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การใชเ้อทานอลเพื่อเป็นพลงังานชีวภาพเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วทัว่โลก กระบวนการผลิตเอทา-
นอลชีวภาพท่ีอุณหภูมิสูงถือว่ามีความส าคญั เน่ืองจากสามารถลดค่าใช้จ่ายท่ีตอ้งใช้ในการรักษา
อุณหภูมิขณะหมกัจากการใชร้ะบบหล่อเยน็และช่วยลดความเส่ียงต่อการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียอ่ื์นใน
ระบบ แต่ยีสต์ท่ีใช้ในกระบวนการหมักเอทานอลในปัจจุบันไม่สามารถทนความร้อนได้ ดังนั้ น 
งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค ์เพื่อคดักรองหาเช้ือยีสตท่ี์มีความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ
สูง และศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตเอทานอล และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ
การเจริญของยสีตด์งักล่าว โดยพบวา่ สามารถคดัแยกเช้ือยีสตท่ี์สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 40˚C จาก
ตวัอยา่งผลไม ้ดิน ลูกแป้ง น ้ าหมกั และขยะเปลือกผลไมแ้ละเศษใบไมห้มกั ไดจ้  านวน 55 ไอโซเลท 
จากนั้นคดัเลือกเช้ือ 12 ไอโซเลทท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งท่ีอุณหภูมิ 40˚C และมีลกัษณะทาง
สัณฐานท่ีหลากหลายแตกต่างกนัในกลุ่มตวัอยา่งเดียวกนั มาท าการศึกษาลกัษณะส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการหมกั โดยพบว่ายีสต์ 11 ไอโซเลทมีการผลิตฟองแก๊สมากและมีการสร้างฝ้าขาว แต่มี
เพียง 1 ไอโซเลทท่ีเกิดการจบักลุ่มในระหวา่งการหมกัท่ีอุณหภูมิ 40 และ 42˚C คือ LP3 นอกจากน้ียงั
ไดศึ้กษาความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิต่างๆ การเจริญในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาลสูง และ
อาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของเอทานอลต่างๆกนัโดยวธีิ Spot test พบวา่เช้ือทุกไอโซเลทสามารถเจริญได้
ดีท่ี 42˚C และเช้ือ 11 ไอโซเลท สามารถเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสสูงถึง 30% (w/v) อีกทั้ง
เช้ือส่วนใหญ่สามารถเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีเอทานอล 10% (v/v) จากนั้นคดัเลือกเช้ือ 3 ไอโซเลท คือ 
LP3, LC2 และ OW1/1 มาศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลจากอาหารกากน ้ าตาลเปรียบเทียบ
กบัเช้ือควบคุม Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red (ER) พบว่าเช้ือ LC2, LP3 , OW1/1 และ ER 
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สามารถผลิตเอทานอลได ้1.5, 2 , 1.67 และ 2.5% ตามล าดบั จากนั้นท าการคดัเลือกเช้ือ 2 ไอโซเลทคือ 
LP3 และ OW1/1 ท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งมาท าการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ี 
40 และ 42˚C เปรียบเทียบกบัเช้ือ ER พบว่าเช้ือสามารถผลิตเอทานอลสูงสุดจากน ้ าตาลกลูโคส 12% 
ได้ เท่ ากับ  49.3, 53.2 และ  52.0 g/L ท่ี  40˚C ต ามล าดับ  และ  36.4, 37.1 และ  26.0 g/L ท่ี  42˚C 
ตามล าดบั และพบวา่เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้าตาลกลูโคสและแมนโนส แต่
ไม่สามารถผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้ าตาลกาแลคโตส ไซโลส และซูโครส จากนั้นศึกษาการเจริญของ
เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทและเช้ือควบคุมโดยการค านวณค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific Growth Rate) 
เม่ือบ่มท่ี 30, 40 และ 42˚C พบว่าเช้ือ LP3 มีค่าท่ีสามารถค านวณได้สูงท่ีสุดจากทั้ง 3 อุณหภูมิ และ
คดัเลือกเช้ือ 1 ไอโซเลทคือ OW1/1 เน่ืองจากสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งท่ีสุด ท าการเล้ียงเช้ือร่วมกบั 
ER โดยพบวา่เม่ือเล้ียงเช้ือ ER เป็นเวลา 24 ชัว่โมงและเติมเช้ือ OW1/1 ให้ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้
สูงท่ีสุดท่ี 71.1 g/L น าเช้ือ OW1/1 มาศึกษาความสามารถในการหมกัในถังหมกัขนาด 8 ลิตร ท่ีมี
อาหารเล้ียงเช้ือ 5 ลิตร เปรียบเทียบกับเช้ือ ER พบว่าเช้ือ OW1/1 และ ER สามารถผลิตเอทานอล
สูงสุดได้ 3.4 และ 6.2% ตามล าดับ โดยผลการระบุเช้ือพบว่า เช้ือ LP3 สามารถระบุชนิดได้เป็น 
Candida glabrata ท่ีความเหมือน 99.0% และเช้ือ OW1/1 สามารถระบุชนิดของเช้ือได้คือ Pichia 
kudriavzevii ท่ีความเหมือน 100% 
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ABSTRACT 

The interest in bioethanol is increasing rapidly due to its several advantages as bio-fuel. 
The ethanol production at high temperature is very impressive since the process could reduce the 
cost of cooling system and contaminations during fermentation. The aims of this study are to screen 
thermotolerant yeasts that could produce ethanol at high temperature as well as to identify and study 
the optimal conditions for ethanol production of the isolated yeast strains. Fifty-five thermotolerant 
yeasts were isolated from 15 samples of fruit, soil, loog-pang, fermented fruit juice and organic 
waste. All of the isolates were tested for their ability to produce ethanol at 40˚C and 12 isolates were 
selected for further study. Most of 12 isolates exhibit high level of foam and biofilm on surface of 
media, however, only one of them showed flocculation. Spot test on YPD agar indicated that most 
of the isolates could grow at 42˚C, tolerate up to 30% (w/v) of glucose and could still grow on YPD 
agar with 10% (v/v) ethanol. LP3, LC2 and OW1/1 were selected for the next step based on 
desirable characteristics. All three isolates showed to produce low ethanol from molasses media 
when compared with Saccharomyces cerevisiae; Ethanol Red (ER) and LC2 produced the lowest 
ethanol yield. LP3 and OW1/1 were studied further, the ethanol production at 40˚C in YPD broth 
with 12% glucose compared with ER showed 49.3, 53.2 and 52.0 g/L of ethanol, respectively for 
LP3, OW1/1 and ER, in contrast, the result at 42˚C showed LP3 and OW1/1 could produce ethanol 
higher than ER at 36.4, 37.1 and 26.0 g/L, respectively. LP3 and OW1/1 could produce ethanol 
from glucose and mannose. Specific growth rates were calculated from LP3, OW1/1 and ER when 
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culturing at 30, 40 and 42˚C, it was found that LP3 showed the highest growth rate among the three 
of them in every temperature tested. Co-culture fermentation of OW1/1 and ER indicated that the 
treatment that ER was inoculated before OW1/1 for 24 hours showed the highest ethanol produced. 
Moreover, OW1/1 produced 3.4% of ethanol, in contrast of ER which could produce 6.2% of 
ethanol when incubated in 8-litre fermenter with 5-litre working volume. Finally, LP3 and OW1/1 
were identified as Candida glabrata with 99.0% identity and Pichia kudriavzevii with 100% 
identity, respectively. 
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ตารางท่ี 4.9 ค่าพารามิเตอร์ท่ีสามารถค านวณได ้จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือร่วม    43 
ตารางท่ี 4.10 แสดงผลการระบุเช้ือ         44 

ตารางท่ี 7.1 จ  านวนเช้ือยสีต ์ปริมาณน ้าตาล และปริมาณเอทานอลในอาหารเหลวกากน ้าตาล    66 
ตารางท่ี 7.2 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ปริมาณน ้าตาลและปริมาณเอทานอล    67 

 ท่ี 40°C 
ตารางท่ี 7.3 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ปริมาณน ้าตาลและปริมาณเอทานอล    68 

 ท่ี 42°C 
ตารางท่ี 7.4 ค่าท่ีไดจ้ากการค านวณประสิทธิภาพในการหมกัของเช้ือท่ี 40 และ 42°C    69 
ตารางท่ี 7.5 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ปริมาณน ้าตาลและปริมาณเอทานอล   69 

 ในอาหารเหลว YP ท่ีมีน ้าตาลต่างชนิดกนั 
ตารางท่ี 7.6 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เพื่อน าไปคิดค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ   72 

 ท่ี 30°C 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 

           หน้า 

 
ตารางท่ี 7.7 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เพื่อน าไปคิดค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ   72 

 ท่ี 40°C 
ตารางท่ี 7.8 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เพื่อน าไปคิดค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ   73 

 ท่ี 42°C  
ตารางท่ี 7.9 ปริมาณน ้าตาลและปริมาณเอทานอล เพื่อน าไปคิดค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ   73 

 ท่ี 30°C 
ตารางท่ี 7.10 ปริมาณน ้าตาลและปริมาณเอทานอล เพื่อน าไปคิดค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ   75 

 ท่ี 40°C 
ตารางท่ี 7.11 ปริมาณน ้าตาลและปริมาณเอทานอล เพื่อน าไปคิดค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ   76 

 ท่ี 42°C 
ตารางท่ี 7.12 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ปริมาณน ้าตาลและปริมาณเอทานอล    77 

 ในการเล้ียงเช้ือ 2 ชนิดร่วมกนั  
ตารางท่ี 7.13 ค่าเฉล่ียการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ปริมาณน ้าตาล และปริมาณเอทานอล    78 

 ในการหมกัในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
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สารบญัภาพ 

           หน้า 

ภาพท่ี 2.1 เอนไซมแ์ละสารตั้งตน้ในการผลิตเอทานอลจากกลูโคส       9 

ภาพท่ี 4.1 ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ 40 และ 42°C โดยวธีิ Spot test     28 
ภาพท่ี 4.2 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแขง็ YP ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส 10 และ 20%    29 

โดยวธีิ Spot test  
ภาพท่ี 4.3 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแขง็ YP ท่ีมีน ้าตาล 30% โดยวธีิ Spot test    30 
ภาพท่ี 4.4 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแขง็ YPD ท่ีมีเอทานอล 5 และ 10%     31 

โดยวธีิ Spot test  
ภาพท่ี 4.5 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแขง็ YPD ท่ีมีเอทานอล 12 และ 15%     32 

   โดยวธีิ Spot test  
ภาพท่ี 4.6 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารกากน ้าตาล ท่ี 40˚C    33 
ภาพท่ี 4.7 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส    34 

 12% ท่ี 40˚C 
ภาพท่ี 4.8 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส    36 

12% ท่ี 42˚C 
ภาพท่ี 4.9 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YP ของน ้าตาลต่างชนิดกนั   37 

ท่ี 40˚C  
ภาพท่ี 4.10 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือ LP3, OW1/1 และ ER ในอาหารเหลว   40 

   YPD ท่ี 30, 40 และ 42ºC 
ภาพท่ี 4.11 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้าตาล    42 

 กลูโคส 20% ท่ี 40˚C เม่ือเล้ียงร่วมกบัเช้ือควบคุม 
ภาพท่ี 4.12 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้าตาล    43 

     กลูโคส 20% ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
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รายการสัญลกัษณ์ 

CFU/ml Colony Forming Units per millitre 
cm เซนติเมตร 
ml มิลลิลิตร 
µl ไมโครลิตร 
OD Optical Density 
nm นาโนเมตร 
g/L กรัมต่อลิตร 
ºC องศาเซลเซียส 
rpm รอบต่อนาที 
W/V น ้าหนกัต่อปริมาตร 
V/V ปริมาตรต่อปริมาตร 
% เปอร์เซ็นต ์
TSS Total Soluble Solid 
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บทที ่1 

บทน ำและวตัถุประสงค์ 
 

เอทานอลเป็นพลังงานทดแทนท่ีมีการผลิตเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วทั่วโลก (Badger, 2002) 
เน่ืองจากปัญหาการขาดแคลนพลังงานเช้ือเพลิงปิโตรเลียม ภาวะมลพิษและการสะสมตัวของ
คาร์บอนไดออกไซด์ในชั้นบรรยากาศ ในขณะท่ีการเผาไหมเ้อทานอลจะมีการปล่อยแก๊สเรือนกระจก
ในปริมาณนอ้ย (Prasad et al., 2007) การผลิตเอทานอลเพื่อเป็นเช้ือเพลิงในประเทศไทย จะใชว้ตัถุดิบ
จากกากน ้ าตาลและมนัส าปะหลงั ซ่ึงเป็นวตัถุดิบท่ีหาง่าย ราคาถูก ท่ีมีศกัยภาพในการผลิตเอทานอล
สูง โดยเอทานอลบริสุทธ์ิท่ีผลิตไดจ้ะถูกน าไปผสมกบัน ้ ามนัเบนซินท่ีอตัราส่วนต่างกนัเป็นน ้ ามนั
แก๊สโซฮอล ์(Rakin et al., 2009; Tanimura et al., 2012)  

ยสีตท่ี์ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล คือ Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงจะมีอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ืออยู่ในช่วง 25-30◦C และสามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสูง (Lin 
and Tanaka, 2006) อย่างไรก็ตามในกระบวนการหมกัจะมีความร้อนเกิดข้ึนในถงัหมกั อีกทั้งสภาพ
อากาศของประเทศในเขตร้อน เช่น ประเทศไทย จะมีอุณหภูมิสูงในตอนกลางวนั อุณหภูมิเฉล่ีย
ประมาณ 40◦C (Hacking et al., 1984) ดังนั้ นจึงจ าเป็นต้องควบคุมอุณหภูมิตลอดการหมักให้อยู่
ในช่วง 30-35◦C ซ่ึงเป็นช่วงท่ียสีตส์ามารถเจริญและท างานไดดี้ ท าใหมี้ค่าใชจ่้ายท่ีตอ้งใชใ้นการรักษา
อุณหภูมิขณะหมกัโดยระบบหล่อเยน็ (cooling) ดงันั้นยสีตท่ี์น ามาใชผ้ลิตเอทานอลจึงควรมีคุณสมบติั
ท่ีสามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดดี้ในช่วงอุณหภูมิสูง (Limtong et al., 2007) การคน้หายีสต์สาย
พนัธ์ุทนร้อนท่ีมีประสิทธิภาพในการเจริญและหมกัเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง จึงเป็นทางเลือกใหม่ท่ี
สามารถช่วยลดค่าใชจ่้ายในกระบวนการหมกัจากการใช้ระบบหล่อเยน็ และยงัช่วยลดความเส่ียงต่อ
การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียอ่ื์นๆ ท่ีจะเขา้มาในระบบ รวมถึงช่วยเพิ่มผลผลิตเอทานอลในระบบการ
หมกัท่ีอุณหภูมิสูงได ้ 

อย่างไรก็ตาม ถึงแมว้่าจะมียีสต์เพียงไม่ก่ีชนิดท่ีมีความสามารถในการหมกัและเจริญได้ท่ี
อุณหภูมิสูงกวา่ 40◦C แต่มีการรายงานว่า พบยีสต์ท่ีมีความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิสูงถึง 45-
52◦C และผลิตเอทานอลท่ี 45-50◦C ได้ คือ Kluyveromyces marxianus IMB1, IMB2, IMB3, IMB4 
และ IMB5 (Banat et al., 1992)  ดังนั้นงานวิจยัน้ีจึงมีจุดประสงค์ในการคดัเลือกสายพนัธ์ุยีสต์ท่ีมี
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ความสามารถในการเจริญและผลิตเอทานอลไดท่ี้อุณหภูมิสูงกวา่หรือเท่ากบั 40◦C เพื่อน าไปใชแ้ละ
พฒันากระบวนการผลิตเอทานอลในสภาวะอุณหภูมิท่ีสูงและเหมาะสมกับสภาพภูมิอากาศของ
ประเทศในเขตร้อน รวมทั้งในประเทศไทย อีกทั้งศึกษาสภาวะการเจริญของเช้ือท่ีเหมะสมต่อการผลิต
เอทานอลจากเช้ือดงักล่าวในการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 

วตัถุประสงค์  

1. เพื่อคดัเลือกหายสีตท่ี์มีความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูงมากกวา่หรือเท่ากบั 
40◦C ได ้

2. เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวโมเลกุล รวมไปถึงการพิสูจน์
เอกลกัษณ์ของยสีตท์นร้อนท่ีคดัเลือกได ้

3. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูงอยา่งน้อย 40◦C ดว้ยยีสต์ท่ี
คดัเลือกได ้
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บทที ่2 

ทบทวนเอกสาร 
 

2.1 เอทานอลชีวภาพ 

2.1.1 ความส าคัญและคุณสมบัติของเอทานอลชีวภาพ 

เอทานอลชีวภาพเป็นค าท่ีใชก้ล่าวถึงเอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) ท่ีผลิตข้ึนโดยการหมกั
ของจุลินทรีย์ (microbial fermentation) ซ่ึงแตกต่างกับแอลกอฮอล์ท่ีผลิตข้ึนโดยวิธีเคมี (chemical 
synthesis) ซ่ึงเกิดจากกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของเอทิลีนโดยวิธีการผลิตเอทานอลทาง
เคมีคิดเป็นร้อยละ 5 ของปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดท้ั้งหมดในโลกเท่านั้น เอทานอลชีวภาพ (ตาราง 
2.1) ถูกน ามาใช้เป็นเช้ือเพลิงชีวภาพในการคมนาคมขนส่งอย่างแพร่หลาย โดยในการผลิตจะผ่าน
ขั้นตอนการหมกัน ้ าตาลท่ีไดจ้ากวตัถุดิบตั้งตน้ (feedstock) จากนั้นท าการกลัน่เอทานอลให้อยู่ในรูป
ของเหลวท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง และน าไปใช้ในการเผาไหมเ้พื่อผลิตเช้ือเพลิงในเคร่ืองยนต์ต่างๆ ซ่ึง
สามารถใช้ได้โดยตรงหรือน าไปผสมกับเช้ือเพลิงชนิดอ่ืนๆได้ (Ballesteros et al., 2004; Walker, 
2011)  

ตาราง 2.1 คุณสมบัติของเอทานอล 

Parameter คุณสมบัติ 
สูตรโมเลกุล (Molecular formula) C2H5OH 
มวลโมเลกุล (Molecular mass) 46.07 g/mol 
ลกัษณะภายนอก (Appearance) ของเหลวไม่มีสี (ท่ีอุณหภมิู -117◦C -78◦C) 
การละลายน ้า (Water soluability) ละลายไดดี้ 
ความหนาแน่น (Density) 0.789 kg/L 
จุดเดือด (Boiling temperature) 78.5◦C (173◦F) 
จุดเยอืกแขง็ (Freeing point) -117◦C 
จุดวาบไฟ (Flash point) 12.8◦C 
จุดติดไฟ (Ignition temperature) 425◦C 
Explosion limit ขั้นต ่า 3.5% (v/v) ขั้นสูง 19% (v/v) 
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ตาราง 2.1 (ต่อ) 
Parameter คุณสมบัติ 

ความดนัไอ (Vapor pressure) 50 mmHg 
ความร้อนจ าเพาะ (Specific heat) Kcal/Kg 60◦C 
ความเป็นกรด (Acidity; pKa) 15.9 
ความหนืด (Viscosity) 1.200 mPa s (20◦C) 
Refractive index 1.36 ท่ี 25◦C 
เลขออกเทน (Octane number) 99 

มีการรายงานว่าการเผาไหม้ของเอทานอลชีวภาพปริมาณ 18.5 ล้านลิตร สามารถลดการ
ปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) ไดเ้ทียบเท่ากบัการปลดปล่อยแก๊สจากรถยนตถึ์ง 1.2 ลา้น
คนั ซ่ึงการขนส่งบนทอ้งถนนในปัจจุบนัปลดปล่อยแก๊สเรือนกระจกถึง 20% ของปริมาณแก๊สทั้งหมด 
การใชเ้ช้ือเพลิงจากเอทานอลชีวภาพมีความย ัง่ยืนและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มสูง เม่ือเทียบกบัการใช้
พลงังานจากฟอสซิลซ่ึงมีการปลดปล่อยแก๊สเรือนกระจก โดยเฉพาะแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 
มาก เป็นผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของภาวะบรรยากาศโลก (Walker, 2011) 
 ในปัจจุบนัน้ีเอทานอลชีวภาพไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากพลงังานเช้ือเพลิงจาก
ฟอสซิลถูกใชห้มดไปเร่ือยๆอยา่งรวดเร็วและยงัส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม ท าให้พลงังานจากเอทา-
นอลจดัเป็นพลงังานทางเลือกหน่ึงท่ีไดรั้บความสนใจมากข้ึน จนน าไปสู่การเพิ่มข้ึนของการผลิตเอ-
ทานอลทัว่โลก (Bai et al., 2008) 

