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 ง 

แคทลยีา ตาลวงษ : การผลติโปรตีนเซลลเด่ียวจากยีสต Hansenula polymorpha โดยใช 
กลเีซอรอลดิบจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน (SINGLE CELL 
PROTEIN PRODUCTION BY Hansenula polymorpha USING CRUDE GLYCEROL 
FROM BIODIESEL PROCESSING AS A CARBON SOURCE)  
อ. ท่ีปรกึษา: ดร.ศรินทิพ สุกใส, อ. ท่ีปรึกษารวม: ดร.ณัฏฐา ทองจุล, 194 หนา. 

 
ยีสต Hansenula polymorpha สามารถใชกลีเซอรอลดิบซึ่งเปนผลผลิตพลอยไดจาก

กระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวได  จากการ
วิเคราะหองคประกอบหลักในกลีเซอรอลดิบท่ีใชเปนแหลงคารบอนในการศึกษาคร้ังนี้ พบวา 
ประกอบดวย กลีเซอรอล 54.72 % ความชื้น 22.16 % น้ํามัน 7.05 % ซึ่งประกอบดวยกรดไขมัน 
ปาลมิติก โอเลอิก และสเตียริก 41.88, 40.84 และ 4.82 % ตามลําดับ สวนชนิดและปริมาณแรธาตุท่ี
วิเคราะหได ไดแก คารบอน 44.13 % ไฮโดรเจน 9.03 % ไนโตรเจน 1.34 % โซเดียม 1.60 % คลอ
ไรด 39 ppm โพแทสเซียม 37 ppm แคลเซียม 15 ppm  เหล็ก 12 ppm ทองแดง 8 ppm สังกะสี  4 
ppm และพบสารเบตาแคโรทีน นอยกวา 30 ppb จากนั้น  ไดศึกษาภาวะการเลี้ยงที่เหมาะสมตอการ
ผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว  ไดแก ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ ชนิดและปริมาณของแหลง
ไนโตรเจน ตลอดจนอุณหภูม ิคาพีเอช และความเร็วรอบในการเขยา โดยศึกษาในระดับขวดเขยา
ขนาด 250 มิลลิลิตร  จากผลการทดลองพบวา  องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการ
เจริญของยีสต H. polymorpha คือ กลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) สวนภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญ คือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตนในอาหาร 
6.0 และความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  พบวาใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 32 g/L, 
ผลผลิตมวลชีวภาพ (yield) 0.7132 และอัตราการผลิตมวลชีวภาพตอเวลาท่ีใช (productivity) 0.5026 
g/L.h  และเม่ือนํายีสต H. polymorpha ท่ีเลี้ยงในอาหารที่ใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนมา
วิเคราะหองคประกอบตางๆ ในเซลล พบวา ประกอบดวย โปรตีน 41.67% ไขมัน 16.49 % 
ความชื้น 72.34% เถา 3.08 % คารโบไฮเดรตและอื่นๆ 38.74 % เซลลยีสตประกอบดวยวิตามิน B2, 
B5, B8, B9 ในปริมาณ 0.9, 2.0, 32.5, 84.9 ppm สวนวิตามิน B1, B3, B6, B12 พบในปริมาณที่นอยกวา 
0.1 ppm  และผลการวิเคราะหกรดอะมิโน 18 ชนิดในเซลลยีสต  H. polymorpha พบวา 
ประกอบดวยกรดอะมิโนจําเปน 9 ชนิด (Phenylalanine, Leucine, Isoleucine, Lysine, Valine, 
Threonine, Tryptophan, Histidine และ Methionine) รวมปริมาณ 2760.81 mg/100g ของน้ําหนัก
เซลลแหง  ซึ่งคิดเปนสัดสวนสูงถึง 72 % ของกรดอะมิโนท้ังหมดในเซลล 
สาขาวิชา............เทคโนโลยีชีวภาพ.............   ลายมือชือ่นสิิต............................................................. 
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KATTALEEYA  TALWONG : SINGLE CELL PROTEIN PRODUCTION BY Hansenula 
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 The purpose of this study was to study single cell protein production from crude glycerol by 
product from biodiesel production plant by Hansenula polymorpha, a yeast capable of utilizing 
glycerol as a carbon source. Major composition in crude glycerol were determined. It was found that  
54.72 % glycerol, 7.05 % oil and 22.16 % moisture (by weight) were present in crude glycerol. Fatty 
acid profiles in oil present in crude glycerol consisted of 41.88 % palmitic acid (C16:0), 40.84 % 
stearic acid (C18:0) and 4.82 % oleic acid (C18:1). From elemental analyses, crude glycerol also 
contained 44.13 % C, 9.03 % H, 1.34 % N, 1.60 % Na, 39 ppm Cl, 37 ppm K, 15 ppm Ca, 12 ppm Fe, 
8 ppm Cu and 4 ppm Zn. Less than 30 ppb β-carotene was detected in crude glycerol. Effects of crude 
glycerol concentration, nitrogen source, temperature, pH and rotational speed on fermentation of  H. 
polymorpha were investigated. It was found that the maximum cell concentration was obtained from 
fermentation using 7.5 % crude glycerol and 2 % yeast extract at 30 0C, pH 6.0 and 250 rpm. At this 
condition, the maximum cell concentration of 32 g/L, the biomass yield of 0.7132 and the productivity 
of 0.5026 g/L.h were obtained. Wet cell biomass contained 72.34 % moisture. The protein, lipid and 
carbohydrate contents in dry cell biomass were determined. It was found that the obtained cell 
contained 41.67 % protein, 16.49 % lipid, 3.08 % ash and 38.76 % carbohydrate. Besides, 0.9 ppm 
vitamin B2 , 2.0 ppm vitamin B5, 32.5 ppm Vitamin B8, 84.9 ppm vitamin B9 were found in cell 
sample, where only less than 0.1 ppm vitamins B1, B3 B6, and B12 were found. In addition, 9 of 18 
essential amino acids were found in cell biomass including Histidine, Isoleucine, Leucine, Lysine, 
Methionine, Phenylalanine, Threonine, Tryptophan and Valine. Among the amino acids present in the 
biomass, up to 72 % of essential amino acids were present (2760.81 mg/100 g dry cell mass) 
 Field of study……Biotechnology………….Student’s signature………………………………………... 
Academic year  …2007……………………Advisor’s signature………………………………………... 
                                                                      Co-advisor’s signature…………………………………….. 
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4.20 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง 

YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-10 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน .................  77 
4.21 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  

SH4329 โดยผนัแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 2% ...............................  82 
4.22 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมักแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha SH4329 โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 2% .....  82 
4.23 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมักแหง กบัเวลา ในการเลี้ยงยีสต  

H. polymorpha SH4329 โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน2% ......  83 
4.24 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมักแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต  

H. polymorpha SH4329 โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 2% ...... 83 
4.25 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  

SH4329 โดยผนัชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมีปรมิาณไนโตรเจนเปนครึง่หนึ่ง 
ของไนโตรเจนในเพปโทน 2% .................................................................................... 86 

4.26 ความสมัพันธระหวางกลีเซอรอลในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยสีต H. polymorpha 
SH4329 โดยผนัชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมีปรมิาณไนโตรเจนเปนครึง่หนึ่ง 
ของไนโตรเจนในเพปโทน 2% .................................................................................... 87 

4.27 ความสมัพันธระหวางไนโตรเจนในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยสีต H. polymorpha 
SH4329 โดยผนัชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมีปรมิาณไนโตรเจนเปนครึง่หนึ่ง 
ของไนโตรเจนในเพปโทน 2% .................................................................................... 87 

4.28 ความสมัพันธระหวางน้ํามันในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  
SH4329 โดยผนัชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมีปรมิาณไนโตรเจนเปนครึง่หนึ่ง 
ของไนโตรเจนในเพปโทน 2% .................................................................................... 88 

4.29 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กลเีซอรอลในน้ําหมัก และพีเอช กับเวลา  
ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมี 
กลเีซอรอลดิบ 6.0 % และสารสกดัจากยสีต 2% (น้ําหนกัตอปริมาตร) ........................ 101 

4.30 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 2 % เปนแหลง
ไนโตรเจน และผนัแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 %  
(น้ําหนักตอปรมิาตร) ................................................................................................... 103 
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4.31 ความสมัพันธระหวางกลีเซอรอลในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยสีต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 2 % เปนแหลง
ไนโตรเจน และผนัแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 %  
(น้ําหนักตอปรมิาตร) ...................................................................................................  104 

4.32 ความสมัพันธระหวางไนโตรเจนในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยสีต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 2 % เปนแหลง
ไนโตรเจน และผนัแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 %  
(น้ําหนักตอปรมิาตร) ...................................................................................................  104 

4.33 ความสมัพันธระหวางน้ํามันในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 2 % เปนแหลง
ไนโตรเจน และผนัแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 %  
(น้ําหนักตอปรมิาตร) ...................................................................................................  105 

4.34 การเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเวลา 36 ชั่วโมง ในอาหารสูตร
ดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดบิ 7.5 % (น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน   107 

4.35 ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 และ H. polymorpha SH4329 ท่ีไดจากการเลีย้ง 
ในอาหารสตูรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน ....................... 108 

4.36 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly โดยผันแปรอุณหภูมิในการเลี้ยง  
30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส ...................................................................................... 110 

4.37 ความสมัพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรอุณหภูมิ 
ในการเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซยีส ................................................................... 111 

4.38 ความสมัพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผนัแปรอณุหภมิู 
ในการเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซยีส ................................................................... 111 

4.39 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรอุณหภูมิ 
ในการเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซยีส ................................................................... 112 

4.40 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส ในการเลีย้งยสีต 
 H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสตูรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ  
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7.5 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน .......................................................... 112 
4.41 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหาร 
เปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 ............................................................................................. 115 

4.42 ความสมัพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 ................................................................... 116 

4.43 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลีย้งยีสต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 ................................................................... 116 

4.44 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 ................................................................... 117 

4.45 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีพีเอชเริ่มตนในอาหาร 4, 5, 6 และ 7 ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน .......................................................... 117 

4.46 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหาร 
เปน 5.25, 5.50 และ 5.75 ............................................................................................. 120 

4.47 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 ................................................................... 120 

4.48 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต 
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสตูรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 ................................................................... 121 

4.49 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 ................................................................... 121 

4.50 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีพีเอชเริ่มตนในอาหาร 5.0, 5.25, 5.50, 5.75 และ 6.0  
ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly  
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ท่ีมีกลเีซอรอลดบิ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2% (น้ําหนกัตอปริมาตร) ..................   122 
4.51 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha  

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดดัแปลง YE-Gly โดยผันแปรคาความเร็วรอบในการ 
เขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที .....................................................................   125 

4.52 ความสมัพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคา 
ความเรว็รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที .....................................  126 

4.53 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคา 
ความเรว็รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที ..................................... 126 

4.54 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly โดยผันแปรคา 
ความเรว็รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที .....................................  127 

4.55 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีความเร็วรอบในการเขยา 200, 250 และ 300 รอบตอนาที   
ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly  
ท่ีมีกลเีซอรอลดบิ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2% (น้ําหนกัตอปริมาตร) ..................  127 

4.56 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกลเีซอรอลและพีเอชในน้ําหมัก   
กับเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt  
medium ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน ..............  132 

4.57 การเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเวลา 36 ชั่วโมงในอาหาร Mineral  
salt medium ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน .......  134 

4.58 เซลลยสีต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีทําแหงดวยเคร่ือง Freez Dryer ..............  135 
4.59 โครมาโตรแกรมแสดงองคประกอบของกรดไขมันชนิดตางๆ จากยีสต  

H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214  ท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง GC  
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 น

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

%   เปอรเซน็ต 
ml   มิลลลิิตร 
L   ลิตร 
mg   มิลลกิรัม 
g   กรัม 
w/v   น้ําหนักตอปริมาตร 
pH   คาความเปนกรดดาง 
h   ชั่วโมง 
Pa   ปาสคาล    
YPD   Yeast Extract Peptone Dextrose 
YPG   Yeast Extract Peptone Glycerol 
YE-Gly   Yeast Extract Glycerol 
PG   กลเีซอรอลบรสิุทธิ ์
CG   กลเีซอรอลดิบ 
ppm   หนึ่งสวนในลานสวน    
ppb   หนึ่งสวนในพันลานสวน   
K   เคลวิน 
๐C   องศาเซลเซียส 
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บทท่ี 1  
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ในชวง 30 ปท่ีผานมา พบวา โลกมีวิกฤตพลังงานเกิดขึ้นหลายครั้ง  ราคาน้ํามันดิบใน
ตลาดโลกขยับสูงขึ้นเปนลําดับ  และดูเหมือนจะไมมีการลดลง  ท่ัวโลกไดทําการคนควาวิจัยพลังงาน
ทดแทนกันอยางกวางขวาง การผลิตไบโอดีเซลเปนหนึ่งในงานวิจัยที่ไดดําเนินการจนเปนผลสําเร็จ 
และสามารถนํามาทดแทนพลังงานท่ีไดจากปโตรเลียม  ทําใหในปจจุบันหลายประเทศ  มีการผลิต 
ไบโอดีเซลกันอยางแพรหลาย  สําหรับประเทศไทยนั้น  ก็มีการวิจัยและพัฒนาการผลิตไบโอดีเซล
เชนเดียวกับหลายๆประเทศ  โดยกระทรวงพลังงาน  ไดจัดทําแผนปฏิบัติการพัฒนาและสงเสริมการ
ผลิตไบโอดีเซล  เปน 2 ระดับ คือ ไบโอดีเซลระดับชุมชน และไบโอดีเซลเชิงพาณิชย  และคาดวา  
ในป พ.ศ.2555 ประเทศไทยจะมีความตองการไบโอดีเซลถึงวันละ 8.5 ลานลิตร  ซึ่งแผนปฏิบัติการ
พัฒนาและสงเสริมไบโอดีเซลดังกลาวไดผานความเห็นชอบของ ครม. เม่ือวันท่ี 17 พฤษภาคม 2548 1  

ไบโอดีเซลโดยท่ัวไปผลิตโดยปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (Transesterification) โดย
นําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตว  หรือแมแตน้ํามันท่ีเหลือจากการปรุงอาหารมาผานกระบวนการทางเคมี  
ทําปฏิกิริยารวมกับแอลกอฮอล  ภายใตภาวะท่ีมีกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา 2 และใหกลีเซอรอล
เปนผลผลิตพลอยไดประมาณ 10 % ของผลิตภัณฑท้ังหมด 3  โดยกลีเซอรอลท่ีเกิดขึน้นีจ้ะมสีิง่เจือปน 
เชน ตัวเรงปฏิกิริยา  แอลกอฮอล ไขมัน กรดไขมันอิสระ ความชื้นและสิ่งเจือปนอื่นๆท่ีมาจากน้ํามัน
คอนขางสูง  ตองผานกระบวนการทํากลีเซอรอลดิบท่ีไดนี้ใหมีความบริสุทธิ์เพียงพอท่ีจะสามารถ
นําไปเปนสวนประกอบในยา  อาหาร เครื่องสําอาง และอุตสาหกรรมอื่นๆ 4 และเนื่องจากคาใชจาย
ในกระบวนการทํากลีเซอรอลดิบที่ไดใหมีความบริสุทธิ์นั้นคอนขางสูง  อีกทั้งปริมาณการใชงานนั้น
ก็ไมมากนัก  เม่ือเทียบกับปริมาณกลีเซอรอลท่ีกําลังจะเกิดขึ้นเ ม่ือกําลังการผลิตไบโอดีเซล
ภายในประเทศสูงขึ้น จึงกอใหเกิดปญหากลีเซอรอลลนตลาด  ราคาตกต่ํา  เปนภาระของผูผลิตไบโอ
ดีเซลท่ีตองแสวงหาวิธีจัดการกับผลผลิตพลอยไดนี้  โดยเฉพาะโรงงานขนาดกลางและขนาดเล็กท่ียงั
ไมสามารถหาวิธีดําเนินการที่เหมาะสมได  จึงทําไดเพียงแตนํากลีเซอรอลท่ีเปนผลผลิตพลอยได  ไป
เผาท้ิงเปนเชื้อเพลิง  ซึ่งเปนวิธีการท่ีไมเหมาะสมและยังกอใหเกิดมลภาวะกับสภาพแวดลอมได  โดย
การเผากลีเซอรอลจะทําใหกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนอะโครลีน (Acrolein) ซึ่งเปนสารประกอบท่ีระเหย
ไดดี  และเปนอันตรายตอรางกาย 5   

จึงมีนักวิจัยหลายกลุมสนใจนํากลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนี้ ไปใช
เพ่ือใหเกิดประโยชนยิ่งขึ้น  ดังเชนงานวิจัยของ Kimura 6  ไดสังเคราะห Dihydroxyacetone เพ่ือใชใน
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อุตสาหกรรมเครื่องสําอางและเปนสารฟอกจางสี  โดยนํากลีเซอรอลมาทําปฏิกิริยา oxidation มี 
bismuth และ platinum ในอัตราสวน 0.2:1 เปนตัวเรง  พบวา  ให Dihydroxyacetone  ถึง 80 %   
Valliyapan 7  ไดทําการทดลองผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยนํากลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบ
โอดีเซล มาทําปฏิกิริยา Pyrolysis โดยใชความรอนสูง จากการทดลองพบวาใหกาซไฮโดรเจน  1.71 
ลิตรตอกรัมของกลีเซอรอล สวนงานวิจัยอื่นท่ีนํากลีเซอรอลมาทําปฏิกิริยาเคมีไดเปนผลิตภณัฑตางๆ
ไดแก การผลิต polyesteramindes (PEAs) จาก adipic acid, hexamethylene diamine, 1,4-butanediol, 
caprolactam โดยมีกลีเซอรอลเปน branching  agent 8  การผลิต 1,2- propanediol โดยนํากลีเซอรอล
และ Raney Ni มาผานความรอนที่ 150 องศาเซลเซียส 20 ชั่วโมง 9  เปนตน  แมวาสวนใหญใน
ปจจุบันยังนิยมนํากลีเซอรอลมาผลิตเปนสารตางๆ โดยอาศัยกระบวนการทางเคมี เนื่องจากเปนวิธีท่ี
คอนขางรวดเร็ว  แตก็มีขอเสียคือ ใชสภาวะท่ีคอนขางรุนแรงในการสังเคราะห  อันจะกอใหเกิด
มลพิษตอสิ่งแวดลอม    จึงมีนักวิจัยบางกลุมหันมาสนใจการผลิตสารจากกลีเซอรอลโดยใชวิธีทาง
ชีวภาพ เชน งานวิจัยของ Ito และคณะ 4  ท่ีไดผลิตกาซไฮโดรเจน จาก Enterobacter aerogenes HU-
101 โดยทําการเลี้ยงแบบตอเนื่องในถังหมักชนิด packed-bed ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ไมคุมคา
พีเอช  อาหารท่ีใชมีกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน และสารสกดัจาก
ยีสตและทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจน  พบวาหลังจาก 12 ชั่วโมง ใหอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน 
63 มิลลิโมลตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งต่ํากวาการใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ท่ีความเขมขนเทากัน (12 % 
น้ําหนักตอปริมาตร)  เนื่องจากกลีเซอรอลท่ีใดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนั้น มีปริมาณของ
เกลือคอนขางสูง  ทําใหไมเหมาะตอการผลิตกาซไฮโดรเจนของแบคทีเรีย     Papanikolaou 10 ไดผลติ 
1,3-propanediol เพ่ือใชในอุตสาหกรรมพลาสติกและเคร่ืองสําอาง  โดยใชแบคทีเรีย Clostridium 
butyricum สายพันธุ F2b  ทําการเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตรแบบตอเนื่อง โดยใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์
ความเขมขน 30 กรัมตอลิตร  ท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส โดยชวงแรกทําการเลี้ยงในสภาพไมมี
ออกซิเจนเปนเวลา 10-14 ชั่วโมง  จากนั้นใหอากาศโดยทําการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และปรบัพเีอช
ใหอยูในชวง 7±0.05 พบวาใหอัตราการผลิต1,3-propanediol เปน 5.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง   Lee 
และคณะ 11  ไดรายงานถึงการผลิตกรดซัคซินิกเพ่ือใชในอุตสาหกรรมสังเคราะหเรซนิ และโพลเิมอร
ท่ียอยสลายไดโดยใชสาหราย Anaerobiospirillum succiniciproducens  ทําการเลี้ยงในสภาพขาด
อากาศ  อาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวย 5 กรัมตอลิตรของกลูโคส, 2.5 กรัมตอลิตรของ
สารสกัดจากยีสต, 5 กรัมตอลิตรของโพลีเปปโตน  และ 6.5 กรัมตอลิตรของกลเีซอรอล ทําการปรับพี
เอชเปน 6.5 ดวยกรดซัลฟวริก  พบวาใหกรดซัคซินิกสูงถึง 133 % ของกลีเซอรอล  และมีสดัสวนของ
กรดซัคซินิกตออะซีติก เปน 28.5:1  จากที่ไดยกตัวอยางมา จะเห็นวา การนํากลีเซอรอลมาใช
ประโยชนทางชีวภาพจะคอนขางเปนวิธีที่เหมาะสม  และกอใหเกิดมลพิษนอยกวาวิธีการสังเคราะห
ทางเคมี  แตสวนใหญนั้นก็ยังคงนํากลีเซอรอลท่ีบริสุทธิ์มาใชในกระบวนการหมัก รวมกับจุลินทรีย  
เนื่องจากการท่ีมีเมทานอลและตัวเรงปฏิกิริยาเขมขนปะปนอยูนั้นอาจยับยั้งการเจริญของจุลนิทรยีบาง
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กลุมท่ีสามารถใชกลีเซอรอลได  ในงานวิจัยนี้    จึงมีแนวทางในการนํากลีเซอรอลท่ีไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยไมตองผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์  ไปใชเพ่ือใหเกิดประโยชน
โดยใชกระบวนการทางชีวภาพ 

และพบวายีสต Hansenula  polymorpha ซึ่งเปนยีสตในกลุมเมทิลโลโทรฟกยีสต สามารถ
ใชท้ังกลีเซอรอลและเมทานอลเปนแหลงคารบอนได  โดยสามารถสังเคราะหเอนไซม glycerol 
kinase และเอนไซม glycerol-3-phosphate dehydrogenase ซึ่งใชในกระบวนการยอยสลายกลเีซอรอล 
12 และมีการสังเคราะหเอนไซม methanol oxidase และเอนไซม dihydroxyacetone synthase สําหรับ
การสลายเมทานอล เพ่ือนํามาใชสําหรับการสรางพลังงานและการเจริญของเซลล 13  อกีท้ังยังสามารถ
เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูงในชวง 37 – 40 องศาเซลเซียส  ซึ่งเหมาะกับอากาศในประเทศไทย สะสมกรด
ไขมันไมอิ่มตัวได  มีความตองการ growth  factor ตางๆนอย  และสามารถปรับปรุงพันธุกรรมไดงาย 
14 นอกจากนี้ เซลลยีสตยังมีปริมาณโปรตีนที่สูงถึงรอยละ 40-50 และมีปริมาณคารโบไฮเดรตสูงถึง
รอยละ 30-35 ของน้ําหนักแหง 15  และยังมีรายงานวา H. polymorpha  สามารถเลี้ยงใหมีความ
หนาแนนของเซลลสูงในน้ําหมักได (High  cells  density) เชน งานวิจัยของ  Wegner และ Okla 16 ได
รายงานถึงการผลิตเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y- 11432 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยเลี้ยง
แบบตอเนื่อง  ในอาหาร Mineral salt medium ท่ีมีเมทานอลเปนแหลงคารบอนและทําการเสริม
ดวยไบโอติน  อุณหภูมิท่ีใชในการเจริญของเซลลเปน 38 องศาเซลเซียส ควบคุมคาพีเอชในชวง 3.7-
4.1 และมีคาการละลายของออกซิเจนในน้ําหมัก 20 % โดยปริมาตร  พบวาใหความหนาแนนของ
เซลลในน้ําหมัก 73.3 กรัมตอลิตร เม่ือคิดเปนน้ําหนักเซลลแหง  และใหอัตราการเจริญของเซลลเปน 
0.31 กรัมของเซลลตอกรัมเมทานอล  ในงานวิจัยนี้จึงมุงศึกษาการผลิตโปรตีนจากเซลลยีสต H.  
polymorpha โดยใชกลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน  ซึ่งจะเปน
ประโยชนในการนําไปทําเปนอาหารสัตว  โดยอาจจะใชในรูปโปรตีนเซลลเด่ียว  หรอืในรูปสารสกดั
จากยีสต ซึ่งนับวาเปนประโยชนอยางยิ่งที่มีการนําวัสดุเหลือท้ิงมาเพิ่มมูลคาโดยการเปลี่ยนรูปใหอยู
ในรูปของโปรตีน เพ่ือลดปญหาการกําจัดของเสียที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  และยัง
สามารถสรางรายไดใหแกผูผลิตไดดวย 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

เพ่ือศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต H. polymorpha โดยใช
กลเีซอรอลดิบทีไ่ดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ  ในระดับ
ขวดเขยา 
 
1.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1.3.1 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหาร YPD ท่ีมีกลโูคส หรือ 
กลเีซอรอลบรสิุทธิ์ เปนแหลงคารบอน 

1.3.2  ศกึษาองคประกอบหลกัในกลีเซอรอลดิบ  วิธีการเตรียมสูตรอาหารและปริมาณท่ี
เหมาะสมของกลเีซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดเีซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการ
ผลติเซลลยสีต H.  polymorpha  

1.3.3  ศกึษาชนิด ปรมิาณของแหลงไนโตรเจน พีเอชเร่ิมตน ความเร็วรอบในการเขยาและ
อุณหภมูิท่ีเหมาะสมตอการผลติเซลลยีสต H.  polymorpha  

1.3.4  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG และ
อาหาร Mineral Salt Medium 

1.3.5  ศกึษาและวิเคราะหองคประกอบของยสีต H.  polymorpha ท่ีไดจากการเจริญใน
อาหารที่มีกลเีซอรอลดบิเปนแหลงคารบอน 

 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดภาวะท่ีเหมาะสมในการผลติโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต H. polymorpha โดยใช 
กลเีซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดเีซลเปนแหลงคารบอน 
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บทท่ี  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

2.1  กลีเซอรอล 
 

กลีเซอรอล (Glycerol) หรือท่ีเรียกอีกชื่อหนึ่งวา กลีเซอรีน (Glycerine หรือ Glycerin) เปน
ชื่อเรียกสามัญของสารประกอบอินทรียจําพวกพอลิไฮดริกแอลกอฮอล (Polyhydric alcohol) ท่ีมี
สูตรเคม ีHOCH2 CHOHCH2 OH มีชื่อทางเคมีวา 1,2,3 – โพรเพนไตรออล (1,2,3- Propanetriol) 17 
และมีสูตรโครงสรางดังรูปท่ี 2.1 
 

 
    

    
 
 
 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสรางของกลเีซอรอล 18 

 
2.2  สมบัติของกลีเซอรอล 5 

 
สมบัติทางกายภาพ 

 
กลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนของเหลว ไมมีสี  ไมมีกลิ่น ไมมีพิษ และมีโครงสรางท่ีคลาย

น้ําตาล  จึงทําใหกลีเซอรอลมีรสหวาน  ดังรูปท่ี 2.2 และเนื่องจากในโมเลกุลมีพันธะไฮโดรเจนจึง
ทําใหกลีเซอรอลเปนของเหลวหนืด  กลีเซอรอลมีจุดเดือด 290 องศาเซลเซียส  ท่ีความดัน
บรรยากาศ (101.3 kPa) และจุดเดือดจะลดลงตามความดันท่ีลดลง  ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 และมี
สมบัติทางกายภาพอื่นๆที่สําคัญ  ดังแสดงตารางท่ี 2.2 
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 6 

 
 

รูปท่ี 2.2  กลีเซอรอลบริสุทธิ์ 19, 20 

 
ตารางท่ี 2.1  ความสมัพันธระหวางความดันไอกับอุณหภมิูของกลเีซอรอล 

 
อุณหภูมิ (oC) ความดันไอ (kPa) 

290 
266 
222 
204 
175 
152 
130 
100 
20 

101.3 
53.3 
13.3 
6.67 
2.00 
0.67 
0.18 
0.03 

<0.0001 
 

กลเีซอรอลสามารถละลายไดดีกบัน้ํา เมทานอล และไอโซเมอรของโพรพานอล บิว
ทานอล และเพนทานอล ไกลคอล โพรเพนไดออล เอมีน และสารประกอบทีเ่ปนเฮทเทอโรไซคลกิ
ท่ีประกอบดวยอะตอมของไนโตรเจนในวงแหวน  (เชน ไพริดีน, ควิโนลนี) กลเีซอรอล ไมสามารถ
ละลายไดในไฮโดรคารบอนเกอืบท้ังหมด แอลกอฮอลท่ีมีโซยาว น้ํามนัพืชและสัตว  และตัวทํา
ละลายจําพวกฮาโลเจน เชน คลอโรฟอรม ดังนั้นกลเีซอรอลจึงเปนตัวทําละลายท่ีมีประโยชนตอ
สารหลายชนิด  ทั้งสารอินทรียและอนินทรีย  ซึง่มีความสําคัญตออุตสาหกรรมหลายชนิด เชน 
อุตสาหกรรมยา อตุสาหกรรมอาหาร เปนตน  
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ตารางท่ี 2.2 สมบัตทิางกายภาพของกลเีซอรอล  
 

Property 
Molecular weight 
Melting point 
Boiling point (101.3 kPa) 
Density (20 oC) 
Refractive index  
Dynamic viscosity (20 oC) 
Compressibility (28.5 oC) 
Gravity coefficient of thermal expansion (15-20 oC) 
Surfac tension (20 oC) 
Heat of formation 
Heat of combusion 
Heat of vaporization (55 oC) 
                                 (195 oC) 
Heat of fusion (18 oC) 
Heat of solution (infinite dilution) 
Heat capacity (26 oC) 
                       (-80 oC) 
                       (-108 oC) 
Thermal conductivity (0 oC) 
Diffusion coefficient of water into glycerol (20 oC) 
Specific electrical conductivity (20 oC) 
Relative dielectric constant (25 oC) 
Flash point 
Fire point 
Autoignition temperature 

Value 
92.09 

18.0 oC 
290.0 oC 

1.261 g/cm3 
1.4740 

1.410 Pa.s 
2.1x10-4 MPa-1 
0.000615 K-1 

63.4 mN/m 
669 kJ/mol 

1662 kJ/mol 
88.2 kJ/mol 
76.1 kJ/mol 
18.3 kJ/mol 
5.8 kJ/mol 

2.41 kJ kg-1 K-1 
1.91 kJ kg-1 K-1 
0.91 kJ kg-1 K-1 
0.29 W m-1 K-1 

1.336x10-11 m2/s 
0.1 µ S/cm 

42.48 
177 oC 
204 oC 
429 oC 
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สมบัติทางเคมี 5 

 
 กลีเซอรอลสามารถเกิดปฏิกิริยาไดเหมือนแอลกอฮอลท่ัวๆไป  โดยที่หมูไฮดรอกซีดาน

นอกจะมีความวองไวในการเกิดปฏิกิริยามากกวาหมูไฮดรอกซีตรงกลาง  ภายใตภาวะท่ีเปนกลาง
หรือดาง  กลีเซอรอลสามารถทนความรอนไดถึง 275 องศาเซลเซียส โดยไมเกิดอะโครลีน  ในทาง
ตรงขาม   ในสภาวะกรดเล็กนอยพบวา  ที่อุณหภูม ิ160 องศาเซลเซียส จะมีกลิ่นของอะโครลีน (อยู
ในชวง 0.2-0.4 ppm) โดยท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส อะโครลีนจะเกิดการเปลี่ยนแปลงอยาง
รวดเร็ว  ดังนั้นปฏิกิริยาของกลีเซอรอลจึงควรทําในภาวะท่ีเปนกลางหรือดาง  และท่ีอุณหภูมิหอง
กลีเซอรอลจะดูดความชื้นอยางรวดเร็ว  นอกจากนี้กลีเซอรอลยังถูกออกซิไดซไดงายโดยท่ีอะตอม
คารบอนดานนอกและถูกออกซิไดซเปนหมูคารบอกซิล  และอะตอมคารบอนตรงกลางจะเกิดเปน
หมูคารบอนิล  
 
การจําแนกคุณภาพและวิเคราะห 21, 22  
 

มาตรฐานผลติภณัฑอุตสาหกรรมแบงกลเีซอรอลออกเปน 2 ประเภทใหญๆ  คอื  
1 กลเีซอรอลดิบ 
2 กลเีซอรอลบริสุทธิ ์

 
กลีเซอรอลดิบ 

 หมายถึง กลเีซอรอลท่ียังไมไดผานกรรมวิธีทําใหบริสุทธิ์ แบงเปน  
1   กลเีซอรอลดิบจากการแยกสลายไขมัน (Hydrolyser Crude Glycerol)  

หมายถึง กลเีซอรอลดิบท่ีไดจากสวีทวอเทอร  ซึ่งไดจากการแยกสลาย
ไขมันดวยน้ํา (Hydrolysis) ท่ีความดันสูง หรอืเม่ือมตัีวเรงปฏิกิรยิา 

2   กลเีซอรอลดิบจากอุตสาหกรรมสบู (Soap Lye Crude Glycerol) 
หมายถึง กลเีซอรอลดิบท่ีไดจากสารละลายกลเีซอรอลจากอตุสาหกรรมทํา

สบูและผานกรรมวิธีขจัดไขมนั  และสบูออกแลว 
 

กลีเซอรอลบริสุทธิ ์
 หมายถึง การผานกรรมวิธีทําใหบริสุทธิ์  จนมีคุณลักษณะเหมาะสําหรับใชในอุตสาหกรรม
ยา อาหาร บุหรี ่วัตถรุะเบิด และอตุสาหกรรมอืน่ๆ แบงออกเปน 4 ชัน้คณุภาพ คอื 

1 ชั้นคุณภาพเคม ี(Chemical Grade) 
2 ชั้นคุณภาพไดนาไมต (Dynamite Grade) 
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3 ชั้นคณุภาพอตุสาหกรรม (Technical Grade) 
4 ชั้นคุณภาพยา (Pharmaceutical Grade) 

 
2.3  ประโยชนของกลีเซอรอล  23, 24 

  
ในปจจุบัน  กลีเซอรอลสามารถนํามาใชประโยชนในดานตางๆ ดังนี ้

- ดานยา  ใชประโยชนในทางการแพทย  โดยเปนสวนผสมของยาหลายชนดิ เชน ยา
ระบาย  ยาแกไอ  เปนตน 

- ดานเครื่องสําอาง  เปนสวนประกอบในผลิตภัณฑหลายชนิด  เพ่ือใหความชุมชื้น 
เชน ครีมทาผิวหนาและผิวกาย ยาสีฟน น้ํายาบวนปาก เปนตน 

- ดานอาหาร เปนสารใหความหวาน  สารท่ีชวยรักษาความชื้นซึ่งทําใหเก็บและ
ถนอมอาหารไดยาวนานขึ้น  นอกจากนี้ยังใชเปนสวนประกอบในสารเติมแตงสีและรสชาติใน
อาหาร เปนสวนประกอบของน้ําเชื่อม (Syrup) ในลูกอมและไอซิ่ง (Icing) ใชในการแชแข็งอาหาร 

- ดานอตุสาหกรรมโพลอีีเทอร  โพลีออล (Polyether polyols) เปนวัตถุดิบหลักใน
การผลติโพลอีอลเพื่อใชสําหรับผลติ flexible foams และผลติโพลยูีเทนท่ีมคีวามออนตัวลง  และยัง
ใชเปนสารต้ังตนในการผลิตโพรไพลนี (propylene) 

- ดานอุตสาหกรรมพลาสติก (Alkyd resins) และเซลโลเฟน (cellophane) ใชเปน
สวนผสมในสารเคลือบผิวและสีตางๆ  เปนสวนประกอบในการผลิตพลาสติกเพ่ือใหมีความออน
ตัว  และใชในการผลิตเซลโลเฟน 

- ดานอุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล (Absolute alcohol) โดยการนํากลีเซอรอลมา
ผานกระบวนการดีไฮเดรชั่น (dehydration) เพ่ือผลิตแอลกอฮอล 

- อ่ืนๆ เชน ใชเปนสารกันซึมและจุกคอรก เนื่องจากมีความเหนียวและมีความดันไอ
ตํ่าสัมผัสอาหารไดเพราะไมเปนพิษ  ใชเปนสารอิมัลซิไฟเออร (Emulsifier) ยางราดถนน (Asphalt) 
เซรามิก และกาว เปนตน  
 
2.4  การผลติกลเีซอรอลและแหลงท่ีมา 5, 25, 26 

   
ในปจจุบัน  กลีเซอรอลไดมาจาก 2 แหลงหลักๆ คือกลีเซอรอลสังเคราะห  และกลเีซอรอล

ธรรมชาติ  โดยปริมาณกลีเซอรอลจากทั้ง 2 แหลง  จะอยูที่ประมาณ 25  และ 75 % ตามลําดับ  มี
รายละเอียดดังนี้ 
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กลีเซอรอลสังเคราะห (Synthetic Glycerol) 
 

กลีเซอรอลสังเคราะหโดยสวนใหญจะมาจากการสังเคราะหโพรพีน    ซึ่งแบง
ออกเปน 3 กระบวนการ  คือ 

 
การผลิตจากอัลลิลคลอไรด (Allyl Chloride)  โดยการทําปฏิกิริยาคลอริเนชั่น 

(Chlorination) โพรพีนท่ีอุณหภูมิสูง  เกิดเปนอัลลิลคลอไรดและถูกออกซิไดซดวยไฮโปคลอไรท 
(Hypochlorite) เกิดเปนไดคลอโรไฮดริน (Dichlorohydrin) ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเปนอิพิคลอโรไฮดริน 
(Epichlorohydrin) จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือ
โซเดียมคารบอเนตความเขมขน 10-15 % ท่ีอุณหภูมิ 80-200 องศาเซลเซียส  ความดันบรรยากาศ
หรือเหนือความดันบรรยากาศ  เกิดเปนกลีเซอรอลเจือจาง (10-25 %)   
 

การผลิตจากอะโครลีน (Acrolein) โดยโพรพีนจะถูกออกซิไดซไปเปนอะโครลีน  
และถูกรีดิวซเปนอัลลิลแอลกอฮอล (Allyl alcohol) จากนั้นจะถูก epoxidized ดวยไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไดไกลซิดอล (Glycidol) ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซเปนกลีเซอรอล    

 
การผลิตจากโพรพีนออกไซด (Propene  oxide)  โดยโพรพีนจะถูก epoxidized  ไป

เปนโพรพีนออกไซดซึ่งจะถูกจัดรูปใหม (isomerise) เปนอัลลิลแอลกอฮอล  และใชไตรลิเทียม
ฟอสเฟต (Trilithium  phosphate) เปนตัวเรงปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 200-250 องศาเซลเซยีส  ไดผลผลติ 
80-85 % 
 

กลีเซอรอลธรรมชาติ (Natural Glycerol) 27, 28 

 
กลีเซอรอลธรรมชาติไมพบในรูปแบบอิสระในไขมันหรือน้ํามันที่ไดจากพืชและ

สัตว  แตจะอยูในรูปเอสเทอรของกรดไขมัน  โดยหมูไฮดรอกซีท้ัง 3 หมูมักจะเกิดปฏิกิริยาเปน 
เอสเทอร  ปริมาณกลีเซอรอลในไขมันและน้ํามันจะอยูระหวาง 8-14 % โดยน้ําหนกั  ขึน้อยูกับชนดิ
ของกรดไขมัน  การจะไดกลเีซอรอลนัน้  ตองทําการแตกตัวไขมันและน้ํามัน (Fat splitting) ซึ่งเปน
แหลงกลีเซอรอลจากธรรมชาติหลกัๆ  โดยแบงเปนการแตกตัวท่ีความดันสูง  การทําสบูจากน้ํามัน  
และการทําปฏกิริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น  ดังนี ้
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การแตกตัวดวยความดันสูง (high-Pressure Splitting) เปนการแตกตัวภายใตความ
ดัน  โดยใชเครื่องปฏิกรณแบบตอเนื่อง  น้ําและไขมันจะถูกปอนเขาไปสูคอลัมนแตกตัวแบบการ
ไหลสวนทางที่ความดัน 5-6 MPa และอุณหภูมิ 250-260 องศาเซลเซียส  เม่ือสิ้นสุดการแตกตัวจะ
ไดสารละลายกลีเซอรอลในน้ํา 15 % จึงเรียกวา “สวีทวอเทอร” (Sweet water) 29 

 
ปฏิกิริยาการทําสบู (Saponification) เปนการแตกตัวไขมันและน้ํามัน  โดยทํา

ปฏิกิริยากับดางจะไดกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑรวม  ซึ่งวิธีการนี้เปนวิธีการด้ังเดิม 30 ดังแสดงในรูป
ท่ี 2.3 
 

 
 

รูปท่ี 2.3 ปฏกิริิยาการทําสบู 31 

  
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ัน (Transesterification)  โดยการทําปฏิกิริยาทรานส

เอสเทอริฟเคชั่น ของน้ํามันหรือไขมันกับเมทานอลไดเปนเมทิลเอสเทอรและกลเีซอรอลดิบ (Crude 
glycerol) ซึ่งกลีเซอรอลดิบท่ีไดจะมีความเขมขนประมาณ 90-92 % โดยรายละเอียดจะกลาวใน
หัวขอตอไป 2 

 
นอกจากนี้ยังมีกระบวนการผลิตอื่นๆอีก เชน การหมักน้ําตาล และปฏกิริิยาไฮโดจิเน

ชันของคารโบไฮเดรต การสังเคราะหกลีเซอรอลของสาหรายทะเล โดยใชพลังงานแสงอาทิตย เปน
ตน  ซึ่งเปนกระบวนการท่ีไมสําคัญในทางอุตสาหกรรม 5 

