as

s y
iel

d 
(g

/g
), 

Y L =
 Li

pid
 yi

eld
 (g

/g
), 

P X =
 B

iom
as

s p
ro

du
cti

vit
y (

g/
L/D

), 
Lip

id 
pr

od
uc

tiv
ity

 (g
/L/

D)
, T

L =
 Li

pid
 co

nte
nt 

(%
), 

X 
= 

Bi
om

as
s แ

ละ
 L 

= 
Lip

id,
 ต
วัอ
กัษ

รแ
สด
งถ
ึงค
วา
มแ
ตก
ต่า
งอ
ย่า
งม
ีนยั
ส า
คญั

 โด
ยใ
ชส้
ถิต
ิ วิเ
คร
าะ
หค์
วา
ม

แป
รป
รว
นท

าง
เด
ียว

 (o
ne

-w
ay

 A
NO

W
A)

 แ
ละ
วิเ
คร
าะ
ห์ค

วา
มแ
ตก
ต่า
งข
อง
ค่า
เฉ
ลี่ย
โด
ยใ
ช้ส
ถิต
ิ T

uk
ey

 te
st 
เม
ื่อ 

p 
< 

0.0
5 โ
ดย
มีจ
 าน
วน
กา
รท
ดล
อง
 3 
ซ า้
 

(n
=3

) 

Co
nd

itio
n 

Th
e 

fir
st 

sta
ge

 
Th

e 
se

co
nd

 s
ta

ge
 

Fin
al 

fe
rm

en
ta

tio
n 

(6
 d

ay
s)

 

G C
(g

/L
) 

Y X
(g

/g
) 

Y L
(g

/g
) 

G C
(g

/L
) 

Y X
 (g

/g
) 

Y L
(g

/g
) 

Bi
om

as
s 

(g
/L

) 
Lip

id 
(g

/L
) 

Lip
id 

co
nt

en
t 

(%
) 

G C
(g

/L
) 

Y X
(g

/g
) 

Y L
 (g

/g
) 

P X
(g

/L
/D

) 
P L

(g
/L

/D
) 

15
0 

rp
m

 

D3
 

18
.01

±0
.10

a  0
.45

±0
.10

b  0
.13

±0
.01

c  3
4.0

±0
.30

a  0
.34

±0
.00

d  0
.19

±0
.01

c  1
1.4

0±
0.4

0c  
6.4

0±
0.0

6a  
56

.3±
2.2

0a  
52

.00
±0

.20
a  0

.22
±0

.01
c  0

.12
±0

.00
b  1

.90
±0

.01
cd

 1.
07

±0
.01

bc
 

D4
 

18
.01

±0
.10

a  0
.50

±0
.01

b  0
.28

±0
.02

a  2
4.9

±1
.55

b  0
.51

±0
.01

c  0
.27

±0
.01

c  1
2.8

0±
1.7

0c  
6.8

0±
0.1

1a  
54

.6±
7.8

0a  
42

.90
±1

.10
b  0

.30
±0

.05
bc

 0
.16

±0
.01

b  2
.13

±0
.29

c  1
.14

±0
.02

ab
 

D5
 

18
.01

±0
.10

a  0
.53

±0
.03

b  0
.24

±0
.02

a  1
0.4

±0
.12

d  0
.89

±0
.02

b  0
.47

±0
.00

a  
9.3

0±
0.2

0d  
4.9

0±
0.1

1c  
52

.4±
2.3

0a  
28

.40
±0

.10
c  0

.33
±0

.01
b  0

.17
±0

.00
b  1

.56
±0

.04
d  0

.81
±0

.02
d  

B6
 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

9.0
3±

0.3
0d  

5.1
3±

0.1
3c  

56
.8±

1.2
0a  

18
.01

±0
.00

d  0
50

±0
.01

a  0
.28

±0
.00

a  1
.50

±0
.05

d  0
.85

±0
.02

d  
20

0 
rp

m
 

D3
 

17
.7±

0.4
0a  

1.1
0±

0.0
0a  0

.10
±0

.00
c  3

6.3
±3

.60
a  0

.61
±0

.04
c  0

.21
±0

.03
c  2

2.3
0±

0.2
0a  

7.7
0±

0.2
0a  

34
.60

±0
.90

b  5
4.0

0±
4.4

0a  0
.42

±0
.03

b  0
.14

±0
.01

b  3
.71

±0
.04

a  1
.28

±0
.03

a  

D4
 

17
.7±

0.4
0a  

1.2
0±

0.0
0a  0

.20
±0

.00
b  3

0.5
±3

.50
b  0

.72
±0

.01
bc

 0
.21

±0
.01

c  2
2.0

0±
1.1

0a  
6.4

0±
0.6

0a  
29

.20
±1

.50
c  4

8.2
0±

4.2
0a  0

.46
±0

.05
b  0

.13
±0

.01
b  3

.66
±0

.18
a  1

.07
±0

.01
bc

 

D5
 

17
.7±

0.4
0a  

1.2
0±

0.0
0a  0

.20
±0

.00
b  1

5.2
±2

.20
c  1

.21
±0

.06
a  0

.33
±0

.03
b  1

8.4
0±

0.2
0b  

5.0
0±

0.3
0c  

25
.70

±1
.00

d  3
2.9

0±
3.6

0c  0
.57

±0
.06

b  0
.16

±0
.03

b  3
.07

±0
.06

b  0
.83

±0
.05

d  

B6
 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

21
.60

±0
.60

a  5
.60

±0
.20

bc  2
5.8

0±
0.5

0d  1
7.7

0±
0.4

0d  1
.22

±0
.07

a  0
.32

±0
.01

a  3
.60

±0
.11

a  0
.93

±0
.04

cd
 

68 



 6
9
 

 

 

            ภา
พป

ระ
กอ
บ 
 16

 ผ
ลข
อง
สภ
าว
ะก
าร
เพ
าะ
เล
ีย้ง
แบ
บ 
2 ข

ัน้ต
อน
ขอ
งย
ีสต
ส์า
ยพ

นัธ
ุต์ัว
แท
น 

L. 
me

se
mb

riu
s S

W
U-

NG
P 

14
-6
 เม
ื่อใ
ชค้
วา
มเ
ร็ว
รอ
บใ
นก
าร
เข
ย่า

เท
่าก
ับ 

15
0 r

pm
 ก
รา
ฟส

ีเข
ียว
 (◼

) B
iom

as
s p

ro
du

cti
on

 (g
/L)

, (
◼

) L
ipi

d 
pr

od
uc

tio
n (

g/
L)

, (
◼

) L
ipi

d 
co

nte
nt 

(%
) ต
ัวอ
ักษ

รแ
สด

งถ
ึงค
วา
มแ
ตก
ต่า
ง

อย
่าง
มีน

ยัส
 าค
ัญ
 โด
ยใ
ชส้
ถิต
ิ วิเ
คร
าะ
หค์
วา
มแ
ปร
ปร
วน
ทา
งเด

ียว
 (o

ne
-w

ay
 A

NO
W

A)
 แล

ะวิ
เค
รา
ะห
ค์ว
าม
แต
กต
่าง
ขอ
งค
่าเ
ฉล่ี
ยโ
ดย
ใช
ส้ถ
ิติ 

Tu
ke

y t
es

t เม
ื่อ 

 p
 <

 0.
05

 โด
ยม
ีจ า
นว
นก
าร
ทด
ลอ
ง 3

 ซ
 า้ (

n=
3)

 
 

69 



 70
 

   
 

            ภา
พป

ระ
กอ
บ 
17

 ผ
ลข
อง
สภ
าว
ะก
าร
เพ
าะ
เล
ีย้ง
แบ
บ 
2 ข

ัน้ต
อน
ขอ
งย
ีสต
ส์า
ยพ
นัธ
ุต์วั
แท
น 

L. 
me

se
mb

riu
s S

W
U-

NG
P 

14
-6
 เม
ื่อใ
ชค้
วา
มเ
ร็ว
รอ
บใ
นก
าร
เข
ย่า

เท
่าก
บั 

20
0 r

pm
 ก
รา
ฟส

ีเขยี
ว (
◼

) B
iom

as
s p

ro
du

cti
on

 (g
/L)

, (
◼

) L
ipi

d p
ro

du
cti

on
 (g

/L)
, (
◼

) L
ipi

d 
co

nte
nt 

(%
) ต
วัอ
กัษ

รแ
สด
งถ
ึงค
วา
มแ
ตก
ต่า
ง

อย
่าง
มีน
ยัส
 าค
ญั
 โด
ยใ
ชส้
ถิต
ิ วิเ
คร
าะ
หค์
วา
มแ
ปร
ปร
วน
ทา
งเด

ียว
 (o

ne
-w

ay
 A

NO
W

A)
 แล

ะวิ
เค
รา
ะห
ค์ว
าม
แต
กต
่าง
ขอ
งค
่าเฉ

ล่ีย
โด
ยใ
ชส้
ถิต
ิ Tu

ke
y t

es
t เม

ื่อ 
 p

 <
 0.

05
 โด
ยม
ีจ า
นว
นก
าร
ทด
ลอ
ง 3

 ซ
 า้ (

n=
3)

70 



 
71 

 

6. การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของกรดไขมันท่ีผลิตโดย L. mesembrius SWU-NGP 14-6
การเพาะเลีย้งแบบ 2 ข้ันตอน  

จากผลการทดลองพบว่า L. mesembrius SWU-NGP 14-6 เมื่ อเจริญ ในสภาวะ
เพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ D3, D4 และ D5 และการเพาะเลีย้งแบบขั้นตอนเดี่ยว (สภาวะ 
B6) พบว่า องคป์ระกอบของกรดไขมันที่ไดไ้ม่แตกต่างกัน โดยประกอบดว้ยกรดไขมัน 10 ชนิด 
ได้แก่  myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0 ), palmitoleic acid (C16:1n7), stearic 
acid (C18 :0 ), oleic acid (C18:1n9 ), elaidic acid (C18 :1n9 t), linoleic acid (C18 :2n6 ), 
arachidic acid (C20:0), behenic acid (C22:0 ) และ lignoceric acid (C24:0) นอกจากนี ้
องคป์ระกอบหลักของกรดไขมันที่สภาวะต่างๆ ไม่มีความแตกต่างกัน  โดยพบ กรดไขมัน oleic 
acid  (C18:1n9) และ palmitic acid (C16:0) ที่มีสัดส่วนของกรดไขมันมากที่สุด รองลงมาคือ 
stearic acid (C18:0) ยกเวน้ สภาวะ D3 ที่ความเร็วรอบ 200 rpm ที่มีองคป์ระกอบของกรดไขมัน 
elaidic acid (C18:1n9t) สูงกว่าสภาวะอ่ืนๆ โดยมีสัดส่วนเท่ากับ 4.74% w/w ดังภาพประกอบ 
17 

