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การผลิตเอทานอลโดยการใช้ยีสต์ท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง  ในการศึกษาครั้งนี้
ใช้เช้ือยีสต์รหัส  RMU-RB16  และ  RMU-RB17  ท่ีคัดแยกจากกล้วยสุกเน่า  และผ่านการทดสอบคุณสมบัติ
ในการทนต่ออุณหภูมิสูง  โดยเช้ือยีสต์รหัส  RMU-RB16 สามารถทนต่ออุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  และ  
RMU-RB17  สามารถทนอุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส  ความสามารถในการผลิตเอทานอลในอาหาร
สังเคราะห์ท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (น้้าตาลเริ่มต้น  180  กรัมต่อลิตร) สภาวะการทดลองท่ีพีเอช  5.5  
และอัตราการเขย่า  120  รอบต่อนาที  พบว่า  เช้ือรหัส RMU-RB17  มีศักยภาพท่ีดีกว่าในการผลิตเอทานอล
ท่ีอุณหภูมิ  37  และ  40  องศาเซลเซียส  โดยมีปริมาณเอทานอลเท่ากับ  22.40 (ผลได้ทางทฤษฎี  43.92%) 
และ 8.44 กรัมต่อลิตร (ผลได้ทางทฤษฎี  16.55%) ตามล้าดับ  ผลการจัดจ้าแนกทางโมเลกุลโดยการวิเคราะห์
ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  D1/D2 ของ 26S rDNA  แสดงให้เห็นว่า  เช้ือยีสต์รหัส  RMU-RB16  จัดจ้าแนก
เป็ น   Saccharomyces  cerevisiae  RMU-RB16  แ ล ะ   RMU-RB17  จั ด จ้ า แ น ก เป็ น   Pichia  
kudriavzevii  RMU-RB17  นอกจากนี้ข้อมูลท่ีได้จากการทดลองในครั้งนี้ยังแสดงให้เห็นว่า  เช้ือยีสต์ท้ัง  2  
สายพันธ์ุสามารถทนต่อน้้าตาล  และเอทานอลได้  ซึ่งเป็นคุณสมบัติท่ีส้าคัญในการเป็นเช้ือตั้งต้นท่ีมีศักยภาพ
ต่อการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม 
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ABSTRACT 
Ethanol production at elevated temperatures requires high potential thermotolerant  

ethanol-producing yeast. In this study, RMU-RB16  and  RMU-RB17 yeasts strains  capable of 
growth and  ethanol production at high temperatures were successfully isolated  rotten  
banana  and  thermotolerant  characterization. Among these isolates, the isolated 
thermotolerant yeast strain, which was designated as RMU-RB16  growth  at  40oC and  RMU-
RB17  growth  at  45oC. Ethanol production from synthetic  medium  using  glucose  as  a  
carbon  source ( initial  sugar  180  g/L) pH 5.5  and  120  rpm/min. The maximum ethanol 
concentrations produced by this isolated thermotolerant yeast at 37oC, and 40oC under the 
optimum cultural condition were 22.40,  and 8.44 g/ L, and  theoretical  yield  were  43.92,  
and  16.55%, respectively. Molecular identification of the yeast based on the D1/D2  domain 
of 26S rDNA sequencing revealed that RMU-RB16  and  RMU-RB17 belonged to the genus 
Saccharomyces  cerevisiae RMU-RB16  and  Pichia  Kudriavzevii RMU-RB17. Moreover, the 
study shows that although these strains have osmotolerance  and  tolerance to ethanol. 
This characteristic is an important  target  for enhancing the performance of  industries  in 
ethanol  production. 

 
Keywords: Bioethanol, Fermentation  at  High  temperature, Phylogenetic  tree, 26S  rDNA, 
Thermotolerant  yeast. 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 

เอทานอลเป็นหนึ่งในพลังงานทดแทนท่ีรัฐบาลได้ก าหนดเป้าหมายการใช้ไว้ที่ระดับ 2.4  ล้าน
ลิตรต่อวันภายในปี พ.ศ. 2554 เอทานอลเป็นพลังงานสะอาดสามารถเผาไหม้ได้สมบูรณ์กว่าน  ามัน
ปิโตรเลียมจึงช่วยลดการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์สู่บรรยากาศ  ในขณะเดียวกันเอทานอล
ยังมีค่าออกเทนสูงกว่าน  ามันปิโตรเลียม  สามารถใช้ทดแทนสาร MTBE  ได้  (พรเทพ, 2554) การ
ผลิตเอทานอลในประเทศไทยในปัจจุบันนั นยังใช้เทคโนโลยีท่ีซื อมาจากตา่งประเทศซึ่งรวมถึงยีสต์สาย
พันธ์ุท่ีใช้ในการผลิตแต่การใช้เทคโนโลยีและยีสต์ผลิตเอทานอลจากต่างประเทศยังประสบปัญหา
เกีย่วกับการถา่ยทอดเทคโนโลยี และการหมักในสภาพอากาศร้อนตลอดปีของประเทศไทย โดยเฉพาะ
ในช่วงเดือนเมษายนนั นจะมีผลผลิตต่ า  โดยความร้อนท่ีสูงนั นนอกจากจะมาจากการท่ีอุณหภูมิของ
สภาพอากาศร้อนแล้วในการหมักเอทานอลเมื่อมีอัตราการหมักสูงจะมีความร้อนเกิดขึ นในอัตราท่ีสูง
ด้วย การหมัก ด้วยยีสต์สายพันธุ  ์ใช้ท่ัวไปซึงมักเป็นยีสต์สายพันธ์ุท่ีชอบอุณหภูมิปานกลาง  เมื่อ
อุณหภูมิสูงขึ นความสามารถในการผลิตของเอทานอลลดลงอย่างมากเนื่องจากการยับยั งด้วยเอทา
นอลมีมากขึ นเมือ่ร่วมกับความร้อนท่ีสูงขึ น  แนวทางการแก้ปัญหานี อย่างหนึ่ง คือการใช้ยีสต์สายพันธ์ุ
ท่ีทนอุณหภูมิสูง ซึ่งนอกจากสามารถเจริญและหมักเอทานอลได้ดีท่ีอุณหภูมิปานกลางแล้วยังคงเจริญ
และหมักเอทานอลได้ ถึงแม้มีอุณหภูมิสูงขึ น ประโยชน์ของการใช้ยีสต์ท่ีทนอุณหภูมิสูงส าหรับการ
ผลิตเอทานอลในอุตสาหกรรม คือ ลดการใช้ระบบหล่อเย็นซึ่งท าให้ค่าใช้จ่ายในส่วนนี ลดลงเป็นผลให้
ต้นทุนการผลิตโดยรวมลดลงด้วย  นอกจากนั นการหมกัในท่ีอุณหภูมสูิงยีสต์มักมีอัตราการหมักสูง ท า
ให้สามารถผลิต เอทานอลได้เร็ว ยิ่งไปกว่ านั นยังช่วยลดปัญหาการปะปนของจุลินทรีย์อืน่ในระหว่าง
การหมักเอทานอล (Seki et al., 1983; Limtong, 1987; Sree et al., 1999) ปัจจุบันการผลิตไบโอ
เอทานอลในประเทศไทยใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  ซึ่งเป็นยีสต์ท่ีทนต่อสภาวะแวดล้อม
ต่างๆ ได้ดี   แต่มกัเป็นสายพันธ์ุท่ีชอบอุณหภูมิปานกลาง ถึงแม้ว่ามีบางโรงงานใช้ยีสต์ท่ีเป็น 
S.cerevisiae สายพันธ์ุท่ีทนอุณหภูมิสูงค่อนข้างสูง อย่างไรก็ตามอุณหภูมิสูงสุดท่ียีสต์สายพันธุ์
เหล่านั นสามารถเจริญได้ คือ 40-42  องศาเซลเซียส แต่การหมักเอทานอลเกิดได้ดีท่ีอุณหภูมิเพียง  
33-35 องศาเซลเซียส (สาวิตรี และคณะ, 2545)  จากรายงานท่ีผ่านมาพบยีสต์บางสายพันธ์ุที่มี
คุณสมบัติท่ีดีต่อการหมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง  ได้แก่  Candida  spp., Hansenula  spp., 
Kluyveromyces  spp., Pichia  spp., Saccharomyces  spp., Schizosaccharomyces  spp. 
และ  Torulopsis  spp. ท่ีสามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ  37-45  องศาเซลเซียส (Hacking et al., 1984) 
แต่ก็ยังขาดคุณสมบัติท่ีดีอ่ืนๆ ในการใช้เป็นเชื อตั งต้นในการผลิตเอทานอลระดับอุตสาหกรรม การคัด
แยกและคัดเลือกยีสต์สายพันธ์ุไทยท่ีทนอุณหภูมิสูงซึ่งเหมาะสมกับการผลิตไบโอเอทานอลใน
ภูมิอากาศของประเทศไทย นอกจากนั นการคัดเลือกยีสต์สายพันธ์ุไทยท่ีเหมาะสมส าหรับวัตถุดิบท่ีใช้
ผลิตไบโอเอทานอลประเภทต่างๆ ยังเป็นแนวทางหนึ่งท่ีจะช่วยท าใหก้ารผลิตไบโอเอทานอลมี 
ประสิทธิภาพท่ีสูงขึ น ยิ่งกว่านั นการจัดจ าแนก การรวบรวม และการเก็บรักษาสายพันธ์ุไทยท่ีทน
อุณหภูมิสูงซึ่งเหมาะสมกับการผลิตไบโอเอทานอลในภูมิอากาศของประเทศไทย และยีสต์สายพันธ์ุ
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ไทยท่ีเหมาะสม     ส าหรับวัตถุดิบท่ีใช้ผลิตไบโอเอทานอลประเภทต่างๆ ไว้ท่ีหน่วยเก็บรักษาสาย
พันธ์ุจุลินทรีย ์ ณ หน่วยงานใดหน่วยงานหนึ่งจะเปน็ประโยชน์ ส าหรับผู้ประกอบการท่ีสามารถเลือก
น าไปพัฒนาใช้ส าหรับผลิตไบโอเอทานอลต่อไป ยิ่งไปกว่านั นข้อมูลความหลากหลายทางชีวภาพและ
ทรัพยากรชีวภาพของยีสต์ผลิตเอทานอลเหล่านี จะเป็นการแสดงความร่ ารวยของทรัพยากรของ
ประเทศและง่ายต่อการเลือกไปใช้ต่อไป  จากข้อดีของยีสต์ทนร้อนและระบบการหมักท่ีอุณหภูมิสูง
ดังท่ีกล่าวข้างต้น  ผู้วิจัยได้ท าการคัดแยกยีสต์ท่ีมีคุณสมบัติทนอุณหภูมิสูง มีความสามารถตกตะกอน 
และมีความสามารถผลิตเอทานอลจากกล้วยสุกเน่า  น้อยหน่าสุกเน่า และสับปะรดสุกเน่าในปี  พ.ศ. 
2558  พบว่ามียีสต์ท่ีมีความน่าสนใจ  2  สายพันธ์ุ  คือ  รหัส RMU-RB16  และ RMU-RB17  ดังนั น
จึงสนใจท าการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูงในอาหารสังเคราะห์  และการ
วิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณ 26S rDNA เพื่อระบุสปีชีส์  รวมทั งศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการกบั
ยีสต์ท่ีมีการรายงานในฐานข้อมูล เพื่อการน าไปใช้ประโยชน์เป็นเชื อตั งต้นท่ีมีศักยภาพในการผลิต     
เอทานอลจากวัสดุเหลือทิ งทางการเกษตรท่ีมีแพร่หลายในท้องถิ่นต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.  เพื่อศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา  และความทนต่อแรงกดดัน 

2. เพื่อศึกษาการผลิตเอทานอลในอาหารสังเคราะห์ท่ีมีน  าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

2. เพื่อระบุสปีชีส์โดยล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 26S rDNA และสร้างต้นไม้วิวัฒนาการ 
 
ขอบเขตกำรวิจัย 

ยีสต์ทนร้อนท่ีใช้ในการวิจัยครั งนี คัดแยกจากกล้วยสุกเน่า  จังหวัดมหาสารคาม  ในปี  พ.ศ. 
2557  โดยผ่านการทดสอบความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส และการ
คัดเลือกจากความสามารถในการผลิตเอทานอลได้โดยการสร้างปริมาณแก๊สได้สูงซึ่งเป็นการทดสอบ
ทางอ้อม 

 

สมมติฐำนกำรวิจัย  
 ถ้ายีสต์สายพันธ์ุ RMU-RB16 (ผลการจัดจ าแนกโดยคุณสมบัติทางชีวเคมี  เป็น
Saccharomyces  cerevisiae) และ RMU-RB17 (ผลการจัดจ าแนกโดยคุณสมบัติทางชีวเคมี  เป็น 
Pichia  kudriavzevii) มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล  ดังนั นจะสามารถใช้สับสเตรทได้ดีเพื่อ
เปล่ียนเป็นเอทานอลได้ในปริมาณสูงโดยมีระยะเวลาในการหมักสั น 
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ค ำจ ำกัดควำมที่ใช้ในงำนวิจัย/(นิยำมศัพท์เฉพำะ) 

ยีสต์ทนอุณหภูมิสูง  หมายถึง  ยีสต์ท่ีสามารถเจริญได้ดีในอุณหภูมิปกติ (20-28  องศา
เซลเซียส) และสามารถเจริญเติบโตได้ถึงอุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส 

 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1.  ทราบสายพันธ์ุของยีสต์ทนร้อนท่ีสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในกระบวนการทาง
เทคโนโลยีชีวภาพมากขึ น 

 2.  ยีสต์ท่ีมีศักยภาพจะเป็นสายพันธ์ุที่ดีในการต่อยอดงานวิจัยด้านการผลิตเอทานอลระดับ
ถังหมักต่อไป 

 3.  ความรู้ท่ีได้สามารถน าไปบูรณาการการเรียนการสอนในรายวิชาจุลชีววิทยา  หรือ
รายวิชายีสต์และเทคโนโลยีของยีสต์ 
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บทท่ี 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

2.1  ควำมหมำยของเอทำนอล 
เอทำนอล  (Ethanol)  หรือ เอทิลแอลกอฮอล์  (Ethylalcohol)  หรือเกรนแอลกอฮอล์ 

