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บทคัดย่อ 
ไบโอดีเซลเป็นพลงังานทดแทนทางเลือกเชือ้เพลิงดีเซลที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมผลิตได้จากน า้มันพืชชนิดต่างๆ 

ไขมนัสตัว์ รวมไปถึงน า้มนัพืชหรือน า้มนัสตัว์ที่ผา่นการใช้แล้วด้วยกระบวนการทรานซ์เอสเทอริฟิเคชัน่ ปัจจบุนั น า้มนัจลุนิทรีย์
จากจุลินทรีย์ไขมนัสงูเป็นที่ยอมรับว่าเป็นแหล่งวตัถดุิบทางเลือกเพื่อการผลิตไบโอดีเซล โดยเฉพาะอย่างยิ่งน า้มนัจุลินทรีย์   
จากยีสต์ไขมันสูง การศึกษาครัง้นี ้ได้ท าการคดัแยกยีสต์ไขมนัสูงจากตวัอย่างน า้หมกัชีวภาพที่สามารถย่อยสลายไซโลส            
เพื่อผลิตน า้มนัจุลินทรีย์ โดยท าการคดัเลือกยีสต์ที่มีความแตกตา่งกนัทางสณัฐานวิทยาบนอาหารแข็ง YPD ได้ยีสต์ที่มีความ
แตกต่างกนั 19 ไอโซเลท และเมื่อน ามาทดสอบความสามารถในการใช้ไซโลสเป็นแหลง่คาร์บอนบนอาหารไซโลส พบยีสต์ที่
สามารถเจริญได้ จ านวน 12 ไอโซเลท จากนัน้น ามาทดสอบการผลิตน า้มนับนอาหารเลีย้งเชือ้ที่จ ากดัปริมาณแหลง่ไนโตรเจน
และมีไซโลส 30.0 กรัมตอ่ลติร เป็นแหลง่คาร์บอน ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เทา่กบั 5.5 บม่แบบเขยา่ที่ 150 
รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 120 ชัว่โมง พบว่ายีสต์ไอโซเลท FBY3-3 สามารถสะสม
ลิพิดภายในเซลล์ร้อยละ 23.21 โดยน า้หนักแห้ง จัดเป็นยีสต์ไขมันสูงและจัดจ าแนกได้เป็น Pichia kudriavzevii FBY3-3
องค์ประกอบของน า้มนัที่สกัดได้จาก P. kudriavzevii FBY3-3 มีกรดไขมันชนิดสายยาวเป็นองค์ประกอบหลกั ได้แก่ กรด   
ปาล์มิติกและกรดโอเลอิกเช่นเดียวกับที่พบในน า้มนัพืช จากผลการศึกษา P. kudriavzevii FBY3-3 มีศกัยภาพในการผลิต
น า้มนัจลุนิทรีย์และนา่ที่จะเป็นแหลง่วตัถดุิบทางเลอืกส าหรับการผลติไบโอดีเซลได้ 
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Abstract 
Biodiesel is a renewable alternative to petroleum-based diesel fuel and environment friendly energy which 