  จากตารางที่ 16 พบว่าการเพาะเลีย้ง L. mesembrius SWU-NGP 14-6 โดยการเขย่า
ที่ความเร็วรอบเท่ากบั 150 rpm จะพบว่ามีสดัส่วนของกรดไขมนั palmitoleic acid (C16:1n7) ที่
สงูกว่าการเพาะเลีย้งที่ความเร็วรอบเท่ากบั 200 rpm ในทางกลบักนัการเพาะเลีย้งภายใตส้ภาวะ 
D4, D5 และ B6 ที่ความเร็วรอบ 200 rpm กลบัใหส้ดัส่วนของ กรดไขมนั linoleic acid (C18:2n6) 
ที่สงูกว่า เมื่อใชค้วามเร็วรอบ 150 rpm  
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บทท่ี 5  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

จากตัวอย่างดิน 22 ตัวอย่างที่ เก็บจากในดินบนภูเขา ได้แก่ ดอยผาฮี ้ ดอยปุย และ  
ภูชีฟ้้า จังหวัดเชียงราย สามารถคัดแยกยีสตไ์ดท้ั้งหมด 127 ไอโซเลท โดยตัวอย่างดินที่เก็บจาก 
ภูชีฟ้้าสามารถคัดแยกยีสตไ์ด้จ านวนมากที่สุด เท่ากับ 122 ไอโซเลท โดยคิดเป็น 96.06% อาจ
เนื่องมาจากตวัอย่างดินจากภูชีฟ้้ามีความชืน้สงูกว่าตวัอย่างดินทีไ่ดจ้าก ดอยผาฮีแ้ละดอยปยุ โดย
มีค่าความชืน้มากกว่า 20% และ มีอณุหภูมิที่อยู่ในช่วง 18 ถึง 20◦C รวมทัง้ดินบริเวณนีม้ีเศษซาก
พืชซากไมป้กคลมุอยู่ในปริมาณมาก ส่งผลใหม้ีความหลากหลายทางชีวภาพสูงกว่าตัวอย่างดิน
จากดอยผาฮี ้ซึ่งมีลกัษณะเป็นดินเหนียว และดอยปยุที่เป็นดินทรายร่วน และความชืน้ต ่ากว่า  

ยีสตท์ั้งหมดที่สามารถคัดแยกไดจ้ านวน 127 ไอโซเลท สามารถคัดแยกไดจ้ากอาหาร
แข็ง Nitrogen depleted medium agar (NDM agar) จ านวน 56 ไอโซเลท และ อาหารแข็ง 
Nitrogen depleted medium gellan gum (NDM gellan gum) จ านวน 71 ไอโซเลท โดยพบว่า
การแยกเชือ้บนอาหาร NDM-gellan gum สามารถแยกเชือ้ยีสตไ์ดม้ากกว่า NDM-agar  เนื่องจาก
อาหาร NDM gellan gum เป็นอาหารที่มีความนุ่มลักษณะคลา้ยเจลลี่ และมีความใส ซึ่งแตกต่าง
จาก NDM agar ที่มีความขุ่นและแข็งกว่า จึงท าให้สามารถคัดแยกยีสตไ์ดง้่าย นอกจากนี้ ยัง
พบว่าการเจริญของเชือ้ราที่ปนเปื้อนในดินบนอาหาร  NDM-gellan gum จะเจริญไดช้า้กว่าอาหาร  
NDM-agar  จึงท าให้สามารถแยกเชื ้อยีสตอ์อกจากเชื ้อราบนอาหาร NDM-gellan gum ไดง้่าย
กว่าอาหาร NDM-agar โดยปกติ gellan gum สามารถใชท้ดแทน agar ในการเป็นสารก่อใหเ้กิด
เจลในอาหารแข็งได ้เช่น ใชเ้ป็นอาหารส าหรบัการเพาะเลีย้งจุลินทรียท์ั่วไป และการเพาะเลีย้ง
เนื ้อเยื่อพืชได้ (92) และยังมีรายงานของ Zhang และคณะ 2018 พบว่าอาหาร glucose-YNB 
medium ที่มีการเติม acyl gellan gum ความเขม้ข้นเท่ากับ0.9% w/v เหมาะส าหรบัการเจริญ 
Saccharomyces ไดม้ากกว่า glucose-YNB medium ที่ผสมกับ agar ความเขม้ขน้เท่ากับ 20% 
w/v (GYA20 agar) เนื่องจากอาหารมีความใสกว่า และใชป้ริมาณของสารที่ก่อใหเ้กิดเจลต ่ากว่า
(93) และ รายงานของ Tamaki H และคณะ (2009) ท าการศึกษาเกี่ยวกบัผลของสารก่อใหเ้กิดเจลที่
ท าใหอ้าหารแข็งตวั ไดแ้ก่ วุน้ (agar) และ gellan gum ต่อการเจริญของแบคทีเรียทีค่ดัแยกไดจ้าก
ตะกอนจากทะเลสาบ (lake sediment) ทัง้หมด 108 ไอโซเลท พบว่าแบคทีเรีย 52 ไอโซเลท เจริญ
ได้รวดเร็วบนอาหารแข็ง NM-1 gellan gum มากกว่าอาหารแข็ง NM-1 agar นอกจากนี ้
แบคทีเรีย Gemmatimonas aurantiaca ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ เจริญเติบโตได้ช้า พบว่าสามารถ
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็วบนอาหารแข็ง NM-1 gellan gum(89) เช่นเดียวกบัรายงานของ Janssen 
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และคณะ (2004) ที่ศึกษาผลของ gellan gum ในการเพาะเลีย้งจุลินทรีย์ที่แยกไดจ้าก ดินและ
ตะกอนจากทะเลสาบ พบว่าการใช ้gellan gum เป็นสารที่ก่อใหเ้กิดเจลในอาหารช่วยส่งเสริมการ
เจริญของเชื ้อแบคทีเรียที่โตช้าได้ดีกว่าการใช้ agar และไม่ส่งผลในการยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรียท์ี่เจริญไดย้าก ดงันัน้การใช ้gellan gum เป็นสารที่ก่อใหเ้กิดเจลในอาหารจึงสามารถแยก
จุลินทรียไ์ดห้ลากหลายชนิด(94)  

ในการจัดจ าแนกยีสต์อาศัยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ บริเวณ D1/D2 domain 
ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene เนื่องจากบริเวณ D1/D2 domain มีขนาด 500 ถึง 
600 นิวคลีโอไทด ์เป็นส่วนที่มีการวิวฒันาการมาก เรียกว่า บริเวณผนัแปร (variable region) ท า
ใหล้  าดับนิวคลีโอไทด ์บริเวณนีแ้สดงใหเ้ห็นถึงความแตกต่างระหว่างยีสตแ์ต่ละสายพนัธุไ์ด้อย่าง
ชดัเจน ซึ่งความแตกต่างในบริเวณนีพ้อเพียงที่ใชใ้นการจัดจ าแนกในระดับสปีชีสข์องยีสตไ์ด้(95, 

96)  จากผลการวิจัยนีพ้บว่า จากยีสตท์ี่คัดแยกไดท้ั้งหมด 127 ไอโซเลท สามารถจดัจ าแนกไดเ้ป็น 
11 สปีชีส ์และ 2 สปีชีสใ์หม่ (novel species) ที่ไม่สามารถระบุสปีชีสไ์ด ้นอกจากนีย้งัพบว่ายีสตท์ี่
คดัแยกได ้127 ไอโซเลท จดัอยู่ในไฟลมั Ascomycota จ านวน 97 ไอโซเลท คิดเป็น 76.3% ถูกจัด
จ าแนกเป็น 5 สปีชีส์ ได้แก่ Cyberlindnera saturnus, Lipomyces mesembrius, Lipomyces 
starkeyi, Lipomyces tetrasporus และ Meyerozyma guilliermondii และ พบว่ายีสต์ที่แยกได ้
จ านวน 30 ไอโซเลท จัดอยู่ในไฟลัม Basidiomycota คิดเป็น 23.6% จัดจ าแนกเป็น 8 สปีชีส ์
ไ ด้ แ ก่  Rhodotorula mucilaginosa Cystobbasidium slooffiae Naganishia diffluens, 
Papiliotrema flavescens, Papiliotrema terrestris, Saitozyma podzolica, Piskurozyma sp. 
และ Hannaella sp.  

จากงานวิจัยนีแ้สดงใหเ้ห็นถึงความหลากหลายของยีสตท์ี่แยกไดจ้ากตวัอย่างดิน โดย
พบว่ายีสตส์กุล Lipomyces เป็นสกุลที่พบมากที่สุดในตัวอย่างดินที่แยกได ้คิดเป็น 70.1% ของ
ยีสต์ทั้งหมด แบ่งเป็น L. tetrasporus มีค่า %Frequency of occurrence (%FO) เท่ากับ 37.8  
L. starkeyi มีค่า %FO เท่ากบั 23.6 และ L.mesembrius มีค่า %FO เท่ากบั 7.9 โดยทั่วไปยีสตใ์น
สกุล Lipomyces จดัเป็นยีสตท์ี่มีแหล่งที่อยู่ในดิน และแยกไดจ้ากตวัอย่างดินเป็นหลกั (16)  ดังนั้น
ในงานวิจยันี ้จึงสามารถแยกยีสตก์ลุ่มนีไ้ดม้ากที่สุด นอกจากนีย้ังพบยีสตใ์นสกุล Papiliotrema 
flavescens, Papiliotrema terrestris, Saitozyma podzolica แ ล ะ  Cyberlindnera saturnus 
โดยคิดเป็น %FO เท่ากับ 7.9 , 3.2, 6.3 และ 5.5 ตามล าดับ  ที่สามารถคดัแยกไดจ้ากตวัอย่างดิน
ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Glushakova AM และคณะ (2017) และ งานวิจัยของ Boekhout T 
และคณะ (2022) ที่พบว่า กลุ่มของยีสต ์Anamorphic basidiomycetous ได้แก่ S. podzolica, 
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Solicoccozyma terricola, Apiotrichum spp., และ Rhodotorula spp สามารถคัดแยกได้จาก
ตวัอย่างดินหลายบริเวณของระบบนิเวศ (97, 98) รายงานของ Liu Z และคณะ (2021),  Junyapate 
K และคณะ (2014) และ Kunthiphun S และคณะ (2018) สามารถคัดแยกยีสต์ S. podzolica, 
Rhodotorula mucilaginosa, P. flavescens และ P. terrestris จากดินป่าภูเขา(21, 24, 98) รายงาน
ของ Junyapate K และคณะ (2014) สามารถคดัแยก Cyb. saturnus จากดิน ในประเทศไทย ซึ่ง
เป็นยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิต xylitol เช่นเดียวกับงานวิจัยนี ้ที่สามารถคัดแยก Cyb. 
saturnus ไดจ้ากตวัอย่างดินป่าภูเขา (98) 

