
Recent Science and Technology 17(1): 258832 

 

 

 
Recent Science and Technology  

Journal homepage:  https:// www.tci-thaijo.org/index.php/rmutsvrj/index         
ISSN: 3057-0786 (Online) 

 

 

* Corresponding author. 
   E-mail address: patcharanan@go.buu.ac.th 

Cite this article as: 
Sitthisom, N., Vorawech, V. and Amornrattanapan, P. 2025. A New Yeast Strain, Nakaseomyces glabratus DL5, Isolated from a Mangrove Forest in Chonburi 
Province and Its Potential for Lipid Production. Recent Science and Technology 17(1): 258832. 

Research Article 

ยีสตส์ายพนัธุใ์หม่ Nakaseomyces glabratus DL5 ท่ีแยกได้จากป่าชายเลน 
ในจงัหวดัชลบรีุ และศกัยภาพส าหรบัการผลิตไขมนั 
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 This research aimed to search for oleaginous yeasts from mangrove forest resources and primarily 
investigated their potentials for lipid production. Ten of soil and decaying leaf samples from the Nature 
Education Center for Mangrove Conservation in Chonburi province were collected and used for the isolation 
of yeasts on Yeast extract peptone dextrose medium. A total of 38 yeast strains were isolated in which 11 
yeast isolates (DL1-DL11) and 27  yeast isolates (S1 -S27 ) were obtained from decaying leaf and soil 
samples, respectively. These yeast isolates were screened for their high lipid accumulation by Nile red 
fluorescence assay. Of 38 yeast isolates, five isolates, DL5, S7, S8, S10 and S2, showed the possibility 
of being oleaginous strains. Those five isolates of yeast were selected based on their potentials of lipid 
accumulation and further visualized for their ability to accumulate intracellular lipid by Sudan Black B 
staining. Results showed that isolate DL5 obtained from the decaying leaf sample had the most distinct 
intracellular lipid accumulation in comparison with the other isolates. Identification of isolate DL5 was found 
to be Nakaseomyces glabratus on the basis of ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 sequence. Further investigation of 
lipid production by N. glabratus DL5 showed that this strain achieved a lipid content of 9.61 ± 2.17 % of 
dry biomass weight at 120 hours of growth in DMY broth. These results are important preliminary data for 
further optimization to improve lipid production and accumulation in the yeast for future applications. 
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บทคดัย่อ 

งานวจิยัครัง้น้ีมจีุดมุ่งหมายเพื่อแสวงหายสีต์ไขมนัสงูจากทรพัยากรป่าชายเลนและศกึษาศกัยภาพเบือ้งต้นในการผลติ
ไขมนัของยสีต์ จงึไดท้ าการเกบ็ตวัอย่างดนิและซากใบไม้จากบรเิวณศูนย์ศกึษาธรรมชาตแิละอนุรกัษ์ป่าชายเลน จงัหวดัชลบุร ี
จ านวน 10 ตวัอย่าง เพื่อน ามาแยกยสีต์ พบว่าแยกยสีต์ได้ทัง้หมด 38 ไอโซเลท แบ่งเป็นไอโซเลทของยสีต์ที่แยกได้จากซาก
ใบไมแ้ละดนิ จ านวน 11 ไอโซเลท (DL1- DL11) และ 27 ไอโซเลท (S1-S27) ตามล าดบั เมื่อน ายสีต์ที่แยกไดม้าคดักรองยสีต์
ไขมนัสูงโดยประเมนิการสะสมไขมนัภายในเซลล์ด้วยวธิ ีNile red fluorescence assay จากยสีต์ทัง้หมด 38 ไอโซเลท มยีสีต์  
5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ DL5, S7, S8, S10 และ S26 ที่มคีวามเป็นไปได้ที่จะเป็นยสีต์ไขมนัสูง จากนัน้จงึน ายสีต์ทัง้ 5 ไอโซเลทที่มี
ศกัยภาพดงักล่าวมาตรวจดูการสะสมไขมนัภายในเซลล์ดว้ยการยอ้มส ีSudan Black B พบว่าไอโซเลท DL5 ที่แยกไดจ้ากซาก
ใบไม้แสดงการสะสมไขมันภายในเซลล์สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทอื่น ๆ ซึ่งไอโซเลทน้ีถูกจ าแนกได้เป็น 
Nakaseomyces glabratus จากขอ้มลูล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 ต่อมาเมื่อวเิคราะหก์ารผลติไขมนัของ 
N. glabratus DL5 พบว่ามปีรมิาณไขมนั 9.61 ± 2.17 เปอรเ์ซน็ต์ของน ้าหนักชวีมวลแหง้ ที่เวลา 120 ชัว่โมงของการเพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลว DMY ผลเหล่าน้ีเป็นข้อมูลเบื้องต้นที่ส าคญัส าหรบัการน าไปศึกษาต่อยอดเพื่อปรบัปรุงการผลิตและการสะสม
ไขมนัของยสีตส์ าหรบัการพฒันาเพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ต่อไป 

ค าส าคญั: ยสีต์ไขมนัสงู, การแยกยสีต,์ ป่าชายเลน, การผลติไขมนั 

1. บทน า 

ปัจจุบนัสภาวะทางเศรษฐกิจทัว่โลกมกีารฟ้ืนตวั 
ดขีึ้นหลงัจากการระบาดใหญ่ของโควดิ-19 ส่งผลให้หลาย
ประเทศกลับมามีการลงทุนทางด้านพลังงานเพิ่มขึ้น 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในส่วนของพลังงานสะอาดซึ่งเป็น
พลงังานทดแทนที่มคีวามยัง่ยืน (IEA, 2023) ในส่วนของ
ประเทศไทยนัน้มกีารใชพ้ลงังานขัน้สดุทา้ยเพิม่ขึน้ในช่วง 5 
เดอืนแรกของปี พ.ศ. 2566 เมื่อเทยีบกบัช่วงเวลาเดยีวกนั
ของปีที่ผ่านมา อีกทัง้ย ังมีแนวโน้มในการใช้พลังงาน
ทดแทนทีม่ากขึน้ดว้ย (Department of Alternative Energy 
Development and Efficiency, 2023) โ ด ย ทั ่ว ไ ป แ ล้ ว
พลงังานทดแทนที่สามารถน ามาใช้แทนเชื้อเพลิงฟอสซิล
นั ้นจะต้องมีราคาถูก เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และมี
คุณสมบตัิที่คล้ายคลึงกบัเชื้อเพลิงฟอสซิล (Pankin et al., 
2011; Müller-Langer et al., 2014) “ไบโอดีเซล”เป็นหน่ึง
ในพลงังานทดแทน ซึ่งเป็นพลงังานสะอาดและเป็นมติรกบั
สิง่แวดล้อม สามารถผลติไดจ้ากน ้ามนัพชื ไขมนัสตัว ์หรอื
แม้แต่น ้ ามนัที่ผ่านการเปลี่ยนสภาพโดยการปรุงอาหาร  
ทุกวนัน้ีการผลิตไบโอดีเซลจากน ้ ามนัพืชและไขมนัสตัว์ 
ไม่สามารถตอบสนองความต้องการของประชากรโลก 
เน่ืองจากไม่เพยีงพอและไม่ย ัง่ยนืทัง้ทางดา้นเศรษฐกจิและ
สิง่แวดลอ้ม (Chang et al., 2013) ดงันัน้การแสวงหาแหล่ง
วตัถุดิบทางเลือกเพื่อการผลิตไบโอดีเซลที่มตี้นทุนต ่าจงึ
ก าลงัเป็นที่สนใจและหลายประเทศให้ความส าคญั หน่ึงใน
ทางเลอืกของแหล่งวตัถุดบิที่มคีวามเป็นไปไดน้ัน่คอืไขมนั
จากยีสต์ไขมนัสูง เน่ืองจากสามารถผลิตและสะสมไขมนั
ภายในเซลล์ได้มากกว่าจุลินทรยี์ไขมนัสูงชนิดอื่น (Saran 
et al., 2017) 