made from various vegetable oils, animal fats and waste cooking oils through transesterification. Nowadays, 
microbial oils from oleaginous microorganisms are recognized as promising alternative biodiesel feedstock, 
especially, oleaginous yeast oils. In this study, oleaginous xylose-utilizing yeasts which produce microbial oil were 
screened from fermented bio-extract samples. Nineteen differently morphological yeast isolates were isolated on 
YPD agar medium and twelve yeast isolates could grow and utilize xylose as carbon sources on xylose medium. 
Microbial oil production of xylose-utilizing yeasts was investigated on nitrogen-limiting medium containing 30.0 g/L 
of xylose as a sole carbon source; initial pH 5.5; temperature at 30◦C and orbital shaking at 150 rpm for 120 h.                
It was found that the yeast isolate FBY3-3 accumulated the intracellular lipid about 23.21% by dry cell weight that 
called oleaginous yeast. The isolate FBY3-3 was identified as a Pichia kudriavzevii FBY3-3. The extracted oils of             
P. kudriavzevii FBY3-3 predominantly contained long chain fatty acids such as palmitic acid (C16:0) and oleic acid 
(C18:1) that comparable to conventional vegetable oils. The results suggest that P. kudriavzevii FBY3-3 has a 
potential for microbial oil production and could be used as alternative biodiesel feedstock.  
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บทน า 
 จากวิกฤตการณ์ความไม่แน่นอนของราคาน า้มนัดิบและปริมาณส ารองของพลงังานเชือ้เพลิงฟอสซิลที่ก าลงัลดลง
อย่างต่อเนื่อง สวนทางกบัความต้องการการใช้น า้มนัที่มากขึน้ตามจ านวนประชากรโลกที่เพิ่มขึน้  รวมถึงปัญหาภาวะโลกร้อน          
ที่เกิดจากการใช้พลงังานเชือ้เพลิงฟอสซิล ท าให้มีการมองหาพลงังานที่สามารถน ามาทดแทนพลงังานเชือ้เพลิงฟอสซิล            
ซึ่งพลงังานทดแทนนัน้จะต้องมีราคาถูก มีคุณสมบตัิที่คล้ายคลึงกับเชือ้เพลิงฟอสซิลและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม พลงังาน
ทดแทนอย่างไบโอดีเซลจึงได้รับความสนใจในหลายประเทศ “ไบโอดีเซล” เป็นพลงังานทดแทนทางเลือกชนิดหนึ่งที่สามารถ
น ามาทดแทนน า้มนัปิโตเลียมอย่างน า้มนัดีเซลได้ ไบโอดีเซลผลิตได้จากน า้มนัพืช เช่น น า้มนัจากเมล็ดสบู่ด า น า้มนัปาล์ม 
น า้มนัมะพร้าว น า้มนังา น า้มนัถัว่เหลอืง น า้มนัจากเมลด็เรพและน า้มนัทานตะวนั เป็นต้น หรือน า้มนัจากไขมนัสตัว์ หรือแม้แต่
น า้มันพืชหรือน า้มันสัตว์ที่ผ่านการใช้งานแล้ว (Arous et al., 2016) โดยผ่านกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น 
(transesterification) เพื่อให้มีคณุสมบตัิใกล้เคียงกบัน า้มนัดีเซลโดยไม่ต้องดดัแปลงเคร่ืองยนต์แต่อย่างใด นอกจากนี ้ไบโอ
ดีเซลยงัเป็นพลงังานสะอาดและเป็นมิตรตอ่สิง่แวดล้อม เนื่องจากองค์ประกอบของไบโอดีเซลไมม่ีธาตกุ ามะถนัแตม่ีออกซิเจน
เป็นองค์ประกอบประมาณร้อยละ 10 โดยน า้หนกั (KU-Biodiesel Project, 2008) จึงช่วยให้การเผาไหม้ดขีึน้สามารถลดมลพษิ 
ซลัเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) ไฮโดรคาร์บอน (HC) คาร์บอนมอนนอกไซด์ (CO) และฝุ่ นละอองได้อีกด้วย สามารถย่อยสลายได้
เองตามกระบวนการทางชีวภาพ (biodegradable) และไม่มีพิษ (nontoxic) (Sankh et al., 2013) การใช้น า้มันพืชมาเป็น
แหลง่วตัถดุิบเพื่อผลิตไบโอดีเซลเป็นสิ่งที่สามารถท าได้ในยคุปัจจบุนั แต่การปลกูพืชต้องใช้พืน้ที่จ านวนมาก อาศยัภมูิอากาศ         
ที่เหมาะสมและใช้เวลาในการเพาะปลกูยาวนาน ท าให้ต้นทนุในการผลิตไบโอดีเซลจากน า้มนัพืชเพิ่มสงูขึน้ได้ และยงัสง่ผล
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กระทบต่ออตุสาหกรรมอาหารที่ต้องใช้น า้มนัพืชเป็นวตัถดุิบในการผลิต ซึ่งจะท าให้ราคาอาหารมีการปรับตวัสงูขึน้ตามไปอีก
ด้วย แม้ว่าการเลือกใช้ไขมนัจากสตัว์หรือแม้แต่น า้มนัพืชหรือน า้มนัสตัว์ที่ผ่านการใช้แล้วเป็นแหล่งวตัถดุิบส าหรับการผลิต            
ไบโอดีเซลเพื่อเป็นการลดต้นทุน แต่แหล่งวตัถดุิบดงักล่าวก็ยงัไม่เพียงพอต่อการผลิตไบโอดีเซล (Poontawee et al., 2016; 
Sriwongchai et al., 2013; Taskin et al., 2016) การแสวงหาแหล่งวัตถุดิบทางเลือกเพื่อการผลิตไบโอดีเซลที่มีต้นทุนต ่า               
จึงเป็นเร่ืองที่หลายประเทศให้ความส าคญัและมุ่งเน้นให้ความสนใจ ซึ่งหนึ่งในทางเลือกของแหลง่วตัถดุิบที่มีความเป็นไปได้ 
นัน่คือ น า้มนัจลุนิทรีย์ 
 น า้มันจุลินทรีย์ (microbial oils) หรือน า้มันเซลล์เดียว (single cell oils : SCO) คือ ลิพิดที่สร้างขึน้จากจุลินทรีย์          
ไขมนัสงู (oleaginous microorganisms) ได้แก่ แบคทีเรีย จุลสาหร่าย ราและยีสต์ จุลินทรีย์เหล่านีส้ามารถสร้างและสะสม
ลิพิดภายในเซลล์ได้มากกวา่ร้อยละ 20 โดยน า้หนกัแห้ง (Gao et al., 2013; Qin et al., 2017) น า้มนัจุลินทรีย์มีองค์ประกอบ
หลกัของลิพิดที่พบเป็นไตรกลีเซอไรด์ซึง่อยูใ่นรูปหยดน า้มนัเล็กๆ ภายในเซลล์และมีกรดไขมนัชนิดสายยาว เช่น กรดปาล์มิติก 
(palmitic acid; C16:0) กรดโอเลอิก (oleic acid; C18:1) และกรดสเตรียริก (stearic; C18:0) เป็นองค์ประกอบหลกัของน า้มนั
ที่สกดัได้ ซึง่มีความคล้ายคลงึกบักรดไขมนัท่ีสกดัได้จากพืชน า้มนั (Kumar et al., 2017) ในช่วงสบิปีที่ผา่นมา นกัวิจยัมุง่ความ
สนใจที่จะน าน า้มนัจากจุลินทรีย์ไขมนัสงูมาใช้เป็นแหล่งวตัถุดิบเพื่อการผลิตไบโอดีเซล โดยเฉพาะอย่างยิ่งน า้มนัจากยีสต์
ไขมนัสงู ด้วยศกัยภาพของยีสต์ไขมนัสงูที่สร้างและสะสมลิพิดภายในเซลล์ได้มากกวา่จลุนิทรีย์ไขมนัสงูชนิดอื่น (Saran et al., 
2017)  ยีสต์ไขมันสูงบางสายพันธุ์ ส ร้างและสะสมลิพิดภายในเซลล์ได้มากกว่าร้อยละ 50 โดยน า้หนักแห้ง เช่น 
Rhodosporidium sp. Rhodotorula sp., Rhodosporidium toruloides, Cryptococcus curvatus, Rhodosporidium 
kratochvilovae และ Yarrowia lipolytica (Sriwongchai et al., 2013) และนอกจากองค์ประกอบของกรดไขมันที่มีความ
คล้ายคลงึกบัน า้มนัพืชแล้ว (Sankh et al., 2013) ยีสต์ไขมนัสงูยงัมีความสามารถในการเจริญบนแหลง่คาร์บอนได้หลายชนิด 
เช่น กลโูคส กรดไขมนั  สารประกอบไฮโดรคาร์บอน กรดอินทรีย์และกลีเซอรอล รวมทัง้ของเสียจากกระบวนการอตุสาหกรรม 
อตุสาหกรรมเกษตรและเกษตรกรรม เช่น กลีเซอรอลดิบ กากน า้ตาลหรือเศษพืชผกั เป็นต้น และยงัมีข้อได้เปรียบมากกวา่การ
ปลูกพืชน า้มัน เช่น การเพาะเลีย้งได้ตลอดปีไม่ขึน้อยู่กับฤดูกาลและสภาพอากาศ เจริญเร็ว ใช้เวลาในการเพาะเลีย้งสัน้               
และใช้พืน้ที่น้อยสามารถควบคุมการผลิตได้ (Sriwongchai, 2015) แม้จะมีการรายงานการคัดแยกยีสต์ไขมันสูงเพื่อ                  
การผลติไบโอดีเซลจากแหลง่ธรรมชาต ิเช่น ตวัอยา่งดิน (Pan et al., 2009; Leesing & Nantaso, 2011; Taskin et al., 2016)  
ดินจากป่า (Chang et al., 2013) ดินตะกอนจากป่าชายเลน (Sriwongchai et al., 2018) สลัดจ์จากระบบบ าบัดน า้เสีย
โรงงานผลติน า้มนัมะกอก (Arous et  al., 2016) ของเสยีจากโรงงานสกดัน า้มนัปาล์มและผลติไบโอดีเซล (Kitcha& Cheirsilp, 
2011) เศษซากใบไม้จากป่าชายเลน น า้ทะเล (Wang et. al., 2014) ปลาทะเล Synechogobius hasta (Li et al., 2010) หรือ
แม้แต่ผลไม้ที่เน่าเสีย (Sankh et al., 2013) หรือเปลือกผลไม้ที่เน่าเสีย (Saran et al., 2017) มาแล้ว แต่การคัดแยกยีสต์             
ไขมันสูงเพื่อการผลิตไบโอดีเซลจากน า้หมักชีวภาพยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน ซึ่งน า้หมักชีวภาพน่าจะเป็นอีกหนึ่งแหล่ง
ตัวอย่างที่สามารถคัดแยกยีสต์ไขมันสูงได้ เนื่องจากในกระบวนการหมักน า้หมักชีวภาพจะมีจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เกิดขึน้
มากมาย ทัง้ที่เป็นจุลินทรีย์ที่ได้มาจากธรรมชาติและจุลินทรีย์ที่ติดมากับวตัถดุิบที่น ามาหมกั เช่น แบคทีเรียในสกุลบาซิลสั 
กลุ่มแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก กลุ่มแบคทีเรียผลิตกรดอะซิติก ราและยีสต์ (Tancho, 2013) ในงานวิจยันี ้คณะผู้วิจยัสนใจ              
ที่จะศึกษาการคดัแยกยีสต์ไขมนัสงูจากตวัอย่างน า้หมกัชีวภาพที่ผลิตจากวสัดุลิกโนเซลลโูลส ซึ่งยีสต์ไขมนัสงูที่คดัแยกได้              
จะน ามาทดสอบการสร้างลิพิดบนอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีปริมาณแหล่งไนโตรเจนจ ากัด โดยมีน า้ตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน            
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ส่วนน า้มันที่สกัดได้จากยีสต์ไขมันสูงจะน าไปตรวจสอบองค์ประกอบของกรดไขมันเพื่อเปรียบเที ยบกับกรดไขมันที่เป็น
องค์ประกอบในน า้มนัพืช ข้อมลูที่ได้จากการศกึษาครัง้นีจ้ะสามารถน าไปพฒันาการเพาะเลีย้งยีสต์ไขมนัสงูบนอาหารเลีย้งเชือ้
ที่มีวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรอยา่งลกิโนเซลลโูลสเป็นสารตัง้ต้นตอ่ไปได้ในอนาคต 
 