นอกจากนีผู้วิ้จยัสามารถคดัแยกและคน้พบยีสตส์ายพันธุ์ใหม่ คือ SWU-NGP 14-3-2, 
SWU-NGP 14.-3-4 และ SWU-NATP 4-12 พบว่าใกลเ้คียงกบั Piskurozyma taiwanensis CBS 
9813T โดยมี % identity เท่ากับ 96.52%, 96.75% และ 96.84% ตามล าดับ และ มีการแทนที่ 
นิวคลีโอไทด ์(nucleotide substitution) ประมาณ 18-20 นิวคลีโอไทด ์ในขณะที่ 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 
SWU-YGP 11-1 และ SWU-NAPS 5-1 พบว่าใกลเ้คียงกบั Hannaella oryzae CBS 7194T โดยมี 
%identity เท่ากับ 98.88% และ 98.04% ตามล าดับ และ มีการแทนที่นิวคลีโอไทด ์(nucleotide 
substitution) ประมาณ 12 นิวคลีโอไทด ์  

จากรายงานของ Kurtzman CP และคณะ (1998) ท าการศึกษาการจัดจ าแนกยีสต์ใน
ไฟลัม Ascomycota พบว่าเมื่อศึกษาล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีสต์ บริเวณ D1/D2 domain หาก
เกิดการแทนที่ของ นิวคลีโอไทด ์0 ถึง 3 ต  าแหน่ง สามารถสรุปไดว่้า ยีสตท์ั้ง 2 สายพันธุ์นั้น เป็น 
สปีชีส์เดียวกัน หรือ อาจจะเป็นสปีชีส์ที่มีความใกล้ชิดกันมาก (sister species) แต่หากมีการ
แทนที่ของนิวคลีโอไทด์มากกว่า หรือ เท่ากับ 6 ต  าแหน่ง ยีสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์จัดเป็นสปีชีส์ที่
แตกต่างกัน (100)  สอดคล้องกับรายงานของ Fell JW และคณะ (2000) ที่ท าการศึกษาการจัด
จ าแนกยีสตใ์นไฟลมั Basidiomycota พบว่าเมื่อศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีสต ์บริเวณ D1/D2 
domain มีล าดบันิวคลีโอไทดต์่างกนัมากกว่า หรือ เท่ากบั 2 นิวคลีโอไทดส์่งผลให ้ยีสตท์ัง้ 2 สาย
พันธุ์เป็นสปีชีสท์ี่แตกต่างกัน (101) ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัยนีจ้ะเห็นไดว่้ายีสต ์ทั้ง 5 ไอโซเลท จัด
จ าแนกได ้2 สปีชีส ์มีความเป็นไปไดท้ี่จะเป็นเชือ้สปีชีสใ์หม่ ไดแ้ก่ Piskurozyma sp. SWU-NGP 
1 4 -3 -2 , Piskurozyma sp SWU-NGP 1 4 -3 -4 , Piskurozyma sp SWU-NATP 4-1 2 แ ล ะ 
Hannaella sp. SWU-YGP 11 -1 แ ล ะ  Hannaella sp. SWU-NAPS 5-1 แ ต่ อ ย่ า ง ไรก็ ต า ม 
จ าเป็นตอ้งศึกษาการจัดจ าแนกเพิ่มเติม รวมถึงศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และยีน
ในต าแหน่งอ่ืนควบคู่ไปดว้ย เพื่อพิสจูนว่์าเป็นสปีชีสใ์หม่ต่อไป 
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ในการศึกษาคดัเลือกยีสตส์ะสมไขมนั จากยีสตท์ี่คดัแยกไดท้ัง้หมด  127 ไอโซเลท พบว่า
ยีสต ์85 ไอโซเลท มีขนาดของลิพิดบอดีขนาดใหญ่ภายในเซลล ์มากกว่า ระดบั 1 ใน 3 ของเซลล ์
จากการยอ้มเซลลด์ว้ยสี Nile Red แลว้น าไปส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบฟลูออเรสเซนต ์ซึ่ง
คิดเป็น 66.93% จากจ านวนยีสตท์ี่คดัแยกไดท้ัง้หมดโดยการเกิดปฏิกิริยาของ Nile Red จะใชเ้ป็น
สารส าหรบัยอ้มสารจ าพวกลิพิด เนื่องจาก Nile Red จะสามารถเขา้ไปจับกับลิพิดภายในเซลลไ์ด ้
เมื่อจะอยู่ในสภาวะ rich lipid condition (สภาวะที่ไม่มีขั้ว) ท าใหเ้กิดการเรืองแสงสีเหลืองทอง 
(strong yellow-gold emission) ภายใต้กล้องจุลทรรศนแ์บบฟลูออเรสเซนต์ แต่ในทางกลับกัน
เมื่อ Nile Red อยู่ในสภาวะที่มีขัว้ จะไม่เกิดการเรื่องแสงเช่น  น า้ หรือ ตวัท าละลายที่มีขัว้ เป็นตน้
(62) 

วิธีการยอ้มสีเหมาะสมที่จะใช้ในการคัดเลือกยีสตส์ะสมไขมันเบือ้งตน้ แต่ไม่สามารถ
บอกปริมาณของไขมนัไดอ้ย่างแม่นย า ซึ่งจากงานวิจัยนีพ้บว่าการพิจารณาปริมาณไขมนัจากการ
ติดสีย้อมเรืองแสงด้วยสายตาในการแบ่งระดับของความสามารถในการสะสมไขมันนั้น ท าได้
ค่อนขา้งยาก สามารถสรุปไดเ้พียงแค่สัดส่วนของไขมนัที่สะสมอยู่ภายในเซลล ์ซึ่งอาจจะมีขนาด
เซลลท์ี่แตกต่างกนัออกไป  ดังนัน้วิธีนีจ้ึงเป็นวิธีในการคัดเลือกยีสตส์ะสมไขมนัไดเ้บือ้งตน้ เท่านั้น 
แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาการสะสมไขมันด้วย Nile Red นั้นจัดว่าเป็นวิธีการที่นิยมใช้ในการ
คัดเลือกยีสต์สะสมไขมัน หรือสาหร่ายที่สะสมไขมันเบือ้งตน้ เนื่องจากเป็นวิธีการที่ง่าย รวดเร็ว  
ไม่ใชร้ะยะเวลามาก(1)  

ดงันัน้ในการทดลองต่อมาจึงศึกษาปริมาณไขมนัที่ยีสตส์ามารถผลิตได ้โดยกระบวนการ
เพาะเลี ้ยงในอาหารเหลว 2G2M และสกัดไขมันออกมาจากตัวเซลล์ พบว่า ยีสต์จ านวน  
78 ไอโซเลท สามารถสะสมไขมันไดม้ากกว่า 20% ของน า้หนักเซลลแ์หง้ ซึ่งค าจัดความของยีสต ์
คือยีสตท์ี่สามารถสะสมไขมัน หรือ โอลิจินัสยีสต ์จะตอ้งสะสมไขมันไดม้ากกว่าหรือเท่ากบั 20% 
ของน า้หนกัเซลลแ์หง้(76) ดังนัน้ ในงานวิจยันีส้ามารถแยกยีสตส์ะสมไขมนั ไดท้ัง้หมด 78 ไอโซเลท 
คิดเป็น 61.42% ของยีสต์ที่แยกได้ทั้งหมด ซึ่งจัดจ าแนกได้เป็น  L. tetrasporus, L. starkeyi,  
L. mesembrius, Cyb. saturnus M. guilliermondii, S. podzolica, P. flavescens, แ ล ะ  
P. terrestris ที่เป็น ยีสตส์ะสมไขมนั และมีเพียง 38.58% ของยีสตท์ี่แยกได ้ไม่จัดเป็นยีสตส์ะสม
ไขมนั คือ C. slooffiae, N. diffluens และ R. mucilaginosa ซึ่งจากงานวิจยันีป้ระสบความส าเร็จ
เนื่องจากสามารถคัดแยกเชื ้อสะสมไขมันได้สูงมากถึง 61.4% ซึ่งสูงกว่างานวิจัยก่อนหน้านี ้ที่
สามารถแยกเชือ้สะสมไขมนัไดเ้พียงแค่ 5% จากยีสตท์ี่แยกไดท้ัง้หมด(20) 
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โดยยีสต์สะสมไขมันที่คัดแยกได้เคยมีรายงานการคน้พบว่าถูกจัดอยู่ในกลุ่มของยีสต์
สะสมไขมัน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง L. starkeyi ซึ่งเป็นยีสตส์ะสมไขมันที่มีความสามารถในการผลิต
ไขมนัสูงและมีประโยชนท์างเทคโนโลยีชีวภาพหลากหลาย ซึ่งยีสตส์ายพันธุน์ีส้ามารถทนต่อสาร
ยบัยั้งไดห้ลายชนิด อีกทัง้ยังสามารถใชแ้หล่งคารบ์อนไดห้ลากหลาย ซึ่งรวมถึง แหล่งคารบ์อนที่
จัดเป็นองคป์ระกอบของ lignocellulose hydrolysate เช่น glucose และ xylose เป็นตน้(12, 95-97) 
แ ล ะ ยั ง มี ร า ย ง าน ขอ ง  Caporusso แ ล ะ คณ ะ  20 2 1 , Dien แ ล ะ ค ณ ะ  2016 พ บ ว่ า  
L. tetrasporus สายพันธุ์ Li-0407 และ สายพนัธุ์ Y-11562 สามารถสะสมไขมันไดส้งูถึง 41.1%–
68.6% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ เมื่อเจริญในสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไขมนั ในอาหารที่มีแหล่ง
ไนโตรเจนจ ากัด (98 , 99) อีกทั้ง ยีสต์ S. Podzolica และ M. guilliermondii ได้มีการรายงานว่า
สามารถผลิตไขมันไดส้งูเมื่อเพาะเลีย้งในวัสดเุหลือทิง้ทางการเกษตรที่ผ่านการปรบัสภาพและกลี
เซอรอลดิบ (40, 65, 78, 100, 101) ในขณะที่ ยีสต์ Cy. Saturnus มีรายงานว่าสามารถใช้ volatile fatty 
acid (VFA) เป็นแหล่งคารบ์อนในการผลิตไขมนัได้(102) 

