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ศึกษาความหลากหลายของยีสตทีใ่ชไซโลสเพ่ือการเจริญโดยการแยกยีสจากตัวอยาง ดิน, 

สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ จํานวน 79 ตัวอยางโดยใชเทคนิคการ

เพ่ิมจํานวนในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลงคารบอนได 133 ไอโซเลต เม่ือจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และวิเคราะห

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ พบวา 108 ไอโซเลต (คิดเปน 81.2 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปน

ยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสที่รูจักแลวโดย 73 ไอโซเลต จัดเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 18 สปชีส 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 สวนอีก 35 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 8 สปชีส ใน 2 สกุล 

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

moniliiforme, T. mycotoxinivorans และ T. terricola  ในบรรดาไอโซเลตที่เหลือพบวามี 11 ไอโซเลต (คิดเปน 

8.3 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) เหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย โดย 3 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสทีเ่ปน

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

ไอโซเลต เหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต คือ Cryptococcus cf. podzolicus และ Trichosporon sp. 

CBS 8686 มี 5 ไอโซเลต (คิดเปน 3.8 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) ที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสต     

สปชีสใหมซ่ึงใกลเคียงที่สุดกับ C. solani, G. silvicola, S. lactativora, Z. hellenicus และ T. mycotoxinivorans 

นอกจากนี้พบวา 9 ไอโซเลต (คิดเปน 6.8 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 7 สปชีส 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 

 

การคัดเลือกยีสตทีห่มักเอทานอลจากไซโลส พบวามียีสตที่สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสเพียง 

 8 ไอโซเลต ใน 3 สปชีส 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 กรัมตอลิตร เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth ในฟลาสกและบมแบบเขยา   

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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1 ความหลากหลายของยีสตที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติใน

ประเทศไทยที่จัดจําแนกอยูในไฟลัม Ascomycota 9 

2 ความหลากหลายของยีสตที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติในประเทศไทยที่จัดจําแนก

อยูในไฟลัม Basidiomycota 15 

3 ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางดินที่เก็บจากจังหวัดตางๆ  
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วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ในประเทศไทย 43 

5 ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางอ่ืนๆ ที่เก็บจากจังหวัดตางๆ 

ในประเทศไทย 47 
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สปชีสที่มีการอธิบายแลว ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย ยีสตที่อาจจะเปนสปชีส
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2 วิถีของการใชไซโลสและการผลิตเอทานอล 19 

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

transcribed spacer) และ ITS (internal transcribed spacer) 23 

4 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA geneแสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ 

Candidaceae และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงที่สุด 64 

5 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA geneแสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ 

Saccharomycetaceae, วงศ Dipodascaceae และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทด

ใกลเคียงที่สุด 65 

6 ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA geneแสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ 

Saccharomycetaceae, วงศ Dipodascaceae และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทด

ใกลเคียงที่สุด 66 

7 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต A6-2 และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 71 

8 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. A6-2T 74 

9 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, 

KU-Xs20 และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดใน

โดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 76 

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



 

 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพท่ี หนา 

  

11 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs34T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 80 

12 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. KU-Xs34T 83 

13 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT29T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 84 

14 สัณฐานวิทยาของ Pichia sp. NT29T 87 

15 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT31T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 88 

16 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT31T 91 

17 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT36T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 92 

18 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT36T 95 

19 ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT40T และสปชีสที่มี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 96 

20 สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT40T 99 

21 ความเขมขนของเอทานอลและการเจริญของ 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 (ตอ) 

 

ภาพท่ี หนา 

  

22 ความเขมขนของเอทานอลและการเจริญของ 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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ความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสและการคัดเลือกหายีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลส 

 

Diversity of Xylose Utilizing Yeast and Selection of Xylose Fermenting  

Yeast Strains for Ethanol Production 

 

คํานํา 

 

ปจจุบันความตองการพลังงานเชื้อเพลิงมีมากขึ้นทั้งเพื่อการอุตสาหกรรมและการคมนาคม

ขนสง ในขณะที่มีวิกฤตพลังงานเชื้อเพลิงจากฟอสซิลที่ใกลหมดและมีราคาสูง เปนเหตุใหประเทศ

ตางๆ ทั่วโลกต่ืนตัวในการหาพลังงานทดแทนที่สามารถผลิตไดเองภายในประเทศ ประเทศไทยได

เล็งเห็นความสําคัญของปญหาน้ีเชนกัน และเน่ืองจากประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม แหลง

ของพลังงานทดแทนที่เหมาะสมชนิดหน่ึง คือ ชีวมวล โดยพลังงานจากชีวมวลที่มีการผลิตใชมาก

ในปจจุบัน คือ เอทานอล ซึ่งสวนใหญผลิตจากกากนํ้าตาล และมันสําปะหลัง ในขณะน้ีเอทานอลใช

เปนเชิงเพลิงโดยการนําไปผสมกับเบนซินในรูปของแกสโซฮอล สงผลใหอุตสาหกรรมการผลิต   

เอทานอลของประเทศไทยขยายตัวอยางมาก ความตองการใชเอทานอลที่สูงขึ้นน้ัน ทําใหเกิดความ

วิตกกังวลพืชอาหารอาจถูกนําไปใชผลิตเอทานอลจนทําใหเกิดการขาดแคลน ดังน้ันจึงมีการหา

วัตถุดิบชนิดใหม วัตถุดิบที่กําลังไดรับความสนใจ คือ วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน ฟางขาว 

ชานออย และซังขาวโพด เน่ืองจากมีราคาถูกและมีปริมาณมาก วัสดุเหลาน้ีหากสามารถนํามาใช

เปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลได นอกจากจะชวยทําใหตนทุนการผลิตเอทานอลตํ่าและลดปญหา

การขาดแคลนพืชอาหารแลวยังชวยการกําจัดวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเหลาน้ีอีกดวย  

 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนแหลงของลิกโนเซลลูโลส ที่ประกอบดวยลิกนิน เซลลูโลส 

และเฮมิเซลลูโลส เมื่อทําการยอย (hydrolysis) จะไดนํ้าตาลกลูโคสและไซโลสเปนองคประกอบ

หลัก โดยปกติอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลใชยีสต Saccharomyces cerevisiae สําหรับการหมัก

กลูโคสเปนเอทานอล แตยีสตสปชีสน้ีไมสามารถใชและหมักไซโลสเปนเอทานอลได ยีสตที่

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสที่รูจักมีเพียงไมกี่ชนิด เชน Candida shehatae, Scheffersomyces 

(Pichia) stipitis  และ Pachysolen tannophilus และยังใหผลผลิตเอทานอลคอนขางตํ่า ทําใหมีการ

วิจัยเพื่อพัฒนายีสต S. cerevisiae ใหสามารถหมักไซโลส ในขณะที่การหายีสตสายพันธุใหมที่

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสไดดีกวาสายพันธุที่มีรายงานอยูเดิมเปนอีกแนวทางหน่ึงที่จะ

ไดมาซึ่งสายพันธุที่เหมาะสมกับการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทน้ี
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การศึกษาความหลากหลายของยีสตในประเทศไทยมีอยางตอเน่ืองในระยะเวลา 10 ปที่ผาน

มา โดยไดมีการรายงานทั้งการพบยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว (described species) หรือรูจักแลว 

(known species) และการคนพบยีสตสปชีสใหม (novel species) การศึกษาสวนใหญทําโดยการแยก

ยีสตจากแหลงตางๆ โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน ในขณะที่ยังไมมีการศึกษา

ความหลากหลายของยีสตที่สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญและการหมักเอทานอลในประเทศไทย 

ดังน้ันจึงไดทําการศึกษาความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญในแหลงที่อยูตางๆ โดย

แยกยีสตจากแหลงที่อยู และทําการจัดจําแนกเพื่อระบุชนิด นอกจากน้ันทําการเลือกสายพันธุที่

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสได เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานและรวบรวมสายพันธุไวเพื่อใช

ประโยชนในโอกาสตอไป  
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วัตถุประสงค 

 

1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญ ดวยการแยกและจัดจําแนก

โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลและการวิเคราะหไฟโลจีนี 

 

2. เพื่อคัดเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

3. เพื่อคนหายีสตสปชีสใหมที่ยังไมเคยมีรายงาน จัดจําแนก ต้ังชื่อ และรายงานยีสตสปชีส

ใหมโดยอาศัยอนุกรมวิธานพอลีฟาซิก (polyphasic taxonomy) ซึ่งประกอบดวยอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุล อนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี 
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การตรวจเอกสาร 

 

1. ไซโลสและการนํามาใชประโยชน 

 

ไซโลส (C5H10O5) เปนนํ้าตาลอัสโดเพนโตส มีนํ้าหนักโมเลกุล 150.13 มีรสหวาน มี 

จุดหลอมเหลว 144-145 องศาเซลเซียส เปนนํ้าตาลที่มีปริมาณมากเปนอันดับสองรองจากกลูโคส 

พบไดทั่วไปในพืชทั้งไมเน้ือออนและไมเน้ือแข็งและพบมากในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน 

ฟางขาว กากออย กากขาวโพด ซึ่งเปนวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยไซโลสจะอยูในรูปของ 

โพลิเมอรไซแลนรวมกับโพลิเมอรอ่ืนๆ เชน กลูแคน , แมนแนน, อะราบิแนนและกาแลคแตน  

ในสวนของเฮมิเซลลูโลสซึ่งเปนองคประกอบในชั้น middle lamella ของพืช ไมเน้ือแข็งจะมีเฮมิ

เซลลูโลสเปนองคประกอบประมาณ 26 เปอรเซนตและ 22 เปอรเซนตในไมเน้ือออน วัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรประกอบดวยเฮมิเซลลูโลสประมาณ 30 เปอรเซนต โดยไซแลนจะมีมากในไมเน้ือ

แข็ง (11-25 เปอรเซนตของเฮมิเซลลูโลส) มากกวาไมเน้ือออน (3-8 เปอรเซนตของเฮมิเซลลูโลส) 

(Mishra and Singh, 1993) ไซแลนประกอบดวย ดี-ไซโลส ประมาณ 85-90 เปอรเซนต และสารอ่ืน

อีกเล็กนอย เชน อะราบิโนส และกรดกลูโคนิค (Lachke, 2002) 

 

 
 

ภาพท่ี 1  แสดงโครงสรางของไซแลน 

 

ท่ีมา: Lachke (2002)  

 

 ปจจุบันมีความพยายามที่จะนําวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใชประโยชน เชน ใชในการ

เพาะเห็ด ใชเปนอาหารสัตว ใชในอุตสาหกรรมกระดาษ และใชเปนซับสเตรตของจุลินทรีย ไดแก 

แบคทีเรีย ราและยีสต โดยการไฮโดรไลซิสโพลิเมอรที่เปนองคประกอบ คือ เซลลูโลสและ 

เฮมิเซลลูโลสดวยกรดหรือเอนไซมเปนนํ้าตาลกลูโคสและไซโลส สําหรับผลิตผลิตภัณฑที่มีมูลคา

ทางเศรษฐกิจ เชน 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 เปนสมาชิกของอาณาจักรฟงไจที่สามารถดํารงชีวิตแบบเซลลเด่ียวได มีรูปรางหลาย

แบบ เชน รูปรางกลม รี สามเหลี่ยม รูปรางแบบมะนาวฝร่ัง แบบคณโฑ หรือยาว เปนตน มีขนาด

ประมาณ 5-10 µm ยีสตบางชนิดมีการสรางเสนใยเทียม (pseudomycelium) บางชนิดสรางเสนใยแท 

(true mycelium) มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยวิธีการแตกหนอ (budding) หรือการแบงเซลล

แบบ fission เมื่อศึกษาการสืบพันธุแบบอาศัยเพศสามารถจัดจําแนกยีสตออกเปน 2 กลุมใหญ คือ

แอสโคมัยซีตัสยีสตซึ่งมีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยสรางแอสโคสปอร (ascospore) และแบสิดิ

โอมัยซีตัสยีสตซึ่งมีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยการสรางแบสิดิโอสปอร (basidiospore) 

(Kurtzman and Fell, 1998) 

 

ยีสตสวนใหญใชสารอินทรียเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนในการเกิดเมแทบอลิซึม

สรางแมแทบอไลตปฐมภูมิ (primary metabolites) ที่จําเปนตอรางกาย และแมแทบอไลตทุติยภูมิ 

(secondary metabolites) ที่ไมจําเปนตอการเจริญ ไมสามารถสังเคราะหแสงและไมตรึงไนโตรเจน 

ยีสตพบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน ดิน, นํ้า, พืช, สัตว, เห็ด และในสิ่งที่มนุษยสรางขึ้น เชน 

เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอลอาหารหมัก อาหารที่มีความเขมขนของนํ้าตาลหรือเกลือสูง (สาวิตรี, 2549) 

โดยยีสตแตละชนิดหรือแตละกลุมมีแหลงที่อยู (habitat) ที่แนนอนซึ่งขึ้นอยูกับลักษณะสรีรวิทยา

ของยีสต ไดแก ความสามารถในการใชสารประกอบบางชนิดและความสามารถในการเจริญใน

สภาวะแวดลอมน้ันๆ (Lachance and Starmer, 1998) 

 

ในการผลิตผลิตภัณฑทางชีวภาพเพื่อการบริโภคนิยมใชยีสตเน่ืองจากผลิตภัณฑที่ผลิตจาก

ยีสตหลายสายพันธุที่ไดรับการรับรองจากองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาวาเปน “GRAS” 

(generally recognized as safe) เชน Saccharomyces cerevisiae ใชเปนยีสตขนมปงและผลิต

เคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล, Candida utilis ใชในการผลิตยีสตอาหารคนและยีสตอาหารสัตว, Candida 

guilliermondii และ Candida lipolytica ใชผลิตกรดแลกติก, Kluyveromyces lactis และ Candida 

pseudotropicalis ใชผลิตเอนไซมแลกเทสสําหรับไฮโดรไลซิสแลกโทสในนมเปนกลูโคสและ 

กาแลคโตส ตามลําดับ (U. S. Food and Drug Administration, 2001) นอกจากน้ียังมีผลิตภัณฑหลาย

ชนิดที่มีการผลิตโดยยีสตและสามารถนําไปผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป เชน สารใหความ

หวาน เชน อะราบิทอล, อิริทริทอล และไซลิทอล, สารใหสี เชน แอสตาแซนทิน และแอลฟา-คาโร

ทีนอยด, พอลีแซ็กคาไรดพวกฟอสโฟแมนแนนและพูลลูแลน, กรดอะมิโนแอล-ฟนิลอะรานีน และ

สารใหกลิ่นรส (สาวิตรี, 2549; Demain et al., 1998)
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3. การศึกษาความหลากหลายของยีสตในประเทศไทย 

 

การสํารวจความหลากหลายของจุลินทรียในแตละแหลงที่อยูมีประโยชนหลายประการ 

เน่ืองจาก จุลินทรียบางสายพันธุผลิตผลิตภัณฑที่มีความสําคัญและมีศักยภาพสูงสําหรับ

อุตสาหกรรมดังเชนที่กลาวมาแลว จุลินทรียหลายชนิดมีบทบาทสําคัญในการเปลี่ยนแปลงธาตุ

อาหารและพลังงาน ทําใหระบบนิเวศปาไม (forest ecosystem) ระบบนิเวศเกษตร (agricultural 

ecosystem) ระบบนิเวศประมง (fishery ecosystem) ยังคงสภาพเดิม จุลินทรียบางชนิดทําลายสารพิษ

จากของเหลือใชตางๆ ในธรรมชาติ ซึ่งการศึกษาความหลากหลายของยีสตหรือจุลินทรียอ่ืนๆ 

สามารถทําได 2 วิธี คือแยกเชื้อจากธรรมชาติโดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่หมายถึง 

Culture dependence technique หรือการสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งแวดลอมโดยตรงไมตองทําการเพาะเลี้ยง

บนอาหาร ที่หมายถึง Culture independence technique การเลือกวิธีในการศึกษาความหลากหลาย

ขึ้นอยูกับจุดประสงคของงานแตถาสามารถแยกจุลินทรียเหลาน้ันออกมาจากแหลงอาศัยและนํามา

เก็บรักษาไวจะเปนประโยชนในการนํายีสตไปใชประโยชนมากกวา (สาวิตรี, 2549)  

 

เน่ืองจากยีสตไมใชจุลินทรียชนิดเดียวที่มีอยูในธรรมชาติและในการจัดจําแนกยีสตตองใช

เชื้อบริสุทธิ์ ดังน้ันจึงตองกําหนดใหชัดเจนวาตองการที่จะหาเชื้อทั้งหมดที่เปนองคประกอบใน

แหลงที่อยูน้ันหรือตองการรูถึงเชื้อที่มีความสําคัญที่สุดในแหลงที่อยูน้ัน โดยออกแบบอาหารเลี้ยง

เชื้อใหมีองคประกอบเหมาะสม สงเสริมการเจริญของยีสตและสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ชนิดอ่ืน ๆ มีองคประกอบและสภาวะแวดลอมใกลเคียงกับแหลงที่แยกหรือจําเพาะแหลงคารบอน 

ขึ้นอยูกับความตองการนํายีสตที่แยกไดไปใชประโยชน ซึ่งอาหารที่เหมาะสมและนิยมแยกยีสต คือ 

อาหาร yeast extract malt extract agar ซึ่งมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน (Lachance and Starmer, 

1998) 

 

การศึกษาความหลากหลายของยีสตที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติ เชน ดิน นํ้า พืช เห็ด ซึ่ง

เก็บในประเทศไทย มีการรายงานและเสนอสปชีสใหมอยางตอเน่ืองในชวงระยะเวลา 10 ปที่ผานมา 

โดยทําการแยกยีสตโดยการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast extract malt extract broth ซึ่งมีกลูโคสเปน

แหลงคารบอน ปรับพีเอช 3.7-3.8 ดวยกรดเกลือ 1 นอรมอล เติมสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล 

100-200 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและโซเดียมโพรพิโอเนต  0.025-0.2 

เปอรเซ็นต เพื่อยับยั้งการเจริญของราเสนสาย และจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

ในชวงระยะเวลาดังกลาวมีรายงานการพบยีสตสปชีสรูจักแลวหรือที่มีการอธิบายแลวมากกวา 120 
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สปชีส โดยอยูในไฟลัม Ascomycota ประมาณ 100 สปชีส และไฟลัม Basidiomycota ประมาณ 20 

สปชีสที่แยกไดจากแหลงธรรมชาติในประเทศไทย (ตารางที่ 1, 2) 

 

Sumpradit (2005) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในดินจากปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ     

ปาเต็งรัง และปาสน จากอุทยานแหงชาตินํ้าหนาว สามารถแยกยีสตได 340 ไอโซเลต พบยีสตที่มี

การอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 30 สปชีส (ตารางที่ 1) และพบยีสตที่เปนสปชีสใหมหรือที่ยัง

ไมเคยมีการอธิบาย 9 สปชีส โดยไดศึกษาและเสนอเปนยีสตสปชีสใหมและไดรับตีพิมพแลว 1                         

สปชีส คือ Tetrapisispora namnaoensis sp. nov. (Sumpradit et al., 2005)  

 

Jindamorakot (2006) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในแหลงที่อยูธรรมชาติในประเทศ

ไทย โดยทําการแยกยีสตจากขุยแมลง ดอกไม ใบไม มอส เห็ด และจากแหลงที่อยูอ่ืนๆ สามารถแยก

ยีสตได 283 ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 39 สปชีส (ตารางที่ 1)  

และในไฟลัม Basidiomycota 17 สปชีส (ตารางที่ 2) และพบยีสตที่เปนสปชีสใหมหรือที่ยังไมเคยมี

การอธิบาย 21 สปชีส โดยไดศึกษาและเสนอเปนยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว 15 สปชีส 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) ศึกษาความหลากหลายของยีสตที่แยกจากกิ่งใบไมรวง ใบไมรวง เปลือก

ไมและลูกไมรวงที่แชอยูในนํ้าที่เก็บจากปาชายเลนที่เก็บจากอาวไทยในจังหวัดตราด จันทบุรี 

เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ ชุมพรและสุราษฎรธานี พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม           

Ascomycota 17 สปชีส (ตารางที่ 1) 

 

Limtong et al. (2007; 2008a) ศึกษาความหลากหลายของยีสตจากนํ้าในปาชายเลนใน

อุทยานแหงชาติเขาลําป-หาดทายเหมือง จังหวัดพังงา ในนํ้าจากปาชายเลนสามารถแยกยีสตได 19 

ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 8 สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม
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Basidiomycota 1 สปชีส (ตารางที่ 2) พบยีสตสปชีสที่ยังไมเคยมีรายงานและเสนอเปนยีสตสปชีส

ใหมโดยการตีพิมพแลว คือ Candida thaimueangensis sp. nov. (Limtong et al., 2007) และ 

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

ยีสตจากนํ้าจากปาชายเลนอุทยานแหงชาติหมูเกาะระเกาะพระทอง สามารถแยกยีสตได 22  

ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 4 สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม 

Basidiomycota 1 สปชีส (ตารางที่ 2) พบยีสตคลายรา 1 สปชีส คือ Aureobasidium pullulans และ

พบยีสตสปชีสที่ยังไมเคยมีรายงาน 2 สปชีสโดยไดเสนอเปนยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว     

1 สปชีส คือ Candida phangngensis sp. nov. (Limtong et al., 2008a) 

 

สมจิต (2551) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในนํ้าจากปาชายเลนในเขตอุทยานแหงชาติ

แหลมสน จังหวัดระนอง จากตัวอยางนํ้าที่เก็บใน 3 ชวงเวลา ระหวางป พ.ศ. 2541, พ.ศ. 2548 และ 

พ.ศ. 2549 สามารถแยกยีสตได 149 ไอโซเลต พบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 26 

สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม Basidiomycota 4 สปชีส (ตารางที่ 2) ซึ่งมีเพียง 3 สปชีสที่พบใน  

3 ชวงเวลา คือ Candida tropicalis, Kodamaea ohmeri และ Candida sanittii sp. nov. และพบยีสตที่

ยังไมเคยมีการรายงาน 7 สปชีส โดยไดเสนอเปนยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว 2 สปชีส คือ 

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

al., 2010) อยูในระหวางการรอตีพิมพ (inpress, aviable online) อีก 3 สปชีส คือ Candida 

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

in et al., 2010) 

 

ชนิตา (2552) ศึกษาความหลากหลายของยีสตในนํ้าและตะกอนดินใตนํ้าจากปาชายเลน

บริเวณอาวไทยตอนบนดานชายฝงตะวันออกที่จังหวัดจันทรบุรีและตราด และชายฝงตะวันตกที่

จังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ สามารถแยกยีสตได 138 ไอโซเลตพบยีสตที่มีการอธิบายแลว

ในไฟลัม Ascomycota 39 สปชีส (ตารางที่ 1) และในไฟลัม Basidiomycota 2 สปชีส (ตารางที่ 2) 

พบยีสตสปชีสใหมที่ยังไมเคยมีอธิบาย 4 สปชีส โดยไดเสนอยีสตสปชีสใหมโดยการตีพิมพแลว 1 

สปชีส คือ Candida siamensis sp. nov. (Boonmark et al., 2009) 

 

รุงลักษณ (2552) ศึกษาความหลากหลายยีสตจากดินปาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ

ประเทศไทย สามารถแยกยีสตได 102 ไอโซเลตพบยีสตที่มีการอธิบายแลวในไฟลัม Ascomycota 

32 สปชีส ดังแสดงในตารางที่ 1 และในไฟลัม Basidiomycota 1 สปชีส ดังแสดงในตารางที่ 2 และ

พบยีสตที่ยังไมเคยมีการายงาน 4 สปชีส โดยไดเสนอเปนยีสตสปชีสใหมแลว 2 สปชีส คือ Candida 
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sekii sp. nov. (Limtong et al., 2010) และ Geotrichum phurueaensis sp. nov. (Kaewwichian et al., 

2010) 

 

ในการคัดแยกยีสตมีปจจัยหลายอยางที่เกี่ยวของ เชน วิธีการคัดแยก ชนิดของอาหารเลี้ยง

เชื้อ อุณหภูมิ เปนตน นอกจากน้ีการเปลี่ยนแหลงคารบอนใหเหมาะสมเปนอีกวิธีหน่ึงที่สามารถใช

ในการแยกและศึกษาความหลากหลายของยีสตได Limtong et al. ไดทําการแยกยีสตเมทลิโลโทรฟก

ยีสต ซึ่งสามารถใชเมทานอลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญได จากดินและสวนประกอบของ

พืชในประเทศไทย จํานวน 634 ตัวอยาง โดยใชอาหาร 1% methanol-YNB medium ที่มีเมทานอล

เปนแหลงคารบอน สามารถแยกยีสตได 253 ไอโซเลตพบยีสตสปชีสใหม 6 สปชีส 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  ความหลากหลายของยีสตที่มีการอธิบายแลวที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติในประเทศไทย 

 ที่จัดจําแนกอยูในไฟลัม Ascomycota  
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Ambrosiozyma 
        

 
Ambrosiozyma monospora 

 
+ 

      
Aureobasidium 

        

 
Aureobasidium pullulans 

 
+ 

      
Blastobotrys 

        

 
Blastobotrys catitulata 

 
+ 

      
Brettanomyces 

        

 
Brettanomyces naardenensis 

      
+ 

 
Candida 

        

 
Candida albicans + 

     
+ 

 

 
Candida akabanensis 

       
+ 
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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
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Candida berthetii 

     
+ 

  

 
Candida boidinii 

     
+ 

  

 
Candida butyri 

     
+ 

  

 
Candida chrysomelidarum 

      
+ 

 

 
Candida conglobata 

   
+ 

    

 
Candida diversa + + 

    
+ + 

 
Candida easanensis  

 
+ 

      

 
Candida fermentati + 

 
+ 

     

 
Candida fukuyamaensis 

 
+ + 

   
+ 

 

 
Candida ghanaensis 

       
+ 

 
Candida glabata + 

    
+ 

 
+ 

 
Candida cf. glabata 

      
+ 

 

 
Candida gotoi 

      
+ 

 

 
Candida hasegawae 

 
+ 

      

 
Candida intermedia 

  
+ 

   
+ 

 

 
Candida jaroonii 

 
+ 

      

 
Candida kazuoi  

 
+ 

      

 
Candida leandrae 

 
+ 

      

 
Candida lignicola  

 
+ 

      

 
Candida maltosa + 

       

 
Candida membranifaciens 

   
+ 

    

 
Candida nakhonratchasimensis  

 
+ 

      

 
Candida natalensis 

  
+ 

   
+ 

 

 
Candida nivariensis 

       
+ 

 
Candida orthopsilosis 

       
+ 

 
Candida palmae 

 
+ 

      

 
Candida parapsilosis + + + + + + + 
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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
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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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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
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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 
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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
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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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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
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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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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
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Wickerhamomyces 
        

 
Wickerhamomyces sydowiorum 

      
+ 

 
Zygosaccharomyces 

        

 
Zygosaccharomyces fermentati +             + 

 

ตารางท่ี 2  ความหลากหลายของยีสตที่แยกจากตัวอยางธรรมชาติในประเทศไทยที่จัดจําแนกอยูใน 

    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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ตารางท่ี 2  (ตอ) 
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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. ความหลากหลายของยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญ 

 

 จุลินทรียที่สามารถใชไซโลสเปนแหลงคารบอนพบทั้งใน แบคทีเรีย รา และยีสต 

ในป ค.ศ. 2000 Barnett et al. ไดรวบรวมและอธิบายลักษณะของยีสตทั้งหมด 678 สปชีส ใน

หนังสือ Yeasts : Characteristics and Identification พบวามียีสตที่สามารถเจริญโดยใชไซโลสเปน

แหลงคารบอนไดอยางดี คือ ใหผลการแอสซิมิเลตไซโลสเปนบวก (positive : +) จํานวน 350  

สปชีส มี 28 สปชีส ที่สามารถเจริญหลังจาก 7 วัน (delay: D) จํานวน 154 สปชีส ที่บางสายพันธุเปน

บวกและบางสายพันธุเปนลบ แตความสามารถในการหมักไซโลสที่ตรวจสอบโดยใช Durham 

fermentation tube และตรวจการสรางแกสตามวิธีของ Yarrow (1998) มีเพียง Pichia segobiensis ที่

ใหผลการหมักไซโลสเปนบวก (positive : +), สวน Brettanomyces naardenensis, Candida tenuis 

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

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

บางสายพันธุหมักไซโลสไดบางสายพันธุหมักไซโลสไมได (variable:V) นอกจากน้ียังมีรายงานวา

เมทิลโลโทรฟกยีสต Hansenula polymorpha (Ryaboya et al., 2003) และ Enteroamus dimorphus 

ซึ่งเปน yeast-like fungus ที่แยกไดจากลําไสของดวง (Odontotaenius disjunctus) และมีความ

ใกลชิดกับ Scheffersomyces (Pichia) stipitis สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสได (Suh et al., 2004)  

 

ความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเปนแหลงคารบอนในประเทศไทยยังไมเคยมีการ

รายงาน การศึกษาความหลายหลายสวนใหญใหความสําคัญเกี่ยวกับความหลากหลายของยีสตใน

แหลงตางๆ โดยใชอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับการแยกยีสต ในป ค.ศ. 2008 Rao  

et al. รายงานผลการแยกและจัดจําแนกยีสตที่สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลจากผลไม และ

เปลือกไม ในประเทศอินเดีย โดยแยกยีสตได 374 ไอโซเลต และเมื่อทดสอบการหมักในอาหาร

ไซโลส พบวามีเพียง 27 ไอโซเลต ที่สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอล โดยสามารถผลิตเอทานอล

อยูในชวง 0.12-0.38 กรัมตอกรัมไซโลส เมื่อจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลพบวาเปน

ยีสตในสปชีส 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 

 

 ยีสตที่สามารถแอสซิมิเลตไซโลสสวนใหญ เมื่อไซโลสเขาสูเซลลยีสตโดยอาศัยตัวพา 

เกิดปฏิกิริยารีดักชันเปลี่ยนไซโลสเปนไซลิทอลโดยเอนไซมไซโลสรีดักเตส (Xylose reductase) 

โดยมี NADPH เปนตัวใหอิเล็คตรอนและเกิดปฏิกิริยาออกซิดักชัน เปลี่ยนไซลิทอลเปนไซลูโลส 

โดยเอนไซมไซลิทอลดีไฮโดรจิเนส (Xylitol dehydrogenase) โดยมี NAD เปนตัวรับอิเล็กตรอน ซึ่ง

แตกตางจากแบคทีเรียที่สามารถเปลี่ยนรูปไซโลสเปนไซลูโลสในขั้นตอนเดียวโดยเอนไซมไซโลส

ไอโซเมอเรส (Xylose isomerase) หลังจากน้ันมีการเติมหมูฟอสเฟตใหไซลูโลส โดยเอนไซม 

ไซลูโลสไคเนส (Xylulose kinase) ไดเปนไซลูโลส-5-ฟอตเฟต ซึ่งเขาสูวิถีเพนโตสฟอสเฟตไดเปน    

กลีเซอรัลดีไฮด-3-ฟอสเฟต (ภาพที่ 2) ซึ่งเปนสารตัวกลาง (intermediate) สามารถเขาสู Embden-

Meyerhof pathway ไดไพรูเวตเปนผลิตภัณฑสุดทายซึ่งสามารถเปลี่ยนรูปเปนอะซิติล โคเอ (Acetyl 

CoA) และเขาสูวิถีไตรคารบอกซิลิกแอซิด (TCA cycle) สําหรับการเจริญตอไป หรือเกิดการหมัก

เปนเอทานอลโดยอาศัยเอนไซมไพรูเวตดีคารบอกซิเลส (Pyruvate decarboxylase) และแอลกอฮอล

ดีไฮโดรจิเนส (Alcohol dehydrogenase) เปลี่ยนรูปเปน อะซิตัลดีไฮด (Acetaldehyde) และ

เอทิลแอลกอฮอลตามลําดับ (Mishra and Singh, 1993) 

 

โดยปกติแลว Saccharomyces cerevisiae เปนยีสตที่นิยมใชในอุตสากรรมการเอทานอล

เน่ืองจากสามารถผลิตและทนเอทานอลความเขมขนสูงแตไมสามารถใชไซโลสในการเจริญและ

การผลิตเอทานอล เน่ืองจากขาดไซโลสรีดักเตส (Xylose reductase) และไซลิทอลดีไฮโดรจิเนส 

(Xylitol dehydrogenase) ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญในการใชไซโลสของยีสต จึงมีงานวิจัยจํานวนมาก

ศึกษาเกี่ยวกับการดัดแปลงพันธุกรรมของยีสต S. cerevisiae โดยเพิ่มยีนที่เกี่ยวของกับการ

แสดงออกของเอนไซมดังกลาว คือ  XYL1 และ XYL2 ตามลําดับ จากยีสตที่สามารถเจริญและหมัก 

เอทานอลจากไซโลส เชน Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS 5773 เขาไปเพื่อให S. cerevisiae 

สามารถใชไซโลสและกลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตเอทานอล และมีการพัฒนาสาย

พันธุของยีสตเพื่อใหสามารถผลิตเอทานอลจากนํ้าตาลไซโลสความเขมขนสูงขึ้น (Aristos et al., 

2000; Matsushika et al., 2008)  

 

 

 

 

 



 

 

19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2  วิถีของการใชไซโลสและการผลิตเอทานอล  

 

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

 

 อนุกรมวิธาน (Taxonomy หรือ Systematics) เปนการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการจําแนกพันธุ   

คือ การจัดหมวดหมูของสิ่งมีชีวิต ซึ่งจะศึกษาในดานตาง ๆ 3 ลักษณะ ไดแก 

 

1. การจัดจําแนกสิ่งมีชีวิตออกเปนหมวดหมูในลําดับขั้นตาง ๆ  (Classification) 

2. การตรวจสอบหาชื่อวิทยาศาสตรที่ถูกตองของสิ่งมีชีวิต (Identification) 

3. การกําหนดชื่อที่เปนสากลของหมวดหมูและชนิดของสิ่งมีชีวิต (Nomenclature) 

 

 ตามกฎของอนุกรมวิธานน้ันยีสตและราชนิดอ่ืนอยูภายใต International Code of Botanical 

Nomenclature (Kurtzman and Fell,1998)  

 

อนุกรมวิธาน (Taxonomy) ของยีสตเร่ิมขึ้นในป ค.ศ. 1838 เมื่อ Mayer ไดกําหนดชื่อสกุล  

Saccharomyces จากคําภาษากรีกวา sakehar ซึ่งแปลวานํ้าตาล และ Mayers ซึ่งหมายถึงเชื้อรา  

Hansen เปนคนแรกที่สรางระบบสําหรับอนุกรมวิธานของยีสต โดยในป ค.ศ. 1878  Hansen แสดง

ใหเห็นวายีสตเปนราที่การดํารงชีวิตสวนใหญเปนเซลลเดียวและไดแยกเชื้อบริสุทธิ์ของยีสตเปน

คร้ังแรกในป ค.ศ. 1881 การจัดจําแนกยีสตในสมัยเร่ิมแรกอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

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

ซึ่งวิธีการดังกลาวจะมีขอจํากัดในเร่ืองของระยะเวลา ความถูกตองแมนยํา และความนาเชื่อถือของ

ผลที่ไดจากการทดสอบ บางคร้ังที่การศึกษาลักษณะทางฟโนไทปไมสามารถบงบอกความแตกตาง

ของลักษณะที่คลายคลึงกันได ทําใหเกิดปญหาในการจัดจําแนกชนิดของยีสตที่มีความสัมพันธ

ใกลชิดกัน (closely related species) เมื่อเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลมีความกาวหนามากขึ้น 

เชนการพัฒนาเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในหลอด

ทดลอง และการหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ก็ไดเร่ิมมีการกลาวถึงการนํา

เกณฑของอนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomy) และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular 

taxonomy) เชน การศึกษาองคประกอบของเบสกัวนีนและไซโทซีน (G+C contents) การทําดีเอ็นเอ

ไฮบริไดเซชัน (DNA hybridization) การหาลําดับของเบสใน rRNA gene ซึ่งใชเวลาในการทดสอบ

นอยกวาวิธีการจัดจําแนกแบบด้ังเดิม จึงทําใหเทคนิคระดับโมเลกุลถูกนํามาในการจัดจําแนกชนิด

ของยีสตมากขึ้น (สาวิตรี, 2549) 
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ปจจุบันการจัดจําแนกยีสตใชอนุกรมวิธานพอลีฟาซิก (polyphasic taxonomy) ซึ่งจัดจําแนก

โดยใชอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม อนุกรมวิธานเคมี และอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลรวมกัน ชวยให

สามารถจัดจําแนกยีสตไดชัดเจนขึ้น โดยมีลักษณะตางๆ ที่ใชเปนเกณฑในการจัดจําแนกยีสตดังน้ี 

 

 6.1 การจัดจําแนกยีสตโดยอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม (Conventional characteristic) 

 

   ลักษณะสําคัญที่ใชในการจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม ซึ่งรวบรวมโดย 

Kurtzman and Fell (1998) ประกอบดวย 

 

 6.1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 

 

             เปนการศึกษาสัณฐานวิทยาของยีสตทั้งที่อยูในระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัย

เพศและไมอาศัยเพศ โดยทั่วไปการจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจําแนก

ประเภทไดในระดับสกุลหรือสูงกวาสกุล ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใชในการจัดจําแนก ไดแก 

รูปรางของเซลล การเจริญบนอาหารแข็งและอาหารเหลว การสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม     

การสรางสปอรแบบไมมีเพศภายในเซลล (asexual endospore) การสรางคลามัยโดสปอร

(chlamydospore) การสรางบอลลิสโตสปอร (ballistospore) การสรางแอสโคสปอร การสราง 

แบสิดิโอสปอร และการตรวจหาเมต้ิงไทป (mating type) 

 

6.1.2 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 

 

         การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีมีความสําคัญในการจัดจําแนกยีสตใน

ระดับสปชีสและสกุล แตการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีน้ันไมมีวิธีการทดสอบที่เปน

มาตรฐาน ผลการทดสอบที่ไดจึงมักขึ้นอยูกับเทคนิคและวิธีที่เลือกนํามาทดสอบลักษณะทั่วไปที่

นิยมใชในการจัดจําแนก ไดแก การหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต  การใชสารประกอบคารบอน 

การใชสารประกอบไนโตรเจน การเจริญในอาหารที่ปราศจากวิตามิน การเจริญในอาหารที่มีกลูโคส 

50 เปอรเซ็นตและ 60 เปอรเซ็นต และอาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นตกับโซเดียมคลอไรด 10 

เปอรเซ็นต การเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิอ่ืน ๆ การสรางกรดจากการใช

กลูโคส การสรางการประกอบอมัยลอยด (amyloid) การทดสอบการสรางเอนไซมยูรีเอส (urease) 

การทนตอไซโคลเฮกซิมีด (cycloheximide) การทดสอบปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี 

(diazonium blue b) (Yarrow, 1998) 
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 6.2 การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมี 

 

      อนุกรมวิธานเคมี คือ การประเมินองคประกอบทางเคมีของสิ่งมีชีวิต ทั้งสาร  

แมแทบอไลตปฐมภูมิ (primary metabolites) และสารแมแทบอไลตทุติยภูมิ (secondary 

metabolites) รวมถึงกิจกรรมทางเคมี หรือสรีรวิทยาของสิ่งมีชีวิต ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีที่

นิยมใชในการจัดจําแนกยีสต ไดแก ชนิดของโคเอนไซมคิว (coenzyme Q) องคประกอบของผนัง

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

ปกติการจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานเคมีจะใชรวมกับการจัดจําแนกยีสตโดยอาศัย

อนุกรมวิธานแบบด้ังเดิมและอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (Yamada, 1998)  

 

6.3 การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

 

     อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลเปนการศึกษาลักษณะยีโนไทปโดยตรง จึงไมเปลี่ยนแปลง

เมื่อเปลี่ยนสภาพแวดลอมเชนเดียวกับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี และ

อนุกรมวิธานเคมีซึ่งเปนการตรวจลักษณะฟโนไทปของยีสต การศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล

โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนดีเอ็นเอยืนอยูบนหลักการพื้นฐานที่วา จีโนมของสิ่งมีชีวิต

ทุกชนิดประกอบดวยบริเวณที่มีอัตราการวิวัฒนาการแตกตางกันหลายบริเวณ และความแตกตางน้ี

เองที่สามารถใชในการแยกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตได ดังน้ันการเลือกบริเวณที่จะใชใน

การศึกษาระดับความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการจึงมีความสําคัญมาก บริเวณที่นิยมใชในการศึกษา

ไดแก ดีเอ็นเอและอารเอนเอของไรโบโซม (ribosomal DNA/RNA) ทั้งในหนวยยอยขนาดใหญ 

(Large subunit, LSU) และหนวยยอยขนาดเล็ก (Small subunit, SSU) เน่ืองจากไรโบโซมปรากฏอยู

ในเซลลของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และมีจุดเร่ิมตนของวิวัฒนาการรวมกัน มีหลายชุดในแตละเซลลซึ่ง

แตละชุดมีวิวัฒนาการเชนเดียวกัน นอกจากน้ีลําดับนิวคลีโอไทดบนดีเอ็นเอของไรโบโซมมีสวนที่

มีทั้งวิวัฒนาการนอยหรือบริเวณอนุรักษ (conserved region) และสวนที่วิวัฒนาการมากหรือ

วิวัฒนาการเร็วที่เรียกวาบริเวณผันแปร (variable region) ทําใหสามารถใชบริเวณอนุรักษเปน

จุดอางอิงเพื่อเทียบหาความแตกตางของบริเวณผันแปรได (Valente et al., 1999)  

 

การศึกษาอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลของยีสตน้ันนิยมศึกษาดีเอ็นเอไรโบโซม (ribosomal 

DNA; rDNA) (ภาพที่ 3) โดยใหความสําคัญกับทั้งบริเวณที่มีการแสดงออก (coding region) คือ 

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

ความยาวประมาณ 1700 นิวคลีโอไทด และบริเวณที่ไมมีการแสดงออก (non coding region) คือ 
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internal transcribed spacer (ITS) ทั้ง ITS1 และ ITS2 ซึ่งมีความยาวประมาณ 600 นิวคลีโอไทด 

(Scorzetti et al., 2002) จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของโดเมน D1/D2 ที่มีขนาด 600 นิวคลีโอ

ไทดอยูที่ปลายดาน 5′ ของ LSU/26S rDNA ใน Saccharomyces cerevisiae คือนิวคลีโอไทดที่ 63-

642 บนยีนของ rRNA เปนบริเวณที่มีวิวัฒนาการเร็วกวาบริเวณอ่ืนจึงเปนบริเวณที่มีความแตกตาง

มากในบรรดาลําดับนิวคลีโอไทดของ LSU/26S rDNA ความแตกตางในบริเวณน้ีเพียงพอที่จะ

แบงแยกสปชีสของยีสตได (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) วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rDNA ของแอสโคมัยซีตัสยีสต 500 สปชีส รวมทั้ง Candida และสกุลที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัย

เพศ โดยนําโดเมน D1/D2 มาเพิ่มจํานวนดวย PCR โดยใชไพรเมอร 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 และการทําใหเสียสภาพใช 94 องศาเซลเซียส 1 นาที จากน้ันทําใหบริสุทธิ์        

ดวย Gene clean II หาลําดับของนิวคลีโอไทดทั้ง 2 สาย ของ rDNA โดย ABI Tag Dye Deoxy 

Terminator Cycle Sequencing Kit แตละตัวอยางทําปฏิกิริยาหาลําดับของนิวคลีโอไทด 4 ปฏิกิริยา 

โดยไพรเมอรของปฏิกิริยาเหลาน้ีประกอบดวยไพรเมอร 4 ชนิด คือ NL1, NL4, NL-2A (5’-

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

การวิเคราะหแสดงวาสายพันธุในสปชีสเดียวกันสวนใหญมีการผันแปร 0-2 นิวคลีโอไทด อยางไร 

ก็ตาม มสีายพันธุของ 3 สปชีส ที่มีนิวคลีโอไทดแตกตางกัน 3 นิวคลีโอไทด สวนสายพันธุที่มีเมติง

ไทปของ Metschnikowia agaves แตกตางกันถึง 5 นิวคลีโอไทด สําหรับ Williopsis califonica ที่

ตรวจสอบ 17 สายพันธุ มีความแตกตาง 0-6 นิวคลีโอไทด แต 3 สายพันธุที่มีนิวคลีโอไทดตางกัน 5-

6 นิวคลี โอไทดน้ันเปนการขาดหายไปของนิวคลีโอไทดที่ติดกัน (base contiguous deletion) 

มากกวาการแทนที่นิวคลีโอไทด (base substitution) นอกจากน้ียังไดทําการหาความสัมพันธของ    

LSU LSU 18S 18S 5.8S 5.8S 
5S 
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ดีเอ็นเอในนิวเคลียสพบวาคูของสายพันธุที่มีความสัมพันธของดีเอ็นเอในนิวเคลียสตํ่ากวา 30 

เปอรเซ็นต มักจะมีนิวคลีโอไทด ตางกัน 3 นิวคลีโอไทดและจัดวาเปนคนละสปชีส การผันแปรที่

เห็นไดจากการเปรียบเทียบขางตนใชทํานายวาถาสายพันธุมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 

เปอรเซ็นตใน 600 นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 คือ มีนิวคลีโอไทดตางกัน 6 นิวคลีโอไทด สาย

พันธุน้ันจะถูกจัดเปนคนละ สปชีสและสายพันธุที่มีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทดจัดเปน 

สปชีสเดียวกัน (conspecific species) หรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมากๆ (Kurtzman and Robnett, 

1998) 

 

จนถึงปจจุบันมีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ rDNA จํานวนหลายรอยสายพันธุและมีการ

รวบรวมขอมูลเหลาน้ีไวในฐานขอมูล 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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อุปกรณและวิธีการ 

 

1. การแยกยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญ 

 

แยกยีสตโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวน (enrichment technique) จากตัวอยาง ดิน, 

สวนประกอบของพืช, วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน ชานออย แกลบ ขี้เลื่อย ฟาง ซังขาวโพด 

และตัวอยางอ่ืนๆ จํานวน 79 ตัวอยาง โดยชั่งตัวอยางประมาณ 1 กรัม ใสในอาหาร D-Xylose yeast 

nitrogen base (Xylose-YNB) broth (ประกอบดวย 2 % D-Xylose, 0.67 % Difco Yeast nitrogen 

base ปรับพีเอชเปน 5.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่เติม

โซเดียมโพรพิโอเนต 0.025 เปอรเซ็นต และสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

บรรจุใน ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอ

นาที เปนเวลา 2 วัน จากน้ันนําเชื้อที่เพาะเลี้ยงไวมาสตรีก (streak) ลงบนอาหาร Xylose-YNB agar 

พีเอช 5.5 ที่เติมโซเดียมโพรพิโอเนต 0.025 เปอรเซ็นต และสารปฏิชีวนะคลอแรมฟนิคอล 200 

มิลลิกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิหองจนปรากฏโคโลนี เลือกเก็บเฉพาะโคโลนีที่เปนยีสต และมีความ

แตกตางทางสัณฐานวิทยา เชน สี ขนาด ความมันวาวที่ผิวหนาโคโลนี ขอบโคโลนี เปนตน แยกเชื้อ

ใหบริสุทธิ์โดยการสตรีกลงบนอาหาร yeast extract malt extract (YM) agar จากน้ันจึงเก็บลง YM 

broth ที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต เก็บรักษาไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส 

ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

2. การจัดจําแนกยีสตโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด  

 ในโดเมน D1/D2 ของ LSU และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ  

 

2.1 การสกัดดีเอ็นเอ 

 

      สกัดดีเอ็นเอของยีสตตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Lachance et al. (1999) โดยนํายีสตที่

เพาะบนอาหาร YM agar อายุ 24-48 ชั่วโมง มาเตรียมเซลลยีสตแขวนลอยในนํ้ารีเวอรสออสโมซิส

ที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําเซลล

ยีสตแขวนลอยใสในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากน้ันนําไปตมในนํ้าเดือด 

นาน 15 นาที และนํากลับไปแชในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปนเหว่ียงใน

เคร่ืองปนเหว่ียง (LABNET, USA) ที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เก็บของเหลวเหนือ
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ตะกอน (supernatant) ใสหลอด micro centrifuge หลอดใหม และเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 

2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตตามวิธีที่ดัดแปลง

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

เปน forward primer และ NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) เปน reverse primer เตรียม 

PCR reaction mixture ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต Taq polymerase (Fermentas, USA) ซึ่งมี

องคประกอบ 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 

 

นําสวนผสมของปฏิกิริยาที่ไดจากการเตรียมขางตนมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดเมน 

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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ทําซ้ําขอ 2-4 จํานวน 35 รอบ เมื่อสิ้นสุดการทํางาน เก็บผลิตภัณฑที่ไดจากการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา PCR (PCR product) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบความ

บริสุทธิ์ของ PCR product โดยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส นําเจลไปยอมดวยเอทิเดียม

โบรไมด (ethidium bromide) และสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตโดยเคร่ือง UV transilluminator 

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

(Fermentas, USA) เปนดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย (DNA marker) จากน้ันนํา PCR product มาทําให

บริสุทธิ์โดยใช QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่แนะนําจาก

บริษัทผูผลิต ดังน้ี นํา PCR product ผสมกับ PB buffer (ปริมาตร 5 เทาของปริมาตร PCR product) 

ในหลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากน้ันถายลงใน QIAquick spin 

column ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เทของเหลวที่ผานคอลัมนทิ้ง 

จากน้ันเติม PE buffer ลงไปใน QIAquick spin column 0.75 มิลลิลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที เทของเหลวที่ผานคอลัมนทิ้ง ปนเหว่ียง QIAquick spin column อีก

คร้ังที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที นําสวนของคอลัมนวางลงในหลอด micro 

centrifuge หลอดใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ลางดีเอ็นเอที่ติดอยูในคอลัมนดวยนํ้ารีเวอรสออสโมซิส

ที่ผานการฆาเชื้อ และวางไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 

รอบตอนาที นาน 1 นาที จากน้ันตรวจสอบความเขมของ PCR product ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวย 

QIAquick PCR Purification Kit โดยนํามาทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสโดยมี 100 bp DNA 

Ladder เปนดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย 

 

2.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

 

      PCR product บริสุทธิ์ที่ได นําไปหาลําดับเบสของโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

โดยใชเคร่ืองหาลําดับเบสอัตโนมัติ (automated DNA sequencer) ที่บริษัท Macrogen ประเทศ

เกาหลี 

 

2.4 การจัดจําแนกยีสตโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน D1/D2 ของ  

LSU rRNA gene 

 

นําลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของสิ่งมีชีวิตตางๆที่อยูในฐานขอมูล GenBank โดยใช BLASTN (basic local alignment search tool 

for nucleotide) homology search program (Altschul et al., 1997) โดยมีเกณฑวาถา 2 สายพันธุมี
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การแทนที่นิวคลีโอไทด (nucleotide substitution) มากกวา 1 เปอรเซ็นต ในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene ซึ่งมีขนาดประมาณ 600 นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทด) 

สายพันธุทั้งสองน้ันจัดจําแนกไดเปนคนละสปชีส และถามีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด 

อาจจัดจําแนกเปนสปชีสเดียวกัน (conspecific species) หรือเปนสปชีสที่สัมพันธใกลชิดกันมาก 

(sister species) (Kurtzman and Robnett, 1998) 

 

2.5 การสรางตนไมวิวัฒนาการ 

 

      ทําโดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของสปชีสที่มีความใกลเคียงกัน โดยใช multiple 

aligment program CLUSTAL X ver. 1.81 (Thompson et al., 1997) สวนตนไมวิวัฒนาการสรางจาก

ขอมูลความแตกตางทางวิวัฒนาการตามวิธี two-parameter of Kimura (Kimura, 1980) และ 

neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา 

bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) 

 

3. การศึกษาลักษณะยีสตสปชีสใหมตามเกณฑท่ีใชสําหรับอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและ 

อนุกรมวิธานเคมี 

 

เมื่อจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดเมน 

D1/D2 ของ LSU rRNA gene และการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ นํายีสตที่พบวาเปนส

ปชีสใหมมาศึกษาลักษณะตางๆ ตามเกณฑที่ใชสําหรับอนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม ซึ่งประกอบดวย 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี และอนุกรมวิธานเคมี ซึ่งมีรายละเอียด

ดังน้ี 

 

3.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา 

 

             ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาตามวิธีของ Yarrow (1998) ในหนังสือ The Yeast, A 

Taxonomic Study, 4th edition ซึ่งไดแก สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว ลักษณะการ

เจริญบนอาหารแข็ง การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท และการสรางแอสโคสปอร  
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3.1.1 สัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลว 

 

                       การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลที่เจริญในอาหารเหลวทําโดยการเพาะยีสตที่มี

อายุ 24-48 ชั่วโมง ในอาหาร YM broth บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน ตรวจสัณฐาน

วิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน บันทึกรูปราง กลไกการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ การ

จัดเรียงตัวของเซลล (เด่ียว, คู หรืออยูเปนกลุมใหญ) ขนาดของเซลล รวมทั้งสังเกตลักษณะการเจริญ

ของเชื้อ (culture characteristic) ในอาหารเหลว เชน เชื้อลอยเปนฝาที่ผิวหนา (pellicle) หรือจับกลุม

กันเปนกอนเล็กๆ ตกตะกอน (flocculent) หรือเปนเมือกตกตะกอน (mucoid sediment) หรือเปนวง

แหวนที่ขอบหลอด (ring) หรือเกาะกันเปนกอนเหนียว (coherent) หรือเกาะกันแนนแข็ง (compact) 

 

3.1.2 ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง 

 

                เพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง บนอาหาร YM agar และบมที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส นาน 1-7 วัน ตรวจสอบลักษณะโคโลนีของยีสตบนอาหาร YM agar โดยสังเกตสี เน้ือ

สัมผัส (texture) ผิวหนา ความนูน และขอบของโคโลนี 

 

3.1.3 การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท 

 

                การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทตรวจสอบโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn 

meal agar หรือ potato dextrose agar ดวยวิธีการเลี้ยงเชื้อบนสไลด (slide culture) โดยนําสไลดที่ทํา

ใหปราศจากเชื้อจุมลงไปในอาหารแข็งที่หลอมเหลวในจานเพาะเชื้อ ทิ้งไวจนอาหารแข็งตัว นํา

สไลดที่อาหารแข็งตัวแลวไปวางบนแทงแกวรูปตัวยูในจานเพาะเชื้อ เพาะเชื้อบางๆโดยการสตรีก 

บนอาหารแข็ง 1-2 เสน ปดดวยกระจกปดสไลดที่ทําใหปราศจากเชื้อโดยการจุมแอลกอฮอลลนไฟ 

เติมนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อลงในจานเพาะเชื้อที่วางสไลดเพื่อใหความชื้นปองกันวุนบนสไลดแหง บม

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนทุก 3 วัน 

 

 3.1.4 การสรางแอสโคสปอร 

 

                 เพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน

จากน้ันทําการถายเชื้อลงบนอาหารสําหรับการสรางสปอร เชน YM agar, acetate agar, malt extract 

agar, corn meal agar และ Gorodkowa agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการสราง
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แอสโคสปอรภายใตกลองจุลทรรศนหลังจากบมเปนเวลา 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน โดยรายงาน

รูปราง สี และจํานวนของแอสโคสปอร ตลอดจนรูปราง สี และความคงทนของแอสคัส  

 

3.2 ลักษณะสรีรวิทยาและชีวเคมี 

 

             ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่มีความสําคัญสําหรับการจําแนกประเภทยีสต

ในระดับสปชีสและใชประจําในการจัดจําแนกยีสต ดังน้ี 

 

3.2.1 การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

 

                       การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนเปนการทดสอบความสามารถของยีสตใน

การใชสารประกอบคารบอนเปนแหลงพลังงานสําหรับการเจริญแบบใชออกซิเจน เปนการทดสอบ

ที่ใชสําหรับการจัดจําแนกระดับสปชีส การแอสซิมิเลตสารประกอบบางชนิด เชน ดี-ไซโลส, 

กรดดี-กลูโคโรนิกและอินอซิทอลสามารถใชเพื่อแยกสกุลของยีสตได การทดสอบการแอสซิมิเลต

สารประกอบคารบอนในอาหารเหลวทําตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยใชสารประกอบคารบอน

จํานวน 40 ชนิด ดังน้ี  

 

เฮกโซส  ดี-กลูโคส, กาแลกโทสและซอรโบส 

ไดแซ็กคาไรด เซลโลไบโอส, แลกโทส, มอลโทส, เมลลิไบโอส, 

ซูโครสและทรีฮาโลส 

ไทรแซ็กคาไรด เมลลิซิโทสและราฟฟโนส 

พอลีแซ็กคาไรด อินูลินและแปง 

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-กลูโคไซดและซาลิซิน 

สารประกอบอ่ืน เอ็นแอซิทิล-ดี-กลูโคซามีนและดี-กลูโคโน-5-แลกโทน 
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บางคร้ังอาจตองเพิ่มการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบบางอยางเพื่อแยก

ระหวางสปชีสของบางสกุล สารประกอบเหลาน้ัน คือ 2-คีโต-ดี-กลูโคเนตและ5-คีโต-ดี-กลูโคเนต 

 

การทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอนในอาหารเหลวใชอาหาร

ไนโตรเจนเบสที่ไมเติมสารประกอบคารบอนเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนลบ (negative control) 

และใชอาหารไนโตรเจนเบสที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนเปนหลอดควบคุมที่ใหผลเปนบวก 

(positive control)   

 

เตรียมเซลลยีสตแขวนลอยที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง โดยใชลูปถายเชื้อลงไปในนํ้า

กลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของยีสตที่เตรียมไดน้ันประเมินโดยการใชกระดาษขาว

ขีดเสนดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกัน 5 มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับ

หลอดที่บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย ความขุนของยีสตที่ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มอง

ผานหลอดเซลลยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนแตขอบเห็นไมชัด (ซึ่งเทากับ 1+ เมื่ออานผลการเจริญ) 

จากน้ันเพาะเชื้อโดยใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อหยดเซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหาร

ทดสอบที่มีสารประกอบคารบอนชนิดตางๆ จํานวน 1 หยด บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

ตรวจผลทุกสัปดาหจนครบ 4 สัปดาห โดยตรวจวัดระดับการเจริญซึ่งทําโดยใชกระดาษขาวขีดเสน

ดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แตละเสนหางกัน 5 มิลลิเมตร เชนเดียวกับที่ใชในการ

เตรียมเซลลยีสตแขวนลอย ทาบหลอดลงดานหนาเสน มองผานหลอดเลี้ยงเชื้อแลวสังเกตเสนสีดํา 

ดังน้ี +++ คือ การเจริญของเชื้อที่มีความขุนซึ่งจะลบเสนสีดําอยางสมบูรณ, ++ เห็นเสนพรา, + เห็น

เสนแตขอบเห็นไมชัด และ – คือ เห็นเสนและขอบชัดเจน จากน้ันทําการรายงานผลดังรายละเอียด

ตอไปน้ี 

 

+  = มีการเจริญ (positive) โดยอานผลเปน ++ หรือ +++ ในสัปดาหที่   

   1 หรือสัปดาหที่ 2 

l  = มีการเจริญลาชา (delayed positive, latent) โดยอานผลเปน ++  

หรือ +++ อยางรวดเร็ว แตหลังจาก 2 สัปดาห หรือ นานกวา 

s  = มีการเจริญชา (slow positive) โดยอานผลเปน ++ หรือ +++ ชาๆ 

   ในระยะเวลาที่นานกวา 2 สัปดาห 

w  = มีการเจริญนอย (weak positive) โดยอานผลเปน + 

-  = ไมมีการเจริญ อานผลเปน - 

(+)  = ไมคอยพบการเจริญ (seldom positive) 
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v  = ผันแปร (variable) คือบางสายพันธุมีการเจริญและบางสายพันธุ 

ไมมีการเจริญ 

+/w   = มีการเจริญหรือเจริญนอย คือทุกสายพันธุเจริญแตบางสายพันธุ 

เจริญนอย 

w/-  = มีการเจริญนอยหรือไมเจริญ 

 

3.2.2 การหมักคารโบไฮเดรต 

 

                การหมักหมายถึงการหมักแอลกอฮอล ซึ่งยีสตมีความสามารถในการหมักนํ้าตาล

ตางๆกัน โดยทั่วไปนํ้าตาลที่ใชตรวจสอบความสามารถในการหมักของยีสต คือ ดี-กลูโคส,  

ดี-กาแลกโทส, มอลโทส, ซูโครส, ไซโลส, ทรีฮาโลส, แลกโทสและราฟฟโนส โดยทดสอบการ

หมักนํ้าตาลตามวิธีของ Yarrow (1998) วิธีทดสอบทําโดยเตรียมอาหารสําหรับทดสอบการหมัก

นํ้าตาล (fermentation basal medium) ใสลงในหลอดทดสอบซึ่งภายในบรรจุหลอดดักแกส 

(Durham tube) หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

จากน้ันทําการเติมสารละลายนํ้าตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเม

มเบรนขนาด 0.2 ไมครอน ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 2 เปอรเซ็นต (ยกเวนราฟฟโนสใชความ

เขมขนสุดทายเทากับ 4 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด เตรียมเซลลยีสตแขวนลอยที่มี

อายุ 24-48 ชั่วโมง โดยใชลูปถายเชื้อลงไปในนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 2 มิลลิลิตร ความขุนของยีสต

ที่เตรียมไดน้ันประเมินโดยการใชกระดาษขาวขีดเสนดวยหมึกดํากวางประมาณ 0.75 มิลลิเมตร แต

ละเสนหางกัน 5 มิลลิเมตร แลวนําไปทาบกับหลอดที่บรรจุเซลลยีสตแขวนลอย ความขุนของยีสตที่

ใชสําหรับเปนกลาเชื้อเทากับความขุนที่มองผานหลอดเซลลยีสตแขวนลอยแลวเห็นเสนแตขอบเห็น

ไมชัด (ซึ่งเทากับ 1+ เมื่ออานผลการเจริญ) เพาะยีสตโดยใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อหยด

เซลลยีสตแขวนลอยลงในอาหารทดสอบที่มีสารประกอบคารบอนชนิดตางๆ จํานวน 1 หยด บมที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผลการหมักโดยสังเกตปริมาณแกสที่สะสมในหลอดดักแกส และ

การเปลี่ยน แปลงสีของอาหารทุกวันจนครบ 7 วัน จากน้ันตรวจสอบทุกสัปดาหจนครบ 28 วัน ผล

การหมักรายงานโดยอาศัยเวลาที่ใชในการสรางแกสใหเต็มหลอดดักแกส และปริมาณที่สะสมแกส

ไวในหลอดดักแกส ดังน้ี
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      + = มีการหมักรุนแรง (strong positive) คือ มีแกสเต็มหลอดดักแกส 

ภายใน 7 วัน 

l = การหมักเกิดลาชา (delayed positive หรือ latent positive) คือ  

มีแกสเต็มหลอดดักแกสอยางเร็ว แตการหมักเกิดหลังจากบมนาน

กวา 7 วัน  

s = การหมักเกิดชาๆ (slowly positive) คือ มีแกสคอยๆเขาไปจนเต็ม 

                              หลอดดักแกส หลังจากบมนานกวา 7 วัน 

+/w = การหมักออน (weak positive) คือ มีแกสไมเต็มหลอดดักแกส  

(มีแกสนอยกวาหน่ึงในสามของหลอด ในขณะที่ถามีแกส

มากกวาหน่ึงในสามของหลอดจัดวาเปนบวก) 

- = ไมมีการหมัก คือ ในหลอดดักแกสไมมีแกส 

v = บางสายพันธุหมักนํ้าตาลได บางสายพันธุไมหมัก 

 

3.2.3 การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

 

                การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนศึกษาบนอาหารแข็งโดยใช starved 

inoculum ตามวิธีของ Nakase and Suzuki (1986) ยีสตทุกชนิดใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง

ไนโตรเจนได สารประกอบไนโตรเจนที่ใชในการศึกษาการแอสซิมิเลตมี 6 ชนิด ไดแก 

แอมโมเนียมซัลเฟต, โปแตสเซียมไนเตรต, โซเดียมไนไตรต, เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด,  

แอล-ไลซีน และคาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด  

 

 ศึกษาการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนโดยเพาะยีสตบนอาหาร YM agar 

เพื่อเปนกลาเชื้อ จากน้ันทําการถายเชื้อจํานวนนอยๆ ลงในอาหาร Yeast Carbon Base (YCB) broth 

บมที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เพื่อใหยีสตใชไนโตรเจนที่สะสมไวภายในเซลลออกให

หมด จากน้ันใชพาสเจอรปเปตหยดเซลลยีสตแขวนลอย 1 หยดลงบนจานอาหาร YCB agar ที่มี

แหลงไนโตรเจนที่ตองการทดสอบ บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในการทดลองใชอาหาร YCB 

agar  ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนเปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนลบ และอาหาร YCB agar ที่มี

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนเปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนบวก ตรวจผลโดยสังเกตการ

เจริญของยีสตทุก 2-4 วัน จนครบ 28 วัน 
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3.2.4 การสรางสารประกอบอะมัยลอยด (amyloid) ภายนอกเซลล 

 

                การสรางสารประกอบอะมัยลอยดจะตรวจสอบตามวิธีของ Yarrow (1998)  

โดยตรวจภายหลังการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน และสารประกอบไนโตรเจน

เสร็จเรียบรอย โดยหยด Lugol’s solution ลงในหลอดทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน

ที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน และบนจานอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจนที่

มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ถาอาหารเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมหรือสีนํ้าเงินแกมเขียว

แสดงวามีการสรางสารประกอบอะมัยลอยดและปลอยออกมาภายนอกเซลล 

 

3.2.5 การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน 

 

                การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามินจะทําการทดสอบตามวิธีของ Komagata 

and Nakase (1967) โดยเพาะยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน 

ถายเชื้อปริมาณนอยๆลงในอาหารที่ปราศจากวิตามิน (vitamin free medium) บมที่อุณหภูมิ  

25 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน เพื่อใหยีสตใชวิตามินที่สะสมภายในเซลลออกใหหมด จากน้ันทําการ

ถายเชื้อปริมาณนอยๆลงในอาหารที่ปราศจากวิตามินหลอดใหม บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

ตรวจผลโดยสังเกตการเจริญของเชื้อทุก 3, 5, 7, 14 และ 21 วัน  

 

3.2.6 การสรางกรดจากกลูโคส 

 

                การสรางกรดจากกลูโคสสามารถตรวจสอบไดตามวิธีของ Yarrow (1998)     

โดยเพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง ใน Custer’s chalk medium บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

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

 

3.2.7 ความตานทานไซโคลเฮกซิไมด  

 

                ตรวจสอบความตานทานไซโคลเฮกซิไมดตามวิธีของ Yarrow (1998)โดย

ทดสอบในอาหารเหลวที่มีแบกโต-ยีสตไนโตรเจนเบส และดี-กลูโคส ที่มีการเติมไซโคลเฮกซิไมด

ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 100 สวนตอลานสวน และ 1,000 สวนตอลานสวน เพาะยีสตลงใน

อาหารทดสอบ บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห ตรวจผลทุก 3, 5, 7, 14, 21 และ  
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28 วัน โดยสังเกตการเจริญของยีสตและรายงานผลตามการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ

คารบอน 

 

3.2.8 การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 

 

                ตรวจสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีนํ้าตาลความเขมขนสูงหรือ

เกลือความเขมขนสูงตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมงลงบนอาหาร

แข็ง 4 ชนิด คือ อาหารแข็งที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นต กลูโคส 60 เปอรเซ็นต กลูโคส 5 เปอรเซ็นต

กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต และกลูโคส 5 เปอรเซ็นตกับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต  

บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 3 สัปดาห ตรวจสอบการเจริญของยีสตบนอาหารแข็งทุก 3,  

5, 7, 14 และ 21 วัน 

 

3.2.9 การเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

 

                ตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มี

อายุ 24-48 ชั่วโมงในอาหาร YM broth และบมในตูบม (incubator) ที่อุณหภูมิ 15, 25, 30, 37 และ 

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

เชนเดียวกับการตรวจผลการทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน  

 

3.2.10 การไฮโดรไลซยูเรีย 

 

ตรวจการไฮโดรไลซยูเรียตามวิธีของ Yarrow (1998) โดยเพาะยีสตที่มีอายุ  

24-48 ชั่วโมง ลงบนอาหาร Christensen’s urea agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 21 วัน ถา

มีการไฮโดรไลซยูเรียพีเอชที่เพิ่มขึ้นจะเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนสีชมพูแดง ในการ

ทดสอบการไฮโดรไลซยูเรียใชยีสตในสกุล Rhodotorula เปนตัวควบคุมที่ใหผลเปนบวก 

 

3.2.11 การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี 

 

ทดสอบการทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบีบนอาหารแข็งตามวิธีของ 

Yarrow (1998) โดยเลี้ยงยีสตบนอาหาร YM agar บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
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จากน้ันนําไปบมตอที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดปลอยใหเย็นจน

เทาอุณหภูมิหอง หยด DBB reagent ลงที่ผิวหนาโคโลนี ถาเกิดสีแดงเขมจนถึงสีมวงภายในเวลา  

1-2 นาที ที่อุณหภูมิหองแสดงวาผลเปนบวก 

 

3.3 การศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี (การวิเคราะหยูบิควิโนน) 

 

      ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีที่ใชในการวิจัยคร้ังน้ีคือ การศึกษาชนิดโคเอนไซมคิว 

(coenzyme Q) หรือยูบิควิโนน (ubiquinone) ซึ่งเปนไอโซพรีนอยดยูบิควิโนนที่มีความสําคัญใน

กระบวนการขนสงอิเล็กตรอนในการหายใจของยีสต การวิเคราะหยูบิควิโนนทําตามวิธีที่ดัดแปลง

มาจาก Yamada and Kondo (1973) 

 

3.3.1  การเตรียมเซลล 

 

เพาะยีสตในอาหาร yeast extract peptone dextrose (YPD) broth ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร บมที่ 25 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาที่มีความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที นาน 3 วัน เก็บ

เซลลโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ลางเซลลดวยนํ้ากลั่นที่ผานการ

ฆาเชื้อ เตรียมเปนสารแขวนลอยเซลล โดยเติมนํ้ากลั่น 12.5 มิลลิลิตร จากน้ันจึงเทใสฟลาสกกน

กลม (round bottom flask) เพื่อเตรียมสกัดยูบิควิโนนในขั้นตอนถัดไป 

 

3.3.2  การสกัดยูบิควิโนนจากเซลลยีสต 

 

เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 6 กรัมลงในฟลาสกกนกลมที่มีสารแขวนลอยเซลล

ยีสต ผสมใหเขากัน จากน้ันเติมไพโรแกลลอล (pyrogallol) 1.5 กรัม และเมทานอลปริมาตร          

45 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากน้ันจึง refluxed ดวยนํ้าเย็นนาน 30 นาที ใน heating mantle โดยใส 

glass bead ลงไปในระหวางการตมเพื่อปองกันการเดือดรุนแรง เมื่อ refluxed  เสร็จแลว ต้ังทิ้งไวให

เย็น เติมเฮกเซน ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขยาใหเฮกเซนผสมกับเมทานอล เพื่อดึงยูบิควิโนนที่อยูในเม

ทานอลใหอยูในเฮกเซน ถายใสกรวยแยก เขยาใหเขากัน ระหวางเขยาใหเปดจุกเพื่อปลอยอากาศที่

อยูภายในกรวยแยกออก เก็บสารละลายในสวนของเฮกเซนซึ่งอยูชั้นบนสุด ปลอยชั้นเมทานอลที่มี

ตะกอนดําของไพโรแกลออลและชั้นของนํ้าทิ้งไป ลางดวยนํ้ากลั่นอีก 2-3 คร้ัง ถายสารละลายเฮ

กเซนใสในบีกเกอร และเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสลงไปในปริมาณนอย ๆ เพื่อดึงนํ้าออก  
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ถายสารละลายลงในฟลาสกสําหรับระเหย (evaporating flask) ทําการระเหยเฮกเซนออกที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส และละลายดวยอะซิโตน 0.5 มิลลิลิตร 

 

3.3.3  การทําใหยูบิควิโนนบริสุทธิ์ 

 

เตรียมสารประกอบยูบิควิโนนใหบริสุทธิ์ดวยการทํา Thin layer 

chromatography (TLC) บนแผนซิลิกาเจล (silica gel F254 TLC plate) โดยใชเฮกเซนและไดเอทิล

อีเทอร ในอัตราสวน 85 ตอ 15 เปน mobile phase ยูบิควิโนนจะปรากฏเปนแถบสีเหลืองที่มีคา Rf 

ประมาณ 0.21 ตรวจสอบแถบของยูบิควิโนนอีกคร้ังภายใตแสงอัลตราไวโอเลทที่ความยาวคลื่น 254 

นาโนเมตร ยูบิควิโนนจะปรากฏเปนแถบสีดํา ขูดแถบสีเหลืองที่ปรากฏบนแผน TLC และสกัด

ดวยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร กรองสารละลายดวยแผนกรองที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางรูกรองขนาด 

0.2 ไมโครเมตร ทําใหสารละลายเขมขนขึ้นโดยการเปาดวยแกสไนโตรเจน  

 

3.3.4  การวิเคราะหชนิดของยูบิควิโนนดวย HPLC 

 

วิเคราะหชนิดของสารประกอบยูบิควิโนนดวยเคร่ือง High performance liquid 

chromatography (HPLC) (Agillent 1100, USA) โดยใชคอลัมน Cosmosil 5C18 (Nacalai tesque, 

Japan) และใชเมทานอล และไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ในอัตราสวน 2 ตอ 1 เปน mobile phase 

อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจผลที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร จําแนกชนิดของยูบิควิ

โนนที่วิเคราะหโดยเทียบกับยูบิควิโนนมาตรฐาน 

 

