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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สินีนาถ กันธิพรรณ์ : ความหลากหลายของยีสต์และการผลิตเอทานอลโดยยีสต์ที่คัดเลือก
ได้โดยใช้ระบบการตรึงเซลล์ (DIVERSITY OF YEAST AND ETHANOL PRODUCTION 
BY SELECTED YEAST USING IMMOBILIZATION SYSTEM) อ .ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: รศ. ดร. อัญชริดา อัครจรัลญา , อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : ศ. ดร. สมบูรณ์ 
ธนาศุภวัฒน์ {, 151 หน้า. 

ยีสต์ที่สามารถใช้น้ าตาลกลูโคสเพ่ือการเจริญคัดแยกจากโรงงานน้ าตาล  5 แห่งที่อุณหภูมิ 
30 ºซ รวม 29 ไอโซเลต และ 40 ºซ รวม 99 ไอโซเลต แยกยีสต์ที่สามารถใช้น้ าตาลไซโลสเพ่ือการ
เจริญจากป่าพรุหนองจ ารุงและจากล าไส้แมลงที่อุณหภูมิ  30 ºซ รวม 205 ไอโซเลต ผลการพิสูจน์
เอกลักษณ์ของยีสต์ทั้งหมดที่แยกได้ด้วยล าดับดีเอ็นเอของ LSU rRNA ต าแหน่ง D1/D2 พบว่า ยีสต์ที่
แ ย ก ไ ด้ อ ยู่ ใ น จี นั ส  Saccharomyces, Candida, Pichia, Issactchenkia, Blastobotyrys, 
Cyberlindnera, Zygoascus, Meyerozyma, Ogataea, Schwanniomyces, 
Schizosaccharomyces, Hanseniaspora, Galactomyces และ Trichosporon ประกอบด้วย
ยีสต์ที่ทราบสปีชีส์ 32 สปีชีส์และยีสต์ที่ยังไม่ทราบสปีชีส์ 12 สปีชีส์ จากยีสต์ซึ่งไม่ทราบสปีชีส์ ได้
เลือกยีสต์ที่ถูกพบมากที่สุดที่คัดแยกได้จากแมลงกุดจี่ยักษ์มาศึกษาลักษณะสมบัติและได้เสนอตั้งชื่อส
ปีชีส์ใหม่ว่า Trichosporon heliocopridis sp. nov ลักษณะส าคัญที่แตกต่างจากสปีชีส์ใกล้เคียงใน
จีนัส Trichosporon คือไม่มีเอ็นไซม์ยูรีเอส ผลการหมักเอทานอลของยีสต์ที่ใช้น้ าตาลกลูโคสเพ่ือการ
เจริญที่อุณหภูมิ 30 ºซ พบว่า 7 ไอโซเลต สามารถผลิตเอทานอลสูงกว่ายีสต์สายพันธุ์ควบคุม 
Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 (0.47 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) ที่อุณหภูมิ 40 ºซ 
พบว่า 34 ไอโซเลตสามารถผลิตเอทานอลสูงกว่า 0.25 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส โดยไอโซเลต G40-
6-2-2 สามารถผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดเท่ากับ 0.42 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส การเพ่ิมประสิทธิผล
การหมักเอทานอลจากกากน้ าตาลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 พบว่าเซลล์ตรึงแบบเกาะจับกับ
กากใยหัวมันส าปะหลังผลิตเอทานอลได้สูงกว่าเซลล์อิสระ 10.95% ผลผลิตเอทานอลของเซลล์ตรึง
แบบเกาะจับกับกากใยหัวมันส าปะหลังร่วมกับการหุ้มด้วยแคลเซียมอัลจิเนตสูงกว่าของเซลล์ตรึงแบบ
หุ้มด้วยแคลเซียมอัลจิเนตอย่างเดียวแต่ต่ ากว่าของเซลล์ตรึงแบบเกาะจับกับกากใยหัวมันส าปะหลัง  
สันนิษฐานว่ากากใยหัวมันส าปะหลังนอกจากช่วยปกป้องเซลล์จากภาวะเครียดต่างๆในระหว่างการ
หมัก เซลล์ยีสต์จากการหมักเอทานอลก่อนหน้าที่เกาะอยู่กับกากใยหัวมันส าปะหลังยังให้อะมิโน
ไนโตรเจนท าให้ยีสต์สามารถทนต่อเอทานอลและผลิตเอทานอลได้มากข้ึน 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5373911423 : MAJOR MICROBIOLOGY 
KEYWORDS: BIOETHANOL / IMMOBILIZATION / SACCHAROMYCES CEREVISIAE / YEAST ASSOCIATED 
WITH INSECT / YEAST FROM SUGAR FACTORY 

SINEENATH KUNTHIPHUN: DIVERSITY OF YEAST AND ETHANOL PRODUCTION BY 
SELECTED YEAST USING IMMOBILIZATION SYSTEM. ADVISOR: ASSOC. PROF. DR. 
ANCHARIDA AKARACHARANYA, CO-ADVISOR: PROF. DR. SOMBOON TANASUPAWAT {, 151 
pp. 

Twenty nine isolates and ninety nine isolates of glucose utilizing yeasts were isolated 
from five sugar factories, at 30 ๐C and 40 ๐C.  205 xylose utilizing yeasts were isolated from peat 
swam forest and from insect guts at 30๐C. The 26s rDNA (D1/D2) sequence analysis revealed that 
the yeasts isolated were likely to be 32 known species and 12 undescribed species of which were 
belonged to genus Saccharomyces, Candida, Pichia, Issactchenkia, Blastobotyrys, Cyberlindnera, 
Zygoascus, Meyerozyma, Ogataea, Schwanniomyces, Schizosaccharomyces, Hanseniaspora and 
Trichosporon. Majority of the undescribed species isolated from insect gut was proposed as 
Trichosporon heliocopridis sp. nov. It was differentiated from other Tricosporon sp. by negative 
urease activity.  From the 126 glucose utilizing yeasts isolated, there were 7 isolates produced 
ethanol higher than control; Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 (0.47 g/g) at 30 ๐ C and 34 
isolates produced ethanol higher than 0.25 g/g at 40 ๐ C. Saccharomyces cerevisiae G40-6-2-2 
gave the highest ethanol (0.42 g/g) from glucose at 40 ๐C. The improvement of molasses based 
ethanol production using the S. cerevisiae G40-6-2-2 by cell immobilization showed that cells 
adsorbed on waste Cassava tuber fiber (wCTF) produced ethanol (10.95%) higher than free cells. 
Ethanol production by wCTF adsorbed cells which entrapped in calcium alginate was higher than 
those by cells entrapped in calcium alginate, but lower than those by cells adsorbed on wCTF. 
Analysis of wCTF-molasses medium revealed that the wCTF provided amino nitrogen to 
fermenting yeast indicated that the cells not only protected from environment stresses but also 
supported aminonitrogen which resulted in an in creasing of ethanol tolerance and ethanol 
production. 
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บทที ่1.  
บทน า 

 1.1.  แนวคิด ทฤษฎีที่ส าคัญ หรือสมมติฐาน 

ปัญหาน้ ามันปิโตรเลียมที่ก าลังลดลงและภาวะโลกร้อนซึ่งเกิดจากการสะสมของ
แก๊สเรือนกระจกในชั้นบรรยากาศท าให้เอทานอลชีวภาพซึ่งเป็นพลังงานหมุนเวียน (renewable 
energy) ได้รับความสนใจเพ่ิมอย่างมาก (Sarkar et al., 2012) วัตถุดิบหลักในการผลิตเอทานอล
ชีวภาพแบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่ น้ าตาล แป้ง และ ลิกโนเซลลูโลส แต่แป้งและลิกโนเซลลูโลส
จ าเป็นต้องผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์เพ่ือให้ได้น้ าตาล (fermentable sugar) ก่อนเข้าสู่
กระบวนการหมัก ดังนั้นจึงให้ท าวัตถุดิบจากน้ าตาลได้รับความนิยมมากกว่า เนื่องจากไม่จ าเป็นต้อง
ผ่านกระบวนการย่อยก่อนเข้าสู่กระบวนการหมัก (Baeyens et al., 2015; Balat & Balat, 2009) 
ประเทศไทยเริ่มผลิตเอทานอลชีวภาพเพ่ือใช้เป็นพลังงานทางเลือกตั้งแต่ พ.ศ. 2549 มีโรงงานผลิต    
เอทานอลจ านวน 23 โรงผลิต แบ่งเป็นโรงงานที่ใช้กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบจ านวน 11 โรง โรงงานที่ใช้
มันส าปะหลังเป็นวัตถุดิบเพ่ือการผลิต 7 โรง และ โรงงานที่ใช้ทั้งกากน้ าตาลและมันส าปะหลังเป็น
วัตถุดิบจ านวน 4 โรง ผลิตเอทานอลได้ 4.97 ล้านลิตรต่อวัน มีการใช้หัวมันส าปะหลัง 5,206 ตันต่อ
วันเพื่อการผลิตเอทานอล (Sawatdisawanee, 2015) เมื่อสิ้นสุดกระบวนการผลิตเอทานอลจะได้เส้น
ใยหัวมันส าปะหลัง (cassava tuber fiber) เป็นของทิ้งอุตสาหกรรมเกษตร (agro industrial waste) 
ซึ่งโรงงานผลิตเอทานอลมักก าจัดโดยการน าไปขายเป็นอาหารสัตว์และฝังกลบ 

การผลิต เอทานอลในระดับ อุตสาหกรรมนิ ยมใช้ยี สต์  Saccharomyces 
cerevisiae  เนื่องจากให้ผลผลิตเอทานอลสูงและทนต่อเอทานอลได้สูงกว่ายีสต์สายพันธุ์อ่ืน แต่ยีสต์
สายพันธุ์ดังกล่าวมีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการหมักเอทานอลอยู่ในช่วง 25 – 30 องศาเซลเซียสจึงท า
ให้ไม่เหมาะส าหรับการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง ซึ่งการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงมีข้อดีคือ
สามารถลดอัตราการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการในระบบการหมักได้ ใช้พลังงานส าหรับระบบ
หล่อเย็นต่ า และ ลดระยะเวลาในการกลั่นเอทานอล (Hacking et al., 1984) ถึงแม้ว่าในการผลิตเอ
ทานอลจากลิกโนเซลลูโลสนั้น S. cerevisiae สามารถทนต่อตัวยับยั้งที่พบมากในไฮโดรไลเซสของลิก
โนเซลลูโลสได้ดี แต่ไม่สามารถหมักน้ าตาลไซโลสซึ่งเป็นองค์ประกอบที่มีมากเป็นอันดับสองของลิกโน
เซลลูโลสไปเป็นเอทานอลได้ ท าให้เหลือเซลลูโลสเป็นจ านวนมากหลังจากการหมักเอทานอลส่งผลให้
การผลิตเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลสโดย S. cerevisiae เป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพต่ าและไม่คุ้มค่า
ต่อการผลิต (Edgardo et al., 2008; Hahn-hägerdal et al., 2006) ดังนั้นเพ่ือให้ได้ยีสต์ที่มีสมบัติ
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เหมาะสมกับความต้องการในการผลิตเอทานอลและให้ผลผลิตเอทานอลสูง จึงท าให้มีความพยายาม
ในการคัดแยกยีสต์ทนร้อนจากแหล่งต่างๆ เช่น อาหารหมัก (Yuangsaard et al., 2013) ดินจาก
โรงงานไฟฟ้า (Sree et al., 2000) และ ดินจากโรงกลั่นสุรา(Limtong et al., 2007) เป็นต้น รวมทั้ง
การคัดแยกยีสต์หมักน้ าตาลไซโลสจากแหล่งต่างๆ เช่น ไม้ผุ (Cadete et al., 2012; Urbina & 
Blackwell, 2012) แมลงสาบป่า (Urbina et al., 2013) และ ด้วงสองง่าม (Suh et al., 2013) เป็น
ต้น  

การผลิตเอทานอลสามารถใช้เซลล์ยีสต์ในสภาพเซลล์อิสระ (free cell) หรือ เซลล์ตรึง
รูป (immobilized cell) (Chandel et al., 2007)การใช้เซลล์ตรึงรูปมีข้อดีกว่าการใช้เซลล์อิสระคือ
ให้ผลผลิตเอทานอลสูงกว่า แยกเซลล์ออกจากน้ าเลี้ยงเชื้อได้ง่าย และเซลล์สามารถน ากลับมาใช้ได้
หลายครั้ง เนื่องจากการตรึงเซลล์ช่วยปกป้องเซลล์จากแรงเฉือน ลดความเครียดสิ่งแวดล้อมต่อเซลล์
ในขั้นตอนการหมัก เซลล์ตรึงรูปจึงมีประสิทธิภาพในการหมักน้ าตาลเป็นเอทานอลสูงกว่าเซลล์อิสระ 
(Zhu, 2007) (Razmovski และ Vučurović 2011) การใช้เซลล์ตรึงรูปหมักเอทานอลนั้นสามารถใช้
ทั้งการหมักแบบกะ (Batch) และการหมักต่อเนื่อง (continuous)(Zhu, 2007) (Rattanapan et al., 
2011) วิธีการตรึงเซลล์ที่นิยมใช้ในการผลิตเอทานอลคือ การดักจับ (entrapment) และการดูดซับ
ทางกายภาพ (physical adsorption) การตรึงเซลล์โดยวิธีการดักจับจุลินทรีย์จะถูกดักจับไว้ภายใน
สารประกอบพอลีเมอร์ได้แก่ อัลจิเนต (alginate) คาราจีแนน (carrageenan) พอลีไวนิลแอลกอฮอล์ 
(polyvinyl alcohol) และ อะคริลาไมด์ (acrylamide) (Strehaiano et al., 2006)การตรึงเซลล์
โดยวิธีนี้มีข้อจ ากัดเกี่ยวกับการถ่ายเทสับสเตรต (substrate) และเอทานอลระหว่างเซลล์กับ
สิ่งแวดล้อม (Groboillot et al., 1994; Kumakura et al., 1992)  ส่วนการดูดซับทางกายภาพเซลล์
จะถูกยึดไว้กับวัสดุดูดซับซึ่งเป็น สารอนินทรีย์หรือสารอินทรีย์ด้วยพันธะไอออนหรือพันธะโคเวเลนท์
ระหว่างเซลล์กับพ้ืนผิวของวัสดุดูดซับ การตรึงเซลล์โดยวิธีนี้ไม่สามารถควบคุมให้มีจ านวนเซลล์ที่สูง
ได้ตลอดไปเพราะเซลล์บางส่วนจะถูกชะออกจากวัสดุดูดซับในขั้นตอนการหมัก (Iqbal & Saeed, 
2005; Kolot, 1980) แต่กลับเป็นผลดีท าให้เซลล์ที่เกิดใหม่มีพ้ืนที่ส าหรับยึดเกาะ (Bai et al., 2008) 
วัสดุดูดซับส าหรับวิธีดูดซับทางกายภาพที่นิยมใช้ได้แก่ แผ่นพลาสติกที่มีรูพรุน แก้วที่มีรูพรุน 
(Kourkoutas et al., 2004; Zhu, 2007) วัสดุทิ้งทางการเกษตรเช่น ผิวส้ม (Plessas et al., 2007) 
ใย บ ว บ (Behera et al., 2 0 1 1 )  ช า น อ้ อ ย  (Singh et al., 2 0 1 3 ) ต้ น ข้ า ว ฟ่ า ง ห ว า น 
(Ariyajaroenwong et al., 20015) ต้นข้าวโพด (Razmovski และ Vučurović 2012)  และ กากหัว
บีท(Vučurović & Razmovski, 2012) เป็นต้น   

ในงานวิจัยนี้ผู้จัยท าการคัดแยกและคัดกรองยีสต์หมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสและ/
หรือน้ าตาลไซโลส พิสูจน์เอกลัษณ์ของยีสต์ที่แยกได้โดยอาศัยหลักอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลและสาย
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สัมพันธ์ทางวิวัฒนการ รวมทั้งศึกษาประสิทธิผลการใช้เส้นใยหัวมันส าปะหลังเป็นวัสดุตรึงเซลล์เพ่ือ
ปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลโดยยีสต์ที่คัดเลือก เพ่ือเป็นการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับกากใย
หัวมันส าปะหลัง 

 1.2. วัตถุประสงค์ 

1.2.1 คัดแยกและคัดกรองยีสต์หมักเอทานอล 
1.2.2 พิสูจน์เอกลัษณ์ของยีสต์ที่แยกได้โดยอาศัยหลักอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลและสาย

สัมพันธ์ทางวิวัฒนการ 
1.2.3 ปรับปรุงการหมักเอทานอลโดยหมักแบบเซลล์ตรึงโดยใช้กากใยหัวมันส าปะหลัง 

 1.3. ขอบเขตของงานวิจัย 

1.3.1 คัดแยกและคัดกรองยีสต์ที่สามารถหมักเอทานอลได้ 
1.3.2 พิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ที่คัดแยกได้ 
1.3.3 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการหมักเอทานอลของยีสต์ที่คัดเลือกได้ 
1.3.4 ศึกษาประสิทธิผลการหมักเอทานอลจากยีสต์ที่คัดเลือกได้ด้วยการตรึงเซลล์ด้วยอัลจิ

เนต อัลจิเนตร่วมกับเส้นใยหัวมันส าปะหลัง และ การตรึงเซลล์แบบดูดซับด้วยเส้น
ใยหัวมันส าปะหลัง 

1.3.5 ศึกษาความเป็นไปได้ในการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาลด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ใน
ระบบตรึงเซลล์ที่เหมาะสม 

 1.4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ได้สายพันธุ์ยีสต์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอทานอล  
1.4.2 ได้เซลล์ยีสต์ตรึงรูปส าหรับหมักเอทานอลเพ่ือเพ่ิมประสิทธิผลการหมัก 
1.4.3 เพ่ิมมูลค่าของกากใยหัวมันส าปะหลังซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจากกระบวนการหมักเอทา

นอลจากหัวมันส าปะหลัง 



 

 

บทที ่2.  
ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 สถานการณ์การผลิตเอทานอลในประเทศไทย 

ตั้งแต่ปีพ.ศ. 2557 สถานการณ์ราคาน้ ามันดิบโลกลดลงท าให้ต้นทุนการผลิตน้ ามัน
เบนซินลดลงจึงท าให้ราคาแก๊สโซฮอล์ซึ่งมีเอทานอลเป็นต้นทุนการผลิตมีราคาสูงกว่าน้ ามันเบนซิน 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งแก๊สโซฮอล์ที่มีการเติมเอทานอลในปริมาณสูง (E85) ดังนั้นรัฐบาลจึงเข้ามาแก้ไข
สถานการณ์นี้โดยใช้กลไกของโครงสร้างราคาปิโตรเลียมนั่นคือการใช้เงินในกองทุนน้ ามันชดเชยส่วน
ต่างระหว่างแก๊สโซฮอล์กับน้ ามันเบนซินเพ่ือลดราคาแก๊สโซฮอล์ให้ถูกกว่าน้ ามันเบนซิน และ ลดการ
ขายน้ ามันเบนซิน 91 เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการใช้แก๊สโซฮอล์เพ่ิมขึ้น ดังนั้นเพ่ือลดต้นทุนในการผลิตเอ
ทานอลจึงจ าเป็นต้องพัฒนาความสามารถในการผลิต บริหารจัดการวัตถุดิบ พัฒนาวัตถุดิบทางเลือก
อ่ืน และพัฒนาเทคโนโลยีการผลิต (กระทรวงพลังงาน , 2558; ธนาคารแห่งประเทศไทย , 2558) 
รัฐบาลไทยได้ท าการสนับสนุนการสร้างโรงงานผลิตเอทานอลเพ่ือใช้เป็นเชื้อเพลิงชีวภาพครั้งแรกในปี
พ.ศ. 2549 โรงงานแรกที่ผลิตเอทานอลในเชิงอุตสาหกรรมคือ บริษัท พรวิไลอินเตอร์เนชั่นแนลกรุ๊ป 
เทรดดิ้ง จ ากัด จากนั้นจึงมีการสร้างโรงงานผลิตเอทานอลเพ่ิมมากขึ้นจนกระทั่งปี พ.ศ. 2558 
ประเทศไทยมีโรงงานผลิตเอทานอลทั้งสิ้น 23 โรง แบ่งเป็นโรงงานผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล 11 
โรง โรงงานผลิตเอทานอลจากหัวมันส าปะหลัง 7 โรง  โรงงานผลิตเอทานอลทั้งจากกากน้ าตาลและ
หัวมันส าปะหลัง 4 โรง และ โรงงานผลิตเอทานอลจากกากมันส าปะหลัง 1 โรง ก าลังการผลิต เอ
ทานอลในประเทศไทยเพ่ิมสูงขึ้นจากปี พ.ศ. 2553 – 2558 จาก 1.2 ล้านลิตรต่อวันเป็น 2.8 ล้าน
ลิตรต่อวัน ก าลังการบริโภคเพ่ิมสูงขึ้นจากปี พ.ศ. 2552 – 2558 จาก 1.25 ล้านลิตรต่อวัน เป็น 3.50 
ล้านลิตรต่อวัน (Sawatdisawanee, 2015) โดยในแผนพัฒนาพลังงานทดแทนและพลังงานทางเลือก
พ.ศ. 2558 – 2579 ตั้งเป้าหมายในการใช้เอทานอลเท่ากับ 11.30 ล้านลิตรต่อวัน และก าหนดให้มี
การใช้พลังงานทดแทน 30% ของเชื้อเพลิงฟอสซิลทั้งหมดที่ใช้ในประเทศ เทียบเท่ากับการลดการใช้
เชื้อเพลิงฟอสซิลได้ราว 39,388 พันตันน้ ามันดิบ (ktoe) ซึ่งประเมินเป็นมูลค่าการลดใช้เชื้อเพลิง
ฟอสซิลได้ราว 590,820 ล้านบาท (กระทรวงพลังงาน, 2558) 

เอทานอลมีคุณสมบัติเป็นสารเคมีที่มีออกซิเจนอยู่ในโครงสร้างสูงเมื่อน าไปผสมกับน้ ามัน
เบนซิน ท าให้น้ ามันเบนซินเกิดการออกซิเดชั่นได้ง่ายขึ้นส่งผลให้การเผาไหม้ของน้ ามันเบนซินใน
เครื่องยนต์เพ่ิมสูงขึ้น ลดการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนมอนนอกไซด์และสารประกอบอะโรมาติก 
(aromatic compound) ที่เกิดจากกระบวนการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ (Sanchez & Cardona, 2008) 
เอทานอลสามารถใช้เป็นเชื้อเพลิงได้ 3 รูปแบบได้แก่ (1) ใช้เป็นน้ ามันเชื้อเพลิงโดยตรงเพ่ือทดแทน
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น้ ามันเบนซินและน้ ามันดีเซล (E100) (2) ใช้ผสมกับน้ ามันเบนซินเรียกว่าแก๊สโซฮอล์ (gasohol) หรือ
ผสมกับน้ํามันดีเซลเรียกว่าดีโซฮอล์ (diesohol) และ (3) ใช้เป็นสารเพ่ิมค่าออกเทนของน้ ามัน โดย
การเปลี่ยนรูปเอทานอลเป็นสาร Ethyl Tertiary Butyl Ether (ETBE) เพ่ือทดแทนสาร Methyl 
Tertiary Butyl Ether (MTBE) แก๊สโซฮอล์ที่ใช้ในประเทศไทยปัจจุบันสามารถแบ่งออกเป็น 3 ชนิด
ได้แก่ แก๊สโซฮอล์ E10 เกิดจากการผสมเอทานอล 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) น้ ามันเบนซินออกเทน 
95 หรือ น้ ามันเบนซินออกเทน 91 ปริมาณ 90% (ปริมาตร/ปริมาตร) แก๊สโซฮอล์ E20 ประกอบด้วย
เอทานอล 20% (ปริมาตร/ปริมาตร) น้ ามันเบนซินออกเทน 95 ปริมาณ 80% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
แก๊สโซฮอล์ E85 ประกอบด้วยเอทานอล 85% (ปริมาตร/ปริมาตร) น้ ามันเบนซินออกเทน 95 
ปริมาณ 15% (ปริมาตร/ปริมาตร) (Silalertruksa & Gheewala, 2009; กรมพัฒนาพลังงานทดแทน
และอนุรักษ์พลังงาน, 2557) 

2.2 การผลิตเอทานอล  

2.2.1 วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตเอทานอล 

วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตเอทานอลแบ่งออกเป็น 3 ชนิดคือ วัตถุดิบประเภทน้ าตาล 
วัตถุดิบประเภทแป้ง และ วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) (Vohra et al., 2014) 

2.2.1.1 การผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทน ้าตาล 

วัตถุดิบประเภทน้ าตาลที่ใช้ในการผลิตเอทานอลได้แก่ น้ าอ้อย ข้าวฟ่างหวาน หัวบีท 
หางนม และ กากน้ าตาลเป็นต้น ซึ่งวัตถุดิบประเภทนี้ไม่จ าเป็นต้องผ่านกระบวนการเตรียม 
(pretreatment) และกระบวนการย่อยเพ่ือให้ได้น้ าตาล (fermentable sugar) ส าหรับผลิตเอทา
นอลโดยยีสต์ (Cardona & Sanchez, 2007) น้ าตาลที่เป็นองค์ประกอบในพืชเหล่านี้อาจเป็นน้ าตาล
ในรูปโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) ได้แก่ กลูโคส ฟรุกโตส และ กาแลคโตส เป็นต้น หรือน้ าตาล
โมเลกุลคู่ (disaccharide) ได้แก่ ซูโครส และ แลคโตส เป็นต้น ในกระบวนการหมักเอทานอลจาก
น้ าตาลเฮกโซสโดยยีสต์ ยีสต์ใช้น้ าตาลเฮกโซสผ่านวิถี Embden–Meyerhof (EM Pathway) ภายใต้
ภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (anaerobic) ไพรูเวทจะถูกเปลี่ยนเป็นอะซีทอลดีไฮด์ (acetaldehyde) และเอ
ทานอลโดยไพรูเวทดีคาร์บอกซีเลส (pyruvate decarboxylate) และแอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส 
(alcohol dehydrogenase) (รูปที่ 2-1) (Bai et al., 2008; Ishizaki & Hasumi, 2013) การหมักเอ
ทานอลจากน้ าตาลเฮกโซส 1 โมลจะท าให้ได้เอทานอล 2 โมลและคาร์บอนไดออกไซด์ 2 โมล (สมการ
ที่ 2-1) 
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C6H12O6 = 2C2H5OH + 2CO2 (สมการที่ 2-1) 
ผลผลิตตามทฤษฎี (Theoritical yield) จากน้ าตาลเฮกโซสเท่ากับ 0.51 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาล
เฮกโซส (Bai et al., 2008)  

 
 
รูปที่ 2–1 การใช้น้ าตาลเฮกโซสผ่านวิถี Embden–Meyerhof Pathway (EM Pathway) ดัดแปลง
จาก Bai และคณะ ปีค.ศ. 2008 เฮกโซไคเนส (HK) ฟอสโฟกลูโคไอโซเมอร์เรส (PGI) ฟอสโฟฟรุกโต
ไคเนส (PFK) ฟรุกโตสบิสฟอสเฟตอัลโดเลส (FBPA) ไตรโอสฟอสเฟตไอโซเมอเรส (TPI) กลีเซอร์รอล
ดีไฮ-3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส (GAPDH) ฟอสโฟกลีเซอร์เรทไคเนส (PGK) ฟอสโฟกลีเซอโรมิวเทส 
(PGM) ไพรูเวทไคเนส (PYK) ไพรูเวทดีคาร์บอกซีเลส (PDC) แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (ADH) ฟรุกโต
ไคเนส (FK) แมนโนสฟอสเฟตไอโซเมอร์เรส (MPI) กาแลกโตไคเนส (GK) 

2.2.1.2 การผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแป้ง 

วัตถุดิบประเภทแป้งที่ใช้ในการผลิตเอทานอลมักนิยมใช้พืชที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบเช่น 
แป้งมันส าปะหลัง (หัวมันส าปะหลัง) มันฝรั่ง และ ธัญพืช เป็นต้น วันถุดิบเหล่านี้ต้องผ่าน
กระบวนการย่อยแป้งด้วยอะไมเลสเพ่ือให้ได้น้ าตาลก่อนการหมักเป็นเอทานอลโดยยีสต์ (Sanchez & 
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Cardona, 2008) อะไมเลสเป็นกลุ่มของเอนไซม์อัลฟ่าอะไมเลส เอกโซอะไมเลส และ กลูโคอะไมเลส 
ในการย่อยแป้งอะไมเลสจะสุ่มตัดตรงต าแหน่งพันธะอัลฟ่า-1,4-ไกลโคซิดิกภายในสายอะไมโลส
และอะไมโลแพคตินได้เด็กทรินและโอลิโกแชคคาไรด์ เอกโซอะไมเลส ตัดตรงต าแหน่งพันธะอัลฟ่า -
1,4-ไกลโคซิดิกที่ปลายสายด้านนอนรีดิวซ์ (nonreducing end) และตัดตรงต าแหน่งพันธะอัลฟ่า-
1,6-ไกลโคซิดิกตรงกิ่งของอะไมโลสและอะไมโลเพคตินได้กลูโคส เอนไซม์กลูโคอะไมเลสตัดตรง
ต าแหน่งพันธะอัลฟ่า-1,4-ไกลโคซิดิกที่ปลายสายด้านรีดิวซ์ (reducing end) ได้กลูโคส มอลโทส และ
เด็กซ์ทริน (รูปที่ 2-2) (Polakovic & Bryjak, 2003; Turner et al., 2007) จากนั้นน้ าตาลที่ได้จะถูก
เปลี่ยนเป็น  เอทานอลโดยกระบวนการเดียวกันกับวัตถุดิบประเภทน้ าตาล 

 
รูปที่ 2–2 การย่อยแป้งเป็นน้ าตาลโดยอะไมเลส โมเลกุลกลูโคส (o) ต าแหน่งปลายสายด้านรีดิวซ์ (Ø) 
(Turner et al., 2007) 

2.2.1.3 การผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของพืชมีส่วนประกอบหลักคือ 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน (รูปที่ 2-3) เซลลูโลสเป็นโฮโมพอลิเมอร์ (homopolymer) ของ
น้ าตาลกลูโคสที่ต่อกันด้วยพันธะอัลฟ่า-1,4-ไกลโคซิดิกแต่ละสายของกลูโคสพอลิเมอร์เชื่อมต่อกันด้วย
พันธะไฮโดรเจนและด้วยแรงแวนเดอวาลล์ (vander waals) เฮมิเซลลูโลสเป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์ 
(heteropolymer) ของน้ าตาลเฮกโซส (กลูโคส กาแลกโตส และ แมนโนส) น้ าตาลเพนโตส (ไซโลส 
และอะราบิโนส) และ กรดน้ าตาล (กรดกลูคูโรนิกและกรดแอซิติก) ลิกนินเป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์
ของไฮดรอกซีซินนามิลแอลกอฮอล์ (hydroxycinnamyl alcohol) ประกอบด้วย พาราเคามาริล
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แอลกอฮอล์ (p-coumaryl alcohol) โคนิเฟอริลแอลกอฮอล์ (coniferyl alcohol) และ ซินาพิล
แอลกอฮอล์ (sinapyl alcohols)(Mussatto & Teixeira 2010) ในโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส
ลิกนินมีหน้าที่ให้ความแข็งแรงแก่เซลล์พืชและยังท าหน้าที่เป็นกาวยึดเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเข้าไว้
ด้วยกัน (Ishizaki & Hasumi, 2013) วัตถุดิบลิกโนเซลลูโลสที่ใช้ในการผลิตเอทานอล ได้แก่ ของ
เหลือทิ้งทางการเกษตร (ฟางข้าว ชานอ้อย ซังข้าวโพด และ แกลบ เป็นต้น) ของ เหลือทิ้งจาก
กระบวนการผลิตกระดาษ (เยื่อกระดาษ) และ ของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมป่าไม้และแปรรูปไม้ (ขี้
เลื่อย เศษไม้สน ไม้เนื้ออ่อนและไม้เนื้อแข็งชนิดต่างๆ) (Sanchez & Cardona, 2008)โดยปกติยีสต์
ไม่สามารถใช้ลิกโนเซลลูโลสได้โดยตรง ดังนั้นก่อนน าลิกโนเซลลูโลสมาใช้ในการผลิตเอทานอลจึง
จ าเป็นต้องมีการปรับสภาพด้วยกรดหรือด่างเพ่ือก าจัดลิกนินและท าลายพันธะภายในลิกโนเซลลูโลส
ท าให้โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสแตกออก ท าให้ง่ายต่อการย่อยสลายด้วยเซลลูเลส ในขั้นตอนการ
ปรับสภาพพบว่าบางส่วนของเฮมิเซลลูโลสจะถูกย่อยออกเป็นน้ าตาลเพนโตสและกลูโคส นอกจากนั้น
ผลึกของเซลลูโลส (crystalline cellulose) บางส่วนจะถูกเปลี่ยนเป็นเซลลูโลสแบบอสัณฐาน 
(amorphous cellulose) ซึ่งเป็นโครงสร้างที่ง่ายต่อการย่อยด้วยเซลลูเลส หลังจากการย่อยเซลลูโลส
ด้วยเอนไซม์จะได้กลูโคสเป็นผลิตภัณฑ์หลัก (Cardona & Sanchez, 2007) ในการเปลี่ยนไซโลสไป
เป็นเอทานอลในจุลินทรีย์แบ่งออกเป็น 2 วิถี 1) วิถีออกซิโดรีดักเทส (oxidoreductase pathway)  
พบในยีสต์และรา ไซโลสจะถูกเปลี่ยน เป็นไซลิทอล (xylitol) ด้วยไซโลสรีดักเทส (xylose 
reductase) จากนั้ น ไซลิ ทอลถู ก เปลี่ ยน เป็ น ไซลู โลส โดยไซลิ ทอลดี ไฮ โดรจี เน ส  (xylitol 
dehydrogenase) และเปลี่ยนเป็นไซลูโลส-5-ฟอสเฟต (xylulose-5-phosphate) โดยไซลูโลไคเนส 
(xylulokinase) จากนั้ น ไซลู โลส -5-ฟอต เฟสจะ เข้ าสู่  pentose phosphate pathway และ 
Embden–Meyerhof Pathway แล้วถูกหมักเป็นเอทานอล 2) วิถีไซโลสไอโซเมอร์เรส (xylose 
isomerase pathway) พบในแบคที เรียและราที่ ไม่ ใช้ อากาศ  (anaerobic fungi) บางชนิ ด 
เช่ น   Clostridium phytofermentans, Bacteroides stercoris และ Piromyces sp. เป็ น ต้ น 
ไซโลสไอโซเมอร์เรสจะเปลี่ยนไซโลสเป็นไซลูโลส-5-ฟอตเฟสแล้วจึงถูกหมักเป็นเอทานอล (รูปที่ 2-4)  
(Brat et al., 2009; Ha et al., 2011; Li et al., 2016; McMillan, 1993) จากการหมักไซโลส 3 
โมลจะได้เอทานอล 5 โมล (สมการที2่-1) 

