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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1  ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
 ในปจจุบันความตองการน้ํามันซ่ึงใชเปนแหลงพลังงานและเชื้อเพลิงเพ่ิมมากข้ึน  ทําใหน้ํามัน
เชื้อเพลิงจากปโตรเลียมมีราคาแพงและมีแนวโนมท่ีจะแพงยิ่งข้ึนในอนาคตเนื่องจากการเพ่ิมข้ึนของ
จํานวนประชากรท่ัวโลก  ประกอบกับการเจริญเติบโตของเศรษฐกิจและอุตสาหกรรมสงผลทําให
ปริมาณความตองการใชพลังงานเชื้อเพลิงเพ่ิมสูงข้ึนอยางตอเนื่อง  ซ่ึงตรงขามกับการมีอยูของแหลง
พลังงานท่ีนับวันยิ่งมีปริมาณลดลงและกําลังเปนท่ีขาดแคลนอยางมาก  จึงมีความจําเปนอยางยิ่งท่ีจะ
คิดคนหาทางเลือกใหมท่ีจะนํามาใชเปนแหลงพลังงานทดแทน  ซ่ึงประเทศไทยเปนประเทศหนึ่งท่ีมีการ
เติบโตและพัฒนาอยางรวดเร็วในหลายๆ ดาน  ลวนตองการใชพลังงานจากน้ํามันเชื้อเพลิงท้ังสิ้น  
ดังนั้นเพ่ือเปนการแกไขปญหาดังกลาวทางเลือกหนึ่งท่ีเหมาะสมคือ  ดวยประเทศไทยเราเปนประเทศ
เกษตรกรรม  การนําวัตถุดิบทางการเกษตรท่ีสามารถผลิตไดในประเทศไทยมาใชเปนวัตถุดิบในการ
ผลิตเปนพลังงานทดแทน  เพ่ือเปนการชวยลดการนําเขาน้ํามันจากตางประเทศ  และยังเปนการ
ยกระดับราคาพืชผลทางการเกษตรใหสูงข้ึน  รวมท้ังชวยลดมลพิษทางอากาศไดอีกดวย  และหนึ่งของ
แหลงพลังงานทดแทนท่ีไดรับความสนใจอยูในขณะนี้คือไบโอเอทานอล (Bioethanol) (Hansen  และ
คณะ,  1985) 
 ไบโอเอทานอล  เปนพลังงานสะอาด  ไมกอใหเกิดกาซเรือนกระจก (กลาณรงค  ศรีรอต,  
2545) และถือไดวาเปนพลังงานหมุนเวียน (Renewable  Energy) อีกประเภทหนึ่ง  ท่ีสามารถปลูก
พืชแลวนํามาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลไดเรื่อยๆ ซ่ึงตางจากน้ํามันท่ีเกิดจากซากฟอสซิล  เม่ือ
นํามาใชก็ยิ่งหมดไปจึงทําใหเอทานอลกลายเปนแหลงพลังงานทดแทนท่ีกําลังไดรับความสนใจอยางมาก
ในปจจุบัน  เพราะนอกจากจะชวยแกปญหาเรื่องราคาน้ํามันและปริมาณนําเขาน้ํามันดิบแลว  ยังชวย
เพ่ิมมูลคาใหกับผลผลิตทางการเกษตรของประเทศไดอีกดวย  
 กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถผลิตไดจากวัตถุดิบไดหลายชนิด  แบงเปนประเภทแปง  
น้ําตาลและเศษวัสดุท่ีเปนเซลลูโลส  ซ่ึงในการศึกษานี้จะใชแปงจากมันเทศมาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอ
ทานอล  มันเทศ (Ipomoea  batatas) เปนพืชตระกูลท่ีมีลําตนใตดินชนิดหนึ่ง  ท่ีมีองคประกอบของ
แปงจํานวนมากสะสมไวภายในลําตน  ท่ีเรียกวา  หัว  และมีองคประกอบอ่ืนๆ ดังนี้  มันเทศ  100  
กรัม  จะใหพลังงาน  93  กิโลแคลอรี,  โปรตีน  0.6  กรัม,  คารโบไฮเดรต  22.5  กรัม,  ไขมัน  0.1  
กรัม,  แคลเซียม  98  มิลลิกรัม,  ฟอสฟอรัส  46  มิลลิกรัม,  เหล็ก  0.76  มิลลิกรัม,  วิตามินบี  0.02  
มิลลิกรัม,  วิตามินซี  34  มิลลิกรัม,  เบตาแคโรท่ีน  175  ไมโครกรัม  การนํามันเทศมาเปนวัตถุดิบใน
การผลิตเอทานอลนั้น  จะตองมีการอบแหงและบดเปนผลแปงท่ีละเอียดเสียกอน  จากนั้นนํามายอย
ดวยเอนไซมเพ่ือใหไดน้ําตาลกอนเขาสูการหมัก  เพ่ือใหเชื้อยีสตใชน้ําตาลในการผลิตเอทานอล  เชื้อ
ยีสตท่ีสําคัญคือ  Saccharomyces  cerevisiae  ซ่ึงเปนยีสตท่ีนิยมนํามาใชในการผลิตไบโอเอทานอล 
 ในข้ันตอนการหมักสิ่งท่ีถือไดวามีความสําคัญ  คือเชื้อยีสต Saccharomyces  cerevisiae  
ซ่ึงเปนจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการหมักเอทานอลไดสูง  ทนทานตอสภาพแวดลอมตางๆ ไดดีกวา
จุลินทรียชนิดอ่ืน  โดยยีสตจะใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงพลังงานในการผลิตเอทานอล  การเพ่ิม
ศักยภาพในการผลิตไบโอเอทานอลโดยเชื้อนี้  การทนอุณหภูมิสูงและสามารถผลิตเอทานอลไดสูง  เปน
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สิ่งสําคัญในการลดคาใชจายในการทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิลดลงและลดคาใชจายในการเก็บ
เก่ียวผลผลิตเอทานอล  และสามารถลดการปนเปอนจากจุลินทรียท่ีไมตองการได (Nevoigt,  2008., 
Banat,  1998., Olofsson et al.,  2008) รวมท้ังสามารถใชกระบวนการหมักแบบตอเนื่องได (Gera 
et al.,  1997) ดังนั้นสายพันธุของยีสตท่ีมีคุณสมบัติเหลานี้จะสามารถลดตนทุนในการผลิตเอทานอล
ลงได 
 ภาวะกดดันหรือสภาวะเครียด (stress condition) มีผลตอเมแทบอลิซึมของเซลลยีสต  มีผล
ทําใหเซลลยีสตสูญเสียความมีชีวิตรวมท้ังความสามารถในการหมักลดลง (Gasch et al.,  2000)  การ
ทนตอภาวะเครียดจะมีความแตกตางในแตละสายพันธุ  ข้ึนกับชนิดของความเครียดและเวลาท่ีเซลล
ยีสตไดรับความเครียด (Garay-Arroyo et al.,  2004)  ภาวะเครียดบางอยางชักนําใหมีการสราง  
heat shock protein (HSps) และมีการสราง  trehalose  ซ่ึงท้ัง  HSps  และ  trehalose  ชวย
ปองกันไมใหเซลลถูกทําลาย (Gasch et al.,  2000)  การชักนําใหมีการสรางเอนไซมท่ีเปน  anti-
oxidant  ซ่ึงเปนสิ่งสําคัญท่ีทําใหเซลลยีสตทนตอภาวะเครียด (Cyme et al.,  2003)  สําหรับเชื้อ  S. 
cerevisiae  การทนตอสภาวะเครียดตางๆ ไดมีการศึกษากันมากมาย  และพบวาสภาวะเครียดมีผลทํา
ใหการแสดงออกของยีนมีการเปลี่ยนแปลงโดยอาจจะชักนําหรือกดดันยีนท่ีจําเพาะตอการแสดงออกใน
วิถีตางๆ  เชน  เมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต  การลดความเปนพิษของ  reactive oxygen species 
(ROS)  การมวนตัวของโปรตีนและการยอยสลาย  การเจริญเติบโต  เมแทบอลิซึมของ RNA  และการ
สังเคราะหนิวคลีโอไทด (Gasch et al.,  2000) ซ่ึงทําใหเซลลยีสตสามารถปองกันและปรับตัวใหเขากับ
ภาวะเครียดเหลานี้ได 
 มีวิธีการตางๆ ในการปรับปรุงและพัฒนาใหมีการผลิตไบโอเอทานอลเพ่ิมมากข้ึน  เชน  การทํา
ใหเชื้อยีสตเกิดการกลายพันธุโดยใชสารเคมีและวิธีทางกายภาพ (Sridher et al.,  2002., Rajoka et 
al.,  2005)  การ  protoplast fusion (Sakanaka et al.,  2001) และ genome shuffing (Shi et 
al.,  2009)  งานวิจัยนี้ตองการศึกษาสายพันธุของ  S. cerevisiae  ท่ีสามารถทนอุณหภูมิสูง  และ
ผลิตเอทานอลไดสูง  โดยนําสายพันธุตางๆ ของ S. cerevisiae  มาทําการศึกษาและคัดเลือกสายพันธุ  
จากนั้นปรับปรุงสายพันธุของ  S. cerevisiae ใหมีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลใหสูงข้ึน  เชน  
การตัดตอยีน  เปนตน  วิธีการปรับปรุงสายพันธุโดยการฉายรังสียูวี  การใชสารเคมี (Uma  และ  
Polasa,  1990.,  Kirans et al.,  2000)  หรืออาจใชเทคโนโลยีชีวภาพข้ันสูง  เชน  การตัดตอยีน  
เปนตน  วิธีการปรับปรุงสายพันธุโดยการฉายรังสียูวี (UV) เปนวิธีท่ีใชกันอยางแพรหลาย  เนื่องจากรังสี
ยูวีเปนคลื่นแมเหล็กไฟฟา  จัดเปน  physical mutagen  ท่ีใชกันมากในการทําใหเกิดการกลายพันธุ 
(บุษยา,  2542.,  สาวิตรี,  2539)  เนื่องจาก  DNA  สามารถดูดซับแสงในชวงความยาวคลื่น  254-
260  นาโนเมตร  ไดดี  ซ่ึงอยูในชวงความยาวคลื่นของรังสียูวี  วิธีการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียโดยใช
สารเคมี  เชน  เอทิลมีเทนซัลโฟเนต (Ethyl methane sulfonate, EMS)  จัดเปนสารกอการกลาย
พันธุ (mutagenic agent)  ท่ีสําคัญและมีประสิทธิภาพสูงในการเหนี่ยวนําจุลินทรียใหเกิดการกลาย
พันธุและมีคุณสมบัติท่ีตองการหากมีกระบวนการคัดเลือกท่ีเหมาะสม  ซ่ึงสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการ
กลายพันธุไดในอัตราสูงถึง  5x102 – 5x104  ตอยีน  โดยไมทําใหเซลลตาย (French et al.,  2006)  
EMS  เปนสาร  alkylating agent  ท่ีชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยการเปลี่ยน A-T  ไปเปน  G-C  
(French et al., 2006)  การใชสารกลายพันธุชนิดนี้ใชในการเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซมกลูโคสออกซิเดส
และการผลิตกรดซิตริกโดยเชื้อ  Aspergillus niger  (Lotfy et al.,  2007., Khattab and Bazaraa,  
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2005)  และใชปรับปรุงสายพันธุของ  recombinant S. cerevisiae (Lussier,  1997)  รวมท้ังสาย
พันธุกลายของ  S. cerevisiae  ท่ีทนตอยาท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราไดดี (Hapala et al., 2005) 
 ในการผลิตเอทานอลจากแปงในปจจุบันมักจะมีตนทุนในการผลิตคอนขางสูง  เนื่องจาก
ข้ันตอนในระหวางกระบวนการ  ในการปรับสภาพวัตถุดิบ  ข้ันตอนการยอย  เปนตน  ดวยเหตุนี้
งานวิจัยเก่ียวกับไบโอเอทานอลในปจจุบันจึงไดมุงเนนท่ีจะศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีในการผลิตและ
รูปแบบกรรมวิธีในการหมัก  เพ่ือเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพและลดตนทุนในการผลิต (Mielenz,  
2001)  โดยกระบวนการหมักท่ีนําเอาเอนไซมมาใชรวมกับข้ันตอนการหมัก  หรือท่ีเรียกวา  
กระบวนการยอยพรอมกับกระบวนการหมัก (Simultaneous saccharification and fermentation, 
SSF)  ซ่ึงเปนกระบวนการหมักท่ีพัฒนามาจากกระบวนการหมักแบบดั้งเดิม  ซ่ึงกระบวนการหมักแบบ
ดั้งเดิมท่ีเรียกวา  กระบวนการยอยแยกจากกระบวนการหมัก (Separated hydrolysis 
fermentation, SHF)  สําหรับกระบวนการหมักแบบ  SSF  มีขอดี  คือใหปริมาณเอทานอลสูงกวา  ใช
พลังงานในการผลิตนอยกวา  และใชเวลาในการผลิตสั้นกวากระบวนการ  SHF  รวมท้ังไมกอใหเกิด
การยับยั้งเนื่องจากผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน (product inhibition)  จึงเปนวิธีท่ีนิยมนํามาใชในการผลิตไบโอ
เอทานอลมากกวา  SHF (Devantier et al.,  2005)  อยางไรก็ตามกระบวนการ  SSF  ก็มีขอเสีย  คือ  
สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซมท่ีใชยอยและจุลินทรียท่ีใชในการหมักมีสภาวะท่ี
แตกตางกัน (Ohgren et al.,  2007) 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือกสายพันธุของยีสตท่ีทนอุณหภูมิสูง  ความเขมขนน้ําตาล
สูงและทนเอทานอลไดสูง  จากนั้นปรับปรุงสายพันธุเชื้อท่ีคัดเลือกไดโดยการกลายพันธุซ่ึงจะใชสารเคมี
ในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ  เพ่ือใหเชื้อมีศักยภาพในการทนอุณหภูมิสูง  ความเขมขนน้ําตาลสูง  
ทน  เอทานอลไดสูงและมีศักยภาพในการผลิตเอทานอลไดสูง   
 
1.2  วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 1.  เพ่ือคัดเลือกสายพันธุของ  Saccharomyces cerevisiae  ท่ีสามารถทนอุณหภูมิสูง  
ความเขมขนน้ําตาลสูง  เอทานอลสูง  และสามารถผลิตเอทานอลไดสูง 
 2.  เพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักไบโอเอทานอลจากแปงมันเทศ  โดยใชสารเอทธิลมีเทน
ซัลโฟเนตชักนําใหเกิดการกลายพันธุในเชื้อ  Saccharomyces cerevisiae  ท่ีคัดเลือกได 
 3.  ศึกษาศักยภาพในการหมักเอทานอลจากแปงมันเทศ  โดยกระบวนการยอยพรอมการหมัก 
(SSF)  โดยใชสายพันธุกลายของ  S. cerevisiae  ท่ีคัดเลือกได 
 
1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 คัดเลือกสายพันธุของ  Saccharomyces cerevisiae  ชนิดตางๆ ท่ีสามารถหมักเอทานอลท่ี
อุณหภูมิสูง  ทนตอความเขมขนน้ําตาลสูง  และความเขมขนของเอทานอลไดสูง  นําสายพันธุท่ีคัดเลือก
ไดมาทําการกลายพันธุ  โดยใชสารเอทธิลมีเทนซัลโฟเนตชักนําใหเกิดการกลายพันธุ  จากนั้นนําสาย
พันธุกลายมาศึกษาความสามารถในการหมักเอทานอลโดยใชวัตถุดิบเปนผงมันเทศ  ใชกระบวนการ
หมักแบบการยอยเกิดข้ึนพรอมการหมัก (simultaneous saccharification and fermentation, 
SSF)  เปรียบเทียบกับสายพันธุพอแมหรือสายพันธุดั้งเดิม 
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1.4  วิธีดําเนินการวิจัย 
          วิธีการดําเนินงานวิจัย  แบงเปนข้ันตอน  ดังนี้ 
 ข้ันตอนท่ี  1  ศึกษาสายพันธุของยีสตท่ีเจริญท่ีอุณหภูมิสูง   

โดยเชื้อยีสตท่ีนํามาใชในการทดลองเปนสายพันธุ  Saccharomyces cerevisiae  สายพันธุ
ตางๆ 5-6  สายพันธุ  นํามาเลี้ยงบนอาหาร  yeast extract peptone dextrose (YEPD)  ซ่ึง
ประกอบดวยยีสตสกัด  10  กรัมตอลิตร,  เปปโตน  20  กรัมตอลิตร,  น้ําตาลเด็กโตรส  20  กรัมตอ
ลิตร  ถาเปนอาหารแข็งเติมวุน  20  กรัมตอลิตร  ปรับพีเอชเปน  5.5  โดยใชกรดซัลฟูริกเจือจาง  บม
ท่ีอุณหภูมิ  ตางๆ  ดังนี้  30  °C  35  °C  40 °C  42 °C  44 °C  46 °C  และ  50 °C  เปนเวลา  
48  ชั่วโมง  ขณะเดียวกันทําการหมักโดยใชขวดรูปชมพูขนาด  250 มิลลิลิตร  ใสอาหารหมักสูตร  
yeast fermentation medium (YFM)  ปรับพีเอช  5.5  นําไปฆาเชื้อ  จากนั้นเติมหัวเชื้อปริมาตร  5  
มิลลิลิตร  บมท่ีอุณหภูมิ  30 35 40 42 44 46 และ 50  องศาเซลเซียส  บมเปนเวลา  48  ชั่วโมง  
เก็บตัวอยางวิเคราะหวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  660  นาโนเมตร  และหาน้ําหนักเซลล
แหง 
 ข้ันตอนท่ี  2  ศึกษาการทนตอความเขมขนเอทานอลสูง 