 
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ัน 
   

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดของไขมันสัตวหรือ
น้ํามันพืชกับแอลกอฮอล ผลิตภัณฑท่ีเกิดขึ้น คือ เอสเทอรและกลีเซอรอล ดังแสดงในรูปที่ 2.4 ใน
การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมักจะใชตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อเพ่ิมอัตราการเกิดปฏิกิริยาและ
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ผลิตภัณฑดวย เชน ดาง กรด หรือเอนไซม สําหรับตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นทีเ่ปนดาง 
เชน โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) และ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) ตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปน
กรด เชน กรดซัลฟวริก (H2SO4) และ กรดไฮโดรคลอริก (HCl) สวนตัวเรงปฏิกิริยาท่ีเปนเอนไซม 
คือ ไลเพส (lipase) 32  โดยท่ัวไปแลว  จะใชน้ํามันพืชในปริมาณ 100 สวน  ทําปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล 10 สวน  โดยมีสารเรงปฏิกิริยาอยูดวย  จะไดไบโอดีเซล  100 สวน  และกลีเซอรีน 10 
สวน 3  
 

 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 2.4 ปฏกิริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั 32  
 

ซึ่งปฏิกิริยานี้กําลังไดรับความสนใจ  เนื่องจากในชวง 30 ปท่ีผานมานั้น  โลกมีวิกฤต
พลังงานเกิดขึ้นหลายครั้ง  ราคาน้ํามันดิบในตลาดโลกขยับสูงขึ้นเปนลําดับ  และดูเหมือนจะไมมี
การลดลง  ราคาน้ํามันของโลกที่ขยับสูงขึ้น  ในหลายครั้งขึ้นกับปญหาทางการเมืองระหวาง
ประเทศ  ลาสุดคือ ปญหาความกลัวตอแผนนิวเคลียรของอิหราน  รวมถึงปญหาการทดลองยิง
ขีปนาวุธของประเทศเกาหลีเหนือ  ไปยังประเทศญี่ปุนเม่ือวันท่ี 5 กรกฎคม 2549 ทําใหราคาน้ํามัน
โลกพุงขึ้น  ทําสถิติสูงสุดใหมท่ี 75.4 ดอลลารตอบารเรล ท้ังโลกจึงไดหันมาสนใจการใชพลังงาน
หมุนเวียนรวมถึงไบโอดีเซล  เพื่อใชทดแทนพลังงานจากปโตรเลียมกันอยางจริงจังอีกครั้ง 1  

จากขอมูลการผลิตไบโอดีเซลท่ัวโลก  ต้ังแตป ค.ศ. 2000-2006  พบวาประชาคมยุโรปเปน
แหลงผลิตไบโอดีเซลที่ใหญที่สุดของโลก  โดยมีเยอรมนี  ฝรั่งเศส  สวีเดน และสเปนเปนผูนําใน
การผลิต  สวนประเทศในทวีปอื่นๆท่ีมีกําลังการผลิตไบโอดีเซลสูง ไดแก อเมริกา  บราซิล  
ออสเตรเลีย  และมีการผลิตในทวีปเอเชียบางสวน 1 ดังรูปท่ี 2.5 

 
 

R 

R 

R 

R 

Alcohol Alkyl  
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รูปท่ี 2.5 กําลังการผลิตไบโอดีเซลของโลก ป 2000-2006 33 

 
น้ํามันดีเซลชีวภาพ  หรือเรียกอีกอยางวา “น้ํามันไบโอดีเซล”  สามารถนํามาใชทดแทน

น้ํามันเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล เชน รถยนตโดยสารประจําทาง รถบรรทุก รถแทรกเตอร 
เปนตน  โดยไมตองมีการดัดแปลงหรือปรับแตงเคร่ืองยนตใหม  อีกทั้งยังมีคุณสมบัติที่ชวยให
เครือ่งยนตเผาไหมไดสะอาด  และมีอายุการใชงานไดนาน  ในหลายประเทศรวมท้ังประเทศไทยจึง
ไดมีการศึกษาและทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันดีเซลชีวภาพอยางกวางขวาง  ท้ังนี้เปาหมายใน
การสงเสริมการผลิตน้ํามันดีเซลชีวภาพนั้นมิใชเพ่ือการนํามาทดแทนน้ํามันปโตรเลียม  แตเปนการ
ยืดเวลาของการใชน้ํามันเชื้อเพลิงไดนานขึ้น  โดยการนําน้ํามันดีเซลชีวภาพมาผสมกับน้ํามัน
เชื้อเพลิงในอัตราสวนประมาณ 10-30 % ราคาตนทุนของการใชน้ํามันผสมดังกลาวจึงขึ้นกับราคา
ของน้ํามันดีเซลในตลาดโลก  และราคาของน้ํามันพืช  

สําหรับประเทศไทยนั้นก็มีการวิจัยและพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลเชนเดียวกับหลายๆ
ประเทศ   โดยกระทรวงพลังงานไดจัดทํายุทธศาสตรพลังงานทดแทนขึ้นในป พ.ศ.2547 เพ่ือเปน
การสรางความม่ันคงดานพลังงานและเพ่ิมขีดความสามารถทางการแขงขันของประเทศ  โดย
คณะรัฐมนตร ี(ครม.) ไดใหความเห็นชอบในยุทธศาสตรพลังงานทดแทน  ที่กําหนดเปาหมายการ
ใชพลังงานทดแทนของไทยเปน 8% ของการใชพลังงานท้ังหมด ภายในป พ.ศ.2554 หรือเทียบเทา
กับน้ํามันดิบถึง 6,540 พันตัน  โดยไบโอดีเซลไดถูกจัดเปนสวนหนึ่งของเปาหมายพลังงานทดแทน
ดวย   และคาดวา  ในป พ.ศ.2555 ประเทศไทยจะมีความตองการไบโอดีเซลถึงวันละ 8.5 ลานลิตร  
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ซึ่งแผนปฏิบัติการพัฒนาและสงเสริมไบโอดีเซลดังกลาวไดผานความเห็นชอบของ ครม. เมื่อวันท่ี 
17 พฤษภาคม 2548 1 

 
2.5  แนวโนมปริมาณและราคากลเีซอรอลดบิ 1, 33 

 
ปจจุบันทั่วโลกมีโรงงานผลิตไบโอดีเซลในแตละปเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่อง   และมีกําลังการ

ผลิตไบโอดีเซลรวมประมาณ 5.4 ลานตันตอป (ขอมูลป ค.ศ.2007)     โดยประชาคมยุโรปเปน
แหลงผลิตไบโอดีเซลที่ใหญที่สุดของโลก  โดยมีเยอรมนี  ฝรั่งเศส สวีเดน และสเปน เปนประเทศ
ผูนําในการผลิต  ซึ่งสามารถผลิตไบโอดีเซลไดประมาณ 3,375,000 ตันตอป (ขอมูลป ค.ศ.2006)   
สวนประเทศไทยนั้น  แมวาจะยังมีกําลังการผลิตไบโอดีเซลไมมากเม่ือเทียบกับประเทศในแถบ
ยุโรปและอเมริกา  แตก็มีการผลิตไบโอดีเซลกันอยางจริงจังหลายแหง   

เนื่องจากในการผลิตไบโอดีเซลดวยปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชันนั้น  จะใหกลเีซอรอล
ประมาณ 10% ของผลิตภัณฑทั้งหมด  ซึ่งจากขอมูลในรูปท่ี 2.5  การผลิตไบโอดีเซลท่ัวโลกตัง้แตป 
ค.ศ.2000-2006  จะทําใหมีปริมาณกลีเซอรอลดิบที่เปนผลผลิตพลอยไดเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่องเชน
เดียวปริมาณไบโอดีเซล  ซึ่งแสดงคาในตารางที่ 3  
 
ตารางท่ี 2.3  กําลงัการผลติไบโอดเีซลและปริมาณกลีเซอรอลดบิท่ัวโลก ป ค.ศ.2000-2006 
 

ป ค.ศ. กําลังการผลิตไบโอ
ดีเซล (ตัน) 

กลเีซอรอลดิบท่ีได 
(ตัน) 

2000 767,800 76,780 
2001 935,925 93,592 
2002 1,400,775 140,077 
2003 1,777,725 177,772 
2004 2,098,375 209,837 
2005 3,310,675 331,067 
2006 4,102,000 410,200 

          
กลีเซอรลดิบท่ีไดมีความบริสุทธิ์คอนขางตํ่า  และมีคาใชจายสูงในการทําใหบริสุทธิ์ 

(ประมาณ 400 $/ตัน  หรือประมาณ 14,000 บาทตอตัน) และสวนใหญ 97% ของกลเีซอรอลท้ังหมด
ท่ีใชในอุตสาหกรรม  จะมีความบริสุทธิ์ 95% ขึ้นไป  จึงอาจเกิดความไมคุมคาสําหรับโรงงานผลิต 
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ไบโอดเีซลขนาดเลก็และกลาง   หรือตลอดจนโรงงานขนาดใหญบางแหง  ท่ีตองทํากลเีซอรอลดิบ
ใหมีความบรสิุทธิ์ขึน้เพ่ือใชประโยชนในอตุสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมยา เครือ่งสาํอาง 
อาหาร เปนตน  ทําใหราคาของกลเีซอรอลลดลงอยางตอเนือ่ง ซึ่งขอมูลราคาของกลเีซอรอลในป  
ค.ศ.2006 อยูท่ีกโิลกรมัละประมาณ 24 บาท  และคาดวาแนวโนมราคากลเีซอรอลในตลาดโลกจะ
ลดลงเร่ือยๆ  หากท่ัวโลกยังมีการผลิตไบโอดีเซลกนัอยางตอเนือ่ง 34 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.6 ราคากลเีซอรอลบริสุทธิ์ 99.5 % ในตลาดโลก ตั้งแตป ค.ศ.2004- 2006 34 

 
 
2.6  การจดัการกลีเซอรอลดบิในปจจุบนั 

 
กลีเซอรอลท่ีเปนผลผลิตพลอยไดจากการผลิตไบโอดีเซลนั้น  จะมีน้ําผสมอยูดวย  ดังนั้น

จากชั้นของกลีเซอรอลท่ีแยกออกมาจึงเรียกวากลีเซอรีน  ซึ่งหมายถึงกลีเซอรอลผสมอยูกับน้ํา  
อยางไรก็ตาม  กลีเซอรีนดิบท่ีเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  มักมีความบริสุทธิ์
ตํ่าประมาณ 60% นอกจากมีน้ําปะปนอยูจํานวนมากแลว  ยังมีสารเรงปฏิกิรยิาท่ีเหลือจากการใชใน
ปฏิกิริยา  และมีสบูท่ีเกิดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันปะปนอยูดวย  จึงตองผานการบําบัด
เบ้ืองตนและผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์  จึงจะสามารถนําไปใชประโยชนอื่นๆได 1  ซึ่งสวน
ใหญโรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดเล็กจนถึงโรงงานขนาดใหญ  มีวิธีจัดการกับกลีเซอรอลท่ีไดดงันี ้ 
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ภาพท่ี 2.7 กลเีซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซล 35, 36 

 
1.  โรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดเล็กและขนาดกลาง  5 

 
โรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดเล็กและขนาดกลางนั้น  จะไมมีระบบหรือขั้นตอนใน

การคัดแยกแอลกอฮอลและทํากลีเซอรอลดิบใหบริสุทธิเ์หมือนกับโรงงานผลิตขนาดใหญ  ดังนั้น    
กลีเซอรอลดิบสวนใหญจะถูกนําไปขายในราคาท่ีคอนขางตํ่าเ ม่ือเทียบกับกลีเซอรอลท่ีผาน
กระบวนการทําใหบริสุทธิ์   นอกจากนี้บางโรงงานยังนํากลีเซอรอลดิบไปเผาท้ิงเปนเชื้อเพลิง  ซึ่ง
เปนวิธีการท่ีไมเหมาะสมและยังกอใหเกิดมลภาวะกับสภาพแวดลอมได  โดยการเผากลีเซอรอลจะ
ทําใหกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนอะโครลีน (Acrolein) ซึ่งเปนสารประกอบท่ีระเหยไดดี  และเปน
อันตรายตอรางกาย  

 
2.  โรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดใหญ  

 
โดยท่ัวไปแลวโรงงานผลิตไบโอดีเซลขนาดใหญนั้น   จะมีระบบและขั้นตอนใน

การบําบัดกลีเซอรอลดิบโดยทําการคัดแยกแอลกอฮอล  เอสเทอร  รวมถึงตัวเรงปฏิกิริยาออก  โดย
วิธีท่ีใชคัดแยกสารตางๆออกจากกลีเซอรอลดิบ  เชน  การระเหย โดยการระเหยที่อุณหภูมิ  100 
องศาเซลเซียส จุดเดือดของเมทานอลท่ีความดัน 1 บรรยากาศจะมีคาประมาณ 64 องศาเซลเซียส  
แตกลีเซอรอลมีจุดเดือดประมาณ 290 องศาเซลเซียส  ดังนั้นเม่ือใหความรอน  เมทานอลจะระเหย
ออกไปกอน จากนั้น สวนไขมันและกรดไขมันท่ีกระจายตัวอยูสามารถถูกกําจัดไดโดยการ
ตกตะกอน (Settling) หรือการเหว่ียงหนีศูนยกลาง (Centrifugation)  ซึ่งจะทําใหความเขมขนของ
กลีเซอรอลเพ่ิมขึ้นเปน 70-90% การแกไขความเปนดางทําไดโดยการเติมกรดเพ่ือปรับใหคาพีเอช
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ประมาณ 7   ซึ่งการบําบัดเบ้ืองตนจะทําใหกลีเซอรอลท่ีไดมีความบริสุทธิ์มากขึ้น  ทําใหมูลคาของ
กลีเซอรอลท่ีจะขายใหกับอุตสาหกรรมตางๆมีมูลคาสูงขึ้น  ดังรูปท่ี 2.8  

 
นอกจากนี้โรงานผลติไบโอดีเซลขนาดใหญบางแหง  จะมีขั้นตอนการกลัน่ทําให 

กลเีซอรอลมีท่ีความบริสุทธิ์มากย่ิงขึ้น  ประมาณ 95-99%  เพ่ือนําไปใชในอตุสาหกรรมดานยา 
เครือ่งสําอาง อาหาร เปนตน   
 
 

 
 

รูปท่ี 2.8 แผนผังแสดงกระบวนการผลติไบโอดีเซลในโรงงานอุตสาหกรรมผลิต 
  ไบโอดีเซลขนาดใหญ 37 

  
2.7  งานวิจัยท่ีเก่ียวกับการนํากลีเซอรอลดิบมาใชประโยชน 

 
ถึงแมวาโรงงานตางๆ  จะมีวิธีการจัดการกับกลีเซอรอลที่เกิดขึ้นโดยการทําใหบริสุทธิ์

เพียงพอเพ่ือนําไปผลิตเปนสารตางๆท่ีมีความสําคัญทางการคา  แตก็ยังมีกลีเซอรอลท่ีผลิตโดยตรง
จากอุตสาหกรรมเคมีอีกมากมาย   ทําใหในอนาคตอาจอาจเกิดภาวะกลีเซอรอลลนตลาด  และราคา
ตกต่ํา   จึงมีนักวิจัยหลายกลุมท่ีเล็งเห็นความสําคัญของปญหานี้  และไดศึกษาวิจัยคนควาหาวิธีทาง
ในการนํากลีเซอรอลมาใชประโยชนดวยกระบวนการท้ังทางเคมีและทางเทคโนโลยชีีวภาพ  อนัจะ
เปนอีกทางเลือกหนึ่งในการแกไขปญหากลีเซอรอลท่ีจะลนตลาดในอนาคต   และยังเปนการแปร
รูปจากวัตถุดิบท่ีมีมูลคาตํ่าใหมีมูลคาสูงได   
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กระบวนการทางเคมี (Chemical  Process) 
   

งานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลีเซอรอลมาใชประโยชนโดยการเปลี่ยนใหอยูในรูปสาร
ตางๆ ดวยกระบวนการทางเคมีนั้นยังคงมีการศึกษาเรื่อยมา  เนื่องจากการใชกระบวนการทางเคมใีน
การเปลี่ยนสารหนึ่งไปเปนอีกสารหนึ่งคอนขางทําไดอยางรวดเร็ว  และสามารถควบคมุปฏิกิรยิาได
ดี  ดังตัวอยางงานวิจัยตางๆ  ท่ีจะกลาวถึง  เชน งานวิจัยของ  Kimura 6  ท่ีทําการสังเคราะห 
Dihydroxyacetone เพ่ือใชในอุตสาหกรรมเคร่ืองสําอางและเปนสารฟอกจางสี  โดยนํากลีเซอรอล
มาทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่น  โดยมี bismuth และ platinum ในอัตราสวน 0.2:1 เปนตัวเรง  พบวาให 
Dihydroxyacetone  ถึง 80 %   งานวิจัยของ Valliyapan 7  ท่ีไดทําการทดลองผลิตกาซไฮโดรเจน  
โดยนํากลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล มาทําปฏิกิริยา Pyrolysis โดยใชความรอน
สูง พบวาใหกาซไฮโดรเจน  1.71 ลิตรตอกรัมของกลีเซอรอล  งานวิจัยของ Perosa และ Tundo 9 ได
ทําการเปลี่ยน glycerol ไปเปน 1,2-propanediol ซึ่งนิยมใชเปนสาร antifreeze  โดยนํากลีเซอรอล
และนิเกิล (Ni) มาทําปฏิกิริยาภายใตอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 ชั่วโมงในถัง Steel 
ภายใตความดันของไฮโดรเจน 10 บรรยากาศ ซึ่งจากการทดลองพบวาสามารถเปลี่ยนไปเปนสาร 
1,2-propanediol ไดถึง 93 %   งานวิจัยของ Dasari และคณะ 3  ไดทําการเปลี่ยนกลีเซอรอลไปเปน 
1,2-propanediol โดยใชถังท่ีออกแบบพิเศษท่ีเรียกวา Stainless  steel multi-clave reactor ท่ีสามารถ
ทําปฏิกิริยาไดอยางตอเนื่อง 8 ขั้นตอน  โดยมีการใชไนโตรเจนและไฮโดรเจนในปฏิกิริยา  ซึ่ง
อัตราเร็วของการกวนอยูท่ี 100 รอบตอนาที ตลอดการทดลอง  ตัวเรงที่ใชเปน copper-chromite 
และอัตราของผลผลิตท่ีไดประมาณ 73%  นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอื่นๆเกี่ยวกบัการนาํกลเีซอรอล
มาผลิตหรือเปลี่ยนรูปเปนสารตางๆ ดังแสดงในตาราง 2.4  
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ตาราง 2.4  งานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลเีซอรอลมาเปลี่ยนรูปดวยวิธีทางเคมี 
 

Poduct Name Process Method Researchers 

1,3-propanediol 
Selective  Hydroxylation Technique  involving  
three  stages  of  Acetalization, Tosylation  and  
Detosylation 

Wang  
แลคณะ 38 

Pyrolysis and steam gasification of glycerol Valliyapan 7   
Catalytic  reforming  operating  at  moderate  
temperatures  and  pressures 

Wood  39 

Steam  reforming  of  glycerol  in  the  gas  phase  
with  group  8-10 metals  catalysts 

Hirai  
และคณะ 40 

 
Hydrogen 

Aqueous-phase  reforming  over  a  tin-promoted  
Raney-nickel  catalyst 

Huber  
และคณะ 41 

Low-pressure  hydrogenolysis  in  multi-clave  
reactor  pressurized  with  hydrogen 

Dasari  
และคณะ 3 

1,2-propanediol 
Selective  hydrogenolysis  with  raney  nickel  
catalyst  in  an  autoclave  with  hydrogen 

Perosa  
และ Tundo 9 

Chemoselective  catalytic  oxidation  with  
platinum metals 

Garcia  
และคณะ 42 

Dihydroxyacetone 
Selective  oxidation  of  glycerol  with  platinum-
bismuth  catalyst 

Kimura 6 

Reacting  glycerol  and  adipic  acid  in  the  
presence  of  tin  catalysts 

Stumbe  
และ Bruchmann 43 

Reacting  citric  acid  and  glycerol  at  different  
mole  ratios 

Pramanick  
และ Ray 44 

Polycondensation  of  oxalic  acid  and  glycerol Alksnis  
และคณะ 45 

Polyesters 

Reacting  glycerol  and  aliphatic  dicarboxylic  
acids 

Nagata  
และคณะ 46 

Polyglycerols Selective  etherification  of  glycerol Koller 
 และคณะ 47 
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กระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ (Biotechnology  Process) 

 
ปจจุบันกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพไดเขามามีบทบาทในงานวิจัยตางๆ  มาก

ขึ้น โดยเฉพาะดานเกษตรกรรมและสิ่งแวดลอม  เนื่องจากเปนกระบวนการท่ีนําเอาความรูทางดาน
ชีววิทยามาประยุกตใชกับเทคโนโลยี  ซึ่งกอใหเกิดประโยชนในการปฏิบัติและในทางอตุสาหกรรม
อยางกวางขวาง   ประกอบกับภาวะการณของโลกในปจจุบันท่ีตองเผชญิกับวิกฤตการณสิง่แวดลอม
เปนพิษและภาวะโลกรอน  อันเกิดจากสารพิษจากอุตสาหกรรมตางๆ  นักวิจัยหลายกลุมจึงหันมา
สนใจเทคโนโลยีท่ีเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม  สําหรับงานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลีเซอรอลมาใช
ประโยชนโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพ  ไดมีนักวิจัยและองคกรหลายกลุมนิยมศึกษามากขึ้นเรื่อยมา  
ดังนี้ 

Ito และคณะ 4 ไดผลิตกาซไฮโดรเจน จาก Enterobacter aerogenes HU-101 โดยทําการ
เลี้ยงแบบตอเนื่องในถังหมักชนิด packed-bed ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   โดยไมคุมคาพีเอช  
อาหารท่ีใชมีกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน สารสกัดจากยีสต
และทริปโตน  พบวาหลังจาก 12 ชั่วโมง ใหอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน 63 มิลลิโมลตอลิตรตอ
ชั่วโมง ซึ่งตํ่ากวาการใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ท่ีความเขมขนเทากันคือ 15% น้ําหนักตอปริมาตร  
เนื่องจากกลีเซอรอลท่ีใดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนั้น มีปรมิาณของเกลอืคอนขางสงู  ทาํให
ไมเหมาะตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ของแบคทีเรีย 

Papanikolaou และคณะ 10  ไดผลิต 1,3-propanediol เพ่ือใชในอตุสาหกรรมพลาสติก
และเคร่ืองสําอาง  โดยใชแบคทีเรีย Clostridium butyricum สายพันธุ F2b  ทําการเลี้ยงในถังหมัก
ขนาด  2 ลิตรแบบตอเนื่อง โดยใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ความเขมขน 30 กรัมตอลิตร  ที่อุณหภูมิ 33 
องศาเซลเซียส โดยชวงแรกทําการเลี้ยงในสภาพไมมีออกซิเจนเปนเวลา 10-14 ชั่วโมง  จากนั้นให
อากาศโดยทําการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และปรับพีเอชใหอยูในชวง 7±0.05 พบวาใหอัตราการ
ผลิต 1,3-propanediol เปน 5.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง    

Lee และคณะ 11 ไดรายงานถึงการผลติกรดซัคซินกิเพ่ือใชในอุตสาหกรรมการ
สังเคราะหเรซิน และโพลเิมอรท่ียอยสลายไดโดยใช Anaerobiospirillum succiniciproducens  ซึ่ง
เปนสาหราย  ทําการเลี้ยงในสภาพขาดอากาศ  อาหารปริมาตร 100 มิลลลิิตร ท่ีประกอบดวย 5 กรัม
ตอลิตรของกลูโคส, 2.5 กรัมตอลิตรของสารสกดัจากยีสต, 5 กรัมตอลิตรของโพลเีปปโตนและ 6.5 
กรัมตอลติรของกลเีซอรอล ทําการปรับพีเอชเปน 6.5 ดวยกรดซัลฟวริก  พบวาใหกรดซัคซนิกิสูง
ถึง 133 % ของกลเีซอรอล  และมีสัดสวนของกรดซคัซินกิตอกรดอะซีตกิเปน 28.5:1   

Hellmuth และคณะ 48 ไดรายงานถึงการผลิตเอนไซมไฟเทส (Phytase) ซึ่งเปน
เอนไซมที่ใชมากในอุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตว ซึ่งจะชวยการยอยสลาย phytin ทําใหสัตวยอยได
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ดีขึ้น  โดยทําการหมักดวยยีสต Hansenula  polymorpha ท่ีเปนสายพันธุท่ีมีการตัดตอยีนท่ีควบคุม
การผลิตเอนไซมไฟเทส  จากเชื้อรา Aspergillus  fumigatus  ซึ่งในการทดลองไดใชกระบวนการ
หมักแบบ fed-batch ในถังหมักขนาด 15 ลิตร  อาหารเลี้ยงเชื้อเปนแบบ Mineral  salt  medium ท่ีมี
กลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน  ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซอรอลเปน 10 กรัมตอลิตร  พีเอช  4.6  
อุณหภูม ิ30  องศาเซลเซียส  อัตราการใหอากาศ  5 ลิตรตอชั่วโมง  หลังจากเลี้ยงนาน 18 ชัว่โมง  ทํา
การเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลเปน 50 กรัมตอลิตร  และทําการเลี้ยงจนถึง 165 ชั่วโมง  ภายใต
การใหอากาศและอัตราการกวนอยางสมํ่าเสมอ  และเมื่อสิ้นสุดการหมัก  พบวาใหความเขมขนของ
เอนไซมไฟเทสเปน 5.86 กรัมตอลิตร 

นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอื่นๆเกี่ยวกับการนํากลีเซอรอลมาผลิตหรือเปลี่ยนรูปเปน
สารตางๆ โดยใชกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ  ดังแสดงในตาราง 2.5 
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ตาราง 2.5  งานวิจัยเกี่ยวกับการนํากลเีซอรอลมาเปลี่ยนรูปดวยวิธีทางเทคโนโลยชีีวภาพ 
  

Poduct Name Process Method Researchers 
- Continuous  fermentation  by  the  
microorganisms  Clostridium butyricum 

Papanikolaou  
และคณะ 10 

- Batch and continuous glycerol fermentations 
by Klebsiella pneumoniae 

Xiu และคณะ 49 1,3-propanediol 

- Continuous  cultures  of  Enterobacter  
agglomerans  CNCM 1210 

Barbirato  
และคณะ50 

Hydrogen -Continuous  microbial  fermentation  by  
Enterobacter  aerogenes HU-101 

Ito และคณะ 4 

Succinic  acid   -Microbial  fermentation  by  
Anaerobiospirillum  succiniciproducens 

Lee และคณะ 11 

-Microbial  fermentation  by  Gluconobacter  
oxydans  in a batch/ Semi- continuous  
process 

Bauer และคณะ 51 

Dihydroxyacetone 
- Immobilized Gluconobacter oxydans  in  
poly(vinyl alcohol) gel capsules 

Raska และคณะ 52 

Polyesters - fed-batch  microaerobic  cultures  by  
Escherichia  coli  arc A mutant 

Nikel และคณะ 53 

Polyhydroxyalkanoates - Fermentation  of  hydrolyzed  whey  
permeate  and  glycerol  liquid  phase  by  
osmophilic  organism 

Nagata และคณะ 46 

Phytase - Microbial  fermentation  by  Hansenula  
polymorpha  in fed-batch  reactor 

Hellmuth  
และคณะ 48 

Biomass protein - Microbial  fermentation  by  Rhodotorula  
lactosa  in  fed-batch  reactor 

Matelli และคณะ 54 
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2.8  โปรตีนเซลลเดี่ยว (Single cell protein ; SCP) 55 

 
โปรตีนเซลลเดี่ยว  

 
หมายถึง จุลินทรียท่ีใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารมนุษยหรอืสัตว    ซึ่งอาจอยูในรูป

โปรตีนที่สกัดออกมาจากเซลลแลว  หรืออาจอยูในรูปเซลลจุลินทรียท้ังเซลลก็ได  อยางไรก็ตามใน
ปจจุบันเร่ิมมีการใชคําวา microbial  biomass protein (MBP) เขามาแทนท่ี SCP เพ่ือใหครอบคลุม
ฟงไจซึ่งเปนจุลินทรียหลายเซลลดวย 
 

ประวัติการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 
  

การผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวครั้งแรกเริ่มขึ้นในสมัยสงครามโลกคร้ังท่ี 1 ท่ีประเทศ
เยอรมนี  เนื่องจากภาวะสงครามทําใหเกิดการขาดแคลนอาหาร  จึงไดมีการผลิตเซลลยีสตขนมปง 
(Saccharomyces  cerevisiae) เพ่ือใชเปนแหลงโปรตีนในอาหารสําหรับมนุษย  โดยใชกากน้ําตาลเปน
สับสเตรทหลัก  ตอมาในสมัยสงครามโลกคร้ังท่ี 2 ก็ไดมีการพัฒนาการผลิตโดยใชเชื้อ Candida  utilis 
หมักใน sulfite waste liquor ท่ีไดจากอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ  และน้ําตาลท่ีไดจากการยอยสลาย
ไมมาเปนสับสเตรท  หลังจากนั้นจึงมีการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวกันอยางกวางขวาง
และจริงจัง  จนกระท่ังในป ค.ศ. 1968 ไดมีการกอตั้งโรงงานผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวขึ้นเปนจํานวนมาก
ในหลายประเทศ เชน สหรัฐอเมริกา  สวิสเซอรแลนด  ไตหวัน สหภาพโซเวียต ญี่ปุน ฟนแลนด  
ฝรั่งเศส  อังกฤษและไทย เปนตน 
 
2.9  จุลินทรียทีใ่ชในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว 56 

   
จุลินทรียที่ใชในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวมีหลายชนิด  ท้ังแบคทีเรีย ยีสต รา 

สาหราย   แตเม่ือพิจารณาเปรียบเทียบปจจัยประกอบท้ังหลายท้ังในดานคุณคาทางอาหาร  ทางดาน
การผลิต และความคุนเคยของผูบริโภคแลว  จะพบวายีสตมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมที่สุดท่ีจะใชเปน
แหลงอาหารโปรตีนท่ีดี  โดยมีคุณสมบัติท่ีดีกวาจุลินทรียอื่นๆดังนี้คือ 

 
1. ยีสตมีอัตราเติบโตเร็ว  สามารถเติบโตไดในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีสวนประกอบ

งายๆ  ท้ังยังมีความตองการวิตามิน  หรือธาตุอาหารตางๆนอย 
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2. เซลลยีสตสามารถคลุกเคลากับอาหารเพาะเลี้ยงไดดี  และสามารถแยกเซลลยีสต
ออกจากอาหารเพาะเลี้ยงไดงาย  เนื่องจากเซลลยีสตมีขนาดใหญแยกออกจากน้ําหมักไดโดยงาย  จึง
เปนการชวยลดคาใชจายในการผลิตไดเปนอยางดี 

3. ยีสตสามารถตานทานตอการทําลายของไวรัสและเชื้อชนิดอื่นท่ีปนเปอน  
เนื่องจากยีสตสามารถเติบโตไดในสภาวะท่ีเปนกรด คือ พีเอชประมาณ 3.5-5.0 จึงเปนการปองกัน
การปนเปอนจากเชื้ออื่นไดดี  ทําใหสามารถเพาะเลี้ยงยีสตไดทั้งในระบบปลอดเชื้อและระบบท่ีไม
ปลอดเชื้อ 

4. ยีสตมีความคงตัวสูงตอการหมัก  เปนจุลินทรียท่ีสามารถใชแหลงพลังงานจาก
สารอาหารท่ีเพาะเลี้ยงไดอยางมีประสิทธิภาพ  ทําใหเราสามารถใชยีสตในกระบวนการผลิตใน
ระดับอุตสาหกรรม 

5. ยีสตมีคุณลักษณะของกลิ่นรสท่ีดี  ไมเปนพิษ และสามารถถูกยอยไดงาย 
6. เซลลยีสตมีองคประกอบของโปรตีน คารโบไฮเดรต ไขมัน และเกลือแรใน

ปริมาณที่สูง และยังประกอบดวยวิตามินและกรดอะมิโนท่ีสําคัญอีกหลายชนิด 
7. ยีสตสามารถถกูปรับปรุงสายพันธุใหมีคณุสมบติัท่ีดีตามตองการไดโดยงาย 
8. หลังจากผานกระบวนการผลิตท่ีใชยีสตแลว  จะมีวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการ

ผลิตนอยมากหรือแทบจะไมมีเลย 
 
ยีสต (Yeast) 57 

  
ยีสตจัดเปนจุลินทรียในกลุมของรากลุมหนึ่งท่ีมีการดํารงชีวิตเปนแบบเซลลเดี่ยว  มีรูปราง

หลายแบบ เชนรูปรางกลม ทรงร ีสามเหลี่ยม รูปรางคลายผลมะนาวแถบประเทศตะวันตก (Lemon) 
หรือรูปรางยาว เปนตน ยีสตจะมีการสืบพันธุท้ังแบบไมอาศัยเพศโดยวิธีการแตกหนอ (budding) 
หรือแบบอาศัยเพศโดยวิธีการสรางสปอรชนิดแอสโคสปอร (ascospore) หรือเบสิดิโอสปอร
(basidiospore) ยีสตสวนใหญจะมีการใชสารอินทรีย (organic) เปนแหลงพลังงานและแหลง
คารบอน   

ปจจุบันยีสตถูกใชเพ่ือเปนสวนหนึ่งของอาหารสัตวท่ีเรียกวา ฟดยีสต (feed  yeast)  หรือ
โฟดเดอรยีสต (fodder  yeast)  และอาจใชเปนแหลงอาหารเสริม (nutritional  supplement)  หรือสิ่ง
เพ่ิมรสชาติ (flavour  additive)  ในอาหารสําหรับคน  เซลลของยีสตมีองคประกอบทางอาหารท่ีเปน
ประโยชนหลายอยาง  คือ มีโปรตีน 47-50 % ของน้ําหนักเซลลแหง  โดยมีปริมาณโปรตีนท่ีแทจริง
ซึ่งคํานวณจากกรดอะมิโนท้ังหมดเทากับ 36.4-43.6 % และโปรตีนในยีสตมีสวนประกอบของ
กรดอะมิโนท่ีสําคัญหลายชนิด  ซึ่งจะเห็นวามีปริมาณไลซีนสูง  นอกจากนั้นยังมีอารจินีนและ 
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ฮิสติดีนซึ่งจําเปนตอการเจริญเติบโตของเด็ก  มีคารโบไฮเดรตประมาณ 30-35 %  ซึ่งประกอบดวย
ไกลโคเจนซึ่งเปนพลังงานของคน  มีกลูแคนและแมนแนนซึ่งเปนแหลงท่ีสําคัญของสารเยื่อใยท่ี
ละลายได (soluble  fibre)  สําหรับคน  มีไนโตรเจน 7.5-9 %  กรดนิวคลีอิก 6-12 %  เถา 5-9.5 %  มี
ไขมันตํ่า คือ 2-6 %  และมีเถามาก  นอกจากนั้นยีสตประกอบไปดวยโปรตีนหลายชนดิ เชน วิตามนิ
บีรวม  ยิ่งกวานั้นเซลลของยีสตยังประกอบดวยเกลือแรหลายชนิดท่ีเปน trace  element สําหรับคน
และสัตว เชน โครเมียม (chromium) ซีลีเนียม (selenium) โมลิบดีนัม (molybdenum) และสังกะสี 
(zinc) (15)  นอกจากนั้นยีสตยังมีรสชาติดีชวยเพิ่มความนารับประทานของอาหาร  ดังนั้นยสีตจึงถกู
ใชเปนสวนหนึ่งของหารสัตวและใชเปนแหลงธาตุอาหารเสริมหรือเพ่ิมรสชาติของอาหารคนและ
สัตวเปนเวลานาน   โดยสามารถนําไปใชในรูปแบตางๆ ดังนี้ 
 
 

  
 

รูปท่ี 2.9  ตัวอยางยสีตสกัด 58, 59 

 
1.  ยีสตสกดั (Yeast  Extract)  เปนสารสกัดซึ่งเปนสวนของของเหลวภายในเซลล  หรือ 

ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) มีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาลออนถึงเขมหรือเปนผงละเอียด  ซึ่ง
อุดมไปดวยสารอาหารตางๆ ไดแก โปรตีน  ไขมัน  วิตามิน  และแรธาตุหลายชนิด  โดยสามารถ
นําไปใชไดอยางหลากหลาย เชน ใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  ใชเปนสารต้ังตนในการผลิตสาร
เมตาบอไลท (metabolite) ชนิดอื่นๆ  ใชเปนสารเพ่ิมกลิ่นรสในการผลิตขนมขบเคี้ยว  ใชเปนสาร
เพ่ิมกลิ่นรสในอุตสาหกรรมการแปรรูปเนื้อสัตวและอาหารสําเร็จรูป  รวมท้ังใชเปนอาหารเสริม
สุขภาพ  ซึ่งตัวอยางของยสีตสกัด  ดังแสดงในรูปท่ี 2.9  

2. เซลลยีสต (Yeast  Cell) โดยใชไดทั้งในรูปแบบที่มีชีวิต (Live  Yeasts  or  Active  
Yeast) ซึ่งจะมีประโยชนตอการเจริญเติบโตของสัตว  สงผลใหสัตวมีการกินอาหารไดมากขึ้น  อีก
ท้ังยังเปนแหลงของวิตามินบีรวม  หรืออาจใชในรูปแบบเซลลยีสตท่ีตายแลว (Inactive  Yeast) ซึ่ง
อาจจะไมมีคุณสมบัติเปนสารเสริมชีวนะ  แตสามารถนํามาใชประโยชนในแงของการเปนแหลง
ของสารอาหารเสริม  โดยมักใชเปนแหลงของอาหารเสริมโปรตีนท่ีมีคุณภาพดีเนื่องจาก  มีปริมาณ
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โปรตีนสูง (รอยละ 45-50) อีกท้ังยังประกอบไปดวยกรดอะมิโนอิสระ  วิตามินบีรวม  แรธาตุ  และ
กรดไขมันซึ่งเปนประโยชนตอสัตวหลายชนิด 

3.  สารสีจากเซลลยีสต (Colorants  derived  from  yeast)  โดยเฉพาะกลุมแคโรทีนอยด 
(carotenoids) ซึ่งมักนิยมนํามาผสมในอาหารสัตวเพ่ือเพิ่มคุณภาพใหสัตว  เชน   การใชผสมใน
อาหารปลาเพ่ือเพ่ิมปริมาณเม็ดสีในปลา เปนตน 

4.  ผนังเซลลยีสต (Yeast  Cell  Wall) ซึ่งประกอบไปดวยองคประกอบท่ีสําคัญหลายอยาง  
ซึ่งมีคุณสมบัติชวยสงเสริมการเจริญของสัตว  โดยมักนิยมใชเปนสารพรีไบโอติค (prebiotic) เพ่ือ
ปองกันการเจริญของจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค  ใชในการลดพิษจากเชื้อรา  และใชเปนสารเสริม
ภูมิคุมกัน (เบตากลูแคน) 
 
2.10  ปจจัยท่ีจําเปนตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต  56 

 
ปจจัยท่ีจําเปนตอการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต เชน แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  

แหลงฟอสฟอรัส  ความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ  เปนตน  ท้ังนี้เพ่ือผลผลิตสูงสุดท่ีควรไดจาก
กระบวนการผลิต  60  
 

แหลงของสารอาหารสําหรับยีสต  
   

สําหรับการเจริญและพัฒนาของยีสตนั้น  ยีสตตองการสารอาหารซึ่งทําหนาท่ีเปน
แหลงพลังงาน  แหลงคารบอน  รวมท้ังธาตุอาหารหลัก (major  element) อื่นๆ ไดแก  ไฮโดรเจน  
ออกซิเจน  ไนโตรเจน  ซัลเฟอร  และฟอสฟอรัส  นอกจากนั้นยังตองการธาตุอาหารบางชนิดใน
ปริมาณคอนขางมาก  ธาตุอาหารเหลานั้นจัดเปน macroelement ประกอบดวย แมกนีเซียม  และ
โพแทสเซียม  ในขณะท่ีธาตุอาหารบางชนิดยีสตตองการในปริมาณท่ีต่ํา (microelement หรือ trace  
element) ไดแก  แคลเซียม  เหล็ก  ทองแดง  แมงกานีส  สังกะสี  นิเกิล  โคบอลต  และโมลิบดีนัม  
ย่ิงไปกวานั้น  ยีสตยังตองการสารประกอบบางชนิดเพ่ือทําหนาที่เปน growth  factor เชน  วิตามิน  
พิวรีน  ไพริมิดีน และนิวคลีโอไทด 
   

1.  แหลงคารบอน (Carbon  Source)  ภายในเซลลยีสตมีคารบอนประมาณ 50 %
ของน้ําหนักเซลลแหง  ยีสตเปนคีโมออรกาโนโทรป  (chemoorganotroph)  ซึ่งตองใชสารประกอบ
อินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  สวนใหญสารอินทรียท่ีใชคือน้ําตาล  โดยกลูโคสเปน
น้ําตาลท่ียีสตทุกชนิดสามารถเมแทบอลิซึมได  แตกลูโคสอาจไมไดเปนน้ําตาลที่เกิดเมแทบอลิซึม
ไดมีประสิทธิภาพที่สุดในยีสตทุกชนิด  สารประกอบอินทรียอืน่ท่ีศึกษากันมากในแงทีใ่ชเปนแหลง
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คารบอนสําหรับการเจริญของยีสตคือ ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) และเมทานอล  สําหรับ
ไฮโดรคารบอนนั้น n-alkane เปนไฮโดรคารบอนท่ียีสตหลายสกุลใชได เชน Debaryomyces spp., 
Lodderomyces spp., Metschnikowia spp., Pichia spp. และถึงแมวายีสตเปนจุลินทรียแบบคีโมออร
แกโนโทรป (chemoorganotroph) แตมีเพียงยีสตบางชนิด (ประมาณ 5 % ของยีสตท้ังหมด) ท่ี
สามารถใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน 
 