2.2 วตัถุดิบทีใ่ช้ในการผลติเอทานอล 

ชีวมวลหรือ biomass เป็นวตัถุดิบท่ีถูกน ามาใชใ้นการผลิตพลงังานมากถึง 10% ของพลงังาน
ท่ีมีการใช้ในปัจจุบนัทั้งหมด ทั้งน้ีเช้ือเพลิงชีวภาพได้รับความสนใจมากในช่วงทศวรรษท่ีผ่านมา 
(Eisentraut, 2010) โดยสามารถแบ่งการผลิตเช้ือเพลิงจากเอทานอลเป็นช่วงๆคือ การผลิตเอทานอลใน
ช่วงแรก (first-generation bioethanol) นิยมใช้การหมักน ้ าตาลท่ีได้จากวัตถุดิบจากการเกษตร 
โดยเฉพาะกลุ่มขา้วโพดและออ้ย (Argueso et al., 2009) ในการผลิตเอทานอลในช่วงท่ีสอง (second-
generation bioethanol) จะใช้วตัถุดิบท่ีไดจ้ากวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ซ่ึงเป็นการเพิ่มมูลค่าของ
วสัดุดงักล่าวใหแ้ก่เกษตรกร (Eisentraut, 2010) 
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2.2.1 วตัถุดิบทีใ่ช้ในกระบวนการหมักเอทานอลได้โดยตรง 

 1) ออ้ย 
ออ้ย เป็นพืชวตัถุดิบหลกัท่ีใชใ้นการผลิตเอทานอล ไม่วา่จะเป็นในรูปของน ้าออ้ย (sugar cane 

juice) หรือกากน ้ าตาล (molasses) ทั้ งน้ี 79% ของการผลิตเอทานอลในประเทศบราซิลจากน ้ าอ้อย 
และนอกจากนั้นเป็นการใชว้ตัถุดิบจากกากน ้าตาล (Sanchez and Cardona, 2008)  

2) กากน ้าตาล 
กากน ้ าตาลเป็นผลิตภัณฑ์ ท่ีได้จากกระบวนการผลิตน ้ าตาลในขั้ นตอนการ repeat 

crystallization ซ่ึงวตัถุดิบตั้งตน้ท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล เน่ืองจากกากน ้าตาลมีคาร์โบไฮเดรต
หรือน ้ าตาลอยู่ในรูปท่ียีสต์สามารถน าไปใช้ผลิตเอทานอลได้ทันทีโดยไม่ต้องผ่านกระบวนการ 
pretreatment โดย 75% ของกากน ้ าตาลในโลกมาจากออ้ยท่ีมีการปลูกกนัมากในในประเทศเขตร้อน 
เอเชียหรืออเมริกาใต ้ในขณะท่ีการผลิตเอทานอลอีก 25% ท่ีเหลือมาจากผกักาดฝร่ัง (sugar beet) ท่ีมี
การปลูกกนัมากในประเทศเขตอบอุ่น ยโุรปและอเมริกาเหนือ (Abubaker et al., 2012; Mukhtar et al., 
2010) กากน ้ าตาลท่ีผลิตได้จากโรงงานผลิตน ้ าตาลจากอ้อย (cane molasses) ประกอบด้วยน ้ าตาล
ซูโครส ฟรุกโตส และกลูโคส โดยจะมีน ้ าตาลรวมทั้งหมดไม่นอ้ยกวา่ 46% ในขณะท่ีกากน ้ าตาลท่ีได้
จากผกักาดฝร่ัง (beet molasses) จะมีน ้ าตาลราฟฟิโนสเพิ่มเติมอยู่ด้วย ซ่ึงน ้ าตาลราฟฟิโนสจดัเป็น 
ไตรแซคคาไรด์ท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาลกลูโคสและกาแลกโตส และมีน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลไม่
น้อยกว่า 48% (Abe et al., 2012; Curtin 1983) นอกจากนั้นในประเทศบราซิลมีการน าน ้ าอ้อยและ
กากน ้ าตาลมาผสมกนัในอตัราส่วนต่างๆเพื่อใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล โดยสามารถผลิต 
เอทานอลได ้8-11% (v/v) ภายในเวลา 6-11 ชัว่โมง ท่ี 32-35◦C หลงัจากการหมกัเสร็จส้ินแลว้ ยีสตจ์ะ
ถูกเก็บเพื่อการน ามาใชใ้หม่ (recycle) โดยการป่ันเหวี่ยง จากนั้นลา้งดว้ยกรดซลัฟิวริกเจือจาง pH 2.0-
2.5 เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง เพื่อลดการปนเป้ือนของแบคทีเรีย และน าเซลล์ใส่ลงในถงัหมกัอีกคร้ังเพื่อ
เร่ิมกระบวนการหมกัต่อไป ซ่ึงในช่วงฤดูการผลิตเอทานอลจะมีการเก็บเซลล์เพื่อน ามาใชใ้หม่ 2 คร้ัง
ต่อวนั ตลอด 200-250 วนัต่อปี (Wheals et al., 1999) 

2.2.2 วตัถุดิบทีใ่ช้ในกระบวนการหมักเอทานอลทีต้่องมีกระบวนการอืน่เข้ามาช่วย 

วตัถุดิบเหล่าน้ีไดแ้ก่วตัถุดิบท่ีมีแป้งเป็นองคป์ระกอบมาก เช่น ขา้วโพด มนัส าปะหลงั  
1) มนัส าปะหลงั 

มนัส าปะหลงัถูกจดัเป็นพืชอุตสาหกรรมในประเทศไทย เน่ืองจากมนัส าปะหลงัเป็นพืชท่ี
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในดินท่ีไม่อุดมสมบูรณ์ และให้ผลผลิตมากต่อพื้นท่ี ท าให้ตน้ทุนการผลิต
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น้อยเม่ือเทียบกบัพืชชนิดอ่ืนๆ ทนแลง้ได้ดี และเจริญไดใ้นดินท่ีมีสภาพเป็นกรด ดงันั้นในประเทศ
ไทยจึงมีการใชม้นัส าปะหลงัในการผลิตเอทานอลชีวภาพ (Kaewkrajay et al., 2014) 

2) ขา้วโพด 
การผลิตเอทานอลในประเทศสหรัฐอเมริกาเกือบทั้ งหมดใช้ข้าวโพดเป็นวตัถุดิบตั้ งต้น 

เน่ืองจากขา้วโพดเป็นพืชท่ีอุดมไปด้วยคาร์โบไฮเดรต จึงเป็นแหล่งส าคญัในการผลิตแป้งขา้วโพด 
ทั้งน้ีประมาณ 70-72% ของแกนขา้วโพดเป็นสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้
โดยขา้วโพดจะถูกน าไปบดเพื่อให้ไดแ้ป้งขา้วโพด จากนั้นท าการเปล่ียนแป้งขา้วโพดเป็นน ้ าตาล ซ่ึง
มกัจะอาศยัเอนไซม์ และน าไปผลิตเอทานอลชีวภาพต่อไป (Bothast and Schlicher, 2005; Sanchez 
and Cardona, 2008) 
  3) วสัดุลิกโนเซลลูโลส 

ตวัอยา่งของวสัดุในกลุ่มน้ี เช่น ซงัขา้วโพด เส้นใยขา้วโพด ชานออ้ย หรือฟางขา้ว ซ่ึงจดัเป็น
วสัดุเหลือใชท้างการเกษตรท่ีมีราคาถูก ในประเทศญ่ีปุ่น พบวา่ 75% ของฟางขา้วจดัเป็นวสัดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรท่ีไม่มีการน าไปใช้ต่ออย่างมีประสิทธิภาพ จึงเป็นวตัถุดิบตั้งตน้ท่ีมีปริมาณมากและ
สามารถน าไปใชใ้นการผลิตเอทานอลได ้(Tanimura et al., 2012) 

2.3 ยสีต์และการคัดเลอืกยสีต์เพือ่น ามาใช้ในการผลติเอทานอลชีวภาพ 

 ยีสต์ จดัเป็นฟังไจ (Fungi) ท่ีเป็นเซลล์เด่ียว (unicellular) มีลักษณะรูปร่างหลายแบบ เช่น 
รูปร่างกลม รี สามเหล่ียม รูปร่างแบบมะนาว เป็นตน้ มีการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ โดยวธีิการแตก
หน่อ (budding) พบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ เช่น ในดิน ในน ้ า หรือส่วนต่างๆของพืช แต่แหล่งท่ีพบ
ยีสต์ไดบ้่อย คือแหล่งท่ีมีน ้ าตาลความเขม้ขน้สูง เช่น ผลไมท่ี้มีรสหวาน ปัจจุบนัยีสต์ถูกน ามาใช้ใน
อุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น อุตสาหกรรมเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล ์และผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากเมทาบอลิ-
ซึมของยีสต ์เช่น เอนไซม์ วิตามิน แคโรทีนอยด์ กรดซิตริก และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) เป็นตน้ 
รวมทั้งในอุตสาหกรรมอาหารหลายประเภท อยา่งไรก็ตามยีสตจ์ดัเป็นสาเหตุหน่ึงในการท าใหอ้าหาร
บางชนิดเน่าเสียดว้ย (Kurtzman et al., 2010) 
 ยีสต์ทนร้อน (thermotolerant yeast) คือ ยีสต์ท่ีมีอุณหภูมิในการเจริญได้ดีท่ีสุด (optimum 
temperature) ตั้งแต่ 40◦C ข้ึนไป ในกรณีของ Saccharomyces cerevisiae สามารถเจริญไดใ้นช่วง 35-
41◦C (Koedrith et al., 2008) ทั้งน้ีในโรงงานท่ีใช้วตัถุดิบตั้งตน้ในการผลิตเอทานอลเป็นกากน ้ าตาล 
โดยเฉพาะในประเทศเขตร้อนมกัพบปัญหาในการผลิตเอทานอล S. cerevisiae ท่ีใช้เป็นสายพนัธ์ุท่ีมี
อุณหภูมิในการเจริญในช่วง 32◦C±2 เม่ืออุณหภูมิการหมกัสูงข้ึนจะท าให้ประสิทธิภาพในการผลิต 
เอทานอลลดลง โดยเฉพาะเม่ืออุณหภูมิสูงกวา่ 40◦C (Mukhtar et al., 2010) 
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 2.3.1 กลุ่ม Saccharomyces  

ยีสตใ์นกลุ่ม Saccharomyces โดยเฉพาะ Saccharomyces cerevisiae เป็นยีสต์ท่ีมีการน ามาใช้
มากท่ีสุดในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล โดยจดัเป็นยสีตส์ายพนัธ์ุท่ีมีความทนต่อเอทานอลสูงเม่ือ
เทียบกบัแบคทีเรีย (Oslon and Hahn-H agerdal, 1996) นอกจากน้ี S. cerevisiae ยงัมีความสามารถใน
การหมกัน ้ าตาล 6 คาร์บอน (hexose sugar) ไดดี้ โดยสามารถใช้น ้ าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากออ้ย รวมทั้ง
สามารถใช้ฟรุกโตสได ้ทนกรดและทนต่อสภาวะอ่ืนๆท่ีมกัเกิดข้ึนในกระบวนการหมกัไดดี้ และมี
ประสิทธิภาพในการหมกัสูง ง่ายต่อการเก็บรักษาและขนส่ง โดยเฉพาะในระดบัการคา้ (commercial 
scale) รวมถึงยงัมีขอ้มูลทั้งในดา้นสรีรวิทยา อณูพนัธุศาสตร์และพนัธุศาสตร์ต่างๆจึงสามารถน ามา
ประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่างๆไดง่้าย (Demeke et al., 2013) 
 S. cerevisiae ทนร้อน สามารถผลิตเอทานอลไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพท่ีอุณหภูมิสูง ถือวา่เป็น
สายพนัธ์ุยสีตท่ี์เป็นท่ีตอ้งการ โดยเฉพาะในประเทศเขตร้อน  
 อย่างไรก็ตาม แมจ้ะมีการศึกษาในแง่กระบวนการผลิตเอทานอลจาก S. cerevisiae กนัอย่าง
แพร่หลายแต่ยงัพบวา่ ความเขา้ใจในวิถีเมทาบอไลท์ (metabolic pathway) เป็นองคค์วามรู้ท่ีส าคญัท่ี
จะช่วยพฒันากระบวนการผลิตเอทานอลได้ โดยในยีสต์จะใช้วิถี glycolysis (Embden-Meyerhof-
Parnas หรือ EMP pathway) ในการผลิตเอทานอลท่ีเร่ิมจากการเปล่ียน 1 โมเลกุลของกลูโคสให้เป็น 2 
โมเลกุลของไพรูเวท (ภาพ 2.1) (Madigan et al., 2000) 

นอกจากน้ีประโยชน์ของการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูงกวา่อุณหภูมิท่ีมีการใชก้นัโดยทัว่ไป 
จะสามารถลดค่าใช้จ่ายในการรักษาอุณหภูมิโดยเฉพาะในระดบัการผลิตใหญ่ (large scale) ลดอตัรา
การปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียอ่ื์นท่ีไม่ตอ้งการ อีกทั้งยงัเพิ่มอตัราการใชน้ ้ าตาลและผลิตเอทานอลของ
ยสีต ์(Mukhtar et al., 2010)  

Ethanol Red เป็นยีสต์  S. cerevisiae ทางการค้าท่ีน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในระดับ
อุตสาหกรรมจากบริษัท Fermentis ประเทศฝร่ังเศส โดย Ethanol Red ใช้ผลิตเอทานอลชีวภาพท่ี
อุณหภูมิสูง นิยมใชใ้นประเทศแถบอเมริกาเหนือและยุโรป โดยวิธีการผลิตเอทานอลท่ีเหมาะแก่การ
ใช ้Ethanol Red ในการผลิตมากท่ีสุด คือการหมกัแบบ Very High Gravity (VHG) เน่ืองจากเป็นเช้ือท่ี
สามารถทนต่อเอทานอลในปริมาณสูงไดดี้ ใช้เวลาในการหมกันอ้ยแต่ไดป้ริมาณเอทานอลมาก และ
สามารถคงความมีชีวิตอยู่ของเซลล์ได้หลังจากการหมัก เพื่อสามารถน าเซลล์ไปใช้ในการหมัก
แบบต่อเน่ืองได ้โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลของ Ethanol Red จะอยูใ่นช่วง 30-40◦C 
ในขณะท่ีประเทศบราซิลจะใช้ยีสต์สายพนัธ์ุ PE-2 และประเทศญ่ีปุ่นใช้ยีสต์สายพนัธ์ุ Kyokai No. 7 
ในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง (Felix et al., 2014; Fermentis Product sheet, 2016) 
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 การทดสอบความสามารถในการทนต่อความดันออสโมติกของเช้ือ Ethanol Red ท่ีความ
เขม้ข้นของน ้ าตาลกลูโคสต่างกนั พบว่าสามารถเจริญเติบโตได้ดีและให้อตัราการเจริญเติบโตใน
ระดบัเดียวกบัในสภาวะปกติ อยา่งไรก็ตาม พบว่าเช้ือสายพนัธ์ุ Ethanol Red ไม่สามารถใช้และหมกั
น ้ าตาล 5 คาร์บอน (pentose) ท่ีมกัพบเจือจางอยู่ใน pretreated hydrolysate ให้เกิดเป็นเอทานอลได ้
(Groves, 2009) 
 การคดัเลือกเช้ือยีสตส์ายพนัธ์ุ S. cerevisiae ท่ีสามารถหมกัน ้ าตาลไดท่ี้อุณหภูมิสูงกว่า 35◦C 
และให้ผลผลิตเอทานอลท่ีสูงจึงเป็นเร่ืองส าคญัในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล (Edgardo et al., 
2008) 

2.3.2 กลุ่ม Non-Saccharomyces 

Kluyveromyces marxianus เป็นยีสต์ในกลุ่ม homothallic hemiascomycete ท่ีสามารถคดัแยก
ไดท้ัว่ไปตามธรรมชาติ โดยยสีตช์นิดน้ีจดัเป็นยีสตใ์นกลุ่มทนร้อน (thermotolerant) และสามารถผลิต
เอนไซม ์inulinase ในการยอ่ยน ้ าตาลอินนูลินได ้มีการเจริญเติบโตรวดเร็ว ซ่ึงแตกต่างจากเช้ือในจีนสั
เดียวกัน เช่น Kluyveromyces lactis ซ่ึงท าให้เช้ือ K. marxianus มีความสามารถในการหมักน ้ าตาล 
แลคโตสและอินนูลินเพื่อให้ไดผ้ลผลิตเอทานอลได้ เช้ือดงักล่าวจึงเป็นยีสต์อีกชนิดหน่ึงท่ีมีความ
น่าสนใจอยา่งมากต่อการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรม โดยเฉพาะจากอุตสาหกรรมท่ีมีการใช้
วตัถุดิบในกลุ่มลิกโนเซลลูโลสท่ีมีราคาไม่แพง และมีองค์ประกอบของน ้ าตาลหลากหลายชนิด 
การศึกษาในดา้นอณูพนัธุศาสตร์ของ K. marxianus ยงัมีไม่มากนกั แต่อยา่งไรก็ตามมีการน าเช้ือน้ีไป
ใชใ้นอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล อีกทั้งยงัมีรายงานวา่ เช้ือชนิดน้ีมีความสามารถในการยอ่ยสลาย
สารพิษในส่ิงแวดล้อมอีกด้วย (bioremediation application) คุณสมบัติของ K. marxianus ท่ีกล่าว
มาแลว้ขา้งตน้ สามารถพบไดใ้นเช้ือหลายสายพนัธ์ุของ K. marxianus แต่ยงัไม่มีการรายงานถึงความ
หลากหลายในแต่ละสายพนัธ์ุเท่าท่ีควร ในการประยุกต์ใช้เช้ือ K. marxianus จึงมุ่งเน้นไปท่ีการผลิต 
เอทานอลจากน ้ าตาลแลกโตสและอินนูลิน สามารถหมกัน ้ าตาลไซโลสเพื่อให้ไดเ้อทานอลไดอี้กดว้ย 
เช้ือยีสต์ K. marxianus จดัวา่มีการใช้กนัมานานในอุตสาหกรรม เน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีมีความปลอดภยั
ระดับ GRAS (Generally Regarded As Safe) ซ่ึงมีความเหมาะสมในการใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร
และยา K. marxianus สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีน ้ าตาลแลกโตสเป็นองคป์ระกอบ เช่น whey และ
อินนูลิน และมีช่วงอุณหภูมิในการเจริญกวา้งตั้งแต่ 4-45◦C (Lane et al., 2011; Raimondi et al., 2013) 
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2.3.3 วฏัจักรและกลไกการผลติเอทานอลของยสีต์ 

ยสีตถู์กน ามาใชใ้นการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมกั โดยยสีตจ์ะใชน้ ้ าตาลกลูโคสเป็น
อาหารและเปล่ียนเป็นเอทานอล โดยผ่านกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis) ในสภาวะท่ีไม่มี
ออกซิเจน โดยในกระบวนการน้ีอาศยัเอนไซมส์ าคญั 2 ชนิดคือ pyruvate decaboxylase และ alcohol 
dehydrogenase  

 
ภาพ 2.1 เอนไซมแ์ละสารตั้งตน้ในการผลิตเอทานอลจากกลูโคส 

ทีม่า Norr et al., 2003 
ในกระบวนการหมกัน ้ าตาลกลูโคสของยสีต์ น ้ าตาลกลูโคส 100 กรัม จะถูกเปล่ียนเป็นเอทา-

นอล (C2H5OH) 51.11 กรัม และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 48.89 กรัม นอกจากนั้นยงัมีพลังงาน
ความร้อนเกิดข้ึนอีก 28.7 กิโลแคลอร่ี (Kcal) แสดงไดด้งัสมการ  

C6H12O6 + ยสีต ์2C2H5OH + 2CO2 + 28.7 Kcal 
 ผลผลิตท่ีไดจ้ริง (yield) สามารถค านวณไดจ้าก ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้/ปริมาณน ้ าตาลท่ี
ใช้ไป โดยผลผลิตท่ีควรไดท้างทฤษฎี (theoretical yield) มีค่าเท่ากบั 0.511 ต่อ 1 กรัมน ้ าตาลท่ีใช้ไป
(Ribéreau-Gayon et al., 2000; Yadav et al., 2011) 

2.3.4 ความสามารถของยสีต์ในการทนความเครียดทีจ่ะเกดิขึน้ระหว่างการหมัก 

 ความท้าทายท่ีส าคัญในการผลิตเอทานอลชีวภาพจากวตัถุดิบตั้ งต้นท่ีเป็นชีวมวล คือ  
การพฒันาสายพนัธ์ุยีสตท่ี์สามารถเจริญเติบโตไดใ้นสภาวะท่ีมีตวัยบัย ั้งไดดี้ ซ่ึงตวัยบัย ั้งมกัเกิดข้ึนใน
ขั้นตอนของการผลิตเอทานอล เช่น การมีแรงดนัออสโมติกสูง เน่ืองจากปริมาณน ้ าตาลในวตัถุดิบตั้ง
ตน้มาก การมีความเขม้ขน้ของเอทานอลในถงัหมกัสูง และอุณหภูมิท่ีสูงข้ึนระหวา่งการหมกั (>40◦C) 
(Caspeta and Nielsen, 2015) 
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2.3.5 ลกัษณะทีเ่หมาะสมของยสีต์ในการผลติเอทานอล 

 ความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิและความเขม้ขน้ของเอทานอลสูงจดัเป็นปัจจยัส าคญัใน
การคดัเลือกเช้ือจุลินทรียท่ี์จะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมไดดี้
มากข้ึน ทั้ งน้ีการมีความเข้มข้นของเซลล์สูง (high cell densities) การน าเซลล์กลับมาใช้ซ ้ า (cell 
recycling) และความเขม้ขน้ของเอทานอลในปริมาณสูง ล้วนแล้วแต่ท าให้การเจริญของเซลล์ยีสต์
ลดลง ซ่ึงเม่ือการเจริญของยีสต์ลดลงจะท าให้มีการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึน (ประมาณ 90-92% ของ
น ้ าตาลตามทฤษฎีจะถูกเปล่ียนเป็นเอทานอล) อยา่งไรก็ตาม ยีสต์สายพนัธ์ุธรรมชาติท่ีไม่ผา่นการตดั
ต่อทางพนัธุกรรม มกัไม่สามารถทนต่อสภาวะดงักล่าวได ้และแสดงลกัษณะท่ีไม่เหมาะสมแก่การ
น าไปใชใ้นการหมกัหรือผลิตเอทานอล เช่น การผลิตฟองในปริมาณท่ีมากเกินไปในระหวา่งการหมกั 
เกิดการตกตะกอนในถงัหมกั และใช้เวลาในการหมกันาน รวมทั้งมีน ้ าตาลเหลืออยู่ภายในถงัหมกั
หลงัจากการหมกัแลว้ (Basso et al., 2008) ลกัษณะของยสีตท่ี์ใชใ้นการผลิตเอทานอลจึงกล่าวไดด้งัน้ี 

1) Foam-producing yeast  
เช้ือยสีตท่ี์มีการผลิตฟองมากในระหวา่งการหมกั จะท าให้ไม่สามารถใชป้ระสิทธิภาพของถงั

หมกัไดอ้ยา่งเต็มท่ี อีกทั้งยงัตอ้งอาศยัสารในกลุ่ม antifoam เพื่อลดปริมาณฟองแก๊สในถงัหมกั จึงท า
ใหมี้ค่าใชจ่้ายเพิ่มข้ึน (Silva et al., 2006) และไม่เหมาะแก่การน ามาใชเ้พื่อผลิตเอทานอล 

2) Flocculation  
การเกิดการจบักลุ่มของเซลล์มีทั้งขอ้ดีและขอ้เสียในเชิงอุตสาหกรรม โดยพบว่าอตัราการ

ตกตะกอนของเช้ือจะท าใหก้ารผลิตเอทานอลในระดบัโรงงานเป็นไปไดไ้ม่ดีและใหป้ริมาณเอทานอล
นอ้ย และมีรายงานวา่ในกระบวนการระดบัอุตสาหกรรมโดยเฉพาะในประเทศบราซิล การผลิตเอทา-
นอลจะมีประสิทธิภาพมากกว่าเม่ือใช้เช้ือท่ีไม่ มีการตกตะกอนหรือไม่มีการจับกันเป็นกลุ่ม 
(homogeneous yeast suspension) อย่างไรก็ตาม ระหว่างการหมกัในโรงงานขนาดเล็กของประเทศ
บราซิลจะมีการน าเซลล์กลับมาใช้ซ ้ าโดยไม่ผ่านการป่ันเหวี่ยงเพื่อตกตะกอน ดังนั้นเช้ือยีสต์ท่ีมี
คุณสมบติัในการตกตะกอนจึงเป็นท่ีตอ้งการ เพื่อลดขั้นตอนการป่ันเหวีย่งในการผลิตเอทานอล  
 นอกจากนั้นการเกิดการสร้างฟองแก๊สของเช้ือในระหว่างการหมกัจะท าให้เกิดการลอยตวั
ของเซลล์ยีสต์ (yeast flotation) ซ่ึงเม่ือรวมกับปรากฏการณ์การจบักลุ่มของเซลล์ยีสต์แล้ว จะลด
ความสามารถในการสัมผสักบัอาหารเล้ียงเช้ือของเซลล์ และจะส่งผลให้ระยะเวลาท่ีใช้ในการหมกั
เพิ่มข้ึน และมีปริมาณน ้ าตาลท่ีเหลือในถงัหมกัมากข้ึนเม่ือเสร็จกระบวนการหมกั เน่ืองจากเช้ือไม่
สามารถใช้น ้ าตาลได้อย่างเต็มท่ี โดยเช้ือยีสต์ท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวิทยามีลกัษณะหยาบ (rough) 
มกัจะมีการสร้าง pseudohypha ในระหวา่งการเจริญ (psuedohyphal growth) และมกัมีการตกตะกอน
ในถงัหมกัระหวา่งการหมกั (Silva et al., 2006) 
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3) Osmotic tolerant  
เน่ืองจากการหมักเอทานอลชีวภาพในระดับอุตสาหกรรม มกัใช้วตัถุดิบตั้งต้นท่ีมีความ

ซับซ้อน และประกอบด้วยน ้ าตาลท่ีมีความหลากหลายและปริมาณมาก ดงันั้นอีกหน่ึงคุณสมบติัท่ี
ส าคัญ ของยีสต์ คื อ  ความส ามารถในการทน ต่อความ เข้มข้นน ้ าต าล สู งๆ  (high osmolyte 
concentrations) (Hohmann, 2002; Hohmann et al., 2007; Smith et al., 2010) 

4) Ethanol tolerance 
ความเป็นพิษของเอทานอลและแอลกอฮอล์ประเภทอ่ืนจดัเป็นปัจจยัจ ากดัในการผลิตเอทา-

นอลโดยเฉพาะในระดับอุตสาหกรรม (Felix et al., 2014) เน่ืองจากเอทานอลจดัเป็นตวัยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียห์ลายชนิด โดยมีการรายงานวา่เอทานอลสามารถท าให้เกิดความเสียหาย
ต่อ mitochondrial DNA ในเซลล์ของยีสต์ และสามารถท าให้ เอนไซม์บางชนิดไม่ท างาน เช่น 
hexokinase และ dehydrogenase อย่างไรก็ตามเช้ือ S. cerevisiae บางสายพนัธ์ุสามารถปรับตวัให้ทน
ต่อเอทานอลในปริมาณสูงได ้(You et al., 2003) 

5) Glucose repression  
Glucose repression หรืออาจถูกเรียกว่า carbon catabolite repression หรือ glucose effect เป็น 

กระบวนการน้ีมกัพบในจุลินทรีย ์เกิดข้ึนเม่ือในสภาพแวดลอ้มมีน ้ าตาลท่ีเช้ือสามารถใชไ้ดอ้ยา่งนอ้ย 
2 ชนิดโดยหน่ึงในนั้นเป็นน ้าตาลกลูโคส ซ่ึงเม่ือมีน ้ าตาลกลูโคสอยูด่ว้ยนั้นจะท าใหเ้ช้ือผลิตเอนไซมท่ี์
ใช้ในการย่อยน ้ าตาลชนิดอ่ืนน้อยลง หรือไม่ผลิตเลย เพื่อให้เช้ือใช้น ้ าตาลกลูโคสจนหมดก่อน 
(Gancedo, 1998) ดงันั้นยีสต์ท่ีเหมาะสมกบัการน ามาใช้ในการผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบตั้งตน้ท่ีมี
น ้าตาลเป็นองคป์ระกอบหลากหลายจึงไม่ควรมีปรากฏการณ์ glucose repression กบัน ้าตาลชนิดอ่ืนๆ 

2.4 การระบุชนิดของเช้ือยสีต์ 

 การระบุชนิดของยีสตป์ระกอบดว้ยการศึกษาลกัษณะภายนอก เช่น ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา
และปฏิกิริยาทางชีวเคมี (Kurtzman and Robnett, 1998) อยา่งไรก็ตามวิธีท่ีสามารถระบุชนิดของเช้ือ
ไดโ้ดยตรง คือ การใช้ล าดบัเบสบริเวณ D1/D2 บนยีน rRNA ของยีสต์ เพื่อน าไปเทียบกบัฐานขอ้มูล 
GenBank ซ่ึงจะท าให้สามารถระบุชนิดของเช้ือยีสต์ท่ีมีในระดบัสปีชีส์ และสามารถใช้ในการสร้าง
แผนภาพทางวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ได้ นอกจากน้ีล าดับเบสบริเวณ Internal Transcribed 
Spacer (ITS) ยงัสามารถน ามาใช้ในการระบุสปีชีส์ของเช้ือยีสต์และราได้เช่นกัน ทั้งน้ียงัสามารถ
ออกแบบ Polymerase Chain Reaction (PCR) primers หรือ hybridization probes ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบั
เช้ือยสีตแ์ละน ามาใชเ้พื่อความรวดเร็วในการระบุชนิดของเช้ือไดด้ว้ย (Fell et al., 2000) 
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2.5 การศึกษายสีต์ทนร้อนในการหมักเอทานอล 

 Auesukaree และคณะ ได้ท าการคัดแยกยีสต์ S. cerevisiae ทนร้อนจากตัวอย่างผลไม้ใน
ประเทศไทย โดยพบว่า 3 ไอโซเลทคือ C3723, C3751 และ C3867 สามารถเจริญไดดี้จนถึงอุณหภูมิ 
41◦C (Auesukaree et al., 2012) 
  Limtong และคณะ ได้ท าการคัดแยกเช้ือ K. marxianus DMKU 3-1042 และพบว่าเช้ือ K. 
marxianus สายพนัธ์ุท่ีแยกได้ สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสูงทั้งท่ี 40 และ 45◦C และพบว่า
ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดสู้งสุดท่ี 37◦C คือ 8.7% (w/v) และ ท่ี 40◦C คือ 6.78% (w/v) จากอาหารท่ีใช้
น ้ าออ้ยเป็นองค์ประกอบส าคญั (sugar cane juice medium) โดยมีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 22% และ
ศึกษาการเล้ียงเช้ือแบบกะ (batch culture)ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร พบวา่ไดป้ริมาณเอทานอลนอ้ย ทั้งน้ี
การเพิ่มปริมาณเช้ือตั้งต้นท่ีใส่ลงไปในถังหมกัและการเพิ่มปริมาณอากาศภายในถงัหมกัสามารถ
แกปั้ญหาได ้(Limtong et al., 2007) 
 ในงานวิจยัของ Tanimura และคณะในปี 2012 พบวา่สามารถแยกเช้ือยีสต ์Candida shehatae 
สายพนัธ์ุ ATY839 ท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดท่ี้อุณหภูมิสูงกวา่ท่ีเคยมีรายงานไว ้และพบวา่เช้ือสาย
พนัธ์ุน้ี สามารถผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้ าตาลกลูโคสและไซโลส ทั้งน้ีเช้ือสายพนัธ์ุ ATY839 สามารถ
ผลิตเอทานอลได้จนถึงท่ีอุณหภูมิ 37◦C จากน ้ าตาลกลูโคสและไซโลสอย่างละ 2% โดยค่าผลผลิต 
(yield) ท่ีไดเ้ทียบกบัท่ีควรไดต้ามทฤษฎี พบวา่เช้ือท่ีสามารถแยกไดใ้หค้่าผลผลิตทางทฤษฎีสูงสุด คือ 
71.6% หลังจากการบ่ม 24 ชั่วโมง ดังนั้ น Tanimura จึงสรุปว่าเช้ือสายพันธ์ุ ATY839 ท่ีแยกได ้
สามารถทนต่ออุณหภูมิสูงไดดี้ท่ีสุดของเช้ือในกลุ่ม C. shehatae ทั้งหมด (Tanimura et al., 2012) 
 ในงานวิจยัของ Chamnipa และคณะได้ท าการการคดัแยกเช้ือยีสต์ทนร้อนในประเทศไทย 
และพบเช้ือ Pichia kudreiavzevii Rz8-1 ท่ีสามารถผลิตเอทานอลได้ดีทั้ งท่ี 37 และ 40◦C โดยให้ค่า
ผลผลิต (yield) เท่ากบั 0.36 และ 0.34 ตามล าดบั (Chamnipa et al., 2014) 
 อภิรดี (2549) ท าการคดัแยกยีสต์ทนร้อน Pichia kudreiavzevii และศึกษาปัจจยัต่างๆท่ีมีผล
ต่อการเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือ อีกทั้งศึกษาการหมกัของเช้ือในระดบัถงัหมกั 2 ลิตรและ
พบวา่เช้ือใหป้ริมาณเอทานอลสูงสุด 76.06% โดยทฤษฎีเม่ือท าการหมกัแบบใหอ้ากาศ 
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บทที ่3  

อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 
 

3.1   อาหารเลีย้งเช้ือ (ภาคผนวก ก)  

3.1.1     Yeast extract (ยีห่อ้ DIFCO) 
3.1.2     Malt extract (ยีห่อ้ DIFCO) 
3.1.3     Peptone (ยีห่อ้ DIFCO) 
3.1.4     Glucose (ยีห่อ้ JT Baker) 
3.1.5     Mannose (ยีห่อ้ JT Baker) 
3.1.6     Galactose (ยีห่อ้ JT Baker) 
3.1.7     Xylose (ยีห่อ้ JT Baker) 
3.1.8    Sucrose (ยีห่อ้ JT Baker) 

3.2   สารเคมี (ภาคผนวก ข) 

3.2.1    Chloramphenicol (ยีห่อ้ Sigma-Aldrich) 
3.2.2    Sodium Propionate (ยีห่อ้ Sigma-Aldrich) 

3.3   วสัดุและอุปกรณ์ 

3.3.1    ชอ้นตกัสาร 
3.3.2    ผา้ขาวบาง 
3.3.3    ถุงมือยาง 
3.3.4    ห่วงถ่ายเช้ือ 
3.3.5    ส าลี 
3.3.6    Beaker ขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
3.3.7    Cylinder ขนาด 10, 100, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
3.3.8    Duran ขนาด 200, 500 1000 และ 2000 มิลลิลิตร 
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3.3.9    Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร 
3.3.10  Fermentation lock  
3.3.11  Filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
3.3.12  HPLC vial tube 
3.3.13  Micropipette ขนาด 1-20, 50-200 และ 200-1000 ไมโครลิตร 
3.3.14  Pipette tip ขนาด 20, 200, 1,000 และ 10,000 ไมโครลิตร 
3.3.15  Petri dish  
3.3.16  Test tube ขนาด 16x150 และ 18x150 มิลลิเมตร 
3.3.17  Slide และ cover slip 
3.3.18  Spreader 
3.3.19  Syringe 5 มิลลิลิตร 

3.4   เคร่ืองมือ 

3.4.1    เคร่ืองเขยา่แบบหมุนวน (Memmert, Germany) 
3.4.2    Autoclave (Tomy, SX-700, Japan) 
3.4.3    Centrifuge (Hettich, Germany) 
3.4.4    Ebuillometer (Dujardin-salleron, France) 
3.4.5    Gel Documentation (Syngene, USA) 
3.4.6    High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Thermofisher Scientific, USA) 
3.4.7    Polymerase Chain Reaction (PCR) (Biorad, USA) 
3.4.8    Refractometer (Atago, Germany) 
3.4.9    Spectrophotometer (Thermo Spectronic, GENESYS 20, USA) 

3.5   วธีิการวจัิย 

1. การคัดเลอืกเช้ือยสีต์ทนร้อน 

1.1 เก็บตวัอย่างดิน ลูกแป้ง น ้ าหมกัชีวภาพ ผลไมแ้ละขยะประเภทเปลือกผลไมแ้ละเศษ
ใบไมห้มกั 

1.2 น าตวัอย่าง 5 กรัม มาท าการเพิ่มปริมาณเช้ือ (enrichment) ในอาหารเหลว YM ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ท่ีมีส่วนผสมของ 0.2% sodium propionate, 0.01% chloramphenicol และ 
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4% ethanol ใน Erlenmayer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มท่ี 40˚C เป็นเวลา 48 ชัว่โมงใน
เคร่ืองบ่มเช้ือแบบเขยา่ 150 rpm 

1.3 ท าการเจือจางด้วยวิธี ten-fold serial dilution เลือกความเจือจางท่ี 10-2-10-6 (ทั้งน้ีข้ึนกบั
ชนิดของตัวอย่าง) มาท าการกระจาย (spread plate) บนอาหารแข็ง YM (YM + 1.5% 
agar) บ่มท่ี 40˚C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

1.4 ท าการคัดเลือกเช้ือยีสต์ให้บริสุทธ์ิและตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ
ดงักล่าวภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เพื่อยืนยนัว่าเช้ือท่ีคดัแยกได้คือยีสต์ และศึกษาลกัษณะ
สัณฐานวทิยาของโคโลนีเช้ือท่ีแยกไดท้ั้งหมด 

1.5 ทดสอบความสามารถในการทนร้อนเบ้ืองตน้ของเช้ือ โดยท าการ streak plate บนอาหาร
แข็ง YPD และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 และ 45˚C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการศึกษาการ
เจริญของเช้ือบนอาหารดงักล่าว 

2. การทดสอบการผลติเอทานอลทีอุ่ณหภูมิ 40˚C  

2.1 น าเช้ือยีสต์ท่ีคดัแยกได้จากข้อ 1 มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD 15 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 
40˚C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

2.2 จากนั้นน าเช้ือท่ีไดใ้ส่ลงในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 12% (w/v) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยให้ค่า Optical Density (OD) ท่ี 
600 nm ตั้งตน้เท่ากบั 0.1 บ่มท่ี 40˚C เป็นเวลา 9 ชัว่โมง ในเคร่ืองบ่มแบบเขย่า 150 rpm 
จากนั้นน าไปบ่มท่ี 40˚C จนครบ 48 ชัว่โมง 

2.3 ตรวจสอบการเจริญโดยวดัความเขม้ขน้ โดยอาศยัเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีค่า Optical 
Density (OD) ท่ี 600 nm โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank  

2.4 วดัปริมาณเอทานอลดว้ย Ebuillometer  

3. ศึกษาคุณสมบัติบางประการทีม่ีผลในการผลติเอทานอล 

3.1 คดัเลือกเช้ือท่ีสามารถผลิตเอทานอลได้ดี น ามาเล้ียงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บ่มเช้ือท่ี 40˚C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ทั้งแบบเขยา่ท่ี 150 rpm และแบบคงท่ี 

3.2 ศึกษาลกัษณะต่างๆ คือ การผลิตฟองแก๊ส (foam formation) การเกิดฝ้าท่ีผิวหนา้ และการ
จบักลุ่มกนัเป็นกอ้นของเช้ือ (flocculation) 

3.3 บนัทึกผลการทดลอง 
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4. การทดสอบลกัษณะทีส่ าคัญบางประการของเช้ือยสีต์ทีค่ัดเลอืกได้ 

4.1 การเจริญในแหล่งคาร์บอน 
4.1.1 น าเช้ือท่ีคดัแยกได้มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD ท่ีอุณหภูมิ 40˚C จนมีค่า OD600 

ประมาณ 1.0  
4.1.2 จากนั้นน าหัวเช้ือท่ีได้มาเจือจางลงคร้ังละ 10 เท่า ทั้ งหมด 5 คร้ัง (10-1-10-4 เท่า) 

แลว้น าเอาหัวเช้ือท่ีท าให้เจือจางแลว้ในแต่ละความเขม้ขน้ (3 ไมโครลิตร) มาปิ-
เปตลงบนอาหารแข็ง YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 10, 20 และ 30% (w/v) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 40ºC เป็นเวลา 2 วนั สังเกตการเจริญของเช้ือทุกวนั  

4.2 การเจริญในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของเอทานอลต่างกนั ท าการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 
  4.1 แต่ เป ล่ียนเป็น YPD ท่ี มี เอทานอลความเข้มข้น  5, 10, 12 และ 15% (v/v) บ่ม ท่ี

อุณหภูมิ 40ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
4.3 การเจริญในอุณหภูมิสูง ท าการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 4.1 แต่ใชอุ้ณหภูมิท่ี 40 และ 42˚C  

5. การศึกษาความสามารถในการผลติเอทานอลจากอาหารกากน า้ตาล  

5.1 คัดเลือกเช้ือยีสต์ 3 ไอโซเลทจากเช้ือยีสต์ท่ีคัดแยกได้ทั้ งหมด เปรียบเทียบกับเช้ือ
Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red (ER) 

5.2 เล้ียงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 10 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
5.3 น าเช้ือท่ีได้ใส่ลงในอาหารเหลวกากน ้ าตาล (กากน ้ าตาลละลายในน ้ ากลั่น + 0.06% 