โดยใชเชื้อยีสต  Saccharomyces cerevisiae  รอยละ 5-6  สายพันธุ  มาเลี้ยงในอาหาร
หมักสูตร  YFM  โดยแปรผันความเขมขนของเอทานอล ดังนี้  ปรับพีเอช  อาหารหมักเปน  5.5  เติม
หัวเชื้อรอยละ  5  บมท่ีอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  เก็บตัวอยางวิเคราะห
ปริมาณน้ําตาลท่ีเหลือ  โดยใชวิธี  DNS method (Miller,  1954)  และปริมาณเอทานอลโดยใช  gas 
chromatography  คัดเลือกสายพันธุของ Saccharomyces cerevisiae ท่ีสามารถผลิตเอทานอลได
สูงในท่ีมีความเขมขนของเอทานอลสูง  มาใชในการศึกษาตอไป 
 ข้ันตอนท่ี  3  การกลายพันธุเชื้อ  S. cerevisiae  ท่ีทนอุณหภูมิสูง  และความเขมขนเอทา
นอลสูง  โดยใชเอทธิลมีเทนซัลโฟเนต 
 เพาะเลี้ยงยีสตสายพันธุท่ีคัดเลือกมา  เลี้ยงในอาหารสูตร  YEPD (ประกอบดวย 1% yeast 
extract, 1% peptone, 2% glucose  บมท่ี  30  องศาเซลเซียส  เขยาดวยความเร็วรอบ  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา  12  ชั่วโมง  นับจํานวนเซลลยีสตเริ่มตนใหได  1x108 เซลลตอมิลลิลิตร  จากนั้น
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ  6000  รอบตอนาที  อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  
ลางเซลลดวย  0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร  พีเอช  7.0  จํานวน  2  ครั้ง  ปรับความเขมขนของเซลล
เริ่มตนใหอยูในชวง  1x106  เซลลตอมิลลิลิตร  จากนั้นเติมเอทธิลมีเทนซัลโฟเนตความเขมขนรอยละ  
3  โดยปริมาตร  เก็บเซลลแขวนลอยของยีสตทุก  10  นาที  เปนเวลา  60  นาที  หยุดการกลายพันธุ
โดยการเติมสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตความเขมขนรอยละ  5  ตัวอยางเซลลแขวนลอยนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว  6000  รอบตอนาที  อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  5  นาที  เทสวนใสท้ิง  
ลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร  จํานวน  2  ครั้ง  จากนั้นนําเซลลท่ีไดรับสารเอทธิลมีเทนซัลโฟเนตท่ี
ชวงเวลาตางๆ  มาเจือจางท่ีระดับความเจือจาง  10-1 10-2 10-3 10-4 และ 10-5  นํามา  0.1  มิลลิลิตร  
จากแตละระดับความเจือจางมา  spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  YPD agar  บมท่ีอุณหภูมิ  30  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3  วัน  นับจํานวนเซลลรอดชีวิตจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีจํานวนโคโลนี 
อยูในชวง  15-150  โคโลนี (Lyne,  2005)  นําขอมูลท่ีไดหาเวลาท่ีทําใหเซลลรอดชีวิตเทากับ  0.1% 
 ข้ันตอนท่ี  4  การคัดแยกเชื้อยีสตสายพันธุกลายท่ีทนอุณหภูมิสูง  และทนความเขมขนของเอ
ทานอลสูง 
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 100 ไมโครลิตร  ของสารละลายยีสตท่ีผานการกลายพันธุ  เติมใน  YEPG  10  มิลลิลิตร  ซ่ึง
บรรจุในขวดรูปชมพูบมท่ี  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18  ชั่วโมง  (ไมเขยา)  จากนั้นนําสารละลาย
เซลลยีสต  50  ไมโครลิตร  ซ่ึงมีจํานวนเซลลยีสตประมาณ  1x105  เซลลตอมิลลิลิตร  เติมในอาหาร  
YEPD  100  มิลลิลิตร  ซ่ึงมีความเขมขนเอทานอล รอยละ 15 และ 20  ซ่ึงบรรจุในขวดรูปชมพูขนาด  
250  มิลลิลิตร  บมท่ี  40  องศาเซลเซียส  เพ่ือใชคัดเลือกสายพันธุกลายท่ีทนอุณหภูมิสูงและความ
เขมขนเอทานอลสูง  โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  660  นาโนเมตร  และน้ําหนัก
เซลลแหง 
 ข้ันตอนท่ี  4  การหมักเอทานอลจากยีสตสายพันธุกลาย 
 การหมักทําในขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร  ใสอาหารหมัก  100 มิลลิลิตร  มีความ
เขมขนของน้ําตาลกลูโคส  150 กรัมตอลิตร  ท่ีมีความเขมขนเอทานอล บมท่ีอุณหภูมิ  30  และ  40  
องศาเซลเซียส  วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณเอทานอล  รวมท้ังปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 ข้ันตอนท่ี  6  เปรียบเทียบการหมักเอทานอลจากยีสตสายพันธุกลายกับสายพันธุดั้งเดิมโดยใช
ผงมันเทศเปนวัตถุดิบโดยใชกระบวนการหมักแบบ  SSF 
 นําผงมันเทศยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสท่ีอุณหภูมิ  90  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  
ชั่วโมง  จากนั้นยอยตอดวยเอนไซมกลูโคอะไมเลสพรอมกับเติมเชื้อยีสตสายพันธุกลายและสายพันธุ
ดั้งเดิม  เก็บตัวอยางทุก  12  ชั่วโมง  เปนเวลา  72  ชั่วโมง  นําตัวอยางท่ีไดวิเคราะหหาจํานวนเซลล
ยีสตท่ีรอดชีวิต  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี  DNS  (Miller,  1959)  และปริมาณเอทานอลดวยเครื่อง  
GC 
 ข้ันตอนท่ี  7  สรุปผลและจัดทํารายงาน 
 
1.5 สมมุติฐานงานวิจัยและกรอบแนวคิดของโครงงานวิจัย 
 เอทานอล (Ethanol) หรือ เอทิลแอลกอฮอล (Ethyl Alcohol)  มีสูตรทางเคมีคือ  C2H5OH  
ประเทศท่ีผลิตเอทานอลมากท่ีสุดของโลกในลําดับตนๆ ไดแก  บราซิล  และประเทศสหรัฐอเมริกา  ซ่ึง
แนวโนมการใชน้ํามันแกสโซฮอลของโลกยังคงเติบโตอยางตอเนื่อง  สําหรับประเทศในแถบเอเชีย  เชน  
จีน  อินเดีย  ใหความสนใจในการใชพลังงานทดแทนโดยเฉพาะเอทานอล  และปจจุบันอินเดียไดมีการ
สงเสริมและพัฒนาเทคโนโลยีในการผลิตเอทานอลบริสุทธิ์เพ่ือใชภายในประเทศ  อีกท้ังสามารถสงออก
เทคโนโลยีไปยังประเทศตางๆ รวมท้ังประเทศไทย 
 ประเทศไทยมีความเหมาะสมในการผลิตไบโอเอทานอลเพ่ือใชเปนแหลงพลังงานทดแทน
น้ํามันดิบ  เพราะสามารถใชผลผลิตจากการเกษตรไมวาจะเปนแปง  น้ําตาล  หรือของเหลือท้ิงจาก
การเกษตรท่ีมีเซลลูโลสเปนองคประกอบ  เชน  ฟางขาว  ชานออย  เปลือกไม  ซากพืชตางๆ มาใชเปน
วัตถุดิบในการผลิตไดเปนอยางดี  ซ่ึงวัตถุดิบเหลานี้มีในปริมาณมาก  โดยเฉพาะมันสําปะหลังและ
กากน้ําตาลนิยมนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการหมักเอทานอล  เนื่องจากมันสําปะหลังมีมากใน
ประเทศไทยและมีราคาถูก  ปจจุบันไดมีความพยายามในการหาวัตถุดิบชนิดใหมมาใชทดแทนวัตถุดิบท่ี
เคยนํามาใชในการผลิตเอทานอล  ซ่ึงประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมและอยูในเขตรอน  มันเทศ
เปนพืชหัวชนิดหนึ่งท่ีนิยมปลูกกันท่ัวไป  และมีตลอดท้ังป  การนํามันเทศมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิต
เอทานอลเปนแนวทางใหมในการผลิตเอทานอล  ซ่ึงการนําวัตถุดิบประเภทแปงมาหมักเอทานอล
จะตองมีการนําแปงมาผานการยอยเพ่ือเปลี่ยนแปงใหเปนน้ําตาล  จากนั้นทําการหมักโดยจุลินทรียเพ่ือ
เปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล (Sanchez et al.,  2008) 
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 จากงานวิจัยกอนหนานี้  ผูวิจัยไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากมันเทศโดยใชเอนไซม
เปรียบเทียบกับเชื้อราท่ีแยกไดจากลูกแปงเหลาในการหมักไบโอเอทานอล  ผลการทดลองพบวา  การ
ใชเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  ยอยแปงมันเทศท่ีอุณหภูมิ  90  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  
ตามดวยการใชเอนไซมกลูโคอะไมเลสยอยตอท่ีอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  4  ชั่วโมง  
จากนั้นนําแปงท่ีผานการยอยมาหมักดวยเชื้อ  Saccharomyces cerevisiae  YRK 017  ซ่ึงเปนเชื้อ
ยีสตท่ีแยกไดจากลูกแปงเหลา  หมักท่ีอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  
เปรียบเทียบผลผลิตเอทานอลท่ีไดกับการหมักแปงมันเทศโดยใชเชื้อรา  Rhizopus oryzae, 
Amylomyces rouxii  และ  Aspergillus oryzae  โดยใชเชื้อราแตละชนิดหมักในแปงมันเทศท่ี
อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3  วัน  และหมักตอดวย  S. cerevisiae  YRK 017  หมัก
เปนเวลา  48  ชั่วโมง  วิเคราะหผลผลิตเอทานอลท่ีไดจากการหมัก  พบวาการหมักโดยใชเอนไซมและ
การหมักโดยใชเชื้อราโดยเฉพาะเชื้อ  A. rouxii  จะใหผลผลิตเอทานอลใกลเคียงกัน  โดยการใช
เอนไซมใหผลผลิตเอทานอลสูงกวาการใชเชื้อราไมมากนัก  จากนั้นผูวิจัยไดทําการศึกษาตอโดยพัฒนา
กระบวนการหมักโดยใชเซลลตรึงของยีสต  S. cerevisiae  เปรียบเทียบกับเซลลยีสตอิสระในการหมัก
เอทานอลจากแปงมันเทศโดยใชเอนไซมยอย  พบวาผลผลิตเอทานอลท่ีไดจากการหมักโดยใชเซลลยีสต
ตรึงรูปและเซลลอิสระไมแตกตางกันมากนัก  ซ่ึงเซลลยีสตอิสระจะใหคาผลไดของเอทานอลตอน้ําตาล
ท้ังหมดสูงกวาการใชเซลลยีสตตรึงรูป  อาจเนื่องมาจากการใชเทคนิคการตรึงรูปท่ีไมเหมาะสมทําใหมี
การรั่วไหลของเซลลยีสตออกจากวัสดุตรึง  ในงานวิจัยนี้จึงตองการคัดเลือกสายพันธุของ  S. 
cerevisiae  ท่ีทนตออุณหภูมิสูง  ความเปนกรดสูง  ความเขมขนน้ําตาลสูง  และเอทานอลไดสูง  
เนื่องจากในกระบวนการหมักเอทานอลจะมีความรอนเกิดข้ึน  ความเปนกรดเพ่ิมข้ึนอันเปนผลมาจาก
กระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลยีสต  ซ่ึงภาวะเหลานี้เปนปญหาในกระบวนการหมักและทําใหเซลล
ยีสตลดจํานวนลง  เพราะทนตอสภาวะตางๆ เหลานี้ไมได  มีผลทําใหการผลิตเอทานอลลดลงตามไป
ดวย  จุลินทรียท่ีดีและมีความเหมาะสมในการผลิตเอทานอลเชื้อเพลิงควรมีลักษณะ  ดังนี้ 

- ใหผลผลิตสูง 

- ทนตอเอทานอล (ethanol tolerance) 

- ทนตอแรงดันออสโมซิส (osmotolerance) 

- มีความคงตัวตอสภาวะตางๆ ของการหมัก 
- ทนตอพีเอชต่ํา (acid tolerance) 

- ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 

- มีอัตราการหมักเอทานอลสูง 

- เพ่ิมจํานวน (propagation) ไดงาย 
- ใหความรอนในระหวางการหมักต่ํา 

- มีความทนทานตอสารพิษตาง ๆ 
มีการศึกษาการคัดแยกเชื้อท่ีทนอุณหภูมิสูง  แรงดันออสโมซิสสูง  เพ่ือใชผลิตเอทานอล  เชน  

Kiran Sree et al. (2000)  ศึกษาการคัดแยกเชื้อ  Saccharomyces cerevisiae  ท่ีทนอุณหภูมิสูง  
ทนแรงดันออสโมซิส  และตกตะกอนไดเองเพ่ือใชผลิตไบโอเอทานอล  จากการศึกษาพบวาเชื้อ  S. 
cerevisiae  ท่ีแยกไดจากดินในประเทศอินเดียมี  2  สายพันธุท่ีสามารถทนอุณหภูมิท่ี  44  องศา
เซลเซียส  และทนความเขมขนของน้ําตาลไดสูงถึง  350  กรัมตอลิตร  เม่ือศึกษาสายพันธุจุลินทรียท่ี
ทนตอสภาวะเครียดหรือสภาวะกดดัน (stress condition)  ซ่ึงเกิดข้ึนในระหวางกระบวนการหมัก    
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เอทานอลไดแลว  ตอมาไดศึกษาการกลายพันธุเชื้อท่ีคัดเลือกไดโดยใชรังสียูวี  ผลการทดลองพบวาการ
กลายพันธุโดยใชรังสียูวี  สามารถปรับปรุงสายพันธุของยีสตท่ีคัดเลือกได  โดยทนอุณหภูมิสูงข้ึน  ทนเอ
ทานอลไดสูง  และทนแรงดันออสโมซิสไดสูง 

การกลายพันธุ (mutation)  คือ  กระบวนการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดข้ึนกับหนวยท่ีควบคุม
ลักษณะทางพันธุกรรม (gene)  อยางฉับพลันและสามารถถายทอดไปยังรุนลูกได (มาลินี,  2540)  โดย
การกลายพันธุสามารถเกิดไดตามธรรมชาติ (spontaneous mutation)  ซ่ึงเกิดในความถ่ีท่ีต่ํา  
ประมาณ  10-5-10-10  หรือการใชสารชักนําใหเกิดการกลาย (induced mutation) เรียกตัวชักนําวา  
mutagen  ซ่ึงจุดประสงคของการชักนําใหเกิดการกลายพันธุเพ่ือเพ่ิมความถ่ีของการกลายพันธุ  จึง
นิยมใชเทคนิคนี้ในการปรับปรุงสายพันธุพืช  สัตว  และจุลินทรีย  ใหมีลักษณะท่ีตองการโดยใช  รังสี  
สารเคมี  เปนตน 

การกลายพันธุสามารถเกิดท้ังในระดับโครโมโซม (chromosomal mutation)  และในระดับดี
เอ็นเอหรือยีน (DNA or gene mutation (จุรีรัตน,  2550)  สําหรับการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ
ดวยรังสียูวี (UV ray)  เปนรังสีพลังงานต่ํา  ไมมีการแตกตัวเปนไอออน (non-ionizing radiation)  ทํา
ใหอิเลคตรอนมีการเปลี่ยนระดับชั้นพลังงานอยูในชั้นของพลังงานท่ีสูงข้ึน (exited state)  สงผลตอ
คุณสมบัติการจับกันของเบส  สวนใหญเกิดลักษณะท่ีเรียกวา  ไพริมีดีนไดเมอร  (pyrimidine dimers)  
ซ่ึงเกิดการจับกันของเบสกลุมไพริมีดีนท่ีอยูติดกัน (Turner,  1997)  จุดนี้ใหการเปลี่ยนแปลง  2  
ลักษณะ  คือ  ไดเมอรทําใหโครงสรางของดีเอ็นเอเปลี่ยนไป  สงผลตอการจําลองตัวของดีเอ็นเอ (DNA 
replication)  ทําเกิดการกลายพันธุ  อีกลักษณะ  คือ  การกลายท่ีเปนผลจากการซอมแซมตัวเองของ
ดีเอ็นเอแลวผิดพลาด  ทําใหเกิดการกลายพันธุไดเชนเดียวกัน (หัทยา,  2548)  สําหรับการชักนําใหเกิด
การกลายพันธุดวยสารเคมี  สารกอการกลายพันธุมีหลายกลุมตามกลไกการเขาทําปฎิกิริยากับสารพันธุ
กรรม  สําหรับเอทธิลมีเทนซัลโฟเนต (ethyl methane sulfonate, EMS)  เปนสารท่ีเติมหมูแอลคิล 
(alkyl group)  ใหโมเลกุลของสารอ่ืน  โดยสารชนิดนี้จะเติมกลุมเอธิลใหกับเบสในดีเอ็นเอตําแหนงท่ี  
7-N  และ  6-O  ผลจากการกลายพันธุแบบนี้  คือ  พบลักษณะกลายแบบแทนท่ีเบสชนิด  transition 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือท่ีจะพัฒนาสายพันธุของยีสตในการหมักไบโอเอทานอลจากแปง
มันเทศ  โดยคัดเลือกสายพันธุยีสตท่ีสามารถทนสภาวะกดดันตางๆ เชน อุณหภูมิสูง  ความเขมขน
น้ําตาลสูง    เอทานอลสูง  ขณะเดียวกันยังสามารถผลิตไบโอเอทานอลไดสูง  จากนั้นนําสายพันธุยีสต
ท่ีคัดเลือกไดมาทําการกลายพันธุโดยใชสารเคมี  เพ่ือใหสายพันธุของยีสตท่ีคัดเลือกไดมีคุณสมบัติทน
อุณหภูมิ  ทนเอทานอลท่ีไดจากการนําสายพันธุกลายมาใชหมักผงมันเทศเปรียบเทียบกับสายพันธุ
ดั้งเดิม  โดยใชกระบวนการหมักแบบยอยเกิดข้ึนพรอมการหมัก (SSF) 
 