ในขณะที่สายพันธุ์ P. terrestris และ P. flavescens เป็นสายพันธุท์ี่ยงัไม่เคยมีรายงาน
สามารถสะสมไขมันได ้รวมถึงยังไม่เคยมีรายงานว่าเป็นยีสตส์ะสมไขมนั ซึ่งจากผลการทดลองนี้
พบว่า มียีสต์จ านวน 6 ไอโซเลท ซึ่งจัดจ าแนกเป็น P. terrestris และ P. flavescens ที่สามารถ
สะสมไขมนัมีค่า lipid content อยู่ในช่วง 20-40% ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงเป็นงานวิจัยแรกที่รายงาน
การเป็นยีสตส์ะสมไขมันของยีสต์ทั้ง 2 สปีชีสน์ี ้ ซึ่งจากรายงานก่อนหนา้นีใ้นสกุล Papiliotrema 
พบว่ามีเพียง คือ Papiliotrema laurentii เท่านั้นที่มีรายงานศึกษาการสะสมไขมัน โดยจาก
งานวิจยัของ Vieira NM และคณะ (2020) ไดร้ายงานเกี่ยวกบั ยีสตส์ามารถสะสมไขมนัสปีชีสใ์หม่  
Papiliotrema laurentii UFV-1 และ UFV-2 ที่สามารถสะสมไขมันได้สูงโดยมีค่า lipid content 
เท่ากบั 63% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้(102) 

นอกจากนี้ ยังพบว่า ยีสต์ที่คาดว่าจะเป็นสายพันธุ์ใหม่ 2 ชนิด ได้แก่ Hannaella sp. 
SWU-YGP 11-1 และ Piskurozyma sp. SWU-NATP 4-12 มีความสามารถในการสะสมไขมัน
เท่ากับ 21.7% และ 25.42% ต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง ตามล าดับ จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า  
สกุล Hannaella สามารถแยกไดจ้าก ดิน, พืช และ น า้ (102,(103) ส าหรบัการรายงานที่เกี่ยวขอ้งกับ
ยีสต์สะสมไขมัน พบว่ามีเพียงแค่สายพันธุ์ Hannaella aff. zeae ที่มีคุณสมบัติเป็นยีสต์สะสม
ไขมัน จากงานวิจัยของ Park Y และคณะ (2020) รายงานเกี่ยวกับยีสต์สกุล Hannaella ว่า
สามารถสะสมไขมันได้ (103) ในส่วนของสกุล Piskurozyma ยังไม่ เคยถูกรายงานเกี่ยวกับ
ความสามารถในการสะสมไขมนัไดสู้ง ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงเป็นรายงานแรกที่รายงานเกี่ยวกับการ
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สะมสมไขมันของยีสตใ์นสกุล Piskurozyma  ดังนั้นจากงานวิจัยนีจ้ะพบว่า เพิ่มฐานข้อมูลของ
จ านวนเชื ้อจุลินทรียท์ี่มีศักยภาพในการผลิตไขมันให้เพิ่มมากขึ ้นจากฐานขอ้มูลเดิมที่มีอยู่ใน
ปัจจุบัน และเห็นได้ว่ายีสต์สะสมไขมันที่แยกได้จากเมืองไทย ในจังหวัดเชียงรายมีความ
หลากหลายของสายพนัธุอี์กทัง้ยงัมีสายพนัธุใ์หม่ ที่ยงัไม่มีการคน้พบอยู่อีกมาก   

จากผลสรุปความหลากหลายของยีสต์สะสมไขมัน จะพบว่ายีสต์แต่ละสปีชีส์จะมี
ความสามารถในการสะสมไขมนัไดแ้ตกต่างกนั โดยเฉพาะอย่างยิ่งยีสตท์ี่จดัเป็นสปีชีสเ์ดียวกนั ยงั
พบว่าสามารถสะสมไขมันไดแ้ตกต่างกันในบางชนิดสะสมไขมนัไดต้  ่ากว่า 20%  ยกตวัอย่างเช่น 
L. tetrasporus ทัง้หมด 48 สายพนัธุ ์พบว่า 28 สายพนัธุ ์(คิดเป็น 58.3%) ที่สะสมไขมนัไดส้งูกว่า 
20% และถูกจัดว่าเป็นยีสตส์ะสมไขมัน หรือ สายพันธุ์ L. starkeyi ทั้งหมด 31 สายพันธุ์ พบว่า
จัดเป็นยีสต์สะสมไขมัน  20 สายพันธุ์  (คิดเป็นร้อยละ 64.5) และที่น่าสนใจคือ สายพันธุ ์ 
L. mesembrius ทั้งหมด 10 สายพันธุ์ มีถึง 9 สายพนัธุ์ (คิดเป็น 90%) ที่จัดเป็นยีสตส์ะสมไขมัน 
เช่นเดียวกับ ยีสต์ S. podzolica ที่มีทั้งหมด 10 สายพันธุ์ มีถึง 7 สายพันธุ์ (คิดเป็น 70%) ที่
จัดเป็นยีสต์สะสมไขมัน จากผลการทดลองสอดคล้องกับรายงานของ Polburee P และ คณะ 
(2015) ที่รายงานว่าความสามารถในการสะสมไขมนัของยีสตข์ึน้อยู่กบัสายพนัธุ ์แต่ไม่ไดข้ึน้อยู่กบั 
สกุล หรือ สปีชีส์(20) โดยมีรายงานของ Ngamsirisomsakul M และคณะ (2021) ที่ใหก้ารสนบัสนุน
รายงานขา้งตน้ โดยคน้พบว่า  Y. lipolytica สองสายพนัธุ ์ไดแ้ก่ TISTR 5212  และ  TISTR 5054 
เมื่อเพาะเลีย้งในอาหารที่มี xylose เป็นแหล่งคารบ์อน จะสามารถสะสมไขมันไดแ้ตกต่างกันโดย
โดยมีค่า lipid content  ได้เท่ากับ  14% และ 4% ตามล าดับ  เช่น เดียวกับ  Trichosporon 
cutaneum ที่แต่ละสายพันธุ์ก็มีปริมาณ lipid content แตกต่างกัน ดงันี ้สายพันธุ์ TISTR 5040 มี
ค่า lipid content เท่ากบั 11%, สายพันธุ ์TISTR 5083 มีค่า lipid content เท่ากบั 18% และ สาย
พนัธุ ์TISTR 5133 มีค่า lipid content เท่ากบั 19% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ (23)   

จากรายงานนีค้น้พบว่า ยีสตส์ะสมไขมันที่มีศักยภาพในการสะสมไขมันไดสู้งกว่า 40% 
มีทั้งหมด 15 สายพันธุ์ ได้แก่ Cyb. saturnus, L. mesembrius, L. starkeyi, L. tetrasporus,  
M. guilliermondii, P. flavescens แ ล ะ  S. podzolica โด ย พ บ ว่ า มี  2 ส า ย พั น ธุ์  คื อ  
L. tetrasporus SWU-NGP 2-5 เป็นสายพนัธุท์ี่ใหค้่า lipid content สงูที่สดุเท่ากบั 74.26±6.30% 
ของน า้หนักเซลล์แห้ง โดยมีค่า lipid production เท่ากับ 1.10±0.06 g/L และน ้าหนักเซลลแ์ห้ง
เท่ากบั 1.49±0.05 g/L และอีกหนึ่งสายพนัธุค์ือ L. mesembrius SWU-NGP 14-6 เป็นสายพนัธุท์ี่
ใหค้่า lipid production สูงที่สุด คือ  5.20±0.03 g/L และมีค่ามีน า้หนกัเซลลแ์หง้ที่สูงที่สุดเท่ากับ 
9.13±0.36 g/L แต่มีค่า lipid content เท่ากับ 57.10±1.89% ซึ่งเชื ้อยีสต์ทั้ง 2 ชนิดจัดได้ว่าเป็น
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เชือ้ที่มีศกัยภาพในการผลิตไขมัน  และที่น่าสนใจคือ ปริมาณ lipid content ของ L. tetrasporus 
SWU-NGP 2-5 พบว่าสูงกว่าที่เคยมีรายงานมากก่อนหนา้นี ้ที่รายงานว่าปริมาณ  lipid content 
มกัอยู่ในช่วง 20.0-63.7% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้(12) 

 และยังมีอีกหลายงานวิจัยที่ศึกษาการผลิตไขมันจากไฮโดรไลเสทของลิกโนเซลลูโลส  
ดว้ยเชือ้ L. tetrasporus เช่น รายงานของ Xue และคณะ (2015) พบว่า L. tetrasporus NRRL Y-
11562 สามารถเจริญไดด้ีเมื่อเพาะเลีย้งในอาหาร เปลือกขา้วโพดไฮโดรไลเซต ที่ผ่านการปรับ
สภาพด้วยแอมโมเนีย แต่ก็ยังผลิตไขมันไดน้อ้ยเมื่อเทียบกับอาหารเลีย้งเชือ้ทางการคา้ (96) หรือ
ร า ย ง า น ข อ ง  Slininger PJ แ ล ะ ค ณ ะ  (2016)   ที่ พ บ ว่ า  L. tetrasporus, Lipomyces 
kononenkoae และ Saitoella coloradoensis สามารถผลิตไขมันไดอ้ยู่ในช่วง 25 ถึง 30 g/L เมื่อ
เพาะเลีย้งดว้ย อาหารเปลือกขา้วโพดไฮโดรไลเซต ที่ผ่านการปรบัสภาพดว้ยแอมโมเนียอ  (Corn 
stover hydrolysate)  และ หญ้าสวิตช์กราสไฮโดรไลเซต(switchgrass hydrolysate) ภายใต้
สภาวะที่เหมาะสมส าหรบัการผลิตไขมันดว้ยกระบวนการผลิตไขมันแบบ 2 ขัน้ตอน (two-stage 
process) ซึ่งพบว่า L. tetrasporus Y-11562 สามารถผลิตไขมันโดยมีค่า  lipid content (%) 
เท่ากับ 16.3 ถึง 20.8 g/L เมื่อเพาะเลีย้งในอาหาร glucose และ xylose ในอัตราส่วน  1:1(97) 

นอกจากนี้รายงานของ Caporusso A และคณะ (2021) ยังพบว่า L. tetrasporus Li-0407 
สามารถผลิตไขมันได้สูงโดยมีค่า Lipid content  เท่ากับ 47% เมื่อเพาะเลี ้ยงในอาหารที่ใช้
ไฮโดรไลเสตจากตน้การด์นู (พืช Cardoon: Cynara cardunculus)(99) 