ยสีต์ (Yeast) จดัเป็นจุลินทรีย์ชนิดยูคาริโอตใน
กลุ่มฟังไจ มกีารด ารงชวีติเป็นแบบเซลล์เดี่ยว รูปร่างกลม 
รูปไข่ หรือเหมือนผลเลมอน มีการสืบพนัธุ์ทัง้แบบอาศยั
เพศและไม่อาศยัเพศ พบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ ทัง้บนบก
และในน ้า รวมทัง้แหล่งที่อยู่ที่มสีภาพรุนแรง เช่น มคีวาม
เคม็สูง และมคีวามเยน็จดั นอกจากน้ี ยสีต์ยงัมคีวามคงตวั
ทางพันธุกรรมสูงและไม่ก่อโรค (Limtong, 2006) ยีสต์
ไขมนัสูง (oleaginous yeasts) คอื ยสีต์ที่สามารถผลิตและ
สะสมไขมนัหรอืทีเ่รยีกวา่ลพิดิ (lipid) ไวภ้ายในเซลลส์งูกว่า
ร้อยละ 20 ของน ้าหนักเซลล์แห้ง เช่น Rhodotorula spp., 
Candida spp., Lipomyces starkeyi, Cryptococcus curvatus 
และ Yarrowia lipolytica ซึ่งสามารถสะสมไขมนัได้ 40-70 
เปอร์เซ็นต์ของน ้ าหนักเซลล์แห้ง  (Ratledge, 1997 ; 
Ratledge, 2001; Papanikolaou et al., 2001) ปรมิาณการ
ผลิตและการสะสมไขมนัภายในเซลล์ยีสต์จะแตกต่างกัน
ตามสายพนัธุ์และสภาวะในการเพาะเลี้ยง (Fakankun et 
al., 2019) ทัง้ น้ีย ังขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย ได้แก่ ปัจจัย
ภายนอก คอื สภาพแวดล้อมที่ยสีต์อาศยัอยู่ และอาหารที่
ยสีต์ใช้ในการเจรญิ และปัจจยัภายในเซลล์ยสีต์ คอื ยนีที่
เกี่ยวข้องกบัการผลิตและสะสมไขมนัภายในเซลล์ (Sha, 
2013) ไขมันชนิดหลักที่ยีสต์ไขมันสูงผลิตและสะสมไว้
ภายในเซลล ์ไดแ้ก่ ไตรกลเีซอไรด ์(triglycerides) ซึง่อยู่ใน
รูปของหยดไขมัน (lipid droplets) ภายในเซลล์และมี
องค์ประกอบเป็นกรดไขมนัชนิดสายยาว เช่น กรดปาล์ม
มิติก  (palmitic acid; C16:0) กรดโอ เลอิก  (oleic acid; 
C18:1) และกรดสเตยีรกิ (stearic acid; C18:0) ซึง่เป็นกรด
ไขมนัที่มีความคล้ายคลึงกบักรดไขมนัที่พบในน ้ ามนัพืช 
(Kumar et al., 2017) นอกจากน้ียีสต์ไขมนัสูงยงัสามารถ
เจริญในแหล่งคาร์บอนได้หลายชนิด เช่น กลูโคส กรด
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ไขมัน สารประกอบไฮโดรคาร์บอน กรดอินทรีย์และ 
กลี เซอรอล  รวมทั ้งของ เสียจากอุตสาหกรรมและ
เกษตรกรรม เช่น กลีเซอรอลดิบ กากน ้ าตาลหรือเศษ
พชืผกั เป็นต้น และยงัมขี้อได้เปรยีบมากกว่าการปลูกพชื
น ้ามนั เช่น การเพาะเลี้ยงได้ตลอดปีไม่ขึ้นกบัฤดูกาลและ
สภาพอากาศ เจรญิเรว็ ใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงสัน้และใช้
พื้นที่น้อย สามารถควบคุมการผลิตได้  (Ageitos et al., 
2011) ยีสต์ไขมันสูงพบได้ในสิ่งแวดล้อมทัว่ไป รวมถึง
สภาพแวดล้อมในป่าชายเลน เช่น Sriwongchai et al. 
(2018) ร าย ง านกา รพบยีส ต์ ไ ขมัน สู ง  Rhodotorula 
mucilaginosa จากดินที่เก็บจากป่าชายเลนในเขตภาค
ตะวนัออกของประเทศไทย (ฉะเชิงเทรา จนัทบุรี ชลบุรี 
สมุทรปราการ และตราด) และ Jaingam et al. (2016) 
รายงานการพบยีสต์ไขมันสูง Pichia kudriavzevii จาก
ตัวอย่างใบไม้ที่เน่าเป่ือยจากพื้นที่ป่าชายเลนในจงัหวดั 
ต่าง ๆ (เช่น จ.กรงุเทพฯ จ.สมทุรสาคร และ จ.ระนอง เป็นต้น) 
ในขณะที่ Chanklan et al. (2012) รายงานการพบยีสต์  
P. kudriavzevii จากตวัอย่างดนิ ซากใบไม้จมเลน ขอนไม้
ลอยน ้า น ้า ใบและดอกแสมด า ใบแสมด าที่มแีมลงกดัแทะ 
รวมทัง้กิง่ไม ้เปลอืกและรากหายใจของต้นโกงกาง รวมถงึ
ใบไมแ้หง้ทีต่กหล่นในป่าชายเลนในจงัหวดัชลบุร ี