วิธีด าเนินการวิจัย  

1. ตวัอยา่งน า้หมกัชีวภาพ 
ตัวอย่างน า้หมกัชีวภาพจากโครงการ “วิถีเกษตรอินทรีย์สู่การพึ่งพาตนเองอย่างยัง่ยืนสญัจร ครัง้ที่ 1” ของคณะ

วิทยาศาสตร์และสังคมศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตสระแก้ว  ผลิตจากวัสดุเหลือทิง้จ าพวกลิกโนเซลลูโลสซึ่ง
สว่นประกอบที่ส าคญั ได้แก่ เศษผกักาดขาว เศษหวัไชเท้า เศษผกักวางตุ้ง เศษกะหล ่าปลีและมะเขือเทศ หมกัร่วมกบัน า้และ
น า้ตาลทรายแดง อตัราสว่นระหวา่งวตัถดุิบที่น ามาหมกั น า้และน า้ตาลทรายแดงเทา่กบั 3 : 3 : 1 ระยะเวลา 30 วนั จ านวน 5 
ตวัอยา่ง สขีองตวัอยา่งน า้หมกัชีวภาพมีสนี า้ตาลเข้มถงึสดี า ตะกอนสนี า้ตาลเข้มกลิน่คล้ายแอลกอฮอล์และมีคา่ความเป็นกรด
ดา่งอยูร่ะหวา่ง 3.83-3.90  
 2. การคดัแยกยีสต์เบือ้งต้น 

น าตวัอย่างน า้หมกัชีวภาพ 1 มิลลิลิตร ท าการเจือจางล าดบัส่วน (serial dilution) ในน า้เกลือความเข้มข้นร้อยละ 
0.85 ปริมาตร 9 มิลลลิติร เลอืกระดบัการเจือจางที่เหมาะสม (10-6 ถึง 10-8) โดยปิเปต 0.1 มิลลลิติร มาคดัแยกยีสต์ด้วยเทคนคิ
การคดัแยกเชือ้ (spread plate technique) บนอาหารแข็ง YPD (ยีสต์สกัด 10.0 กรัม เปปโตน 20.0 กรัม กลโูคส 10.0 กรัม 
และวุ้น 15.0 กรัม ในน า้กลัน่ 1 ลิตร) น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีของยีสต์              
ที่เกิดขึน้บนจานเพาะเชือ้ โดยสงัเกตลกัษณะภายนอกของโคโลนีของยีสต์ท่ีมีความแตกตา่งกนั และแยกเชือ้ให้บริสทุธ์ิ (cross 
streak plate technique) บนอาหารแข็ง YPD บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 48 ชั่วโมง โคโลนีเดี่ยว (single 
colony) ที่ได้จะถกูเก็บรักษาไว้ในอาหารเลีย้งเชือ้ผิวหน้าเอียง YPD ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

 3. คดัแยกยีสต์ที่มีความสามารถในการใช้ไซโลส 
 น ายีสต์ที่ผ่านการคดัแยกจนได้โคโลนีเดี่ยวมาท าเป็นเชือ้ตัง้ต้น (starter) โดยเขี่ยโคโลนียีสต์ 1 ลปู (loop) ผสมลงใน
อาหารเหลว YPD ปริมาตร 50.0 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง จากนัน้น าเชือ้ตัง้ต้นปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร (ร้อยละ 5 โดยปริมาตร) ถ่ายลงในอาหารไซโลส 
(xylose medium) (สารสกดัยีสต์ 3.0 กรัม สารสกดัมอลต์ 3.0 กรัม เปปโตน 5.0 กรัม และไซโลส 10.0 กรัม ในน า้กลัน่ 1 ลติร) 
(Suriyapan et al., 2011) ปริมาตร 50.0 มิลลิลิตร ความเป็นกรดด่างเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากับ 5.5 บ่มแบบเขย่าที่ 
150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และวัดการเจริญของยีสต์ทุก 24 ชั่วโมง ด้วยการวดัค่า
ดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร  
 4. การคดัแยกยีสต์ไขมนัสงูจากยีสต์ที่สามารถใช้ไซโลสเป็นแหลง่คาร์บอน 
 น ายีสต์ที่มีความสามารถในการใช้ไซโลสจากข้อ 3. มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ทีจ่ ากดัปริมาณแหลง่ไนโตรเจน 
(nitrogen-limiting medium) ((NH4)2SO4 0.1 ก รัม  สารสกัดยี ส ต์  0.75 ก รัม  KH2PO4 0.4 ก รัม  MgSO4.7H2O 1.5 ก รัม 
CaCl2.2H2O 0.22 กรัม ZnSO4.7H2O 0.55 ไมโครกรัม MnCl2.4H2O 24.2 ไมโครกรัม และ CuSO4.5H2O 25.0 ไมโครกรัม ใน
น า้กลัน่ 1 ลติร) (Kraisintu et al., 2010) ที่มีน า้ตาลไซโลส 30.0 กรัมตอ่ลติร เป็นแหลง่คาร์บอน ปริมาตร 50.0 มิลลลิติร ความ
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เป็นกรดด่างเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากับ 5.5 ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที 
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง และวดัการเจริญของยีสต์ทกุ 24 ชัว่โมง ด้วยการวดัค่าดดูกลืนแสงที่ความ
ยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร จากนัน้น าไปวิเคราะห์หาปริมาณชีวมวลแห้งและปริมาณลพิิด  
 5. การหาปริมาณชีวมวลแห้งของยีสต์ 
 น าสารละลายเซลล์ยีสต์จากข้อ 4. ปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร ไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที เวลา 20 
นาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส น าตะกอนเซลล์มาล้างด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้แล้วป่ันเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์ ซ า้ 3 ครัง้ 
จนกระทัง่เซลล์สะอาด จากนัน้น าเซลล์ยีสต์ผสมด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้เทลงบนถ้วยระเหยที่ทราบน า้หนกัและน าไปอบ              
ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ชั่งน า้หนักถ้วยระเหยที่รวมกับเซลล์ยีสต์จนน า้หนักคงที่ บันทึกน า้หนักเซลล์แห้งของยีสต์                   
แล้วน าไปค านวณหาชีวมวลแห้ง (dry biomass) (กรัมตอ่ลติร) (Sriwongchai et al., 2013) 
 6. การสกดัลพิิดจากยีสต์ 
 น าสารละลายเซลล์ยีสต์จากข้อ 4. ปริมาตร 20.0 มิลลลิติร ไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที เทสารละลายใสสว่นท่ีเป็นอาหารเลีย้งเชือ้ด้านบนทิง้ ล้างเซลล์ด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ 3 ครัง้ 
น าตะกอนเซลล์ยีสต์ไปชัง่และบนัทึกน า้หนกัเปียกที่ได้และน ามาสกดัน า้มนัโดยชัง่ตะกอนเซลล์ยีสต์ 100-1,000 มิลลิกรัม เติม
สารละลายผสมระหวา่งคลอโรฟอร์มและเมทานอลอตัราสว่น 2 : 1 ปริมาตร 3.75 มิลลลิติร น าไปเขยา่ด้วยเคร่ืองเขยา่ (vortex) 
15 นาที และเติมสารละลายคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 1.25 มิลลลิติร เขยา่ 15 นาที จากนัน้เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 
1 โมลาร์ ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร เขย่า 1 นาที แล้วน ามาป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที เก็บสารละลายสว่นใสด้านลา่งในหลอดทดลองที่ทราบน า้หนกัและน าไปอบให้แห้งที่อณุหภมูิ 60 องศา
เซลเซียส จากนัน้น าหลอดทดลองที่แห้งแล้วมาชั่งน า้หนกัและบนัทึกปริมาณลิพิดที่ได้น าไปค านวณหาปริมาณลิพิด  (lipid 
yield) (กรัมตอ่ลติร) และร้อยละปริมาณลพิิดทัง้หมดโดยน า้หนกัแห้ง (lipid content, % w/w) (Sriwongchai et al., 2013) 
 7. การวิเคราะห์น า้ตาลไซโลส  
 ปิเปตสารละลายใสจากการแยกเซลล์ยีสต์ออกแล้ว น าไปวิเคราะห์หาปริมาณน า้ตาลไซโลสที่เหลอืด้วยวธีิ DNS (3,5-
dinitrosalicylic acid method) โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (OD540) และน าค่าการดดูกลนืแสง
ที่ได้มาค านวณปริมาณน า้ตาลไซโลสที่เหลอืเปรียบเทียบกราฟมาตรฐานของน า้ตาลไซโลส (Miller, 1959) 
  8. การวิเคราะห์กรดไขมนั 

