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ศึกษาความหลากหลายของยีสตทีใ่ชไซโลสเพ่ือการเจริญโดยการแยกยีสจากตัวอยาง ดิน, 

สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ จํานวน 79 ตัวอยางโดยใชเทคนิคการ

เพ่ิมจํานวนในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลงคารบอนได 133 ไอโซเลต เม่ือจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และวิเคราะห

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ พบวา 108 ไอโซเลต (คิดเปน 81.2 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปน

ยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสที่รูจักแลวโดย 73 ไอโซเลต จัดเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 18 สปชีส ใน 8 

สกุล คือ Barnettozyma californica, Candida blankii, C. coipomoensis, C. maltosa, C. membranifaciens, C. 

pseudointermedia, C. pseudolambica, C. pyralidae, C. tropicalis, Debaryomyces fabryi, D. nepalensis, 

Geotrichum silvicola, Lindnera rhodanensis, L. saturnus, P caribbica, P. kudriavzevii, Saturnispora saitoi 

และ Zygoascus hellenicus สวนอีก 35 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 8 สปชีส ใน 2 สกุล 

คือ Cryptococcus heveanensis, Cryp. humicola, Cryp. laurentii, Cryp. terrestris, Trichosporon asahii, T. 

moniliiforme, T. mycotoxinivorans และ T. terricola  ในบรรดาไอโซเลตที่เหลือพบวามี 11 ไอโซเลต (คิดเปน 

8.3 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) เหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย โดย 3 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสทีเ่ปน

แอสโคมัยซีตัสยีสต คือ Candida sp. NRRL Y-27159, Geotrichum sp. LY16, Geotrichum sp. LY5 และ 8      

ไอโซเลต เหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต คือ Cryptococcus cf. podzolicus และ Trichosporon sp. 

CBS 8686 มี 5 ไอโซเลต (คิดเปน 3.8 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) ที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสต     

สปชีสใหมซ่ึงใกลเคียงที่สุดกับ C. solani, G. silvicola, S. lactativora, Z. hellenicus และ T. mycotoxinivorans 

นอกจากนี้พบวา 9 ไอโซเลต (คิดเปน 6.8 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 7 สปชีส คือ 

Candida sp. A6-2, Candida sp. NT31, Candida sp. NT36, Candida sp. NT40, Candida sp. KU-Xs34, 

Candida saraburiensis sp. nov., และ Pichia sp. NT29 

 

การคัดเลือกยีสตทีห่มักเอทานอลจากไซโลส พบวามียีสตที่สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสเพียง 

 8 ไอโซเลต ใน 3 สปชีส คือ Candida blankii (ไอโซเลต A6-1, A8-1 และ A8-2), Candida saraburiensis sp. 

nov. (KU-Xs13T, KU-Xs18 และ KU-Xs20) และ Zygoascus hellenicus (ไอโซเลต SN1-1 และ SN1-4) ซ่ึงผลิต       

เอทานอล 0.98-1.78 กรัมตอลิตร เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth ในฟลาสกและบมแบบเขยา   

ที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 96 ช่ัวโมง 
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Diversity of xylose-utilizing yeast was studied by isolation of yeast using enrichment technique in 

D-Xylose medium and identification of yeast isolates by sequences analysis of the D1/D2 domain of the LSU 

rRNA gene and phylogeny. A total of 133 xylose-utilizing yeast strains were obtained from 79 samples of 

soils, plants and decaying agricultural residues, and others collected in various areas of Thailand. A total of 

108 isolates (81.2 %) were identified to be described species. Seventy-three isolates were assigned to 18 

described species in eight genera of the phylum Ascomycota consisted of Barnettozyma californica, Candida 

blankii, C. coipomoensis, C. maltosa, C. membranifaciens, C. pseudointermedia, C. pseudolambica, C. 

pyralidae, C. tropicalis, Debaryomyces fabryi, D. nepalensis, Geotrichum silvicola, Lindnera rhodanensis, L. 

saturnus, P caribbica, P. kudriavzevii, Saturnispora saitoi and Zygoascus hellenicus. Thirty-five isolates were 

assigned to nine described species in two genera of the phylum Basidiomycota consisted of Cryptococcus 

heveanensis, Cryp. humicola, Cryp. laurentii, Cryp. terrestris, Trichosporon asahii, T. moniliiforme, T. 

mycotoxinivorans and T. terricola. Eleven isolates (8.3 %) were similar to the undescribed species via three 

isolates were similar to three ascomycetous yeast species namely Candida sp. NRRL Y-27159, Geotrichum 

sp. LY16 and Geotrichum sp. LY5, and eight isolates were similar to two basidiomycetous yeast species 

namely Cryptococcus cf. podzolicus and Trichosporon sp. CBS 8686. Five isolates (3.8%) could be identified 

as known or new species, which were closest to C. solani, G. silvicola, Sporopachydermia lactativora, Z. 

hellenicus and T. mycotoxinivorans. Whereas the other nine isolates were identified to be seven new species  

i.e. Candida sp. A6-2, Candida sp. NT31, Candida sp. NT36, Candida sp. NT40, Candida sp. KU-Xs34, 

Candida saraburiensis sp. nov., and Pichia sp. NT29.  

 

Selection for D-Xylose fermenting yeast was carried out and the results revealed that only eight 

isolates of three yeast species could ferment D-xylose to ethanol. They were Candida blankii (A6-1, A8-1 and 

A8-2), Candida saraburiensis sp. nov. (KU-Xs13T, KU-Xs18 and KU-Xs20) and Zygoascus hellenicus  

(SN1-1 and SN1-4). These isolates produced ethanol at 0.98-1.78 g/l when cultivation in 4% D-Xylose-YP 

broth on a rotary shaker at 30°C for 96 h.  
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ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 71 

8 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. A6-2T 74 

9 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, 

KU-Xs20 และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดใน

โดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 76 

10 สัณฐานวิทยาของ Candida saraburiensis sp. nov. (KU-Xs13T) 79 



 

 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพท่ี หนา 

  

11 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs34T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 80 

12 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. KU-Xs34T 83 

13 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT29T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 84 

14 สัณฐานวิทยาของ Pichia sp. NT29T 87 

15 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT31T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 88 

16 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT31T 91 

17 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT36T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 92 

18 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT36T 95 

19 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT40T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 96 

20 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT40T 99 

21 ความเขมขนของเอทานอลและการเจริญของ Candida saraburiensis sp. nov. 

ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20, Scheffersomyces stipitis CBS 

5773 และ Saccharomyces cerevisiae M30 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 4% D-

Xylose-YP broth 112 

 

 

 



 

 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพท่ี หนา 

  

22 ความเขมขนของเอทานอลและการเจริญของ Candida saraburiensis sp. nov. 

ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20, Scheffersomyces stipitis CBS 

5773 และ Saccharomyces cerevisiae M30 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 8% D-

Xylose-YP broth 113 
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ความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสและการคัดเลือกหายีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลส 

 

Diversity of Xylose Utilizing Yeast and Selection of Xylose Fermenting  

Yeast Strains for Ethanol Production 

 

คํานํา 

 

ปจจุบันความตองการพลังงานเชื้อเพลิงมีมากขึ้นทั้งเพื่อการอุตสาหกรรมและการคมนาคม

ขนสง ในขณะที่มีวิกฤตพลังงานเชื้อเพลิงจากฟอสซิลที่ใกลหมดและมีราคาสูง เปนเหตุใหประเทศ

ตางๆ ทั่วโลกต่ืนตัวในการหาพลังงานทดแทนที่สามารถผลิตไดเองภายในประเทศ ประเทศไทยได

เล็งเห็นความสําคัญของปญหาน้ีเชนกัน และเน่ืองจากประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม แหลง

ของพลังงานทดแทนที่เหมาะสมชนิดหน่ึง คือ ชีวมวล โดยพลังงานจากชีวมวลที่มีการผลิตใชมาก

ในปจจุบัน คือ เอทานอล ซึ่งสวนใหญผลิตจากกากนํ้าตาล และมันสําปะหลัง ในขณะน้ีเอทานอลใช

เปนเชิงเพลิงโดยการนําไปผสมกับเบนซินในรูปของแกสโซฮอล สงผลใหอุตสาหกรรมการผลิต   

เอทานอลของประเทศไทยขยายตัวอยางมาก ความตองการใชเอทานอลที่สูงขึ้นน้ัน ทําใหเกิดความ

วิตกกังวลพืชอาหารอาจถูกนําไปใชผลิตเอทานอลจนทําใหเกิดการขาดแคลน ดังน้ันจึงมีการหา

วัตถุดิบชนิดใหม วัตถุดิบที่กําลังไดรับความสนใจ คือ วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน ฟางขาว 

ชานออย และซังขาวโพด เน่ืองจากมีราคาถูกและมีปริมาณมาก วัสดุเหลาน้ีหากสามารถนํามาใช

เปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได นอกจากจะชวยทําใหตนทุนการผลิตเอทานอลตํ่าและลดปญหา

การขาดแคลนพืชอาหารแลวยังชวยการกําจัดวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเหลาน้ีอีกดวย  

 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนแหลงของลิกโนเซลลูโลส ที่ประกอบดวยลิกนิน เซลลูโลส 

และเฮมิเซลลูโลส เมื่อทําการยอย (hydrolysis) จะไดนํ้าตาลกลูโคสและไซโลสเปนองคประกอบ

หลัก โดยปกติอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลใชยีสต Saccharomyces cerevisiae สําหรับการหมัก

กลูโคสเปนเอทานอล แตยีสตสปชีสน้ีไมสามารถใชและหมักไซโลสเปนเอทานอลได ยีสตที่

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสที่รูจักมีเพียงไมกี่ชนิด เชน Candida shehatae, Scheffersomyces 

(Pichia) stipitis  และ Pachysolen tannophilus และยังใหผลผลิตเอทานอลคอนขางตํ่า ทําใหมีการ

วิจัยเพื่อพัฒนายีสต S. cerevisiae ใหสามารถหมักไซโลส ในขณะที่การหายีสตสายพันธุใหมที่

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสไดดีกวาสายพันธุที่มีรายงานอยูเดิมเปนอีกแนวทางหน่ึงที่จะ

ไดมาซึ่งสายพันธุที่เหมาะสมกับการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทน้ี
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การศึกษาความหลากหลายของยีสตในประเทศไทยมีอยางตอเน่ืองในระยะเวลา 10 ปที่ผาน

มา โดยไดมีการรายงานทั้งการพบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว (described species) หรือรูจักแลว 

(known species) และการคนพบยีสตสปชีสใหม (novel species) การศึกษาสวนใหญทําโดยการแยก

ยีสตจากแหลงตางๆ โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน ในขณะที่ยังไมมีการศึกษา

ความหลากหลายของยีสตที่สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญและการหมักเอทานอลในประเทศไทย 

ดังน้ันจึงไดทําการศึกษาความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญในแหลงที่อยูตางๆ โดย

แยกยีสตจากแหลงที่อยู และทําการจัดจําแนกเพื่อระบุชนิด นอกจากน้ันทําการเลือกสายพันธุที่

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสได เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานและรวบรวมสายพันธุไวเพื่อใช

ประโยชนในโอกาสตอไป  
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วัตถุประสงค 

 

1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญ ดวยการแยกและจัดจําแนก

โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลและการวิเคราะหไฟโลจีนี 

 

2. เพื่อคัดเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

3. เพื่อคนหายีสตสปชีสใหมที่ยังไมเคยมีรายงาน จัดจําแนก ต้ังชื่อ และรายงานยีสตสปชีส

ใหมโดยอาศัยอนุกรมวิธานพอลีฟาซิก (polyphasic taxonomy) ซึ่งประกอบดวยอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุล อนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี 
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การตรวจเอกสาร 

 

1. ไซโลสและการนํามาใชประโยชน 

 

ไซโลส (C5H10O5) เปนนํ้าตาลอัสโดเพนโตส มีนํ้าหนักโมเลกุล 150.13 มีรสหวาน มี 

จุดหลอมเหลว 144-145 องศาเซลเซียส เปนนํ้าตาลที่มีปริมาณมากเปนอันดับสองรองจากกลูโคส 

พบไดทั่วไปในพืชทั้งไมเน้ือออนและไมเน้ือแข็งและพบมากในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน 

ฟางขาว กากออย กากขาวโพด ซึ่งเปนวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยไซโลสจะอยูในรูปของ 

โพลิเมอรไซแลนรวมกับโพลิเมอรอ่ืนๆ เชน กลูแคน , แมนแนน, อะราบิแนนและกาแลคแตน  

ในสวนของเฮมิเซลลูโลสซึ่งเปนองคประกอบในชั้น middle lamella ของพืช ไมเน้ือแข็งจะมีเฮมิ

เซลลูโลสเปนองคประกอบประมาณ 26 เปอรเซนตและ 22 เปอรเซนตในไมเน้ือออน วัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรประกอบดวยเฮมิเซลลูโลสประมาณ 30 เปอรเซนต โดยไซแลนจะมีมากในไมเน้ือ

แข็ง (11-25 เปอรเซนตของเฮมิเซลลูโลส) มากกวาไมเน้ือออน (3-8 เปอรเซนตของเฮมิเซลลูโลส) 

(Mishra and Singh, 1993) ไซแลนประกอบดวย ดี-ไซโลส ประมาณ 85-90 เปอรเซนต และสารอ่ืน

อีกเล็กนอย เชน อะราบิโนส และกรดกลูโคนิค (Lachke, 2002) 

 

 
 

ภาพท่ี 1  แสดงโครงสรางของไซแลน 

 

ท่ีมา: Lachke (2002)  

 

 ปจจุบันมีความพยายามที่จะนําวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใชประโยชน เชน ใชในการ

เพาะเห็ด ใชเปนอาหารสัตว ใชในอุตสาหกรรมกระดาษ และใชเปนซับสเตรตของจุลินทรีย ไดแก 

แบคทีเรีย ราและยีสต โดยการไฮโดรไลซิสโพลิเมอรที่เปนองคประกอบ คือ เซลลูโลสและ 

เฮมิเซลลูโลสดวยกรดหรือเอนไซมเปนนํ้าตาลกลูโคสและไซโลส สําหรับผลิตผลิตภัณฑที่มีมูลคา

ทางเศรษฐกิจ เชน ไซลิทอล (Carvalho et al., 2002), เอทานอล (Hahn-Hagerdal et al, 2006)   

และกรดแอซิติก (Doran-Peterson et al., 2008) เน่ืองจากมีปริมาณมากและราคาถูก  
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2. ยีสต 

 

ยีสต เปนสมาชิกของอาณาจักรฟงไจที่สามารถดํารงชีวิตแบบเซลลเด่ียวได มีรูปรางหลาย

แบบ เชน รูปรางกลม รี สามเหลี่ยม รูปรางแบบมะนาวฝร่ัง แบบคณโฑ หรือยาว เปนตน มีขนาด

ประมาณ 5-10 µm ยีสตบางชนิดมีการสรางเสนใยเทียม (pseudomycelium) บางชนิดสรางเสนใยแท 

(true mycelium) มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยวิธีการแตกหนอ (budding) หรือการแบงเซลล

แบบ fission เมื่อศึกษาการสืบพันธุแบบอาศัยเพศสามารถจัดจําแนกยีสตออกเปน 2 กลุมใหญ คือ

แอสโคมัยซีตัสยีสตซึ่งมีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยสรางแอสโคสปอร (ascospore) และแบสิดิ

โอมัยซีตัสยีสตซึ่งมีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยการสรางแบสิดิโอสปอร (basidiospore) 

(Kurtzman and Fell, 1998) 

 

ยีสตสวนใหญใชสารอินทรียเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนในการเกิดเมแทบอลิซึม

สรางแมแทบอไลตปฐมภูมิ (primary metabolites) ที่จําเปนตอรางกาย และแมแทบอไลตทุติยภูมิ 

(secondary metabolites) ที่ไมจําเปนตอการเจริญ ไมสามารถสังเคราะหแสงและไมตรึงไนโตรเจน 

ยีสตพบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน ดิน, นํ้า, พืช, สัตว, เห็ด และในสิ่งที่มนุษยสรางขึ้น เชน 

เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอลอาหารหมัก อาหารที่มีความเขมขนของนํ้าตาลหรือเกลือสูง (สาวิตรี, 2549) 

โดยยีสตแตละชนิดหรือแตละกลุมมีแหลงที่อยู (habitat) ที่แนนอนซึ่งขึ้นอยูกับลักษณะสรีรวิทยา

ของยีสต ไดแก ความสามารถในการใชสารประกอบบางชนิดและความสามารถในการเจริญใน

สภาวะแวดลอมน้ันๆ (Lachance and Starmer, 1998) 

 

ในการผลิตผลิตภัณฑทางชีวภาพเพื่อการบริโภคนิยมใชยีสตเน่ืองจากผลิตภัณฑที่ผลิตจาก

ยีสตหลายสายพันธุที่ไดรับการรับรองจากองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาวาเปน “GRAS” 

(generally recognized as safe) เชน Saccharomyces cerevisiae ใชเปนยีสตขนมปงและผลิต

เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล, Candida utilis ใชในการผลิตยีสตอาหารคนและยีสตอาหารสัตว, Candida 

guilliermondii และ Candida lipolytica ใชผลิตกรดแลกติก, Kluyveromyces lactis และ Candida 

pseudotropicalis ใชผลิตเอนไซมแลกเทสสําหรับไฮโดรไลซิสแลกโทสในนมเปนกลูโคสและ 

กาแลคโตส ตามลําดับ (U. S. Food and Drug Administration, 2001) นอกจากน้ียังมีผลิตภัณฑหลาย

ชนิดที่มีการผลิตโดยยีสตและสามารถนําไปผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป เชน สารใหความ

หวาน เชน อะราบิทอล, อิริทริทอล และไซลิทอล, สารใหสี เชน แอสตาแซนทิน และแอลฟา-คาโร

ทีนอยด, พอลีแซ็กคาไรดพวกฟอสโฟแมนแนนและพูลลูแลน, กรดอะมิโนแอล-ฟนิลอะรานีน และ

สารใหกลิ่นรส (สาวิตรี, 2549; Demain et al., 1998)
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3. การศึกษาความหลากหลายของยีสตในประเทศไทย 

 

การสํารวจความหลากหลายของจุลินทรียในแตละแหลงที่อยูมีประโยชนหลายประการ 

เน่ืองจาก จุลินทรียบางสายพันธุผลิตผลิตภัณฑที่มีความสําคัญและมีศักยภาพสูงสําหรับ

อุตสาหกรรมดังเชนที่กลาวมาแลว จุลินทรียหลายชนิดมีบทบาทสําคัญในการเปลี่ยนแปลงธาตุ

อาหารและพลังงาน ทําใหระบบนิเวศปาไม (forest ecosystem) ระบบนิเวศเกษตร (agricultural 

ecosystem) ระบบนิเวศประมง (fishery ecosystem) ยังคงสภาพเดิม จุลินทรียบางชนิดทําลายสารพิษ

จากของเหลือใชตางๆ ในธรรมชาติ ซึ่งการศึกษาความหลากหลายของยีสตหรือจุลินทรียอ่ืนๆ 

สามารถทําได 2 วิธี คือแยกเชื้อจากธรรมชาติโดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่หมายถึง 

Culture dependence technique หรือการสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งแวดลอมโดยตรงไมตองทําการเพาะเลี้ยง

บนอาหาร ที่หมายถึง Culture independence technique การเลือกวิธีในการศึกษาความหลากหลาย

ขึ้นอยูกับจุดประสงคของงานแตถาสามารถแยกจุลินทรียเหลาน้ันออกมาจากแหลงอาศัยและนํามา

เก็บรักษาไวจะเปนประโยชนในการนํายีสตไปใชประโยชนมากกวา (สาวิตรี, 2549)  

 

เน่ืองจากยีสตไมใชจุลินทรียชนิดเดียวที่มีอยูในธรรมชาติและในการจัดจําแนกยีสตตองใช

เชื้อบริสุทธิ์ ดังน้ันจึงตองกําหนดใหชัดเจนวาตองการที่จะหาเชื้อทั้งหมดที่เปนองคประกอบใน

แหลงที่อยูน้ันหรือตองการรูถึงเชื้อที่มีความสําคัญที่สุดในแหลงที่อยูน้ัน โดยออกแบบอาหารเลี้ยง

เชื้อใหมีองคประกอบเหมาะสม สงเสริมการเจริญของยีสตและสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ชนิดอ่ืน ๆ มีองคประกอบและสภาวะแวดลอมใกลเคียงกับแหลงที่แยกหรือจําเพาะแหลงคารบอน 

ขึ้นอยูกับความตองการนํายีสตที่แยกไดไปใชประโยชน ซึ่งอาหารที่เหมาะสมและนิยมแยกยีสต คือ 

อาหาร yeast extract malt extract agar ซึ่งมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน (Lachance and Starmer, 

1998) 

 

การศึกษาความหลากหลายของยีสตที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติ เชน ดิน นํ้า พืช เห็ด ซึ่ง

เก็บในประเทศไทย มีการรายงานและเสนอสปชีสใหมอยางตอเน่ืองในชวงระยะเวลา 10 ปที่ผานมา 

โดยทําการแยกยีสตโดยการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast extract malt extract broth ซึ่งมีกลูโคสเปน

แหลงคารบอน ปรับพีเอช 3.7-3.8 ดวยกรดเกลือ 1 นอรมอล เติมสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล 

100-200 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและโซเดียมโพรพิโอเนต  0.025-0.2 

เปอรเซ็นต เพื่อยับยั้งการเจริญของราเสนสาย และจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

ในชวงระยะเวลาดังกลาวมีรายงานการพบยีสตสปชีสรูจักแลวหรือที่มีการอธิบายแลวมากกวา 120 
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สปชีส โดยอยูในไฟลัม Ascomycota ประมาณ 100 สปชีส และไฟลัม Basidiomycota ประมาณ 20 

สปชีสที่แยกไดจากแหลงธรรมชาติในประเทศไทย (ตารางที่ 1, 2) 

 

Sumpradit (2005) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในดินจากปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ     

ปาเต็งรัง และปาสน จากอุทยานแหงชาตินํ้าหนาว สามารถแยกยีสตได 340 ไอโซเลต พบยีสตที่มี

การอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 30 สปชีส (ตารางที่ 1) และพบยีสตที่เปนสปชีสใหมหรือที่ยัง

ไมเคยมีการอธิบาย 9 สปชีส โดยไดศึกษาและเสนอเปนยีสตสปชีสใหมและไดรับตีพิมพแลว 1                         

สปชีส คือ Tetrapisispora namnaoensis sp. nov. (Sumpradit et al., 2005)  

 

Jindamorakot (2006) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในแหลงที่อยูธรรมชาติในประเทศ

ไทย โดยทําการแยกยีสตจากขุยแมลง ดอกไม ใบไม มอส เห็ด และจากแหลงที่อยูอ่ืนๆ สามารถแยก

ยีสตได 283 ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 39 สปชีส (ตารางที่ 1)  

และในไฟลัม Basidiomycota 17 สปชีส (ตารางที่ 2) และพบยีสตที่เปนสปชีสใหมหรือที่ยังไมเคยมี

การอธิบาย 21 สปชีส โดยไดศึกษาและเสนอเปนยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว 15 สปชีส คือ 

Candida easanensis sp. nov., Candida pattaniensis sp. nov., Candida nakhonratchasimensis sp. 

nov. (Jindamorakot et al., 2004), Candida thailandica sp. nov., Candida lignicola sp. nov. 