ดงันัน้ ในงานวจิยัน้ี คณะผูว้จิยัจงึมคีวามสนใจที่
จะแยกและคดักรองยีสต์ไขมนัสูงจากดินและซากใบไม้
บริเวณป่าชายเลน จังหวัดชลบุรี และน าไปตรวจสอบ
ปริมาณไขมนัที่ยีสต์ผลิตได้ เพื่อเก็บรวบรวมเป็นข้อมูล
เบื้องต้นส าหรบัการศกึษาและพฒันาเพื่อน าไขมนัจากยสีต์
มาใช้ประโยชน์เป็นสารตัง้ต้นส าหรบัการผลติไบโอดเีซลใน
อนาคต 

2. วิธีด าเนินการวิจยั 

2.1 การเกบ็ตวัอยา่ง 

เก็บตวัอย่างดนิและซากใบไม้มาจากศูนย์ศึกษา
ธรรมชาตแิละอนุรกัษ์ป่าชายเลน จงัหวดัชลบุร ีโดยสุ่มเกบ็
ตวัอยา่งดนิบรเิวณใต้ต้นไมท้ีแ่ตกต่างกนัจ านวน 5 จดุ โดย
ขุดดนิใหล้กึลงไปจากผวิหน้าดนิประมาณ 5-10 เซนตเิมตร 
เก็บใส่ในถุงพลาสติกปลอดเชื้อ และสุ่มเก็บตวัอย่างซาก
ใบไม้จากบริเวณที่แตกต่างกัน 5 จุด โดยเก็บใบไม้ที่มีสี
เหลืองน ้ าตาลที่ร่วงหล่นอยู่บนพื้นจ านวน 20 ใบต่อ 1 
บรเิวณที่เก็บ น าใบไม้ใส่ในถุงพลาสติกปลอดเชื้อ จากนัน้
น าตวัอย่างมาแยกเชื้อยีสต์ที่ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา
ทนัท ี

 

2.2 การแยกยสีต ์

ใส่ตวัอย่างดินปรมิาณ 5 กรมั ลงในอาหารเหลว 
YEPD (yeast extract 10 กรัมต่อลิตร, peptone 20 กรัม
ต่อลิตร, dextrose 20 กรมัต่อลิตร) ปรมิาตร 50 มลิลิลิตร 
และใส่ตวัอย่างซากใบไมป้รมิาณ 2 กรมั ลงในอาหารเหลว 
YEPD ปรมิาตร 50 มลิลลิติร น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั โดยการเขย่าด้วยความเรว็ 150 
รอบต่อนาท ีเพื่อเพิม่จ านวนเชื้อยสีต์ในอาหาร น าตวัอย่าง
เซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YEPD แต่ละตวัอย่างมา
เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 
เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาเกลี่ย (Spread plate) ลงบนผวิหน้า
อาหารแข็ง YEPD บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 2 วนั คดัเลอืกโคโลนีของยสีตท์ีม่ลีกัษณะแตกต่าง
กันมาแยกให้เป็นเชื้อบริสุทธิ ์โดยการ cross streak บน
ผวิหน้าอาหารแขง็ YEPD สงัเกตสณัฐานวทิยาของโคโลนี 
(รปูรา่ง ความนูน ขอบ ผวิ และสโีคโลนี) ทีเ่จรญิบนผวิหน้า
อาหารแขง็ YEPD จากนัน้ศึกษารูปร่างของเซลล์ยสีต์โดย
การท า wet mount และน าสไลด์ไปตรวจดูภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์โดยใชเ้ลนสใ์กลว้ตัถุก าลงัขยาย 40X  

เชื้อบริสุทธิข์องไอโซเลทยีสต์ที่แยกได้ ถูกเก็บ
รกัษาไวบ้นอาหารแขง็ YEPD ทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส
เพื่อเป็น stock ส าหรบัใช้ในการทดลอง และเกบ็รกัษาเชื้อ
ยสีต์ในระยะยาวโดยน ายีสต์ที่เลี้ยงในอาหารเหลว YEPD  
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 วนัมาผสมกับ
สารละลายกลีเซอรอลให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 20 
เปอรเ์ซน็ต ์แลว้น าไปเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส 

2.3 กา รคัดก รอ งยีส ต์ ไ ขมัน สู ง โ ดย ใช้ วิ ธี  Nile red 
fluorescence assay 

 วธิน้ีีถูกน ามาใช้เพื่อตรวจสอบศกัยภาพของยสีต์
ในการสะสมไขมนัโดยเป็นวธิ ีhigh throughput ที่สามารถ
ท าการทดสอบกบัยสีต์ไดค้รัง้ละหลายไอโซเลท (Sitepu et 
al., 2012)  จึง เหมาะส าหรับน ามาใช้ ในการคัดกรอง
คุณสมบตัิของยีสต์ที่ต้องการ วิธีน้ีท าได้โดยเริ่มจากการ
เตรยีมหวัเชื้อโดยน าไอโซเลทของยสีต์จากตวัอย่างดนิและ
ซาก ใบไม้ที่ แ ยกได้  แล ะ  Saccharomyces cerevisiae  
(ชุดควบคุมผลลบ) โดยเขีย่โคโลนีเดีย่วของแต่ละไอโซเลท ๆ  ละ 
2-3 โคโลนี ใส่ลงในอาหารเหลว YEPD 10 มลิลลิติร บ่มที่
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เขยา่ดว้ย
ความเรว็ 150 รอบต่อนาที จากนัน้ย้ายหวัเชื้อปรมิาตร 1 
มลิลลิติร ใส่ลงในอาหารเหลว DMY (dextrose 40 กรมัต่อ
ลติร, MgSO4 .7H2O 0.5 กรมัต่อลติร, yeast extract 3 กรมั
ต่อลิตร, KH2PO4 8 กรมัต่อลิตร) 20 มลิลิลิตร น าไปบ่มที่
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั โดยการเขย่า
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ด้วยความเรว็ 150 รอบต่อนาที เมื่อบ่มครบ 3 วนั ให้ย้าย
เชื้อยสีต์มาใส่ในอาหารเหลว DMY 10 มลิลิลิตร และปรบั
ให้มีค่าความขุ่น (OD600 nm) เริ่มต้นเท่ากับ 1.0 จากนั ้น
เตรยีมชุดทดสอบ (ไอโซเลทละ 3 ซ ้า) (Sitepu et al., 2012) 
โดยปิเปตเซลล์แขวนลอยของไอโซเลทยสีต์ที่ปรบัค่าความ
ขุ่น  (OD600 nm) เริ่มต้น เท่ ากับ  1.0 แล้วปริมาตร 250 
ไมโครลิตร ผสมกบั DMSO/อาหารเหลว DMY (1:1, โดย
ปรมิาตรต่อปรมิาตร) ปรมิาตร 25 ไมโครลติร จากนัน้เติม
สารละลาย Nile red ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 5 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และเตรยีมชุดควบคุมผลลบโดยใช้
เซลล์แขวนลอยของเชือ้ S. cerevisiae แทนยสีต์แต่ละไอโซเลท
จากนัน้ปิเปตเซลล์แขวนลอยของเชื้อยสีต์ที่เป็นชุดทดลอง
และชุดควบคุมผลลบ ตวัอย่างละ 200 ไมโครลติร ใส่ลงไป
ในหลุมของ 96-well black microplate แล้วน าไปตรวจดู
การสะสมไขมันของยีสต์โดยวัดค่าความเข้มของแสง 
ฟลูออเรสเซนต ์เพื่อประเมนิปรมิาณไขมนัภายในเซลล์ยสีต์
ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Fluorescence spectrophotometer (Cary 
Eclipse, Agilent Technologies, USA) โดยตัง้คา่ความยาว
คลื่นที่ใช้กระตุ้นที่ 530 นาโนเมตร และค่าความยาวคลื่นที่
คายแสงที่ 590 นาโนเมตร คดัเลือกไอโซเลทของยสีต์ที่มี
ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์สูงกว่าชุดควบคุมผลลบ 
(S. cerevisiae) ไปตรวจดูการสะสมไขมนัโดยการย้อมสี 
Sudan Black B ต่อไป 