2.  ไนโตรเจน  ยีสตมีไนโตรเจนภายในเซลลประมาณ 10 % ของน้ําหนักเซลลแหง  
ไนโตรเจนเปนองคประกอบของอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงยีสตที่มีปริมาณมากรองลงมาจาก
คารบอน  สารหลายชนิดสามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนได  โดยแหลงไนโตรเจนที่มีโมเลกุล
ขนาดเล็กและใชไดงาย เชน แอมโมเนียมไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเตรต  แอมโมเนียม
คลอไรด และแอมโมเนยีมซัลเฟต  มักใชในอุตสาหกรรมการหมักโดยยีสต  โดยเฉพาะแอมโมเนยีม
ซัลเฟตมักใชเปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงยีสต  เพราะนอกจากใหไนโตรเจนแลวยังให
ซัลเฟอรดวย  ยีสตบางชนิดใชไนเตรต เชน Citeromyces และบางสายพันธุของ Pichia และ 
Candida ในขณะท่ีบางชนิดไมใชไนเตรต เชน Derbaryomyces, Kluyveromyces, Saccharomyces 
และบางสายพันธุของ Pichia และ Candida ยีสตท่ีใชไนเตรตไดอาจใชไนไตรตท่ีความเขมขนตํ่า
กวาความเขมขนท่ีเปนพิษกับยีสตได   นอกจากอนินทรียไนโตรเจนแลว  อินทรียไนโตรเจนหลาย
ชนิด เชน กรดอะมิโน เพปไทด พิวรีน และเอมีน (amine) สวนใหญสามารถใชเปนแหลง
ไนโตรเจนของยีสตได 

ยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนที่ดี  แตเม่ือใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนนั้นจําเปนตองมี
การเติมไบโอตินลงในอาหารดวย    นอกจากนั้นการใชยูเรียของยีสตลดลงเมื่อมีแหลงไนโตรเจน
อื่นท่ียีสตใชไดดีกวาเนื่องจากการกดดันของไนโตรเจน (nitrogen  suppression)  

ในอาหารเลี้ยงยีสตท่ีใชในอุตสาหกรรม  ถามีแหลงไนโตรเจนมากกวา 1 ชนิดอยาง
ท่ีปรากฏเสมอๆ  ไนโตรเจนเหลานั้นจะถูกใชในอัตราท่ีตางกัน  ยีสตจะเลอืกใชแหลงไนโตรเจนท่ีดี
ท่ีสุดกอนเปนอันดับแรก   ซึ่งเขาใจวาเกิดโดยการกดดันและการแบงสวนของเมแทบอไลต 
(metabolite  compartmentation)  ดังนั้นการท่ีมีแหลงไนโตรเจนที่ดี เชน กลูทาเมต  ในอาหาร  เปน
ผลใหมีการกําจัดแหลงไนโตรเจนท่ีไมดี (เชน โพรลีน)  จากเซลล  โดยมีผูเสนอวาการท่ีจะใชเปน
แหลงไนโตรเจนท่ีดี  สารประกอบนั้น  จะตองนําเขาสูเซลลอยางรวดเร็ว  เกิดการเปลี่ยนแปลง
ภายในเซลลดวยขั้นตอนท่ีนอยท่ีสุด  และตองไมมีผลขางเคียงท่ีเปนพิษ 61, 62, 63 

 
3.  ไฮโดรเจน  (H ion) หรือโปรตอน (proton)  สําคัญมากในสรีรวิทยาของยีสต  

โดยพีเอชท้ังภายนอกและภายในเซลลมีอิทธิพลมากตอการเจริญ และ เมแทบอลลิซึมของยีสต  มี
รายงานวาพีเอชท่ีเหมาะสม (optimal pH) สําหรับการเจริญและการหมักกลูโคสคือพีเอชท่ีให
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ไฮโดรเจนไอออนเขมขน 1 ไมโครโมลาร (พีเอช 6) และ10 ไมโครโมลาร (พีเอช 5) ยีสตปกติเจรญิ
ดีมากเม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อมีพีเอชเริ่มตนอยูในชวง 4-6  แตยีสตบางชนิดสามารถเจริญในชวงพีเอชท่ี
กวางกวา คือพีเอช 2-8 และยีสตสวนใหญเจริญไมดีในพีเอชท่ีเปนดาง  ในขณะที่บางชนิดสามารถ
ปรับตัวใหเจริญในสภาพที่เปนดางเล็กนอย  เชน ยีสตท่ีพบในน้ําทะเลสามารถปรับตัวใหเจริญใน
น้ําทะเลท่ีเปนดางเล็กนอย  การเจริญอยางวองไวของยีสตทําใหอาหารเลีย้งเชื้อมีสภาพเปนกรด  ซึง่
เปนผลรวมจากการนําเขาของไอออนตางชนิดกัน  การปลดปลอยโปรตอนระหวางการขนสง
สารอาหาร  การปลดปลอยกรดอินทรียและการเกิดคารบอนไดออกไซด  การผลิตเอทานอลมีผล
จากการเปลี่ยนพีเอชของอาหารมากเชนกัน  พีเอชภายในเซลลท่ีกาํลังเจริญมีการควบคมุภายในชวง
แคบๆ  โดยการทํางานของ ATPase ในโปรตอนปม (proton  pump)  ที่พลาสมาเมมเบรนมีบทบาท
สําคัญในการควบคุมการควบคุมการนําเขาของสารอาหารและ เมแทบอลิซึม  การผันแปรของพีเอช
ภายนอกเซลลมีผลตอพีเอชในไซโทพลาสซึม  63, 64 

 
4.  ออกซิเจน  ออกซิเจนมีหนาท่ีหลักเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในหวงโซ

อิเล็กตรอน (electron transport chain, ETC)  นอกจากนั้นยังทําหนาท่ีเปน growth  factor โดยยีสต
ตองการออกซิเจนสําหรับการเกิดไฮดรอกซีเลชั่น (hydroxylation)  เพ่ือรักษาการเจริญ เชน ใชใน
การสังเคราะหสเตอรอล  และกรดไขมันไมอิ่มตัว  ยีสตบางชนิดตองการโมเลกุลออกซิเจนสําหรับ
เอนไซมออกซิเดสชนิดท่ีมีหนาท่ีหลายอยาง (mixed  function  oxidase) ท่ีชวยในการทําใหเกิดการ
ปดวง (cyclization) ของสควอลีน 2,3-epoxide  เพ่ือสรางลาโนสเตอรอล (lanosterol)  และสําหรับ
การสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัว  ดังนั้นออกซิเจนจึงจัดเปน growth  factor ท่ีสําคัญของยีสต   
 

5.  ซัลเฟอร  ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบในเซลล 0.3 % ของน้ําหนักเซลลแหง  
โดย 60 % ของซัลเฟอรอยูในกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรท่ีเปนองคประกอบในโปรตีน  อีก 5 % 
เปนอนินทรียซัลเฟตอิสระ  สวนท่ีเหลืออยูในรูปของซัลเฟตท่ีเกาะกัน  หรือกรดอะมิโนอิสระ   
นอกจากนั้นยังพบอยูในวิตามินบางชนิด เชน ไบโอติน และสารที่มีซัลเฟอรอื่นๆ  ยีสตตองการ
ซัลเฟอรเพ่ือใชในการสังเคราะหกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบในอันดับแรก 

แหลงของซัลเฟอรไดจากสารประกอบซัลเฟอรหลายชนิดรวมท้ังซัลเฟต (sulfate) 
ซัลไฟต (sulfite) ไทโอซัลเฟต (thaiosulfate)  อนินทรียซัลเฟอรอยูในรูปของซัลเฟตไอออน  
โดยเฉพาะแอมโมเนียมซัลเฟตหรือโพแทสเซียมซัลเฟตเปนแหลงซัลเฟอรท่ีนิยมใชในอาหาร  โดย
ยีสตทุกชนิดสังเคราะหกรดอะมิโนทีมี่ซัลเฟอรจากซัลเฟตได  การนําเขาซัลเฟตท่ีวองไวสมัพันธกบั
การมีเอนไซมโฮโมซีสทีอีนซินเทส (homocysteine  synthase)  ซึ่งทําใหซัลเฟตถูกนําเขาไปเพ่ือ
สรางซีสเทอีน  โดยซัลเฟตจะถูกเปลี่ยนเปนซัลไฟตทันทีแลวจึงถูกเมแทบอไลซตอไป  นอกจากนี้
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เมไทโอนีนเปนกรดอะมิโนท่ีมีซัลเฟอรเพียงชนิดเดียวท่ีใชเปนแหลงซัลเฟอรไดโดยเมไทโอนีนมี
ผลใหยีสตมีการเจริญดีกวาซัลเฟต 62, 63 

 
  6.  ฟอสฟอรัส  ฟอสฟอรัสถูกแอสซิมิเลต (assimilate)ในรูปของไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตไอออน  หรือออรโทฟอสเฟตไอออน (orthophosphate ion, H2PO4) เทานั้น  บทบาทหลัก
ของฟอสฟอรัส  คือ เปนองคประกอบของน้ําตาลฟอสเฟต (sugar  phosphate)  ตลอดจนกรด
นิวคลีอิก และนิวคลีโอไซดไดฟอสเฟต หรือนิวคลีโอไทดไทรฟอสเฟต  และพบในอนินทรีย
ฟอสเฟตในรูปของพอลิเมอรสายตรง คือ พอลิฟอสเฟต  มีความสําคัญในการควบคุมเมแทบอลิซึม
ของเซลล  ใหฟอสเฟตสะสม และใหพลังงาน  ฟอสฟอรัสทําใหมีประจุลบในไซโทพลาสซึมของ
ยีสต  จากการท่ีมีอนินทรียฟอสเฟตและกลุมฟอสเฟตในสารอินทรีย  ฟอสเฟตในเซลลยีสตมีอยู
ประมาณ 3-5 % ของน้ําหนักเซลลแหง  ซึ่งสวนใหญอยูในรูปออรโทฟอสเฟต (Orthophosphate) 

ในอาหารเลี้ยงยีสตแหลงฟอสฟอรัสท่ีสําคัญคือ ออรโทฟอสเฟต   และอนินทรีย
ฟอสเฟต  โดยออรโทฟอสเฟตทําหนาท่ีเปนซับสเตรตและหนวยปฏิบัติงานของเอนไซมหลายชนดิ  
ระดับของฟอสเฟตภายในไซโทพลาสซึมของยีสตต่ํามากคือประมาณ 0.2 % ของน้ําหนักเซลลแหง  
แตระดับของฟอสเฟตจะแปรผันตามกลไกแคแทบอลิซึม (catabolism) ของน้ําตาล  ยีสตสามารถ
สะสมฟอสเฟตในออรแกเนล เชน อาจพบฟอสเฟตในแวคิวโอลมากกวาในไซโทพลาสซึมถึง 110 
เทา  สําหรับอนินทรียฟอสเฟตนั้นท้ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และแอมโมเนียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต  สามารถใชเปนแหลงฟอสเฟต  และเนื่องจากโพแทสเซียมไอออนสามารถ
เหนี่ยวนําการนําเขาฟอสเฟตโดยถูกขนสงรวมกับฟอสเฟตเขาสูเซลล  มีผลใหโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงฟอสเฟตท่ีดีวาแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  โดยเฉพาะอยางยิง่
ในที่ขาดแหลงฟอสเฟตชนิดอื่น  และลักษณะของเมแทบอลิซึมของฟอสเฟตอีกอยางหนึ่งของยีสต
ภายใตสภาวะท่ีมีฟอสฟอรัสจํากัด คือ เซลลจะขับเอนไซมฟอสโฟไดเอสเทอเรสท่ีไมจําเพาะ (non-
specific phosphoesterase) และแอซิดฟอสฟาเทส (acid-phosphatase)  ไปท่ีผิวเซลลทําใหเซลลได
ฟอสฟอรัสจากฟอสเฟตเอสเทอร (phosphate  ester)  62, 63 

 
7.  เกลือแร  ยีสตตองการเกลือแร (mineral  elements) เหมือนกับจุลินทรียอื่น  

เกลือแรท่ียีสตตองการประกอบดวยโพแทสเซียม แมกนีเซียม และธาตุท่ีตองการในปรมิาณต่าํหลาย
ชนิด สําหรับ โพแทสเซียมและแมกนีเซียมเปนธาตุอาหาร macroelement ที่ยีสตตองการท่ีความ
เขมขนเปนมิลลิโมลารเพ่ือทําใหเกิดสภาวะท่ีมีประจุบวกภายในเซลลยีสต 

ปกติยีสตมีโพแทสเซียมประมาณ 1-2.2 % ของน้ําหนักเซลลแหง  โดยปริมาณ
โพแทสเซียมในเซลลผันแปรตามสภาวะของการเจริญ  ยีสตทุกชนิดตองการโพแทสเซียมสําหรับ
การเจริญ  โดยโพแทสเซียมทําหนาทีเ่ปนโคแฟกเตอรสําหรับเอนไซมหลายชนิดท่ีเกี่ยวกบัปฏกิริยิา
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ออกซิเดทีฟ  ฟอสโฟรีเลชัน (oxidative  phosphorylation)  การสังเคราะหโปรตีน และเมแทบอลซิมึ
ของคารโบไฮเดรต เชน ไพรูเวตไคเนส (pyruvate kinase) อัลโดเลส (aldolase) อัลดีไฮดดีไฮโดร
จีเนส (aldehyde  dehydrogenase) และเอทีพีเอส (ATPase) ท่ีเยื่อหุมเซลล  นอกจากนั้นยังรวมใน
การนําสารอาหารอื่นเขาเซลล เชน ฟอสเฟต เปนตัวควบคุมการนําเขาไอออนที่มีประจุบวกสอง 
(divalent cation) โดยเมื่อมีการนําเขาไอออนที่มีประจุบวกสอง  ก็จะมีการขับโพแทสเซียมไอออน
สองตัว  จึงเปนตัวที่ทําใหประจุสมดุล  ทําใหโมเลกุลใหญและไรโบโซมคงตัว  ท่ีพีเอชตํ่า
โพแทสเซียมกระตุนการหมักและการหายใจ  เนื่องจากทําใหระดับของ NADP, ADP และอนนิทรยี
ฟอสเฟตในเซลลเพ่ิมขึ้น  สารท่ีใชเปนแหลงโพแทสเซียม เชน โพแทสเซยีมคลอไรด  โพแทสเซยีม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

สําหรับแมกนีเซียม  เปนสารท่ีจําเปนสําหรับการเจริญของยีสตเชนกัน  และมีอยู
ในเซลลประมาณ 0.3 % ของน้ําหนักเซลลแหง  ทําหนาท่ีเกี่ยวกับโครงสรางและเมแทบอลิซึม เชน 
การทํางานของเอนไซมเกี่ยวกับการเคลื่อนยายฟอสเฟต  (transphosphorylation) ตองอาศัย
แมกนีเซียมไอออน 

เกลือแรอื่นๆท่ียีสตตองการปริมาณตํ่ามากในระดับไมโครโมลารหรือนาโนโมลาร  
ประกอบดวยแมงกานีส แคลเซียม เหล็ก สังกะสี ทองแดง นิเกิล โคบอลท และโมลิบดีนัม ในขณะ
ท่ีเกลือแรอื่น คือ เงิน แบเรียม แคดเมียม ปรอท ลิเทียม และตะกั่ว เปนสารพิษ  เพราะถาความ
เขมขนสูงกวา 100 ไมโครโมลารจะมีผลเสียตอการเจริญ 62, 63 

 
8.  Growth factor เปนสารอินทรียซึ่งยีสตตองการท่ีความเขมขนตํ่ามาก  มี

บทบาทในการเรงหรือเปนสวนในโครงสราง  สารที่เปน growth factor สําหรับยีสต  คือ วิตามิน  
พิวรีน ไพริมิดีน นิวคลีโอไทด นิวคลีโอไซด (nucleoside) กรดอะมิโน กรดไขมัน และอื่นๆ เชน 
พอลิเอมีน (polyamine) โคลีน และมีโซอินอซิทอล (meso-inositol)  การท่ียีสตตองการ growth 
factor หมายความวา ยีสตนั้นไมสามารถสังเคราะหไดเอง  ในบางครั้งความตองการอาจไมใชความ
ตองการท่ีแทจริง  แตเมื่อเติม growth factor ลงไปยีสตจะมีอัตราการเจริญเพ่ิมขึ้น  สําหรับ growth 
factor แบบนี้เรียกวา relative growth factor 

ยีสตมักตองการวิตามินท่ีระดับความเขมขนไมโครโมล เชน ไบโอตินซึ่งเปน
โคแฟกเตอรในปฏิกิริยาท่ีเรงโดยคารบอกซีเลส (carboxylase) กรดแพนโททีนิกซึ่งรูปท่ีทําหนาท่ี
คือโคเอนไซมเอ (coenzyme A) ท่ีรวมในปฏิกิริยารีดอกซ และไทเอมีน (thiamine) หรือวิตามินบี 1 
ในรูปของ ไทเอมีนไพโรฟอสเฟต (thiamine  pyrophosphate) ซึ่งรวมในปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชั่น 
(decarboxylation) 63 
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อิทธพิลของสภาวะแวดลอมตอการผลติโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต  65 

 
1.  อุณหภูมิ  ปกติจุลินทรียจะเจริญเร็วขึ้นเม่ืออุณหภูมิเพ่ิมขึ้นจนถึงอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมตอการเจริญ  การเลี้ยงยีสตสวนใหญมักบมท่ีอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซยีส  โดยการเจรญิ
จะลดลงมากท่ี 20 องศาเซลเซียส  และไมเจริญที่ 60-70 องศาเซลเซียส  

 
2.  พีเอช  พีเอชมีผลตอกิจกรรมทางชีววิทยาของเซลลนอยกวาอุณหภูมิ  เพราะวา

เซลลสามารถควบคุมความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนภายในเซลลไดอยางดีเ ม่ือมีการ
เปลี่ยนแปลงพีเอชภายนอกเซลล  พีเอชของอาหารภายนอกอาจมีผลตอโครงสรางและสภาพใหซึม
ผานไดของเซลล (cell  permeability)  พีเอชมีบทบาทชวลดการปะปนของจุลินทรียอื่นในระหวาง
การหมัก  โดยปกติอาหารที่ใชสําหรับการเจริญของยีสตมีพีเอชอยูในชวง 4-5  
 

3.  ออกซิเจนละลาย  ออกซิเจนทําหนาท่ีเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทายในลูกโซ
ขนสงอิเล็กตรอน  และทําหนาท่ีเปน growth factor ของยีสต  โดยรวมในการสังเคราะหกรดไขมัน
โอเลอิก (oleic acid) เออรกอสเตอรอล และกรดนิโคตินิก  ซึ่งสงเสริมการเจริญของยีสตภายใต
สภาวะท่ีไมมีออกซิเจน  
   
2.11  แหลงวัตถุดบิสําหรับการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต  
 

โปรตีนเซลลเดี่ยวสามารถผลิตจากแหลงวัตถุดิบหลายชนิดทั้งนี้ขึ้นอยูกับปจจัยในการผลิต
หลายประการ เชน  ปริมาณของวัตถุดิบ  ราคา  ชนิดของยีสตท่ีใช  กระบวนการปรับสภาพของ
วัตถุดิบ  ลักษณะของกระบวนการผลิต  และวิธีเก็บเกี่ยวผลผลิต  เปนตน  ท้ังนี้ปริมาณผลผลิต
โดยรวมจําเปนตองคุมคาในเชิงเศรษฐศาสตร  56 ตัวอยางของแหลงวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตโปรตีน
เซลลเด่ียวจากยีสต  ดังนี้ 
 

1. กากน้ําตาล (Molasses) 66, 67 

กากน้ํ าตาลเปนผลผลิตพลอยไดจากการผลิตน้ํ าตาลทราย   มีน้ํ าตาล เปน
องคประกอบประมาณ 50-60 %  ยีสตท่ีใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว
ไดแก  Candida utilis, C. tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Hansenula spp. ในการใช
กากน้ําตาลเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว  จําเปนตองทําการเจือจางกอนใชเพาะเลี้ยง  
และหลังเก็บเกี่ยวตองทําการลางน้ําตาลออกใหหมดกอน  เพ่ือกําจัดสีและกลิ่นของน้ําตาลออก 
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2.  น้ําทิ้งจากโรงงานผลิตกระดาษ (Sulfite waste liquor) 68  
ในองคประกอบของน้ําท้ิงจะมีน้ําตาลมากกวา 3% โดยเปนน้ําตาลท่ีมีคารบอนหา

และหกอะตอม  ดังนั้นยีสตท่ีใชในการผลิตคือ Candida utilis แตมีปญหาในการผลติคอื ตองทําการ
ปรับสภาพของวัตถุดิบกอน  และหลกัการเก็บเกี่ยวตองทําการลางกรด lignosulfonic ออกกอน 
 

3.  หางนม (Whey) 69, 70  
ไดจากกระบวนการผลิตเนยแข็ง  ซึ่งมีน้ําตาลแลคโทสเปนองคประกอบประมาณ  

5%  โดยยีสตกลุมนี้จะมีเอนไซม β-galactosidase สําหรับยอยแลคโทส  ซึ่งยีสตท่ีใชในการผลิตคือ  
Kluyveromyces fragilis, K. marxianus, K. lactis และ Sacharomyces cerevisiae 
 

4.  น้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรและอาหาร (Agro and food -industry waste 
water) 8, 71 

  น้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตร  เชน  น้ําท้ิงจากโรงงานผลไมกระปอง  น้ํา
ท้ิงจากโรงงานสุรา  ซึ่งมีน้ําตาลเปนองคประกอบ  สามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตโปรตีนเซลล
เด่ียว  โดยนอกจากจะไดเซลลเปนผลิตภัณฑแลว  ยังชวยลดคาใชจายการบําบัดน้ําเสีย  เนื่องจากจะ
ชวยลดคา BOD และ COD ในน้ําทิ้งอีกดวย  เชื้อยีสตที่นิยมใชในการผลิตคือ Candida utilis, 
Yarrowia lipolytica  
   

5.  วัสดุเหลือท้ิงจากการเกษตร (Agricultural waste) 72 

วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร เชน ฟางขาว ผักตบชวา ชานออย ซังขาวโพด ผักเนา
เสียตางๆ เปนตน  วัสดุเหลานี้มีเซลลูโลส และลิกนินเปนองคประกอบ  ดังนั้นกอนการผลิต
จําเปนตองมีการปรับสภาพของวัตถุดิบกอน  ซึ่งอาจใช Trichoderma viride ท่ีผลิตเอนไซมเซลลู
เลสในการยอยสลายเพ่ือใหไดน้ําตาลหาและหกอะตอมกอนการใช  ยีสตท่ีสามารถใชวัสดุเหลือท้ิง
จากที่กลาวมา เชน  เชน Candida utilis, Pichia stipitis, Kluyveromyces marxianus 
 

6.  สารประกอบแปง (Starch material) 73 

สวนใหญเปนวัตถุดิบท่ีเปนผลผลิตทางการเกษตร เชน แปงขาวเจา แปงขาวโพด 
ขาวโอต มันสําปะหลัง เปนตน  ซึ่งมีแปงที่เปนโพลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบ  โดย
ยีสตท่ีใชในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวเปนยีสตที่สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลส เชน Candida 
utilis, Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomyces cerevisiae หรือใชการเพาะเลี้ยงยีสตเหลานี้
รวมกับยีสตชนิดอื่น เชน S. cerevisiae ซึ่งจะไดแอลกอฮอลเปนผลพลอยได  เรียกกระบวนการ
เพาะเลี้ยงแบบนี้วา Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) 
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7.  สารประกอบไฮโดรคารบอนและสารจากอุตสาหกรรมผลิตไบโอดีเซล (Hydrocarbon 
compounds and waste from biodiesel production) 56 

สารประกอบไฮโดรคารบอนท่ีไดจากอุตสาหกรรมการกลั่นน้ํามันดิบ ไดแก อัล
เคน อัลคีน พาราฟน เมทานอล เอทานอล และ gas oil  ซึ่งการใชสารประกอบไฮโดรคารบอนใน
การเลี้ยงยีสตเพ่ือผลิตเปนโปรตีนเซลลเด่ียวนั้นมีมาต้ังแตป ค.ศ.1950 โดยสวนใหญยีสตท่ีสามารถ
ใชสารกลุมนี้จะเปนยีสตในจีนัส Candida spp. เชน Candida lipolytica, C. paraffinia, C. maltosa 
รวมถึงจีนัสอื่น เชน Saccharomyces spp., Torulopsis spp., Hansenula spp. เปนตน ดังแสดง
ตัวอยางสารประกอบไฮโดรคารบอนและสารจากอุตสาหกรรมไบโอดีเซลที่ยีสตสามารถใชเพ่ือการ
เจริญ ในตารางท่ี 2.6 นอกจากนี้ยังมีสารซึ่งเปนผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  ท่ี
เรียกวา กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol)  และองคประกอบหลกัๆเปนกลเีซอรอลและมีเมทานอลปน
อยู  โดยปจจุบันกลีเซอรอลดิบนั้น  กลายเปนปญหาหนึ่งของผูผลิตไบโอดีเซลที่ตองจัดการกับ
ผลผลิตพลอยไดนี้   และจากงานวิจัยท่ีผานมาแมจะยังไมมีขอมูลเกี่ยวกับการผลติโปรตีนเซลลเด่ียว
จากยีสตโดยใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนโดยตรง  แตก็มีรายงานถึงการผลิตโปรตีนเซลล
เด่ียวจากยีสตโดยใชกลีเซอรอลบริสุทธิ์ เชน  

Hellmuth และคณะ 48 ไดรายงานถึงการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารท่ี
มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ fed-batch ในถังหมักขนาด 15 ลิตร ที่มี
อาหาร Minimal medium ปริมาตร 5 ลิตร ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลในอาหารเปน 1 %  
อุณหภูมิในการเลี้ยง 30 องศาเซลเซียส พีเอชของอาหารเปน 4.6 และอัตราการใหอากาศเปน 5 ลติร
ตอชั่วโมง  ในชวงเริ่มตนของการหมักจนถึง 18 ชั่วโมง  ใหปริมาณกลีเซอรอลในอาหารดวยอัตรา 
25 กรัมตอชั่วโมง  จากนั้นเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลดวยอัตรา 50 กรัมตอลิตร จนถึง 168 ชั่วโมง 
หลังจากสิ้นสุดการเลี้ยงพบวา ใหความหนาแนของเซลลประมาณ 120 กรัมตอลิตร เม่ือคิดเปน
น้ําหนักเซลลแหง และ d’ Anjou และคณะ 75  ไดศึกษาการเจริญของยีสต Pichia pastoris ในอาหาร
ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ Fed-batch ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  ท่ีมี
อาหาร Minimal medium ปริมาตร6 ลิตร  ความเขมขนเร่ิมตนของกลีเซอรอลในอาหารเปน 50 กรัม
ตอลิตร ปรับพีเอชของอาหารเปน 5.5 อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  และหลังจาก 12 ชั่วโมง  ทําการ
เติมเมทานอลเขาสูถังหมัก  โดยรักษาระดับความเขมขนอยูในชวง 1-2 กรัมตอลิตร  ทําการเลี้ยงตอ
จนถึง 60 ชั่วโมง  พบวา ใหผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.51 กรัมของเซลลตอกรัมของสับเตรท
ท้ังหมด   

สวนงานวิจัยการเจริญของยีสตในเมทานอล เชน Wegner และ Okla  16 ไดรายงาน
ถึงการผลิตเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y- 11432 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยเลี้ยง
แบบตอเนื่อง  ในอาหาร mineral salt medium ท่ีมีเมทานอลเปนแหลงคารบอนและทําการเสริม
ดวยไบโอติน  อุณหภูมิท่ีใชในการเจริญของเซลลเปน 38 องศาเซลเซียส ควบคุมคาพีเอชในชวง 
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3.7-4.1 และมีคาการละลายของออกซิเจนในน้ําหมัก 20 % โดยปริมาตร  พบวาใหความหนาแนน
ของเซลลในน้ําหมัก 73.3 กรัมตอลิตร เม่ือคิดเปนน้ําหนักเซลลแหง  และใหอัตราการเจริญของ
เซลลเปน 0.31 กรัมของเซลลตอกรัมเมทานอล   
 
ตารางท่ี 2.6  ยีสตท่ีสามารถใชสารประกอบไฮโดรคารบอนและสารจากอุตสาหกรรมผลิต 
ไบโอดเีซล 
 

Hydrocarbon compounds Organism(s) used Ref. 
     n-alkane 
 
 
 
 
 
     alkene 
 
 
 
     paraffin 

 methanol 
 
 
      gas oil 
     glycerol 

Candida spp. 
Hansenula spp. 
Pichia spp. 
Rhodotorula spp. 
Sachharomyces spp. 
Torulopsis spp. 
Candida spp. 
Debaryomyces spp. 
Hansenula spp. 
Rhodotorula spp. 
Candida  spp. 
Hansenula spp. 
Pichia spp. 
Candida spp. 
Candida spp. 
Hansenula spp. 
Pichia spp. 

สาวิตรี  ลิ่มทอง 56 
 
 
 
 
 
สาวิตรี  ลิ่มทอง 56 
 
 
 
สาวิตรี  ลิ่มทอง 56 
 Ridgway และ
คณะ 74 

 
Hellmuth และ
คณะ 48 ;  สาวิตรี  
ลิ่มทอง 56 
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2.12  ยีสต Hansenula  polymorpha 
 
   อนกุรมวิธานของ Hansenula  polymorpha 
   Phylum  : Ascomycota 
   Class  : Hemiascomycetes 
   Family  : Saccharomycetaceae 
   Genus  : Pichia 
 

 
 

รูปท่ี 2.10 ลกัษณะเซลลของยีสตในจีนัส Pichia ที่เลี้ยงในกลูโคส 76  
 

  H.  polymorpha ปจจุบันจัดจําแนกใหมเปน Pichia angusta  ลักษณะเซลลกลมรี (oval 
shape) ดังแสดงในรูปท่ี 10 เปนยีสตท่ีเจริญในอุณหภูมิสูง 37 – 40 องศาเซลเซียส บางสายพันธุ
สามารถเจริญไดสูงถึง 49 องศาเซลเซียส (Thermotolerant yeast) 77, 78  สามารถใชเมทานอลเปน
แหลงคารบอนสําหรับการเจริญได (Methylotrophic  yeast) ดังแสดงในตารางท่ี 8 และยังมีรายงาน
เกี่ยวกับศักยภาพในการเจริญของยีสตชนิดนี้วา  “สามารถเลี้ยงใหมีความหนาแนนสูงในน้ําหมัก” 
หรือเรียกวา “High cell density” ซึ่งปจจุบันไดมีการนํายีสตชนิดนี้มาใชประโยชนทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพอยางกวางขวาง  เนื่องจากมีการศึกษากันอยางแพรหลายถึงกลไก และวิถีการ
ทํางานของเซลล เชนชีววิถีในเพอรออกซิโซม (Peroxisome  biogenesis)  เมทาบอลิซึมของเมทา
นอล (Methanol metabolism)  เมแทบอลิซึมของกรดไขมัน (Fatty acid metabolism)  รวมถึง
การศึกษาการผลิตสารชีวภาพตางๆ  79  นอกจากนี้การนํายีสต H. polymorpha มาใชประโยชนใน
งานทางดานพันธุวิศวกรรมก็ไดรับความนิยมมากขึ้น  เนื่องจากดีเอ็นเอจากแหลงอื่นสามารถ
รวมเขาไปในโครโมโซมไดหลายชุดและคงตัว  โปรตีนท่ีสรางไดไมมีไกลคอซีเลตมากเกินไป 
(hyper-glycosylate) สามารถหลั่งโปรตีนและสะสมโปรตีนท่ีอาจเปนอันตรายจากเอนไซมยอย
โปรตีนภายในเพอรออกซิโซม (peroxisome)  56  ดังแสดงตัวอยางงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตโปรตีน
จากแหลงอื่นในยีสต H.  polymorpha  ในตารางที่ 2.7 
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ตารางท่ี 2.7 การผลิตโปรตนีจากแหลงอืน่ในยีสต Hansenula polymorpha   
 
Host/Source of gene (s) Mode* References 
Host: Hansenula polymorpha 
     Source of genes: bacteria 
          β-Lactamase (E. coli) 

β - Lactamase (E. coli) 
     Source of genes: fungi 

Glucoamylase (Schwanniomyces) 
Invertase (Saccharomyces) 
Catalase T (Saccharomyces) 
Glucose oxidase (Aspergillus) 
Phytase (Aspergillus) 

     Source of genes: plants 
Glucose oxidase (spinach) 
Seed storage protein 
Malate dehydrogenase (water melon) 
Phytochrome (oat) 

     Source of genes: animals 
Hirudin (Hirudo) 
Aprotinin (bovine) 
HbsAg (M) 
HbsAg (S, S/L) 
Hemoglobin 
h-Lipase 
h-Thyroid peroxidase 
h-Urokinase 
α1- Antitrypsin 

 
 
I 
I 
 
S 
S 
I 
S 
S 
 
I 
I 
I 
I 
 
S 
S 
S 
I 
I 
S 
S 
S 
S 

 
 
Janowicz และคณะ, 1998 
Brito และคณะ, 1999 
 
Gellissen และคณะ, 1991 
Narciandi และคณะ, 1995 
Gellissen และคณะ, 1996 
Hodgkins และคณะ, 1993 
Mayer และคณะ, 1999 
 
Gellissen และคณะ, 1996 
Buckholz และ Gellissen, 1991 
Faber และคณะ, 1994 
Mozley และคณะ, 1999 
 
Weydemann และคณะ, 1995 
Zurek และคณะ, 1996 
Shen และคณะ, 1989 
Janowicz และคณะ, 1991 
Gilbert และคณะ, 1994 
Buckholz และ Gellissen , 1991 
Wedlock และคณะ, (1993) 
Agaphonov และคณะ, 1995 
Kang และคณะ, 1998 
 

 
* I = Intracellular;  S = Secretion 
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ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Gellissen 79 

ตารางท่ี 2.8 เมทิลโลโทรฟกยสีตท่ีมีรายงานในปจจุบัน 80, 81 

 
Genus Species 
Candida C. boidinii, C. cellulolytica,  C. maris, C. methanosorbosa,  

C. nanaspora, C. nemodentra, C. nitratophila, C. ovalis, C. 
pignaliae, C. pini, C. sonorensis and C. succiphila 

Pichia P. angusta, P. capsulate, P. ciferrii, P. finlandica, P. 
glucozyma, P. henricii, P. kodama, P. methanolica, P. 
methylivora, P. minuta, P. naganishii, P. ofunaensis, P. 
pastoris, P. philodendra, P. pini and P. trehalophila 

 
นอกจากคณุสมบัตท่ีิโดดเดนในเร่ืองทนตออุณหภมูสิูงไดดี  และสามารถใชเมทานอลเปน

แหลงคารบอนในการเจริญ  ยีสต H. polymorpha ยังสามารถสังเคราะหกรดไขมันไมอิม่ตัว  รวมถึง
การใชสับสเตรทอื่นเปนแหลงคารบอนได  โดยเฉพาะอยางย่ิงกลเีซอรอล (ดังแสดงในตารางที่ 2.6) 
ซึ่งมแีนวโนมเพิ่มขึน้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลดังทีไ่ดกลาวมาแลว 
 
2.13  เมแทบอลิซึมของเมทานอลในเมทิลโลโทรฟกยีสต 77, 82, 83, 84, 85, 86  
 

การเจริญโดยใชเมทานอลมีความสัมพันธกับการสรางเพอรออกซิโซม  ซึ่งเปนออรกาเนล
ภายในเซลล  โดยทําหนาท่ีจัดเก็บเอนไซมท่ีจําเปนตอเมแทบอลิซึมของเมทานอล    
 

การเปลี่ยนแปลงเมทานอลในเมทิลโลโทรฟกสยสีตมี 2 กระบวนการท่ีสําคัญ คือ 
 
 1. ดิสสิมิเลชั่น (Dissimilation) เปนวิถีท่ีเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงเมทานอลเปนแกส
คารบอนไดออกไซดเพ่ือผลิต NADH สําหรับสรางพลังงานในรูป ATP โดยผานสารตัวกลางคือ 
ฟอรมาลดีไฮดและฟอรเมท โดยมีลําดับขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงดังนี้ 
  1.1 ออกซเิดชั่นของเมทานอล (CH3OH )เปนฟอรมาลดีไฮด (HCHO) โดยการ
เปลีย่นแปลงในขั้นตอนนีเ้กดิขึ้นในเพอรออกซิโซม 
 
  CH3OH  +  O2   HCHO  +  H2O2 
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1.2 ออกซิเดชั่นของฟอรมาลดีไฮดเปนฟอรเมท (HOCH2) ซึ่งฟอรมาลดีไฮด
จัดเปนสารตัวกลางในเมแทบอลิซึมของเมทานอล  โดยจะรวมตัวกับ glutathione ในรูปรีดิวซ 
(GSH) ไดเปน S-hydroxymethylglutathione (HOCH3-SG)  ปฏิกิริยานี้เปนปฏิกิริยาที่ไมใชเอนไซม
เรง  และเกิดขึ้นในเพอรออกซิโซม  

 
HCHO  +  GSH   HOCH2-S-G  
   
ตอมา S-hydroxymethylglutathione ถูกสงไปยังไซโทพลาสซึมดวยกลไกลการ

ขนสงแบบจําเพาะ  จากนั้น S-hydroxymethylglutathione เปลี่ยนเปน S-formylglutathione (HCO-
S-G) และ NADH + H+ โดยมีเอนไซม glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase เรง
ปฏิกิริยา  และมี NAD+ เปนตัวรับอิเล็กตรอน 

 
HOCH2-S-G  + NAD+   HCO-S-G +NADH + H+ 

 
จากนั้น S-formylglutathione เปลี่ยนเปนฟอรเมท (HCOOH) และ GSH โดยมี

เอนไซม S-formylglutathione hydrolase เรงปฏิกิริยา 
 

1.3 ออกซเิดชั่นของฟอรเมทเปนแกสคารบอนไดออกไซด 
ฟอรเมทเปลี่ยนเปนแกสคารบอนไดออกไซด  และ NADH + H+ โดยเอนไซม 

formate dehydrogenase เรงปฏิกิริยา  และมี NAD+ เปนตัวรับอิเล็กตรอน 
 
 HCOOH  +  NAD+   CO2 + NADH + H+ 

 
วิถีดิสสิมิเลชั่นนี้จะใหพลังานแกเซลลในรูปของ NADH 2 โมเลกุล  ท่ีเกิดจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของฟอรมาลดีไฮดและฟอรเมท  อยางละ 1 โมเลกุล และ NADH ท่ีไดใช
สําหรับสรางพลังงานในรูป ATP ตอไป   
  

2. แอสสิมิเลชั่น (Assimilation) เปนวิถีท่ีเกี่ยวของกับการตรึงสารประกอบคารบอน 1 
อะตอม  รวมเขากับน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม  เกิดเปนสารประกอบคารบอน 3 อะตอมสองโมเลกลุ  
ไดแก dihydroxyacetone และ glyceroldehyde-3-phosphate เนื่องจากเมทานอลเปนสารประกอบ
คารบอน 1 อะตอมจึงไมมีพันธะระหวางคารบอนกับคารบอน  เซลลท่ีเจริญจากเมทานอลจึงตอง
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สรางพันธะนี้ขึ้นมา  เ พ่ือสังเคราะหองคประกอบตางๆ  ของเซลล โดยมีลําดับขั้นตอนการ
เปลี่ยนแปลงดังนี้ 
 ฟอรมาลดีไฮดท่ีเกิดจากปฏกิิริยาออกซเิดชั่นของเมทานอล  รวมตัวเขากับ xylulose-5-
phosphate (Xu5P) เปน dihydroxyacetone (DHA) และ glyceroldehyde-3-phosphate (GAP) โดยมี
เอนไซม dihydroxyacetone synthase เรงปฏิกิรยิา  และปฏกิิริยานีเ้กิดในเพอรออกซิโซม 

 
C5H11O8P  +  H2CO                        C3H7O6P + C3H6O3 

 
จากนั้น GAP และ DHA จะผานเยื่อหุมเพอรออกซิโซมออกสูไซโทพลาสซึม  ตอมา DHA

เปลี่ยนเปน dihydroxyacetone  phosphate (DHAP, C3H7O6P) โดยมีเอนไซม dihydroxyacetone 
kinase เรงปฏิกิริยาการเติมหมูฟอสเฟต (phosphorylation) และ ATP เปนตัวใหหมูฟอสเฟต 
 

C3H6O3  +  ATP                       C3H7O6P 
 
 จากนั้น DHAP จะเขารวมกับ GAP เปน fructose 1,6-bisphosphate (FBP) โดยมีเอนไซม 
fructose bisphosphate เรงปฏิกิริยา  ขณะท่ี Xu5P เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการจัดเรียงใหมในวัฏจักรเพน
โทสฟอสเฟต (pentose phosphate cycle) นอกจากนี้พบวา  หนึ่งในสามของโมเลกุลของ DHAP จะ
ถูกนําไปใชในกระบวนการสังเคราะหกลูโคส (gluconeogenesis) ดังแสดงวิถีแอสสิมิเลชั่นการ
เปลี่ยนแปลงเมทานอล  ในรูปท่ี 2.11 
 

 
 

รูปท่ี 2.11 วิถีแอสสมิิเลชั่นการเปลีย่นแปลงเมทานอล  โดยเมทิลโลโทรฟกยีสต  85 
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2.14  เมแทบอลิซึมของกลเีซอรอลในเมทิลโลโทรฟกสยีสต  
 
 กลีเซอรอลจัดวาเปนสารสําคัญท่ีใหพลังงานสําหรับยีสตหลายชนิด  และยังเปนสารท่ี
สําคัญในการสังเคราะหไขมันในเซลลดวย 87, 88 นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการควบคุมสมดุลของ
ปฏิกิริยารีดอกซในเซลลและวัฏจักรของสารอนินทรียจําพวกฟอสเฟต 89, 90  และเมื่อไมนานมานี้ได
มีนักวิจัยคนพบวา  กลีเซอรอลเปนสารเดียวท่ีสามารถเมแทบอลิซึมและเขาสู gluconeogenesis 
pathway นอกเหนือจากสารในกลุมน้ําตาล 91 

 ยีสตมีการนํากลีเซอรอลเขาสูเซลลดวยวิธีแอคทีฟ ทรานสสปอรต (Active transport 
system) 92  และสามารถแอสสิมิเลชั่นผานวิถีหลัก 3 วิถี คือ วิถี Phosphorylative โดยเอนไซม 
Glycerol kinase สวนอีก 2 วิถี เปนวิถี Oxidative โดยเอนไซม NADP+-linked glycerol 
dehydrogenase หรือ NAD(P+)-linked glycerol dehydrogenase 93 สําหรับยีสต  H. polymorpha ซึ่ง
เปนยีสตในจีนัส Pichia  นั้นมีการแอสสิมิเลชั่นผานวิถี Phosphorylative โดยมีลําดับขั้นตอนการ
เปลี่ยนแปลงดังนี้   
 