วิเคราะห์หาชนิดของกรดไขมนัตามวิธีของ Sriwongchai et al. (2012) ลพิิดทัง้หมดจะน าไปผา่นปฏิกิริยาทรานส์เมทิ
เลชั่น (transmethylation) เพื่อให้เป็นเมทิลเอสเทอร์ (methyl esters) และน าไปวิเคราะห์หาชนิดของกรดไขมนัด้วย GC/FID 
ภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ถึง 260 องศาเซลเซียส ท่ี 2 องศาเซลเซียสต่อนาที อุณหภูมิของส่วนฉีดสาร 
(injector) คงที่ที่ 250 องศาเซลเซียส อณุหภมูิของอปุกรณ์วดัสญัญาณ (detector) เท่ากบั 280 องศาเซลเซียส ก๊าซตวัพา คือ 
ก๊าซฮีเลยีม (He) มีอตัราการไหล 2 มิลลลิติรตอ่นาที 

9. การจดัจ าแนกยีสต์ 
จดัจ าแนกคณุลกัษณะทางชีวเคมีและทางกายภาพของยีสต์ไอโซเลท FBY3-3 ตามวิธีของ Kurtzman& Fell (2000) 

การคดัแยกจีโนมิกดีเอ็นเอของยีสต์ไอโซเลท FBY3-3 และท าให้บริสทุธ์ิตามวิธีของ Sambrook et al.(1989)จากนัน้จะน าไป
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายในสว่น D1/D2 ของ 26s rDNAโดยใช้ไพรเมอร์ NL1 (5’-CATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
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3’) และ NL4 (5’-GTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) โดยใช้สภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ตามวิธีของ Kurztman & Robnett 
(1998) และน าไปวิเคราะห์และเปรียบเทียบล าดบัเบสในสว่น D1/D2 ของ 26s rDNA โดยใช้โปรแกรม Nucleotide Blast จาก
ฐานข้อมลู National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) 
 10. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ และน าข้อมลูทัง้หมดวิเคราะห์ทางสถิติโดยหาคา่เฉลี่ย (mean) และค่าความเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD)  
 
ผลการวิจัย 

1. การคัดแยกยสีต์ที่สามารถใช้ไซโลสจากตัวอย่างน า้หมักชีวภาพ 
 การคดัแยกยีสต์จากตวัอย่างน า้หมกัชีวภาพ จ านวน 5 ตวัอย่าง บนอาหารแข็ง YPD พบยีสต์ที่มีความแตกต่างกัน
ทางสณัฐานวิทยาทัง้หมด 19 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) จากนัน้น ายีสต์ทัง้หมดมาคดัแยกยีสต์ที่มีความสามารถในการใช้ไซโลส
เป็นแหลง่คาร์บอนบนอาหารไซโลส ความเป็นกรดด่างเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากบั 5.5 บ่มแบบเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที 
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 72 ชัว่โมง สามารถคดัแยกยีสต์ที่สามารถใช้ไซโลสได้ทัง้หมด 12 ไอโซเลท ได้แก่ FBY1-
1, FBY1-2, FBY1-6, FBY1-7, FBY2-1, FBY2-2, FBY3-2, FBY3-3, FBY4-2, FBY4-3, FBY5-1 และ FBY5-2 ผลการทดลอง
ดงัแสดงในตารางที่ 1 
 
   ตารางที่ 1 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและการเจริญของยีสต์ที่คดัแยกได้จากตวัอยา่งน า้หมกัชีวภาพบนอาหารไซโลส 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวทิยา 
การเจริญบน 

อาหารไซโลส (OD600) 
เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง
ของโคโลนี 
(มิลลิเมตร) 

รูปร่างของ
โคโลนี 

ระดับ 
ความนูน
ของโคโลนี 

ลักษณะ
ผิวหน้าของ
โคโลนี 

ขอบของ
โคโลนี 

สี 0 ช่ัวโมง 72 ช่ัวโมง 

FBY1-1* 2.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ครีม 0.091+0.05 2.811+0.07 

FBY1-2* 7.0 กลม แบน เกลีย้ง 
ด้าน 

หยกั ครีม 0.086+0.08 3.072+0.11 

FBY1-3 3.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ครีม 0.102+0.08 0.412+0.04 

FBY1-4 5.0 กลม นนู เกลีย้ง  
ด้าน 

หยกั ขาวขุน่ 0.101+0.03 0.256+0.04 

FBY1-5 4.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ขาวขุน่ 0.083+0.02 0.244+0.06 