2.4 การวเิคราะหค์วามสามารถในการสะสมไขมนัของยสีต์
ดว้ยวธิยีอ้มส ีSudan Black B 

น าไอโซเลทยสีตท์ีถู่กคดักรองมาแลว้โดยวธิ ีNile 
red fluorescence assay มาท าการย้อมส ีSudan Black B 
เพื่อยนืยนัความสามารถของยสีต์ในการสะสมไขมนัภายใน
เซลล์ (Burdon, 1946; Jape et al., 2014) วิธีน้ีท าได้โดย
เริ่มจากการน าไอโซเลทของยีสต์มาเลี้ยงในอาหารเหลว 
DMY 20 มลิลิลิตร บ่มที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 6 วนั เขย่าดว้ยความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเกบ็เซลล์
ยสีต์มาเกลี่ยบนแผ่นสไลด ์รอแหง้ จากนัน้น าสไลดไ์ปผ่าน
เปลวไฟเพื่อตรงึเซลล ์จากนัน้ท าการยอ้มส ี0.3 เปอรเ์ซน็ต์ 
Sudan Black B ทิง้ไวใ้หท้่วมรอยเกลี่ย ทิง้ไว ้15 นาท ีเทสี
ทิ้งแล้วชะด้วยสยี้อม 0.5 เปอร์เซ็นต์ Safranin O จากนัน้
หยดสีย้อม 0.5 เปอร์เซ็นต์ Safranin O ทิ้งไว้ 30 วินาที 
ล้างออกด้วยน ้า แล้วซบัให้แห้ง (Burdon, 1946; Jape et 
al., 2014) ตรวจดสูไลดภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ โดยใชเ้ลนส์
ใกล้วตัถุก าลงัขยาย 100X ตรวจดูการสะสมไขมนัภายใน
เซลลย์สีตซ์ึง่จะตดิสเีทาเขม้หรอืด าของสยีอ้ม Sudan Black 
B และภายในไซโตพลาสซมึทีต่ดิสแีดงของ Safranin O  

2.5 การวเิคราะหก์ารเจรญิและการสะสมไขมนัของยสีต์โดย
การเพาะเลี้ยงแบบ Batch 

เตรยีมหวัเชื้อยสีต์โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของยีสต์
ลงในอาหารเหลว YEPD 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เขย่าด้วยความเร็ว 
150 รอบต่อนาที ถ่ายหวัเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
อาหาร เหลว DMY 50 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซยีส เขย่าดว้ยความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 
วนั เก็บเซลล์ทัง้หมดในแต่ละฟลาสก์ มาใส่ลงในหลอด 
เซนตริฟิวจ์ ล้างเซลล์โดยใช้น ้ ากลัน่ปลอดเชื้อ จ านวน 2 
ครัง้ ๆ ละ 20 มลิลลิติร น าไปปัน่เหวีย่งที่อุณหภูม ิ4 องศา
เซลเซียส 5000 x g เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้แขวนลอย
เซลล์ในน ้ ากลัน่อีกครัง้แล้วน าไปอบแห้งในตู้อบลมร้อน 
(hot air oven) ทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส จนไดน้ ้าหนัก
คงที ่บนัทกึน ้าหนกัชวีมวลแหง้ 

น าเซลล์แห้งมาสกัดไขมัน (Castanha et al., 
2013; Tapia et al., 2012) โ ดย เติม ส า รล ะล า ย ก ร ด 
ไฮโดรคลอรกิ 2 โมลาร ์ในอตัราส่วน 10:1 โดยปรมิาตรต่อ
น ้าหนัก ตัง้ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 1 ชัว่โมง ปัน่เหวีย่งที่ 6000 x g 
เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าเซลล์ที่ได้มาแขวนลอยใน 
น ้ากลัน่ปลอดเชือ้, เมทานอล และคลอโรฟอรม์ในอตัราส่วน 
4:10:5 โดยปริมาตร ปัน่เหวี่ยงที่ 180 x g อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 2 นาท ีเกบ็ของเหลวในชัน้คลอโรฟอรม์มาระเหย
คลอโรฟอร์มออกให้หมด แล้วเก็บส่วนไขมนัมาอบแห้งใน
ตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส จนได้น ้ าหนัก
คงที่ น าตวัอย่างไขมนัที่ได้มาชัง่น ้าหนัก ค านวณปรมิาณ
ไขมนัจากน ้าหนักไขมนัที่ไดต้่อปรมิาตรอาหาร 1 ลติร และ
ค านวณน ้าหนกัไขมนัทีไ่ดต้่อน ้าหนักชวีมวลแหง้ 100 กรมั 

2.6 การจ าแนกชนิดของยสีตโ์ดยอาศยัขอ้มลูล าดบันิวคลีโอ
ไทดบ์รเิวณ ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 

 2.6.1 การเลี้ยงเชื้อยสีต์และการสกดัจโีนมกิดเีอน็เอ 

เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของยีสต์ที่อยู่บนอาหารแข็ง 
YEPD มา 2-3 โคโลนี ใสล่งในอาหารเหลว YEPD ปรมิาตร 
25 มลิลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เขย่า
ด้วยความเรว็ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 วนั เก็บเซลล์
มาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป 
Nucleic acid extraction kit (Vivantis, Malaysia) เกบ็ดเีอน็เอ
ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ส าหรบัเป็นดเีอ็นเอ
ต้ น แบบ  ( template)  ใ นปฏิกิ ริ ย า  Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 
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 2.6.2 การเพิม่ปริมาณยีน ITS1- 5.8S rDNA - 
ITS2 โดยวธิ ีPCR 