(Jindamorakot et al., 2007), Candida jaroonii sp. nov., Candida songkhlaensis sp. nov. (Imanishi 

et al., 2008), Candida hasegawae sp. nov., Candida kazuoi sp. nov. (Nakase et al., 2007a), 

Hanseniaspora thailandica sp. nov., Hanseniaspora singularis sp. nov., Kloeckera hatyaiensis sp. 

nov., (Jindamorakot et al., 2009), Pichia koratensis sp. nov. (Nakase et al., 2007b), Pichia 

nongkratonensis sp. nov. (Nakase et al., 2005) และ Trichosporon siamense sp. nov. (Nakase et 

al., 2006) 

 

กุสุมาวดี (2549) ศึกษาความหลากหลายของยีสตที่แยกจากกิ่งใบไมรวง ใบไมรวง เปลือก

ไมและลูกไมรวงที่แชอยูในนํ้าที่เก็บจากปาชายเลนที่เก็บจากอาวไทยในจังหวัดตราด จันทบุรี 

เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ ชุมพรและสุราษฎรธานี พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม           

Ascomycota 17 สปชีส (ตารางที่ 1) 

 

Limtong et al. (2007; 2008a) ศึกษาความหลากหลายของยีสตจากนํ้าในปาชายเลนใน

อุทยานแหงชาติเขาลําป-หาดทายเหมือง จังหวัดพังงา ในนํ้าจากปาชายเลนสามารถแยกยีสตได 19 

ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 8 สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม
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Basidiomycota 1 สปชีส (ตารางที่ 2) พบยีสตสปชีสที่ยังไมเคยมีรายงานและเสนอเปนยีสตสปชีส

ใหมโดยการตีพิมพแลว คือ Candida thaimueangensis sp. nov. (Limtong et al., 2007) และ 

Geotrichum siamensis sp. nov. (Kaewwichian et al., 2010) นอกจากน้ันศึกษาความหลากหลายของ

ยีสตจากนํ้าจากปาชายเลนอุทยานแหงชาติหมูเกาะระเกาะพระทอง สามารถแยกยีสตได 22  

ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 4 สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม 

Basidiomycota 1 สปชีส (ตารางที่ 2) พบยีสตคลายรา 1 สปชีส คือ Aureobasidium pullulans และ

พบยีสตสปชีสที่ยังไมเคยมีรายงาน 2 สปชีสโดยไดเสนอเปนยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว     

1 สปชีส คือ Candida phangngensis sp. nov. (Limtong et al., 2008a) 

 

สมจิต (2551) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในนํ้าจากปาชายเลนในเขตอุทยานแหงชาติ

แหลมสน จังหวัดระนอง จากตัวอยางนํ้าที่เก็บใน 3 ชวงเวลา ระหวางป พ.ศ. 2541, พ.ศ. 2548 และ 

พ.ศ. 2549 สามารถแยกยีสตได 149 ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 26 

สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม Basidiomycota 4 สปชีส (ตารางที่ 2) ซึ่งมีเพียง 3 สปชีสที่พบใน  

3 ชวงเวลา คือ Candida tropicalis, Kodamaea ohmeri และ Candida sanittii sp. nov. และพบยีสตที่

ยังไมเคยมีการรายงาน 7 สปชีส โดยไดเสนอเปนยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว 2 สปชีส คือ 

Kluyveromyces siamensis sp. nov. (Am-in et al., 2008) และ Candida sanittii sp. nov. (Limtong et 

al., 2010) อยูในระหวางการรอตีพิมพ (inpress, aviable online) อีก 3 สปชีส คือ Candida 

andamanensis sp. nov., Candida laemsonensis sp. nov., และ Candida ranongensis sp. nov. (Am-

in et al., 2010) 

 

ชนิตา (2552) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในนํ้าและตะกอนดินใตนํ้าจากปาชายเลน

บริเวณอาวไทยตอนบนดานชายฝงตะวันออกที่จังหวัดจันทรบุรีและตราด และชายฝงตะวันตกที่

จังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ สามารถแยกยีสตได 138 ไอโซเลตพบยีสตที่มีการอธิบายแลว

ในไฟลัม Ascomycota 39 สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม Basidiomycota 2 สปชีส (ตารางที่ 2) 

พบยีสตสปชีสใหมที่ยังไมเคยมีอธิบาย 4 สปชีส โดยไดเสนอยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว 1 

สปชีส คือ Candida siamensis sp. nov. (Boonmark et al., 2009) 

 

รุงลักษณ (2552) ศึกษาความหลากหลายยีสตจากดินปาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ

ประเทศไทย สามารถแยกยีสตได 102 ไอโซเลตพบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 

32 สปชีส ดังแสดงในตารางที่ 1 และในไฟลัม Basidiomycota 1 สปชีส ดังแสดงในตารางที่ 2 และ

พบยีสตที่ยังไมเคยมีการายงาน 4 สปชีส โดยไดเสนอเปนยีสตสปชีสใหมแลว 2 สปชีส คือ Candida 
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sekii sp. nov. (Limtong et al., 2010) และ Geotrichum phurueaensis sp. nov. (Kaewwichian et al., 

2010) 

 

ในการคัดแยกยีสตมีปจจัยหลายอยางที่เกี่ยวของ เชน วิธีการคัดแยก ชนิดของอาหารเลี้ยง

เชื้อ อุณหภูมิ เปนตน นอกจากน้ีการเปลี่ยนแหลงคารบอนใหเหมาะสมเปนอีกวิธีหน่ึงที่สามารถใช

ในการแยกและศึกษาความหลากหลายของยีสตได Limtong et al. ไดทําการแยกยีสตเมทลิโลโทรฟก

ยีสต ซึ่งสามารถใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญได จากดินและสวนประกอบของ

พืชในประเทศไทย จํานวน 634 ตัวอยาง โดยใชอาหาร 1% methanol-YNB medium ที่มีเมทานอล

เปนแหลงคารบอน สามารถแยกยีสตได 253 ไอโซเลตพบยีสตสปชีสใหม 6 สปชีส คือ Candida 

krabiensis sp. nov., Candida sithepensis sp. nov., Pichia siamensis sp. nov. (Limtong et al. 2004), 

Pichia thermomethanolica sp. nov. (Limtong et al. 2005), Ogataea chonburiensis sp. nov. และ 

Ogataea nakhonphanomensis sp. nov. (Limtong et al. 2008b) 

 

ตารางท่ี 1  ความหลากหลายของยีสตที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติในประเทศไทย 

 ที่จัดจําแนกอยูในไฟลัม Ascomycota  
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+ 

      

 
Candida natalensis 

  
+ 

   
+ 

 

 
Candida nivariensis 

       
+ 

 
Candida orthopsilosis 

       
+ 

 
Candida palmae 

 
+ 

      

 
Candida parapsilosis + + + + + + + 
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Candida pattaniensis 

 
+ 

      

 
Candida phangngensis 

   
+ + + 

  

 
Candida picinguabensis 

   
+ 

 
+ 

  

 
Candida pseudointermedia 

  
+ 

     

 
Candida pseudolambica 

     
+ + + 

 
Candida rancensis 

 
+ 

      

 
Candida rugosa 

     
+ + + 

 
Candida sanittii 

      
+ 

 

 
Candida saopaulonensis 

       
+ 

 
Candida sanittii 

     
+ + 

 

 
Candida sekii  

       
+ 

 
Candida siamensis 

 
+ 

    
+ 

 

 
Candida silvae 

  
+ 

  
+ + 

 

 
Candida sithepensis 

 
+ 

      

 
Candida songkhlaensis  

 
+ 

      

 
Candida thailandica  

 
+ 

      

 
Candida thaimueangensis 

   
+ 

 
+ + 

 

 
Candida tropicalis + + + + 

 
+ + + 

Clavispora 
        

 
Clavispora lusitaniae 

      
+ 

 
Debaryomyces 

        

 
Debaryomyces hansenii 

      
+ 

 

 
Debaryomyces fabryi + 

      
+ 

 
Debraryomyces nepalensis + + 

   
+ + + 

Galactomyces 
        

 
Galactomyces geotrichum 

     
+ 

  

 
Galactomyces reessii 

      
+ 
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Geotrichum 
        

 
Geotrichum fragrans 

 
+ 

     
+ 

 
Geotrichum phurueansis 

       
+ 

 
Geotrichum vulgare 

       
+ 

Hanseniaspora 
        

 
Hanseniaspora clermontiae 

      
+ 

 

 
Hanseniaspora guilliermondii 

      
+ 

 

 
Hanseniaspora opuntiae 

 
+ 

      

 
Hanseniaspora thailandica  

 
+ 

      

 
Hansenispora uvarum + 

       

 
Hansenispora vineae 

 
+ 

      
Kazachstania 

        

 
Kazachstania aquatic 

       
+ 

 
Kazachstania bovina 

       
+ 

 
Kazachstania siamensis 

       
+ 

 
Kazachstania unispora 

       
+ 

 
Kazachstania telluris + 

       
Kloeckera 

        

 
Kloeckera lindneri + + 

    
+ 

 
Kluyveromyces 

        

 
Kluyveromyces hubeiensis 

       
+ 

 
Kluyveromyces lactis + + 

      

 
Kluyveromyces siamensis 

  
+ 

  
+ + 

 
Kodamaea 

        

 
Kodamaea ohmeri + + + 

  
+ + + 

Lindnera 
        

 



 

 

13 

ตารางท่ี 1  (ตอ) 

 

สปชีส 

อางอิง 

 S
um

pr
ad

it,
 2

00
5 

 Ji
nd

am
or

ak
ot

, 2
00

6 

 กุ
ส

ุมา
วด

ี, 2
54

9 

 L
im

to
ng

 e
t a

l.,
 2

00
7 

 L
im

to
ng

 e
t a

l.,
 2

00
8a

 

 ส
มจ

ิต,
 2

55
1 

 ช
น

ิตา
, 2

55
2 

 ร
ุงลั

กษ
ณ

, 2
55

2 

 
Lindnera mrakii 

 
+ 

     
+ 

 
Lindnera sargentensis 

       
+ 

 
Lindnera saturnus + + + 

  
+ 

 
+ 

 
Lindnera subsufficiens 

      
+ 

 

 
Lindnera veronae 

      
+ 

 
Lodderomyces 

        

 
Lodderomyces elongisporus 

   
+ 

    
Metschnikowia 

        

 
Metschnikowia koreensis 

 
+ 

    
+ 

 
Pichia 

        

 
Pichia burtonii 

     
+ 

  

 
Pichia capsulata + 

       

 
Pichia caribbica 

   
+ + + + + 

 
Pichia fabianii  

    
+ 

   

 
Pichia galeiformis + 

    
+ 

 
+ 

 
Pichia guilliermondii 

  
+ + + 

 
+ 

 

 
Pichia kluyveri + 

    
+ 

 
+ 

 
Pichia koratensis  

 
+ 

      

 
Pichia kudriazevii 

  
+ 

  
+ + + 

 
Pichia nakazawae var. akitaensis 

 
+ 

      

 
Pichia nongkratonensis 

 
+ 

      

 
Pichia occidentalis 

  
+ 

  
+ + + 

 
Pichia pijperi 

       
+ 

 
Pichia pini + 

       

 
Pichia siamensis + 

       

 
Pichia spartinae + 

       

 
Pichia sporocuriosa 

     
+ 
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Pichia stipitis 

 
+ 

      

 
Pichia sydowiorum 

 
+ + 

     

 
Pichia terricola + 

    
+ + 

 
Saccharomyces 

        

 
Saccharomyces cerevisiae  + + 

    
+ 

 

 
Saccharomyces kluyveri + + 

      

 
Saccharomyces unisporus 

 
+ 

      

 
Saccharomycopsis crataegensis  + 

       
Schwanniomyces 

        

 
Schwanniomyces polymorphus + + 

      

 
Schwanniomyces polymorphus  

 
+ 

      

 
var. africanus 

        

 
Schwanniomyces 

  
+ 

     

 
pseudopolymorphus 

        

 
Schwanniomyces vanrijiae 

  
+ 

    
+ 

 
Schwanniomyces vanrijiae  + + 

      

 
var. yarrowii 

        
Stephanoascus 

        

 
Stephanoascus smithiae 

 
+ 

      
Tetrapisispora 

        

 
Tetrapisispora namnaoensis  + 

      
+ 

Torulaspora 
        

 
Torulaspora delbrueckii 

 
+ 

    
+ 

 

 
Torulaspora globasa 

       
+ 

 
Torulaspora  maleeae 

     
+ + 

 

 
Torulaspora pretoiensis + 
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Wickerhamomyces 
        

 
Wickerhamomyces sydowiorum 

      
+ 

 
Zygosaccharomyces 

        

 
Zygosaccharomyces fermentati +             + 

 

ตารางท่ี 2  ความหลากหลายของยีสตที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติในประเทศไทยที่จัดจําแนกอยูใน 

    ไฟลัม Basidiomycota 
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Bullera 
        

 
Bullera dendrophila 

 
+ 

      

 
Bullera sinensis 

 
+ 

      
Cryptococcus 

        

 
Cryptococcus heveanensis 

 
+ 

      

 
Cryptococcus humicola 

 
+ 

      

 
Cryptococcus laurentii 

 
+ 

      
Exobasidium 

        

 
Exobasidium vexans 

 
+ 

      
Rhodotorula 

        

 
Rhodotorula glutinis 

      
+ 

 

 
Rhodotorula mucilaginosa 

   
+ + + + 

 

 
Rhodosporidium paludigenum 

 
+ 
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Rhodotorula toruloides 
 

+ 
     

 

Rhodotorula nothofagi 
 

+ 
     

Sporidiobolus 
       

 

Sporidiobolus ruineniae 
 

+ 
     

Sporobolomyces 
       

 

Sporobolomyces bannaensis 
 

+ 
     

 

Sporobolomyces odoratus 
 

+ 
     

 

Sporobolomyces poonsookiae 
 

+ 
     

Trichosporon 
       

 

Trichosporon asahii 
 

+ 
   

+ 
 

 

Trichosporon coremiiforme 
     

+ 
 

 

Tricosporon japonicum 
     

+ 
 

 

Trichrosporon mycotoxinivorans 
      

+ 

 

Trichosporon siamense 
 

+ 
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4. ความหลากหลายของยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญ 

 

 จุลินทรียที่สามารถใชไซโลสเปนแหลงคารบอนพบทั้งใน แบคทีเรีย รา และยีสต 

ในป ค.ศ. 2000 Barnett et al. ไดรวบรวมและอธิบายลักษณะของยีสตทั้งหมด 678 สปชีส ใน

หนังสือ Yeasts : Characteristics and Identification พบวามียีสตที่สามารถเจริญโดยใชไซโลสเปน

แหลงคารบอนไดอยางดี คือ ใหผลการแอสซิมิเลตไซโลสเปนบวก (positive : +) จํานวน 350  

สปชีส มี 28 สปชีส ที่สามารถเจริญหลังจาก 7 วัน (delay: D) จํานวน 154 สปชีส ที่บางสายพันธุเปน

บวกและบางสายพันธุเปนลบ แตความสามารถในการหมักไซโลสที่ตรวจสอบโดยใช Durham 

fermentation tube และตรวจการสรางแกสตามวิธีของ Yarrow (1998) มีเพียง Pichia segobiensis ที่

ใหผลการหมักไซโลสเปนบวก (positive : +), สวน Brettanomyces naardenensis, Candida tenuis 

และPachysolen tannophilus สามารถหมักไซโลสหลังจาก 7 วัน (delay: D), ในขณะที่ Candida 

intermedia, Candida lyxosophila, Candida shehatae และ Scheffersomyces (Pichia) stipitis ซึ่งมี

บางสายพันธุหมักไซโลสไดบางสายพันธุหมักไซโลสไมได (variable:V) นอกจากน้ียังมีรายงานวา

เมทิลโลโทรฟกยีสต Hansenula polymorpha (Ryaboya et al., 2003) และ Enteroamus dimorphus 

ซึ่งเปน yeast-like fungus ที่แยกไดจากลําไสของดวง (Odontotaenius disjunctus) และมีความ

ใกลชิดกับ Scheffersomyces (Pichia) stipitis สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสได (Suh et al., 2004)  

 

ความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเปนแหลงคารบอนในประเทศไทยยังไมเคยมีการ

รายงาน การศึกษาความหลายหลายสวนใหญใหความสําคัญเกี่ยวกับความหลากหลายของยีสตใน

แหลงตางๆ โดยใชอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับการแยกยีสต ในป ค.ศ. 2008 Rao  

et al. รายงานผลการแยกและจัดจําแนกยีสตที่สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลจากผลไม และ

เปลือกไม ในประเทศอินเดีย โดยแยกยีสตได 374 ไอโซเลต และเมื่อทดสอบการหมักในอาหาร

ไซโลส พบวามีเพียง 27 ไอโซเลต ที่สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอล โดยสามารถผลิตเอทานอล

อยูในชวง 0.12-0.38 กรัมตอกรัมไซโลส เมื่อจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลพบวาเปน

ยีสตในสปชีส Candida albicans, C. maltosa, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. viswanathii, 

Clavispora lusitaniae, Cryptococcus saitoi, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, 

Metschnikowia chrysoperlae, Pichia barkeri, P. galeiformis, P. guilliermondii, P. kudriazevii, P. 

membranaefaciens, P. mexicana, P. veronae, Rhodotorula minuta, R. mucilaginosa, และ R. 

pallida  
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5. เมแทบอลิซึมของไซโลสโดยยีสต 

 

 ยีสตที่สามารถแอสซิมิเลตไซโลสสวนใหญ เมื่อไซโลสเขาสูเซลลยีสตโดยอาศัยตัวพา 

เกิดปฏิกิริยารีดักชันเปลี่ยนไซโลสเปนไซลิทอลโดยเอนไซมไซโลสรีดักเตส (Xylose reductase) 

โดยมี NADPH เปนตัวใหอิเล็คตรอนและเกิดปฏิกิริยาออกซิดักชัน เปลี่ยนไซลิทอลเปนไซลูโลส 

โดยเอนไซมไซลิทอลดีไฮโดรจิเนส (Xylitol dehydrogenase) โดยมี NAD เปนตัวรับอิเล็กตรอน ซึ่ง

แตกตางจากแบคทีเรียที่สามารถเปลี่ยนรูปไซโลสเปนไซลูโลสในขั้นตอนเดียวโดยเอนไซมไซโลส

ไอโซเมอเรส (Xylose isomerase) หลังจากน้ันมีการเติมหมูฟอสเฟตใหไซลูโลส โดยเอนไซม 

ไซลูโลสไคเนส (Xylulose kinase) ไดเปนไซลูโลส-5-ฟอตเฟต ซึ่งเขาสูวิถีเพนโตสฟอสเฟตไดเปน    

กลีเซอรัลดีไฮด-3-ฟอสเฟต (ภาพที่ 2) ซึ่งเปนสารตัวกลาง (intermediate) สามารถเขาสู Embden-

Meyerhof pathway ไดไพรูเวตเปนผลิตภัณฑสุดทายซึ่งสามารถเปลี่ยนรูปเปนอะซิติล โคเอ (Acetyl 

CoA) และเขาสูวิถีไตรคารบอกซิลิกแอซิด (TCA cycle) สําหรับการเจริญตอไป หรือเกิดการหมัก

เปนเอทานอลโดยอาศัยเอนไซมไพรูเวตดีคารบอกซิเลส (Pyruvate decarboxylase) และแอลกอฮอล

ดีไฮโดรจิเนส (Alcohol dehydrogenase) เปลี่ยนรูปเปน อะซิตัลดีไฮด (Acetaldehyde) และ

เอทิลแอลกอฮอลตามลําดับ (Mishra and Singh, 1993) 

 

โดยปกติแลว Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตที่นิยมใชในอุตสากรรมการเอทานอล

เน่ืองจากสามารถผลิตและทนเอทานอลความเขมขนสูงแตไมสามารถใชไซโลสในการเจริญและ

การผลิตเอทานอล เน่ืองจากขาดไซโลสรีดักเตส (Xylose reductase) และไซลิทอลดีไฮโดรจิเนส 

(Xylitol dehydrogenase) ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญในการใชไซโลสของยีสต จึงมีงานวิจัยจํานวนมาก

ศึกษาเกี่ยวกับการดัดแปลงพันธุกรรมของยีสต S. cerevisiae โดยเพิ่มยีนที่เกี่ยวของกับการ

แสดงออกของเอนไซมดังกลาว คือ  XYL1 และ XYL2 ตามลําดับ จากยีสตที่สามารถเจริญและหมัก 

เอทานอลจากไซโลส เชน Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS 5773 เขาไปเพื่อให S. cerevisiae 

สามารถใชไซโลสและกลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตเอทานอล และมีการพัฒนาสาย

พันธุของยีสตเพื่อใหสามารถผลิตเอทานอลจากนํ้าตาลไซโลสความเขมขนสูงขึ้น (Aristos et al., 

2000; Matsushika et al., 2008)  
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ภาพท่ี 2  วิถีของการใชไซโลสและการผลิตเอทานอล  

 

ท่ีมา:  ดัดแปลงจาก Mishra and Singh (1993)
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6. การจัดจําแนกยีสต 

 

 อนุกรมวิธาน (Taxonomy หรือ Systematics) เปนการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการจําแนกพันธุ   

คือ การจัดหมวดหมูของสิ่งมีชีวิต ซึ่งจะศึกษาในดานตาง ๆ 3 ลักษณะ ไดแก 

 

1. การจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตออกเปนหมวดหมูในลําดับขั้นตาง ๆ  (Classification) 

2. การตรวจสอบหาชื่อวิทยาศาสตรที่ถูกตองของสิ่งมีชีวิต (Identification) 

3. การกําหนดชื่อที่เปนสากลของหมวดหมูและชนิดของสิ่งมีชีวิต (Nomenclature) 

 

 ตามกฎของอนุกรมวิธานน้ันยีสตและราชนิดอ่ืนอยูภายใต International Code of Botanical 

Nomenclature (Kurtzman and Fell,1998)  

 

อนุกรมวิธาน (Taxonomy) ของยีสตเร่ิมขึ้นในป ค.ศ. 1838 เมื่อ Mayer ไดกําหนดชื่อสกุล  

Saccharomyces จากคําภาษากรีกวา sakehar ซึ่งแปลวานํ้าตาล และ Mayers ซึ่งหมายถึงเชื้อรา  

Hansen เปนคนแรกที่สรางระบบสําหรับอนุกรมวิธานของยีสต โดยในป ค.ศ. 1878  Hansen แสดง

ใหเห็นวายีสตเปนราที่การดํารงชีวิตสวนใหญเปนเซลลเดียวและไดแยกเชื้อบริสุทธิ์ของยีสตเปน

คร้ังแรกในป ค.ศ. 1881 การจัดจําแนกยีสตในสมัยเร่ิมแรกอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

(morphology), สรีรวิทยา (physiology) และชีวเคมี (biochemistry) ในการจัดจําแนกชนิดของยีสต 

ซึ่งวิธีการดังกลาวจะมีขอจํากัดในเร่ืองของระยะเวลา ความถูกตองแมนยํา และความนาเชื่อถือของ

ผลที่ไดจากการทดสอบ บางคร้ังที่การศึกษาลักษณะทางฟโนไทปไมสามารถบงบอกความแตกตาง

ของลักษณะที่คลายคลึงกันได ทําใหเกิดปญหาในการจัดจําแนกชนิดของยีสตที่มีความสัมพันธ

ใกลชิดกัน (closely related species) เมื่อเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลมีความกาวหนามากขึ้น 

เชนการพัฒนาเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในหลอด

ทดลอง และการหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ก็ไดเร่ิมมีการกลาวถึงการนํา

เกณฑของอนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomy) และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular 

taxonomy) เชน การศึกษาองคประกอบของเบสกัวนีนและไซโทซีน (G+C contents) การทําดีเอ็นเอ

ไฮบริไดเซชัน (DNA hybridization) การหาลําดับของเบสใน rRNA gene ซึ่งใชเวลาในการทดสอบ

นอยกวาวิธีการจัดจําแนกแบบด้ังเดิม จึงทําใหเทคนิคระดับโมเลกุลถูกนํามาในการจัดจําแนกชนิด

ของยีสตมากขึ้น (สาวิตรี, 2549) 
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ปจจุบันการจัดจําแนกยีสตใชอนุกรมวิธานพอลีฟาซิก (polyphasic taxonomy) ซึ่งจัดจําแนก

โดยใชอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม อนุกรมวิธานเคมี และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลรวมกัน ชวยให

สามารถจัดจําแนกยีสตไดชัดเจนขึ้น โดยมีลักษณะตางๆ ที่ใชเปนเกณฑในการจัดจําแนกยีสตดังน้ี 

 

 6.1 การจัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม (Conventional characteristic) 

 

   ลักษณะสําคัญที่ใชในการจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม ซึ่งรวบรวมโดย 

Kurtzman and Fell (1998) ประกอบดวย 

 

 6.1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 

 

             เปนการศึกษาสัณฐานวิทยาของยีสตทั้งที่อยูในระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัย

เพศและไมอาศัยเพศ โดยทั่วไปการจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจําแนก

ประเภทไดในระดับสกุลหรือสูงกวาสกุล ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใชในการจัดจําแนก ไดแก 

รูปรางของเซลล การเจริญบนอาหารแข็งและอาหารเหลว การสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม     

การสรางสปอรแบบไมมีเพศภายในเซลล (asexual endospore) การสรางคลามัยโดสปอร

(chlamydospore) การสรางบอลลิสโตสปอร (ballistospore) การสรางแอสโคสปอร การสราง 

แบสิดิโอสปอร และการตรวจหาเมต้ิงไทป (mating type) 

 

6.1.2 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 

 

         การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีมีความสําคัญในการจัดจําแนกยีสตใน

ระดับสปชีสและสกุล แตการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีน้ันไมมีวิธีการทดสอบที่เปน

มาตรฐาน ผลการทดสอบที่ไดจึงมักขึ้นอยูกับเทคนิคและวิธีที่เลือกนํามาทดสอบลักษณะทั่วไปที่

นิยมใชในการจัดจําแนก ไดแก การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต  การใชสารประกอบคารบอน 

การใชสารประกอบไนโตรเจน การเจริญในอาหารที่ปราศจากวิตามิน การเจริญในอาหารที่มีกลูโคส 

50 เปอรเซ็นตและ 60 เปอรเซ็นต และอาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นตกับโซเดียมคลอไรด 10 

เปอรเซ็นต การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิอ่ืน ๆ การสรางกรดจากการใช

กลูโคส การสรางการประกอบอมัยลอยด (amyloid) การทดสอบการสรางเอนไซมยูรีเอส (urease) 

การทนตอไซโคลเฮกซิมีด (cycloheximide) การทดสอบปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี 

(diazonium blue b) (Yarrow, 1998) 
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 6.2 การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมี 

 

      อนุกรมวิธานเคมี คือ การประเมินองคประกอบทางเคมีของสิ่งมีชีวิต ทั้งสาร  

แมแทบอไลตปฐมภูมิ (primary metabolites) และสารแมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary 

metabolites) รวมถึงกิจกรรมทางเคมี หรือสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีที่

นิยมใชในการจัดจําแนกยีสต ไดแก ชนิดของโคเอนไซมคิว (coenzyme Q) องคประกอบของผนัง

เซลล ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชัน (DNA hybridization) ปริมาณกัวนีนและไซโทซีน (G+C contents) 

ปกติการจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมีจะใชรวมกับการจัดจําแนกยีสตโดยอาศัย

อนุกรมวิธานแบบด้ังเดิมและอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (Yamada, 1998)  

 

6.3 การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

 

     อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลเปนการศึกษาลักษณะยีโนไทปโดยตรง จึงไมเปลี่ยนแปลง

เมื่อเปลี่ยนสภาพแวดลอมเชนเดียวกับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี และ

อนุกรมวิธานเคมีซึ่งเปนการตรวจลักษณะฟโนไทปของยีสต การศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล

โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนดีเอ็นเอยืนอยูบนหลักการพื้นฐานที่วา จีโนมของสิ่งมีชีวิต

ทุกชนิดประกอบดวยบริเวณที่มีอัตราการวิวัฒนาการแตกตางกันหลายบริเวณ และความแตกตางน้ี

เองที่สามารถใชในการแยกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตได ดังน้ันการเลือกบริเวณที่จะใชใน

การศึกษาระดับความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการจึงมีความสําคัญมาก บริเวณที่นิยมใชในการศึกษา

ไดแก ดีเอ็นเอและอารเอนเอของไรโบโซม (ribosomal DNA/RNA) ทั้งในหนวยยอยขนาดใหญ 

(Large subunit, LSU) และหนวยยอยขนาดเล็ก (Small subunit, SSU) เน่ืองจากไรโบโซมปรากฏอยู

ในเซลลของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และมีจุดเร่ิมตนของวิวัฒนาการรวมกัน มีหลายชุดในแตละเซลลซึ่ง

แตละชุดมีวิวัฒนาการเชนเดียวกัน นอกจากน้ีลําดับนิวคลีโอไทดบนดีเอ็นเอของไรโบโซมมีสวนที่

มีทั้งวิวัฒนาการนอยหรือบริเวณอนุรักษ (conserved region) และสวนที่วิวัฒนาการมากหรือ

วิวัฒนาการเร็วที่เรียกวาบริเวณผันแปร (variable region) ทําใหสามารถใชบริเวณอนุรักษเปน

จุดอางอิงเพื่อเทียบหาความแตกตางของบริเวณผันแปรได (Valente et al., 1999)  

 

การศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลของยีสตน้ันนิยมศึกษาดีเอ็นเอไรโบโซม (ribosomal 

DNA; rDNA) (ภาพที่ 3) โดยใหความสําคัญกับทั้งบริเวณที่มีการแสดงออก (coding region) คือ 

โดเมน D1/D2 ของ LSU/26S rDNA มีความยาวประมาณ 600 นิวคลีโอไทด, SSU/18S rDNA มี

ความยาวประมาณ 1700 นิวคลีโอไทด และบริเวณที่ไมมีการแสดงออก (non coding region) คือ 



 

 

23 

internal transcribed spacer (ITS) ทั้ง ITS1 และ ITS2 ซึ่งมีความยาวประมาณ 600 นิวคลีโอไทด 

(Scorzetti et al., 2002) จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของโดเมน D1/D2 ที่มีขนาด 600 นิวคลีโอ

ไทดอยูที่ปลายดาน 5′ ของ LSU/26S rDNA ใน Saccharomyces cerevisiae คือนิวคลีโอไทดที่ 63-

642 บนยีนของ rRNA เปนบริเวณที่มีวิวัฒนาการเร็วกวาบริเวณอ่ืนจึงเปนบริเวณที่มีความแตกตาง