ส าหรบั L. mesembrius เป็นสายพนัธุท์ี่มีรายงานวิจยัอยู่นอ้ยมาก โดยเฉพาะการศึกษา
ที่เกี่ยวขอ้งกบัการผลิตไขมัน หรือการศึกษาที่เกี่ยวขอ้งกับการปรบัปรุงสภาวะในการผลิตไขมนัยัง
ไม่เคยมีรายงานมาก่อน นอกจากนีง้านวิจยันีย้งัเป็นงานวิจยัแรกที่รายงานเกี่ยวกบัการสะสมไขมนั
ของสายพันธุ์นี ้ ว่าสามารถสะสมไขมันโดยมีค่า lipid content สูงกว่า 50%  โดยก่อนหน้านี ้
Juanssilfero AB และคณะ (2018) ไดร้ายงานว่า  L. mesembrius ที่เพาะเลีย้งในอาหารที่จ ากัด
ปริมาณของแหล่งไนโตรเจน (nitrogen-limited mineral medium) โดยมีกลูโคสและไซโลสเป็น
แหล่งคารบ์อน พบว่าใหป้ริมาณของ Lipid content ประมาณ 41.89±1.94% ของน า้หนักเซลล์
แหง้(53) 

นอกจากนีย้งัพบว่ายีสตส์ายพนัธุ ์L. tetrasporus SWU-NGP 2-5 และ L. mesembrius 
SWU-NGP 14-6 มีศักยภาพในการผลิตไขมันคลา้ยคลึงกันเนื่องจากมีค่า lipid content สูงกว่า 
50% เช่นเดียวกับรายงานที่ก่อนหนา้นี ้โดยพบว่าการคัดเลือกสายพันธุ์ยีสตเ์พื่อใชใ้นการศึกษา
ปรับปรุงการผลิตไขมัน มักนิยมใช้เชื ้อที่มีศักยภาพในการสะสมไขมันโดยมีค่า lipid content 
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ที่สูงกว่า 50% เช่น สายพันธุ์ Y. lipolytica, R. torulodies, L. starkeyi, และ  R. glutinis ซึ่งเป็น
สายพนัธุท์ี่รูจ้กักนัดีและนิยมใชใ้นการศึกษาปรบัปรุงกระบวนการผลิต(12, 34, 53, 104) และจากขอ้มูล
เบือ้งตน้จะพบว่า L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ไม่เพียงแต่มีค่า lipid content สูงกว่า 50% 
คือมีค่าเท่ากบั 57.1% ของน า้หนกัเซลลแ์หง้ แต่ยงัใหค้่า lipid Production สงูที่สดุ คือ 5.20±0.03 
g/L เช่นเดี่ยวกับค่าน า้หนกัเซลลแ์หง้ที่มากที่สุด 9.13±0.36 g/L และที่ส  าคญัยังมีรายงานการน า
เชื ้อสายพันธุ์นี ้ ไปประยุกต์ใช้ในการผลิตไขมันอยู่น้อย ดังนั้น งานวิจัยนี ้จึงคัดเลือกสายพันธุ ์  
L. mesembrius SWU-NGP 14-6 เพื่อเป็นตวัแทนในการศึกษากระบวนการผลิตไขมนัต่อไป 

จากการทดลองการศึกษากระบวนการผลิตไขมันแบบ 2 ขัน้ตอน ดว้ย L. mesembrius 
SWU-NGP 14-6 มีจุดประสงค ์คือ ขัน้แรก (first-stage) เป็นการเพาะเลีย้งเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์
ใหไ้ดม้ากที่สดุซึ่งอาหารที่ใชใ้นขัน้ตอนนีจ้ะตอ้งส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลลย์ีสตแ์ละในขัน้ที่ 
2 (second stage) เป็นการเพาะเลีย้งเพื่อส่งเสริมการผลิตไขมนัของยีสตโ์ดยอาหารทีใ่ชใ้นขัน้ตอน
นีต้อ้งเป็นอาหารที่มีค่าอัตราส่วน C/N ที่สูง จึงส่งผลใหย้ีสตส์ามารถใชแ้หล่งคารบ์อนในอาหาร
ส าหรับการผลิตและสะสมไขมันภายในเซลล์ด้วย กลไก de novo fatty acid biosynthesis 
pathway(1)  ในขัน้ตอนการคัดเลือกแหล่งอาหารที่เหมาะสมส าหรบัใชใ้นขั้นแรกของกระบวนการ
หมักแบบ 2 ขั้นตอน ระหว่าง อาหารเหลว YM ซึ่งเป็นอาหารประเภท nitrogen-rich medium  
มีอัตราส่วน C/N เท่ากับ 6.7 และ อาหารเหลว 2G2M ซึ่งเป็นอาหารประเภท  nitrogen-limited 
medium มีอตัราส่วน C/N เท่ากบั 39.0 พบว่าอาหารเหลว 2G2M ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตให้
ปริมาณ biomass สงูกว่าอาหาร YM อย่างมีนยัส าคญั แต่อาจจะเนื่องมาจาก ปริมาณของน า้ตาล
กลูโคสในอาหารทั้ง 2 ชนิดแตกต่างกัน โดยอาหาร YM มีประมาณของน า้ตาลกลูโคสน้อยกว่า 
อาหาร 2G2M ปริมาณ10 กรมั ส่งผลใหย้ีสตใ์ชก้ลูโคสหมดก่อนที่ 36 ชั่วโมง ในอาหารเหลว YM
ในขณะที่ 2G2M ยีสตใ์ชน้ า้ตาลกลโูคสหมดที่ 96 ชั่วโมง แต่อย่างไรก็ตามหากเปรียบเทียบผลของ 
productivity ในการผลิตน า้หนักเซลลแ์หง้ พบว่า อาหาร YM มีค่า productivity biomass เท่ากับ 
0.42 g/L/D ในขณะที่  2G2M มีค่า productivity biomass เท่ากับ 1.10 g/L/D นอกจากนี้ หาก
เปรียบเทียบความสามารถในการสะสมไขมนัจะพบว่า lipid production และ lipid content ของ
อาหาร 2G2M สูงกว่า YM อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่ง 2G2M เป็นอาหารที่มีค่า C/N สูงกว่า YM  
จึงส่งผลให้ยีสต์สามารถสะสมไขมันได้สูงขึ ้น ซึ่งตรงกับงานวิจัยก่อนหน้านี ้ ที่พบว่าเมื่อค่า
อัตราส่วน C/N ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อที่ สูงจะส่งเสริมการสะสมไขมันของยีสต์สะสมไขมัน  
แต่เมื่อค่าอัตราส่วน C/N ต ่าจะส่งเสริมการเจริญของเชือ้แทน  รายงานของ Annamalai N และ
คณะ (2018) กล่าวไวว่้าเมื่อเพาะเลีย้งยีสต ์Cryptococcus curvatus ในอาหารที่มีปริมาณแหล่ง
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ไนโตรเจนสูง (อัตราส่วนของ C/N ต ่า) ช่วยส่งเสริมการเจริญของยีสต ์แต่เมื่อเลีย้งในอาหารที่มี
ปริมาณแหล่งไนโตรต ่า (อัตราส่วนของ C/N สงู) จะส่งเสริมการผลิตไขมนัของยีสต ์อย่างไรก็ตาม
ค่าอัตราส่วน C/N ที่เหมาะสมส าหรบัการเจริญของยีสตจ์ะอยู่ในช่วง 20 ถึง 40 แต่เมื่อเพิ่มค่า
อตัราส่วน C/N ในช่วงระหว่าง 40 ถึง 80 ยีสต ์Cryptococcus curvatus สามารถผลิตไขมนัไดสู้ง
ที่สุดที่ อัตราส่วน C/N เท่ากับ 80  อย่างไรก็ตามเมื่อ ค่าอัตราส่วน C/N สูงเกินกว่า 120 ยีสตจ์ะ
ผลิตไขมนัไดล้ดลงอย่างมีนยัส าคญั(83) รายงานของ Patel A และคณะ (2016) ไดท้ าการเพาะเลีย้ง 
Lipomyces starkeyi AS 2.1560 ในอาหารเหลว YPD ที่มีปริมาณแหล่งไนโตรเจนที่สูง (yeast 
peptone dextrose medium) พบว่า ยีสตใ์ชแ้หล่งไนโตรเจนในการเจริญเพื่อเพิ่มจ านวนเซลลไ์ด้
รวดเร็ว เมื่อแหล่งไนโตรเจนเริ่มหมดยีสตจ์ะหยุดการเจริญและเปลี่ยนไปสะสมไขมันในรูปของ 
triacylglycerol ต่อไป (1) ดังนั้นจากเหตุผลที่กล่าวมาข้างต้นอาหาร 2G2M จึงเป็นอาหารที่
เหมาะสมในการน าไปใชผ้ลิตไขมนัต่อไป 

จากการออกแบบกระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน (two-stage fermentation) โดยใน
ขัน้ตอนแรกใชอ้าหาร 2G2M ที่ปรบัเปลี่ยนระยะเวลาในการหมักตั้งแต่ 3 วันจนถึง 5 วัน และใน
ขัน้ตอนที่ 2 ใชอ้าหารที่มีแหล่งคารบ์อนเพียงอย่างเดียวเท่านั้นคือ กลโูคสความเขม้ขน้ 6% (6G) 
หรือ 60 g/L และปรับเปลี่ยนระยะเวลาในการหมักตั้งแต่ 1 วัน จนถึง 3 วัน ตามตารางการ
ออกแบบ   

การออกแบบระยะเวลาการหมักในขั้นตอนแรก ในอาหาร 2G2M ใช้เกณฑ์การ
ปรบัเปลี่ยนเวลา โดยเลือกระยะเวลาที่อยู่ในช่วง late logarithm phase (D3), early stationary 
phase (D4) และ stationary phase (D5) ตามล าดับ ซึ่งยีสตท์ี่ถูกเพาะเลีย้งในช่วงระยะเวลาที่
แตกต่างกันในขั้นตอนแรก จะน าตะกอนเซลลท์ั้งหมดมาเป็นหัวเชื ้อใน ขั้นตอนที่ 2 ในอาหาร 
กลูโคส 6% (6G) ส่งผลให้ค่าอัตราส่วน C/N ของการเพาะเลีย้งขั้นที่ 2 (Second stage) สูงขึน้
อย่างมากเพราะเติมแค่แหล่งคารบ์อนลงไปอย่างเดียว แต่ในการทดลองนี้ไม่ไดว้ัดปริมาณของ
แหล่งไนโตรเจนที่เหลือจากการเพาะเลีย้งขั้นแรก จึงไม่สามารถระบุค่าอัตราส่วน C/N ของการ
เพาะเลีย้งขัน้ที่ 2 ได ้ 