เตรยีมสว่นผสมส าหรบัปฏกิริยิา PCR โดยมจีโีนมกิ
ดเีอ็นเอของยสีต์ 500 นาโนกรมั เป็นดเีอ็นเอต้นแบบ และ
ใช้คู่  ไพรเมอร์ ITS1 (5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’) 
แ ล ะ  ITS4  ( 5’-  TCCTCCGCTTAT TGATATGC - 3’) 
(White et al., 1990) อยา่งละ 0.5 ไมโครโมลาร,์ 2.5 U Taq 
polymerase, 0.2 ไมโครโมลาร ์dNTP และ 1.5 มลิลโิมลาร ์
MgCl2  ด าเนินปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง Thermal cycler  
(T-Gradient, Biometra®, Germany) ภายใต้สภาวะดัง น้ี 
94 องศาเซลเซยีส 3 นาท ี(1 รอบ); 94 องศาเซลเซยีส 45 
วนิาท,ี 53 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท,ี 72องศาเซลเซยีส 45 
วนิาที (30 รอบ); และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที (1 รอบ) 
ตรวจสอบขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) โดย
วิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส โดยใช้ 1.2 เปอร์เซ็นต์  
อ ะกา โ รส เ จล  โ ดยมี  SYBR® Safe DNA Gel Stain 
(Invitrogen, USA) ในการยอ้มดเีอน็เอ และใช้ VC 100 bp 
plus DNA ladder เป็น marker ส าหรบัเทยีบขนาดดเีอน็เอ 
และให้กระแสไฟฟ้าโดยใช้ความต่างศักย์ที่ 80 โวลต์  
เป็นเวลา 40 นาทีและถ่ายภาพโดยใช้  Omega Fluor 
PlusTM Gel Documentation System (Aplegen, USA)  

 2.6.3 การวเิคราะหข์อ้มลูล าดบันิวคลโีอไทด ์

 น าผลผลิตพีซีอาร์มาท าให้บริสุทธิด์้วย PCR 
clean-up kit (Vivantis, Malaysia) ก่อนส่งไปวิเคราะห์หา
ล าดบันิวคลโีอไทด ์ขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทดท์ี่ไดถู้กน ามา
ตรวจสอบแก้ไขโดยใช้โปรแกรม BioEdit 7.2 (Hall, 2013) 
แล้วน าไปวเิคราะห์เปรยีบเทียบความคล้ายคลึงกบัล าดบั 
นิวคลีโอไทด์บนฐานข้อมูล Genbank โดยใช้โปรแกรม 
nucleotide BLAST เพื่อระบุแทกซอนของยีสต์ไขมนัสูงที่
ศึกษา และด าเนินการฝากเก็บข้อมูลล าดบั นิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 ของยีสต์ที่ศึกษาไว้ใน
ฐานขอ้มลู Genbank โดยม ีAccession No. OR658437 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 

3.1 การเกบ็ตวัอย่างและการแยกยสีต์จากดนิและซากใบไม้
บรเิวณป่าชายเลน 

 จากการแยกยสีต์จากตวัอย่างดนิและซากใบไมท้ี่
เกบ็จากบรเิวณป่าชายเลน จ านวน 10 ตวัอย่าง มาเตมิลง
ในอาหารเหลว YEPD บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 วนั ภายใต้สภาวะเขย่า จากนัน้น าตวัอย่างมา

เจือจางและเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง YEPD บ่มที่อุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 วนั สามารถคดัเลอืกโคโลนี
ยสีต์ที่มลีกัษณะแตกต่างกนับนอาหารแขง็ YEPD มาแยก
ให้เป็นเชื้อบริสุทธิไ์ด้ทัง้หมด 38 ไอโซเลท โดยแบ่งเป็น
ยีสต์ที่แยกได้จากซากใบไม้จ านวน 11 ไอโซเลท ได้แก่ 
DL1-DL11 และยสีต์ที่แยกได้จากดนิจ านวน 27 ไอโซเลท 
ได้แก่ S1-S27 เมื่อศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของ
โคโลนียีสต์ทัง้ 38 ไอโซเลท พบว่ามีลักษณะโคโลนีที่
ต่างกนั 7 แบบ โดยทุกไอโซเลทมโีคโลนีสขีาว ทบึแสง และ
ไอโซเลทยีสต์ส่วนใหญ่ (คิดเป็น 42.11 เปอร์เซ็นต์ของ 
ไอโซเลทยีสต์ทัง้หมด) มีโคโลนีรูปร่างกลม (circular)  
นูนขึ้นมาจากผวิหน้าอาหารเล็กน้อย (convex) ขอบเรยีบ 
(entire) ผิวหน้าเรียบ (smooth) มีขนาดตัง้แต่  2.8-4.0 
มิลลิเมตร (Table 1) และเมื่อศึกษาลกัษณะเซลล์ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์โดยการท าเวต็เมานต์ (wet mount) พบว่า
ทุกไอโซเลทมกีารสบืพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศด้วยการแตก
หน่อ  (budding) ไอ โซ เลทส่วนใหญ่  (คิด เ ป็น  42.11 
เปอร์เซ็นต์ของไอโซเลทยีสต์ทัง้หมด) มีเซลล์รูปร่างรี 
(ellipsoidal) และมไีอโซเลทยสีต์รอ้ยละ 47.36 ของไอโซเลท
ทั ้งหมดสามารถสร้า ง เส้น ใย เทียม  (pseudohyphae)  
(Table 2) ยีสต์เป็นฟังไจที่มีการด ารงชีพแบบเซลล์เดี่ยว
โดยมทีัง้ชนิดที่มกีารแบ่งเซลล์โดยการแตกหน่อและชนิดที่
มีการแบ่งเซลล์ตามขวาง (fission) อีกทัง้ยงัมียีสต์หลาย
ชนิดที่สามารถสร้าง เส้นใยแท้ และ เส้นใยเทียม ได้  
(Satyanarayana and Kunze, 2009) ยีสต์สามารถพบได้
ทัว่ไปในธรรมชาติทัง้บนบกและในน ้ า โดยก่อนหน้าน้ี 
มีรายงานการพบยีสต์จากตวัอย่างหลายชนิดจากป่าชาย
เลน เช่น กิ่งไม้ร่วง เปลือกไม้ และลูกไม้ร่วง (Prasatsri, 
2006) ตัวอย่างน ้ า ตะกอนดิน น ้ ากร่อย ใบไม้ ดอกไม้  
รากไม้ ซากใบไม้ (Chanklan et al., 2012) น ้ า ดิน วัสดุ
ชวีภาพที่เน่าเป่ือย (Hoondee et al., 2019) ตะกอนดนิ ใบ 
ผล และรากหายใจของต้นล าแพน  (Sonneratia alba)  
(Lee et al., 2020) เป็นต้น เช่นเดยีวกบัในการศึกษาครัง้น้ี
ที่พบยีสต์จากตัวอย่างดินและซากใบไม้ที่เก็บมาจากป่า 
ชายเลน 
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Table 1  Colony morphology of yeasts isolated from soil and decaying leaf samples when grown on YEPD agar at 30ºC 
            for 2 days. Frequency of yeast isolates for each colony morphology are also shown here. 