1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 1.  สามารถปรับปรุงกระบวนการหมักไบโอเอทานอลจากผงมันเทศใหมีประสิทธิภาพเพ่ิมข้ึน  
โดยใชสายพันธุกลายของเชื้อ  Saccharomyces cerevisiae  
 2.  สามารถนําวัตถุดิบคือ  มันเทศ  ซ่ึงมีเปนปริมาณมากในประเทศไทยมาผลิตไบโอเอทานอล
ทดแทนมันสําปะหลัง  และกากน้ําตาล  ทําใหมันเทศมีมูลคาสูงข้ึน  และเพ่ิมรายไดใหกับเกษตรกรผูปลูก
มันเทศในประเทศไทยอีกดวย 
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
2.1 เอทานอล (web.job.haii.or.th/wiki84new/index.php ; สืบคนวันท่ี 18 พฤศจิกายน 2555)  

เอทานอล (Ethanol) หรือเอทิลแอลกอฮอล (Ethyl alcohol) เปนสารอินทรียท่ีมีสูตรโมเลกุล 
C2H5OH เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนจําพวกแอลกอฮอลซ่ึงเปนสารประกอบอินทรีย ท่ี
ประกอบดวยคารบอน ไฮโดรเจน และ ออกซิเจนเปน ไฮดรอกซิลดิริเวท่ีฟของไฮโดรคารบอนเกิดจํา
การแทนท่ีไฮโดรเจนอะตอมดวย hydroxyl group (OH) เอทานอลบริสุทธิ์ มีลักษณะเปนของเหลวใส
ไมมีสี ติดไฟงาย ใหเปลวไฟสีน้ําเงิน ไมมีควัน ระเหยงาย สามารถละลายท้ังในน้ําและสารละลาย
อินทรียอ่ืนๆ มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 46.07 จุดเดือด 78.32 องศาเซลเซียส และมีจุดเยือกแข็ง - 
243.1 องศาเซลเซียส สามารถนํามาบริโภคได นอกจากนี้ยังสามารถน้ําไปใชเปนเชื้อเพลิงในรูป เอ
ทานอลไรน้ํา (anhydrous ethanol) ท่ีมีความบริสุทธิ์สูง (เขมขนรอยละ 99.5 โดยปริมาตร) หรืออาจ
ใชเปนเอทานอลท่ีมีน้ํา (hydrous ethanol)  

เอทานอลท่ีใชกันโดยท่ัวไปมี 2 ประเภทคือ เอทานอลสังเคราะห ซ่ึงไดจากกระบวนการผลิต
ทางเคมี และ เอทานอลชีวภาพซ่ึงไดจากการใชจุลินทรียจําพวกยีสตหมักกับวัตถุดิบจากการเกษตรเชน 
วัตถุดิบประเภทน้ําตาล แปง และเสนใยท่ีเปนผลพลอยไดจากการเกษตร เชน ชานออย ฟางขาว ซัง
ขาวโพด ในประเทศไทยวัตถุดิบท่ีมีความเหมาะสมในการน้ํามาผลิตเปนไบโอเอทานอลมี 3 ชนิด
ตามลําดับไดแก มันสําปะหลัง ออย และ กากน้ําตาล (molasses เปนของเสียจากอุตสาหกรรมน้ําตาล) 
ประเทศบราซิล เปนผูผลิตเอทานอลรายใหญของโลก ใชออยเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล ประเทศ
สหรัฐอเมริกาใชขาวโพดเปนวัตถุดิบ  

แหลงพลังงานท่ีใชกันอยูในปจจุบันเปนท่ีรูจักกันดีวาไดมาจากเชื้อเพลิงปโตรเลียมคือ น้ํามัน
เบนซินและน้ํามันดีเซล และยังมีแนวโนมลดลงตามลําดับ ในทางกลับกันราคาของน้ํามันในยุคนี้เพ่ิมข้ึน 
ดังนั้นหลายประเทศจึงพยายามหาพลังงานอ่ืนมาทดแทนในรูปแบบตางๆ เชน พลังงานลม น้ํา 
แสงอาทิตย และพลังงานชีวมวล  

เอทานอล แหลงพลังงานใหมท่ีกําลังไดรับความสนใจในขณะนี้พบวารอยละ 90 ไดมาจาก
กระบวนการหมัก (fermentations) ท่ีเหลือไดจากการสังเคราะหข้ึนมา (Synthesis) ในกระบวนการ
ผลิตเอทานอลกระบวนการหมักเปนข้ันตอนท่ีสําคัญ เนื่องจากเปนข้ันตอนท่ีจุลินทรียจะเปนตัวไป
เปลี่ยนวัตถุดิบ (raw material) ใหกลายมาเปน เอทานอล  

 
    C6H12O6  -------->    2 CH3CH2OH   +       2 CO2  

 

วัตถุดิบ(น้ําตาล)     เอทิลแอลกอฮอล    คารบอนไดออกไซด 
 

ไบโอเอทานอล (Biothanol) (สุจิตรา และคณะ, 2552) 
ไบโอเอทานอลเปนแอลกอฮอลชนิดหนึ่งมีสูตรทางเคมีคือ C2H5OH เกิดจากการเปลี่ยนแปลง 

นํ้าตาลกลูโคสผาน Embden-Meyerhof-Parnas Pathway หรือ Glycolysis จากจุลินทรีย โดยการ 
หมักพืชเพ่ือเปลี่ยนแปงจากพืชเปนนํ้าตาลแลวเปลี่ยนจากนํ้าตาลเปนแอลกอฮอล 
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ในปจจุบัน พลังงานหลักท่ีนํามาใชในชีวิตประจําวันคือ นํ้ามัน ซ่ึงไดมาจากกระบวนการ ทาง
ปโตรเลียม และ ปโตรเคมี ซ่ึงแหลงพลังงานเหลานี้กําลังมีปริมาณลดลง และอาจหมดไปไดใน อนาคต 
ผูเก่ียวของทางดานพลังงานท่ัวโลกจึงไดมีการพยายามท่ีจะหาแหลงพลังงานตางๆ มาทดแทน เซน 
พลังงานลม พลังงานน้ํา แมวาแหลงพลังงานเหลานี้สามารถนํามาทดแทนพลังงานไฟฟาได ก็ไม 
สามารถนํามาทดแทนพลังงานจากน้ํามันได แตยังมีแหลงพลังงานบางชนิดท่ีสามารถนํามาทดแทน 
แหลงพลังงานน้ํามันได นั่นคือ พลังงานจากเอทานอล หรือพลังงานจากพืชชีวมวล ในบางประเทศ เซน 
ประเทศบราซิล ไดมีการใชเอทานอลเพ่ือทดแทนปริมาณน้ํามันท่ีใช ในขณะท่ีบางประเทศนํา           
เอทานอลเพียงบางสวนมาผสมกับน้ํามัน เพ่ือไดผลิตภัณฑท่ีเรียกวา แกสโซฮอล (gasohol) ซ่ึง จัดเปน
พลังงานทดแทนอีกประเภทหนึ่งท่ีนําจับตามอง 

สําหรับประเทศไทย ปริมาณเอทานอลท่ีใชผสมน้ํามันมีไมเกินรอยละ 20โดยน้ําหนัก        เอ
ทานอลท่ีนํามาผสมตองมีความบริสุทธิ์อยางนอยรอยละ 99.5 โดยน้ําหนัก และไดมาจาก กระบวนการ
หมักแปง ซ่ึงไดมาจากการนําออย ขาวโพด หรือ มันสําปะหลัง มาเขาสูกระบวนการ หมัก ขอเสียของ
กระบวนการนี้ อยูท่ีการนําเอาออย ขาวโพด และ มันสําปะหลังมาใช ซ่ึงพืชเหลานี้ ลวนเปนพืชบริโภค
ท้ังลิ้น ดังนั้น การผลิตเอทานอลเพ่ือทดแทนน้ํามันนั้น จึงทําใหเกิดการแชงชัน ทางดานราคา จึงได
ทําการศึกษาวิจัยหากระบวนการเปลี่ยนพืชใหเปนนํ้าตาล ใหงายและเร็วกวาการ หมัก รวมท้ังใชวัสดุ
อ่ืนๆ ท่ีมีตนทุนตํ่า เพ่ือมาทดแทนการใช ออย ขาวโพด หรือมันสําปะหลัง โดย ศึกษาจากผลงานวิจัยท่ี
ไดรวบรวมข้ึนในประเทศสหรัฐอเมริกา ทางดานพืชหลายๆ ชนิดท่ีสามารถ นํามาหมักเพ่ือใหไดเอทา
นอล 

 
7การ7นํา7เอทานอลไป7ใช7ประโยชน 7(web.bsru.ac.th/~orapim/my_doc/renewable _energy ; 
ลีบคนวันท่ี 18 พฤศจิกายน 2555) 

1. แอลกอฮอล ท่ีใชรับประทานไดโดยตรง (Portable Alcohol) สวนใหญจะถูกนําไปใชใน 

อุตสาหกรรมสุรา เครื่องสําอาง และ ยา 

2. แอลกอฮอลท่ีไมใชรับประทานโดยตรง (Industrial Alcohol) ตัวอยางเชน กรดอะซิติก 

หรือ กรดน้ําลม กรดมะนาว ท่ีสามารถนําไปใชตอในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม อุตสาหกรรม 

ทางการแพทย และนอกจากนี้ยังมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมเสนใย และ โลหะ 

3. แอลกอฮอลท่ีใชเปนเชื้อเพลิงบริสุทธิ์สูงรอยละ 95 หรือ รอยละ 99.5 - 99.6 แอลกอฮอล 

ท่ีมีความบริสุทธิ์แตกตางกันนี้สามารถนําไปใชเปนเชื้อเพลิงได 3 แบบดังนี้ 

1.1 แอลกอฮอลบริสุทธิ์รอยละ 95 ใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรงทดแทนน้ํามันเบนซิน หรือ 
ดีเซล ใชกับเครื่องยนต ท่ีมีอัตราสวนการอัดสูง 

1.2 แอลกอฮอลรอยละ 99.5 - 99.6 เม่ือผสมกับน้ํามันเบนซิน จะเรียกกันวา แกสโซฮอล 

โดยท่ีแกสโซฮอล 95 หมายถึง การผสมนํามันเบนซิน 95 กับเอทานอล ในสัดสวน 9:1 โดยท่ียังรักษา

คาออกเทนไวไดในระดับเดิม สัดสวนการผสมเอทานอลกับนํ้ามันนั้น มีใชกันอยูหลาย ประเทศ E85 

เปนเชื้อเพลิงท่ีไดจากการผสมน้ํามัน กับเอทานอล โดยมีสัดสวนของเอทานอลสูงถึงรอยละ 85 และ มี

คาออกเทนสูง มีใชกันในประเทศในแถบ บราซิล อเมริกา และยุโรป อยางไรก็ตาม น้ํามันชนิดนี้ไม

สามารถใชกับรถยนตรุนสวนใหญท่ีใชในประเทศไทย เนื่องจากตองเปนรถยนตท่ีมี เครื่องยนตท่ีทนตอ
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การกัดกรอนสูงกวาปกติ ดังนั้นในการใชนํ้ามันชนิดนี้จึงจําเปนตองใชเวลาในการ เตรียมความพรอมท้ัง

ในดานของผูใชรถยนตและรวมถึงผูจําหนายน้ํามันตองคํานึงถึงกระบวนการผลิต และข้ันตอนการจัด

จําหนาย 

1.3 เปนสารเคมีท่ีชวยเพ่ิมคาออกเทนในน้ํามันโดยการเปลี่ยนรูป เอทานอล เปน ETBE 

(Ethyl Tertiary Butyl Ether) สามารถใชทดแทนสาร MTBE (Methyl Tertiary Buty Ether) ซึง 

MTBE เปนสารเติมแตงในน้ํามันเบนซินท่ีมีหลายประเทศประกาศหามใชเนื่องจากกอใหเกิดมลภาวะ 

ในอากาศท่ีสูงกวาสารเติมแตงอ่ืนๆ 
สําหรับประเทศไทยใชสูตร E10 หรือท่ีเรียกวา แกสโซฮอล 95 (เอทานอลบริสุทธิ์สูงรอยละ 

10 : น้ํามันเบนซินออกเทน 91 รอยละ 90) มีคุณสมบัติเทียบเทาน้ํามันเบนซินออกเทน 95 สามารถ ใช
ทดแทนกันไดโดยไมตองมีการปรับแตงเครื่องยนต นอกจากนี้ยังมีการวิจัยและพัฒนาน้ํามันจากพืช และ 
แอลกอฮอลมาใชเปนเชื้อเพลิงเชน มีการทดลองผลิตน้ํามันดีโซฮอล ซ่ึงเปนเชื้อเพลิงสําหรับ เครื่องยนต
ดีเซล โดยไดจากการผสมไบโอเอทานอลความบริสุทธิ์สูงในสัดสวนรอยละ 15 กับน้ํามัน ดีเซล และ 
สารอิมัลซิไพเออรคือ ทําใหเอทานอลผสมเขากับน้ํามันดีเซลโดยไมแยกข้ัน ซ่ึงนํามา ทดลองใชกับ
รถยนตเครื่องยนตดีเซลในโครงการสวนพระองคสวนจิตรลดาและไดมีการทดลองนํา    น้ํามันแกส
โซฮอล 91 ท่ีผสมเอทานอลมากกวารอยละ 20 มาใชกับรถยนตและรถจักรยานยนตเบนซิน 91 

ขอดีของการใชไบโอเอทานอลเปนพลังงานทดแทนมีหลายประการเชน ชวยลดมลพิษใน 
สิ่งแวดลอมจากการใชสาร MTBE เพ่ือเพ่ิมคาออกเทน เนื่องจากสาร MTBE มีผลกระทบตอ 
สิ่งแวดลอมสูงทําใหเกิดมลพิษทางอากาศและปนเปอนในน้ําใตดิน หลายประเทศมีแนวโนมจะยกเลิก 
การใชสาร MTBE ผสมลงในน้ํามันเบนซิน ประเทศไทยไดกําหนดยกเลิกการนําเขาสาร MTBE ใน พ.ศ. 
2550 ชวยให เครื่องยนตมีการเผาไหมดี ข้ึนทําใหไอเสียจากการใชแกสโซฮอลมีปริมาณแกส 
คารบอนมอนอกไซดลดลงรอยละ 20 และปริมาณไฮโดรคารบอนลดลงรอยละ 10 เม่ือเทียบกับการใช 
น้ํามันเบนซิน ซ่ึงจะสงผลใหลดคาใชจายในการแกปญหาดานสิ่งแวดลอมและสุขภาพของประซาซน ลด
ปริมาณการนําเขาน้ํามันเชื้อเพลิงและสาร MTBE จากตางประเทศไดประมาณ 3,000 ลานบาทตอ ป มี
ผลทําใหลดการขาดดุลทางการคา ชวยยกระดับราคาผลผลิตทางการเกษตรท่ีใชเปนวัตถุดิบใน การผลิต
เอทานอล ทําใหเกิดการลงทุนในภาคเกษตรกรรมและอุตสาหกรรมตอเนื่องหลายสาขา นอกจากนี้ยัง
กอใหเกิดความม่ันคงและมีเสถียรภาพดานพลังงานของประเทศไทย 

 

แนวความคิดการใชเอทานอลในประเทศไทย (ศุภวรรณ, 2551) 
เอทานอลในประเทศไทยถูกพัฒนาและคนควาอยางตอเนื่อง เหตุผลมาจาก 

1. สภาวะวิกฤตนํ้ามันโลก 
ในสภาวะปจจุบันประเทศไทยตองประสบกับความเสียเปรียบทางดานพลังงาน เนื่องจากมี 

การใชนํ้ามันเชื้อเพลิงท่ีตองนําเขาจากตางประเทศ เพ่ือการขนสงในปริมาณท่ีสูงมากและมีราคา 
น้ํามันดิบในตลาดโลกมีราคาสูงและมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนตลอดเวลา สงผลใหประเทศไทยตองเผชิญกับ 
ความเสียเปรียบทางดานเศรษฐกิจ ตองพิจารณาแหลงพลังงานใหมเพ่ือทดแทนท่ีมาจากวัตถุดิบทาง 
การเกษตรท่ีสามารถผลิตไดเองภายในประเทศ ทําใหสามารถประหยัดสวนท่ีตองนําเขาจาก 
ตางประเทศไดรอยละ 10 จากการนําเขาน้ํามันปโตรเลียมตอปประมาณ 4 แสนลานบาท 
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2. สภาวะโลกรอน 
ปจจุบันสภาวะโลกรอนหรือท่ีเรียกวาสภาวะเรือนกระจก ซ่ึงท่ัวโลกใหความสําคัญจาก 

ผลกระทบท่ีเกิดข้ึนและกําลังพยายามหาแนวทางแกไขท่ียั่งยืน เอทานอลเปนพลังงานท่ีรักษา 
สิ่งแวดลอมจึงเปนอีกแนวทางหนึ่งท่ีชวยลดปริมาณคารบอนไดออกไซดจากสภาวะโลกรอน 

พลังงานชีวมวลท่ีผลิตจากเอทานอลมีศักยภาพสูงในการใชเปนแหลงพลังงานทดแทนนํ้ามัน 
เชื้อเพลิงท่ีตองนําเขาจากตางประเทศโดยเอทานอลสามารถผลิตไดจากชีวมวลทางการเกษตรท่ีมีแปง 
หรือนํ้าตาลเปนองคประกอบ ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมท่ีมีพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญเปนแหลง 
สะสมนํ้าตาลและแปง ไดแก ออย มันสําปะหลัง และ วัสดุเศษเหลือทางการเกษตรบางชนิด วัตถุดิบ 
เหลานี้ไดผานการวิจัยและพัฒนาดานการเพ่ิมผลผลิตมาอยางตอเนื่องจากหลากหลายหนวยงาน ซ่ึง
ประสบความสําเร็จเปนอยางยิ่ง สําหรับเทคโนโลยีในการผลิตมีอยูมากมาย ซ่ึงเปนท้ังเทคโนโลยีท่ี 
พัฒนาข้ึนภายในประเทศและนําเขาจากตางประเทศ ซ่ึงสามารถแบงเปน 3 ระยะของการใชวัตถุดิบ 
คือ การผลิตเอทานอลจากน้ําตาลจากแปงและเซลลูโลส ประเทศไทยสามารถผลิตเอทานอลจาก 
น้ําตาลไดอยางมีประสิทธิภาพตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบันและไดพัฒนาการผลิตเอทานอลอยางตอเนื่อง 
และมีประสิทธิภาพสูงมากในปจจุบัน สําหรับการนําเซลลูโลสมาใชเปนวัตถุดิบนั้นยังอยูระหวางการ 
พัฒนาจากระดับเครื่องตนแบบสูการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