4. การคัดเลือกยีสตท่ีหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

 4.1  การเตรียมกลาเชื้อ 

 

เพาะยีสตบนอาหาร 2% D-Xylose yeast extract peptone (YP) agar ซึ่งประกอบดวย 

2% D-Xylose, 2% Peptone และ 1% Yeast extract บมที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ถายเชื้อ

ลงในอาหาร 2% D-Xylose-YP broth ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 

บมบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  
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 4.2  การทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

ถายกลาเชื้อจากขอ 4.1 ลงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth (4% D-Xylose, 2% 

Peptone, และ 1% Yeast extract) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมบน

เคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่ 0 และ 96 ชั่วโมง 

วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร โดยเคร่ือง Spectrophotometer 

(UV-1700 pharmaspec, Shimadsu, Japan) และวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยเคร่ือง Gas 

chromatography (GC-9A,Shimadsu,Japan) โดยใชเอ็น-โพรพานอลเปน internal standard  
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ผลและวิจารณ 

 

1.  การแยกยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญ 

 

เก็บตัวอยาง ดิน, สวนประกอบของพืช, วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ 

ไดแก นํ้า ปุย จาก 15 จังหวัดของประเทศไทย ไดแก กรุงเทพมหานคร, สระบุรี, ราชบุรี, เพชรบุรี,

ประจวบคีรีขันธ, นครราชสีมา, ชัยภูมิ, บุรีรัมย, สุรินทร, อุบลราชธานี, อํานาจเจริญ, รอยเอ็ด, 

เชียงใหม, เชียงราย และพะเยา ไดตัวอยางรวม 79 ตัวอยาง เมื่อนําตัวอยางมาแยกเชื้อโดยใชเทคนิค

การเพิ่มจํานวนโดยใชไซโลสและสังเกตความแตกตางของโคโลนีที่ปรากฎพบวาสามารถแยกยีสต

ไดทั้งหมด 133 ไอโซเลต โดยจากตัวอยางดิน 37 ตัวอยางแยกยีสตได 61 ไอโซเลต (ตารางที่ 3) จาก

ตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 38 ตัวอยางแยกยีสตได 64 ไอโซเลต 

(ตารางที่ 4) และจากตัวอยางอ่ืนๆ 4 ตัวอยางแยกยีสตได 8 ไอโซเลต (ตารางที่ 5)  

 

ตารางท่ี 3  ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางดินที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ใน 

    ประเทศไทย 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

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

2 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  

  
พิกัด N12o37.251'   E99o45.014' 

  
3 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  
4 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  

  
พิกัด N12o36.412'   E99o46.054' 

  
5 ดินปา โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 
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ตารางท่ี 3  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

6 ดิน ไรออย อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 29 มิ.ย. 51 - 

  
พิกัด N12o35.077'   E99o50.0781' 

  
7 ดิน ศูนยรักษาการพัฒนาหวยทราย   29 มิ.ย. 51 A17-1, A17-2 

 
(สวนอินทพลาลัม) อ.ชะอํา  จ.เพชรบุร ี

  

  
พิกัด N12o42.149'   E99o54.399' 

  
8 ดิน ลาดพราว ซอย 15 กรุงเทพมหานคร 29 มิ.ย. 51 A18-1 

 
(ใตตนมะยม) 

   
9 ดิน ลาดพราว ซอย 15 กรุงเทพมหานคร 29 มิ.ย. 51 A19-1 

 
(ใตตนมะยม) 

   
10 ดิน หนาตึกจุลชีววิทยา – 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 สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 - 

 
(ไรขาวโพด) อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
15 ดิน ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 KU-Xs 24, 

  
จ.นครราชสีมา 

 
KU-Xs 25 

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
16 ดิน ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 KU-Xs 30,  

  
จ.นครราชสีมา 

 
KU-Xs 31 

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
17 ดินคอกวัว อ. มวงสามสิบ จ. อุบลราชธาน ี 30 ก.ค. 51 KU-Xs 57 

  
พิกัด N15o 30' 33.3"  E104o 43' 46.4" 
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ตารางท่ี 3  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

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

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 63 

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

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 65 

20 ดิน สวนสิริกิตตบริเวณเรือนกระจก 15 ธ.ค. 51 NT01 

  
อ.แมริม จ.เชียงใหม 

  

  
พิกัด N18o53'10.9"  E98o51'44.4" 

  
21 ดิน หวยฮวกปุม อ.แมริม จ.เชียงใหม 15 ธ.ค. 51 NT02, NT03 

  
พิกัด N18o53'03.4"  E098o51'30.8" 

  
22 ดิน เขื่อนแมงัด อ.แมแตง 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.พราว จ.เชียงใหม 

 
NT08 

  
พิกัด N19o04'37.5"  E099o05'12.8" 

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

  
อ.พราว จ.เชียงใหม 

 
NT11 

  
พิกัด N19o04'37.5"  E099o05'12.8" 

  
24 ดิน ปาขางทางไปดอยแมสลอง 15 ธ.ค. 51 NT12, NT13,  

  
อ.แมจัน จ.เชียงราย 

 
NT14 

  
พิกัด N19o24'16.3"  E099o06'32.5" 

  
26 ดิน ดอยแมสลอง อ.แมจัน จ.เชียงราย 15 ธ.ค. 51 NT15 

  
พิกัด N20o09'29.3"  E099o39'04.4" 

  
27 ดิน ดอยแมสลอง อ.แมจัน จ.เชียงราย 15 ธ.ค. 51 NT16, NT17,  

  
พิกัด N20o09'29.3"  E099o39'04.4" 

 
NT18 

28 ดินเหนียว ระบบประปาหมูบานปามีน ต.ปลอง 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  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

29 ดิน ปาสน ภูช้ีฟา ต.ตับเตา  16 ธ.ค. 51 NT23, NT24,  

  
อ.เทิง จ.เชียงราย 

 
NT25, NT26 

  
พิกัด N19o51'02.5"  E100o26'52.6" 

  
30 ดิน ปาสน ภูช้ีฟา ต.ตับเตา  16 ธ.ค. 51 - 

  
อ.เทิง จ.เชียงราย 

  

  
พิกัด N19o51'02.5"  E100o26'52.6" 

  
31 ดิน จุดชมวิวขางทาง อ.เมือง จ.พะเยา 16 ธ.ค. 51 NT29, NT30 

  
พิกัด N19o03'43.9"  E099o46'54.5" 

  
32 ดิน จุดชมวิวขางทาง อ.เมือง จ.พะเยา 16 ธ.ค. 51 NT31 

  
พิกัด N19o03'43.9"  E099o46'54.5" 

 
NT33, NT34 

33 ดิน ปาสน ปาสัก หวยฮองไคร 16 ธ.ค. 51 NT35, NT36,  

  
อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม 

 
NT37 

  
พิกัด N18o52'43.3"  E099o13'02.7" 

  
34 ดิน ปาสน ปาสัก หวยฮองไคร 16 ธ.ค. 51 NT38 

  
อ.ดอยสะเก็ด จ.เชียงใหม 

  

  
พิกัด N18o52'43.3"  E099o13'02.7" 

  
35 ดินผสมซากหญา ปาสนดอยอินทนนท 17 ธ.ค. 51 NT43, NT44,  

  
อ.จอมทอง จ.เชียงใหม 

 
NT45 

  
พิกัด N18o30'40.7"  E098o30'46.4" 

  
36 ดิน ปาบริเวณออบหลวง 17 ธ.ค. 51 NT46, NT47 

  
อ.ฮอด จ.เชียงใหม 

  
37 ดิน ปาสนสถานีวิจัยบอแกว  17 ธ.ค. 51 NT48, NT49 

  
อ.ฮอด จ.เชียงใหม 

  

  
พิกัด N18o09'07.5"  E098o23'20.7" 
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ตารางท่ี 4  ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุ 

    เหลือทิ้งทางการเกษตรที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ในประเทศไทย 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

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 สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 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 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 04,  

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 05,  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
5 ตอขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 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 ซังขาวโพดปน สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 10 

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
7 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 11, 

 
ที่ยอยสลายแลว อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 12 

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
8 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 13 

 
ที่ยอยสลายแลว อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
9 กานขาวฟางผุ สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 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  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

10 ฝอยขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 16,  

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

 
KU-Xs 17 

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
11 ซังขาวโพด สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 18 

 
ที่ยอยสลายแลว อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
12 ซากหญา สถานีวิจัยพืชไรสุวรรณวาจกกสิกิจ 28 ก.ค. 51 KU-Xs 20 

  
อ.มวกเหล็ก จ.สระบุร ี

  

  
พิกัด N14o38'34.2"  E101o19'15.8" 

  
13 ใบมันสําปะหลัง ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 

 

  
จ.นครราชสีมา 

  

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
14 ใบออย ไรออยและมันสําปะหลัง 28 ก.ค. 51 KU-Xs 29 

  
จ.นครราชสีมา 

  

  
พิกัด N15o01'07.2"  E102o19'33.1" 

  
15 ตนออยผ ุ ไรออยและมันสําปะหลัง 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 ฟางแหง 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 ฟางแหง 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  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

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

  
พิกัด N15o00'31.0"  E102o54'06.4" 

 
KU-Xs 42, 

21 ฟางแหง จ.สุรินทร 29 ก.ค. 51 KU-Xs 44, 

  
พิกัด N14o54'27.8"  E103o45'05.6" 

 
 KU-Xs 45 

22 ฟางแหง 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 เปลือกตนจามจุร ี อ.โขงเจียม จ.อุบลราชธาน ี 29 ก.ค. 51 - 

  
พิกัด N15o19'08.4"  E105o29'51.0" 

  
25 ยางตนจามจุร ี 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,  

 
(บนตนจามจุร)ี พิกัด N15o19'08.4"  E105o29'51.0" 

  
27 ฟางหมัก อ. มวงสามสิบ จ. อุบลราชธาน ี 30 ก.ค. 51 KU-Xs 54,  

  
พิกัด N15o30'33.3"  E104o43'46.4" 

 
KU-Xs 55, 

    
KU-Xs 56 

28 ขี้เล่ือย ฟารมเห็ด อ. เมือง 30 ก.ค. 51 KU-Xs 58,  

 
(ตนมะมวง) จังหวัดอํานาจเจริญ 

 
KU-Xs 59 

  
พิกัด N15o47'45.7"  E104o38'00.6" 

  
29 ขี้เล่ือย ฟารมเห็ด อ. เมือง 30 ก.ค. 51 KU-Xs 60,  

 
(จากกอนเห็ดเกา) จังหวัดอํานาจเจริญ 

 
KU-Xs 61 

  
พิกัด N15o47'45.7"  E104o38'00.6" 

  
30 แกลบ อ. หนองพอก จ. รอยเอ็ด 30 ก.ค. 51 KU-Xs 66,  

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 67 
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

31 ขี้เล่ือย อ. หนองพอก จ. รอยเอ็ด 30 ก.ค. 51 KU-Xs 68,  

  
พิกัด N16o16'45.4"  E104o07'07.8" 

 
KU-Xs 69 

32 ชานออยหมัก โรงงานน้ําตาลมิตรผล 31 ก.ค. 51 - 

  
อ. ภูเขียว จ. ชัยภูมิ 

  

  
พิกัด N16o28'17.0"  E102o07'27.5" 

  
33 ชานออยหมัก  โรงงานน้ําตาลมิตรผล 31 ก.ค. 51 KU-Xs 72,  

 
UFIO ลาง อ. ภูเขียว จ. ชัยภูมิ 

 
KU-Xs 73 

  
พิกัด N16o28'17.0"  E102o07'27.5" 

  
34 ชานออยหมัก 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 ตนพลูแหง อุทยานแหงชาติแกงตะนะ  31 ก.ค. 51 KU-Xs 76, 

  
อ. โขงเจียม จ. อุบลราชธาน ี

 
KU-Xs 77 

36 เปลือกไม อุทยานแหงชาติแกงตะนะ  31 ก.ค. 51 KU-Xs 78 

  
อ. โขงเจียม จ. อุบลราชธาน ี

 
KU-Xs 79 

37 ขุยจากขอนไมผ ุ
จุดชมวิวสูงสุดทางเดินศึกษา

ธรรมชาต ิ
31 ก.ค. 51 NT40 

  

ดอยอินทนนท อ.จอมทอง จ.

เชียงใหม   

38 ขุยจากขอนไมผ ุ พระธาตุดอยอินทนนท 31 ก.ค. 51 NT41, NT42 

  
อ.จอมทอง จ.เชียงใหม 
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ตารางท่ี 5  ผลการแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญจากตัวอยางอ่ืนๆ ที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ใน 

    ประเทศไทย 

 

ลําดับ ตัวอยาง สถานที่ 
วันที ่

รหัสยีสตที่แยกได 
เก็บตัวอยาง 

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

    
SN1-3, SN1-4 

2 ปุยหมัก โครงการชัยพัฒนาแมฟาหลวง 29 มิ.ย. 51 - 

  
อ.หัวหิน  จ.ประจวบคีรีขันธ 

  
3 ปุยหมัก ศูนยรักษาการพัฒนาหวยทราย   29 มิ.ย. 51 A15-1, A15-2,  

  
อ.ชะอํา  จ.เพชรบุร ี

 
A15-3 

  
พิกัด N12o42.149'   E99o54.399' 

  
4 ปุยหมัก ศูนยรักษาการพัฒนาหวยทราย   29 มิ.ย. 51 A16-1 

  
อ.ชะอํา  จ.เพชรบุร ี

  

  
พิกัด N12o42.149'   E99o54.399' 
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2. การจัดจําแนกยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยก

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ในโดเมน D1/D2 ของ LSU และการวิเคราะหความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการ  

 

จากการจัดจําแนกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญ 133 ไอโซเลต ดวยอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลโดย การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene ของยีสตสายพันธุที่ตองการจัดจําแนกกับลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ

ยีสตสปชีสตางๆ ในฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) โดยใชโปรแกรม

โดยใช BLASTn (Altschul et al., 1997)ในการระบุวาเปนสปชีสที่อธิบายแลว (describe species) 

หรือที่รูจักแลว (known species) หรือเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย (undescribe species) ที่

หมายถึงสปชีสที่ยังไมไดมีการต้ังชื่อ อธิบาย และตีพิมพ แตมีการนําขอมูลนิวคลีโอไทดไปจัดเก็บ

ไวในฐานขอมูลแลว หรือสปชีสใหม (new species) ใชการพิจารณาจากหลักเกณฑของ Kurtzman 

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

gene ของยีสตที่ตองการจัดจําแนก กับยีสตสปชีสที่ใกลเคียงที่สุดในฐานขอมูล หากมีการแทนที่    

นิวคลีโอไทด (nucleotide substitution) มากกวา 1 เปอรเซ็นต ในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 

gene ซึ่งมีขนาดประมาณ 500-600 นิวคลีโอไทด (คือมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 6 นิวคลีโอไทด) 

สายพันธุทั้งสองน้ันจัดจําแนกไดเปนคนละสปชีส แสดงวายีสตที่ศึกษาเปนยีสตสปชีสที่มีการ

อธิบายแลวหรือรูจักแลว และถามีนิวคลีโอไทดตางกัน 0-3 นิวคลีโอไทด อาจจัดจําแนกเปนสปชีส

เดียวกันหรือเปนสปชีสที่ใกลชิดกันมาก และการวิเคราหความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยดูจาก

ตําแหนงบนตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 

gene จากหลักการดังกลาวสามารถจัดจําแนกยีสต 133 ไอโซเลตออกเปน 4 กลุม (ตารางที่ 6) คือ  

  

2.1 ยีสตสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสที่รูจักแลว 

 

จากการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจํานวน 133 ไอโซเลต พบจํานวน 108 ไอโซเลต (คิด

เปน 81.2 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลวเน่ืองจากมีการแทนที่       

นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene นอยกวา 1 เปอรเซ็นตและอยูในชวง 0-3      

นิวคลีโอไทด โดย 73 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 18 สปชีสใน 8 สกุล ในไฟลัม 
Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales โดยอยูในวงศตางๆ ดังน้ี (ตารางที่ 7 

และภาพที่ 4, 5) 
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1.) วงศ Candidaceae มี 2 สกุล 9 สปชีส 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 สปชีส คือ Barnettozyma californica, 

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

kudriavzevii, Saturnispora saitoi 

 

3.) วงศ Dipodascaceae มี 1 สกุล 1 สปชีส คือ Zygoascus hellenicus  

 

ยีสตที่เหลือจํานวน 35 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต ในไฟลัม

Basidiomycota ชั้น Hymenomycetes 2 สกุล 8 สปชีส 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  การจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจากตัวอยาง ดิน สวนประกอบของพืช วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและตัวอยางอ่ืนๆ ที่เก็บจากจังหวัดตางๆ ในประเทศ  

                  ไทย เปนยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย ยีสตที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหมและยีสตสปชีสใหม 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มีการอธิบายแลว 

 

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  (ตอ) 

 

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  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ Candidaceae และ  สป

ชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงที่สุด ตามวิธี two-parameter ของ Kimura (Kimura, 

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

นาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และ

แสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

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 



 

 

65 

 
 

ภาพท่ี 5  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในวงศ Saccharomycetaceae, 

วงศ Dipodascaceae และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงที่สุด ตามวิธี two-

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

Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 

คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

 

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  ตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene

แสดงตําแหนงของยีสตที่จําแนกเปนสปชีสที่อธิบายแลว อยูในสกุล Cryptococcus และ 

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

joining method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา 

bootstrap โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่

มากกวา 50 เปอรเซ็นต

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 ยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 

 

ยีสตที่ยังไมมีการอธิบายหมายถึง ยีสตที่ยังไมไดมีการต้ังชื่อ อธิบาย และตีพิมพ แตมี

การนําขอมูลนิวคลีโอไทดไปจัดเก็บไวในฐานขอมูลแลว จากการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจํานวน 

133 ไอโซเลต พบจํานวน 11 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย (คิดเปน 8.3 

เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA 

gene นอยกวา 1 เปอรเซ็นตและอยูในชวง 0-3 นิวคลีโอไทดเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีสตในฐานขอมูล โดยจากการจัดจําแนกพบ 3 ไอโซเลตจัดอยูในไฟลัม Ascomycota ชั้น 

Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales วงศ Candidaceae ในสกุล Candida และ Geotrichum 

ไดแก ไอโซเลต NT10 ที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27159, ไอโซเลต NT21 ที่เหมือนกับ 

Geotrichum sp. LY16 และ ไอโซเลต NT49 ที่ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum sp. LY5 แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.2 เปอรเซนต นอกจากน้ี 8 ไอโซเลต

จัดอยูในไฟลัม Basidiomycota ในสกุล Cryptococcus และ Trichosporon โดย 6 ไอโซเลต คือ 