Colony morphology No. of 
yeast 

isolates 

Frequency of 
yeast isolates Form Elevation Margin Surface Color/ 

Opacity 
Size 
(mm) 

circular convex entire smooth white / opaque 2.8 – 4.0 16 42.11 

circular convex entire glistening white / opaque 2.7 – 3.0 5 13.16 
circular convex entire rough white / opaque 2.8 – 3.3 2 5.26 
circular umbonate entire smooth white / opaque 2.8 – 3.5 3 7.89 
spindle convex  erose  rough white / opaque 3.0 – 3.5 7 18.42 
irregular raised undulate  wrinkled white / opaque 4.0 - 4.8 2 5.26 
irregular umbonate undulate rough white / opaque 2.7 – 4.0 3 7.89 

Total 38 100 
 
Table 2   Microscopic characteristics of isolated yeasts when grown on YEPD agar at 3 0 ºC for 2  days. Frequency of 

yeast isolates for each cell morphology are also shown here. 
Cell shape Presence of 

Budding 
 Pseudohyphae 

formation 
No. of yeast 

isolates 
Frequency of yeast 

isolates 
 ellipsoidal + - 16  42.11 
 ellipsoidal + + 15 39.47 
 spherical + - 4 10.53 
 spherical + + 2 5.26 
 ellipsoidal and       
 spherical 

+ + 1 2.63 

Total 38 100 
Note : + means presence, - means absence 
 
3.2 กา รคัดก รอ งยีส ต์ ไ ขมัน สู ง แ ล ะกา ร วิ เ ค ร า ะ ห์
ความสามารถในการสะสมไขมนัของยสีต ์

เมื่อน ายสีต์ที่แยกไดม้าเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
DMY บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน 
ภายใต้สภาวะเขย่า แล้วเก็บเซลล์ยีสต์มาคัดกรองยีสต์
ไขมนัสูงโดยวิธี Nile red fluorescence assay พบว่าจาก
ยสีต์ทัง้หมด 38 ไอโซเลท มเีพยีง 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ DL5, 
S7, S8, S10 และ S26 ที่มีค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ 
สูงกว่า  S. cerevisiae ที่ เ ป็นชุดควบคุมผลลบอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยไอโซเลท DL5 มีค่า
สัญญาณฟลูออเรสเซนต์สูงที่สุด  ซึ่ง เ ป็นการบ่งชี้ ว่า 
ไอโซเลท DL5 มีศักยภาพในการสะสมไขมันสูงกว่า 
ไอโซเลทอื่ น ๆ (Figure 1) วิธี Nile red fluorescence 
assay เป็นเทคนิคของการใช้สี Nile red ที่มีคุณสมบัติ
ละลายไดใ้นไขมนัและเรอืงแสงได ้เป็นเทคนิครวดเร็วที่ใช้

ประเมินการสะสมไขมนัภายในเซลล์ยีสต์ได้ โดยระดับ
ความเข้มแสงของสญัญาณฟลูออเรสเซนต์จะแปรผนัตรง
กบัปรมิาณไขมนัภายในเซลล ์ท าใหส้ามารถคดัเลอืกไอโซเลท
ของยสีตท์ีม่ศีกัยภาพสงูสดุในการสะสมไขมนัได ้(Sitepu et 
al., 2012) 

ต่อมาเมื่อน ายีสต์ทัง้ 5 ไอโซเลทมาวิเคราะห์
ความสามารถในการสะสมไขมนัภายในเซลล์ดว้ยการยอ้มส ี
Sudan Black B โดยหากยสีต์มคีวามสามารถในการสะสม
ไขมนัได้จะพบการติดสีเทาเข้มหรือด าของสีย้อม Sudan 
Black B และบริเวณอื่นภายในไซโตพลาสซึมที่ไม่มีการ
สะสมไขมนัจะตดิสแีดงของ Safranin O ซึง่ผลการทดลองที่
ได้คือมีเพียงไอโซเลท DL5 ที่พบการสะสมไขมนัภายใน
เซลล์ที่ชดัเจนกว่ายสีต์ไอโซเลทอื่น ๆ เน่ืองจากสงัเกตเหน็
ถุงสะสมไขมนัรูปร่างกลม ติดสเีทาเข้มของ Sudan Black B 
อย่างชดัเจน (Figure 2) Sudan Black B เป็นสยีอ้มที่นิยม
ใช้ส าหรบัการยอ้มดูการสะสมไขมนัภายในเซลล ์โดยเป็นสี
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ชนิด Azo dye ทีใ่ชย้อ้มไขมนัไดท้ัง้ชนิดที่เป็นไตรกลเีซอไรด์
และฟอสโฟลิพิด โดยเมื่อสงัเกตดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสงจะเห็นไขมนัที่สะสมอยู่ในถุงสะสมไขมนัของ
เซลล์ติดสีด าของ Sudan Black B และบริเวณอื่นภายใน 
ไซโตพลาสซมึตดิสแีดงของ Safranin O (Mokobi, 2022) 

มีงานวิจ ัยก่อนหน้า น้ีที่ ใช้วิธีข้างต้นในการ 
คดักรองยีสต์ไขมนัสูง ดงัรายงานของ Amornrattanapan 
and Thongthep (2019) ทีใ่ชส้ยีอ้ม Sudan Black B รว่มกบั
วิ ธี  Nile red fluorescence assay ใ น ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์
ความสามารถในการสะสมไขมนัภายในเซลล์ยสีต์ที่แยกได้
จากตวัอย่างใบไม้และดนิบรเิวณป่าชายเลน จงัหวดัชลบุร ี
พบว่ามียีสต์ 7 ไอโซเลทจากทัง้หมด 26 ไอโซเลท ที่พบ
การสะสมไขมนัภายในเซลล์ งานวจิยัของ Chomchuen et 
al. (2021) ที่ใช้สยีอ้ม Sudan Black B ร่วมกบัวธิ ีNile red 
fluorescence assay ในการคดักรองยสีต์ไขมนัสูงที่แยกได้
จากดนิบริเวณอ่างเก็บน ้าบางพระ จงัหวดัชลบุร ีพบว่ามี
ยสีต์ 8 ไอโซเลทจากทัง้หมด 39 ไอโซเลทที่มศีกัยภาพใน
การสะสมไขมนัสงู งานวจิยัของ Sriwongchai et al. (2018) 
ที่ใช้สยี้อม Sudan Black B ย้อมไขมนัภายในเซลล์ยีสต์ที่
แยกได้จากตวัอย่างดินป่าชายเลนในเขตภาคตะวนัออก
ของประเทศไทย พบว่ามยีสีต ์23 ไอโซเลทจากทัง้หมด 51 