มากในบรรดาลําดับนิวคลีโอไทดของ LSU/26S rDNA ความแตกตางในบริเวณน้ีเพียงพอที่จะ

แบงแยกสปชีสของยีสตได (Kurtzman and Robnett, 1998) 

 

 
 

ภาพท่ี 3  แสดง rDNAs; 18S rDNA, 5.8S rDNA, LSU/26S rDNA, ETS (external transcribed 

spacer) และ ITS (internal transcribed spacer) 

 

Kurtzman and Robnett (1998) วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rDNA ของแอสโคมัยซีตัสยีสต 500 สปชีส รวมทั้ง Candida และสกุลที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัย

เพศ โดยนําโดเมน D1/D2 มาเพิ่มจํานวนดวย PCR โดยใชไพรเมอร 2 ชนิด คือ NL1 (5’-GCATAT 

CAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) และ NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) 

โดยทํา PCR 36 รอบ ที่ 52 องศาเซลเซียส สําหรับ annealing และการขยายตัวยาวใช 72 องศา

เซลเซียส 2 นาที และการทําใหเสียสภาพใช 94 องศาเซลเซียส 1 นาที จากน้ันทําใหบริสุทธิ์        

ดวย Gene clean II หาลําดับของนิวคลีโอไทดทั้ง 2 สาย ของ rDNA โดย ABI Tag Dye Deoxy 

Terminator Cycle Sequencing Kit แตละตัวอยางทําปฏิกิริยาหาลําดับของนิวคลีโอไทด 4 ปฏิกิริยา 

โดยไพรเมอรของปฏิกิริยาเหลาน้ีประกอบดวยไพรเมอร 4 ชนิด คือ NL1, NL4, NL-2A (5’-

CTTGTTGCCTATCGGTCTC-3’) และ NL-3A (5’-GAGACCGATAGCGAACAAG-3’) จากผล

การวิเคราะหแสดงวาสายพันธุในสปชีสเดียวกันสวนใหญมีการผันแปร 0-2 นิวคลีโอไทด อยางไร 

ก็ตาม มสีายพันธุของ 3 สปชีส ที่มีนิวคลีโอไทดแตกตางกัน 3 นิวคลีโอไทด สวนสายพันธุที่มีเมติง

ไทปของ Metschnikowia agaves แตกตางกันถึง 5 นิวคลีโอไทด สําหรับ Williopsis califonica ที่

ตรวจสอบ 17 สายพันธุ มีความแตกตาง 0-6 นิวคลีโอไทด แต 3 สายพันธุที่มีนิวคลีโอไทดตางกัน 5-

6 นิวคลี โอไทดน้ันเปนการขาดหายไปของนิวคลีโอไทดที่ติดกัน (base contiguous deletion) 

มากกวาการแทนที่นิวคลีโอไทด (base substitution) นอกจากน้ียังไดทําการหาความสัมพันธของ    

LSU LSU 18S 18S 5.8S 5.8S 
5S 
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ดีเอ็นเอในนิวเคลียสพบวาคูของสายพันธุที่มีความสัมพันธของดีเอ็นเอในนิวเคลียสตํ่ากวา 30 

เปอรเซ็นต มักจะมีนิวคลีโอไทด ตางกัน 3 นิวคลีโอไทดและจัดวาเปนคนละสปชีส การผันแปรที่

เห็นไดจากการเปรียบเทียบขางตนใชทํานายวาถาสายพันธุมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 

เปอรเซ็นตใน 600 นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 คือ มีนิวคลีโอไทดตางกัน 6 นิวคลีโอไทด สาย

พันธุน้ันจะถูกจัดเปนคนละ สปชีสและสายพันธุที่มีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทดจัดเปน 

สปชีสเดียวกัน (conspecific species) หรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมากๆ (Kurtzman and Robnett, 

1998) 

 

จนถึงปจจุบันมีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ rDNA จํานวนหลายรอยสายพันธุและมีการ

รวบรวมขอมูลเหลาน้ีไวในฐานขอมูล ที่ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), EMBL 

(http://www.emblheidelberg.de) และ DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
http://www.emblheidelberg.de/�
http://www.ddbj.nig.ac.jp/�
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อุปกรณและวิธีการ 

 

1. การแยกยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญ 

 

แยกยีสตโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวน (enrichment technique) จากตัวอยาง ดิน, 

สวนประกอบของพืช, วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน ชานออย แกลบ ขี้เลื่อย ฟาง ซังขาวโพด 

และตัวอยางอ่ืนๆ จํานวน 79 ตัวอยาง โดยชั่งตัวอยางประมาณ 1 กรัม ใสในอาหาร D-Xylose yeast 

nitrogen base (Xylose-YNB) broth (ประกอบดวย 2 % D-Xylose, 0.67 % Difco Yeast nitrogen 

base ปรับพีเอชเปน 5.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่เติม

โซเดียมโพรพิโอเนต 0.025 เปอรเซ็นต และสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

บรรจุใน ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอ

นาที เปนเวลา 2 วัน จากน้ันนําเชื้อที่เพาะเลี้ยงไวมาสตรีก (streak) ลงบนอาหาร Xylose-YNB agar 

พีเอช 5.5 ที่เติมโซเดียมโพรพิโอเนต 0.025 เปอรเซ็นต และสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล 200 

มิลลิกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิหองจนปรากฏโคโลนี เลือกเก็บเฉพาะโคโลนีที่เปนยีสต และมีความ

แตกตางทางสัณฐานวิทยา เชน สี ขนาด ความมันวาวที่ผิวหนาโคโลนี ขอบโคโลนี เปนตน แยกเชื้อ

ใหบริสุทธิ์โดยการสตรีกลงบนอาหาร yeast extract malt extract (YM) agar จากน้ันจึงเก็บลง YM 

broth ที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต เก็บรักษาไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส 

ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

2. การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด  

 ในโดเมน D1/D2 ของ LSU และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ  

 

2.1 การสกัดดีเอ็นเอ 

 

      สกัดดีเอ็นเอของยีสตตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Lachance et al. (1999) โดยนํายีสตที่

เพาะบนอาหาร YM agar อายุ 24-48 ชั่วโมง มาเตรียมเซลลยีสตแขวนลอยในนํ้ารีเวอรสออสโมซิส

ที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําเซลล

ยีสตแขวนลอยใสในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากน้ันนําไปตมในนํ้าเดือด 

นาน 15 นาที และนํากลับไปแชในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปนเหว่ียงใน

เคร่ืองปนเหว่ียง (LABNET, USA) ที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เก็บของเหลวเหนือ
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ตะกอน (supernatant) ใสหลอด micro centrifuge หลอดใหม และเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 

2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตตามวิธีที่ดัดแปลง

จาก Kurtzman and Robnett (1998) โดยใช NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) 

เปน forward primer และ NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) เปน reverse primer เตรียม 

PCR reaction mixture ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต Taq polymerase (Fermentas, USA) ซึ่งมี

องคประกอบ ดังน้ี 

 

PCR buffer (10X)    3 ไมโครลิตร 

MgCl2 (25 mM)    2.4 ไมโครลิตร 

dNTP mix (2.5 mM)    2.4 ไมโครลิตร 

Primer NL1 (10 pmol)   0.9 ไมโครลิตร 

Primer NL4 (10 pmol)   0.9 ไมโครลิตร 

Taq polymerase (Fermentas; 5U/µl)  0.15 ไมโครลิตร 

DNA template    3 ไมโครลิตร 

Reverse osmosis steriled water            17.25 ไมโครลิตร 

                    ปริมาตรทั้งหมด 30 ไมโครลิตร 

 

นําสวนผสมของปฏิกิริยาที่ไดจากการเตรียมขางตนมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดเมน 

D1/D2 ของ LSU rRNA gene ในเคร่ือง PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA) ที่ต้ัง

โปรแกรมการทํางานดังน้ี 

 

1. อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที (pre-denaturation) 

2. อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที (denaturation) 

3. อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาที (annealing) 

4. อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที (extension) 

5. อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที (final extension) 
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ทําซ้ําขอ 2-4 จํานวน 35 รอบ เมื่อสิ้นสุดการทํางาน เก็บผลิตภัณฑที่ไดจากการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา PCR (PCR product) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบความ

บริสุทธิ์ของ PCR product โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส นําเจลไปยอมดวยเอทิเดียม

โบรไมด (ethidium bromide) และสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตโดยเคร่ือง UV transilluminator 

(MiniBioPro, Bio imaging system) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดยมี 100 bp DNA Ladder 

(Fermentas, USA) เปนดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย (DNA marker) จากน้ันนํา PCR product มาทําให

บริสุทธิ์โดยใช QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่แนะนําจาก

บริษัทผูผลิต ดังน้ี นํา PCR product ผสมกับ PB buffer (ปริมาตร 5 เทาของปริมาตร PCR product) 

ในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากน้ันถายลงใน QIAquick spin 

column ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เทของเหลวที่ผานคอลัมนทิ้ง 

จากน้ันเติม PE buffer ลงไปใน QIAquick spin column 0.75 มิลลิลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที เทของเหลวที่ผานคอลัมนทิ้ง ปนเหว่ียง QIAquick spin column อีก

คร้ังที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที นําสวนของคอลัมนวางลงในหลอด micro 

centrifuge หลอดใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ลางดีเอ็นเอที่ติดอยูในคอลัมนดวยนํ้ารีเวอรสออสโมซิส

ที่ผานการฆาเชื้อ และวางไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 

รอบตอนาที นาน 1 นาที จากน้ันตรวจสอบความเขมของ PCR product ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย 

QIAquick PCR Purification Kit โดยนํามาทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยมี 100 bp DNA 

Ladder เปนดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย 

 

2.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

 

      PCR product บริสุทธิ์ที่ได นําไปหาลําดับเบสของโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

โดยใชเคร่ืองหาลําดับเบสอัตโนมัติ (automated DNA sequencer) ที่บริษัท Macrogen ประเทศ

เกาหลี 

 

2.4 การจัดจําแนกยีสตโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน D1/D2 ของ  

LSU rRNA gene 

 

นําลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของสิ่งมีชีวิตตางๆที่อยูในฐานขอมูล GenBank โดยใช BLASTN (basic local alignment search tool 

for nucleotide) homology search program (Altschul et al., 1997) โดยมีเกณฑวาถา 2 สายพันธุมี
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การแทนที่นิวคลีโอไทด (nucleotide substitution) มากกวา 1 เปอรเซ็นต ในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene ซึ่งมีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทด) 

สายพันธุทั้งสองน้ันจัดจําแนกไดเปนคนละสปชีส และถามีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด 

อาจจัดจําแนกเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific species) หรือเปนสปชีสที่สัมพันธใกลชิดกันมาก 

(sister species) (Kurtzman and Robnett, 1998) 

 

2.5 การสรางตนไมวิวัฒนาการ 

 

      ทําโดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของสปชีสที่มีความใกลเคียงกัน โดยใช multiple 

aligment program CLUSTAL X ver. 1.81 (Thompson et al., 1997) สวนตนไมวิวัฒนาการสรางจาก

ขอมูลความแตกตางทางวิวัฒนาการตามวิธี two-parameter of Kimura (Kimura, 1980) และ 

neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา 

bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) 

 

3. การศึกษาลักษณะยีสตสปชีสใหมตามเกณฑท่ีใชสําหรับอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและ 

อนุกรมวิธานเคมี 

 

เมื่อจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน 

D1/D2 ของ LSU rRNA gene และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ นํายีสตที่พบวาเปนส

ปชีสใหมมาศึกษาลักษณะตางๆ ตามเกณฑที่ใชสําหรับอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม ซึ่งประกอบดวย 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี และอนุกรมวิธานเคมี ซึ่งมีรายละเอียด

ดังน้ี 

 

3.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 

 

             ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาตามวิธีของ Yarrow (1998) ในหนังสือ The Yeast, A 

Taxonomic Study, 4th edition ซึ่งไดแก สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว ลักษณะการ

เจริญบนอาหารแข็ง การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท และการสรางแอสโคสปอร  
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3.1.1 สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว 

 

                       การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลวทําโดยการเพาะยีสตที่มี

อายุ 24-48 ชั่วโมง ในอาหาร YM broth บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน ตรวจสัณฐาน

วิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกรูปราง กลไกการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ การ

จัดเรียงตัวของเซลล (เด่ียว, คู หรืออยูเปนกลุมใหญ) ขนาดของเซลล รวมทั้งสังเกตลักษณะการเจริญ

ของเชื้อ (culture characteristic) ในอาหารเหลว เชน เชื้อลอยเปนฝาที่ผิวหนา (pellicle) หรือจับกลุม

กันเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอน (flocculent) หรือเปนเมือกตกตะกอน (mucoid sediment) หรือเปนวง

แหวนที่ขอบหลอด (ring) หรือเกาะกันเปนกอนเหนียว (coherent) หรือเกาะกันแนนแข็ง (compact) 

 

3.1.2 ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 

 

                เพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง บนอาหาร YM agar และบมที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส นาน 1-7 วัน ตรวจสอบลักษณะโคโลนีของยีสตบนอาหาร YM agar โดยสังเกตสี เน้ือ

สัมผัส (texture) ผิวหนา ความนูน และขอบของโคโลนี 

 

3.1.3 การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท 

 

                การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทตรวจสอบโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn 

meal agar หรือ potato dextrose agar ดวยวิธีการเลี้ยงเชื้อบนสไลด (slide culture) โดยนําสไลดที่ทํา

ใหปราศจากเชื้อจุมลงไปในอาหารแข็งที่หลอมเหลวในจานเพาะเชื้อ ทิ้งไวจนอาหารแข็งตัว นํา

สไลดที่อาหารแข็งตัวแลวไปวางบนแทงแกวรูปตัวยูในจานเพาะเชื้อ เพาะเชื้อบางๆโดยการสตรีก 

บนอาหารแข็ง 1-2 เสน ปดดวยกระจกปดสไลดที่ทําใหปราศจากเชื้อโดยการจุมแอลกอฮอลลนไฟ 

เติมนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อลงในจานเพาะเชื้อที่วางสไลดเพื่อใหความชื้นปองกันวุนบนสไลดแหง บม

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนทุก 3 วัน 

 

 3.1.4 การสรางแอสโคสปอร 

 

                 เพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน

จากน้ันทําการถายเชื้อลงบนอาหารสําหรับการสรางสปอร เชน YM agar, acetate agar, malt extract 

agar, corn meal agar และ Gorodkowa agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการสราง
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แอสโคสปอรภายใตกลองจุลทรรศนหลังจากบมเปนเวลา 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน โดยรายงาน

รูปราง สี และจํานวนของแอสโคสปอร ตลอดจนรูปราง สี และความคงทนของแอสคัส  

 

3.2 ลักษณะสรีรวิทยาและชีวเคมี 

 

             ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่มีความสําคัญสําหรับการจําแนกประเภทยีสต

ในระดับสปชีสและใชประจําในการจัดจําแนกยีสต ดังน้ี 

 

3.2.1 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

 

                       การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนเปนการทดสอบความสามารถของยีสตใน

การใชสารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงานสําหรับการเจริญแบบใชออกซิเจน เปนการทดสอบ

ที่ใชสําหรับการจัดจําแนกระดับสปชีส การแอสซิมิเลตสารประกอบบางชนิด เชน ดี-ไซโลส, 

กรดดี-กลูโคโรนิกและอินอซิทอลสามารถใชเพื่อแยกสกุลของยีสตได การทดสอบการแอสซิมิเลต

สารประกอบคารบอนในอาหารเหลวทําตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยใชสารประกอบคารบอน

จํานวน 40 ชนิด ดังน้ี  

 

เฮกโซส  ดี-กลูโคส, กาแลกโทสและซอรโบส 

ไดแซ็กคาไรด เซลโลไบโอส, แลกโทส, มอลโทส, เมลลิไบโอส, 

ซูโครสและทรีฮาโลส 

ไทรแซ็กคาไรด เมลลิซิโทสและราฟฟโนส 

พอลีแซ็กคาไรด อินูลินและแปง 

เพนโทส  ดี-อะราบิโนส, แอล-อะราบิโนส, ดี-ไรโบส,  

แอล-แรมโนสและดี-ไซโลส 

แอลกอฮอล  กาแลกทิทอล, อิริทริทอล, ดี-กลูซิทอล, อินอซิทอล, 

ดี-แมนนิทอล, กลีเซอรอล, ไรบิทอล, เอทานอล  

และเมทานอล 

กรดอินทรีย กรดซิตริก, กรดแลกติก, กรดซักซินิก, กรดดี-กลูโคนิก, 

กรดดี-กลูโคโรนิกและกรดกาแลกทูโรนิก 

ไกลโคไซด  แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซดและซาลิซิน 

สารประกอบอ่ืน เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีนและดี-กลูโคโน-5-แลกโทน 
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บางคร้ังอาจตองเพิ่มการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบบางอยางเพื่อแยก

ระหวางสปชีสของบางสกุล สารประกอบเหลาน้ัน คือ 2-คีโต-ดี-กลูโคเนตและ5-คีโต-ดี-กลูโคเนต 

 

การทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนในอาหารเหลวใชอาหาร

ไนโตรเจนเบสที่ไมเติมสารประกอบคารบอนเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนลบ (negative control) 

และใชอาหารไนโตรเจนเบสที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนบวก 

(positive control)   

 

เตรียมเซลลยีสตแขวนลอยที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง โดยใชลูปถายเชื้อลงไปในนํ้า

กลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของยีสตที่เตรียมไดน้ันประเมินโดยการใชกระดาษขาว

ขีดเสนดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกัน 5 มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับ

หลอดที่บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย ความขุนของยีสตที่ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มอง

ผานหลอดเซลลยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนแตขอบเห็นไมชัด (ซึ่งเทากับ 1+ เมื่ออานผลการเจริญ) 

จากน้ันเพาะเชื้อโดยใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อหยดเซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหาร

ทดสอบที่มีสารประกอบคารบอนชนิดตางๆ จํานวน 1 หยด บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

ตรวจผลทุกสัปดาหจนครบ 4 สัปดาห โดยตรวจวัดระดับการเจริญซึ่งทําโดยใชกระดาษขาวขีดเสน

ดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกัน 5 มิลลิเมตร เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเซลลยีสตแขวนลอย ทาบหลอดลงดานหนาเสน มองผานหลอดเลี้ยงเชื้อแลวสังเกตเสนสีดํา 

ดังน้ี +++ คือ การเจริญของเชื้อที่มีความขุนซึ่งจะลบเสนสีดําอยางสมบูรณ, ++ เห็นเสนพรา, + เห็น

เสนแตขอบเห็นไมชัด และ – คือ เห็นเสนและขอบชัดเจน จากน้ันทําการรายงานผลดังรายละเอียด

ตอไปน้ี 

 

+  = มีการเจริญ (positive) โดยอานผลเปน ++ หรือ +++ ในสัปดาหที่   

   1 หรือสัปดาหที่ 2 

l  = มีการเจริญลาชา (delayed positive, latent) โดยอานผลเปน ++  

หรือ +++ อยางรวดเร็ว แตหลังจาก 2 สัปดาห หรือ นานกวา 

s  = มีการเจริญชา (slow positive) โดยอานผลเปน ++ หรือ +++ ชาๆ 

   ในระยะเวลาที่นานกวา 2 สัปดาห 

w  = มีการเจริญนอย (weak positive) โดยอานผลเปน + 

-  = ไมมีการเจริญ อานผลเปน - 

(+)  = ไมคอยพบการเจริญ (seldom positive) 
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v  = ผันแปร (variable) คือบางสายพันธุมีการเจริญและบางสายพันธุ 

ไมมีการเจริญ 

+/w   = มีการเจริญหรือเจริญนอย คือทุกสายพันธุเจริญแตบางสายพันธุ 

เจริญนอย 

w/-  = มีการเจริญนอยหรือไมเจริญ 

 

3.2.2 การหมักคารโบไฮเดรต 

 

                การหมักหมายถึงการหมักแอลกอฮอล ซึ่งยีสตมีความสามารถในการหมักนํ้าตาล

ตางๆกัน โดยทั่วไปนํ้าตาลที่ใชตรวจสอบความสามารถในการหมักของยีสต คือ ดี-กลูโคส,  

ดี-กาแลกโทส, มอลโทส, ซูโครส, ไซโลส, ทรีฮาโลส, แลกโทสและราฟฟโนส โดยทดสอบการ

หมักนํ้าตาลตามวิธีของ Yarrow (1998) วิธีทดสอบทําโดยเตรียมอาหารสําหรับทดสอบการหมัก

นํ้าตาล (fermentation basal medium) ใสลงในหลอดทดสอบซึ่งภายในบรรจุหลอดดักแกส 

(Durham tube) หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

จากน้ันทําการเติมสารละลายนํ้าตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเม

มเบรนขนาด 0.2 ไมครอน ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 2 เปอรเซ็นต (ยกเวนราฟฟโนสใชความ

เขมขนสุดทายเทากับ 4 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด เตรียมเซลลยีสตแขวนลอยที่มี

อายุ 24-48 ชั่วโมง โดยใชลูปถายเชื้อลงไปในนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของยีสต

ที่เตรียมไดน้ันประเมินโดยการใชกระดาษขาวขีดเสนดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แต

ละเสนหางกัน 5 มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับหลอดที่บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย ความขุนของยีสตที่

ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มองผานหลอดเซลลยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนแตขอบเห็น

ไมชัด (ซึ่งเทากับ 1+ เมื่ออานผลการเจริญ) เพาะยีสตโดยใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อหยด

เซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหารทดสอบที่มีสารประกอบคารบอนชนิดตางๆ จํานวน 1 หยด บมที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผลการหมักโดยสังเกตปริมาณแกสที่สะสมในหลอดดักแกส และ

การเปลี่ยน แปลงสีของอาหารทุกวันจนครบ 7 วัน จากน้ันตรวจสอบทุกสัปดาหจนครบ 28 วัน ผล

การหมักรายงานโดยอาศัยเวลาที่ใชในการสรางแกสใหเต็มหลอดดักแกส และปริมาณที่สะสมแกส

ไวในหลอดดักแกส ดังน้ี
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      + = มีการหมักรุนแรง (strong positive) คือ มีแกสเต็มหลอดดักแกส 

ภายใน 7 วัน 

l = การหมักเกิดลาชา (delayed positive หรือ latent positive) คือ  

มีแกสเต็มหลอดดักแกสอยางเร็ว แตการหมักเกิดหลังจากบมนาน

กวา 7 วัน  

s = การหมักเกิดชาๆ (slowly positive) คือ มีแกสคอยๆเขาไปจนเต็ม 

                              หลอดดักแกส หลังจากบมนานกวา 7 วัน 

+/w = การหมักออน (weak positive) คือ มีแกสไมเต็มหลอดดักแกส  

(มีแกสนอยกวาหน่ึงในสามของหลอด ในขณะที่ถามีแกส

มากกวาหน่ึงในสามของหลอดจัดวาเปนบวก) 

- = ไมมีการหมัก คือ ในหลอดดักแกสไมมีแกส 

v = บางสายพันธุหมักนํ้าตาลได บางสายพันธุไมหมัก 

 

3.2.3 การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

 

                การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนศึกษาบนอาหารแข็งโดยใช starved 

inoculum ตามวิธีของ Nakase and Suzuki (1986) ยีสตทุกชนิดใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง

ไนโตรเจนได สารประกอบไนโตรเจนที่ใชในการศึกษาการแอสซิมิเลตมี 6 ชนิด ไดแก 

แอมโมเนียมซัลเฟต, โปแตสเซียมไนเตรต, โซเดียมไนไตรต, เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด,  

แอล-ไลซีน และคาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด  

 

 ศึกษาการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนโดยเพาะยีสตบนอาหาร YM agar 

เพื่อเปนกลาเชื้อ จากน้ันทําการถายเชื้อจํานวนนอยๆ ลงในอาหาร Yeast Carbon Base (YCB) broth 

บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เพื่อใหยีสตใชไนโตรเจนที่สะสมไวภายในเซลลออกให

หมด จากน้ันใชพาสเจอรปเปตหยดเซลลยีสตแขวนลอย 1 หยดลงบนจานอาหาร YCB agar ที่มี

แหลงไนโตรเจนที่ตองการทดสอบ บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในการทดลองใชอาหาร YCB 

agar  ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนเปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนลบ และอาหาร YCB agar ที่มี

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนเปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนบวก ตรวจผลโดยสังเกตการ

เจริญของยีสตทุก 2-4 วัน จนครบ 28 วัน 
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3.2.4 การสรางสารประกอบอะมัยลอยด (amyloid) ภายนอกเซลล 

 

                การสรางสารประกอบอะมัยลอยดจะตรวจสอบตามวิธีของ Yarrow (1998)  

โดยตรวจภายหลังการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน และสารประกอบไนโตรเจน

เสร็จเรียบรอย โดยหยด Lugol’s solution ลงในหลอดทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน

ที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน และบนจานอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนที่

มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ถาอาหารเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมหรือสีนํ้าเงินแกมเขียว

แสดงวามีการสรางสารประกอบอะมัยลอยดและปลอยออกมาภายนอกเซลล 

 

3.2.5 การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน 

 

                การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามินจะทําการทดสอบตามวิธีของ Komagata 

and Nakase (1967) โดยเพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน 

ถายเชื้อปริมาณนอยๆลงในอาหารที่ปราศจากวิตามิน (vitamin free medium) บมที่อุณหภูมิ  

25 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน เพื่อใหยีสตใชวิตามินที่สะสมภายในเซลลออกใหหมด จากน้ันทําการ

ถายเชื้อปริมาณนอยๆลงในอาหารที่ปราศจากวิตามินหลอดใหม บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

ตรวจผลโดยสังเกตการเจริญของเชื้อทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน  

 

3.2.6 การสรางกรดจากกลูโคส 

 

                การสรางกรดจากกลูโคสสามารถตรวจสอบไดตามวิธีของ Yarrow (1998)     

โดยเพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง ใน Custer’s chalk medium บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

นาน 3 สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วันโดยดูการเกิดโซนใสบริเวณรอบๆ เชื้อ 

 

3.2.7 ความตานทานไซโคลเฮกซิไมด  

 

                ตรวจสอบความตานทานไซโคลเฮกซิไมดตามวิธีของ Yarrow (1998)โดย

ทดสอบในอาหารเหลวที่มีแบกโต-ยีสตไนโตรเจนเบส และดี-กลูโคส ที่มีการเติมไซโคลเฮกซิไมด

ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 100 สวนตอลานสวน และ 1,000 สวนตอลานสวน เพาะยีสตลงใน

อาหารทดสอบ บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14, 21 และ  
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28 วัน โดยสังเกตการเจริญของยีสตและรายงานผลตามการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ

คารบอน 

 

3.2.8 การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 

 

                ตรวจสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีนํ้าตาลความเขมขนสูงหรือ

เกลือความเขมขนสูงตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมงลงบนอาหาร

แข็ง 4 ชนิด คือ อาหารแข็งที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นต กลูโคส 60 เปอรเซ็นต กลูโคส 5 เปอรเซ็นต

กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต และกลูโคส 5 เปอรเซ็นตกับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต  

บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห ตรวจสอบการเจริญของยีสตบนอาหารแข็งทุก 3,  

5, 7, 14 และ 21 วัน 

 

3.2.9 การเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

 

                ตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มี

อายุ 24-48 ชั่วโมงในอาหาร YM broth และบมในตูบม (incubator) ที่อุณหภูมิ 15, 25, 30, 37 และ 

42 องศาเซลเซียส นาน 21 วัน ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วันโดยดูการเจริญของยีสต

เชนเดียวกับการตรวจผลการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน  

 

3.2.10 การไฮโดรไลซยูเรีย 

 

ตรวจการไฮโดรไลซยูเรียตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มีอายุ  

24-48 ชั่วโมง ลงบนอาหาร Christensen’s urea agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 21 วัน ถา

มีการไฮโดรไลซยูเรียพีเอชที่เพิ่มขึ้นจะเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนสีชมพูแดง ในการ

ทดสอบการไฮโดรไลซยูเรียใชยีสตในสกุล Rhodotorula เปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนบวก 

 

3.2.11 การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี 

 

ทดสอบการทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบีบนอาหารแข็งตามวิธีของ 

Yarrow (1998) โดยเลี้ยงยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
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จากน้ันนําไปบมตอที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดปลอยใหเย็นจน

เทาอุณหภูมิหอง หยด DBB reagent ลงที่ผิวหนาโคโลนี ถาเกิดสีแดงเขมจนถึงสีมวงภายในเวลา  

1-2 นาที ที่อุณหภูมิหองแสดงวาผลเปนบวก 

 

3.3 การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี (การวิเคราะหยูบิควิโนน) 

 

      ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีที่ใชในการวิจัยคร้ังน้ีคือ การศึกษาชนิดโคเอนไซมคิว 

(coenzyme Q) หรือยูบิควิโนน (ubiquinone) ซึ่งเปนไอโซพรีนอยดยูบิควิโนนที่มีความสําคัญใน

กระบวนการขนสงอิเล็กตรอนในการหายใจของยีสต การวิเคราะหยูบิควิโนนทําตามวิธีที่ดัดแปลง

มาจาก Yamada and Kondo (1973) 

 

3.3.1  การเตรียมเซลล 

 

เพาะยีสตในอาหาร yeast extract peptone dextrose (YPD) broth ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร บมที่ 25 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาที่มีความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที นาน 3 วัน เก็บ

เซลลโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ลางเซลลดวยนํ้ากลั่นที่ผานการ

ฆาเชื้อ เตรียมเปนสารแขวนลอยเซลล โดยเติมนํ้ากลั่น 12.5 มิลลิลิตร จากน้ันจึงเทใสฟลาสกกน

กลม (round bottom flask) เพื่อเตรียมสกัดยูบิควิโนนในขั้นตอนถัดไป 

 

3.3.2  การสกัดยูบิควิโนนจากเซลลยีสต 

 

เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 6 กรัมลงในฟลาสกกนกลมที่มีสารแขวนลอยเซลล

ยีสต ผสมใหเขากัน จากน้ันเติมไพโรแกลลอล (pyrogallol) 1.5 กรัม และเมทานอลปริมาตร          

45 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากน้ันจึง refluxed ดวยนํ้าเย็นนาน 30 นาที ใน heating mantle โดยใส 

glass bead ลงไปในระหวางการตมเพื่อปองกันการเดือดรุนแรง เมื่อ refluxed  เสร็จแลว ต้ังทิ้งไวให

เย็น เติมเฮกเซน ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขยาใหเฮกเซนผสมกับเมทานอล เพื่อดึงยูบิควิโนนที่อยูในเม

ทานอลใหอยูในเฮกเซน ถายใสกรวยแยก เขยาใหเขากัน ระหวางเขยาใหเปดจุกเพื่อปลอยอากาศที่

อยูภายในกรวยแยกออก เก็บสารละลายในสวนของเฮกเซนซึ่งอยูชั้นบนสุด ปลอยชั้นเมทานอลที่มี

ตะกอนดําของไพโรแกลออลและชั้นของนํ้าทิ้งไป ลางดวยนํ้ากลั่นอีก 2-3 คร้ัง ถายสารละลายเฮ

กเซนใสในบีกเกอร และเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสลงไปในปริมาณนอย ๆ เพื่อดึงนํ้าออก  
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ถายสารละลายลงในฟลาสกสําหรับระเหย (evaporating flask) ทําการระเหยเฮกเซนออกที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส และละลายดวยอะซิโตน 0.5 มิลลิลิตร 

 

3.3.3  การทําใหยูบิควิโนนบริสุทธิ์ 

 

เตรียมสารประกอบยูบิควิโนนใหบริสุทธิ์ดวยการทํา Thin layer 

chromatography (TLC) บนแผนซิลิกาเจล (silica gel F254 TLC plate) โดยใชเฮกเซนและไดเอทิล

อีเทอร ในอัตราสวน 85 ตอ 15 เปน mobile phase ยูบิควิโนนจะปรากฏเปนแถบสีเหลืองที่มีคา Rf 

ประมาณ 0.21 ตรวจสอบแถบของยูบิควิโนนอีกคร้ังภายใตแสงอัลตราไวโอเลทที่ความยาวคลื่น 254 

นาโนเมตร ยูบิควิโนนจะปรากฏเปนแถบสีดํา ขูดแถบสีเหลืองที่ปรากฏบนแผน TLC และสกัด

ดวยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร กรองสารละลายดวยแผนกรองที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางรูกรองขนาด 

0.2 ไมโครเมตร ทําใหสารละลายเขมขนขึ้นโดยการเปาดวยแกสไนโตรเจน  

 

3.3.4  การวิเคราะหชนิดของยูบิควิโนนดวย HPLC 

 

วิเคราะหชนิดของสารประกอบยูบิควิโนนดวยเคร่ือง High performance liquid 

chromatography (HPLC) (Agillent 1100, USA) โดยใชคอลัมน Cosmosil 5C18 (Nacalai tesque, 

Japan) และใชเมทานอล และไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ในอัตราสวน 2 ตอ 1 เปน mobile phase 

อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจผลที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร จําแนกชนิดของยูบิควิ

โนนที่วิเคราะหโดยเทียบกับยูบิควิโนนมาตรฐาน 

 

4. การคัดเลือกยีสตท่ีหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

 4.1  การเตรียมกลาเชื้อ 

 

เพาะยีสตบนอาหาร 2% D-Xylose yeast extract peptone (YP) agar ซึ่งประกอบดวย 

2% D-Xylose, 2% Peptone และ 1% Yeast extract บมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ถายเชื้อ

ลงในอาหาร 2% D-Xylose-YP broth ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 

บมบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  
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 4.2  การทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

ถายกลาเชื้อจากขอ 4.1 ลงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth (4% D-Xylose, 2% 

Peptone, และ 1% Yeast extract) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมบน

เคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่ 0 และ 96 ชั่วโมง 

วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร โดยเคร่ือง Spectrophotometer 

(UV-1700 pharmaspec, Shimadsu, Japan) และวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยเคร่ือง Gas 

chromatography (GC-9A,Shimadsu,Japan) โดยใชเอ็น-โพรพานอลเปน internal standard  
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ผลและวิจารณ 

 

1.  การแยกยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญ 

 

เก็บตัวอยาง ดิน, สวนประกอบของพืช, วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ 

ไดแก นํ้า ปุย จาก 15 จังหวัดของประเทศไทย ไดแก กรุงเทพมหานคร, สระบุรี, ราชบุรี, เพชรบุรี,

ประจวบคีรีขันธ, นครราชสีมา, ชัยภูมิ, บุรีรัมย, สุรินทร, อุบลราชธานี, อํานาจเจริญ, รอยเอ็ด, 

เชียงใหม, เชียงราย และพะเยา ไดตัวอยางรวม 79 ตัวอยาง เมื่อนําตัวอยางมาแยกเชื้อโดยใชเทคนิค

การเพิ่มจํานวนโดยใชไซโลสและสังเกตความแตกตางของโคโลนีที่ปรากฎพบวาสามารถแยกยีสต

ไดทั้งหมด 133 ไอโซเลต โดยจากตัวอยางดิน 37 ตัวอยางแยกยีสตได 61 ไอโซเลต (ตารางที่ 3) จาก

ตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 38 ตัวอยางแยกยีสตได 64 ไอโซเลต 

(ตารางที่ 4) และจากตัวอยางอ่ืนๆ 4 ตัวอยางแยกยีสตได 8 ไอโซเลต (ตารางที่ 5)  

 

ตารางท่ี 3  ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางดินที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ใน 

    ประเทศไทย 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

1 ดิน ม.เกษตรศาสตร บางเขน 29 เม.ย. 51  SN2-2 

2 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  

  
พิกัด N12o37.251'   E99o45.014' 

  
3 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  
4 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  

  
พิกัด N12o36.412'   E99o46.054' 

  
5 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 
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ตารางท่ี 3  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

6 ดิน ไรออย อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 29 มิ.ย. 51 - 

  
พิกัด N12o35.077'   E99o50.0781' 

  
7 ดิน ศูนยรักษาการพัฒนาหวยทราย   29 มิ.ย. 51 A17-1, A17-2 

 
(สวนอินทพลาลัม) อ.ชะอํา  จ.เพชรบุร ี

  

  
พิกัด N12o42.149'   E99o54.399' 

  
8 ดิน ลาดพราว ซอย 15 กรุงเทพมหานคร 29 มิ.ย. 51 A18-1 

 
(ใตตนมะยม) 

   
9 ดิน ลาดพราว ซอย 15 กรุงเทพมหานคร 29 มิ.ย. 51 A19-1 

 
(ใตตนมะยม) 

   
10 ดิน หนาตึกจุลชีววิทยา – พันธุศาสตร  29 มิ.ย. 51 A20-1, A20-2, 

  
ม.เกษตรศาสตร บางเขน  

 
A20-3 

  
กรุงเทพมหานคร 

  
11 ดิน โรงงานน้ําตาล จ.ราชบุร ี ก.ค. 51 A21-1 

12 ดิน โรงงานน้ําตาล จ.ราชบุร ี ก.ค. 51 A22-1 

13 ดิน โรงงานน้ําตาล จ.ราชบุร ี ก.ค. 51 - 

14 ดิน สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 - 

 
(ไรขาวโพด) อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
15 ดิน ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 KU-Xs 24, 

  
จ.นครราชสีมา 

 
KU-Xs 25 

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
16 ดิน ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 KU-Xs 30,  

  
จ.นครราชสีมา 

 
KU-Xs 31 

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
17 ดินคอกวัว อ. มวงสามสิบ จ. อุบลราชธาน ี 30 ก.ค. 51 KU-Xs 57 

  
พิกัด N15o 30' 33.3"  E104o 43' 46.4" 
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ตารางท่ี 3  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

18 ดิน โรงเรื่อยไม อ. หนองพอก จ. รอยเอ็ด 30 ก.ค. 51 KU-Xs 62,  

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 63 

19 ดิน โรงเล่ือยไม อ. หนองพอก จ. รอยเอ็ด 30 ก.ค. 51 KU-Xs 64,  

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 65 

20 ดิน สวนสิริกิตตบริเวณเรือนกระจก 15 ธ.ค. 51 NT01 

  
อ.แมริม จ.เชียงใหม 

  

  
พิกัด N18o53'10.9"  E98o51'44.4" 

  
21 ดิน หวยฮวกปุม อ.แมริม จ.เชียงใหม 15 ธ.ค. 51 NT02, NT03 

  
พิกัด N18o53'03.4"  E098o51'30.8" 

  
22 ดิน เขื่อนแมงัด อ.แมแตง จ.เชียงใหม 15 ธ.ค. 51 NT04, NT05 

  
พิกัด N19o09'40.5"  E099o02'23.7" 

  
23 ดิน วนอุทยานน้ําตกบัวตอง-น้ําพุ 7 สี 15 ธ.ค. 51 NT06, NT07, 

  
อ.พราว จ.เชียงใหม 

 
NT08 

  
พิกัด N19o04'37.5"  E099o05'12.8" 

  
24 ดิน วนอุทยานน้ําตกบัวตอง-น้ําพุ 7 สี 15 ธ.ค. 51 NT09, NT10,  

  
อ.พราว จ.เชียงใหม 

 
NT11 

  
พิกัด N19o04'37.5"  E099o05'12.8" 

  
24 ดิน ปาขางทางไปดอยแมสลอง 15 ธ.ค. 51 NT12, NT13,  

  
อ.แมจัน จ.เชียงราย 

 
NT14 

  
พิกัด N19o24'16.3"  E099o06'32.5" 

  
26 ดิน ดอยแมสลอง อ.แมจัน จ.เชียงราย 15 ธ.ค. 51 NT15 

  
พิกัด N20o09'29.3"  E099o39'04.4" 

  
27 ดิน ดอยแมสลอง อ.แมจัน จ.เชียงราย 15 ธ.ค. 51 NT16, NT17,  

  
พิกัด N20o09'29.3"  E099o39'04.4" 

 
NT18 

28 ดินเหนียว ระบบประปาหมูบานปามีน ต.ปลอง 16 ธ.ค. 51 NT19, NT20, 

  
อ.เทิง จ.เชียงราย 

 
NT21, NT22 

  
พิกัด N19o40'02.0" E100o06'26.8" 
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ตารางท่ี 3  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

29 ดิน ปาสน ภูช้ีฟา ต.ตับเตา  16 ธ.ค. 51 NT23, NT24,  

  
อ.เทิง จ.เชียงราย 

 
NT25, NT26 

  
พิกัด N19o51'02.5"  E100o26'52.6" 

  
30 ดิน ปาสน ภูช้ีฟา ต.ตับเตา  16 ธ.ค. 51 - 

  
อ.เทิง จ.เชียงราย 

  

  
พิกัด N19o51'02.5"  E100o26'52.6" 

  
31 ดิน จุดชมวิวขางทาง อ.เมือง จ.พะเยา 16 ธ.ค. 51 NT29, NT30 

  
พิกัด N19o03'43.9"  E099o46'54.5" 

  
32 ดิน จุดชมวิวขางทาง อ.เมือง จ.พะเยา 16 ธ.ค. 51 NT31 

  
พิกัด N19o03'43.9"  E099o46'54.5" 

 
NT33, NT34 

33 ดิน ปาสน ปาสัก หวยฮองไคร 16 ธ.ค. 51 NT35, NT36,  

  
อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม 

 
NT37 

  
พิกัด N18o52'43.3"  E099o13'02.7" 

  
34 ดิน ปาสน ปาสัก หวยฮองไคร 16 ธ.ค. 51 NT38 

  
อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม 

  

  
พิกัด N18o52'43.3"  E099o13'02.7" 

  
35 ดินผสมซากหญา ปาสนดอยอินทนนท 17 ธ.ค. 51 NT43, NT44,  

  
อ.จอมทอง จ.เชียงใหม 

 
NT45 

  
พิกัด N18o30'40.7"  E098o30'46.4" 

  
36 ดิน ปาบริเวณออบหลวง 17 ธ.ค. 51 NT46, NT47 

  
อ.ฮอด จ.เชียงใหม 

  
37 ดิน ปาสนสถานีวิจัยบอแกว  17 ธ.ค. 51 NT48, NT49 

  
อ.ฮอด จ.เชียงใหม 

  

  
พิกัด N18o09'07.5"  E098o23'20.7" 
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ตารางท่ี 4  ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุ 

    เหลือทิ้งทางการเกษตรที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ในประเทศไทย 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

1 เปลือกไม - พ.ค. 51 A6-1, A6-2 

2 เปลือกไม - พ.ค. 51 - 

3 เปลือกไม  - พ.ค. 51 A8-1, A8-2 

4 เปลือกงาดํา สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 01,  

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 02, 

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

 
KU-Xs 03 

4 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 04,  

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 05,  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
5 ตอขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 07,  

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 08,  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

 
KU-Xs 09 

6 ซังขาวโพดปน สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 10 

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
7 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 11, 

 
ที่ยอยสลายแลว อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 12 

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
8 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 13 

 
ที่ยอยสลายแลว อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
9 กานขาวฟางผุ สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 14,  

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 15 

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

10 ฝอยขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 16,  

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 17 

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
11 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 18 

 
ที่ยอยสลายแลว อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
12 ซากหญา สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 20 

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
13 ใบมันสําปะหลัง ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 

 

  
จ.นครราชสีมา 

  

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
14 ใบออย ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 KU-Xs 29 

  
จ.นครราชสีมา 

  

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
15 ตนออยผ ุ ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 KU-Xs 32,  

  
จ.นครราชสีมา 

 
KU-Xs 33 

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
16 ฟางหมัก จ.นครราชสีมา 28 ก.ค. 51 KU-Xs 34,  

  
พิกัด N15o03'17.8"  E102o21'46.1" 

 
KU-Xs 35 

17 ฟางแหง จ.นครราชสีมา 28 ก.ค. 51 KU-Xs 36 

  
พิกัด N15o03'17.8"  E102o21'46.1" 

  
18 ฟางหมัก จ.นครราชสีมา 28 ก.ค. 51 KU-Xs 37,  

  
พิกัด N15o03'17.8"  E102o21'46.1" 

 
KU-Xs 38 

19 ฟางแหง อ.ลําปลายมาศ จ.บุรีรัมย 28 ก.ค. 51 KU-Xs 39,  

  
พิกัด N15o00'31.0"  E102o54'06.4" 

 
KU-Xs 40 
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

20 ฟางหมัก อ.ลําปลายมาศ จ.บุรีรัมย 28 ก.ค. 51 KU-Xs 41,  

  
พิกัด N15o00'31.0"  E102o54'06.4" 

 
KU-Xs 42, 

21 ฟางแหง จ.สุรินทร 29 ก.ค. 51 KU-Xs 44, 

  
พิกัด N14o54'27.8"  E103o45'05.6" 

 
 KU-Xs 45 

22 ฟางแหง จ.สุรินทร 29 ก.ค. 51 KU-Xs 46,  

  
พิกัด N14o54'27.8"  E103o45'05.6" 

 
KU-Xs 47,  

    
KU-Xs 48 

23 ฟางหมัก จ.สุรินทร 29 ก.ค. 51 KU-Xs 50 

  
พิกัด N14o54'27.8"  E103o45'05.6" 

  
24 เปลือกตนจามจุร ี อ.โขงเจียม จ.อุบลราชธาน ี 29 ก.ค. 51 - 

  
พิกัด N15o19'08.4"  E105o29'51.0" 

  
25 ยางตนจามจุร ี อ.โขงเจียม จ.อุบลราชธาน ี 29 ก.ค. 51 KU-Xs 51 

  
พิกัด N15o19'08.4"  E105o29'51.0" 

  
26 เฟริ์น อ.โขงเจียม จ.อุบลราชธาน ี 29 ก.ค. 51 KU-Xs 52,  

 
(บนตนจามจุร)ี พิกัด N15o19'08.4"  E105o29'51.0" 

  
27 ฟางหมัก อ. มวงสามสิบ จ. อุบลราชธาน ี 30 ก.ค. 51 KU-Xs 54,  

  
พิกัด N15o30'33.3"  E104o43'46.4" 

 
KU-Xs 55, 

    
KU-Xs 56 

28 ขี้เล่ือย ฟารมเห็ด อ. เมือง 30 ก.ค. 51 KU-Xs 58,  

 
(ตนมะมวง) จังหวัดอํานาจเจริญ 

 
KU-Xs 59 

  
พิกัด N15o47'45.7"  E104o38'00.6" 

  
29 ขี้เล่ือย ฟารมเห็ด อ. เมือง 30 ก.ค. 51 KU-Xs 60,  

 
(จากกอนเห็ดเกา) จังหวัดอํานาจเจริญ 

 
KU-Xs 61 

  
พิกัด N15o47'45.7"  E104o38'00.6" 

  
30 แกลบ อ. หนองพอก จ. รอยเอ็ด 30 ก.ค. 51 KU-Xs 66,  

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 67 
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

31 ขี้เล่ือย อ. หนองพอก จ. รอยเอ็ด 30 ก.ค. 51 KU-Xs 68,  

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 69 

32 ชานออยหมัก โรงงานน้ําตาลมิตรผล 31 ก.ค. 51 - 

  
อ. ภูเขียว จ. ชัยภูมิ 

  

  
พิกัด N16o28'17.0"  E102o07'27.5" 

  
33 ชานออยหมัก  โรงงานน้ําตาลมิตรผล 31 ก.ค. 51 KU-Xs 72,  

 
UFIO ลาง อ. ภูเขียว จ. ชัยภูมิ 

 
KU-Xs 73 

  
พิกัด N16o28'17.0"  E102o07'27.5" 

  
34 ชานออยหมัก โรงงานน้ําตาลมิตรผล 31 ก.ค. 51 KU-Xs 74,  

 
 UFIO บน อ. ภูเขียว จ. ชัยภูมิ 

 
KU-Xs 75 

  
พิกัด N16o28'17.0"  E102o07'27.5" 

  
35 ตนพลูแหง อุทยานแหงชาติแกงตะนะ  31 ก.ค. 51 KU-Xs 76, 

  
อ. โขงเจียม จ. อุบลราชธาน ี

 
KU-Xs 77 

36 เปลือกไม อุทยานแหงชาติแกงตะนะ  31 ก.ค. 51 KU-Xs 78 

  
อ. โขงเจียม จ. อุบลราชธาน ี

 
KU-Xs 79 

37 ขุยจากขอนไมผ ุ
จุดชมวิวสูงสุดทางเดินศึกษา

ธรรมชาต ิ
31 ก.ค. 51 NT40 

  

ดอยอินทนนท อ.จอมทอง จ.

เชียงใหม   

38 ขุยจากขอนไมผ ุ พระธาตุดอยอินทนนท 31 ก.ค. 51 NT41, NT42 

  
อ.จอมทอง จ.เชียงใหม 
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ตารางท่ี 5  ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางอ่ืนๆ ที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ใน 

    ประเทศไทย 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

1 น้ํา ม.เกษตรศาสตร บางเขน 29 เม.ย. 51 SN1-1, SN1-2, 

    
SN1-3, SN1-4 

2 ปุยหมัก โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  
3 ปุยหมัก ศูนยรักษาการพัฒนาหวยทราย   29 มิ.ย. 51 A15-1, A15-2,  

  
อ.ชะอํา  จ.เพชรบุร ี

 
A15-3 

  
พิกัด N12o42.149'   E99o54.399' 

  
4 ปุยหมัก ศูนยรักษาการพัฒนาหวยทราย   29 มิ.ย. 51 A16-1 

  
อ.ชะอํา  จ.เพชรบุร ี

  

  
พิกัด N12o42.149'   E99o54.399' 
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2. การจัดจําแนกยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยก

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ในโดเมน D1/D2 ของ LSU และการวิเคราะหความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการ  

 

จากการจัดจําแนกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญ 133 ไอโซเลต ดวยอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลโดย การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene ของยีสตสายพันธุที่ตองการจัดจําแนกกับลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ

ยีสตสปชีสตางๆ ในฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) โดยใชโปรแกรม

โดยใช BLASTn (Altschul et al., 1997)ในการระบุวาเปนสปชีสที่อธิบายแลว (describe species) 

หรือที่รูจักแลว (known species) หรือเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย (undescribe species) ที่

หมายถึงสปชีสที่ยังไมไดมีการต้ังชื่อ อธิบาย และตีพิมพ แตมีการนําขอมูลนิวคลีโอไทดไปจัดเก็บ

ไวในฐานขอมูลแลว หรือสปชีสใหม (new species) ใชการพิจารณาจากหลักเกณฑของ Kurtzman 

and Robnett (1998) คือ เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA   

gene ของยีสตที่ตองการจัดจําแนก กับยีสตสปชีสที่ใกลเคียงที่สุดในฐานขอมูล หากมีการแทนที่    

นิวคลีโอไทด (nucleotide substitution) มากกวา 1 เปอรเซ็นต ในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 

gene ซึ่งมีขนาดประมาณ 500-600 นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทด) 

สายพันธุทั้งสองน้ันจัดจําแนกไดเปนคนละสปชีส แสดงวายีสตที่ศึกษาเปนยีสตสปชีสที่มีการ

อธิบายแลวหรือรูจักแลว และถามีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด อาจจัดจําแนกเปนสปชีส

เดียวกันหรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมาก และการวิเคราหความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยดูจาก

ตําแหนงบนตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 

gene จากหลักการดังกลาวสามารถจัดจําแนกยีสต 133 ไอโซเลตออกเปน 4 กลุม (ตารางที่ 6) คือ  

  

2.1 ยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสที่รูจักแลว 

 

จากการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจํานวน 133 ไอโซเลต พบจํานวน 108 ไอโซเลต (คิด

เปน 81.2 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลวเน่ืองจากมีการแทนที่       

นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene นอยกวา 1 เปอรเซ็นตและอยูในชวง 0-3      

นิวคลีโอไทด โดย 73 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 18 สปชีสใน 8 สกุล ในไฟลัม 
Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales โดยอยูในวงศตางๆ ดังน้ี (ตารางที่ 7 

และภาพที่ 4, 5) 
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1.) วงศ Candidaceae มี 2 สกุล 9 สปชีส คือ Candida blankii, C. coipomoensis,  

C. maltosa, C. membranifaciens, C. pseudointermedia, C. pseudolambica, C. pyralidae, C. 

tropicalis และ Geotrichum silvicola  

 

2.) วงศ Saccharomycetaceae มี 5 สกุล 8 สปชีส คือ Barnettozyma californica, 

Debaryomyces fabryi, D. nepalensis, Lindnera rhodanensis, L. saturnus, P caribbica, P. 

kudriavzevii, Saturnispora saitoi 

 

3.) วงศ Dipodascaceae มี 1 สกุล 1 สปชีส คือ Zygoascus hellenicus  

 

ยีสตที่เหลือจํานวน 35 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต ในไฟลัม

Basidiomycota ชั้น Hymenomycetes 2 สกุล 8 สปชีส คือ Cryptococcus heveanensis, C. humicola, 

C. laurentii, C. terrestris, Trichosporon asahii, T. moniliiforme, T. mycotoxinivorans และ T. 

terricola  (ตารางที่ 7 และภาพที่ 6) 
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ตารางท่ี 6  การจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจากตัวอยาง ดิน สวนประกอบของพืช วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและตัวอยางอ่ืนๆ ที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ในประเทศ  

                  ไทย เปนยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย ยีสตที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหมและยีสตสปชีสใหม 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

SN1-1 AB557754 Zygoascus hellenicus (U40125) 524/525 99.8   0 1 0.2 Zygoascus hellenicus 

SN1-2 AB557755            Candida tropicalis (U45749) 569/570 99.8 

 

0 1 0.2 Candida tropicalis 

SN1-3 AB557756               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 595/596 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

SN1-4 AB557757               Zygoascus hellenicus (U40125) 562/566 99.3 

 

0 4 0.7 Known or New Species 

SN2-2 AB557758               Candida tropicalis (U45749) 569/570 99.8 

 