2.2 กระบวนการผลิตเอทานอล 

การผลิตเอทานอลโดยท่ัวไปมีอยู 2 วิธี คือวิธีการสังเคราะหทางเคมี แล ะวิธีการหมัก สําหรับ

การผลิตโดยวิธีทางเคมีนั้นทําโดยไฮเดรชัน (hydration) สารเอท่ีลีน (ethylene) ซ่ึงไดจาก ปโตรเลียม 

และ กาซธรรมชาติ สําหรับการผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมักนั้นอาศัยเอนไซมภายใน เซลลชอง

จุลินทรียชวยทําใหเกิดปฏิกิริยาในการเปลี่ยนแปลงซับสเตรต ตัวอยางเชนเม่ือเติมยีสตลงใน อาหารท่ีมี

ซูโครสยีสตผลิตเอนไซมอินเวอรเทส (invertase) ซ่ึงเอนไซมนั้นทําหนาท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยา เปลี่ยน

ซูโครสใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว คือกลูโคส และ ฟรุกโทส จากนั้นกลูโคส และ ฟรุกโทสจึงถูก

เปลี่ยนเปนเอทานอล และ คารบอนไดออกไซดดวยเอนไซมอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวของในวิถี Embden- 

Meyerhof-Parnas 
เทคโนโลยีการหมักจัดวาเปนวิธีเกาแกท่ีสุดของกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ คําวา การ

หมัก มาจากคํากิริยาของภาษาลาตินท่ีเรียกวา พีเวีย (fevere) แปลวาการเดือด (to boiling) ท่ีเกิด
จากการกระทําของยีสต โดยเกิดเปนฟองปุดข้ึนมาบนสารสกัดของผลไมหรือธัญพืชท่ีกําลังงอก ซ่ึงการ
หมักดังกลาวเกิดจากการเปลี่ยนแปลงทางเคมีโดยจุลินทรียหรือผลิตภัณฑท่ีจุลินทรียสรางข้ึน 

 

ชีวเคมีการหมักเอทานอลโดยยีสต 
สําหรับการหมักเอทานอลจากนํ้าตาลของยีสตเกิดโดยผานวิถีไกลโคไลซิส หรือ Embden- 

Meyerhof-Parnas (EMP) pathway โดยวิถีไกลโคไสซิสนี้ไมมีโมเลกุลของออกซิเจนเขามาเก่ียวของ 
ไพรูเวตท่ีไดยีสตจะเปลี่ยนเปนแอชีทาลดืไฮด และ เอทานอล ตามลําดับ 

Paturau (1969) รายงานวาในการหมักเอทานอลนั้นยีสตเปลี่ยนนํ้าตาลเปนเอทานอลและ 
สารอ่ืน ๆ ดังตารางท่ี 2.1 
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7ตารางท่ี 2.1 7สารท่ีไดจากการหมักเอทานอลโดยยีสต 
 รอยละ 
5เอทานอล 48.4 
5คารบอนไดออกไซด 46.5 
5แอซีแทลดืไฮด 0 – 0.03 
5กรดอะซิดิก 0.05 – 0.25 
5กลีเซอรอล 2.5 – 3.6 
5กรดแล็กทิก 0 – 0.2 
5กรดซัคซินิก 0.5 – 0.77 
5นํามันเชือเพลิง 0.25 – 0.5 
ท่ีมา: คมสัน (2553) 

กระบวนการหมักเอทานอล 
กระบวนการหมักโดยจุลินทรียประกอบไปดวย 6 ข้ันตอน (Stanbury and Whitaker, 

1995) คือ 
1. การเตรียมอาหารท่ีใชหมัก 
2. การทําใหอาหาร ถังหมัก และ อุปกรณปลอดเชื้อ 
3. การเพาะเชื้อ โดยปริมาณเชื้อเริ่มตนท่ีใชเพาะลงในอาหารหมักตองเหมาะสม เชื้อตอง 

บริสุทธิ์ และ วองไว (active) 
4. การเพาะเลี้ยงจุลินทรียในถังหมักตองอยูในสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตผลิตภัณฑท่ีตองการ 
5. การสกัดผลิตภัณฑและการทําใหบริสุทธิ์ 
6. การกําจัดของเสียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการท้ังหมด 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 2.1 ข้ันตอนและความสัมพันธของข้ันตอนตางๆ ในกระบวนการหมักเอทานอล 

ท่ีมา : Stanbury และ Whitaker (1995) 
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การหมักเอทานอล 
โดยท่ัวไปการหมักทําไดโดยการเตรียมนํ้าหมักท่ีมีความเขมขนนํ้าตาลท่ียีสตสามารถใชไดรอย 

ละ ประมาณ 14 - 18 สารอาหารท่ีตองเตรียมเพ่ิมเติมคือ แอมโมเนียมซัลเฟต ประมาณ 70 - 400 
กรัมตอลิตร และมีการเติมกรดฟอสฟอริกดวย เติมกรดซัลฟูริกเพ่ือปรับความเปนกรดดางใหเหมาะสม 
กับการเจริญของยีสตประมาณ 4.5 - 5.0 ปองกันการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆไดดวย จากนั้นเติมเชื้อ 
ยีสตประมาณรอยละ 5 - 8 โดยปริมาตรและสามารถหมักในสภาพจํากัดอากาศท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 
25 - 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 - 72 ชั่วโมง จะไดความเขมขนเอทานอลประมาณรอยละ 6-9 

 
กระบวนการหมักท่ีใชมี 3 แบบ (สมใจ, 2537) คือ 

1. การหมักแบบแบตซ (Batch fermentation) 
เปนการหมักท่ีทําในระบบปด มีสารอาหารเริ่มตนจํากัด เม่ือใสจุลินทรียท่ีตองการ 

เพาะเลี้ยงลงในระบบแลว ไมมีการเติมสารอาหารใด ๆ เพ่ิมลงไปอีกจนเสร็จการหมัก 
การหมักแบบนี้มีขอดีคือ คาติดตั้งอุปกรณถูกกวา ไมตองการการฆาเชื้อในถังหมักอยาง 

สมบูรณ ไมตองใชคนท่ีมีความเชี่ยวชาญมากในการควบคุมเครื่องระหวางทํางาน ความเสี่ยงในการ ลง
ทุนตํ่า งายในการเก็บรักษาวัตถุดิบ สามารถใชกับการหมักท่ีตองการผลิตภัณฑท่ีแตกตางกันได และ
โอกาสท่ีการหมักจะปนเปอนจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ตํ่า 

ขอเสียของการหมักแบบนี้ ความถ่ีในการฆาเชื้อถังจะมีผลตอการวัดคาของเครื่องมือวัด 
ตางๆ คาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อสูง ความเสี่ยงสูงในการกลายพันธุของเชื้อท่ีใชหมัก ถังหมักหนึ่งถัง 
ไมเพียงพอตอการผลิตผลิตภัณฑหลายๆอยางและผลิตภัณฑจะถูกแยกออกเนื่องจากปฏิกิริยาท่ีไม 
ตอเนื่อง 

2. การหมักแบบตอเนื่อง (Continuous fermentation) 
เปนวิธีการท่ีในระหวางการหมักมีการเติมอาหารใหม และถายอาหารเกาออกจากระบบใน 

อัตราเดียวกัน ทําใหจุลินทรียสามารถเพ่ิมจํานวนไดอยางตอเนื่องโดยไมมีขอจํากัดในเรื่องอาหาร 
ขอดีของการหมักแบบนี้คือ ใชพนักงานนอย ควบคุมผลิตภัณฑได โอกาสติดเชื้อใน 

ระหวางการหมักตํ่า และปองกันการเสียหายของอุปกรณเครื่องมือวัดในระหวางการฆาเชื้อภายในถัง 
หมักนอย 

ขอเสีย คือวัตถุดิบท่ีใชในการหมักตองเปนแบบเดียวกันตลอดการหมัก ปญหาในการ รักษา
อัตราการหมักสูงๆ การใชเครื่องควบคุมแทนคนงานมีคาใชจายในการทํางานสูงกวา อุปกรณใน การ
แยกของแข็งในระหวางการหมักมีราคาแพง 

3. การหมักแบบเฟด-แบตซ (Fed-batch fermentation) 
เปนการหมักท่ีมีการเติมสารอาหารบางอยางเพ่ิมลงไปในอาหารท่ีใชเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

เปนระยะ ๆ เพ่ือใหจุลินทรียเจริญและใชสารอาหารไดอยางเต็มท่ี โดยไมมีการถายอาหารเกาออก ซ่ึง
การหมักแบบนี้สวนใหญใชแกปญหาเก่ียวกับขอจํากัดเรื่องความเขมขนของสารอาหารเริ่มตนซ่ึงถา ใช
มากไปอาจมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได หรืออาจทําใหมีปญหาในการใหออกซิเจนโดยการ ใหใน
ปริมาณท่ีเพียงพอทําไดยาก 
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ขอดีของการหมักแบบเฟด-แบตซ อธิบายไดดังนี้ (Roehr, 2001) 

1. ใหผลผลิตสูง ท้ังนี้เพราะไมมีการดึงเชลลออกในระหวางการหมัก 

2. มีความยืดหยุนสูง 

3. มีความเสี่ยงตอการเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนตํ่า 

4. เง่ือนไขของสภาวะตาง ๆ มีความเหมาะสม ตอจุลินทรีย เซน การเจริญของเชื้อ 

ขอเสีย ดังนี้ 

1. เสียเวลากับการเติมอาหาร การใหความรอน การกําจัดเชื้อ การใชระบบหลอเย็น 

และการทําความสะอาดถังหมัก 

2. ตองการกําลังคนมาก หรือตองการเครื่องมีอท่ีมีราคาแพง เซน การใชระบบ 

คอมพิวเตอรในการควบคุม 

3. มีความเสี่ยงสูงตอการเกิดการปนเปอน หรือการไดรับสารพิษจากคนท่ีเขาไป 

ปฏิบัติกับงาน 

4. เครื่องมีอไดรับความเสียหายมากจากการกําจัดเชื้อหลาย ๆ ครั้ง 

2.3 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอล 
Panchal (1990) ไดชี้ใหเห็นวามีปจจัยหลายอยางท่ีมีบทบาทสําคัญในการยับยั้งปฏิกิริยา 

การผลิตเอทานอล ทําใหผลิตเอทานอลไดนอยลง ซ่ึงปจจัยหลัก ๆ ไดแก 

1. การยับยั้งการผลิตเอทานอลโดยผลิตภัณฑสุดทาย นั่นคือ เอทานอลทําหนาท่ีเปนตัวยับยั้ง

ปฏิกิริยา 

2. การยับยั้งการผลิตเอทานอลโดยผลผลิตพลอยได (by products) เซน กรดอินทรีย 

3. การยับยั้งโดยแรงดันออสโมซีส เนื่องจากมีความเขมขนของนํ้าตาลสูง 

4. การยับยั้งเนื่องจากผลของอุณหภูมิท่ีเพ่ิมมากข้ึน 

5.  การยับยั้งกระบวนการหมักแตไปสงเสริมการเจริญของยีสตเนื่องจากการใหอากาศ 

(aeration) หรือการกวน (agitation) 

6. การยับยั้งกระบวนการหมักเนื่องจากการปนเปอนจากแบคทีเรียหรือยีสตชนิดอ่ืน 

(โดยเฉพาะอยางยิ่งการหมักในระดับอุตสาหกรรม) 

7. การยับยั้งกระบวนการหมักเนื่องจากสายพันธุยีสตท่ีเสือกใชไมคงตัว มีการกลายพันธุหรือ 

มีลักษณะท่ีเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 

 

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการหมักเอทานอลของยีสต มีดังนี้ (วราวุฒิ และคณะ, 2529) 

1. ความเขมขนของเอทานอล 
ยีสตหลายชนิดมีความออนแอตอการยับยั้งดวยเอทานอล การมีเอทานอลสะสมอยูในถัง 

หมักถือวาเปนปญหาหลักอยางหนึ่งท่ีไปยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ความเขมขนของเอทานอลเพียง 
1-2 เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักก็ทําใหจุลินทรียเจริญไดชาลง และท่ีความเขมขนรอยละ 10 โดยน้ําหนัก ทํา
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ใหการเจริญของจุลินทรียเกือบหยุดลง การเจริญของจุลินทรียถูกยับยั้งดวยเอทานอลแบบ ไมแขงขัน 
(non-competitive) ตามสมการ Michaelis-Menten (Aiba และคณะ, 1968) 

อยางไรก็ตาม Brown และ คณะ (1981) ไดทําการศึกษาและชี้ใหเห็นวาผลของการยับยั้ง 
นั้นมีความซับซอนมาก ยิ่งไปกวานั้นถามีการเติมเอทานอลในชวง log phase ทําใหอัตราการเจริญ 
ของยีสตลดลงอยางรวดเร็ว ทําใหเชลลท่ีมีชีวิตลดลง ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเอนไซมถูกทําใหเสียสภาพ 
อยางถาวร โดยท่ัวไปพบวาเอลยีสต (ale yeast) มีความทนตอเอทานอลนอยกวาลาเกอรยีสต (lager 
yeast) และยีสตท่ีเจริญในสภาวะท่ีมีอากาศหรือในสภาวะท่ีมีกรดไขมันไมอ่ิมตัว พบวามีการ 
ตอบสนองตอเอทานอลนอย แตเม่ืออยูในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงชวยสงเสริมใหความเปนพิษของ เอ
ทานอลมีมากข้ึน การผลิตเอทานอลลดลงเม่ือยีสตอยูในสภาพท่ีมีอุณหภูมิสูงสุดท่ียีสตสามารถเจริญ ได 
และการผลิตเอทานอลมีมากข้ึนเม่ือยีสตอยูในสภาวะของอุณหภูมิตํ่าสุดของการเจริญ เอทานอลมี ผล
ตอการยับยั้งแบบไมแขงขันในการขนสงกลูโคส มอลโทส แอมโมเนีย และ กรดอะมิโนตาง ๆ ยีสต สาย
พันธุท่ีเยื่อหุมเชลลมีสวนประกอบของกรดไขมันไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ปริมาณ มาก
สามารถมีชีวิตอยูไดเม่ืออยูในสภาวะท่ีมีความเขมขนของเอทานอลสูง ๆ มากกวายีสตสายพันธุท่ีมี 
สวนประกอบของกรดไขมันไมอ่ิมตัวอยูนอย ซ่ึงคลายกับวาผลของเอทานอลไปสงเสริมใหไฮโดรเจน 
ไอออน (hydrogen ion) ไหลผาน (passive flux) เยื่อหุมเชลลมากข้ึน ซ่ึงการไหลผานของไฮโดรเจน 
ไอออนนี้ไมไดผานทาง ATPase ของเยื่อหุมเชลลโดยตรง จึงทําใหเกิดความตางระดับของโปรตอน 
(proton gradient) กระจายไปท่ัวเยื่อหุมเชลล จึงไปมีผลตอการยับยั้งการขนสงสารละลายตาง ๆ 
นอกจากนี้ยังพบวาไมโทคอนเดรียมีบทบาทสําคัญตอการทนเอทานอลของยีสต และยีสตท่ีมีขนาด ของ
เชลลเล็กสามารถทนตอเอทานอลไดดีกวายีสตท่ีมีขนาดของเชลลใหญ (Panchal, 1990) 

2. ความเขมขนของนํ้าตาล 
อาหารสําหรับหมักท่ีมีน้ําตาลสูงกวารอยละ 15 การหมักเอทานอลของยีสตจะหยุดลง 

ดังนั้นการใชยีสต 1 3Socchoromyces cerevisiae มาหมักในสภาวะเขนนี้ จึงมีผลใหการหมักเปนไปได 
ชา ๆ และเม่ือเสือกใชยีสตท่ีทนตอแรงดันออสโมซีส (osmotolerant yeast) เชน S. 1 3rouxii พบวา 
สามารถเจริญไดดีในอาหารท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลสูง แตมีความสามารถในการผลิตเอทานอลตํ่า 
DAmore และคณะ (1988) ไดศึกษาผลของแรงดันออสโมซีสตอกระบวนการหมักของ brewing 
yeast (S. cerevisiae) ในอาหารท่ีมีความเขมขน,น้ําตาลตาง ๆ โดยใชกลูโคสท่ีความเขมขน 100, 200, 
300 และ 400 กรัมตอลิตร ผลแสดงใหเห็นวาเม่ือกลูโคสความเขมขนสูงข้ึนการเจริญและ การหมักของ 
brewing yeast ลดตํ่าลง จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวาอัตราการเจริญ อัตราการหมัก และ
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลซ่ึงดูจากคาผลผลิตเอทานอลทางทฤษฎี (theoretical ethanol yield) 
ลดลง เม่ือความเขมขนของน้ําตาลเพ่ิมข้ึน ท้ังนี้เปนเพราะเอนไซมท่ีเก่ียวของกับการผลิตเอทา นอล
ภายในเชลลไดรับความเสียหาย จึงมีผลในการยับยั้งปฏิกิริยาตาง ๆ ภายในวิถี Embden- Meyerhof-
Parnas 

3. สารอาหาร และ โคแฟกเตอร (cofactor) 
สารอาหารบางอยางอาจมีไมเพียงพอสําหรับการหมัก ซ่ึงรวมถึงแหลงของไนโตรเจนท่ีมี 