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

ไอโซเลต ไดแก NT01 และ NT03 เหมือนกับ Trichosporon sp. CBS 8686 (ตารางที่ 8) 

 

2.3 ยีสตสปชีสที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 

 

ยีสตสปชีสที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม หมายถึง ยีสตที่เมื่อ

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene กับลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีสตในฐานขอมูล พบวามีการแทนที่นิวคลีโอไทดนอยกวา 1 เปอรเซ็นต โดยมากกวา 3 นิวคลีโอ

ไทดแตนอยกวา 6 นิวคลีโอไทด ดังน้ันจึงยังสรุปไมไดวาเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือเปนยีสตสปชีส

ใหมตองศึกษาเพิ่มเติม โดยจากการจัดจําแนกยีสตที่แยกไดจํานวน 133 ไอโซเลต พบจํานวน 5      

ไอโซเลต ที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม (คิดเปน 3.8 เปอรเซนตของยีสตที่

ศึกษา) โดยจัดอยูในไฟลัม Ascomycota ชั้น Hemiascomycetes อันดับ Saccharomycetales 2 วงศ 

ไดแก วงศ Candidaceae มี 2 สกุล คือ ไอโซเลต NT23 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida solani แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และไอโซเลต KU-

Xs11 ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum silvicola แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และวงศ Dipodascaceae มี 2 สกุล คือ ไอโซเลต KU-Xs 73 ใกลเคียง

ที่สุดกับ Sporopachydermia lactativora แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และไอโซเลต SN1-4 ใกลเคียงที่สุดกับ Zygoascus hellenicus แตมีการ
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แทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.7 เปอรเซนต และจัดอยูในไฟลัม 

Basidiomycota ในสกุล Trichosporon คือ ไอโซเลต A20-1 ใกลเคียงที่สุดกับ Trichosporon 

mycotoxinivorans แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 0.7 

เปอรเซนต (ตารางที่ 8) 

 

ตารางท่ี 8  ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่มียังไมมีการอธิบายและที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลว 

    หรือสปชีสใหม 

 

Isolate Closest Species  
nucleotide substitution 

nt sub/total nt % 

ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย     

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 

ยีสตที่อาจจะเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 

  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 ยีสตสปชีสใหม 

 

จากหลักเกณฑการพิจารณาของ Kurtzman and Robnett (1998) คือ เมื่อเปรียบเทียบ

ลําดับ นิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตที่ตองการจัดจําแนกกับยีสต 

สปชีสที่ใกลเคียงที่สุดในฐานขอมูล หากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด ในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

rRNA gene มากกวา 1 เปอรเซ็นต จะจัดจําแนกใหเปนสปชีสใหม ซึ่งจากผลการจัดจําแนกพบวามี  
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9 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนสปชีสใหม (คิดเปน 6.8 เปอรเซนตของยีสตที่ศึกษา) ใน 7 สปชีส คือ    

ไอโซเลต A6-2 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. HA174 แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทดในโดเมน 

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

ไอโซเลต KU-Xs 20 มีลําดับของเบสในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ใกลเคียงที่สุดกับ 

Candida lodderae แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.9 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลต KU-Xs13 และ KU-

Xs20 มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกันแตแตกตางจาก ไอโซเลต KU-Xs18 โดยเกิดชองวาง 1 

ตําแหนง, KU-Xs34 ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ Candida yuanshanicus แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.6 

เปอรเซ็นต, ไอโซเลต NT29 ใกลเคียงที่สุดกับ Pichia exigua แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 2.5 

เปอรเซ็นต,ไอโซเลต NT31 ใกลเคียงที่สุดกับ Pichia pijperi แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 4.0 

เปอรเซ็นต, ไอโซเลต NT36 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida chiropterorum แตมีการแทนที่นิวคลีโอ

ไทด 2.9 เปอรเซ็นต, และไอโซเลต NT40 ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces fabryi แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทด 1.22 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 9) 

 

ตารางท่ี 9  ยีสตที่จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 

 

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.  การอธิบายสปชีสใหม 

 

 การอธิบายยีสตสปชีสใหมทําโดยศึกษาลักษณะตางๆ ของยีสตตามเกณฑอนุกรมวิธาน 

โพลีฟาซิกซึ่งประกอบดวย อนุกรมวิธานแบบด้ังเดิม อนุกรมวิธานเคมี และอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลรวมทั้งการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ดังน้ี 

 

3.1 Candida sp. A6-2  

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต A6-2 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. HA174 ซึ่ง

เปน สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.1 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอ

ไทด 5 นิวคลีโอไทด และมีชองวาง 2 ตําแหนง ใน 475 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนก

เปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไม

วิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต A6-2 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต A6-2 อยูคนละตําแหนงกับ 

Candida sp. HA174 และสรางครัสเตอรยอย Candida sp. NCAIM Y.01890 และ Candida sp. 

BG02-7-18-018A-2-2 กับ Candida sp. HA174 (ภาพที่ 7) และครัสเตอรแยกจากสปชีสที่มีการ

อธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต A6-2 เปนยีสตสปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต A6-2 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  
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ภาพท่ี 7   ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต A6-2 และสปชีสที่มีความสัมพันธ

กัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี two-

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

Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

ลักษณะของ Candida sp. A6-2 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและยาวรี ขนาด 3-4 x 3-7 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเจริญตอเปนสั้นๆ 

แตกแขนง เพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (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 เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม ดาน เจริญแบนราบไปกับผิวหนาอาหารมีการสรางเสนใยที่ขอบโคโลนี 

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 8b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    - ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   -  

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    w 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   w 

ซอรโบส     + 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   + 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  - 

แอล-ไลซีน   - คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด - 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       + 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
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สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

ภาพท่ี 8  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. A6-2T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

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

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต           

ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 พบวา KU-Xs13T และ KU-Xs20 มีลําดับของเบสใน

โดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene เหมือนกันและแตกตางจาก KU-Xs 18 โดยเกิดชองวาง 1 

ตําแหนง เมื่อเปรียบเทียบกับสปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาทั้ง 3 ไอโซเลตใกลเคียงที่สุดกับ 

Candida lodderae แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.9 เปอรเซ็นต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 11        

นิวคลีโอไทด และมีชองวาง 1-2 ตําแหนง ใน 571 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปน 

สปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไม

วิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวายีสต     

สปชีสใหมทั้ง 3 ไอโซเลตอยูในตําแหนงเดียวกันและสรางครัสเตอรกับ Candida lodderae, 

Candida aquaetextoris และ Candida viswanathii และอยูตางแขนงกับยีสตสปชีสที่มีการอธิบาย
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แลวอ่ืนๆ (ภาพที่ 9) ดังน้ันจึงยืนยันวา ไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 เปนยีสตสปชีส

ใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 ไมสรางแอสโคสปอร ทั้งที่เมื่ออยูเปนไอโซเลต

เด่ียวและผสมเปนคูกับไอโซเลตอ่ืน และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัดจําแนก

เปน สปชีสใหมของ Candida และต้ังชื่อเปน Candida saraburiensis sp. nov. โดยมี KU-Xs13 เปน 

type strain การต้ังชื่อสปชีสวา “saraburiensis” เน่ืองจากแยกไดจากตัวอยางซังขาวโพด และซาก

หญาที่เก็บจากจังหวัดสระบุรี ประเทศไทย สําหรับไอโซเลต KU-Xs13ที่เปน type strain ไดนําไป

ฝากเก็บที่หนวยรักษาสายพันธุจุลินทรีย และมี accession number ดังน้ี BIOTEC Culture Collection 

(BCC 39601T) ประเทศไทย, NITE Biological Resource Center (NBRC 106721T) ประเทศญ่ีปุน 

และ Centraalbureau voor Schimmelciltures (CBS 11696T) ประเทศเนเธอรแลนด 
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ภาพท่ี 9  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs13T, KU-Xs18, KU-Xs20 

และสปชีสที่มีความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU 

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

method (Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap 

โดยการทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 

เปอรเซ็นต 

 

ลักษณะของ Candida saraburiensis sp. nov. 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและรูปไข ขนาด 2-6 x 4-10 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวน

แบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (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 เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน ขอบโคโลนีเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร ทั้งที่อยู

เปนไอโซเลตเด่ียวและผสมเปนคูกับไอโซเลตอ่ืน 

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 10b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    + ทรีฮาโลส   l 

กาแลกโทส   l เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   +/w แลกโทส   - 

ซูโครส    + ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    + กลีเซอรอล   + 

ซอรโบส     + 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 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 
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การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

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

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.3 Candida sp. KU-Xs34 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต KU-Xs34 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงกับ Candida yuanshanicus 

แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.6 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 9 นิวคลีโอไทด และมี

ชองวาง 6 ตําแหนง ใน 565 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได 

เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจาก

ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต KU-Xs34 และยีสต

สายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต KU-Xs34 อยูคนละตําแหนงกับ Candida 

yuanshanicus (ภาพที่ 11) และอยูบนแขนงที่แยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยัน

วาไอโซเลต KU-Xs34 เปนยีสตสปชีสใหม 
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จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต KU-Xs34 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึง

จัดจําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 11  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต KU-Xs34T และสปชีสที่ม ี

ความสัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene 

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

(Saitou and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดย

การทําซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 

เปอรเซ็นต 

 

ลักษณะของ Candida sp. KU-Xs34 

 

การเจริญในอาหาร YM broth เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและรี ขนาด 2-6 x 2-6 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวนแบบ

ไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (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 



 

 

81 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีกลมขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 12b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    + ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   + 

ซอรโบส     + 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   + 

ราฟฟโนส   w เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     w 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       w 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 
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สารประกอบยูบิควิโนน       Q7 

 

 
 

ภาพท่ี 12  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. KU-Xs34T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.4 Pichia sp. NT29 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต KU-Xs34 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงกับ Pichia exigua แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทด 2.5 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 14 นิวคลีโอไทด ใน 559 นิวคลีโอ

ไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา             

1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ 

LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT29 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต 

NT29 อยูในแขนงเดียวกับ P. exigua (ภาพที่ 13) และที่แยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ใน 

Pichia clade ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต NT29 เปนยีสตสปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT29 สรางแอสโคสปอรหลังจากบม 5 วันบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, 

corn meal agar และ Gorodkowa agar ที่ 25 องศาเซลเซียส และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Pichia 



 

 

84 

 

 
 

ภาพท่ี 13  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT29T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

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

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

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 เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางรียาว ขนาด 2-5 x 2-8 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวนแบบไม

อาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 14a) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม แบน ดาน ขอบโคโลนีไมเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar หลังจากบม 5 วัน ที่ 25 องศาเซลเซียส พบการสรางแอสโคสปอร 1-4 แอสโค

สปอรตอ 1 แอสคัส (ภาพที่ 14b) 

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด ไมพบการสรางเสนใยแทและเสนใยเทียม 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    s ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    -/w 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   - 

ซอรโบส     - 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   - 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   - เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 
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การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q7 

 

 
 

ภาพท่ี 14  สัณฐานวิทยาของ Pichia sp. NT29T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.5 Candida sp. NT31 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต NT31 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Pichia pijperi แตมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทด 4.0 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 23 นิวคลีโอไทด และมีชองวาง 2 

ตําแหนง ใน 570 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการ

แทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ

ไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT31 และยีสตสายพันธุที่มี
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ความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต NT31 อยูในแขนงเดียวกันแตอยูคนละตําแหนงกับ Pichia pijperi 

(ภาพที่ 15) และแยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต NT31 เปนยีสตส

ปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT31 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 15  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT31T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

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

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

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 เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลม รูปไขและรี ขนาด 3-6 x 4-9 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวน

แบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 16) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีนูนตรงกลาง กลม ขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด ไมพบการสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    + ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    - กลีเซอรอล   + 

ซอรโบส     + 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   - 

ราฟฟโนส   - เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       + 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     w 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 
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การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q7 

 

 
 

ภาพท่ี 16  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT31T 

การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.6  Candida sp. NT36 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต    

ไอโซเลต NT36 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Candida 

chiropterorum แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 3.0 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 17 นิวคลีโอ

ไทด และมีชองวาง 4 ตําแหนง ใน 578 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหม

ได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทดมากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สราง

จากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT36 และยีสต

สายพันธุที่มีความสัมพันธกัน พบวาไอโซเลต NT36 อยูคนละตําแหนงกับ Candida chiropterorum  

(ภาพที่ 17) และอยูบนแขนงที่แยกจากสปชีสที่มีการอธิบายแลวอ่ืนๆ ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต 

NT36 เปนยีสตสปชีสใหม 
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จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT36 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 17  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT36T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

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

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

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 เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลมและรี ขนาด 3-5 x 3-9 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียว คู หรือตอเปนเสนสาย เพิ่ม

จํานวนแบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 18a) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีกลมขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด พบการสรางเสนใยเทียมที่มีการแตกกิ่งกานสาขาแตไมพบการสรางเสนใยแท 

(ภาพที่ 18b) 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    - ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    + กลีเซอรอล   l 

ซอรโบส     + 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 

ราฟฟโนส   + เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     w 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    w 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    w 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 
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การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

ภาพท่ี 18  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT36T 

(a) การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร = 10 ไมโครเมตร) 

(b) การสรางเสนใยเทียมบนอาหาร corn meal agar หลัง บม 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส (บาร = 10 ไมโครเมตร) 

 

3.7 Candida sp. NT40 

 

จากการเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสต          

ไอโซเลต NT40 กับ สปชีสในฐานขอมูล GeneBank พบวาใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces fabryi 

แตมีการแทนที่นิวคลีโอไทด 1.2 เปอรเซนต (มีการแทนที่นิวคลีโอไทด 7 นิวคลีโอไทด ใน 570 

 นิวคลีโอไทด) ซึ่งอยูในเกณฑที่จะจัดจําแนกเปนสปชีสใหมได เน่ืองจากมีการแทนที่นิวคลีโอไทด

มากกวา 1 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณาตนไมวิวัฒนาการที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน 

D1/D2 ของ LSU rRNA gene ของยีสตไอโซเลต NT40 และยีสตสายพันธุที่มีความสัมพันธกัน 
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พบวาไอโซเลต NT40 สรางครัสเตอรกับ Debaryomyces etchellsii, D. fabryi, D. hansenii, D. 

melissophilus, D. nepalensis และ D. polymorphus โดยอยูในตําแหนงที่แตกตางกัน (ภาพที่ 19) 

ดังน้ันจึงยืนยันวาไอโซเลต NT40 เปนยีสตสปชีสใหม 

 

จากการศึกษาลักษณะตามเกณฑอนุกรมวิธานแบบดังเดิม และอนุกรมวิธานเคมี พบวา

ยีสตไอโซเลต NT40 ไมสรางแอสโคสปอร และมีฟโนไทปอ่ืนๆ เหมือนสกุล Candida ดังน้ันจึงจัด

จําแนกเปนสปชีสใหมของ Candida  

 

 
 

ภาพท่ี 19  ตนไมวิวัฒนาการที่แสดงตําแหนงของยีสตไอโซเลต NT40T และสปชีสที่มีความ 

สัมพันธกัน สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene ตามวิธี 

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

and Nei, 1987) และประเมินความนาเชื่อถือจากการวิเคราะหคา bootstrap โดยการทําซ้ํา 

1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะคา bootstrap ที่มากกวา 50 เปอรเซ็นต 

 

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 เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

เซลลมีรูปรางกลม ขนาด 3-5 x 3-5 ไมโครเมตร อยูเปนเซลลเด่ียวหรือเปนคู เพิ่มจํานวนแบบไม

อาศัยเพศโดยการแตกหนอแบบหลายขั้ว (ภาพที่ 20) 

 

การเจริญบนอาหาร YM agar เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา 

โคโลนีมีสีครีม มัน โคโลนีกลม นูน ขอบเรียบ  

 

การสรางแอสโคสปอรบนอาหาร acetate agar, malt extract agar, corn meal agar 

และ Gorodkowa agar เปนเวลา 6 สัปดาห ที่ 25 องศาเซลเซียส พบวาไมสรางแอสโคสปอร  

 

การสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร corn meal agar ดวยวิธีการ 

เลี้ยงเชื้อบนสไลด ไมพบการสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท 

 

การหมักคารโบไฮเดรต 

กลูโคส    - ทรีฮาโลส   - 

กาแลกโทส   - เมลลิไบโอส   - 

มอลโทส   - แลกโทส   - 

ซูโครส    - ราฟฟโนส   - 

ดี-ไซโลส   - 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

กลูโคส     + แปง    - 

กาแลกโทส    + กลีเซอรอล   w 

ซอรโบส     + 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   + 

ราฟฟโนส   + เมทานอล   - 

เมลลิซิโทส   + เอทานอล   + 

อินูลิน     + 

 

การแอสซิมิเลตสารประกอบไนโตรเจน 

แอมโมเนียมซัลเฟต  + โปแตสเซียมไนเตรต  - 

โซเดียมไนไตรต   - เอทิลามีนไฮโดรคลอไรด  + 

แอล-ไลซีน   + คาดาเวอรีนไดไฮโดรคลอไรด + 

 

ลักษณะอ่ืนๆ: 

การสรางกรดจากกลูโคส       - 

การเจริญบนอาหารที่ปราศจากวิตามิน     + 

การสรางสารประกอบอะมัยลอยดภายนอกเซลล    - 

การเจริญใน 0.01 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญใน 0.1 เปอรเซ็นต ไซโคลเฮกซิไมด    - 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 50 เปอรเซ็นต      + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 60 เปอรเซ็นต     + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต  + 

การเจริญบนอาหารกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 16 เปอรเซ็นต  - 

การเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 25 องศาเซลเซียส       + 

การเจริญที่ 30 องศาเซลเซียส       + 
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การเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 40 องศาเซลเซียส       - 

การเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส       - 

การไฮโดรไลซยูเรีย        - 

การทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลูบี     - 

สารประกอบยูบิควิโนน       Q9 

 

 
 

ภาพท่ี 20  สัณฐานวิทยาของ Candida sp. NT40T 

การเจริญในอาหารเหลว YM เมื่อบมเปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

(บาร = 10 ไมโครเมตร) 
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4. ความหลากหลายของยีสตท่ีใชไซโลสเพื่อการเจริญในประเทศไทย 

 

จากการจัดจําแนกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกจากตัวอยาง ดิน, สวนประกอบของ

พืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ ไดแก นํ้าและปุย จํานวน 133 ไอโซเลต พบวา

จํานวน 108 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนยีสตสปชีสที่อธิบายแลว (ตารางที่ 6 และ 7)โดยสวนใหญเปน

แอสโคมัยซีตัสยีสตใน 8 สกุล 17 สปชีส 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

จําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 2 สกุล 8 สปชีส คือ Cryptococcus heveanensis, Cryp. 