(Grain alcohol) สูตรเคมี C2H5OH  มีลักษณะเป็นของเหลวใส ไม่มีสี ติดไฟง่าย มีความไวไฟและค่า
ออกเทนสูง (เอทานอลบริสุทธ์ิร้อยละ 99.8 มีค่าออกเทนสูงถึง 113) มีจุดเดือด  78.32  องศา
เซลเซียส จุดเยือกแข็ง -243.1  องศาเซลเซียส สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้มากมายเช่นผลิตอาหาร  
และเครื่องด่ืมแอลกอฮอล์ ตัวท าละลายในอุตสาหกรรม และใช้เป็นเชื อเพลิง
(www.siamchemi.com/เอทานอล/) 
2.2 ประเภทของเอทำนอล (กรมกำรพัฒนำพลังทดแทนและอนุรักษ์พลัง กระทรวง
พลังงำน,..มปป.) .                                                                                                          
          เอทานอล  เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนจ าพวกแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่ง เอทานอลเปน็
สารประกอบอินทรีย์ท่ีประกอบด้วยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน สามารถละลายทั งในน  าและ
สารละลายอินทรีย์อ่ืนๆ เป็นแอลกอฮอล์ท่ีสามารถน ามาบริโภค นอกจากนี สามารถน ามาใช้เป็น
เชื อเพลิงในรูปเอทานอลไร้น  า (Anhydrous ethanol) ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง (เข้มข้นร้อยละ 99.5 โดย
ปริมาตร) หรืออาจใช้เป็น เอทานอลท่ีมีน  า (hydrous ethanol) การน าเอาเอทานอลไปใช้นั น
สามารถน าไปใช้ได้หลายทางดังนี                                                                       
 2.2.1 แอลกอฮอล์ ท่ีรับประทานได้โดยตรง (Portable Alcohol) ส่วนใหญ่จะถูก
น าไปใช้ในอุตสาหกรรมสุราเครื่องส าอางและยา                                                                                    
 2.2.2..แอลกอฮอล์.ท่ีไม่ใช้รับประทานได้โดยตรง (Industrial Alcohol) ตัวอย่างเช่น 
กรดอะซิตริกหรือกรดน  าส้ม กรดมะนาว ท่ีสามารถน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องด่ืม 
อุตสาหกรรมทางการแพทย์ และนอกจากนี ยังมีการน าไปใช้ในอุตสาหกรรมเส้นใย และโลหะ                                 

 2.2.3 แอลกอฮอล์ท่ีใช้เป็นเชื อเพลิงมีความบริสุทธ์ิสูง 95% หรือ 99.5-99.6%
แอลกอฮอล์ท่ีมีความบริสุทธ์ิแตกต่างกันนี  สามารถน ามาใช้เป็นเชื อเพลิงได้ 3 แบบดังต่อไปนี                                            
    2.2.3.1..แอลกอฮอล์บริสุทธ์ิ 95% ใช้เป็นชื อเพลิงโดยตรงทดแทนน  ามันเบนซินหรือ
ดีเซลใช้กับเครื่องยนต์ท่ีมีอัตราส่วนการอัดสูง                                                                                        
     2.2.3.2 แอลกอฮอล์บริสุทธ์ิ 99.5% - 99.6% เมื่อผสมกับน  ามันเบนซิน จะเรียกกัน
ว่า แก๊ซโซฮอล์ โดยท่ีแก๊ซโซฮอล์  95 หมายถึง การผสมน  ามันเบนซิน  95 กับเอทานอล                  
ในสัดส่วน 9:1 โดยท่ียังรักษาค่าออกเทนไว้ได้ในระดับเดิม สัดส่วนการผสมเอทานอลกับน  ามันนั น มี
ใช้กันอยู่ หลายประเภทในหลากหลายประเทศ  E85 เป็นชื่อท่ีเรียก เชื อเพลิงท่ีได้จากการผสมน  ามัน
กับเอทานอล โดยมีสัดส่วนของเอทานอลสูงถึง 85% และมีค่าออกเทนสูง มีใช้กันในประเทศในแถบ
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บราซิล อเมริกา และยุโรป อย่างไรก็ดีน  ามันชนิดนี ไม่สามารถใช้ได้กับรถยนต์รุ่นส่วนใหญ่ท่ีใช้อยู่ใน
ประเทศไทย เนื่องจากต้องเป็นรถยนต์ท่ีมีเครื่องยนต์ท่ีทนต่อการกัดกร่อนสูงกว่าปกติ ดังนั นในการใช้
น  ามันชนิดนี จึงจ าเป็นต้องใช้เวลาในการเตรียมความพร้อมทั งในด้านของผู้ใช้รถยนต์และรวมถึงผู้
จ าหน่ายน  ามันท่ีต้องค านึงถึงกระบวนการผลิตและขั นตอนการจัดจ าหน่าย  (Electricity and 

Industry Magazine)                                                              .        

    2.2.3.4 เป็นสารเคมีท่ีช่วยเพิ่มค่าออกเทนในน  ามัน โดยการเปล่ียนรูปเอทานอล 
เป็น ETBE (EthylTertiary Butyl Ether) สามารถใช้ทดแทนสาร MTBE (Methyl Tertiary Butyl 

Ether) ซึ่ง MTBEเป็นสารเติมแต่งในน  ามันเบนซินท่ีหลายประเทศประกาศห้ามใช้เนื่องจากก่อให้เกิด
มลภาวะในอากาศท่ีสูงกว่าสารเติมแต่งอ่ืนๆ 

 

         

ภำพที ่ 2.1 โครงสร้างของเอทานอลแบบโซ่ตรง  ประกอบด้วยโมเลกุลของ ไฮดรอกไซด์ (-OH)                                     
เ ท่ียึดเหนี่ยวกับอะตอมของคาร์บอน  (C)                                        .                  
ที่มำ:  กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน กระทรวงพลังงาน (มปป.) 

2.3 กระบวนกำรผลิตเอทำนอล  (คณะกรรมำธิกำรกำรพลังงำน สภำผู้แทนรำษฎร, 
2545 )                 

 กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ กระบวนการ
สังเคราะห์ทางเคมี (chemical synthesis) และกระบวนการหมัก (fermentation)  

 2.3.1.เอทานอลท่ีผลิตจากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี .(Chemical . synthesis) 
เป็นการผลิตจากอนุพันธ์สารปิโตรเลียม เช่น เอทิลีนด้วยปฏิกิริยาการระเหยน  า (dehydration) เป็น
ต้น  
 2.3.2 กระบวนการหมัก (Fermentation) เป็นการผลิตเอทานอลจากน  าตาลด้วยเชื อ
ยีสต์ ประกอบด้วย 2 ขั นตอน ขั นแรกยีสต์จะใช้น  าตาลโมเลกุลเด่ียว (Monosaccharide) เป็นอาหาร
และเปล่ียนน  าตาลเป็นเอทานอลโดยกระบวนการไกลโคไลซิสในภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน   ดังสมการ
แสดงดังภาพท่ี 2.2 

 
                 C

2
H

12
O

6 
+ ยีสต์                           2C

2
H

5
O

12   
 +   2CO

2  
   +     28.7 kcal 

                  100 กรัม                                  51.11 กรัม      48.89 กรัม      
ภำพที่ 2.2 กระบวนการหมักในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน  
ที่มำ:  กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน กระทรวงพลังงาน (มปป.) 

http://water-pacific.com/index.php/2010-08-14-10-07-37%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20.%20%20%20%20%20%20%20กรมพัฒนาพลังงาน
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 โดยตามทฤษฎีน  าตาลกลูโคส 100 เปอร์เซ็นต์  จะถูกเปล่ียนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์
และเอทานอล 48.89 และ 51.11เปอร์เซ็นต์โดยน  าหนัก ตามล าดับ แต่ในทางปฏิบัติจะเกิดการ
สูญเสียได้เป็นสารประกอบอ่ืน ๆ หรือใช้ในการสร้างเซลล์ยีสต์ ท าให้ได้เอทานอลประมาณ 48% เมื่อ
ได้เอทานอลแล้ว ขั นตอนท่ี 2 จึงเป็นการท าให้เอทานอลมีความเข้มข้น และบริสุทธ์ิสูงขึ นโดย              
การกล่ัน     

 
2.4 วัตถุดิบส ำหรับผลิตเอทำนอล 
   วัตถุดิบท่ีมีน  าตาลกลูโคสเป็นองค์ประกอบสามารถน ามาใช้ในการหมักเอทานอลโดย
สามารถแบ่งได้เป็น 3 ประเภท ได้แก่ วัตถุดิบประเภทน  าตาล เช่น อ้อย และกากน  าตาล วัตถุดิบ
ประเภทแป้ง เช่น มันส าปะหลัง ข้าว ข้าวโพด และอ่ืนๆ และประเภทสุดท้ายคือ ประเภท ลิกโน
เซลลูโลสท่ีประกอบด้วยเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เช่น ข้าวฟ่าง กากอ้อย และ ซังข้าวโพด 
เป็นต้น   
. 2.4.1 กำรหมักเอทำนอลจำกวัตถุดิบประเภทน  ำตำล 

วัตถุดิบประเภทน  าตาลท่ีใช้ในการผลิตเอทานอล  ได้แก่  อ้อย  กากน  าตาล และบีท น  าตาล 
ซึ่งวัตถุดิบเหล่านี มีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นน  าตาลซูโครส  (Sucrose) ท่ีเป็นน  าตาลโมเลกุลคู่  
ประกอบด้วยน  าตาลโมเลกุลเด่ียว 2 ชนิด คือ น  าตาลกลูโคส  และน  าตาล  ฟรุกโตส ในการหมักเอทา
นอลจากน  าตาลซูโครส มีขั นตอนดังนี  คือ ขั นแรกน  าตาลซูโครสเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส(Hydrolysis) 
ได้น  าตาลกลูโคส และฟรุกโตสอย่างละโมเลกุล จากนั นน  าตาลกลูโคส และฟรุกโตสจะถูกยีสต์
เปล่ียนไปเป็นเอทานอล  และคาร์บอนไดออกไซด์อย่างละ 4 โมเลกุล                                         

                                       
                                                                     ยีสต์ 
 C12H22O11  +  H2O             C6H12O6  +  C6H12O6             4C2H5OH    +   4CO2 
  (ซูโครส)        (น  า)             (กลูโคส)      (ฟรุกโตส) 
   342 กรัม     18 กรัม          180 กรัม     18กรัม               4×46 กรัม       4×46 กรัม 

คิดเป็นผลได้ของเอทานอลเทียบกับน  าตาลซูโครส                  0.5380 กรัม      0.5146 กรัม 
 
ภำพที ่2.3 การหมักเอทานอลจากน  าตาลกลูโคส 
ท่ีมำ:   สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลผลิตทางการเกษตร และอุตสาหกรรมการเกษตร                                        
.        มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ (2549)  
 
 2.4.2 กำรหมักเอทำนอลจำกวัตถุดิบประเภทแป้ง 
 วัตถุดิบประเภทแป้งในการผลิต ได้แก่  มันส าปะหลัง (ทั งหัวมันสด  และหัวมันเส้น) 
ข้าวโพด  ข้าว  และเมล็ดข้าวฟ่าง  เป็นต้น  โดยแป้งเป็นโพลิเมอร์ของน  าตาลกลูโคส  เมื่อน าแป้งมา
ผ่านกระบวนการย่อย (Hydrolysis) ด้วยกรดหรือเอนไซม์จะได้น  าตาลกลูโคสท่ีสามารถเข้าสู่
กระบวนการ หมักเอทานอล  โดยปัจจุบันจะนิยมย่อยแป้งด้วยเอนไซม์ท่ีมีความบริสุทธ์ิมากกว่า       
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     กำรย่อยแป้งด้วยเอนไซม์จะประกอบด้วยกำรย่อย  2 ครั งคือ    

   2.4.2.1.กำรยอ่ยแป้งครั งแรกหรือท ำให้แป้งเหลว (Liquefaction) .                        
ขั นตอนนี จะใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-amylase) ย่อยแป้งท่ีอุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส  
ใช้เวลาประมาณ 1-2 ช่ัวโมง ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเรียกว่า  เด็กซ์ตริน (Dextrin) 
     2.4.2.2ใกำรย่อยแป้งครั งสุดท้ำยหรือกำรเปลี่ยนแป้งน  ำตำล  
(Saccharification) ขั นตอนนี จะใช้เอนไซม์กลูโคสอะไมเลส (Glucoamylase)   ย่อยเด็กซ์ตรินท่ี
อุณหภูมิ 55-65 องศาเซลเซียส ให้ได้น  าตาลกลูโคส ซึ่งยีสต์สามารถใช้หมักเอทานอลได้  โดยกะบวน
การหมักเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแป้ง  สามารถแสดงได้ดังภาพท่ี 2.4 
 
                 อะไมโลโลติกเอนไซม์                ยีสต์ 
H(C6H10O5)OH                      nC6H12O6                  2nC6H5OH   +  2nCO2 

                           น  า 
(แป้ง)                                  (กลูโคส)                    (เอทานอล)  
162 กรัม (มอนอเมอร์)              180   กรัม                2×46 กรัม        2×44 กรัม 

คิดเป็นผลได้ของเอทานอลเทียบกับแป้ง               0.5111 กรัมต่อกรัม    0.4889 กรัมต่อกรัม 
 
ภำพที ่2.4 การหมักเอทานอลจากน  าตาลแป้ง 
ที่มำ:  สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลผลิตทางการเกษตร และอุตสาหกรรมการเกษตร                                                
ใ       มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ (2549) 
 
 2.4.3  กำรหมักเอทำนอลจำกวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส            

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ได้แก่ ข้าวฟ่าง กากอ้อย ซังข้าวโพด และ เศษไม้   เป็น
ต้นวัตถุดิบประเภทนี มีองค์ประกอบเป็นเซลลูโลส(Cellulose),เฮมิเซลลูโล (Hemicellulose) และ 
ลิกนิน (Lignin) โดยเซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ของน  าตาลกลูโคสต่อกันเป็นสายยาวและอยู่ในรูปผลึกมี
ลักษณะเป็น เส้นใยเหนียวและไม่ละลายน  า เฮมิเซลลูโลสเป็นโพลีเมอร์ของน  าตาลเพนโตส(Pantose) 

หลายชนิด เช่น ไซโลส (Xylose) แมนโนส (Mannose) และอะราบิโนส  (Arabinose) เป็นต้น ส่วน
ลิกนินเป็นโพลีเมอร์ของฟีนอลโพเพน  (Phenylpropane) ซึ่งทนต่อการย่อยสลายอย่างมาก 
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                             เซลลูโลไลติกเอนไซม์ 
        (C6H10O)n + nH2O                  nC6H2O6                  2nC2H5OH +  2nCO2                                    
                                       น  า 

         เซลลูโลส 162  กรัม           กลูโคส180 กรัม       4×46 กรัม      4×44 กรัม                                 
คิดเป็นผลได้ของเอทานอลเทียบกับเซลลูโลส                           0.5679 กรัม    0.5432 กรัม 
 
ภำพที ่2.5  การหมักเอทานอลจากเซลลูโลส 
ที่มำ :  Samsuri et  al. (2009) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   ยีสต์                                                                           CO2 

                                                                              
                                                                     .                                                                
ฟลูเซลออยล์.                 น  ากากส่า(Slop)      

    (Fusel Oil)                                                                           - ยีสต์                                         
                                                                                                      - กากมันส าปะหลัง 
                                                                                                      - น  าเสีย 
 

 

 
ภำพที ่2.6 สรุปการผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักจากวัตถุดิบทางการเกษตร 
ที่มำ:  กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน กระทรวงพลังงาน (มปป.) 
 