มวลโมเลกุลตํ่า (เขน แอมโมเนียมไอออน) วิตามิน หรือแรธาตุตาง ๆ เขน สังกะสี ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร 
แมกนีเซียม และแคลเซียม การเติมสารอาหารใหกับยีสตมีความสําคัญเปนอยางยิ่ง โดยเฉพาะเม่ือใช
น้ําตาลเริ่มตนเขมขนสูงกวารอยละ 16 (Rose และ Harrison, 1993) 
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3.1 5ไนโตรเจน 
โดยท่ัวไปยีสตสามารถใชแอมโมเนียมไอออน ไดซ่ึงอาจเติมในรูปของไดแอมโมเนียม 

ฟอสเฟต หรือแอมโมเนียมซีลเฟต โดยแอมโมเนียมไอออนนั้นจัดวาเปนแหลงของไนโตรเจนท่ีมีมวล 
โมเลกุลตํ่าซ่ึงยีสต 1 3Saccharomyces spp. สามารถใชได ขณะนี้ยังไมพบวามีการนํายูเรียไปใชเปน 
สวนประกอบของอาหารเลี้ยงยีสตเ พ่ือผลิตอาหารสําหรับคนอยางเปนการคา แตมีการใชใน 
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลเชื้อเพลิง โดยยูเรีย นั้นจัดเปนแหลงของไนโตรเจนท่ียีสตสามารถใชได 
เซนเดียวกันกับเกลือแอมโมเนียม 

3.2 5ฟอสฟอรัส 
ปกติใสในรูปของฟอสเฟต ซ่ึงเปน ionic factor จัดเปนธาตุอาหารท่ีมีความสําคัญ ตอ

การเจริญของยีสต แตไมควรใสจนมีความเขมขนเกินรอยละ 4 ของน้ําหนักแหง 

3.3 5ซัลเฟอร 
ปกติในอุตสาหกรรมใชในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟต จัดเปนธาตุอาหารท่ีมีความ 

จําเปนตอการเจริญของยีสตเซนเดียวกับฟอสฟอรัส และความเขมขนท่ีใสโดยท่ัวไปไมควรเกินรอยละ 1 
ของน้ําหนักแหง 

3.4 5Trace element 
สําหรับ brewer’s yeast ความตองการแรธาตุคอนชางหลากหลายโดยเฉพาะพวก ท่ี

เปนประจุบวก (cation) ไดแก สังกะสี แมงกานีส แมกนีเซียม แคลเซียม ทองแดง โพแทสเซียม และ
เหล็ก โดยท่ีสังกะสี แมงกานีส เหล็ก ทองแดง และแมกนีเซียม ทํา'หนาท่ีเปนโคแฟกเตอรของ เอนไซม 
ซ่ึงเปนสวนประกอบของแคทาไลติกเซ็นเตอร (catalytic centre) ท่ีชวยกระตุนให เกิดปฏิกิริยา หรือ
อยูในสภาวะท่ีเสถียร สวนโพแทสเซียมนั้นเปนสวนประกอบของระบบการขนสง สารอาหารเขาสูเชลล 
สําหรับแมกนีเซียมและแคลเซียมปริมาณการใสอยูในชวงกวางแตในอาหารจะ ขาดธาตุท้ังสองชนิดนี้
ไมได เพราะถาขาดจะมีผลใหหมักชา กรณีของแมกนีเซียมชวยใหอัตราในการ ผลิตเอทานอลเหมาะสม 
ขณะท่ีแคลเซียมกระตุนการเจริญและมีบทบาทตอการตกตะกอนของเชลล 6ยีสต 

3.5 5วิตามิน 
ความตองการวิตามินในการเจริญข้ึนอยูกับสายพันธุของยีสต สวนมากbrewer’s 

yeast มีความตองการไบโอติน โดยไบโอตินถูกยอยดวยเอนไซมคารบอกซีเลส (carboxylase) เพ่ือใช 
สําหรับสังเคราะหลิพิดท่ีจําเปน มียีสตหลายสายพันธุท่ีตองการแพนโทท่ีเนต เปนปจจัยการเจริญ แมวา
บางครั้งจะผลิตไดมากและปลดปลอยออกมาสูอาหาร ซ่ึงแพนโทท่ีเนตนี้เปนองคประกอบของโค 
เอนไซม เอ และมีความจําเปนสําหรับกระบวนการเมแทบอสิซึมคารโบไฮเดรตและลิพิด นอกจากนั้น 
เก่ียวของกับการสังเคราะหซัลเฟอรเพ่ือเปนองคประกอบของกรดอะมิโน สําหรับอินอซิทอล (inositol) 
มีความตองการเปนบางครั้ งเพราะใช เปนองคประกอบของฟอสฟอลิพิด ขณะท่ีไพริดอกซิน 
(pyridoxine) และไทอะมีน (thiamine) นั้นมีความจําเปนตอ brewer’s top yeasts ซึงวิตามิน ตางๆ 
เหลานี้เปนองคประกอบของเอนไซมท่ีเก่ียวของกับกระบวนการหมักคารโบไฮเดรตและ เมแทบอสิซึม
ของกรดอะมิโน ซ่ึงการจะเติมสารอาหารใดลงไปนั้นควรคํานึงถึงผลตอตนทุนการผลิต 
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4. สภาวะแวดลอม 

4.1 5พีเอช 
การท่ีเชลลอยูในสภาวะแวดลอมตางกัน คาพีเอชของโปรโตพลาสซึมภายในเชลลนั้น 

ไมเหมือนกัน ยีสตสามารถรักษาระดับพีเอชภายในเชลลไดคอนชางดีเม่ืออยูในสารละลายท่ีมีคาพีเอช 
ตางกัน และยีสตสามารถเจริญไดคอนชางดีท่ีพีเอชระหวาง 3.6 - 6.0 แตพีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับการ 
เจริญอยูระหวาง 4.5 - 5.0 สําหรับอาหารท่ีมีบัฟเฟอรตํ่า พีเอชเริ่มตนสําหรับการหมักท่ีเหมาะสมควร 
มีคา'ประมาณ 5.5 แตอาหารท่ีมีบัฟเฟอรสูงพีเอชท่ีใชควรอยูในชวง 4.5 - 4.7 (สาวิตรี, 2540) 

4.2 5อุณหภูมิ 
สําหรับยีสตอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการหมักจะสูงกวาการเจริญ 5 - 10 องศา 

เซลเซียส ซ่ึงยีสตแตละชนิดตองการชวงอุณหภูมิในการเจริญท่ีแตกตางกัน สวนใหญสัมพันธกับ 
กระบวนการทางชีวเคมีรวมท้ังเอนไซมท่ีเก่ียวของ ยีสตสวนใหญไมสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิสูงกวา 
50 องศาเซลเซียส โดยพบวาเชลลยีสตในระยะท่ีมีการเจริญเกิดการตายได ถานําไปไวท่ีอุณหภูมิตั้งแต 
50 - 60 องศาเซลเซียส ในเวลานอยกวา 30 นาที สําหรับการผลิตยีสตขนมปง มักควบคุมอุณหภูมิ 
ระหวางการหมักใหอยูท่ี 30 องศาเซลเซียส 

4.3 5ออกซิเจน 
ในกระบวนการหมักยีสตตองการออกซิเจนสําหรับสังเคราะหเยื่อหุมเชลล เพ่ือให 

โครงสรางท่ีเปนลิพีดมีเสถียรภาพ และเพ่ือรักษาสภาพชองกระบวนการตางๆ ท่ีมีอยูท่ัวไปในเชลล 
อยางไรก็ตามการใหออกซิเจนในการหมักนั้นมีผลใหการผลิตเอทานอลลดลง และทําใหชีวมวลชอง 
เชลลเพ่ิมข้ึนซ่ึงเปนเพราะออกซิเจนสงเสริมใหเกิด Pasteur effect ในกรณีท่ีใชแบคทีเรียเปน จุลินทรี
ยีในการหมัก มีแบคทีเรียหลายชนิดท่ีตองอยูในสภาวะท่ีไมมีอากาศเทานั้น ถึงจะมีอัตราการ ผลิตเอทา
นอลสูง และผลิตชีวมวลชองเชลลตํ่า 

4.4 5คารบอนไดออกไซด 
ยับยั้งการเจริญของยีสตท้ังในสภาพท่ีมีและไมมีออกซิเจนในท่ีความดันสูงกวา 

บรรยากาศคารบอนไดออกไซดยับยั้งการเจริญและการหมักรุนแรงมากข้ึน เชนเดียวกับสภาวะท่ี 
อาหารมีพีเอชตํ่า และมีความเขมขนชองเอทานอลสูง ดูเหมือนวาคารบอนไดออกไซดมีผลตอการ ยับยั้ง
ปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชันเทานั้น แตก็พบวาคารบอนไดออกไซดมีอิทธิพลตอองคประกอบชอง เยื่อหุม
เชลล เปนผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมบางอยางชองเอนไซม เปลี่ยนแปลงสภาพใหซึม ได 
(permeability) และการขนสงตัวถูกละลาย 

2.4 จุลินทรียในการผลิตเอทานอล 
จุลินทรียท่ีใชในกระบวนการผลิตเอทานอลท่ีสําคัญท่ีสุดคือ ยีสต ซ่ึงสามารถเปลี่ยนน้ําตาลเปน 

พลังงานเม่ืออยูในสภาวะท่ีมีอากาศ และสรางเอทานอลเม่ืออยูในสภาวะท่ีปราศจากอากาศ(มีอากาศ 
จํากัด) กระบวนการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลดวยยีสตนั้นในระดับอุตสาหกรรมมีกระบวนการผลิต 
แตกตางกันไป รวมถึงยีสตท่ีไดรับความสนใจและถูกเลือกใชในการหมักไดแก 1 3Saccharomyces 
cerevisioe, S. uvoum Shizosocchoromyces pombe และ 1 3Kluyveromyces species สําหรับ 
แบคทีเรียท่ีไดรับความสนใจและมีการนํามาใชในกระบวนการหมัก ไดแก 1 3Zymomonos mobiiis ซ่ึง
การเลือกใชจุลินทรียชนิดใดก็ข้ึนอยูกับวัตถุดิบท่ีนํามาใช สําหรับ Z. mobiiis และ S. cerevisiae ตาง
มีความเหมาะสมตอการนําไปใชในกระบวนการหมักในระดับอุตสาหกรรม ท้ังนี้ข้ึนอยูกับพ้ืนฐาน ของ
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การจัดการ กรณีเลือกใช Z. mobiiis ซ่ึงเปนจุลินทรียท่ีใหผลผลิตเอทานอลสูงแตมีชีวมวลตํ่า ฉะนั้น
จําเปนตองมีความระมัดระวังในเรื่องของการกําจัดเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นเม่ือคํานึงถึงแง 
เศรษฐศาสตรโรงงานอุตสาหกรรมท่ัวไปจึงใหความสนใจ S. cerevisiae มากกวาอีกท้ัง Z mobiiis มี
ความทนตอเอทานอลตํ่ากวายีสต การผลิตเอทานอลในระดับโรงงานอุตสาหกรรมนั้นจุลินทรียท่ี เลือก
มาใชตองมีลักษณะเหมาะสมกับกระบวนการและอุปกรณท่ีใชในการผลิต และการออกแบบ ลักษณะ
ของกระบวนการการผลิตนั้นก็ข้ึนอยูกับจุลินทรียท่ีถูกเลือกมาใชในกระบวนการหมักดวย เซนกัน 

ยีสตคือจุลินทรียชนิดหนึ่งท่ีมนุษยรูจักนํามาใชประโยชนอยางกวางขวางเปนเวลานานมาแลว 
ถึงกับมีผูกลาวไววา ยีสตเปนจุลินทรียชนิดแรกท่ีมนุษยรูจักนํามาใชประโยชน โดยนํามาใชในการผลิต 
เบียรชนิดหนึ่งท่ีเรียกวา Boozah เม่ือประมาณ 6,000 กอนคริสตศักราช ปจจุบันไดมีการนํายีสตมา ใช
ประโยชนในหลายๆดาน ไดแก อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเครื่องสําอางและเภสัชกรรม 
การแพทย การเกษตร และสิ่งแวดลอม การใชประโยชนชองเชลลยีสตในอุตสาหกรรมอาหาร มีบทบาท
สําคัญอยางมากและสามารถสรางมูลคาเพ่ิมใหกับเชลลยีสตไดอยางคุมคา นอกจากนี้ยีสตยัง สามารถ
นําไปใชในกระบวนการหมักเพ่ือผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลชนิดตางๆ เซน เบียร ไวน การผลิต เอ
ทานอลสําหรับใชเปนสารเคมีและเชื้อเพลิง เปนตน 

ยีสตจัดเปนจุลินทรียในกลุมชองรากลุมหนึ่งท่ีมีการดํารงชีวิตเปนแบบเชลลเดี่ยว มีรูปราง 
หลายแบบ เซนรูปรางกลม ทรงรี สามเหลี่ยม รูปรางคลายผลมะนาวแถบประเทศตะวันตกหรือรูปราง 
ยาว เปนตน ยีสตจะมีการลืบพันธุท้ังแบบไมอาศัยเพศโดยวิธีการแตกหนอ (budding) หรือลืบพันธุ 
แบบอาศัยเพศโดยวิธีการสรางสปอรชนิดแอสโคสปอร (ascospore) หรือแบลิดิโอสปอร 
(basidiospore) ยีสตสวนใหญจะมีการใชสารอินทรียเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอน มนุษย รูจัก
นํายีสตมาใชประโยชนในแงชองกระบวนการหมัก (fermentation) โดยเชลลยีสตจะมีการ เจริญเติบโต
และแพรขยายจํานวนภายใตสภาวะตางๆ เซน อาหาร อุณหภูมิ และปจจัยแวดลอมใน กระบวนการ
หมักท่ีเหมาะสมดวยการเปลี่ยนแปลงน้ําตาล (สารอินทรียท่ีใชเปนแหลงคารบอน) เปนคารบอนได
ออกไซดและแอลกอฮอล เชลลยีสตสามารถพบไดมากมายตามธรรมชาติ เซน ในน้ํา ดิน พืช หรือแม
กระท้ังในอากาศ นอกจากนี้ยังพบวายีสตบางชนิดจะรวมอยูกับแมลง หรือในกระเพาะ ชองสัตวบาง
ชนิด แหลงท่ีมักพบยีสตเจริญปะปนอยูบอยๆ คือ แหลงท่ีมี'ปริมาณความเขม'ขนชอง น้ําตาลสูงๆ เซน 
น้ําผลไม น้ําผึ้ง และผลไมท่ีมีรสหวาน นอกจากนี้ยังสามารถพบยีสตเจริญไดในเมล็ด ธัญพืช หญาฟาง 
หรือแมกระท้ังอาหารสัตว การปนเปอนของเชื้อยีสตในอาหารเหลานี้อาจกอใหเกิดเปนสาเหตุของการ
เนาเสียของอาหารอีกดวย อยางไรก็ตามยีสตหลายสายพันธุท่ีไดทําการพิสูจนและ ศึกษาดนควาวามี
ประโยชนตอมนุษย แตยีสตท่ีนํามาใชในอุตสาหกรรมนั้นมีเพียงไมก่ีชนิดเทานั้น ตัวอยางสายพันธุท่ีเปน
ท่ีรูจักและมีการนํามาใชอยางแพรหลาย คือ 13Saccharomyces cerevisioe ซ่ึงเปนยีสตท่ีใชในการผลิต
เบียร (Brewer’s Yeast) เอทานอล และสําหรับทําขนมปง (Baker’s yeast) 

Saccharomyces cerevisioe จัดอยูใน 
  Division  Ascomycotina 
  Class   Ascomysetes 
  Order   Saccharomycetales 
  Family   Saccharomycetaceae 
  Sub-family  Saccharomycetoidae 
  Genus   Saccharomyces 
  Species  cerevisioe 
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(a) (b) 

 

 
รูปท่ี 2.2    (a) ลักษณะโดใสนิ'ของ 13Saccharomyces cerevisioe บนอาหารแข็ง 

(b) ลักษณะเชลลของ 1 3Saccharomyces cerevisioe ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
กําลังขยาย 100X 

7ท่ีมา 7: http://wineserver.ucdavis.edu/content.php? (สืบดนวันท่ี 18 พฤศจิกายน 2555) 
 

ในกระบวนการหมักเอทานอลจุลินทรียท่ีสําคัญท่ีสุดคือ ยีสต โดยเฉพาะ S. cerevisiae 
จุดเดนของเชื้อนี้คือ สามารถเจริญเติบโตไดดีในชวงอุณหภูมิกวาง (0 ถึง 40 องศาเซลเซียส) ทน 
อุณหภูมิสูงไดนอกจากนี้ยังสามารถใชน้ําตาลไดหลายชนิดนอกเหนือจากน้ําตาลกลูโคส เชนน้ําตาล 
ซูโครส (น้ําตาลทราย) น้ําตาลมอลโตส กาแลกโตส เปนตน จึงนิยมใชหมักเพ่ือผลิตเอทานอล โดยท่ัวๆ 
ไป 

การผลิตเอทานอลในระดับโรงงานอุตสาหกรรมนั้นจุลินทรียท่ีเลือกมาใชตองมีลักษณะ 
เหมาะสมกับกระบวนการและอุปกรณท่ีใชในการผลิต และการออกแบบลักษณะของกระบวนการการ 
ผลิตนั้นก็ข้ึนอยูกับจุลินทรียท่ีถูกเลือกมาใชในกระบวนการหมักดวยเซนกัน จุลินทรียท่ีดี และมีความ 
เหมาะสมในการผลิตเอทานอลเชื้อเพลิงควรมีลักษณะดังนี้ (สาวิตรี, 2540; Panchal, 1990) 

1. ใหผลผลิตสูง 
2. ทนตอเอทานอล (ethanol tolerance) 
3. ทนตอแรงดันออสโมซีส (osmotolerance) 
4. มีความคงตัวภายใตสภาวะตาง ๆ ของการหมัก 
5. ทนตอพีเอชต่ํา (acid tolerance) 
6. ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerance) 
7. มีอัตราการหมักเอทานอล (rate of ethanol fermentation) สูง 
8. เพ่ิมจํานวน (propagation) ไดงาย 
9. ใหความรอนในระหวางการหมักตํ่า 
10. การแสดงลักษณะตกตะกอนหรือไมตกตะกอนข้ึนอยูกับลักษณะของกระบวนการ