* ยีสต์ที่สามารถเจริญได้บนอาหารไซโลส 
คา่ที่แสดง คือ คา่เฉลี่ย + SD (n=3) 
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   ตารางที่ 1 (ตอ่) ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและการเจริญของยีสต์ที่คดัแยกได้จากตวัอยา่งน า้หมกัชีวภาพบนอาหารไซโลส  

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวทิยา 
การเจริญบน 

อาหารไซโลส (OD600) 
เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง
ของโคโลนี 
(มิลลิเมตร) 

รูปร่างของ
โคโลนี 

ระดับ 
ความนูน
ของโคโลนี 

ลักษณะ
ผิวหน้าของ
โคโลนี 

ขอบของ
โคโลนี 

สี 0 ช่ัวโมง 72 ช่ัวโมง 

FBY1-6* 3.0 กลม แบน เกลีย้ง  
ด้าน 

เรียบ ขาวขุน่ 0.094+0.01 1.907+0.04 

FBY1-7* 2.0 กลม นนู เกลีย้ง  
ด้าน 

หยกั ครีม 0.091+0.02 2.135+0.09 

FBY2-1* 2.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ เหลือง 0.102+0.05 2.078+0.13 

FBY2-2* 4.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ครีม 0.102+0.08 1.975+0.12 

FBY2-3 3.0 กลม แบน เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ครีม 0.078+0.07 2.033+0.10 

FBY2-4 4.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

หยกั ครีม 0.083+0.02 0.421+0.01 

FBY3-1 2.0 กลม แบน เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ครีม 0.087+0.04 0.317+0.01 

FBY3-2* 3.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ขาวขุน่ 0.099+0.03 2.105+0.08 

FBY3-3* 4.0 กลม แบน ขรุขระ 
ด้าน 

หยกั ขาวขุน่ 0.101+0.08 3.113+0.07 

FBY4-1 2.0 กลม แบน เกลีย้ง  
ด้าน 

เรียบ ขาวขุน่ 0.083+0.02 0.384+0.02 

FBY4-2* 4.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ครีม 0.088+0.03 1.861+0.07 

FBY4-3* 3.0 กลม นนู เกลีย้ง  
มนัวาว 

เรียบ ส้ม 0.103+0.05 3.249+0.08 

FBY5-1* 4.0 กลม นนู ขรุขระ 
ด้าน 

หยกั ครีม 0.108+0.05 3.013+0.11 

FBY5-2* 4.0 กลม นนู ขรุขระ 
ด้าน 

หยกั ขาวขุน่ 0.086+0.01 2.741+0.07 

* ยีสต์ที่สามารถเจริญได้บนอาหารไซโลส 
คา่ที่แสดง คือ คา่เฉลี่ย + SD (n=3) 
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 2. การคัดแยกยสีต์ไขมันสูงจากยสีต์ที่สามารถใช้ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน 
 จากการคดัแยกยีสต์ที่มีความสามารถในการใช้ไซโลสเป็นแหลง่คาร์บอนบนอาหารไซโลส ได้ยีสต์ที่สามารถใช้ไซโลส
เป็นแหลง่คาร์บอนทัง้หมด 12 ไอโซเลท เมื่อน ายีสต์แตล่ะไอโซเลทมาทดสอบความสามารถในการสร้างและสะสมลพิิดภายใน
เซลล์ โดยเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ที่จ ากดัปริมาณแหลง่ไนโตรเจนและมีไซโลส 30.0 กรัมตอ่ลติร เป็นแหลง่คาร์บอน ความ
เป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากบั 5.5 บม่แบบเขยา่ที่ 150 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 120 
ชัว่โมง พบวา่ยีสต์ไอโซเลท FBY3-3 สามารถเจริญและสะสมลพิิดภายในเซลล์ได้มากกวา่ร้อยละ 20 โดยน า้หนกัแห้ง (ปริมาณ
ลิพิดทัง้หมดเท่ากับร้อยละ 23.21 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง) โดยปริมาณชีวมวลแห้งของยีสต์ไอโซเลท FBY3-3 เท่ากับ 2.93 ± 
0.03 กรัมต่อลิตร ปริมาณลิพิดเท่ากบั 0.68 ± 0.07 กรัมต่อลิตร และการใช้ไซโลสเท่ากับ 27.02+0.17 กรัมต่อลิตร สว่นยีสต์            
ไอโซเลท FBY2-2, FBY3-2, FBY4-2, FBY4-3, FBY5-1 และ FBY5-2 สะสมลิพิดภายในเซลล์น้อยกว่าร้อยละ 20 โดยน า้หนกั
เซลล์แห้ง ในขณะที่ FBY1-1, FBY1-2, FBY1-6, FBY1-7 และ FBY2-1 สามารถเจริญได้ แต่ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
ลิพิดภายในเซลล์ได้ การใช้ไซโลสของยีสต์ 11 ไอโซเลท มีค่าอยู่ในช่วง 14.97-26.20 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองดงัแสดงใน
ตารางที่ 2 
 
   ตารางที่ 2 ชีวมวลแห้ง ปริมาณลพิิดและปริมาณลพิิดทัง้หมดโดยน า้หนกัแห้งของยีสต์ที่สามารถใช้ไซโลส 

ไอโซเลท 
ชีวมวลแห้ง  
(กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณลิพิด  
(กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณลิพิดทัง้หมด 
(ร้อยละโดยน า้หนักแห้ง) 

การใช้ไซโลส 
(กรัมต่อลิตร) 

FBY1-1 1.28 ± 0.02 - - 18.20+0.22 
FBY1-2 1.37 ± 0.02 - - 19.41+0.50 
FBY1-6 1.31 ± 0.03 - - 18.67+0.18 
FBY1-7 0.97 ± 0.01 - - 14.97+0.62 
FBY2-1 1.18 ± 0.01 - - 13.06+0.38 
FBY2-2 2.59 ± 0.01 0.17 ± 0.01 6.56 24.73+0.48 
FBY3-2 2.86 ± 0.04 0.54 ± 0.03 18.88 25.22+0.70 
FBY3-3 2.93 ± 0.03 0.68 ± 0.07 23.21 27.02+0.17 
FBY4-2 1.79 ± 0.00 0.12 ± 0.02 6.70 21.06+0.12 
FBY4-3 2.43 ± 0.01 0.28 ± 0.04 11.52 23.10+0.55 
FBY5-1 2.91 ± 0.02 0.18 ± 0.01 18.99 26.20+0.43 
FBY5-2 2.90 ± 0.01 0.50 ± 0.01 17.24 25.11+0.31 

– คือ ไมส่ามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณลิพิดภายในเซลล์ได้ 
คา่ที่แสดง คือ คา่เฉลี่ย + SD (n=3) 