(NH4)2SO4) ท่ี มีค่า TSS เท่ากับ 12˚Brix ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask 
ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยให้ค่า Optical Density (OD) ท่ี 600 nm ตั้ งต้นเท่ากับ 0.1 บ่มท่ี 
40˚C เป็นเวลา 96 ชัว่โมง ในเคร่ืองบ่มแบบเขยา่ 150 rpm บ่มท่ี 40˚C  

5.4 เก็บตวัอยา่งทุกๆ 48 ชัว่โมง จนครบ 96 ชัว่โมง  
5.5  นบัจ านวนเซลล ์โดยการท า spreader plate technique 
5.6  วดัปริมาณเอทานอลดว้ย Ebuillometer  

6. การผลติเอทานอลทีอุ่ณหภูมิ 40˚C และ 42˚C 

6.1 คัดเลือกเช้ือยีสต์ 2 ไอโซเลทจากเช้ือยีสต์ท่ีคัดแยกได้ทั้ งหมด เปรียบเทียบกับเช้ือ 
Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red (ER) 

6.2 เล้ียงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 10 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 40 และ 42˚C เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง 
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6.3 น าเช้ือท่ีไดใ้ส่ลงในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 120 g/L ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ใน Erlenmayer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยให้ค่า Optical Density (OD) ท่ี 600 nm ตั้ง
ตน้เท่ากบั 0.1โดยใช ้fermentation lock ในการปิดฟลาส บ่มท่ี 40 และ 42˚C เป็นเวลา 96 
ชัว่โมง ในเคร่ืองบ่มแบบเขยา่ 150 rpm 

6.4 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิตรท่ีเวลา 0, 24, 48, 72, 96 ชัว่โมง 
6.5 ตกตะกอนเซลล์โดยป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไว้

เพื่อท าการตรวจสอบปริมาณน ้ าตาลและเอทานอลโดยอาศยั High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 

6.6 ตรวจสอบการเจริญโดยวดัความเขม้ขน้ โดยอาศยัเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีค่า Optical 
Density (OD) ท่ี 600 nm โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank  

7.    การศึกษาการใช้น า้ตาลชนิดอืน่ๆของเช้ือยสีต์ทีค่ัดแยกได้ในอาหารเหลว 

7.1 เช้ือท่ีคัดเลือกแล้ว 2 ไอโซเลท มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

7.2 น าเช้ือท่ีไดใ้ส่ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YP ท่ีมีน ้าตาลแต่ละชนิด 20 g/L คือ กลูโคส (YPD) 
แมนโนส  (YPMan) ไซโลส  (YPXyl) กาแลกโตส  (YPGal) และ ซูโครส  (YPSuc) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน Erlenmayer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยให้ค่า Optical 
Density (OD) ท่ี 600 nm ตั้งตน้เท่ากบั 0.1 บ่มท่ี 40˚C ในเคร่ืองบ่มแบบเขยา่ 150 rpm 

7.3 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทุกๆ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
7.4 ตกตะกอนเซลล์โดยป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไว้

เพื่อท าการตรวจสอบปริมาณน ้าตาลและเอทานอลโดย HPLC 
7.5 ตรวจสอบการเจริญโดยวดัความเขม้ขน้ โดยอาศยัเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีค่า Optical 

Density (OD) ท่ี 600 nm โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank  

8. การศึกษาการเจริญของเช้ือยสีต์ที่คัดเลอืกได้ในอาหารเหลวและค านวณอตัราการเจริญ 
จ าเพาะ (ดดัแปลงจาก Auesukaree et al., 2012) 

8.1 น าเช้ือท่ีคัดเลือกแล้ว 2 ไอโซเลทและเช้ือควบคุม ER มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30, 40 หรือ 42˚C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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8.2 น าเช้ือท่ีได้ใส่ลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน Erlenmayer flask 
ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยให้ค่า Optical Density (OD) ท่ี 600 nm ตั้งตน้เท่ากบั 0.1 บ่มท่ี 
30, 40 หรือ 42˚C ในเคร่ืองบ่มแบบเขยา่ 150 rpm 

8.3 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตรทุกๆ 90 นาที เพื่อวดัการเจริญ และทุกๆ 3 ชัว่โมง เพื่อ
วดัปริมาณเอทานอลและน ้าตาล 

8.4 ตกตะกอนเซลล์โดยป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไว้
เพื่อท าการตรวจสอบปริมาณน ้าตาลและเอทานอลโดยอาศยั HPLC 

8.5 ตรวจสอบการเจริญโดยวดัความเข้มข้น  โดยอาศัยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีค่า 
Optical Density (OD) ท่ี 600 nm โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank  

9. การทดสอบเลีย้งเช้ือทีค่ัดเลอืกได้ ร่วมกบัเช้ือควบคุมในอาหารเลีย้งเช้ือทีม่ีน า้ตาลกลูโคส 
20% 

9.1 คดัเลือกเช้ือ 1 ไอโซเลท เพื่อน ามาท าการทดสอบร่วมกบัเช้ือ ER ซ่ึงมีความสามารถใน
การทนต่อเอทานอลในปริมาณสูง 

9.2 น าเช้ือท่ีได้รับการคัดเลือกและเช้ือ ER มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

9.3 แบ่งการทดลองเป็น 3 ชุดคือ 
9.3.1 ใส่เช้ือยีสตท่ี์คดัเลือกไดแ้ละเช้ือ ER พร้อมกนัท่ีชัว่โมงท่ี 0 อยา่งละเท่าๆกนัโดย

ใหค้่า Optical Density (OD) ท่ี 600 nm ตั้งตน้เท่ากบั 0.1 
9.3.2 ใส่เช้ือ ER ไดช้ัว่โมงท่ี 0 ให้ได ้OD ตั้งตน้เท่ากบั 0.1 และเติม เช้ือยีสต์ท่ีคดัเลือก

ท่ีมีค่า OD เท่ากบั 1 ลงไป 1 มิลลิลิตรเม่ือบ่มครบ 24 ชัว่โมง 
9.3.3 ใส่เช้ือยสีตท่ี์คดัเลือกไดช้ัว่โมงท่ี 0 ใหไ้ด ้OD ตั้งตน้เท่ากบั 0.1 และเติมเช้ือ ER ท่ี

มีค่า OD เท่ากบั 1 ลงไป 1 มิลลิลิตร เม่ือบ่มครบ 24 ชัว่โมง  
9.4 บ่มท่ี 40˚C เป็นเวลา 96 ชัว่โมง ในเคร่ืองบ่มแบบเขย่า 150 rpm เก็บตวัอย่างปริมาตร 1 

มิลลิลิตรท่ีเวลา 0, 24, 48, 72, 96 ชัว่โมง 
9.5 ตกตะกอนเซลล์โดยป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายส่วนใสไว้

เพื่อท าการตรวจสอบปริมาณน ้าตาลและเอทานอลโดยอาศยั HPLC 
9.6 ตรวจสอบการเจริญโดยวดัความเข้มข้น  โดยอาศัยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีค่า 

Optical Density (OD) ท่ี 600 nm โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank  
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10. การศึกษาความสามารถในการผลติเอทานอลในถังหมักระดับ 5 ลติร 

10.1 น าเช้ือท่ีคัดเลือกแล้ว 2 ไอโซเลทและเช้ือควบคุม ER มาเล้ียงในอาหารเหลว YPD 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

10.2 น าเช้ือท่ีไดใ้ส่ลงในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 20% (w/v) ปริมาตร 5 ลิตร ใน 
ถงัหมกั ขนาด 8 ลิตร โดยให้ค่า Optical Density (OD) ท่ี 600 nm ตั้งตน้เท่ากบั 0.3 บ่มท่ี 
40˚C เป็นเวลา 96 ชัว่โมง และเก็บตวัอยา่ง 50 มิลลิลิตรท่ีเวลา 0, 24, 48, 72, 96 ชัว่โมง 

10.3 วดัปริมาณเอทานอลดว้ย Ebuillometer  
10.4 ตรวจสอบการเจริญโดยวดัความเข้มข้น  โดยอาศัยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีค่า 

Optical Density (OD) ท่ี 600 nm โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank  

11.   การระบุเช้ือทีค่ัดแยกได้โดยใช้เทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ 

11.1 น าเช้ือตวัอยา่งมาสกดัดีเอน็เอ 
1. เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว YPD 3 มิลลิลิตร เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
2. ถ่ายใส่หลอดป่ันเหวีย่ง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และท าการป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิหอ้ง 8,000 

rpm เป็นเวลา 5 นาที 
3. เทสารละลายส่วนใสทิ้ง และน าตะกอนเซลลม์าละลายใน lysis buffer 200 µl 
4. น าหลอดท่ีมีเซลลใ์น lysis buffer ไปแช่ใน -20˚C จนเซลลถู์กแช่แขง็ 
5. น ามาจุ่มในน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 95˚C เป็นเวลา 1 นาที 
6. ท าซ ้ าขอ้ 4-5 อีก 1 คร้ัง 
7. Vortex อย่างแรงเป็นเวลา 30 วินาที จากนั้ นใส่ Chloroform ปริมาตร 200 µl แล้ว 

vortex เป็นเวลา 2 นาที 
8. น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 6 นาที 
9. ดูดเก็บเฉพาะสารละลายส่วนใส ถ่ายโอนไปหลอดใหม่ ท่ีมี เอทานอล 100% ปริมาตร 

400 µl ทิ้งไว ้5 นาที 
10. น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
11. เทสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย เอทานอล 70% ปริมาตร 

500 µl 
12. ป่ันเหวีย่งท่ี 5,000 rpm เป็นเวลา 30 วนิาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง  
13. ทิ้งไวใ้หต้ะกอนดีเอน็เอแหง้ 
14. ละลายดว้ย TE buffer 20 µl 
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11.2 ท าการเพิ่มจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของเช้ือโดยเทคนิค PCR 
Normal PCR Reaction 

dH2O     38 µl 
5X PS buffer      5 µl 
2.5 mM dNTP      2 µl  
Primer F (10 pmol/ µl)    1 µl 
Primer R (10 pmol/ µl)     1 µl 
DNA template      1 µl 
DNA polymerase     2 µl 
Mg2+ buffer       1 µl  

PCR condition  
94˚C       2 นาที  
94˚C     30 วนิาที    
50˚C     30 วนิาที  30 cycles 
72˚C       1 นาที 
72˚C      7 นาที 
4˚C     ∞ 

11.3 ท าให้ผลผลิตท่ีได้จากการเพิ่มจ านวนยีน (PCR products) ท่ีได้มีความบริสุทธ์ิโดยใช ้
Vivantis PCR Clean-Up 
1.  ปรับปริมาตรของ PCR product ท่ีไดใ้หมี้ปริมาตรเท่ากบั 100 µl 
2.  เติม DB buffer อีก 100 µl จากนั้นผสมใหเ้ขา้กนัโดย vortex หรือกลบัหลอด 
3.  น าสารทั้งหมดใส่ลงในคอลมัน์ท่ีมาพร้อมกบัชุด kit  
4.  น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งส่วนท่ีผา่นคอลมัน์ออกมา 
5.  ล้าง column อีกคร้ังด้วย Wash buffer 650 µl และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 g เป็น

เวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งส่วนท่ีผา่นคอลมัน์ออกมา 
6.  ป่ันเหวีย่งคอลมัน์อีก 1 คร้ังท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที  
7.  ยา้ยคอลมัน์ใส่ในหลอด centrifuge tube ใหม่ เติม Elution buffer 50 µl และตั้งทิ้งไว ้

2 นาที  
8.  ป่ันเหวี่ยงคอลมัน์อีก 1 คร้ังท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที เก็บสารละลายท่ีผ่านแผ่น

กรองเพื่อท าการหาล าดบัเบสดีเอน็เอต่อไป 
11.4 น าดีเอน็เอท่ีไดไ้ปท าการหาล าดบัเบส 
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บทที ่4 

ผลการวจิยั 
 

1. การคัดเลอืกเช้ือยสีต์ทนร้อน 

การคดัเลือกเช้ือยีสต์จากตวัอยา่งทั้งหมด 15 ตวัอยา่งคือ มงัคุด องุ่น สับปะรด ล้ินจ่ี ขา้วโพด 
ลองกอง ดินบริเวณน ้าตก ลูกแป้งหมกัเหลา้ น ้าหมกักระเจ๊ียบ น ้ าหมกัมะยม และตวัอยา่งการหมกัขยะ
เปลือกผลไม้และเศษใบไม้ พบว่าสามารถคดัแยกเช้ือยีสต์ท่ีสามารถเจริญได้ดีหลังจากการบ่มท่ี
อุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ทั้งหมด 55 ไอโซเลท และมีแหล่งท่ีมาตามตาราง 4.1 

ตาราง 4.1 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่ง 15 ชนิด 

แหล่งทีม่า ไอโซเลท 

ผลไม้  
- มงัคุด MGT1, MGT2 
- องุ่น G1 
- สับปะรด PA1, PA2, PA3, PA4, PPA1, PPA2 
- ล้ินจ่ี LC1,LC2, LC3, LC4, LC5 
- ขา้วโพด CORN1, CORN2 
- ลองกอง LG1, LG2 

ดิน  
- ดินบริเวณน ้าตกหว้ยแกว้ อ.เมือง จ. เชียงใหม่ HK1/1, HK1/2, HK1/3, HK2/1, HK2/2, 

HK2/3, HK2/4, HK2/5 
- ดินบ ริ เวณ น ้ าตกมณฑ าธ าร  อ .เมื อ ง  จ . 

เชียงใหม่ 
MT1/1, MT1/2, MT2/2, MT2/4 

ลูกแป้ง  
- ลูกแป้งหมกัเหลา้ อ. เมือง จ.ล าปาง LP2, LP3, LP4, LP5, LP6 
- ลูกแป้งหมกัเหลา้ อ.เด่นชยั จ.แพร่ DC6/1, DC6/2, DC6/3, DC6/4, DC6/5 

 



 

22 
 

ตาราง 4.1 (ต่อ) 
แหล่งทีม่า ไอโซเลท 

น า้หมัก  
- น ้าหมกักระเจ๊ียบ KJ 
- น ้าหมกัมะยม MY1 
ขยะ  
- ตวัอยา่งการหมกัเปลือกผลไมแ้ละเศษใบไม ้ OW1, OW2, OW3, OW4, OW5, OW6, 

OW7, OW1/1, OW1/2, OW1/3, OW2/1, 
OW2/2, OW2/3 

ผลการศึกษาลกัษณะโคโลนีของเช้ือทั้งหมด 55 ไอโซเลท หลงัจากบ่มบนอาหารแข็ง YPD ท่ี
อุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบลกัษณะโคโลนีของเช้ือ ดงัตาราง 4.2  

ตาราง 4.2 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ YPD ท่ีอุณหภูมิ 40˚C เป็นเวลา 48ชัว่โมง 
ไอโซเลท ขนาด 

(size) 
ผวิหน้า 

(surface) 
รูปร่าง 
(form) 

ขอบ 
(margin) 

การยกตัว 
(elevation) 

MGT1 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
MGT2 0.7x0.9 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
G1 0.6x0.8 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
PA1 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
PA2 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
PA3 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
PA4 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
PPA1 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
PPA2 0.1x0.1 smooth circular entire convex 
LC1 0.5x0.8 rough irregular undulate umbonate 
LC2 0.5x0.6 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
LC3 0.5x0.6 rough irregular undulate umbonate 
LC4 0.8x0.9 rough irregular undulate umbonate 
LC5 0.5x0.6 rough irregular undulate umbonate 
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ตาราง 4.2 (ต่อ) 
ไอโซเลท ขนาด 

(size) 
ผวิหน้า 

(surface) 
รูปร่าง 
(form) 

ขอบ 
(margin) 

การยกตัว 
(elevation) 

CORN1 0.6x0.7 rough irregular undulate umbonate 
CORN2 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
LG1 0.5x0.8 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
LG2 0.6x0.8 rough irregular  undulate flat 
HK1/1 0.5x0.6 rough irregular undulate flat 
HK1/2 0.6x0.7 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
HK1/3 0.5x0.7 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
HK2/1 0.1x0.1 smooth circular entire convex 
HK2/2 0.8x0.9 concentrically ringed irregular undulate flat 
HK2/3 0.8x0.9 rough irregular undulate flat 
HK2/4 0.7x0.9 concentrically ringed irregular undulate flat 
HK2/5 0.5x0.8 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
MT1/1 0.6x0.8 rough irregular undulate flat 
MT1/2 0.5x0.8 rough, rugose in the middle irregular undulate flat 
MT2/2 0.3x0.3 smooth circular entire convex 
MT2/4 0.3x0.3 smooth circular entire convex 
LP2 0.1x0.1 smooth circular entire convex 
LP3 0.2x0.2 smooth circular entire convex 
LP4 0.1x0.1 smooth circular entire convex 
LP5 0.3x0.3 smooth circular entire convex 
LP6 0.1x0.2 smooth circular entire convex 
DC6/1 0.8x1 concentrically ringed irregular undulate flat 
DC6/2 0.6x0.6 concentrically ringed irregular undulate flat 
DC6/3 0.5x0.8 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
DC6/4 0.1x0.1 rough circular undulate flat 
DC6/5 0.1x0.2 rough irregular undulate raise 
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ตาราง 4.2 (ต่อ) 
ไอโซเลท ขนาด 

(size) 
ผวิหน้า 

(surface) 
รูปร่าง 
(form) 

ขอบ 
(margin) 

การยกตัว 
(elevation) 

KJ 0.1x0.1 smooth circular entire convex 
MY1 0.5x0.6 rough irregular undulate raise 
OW1 0.4x0.5 rough irregular undulate umbonate 
OW2 0.5x0.8 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
OW3 0.4x0.5 rough irregular undulate raise 
OW4 0.8x0.9 rough, rugose in the middle irregular  undulate flat 
OW5 0.4x0.5 rough irregular undulate raise 
OW6 0.4x0.6 rough irregular undulate umbonate 
OW7 0.1x0.1 smooth circular entire convex 
OW1/1 0.8x0.8 rough irregular undulate flat 
OW1/2 0.9x1 concentrically ringed irregular undulate flat 
OW1/3 0.5x0.7 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
OW2/1 0.4x0.7 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
OW2/2 0.6x0.8 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 
OW2/3 0.8x1 rough, rugose in the middle irregular undulate umbonate 

นอกจากนั้น จากการศึกษาความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิสูง โดยการเล้ียงเช้ือบนอาหาร
แข็งและบ่มท่ี 40 และ 45˚C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ก่อนน ามาตรวจสอบการเจริญพบว่า เช้ือทุกไอโซ- 
เลทสามารถเจริญไดดี้ท่ี 40˚C ในขณะท่ี มีเพียง 6 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีสามารเจริญไดดี้ท่ี 45˚C คือ PA1, 
PA2, PA3, PA4, PPA1 และ PPA2 ซ่ึงทั้งหมดแยกไดจ้ากแหล่งเดียวกนัคือ สับปะรด 

2. การทดสอบการผลติเอทานอลทีอุ่ณหภูมิ 40˚C  

การทดสอบการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 40˚C โดยท าการบ่มในเคร่ืองบ่มแบบเขยา่ เป็นเวลา 
9 ชัว่โมง จากนั้นน าไปบ่มแบบคงท่ีจนครบ 48 ชัว่โมง และวดัปริมาณเอทานอลท่ีเช้ือผลิตไดเ้ป็น โดย
ใช ้Ebuillometer พบวา่ จากทั้งหมด 55 ไอโซเลท ปริมาณเอทานอลท่ีชัว่โมง 48 สูงสุดคือ 5.2%จาก 8  
ไอโซเลทคือ OW6, OW1/1, OW2/1, LC2, LC4, LC5 LG1 และ DC6/2 (ตาราง 4.3) 
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ตาราง 4.3 ปริมาณเอทานอลของเช้ือ 55 ไอโซเลท 
ไอโซเลท ปริมาณเอทานอล 

(%) 
ไอโซเลท ปริมาณเอทานอล

(%) 
MGT1 2.4 MT2/2 4.8 
MGT2 4.8 MT2/4 4.8 

G1 5 LP2 2.6 
PA1 3 LP3 5 
PA2 1.7 LP4 0.8 
PA3 1.8 LP5 3 
PA4 1.9 LP6 0.4 

PPA1 2.6 DC6/1 4.8 
PPA2 0.8 DC6/2 5.2 
LC1 0 DC6/3 4.8 
LC2 5.2 DC6/4 4.8 
LC3 4.6 DC6/5 4.6 
LC4 5.2 KJ 2.6 
LC5 5.2 MY1 5 