หมักท่ีผูผลิตตองการ 
11. มีกิจกรรมการเปนผูฆา (killer activity) 
12. นอกเหนือจากการใชกลูโคส มีความสามารถในการใชโพลีแชกคาไรด 
13. มีความทนทานตอสารพิษตาง ๆ 

http://wineserver.ucdavis.edu/content.php
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ยีสตทนอุณหภูมิสูงสําหรับการผลิตเอทานอล 
จุลินทรียมีความสามารถในการปรับตัวตอสภาวะแวดลอมภายนอกเพ่ือการอยูรอดได แตกตาง

กัน อุณหภูมิท่ีเพ่ิมข้ึนเปนปจจัยภายนอกท่ีสําคัญท่ีสุดในดานลบตอการเจริญของจุลินทรีย การท่ี
จุลินทรียสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิสูงตองมีกลไกพิเศษชวยใหมีชีวิตรอด ซ่ึงเก่ียวของกับสิ่ง สําคัญอยู 
3 ประการ คือ ความคงตัวของเชลลเนื่องจากปฏิกิริยาของลิพิดท่ีเยื่อหุมเชลล การสราง องคประกอบ
ของเชลลข้ึนมาทดแทนองคประกอบเดิมท่ีเสียสภาพไป และการท่ีจุลินทรียนั้นทนตอ อุณหภูมิสูงอยู
กอนแลวเกิดวิวัฒนาการอยางตอเนื่อง อุณหภูมิสูงสุดท่ียีสตสามารถเจริญไดประมาณ 46 - 50 องศา
เซลเซียส ซ่ึงยีสตท่ีสามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หรือสูงกวานั้นหาไดยาก ท้ังนี้ข้ึนอยูกับ
ชนิดของยีสต รวมท้ังสภาวะการเจริญ เซน อิทธิพลของแหลงคารบอน น้ํา ออกซิเจน ความเขมขนของ
เอทานอล และ'ปจจัยการเจริญอ่ืน การใหสารอาหารพิเศษบางชนิดสามารถชวยให ยีสตเจริญท่ี
อุณหภูมิสูงข้ึนได เซน การเติมกรดไขมันอ่ิมตัว และเออรโกสเตอรอลในอาหารหมัก การท่ี ยีสตมีการ
เจริญลดลงในท่ีท่ีมีอุณหภูมิสูงข้ึนอาจเนื่องมาจากมีการสังเคราะหสเตอรอลไดนอยลง (Anderson และ
คณะ, 1986) เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนพบวาสภาพการเปนของไหลขององคประกอบของ เยื่อหุมเชลลมี
แนวโนมลดลง การมีชีวิตรอดของยีสตนอยลง ท้ังนี้เพราะโปรตีนหรือองคประกอบของ กรดไขมันท่ีเยื่อ
หุมเชลลเสียสภาพ (Swan และ Watson, 1997) 

ท่ีอุณหภูมิสูงอัตราการเจริญของยีสตลดลงมีผลใหชีวมวลโดยรวมลดลง เพราะฉะนั้นปริมาณ 
โปรตีน กรดไรโบนิวคลีอิก กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก และกรดอะมิโนอิสระตาง ๆ ภายในเชลลจึง 
ลดลง และการท่ีอุณหภูมิเพ่ิมข้ึนยังเหนี่ยวนําใหเยื่อหุมเชลลแข็งตัวมากข้ึน ทําใหความสามารถในการ 
ไหลผานของสารละลายตาง ๆ รวมท้ังสารอาหารท่ีจําเปนตอเชลลลดลง (Panchal,1990) จึงมีผลตอ 
การลดอัตราการหายใจของยีสต แสดงใหเห็นวาอุณหภูมิสูงเหนี่ยวนําใหระบบการหายใจของยีสต 
บกพรอง นั้นคือไมโทคอนเดรียมีบทบาทโดยตรงตอการทนสภาวะอุณหภูมิสูง (Van Uden, 1984) 

ปจจัยท่ีอาจเปนไปไดตอการทนอุณหภูมิสูงของยีสตคือการแสดงออกหรือไมแสดงออกของ 
heat shock proteins (HSPs) ซ่ึงในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงจะมีการเหนี่ยวนําใหเกิด HSPs ซ่ึง HSPs นี้
เปนตัวการในการทําใหเชลลยีสตมีความทนตออุณหภูมิสูง ไดรายงานถึงการทํา heat shock ใน S. 
cerevisiae วาไมเพียงเหนี่ยวนําใหเกิด HSPs และการทนอุณหภูมิสูงเทานั้น แตยังมีสวนชวยให ยีสต
ทนตอระดับของเอทานอลท่ีเพ่ิมข้ึน อยางไรก็ตามยีสตยังไมสามารถหมักเอทานอลไดดีท่ีอุณหภูมิสูง 

เอทานอลเปนแหลงพลังงานท่ีสามารถผลิตข้ึนมาทดแทนไดอยูตลอดเวลา จึงเปนท่ียอมรับ 
และเปนท่ีสนใจตอการวิจัย โดยพบวาในระหวางการหมักเอทานอลนั้นอุณหภูมิท่ีสูงข้ึนมีผลตอการ 
ผลิตเอทานอล ดังนั้นการใชยีสตท่ีทนอุณหภูมิสูงจึงมีความสําคัญในการชวยลดตนทุนของระบบหลอ 
เย็นในระหวางการหมัก ทําใหอัตราการหมักเร็วข้ึน และชวยลดโอกาสการเกิดการปนเปอนในระหวาง 
การหมักได ซ่ึงสายพันธุยีสตท่ีใชในอุตสาหกรรมสวนใหญเปนสายพันธุท่ีทนตอแรงดันออสโมซิส และ 
ทนตออุณหภูมิสูงไดดี (Sridhar และคณะ, 2001) 

72.5 วัตถุดิบท่ีใชไนการผลิตเอทานอล 7(www.dktac.th/kruya/energy/en_else/atanol:7 

สืบคนวันท่ี 10 กันยายน 2555) 
เอทานอลเกิดจากการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลกลู โคสผาน Embden-Meyerhof-Parnas 

Pathway หรือ Glycolysis pathway จากจุลินทรีย เนื่องจากยีสตท่ีใชน้ําตาลกลูโคสเพ่ือผลิตเอทา 
นอลนั้น สามารถใชน้ําตาลทราย (ซูโครส) ไดดวย ฉะนั้นจึงสามารถใชน้ําออย หรือกากน้ําตาลเปน 

http://www.dkt.ac.th/kruya/energy/en_else/atanol%20:%20%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%8a%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%97%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%9a%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%84%e0%b9%80%e0%b8%99%c2%89%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%99%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%87%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%91%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%99%e0%b9%80%e0%b8%98%e2%80%94%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%95%e0%b9%80%e0%b8%99%c2%88
http://www.dkt.ac.th/kruya/energy/en_else/atanol%20:%20%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%8a%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%97%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%9a%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%84%e0%b9%80%e0%b8%99%c2%89%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%99%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%87%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%91%e0%b9%80%e0%b8%98%c2%99%e0%b9%80%e0%b8%98%e2%80%94%e0%b9%80%e0%b8%98%e0%b8%95%e0%b9%80%e0%b8%99%c2%88
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วัตถุดิบสําหรับการหมักได สวนวัตถุดิบท่ีมีแปงเปนองคประกอบหลัก ถายอยแปงก็จะไดนํ้าตาล กลูโคส
และหมักเปนเอทานอลไดเซนเดียวกันโดยเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากชีวมวลจะข้ึนอยู กับ
ประเภทของวัตถุดิบท่ีใชผลิตเอทานอล 

วัตถุดิบท่ีใชในการผลิตเอทานอลในกระบวนการหมักจากวัตถุดิบทางการเกษตร สามารถแบง 
ตามกลุมพืชผลทางการเกษตรท่ีใชออกเปน 3 กลุมใหญๆ คือ 

1. วัตถุดิบประเภทนํ้าตาล 
ไดแก ออย กากน้ําตาล บทรูท ขาวฟางหวาน หัวผักกาดหวาน เปนตน ยีสตสามารถใช 

วัตถุดิบประเภทนี้ไดโดยไมตองผานกระบวนการใดๆโดยวัตถุดิบเหลานี้จะมีนํ้าตาลซูโครส (Sucrose) 
เปนองคประกอบหลัก 

 

C6H1206 + YEAST  ____________ � 2nC02 + 2C2H5OH 
Glucose Carbon dioxide Ethanol 

2. วัตถุดิบประเภทแปง 

เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสจะตองนํามาผานกระบวนการยอยใหไดน้ําตาลกลูโคส 

เปนโมเลกุลเดี่ยวยีสตจึงจะสามารถเปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอลไดดังสมการ 
Amylotytic 
enzymes yeast 

H(C6H10O5)nOH  -----  ► nC6H1206  ----------------- ► 2nCH3CH2OH + 2nC02 

Starch water Glucose Ethanol Carbon dioxide 
วัตถุดิบประเภทแปงไดแกผลผลิตทางการเกษตรเซน พวกธัญพืช เซน ขาวเจา ขาวสาลี 

ขาวโพด ขาวบารเลย ขาวฟาง และ พืชประเภทหัว เซน มันสําปะหลัง มันฝรั่ง มันเทศ เปนตน 
 

3. วัตถุดิบประเภทเสนใย 
ซ่ึงเปนวัตถุประเภทลิกโนเชลลูโลสประกอบดวยสวนประกอบสําคัญ 3 ชนิด คือ เชลลู

โลส (cellulose) เฮมีเชลลูโลส (hemicellulose) ลิกนิน (lignin) และสารประกอบอ่ืนๆ 
เชลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสตอกันเปนสายยาวและอยูในรูปผลึก มีลักษณะ

เปนเสนใย เหนียวและไมละลายน้ํา 
เฮมีเชลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลเพนโตส (Pentose) หลายชนิด เซน 

ไชโลส (Xylose) แมนโนส (Mannose) และ อะราบิโนส (Arabinose) เปนตน จะไมละลายน้ําและ 
เสถียรนอยกวาเชลลูโลสมาก 

ลิกนิน เปนพอลิเมอรของ ฟนิลโพรเพน (Phenylpropane) ทนตอการยอยสลายอยาง 
มาก ดังนั้นในการนํามาผลิตเอทานอลตองผานข้ันตอนการเตรียมวัตถุดิบกอน 

วัสดุสวนใหญเปนผลพลอยไดจากผลผลิตทางการเกษตร เซน ฟางขาว ชานออย ซัง
ขาวโพด รําขาว เศษไม เศษกระดาษ ชี้เลื่อย วัชพืช รวมท้ังชองเลียจากโรงงานอุตสาหกรรม เซน 
โรงงานกระดาษ เปนตน 

วัสดุเหลือทางการเกษตรสามารถนํามาผลิตเอทานอลได โดยวัสดุเหลือท้ังทาง การเกษตร
ท่ีมีมากในประเทศไทย เซน ผลพลอยไดจากขาว ผลพลอยไดจากขาวโพด และ ผลพลอยได จาก'ปาลม'
น้ํามัน ซ่ึงวัสดุเหลือท้ังแตละประเภท มีคุณสมบัติและปริมาณแตกตางกันไปสําหรับการนํา 
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วัสดุเศษเหลือจากการเกษตรไปผลิตเอทานอลนั้นมีขอจํากัดเพราะวัสดุเศษเหลือท่ีนํ้าหนักนอยและ 
พองฟูทําใหไมคุมคาขนสง 

แมจะมีวัตถุดิบอยูหลายชนิดท่ีสามารถนํามาผลิตเปนเอทานอลได แตจะมีเพียงไมก่ีชนิด 
ท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตเปนเอทานอล โดยมีหลักเกณฑท่ีควรพิจารณาคือ 

- วัตถุดิบมีปริมาณเพียงพอสําหรับปอนสูโรงงานไดตลอดป หาไดงาย ราคาถูก 

- สามารถผลิตเอทานอลตอหนวยของวัตถุดิบและตอหนวยของพ้ืนท่ีเพาะปลูกไดใน 

ปริมาณสูง 

- พลังงานสมดุลของระบบเปนบวก 

- วัตถุดิบนั้นจะตองไมแยงอาหารของมนุษย 
(wwwl.mod.go.th/opsd/dedweb/energy/about/meaning% ; สืบดนวันท่ี 26 ธันวาคม 2555) 

2.6 มันเทศ (Sweet Potato) 
http://kanchanapisek.or.th/kp6/New/sub/book (สืบดนวันท่ี 15 กันยายน 2555) 

ประวัติความเปนมา 
มันเทศมีถ่ินกําเนิดเดิมอยูบริเวณเขตรอนของทวีปอเมริกา แตมันเทศท่ีปลูกกันอยูในปจจุบัน 

นักวิทยาคาสตริไมมีหลักฐานแนนอนวามีวิวัฒนาการมาจากพืชปาชนิดใด ในสมัยโบราณมันเทศเปน 
อาหารหลักของมนุษยสองเขต คือ พวกอินเดียนในอเมริกากลางและบริเวณเทือกเขาแอนดิส ประเทศ 
เปรู พวกอินเดียนท้ังสองแหลงนี้ปลูกขาวโพดเพ่ือใชเปนอาหารหลัก และในขณะเดียวกันก็ปลูกมัน เทศ
ดวย อีกเขตหนึ่ง คือ ชนเผาโพลิเนเซียนท่ีอาศัยอยูบนหมูเกาะตางๆ ในมหาสมุทรแปซิฟก และ ตอน
เหนือของเกาะนิวซีแลนด เชื่อกันวามันเทศท่ีชาวโพลิเนเซียนปลูกกันในสมัยกอนนั้น นํามาจาก ทวีป
อเมริกาในคริสตศตวรรษท่ี 16 หลังจากชาวยุโรปดนพบทวีปอเมริกา นักสํารวจชาวสเปนไดนํา มันเทศ
ไปสูประเทศสเปน จากประเทศสเปนก็แพรตอไปยังประเทศอ่ืนๆในยุโรป 

ทางดานเอเชียมันเทศก็ถูกนํามายังอินเดีย ฟลิปปนส จีน และญี่ปน โดยนักสํารวจสเปนและ 
โปรตุเกส สําหรับประเทศไทยไมมีหลักฐานบันทึกวาไดมีการนํามันเทศเขามาปลูกในสมัยใดแตเขาใจ 
กันวามีผูนํามันเทศมาแพรหลายในราวสมัยกรุงศรีอยุธยาเปนราชธานี เพราะมีเรือสําเภาไปมาคาขาย 
ระหวางประเทศจีน พวกคนจีนคงจะไดนําติดมือมา ตามนิสัยท่ีไปอยูท่ีไหนก็หาพันธุพืชไปปลูกบริโภค 
ในปจจุบันมันเทศปลูกกันท่ัวไปในประเทศไทยเพราะมันเทศเปนพืชท่ีเหมาะสมกับสภาพดิน ฟาอากาศ
ของประเทศไทยอยางยิ่ง สามารถเจริญเติบโตไดดีและใหผล ผลิตของหัวคอนชางสูง แต สวนใหญแหลง
ปลูกเปนจังหวัดในทางภาคกลาง จังหวัดท่ีปลูกมาก ไดแก นครศรีธรรมราช เชียงใหม นครสวรรค 
พระนครศรีอยุธยา สงขลา นครปฐม เพชรบุรี ตรัง เลย และปทุมธานี โดยขอมูลป 2546 - 2547 
ประเทศไทยมีการปลูกมันเทศ รวม 30,905 ไร มีปริมาณผลผลิต 56,432 ตัน เฉลี่ยผลผลิต 1.82 ตัน
ตอไร มันเทศจึงเปนพืชอาหารท่ีมีความสําคัญเปนอันดับท่ี 5 ของโลกรองจาก ขาว สาลี ขาวจาว 
ขาวโพด และ มันฝรั่ง 

 
 
 

http://kanchanapisek.or.th/kp6/New/sub/book


23 
 

7ลักษณะท่ัวไปของมันเทศ 7(www.guru.sanook.com/encyclopedia ; สืบคนวันท่ี 12 พฤศจิกายน 
2555) 

 
รูปท่ี 2.3 แสดงลักษณะของมันเทศ 
ท่ีมา : www.hcsupply.blogspot.com/2009/02/blog-post.html (สืบคนวันท่ี 12 พฤศจิกายน 
2555) 

ซ่ืออังกฤษ : Sweet Potato 

35ซ่ือวิทยาศาสตร : 35Ipomoeo bototus L. 
ซ่ือวงศ : Convolvulaceae 

 

ลักษณะทางพฤษศาสตร 
มีลําตนเปนเถาหรือเปนพุมตั้งตรง และมีจํานวนนอย ท่ีเปนประเภทไมยืน ตนพืชพวกนี้อาจ 

เจริญในท่ีแหงแลง ในน้ํา และอาจเปนพวกตัวเบียน (parasite) โดยท่ัวไปแลวเม่ือใบหรือลําตนเปน 
แผลพืชในวงศนี้จะใหน้ํายางลีขาว 

7ราก 7มันเทศมีระบบรากแบบรากฝอย ซ่ึงเกิดจากขอชองลําตนท่ีใชปลูก หรือเกิดจาก ลําตน ท่ี
ทอดไปตามพ้ืนดิน รากมันเทศจะเปนท่ีสะสมอาหารและใชรับประทานได 

7ใบ 7เปนแบบใบเดี่ยว เกิดสลับกันบนขอชอง 7ลําตน 7 7มี7ขนาดและรูปรางตางกัน ความแตกตาง 
ชองใบนั้นมิใชเกิดจากพันธุเทานั้น แมแตในตนเดียวกันก็อาจมีรูปรางแตกตางกันได บางใบมีชอบใบ 
เรียบ บางใบมีใบเปนแฉก และบางใบมีรูปรางคลายหัวใจ เปนตน ใบมีขนเล็กนอย และ มักจะมีลี มวง
อยูตามเสนใบ กานใบอาจจะยาวหรือสั้น ท้ังนี้ข้ึนอยูกับพันธุนั้นๆ 