  
 การจัดจ าแนกยีสต์ไขมนัสงูไอโซเลท FBY3-3 โดยน ายีสต์มาคดัแยกจีโนมิกดีเอ็นเอ แล้วน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมายในสว่น D1/D2 ของ 26 rDNA gene โดยใช้ไพรเมอร์ NL1 (5’-CATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) และ NL4 
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(5’-GTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) จากนัน้น าผลผลิต PCR ไปวิเคราะห์บนวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเปรียบเทียบกบั
ดีเอ็นเอมาตรฐาน พบว่ายีสต์ไขมนัสงูไอโซเลท FBY3-3 มีความคล้ายคลงึกบั Pichia kudriavzevii ร้อยละ 99 และจดัจ าแนก
เป็นยีสต์ Pichia kudriavzevii FBY3-3 
 3. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมัน 
 ชนิดและปริมาณกรดไขมนัของน า้มนัที่สกดัได้จากยีสต์ไขมนัสงู P. kudriavzevii FBY3-3 เมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารที่
จ ากัดปริมาณแหล่งไนโตรเจนและมีน า้ตาลไซโลส 30.0 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มแบบเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา120 ชั่วโมง น าน า้มนัที่สกดัได้ไปผ่านปฏิกิริยา transmethylation และน าไปวิเคราะห์
ด้วย GC/FID พบว่าประกอบด้วยกรดไขมนัหลกั คือ กรดโอเลอิก (C18:1) ร้อยละ 42.11 และกรดปาล์มิติก (C16:0) ร้อยละ 
28.22 และกรดไขมนัชนิดอื่นท่ีพบ ได้แก่ กรดปาล์มิโตเลอิก (palmitoleic acid; C16:1) กรดไลโนเลอิก (linoleic acid; C18:2) 
และกรดสเตียริก (stearic acid; C18:0) ดงัแสดงในตารางที่ 3  
 
  ตารางที่ 3  ชนิดและปริมาณกรดไขมนัของน า้มนัท่ีสกดัได้จากยีสต์ไขมนัสงู P. kudriavzevii FBY3-3 เปรียบเทียบกบั 
                    ชนิดและปริมาณกรดไขมนัของน า้มนัท่ีสกดัได้จากยีสต์ไขมนัสงูสายพนัธุ์อื่นและน า้มนัพืช 

 
ชนิดของกรดไขมัน (ร้อยละ) 

C14:0 C16:1 C16:0 C18:3 C18:2 C18:1 C18:0 
P. kudriavzevii FBY3-3  0.91+0.02 28.22+0.17 - 10.73+0.21 42.11+0.83 9.54+0.22 
P. kudriavzevii MTCC 5493a - 1.0 29.3 - 9.2 41.9 8.9 
P. guilliermondii Pcla22b 0.4 12.2 21.9 - 1.7 57.9 5.8 
C. curvatusa 0.6 1.0 32 - 9.0 48.0 8.0 
Jatropha oilc 0.1 0.7 14.2 0.30 32.8 44.7 7.0 
Palm oild - - 43.0 - 10.0 41.0 5.0 
Rapeseedd - - 3.5 8.2 22.3 64.4 0.9 
Soybean oild - - 11.8 6.3 55.5 23.3 3.2 
Sun flower  oild - - 6.1 - 73.7 16.9 3.3 