CORN1 5 OW1 5 
CORN2 2.4 OW2 5 

LG1 5.2 OW3 4.3 
LG2 3.8 OW4 4.6 

HK1/1 5 OW5 3.8 
HK1/2 4.8 OW6 5.2 
HK1/3 4.6 OW7 1.4 
HK2/1 4.5 OW1/1 5.2 
HK2/2 4.6 OW1/2 4.8 
HK2/3 5 OW1/3 4.8 
HK2/4 4.6 OW2/1 5.2 
HK2/5 5 OW2/2 4.8 
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ตาราง 4.3 (ต่อ) 
ไอโซเลท ปริมาณเอทานอล 

(%) 
ไอโซเลท ปริมาณเอทานอล

(%) 
MT1/1 5 OW2/3 4.6 
MT1/2 5   

จากเช้ือ 55 ไอโซเลท มีเช้ือ 19 ไอโซเลทท่ีสามารถผลิตเอทานอลได้ในเกณฑ์ดี คือช่วง
ระหวา่ง 5-5.2% และจากการคดัเลือกโดยอาศยัปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้เป็นเกณฑ์ เทียบกบัลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ โดยคดัเลือกเช้ือท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งและมีลกัษณะทางสัณฐานท่ี
หลากหลายและแตกต่างกนัในกลุ่มตวัอย่างท าให้สามารถคดัเลือกเช้ือได้ทั้งหมด 12 ไอโซเลทเพื่อ
น าไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

3. ศึกษาคุณสมบัติบางประการทีม่ีผลในการผลติเอทานอล 

น าเช้ือยีสต์  12 ไอโซ เลทมาศึกษาลักษณะต่างๆ (ตาราง 4.4) โดยพบว่า เม่ือ ศึกษา
ความสามารถในการผลิตฟองแก๊สในระหวา่งการหมกัเม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 40˚C เช้ือท่ีคดัเลือกมาทั้ง 12 
ไอโซเลทมีการสร้างฟองแก๊ส ทั้งน้ีมี 2 ไอโซเลทท่ีผลิตฟองแก๊สในปริมาณนอ้ย คือ LC2 และ LP3 แต่
ยงัพบว่ามีฟองแก๊สในปริมาณมากกว่าเช้ือควบคุม Ethanol Red (ER) ท่ีมีการสร้างฟองแก๊สเพียง
เล็กนอ้ย โดยการสร้างฟองแก๊สน้ีสามารถสังเกตไดจ้ากการบ่มทั้งแบบเขยา่และแบบคงท่ี 

เม่ือศึกษาการสร้างฝ้าท่ีผิวหน้าท่ีอุณหภูมิ 40˚C พบว่า เช้ือ 11 ไอโซเลทมีการสร้างฝ้าท่ี
ผวิหนา้ ยกเวน้เช้ือ LP3 ท่ีไม่พบการผลิตฝ้า เช่นเดียวกบัเช้ือควบคุม ER  

เม่ือสังเกตการเกาะกลุ่มของเซลล ์(flocculation) เม่ือบ่มเช้ือทั้งท่ีอุณหภูมิ 40 และ 42˚C พบวา่
เช้ือท่ีมีการเกาะกลุ่มกนัคือ LP3 ซ่ึงมีระดบัการเกาะกลุ่มกนัท่ี 42˚C สูงกวา่ท่ี 40˚C โดยสามารถสังเกต
ไดเ้ม่ือท าการบ่มแบบเขยา่  

ตาราง 4.4 คุณสมบติับางประการของเช้ือท่ีคดัเลือกจากขอ้ 2 เปรียบเทียบกบัเช้ือควบคุม Ethanol Red 
เม่ือบ่มเช้ือในอาหารเหลว YPD บ่มท่ีสภาวะคงท่ีa และสภาวะเขยา่b 

ไอโซเลท ปริมาณฟองจาก
การเขย่าab 

การมีฝ้าที่
ผวิหน้า a 

การจับตัวเป็นก้อน
ของเซลล์ที ่40˚Cb 

การจับตัวเป็นก้อน
ของเซลล์ที ่42˚Cb 

G1 ++++ + - - 
LC2 ++ + - - 
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ตาราง 4.4 (ต่อ) 

ไอโซเลท ปริมาณฟอง
จากการเขย่าab 

การมีฝ้าที่
ผวิหน้า a 

การจับตัวเป็นก้อน
ของเซลล์ที ่40˚Cb 

การจับตัวเป็นก้อน
ของเซลล์ที ่42˚Cb 

CORN1 ++++ + - - 
LG1 ++++ + - - 

HK1/1 ++++ + - - 
HK2/5 ++++ + - - 
MT1/1 +++ + - - 

LP3 ++ - + ++ 
DC6/2 +++ + - - 
MY1 +++ + - - 
OW6 +++ + - - 

OW1/1 ++++ + - - 
Ethanol Red (ER) + - + + 

4. การทดสอบลกัษณะทีส่ าคัญบางประการของเช้ือยสีต์ทีค่ัดเลอืกได้ 

ผลการทดสอบการเจริญ โดยเทคนิค spot test บนอาหารแข็ง YPD และบ่มท่ี 40 และ 42ºC เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัเช้ือ ER พบวา่ เช้ือทุกไอโซเลทท่ีแยกไดส้ามารถเจริญไดดี้ทั้งท่ี 40ºC 
เช่นเดียวกบัเช้ือควบคุม ท่ี 42ºC เช้ือทุกไอโซเลทยงัคงสามารถเจริญเติบโตได้ดี ถึงแมว้่าขนาดของ
โคโลนีแต่ละไอโซเลทจะเล็กลง (ภาพ 4.1) 
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(ก)                                                        (ข) 
 

          
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Dilution  1 10-1 10-2 10-3 10-4      1     10-1     10-2    10-3   10-4 
ภาพ 4.1 ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ (ก): 40ºC ; (ข): 42ºC โดยวิธี Spot test หลังบ่ม 48 
ชัว่โมง 

เม่ือทดสอบกบัอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสท่ี 10, 20 และ 30% (w/v) และน าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 40ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่เช้ือทั้ง 12 ไอโซเลท รวมทั้ง ER สามารถเจริญเติบโตได้
ดี แต่แสดงลกัษณะโคโลนีขรุขระชดัเจนข้ึนเม่ือมีการเพิ่มปริมาณน ้าตาลท่ี 10 และ 20% โดยอยา่งไรก็
ตามท่ี 30% เช้ือสามารถเจริญไดแ้ต่ไม่มีการสร้างโคโลนีหยาบท่ีชดัเจน โดยเช้ือ CORN1 พบการเจริญ
ของเช้ือลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั (ภาพ 4.2 และ 4.3) 

G1 

LC2 

CORN1 

LG1 

HK1/1 

HK2/5 

MT1/1 

LP3 

DC6/2 

MY1 

OW6 

OW1/1 

ER 
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                       (ก)                                                             (ข) 
 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dilution  1         10-1      10-2      10-3        10-4    1 10-1 10-2 10-3 10-4 
ภาพ 4.2 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแข็ง YP ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส (ก): 10% ; (ข): 20% โดยวิธี 
Spot test หลงับ่ม 48 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 

G1 

LC2 

CORN1 

LG1 

HK1/1 

HK2/5 

MT1/1 

LP3 

DC6/2 

MY1 

OW6 

OW1/1 

ER 
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          Dilution            1         10-1        10-2       10-3       10-4 
ภาพ 4.3 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแข็ง YP ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 30% โดยวิธี Spot test หลงั
บ่ม 48 ชัว่โมง 

บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของเอทานอลท่ี 5, 10, 12 และ 15% (v/v) พบว่าถึงแม้การ
เจริญเติบโตของเช้ือลดลงเม่ือดูจากขนาดโคโลนีแต่ถือว่าเช้ือส่วนใหญ่ยงัสามารถเจริญเติบโตได้
จนถึงท่ี 10% เอทานอล ถึงแมว้า่เช้ือไอโซเลท LC2, MT1/1 และ LP3 รวมทั้งเช้ือควบคุม ER จะมีการ
เจริญท่ีลดลงชดัเจนท่ีเอทานอล 10% และเม่ือเพิ่มเอทานอลท่ี 12 และ 15% พบว่าเช้ือส่วนใหญ่มีการ
เจริญท่ีลดลงอย่างชัดเจน เช้ือ CORN1 พบความสามารถในการเจริญดีท่ีสุดท่ี เอทานอล 15% (v/v) 
(ภาพ 4.4 และ 4.5) 

G1 

LC2 

CORN1 

LG1 

HK1/1 

HK2/5 

MT1/1 

LP3 

DC6/2 

MY1 

OW6 

OW1/1 

ER 
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(ก)                                                            (ข) 
 

          
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Dilution             1        10-1       10-2        10-3      10-4                  1 10-1 10-2 10-3 10-4 
ภาพ 4.4 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแข็ง YPD ท่ีมีเอทานอล (ก): 5% ; (ข): 10% โดยวธีิ Spot 
test หลงับ่ม 48 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 

LC2 

CORN1 

LG1 

HK1/1 

HK2/5 

MT1/1 

LP3 

DC6/2 

MY1 

OW6 

OW1/1 

ER 

G1 
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(ก)                                                       (ข) 
 

        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dilution  1 10-1 10-2 10-3 10-4    1 10-1 10-2 10-3 10-4 
ภาพ 4.5 ความสามารถในการเจริญบนอาหารแข็ง YPD ท่ีมีเอทานอล (ก): 12% ; (ข): 15% โดยวิธี 
Spot test หลงับ่ม 48 ชัว่โมง 

จากนั้นคดัเลือกเช้ือยีสต ์3 ไอโซเลทเพื่อศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลจากอาหาร
กากน ้ าตาล คือเช้ือ LC2, LP3 และ OW1/1 เปรียบเทียบกบัเช้ือควบคุมคือ ER เน่ืองจากความสามารถ
ในการผลิตเอทานอล และคุณสมบติัท่ีแตกต่างกนัคือ เช้ือ LC2 ผลิตฟองแก๊สน้อย เช้ือ LP3 ไม่มีการ
ผลิตฟองแก๊สและเกิดการจบัตวัเป็นกอ้นของเซลล ์และ OW1/1 มีการผลิตฟองแก๊สมาก 

 

G1 

LC2 

CORN1 

LG1 

HK1/1 

HK2/5 

MT1/1 

LP3 

DC6/2 

MY1 

OW6 

OW1/1 

ER 
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5. การศึกษาความสามารถในการผลติเอทานอลจากอาหารกากน า้ตาล  

คัดแยก เช้ือยีสต์  3 ไอโซ เลทจาก  12 ไอโซ เลท  คือ  LC2, LP3 และ OW1/1 มาศึกษา
ความสามารถในการใชอ้าหารกากน ้ าตาลในการผลิตเอทานอลเปรียบเทียบกบัเช้ือควบคุม ER โดยใช้
กากน ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาล 12 °Brix เวลา 96 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งท่ีชัว่โมงท่ี 0, 48 และ 96 
พบวา่ เช้ือควบคุม ER สามารถผลิตเอทานอลไดสู้งสุดท่ี 2.5% เช้ือ LP3 สามารถผลิตเอทานอลสูงสุด
ได ้2% เช้ือ OW1/1 สามารถผลิตเอทานอลได ้1.67% และเช้ือ LC2 ผลิตเอทานอลไดน้้อยท่ีสุดท่ี 1.5% 
โดยปริมาณเอทานอลสูงสุดท่ีวดัได ้วดัไดจ้ากชัว่โมงท่ี 48 ในทุกตวัอยา่ง (ภาพ 4.6) 

(ก)        (ข) 

 
(ค)         (ง) 

ภาพ 4.6 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารกากน ้ าตาล ท่ี 40˚C (ก): LC2 ; (ข): LP3 ; 
(ค): OW1/1 ; (ง): ER จ านวนเซลล,์  กลูโคส,  เอทานอล 

6. การผลติเอทานอลทีอุ่ณหภูมิ 40˚C และ 42˚C 

ผลการทดลองพบวา่ เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท สามารถผลิตเอทานอลไดดี้ท่ี 40˚C โดยเช้ือไอโซเลท 
LP3ได้เอทานอลสูงสุด 49.3 g/L (ภาพ4.7 ก) ท่ีชั่วโมงท่ี 96 และเช้ือไอโซเลท OW1/1 ได้เอทานอล
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สูงสุด 53.2 g/L (ภาพ 4.7 ข) ท่ีชัว่โมงท่ี 48 ในขณะท่ีเช้ือ ER สามารถผลิตเอทานอลได ้52.0 g/L (ภาพ 
4.7 ค) ชัว่โมงท่ี 48  
                (ก)  
 
 
 
 
 
 
 

   (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 

    (ค) 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 4.7 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 120 g/L ท่ี 
40˚C (ก): LP3 ; (ข): OW1/1 ; (ค): ER OD 600 nm,  กลูโคส,  เอทานอล 

 



 

35 
 

จากปริมาณเอทานอลท่ีได ้สามารถน ามาค านวณค่า parameter ต่างๆได ้คือ ค่าผลผลิต (yield), 
ค่าเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตทางทฤษฎี (%theoretical yield) และ productivity ดงัตาราง 4.5 

ตาราง 4.5 ค่าพารามิเตอร์ท่ีสามารถค านวณได ้ท่ี 40˚C 
ไอโซเลท Yield %Theoretical Yield Productivity (g/L/h) 

LP3 0.46(96h) 89.90 0.51 
OW1/1 0.45(48h) 87.85 1.10 

Ethanol Red 0.42(48h) 82.94 1.08 

จากผลการทดสอบความสามารถในการเจริญและผลิตเอทานอลของเช้ือยีสต์ 2 ไอโซเลทคือ 
LP3 และ OW1/1 เปรียบเทียบกบัเช้ือควบคุม ER ท่ี 42ºC พบวา่เช้ือไอโซเลท LP3ไดเ้อทานอลสูงสุด
ท่ี 36.4g/L (ภาพ 4.8 ก) ท่ีชั่วโมงท่ี 24 และเช้ือไอโซเลท OW1/1 ได้เอทานอลสูงสุด 37.1 g/L (ภาพ 
4.8 ข) ท่ีชัว่โมงท่ี 48 ในขณะท่ีเช้ือ ER สามารถผลิตเอทานอลได ้26.0 g/L (ภาพ 4.8 ค) ชัว่โมงท่ี 48 
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     (ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 

     (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 

     (ค) 
 

 
 
 
 

 
 
 
ภาพ 4.8 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 120 g/L ท่ี 
42˚C (ก): LP3 ; (ข): OW1/1 ; (ค): ER   OD 600 nm,  กลูโคส,  เอทานอล 
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จากปริมาณเอทานอลท่ีได ้สามารถน ามาค านวณค่า parameter ต่างๆได ้คือ ค่าผลผลิต (yield), 
ค่าเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตทางทฤษฎี (%theoretical yield) และ productivity ดงัตาราง 4.6 

ตาราง 4.6 ค่าพารามิเตอร์ท่ีสามารถค านวณได ้42˚C 
ไอโซเลท Yield %Theoretical Yield Productivity (g/L/h) 

LP3 0.46(24h) 89.98 1.52 
OW1/1 0.41(48h) 79.92 0.77 

Ethanol Red 0.50(96h) 98.07 0.27 

7. การศึกษาการใช้น า้ตาลชนิดอืน่ๆของเช้ือยสีต์ทีค่ัดแยกได้ในอาหารเหลว 

ผลการทดลองเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว YP ท่ีมีน ้าตาลแต่ละชนิด 20 g/L คือ กลูโคส แมน-
โนส กาแลกโตส ไซโลส และซูโครส พบวา่เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทใหผ้ลการทดลองเหมือนกนัคือ เช้ือทั้ง
สองสามารถสามารถใชแ้ละผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้ าตาล กลูโคส (ภาพ 4.9 ก) และแมนโนส (ภาพ 4.9 
ข) แต่ไม่สามารถใชห้รือผลิตเอทานอลจากน ้ าตาลไซโลส (ภาพ 4.9 ค) กาแลกโตส (ภาพ 4.9 ง) และ
ซูโครส (ภาพ 4.9 จ) ได ้โดยเช้ือ LP3 สามารถผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้าตาลกลูโคสและแมนโนสสูงสุด
ได้เท่ ากับ 6.7 และ 7.6 g/L ตามล าดับ ในขณะท่ี เช้ือ OW1/1 สามารถผลิตได้ 8.2 และ 7.2 g/L 
ตามล าดบั 

(ก) กลูโคส  

 
ภาพ 4.9 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YP ท่ีมีน ้ าตาลต่างชนิดกนัท่ี 40˚C 
(ซา้ย): LP3 ; (ขวา): OW1/1  OD 600 nm,  น ้าตาลชนิดต่างๆ,  เอทานอล 
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(ข) แมนโนส  

 
(ค) ไซโลส 

  
(ง) กาแลกโตส 

             
 

(จ)  ซูโครส 

      
 

ภาพ 4.9 (ต่อ) การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YP ท่ีมีน ้ าตาลต่างชนิดกนัท่ี 
40˚C (ซา้ย): LP3 ; (ขวา): OW1/1  OD 600 nm,  น ้าตาลชนิดต่างๆ,  เอทานอล 
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จากปริมาณเอทานอลท่ีได ้สามารถน ามาค านวณค่า parameter ต่างๆได ้คือ ค่าผลผลิต (yield), 
ค่าเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตทางทฤษฎี (%theoretical yield) และ productivity ดงัตาราง 4.7 

ตาราง 4.7 ค่าพารามิเตอร์ท่ีสามารถค านวณไดจ้ากอาหารน ้าตาลกลูโคสและแมนโนส  
ไอโซเลท น า้ตาลกลูโคส 

Yield %Theoretical Yield Productivity (g/L/h) 

LP3 0.39(12h) 75.41 0.54 
OW1/1 0.44(48h) 85.50 0.17 

ไอโซเลท น า้ตาลแมนโนส 

LP3 0.41(12h) 80.11 0.61 
OW1/1 0.39(24h) 76.74 0.30 

8. การศึกษาการเจริญของเช้ือยสีต์ทีค่ัดเลอืกได้ในอาหารเหลวและค านวณอตัราการเจริญจ าเพาะ 

การศึกษาการเจริญของเช้ือยีสต์ท่ีแยกไดท้ั้ง 2 ไอโซเลท เปรียบเทียบกบัเช้ือ ER ท่ีอุณหภูมิ
ต่างๆ คือ 30, 40 และ 42ºC โดยอาศยัการค านวณค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate) ท่ีได้
จากค่า OD ท่ีวดัไดทุ้กๆ 1.5 ชั่วโมงจากการเล้ียงเช้ือ พบว่า ท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40ºC อตัราการเจริญ
จ าเพาะ ท่ีค  านวณไดร้ะหวา่งเช้ือ OW1/1 และ ER ไม่มีความแตกต่างกนัมาก แต่ท่ี 42ºC เช้ือ OW1/1 มี
ค่าท่ีค  านวณได้มากกว่าอย่างเห็นได้ชดั อย่างไรก็ตามค่าท่ีค  านวณได้ของเช้ือ LP3 มีค่าสูงท่ีสุดทั้ง 3 
อุณหภูมิ (ตาราง 4.8 และภาพ 4.10) 

ตาราง 4.8 ค่าอตัราการเจริญจ าเพาะของเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30, 40 และ 42ºC 
ไอโซเลท 30°C 40°C 42°C 

LP3 0.54 0.63 0.57 
OW1/1 0.46 0.45 0.47 

Ethanol Red 0.47 0.42 0.31 
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(ก) 

 
(ข)  

    
(ค)  

   
ภาพ 4.10 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือ LP3 (ซา้ย), OW1/1 (กลาง), ER (ขวา) ในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้ าตาล 2% บ่มท่ี (ก): 30ºC ; (ข): 40ºC ; 
(ค): 42ºC
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9. การทดสอบเลีย้งเช้ือทีค่ัดเลอืกได้ ร่วมกบัเช้ือควบคุมในอาหารเลีย้งเช้ือทีม่ีน า้ตาลกลูโคส 20%  

เม่ือน าเช้ือ OW1/1 ท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดดี้ท่ีสุดมาท าการทดลองเล้ียงร่วมกบัเช้ือ ER 
ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดดี้และมีการรายงานวา่สามารถทนต่อเอทานอลในปริมาณท่ี
ค่อนขา้งสูงได ้(Felix et al., 2014) โดยการทดลองแบ่งเป็น 3 สภาวะคือ  

1) เม่ือเล้ียงเช้ือทั้ง 2 ชนิดคือ OW1/1 และ ER พร้อมกนัท่ีชัว่โมงท่ี 0 
2) เม่ือเล้ียงเช้ือ ER ก่อนท่ีชั่วโมงท่ี 0 และหลงัจากนั้น 24 ชั่วโมงเติมเช้ือ OW1/1 

ลงในฟลาสหมกั 
3) เม่ือเล้ียงเช้ือ OW1/1 ก่อนท่ีชั่วโมงท่ี 0 และหลงัจากนั้น 24 ชั่วโมงเติมเช้ือ ER 