ไอโซเลทที่พบการสะสมไขมนัภายในเซลล์ งานวิจยัของ 
Berikten et al. (2021) ที่ ใ ช้  Sudan Black B ใ น ก า ร
ตรวจสอบการสะสมไขมนัในยสีต ์92 สายพนัธุ ์พบวา่มยีสีต์ 
62 สายพนัธุ์ที่มีศกัยภาพในการสะสมไขมนัภายในเซลล์ 
และงานวิจยัของ Miranda et al. (2020) ที่ใช้วิธี Nile red 
fluorescence assay ในการตรวจสอบการสะสมไขมนัของ
ยสีต์จ านวน 366 ไอโซเลท พบว่ามยีสีต์ 19 ไอโซเลทที่มี
ความสามารถในการสะสมไขมนัสูง โดยวิธีที่ใช้ Sudan 
Black B และ Nile red ในการตรวจสอบการสะสมไขมนัใน
เซลลย์สีตน้ี์ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัปรมิาณไขมนัของยสีต์ที่สกดั
ออกมาจากเซลล์ซึ่งแสดงให้เหน็ว่าวธิเีหล่าน้ีสามารถใช้ใน
การคัดกรองศักยภาพในการสะสมไขมันของยีสต์ได้  
(Sitepu et al., 2012; Miranda et al., 2020; Jape et al., 
2014) อย่างไรกต็าม ไม่มงีานวจิยัใดที่เปรยีบเทียบวิธทีี่ใช้ 
Sudan Black B แ ล ะ  Nile red กับ วิ ธี อื่ น  เ ช่ น  Gas 
chromatography ในการตรวจสอบปริมาณไขมนัภายใน
เซลล์ เน่ืองจากวิธี Gas chromatography เหมาะส าหรบั
น ามาใช้ในการวเิคราะห์ชนิดและปรมิาณของกรดไขมนัที่
เป็นองค์ประกอบของไขมนัที่สร้างโดยยีสต์ (Schulze et 
al., 2014; Berikten et al., 2021)

 

 

Figure 1  Relative fluorescence intensity of Nile red-stained isolated yeasts in comparison with that of a negative 
control, S. cerevisiae. Symbol ** indicates yeast isolates that showed significantly higher fluorescence intensity than S. 

cerevisiae (p < 0.05); Error bar represents the standard deviation of three replicates. 
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Figure 2  Microscopic image showing intracellular lipid accumulation in the isolate DL5 that were grown in DMY broth 
for 6 days and stained with Sudan Black B. (Total magnification; 1,000X) 

 

 
Figure 3  Agarose gel electrophoresis of PCR amplicon of ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 of the isolate DL5. Lane M: VC 

100 bp plus DNA ladder; Lane 1: PCR amplicon of ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 using genomic DNA of the isolate DL5 as 
template; Lane 2: NTC (no template control) 

 
3.3 การจ าแนกชนิดของยสีตโ์ดยวธิทีางอณูชวีวทิยา 

 เน่ืองจากไอโซเลท DL5 แสดงศกัยภาพในการ
สะสมไขมนัที่โดดเด่นกว่ายีสต์ไอโซเลทอื่น  ๆ จึงได้น า 
ไอโซเลท  DL5 มาจัดจ าแนกโดยการวิเคราะห์ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 พบว่า
ผลผลิตพีซีอาร์ มีขนาดประมาณ 850 คู่เบส (Figure 3) 

จากการวิเคราะห์พบว่าบริเวณ ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 
ของไอโซเลท DL5 มคีวามคลา้ยคลงึสูงสุด 100 เปอรเ์ซน็ต์ 
เ มื่ อ เ ที ย บ กั บ  Nakaseomyces glabratus ( Candida 
glabrata) หลายสายพันธุ์รวมถึงสายพันธุ์ที่ เ ป็น  Type 
strain ไดแ้ก่ CBS 138 และ ATCC 2001 (Table 3) จงึระบุ
แทกซอนของยีสต์ไอโซเลท DL5 เป็น Nakaseomyces 
glabratus (Candida glabrata) 
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Table 3  BLAST search results for nucleotide sequence of ITS1- 5.8S rDNA - ITS2 of the isolate DL5 in comparison 
with closely related strains in Genbank database. 

No. Accession no. Genus / Species / Strains %Coverage 
(279 bp) 

%Identity 

1 MH545922.1 Nakaseomyces glabratus CBS 138 100 100 
2 CP048130.1 Nakaseomyces glabratus ATCC 2001 100 100 
3 MN699479.1 Nakaseomyces glabratus isolate ITG22 100 100 
4 MN540214.1 Nakaseomyces glabratus isolate L-3329/2012 100 100 

 

 
 

Figure 4  Biomass (g/L), lipid concentration (g/L) and lipid content (% of cell dry weight) of N. glabratus DL5 that was 
grown in DMY broth for 120 hours under a shaking condition.  
Error bar represents the standard deviation of three replicates. 

 
ยี ส ต์ ไ อ โ ซ เ ล ท  DL5 จั ด จ า แ น ก ไ ด้ เ ป็ น 

Nakaseomyces glabratus จดัอยูใ่น Phylum Ascomycota, 
Class Saccharomycetes,  Order Saccharomycetales 
และ Family Saccharomycetaceae เมื่อก่อนถูกเรียกว่า 
Cryptococcus glabrata จากนัน้ถูกเปลี่ยนเป็น Torulopsis 
glabrata ต่อมาเป็น Candida glabrata และปัจจุบันเป็น 
Nakaseomyces glabratus ต า ม ล า ดับ  (Kumar et al., 
2019) N. glabratus (C. glabrata) สามารถพบได้บริเวณ
พื้นผิวเยื่อบุของมนุษย์ เช่น ช่องปาก ทางเดินอาหาร  
ช่องคลอด ผวิหนงั หรอืในอุจจาระ ซึง่อาจปนเป้ือนไปอยู่ใน
สิ่งแวดล้อมทางธรรมชาติได้ (Gabaldón and Fairhead, 
2018) จงึสามารถพบยสีต์ชนิดน้ีในตวัอย่างจากป่าชายเลน
ทีง่านวจิยัน้ีศกึษา 

 

 