 กลีเซอรอล (C3H8O3) ท่ีผานเขาสูเซลลดวยวิธีแอคทีฟทรานสปอรต  จะถูกเปลี่ยนเปนสาร 
glycerol-3-phosphate (C3H9O6P) โดยเอนไซม glycerol kinase เรงปฏิกิริยา  และ ATP ซึ่งขัน้ตอนนี้
เกิดในสวนของไซโตซอล (cytosol) 
 
                      C3H8O3  + ATP                                         C3H9O6P + ADP 
 
 จากนั้น glycerol-3-phosphate เปลี่ยนเปน dihydroxyacetone phosphate (C3H7O6P) โดยมี
เอนไซม glycerol-3-phosphate dehydrogenase เรงปฏิกิริยา  โดยขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงนี้เกิดใน
สวนไมโทคอนเดรีย 
 
         C3H9O6P + FAD   C3H7O6P + FADH2 
 
 ซึ่งสาร dihydroxyacetone phosphate ท่ีไดจากการแอสสิมิเลชั่นกลีเซอรอล  จัดเปนสาร
ตัวกลาง เหมือนกับการแอสสิมิเลชั่นเมทานอล  จากนั้น dihydroxyacetone phosphate จะกลับเขาสู
ไซโตซอลอีกครั้ง  เพ่ือเขาสูวิถ ีglycolysis หรือวิถ ีgluconeogenesis ตอไป ดังแสดงวิถีแอสสมิิเลชั่น
การเปลี่ยนแปลงกลีเซอรอล  ในรูปท่ี 2.12 
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                       รูปท่ี 2.12  วิถีแอสสิมิเลชั่นการเปลีย่นแปลงกลเีซอรอล  โดยเมทิลโลโทรฟกยสีต 
 

การนํากลีเซอรอลมาใชประโยชนทางเทคโนโลยีชีวภาพ  จะคอนขางเปนวิธีที่เหมาะสม 
และกอใหเกิดมลพิษนอยกวาวิธีการสังเคราะหทางเคมี  แตสวนใหญนั้นก็ยังคงนํากลีเซอรอลท่ี
บริสุทธิ์มาใชในกระบวนการหมัก รวมกับจุลินทรีย  เนื่องจากการท่ีมีเมทานอลและตวัเรงปฏกิริยิาที่
เปนกรดหรือดางเขมขนปะปนอยูนั้น  อาจมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียบางกลุม  ท่ีสามารถใช
กลีเซอรอลได  และจากขอมูลในตารางท่ี 2.8 จะเห็นวา  ยีสต Hansenula polymorpha นั้นมี
ความสามารถในการใชท้ังเมทานอลและกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน    ซึ่งเปนสารที่เปน
องคประกอบในกลีเซอรอลดิบ  นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับยีสต H. polymorpha เปนยีสตท่ี
สามารถทนตอเกลือซึ่งมักเปนเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขนสูง (salt tolerant yeast)   โดย
สามารถเจริญในเกลือความเขมขน 2.0 โมลาร (10-12 %) 92 และยังสามารถใชไขมันหรือน้ํามันเพ่ือ
การเจริญของเซลลได  อันจะเปนประโยชนในการเจริญในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลท่ีไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยไมตองผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์  ไปใชเพ่ือผลติมวลชีวภาพ
ซึ่งเปนแหลงโปรตีนท่ีสําคัญแหลงหนึ่งในปจจุบัน 
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บทท่ี 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและสารเคมี 
  

3.1.1 อุปกรณ 
 
 1.  เคร่ืองเขยาผสม (Vortex mixer) รุน Vortex-Genie No.2 ของบริษัท Scientific 
Industries, Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 2.  เคร่ืองควบคมุอณุหภมูแิบบหมุน (rotary incubator shaker) รุน G-25 ของบริษัท New 
Brunswick Scientific Co., Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.  เครือ่งชั่งแบบละเอียด (electronic balance) รุน FX-180 ของบรษิัท A&D ประเทศญี่ปุน 
 4.  เครือ่งชั่งแบบหยาบ (electronic balance) รุน FX-3000 ของบรษิัท A&D ประเทศญี่ปุน 
 5.  เครือ่งปนเหว่ียงแยกชนิดควบคมุอณุหภูมิ (centrifuge) รุน KR-20000T ของบริษัท 
Kubota Corporation ประเทศญีปุ่น 
 6.  เครือ่งปนเหว่ียง (Microcentrifuge) รุน TOMY MC-15A ของบริษัท TOMY SEIKO 
ประเทศญีปุ่น 
 7.  เครือ่งวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน F-13 ของบริษัท HORIBA ประเทศญี่ปุน 
 8.  เครือ่งวัดคาการดูดกลนืแสง (UV-Visible Recording spectrophotometer) รุน Model-
UV160 ของบริษทั Shimadzu ประเทศญี่ปุน 
 9.  เคร่ืองวิเคราะหไนโตรเจนรุน Buchi 345 Distillation unit และรุน Buchi 345 Digestor 
ของบรษิทั Buchi Laboratory Techniques Ltd., ประเทศสวิตเซอรแลนด 
 10.  ตูอบแหง (oven) รุน UL-80 บริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 
 11.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน TE-8D ยี่หอ Tempette ของบริษัท Techne 
ประเทศอังกฤษ 

12.  เคร่ืองวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน NA2000 และเครือ่งบันทึกผล EAGER200 ของ
บริษัท Fisons Instruments ประเทศอังกฤษ   

13.  เคร่ือง HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ประเทศญ่ีปุน  ท่ี
ประกอบดวย 

Pump (LC-8A)   ของบรษิัท Shimadzu ประเทศญีปุ่น 
Detector (RID-6A)  ของบรษิัท Shimadzu ประเทศญีปุ่น 
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Analytical  Column (Aminex HPX-87H) ของบรษิัท Biorad ประเทศสหรัฐอเมรกิา 
Controller (SLC-8A)  ของบรษิัท Shimadzu ประเทศญีปุ่น 
14.  เคร่ือง GC (Gas  Chromatography)  

 15.  กลองจุลทรรศน (Microscope) รุน CHS ของบรษิัท Olympus Optical ประเทศญ่ีปุน 
 16.  เตาอบไมโครเวฟ (Microwave oven) รุน NE-767C ของบรษิัท Matsushita Electric 
Industrial ประเทศญี่ปุน 
 17.  เตาเผา รุน Cabolite CW F1200 ของบรษิัท Scientific Promotion ประเทศไทย 
 18.  ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ของบรษิัท Sanyo ประเทศญีปุ่น 
 19.  หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) รุน HV-50 ของบรษิัท Hirayama  Manufacturing  
Corporation ประเทศญี่ปุน 
 20. ตูถายเชือ้ (laminar flow) ของบริษัท International Scientific Supply ประเทศไทย 
 21.  ปม (Pump) รุน MPN125 ของบริษัท Thakita Electric Works ประเทศญี่ปุน 

22.  เคร่ืองกวนควบคมุอุณหภมูิ (hot plate stirrer) รุน HS-115 บริษัท หรกิลุ กรุป จํากัด 
ประเทศไทย 

 
 3.1.2 สารเคมี 

 
  สารเคมี     บริษัท     ประเทศ 
Agar (วุนผงตรานางเงือก)   พัฒนสนิเอนเตอรไพรส ไทย 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4)   MERCK  Germany 
Ammoniumdihydrogenphosphate (NH4H2PO4) MERCK  Germany 
Ammonium chloride (NH4Cl)   FLUKA   Switzerland 
Ammonium ferrous sulphate(NH4)2Fe(SO4)2.6H2OMERCK   Germany 
Bacto peptone     DIFCO   U.S.A 
Boric acid (H3BO3)    MERCK  Germany 
Biotin      Dr.Ehrenstorfer GmbH Germany 
Calcium chloride (CaCl2.2H2O)   CARLO ERBA  Italy 
cis-Methyl Oleate (C18:1 ME)   NuCheck  U.S.A   
Chloroform     AJAX LABORATORY  Australia  

CHEMICALS  
Cobalt chloride (CoCl2.6H2O)   FLUKA   Switzerland 
Copper sulfate (CuSO4.5H2O)   FLUKA   Switzerland 
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Diethyl ether     MERCK  Germany 
Ethanol      กรมสรรพสามิต  ไทย   
Glucose (Dextrose)    สยามชัย เคมิคอล ไทย   
Glycerol     SIGMA   Germany 
Heptane      MALLINCKRODT U.S.A 
Hexane      J.T.Baker   U.S.A 
Hydrochloric acid (HCl)    MERCK  Germany 
Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O)  CARLO ERBA  Italy 
Manganese sulfate (MnSO4.H2O)   MALLINCKRODT U.S.A 
Methanol (CH3OH)    MALLINCKRODT U.S.A 
Methyl Linoleate (18:2 ME)   NUCHECK  U.S.A 
Methyl Palmitate (16:0 ME)   ALDRICH  U.S.A 
Methyl Palmitoleate (16:1 ME)   NuCheck  U.S.A 
Methyl Sterate (18:0 ME)   ALDRICH  U.S.A 
Petroleum ether     J.T. BAKER  U.S.A 
Phosphoric acid (H3PO4)    CARLO ERBA  Italy 
Potassium chloride (KCl)   MERCK  Germany 
Potassium hydroxide (KOH)   CARLO ERBA  Italy 
Potassium iodide (KI)    J.T. BAKER  U.S.A 
Potassium sulfate (KSO4)   MERCK  Germany 
Sodium chloride (NaCl)    CARLO ERBA  Italy 
Sodium ethylenediaminetetraacetic acid (Na-EDTA) MERCK  Germany 
Sodium hydroxide (NaOH)       แกรนด เคมิคอล  ไทย   
Sodium molybdate (Na2MoO4.2H2O)  CARLO ERBA  Italy 
Sulfuric acid (H2SO4)    MERCK  Germany 
Thiamin Hydrochloride     SIGMA   Germany 
Urea      MERCK  Germany 
Yeast extract     BIO  SPRINGER France   
Zinc sulfate (ZnSO4.7H2O)   MERCK  Germany 
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3.2 วิธีดาํเนินงานวจิัย 
 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวจากยีสต Hansenula polymorpha โดยใช
กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน  ในระดับขวดเขยา  โดยเร่ิมจากการ
เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารที่มีกลูโคสหรือกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปน
แหลงคารบอน  และทําการวิเคราะหกลีเซอรอลดิบซึ่งใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ
ยีสต  ไดแก ปริมาณเนื้อกลีเซอรอล  น้ํามัน  ความชื้น ตลอดจนธาตุและโลหะตางๆ จากนั้นทําการ
ทดลองเลี้ยงยีสตในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลง
คารบอน  ซึ่งดัดแปลงเปนสูตรอาหาร YPG  โดยทําการศึกษาถึงภาวะตางๆ  ที่เหมาะสมสาํหรับการ
เจริญของยีสต คือ ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน ภาวะทาง
กายภาพ ไดแก อุณหภูมิ พีเอชเริ่มตนในอาหาร และความเร็วรอบท่ีใชในการเลี้ยง  จากนั้นทําการ
เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในภาวะที่เหมาะสมในการเจริญในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG เทียบกับการเจริญในอาหาร Mineral Salt Medium ที่มีกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอน  และทําการวิเคราะหองคประกอบของเซลลยีสตท่ีไดจากการเลี้ยงในอาหารสูตรดัดแปลง 
ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน เพ่ือศึกษาองคประกอบตางๆ คือ โปรตีน คารโบไฮเดรต 
ไขมัน ความชื้น เถา กรดไขมัน วิตามิน และกรดอะมิโน  เพ่ือเปนขอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาและ
แปรรูปเซลลยีสตในการนําไปใชประโยชนอื่นๆตอไป 
 
3.3 ข้ันตอนการวิจัย  
 
 3.3.1  จุลินทรียและวัตถุดิบ 
 

- ยีสต Hansenula polymorpha สายพันธุ SH4329 (leu 1) ไดรบัความอนเุคราะหจาก 
Prof. Satoshi Harashima (มหาวิทยาลัย OSAKA, ประเทศญี่ปุน) และ Prof.  J.A.K. W. 
Kiel (มหาวิทยาลัย Groningen, ประเทศเนเธอรแลนด)  และ H. polymorpha สายพันธุ 
NRRL2214 ไดรบัความอนเุคราะหจาก จาก USDA  ประเทศสหรฐัอเมรกิา  โดยเลี้ยง
ในอาหาร Yeast exteact Peptone Dextrose agar (YPD agar) (ภาคผนวก ก) ทําการบม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  แลวเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- กลเีซอรอลดบิ (Crude glycerol) จากโรงงานผลิตไบโอดีเซล 
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3.3.2.  การเตรียมกลาเชือ้  
 

ถายเชื้อยีสต H.  polymorpha ที่เจริญบนอาหาร YPD agar plate ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ลงในอาหาร YPD broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูใน
ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบหมุน (rotary incubator shaker) ความเร็ว 170 
รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นแยกเซลลออกโดยใชเครื่องเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 5000 รอบตอนาที  นาน 5-10 นาที  เทสวนใสท้ิง  ลางเซลลดวยน้ําปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง  
เตรียมเซลลแขวนลอยในน้ําปราศจากเชื้อ นําไปวัดคาความขุนของเซลลท่ีความยาวคลื่น 660 นาโน
เมตร  แลวคํานวณหาปริมาณกลาเชื้อท่ีตองใชในอาหารสําหรับหมักใหมีความเขมขนของเซลล
เร่ิมตนในอาหารวัดเปนคาความขุนเทากับ 2.0 ตามสูตรคํานวณ 

  
V1    =    (N2 x V2)/N1 

เม่ือ  V1    =    ปรมิาตรกลาเชือ้ท่ีตองใช 
 V2    =    ปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้สําหรับหมกั 
 N1    =    คาความขุนของกลาเชือ้ที่เตรียมในน้ําปราศจากเชือ้ 
 N2    =    คาความขุนของเชื้อเริ่มตนในอาหารสําหรับหมัก 
 
3.3.3  ศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส  หรือ 

กลีเซอรอลบริสุทธ เปนแหลงคารบอน 
 

3.3.3.1 ศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน   

 
โดยถายกลาเชื้อยีสตท่ีเตรียมจากขอ  3.3.2  ลงในอาหาร  YPD ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร  ท่ีมีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  จากนั้นเลี้ยงบนเครื่อง
เขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยาง
ทุกๆ 6 ชั่วโมง หรือ 3 ชั่วโมง เปนเวลา 48 ชั่วโมง  หรือจนกวาเซลลจะเขาสูระยะคงท่ี (stationary 
phase) นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  และนํามาเทียบกับกราฟ
มาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข)  เพ่ือหาน้ําหนักเซลลแหง (กรัม
ตอลิตร) และวิเคราะหปริมาณสารที่เหลือในน้ําหมัก ไดแก กลูโคส ดวยเคร่ือง HPLC นําผลท่ีไดมา
เขียนกราฟเพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารที่มีความเขมขนของกลโูคส
แตกตางกัน 
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3.3.3.2 ศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี 
กลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน   

 
โดยถายกลาเชื้อยีสตท่ีเตรียมจากขอ 3.3.2  ตามปริมาตรตามท่ีคํานวณจากขอ 3.3.2 

ลงในอาหารสูตรดัดแปลง YPG (ดัดแปลงจากสูตรอาหาร YPD โดยมีกลีเซอรอลแทนกลูโคส) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ความเขมขน 1, 3, 5, 7 และ 9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  จากนั้นเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาท ีท่ีอณุหภมู ิ
37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 6 และ 3 ชั่วโมง เปนเวลา 60 ชั่วโมง  หรือจนกวาเซลล
จะเขาสูระยะคงท่ี (stationary phase) นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  
และนํามาเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนักเซลลแหง  เพ่ือหาน้ําหนักเซลล
แหง (กรัมตอลิตร) และวิเคราะหปริมาณสารที่เหลือในน้ําหมัก ดวยเคร่ือง HPLC นําผลท่ีไดมา
เขียนกราฟเพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha ในอาหารท่ีมีความเขมขนของกลีเซ
อรอลแตกตางกันแตกตางกัน  และเปรียบเทียบกับการเจริญของยีสตท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน  
จากขอ 3.3.3.1 

 
3.3.4  วิเคราะหองคประกอบในกลเีซอรอลดบิ  ศกึษาวธีิการเตรียมสูตรอาหารและปริมาณ

ท่ีเหมาะสมของกลีเซอรอลที่ไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการ
ผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  

 
3.3.4.1  วิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดบิ 

 
3.3.4.1.1 วิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล 
 

เตรียมสารละลายกลีเซอรอลดิบความเขมขน 10 % โดยชั่งกลีเซอรอลดิบ 1 
กรัมละลายในน้ํา DI (Deionized water) 10 มิลลิลิตร  ละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน  และนําไปแยก
ตะกอนออกโดยการปนใหท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  จากนั้นนํามากรองตะกอนออกอีกครั้ง
ดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 2  เจือจางใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสม  และทําการฉีดวัด
ปริมาณกลีเซอรอลดวยเคร่ือง HPLC เทียบกับสารละลายมาตรฐานกลีเซอรอล 2 กรัมตอลิตร  เพ่ือ
คํานวณหาปริมาณกลีเซอรอลที่แทจริงในกลีเซอรอลดิบ  ดังแสดงตัวอยางโครมาโตแกรม  และ
ภาวะท่ีใชวิเคราะห ในภาคผนวก ง 

 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 48 

3.3.4.1.2 วิเคราะหปริมาณน้ํามัน (AOAC1990) 
 

นํากลีเซอรอลดิบมาทําการสกัดน้ํามันดวยเอทานอลและเฮกเซน  โดยชัง่กลเีซ
อรอลมา 50 กรัม  จากนั้นละลายในเอทานอล 95 % ปริมาตร 100 มิลลิลิตรและเติมเฮกเซนลงไป 
100 มิลลิลิตร ทําการสกัดในกรวยแยก  เขยาใหเขากัน  ต้ังท้ิงไว ประมาณ 2 ชั่วโมง  เก็บสวนใสชั้น
บนซึง่เปนชั้นท่ีน้ํามันละลายในเฮกเซนเก็บไว  และนําสวนลางมาทําการสกัดดวยเฮกเซนอกี  2 ครัง้ 
จากนั้นนําชั้นน้ํามันท่ีละลายในเฮกเซนจากการสกัดท้ัง 3 ครั้ง ไปทําการระเหยเฮกเซนออก  ดวย
เครื่องทําใหระเหยเปนไอ (evaporator)  และนําไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมง  ชั่งน้ําหนักและคํานวณหาปริมาณน้ํามันในกลีเซอรอลดิบ 

 
3.3.4.1.3 วิเคราะหปริมาณความช้ืน  (AOAC1990) 
 

โดยนํากลีเซอรอลดิบ 3-5 กรัม  ใสในภาชนะท่ีทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  นํา
ตัวอยางไปอบท่ีอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง  นําตัวอยางออกจากตูอบมาไวใน
ภาชนะกันความชื้น  ท้ิงไวใหเย็น  และชั่งน้ําหนัก  นําตัวอยางไปอบซ้ําอีกประมาณ 30 นาที  หรือ
จนกระท่ังน้ําหนักคงท่ี คํานวณหาปริมาณความชื้น จากสูตร 

 
ปริมาณความชื้น (รอยละ)   = (W1 – W2) x 100  
               W1 

 
W1  = น้ําหนักกลเีซอรอลดิบกอนอบ 
W2 =  น้ําหนักกลเีซอรอลดิบหลงัอบ 

 
3.3.4.1.4  วิเคราะหชนิดและเปอรเซ็นตกรดไขมัน  
  

โดยนําน้ํามันท่ีสกัดไดจากขอ 3.3.4.1.2 มาวิเคราะหชนิดและเปอรเซ็นตกรด
ไขมันในรูปเมทิลเอสเทอร  โดยดูดน้ํามันปริมาตร 0.02 – 0.04 กรัมใสในขวดกนกลมขนาดเล็ก  
เติมสารละลาย 0.5 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอล ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และนํามา
ประกอบเขากับชุดรีฟลักซ  ทําการรีฟลักซ 15 นาที   เติมสารละลายโบรอนฟลูโอไรด(BF3)ในเมทา
นอล ปริมาตร 4 มิลลิลิตร  และทําการรีฟลักซตออีก 3 นาที  จากนั้นเติมสารเฮปเทน  ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร  และทําการรีฟลักซ 1 นาที  ปลอยใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 10-15 นาที ถอดขวดกนกลมจาก
ชุดรีฟลักซ   นํามาเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดอิ่มตัวใหสูงถึงระดับปากขวด  และดูดชั้นบนซึ่ง
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เปนชั้นท่ีมีเมทิลเอสเทอรละลายอยูในเฮปเทน  ใสในขวดแกวฝาเกลียวขนาดเล็ก  นําไปวิเคราะห
ชนิดและเปอรเซ็นตกรดไขมันดวยเครื่อง GC (Gas  Chromatography) 

 
3.3.4.1.5  วิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุในกลเีซอรอลดิบ   
 

นํากลีเซอรอลดิบมาวิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุ  โดยวิเคราะหธาตุ
คารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจน ดวยเครื่อง  NA (CHNS/O Analyzer)  ท่ีสถาบัน
เทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  วิเคราะหปริมาณโซเดียม
ดวยเครื่อง ICP (Inductively Couple Plasma)  ที่สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน  และวิเคราะหชนิดและปริมาณของธาตุอื่นๆ ดวยเครื่อง XRF 
(X-Rayfluorescence)  ท่ีศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   
 

3.3.4.1.6  วิเคราะหปริมาณเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ 
 

นํากลีเซอรอลดิบมาวิเคราะหปริมาณเบตาแคโรทนีดวยเครือ่ง HPLC เทียบกับ
สารมาตรฐานเบตาแคโรทีน  โดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภณัฑอาหาร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 
 

3.3.4.2  ศึกษาวธีิการเตรียมสตูรอาหารดัดแปลงท่ีมีกลีเซอรอลดบิเปนแหลงคารบอน 
 

โดยใชอาหารท่ีดัดแปลงจากสูตร YPD medium ท่ีมีสารสกัดจากยีสต (yeast 
extract) 1 %  และเพปโทน (peptone) 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  และมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอนแทนกลูโคส  โดยนํากลีเซอรอลดิบมาละลายในน้ํา DI ตามความเขมขนท่ีตองการ   ละลาย
ใหเปนเนื้อเดียวกัน  โดยใชความรอนประมาณ 80 องศาเซลเซียส เพ่ือชวยใหละลายไดดีขึ้น  
จากนั้นนําไปแยกตะกอนออกโดยการปนใหตกตะกอนท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที  และนําไป
กรองตะกอนออกอีกคร้ังดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 2  จากนั้นนํามาเติมสารสกัดจากยีสต  
และเพปโทน  ทําการปรับพีเอช ใหอยูในชวง 6.0-6.05 ดวยกรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) นาํไป
ผานการฆาเชื้อภายใตสภาวะมาตรฐาน  ซึ่งอาหารท่ีเตรียมโดยการใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอนแทนกลูโคส  ในงานวิจัยนี้จะเรียกวา สูตรอาหารดัดแปลง YPG 

 
 
 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 50 

3.3.4.3 ศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลติ 
ไบโอดเีซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  
 

โดยถายกลาเชื้อยีสตตามปริมาตรตามท่ีคํานวณจากขอ 3.3.2 ลงในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในฟลากสขนาด 250 มิลลิลิตร  โดยแปรผันปริมาณ
กลีเซอรอลดิบในชวง 1-10 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เลี้ยงบนเคร่ืองเขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 
250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง ท่ีเวลา 0-60 
ชั่วโมง จากนั้นเก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงท่ีเวลา 60-84 ชั่วโมง นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  หาน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปรมิาณสารที่เหลือ ไดแก กลเีซอรอล
ดวยเคร่ือง HPLC ปริมาณไนโตรเจนดวยวิธีเจลดาหล (Kjeldahl Method) และปริมาณน้ํามันดวย
การละลายและสกัดดวยเอทานอลและเฮกเซน  (ภาคผนวก ข) นําผลที่ไดมาเขียนกราฟแสดงการ
เติบโต  คัดเลือกปริมาณแหลงคารบอนท่ีเหมาะสม สําหรับเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีน
เซลลเด่ียวของยีสต 
 

3.3.5  ศึกษาชนดิ ปริมาณของแหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ  พีเอชเริ่มตน และความเร็วรอบใน
การเขยา  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  

 
3.3.5.1 ศึกษาชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน  ท่ีเหมาะสมตอการผลติเซลลยีสต  

H.  polymorpha 
   

โดยถายกลาเชื้อยีสตท่ีเตรียมจากขอ 3.3.2  ลงในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
สารสกัดจากยีสต ความเขมขน 1 %  และความเขมขนของกลีเซอรอลท่ีเหมาะสมจากการทดลองใน
หัวขอ 3.3.4.3 เปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน 
ไดแก ยูเรีย (Urea) แอมโมเนียมคลอไรด (Ammonium chloride) แอมโมเนียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate) และแอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulphate)  
แทนเพปโทน 2 %  ท่ีเปนองคประกอบเดิมในอาหาร  โดยปรับความเขมขนของแหลงไนโตรเจน
ท้ัง  4 แหลง  ใหมีปริมาณของไนโตรเจน (กรัมไนโตรเจนตอลิตร) เทียบเทากับปริมาณไนโตรเจน
ในเพปโทน 2% โดยคํานวณจากสูตรทางเคมีและจากการหาปริมาณไนโตรเจนดวยวิธีเจลดาหล 
(Kjeldahl Method) (ภาคผนวก ข) ซึ่งความเขมขนเริ่มตนของแหลงไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง ท่ี
คํานวณและวิเคราะหไดคือ ยูเรีย 0.92 %   แอมโมเนียมคลอไรด 1.33 %  แอมโมเนียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 2.16 %   และแอมโมเนียมซัลเฟต 1.60 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  จึงทําการผันแปรปริมาณ
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ของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ  ดังนี้  ยูเรีย  0 - 0.92 %  แอมโมเนียมคลอไรด 0 - 1.33 %  
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0 - 2.16 %  และแอมโมเนียมซัลเฟต 0 - 1.60 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร)  ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 จากนั้นเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวย
ความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  ทําการเก็บตัวอยาง  และวิเคราะหดังการ
ทดลอง 3.3.4.3 นําผลท่ีไดมาเขียนกราฟแสดงการเติบโต  คัดเลือกชนิดและปริมาณของแหลง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม สําหรับเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวของยีสต 
 

3.3.5.2  ศึกษาอุณหภูมิ  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  polymorpha 
    

ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเจริญของยีสต H.  polymorpha โดยทําการเลี้ยง
เชื้อในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  ชนิดและปริมาณของแหลง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจากท่ีทดลองมา   ทําการปรับพีเอชเริม่ตนของอาหารเปน 6.0 เลี้ยงบนเครื่อง
เขยาแบบหมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที  โดยผันแปรคาอุณหภูมิในการเจริญเปน 30, 37 และ 
42 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหดังการทดลอง 3.3.4.3 
 

3.3.5.3 ศึกษาคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเล้ียงเช้ือ  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  
polymorpha 
  

ศึกษาอิทธิพลของพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญของยีสต H.  polymorpha  
โดยทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  ชนิดและ
ปริมาณของแหลงไนโตรเจน  ตลอดจนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจากท่ีทดลองมา   ทําการผันแปรคาพี
เอชเร่ิมตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 4, 5, 5.25, 5.50, 5.75, 6 และ 7 เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวย
ความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหดังการ
ทดลอง 3.3.4.3 
   

3.3.5.4 ศึกษาคาความเร็วรอบในการเขยา  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  
polymorpha 
 

ศึกษาคาความเร็ วรอบในการ เขยา ท่ี เหมาะสมตอการ เจริญของ ยีสต H.  
polymorpha โดยทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  
ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน  อุณหภูมิ  ตลอดจนพีเอชเริ่มตนในอาหารท่ีเหมาะสมจากท่ี
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ทดลองมา   ทําการผันแปรคาความเร็วรอบในการเขยา 200 , 250 และ 300 รอบตอนาที  จากนั้นเกบ็
ตัวอยางและวิเคราะหดังการทดลอง 3.3.4.3 

 
3.3.6  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG และ

อาหาร Mineral Salt Medium  
 

โดยทําการเลี้งยีสต H.  polymorpha ในอาหาร Mineral Salt Medium ท่ีอางอิงจาก
เอกสารสิทธิบัตรอเมริกา (United States Patent, No. 6,204,012 B1) ซึ่งสูตรอาหารแสดงไวใน
ภาคผนวก ก เลี้ยงในอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในฟลาสกปริมาตร 250 มิลลิลิตร  พีเอช
เร่ิมตน 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง
เพ่ือหาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณกลีเซอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ  เพ่ือเปรียบเทียบกับการเจริญ
ของยีสตในอาหารสูตรดัดแปลง YPG  

 
3.3.7  วิเคราะหองคประกอบในเซลลยีสต H.  polymorpha 
 

โดยนําเซลลยสีตทีเ่ลีย้งในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีปริมาณกลเีซอรอลดิบ  
ตลอดจนชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญ  มาทําการวิเคราะห
องคประกอบทางอาหารในเซลล  ดังนี ้
   

3.3.7.1  วิเคราะหปริมาณโปรตีน ไขมัน เถา ความชื้น คารโบไฮเดรต 
 

ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Kjeldahl  Method)  ไขมัน ความชื้น เถา  และ
คารโบไฮเดรต (AOAC 2000) ที่เปนองคประกอบในเซลลยีสต H.  polymorpha ซึ่งวิธีการวิเคราะห  
แสดงในภาคผนวก ข  
 

3.3.7.2  วิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมัน 
 

ทําการวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันที่เปนองคประกอบในเซลลยีสต H.  
polymorpha โดยเปลี่ยนใหอยูในรูปเมทิลเอสเทอร (Methyl  ester)  ดังแสดงในภาคผนวก ข แลวทํา
การฉีดวิเคราะหดวยเคร่ือง GC (Gas Chromatography) 
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3.3.7.3 วิเคราะหกรดอะมิโน  และวิตามิน 
    

ทําการวิเคราะหกรดอะมิโนดวยวิธี AOAC (2000) และวิเคราะหวิตามินบี 1, 2,6 
ดวยวิธี JAFC (1984), วิตามินบี 3 ดวยวิธี JAOAC (1993), วิตามินบี 5 บี12 ดวยวิธี (AOAC) 2000 
วิตามินบี 8 บี 9 ดวยวิธี (AOAC) 1996 โดยบริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากัด 
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บทท่ี  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

งานวิจัยนี้ทําการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเลี้ยงยีสต  Hansenula polymorpha เพ่ือการ
ผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว  โดยการใชกลีเซอรอลดิบจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลง
คารบอน  ทําการแปรผันคาปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตโปรตีนจากมวลชีวภาพท่ีไดจาก
การเพาะเลี้ยงยีสตในระดับขวดเขยา  เพ่ือเปนการเพ่ิมศักยภาพการใชประโยชน  และเพ่ิมมูลคา
วัตถุดิบที่มีมูลคาตํ่า  อีกท้ังยังทําการศึกษาองคประกอบของเซลลยีสตท่ีไดจากการเลี้ยงในอาหาร
สูตรดัดแปลง YPG เพ่ือเปนขอมูลในการท่ีจะพัฒนาและนําไปใชประโยชนในรูปตางๆ เชน สาร
สกัดจากยีสต  เบตากลูแคนจากยีสต เปนตน   
 
4.1 เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha  ในอาหารท่ีมีกลูโคส หรือกลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน 
  

4.1.1 การเจริญของยีสต H.  polymorpha  ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
   

 
 

รูปที่ 4.1  ยีสต H. polymorpha สายพันธุ SH4329 ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง YPD เปนเวลา 2 วัน 
 

ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ SH4329 ในอาหารเหลว YPD ที่มีกลูโคสเปน
แหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของกลูโคสเปน 2 และ 3 % (น้ําหนักตอปริมาตร) แลว
ติดตามการเจริญของเชื้อทุกๆ 6 และ 3 ชั่วโมง จนครบ 48 ชั่วโมง  นํามาวัดการเจริญในรูปความขุน
ของเซลลทีค่วามยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  เทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนัก
เซลลแหง (กรัมตอลติร) ในภาคผนวก ค ไดขอมูลดังแสดงในรูปที่ 4.2-4.6 และตารางท่ี 4.1 
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รูปที่ 4.2 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน   
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กลูโคส 2 % กลูโคส 3 %
 

 
 
รูปที่ 4.3 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลูโคส กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  
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(ง) ชวง log phase 

(ข) ชวง log phase 

(ค) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสดุ 

(ก) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้ําหนกัเซลลแหงสูงสดุ 

รูปท่ี 4.4  ความสัมพันธระหวางปริมาณกลูโคสตอปริมาณเซลลทีมี่อยูในน้ําหมัก ก, ข ท่ีกลูโคสเร่ิมตน 2 % 
  ความสัมพันธระหวางปริมาณกลูโคสตอปริมาณเซลลทีมี่อยูในน้ําหมัก ค, ง ที่กลูโคสเริ่มตน 3 % 
  ในการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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y = 0.2945x + 0.5642
R2 = 0.9818
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รูปท่ี 4.5  ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลท่ีมีอยูในน้ําหมัก  กับเวลา ก, ข ท่ีกลูโคสเริ่มตน 2 % 
  ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลท่ีมีอยูในน้ําหมัก  กับเวลา ค, ง ท่ีกลโูคสเร่ิมตน 3 % 
  ในการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

(ก) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้าํหนกัเซลลแหงสูงสดุ 

(ค) ตลอดกระบวนการหมักจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสดุ 

(ข) ชวง log phase  

(ง) ชวง log phase 
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ตารางท่ี 4.1 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ที่มีกลูโคส 2 และ 3 % (น้ําหนกัตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน  พีเอช

เร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซียส 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลูโคส) 

อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

กลูโคส 
(%, w/v) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

2 8.67± 0.18 39 0.0897 0.3762 0.3839 0.2161 0.3014 
3 11.85± 0.16 36 0.0889 0.3896 0.3896 0.2945 0.2945 

รูปท่ี 4.6 ความสัมพันธระหวางคาลอกาลิทึมฐาน e  ของน้าํหนักเซลลแหง กับเวลา ทีก่ลูโคส 2 % (ก) และ ท่ี
กลูโคส 3 % (ข)  ในการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ในอาหาร YPD ท่ีมีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน 
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ในการทดลองกลาเชื้อท่ีใชมาจากการเลี้ยงเปนเวลา 20-24 ชั่วโมง  ในอาหาร YPD ท่ีมี
กลูโคสเปนแหลงคารบอน  ซึ่งเปนชวงที่อยูในระยะ log phase เมื่อนํากลาเชื้อไปใชในการศึกษา
การเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคส 2 และ 3 % ซึ่งเปนแหลงคารบอนเดียวกันกับท่ีใชแตรียมกลาเชื้อ  
ยีสตจะมีความสามารถปรับตัวเขากับสภาวะแวดลอมใหมและเจริญไดดี  ทําใหมีระยะ lag phase ท่ี
สั้นหรืออาจไมมีระยะ lag phase 56  และจากการทดลองพบวา เมื่อเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 
ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคสเปน 2 % เชื้อจะเจริญแบบทวีคูณ (log phase) จนถึงชั่วโมงท่ี 
24 และเร่ิมเขาสูระยะของการเจริญแบบคงท่ี (stationary phase)  ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 
8.67  กรัมตอลิตร ที่เวลา 39 ชั่วโมง  และท่ีความเขมขนของกลูโคส 3 % เชื้อจะเจริญแบบทวีคูณ
จนถึงชั่วโมงท่ี 36 ซึ่งเปนจุดท่ีใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดคือ 11.85 กรัมตอลิตร และเริ่มเขาสูระยะ
การเจริญแบบคงท่ี   

เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ซึ่งคํานวณในชวงระยะ log phase ดังแสดงในรูป
ท่ี 4.6 และตารางท่ี 4.1 พบวา  การเจริญที่กลูโคส 2 และ 3 % มีคาท่ีไมแตกตางกันมากนัก  แมวาท่ี
ความเขมขนกลูโคส 3 % จะใหน้ําหนักเซลลแหงสูงกวา แตก็ใชเวลาในการเขาสูระยะ log phase 
นานกวาท่ีกลูโคส 2 % ดังนั้นคาอัตราการเจริญจําเพาะของการเจริญของยีสต H. polymorpha 
SH4329 ท่ีกลูโคส 2 และ 3 % จึงมีคาใกลเคียงกัน 

เมื่อพิจารณาถึงคาผลผลิตมวลเซลล (Yield) ท่ีไดจากความสัมพันธระหวางปริมาณ
กลูโคสท่ีใช กับน้ําหนักเซลลแหงท่ีได  และคาอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ท่ีไดจาก
ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา  โดยแบงการคํานวณเปน 2 ชวงคือ ชวงเร่ิมตนใน
การเลี้ยงจนไดน้ําหนักเซลลสูงสุด  กับชวงท่ีเซลลอยูในระยะ log phase ดังแสดงในรูป 4.4  และ 4.5 
โดยคาผลผลิตมวลเซลล และอัตราผลผลิตมวลเซลล ท้ัง 2 ชวงนี้  จะเปนขอมูลพ้ืนฐานที่สําคัญ
ขอมูลหนึ่งในการเลี้ยงยีสตในระดับถังหมัก  ซึ่งโดยท่ัวไปคาผลผลิตมวลเซลลและอัตราผลผลิต
มวลเซลล เม่ือคํานวณตั้งแตเริ่มตนจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด จะมีคาต่ํากวา  ท่ีคํานวณในชวง 
log phase เนื่องจากเซลลมีการเจริญในระยะ lag phase และมีการนํากลูโคสหรือแหลงคารบอนไป
ใชในระยะนี้  แตหากมีคาใกลเคียงกันก็สามารถบงบอกถึงการมีระยะ lag phase ท่ีสั้นหรืออาจไมมี
ระยะ lag phase เลย  และจากการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ท่ีกลูโคส 2 % จะเห็นวา
คาผลผลิตมวลเซลลเมื่อคํานวณต้ังแตเริ่มตนจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด  กับชวงระยะ log phase 
มีคาท่ีใกลเคียงกัน คอื 0.3762 และ 0.3839  สวนอัตราผลผลิตมวลเซลล เมื่อคาํนวณต้ังแตเริม่ตนจน
ไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด  มีคาตํ่ากวาชวงระยะ log phase  คือ 0.2161 และ 0.3014  สวนท่ีกลูโคส 
3 % คาผลิตมวลเซลลและอัตราผลผลิตมวลเซลล  เม่ือคํานวณตั้งแตเริ่มตนจนไดน้ําหนักเซลลแหง
สูงสุด  กับชวงระยะ log phase มีคาเทากัน คือ 0.3896 และ 0.2945 
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4.1.2 การเจริญของยีสต H.  polymorpha  ในอาหารสูตรดดัแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอล 
บริสุทธ์ิเปนแหลงคารบอน 

 
ทําการเลี้ยงยีสต H.  polymorpha สายพันธุ SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี

กลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลบริสุทธิเ์ปน 1, 3, 5, 
7 และ 9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ปรับพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 แลวติดตามการเจริญของเชื้อ
ทุกๆ 6 และ 3 ชั่วโมง จนครบ 60 ชั่วโมง  นํามาวัดการเจริญในรูปความขุนของเซลลท่ีความยาว
คลื่น 660 นาโนเมตร  เทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาความขุนกับน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอ
ลิตร) ในภาคผนวก ค  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลท่ีเหลือในน้ําหมัก  เพ่ือนําขอมูลมาเขียน
กราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.7, 4.8 และ 4.9 และคํานวณคาอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงในตารางท่ี  4.2 
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รูปที่ 4.7 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลเีซอรอลบรสิทุธิ์ 1-9 % (น้ําหนกัตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   
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รูปที่ 4.8 ความสมัพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยสีต H. 

polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลบรสิุทธิ์ 1-9 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.9 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของยสีต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูร

ดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน
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ตารางท่ี 4.2 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลบรสิุทธิ์ 1-9 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน

แหลงคารบอน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิูในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซียส 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

กลเีซอรอล 
บริสุทธิ ์
(%, w/v) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

1 8.11 ±0.34 42 0.0399 0.5727 0.5727 0.1512 0.1512 
3 16.02 ±0.22 48 0.0485 0.5419 0.6058 0.2740 0.2860 
5 17.42 ±0.16 48 0.0819 0.5036 0.5744 0.3344 0.4907 
7 18.83 ±0.17  48 0.0849 0.5907 0.6199 0.3661 0.5416 
9 17.50 ±0.20 42 0.0810 0.6218 0.6476 0.3813 0.4663 
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โดยปกติในการเจริญของยีสตในอาหารที่มีแหลงคารบอนแตกตางจากท่ีใชเตรียมกลา
เชื้อ  ยีสตจะมีการปรับตัวเขากับภาวะแวดลอมใหม  และในการทดลอง  กลาเชื้อท่ีเจริญในอาหารท่ี
มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน  จะมีเมแทบอลิซึมกลูโคสผานเขาสูวิถีไกลโคไลซิส และยีสตในกลุม
เมทิลโลโทรฟกสยีสตจะมีการเมแทบอลิซึมน้ําตาลกลูโคสไดดีและคอนขางรวดเร็ว 56  เม่ือนํากลา
เชื้อยีสตมาทําการเลี้ยงในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอน  ยีสตจะมีเมแทบอลิซึมของการ
ใชกลีเซอรอลท่ีแตกตางไป คือ กลีเซอรอลผานเขาสูเซลลดวยวิธีแอคทีฟทรานสปอรต  จะถูก
เปลี่ยนเปน glycerol-3- phosphate โดยเอนไซม glycerol kinase และเปลี่ยนเปน dihydroxyacetone 
phosphate ดวยเอนไซม glycerol-3- phosphate dehydrogenase แลวเขาสูวิถี glycolysis ในขณะท่ี
การเจริญในกลูโคส  จะมีเมแทบอลิซึมเขาสูวิถี glycolysis ไดโดยตรง  ดังนั้นเซลลจึงตองใชเวลาใน
การปรับตัวเขากับภาวะสารอาหารใหม  แตในบางครั้งหากใชปริมาณกลาเชื้อในชวง 3-10 % ของ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  จะชวยลดระยะพักตัว (lag phase) ทําใหใชเวลาในการเจริญสั้น 56 

จากผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % เปนแหลงคารบอน   พบวายีสตสามารถเจริญไดในทุกความ
เขมขนของกลีเซอรอล  และมีแนวโนมการเจริญเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของกลีเซอรอลที่สูงขึ้น  
ต้ังแต 1-7 % คือใหน้ําหนักเซลลแหง 8.11, 16.02, 17.42 และ 18.83 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 42, 48, 48 
และ 48 ชั่วโมง สวนการเจริญท่ีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 9 %  น้ําหนักเซลลแหงท่ีไดมีคาลดลงคือ 17.50 
กรัมตอลิตร    และเม่ือพิจารณาปริมาณกลีเซอรอลที่ยีสตใชเปนแหลงคารบอนเพ่ือการเจริญ  พบวา
ยีสตท่ีเจริญในกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1 % นั้นมีการใชกลีเซอรอลในน้ําหมักไดหมด  ต้ังแตชัว่โมงท่ี 39 
ทําใหขาดแหลงคารบอนในการเจริญ  จึงมีการเจริญท่ีคอนขางต่ํา  สวนการเจริญของยีสตในอาหาร
ท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 3-9 % นั้น  แมวายีสตจะมีแนวโนมการเจรญิทีค่อนขางดี  แตกพ็บวามีการใช
กลีเซอรอลไดในชวง 26.9319 – 30.9990 กรัมตอลิตร  ทําใหมีกลีเซอรอลบางสวนเหลือในน้ําหมัก   

เมื่อคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ซึ่งคํานวณในชวงระยะ log phase ของการเจริญ
ในกลีเซอรอลบริสุทธิ์ท่ีความเขมขนตางๆ  ดังรูปท่ี 4.9 พบวา ท่ีความเขมขนของกลเีซอรอลบรสิทุธิ ์
ต้ังแต 1-7 % อัตราการเจริญจําเพาะของยีสตมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น คือ 0.0399, 0.0485, 0.0819 และ 
0.0849 ตอชั่วโมง ตามลําดับ  และคาอัตราการเจริญจําเพาะมีคาลดลงท่ีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 9 % คือ 
0.0810 ตอชั่วโมง 

เมือ่พิจารณาถึงคาผลผลิตมวลเซลล (Yield) ที่ไดจากความสัมพันธระหวางปริมาณ 
กลเีซอรอลท่ีใช กบัน้ําหนกัเซลลแหงที่ได ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 พบวาการเจริญของยีสต H. 
polymorpha SH4329ในอาหารท่ีมีกลเีซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % มีคาไมแตกตางกันมากนกั  คือ อยู
ในชวง 0.5036-0.6218 ตลอดการหมักจนไดจนไดความเขมขนของเซลลสูงสดุ  และ 0.5727-0.6476 
ในระยะ log phase และเม่ือพิจารณาถึงคาอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) พบวา ที่ความ
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เขมขนของกลีเซอรอลบริสุทธิ ์ ตั้งแต 1-7 % ยีสตจะมีอัตราผลผลติมวลเซลลในแนวโนมท่ีเพ่ิมขึ้น 
สวนการเจริญท่ีกลเีซอรอลบริสุทธิ ์9 % อัตราผลผลิตมวลเซลลจะมีคาลดลง  เชนเดียวกับอัตราการ
เจริญจําเพาะ 

 ซึง่ขอมลูท่ีไดจากการทดลองการเจริญของยสีต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลบริสุทธิ์ 1-9 % เปนแหลงคารบอน  จะเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญใน
การทดลองเลีย้งยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดดัแปลงท่ีมีกลแีซอรอลดิบ  ซึ่งเปน
ผลผลติพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล เปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ 
 
4.2 วิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดบิ  ศึกษาวิธกีารเตรียมสูตรอาหารและปริมาณท่ีเหมาะสม
ของกลเีซอรอลดบิท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซลเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิตเซลล
ยีสต H.  polymorpha  
  

4.2.1 วิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดบิที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
 

โดยท่ัวไปกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล    จะมีสิ่งเจือปน เชน 
ตัวเรงปฏิกิริยา (กรดหรือดาง) แอลกอฮอล ไขมัน กรดไขมันอิสระ  ความชื้น  สบู และสิ่งเจือปน
อื่นๆ  ท่ีมาจากกระบวนการผลิตคอนขางสูง  จึงไดทําการวิเคราะหองคประกอบในกลีเซอรอลดิบ
เพ่ือทราบถึงองคประกอบหลักและปริมาณ  กอนท่ีจะนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงยีสต 
H.  polymorpha  ดังนี้ 

 
4.2.1.1 วิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  น้าํมัน  ความช้ืน  ชนดิและปริมาณกรดไขมัน 

 
กลเีซอรอลดิบท่ีนํามาใชในการทดลอง  เปนผลผลติพลอยไดจากโรงงานผลิต 

ไบโอดีเซลขนาดเล็ก  โดยลักษณะทางกายภาพพบวา  จับตัวเปนกอน  สีน้ําตาลเขมอมเหลือง  มีไข
สบูและน้ํามันเจือปนมา  เม่ือสังเกตุดวยตาเปลา และมีกลิ่นของแอลกอฮอลเล็กนอย  ดงัแสดงในรูป 
4.10 
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รูปท่ี 4.10  กลีเซอรอลดิบท่ีใชในการทดลอง 
 

เม่ือทําการวิเคราะหปริมาณเนื้อกลีเซอรอล  น้ํามัน ความชื้น ในกลีเซอรอลดบิตาม
วิธีในขอ 3.3.4.1  พบวา  มีปริมาณเนื้อกลีเซอรอลอยู 54.72  ±1.13 %  ปริมาณน้ํามัน 7.05 ±1.02 % 
ความชื้น 16.09  ± 1.19 %  และอื่นๆ 22.16 %  ดังแสดงคาในตาราง 4.3 

 
ตารางท่ี 4.3  ปริมาณกลเีซอรอล  น้ํามัน ความชื้น (% โดยน้ําหนักเปยก) ทีเ่ปนองคประกอบใน 
กลเีซอรอลดิบ 
 

   
จากนั้นไดทําการวิเคราะหชนิดของกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบในน้ํามันท่ีสกัด

ไดจากกลีเซอรอลดิบ  โดยใชวิธีการเปลี่ยนใหอยูในรูปเมทิลเอสเทอร  และทําการวิเคราะหโดย
เครื่อง GC (Gas  Chromatography) ตามวิธีในขอ 3.3.4.1.4  และภาวะท่ีใชดังแสดงในภาคผนวก ง 
รูปท่ี ง.5 ซึ่งผลการวิเคราะหพบวา  มีชนิดของกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบหลักอยู 3 ชนิด คือ 
กรดไขมันปาลมิติก 41.88 %  กรดไขมันโอเลอิก 40.84 %  และกรดไขมันสเตียริก 4.82 %  ดัง
แสดงผลในรูปท่ี 4.11 และตารางท่ี 4.4 

องคประกอบ เปอรเซน็ต (%) วิธีวิเคราะห 
กลเีซอรอล (glycerol) 54.72  ±1.13 HPLC 
น้ํามัน (Oil) 7.05   ± 1.02 (AOAC1990) 
ความชื้น (Moisture) 16.09  ± 1.19 (AOAC1990) 
อื่น ๆ (Others) 22.16  - 
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รูปที่ 4.11  โครมาโตแกรมของกรดไขมัน ท่ีเปนองคประกอบในน้ํามันท่ีสกดัไดจากกลีเซอรอลดิบ
ท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง GC (Gas  Chromatography) 
 
ตารางที่ 4.4  ชนิดและปริมาณของกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบในน้ํามันทีส่กดัจากกลเีซอรอลดิบ 
 

 
 
 
 

 
และเมื่อทําการเปรียบเทียบชนิดและปริมาณ (%) กรดไขมันท่ีเปนองคประกอบใน

น้ํามันท่ีสกัดไดจากกลีเซอรอลดิบ  กับท่ีมีในน้ํามันชนิดตางๆพบวา  ชนิดและปริมาณของกรด
ไขมันท่ีทําการวิเคราะหมีคาท่ีใกลเคียงกับชนิดและปริมาณของกรดไขมนัท่ีมีอยูในน้ํามนัปาลมมาก
ท่ีสุด  ดังแสดงการเปรียบเทียบในตารางที่ 4.5 

 
 
 
 
 
 
 

ชนดิกรดไขมัน เปอรเซน็ต 
ปาลมิติก (Palmitic, 16:0)   41.88 
สเตียริก (Stearic, 18:0)   4.82 
โอเลอกิ (Oleic, 18:1)   40.84 

C16:0 

C18:0 

C18:1 
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ตารางท่ี 4.5  เปรียบเทียบชนิดและปริมาณ (%) กรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันท่ีสกัดไดจาก
กลเีซอรอลดิบ  กับน้ํามันชนิดตางๆ 
 

a  ท่ีมา  Codex Standard for Named Vegetable Oils  Codex-Stan 210  
 

4.2.1.2 วิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุในกลเีซอรอลดบิ 
 
ไดทําการวิเคราะหชนิดและปริมาณแรธาตุในกลีเซอรอลดิบ  โดยทําการวิเคราะห

ปริมาณคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจนดวยเครื่อง NA (CHNS/O Analyzer) จากการวิเคราะห
พบวามีปริมาณธาตุคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจน เปน 44.13, 9.03 และ 1.34 % ตามลําดับ  
ดังแสดงโครมาโตแกรมในรูปท่ี 4.12 และตารางท่ี 4.6  โดยคารบอน และไฮโดรเจนเปนธาตุ
พ้ืนฐานท่ีเปนองคประกอบของสารอินทรีย  โดยมาจากกลีเซอรอล (C3H5(OH)3) และน้ํามัน  สวน
ธาตุไนโตรเจนท่ีวิเคราะหไดในกลีเซอรอลดิบนั้น  อาจจะมาจากน้ํามันปาลมท่ีนํามาใชในการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตไบโอดีเซล  ซึ่งการสกัดน้ํามันปาลมในอุตสาหกรรมโดย
สวนใหญนั้น  จะนําทะลายปาลมน้ํามันท่ีสุกไดท่ีแลว ผานกระบวนการใหความรอน เพ่ือหยุด
ขบวนการเมแทบอลิซึม โดยมากใชการผานการอบไอน้ําแบบมีความดัน  แลวนํามาผานการบีบเอา
น้ํามันจากเปลือกนอก  ซึ่งขั้นตอนนี้อาจมีสวนของโปรตีน (มีไนโตรเจนเปนองคประกอบ) ท่ีเปน
องคประกอบของผลปาลมปนมาดวย  น้ํามันท่ีไดผานการกรอง แยกน้ําออกดวยเครื่องเหว่ียงหนี
ศูนยกลางแบบตอเนื่อง จะไดน้ํามันดิบและนําไปกลั่นใสตอไป 94 

เปอรเซน็ตกรดไขมนั 
น้ํามัน ปาลมิตกิ 

(Palmitic, C16:0) 
โอเลอกิ 

(Oleic, C18:1) 
สเตียรกิ 

(Stearic, C18:0) 
น้ํามันจากกลเีซอรอลดิบ 41.88 40.84 4.82 
น้ํามันปาลม a 39.3-47.5 36.0-44.0 3.5-6.0 
น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน a 5.0-7.6 14-39.4 2.7-6.5 
น้ํามันถั่วเหลอืง  a 8.0-13.50 17.0-30.0 2.0-5.4 
น้ํามันมะพราว  a 7.5-10.2 5.0-10.0 2.0-4.0 
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รูปที่ 4.12  โครมาโตแกรม แสดงปริมาณธาตุคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจนทีเ่ปน
องคประกอบในกลเีซอรอลดิบ วิเคราะหดวยเคร่ือง NA (CHNS/O Analyzer) 
 

 ดวยขอจํากัดของเครื่อง NA (CHNS/O Analyzer) ท่ีไมสามารถวิเคราะหธาตุ
ออกซิเจนได วิเคราะหไดเพียงคารบอน  ไฮโดรเจน  และไนโตรเจน  เทานั้น  จึงไดทําการวิเคราะห
ชนิดและปริมาณของธาตุอื่นๆในกลีเซอรอลดิบ  ดวยเคร่ือง XRF(X-Rayfluorescence)  ซึ่งเปน
เครื่องท่ีสามารถวิเคราะหธาตุตางๆท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลมากกวาโซเดียมขึ้นไป  ท่ีเปนองคประกอบ
อยูในตัวอยางได  ผลการวิเคราะหพบวาพบธาตุตางๆท่ีเปนองคประกอบในกลีเซอรอลดิบท่ี
วิเคราะหไดดวยเครื่อง XRF คือ คลอไรด (Cl)  โพแทสเซียม (K)  แคลเซียม (Ca)  เหล็ก (Fe)  
ทองแดง (Cu)  และสังกะสี (Zn)  ในปริมาณ  39, 37, 15, 12, 8 และ 4 ppm (parts per million) 
ตามลําดับ  ดังแสดงโครมาโตแกรมในรูปท่ี  4.13 และตารางท่ี 4.6 

Carbon 

Nitrogen Hydrogen 
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รูปที่ 4.13  โครมาโตแกรม แสดงธาตคุลอไรด (Cl)  โพแทสเซียม (K) และ แคลเซียม (Ca) (ก) 
แสดงธาตุเหลก็ (Fe)  ทองแดง (Cu) และ สังกะสี (Zn) (ข) ท่ีเปนองคประกอบในกลเีซอรอลดิบ  
วิเคราะหดวยเครือ่ง XRF (X-Rayfluorescence) 
 

Cl K Ca 

Fe Cu Zn 

(ก) 

(ข) 
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และเนื่องจากในการผลิตไบโอดีเซลโดยสวนใหญนั้น  จะใชปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่น  ซึ่งมักมีดางโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา  จึงไดวิเคราะหปริมาณโซเดียม
ในกลีเซอรอลดิบ  โดยทําการวิเคราะหปริมาณโซเดียมดวยเครื่อง ICP (Inductively Couple Plasma)  
ซึ่งเปนเคร่ืองที่ใชวิเคราะหปริมาณธาตุหรือโลหะในสารตัวอยาง เชน โซเดียม (Na)  อะลูมิเนียม 
(Al)  ไอโอดีน (I) เปนตน  โดยสามารถวิเคราะหตั้งแตระดับ %  จนถึง ppt (parts per trillion)   ผล
การวิเคราะหโซเดียมพบวามีปริมาณธาตุโซเดียมที่คอนขางสูง คือ 1.60 %  ดังแสดงในตารางท่ี 4.6
ซึ่งธาตุโซเดียมท่ีพบอาจมาจากตัวเรงปฏิกิริยาปนเปอนมาในกลีเซอรอลดิบ  ในขั้นตอนการ
เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตไบโอดีเซล ดังแสดงในตารางท่ี 4.6 

 
ตารางท่ี 4.6  ชนิดและปริมาณธาตุท่ีวิเคราะหไดในกลเีซอรอลดิบ 
 

ธาตุที่วิเคราะห  ปริมาณ หนวย 
คารบอน (Carbon) 44.13 % 
ไฮโดรเจน (Hydrogen) 9.03 % 
ไนโตรเจน (Nitrogen) 1.34 % 
คลอไรด (Cl)   39 ppm 
โพแทสเซียม (K)   37 ppm 
แคลเซียม (Ca)   15 ppm 
เหล็ก (Fe)   12 ppm 
ทองแดง (Cu)   8 ppm 
สังกะสี (Zn) 4 ppm 
โซเดียม (Na)   1.60 % 

 
 

4.2.1.5 วิเคราะหปริมาณเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ 
   

จากที่ไดกลาวมาถึงลักษณะทางกายภาพในเรื่องสีของกลีเซอรอลดิบท่ีใชในการ
ทดลองวามีสีน้ําตาลเขมอมเหลือง  ซึ่งสีท่ีปรากฏอาจจะมาจากน้ํามันหรือวัตถุดิบท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยา  รวมถึงกระบวนการท่ีใชในการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลดวย  และจากผลการวิเคราะหขอมูล
ของชนิดและปริมาณกรดไขมันในน้ํามันที่สกัดไดจากกลีเซอรอลดบิพบวาใกลเคยีงกบัน้าํมันปาลม
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มากท่ีสุด  ซึ่งสอดคลองกับการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทยท่ีนิยมใชน้ํามันปาลม  และน้ํามัน
ปาลมโดยท่ัวไปท่ียังไมผานกระบวนการสกัดหรือฟอกสี  จะมีสีเหลืองเขมเนื่องมาจากสารสีของ
รงควัตถุเบตาแคโรทีน (Beta-Carotene) ซึ่งเปนสารที่มีประโยชนตอท้ังคนและสัตว   จึงวิเคราะห
ปริมาณสารเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ  ดวยวิธี T-CM-011  Based  on  Food  Chemistry 
(2003) จากผลการวิเคราะหพบวา  มีปริมาณสารเบตาแคโรทีนท่ีต่าํกวาคาตํ่าสุดท่ีจะวิเคราะหได คอื 
ตํ่ากวา 3 µg/100 g ของกลีเซอรอลดิบ  ดังแสดงในตารางท่ี 4.7 

 
ตารางท่ี 4.7  ปริมาณของสารเบตาแคโรทีนในกลีเซอรอลดิบ 
 
สารท่ีวิเคราะห ผลการวิเคราะห วิธีการวิเคราะห 
β- carotene 
(Vitamin A) 

< 3.00 µg/100 g T-CM-011  Based  on  Food  
Chemistry (2003) 

 
ซึ่งสาเหตุที่พบปริมาณสารเบตาแคโรทีนท่ีตํ่ากวาคาตํ่าสุดที่จะวิเคราะหได  อาจ

เนื่องมาจากกระบวนการผลิตน้ํามันปลม  ซึ่งขั้นตอนและกระบวนการท่ีใชโดยสวนใหญนิยมใช
วิธีการใชความรอนชวยในการสกัดน้ํามันปาลม  จึงทําใหสารเบตาแคโรทีนเกิดการสลายตัว 94 

ดังนั้นปริมาณของสารเบตาแคโรทีนท่ีพบในน้ํามันปาลมจึงมีปริมาณท่ีคอนขางต่ําหรือไมมีเลย  ใน
ปริมาณที่ตํ่ามาก    

 
4.2.2 ศึกษาวิธีการเตรียมสูตรอาหารดัดแปลง YPG โดยใชกลีเซอรอลดิบจากกระบวนการ

ผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน 
  

นํากลีเซอรอลดิบซึ่งเปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาละลายน้ํา
ตามความเขมขนท่ีตองการ  ในการละลายกลีเซอรอลดิบในน้ํานั้นคอนขางทําไดยาก  จึงตองใช
ความรอนชวยในการละลายท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  จากนั้นคนใหเปนเนื้อเดียวกนั  และนาํไป
ทําการแยกตะกอนออก  โดยนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จะได
สารละลายกลีเซอรอลท่ีมีลักษณะสีน้ําตาล  คอนขางใส  ดังรูปท่ี  4.14 (ซาย) เติมสารอาหารอื่นๆ 
สําหรับการเจริญของยีสต  ลงไปละลายใหเขากัน  และนําไปปรับคาพีเอชตามท่ีตองการ  เนื่องจาก
สารละลายกลีเซอรอลนั้นมีพีเอชในชวง 8.5-9.5 ซึ่งพบวา  เม่ือทําการปรับคาพีเอชเปน 6.0  จะได
สารละลายกลีเซอรอลท่ีมีลักษณะขุน  สีเหลืองครีม  ดังรูปท่ี  4.14 (ขวา) จากนั้นนําไปผานการฆา
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เชื้อภายใตสภาวะมาตรฐาน (นึ่งฆาเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส) จะไดอาหารสูตรดัดแปลง YPG ดังรูปท่ี 4.15 
              

 
 

รูปท่ี 4.14  กลีเซอรอลดิบ 5 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) ละลายในน้ํา 
กอนปรับพีเอช และหลังปรับพีเอชเปน 6.0  

 

 
 

รูปท่ี 4.15  อาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 5 % เปนแหลงคารบอน 
 

4.2.3 ศึกษาปริมาณทีเ่หมาะสมของกลีเซอรอลท่ีไดจากกระบวนการผลิตไบโอดเีซลเพ่ือใช
เปนแหลงคารบอนตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha   
 

ทําการเลี้ยงยีสต H.  polymorpha สายพันธุ SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG  ท่ีมี
การผันแปรปริมาณกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-10 % สารสกัดจากยีสต 1 % และเพปโทน 2 % (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) ปรับคาพีเอชในอาหารเปน 6.0  ทําการเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ความเร็ว
รอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญในรูปน้ําหนักเซลลแหง  
และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันที่เหลือในน้ําหมักเพ่ือนาํขอมูลทีไ่ดมาเขยีน

กอน หลัง 
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กราฟความสัมพันธกับเวลา ดังรูปท่ี 4.16-4.20 จากนั้นคํานวณคาผลผลิตมวลชีวภาพ (Biomass 
Yield)  และอัตราการผลิตมวลชีวภาพตอเวลาท่ีใชในการหมัก (productivity) ดังแสดงในตารางท่ี 
4.8 
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รูปที่ 4.16 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง  กับเวลา  ในการเลีย้งยสีต  

H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5  %  
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 %  (ข) (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   

 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.17  ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา  ในการเลีย้งยีสต  

H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5  % 
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 % (ข) (น้าํหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   

 
 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.18 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กับเวลา  ในการเลี้ยงยีสต  

H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5 % 
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 % (ข) (น้าํหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน   

 
 
 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.19 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กับเวลา  ในการเลี้ยงยีสต  
H.  polymorpha SH4329 ในสูตรอาหารดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-5 % 
(ก) และท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6-10 %  (ข) (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 

 
 
 

(ก) 

(ข) 
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รูปที่ 4.20 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของยสีต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูร

ดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 1-10 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน 
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ตารางท่ี 4.8 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YPG กลเีซอรอลดิบ 1-10 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมูิในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
กลเีซอรอล 
ดิบ (%) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

1 4.94 ±0.12 63 0.0247 0.8326 0.8326 0.0603 0.0603 
2 8.15 ±0.09 72 0.0355 0.7469 0.8256 0.1122 0.1161 
3 9.48 ±0.13 69 0.0389 0.6974 0.7743 0.1320 0.1518 
4 11.42 ±0.03 69 0.0376 0.6145 0.6145 0.1584 0.1542 
5 13.96 ±0.06 69 0.0394 0.5983 0.6032 0.1833 0.1864 
6 15.63 ± 0.12 66 0.0412 0.6930 0.7017 0.2232 0.2321 
7 15.37 ±0.13 69 0.0480 0.5669 0.6116 0.1974 0.2054 
8 12.64 ±0.20 66 0.0466 0.6972 0.7014 0.1847 0.1912 
9 7.95± 0.12 66 0.0305 0.5306 0.5794 0.1015 0.1024 

10 7.24 ±0.04 72 0.0352 0.5896 0.5713 0.1118 0.1109 
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จากการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 1-10 % เปนแหลงคารบอนพบวายีสต ใหน้ําหนักเซลลแหงตอลิตรเพ่ิมขึ้น
เม่ือเลี้ยงในอาหารที่เพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-6 % โดยวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 4.94, 8.15, 9.48, 11.42, 13.96 และ 15.63 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 63, 72, 69, 69, 69 และ 66 
ชั่วโมง  และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 7-10 % พบวายีสตมีการเจริญท่ีลดลง  
โดยวัดเปนน้ําหนักแหงท่ีไดเทากับ 15.37, 12.64, 7.95 และ 7.24 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 69, 66, 66 
และ 72 ชั่วโมง   
 
ตารางท่ี 4.9   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 1-10 % (น้ําหนักตอปรมิาตร) 
เปนแหลงคารบอน พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ
ในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลติร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

กลเีซอรอล 
ดิบ (%) 

พีเอช  
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป 
1 5.89-6.04 5.7391 5.7391 4.2509 2.2210 2.8667 1.1667 
2 5.92-6.13 11.1617 10.3920 4.3469 2.2314 3.6467 1.2600 
3 5.94-6.11 15.4780 13.2452 4.2748 2.3882 3.7266 1.3667 
4 5.97-6.13 21.6323 17.8375 4.2987 2.5792 5.0434 1.1234 
5 5.98-6.14 26.7111 22.6914 4.3226 2.6270 5.3226 1.0800 
6 5.94-6.10 33.3022 20.5130 4.2748 2.6986 5.8830 1.1664 
7 5.92-6.16 38.3088 24.2663 4.2855 2.7225 6.4368 1.2634 
8 5.95-6.10 43.8076 17.7271 4.3469 2.5793 6.6577 1.0034 
9 5.96-6.11 48.4133 12.3610 4.2088 2.4121 7.1100 1.0010 

10 5.97-6.14 55.1834 43.1013 4.2500 2.3404 7.4989 0.8367 
 
เมื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมักพบวา  ยีสตท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง 

YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-10 % นั้น  มีการใชไนโตรเจนในปริมาณท่ี
ใกลเคียงกัน  คือ 2.2210-2.7225 กรัมไนโตรเจนตอลิตร จากปริมาณเร่ิมตน 4.2509-4.3469 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร โดยไนโตรเจนในน้ําหมักมาจากสารสกัดจากยีสต (yeast extact) และเพปโทน 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


                                                                                                                                                                
                                                                                                                         

 

 

80 

(peptone) ท่ีเปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ  สวนผลการวิเคราะหปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก
พบวา  ยีสตท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 1-10 % 
นั้น  มีการใชน้ํามันในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน คือ  0.8367- 1.3367 กรัมตอลิตร  จากปริมาณเริ่มตน 
2.86674 -7.4989 กรัมตอลิตร  ซึ่งปริมาณน้ํามันเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อจะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณของ
กลีเซอรอลดิบท่ีสูงขึ้น 

เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ซึ่งคํานวณในระยะ log phase ของการเจริญ  ดัง
รูปที่ 4.20 พบวาอัตราการเจริญจําเพาะมีแนวโนมเพ่ิมขึ้น  ในการเลีย้งท่ีความเขมขนของกลเีซอรอล
ดิบ 1-6 % คือ 0.0247, 0.0355, 0.0389, 0.0376, 0.0394 และ 0.0412  ตอชั่วโมง สวนการเจริญท่ี
ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 7-10 % พบวาอัตราการเจริญจําเพาะมีแนวโนมลดลง คือ 0.0480, 
0.0466, 0.0305 และ 0.0352 ตอชั่วโมง ตามลําดับ  

เมื่อพิจารณาถึงคาผลผลิตมวลเซลล (Biomass Yield)  พบวาการเจริญของยีสต H.  
polymorpha SH4329 ท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 1 % มีคาผลผลิตมวลเซลลสูงสดุ คอื 0.8326 
และเมื่อเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 2-5 %  คาผลผลิตมวลเซลลมีแนวโนมลดลง คือ 
0.8256, 0.7743, 0.6145 และ 0.6032 ตามลําดับ  จากนั้นเม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบอยู
ในชวง 6-10 %  คาผลผลิตมวลเซลลมีทั้งคาท่ีเพ่ิมขึ้นและลดลง คือ 0.7017, 0.6116, 0.7014, 0.5794 
และ 0.5713 ดังแสดงในตารางท่ี 4.8 

เมื่อพิจารณาอัตราการผลิตมวลชีวภาพตอกระบวนการหมัก (productivity) พบวาการ
เจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ที่ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 1-6 % มีคาเพ่ิมขึ้น
ตามลําดับคือ  0.0603, 0.1161, 0.1518, 0.1584, 0.1864, 0.2232  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  สวนการ
เจริญท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบต้ังแต 7-10 % อัตราการผลิตมวลชวีภาพตอกระบวนการหมัก
ของยีสตมีแนวโนมลดลง คือ 0.2054, 0.1912, 0.1024 และ 0.1118 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ดังแสดง
ในตารางท่ี 4.8 

และเม่ือพิจารณาถึงปริมาณธาตุตางๆท่ีวิเคราะหในกลีเซอรอลดิบ  จากขอ 4.2.1.2 ธาตุ
สวนใหญที่วิเคราะหไดจะเปน คารบอน ไฮโดรเจน และไนโตรเจน (44.13, 9.03 และ 1.34 %) ซึ่ง
ธาตุเหลานี้เปนธาตุที่เปนองคประกอบท่ีสําคัญของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดรวมถึงจุลินทรีย  สวนธาตุคลอ
ไรด โพแทสเซียม แคลเซียม ท่ีพบในระดับ ppm (39, 37, 15 ppm) ก็เปนธาตุท่ีสําคัญตอการเจริญ
ของเซลลเชนเดียวกัน โดยทาํหนาท่ีเปนโคแฟกเตอรสําหรับเอนไซมหลายชนิดท่ีเกี่ยวกบั oxidative 
phosphorylation การสังเคราะหโปรตีน และเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต เปนตน 62, 63  และ
นอกจากนี้ในกลีเซอรอลดิบยังประกอบดวย เหล็ก ทองแดง สังกะสี  ท่ีพบในระดับ ppm (12, 8 และ 
4 ppm) ซึ่งเปนความเขมขนท่ีไมเปนพิษกับเซลล  โดยธาตุตางๆเหลานี้จะเกี่ยวของกับขั้นตอน 
Transcription และ posttranslation ของการเจริญและการเพ่ิมจํานวนเซลล 95  แตเม่ือพิจารณาถึง
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ปริมาณโซเดียมในกลีเซอรอลดิบ  คือ 1.60 % ซึ่งมีปริมาณคอนขางสูงเม่ือเทียบกับธาตุคลอไรด 
โพแทสเซียม แคลเซียม เหล็ก ทองแดง สังกะสี  ซึ่งอาจสงผลตอการเจริญของเซลลยีสตทั่วไปได  
แตเนื่องจากยีสตท่ีใชในการทดลองเปนยีสต H.  polymorpha ท่ีอยูในกลุมเมทิลโลโทรฟกสยีสตท่ีมี
ความสามารถในการทนเกลือความเขมขน 1 M (5.8 %, w/v) ได 92  ดังนั้นเมื่อนํากลีเซอรอลดิบมา
ละลายน้ําในชวง 1-10 % จะมีปริมาณโซเดียมในน้ําหมัก 0.16 -1.60 กรัมตอลิตร  ซึ่งเปนชวงความ
เขมขนท่ียีสตชนิดนีส้ามารถเจริญได 

และในการพิจารณาเลือกความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเพ่ือใชในการทดลองการผัน
แปรแหลงไนโตรเจนและอื่นๆ  จะเห็นวา ความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 6 %  จึงนาจะเหมาะสม
ท่ีสุด  เนื่องจากใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดคือ 15.63 กรัมตอลิตร ถึงแมวาจะใหคาผลผลติมวลเซลล 
0.6930  ซึ่งตํ่ากวาท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 1-2 % แตเม่ือพิจารณาคาอัตราการเจริญจําเพาะ และ
อัตราผลผลิตมวลเซลลพบวา ใหคาท่ีสูงกวาท่ีความเขมขนอื่นๆของกลีเซอรอลดิบ และ  นอกจากนี ้ 
เม่ือสิ้นสุดการเลี้ยงที่เวลา 84 ชั่วโมง  ท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 6 %  พบวามีปริมาณกลเีซอรอล
บางสวนเหลือในน้ําหมัก (ประมาณ 9.44 กรัมตอลิตร)  ซึ่งนาจะเพียงพอในการใชเปนแหลง
คารบอนในการทดลองเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญของเซลลยีสตตอไป 
 
4.3  ศึกษาชนิด ปริมาณของแหลงไนโตรเจน พีเอชเริ่มตน ความเร็วรอบในการเขยา และอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต H.  polymorpha  
 

4.3.1 ศึกษาชนิด ปริมาณของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  
H.  polymorpha  
 

จากผลการทดลองการเจริญของยีสต H.  polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG ท่ีมีความเขมขนของกลีเซอรอลท่ีเหมาะสมจากการทดลองในหัวขอ 4.2.3 คือ 6 % เปนแหลง
คารบอน  และแหลงไนโตรเจนท่ีประกอบดวยสารสกัดจากยีสต  1 % เพปโทน 2 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) จากนั้นผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน ไดแก ยูเ รีย (Urea) แอมโมเนียมคลอไรด 
(Ammonium chloride) แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate) 
และแอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulphate)  แทนการใชเพปโทน 2 % ที่เปนองคประกอบเดิม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ     โดยปรับความเขมขนของแหลงไนโตรเจนท้ัง  4 แหลง  ใหมีปริมาณของ
ไนโตรเจนเทากับปริมาณไนโตรเจนในเพปโทน (กรัมไนโตรเจนตอลิตร)  โดยที่ยังคงเติมสารสกัด
จากยีสต 1 % ในอาหารเชนเดิม  คาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 จากนั้นเลี้ยงบนเคร่ืองเขยาแบบ
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หมุน  ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  ใหผลการทดลองดังภาพท่ี 4.21-
4.24 และตารางท่ี 4.10-4.11 
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ักเซ
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แห
ง (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

Urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

 
รูปที่ 4.21 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

SH4329  ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 
2 % 
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เวลา (ช่ัวโมง)
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ีเซอ
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กรั
มต

อล
ิตร

)

Urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

รูปที่ 4.22 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลีเซอรอลในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต  
H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน
แทนเพปโทน 2 % 
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urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

 
รูปที่ 4.23 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยสีต  

H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผนัแปรชนดิของแหลงไนโตรเจน
แทนเพปโทน 2 % 
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Urea 0.92% NH4Cl 1.33% (NH4)H2PO4 2.16% (NH4)2SO4 1.60%
 

 
รูปที่ 4.24 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต  

H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผนัแปรชนดิของแหลงไนโตรเจน
แทนเพปโทน 2 %
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ตารางท่ี 4.10 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 6 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง

คารบอน  โดยผนัแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 2 % พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาท ีอณุหภูมิใน
การเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

แหลงไนโตรเจน 
(น้าํหนักตอปรมิาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

Urea 0.92 % 9.24 ±0.18 63 0.0287 0.7252 0.7252 0.1162 0.1162 
NH4Cl 1.33 % 6.57 ±0.26 69 0.0253 0.5017 0.4929 0.0764 0.0789 
(NH4)H2PO4 2.16 % 8.84 ±0.37 66 0.0279 0.6109 0.6109 0.1076 0.1076 
(NH4)2SO4 1.60 % 7.10 ±0.09 60 0.0339 0.5357 0.5357 0.1007 0.1007 

 
 

84 
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ตารางท่ี 4.11   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลีเซอรอลดิบ 6 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจนแทนเพปโทน 2 %  พีเอชเร่ิมตนใน
อาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
กลเีซอรอล  

(กรัมตอลิตร) 
ไนโตรเจน  

(กรัม N/ลิตร) 
น้ํามัน 

(กรัมตอลติร) 
แหลงไนโตรเจน 

(w/v) 
พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

Urea 0.92 % 6.01-6.29 32.9944 11.4439 4.3280 0.4175 5.9374 1.1068 
NH4Cl 1.33 % 6.05-6.22 31.2733 11.0852 4.3274 0.1800 5.7358 0.5234 
(NH4)H2PO4 2.16 % 6.02-6.34 31.7088 12.9398 4.3280 0.1021 5.5477 1.4015 
(NH4)2SO4 1.60 % 6.06-6.27 32.2734 11.2958 4.3280 0.1386 5.8594 1.1515 

 
ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี

ผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน แทนการใชเพปโทน 2 % ในอาหาร  พบวา  เซลลมีการเจริญท่ี
คอนขางต่ํา โดยใหน้ําหนักเซลลแหงในชวง  7.10 - 9.24 กรัมตอลิตร  โดยการใชยูเรียเปนแหลง
ไนโตรเจนแทนเพปโทนใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเม่ือเทียบกับแหลงไนโตรเจนอื่นๆ  และเม่ือ
พิจารณาถึงอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) พบวา มีคาอยูในชวง 0.0253 - 0.0339 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวล
เซลล (yield)  มีคาในชวง 0.4929 - 0.7252 และใหอัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ในชวง 
0.0764 - 0.1162 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง   

และเม่ือพิจารณาถึงปริมาณไนโตรเจนท่ียีสตใชไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวาในอาหารที่
มีแอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมซัลเฟต ยีสตมีการใช
ไนโตรเจนไปเพียงเล็กนอย คือ 0.1021 - 0.1800 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  เม่ือคํานวณเปนเปอรเซน็ต
การใชมีคาในชวงเพียง 2.36 - 4.16 %  สวนในอาหารท่ีมียูเรียเปนแหลงไนโตรเจน  ยีสตมีการใช
ไนโตรเจนไดดีกวาแหลงไนโตรเจน 3 แหลงที่กลาวมา คือ ใชไนโตรเจนไป 0.4175 กรัมไนโตรเจน
ตอลิตร  หรือคิดเปน 9.65 % สวนปริมาณน้ํามันท่ียีสตใชไปในอาหารที่มีการผันแปรแหลง
ไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง พบวา ในอาหารท่ีมียู เรีย แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และ
แอมโมเนียมซัลเฟต ยีสตใชน้ํามันไปในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน คือในชวง 1.1068 - 1.1515 กรัมตอ
ลิตร สวนอาหารท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจน ยีสตมีการใชน้ํามันไปคอนขางนอย 
คือ 0.5234 กรัมตอลิตร 
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เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ที่เจริญในอาหารสูตร
ดัดแปลง YPG ท่ีมีเพปโทนเปนแหลงไนโตรเจน  กับอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีการผันแปร
ชนิดของแหลงไนโตรเจนตางแทนเพปโทน  จะเห็นวาเซลลมีการเจริญท่ีคอนขางต่ํา คือ 7.10 - 9.24 
กรัมตอลิตร ในขณะท่ีอาหารท่ีมีเพปโทน ใหน้ําหนักเซลลแหง 15.63 กรัมตอลิตร  ซึ่งการที่ยีสต H. 
polymorpha SH4329 เจริญไดคอนขางตํ่า  อาจเนื่องมาจากความเขมขนของแหลงไนโตรเจนท้ัง 4 
แหลงนั้นสูงเกิน  ไมเหมาะสมตอการเจริญ  จึงทําใหไนโตรเจนสวนใหญเหลือในน้ําหมัก (90.35 - 
97.64  %)  ในขณะท่ีการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต 1 % 
และเพปโทน 2 % มีไนโตรเจนเหลือเหลือในน้ําหมัก 36-48 %  

จึงได ทําการทดลองลดปริมาณของแหลงไนโตรเจนท้ัง  4 แหลง  ไดแก  ยู เ รีย 
แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมซัลเฟต  แทนเพปโทน  
และปรับความเขมขนของไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง ใหมีปริมาณของไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของ
ไนโตรเจนในเพปโทน 2 % เพ่ือดูแนวโนมในการเจริญของเซลลยีสต โดยยังคงเติมสารสกัดจาก
ยีสต 1 % ในอาหารเชนเดิม  ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  
ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ใหผลการทดลองดังภาพท่ี 4.25-4.28 
และตารางที่ 4.12-4.13 
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Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.25 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมี
ปริมาณไนโตรเจนเปนคร่ึงหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 % 
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Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.26 ความสัมพันธระหวางกลี เซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับ
ใหมปีริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 % 
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Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.27 ความสัมพันธระหวางไนโตรเจนในน้ํ าหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับ
ใหมปีริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 % 
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เวลา (ช่ัวโมง)

น้ํา
มัน

 (ก
รัม

ตอ
ลิต

ร)

Urea 0.46% NH4Cl 0.66% (NH4)H2PO4 1.08% (NH4)2SO4 0.79%
 

 
รูปที่ 4.28 ความสมัพันธระหวางน้ํามันในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลีย้งยีสต H. polymorpha 

SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ที่มีกลเีซอรอลดบิ 6.0 % (น้าํหนกัตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนท่ีปรับใหมี
ปริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 %
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ตารางท่ี 4.12 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรท่ีปรับใหมีปริมาณไนโตรเจนเปนครึ่งหนึ่งของไนโตรเจนในเพปโทน 2 %  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 
ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

แหลงไนโตรเจน 
(น้าํหนักตอปรมิาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

Urea 0.46 % 11.28  ±0.08 66 0.0336 0.6132 0.6333 0.1525 0.1539 
NH4Cl 0.66 % 9.21  ±0.06 72 0.0329 0.5691 0.6605 0.1212 0.1273 
(NH4)H2PO4 1.08 % 10.46  ±0.13 69 0.0309 0.5444 0.5444 0.1324 0.1324 
(NH4)2SO4  0.80 % 10.73  ±0.12 69 0.0340 0.5803 0.5840 0.1450 0.1441 
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ตารางท่ี 4.13   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันชนิดของแหลงไนโตรเจนทีป่รับใหมีปริมาณไนโตรเจนเปนคร่ึงหนึ่ง
ของไนโตรเจนในเพปโทน 2 %  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอ
นาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช  
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

Urea 0.46 % 5.99-6.15 32.5963 16.5735 2.7599 0.5597 5.8971 1.2460 
NH4Cl 0.66 % 6.03-6.22 32.7074 16.2004 2.7599 0.2785 5.5482 0.5300 
(NH4)H2PO4 1.08 % 6.01-6.21 33.1532 16.8536 2.7599 0.2119 5.9821 1.4646 
(NH4)2SO4 0.80 % 6.06-6.24 32.0016 17.5416 2.7599 0.2029 5.7253 1.1645 
 
 

ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
ผันแปรชนิดของแหลงไนโตรเจน พบวาเม่ือลดปริมาณไนโตรเจนในแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ 
ท้ัง 4 แหลงพบวา ยีสตมีการเจริญท่ีดีขึน้  โดยในอาหารท่ีลดความเขมขนยูเรีย  ใหน้ําหนักเซลลแหง
จาก 9.24 เปน 11.28 กรัมตอลิตร  ในอาหารท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรด  ใหน้ําหนักเซลลแหงจาก 6.57 
เปน 9.21 กรัมตอลิตร  ในอาหารท่ีมีแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ใหน้ําหนักเซลลแหงจาก 
8.84 เปน 10.46 กรัมตอลิตร และในอาหารท่ีมีแอมโมเนียมซัลเฟต  ใหน้ําหนักเซลลแหงจาก 7.10 
เปน10.73 กรัมตอลิตร  

และเม่ือพิจารณาถึงอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) พบวาเม่ือลดปริมาณไนโตรเจนในแหลง
ไนโตรเจนชนิดตางๆ ทั้ง 4 แหลง  ทําใหอัตราการเจริญจําเพาะสูงขึ้น  โดยใหคาอัตราการเจริญ
จําเพาะเพ่ิมจาก 0.0253-0.0339 เปน 0.0309-0.0340  ตอชั่วโมง สวนผลผลิตมวลเซลล(yield) และ
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity)  ก็มีแนวโนมเพ่ิมขึ้นเชนเดียวกัน คือ ผลผลิตมวลเซลลเพิ่ม
จาก 0.4929-0.7252 เปน 0.5444-0.6605  และอัตราผลผลิตมวลเซลลเพ่ิมจาก 0.0764-0.1162 เปน 
0.1212-0.1539 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

เมื่อพิจารณาปริมาณไนโตรเจนท่ียีสตใชไปในน้ําหมักนั้น  พบวาเ ม่ือลดปริมาณ
ไนโตรเจนในแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ทั้ง 4 แหลง  ยีสตมีการใชปริมาณไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น โดย

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


                                                                                                                                                                
                                                                                                                         

 

 

91 

ยูเรีย 0.46 % ยีสตใชไนโตรเจน 0.5597 กรัมไนโตรเจนตอลิตร (จากเดิมใชไป 0.4175 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร) แอมโมเนียมคลอไรด 0.66 % ยีสตใชไนโตรเจน 0.2785 กรัมไนโตรเจนตอลติร 
(จากเดิมใชไป 0.1800 กรัมไนโตรเจนตอลิตร) แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ยีสตใช
ไนโตรเจน 0.2119 กรัมไนโตรเจนตอลิตร (จากเดิมใชไป 0.1021 กรัมไนโตรเจนตอลิตร) 
แอมโมเนียมซัลเฟต ใชไนโตรเจน 0.2029 กรัมไนโตรเจนตอลิตร (จากเดิมใชไป 0.1386 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร)  สวนปริมาณน้ํามันท่ียีสตใชในน้ําหมักนั้น  พบวามีปริมาณการใชไมแตกตาง
จากเดิมมากนัก  โดยมีการใชในชวง 0.5300-1.4646 กรัมตอลิตร 

จะเห็นวาเม่ือลดปริมาณไนโตรเจนในแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ทั้ง 4 แหลง  ยีสตมี
การเจริญไดดีขึ้นเม่ือวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง  อีกท้ังยังใหคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลติมวล
เซลล (yield) อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) สูงขึ้น  อีกท้ังยังมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมัก
ไดสูงขึ้นเชนกัน  จึงทําการทดลองผันแปรความเขมขนของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ท้ัง 4 แหลง 
แทนการใชเพปโทน  โดยผันแปรความเขมขนของยูเรีย ในชวง 0-1.00 %, แอมโมเนียมคลอไรด 
ในชวง 0-1.33 %, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ในชวง 0-2.16 % และ แอมโมเนียมซัลเฟต 
ในชวง 0-1.60 % ปรับคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ดวยความเรว็ 
250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   และใหผลการทดลองดังตารางท่ี 4.14-4.21
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ตารางท่ี 4.14 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของยูเรียในชวง 0.25-1.00 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
แหลง

ไนโตรเจน 
(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

Urea 0.25 % 8.83 ±0.54 69 0.0241 0.7084 0.7742 0.0994 0.1210 
Urea 0.46 % 11.28 ±0.08 66 0.0317 0.6132 0.6333 0.1525 0.1539 
Urea 0.50 % 11.68 ±0.10 69 0.0294 0.6307 0.6477 0.1474 0.1491 
Urea 0.75 % 9.27 ±0.10 63 0.0296 0.6699 0.7192 0.1240 0.1313 
Urea 0.92 % 9.24 ±0.07 63 0.0316 0.7252 0.7252 0.1162 0.1162 
Urea 1.00 % 8.03 ±0.12 69 0.0246 0.7638 0.7630 0.0934 0.0946 
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ตารางท่ี 4.15 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดในชวง 0.20-1.33 %  แทนการใชเพปโทน พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเรว็รอบในการ
เขยา 250 รอบตอนาท ีอุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
แหลง

ไนโตรเจน 
(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

NH4Cl 0.20 % 7.17 ±0.08 69 0.0258 0.4684 0.5023 0.0864 0.0879 
NH4Cl 0.40 % 8.93 ±0.22 69 0.0307 0.5710 0.6014 0.1185 0.1210 
NH4Cl 0.66 % 9.21 ±0.15 72 0.0298 0.5691 0.6605 0.1212 0.1273 
NH4Cl 0.80 % 7.20 ±0.07 63 0.0309 0.4603 0.4722 0.1049 0.1106 
NH4Cl 1.00 % 6.63 ±0.04 66 0.0239 0.4206 0.4206 0.0772 0.0772 
NH4Cl 1.33% 6.57 ±0.01 69 0.0230 0.5017 0.4929 0.0764 0.0789 
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ตารางท่ี 4.16 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตในชวง 0.40-2.16 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 
ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 
แหลงไนโตรเจน 

(น้าํหนักตอปรมิาตร) 
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

(NH4)H2PO4 0.40 % 9.70 ±0.22 66 0.0330 0.5467 0.5467 0.1347 0.1347 
(NH4)H2PO4 0.70 % 9.91 ±0.20 69 0.0306 0.5386 0.5386 0.1255 0.1255 
(NH4)H2PO4 1.08 % 10.46 ±0.05 69 0.0309 0.5444 0.5444 0.1324 0.1324 
(NH4)H2PO4 1.40 % 9.70 ±0.04 72 0.0322 0.5611 0.5529 0.1267 0.1271 
(NH4)H2PO4 1.70 % 9.30 ±0.03 63 0.0342 0.5109 0.5109 0.1296 0.1296 
(NH4)H2PO4 2.16 % 8.84 ±0.05 66 0.0279 0.6109 0.6109 0.1076 0.1076 
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ตารางท่ี 4.17 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต ในชวง 0.30-1.60 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเรว็รอบในการ
เขยา 250 รอบตอนาท ีอุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 
แหลงไนโตรเจน 

(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

(NH4)2SO4  0.30 % 8.09 ±0.07 63 0.0331 0.5223 0.5223 0.1177 0.1177 
(NH4)2SO4  0.50 % 10.14 ±0.12 69 0.0355 0.5369 0.5242 0.1364 0.1374 
(NH4)2SO4  0.80 % 10.73 ±0.14 69 0.0354 0.5803 0.5840 0.1450 0.1441 
(NH4)2SO4  1.00 % 10.34 ±0.01 66 0.0390 0.5757 0.5757 0.1477 0.1477 
(NH4)2SO4  1.30 % 8.82 ±0.19 69 0.0336 0.5742 0.5804 0.1219 0.1235 
(NH4)2SO4  1.60 % 7.10 ±0.10 60 0.0339 0.5357 0.5357 0.1007 0.1007 
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ตารางท่ี 4.18   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของยูเรียในชวง 0.25-1.00 %  แทนการใชเพปโทน  พี
เอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศา
เซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

Urea 0.25 % 5.93-6.11 32.4273 10.6996 2.0444 0.5183 5.6856 1.2524 
Urea 0.46 % 5.91-6.15 32.5963 16.5735 2.7599 0.5597 5.8971 1.2460 
Urea 0.50 % 6.01-6.16 32.1937 15.8831 2.8967 0.5362 6.0136 1.0854 
Urea 0.75 % 6.03-6.18 32.2894 11.5552 3.7491 0.4630 6.0775 1.1004 
Urea 0.92 % 6.01-6.29 32.9944 11.4439 4.3280 0.4175 5.9374 1.1068 
Urea 1.00 % 6.04-6.27 31.9688 9.5588 4.6014 0.4224 5.5933 1.1287 

 
ตารางท่ี 4.19   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลเีซอรอล  ไนโตรเจนและน้าํมันในน้ําหมักของยสีต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดในชวง 0.20-1.33 % แทน
การใชเพปโทน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมูิใน
การเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

NH4Cl 0.20 % 5.97-6.15 32.6649 13.5542 1.6650 0.3492 6.0211 0.8108 
NH4Cl 0.40 % 6.01-6.24 33.1495 15.1460 2.1381 0.2122 5.8933 0.5357 
NH4Cl 0.66 % 6.03-6.22 32.7074 16.2004 2.7599 0.2785 5.5482 0.5300 
NH4Cl 0.80 % 6.03-6.23 32.6204 14.6337 3.0842 0.1975 5.9361 0.6468 
NH4Cl 1.00 % 6.05-6.26 31.8392 12.4625 4.0303 0.1777 5.9646 0.5076 
NH4Cl 1.33 % 6.05-6.22 31.2733 11.0852 4.3274 0.1800 5.7358 0.5234 
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ตารางท่ี 4.20   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ในชวง 0.40-
2.16 %  แทนการใชเพปโทน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาท ี
อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

(NH4)H2PO4 0.40 % 6.03-6.15 31.4726 16.3998 1.7730 0.2100 5.6933 1.4768 
(NH4)H2PO4 0.70 % 6.03-6.21 32.5119 17.3697 2.2088 0.1615 5.4907 1.4036 
(NH4)H2PO4 1.08 % 6.01-6.21 33.1532 18.1060 2.7599 0.2119 5.9821 1.4646 
(NH4)H2PO4 1.40 % 6.02-6.29 31.9070 16.0234 3.2256 0.1525 6.2149 1.4237 
(NH4)H2PO4 1.70 % 6.02-6.31 21.6695 16.6046 3.6614 0.1257 5.8259 1.3316 
(NH4)H2PO4 2.16 % 6.02-6.34 31.7088 14.6977 4.3280 0.1021 5.5477 1.4015 

 
ตารางท่ี 4.21 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมักของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน  โดยผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต ในชวง 0.30-1.60 %  แทน
การใชเพปโทน  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภูมิใน
การเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลติร) 

แหลงไนโตรเจน 
(w/v) 

พีเอช  
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ที่ใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป 

(NH4)2SO4 0.30 % 6.06-6.20 33.3183 16.3070 1.7849 0.2822 5.3749 1.2786 
(NH4)2SO4 0.50 % 6.05-6.24 31.6304 18.0953 2.1802 0.2014 5.6839 1.1597 
(NH4)2SO4 0.80 % 6.06-6.27 32.0016 18.7730 2.7999 0.2029 5.7253 1.1645 
(NH4)2SO4 1.00 % 6.06-6.28 31.6077 18.4602 3.1683 0.2867 6.0678 1.1898 
(NH4)2SO4 1.30 % 6.05-6.30 31.7814 15.6910 3.7612 0.2838 5.6390 1.0829 
(NH4)2SO4 1.60 % 6.06-6.27 32.2734 14.0598 4.3280 0.1386 5.8594 1.1515 
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ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
ผันแปรความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ท้ัง 4 แหลง พบวา เม่ือผันแปรความเขมขนของยูเรียเปน  
0.25 %, 0.46 %, 0.50 %, 0.75%, 0.92 % และ 1.00 %  พบวายีสตเจริญไดดีในยูเรีย ความเขมขน 
0.46-0.50 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 11.28-11.68 กรัมตอลิตร และใหคาอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) ในชวง 0.0241- 0.0317  ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.6132 – 0.7742 อัตรา
ผลผลิตมวลเซลล (productivity) มีคาในชวง 0.0934-0.1539 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  เม่ือพิจารณา
การใชไนโตรเจนในน้ําหมักพบวาท่ีความเขมขนของยูเรีย 0.46 และ  0.50 % ยีสตมีการใช
ไนโตรเจนในน้ําหมักไดดีกวาความเขมขนอื่นๆ  โดยใชในไตรเจนในน้ําหมัก 0.5597 และ 0.5326 
กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใชน้ํามันในน้ําหมัก พบวายีสตมีการใชน้ํามันไมแตกตางกันมาก
นัก คืออยูในชวง 1.1004-1.2524 กรัมตอลิตร   

เมื่อผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดเปน  0.20%, 0.40 %, 0.66 %, 0.80%, 
1.00 % และ 1.33 %  พบวายีสตเจริญไดดีในแอมโมเนียมคลอไรด 0.66 % โดยใหน้ําหนกัเซลลแหง 
9.21  กรัมตอลิตร สวนอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) มีคาในชวง 0.0230 – 0.0309  ตอชั่วโมง ผลผลิต
มวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.4206 – 0.6605 อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) มีคาในชวง 
0.0764 – 0.1273  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  เม่ือพิจารณาการใชไนโตรเจนในน้ําหมักพบวาท่ีความ
เขมขนของแอมโมเนียมคลอไรด 0.66 % ยีสตมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมักไดดีกวาความเขมขน
อื่นๆ โดยใชในไตรเจนในน้ําหมัก 0.2785 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใชน้ํามันในน้ําหมัก 
พบวายีสตมีการใชน้ํามันไมแตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 0.5076-0.8108 กรัมตอลิตร   

เมื่อผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเปน  0.40%, 0.70 %, 
1.08 %, 1.40%, 1.70 % และ 2.16 %  พบวายีสตเจริญไดดีในแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
1.08 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 10.46  กรัมตอลิตร สวนอัตราการเจริญจําเพาะ(µ)ไมแตกตางกัน
มากนัก คืออยูในชวง 0.0279 – 0.0342  ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.5109 – 
0.6109 อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) มีคาในชวง 0.1076-0.1347  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
เม่ือพิจารณาการใชไนโตรเจนในน้ําหมักพบวาท่ีความเขมขนของแอมโมเนียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 1.08 % ยีสตมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมักไดดีกวาความเขมขนอื่นๆ โดยใชในไตรเจนใน
น้ําหมัก 0.2119 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใชน้ํามันในน้ําหมัก พบวา ยีสตมีการใชน้ํามันไม
แตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 1.3316-1.4768 กรัมตอลิตร   

เมื่อผันแปรความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต เปน  0.30 %, 0.50 %, 0.80 %, 1.00 %, 
1.30 % และ 1.60 %  พบวายีสตเจริญไดดีในแอมโมเนียมซัลเฟต 0.80 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 
10.73  กรัมตอลิตร สวนอัตราการเจริญจําเพาะ (µ)ไมแตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 0.0331 – 
0.0390  ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) มีคาในชวง 0.5223 – 0.5804 อัตราผลผลิตมวลเซลล
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(productivity) มีคาในชวง 0.1007-0.1477  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  เม่ือพิจารณาการใชไนโตรเจนใน
น้ําหมักพบวาท่ีความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 1.00 % ยีสตมีการใชไนโตรเจนในน้ําหมักได
ดีกวาความเขมขนอื่นๆ โดยใชในไตรเจนในน้ําหมัก 0.2867 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  สวนการใช
น้ํามันในน้ําหมัก พบวายีสตมีการใชน้ํามันไมแตกตางกันมากนัก คืออยูในชวง 1.0829-1.2786 กรัม
ตอลิตร   

จากการทดลองผันแปรชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนท้ัง 4 ชนิดแทนเพปโทน
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  จะเห็นวาการใชยูเรียความเขมขน 0.46-0.50 % (น้ําหนักตอปริมาตร) แทนการ
ใชเพปโทน  ยีสตมีการเจริญคอนขางดีกวา  แหลงไนโตรเจนอื่นๆ  คือ ใหน้ําหนักเซลลแหง 11.28-
11.68 กรัมตอลิตร แตก็ยังมีการเจริญไมดีนัก  เม่ือเปรียบเทียบกับการเจริญของยีสตในอาหารสูตร
ดัดแปลง  ท่ีมีเฉพาะกลีเซอรอล 6% และสารสกัดจากยีสต 1% (น้ําหนักตอปริมาตร) ซึ่งใหน้ําหนัก
เซลลแหง 10.72 กรัมตอลิตร  และถึงแมวาจะมีการเสริมไบโอตินลงไปในอาหารท่ีมียูเรีย เพ่ือให
เซลลเจริญไดดีขึ้น ที่แสดงไวในรายงานของ Berry และ Brown  62 แตก็ใหน้ําหนักเซลลแหงเพียง 
12.64 กรัมตอลิตร   

การใชแหลงไนโตรเจนอื่นๆ ท้ัง 4 แหลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  แมจะมีการปรับใหมี
ปริมาณไนโตรเจนเทากับไนโตรเจนในเพปโทน  แตก็ทําใหขาดวิตามิน  กรดอะมิโน และแรธาตุ
ตางๆท่ีสําคัญในเพปโทนไป  (ดังแสดงรายละเอียดในภาคผนวก ฉ) สงผลใหยีสตมีการเจริญท่ี
คอนขางต่ํา  อีกท้ังการใชแอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  และ
แอมโมเนียมซัลเฟต แทนเพปโทนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ยังสงผลใหยีสตมีการเจริญท่ีลดลงเม่ือเทียบ
กับการเจริญในอาหารท่ีมีเฉพาะกลีเซอรอลดิบ และสารสกัดจากยีสต   

นอกจากนี้ยังมีขอมูลการทดลองเบ้ืองตน  เกี่ยวกับการเจริญของยีสต H. polymorpha 
SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีประกอบดวย กลีเซอรอลดิบ 6% สารสกัดจากยีสต 2% 
และเพปโทน 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 องศา
เซลเซียส เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  โดย
เปรียบเทียบกับการเจริญของยีสตในอาหารท่ีประกอบดวย  กลีเซอรอลดิบ 6% สารสกัดจากยีสต 1 
% และเพปโทน 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ดังแสดงในตารางที่ 4.22 
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ตารางท่ี 4.22  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารที่เพ่ิมความเขมขน
ของสารสกดัจากยีสต จาก 1 เปน 2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) 
 
สูตรอาหาร น้ําหนักเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 
กลเีซอรอลท่ีใช 
(กรัมตอลติร) 

6% CG+1%YE+2%Pep 15.63 ±0.12 20.8120 
6% CG+2%YE+2%Peptone 24.58 ±0.08 28.5350 
 

ซึ่งจากขอมูลเบ้ืองตนที่เคยทดลองมาถึงการเพิ่มความเขมขนของสารสกัดจากยีสต จาก 
1 เปน 2 % พบวาใหน้ําหนักเซลลแหงเพ่ิมขึ้นจาก 15.63 เปน 24.58 กรัมตอลิตร  และใชกลีเซอรอล
ในน้ําหมักสูงขึ้น จาก 20.8120 เปน 28.5350 กรัมตอลิตร  ซึ่งจากการเจริญของยีสตท่ีเพ่ิมขึ้นอาจมา
จากองคประกอบท่ีเพ่ิมขึ้นในสารสกัดจากยีสต  เนื่องจากในสารสกัดจากยีสตประกอบดวย
ไนโตรเจน คารโบไฮเดรต กรดอะมิโน วิตามิน และแรธาตุตางๆ ท่ีสําคัญตอการเจริญของเซลลยสีต  
โดยวิตามิน และแรธาตุตางๆ ทําหนาท่ีเปนโคแฟกเตอร ของเอนไซมในวิถีเมแทบอลิซึม  สงผลให
ยีสตมีการเจริญไดดี  นอกจากนี้  กรดอะมิโน วิตามิน และแรธาตุตางๆ สวนใหญ ในสารสกัดจาก
ยีสต  จะมีปริมาณท่ีมากกวาในเพปโทน  ดังแสดงรายละเอียดขององคประกอบในในสารสกัดจาก
ยีสตและในเพปโทน  ในภาคผนวก ฉ  อีกทั้งสารสกัดจากยีสต ยังมีราคาท่ีถูกกวาเพปโทน   

จึงทําการทดลองเพิ่มปริมาณสารสกัดจากยีสต  แทนการใชเพปโทน รวมถึงแหลง
ไนโตรเจนท่ีเคยทดลองมาท้ัง 4 แหลง  โดยทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ใน
อาหารที่ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ 6 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พีเอช
เร่ิมตนในอาหาร 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 องศาเซลเซียส เลี้ยงบนเคร่ืองเขยาแบบหมุน  ท่ี
ความเร็ว 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  ใหผลการทดลองดังรูปที่ 4.29 และตารางท่ี 4.23 
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น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) กลีเซอรอล (กรัมตอลิตร) พเีอช  
 

รูปที่ 4.29 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กลเีซอรอลในน้ําหมัก และพีเอช กับเวลา 
ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมี 
กลเีซอรอลดิบ 6.0 % และสารสกดัจากยสีต 2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)
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ตารางท่ี 4.23 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสตูรดดัแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 6.0 % และสารสกดัจากยีสต  2 % 
(น้ําหนักตอปรมิาตร) และเปรียบเทียบกับการเจรญิในอาหารสูตรดัดแปลงอืน่ๆ    

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล 

(productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

สูตรอาหาร น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลติร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log 

phase 
ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log 
phase 

6% CG+1%YE+2%Pep 15.63 ±0.12 66 0.0412 0.6930 0.7009 0.2232 0.2282 
6% CG+1%YE+0.5%Urea 11.68 ±0.10 69 0.0294 0.6307 0.6477 0.1474 0.1491 
6%CG+1%YE+0.5%Urea 
+0.3 mg/l Biotin 

12.64 ±0.06 66 0.0370 0.7463 0.7463 0.1725 0.1725 

6%CG+2%YE 20.03 ±0.19 69 0.0423 0.9955 0.9955 0.2818 0.2818 

102 
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ผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ที่
ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ 6 % และสารสกัดจากยีสต 2 % พบวา ยีสตมีการเจริญคอนขางดีเม่ือ
เทียบกับอาหารสูตรดัดแปลงอื่นๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.23 โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 20.03 กรัมตอ
ลิตร  ใหอัตราการเจริญจําเพาะ(µ) 0.0423 ตอชั่วโมง ซึ่งใกลเคียงกับการเจริญในอาหารสูตร
ดัดแปลง  ท่ีมีเพปโทน (อัตราการเจริญจําเพาะ 0.0412) อีกท้ังยังใหผลผลิตมวลเซลล (yield) และ
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ท่ีคอนขางสูง คือ 0.9955 และ 0.2818 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง   

 
ในขณะเดียวกันไดนํายีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ซึ่งไดรับความ

อนุเคราะหจาก  United State Department of Agriculture (USDA)  ประเทศสหรัฐอเมริกา  มาทํา
การทดลองเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิมคือ H. polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลงท่ี
ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ และสารสกัดจากยีสต 2% โดยทําการทดลองผันแปรความเขมขนของ
กลีเซอรอลดิบ ในชวง 5-10 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยอางอิงจากการทดลองในหัวขอ 4.2.3 ถึง
การผันแปรความเขมขนกลีเซอรอลดิบ  ปรับพีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 
องศาเซลเซียส เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบหมุน  ที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  ดัง
แสดงผลในรูปท่ี 4.30-4.33 และตารางที่ 4.24-4.25 
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รูปที่ 4.30 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยีสต 2 % เปน
แหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 
10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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รูปที่ 4.31 ความสัมพันธระหวางกลี เซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 
2 % เปนแหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดบิเปน 5.0, 7.5 
และ 10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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รูปที่ 4.32 ความสัมพันธระหวางไนโตรเจนในน้ํ าหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยสีต 
2 % เปนแหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดบิเปน 5.0, 7.5 
และ 10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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รูปที่ 4.33 ความสัมพันธระหวางน้ํามันในน้ําหมัก กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยีสต 2 % เปน
แหลงไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 
10.0 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
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ตารางท่ี 4.24 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกดัจากยีสต 2 % เปนแหลงไนโตรเจน 
และผันแปรความเขมขนของกลเีซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 % (น้าํหนกัตอปริมาตร)  พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 
รอบตอนาที อุณหภมิูในการเลีย้ง 37 องศาเซลเซยีส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล 

(productivity) 
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

กลเีซอรอลดิบ (%) น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีให
น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 
(ชั่วโมง) 

อัตราการ
เจริญจําเพาะ 

(µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log 

phase 
ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log 
phase 

5.0% 24.68 ±0.47 66 0.0449 0.8258 0.8258 0.3720 0.3720 
7.5% 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
10% 32.77 ±0.30 63 0.0451 0.6256 0.6256 0.4489 0.4489 
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ตารางท่ี 4.25   แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีสารสกัดจากยีสต 2 % เปนแหลง
ไนโตรเจน และผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบเปน 5.0, 7.5 และ 10.0 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิูในการเลีย้ง 
37 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลติร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

กลเีซอรอลดบิ 
(%) 

พีเอช 
(0- 84 
ชั่วโมง) 

 
เร่ิมตน ท่ีใชไป เร่ิมตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป 

5.0% 5.92-6.08 27.4582 27.1329 2.3840 2.1933 5.5741 1.5011 
7.5% 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
10% 5.94-6.07 59.0343 48.1646 2.3840 2.1680 6.8257 1.2185 

 
 

 
 

รูปที่  4.34   การเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเวลา 36 ชั่วโมง ในอาหารสูตร
ดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดบิ 7.5 % (น้ําหนักตอปรมิาตร) เปนแหลงคารบอน 

 
จากผลจากการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่มีผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ เปน 5.0, 7.5 และ 10 % และสารสกดัจากยสีต 2 
% (น้ําหนักตอปริมาตร)  ซึ่งแสดงตัวอยางลักษณะของเซลลในอาหารสูตรดัดแปลง ดังรูปท่ี 4.34 
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โดยเซลลยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214 จะลอยท่ีผิวของอาหารในชวงแรกของการเจริญ  จึงตองทํา
การวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหงดวยการกรองผานกระดาษ GF/C แทนการวัดคาความขุนแลวเทียบ
กับกราฟมาตรฐานเพ่ือหาน้ําหนักเซลล  นอกจากนี้เซลลยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214 ท่ีเลี้ยงใน
อาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ที่มีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  จะมีสีเขมกวาสายพันธุ SH4329 
ท่ีเลี้ยงในอาหารสูตรเดียวกัน  ดังแสดงในรูปที่ 4.35 และพบวาน้ําหมักท่ีเหลือหลังการเลีย้งดวยยสีต
สายพันธุ NRRL Y-2214 มีสีออนลง  และจากการเจริญของเซลลยีสตพบวา  ยีสตมีแนวโนมการ
เจริญเพ่ิมขึ้น เม่ือเพ่ิมความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ  โดยที่ความเขมขนของกลเีซอรอลดบิ 5 % ให
น้ําหนักเซลลแหง 24.68 กรัมตอลิตร ท่ี 7.5 % ใหน้ําหนักเซลลแหง 32.00 กรัมตอลิตร และท่ี 10 % 
ใหน้ําหนักเซลลแหง 32.77 กรัมตอลิตร   

 
 

 
 

รูปที่ 4.35  เซลลยสีต H. polymorpha NRRL Y-2214 และ H. polymorpha SH4329 ท่ีไดจากการ
เลีย้งในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน 
 

เมื่อพิจารณาคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) พบวาท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 7.5 % 
ใหคาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด คือ 0.0513  ตอชั่วโมง สวนที่ 5 และ 10 % ใหคาอัตราการเจริญ
จําเพาะที่ใกลเคียงกัน คือ 0.0449 และ 0.0451 ตอชั่วโมง และเมื่อพิจารณาคาผลผลิตมวลเซลล 
(yield) พบวา ท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 5 % ใหผลผลิตมวลเซลล 0.8258 สวนที่ความเขมขน
ของกลีเซอรอลดิบ 7.5 % ใหผลผลิตมวลเซลล 0.7132 และท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 10 % ให
ผลผลิตมวลเซลล 0.6256 ตามลําดับ ซึ่งมีแนวโนมลดลง  เม่ือพิจารณาคาอัตราผลผลิตมวลเซลล 
(productivity) พบวาท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 7.5 % ใหอัตราผลผลิตมวลเซลลสูงสุด คือ 

NR
RL

 Y-
221

4 

SH
 43

29 
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0.5026 สวนท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 5 และ 10 % ใหอัตราผลผลิตมวลเซลล 0.3720 และ 
0.4489 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

เมื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมักพบวา  ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214  
ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีผันแปรความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ เปน 5.0, 7.5 
และ 10 %  มีการใชไนโตรเจนในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน  คือ 2.1933, 2.0212 และ 2.1680 กรัม
ไนโตรเจนตอลิตร จากปริมาณเริ่มตน 2.3840 กรัมไนโตรเจนตอลิตร สวนผลการวิเคราะหปริมาณ
น้ํามันในน้ําหมักพบวา  ท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบ 7.5 % ยีสตมีการใชน้ํามันในน้ําหมักได
ดีกวาความเขมขนอื่นๆ คือ 1.8200 กรัมตอลิตร   สวนท่ีความเขมขนกลีเซอรอลดิบ 5 และ 10 % 
ยีสตใชน้ํามันในน้ําหมัก 1.5011 และ 1.2185 กรัมตอลิตร 

และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญของยีสต  H. polymorpha สายพันธุ SH4329 กับ สายพันธุ 
NRRL Y-2214 จะเห็นวา  ยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214 มีการเจริญท่ีดีกวา  โดยเปรียบเทียบการ
เจริญในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบ และสารสกัดจากยีสต 2 %  ซึ่งสายพันธุ NRRL Y-2214 ให
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 32.00 กรัมตอลิตร (กลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 %) 
ในขณะท่ีสายพันธุ SH4329 ใหน้ําหนักเซลลแหง 20.03 กรัมตอลิตร (กลีเซอรอลดิบ 6 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 %)  นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงคาอัตราการเจริญจําเพาะ ผลผลิตมวลเซลล อัตรา
ผลผลิตมวลเซลล ตลอดจนปริมาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใชไป  ก็พบวายีสตสายพันธุ NRRL 
Y-2214 ใหคาตางๆดังท่ีกลาวมาสูงกวาสายพันธุ SH4329 ดังนั้นจึงไดทําการเลือกยีสต H. 
polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 เพ่ือทําการทดลองในขั้นตอนตอไปแทนการใชยีสตสายพันธุ
เดิม 
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4.3.2  ศึกษาอุณหภมิู  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  polymorpha 
 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-

Gly  ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 และทําการผันแปรอุณหภูมิในการเลี้ยง คือ 30, 37 และ 42 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญใน
รูปน้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันท่ีเหลือในน้ําหมัก  
เพ่ือนําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.36-4.40 จากนั้นคํานวณคาอัตรา
การเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงใน
ตารางท่ี  4.26 -4.27 
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รูปที่ 4.36 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอุณหภูมิในการเลี้ยง 30, 37 
และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.37 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลีเซอรอลในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอณุหภมิูใน
การเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.38 ความสมัพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอณุหภมิูใน
การเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.39 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรอุณหภูมิใน
การเลี้ยง 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.40 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส ในการเลี้ยง
ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสตูรดดัแปลง YE-Gly ที่มี 
กลเีซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน
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ตารางท่ี 4.26 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที โดยผนัแปรอณุหภมูิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

30 26.03 ±0.23 51 0.0461 0.6724 0.6724 0.4120 0.4120 
37 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
42 26.43 ±0.27 51 0.0509 0.7223 0.7306 0.4326 0.4462 

113 
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ตารางท่ี 4.27 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบ
ตอนาที โดยผันแปรอุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
30 6.08-5.70 38.4198 30.1257 2.4022 0.9419 6.6740 1.2281 
37 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
42 6.05-5.71 38.8160 28.7368 2.4147 1.2555 6.8933 1.1860 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรอุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส   พบวาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  ยสีต
มีการเจริญไดดีท่ีสุดเม่ือวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง  โดยใหน้ําหนักเซลล 32 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 54 
ชั่วโมงสวนการเจริญที่อุณหภูม ิ30 และ 42 องศาเซลเซียสใหน้ําหนักเซลลแหงท่ีใกลเคียงกัน คือ 
26.03 และ 26.43 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 51 ชั่วโมงเหมือนกัน  และเมื่อพิจารณาคาอัตราการเจริญ
จําเพาะ  (µ) พบวามีแนวโนมเชนเดียวกับน้ําหนักเซลลแหง คือ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เซลล
ยีสตมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด 0.0513 ตอชั่วโมง สวนการเจริญท่ี อุณหภูมิ 30 และ 42 องศา
เซลเซียส  คาอัตราการเจริญจําเพาะจะลดลง คือ  0.0461 และ 0.0509 ตอชั่วโมง 

ถึงแมวายีสต H. polymorpha จะเปนยีสตท่ีสามารถเจริญในอุณหภูมิคอนขางกวาง คือ 
15-50 องศาเซลเซียส  99 และจัดอยูในกลุม Thermophilic yeast แตอุณหภูมิท่ีเหมาะสําหรับการ
เจริญจะอยูในชวง 37-40 องศาเซลเซียส 14 โดยอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยง  จะสงผลโดยตรงตอ
โครงสรางตางๆและเอนไซมในเซลลยีสต ในการทดลองพบวายีสต H. polymorpha เจริญไดดีท่ีสุด
ท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  โดยพิจารณาจาก  น้ําหนักเซลลแหง คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 
ผลผลิตมวลเซลล (yield) และ อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ปริมาณไนโตรเจนและน้ํามัน
ท่ีถูกยีสตใชไป (ในตารางที่ 4.27)  สวนการเจริญท่ี 42 องศาเซลเซียส พบวา มีการเจริญลดลง ซึ่ง
อาจเนื่องมาจาก  ประสิทธิภาพท่ีลดลงของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการออกซิไดซตางๆ  เอนไซมท่ี
เกี่ยวของกับระบบขนสงอิเล็กตรอน (electron transport system) และเอนไซมท่ีเปลี่ยนพลังงาน
อิสระท่ีไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไปเปน ATP นอกจากนี้การเจริญที่อุณหภูมิสูงเกินกวาท่ี
เหมาะสม  สงผลใหเกิดการลดลงของโปรตีน อารเอ็นเอ ดีเอ็นเอ และกรดอะมิโนอิสระในเซลล  
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ย่ิงกวานั้นอุณหภูมิสูงเพ่ิมความแข็งแกรงของเยื่อหุมเซลลเชนเดียวกับอิทธิพลของแรงดันออสโม
ซิส  เปนผลใหการซึมผานของตัวถูกละลายและสารอาหารท่ีจําเปนเขาสูเซลลลดลง  นอกจากนั้นท่ี
อุณหภมูิสูงทําใหกิจกรรมการหายใจจะลดลงมาก  96  สวนท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนั้น  ก็เปน
ชวงอุณหภูมิท่ียีสต H. polymorpha สามารถเจริญได  แตเปนชวงอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมกับการ
เจริญมากนัก  เม่ือเทียบกับท่ี 37 องศาเซลเซียส   เนื่องจากยีสตชนิดนี้จัดเปนยีสตท่ีชอบอุณหภูมิสูง  
 

4.3.3 ศึกษาคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต  H.  
polymorpha 

 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-

Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  
ทําการผันแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ เปน 4, 5, 6 และ 7 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญในรูป
น้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันที่เหลือในน้ําหมัก  เพ่ือ
นําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.40-4.44 จากนั้นคํานวณคาอัตราการ
เจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงในตาราง
ท่ี  4.28-4.29 
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รูปที่ 4.41 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)   โดยผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหาร
เปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 
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รูปที่ 4.42 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาพีเอชเริม่ตน
ในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 
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รูปที่ 4.43 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)   โดยผนัแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 

 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


                                                                                                                                                                
                                                                                                                         

 

 

117 

0
1
2
3
4
5
6
7
8

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

เวลา (ช่ัวโมง)

น้ํา
มัน

 (ก
รัม

ตอ
ลิต

ร)

pH 4.0 pH 5.0 pH 6.0 pH 7.0
 

 
รูปที่ 4.44 ความสมัพันธระหวางปริมาณน้ํามนัในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผนัแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 

 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

4 5 6 7

พีเอช

อัต
ราก

ารเ
จร
ิญจ

ําเพ
าะ 

(ตอ
ชั่ว
โม
ง)

 
 
รูปที่ 4.45 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีพีเอชเร่ิมตนในอาหาร 4, 5, 6 และ 7 ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน
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ตารางท่ี 4.28 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)  ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมูิในการเจริญ 37 องศาเซลเซียส โดยผันแปรพีเอชเริม่ตนในอาหารเปน 
4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0   

 
 

ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 
(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 

อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 
(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 

พีเอช น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

4 22.74 ±0.32 51 0.0446 0.6856 0.6856 0.3504 0.3504 
5 29.88 ±0.15 57 0.0430 0.6653 0.6653 0.4517 0.4517 
6 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
7 23.72 ±0.06 54 0.0482 0.6697 0.6967 0.3968 0.4088 
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ตารางท่ี 4.29 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลเีซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปรมิาตร)  อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซยีส  ความเร็วรอบในการ
เขยา 250 รอบตอนาที โดยผนัแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 4, 5, 6 และ 7 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

พีเอชเริ่มตน
ในอาหาร 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
pH 4.0 3.63-3.91 41.4262 26.0073 2.5004 0.9972 5.6800 1.5050 
pH 5.0 4.71-4.95 41.5022 38.0872 2.5004 1.7760 5.3550 1.4600 
pH 6.0 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
pH 7.0 6.80-6.98 42.4758 32.8854 2.5004 1.0148 5.0750 1.3650 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 4, 5, 6 และ 7 พบวาการเจริญของยีสตในชวง 4-6 มี
แนวโนมของการเจริญเพ่ิมขึ้นเม่ือวัดเปนน้ําหนักเซลลแหง คือ 22.74, 29.88 และ 32.00 กรมัตอลติร
ท่ีเวลา 51, 57 และ 54 ชั่วโมงตามลําดับ  สวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของยีสตในชวง 4-6 ก็มี
แนวโนมสูงขึ้นเชนเดียวกัน คือ 0.0446, 0.0430 และ 0.0513  ตอชั่วโมง แตเมื่อยีสตเจรญิท่ีพีเอช 7.0 
จะมีน้ําหนักเซลลแหงและ อัตราการเจริญจําเพาะลดลง คือ 23.72 กรัมตอลิตร และ 0.0482 ตอ
ชั่วโมง 

และเม่ือพิจารณาน้ําหนักเซลลแหงท่ีได  รวมถึงคาอื่นๆ ไดแก ผลผลิตมวลเซลล (yield) 
อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ปริมาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใช  (ดังแสดงในตารางท่ี
4.28 และ 4.29)  จะเห็นวา  พีเอชเร่ิมตนในอาหาร 5-6 เปนชวงท่ียีสต H. polymorpha NRRL Y-
2214 เจริญไดคอนขางดีเม่ือเปรียบเทียบกับพีเอชอื่นๆ   

จึงทําการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตร
ดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยสีต 2 % (น้าํหนกั
ตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาพีเอชเริ่มตนของอาหาร คือ 5.25, 5.50 และ 5.75 เพ่ือศึกษาถึงคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการเจริญของยีสตชนิดนี้  ซึ่งแสดงผลการทดลองดังรูปท่ี 
4.45-4.49 และตารางท่ี 4.30-4.31 
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รูปที่ 4.46 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)   โดยผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหาร
เปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.47 ความสัมพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผนัแปรคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.48 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาพีเอชเริม่ตน
ในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.49 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผนัแปรคาพีเอชเริม่ตน
ในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 
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รูปที่ 4.50 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีพีเอชเริ่มตนในอาหาร 5.0, 5.25, 5.50, 5.75 และ 6.0 

ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly 
ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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ตารางท่ี 4.30 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร) โดยผนัแปรพเีอชเริม่ตนในอาหารเปน 5.0, 5.25, 5.50, 5.75 และ 6.0  ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิูใน
การเจริญ 37 องศาเซลเซียส  

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
พีเอช น้ําหนักเซลล

แหงสูงสุด 
(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

5.0 29.88 ±0.15 57 0.0430 0.6653 0.6653 0.4517 0.4517 
5.25 29.64 ±0.42 57 0.0554 0.6923 0.6923 0.4797 0.4797 
5.50 30.76 ±0.17 60 0.0601 0.7536 0.7936 0.4948 0.5235 
5.75 32.78 ±0.06 54 0.0613 0.7634 0.7634 0.5664 0.5664 
6.0 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
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ตารางท่ี 4.31 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 5.0, 5.25, 5.50, 5.75 
และ 6.0 อุณหภูมิในการเจริญ 37 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที 
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

พีเอชเริ่มตน
ในอาหาร 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
pH 5.0 4.71-4.95 41.5022 38.0872 2.5004 1.7760 5.3550 1.4600 
pH 5.25 5.10-5.26 41.9108 39.4305 2.6177 1.3743 6.2366 1.2482 
pH 5.50 5.20-5.48 40.2418 38.3173 2.6177 1.9841 6.3187 1.2714 
pH 5.75 5.40-5.72 42.0231 42.0231 2.6177 2.1861 6.4358 1.2667 
pH 6.0 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 5.25, 5.50 และ 5.75 เปรียบเทียบกับพีเอช 5.0 และ 
6.0 พบวาการเจริญของยีสตในชวง 5.50 จนถึง 6.0 เซลลมีการเจริญที่ใกลเคียงกันคือ 30.76, 32.78 
และ 32.00 กรัมตอลิตร ที่เวลา 60, 54 และ 54 ชั่วโมง  ตามลําดับ  คาอัตราการเจริญจําเพาะ(µ) ของ
ยีสตในชวงพีเอช 5.25 จนถึง 6.0  มีคาไมแตกตางกันมากนัก คือ 0.0554, 0.0601, 0.0613 และ 
0.0513 ตอชั่วโมง  สวนการเจริญท่ีพีเอช 5.25 จะใหน้ําหนักเซลลแหง 29.64 กรัมตอลิตร 