ลงในฟลาสหมกั 
ผลการทดลองพบวา่ เม่ือดูจากปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดใ้นแต่ละสภาวะ สภาวะท่ีเล้ียงเช้ือ 

ER เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและเติมเช้ือ OW1/1 พบปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้สูงท่ีสุดท่ี 71.1 g/L ซ่ึง
มากกว่าเม่ือเทียบกบัเม่ือลงเช้ือทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนัท่ีชั่วโมงท่ี 0 ท่ีสามารถผลิตเอทานอลสูงสุดได ้
67.4 g/L และสภาวะท่ีเล้ียงเช้ือ OW1/1 ก่อนเติมเช้ือ ER ท่ีชัว่โมงท่ี 24 โดยสามารถผลิตเอทานอลได้
สูงสุด 63.3 g/L (ภาพ 4.11) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

42 
 

 
      (ก) 
 
 
 
 
 
 

 
 
     (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 

   (ค)   
 
 

 
 
 
 
 

ภาพ 4.11 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 20% ท่ี 
40˚C (ก): สภาวะท่ี 1 ; (ข): สภาวะท่ี 2 ; (ค): สภาวะท่ี 3   OD 600 nm,  กลูโคส,  เอ-
ทานอล 
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จากปริมาณเอทานอลท่ีได ้สามารถน ามาค านวณค่า parameter ต่างๆได ้คือ ค่าผลผลิต (yield), 
ค่าเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตทางทฤษฎี (%theoretical yield) และ productivity ดงัตาราง 4.9 

ตาราง 4.9 ค่าพารามิเตอร์ท่ีสามารถค านวณได ้จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือร่วมกบัเช้ือควบคุม 
สภาวะ Yield %Theoretical Yield Productivity (g/L/h) 

1 0.44(48h) 86.48 1.40 
2 0.46(48h) 89.60 1.48 
3 0.44(48h) 86.99 1.32 

10. การทดสอบเลีย้งเช้ือที่คัดเลือกได้ในถังหมักขนาด 8 ลิตรในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี น ้าตาลกลูโคส 
20% 

เม่ือเล้ียงเช้ือ OW1/1 และเช้ือควบคุม ER ในถงัหมกัขนาด 8 ลิตร และใชอ้าหาร YPD ท่ี
มีน ้ าตาลกลูโคส 20% ปริมาตร 5 ลิตร โดยให้เช้ือตั้งตน้ภายในถงัหมกัมีจ านวน 1.7x107 CFU/ml 
ส าหรับเช้ือ OW1/1 และ 8x106 CFU/ml ส าหรับเช้ือ ER ซ่ึงจะมีค่า OD เท่ากบั 0.3 โดยพบวา่เช้ือ 
ER สามารถผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่ OW1/1 คือไดค้่าเอทานอลสูงสุดเท่ากบั 6.2% (ภาพ 4.12 ข) 
และ 3.4% (ภาพ 4.12 ก) ตามล าดบั โดย ER สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดไดใ้นวนัท่ี 3 ในขณะท่ี 
OW1/1 ผลิตเอทานอลสูงสุดไดว้นัท่ี 6  

(ก)                                                          (ข) 

  
ภาพ 4.12 การเจริญและการผลิตเอทานอลของเช้ือในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส 20% ในถงั
หมกัขนาด 5 ลิตร (ก): OW1/1 ; (ข): ER   OD 600 nm,  กลูโคส,  เอทานอล 
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11. การระบุเช้ือทีค่ัดแยกได้โดยใช้เทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ 

จากการระบุชนิดของเช้ือ 2 ไอโซเลท โดยการใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์ในส่วน D1/D2 ของยีน 
LSU rDNA (the large subunit ribosomal RNA) และท าการ BLAST เทียบกับฐานข้อมูลได้ผลดัง
ตาราง 4.10 โดยพบว่าเช้ือ LP3 สามารถระบุชนิดของเช้ือได้คือ Candida glabrata และเช้ือ OW1/1 
สามารถระบุชนิดของเช้ือไดคื้อ Pichia kudriavzevii 

ตาราง 4.10 แสดงผลการระบุเช้ือ 
ไอโซเลท ผลการระบุเช้ือ Percent identity 

LP3 Candida glabrata 99.0 
OW1/1 Pichia kudriavzevii 100 
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บทที ่5 

อภปิรายผลการวจิยั 
 

จากการศึกษาการผลิตเอทานอลจากเช้ือจ านวน 55 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดใ้นอาหารท่ีมีน ้าตาล
กลูโคสเขม้ขน้ 12% (w/v) เป็นองค์ประกอบ ท่ีอุณหภูมิ 40˚C พบว่ามียีสต์จ  านวน 54 ไอโซเลทท่ีมี
ความสามารถในการผลิตเอทานอลไดใ้นปริมาณตั้งแต่ 0.8-5.2%โดยเช้ือท่ีสามารถผลิตเอทานอลได้
สูงท่ีสุดจ านวน 8 ไอโซเลท (OW6, OW1/1, OW2/1, LC2, LC4, LC5, LG1 และ DC6/2) สามารถแยก
ได้จากตัวอย่างผลไม้ ลูกแป้ง ขยะจ าพวกเปลือกผลไม้และใบไม้ ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Auesukaree และคณะ (2012) ท่ีสามารถแยกเช้ือยสีตท่ี์ผลิตเอทานอลไดดี้ท่ี 41˚C จากตวัอยา่งผลไมใ้น
ประเทศไทย 

เม่ือศึกษาลกัษณะทางสรีระวิทยาของเช้ือ 12 ไอโซเลทท่ีคดัเลือกมาท าการศึกษาต่อโดยอาศยั
ความสามารถในการผลิตเอทานอลและลกัษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา่เช้ือส่วนใหญ่มีการสร้างโฟม
ในปริมาณมาก และมีการสร้างฝ้าท่ีบริเวณผิวหน้าของอาหารเล้ียงเช้ือ เน่ืองจากเกิดการลอยตวัของ
เซลล์ (floatation) ยกเวน้ไอโซเลท LP3 ซ่ึงเป็นเพียงไอโซเลทเดียวท่ีเกิดการจบักลุ่มกนั (flocculation) 
ระหวา่งการหมกั โดยลกัษณะการลอยตวัของเซลล์และการตกตะกอนจะท าให้ระยะเวลาในการหมกั
นานข้ึน เน่ืองจากเซลล์มีการสัมผสักบัอาหารเล้ียงเช้ือนอ้ย และจะส่งผลใหน้ ้าตาลเหลือในถงัหมกัเป็น
ปริมาณมาก แต่อยา่งไรก็ตามคุณลกัษณะน้ีมีผลดีส าหรับการหมกัแบบต่อเน่ือง เน่ืองจากสามารถน า
เซลลก์ลบัมาใชใ้หม่ไดง่้ายในขั้นตอน Cell recycling (Basso et al., 2008)  

จากการทดสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิ 40 และ 42˚C พบว่าเช้ือทั้ง 12 ไอโซเลท 
สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 42˚C เม่ือเทียบกบัการเจริญของเช้ือควบคุม ER ดงันั้นจึงมีความเป็นไป
ไดว้า่เช้ือท่ีคดัแยกไดด้งักล่าวมีแนวโน้มท่ีจะพฒันาไปใช้ในกระบวนการหมกัเอทานอลในพื้นท่ีท่ีมี
อุณหภูมิสูง เช่น ประเทศไทยได้ นอกจากน้ี ยงัพบว่าเช้ือ 11ไอโซเลท จาก 12 ไอโซเลทท่ีท าการ
ทดสอบ สามารถเจริญไดบ้นอาหารท่ีมีน ้าตาลกลูโคส 30% (w/v) เป็นองคป์ระกอบ และเช้ือส่วนใหญ่
สามารถเจริญบนอาหารท่ีมีเอทานอลเป็นองค์ประกอบท่ีความเขม้ขน้ 10% (v/v)ได ้ยกเวน้เช้ือ LC2, 
MT1/1 และ LP3 รวมทั้งเช้ือควบคุม ER ท่ีพบการเจริญของเช้ือลดลงชดัเจนท่ีความเขม้ขน้เอทานอล 
10% (w/v) โดยทัว่ไปแลว้ยสีตแ์ต่ละสายพนัธ์ุจะมีความสามารถในการทนต่อเอทานอลท่ีแตกต่างกนั 
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ไป ในงานวจิยัของ Costa et al (2014) ศึกษาความสามารถในการทนต่อเอทานอลท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ
ของเช้ือ Saccharomyces cerevisiae LBM-1, CAT-1 และ PE-2 และเช้ือ Kluyveromyces marxianus 
UFV-3, ATCC 8554 และ CCT 4086 ซ่ึงทั้งหมดเป็นเช้ือทางการคา้ท่ีใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเอ-
ทานอลท่ีอุณหภูมิสูงในปัจจุบนั พบว่าท่ี 37˚C เช้ือ S. cerevisiae ทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถเจริญได้ดีท่ี
ความเข้มข้นเอทานอล 8% (v/v) ในขณะท่ีเช้ือ K. marxianus ทั้ ง 3 สายพนัธ์ุเจริญได้เพียงท่ีความ
เข้มข้นเอทานอล 4% (v/v) เท่านั้น ท่ี 42˚C เช้ือทุกสายพนัธ์ุท่ีน ามาทดสอบสามารถเจริญได้ดีถึงท่ี
ความเข้มข้นเอทานอล 4% (v/v) เท่านั้ น จะเห็นว่าเช้ือท่ีคัดแยกได้ทั้ งหมดในงานวิจยัน้ีสามารถ
เจริญเติบโตท่ีความเขม้ขน้เอทานอลสูงกวา่ เม่ือเทียบกบังานวิจยัของ Costa et al ทั้งน้ีความสามารถ
ในการเจริญท่ีปริมาณน ้ าตาลและเอทานอลสูงจะท าให้เช้ือมีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลไดดี้ 
(Basso et al., 2008) ในประเทศไทย Charoensuk et al (2013) คัดแยกยีสต์ทนร้อนและพบยีสต์ท่ี
สามารถทนเอทานอลไดสู้งถึง 15% (w/v) โดยสามารถระบุชนิดของเช้ือไดเ้ป็น Pichia kudriavzevii 

โดยปกติแล้ว กระบวนการหมกัเอทานอลโดยยีสต์จะสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดใน
ปริมาณ 50 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณน ้ าตาลท่ีใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือคิดเป็นหน่วย % (w/v) หรือ % (v/v) 
ซ่ึงเป็นผลผลิตเอทานอลร้อยเปอร์เซ็นตโ์ดยทฤษฎี (อภิรดี, 2549) แต่จากผลการทดลอง เม่ือน าไอโซ-
เลท LC2, LP3 และ OW1/1 มาเล้ียงในอาหารกากน ้ าตาลท่ีมีปริมาณของแข็งท่ีละลายอยู่ (Total 
Soluble Solid, TSS) เท่ากบั 12˚Brix พบว่า เช้ือ LC2, LP3 และ OW1/1 สามารถผลิตเอทานอลไดสู้ง
ท่ีสุดเพียง 1.50 2.00 และ 1.67% (w/v) ตามล าดบั ซ่ึงคิดเป็นผลผลิตร้อยละ 24.46, 32.61 และ 27.23 
โดยทฤษฎีเท่านั้ น ในขณะท่ีเช้ือควบคุม ER ผลิตได้ 2.50% (w/v) หรือ ผลผลิตร้อยละ 40.77 โดย
ทฤษฎี ซ่ึงถือวา่ผลผลิตเอทานอลท่ีไดจ้ากเช้ือทั้ง 3 ค่อนขา้งต ่า เม่ือเทียบกบัเช้ือควบคุม ซ่ึงอาจเป็นไป
ได้ว่าเช้ือยีสต์ดงักล่าวมีความสามารถในการใช้น ้ าตาลซูโครสซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลกัในอาหาร
กากน ้ าตาลไดใ้นปริมาณต ่า (Curtin, 1983) โดยมีรายงานวา่เช้ือทนร้อน P. kudriavzevii ท่ีคดัแยกได้
ในประเทศไทยไม่สามารถใช้น ้ าตาลซูโครสในการผลิตเอทานอลได ้(Charoensuk et al., 2013) ซ่ึงดู
ไดจ้ากปริมาณน ้าตาลท่ีเหลืออยูห่ลงักระบวนการหมกั (ภาพ 4.6) ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่กากน ้าตาลอาจจะ
ไม่ใช่แหล่งอาหารท่ีมีความเหมาะสมในการเล้ียงยีสต์ดงักล่าวเพื่อผลิตเอทานอล ดงันั้นการหาแหล่ง
ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลจากยีสต์ท่ีคดัเลือกมาไดน้ี้ รวมไปถึงการศึกษา
ปัจจยัท่ีจ  าเป็นต่อกระบวนการหมกั อาทิ ปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ อตัราการกวน อตัราการให้อากาศ และ
รูปแบบการหมกั (แบบกะ แบบก่ึงกะ และแบบต่อเน่ือง) จึงมีความส าคญัต่อการเพิ่มผลผลิตเอทานอล
จากกระบวนการหมกัท่ีคณะผูว้ิจยัตอ้งการต่อยอดเพื่อพฒันาตวัเช้ือดงักล่าวไปใช้ในการผลิตเอทา-
นอลท่ีอุณหภูมิสูงต่อไป  
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ผลการระบุชนิดของเช้ือ 2 ไอโซเลทท่ีผลิตเอทานอลไดสู้งจากกากน ้ าตาล โดยการใช้ล าดบั
นิวคลิโอไทด์ในส่วน D1/D2 ของยีน LSU rDNA (the large subunit ribosomal RNA) และท าการ 
BLAST เทียบกบัฐานขอ้มูล โดยพบว่าเช้ือ LP3 สามารถระบุชนิดของเช้ือไดคื้อ Candida glabrata ท่ี
ค่าความเหมือน 99.0% และเช้ือ OW1/1 สามารถระบุชนิดของเช้ือไดคื้อ Pichia kudriavzevii ที่ค่า
ความเหมือน 100% 

เม่ือน าเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท คือ LP3 และ OW1/1 มาท าการศึกษาความสามารถในการผลิตเอ-
ทานอลท่ีอุณหภูมิ 40 และ 42˚C เปรียบเทียบกบัเช้ือควบคุม S. cerevisiae Ethanol Red (ER) ซ่ึงเป็น
เช้ือทางการคา้จากบริษทั Leaf Technology ประเทศสหรัฐอเมริกา จากผลการทดลอง พบวา่ท่ีอุณหภูมิ 
40˚C เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท สามารถผลิตเอทานอลไดดี้ โดยเช้ือ LP3ไดป้ริมาณเอทานอลสูงสุด 49.3 g/L 
ท่ีชัว่โมงท่ี 96 และเช้ือไอโซเลท OW1/1 ไดเ้อทานอลสูงสุด 53.2 g/L ท่ีชัว่โมงท่ี 48 ในขณะท่ีเช้ือ ER 
สามารถผลิตเอทานอลได้ 52.0 g/L ชัว่โมงท่ี 48 และสามารถค านวณค่าผลผลิต (yield) และผลผลิต
ร้อยละทางทฤษฎีของเช้ือ LP3, OW1/1 และ ER ไดเ้ท่ากบั 0.46, 0.45 และ 0.42 g/g และ 89.90, 87.85 
และ 82.94 ตามล าดบั ในขณะท่ีอุณหภูมิ 42˚C เช้ือไอโซเลท LP3 และ OW1/1 ผลิตเอทานอลไดสู้งสุด
ท่ี 36.4 และ 37.1 g/L ตามล าดบั ซ่ึงมากกว่าเช้ือ ER ท่ีให้ผลิตเอทานอลเพียง 26.0 g/L เท่านั้น และ
สามารถค านวณค่าผลผลิต (yield) และผลผลิตร้อยละทางทฤษฎีของเช้ือ LP3, OW1/1 และ ER ได้
เท่ากบั 0.46, 0.41 และ 0.50 g/g และ 89.98, 79.92 และ 98.07 ตามล าดบั นอกจากน้ี เช้ือ OW1/1 ท่ี
พบว่าเป็นเช้ือที่ให้ปริมาณผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดยงัสามารถให้ค่าผลผลิตเอทานอลสูงสุดท่ี 
24 ชั่วโมงซ่ึงสั้ นกว่าเช้ือ ER ที่ให้ปริมาณเอทานอลสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง ดังนั้น การหมกัเอทา-
นอลโดยใช้เช้ือที่แยกมาได้น้ีจึงมีศกัยภาพในการลดค่าใช้จ่ายในกระบวนการลง เนื่องจาก
กระบวนการหมกัสั้ นข้ึน ท าให้ช่วยประหยดัค่าใช้จ่ายในการเดินถังหมกัและลดการปนเป้ือน
จากเช้ือจุลินทรีย ์อ่ืนๆ จากการหมกัที่ใช้เวลานาน ซ่ึงถือว่าเป็นข้อได้เปรียบเชิงอุตสาหกรรม 
หากมีการน า เชื้อ ที ่ค ดัแยกได ้ไปใช ้ประโยชน์ใน เชิงพาณิชย ์ สอดคล ้องก ับงานวิจยัของ 
Buddiwong et al (2014) ที่สามารถแยกเช้ือ P. kudriavzevii ในประเทศไทยที่มีความสามารถ
ในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 40˚C โดยให้ค่าผลผลิต (yield) อยู่ในช่วง 0.33-0.36 g/g ท่ี 
40˚C ในอาหารเหลว YPD ที่มีน ้ าตาลกลูโคส 16% (w/v) ได ้ ซ่ึ งค่าที ่ได ้น ้อยกว่าที ่ได ้จาก
งานวิจยัน้ี รวมทั้งเช้ือท่ี Buddiwong et al คดัแยกไดมี้ความสามารถในการผลิตเอทานอลไดสู้งท่ีสุด
ท่ี 37˚C โดยให้ค่าผลผลิต  (yield) อยู ่ในช่วง  0.37-0.40 g/g ในอาหารเหลว YPD ที ่ม ีน ้ าตาล
กลูโคส 16% (w/v) 
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จากการศึกษาพบว่าเช้ือยีสต์ทั้ง 2 ไอโซเลท LP3 และ OW1/1 สามารถใช้น ้ าตาลกลูโคสซ่ึง
เป็นส่วนประกอบในกากน ้าตาลได ้แต่ไม่สามารถผลิตเอทานอลจากน ้าตาลซูโครสได ้ซ่ึงเป็นน ้าตาล 
อีกชนิดหน่ึงท่ีเป็นองค์ประกอบส าคญัในกากน ้ าตาล ดงันั้นจึงท าการศึกษาความสามารถในการใช้
น ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ เพื่อใชใ้นการเลือกวตัถุดิบตั้งตน้ในการผลิตเอทานอลต่อไป โดยพบวา่เช้ือสามารถ
ใช้น ้ าตาลแมนโนสในการผลิตเอทานอลไดดี้ อย่างไรก็ตามเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทไม่สามารถใช้น ้ าตาล 
กาแลกโตสและไซโลส ในการผลิตเอทานอลได้ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานท่ีว่า เช้ือยีสต์ C. glabrata 
สามารถผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้ าตาลกลูโคส ส่วนเช้ือ P. kudriavzevii สามารถผลิตเอทานอลไดจ้าก
น ้าตาลกลูโคสและฟรุกโตส (Fidel et al., 1999; Jutakanoke et al., 2014)  

อตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate) ท่ีค  านวณได้ของเช้ือทั้ ง 2 ไอโซเลทกับเช้ือ
ควบคุม ER ซ่ึงเป็นเช้ือในกลุ่ม S. cerevisiae พบวา่เช้ือ LP3 ให้ค่าการเจริญท่ีสูงสุดทั้งท่ีอุณหภูมิ 30, 
40 และ 42˚C ทั้งน้ีอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสามารถใชเ้ปรียบเทียบการเจริญของเช้ือได ้โดยค่าอตัรา
การเจริญจ าเพาะท่ีสูงกวา่แสดงวา่เช้ือสามารถเจริญไดดี้กวา่ ค่าท่ีค  านวณได้จากงานวิจยัน้ีถือวา่อยู่ใน
เกณฑ์ ท่ี สูง เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Auesukaree et al (2012) ซ่ึงท าการคัดแยกเช้ือ S. 
cerevisiae ทนร้อน และศึกษาการเจริญโดยอาศยัอตัราการเจริญจ าเพาะ ท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 41˚C 
โดยค่าท่ีค  านวณได้อยู่ในช่วง 0.12-0.39 ซ่ึงอยู่ในช่วงน้อยกว่าค่าท่ีค  านวณไดจ้ากการทดลองน้ีท่ีอยู่
ในช่วง 0.31-0.63 ถึงแมช่้วงอุณหภูมิท่ีใช้จะแตกต่างกนัเล็กน้อย โดยวิธีท่ีใชใ้นการศึกษาค่าอตัราการ
เจริญจ าเพาะของงานวิจยัน้ีและงานวิจยัของ Auesukaree et al อาศัยค่า OD 600 nm ในการวดัการ
เจริญในอาหารเหลว YPD ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส 2% (w/v) เช่นเดียวกนั  