3.4 การศกึษาการผลติชวีมวลและการสะสมไขมนัของยสีต์ 
Nakaseomyces glabratus DL5 

 จากการน ายสีต์ N. glabratus DL5 มาเพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลว DMY บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 5 วัน ภายใต้สภาวะเขย่า จากนัน้เก็บเซลล์
ทัง้หมดมาวเิคราะห์ชีวมวล พบว่า N. glabratus DL5 มชีีว
มวล เท่ากบั 4.37 ± 0.82 กรมัต่อลิตร และเมื่อน าชีวมวล
แหง้มาสกดัไขมนัโดยใช้เมทานอลและคลอโรฟอรม์ พบว่า 
มีการผลิตไขมัน 0.41 ± 0.02 กรัมต่อลิตร  และคิดเป็น
ปริมาณของไขมันต่อน ้ าหนักชีวมวลแห้ง  9.61 ± 2.17 
เปอรเ์ซน็ต ์ดงัแสดงใน Figure 4 
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มี ง า น วิ จ ัย ที่ ศึ ก ษ า ก า ร ส ะ ส ม ไ ข มัน ข อ ง  
N. glabratus (Candida glabrata) มาก่อน โดย Berikten et 
al. (2021) รายงานวา่ C. glabrata ทีน่ ามาศกึษาสามารถใช้ 
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนและสามารถสะสมไขมนัได้ 
5.54 ± 0.17 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณไขมันเท่ากับ 
44.34 ± 1.33 % ของน ้าหนักชีวมวลแห้ง ในสภาวะเขย่า 
150 รอบต่อนาท ีที ่25 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
และมงีานวจิยัอื่น ๆ ทีแ่สดงใหเ้หน็ปรมิาณไขมนัที่แตกต่าง
กันใน  Candida สปีชีส์ต่ าง  ๆ โดย Thangavelu et al. 
(2021) รายงานวา่ Candida tropicalis ASY2 สามารถผลติ
และสะสมไขมนัได ้1.20 กรมัต่อลติร คดิเป็นปรมิาณไขมนั
เท่ากบั 48 เปอรเ์ซน็ตข์องน ้าหนักชวีมวลแหง้เมื่อใช้กลูโคส
เป็นแหล่งคารบ์อน ในสภาวะเขย่า 150 รอบต่อนาท ีที่ 30 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 วนั  Kolouchová et al. (2015) 
รายงานว่า Candida sp. สามารถผลิตและสะสมไขมนัได้ 
1.58 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณไขมันเท่ากับ 35.40 
เปอร์เซ็นต์ของน ้าหนักชีวมวลแห้งเมื่อมกีลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน ในสภาวะเขย่า 150 รอบต่อนาที ที่ 28 องศา
เซลเซียส จนถึง stationary phase การที่ปริมาณไขมนัที่
สะสมภายในเซลล์ยสีต์มคี่าแตกต่างกนันัน้อาจเป็นผลมา
จากความแตกต่างของสายพันธุ์ยีสต์  การขาดแคลน
สารอาหารบางชนิด และสภาวะในการเพาะเลี้ยงที่แตกต่าง
กัน เช่น อุณหภูมิ ค่าพีเอช ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง  
เป็นต้น (Sha, 2013 ; Fakankun et al., 2019) อีกทัง้ย ัง
ขึน้อยู่กบัปัจจยัภายในเซลล์ยสีต์ ไดแ้ก่ ยนีส าหรบัเอนไซม์
ที่เกี่ยวข้องกบัเมแทบอลิซึมของการผลิตและสะสมไขมนั
ภายในเซลลย์สีต ์(Dourou et al., 2018) อยา่งไรกต็าม จาก
ผลการทดลองน้ี N. glabratus DL5 ยังมีปริมาณไขมัน
ภายในเซลล์ที่สูงไม่ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ของน ้าหนักชีวมวล
แหง้ทีเ่ป็นขดีจ ากดัขัน้ต ่าของปรมิาณไขมนัทีนิ่ยามให้พบใน
จุลนิทรยีไ์ขมนัสูง ทัง้น้ีเน่ืองจากสภาวะที่เพาะเลี้ยงยสีต์ใน
งานวิจ ัยน้ีอาจยังไม่เหมาะสมที่จะกระตุ้นให้ยีสต์สะสม
ไขมันได้ดี ดังนั ้น การหาสภาวะที่ เหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยงยีสต์เพื่อให้สามารถผลิตและสะสมไขมนัได้ใน
ปรมิาณสูงจงึเป็นประเดน็ส าคญัที่ควรน าไปศึกษาเพิม่เติม
ต่อไป 

4. สรปุ  

งานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นว่าดินและซากใบไม้จาก
ป่าชายเลนเป็นแหล่งอาศยัทีน่่าสนใจของยสีตท์ี่มปีระโยชน์
ในทางเทคโนโลยชีวีภาพ โดยสามารถแยกยสีต์ไดท้ัง้หมด 
38 ไอโซเลท แบ่งเป็นยสีต์ที่แยกได้จากซากใบไม ้จ านวน 
11 ไอโซเลท และยสีต์ที่แยกได้จากดนิ จ านวน 27 ไอโซเลท 
เมื่อน ายสีตท์ีแ่ยกไดไ้ปคดักรองการสะสมไขมนัโดยวธิ ีNile 

red fluorescence assay และตรวจดกูารสะสมไขมนัภายใน
เ ซ ล ล์ ยี ส ต์ ด้ ว ย ก า ร ย้ อ ม สี  Sudan Black B พบ ว่ า  
ไอโซเลท DL5 มกีารสะสมไขมนัภายในเซลล์สูงสุด ซึ่งจดั
จ า แ น ก ไ ด้ เ ป็ น  Nakaseomyces glabratus จ า ก ก า ร
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1- 5.8S rDNA - 
ITS2 เมื่ อน า  N.  glabratus DL5 ไปวิเคราะห์การผลิต 
ชีวมวลและการสะสมไขมนั พบว่าที่เวลา 120 ชัว่โมงของ
การเพาะเลีย้งในอาหารเหลว DMY N. glabratus DL5 ผลติ 
ชีวมวลได้เท่ากบั 4.37 ± 0.82 กรมัต่อลิตร สะสมไขมนัได้
เท่ากบั 0.41 ± 0.02 กรมัต่อลติร และคดิเป็นปรมิาณไขมนั 
9.61 ± 2.17 เปอร์เซ็นต์ของน ้ าหนักชีวมวลแห้ง ซึ่งหาก
ต้องการที่จะปรบัปรุงการผลิตและสะสมไขมันของยีสต์ 
สายพนัธุน้ี์ ควรทีจ่ะต้องศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของปัจจยั 
ต่าง ๆ เช่น อตัราส่วนของคารบ์อนต่อไนโตรเจน ชนิดและ
ปรมิาณของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิ 
ค่าพีเอช และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง เป็นต้น เพื่อให้
สามารถน าไขมนัจากยีสต์ไปใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ  
ไม่ว่าจะเป็นการผลติเชื้อเพลงิชวีภาพหรอืประโยชน์ในดา้น
อื่น ๆ ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพต่อไป 
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