1 0 0 Candida tropicalis 

A6-1 AB557759               Candida blankii (U45704) 560/560 100 

 

0 0 0 Candida blankii 

A6-2 AB557760              Candida sp. HA174 (AF272395) 468/475 98.5   2 5 1.1 New species 

A8-1 AB557761              Candida blankii (U45704) 560/560 100 

 

0 0 0 Candida blankii 

A8-2 AB557762               Candida blankii (U45704) 560/560 100 

 

0 0 0 Candida blankii 

A15-1 AB557763               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 0 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

A15-2 AB557764               Trichosporon asahii (AF105393) 597/597 100 

 

0 0 0 Trichosporon asahii 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

A15-3 AB557765               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 0 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

A16-1 AB557766               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 0 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

A17-1 AB557767               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 597/598 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

A17-2 AB557768               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 0 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

A18-1 AB557769               Trichosporon asahii (AF105393) 597/597 100 

 

0 0 0 Trichosporon asahii 

A19-1 AB557770               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

A20-1 AB557771               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 591/596 99.2 

 

1 4 0.7 Known or New Species 

A20-2 AB557772               Candida tropicalis  (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

A20-3 AB557773              Candida tropicalis  (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

A21-1 AB557774               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

A22-1 AB557775               Cryptococcus laurentii (AF075469) 596/597 99.8 

 

0 1 0.3 Cryptococcus laurentii  

KU-Xs01 AB557776               Trichosporon asahii (AF105393) 596/597 99.8 

 

1 0 0.2 Trichosporon asahii 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

KU-Xs02 AB557777               Trichosporon asahii  (AF189882) 597/598 99.0 

 

1 0 0 Trichosporon asahii  

KU-Xs03 AB557778               Cryptococcus laurentii  (AY315663) 597/597 100 

 

0 0 0 Cryptococcus laurentii  

KU-Xs04 AB557779               Candida pseudointermedia (U44816) 518/518 100 

 

0 0 0 Candida pseudointermedia 

KU-Xs05 AB557780               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs07 AB557781               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs08 AB557782               Candida pyralidae (AY013715) 558/563 99.0 

 

2 3 0.5 Candida pyralidae 

KU-Xs09 AB557783               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs10 AB557784               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs11 AB557785               Geotrichum silvicola (AY158042) 536/541 99.1 

 

1 4 0.7 Known or New Species 

KU-Xs12 AB557786               Trichosporon asahii (AF189882) 597/597 100 

 

0 0 0 Trichosporon asahii  

KU-Xs13 AB534915 Candida lodderae  (U45755) 559/571 97.9   1 11 1.2 New species 

KU-Xs14 AB557787               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

KU-Xs15 AB557788               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs16 AB557789               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs17 AB557790               Pichia kudriavzevii  (U76347) 564/564 100 

 

0 0 0 Pichia kudriavzevii   

KU-Xs18 AB534916 Candida lodderae  (U45755) 558/571 97.7   2 11 1.9 New species 

KU-Xs20 AB534917 Candida lodderae  (U45755) 559/571 97.9   1 11 1.9 New species 

KU-Xs24 AB557791               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 595/596 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

KU-Xs25 AB557792               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 595/596 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

KU-Xs29 AB557793               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs30 AB557794               Cryptococcus laurentii (AY315663) 597/598 99 

 

1 0 0 Cryptococcus laurentii 

KU-Xs31 AB557795               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 595/596 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

KU-Xs32 AB557796               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs33 AB557797               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

KU-Xs34 AB557798               Candida yuanshanicus (EF460670) 550/565 97.0   6 9 1.6 New species 

KU-Xs35 AB557799               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs36 AB557800               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs37 AB557801               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs38 AB557802               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs39 AB557803               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs40 AB557804              Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs41 AB557805               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 595/596 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

KU-Xs42 AB557806               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs44 AB557807               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs45 AB557808               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs46 AB557809               Cryptococcus laurentii (AF075469) 596/597 99.8 

 

0 1 0.2 Cryptococcus laurentii  
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

KU-Xs47 AB557810               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs48 AB557811               Candida membranifaciens (U45792) 542/542 100 

 

0 0 0 Candida membranifaciens 

KU-Xs50 AB557812               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs51 AB557813               Cryptococcus heveanensis (AF075467) 598/599 99.8 

 

0 1 0.2 Cryptococcus heveanensis 

KU-Xs52 AB557814               Lindnera rhodanensis (U73571) 571/573  99.7 

 

0 2 0.4 Lindnera rhodanensis 

KU-Xs54 AB557815               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs55 AB557816               Debaryomyces nepalensis (U45839) 569/570  99.8 

 

0 1 0.2 Debaryomyces nepalensis 

KU-Xs56 AB557817               Candida membranifaciens (U45792) 542/542 100 

 

0 0 0 Candida membranifaciens  

KU-Xs57 AB557818               Candida tropicalis  (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs58 AB557819               Candida tropicalis  (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs59 AB557820               Lindnera rhodanensis (U73571) 572/573  99.8 

 

0 1 0.2 Lindnera rhodanensis 

KU-Xs60 AB557821               Lindnera rhodanensis (U73571) 572/573  99.8 

 

0 1 0.2 Lindnera rhodanensis 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

KU-Xs61 AB557822               Lindnera rhodanensis (U73571) 572/573  99.8 

 

0 1 0.2 Lindnera rhodanensis 

KU-Xs62 AB557823               Candida tropicalis  (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs63 AB557824               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 595/596 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

KU-Xs64 AB557825               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs65 AB557826               Lindnera rhodanensis (U73571) 572/573  99.8 

 

0 1 0.2 Lindnera rhodanensis 

KU-Xs66 AB557827               Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 595/596 99.8 

 

1 0 0 Trichosporon mycotoxinivorans 

KU-Xs67 AB557828               Candida tropicalis  (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs68 AB557829               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs69 AB557830               Cryptococcus laurentii (AF075469) 596/597 99.8 

 

0 1 0.2 Cryptococcus laurentii 

KU-Xs72 AB557831               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs73 AB557832               Sporopachydermia lactativora (U45851) 567/571 99.3 

 

0 4 0.7 Known or New Species 

KU-Xs74 AB557833               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

KU-Xs75 AB557834               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

KU-Xs76 AB557835               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

KU-Xs77 AB557836               Cryptococcus laurentii (AF075469) 596/597 99.8 

 

0 1 0.2 Cryptococcus laurentii  

KU-Xs78 AB557837              Cryptococcus laurentii (AF075469) 595/597 99.7 

 

0 2 0.3 Cryptococcus laurentii 

KU-Xs79 AB557838               Pichia caribbica (EU348786) 570/570 100 

 

0 0 0 Pichia caribbica 

NT01 AB557839               Trichosporon sp. CBS 8686 (AF444718) 595/595 100 

 

0 0 0 Trichosporon sp. CBS 8686 

NT02 AB557840               Debaryomyces nepalensis (U45839) 567/570 99.5 

 

0 3 0.5 Debaryomyces nepalensis 

NT03 AB557841               Trichosporon sp. CBS 8686 (AF444718) 595/595 100 

 

0 0 0 Trichosporon sp. CBS 8686 

NT04 AB557842               Cryptococcus laurentii  (AF075469) 596/597 99.8 

 

0 1 0.2 Cryptococcus laurentii  

NT05 AB557843               Cryptococcus cf. podzolicus  (FJ743620) 597/598  99.8 

 

1 0 0 Cryptococcus cf. podzolicus 

NT06 AB557844               Cryptococcus humicola (AF189836) 593/594 99.8 

 

0 1 0.2 Cryptococcus humicola 

NT07 AB557845               Cryptococcus terrestris (EF370393) 597/597  100   0 0 0 Cryptococcus terrestris 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

NT08 AB557846               Candida pseudointermedia (U44816) 518/518 100 

 

0 0 0 Candida pseudointermedia 

NT09 AB557847               Cryptococcus terrestris (EF370393) 597/597  100 

 

0 0 0 Cryptococcus terrestris 

NT10 AB557848               Candida sp. NRRL Y-27159 (EU011604) 486/486 100 

 

0 0 0 Candida sp. NRRL Y-27159 

NT11 AB557849               Trichosporon terricola (AB086382) 595/596 99.8 

 

0 1 0.2 Trichosporon terricola 

NT12 AB557850               Geotrichum silvicola (AY158042) 537/541 99.3 

 

1 3 0.6 Geotrichum silvicola 

NT13 AB557851               Cryptococcus terrestris (EF370393) 597/597  100 

 

0 0 0 Cryptococcus terrestris 

NT14 AB557852               Cryptococcus humicola (AF189836) 594/594  100 

 

0 0 0 Cryptococcus humicola 

NT15 AB557853               Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 597/597 100 

 

0 0 0 Cryptococcus cf. podzolicus 

NT16 AB557854               Debaryomyces fabryi (U94927) 570/570 100 

 

0 0 0 Debaryomyces fabryi 

NT17 AB557855               Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 597/597 100 

 

0 0 0 Cryptococcus cf. podzolicus 

NT18 AB557856          Saturnispora saitoi (U94932) 532/534 99.6 

 

1 1 0.2 Saturnispora saitoi 

NT19 AB557857               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

NT20 AB557858               Candida pseudolambica (U71063) 557/559 99.6 

 

0 2 0.4 Candida pseudolambica 

NT21 AB557859               Geotrichum sp. LY16 (AB499018) 545/545 100 

 

0 0 0 Geotrichum sp. LY16 

NT22 AB557860               Candida tropicalis (U45749) 570/570 100 

 

0 0 0 Candida tropicalis 

NT23 AB557861              Candida solani (U70179) 564/568 99.3 

 

0 4 0.7 May be new/known 

NT24 AB557862               Lindnera  saturnus (U75958) 573/574 99.8   0 1 0.1 Lindnera  saturnus 

NT25 AB557863               Trichosporon moniliiforme (AF105392) 596/596 100 

 

0 0 0 Trichosporon moniliiforme 

NT26 AB557864               Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 597/597 100 

 

0 0 0 Cryptococcus cf. podzolicus 

NT29 AB557865               Pichia exigua (EF550237) 545/559 97.5   0 14 2.5 New species 

NT30 AB557866               Cryptococcus terrestris (EF370393) 597/597 100   0 0 0 Cryptococcus terrestris 

NT31 AB557867               Pichia pijperi (U75418) 545/570 95.6   2 23 4.0  New species 

NT33 AB557868               Candida maltosa (U45745) 568/572 99.3 

 

2 2 0.4 Candida maltosa 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

NT34 AB557869               Pichia kudriavzevii (U76347) 564/564 100 

 

0 0 0 Issatchenkia orientalis 

NT35 AB557870               Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 597/597 100 

 

0 0 0 Cryptococcus cf. podzolicus 

NT36 AB557871               Candida chiropterorum (U45822.1) 557/578 96.4   4 17 3.0 New species 

NT37 AB557872               Cryptococcus humicola (AF189836) 594/594 100   0 0 0 Candida tropicalis 

NT38 AB557873               Cryptococcus humicola (AF189836) 594/595  99.8 

 

1 0 0 Cryptococcus humicola 

NT40 AB557874               Debaryomyces fabryi (U94927) 563/570 98.8   0 7 1.2 New species 

NT41 AB557875               Candida coipomoensis  (U45747) 560/562 99.6 

 

0 2 0.4 Candida coipomoensis 

NT42 AB557876               Candida coipomoensis (U45747) 554/556 99.6 

 

0 2 0.4 Candida coipomoensis 

NT43 AB557877               Barnettozyma californica (U75957) 414/414 100 

 

0 0 0 Barnettozyma californica 

NT44 AB557878               Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 525/525 100 

 

0 0 0 Cryptococcus cf. podzolicus 

NT45 AB557879               Barnettozyma californica (U75957) 540/540 100 

 

0 0 0 Barnettozyma californica 

NT46 AB557880               Cryptococcus terrestris (EF370393) 596/597  99.3 

 

0 1 0.2 Cryptococcus terrestris 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 

 

Isolate 
Accession 

Number 

    Closest Species with Accession Number      

of DNA DataBank 

Nucleotide Identity    Nucleotide different  

Result of  identification 

in D1/D2 domain 
 

in D1/D2 domain 

necleotide 

identity / total 

nucleotides 

% 

identity 

 
no.  

nucleotide substitution 

 Gap 
  no. % 

NT47 AB557881               Cryptococcus laurentii  (AF075469) 596/597 99.8 

 

0 1 0.2 Cryptococcus laurentii  

NT48 AB557882               Cryptococcus humicola (AF189836) 594/594 100 

 

0 0 0 Cryptococcus humicola 

NT49 AB557883               Geotrichum sp. LY5 (AB499010) 544/545 99.8   0 1 0.2 Geotrichum sp. LY5 
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ตารางท่ี 7  ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 

 

Group 

Strain 
No.  

 

Family 

  

Genus of strain 

      Species 

Ascomycetus yeast 

     

 

Candidaceae 

     

  

Candida 

     

   

Candida blankii  A6-2, A8-1, A8-2  3 

   

Candida coipomoensis  NT41, NT42 2 

   

Candida maltosa NT33 1 

   

Candida membranifaciens  KU-Xs48, KU-Xs56 2 

   

Candida pseudointermedia  KU-Xs04, NT08,  2 

   

Candida pseudolambica NT20 

   

1 

   

Candida pyralidae  KU-Xs08 1 

   

Candida tropicalis SN1-2, SN2-2, A19-1, A20-2, A20-3, A21-1,  25 

    

KU-Xs09, KU-Xs14, KU-Xs35, KU-Xs37, 

 

    

KU-Xs38, KU-Xs44, KU-Xs50, KU-Xs54,  

 

    

KU-X57, KU-Xs58, KU-Xs62, KU-Xs64, 

 

    

KU-Xs67,  KU-Xs68, KU-Xs72, KU-Xs74, 

 

    

KU-Xs75, NT19, NT22, 

 

  

Geotrichum 

     

   

Geotrichum silvicola  NT12 1 

 

Saccharomycetaceae 

     

  

Barnettozyma 

     

   

Barnettozyma californica  NT43, NT45 2 

  

Debaryomyces 

     

   

Debaryomyces hansenii  NT16 1 

   

Debaryomyces nepalensis  KU-Xs55, NT02 2 

  

Lindnera 

     

   

Lindnera rhodanensis  KU-Xs52, KU-Xs59, KU-Xs60, KU-Xs61, 5 

    

KU-Xs65 

 

   

Lindnera saturnus  NT24 1 
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ตารางท่ี 7  (ตอ) 

 

Group 

Strain 
No.  

 

Family 

  

Genus of strain 

      Species 

  

Pichia  

     

   

Pichia caribbica  A15-1, A15-3, A16-1, A17-2, KU-Xs05 20 

    

KU-Xs07, KU-Xs10, KU-Xs15, KU-Xs16,  

 

    

KU-Xs29, KU-Xs32, KU-Xs33, KU-Xs36 

 

    

KU-Xs39, KU-Xs40, KU-Xs42, KU-Xs45 

 

    

KU-Xs47, KU-Xs76, KU-Xs79 

 

   

Pichia kudriavzevii KU-Xs17, NT34 2 

  

Saturnispora 

     

   

Saturnispora saitoi  NT18 1 

 

Dipodascaceae 

     

  

Zygoascus 

     

   

Zygoascus hellenicus  SN1-1 1 

         Basidiomycetus yeast 

     

  

Cryptococcus 

     

   

Cryptococcus heveanensis  KU-Xs51 1 

   

Cryptococcus humicola NT06, NT14, NT37, NT38, NT48 5 

   

Cryptococcus laurentii  A22-1, KU-Xs03, KU-Xs30, KU-Xs46,  9 

    

KU-Xs69, KU-Xs77, KU-Xs78, NT04, NT47 

 

   

Cryptococcus terrestris NT07, NT09, NT13, NT30, NT46 5 

  

Trichosporon 

     

   

Trichosporon asahii  A15-2, A18-1, KU-Xs01, KU-Xs02, KU-Xs12 5 

   

Trichosporon moniliiforme NT25 1 

   

Trichosporon mycotoxinivorans SN1-3, A17-1, KU-Xs24, KU-Xs25, KU-Xs31, 8 

    

KU-Xs41, KU-Xs63, KU-Xs66 

 

   

Trichosporon terricola  NT11 1 
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ภาพท่ี 4  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ Candidaceae และ  สป

ชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงที่สุด ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 

1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความ

นาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และ

แสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

Schizosaccharomyces pombe (U40085) 
Candida pseudolambica (U71063) 

NT20 
Candida pseudointermedia (U44816) 
NT08 
KU-Xs04 

NT12 
Geotrichum silvicola (AY158042) 

Candida blankii (U45704) 
A8-2 
A6-1 
A8-1 

Candida pyralidae  (AY013715) 
KU-Xs08 
NT41 
NT42 

Candida coipomoensis (U45747) 
KU-Xs48 
KU-Xs56 
Candida membranifaciens (U45792) 

Candida maltosa (U45745) 
NT33 
NT19 
KU-Xs62 
Candida tropicalis (U45749) 
KU-Xs64 
Ku-Xs68 
KU-Xs72 
KU-Xs74 
KU-Xs75 
KU-Xs67 
A20-2 
KU-Xs37 
A19-1 
A20-3 
A21-1 
KU-Xs44 
KU-Xs50 
KU-Xs54 
KU-Xs57 
NT22 
KU-Xs09 
KU-Xs35 
KU-Xs38 
SN2-2 
KU-Xs14 
KU-Xs58 
SN1-2 

0.02Knuc 

100 

99 

92 

95 

96 

96 

71 

91 

93 

100 

100 

100 
100 

100 
100 

100 
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ภาพท่ี 5  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ Saccharomycetaceae, 

วงศ Dipodascaceae และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงที่สุด ตามวิธี two-

parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and 

Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 

คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

 

Schizosaccharomyces pombe (U40085) 

 

Saturnispora saitoi (U94932) 
NT18 

Pichia kudriavzevii  (U76347) 
KU-Xs17 
NT34 

Barnettozyma californica (U75957) 
NT43 
NT45 

Lindnera saturnus (U75958) 
NT24 

Lindnera rhodanensis (U73571) 
 

KU-Xs59 
KU-Xs60 
KU-Xs61 
KU-Xs65 
KU-Xs52 

Zygoascus hellenicus (U40125) 
SN1-1 

Debaryomyces fabryi (U94927) 
NT16 
Debaryomyces nepalensis (U45839) 
KU-Xs55 
NT02 

A15-3 
A15-1 
A16-1 
A17-2 
KU-Xs05 
KU-Xs07 
KU-Xs32 
KU-Xs33 
KU-Xs36 
KU-Xs40 
KU-Xs42 
KU-Xs45 
KU-Xs47 
KU-Xs76 
KU-Xs79 
KU-Xs39 
KU-Xs29 
KU-Xs16 
KU-Xs10 
KU-Xs15 
Pichia caribbica (EU348786) 

0.02 Knuc 

100 

98 
86 

96 

100 

100 

88 

100 

100 

97 70 

100 

100 

100 
100 
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ภาพท่ี 6  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในสกุล Cryptococcus และ 

Trichosporon ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-

joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา 

bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่

มากกวา 50 เปอรเซ็นต

Schizosaccharomyces pombe (U40085) 
Cryptococcus laurentii (AF075469) 
KU-Xs78 
KU-Xs30 
KU-Xs03 
KU-Xs77 
NT04 
NT47 
A22-1 
KU-Xs46 
KU-Xs69 

Cryptococcus terrestris (EF370393) 
NT30 
NT09 
NT07 
NT13 
NT46 

Cryptococcus heveanensis (AF075467) 
KU-Xs51 

Cryptococcus humicola (AF189836) 
NT38 
NT14 
NT48 
NT37 
NT06 

Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 
KU-Xs24 
KU-Xs25 
KU-Xs31 
KU-Xs41 
KU-Xs63 
SN1-3 
A17-1 

Trichosporon moniliiforme (AF105392) 
 

NT25 
Trichosporon terricola (AB086382) 
NT11 

Trichosporon asahii (AF105393) 
 

KU-Xs01 
KU-Xs02 
A15-2 
A18-1 
KU-Xs12 

0.02 Knuc 
 

100 

100 

75 

100 

90 

100 

82 

100 

100 

100 

98 

98 
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2.2 ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 

 

ยีสตที่ยังไมมีการอธิบายหมายถึง ยีสตที่ยังไมไดมีการต้ังชื่อ อธิบาย และตีพิมพ แตมี

การนําขอมูลนิวคลีโอไทดไปจัดเก็บไวในฐานขอมูลแลว จากการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจํานวน 

133 ไอโซเลต พบจํานวน 11 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย (คิดเปน 8.3 

เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 

gene นอยกวา 1 เปอรเซ็นตและอยูในชวง 0-3 นิวคลีโอไทดเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีสตในฐานขอมูล โดยจากการจัดจําแนกพบ 3 ไอโซเลตจัดอยูในไฟลัม Ascomycota ชั้น 

Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales วงศ Candidaceae ในสกุล Candida และ Geotrichum 

ไดแก ไอโซเลต NT10 ที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27159, ไอโซเลต NT21 ที่เหมือนกับ 

Geotrichum sp. LY16 และ ไอโซเลต NT49 ที่ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum sp. LY5 แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.2 เปอรเซนต นอกจากน้ี 8 ไอโซเลต

จัดอยูในไฟลัม Basidiomycota ในสกุล Cryptococcus และ Trichosporon โดย 6 ไอโซเลต คือ 

NT05, NT15, NT17,NT26, NT35 และ NT44 เหมือนกับ Cryptococcus cf. podzolicus  และ 2       

ไอโซเลต ไดแก NT01 และ NT03 เหมือนกับ Trichosporon sp. CBS 8686 (ตารางที่ 8) 

 

2.3 ยีสตสปชีสที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 

 

ยีสตสปชีสที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม หมายถึง ยีสตที่เมื่อ

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีสตในฐานขอมูล พบวามีการแทนที่นิวคลีโอไทดนอยกวา 1 เปอรเซ็นต โดยมากกวา 3 นิวคลีโอ

ไทดแตนอยกวา 6 นิวคลีโอไทด ดังน้ันจึงยังสรุปไมไดวาเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือเปนยีสตสปชีส

ใหมตองศึกษาเพิ่มเติม โดยจากการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจํานวน 133 ไอโซเลต พบจํานวน 5      

ไอโซเลต ที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม (คิดเปน 3.8 เปอรเซนตของยีสตที่

ศึกษา) โดยจัดอยูในไฟลัม Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales 2 วงศ 

ไดแก วงศ Candidaceae มี 2 สกุล คือ ไอโซเลต NT23 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida solani แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และไอโซเลต KU-

Xs11 ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum silvicola แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และวงศ Dipodascaceae มี 2 สกุล คือ ไอโซเลต KU-Xs 73 ใกลเคียง

ที่สุดกับ Sporopachydermia lactativora แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และไอโซเลต SN1-4 ใกลเคียงที่สุดกับ Zygoascus hellenicus แตมีการ
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แทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และจัดอยูในไฟลัม 

Basidiomycota ในสกุล Trichosporon คือ ไอโซเลต A20-1 ใกลเคียงที่สุดกับ Trichosporon 

mycotoxinivorans แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.7 

เปอรเซนต (ตารางที่ 8) 

 

ตารางท่ี 8  ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มียังไมมีการอธิบายและที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลว 

    หรือสปชีสใหม 

 

Isolate Closest Species  
nucleotide substitution 

nt sub/total nt % 

ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย     

NT01, NT03 Trichosporon sp. CBS 8686 (AF444718) 0/595 0 

NT05 Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 0/598 0 

NT15, NT17,NT26, NT35 Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 0/597 0 

NT44 Cryptococcus cf. podzolicus (FJ743620) 0/525 0 

NT10 Candida sp. NRRL Y-27159 (EU011604) 0/486 0 

NT21 Geotrichum sp. LY16 (AB499018) 0/545 0 

NT49 Geotrichum sp. LY5 (AB499010) 1/545 0.2 

ยีสตที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 

  A20-1 Trichosporon mycotoxinivorans (AJ601388) 4/596 0.7 

KU-Xs 11 Geotrichum silvicola (AY158042) 4/541 0.7 

KU-Xs 73 Sporopachydermia lactativora (U45851) 4/571 0.7 

NT23 Candida solani (U70179) 4/568 0.7 

SN1-4 Zygoascus hellenicus (U40125) 4/566 0.7 

 

2.4 ยีสตสปชีสใหม 

 

จากหลักเกณฑการพิจารณาของ Kurtzman and Robnett (1998) คือ เมื่อเปรียบเทียบ

ลําดับ นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตที่ตองการจัดจําแนกกับยีสต 

สปชีสที่ใกลเคียงที่สุดในฐานขอมูล หากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด ในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene มากกวา 1 เปอรเซ็นต จะจัดจําแนกใหเปนสปชีสใหม ซึ่งจากผลการจัดจําแนกพบวามี  
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9 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนสปชีสใหม (คิดเปน 6.8 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) ใน 7 สปชีส คือ    

ไอโซเลต A6-2 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. HA174 แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน 

D1/D2 ของ LSU rRNA gene 1.1 เปอรเซ็นต, ไอโซเลต KU-Xs 13, ไอโซเลต KU-Xs18 และ       

ไอโซเลต KU-Xs 20 มีลําดับของเบสในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ใกลเคียงที่สุดกับ 

Candida lodderae แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.9 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลต KU-Xs13 และ KU-

Xs20 มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกันแตแตกตางจาก ไอโซเลต KU-Xs18 โดยเกิดชองวาง 1 

ตําแหนง, KU-Xs34 ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ Candida yuanshanicus แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.6 

เปอรเซ็นต, ไอโซเลต NT29 ใกลเคียงที่สุดกับ Pichia exigua แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 2.5 

เปอรเซ็นต,ไอโซเลต NT31 ใกลเคียงที่สุดกับ Pichia pijperi แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 4.0 

เปอรเซ็นต, ไอโซเลต NT36 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida chiropterorum แตมีการแทนที่นิวคลีโอ

ไทด 2.9 เปอรเซ็นต, และไอโซเลต NT40 ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces fabryi แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทด 1.22 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 9) 

 

ตารางท่ี 9  ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 

 

Isolate Closest Species  
nucleotide substitution 

nt sub/total nt % 

A6-2 Candida sp. HA174 (AF272395) 5/475 1.1 

KU-Xs 13 Candida lodderae  (U45755) 11/571 1.9 

KU-Xs 18 Candida lodderae  (U45755) 11/571 1.9 

KU-Xs 20 Candida lodderae  (U45755) 11/571 1.9 

KU-Xs 34 Candida yuanshanicus (EF460670) 9/565 1.6 

NT29 Pichia exigua (U76349) 14/559 2.5 

NT31 Pichia pijperi (U75418) 23/570 4.0 

NT36 Candida chiropterorum (U45822) 17/578 3.0 

NT40 Debaryomyces fabryi (U94927) 7/570 1.2 
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3.  การอธิบายสปชีสใหม 

 

 การอธิบายยีสตสปชีสใหมทําโดยศึกษาลักษณะตางๆ ของยีสตตามเกณฑอนุกรมวิธาน 

โพลีฟาซิกซึ่งประกอบดวย อนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม อนุกรมวิธานเคมี และอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลรวมทั้งการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ดังน้ี 

 

3.1 Candida sp. A6-2  

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต A6-2 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. HA174 ซึ่ง

เปน สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.1 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอ

ไทด 5 นิวคลีโอไทด และมีชองวาง 2 ตําแหนง ใน 475 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนก

เปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไม

วิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต A6-2 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต A6-2 อยูคนละตําแหนงกับ 

Candida sp. HA174 และสรางครัสเตอรยอย Candida sp. NCAIM Y.01890 และ Candida sp. 