 
 

วัตถุดิบประเภทน  าตาล ได้แก่ 
อ้อย, ข้าวฟ่างหวาน ฯลฯ 

วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่        
มันส าปะหลัง,มันเทศ,ข้าวโพด 

ฯลฯ

วัตถุดิบประเภทเชลลูโลส ได้แก่ 
ฟางข้าว,กากอ้อย,ซังข้าวโพด ฯลฯ 

การสกัดและท า
น  าหวานให้ใส 

ย่อยแป้งครั งแรก
(Liquefaction) 

การปรับสภาพ
(Pretreatment) 

ย่อยแป้งครั งสุดท้าย
(Saccharification) 

การย่อยด้วยเอนไซม์ 
(Enzyme hydrolysis) 

น  าตาล 
กากน  าตาล

เจือจาง 

กระบวนการหมัก 

กระบวนการกลั่น 

กระบวนการแยกน  า 

เอทานอล 99.5% 
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2.5 ยีสต์ (Yeast) 
 ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ซึ่งเซลล์มีทั งท่ีเป็นเซลล์เด่ียว (unicellular) ท่ีมีรูปร่างเป็นรูปไข่ ท่อน หรือ
เส้นสาย (filamentous) เซลล์มีขนาดใหญ่กว่าแบคทีเรีย ส่วนใหญ่เซลล์ใสไม่มีสี มักจะมองเห็น 
นิวเคลียส (nucleus)  แวคิวโอล (Vacuole)  หรือกรานูล (granule) ภายในเซลล์ได้ชัดเจน ยีสต์ไม่มี
รงควัตถุและไม่สามารถเคล่ือนท่ีได้ มีการเคล่ือนไหวแบบบราวเนียน (Brownian motion) แต่น้อย
กว่าเซลล์แบคทีเรีย เนื่องจากยีสต์มีขนาดใหญ่กว่าจึงเกิดแรงกระทบน้อยกว่า ยีสต์มีการเพิ่มจ านวน
และแบ่งเซลล์โดยการสืบพันธ์ุแบบไม่มีเพศเรียกว่าการแตกหน่อ (budding) ซึ่งมีลักษณะเป็นตุ่มเล็กๆ
งอกจากเซลล์แม่ (mother cell) อาจมีหน่อเดียวหรือหลายหน่อ หลังจากนั นหน่อหรือเซลล์ลูก 
(daughter cell) เหล่านี จะโตขึ นและแยกตัวออกไปเป็นเซลล์แม่ต่อไป ยีสต์บางชนิดมีการแตกหน่อท่ี
แตกต่างจากขั นต้นคือเซลล์ลูกท่ีแตกออกมานั น (budding yeast cell) ไม่ขาดเป็นอิสระออกจาก
เซลล์แม่แต่จะต่อกันเป็นสายยาวไปเรื่อยๆ โครงสร้างนี จะคล้ายเส้นสายของเชื อราท่ีเรียกว่าสายราแท้
ชนิดมีผนังกั น (septate mycelium หรือ septate hyphae) จึงเรียกการแตกหน่อท่ีเซลล์ลูกไม่ขาด
ออกจากกันนี ว่าสายราเทียม (pseudo- mycelium หรือ pseudohypae) โครงสร้างของทั งสายรา
แท้และสายราเทียมมีท่ีมาต่างกัน คือสายราเทียมเกิดจากการแตกหน่อท่ีไม่ขาดออกจากกันแล้วต่อ
เป็นสายยาว ในขณะท่ีสายราแท้ (ชนิดมีผนังกั น) เกิดจากการมีโครงสร้างท่ีเรียกว่า septum กั นแบ่ง
สายราแท้เป็นช่องๆ หรือเป็นห้องๆ ภายในแต่ละช่องท่ีกั นโดย septum จะพบนิวเคลียสอยู่ 1 หรือ 2 
นิวเคลียส เรียกว่า septate hyphae ส่วนสายราแท้ชนิดไม่มีผนังกั นหรือ septum กั นจะเรียกว่า 
non- septate hyphae (จุรีย์รัตน์ ลีสมิทธ์ิ, 2552) 

 ยีสต์มีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลมาอย่างยาวนาน ยีสต์จะเปล่ียนน  าตาล
ให้กลายเป็นเอทานอลผ่านกระบวนการหมัก  (fermentation)  ตัวอย่างเช่น ยีสต์ S. cerevisae ซึ่ง
เป็นท่ีนิยมน ามาใช้ในกระบวนการผลิตทางอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องด่ืมแอลกอฮอล์ และพลังงาน
ทางเลือกโดยเฉพาะในปัจจุบันพลังงานทางเลือกท่ีผลิตได้จากยีสต์ หรือไบโอเอทานอลเป็นที่นิยม
อย่างแพร่หลาย ซึ่งในปี ค.ศ. 2014 ถูกผลิตถึง 90.38 พันล้านลิตร เพิ่มขึ นจากปี 2013 ถึง 2.7 
เปอร์เซ็นต์ (Global Renewable Fuels Alliance : GRFA) และยังมีแนวโน้มเพิ่มขึ นสูงต่อไปใน
อนาคต การคัดแยกยีสต์ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอทานอลท่ีมีประสิทธิภาพจึงเป็นส่ิงส าคัญ ใน
การคัดเลือกยีสต์ส าหรับการผลิตเอทานอลให้มีประสิทธิภาพสูง นักจุลชีววิทยาได้พิจารณาถึง
คุณลักษณะท่ียีสต์ควรมีในการผลิตเอทานอล โดยอ้างอิงกับงานวิจัยการศึกษาทางสรีระ และ
การศึกษาทางด้านพันธุศาสตร์ท่ีผ่านมา (Panchal, 1997) 

 คุณสมบัติของยีสต์ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล ได้แก่ 
  1)    มีความสามารถในการทนต่อความเข้มข้นของเอทานอล 
  2)    มีความสามารถในการทนต่อแรงดันออสโมติก 
  3)    มีความไม่แปรผันทางพันธุกรรมของสายพันธ์ุยีสต์ท่ีใช้ในกระบวนการหมัก  
  4)    มีความสามารถในการทนต่อกรด  
  5)    มีความสามารถในการทนต่อการหมักท่ีอุณหภูมิสูง  
  6)    มีความเร็ว และประสิทธิภาพในการหมักน  าตาลให้เป็นเอทานอล 
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  7)    มีความง่ายต่อการขยายพันธ์ุของยีสต์ และความสามารถในการเป็นตัวยับยั ง
ต่อยีสต์ชนิดอ่ืน (killer) 
  8)    มีความสามารถในการทนต่อสารพิษ 
  9)    มีความสามารถใช้น  าตาลในกระบวนการหมกัได้หลากหลายชนิด 
  10)   สร้างความร้อนน้อยขณะอยู่ระหว่างกระบวนการหมัก 
 

2.6 ยีสต์ทนอุณหภูมิสูงส ำหรับกำรผลิตเอทำนอล (อัยลดำ และปวีณำ , 2555; ปฏิพล  
และคณะ, 2555) 

จุลินทรีย์มีความสามารถในการปรับตัวต่อสภาวะแวดล้อมภายนอกเพื่อการอยู่รอดได้
แตกต่างกัน อุณหภูมิท่ีเพิ่มขึ นเป็นปัจจัยภายนอกท่ีส าคัญท่ีสุดในด้านลบต่อการเจริญของจุลินทรีย์ 
การท่ีจุลินทรีย์สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิสูงต้องมีกลไกพิเศษช่วยให้มีชีวิตรอด ซึ่งเกี่ยวข้องกับส่ิง
ส าคัญอยู่3 ประการ คือ ความคงตัวของเซลล์  เนื่องจากปฏิกิริยาของไขมันท่ีเย่ือหุ้มเซลล์  การสร้าง
องค์ประกอบของเซลล์ขึ นมาทดแทนองค์ประกอบเดิมท่ีเสียสภาพไป และการท่ีจุลินทรีย์นั นทนต่อ
อุณหภูมิสูงอยู่ก่อนแล้วเกิดวิวัฒนาการอย่างต่อเนื่อง การให้สารอาหารพิเศษบางชนิดสามารถช่วยให้
ยีสต์เจริญท่ีอุณหภูมิสูงขึ นได้ เช่น การเติมกรดไขมัน อ่ิมตวั และเออร์โกสเตอรอลในอาหารหมัก การ
ท่ียีสต์มีการเจริญลดลงในท่ีท่ีมีอุณหภูมิสูงขึ น อาจเนื่องมาจากมีการสังเคราะห์สเตอรอลได้น้อยลง 
เมื่ออุณหภูมิสูงขึ นพบว่า สภาพการเป็นของไหลขององค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์มีแนวโน้มลดลง 
การมีชีวิตรอดของยีสต์น้อยลง ทั งนี เพราะโปรตีนหรือองค์ประกอบของกรดไขมันท่ีเย่ือหุ้มเซลล์เสีย
สภาพท่ีอุณหภูมิสูงอัตราการเจริญของยีสต์ลดลงมีผลให้ชีวมวลโดยรวมลดลง เพราะฉะนั นปริมาณ
โปรตีน กรดไรโบนิวคลีอิก กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก และกรดอะมิโนอิสระต่าง ๆ ภายในเซลล์จึง
ลดลง และการท่ีอุณหภูมิเพิ่มขึ นยังเหนี่ยวน าใหเ้ย่ือหุ้มเซลล์แข็งตัวมากขึ น ท าให้ความสามารถในการ
ไหลผ่านของสารละลายต่างๆ รวมทั งสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อเซลล์ลดลง จึงมีผลต่อการลดอัตราการ
หายใจของยีสต์  แสดง ให้เห็นว่าอุณหภูมิสูงเหนี่ยวน าให้ระบบการหายใจของยีสต์บกพร่อง นั่นคือไม
โทคอนเดรียมีบทบาทโดยตรงต่อการทนสภาวะอุณหภูมิสูง Paul (1980) รายงานว่าการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิมีผลต่อการใช้น  าตาลซึ่งพบว่าเมื่อ อุณหภูมิสูงขึ นอัตราการใช้น  าตาลลดลง เนื่องจากการดูด
ซึมไนโตรเจนของเซลล์ลดลง เอทานอลเป็นแหล่งพลังงานท่ีสามารถผลิตขึ นมาทดแทนได้อยู่
ตลอดเวลา จึงเป็นท่ียอมรับและเป็นท่ีสนใจต่อการวิจัย โดยพบว่าในระหว่างการหมักเอทานอลนั น 
อุณหภูมิท่ีสูงขึ นมีผลต่อการผลิตเอทานอล ดังนั นการใช้ยีสต์ท่ีทนอุณหภูมิสูงจึงมีความส าคัญในการ
ช่วยลดต้นทุนของระบบหล่อเย็นในระหว่างการหมักท าให้อัตราการหมักเร็วขึ น และช่วยลดโอกาสการ
เกิดการปนเป้ือนในระหว่างการหมักได้  ซึ่งสายพนัธ์ุยีสต์ท่ีใช้ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่เป็นสายพันธ์ุที่
ทนต่อแรงดันออสโมซิส และทนต่ออุณหภูมิสูงได้ดี  
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ตัวอย่างสายพันธ์ุยีสต์ทนอุณหภูมิสูงท่ีมีรายงานการผลิตเอทานอล  ได้แก่ 
2.6.1 Saccharomyces  cerevisiae 
พบท่ัวไปในดิน  ผลไม้ สามารถหมักน  าตาลได้เร็ว  และใช้สับสเตรทได้กว้าง เช่น น  าตาล

กลูโคส,  ฟรุกโตส, กาแลกโตส, มอสโตส, ไซโลส, อะราบิโนส, ซอร์บิทอล รวมทั งสับสเตรทพวกแป้ง 
ซึ่งการใช้น  าตาลเป็นคุณลักษณะหนึ่งท่ีใช้ในการจัดจ าแนกในจีนัสนี  มีอุณหภูมิท่ีเหมาะส าหรับการ
เจริญอยู่ในช่วง  20-30  องศาเซลเซียส ความสามารถในการเจริญและผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง
รวมทั งความทนต่อความเข้มข้นของเอทานอลเป็นลักษณะประจ าสายพันธ์ุ เช่น  S.  cerevisiae 
สามารถผลิตเอทานอลได้ท่ีอุณหภูมิ  44 องศาเซลเซียส และทนต่อเอทานอล (w/v)  สามารถสืบพันธ์ุ
แบบไม่อาศัยเพศ โดยแตกหน่อรอบเซลล์ บางครั งอาจสร้างเส้นใยเทียม สืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศด้วย
การสร้างแอสโคสสปอร์รูปกลม หรือรูปไข่ ท่ีมีผนังเรียบ จ านวน 1-4 สปอร์ /แอสคัส ไม่ใช้ไนเตรท ไม่
สร้างเอนไซม์ยูรีเอส (urease) และไม่เกิดปฏิกิริยากับสี Diazonium blue B  

2.6.2  Kluyveromyces  marxianus 
พบท่ัวไปในดิน  ผลไม้  และวัสดุพวกพืช  สามารถหมักน  าตาลได้เร็วและใช้สับสเตรทได้

หลายชนิด  ยีสต์จีนัสนี สามารถผลิตเอมไซม์แลกเตส (lactase)  มาย่อยน  าตาลแลกโตสได้ มี
ความสามารถในการเจริญและผลิตเอทานอลได้ท่ีอุณหภูมิสูงกว่า  40 องศาเซลเซียส เช่น K. 
maxianus เจริญได้ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 52 องศาเซลเซียส และหมักเอทานอลได้ท่ีอุณหภูมิ  50 องศา
เซลเซียส  มีการสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศ โดยการแตกหน่อรอบเซลล์ บางครั งอาจสร้างเส้นใยเทียม
สืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ โดยการสร้างแอสโคสปอร์ ผิวเรียบรูปร่างคล้ายไต รูปกลม หรือรูปไข่ จ านวน  
1-16  สปอร์ /แอสคัส ไม่ใช้ไนเตรท ไม่สร้างเอนไซม์ยูรีเอส  (urease) และไม่เกิดปฏิกิริยากับสี 
Diazonium blue B  
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ตำรำงที่ 2.1 สายพันธ์ุยีสต์ และปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้ ท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส 

ยีสต ์ เอทำนอลที่ผลิตได้สูงสุด (ร้อยละโดย
น  ำหนัก) 