3C5H10O5 + 5ADP + 5Pi = 5C2H5OH + 5CO2 + 5ATP + 5H2O (สมการที่ 2-1) 
ผลผลิตตามทฤษฎี (Theoritical yield) จากไซโลสเท่ากับ 0.51 กรัมเอทานอล/กรัมไซโลส หรือ 1.67 
โมลเอทานอล/โมลไซโลส (McMillan, 1993)  

กระบวนการหมักลิกโนเซลลูโลสด้วย S. cerevisiae มีข้อจ ากัดคือ S. cerevisiae ไม่
สามารถหมักไซโลสให้เป็นเอทานอลได้ ท าให้หลังจากการผลิตเอทานอลเหลือไซโลสเป็นจ านวนมาก  



 
 
 

 

9 

ดังนั้นเพ่ือให้ได้ประสิทธิผลสูงสุดในการผลิตเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลสทั้งกลูโคสและไซโลสจึงควร
ถู กห มั ก ไป พ ร้อมกั น  ยี สต์ ที่ มี ป ระสิ ท ธิ ภ าพสู ง ใน การห มั ก เอท าน อลจาก ไซ โลส ได้ แก่ 
Scheffersomyces stipitis, Scheffersomyces sheahatea, Pachysolen tannophilus แ ล ะ 
Candida bonidii เป็นต้น แต่ยีสต์เหล่านี้ไม่สามารถทนเอทานอลที่ความเข้มข้นสูงได้ ผลิตเอทานอล
จากกลูโคสต่ ากว่า S.cerevisiae และในระหว่างการหมักไซโลสต้องการออกซิเจนเพ่ือใช้ในการหมัก
(Hahn-hägerdal et al., 2006; Hahn-hägerdal et al., 2007) การหมักเอทานอลร่วมกันระหว่าง 
S. cerevisiae กับยีสต์ทิ่มีประสิทธิภาพสูงในการหมักไซโลสจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการผลิตเอทา
นอลจากลิกโนเซลลูโลสและท าให้ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้เพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าการหมักด้วยยีสต์เพียง
ชนิดเดียว (Duarte et al., 2013) และนอกจากนั้นยังมีการสร้างรีคอมบิแนนท์ S. cerevisiae ที่
สามารถหมักทั้งกลูโคสและไซโลสได้ (Liu & Hu, 2010; Matsushika & Sawayama, 2010)  หรือ
การสร้าง รีคอมบิแนนท์ S. stipitis และ รีคอมบิแนนท์ Candida shehatae ที่มีประสิทธิภาพใน
การหมักเอทานอลจากกลูโคสและไซโลสเพ่ิมสูงขึ้น  

 

 
รูปที่ 2–3 โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส (Mussatto & Teixeira 2010) 
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รูปที่ 2–4 การหมักไซโลสเป็นเอทานอลโดย ดัดแปลงจาก McMillan ปีค.ศ.1993 

2.3  จุลินทรียท์ี่ใช้ในการผลิตเอทานอล 

ไบโอเอทานอลสามารถผลิตได้โดยอาศัยกระบวนการหมักน้ าตาลของจุลินทรีย์หลาย
ช นิ ด ไ ด้ แ ก่  Bacillus stearothermophilus, Clostridium thermosaccharolyticum, 
Zymomonas mobilis, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, 
Scheffersomyces stipitis และ Mucor rouxianus เป็ น ต้ น  (Sarris & Papanikolaou, 2015) 
จุลินทรีย์ที่นิยมใช้ในการผลิตเอทานอลในอุตสาหกรรมคือ ยีสต์สายพันธุ์ S. cerevisiae เนื่องจาก
ให้ผลผลิตเอทานอลสูงกว่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนและสามารถทนต่อเอทานอลความเข้มข้นสูงได้ (Ruyters 
et al., 2015) แต่ยีสต์สายพันธุ์ดังกล่าวมีข้อเสีย คือ ไม่สามารถหมักเอทานอลได้ที่ อุณหภูมิสูง

Embden–Meyerhof Pathway 

Ethanol 
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Xylitol dehydrogenase 
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เนื่องจากมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการหมักเอทานอลอยู่ในช่วง 25 – 30 องศาเซลเซียส จึงท าให้ S. 
cerevisiae ไม่เหมาะสมส าหรับการใช้ผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าการผลิต
เอทานอลที่อุณหภูมิสูงสามารถช่วยลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ไม่พ่ึงประสงค์ ลดการใช้พลังงานใน
ระบบหล่อเย็นเพ่ือควบคุมอุณหภูมิของถังหมัก และลดระยะเวลาในการกลั่นเอทานอล (Edgardo et 
al., 2008; Hacking et al., 1984) การใช้ยีสต์ทนร้อนที่สามารถผลิตเอทานอลได้จึงเป็นอีกแนวทาง
หนึ่งในการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูง ดังนั้นจึงมีรายงานถึงความพยายามใน
การคัดแยกยีสต์ทนร้อนสายพันธุ์อ่ืนๆจากแหล่งต่างๆ เช่น S. cerevisiae แยกจากดินของโรงงาน
ไฟฟ้า (Sree et al., 2000) Pichia kudriavzevii แยกจากอาหารหมัก (Yuangsaard et al., 2013) 
K. marxianus แยกจากดินของโรงกลั่นสุรา (Limtong et al., 2007) Issatchenkia orientalis  
แยกจากปุ๋ยหมัก(Kwon  et al., 2011) และ  นอกจากนี้ในปัจจุบันการผลิตเอทานอลนิยมผลิตจาก
วัตถุดิบในกลุ่มลิกโนเซลลูโลสเช่น ซังข้าวโพด ฟางข้าว ชานอ้อย และ ขี้เลื่อย เนื่องจากโดยมากเป็น
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจึงมีราคาถูก และ ไม่เกิดปัญหาการแย่งชิงวัตถุดิบส าหรับการผลิตเอทา
นอลและการบริโภคเช่นเดียวกับวัตถุดิบประเภทน้ าตาลและแป้ง หลังจากการปรับสภาพและย่อยลิก
โนเซลลูโลสจะได้น้ าตาลกลูโคสมากที่สุดอันดับต่อมาคือน้ าตาลไซโลสซึ่งในการผลิตเอทานอลจากลิก
โนเซลลูโลสที่มีประสิทธิภาพนั้นทั้งน้ าตาลกลูโคสและเซลลูโลสควรถูกหมักไปเป็นเอทานอล ถึงแม้ว่า
ยีสต์ S. cerevisiae นั้นสามารถทนต่อสารยับยั้งที่ปนเปื้อนอยู่ในไฮโดรไลเซสของลิกโนเซลลูโลสได้ดี 
แต่ S. cerevisiae ไม่สามารถหมักน้ าตาลไซโลสได้จึงท าให้ไม่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลจากลิก
โนเซลลู โลส (Edgardo et al., 2008 ; Hahn-hägerdal et al., 2006 ; Hahn-hägerdal et al., 
2007) ดังนั้นจึงมีความพยายามในการคัดแยกยีสต์หมักไซโลสจากแหล่งต่างๆ เช่น ไม้ผุ (Cadete et 
al., 2012; Urbina & Blackwell, 2012) แมลงสาบป่า (Urbina et al., 2013) และ ด้วงสองง่าม 
(Suh et al., 2013) เป็นต้น 

2.4 วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตเอทานอลในประเทศไทย 

2.4.1 กากน้ าตาล 

น้ าตาลทรายจัดเป็นหนึ่งในธุรกิจส่งออกหลักของประเทศไทยโดยประเทศไทยมีการ
ส่งออกน้ าตาลทรายเป็นอันดับ 3 ของโลกรองจากสหรัฐอเมริกาและบราซิล และประเทศไทยยัง
จัดเป็นผู้ส่งออกกากน้ าตาลรายใหญ่ของโลก ในปี พ.ศ. 2558 สามารถผลิตกากน้ าตาลได้ 4.7 ล้านตัน
ต่อปี  (Sawatdisawanee, 2015 ; กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน , 2555) 
กากน้ าตาลเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตน้ าตาลทรายทั้งจากอ้อยและหัวบีท มีลักษณะเป็น
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ของเหลวข้นสีน้ าตาลเข้มถึงด าที่ไม่สามารถตกผลึกเป็นน้ าตาลได้อีก องค์ประกอบของกากน้ าตาลจะ
ขึ้นอยู่กับพ้ืนที่ปลูกอ้อยหรือหัวบีท และ โรงงานผลิตน้ าตาลทราย องค์ประกอบหลักของกากน้ าตาล
คือ น้ า 17-25% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ซูโครส 30-40% (น้ าหนัก/ปริมาตร) น้ าตาลกลูโคส 4-9% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) น้ าตาลฟรุกโทส 5-12% (น้ าหนัก/ปริมาตร) องค์ประกอบอ่ืนๆได้แก่ แร่ธาตุ เช่น 
โซเดียม โพแทสเซียม แคลเซียม คลอไรด์ ซัลเฟต ฟอสเฟต แบเรียม ตะกั่ว โบรอน เหล็ก สังกะสี 
ซิลิกอน ไอโอดีน แมงกานีส และ โมลิบดีนัม เป็นต้น วิตามิน เช่น ไบโอติน วิตามินบี 5 วิตามินบี 1 
วิตามินบี 6 วิตามินบี 2 กรดนิโคตินิก และ กรดโฟลิก เป็นต้น นอกจากนี้ยังประกอบด้วย โปรตีน 
และ กรดอะมิโน จากองค์ประกอบที่กล่าวมาจึงท าให้กากน้ าตาลเป็นสารอาหารที่เหมาะแก่การ
เจริญเติบโตของยีสต์ (Olbrich, 1963; Paturau, 1982)  กระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล
ประกอบด้วย การเตรียมกากน้ าตาลโดยเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการหมักของยีสต์ 
เติมสารอาหารและปรับ pH ด้วยกรดซัลฟูริก (H2SO4) จากนั้นจึงน าไปหมักด้วยยีสต์ S. cerevisiae 
หลักจากการหมักน้ าหมักที่มีเอทานอลประมาณ 8% (ปริมาตร/ปริมาตร) จะถูกส่งไปยังหอกลั่นเพ่ือ
แยกน้ าออกจากเอทานอล จากกระบวนการนี้ท าให้ความเข้มข้นของเอทานอลเพ่ิมขึ้นเป็น 95% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) และผลพลอยได้คือฟูเซลออยล์ (fusel oil) และน้ าส่าประมาณ 25 ลบ.ม./ชม. เอ
ทานอลเข้มข้น 95% (ปริมาตร/ปริมาตร) จะถูกท าให้บริสุทธิ์มากขึ้นโดยกระบวนการกลั่นแยกน้ า 
(dehydration) ด้วยโมเลกุลาร์ซีฟ (molecular sieve) ที่ภายในประกอบด้วย zeolithes และมี
ภาวะเป็นสุญญากาศ (กรมพัฒนาพลังงานทดทแนและอนุรักษ์พลังงาน 2555) (รูปที่ 2–5) จาก
กากน้ าตาล 2.9 ล้านตันสามารถผลิตเอทานอลได้ทั้งหมด 1,059 ล้านลิตร(Sawatdisawanee, 2015) 

 
รูปที่ 2–5 กระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาลในประเทศไทย (Nguyen  & Gheewala, 
2008) 
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2.4.2 มันส าปะหลัง (มันเส้น) 

ประเทศไทยสามารถผลิตมันส าปะหลังได้ปีละ 31 ล้านตัน ประมาณร้อยละ 6 ของมัน
ส าปะหลังที่ผลิตได้ต่อปีจะถูกน าไปผลิตเป็นเอทานอลเชื้อเพลิง (Sawatdisawanee, 2015) มัน
ส าปะหลังประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต 70.63% น้ าหนักแห้ง โปรตีน 2.63% น้ าหนักแห้ง ไขมัน 
0.51% น้ าหนักแห้ง และ กากใย 1.73% น้ าหนักแห้ง (ตารางที่ 2-1) (สถาบันวิจัยพืชไร่และพืช
ทดแทน, 2556) 

ตารางที่ 2–1 องค์ประกอบทางเคมีของหัวมันส าปะหลัง (สถาบันวิจัยพืชไร่และพืชทดแทน, 2556) 

ส่วนประกอบ 
หัวมัน
สด 

หัวมันแห้ง 

ความชื้น (%) 63.25 10.63 

คาร์โบไฮเดรต (%) 29.73 70.63 

โปรตีน (%) 1.18 3.63 

ไขมัน (%) 0.08 0.51 

เถ้า (%) 0.85 2.20 

กากใย (%) 0.99 1.73 

โปตัสเซียม (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 0.26 0.43 

ฟอสฟอรัส (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 0.04 0.08 

กรดไฮโดรไซยานิก (ส่วนในลา้นส่วน) 173 100 

เนื่องจากองค์ประกอบหลักของมันส าปะหลังคือแป้งซึ่ง S. cerevisiae ไม่สามารถใช้ได้
โดยตรงจึงท าให้กระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังจ าเป็นต้องย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาลก่อน
น าไปผลิตเอทานอล จึงเป็นข้อเสียเปรียบของการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังเมื่อเปรียบเทียบกับ
กระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล กระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง
ประกอบด้วย (1) การเตรียมหัวมันส าปะหลังโดยการแยกสิ่งเจือปนต่างๆได้แก่หิน ทราย และโลหะ 

(2) บดละเอียดจนได้แป้ง (3) การย่อยแป้งด้วยเอนไซม์ 2 ชนิดคืออัลฟ่าอะไมเลส (-amylase) 

เรียกขั้นตอนนี้ว่า liquefaction และกลูโคอะไมเลสหรือเบต้ากลูโคซิเดส (glucoamylase หรือ -
glucosidase) เรียกขั้นตอนนี้ว่า saccharification หลังจากกระบวนการนี้จะได้น้ าตาลกลูโคสและมี
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การเติมสารอาหารและปรับค่าความเป็นกรดด่างเพ่ือให้พร้อมเข้าสู่  (3) กระบวนการหมักโดย S. 
cerevisiae จากนั้นน้ าหมักที่มีความเข้มข้นของเอทานอลประมาณ 5-15% (ปริมาตร/ปริมาตร) จะ
ถูกส่งต่อไปยัง (4) หอกลั่น จากกระบวนการกลั่น เอทานอลที่ผลิตได้จะมีความเข้มข้นเพ่ิมเป็น 95% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) และได้ผลพลอยได้ที่เรียกว่าฟูเซลออยล์ หลังจากกระบวนการกลั่นเอทานอลจาก
หัวมันส าปะหลังจะมีผลพลอยได้อ่ืนๆเกิดขึ้นได้แก่ น้ าส่ากาก ยีสต์ และกากใยหัวมันส าปะหลัง 
(waste Cassva tuber fiber) เอทานอลเข้มข้น 95% โดยปริมาตรจากกระบวนการกลั่นจะถูกส่งไป
ยัง (5) กระบวนการแยกน้ าด้วยโมเลกุลาร์ซีฟ สุดท้ายจะได้เอทานอลเข้มข้น 99.5% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ที่เหมาะต่อการไปผสมน้ ามันเบนซินเพ่ือผลิตเป็นแก๊สโซฮอล์ต่อไป (รูปที่ 2-6) จากหัวมัน
ส าปะหลัง 1.9 ล้านตันสามารถผลิตเอทานอลได้ 298 ล้านลิตรต่อปี หากเปรียบเทียบระหว่าง
กระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลังและกากน้ าตาล พบว่าการผลิตเอทานอลจากมัน
ส าปะหลังต้องการกระบวนการเตรียมหัวมันส าปะหลังก่อนน าไปหมัก ได้แก่ การแยกสิ่งเจือปน การ
บดละเอียด และกระบวนการย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาลก่อนการหมักด้วยยีสต์ แต่การหมักด้วย
กากน้ าตาลไม่จ าเป็นต้องใช้กระบวนการเหล่านี้ นอกจากนั้นการผลิตเอทานอลจากหัวมันส าปะหลังยัง
ก่อให้เกิดผลพลอยได้ที่แตกต่างจากการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาลคือกากใยหัวมันส าปะหลัง จาก
กระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันส าปะหลังทุกๆ 150,000 ลิตร จะได้กากใยหัวมันส าปะหลังที่
เป็นผลพลอยได้ระมาณ 30-40 ตัน หรือ คิดเป็น 59,600 – 79,466 ตันต่อปี (Sorapipatana & 
Yoosin, 2011; กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2557; กรมพัฒนาพลังงานทดแทน
และอนุรักษ์พลังงาน, 2555; กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2552)  

2.5 ปัจจัยท่ีมีผลต่อความเครียดของยีสต์ในการผลิตเอทานอล 

2.5.1. ความเข้มข้นของน้ าตาล 

จุลินทรีย์แต่ละชนิดสามารถเจริญได้ภายใต้ค่าความชื้นที่มีผลต่อการเจริญ (water 
activity, aw) ที่จ ากัดและมีค่าความชื้นที่มีผลต่อการเจริญต่ าสุดแตกต่างกันตามชนิดของจุลินทรีย์ 
โดยทั่วไปยีสต์มีค่าความชื้นที่มีผลต่อการเจริญต่ าสุดประมาณ 0.91 แต่ส าหรับยีสต์ที่ทนแรงดันออสโม
ติกได้ (osmotolorant yeast) มีค่าความชื้นที่มีผลต่อการเจริญต่ าสุดประมาณ 0.62 ปริมาณน้ าตาล
ที่เพ่ิมข้ึนท าให้ค่าความชื้นที่มีผลต่อการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงส่งผลให้เกิดการยับยั้งการ
เจริญของยีสต์ (Dale et al., 1994) ในอาหารที่มีน้ าตาลสูงนอกจากส่งผลให้ค่าความชื้นที่มีผลต่อการ
เจริญลดลง ยังท าให้เกิดความเครียดออสโมติก (osmotic stress) ต่อเซลล์ เซลล์ที่ถูกเลี้ยงในอาหารที่
ความเข้มของน้ าตาลสูงท าให้เกิดแรงดันออสโมติกภายในเซลล์ส่งผลให้ของเหลวภายในเซลล์ไหลออก
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นอกเซลล์จนกระทั่งเซลล์ขาดสมดุลของของเหลวภายในเซลล์ ท าให้การท างานของเอนไซม์ภายใน
เซลล์ลดลง เซลล์อยู่ในระยะ lag phase ยาวนานขึ้นและส่งผลให้ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล
ลดลง (Bajaj et al., 2003; Fadel et al., 2013) โดยทั่วไปแล้วยีสต์จะเริ่มถูกยับยั้งการเจริญและ
การหมักเอทานอลตั้งแต่ความเข้มข้นของน้ าตาลเท่ากับ 150 กรัม/ลิตร (Taherzadeh & Karimi, 
2011) แต่ยีสต์บางสายพันธุ์สามารถทนต่อความเข้มข้นน้ าตาลได้สูงถึง 300 กรัม/ลิตร (Sree et al., 
2000) และ 500 กรัม/ลิตร (Ok & Hashinaga, 1997) 

 
รูปที่ 2–6 กระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมันส าปะหลัง  
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2.5.2 ความเข้มข้นของเอทานอล 

เอทานอลสามารถแพร่ผ่ านผนั งเซลล์ของยีสต์และไปจับกับส่วนที่ ไม่ชอบน้ า 
(hydrophobic interior) ของเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ขาดความยืดหยุ่น ท าลายคุณสมบัติการ
เป็นเยื่อเลือกผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์และ  transport system ในเยื่อหุ้มเซลล์โดยเฉพาะ proton 
motive pump (Beacven  et al., 1982 ; Oliva-Neto et al., 2013) ยับยั้ งการท างานของ
แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส เฮกโซไคเนส และ อินเวอร์เทส (Casey & Ingledew, 1976; Jones et 
al., 1981)  โดยทั่วไปการเจริญเติบโตของยีสต์จะถูกยับยั้งอย่างสมบูรณ์ที่ความเข้มข้นของเอทานอล
เท่ากับ 10% (น้ าหนัก/ปริมาตร) อินเวอร์เทสใน S. cervisiae ถูกยับยั้งการท างานแบบสมบูรณ์เมื่อ
ความเข้มของเอทานอลสูงกว่า 8% (น้ าหนัก/ปริมาตร) (Zech  & Gorisch 1995)ในกรณีหมักเอทา
นอลในอาหารที่มีน้ าตาลสูง ความเครียดจากแรงดันออสโมติกจะช่วยส่งเสริมความรุนแรงของเอทา
นอลในการยับยั้งการเจริญและการหมักของยีสต์ ท าให้ยีสต์ทนต่อความเข้มข้นของเอทานอลลดลง
และความเข้มข้นของเอทานอลที่เพ่ิมสูงขึ้นส่งผลให้ค่าความชื้นที่มีผลต่อการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ลดลงด้วย (John, 1998; Jones & Greenfield, 1986) ยีสต์ที่สามารถทนต่อเอทานอลที่ความเข้มสูง
จะมีการปรับตัวโดยเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบในเยื่อหุ้มเซลล์ โดยมี
อัตราส่วนของกรดไขมันอ่ิมตัว palmitic (C16:0) และ steric acid (C18:1) มากกว่ากรดไขมันไม่
อ่ิมตัว palmitoleic (C16:1) และ steric acid (C18:1) (Nguyen et al., 2015) 

2.5.3 ภาวะแวดล้อม 

ภาวะแวดล้อมในการหมักที่ ส่ งผลต่อประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลของ                 
S. cerevisiae ได้แก่ อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และ ก๊าซ
ออกซิเจน  

2.5.3.1 อุณหภูมิ 

อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae เท่ากับ 25 – 30 องศา
เซลเซียส อุณหภูมิที่เพ่ิมสูงขึ้นส่งผลอย่างรุนแรงต่อการเจริญและประสิทธิภาพในการหมักเอทานอล
ของ S. cerevisiae (Hacking et al., 1984) เนื่องจากอุณหภูมิที่เพ่ิมสูงขึ้นท าให้เยื่อหุ้มเซลล์เสีย
สภาพขาดคุณสมบัติการเป็นเยื่อเลือกผ่านและขนส่งสาร ท าให้โปรตีนและเอมไซม์เสียสภาพส่งผลให้
อวัยวะภายในเซลล์ท างานผิดปกติ และ รบกวนกระบวนการสังเคราะห์ ATP  (Richter et al., 2010; 
Rowley et al., 1993) อุณหภูมิที่ สู งขึ้นยั งส่ งผลให้ เกิด  oxidative stress ภายในเซลล์ของ              
S. cerevisiae เนื่องจากกระบวนขนส่งอิเล็กตรอนภายในไมโทคอนเดรียถูกท าลาย (Morano et al., 
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2012) แต่การที่ยีสต์บางชนิดสามารถหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูงมีข้อดีหลายประการได้แก่ ช่วยลด
ต้นทุนในการรักษาอุณหภูมิของถังหมัก ลดอัตราเสี่ยงในการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนในระบบ
การหมักเอทานอล และ ท าให้การระเหยเอทานอลระหว่างกระบวนการหมักท าได้ง่ายซึ่งช่วยลด
ความเครียดจากความเข้มข้นของเอทานอลแก่ยีสต์(Babike et al., 2010)  

2.5.3.2 ค่าความเป็นกรดด่าง 

S. cerevisiae สามารถเจริญได้ในช่วงความเป็นกรดด่างที่กว้างและสามารถเจริญได้ใน
ภาวะที่เป็นกรดท าให้ลดปัญหาการปนเปื้อนของแบคทีเรียไม่พึงประสงค์ในระบบการหมักได้ ถึงแม้ว่า 
S. cerevisiae สามารถทนภาวะที่เป็นกรดได้ดี แต่ค่าความเป็นกรดด่างในอาหารที่ต่ ากว่า 3.5 มีผล
ต่อ proton pump ในเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้การขนส่งสารอาหารเข้าสู่เซลล์ลดลง ค่าความเป็นกรดต่าง
ภายในเซลล์ที่ลดต่ าลงจะไปรบกวนการท างานของเอนไซม์ในกระบวนการไกลโคไลซิส ท าให้ให้ยีสต์ใช้
น้ าตาลได้ลดลงส่งผลให้การเจริญถูกยับยั้งและประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลลดลง (Bai et al., 
2008; Oliva-Neto et al., 2013; Zhang et al., 2011) จากการศึกษาของ Graves และคณะ 
(2000) พบว่าการรักษาค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 5.0 – 5.5 ตลอดระยะเวลา
ของการหมักเอทานอลจะช่วยลดความเป็นพิษของกรดแอซิติกในอาหารเลี้ยงเชื้อได้  

2.5.3.3 คาร์บอนไดออกไซด์ 

ในกระบวนการหมักเอทานอลของยีสต์ กลูโคส 1 โมเลกุลจะได้คาร์บอนไดออกไซด์ 2 
โมเลกุล (Bai et al., 2008) คาร์บอนไดออกไซด์ที่เกิดขึ้นบางส่วนจะละลายอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อและ
พบอยู่ในรูปของ CO2, H2CO3

 และ HCO3
- (Jones & Greenfield, 1982) ซึ่งสามารถเข้าสู่เซลล์ได้

โดยกระบวนการแพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (Simon & Gutknecht, 1980) คาร์บอนไดออกไซด์ที่เพ่ิมขึ้น
ในกระบวนการหมักประมาณ 0.05 atm ท าให้อัตราการเจริญและอัตราแมตาบอลิซึ่มของยีสต์ลด
ต่ าลง ยับยั้งกระบวนการแบ่งเซลล์ และ ส่งผลให้อัตราการหมักเอทานอลลดลง นอกจากนั้น
คาร์บอนไดออกไซด์ยังมีผลท าให้ปริมาณฟูเซลล์ออยล์ซึ่งเป็นผลพลอยได้จากการผลิตเอทานอลลด
ต่ าล งด้ วย  (Arcay-Ledezma & Slaughter, 1984 ; Jones & Greenfield, 1982 ; Norton & 
Krauss, 1971)  
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2.5.3.4 ออกซิเจน 

ออกซิเจนเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญต่อการเจริญและการหมักเอทานอลของยีสต์เนื่องจาก
ออกซิเจนจ าเป็นต่อกระบวนการสังเคราะห์สเตอรอลและกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของ
เยื่อหุ้มเซลล์ (Hammond, 2000) ในกระบวนการเจริญเติบโตแบบใช้อากาศ (aerobic growth)
ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายส าหรับการสร้าง ATP (Verduyn et al., 1984) การให้
ออกซิเจนแก่เซลล์ก่อนเริ่มกระบวนการหมักมีส่วนช่วยในการเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักเอทานอล
ของยีสต์ (Boulton, 2000; Depraetere  et al., 2003) แต่ออกซิเจนที่มากเกินไปในกระบวนการ
หมักเอทานอลกลับส่งผลให้ยีสต์เจริญเติบโตแบบใช้อากาศแทนการหมักท าให้ผลผลิตเอทานอล
ลดลง(Dasgupta et al., 2014) 

2.5.4. สารยับยั้งการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อกากน้ าตาล 

ถึงแม้กากน้ าตาลจะประกอบด้วยน้ าตาลและสารอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต
ของ S. cerevisiae แต่ในกากน้ าตาลยังประกอบด้วยสารยับยั้งการเจริญของยีสต์หลายชนิด 
ปริมาณของสารยับยั้งที่พบในกากน้ าตาลจะขึ้นอยู่กับโรงงานน้ าตาลที่ผลิตกากน้ าตาลนั้น สารยับยั้ง
การเจริญเติบโตของยีสต์ที่พบในกากน้ าตาลได้แก่ (1) ซัลไฟต์ (sulfite) ในกากน้ าตาลพบอยู่ในรูป
ของซัลเฟอร์ไดออกไซด์และไบซัลไฟต์ที่เติมเข้าไปในระหว่างกระบวนการผลิตน้ าตาลเพ่ือยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย พบว่าในกากน้ าตาลมีความเข้มข้นของซัลไฟต์ประมาณ 200-700 มิลลิกรัม/
ลิตร (Oliva-Neto et al., 2013) Ingledew (1990) รายงานความเข้มข้นเริ่มต้นของซัลไฟต์เท่ากับ 
100 มิลลิกรัม/ลิตร มีผลยับยั้งกระบวนแมทาบอลิซึมของน้ าตาลในยีสต์ (2) กรดที่ระเหยง่าย 
(volatile acid) ได้แก่กรดแอซิติกและกรดแลคติก กรดเหล่านี้เมื่อผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าสู่เซลล์จะท า
ให้ค่าความเป็นกรดด่างภายในเซลล์ลดลงส่งผลให้ของเหลวภายในไซโตพลาสซอล (cytosol) เกิด
การแยกตัวออก รวมทั้งยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ในกระบวนการไกลโคไลซิสและเอ็นไซม์ NADH 
dehydrogenase (Zhang et al., 2011; Zhao et al., 2008) ท าให้การเจริญของยีสต์หยุดชะงัก
ส่งผลให้การผลิตเอทานอลลดต่ าลง ความเข้มข้นต่ าสุดของกรดแอซิติกและกรดแลคติกที่สามารถ
ยับ ยั้ งการเจริญ ของ S.cerevisiae เท่ ากับ  6 กรัม /ลิ ตร และ 25 กรัม /ลิ ต ร ตามล าดั บ 
(Narendranath et al., 2001) (3) สารที่ท าให้เกิดสีในกากน้ าตาลได้แก่เฟอร์ฟิวรอล (furfural) 
ไฮดรอกซีเมททิลเฟอร์ฟิวรอล (Hydroxymethyl furfuralm HMF) melanoidines สารประกอบ 
iron-phenol และ caramel (Olbrich, 1963) เนื่องจากผนังเซลล์ยีสต์ประกอบด้วยโพลีแซ็กคาไรด์
ซึ่งมีสมบัติเป็น ion exchange จึงท าให้ผนังเซลล์ของยีสต์สามารถดูดซับและจับกับโมเลกุลสีใน
กากน้ าตาลได้ สารเหล่านี้มีคุณสมบัติเป็น humin like substance การสะสมสารเหล่านี้ที่ผนังเซลล์
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ยีสต์ส่งผลให้การเจริญลดลงและยับยั้งการหมักเอทานอล (Aksu & Dönmez, 2003; Nikolića et 
al., 2009; Olbrich, 1963) เฟอร์ฟูรอลและไฮดรอกซีเมททิลเฟอร์ฟิวรอลหากสะสมภายในเซลล์จะ
ยับยั้งกระบวนการไกลโคไลซิสโดยรบกวนการท างานของเอนไซม์dehydrogenase ท าให้การเจริญ
ของยีสต์ลดลง (Banerjee et al., 1981) (4) แร่ธาตุในกากน้ าตาล ถึงแม้แร่ธาตุหลายชนิดจ าเป็นต่อ
การเจริญของยีสต์และยีสต์สามารถทนต่อความเป็นพิษของแร่ธาตุได้ แต่ความเข้มข้นของ ทองแดง 
สังกะสี และแมงกานีสที่มากเกินไปกลับส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของยีสต์ (Pandey & 
Agarwal, 1993) ความเข้มข้นของแคลเซียมในกากน้ าตาลเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญที่ส่งผลต่อการหมัก
เอทานอลของยีสต์เนื่องจากท่ีความเข้มข้นของแคลเซียมเท่ากับ 2.16% (น้ าหนัก/ปริมาตร) สามารถ
ยับยั้งการท างานของอินเวอร์เทสที่เป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญต่อการหมักกากน้ าตาลของยีสต์ได้ 
(Arshad et al., 2014; Chotineeranat et al., 2010; Takeshige & Ouchi, 1995)  