เม่ือศึกษาการเล้ียงเช้ือ 2 ชนิดร่วมกนั (Co-culture fermentation) พบว่าสภาวะท่ีเล้ียงเช้ือ ER
เป็นเวลา 24 ชัว่โมงและเติมเช้ือ OW1/1 พบปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดสู้งท่ีสุดท่ี 71.1 g/L ซ่ึงมากกวา่
เม่ือเทียบกบัเม่ือลงเช้ือทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนัท่ีชัว่โมงท่ี 0 ท่ีสามารถผลิตเอทานอลสูงสุดได ้67.4 g/L 
และสภาวะท่ีเล้ียงเช้ือ OW1/1 ก่อนเติมเช้ือ ER ท่ีชั่วโมงท่ี 24 โดยสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุด 
63.3 g/L ให้ค่าผลผลิต (yield) เท่ากับ 0.44, 0.46 และ 0.44 g/g ตามล าดับ และผลผลิตร้อยละทาง
ทฤษฎีเท่ากับ 86.48, 89.60 และ 86.99 ตามล าดับ และค่า productivity เท่ากับ 1.40, 1.48 และ 1.32 
(g/L/h) ตามล าดบั อย่างไรก็ตาม ค่าผลผลิต (yield) ท่ีได้จากทั้ง 3 สภาวะ แตกต่างจากการเล้ียงเช้ือ
เพียงชนิดเดียวท่ี 40˚C เพียงเล็กนอ้ยเท่านั้น ทั้งน้ีอาจเปล่ียนเช้ือท่ีน ามาใชร่้วมจาก ER เป็นเช้ือทนร้อน
ชนิดอ่ืนท่ีสามารถทนเอทานอลได้ท่ีความเขม้ขน้สูงกว่า ER ซ่ึงจากการทดลองน้ี เช้ือ ER สามารถ
เจริญไดดี้ท่ีปริมาณเอทานอล 5% เท่านั้น เน่ืองจากผลการทดลองพบวา่สภาวะท่ีให้ผลผลิตเอทานอล
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มากท่ีสุดคือสภาวะท่ีลงเช้ือ ER ก่อน ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่าเช้ือ OW1/1 สามารถทนเอทานอลไดดี้กว่า
เช้ือ ER และผลิตเอทานอลต่อไปไดเ้ม่ือปริมาณเอทานอลเพิ่มสูงข้ึน 

จากการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลในถงัหมกัขนาด 8 ลิตร พบวา่ ER สามารถ
ผลิตเอทานอลได้สูงกว่า OW1/1 คือไดค้่าเอทานอลสูงสุดเท่ากบั 6.2 และ 3.4% ตามล าดบั โดย ER 
สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดไดใ้นวนัท่ี 3 ในขณะท่ี OW1/1 ผลิตเอทานอลสูงสุดไดว้นัท่ี 6 จะเห็นวา่
เอทานอลท่ีเช้ือทั้ง 2 ชนิดผลิตได ้มีปริมาณน้อยกวา่เอทานอลท่ีคาดวา่จะไดจ้ากการใชน้ ้ าตาลกลูโคส 
20% (w/v) ทั้ งน้ีอาจเน่ืองมาจากหลายปัจจยั เช่น ในการหมักเอทานอล อากาศเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมี
ความส าคญัอยา่งมากในการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสต ์นอกจากนั้น ปริมาณเช้ือตั้งตน้ท่ีใส่
ลงไปถงัหมกัยงัมีส่วนส าคญั ซ่ึงจะช่วยให้การหมกัเกิดเร็วข้ึน และลดการตายของเซลล์ในช่วงเร่ิมตน้
หลงัจากการลงเช้ือ รวมทั้งยงัพบว่าปริมาณเอทานอลจะเพิ่มข้ึนเม่ือใช้ inoculum size ท่ีเพิ่มข้ึน และ
ปริมาณ methanol และ aldehyde ในถงัหมกัจะลดลงต ่าสุดเม่ือ inoculum size เท่ากบั 30% (Arshad et 
al., 2008) ซ่ึงในงานวิจยัของ Yuangsaad et al (2013) ได้ท าการหมกัเอทานอลในถงัหมกัขนาด 2.5 
ลิตร โดยใช้เช้ือ P. kudriavzevii และพบว่าเม่ือให้อากาศในถังหมกัท่ี 0.1 vvm และกวนท่ี 300 rpm 
พบวา่เช้ือใหผ้ลผลิตเอทานอลทางทฤษฎีถึง 79.9%  

จ าก ผล ก ารพ ิส ูจ น ์เอ ก ล ัก ษณ ์ (identification) ข อ ง เ ชื ้อ  LP3 พ บ ว ่า ต ร งก ับ เชื ้อ  
C. glabrata เ ป็ น เ ชื ้อ ส ายพ นั ธุ ์ที ่ใ ก ล ้ช ิด ก ับ เชื ้อ  C. albicans ที ่จ ดั เ ป็ น เ ชื ้อ ฉ ว ย โอก าส 
(opportunistic pathogen) ในมนุษย ์จึงมกัไม่มีการน ามาผลิตเอทานอลในเชิงอุตสาหกรรม 
(Tam et al., 2015) ในขณะที่เชื้อ  OW1/1 ซ่ึ งสามารถพิสูจน์เอกล ักษณ์ของ เชื้อได ้เป็น เชื้อ  
P. kudriavzevii ที่สามารถน ามาใช้ในการผลิตเอทานอล เน่ืองจากสามารถแยกได้ทัว่ไปจากลูก
แป้ง และยงัพบว่ามีการศึกษาการหมกัเอทานอลของเช้ืออย่างแพร่หลาย (Kaewkrajay et al., 
2014) อีกทั้ง Kitagawa et al (2010) ที่สามารถแยกเช้ือ P. kudriavzevii MF-121 ได้ และพบว่าเช้ือ
มีความเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากวสัดุกลุ่มลิกโนเซลลูโลส เน่ืองจากมีความทนต่อ
ความเข้มข้นกรดและเอทานอลสูง  

ในการน ายีสต์ท่ีคดัแยกไดไ้อโซเลท OW1/1 ท่ีระบุชนิดไดเ้ป็น P. kudriavzevii ไปใชใ้นการ
ผลิตเอทานอลในระดบัถงัหมกัควรจะมีการให้อากาศแก่ถงัหมกัและมีการกวนอาหารภายในถงัหมกั
เพื่อให้ไดผ้ลผลิตเอทานอลในปริมาณท่ีมากข้ึนและเม่ือศึกษาจากความสามารถในการใชน้ ้ าตาลของ
เช้ือท่ีคดัแยกได้ พบว่าเช้ือเหมาะสมกับการผลิตเอทานอลจากวตัถุดิบตั้งต้นประเภทท่ีมีแป้งเป็น
องค์ประกอบมาก (starch crops) ซ่ึงเป็นแหล่งของน ้ าตาลกลูโคส เช่น มนัส าปะหลงั ท่ีประเทศไทย
สามารถผลิตไดใ้นปริมาณมาก (Kaewkrajay et al., 2014) ดงันั้นยีสต์ P. kudriavzevii ท่ีคดัแยกไดจ้ดั
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วา่เป็นยสีตท์นร้อนท่ีมีคุณสมบติัในการผลิตเอทานอลท่ีดี และสามารถพฒันาต่อยอดในอุตสาหกรรม
การผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูงได ้
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บทที ่6 

สรุปผลการวจิยั 

  

จากการทดลองคดัแยกยีสต์ จากตวัอยา่งทั้ง 15 ตวัอย่าง พบเช้ือยีสต์ 55 ไอโซเลทท่ีสามารถ
เจริญไดดี้ท่ี 40˚C และเม่ือน าเช้ือทั้ง 55 ไอโซเลทมาศึกษาความสามารถในการเจริญท่ี 40 และ 45˚C 
พบว่าเช้ือทุกไอโซเลทสามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ี 40˚C ในขณะท่ีท่ี 45˚C มีเพียงเช้ือ 6 ไอโซเลท
เท่านั้นท่ีสามารเจริญไดดี้ คือ PA1, PA2, PA3, PA4, PPA1 และ PPA2 จากการทดสอบความสามารถ
ในการผลิตเอทานอลในอาหารน ้ าตาล YP ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 12% พบว่าเช้ือสามารถผลิตเอทานอล
สูงสุดไดเ้ท่ากบั 5.2% 

 เม่ือคดัเลือกเช้ือจ านวน 12 ไอโซเลท คือ HK1/1, HK2/5, OW6, OW1/1, MT1/1, G1, LP3, 
CORN1, LC2, LG1, MY1 และ DC6/2 มาศึกษาลกัษณะท่ีส าคญัอ่ืนๆ คือ ความสามารถในการผลิต
ฟองแก๊ส (foam formation) การเกิดฝ้าท่ีผิวหน้า และการจบักลุ่มกนัของเซลล์ในระหว่างการหมกั 
(flocculation) ผลการทดลองพบวา่เช้ือส่วนใหญ่มีการผลิตโฟมมากและมีการสร้างฝ้าขาวยกเวน้ LP3 
ซ่ึงยงัเป็นเพียงไอโซเลทเดียวท่ีเกิดการจบักลุ่มในระหวา่งการหมกัทั้งท่ีอุณหภูมิ 40 และ 42˚C  

การทดสอบการเจริญของเช้ือทั้ง 12 ไอโซเลท โดยเทคนิค spot test บนอาหารแข็ง YPD และ
บ่มท่ี 40 และ 42˚C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า เช้ือทุกไอโซเลทท่ีแยกได้สามารถเจริญได้ดีท่ี 40˚C 
เช่นเดียวกบัเช้ือควบคุม ท่ี 42˚C และเม่ือทดสอบกบัอาหารความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสสูงท่ี 10, 20 
และ 30% และบ่มท่ีอุณหภูมิ 40ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่เช้ือทั้ง 12 ไอโซเลท รวมทั้ง Ethanol Red 
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ แต่แสดงลกัษณะผิวโคโลนีขรุขระชดัเจนข้ึนเม่ือมีการเพิ่มปริมาณน ้ าตาลท่ี 
10 และ 20% (w/v) อย่างไรก็ตามท่ี 30% (w/v) เช้ือสามารถเจริญไดแ้ต่ไม่มีการสร้างโคโลนีขรุขระท่ี
ชดัเจน ในขณะท่ีมี 1 ไอโซเลทคือ CORN1 มีการเจริญลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั 

เม่ือศึกษาความสามารถในการเจริญบนอาหารท่ีมีเอทานอลแตกต่างกนั พบวา่เช้ือส่วนใหญ่ยงั
สามารถเจริญเติบโตไดจ้นถึงท่ี 10% เอทานอล ถึงแมว้า่เช้ือไอโซเลท LC2, MT1/1 และ LP3 รวมทั้ง
เช้ือควบคุม ER จะมีการเจริญท่ีลดลงชดัเจนท่ีเอทานอล 10% ทั้งน้ีเช้ือท่ีสามารถเจริญไดดี้ท่ีสุด คือ 
เช้ือ CORN1 
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 จากเช้ือ 12 ไอโซเลท  คัด เลือกเช้ือ 3 ไอโซเลท คือ LP3, LC2 และ OW1/1 มาศึกษา
ความสามารถในการผลิตเอทานอลจากอาหารกากน ้าตาล 12 ºBrix เทียบกบัเช้ือ ER พบวา่เม่ือเล้ียงเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 40˚C บ่มท่ี 150 rpm เช้ือสามารถผลิตเอทานอลสูงสุดได้เท่ากับ 1.5, 2.00 และ 1.67% 
ส าหรับเช้ือ LC2, LP3และ OW1/1 ตามล าดบั แต่เช้ือท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งสุดคือเช้ือ ER ท่ี 
2.50% 

 จากนั้นคดัเลือกเช้ือ 2 ไอโซเลท คือ LP3 และ OW1/1 เพื่อน ามาศึกษาการเจริญ การใชน้ ้าตาล 
และความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ี 40˚C ผลการทดลองพบวา่ เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท สามารถผลิต
เอทานอลได้ดีท่ี 40˚C โดยเช้ือไอโซเลท LP3ได้เอทานอลสูงสุด 49.3 g/L ท่ีชั่วโมงท่ี 96 และเช้ือ 
ไอโซเลท OW1/1 ได้เอทานอลสูงสุด 53.2 g/L ท่ีชัว่โมงท่ี 48 ส่วนเช้ือท่ีน ามาใช้เป็นเช้ือควบคุมคือ 
Ethanol Red สามารถผลิตเอทานอลได้ 52.0 g/L ชั่วโมงท่ี 48 และสามารถค านวณหาค่าผลผลิต 
(yield) ของเช้ือ LP3, OW1/1 และ Ethanol Red ได้เท่ากับ 0.46, 0.45 และ 0.42 g/g ตามล าดับ และ
ผลผลิตร้อยละทางทฤษฎีเท่ากบั 89.90, 87.85 และ 82.94 ตามล าดบั และค่า productivity เท่ากบั 0.51, 
1.10 และ 1.08 (g/L/h) ตามล าดบั 

 เม่ือศึกษาเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทท่ี 42˚C พบวา่เช้ือไอโซเลท LP3ไดเ้อทานอลสูงสุดท่ี 36.4 g/L ท่ี
ชั่วโมงท่ี 24 และเช้ือไอโซเลท OW1/1 ได้เอทานอลสูงสุด 37.1 g/L ท่ีชั่วโมงท่ี 48 ในขณะท่ีเช้ือ 
Ethanol Red สามารถผลิตเอทานอลได้ 26.0 g/L ชั่วโมงท่ี 48 และสามารถค านวณหาค่าผลผลิต 
(yield) ของเช้ือ LP3, OW1/1 และ Ethanol Red ได้เท่ากับ 0.46, 0.41 และ 0.50 g/g ตามล าดับ และ
ผลผลิตร้อยละทางทฤษฎีเท่ากบั 89.98, 79.92 และ 98.07 ตามล าดบั และค่า productivity เท่ากบั 1.52, 
0.77 และ 0.27 (g/L/h) ตามล าดบั  

 ผลการศึกษาความสามารถในการใชแ้ละผลิตเอทานอลจากน ้ าตาลแต่ละชนิดเปรียบเทียบกนั 
คือ กลูโคส แมนโนส ไซโลส กาแลกโตส และซูโครส ในอาหาร YP ท่ีมีส่วนผสมของน ้ าตาลแต่ละ
ชนิด 20 g/L พบวา่เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทให้ผลการทดลองเหมือนกนัคือ เช้ือทั้งสองสามารถสามารถใช้
และผลิตเอทานอลได้จากน ้ าตาล กลูโคส และแมนโนส แต่ไม่สามารถใช้หรือผลิตเอทานอลจาก
น ้ าตาลไซโลส กาแลกโตสและซูโครสได ้โดยเช้ือ LP3 สามารถผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้ าตาลกลูโคส
และแมนโนสสูงสุดไดเ้ท่ากบั 6.7 และ 7.6 g/L ตามล าดบั ให้ค่าผลผลิต (yield) เท่ากบั 0.39 และ 0.44 
g/g ตามล าดบั และผลผลิตร้อยละทางทฤษฎีเท่ากบั 75.41 และ 85.50 ตามล าดบั และค่า productivity 
เท่ากับ 0.54 และ 0.17 (g/L/h) ตามล าดับ ในขณะท่ีเช้ือ OW1/1 สามารถผลิตได้ 8.2 และ 7.2 g/L 
ตามล าดับ ให้ผลผลิต (yield) เท่ากับ 0.41 และ 0.39 g/g ตามล าดับ และผลผลิตร้อยละทางทฤษฎี
เท่ากบั 80.11 และ 76.74 ตามล าดบั และค่า productivity เท่ากบั 0.61 และ 0.30 (g/L/h) ตามล าดบั  
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 การศึกษาการเจริญของเช้ือยีสต์ท่ีแยกได้ทั้ ง 2 ชนิดเปรียบเทียบกับเช้ือ Ethanol Red ท่ี
อุณหภูมิต่างๆ คือ 30, 40 และ 42˚C โดยอาศยัการค านวณค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth 
rate) ท่ีไดจ้ากค่า OD ผลการทดลองท่ี 30˚C พบว่าสามารถค านวณค่าอตัราการเจริญจ าเพาะของ LP3, 
OW1/1 และ Ethanol Redได้เท่ากับ 0.54, 0.46 และ 0.47 ตามล าดับ ในขณะท่ีท่ี 40˚C ได้ค่าเท่ากับ 
0.63, 0.45 และ 0.42 ตามล าดบั และท่ี 42˚C ไดค้่าเท่ากบั 0.57, 0.47 และ 0.31 ตามล าดบั  

การทดสอบเล้ียงเช้ือท่ีคดัเลือกได ้ร่วมกบัเช้ือควบคุมในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 
200 g/L โดยเลือกเช้ือไอโซเลท OW1/1 มาเล้ียงร่วมกบั Ethanol Red พบวา่ สภาวะท่ีเล้ียงเช้ือ Ethanol 
Red เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและเติมเช้ือ OW1/1 พบปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้สูงท่ีสุดท่ี 71.1 g/L ซ่ึง
มากกว่าเม่ือเทียบกบัเม่ือลงเช้ือทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนัท่ีชั่วโมงท่ี 0 ท่ีสามารถผลิตเอทานอลสูงสุดได ้
67.4 g/L และสภาวะท่ีเล้ียงเช้ือ OW1/1 ก่อนเติมเช้ือ ER ท่ีชัว่โมงท่ี 24 โดยสามารถผลิตเอทานอลได้
สูงสุด 63.3 g/L ให้ค่าผลผลิต (yield) เท่ากบั 0.44, 0.46 และ 0.44 g/g ตามล าดบั และผลผลิตร้อยละ
ทางทฤษฎีเท่ากบั 86.48, 89.60 และ 86.99 ตามล าดบั และค่า productivity เท่ากบั 1.40, 1.48 และ 1.32 
(g/L/h) ตามล าดบั  

เช้ือ OW1/1 ถูกคดัเลือกเพื่อน ามาศึกษาความสามารถในการหมกัในถงัหมกัขนาด 8 ลิตรโดย
ใช้อาหารเล้ียงเช้ือ YPD ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 20% ปริมาตร 5 ลิตร บ่มท่ี 40˚C พบว่าเช้ือ OW1/1 ผลิต 
เอทานอลไดน้อ้ยกวา่เช้ือควบคุม ER โดยผลิตเอทานอลสูงสุดท่ี 3.4 และ 6.2% ตามล าดบั  

ผลการระบุเช้ือยีสต ์พบวา่เช้ือยีสต ์LP3 สามารถระบุชนิดไดคื้อ Candida glabrata ท่ีค่าความ
เหมือน 99.0% และเช้ือไอโซเลทสามารถระบุชนิดได้เป็น Pichia kudriavzevii ท่ีค่าความเหมือน 
100% 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือ 
 

1. Yeast Extract-Malt Extract agar (YM agar) อาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 
Yeast extract   3 กรัม 
Malt extract   3 กรัม 
Peptone   5 กรัม 
Glucose   10 กรัม 
Distilled water           1,000 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ ปรับ pH 5.5 กรณีอาหารแขง็เติมวุน้ 15 กรัมต่อ

ลิตรน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 
หมายเหตุ: YM broth ส่วนผสมเหมือน YM agar แต่ไม่เติมวุน้ 
 

2. Yeast Extract-Peptone-Dextrose agar (YPD agar) อาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 
Yeast extract   10 กรัม 
Peptone   20 กรัม 
Glucose   20 กรัม 
Distilled water            1,000 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่กรณีอาหารแขง็เติมวุน้ 15 กรัมต่อลิตร น่ึงฆ่าเช้ือ

ท่ี 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 
หมายเหตุ: YPD broth ส่วนผสมเหมือน YPD agar แต่ไม่เติมวุน้ 
 

3. Yeast Extract-Peptone-Xylose broth (YPXyl broth) อาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 
Yeast extract   10 กรัม 
Peptone   20 กรัม 
Xylose    20 กรัม 
Distilled water            1,000 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121˚C เป็นเวลา 15 นาที
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4. Yeast Extract-Peptone-Galactose broth (YPGal broth) อาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 
Yeast extract   10 กรัม 
Peptone   20 กรัม 
Galactose   20 กรัม 
Distilled water            1,000 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 

 
5. Yeast Extract-Peptone-Mannose broth (YPMan broth) อาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 

Yeast extract   10 กรัม 
Peptone   20 กรัม 
Mannose  20 กรัม 
Distilled water            1,000 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 
 

6. Yeast Extract-Peptone-Sucrose broth (YPSuc broth) อาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 
Yeast extract   10 กรัม 
Peptone   20 กรัม 
Sucorse   20 กรัม 
Distilled water            1,000 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมี 
 