Kluyveromyces fragilis YKL1  4.00 

Kluyveromyces marxianus NCYC 587  5.03 

Candida lusitaniae Y-5394  4.57 

Candida psuedotropicallis Yca9 6.87 

Candida tropicalis NCYC 405  3.43 

Saccharomyces cerevisia ATCC 4132 4.39 

Saccharomyces cerevisiae Ysa86 6.38 

Saccharomyces cerevisiae NP3 7.58 

Saccharomyces cerevisiae Y24 10.27 

Saccharomyces sp. 1400 7.00 

Saccharomyces uvarum 7.82 

Shizosacchamyces pombe YSC3 2.15 

Hansenula polymorpha ATCC 4516 1.80 

ที่มำ: ชุติมา (2548) อ้างถึงในปฏิพล และคณะ (2555) 

2.7 เมแทบอลิซึมของกำรผลิตเอทำนอลจำกยีสต์ 

การหมักเอทานอล เป็นวิถีการเปล่ียนกลูโคสให้เป็นแอลกอฮอล์ โดยกลูโคสจะเปล่ียนไปตาม
วิถีไกลโคไลซิส (glycolysis) จนได้ผลิตภัณฑ์เป็นไพรูเวต (แสดงดังในภาพท่ี 2.7) จากนั น  ไพรูเวตจะ
สูญเสียคาร์บอนไดออกไซด์กลายเป็นอะซิตัลดีไฮด์ และขั นสุดท้ายอะซีทัตดีไฮด์จะถูกรีดิวซ์เป็น
เอทิลแอลกอฮอล์  คาร์บอนไดออกไซด์  ATP และน  า  
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ภำพที่ 2.7 กระบวนการผลิตเอทานอลในเซลล์ของยีสต์ 

ที่มำ: http://www.responsiblebusing+sugar+crops?sortBy=createddate 

 
ไกลโคไลซิส คือกระบวนการสลายกลูโคส เพื่อให้ได้พลังงานในรูปของ ATP และอิเล็กตรอน

ในรูปของ NADH โดยกระบวนการนี จะเกิดท่ีไซโตพลาสซึม ไกลโคไลซิสแบ่งออกเป็นสามขั นตอนคือ 
(ฒาลิศา ยุวอมรพิทักษ์ และคณะ, 2548) 

ตอนที่หนึ่ง เป็นการสลายกลูโคสให้เป็นสองไตรโอสฟอสเฟต(triose phosphate) ตอนท่ี
หนึ่งประกอบด้วย 3 ปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยาท่ี 1 เป็นการเปล่ียน hexokinase หรือ glucokinase ใช้ 
ATP เพื่อให้เป็น glucose 6-phosphate (G6P) และปฏิกิริยาท่ี 2 เปล่ียนเป็น fructose 6-
phosphate (F6P) ซึ่งจะแตกตัวเป็นสารท่ีมีคาร์บอนสามอะตอมสองชนิดในปฏิกิริยาท่ี3 คือ 
glyceraldehyde 3-phosphate (G3P) และ dihydroxyacetonephosphate (DHAP) โดยใช้
ตัวเร่ง คือ เอนไซม์อัลโดเลส (aldolase) 

ตอนที่สอง ปฏิกิริยาเริ่มด้วย DHAP เปล่ียนเป็น G3P โดยใช้ตัวเร่งคือเอนไซม์ไตรโอส-
ฟอสเฟตไอโซเมอร์เรส (triose phosphate isomerase) ต่อจากนี  G3P จะท าปฏิกิริยากับฟอสเฟต
ให้ได้ DPG ขณะเดียวกันก็ปล่อยอิเล็กตรอนให้แก่ NAD+ ปฏิกิริยานี จะถูกเร่งด้วย glyceraldehyde 
3 - phosphate dehydrogenase DPG จะท าปฏิกิริยากับ ADP ได้ 3PG และ ATP ในปฏิกิริยาของ
เอ็นไซม์ phosphoglycerate kinase ปฏิกิริยานี สร้าง ATP โดยวิธี substrate level 
phosphorylation โดย 3PG จะเปล่ียนแปลงต่อให้ไปเป็น PEP ซึ่งจะให้ ATP อีกตัวหนึ่งโดยวิธ ี
substrate level phosphorylation เช่นเดียวกัน รวมทั งให้ไพรูเวตด้วย โดยปฏิกิริยานี ใช้ตัวเร่ง คือ 
เอนไซม์ไพรูเวตไคเนส (pyruvate kinase) 

ตอนที่สำม จะเป็นการเปล่ียนไพรูเวตให้เป็นสารประกอบท่ีมีสาม หรือสองคาร์บอนอะตอม
จะขึ นอยู่กับว่าส่ิงมีชีวิตมีเอนไซม์ท่ีเหมาะสมกับการเปล่ียนแปลงนั นๆ ในกรณีท่ีขาดออกซิเจนหรือไม่
สามารถใช้ออกซิเจน ไพรูเวตจะเปล่ียนเป็นแลกเตท (lactate) โดยใช้ NADH เป็นตัวให้อิเล็คตรอนใน

http://www.responsiblebusing+sugar+crops/?sortBy=createddate
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ปฏิกิริยาของ lactate dehydrogenase เมื่อมีออกซิเจนไพรูเวตจะเปล่ียนเป็น acetyle COA โดย
เอนไซม์ pyruvate dehydrogenase complex จากนั น acetyle COA จะเข้าสู่วัฏจักรเครบส์ต่อไป 
โดยเอนไซม์นี จะพบอยู่ท่ีไมโทคอนเดรีย คือ α- ketoglutarate dehydrogenase complex  

ในส่ิงมีชีวิตบางชนิดไพรูเวตอาจสูญเสียคาร์บอนไดออกไซด์กลายเป็น acetaldehyde โดย
การเร่งของ pyruvate decarboxylase ต่อจากนั น acetaldehyde อาจจะถูกออกซิไดซ์ด้วย NAD+ 
กลายเป็น Acetate หรือถูกรีดิวซ์ด้วย NADH ได้เป็นเอทานอล (ethanol) วิธีการทั งหมดนี เรียกว่าวิถี 
Embden-Meyerhof-Parnas 

 
2.8 ปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อกำรหมักเอทำนอลของยีสต์  

การผลิตเอทานอลของยีสต์จะมีประสิทธิภาพสูง หรือมีประสิทธิภาพต่ าขึ นอยู่กับปัจจัยต่างๆ
ท่ีอยู่ทั งภายในเซลล์ยีสต์ และภายนอกเซลล์ยีสต์ โดยปัจจัยท่ีส่งผลต่อการหมักเอทานอลของยีสต์มี
ดังต่อไปนี  (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549) 

 2.8.1 ธำตุอำหำร (nutrient) และ โคแฟกเตอร์ (cofactor)  

    ยีสต์ต้องการธาตุอาหารเพื่อการเจริญและหมักเอทานอลความต้องการของธาตุอาหารท่ีใช้
เพื่อการเจริญเป็นสัดส่วนกับองค์ประกอบหลัก (major component) ของเซลล์ ธาตุอาหารเหล่านั น 
คือ คาร์บอน ออกซิเจน ไนโตรเจน และไฮโดรเจน นอกจากนั นยีสต์ยังต้องการฟอสฟอรัส บัฟเฟอร์ 
โพแทสเซียม และแมงกานีส เพื่อสังเคราะองค์ประกอบรอง (minor component) และต้องการ
แมงกานีส โคบอลท์ ทองแดง เหล็ก และสารอินทรีย์บางชนิด เช่น กรดอะมิโน กรดนิวคลีอิก และ
วิตามิน ในปริมาณท่ีน้อยมาก (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2549)  ส าหรับวัตถุดิบท่ีน ามาใช้ผลิตเอทานอลใน
ระดับอุตสาหกรรมส่วนใหญ่มักจะมีธาตุอาหารต่างๆ ท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของยีสต์นอกเหนือจาก
คาร์โบไฮเดรต แต่วัตถุดิบบางชนิดอาจจะต้องมีการเติมธาตุอาหารบางอย่างเสริมลงไป เช่น ไนโตรเจน 
ซึ่งโดยท่ัวไปยีสต์ใช้แอมโมเนียมไอออนได้ แม้ว่าบางชนิดต้องการกรดอะมิโนท่ีจ าเพาะ แหล่งในโต
รเจนท่ีใช้ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ คือ แอมโมเนียมซัลแฟต ส่วนฟอสฟอรัสซึ่งปกติใส่ในรูปของ
ฟอสเฟตเป็นไอออนท่ีมีความส าคัญต่อการหมัก ส าหรับซัลเฟอร์นั นในเซลล์ยีสต์พบมีซัลเฟอร์
ประมาณ 0.4 เปอร์เซ็นของน  าหนักแห้ง โดยเมไทโอนีนเป็นแหล่งซัลเฟอร์ท่ียีสต์ชอบแต่เมไทโอนีนมี
ราคาแพงเกินกว่าจะใช้ในอุตสาหกรรม ส่วนซัลเฟตท่ีอยู่ในรูปของสารอนินทรีย์ยีสต์สามารถน าไปได้
เช่นกันโดยถูกรีดิวซ์เป็นเมไทโอนีนภายในเซลล์ และโดยปกติในอุตสาหกรรมจะใช้แอมโมเนียมซัลเฟต 
ความต้องการธาตุอาหารของยีสต์ อาจเหนี่ยวน าโดยสภาพแวดล้อม เช่น ในสภาพท่ีปราศจาก
ออกซิเจนจ าเป็นต้องใส่เออร์กอสตเตอรอลและกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ในยีสต์ซึ่งชอบเจริญท่ีอุณหภูมิสูง
ต้องการโคลีน คาร์นิทีน (carnitine) หรือลิวซีนเพื่อการเจริญ  

2.8.2 สภำวะแวดล้อม 
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2.8.2.1 พีเอช พีเอชเป็นปัจจัยท่ีมีความส าคัญอย่างหนึ่งในการหมักเอทานอล
โดยเฉพาะในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากพีเอชมีผลต่ออัตราการหมัก การสร้างผลผลิตพลอยได้ 
ตลอดจนควบคุมเชื อปนเป้ือนซึ่งมีผลต่อการเจริญของยีสต์ท่ีก าลังหมัก ส าหรับการเลือกพีเอชท่ีจะใช้
ในการหมักซึ่งไม่มรีะบบควบคุมพีเอชระหว่างการหมักขึ นอยู่กับความสามารถในการเป็นบัฟเฟอร์ 
ของสารอาหารส าหรับหมัก ในอาหารท่ีมีความสามารถในการเป็นบัฟเฟอร์ต่ าพีเอชเริ่มต้นท่ีเหมาะสม
ควรใช้ปริมาณ 5.5 แต่ถ้าอาหารนั นมีความสามารถในการเป็นบัฟเฟอร์สูงพีเอชท่ีใช้ควรอยู่ในช่วง 4.5-

4.7 ในการหมักเอทานอลเมื่อใช้กากน  าตาลเป็นวัตถุดิบใช้พีเอช 4.0-5.0 แต่เมื่อใช้เมล็ดธัญพืชพีเอชท่ี
ควรเลือกใช้จะอยู่ในช่วง 4.8-5.0 ส าหรับการหมักเอทานอลโดยใช้อาหารท่ีมีความสามารถในการเป็น
บัฟเฟอร์ต่ าบางครั งต้องควบคุมพีเอชในระหว่างการหมักซึ่งอาจท าได้โดยการเติมแอมโมเนียเหลว พี
เอชท่ี S. cerevisiae สามารถเจริญได้ คือ พีเอชในช่วง 2.4-8.6 โดยมีพีเอชท่ีเหมาะสม (optimal 
pH) ส าหรับการหมักเอทานอลจากน  าตาลเท่ากับ 4.5 โดยการหมักไม่เปล่ียนแปลงในช่วงพีเอช 3.5-

6.0 และพบว่าการหมักซูโครสจะมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงพีเอชมากกว่าการหมักกลูโคสทั งนี 
เนื่องจากเอนไซม์อินเวอร์เทสมีการเปล่ียนแปลงท่ีพีเอชต่ ามากกว่า  จากรายงานวิจัยของ Fakruddin 
et al. (2013) ได้ท าการทดสอบความสามารถในการทนต่อความเป็นกรดด่างของยีสต์ 3 สายพันธ์
ประกอบด้วย S. unisporus, S. cerevisiae และ Candida piceae พบว่ายีสต์ทั ง 3 สายพันธ์
สามารถทนค่าความเป็นกรดด่างในช่วง 2.0 -10.0 ถ้าต่ ากว่า 2.0 หรือมากกว่า 10.0 จะไม่พบการ
เจริญของยีสต์เลย โดยยีสต์ท่ีเจริญดีท่ีสุดในค่าความเป็นกรดด่าง คือ S. unisporus เจริญได้ดีท่ีค่า
ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.0 

2.8.2.2 ออกซิเจน มีรายงานบทบาทของออกซิเจนในการหมักเอทาทอลโดยแสดงว่า
อากาศหรือออกซิเจนจ าเป็นต่อการหมักเบียร์ท่ีดี หน้าท่ีหลักของออกซิเจน คือ เป็นตัวรับอิเล็กตรอน
ชั นสุดท้ายในลูกโซ่การหายใจ นอกจากนั นออกซิเจนยังท าหน้าท่ีเป็นสารส่งเสริมการเจริญ (growth 
factor) ของยีสต์ โดยเกี่ยวข้องในการสังเคราะห์กรดไขมันอ่ิมตัวรวมทั งกรด    โอลีอิกและกรดลิโนลี
อิก และเออร์กอสเตอรอล ซึ่งนอกจากจะช่วยส่งเสริมการเจริญภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน
ของยีสต์แล้วยังเพิ่มความทนของเอทานอลของยีสต์ด้วย กรดไขมันอ่ิมตัวและสเตอรอลจ าเป็นต่อการ
ท าให้การหมักเอทานอลด าเนินต่อไปหลังจากการเจริญของยีสต์หยุดลงแล้วโดยเฉพาะในท่ีมีกลูโคส
ความเข้มข้นสูง สารประกอบเหล่านี ช่วยท าให้เซลล์ท่ีอยู่ในระยะพักตัวยังคงความมีชีวิตและกระตุ้น
ความสามารถในการหมัก เช่ือกันว่าเมื่อเลี ยงในสภาพท่ีมีออกซิเจนเซลล์จะสร้างกรดไขมันอ่ิมตัวและ 
สเตอรอลหลายชนิดสะสมไว้ และการท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของยีสต์มีกรดลิโนลีอิกและเออร์กอสเตอรอลท า
ให้สภาพให้ซึมได้ของเย่ือหุ้มเซลล์ต่อเอทานอลเพิ่มขึ น ซึ่งส่ิงท่ีจะเกิดขึ นตามมาคือเซลล์ยอมให้มีการ
ขนถ่ายเอทานอลออกไปจากเซลล์นั นก็คือถ้าสภาพซึมผ่านได้ของเย่ือหุ้มเซลล์สูงขึ นความเข้มข้นของ
เอทานอลภายในเซลล์จะต่ าลง แต่ถ้าเลี ยงยีสต์ในสภาพท่ีไม่มีออกซิเจนยีสต์จะไม่สร้างกรดไขมันอ่ิมตัว
และสเตอรอลขึ นมาเลย ดังนั นในสภาพท่ีปราศจากออกซิเจนจึงจ าเป็นต้องเติมสารเหล่านี ลงไปเพื่อท่ี
ยีสต์จะสามารถเจริญได้หลายช่ัวรุ่น 