2.6 การผลิตเอทานอลด้วยเซลล์ตรึง 

การตรึงเซลล์เป็นวิธีการหนึ่งที่เป็นที่ยอมรับว่ามีประสิทธิภาพในการเพ่ิมผลผลิตเอทา
นอล  เนื่องจากเซลล์ที่ถูกตรึงจะถูกป้องกันจากความเครียดที่มีผลต่อการหมักเอทานอลของเซลล์
ได้แก่ อุณหภูมิ ความเข้มข้นของเอทานอล ความเข้มข้นของอาหาร และ สารยับยั้งการเจริญของ
เซลล์ ท าให้เซลล์สามารถทนต่อความเครียดได้ดีขึ้นและท าให้การผลิตเอทานอลมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
ลดความเสี่ยงของการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการ รักษาการท างานของเซลล์ให้คงที่ตลอดการ
หมัก และช่วยป้องกันเซลล์จากแรงเฉือนที่เกิดขึ้นในระหว่างการหมัก (Ariyajaroenwong et al., 
20015; Kourkoutas et al., 2004; Nguyen et al., 2015; Singh et al., 2013; Zheng et al., 
2012; Zhu, 2007) การตรึงเซลล์สามารถแบ่งได้ 4 ประเภทคือ การตรึงเซลล์แบบดูดซับ การตรึง
เซลล์แบบดักจับ การตรึงเซลล์แบบ self-flocculation และ การตรึงเซลล์แบบห่อหุ้มในแคปซูล 
(encapsulation) (รูปที่ 2-7) (Kourkoutas et al., 2004; Strehaiano et al., 2006) ในการผลิตเอ
ทานอลวิธีการตรึงเซลล์ที่นิยมใช้คือการดูดซับและการดักจับ เนื่องจากกระบวนการที่ใช้ในการตรึง
เซลล์ไม่ยุ่งยากซับซ้อน วิธีการเตรียมเซลล์ตรึงท าได้ในภาวะที่ไม่รุนแรง ใช้เวลาน้อยในการเตรียม
เซลล์ตรึง และ วัสดุที่ ใช้ในการตรึงเซลล์ มีราคาถูก (Genisheva et al., 2014; Razmovski & 
Vučurović, 2012; Strehaiano et al., 2006) วัสดุที่ใช้ตรึงเซลล์สามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิดได้แก่ 
(1) วัสดุตรึงเซลล์จากธรรมชาติ ตัวอย่างเช่น ชานอ้อย ซังข้าวโพด ต้นข้าวโพด เซรามิก อัลจิเนต วุ้น 
ไคโตซาน และ   คาราจีแนน เป็นต้น (2) วัสดุตรึงเซลล์สังเคราะห์ได้แก่ พอซีเลน (porcelain) โพ
ลีอะคริลาไมด์ แผ่นโพลีเอทิลีน แผ่นโพลียูรีเทน และ โพลีไวนิลแอลกอฮอล์ เป็นต้น คุณสมบัติของ
วัสดุตรึงเซลล์ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลคือ ราคาไม่แพง มีความคงทน สามารถน ามาใช้ซ้ าได้ 
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ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ สามารถรักษาปริมาณของเซลล์ให้คงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก และ การถ่ายเท
สับสเตรตและเอทานอลระหว่างเซลล์ไม่ถูกจ ากัด (Ariyajaroenwong et al., 20015; Kourkoutas 
et al., 2004; Willaert, 2011; Zhu, 2007) 

 
รูปที่ 2–7 การตรึงเซลล์แต่ละประเภท (Kourkoutas et al., 2004) 

2.6.1 การตรึงเซลล์แบบดูดซับ  

การตรึงเซลล์แบบดูดซับเกิดจากการดูดซับทั้งทางกายภาพและทางเคมีโดยแรงแวนเดอ
วาลล์ พันธะไออนิก พันธะไฮโดรเจน พันธะโคเวเลนต์ทั้งที่เกิดโดยธรรมชาติหรือเกิดจากการเติมสาร 
cross linking agent หรือแรงดึงดูดไฟฟ้าสถิตย์ระหว่างประจุลบบนผนังเซลล์ของยีสต์กับประจุบวก
บนตัวดูดซับ แรงเหล่านี้ต่างก็เป็นแรงอย่างอ่อนเมื่อเซลล์เกิดการแบ่งเซลล์ใหม่หรือแก่ตัวลงจึงท าให้
เซลล์ที่ถูกดูดซับสามารถหลุดออกจากตัวดูดซับได้ง่าย รวมทั้งภาวะที่รุนแรงในการหมักเช่นการกวน
และการให้อากาศ หรือแม้กระทั่งค่าความเป็นกรดด่างและสารประกอบไออนที่เป็นองค์ประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อก็มีผลต่อการหลุดของเซลล์บนวัสดุตรึงเซลล์ (Bai et al., 2008; Genisheva et 
al., 2014; Verica et al., 2010) วัสดุที่นิยมใช้ในการตรึงเซลล์แบบดูดซับส่วนใหญ่มักเป็นวัสดุ
ธรรมชาติเนื่องจากหาง่าย มีความแข็งแรงคงทน มีราคาถูก และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ยกตัวอย่างเช่น 
ชานอ้อย (Singh et al., 2013; Yu et al., 2010) ต้นข้าวโพด(Razmovski & Vučurović, 2012; 
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Yan et al., 2012) กากใยหัวบีท (Vučurović & Razmovski, 2012) ใยบวบ (Phisalaphong et 
al., 2007) รังไหม (Eiadpum et al., 2012) ซังข้าวฟ่างหวาน (Ariyajaroenwong et al., 20015) 
และ เปลือกมะม่วงหิมพานต์ (Pacheco et al., 2010) เป็นต้น ข้อดีของการตรึงเซลล์แบบดูดซับคือ
เซลล์สามารถสัมผัสอาหารได้โดยตรงจึงท าให้การถ่ายเทสับสเตรตและเอทานอลระหว่างเซลล์กับ
สิ่งแวดล้อมเกิดได้อย่างอิสระ เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้อย่างอิสระบนตัวดูดซับ และ การที่เซลล์
สามารถหลุดออกจากวัสดุตรึงเซลล์ได้ท าให้มีพ้ืนที่ส าหรับเซลล์ใหม่เข้าไปเกาะติด (Bai et al., 
2008; Singh et al., 2013) 

2.6.2 การตรึงเซลล์แบบดักจับ 

เซลล์ของยีสต์จะถูกกักไว้ภายในโครงสร้างที่เป็นร่างแหหรือเป็นรูพรุนของวัสดุตรึงเซลล์
และถูกปกป้องจากปัจจัยที่ส่งผลต่อความเครียดของเซลล์โดยชั้นเจลที่ห่อหุ้มเซลล์ไว้ สารอาหารใน
อาหารเลี้ยงเชื้อและเอทานอลที่ยีสต์ผลิตได้จะเกิดการแลกเปลี่ยนโดยการแพร่ผ่านชั้นเจล(Verica et 
al., 2010; Willaert, 2011) ข้อดีของการตรึงเซลล์แบบดักจับคือสามารถตรึงเซลล์ได้คราวละมากๆ 
เซลล์ที่ถูกตรึงจะถูกรักษาไว้ภายในวัสดุตรึงเซลล์ตลอดเวลาการหมัก และ การเก็บเกี่ยวเซลล์ตรึงท า
ได้ง่ายและไม่ซับซ้อน(Strehaiano et al., 2006; Zheng et al., 2012)  แต่เซลล์ตรึงที่ถูกอัดแน่น
ไว้ในโครงสร้างของเม็ดเจลและไม่มีการหลุดออกอกเซลล์ส่งผลให้เกิดข้อจ ากัดในการเจริญของเซลล์ 
เนื่องจากภายในรูพรุนมีพ้ืนที่จ ากัดต่อการเจริญของเซลล์ และ การที่เซลล์ถูกกักและอัดแน่นอยู่
ภายในโครงสร้างที่เป็นรูพรุนของวัสดุตรึงเซลล์ท าให้เซลล์ที่อยู่ภายในเม็ดเจลเจริญและหมักเอทา
นอลได้ไม่มีประสิทธิภาพเท่ากับเซลล์ที่อยู่บริเวณผิวของเม็ดเจลเนื่องจากข้อจ ากัดของการ
แลกเปลี่ยนสับสเตรต เอทานอล และ คาร์บอนไดออกไซด์ระหว่างเซลล์ ชั้นเจล และ สิ่งแวดล้อม 
(mass transfer limitation) จึงท าให้พบว่าเซลล์ที่อยู่บริเวณผิวของเม็ดเจลจะเจริญได้ดีและมี
จ านวนเซลล์มากกว่าเซลล์ที่อยู่ภายในเม็ดเจลเนื่องจากการแลกเปลี่ยนซับสเตรตและเอทานอล
ระหว่างเซลล์กับอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดขึ้นได้ดีกว่าเซลล์ที่อยู่ตรงกลางเม็ดเจล ส่วนคาร์บอนไดออกไซด์
ที่สะสมอยู่ในเม็ดเจลส่งผลให้เม็ดเจลแตก (Bai et al., 2008; Kourkoutas et al., 2004; Singh et 
al., 2013) วัสดุที่ใช้ในการตรึงเซลล์แบบดักจับได้แก่ อัลจิเนต วุ้น ไคโตซาน คาราจีแนน พอลีอะคริ
ลาไมด์ และ พอลีไวนิลแอลกอฮอล์ เป็นต้น (Kourkoutas et al., 2004; Verica et al., 2010)  
วัสดุตรึงเซลล์แบบดักจับที่นิยมใช้ในการผลิตเอทานอลคืออัลจิเนตเนื่องจากราคาถูก การเตรียมเซลล์
ตรึงไม่ยุ่งยากซับซ้อน ภาวะที่ใช้ในการเตรียมเซลล์ตรึงไม่รุนแรง เม็ดเจลที่ได้ค่อนข้างมีความเสถียร 
และ ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (Willaert, 2011; Zheng et al., 2012) อัลจิเนตเป็นเฮเทอโรพอลีแซ็กคา
ไรด์ที่สกัดจากผนังเซลล์ของสาหร่ายสีน้ าตาลในสกุล Laminaria หรือสร้างได้จากแบคทีเรียบาง
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ชนิดได้แก่ Azotobacter และ Pseudomonas โครงสร้างทางเคมีของแอลจิเนตประกอบด้วย กรด

เบต้าดีแมนนูโรนิก (β-D-mannuronic acid) และ กรดแอลฟ่าแอลกูลูโรนิก (-L-guluronic 
acid) ที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ 1,4-ไกลโคซิดิก (Onsøyen, 2001) การเกิดเจลเกิดจากการแทนที่
โซเดียมไอออนและเชื่อมขวางด้วยพันธะไอออนิกระหว่างกรดกูลูโรนิกกับพอลีวาเลนท์แคทไอออน 
ได้แก่ แคลเซียมไอออน (Ca2+), คอปเปอร์ไอออน (Cu2+), แบเรียมไอออน (Ba2+), ซิงค์ไอออน 
(Zn2+) และ อลูมิเนียมไอออน (Al3+) เป็นต้น แคลเซียมไอออนนิยมใช้ในการเชื่อมขวางแอลจิเนต
มากที่สุดเนื่องจากไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์และเจลที่เกิดขึ้นค่อนข้างเสถียรและแข็งแรง หากใน
อาหารเลี้ยงเชื้อมี ฟอสเฟต, ซิเตรตและ อีดีทีเอ (EDTA) ซึ่งเป็นตัวคีเลต (chelating agent) ที่จับ
กับแคลเซียมไอออนได้ดีจะท าให้เกิดการสูญเสียแคลเซียมไอออนออกจากโครงสร้างของเจลและ
ส่งผลให้ความเสถียรของเม็ดเจลลดลง รวมทั้งแมกนีเซียมไอออน (Mg2+) และโซเดียมไอออน (Na+) 
ที่ความเข้มข้นสูงก็ส่งผลให้ความเสถียรของเม็ดเจลลดลงได้เช่นกัน นอกจากนั้นแล้วความสเถียรของ
เม็ดเจลยังขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารละลายแอลจิเนต ความเข้มข้นของแคลเซียมคลอไรด์ที่มีอยู่
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และ ปริมาณเซลล์ยีสต์ที่ถูกตรึง (Kirdponpattara & Phisalaphong, 2013; 
Willaert, 2011; Yi et al., 2004; Zhu, 2007) 

2.7  การระบุเอกลัษณ์ของยีสต์ 

ยีสต์จัดเป็นจุลินทรีย์ที่อยู่ในอาณาจักรฟังไจ (Fungi kingdom) ที่อยู่ในรูปเซลล์เดี่ยว 
(unicellular fungi) และมีการขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศด้วยการแตกหน่อ (budding) หรือ ฟิชชั่น 
(fission) และไม่สร้างฟรุตติงบอดี (fruiting body) เซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของยีสต์แบ่งออกเป็น 
2 ชนิดคือ แอสโคสปอร์สร้างในถุงเก็บสปอร์ที่เรียกว่าแอสคัสพบในยีสต์ไฟลัมแอสโคไมโคตา และ แบ
สิดิโอสปอร์สร้างบนแบสิเดียมพบในยีสต์ไฟลัมแบสิดิโอไมโคตา (Kurtzman et al., 2011a) ยีสต์เป็น
สิ่งมีชีวิตที่มีแหล่งที่อยู่ที่หลากหลายสามารถพบได้เกือบทุกแห่งบนโลก ได้แก่ ในดิน ในอากาศ ใน
แหล่งน้ าจืดและน้ าเค็ม ในสิ่งแวดล้อมที่มีสภาพแวดล้อมรุนแรง เช่น ขั้วโลกใต้ ใต้ทะเลลึก ทะเลเดดซี 
น้ าผึ้ง รวมทั้งอาศัยร่วมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ยกตัวอย่างเช่น ต้นไม้ ดอกไม้ และ แมลง เป็นต้น (Lachnace 
et al., 2006b; Raspor & Zupan, 2006) ในอดีตการระบุเอกลัษณ์ของยีสต์จะใช้หลักการตามหลัก
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมเพียงอย่างเดียวซึ่งประกอบด้วย การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(morphological characteristics) ลั กษ ณ ะท างส รี ร วิ ท ย าและชี ว เคมี  (physiological and 
biochemical characteristics) และ ลักษณะเคมีอนุกรมวิธาน (chemotaxonomy) แต่การระบุ
เอกลัษณ์ของยีสต์ตามหลักอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมมีข้อจ ากัดหลายประการ ได้แก่ มีการทดสอบเป็น
จ านวนมาก สารเคมีบางชนิดมีราคาค่อนข้างสูง ใช้ระยะเวลานานในการทดสอบ และต้องใช้ ผู้ที่มี
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ความเชี่ยวชาญโดยเฉพาะ ยิ่งไปกว่านั้นผลจากการสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยาและลักษณะทางสรีระ
และชีวเคมีที่ได้ค่อนข้างคลุมเครือและมีความผันแปรระหว่างแต่ละสายพันธุ์ในแต่ละสปีชีส์ ดังนั้นนับ
จากทศวรรษ 1970 เป็นต้นมาจึงมีการพัฒนาวิธีการพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ตามหลักอนุกรมวิธาน
ระดับโมเลกุล ท าให้ทราบว่ายีสต์ที่ถูกระบุเอกลัษณ์ตามวิธีการแบบดั้งเดิมนั้นมีความผิดพลาดสูง 
ดังนั้นในปัจจุบันวิธีพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ตามหลักอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลจึงได้รับความนิยม
อย่างแพร่หลาย (Barnett, 2004; Kurtman & Fell, 2006)  

2.7.1 พิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ตามหลักอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 

เป็นวิธีการดั้งเดิมที่ใช้ในพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ประกอบด้วย (1) การศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ ได้แก่ การศึกษาลักษณะของเซลล์สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศและเซลล์
สืบพันธุ์อาศัยเพศ รูปร่าง ขนาด และ การจัดเรียงตัวของเซลล์ การสร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียม 
ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง และ ลักษณะการเจริญในอาหารเหลว (2) ลักษณะทางสรีรวิทยา
และชีวเคมีเป็นการศึกษาความสามารถในการหมักคาร์โบไฮเดรต ความสามารถในการแอสสิมิเลท 
(assimilate) สารประกอบคาร์บอน และไนโตรเจน ความต้องการวิตามินส าหรับการเจริญ การ
เจริญในภาวะที่มีแรงดันออสโมติกสูง การเจริญที่ อุณหภูมิต่างๆ การใช้อาร์บูติน การสร้าง
สารประกอบอะมัยลอยด์ การสร้างยูรีเอส การสร้างไลเปส การทนต่อไซโคลเฮกซิไมด์ การทนต่อ
กรดแอซิติกเข้มข้น 1% (น้ าหนัก/ปริมาตร) การย่อยเจลลาติน การสร้างกรดจากกลูโคส และ การ
ท าปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี (Kurtzman et al., 2011c) (3) ลักษณะอนุกรมวิธานเคมี ได้แก่ 
ชนิดของคาร์โบไฮเดรตที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ ชนิดของโคเอนไซม์คิวหรือยูบิควิโนน และ 
ชนิดของกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ (Prillinger et al., 2011) 

2.7.2 พิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ตามหลักอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

เนื่องจากข้อจ ากัดหลายๆประการของพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ตามหลักอนุกรมวิธาน
แบบดั้งเดิมท าให้ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของผิดพลาด ดังนั้นจึงได้มีการน าเทคนิคทางชีววิทยาระดับ
โมเลกุลมาใช้แก้ไขปัญหาดังกล่าวเพ่ือให้ได้ผลพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ที่มีความถูกต้องแม่นย ามาก
ที่สุด พิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ตามหลักอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลเริ่มต้นโดย (1) การวิเคราะห์ 
mol% guanine-cytosine (G-C) ของดีเอ็นเอ สัดส่วนของเบสกัวนีน (guanine) และไซโตซีน 
(cytocine) ในแอสโคไมซีสยีสต์มีค่าเท่ากับ 28-50% แบซิดิโอไมซีสยีสต์มีค่าเท่ากับ 50-70% ยีสต์
ต่างสปีชีส์จะมีสัดส่วนของเบสกัวนีนและไซโตซีนแตกต่างกันประมาณ 1-2 mol% (Nakase & 
Komagata, 1968) (2) เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของดี เอ็นเอด้วยเทคนิค DNA-
hybridization เทคนิคนี้มักใช้ยืนยันการน าเสนอยีสต์ชนิดใหม่ที่พบนอกเหนือจากยีสต์ที่มีรายงาน
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อยู่แล้ว โดยค่า %DNA-DNA homology (%DNA-DNA hybridization) ของยีสต์ชนิดเดียวจะกัน
เท่ากับ 70% ขึ้นไป ส่วนยีสต์ต่างชนิดกันมีค่า %DNA-DNA homology ระหว่าง 0-40% หาก
ค่า %DNA-DNA homology ของยีสต์อยู่ระหว่าง 40-70 เปอร์เซ็นต์ อาจเป็นยีสต์ชนิดเดียวกันหรือ
ต่างชนิดกันก็ได้ วิธีการนี้เป็นวิธีการที่บอกได้แต่เพียงว่าจีโนมทั้งหมดของยีสต์เหมือนหรือแตกต่างกัน
มากหรือน้อยเพียงใดแต่ไม่สามารถบอกระบุได้ว่าแตกต่างกันเท่าไรและไม่สามารถระบุล าดับของดี
เอ็ น เอที่ แ ตกต่ างกั น ได้  (Bonner et al., 1973; Britten et al., 1974; Vaughan-Martini & 
Kurtzman, 1985) (3) เปรียบเทียบความเหมือนของลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค amplified 
fragment length polymorphism (AFLP), randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) 
และ restriction fragment length polymorphisms (RFLP)(De Barros Lopes et al., 1999; 
Gadanho et al., 2003)  (4) การใช้ไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อสปีชีส์ของยีสต์  (species-
specific primer) หรือ การใช้ peptide nucleic acid (PNA) probes วิธีการนี้เหมาะส าหรับกรณี
การจ าแนกยีสต์ที่มีจ านวนน้อยหรือต้องการจ าแนกยีสต์เพียงสปีชีส์ใดสปีชีส์หนึ่ง (Chapman, 
2003; Stender et al., 2001) (5) เปรียบเทียบความเหมือนของล าดับดีเอ็นเอของไรโบโซมอลอาร์
เอ็นเอยีน (ribosomal rRNA gene) เป็นวิธีที่ท าได้รวดเร็วและมีความถูกต้องแม่นย าค่อนข้างสูง 
ประกอบด้วย การเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอของต าแหน่ง D1/D2 ของหน่วยย่อยขนาดใหญ่ของไร
โบโซมอลอาร์เอ็นเอ (D1/D2 domain of large subunit ribosomal RNA (LSU rRNA)) การ
เปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอของต าแหน่งหน่วยย่อยขนาดเล็กของไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (small 
subunit ribosomal RNA (SSU rRNA)) การเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอของต าแหน่ง internal 
transcribed spacers 1 และ 2 (ITS1 และ ITS2) และ ล าดับดีเอ็นของหน่วยย่อยใหญ่ที่สุดและ
หน่วยย่อยที่ใหญ่เป็นอันดับสองของอาร์เอ็นเอพอลีเมอร์เรส  (RPB1 และ RPB2) โดยทั่วไปจะใช้
ต าแหน่ง D1/D2 ร่วมกับต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 ในพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ (5) เปรียบเทียบ
ความเหมือนของดีเอ็นเอของยีนอ่ืนๆได้แก่ ยีนสังเคราะห์โปรตีนแอคติน ยีนสังเคราะห์ translation 

elongation factor-1α, ยีน cytochrome oxidase II ปัจจุบันในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์
นิยมใช้การเปรียบเทียบความเหมือนของดีเอ็นเอตรงต าแหน่งอนุรักษ์ของไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอยีน
ได้แก่ ต าแหน่ง D1/D2 ต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 เนื่องจากสะดวกรวดเร็วและมีความแม่นย าสูง แต่
ในบางกรณีเช่นการรายงานเชื้อในสกุลใหม่หรือยีสต์ในบางแฟมิลีที่มีความแตกต่างของล าดับดีเอ็นเอ
ในไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอต่ า การเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นจากยีนเพียงต าแหน่งเดียวอาจไม่เพียงพอ
ต่อการพิสูจน์เอกลักษณ์ของและระบุความแตกต่างของยีสต์ชนิดใหม่นั้นจึงจ าเป็นต้องใช้การ
เปรียบเทียบความเหมือนของดีเอ็นเอตรงต าแหน่งไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอร่วมกับการเปรียบเทียบ
ล าดับดีเอ็นเอของยีนจากต าแหน่งอ่ืน (Kurtzman et al., 2011b; Liu et al., 2015) 



 

 

บทที ่3.  
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการด าเนินการทดลอง 

3.1  กากน  าตาล (molasses) 

กากน้ าตาลซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตน้ าตาลทราย ได้รับความอนุเคราะห์
จากโรงงานอุตสาหกรรมอ่างเวียน (ราชสีมา) อ าเภอ แก้งสนามนาง จังหวัดนครราชสีมา โดยเก็บไว้ใน
แกลลอนพลาสติกที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน ามาใช้ องค์ประกอบทางเคมีของ
กากน้ าตาลตามตารางท่ี 3-1  (พงษ์พรรณี, 2557) 
ตารางที่ 3–1 องค์ประกอบทางเคมีของกากน้ าตาลจากโรงงานอุตสาหกรรมอ่างเวียน (ราชสีมา) 

องค์ประกอบ 
ความเข้มข้น 
กรัม/ลิตร 

วิธีการทดสอบ 
ค่าต่ าสุดที่วิเคราะห์ได้ 

กรัม/ลิตร 
แคลเซียม 2.8 

Inhouse method based 
on 

AOAC(2010),984.27,975.
03 

 

คอบเปอร์ ND 3.6x10-4 

ซิงค์ 2.1 มิลลิกรัม/ลิตร  
แมงกานีส 19 มิลลิกรัม/ลิตร  

โพแทสเซียม 9.8  

ฟอสฟอรัส 
210 มิลลิกรัม/

ลิตร 
 

ไนโตรเจน 2.8 
Inhouse method based 
on AOAC(2012),991.20 

 

แมกนีเซียม 1.2 

Inhouse method based 
on 

AOAC(2010),984.27,975.
03 

 

กรดแอซิติก 
(กรดระเหยง่าย) 

5.5 
AOAC(2010),935.57,942.

15 

 

กรดแลคติก 
(กรดระเหยยาก) 

8.2  

ซูโครส 112.8 Asean Manual of Food 
Analysis (2011) p.27-32 

 

กลูโคส ND 1 
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ฟรุกโตส 96.5  

HMF 0.4 HPLC  
*ND : ไม่สามารถตรวจหาได ้

3.2 กากใยหัวมันส าปะหลัง (Cassava tuber fiber) 

กากใยหัวมันส าปะหลังซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตเอทานอลจากหัวมัน
ส าปะหลัง(มันเส้น)ได้รับความอนุเคราะห์จากโรงงานผลิตเอทานอล โรงงานทรัพย์ทิพย์ อ าเภอชัย
บาดาล จังหวัด ลพบุรี ลักษณะกากใยหัวมันส าปะหลังที่ได้หลังจากกระบวนการผลิตเอทานอลมี
ลักษณะเป็นของแข็งสีน้ าตาลขนาด (particle size) 100 – 1000 ไมครอน ความชื้น 73.57% ความ
เป็นกรดด่าง 3.87 (รูปที่ 3-1) เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกระท่ังน ามาใช้ 
 

 
รูปที่ 3–1กากใยหัวมันส าปะหลัง 

3.3 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

3.3.1 กล้องจุลทรรศน์เชิงประกอบชนิดใช้แสง (light compound microscope) 
CH30,   Olympus Co. Ltd., Japan อุปกรณ์และเครื่องมือ 

3.3.2 กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบสเตอริโอ (stereo microscope) SZ30, Olympus 
Co. Ltd., Japan 

3.3.3 เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate magnetic stirrer) 502P-2, PMC 
Industries Inc., U.S.A. 

3.3.4 เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี (gas chromatography) GC-2010, Shimadzu, 
Japan. 

3.3.5 เครื่องควบคุมอุณหภูมิหลอดทดลอง (dry block bath) MG-1, Itohka, Japan 
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3.3.6 เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 2 ต าแหนง (2-digital balance) PG6002-S Mettler 
Toledo Co. Ltd., Switzerland 

3.3.7 เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (4-digital balance) AG285, Mettler 
Toledo Co. Ltd., Switzerland 

3.3.8 เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (gel documentary system) Bio-Rad, USA 
3.3.9 เครื่อ งปั่ น เหวี่ ย งความ เร็ ว รอบสู งแบบควบคุม อุณ หภู มิ  (high speed 

refrigerated centrifuge) AllegraTM 25R, Beckman Coulter Inc., U.S.A. 
3.3.10 เครื่อ งปั่ น เหวี่ ย งความ เร็ ว รอบสู งแบบควบคุม อุณ หภู มิ  (high speed 

refrigerated centrifuge) Kubota 1920, Kubota Cooperation, Japan 
3.3.11 เครื่องปั่นเหวี่ยวขนาดเล็ก (spin down) Force mini, Korea 
3.3.12 เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixter) G560 Scientific Industries Inc., 

U.S.A 
3.3.13 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (thermocycler) Bio-Rad, U.S.A. 
3.3.14 เครื่องแยกสารด้วยไฟฟ้า (gel electrophoresis equipment) Mupid-2plus, 

Japan 
3.3.15 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) Genesys TM 10S-UV-

VIS Thermo Scientific Inc., U.S.A. 
3.3.16 เค รื่ อ ง วั ด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส งช นิ ด น า โน  (nano drop 2000 UV-Vis 

Spectrophotometer) Thermo Fisher Scientific Inc., U.S.A. 
3.3.17 เครื่องวัดค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH meter) S20 SevenEasyTM Mettler 

Toledo Co. Ltd., Switzerland 
3.3.18 เครื่องวิเคราะห์ชีวเคมี (biochemistry analyzer) YSI 2700 SELECT, USA. 
3.3.19 เครื่องวิเคราะห์หาล้าดับเบสของสารพันธุกรรม (auto-sequencer) ABI prism  

3130xl, Applied Biosystems, USA. 
3.3.20 ตะแกรงร่อนเบอร์ 20 ขนาดตาข่าย 850 ไมครอน Retesch, Germanyฃ 
3.3.21 เครื่องให้ความร้อนสารละลาย (hotplate) RK 18715 E.G.O., Poland 
3.3.22 ตู้ดูดควันพิษ (fume hood) Dalton Co., Ltd., Japan 
3.3.23 ตู้บ่มเพาะเชื้อ (incubator) SANYO, Japan 
3.3.24 ตู้บ่มเพาะเชื้อแบบเขย่า (incubator shaker) Innova 4330 New Brunswick 

Scientific Co. Ltd, UK 
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3.3.25 ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) H2 LAB service Ltd., Thailand 
3.3.26 ตู้อบลมร้อน (hot air oven) UE600 Memmert Co. Ltd., Germany 
3.3.27 ไมโครปิ เปตต์  (micropipette) ขนาด 5 มล.  Mettler Toledo Co. Ltd., 

Switzerland 
3.3.28 ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 1000, 200, 20, 10 และ 2 ไมโครลิตร. 