จากขั้นตอนแรก (first stage) จะพบว่า สภาวะ D3 (เพาะเลี ้ยงขั้นแรก 3 วัน), D4 
(เพาะเลีย้งขั้นแรก 4 วัน) และ D5 (เพาะเลีย้งขั้นแรก 5 วัน) ค่า biomass yield ที่ความเร็วรอบ 
150 rpm ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ เช่นเดียวกับ สภาวะทั้ง 3 ที่ ความเร็วรอบ 200 
rpm ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั เช่นเดียวกันแสดงใหเ้ห็นว่า ระยะเวลาเริ่มตน้ของเชือ้ที่ระยะ
ต่างๆ ได้แก่ late logarithm phase (D3), early stationary phase (D4) และ stationary phase 
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(D5) ไม่ไดส้่งผลต่อค่า biomass yield แต่กลบัส่งผลต่อค่า lipid yield โดยพบว่า สภาวะ D3 มีค่า 
lipid yield นอ้ยกว่าสภาวะ D4 และ D5 ทัง้การทดสอบที่ความเร็วรอบ 200 และ 150 rpm แสดง
ให้เห็นว่า ระยะเวลา 3 วันแรก เป็นระยะเวลาที่เชือ้ใช้เพื่อการเจริญเติบโตสูงที่สุด หลังจากนั้น 
เซลลจ์ะปรบัเปลี่ยนกลไกการเจริญเติบโตไปเพื่อการพัฒนาเป็นการสะสมไขมันในตวัเซลล ์ต่อไป 
เช่ น เดี ย วกั บ งาน วิ จั ย ข อง  Polburee P แล ะคณ ะ  (2016) เพ าะ เลี ้ ย งยี สต์ ส ายพั น ธุ ์
Rhodosporidium fluviale DMKU-RK 253 โดยใช้กระบวนการหมักแบบ 2 ขั้นตอน พบว่าใน 
First stage ยีสตส์ามารถเจริญไดป้ริมาณเซลลส์ูงที่สุด (biomass) เมื่อใชร้ะยะเวลา 72 ชั่วโมง  
(3 วนั) เมื่อเพาะเลีย้งในอาหาร crude glycerol-YM medium(29) 

อย่างไรก็ตาม งานวิจัยของ Zhang L และคณะ (2021) พบว่า L. starkeyi NRRL Y-
11557 ที่เพาะเลีย้งในอาหารเหลว 50% เปลือกส้มไฮโดรไลเซต (orange peel hydrolysate) + 
50% YPD (yeast extract peptone dextrose medium) เป็นระยะเวลา 5 วัน ใหป้ริมาณจ านวน
เซลลแ์ละปริมาณไขมันที่สงูที่สุด ในการเพาะเลีย้งขัน้แรก (first stage) (25) ซึ่งจากรายงานวิจัยที่
ผ่านมาแสดงใหเ้ห็นว่าระยะเวลาในการเพาะเลีย้งมีผลต่อการเจริญ (biomass) ของเชือ้และแต่ละ
สายพนัธุก์็มีระยะเวลาในการเพาะเลีย้งขัน้แรก (first stage) ที่ต่างกนัอาจขึน้อยู่กบัความสามารถ
ในการเจริญของเชือ้ อาหาร และ สภาวะในการเพาะเลีย้ง 

ในส่วนของการเพาะเลีย้งเชื ้อยีสตท์ี่ความเร็วรอบ 150 rpm และ 200 rpm ในขั้นตอน
แรก จะเห็นไดช้ดัเจนว่าความเร็วรอบในการเขย่า 200 rpm มีปริมาณของ biomass yield สงูกว่า 
ที่  150 rpm อย่างมีนัยส าคัญ ในทางตรงกันข้าม การผลิต  lipid yield จะพบว่าต ่ากว่าการ
เพาะเลีย้งที่ความเร็วรอบ 150 rpm อย่างมีนยัส าคญัเช่นกัน แสดงใหเ้ห็นว่าเมื่อเพิ่มความเร็วรอบ
ในการเขย่ายีสต์จะสรา้งเซลล์เพิ่มมากขึน้กว่าการสะสมไขมันภายในเซลล์ ซึ่งสอดคล้องกับ
งาน วิจัยของ Calvey CH และคณ ะ (2016) รายงาน ว่า L. starkeyi NRRL Y-11557 เมื่ อ
เพาะเลีย้งในอาหารเหลว DMM medium ดว้ยความเร็วรอบในการเขย่าที่ต่างกนั ไดแ้ก่ 150 rpm, 
200 rpm และ 300 rpm พบว่า เมื่อเพิ่มความเร็วรอบในการเขย่ายีสต์จะใช ้glycose ในอาหาร
เลีย้งเชื ้อเพื่อใช้ในการเจริญสรา้งเซลล์ใหม่อย่างรวดเร็ว มากกว่าการผลิตและสะสมไขมัน (104) 
เช่นเดียวกันกับรายงานก่อนหน้านี ้ของ Yen HW และคณะ (2011 และ 2014) พบว่า เมื่อเพิ่ม
อัตราการกวนในถังหมักจะท าให้ค่า DO (dissolve oxygen) ในอาหารสูงขึ ้นส่งผลให้ยีสต ์
Rhodotorula glutinis สรา้จ านวนเซลลไ์ดป้ริมาณสงูขึน้ ในทางกลบักัน ค่าปริมาณไขมนัทั้งหมด
ต่อเซลล ์(lipid content) ลดลงอย่างมีนยัส าคญั เมื่อความเร็วรอบในการกวนที่สงูขึน้(105, 106) 
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ในขัน้ตอนที่ 2 ของกระบวนการหมกั (second stage fermentation)  มีวตัถุประสงคเ์พื่อ
เพิ่มการสะสมไขมันของเซลลย์ีสต ์และการผลิตไขมันใหสู้งเพิ่มมากขึน้กว่าการเพาะเลีย้งแบบ
ขัน้ตอนเดียวที่ระยะเวลา 6 วนั (B6) โดยพบว่าการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน ของ สภาวะ D3 และ 
D4 ช่วยเพิ่มค่า lipid production เป็น 6.40-7.70 g/L เมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลีย้งแบบ
ขั้นตอนเดียว (one-stage) ในสภาวะ B6 ที่พบว่ามีค่า lipid production เท่ากับ 5.13-5.16 g/L  
และส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลลย์ีสตโ์ดยมีค่า biomass เพิ่มมากขึน้ จาก 11.40-22.30 g/L 
ในสภาวะ D3 และ D4 ส่วนสภาวะ B6 มีค่า biomass เท่ากับ 9.30-21.60 g/L และจากค่า  
lipid productivity ที่แสดงถึงค่าการผลิตไขมันต่อวัน จะพบว่า สภาวะ D3 ที่ความเร็วรอบ 150 
rpm มีค่า lipid productivity สูงที่สุด คือ 1.28 g/L/D รองลงมาคือ สภาวะ D4 ที่ความเร็วรอบ 
150 rpm พบว่ามีค่า lipid productivity เท่ากับ 1.14±0.02 g/L/D ส่วนสภาวะ D3 ที่ 150 rpm 
และสภาวะ D4 ที่ 200 rpm พบว่า มีค่า Lipid productivity ที่เท่ากนัคือ 1.07 g/L/D 

นอกจากนีจ้ากการศึกษาความเร็วรอบ 200 และ 150 rpm ในขัน้ตอนที่ 2 พบว่าใหผ้ลไม่
แตกต่างจากขั้นตอนแรก คือ ที่ 200 rpm ปริมาณเซลลส์งูมากกว่าที่ 150 rpm อย่างมีนัยส าคัญ 
โดยปริมาณของไขมันสะสม หรือ ค่า lipid production ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
ที่ 150 และ 200 rpm ดังนั้น ความเร็วรอบส่งผลต่อการเจริญของเซลล์แต่ไม่ส่งผลต่อการสะสม
ไขมนั ดงัที่กล่าวไปแลว้ขา้งตน้  จากการศึกษาการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอนจะเห็นว่า สภาวะ D5 
ไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญักบัการเพาะเลีย้งแบบขัน้ตอนเดียว (B6) อาจจะ เนื่องจากช่วงเวลาใน
การเพาะเลีย้งขั้นที่ 2 (second stage) ของสภาวะ D5 มีแค่ 24 ชั่วโมง ซึ่งน้อยกว่าสภาวะ D3 
และ D4 จึงท าใหย้ีสตย์งัไม่สามารถปรบัตวัหรือใชน้ า้ตาลความเขม้ขน้ที่สงู (60 g/L) ในอาหารเพื่อ
ใชใ้นการผลิตไขมันไดเ้ต็มความสามารถ จึงท าใหค้่าการผลิตไขมันไม่แตกต่างกับสภาวะควบคุม  
คือ การเพาะเลีย้งแบบขัน้ตอนเดียว (one-stage fermentation) ที่ สภาวะ B6   

ดังนั้นการเพาะ เลี ้ยงแบบ  2 ขั้นตอน  การออกแบบระยะเวลาใน ขั้นตอนที่  2  
เพื่อยืดระยะเวลาในการสะสมไขมนั มีความส าคญัที่อาจจะส่งผลต่อการสะสมไขมนัของเซลลย์ีสต์
ได ้ดังเช่น งานวิจัยของ  Polburee P และคณะ ในปี 2016 และ 2020 พบว่าเมื่อใชร้ะยะเวลาใน
การเพาะเลีย้งขั้นที่ 2 (second stage) เท่ากับ 144 ชั่วโมง และ 120 ชั่วโมง ของยีสต์สายพันธุ ์
Rhodosporidiobolus fluvialis DMKU-RK 253 ที่ เจริญในกลีเซอรอลดิบ (70 g/L และ 57 g/L 
ตามล าดับ) สามารถผลิตไขมันได้สูง โดยมีค่า lipid production เท่ากับ 15.98 g/L และ 27.81 
g/L ตามล าดบั และ ไดค้่า lipid content เท่ากบั 69.69% และ 71.42% ตามล าดบั(29, 77) 
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แต่อย่างไรก็ตาม การเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน จดัว่าเป็นอีกกระบวนการหนึ่งซึ่งสามารถ
เพิ่มผลผลิตของ L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ใหม้ีค่าการผลิตไขมนั และค่าการผลิตน า้หนัก
เซลล์แห้งได้สูงขึน้ กว่าการเพาะเลีย้งแบบขั้นตอนเดียว ที่ถูกจ ากัดการสะสมไขมันเนื่องจาก
ปริมาณเซลลเ์ริ่มตน้ที่ไม่มากพอ และจากรายงานก่อนหนา้นี ้ของ สายพันธุ ์Lipomyces starkeyi 
ในการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นที่ที่ขยายกระบวนการผลิตในถังหมกัพบว่า มีปริมาณการผลิตไขมนัที่
สงู ดงัตารางที่ 17  