       2.8.2.3 คำร์บอนไดออกไซด์ ยับยั งการเจริญของยีสต์ทั งในสภาพท่ีมีออกซิเจนและไม่มี
ออกซิเจน ในท่ีความดันสูงกว่าบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ยับยั งการเจริญและการหมักรุนแรงมาก
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ขึ น เช่นเดียวกับอาหารท่ีมีพีเอชต่ าและมีเอทานอลความเข้มข้นสูงคาร์บอนไดออกไซด์ดูเหมือนมีผล
ยับยั งต่อปฏิกิริยาคาร์บอกซีเลชันเท่านั น แต่ก็พบว่าคาร์บอนไดออกไซด์  เปล่ียนแปลงสภาพให้ซึมได้ 
และการขนส่งถูกตัวละลาย 

 2.8.2.4 อุณหภูมิ การผลิตเอทานอลท่ีมีอัตราการหมักสูงจะมีอัตราการเกิดความร้อนสูง
ตาม กระบวนการผลิตเอทานอลท่ีนิยมซึ่งในปัจจุบัน คือ กระบวนผลิตแบบ Simultaneous 
Sacharification and Fermentation (SFF) ซึ่งเป็นการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง (พนิดา สุริยะ
พันธ์ุ และคณะ, 2554) การจะสามารถผลิตได้ต้องอาศัยยีสต์ทนร้อน เพื่อไม่ให้กระบวนการหยุดชะงกั
เนื่องจากยีสต์ตาย การผลิตท่ีอุณหภูมิสูงยังส่งผลให้เอทานอลระเหยออกจากระบบมากขึ น ดังนั นใน
กระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมจึงจ าเป็นต้องมีระบบหล่อเย็น เพื่อควบคุมอุณหภูมิให้
เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์  จากงานทดลองของ Tofighi et al. (2014) พบว่ายีสต์สายพันธ์ุ      
S. cerevisiae รหัส AT-3 สามารถเจริญได้อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส โดยเจริญได้ดีสุดท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส วัดปริมาณเอทานอลท่ีผลิต น  าตาลท่ีใช้ไป และมวลน  าหนักแห้ง ถ้า
มากกว่าหรือน้อยกว่า 35 องศา-เซลเซียส ยีสต์จะท ากิจกรรมต่างๆได้น้อยลงอย่างเห็นได้ชัด 

2.8.2.5 ควำมชื น ยีสต์ส่วนใหญ่เจริญได้ดีในสภาพท่ีมีความชื นเพียงพอ แต่หลายชนิด
สามารถเจริญได้ดีในช่วงความชื นสูง ซึ่งได้แก่ พวกออสโมฟิลิคยีสต์ 

2.8.2.6 ควำมเข้มข้นของเอทำนอล เอทานอลเป็นผลิตภัณฑ์หลักของการหมัก และ
เมื่อมีการสะสมเอทานอลในระหว่างการหมักมากขึ นยีสต์จะเกิดความเครียดมากขึ น เนื่องจากเอทา
นอลเป็นสารยับยั งการเจริญของเชื อ การเพิ่มขึ นของเอทานอลจะเริ่มยับยั งยีสต์จนกระท่ังฆ่ายีสต์ ซึ่ง
เอทานอลเป็นตัวยับยั งแบบท่ีไม่ต้องแข่งขัน (non-competitive inhibitor) ของอัตราการเจริญของ
ยีสต์ 

2.8.2.7 ควำมเข้มข้นของสำรตั งต้น หมายถึงความเข้มข้นของน  าตาลและเกลือซึ่งมีผล
ท าให้เกิดความเครียดเนื่องจากแรงดันออสโมติก ในลักษณะปกติความเข้มภายนอกจะมากกว่าภายใน
เซลล์ น  าภายในเซลล์จึงมีทิศทางเคล่ือนออกสู่ภายนอกเซลล์ ท าให้เซลล์เสียสภาพหดตัวมีขนาดเล็กลง 
ทั งนี เพื่อป้องกันกิจกรรมท่ีมีอยู่ภายในเซลล์ให้คงอยู่ ยีสต์บางสายพันธ์ุ เช่น Deharyomyces 
hansenii, และ S. cerevisiae เมื่อเจริญในอาหารท่ีมีเกลือหรือน  าตาลมากๆ จะสังเคราะห์กลีเชอ
รอลเพิ่มขึ นเพื่อรักษาแรงดันออสโมซิสภายในเซลล์  

2.9 งำนวิจัยที่เก่ียวข้อง 

ปริญญพนัธ์ุ  เพชรจรัส และเมทินี  วสุนทราวัฒน์ (2556) ได้ศึกษาความสามารถในการเจริญ 
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของยีสต์ทนร้อนในการผลิตเอทานอล โดยน ายีสต์มาศึกษาทั งหมด 4 ไอโซ
เลต ได้แก่ NK1-4, NK3-5, NK3-10 และ NK3-14 ท่ีคัดแยกจากลูกแป้งเหล้า และเลี ยงใน YM broth 
แปรผันอุณหภูมิเป็น 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 52 ช่ัวโมง พบว่ายีสต์ NK1-4 มีอัตรา
การเจริญสูงสุด โดยปริมาณเอทานอลท่ีวัดได้ท่ีอุณหภูมิ 30, 35 และ 40      องศาเซลเซียส เท่ากับ 
7.7, 8.0 และ 0 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ตามล าดับ 
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อภิชญา  จันทร์มั่น และคณะ (2555) เพาะเลี ยงเชื อยีสต์ S. cerevisiae Sc90 ในอาหาร
เหลว YPD บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 54 ช่ัวโมง ผลปรากฏว่าผลได้เอทานอล 
เท่ากับ 0.354 กรัมเอทานอลต่อกรัมกลูโคส 

Chamnipa et al. (2557) ได้ท าการคัดแยกยีสต์จากจังหวัดขอนแก่น ระยอง จันทบุรี และ
ชลบุรี เพื่อคัดแยกยีสต์ท่ีมีความสามารถในการหมักท่ีอุณหภูมิสูง สามารถคัดแยกได้ 127   ไอโซเลต 
น าไปแปรผันอุณหภูมิท่ี 37, 40 และ 45 องศาเซลเซียส โดยเลี ยงบนอาหาร YM ท่ีมีน  าตาลกลูโคส 
160 กรัมต่อลิตร พบว่ายีสต์รหัส Rz5-1, Rz3-1, Rz8-1, S6, S10 และ S11 สามารถเจริญได้ดี และ
ผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส ผลการตรวจสอบ   ดีเอ็นเอจัดจ าแนกว่าเป็น P. 
kudreiavzeii ทั งหมด โดย P. kudreiavzeii Rz8-1 ผลิตเอทานอลได้ดีท่ีสุด จากนั นน า P. 
kudreiavzeii Rz8-1 ไปทดลองผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส จากไฮโดรไล
เสทชานอ้อยพบว่า ให้ผลผลิตเอทานอลสูงสุดเท่ากับ 0.36 และ 0.34 กรัมต่อกรัมกากน  าตาล
ตามล าดับ 

Cimpeanu et al. (2010) คัดแยกยีสต์จากผลไม้และน  าผลไม้ในประเทศโรมาเนีย เพื่อ
คัดเลือกยีสต์ท่ีมีความสามารถในการทนร้อน ผลปรากฏว่าคัดแยกได้จ านวน 45 ไฮโซเลต โดย   7 ไอ
โซเลตถูกจัดจ าแนกเป็น  S. cerevisiae จากนั นน าทั ง 7 ไอโซเลต  แปรผันอุณหภูมิเป็น   30, 37, 40 
และ 45 องศาเซลเซียส พบว่ายีสต์ 7 ไอโซเลตทั งหมดสามารถเจริญได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส โดย S. cerevisiae F7 เจริญได้ดีท่ีสุด และสามารถเจริญได้เกินอุณหภูมิ  40 องศา
เซลเซียส ด้านการผลิตเอทานอลพบว่าสายพันธ์ุ S. cerevisiae F7 ผลิต     เอทานอลได้ดีท่ีสุดโดย
ปริมาณเอทานอลท่ีวัดได้เท่ากับ 15.7 เปอร์เซ็นต์ (v/v) และสามารถน าไปประยุกติ์ใช้ในอุตสาหกรรม
ได้ 

Tofighi et al. (2014) ได้แยกยีสต์จากน  าเสียแล้วพบว่ามียีสต์ 50 ไอโซเลตท่ีสามารถเจริญ
ได้ท่ีอุณหภูมิ 30-45 องศาเซลเซียส และมีเพียง 3 ไอโซเลต ท่ีสามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ยีสต์ท่ีเจริญดีสุดคือ AT-3 ซึ่งถูกระบุว่าเป็น S. cerevisiae โดยสามารถสร้างเอทานอลได้ 
6.9 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ท่ี 35 องศาเซลเซียส และ 6.85 เปอร์เซ็นต์ (v/v)  ท่ี 40 องศาเซลเซียส การ
เปล่ียนกลูโคสเป็นเอทานอลเทียบกับทฤษฎีแล้วคิดเป็น 75 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง  บ่งบอกได้ว่าเป็นยีสต์ทน
ร้อนท่ีมีประสิทธิภาพ 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีกำรทดลอง 

 
3.1 อุปกรณ์และสำรเคม ี
  

3.1.1 อุปกรณ์ 
  3.1.1.1  ห่วงถ่ายเชื อ (Loop) 
  3.1.1.2  ฟลาสก์ (Flask)      
  3.1.1.3  จานเพาะเชื อ (Petri dish)    
  3.1.1.4  บีกเกอร์ (Beaker)   

  3.1.1.5  แท่งแก้วคนสาร    
  3.1.1.6  เครื่องปั่นเหว่ียงความเร็วสูง (Microcentrifuge)  
  3.1.1.7  โถดูดความชื น (Desicator)  
  3.1.1.8  เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง (Analytical balance)   
  3.1.1.9  หม้อนึ่งฆ่าเชื อความดันไอน  า (Autoclave) 
  3.1.1.10 เครื่องบ่มเชื อแบบเขย่า (Incubator shaker) 
  3.1.1.11 ตู้อบความร้อนอุณหภูมิสูง (Hot air oven) 
  3.1.1.12 เครื่อง High  Performance  Liquid  Chromatography (HPLC) 

3.1.1.13  ไมโครปิเปต (Micropipette)  
3.1.1.14  ตู้เข่ียเชื อ (Larminar flow) 

 

3.1.2 สำรเคมี  
3.1.2.1  ดี-กลูโคส (D-glucose) 
3.1.2.2  ผงวุ้น (Agar) 
3.1.2.3  เปปโตน (peptone) 
3.1.2.4  มอลต์เอ็กซ์แทร็กซ์ (Malt extract) 
3.1.2.5  ยีสต์เอ็กซ์แทร็กซ์ (Yeast extract) 
3.1.2.6  แอลกอฮอล์ (Alcohol) 
3.1.2.7  กรดซัลฟิวริก (H2SO4) 
3.1.2.8  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
3.1.2.9  โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

  3.1.2.10 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) 
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3.2  วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

    3.2.1 สำยพันธุ์ยีสต์ทนร้อน 
ใช้เชื อยีสต์ทนอุณหภูมิสูง ท่ีคัดแยกจากผลไม้สุกเน่า (ปี พ.ศ. 2558) จ านวน 2 สายพันธ์ุ 

ได้แก่ RMU-RB16 และ RMU-RB17 เพาะเลี ยงบนอาหารแข็ง Yeast  extract-Malt extract (YM) 
agar  plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ไว้จนกว่าจะน ามาใช้ในขั นตอนถัดไป 

 
3.2.2 กำรศึกษำลักษณะสัณฐำนของเชื อ 

 เข่ียเชื อยีสต์ลงบนผิวหน้าอาหารวุ้น YM agar plate บ่มท่ีอุณหภูมิ 37, 40 และ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เพื่อดูการเจริญของยีสต์บนผิวหน้าอาหาร และตรวจสอบรูปร่างเซลล์
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

3.2.3  กำรศึกษำควำมทนต่อแรงกดดัน 
3.2.3.1  การทนอุณหภูมิสูง (30, 35, 40  และ 45 oC) 
3.2.3.2  ความสามารถในการทนต่อน  าตาลกลูโคสท่ีความเข้มข้นต่างๆ (5,10, 15, 20  และ 

25% (w/v)) 
3.2.3.3  การทนต่อแอลกอฮอล์ท่ีความเข้มข้นต่างๆ (2.5, 5, 7.5, 10, 12.5  และ 15% v/v) 

 
3.2.4 กำรเตรียมเชื อตั งต้น 

เข่ียโคโลนีของยีสต์ทนอุณหภูมิสูง จากข้อ 3.2.1 ลงในอาหาร YM broth ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตร  น าไปบ่มในสภาวะเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
(ก าหนด OD เริ่มต้น = 1.0) 
 

3.2.5 กำรศึกษำอุณหภูมิและเวลำที่มีผลต่อกำรผลิตเอทำนอล 
เชื อตั งต้นของยีสต์ท่ีเตรียมจากข้อ 3.2.3 ปริมาณเชื อตั งต้น 10 % (v/v) เติมลงในอาหาร

หมัก (ประกอบด้วยกลูโคส 18%, (NH4)2SO4 0.1%, KH2PO4 0.1%, MgSO4.7H2O 0.1%) ปรับพี
เอชเท่ากับ 5.0 บ่มในสภาวะเขย่าท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37, 40 และ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่างทุก 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง ปั่นเหว่ียง
ตัวอย่างท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนใส (supernatant) วิเคราะห์
ปริมาณน  าตาลกลูโคส และเอทานอล ด้วยเครื่อง High  Performance  Liquid  Chromatography 
(HPLC)  และวัดการเจริญท่ีเปล่ียนแปลงด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร 
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3.2.6 กำรค ำนวณ 
 

3.2.6.1 วิธีการค านวณค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ท่ีส าคัญของการผลิตเอทานอลแสดง
ดังต่อไปนี  (ภัควิรุฬห์ ถือสมบัติ, 2551) 

 
 

   ผลได้ของเอทานอล (Yp/s)  =     
 

    
 
อัตราการผลิตเอทานอล    =          

    (กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง) 
 

3.2.6.2 ผลของเอทานอลเทียบกับทฤษฎี (theoretical yield)  

 