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

mycotoxinivorans และ T. terricola  นอกจากน้ียังพบวา 11 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการ

อธิบายโดย 3 ไอโซเลตเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต คือไอโซเลต NT10 ที่เหมือนกับ Candida sp. 

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

ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum sp. LY5 นอกจากน้ี 8 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัย

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 ที่อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหมใน 5 สกุล 

คือ ไอโซเลต NT23 ใกลเคียงที่สุดกับ Candida solani, ไอโซเลต KU-Xs11 ใกลเคียงที่สุดกับ 

Geotrichum silvicola , ไอโซเลต KU-Xs 73 ใกลเคียงที่สุดกับ Sporopachydermia lactativora, 

ไอโซเลต SN1-4 ใกลเคียงที่สุดกับ Zygoascus hellenicus และไอโซเลต A20-1 ใกลเคียงที่สุดกับ T. 

mycotoxinivorans  

 

จากผลการจัดจําแนกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญขางตนแสดงวา 67.6 เปอรเซ็นตของ

ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว (73 ไอโซเลต) จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต โดยสปชีสที่พบ

มาก คือ C. tropicalis (25 ไอโซเลต) และ P. caribbica (20 ไอโซเลต) และ 32.4 เปอรเซ็นตของ

ยีสตสปชีสที่มีการอธิบายแลว (35 ไอโซเลต) จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต โดยสปชีสที่

พบมาก คือ Cryp. laurentii (9 ไอโซเลต) และ T. mycotoxinivorans (8 ไอโซเลต)  
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 เมื่อวิเคราะหความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสโดยแยกตามกลุมตัวอยางที่แบงไดเปน 3 

กลุมคือ (1) ดิน (2) สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และ (3) อ่ืนๆ ไดแก นํ้า 

และปุย (ตารางที่ 10) ไดผลดังน้ี 

 

(1) ยีสตที่แยกจากตัวอยางดิน 37 ตัวอยาง จํานวน 61 ไอโซเลต พบวา 23 ไอโซเลต 

จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 9 สกุล 13 สปชีส 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 โดยสปชีสที่พบบอย คือ C. tropicalis (10 ไอโซเลต) และ 22     

ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 2 สกุล 7 สปชีส คือ Cryptococcus humicola,   

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

terricola  

 

นอกจากน้ียังพบวา  11 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบายโดย 3 ไอโซเลต

เปนแอสโคมัยซีตัสยีสต คือไอโซเลต NT10 ที่เหมือนกับ Candida sp. NRRL Y-27159, ไอโซเลต 

NT21 ที่เหมือนกับ Geotrichum sp. LY16 และไอโซเลต NT49 ที่ใกลเคียงที่สุดกับ Geotrichum sp. 

LY5 นอกจากน้ี 8 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 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

เปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม คือ ไอโซเลต NT23 ใกลเคียงที่สุดกับ C. solani และ    

ไอโซเลต A20-1 ใกลเคียงที่สุดกับ T. mycotoxinivorans และจํานวน 3 ไอโซเลตเปนยีสตสปชีส

ใหม คือ ไอโซเลต NT29 ใกลเคียงที่สุดกับ P. exigua,ไอโซเลต NT31 ใกลเคียงที่สุดกับ P. pijperi 

และไอโซเลต NT36 ใกลเคียงที่สุดกับ C. chiropterorum  

 

(2) ตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร จากการแยกยีสตจาก

สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 38 ตัวอยาง แยกยีสตได 64 ไอโซเลต โดย 45 

ไอโซเลต จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 9 สกุล 14 สปชีส คือ Candida blankii, C. 

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

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

สปชีสที่พบบอย คือ Candida tropicalis (14 ไอโซเลต) และ Pichia caribbica (14 ไอโซเลต) สวน

อีก 11 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 2 สกุล 4 สปชีส คือ Cryptococcus 
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heveanensis, Cryp. laurentii, Trichosporon asahii และ T. mycotoxinivorans โดยสปชีสที่พบบอย 

คือ C. tropicalis (5 ไอโซเลต) 

 

นอกจากน้ียังพบวา 2 ไอโซเลต อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม คือ       

ไอโซเลต KU-Xs11 ใกลเคียงกับ Geotrichum silvicola และไอโซเลต KU-Xs73 ใกลเคียงกับ 

Sporopachydermia lactativora และจํานวน 6 ไอโซเลตเปนยีสตสปชีสใหม คือ ไอโซเลต A6-2 

ใกลเคียงที่สุดกับ Candida sp. HA174, ไอโซเลต KU-Xs 13, ไอโซเลต KU-Xs18 และ ไอโซเลต 

KU-Xs 20 ใกลเคียงที่สุดกับ C. lodderae, KU-Xs34 ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ Candida yuanshanicus 

และไอโซเลต NT40 ใกลเคียงที่สุดกับ Debaryomyces fabryi 

 

(3) ตัวอยางอ่ืนๆ ไดแก นํ้าและปุย จากการแยกยีสตจากตัวอยางดังกลาวจํานวน 4 ตัวอยาง 

แยกยีสตได 8 ไอโซเลต โดย 5 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนแอสโคมัยซีตัสยีสต 3 สกุล คือ Candida 

tropicalis, Pichia caribbica และ Zygoascus hellenicus มี 2 ไอโซเลต จัดจําแนกเปนเปนแบสิดิโอ

มัยซีตัสยีสต 2 สกุล 2 สปชีส คือ Trichosporon asahii และ T. mycotoxinivorans  

 

นอกจากน้ียังพบวา 1 ไอโซเลต อาจจะเปนยีสตที่อธิบายแลวหรือยีสตสปชีสใหม คือ       

ไอโซเลต SN1-4 ใกลเคียงที่สุดกับ Zygoascus hellenicus 
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ตารางท่ี 10  เปรียบเทียบชนิดของยีสตสปชีสที่อธิบายแลวที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกจาก   

 ตัวอยาง 3 กลุม คือ ดิน สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และ  

 ตัวอยางอ่ืนๆ ในประเทศไทย 

 

Group 

ดิน 
สวนประกอบของพืช  

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  (ตอ) 

 

Group 

ดิน 
สวนประกอบของพืช  

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  (ตอ) 

 

Group 

ดิน 
สวนประกอบของพืช  

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 

 

เมื่อเปรียบเทียบกับการรายงานความหลากหลายของยีสตจากแหลงตางๆ ในประเทศไทย

กอนหนาน้ี พบวายีสตที่สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกไดจากการศึกษาน้ีทั้งหมด 26 สปชีส 

มี 15 สปชีส เปนสปชีสที่เคยมีรายงานการพบจากตัวอยางตางๆในประเทศไทยที่ทําการแยกออกมา

ศึกษาโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM broth ซึ่งมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

(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; รุงลักษณ, 2552; Limtong et al., 2008a) แสดงให

เห็นวายีสตสปชีสดังกลาวสามารถใชทั้งกลูโคสและไซโลสเพื่อการเจริญไดดีและยังพบ 11 สปชีสที่
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สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญไดดีที่ยังไมมีรายงานการคนพบจากการใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนใน

อาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนในประเทศไทย คือ B. californica, C. blankii,         

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

terrestris, T. terricola และ T. moniliiforme  

 

จากผลการวิเคราะหความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกจากตัวอยาง 

ดิน, สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ จํานวน 133 ไอโซเลต 

พบวามี 11 สปชีสที่แยกไดจากตัวอยางดินเทาน้ัน คือ B. californica, C. maltosa, C. pseudolambica, 

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

T. terricola สวน 5 สปชีส แยกไดจากตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร

เทาน้ัน คือ C. blankii, C. coipomoensis, C. membranifaciens, C. pyralidae, Cryp. heveanensis และ

มีจํานวน 1 สปชีส ซึ่งแยกไดจากตัวอยางอ่ืนๆ (นํ้า) เทาน้ัน คือ Z. hellenicus  นอกจากน้ันพบวามี 5 

สปชีส ที่แยกไดจากตัวอยาง 2 กลุม คือ ตัวอยางดินและตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือ

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

Cryp. laurentii และพบ 4 สปชีส แยกไดจากตัวอยางทั้ง 3 กลุม คือ C. tropicalis, P. caribbica, T. 

asahii, และ T. mycotoxinivorans  

 

 เมื่อเปรียบเทียบยีสตที่แยกไดจากดินเทาน้ันในการศึกษาน้ี 11 สปชีส คือ B. californica,   

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

saturnus, S. saitoi, T. moniliiforme, T. terricola กับการรายงานการศึกษายีสตในดินในประเทศไทย

กอนหนาน้ี พบวา 5 สปชีส เคยมีรายงานการพบในประเทศไทยแลว โดย 3 สปชีส คือ C. maltosa 

(ไอโซเลต NT33), D. fabryi (ไอโซเลต NT16) และ L. saturnus (ไอโซเลต NT24) ซึ่งแยกไดจาก

ตัวอยางดินในภาคเหนือในการศึกษาน้ีเคยมีรายงานการคนพบในดินที่เก็บจากปาในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ (รุงลักษณ, 2552) และดินในอุทยานแหงชาตินํ้าหนาว จังหวัดเพชรบูรณ 

(Sumpradit, 2005) แตยังไมพบในตัวอยางชนิดอ่ืนๆในประเทศไทย จึงอาจกลาวไดวาดินเปนแหลง

ที่อยูที่เหมาะสมสําหรับยีสต 3 สปชีสน้ี สวน C. pseudolambica (ไอโซเลต NT20) เคยมีรายงานวา

พบจากแหลงที่อยูหลากหลาย คือ ดินในปาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (รุงลักษณ, 2552), จาก

อุทยานแหงชาตินํ้าหนาว (Sumpradit, 2005), นํ้าจากปาชายเลน (ชนิตา, 2552; สมจิต, 2551) และ

ตะกอนดินจากปาชายเลน (ชนิตา, 2552) ในขณะที่สปชีส Cryp. humicola (ไอโซเลต NT06, NT14, 

NT37, NT38 และ NT48) มีรายงานการคนพบจากตัวอยางเห็ด (Jindamorakot, 2006) จึงอาจกลาว

ไดวา C. pseudolambica และ Cryp. humicola ไมไดมีความจําเพาะกับแหลงที่อยู เน่ืองจากนอกจาก
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จะพบในดินจากการศึกษาน้ีแลวยังพบจากแหลงที่อยูอ่ืนๆ ดวย นอกจากน้ันพบยีสต 6 สปชีส คือ B. 

californica, Cryp. terrestris, Geotrichum silvicola, S. saitoi, T. moniliiforme, T. terricola ยังไมเคย

มีรายงานการคนพบในประเทศไทย 

 

ยีสตที่แยกไดจากตัวอยางสวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเทาน้ัน 

จํานวน 5 สปชีส คือ C. blankii, C. coipomoensis, C. membranifaciens, C. pyralidae และ Cryp. 

heveanensis พบวามี 2 สปชีส ที่เคยมีรายงานการพบในประเทศไทยแลว คือ สปชีส C. 

membranifaciens ซึ่งในการศึกษาน้ีแยกไดจากฟางแหง (ไอโซเลต KU-Xs48) และฟางหมัก        

(ไอโซเลตKU-Xs56) เคยมีรายงานการคนพบจากตัวอยางนํ้าจากปาชายเลนบริเวณอุทยานแหงชาติ

เขาลําป-หาดทายเหมือง จังหวัดพังงา (Limtong et al., 2008a) และ Cryp. heveanensis ซึ่งแยกได

จากยางตนจามจุรี (ไอโซเลต KU-Xs51) เคยมีรายงานการคนพบจากตัวอยางขุยแมลง 

(Jindamorakot, 2006) และ 3 สปชีส คือ C. blankii, C. coipomoensis และ C. pyralidae ยังไมมี

รายงานการคนพบในประเทศไทย ยีสตสปชีส Z. hellenicus ซึ่งแยกไดจากตัวอยางนํ้า (ไอโซเลต 

SN1-1) ยังไมมีรายงานการคนพบในประเทศไทย 

 

นอกจากจะพบยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญสปชีส Candida pseudointermedia, C. 

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

kudriavzevii, P. caribbica, Trichosporon asahii, และ T. mycotoxinivorans จากตัวอยางมากกวา

หน่ึงชนิดในการศึกษาน้ีแลว ยังมีรายงานการคนพบยีสตสปชีสดังกลาวจากตัวอยางอ่ืนดังแสดงใน

ตารางที่ 11 ยกเวนสปชีส L. rhodanensis ที่ยังไมมีการรายงานการคนพบในประเทศไทย ซึ่งการที่

พบยีสตจากหลายแหลงที่อยูอาจมีสาเหตุมาจากการปนเปอนกันระหวางยีสตจากแหลงที่อยูหน่ึง

ไปสูอีกแหลงที่อยูหน่ึงในสิ่งแวดลอมโดยอาศัยพาหะ เชน คน สัตว ลมและฝน แสดงใหเห็นวา

ยีสตสปชีสเหลาน้ีสามารถใชสารอาหารเพื่อการเจริญไดหลายชนิดและสามารถอยูใน

สภาพแวดลอมไดหลายสภาวะ หรืออาจเปนยีสตที่มีมากในสิ่งแวดลอม 

 

จากการศึกษาน้ีซึ่งแยกเชื้อโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลสเปน

แหลงคารบอนใหผลที่แตกตางจากการแยกเชื้อโดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

คือ พบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสตมากถึง 32.4 เปอรเซ็นต (35 ไอโซเลต) ของยีสตสปชีสที่มีการอธิบาย

แลว โดยในตัวอยางดินซึ่งเปนแหลงที่มียีสตหลายชนิดอาศัยอยูรวมกัน พบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 

จํานวน 22 ไอโซเลต จัดจําแนกเปน 2 สกุล 7 สปชีส คือ Cryp. humicola, Cryp. laurentii, Cryp. 

terrestris, T. asahii, T. moniliiforme, T. mycotoxinivorans, T. terricola และยังพบวา 8 ไอโซเลต 
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เหมือนกับสปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย คือ Cryptococcus cf. podzolicus และ Trichosporon sp. CBS 

8686 เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานของ Sumpradit (2005) ซึ่งศึกษาความหลากหลายของยีสตในดิน

จากปาดิบเขา ปาเบญจพรรณ และปาเต็งรัง และปาสน จากอุทยานแหงชาตินํ้าหนาว ที่แยกยีสตได 

340 ไอโซเลต แตไมพบวามีไอโซเลตใดเปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต ในขณะที่รุงลักษณ (2552) ซึ่ง

ศึกษาความหลากหลายยีสตจากดินปาในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย แยกยีสตได 102 

ไอโซเลต จัดจําแนกเปนยีสตที่มีการอธิบายแลว 82 ไอโซเลต แตพบแบซิโอมัยซีตัสยีสตเพียง 1    

ไอโซเลต คือ T. mycotoxinivorans สาเหตุที่พบผลการศึกษาแบบน้ีอาจจะเปนเพราะ Cryptococcus 

และ Trichosporon สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญไดดีกวากลูโคส จึงพบมากเมื่อแยกโดยการเพิ่ม

จํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลส 
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ตารางท่ี 11  เปรียบเทียบชนิดของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกไดจากงานวิจัยน้ี และยีสตที่ใชกลูโคสเพื่อการเจริญที่เคยมีการรายงานการคนพบจาก 

      ตัวอยางตางๆ ในประเทศไทย 

 

สปชีส ดิน 
สวนประกอบของพืช อ่ืนๆ   

ดิน1,2 
ตะกอนดิน น้ํา อินทรียวัตถุ 

ขุยแมลง7 มอส7 เห็ด7 
วัสดุเหลือทิ้งการเกษตร น้ําจืด ปุย 

 
ปาชายเลน3 ปาชายเลน3, 4, 5 ปาชายเลน6 

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  (ตอ) 

 

สปชีส ดิน 
สวนประกอบของพืช อ่ืนๆ   

ดิน1,2 
ตะกอนดิน น้ํา อินทรียวัตถุ 

ขุยแมลง7 มอส7 เห็ด7 
วัสดุเหลือทิ้งการเกษตร น้ําจืด ปุย 

 
ปาชายเลน3 ปาชายเลน3,4,5 ปาชายเลน6 

Cryptococcus laurentii  + + 

       

+ 

  Trichosporon asahii  + + 

 

+ 

     

+ + 

 Trichosporon + + + 

  

+ 

         mycotoxinivorans 

             

หมายเหตุ   1 Sumpradit, 2005; 2 รุงลักษณ, 2552; 3 ชนิตา, 2552; 4 สมจิต, 2551; 5 Limtong et al., 2008a; 6 กุสุมาวดี, 2549; 7 Jindamorakot, 2006
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4. การคัดเลือกยีสตท่ีหมักเอทานอลจากไซโลส 

 

เพื่อคัดเลือกยีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลสจึงนํายีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญที่แยกได

ทั้งหมด จํานวน 133 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอลจากไซโลสโดยการ

เพาะเลี้ยงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 

บมที่ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที นาน 96 ชั่วโมง วิเคราะหการ

เจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยเคร่ือง 

Gas chromatography พบวา มียีสตเพียง 8 ไอโซเลต 3 สปชีส 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) สามารถหมักใหเอทานอลความเขมขน 1.70, 

0.98, 1.53, 1.56 , 1.78, 1.64, 1.03 และ 1.45 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเจริญใหเซลลวัดเปนความ

ขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากับ 45.5, 43.6, 50.1, 23.1, 24.9, 31.3, 47.4 และ 41.8 

ตามลําดับ ในขณะที่การเจริญและการหมักเอทานอลจากไซโลสของ Scheffersomyces (Pichia) 

stipitis CBS 5773 ซึ่งเปนยีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลสไดที่ใชเปนสายพันธุเปรียบเทียบให       

เอทานอลสูงกวามาก คือ 5.27 กรัมตอลิตร และเจริญใหเซลลวัดเปนความขุนที่ความยาวคลื่น 660 

นาโนเมตรเทากับ 6.5 ที่เวลาเดียวกัน ในขณะที่ Saccharomyces cerevisiae M30 ซึ่งเปนยีสตที่ไม

สามารถเจริญและหมักเอทานอลจากไซโลสไดน้ัน พบวามีการเจริญเล็กนอยใหเซลลวัดเปนความ

ขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรเทากับ 1.90 ซึ่งนาจะเปนผลจากการใชคารบอนปริมาณนอยที่มี

ใน yeast extract และ peptone เพื่อการเจริญทําใหมีการเพิ่มของความขุนเพียงเล็กนอยโดยไมพบ

การผลิตเอทานอล (ตารางที่ 12) 

 