Gilson Company Inc., U.S.A. 
3.3.29 ห ม้ อ นึ่ ง ฆ่ า เชื้ อ  (autoclave) ES-215 TOMY Digital Biology Co. Ltd., 

Japan 
3.3.30 หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave)  SS-325 TOMY Digital Biology Co. Ltd., Japa 
3.3.31 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) SS40-D Grant Instrument Co. Ltd., 

UK 

3.4 สารเคมี 

3.4.1 กรดกลูโคนิก (D-gluconic acid: C6H12O7) Sigma Inc., Germany 
3.4.2 ก ร ด ก า แ ล ก ตู โ ร นิ ก  (D-galacturonic acid: C6H10O7) Merck Co. Ltd., 

German 
3.4.3 กรดกลูโคโรนิก (D-glucoronuc acid: C6H10O6) Sigma Inc., Germany 

3.4.4 กรด2-คีโตกลูโคนิก (2-keto-gluconic acid: C6H9O7∙1/2Ca∙XH2O) Sigma 
Inc., Germany 

3.4.5 ก ร ด 5-คี โ ต ก ลู โ ค นิ ก  (5-keto-gluconic acid: (C6H9KO7) Sigma Inc., 
Germany 

3.4.6 กรดแลกติก (DL-Lactic acid: CH3CH(OH)COOH) Sigma Inc., Germany 
3.4.7 กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid: H2SO4) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.8 กรดซิตริก (Citric acid: HOC(COOH)(CH2COOH)2) Sigma Inc., Germany 
3.4.9 กรดแอซีติก (Acetic acid: C2H4O2), Sigma Inc., Germany 
3.4.10 กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid: HCl) Sigma Inc., Germany 
3.4.11 กาแลกโตส (D-Galactose: C6H12O6) Sigma Inc., Germany 
3.4.12 กลูโคส (D-Glucose: C6H12O6) Sigma Inc.,Germany 
3.4.13 กลูโคซามีน (D-glucosamine: C6H13NO5) Sigma Inc., Germany 
3.4.14 กลูซิทอล (Glucitol: C6H14O6) Nacalai tesque, Inc., Japan 
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3.4.15 ค า ด า เ ว อ รี น  ไ ด ไ ฮ โ ด ร ค ล อ ไ ร ด์ (Cadaverine dihydrochloride: 

C5H14N2∙2HCl) Sigma Inc., Germany 
3.4.16 ครีเอทีน (Creatine: H2NC(=NH)N(CH3)CH2CO2H) Sigma Inc., Germany 
3.4.17 ครีเอทินีน (Creatinine C4H7N3O) Sigma Inc., Germany 
3.4.18 แคลเซียมคลอไรด์ (Calcium Chloride: CaCl2) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.19 แคลเซียมไฮดรอกไซด์  (Calcium hydroxide: Ca(OH)2) Merck Co. Ltd., 

Germany 
3.4.20 คอร์นมีลอะการ์  (Corn meal agar) Wako Pure Chemicals Industries, 

Ltd., Japan 
3.4.21 คอป เปอร์ซั ล เฟต เพนตะไฮ เดรต  (Copper (II) sulfate pentahydrate: 

CuSO4·5H2O) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.22 เซลโลไบโอส (Cellobiose: C12H22O11) Sigma Inc., Germany 
3.4.23 ซูโครส (Sucrose: C12H22O11) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.24 ซิงค์ซัล เฟตเฮฟตะไฮเดรต (Zinc sulfate heptahydrate: ZnSO4·7H2O) 

Sigma Inc., Germany 
3.4.25 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium Chloride: NaCl) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.26 โซเดียมอัลจิเนต (Sodium alginate) Sigma Inc., Germany 
3.4.27 โซ เดี ย ม ไฮ ด ร อ ก ไซ ด์  (Sodium hydroxide: NaOH) Merck Co. Ltd., 

Germany 
3.4.28 ไซโลส (Xylose) Ameresco, LLC. U.S.A. 
3.4.29 ซอร์โบส (sorbose) Sigma Inc., Germany 
3.4.30 มอลต์สกัด (Malt extract) Becton Co. Ltd., Germany 
3.4.31 มอลโตส (Maltose) Sigma Inc., Germany 
3.4.32 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต (Magnesium sulfate heptahydrate : 

MgSO4·7H2O) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.33 แมนนิทอล (D-mannitol: C6H14O6) Nacalai tesque, Inc., Japan 
3.4.34 วุ้นผง (Agar) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.35 โพ รพี ลี น ไกลคอล  (Propylene glycol: CH3CH(OH)CH2OH) Sigma Inc., 

Germany 
3.4.36 โพลีเพปโตน (Polypeptone) Becton Co. Ltd., Germany 
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3.4.37 บิวเทน -2,3-ไดออล (Butane-2,3-diol (C4H10O2)) Wako Pure Chemicals 
Industries, Ltd., Japan 

3.4.38 เบคโตเพปโตน (Bactopeptone) Becton Co. Ltd., Germany 
3.4.39 โปรตีเนสเค (Proteinase K) Nakalai tesque, Japan 
3.4.40 ยาตาเลส (Yatalase) Takara Bio Inc., Japan 
3.4.41 ยีสต์ไนโตรเจนเบส (Yeast nitrogen base) Becton Co. Ltd., Germany 
3.4.42 ฟีนอล (Phenol 5% ((น้ าหนัก/ปริมาตร))) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.43 ไรโบส (D-ribose: C5H10O5) Nacalai tesque, Inc., Japan 
3.4.44 สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) Becton Co. Ltd., Germany 
3.4.45 อะกาโรส (Agarose) Sigma Inc., Germany 
3.4.46 อะการ์โนเบล (Agar Nobel) Becton Co. Ltd., Germany 
3.4.47 อะราบิโนส (D-arabinose: C5H10O5) Nacalai tesque, Inc., Japan 
3.4.48 อิริทริทอล (Erythritol: C4H10O5) Sigma Inc., Germany 
3.4.49 เอทานอล (Ethanol 99% (ปริมาตร/ปริมาตร)) Sigma Inc., Germany  
3.4.50 อาร์เอ็นเอสเอ (RNase A) Qiagen Ltd., Japan 
3.4.51 แอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium Sulphate ((NH4)2SO4)) Merck Co. Ltd., 

Germany 
3.4.52 แ อ ม โม เนี ย ม ฟ อ ต เฟ ต ได เบ สิ ก  (Ammonium phosphate dibasic: 

((NH4)2HPO4)) Merck Co. Ltd., Germany 
3.4.53 แ อ ม โ ม เนี ย ม เ ฮ ป ต ะ โ ม ลิ บ เ ด ร ต เท ท ร ะ ไ ฮ เด ร ต  (Ammonium 

heptamolybdate tetrahydrate: ((NH4)6Mo7O24∙4H2O)) Merck Co. Ltd., 
Germany 

3.4.54 แอลฟาเมทิลดีกลูโคไซด์ (α-methyl-D-glucoside) Nacalai tesque, Inc., 
Japan 

3.5 จุลินทรีย ์

3.5.1 Saccharomyces serevisiae TISRT 5596 ซื้ อ ม า จ า ก ส ถ า บั น วิ จั ย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 

3.5.2 Scheffersomyces stipitis JCM 10742 ซื้อมาจาก Japan Collection of 
Microorganism ประเทศญี่ปุ่น 
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3.6 วิธีการ 

3.6.1 การคัดแยกยีสต์ 

3.6.1.1 การคัดแยกยีสต์จากโรงงานผลิตน ้าตาลทราย 

น าตัวอย่างดิน น้ าเสีย และของเหลือทิ้ งจากกระบวนการผลิตน้ าตาลทรายจาก
โรงงานผลิตน้ าตาลทราย 5 แห่ง ได้แก่ บริษัทไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม จังหวัดกาญจนบุรี บริษัท
น้ าตาลครบุรีจ ากัดมหาชน จังหวัดนครราชสีมา โรงงานน้ าตาลราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา บริษัท
อุตสาหกรรมน้ าตาลทีเอ็นจ ากัด จังหวัดลพบุรี และบริษัทน้ าตาลสระบุรีจ ากัด จังหวัดสระบุรี ปริมาณ 
1 กรัม หรือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร ที่มีอาหารส่งเสริม
การเจริญของเชื้อ (enrichment media) ซึ่งประกอบด้วย น้ าตาลกลูโคส 2% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
สารสกัดยีสต์  (yeast extract) 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) เปปโตน (bacto peptone) 0.3% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenial) ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ppm และ      
เอทานอล 3% (ปริมาตร/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในภาวะ
จ ากัดออกซิเจนโดยวิธี candle jar ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ/หรือ 40 องศาเซลเซียส 72 
ชั่วโมง จากนั้นน ามาเขี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส 10% (น้ าหนัก/
ปริมาตร) สารสกัดยีสต์ 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) เปปโตน 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) วุ้น 2% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) และ คลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ppm ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 5 บ่มอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ/หรือ 40 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง จนกระทั่งเกิดเป็น
โคโลนีเดี่ยว จากนั้นจับกลุ่มแต่ละลักษณะโคโลนีเข้าด้วยกัน ตามลักษณะสัณฐานของโคโลนีแล้วจึง
เลือกตัวแทนของแต่ละลักษณะโคโลนีเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บนอาหารแข็ง YPD ผิวหน้า
เอียงที่ประกอบด้วย น้ าตาลกลูโคส 3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) สารสกัดยีสต์ 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
เปปโตน 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) และ วุ้น 2% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5  

3.6.1.2 การคัดแยกยีสต์ที่สามารถใช้น ้าตาลไซโลสจากป่าพรุหนองจ้ารุง 

น าตัวอย่างดินและน้ าจากป่าพรุหนองจ ารุง ต.ซากพง อ.แกลง จ.ระยอง ปริมาณ 1 กรัม 
หรือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 25 x 150 มิลลิเมตร ที่มีอาหารไซโลส (xylose 
enrichment media) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ประกอบด้วย น้ าตาลไซโลส 2% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
สารสกัดยีสต์ 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) เปปโตน 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) และคลอแรมเฟนิคอลค
วามเข้มข้นสุดท้าย 100 ppm และ เอทานอล 3% (ปริมาตร/ปริมาตร) ปรับค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 5 แล้วบ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) ที่ อุณหภูมิ 30 องศา
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เซลเซียส ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 72 ชั่วโมง จากนั้นน ามาขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไซโลส บ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 72 ชั่วโมง จนกระทั่งได้เป็นโคโลนีเดี่ยว จากนั้นจับกลุ่มแต่ละลักษณะ
โคโลนีเข้าด้วยกัน ตามลักษณะสัณฐานของโคโลนีแล้วเลือกตัวแทนของแต่ละลักษณะโคโลนีเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บนอาหารแข็งไซโลสผิวหน้าเอียง  

3.6.1.3 การคัดแยกยีสต์ที่สามารถใช้น ้าตาลไซโลสจากตัวอย่างแมลง 

น าตัวอย่างด้วงงวงมะพร้าว (Rhynchophorus ferrugineus) และ แมลงกุดจี่ยักษ์ 
(Heliocopri bucephalus fabricious) ที่เก็บจากจังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ และพะเยา มางดน้ า
และอาหารเป็นเวลา 3 วัน จากนั้นฆ่าเชื้อบริเวณผิวภายนอก (surface sterilization) โดยการจุ่มใน
เอทานอลเข้มข้น 95% (ปริมาตร/ปริมาตร) นาน 5 นาที จากนั้นจุ่มในเอทานอลเข้มข้น 70% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) นาน 10 นาทีพร้อมทั้งคนเป็นระยะ แล้วจึงน ามาล้างด้วยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์เข้มข้น 0.85% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 2 ครั้ง น าสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่ใช้ล้างตัวอย่างครั้ง
สุดท้ายมานับจ านวนจุลินทรีย์ด้วยวิธี spread plate บนอาหารแข็ง YPD ที่เติมคลอแรมเฟนิคอลเข้ม
ข้นสุดท้าย 100 ppm ตัดหัว ปีกคู่หน้า ปีกคู่หลัง และขาออก น าส่วนล าตัวของแมลงมาบดผสม
สารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในโกร่ง น าสารผสมที่ได้ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 25 x 150 มิลลิเมตร ที่มีด้วยอาหารเหลว YPD ที่เติมคอล
แรมเฟนิคอลเข้มข้นสุดท้าย 100 ppm บ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 72 ชั่วโมง จากนั้นน ามาขีดเพ่ือให้ได้โคโลนีเดี่ยวบนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง YPD ที่เติมคลอแรมเฟนิคอลเข้มข้นสุดท้าย 100 ppm ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 72 
ชั่วโมง จนกระทั่งได้เป็นโคโลนีเดี่ยว จากนั้นจับกลุ่มแต่ละลักษณะโคโลนีเข้าด้วยกัน ตามลักษณะ
สัณฐานของโคโลนีแล้วเลือกตัวแทนของแต่ละลักษณะโคโลนีเก็บไว้บนอาหารแข็ง YPD ผิวหน้าเอียง 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นน าตัวแทนของแต่ละลักษณะโคโลนีไปทดสอบการใช้น้ าตาล
ไซโลส โดยเตรียมเซลล์แขวนลอยเข้มข้นเท่ากับสารละลายมาตรฐาน 0.5 แมคฟาแลนด์ จากนั้นน า
เซลล์แขวนลอยที่ได้หยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไซโลส บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 
ชั่วโมง 
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3.6.2 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์โดยอาศัยหลักอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลและการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

3.6.2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Endoh et al., 2008) 

น ายีสต์ที่แยกได้มาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) โดยผสมเซลล์จ านวน 1 ลูปที่
เจริญบนอาหารแข็ง YPD เข้ากับสารละลายไลซีส (lysis solution) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ที่
ประกอบด้วย ยาตาเลส (yatalase) 30 มิลลิกรัม อาร์เอ็นเอสเอ (RNase A) เข้มข้น 100 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 30 ไมโครลิตร ละลายใน ยาตาเลสบัฟเฟอร์ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสนาน 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมเม็ดแก้ว (Sigma Aldrich Co., LLC., U.S.A.) ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.8 มิลลิเมตร ปริมาณ 0.3 กรัมลงไป พร้อมกับสารละลาย SDS เข้มข้น 8% (น้ าหนัก/
ปริมาตร) ปริมาตร 67 ไมโครลิตร ผสมด้วยเครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) นาน 2 นาที บ่มที่
อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตทเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 
87 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที เก็บส่วนใส (supernatant) ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ผสมกับไอโซโพรพานอล (isopropanol) 
ปริมาตร 110 ไมโครลิตร กรองด้วย AcroPrep 96 Multi-Well Filter Plate (PALL Corp., USA) 
จากนั้นล้างตัวกรองด้วยเอทานอลเข้มข้น 70% (ปริมาตร/ปริมาตร) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียสนาน 1 นาที ชะตัวกรองด้วย
บัฟเฟอร์ทีอี (TE buffer) เข้มข้น 1 เท่า ค่าความเป็นกรดด่าง 8.0 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร วางไมโคร
เวลเพลทจ านวน 96 ช่อง (96 well plate) อันใหม่ไว้ใต้ตัวกรองจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บจีโน
มิกดีเอ็นเอที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที น าจีโนมิกดีเอ็น
เอที่ได้ ไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

3.6.2.2 การจัดกลุ่มของเชื อที่แยกได้ด้วยลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการสร้างโดยใช้
เทคนิคพีซีอาร์ (PCR fingerprinting) (Endoh et al., 2011) 

น าจีโนมิกดีเอ็นเอจากข้อ 2.1 มาเพ่ิมชิ้นส่วนดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ ด้วยไมโครแซท
เทิ ล ไลท์ ไพร์ เมอร์จีที จี ไฟ ฟ์  (microsatellite primer (GTG)5  (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’)) 
ก าหนดโปรแกรมเครื่องพีซีอาร์ดังนี้ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที แล้ว
ท าให้เกิดฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์ในขั้นตอน denaturation, annealing และ polymerization จ านวน 
40 รอบ ก าหนดขั้นตอน denaturation ที่ อุณหภูมิ  93 องศาเซลเซียส 45 วินาที  ขั้นตอน 
annealing ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 1 นาที ขั้นตอน polymerization ที่อุณหภูมิ 72 องศา



 
 
 

 

32 

เซลเซียส 1 นาที final polymerization ที่ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 6 นาที องค์ประกอบ
ปฏิกิริยาปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย โกแทกกรีน (GoTaq green, Promega Corp., 
USA.) ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ไพร์เมอร์จีทีจีไฟฟ์ความเข้มข้น 10 พิโคโมล/
มิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร น้ าปราศจากไอออน (deionized water ) ปริมาตร 3.8 
ไมโครลิตร ดี เอ็น เอแม่แบบ (DNA template) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  น าชิ้นส่วนดี เอ็นเอ 
(amplicon) ที่ ได้ ม า แ ย ก ข น าด ข อ งดี เ อ็ น เอ โด ย วิ ธี เจ ล อิ เล็ ก โต ร โฟ รี ซิ ส  (agarose gel 
electrophoresis) เทียบกับ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาดช่วง 100 คู่เบส (100 bp DNA ladder) แล้วจึง
จัดกลุ่มของเชื้อที่แยกได้ตามลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ  

3.6.2.3 การหาล าดับดีเอ็นเอของต าแหน่ง D1/D2 บนยีน large subunit ribosomal 
RNA (LSU D1/D2) small sub unit ribosomal RNA (SSU) และ internal transcribed spacer 
(ITS) (Endoh et al., 2008) 

เลือกตัวแทนของเชื้อจากการจัดกลุ่มด้วยลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการสร้างโดยใช้
เทคนิคพีซีอาร์ น าจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อที่เป็นตัวแทนมาเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอต าแหน่ง LSU 
D1/D2 โดยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพร์เมอร์เอ็นแอลวัน (NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
3’)) แ ล ะ เอ็ น แ อ ล โฟ ร์  (NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCA AGACGG-3’)) (Kurtzman & Robnett, 
2003) ด้วยโปรแกรมเครื่องพีซีอาร์ดังนี้ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที 
จากนั้น denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 52 องศา
เซลเซียส 30 วินาที extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที ทั้งหมด 36 รอบ และ final 
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที เพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอต าแหน่ง SSU ด้วยไพร์
เมอร์ NS1 (5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’) และ NS8 (5’-TCCGCAGGTTCACCTA CGGA-3’) 
(Kurtzman & Robnett, 2003) ด้วยโปรแกรมเครื่องพีซีอาร์ดังนี้ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 
94 องศาเซลเซียส 3 นาที  จากนั้น  denaturation ที่ อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
annealing ที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส 30 วินาที extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 
นาที 30 วินาที จ านวน 36 รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 8 นาที  เพ่ิม
จ านวนชิ้นส่ว่นดีเอ็นเอตรงต าแหน่ง ITS ด้วยไพร์เมอร์ ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 
และ ITS4 (5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al, 1990) องค์ประกอบปฏิกิริยา
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย โกแทกกรีน ความเข้มข้น 2 เท่า ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไพร์
เมอร์ฟอร์เวิร์ด ความเข้มข้น 10 พิโคโมล/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร ไพร์เมอร์รีเวิร์ส ความ
เข้มข้น 10 พิโคโมล/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร น้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 7.2  ไมโครลิตร 
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ดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  น าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้มาท าให้บริสุทธิ์โดย
การกรองด้วย MinElute multi-well filter plate (Qiagen Inc., USA) แล้วล้างด้วยน้ าปราศจาก
ไอออนสองครั้ง ชะผิวหน้าของ MinElute multi-well filter plate ด้วยบัฟเฟอร์ทีอีความเข้มข้น 1 
เท่าปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ท าให้บริสุทธิ์แล้วมาหาล าดับดีเอ็นเอต าแหน่ง LSU 
D1/D2, ITS และ SSU ด้วยวิธี cycle sequencing โดยใช้ชุดส าเร็จรูป BigDye® Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Stafford, USA) ต าแหน่ง LSU D1/D2 และ ITS 
ใช้ไพร์เมอร์ไพร์เมอร์ตามที่กล่าวไปแล้วข้างต้น ต าแหน่ง SSU ใช้ไพร์เมอร์ NS1, NS8, NS2 (5’- 
GGCTGCTGGCACCAGACTTGC -3’), NS3 (5’-GCAAGTCT GGTGCCAGCAGCC-3’), NS4 (5’- 
CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3’) แ ล ะ  NS5 (5’-AACTTAAAGGAATTGACGGAAG-3’) 
(Kurtzman & Robnett, 1998)น าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้ มาท าให้บริสุทธิ์อีกครั้งโดยเติมสารละลาย
โซเดียมแอซิเตทเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ เอทานอลเข้มข้น 100% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  บ่มที่อุณหภูมิห้อง  30 นาที ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน ที่ความเร็ว 
4000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติมเอทานอลเข้มข้น 70% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนที่ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที หลังจากตะกอนแห้งเติมสารละลาย HiDi formamide ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร วิ เคราะห์ล าดับดี เอ็นเอด้วยเครื่อง auto-sequencer ABI Prism 3100 (Applied 
Biosystems, Stafford, USA) ตรวจสอบความถูกต้องและปรับแต่งผลของล าดับดี เอ็นเอด้วย
โปรแกรม Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999) เปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่สมบูรณ์ของต าแหน่ง LSU 
D1/D2 กั บฐานข้ อมู ลออน ไลน์ ที่ ป รากฏอยู่ ใน เวป ไซต์  DNA DataBank of Japan (DDBJ), 
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) และ  GenBank at NCBI ด้ วย โป รแกรม 
BLASTn  (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/blast) 

3.6.2.4 การสร้างแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

น าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอที่สมบูรณ์ของต าแหน่ง LSU D1/D2, SSU และ ITS มาท าการ
เรียงเทียบ (multiple alignment) ด้วยโปรแกรม muscle (Edgar, 2004) จากนั้นวิเคราะห์สาย
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยวิธี Neighbor-joining (NJ) และ maximum-parsimony (MP) ด้วย
โปรแกรม MEGA 6 (Tamura et al., 2013) วิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยวิธี NJ ใช้
แบบจ าลอง Kimura-2-parameter ส าหรับการวิเคราะห์  nucleotide-sequence divergence 
วิเคราะห์ค่า Bootstrap จ านวน 1000 ซ้ า  
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3.6.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของยีสต์สปีชีส์ใหม่ (Kurtzman 
et al., 2011c) 

3.6.3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ ได้แก่ ลักษณะโคโลนี ลักษณะเซลล์ การสร้างเส้น
ใยแท้ (true hyphae) เส้นใยเทียม (pseudohyphae) และการสร้างสปอร์แบบอาศัยเพศ ศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อโดยขีดเชื้อเป็นเส้นตรงบนอาหารแข็งวุ้นเอียง YM หรือ 5% malt 
extract หรือ Sabouraud’s glucose agar บ่มที่ อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน ศึกษา
ลักษณะเซลล์โดยถ่ายเซลล์ลงในอาหารเหลวชนิด YM บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียยส นาน 3 วัน 
ศึกษาการสร้างเส้นใยและเส้นใยเทียมด้วยเทคนิค Dalmau plate โดยขีดเชื้อลงบนอาหารแข็ง 
cornmeal หรือ 5% malt extract หรือ morphology agar วางกระจกปิดสไลด์บนรอยเขี่ยเชื้อ
บางส่วน แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน ชักน าให้เชื้อสร้างสปอร์แบบอาศัย
เพศโดยขีดเชื้อลงบนอาหารแข็ง 5% malt extract, 2% malt extract, V8 juice เจือจาง 10 เท่า
และ 20 เท่า, YM และ cornmeal บ่มที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และ 25 องศาเซลเซียสนาน 30 
วัน 

3.6.3.2 ลักษณะทางสรีรวิทยา 

ถ่ายสารละลายแขวนลอยเซลล์เข้มข้น 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงใน
อาหารเหลวส าหรับการทดสอบความสามารถในการใช้ (assimilation) สารประกอบคาร์บอนจ านวน 
50 ชนิด (carbon assimilation) อาหารเหลวส าหรับทดสอบความสามารถในการใช้อาร์บูติน 
(arbutin) อาหารเหลวส าหรับทดสอบความสามารถในการหมักน้ าตาลกลูโคส อาหารเหลวส าหรับ
ทดสอบความทนต่อแรงดันออสโมติกของสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 10%  และ 16% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) และกลูโคสเข้มข้น 50% (น้ าหนัก/ปริมาตร) อาหารเหลวส าหรับทดสอบ
ความสามารถในการต้านทานต่อสารไซโคลเฮกซะไมด์ (cyclohexamide) เข้มข้น 0.01% และ 0.1% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) อาหารเหลวส าหรับทดสอบความสามารถในการเจริญในอาหารปราศจากวิตามิน 
(vitamin free medium) และอาหารเหลวทดสอบความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิ 25 – 40 
องศาเซลเซียส โดยใช้อาหารเหลว YM อาหารแข็งส าหรับทดสอบความสามารถในการใช้สารประกอบ
ไนโตรเจน 10 ชนิด อาหารแข็งส าหรับทดสอบความสามารถในการผลิตกรดจากน้ าตาลกลูโคส 
อาหารแข็งส าหรับทดสอบความสามารถในการย่อยยูเรีย (hydrolysis of urea) อาหารแข็งส าหรับ
ทดสอบความสามารถในการย่อยเจลาติน (gelatin liquefaction) อาหารแข็งส าหรับทดสอบ
ความสามารถในการต้านทานต่อกรดแอซิติกเข้มข้น 1% (ปริมาตร/ปริมาตร) และ อาหารแข็งส าหรับ
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ทดสอบปฏิกิริยาต่อสารไดอะโซเมียมบลูบี (Diazomium Blue B)  บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ยกเว้นการทดสอบความสามารถในการย่อยเจลาติน บ่มที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส นาน 42 วัน 
ตรวจสอบผลการทดลองทุกๆ 7 วัน  

3.6.4 การทดสอบการหมักเอทานอลของยีสต์ที่คัดแยกได้ 

3.6.4.1 การทดสอบการหมักเอทานอลจากน ้าตาลกลูโคสของยีสต์ที่คัดแยกได้ 

น ายีสต์ที่คัดแยกได้จากข้อ 3.6.1.1  และ 3.6.1.3 มาทดสอบการหมักน้ าตาลกลูโคสโดย
การถ่ายเชื้อจ านวน 1 ลูปที่เจริญบนอาหารแข็ง YPD ที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส 10% ลงในฟ
ลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลวส าหรับเตรีบมกล้าเชื้อ (inoculum medium) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย น้ าตาลกลูโคส 10% หรือ 2% (น้ าหนัก/ปริมาตร) สารสกัดยีสต์ 0.3% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) และ เปปโตน 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 บ่มบน
เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ/หรือ 40 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
200 รอบต่อนาที 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อ 1% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเหลวชนิดเดิม ที่ภาวะเดิม 
ถ่ายเชื้อ 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว fermentation 
medium ปริมาตร 42.5 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย น้ าตาลกลูโคส 15% (น้ าหนัก/ปริมาตร) สารสกัด
ยีสต์ 0.46% (น้ าหนัก/ปริมาตร) และ เปปโตน 0.76% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 5 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ/หรือ 40 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง ในภาวะ
จ ากัดออกซิเจนโดยการใช้แผ่นพาราฟิล์มพันทับจุกส าลีให้แน่น เก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อ (cell free 
culture) โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5 นาที น า
ส่วนใสที่ ได้ ไปวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลด้วยเทคนิค Gas chromatography (GC)  ใช้ S. 
serevisiae TISRT 5596 เป็นยีสต์สายพันธุ์อ้างอิงเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่ยีสต์ผลิตได้ 
ค านวณผลได้เอทานอล (Ethanol yield) จากสมการที่ 3-1  

Ethanol yield=
ความเข้มข้นผลผลิตเอทานอล (

g
l
)

ความเข้มน้ าตาลเริ่มต้น (
g
l
)

  สมการที่ 3–1 

 
3.6.4.2 การทดสอบการหมักเอทานอลจากน ้าตาลไซโลสของยีสต์ที่คัดแยกได้ 

น ายีสต์ที่คัดแยกได้จากข้อ 3.6.1.2 และ 3.6.1.3 มาทดสอบการหมักน้ าตาลไซโลสโดย
การถ่ายเชื้อเจริญบนอาหารไซโลสจ านวน 1 ลูปลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลว
ไซโลส ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ประกอบด้วย น้ าตาลไซโลส 2% (น้ าหนัก/ปริมาตร) สารสกัดยีสต์ 
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0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) และ เปปโตน 0.3% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 บ่ม
บนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที  48 
ชั่วโมง การถ่ายเชื้อ 1% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเหลวชนิดเดิม บ่มที่ภาวะเดิม ทดสอบการ
หมักเอทานอลจากน้ าตาลไซโลสภายใต้ภาวะให้อากาศ โดยการถ่ายเชื้อ 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลง
ในหลอดทดลองขนาด 25 x 150 มิลลิเมตร ที่มีอาหารเหลว xylose fermentation medium 
ปริมาตร 9.5 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย น้ าตาลไซโลส 15% หรือ 5%  (น้ าหนัก/ปริมาตร) สารสกัด
ยีสต์ 0.46% (น้ าหนัก/ปริมาตร) เปปโตน 0.76% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 
บ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที 72 
ชั่วโมง การทดสอบการหมักเอทานอลจากน้ าตาลไซโลสภายใต้ภาวะจ ากัดออกซิเจน ถ่ายเชื้อ 10% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในหลอดทดลองขนาด 15 x 100 มิลลิเมตร ที่มีอาหารเหลว xylose 
fermentation medium ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา ภาวะจ ากัดออกซิเจนโดยการ
ปิดฝาเกลียวให้แน่นแล้วพันทับด้วยแผ่นพาราฟิล์มรอบรอยต่อระหว่างหลอดทดลองและฝา เซลเซียส 
นาน 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที น าส่วนใสที่ ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลด้วยเทคนิค Gas 
chromatography (GC)  ใช้ S. stipitis JCM 10742 เป็นยีสต์สายพันธุ์ อ้างอิง เพ่ือเปรียบเทียบ
ปริมาณเอทานอลที่ยีสต์ผลิตได้ 

3.6.5 การหาภาวะที่เหมาะสมต่อการหมักเอทานอลของยีสต์ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงใน
การหมักเอทานอลที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.6.4 

3.6.5.1 การสร้างกราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโต (growth curve) 

น ายีสต์ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.6.4 เจริญบน
อาหาร YPD ที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส 10% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
48 ชั่วโมง จ านวน 1 ลูป มาถ่ายลงในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลวส าหรับเตรียมกล้า
เชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อลงใน  side arm flask ขนาด 250 
มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลวส าหรับเตรียมกล้าเชื้อ ปริมาตร 50 มิลิลิตร ปรับค่าความขุ่นเริ่มต้นที่ความ
ยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เท่ากับ 0.05  บ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที วัดค่าความขุ่นของเชื้อที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ทุกๆ 
30 นาที น าค่าความขุ่นที่วัดได้มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันะกับระยะเวลา 
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3.6.5.2 การหาค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการหมักเอทานอล 

ถ่ายยีสต์ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.6.4 เจริญบน
อาหาร YPD ที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส 10% (น้ าหนัก/ปริมาตร) จ านวน 1 ลูปลงในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลวส าหรับเตรียมกล้าเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่าแบบ
ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อ 1% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเหลวชนิดเดิม บ่มที่ภาวะเดิม ถ่ายกล้าเชื้อที่ได้ 10% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ลงในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลว fermentation medium ปริมาตร 42.5 
มิลลิลิตร แปรผันค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 และ 6.0 บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส 48 ชั่วโมง ภาวะจ ากัดออกซิเจนโดยการพันแผ่นพาราฟิล์มทับจุกส าลีให้แน่น เก็บตัวอย่าง
น้ าเลี้ยงเชื้อโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5 นาที 
วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลในส่วนใสที่ได้ด้วยเทคนิค Gas chromatography (GC)  

3.6.5.3 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการหมักเอทานอล 

เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.6.4 
ตามวิธีเดียวกับข้อ 3.6.5.2 ถ่ายกล้าเชื้อ 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตรที่
มีอาหารเหลว fermentation medium ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.0 ปริมาตร 42.5 มิลลิลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 40, 42, 46 และ 48 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง ภาวะจ ากัดออกซิเจนโดยการพันแผ่น
พาราฟิล์มทับจุกส าลีให้แน่น เก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อและวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลในส่วนน้ าใสที่
ได้ตามวิธีเดียวกับข้อ 3.6.5.2 

3.6.5.4 การหาความเข้มข้นของน ้าตาลที่เหมาะสมต่อการหมักเอทานอล 

เตรียมกล้าเชื้อยีสต์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการหมักเอทานอลที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.6.4 
ตามวิธีเดียวกับข้อ 3.6.5.2  ถ่ายกล้าเชื้อ 10% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตรที่
มีอาหารเหลว fermentation medium ปริมาตร 42.5 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.0 
แปรผันความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสเริ่มต้นเป็น 15% 20% และ 25% (น้ าหนัก/ปริมาตร) บ่มที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง ภาวะจ ากัดออกซิเจน เก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อและวิเคราะห์
หาปริมาณเอทานอลในส่วนน้ าใสที่ได้ตามวิธีเดียวกับข้อ 3.6.5.2 
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3.6.6 การเปรียบเทียบประสิทธิผลการหมักเอทานอลของเซลล์ตรึง 

3.6.6.1 การเตรียมกากใยหัวมันส้าปะหลังส้าหรับตรึงเซลล์ 

น ากากใยหัวมันส าปะหลังมาล้างด้วยน้ ากลั่นในอัตราส่วน 1 กรัม/น้ า 10 มิลลิลิตร 
จนกระทั่งน้ าล้างกากใยหัวมันส าปะหลังมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.0 กรองกากใยหัวมัน
ส าปะหลังผ่านตะแกรงร่อนเบอร์ 20 (ขนาดช่องตะแกรง 850 ไมครอน) เก็บตัวอย่างกากใยฯที่ผ่าน
ตะแกรงร่อน (ขนาดเล็กกว่า 850 ไมครอน) น าไปท าแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจนกระทั่ง
น้ าหนักคงที่  

3.6.6.2 การศึกษาลักษณะของกากใยหัวมันส้าปะหลัง 

น ากากใยหัวมันส าปะหลังที่เตรียมได้จากข้อ 3.6.6.1 มาศึกษาลักษณะ    สัณฐาน
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, JSM-5410LV, 
JEOL Co. Ltd., Japan) ที่ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
หาค่าดัชนีการดูดซับน้ าของกากใยฯ (water absorption index, WAI) (Razmovski & Vučurović, 
2012)โดยน ากากใยของหัวมันส าปะหลัง 1.25 กรัมน้ าหนักแห้งมากวนผสมในน้ าปริมาตร 15 
มิลลิลิตร นาน 10 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส 10 นาที เทส่วน
น้ าทิ้ ง น ากากใยฯที่ ได้มาชั่ งน้ าหนัก ค านวณค่าดัชนีการดูดซับน้ าจากสมการที่  3–2 ศึกษา
ความสามารถในการตรึงเซลล์ของกากใยหัวมันส าปะหลัง (cell retention capacity) (Razmovski 
& Vučurović, 2012)โดยน าเซลล์ปริมาณ 0.2 กรัม (น้ าหนักแห้ง) ตรึงบนกากใยหัวมันส าปะหลัง
ปริมาณ 1.0 กรัมนาน 1 ชั่วโมงน าส่วนผสมระหว่างเซลล์และกากใยหัวมันส าปะหลังกรองด้วย
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 (ขนาดรูพรุนเท่ากับ 20 – 25 ไมครอน) ล้างกากใยหั วมัน
ส าปะหลังที่กรองได้ด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้งเพ่ือก าจัดเซลล์ที่ไม่ถูกตรึงจากนั้นน ากากใยหัวมันส าปะหลังไป
ท าแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจนกระทั่งน้ าหนักคงที่ค านวณความสามารถในการตรึงเซลล์ของ
กากใยหัวมันส าปะหลังจากสมการที่ 3-3 
สมการที่ 3–2 