ผลได้ของเอทานอลจากกระบวนการหมักเทียบทฤษฎี (%)     

   

0.51 คือ ผลได้ของเอทานอลทางทฤษฎีเมื่อเทียบกับการใช้น  าตาลกลูโคส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้นของเอทานอลท่ีผลิตได้ (กรัม/ลิตร) 

ความเข้มข้นของเอทานอลท่ีผลิตได้ (กรัม/ลิตร) 
ความเข้มข้นของน  าตาลท่ีถูกใช้ (กรัม/ลิตร) 

  = 
ผลได้ของเอทานอล x 100 

0.51 

ระยะเวลาของการหมัก (ช่ัวโมง) 
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
4.1 ลักษณะสัณฐำนวิทยำ และกำรเจริญของเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 และ RMU-

RB17 บนอำหำรแข็ง 
 
ศึกษาลักษณะของโคโลนี และรูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของยีสต์ทั ง  2  สายพันธ์ุท่ี

เพาะเลี ยงบนอาหาร Yeast  extract-Malt  extract (YM) agar plate และอาหารเหลว  YM  
broth  ท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ลักษณะสัณฐานวิทยา แสดงดังตารางท่ี 4.1  

 

ตำรำงท่ี 4.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา และการเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 
 

รหัสเชื อยีสต์ 
ลักษณะสัณฐำนบนอำหำรแข็ง กำรเจริญในอำหำร

เหลว ลักษณะโคโลนี รูปร่ำงเซลล์ยีสต์ภำยใต้
กล้องจุลทรรศน์ 

RMU-RB16 - โคโลนีมีขนาด 
เส้นผ่าศูนย์กลาง   
1.08±0.03 มิลลิเมตร  
- รูปแบบโคโลนีกลม นูน 
และขอบเรียบ 

- ผิวหน้าเกลี ยงเกลา 
- โคโลนีมีสีครีม 
- เนื อโคโลนีมันวาว 

- เซลล์มีรูปร่างกลม
(Spherical) 
- พบการแตกหน่อ 
 

การเจริญของเซลล์
เกาะกลุ่มตกตะกอน
อยู่ก้นฟลาสก์ 

RMU-RB17 - โคโลนีมีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง  
2.28±0.14  มิลลิเมตร  
- รูปแบบโคโลนีกลม นูน 
และขอบหยัก  
- ผิวหน้าไม่เกลี ยงเกลา 

- โคโลนีมีสีขาว 
- เนื อโคโลนีด้าน 
 

- เซลล์มีรูปร่างรี  
(Ellisoidal) 
- พบการแตกหน่อ 
 

การเจริญของเซลล์
เกาะกลุ่มตกตะกอน
อยู่ก้นฟลาสก์ 
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ภำพท่ี 4.1 การเจริญบน YM agar plate และรูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของยีสต์รหัส (ก-ข) 

RMU-RB16 และ (ค-ง) RMU-RB17  
 

 

 

 

 

 

 

 

ก ข 

ง ค 



23 
 

4.2 ควำมทนต่อแรงกดดันของเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 และ RMU-RB17  

4.2.1  ควำมทนต่ออุณหภูมิ 

ผลความทนต่ออุณหภูมิในอาหาร YPD broth  โดยผันแปรอุณหภูมิเท่ากับ  30, 37, 40  

และ  45  องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี  4.2 

ตำรำงท่ี  4.2  ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิสูงของยีสต์รหัส RMU-RB16  และ RMU-RB17 

รหัส
เชื อ
ยีสต ์

อุณหภูมิ 30 องศำ
เซลเซียส 

อุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส 

อุณหภูมิ 40 องศำ
เซลเซียส 

อุณหภูมิ 45 องศำ
เซลเซียส 

เวลำในกำรบ่ม 
(ชั่วโมง) 

เวลำในกำรบ่ม 
(ชั่วโมง) 

เวลำในกำรบ่ม 
(ชั่วโมง) 

เวลำในกำรบ่ม 
(ชั่วโมง) 

24  48 72  24  48 72  24  48 72  24  48 72  

RMU-

RB16 

+++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ - - - 

RMU-

RB17 

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - + + 

หมำยเหตุ +++ = เจริญได้ดี (เจริญเต็มแนวเข่ียเชื อ) 
               ++ = เจริญปานกลาง (เจริญเกือบเต็มแนวเข่ียเชื อ) 
                 + = เจริญได้น้อย (เจริญบางส่วนของแนวเข่ียเชื อ)  

       - = ไม่มีการเจริญ 
 

ผลการเจริญท่ีอุณหภูมิสูงของยีสต์ทั ง  2  สายพันธ์ุ  พบว่า  ยีสต์ดังกล่าวเป็นยีสต์ทนอุณหภูมิสูง 
ท่ีสามารถเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ นเท่ากับ  40  องศาเซลเซียส  
การเจริญของเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16  จะลดลง  แต่  RMU-RB17  ยังสามารถเจริญเติบโตได้ดี  
และท่ีอุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียส  เชื อยีสต์รหัส RMU-RB16  ไม่สามารถเจริญได้  และ  RMU-
RB17  ยังสามารถเจริญเติบโตได้เล็กน้อย  จากรายงานยีสต์ส่วนใหญ่ในห้องปฏิบัติการ และระดับ
อุตสาหกรรมเจริญได้ดี เมื่ออุณหภูมิอยู่ในช่วง 20 – 30 องศาเซลเซียส แต่มีอุณหภูมิสูงสุดส าหรับการ
เจริญของยีสต์บางสายพันธ์ุในช่วง 35 – 43 องศาเซลเซียส (Walker, 1998) โดยอุณหภูมิมีผลต่อ
สัณฐานวิทยา และความอยู่รอดของเซลล์ เนื่องจากอุณหภูมิสูงมีผลท าให้การแตกหน่อของยีสต์
ผิดปกติ ผนังเซลล์เจริญไม่สมบูรณ์ การเพิ่มขนาดเซลล์ผิดปกติ มีปริมาณของเหลวในเซลล์เพิ่มขึ น 
ความสามารถในการเลือกผ่านของสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อเซลล์ลดลง ท าลายพันธะไฮโดรเจนท าให้
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โปรตีน และกรดนิวคลีอิกเส่ือมสภาพ ส่งผลให้กิจกรรมการขนส่งน  าตาลเข้าเซลล์ยีสต์ลดลงด้วย ยับยั ง
กระบวนการหายใจ และการหมัก แต่เป็นข้อดีส าหรับการหมักเอทานอล โดยพบว่า เมื่ออุณหภูมิ
เพิ่มขึ นจาก 25 เป็น 38 องศาเซลเซียส เอนไซม์จะถูกยับยั งท าให้เกิดการสะสมกรดไพรูเวต และเอทา
นอล โดยเฉพาะกิจกรรมของเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenare) เกิดได้ดี
ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (สาวิตรี, 2540) 
  

4.2.2  ควำมทนต่อน  ำตำลกลูโคส 

ทดสอบความทนต่อน  าตาลกลูโคสในอาหาร YPD broth  โดยผันแปรความเข้มข้นของ
น  าตาลกลูโคสเท่ากับ  5, 10, 15, 20, 25  และ  30% w/v  ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี  4.3 

 

ตำรำงที่  4.3  ความสามารถในการเจริญท่ีน  าตาลกลูโคสความเข้มข้นต่างๆ ของยีสต์รหัส RMU-  

                   RB16  และ RMU-RB17 

รหัสเชื อยีสต์ ควำมเข้มข้นของน  ำตำลกลูโคส (%) 

5 10 15 20 25 30 

RMU-RB16 +++ +++ +++ ++ ++ ++ 

RMU-RB17 +++ +++ +++ ++ ++ ++ 

หมำยเหตุ +++ = เจริญได้ดี (เจริญเต็มแนวเข่ียเชื อ) 
               ++ = เจริญปานกลาง (เจริญเกือบเต็มแนวเข่ียเชื อ) 
                 + = เจริญได้น้อย (เจริญบางส่วนของแนวเข่ียเชื อ)  

       - = ไม่มีการเจริญ 

 

จากผลการทดลองในตารางท่ี 4.3  พบว่า  ความเข้มข้นของน  าตาลสูงสุดเท่ากับ  20-30% 
ยีสต์ทั ง  2  ไอโซเลตสามารถจริญได้ปานกลาง  และความเข้มข้นเท่ากับ 5-15% ยีสต์ทั ง 2  ไอโซเลต
สารถเจริญได้ดี  ความเข้มขน้สับสเตรทหรือแหล่งคาร์บอนมีความส าคัญในการสังเคราะห์เซลล์ และ
การผลิตเอทานอล การใช้สับสเตรทท่ีมีความเข้มข้นสูงๆ ในการหมักเอทานอลมีผลช่วยลดการ
ปนเป้ือนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ แต่การใช้สับสเตรทความเข้มข้นสูงๆ ก็มีข้อเสียในด้านการยับยั งการ
เจริญ และการหมักเอทานอลเช่นเดียวกัน การยับยั งนี เกิดจากแรงดันออสโมติก ท าให้เซลล์เกิด
กระบวนการพลาสโมไลซีส เมื่ออยู่ในน  าตาลท่ีมีความเข้มข้นสูงเท่ากับ 14% โดยน  าหนัก และมีผล
ยับยั งเอนไซม์ในกระบวนการไกลโคไลซีสส่งผลให้ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลลดลง (สาวิตรี, 
2540 ; Lachance , 1990 ; Panchal and Tavares , 1990)  
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4.2.3  ควำมทนต่อเอทำนอล 

ทดสอบความทนต่อน  าตาลกลูโคสในอาหาร YPD broth  โดยผันแปรความเข้มข้นของเอทา
นอลเท่ากับ  2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15 และ 16.5% v/v  ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี  4.4 

 

ตำรำงที่  4.4  ความสามารถในการเจริญท่ีเอทานอลความเข้มข้นต่างๆ ของยีสต์รหัส RMU-  

                   RB16  และ RMU-RB17 

รหัสเชื อยีสต์ ควำมเข้มข้นของเอทำนอล (%) 

2.5 5 7.5 10 12.5 15 16.5 

RMU-RB16 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

RMU-RB17 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

 

จากผลการทดลองในตารางท่ี 4.4  พบว่า  ความเข้มข้นของเอทานอลสูงสุดเท่ากับ  16.5% 
ยีสต์ทั ง  2  ไอโซเลต ได้แก่ RBM16 และ  RBM17 สามารถจริญได้ปานกลาง  ความเข้มข้นเอทานอล
เท่ากับ 15% ยีสต์ทั ง  2  ไอโซเลต เจริญได้ปานกลาง  และความเข้มข้นเท่ากับ 2.5-12.5% ยีสต์ทั ง 
2  ไอโซเลตสารถเจริญได้ดี  เอทานอลมีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์ เนื่องจากเอทานอลส่งผลต่อสาร
ตัวกลางในเมแทบอลิซึม (intermediately metabolism) และการสังเคราะห์สารชีวโมเลกุลของยีสต์ 
เช่น เอทานอล  ท าให้ยีสต์มีอัตราการสังเคราะห์โปรตีน และอาร์เอ็นเอลดลง ลดกิจกรรมของเอนไซม์
ในวัฏจักรไกลโคไลซีส (glycolytic enzymes) เพิ่มอนุมูลอิสระของออกซิเจน (oxygen free 
radicals) ส่งผลต่อโครงสร้างและหน้าท่ีของเย่ือหุ้มเซลล์ โดยโครงสร้างเซลล์ท่ีเป็นเป้าหมายหลักต่อ
การส่งผลของเอทานอล คือ เย่ือหุ้มเซลล์ (plasma membrane) ยีสต์ท่ีสามารถทนต่อความเข้มข้น
ของเอทานอลได้สูงจึงส่งผลให้ได้ผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ น (สุทธิชา ธรรมสิทธิรงค์, 2554) 
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4.3 ผลกำรศึกษำผลของอุณหภูมิและเวลำท่ีมีผลต่อกำรเจริญของเชื อยีสต์รหัส RMU- 
RB16 และ RMU-RB17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.2 การเจริญของเชื อยีสต์รหัส (ก) RMU-RB16 และ (ข) RMU-RB17 ในอาหารหมักท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(ก) (ข) 
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4.3.1 กำรศึกษำผลของอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส ที่มีผลต่อกำรเจริญของเชื อยีสต์รหัส  
RMU-RB16 และ RMU-RB17 

เพาะเลี ยงเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 และRMU-RB17 ในอาหารเหลว โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า  12  รอบต่อนาที  และแปรผันระยะเวลาในการบ่ม 

 

 
 
ภำพที ่4.3 อัตราการเจริญของเชื อยีสต์รหัส     RMU-RB16 และ    RMU-RB17 ในอาหาร

สังเคราะห์ท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

จากผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี  4.3  พบว่า เชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 และ  RMU-RB17 
มีการเจริญและเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วเข้าสู่ระยะล็อกกาลิทึม (exponential phase) ภายในเวลา 
24 ช่ัวโมง  และการเจริญของเชื อเริ่มลดลงจนถึงช่ัวโมงท่ี 72 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างเชื อยีสต์ทั ง  2  
สายพันธ์ุจะเห็นได้ชัดเจนว่า  เชื อรหัส  RMU-RB17  มีอัตราเจริญสูงกว่า  RMU-RB16  แสดงให้เห็น
ว่า  เชื อรหัส  RMU-RB17  สามารถทนต่ออุณหภูมิสูงได้ดีกว่า  RMU-RB16 
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4.3.2 กำรศึกษำผลของอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ที่มีผลต่อกำรเจริญของเชื อยีสต์รหัส  
RMU-RB16 และ RMU-RB17 

เพาะเลี ยงเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 และRMU-RB17 ในอาหารเหลว โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า  12  รอบต่อนาที  และแปรผันระยะเวลาในการบ่ม 

 

 
 
ภำพที ่4.4 อัตราการเจริญของเชื อยีสต์รหัส     RMU-RB16 และ    RMU-RB17 ในอาหาร

สังเคราะห์ท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส 
 

จากผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี  4.4  พบว่า เชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 และ  RMU-RB17 
มีการเจริญและเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วเข้าสู่ระยะล็อกกาลิทึม (exponential phase) ภายในเวลา 
24 ช่ัวโมง  และการเจริญของเชื อเริ่มลดลงจนถึงช่ัวโมงท่ี 72 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างเชื อยีสต์ทั ง  2  
สายพันธ์ุจะเห็นได้ชัดเจนว่า  เชื อรหัส  RMU-RB17  มีอัตราเจริญสูงกว่า  RMU-RB16  แสดงให้เห็น
ว่า  เชื อรหัส  RMU-RB17  สามารถทนต่ออุณหภูมิสูงได้ดีกว่า  RMU-RB16  สอดคล้องกับผลการ
เจริญเมื่อเพาะเลี ยงท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 

ผลจากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า อุณหภูมิท่ีเพิ่มสูงขึ นส่งผลต่อการเจริญของเชื อรหสั RMU-
RB16 และ RMU-RB17 อย่างเห็นได้ชัดเจนจากภาพท่ี 4.3-4.4 ถ้าอุณหภูมิเพิ่มสูงขึ นจะส่งผลให้เชื อ
เจริญลดลง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Cimpeanu และคณะ (2010) ท่ีได้รายงานว่าอุณหภูมิท่ีเพิ่ม
สูงขึ นเกิน 37 องศาเซลเซียส จะส่งผลต่อการเจริญของยีสต์ S. cerevisiae F7 ท าค่าดูดกลืนแสง
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 37 องศาเซลเซียส อุณหภูมิมีผลต่อสัณฐาน
วิทยา และความอยู่รอดของเซลล์ เนื่องจากอุณหภูมิสูงมีผลท าให้การแตกหน่อของยีสต์ผิดปกติ ผนัง
เซลล์เจริญไม่สมบูรณ์ การเพิ่มขนาดเซลล์ผิดปกติ มีปริมาณของเหลวในเซลล์เพิ่มขึ น ความสามารถใน
การเลือกผ่านของสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อเซลล์ลดลง ท าลายพันธะไฮโดรเจนท าให้โปรตีน และกรด
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นิวคลีอิกเส่ือมสภาพ ส่งผลให้กิจกรรมการขนส่งน  าตาลเข้าเซลล์ยีสต์ลดลงด้วย ยับยั งกระบวนการ
หายใจ และการหมัก แต่เป็นข้อดีส าหรับการหมักเอทานอล โดยพบว่า เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ นจาก 25 
เป็น 38 องศาเซลเซียส เอนไซม์จะถูกยับยั งท าให้เกิดการสะสมกรดไพรูเวต และเอทานอล โดยเฉพาะ
กิจกรรมของเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenare) เกิดได้ดีท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส (สาวิตรี, 2540) ดังนั นความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิสูงถึง  40  องศาเซลเซียส
จึงเป็นข้อดีในการใช้ยีสต์เป็นเชื อตั งต้นในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรม  เนื่องจากสามารถ
ลดค่าใช้จ่ายในการหล่อเย็นเพื่อระบายความร้อนของถังหมัก  ลดความเส่ียงของการปนเป้ือนจาก
แบคทีเรีย  และเพิ่มอัตราการเปล่ียนน  าตาลเป็นเอทานอลท าให้เพิ่มการผลิตเอทานอล รายงานยีสต์ท่ี
ทนอุณหภูมิสูงหลายสายพันธ์ุ  เช่น  Kluyveromyces  marxianus, Pichia  spp., Candida  spp.  
และ  Saccharomyces  cerevisiae   
 

4.3 ผลกำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลของเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 
และ  RMU-RB17 

 
ศึกษาความสามารถของการผลิตเอทานอลของเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16 และ RMU-RB17 

ท่ีอุณหภูมิสูง โดยแปรผันอุณหภูมิ 37  และ 40 องศาเซลเซียส ในอาหารหมักท่ีมีแหล่งคาร์บอนเป็น
น  าตาลกลูโคสความเข้มข้นเริ่มต้น 180 กรัมต่อลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตรของ
อาหารหมัก 100 มิลลิลิตร ใช้เชื อยีสต์เริ่มต้นความหนาแน่นเซลล์ท่ีมีค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 1.0 
ปริมาตร 10 % (v/v) อัตราเขย่า 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แสดงตารางท่ี  4.5   
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ตำรำงที่  4.5  ปริมาณเอทานอล  และผลได้ทางทฤษฎีของเชื อยีสต์รหัส  RMU-RB16  และ  RMU- 
                  RB17 ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 

สำยพันธุย์ีสต์ ระยะเวลำบ่ม เอทำนอล ผลได้ทำงทฤษฎี 
RMU-RB16 12 8.04 15.76 

  24 10.71 21 

  36 11.78 23.1 

  48 12.91 25.31 

  60 13.01 25.51 

  72 14.4 28.24 

RMU-RB17 12 10.01 19.63 

  24 13.78 27.02 

  36 16.44 32.24 

  48 16.94 33.22 

  60 18.3 35.88 

  72 22.4 43.92 
 
ตำรำงที่  4.6  ปริมาณเอทานอล  และผลได้ทางทฤษฎีของเชื อยีสต์รหัส  RMU-RB16  และ  RMU- 
                  RB17 ท่ีอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส 

สำยพันธุย์ีสต์ ระยะเวลำบ่ม เอทำนอล ผลได้ทำงทฤษฎี 
RMU-RB16 12 2.89 5.66 

  24 3.53 6.92 

  36 4.02 7.88 

  48 4.24 8.31 

  60 4.7 9.22 

  72 5.32 10.43 

RMU-RB17 12 2.74 5.37 

  24 3.27 6.41 

  36 4.39 8.61 

  48 6.58 12.9 

  60 6.78 13.29 

  72 8.44 16.55 
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ผลการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลและผลได้ทางทฤษฎีแสดงให้เห็นตาราง  

4.5-4.6  พบว่า  ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้มีค่าสูงสุดเท่ากับ 22.40 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทาง
ทฤษฎีเท่ากับ  43.92  เปอร์เซ็นต์) ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  และการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ  
40  องศาเซลเซียส  มีค่าสูงสุดเท่ากับ 8.44 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทางทฤษฎีเท่ากับ  16.55  
เปอร์เซ็นต์) โดยเชื อรหัส  RMU-RB17 ในขณะท่ีเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16   มีปริมาณเอทานอลท่ี
ผลิตได้มีค่าสูงสุดเท่ากับ 14.40 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทางทฤษฎีเท่ากับ  28.24  เปอร์เซ็นต์) ท่ี
อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  และการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  มีค่าสูงสุด
เท่ากับ 5.32 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทางทฤษฎีเท่ากับ  10.43  เปอร์เซ็นต์) แสดงให้เห็นว่า  เชื อ
ยีสต์ทั ง  2  สายพันธ์ุมีศักยภาพในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง 
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4.4  กำรจัดจ ำแนกเชื อยีสต์รหัส  RMU-RB16  และ  RMU-RB17 
 จ าแนกสายพันธ์ุยีสต์โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  D1/D2 ของ  26S  rDNA  
ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีการผันแปรสูง  โดยการส่งตัวอย่างเชื อยีสต์วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จากศูนย์พันธุ
วิศวกรรมแห่งชาติ  แสดงผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างยีสต์ในการทดลอง  คือ  RMU-RB16 
และ RMU-RB17  ท่ีได้จากเครื่องวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA  Sequencer) ดังภาพท่ี  4.5-
4.6 
 
AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGG 
TACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC 
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAG 
TGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAG 
CTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGA 
AAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTT 
TGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGT 
GGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGC 
CAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGT 
CT  
 
ภำพที่  4.5  แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 บน LSU rRNA gene ของยีสต์รหัสRMU-  
                RB16  
 
AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTG 
CTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTCCCTT 
GGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAGGCCCTTC 
TGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAAT 
ACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAG 
AGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCA 
CCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGA 
GAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGG 
ACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT 
 
ภำพที่  4.6  แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 บน LSU rRNA gene ของยีสต์รหัสRMU- 
                RB16
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ภำพที่  4.7  ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเชื อยีสต์รหัส  RMU-RB16  และ RMU-RB17  โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ     

                26S rDNA 

 KP966881 Saccharomyces cerevisiae CEC 21B11 

 
 KT923010 Saccharomyces cerevisiae NS-G-42 

 
 KP966895 Saccharomyces cerevisiae CEC 05A37 

 
 LC050999 Saccharomyces cerevisiae NC007  

 
 KT222661 Saccharomyces cerevisiae RVA  

 
 KU059757 Saccharomyces cerevisiae SSJ01KKU  

  RMU-RB16 

 NG042623 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 

 
 AY305680 Issatchenkia orientalis G9p1 

 
 DQ869074 Issatchenkia orientalis WQGB51 

  RMU-RB17 

 U76347 Pichia kudriavzevii 

 
 KM279372 Pichia kudriavzevii  Y1S2 

 
 JX645718 Pichia kudriavzevii Y4  

 
 AB550111 Pichia kudriavzevii  LY2-3 

 
 GU129690 Pichia kudriavzevii m-6  

 

67 

100 

100 

0.02 
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ผลความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการดังภาพท่ี 4.7  พบว่า  เชื อรหัส  RMU-RB16  มี
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ  Saccharomyces  cerevisiae  จึงสามารถจัดจ าแนกเป็น  
Saccharomyces  cerevisiae  RMU-RB16  และเชื อรหัส  RMU-RB17  มีความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการใกล้ชิดกับ Pichia  kudriavzevii  จึงสามารถจัดจ าแนกเป็น  Pichia  kudriavzevii  
RMU-RB17   
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บทท่ี  5 
สรุปผลกำรทดลอง 

 
ผลการเจริญท่ีอุณหภูมิสูงของยีสต์ทั ง  2  สายพันธ์ุ  พบว่า  ยีสต์ดังกล่าวเป็นยีสต์ทน

อุณหภูมิสูงท่ีสามารถเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ นเท่ากับ  40  องศา
เซลเซียส  การเจริญของเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16  จะลดลง  แต่  RMU-RB17  ยังสามารถ
เจริญเติบโตได้ดี  และท่ีอุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียส  เชื อยีสต์รหัส RMU-RB16  ไม่สามารถเจริญได้  
และ  RMU-RB17  ยังสามารถเจริญเติบโตได้เล็กน้อย การเจริญท่ีอุณหภูมิสูงเป็นข้อดีในการใช้เป็น
เชื อตั งต้นในการผลิตเอทานอลระดับอุตสาหกรรม  เนื่องจากประเทศไทยมีภูมิอากาศแบบร้อนชื น  
และในระหว่างกระบวนการหมักจะมีอุณหภูมิเพิ่มขึ น  แนวทางแก้ไขในปัจจุบันมีค่าใช้จ่ายในการใช้
น  าหล่อเย็นเพื่อรักษาระดับอุณหภูมิให้เหมาะสมกับเชื อยีสต์ท่ัวไปท่ีเจริญท่ีอุณหภูมิไม่เกิน  28  องศา
เซลเซียส  

ความทนต่อความเข้มข้นของน  าตาลสูงสุดเท่ากับ  20-30% ยีสต์ทั ง  2  สายพันธ์ุ  พบว่า
สามารถจริญได้ปานกลาง  และความเข้มข้นเท่ากับ 5-15% สามารถเจริญได้ดี  โดยความเข้มข้น
สับสเตรทหรือแหล่งคาร์บอนมีความส าคัญในการสังเคราะห์เซลล์ และการผลิตเอทานอล การใช้
สับสเตรทท่ีมีความเข้มข้นสูงๆ ในการหมักเอทานอลมีผลช่วยลดการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆท่ี
ไม่ต้องการ 

ความเข้มข้นของเอทานอลสูงสุดเท่ากับ  15  และ 16.5% ยีสต์ทั ง  2  สายพันธ์ุสามารถจริญ
ได้ปานกลาง  และความเข้มข้นเท่ากับ 2.5-12.5% ยีสต์ทั ง 2  ไอโซเลตสารถเจริญได้ดี  โดยเอทา
นอลมีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์ เนื่องจากเอทานอลส่งผลต่อสารตัวกลางในเมแทบอลิซึม ท าให้ยีสต์
มีอัตราการสังเคราะห์โปรตีน และอาร์เอ็นเอลดลง ลดกิจกรรมของเอนไซม์ในวัฏจักรไกลโคไลซีส 
ส่งผลต่อโครงสร้างและหน้าท่ีของเย่ือหุ้มเซลล์ ดังนั รยีสต์ท่ีสามารถทนต่อความเข้มข้นของเอทานอล
ได้สูงจึงส่งผลให้ได้ผลผลิตเอทานอลเพิ่มขึ น 

ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตได้มีค่าสูงสุดเท่ากับ 22.40 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทางทฤษฎี
เท่ากับ  43.92  เปอร์เซ็นต์) ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  และการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ  40  
องศาเซลเซียส  มี ค่าสูงสุดเท่ากับ 8.44 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทางทฤษฎีเท่ากับ  16.55  
เปอร์เซ็นต์) โดยเชื อรหัส  RMU-RB17 ในขณะท่ีเชื อยีสต์รหัส RMU-RB16   มีปริมาณเอทานอลท่ี
ผลิตได้มีค่าสูงสุดเท่ากับ 14.40 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทางทฤษฎีเท่ากับ  28.24  เปอร์เซ็นต์) ท่ี
อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  และการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  มีค่าสูงสุด
เท่ากับ 5.32 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นผลได้ทางทฤษฎีเท่ากับ  10.43  เปอร์เซ็นต์) แสดงให้เห็นว่า  เชื อ
ยีสต์ทั ง  2  สายพันธ์ุมีศักยภาพในการผลิตเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง 

ผลการจัดจ าแนกทางโมเลกุลโดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  เชื อรหัส  RMU-RB16  มี
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ  Saccharomyces  cerevisiae  จึงสามารถจัดจ าแนกเป็น  
Saccharomyces  cerevisiae  RMU-RB16  และเชื อรหัส  RMU-RB17  มีความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการใกล้ชิดกับ Pichia  kudriavzevii  จึงสามารถจัดจ าแนกเป็น  Pichia  kudriavzevii  
RMU-RB17   
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ข้อเสนอแนะในกำรน ำผลกำรวิจัยไปใช ้
 ในการน าเชื อยีสต์ทนอุณหภูมิสูงทั ง  2  สายพันธ์ุไปใช้ประโยชน์อาจมีการทดสอบ
ความสามารถในการเจริญโดยใช้วัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร  เพื่อเพิ่มมูลค่าและใช้วัตถุดิบต้นทุนต่ าท่ี
มีแพร่หลายในท้องถิ่น 

 
ข้อเสนอแนะในกำรท ำวิจัยครั งต่อไป 
 ทดสอบความสามารถของเชื อในการใช้แหล่งคาร์บอนหลากหลายชนิด 
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อำหำรเลี ยงเชื อ 
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ภำคผนวก ก 
อำหำรเลี ยงเชื อ 

 
1. อำหำร Yeast Malt Broth  

Yeast extract  3  กรัม 

Malt extract  3 กรัม 
Peptone 5 กรัม 
Glucose 10 กรัม 
น  ากล่ัน   1000  มิลลิลิตร 

เตรียมโดย ช่ังสารอาหารแต่ละชนิด แล้วน ามาละลายในน  ากล่ันปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
จากนั นน าไปนึ่งฆ่าเชื อ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 
15 นาที และส าหรับการเตรียม YM agar medium ให้เติมวุ้น จ านวน 20 กรัมต่อลิตร ก่อนน าไปนึ่ง
ฆ่าเชื อ 