BG02-7-18-018A-2-2 กับ Candida sp. HA174 (ภาพที่ 7) และครัสเตอรแยกจากสปชีสที่มีการ

อธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต A6-2 เปนยีสตสปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต A6-2 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  
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ภาพท่ี 7   ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต A6-2 และสปชีสที่มีความสัมพันธ

กัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี two-

parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou and 

Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

ลักษณะของ Candida sp. A6-2 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและยาวรี ขนาด 3-4 x 3-7 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเจริญตอเปนสั้นๆ 

แตกแขนง เพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 8a) 

 

 

Saccharomyces cerevisiae (AY048154) 

Candida sp. HA174 (AF272395) 

A6-2 

Candida sp. NCAIM Y.01890 (GQ340915) 

100 

Candida sp. BG02-7-18-018A-2-2 

100 

Candida sp. NRRL YB-3827 

Candida sp. NRRL YB-1835 

Candida valdiviana (U45835) 

100 

Candida santjacobensis (U45811) 

Candida bertae (U70251) 

Candida paludigena (U45826) 

Candida castrensis (U45807) 

Candida novakii (AY618511) 

Candida sp. NRRL YB-1473 

Candida sp. NRRL YB-1336 

Candida sp. NRRL YB-2263 

Candida sp. NRRL Y-27117 

90 

60 

82 

100 

74 

42 

91 

100 

57 

69 

93 

0.01 Knuc 
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การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม ดาน เจริญแบนราบไปกับผิวหนาอาหารมีการสรางเสนใยที่ขอบโคโลนี 

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 8b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    - ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   -  

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    w 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   w 

ซอรโบส     + อิริทริทอล   + 

เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีน  + ไรบิทอล    + 

ดี-ไรโบส    + ดี-กลูซิทอล    + 

ดี-ไซโลส    + ดี-แมนนิทอล   + 

แอล-อะราบิโนส   w กาแลกทิทอล   + 

ดี-อะราบิโนส     - อินอซิทอล   + 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 

ซูโครส     - 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 

มอลโทส    w 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 

ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   - 

แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
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เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกทูโรนิก  + 

ซาลิซิน    w กรดแลคติก   w 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 

แลกโทส   w กรดซิตริก   + 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  - 

แอล-ไลซีน   - คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด - 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       + 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
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สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

ภาพท่ี 8  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. A6-2T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.2 Candida saraburiensis sp. nov. (KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20)  

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต           

ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 พบวา KU-Xs13T และ KU-Xs20 มีลําดับของเบสใน

โดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene เหมือนกันและแตกตางจาก KU-Xs 18 โดยเกิดชองวาง 1 

ตําแหนง เมื่อเปรียบเทียบกับสปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาทั้ง 3 ไอโซเลตใกลเคียงที่สุดกับ 

Candida lodderae แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.9 เปอรเซ็นต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 11        

นิวคลีโอไทด และมีชองวาง 1-2 ตําแหนง ใน 571 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปน 

สปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไม

วิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวายีสต     

สปชีสใหมทั้ง 3 ไอโซเลตอยูในตําแหนงเดียวกันและสรางครัสเตอรกับ Candida lodderae, 

Candida aquaetextoris และ Candida viswanathii และอยูตางแขนงกับยีสตสปชีสที่มีการอธิบาย
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แลวอ่ืนๆ (ภาพที่ 9) ดังน้ันจึงยืนยันวา ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 เปนยีสตสปชีส

ใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 ไมสรางแอสโคสปอร ทั้งที่เมื่ออยูเปนไอโซเลต

เด่ียวและผสมเปนคูกับไอโซเลตอ่ืน และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัดจําแนก

เปน สปชีสใหมของ Candida และต้ังชื่อเปน Candida saraburiensis sp. nov. โดยมี KU-Xs13 เปน 

type strain การต้ังชื่อสปชีสวา “saraburiensis” เน่ืองจากแยกไดจากตัวอยางซังขาวโพด และซาก

หญาที่เก็บจากจังหวัดสระบุรี ประเทศไทย สําหรับไอโซเลต KU-Xs13ที่เปน type strain ไดนําไป

ฝากเก็บที่หนวยรักษาสายพันธุจุลินทรีย และมี accession number ดังน้ี BIOTEC Culture Collection 

(BCC 39601T) ประเทศไทย, NITE Biological Resource Center (NBRC 106721T) ประเทศญ่ีปุน 

และ Centraalbureau voor Schimmelciltures (CBS 11696T) ประเทศเนเธอรแลนด 
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ภาพท่ี 9  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 

และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining 

method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap 

โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 

เปอรเซ็นต 

 

ลักษณะของ Candida saraburiensis sp. nov. 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและรูปไข ขนาด 2-6 x 4-10 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวน

แบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 10a) 

 

Saccharomyces cerevisiae  (AY048154) 

Lodderomyces elongisporus  (U45763) 

Candida sojae  (U71070)  

Candida tropicalis  (U45749) 

Candida frijolesensis  (EF120596)  

Candida labiduridarum  (DQ655687)  

Candida neerlandica  (AF245404) 

71 

Candida tetrigidarum  (EF120599)  

Candida prachuapensis WB15T (AB439258)  

Candida viswanathii  (U45752)  

Candida aquaetextoris  (GU142862) 

Candida lodderae  (U45755)  94 

Candida saraburiensis KU-Xs20  (AB534917)  

Candida saraburiensis KU-Xs18  (AB534916)  

Candida saraburiensis KU-Xs13T (AB534915)  
 

99 

100 

65 

98 

93 

59 

97 

71 

84 

0.01 Knuc 
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การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน ขอบโคโลนีเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร ทั้งที่อยู

เปนไอโซเลตเด่ียวและผสมเปนคูกับไอโซเลตอ่ืน 

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 10b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    + ทรีฮาโลส   l 

กาแลกโทส   l เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   +/w แลกโทส   - 

ซูโครส    + ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    + กลีเซอรอล   + 

ซอรโบส     + อิริทริทอล   - 

เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีน  + ไรบิทอล    + 

ดี-ไรโบส    - ดี-กลูซิทอล    + 

ดี-ไซโลส    + ดี-แมนนิทอล   + 

แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 

ดี-อะราบิโนส     - อินอซิทอล   - 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 

ซูโครส     + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 

มอลโทส    + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 

ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   - 
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แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด + กรดดี-กลูโคโรนิก  + 

เซลโลไบโอส   w กรดกาแลกทูโรนิก  - 

ซาลิซิน    w กรดแลคติก   w 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 

แลกโทส   - กรดซิตริก   l 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 
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การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

ภาพท่ี 10  สัณฐานวิทยาของ Candida saraburiensis sp. nov. (KU-Xs13T) 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.3 Candida sp. KU-Xs34 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต KU-Xs34 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงกับ Candida yuanshanicus 

แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.6 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 9 นิวคลีโอไทด และมี

ชองวาง 6 ตําแหนง ใน 565 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได 

เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจาก

ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต KU-Xs34 และยีสต

สายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต KU-Xs34 อยูคนละตําแหนงกับ Candida 

yuanshanicus (ภาพที่ 11) และอยูบนแขนงที่แยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยัน

วาไอโซเลต KU-Xs34 เปนยีสตสปชีสใหม 
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จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต KU-Xs34 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึง

จัดจําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 11  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs34T และสปชีสที่ม ี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method 

(Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดย

การทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 

เปอรเซ็นต 

 

ลักษณะของ Candida sp. KU-Xs34 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและรี ขนาด 2-6 x 2-6 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวนแบบ

ไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 12a) 

 

Saccharomyces cerevisiae  (AY048154) 

Pichia silvicola (U74588) 

Candida peoriaensis (EF550305) 

Pichia rabaulensis (U75423) 

Candida odintsovae (U70182) 
99 

81 

Pichia canadensis (U75415) 

Pichia bovis (U75417) 

KU-Xs34 

Candida yuanshanicus (EF460670) 100 

99 

62 

0.01 Knuc 
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การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีกลมขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 12b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    + ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   + 

ซอรโบส     + อิริทริทอล   - 

เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีน  - ไรบิทอล    + 

ดี-ไรโบส    + ดี-กลูซิทอล    + 

ดี-ไซโลส    + ดี-แมนนิทอล   + 

แอล-อะราบิโนส   w กาแลกทิทอล   - 

ดี-อะราบิโนส     w อินอซิทอล   - 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 

ซูโครส     + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  w 

มอลโทส    + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 

ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   + 

แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด + กรดดี-กลูโคโรนิก  - 
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เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกทูโรนิก  - 

ซาลิซิน    + กรดแลคติก   + 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 

แลกโทส   - กรดซิตริก   + 

ราฟฟโนส   w เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     w 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       w 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
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สารประกอบยูบิควิโนน       Q7 

 

 
 

ภาพท่ี 12  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. KU-Xs34T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.4 Pichia sp. NT29 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต KU-Xs34 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงกับ Pichia exigua แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทด 2.5 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 14 นิวคลีโอไทด ใน 559 นิวคลีโอ

ไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา             

1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ 

LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT29 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต 

NT29 อยูในแขนงเดียวกับ P. exigua (ภาพที่ 13) และที่แยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ใน 

Pichia clade ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต NT29 เปนยีสตสปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT29 สรางแอสโคสปอรหลังจากบม 5 วันบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, 

corn meal agar และ Gorodkowa agar ที่ 25 องศาเซลเซียส และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Pichia 
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ภาพท่ี 13  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT29T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou 

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

Saccharomyces cerevisiae  (AY048154) 

Pichia sporocuriosa (EF550232) 

Candida pseudolambica (U71063) 

Pichia jaroonii (AB436766)  

Pichia cecembensis (AM159112) 

Candida rugopelliculosa (U71069) 

Pichia occidentalis (U76348) 

NT29 

Pichia exigua (U76349) 
91 

73 

82 

66 0.02 Knuc 
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ลักษณะของ Pichia sp. NT29 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางรียาว ขนาด 2-5 x 2-8 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวนแบบไม

อาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 14a) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม แบน ดาน ขอบโคโลนีไมเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar หลังจากบม 5 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบการสรางแอสโคสปอร 1-4 แอสโค

สปอรตอ 1 แอสคัส (ภาพที่ 14b) 

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด ไมพบการสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    s ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    -/w 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   - 

ซอรโบส     - อิริทริทอล   - 

เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีน  - ไรบิทอล    - 

ดี-ไรโบส    - ดี-กลูซิทอล    - 

ดี-ไซโลส    w ดี-แมนนิทอล   - 

แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 
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ดี-อะราบิโนส     - อินอซิทอล   - 

แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  -/w 

ซูโครส     + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 

มอลโทส    -/w 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 

ทรีฮาโลส   -/w กรดดี-กลูโคนิก   - 

แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 

เซลโลไบโอส   -/w กรดกาแลกทูโรนิก  - 

ซาลิซิน    - กรดแลคติก   + 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 

แลกโทส   - กรดซิตริก   - 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 
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การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q7 

 

 
 

ภาพท่ี 14  สัณฐานวิทยาของ Pichia sp. NT29T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.5 Candida sp. NT31 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต NT31 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Pichia pijperi แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทด 4.0 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 23 นิวคลีโอไทด และมีชองวาง 2 

ตําแหนง ใน 570 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ

ไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT31 และยีสตสายพันธุที่มี
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ความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต NT31 อยูในแขนงเดียวกันแตอยูคนละตําแหนงกับ Pichia pijperi 

(ภาพที่ 15) และแยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต NT31 เปนยีสตส

ปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT31 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 15  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT31T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou 

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

Saccharomyces cerevisiae  (AY048154) 

Pichia pijperi (U75418) 

NT31 

Candida solani (U70179) 

73 

Pichia lachancei (EF550313) 

Pichia hampshirensis (U74598) 

Pichia strasburgensis (U74591) 

Pichia rabaulensis (U75423) 

Williopsis mucosa (U75961) 

99 

86 

Pichia meyerae (U73578) 

Candida mycetangii (EF550330) 

Pichia mississippiensis (U74597) 

Candida easanensis (AY634570) 

55 

99 

100 

54 

0.01 Knuc 
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ลักษณะของ Candida sp. NT31 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลม รูปไขและรี ขนาด 3-6 x 4-9 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวน

แบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 16) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีนูนตรงกลาง กลม ขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด ไมพบการสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    + ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   + 

ซอรโบส     + อิริทริทอล   - 

เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีน  - ไรบิทอล    - 

ดี-ไรโบส    - ดี-กลูซิทอล    - 

ดี-ไซโลส    + ดี-แมนนิทอล   + 

แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 

ดี-อะราบิโนส     - อินอซิทอล   - 
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แอล-แรมโนส   - ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 

ซูโครส     + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  w 

มอลโทส    + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 

ทรีฮาโลส   l กรดดี-กลูโคนิก   - 

แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด - กรดดี-กลูโคโรนิก  - 

เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกทูโรนิก  - 

ซาลิซิน    + กรดแลคติก   + 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 

แลกโทส   - กรดซิตริก   - 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     w 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 
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การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q7 

 

 
 

ภาพท่ี 16  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT31T 

การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.6  Candida sp. NT36 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต    

ไอโซเลต NT36 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida 

chiropterorum แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 3.0 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 17 นิวคลีโอ

ไทด และมีชองวาง 4 ตําแหนง ใน 578 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหม

ได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สราง

จากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT36 และยีสต

สายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต NT36 อยูคนละตําแหนงกับ Candida chiropterorum  

(ภาพที่ 17) และอยูบนแขนงที่แยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต 

NT36 เปนยีสตสปชีสใหม 
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จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT36 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 17  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT36T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou 

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

Saccharomyces cerevisiae  (AY048154) 

Blastobotrys proliferans (U40098) 

Trichomonascus petasosporus (DQ442691) 

Sympodiomyces parvus (U40096) 59 

Candida novakii (DQ438196) 

Candida santjacobensis (U45811) 

Arxula adeninivorans (U40094) 

Candida allociferrii (AB041003) 

Stephanoascus ciferrii (U40138) 

NT36 

Arxula terrestris (U40103) 

Candida chiropterorum (U45822) 
100 

100 

100 

78 

88 

74 

85 

0.01 Knuc 
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ลักษณะของ Candida sp. NT36 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและรี ขนาด 3-5 x 3-9 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียว คู หรือตอเปนเสนสาย เพิ่ม

จํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 18a) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีกลมขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 18b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    - ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    + กลีเซอรอล   l 

ซอรโบส     + อิริทริทอล   + 

เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีน  + ไรบิทอล    + 

ดี-ไรโบส    + ดี-กลูซิทอล    + 

ดี-ไซโลส    + ดี-แมนนิทอล   + 

แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   + 
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ดี-อะราบิโนส     w อินอซิทอล   + 

แอล-แรมโนส   + ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 

ซูโครส     + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 

มอลโทส    + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  w 

ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   + 

แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด + กรดดี-กลูโคโรนิก  + 

เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกทูโรนิก  + 

ซาลิซิน    + กรดแลคติก   l 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 

แลกโทส   w กรดซิตริก   w 

ราฟฟโนส   + เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    w 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    w 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 
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การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

ภาพท่ี 18  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT36T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.7 Candida sp. NT40 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต NT40 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces fabryi 

แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.2 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 7 นิวคลีโอไทด ใน 570 

 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด

มากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน 

D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT40 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน 
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พบวาไอโซเลต NT40 สรางครัสเตอรกับ Debaryomyces etchellsii, D. fabryi, D. hansenii, D. 

melissophilus, D. nepalensis และ D. polymorphus โดยอยูในตําแหนงที่แตกตางกัน (ภาพที่ 19) 

ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต NT40 เปนยีสตสปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT40 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 19  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT40T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

two-parameter ของ Kimura (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou 

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

Saccharomyces cerevisiae (AY048154) 

Debaryomyces melissophilus (U45740) 

Debaryomyces polymorphus (U45836) 

Debaryomyces etchellsii (U45809) 

NT40 

Debaryomyces hansenii (U45808) 

Debaryomyces nepalensis (U45839) 

Debaryomyces fabryi (U94927) 
65 

95 

97 

60 

92 0.01 Knuc 
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ลักษณะของ Candida sp. NT40 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลม ขนาด 3-5 x 3-5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวนแบบไม

อาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 20) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีกลม นูน ขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด ไมพบการสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    - ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    + กลีเซอรอล   w 

ซอรโบส     + อิริทริทอล   + 

เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีน  + ไรบิทอล    + 

ดี-ไรโบส    + ดี-กลูซิทอล    + 

ดี-ไซโลส    + ดี-แมนนิทอล   + 

แอล-อะราบิโนส   - กาแลกทิทอล   - 

ดี-อะราบิโนส     - อินอซิทอล   + 
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แอล-แรมโนส   + ดี-กลูโคโน-5-แลกโตน  + 

ซูโครส     + 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต  + 

มอลโทส    + 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต  - 

ทรีฮาโลส   + กรดดี-กลูโคนิก   + 

แอลฟาเมทิล-ดี-กลูโคไซด + กรดดี-กลูโคโรนิก  + 

เซลโลไบโอส   + กรดกาแลกทูโรนิก  - 

ซาลิซิน    + กรดแลคติก   + 

เมลลิไบโอส   - กรดซักซินิก   + 

แลกโทส   w กรดซิตริก   + 

ราฟฟโนส   + เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     + 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 



 

 

99 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

ภาพท่ี 20  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT40T 

การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร = 10 ไมโครเมตร) 
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4. ความหลากหลายของยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญในประเทศไทย 

 

จากการจัดจําแนกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกจากตัวอยาง ดิน, สวนประกอบของ

พืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ ไดแก นํ้าและปุย จํานวน 133 ไอโซเลต พบวา

จํานวน 108 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลว (ตารางที่ 6 และ 7)โดยสวนใหญเปน

แอสโคมัยซีตัสยีสตใน 8 สกุล 17 สปชีส คือ Barnettozyma californica, Debaryomyces fabryi, D. 

nepalensis, Candida blankii, C. coipomoensis,C. maltosa,C. membranifaciens, C. 

pseudointermedia, C. pyralidae, C. tropicalis, Geotrichum silvicola, Lindnera rhodanensis, L. 

saturnus, P caribbica, P. kudriavzevii, Saturnispora saitoi และ Zygoascus hellenicus และจัด

จําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 2 สกุล 8 สปชีส คือ Cryptococcus heveanensis, Cryp. 

humicola, Cryp. laurentii, Cryp. terrestris, Trichosporon asahii, T. moniliiforme, T. 

mycotoxinivorans และ T. terricola  นอกจากน้ียังพบวา 11 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการ

อธิบายโดย 3 ไอโซเลตเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต คือไอโซเลต NT10 ที่เหมือนกับ Candida sp. 

NRRL Y-27159, ไอโซเลต NT21 ที่เหมือนกับ Geotrichum sp. LY16 และไอโซเลต NT49 ที่

ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum sp. LY5 นอกจากน้ี 8 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัย

ซีตัสยีสต โดย 6 ไอโซเลต คือ NT05, NT15, NT17,NT26, NT35 และ NT44 เหมือนกับ 

Cryptococcus cf. podzolicus  และ 2 ไอโซเลต คือ NT01 และ NT03 เหมือนกับ Trichosporon sp. 

CBS 8686 และพบจํานวน 5 ไอโซเลต ที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหมใน 5 สกุล 

คือ ไอโซเลต NT23 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida solani, ไอโซเลต KU-Xs11 ใกลเคียงที่สุดกับ 

Geotrichum silvicola , ไอโซเลต KU-Xs 73 ใกลเคียงที่สุดกับ Sporopachydermia lactativora, 

ไอโซเลต SN1-4 ใกลเคียงที่สุดกับ Zygoascus hellenicus และไอโซเลต A20-1 ใกลเคียงที่สุดกับ T. 

mycotoxinivorans  

 

จากผลการจัดจําแนกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญขางตนแสดงวา 67.6 เปอรเซ็นตของ

ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว (73 ไอโซเลต) จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต โดยสปชีสที่พบ

มาก คือ C. tropicalis (25 ไอโซเลต) และ P. caribbica (20 ไอโซเลต) และ 32.4 เปอรเซ็นตของ

ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว (35 ไอโซเลต) จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต โดยสปชีสที่

พบมาก คือ Cryp. laurentii (9 ไอโซเลต) และ T. mycotoxinivorans (8 ไอโซเลต)  
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 เมื่อวิเคราะหความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสโดยแยกตามกลุมตัวอยางที่แบงไดเปน 3 

กลุมคือ (1) ดิน (2) สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และ (3) อ่ืนๆ ไดแก นํ้า 

และปุย (ตารางที่ 10) ไดผลดังน้ี 

 

(1) ยีสตที่แยกจากตัวอยางดิน 37 ตัวอยาง จํานวน 61 ไอโซเลต พบวา 23 ไอโซเลต 

จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 9 สกุล 13 สปชีส คือ Barnettozyma californica, Candida 

maltose, C. pseudointermedia,  C. pseudolambica, C. tropicalis, Debaryomyces fabryi, D. 

nepalensis, Geotrichum silvicola, Lindnera rhodanensis, L. saturnus, Pichia caribbica, P. 

kudriavzevii, Saturnispora saitoi โดยสปชีสที่พบบอย คือ C. tropicalis (10 ไอโซเลต) และ 22     

ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 2 สกุล 7 สปชีส คือ Cryptococcus humicola,   

Cryp. laurentii, Cryp. terrestris, Trichosporon asahii, T. moniliiforme, T. mycotoxinivorans, T. 

terricola  

 

นอกจากน้ียังพบวา  11 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายโดย 3 ไอโซเลต

เปนแอสโคมัยซีตัสยีสต คือไอโซเลต NT10 ที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27159, ไอโซเลต 

NT21 ที่เหมือนกับ Geotrichum sp. LY16 และไอโซเลต NT49 ที่ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum sp. 

LY5 นอกจากน้ี 8 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต โดย 6 ไอโซเลต คือ 

NT05, NT15, NT17,NT26, NT35 และ NT44 เหมือนกับ Cryptococcus cf. podzolicus  และ 2      

ไอโซเลต คือ NT01 และ NT03 เหมือนกับ Trichosporon sp. CBS 8686 จํานวน 2 ไอโซเลต อาจจะ

เปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม คือ ไอโซเลต NT23 ใกลเคียงที่สุดกับ C. solani และ    

ไอโซเลต A20-1 ใกลเคียงที่สุดกับ T. mycotoxinivorans และจํานวน 3 ไอโซเลตเปนยีสตสปชีส

ใหม คือ ไอโซเลต NT29 ใกลเคียงที่สุดกับ P. exigua,ไอโซเลต NT31 ใกลเคียงที่สุดกับ P. pijperi 

และไอโซเลต NT36 ใกลเคียงที่สุดกับ C. chiropterorum  

 

(2) ตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร จากการแยกยีสตจาก

สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 38 ตัวอยาง แยกยีสตได 64 ไอโซเลต โดย 45 

ไอโซเลต จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 9 สกุล 14 สปชีส คือ Candida blankii, C. 

coipomoensis, C. membranifaciens, C. pseudointermedia, C. pyralidae, C. tropicalis, 

Debaryomyces nepalensis, Lindnera rhodanensis, Pichia caribbica และ P. kudriavzevii โดย     

สปชีสที่พบบอย คือ Candida tropicalis (14 ไอโซเลต) และ Pichia caribbica (14 ไอโซเลต) สวน

อีก 11 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 2 สกุล 4 สปชีส คือ Cryptococcus 
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heveanensis, Cryp. laurentii, Trichosporon asahii และ T. mycotoxinivorans โดยสปชีสที่พบบอย 

คือ C. tropicalis (5 ไอโซเลต) 

 

นอกจากน้ียังพบวา 2 ไอโซเลต อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม คือ       

ไอโซเลต KU-Xs11 ใกลเคียงกับ Geotrichum silvicola และไอโซเลต KU-Xs73 ใกลเคียงกับ 

Sporopachydermia lactativora และจํานวน 6 ไอโซเลตเปนยีสตสปชีสใหม คือ ไอโซเลต A6-2 

ใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. HA174, ไอโซเลต KU-Xs 13, ไอโซเลต KU-Xs18 และ ไอโซเลต 

KU-Xs 20 ใกลเคียงที่สุดกับ C. lodderae, KU-Xs34 ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ Candida yuanshanicus 

และไอโซเลต NT40 ใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces fabryi 

 

(3) ตัวอยางอ่ืนๆ ไดแก นํ้าและปุย จากการแยกยีสตจากตัวอยางดังกลาวจํานวน 4 ตัวอยาง 

แยกยีสตได 8 ไอโซเลต โดย 5 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 3 สกุล คือ Candida 

tropicalis, Pichia caribbica และ Zygoascus hellenicus มี 2 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอ

มัยซีตัสยีสต 2 สกุล 2 สปชีส คือ Trichosporon asahii และ T. mycotoxinivorans  

 

นอกจากน้ียังพบวา 1 ไอโซเลต อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม คือ       

ไอโซเลต SN1-4 ใกลเคียงที่สุดกับ Zygoascus hellenicus 
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ตารางท่ี 10  เปรียบเทียบชนิดของยีสตสปชีสที่อธิบายแลวที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกจาก   

 ตัวอยาง 3 กลุม คือ ดิน สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และ  

 ตัวอยางอ่ืนๆ ในประเทศไทย 

 

Group 

ดิน 
สวนประกอบของพืช  

อ่ืนๆ 
 

Family 

  

Genus วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

      Species 

Ascomycetus yeast 

   

 

Candidaceae 

   

  

Candida 

   

   

Candida blankii  

 

+ (3) 

 

   

Candida coipomoensis  

 

+ (2) 

 

   

Candida maltosa + (1) 

  

   

Candida membranifaciens  

 

+ (2) 

 

   

Candida pseudointermedia  + (1) + (1) 

 

   

Candida pseudolambica + (1) 

  

   

Candida pyralidae  

 

+ (1) 

 

   

Candida tropicalis + (10) + (14) + (1) 

  

Geotrichum 

   

   

Geotrichum silvicola  + (1) 

  

 

Saccharomycetaceae 

   

  

Debaryomyces 

   

   

Debaryomyces fabryi  + (1) 

  

   

Debaryomyces nepalensis  + (1) + (1) 
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ตารางท่ี 10  (ตอ) 

 

Group 

ดิน 
สวนประกอบของพืช  

อ่ืนๆ 
 

Family 

  

Genus วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

      Species 

  

Barnettozyma 

   

   