จากการเจริญของยีสตในชวงแคบ คือ พีเอช 5.0-6.0 นั้น  จะเห็นวายีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 เจริญไดดีท่ีพีเอช ตั้งแต 5.50-6.0  โดยพิจารณาจากน้ําหนักเซลลแหง คาอัตราการ
เจริญจําเพาะ (µ) รวมถึงคาอื่นๆท่ีแสดงในตารางท่ี  4.30 และ 4.31 ไดแก ผลผลิตมวลเซลล (yield) 
และ อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity)ปริมาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใช  ซึ่งคาพีเอช
ในชวง 5.50-6.0 นี้  นาจะเปนคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการนํากลีเซอรอลเขาสูเซลลผานเมมเบรนของ
ยีสตในกลุมเมทิลโลโทรฟกส    ทําใหยีสตมีการใชกลีเซอรอลในน้ําหมัก  และเขาสูเมแทบอลิซึม
ตางๆเพ่ือสรางพลังงานและองคประกอบของเซลลเพ่ือการเจริญไดดีกวาการเจริญในชวงพเีอชอืน่ๆ  
แตอยางไรก็ตาม  จากผลการทดลองการเจริญในอาหารพีเอชอื่นๆ คือ พีเอช 4, 5, 5.25 และ 7  ยีสต 
H. polymorpha NRRL Y-2214 ก็มีความสามารถในการเจริญได  เนื่องจากเซลลมีสามารถควบคุม
ความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนภายในเซลลได เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงพีเอชภายนอกเซลลหรือ
เจริญในอาหารท่ีมีคาพีเอชไมเหมาะสม  แตหากคาพีเอชสูงหรือตํ่ากวาชวงที่เซลลสามารถเจริญได  
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ก็จะสงผลตอโครงสรางและสภาพใหซึมไดของเซลล  ทําใหมีการเจริญนอยหรืออาจจะยับย้ังการ
เจริญ 65 

 
4.3.4 ศึกษาคาความเร็วรอบในการเขยา  ที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลยีสต   

H.  polymorpha 
 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-

Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ปรับคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 6.0 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส  และผันแปร
ความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาท ี เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจรญิ
ในรูปน้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจน และน้ํามันท่ีเหลอืในน้าํหมัก  
เพ่ือนําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธกับเวลา  ดังรูปท่ี 4.50-4.54 จากนั้นคํานวณคาอัตรา
การเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.32-4.33 
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รูปที่ 4.51 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาความเร็วรอบในการเขยา
เปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.52 ความสมัพันธระหวางปริมาณกลเีซอรอลในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยสีต  

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาความเร็ว
รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.53 ความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนในน้ําหมัก  กบัเวลา ในการเลีย้งยีสต 

H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกดัจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร)  โดยผันแปรคาความเร็ว
รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.54 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก  กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. 

polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรคาความเร็ว
รอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.55 อัตราการเจริญจําเพาะ (µ)  ท่ีความเร็วรอบในการเขยา 200, 250 และ 300 รอบตอ

นาที  ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 
YE-Gly ที่มีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปรมิาตร)
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ตารางท่ี 4.32 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดัจากยีสต 
2 % (น้ําหนกัตอปริมาตร)  พีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส  โดยผันแปรความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 
และ 300 รอบตอนาที  

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
ความเร็วรอบ
ในการเขยา

(รอบตอ
นาที) 

น้ําหนักเซลล
แหงสูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 
(ตอชั่วโมง) ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั

เซลลแหงสูงสุด 
ในชวง log phase 

200 19.85 ±0.22 66 0.0454 0.6056 0.6035 0.2976 0.3089 
250 32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
300 33.38 ±0.23 60 0.0474 0.6791 0.6837 0.4910 0.5013 
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ตารางท่ี 4.33 แสดงคาพีเอช ปริมาณกลีเซอรอล  ไนโตรเจนและน้ํามันในน้ําหมัก  ของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกดั
จากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยผันแปรความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 
รอบตอนาท ีพีเอชเริ่มตนในอาหารเปน 6.0 อุณหภูมิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส   
 

กลเีซอรอล  
(กรัมตอลิตร) 

ไนโตรเจน  
(กรัม N/ลิตร) 

น้ํามัน 
(กรัมตอลิตร) 

ความเร็วรอบ
ในการเขยา 

(rpm) 

พีเอช 
(0- 84 ชั่วโมง) 

 เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ท่ีใชไป เริ่มตน ที่ใชไป 
200 5.39-5.97 42.6796 29.6046 2.4012 1.5268 6.3577 0.9456 
250 6.10-5.75 39.6687 36.6898 2.3840 2.0212 6.1400 1.8200 
300 5.69-6.02 42.5149 41.8974 2.4012 2.0484 6.4892 1.4661 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง 

YE-Gly ที่ผันแปรคาความเร็วรอบในการเขยาเปน 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  พบวาเม่ือเพ่ิม
ความเร็วรอบในการเขยา  ยีสตจะมีการเจริญสูงขึ้นเม่ือวัดเปนน้ําหนักแหง คือ 19.85, 32.00 และ 
33.38 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 66, 54 และ 60 ชั่วโมงตามลําดับ  สวนคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ของ
ยีสตท่ี 200 รอบตอนาที มีคา 0.0454  ตอชั่วโมง เมื่อเพิ่มความเร็วรอบเปน 250 รอบตอนาที  อัตรา
การเจริญจําเพาะก็มีคาสูงขึ้น คือ 0.0513  ตอชั่วโมง แตเมื่อเพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาจนถึง 300 
รอบตอนาท ี พบวาอัตราการเจริญจําเพาะมีคาลดลง คอื 0.0474 ตอชั่วโมง เนื่องจากใชเวลาในการ
เจริญจนไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด  มากกวาท่ี 250 รอบตอนาที  เม่ือคํานวณคาอัตราการเจริญ
จําเพาะมีผลทําใหลดลง   

ความเร็วรอบในการเขยาเปนการใหออกซิเจนแกเซลลในการเจริญ  โดยออกซเิจนมี
หนาท่ีหลกัในการเปนตวัรบัอเิลก็ตรอนตัวสุดทายในหวงโซอเิล็กตรอน (electron transport chain, 
ETC) นอกจากนั้นยังทําหนาท่ีเปน growth factor โดยยสีตตองการออกซิเจนสําหรับเกิดไฮดรอก
ซีเลชั่น (hydroxylation) เพ่ือรกัษาการเจริญ เชน ใชในการสังเคราะหสเตอรอล และกรดไขมนัไม
อิ่มตวั เปนตน 63, 65 ซึ่งจากผลการทดลองในตารางท่ี 4.32 จะเห็นวาการเจริญของยีสต H. 
polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีความเร็วรอบ 250 และ 300 รอบตอนาที  ดกีวาการเจริญท่ี 200 รอบ
ตอนาที  และการเลี้ยงท่ี 250 และ 300 รอบตอนาที  ใหคาผลผลิตมวลเซลล (yield) อตัราผลผลิต
มวลเซลล (productivity)  ปรมิาณไนโตรเจนและน้ํามันท่ียีสตใช  ไมแตกตางกันมากนกั  ซึ่งอาจ
เนือ่งมาจากขอจํากดัของการใหออกซิเจนตอพ้ืนทีผ่วิในฟลาสก  ทําใหปริมาณของออกซเิจนในน้ํา 
หมักท่ีความเร็ว 250 และ 300 ไมแตกตางกันมาก   เซลลจึงมีอัตราการเจริญท่ีใกลเคียงกัน
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จากการศึกษาถึงองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อซึง่ไดแก ความเขมขนของกลเีซอรอล
ดิบ  ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน  ตลอดจนภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมตอการเจรญิของ
ยีสต H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ไดแกอุณหภูมิ พีเอชเร่ิมตนในอาหาร และคา
ความเร็วรอบในการเขยา  พบวาสูตรอาหารท่ีเหมาสําหรับการเจริญคือ  กลีเซอรอลดิบ 7.5% และ
สารสกัดจากยีสต 2 % สวนภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมคือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช
เร่ิมตนในอาหาร 5.75-6.0 และคาความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  โดยใหคาน้ําหนัก
เซลลแหงสูงสุด คือ 32.00 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 54 ชั่วโมง  และใหคาอัตราการเจริญจําเพาะ 0.0513 
ตอชั่วโมง  คาผลผลิตมวลเซลล (Yield) 0.7132 กรัมเซลลแหงตอกรัมกลีเซอรอล  คาอัตราผลผลิต
มวลเซลล (Productivity) 0.5026 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ซึ่งคาตางๆท่ีไดจากการทดลอง  แมไม
สามารถเปรียบเทียบไดโดยตรงกับงานวิจัยอื่นๆ  เนื่องจากยังไมมีการศึกษาถึงการนํากลีเซอรอลดิบ
ซึ่งเปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลล  มาใชเพ่ือเปนแหลงคารบอนสาํหรับการ
ผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจากยีสต   แตก็ยังมีงานวิจัยท่ีเกี่ยวการนํากลีเซอรอลบริสุทธิ์มาใชเพ่ือการ
เจริญของยีสต  เชน  งานวิจัยของ Hellmuth และคณะ 48 ไดรายงานถึงการเจริญของยีสต H. 
polymorpha ในอาหารที่มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ fed-batch ในถัง
หมักขนาด 15 ลิตร ท่ีมีอาหาร minimal medium ปริมาตร 5 ลิตร ความเขมขนเริม่ตนของกลเีซอรอล
ในอาหารเปน 1 %  อุณหภูมิในการเลี้ยง 30 องศาเซลเซียส พีเอชของอาหารเปน 4.6 และอัตราการ
ใหอากาศเปน 5 ลิตรตอชั่วโมง  ในชวงเร่ิมตนของการหมักจนถึง 18 ชัว่โมง  ใหปริมาณกลเีซอรอล
ในอาหารดวยอัตรา 25 กรัมตอชั่วโมง  จากนั้นเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลดวยอัตรา 50 กรัมตอลิตร 
จนถึง 168 ชั่วโมง หลังจากสิ้นสุดการเลี้ยงพบวา ใหความหนาแนของเซลลประมาณ 120 กรัมตอ
ลิตร เม่ือคิดเปนน้ําหนักเซลลแหง  งานวิจัยของ d’ Anjou และคณะ 75 ไดศึกษาการเจริญของยีสต 
Pichia pastoris ในอาหารที่มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน  โดยเลี้ยงแบบ Fed-batch ในถงั
หมักขนาด 10 ลิตร  ท่ีมีอาหาร Minimal medium ปริมาตร6 ลิตร  ความเขมขนเริ่มตนของกลีเซ
อรอลในอาหารเปน 50 กรัมตอลิตร ปรับพีเอชของอาหารเปน 5.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
หลังจาก 12 ชั่วโมง  ทําการเติมเมทานอลเขาสูถังหมัก  โดยรักษาระดับความเขมขนอยูในชวง 1-2 
กรัมตอลิตร  ทําการเลี้ยงตอจนถึง 60 ชั่วโมง  พบวา ใหผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.51 กรัมของ
เซลลตอกรัมของสับเตรทท้ังหมด  ซึ่งแมวางานวิจัยที่ไดทําการทดลองมา  จะเปนการผลิตในระดับ
ขวดเขยา  แตก็สามารถใชเปนขอมูลในการศึกษาถึงความเปนไปได  ในการพัฒนางานวิจัยจาก
ระดับขวดเขยาไปสูระดับการหมักท่ีใหญขึ้นในถังหมัก   

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยอื่นๆ  ท่ีไดศกึษาถึงการนําวัสดุเหลือท้ิง และมีมลูคาต่ํา  มา
เปลีย่นใหมีมูลคาสงูขึ้นในรูปของโปรตีนเซลลเด่ียว  ซึ่งสอดคลองกบังานวิจัยท่ีทํา  ตัวอยางงานวิจัย
ตางๆ ไดแก Musial และคณะ 71 ไดทําการผลติโปรตีนเซลลเด่ียวจากยีสต Yarrowia lipolytica A-
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101 โดยใชน้ํามันเรพสดี (crude rapeseed oil) ความเขมขน 25.7 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน  
และมีการเติมสารอาหารและธาตุอาหารตางๆ ไดแก แอมโมเนยีมซัลเฟต 4.2 กรัมตอลิตร 
แมกนเีซียมซลัเฟต 0.12 กรัมตอลิตร  โพแทสเซยีม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.28 กรัมตอลิตร และ
สารสกัดจากยีสต  2.1 กรัมตอลติร  ปรบัพีเอชเปน 3.5 และทําการเลีย้งแบบตอเนือ่งในถงัหมัก
ขนาด 3.5 ลิตร ท่ีมีปริมาตร อาหาร 1 ลิตร  ภาวะในการเลีย้ง 30 องศาเซลเซียส  อัตราการกวน 700 
รอบตอนาที  และอัตราการใหอากาศ 2 vvm เม่ือสิ้นสุดการเลี้ยงท่ี 54 ชั่วโมง ใหน้ําหนักเซลลแหง 
32.5 กรัมตอลิตร  KURBANOGL’U 97  ไดทําการผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยวจาก Ram  horn  
hydrolysate โดยใชยีสต Candida utilis NRRL Y-900 ทําการเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 มลิลิลิตร  ที่
มีอาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ซึ่งประกอบดวย crude horn hydrolysate 4 % สารสกัดจากยีสต 0.1 
%  กลูโคส 1 % และ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ปรับพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 5.0 ภาวะในการเลี้ยง 160 รอบตอนาที อุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส  เม่ือสิ้นสุด
การเลีย้งพบวา  ใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 6.8 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 72 ชั่วโมง  Choi และ Park 72  ได
ทําการผลติมวลชวีภาพโดยใชเศษกะหล่าํปลซีึ่งเหลอืทิ้งเปนแหลงคารบอน  โดยทําการเลีย้งยสีต 
Pichia stipitis CBS 5776 ในอาหาร cabbage juice medium ปริมาตร 20 มิลลลิิตร  ท่ีมี แอมโมเนยีม
ซัลเฟต 0.05 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน ปรบัพีเอชเร่ิมตนในอาหารเปน 5.8  
ภาวะในการเลี้ยง 200 รอบตอนาที อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  เม่ือสิน้สดุการเลีย้งใหน้ําหนกัเซลล
แหง 11.23 กรมัตอลติร   

ซึ่งเมือ่เปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีทําการศกึษาถึงการใชกลีเซอรอลดบิจากกระบวนการ
ผลติไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนเพ่ือผลิตโปรตีนเซลลเด่ียว  กับงานวิจัยท่ีไดยกตัวอยางมา 
เกีย่วกับการนําวัสดุเหลอืท้ิง และมีมูลคาต่ํา  มาเปลีย่นใหมีมูลคาสูงขึน้ในรูปของโปรตีนเซลลเด่ียว  
จะเห็นวา ยีสต H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 มีการเจริญท่ีคอนขางดี คอื 32 กรัมตอลติร
เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยในระดับขวดเขยาของ KURBANOGLU และ Choi และ Park ท่ีให
น้ําหนักเซลลแหงเพียง 6.8-11.23 กรัมตอลิตร  นอกจากนี้เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่นๆในระดับ
ถังหมัก  ก็พบวาการเจริญในระดับขวดเขยาของยีสต  H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ท่ี
ศกึษาอยูก็ใหคาน้ําหนกัเซลลแหงไมตางจากงานวิจัยในดับถังหมักของ Musial และคณะ มากนกั 
ซึ่งแสดงใหเห็นวา ยีสต  H.  polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 นาจะมีศักยภาพในการพัฒนาให
เจริญในระดับการผลิตท่ีสูงขึ้นตอไปได 
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4.4  เปรียบเทียบการเจริญของยีสต H.  polymorpha ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly  และอาหาร 
Mineral salt medium  

 
ทําการเลี้ยงยีสต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt medium 

ซึ่งอางอิงจาก United States Patent No.: US 6,204,012 B1 48 (แสดงองคประกอบของอาหารใน
ภาคผนวก ข)  โดยมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  ปรับคาพีเอช
เร่ิมตนในอาหารเปน 6.0 ทําการเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา 250 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 84 ชั่วโมง  แลววัดการเจริญในรูปน้ําหนักเซลลแหง  และวิเคราะหปริมาณ
กลีเซอรอลท่ีเหลือในน้ําหมัก  เพ่ือนําขอมูลมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธตางๆกับเวลา  ดงัรูปที่
4.55  จากนั้นคํานวณคาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) ผลผลิตมวลเซลล (yield)  อัตราผลผลติมวลเซลล 
(productivity) ดังแสดงในตารางท่ี 4.34 
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รูปที่  4.56 ความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณกลีเซอรอลและพีเอชในน้ําหมัก  

กับเวลา ในการเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt 
medium ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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ตารางท่ี 4.34 สรุปผลการทดลองการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt medium และอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมี 
กลเีซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน พีเอชเริ่มตนในอาหาร 6.0 ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อุณหภมิู 
37 องศาเซลเซยีส 

 
ผลผลิตมวลเซลล (yield, Yx/s,) 

(กรัมเซลลแหงตอกรัมกลเีซอรอล) 
อัตราผลผลติมวลเซลล (productivity) 

(กรัมตอลติรตอชั่วโมง) 
อาหาร น้ําหนักเซลล

แหงสูงสุด 
(กรัมตอลิตร) 

เวลาท่ีใหน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

(ชั่วโมง) 

อัตราการเจริญ
จําเพาะ (µ) 

ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase ในชวงน้ําหนกั
เซลลแหงสูงสุด 

ในชวง log phase 

Mineral salt 
medium 
 

26.81 ±0.05  66 0.0353 0.4980 0.5710 0.3217 0.4296 

สูตรดัดแปลง 
YPG 
 

32.00 ±0.48 54 0.0513 0.7132 0.7132 0.5026 0.5026 
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รูปที่ 4.57  Mineral salt medium ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
(ก) และการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเวลา 36 ชั่วโมงในอาหาร ใน Mineral 
salt medium (ข) 

 
จากผลการทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหาร Mineral salt 

medium ดังตัวอยางในรูปท่ี 4.56 พบวาใหน้ําหนักเซลลแหง 26.81 กรัมตอลิตร  ท่ีเวลา 66 ชั่วโมง  
ใหอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) เปน  0.0353 ตอชั่วโมง  ใหผลผลิตมวลเซลล (yield) เปน 0.5710 และ
ใหอัตราผลผลิตมวลเซลล  (productivity) เปน 0.4296 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง (ในชวง log phase)  
เม่ือเปรียบเทียบกับการเจริญของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG 
ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 7.5 % และสารสกัดจากยีสต  2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน 
พบวาการเจริญของยีสตในอาหาร Mineral salt medium ใหน้ําหนักเซลล  ตลอดจนคาอัตราผลผลิต
เซลลตํ่ากวา  ดังแสดงในตารางท่ี 4.34 

ซึ่งการท่ียีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ที่เจริญในอาหาร Mineral salt medium ได
น้ําหนักเซลลต่ํากวาในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly  อาจเนื่องมาจากในอาหารสูตรดัดแปลง YE-
Gly นั้นมีสารสกัดจากยีสตซึ่งใชเปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และในสารสกัดจากยีสต
ยังอุดมไปดวยวิตามิน แรธาตุ กรดอะมิโน ท่ี จําเปนตอการเจริญของเซลลยีสต  และยังมี
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบดวย  ดังนั้นในอาหารสูตรดัดแปลงจึงสงผลใหยีสตมีการเจริญท่ี
คอนขางดีกวาในอาหาร Mineral salt medium 

(ก) (ข) 
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4.5  วิเคราะหองคประกอบในเซลลยีสต H.  polymorpha 
 
จากการเลี้ยงยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมี

ปริมาณกลีเซอรอล  ชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการเจริญ  คือ กลีเซอรอล
ดิบ 7.5 %  และสารสกัดจากยีสต (yeast extract) 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พีเอชเริ่มตนในอาหาร
เปน 6.0 อุณหภูมิและความเร็วรอบท่ีใชเขยาเปน 37 องศาเซลเซียส และ 250 รอบตอนาที  ทําการ
เลี้ยงจนการเจริญของยีสตเขาสูระยะ log phase (ประมาณ 54-60 ชั่วโมง) จากนั้นนําเซลลยีสตมาทํา
ใหแหงดวยเครื่อง Freeze Dryer จะไดเซลลยีสตที่มีลักษณะสีเหลืองออน ดังภาพท่ี 4.56  และทําการ
วิเคราะหองคประกอบทางอาหารในเซลล 

 
 

รูปท่ี  4.58  เซลลยสีต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีทําแหงดวยเคร่ือง Freez Dryer 
 
4.5.1  วิเคราะหปริมาณโปรตีน ไขมัน เถา ความช้ืน คารโบไฮเดรต 

เมื่อทําการวิเคราะหองคประกอบในเซลลไดแก โปรตีน ไขมัน เถา ความชื้น และ
คารโบไฮเดรต (ดังแสดงในภาคผนวก ข) ใหผลการวิเคราะหดังตารางท่ี 4.35  

 
  ตารางท่ี 4.35  องคประกอบทางอาหารในยสีต H. polymorpha NRRL Y-2214   

 
องคประกอบ เปอรเซน็ต (%) วิธีวิเคราะห 
โปรตีน (Crude Protein) 41.67 ±0.685 Kjeldahl Method 
ไขมัน (Lipid) 16.49 ±0.530 AOAC2000 
ความชื้น (Moisture) 72.34 ±0.651 AOAC2000 
เถา (Ash) 3.08 ±0.358 AOAC2000 
คารโบไฮเดรต (Carbohydrate) และอื่นๆ 38.76 AOAC2000 
หมายเหต ุ วิเคราะหผลจากการทดลอง 5 ซ้ํา 
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จากตารางท่ี 4.35 แสดงองคประกอบทางอาหาร  ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา 
และคารโบไฮเดรต ในยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 แลวเปรียบเทียบกับยีสตท่ีนิยมใชใน
การผลิตสารสกัดจากยีสต  (yeast extract) ชนิดอื่น หรือนิยมนําไปแปรรูปอื่นๆ เชน เบตากลูแคน 
สารสีจากยีสต เปนตน ซึ่งยีสตเหลานี้ไดแก  ยีสตในจีนัส Candida และ Saccharomyces ดัง
แสดงผลในตารางที่ 4.36 

 
ตารางท่ี 4.36  เปรียบเทียบองคประกอบทางอาหารระหวางยีสตจีนัสตางๆ (57, 69 และ 73) 
 
องคประกอบ H. polymorpha 

NRRL Y-2214 
 

Candida utilis 
(From Cassava 
hydrolysate)  

Saccharomyces 
cerevisiae 
(Brewer yeast)  

Kluyveromyces 
maxianus 
(from Whey)  

โปรตีน (%) 41.67 52.25 40.0 52.0 
ไขมัน (%) 16.49 0.31 4.0 0.54 
ความชื้น (%)  72.34 74.0 ND 72.0 
เถา % 3.08 2.2 7.5 5.4 
คารโบไฮเดรต (%) 38.76 ND 34.0 34.9 
ND : Not done 
4.5.2 วิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมัน 
 

จากการวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดไขมันในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-
2214 โดยการเปลี่ยนใหอยูเมทิลเอสเทอรและวิเคราะหดวยเครื่อง GC (Gas chromatography) (ดัง
แสดงในภาคผนวก ข) ใหผลการวิเคราะหดังตารางท่ี 4.37 

 
ตารางท่ี 4.37  ชนิดและปริมาณกรดไขมนัในเซลลยสีต H.  polymorpha NRRL Y-2214 

 
 
 
 
 
 
 

กรดไขมัน ปริมาณ (%) 
ปาลมิตกิ (Palmitic acid, C16:0) 
ปาลมิโตเลอกิ (Palmitoleic, C16:1) 
สเตียรริก (Stearic acid, C18:0) 
โอเลอกิ (Oleic acid, C18:1) 
ไลโนเลอกิ  (Linoleic acid, C18:2) 

34.10   
1.87 
3.47  
37.13  
17.37 
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รูปที่ 4.59  โครมาโตแกรมแสดงองคประกอบของกรดไขมันชนิดตางๆ จากยสีต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214  ท่ีวิเคราะหดวยเครื่อง GC  

(Gas Chromatography) โดยเทียบกับ retention time ของสารมาตรฐาน Fatty acid methyl esters (FAMEs) 

min5 10 15 20 25 30

pA

0

50

100

150

200

250

 FID1 A,  (SW\NRRL1.D)

 2
.1

86
 2

.3
13

 2
.6

66
 2

.8
94

 3
.2

09
 3

.2
67

 4
.1

85
 4

.9
68

 5
.7

32

 7
.2

26
 7

.9
49

 8
.3

60

 1
1.

30
4

 1
1.

83
3

 1
2.

96
4

C16:0 

C16:1 

C18:0 

C18:1 

C18:2 

 
Column : HP-INNOWax 
   30 m x 0.32 mm  Film 0.25 µm 
Carrier : Helium 28 cm/sec, 9.52 psi (150 oC) 
  1.3 mL/min constant pressure 
Oven : 150-180 oC at 10 oC/min 
  180-200 oC at 5 oC/min 
  200-205 oC at 0.5 oC/min 
  205-250 oC at 5 oC/min 
Injection : Split 50:1, 150 oC, 1 µL 
Detector : FID 250 oC 
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4.5.3 วิเคราะหกรดอะมิโน  และวิตามิน 
 
จากการวิเคราะหชนิด ปริมาณกรดอะมิโน  และวิตามินในเซลลยีสต H. polymorpha 

NRRL Y-2214  โดยบริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากัด โดยสงวิเคราะหในรูปเซลลเปยกแชแข็ง  
โดยมีความชื้น 43.20 % เมื่อนํามาคํานวณปริมาณกรดอะมิโน  ตอน้ําหนักเซลลแหง  จะใหผลดัง
ตารางท่ี 4.38 และ 4.40 (ภาคผนวก จ, รูปที่ จ. 11) 
 

ตารางที่ 4.38  ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL Y-2214 
 

กรดอะมิโน (Amino acid) 
 

ปริมาณ 
(mg/100g) 

กรดอะมิโน (Amino acid) ปริมาณ 
(mg/100g) 

Histidine * 27.46 Aspartic acid 201.30 
Isoleucine* 590.24 Cystine 36.68 
Leucine* 670.42 Glutamic acid 92.29 
Lysine* 330.94 Glycine 158.31 
Methionine* <5.00 Methionine-Cystine 36.68 
Phenylalanine* 716.48 Phenylalanine-tyrosine 822.24 
Threonine* 81.88 Proline <5.00 
Tryptophan* 61.92 Serine 60.22 
Valine* 281.47 Tyrosine 106.11 
Alanine 312.18 Hydroxylysine <5.00 
Arginine 123.17 Hydroxyproline <5.00 

     * หมายถึง กรดอะมิโนจําเปน (Essential amino acid), วิเคราะหดวยวิธี AOAC (2000) 
 

จากตารางท่ี 4.22 แสดงชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในเซลลยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214  แลวเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบในสารสกัดจากยีสต สายพันธุ 
Saccharomyces  cerevisiae  ดังแสดงผลในตารางท่ี 4.39 
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ตารางท่ี 4.39  เปรียบเทียบกรดอะมิโนในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 กับกรดอะมิโน
ในสารสกัดจากยีสต (yeast extract) สายพันธุ Saccharomyces  cerevisiae 
 
ชนดิ H.  polymorpha NRRL Y-2214 

(รอยละของน้ําหนกัเซลลแหง) 
Saccharomyces cerevisiae a 

(รอยละของน้ําหนกัแหง) 
กรดอะมิโนจําเปน   
Histidine  0.027 0.53 
Isoleucine 0.590 1.66 
Leucine 0.670 2.99 
Lysine 0.331 1.43 
Methionine <0.005 0.68 
Phenylalanine 0.72 1.87 
Threonine 0.082 0.82 
Tryptophan 0.062 1.45 
Valine 0.28 2.22 
กรดอะมิโนไมจําเปน   
Aspartic acid 0.20 1.25 
Serine 0.037 1.34 
Glutamic acid 0.092 2.70 
Glycine 0.16 0.75 
Alanine 0.31 2.66 
Proline <0.005 1.12 
a  สํานักงานนวัตกรรมแหงชาต ิ57 
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ตารางท่ี 4.40  ชนิดและปริมาณวิตามินในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 
 

วิตามิน (Vitamin) 
 

ปริมาณ (ppm) 
 

วิธีวิเคราะห 
 

Vitamin B1 (Thiamin) < 0.1 JAFC (1984) 
Vitamin B2 (Riboflavin) 0.9 JAFC (1984) 
Vitamin B 3 (Niacin & Niacinamide) < 0.1 JAOAC (1993) 
Vitamin B5 (Panthothenic acid) 2.0 AOAC (2000) 
Vitamin B6 (Pyridoxine) < 0.1 JAFC (1984) 
Vitamin B8 (Biotin) 32.5 AOAC (1996) 
Vitamin B9 (Folic acid) 84.9 AOAC (1996) 
Vitamin B12 (Cyanocobalamine) < 0.1 AOAC (2000) 
 

จากตารางที่ 4.24 แสดงชนิดและปริมาณวิตามินในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-
2214  แลวเปรียบเทียบกับวิตามินท่ีเปนองคประกอบในสารสกัดจากยีสต  Saccharomyces 
cerevisiae  ดังแสดงผลในตารางท่ี 4.41 
 
ตารางท่ี 4.41  เปรียบเทียบวิตามินในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 กับวิตามินในสาร
สกดัจากยีสต (yeast extract) สายพันธุ Saccharomyces cerevisiae 56 

 
วิตามิน (Vitamin) 
 

H.  polymorpha  
NRRL Y-2214 (ppm) 

S.  cerevisiae 
(ppm) 

Vitamin B1 (Thiamin) < 0.1 10-18 
Vitamin B2 (Riboflavin) 0.9 80-110 
Vitamin B 3 (Niacin & Niacinamide) < 0.1 350-600 
Vitamin B5 (Panthothenic acid) 2.0 120-190 
Vitamin B6 (Pyridoxine) < 0.1 45-60 
Vitamin B8 (Biotin) 32.5 0.7-1.5 
Vitamin B9 (Folic acid) 84.9 25-50 
Vitamin B12 (Cyanocobalamine) < 0.1 1.2-5.0 
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 เม่ือพิจารณาผลขององคประกอบทางอาหาร ไดแก โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา และ
คารโบไฮเดรต  และเปรียบเทียบกับยีสตสายพันธุอื่น คือ Candida utilis, Saccharomyces และ 
Kluyveromyces maxianus ซึ่งยีสตสายพันธุเหลานี้เปนยีสตท่ีนิยมนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิต
สารสกัดจากยีสต (yeast extract) และพบวา ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 มีปริมาณ
องคประกอบตางๆไมตางจากยีสตสายพันธุท่ีกลาวมามากนัก  ดังแสดงในตารางที่ 4.36 ยกเวน
ปริมาณไขมันท่ีวิเคราะหไดในยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง 
YPG พบวามีปริมาณไขมันคอนขางสูง คือ 16.49 % ในขณะท่ียีสต Candida utilis, Saccharomyces 
และ Kluyveromyces maxianus นั้นมีปริมาณไขมันในเซลลเพียง 0.31, 4.0 และ 0.54 % ตามลําดับ  
ท้ังนี้ โดยธรรมชาติของสายพันธุยีสต H.  polymorpha นั้นไมใชยีสตท่ีสะสมกรดไขมันในเซลล 
(Non-oleaginous yeasts) และมีปริมาณไขมันในเซลลเพียง 1.4-3.3 % ดังแสดงในตารางท่ี 4.42 
ดังนั้นปริมาณของไขมันท่ีคอนขางสูงท่ีไดจากการวิเคราะหในยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 
ท่ีเจริญในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  อาจมาจากการดูดซับน้ํามันท่ีเปน
องคประกอบในกลีเซอรอลดิบเขาไปสะสมในเซลลระหวางการเจริญ  และอาจเกิดจากการท่ีไม
สามารถขจัดน้ํามันท่ีปนเปอนมาออกจากเซลลไดหมด  
 
 ตารางท่ี 4.42  ปริมาณไขมันท่ีพบใน non-oleaginous yeasts และ oleaginous yeasts 98 

 
ยีสต ปริมาณไขมันในเซลล (% น้ําหนักแหง) 
Non-oleaginous yeasts 

Candida utilis 
Crytococcus neoformans 
Debaryomyces hansenii 
Hansenula anomala 
Hansenula polymorpha 
Saccharomyces cerevisiae 
Yarrowia lipolytica 

 
0.2-18.2 
9.8 
7.0-11.0 
7.0-17.0 
1.4-3.3 
3.5-20.0 
2.7-9.0 

Oleaginous yeasts 
Candida diddensiae 
Hansenula ciferri 
Lipomyces tetrasporus 
Rhodotorula glutinis 

 
37.0 
22.0 
64.0-67.0 
40.0-72.0 
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เม่ือพิจารณาผลวิเคราะหของชนิดและปริมาณของกรดไขมันในยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 พบวาประกอบดวยกรดไขมันหลักๆ 5 ชนิด คือ ปาลมิติก (Palmitic acid, C16:0) 
ปาลมิโตเลอิก (Palmitoleic, C16:1) สเตียรริก (Stearic acid, C18:0)โอเลอิก (Oleic acid, C18:1) 
ไลโนเลอิก  (Linoleic acid, C18:2) ซึ่งมีปริมาณ 34.10, 1.87, 3.47, 37.13 และ 17.37 % ของกรด
ไขมันท้ังหมดท่ีวิเคราะหได  ตามลําดับ  เทียบกับรายงานของ Wijeyaratane และคณะ 99 ท่ีรายงาน
ถึงองคประกอบของกรดไขมันในยีสต H. polymorpha วา  ประกอบดวย ปาลมิติก 16.3-25.2 % 
ปาลมิโตเลอิก 1.3-3.5 % สเตียรริก 3.3-8.7 % โอเลอิก 23.6-30.6 % และไลโนเลอิก  27.3-43.2 %  
และเม่ือเปรียบเทียบกับขอมูลของกรดไขมันท่ีวิเคราะหไดจากน้ํามันในกลีเซอรอลดิบ  พบวา
ประกอบดวยกรดไขมัน ปาลมิติก  สเตียรริก และโอเลอิก ในปริมาณ 41.88, 4.82 และ 40.84 % จึง
สันนิษฐานวาปริมาณของกรดไขมันปาลมิติก และโอเลอิก  ในเซลลยีสตท่ีคอนขางสูง  อาจ
เนื่องมาจากยีสตเมแทบอไลตกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบในอาหารและสะสมหรือนําไปสราง
พลังงานใหแกเซลล  อีกท้ังยังมีรายงานวา ยีสต H. polymorpha CBS1976 มีความสามารถในการนํา
กรดไขมัน ปาลมิติก โอเลอิก และ ไลโนเลอิก เขาสูเซลลและเกดิการสะสมได  56  สําหรับงานวิจัย
เกี่ยวกับการสังเคราะหกรดไขมันในยีสตจีนัสอื่น เชน งานวิจัยของ You และคณะ 100 ไดศึกษาการ
สังเคราะหกรดไขมันในยีสต Sachharomyces cerevisiae ในอาหาร YPD และมีการเติมเมาทานอล
ลงไป  พบวาสามารถสังเคราะหกรดไขมันชนิดตางๆไดแก ปาลมิติก 45.5-49.7 % สเตียรริก 4.7-
12.5 % ปาลมิโตเลอิก 31.7-42.6 % และ โอเลอิก 11.0-14.9 % เม่ือเปรียบเทียบสัดสวนของกรด
ไขมันไมอิ่มตัวโอเลอิกระหวางยีสต S. cerevisiae กับยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 จะเห็นวา
ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214  มีสัดสวนกรดไขมันโอเลอิกสูงกวา คือ 37.13 % ซึ่งปจจุบัน
ไดมีการนํากรดไขมันมากรดไขมันไมอิ่มตัวตัวมาผลิตเปนผลิตภัณฑในทางการคา  ซึ่งมีประโยชน
ในเร่ืองชวยลดระบบของแอลดีแอล (คอเรสเทอรอลท่ีไมด)ีในรางกายได จึงชวยปองกนัหลอดเลอืด
ตีบตัน และปองกันการอักเสบของเนื้อเยื่อ 99 

เม่ือพิจารณาชนิดและปริมาณกรดอะมิโนในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 
พบวาประกอบดวยกรดอะมิโนตางๆ 18 ชนิด  และพบกรดอะมิโนจําเปนครบท้ัง 9 ชนิด  ไดแก 
Histidine, Isoleucine, Leucine, Lysine, Methionine, Phenylalanine, Threonine, Tryptophan และ 
Valine รวมปริมาณ  2760.81 มิลลิกรัมตอ 100 กรัมของน้ําหนักเซลลแหง  และเม่ือนํากรดอะมโินที่
วิเคราะหได  มาเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนในสารสกัดจากยีสต Saccharomyces cerevisiae  พบวา
มีชนิดของกรดอะมิโนเหมือนกัน  ถึงแมวาจะไมสามารถนํามาเปรียบเทียบกันไดโดยตรง  เนือ่งจาก
กรดอะมิโนท่ีพบใน H.  polymorpha NRRL Y-2214 เปนกรดอะมิโนท่ีวิเคราะหจากตัวเซลล  สวน
กรดอะมิโนจากยีสต Saccharomyces cerevisiae ท่ีนํามาเปรียบเทียบ  ไดมาจากสารสกัดจากเซลล 
(yeast extract) ซึ่งเปนสวนของของเหลวภายในเซลลหรือไซโตพลาสซึม (cytoplasm) อันอุดมไป
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ดวยสารอาหารตางๆ ท้ัง โปรตีน ไขมัน วิตามิน และแรธาตุหลายชนิดมากกวาในเซลลยีสต (เม่ือคดิ
เปนปริมาณตอน้ําหนักแหง)  แตเม่ือคิดเปนสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนตอกรดอะมิโนท้ังหมด
ภายในเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 พบวามีสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนสูงถึง 72 
% ของกรดอะมิโนทั้งหมดในเซลล  ในขณะท่ีสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนตอกรดอะมิโน
ท้ังหมดในสารสกัดจากยีสต  มีเพียง 45.7 % ซึ่งขอมูลท่ีวิเคราะหไดเปนขอมูลสําคัญอีกขอมูลหนึ่ง
ในการพัฒนาเซลลยีสตท่ีไดไปใชประโยชนในดานตางๆ เชน แปรรูปเปนสารสกัดจากยีสต นําไป
เปนอาหารสัตวซึ่งอาจอยูในรูปเซลลยีสตท่ีมีชีวิต (Live yeasts or Active yeast) หรือในรูปเซลลท่ี
ตายแลว (Inactive yeast)  

และเมือ่พิจารณาชนิดและปริมาณของวิตามินท่ีวิเคราะหไดจากเซลลยสีต H.  polymorpha 
NRRL Y-2214 โดยทําการวิเคราะหเฉพาะกลุมวิตามินบี  เนื่องจากขอมูลวิตามินท่ีรายงานในสาร
สกดัจากยีสต (yeast extract) นิยมรายงานในกลุมวิตามินบี (B-complex) ดังแสดงในภาคผนวก ฉ 
พบวาเซลลยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ประกอบดวยวิตามินบี 8 (Biotin) และวิตามินบี 9 
(Folic acid) อยูในปริมาณที่มากกวาท่ีพบในสารสกัดจากยีสตท่ีผลิตในทางการคา คอื 32.5 และ 
84.9 ppm  (ดังแสดงในตารางท่ี 4.41) นอกจากนี ้  ยังมรีายงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตโฟเลต หรือ
วิตามินบี 9 ในยีสต Saccharomyces cerevisiae โดย Hjortmo และคณะ101  พบวายีสต S. cerevisiae 
ท่ีเจริญในอาหาร YPD จะมีการสังเคราะหโฟเลต (15-40 ppm) ต่าํกวาเม่ือเจริญในอาหารสังเคราะห 
(Synthetic medium) ท่ีใชแอมโมเนยีมซัลเฟต  รวมกับแรธาตุตางๆแทนสารสกดัจากยีสตและเพ
ปโทน  โดยการเลี้ยงแบบแบตซ (Batch fermentation) ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ดวยอาหาร
สังเคราะห  ท่ีมีกลโูคสเปนแหลงคารบอน  ปริมาตรอาหาร 1.3 ลิตร ภาวะในการเลี้ยง คอื อุณหภมู ิ
30 องศาเซลเซยีส พีเอชเริ่มตนในอาหาร 5.5 อัตราการกวน 800 รอบตอนาที  ทําการเลี้ยงเปนเวลา 
48 ชั่วโมง  พบวายีสต S. cerevisiae สามารถสังเคราะหโฟเลตไดถึง 125 ppm ในชวง 0 ถึง 10 
ชั่วโมงแรก  แตปรมิาณโฟเลตในเซลลจะลดลงเร่ือยๆเม่ือเซลลเขาสูระยะ stationary phase จาก
งานวิจัยของ Hjortmo และคณะ ที่ไดกลาวมา  เม่ือเปรียบเทียบกับขอมูลวิเคราะหวิตามินบี 9 จาก
ยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมกีลเีซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  พบวา 
ยีสต H.  polymorpha NRRL Y-2214 มีปรมิาณโฟเลตคอนขางสูง (84.9 ppm) ทั้งที่เปนเซลลท่ีเขาสู
ระยะ stationary phase แลว  ดังนั้นจึงมีความนาสนใจในการนํายสีต H.  polymorpha นี้  มาพัฒนา
เปนอาหารท่ีมีโฟเลตสูง ไดแก โยเกริต ขนมปง และอาหารท่ีผานการหมัก (fermented foods) หรือ
เพ่ือการผลิตวิตามนิโฟเลตธรรมชาติ(natural-folates)จากยีสต 
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บทท่ี  5 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