ดัชนีการดูดซับน้ า=
น้ าหนักเปียกของกากใยหัวมันส าปะหลัง (กรัม)

น้ าหนักแห้งของกากใยหัวมันส าปะหลัง (กรัม)
 

สมการที่ 3–3  

ความสามารถในการตรึงเซลล์

=
น้ าหนักเซลล์ที่เหลืออยู่บนกากใยหัวมันส าปะหลัง (กรัมน้ าหนักแห้ง)

น้ าหนักกากใยหัวมันส าปะหลัง(กรัมน้ าหนักแห้ง)
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3.6.6.3 การเตรียมกล้าหัวเชื อเริ่มต้น (seed culture) ส้าหรับการหมักเอทานอล 

ถ่ายยีสต์ซึ่งมีประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.6.4 เจริญบน
อาหารแข็ง YPD ที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส 10% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่ อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส 48 ชั่วโมงจ านวน 1 ลูป ลงในอาหารเหลวส าหรับเตรียมกล้าเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  
บรรจุลงในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อที่ได้ลงใน side arm flask ขนาด 250 
มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลวชนิดเดิมปริมาตร 50 มิลิลิตร ปรับค่าความขุ่นเริ่มต้นของเซลล์ที่ความยาว
คลื่น 660 นาโนเมตรเป็น 0.05 บ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที จนกระทั่ งเชื้อเจริญอยู่ ในช่วง late log phase (10 ชั่วโมง) หรือ
จนกระทั่งค่าความขุ่นของเซลล์เท่ากับ 1.4 ปั่นเหวี่ยงเก็บเซลล์ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 4 องศา
เซลเซียส 5 นาที นับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์ (haemacyto meter) 

3.6.6.4 การหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างจ้านวนเซลล์กับกากใยหัวมันส้าปะหลัง
ส้าหรับการตรึงเซลล์ด้วยกากใยหัวมันส้าปะหลัง 

แขวนลอยกล้าเชื้อเริ่มต้นจากข้อ 3.6.6.3 ปริมาณ 1.37x1010  เซลล์ ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมเซลล์ที่เตรียมได้และ
กากใยหัวมันส าปะหลัง 1.2 กรัม (น้ าหนักแห้ง) เข้าด้วยกัน บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที น ากากใย
หัวมันส าปะหลังที่มีเซลล์ตรึงอยู่ทั้งหมดไปหมักเอทานอลโดยใส่ในอาหารเหลว fermentation 
medium ปริมาตร 45 มิลลิลิตร บรรจุในขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส 48 ชั่วโมง ภาวะจ ากัดออกซิเจนโดยการปิดฝาเกลียวให้แน่น เก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อโดย
การปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5 นาที น าส่วนน้ าใสที่ได้ไป
วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลด้วยเทคนิค Gas chromatography (GC) หาอัตราส่วนที่เหมาะสม
ระหว่างจ านวนเซลล์และกากใยหัวมันส าปะหลังโดยแปรผันจ านวนเซลล์ของกล้าเชื้อเป็น 1x109 
เซลล์ 6.1x109  เซลล์ 2.62x1010 เซลล์ และ 3.93x1010 เซลล์ และแปรผันปริมาณกากใยหัวมัน
ส าปะหลังเป็น 2.4 และ 4.8 กรัม (น้ าหนักแห้ง)  

3.6.6.5 วิธีการตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต 

แขวนลอยกล้าเชื้อเริ่มต้นจากข้อ 3.6.6.3 จ านวน 1.37x1010 เซลล์ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าเซลล์ที่เตรียมได้มาผสม
กับสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเข้มข้น 2% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 
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ปริมาตร  10 มิลลิลิตร หยดสารผสมระหว่างเซลล์และอัลจิเนตด้วยปิเปตแก้วขนาด 10 มิลลิลิตร เส้น
ผ่านศูนย์กลางของปากปิเปตเท่ากับ 3.5 มิลลิเมตร ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
100 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 200 มิลลิลิตรที่มีการกวนผสมตลอดเวลา บ่มเม็ดเจลที่ได้ที่อุณหภูมิห้องนาน 
15 นาที จากนั้นกรองเก็บเม็ดเจลที่ได้ด้วยผ้าขาวบาง ล้างเม็ดเจลด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์
เข้มข้น 0.9% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ทุกขั้นตอนท าในตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) 
นับจ านวนเซลล์ที่ไม่ถูกตรึงด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์  

3.6.6.6 วิธีการตรึงเซลล์ด้วยกากใยหัวมันส้าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต 

แขวนลอยกล้าเชื้อเริ่มต้นจากข้อ 3.6.6.3 จ านวน 1.37x1010 เซลล์ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85% (น้ าหนัก/ปริมาตร)  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมเซลล์ที่เตรียมได้กับ
กากใยหัวมันส าปะหลัง 1.2 กรัม (น้ าหนักแห้ง) บ่มที่ อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที จากนั้นเติม
สารละลายโซเดียมอัลจิเนตเข้มข้น 2% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่าง 7 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตรและผสมให้เข้ากัน หยดของเหลวผสมที่ได้ด้วยปิเปตแก้วขนาด 10 มิลลิลิตร เส้นผ่าน
ศูนย์กลางของปลายปิเปตเท่ากับ 3.5 มิลลิเมตร ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 100 มิลลิ
โมลาร์ปริมาตร 200 มิลลิลิตรที่ กวนผสมอยู่ตลอดเวลา บ่มเม็ดเจลที่ได้ที่อุณหภูมิห้องต่ออีก 15 นาที 
จากนั้นกรองเก็บเม็ดเจลที่ได้ด้วยผ้าขาวบาง ล้างเม็ดเจลด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 
0.85% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ทุกขั้นตอนข้างต้นท าโดยเทคนิคปลอดเชื้อ (aseptic technique) นับ
จ านวนเซลล์ที่ไม่ถูกตรึงจากทุกขั้นตอนด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์  

3.6.6.7 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลโดยเซลล์ตรึงแบบต่างๆ 

การหมักเอทานอลโดยเซลล์ตรึงกับเส้นใยหัวมันส าปะหลัง 
น าเซลล์ตรึ งกับ เส้นหั วใยหั วมันส าปะหลั งจากข้อ  3.6.6.4 ลงในอาหารเหลว 

fermentation medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง ภาวะจ ากัดออกซิเจนโดยการปิดฝาเกลียวให้แน่น เก็บตัวอย่าง
น้ าเลี้ยงเชื้อโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5 
นาที น าส่วนน้ าใสที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลด้วยเทคนิค Gas chromatography (GC)  
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การหมักเอทานอลโดยเซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต
และเซลล์ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต 

น าเม็ดเจลจากข้อ 3.6.6.6 และข้อ 3.6.6.5 ลงในอาหารเหลว fermentation medium 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร หมัก     เอทานอลตามวิธีข้างต้น 
เปรียบเทียบเอทานอลที่ผลิตได้เมื่อใช้เซลล์อิสระ 

3.6.6.8 การหมักเอทานอลจากกากน้ าตาลโดยเซลล์ตรึงกับกากใยหัวมันส าปะหลัง 

แขวนลอยกล้าเชื้อเริ่มต้นจากข้อ 3.6.6.3 ปริมาณ 1.37x1010  เซลล์ ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมเซลล์ที่เตรียมได้และ
กากใยหัวมันส าปะหลัง 1.2 กรัม (น้ าหนักแห้ง) เข้าด้วยกัน บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที น ากากใย
หัวมันส าปะหลังที่มีเซลล์ตรึงอยู่ทั้งหมดใส่ลงในอาหาร Molasses medium ที่แปรผันความเข้มข้น
ของกากน้ าตาลให้มีปริมาณน้ าตาลเริ่มต้นเป็น 20%, 22%, 24% และ 26% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
แอมโมเนียมซัลเฟต 1.3 กรัม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.7 กรัม แมกนีเซียมซัลเฟตเฮป
ตะไฮเดรต 0.5 กรัม ในน้ ากลั่น 998 ลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดดู
แรนขนาด 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 100 ชั่วโมง ภาวะจ ากัดออกซิเจนโดยการ
ปิดฝาเกลียวให้แน่น เขย่าผสมด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บ
ตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อที่ 24, 48, 72 และ 100 ชั่วโมง โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5 นาที น าส่วนน้ าใสที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณ เอทานอลด้วย
เทคนิค Gas chromatography (GC) 

3.6.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

เปรียบเทียบผลการหมักเอทานอลที่ได้ด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ด้วย

โปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 17 ก าหนดระดับนัยส าคัญเท่ากับ 0.05 (α=0.05) 



 

 

บทที ่4.  
ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

4.1 ผลการคัดแยกยีสต์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์โดยหลักอนุกรมวิธานโมเลกุล
และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

4.1.1 ผลการคัดแยกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ที่คัดแยกได้จากโรงงานน้ าตาล 

ตัวอย่างน้ าอ้อย ดิน น้ าเสีย ตะกอนและอ่ืนๆจากกระบวนการผลิตน้ าตาลทรายทั้งหมด 
83 ตัวอย่าง จากโรงงานผลิตน้ าตาลทราย 5 แห่งได้แก่ บริษัทไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม บริษัทน้ าตา
ลครบุรีจ ากัดมหาชน บริษัทอุตสาหกรรมน้ าตาลทีเอ็นจ ากัด โรงงานน้ าตาลราชสีมา จ ากัด และบริษัท
น้ าตาลสระบุรีจ ากัด แยกยีสต์ได้ทั้งหมด 128 ไอโซเลต แบ่งเป็นยีสต์ที่แยกที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส 29 ไอโซเลต (จากโรงงานไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม) และยีสต์ที่แยกที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส 99 ไอโซเลต โดยแบ่งเป็นยีสต์ที่แยกได้จากบริษัทไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม 25 ไอโซเลต 
(ตารางที่ 4-1) บริษัทน้ าตาลครบุรีจ ากัดมหาชน 20 ไอโซเลต (ตารางที่ 4-2) โรงงานน้ าตาลราชสีมา 
14 ไอโซเลต (ตารางที่ 4-3) บริษัทอุตสาหกรรมน้ าตาลทีเอ็นจ ากัด 16 ไอโซเลต (ตารางที่ 4-4) และ
บริษัทน้ าตาลสระบุรีจ ากัด 23 ไอโซเลต (ตารางที่ 4-5)  

ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ด้วยล าดับดีเอ็นเอของต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU 
rRNA พบว่ายีสต์ที่แยกได้จากโรงงานน้ าตาลไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
จัดอยู่ใน 5 จีนัส 5 สปีชีส์ คือ Pichia manshurica, Candida ethanolica, S. cerevisiae, Pichia 
kudriavzevii และ Kluyveromyces marxianus (ตารางที่  4-6) และพบว่า S. cerevisiae เป็น
ยีสต์ที่พบมากที่สุดคิดเป็น 44.83% ของยีสต์ทั้งหมดที่แยกได้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รองลงมา
คือ C. ethanolica และ P. manshurica ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสยีสต์ที่แยกได้จัดอยู่ใน 7 
จี นั ส  7 ส ปี ชี ส์  คื อ  P. manshurica, S. cerevisiae, Pichia kudriavzevii, K. marxianus, 
Ogataea polymorpha, Candida nivariensis และ Schizasaccharomyces pombe (ตารางที่ 
4-7 ถึง ตารางที่ 4-11) O. polymorpha เป็นยีสต์ที่พบมากที่สุดคิดเป็น 28.28% ของยีสต์ทั้งหมดที่
แยกได้ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส รองลงมาคือ S. cerevisiae (27.27%) และ K. marxianus 
(25.25%) ซึ่งสอดคล้องกับผลงานวิจัยที่มีการรายงานก่อนหน้านี้กล่าวคือยีสต์ที่คัดแยกได้จากโรงงาน
น้ าตาลส่วนใหญ่คือ S. cerevisiae, K. marxianus และ O. polymorpha (Abdel-Fattah et al., 
2000; Anderson et al., 1988; Chandrasena et al., 2006; Shehata, 1960) Milintawisamai 
และคณะ (2008) รายงานว่า S. cerevisiae, Candida guilliermondii และ Candida tropicalis 
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เป็นยีสต์ที่พบปนเปื้อนในโรงงานน้ าตาลมากที่สุด นอกจากนี้ S. cerevisiae, K. marxianus และ O. 
polymorpha ยังสามารถคัดแยกได้จ านวนมากจากตัวอย่าง ลูกตาล (Kumar et al., 2011).  

ตารางที ่4–1 ตัวอย่างจากบริษัทไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรมและจ านวนยีสต์ที่แยกได้ 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง 
จ านวนยีสต์ที่แยกได้ 

30 องศาเซลเซียส 40 องศาเซลเซียส 

1 น้ าอ้อย 3 2 
2 น้ าอ้อยบริเวณบ่อพัก 2 2 4 

3 น้ าอ้อยบริเวณบ่อพัก ชุด 5  2 4 
4 น้ าอ้อยบริเวณลูกหีบ ชุด 1 3 2 

5 น้ าอ้อยบริเวณบ่อพัก ชุด 4  2 1 

6 น้ าเสียบ่อแรก 1 1 
7 น้ าอ้อย ที่ 70 องศาเซลเซียส 1 1 

8 น้ าโคลนที่มาจากบ่อพักใส 4 - 

9 น้ าอ้อยชุดแรก 1 2 
10 น้ าล้างบ่อ 1 3 

11 C-massecuite 1 - 

12 กากอ้อย 2 3 
13 ส่วนตะกอนที่ 70 องศาเซลเซียส  2 - 

14 molass จากบ่อพัก (ที่เดือด) - - 
15 molass 1 1 

16 filter cake 3 1 

รวม 16 29 25 
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ตารางที่ 4–2 ตัวอย่างจากบริษัทน้ าตาลครบุรีจ ากัดมหาชนและจ านวนยีสต์ที่แยกได้ 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง 
จ านวนยีสต์ที่แยกได้ 
(40 องศาเซลเซียส) 

1 น้ าอ้อย ชุด 1 1 

2 น้ าอ้อยจากบ่อ 3 

3 น้ าทิ้งจากลูกหีบ 1 

4 น้ าทิ้งจากระบบ 3 

5 น้ าอ้อยจากลูกหีบ 1 

6 น้ าอ้อย (ในหม้อต้ม) 2 

7 น้ าทิ้งบริเวณลูกหีบชุด 4 2 

8 น้ าขี้โคลน 2 

9 น้ าทิ้งจากหม้อต้ม 1 

10 น้ าทิ้งจากหม้อเดี่ยว 2 

11 filter cake 1 

12 Bagassilo 2 

13 ทราย (บริเวณถังดักทราย) 3 

รวม 13 20 
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ตารางที่ 4–3 ตัวอย่างจากโรงงานน้ าตาลราชสีมาและจ านวนยีสต์ที่แยกได้ 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง 
จ านวนยีสต์ที่แยกได้ 
(40 องศาเซลเซียส) 

1 น้ าทิ้งจากลูกหีบ ชุด 1 1 
2 น้ าอ้อยชุด 1 1 

3 น้ าทิ้งจากระบบ 1 

4 น้ าอ้อย 1 
5 น้ าทิ้งจากลูกหีบ ชุด 1 ราง 2 2 

6 กากอ้อย 1 
7 กากอ้อยจากหม้อกรอง 2 

8 กากอ้อยจากลูกหีบ ชุด 1 1 

9 กากอ้อยจากหม้อพักใส 2 
10 ทรายบริเวณถังน้ าอ้อย ชุด 1 3 

รวม 10 15 
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ตารางที่ 4–4 ตัวอย่างจากบริษัทอุตสาหกรรมน้ าตาลทีเอ็นจ ากัดและจ านวนยีสต์ที่แยกได้ 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง 
จ านวนยีสต์ที่แยกได้ 
(40องศาเซลเซียส) 

1 ขี้เค้กเก่า (หมักแล้ว) - 
2 ขี้เค้กใหม่ 1 

3 น้ าอ้อยลูกหีบชุดแรก 1 

4 น้ าทิ้งบริเวณทางเข้า 1 
5 น้ าอ้อย - 

6 น้ าอ้อยด้านนอก (refine) - 
7 ตะกอน ที่ 70 องซาเซลเซียส - 

8 กากอ้อยจากลูกหีบชุด 1 1 

9 น้ าจากรางบริเวณถัง re-melt - 
10 น้ าอ้อยที่กรองใส 3 

11 กากอ้อย (ลูกหีบชุด 1) - 

12 น้ าเชื่อม 2 
13 ตะกอน (63 องศาเซลเซียส ถังที่ 1) 1 

14 ตะกอน (63 องศาเซลเซียส ถังที่ 2) - 

15 น้ าจากรางบริเวณถัง re-melt 1 
16 น้ าทิ้ง - 

17 น้ าเชื่อม (re-melt sugar tank) - 
18 กากอ้อยจากลูกหีบชุดแรก 1 

19 น้ าจากลูกหีบชุดแรก 3 

20 น้ าอ้อย 1 
21 กากอ้อยจากลูกหีบ - 

รวม 21 16 
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ตารางที่ 4–5ตัวอย่างที่เก็บจากโรงงานน้ าตาลสระบุรีทั้งหมด 22 ตัวอย่างและจ านวนยีสต์ที่แยกได้ 

ตัวอย่างที่ ชนิดตัวอย่าง 
จ านวนเชื้อที่แยกได้ 
(40 องศาเซลเซียส) 

1 น้ าทิ้งจากร่องน้ า - 
2 โคลนบริเวณร่องน้ า - 

3 กากน้ าตาล 1 - 

4 กากอ้อย - 
5 แอ่งน้ าเน่าบริเวณโรงงาน 1 

6 กากน้ าตาล 2 - 
7 กากน้ าตาล 3 - 

8 น้ าวนในระบบ - 

9 น้ าทิ้งบริเวณท่อระบายน้ า 2 
10 น้ าทิ้งบริเวณท่อระบายน้ า 2 

11 น้ าทิ้งจากร่องน้ า 2 

12 น้ าอ้อย - 
13 ท่อระบายน้ าจากหม้อปั่น - 

14 น้ าอ้อย 1 

15 ท่อระบายน้ าจากหม้อปั่น 3 
16 กากน้ าตาล 4 2 

17 น้ าอ้อยจากลูกหีบ 1 
18 น้ าบริเวณร่องน้ า (ร้อน) - 

19 น้ าอ้อยจากลูกหีบ 2 2 

20 น้ าทิ้งบริเวณลูกหีบ 1 2 
21 น้ าบริเวณพ้ืนในโรงงาน 1 

22 น้ าในร่องน้ าร้อน 1 

23 โคลนที่พ้ืนโรงงาน 1 
รวม 23 23 
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4.1.2 ผลการคัดแยกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ที่สามารถใช้น้ าตาลไซโลสเพ่ือการ
เจริญจากป่าพรุหนองจ ารุง 

ตัวอย่างดินและน้ าจากป่าพรุหนองจ ารุง ต.ซากพง อ.แกลง จ.ระยอง ทั้งหมด 59 
ตัวอย่าง สามารถแยกยีสต์ที่สามารถใช้น้ าตาลไซโลสได้ทั้งหมด 27 ไอโซเลต เมื่อน ามาระบุชื่อเชื้อตาม
ข้อมูลล าดับดีเอ็นเอต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แบ่งเป็น 7 จีนัส 9 สปีชีส์ คือ Candida 
sojae, Candida maltose, Meyerozyma caribbica, Schwanniomyces polymorphus var. 
africanus, Candida pseudolambica, Cyberlindnera subsufficiens, Zygoascus 
hellenicus var. hellenicus, Blastobotrys raffinofermentans แ ล ะ  Zygoascus meyerae 
(ตารางที่ 4-12) จากผลการระบุชื่อเชื้อพบว่า C. sojae เป็นยีสต์ที่พบมากที่สุดคิดเป็น 51.9% ของ
ยีสต์ที่แยกได้จากป่าพรุทั้งหมด นอกจากนี้พบว่าสายพันธุ์ N1-7 อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ที่จัดอยู่ใน 
Wickerhamomyces Clade มีความใกล้เคียงกับสปีชีส์ Candida yuanshanicus  มากที่สุด โดย
มี %identity ของต าแหน่ง D1/D2 ระหว่างยีสต์ที่คาดว่าจะเป็นสปีชีส์ใหม่ Wickerhamomyces 
sp. N1-7 แล ะ  C. yuanshanicus เท่ ากั บ  98.0% แล ะมี ค ว าม แต ก ต่ า งขอ ง  Nucleotide 
substitution เท่ า กั บ  8 ห รื อ เท่ า กั บ  1.4% sequence Divergence แ ล ะ แ ต ก ต่ า ง จ า ก 
Wickerhamomyces rabaulensis เท่ากับ 89% identity มี 57 nucleotides substitution และ 
9.7% sequence Divergence โดยทั่วไปการพิจารณาว่ายีสต์ที่คัดแยกได้นั้นเป็นยีสต์สปีชีส์ใด
สามารถท าได้โดยการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของยีสต์ที่ไม่ทราบสปีชีส์นั้นกับ
ฐานข้อมู ลออน ไลน์ ที่ ป รากฏอยู่ ใน เวป ไซต์  DNA DataBank of Japan (DDBJ)  European 
Molecular Biology Laboratory (EMBL) และ  GenBank at NCBI โดยใช้ โป รแกรม  BLASTn 
ล าดับดีเอ็นเอของยีสต์ไม่ทราบสปีชีส์กับของยีสต์ที่น ามาเปรียบเทียบมีความแตกต่างกันน้อยกว่าหรือ
เท่ากับ 3 nucleotides substitution แสดงว่ายีสต์ทั้งสองชนิดเป็นยีสต์สปีชีส์เดียวกัน แต่ถ้าหาก
ล าดับเอ็นเอของยีสต์ทั้ งสองชนิดนั้นมีความแตกต่างกันมากกว่าหรือเท่ากับ 6 nuclrotides 
substitution (1% divergence) แสดงว่ายีสต์สองชนิดนั้นเป็นยีสต์ต่างชนิดกัน (Fell et al., 2000) 
จากแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการของ Wickerhamomyces sp. N1-7 และยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียงพบว่า
Wickerhamomyces sp. N1-7 แยกออกจาก C. yuanshanicus อย่างชัดเจนโดยค่า Bootstrap 
เท่ากับ 100% (รูปที่ 4-1) 
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รูปที่ 4–1แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Neighbor-joining โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต าแหน่งและ
ความสัมพันธ์ของ Wickerhamomyces sp. N1-7 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งของ
แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอทั้งหมด 
1000 ครั้ง (ไม่แสดงผลของค่า Bootstrap ที่ต่ ากว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession 
number แ ล ะ ก า ห น ด ให้  S c h iz a s a c c h a ro m y c e s  p o m b e  เป็ น  out group
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4.1.3 ผลการคัดแยกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ที่สามารถใช้น้ าตาลไซโลสเพ่ือการ
เจริญจากตัวอย่างแมลง 

จากตัวอย่างแมลงทั้งหมด 14 ตัวอย่าง แบ่งออกเป็นด้วงงวงมะพร้าว 8 ตัวอย่าง และ 
แมลงกุดจี่ยักษ์ 6 ตัวอย่าง แยกยีสต์ได้ทั้งหมด 178 ไอโซเลต โดยแบ่งเป็นยีสต์ที่แยกจากด้วงงวง
มะพร้าว 82 ไอโซเลต และยีสต์ที่แยกจากแมลงกุดจี่ยักษ์ 96 ไอโซเลต ผลจากทดสอบความสามารถ
ใช้น้ าตาลไซโลสเพ่ือการเจริญโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งพบว่ายีสต์ส่วนใหญ่ที่แยกได้ (167 ไอโซเลต) 
สามารถใช้น้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงชนิดเดียวเพ่ือการเจริญได้  

ผลจากการจัดกลุ่มตามรูปแบบของ PCR finger print ยีสต์ที่แยกจากด้วงงวงมะพร้าว
สามารถจัดกลุ่มได้ 31 รูปแบบ (รูปที่ 4-2) เมื่อเลือกตัวแทนของยีสต์จากแต่ละรูปแบบ PCR finger 
print มาพิสูจน์เอกลักษณ์ของด้วยล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA พบว่าเป็นยีสต์
ทั้งหมด 6 จีนัส 15 สปีชีส์ คือ Candida sorboxylosa, C. tropicalis, Candida akabanensis, 
Candida stellimalicola, Candida boidinii, Candida intermedia, Cyberlindnera jadinii, 
C. ethanolica, Ogataea thermomethanolica, Zygoascus hellenicus, Candida 
psuedointermedia, Candida quercitrusa, Hanseniaspora thailandica, Hanseniaspora 
opuntiae และ Trichosporon mycotoxinivorans ยีสต์ที่พบมากที่สุดคือ C. sorboxylosa (26 
สายพันธุ์) คิดเป็น 30% ของยีสต์ทั้งหมดที่แยกได้ นอกจากนี้ยังพบว่าจากจ านวนยีสต์ที่แยกได้ทั้งหมด
สายพันธุ์ RW2-7, RW2-10, RW3-2, RW2-21, RW2-23, RW4-9, RW4-14 และ RW4-19 อาจเป็น
ยีสต์สปีชีส์ใหม่อย่างน้อย 6 สปีชีส์ ซึ่งจัดอยู่ในจีนัส Cyberlindnera, Candida และ Ogataea 
(ตารางท่ี 4-13) 

 
รูปที่ 4–2 รูปแบบ PCR finger print ของยีสต์ที่แยกได้จากด้วงงวงมะพร้าว
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รูปที่ 4-2 (ต่อ) รูปแบบ PCR finger print ของยีสต์ที่แยกได้จากด้วงงวงมะพร้าวโดยเทคนิคพีซีอาร์ 
ด้วยไมโครแซทเทิลไลท์ไพร์เมอร์จีทีจีไฟฟ์ 

สายพันธุ์  RW2-7, RW2-10 และ RW3-2 คาดว่าจะเป็ นยีสต์สปีชี ส์ ใหม่ ในจีนั ส 
Cyberlindnera โด ยส าย พั น ธุ์  RW2-7, RW2-10 และ  RW3-2 มี ค ว าม ใกล้ เคี ย งกั บ สปี ชี ส์ 
Cyberlindnera jadinii มากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU ด้วย
โปรแกรม BLASTn homology search ระหว่างยีสต์สายพันธุ์  RW2-7, RW2-10, RW3-2 และ      
Cy. jadinii พบว่าล าดับดีเอ็นเอต าแหน่ง D1/D2 ของไอโซลเลต RW2-7 แตกต่างจาก Cy. jadinii 
เท่ากับ 6 nucleotides substitution หรือ 1.04% sequence divergence (99% identity) ล าดับ
ดีเอ็นเอต าแหน่ง D1/D2 ของสายพันธุ์ RW 2-10 แตกต่างจาก Cy. jadinii เท่ากับ 8 nucleotides 
substitution หรือ 1.38% sequence divergence (98% identity) และ ล าดับดีเอ็นเอต าแหน่ง 
D1/D2 ของสายพันธุ์ RW 3-2 แตกต่างจาก Cy. jadinii เท่ากับ 18 nucleotides substitution 
หรือ 3.12% sequence divergence (98% identity) จึงท าให้สันนิษฐานได้ว่าสายพันธุ์ RW2-7, 
RW2-10 และ RW3-2 เป็นยีสต์ต่างสปีชีส์กับ Cy. jadinii และคาดว่าทั้งสามสายพันธุ์อาจจะเป็น
ยีสต์สปีชีส์ใหม่ และจากแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการชนิด Maximum parsimony (Maximum 
parsimony phylogenetic tree) พบว่ายีสต์ทั้งสามสายพันธุ์แยกออกจาก Cy. jadinii อย่างชัดเจน
โดยมีค่า Bootstrap เท่ากับ 100% และแบ่งเป็น 2 sub branches คือสายพันธุ์ RW3-2 และ RW2-
7 (รูปที่ 4-3) เมื่อเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของยีสต์ทั้งสามสายพันธุ์พบว่ายีสต์ทั้ง
สามสายพันธุ์ไม่ใช่ยีสต์สปีชีส์เดียวกัน เนื่องจากยีสต์แต่ละสายพันธุ์มีความแตกต่างกันของดีเอ็นเอ
มากกว่า 6 nucleotides substitution โดยสายพันธุ์  RW2-7 แตกต่างจากสายพันธุ์  RW2-10 
เท่ า กั บ  9 nucleotides substitution (1.56% sequence divergence, 98% identity) แ ล ะ
แ ต ก ต่ า งจ าก ส าย พั น ธุ์  RW3-2 เท่ า กั บ  9 nucleotides substitution (2.77% sequence 
divergence, 97% similarity) ไอ โซ เลต  RW2-10 แตกต่ างจากสาย พัน ธุ์  RW3-2 เท่ ากับ  8 
nucleotides substitution (1.38% sequence divergence, 98% identity) จากแผนภูมิต้นไม้
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เชิงวิวัฒนาการ (รูปที่  4-3) พบว่ายีสต์ทั้ งสามสายพันธุ์แยกออกจากกันอย่างชัดเจนด้วยค่า 
Bootstrap มากกว่า 57%  

สายพันธุ์ RW2-21 และ สายพันธุ์ RW2-23 คาดว่าอาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ที่อยู่ใน 
Metschnikowia clade โดยสายพันธุ์ RW2-21 มีความใกล้เคียงกับ Candida blattae มากที่สุด 
ส่วนสายพันธุ์ RW2-23 มีความใกล้เคียงกับ Candida wancherniae มากที่สุด ล าดับดีเอ็นเอที่
ต าแหน่ ง D1/D2 ของสาย พันธุ์  RW2-21 และ C. blattae มีความแตกต่ างกัน เท่ ากับ  9 
nucleotides substitution (1.75% sequence divergence, 98% identity) จากแผนภูมิต้นไม้
เชิงวิวัฒนการชนิด Neighbor-joining พบว่าสายพันธุ์ RW2-21 แยกออกจาก C. blattae อย่าง
ชัดเจนโดยมีค่า Bootstrap เท่ากับ 100% (รูปที่ 4-4) ความแตกต่างของล าดับดีเอ็นที่ต าแหน่ง 
D1/D2 ระหว่างสายพันธุ์ RW2-23 และ C. wancherniae เท่ากับ 23 nucleotides substitution 
(4.21% sequence divergence, 96% identity) จ าก แผ น ภู มิ ต้ น ไม้ เชิ งวิ วัฒ น การด้ ว ย วิ ธี 
Neighbor-joining พบว่าสายพันธุ์ RW2-23 แยกออกจาก C. wancherniae อย่างชัดเจนโดยมีค่า 
Bootstrap เท่ากับ 71% (รูปที่ 4-5) ยีสต์หลายสปีชีส์ในกลุ่ม Metschnikowia Clade ถูกจัดเป็น
ยีสต์ที่มีความสัมพันธ์กับแมลงที่อาศัยอยู่ในดอกไม้ หรือเป็นยีสต์ที่อาศัยอยู่ในดอกไม้ตัวอย่างเช่น 
Metschnikowia aberdeeniae อ ยู่ ร่ ว ม กั บ แ ม ล งที่ อ ยู่ ใน ด อก  morning glory ใน บ ริ เวณ 
equatorial Africa(Lachnace et al., 2006b) Metschnikowia arizonensis พบอยู่ร่วมกับด้วงใน
วงศ์ Nitidulidae (Lachance & Bowles, 2002) และ Metschnikowia reukaufii สามารถพบได้
จากเกสรดอกไม้หลายชนิด (Pitt & Miller, 1968) เป็นต้น  

 
รูปที่ 4–3 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Maximum parsimony โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต าแหน่งและ
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ความสัมพันธ์ของ Cyberlindnera sp., RW2-7, RW2-10 และ RW3-2 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง 
ตัวเลขบริเวณกิ่งของแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยเปรียบเทียบล าดับดี
เอ็นเอทั้งหมด 1000 ครั้ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่ ากว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank 
accession number และก าหนดให้ Wickerhamomyces anomalus เป็น out group 

 
รูปที่ 4–4 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Neighbor-joining โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต าแหน่งและ
ความสัมพันธ์ของ Metschnikowia sp., RW2-21 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งของ
แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอทั้งหมด 1000 
ครั้ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่ ากว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession number 
และก าหนดให้ Metschnikowia agaves เป็น out group 

จากผลการเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของสายพันธุ์ 
RW4-9, RW4-14 และ RW4-19 ด้วยโปรแกรม BLASTn homology search พบว่าทั้งสามสายพันธุ์ 
อาจเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ที่อยู่ใน Ogataea clade เนื่องจากล าดับดีเอ็นเอของทั้งสามสายพันธุ์ มีความ
แตกต่างจากยีสต์ในสปีชีส์ใกล้เคียงมากกว่า 6 โดยมี Candida cylindracea เป็นยีสต์ที่มีความ
ใกล้เคียงกับทั้งสามสายพันธุ์นี้มากที่สุด โดยล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 แตกต่างจาก Candida 
cylindracea เท่ากับ 9 nucleotides substitution (1.60% DNA sequence divergence, 98% 
identity) จากแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการชนิด Neighbor-joining แสดงให้เห็นว่ายีสต์ทั้งสามไอโซ
เลตแยกออกจาก Candida cylindracea และสปีชีส์ใกล้เคียงอ่ืนๆอย่างชัดเจนด้วยค่า Bootstrap 
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เท่ากับ 100% (รูปที่ 4-6) และเมื่อเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของยีสต์ทั้งสามสาย
พันธุ์พบว่าเป็นยีสต์สปีชีส์เดียวกัน (100% identity) 
 

 
รูปที่ 4–5แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Neighbor-joining โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต าแหน่งและ
ความสัมพันธ์ของ Metschnikowia sp., RW2-23 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งของ
แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอทั้งหมด 1000 
ครั้ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่ ากว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession number 
และก าหนดให้ Debaryomyces hansenii เป็น out group 

Abe และคณะ (2010) ศึกษายีสต์ที่อาศัยร่วมกับด้วงงวงมะพร้าวในจังหวัดคาโงะชิมะ 
ประเทศญี่ปุ่น โดยคัดแยกยีสต์จากชิ้นส่วนของต้นปาล์มที่ถูกด้วงงวงมะพร้าวท าลาย ตัวอ่อนด้วงงวง
มะพร้าว ดักแด้ และตัวเต็มวัย พบว่ายีสต์ที่อาศัยร่วมกับด้วงงวงมะพร้าวและต้นปาล์มที่ถูกท าลายคือ
ยี ส ต์ ใน ส ปี ชี ส์  Candida tropicalis, Candida ethanolica, Candida guilliermondii แ ล ะ 
Candida utilis เนื่องจากด้วงงวงมะพร้าวเป็นแมลงศัตรูพืชที่มีถิ่นก าเนิดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
จึงท าให้พบด้วงงวงมะพร้าวในเขตอากาศร้อนมากกว่าเขตอากาศหนาว ตั้งแต่ปีค.ศ. 1970 เริ่มมีการ
แพร่ระบาดของด้วงงวงมะพร้าวไปยังภูมิภาคอ่ืนๆของโลกตั้งแต่ เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เอเชีย
ตะวันออก เอเชียตะวันตก อเมริกาเหนือ และยุโรป เนื่องจากการซื้อขายต้นปาล์ม โดยทั่วไปด้วงงวง
มะพร้าวมักจะตายหรือมีกิจกรรมลดลงในช่วงที่มีอุณหภูมิต่ า ในขณะที่ด้วงงวงมะพร้าวท าลายเนื้อเยื่อ
ต้นปาล์มเพ่ือสร้างโพรงส าหรับอยู่อาศัยส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของยีสต์สู่เนื้อเยื่อที่ถูกท าลาย 
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การเจริญเติบโตและการหมักน้ าตาลของยีสต์ในโพรงที่อยู่อาศัยของด้วงงวงมะพร้าวท าให้อุณหภูมิ
ภายในโพรงเพ่ิมสูงขึ้นและเหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของด้วงงวงมะพร้าว ดังนั้นจึงท าให้ด้วงงวง
มะพร้าวมีชีวิตรอดได้ในช่วงที่อุณหภูมิลดต่ า (Abe  et al., 2010) 

 
รูปที่ 4–6 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Neighbor-joining โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต าแหน่งและ
ความสัมพันธ์ของ Ogataea sp., RW4-9, RW4-14 และ RW4-19 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลข
บริเวณกิ่งของแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอ
ทั้ งหมด 1000 ครั้ ง (ไม่ แสดงค่ า Bootstrap ที่ ต่ ากว่า 50%) ตั ว เลขในวงเล็บคือ Genbank 
accession number และก าหนดให้ Candida lassenensis เป็น out group 
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ยีสต์ที่คัดแยกได้จากแมลงกุดจี่ยักษ์ทั้งหมด 96 ไอโซเลตสามารถจัดกลุ่มตามรูปแบบของ 
PCR finger print ได้ 13 รูปแบบ (รูปที่ 4-7) เมื่อเลือกตัวแทนของยีสต์จากแต่ละรูปแบบ PCR 
finger print มาพิสูจน์เอกลักษณ์ของด้วยล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA พบว่ามี
ยีสต์ทั้งหมด 5 จีนัส และอย่างน้อย 8 สปีชีส์คือ Candida glabrata, C. tropicalis, Candida 
stellimalicola, Candida orthopsilosis, Galactomyces sp., Trichosporon sp., 
Saccharomycetes sp. และ Kurtzmaniella sp. จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ด้วยล าดับดี
เอ็นเอพบว่ายีสต์ส่วนใหญ่ที่แยกได้อาจเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ (85 สายพันธุ์) ใน Brassicae clade จีนัส 
Trichosporon ซึ่งคัดแยกได้จากแมลงกุดจี่ยักษ์ 5 ตัวอย่างจากทั้งหมด 6 ตัวอย่าง นอกจากนั้นยังพบ
ยีสต์ที่อาจจะเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ในจีนัส Galactomyces sp. (2 สายพันธุ์) Saccharomycetes sp. 
(1 สายพันธุ์) และ Kurtzmaniella sp. (1 สายพันธุ์) (ตารางท่ี 4-14) 

 

 

 
รูปที่ 4–7 รูปแบบ PCR finger print ของยีสต์ที่แยกได้จากแมลงกุดจี่ยักษ์โดยเทคนิคพีซีอาร์ ด้วยไม
โครแซทเทิลไลท์ไพร์เมอร์จีทีจีไฟฟ์ (microsatellite primer (GTG)5)  
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  จากการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA ของยีสต์ 96 
สายพันธุ์ ที่แยกได้พบว่ายีสต์ 85 สายพันธุ์อาจเป็นสปีชีส์ใหม่ในจีนัส Trichosporon และ 84 สาย
พันธุ์จาก 85 สายพันธุ์เป็นยีสต์สปีชีส์เดียวกันเนื่องจากมีความแตกต่างของล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง 
D1/D2 น้อยกว่า 3 nucleotides substitution ยกเว้นสายพันธุ์  DD2-28 ที่มีล าดับดี เอ็นเอที่
ต าแหน่ง D1/D2 แตกต่างจากสายพันธุ์อ่ืนๆ (84 สายพันธุ์) เท่ากับ 12 nucleotides substitution 
หรือ 2.0 % sequence divergence (95% identity) จากการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง 
D1/D2 ของยีสต์ที่อาจเป็นสปีชีส์ใหม่ในจีนัส Trichosporon กับฐานข้อมูลออนไลน์ที่ปรากฏอยู่
ใน เว ป ไซ ต์  DNA DataBank of Japan (DDBJ)  European Molecular Biology Laboratory 
(EMBL) และ GenBank at NCBI โดยใช้โปรแกรม BLASTn พบว่ายีสต์ที่อาจเป็นสปีชีส์ใหม่ (84 สาย
พันธุ์) มีความใกล้เคียงกับ Trichosporon veenhuisii มากที่สุดโดยมีความแตกต่างของล าดับดีเอ็น
เอ ข อ งต า แ ห น่ ง  D1/D2 เท่ า กั บ  17 nucleotides substitution ห รื อ  2.86% sequence 
divergence (94% identity) ส่วนสายพันธุ์ DD2-28 มีความใกล้เคียงกับสปีชีส์  Trichosporon 
siamense มากที่ สุ ด  โดยมีความแตกต่ างของล าดับดี เอ็น เอที่ ต าแหน่ ง D1/D2 เท่ ากับ  6 
nucleotides substitution หรือ 1% sequence divergence (99% identity) คัดเลือกสายพันธุ์ 
DD1-1, DD2-33, DD4-11, DD5-15 และ DD6-1 เป็นตัวแทนของยีสต์สปีชีส์ใหม่ 84 สายพันธุ์ ผล
การสร้างแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการชนิด Neighbor-joining ของล าดับดีเอ็นเอต าแหน่ง D1/D2 
ของยีสต์ทั้ง 6 สายพันธุ์และสปีชีส์ใกล้เคียงพบว่าสายพันธุ์ DD1-1, DD2-33, DD4-11, DD5-15, 
DD6-1 และ DD2-28 จับกลุ่ มอยู่ กับ  T. siamense และมีสปีชีส์ ใกล้ เคียงคือ Trichosporon 
brassicae, Trichosporon domesticum แ ล ะ  Trichosporon montevideense แ ต่ มี ค่ า 
Bootstrap น้อยกว่า 50% (รูปที่ 4-8) เนื่องจากล าดับดีเอ็นเอของสายพันธุ์ DD1, DD2-33, DD4-11, 
DD5-15, DD6-1, DD2-28 และสปีชีส์ใกล้เคียงมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นจึงสร้างต้นไม้
เชิงวิวัฒนาการชนิด Maximum pasimony ของล าดับดีเอ็นเอต าแหน่ง D1/D2 และ ITS ของทั้ง 6 
สายพันธุ์และสปีชีส์ใกล้เคียงพบว่าสายพันธุ์ DD1-1, DD2-33, DD4-11, DD5-15, DD6-1 และ DD2-
28 แยกออกจากสปีชีส์อ่ืนๆที่อยู่ใกล้เคียงอย่างชัดเจน และต าแหน่งของสายพันธุ์ DD2-28 บนต้นไม้
เชิงวิวัฒนาการอยู่ ใกล้เคียงสายพันธุ์ DD1-1, DD2-33, DD4-11, DD5-15 และ DD6-1 ด้วยค่า 
Bootstrap เท่ากับ 59% (รูปที่ 4-9) 

จากผลการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของยีสต์สายพันธุ์ DD3-1 และ 
DD3-2 ด้วยโปรแกรม BLASTn homology search พบว่าทั้งสองสายพันธุ์อาจเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ใน
จีนัส Galactomyces โดยมี Galactomyces geotrichum เป็นสปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงกับทั้งสอง
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สายพันธุ์นี้มากที่สุดล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 มีความแตกต่างเท่ากับ 11 nucleotides 
substitution (2.01% sequence divergence, 97% identity) 

จากผลการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของสายพันธุ์ DD6-2 ด้วย
โปรแกรม BLASTn homology search พบว่าสายพันธุ์ DD6-2 อาจเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่โดยมี 
Schwaniomyces occidentalis เป็นสปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงมากที่สุด ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง 
D1/D2 มีความแตกต่างเท่ากับ 38 nucleotides substitution (8.62% sequence divergence, 
87% identity) แต่จากการสร้างแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการระหว่างสายพันธุ์ DD6-2 กับยีสต์สปีชีส์
อ่ืนๆในจีนัส Schwaniomyces, Meyerozyma และ Debaryomyces โดยก าหนดให้ Pachysolen 
tannophilus เป็น out group พบว่าสายพันธุ์ DD6-2 ไม่จับกลุ่มกับยีสต์ชนิดใดและแตกกิ่งห่างจาก
ยีสต์อ่ืนๆในต้นไม้เชิงวิวัฒนาการ (รูปที่ 4-10) และเมื่อสร้างแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาของสายพันธุ์
DD6-2 กับ type species ของแต่ละจีนัสในไฟลัม Acomycota พบว่าต าแหน่งของสายพันธุ์ DD6-2 
ไม่รวมกลุ่มกับยีสต์จีนัสใดจึงสันนิษฐานว่าสายพันธุ์  DD6-2 อาจเป็นยีสต์จีนัสใหม่ในคลาส 
Saccharomycetes 

บทบาทของยีสต์ที่อาศัยอยู่ร่วมกับแมลงยังไม่ทราบแน่ชัดแต่สันนิษฐานว่ายีสต์อาจช่วย
เพ่ิมคุณค่าสารอาหาร หรือปรับปรุงคุณภาพของอาหารให้แก่แมลงโดยการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสซึ่ง
เป็นแหล่งอาหารของแมลง ท าให้แมลงได้รับคาร์โบไฮเดรต เพ่ิมปริมาณกรดอะมิโนที่จ าเป็น และ 
วิตามินบางชนิด นอกจากนี้ยังช่วยก าจัดสารพิษที่อยู่ในพืชท าให้แมลงสามารถกินพืชนั้นเป็นอาหารได้ 
ช่วยส่งเสริมให้เกิดภาวะที่เหมาะสมแก่การอยู่อาศัยของแมลง การใช้น้ าตาลของยีสต์ภายในล าไส้ของ
แมลงส่งเสริมให้เกิดภาวะ anaerobic ภายในล าไส้ของแมลงและเก้ือหนุนต่อการเจริญของ bacterial 
community ภายในล าไส้ของแมลง ส่วนยีสต์ได้รับผลประโยชน์คือแมลงช่วยแพร่กระจายยีสต์ไปยัง
แหล่งอาหารแหล่งใหม่ (Abe  et al., 2010; Nardi  et al., 2006; Suh & Zhou, 2011; Vega  & 
Dowd, 2005) ชนิดของแมลงและพืชเป็นปัจจัยที่มีผลต่อความหลากหลายของยีสต์ที่อยู่อาศัยร่วม
ด้วย ยีสต์หลายสปีชีส์อยู่ร่วมแบบจ าเพาะกับแมลงบางชนิด (Berkov et al., 2007) และ (Gujjari et 
al., 2011) ตัวอย่างเช่น Scffersomyces spp. อยู่ร่วมกับ แมลงในวงศ์ Passalidae (Urbina & 
Blackwell, 2012) Ambrosiozyma kamigamensis และ Ambrosiozyma neoplatypodis อยู่
ร่ วมกับมอดแอมโบรเซี ย  (Platypus quercivorus) (Endoh et al., 2007) Metschnikowia 
bowlesiae อยู่ ร่ ว ม กั บ แ ม ล งปี ก แ ข็ ง  nitidulid (Conotelus mexicanus แ ล ะ  Prosopeus 
subaeneus) (Lachance & Fedor, 2014)เป็นต้น 
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รูปที่ 4–8 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Neighbor-joining โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต าแหน่งและ
ความสัมพันธ์ของ Tricosporon sp., DD1-1, DD2-33, DD4-11, DD5-15, DD6-1 และ DD2-28 
กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งของแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap 
โดยเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอทั้งหมด 1000 ครั้ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่ ากว่า 50%) ตัวเลขใน
วงเล็บคือ Genbank accession number และก าหนดให้ Vanrija humicolus เป็น out group 
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รูปที่ 4–9แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Maximum parsimony โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA และ  ITS แสดง
ต าแหน่งและความสัมพันธ์ของ Tricosporon sp., DD1-1, DD2-33, DD4-11, DD5-15, DD6-1 
และ DD2-28 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งของแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่า
เปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอทั้งหมด 1000 ครั้ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่
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ต่ ากว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession number ซ้าย (ITS) ขวา (D1/D2) และ
ก าหนดให้ Vanrija humicolus เป็น out group 

 
 
รูปที่ 4–10 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการจากผลการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี 
Neighbor-joining โดยใช้ล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU rRNA แสดงต าแหน่งและ
ความสัมพันธ์ของ Saccharomycetes sp., DD6-2 กับยีสต์สปีชีส์ใกล้เคียง ตัวเลขบริเวณกิ่งของ
แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนการคือค่าเปอร์เซ็นต์ Bootstrap โดยเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอทั้งหมด 1000 
ครั้ง (ไม่แสดงค่า Bootstrap ที่ต่ ากว่า 50%) ตัวเลขในวงเล็บคือ Genbank accession number 
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4.2 ผลการศึกษาลักษณะสัณฐานและสรีรวิทยาของยีสต์สปีชีส์ใหม่  

ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ด้วยข้อมูลล าดับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง D1/D2 ของ LSU 
rRNA คาดว่า 53.30% ของยีสต์ทั้งหมดที่แยกได้ (97 สายพันธุ์) อาจเป็นยีสต์สปีชีส์ใหม่ ดังนั้นจึง
จ าเป็นต้องศึกษาลักษณะสัณฐานและสรีรวิทยาเพ่ือน าผลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ Type strain ของสปี
ชีส์ที่มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับยีสต์ซึ่งคาดว่าจะเป็นสปีชีส์ใหม่ที่แยกได้ ซึ่งผลที่ได้จะน าไปใช้เป็น
หลักฐานในการยืนยันผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของยีสต์ด้วยข้อมูลล าดับดีเอ็นเอต่อไป ดังนั้นในการ
ทดลองนี้ จึ งได้ คั ด เลื อกยีสต์สปี ชี ส์ ใหม่ทั้ งหมด  13 สายพันธุ์ คื อ  Cylindnera sp. RW2-7, 
Cylindnera sp. RW2-10 Cylindnera sp. RW3-2, Candida sp. RW2-21, Candida sp. RW2-
23, Candida sp. RW4-9,  Candida sp. RW4-14, Candida sp. RW4-19, Tricosporon sp. 
DD1-1, Tricosporon sp. DD2-3, Tricosporon sp. DD4-11, Tricosporon sp. DD5-15 แ ล ะ 
Saccharomycetes sp DD6-2 ไปศึกษาลักษณะสัณฐานและสรีรวิทยาได้แก่ ลักษณะโคโลนีบน
อาหารแข็ง ลักษณะเซลล์สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ (asexual cell) การสร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัย
เพศ (Sexual cell reproduction) ความสามารถในการหมักน้ าตาลกลูโคส ความสามารถในการใช้
แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 50 ชนิดเพ่ือการเจริญเติบโต ความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจนชนิด
ต่างๆเพ่ือการเจริญเติบโต ความสามารถเจริญในอาหารปราศจากวิตามิน (Vitamin free medium) 

บนอาหารแข็งที่มีแรงดันออสโมติกสูง และ ที่ อุณหภูมิต่างๆ ความสามารถย่อยอาร์บูติน (β-
glucosidae activity) ความสามารถผลิตกรดจากน้ าตาลกลูโคส ความสามารถย่อยยูเรีย (urease 
activit) ความสามารถย่อยเจลลาติน (proteolytic activity) ความสามารถทนต่อไซโคลเฮซิไมด์ 
(Cycloheximide resistance) และทนกรดแอซิติกเข้มข้น 1% ตลอดจนทดสอบการท าปฏิกิริยากับสี 
Diazonium Blue B  

4.2.1 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Cylindnera sp. RW2-7 

Cylindnera sp. RW2-7 ที่เจริญในอาหารเหลว 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) malt extract 
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 72 ชม. ลักษณะเซลล์เดี่ยวเป็นทรงรูปไข่ กลมรี ขนาด 2-6 x 4-8 
ไมครอน แบ่งตัวโดยการแตกหน่อหลายต าแหน่ง (multilateral budding) โคโลนีบนอาหารแข็งสี
ขาว มันวาว เนื้อสัมผัสเหมือนเนย ผิวหน้าเรียบ ขอบเรียบ เมื่อบ่มภายใต้ภาวะไม่มีออกซิเจนที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 7 วัน สร้าง pseudohyphae (รูปที่ 4-11) ไม่สร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบ
อาศัยเพศเมื่อเจริญบนอาหารแข็ง 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) malt extract ที่อุณหภูมิ 15 และ 20 
องศาเซลเซียสนาน 8 สัปดาห์ สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสได้ เจริญได้ดีใน glucose, sucrose, 
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maltose, cellobiose, raffinose, melezitose, ethanol, glycerol และ xylo-oligosaccharide 
ส า ม า ร ถ ใ ช้  ammonium sulfate, potassium nitrate, sodium nitrite, ethylamine 
hydrochloride, lysine hydrochloride และ cadaverine dihydrochloride เป็นแหล่งไนโตรเจน
ได้ เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 – 35 องศาเซลเซียส ไม่ต้องการวิตามินเพ่ือการเจริญเติบโต และ
สามารถย่อยอาร์บูตินได้ (ตารางที่ 4-15, ตารางที่ 4-16, ตารางที่ 4-17 และ ตารางที่ 4-18) 

 
รูปที่ 4–11ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อ (1), ลักษณะ pseudohyphae (2) ของ Cylindenera 
sp. RW2-7 

4.2.2 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Cylindnera sp. RW2-10 

Cylindnera sp. RW2-10 ที่เจริญในอาหารเหลว 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) malt 
extract ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 72 ชม. ลักษณะเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวทรงรูปไข่ กลมรี ขนาด
เท่ากับ 2-6 x 2-10 ไมครอน แบ่งตัวโดยการแตกหน่อขั้วเดียว (monopolar budding) ลักษณะ
โคโลนี  สีขาว มันวาว เนื้อสัมผัสเหมือนเนย ผิวหน้าเรียบ ขอบเรียบ เพาะเลี้ยงบนอาหาร 
morphology agar ภายใต้ภาวะไม่มี ออกซิ เจน ที่ อุณหภูมิ  20 องศาเซลเซียส 7 วัน  สร้าง 
pseudohyphae (รูปที่ 4-12) การเจริญบนอาหารแข็ง 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) malt extract ที่
อุณหภูมิ 15 และ 20 องศาเซลเซียส 8 สัปดาห์ไม่พบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ สามารถ
หมั กน้ าตาลกลู โคส ได้  เจริญ ได้ ดี ใน  glucose, L-sorbose, maltose, trehalose, raffinose, 
ethanol, glycerol และ xylitol สามารถใช้ ammonium sulfate, potassium nitrate, sodium 
nitrite, ethylamine hydrochloride, lysine hydrochloride, cadaverine dihydrochloride 
และ D-glucosamine เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 – 35 องศาเซลเซียส ไม่
ต้องการวิตามินเพ่ือการเจริญเติบโต และสามารถย่อยอาร์บูตินได้ (ตารางที่ 4-15, ตารางที่ 4-16, 
ตารางที่ 4-17 และ ตารางที่ 4-18) 

(1) (2) 
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รูปที่ 4–12 ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อ (1), ลักษณะ pseudohyphae (2) ของ Cylindnera sp. 
RW2-10 

4.2.3 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Cylindnera sp. RW3-2 

Cylindnera sp. RW3-2 ที่เจริญในอาหารเหลว YM ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 72 
ชม. ลักษณะเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวทรงรูปไข่ กลมรี ขนาด 2-4 x 4-10 ไมครอน แบ่งตัวโดยการแตก
หน่อขั้วเดียว (monopolar budding) กษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
malt extract ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 72 ชม. สีขาว มันวาว เนื้อสัมผัสเหมือนเนย ผิวหน้า
เรียบ ขอบเรียบ การเจริญบนอาหารmorphology agar ภายใต้ภาวะไม่มีออกซิเจนที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส 7 วัน สร้าง pseudohyphae (รูปที่ 4-13) การเจริญบนอาหารแข็ง 5% (น้ าหนัก/
ปริมาตร) malt extract ที่อุณหภูมิ 15 และ 20 องศาเซลเซียสนาน 8 สัปดาห์ ไม่พบการสร้างเซลล์
สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสได้ เจริญได้ดีใน glucose, l-sorbose, maltose, 
trehalose, raffinose, ethanol, glycerol แ ล ะ  xylitol ส า ม า ร ถ ใช้  ammonium sulfate, 
potassium nitrate, sodium nitrite, ethylamine hydrochloride, lysine hydrochloride, 
cadaverine dihydrochloride และ D-glucosamine เป็นแหล่ งไนโตรเจน เจริญ ได้ดี ในช่วง
อุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส ไม่ต้องการวิตามินเพ่ือการเจริญ สามารถย่อยอาร์บูตินได้  (ตารางที่ 
4-15, ตารางที่ 4-16, ตารางที่ 4-17 และ ตารางที่ 4-18) 
  

(1) (2) 



 
 
 

 

72 

 
รูปที่ 4–13ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อ (1), ลักษณะ pseudohyphae และ blastoconidia (2) 
ของ Cynlindnera sp. RW3-2 

4.3.4 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Metschnikowia sp. RW2-21 

Metschnikowia sp. RW2-21 ที่ เจริญ ในอาหารเหลว YM ที่ อุณหภูมิ  25 องศา
เซลเซียส 72 ชม. เซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวรูปทรงกลม หรือกลมรี และพบเซลล์เรียงต่อกันเป็นสายโซ่ 
ขนาด 2-6 x 2-8 ไมครอน แบ่งตัวโดยการแตกหน่อหลายต าแหน่ง (multilateral budding) 
ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) malt extract ที่อุณหภูมิ 17 องศา
เซลเซียส 2 สัปดาห์ สีขาว มันวาว เนื้อสัมผัสเหมือนเนย ผิวหน้าและขอบเรียบ การเจริญบนอาหาร 
cornmeal agar ภายใต้ภาวะไม่มีออกซิ เจน ที่ อุณหภูมิ  20 องศาเซลเซียสนาน 7 วัน สร้าง 
pseudohyphae (รูปที่ 4-14) การเจริญบนอาหารแข็ง YCB และ YCBS agar ที่อุณหภูมิ 15 และ 
20 องศาเซลเซียสนาน 8 สัปดาห์ ไม่พบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ สามารถหมักน้ าตาล
กลู โคส ได้  เจ ริญ ได้ ดี ใน  glucose,  galactose, L-sorbose, sucrose, maltose, cellobiose, 
trehalose, raffinose, melezitose, D-xylose, ribose, ethanol, glycerol, ribitol, D-

mannitol, D-glucitol, α-methyl-D-glucoside, salicin, glucono-δ-lactone, 2-keto-
gluconic acid, succinic acid, citric acid, D-gluconic acidม D-glucosamine, quinic acid, N-
acetyl-D-glucosamine แ ล ะ  xylo-oligosaccharide ส า ม า ร ถ ใ ช้  ammonium sulfate, 
ethylamine hydrochloride, lysine hydrochloride และ cadaverine dihydrochloride เป็น
แหล่งไนโตรเจน เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส สามารถทน 0.01% (น้ าหนัก/
ปริมาตร) cyclohexamide ต้องการวิตามินเพ่ือการเจริญเติบโต สามารถย่อยอาร์บูติน  (ตารางที่ 4-
15, ตารางที่ 4-16, ตารางที่ 4-17 และ ตารางที่ 4-18) 
  

(1) (2) 
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รูปที่ 4–14ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อ (1), ลักษณะ pseudohyphae และ blastoconidia (2) 
ของ Metschnikowia sp. RW2-21 

4.3.5 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Metschnikowia sp. RW2-23 

Metschnikowia sp. RW2-23 ที่ เจริญ ในอาหารเหลว YM ที่ อุณหภูมิ  25 องศา
เซลเซียส 72 ชม. ลักษณะเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวรูปทรงกลม หรือกลมรี ขนาด 2-6 x 3-8 ไมครอน 
แบ่งตัวโดยการแตกหน่อหลายต าแหน่ง (multilateral budding) ลักษณะโคโลนีเมื่อเจริญบนอาหาร
แข็ง 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) malt extract ที่อุณหภูมิ 17 องศาเซลเซียสนาน 2 สัปดาห์ สีขาว มัน
วาว เนื้อสัมผัสเหมือนเนย ผิวหน้าและขอบเรียบ การเจริญบนอาหาร cornmeal agar ภายใต้ภาวะ
ไม่มีออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 7 วัน สร้าง pseudohyphae (รูปที่ 4-15) การเจริญบน
อาหารแข็ง YCB และ YCBS agar ที่อุณหภูมิ 15 และ 20 องศาเซลเซียสนาน8 สัปดาห์ ไม่พบการ
สร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสได้ เจริญได้ดีใน glucose, ethanol, 
glycerol, D-mannitol, lactic acid แ ล ะ  succinic acid ส า ม า ร ถ ใช้  ammonium sulfate, 
ethylamine hydrochloride, lysine hydrochloride และ cadaverine dihydrochloride เป็น
แหล่งไนโตรเจน เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 4-15, ตารางที่ 4-16, 
ตารางที่ 4-17 และ ตารางที่ 4-18) 

 
  

(1) (2) 
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รูปที่ 4–15ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อ (1), ลักษณะ pseudohyphae (2) ของ Metschnikowia 
sp. RW2-23 

4.3.6 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Ogataea sp. RW4-9 RW4-14 และ RW4-
19 

Ogataea sp. RW4-9 RW4-14 และ RW4-19 ที่เจริญในอาหารเหลว YM ที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส 7 วัน ลักษณะเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวรูปทรงกลม หรือกลมรี และพบเซลล์เรียงต่อกัน
เป็นสายโซ่ ขนาด 2-6 x 2-12 ไมครอน แบ่งตัวโดยการแตกหน่อหลายต าแหน่ง (multilateral 
budding) การเจริญบนอาหารแข็ง YM ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสนาน 10 วัน ลักษณะโคโลนีสี
ขาว มันวาว เนื้อสัมผัสเหมือนเนย ผิวหน้าเรียบ ขอบหยักและมี  psuedohyphae รอบขอบ การ
เจริญบนอาหารแข็ง cornmeal ภายใต้ภาวะมีและไม่มีออกซิเจนที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 7 วัน 
สร้าง pseudohyphae การเจริญบนอาหารแข็ง 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) malt extract ที่อุณหภูมิ 
i15 และ 20 องศาเซลเซียสนาน 8 สัปดาห์ไม่พบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ(รูปที่ 4-16) 
สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสได้ เจริญได้ดีใน glucose, galactose, L-sorbose, ethanol, glycerol, 

D-mannitol, D-glucitol, Glucono-δ-lactone, 2-keto-gluconic acid, succinic acid, citric 
acid, D-gluconic acid, propylene glycol และ  butane-2,3-diol ส าม ารถ ใช้  ammonium 
sulfate, ethylamine, hydrochloride, lysine hydrochloride แ ล ะ  cadaverine 
dihydrochloride เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส สามารถ
ทน 0.01% และ 0.1% (น้ าหนัก/ปริมาตร) cyclohexamide ต้องการวิตามินเพ่ือการเจริญเติบโต 
เฉพาะสายพันธุ์ RW4-14 สามารถย่อยอาร์บูตินได้ (ตารางที่ 4-15, ตารางที่ 4-16, ตารางที่ 4-17 
และ ตารางที่ 4-18) 
  

(1) (2) 
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รูปที่ 4–16ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อ (1), ลักษณะ pseudohyphae และ blastoconidia (2) 
ของ Ogataea sp. RW4-14 

4.3.7 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Trichosporon sp. DD1-1 DD2-23 
DD4-11 DD5-15 และ DD6-1 

Trichosporon sp. DD1-1, DD2-23, DD4-11, DD5-15 และ DD6-1 ที่ เจริญใน
อาหารเหลว YM ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 72 ชม. เซลล์ลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยวรูปทรงกลม หรือ
กลมรี และพบเซลล์เรียงต่อกันเป็นสายโซ่ ขนาด 1-4 x 2-22 ไมครอน แบ่งตัวโดยการแตกหน่อหลาย
ต าแหน่ง (multilateral budding) การเจริญบนอาหารแข็ง YM ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 72 
ชม ลักษณะโคโลนีสีขาว ขอบหยักและมีเส้นใยบริเวณขอบ การเจริญบนอาหารแข็ง cornmeal 
ภายใต้ภาวะไม่มีออกซิเจนที่ อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  72ชม. สร้าง pseudohyphae และ 
arthroconidia (รูปที่ 4-17) การเจริญบนอาหารแข็ง YM และ corn meal ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียสนาน 6 สัปดาห์ ไม่พบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสได้ 
เจริญได้ดีใน glucose sucrose, trehalose, xylose, ethanol, glycerol, D-mannitol, salicin, 2-
keto-gluconic acid, 5-keto-gluconic acid, succinic acid, citric acid, D-gluconic acid, 
inositol, D-gluconic acid, N-acetyl-D-glucosamine แ ล ะ  butane-2,3-diol ส า ม า ร ถ ใ ช้ 
ammonium sulfate, ethylamine, hydrochloride, lysine hydrochloride, cadaverine 
dihydrochloride และ tryptophan เป็นแหล่งไนโตรเจน เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 – 37 องศา
เซลเซียส สามารถทน 0.01% (น้ าหนัก/ปริมาตร) cyclohexamide ต้องการวิตามินเพื่อการเจริญ ไม่
สามารถย่อยยูเรีย (ตารางที่ 4-20, ตารางที่ 4-21, ตารางที่ 4-22 และ ตารางที่ 4-23) 
  