Barnettozyma californica  + (2) 

  

  

Lindnera 

   

   

Lindnera rhodanensis  + (1) + (4) 

 

   

Lindnera saturnus  + (1) 

  

  

Pichia  

   

   

Pichia caribbica  + (1) + (16) + (3) 

   

Pichia kudriavzevii + (1) + (1) 

 

  

Saturnispora 

   

   

Saturnispora saitoi  + (1) 

  

 

Dipodascaceae 

   

  

Zygoascus 

   

   

Zygoascus hellenicus  

  

+ (1) 

Basidiomycetus yeast 

   

  

Cryptococcus 

   

   

Cryptococcus heveanensis  

 

+ (1) 

 

   

Cryptococcus humicola + (5) 

  

   

Cryptococcus laurentii  + (4) + (5) 

 

   

Cryptococcus terrestris + (5) 

  

  

Trichosporon 

   

   

Trichosporon asahii  + (1) + (3) + (1) 

   

Trichosporon moniliiforme + (1) 

  

   

Trichosporon mycotoxinivorans + (5) + (2) + (1) 

   

Trichosporon terricola  + (1) 
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ตารางท่ี 10  (ตอ) 

 

Group 

ดิน 
สวนประกอบของพืช  

อ่ืนๆ 
 

Family 

  

Genus วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

      Species 

Undescriped species 

   

   

Candida sp. NRRL Y-27159  + (1) 

  

   

Cryptococcus cf. podzolicus + (6) 

  

   

Geotrichum sp. LY5 + (1) 

  

   

Geotrichum sp. LY16 + (1) 

  

   

Trichosporon sp. CBS 8686  + (2) 

  May be known or new species 

   

   

Candida solani  + (1) 

  

   

Geotrichum silvicola 

 

+ (1) 

 

   

Sporopachydermia lactativora 

 

+ (1) 

 

   

Trichosporon mycotoxinivorans + (1) 

  

   

Zygoascus hellenicus  

  

+ (1) 

   

รวม  (ไอโซเลต) 58 58 8 

 

หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือจํานวนไอโซเลต 

 

เมื่อเปรียบเทียบกับการรายงานความหลากหลายของยีสตจากแหลงตางๆ ในประเทศไทย

กอนหนาน้ี พบวายีสตที่สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกไดจากการศึกษาน้ีทั้งหมด 26 สปชีส 

มี 15 สปชีส เปนสปชีสที่เคยมีรายงานการพบจากตัวอยางตางๆในประเทศไทยที่ทําการแยกออกมา

ศึกษาโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM broth ซึ่งมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

(ตารางที่ 11) คือ C. maltosa, C. membranifaciens, C. pseudointermedia, C. pseudolambica, C. 

tropicalis, D. fabryi, D. nepalensis, L. saturnus, P. caribbica, P. kudriazevii, Cryp. heveanensis, 

Cryp. humicola, Cryp. laurentii, T. asahii, T.  mycotoxinivorans (Sumpradit, 2005; Jindamorakot, 

2006; กุสุมาวดี, 2549; สมจิต, 2551; ชนิตา, 2552; รุงลักษณ, 2552; Limtong et al., 2008a) แสดงให

เห็นวายีสตสปชีสดังกลาวสามารถใชทั้งกลูโคสและไซโลสเพื่อการเจริญไดดีและยังพบ 11 สปชีสที่
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สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญไดดีที่ยังไมมีรายงานการคนพบจากการใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนใน

อาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนในประเทศไทย คือ B. californica, C. blankii,         

C. coipomoensis, C. pyralidae, G. silvicola,  L. rhodanensis, Sat. saitoi, Z. hellenicus,  Cryp. 

terrestris, T. terricola และ T. moniliiforme  

 

จากผลการวิเคราะหความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกจากตัวอยาง 

ดิน, สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ จํานวน 133 ไอโซเลต 

พบวามี 11 สปชีสที่แยกไดจากตัวอยางดินเทาน้ัน คือ B. californica, C. maltosa, C. pseudolambica, 

Cryp. humicola, Cryp. terrestris, D. fabryi, G. silvicola, L. saturnus, Sat. saitoi, T. moniliiforme, 

T. terricola สวน 5 สปชีส แยกไดจากตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร

เทาน้ัน คือ C. blankii, C. coipomoensis, C. membranifaciens, C. pyralidae, Cryp. heveanensis และ

มีจํานวน 1 สปชีส ซึ่งแยกไดจากตัวอยางอ่ืนๆ (นํ้า) เทาน้ัน คือ Z. hellenicus  นอกจากน้ันพบวามี 5 

สปชีส ที่แยกไดจากตัวอยาง 2 กลุม คือ ตัวอยางดินและตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือ

ทิ้งทางการเกษตร คือ C. pseudointermedia, D. nepalensis, L. rhodanensis, P. kudriavzevii และ 

Cryp. laurentii และพบ 4 สปชีส แยกไดจากตัวอยางทั้ง 3 กลุม คือ C. tropicalis, P. caribbica, T. 

asahii, และ T. mycotoxinivorans  

 

 เมื่อเปรียบเทียบยีสตที่แยกไดจากดินเทาน้ันในการศึกษาน้ี 11 สปชีส คือ B. californica,   

C. maltosa, C. pseudolambica, Cryp. humicola, Cryp. terrestris, D. fabryi, G. silvicola, L. 

saturnus, S. saitoi, T. moniliiforme, T. terricola กับการรายงานการศึกษายีสตในดินในประเทศไทย

กอนหนาน้ี พบวา 5 สปชีส เคยมีรายงานการพบในประเทศไทยแลว โดย 3 สปชีส คือ C. maltosa 

(ไอโซเลต NT33), D. fabryi (ไอโซเลต NT16) และ L. saturnus (ไอโซเลต NT24) ซึ่งแยกไดจาก

ตัวอยางดินในภาคเหนือในการศึกษาน้ีเคยมีรายงานการคนพบในดินที่เก็บจากปาในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ (รุงลักษณ, 2552) และดินในอุทยานแหงชาตินํ้าหนาว จังหวัดเพชรบูรณ 

(Sumpradit, 2005) แตยังไมพบในตัวอยางชนิดอ่ืนๆในประเทศไทย จึงอาจกลาวไดวาดินเปนแหลง

ที่อยูที่เหมาะสมสําหรับยีสต 3 สปชีสน้ี สวน C. pseudolambica (ไอโซเลต NT20) เคยมีรายงานวา

พบจากแหลงที่อยูหลากหลาย คือ ดินในปาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (รุงลักษณ, 2552), จาก

อุทยานแหงชาตินํ้าหนาว (Sumpradit, 2005), นํ้าจากปาชายเลน (ชนิตา, 2552; สมจิต, 2551) และ

ตะกอนดินจากปาชายเลน (ชนิตา, 2552) ในขณะที่สปชีส Cryp. humicola (ไอโซเลต NT06, NT14, 

NT37, NT38 และ NT48) มีรายงานการคนพบจากตัวอยางเห็ด (Jindamorakot, 2006) จึงอาจกลาว

ไดวา C. pseudolambica และ Cryp. humicola ไมไดมีความจําเพาะกับแหลงที่อยู เน่ืองจากนอกจาก
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จะพบในดินจากการศึกษาน้ีแลวยังพบจากแหลงที่อยูอ่ืนๆ ดวย นอกจากน้ันพบยีสต 6 สปชีส คือ B. 

californica, Cryp. terrestris, Geotrichum silvicola, S. saitoi, T. moniliiforme, T. terricola ยังไมเคย

มีรายงานการคนพบในประเทศไทย 

 

ยีสตที่แยกไดจากตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเทาน้ัน 

จํานวน 5 สปชีส คือ C. blankii, C. coipomoensis, C. membranifaciens, C. pyralidae และ Cryp. 

heveanensis พบวามี 2 สปชีส ที่เคยมีรายงานการพบในประเทศไทยแลว คือ สปชีส C. 

membranifaciens ซึ่งในการศึกษาน้ีแยกไดจากฟางแหง (ไอโซเลต KU-Xs48) และฟางหมัก        

(ไอโซเลตKU-Xs56) เคยมีรายงานการคนพบจากตัวอยางนํ้าจากปาชายเลนบริเวณอุทยานแหงชาติ

เขาลําป-หาดทายเหมือง จังหวัดพังงา (Limtong et al., 2008a) และ Cryp. heveanensis ซึ่งแยกได

จากยางตนจามจุรี (ไอโซเลต KU-Xs51) เคยมีรายงานการคนพบจากตัวอยางขุยแมลง 

(Jindamorakot, 2006) และ 3 สปชีส คือ C. blankii, C. coipomoensis และ C. pyralidae ยังไมมี

รายงานการคนพบในประเทศไทย ยีสตสปชีส Z. hellenicus ซึ่งแยกไดจากตัวอยางนํ้า (ไอโซเลต 

SN1-1) ยังไมมีรายงานการคนพบในประเทศไทย 

 

นอกจากจะพบยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญสปชีส Candida pseudointermedia, C. 

tropicalis, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces nepalensis, Lindnera rhodanensis, Pichia 

kudriavzevii, P. caribbica, Trichosporon asahii, และ T. mycotoxinivorans จากตัวอยางมากกวา

หน่ึงชนิดในการศึกษาน้ีแลว ยังมีรายงานการคนพบยีสตสปชีสดังกลาวจากตัวอยางอ่ืนดังแสดงใน

ตารางที่ 11 ยกเวนสปชีส L. rhodanensis ที่ยังไมมีการรายงานการคนพบในประเทศไทย ซึ่งการที่

พบยีสตจากหลายแหลงที่อยูอาจมีสาเหตุมาจากการปนเปอนกันระหวางยีสตจากแหลงที่อยูหน่ึง

ไปสูอีกแหลงที่อยูหน่ึงในสิ่งแวดลอมโดยอาศัยพาหะ เชน คน สัตว ลมและฝน แสดงใหเห็นวา

ยีสตสปชีสเหลาน้ีสามารถใชสารอาหารเพื่อการเจริญไดหลายชนิดและสามารถอยูใน

สภาพแวดลอมไดหลายสภาวะ หรืออาจเปนยีสตที่มีมากในสิ่งแวดลอม 

 

จากการศึกษาน้ีซึ่งแยกเชื้อโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลสเปน

แหลงคารบอนใหผลที่แตกตางจากการแยกเชื้อโดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

คือ พบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตมากถึง 32.4 เปอรเซ็นต (35 ไอโซเลต) ของยีสตสปชีสที่มีการอธิบาย

แลว โดยในตัวอยางดินซึ่งเปนแหลงที่มียีสตหลายชนิดอาศัยอยูรวมกัน พบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 

จํานวน 22 ไอโซเลต จัดจําแนกเปน 2 สกุล 7 สปชีส คือ Cryp. humicola, Cryp. laurentii, Cryp. 

terrestris, T. asahii, T. moniliiforme, T. mycotoxinivorans, T. terricola และยังพบวา 8 ไอโซเลต 
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เหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย คือ Cryptococcus cf. podzolicus และ Trichosporon sp. CBS 

8686 เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานของ Sumpradit (2005) ซึ่งศึกษาความหลากหลายของยีสตในดิน

จากปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ และปาเต็งรัง และปาสน จากอุทยานแหงชาตินํ้าหนาว ที่แยกยีสตได 

340 ไอโซเลต แตไมพบวามีไอโซเลตใดเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต ในขณะที่รุงลักษณ (2552) ซึ่ง

ศึกษาความหลากหลายยีสตจากดินปาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย แยกยีสตได 102 

ไอโซเลต จัดจําแนกเปนยีสตที่มีการอธิบายแลว 82 ไอโซเลต แตพบแบซิโอมัยซีตัสยีสตเพียง 1    

ไอโซเลต คือ T. mycotoxinivorans สาเหตุที่พบผลการศึกษาแบบน้ีอาจจะเปนเพราะ Cryptococcus 

และ Trichosporon สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญไดดีกวากลูโคส จึงพบมากเมื่อแยกโดยการเพิ่ม

จํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลส 
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ตารางท่ี 11  เปรียบเทียบชนิดของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกไดจากงานวิจัยน้ี และยีสตที่ใชกลูโคสเพื่อการเจริญที่เคยมีการรายงานการคนพบจาก 

      ตัวอยางตางๆ ในประเทศไทย 

 

สปชีส ดิน 
สวนประกอบของพืช อ่ืนๆ   

ดิน1,2 
ตะกอนดิน น้ํา อินทรียวัตถุ 

ขุยแมลง7 มอส7 เห็ด7 
วัสดุเหลือทิ้งการเกษตร น้ําจืด ปุย 

 
ปาชายเลน3 ปาชายเลน3, 4, 5 ปาชายเลน6 

Candida maltosa + 

    

+ 

      Candida membranifaciens  

 

+ 

     

+ 

    Candida pseudointermedia  + + 

      

+ 

   Candida pseudolambica + 

    

+ + + 

    Candida tropicalis 

 

+ + 

  

+ + + 

   

+ 

Debaryomyces fabryi + 

    

+ 

      Debaryomyces nepalensis  + + 

   

+ 

   

+ 

  Lindnera saturnus  + 

    

+ 

      Pichia caribbica  + + 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

    Pichia kudriavzevii + + 

   

+ 

 

+ + 

   Cryptococcus heveanensis  

 

+ 

       

+ 

  Cryptococcus humicola + 

          

+ 
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ตารางท่ี 11  (ตอ) 

 

สปชีส ดิน 
สวนประกอบของพืช อ่ืนๆ   

ดิน1,2 
ตะกอนดิน น้ํา อินทรียวัตถุ 

ขุยแมลง7 มอส7 เห็ด7 
วัสดุเหลือทิ้งการเกษตร น้ําจืด ปุย 

 
ปาชายเลน3 ปาชายเลน3,4,5 ปาชายเลน6 

Cryptococcus laurentii  + + 

       

+ 

  Trichosporon asahii  + + 

 

+ 

     

+ + 

 Trichosporon + + + 

  

+ 

         mycotoxinivorans 

             

หมายเหตุ   1 Sumpradit, 2005; 2 รุงลักษณ, 2552; 3 ชนิตา, 2552; 4 สมจิต, 2551; 5 Limtong et al., 2008a; 6 กุสุมาวดี, 2549; 7 Jindamorakot, 2006
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4. การคัดเลือกยีสตท่ีหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

เพื่อคัดเลือกยีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลสจึงนํายีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกได

ทั้งหมด จํานวน 133 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอลจากไซโลสโดยการ

เพาะเลี้ยงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 

บมที่ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที นาน 96 ชั่วโมง วิเคราะหการ

เจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยเคร่ือง 

Gas chromatography พบวา มียีสตเพียง 8 ไอโซเลต 3 สปชีส คือ Candida blankii (ไอโซเลต A6-1, 

A8-1 และ A8-2), Candida saraburiensis sp. nov. (KU-Xs13T, KU-Xs18 และ KU-Xs20) และ 

Zygoascus hellenicus (ไอโซเลต SN1-1 และ SN1-4) สามารถหมักใหเอทานอลความเขมขน 1.70, 

0.98, 1.53, 1.56 , 1.78, 1.64, 1.03 และ 1.45 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเจริญใหเซลลวัดเปนความ

ขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากับ 45.5, 43.6, 50.1, 23.1, 24.9, 31.3, 47.4 และ 41.8 

ตามลําดับ ในขณะที่การเจริญและการหมักเอทานอลจากไซโลสของ Scheffersomyces (Pichia) 

stipitis CBS 5773 ซึ่งเปนยีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลสไดที่ใชเปนสายพันธุเปรียบเทียบให       

เอทานอลสูงกวามาก คือ 5.27 กรัมตอลิตร และเจริญใหเซลลวัดเปนความขุนที่ความยาวคลื่น 660 

นาโนเมตรเทากับ 6.5 ที่เวลาเดียวกัน ในขณะที่ Saccharomyces cerevisiae M30 ซึ่งเปนยีสตที่ไม

สามารถเจริญและหมักเอทานอลจากไซโลสไดน้ัน พบวามีการเจริญเล็กนอยใหเซลลวัดเปนความ

ขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรเทากับ 1.90 ซึ่งนาจะเปนผลจากการใชคารบอนปริมาณนอยที่มี

ใน yeast extract และ peptone เพื่อการเจริญทําใหมีการเพิ่มของความขุนเพียงเล็กนอยโดยไมพบ

การผลิตเอทานอล (ตารางที่ 12) 

 

นอกจากน้ีไดทําการทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอลจากไซโลสเพิ่มเติมเพื่อ

อธิบายยีสตสปชีสใหม Candida saraburiensis sp. nov. 3 ไอโซเลต คือ KU-Xs13T, KU-Xs18 และ 

KU-Xs20 โดยการสังเกตุการสรางแกสในหลอดดักแกส (Durham tube) ตามวิธีของ Yarrow (1998) 

พบวาไมมีการสรางแกส เมื่อบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสนาน 28 วัน และทําการเพาะเลี้ยงใน

อาหาร 4% D-Xylose-YP broth และ 8% D-Xylose-YP broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก

ขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมง นาน 120 ชั่วโมง วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 

นาโนเมตร และวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดย เคร่ือง Gas chromatography พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหาร 4% D-Xylose-YP broth และ 8% D-Xylose-YP broth  ไอโซเลต KU-Xs13, KU-Xs18 และ 

KU-Xs20 เร่ิมมีการหมักเอทานอลเมื่อบมนาน 24 ชั่วโมง สามารถหมักใหเอทานอลความเขมขน   
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เอทานอลสูงสุดเมื่อบมนาน 72 ชั่วโมง และความเขมขนเอทานอลลดลงเปนศูนยเมื่อบมนาน 96 

ชั่วโมง โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 เปอรเซ็นตสามารถหมักให         

เอทานอลความเขมขนเอทานอลสูงสุด เทากับ 3.11, 3.58 และ 3.57 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แตเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 8 เปอรเซ็นต ใหความเขมขนเอทานอลสูงสุด 

เทากับ 2.79, 2.43 และ 2.58 ตามลําดับ ซึ่งตํ่ากวาเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลส 4 เปอรเซ็นต ในขณะ

ที่ Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS 5773 ใหความเขมขนเอทานอลสูงสุด 8.43 กรัมตอลิตร 

เมื่อบมนาน 72 ชั่วโมงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 เปอรเซ็นต และ 16.44 กรัมตอลิตร 

เมื่อบมนาน 96 ชั่วโมงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 8 เปอรเซ็นต และไมพบการหมัก       

เอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae M30 ในอาหารทั้งสองชนิด  

 

 
 

ภาพท่ี 21  ความเขมขนของเอทานอล (ดํา) และการเจริญ (ขาว) ของ Candida saraburiensis sp. 

nov. ไอโซเลต KU-Xs13T (, ), KU-Xs18 (, ), KU-Xs20 (, ), 

Scheffersomyces stipitis CBS 5773 (, ) และ Saccharomyces cerevisiae M30 (, 

) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth  
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ภาพท่ี 22  ความเขมขนของเอทานอล (ดํา) และการเจริญ (ขาว) ของ Candida saraburiensis sp. 

nov. ไอโซเลต KU-Xs13T (, ), KU-Xs18 (, ), KU-Xs20 (, ), 

Scheffersomyces stipitis CBS 5773 (, ) และ Saccharomyces cerevisiae M30 (, 

) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 8% D-Xylose-YP broth  

 

 เมื่อวิเคราะหการเจริญในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 เปอรเซ็นต พบวาไอโซเลต 

KU-Xs13, KU-Xs18 และ KU-Xs20 เจริญใหเซลลสูงสุดวัดเปนความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโน

เมตร เทากับ 25.55, 27.45, 26.15 ตามลําดับ เมื่อบมนาน 96 ชั่วโมง และหลังจากน้ันการเจริญมี

แนวโนมลดลง และเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 8 เปอรเซ็นต พบวาที่ชั่วโมง

ที่ 120 ใหคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากับ 42.65, 44.40, 45.20 ตามลําดับ และ

การเจริญยังมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น ในขณะที่ Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS 5773 เจริญให

เซลลสูงสุดวัดเปนความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากับ 16.45 และ 16.20 เมื่อบมนาน 96 

ชั่วโมง ในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 และ 8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งตํ่ากวาคาการเจริญ

ของไอโซเลต KU-Xs13, KU-Xs18 และ KU-Xs20 แสดงใหเห็นวาทั้ง 3 ไอโซเลต สามารถใช

ไซโลสเพื่อการเจริญไดดีกวาการหมักเอทานอลจากไซโลส (ภาพที่ 21, 22) 
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Toivola et al. (1984) ทําการทดสอบการหมักเอทานอลจากไซโลสของยีสตมากกวา 200 

สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มี 2 % D-Xylose และ 1% Yeast extract ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

บรรจุในหลอดทดลองที่บรรจุหลอดดักแกส (Durham tube) บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 10 วัน พบวามีเพียง 6 สปชีส คือ Brettanomyces naardenensis CBS 6042, 

Candida shehatae CBS 5813, C. tenuis CBS 4113, Pachysolen tannophilus CBS 4044, Pichia 

segobiensis CBS 6857, Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS 5773 สามารสรางแกสใน หลอดดัก

แกส และเมื่อปนเหว่ียงนําสวนใสไปวิเคราะหเอทานอลโดยใช gas chromatography พบวานอกจาก 

6 สายพันธุใน 6 สปชีส ที่สรางแกสในหลอดดักแกสแลว ยังพบวาบางสายพันธุของ C. albicans, C. 

chilensis, C. entomophila, C. insectamans, C. intermedia, C. lodderae, C. maltosa, C. steatolytica, 

C. succiphila, C. torresii, C. tropicalis, C. viswanathii, Metschnikowia bicuspidate, M. zobellii, P. 

guilliermondii, P. naganishii, P. segobiensis, Sporopachydermia quercuum และ Wingea robertsii 

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสไดโดย 6 สายพันธุที่สรางแกสในหลอดดักแกสใหความเขมขนเอ

ทานอลอยูในชวง 1.8-6.6 กรัมตอลิตร ในขณะที่สายพันธุสามารถหมักเอทานอลจากไซโลส โดย

สายพันธุที่ไมพบการสรางแกสจะใหความเขมขนเอทานอลอยูในชวง 0.1-1 กรัมตอลิตร สวน Rao 

et al. (2008) รายงานผลการแยกและจัดจําแนกยีสตที่สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลจากผลไม

และเปลือกไม ในประเทศอินเดีย สามารถแยกยีสตได 374 ไอโซเลต และเมื่อทดสอบการหมักเอทา

นอลในอาหารไซโลส พบวามีเพียง 27 ไอโซเลต ที่สามารถผลิตเอทานอลจากไซโลส โดยใหเอทา

นอล 0.12-0.38 กรัมตอกรัมไซโลส โดยเมื่อจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล พบวายีสตที่

สามารถผลิตเอทานอลจากไซโลสประกอบดวย 20 สปชีส คือ C. albicans, C. maltosa, C. 

parapsilosis, C. tropicalis, C. viswanathii, Clavispora lusitaniae, Cryp. saitoi, D. hansenii, 

Kluyveromyces marxianus, M. chrysoperlae, P. barkeri, P. galeiformis, P. guilliermondii, P. 

kudriazevii, P. membranaefaciens, P. mexicana, P. veronae, Rhodotorula minuta, R. 

mucilaginosa และ R. pallida  

 

เมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาในคร้ังน้ีกับการรายงานของ Toivola et al. (1984) และ Rao  

et al. (2008) ที่กลาวมาขางตน พบวาในงานน้ีสามารถแยกยีสตสปชีส C. maltosa, C. tropicalis, D. 

hansenii, P. kudriazevii, P. membranaefaciens ซึ่งเปนสปชีสที่ไมพบการสรางแกสในหลอดดัก

แกส แตไมพบการหมักเอทานอลจากไซโลสของยีสตสปชีสดังกลาวในการศึกษาคร้ังน้ี อาจ

เน่ืองมาจากยีสตบางสายพันธุใน 5 สปชีสดังกลาวเทาน้ันที่สามารถหมักเอทานอลไดบางสายพันธุ

เทาน้ัน หรืออาจเกิดเน่ืองจากความเขมขนของเอทานอลที่สามารถหมักไดคอนขางตํ่า เกิดการระเหย

ในระหวางการหมักและทําใหไมสามารถตรวจวัดได นอกจากน้ันจากการศึกษาคร้ังน้ีพบ
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ความสามารถในการหมักไซโลสของสายพันธุของยีสตในสกุล Candida blankii และ Zygoascus 

hellenicus ซึ่งแตกตางจากการรายงานของ Toivola et al. (1984) และ Rao et al. (2008) และที่ไม

พบวายีสตทั้งสองสปชีสหมักเอทานอลจากไซโลสได 

 

ตารางท่ี 12  ความสามารถในการเจริญและการหมักเอทานอลจากไซโลสของยีสตที่แยกได 

 

Isolate Species/Closest species 
0 h   96 h 

OD660 เอทานอล (g/l)   OD660 เอทานอล (g/l) 

SN1-1 Zygoascus hellenicus  0.92 0 

 

47.35 1.03 

SN1-2 Candida tropicalis  0.16 0 

 

12.55 0 

SN1-3 Trichosporon mycotoxinivorans  2.95 0 

 

22.00 0 

SN1-4 Zygoascus hellenicus  1.06 0 

 

41.75 1.45 

SN2-2 Candida tropicalis 0.34 0 

 

18.70 0 

A6-1 Candida blankii  0.92 0 

 

45.50 1.7 

A6-2 Candida sp. HA174  0.55 0 

 

18.75 0 

A8-1 Candida blankii  0.93 0 

 

43.55 0.98 

A8-2 Candida blankii 0.74 0 

 

50.10 1.53 

A15-1 Pichia caribbica  2.78 0 

 

31.95 0 

A15-2 Trichosporon asahii  1.06 0 

 

16.40 0 

A15-3 Pichia caribbica  2.67 0 

 

32.20 0 

A16-1 Pichia caribbica  2.76 0 

 

40.00 0 

A17-1 Trichosporon mycotoxinivorans  1.16 0 

 

24.80 0 

A17-2 Pichia caribbica  2.62 0 

 

30.85 0 

A18-1 Trichosporon asahii  1.18 0 

 

16.80 0 

A19-1 Candida tropicalis  0.68 0 

 

14.95 0 

A20-1 Trichosporon mycotoxinivorans  1.38 0 

 

25.70 0 

A20-2 Candida tropicalis   0.29 0 

 

3.06 0 

A20-3 Candida tropicalis   0.55 0 

 

11.98 0 

A21-1 Candida tropicalis 0.61 0 

 

9.38 0 

A22-1 Cryptococcus laurentii  1.06 0 

 

12.18 0 

KU-Xs 01 Trichosporon asahii  0.59 0 

 

11.75 0 

KU-Xs 02 Trichosporon asahii  0.80 0 

 

17.60 0 

KU-Xs 03 Cryptococcus laurentii  1.26 0 

 

18.08 0 



 

 

116 

ตารางท่ี 12  (ตอ) 

 

Isolate Species/Closest species 
0 h   96 h 

OD660 เอทานอล (g/l)   OD660 เอทานอล (g/l) 

KU-Xs 04 Candida pseudointermedia  0.61 0 

 