7ดอก 7มันเทศท่ีปลูกในเขตอบอุนมักไมออกดอก สวนการปลูกในเขตรอนจะออกดอกแตมักไม 
ติดเมล็ด ดอกเกิดตามมุมชองใบ มีกานขอดอก (peduncle) แข็งแรง ซ่ึงมักจะยาวกวากานใบ ดอกมี 
กลีบเลี้ยง 5 กลีบ ซ่ึงโดยปกติจะแยกเปนอิสระ ซ่ึงกันและกัน หรือ อาจเชื่อมติดกันท่ีโคนกลีบดอก 
(petal) มี 5 กลีบ กลีบดอกเหลานั้นจะเชื่อมติดกันเปนรูปกรวย (corolla tube) มีลักษณะคลาย ดอก 
ผักบุง กลีบดอกมีลีชมพูปนมวง มีเกสรตัวผู (stamen) 5 อันและแยกเปนอิสระซ่ึงกันและ กัน กานซูอับ
เกสรตัวผูเรียกวา กานอับเกสรมีความยาวไมเทากัน และเชื่อมติดอยูกับฐานชองกลีบ ดอก รังไข มี 2 
สวน บางดอกอาจจะมี 4 สวน แตละสวนจะมีไข 1 หรือ 2 ท่ีรับละอองเกสรตัวผู (stigma) มี 2 แฉกอยู
ท่ีกาน (style) เชื่อมติดกับรังไข 

 
 

 

http://www.guru.sanook.com/encyclopedia
http://www.guru.sanook.com/encyclopedia
http://www.hcsupply.blogspot.com/2009/02/blog-post.html
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7ผล มี 7เปลือกแข็งหุม 7มี7ลักษณะเปนแคปซูล (capsule) ภายในเปลือกแข็ง 7มี 7เมล็ดเล็ก 7สีดํา 7

คอนชางแบน ดานหนึ่งของเมล็ดเรียบ สวนอีกดานหนึ่งเปนเหลี่ยม ทางดานเรียบจะเห็นรอยท่ีเมล็ด ติด
กับผนังรังไขเรียกวา ไฮลัม (hilum) และมีรูเล็กๆ เรียกวา ไมโครไพล (micropyle) เปลือกของ เมล็ด
คอนชางหนา และนํ้าซึมผานไดยาก 

7หัว 7มันเทศลงหัวในระดับความลึกไมเกิน 9 นิ้ว หัวมันเทศเกิดจากการขยายตัวของราก ซ่ึง
เนื้อเยื่อภายในรากท่ีเรียกวาพาเรนไคมา (parenchyma) เปนสวนท่ีสะสมแปง รากท่ีขยายตัวเปน หัว
ข้ึนมาอาจเกิดจากรากของลําตนท่ีใชปลูก หรือจากรากท่ีเกิดจากขอของลําตันท่ีเลื้อยไปตามดินก็ ได 
ดังนั้นมันเทศตนหนึ่งๆ อาจมีหัวมากกวา 50 หัวลักษณะหัวสวนมากมีรูปรางทรงกระบอก ดานหัว ทาย
เรียวตรงกลางปองออก สีผิวของหัวและสีของเนื้ออาจจะเปนสีแดง เหลือง ขาว หรือสีนวล แตกตางกัน
ไปตามพันธุ ผิวอาจจะเรียบหรือขรุขระและมักจะมีรากแขนงเกิดในรองของหัว  

7คุณคาทางโภชนาการของมันเทศ 
ประกอบดวย คารีโบไฮเดรต เสนใย โปรตีน แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก วิตามินเอ วิตามินป 

1 วิตามิน,ป2 ไนอาซิน โฟเลท วิตามินซี สารเริ่มตนของสารแคโรทีนและเบตาแคโรทีน 
มันเทศ เปนแหลงคารโบไฮเดรตซ้ันดีท่ีใหพลังงานโดยไมกอพิษตอรางกายแบบอาหารท่ีแปร 

รูปจากแปงและน้ําตาลแบบอ่ืนๆ หัวมันเทศชนิดหัวสีเหลืองแสดงวาเปนแหลงเบตาแคโรทีนท่ีดีกิน แลว
จะไดวิตามินเอ มันเทศจึงมีสวนชวยบํารุงสายตา เสริมสรางระบบคุมกันของรางกายใหแข็งแกรง ลด
ความเลี่ยงตอโรคตางๆ 

มันเทศ เปนพืชอาหารของมนุษยและสัตว โดยใชท้ังหัว เถาใบ และยอดออน มาประกอบ 
อาหารท้ังคาวและหวาน เขน มันกระปอง น้ําสมสายชูหมักจากมันเทศ ในดานอุตสาหกรรมมีการ สกัด
แปงมันเทศเปนสวนผสมของอาหารเด็ก และกาว เปนตน นอกจากนี้มันเทศยังใชเปนอาหารสัตว ได
หลายชนิด เขน สุกร วัว ควาย กระตาย เปด ไก และปลา เปนตน 

 

สรรพคุณของมันเทศ 
มันเทศเปนแหลงพลังงาน และใหวิตามินป 2 และโฟเลทสูง รองลงมาจากผักใบเขียว มีสาร 

ตานอนุมูลอิสระท่ีดีเยี่ยม มีฤทธิ์เย็น รสหวาน สวนท่ีใชประโยชนของมันเทศ คือ หัว ตนและใบ ซ่ึงแต 
ละสวนจะใหสรรพคุณแตกตางกัน เขน 

- หัวมันหรือสวนยอด สามารถนํามาปรุงอาหาร ชงน้ําดื่มแกกระหาย บํารุงมาม ไต แกเมา 
คลื่นน้ําค้ันจากหัวมันเทศใช,ทาแกแผลไฟไหม 

- ใบมันเทศ ตําพอกฝ แกไขขออักเสบ แกแผลไฟไหม แกผื่นคัน ตุมพุพอง 

-  ท้ังตนและหัว มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา 
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7ตารางท่ี 2.3 7แสดงองคประกอบหลักใน 100 กรัม ของสวนท่ีรับประทานไดของพืชตระกูลหัว 
               เปรียบเทียบกับขาว 
 

นอกจากนี้ยังมีสรรพคุณอ่ืนเซน แกทองผูก ชวยยอยอาหาร ชวยปรับสภาพเลือด บํารุง
เลือด รวมถึงอวัยวะตางๆ คือกระเพาะ มามเปนตน ชวยปองกันโรคตอกระจก ตาบอดกลางคืน รักษา 
โรคเบาหวาน แกโรคดีซาน ปองกันโรคหัวใจ และ มะเร็ง 

7ตารางท่ี 2.2 7แสดงคุณคาทางอาหารของมันเทศเนื้อขาวเปรียบเทียบกับเนื้อเหลือง 
 

5ธาตุอาหาร 5มันเทศเนื้อขาว (หัว, ตม) 5มันเทศเนื้อเหลือง (หัว, ตม) 

5ความชื้น(gm) 562.3 568.1 

5แคโรรี่ (unit) 5149 5126 

5ไขมัน (gm) 50.4 50.6 

5ธาตุ 512C H O (gm) 535.8 529.4 

5เสนใย (gm) 50.6 50.6 

5โปรตีน (gm) 50.6 51.0 

5แคลเซียม (mg) 572 566 

5ฟอสฟอรัส (mg) 551 558 

5เหล็ก (mg) 50.7 50.8 

5วิตามินเอ (i.u.) 510 51,025 

5วิตามินป l(mg) 50.06 50.09 

5วิตามินป 2 (mg) 50.03 50.04 

5ไนอะซิน (mg) 50.5 50.6 

5วิตามินซี (mg) 547 531 

 
ท่ีมา : กองโภชนาการ กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข (2530) 
 

5ชนิดพืช 
5นํ้าหนักแหง 

(%) 
5คารโบไฮเดรต 

(%) 

5สวนของนํ้าหนักแหง 

5   โปรตีน (%)   ไขมัน(%) 
5เสนใย (%) 

5พลังงาน 

5(kJ) 

5มัน 527 588.8 57.4 50.7 51.9 5437 

5มันเทศ 530 585.8 55.0 51.0 53.3 5479 
5มันฝรัง 

520 585.0 510.0 5trace 52.0 5315 

5ขาว 588 588.6 58.0 50.9 50.2 51,478 

 
ท่ีมา : คมสัน (2553) 
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2.7 การกลายพันธุ  (Mutation) (http://www.cdiplab.com/DNA-analysist/DNA-
information.html สืบคน59วันท่ี 21 กันยายน 2556) 
 การกลายพันธุ (Mutation) เปนการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมในเชลลท่ีถายทอดไปยังเชลล
ลูกหลาน การกลายพันธุของจีโนม (Genome mutation) อาจเปนสาเหตุใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
จํานวนโครโมโชมสวนการกลายพันธุของโครโมโชม (Chromosome mutation) อาจเกิดจากการ
เปลี่ยนลําดับของยีนภายในโครโมโชม เชน การขาดหาย (Deletion) การเปลี่ยนกลับ (Inversion) การ
ทําเปนคู (Duplication) การเคลื่อนยาย (Translocation) หรือการไมแยกออก                (Non-
disjunction) ในขณะท่ีเกิดการกลายพันธุของยีน (Gene mutation) หรือการกลายพันธุเปนจุด 
(Point mutation) ซ่ึงเปนผลมาจากการเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนซ่ึงทําใหโครงสรางและหนาท่ี
ของโปรตีนจําเพาะเปลี่ยนไปการกลายพันธุแบบนี้เปนการกลายพันธุท่ีมีความสําคัญในการปรับปรุง
พันธุกรรมของจุลินทรีย (Jose และ Arnold, 2005) การเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไม
จําเปนตองสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมในนิวเคลียส แตอาจเกิดกับดีเอ็นเอท่ีอยูในออร
แกเนลอ่ืนๆในเชลล (Jacobson, 1981) 

 2.7.1 การเกิดการมิวเทชัน 
  แบงออกไดเปน 2 ชนิด 

1) มิวเทชันท่ีเกิดข้ึนเองในธรรมชาติ (Spontaneous mutation) อาจเกิดข้ึนเนื่องจาก
รังสี สารเคมี หรืออุณหภูมิในธรรมชาติ ทําใหการจับคูของเบสผิดไปจากเดิมสงผลให
รหัสพันธุกรรมเปลี่ยนไป แตอัตราการเกิดมิวเทชันชนิดนี้จะต่ํามาก 

2) การมิวเทชันท่ีเกิดจากการชักนํา (Induced mutation) เปนการกลายพันธุท่ีเกิดจาก
มนุษยใชสิ่งกอกลายพันธุ (Mutagen) ชักนําใหเกิดการกลายพันธุ มีดังนี้ 

2.7.1.1 สิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพ (Physical mutagen) ไดแก อุณหภูมิ และรังสี
ตางๆ รังสีสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภท ดังนี้ 

1.) รังสีท่ีกอใหเกิดไอออน (Ionizing radiation) รังสีประเภทนี้มีอํานาจในการ
ทะลุทะลวงผานเนื้อเยื่อไดสูง ซ่ึงมักจะทําใหเกิดการแตกหักของโครโมโชมทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครโมโชม รังสีเหลานี้ ไดแก รังสีแอลฟา เบตา 
แกมมา นิวตรอนซและรังสีเอ็กซ 

2.) รังสีท่ีไมกอใหเกิดไอออน (Non ionizing radiation) รังสีประเภทนี้มีอํานาจใน
การทะลุทะลวงผานเนื้อเยื่อไดต่ํา มักจะทําใหเกิดไทมีนไดเมอร (Thymine 
dimer) หรือไชโทซีนไดเมอร (Cytosine dimer) รังสีประเภทนี้ ไดแก รังสี
อัลตราไวโอเลต (UV) 

  2.7.1.2 สิ่งกอกลายพันธุทางเคมี (Chemical mutagen) ไดแก สารเคมีตางๆ เชน 
1.) สารเคมีท่ีมีสูตรโครงสรางคลายคลึงกับเบสชนิดตางๆของดีเอ็นเอ (Base 

analogues) สามารถเขาแทนท่ีเบสเหลานั้นไดในระหวางท่ีเกิดการจําลอง
โมเลกุลของดี เ อ็นเอ ทําให เ กิดการแทนท่ีคู เบสและรหัสพันธุกรรมท่ี
เปลี่ยนแปลงไป สารเคมีเหลานี้ ไดแก 5-โบรโมดีออกซียูริดีน (5-Bromode- 
oxyuridine) 2-อะมิโนพิวรีน (2-Aminopurine) 

http://www.cdiplab.com/DNA-analysist/DNA-information.html%20สืบค้น
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2.) สารเคมีท่ีทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสูตรโครงสรางของเบส มีผลทําใหเกิดการ
แทนท่ีคูเบสเชนเดียวกัน ทําใหรหัสพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไป สารเคมีเหลานี้ 
ไดแก กรดไนตรัส ไฮดรอกซิลลามีน ไนโตรเจนมัสตาด และเอธิลมีเทนซัลโฟเนต 
เปนตน 

3.) สารเคมีท่ีทําใหเกิดการเพ่ิมและการขาดของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ 
มีผลทําใหรหัสพันธุกรรมเปลี่ยนแปลงไป สารเคมีเหลานี้ ไดแก สียอม เชน 
อะคริดีนออเรนจโพรฟลาวีน เปนตน 

 2.8  รังสีอัลตราไวโอเลต (UV) 

   
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.4 ชวงของรังสีอัลตราไวโอเลต 
ท่ีมา: http://ozone.tmd.go.th/uvbasic.htm สืบคนวันท่ี 21 กันยายน 2556 
 
 รังสีอัลตราไวโอเลตหรือรังสียูวีเปนคลื่นแมเหล็กไฟฟาท่ีมีความถ่ี 100 ถึง 400 นาโนเมตร ซ่ึงมี
พลังงานสูงพอท่ีจะกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาเคมี ถารังสียูวีท่ีมีความยาวคลื่น 200 นาโนเมตร มีพลังงาน
มากพอท่ีจะทําลายพันธะทางเคมีได อาจทําใหเกิดอนุมูลอิสระ (Free radicals) ท่ีมีพลังงานทําให
เกิดปฏิกิริยาลูกโซไดอยางตอเนื่อง เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของสารท่ีกอใหเกิดสารตั้งตนได
มากมาย รวมท้ังสามารถทําลายพันธะของออกซิเจนทําใหเกิดกาชโอโชน 

รังสียูวีแบงเปน 3 ชวง ตามลักษณะท่ีมีผลกระทบทางชีวภาพ 
1.) UV A ชวงความยาวคลื่น 315-400 นาโนเมตร เปนชวงความยาวคลื่นท่ีมีพลังงานต่ําท่ีสุด

ของรังสียูวี ซ่ึงจะสงผลกระทบทําใหผิวหนังมีสีน้ําตาล (Sun tanning) แตเนื่องจากเปน
คลื่นท่ีอยูใกลกับแสงท่ีตามองเห็น จึงเรียกอีกชื่อหนึ่งวา Near UV   

2.) UV B ชวงความยาวคลื่น 280-315 นาโนเมตร มีพลังงานสูงข้ึนสามารถทําใหผิวหนังไหม
เกรียมและมีหลักฐานวาเปนตนเหตุของการเกิดมะเร็งผิวหนัง 

3.) UV C ชวงความยาวคลื่น 100 - 280 นาโนเมตร มีพลังงานสูงกวารังสียูวีสองชนิดแรก 
สามารถดูดกลืนไดโดยดีเอ็นเอ และอารเอ็นเอในนิวเคลียสของเชลล ทําใหเชลลเกิดการ
กลายพันธุ เกิดเชลลมะเร็ง และเกิดการตายของเชลล สมัยโบราณมีการใชรังสียูวีฆาเชื้อ
เชลลท่ีอยูบนผิวหนังของคนท่ีเปนโรคเรื้อน ถามองรังสียูวีดวยตาเปลาอาจทําใหเกิดการ
ไหมของจอประสาทตา ทําใหตาบอดและทําใหสารประกอบในกระจกตาขุนเปนโรคตอ 