(1) (2) 
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สายพันธุ์ DD1-1, DD2-23, DD4-11, DD5-15 และ DD6-1 มีลักษณะทางสรีระ
วิทยาที่แตกต่างจากสปีชีส์ใกล้เคียงได้แก่ T. brassicae, T. montevideense, T. domesticum, T. 
siamense และ T. scarabaeorum อย่างชัดเจน โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่ไม่สามารถย่อยสลายสลายยู
เรีย (ตารางที่ 4-19) ซึ่งความความสามารถในการย่อยสลายยูเรียนี้ เป็นหนึ่งในลักษณะส าคัญที่ใช้ใน
การจ าแนกยีสต์ในไฟลัม Basidiomycota ออกจาก ไฟลัม Ascomycota มียีสต์เพียงไม่กี่สปีชีส์ใน
ไฟลัม Basidiomycota ที่มีรายงานว่าไม่สามารถย่อยสลายยูเรียได้นั่นคือ Filobasidium elegans 
และ Sporobolomyces clavatus ยังไม่เคยมีการรายงานว่ามียีสต์สปีชีส์ใดในจีนัส Trichosporon 
ไม่สามารถย่อยยูเรียได้ ดังนั้นจากหลักฐานทั้งหมดที่กล่าวมา ผู้วิจัยจึงได้เสนอตั้งชื่อยีสต์สปีชีส์ใหม่นี้
ว่ า Trichosporon heliocopridis sp. nov. และตี พิม พ์ ในวารสาร  International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology ปีค.ศ. 2016 (Kunthiphun et al., 2016) 

 
รูปที่ 4–17 ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อ (1), ลักษณะ pseudohyphae (2) ของ Trichosporon 
sp. DD1-1 

(2) (1) 
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4.3.8 ลักษณะสัณฐานและสรีระวิทยาของ Saccharomycetes sp. DD6-2 

Saccharomycetes sp. DD6-2 ที่ เจริญในอาหารเหลว YM ที่ อุณหภูมิ  25 องศา
เซลเซียส 72 ชม. ลักษณะเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวรูปทรงกลม หรือกลมรี และพบเซลล์เรียงต่อกันเป็น
สายโซ่  ขนาด 1.5-3 x 2-4 ไมครอน แบ่งตัวโดยการแตกหน่อหลายต าแหน่ง (multilateral 
budding) การเจริญบนอาหารแข็ง YM ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 72 ชม ลักษณะโคโลนีสีขาว 
มันวาว ผิวหน้าและขอบเรียบ การเจริญบนอาหารแข็ง cornmeal ภายใต้ภาวะมีและไม่มีออกซิเจน 
ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 72 ชม. ไม่สร้าง pseudohyphae (รูปที่  4-18) การเจริญบนอาหาร
แข็ง YM อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสนาน 8 สัปดาห์ ไม่พบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ 
สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสได้ เจริญได้ดีใน glucose, galactose, sorbose, glycerol, D-mannitol, 

D-glucitol, Glucono-δ lactone, succinic acid และ D-gluconic acid สามารถใช้ ammonium 
sulfate, ethylamine hydrochloride, lysine hydrochloride, cadaverine dihydrochloride 
และ tryptophan เป็นแหล่งไนโตรเจน เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส สามารถ
ทน 0.01% และ 0.1% (น้ าหนัก/ปริมาตร) cyclohexamide ย่อยเจลาตินได้ ผลิตกรดจากน้ าตาล
กลูโคสได้ ไม่สามารถย่อยยูเรีย (ตารางที่ 4-20, ตารางที่ 4-21, ตารางที่ 4-22 และ ตารางที่ 4-23) 

 
รูปที่ 4–18 ลักษณะเซลล์และการแตกหน่อของไอโซเลต DD6-2 
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4.4.  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของยีสต์ที่คัดแยกได้ 

4.4.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสของยีสต์ที่แยก
ได ้

4.4.1.1 ผลการหมักเอทานอลจากน ้าตาลกลูโคสที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

จากยีสต์ทั้งหมดจ านวน 306 สายพันธุ์ (strain) ที่คัดแยกได้ (ผลจากข้อ 4.1.1 และ 
4.1.3) เลือกมาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจ านวน 29 สายพันธุ์ ที่แยกจากโรงงานน้ าตาล
ไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส) และ 93 สายพันธุ์ในไฟลัม Ascomycota ที่
แยกจากแมลง  เนื่องจากยีสต์ในไฟลัม Basidiomycota ส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพในการหมักน้ าตาล
ต่ า (Kurtzman et al., 2011) การทดสอบยีสต์ที่แยกจากโรงงานน้ าตาลและยีสต์ที่แยกจากแมลงใช้
อาหารเหลว fermentation medium ที่ประกอบด้วยกลูโคสเข้มข้น  15 และ 10% (น้ าหนัก/
ปริมาตร) ตามล าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 30 เซลเซียส 48 ชม. ภายใต้ภาวะก าจัดออกซิเจนโดยการปิดจุก
ส าลีและพันแผ่นพาราฟิล์มรอบจุกส าลีให้แน่น จากการทดสอบพบว่ายีสต์ 28 สายพันธุ์ที่แยกได้จาก
โรงงานน้ าตาลไทยเพ่ิมพูนอุตสาหกรรม สามารถหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสได้ แต่มีเพียง 7   
สายพันธุ์ที่สามารถหมักเอทานอลได้มากกว่า S. cerevisiae TISTR 5596 (70.74 กรัม/ลิตร, 0.47 
กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) โดย S. cerevisiae G30-2-4-1 สามารถผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดเท่ากับ 
75.31 กรัม/ลิตร (0.50 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) (รูปที่ 4-19) ส่วนยีสต์ที่แยกได้จากแมลงไม่มีสาย
พันธุ์ใดสามารถหมักเอทานอลได้มากกว่า S. cerevisiae TISTR 5596 (46.62 กรัม/ลิตร, 0.47 กรัม
เอทานอล/กรัมกลูโคส) (รูปที่ 4-20) 

4.4.1.2 ผลการหมักเอทานอลจากน ้าตาลกลูโคสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

จากยีสต์ทั้งหมด 99 สายพันธุ์ ซึ่งแยกได้จากโรงงานน้ าตาลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส
จากข้อ 4.1.1 ที่น ามาทดสอบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสโดยใช้
อาหารเหลว fermentation medium ที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสเข้มข้น 15% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
ภายใต้ภาวะจ ากัดออกซิเจน (ตามวิธีข้อ 4.4.1.1) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ผลการทดสอบพบว่ายีสต์ 34 
สายพันธุ์จาก 99   สายพันธุ์ สามารถผลิตเอทานอลได้มากกว่า 33.18 กรัม/ลิตร (0.25 กรัมเอทา
นอล/กรัมกลูโคส) พบว่า S. cerevisiae, K. marxianu, O. polymorpha และ P. manshurica 
เป็นยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (รูปที่ 4-21, รูปที่ 4-22, 
รูปที่ 4-23, รูปที่ 4-24  และรูปที่ 4-25) โดย S. cerevisiae G40-6-2-2 เป็นสายพันธุ์ที่สามารถผลิต
เอทานอลได้สูงสุดเท่ากับ 62.74 กรัม/ลิตร หรือ 0.42 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส (รูปที่ 4-22)  
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เริ่มมีการรายงานการค้นพบยีสต์สายพันธุ์ทนร้อนส าหรับการหมักเอทานอลตั้งแต่ทศวรรต 1980 การ
ผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงโดยยีสต์สายพันธุ์ทนร้อนมีข้อดีคือ ใช้พลังงานในการรักษาระบบหล่อเย็น
ของถังหมักน้อยกว่าการ S.cerevisiae สายพันธุ์ปกติมีอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการผลิตเอทานอล
อยู่ระหว่าง 30-35 องศาเซลเซียส และสามารถป้องกันการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ไม่พึงประสงค์ใน
ระบบการหมักได้ (Hacking et al., 1984) ในปีค.ศ. 1984 Hacking และคณะรายงานว่ายีสต์ 55 
สายพันธุ์มีเพียง 8 สายพันธุ์ที่สามารถเจริญและหมักเอทานอลได้ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดย
ยีสต์ที่ สามารถหมักเอทานอลได้สูงสามอันดับแรกภายใน 63 ชั่ วโมงคือ K. marxianus, S. 
cerevisiae และ C.utilis ให้ผลผลิตเอทานอลเท่ากับ 0.48 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส, 0.45 กรัมเอ
ทานอล/กรัมกลูโคส และ 0.24 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส ตามล าดับ ในปีค.ศ. 1989 D'Amore และ
คณะรายงานว่า S. cerevisiae, K. marxianus และ K. lactis สามารถหมักเอทานอลจากน้ าตาล
กลูโคสเข้มข้น 15% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ให้ผลผลิตเอทานอลเท่ากับ 
0.43 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส, 0.27 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส และ 0.13 กรัมเอทานอล/กรัม
กลูโคสตามล าดับ ปีค.ศ. 2000 Sree และคณะรายงานว่าอุณหภูมิสูงสุดที่ S. cerevisiae VS3 ซึ่ง
แยกได้จากการดินโรงงานไฟฟ้าในประเทศอินเดีย สามารถเจริญได้และหมักเอทานอลได้เท่ากับ 42 
และ 40 องศาเซลเซียส โดยสามารถหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสเข้มข้น 20% (น้ าหนัก/
ปริมาตร) ที่ 40 องศาเซลเซียสได้เท่ากับ 0.31 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส ปีค.ศ. 2009 Kumar และ
คณะ รายงานว่า Kluyveromyces sp. IIPE453 สามารถหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสเข้มข้น 
20% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง ได้เท่ากับ 0.41 กรัมเอทานอล/
กรัมกลูโคส ปีค.ศ. 2011 Kwon และคณะรายงานว่า  P. krudriavzevii IPE 100 สามารถหมักเอทา
นอลที่อุณหภูมิ 42 และ 45 องศาเซลเซียสได้เท่ากับ 0.43 และ 0.24 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส
ตามล าดับ 
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รูปที่ 4–21 ผลการหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสของยีสต์ที่แยกได้จากโรงงานน้ าตาลไทยเพ่ิมพูน
อุตสาหกรรมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

รูปที่ 4–22 ผลการหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสของยีสต์ที่แยกได้จากโรงงานน้ าตาลครบุรีที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4–23 ผลการหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสของยีสต์ที่แยกได้จากโรงงานน้ าตาลราชสีมาที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

รูปที่ 4–24 ผลการหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสของยีสต์ที่แยกได้จากโรงงานน้ าตาลทีเอ็นที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4–25 ผลการหมักเอทานอลจากน้ าตาลกลูโคสของยีสต์ที่แยกได้จากโรงงานน้ าตาลสระบุรีที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

4.4.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลจากน้ าตาลไซโลสของยีสต์ที่แยก
ได ้

ผลการทดสอบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลจากน้ าตาลไซโลสของยีตส์ที่สามารถใช้
น้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนที่แยกได้จากป่าพรุจ านวน 27 สายพันธุ์ (ข้อ 4.1.2) และจากแมลง
จ านวน 93 สายพันธุ์ (ข้อ 4.1.3) ภายใต้ภาวะให้และจ ากัดออกซิเจนโดยใช้อาหารที่มีน้ าตาลไซโลส
เข้มข้น 15% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ส าหรับยีสต์ที่แยกจากป่าพรุ ใช้อาหารที่มีน้ าตาลไซโลสเข้มข้น 5% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) ส าหรับยีสต์ที่แยกจากแมลง พบว่ายีสต์ที่แยกจากป่าพรุจ านวน 19 และ 16     
สายพันธุ์สามารถหมักเอทานอลภายใต้ภาวะให้ออกซิเจนและจ ากัดออกซิเจนตามล าดับแต่ไม่มีสาย
พันธุ์ใดผลิตเอทานอลสูงกว่า S. stipites JCM 1072 27.85 กรัม/ลิตร (0.2 กรัมเอทานอล/กรัม
ไซโลส) ภายใต้ภาวะให้ออกซิเจนและ 17.89 กรัม/ลิตร (0.12 กรัมเอทานอล/กรัมไซโลส) ภายใต้
ภาวะจ ากัดออกซิเจน ยีสต์ที่แยกจากแมลงจ านวน 22 และ 2 สายพันธุ์สามารถผลิตเอทานอลภายใต้
ภาวะให้ออกซิเจนและจ ากัดออกซิเจนตามล าดับแต่ไม่มีสายพันธุ์ใดสามารถผลิตเอทานอลสูงกกว่า S. 
stipitis JCM 1072 9.78 กรัม/ลิตร หรือ 0.2 กรัมเอทานอล/กรัมไซโลส ภายใต้ภาวะให้ออกซิเจน
และ 6.63 กรัม/ลิตร หรือ 0.12 กรัมเอทานอล/กรัมไซโลส ภายใต้ภาวะจ ากัดออกซิเจน (รูปที่ 4-26 
และ รูปที่ 4-27) 
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4.5  ผลการหาภาวะท่ีเหมาะสมของการหมักเอทานอลจากน  าตาลกลูโคสโดย S.cerevisiae 
G40-6-2-2 

4.5.1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความขุ่นและระยะเวลา (growth curve) 

การเจริญของ S. cerevesiae G40-6-2-2 ที่ปรับค่าความขุ่นเริ่มต้นที่ความยาวคลื่น 
660 นาโนเมตรเป็น 0.05 ชั่วโมงที่ 0 – 2 เป็นการเจริญในระยะ lag phase ชั่วโมงที่ 2-9 เป็นการ
เจริญระยะ log phase และชั่วโมงที่ 10 เป็นการเจริญระยะ late log phase (ค่าความขุ่นเท่ากับ 
1.366) กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความขุ่นและระยะเวลาของ S. cerevesiae G40-6-2-2  
(รูปที่ 4-28) 

 

รูปที่ 4–28 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความขุ่นและระยะเวลาของ S.cerevesiae G40-6-2-
2   

4.5.2 ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการหมักเอทานอล 

ผลการแปรผันค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเหลว fermentation medium เป็น 
4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5 พบว่าที่ อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส ภายใต้ภาวะจ ากัดออกซิ เจน  S. 
cerevisiae G40-6-2-2 หมักเอทานอลดีที่สุดอย่างมีนัยส าคัญเมื่อค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.0 
(53.82 กรัม/ลิตร) (รูปที่ 4-29) 
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รูปที่ 4–29 ผลของค่าความเป็นกรดด่างต่อประสิทธิผลการหมักเอทานอลของ S.cerevisiae G40-6-
2-2 *ข้อมูลมีความแตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% 

4.5.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูง 

ผลการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 ในอาหารเหลว fermentation 
medium ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.0 ภายใต้ภาวะจ ากัดออกซิเจนที่แปรผันอุณหภูมิเท่ากับ 
40, 42, 44, 46 และ 48 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง พบว่าอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้นส่งผลให้ความสามารถใน
การหมักเอทานอลของ S. ceresivisiae G40-6-2-2 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ลดลงจาก 56.09 กรัม/
ลิตร ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็น 8.19 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส (รูปที่ 4-30) 

 
รูปที่ 4–30 ผลการหมักเอทานอลของ S.cerevisiae G40-6-2-2 ที่อุณหภูมิ 40 – 48 องศาเซลเซียส  
*ข้อมูลมีความแตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% 

 
- 

 5 
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4.5.4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลในน้ าตาลกลูโคสเข้มข้นสูง 

ผลการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 ในอาหารเหลว fermentation 
medium ที่แปรผันความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นเท่ากับ 15% (น้ าหนัก/ปริมตร), 20% (น้ าหนัก/
ปริมตร) และ 25% (น้ าหนัก/ปริมตร) ค่าความกรดด่างเท่ากับ 5.0 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ใน
ภาวะจ ากัดออกซิเจน 48 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของกลูโคสที่เพ่ิมขึ้นท าให้การผลิตเอทานอลของ 
S. cerevisiae G40-6-2-2 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เอทานอลที่ผลิตได้ลดลงจาก 55.9 กรัม/ลิตร ที่
ความเข้มข้มกลูโคส 15% (น้ าหนัก/ปริมาตร) เป็น 35.8 กรัม/ลิตร ที่ความเข้มข้นกลูโคส 25% 
(น้ าหนัก/ปริมาตร) (รูปที่ 4-31)  

รูปที่ 4–31 ผลของความเข้มข้นของกลูโคสในอาหารเหลว ferementation medium ต่อประสิทธิผล
การหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 *ข้อมูลมีความแตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ 
95% 

4.6 ผลการผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการตรึงเซลล์ 

4.6.1 ลักษณะของกากใยหัวมันส าปะหลัง 

กากใยหัวมันส าปะหลังซึ่งเป็นของเหลือทิ้งหลังจากกระบวนการผลิตเอทานอลจาก
หัวมันส าปะหลัง (มันเส้น) มีลักษณะเป็นของแข็งสีน้ าตาลขนาด 100 – 1000 ไมครอน มีความชื้น 
73.57% ความเป็นกรดด่าง 3.87 จากการศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของกากใยหัวมันส าปะหลังด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบว่าลักษณะพ้ืนผิวของกากใยหัวมันส าปะหลังมีลักษณะขรุขระ
และมีรูพรุน (รูปที่ 4-32) จากการศึกษาดัชนีการดูดซับน้ าพบว่ากากใยหัวมันส าปะหลังมีดัชนีการดูด
ซับน้ าเท่ากับ 5.93±0.22 กรัมน้ า/กรัมกากใยหัวมันส าปะหลัง ความสามารถในการตรึงเซลล์กับกาก
ใยหัวมันส าปะหลังเท่ากับ 0.16 ± 0.02 กรัมเซลล์แห้ง/กรัมกากใยหัวมันส าปะหลัง วัสดุส าหรับ

 
w 

w 
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น าไปใช้ในการตรึงเซลล์ควรมีพ้ืนผิวที่มีความขรุขระและมีรูพรุนสูงเนื่องจากมีพ้ืนที่ผิวให้เซลล์ยึดเกาะ
ในกระบวนการตรึงเซลล์มากกว่าวัสดุที่มีความขรุขระและรูพรุนต่ า ซึ่งวัสดุที่มีพ้ืนผิวที่ขรุขระหรือมีรู
พรุนสูงจะท าหน้าที่ในการป้องกันเซลล์ยีสต์ไม่ให้หลุดออกจากวัสดุตรึงเซลล์และรักษาปริมาณเซลล์ที่
ถูกตรึงให้คงที่ตลอดระยะเวลาของการหมักเอทานอล (Vučurović & Razmovski, 2012; Yu et al., 
2010) ในการเลือกวัสดุส าหรับการตรึงเซลล์นอกจากค านึงถึงลักษณะพื้นผิวและรูพรุนของวัสดุที่ท าให้
จุลินทรีย์เกาะได้ยังควรค านึงความสามารถในการดูดซับน้ าของวัสดุนั้นด้วย เนื่องจากจุลินทรีย์จะ
เจริญบนพ้ืนผิวของวัสดุใดได้นั้นจะขึ้นอยู่กับความชื้นที่มีอยู่ในวัสดุนั้น การวัดดัชนีการดูดซับน้ าคือ
การวัดปริมาณน้ าที่วัสดุตรึงเซลล์สามารถดูดซับได้ วัสดุตรึงเซลล์ที่เหมาะสมต่อการน ามาใช้ควรมีค่า
ดัชนีการดูดซับน้ าสูง(Vučurović & Razmovski, 2012) จากการเปรียบเทียบดัชนีการดูดซับน้ า
ระหว่างกากใยหัวมันส าปะหลังซึ่งใช้ในงานวิจัยนี้กับวัสดุตรึงเซลล์จากของเหลือทิ้งทางการเกษตรชนิด
อ่ืนๆ พบว่าดัชนีการดูดซับน้ าของกากใยหัวมันส าปะหลังมีค่าสูงกว่า เปลือกพีแคน เปลือกพิสตาชิโอ 
เปลือกข้าวสาลี กากแอปเปิ้ล กากถ่ัว ใบของต้นครีโอโซท (Orzua et al., 2009) กากใยต้นโซโทล ซัง
ข้าวโพด และ ล าต้นของต้นแคนเดลิลลา (Flores-Maltos et al., 2014) 

 
รูปที่ 4–32 ลักษณะพ้ืนผิวของกากใยหัวมันส าปะหลังที่ก าลังขยาย 500 เท่า (1) ก าลังขยาย 1000 
เท่า (2) 
  

(1) (2) 
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4.6.2 อัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างเซลล์กับกากใยหัวมันส าปะหลังส าหรับการตรึงเซลล์
ด้วยกากใยหัวมันส าปะหลัง 

ผลการหมัก เอทานอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 ในอาหาร fermentation 
medium โดยแปรผันปริมาณเซลล์เริ่มต้น 1x109, 6.1x109, 1.37x1010, 2.62x1010, 3.93x1010 
เซลล์ และแปรผันปริมาณกากใยหัวมันส าปะหลังเริ่มต้น 0, 0.6, 1.2, 2.4 และ 4.8 กรัม (น้ าหนัก
แห้ง) พบว่าเซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังผลิตเอทานอลได้สูงกว่าเซลล์อิสระอย่างมีนัยส าคัญ 
การตรึงเซลล์แบบดูดซับเซลล์จะเกาะกับวัสดุตรึงเซลล์ด้วยแรงแวนเดอร์วาลล์หรือแรงไฟ ฟ้าสถิตย์
ระหว่างประจุลบบนผนังเซลล์ยีสต์กับประจุบวกบนตัวดูดซับซึ่งเซลล์ที่ถูกตรึงนั้นจะถูกป้องกันจาก
ความเครียดต่างๆในระหว่างการหมักเช่น ความเข้มข้นเอทานอลที่เพ่ิมข้ึน อุณหภูมิ และ ค่าความเป็น
กรดที่ เพ่ิมขึ้น จึงท าให้ผลผลิตเอทานอลจากเซลล์ตรึงมากกว่าเซลล์อิสระ  (Bai et al., 2008; 
Genisheva et al., 2014) อัตราส่วนระหว่างเซลล์เริ่มต้นต่อกากใยหัวมันส าปะหลังที่ให้ปริมาณเอทา
นอลสูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญคือ จ านวนเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 1.37x1010 เซลล์ (0.2 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
ต่อกากใยหัวมันส าปะหลัง 1.2 กรัม (น้ าหนักแห้ง) ซึ่งเอทานอลที่ผลิตได้เท่ากับ 67.35±0.40 กรัม/
ลิตร และเมื่อเพ่ิมจ านวนเซลล์เริ่มต้นเป็น3.93x1010 เซลล์ และเพ่ิมกากใยหัวมันส าปะหลังเป็น 4.8 
กรัม (น้ าหนักแห้ง) ได้ผลผลิตเอทานอล 66.85±0.49 กรัม/ลิตร ซึ่งใกล้เคียงกับปริมาณเอทานอลที่
ผลิตได้สูงที่สุด (ตารางที่ 4-24 และ รูปที่ 4-33) เลือกอัตราส่วนระหว่างเซลล์เริ่มต้นต่อกากใยหัวมัน
ส าปะหลัง 1.37x1010 เซลล์ ต่อกากใยหัวมันส าปะหลัง 1.2 กรัม (น้ าหนักแห้ง) ใช้ในการทดลองต่อไป 

 
รูปที่ 4–33 ผลการแปรผันปริมาณเซลล์เริ่มต้นและปริมาณกากใยหัวมันส าปะหลังต่อปริมาณเอทา

นอลที่ผลิตได้  ปริมาณกากใยหัวมันส าปะหลัง 0 กรัมน้ าหนักแห้ง () 0.6 กรัมน้ าหนักแห้ง (x) 1.2 

กรัมน้ าหนักแห้ง (■) 2.4 กรัมน้ าหนักแห้ง (▲) 4.8 กรัมน้ าหนักแห้ง (●) 
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ตารางที่ 4–24 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:Ethanol 

Source 
Type III Sum 
of Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected 
Model 

2780.265a 24 115.844 422.759 .000 

Intercept 263132.237 1 263132.237 960266.538 .000 

CRF 227.485 4 56.871 207.544 .000 

Cell 2401.395 4 600.349 2190.894 .000 

CRF * Cell 151.385 16 9.462 34.529 .000 

Error 13.701 50 .274   

Total 265926.203 75    

Corrected Total 2793.966 74    
a. R Squared = .995 (Adjusted R Squared = .993) 

4.6.3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงบนกากใยหัวมันส าปะหลัง เซลล์ตรึง
ด้วยแคลเซียมอัลจิเนต และ เซลล์ตรึงบนกากใยหัวมันส าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต 

ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของเซลล์ตรึงบนกากใยหัวมัน
ส าปะหลัง (ผลจากข้อ 4.6.2) เซลล์ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต และ เซลล์ตรึงบนกากใยหัวมัน
ส าปะหลังร่วมกับแคลอัลจิเนต พบว่าจ านวนเซลล์ที่ถูกตรึงประมาณ 1.32x1010 เซลล์ (ตารางที่ 4-25) 
ผลผลิตเอทานอลของเซลล์ตรึงแต่ละวิธีเท่ากับ 67.35±0.53 กรัม/ลิตร (0.45 กรัมเอทานอล/กรัม
กลูโคส) 46.45±0.18 กรัม/ลิตร (0.31 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) และ 52.10±0.40 กรัม/ลิตร 
(0.35 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) ตามล าดับ และเซลล์ตรึงสามารถผลิตเอทานอลได้สูงกกว่าเซลล์
อิสระ (42.10 กรัม/ลิตร) (0.28 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) อย่างมีนัยส าคัญ (รูปที่ 4-34) ในขณะ
หมักเอทานอลยีสต์เผชิญกับปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อการหมักเอทานอลได้แก่ความเข้มข้นเอทานอลที่
เพ่ิมขึ้น ค่าความเป็นกรด และอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้น ปัจจัยเหล่านี้ท าให้ยีสต์มีการเจริญลดลงจึงส่งผลให้
ปริมาณเอทานอลที่ยีสต์ผลิตได้ลดลงตามไปด้วย การตรึงเซลล์เป็นวิธีการหนึ่งที่ช่วยป้องกันเซลล์ยีสต์
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จากปัจจัยต่างๆที่มีผลยับยั้งการผลิตเอทานอลจึงส่งผลให้ผลผลิต เอทานอลที่ได้จากเซลล์ตรึงเพ่ิม
สูงขึ้นกว่าเซลล์อิสระ (Arumugam & Ponnusami, 2015; Vučurović et al., 2008; Yan et al., 
2012) จากผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นของเอทานอลที่ผลิตได้โดยเซลล์ตรึงเพ่ิมขึ้น 10.33% - 
59.97% เมื่อเปรียบเทียบกับประสิทธิผลการผลิตเอทานอลของเซลล์อิสระและทุกวิธีการที่ใช้ตรึง
เซลล์สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 ให้สูงขึ้น เซลล์ที่ถูก
ตรึงแบบดักจับ (entrapment) มีข้อดีคือสามารถรักษาจ านวนเซลล์ที่ถูกตรึงไว้ให้คงที่ตลอดระยะการ
หมักและช่วยให้สามารถเก็บเกี่ยวเซลล์ออกจากน้ าหมักและน าไปใช้ซ้ าได้ง่ายแต่เซลล์ที่ถูกตรึงแบบดัก
จับมีข้อเสียที่ส าคัญคือการถ่ายเทสับสเตรตและเอทานอลระหว่างเซลล์ภายในเม็ดเจลกับสิ่งแวดล้อม
เกิดขึ้นอย่างจ ากัด (Groboillot et al., 1994; Iqbal & Saeed, 2005; Kumakura et al., 1992) 
เพ่ือลดข้อจ ากัดในการถ่ายเทสับสเตรตและเอทานอลระหว่างเซลล์ภายในเม็ดเจลกับสิ่งแวดล้อม วัสดุ
ที่น ามาใช้ในการตรึงเซลล์ควรมีรูพรุนขนาดใหญ่เนื่องจากการถ่ายเทสับสเตรตและเอทานอลระหว่าง
เซลล์กับสิ่งแวดล้อมของวัสดุตรึงเซลล์ที่มีรูพรุนขนาดใหญ่เกิดขึ้นได้ดีกว่าวัสดุตรึงเซลล์ที่มีรูพรุนขนาด
เล็ก (Yu et al., 2010) งานวิจัยนี้ผู้ทดลองได้พยายามลดข้อจ ากัดในการถ่ายเทสับสเตรตและเอทา
นอลระหว่างเซลล์กับสิ่งแวดล้อมภายในเม็ดเจลของเซลล์ที่ถูกตรึงแบบดักจับด้วยแคลเซียมอัลจิเนต
โดยการตรึงเซลล์ด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังซึ่งเป็นวัสดุตรึงเซลล์แบบดูดซับ (adsorption) ร่วมกับ
แคลเซียมอัลจิเนตเพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่รูพรุนภายในเม็ดเจล ผลการทดลองพบว่าการตรึงเซลล์ด้วยกากใย
หัวมันส าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนตส่งผลให้ประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของ S. 
cerevisiae G40-6-2-2 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิ
เนตเพียงอย่างเดียว ผลผลิตเอทานอลของเซลล์ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนตเท่ากับ 46.45±0.18 กรัม/
ลิตร เพ่ิมเป็น 52.10±0.40 กรัม/ลิตรเมื่อหมักโดยเซลล์ตรึงด้วยกากในหัวมันส าปะหลังร่วมกับ
แคลเซียมอัลจิเนต (รูปที่ 4-34) ในปีค.ศ. 1992 Kumura และคณะศึกษาประสิทธิภาพการหมักเอทา
นอลของเซลล์ที่ถูกตรึงด้วย hydroxyethyl methacrylate (HEMA) ซึ่งเป็นวัสดุตรึงเซลล์แบบดักจับ
ร่วมกับวัสดุตรึงเซลล์แบบดูดซับได้แก่ ดินคานูมะ (kanuma earth) และ ถ่านกัมมันต์ (activated 
carbon) ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 0.1-1 มิลลิเมตร และ 0.15-0.07 มิลลิเมตร ตามล าดับ 
พบว่าเซลล์ที่ถูกตรึงด้วย HEMA ร่วมกับดินคานูมะมีอัตราการเจริญและอัตราการผลิตเอทานอลสูง
กว่าเซลล์ที่ถูกตรึงด้วย HEMA ร่วมกับถ่านกัมมันต์ เซลล์ที่ถูกตรึงด้วย HEMA เพียงอย่างเดียว และ
เซลล์อิสระที่ไม่ถูกตรึง เนื่องจากขนาดของรูพรุนในเม็ดเจลผสมระหว่าง HEMA และ ดินคานูมะมี
ขนาดใหญ่ท าให้เซลล์สามารถเจริญได้อย่างอิสระ แต่เซลล์ที่ถูกตรึงด้วย HEMA ร่วมกับถ่านกัมมันต์
กลับให้ผลผลิตเอทานอลต่ ากว่าเซลล์อิสระเนื่องจากเซลล์ถูกดักจับอย่างแน่นหนาภายในเม็ดเจลผสม
ระหว่าง HEMA และ ถ่านกัมมันต์ ท าให้ยีสต์ที่ถูกตรึงไม่สามารถเจริญได้ ต่อมาในปีค.ศ. 2011 Inal 
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และ Yigitoglu ศึกษาประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของเซลล์ที่ถูกตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต
ร่วมกับ N-Vinyl-2pyrrolidone พบว่าเซลล์ที่ถูกตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิ เนตร่วมกับ N-Vinyl-
2pyrrolidone สามารถผลิตเอทานอลได้สูงกว่าเซลล์ที่ถูกตรึงด้วยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียว ต่อมาในปี
ค.ศ. 2015 Tian และคณะ ศึกษาประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของเซลล์ที่ถูกตรึงด้วยต้นข้าวโพด
บดละเอียดร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนลได้รายงานว่าต้นข้าวโพดที่เติมเข้าไป ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของเม็ดเจลอัลจิเนตส่งผลให้ผลผลิตเอทานอลเพ่ิมขึ้น นอกจากงานวิจัยที่กล่าวมายังมี
การศึกษาประสิทธิภาพการหมักเอทานอลของยีสต์ที่ถูกตรึงวัสดุตรึงเซลล์แบบดูดซับชนิดอ่ืนๆร่วมกับ
แคลเซียมอัลจิเนต ได้แก่ ใยบวบ (Phisalaphong et al., 2007) ต้นข้าวโพด (Razmovski และ 
Vučurović 2011) MCM-41 mesoporous zeolite (Zheng et al., 2012) และ เซลลู โลสจาก
แบคทีเรีย (Kirdponpattara & Phisalaphong, 2013) ทุกงานวิจัยที่กล่าวมาล้วนพบว่าการตรึง
เซลล์ด้วยวัสดุตรึงเซลล์แบบดูดซับร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนตท าให้พ้ืนที่รูพรุนภายในเม็ดเจลเพ่ิมขึ้น
เซลล์ที่ถูกกักภายในเม็ดเจลจึงมีอัตราการเจริญและอัตราการผลิตเอทานอลเพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ที่ถูกตรึงแคลเซียมด้วยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียว และสามารถรักษาปริมาณเซลล์ให้คงที่ตลอด
ระยะเวลาการหมักเอทานอล  

จากการเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลที่เซลล์ตรึงทั้งสามแบบผลิตได้พบว่าเซลล์ที่ถูกตรึง
ด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังเพียงอย่างเดียวผลิเอทานอลได้สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ (67.35±0.53 
กรัม/ลิตร หรือ 0.45 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) สูงกว่าเซลล์อิสระที่ไม่ถูกตรึง 59.97% และเพ่ิมขึ้น 
29.27% เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ถูกตรึงกากใยหัวมันส าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต (รูปที่ 4-34) 
ยีสต์ถูกดูดซับบนพื้นผิวของวัสดุตรึงเซลล์โดยการยึดเหนี่ยวด้วยไฟฟ้าสถิตย์ระหว่างประจุบวกของวัสดุ
ตรึงเซลล์กับประจุลบของผนังเซลล์ยีสต์ซึ่งเป็นแรงยึดอย่างอ่อนจึงท าให้เซลล์สามารถหลุดออกจาก
วัสดุตรึงเซลล์ได้ง่ายหากมีปัจจัยอ่ืนมารบกวนเช่นการกวนผสม ค่าความเป็นกรดด่าง ไอออนนิกใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ และ อายุของเซลล์เป็นต้น (Genisheva et al., 2014; Iqbal & Saeed, 2005; 
Kolot, 1980) และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิผลการผลิตเอทานอลของเซลล์ตรึงแบบดูดซับและการ
เซลล์ตรึงแบบดักจับด้วยแคลเซียมอัลจิเนตพบว่า การตรึงเซลล์ตรึงแบบดูดซับมีข้อดีคือเซลล์ไม่ต้อง
เผชิญกับข้อจ ากัดในการถ่ายเทสับสเตรตและเอทานอลระหว่างเซลล์กับสิ่งแวดล้อมเนื่องจากเซลล์
สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเชื้อโดยตรง ท าให้เซลล์สามารถเจริญได้อย่างอิสระ นอกจากนั้นเมื่อเซลล์ตรึง
หลุดออกจากพ้ืนผิวของวัสดุตรึงเซลล์เซลล์ใหม่หรือเซลล์อายุน้อยกว่าสามารถเกาะจับแทนที่บริเวณ
พ้ืนผิวที่  ว่างบนวัสดุเซลล์ได้ (Bai et al., 2008; Braschler et al., 2005) จากการศึกษาของ Singh 
และคณะ (ค.ศ. 2013) รายงานว่าการตรึงเซลล์แบบดูดซับด้วยชานอ้อยให้ผลการผลิตเอทานอลสูง
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กว่าการตรึงเซลล์แบบดักจับด้วยแคลเซียมอัลจิเนตและ agar-agar งานวิจัยนี้เลือกการตรึงเซลล์ด้วย
กากใยหัวมันส าปะหลังไปแล้วจึงน าไปใช้ในการทดลองถัดไป 

 

รูปที่  4–34  ผลการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 ที่ถูกตรึงด้วยกากใยหัวมัน
ส าปะหลัง กากใยหัวมันส าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต และ แคลเซียมอัลจิเนต   เอทานอล  
น้ าตาลที่เหลือ *ข้อมูลมีความแตกต่างที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% 

ตารางที่ 4–25 จ านวนเซลล์ที่ถูกตรึงโดยวิธีการตรึงเซลล์แบบต่างๆ 
วิธีการตรึงเซลล ์ จ านวนเซลล์เร่ิมต้น 

(เซลล์) 
เซลล์ที่ไม่ถูกตรึง 

(เซลล์) 
เซลล์ที่ถูกตรึง (เซลล์) 

เซลล์อิสระที่ไม่ถูกตรึง 1.31x1010±1.93x108 - - 
เซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมัน
ส าปะหลัง 

1.37x1010±1.27x108 5.54x108±2.27x108 1.31x1010±2.27x108 

เซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมัน
ส าปะหลังร่วมกับแคลเซียม 
อัลจิเนต 

1.37x1010±1.27x108 3.55x108±6.97x107 1.33x1010±6.97x107 

เซลล์ตรึงด้วยแคลเซียม 
อัลจิเนต 

1.37x1010±1.27x108 2.90x108±3.30x107 1.34x1010±3.30x107 

* 
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4.6.4 ผลการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาลโดยเซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลัง 

ผลการหมักเอทานอลของเซลล์ S. cerevisiae G40-6-2-2 ที่ตรึงด้วยกากใยหัวมัน
ส าปะหลังจากกากน้ าตาลผลการแปรผันความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นเป็น 20% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
22% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 24% (น้ าหนัก/ปริมาตร) และ 26% (น้ าหนัก/ปริมาตร) พบว่าประสิทธิผล
ในการผลิตเอทานอลของเซลลตรึงสูงกว่าของเซลล์อิสระที่ไม่ถูกตรึงอย่างมีนัยส าคัญ ความเข้นข้นของ
น้ าตาลที่สูงขึ้นส่งผลให้ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลของ S. ceresiae G40-6-2-2 ลดลงทั้งใน
เซลล์ตรึงและเซลล์อิสระ และยีสต์ใช้เวลาในการหมักเอทานอลเพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นของน้ าตาล
เพ่ิมสูงขึ้น (รูปที่ 4-36) ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของยีสต์แปรผกผันกับความเข้มข้นของ
กากน้ าตาลที่สูงขึ้นเนื่องจากความเข้มข้นของกากน้ าตาลที่เพิ่มข้ึนส่งผลให้แรงดันออสโมติก (osmotic 
pressure) ในเซลล์เพิ่มขึ้นและความชื้นที่มีผลต่อการเจริญของยีสต์ (water activity) ลดลง ส่งผลให้
ยีสต์เจริญได้ช้าลง (Bajaj et al., 2003; Fadel et al., 2013) 

ความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นและเวลาที่เซลล์ตรึง S. cerevisie G40-6-2-2 ผลิตเอทา
นอลได้สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญคือ ความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นเท่ากับ 20% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่
เวลา 48 ชั่วโมง 82.15±0.48 กรัม/ลิตร หรือ 0.41±0.002 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาลเริ่มต้นทั้งหมด 
ความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นเท่ากับ 22% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่เวลา 72  82.71±0.91 กรัม/ลิตร 
หรือ 0.38±0.003 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาลเริ่มต้นทั้งหมด และ 100 ชั่วโมง 85.03±1.10 กรัม/
ลิตร หรือ 0.38±0.003 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาลเริ่มต้นทั้งหมด ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  แต่ความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นเท่ากับ 20% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่
เวลา 48 ชั่วโมง ให้อัตราการผลิตเอทานอล (ethanol productivity) สูงที่สุดคือ 1.71 กรัมเอทา
นอล/ลิตร/ชั่วโมง (รูปที่ 4-36) 

การผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิสูงนิยมใช้ K. marxianus เนื่องจากสามารถเจริญและหมัก
เอทานอลที่ อุณหภูมิสูงได้ดีกว่า S. cerevisiae (Dasgupt et al., 2014; Hacking et al., 1984; 
Limtong et al., 2007) แต่ S. cerevisiae สามารถทนต่อเอทานอลและทนต่อตัวยับยั้งต่างๆใน
ระหว่างการหมักได้ดีกว่า K. marxiamus (Costa et al., 2014; Ranulfo et al., 2003)  Banat 
และคณะ (1992) หมักเอทานอลจากกากน้ าตาลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสด้วย K. marxianus 
IMB5 และ S. cerevisiae IDY  พบว่าได้ผลผลิตเอทานอลเท่ากับ 0.37 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาล
เริ่มต้นทั้งหมด และ 0.38 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาลเริ่มต้นทั้งหมดตามล าดับ S. cerevisiae SIIC 
สายพันธุ์ที่ใช้ในอุตสาหกรรมผลิตเอทานอลประเทศอียิปต์ ผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาลที่อุณหภูมิ 
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40 องศาเซลเซียส ได้ผลผลิตเอทานอลเท่ากับ 0.39 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาลเริ่มต้นทั้งหมด 
(Abdel-Fattah et al., 2000)  

ผลการศึกษาลักษณะของกากใยหัวมันส าปะหลังก่อนและหลังการหมักภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนพบว่ากากใยหัวมันส าปะหลังก่อนการหมักมีลักษณะพ้ืนผิวขรุขระและมีรูพรุน มี
เซลล์ยีสต์ซึ่งท าหน้าที่หมักเอทานอลจากหัวมันส าปะหลังติดอยู่ด้วย หลังจากการตรึงเซลล์ S. 
cerevisiae G40-6-2-2 แบบเกาะติดกับกากใยหัวมันส าปะหลังและหมักเอทานอล 48 ชั่วโมง พบ
จ านวนเซลล์ยีสต์ซึ่งเกาะบนพ้ืนผิวและในรูพรุนของกากใยหัวมันส าปะหลังเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 4-35) จาก
ผลการวิเคราะห์กรดอะมิโนในอาหาร molasses medium ที่เติมกากใยหัวมันส าปะหลังพบปริมาณ
กรดอะมิโนกลูตามิก ไกลซีน ฮิสทิดีน ลิวซีน ไลซีน โพรลีน เซอรีน ทรีโอนีน และ ไทโรซีนมากกว่า
อาหาร molasses medium ที่ไม่เติมกากใยหัวมันส าปะหลัง (ตารางที่ 4-26) มีการรายงานการ
ปลดปล่อยสารอาหารหรือแร่ธาตุจากวัสดุตรึงธรรมชาติบางชนิดเพ่ิมแก่อาหารหมักในระหว่างการ
หมักเอทานอลดังนี้  ในปีค.ศ. 2007 Kopsahelis และคณะ รายงานว่าการหมักเอทานอลจาก
กากน้ าตาลด้วย S. cerevisiae ที่ตรึงด้วยกากมอลต์ที่เหลือจากการผลิตเบียร์ (Brewer’s spent 
grain) ได้ผลผลิตเอทานอลเพ่ิมขึ้น เนื่องจากกากมอลต์ที่ เหลือจากการผลิตเบียร์เพ่ิมปริมาณ
สารอาหารแก่กากน้ าตาลนอกจากช่วยปกป้องเซลล์ตรึงจากความเครียดในระหว่างการหมักเอทานอล 
ต่อมาในปีค.ศ. 2012 Razmovski และ Vučurović รายงานว่าต้นข้าวโพดที่ใช้เป็นวัสดุตรึงเซลล์แบบ
ดูดซับเพ่ิมปริมาณโปรตีนและแร่ธาตุแก่อาหารหมักกากน้ าตาล ท าให้เซลล์ S. cerevisiae ที่ถูกตรึง
ด้วยต้นข้าวโพดหมักเอทานอลจากอาหารกากน้ าตาลที่เติมต้นข้าวโพดได้ผลผลิตเอทานอลมากกว่า
อาหารกากน้ าตาลที่ไม่เติมต้นข้าวโพด การเติมสารสกัดยีสต์ (Jones & Ingledew, 1994) สารสกัด
ยีสต์ร่วมกับเปบโทน (Laopaiboon et al., 2009)  กรดอะมิโน (Albers et al., 1996; Casey et 
al., 1984; Thomas & Ingledew, 1990) และ corn steep liquor (Li et al., 2011) เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนท าให้ประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae เพ่ิมขึ้นเนื่องจากยีสต์สามารถ
ใช้น้ าตาลได้มากขึ้นและทนต่อความเข้มข้นเอทานอลได้เพ่ิมขึ้น นอกจากนั้นยังช่วยให้กลีเซอรอลซึ่ง
เป็นผลพลอยได้จากการหมักเอทานอลมีปริมาณลดลง 
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รูปที่  4–35 ลักษณะของกากใยหัวมันส าปะหลังก่อนการตรึงเซลล์ ที่ก าลังขยาย 500 เท่า (1) 
ก าลังขยาย 1000 เท่า (2) เซลล์ยีสต์ที่ติดมากับกากใยหัวมันปะหลังที่ก าลังขยาย 1000 เท่า (3) และ 
10000 เท่า (4) จ านวนเซลล์ยีสต์ดูดซับบนกากใยหัวมันส าปะหลังเพ่ิมขึ้นหลังการหมักเอทานอล 48 
ชั่วโมงท่ีก าลังขยาย 500 เท่า (5) ก าลังขยาย 1000 เท่า (6) 
  

(5) (6) 

(1) (2) 

(3) (4) 
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ตารางที่ 4–26 ผลการวิเคราะห์กรดอะมิโนในอาหาร molasses medium ที่เติมและไม่เติมกากใย
หัวมันส าปะหลัง ( 5% น้ าหนัก/ปริมาตร) (ALS Laboratory group (Thailand) CO., LTD.) 

กรดอะมิโน 
(มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) 

กากน้ าตาล 
(มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) 

กากน้ าตาลที่เติมกากใย 
หัวมันส าปะหลัง 

(มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) 
Alanine 164 163 

Arginine ND ND 

Aspartic Acid 832 524 
Cystine ND ND 

Glutamic Acid 283 340 

Glycine 51.5 100 
Histidine 13.3 66.0 

Hydroxylysine ND ND 
Hydroxyproline ND ND 

Isoleucine 59.4 44.1 

Leucine 55.4 93.3 
Lysine 18.6 112 

Methionine 96.6 57.2 

Phenylalanine 33.6 51.6 
Proline 60.6 65.8 

Serine 49.0 171 

Threonine 47.7 57 
Tryptophan ND ND 

Tyrosine 122 274 
Valine 113 88.2 

ND; not detected 
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บทที ่5.  
สรุปผลการทดลอง 

ยีสต์ที่คัดแยกได้ทั้งหมด 333 สายพันธุ์ แบ่งเป็นยีสต์ที่คัดแยกจากโรงงานน้ าตาลที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสจ านวน 29 สายพันธุ์ ได้แก่ Pichia manshurica (5 สายพันธุ์) Candida 
ethanolica (6 สายพันธุ์) Saccharomyces cerevisiae (13 สายพันธุ์) Pichia krudriavzevii (2 
สายพันธุ์) ยีสต์ที่คัดแยกจากโรงงานน้ าตาลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสจ านวน 99 สายพันธุ์ ได้แก่ 
S. cerevisiae ( 40 สายพันธุ์ ) P. krudriavzevii (16 สายพันธุ์ ) P. manshurica (9 สายพันธุ์ ) 
Kluyveromyces marxianus (27 ส า ย พั น ธุ์ ) Ogataea polymorpha (28 ส า ย พั น ธุ์ )                       
C. ethanolica (6 สายพันธุ์) C. nivariensis (1 สายพันธุ์) และ Schizosaccharomyces pombe 
(1 สายพันธุ์ ) ยีสต์ที่ คัดแยกจากป่าพรุจ านวน 27 สายพันธุ์  ได้แก่  C. sojae (14 สายพันธุ์ )                
C. maltosa (2 ส า ย พั น ธุ์ ) Meyerozyma caribbica (2 ส า ย พั น ธุ์ ) Schwanniomyces 
polymorphus (3 สายพันธุ์) C. pseudolambica (1 สายพันธุ์) Cyberlindnera subsuffucuens 
(1 สายพันธุ์) Zygoascus meyerae (1 สายพันธุ์) Wickerhamomyces sp. (1 สายพันธุ์)  ยีสต์ที่
คั ดแยกจากด้ วงงวงมะพร้ าวจ านวน  82 สายพันธุ์  ได้ แก่  C. sorboxylosa (26 สายพันธุ์ ) 
C.tropicalis (22 สายพันธุ์ ) C. akabaensis (2 สายพันธุ์ ) C. stellimalicola (6 สายพันธุ์ ) C. 
boidinii (5 ส าย พั น ธุ์ ) C. intermedia (2 ส าย พั น ธุ์ ) Cyberlindnera jadinii  (3 ส าย พั น ธุ์ ) 
Ogataea sp. (3 สายพันธุ์) Cyberlindnera sp. (3 สายพันธุ์) Metschnikowia sp. (2 สายพันธุ์) 
C. ethanolica (1 ส า ย พั น ธุ์ ) Ogataea thermomethanolica (1 ส า ย พั น ธุ์ ) Zygoascus 
hellenicus (1 สายพันธุ์ ) C. pseudointemedia (1 สายพันธุ์ ) C. quercitrusa (1 สายพันธุ์ ) 
Hanseniaspora thailandica (1 สาย พั นธุ์ ) Hanseniaspora opuntiaeI (1 สาย พั น ธุ์ ) และ 
Trichosporon mycotoxinivorans (1 สายพันธุ์) จากแมลงกุดจี่ยักษ์จ านวน 96 สายพันธุ์ ได้แก่ 
Trichosporon heliocopridis sp. nov. (84 สายพันธุ์) C. glabrata (2 สายพันธุ์) Galactomyces 
geotrichum (2 ส าย พั น ธุ์ ) C. tropicalis (2 ส าย พั น ธุ์ ) C. stellimalicola  (2 ส าย พั น ธุ์ ) 
Trichosporon sp. (1 สายพันธุ์)   Saccharomycetes sp. (1 สายพันธุ์) C. orthopsilosis (1 สาย
พันธุ์) และ Kurtmaniella sp. (1 สายพันธุ์) จากยีสต์ที่แยกได้ทั้งหมดพบว่า S. cerevisiae เป็นสปี
ชีส์ที่พบมากที่สุดจากผลการคัดแยกจากโรงงานน้ าตาลที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ 40 องศา
เซลเซียส C. sojae เป็นสปีชีส์ที่พบมากท่ีสุดจากการคัดแยกจากป่าพรุ C. sorboxylosa เป็นสปีชีส์ที่
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พบมากที่สุดจากการคัดแยกจากด้วงงวงมะพร้าว และ ยีสต์สปีชีส์ใหม่ T. heliocopridis sp. nov. 
ถูกพบมากที่สุดจากการคัดแยกจากแมลงกุดจี่ยักษ์  

ผลการหมักเอทานอลของยีสต์ที่คัดแยกได้พบว่ามียีสต์ 7 สายพันธุ์สามารถหมักเอทา
นอลจากน้ าตาลกลูโคสที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสได้มากกว่ายีสต์สายพันธุ์ควบคุม S. cerevisiae 
TISTR 5596 (70.74 กรัม/ลิตร, 0.47 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) โดย S. cerevisiae G30-2-4-1 
หมักเอทานอลได้สูงที่สุดเท่ากับ 75.31 กรัม/ลิตร (0.50 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส มียีสต์ 34 สายพันธุ์ สามารถผลิตเอทานอลได้มากกว่า 33.18 กรัม/ลิตร หรือ 0.25 
กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส และพบว่า S. cerevisiae G40-6-2-2 ผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดเท่ากับ 
62.74 กรัม/ลิตร (0.42 กรัมเอทานอล/กรัมกลูโคส) ไม่มียีสต์ที่สามารถใช้น้ าตาลไซโลสสายพันธุ์ใด
สามารถหมักเอทานอลได้มากกว่ายีสต์สายพันธุ์ควบคุม S. stipitis JCM 10742 ทั้งในภาวะให้
ออกซิเจน (0.2 กรัมเอทานอล/กรัมไซโลส) และในภาวะที่จ ากัดออกซิเจน (0.12 กรัมเอทานอล/กรัม
ไซโลส) ผลการศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการหมักเอทานอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 การ
เจริญ late log phase คือ 10 ชั่วโมง ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น 5.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 15% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ผลการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล
ของยีสต์ S. cerevisiae G40-6-2-2 ด้วยกระบวนการตรึงเซลล์พบว่าเอทานอลที่ผลิตได้จากเซลล์ตรึง
ด้วยอัลจิเนต ( 46.46 ± 0.18กรัม/ลิตร, ) สูงกว่าเซลล์อิสระ (42.10 ± 0.61 กรัมต่อลิตร) คิดเป็น 
10.37% เมื่อตรึงเซลล์แบบดูดซับด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังก่อนแล้วจึงน าไปตรึงแบบดักจับด้วย
แคลเซียมอัลจิเนต (เซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต) พบเอทานอลที่ได้ 
(52.10 ± 0.40 กรัม/ลิตร) 12.14% สูงกว่าเอทานอลที่ผลิตโดยเซลล์ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนต แต่
เมื่อเปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลที่ได้จากเซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังและเซลล์ตรึงด้วยกาก
ใยหัวมันส าปะหลังร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต พบว่าเซลล์ตรึงแบบดูดซับด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังให้
ปริมาณเอทานอล (67.35 ± 0.53 กรัม/ลิตร) 29.27% สูงกว่าเซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลัง
ร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนต ทั้งนี้เนื่องจากเซลล์ตรึงด้วยแคลเซียมอัลจิเนตการแลกเปลี่ยนสับสเตรต    
เอทานอล และ คาร์บอนไดออกไซด์ ระหว่างเซลล์ภายในเม็ดเจลและสิ่งแวดล้อมถูกจ ากัด การตรึง
เซลล์ซึ่งดูดซับด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังแบบดักจับด้วยแคลซียมอัลจิเนต (เซลล์ตรึงด้วยกากใย
หัวมันส าปะหลังร่วมกับอัลจิเนต) ช่วยท าให้ข้อจ ากัดข้างต้นของเซลล์ภายในเม็ดเจลลดลงได้เพ ราะ
เซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังท าให้มีช่องว่างภายในเม็ดเจลมากขึ้น อย่างไรก็ตามผลผลิต      
เอทานอลที่ได้ยังต่ ากว่าของเซลล์ตรึงแบบดูดซับด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังเพียงอย่างเดียว ทั้งนี้
เพราะแม้จะไม่สามารถควบคุมจ านวนเซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังตั้งแต่เริ่มต้นกระบวนการ
หมักเอทานอลไว้ได้ทั้งหมดได้ แต่เมื่อเซลล์หลุดออกจากกากใยหัวมันส าปะหลัง เซลล์ใหม่ที่ระยะการ
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เจริญซึ่งมีประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลสูงกว่าสามารถมาเกาะแบบดูดซับกับกากใยหัวมันส าปะหลัง
แทนที่ได้ ภาวะที่เหมาะสมที่สุดของการหมักเอทานอลโดยเซลล์ตรึงด้วยกากใยหัวมันส าปะหลังคือ 
1.37x1010 เซลล์ ต่อกากใยหัวมันส าปะหลัง1.2 กรัมน้ าหนักแห้ง ผลการหมักเอทานอลจาก
กากน้ าตาลพบว่า S. cerevisiae G40-6-2-2 หมักเอทานอลจากกากน้ าตาลที่ความเข้มข้นของน้ าตาล
เริ่มต้นทั้งหมดเท่ากับ 20% (น้ าหนัก/ปริมาตร) จนถึง 26% (น้ าหนัก/ปริมาตร)ได้ ความเข้มข้นของ
กากน้ าตาลเริ่มต้นที่ให้ปริมาณเอทานอลได้สูงที่สุดเท่ากับ 20% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ที่เวลา 48 ชั่วโมง    
ผลิตเอทานอล 82.15±0.48 กรัม/ลิตร หรือ 0.41 กรัมเอทานอล/กรัมน้ าตาลทั้งหมด ให้อัตราการ
ผลิตเอทานอล 1.71 กรัมเอทานอล/ลิตร/ชั่วโมง ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนในอาหาร 
molasses medium ที่เติมและไม่เติมกากใยหัวมันส าปะหลัง (5% น้ าหนัก/ปริมาตร) พบว่าอาหาร 
molasses medium ที่เติมกากใยหัวมันส าปะหลังมีกรดอะมิโนในเพ่ิมขึ้น กากใยหัวมันส าปะหลัง
นอกจากช่วยป้องกันเซลล์จากความเครียดที่เกิดข้ึนในระหว่างการหมักแล้ว เซลล์ยีสตที่เกาะติดอยู่กับ
กากใยหัวมันส าปะหลังยังกลายเป็นแหล่งกรดอะมิโนส าหรับการเจริญและเพ่ิมความทนทานต่อเอทา
นอลของ S. cerevisiae G40-6-2-2 ที่ถูกน ามาตรึงด้วยกากใยมันส าปะหลังส่งผลให้ผลผลิตเอทานอล
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ภาคผนวก 



 

 

ภาคผนวก ก.  
อาหารเลี ยงเชื อ 

1. Molasses fermentation medium  

แอมโมเนียมซัลเฟต   1.3  กรัม  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.7  กรัม  
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  0.5  กรัม  
น้ ากลั่น     1  ลิตร  
ค่าความเป็นกรดด่าง  5.0  (ปรับด้วยกรดซัลฟูริก) 
กากน้ าตาล   555 กรัม (น้ าตาลเริ่มต้น 20% (น้ าหนัก/ปริมาตร)) 
กากน้ าตาล   611 กรัม (น้ าตาลเริ่มต้น 22% (น้ าหนัก/ปริมาตร)) 
กากน้ าตาล   666 กรัม (น้ าตาลเริ่มต้น 24% (น้ าหนัก/ปริมาตร)) 
กากน้ าตาล   722 กรัม (น้ าตาลเริ่มต้น 26% (น้ าหนัก/ปริมาตร)) 

2. อาหารแข็ง 5% Malt extract (Wickerham 1951) 

สารสกัดมอลต์    50 กรัม 
วุ้นผง     20 กรัม 
น้ ากลั่น     1  ลิตร 

3. อาหารแข็ง 5% Cornmeal  

Cornmeal Agar (Wako, Japan)  50  กรัม 
น้ ากลั่น     1 ลิตร 

4. อาหารแข็ง Restricted growth (RG) (Herman 1971a) 

สารสกัดยีสต์    0.2  กรัม 
เปปโตน     0.2 กรัม 
กลูโคส     1.0  กรัม 
วุ้นผง     20  กรัม 
น้ ากลั่น     1 ลิตร 
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5. Morphology Agar (Wickerham 1951) 

Morphology Agar (Becton, USA) 34.75 กรัม 
น้ ากลั่น     1 ลิตร 

6.  อาหารเหลว Yeast carbon base  

Yeast carbon base (Becton, USA) 6.7 กรัม 
น้ ากลั่น     1 ลิตร 

7. อาหารแข็ง Yeast Carbon Base Ammonium sulfate  

Yeast Carbon Base (Difco, USA) 6.7 กรัม 
แอมโมเนียมซัลเฟต   0.1 กรัม 
วุ้นผง     20 กรัม 
น้ ากลั่น     1  ลิตร 

8. อาหารทดสอบการใช้แหล่งคาร์บอน 

ความเข้มข้นน้ าตาลแต่ละชนิดเท่ากับ 0.5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในสารละลาย Yease carbon 
base (difco, USA) ความเข้มข้น 1 เท่าปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

สารประกอบคาร์บอน ชนิด 

D-glucose 

Hexose-based carbon 
sources 

Galactose 
L-sorbose 

Sucrose 

Maltose 
Cellobiose 

Trehalose 
Lactose 

Melibiose 

Raffinose 
Melezitose 

Inulin 
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Soluble starch 

D-xylose 

Pentose 

L-arabinose 

D-arabinose 
D-ribose 

L-rhamnose 

Ethanol 
Simple alcohol 

Methanol 

สารประกอบคาร์บอน ชนิด 

Glycerol 

polyols 

Erythritol 

Ribitol 

Galactitol 

D-manitol 

D-glucitol 

L-arabitol 

Xylitol 

Inositol 

-methyl-D-glucoside 

Amines 

Salicin 

D-glucosamine 

D-glucurono lactone 

N-acetyl-D-glucosamine 

Glucono-δ-lactone 

2-keto-gluconic acid 

Acid 5-keto-gluconic acid 

DL-lactic acid 
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Succinic acid 

Citric acid 

Quinic acid 

Saccharic acid 

D-glucuronic acid 

D-galacturonic acid 

D-gluconic acid 

n-decane 
Hydrocarbon 

n-hexadecane 

สารประกอบคาร์บอน ชนิด 

Propylene glycol 

Other Butane-2,3-diol 

Xylo-oligosaccharide 

9. อาหารทดสอบการใช้แหล่งไนโตรเจน 

แหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิดประกอบด้วย 
โพแทสเซียมไนเตรต   0.78   กรัม 
โซเดียมไนไทรต์    0.26  กรัม 
เอทธิลอะมีน    0.64  กรัม 
คาดาเวอร์รีน    0.68  กรัม 
แอลไลซีน    0.56  กรัม 
แอมโมเนียม ซัลเฟต   0.51  กรัม 
ครีเอทีน     0.38  กรัม 
ครีเอทินีน    0.29  กรัม 
ดีกลูโคซามีน    1.68  กรัม 
อิมิดาโซล    0.26  กรัม 
ดีทริปโตเฟน    0.79  กรัม 
Yease carbon base   11.7   กรัม 
วุ้นผง     20  กรัม 
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น้ ากลั่น     1000   ลิตร 

10. อาหาร Molasses medium (ความเข้มข้นน  าตาลเริ่มต้น 20 กรัม/ลิตร) 

กากน้ าตาล    555  กรัม 
น้ ากลั่น     998  มิลลิตร 
แอมโมเนียมซัลเฟต    1.3  กรัม  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   2.7   กรัม  
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต   0.5   กรัม 
กากน้ าตาลผสมกับน้ ากลั่นแล้วปั่นแยกตะกอนจากนั้นเติมสารอาหารอ่ืนๆในส่วนใสที่แยกได้

ปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจาง  



 
 
 

 

147 

ภาคผนวก ข.  
การเตรียมสารเคมี 

1. Lysis solution 

ยาตาเลส      300 มิลลิกรัม 
ยาตาเลสบัฟเฟอร์     30 มิลลิลิตร 
อาร์เอ็นเอสเอ      30 ไมโครลิตร 

2. ยาตาเลสบัฟเฟอร์ 

โซเดียมคลอไรด์      23.2 กรัม 
สารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตความเข้มข้น 1 โมลาร์ 5 มิลลิลิตร 
สารละลายอีดีทีเอเข้มข้น 5 โมลาร์ (ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8) 10 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ   500  มิลิลิตร 

3. สารละลายเอสดีเอสเข้มข้น 8% (น  าหนัก/ปริมาตร) 

สารละลายเอสดีเอสเข้มข้น 20% (น้ าหนัก/ปริมาตร)  4  มิลลิลิตร 
ทีอีเอ็นบัฟเฟอร์      6 มิลิลิตร 
โปรตีเนสเค (300 U)      10 มิลลิกรัม 

4. ทีอีเอ็นบัฟเฟอร์ 

สารละลายทริส-เอชซีแอลความเข้มข้น 1 โมลาร์ (ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8) 2 มิลลิลิตร 
สารละลายอีดีทีเอเข้มข้น 0.5 โมลาร์ (ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8) 400 ไมโครลิตร 
โซเดียมคลอไรด์      1.2 กรัม 
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ภาคผนวก ค.  
การวิเคราะห์น  าตาล 

1. วิเคราะหน  าตาลรีดิวซโดยวิธี Somogyi-Nelson (Nelson, 1992) 

1.1 สารเคมี 
Alkaline Copper Reagent  
Na2HPO4.12H2O     71  กรัม  
KNaC4H4O6.5H2O (Rochelle salt)    40  กรัม  
NaOH เข้มข้น 1N     100  มิลลิลิตร 
CuSO4.5H2Og เข้มข้น 10% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 80  มิลลิลิตร 
(ละลาย 8 กรัม CuSO4.5H2O ในน้ ากลั่น 80 มล.) 
Na2SO4      180 กรัม 
 (ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิตร)   
Nelson’s Reagent 
 (NH4)6Mo7O24.4H2O 53.2  กรัม 
 กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 21 มิลลิลิตร 
 Na2HAsO4.7H2O เข้มข้น 12% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 50 มิลลิลิตร 
        (ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 

1.2 วิธีการ  

1.2.1 เตรียมสารละลายน้ าตาลกลูโคสมาตรฐานความเขมขนระหว่าง 20-200 มิลลิกรัม
กรัม/มิลลิลิตร หรือตัวอย่างท่ีต้องการวัดที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม 

1.2.2 เติม Alkaline Copper Reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแล้วตมในน้ าเดือด 15 
นาที จากนั้นท าใหเย็นทันที  

1.2.3 เติม Nelson’s reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาท ี
1.2.4 เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นา

โนเมตร   
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การเกิดสีน้ าเงินม่วงของโมลิบดินัมบลู (molybdenum blue) เกิดจาก 
 2Cu2+ + reducing sugar   CuO2  
Cu2O + H2SO4      2Cu+  
2Cu+ + MoO4

2+     2Cu2+ + molybdenum blue  

 

รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานของน้ าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นระหว่าง 20–200 มิลลิกรัม/ลิตร  

2. วิเคราะห์น  าตาลทั งหมดโดยวิธี phenol-sulfuric (Dubois และคณะ, 1956) 
2.1 สารเคมี 

ฟีนอล 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
กรดซัลฟูริก 

2.2 วิธีการ  
2.2.1 เตรียมสารละลายซู โครสมาตรฐานที่ ความเขมขนระหว่าง 20-200 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร หรือตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ที่ความเข้มข้นที่
เหมาะสม 

2.2.2 เติมฟีนอล 5% (น้ าหนัก/ปริมาตร) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  
2.2.3 เติมกรดซัลฟูริก 5 มิลลิลิตร ผสมใหข้ากันบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที  
2.2.4 ผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร  

y = 0.0068x - 0.0431
R² = 0.9936
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รูปที่ ค-2 กราฟมาตรฐานของน้ าตาลซูโครสที่ความเข้มข้นระหว่าง 20–200 มิลลิกรัม/ลิตร 

y = 0.0124x + 0.0339
R² = 0.9967
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