13.63 0 

KU-Xs 05 Pichia caribbica  0.94 0 

 

23.88 0 

KU-Xs 07 Pichia caribbica  1.08 0 

 

22.38 0 

KU-Xs 08 Candida pyralidae  0.48 0 

 

20.10 0 

KU-Xs 09 Candida tropicalis 0.62 0 

 

10.55 0 

KU-Xs 10 Pichia caribbica 1.81 0 

 

26.10 0 

KU-Xs 11 Geotrichum silvicola 0.74 0 

 

20.12 0 

KU-Xs 12 Trichosporon asahii 1.10 0 

 

30.20 0 

KU-Xs 13 Candida saraburiensis 0.73 0 

 

23.10 1.56 

KU-Xs 14 Candida tropicalis  0.59 0 

 

10.80 0 

KU-Xs 15 Pichia caribbica  2.67 0 

 

35.60 0 

KU-Xs 16 Pichia caribbica 2.19 0 

 

42.90 0 

KU-Xs 17 Pichia kudriavzevii 0.06 0 

 

1.92 0 

KU-Xs 18 Candida saraburiensis 0.53 0 

 

24.90 1.78 

KU-Xs 20 Candida saraburiensis 0.52 0 

 

31.30 1.64 

KU-Xs 24 Trichosporon mycotoxinivorans 1.21 0 

 

35.10 0 

KU-Xs 25 Trichosporon mycotoxinivorans 0.99 0 

 

31.20 0 

KU-Xs 29 Pichia caribbica  2.66 0 

 

36.65 0 

KU-Xs 30 Cryptococcus laurentii  2.14 0 

 

39.15 0 

KU-Xs 31 Trichosporon mycotoxinivorans  0.97 0 

 

29.10 0 

KU-Xs 32 Pichia caribbica  2.18 0 

 

41.15 0 

KU-Xs 33 Pichia caribbica  2.44 0 

 

37.45 0 

KU-Xs 34 Candida sp. KU-Xs34 2.18 0 

 

61.45 0 

KU-Xs 35 Candida tropicalis 1.31 0 

 

15.50 0 

KU-Xs 36 Pichia caribbica  2.11 0 

 

39.70 0 

KU-Xs 37 Candida tropicalis 1.33 0 

 

20.30 0 

KU-Xs 38 Candida tropicalis 1.45 0 

 

19.85 0 

KU-Xs 39 Pichia caribbica  2.19 0 

 

38.75 0 

KU-Xs 40 Pichia caribbica  1.90 0 

 

35.35 0 

KU-Xs 41 Trichosporon mycotoxinivorans 1.43 0 

 

35.40 0 
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ตารางท่ี 12  (ตอ) 

 

Isolate Species/Closest species 
0 h   96 h 

OD660 เอทานอล (g/l)   OD660 เอทานอล (g/l) 

KU-Xs 42 Pichia caribbica  2.16 0 

 

36.40 0 

KU-Xs 44 Candida tropicalis 1.61 0 

 

18.00 0 

KU-Xs 45 Pichia caribbica  2.45 0 

 

40.00 0 

KU-Xs 46 Cryptococcus laurentii  2.30 0 

 

31.55 0 

KU-Xs 47 Pichia caribbica  2.19 0 

 

52.20 0 

KU-Xs 48 Candida membranifaciens  2.29 0 

 

43.70 0 

KU-Xs 50 Candida tropicalis  1.85 0 

 

11.85 0 

KU-Xs 51 Cryptococcus heveanensis  1.88 0 

 

36.85 0 

KU-Xs 52 Pichia rhodanensis  1.62 0 

 

32.65 0 

KU-Xs 54 Candida tropicalis  4.36 0 

 

7.75 0 

KU-Xs 55 Debaryomyces nepalensis  2.19 0 

 

37.10 0 

KU-Xs 56 Candida membranifaciens 2.70 0 

 

44.00 0 

KU-Xs 57 Candida tropicalis  0.59 0 

 

10.30 0 

KU-Xs 58 Candida tropicalis 2.34 0 

 

12.60 0 

KU-Xs 59 Pichia rhodanensis 1.46 0 

 

31.90 0 

KU-Xs 60 Pichia rhodanensis 1.21 0 

 

32.80 0 

KU-Xs 61 Pichia rhodanensis  1.45 0 

 

27.35 0 

KU-Xs 62 Candida tropicalis  1.42 0 

 

10.10 0 

KU-Xs 63 Trichosporon mycotoxinivorans  1.38 0 

 

31.75 0 

KU-Xs 64 Candida tropicalis  0.85 0 

 

12.50 0 

KU-Xs 65 Pichia rhodanensis  1.05 0 

 

49.30 0 

KU-Xs 66 Trichosporon mycotoxinivorans  0.79 0 

 

28.65 0 

KU-Xs 67 Candida tropicalis   1.20 0 

 

19.20 0 

KU-Xs 68 Candida tropicalis  1.00 0 

 

12.80 0 

KU-Xs 69 Cryptococcus laurentii  1.42 0 

 

45.95 0 

KU-Xs 72 Candida tropicalis  1.24 0 

 

20.85 0 

KU-Xs 73 Sporopachydermia lactativora  2.21 0 

 

69.50 0 

KU-Xs 75 Candida tropicalis  1.28 0 

 

18.45 0 

KU-Xs 76 Pichia caribbica strain  1.69 0 

 

35.65 0 

KU-Xs 77 Cryptococcus laurentii  1.83 0 

 

23.05 0 
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ตารางท่ี 12  (ตอ) 

 

Isolate Species/Closest species 
0 h   96 h 

OD660 เอทานอล (g/l)   OD660 เอทานอล (g/l) 

KU-Xs 78 Cryptococcus laurentii  1.29 0 

 

21.75 0 

KU-Xs 79 Pichia caribbica strain  1.84 0 

 

32.50 0 

NT01 Trichosporon sp. CBS 8686  1.51 0 

 

27.30 0 

NT02 Debaryomyces nepalensis  1.89 0 

 

33.50 0 

NT03 Trichosporon sp. CBS 8686  1.44 0 

 

26.30 0 

NT04 Cryptococcus laurentii   1.45 0 

 

23.56 0 

NT05 Cryptococcus cf. podzolicus  1.18 0 

 

20.10 0 

NT06 Cryptococcus humicola  1.44 0 

 

21.70 0 

NT07 Cryptococcus terrestris  1.72 0 

 

37.00 0 

NT08 Candida pseudointermedia  1.18 0 

 

22.20 0 

NT09 Cryptococcus terrestris  1.68 0 

 

38.10 0 

NT10 Candida sp. NRRL Y-27159  0.58 0 

 

24.00 0 

NT11 Trichosporon terricola  0.35 0 

 

23.20 0 

NT12 Geotrichum silvicola  0.60 0 

 

29.40 0 

NT13 Cryptococcus terrestris 1.66 0 

 

37.10 0 

NT14 Cryptococcus humicola  1.32 0 

 

23.50 0 

NT15 Cryptococcus cf. podzolicus 1.31 0 

 

22.00 0 

NT16 Debaryomyces fabryi  1.96 0 

 

57.50 0 

NT17 Cryptococcus cf. podzolicus  1.51 0 

 

26.30 0 

NT18 Saturnispora saitoi  0.31 0 

 

2.54 0 

NT19 Candida tropicalis  1.24 0 

 

12.60 0 

NT20 Candida pseudolambica  0.61 0 

 

15.20 0 

NT21 Geotrichum sp. LY16  1.64 0 

 

51.30 0 

NT22 Candida tropicalis  1.30 0 

 

11.80 0 

NT23 Candida solani (U70179) 0.13 0 

 

1.93 0 

NT24 Lindnera  saturnus  0.52 0 

 

20.40 0 

NT25 Trichosporon moniliiforme 1.46 0 

 

27.10 0 

NT26 Cryptococcus cf. podzolicus  1.35 0 

 

22.40 0 

NT29 Pichia exigua  0.46 0 

 

7.50 0 

NT30 Cryptococcus terrestris 1.69 0 

 

38.20 0 
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ตารางท่ี 12  (ตอ) 

 

Isolate Species/Closest species 
0 h   96 h 

OD660 เอทานอล (g/l)   OD660 เอทานอล (g/l) 

NT31 Pichia pijperi  1.34 0 

 

24.10 0 

NT33 Candida maltosa  1.17 0 

 

20.34 0 

NT34 Pichia kudriavzevii  0.77 0 

 

2.21 0 

NT35 Cryptococcus cf. podzolicus  1.32 0 

 

20.50 0 

NT36 Candida chiropterorum  1.33 0 

 

28.00 0 

NT37 Cryptococcus humicola 1.36 0 

 

20.10 0 

NT38 Cryptococcus humicola  1.50 0 

 

25.30 0 

NT40 Debaryomyces fabryi  1.11 0 

 

20.30 0 

NT41 Candida coipomoensis   1.28 0 

 

27.20 0 

NT42 Candida coipomoensis  1.35 0 

 

25.00 0 

NT43 Barnettozyma californica 2.03 0 

 

34.80 0 

NT44 Cryptococcus cf. podzolicus  1.44 0 

 

27.00 0 

NT45 Barnettozyma californica  2.04 0 

 

37.40 0 

NT46 Cryptococcus terrestris  1.54 0 

 

39.00 0 

NT47 Cryptococcus laurentii   2.10 0 

 

30.50 0 

NT48 Cryptococcus humicola 1.13 0 

 

20.40 0 

NT49 Geotrichum sp. LY5  2.31 0 

 

40.10 0 

Scheffersomyces stipitis CBS 5773 0.91 0 

 

6.50 5.27 

Saccharomyces cerevisiae M30 2.5 0 

 

1.90 0 
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สรุปผล 

 

ศึกษาความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญโดยแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการ

เจริญจากตัวอยาง ดิน, สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ 

ไดแก นํ้าและปุย จํานวน 79 ตัวอยางโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลง

คารบอน ได 133ไอโซเลต เมื่อจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และวิเคราะหความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการไดผลดังน้ี 

 

1. สปชีสที่อธิบายแลวม ี108 ไอโซเลต (คิดเปน 81.2 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) 

 

1.1 แอสโคมัยซีตัสยีสตมี 73 ไอโซเลต จัดจําแนกเปน17 สปชีส ใน 8 สกุล คือ 

Barnettozyma californica, Debaryomyces fabryi, D. nepalensis, Candida blankii, C. 

coipomoensis,C. maltosa,C. membranifaciens, C. pseudointermedia, C. pyralidae, C. tropicalis, 

Geotrichum silvicola, Lindnera rhodanensis, L. saturnus, P caribbica, P. kudriavzevii, 

Saturnispora saitoi และ Zygoascus hellenicus 

 

1.2 แบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 35 ไอโซเลต จัดจําแนกเปน8 สปชีส ใน 2 สกุล คือ 

Cryptococcus heveanensis, Cryp. humicola, Cryp. laurentii, Cryp. terrestris, Trichosporon asahii, 

T. moniliiforme, T. mycotoxinivorans และ T. terricola   

 

2. สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 

 

พบมี 11 ไอโซเลต (คิดเปน 8.3 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) โดย 3 ไอโซเลต

เหมือนกับสปชีสที่เปนแอสโคมัยซีตัสยีสต คือ Candida sp. NRRL Y-27159, Geotrichum sp. 

LY16 และ Geotrichum sp. LY5 ในขณะที่ 8 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 

คือ Cryptococcus cf. podzolicus  และ Trichosporon sp. CBS 8686  
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3. สปชีสที่อาจเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 

 

พบมี 5 ไอโซเลต (คิดเปน 3.8 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ 

Candida solani, Geotrichum silvicola, Sporopachydermia lactativora,  Zygoascus hellenicus และ 

Trichosporon mycotoxinivorans  

 

4. สปชีสใหม 

 

พบมี 9 ไอโซเลต (คิดเปน 6.8 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 7 

สปชีส คือ Candida saraburiensis sp. nov., Candida sp. A6-2, Candida sp. KU-Xs34, Pichia sp. 

NT29, Candida sp. NT31, Candida sp. NT36 และ Candida sp. NT40  

 

จากการวิเคราะหความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญ ไดผลดังน้ี  

 

1. พบแอสโคมัยซีตัสยีสต 67.6 เปอรเซ็นต (73 ไอโซเลต) และพบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต

มากถึง 32.4 เปอรเซ็นต (35 ไอโซเลต) ของยีสตในกลุมสปชีสที่มีการอธิบายแลว โดยพบแบสิดิโอ

มัยซีตัสยีสตมากกวาที่เคยมีรายงานมากอน 

 

2. สปชีสที่พบบอย คือ Candida tropicalis และ Pichia caribbica 

 

3. ยีสตที่สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญในการศึกษาน้ีจํานวนทั้งหมด 25 สปชีส พบวามี 

15 สปชีส เปนสปชีสที่เคยมีรายงานวาพบจากตัวอยางตางๆในประเทศไทยเมื่อทําการแยกออกมา

ศึกษาโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนมากอน คือ 

Candida maltosa, C. membranifaciens, C. pseudointermedia, C. pseudolambica, C. tropicalis, 

Debaryomyces fabryi, D. nepalensis, Lindnera saturnus, Pichia caribbica, P. kudriazevii, 

Cryptococcus heveanensis, Cryp. humicola, Cryp. laurentii, Trichosporon asahii และ T.  

mycotoxinivorans ในขณะที่มี 10 สปชีส ยังไมเคยรายงาน คือ Barnettozyma californica, Candida 

blankii, C. coipomoensis, C. pyralidae, Geotrichum silvicola,  Lindnera rhodanensis, 

Saturnispora saitoi, Zygoascus hellenicus, Cryptococcus terrestris, Trichosporon terricola และ T. 

moniliiforme 
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เพื่อคัดเลือกยีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลสจึงทดสอบการหมักเอทานอลจากไซโลสของ

ยีสตที่แยกทั้งหมดได 133 ไอโซเลต โดยการเพาะเลี้ยงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth ใน 

ฟลาสกและบมแบบเขยา ที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 96 ชั่วโมง พบยีสต 8 ไอโซเลต ใน 3 สปชีส คือ 

Candida blankii  (ไอโซเลต A6-1, A8-1 และ A8-2), Candida saraburiensis sp. nov. (KU-Xs13T, 

KU-Xs18 และ KU-Xs20) และ Zygoascus hellenicus (ไอโซเลต SN1-1 และ SN1-4) โดยผลิต      

เอทานอลได 0.98-1.78 กรัมตอลิตร 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. D-Xylose yeast nitrogen base (Xylose-YNB) broth  

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเปน 5.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

2. D-Xylose yeast nitrogen base (Xylose-YNB) agar  

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

วุน 15  กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเปน 5.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

3. 2% D-Xylose yeast extract peptone (YP) broth 

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

4. 2% D-Xylose yeast extract peptone (YP) agar 

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 
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เปปโทน  10   กรัม 

วุน 15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

5. 4% D-Xylose yeast extract peptone (YP) broth 

 

ไซโลส 40   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

6.4% D-Xylose yeast extract peptone (YP) agar 

 

ไซโลส 40   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

วุน 15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

7. 8% D-Xylose yeast extract peptone (YP) broth 

 

ไซโลส 80   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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8. Yeast extract malt extract (YM) agar 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

เปปโทน  5   กรัม 

กลูโคส  10   กรัม 

วุน  15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

9. Yeast extract malt extract (YM) broth 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

เปปโทน  5   กรัม 

กลูโคส  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000  มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

10. Yeast extract malt extract (YM) broth ที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

เปปโทน  5   กรัม 

กลูโคส  10   กรัม 

กลีเซอรอล  100   มิลลิลิตร 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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11. Yeast extract peptone dextrose (YPD) broth 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  10   กรัม 

เปปโทน  20   กรัม 

กลูโคส  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

12. 5% malt extract agar 

 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  50   กรัม 

วุน  15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส 1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

13. Fowell’ s acetate agar 

 

โซเดียมอะซิเตท  5   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

14. Corn meal agar 

 

Corn meal agar  1.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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15. Gorodkowa agar 

 

กลูโคส  0.1   กรัม 

เปปโตน  1.0   กรัม 

โซเดียมคลอไรด  0.5   กรัม 

วุน  2.0   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

16. Stock carbon solution (10X) 

 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

สารประกอบคารบอน  5   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอน และเก็บใน 

ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

17. อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

 

เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ stock carbon solution (10X) ลงในหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร 

ซึ่งบรรจุนํ้ารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ  1.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวที่อุณหภูมิหอง 

นาน 3-5 วัน เพื่อตรวจสอบการปนเปอน การเตรียมอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ  

คารบอนน้ัน มีสารประกอบคารบอน 7 ชนิด ที่ตองเตรียมใหมทุกคร้ังที่ทําการทดสอบ ไดแก อินูลิน 

เอทานอล เมทานอล แปง กาแลกทิทอล 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต และ 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต 

 

18. Yeast carbon base (10X) 

 

ยีสตคารบอนเบส (Difco)  11.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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19. Yeast carbon base broth (1X) 

 

เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ yeast carbon base (10X) ลงในหลอดขนาด13 x 100 มิลลิเมตรซึ่ง 

บรรจุนํ้ารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร 

 

20. Stock nitrogen solution (10X) 

 

ยีสตคารบอนเบส (Difco)  11.7   กรัม 

สารประกอบไนโตรเจน*  X   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอนและเก็บในตู 

แชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

สารประกอบไนโตรเจน*: แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] 0.5 กรัม โปแตสเซียม 

ไนเตรต (KNO3) 0.78 กรัม โซเดียมไนไตรต (NaNO2) 0.26 กรัม เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด 

(ethylamine-HCl) 0.64 กรัม แอล-ไลซีน (L-lysine-HCl) 0.56 กรัม และคาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอ 

ไรด (cadaverinedihydrochloride) 0.68 กรัม 

 

21. อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

 

ชั่งวุน 1.67 กรัม ละลายในนํ้ารีเวอรสออสโมซิส 90 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีรอจนวุนอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เติม stock 

nitrogen solution (10X) ปริมาตร10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเทลงเพลทที่ผานการฆาเชื้อ 

 

22. Fermentation basal medium 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  4.5   กรัม 

เปปโทน  7.5   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

บรอมไทมอลบลู จํานวนเล็กนอยเพื่อใหมีสีเขียวเขม 

แบง fermentation basal medium ลงในหลอดขนาด 13x100 มิลลิเมตร ซึ่งภายในมีหลอด 
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ดักแกส หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากน้ัน 

เติมสารละลายนํ้าตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาด  

รูกรอง 0.2 ไมครอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 2 เปอรเซ็นต 

(ยกเวนราฟฟโนสใชความเขมขนสุดทายเทากับ 4 เปอรเซ็นต) 

 

23. Fermentation test of glucose 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  4.5   กรัม 

เปปโทน  7.5   กรัม 

กลูโคส  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

บรอมไทมอลบลู จํานวนเล็กนอยเพื่อใหมีสีเขียวเขม 

แบงใสหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซึ่งภายในมีหลอดดักแกส หลอดละ 5 มิลลิลิตร 

และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

24. อาหารที่ปราศจากวิตามิน (vitamin free medium) 

 

กลูโคส  10   กรัม 

Vitamin assay casamino acids (Difco)  5   กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  1   กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต  0.5   กรัม 

โซเดียมคลอไรด  0.1   กรัม 

แคลเซียมคลอไรด  0.1   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 5.5 และฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 



140 
 

 

25. Custer’s chalk medium 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  5   กรัม 

กลูโคส  50   กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต  5   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

เมื่ออุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ทําการเทลงบนเพลทที่ผานการฆาเชื้อ โดยเขยา 

ขวดเพื่อใหแคลเซียมคารบอเนตละลายเปนเน้ือเดียวกับอาหาร  

 

26. อาหารตรวจสอบความตานทานไซโคลเฮกซิไมด 

 

1) การเตรียม Basal medium (10X) 

 

ไซโคลเฮกซิไมด 1 กรัม ละลายในอะซิโตน 2.5 มิลลิลิตร 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอน 

 

2) Active medium 

 

เติม 0.2 มิลลิลิตร ของ basal medium (10X) ลงในหลอดขนาด13 x 100 มิลลิเมตรซึ่งบรรจุ 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร 
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27. การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 

 

1) อาหารที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นต 

 

กลูโคส  50   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  1   กรัม 

วุน  1.3   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 

2) อาหารที่มีกลูโคส 60 เปอรเซ็นต 

 

กลูโคส  60   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  1   กรัม 

วุน  1.3   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส 100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 

3) อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมคลอไรด  100   กรัม 

กลูโคส  50   กรัม 

ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

4) อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมคลอไรด  150   กรัม 

กลูโคส  50   กรัม 
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ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

28. Christensen’s urea agar 

 

1) การเตรียมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต 

 

ยูเรีย  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอน 

 

2) การเตรียมอาหารทดสอบการไฮโดรไลตยูเรีย  

 

กลูโคส  1   กรัม 

เปปโทน  1   กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)  2   กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2   กรัม 

วุน  20   กรัม 

ฟนอลเรด  0.012   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 6.8 แบงใสหลอดละ 4.5 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา 

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากน้ันเติมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
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สารเคมี 

 

1. Bromothymol blue stock solution 

 

ละลายบรอมไทมอลบลู 50 มิลลิกรัม ในนํ้าปริมาตร 75 มิลลิลิตร วิธีใช คือ เติม 

bromothymol blue stock solution ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงใน fermentation basal medium และ 

fermentation test of glucose ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 

2. Lugol’s solution 

 

ไอโอดีน  1   กรัม 

โปแตสเซียม ไอโอไดด  2   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส 300 มิลลิลิตร 

 

3. Diazonium blue B reagent (DBB reagent) 

 

Diazonium blue B salt  0.15   กรัม 

0.25 M Tris hydroxymethyl aminomethane (pH 7.0) 10   มิลลิลิตร 

เมื่อเตรียมเสร็จแลวควรเก็บไวในที่เย็น และใชภายใน 30 นาที หลังจากเตรียมเสร็จ 

 

4. 10X TBE buffer 

 

Tris base  10.8   กรัม 

กรดบอริก  5.5   กรัม 

0.5 mM EDTA (pH 8.0)  4.0   มิลลิลิตร 

ละลายใหเขากันโดยใชนํ้ารีเวอรสออสโมซิส ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร และ 

นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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5. Stock ethidium bromide 

 

ชั่ง ethidium bromide 1 กรัม ละลายในนํ้ารีเวอรสออสโมซิส 100 มิลลิลิตร ใสขวดสีชา 

และเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

 

6. Loading dye 

 

บรอมฟนอล บล ู 0.25   กรัม 

กลีเซอรอล  30   มิลลิลิตร 

เติมนํ้ารีเวอรสออสโมซิสใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 

7. 1kb DNA ladder (DNA marker) 

 

DNA ladder  1   ไมโครลิตร 

6X loading Dye  1  ไมโครลิตร 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  4   ไมโครลิตร 

 

8. 2.5 mM dNTP 

 

dATP  25   ไมโครลิตร 

dCTP  25   ไมโครลิตร 

dGTP  25   ไมโครลิตร 

dTTP  25   ไมโครลิตร 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  4   ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข 

ผลงานที่ไดรับการยอมรับใหตีพิมพในวารสาร IJSEM 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 

 

ชื่อ –นามสกุล นางสาวสุกัญญา นิติยนต 

วัน เดือน ป ที่เกิด 17 กันยายน 2528 

สถานที่เกิด  อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรปราการ 

ประวัติการศึกษา วท.บ. (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  

 - รางวัลผลการเรียนดีเดน เปนผูสอบไดแตมระดับคะแนน

เฉลี่ยในปการศึกษา 2549 ต้ังแต 3.25 ขึ้นไป (พ.ศ. 2551) 

- ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) เกียรตินิยม

อันดับสอง (พ.ศ. 2551) 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ  

 ไดรับทุนจากโครงการสถาบันบัณฑิตวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีไทย (TGIST) เปนระยะเวลา 2 ป (พ.ศ. 2551- 

2553) 

ประวัติการฝกงานและประสบการณการทํางาน 

 เขารับการฝกงานและฝกอบรมจากสถาบันคนควาและ

พัฒนาผลิตภัณฑอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

ระยะเวลา 1 เดือน (พ.ศ. 2550) 

  

 

 


	ใบรับรองวิทยานิพนธ์
	บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์
	ปริญญา
	ภาควิชา
	ความหลากหลายของยีสต์ที่ใช้ไซโลสและการคัดเลือกหายีสต์ที่หมักเอทานอลจากไซโลส
	นามผู้วิจัย
	นางสาวสุกัญญา  นิติยนต์

	ได้พิจารณาเห็นชอบโดย
	อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลักวิทยา
	อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม
	หัวหน้าภาควิชา
	บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์รับรองแล้ว


	คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย
	วันที่
	เดือน
	พ.ศ.



	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	สารบัญภาพ (ต่อ)
	สารบัญภาพ (ต่อ)
	คำนำ
	วัตถุประสงค์
	การตรวจเอกสาร
	อุปกรณ์และวิธีการ
	ผลและวิจารณ์
	ตารางที่ 12  ความสามารถในการเจริญและการหมักเอทานอลจากไซโลสของยีสต์ที่แยกได้
	ตารางที่ 12  (ต่อ)
	ตารางที่ 12  (ต่อ)
	สรุปผล
	เอกสารและสิ่งอ้างอิง
	กุสุมาวดี ประสาทศรี. 2549. การจัดจำแนกยีสต์ที่แยกจากอินทรีย์วัตถุที่ได้จากป่าชายเลน โดยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล. วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.
	ชนิตา บุญมาก. 2552. ความหลากหลายของยีสต์ในน้ำและตะกอนดินจากป่าชายเลนบริเวณชายฝั่งทะเลของอ่าวไทยตอนบน. วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.
	รุ่งลักษณ์ แก้ววิเชียร. 2552. ความหลากหลายของยีสต์ในดินจากป่าไม้ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและความสามารถในการย่อยสลายสารอินทรีย์. วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.
	Am-In, S., S. Limtong, W. Yongmanitchai and S. Jindamorakot. 2010. Candida andamanensis sp. nov., Candida laemsonensis sp. nov., and Candida ranongensis sp. nov., three anamorphic yeast species isolated from estuarine waters in a mangrove forest in Ra...

	U. S. Food and Drug Administration. 2001. Partial List of Microorganisms And Microbial-Derived Ingredients That Are Used In Foods. U. S. Food and Drug Administration. Available Source: http://www.fda.gov/Food/FoodIngredientsPackaging/ucm078956.htm, Oc...
	ภาคผนวก 
	ภาคผนวก ก
	7. 1kb DNA ladder (DNA marker)
	DNA ladder  1   ไมโครลิตร
	6X loading Dye  1  ไมโครลิตร
	น้ำรีเวอร์สออสโมซิส  4   ไมโครลิตร
	8. 2.5 mM dNTP
	dATP  25   ไมโครลิตร
	dCTP  25   ไมโครลิตร
	dGTP  25   ไมโครลิตร
	dTTP  25   ไมโครลิตร
	ภาคผนวก ข
	ประวัติการศึกษาและการทำงาน