นอกจากน้ีไดทําการทดสอบความสามารถในการหมักเอทานอลจากไซโลสเพิ่มเติมเพื่อ

อธิบายยีสตสปชีสใหม Candida saraburiensis sp. nov. 3 ไอโซเลต คือ KU-Xs13T, KU-Xs18 และ 

KU-Xs20 โดยการสังเกตุการสรางแกสในหลอดดักแกส (Durham tube) ตามวิธีของ Yarrow (1998) 

พบวาไมมีการสรางแกส เมื่อบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสนาน 28 วัน และทําการเพาะเลี้ยงใน

อาหาร 4% D-Xylose-YP broth และ 8% D-Xylose-YP broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก

ขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมง นาน 120 ชั่วโมง วิเคราะหการเจริญโดยวัดคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 

นาโนเมตร และวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดย เคร่ือง Gas chromatography พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงใน

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

KU-Xs20 เร่ิมมีการหมักเอทานอลเมื่อบมนาน 24 ชั่วโมง สามารถหมักใหเอทานอลความเขมขน   
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เอทานอลสูงสุดเมื่อบมนาน 72 ชั่วโมง และความเขมขนเอทานอลลดลงเปนศูนยเมื่อบมนาน 96 

ชั่วโมง โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 เปอรเซ็นตสามารถหมักให         

เอทานอลความเขมขนเอทานอลสูงสุด เทากับ 3.11, 3.58 และ 3.57 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แตเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 8 เปอรเซ็นต ใหความเขมขนเอทานอลสูงสุด 

เทากับ 2.79, 2.43 และ 2.58 ตามลําดับ ซึ่งตํ่ากวาเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลส 4 เปอรเซ็นต ในขณะ

ที่ Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS 5773 ใหความเขมขนเอทานอลสูงสุด 8.43 กรัมตอลิตร 

เมื่อบมนาน 72 ชั่วโมงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 เปอรเซ็นต และ 16.44 กรัมตอลิตร 

เมื่อบมนาน 96 ชั่วโมงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 8 เปอรเซ็นต และไมพบการหมัก       

เอทานอลโดย Saccharomyces cerevisiae M30 ในอาหารทั้งสองชนิด  

 

 
 

ภาพท่ี 21  ความเขมขนของเอทานอล (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  ความเขมขนของเอทานอล (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  

 

 เมื่อวิเคราะหการเจริญในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 เปอรเซ็นต พบวาไอโซเลต 

KU-Xs13, KU-Xs18 และ KU-Xs20 เจริญใหเซลลสูงสุดวัดเปนความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโน

เมตร เทากับ 25.55, 27.45, 26.15 ตามลําดับ เมื่อบมนาน 96 ชั่วโมง และหลังจากน้ันการเจริญมี

แนวโนมลดลง และเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 8 เปอรเซ็นต พบวาที่ชั่วโมง

ที่ 120 ใหคาความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากับ 42.65, 44.40, 45.20 ตามลําดับ และ

การเจริญยังมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น ในขณะที่ Scheffersomyces (Pichia) stipitis CBS 5773 เจริญให

เซลลสูงสุดวัดเปนความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากับ 16.45 และ 16.20 เมื่อบมนาน 96 

ชั่วโมง ในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลส 4 และ 8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งตํ่ากวาคาการเจริญ

ของไอโซเลต KU-Xs13, KU-Xs18 และ KU-Xs20 แสดงใหเห็นวาทั้ง 3 ไอโซเลต สามารถใช

ไซโลสเพื่อการเจริญไดดีกวาการหมักเอทานอลจากไซโลส (ภาพที่ 21, 22) 
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Toivola et al. (1984) ทําการทดสอบการหมักเอทานอลจากไซโลสของยีสตมากกวา 200 

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

บรรจุในหลอดทดลองที่บรรจุหลอดดักแกส (Durham tube) บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 10 วัน พบวามีเพียง 6 สปชีส 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 สามารสรางแกสใน หลอดดัก

แกส และเมื่อปนเหว่ียงนําสวนใสไปวิเคราะหเอทานอลโดยใช gas chromatography พบวานอกจาก 

6 สายพันธุใน 6 สปชีส ที่สรางแกสในหลอดดักแกสแลว ยังพบวาบางสายพันธุของ 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 

สามารถหมักเอทานอลจากไซโลสไดโดย 6 สายพันธุที่สรางแกสในหลอดดักแกสใหความเขมขนเอ

ทานอลอยูในชวง 1.8-6.6 กรัมตอลิตร ในขณะที่สายพันธุสามารถหมักเอทานอลจากไซโลส โดย

สายพันธุที่ไมพบการสรางแกสจะใหความเขมขนเอทานอลอยูในชวง 0.1-1 กรัมตอลิตร สวน Rao 

et al. (2008) รายงานผลการแยกและจัดจําแนกยีสตที่สามารถหมักไซโลสเปนเอทานอลจากผลไม

และเปลือกไม ในประเทศอินเดีย สามารถแยกยีสตได 374 ไอโซเลต และเมื่อทดสอบการหมักเอทา

นอลในอาหารไซโลส พบวามีเพียง 27 ไอโซเลต ที่สามารถผลิตเอทานอลจากไซโลส โดยใหเอทา

นอล 0.12-0.38 กรัมตอกรัมไซโลส โดยเมื่อจัดจําแนกโดยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล พบวายีสตที่

สามารถผลิตเอทานอลจากไซโลสประกอบดวย 20 สปชีส 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) ที่กลาวมาขางตน พบวาในงานน้ีสามารถแยกยีสตสปชีส C. maltosa, C. tropicalis, D. 

hansenii, P. kudriazevii, P. membranaefaciens ซึ่งเปนสปชีสที่ไมพบการสรางแกสในหลอดดัก

แกส แตไมพบการหมักเอทานอลจากไซโลสของยีสตสปชีสดังกลาวในการศึกษาคร้ังน้ี อาจ

เน่ืองมาจากยีสตบางสายพันธุใน 5 สปชีสดังกลาวเทาน้ันที่สามารถหมักเอทานอลไดบางสายพันธุ

เทาน้ัน หรืออาจเกิดเน่ืองจากความเขมขนของเอทานอลที่สามารถหมักไดคอนขางตํ่า เกิดการระเหย

ในระหวางการหมักและทําใหไมสามารถตรวจวัดได นอกจากน้ันจากการศึกษาคร้ังน้ีพบ
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ความสามารถในการหมักไซโลสของสายพันธุของยีสตในสกุล Candida blankii และ Zygoascus 

hellenicus ซึ่งแตกตางจากการรายงานของ Toivola et al. (1984) และ Rao et al. (2008) และที่ไม

พบวายีสตทั้งสองสปชีสหมักเอทานอลจากไซโลสได 

 

ตารางท่ี 12  ความสามารถในการเจริญและการหมักเอทานอลจากไซโลสของยีสตที่แยกได 

 

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 
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ตารางท่ี 12  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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  (ตอ) 

 

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 

 

ศึกษาความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญโดยแยกยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการ

เจริญจากตัวอยาง ดิน, สวนประกอบของพืชและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และตัวอยางอ่ืนๆ 

ไดแก นํ้าและปุย จํานวน 79 ตัวอยางโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารที่มีไซโลสเปนแหลง

คารบอน ได 133ไอโซเลต เมื่อจัดจําแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลดวยการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดในโดเมน D1/D2 ของ LSU rRNA gene และวิเคราะหความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการไดผลดังน้ี 

 

1. สปชีสที่อธิบายแลวม ี108 ไอโซเลต (คิดเปน 81.2 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) 

 

1.1 แอสโคมัยซีตัสยีสตมี 73 ไอโซเลต จัดจําแนกเปน17 สปชีส 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 จัดจําแนกเปน8 สปชีส ใน 2 สกุล คือ 

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

T. moniliiforme, T. mycotoxinivorans และ T. terricola   

 

2. สปชีสที่ยังไมมีการอธิบาย 

 

พบมี 11 ไอโซเลต (คิดเปน 8.3 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) โดย 3 ไอโซเลต

เหมือนกับสปชีสที่เปนแอสโคมัยซีตัสยีสต คือ Candida sp. NRRL Y-27159, Geotrichum sp. 

LY16 และ Geotrichum sp. LY5 ในขณะที่ 8 ไอโซเลตเหมือนกับสปชีสที่เปนแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต 

คือ Cryptococcus cf. podzolicus  และ Trichosporon sp. CBS 8686  
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3. สปชีสที่อาจเปนสปชีสที่อธิบายแลวหรือสปชีสใหม 

 

พบมี 5 ไอโซเลต (คิดเปน 3.8 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) ซึ่งใกลเคียงที่สุดกับ 

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

Trichosporon mycotoxinivorans  

 

4. สปชีสใหม 

 

พบมี 9 ไอโซเลต (คิดเปน 6.8 เปอรเซ็นตของยีสตที่ศึกษา) จัดจําแนกเปนสปชีสใหม 7 

สปชีส 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  

 

จากการวิเคราะหความหลากหลายของยีสตที่ใชไซโลสเพื่อการเจริญ ไดผลดังน้ี  

 

1. พบแอสโคมัยซีตัสยีสต 67.6 เปอรเซ็นต (73 ไอโซเลต) และพบแบสิดิโอมัยซีตัสยีสต

มากถึง 32.4 เปอรเซ็นต (35 ไอโซเลต) ของยีสตในกลุมสปชีสที่มีการอธิบายแลว โดยพบแบสิดิโอ

มัยซีตัสยีสตมากกวาที่เคยมีรายงานมากอน 

 

2. สปชีสที่พบบอย คือ Candida tropicalis และ Pichia caribbica 

 

3. ยีสตที่สามารถใชไซโลสเพื่อการเจริญในการศึกษาน้ีจํานวนทั้งหมด 25 สปชีส พบวามี 

15 สปชีส เปนสปชีสที่เคยมีรายงานวาพบจากตัวอยางตางๆในประเทศไทยเมื่อทําการแยกออกมา

ศึกษาโดยใชเทคนิคการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนมากอน 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 สปชีส ยังไมเคยรายงาน 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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เพื่อคัดเลือกยีสตที่หมักเอทานอลจากไซโลสจึงทดสอบการหมักเอทานอลจากไซโลสของ

ยีสตที่แยกทั้งหมดได 133 ไอโซเลต โดยการเพาะเลี้ยงในอาหาร 4% D-Xylose-YP broth ใน 

ฟลาสกและบมแบบเขยา ที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 96 ชั่วโมง พบยีสต 8 ไอโซเลต ใน 3 สปชีส 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 กรัมตอลิตร 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

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

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเปน 5.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

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

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

วุน 15  กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเปน 5.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมอล 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

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

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

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

 

ไซโลส 20   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 
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เปปโทน  10   กรัม 

วุน 15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

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

 

ไซโลส 40   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

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

 

ไซโลส 40   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

วุน 15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

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

 

ไซโลส 80   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  20   กรัม 

เปปโทน  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 



135 
 

 

8. Yeast extract malt extract (YM) agar 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

เปปโทน  5   กรัม 

กลูโคส  10   กรัม 

วุน  15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

9. Yeast extract malt extract (YM) broth 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

เปปโทน  5   กรัม 

กลูโคส  10   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000  มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

10. Yeast extract malt extract (YM) broth ที่มีสารละลายกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  3   กรัม 

เปปโทน  5   กรัม 

กลูโคส  10   กรัม 

กลีเซอรอล  100   มิลลิลิตร 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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11. Yeast extract peptone dextrose (YPD) broth 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  10   กรัม 

เปปโทน  20   กรัม 

กลูโคส  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

12. 5% malt extract agar 

 

มอลทเอ็กซแทร็กซ  50   กรัม 

วุน  15   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส 1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

13. Fowell’ s acetate agar 

 

โซเดียมอะซิเตท  5   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

14. Corn meal agar 

 

Corn meal agar  1.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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15. Gorodkowa agar 

 

กลูโคส  0.1   กรัม 

เปปโตน  1.0   กรัม 

โซเดียมคลอไรด  0.5   กรัม 

วุน  2.0   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

16. Stock carbon solution (10X) 

 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

สารประกอบคารบอน  5   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอน และเก็บใน 

ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

17. อาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบคารบอน 

 

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

ซึ่งบรรจุนํ้ารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ  1.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวที่อุณหภูมิหอง 

นาน 3-5 วัน เพื่อตรวจสอบการปนเปอน การเตรียมอาหารทดสอบการแอสซิมิเลตสารประกอบ  

คารบอนน้ัน มีสารประกอบคารบอน 7 ชนิด ที่ตองเตรียมใหมทุกคร้ังที่ทําการทดสอบ ไดแก อินูลิน 

เอทานอล เมทานอล แปง กาแลกทิทอล 2-คีโต-ดี-กลูโคเนต และ 5-คีโต-ดี-กลูโคเนต 

 

18. Yeast carbon base (10X) 

 

ยีสตคารบอนเบส (Difco)  11.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 

บรรจุนํ้ารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร 

 

20. Stock nitrogen solution (10X) 

 

ยีสตคารบอนเบส (Difco)  11.7   กรัม 

สารประกอบไนโตรเจน*  X   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอนและเก็บในตู 

แชแข็งอุณหภูมิ -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 

 

ชั่งวุน 1.67 กรัม ละลายในนํ้ารีเวอรสออสโมซิส 90 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีรอจนวุนอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เติม stock 

nitrogen solution (10X) ปริมาตร10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเทลงเพลทที่ผานการฆาเชื้อ 

 

22. Fermentation basal medium 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  4.5   กรัม 

เปปโทน  7.5   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

บรอมไทมอลบลู จํานวนเล็กนอยเพื่อใหมีสีเขียวเขม 

แบง fermentation basal medium ลงในหลอดขนาด 13x100 มิลลิเมตร ซึ่งภายในมีหลอด 
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ดักแกส หลอดละ 2 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากน้ัน 

เติมสารละลายนํ้าตาลที่ตองการทดสอบซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาด  

รูกรอง 0.2 ไมครอน ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอด ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 2 เปอรเซ็นต 

(ยกเวนราฟฟโนสใชความเขมขนสุดทายเทากับ 4 เปอรเซ็นต) 

 

23. Fermentation test of glucose 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  4.5   กรัม 

เปปโทน  7.5   กรัม 

กลูโคส  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

บรอมไทมอลบลู จํานวนเล็กนอยเพื่อใหมีสีเขียวเขม 

แบงใสหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซึ่งภายในมีหลอดดักแกส หลอดละ 5 มิลลิลิตร 

และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 5.5 และฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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25. Custer’s chalk medium 

 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  5   กรัม 

กลูโคส  50   กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต  5   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

เมื่ออุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ทําการเทลงบนเพลทที่ผานการฆาเชื้อ โดยเขยา 

ขวดเพื่อใหแคลเซียมคารบอเนตละลายเปนเน้ือเดียวกับอาหาร  

 

26. อาหารตรวจสอบความตานทานไซโคลเฮกซิไมด 

 

1) การเตรียม Basal medium (10X) 

 

ไซโคลเฮกซิไมด 1 กรัม ละลายในอะซิโตน 2.5 มิลลิลิตร 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)  6.7   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอน 

 

2) Active medium 

 

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

นํ้ารีเวอรสออสโมซิสที่ผานการฆาเชื้อ 1.8 มิลลิลิตร 
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27. การเจริญในอาหารที่มีแรงดันออสโมซิสสูง 

 

1) อาหารที่มีกลูโคส 50 เปอรเซ็นต 

 

กลูโคส  50   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  1   กรัม 

วุน  1.3   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 

2) อาหารที่มีกลูโคส 60 เปอรเซ็นต 

 

กลูโคส  60   กรัม 

ยีสตเอ็กซแทร็กซ  1   กรัม 

วุน  1.3   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส 100   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 

3) อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 10 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมคลอไรด  100   กรัม 

กลูโคส  50   กรัม 

ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

4) อาหารที่มีกลูโคส 5 เปอรเซ็นต กับโซเดียมคลอไรด 15 เปอรเซ็นต 

 

โซเดียมคลอไรด  150   กรัม 

กลูโคส  50   กรัม 
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ยีสตไนโตรเจนเบส  6.7   กรัม 

วุน  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

28. Christensen’s urea agar 

 

1) การเตรียมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต 

 

ยูเรีย  20   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  100   มิลลิลิตร 

ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูกรอง  0.2 ไมครอน 

 

2) การเตรียมอาหารทดสอบการไฮโดรไลตยูเรีย  

 

กลูโคส  1   กรัม 

เปปโทน  1   กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)  2   กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2   กรัม 

วุน  20   กรัม 

ฟนอลเรด  0.012   กรัม 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  1000   มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 6.8 แบงใสหลอดละ 4.5 มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา 

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากน้ันเติมสารละลายยูเรีย 20 เปอรเซ็นต 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 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส 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 

เมื่อเตรียมเสร็จแลวควรเก็บไวในที่เย็น และใชภายใน 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 

ละลายใหเขากันโดยใชนํ้ารีเวอรสออสโมซิส ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร และ 

นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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5. Stock ethidium bromide 

 

ชั่ง ethidium bromide 1 กรัม ละลายในนํ้ารีเวอรสออสโมซิส 100 มิลลิลิตร ใสขวดสีชา 

และเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

 

6. Loading dye 

 

บรอมฟนอล บล ู 0.25   กรัม 

กลีเซอรอล  30   มิลลิลิตร 

เติมนํ้ารีเวอรสออสโมซิสใหครบ 100 มิลลิลิตร 

 

7. 1kb DNA ladder (DNA marker) 

 

DNA ladder  1   ไมโครลิตร 

6X loading Dye  1  ไมโครลิตร 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  4   ไมโครลิตร 

 

8. 2.5 mM dNTP 

 

dATP  25   ไมโครลิตร 

dCTP  25   ไมโครลิตร 

dGTP  25   ไมโครลิตร 

dTTP  25   ไมโครลิตร 

นํ้ารีเวอรสออสโมซิส  4   ไมโครลิตร 



145 
 

 

ภาคผนวก ข 

ผลงานที่ไดรับการยอมรับใหตีพิมพในวารสาร 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 

ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  

 - รางวัลผลการเรียนดีเดน เปนผูสอบไดแตมระดับคะแนน

เฉลี่ยในปการศึกษา 2549 ต้ังแต 3.25 ขึ้นไป (พ.ศ. 2551) 

- ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) เกียรตินิยม

อันดับสอง (พ.ศ. 2551) 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ  

 ไดรับทุนจากโครงการสถาบันบัณฑิตวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีไทย (TGIST) เปนระยะเวลา 2 ป (พ.ศ. 2551- 

2553) 

ประวัติการฝกงานและประสบการณการทํางาน 

 เขารับการฝกงานและฝกอบรมจากสถาบันคนควาและ

พัฒนาผลิตภัณฑอาหาร 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