 
2. อำหำรหมักเพื่อผลิตเอทำนอล (Fermentation medium) 

Glucose 180 กรัม 
(NH4)2 SO4  1 กรัม 
KH2PO4 7H2O  1 กรัม 
pH  5  
น  ากล่ัน   1000  มิลลิลิตร 

เตรียมโดย ช่ังสารอาหารแต่ละชนิด แล้วน ามาละลายในน  ากล่ันปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชเท่ากับ 5 จากนั นน าไปนึ่งฆ่าเชื อ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเชื อ 
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ภำคผนวก ข 
กรำฟมำตรฐำนและกำรค ำนวณ 

 
1. กำรวิเครำะห์น  ำตำลกลูโคส และเอทำนอลโดยใช้เทคนิค HPLC 

การวิเคราะห์น  าตาลกลูโคสด้วยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) โดยใช้ Rezek RNM carbohydrate Column ขนาด 7.8x300 มิลลิลิตร (Phenomenex) 
ชะด้วย deionized distill water ท่ีอัตราการไหล (floe rate) เท่ากับ 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ
ท่ีใช้ในการแยกคือ 45 องศาเซลเซียส และตรวจวัดสารท่ีออกจากคอลัมน์ด้วย Refractive index 
detector 

 
1.1 สารมาตรฐานน  าตาลกลูโคสมี retention time ประมาณ 11.22 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพท่ี ข-1 โครมาโตแกรมสารมาตรฐานน  าตาลกลูโคสจากการวิเคราะห์ด้วย HPLC 
 
การหาปริมาณน  าตาลกลูโคสจากสารตัวอย่าง 

จากกราฟมาตรฐานของน  าตาลกลูโคสจะได้สมการ y = 286658x + 4202.9 
โดย      y คือ พื นท่ีท่ี retention time ประมาฯ 11.22 นาที 

            X คือ ความเข้มข้นของกลูโคส (กรัมต่อลิตร) 
สามารถค านวณหาปริมาณกลูโคสได้ดังนี  
 

กลูโคส (กรัมต่อลิตร) =  
 
 

 

Area - 4202.9 
286658 

 

Area 
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ภำพท่ี ข-2  กราฟมาตรฐานกลูโคสและสมการจากการวิเคราะห์ HPLC 

1.2 สารมาตรฐานเอทานอลมี retention time ประมาณ 27.10 นาที 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี ข-3  โครมาโตแกรมสารมาตรฐานเอทานอลจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 
 
การหาปริมาณเอทานอลจากสารตัวอย่าง 

จากกราฟมาตรฐานของเอทานอลจะได้สมการ y = 1000000x - 67069 
โดย      y คือ พื นท่ีท่ี retention time ประมาณ 27.10 นาที 

            X คือ ความเข้มข้นของเอทานอล (%v/v) 
สามารถค านวณหาปริมาณเอทานอลได้ดังนี  
 

เอทานอล (%v/v) =  
 

 

y = 286658x + 4202.9
R² = 0.9999
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ภำพท่ี ข-4  กราฟมาตรฐานเอทานอลและสมการจากการวิเคราะห์ HPLC 
 

เปล่ียนหน่วยจากร้อยละโดยปริมาตร (%v/v ) เป็นกรัมต่อลิตร (g/L) ดังนี  

  C = 

 

โดย   C    คือ  ความเข้มข้นของเอทานอล (mol/dm3) 
        D   คือ  ความหนาแน่นของเอทานอล เท่ากับ 0.789 g/cm3 

        x    คือ  ร้อยละโดยปริมาตร 
        M   คือ  มวลโมเลกุลเอทานอล เท่ากับ 46.07 g/mol 
 
เปล่ียนสมการให้หน่วยเป็นกรัมต่อลิตรได้ว่า 

ปริมาณเอทานอล (g/L) = 10Dx 
 

 

 

 

 

Area 

เอทานอล (%v/v) 

10Dx 

M 



48 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำคผนวก  ค 

กำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
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ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีสต�รหัส RBM16 กับฐานข#อมูลใน GenBank 
 
>NG042623 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632T 28S rRNA, partial sequence; from TYPE 
material  
Sequence ID: ref|NG_042623.1|Length: 3284Number of Matches: 1 
Range 1: 1 to 578GenBankGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1068 bits(578) 0.0() 578/578(100%) 0/578(0%) Plus/Plus  

Query = RBM16 
Sbjct = NG042623 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632T = CBS 1171T (Type strain) 
 
Query  1    AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
 
Query  61   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  120 
 
Query  121  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  180 
 
Query  181  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240 
 
Query  241  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300 
 
Query  301  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360 
 
Query  361  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  420 
 
Query  421  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  480 
 
Query  481  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  540 
 
Query  541  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  578 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  578 
 
>KP768108 Saccharomyces cerevisiae isolate DEST5-D2-T4-3 26S ribosomal RNA gene, 
partial sequence  
Sequence ID: gb|KP768108.1|Length: 924Number of Matches: 1 
Range 1: 39 to 616GenBankGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1068 bits(578) 0.0() 578/578(100%) 0/578(0%) Plus/Plus  

Query = RBM16 
Sbjct = KP768108 Saccharomyces cerevisiae isolate DEST5-D2-T4-3 
 
Query  1    AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  39   AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  98 
 
Query  61   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  99   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  158 
 
Query  121  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  159  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  218 



 
Query  181  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  219  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  278 
 
Query  241  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  279  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  338 
 
Query  301  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  339  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  398 
 
Query  361  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  399  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  458 
 
Query  421  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  459  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  518 
 
Query  481  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  519  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  578 
 
Query  541  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  578 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  579  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  616 
 
>KP768095 Saccharomyces cerevisiae isolate D4-1 26S ribosomal RNA gene, partial 
sequence  
Sequence ID: gb|KP768095.1|Length: 762Number of Matches: 1 
Related Information 
Range 1: 8 to 585GenBankGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1068 bits(578) 0.0() 578/578(100%) 0/578(0%) Plus/Plus  

Query = RBM16 
Sbjct = KP768095 Saccharomyces cerevisiae isolate D4-1 
 
Query  1    AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  8    AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  67 
 
Query  61   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  68   CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  127 
 
Query  121  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  128  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  187 
 
Query  181  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  188  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  247 
 
Query  241  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  248  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  307 
 
Query  301  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  308  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  367 
 
Query  361  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  368  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  427 
 
Query  421  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  428  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  487 
 
Query  481  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  488  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  547 



 
Query  541  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  578 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  548  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  585 
 
 
>CP011558 Saccharomyces cerevisiae strain ySR127 chromosome XII, complete sequence  
Sequence ID: gb|CP011558.1|Length: 1062294Number of Matches: 2 
Range 1: 454424 to 455001GenBankGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1068 bits(578) 0.0() 578/578(100%) 0/578(0%) Plus/Minus  

Query = RBM16 
Sbjct = CP011558 Saccharomyces cerevisiae strain ySR127 
 
Query  1       AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  455001  AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  454942 
 
Query  61      CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  120 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454941  CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  454882 
 
Query  121     CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  180 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454881  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  454822 
 
Query  181     TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454821  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  454762 
 
Query  241     TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454761  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  454702 
 
Query  301     AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454701  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  454642 
 
Query  361     GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  420 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454641  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  454582 
 
Query  421     ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  480 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454581  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  454522 
 
Query  481     TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  540 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454521  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  454462 
 
Query  541     TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  578 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  454461  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  454424 
 
 
 
Range 2: 463561 to 464138GenBankGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #2 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1068 bits(578) 0.0() 578/578(100%) 0/578(0%) Plus/Minus  

Features: 
Query  1       AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  60 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  464138  AAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT  464079 
 
Query  61      CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  120 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  464078  CTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGT  464019 
 
Query  121     CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  180 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  464018  CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGG  463959 
 



Query  181     TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  240 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  463958  TTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG  463899 
 
Query  241     TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  300 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  463898  TAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG  463839 
 
Query  301     AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  360 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  463838  AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG  463779 
 
Query  361     GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  420 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  463778  GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGC  463719 
 
Query  421     ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  480 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  463718  ATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCC  463659 
 
Query  481     TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  540 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  463658  TCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG  463599 
 
Query  541     TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  578 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  463598  TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCT  463561 
 



ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีสต�รหัส RBM17 กับฐานข#อมูลใน GenBank 
>U76347 Pichia kudriavzevii CBS 5147T 26S ribosomal RNA gene, partial sequence  
Length: 564Number of Matches: 1 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1042 bits(564) 0.0() 564/564(100%) 0/564(0%) Plus/Plus  

Query = RBM17 
Sbjct = U76347 Pichia kudriavzevii CBS 5147T (Type strain) 
 
Query  1    AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  60 
 
Query  61   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  120 
 
Query  121  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  180 
 
Query  181  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  240 
 
Query  241  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  300 
 
Query  301  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  360 
 
Query  361  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  420 
 
Query  421  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  480 
 
Query  481  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  540 
 
Query  541  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGC  564 
            |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGC  564 
 
>LC015298 Pichia kudriavzevii isolate: Y14_302, gene for 26S rRNA, partial sequence  
Length: 582Number of Matches: 1 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1055 bits(571) 0.0() 571/571(100%) 0/571(0%) Plus/Plus  

Query = RBM17 
Sbjct = LC015298 Pichia kudriavzevii isolate: Y14_302 
 
Query  1    AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  11   AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  70 
 
Query  61   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  71   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  130 
 
Query  121  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  131  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  190 
 
Query  181  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  191  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  250 
 



Query  241  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  251  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  310 
 
Query  301  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  311  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  370 
 
Query  361  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  371  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  430 
 
Query  421  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  431  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  490 
 
Query  481  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  491  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  550 
 
Query  541  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  571 
            ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  551  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  581 
 
>LC015295 Pichia kudriavzevii isolate: Y14_190, gene for 26S rRNA, partial sequence  
Length: 580 Number of Matches: 1 
  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1055 bits(571) 0.0() 571/571(100%) 0/571(0%) Plus/Plus  

Query = RBM17 
Sbjct = LC015295 Pichia kudriavzevii isolate: Y14_190 
 
Query  1    AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  9    AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  68 
 
Query  61   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  69   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  128 
 
Query  121  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  129  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  188 
 
Query  181  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  189  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  248 
 
Query  241  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  249  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  308 
 
Query  301  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  309  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  368 
 
Query  361  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  369  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  428 
 
Query  421  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  429  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  488 
 
Query  481  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  489  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  548 
 
Query  541  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  571 
            ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  549  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  579 
 
 
 



>LC014798 Pichia kudriavzevii isolate: EF1, genes for ITS2, 26S rRNA, partial sequence 
Length: 1465 Number of Matches: 1 
Related Information 
Range 1: 622 to 1192GenBankGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1055 bits(571) 0.0() 571/571(100%) 0/571(0%) Plus/Plus  

Query = RBM17 
Sbjct = LC014798 Pichia kudriavzevii isolate: EF1 
 
Query  1     AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  622   AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  681 
 
Query  61    CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  682   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  741 
 
Query  121   AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  742   AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  801 
 
Query  181   TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  802   TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  861 
 
Query  241   CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  862   CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  921 
 
Query  301   AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  922   AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  981 
 
Query  361   CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  982   CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  1041 
 
Query  421   GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1042  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  1101 
 
Query  481   ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1102  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  1161 
 
Query  541   GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  571 
             ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1162  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  1192 
 
>KF811416 Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 28S ribosomal RNA gene, 
partial sequence  
Length: 596 Number of Matches: 1 

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

1055 bits(571) 0.0() 571/571(100%) 0/571(0%) Plus/Plus  

Query = RBM17 
Sbjct = KF811416 Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 
 
Query  1    AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  26   AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAT  85 
 
Query  61   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  86   CGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA  145 
 
Query  121  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  146  AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAG  205 
 
Query  181  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  206  TGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC  265 



 
Query  241  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  266  CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATG  325 
 
Query  301  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  326  AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG  385 
 
Query  361  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  386  CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTG  445 
 
Query  421  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  446  GGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTT  505 
 
Query  481  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  506  ATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGAT  565 
 
Query  541  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  571 
            ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  566  GCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTT  596 
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ภาคผนวก  ง 

การสร้างต้นไม้วิวัฒนาการ 
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การสร้างต้นไม้วิวัฒนาการ 

 

1. เรียกดูล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์จำกฐำนข้อมูล 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed โดยเลือก search : nucleotide และใส่ข้อมูลท่ีจะ
ค้นหำเป็นช่ือทำงวิทยำศำสตร์ของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ ตำมด้วย AND  cytochrome b เช่น “Homo  
sapiens  AND  cytochrome  b” 

2. หลังจำกนั้นให้เลือก FASTA 

3. หน้ำจอจะแสดง nucleotide  sequence ในรูปแบบ FASTA  format ให้บันทึกไว้ในรูป  
(.text) โดยพิมพ์ช่ือ >”ช่ือ” แล้วลงมำอีกบรรทัด  ใส่ nucleotide  sequence และเมื่อจะใส่ช่ือของ
ส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนก็ให้เว้น  1  บรรทัดแล้วท ำเช่นเดียวกัน  

4. เปิดโปรแกรม BioEdit ซึ่งสำมำรถดำวน์โหลดได้จำก 
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html  

5. เริ่ม  alignment โดยเลือก  File>New  Alignment ท่ีแถบเมนู 
6. หน้ำต่ำงจะเปล่ียนไป  หลังจำกนั้นเลือก  File>Import>Sequence  alignment  file   

แล้วเปิดไฟล์  sequence  ท่ีบันทึกไว้ 

7. Nucleotide  sequence จะแสดลงในช่องขวำมือ  ซึ่งตรงกับช่ือในช่องซ้ำยมือ  หลังจำกนั้น 

เลือก  Accessory  Application>ClustalW  Multiple  Alignment 

8. เมื่อหน้ำต่ำงขึ้นมำให้กดปุ่ม  RunClustalW  แล้วโปรแกรมจะขึ้นหน้ำต่ำง  Command  

ขึ้นมำรอจนกำร  alignment  เสร็จ 

9. หลังจำกนั้นเลือก  Acessory  Application>DNAmk  DNA  Maximum  likelihood   

program  with  molecular  clock จำกนั้นกดปุ่ม  Run  Application  โปรแกรมจะขึ้นหน้ำต่ำง  
Command  ขึ้นมำรอจนเสร็จ 

10. กดย่อหน้ำต่ำงย่อยลงไปจะพบอีกหน้ำต่ำงท่ีแสดง Phylogenetic  tree 

11. Copy Phylogenetic  tree วำงลงในโปรแกรม  word แล้วพิมพ์รำยช่ือส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด 

ท่ีแสดงค่ำเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือน (% similarity) ในแต่ละกิ่งก้ำนของ Phylogenetic  tree 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed%20โดย
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