a ข้อมลูจาก Sankh et al. (2013) 
b ข้อมลูจาก Wang et al. (2012) 
c ข้อมลูจาก Saran et al. (2017) 
d ข้อมลูจาก Ma & Hanna (1999) 
– คือ ไมส่ามารถตรวจวิเคราะห์ได้ 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย   
 น า้ตาลไซโลสเป็นน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) ที่มีคาร์บอนในโมเลกุล 5 อะตอม (pentose) ไม่พบ                
เป็นอิสระ แต่พบเป็นโครงสร้างของโพลีแซคคาร์ไรด์ (polysaccharide) ในโมเลกุลของเฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses)                
ซึ่งเฮมิเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบหลกัของลิกโนเซลลโูลส (Polprasert, 2014) การศึกษาการคดัแยกยีสต์ไขมนัสงูที่สามารถ
ย่อยสลายไซโลสได้จากน า้หมกัชีวภาพครัง้นี ้เมื่อพิจารณาวตัถดุิบที่น าใช้ในการหมกัน า้หมกัชีวภาพ ได้แก่ เศษผกักาดขาว 
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เศษหวัไชเท้า เศษผกักวางตุ้ ง เศษกะหล ่าปลีและมะเขือเทศจัดเป็นวสัดุลิกโนเซลลูโลสที่มีเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเป็น
องค์ประกอบหลกั โดยโครงสร้างของเฮมิเซลลโูลสจะมีน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวอยา่งน า้ตาลไซโลสและน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวชนดิอืน่ 
เช่น น า้ตาลกลูโคส แมนโนสและกาแลคโตสเป็นส่วนประกอบส าคัญ (Dangpram et al., 2013) จากการมีไซโลส                            
เป็นสว่นประกอบในวตัถดุิบที่น ามาหมกัน า้หมกัชีวภาพ ท าให้น า้หมกัชีวภาพมีความเหมาะสมในการเป็นแหลง่ตวัอย่างเพื่อ
การคดัแยกยีสต์ไขมนัสงูที่สามารถยอ่ยสลายไซโลสได้ โดยขัน้ตอนแรกของการศกึษา คือ การคดัแยกยีสต์จากตวัอยา่งน า้หมกั
ชีวภาพจากโครงการ “วิถีเกษตรอินทรีย์สู่การพึ่งพาตนเองอย่างยัง่ยืนสญัจร ครัง้ที่ 1” คณะวิทยาศาสตร์และสงัคมศาสตร์ 
มหาวิทยาลยับรูพา วิทยาเขตสระแก้ว ระยะเวลาหมกั 30 วนั บนอาหารแข็ง YPD ด้วยเทคนิค spread plate และน ายีสต์ไป        
ท าให้บริสทุธ์ิด้วยเทคนิค cross streak plate เพื่อให้ได้โคโลนีเดี่ยวของยีสต์บนอาหารแข็ง YPD ซึ่งพบยีสต์ที่มีความแตกตา่ง
กนัทางสณัฐานวิทยาจ านวน 19 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) ในขัน้ตอนตอ่มาของการศกึษา น ายีสต์ไปทดสอบความสามารถในการ
ใช้น า้ตาลไซโลสบนอาหารไซโลส โดยบ่มแบบเขยา่ที่ 150 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 72 ชัว่โมง และ
วัดการเจริญของยีสต์โดยวดัจากค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก 24 ชั่วโมง พบยีสต์ที่สามารถเจริญ              
บนอาหารไซโลสได้จ านวน 12 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) ซึ่งการที่ยีสต์ทัง้ 12 ไอโซเลท สามารถเจริญได้บนอาหารไซโลสนัน้                 
อาจเนื่องมาจากการมีวิถีเมตาบอลิซมึของการหมกัน า้ตาล ซึ่งน า้ตาลไซโลสจะถกูเปลี่ยนไปเป็นไซลโูลส (xylulose) และมีการ
เติมหมูฟ่อสเฟสเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ไซลโูลไคเนส (xylulokinase) ได้ไซลโูลส-5-ฟอสเฟต (xylulose-5-phosphate, X-5-P) 
จากนัน้ X-5-P จะเข้าสู่วิถีเพนโตสฟอสเฟส (pentose phosphate pathway, PPP) ต่อไป (Hahn-Hägergal et al., 2007) 
การศึกษาในขัน้ตอนตอ่มา คือ การน ายีสต์ที่สามารถเจริญได้บนอาหารไซโลส จ านวน 12 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถ
ในการเจริญและการสะสมลิพิดภายในเซลล์บนอาหารเลีย้งเชือ้ที่จ ากดัปริมาณแหลง่ไนโตรเจนและมีน า้ตาลไซโลส 30.0 กรัม
ตอ่ลติร เป็นแหลง่คาร์บอน ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เทา่กบั 5.5 บม่แบบเขยา่ที ่150 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 120 ชัว่โมง พบยีสต์จ านวน 7 ไอโซเลท สามารถเจริญและสะสมลพิิดภายในเซลล์ได้ ได้แก่ ยีสต์
ไอโซเลท FBY2-2, FBY3-2, FBY3-3, FBY4-2, FBY4-3, FBY5-1 และ FBY5-2 และพบวา่ยีสต์ไอโซเลท FBY3-3 สามารถสร้าง
และสะสมลพิิดภายในเซลล์ได้มากกวา่ร้อยละ 20 โดยน า้หนกัแห้ง ซึง่ปริมาณลพิิดที่สะสมอยูภ่ายในเซลล์เทา่กบัร้อยละ 23.21 
โดยน า้หนกัแห้ง ดงันัน้ ยีสต์ไอโซเลท FBY3-3 จึงถูกจัดเป็นยีสต์ไขมนัสงู (Beopoulos et al., 2009) สาเหตุที่ยีสต์ไอโซเลท 
FBY3-3 สามารถสะสมลิพิดภายในเซลล์ได้มากกว่าร้อยละ 20 โดยน า้หนักแห้ง อาจเกิดจากประการที่แรก X-5-P                    
ถกูเมตาบอไลท์โดยเอนไซม์ทรานส์คีโตเลส (transketolase) และเอนไซม์ทรานส์อลัโดเลส (transaldolase) ไปเป็นกลีเซอรอล          
ดีไฮด์-3-ฟอสเฟส (glyceroldehyde-3-phosphate, G-3-P) ซึ่งเป็นสารตวักลาง (intermediate) ที่จะไปรวมตวักบัเอซิล-โคเอ 
(acyl-CoA) ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นในการสร้างลิพิดของยีสต์ไขมนัสงูในวิถี ex novo (ex novo pathway) (Davies & Holdsworth, 
1992) ประการที่สอง ตามปกติการสร้างและการสะสมลิพิดของยีสต์ไขมันสูงจะเกิดขึน้ในช่วงสุดท้ายของการเจริญระยะ
แบ่งตัวทวีคูณ (exponential phase) หรือระยะเร่ิมต้นของระยะคงจ านวนเซลล์ (early stationary phase) และเกิดขึน้             
ในสภาวะที่มีแหลง่ไนโตรเจนจ ากดัและมีแหลง่คาร์บอนมากเกินพอซึ่งแหลง่คาร์บอนจะถกูแอสซิมิเลต (assimilate) และถกู
เปลี่ยนไปเป็นลิพิดภายในเซลล์ได้โดยตรง โดยอาศยัเอนไซม์ที่จ าเป็นที่ยีสต์ไขมนัสูงสร้างขึน้  ซึ่งขัน้ตอนในการสร้างลิพิด                 
ของยีสต์ไขมันสูงเร่ิมจากเอนไซม์เอเอ็มพีดีอะมิเนส (AMP desaminase) จะถูกสร้างขึน้ในปริมาณมากในสภาวะที่เซลล์              
ขาดแหลง่ไนโตรเจน และท าหน้าที่เปลี่ยนอะดีโนซีนโมโนฟอสเฟต (adenosine monophosphase, AMP) ไปเป็นอิโนซีนไฟว์        
โมโนฟอสเฟต (inosine-5-monophosphate) และแอมโมเนีย (NH3) ซึ่งแอมโมเนียที่เกิดขึน้จะท าหน้าที่เป็นแหล่งไนโตรเจน
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ของเซลล์ในสภาวะที่ยีสต์ไขมนัสงูขาดแคลนแหลง่ไนโตรเจน ในกรณีที่เซลล์เกิดภาวะขาดแคลนแหลง่ไนโตรเจนอะดีโนซีนโมโน
ฟอสเฟตจะถูกย่อยสลายเป็นจ านวนมากเพื่อผลิตแอมโมเนียมาใช้ ท าให้ เอนไซม์ไอโซซิเตรตดีไฮโดรจีเนส (isocitrate 
dehydrogenase) ท างานได้น้อยและมีปริมาณสะสมของไอโซซิเตรต (isocitrate) และกรดซิตริค (citric acid) สูงในไมโท              
คอนเดรีย กรดซิตริคจะเคลือ่นท่ีไปยงัไซโตซอล (cytosol) แล้วจะถกูเปลีย่นเป็นออกซาโลอะซิเตต (oxaloacetate) และอะซิติล-
โคเอ (acetyl-CoA) ด้วยการท างานของเอนไซม์เอทีพีซิเตรตไลเอส (ATP citrate lyase) ซึง่อะซิติล-โคเอที่เกิดขึน้เป็นสารตัง้ต้น
ในการสงัเคราะห์กรดไขมนัและไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ของยีสต์ไขมนัสงู (Papanikolaou & Aggelis, 2011)               
ในวิถี de novo (de novo pathway) โดยทัว่ไปเอนไซม์เอทีพีซิเตรตไลเอสจะไม่พบในยีสต์ที่มีปริมาณลิพิดสะสมในเซลล์ต ่า 
เช่น Saccharomyces cerevisiae (Sriariyanun et al., 2014) เมื่อจัดจ าแนกยีสต์ไขมันสูงไอโซเลท FBY3-3 พบว่ามีความ
คล้ายคลึงกับยีสต์ P. kudriavzevii ร้อยละ 99 และจัดจ าแนกเป็นยีสต์ P. kudriavzevii FBY3-3 ซึ่งยีสต์ P. kudriavzevii 
สามารถพบได้ทัว่ไปในสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน ผลไม้ น า้ผลไม้ เคร่ืองดื่มที่ผ่านกระบวนการหมกั อาหารหมกัดอง ไข่ไก่ ปัสสาวะ
หม ูเลือดและอจุจาระของมนษุย์ (Chan et al., 2012; Kurtzman et al., 2011) จากการรายงานของ Chanklan et al. (2012) 
พบยีสต์ P. Kudriavzevii กระจายตวัและพบได้มากในป่าชายเลน เช่น จากตัวอย่างดิน ซากใบไม้จมเลน ขอนไม้ลอยน า้                  
น า้ ใบและดอกแสมด า ใบแสมด าที่มีแมลงกัดแทะ รวมทัง้ก่ิงไม้ เปลือกและรากหายใจของต้นโกงกาง รวมถึงใบไม้แห้ง                 
ที่ตกหลน่ในป่าชายเลน ในขณะที่ Sankh et al. (2013) ได้ท าการคดัแยกยีสต์ไขมนัสงูจากตวัอย่างผลไม้เน่าเสีย เช่น มะมว่ง 
ฝร่ัง ส้ม ทบัทิม องุ่น กล้วยและมะละกอ พบยีสต์ไขมนัสงูสายพนัธุ์   P. kudriavzevii MTCC 5493 สามารถสร้างและสะสม
ลิพิดภายในเซลล์ได้ถึงร้อยละ 23 โดยน า้หนักแห้ง เมื่อเพาะเลีย้งในสภาวะที่มีอัตราส่วนระหว่างแหล่งคาร์บอนต่อแหล่ง
ไนโตรเจน (C/N ratio) เท่ากบั 200 ยีสต์ไขมนัสงูหลายชนิดและหลายสายพนัธุ์ถกูค้นพบว่าสามารถใช้น า้ตาลไซโลสเพื่อการ
เจริญและสร้างลิพิดภายในเซลล์ได้ เช่น C. curvatus, Lipomyces starkeyi, R. toruloides และ R. glutinis (Yamada et al., 
2017) จากผลการศึกษายีสต์ไขมนัสงู P. kudriavzevii FBY3-3 มีความสามารถในการใช้ไซโลสเพื่อการเจริญและการสร้าง
ลิพิดภายในเซลล์ได้เช่นเดียวกบัยีสต์ไขมนัสงูชนิดอื่นที่ได้มีรายงานมาก่อนหน้านี ้นอกจากนี ้ยงัมีรายงานวา่ P. kudriavzevii  
สามารถใช้น า้ตาลและแหลง่คาร์บอนชนิดอื่นเพื่อการเจริญและการสร้างลิพิดภายในเซลล์ได้ เช่น น า้ตาลกลโูคส กาแลกโตส 
ฟรุกโตสอะราบิโนส แมนนิทอล ซูโครส แป้งและกลีเซอรอลอีกด้วย (Sankh et al., 2013) และด้วยความสามารถในการใช้
น า้ตาลไซโลสและแหลง่คาร์บอนชนิดอื่นของยีสต์ไขมนัสงู P. kudriavzevii ท าให้สามารถน าข้อมลูที่ได้จากการศกึษาครัง้นีไ้ป
พฒันาการเพาะเลีย้งยีสต์ไขมนัสูง P. kudriavzevii FBY3-3 เพื่อการผลิตน า้มนัจุลินทรีย์บนอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีวสัดเุหลือทิง้
ทางการเกษตรอยา่งลกิโนเซลลโูลสตอ่ไปได้ในอนาคต และจากการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณกรดไขมนัของน า้มนัท่ีสกดัได้จาก
ยีสต์ไขมนัสงู P. kudriavzevii FBY3-3 พบกรดไขมนัชนิดสายยาวคาร์บอนอะตอม 16 (C16) และคาร์บอนอะตอม18 (C18) 
เป็นองค์ประกอบหลกั ได้แก่ กรดโอเลอิกและกรดปาล์มิติก โดยเฉพาะอยา่งยิ่งกรดโอเลอิก (ตารางที่ 3) เมื่อเปรียบเทียบชนิด
และปริมาณกรดไขมันของน า้มันที่สกัดได้จากยีสต์ไขมันสูง P. kudriavzevii  MTCC 5493 (Sankh et al., 2013) และ P. 
guilliermondii Pcla22 (Wang et al., 2012) พบว่ามีความคล้ายคลงึกนั และเมื่อเปรียบเทียบชนิดและปริมาณกรดไขมนัของ
น า้มนัท่ีสกดัได้จากยีสต์ไขมนัสงู C. curvatus ซึง่เป็นยีสต์ไขมนัสงูที่เป็นท่ีรู้จกัและเป็นแหลง่วตัถดุิบส าหรับการผลติไบโอดีเซล
ชนิดและปริมาณกรดไขมนัมีความคล้ายคลงึกนั โดยจะพบกรดไขมนัชนิดสายยาวคาร์บอนอะตอม 16 และคาร์บอนอะตอม 18 
เป็นองค์ประกอบหลกั (Sankh et al., 2013) นอกจากนี ้ยงัพบวา่ชนิดและปริมาณกรดไขมนัท่ีเป็นองค์ประกอบหลกัของน า้มนั
ที่สกัดได้จากยีสต์ไขมนัสงู P. kudriavzevii FBY3-3 มีความคล้ายคลึงกับน า้มนัพืช เช่น น า้มนัสบู่ด า (Saran et al., 2017) 
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น า้มนัปาล์ม  น า้มนัจากเมล็ดเรพ น า้มนัถัว่เหลืองและน า้มนัทานตะวนั (Ma & Hanna,1999) โดยทัว่ไป วตัถดุิบที่จะน ามาใช้
ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลจ าเป็นจะต้องมีกรดไขมันชนิดสายยาวคาร์บอนอะตอม 16 และคาร์บอนอะตอม18                 
เป็นองค์ประกอบหลกั (Steen et al., 2010) ซึ่งน า้มนัที่สกัดได้จากยีสต์ไขมนัสูง P. kudriavzevii FBY3-3 ที่คัดแยกได้จาก
ตวัอยา่งน า้หมกัชีวภาพครัง้นี ้มีศกัยภาพเป็นแหลง่วตัถดุิบในการผลติไบโอดีเซลได้เช่นเดียวกบัน า้มนัพืช  
 