จากการเปรียบเทียบการเจริญของยีสต Hansenula polymorpha SH4329 ในอาหารที่มี
กลูโคส หรือกลีเซอรอลบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน พบวา การเจริญของยีสตในอาหารท่ีมีกลโูคส 2 
และ 3 %   ยีสตจะเขาสูระยะ stationary phase ไดเร็วกวา คือท่ีเวลา 24-36 ชั่วโมง  โดยใหน้ําหนัก
เซลลแหง 8.67 และ 11.85 กรัมตอลิตร ในขณะท่ีการเจริญของยีสตในอาหารท่ีมีกลเีซอรอลบรสิทุธิ์
เปนแหลงคารบอน จะเขาสูระยะ stationary phase ท่ีเวลา 42-48 ชั่วโมง โดยการเจริญของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีผันกลีเซอรอลบริสุทธิ์ในชวง 1-9 % (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) พบวา  ยีสตเจริญไดดีท่ีสุด ที่กลีเซอรอลบริสุทธิ์ 7 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 18.83 
กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง  คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0849 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล 
(yield) 0.6199 อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.5416 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  และเม่ือ
เปรียบเทียบการเจริญของยีสต ในอาหารท่ีมีความเขมขนของกลโูคส และกลเีซอรอลบรสิทุธิเ์ทากัน 
คือ 3 % พบวา การเจริญของยีสตในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 3 % ใหน้ําหนักเซลลแหงสูงกวา 
คือ 16.02 กรัมตอลิตร  ในขณะท่ีการเจริญในกลูโคส 3 % ใหน้ําหนักเซลลแหง 11.85 กรัมตอลิตร 

จากนั้น ไดทําการวิเคราะหกลีเซอรอลดิบท่ีเปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบ
โอดีเซล ท่ีนํามาใชเปนแหลงคารบอน พบวา ประกอบดวยกลีเซอรอล 54.72 %, น้ํามัน 7.05 %  
ความชื้น 16.09 % ตอน้ําหนักเปยก และน้ํามันในกลีเซอรอลดิบประกอบดวยกรดไขมันหลักๆ คือ 
ปาลมิติก โอเลอิก และสเตียรริก 41.88, 40.84 และ 4.82 % ของกรดไขมันทั้งหมด ตามลําดับ และ
เนื่องจากในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนั้น มีการใชกรด และดางเขมขนเปนตัวเรงปฏิกิริยา จึงทํา
การวิเคราะหหาปริมาณแรธาตุที่มีอยูในกลีเซอรอลดิบที่จะนํามาใชเลี้ยงยีสตดวย โดยนาํกลเีซอรอล
ดิบมาวิเคราะห ดวยเครื่อง NA (CHNS/O Analyzer) เครื่อง XRF (X-Rayfluorescence) และเครื่อง 
ICP (Inductively Couple Plasma) พบวา ประกอบดวย คารบอน ไฮโดรเจน ไนโตรเจน เทากับ 
44.13, 9.03, 1.34% ตามลําดับ โดยพบธาตุโซเดียมสูง 1.60 %  สวนแรธาตุอื่นๆ พบในปริมาณนอย 
คือ คลอไรด โพแทสเซียม แคลเซยีม เหล็ก ทองแดง และสังกะสี (4-39 ppm) ซึ่งเปนแรธาตุท่ีเซลล
ยีสตสามารถนําไปใชประโยชนได  

การเตรียมอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน เพ่ือใชเลีย้งยสีต 
โดยแปรผันความเขมขนของกลีเซอรอลดิบในชวง 1-10 %, สารสกัดจากยีสต 1% และเพปโทน 2% 
(น้ําหนักตอปริมาตร) พบวา ท่ีความเขมขนของกลีเซอรอลดิบท่ี  6 % ใหการเจริญของยีสต H. 
polymorpha SH4329 ดีท่ีสุด  คือใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 15.63 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 66 ชั่วโมง  
คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0412  ตอชั่วโมง  ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.7017  และอัตรา
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ผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.2321 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญของ
ยีสตในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ และกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  โดยเปรียบเทียบการ
เจริญในอาหารท่ีมีปริมาณกลีเซอรอลท่ีแทจริงใกลเคียงกันคือ กลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1, 3 และ 5 % กบั
กลีเซอรอลดิบ 2, 6 และ 10 % (เนื่องจากกลีเซอรอลดิบ  มีปริมาณกลีเซอรอลประมาณ  54.72 %) 
พบวาการเจริญของยีสตในอาหารที่มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 1 และ 3 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ให
น้ําหนักเซลลใกลเคียงกับการเจริญในกลีเซอรอลดิบ 2  และ 6 % สวนการเจริญของยสีตในอาหารที่
มีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 5 % จะใหน้ําหนักเซลลแหง 17.42 กรัมตอลิตร  ซึ่งสูงกวาการเจริญของยีสต
ในอาหารที่มีกลีเซอรอลดิบ 10 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหงเพียง 7.24 กรัมตอลิตร  ซึ่งจากการท่ี
ยีสตเจริญไดคอนขางตํ่าในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 10 % เม่ือเทียบกับท่ีกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 5 % 
อาจเนื่องจาก  ปริมาณที่คอนขางสูงของไขสบูท่ีเปนองคประกอบในกลีเซอรอลดิบ  ทําใหปริมาณ
ของออกซิเจนที่ละลายในน้ําหมัก  ในอาหารท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 10 % นอยกวาในอาหารที่มีกลีเซ
อรอลบริสุทธิ์ 5 %  ทําใหเซลลมีการเจริญไดไมเต็มท่ี  เนื่องจากปริมาณของออกซิเจนท่ีมีจํากัด 

และทําการแปรผันแหลงไนโตรเจนเปนอนินทรียไนโตรเจน เพ่ือนํามาใชแทนเพปโทน 
ไดแก ยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และแอมโมเนียมซัลเฟต 
พบวา อนินทรียไนโตรเจนท้ัง 4 แหลง เม่ือนํามาใชแทนเพปโทนในอาหารเลี้ยงเชื้อสงผลใหยีสตมี
การเจริญท่ีคอนขางตํ่า คือ ใหปริมาณเซลลท่ีประมาณ 9-12 กรัมตอลิตร คาอัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ) 0.0230-0.0355 ตอชั่วโมง  ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.4206-0.7742 อัตราผลผลิตมวลเซลล 
(productivity) 0.0764-0.1539 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และเมื่อทดลองเลี้ยงยีสต H. polymorpha 
SH4329 ในอาหารสูตรดัดแปลงท่ีมี กลีเซอรอลดิบ 6 % และเพ่ิมสารสกัดจากยีสตเปน 2 % พบวา
เซลลมีการเจริญไดดีขึ้น โดยใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 20.03 กรัมตอลิตรท่ีเวลา 69 ชั่วโมง  คา
อัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0423 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.9955 อัตราผลผลิตมวล
เซลล (productivity) 0.2818 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
 เนื่องจากยีสต H. polymorpha สายพันธุ SH4329 เปนยีสตท่ีใชประโยชนในการศึกษา
ทางดานพันธุศาสตร มีจีโนไทปเปน leu 1 คือ บกพรองในกระบวนการสังเคราะหลูซีน จึงอาจทํา
ใหความสามารถในการเจริญตํ่า เม่ือไดความอนุเคราะหจาก USDA ประเทศสหรัฐอเมริกา สงยีสต 
H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214 ซึ่งเปนสายพันธุด้ังเดิม (Wild type) ที่ไมมีความบกพรอง
ทางพันธุกรรมมา จึงนํามาทดลองศึกษาการเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบ 5-
10 % และสารสกัดจากยีสต 2 % (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวา ยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214  มีการ
เจริญไดดีกวาสายพันธุ SH4329 และความเขมขนของกลีเซอรอลดิบท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ
ยีสตสายพันธุ NRRL Y-2214  คือ 7.5 % โดยใหน้ําหนักเซลลแหง 32.00 กรัมตอลิตรท่ีเวลา 54 
ชั่วโมง  คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0513 ตอชั่วโมง ผลผลิตมวลเซลล (yield) 0.7132 อัตรา
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ผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.5026 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  จึงเลือกใชสายพันธุ NRRL Y-2214 
ในการทดลองแทนสายพันธุเดิม  
 เม่ือผันแปรภาวะแวดลอมทางกายภาพท่ีเหมาะสมตอการเจริญของยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 พบวา ภาวะท่ีเหมาะสม คือ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตนในอาหาร 5.50-
6.0 และอัตราความเร็วรอบในการเขยาเปน 250 รอบตอนาที และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญของยสีต 
H. polymorpha NRRL Y-2214 ในอาหารสูตรดัดแปลง YE-Gly ท่ีมี กลีเซอรอลดิบ7.5 % และสาร
สกัดจากยีสต  2% (น้ําหนักตอปริมาตร) เทียบกับอาหาร Mineral salt medium ที่มีกลีเซอรอลดิบ 
7.5 % และแรธาตุตางๆ  พบวา  การเจริญของยีสตในอาหาร Mineral salt medium ใหน้ําหนักเซลล
แหง 26.81 กรัมตอลิตรท่ีเวลา 66 ชั่วโมง  คาอัตราการเจริญจําเพาะ (µ) 0.0353 ตอชั่วโมง ผลผลิต
มวลเซลล (yield) 0.5710  อัตราผลผลิตมวลเซลล (productivity) 0.4296 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
แสดงวา ยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 สามารถใชแหลงอนินทรียไนโตรเจนรวมกับแรธาตุ
อื่นๆ แทนสารสกัดจากยีสต และเพปโทนได  
 เม่ือนําเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมี
กลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอนมาวิเคราะหองคประกอบตางๆ ในเซลลพบวา ประกอบดวย 
โปรตีน 41.67 % ไขมัน 16.49 %  ความชื้น 72.34 % เถา 3.08 % คารโบไฮเดรตและอื่นๆ 38.76 % 
ซึ่งพบวา ปริมาณไขมันท่ีวิเคราะหไดคอนขางสูง โดยธรรมชาติของสายพันธุยีสต H. polymorpha 
จัดเปน non-oleaginous yeast คือ ไมใชยีสตท่ีสะสมไขมันในเซลล ดังนั้น ปริมาณไขมันท่ีคอนขาง
สูงในเซลลของยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ที่เจริญในอาหาร ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลง
คารบอน อาจมาจากการดูดซับน้ํามันท่ีเปนองคประกอบในกลีเซอรอลดิบเขาไปสะสมในเซลล
ระหวางการเจริญเติบโต หรืออาจเปนน้ํามันท่ีติดอยูท่ีผนังเซลลเนื่องจากไมสามารถลางออกไดหมด    
ซึ่งไขมันในยีสตนี้ ประกอบดวยกรดไขมันปาลมิติก ปาลมิโตเลอิก สเตียรริก โอเลอิก และไลโนเล
อิก 34.10, 1.87, 3.47, 37.13 และ 17.37 %ของกรดไขมันท้ังหมด ตามลําดับ และจากผลการ
วิเคราะหกรดอะมิโนชนิดตางๆ 18 ชนิด ในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 พบวา 
ประกอบดวยกรดอะมิโนจําเปน 9 ชนิด คือ Phenylalanine (716.48 mg/100g), Leucine (670.42 
mg/100g), Isoleucine (590.24 mg/100g), Lysine (330.94 mg/100g), Valine (281.47mg/100g), 
Threonine (81.88 mg/100g), Tryptophan (61.92 mg/100g), Histidine (27.46 mg/100g) และ 
Methionine (<5.00 mg/100g) และมีกรดอะมิโนไมจําเปน 9 ชนิด คือ Alanine (312.18 mg/100g), 
Aspartic acid (201.30 mg/100g), Glycine (158.31 mg/100g), Arginine (123.17 mg/100g), 
Tyrosine (106.11 mg/100g), Glutamic acid (92.29 mg/100g), Serine (60.22 mg/100g), Cystine 
(36.68 mg/100g) และ Proline (<5.00 mg/100g) ซึ่งพบวา กรดอะมิโนในเซลลยีสต H. polymorpha 
NRRL Y-2214 สวนใหญเปนกรดอะมิโนจําเปนเม่ือคิดเปนสัดสวนสูงถึง 72 %ของกรดอะมิโน
ท้ังหมดในเซลล  สวนผลการวิเคราะหวิตามินบี พบวา เซลลยีสตประกอบดวยวิตามินบีตางๆ คือ บี 
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1 (<0.1 ppm)  บี 2 (0.9 ppm) บี 3 (<0.1 ppm) บี 5 (2.0 ppm) บี 6 (<0.1 ppm) บี 8 (32.5 ppm) บี 9 
(84.9 ppm) และ บี 12 (<0.1 ppm) ซึ่งเปนท่ีนาสนใจวา เม่ือนําไปเทียบกับวิตามินบี ท่ีมีในสารสกัด
จากยีสต Saccharomyces cerevisiae พบวา เซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 มีปริมาณ
วิตามินบี 8 (Biotin) และวิตามินบี 9 (Folic acid) ในปริมาณท่ีสูงกวาท่ีพบในสารสกัดจากยีสตมาก   
 
ขอเสนอแนะ 
 
1.  เนือ่งจากการทดลอง  แสดงใหเหน็วา  ยีสต H. polymorpha สามารถเจริญไดดีในอาหาร Mineral 
salt medium ดังนั้นในการศึกษาการเจริญของยีสต H. polymorpha  เพ่ือใหมีความหนาแนนสูงใน
น้ําหมัก  สามารถผันแปรชนิดและปริมาณของวิตามินและแรธาตุตางๆ ใน Mineral salt medium 
เพ่ือใหเหมาะสมตอการเจริญ  แทนการใชอาหารสูตรดัดแปลง YPG และ YE-Gly  
2.  ยีสต H. polymorpha  เปนยสีตที่มีการศกึษาถึงโครงสรางเซลลตลอดจนลกัษณะทางพันธกุรรม
อยางแพรหลาย   และในการเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญของยสีต  อาจใชวิธีการเปลี่ยนแปลงสาร
พันธกุรรมของยีสต เชน การกลายพันธุ  เพ่ือใหมีความหนาแนนของเซลลสูงในน้ําหมัก   
3. จากการวิเคราะหองคประกอบตางๆ ในเซลลยีสตท่ีไดจากการเจริญในอาหารท่ีมกีลเีซอรอลดิบ
เปนแหลงคารบอน  พบวามีสัดสวนของกรดอะมิโนจําเปนสูงถึงประมาณ 70 % ของกรดอะมิโน
ท้ังหมดในเซลล  และยังมีปริมาณวิตามินบี 8 และบี 9 ท่ีคอนขางสูงกวาที่พบในสารสกัดจากยสีต  
ดังนั้นในการนําเซลลยสีตทีไ่ดมาใชประโยชนนอกเหนอืจากการใชในรูปโปรตนีเซลลเด่ียวแลว  ยัง  
สามารถทําการสกัดกรดอะมิโน และวิตามินตางๆ ในเซลลยสีตเพือ่ใชประโยชนในการเปนธาตุ
อาหารเสริมสําหรับคนและสตัว  นอกจากนี้  สวนประกอบตางๆของเซลลท่ีเหลอื  เชน ผนงัเซลล
ยีสต ยังสามารถใชเปนสารพรไีบโอติค (prebiotic) ในอาหารสัตวเพ่ือปองกันการเจรญิของจุลนิทรีย
ท่ีกอใหเกดิโรค  ใชในการลดพิษจากเชือ้รา และใชเปนสารเสริมภมิูคุมกนั  เปนตน 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเล้ียงเช้ือและวิธีการเตรียม 
 

1.  Yeast  Extract  Peptone  Dextrose Agar (YPD agar) 
 Yeast  Extract     10 กรัม 
 Peptone    20 กรัม 
 Dextrose   20 กรัม 
 Agar    15 กรัม 
 น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่  อาจใชความรอนชวยในการละลายดวย  จากนั้นนําไป
นึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมิู 121 องศาเซลเซยีส 
 
2.  Yeast  Extract  Peptone  Dextrose Broth (YPD broth) 
 Yeast  Extract     10 กรัม 
 Peptone    20 กรัม 
 Dextrose   20 กรัม 
 น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชือ้ท่ีความดนั 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
 
3.  Yeast  Extract  Peptone  Glycerol  broth (Modified YPG) 
 Yeast  Extract     10 กรัม 
 Peptone    20 กรัม 
 Glycerol   ตามความเขมขนท่ีตองการ 
 น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่  อาจใชความรอนชวยในการละลายดวย  จากนั้นนําไป
นึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมิู 121 องศาเซลเซยีส 
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4.  Mineral  Salt  Medium broth  
KH2PO4   5.0 กรัม  ZnSO4.7 H2O  30      มิลลกิรัม  
NH4H2PO4  10.0  กรัม  MnSO4 H2O  40      มิลลกิรัม 
MgSO4.7H2O  4.50  กรัม  Na-EDTA  0.10    กรัม       
(NH4)2SO4  5.0 กรัม  NiSO4. 6H2O  1.0      มลิลกิรัม 
KCl   2.30  กรัม  CoCl2. 6H2O  1.0      มลิลกิรัม 
NaCl   0.50  กรัม  Na2MoO4.2H2O  1.0      มลิลกิรัม 
CaCl2.2H2O  0.75  กรัม  KI   1.0      มิลลกิรัม
H3BO3   0.50  มิลลกิรัม Thiamin.HCl  0.10     กรัม 
(NH4)2Fe(SO4)2.6H2O 0.10  กรัม  Biotin   0.30     มิลลกิรัม 
CuSO4.5H2O  8  มิลลกิรัม Glycerol ตามความเขมขนท่ีตองการ 
น้ํากลั่น   1 ลิตร 
 ละลายสวนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชือ้ท่ีความดนั 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
 
1.  การหากราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหงและคาการดูดกลืนแสง 

 
เลี้ยงเซลลยีสตในอาหาร YPD  broth ท่ีไมปรับพีเอช (6.32) เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้น

นําไปปนเหว่ียงแยกเซลล  ท่ีความเร็ว 5000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  และลางดวยน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง  เตรียมเซลลแขวนลอยแลวเจือจางใหมีคาความขุนอยูในชวง 0.05-0.50  โดยวัด
ความขุนท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  นําเซลลแขวนลอยท่ีระดับความเจือจางตางๆ 10-50 
มิลลิลิตร  กรองผานแผนกรองเมมเบรน (GFC) ซึ่งหาน้ําหนักเริ่มตนไวกอนแลว  โดยการนําแผน
กรองเมมเบรนใสในจานเพาะเชื้อ  อบท่ี 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 4 ชั่วโมง  นําไปเก็บใน
โถดูดความชื้น (desicator) จนความรอนลดลงถึงระดับอุณหภูมิหอง  แลวจึงนําไปชั่งน้ําหนักแผน
กรองเมมเบรนและจานเพาะเชื้อ   เม่ือนําเซลลแขวนลอยท่ีเตรียมไดมากรองผานแผนกรองเมมเบรน
แลว  ลางเซลลบนแผนกรองเมมเบรนดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 2 คร้ังๆละ 50 มิลลิลิตร  ใชปากคบี
หยิบแผนเย่ือกรองออกจากชุดกรองใสกลับลงในจานเพาะเชื้อเดิม  นําไปอบท่ี 80 องศาเซลเซียส 
นาน 6 ชั่วโมง  นําไปเก็บในโถดูดความชื้น  จนความรอนลดลงถึงระดับอุณหภูมิหอง  แลวจึงนาํไป
ชั่งหาน้ําหนักรวมของเซลลแหงแผนกรองเมมและจานเพาะเชื้อ  และนําคาท่ีไดไปคํานวณตามสูตร 
 

น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลติร)    = Wf  - Wi    x  1000 
                         V 
 

โดยท่ี Wf   คือ   น้ําหนักของเซลลแหง  แผนกรองเมมเบรนและจานเพาะเชื้อ (กรัม) 
                     Wi    คอื   น้ําหนกัแผนกรองเมมเบรน  และจานเพาะเชือ้ (กรัม) 
                         V     คือ   ปริมาตรตัวอยาง (มิลลลิิตร) 
 
2.  การหาน้ําหนักแหงจากคาความขุนของเซลล 

 
โดยนําคาความขุนและน้ําหนักแหงของเซลลท่ีไดมาจากขอ 1 มาเขียนกราฟมาตรฐาน

ความสัมพันธระหวางคาความขุนของเซลลท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  กับน้ําหนักแหง  หาคา 
cell factor จากความชันของกราฟ  สําหรับคา cell factor ท่ีหาไดใชคํานวณคาน้ําหนักเซลลแหง  
เม่ือวัดความขุนของเซลลไดจากสูตร 
 

น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลติร)   =   ความขุนของเซลล x cell  factor 
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3.  การิเคราะหปริมาณน้ํามันในน้ําหมัก (Rydin และคณะ 102) 
  

นําตัวอยางน้ําหมกัท่ีปนแยกเซลลออกแลว ปริมาตร 10 มิลลิลติร  ใสในหลอดทดลองฝา
เกลียว  จากนั้นเติมเฮกเซนและเอทานอล อยางละ 5 มิลลลิติร  นําไปเขยาอยางแรงเปนเวลา 20 นาที  
นําสวนสารประกอบอินทรีย  มาสกัดซ้ํา 2 คร้ัง  ดวยเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลลิิตร  แลวนําสวนที่ได
จากการสกัดไประเหยแหงภายใตสญุญากาศ  จนน้ําหนักคงท่ี  ชั่งน้ําหนักและคํานวณเปนกรัมตอ
ลิตร 
 
4.  การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีเจลดาหล (Kjeldahl protein, A.O.A.C., 1975) 
 

ชั่งตัวอยาง 0.5 กรัม สําหรับตัวอยางเซลล  หรือดูดปริมาตร 1 มิลลิลิตร  สําหรับตัวอยางน้ํา
หมัก  ใสในขวดกลั่นขนาด 300 มิลลิลิตร  เติมเกลือผสมชวยเรงปฏิกิริยา  ซึ่งประกอบดวยโปรแตส
เซียมซัลเฟตและคอปเปอรซัลเฟตอัตราสวน 95 : 5 ลงไปจํานวน 7 กรัม  จากนั้นเติมกรดซัลฟวริก
เขมขน 15 มิลลิลิตร นําไปยอยบนเตาหลุมจนสารละลายใส  เปนเวลา 45 นาที  ท้ิงไวใหเย็นท่ี
อุณหภูมิหอง  แลวเติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร  จากนั้นนําไปประกอบเขากับเครื่องกลั่นไนโตรเจน  
และเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 40 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  ปริมาตร 50-
60  มิลลิลิตร  หรือจนสารละลายเปนสีดํา  แลวกลั่นจับกาซแอมโมเนียท่ีเกิดขึ้นโดยใชสารละลาย
บอริกเขมขน 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 100 มิลลิลิตร  ที่เติมอินดิเคเตอร 3 หยด ซึ่งเปน
เมทิลเรดเมทิลลีนบลู (methyl red methylene blue) กลั่นจนสารละลายบอริกมีปริมาตร 250 
มิลลิลิตร  แลวนําสารละลายท่ีกลั่นไดมาไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอรกิทีท่ราบ
ความเขมขนท่ีแนนอน  บันทึกปริมาตรกรดท่ีใชไทเทรตแลวคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน หรือ
ปริมาณโปรตีน  
 
เปอรเซน็ตไนโตรเจน = (ปริมาณกรดเกลอื x ความเขมขนกรดเกลอื x 1.4) / น้ําหนักเซลลแหง 
เปอรเซน็ตโปรตีน = เปอรเซน็ตไนโตรเจน x 6.25 
 
5.  การเตรียมสารสําหรับวิเคราะหวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 
  
 5.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N 
   
 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 M (1 N) = 40  กรัม 
 ถาสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N  = (40 x 0.1)/1 = 4  กรัม 
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นําสารโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม  ละลายในน้ํากลั่นแลวปรบัปรมิาตรใหเปน 1 ลิตร 
หรือหากตองการเตรยีมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 100 มิลลลิิตร  ตองละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด 0.4 กรัม 
 
 5.2  การเตรียมสารละลาย Potassium  hydrogen  phosphate (KHP) 
 

KHP  มีมวลโมเลกลุ (M.W.) 204.23 (1 N) 
ดังนั้นสารละลาย KHP 0.1 N จะมีสาร KHP อยู =  0.1 x 204.23 =  20.423 กรัม 

ละลายสาร KHP 20.4 กรัม ในน้ํากลั่นบรสิุทธิ์ 1 ลิตร  หรอืหากตองการเตรียมสารละลาย KHP 25 
มิลลลิิตร  ตองละลายสาร KHP 0.51 กรัม 
 
 5.3  การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 
  

โดยนําสารละลาย KHP ท่ีเตรียมจากขอ 4.2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตรใสในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร  เติมอินดิเคเตอรฟนอฟทาลีน (Phenophthalein) ลงไป 3 หยด  จากนั้นนํามาไทเทรตกับ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีเตรียมไดจากขอ 4.1 เมื่อถึงจุดยุติ  สาระลายในฟลาสกจะเปลี่ยน
จากไมมีสีเปนสีชมพู  บันทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต  แลวคํานวณหาความเขมขน
ที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด  ดังนี้ 

 
N ของ NaOH =  (ปริมาตรของ KHP  x  1000)/M.W. x ปริมาตรของ NaOH ท่ีใชไทเทรต 
 
 5.4  การเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก (HCl) 0.1 N 
 
 เตรียมจากกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 37 % (w/w) 
 โดย   HCl  1  ลิตร  =  1.19 kg 
 ความหนาแนน = มวล/ปริมาตร = 1.19 kg/1000 ml  ;1 ml  =  1.19 g 
 น้ําหนักโมเลกลุของ HCl  =  36 ; 1 N  =  36 g 
 1 N  HCl  มีเนือ้ HCl  อยู  =  36  g 
 ถา 0.1 N  HCl  มีเนื้อ HCl  อยู  =  36 x 0.1  = 3.6  g 
 แตในการเตรียม  ตองเตรียมจาก HCl  37% 
 เนือ้สาร HCl  37  g  มาจากสารละลาย  HCl  =  100  g 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 166 

 ถาเนือ้สาร HCl  3.6  g  มาจากสารละลาย HCl  =  100 x 3.6/37  =  9.7297  g 
 HCl  1190  g  มาจากสารละลาย HCl  =  1000  ml 
 ถา HCl 9.7297 g  มาจากสารละลาย HCl = 1000 x 9.7297/1190 = 8.1762  ml 
 
ดังนั้นในการเตรียมสารละลาย 0.1 N HCl ปริมาตร 1 ลิตร  ตองดูด HCl เขมขน 37% มาปริมาตร 
8.1762 มิลลิลิตร  ละลายในน้ําบริสุทธิ์ 1 ลิตร 
 
 5.5 การหาความเขมขนท่ีแนนอนของสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก 0.1 N 
  

โดยนํา HCl 0.1 N ท่ีเตรียมจากขอ 4.4 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  ใสในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร มาไทเทรตกับ 0.1 N NaOH ท่ีทราบความเขมขนที่แนนอนจากขอ 4.3 โดยใช 
Phenophthalein เปนอินดิเคเตอร  เม่ือถึงจุดยุติสารละลายจะเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู  โดยสูตร
คํานวณหาความเขมขนท่ีแนนอนของ HCl ดังนี้ 

 
N1V1  =  N2V2 

 
N1 = ความเขมขนท่ีแนนอนของสาร NaOH 
V2 = ปริมาตรของสาร NaOH ท่ีใชไทเทรต 
N2 = ความเขมขนท่ีแทจริงของ HCl  ท่ีตองการทราบ 
V2 = ปริมาตรของ HCl ท่ีนํามาไทเทรต 
 
5.6  การเตรียมสารละลายกรดบอริก (Boric acid) 4 % 
 
ละลายกรดบอริก 40 กรัม ในน้ําบริสุทธิ์  ปริมาตร 1 ลิตร  อาจใชความรอนชวยในการ

ละลาย 
 
5.7  การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 40 % 
 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 400 กรัม ในน้ําบริสุทธิ์  ปรมิาตร 1 ลิตร   
 
5.8  การเตรียมอินดเิคเตอร (Mixed  Indicator) 
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นํา methyl  red  0.001  g  ละลายในแอลกอฮอล  10  ml  และนํา bromcresol  green  0.001  
g  ละลายในแอลกอฮอล  10  ml  แลวนําสารละลายทั้งสองมาผสมกัน  ในอัตราสวน 1:5 

 
6.  การวิเคราะหปริมาณไขมันในเซลล (Domergue และคณะ 103) 
  
 นําเซลลยีสตท่ีเลี้ยงในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีองคประกอบและปริมาณท่ีเหมาะสม
จากที่ทดลองมาทําการลางเซลลดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 5-6 รอบ  และ 0.1 M NaHCO3  ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร  จากนั้นชั่งน้ําหนักเซลลเปยก 1-2 กรัม  ใสในหลอดหลอดทดลองฝาเกลียว  เติมสาร 
คลอโรฟอรม/ เมทานอล ในอัตราสวน 1:1 ลงไปปริมาตร 15 มิลลิลิตร  ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง  ดูดชั้นบนซึ่งเปนชั้นน้ํามันละลายในคลอโรฟอรมใสในหลอดท่ี
ทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  จากนั้นนําเซลลยีสตมาทําการสกัดตอดวย คลอโรฟอรม/ เมทานอล ใน
อัตราสวน 2:1  อีกครั้ง  แลวทําการบมตออีก 20 ชั่วโมง  นําสวนคลอโรฟอรมมาระเหยใหแหงดวย
กาซไนโตรเจนจนแหง  นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง  และนําไปชั่งเพื่อหา
น้ําหนักของไขมันในเซลล 
 
7.  การวิเคราะหปริมาณเถาในเซลล (AOAC 1990) 
 
 ชั่งเซลลยีสต 2 กรัมใสใน crucible ท่ีทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  นําไปเผาในตูที่อุณหภูมิ 550 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 ชั่วโมง  หรือจนกระท่ังเปนเถาสีขาว  และนําไปชั่งเพ่ือหาน้ําหนักเถา  
โดยคํานวณดังนี้ 
  ปริมาณเถา (รอยละ) =  W2 x W1/ 100 
  

โดย  W1  =  น้ําหนักตัวอยางกอนเผา (กรัม) 
          W2  =  น้ําหนักตัวอยางหลังเผา (กรัม) 
 
8.  การวิเคราะหปริมาณความชื้นในเซลล (AOAC 1990) 
 

ชั่งตัวอยางเซลลยีสต 2-3 กรัม  ในภาชนะท่ีอบและทราบน้ําหนักท่ีแนนอน  จากนั้นนํา
ตัวอยางไปอบท่ีอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง  นําตัวอยางออกจากตูอบมาไวใน
ภาชนะกันความชื้นท้ิงไวใหเย็น  และชั่งน้ําหนักนําตัวอยางไปอบซ้ําอีกประมาณ 15-30 นาที  หรือ
จนกระท่ังน้ําหนักคงท่ี  คํานวณหาปริมาณความชื้น 

 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 168 

ปริมาณความชื้น (รอยละ) = (W1 – W2)/W1  x 100   
 

โดย   W1  =      น้ําหนักตัวอยางกอนอบ (กรัม) 
W2  =      น้ําหนักตัวอยางหลังอบ (กรัม) 

 
9.  การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรต และอื่นๆ ในเซลล  
 
 โดยคํานวณจาก  

คารโบไฮเดรตและอืน่ๆ  = 100 – % โปรตีน- % ไขมัน – % เถา 
 
10. การวิเคราะหชนิดและเปอรเซ็นตกรดไขมันในเซลล 
 

โดยชั่งเซลลยีสตเปยก 1 กรัม  ในหลอดทดลองฝาเกลียว  จากนั้นเติมสารละลาย 10 
เปอรเซ็นตโพแทสเซียมไฮดรอกไซดในเมทานอล ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 ชั่วโมง  และตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 10-15 นาที  และนํามาเติมสาร
ปโตรเลียมอีเธอร  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 2000 รอบตอ
นาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 15 นาที  จากนั้นดูดสารละลายชั้นบนซึ่งเปนชั้นกลีเซอรอลละลาย
ในอีเธอรท้ิง  และนํามาเติมสารปโตรเลียมอีเธอรอีกครั้ง  และทําตามขั้นตอนดังท่ีไดกลาวมา   จะ
ไดสวนของสารละลายเมทานอลท่ีมีกรดไขมันอิสระละลายอยูจากนั้น  เติมสารละลายกรดไฮโดร
คลอริก 6 นอรมอล  ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร  และสารไดเอทิลอีเธอร  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เขยาให
เขากัน  และนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 2000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 15 นาที   ดูด
ชั้นบนซึ่งเปนชั้นสารละลายไดเอทิลอีเธอร  ใสหลอดฝาเกลียวใหม  จากนั้นนําไประเหยสารละลาย
ไดเอทิลอีเธอรดวยกาซไนโตรเจนจนกระท่ังแหง  และเติมสารละลายโบรอนฟลูอไรดในเทานอล  
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงไป  เขยาใหเขากันและนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3 
นาที  ทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหอง 10- 15 นาที  นํามาเติมสารฮปเทน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  
และนํามาเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดอิ่มตัว  ปริมาตร  2 มิลลิลิตร   เขยาใหเขากัน  นําไปปน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 1500 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิหอง  เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นดูชั้นบนซึ่งเปนชั้น
เฮปเทนท่ีมีเมทิลเอสเทอรละลายอยูใสในขวดแกวฝาเกลียวขนาดเล็ก  นําไปวิเคราะหชนิดและ
เปอรเซ็นตกรดไขมันดวยเครื่อง GC (Gas  Chromatography) 
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ภาคผนวก ค 
 

1.  กราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหงและคาการดูดกลนืแสง 
 

ตารางท่ี ค. 1 ความสมัพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรมัตอลติร) กับคาความขุนเซลลท่ี
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร   

 
คาความขุนเซลล (OD 660 nm) น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) 

0.05 0.0220 
0.10 0.0444 
0.15 0.0660 
0.20 0.0844 
0.25 0.1133 
0.30 0.1267 
0.35 0.1578 
0.40 0.1778 
0.45 0.1980 
0.50 0.2222 

 

y = 0.4552x - 0.0061
R2 = 0.9963

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

คาความขุนของเซลล (OD 660 nm)

น้ํา
หนั

กเซ
ลล

แห
ง (ก

รัม
ตอ

ลิต
ร)

 
รูปที่ ค.1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวาง  คาความขุนของเซลลที่ความยาวคลืน่ 660 
นาโนเมตร  กับน้ําหนกัแหง (กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี ค.1 ขอมูลวิเคราะหองคประกอบในกลเีซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดีเซล  
 

เปอรเซน็ต (%) จํานวนซ้ํา 
กลเีซอรอล  น้ํามัน ความชื้น 

1 53.8 6.3550 17.0818 
2 57.4 5.3766 15.8672 
3 56.4 7.2147 15.0843 
4 55.1 8.0353 14.4963 
5 54.8 8.4479 17.6793 
6 54.2 6.8989 16.0912 
7 53.4 7.0071 - 
8 53.4 - - 
9 55.5 - - 

10 53.8 - - 
11 53.7 - - 
12 54.7 - - 
13 54.7 - - 
14 54.5 - - 
15 55.5 - - 

คาเฉลีย่ 54.73 ±1.131 7.05   ± 1.021 16.09 ± 1.190 
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ตารางท่ี ค. 2  ขอมูลวิเคราะหองคประกอบในเซลลยีสต Hansenula polymorpha NRRL2214 ท่ีเลี้ยง
ในอาหารสตูรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบ 7.5 % เปนแหลงคารบอน และสารสกัดจากยสีต 2 
% (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน 
 

เปอรเซน็ต (%) จํานวนซ้ํา 
โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถา คารโบไฮเดรต 

1 41.10 16.38 72.80 3.22 39.30 
2 42.59 15.65 73.12 3.10 38.66 
3 42.2 17.03 72.30 2.86 37.91 
4 41.35 16.57 71.46 2.64 39.44 
5 41.10 16.82 72.02 3.58 38.50 

คาเฉลีย่ 41.67±0.685 16.49±0.530 72.34±0.651 3.08±0.358 38.76±0.623 
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ภาคผนวก ง 
 
 

 

 
 
รูปที่ ง.1 โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหธาตุไนโตรเจน คารบอน และไฮโดรเจน  จากเครือ่ง 
NA-2000  โดย 
 

สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหดังนี ้
 อุณหภมิูเตาเผาสารตัวอยาง : Left  furnace : 900 oC  
        Right furnace : 780 oC  
 กาซเชือ้เพลิง : ออกซเิจน 
 ชนดิสารท่ีใชบรรจุในคอลัมน (column) : Activated Carbon 
 อุณหภมิูคอลมัน : 80 oC 
 อุณหภมิูอินเจกเตอร (injector) : 190 oC 
 เคร่ืองตรวจหา (detector) : TCD (Thermal conductivity detector)    
 กาซพา (carrier gas) : ฮีเลียม 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 173 

 
 

รูปที่ ง.2 กราฟมาตรฐานไนโตรเจน  จากเคร่ือง NA-2000 
 
 

 
 
 

รูปท่ี ง.3 กราฟมาตรฐานคารบอน  จากเคร่ือง NA-2000 
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รูปท่ี ง.4 กราฟมาตรฐานไฮโดรเจน  จากเคร่ือง NA-2000 
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รูปที่ ง.5  โครมาโตแกรมแสดงองคประกอบของกรดไขมันชนิดตางๆ ในน้ํามันที่สกัดไดจากกลีเซอรอลดิบ  ท่ีวิเคราะหดวยเครือ่ง GC (Gas Chromatography)โดย
เทียบกับ retention time ของสารมาตรฐาน Fatty acid methyl esters (FAMEs) 
 

 
Column : HP-INNOWax 
   30 m x 0.32 mm  Film 0.25 µm 
Carrier : Helium 28 cm/sec, 9.52 psi (150 oC) 
  1.3 mL/min constant pressure 
Oven : 150-180 oC at 10 oC/min 
  180-220 oC at 2 oC/min 
  220 oC for  5 min 
Injection : Split 50:1, 150 oC, 1 µL 
Detector : FID 250 oC 

C16:0 

C18:0 

C18:1 
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รูปที่ ง.6  โครมาโตแกรมแสดงองคประกอบของกรดไขมันชนิดตางๆ จากยสีต H. polymorpha สายพันธุ NRRL Y-2214  ท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง GC  
(Gas Chromatography) โดยเทียบกับ retention time ของสารมาตรฐาน Fatty acid methyl esters (FAMEs)

min5 10 15 20 25 30

pA

0

50

100

150

200
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 1
2.
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4

 
Column : HP-INNOWax 
   30 m x 0.32 mm  Film 0.25 µm 
Carrier : Helium 28 cm/sec, 9.52 psi (150 oC) 
  1.3 mL/min constant pressure 
Oven : 150-180 oC at 10 oC/min 
  180-200 oC at 5 oC/min 
  200-205 oC at 0.5 oC/min 
  205-250 oC at 5 oC/min 
Injection : Split 50:1, 150 oC, 1 µL 
Detector : FID 250 oC 

C16:0 

C16:1 
C18:0 

C18:1 

C18:2 
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รูปที่ ง. 7 ตัวอยางโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานกลูโคส และกลีเซอรอล ความเขมขน 2 
กรัมตอลติร  ท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC (High Performance Liquid Chromatography) โดยใชกรด
ซัลฟวริก 0.005 นอรมอล เปนตัวพา (mobile phase) ดวยอตัรา 0.6 มิลลลิิตรตอนาที  และอุณหภูมิ
คอลัมน 45 องศาเซลเซียส 

 
 
 

Standard glucose 

Standard glycerol 
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ภาคผนวก จ 
 

 
 
รูปที่ จ.1 ขอมูลผลการวิเคราะหเบตาแคโรทีน (Beta-carotene) ดวยเคร่ือง HPLC ที่วิเคราะหโดย
สถาบันคนควาและพัฒนาผลติภณัฑอาหาร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
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รูปที่ จ.2 โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหเบตาแคโรทีน (Beta-carotene) ดวยเคร่ือง HPLC ท่ี
วิเคราะหโดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลติภณัฑอาหาร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
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รูปที่ จ.3 ขอมูลผลการวิเคราะหธาตุโซดียม (Sodium) ดวยเคร่ือง ICP ( Inductively  Coupled 
Plasma) ที่วิเคราะหโดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลติภณัฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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รูปที่ จ.4  ขอมูลผลการวิเคราะหธาตุตางๆในกลเีซอรอลดบิ  ดวยเคร่ือง XRF (X-Ray Fluorescence) ท่ีวิเคราะหโดยศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี  
จุฬาลงกรณ มหาวิยาลัย 
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รูปที่ จ.5  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหธาตุตางๆในกลีเซอรอลดิบ  ดวยเครือ่ง XRF (X-Ray Fluorescence) ที่วิเคราะหโดยศนูยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลย ี จุฬาลงกรณ มหาวิยาลัย 

182 
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รูปที่ จ.6  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหธาตุตางๆในกลีเซอรอลดิบ  ดวยเครือ่ง XRF (X-Ray Fluorescence) ที่วิเคราะหโดยศนูยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลย ี จุฬาลงกรณ มหาวิยาลัย 

183 
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รูปที่ จ.7 ขอมูลผลการวิเคราะหวิตามิน B1, B2, B5 และ B6 (ก) B3 และ B12 (ข) B8 และ B9 (ค)   
ในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ที่เจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอล
ดิบเปนแหลงคารบอน  วิเคราะหโดยบรษิัท ไอควิเอ แลบอราทอรี จํากัด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค 
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รูปที่ จ.8  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหวิตามินบี 1 (B1) ในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL 
Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน วิเคราะหโดย
บริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากดั 
 
 
 
 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com


 187 

 
 
รูปที่ จ.9  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหวิตามินบี 2 (B2) ในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL 
Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน วิเคราะหโดย
บริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากดั 
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รูปที่ จ.10  โครมาโตแกรมแสดงการวิเคราะหวิตามินบี 6 (B6) ในเซลลยสีต H. polymorpha NRRL 
Y-2214 ท่ีเจริญในอาหารสูตรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลีเซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน วิเคราะหโดย
บริษัท ไอคิวเอ แลบอราทอรี จํากดั 
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รูปที่ จ.11 ขอมูลผลการวิเคราะหกรดอะมิโน ในเซลลยีสต H. polymorpha NRRL Y-2214 ท่ีเจริญ
ในอาหารสตูรดัดแปลง YPG ท่ีมีกลเีซอรอลดิบเปนแหลงคารบอน  วิเคราะหโดยบริษัท ไอคิวเอ แล
บอราทอรี จํากัด 
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ภาคผนวก ฉ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นาสาวแคทลียา  ตาลวงษ  เกิดวันท่ี 17 พฤศจิกายน 2525  ท่ีจังหวัดกาฬสินธุ  สําเร็จ
การศึกษาระ ดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิช าจุลชี ววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  บางเขน  เมื่อปการศึกษา 2548  และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยา
ศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2548 
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