1. 1% Chloramphenicol stock ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 
Chloramphenicol   0.01 กรัม 
เอทานอล   1 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมและท าการฆ่าเช้ือดว้ยการกรองผา่นตวักรอง 
 

2. 20% Sodium Propionate stock ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 
Sodium Propionate  2 กรัม 
Distilled water              10 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนผสมและท าการน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

ตารางแสดงผลการวจิยั 
 

ตาราง 7.1 จ ำนวนเช้ือยีสต ์(log CFU/ml) ปริมำณน ้ ำตำล (˚Brix) และปริมำณเอทำนอล (%) ในอำหำร
เหลวกำกน ้ำตำล  

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

เช้ือไอโซเลท LC2 

จ านวนเซลล์ (log CFU/ml) ปริมาณของแข็ง (˚Brix) ปริมาณเอทานอล (%) 

0 5.9x106±0.04 12.00±0.00 0.00±0.00 
48 6.3x107±0.03 10.53±0.12 1.50±0.00 
96 6.9x107±0.03 9.93±0.12 1.00±0.00 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท LP3 

จ านวนเซลล์ (log CFU/ml) ปริมาณของแข็ง (˚Brix) ปริมาณเอทานอล (%) 

0 6.3x106±0.01 12.00±0.00 0.00±0.00 
48 9.4x108±0.01 9.20±0.35 2.00±0.50 
96 3.2x107±0.02 9.00±0.40 1.00±0.00 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือควบคุม OW1/1 

จ านวนเซลล์ (log CFU/ml) ปริมาณของแข็ง (˚Brix) ปริมาณเอทานอล (%) 

0 6x106±0.01 12.00±0.00 0.00±0.00 
48 1.2x108±0.07 9.40±0.35 1.67±0.29 
96 1.1x108±0.07 8.70±0.31 1.00±0.00 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
 เช้ือ Ethanol Red  

จ านวนเซลล์ (log CFU/ml) ปริมาณของแข็ง (˚Brix) ปริมาณเอทานอล (%) 

0 3.7x106±0.03 12.00±0.00 0.00±0.00 
48 7.7x107±0.01 7.87±0.35 2.50±0.00 
96 3.6x107±0.07 7.33±0.12 2.00±0.00 
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ตาราง 7.2 ค่ำเฉล่ียกำรดูดกลืนแสงท่ี 600 นำโนเมตร ปริมำณน ้ ำตำลและปริมำณเอทำนอล (g/L)ใน
อำหำรเหลว YPD ท่ีมีน ้ำตำล 120 g/L ท่ี 40˚C 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

เช้ือไอโซเลท LP3 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.10±0.00 120.00±0.00 0.45±0.07 
24 5.78±0.07 49.00±9.90 34.85±2.33 
48 7.86±0.01 16.50±6.36 45.15±0.07 
72 12.13±0.10 13.00±1.41 49.00±0.70 
96 12.68±0.14 15.00±4.24 49.25±0.63 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท OW1/1 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.10±0.00 124.50±3.53 0.00±0.00 
24 3.44±0.52 43.50±4.95 36.00±1.84 
48 4.57±0.07 7.00±0.00 53.00±0.99 
72 7.71±0.04 3.50±0.70 53.15±0.35 
96 7.65±0.18 0.50±0.70 51.50±4.24 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือควบคุม Ethanol Red 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.10±0.00 120.16±0.30 0.00±0.00 
24 10.06±0.33 7.47±0.00 46.49±0.91 
48 6.27±0.55 0.24±0.10 52.01±0.63 
72 5.27±0.38 0.19±0.26 50.84±1.49 
96 5.56±0.31 0.56±0.71 50.57±3.65 
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ตาราง 7.3 ค่ำเฉล่ียกำรดูดกลืนแสงท่ี 600 นำโนเมตร ปริมำณน ้ ำตำลและปริมำณเอทำนอล (g/L)ใน
อำหำรเหลว YPD ท่ีมีน ้ำตำล 120 g/L ท่ี 42˚C 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

เช้ือไอโซเลท LP3 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.10±0.00 123.57±1.08 0.00±0.00 
24 4.59±0.32 44.40±5.60 36.40±5.17 
48 8.93±0.28 34.63±0.65 31.37±6.25 
72 7.69±0.36 32.20±0.95 30.63±4.99 
96 5.98±0.05 29.90±3.90 29.40±5.47 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท OW1/1 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.10±0.00 124.73±3.56 0.00±0.00 
24 2.76±0.21 59.37±4.19 27.37±2.23 
48 4.78±0.44 32.63±1.53 37.13±6.36 
72 4.57±0.31 21.43±6.05 37.03±2.88 
96 4.60±0.29 25.53±2.35 28.10±6.34 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือควบคุม Ethanol Red 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.10±0.00 117.60±1.31 0.90±0.10 
24 0.71±0.27 109.30±2.18 5.37±1.26 
48 1.59±0.42 85.13±9.33 17.03±4.69 
72 1.51±0.25 68.63±9.51 23.40±2.43 
96 1.54±0.27 66.50±18.92 26.00±3.94 
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ตาราง 7.4 แสดงค่ำท่ีไดจ้ำกกำรค ำนวณประสิทธิภำพในกำรหมกั (%) ของเช้ือท่ี 40 และ 42˚C 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
40°C 42°C 

LP3 OW1/1 ER LP3 OW1/1 ER 

24 56.83 56.59 75.72 57.65 42.94 8.93 
48 73.63 83.31 84.70 49.68 58.26 28.34 
72 79.91 83.54 82.80 48.51 58.10 38.94 
96 80.32 80.95 82.37 46.56 44.09 43.27 

ตาราง 7.5 ค่ำเฉล่ียกำรดูดกลืนแสงท่ี 600 นำโนเมตร ปริมำณน ้ ำตำลและปริมำณเอทำนอล (g/L)ใน
อำหำรเหลว YP ท่ีมีน ้ำตำลต่ำงชนิดกนัท่ี 40˚C 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

น า้ตาลกลูโคส 

เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 
OD 600 

nm 
ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

OD 600 
nm 

ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

0 0.11±0.00 18.35±3.32 0.16±0.23 0.12±0.01 19.10±1.84 0.20±0.28 
12 7.34±0.28 1.37±0.96 6.50±0.13 3.45±0.58 0.41±0.13 6.70±0.28 
24 7.25±0.31 0.37±0.52 6.54±0.22 4.02±0.04 0.97±1.37 7.20±0.57 
36 7.68±0.08 0.62±0.02 6.07±0.53 3.91±0.28 0.46±0.23 7.75±1.20 
48 7.47±0.21 0.53±0.05 5.35±1.06 3.57±0.52 0.45±0.21 8.15±1.34 
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ตาราง 7.5 (ต่อ) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

น า้ตาลแมนโนส 

เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 
OD 600 

nm 
ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

OD 600 
nm 

ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

0 0.11±0.01 18.99±0.30 0.05±0.07 0.11±0.01 18.58±0.73 0.00±0.00 
12 7.29±0.00 0.41±0.12 7.34±0.48 3.64±0.04 0.35±0.07 5.15±2.33 
24 7.87±0.18 0.38±0.17 6.71±0.98 3.70±0.04 0.37±0.18 7.15±0.78 
36 7.68±0.08 0.39±0.15 7.61±0.00 3.87±0.19 0.31±0.13 6.90±0.57 
48 7.91±0.01 0.39±0.15 7.51±0.00 3.86±0.08 0.31±0.13 6.85±0.21 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

น า้ตาลกาแลกโตส 

เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 
OD 600 

nm 
ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

OD 600 
nm 

ปริมาณ
น า้ตาล (g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

0 0.11±0.01 18.64±1.12 0.00±0.00 0.12±0.00 18.26±2.13 0.03±0.06 
12 1.06±0.43 18.04±1.18 0.00±0.00 0.66±0.07 18.68±1.10 0.15±0.26 
24 1.78±0.41 18.01±1.75 0.34±0.04 0.65±0.03 19.23±0.68 0.43±0.75 
36 1.74±0.28 18.42±1.14 0.84±0.59 1.22±0.35 19.18±0.12 0.00±0.00 
48 1.54±0.07 17.81±2.48 1.79±0.80 0.92±0.35 18.28±0.71 0.35±0.61 
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ตาราง 7.5 (ต่อ) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

น า้ตาลไซโลส 

เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 
OD 600 

nm 
ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

OD 600 
nm 

ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

0 0.11±0.00 17.25±0.96 0.00±0.00 0.10±0.02 17.13±0.43 0.00±0.00 
12 1.04±0.27 16.81±0.89 0.00±0.00 1.26±0.06 17.29±1.12 0.00±0.00 
24 1.27±0.23 16.00±1.25 0.00±0.00 1.17±0.39 16.98±1.21 0.00±0.00 
36 1.30±0.23 14.67±1.36 0.00±0.00 1.89±0.19 15.33±0..78 0.00±0.00 
48 1.82±0.10 14.47±1.25 0.00±0.00 1.85±0.22 15.30±1.37 0.00±0.00 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
น า้ตาลซูโครส 

เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 
OD 600 

nm 
ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

OD 600 
nm 

ปริมาณ
น า้ตาล 
(g/L) 

ปริมาณเอทา-
นอล (g/L) 

0 0.10±0.00 20.77±0.33 0.41±0.11 0.10±0.01 20.18±0.07 0.24±0.21 
12 0.73±0.05 20.64±0.32 0.80±0.10 0.90±0.14 20.65±0.34 0.24±0.11 
24 2.30±0.21 19.07±0.99 0.18±0.07 1.65±0.12 20.12±0.13 0.52±0.22 
36 2.13±0.44 19.24±1.01 0.11±0.02 1.75±0.24 20.34±0.33 0.33±0.19 
48 2.20±0.29 19.40±1.14 0.04±0.08 1.87±0.22 19.61±0.83 0.05±0.09 
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ตาราง 7.6 ค่ำเฉล่ียกำรดูดกลืนแสงท่ี 600 นำโนเมตร เพื่อน ำไปคิดค่ำอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ ท่ี 30˚C 
เวลา (ช่ัวโมง) เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 เช้ือ Ethanol Red 

0 0.11±0.00 0.09±0.00 0.09±0.00 
3 0.12±0.00 0.17±0.01 0.14±0.00 
6 0.39±0.02 0.65±0.01 0.44±0.02 

7.5 1.11±0.04 1.28±0.06 1.31±0.03 
9 2.25±0.07 2.73±0.04 2.15±0.11 

10.5 7.49±0.18 5.09±0.16 4.28±0.13 
12 7.86±0.41 5.19±0.042 4.51±0.07 

13.5 7.99±0.27 5.29±0.31 4.41±0.27 
15 9.20±0.44 5.47±0.17 4.85±0.19 
18 9.78±0.06 5.48±0.72 4.45±0.13 

ตาราง 7.7 ค่ำเฉล่ียกำรดูดกลืนแสงท่ี 600 นำโนเมตร เพื่อน ำไปคิดค่ำอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ ท่ี 40˚C 
เวลา (ช่ัวโมง) เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 เช้ือ Ethanol Red 

0 0.11±0.00 0.10±0.01 0.10±0.00 
3 0.17±0.01 0.25±0.02 0.13±0.01 
6 1.14±0.06 1.44±0.07 0.33±0.03 

7.5 3.48±0.06 2.92±0.06 0.86±0.01 
9 6.86±0.08 4.59±0.09 1.23±0.27 

10.5 8.17±0.14 4.60±0.19 3.21±0.38 
12 8.13±0.30 4.59±0.17 3.21±0.47 

13.5 7.76±0.37 5.08±0.14 3.41±0.32 
15 7.70±0.44 5.06±0.02 3.39±0.13 
18 7.39±0.25 5.21±0.13 3.45±0.49 
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ตาราง 7.8 ค่ำเฉล่ียกำรดูดกลืนแสงท่ี 600 นำโนเมตร เพื่อน ำไปคิดค่ำอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ ท่ี 42˚C 
เวลา (ช่ัวโมง) เช้ือไอโซเลท LP3 เช้ือไอโซเลท OW1/1 เช้ือ Ethanol Red 

0 0.11±0.00 0.10±0.00 0.11±0.00 
3 0.20±0.00 0.22±0.03 0.22±0.00 
6 1.08±0.10 0.95±0.30 0.41±0.14 

7.5 2.95±0.35 1.62±0.30 0.66±0.29 
9 5.85±0.47 3.73±0.87 1.30±0.18 

10.5 6.34±1.03 4.31±0.04 2.07±0.15 
12 6.62±0.68 4.27±0.15 2.34±0.39 

13.5 6.90±0.26 4.35±0.07 2.73±0.07 
15 7.50±0.72 4.55±0.12 2.29±0.11 
18 7.65±0.25 4.54±0.05 2.46±0.21 

ตาราง 7.9 ปริมำณน ้ำตำลและปริมำณเอทำนอล (g/L) เพื่อน ำไปคิดค่ำอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ ท่ี 30˚C 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท LP3 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 17.12±0.74 0.57±0.07 
3 16.31±0.15 0.69±0.04 
6 14.27±0.36 1.47±0.16 
9 2.06±0.55 6.75±0.07 

12 0.00±0.00 7.47±0.48 
15 0.00±0.00 7.13±0.18 
18 0.50±0.13 7.25±0.17 
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ตาราง 7.9 (ต่อ) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

เช้ือไอโซเลท OW1/1 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 16.70±0.18 0.68±0.12 
3 16.07±0.26 0.66±0.05 
6 13.74±0.62 1.84±0.32 
9 0.62±0.17 7.63±0.34 

12 0.00±0.00 7.37±0.68 
15 0.72±0.18 7.52±0.55 
18 0.61±0.02 7.35±0.23 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือ Ethanol Red 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 16.23±0.08 0.77±0.04 
3 15.91±0.03 1.28±0.46 
6 12.83±0.39 2.47±0.21 
9 0.00±0.00 7.96±0.29 

12 0.00±0.00 8.01±0.19 
15 0.00±0.00 7.65±0.27 
18 0.72±0.09 7.88±0.13 
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ตาราง 7.10 ปริมำณน ้ำตำลและปริมำณเอทำนอล (g/L) เพื่อน ำไปคิดค่ำอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ ท่ี 40˚C 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท LP3 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 17.26±0.43 0.41±0.26 
3 16.69±0.18 0.62±0.20 
6 11.21±1.05 2.28±0.48 
9 0.63±0.17 7.19±0.32 

12 0.71±0.13 6.74±0.21 
15 0.64±0.07 6.68±0.09 
18 0.91±0.15 6.99±0.24 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท OW1/1 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 17.11±0.45 0.68±0.35 
3 16.32±0.14 0.85±0.25 
6 10.84±0.51 3.14±0.23 
9 0.62±0.11 7.18±0.20 

12 0.63±0.11 6.86±0.22 
15 0.75±0.06 7.22±0.21 
18 0.88±0.03 7.13±0.08 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือ Ethanol Red 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 17.30±1.00 0.93±0.28 
3 16.57±0.19 0.76±0.03 
6 14.89±0.51 1.86±0.05 
9 6.61±0.08 4.87±0.81 

12 0.56±0.02 7.16±0.06 
15 0.83±0.13 8.00±0.22 
18 1.02±0.06 7.65±0.06 
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ตาราง 7.11 ปริมำณน ้ำตำลและปริมำณเอทำนอล (g/L) เพื่อน ำไปคิดค่ำอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ ท่ี 42˚C 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท LP3 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 18.95±0.28 0.41±0.17 
3 18.07±0.53 0.80±0.14 
6 12.25±1.02 2.01±1.67 
9 0.34±0.06 7.94±0.06 

12 0.31±0.27 7.97±0.34 
15 0.34±0.03 7.25±0.81 
18 0.13±0.15 7.17±0.15 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือไอโซเลท OW1/1 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 18.80±0.49 0.29±0.02 
3 18.27±0.45 0.61±0.11 
6 14.50±2.52 2.06±0.71 
9 0.26±0.29 7.72±0.15 

12 0.35±0.02 7.68±0.29 
15 0.34±0.05 7.61±0.36 
18 0.10±0.17 7.08±0.52 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
เช้ือ Ethanol Red 

ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 18.51±0.50 0.39±0.06 
3 17.65±0.17 0.63±0.56 
6 15.03±1.29 2.01±0.61 
9 3.59±1.68 7.05±0.44 

12 0.00±0.00 7.90±0.78 
15 0.02±0.03 8.07±0.39 
18 0.00±0.00 7.89±0.23 
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ตาราง 7.12 ค่ำเฉล่ียกำรดูดกลืนแสงท่ี 600 นำโนเมตร ปริมำณน ้ ำตำลและปริมำณเอทำนอล (g/L) ใน
กำรเล้ียงเช้ือ 2 ชนิดร่วมกนั (Co-culture fermentation) 

เวลา (ช่ัวโมง) สภาวะ 1 เมื่อใส่เช้ือทั้ง 2 ชนิดพร้อมกนั 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.10±0.00 189.43±2.37 0.60±1.04 
24 6.36±0.07 58.76±15.36 59.21±6.18 
48 6.51±0.26 34.03±7.83 67.43±0.83 
72 6.56±0.23 34.70±8.07 67.43±0.38 
96 6.57±0.20 34.57±7.27 67.02±0.86 

เวลา (ช่ัวโมง) สภาวะ 2 เมื่อใส่เช้ือ Ethanol Red ก่อน 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.11±0.00 185.97±1.44 0.40±0.35 
24 5.70±0.19 62.68±19.03 56.93±8.80 
48 5.73±0.26 30.21±14.80 70.90±1.26 
72 5.57±0.03 30.60±14.85 71.10±3.54 
96 5.59±0.17 30.37±15.04 70.46±6.68 

เวลา (ช่ัวโมง) สภาวะ 3 เมื่อใส่เช้ือ OW1/1 ก่อน 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (g/L) ปริมาณเอทานอล (g/L) 

0 0.11±0.00 187.27±1.75 0.37±0.13 
24 5.55±0.19 71.13±6.32 52.14±3.61 
48 5.48±0.26 43.85±7.04 63.34±3.79 
72 5.69±0.03 44.57±7.18 61.40±4.90 
96 5.63±0.17 44.57±7.29 58.92±5.92 

 
 
 
 
 
 
 



 

78 
 

ตาราง 7.13 จ  ำนวนเช้ือยสีต ์(log CFU/ml) ปริมำณน ้ำตำล (˚Brix) และปริมำณเอทำนอล (%) ในกำร
หมกัในถงัหมกัขนำด 5 ลิตร 

เวลา 
(วนั) 

เช้ือไอโซเลท OW1/1 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (˚Brix) ปริมาณเอทานอล (%) 

0 0.30±0.00 20.60±0.57 0.00±0.00 
1 0.77±0.01 20.00±0.00 0.15±0.21 
2 1.04±0.15 18.60±0.57 1.30±0.14 
3 1.17±0.05 17.30±0.42 2.50±0.14 
4 1.21±0.03 16.80±0.28 3.00±0.28 
5 1.27±0.05 16.80±0.28 3.30±0.42 
6 1.23±0.01 16.70±0.42 3.40±0.28 
7 1.18±0.03 16.40±0.28 3.40±0.28 
8 1.16±-.04 16.25±0.21 3.10±0.14 
9 1.15±0.08 16.20±0.28 3.20±0.00 

เวลา 
(วนั) 

เช้ือ Ethanol Red 

OD 600 nm ปริมาณน า้ตาล (˚Brix) ปริมาณเอทานอล (%) 

0 0.30±0.00 20.50±0.71 0.00±0.00 
1 2.03±0.04 16.70±0.42 2.80±0.28 
2 2.20±0.10 14.60±0.57 4.60±0.28 
3 2.14±0.06 13.50±0.71 6.20±0.28 
4 2.34±0.03 13.50±0.71 6.00±0.00 
5 2.16±0.09 13.50±0.71 5.70±0.42 
6 2.17±0.08 13.50±0.71 5.70±0.42 
7 2.11±0.07 13.50±0.71 5.70±0.42 
8 2.06±0.06 13.50±0.71 5.70±0.42 
9 2.08±0.08 13.50±0.71 5.70±0.42 
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ช่ือ-นามสกุล       นำงสำว พชร สัตยวรรธน์  
 
วนั เดือน ปี เกดิ      12 สิงหำคม 2535   
 
ประวตัิการศึกษา     ปีกำรศึกษำ 2559 วทิยำศำสตรมหำบณัฑิต สำขำวชิำจุลชีววทิยำประยกุต ์ 

คณะวทิยำศำสตร์ มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 
ปีกำรศึกษำ 2556 วทิยำศำสตรบณัฑิต สำขำวชิำชีววทิยำ  

คณะวทิยำศำสตร์ มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 
ปีกำรศึกษำ 2552 มธัยมศึกษำจำกโรงเรียนนำรีรัตน์จงัหวดัแพร่ จ.แพร่ 
 

ทุนการศึกษา ระหวำ่งปีกำรศึกษำ 2553-ปัจจุบนั ทุนพฒันำและส่งเสริมผูมี้ควำมสำมำรถพิเศษ
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