ดงันัน้จากผลการทดลองจะเห็นไดว่้า กระบวนการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน (two-stage 
fermentation) ช่วยส่งเสริมการผลิตไขมนัของยีสตส์ายพนัธุ ์L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ได้
ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัการเพาะเลีย้งแบบขัน้ตอนเดียว (one-stage fermentation) โดยยงัไม่ได้
อยู่ในสภาวะที่เหมาะส าหรบัการผลิตไขมนั (non-optimum condition)  
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โดยรายงานของ Lin J และคณะ (2011) พบว่าการเพาะเลีย้ง Lipomyces starkeyi AS 
2.1560 ด้วยการเพาะเลี ้ยงแบบ 2 ขั้นตอน (two-stage fermentation) ในสภาวะที่เหมาะสม
ส าหรบัการผลิตไขมัน โดยใชอ้าหาร YEPD (nitrogen rich medium) ส าหรบัการหมักขัน้แรก ใน
ถังหมักแบบใบพัดขนาด 15 ลิตร (stirrer bioreactor) เมื่อเขา้สู่ขั้นที่ 2 ของการหมักถ่ายเซลล์
ทั้งหมดลงในสารละลายกลูโคสที่ไม่ปราศจากเชือ้ความเขม้ขน้ เท่ากับ 120 g/L ในถังหมักแบบ
ใบพัด ขนาด 7 ลิตร เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักขั้นที่ 2 พบว่า ยีสต์ให้ผลผลิตไขมัน  ผลผลิต
น า้หนกัเซลลแ์หง้ และ ปริมาณไขมันทัง้หมด เท่ากับ 67.9 g/L, 104.6 g/L และ 64.9% ตามล าดับ
(15)    

เช่นเดียวกับ รายงานของ Liu W และคณะ (2020) พบว่าการเพาะเลีย้ง Lipomyces 
starkeyi AS 2.1560 ดว้ยการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอน (two-stage fermentation) ในสภาวะที่
เหมาะสมส าหรบัการผลิตไขมนั โดยใชอ้าหาร YPD (nitrogen rich medium) ส าหรบัการหมักขั้น
แรกในถังหมกัขนาด 10 ลิตร (stirrer bioreactor)เมื่อเขา้สู่ขัน้ที่ 2 ของการหมกัเซลลท์ัง้หมดจะถูก
ถ่ายลงในสารละลายกลโูคสและไซโลสในอตัราส่วน 2 ต่อ 1 โดยไม่ปราศจากเชือ้ ที่มีความเขม้ขน้ 
เท่ากับ 120 g/L ในถังหมักแบบใบพัด ขนาด 7 ลิตร เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมักขั้นที่ 2 พบว่า 
ยีสตใ์หผ้ลผลิตไขมัน (lipid production), ผลผลิตน า้หนักเซลลแ์หง้ (biomass production) และ 
ปริมาณไขมนัทัง้หมด (lipid content) เท่ากบั 62.7 g/L, 98.3 g/L และ 63.8% ตามล าดบั(26)   

และจากรายงานของ Zhang L และคณะ (2021) เพาะเลี ้ยง Lipomyces starkeyi 
NRRL Y-1388 ด้วยการเพาะเลี ้ยงแบบ  2 ขั้นตอน ( two-stage fermentation) ในสภาวะที่
เหมาะสมส าหรบัการผลิตไขมนั โดยใชอ้าหารในขัน้แรกของกระบวนการหมกัต่างกันไดแ้ก่ อาหาร
เหลว YPD medium ที่มีส่วนผสมระหว่าง 50% YPD + 50% เปลือกส้มไฮโดรไลเซต (orange 
peel hydrolysate (OP) ซึ่งประกอบไปด้วยน า้ตาลกลูโคส และ น ้าตาลไซโลส และ อาหารเหลว
เปลือกส้มไฮโดรไลเซต (orange peel hydrolysate: OP) ในถังหมัก  (ไม่ ได้ระบุขนาดการ
เพาะเลีย้งและ ขนาดของถงัหมกั) โดยจะเลีย้งระยะแรกเป็นเวลา 5 วนั จากนัน้เซลลท์ี่ไดใ้นขัน้แรก
จะถูกลา้งดว้ยน า้กลั่นที่ปราศจากเชือ้ 2 รอบ จึงน าไปละลายในสารละลายกลูโคสที่ปราศจาก 
เชื ้อ (มีความเข้มขน้ เท่ากับ 60 g/L) ในถังหมัก (ไม่ได้ระบุขนาดการเพาะเลีย้งและ ขนาดของ 
ถงัหมัก) เมื่อสิน้สดุกระบวนการหมกัขั้นที่ 2 พบว่า ยีสตใ์หผ้ลผลิตไขมัน (lipid production) และ 
ปริมาณไขมนัทั้งหมด (lipid content) เท่ากบั 17.58 g/L และ 61.6% (อาหารในขัน้แรก YPD และ 
อาหารในขั้นที่สอง 60 g/L glucose), 2.75 g/L และ 27.13% (อาหารในขั้นแรก 50% YPD + 
50% orange peel (OP) hydrolysate และ อาหารในขั้นที่สอง 60 g/L glucose) ตามด้วย 7.58 
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g/L และ 46.35% (อาหารในขั้นแรก orange peel (OP) hydrolysate และ อาหารในขัน้ที่สอง (60 
g/L glucose) ตามล าดบั(25)   

จากงานวิจัยขา้งตน้จะเห็นไดว่้า การเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้นตอนที่มีการขยายขนาดของ
การเพาะเลีย้งจะส่งเสริมใหก้ารผลิตไขมนัเพิ่มมากขึน้ ดงันัน้ในงานวิจยันี ้L. mesembrius SWU-
NGP 14-6 ที่ เพ าะ เลี ้ย งในสภาวะ  D3  ที่  200 rpm โดยให้ค่ า  biomass production, lipid 
production และ lipid content เท่ากับ 22.30±0.20 g/L, 7.70±0.20 g/L และ 34.60±0.90% 
ตามล าดับสามารถที่จะส่งเสริมการผลิตไขมันให้สูงขึ ้นได้ โดยการศึกษาการปรับสภาวะ  
ในการเพาะเลีย้งและขยายขนาดการผลิตในถังหมักต่อไปในอนาคตได ้นอกจากนี้  งานวิจัยนี ้
เป็นงานวิจัยแรกที่รายงานเกี่ยวกับการผลิตไขมันของยีสต์ในสปีชีส์ Lipomyces mesembrius 
ดงันัน้สายพนัธุน์ีจ้ึงเป็นสายพนัธุท์ี่น่าจะศึกษาต่อไปในอนาคต  