สรุปผลการวิจัย 

จากผลการศึกษาการคัดแยกยีสต์ไขมันสูงที่สามารถใช้ไซโลสจากน า้หมักชีวภาพเพื่อผลิตน า้มันจุลินทรีย์                       
จากตวัอยา่งน า้หมกัชีวภาพ จ านวน 5 ตวัอย่าง จากโครงการ “วิถีเกษตรอินทรีย์สูก่ารพึ่งพาตนเองอยา่งยัง่ยืนสญัจร ครัง้ที่ 1”
คณะวิทยาศาสตร์และสงัคมศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา วิทยาเขตสระแก้ว ระยะเวลาหมกั 30 วนั พบยีสต์ที่มีความแตกตา่งกนั
ทางสณัฐานวิทยาทัง้หมด 19 ไอโซเลท เป็นยีสต์ที่สามารถใช้ไซโลสเป็นแหลง่คาร์บอนได้ 12 ไอโซเลท ได้แก่ FBY1-1, FBY1-2, 
FBY1-6, FBY1-7, FBY2-1, FBY2-2, FBY3-2, FBY3-3, FBY4-2, FBY4-3, FBY5-1 และ FBY5-2 และเป็นยีสต์ที่สามารถสร้าง
และสะสมลิพิดภายในเซลล์ได้มากกว่าร้อยละ 20 โดยน า้หนกัแห้ง 1 ไอโซเลท คือ FBY3-3 ปริมาณลิพิดทัง้หมดที่สร้างและ
สะสมภายในเซลล์เท่ากับร้อยละ 23.21 โดยน า้หนกัแห้ง และเมื่อจัดจ าแนกยีสต์ไขมนัสงูที่คดัแยกได้จากตวัอย่างน า้หมัก
ชีวภาพ พบว่าเป็น P. kudriavzevii FBY3-3 ส าหรับชนิดของกรดไขมนัที่เป็นองค์ประกอบหลกัของน า้มนัที่สกัดได้จากยีสต์
ไขมนัสงู P. kudriavzevii FBY3-3 พบกรดปาล์มิติกและกรดโอเลอิกเช่นเดียวกบัท่ีพบในน า้มนัพืช ซึง่ข้อมลูที่ได้สามารถน าไปสู่
การพฒันาการเพาะเลีย้งยีสต์ไขมนัสงูบนอาหารที่มีวสัดลุกิโนเซลลโูลสตอ่ไป 
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