ส าหรบัการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของกรดไขมนัที่ยีสตส์ายพนัธุต์วัแทน L. mesembrius 
SWU-NGP 14-6 สามารถผลิต ได้  ในระหว่างการเพาะเลี ้ย งแบบ  2 ขั้นตอน ( two-stage 
fermentation) จะเห็นไดว่้าองคป์ระกอบของกรดไขมนัที่ยีสตส์ายพนัธุต์วัแทนผลิตได ้ไม่ไดม้ีความ
แตกต่างกนั ในแต่ละสภาวะ ไดแ้ก่ D3, D4, D5 และ B6 ทัง้ 2 ความเร็วรอบในการเขย่า (150 rpm 
และ 200 rpm) ผลการทดลองจะเห็นไดว่้าองคป์ระกอบของกรดไขมันที่ยีสตส์ายพันธุต์ัวแทนผลิต
ได้ส่วนมากจะเป็น oleic acid (C18:1n9), palmitic acid (C16:0) และ stearic acid (C18:0) 
รายงานการศึกษาก่อนหนา้นีพ้บว่ายีสตส์ะสมไขมันโดยส่วนมากจะสะสมไขมันจ าพวก Linoleic 
acid (C18:2) และ palmitic acid (C16:0) เป็นหลกั ตามดว้ย oleic acid (C18:1n9) และ stearic 
acid (C18:0)(1) งานวิจยันีแ้สดงใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของกรดไขมนัที่ยีสตต์วัแทนสามารถผลิตได ้จึง
สามารถใชเ้ป็นวตัถุดิบส าหรบัผลิตไบโอดีเซลได ้รายงานของ Miao Z และคณะ (2020) เพาะเลีย้ง
ยีสต์สายพันธุ์  Rhodotorula taiwanensis AM2352 เพื่ อ ใช้ในการผลิต ไบโอดี เซล  พบ ว่า
องค์ประกอบของกรดไขมันที่ยีสต์สายพันธุ์นี ้มี กรดไขมันแบบไม่อ่ิมตัว oleic acid (C18:1n9) 
 มีปริมาณ 46.8 %w/w ของกรดไขมันทั้งหมด และ กรดไขมันที่ อ่ิมตัว palmitic acid (C16:0)  
มีปริมาณ 24.4 %w/w ของกรดไขมันทั้งหมด ผลการทดลองพบว่าไบโอดีเซลที่ได้จากยีสต ์
AM2352 มีคุณสมบัติที่ดีผ่านมาตรฐานของ US biodiesel ASTM, ประเทศสหรัฐอเมริกา (82)  
ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับงาน วิจัยนี ้  ซึ่ งองค์ประกอบของกรดไขมันหลักที่  ยีสต ์  
L. mesembrius SWU-NGP 14-6 ผลิ ต ได้  ได้ แก่  oleic acid (C18:1n9) และ  palmitic acid 
(C16:0) โดยมีปริมาณ 35.43-46.92 %w/w และ 37.62-42.85 %w/w ซึ่งแสดงให้เห็นว่ายีสต ์ 
L. mesembrius SWU-NGP 14-6 มีศกัยภาพส าหรบัใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล 
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จากผลการทดลองทัง้หมดสามารถสรุปไดว่้า งานวิจยันีแ้สดงใหเ้ห็นถึงความหลากหลาย
ของยีสต์ที่คัดแยกและจัดจ าแนกได้จากดินในป่าภูเขา จังหวัดเชียงราย , ประเทศไทย โดยพบ  
13 สปีชีส์ จัดอยู่ในไฟลัม Ascomycota และ Basidiomycota โดยยีสต์ทั้งหมด 127 สายพันธุ ์ 
มียีสต ์78 สายพันธุ์ที่มีความสามารถในการสะสมไขมันได้สูง (lipid content % ≥ 20%) คิดเป็น 
61.42% ซึ่งยีสตเ์หล่านีถู้กจดัเป็นยีสตส์ะสมไขมนั หรือ oleaginous yeast จากผลการจัดจ าแนก
บริเวณ D1/D2 domain ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene ไดพ้บความหลายหลายของ
ส า ย พั น ธุ์ ยี ส ต์  ไ ด้ แ ก่ L. tetrasporus, L. starkeyi, L. mesembrius, Cyb. saturnus  
M. guilliermondii, S. podzolica, P. flavescens และ P. terrestris ที่น่ าสนใจ ทางผู้วิจัยได้
ค้นพบยีสต์สปีชีส์ (novel yeast species) ใหม่  ได้แก่  Piskurozyma sp. และ Hannaella sp. 
อีกทัง้งานวิจัยนีย้งัคน้พบยีสตส์ะสมมันสปีชีสใ์หม่ (Novel oleaginous yeast species) ที่ไม่เคยมี
รายงานมากก่อน ได้แก่  P. flavescens, P. terrestris, Piskurozyma sp. และ Hannaella sp.  
อีกทัง้งานวิจยันีย้ังคน้พบยีสตท์ี่มีศกัยภาพในการผลิตและสะสมไขมนัไดส้งู ไดแ้ก่ L. tetrasporus 
SWU-NGP 2-5 ที่ ให้ค่ า lipid content  สูงที่ สุด  เท่ ากับ  74.26±6.30% และ L. mesembrius 
SWU-NGP 14-6 ที่ใหค้่า lipid production สงูที่สดุ เท่ากบั 5.20±0.03 g/L และในงานวิจยันีไ้ดท้ า
การประยุกตน์ ายีสตส์ายพนัธุ์ตวัแทน L. mesembrius SWU-NGP 14-6 มาศึกษาการผลิตไขมัน
ในกระบวนการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขั้น (two-stage fermentation) เป็นงานวิจัยแรก พบว่า เมือ่
เพาะเลีย้งในสภาวะ D3 ดว้ยความเร็วรอบในการเขย่าเท่ากบั 200 rpm จะใหผ้ลผลิตน า้หนกัเซลล ์
(biomass production) แหง้สงูที่สดุอย่างมีนยัส าคญั เท่ากบั 22.3 g/L แต่เมื่อเพาะเลีย้งในสภาวะ 
D3 โดยใชค้วามเร็วรอบในการเขยา่เท่ากบั 150 rpm พบว่า ไดผ้ลผลิตน า้หนกัเซลลแ์หง้ (biomass 
production) ลดลง เท่ากบั 11.4 g/L อย่างไรก็ตามเมื่อลดความเร็วรอบในการเขย่ากบัให ้ผลผลิต
ไข มั น  ( lipid production) ที่ สู ง  แ ล ะ  ป ริ ม าณ ไขมั น ทั้ ง ห ม ด ต่ อ เซ ล ล์  ( lipid content)  
ที่สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ เท่ากับ 6.4 g/L และ 56.3% ตามล าดับ อย่างไรก็ตามสภาวะที่น าไป
ทดลองยังไม่ใช่สภาวะที่เหมาะสมส าหรบัการผลิตไขมันของยีสตส์ายพันธุ์ตัวแทน ดังนั้นจึงตอ้ง
ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมรวมถึงการขยายระดับการผลิตไขมันในอนาคตต่อไป องคป์ระกอบ
ของกรดไขมนัที่ยีสตส์ายพนัธุส์รา้ง ในสภาวะต่างๆ ระหว่างกระบวนการเพาะเลีย้งแบบ 2 ขัน้ตอน 
มีองค์ประกอบที่ไม่แตกต่างกัน โดยองค์ประกอบของกรดไขมันที่ยีสต์ผลิตมีความคล้ายคลึง 
กบัองคป์ระกอบไขมนัที่ผลิตไดจ้ากพืช ดงันัน้ ยีสตส์ายพนัธุต์วัแทนจึงมีศกัยภาพที่จะน าไปผลิตใช้
เป็นวตัถุดิบเพื่อผลิตไบโอดีเซลลหรือผลิตภณัฑเ์สริมอาหารอ่ืนๆ ต่อไปไดใ้นอนาคต 
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ภาคผนวก ก  
อาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Nitrogen-depleted medium (NDM) 
องคป์ระกอบ ปริมาตร 

Glucose 20.00 g 
KH2PO4 0.85 g 

MgSO4·7H2O 0.50 g 
NaCl 0.10 g 
CaCl2·6H2O 0.10 g 
H3BO3 0.5 g 
CuSO4·4H2O 0.04 mg 
NaMoO4·2H2O 0.20 mg 
ZnSO4·7H2O 0.40 mg 
Chloramphenicol 0.25 g 
Sodium propionate 0.25 g 
น ้ากรอง 1,000 mL 

นึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภูมิ 121 ◦C เป็นเวลา 15 นาที ที่ความดนั 15 PSI ในกรณีที่ตอ้งใช ้Agar 
powder เป็นสารท าใหอ้าหารคงรูป ชั่ง 20 g และ ในกรณีที่ตอ้งการใช ้Gellan gum powder เป็น
สารท าใหอ้าหารคงรูป ชั่ง 7.2 g 
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2. Yeast extract malt extract broth (YM broth) 
องคป์ระกอบ ปริมาตร 

Glucose 10.00 g 
Peptone 5.00 g 
Malt extract 3.00 g 
Yeast extract 3.00 g 
Chloramphenicol 0.25 g 
น ้ากรอง 1,000 mL 

นึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 ◦C เป็นเวลา 15 นาที ที่ความดัน 15 PSI ในกรณีที่ตอ้งเตรียม 
YM agar ใช ้Agar powder เป็นสารท าใหอ้าหารคงรูป ชั่ง 20 g 
3. 2G2M broth  

องคป์ระกอบ ปริมาตร 
Glucose 20 g 
Malt extract 20 g 
น ้ากรอง 1,000 mL 

นึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภูมิ 121 ◦C เป็นเวลา 15 นาที ที่ความดนั 15 PSI  
4. 6G broth  

องคป์ระกอบ ปริมาตร 
Glucose  60 g 
น ้ากรอง 1,000 mL 

นึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภูมิ 110 ◦C เป็นเวลา 10 นาที ที่ความดนั 15 PSI 
 

 
 
 
 
 
 
 



  106 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 



  107 

ภาคผนวก ข  
สารเคมี 

1. Lysis buffer  
องคป์ระกอบ ปริมาตร 

100 mM Tris buffer (pH 8) 5 mL 
30 mM EDTA (Ethylene diamine 
tetraacetic acid) (pH 8) 

15 mL 

10% SDS (Sodium dodecyl sulphate)  
(pH 8) 

25 mL 

ขั้นตอนการเตรียม 100 mM Tris buffer (pH 8) ชั่ ง  Tris powder ปริมาณ  6.06 g 
ละลายในน า้กลั่น 50 mL (ส าหรบัใชเ้ป็น stock), ขั้นตอนการเตรียม  30 mM EDTA (pH 8) ชั่ง 
EDTA powder ปริมาณ 1.86 g ละลายในน า้กลั่น 50 mL (ส าหรบัใชเ้ป็น stock) และ ขัน้ตอนการ
เตรียม 10% SDS ชั่ ง SDS powder ละลายใน 5 g ละลายในน ้ากลั่น 50 mL (ส าหรับใช้เป็น 
stock) จากนั้นสารละลายทั้ง 3 ชนิด จะถูกปรบัค่า pH โดยวัดดว้ยเครื่อง pH meter (SunTex®, 
Taiwan) โดยมี HCl (cont.) และ NaOH (cont.) ส าหรบัใชเ้ป็นสารในการปรบัค่า pH เมื่อเตรียม
สารละลายครบทัง้ 3 ชนิดแลว้ จะถูกผสมใหเ้ขา้กันโดยใชป้ริมาตรดงัที่แสดง แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่
อณุหภูมิ 121 ◦C เป็นเวลา 15 นาที ที่ความดนั 15 PSI  
2. 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 

องคป์ระกอบ ปริมาตร 
3,5 dinitrosallicylic acid 1 g 
2 M NaOH 20 mL 
Sodium potassium tartrate 30 g 

ขัน้ตอนการเตรียม 2 M NaOH ชั่ง 1.64 g ละลายในน า้กลั่น ปริมาตรา 20 mL ผสมให้
เขา้กันด้วยแท่งแก้วคนสาร จากนั้นค่อยๆเติม 3,5 dinitrosallicylic acid powder ปริมาณ 1 g 
ผสมให้เข้ากันดว้ยแท่งแก้วคนสาร และ ค่อยๆเติม Sodium potassium tartrate ปริมาณ 30 g 
ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยแท่งแก้วคนสาร (ท าใน water bath, Memmert®, Germany โดยตั้งอณุหภูมิที่ 
45 ◦C) จนสารละลายเป็นเนือ้เดียวกนั แลว้จึงปรบัปริมาตรดว้ยน า้กลั่นจนเท่ากบั 100 mL โดยใช้
ขวดปรบัปริมาตร (Volume metic flask, Pyrex®, USA)  
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3. คลอโรฟอรม์-ไอโซ เอมิล แอลกอฮอล ์(Chloroform-isoamyl alcohol)  
องคป์ระกอบ ปริมาตร 

Chloroform 50 mL 
Isoamyl alcohol 50 mL 

ตวงสารละลายทั้ง 2 ชนิด ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ดว้ย กรวยกรองและกระบอกตวกแก้ว 
(Pyrex®, USA) ท าภายในตูด้ดูควนั (Fume hood, NEW LAB®, Thailand) ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการ
เขย่า และเก็บสารละลายไวใ้นภาชนะแกว้ที่มีฝาปิด  
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ภาคผนวก ค  

การท ากราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส (Glucose standard)  
เตรียมน า้ตาลกลูโคส ความเขม้ขน้ 1 g/L โดยชั่ง Glucose ปริมาณ 0.1 g ละลายในน า้

ลั่น 100 mL จากนั้นท าการเจือจางโดยให้มีระดับความเข้มขน้ไดแ้ก่ 1.0, 0.8, 0.6, 0.4 และ 0.2 
g/L ตามล าดบั จากนัน้จึงน าไปวิเคราะหห์าปริมาณ reducing sugar ดว้ยวิธี DNS (ในการทดลอง
ที่  7) จ า ก นั้ น จ ะน า ส า รล ะ ล า ย ที่ ได้ ม า วั ด ค่ า ดู ด ก ลื น แ ส งที่  OD540nm ด้ ว ย เค รื่ อ ง 
Spectrophotometer (Shimadzu UV-1280, Japan) น าค่ า  OD540nm ที่ ได้ ม าส ร้า งก ราฟ
มาตรฐานดว้ยโปรแกรม Microsoft Exel 2019 
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