  เนื่องจาก UV C สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียจึงเรียกวา Germicidal UV range รังสียู
วีท่ีมีความยาวคลื่นนอยกวา 200 นาโนเมตร มีพลังงานมากพอท่ีจะทําลายพันธะทางเคมีและถูก
ดูดกลืนโดยสารประกอบ บางครั้งอาจเรียกวา Ozone UV เพราะเปนรังสียูวีท่ีสามารถกระตุน
ออกซิเจนในอากาศใหเปนโอโชนได เนื่องจากรังสียูวีชวงความยาวคลื่นนี้ถูกดูดกลืนไดโดยไอน้ําและ
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ออกซิเจนในอากาศ ดังนั้นหากรังสียูวี ท่ีมีความยาวคลื่นต่ํากวา 200 นาโนเมตร เคลื่อนท่ีผาน
บรรยากาศจะถูกดูดกลืนหมด จึงตองอาศัยตัวกลางท่ีเปนสุญญากาศรังสียูวีจึงจะสองผานไดจึงเรียกวา 
Vacuum UV  
  ความยาวคลื่นท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับทําใหกลายพันธุอยูในชวง 200-300         นา
โนเมตร ซ่ึงเปนความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการกลายพันธุ คือ 255 นาโนเมตร เปนคาความ
ยาวคลื่นท่ีดีเอ็นเอดูดกลืนสูงสุด ผลท่ีสําคัญจากการทํางานของรังสียูวี คือ ไพริมีดีนไดเมอรซ่ึงอาจเกิด
ได 3 แบบ คือ ระหวางไทมีนกับไทมีน ไทมีนกับไชโทซีน และไชโทซีนกับไชโทซีน ไพริมีดีน ไดเมอร
เหลานี้อาจจะเกิดระหวางไพริมีดีนท่ีอยูติดกันบนดีเอ็นเอสายเดียวกันหรือคนละสาย โดยพบวาในยีสต 
S. cerevisiae ซ่ึงมีองคประกอบของกัวนีนและไชโทซีน (C+G centent) ประมาณรอยละ 35 มีได
เมอรระหวางไทมีนสูงสุด รังสียูวีท่ีความยาวคลื่นสั้นนี้อาจจะเหนี่ยวนําใหเกิดทรานซิชันของ G:C ไป
เปน A:T การกลายพันธุแบบกรอบเลื่อน และการขาดหาย เปนท่ีรูกันวาหากใชรังสียูวีท่ีความยาวคลื่น
สูงกวา 260 นาโนเมตร อาจทําใหไดเมอรเปลี่ยนกลับเปนโมโนเมอรดวยแสงท่ีมองเห็นได ไดเมอรท่ี
เกิดข้ึนทําใหมีรอยแผลขนาดใหญซ่ึงขัดขวางการถอดรหัสและการถายแบบดีเอ็นเอ ถาซอมแชมไมได
เชลลอาจตายหรือเกิดการกลายพันธุระหวางการซอมแชม แผลจากผลของรังสียูวีพบวามีไพริมีดีนได
เมอรท่ีถูกซอมแชมดวยระบบการซอมแชมชนิดตางๆในเชลลมากถึง 1,000 ไดเมอร นอกจากไพริมีดีน
ไดเมอรแลวรังสียูวีอาจทําใหเกิดแผลอ่ืนๆบนดีเอ็นเอ เชน การเติมน้ําท่ีพันธะคูใน ไพริมีดีนซ่ึงทําใหมี
ความผิดพลาดในระหวางการถายแบบดีเอ็นเอ สวนรังสียูวีชนิดคลื่นยาวซ่ึงมีความยาวคลื่น 300-400 
นาโนเมตร มีผลตอการตายและการทําใหกลายพันธุนอยกวารังสียูวีชนิดคลื่นสั้น แตถาสัมผัสนานๆในท่ี
มีรังสีท่ีแทรกเขาไประหวางเบสในดีเอ็นเอ ซ่ึงหมายถึงสารอินเตอรคาเลติงจะทําใหมีอัตราการตายและ
การกลายพันธุเพ่ิมข้ึน นิยมใชรังสียูวีเพ่ือเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุในยีสตเพราะใชงาย การวัด
ปริมาณกําหนดทําไดงายและการสัมผัสกับรังสียูวีไมเปนอันตรายมากนัก ทําใหการปฏิบัติไมตอง
ระมัดระวังมาก สายพันธุกลายท่ีไดจากการเหนี่ยวนําดวยรังสียูวีนั้นประมาณรอยละ 10 อาจเปนสาย
พันธุกลายท่ีไมเปลี่ยนกลับ (Non-reversible) หรือสามารถเปลี่ยนกลับท่ีความถ่ีต่ํามาก (Jacobson, 
1981; Brock, 1984; Borstel, 1990) 

 2.9 สารเคมีกอกลายพันธุ Ethyl methanesulfonate (EMS) 
  Ethyl methanesulfonate หรือ EMS มีสูตรโครงสรางทางเคมี CH3SO2OC2H5 มี
สถานะเปนของเหลวใสไมมีสี ความหนาแนน 1.203 กรัมตอมิลลิลิตร มีจุดเดือดท่ีอุณหภูมิ 85-86 
องศาเซลเซียส ท่ีความดัน 10 มิลลิลิตรปรอท น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 124 และละลายน้ําไดประมาณ
รอยละ 8 (สิรินุช, 2536) ในการทําปฏิกิริยา EMS จะถายหมูเอทิล คือ C2H2 ใหกับโมเลกุลของดีเอ็นเอ
ในปฏิกิริยาแอลคิเลชั่น (Alkylation) โดยทําปฏิกิริยาไดท้ังกับเบสพิวรีน เบสไพริมีดีน รวมท้ังหมู
ฟอสเฟตของดีเอ็นเอดวยแตอยางไรก็ตามปฏิกิริยาแอลคิเลชั่นจะเกิดมากท่ีสุดในตําแหนง N-7 ของ
เบสกัวนีน ซ่ึงภายหลังทําการปฏิกิริยาแลวจะกลายเปน 7- Ethylguanine หรือท่ีเรียกวา Alkylated 
guanine (สิรินุช, 2536) 

EMS กอใหเกิดการกลายพันธุไดโดย 
1) การแทนท่ีของเบส (Single base substitution)  
เม่ือ EMS ทําปฏิกิริยาแอลคิเลชั่นซ่ึงจะเกิดมากท่ีสุดท่ีตําแหนง N-7 ของ

เบสกัวนีน มีผลใหคุณสมบัติในการเกิดไอออไนเชชั่น (Ionization) ของเบสผิดปกติเกิดการจับคูท่ีผิดไป
จากเดิม (สิรินุช, 2536) 
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2) การดึง (หลุด) เบสพิวรีนจากสายดีเอ็นเอ 
เม่ือมีหมูเอทิลเขาไปจับอยูบนตําแหนงตางๆในเบสพิวรีนจะทําใหพันธะท่ี

เชื่อมระหวางน้ําตาลกับเบสถูกตัดขาด เบสจึงหลุดออกไปจากโมเลกุลของดีเอ็นเอทําใหเกิดชองวางข้ึน 
เรียก  Apurinic gap ภายหลังเกิดชองวางแลวเชลลจะมีการซอมแชมความเสียหายท่ีเกิดข้ึนเพ่ือใหดี
เอ็นเอกลับเปนปกติ แตมีบอยครั้งท่ีการซอมแชมผิดพลาดไดเบสท่ีตางไปจากเบสเดิมทําใหเกิดการ
กลายพันธุแบบ Transition หรือ Transversion (สิรินุช, 2536) 

3) การแตกหัก (ขาด) ของ DNA สายเดี่ยวและสายคู 
เม่ือเกิดดีพิวริเนชั่นจะทําใหน้ําตาลไมอยูตัว เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

(Hydrolysis) ตัดขาดหมูฟอสเฟตและน้ําตาล ทําใหสายเดี่ยวหรือสายคูของดีเอ็นเอขาดจากกันได ซ่ึง
นําไปสูการหลุดหายของชิ้นสวนดีเอ็นเอและเกิดการกลายพันธุในท่ีสุด (สิรินุช, 2536)  
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บทท่ี 3 
วิธีดําเนินงานวิจัย 

 
3.1 เช้ือจุลินทรีย 

Sacchoromyces cerevisioe YRK 017 ซ่ึงแยกไดจากลูกแปงเหลาในประเทศไทย 
(วิมลักษณ, 2549) 

Saccharomyces cerevisiae TISTR 5196 
35Socchoromyces cerevisioe TISTR 5202 
35Socchoromyces cerevisioe TISTR 5339 
35Socchoromyces cerevisioe TISTR 5088 
35Socchoromyces cerevisioe TISTR 5596  

35(จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย) 
 

3.2 วัตถุดิบ 
มันเทศ สายพันธุท่ีมีเนื้อสีเหลือง ซ้ือจากตลาดหัวตะเข ลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร 
 

3.3 สารเคมี 

1. เอทานอล ความเขมขนรอยละ 95 

2. สารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

3. สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 5.0 

4. สารละลายเอนไซมแอลฟาอะไมเลส จาก 1 3Aspergillus oryzoe 31.2 U/mg (Sigma, 

Aldrich CO. Ltd) 

5. สารละลายเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดส จาก 1 3Aspergillus niger 31.2 U/mg (Sigma, 

Aldrich CO. Ltd) 

6. DNS reagent 

3.4 วัสดุอุปกรณ 

1. จานเลี้ยงเชื้อ 

2. หลอดทดลอง 

3. บิกเกอร ขนาด 250 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

4. ขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร 

5. ขวดปรับปริมาตร ขนาด 100 และ 500 มิลลิลิตร 

6. กระบอกตวง ขนาด 100 มิลลิลิตร 

7. ปเปต ขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 

8. ตะแกรงรอนเบอร 35 
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9. โถดูดความชื้น (desiccator) 

10. ขวดเก็บตัวอยาง (vial) 

11. หมอนึงความดันไอ (autoclave) รุน High-Pressure steam sterilizer ES-315 ยี่หอ 

TOMY 

12. ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow) รุน RIOHAZARD CLASS II V6 ยี่หอ CLEAN 

13. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน POLAR 1000 ยี่หอ ONTHERM 

14. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน z 333K ยี่หอ HERMLE 

15. กลองจุลทรรศน 

16. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) รุน Helios Gamma ยี่หอ 

Thermoscientific 

17. เครื่องแกสโครมาโตกราฟ (gas chromatography) รุน GC-17A ยี่หอ SHIMADZU 

3.5 วิธีการทดลอง 

3.5.1 การเตรียมแปงมันเทศ 
การเตรียมวัตถุดิบโดยใชมันเทศจากตลาดหัวตะเข เขตลาดกระบัง มาลางน้ําทํา 

ความสะอาด ปอกเปลือก แลวนํามาหั่นเปนข้ึนบางๆประมาณ 1 มิลลิเมตร จากนั้นนํามาวางกระจาย 
บนถาดสแตนเลส อบแหงในตูอบลมรอนอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 - 3 วัน นําข้ึนมัน เทศ
ท่ีผานการอบแหง ทําการปนละเอียดใหเปนผงดวยเครื่องบน แลวนํามากรองผานตะแกรงรอน ขนาด
เบอร 35 จะไดผงแบงมันเทศท่ีมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.188 มิลลิเมตรเก็บรักษาในตูเย็น เพ่ือ
เก็บไวเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลตอไป 

3.5.2 การเตรียมหัวเช้ือยีสตเริ่มตน 
ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต S. cerevisiae ท้ัง 6 สายพันธุ ในอาหารแข็งเอียง YPD 

(ประกอบดวย ยีสตสกัด 10 กรัมตอลิตร เปปโตน 20 กรัมตอลิตร กลูโคส 20 กรัมตอลิตร และวุน 15 
กรัมตอลิตร) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อยีสต 1 - 2 ลูป ลง 
ในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยา 
(shaker) ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น 
นําสารละลายเชื้อยีสตไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ใหหัวเชื้อเริ่มตนมีคา 
การดูดกลืนแสงเทากับ 0.5 (Sridhar และคณะ , 2002) 

3.5.3 การเตรียมสารละลายเอนไซม 

3.5.3.1 การเตรียมสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร 
เตรียมสารละลายโชเดียมอะซิเตต (CH3COONa) ความเขมขน 0.2โมลาร 

โดยชั่งโชเดียมอะซิเตตปริมาณ 16.4 กรัม ละลายนํ้ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร จากนั้นทําการเจือ 
จางใหมีความเขมขน 0.05 โมลาร และเตรียมสารละลายกรดระซิติก ความเขมขน 0.2 โมลารโดยปเปต
กรดอะซิติกเขมขน 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 11.55 มิลลิลิตร ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับ ปริมาตรเปน 
1000 มิลลิลิตร จากนั้นทําการเจือจางใหมีความเขมขน 0.05 โมลาร เตรียม สารละลายอะซิเตต
บัฟเฟอรโดยนําสารละลายโชเดียมอะซิเตตท่ีเตรียมไดมาปริมาตร 352 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย
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กรดอะซิเตตปริมาตร 148 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร แลว ปรับความเขมขน
ใหเปน 0.05 โมลาร และนําไปปรับฟเอชเปน 5.0 โดย'ใชสารละลายกรดอะซิติก 0.05 โมลาร หรือ
สารละลายโชเดียมอะซิเตต 0.05 โมลาร 

3.5.3.2 การเตรียมสารละลายเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
ชั่งเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 0.05 กรัม นํามาละลายในสารละลายอะซิเตต 

บัฟเฟอรแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร แลวนําไปกรองดวย Milipore filter 
ท่ีมีเสนผานศูนยกลางขนาด 0.45 ไมครอน ท่ีผานการฆาเชื้อแลวโดยทําในสภาวะปลอดเชื้อ เก็บ
สารละลายเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.5.3.3 การเตรียมสารละลายเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดส 
ชั่งเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดส 0.015 กรัม นํามาละลายดวยสารละลาย    

อะซิเตตบัฟเฟอรแลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร แลวนําไปกรองดวย 
Milipore filter ท่ีมีเสนผานศูนยกลางขนาด 0.45 ไมครอน ท่ีผานการฆาเชื้อแลวโดยทําในสภาวะ 
ปลอดเชื้อเก็บสารละลายเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.5.4 การคัดเลือกสายพันธุของ S. cerevisiae ท่ีหมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง 

3.5.4.1 ศึกษาการเจริญของเชื้อยีสตท่ีอุณหภูมิตางๆ 
ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต S. cerevisiae ท้ัง 6 สายพันธุ ในอาหารแข็ง 

เอียง YPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อยีสต 1 - 2 ลูป ลงใน 
น้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลาย 
เชื้อยีสตไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ใหหัวเชื้อเริ่มตนมีคาการดูดกลืน แสง
เทากับ 0.5 นําหัวเชื้อท่ีไดมาทําการลากเชื้อ (streak plate) ลงบนจานอาหาร YPD จากนั้นนําไป บม
อุณหภูมิตางๆ ท่ี 30 37 40 42 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของ เชื้อ
ยีสตท่ีอุณหภูมิตางๆ โดยใหเครื่องหมายเปนบวก(+) คือมีการเจริญ และเครื่องหมายลบ(-) คือไมมี การ
เจริญของเชื้อ (Kiran และคณะ , 2000) เทียบกับขุดควบคุมคือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและ มี
การเจริญเปน +++ 

3.5.4.2 การคัดเลือกสายพันธุของ S. cerevisiae ท่ีหมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง 
เตรียมอาหารหมัก YFM (ประกอบดวยยีสตสกัด 6 กรัมตอลิตร เปปโตน 5 

กรัมตอลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) 4 กรัมตอลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2S04) 2 กรัมตอลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต (MgS04.7H20) 1 กรัมตอลิตร และนํ้าตาลกลูโคส 150 
กรัมตอลิตร pH 5.5) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรใสในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อเริ่มตน ท่ีได
จากขอ 3.5.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในฟลาสก นําไปบมท่ีอุณหภูมิตางๆ ท่ี 30 37 40 และ 42 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นวิเคราะหปริมาณเอทานอล ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และ หามวล
ชีวภาพ คัดเลือกสายพันธุ S. cerevisiae ท่ีผลิตเอทานอลไดดีท่ีอุณหภูมิสูง เพ่ือศึกษาตอไป (Kiran 
และคณะ, 2000) 

3.5.5 ศึกษาการทนทานตอความเขมขนเอทานอลของเช้ือยีสต 
เตรียมอาหารเหลว YPD ลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อท่ี 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนั้นเติมเอทานอลความเขมขนตางๆ ดังนี้รอยละ 0 5 10 15 
18 และ 20 โดยปริมาตร ลงในอาหารเหลว YPD ท่ีผานการฆาเชื้อแลว เขยาใหเอทานอลผสมเปนเนื้อ 
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เดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเติมหัวเชื้อยีสตเริ่มตนท่ีไดจากขอ 3.5.2 รอยละ10โดยปริมาตร นํา
หลอดไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจนับเชลลยีสตท่ี มี
ชีวิต โดยนํามาทําการเจือจาง (serial dilution) ดวยน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อท่ีระดับความเจือจาง    
10-1 - 10-8 นํามาทําการ pour plate ลงบนอาหารแข็ง YPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน 
เวลา 48 ชั่วโมง นับโคโลนีบน'จาน'ท่ีมี'จํานวน 25 - 250 โคโลนี คํานวณในรูป CFU ตอมิลลิลิตร 
คัดเลือกสายพันธุ S. cerevisiae ท่ีสามารถเจริญไดดีท่ีมีความเขมขนของเอทานอลสูง เพ่ือศึกษา ตอไป 
(Kumar และคณะ , 2011) 

3.5.6 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของยีสต S. cerevisiae โดยใชรังสียูวีและการใช
สารเคมี 
3.5.6.1 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของยีสต S. cerevisiae โดยใชรังสียูวี 

นําหัวเชื้อเริ่มตนท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 3.5.3 มาเก็บเก่ียวเชลล โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเชลลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ โดยนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 2 ครั้ง จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสงประมาณ 0.5 ( Sridhar และคณะ, 2002) ทํา 
Serial dilution โดยใหมีระดับความเจือจางตั้งแต 10-1– 10-5 จากนั้นดูดสารละลายยีสต 0.1 มิลลิลิตร 
Spread ลงในจานเพาะเชื้อท่ีมีอาหาร YPD agar ความเขมขนละ 3 ซํ้า ทําการฉายรังสียูวีเปนเวลา 0 
10 20 30 40 50 60 70 80 และ 90 วินาที ในตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow) คาความยาวคลื่น 
254 นาโนเมตร 30 วัตต โดยใหจานอาหารเลี้ยงเชื้อหางจากหลอดยูวีเปนระยะทาง 30 เชนติเมตร บม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Petrea และคณะ, 2008 ; วชิราภรณ และคณะ, 2552) เปนเวลา 48 
ชั่วโมง ในท่ีมืด นับจํานวนโคโลนีท่ีเจริญเพ่ือหาชวงเวลาท่ีทําใหอัตราการรอดชีวิตอยูในชวงประมาณ
รอยละ 5 (Mehdikhani และคณะ, 2011)  

3.5.6.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของยีสต S. cerevisiae โดยใช EMS 
นําหัวเชื้อเริ่มตนท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 3.5.3 มาเก็บเก่ียวเชลล โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเชลลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ โดยนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 2 ครั้ง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสงประมาณ 0.5 เติมสาร EMS ความเขมขนรอยละ 3 
โดยปริมาตรของสารละลายท้ังหมด บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที เซลเซียส บน
เครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ในท่ีมืด โดยเก็บเชลลแขวนลอยของยีสตปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ทุกๆ 10 นาที และเติม Sodium thiosulphate ความเขมขนรอยละ 5 โดยมวลตอปริมาตร 
เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ EMS (มีนตรา และคณะ, 2554) จากนั้นนําเชลลท่ีไดจากชวงเวลาตางๆมาทํา 
Serial dilution โดยใหมีระดับความเจือจางตั้งแต 10-1–10-5 แลวดูดสารละลายยีสต 0.1 มิลลิลิตร 
นํามา Spread บนอาหาร YPD Agar ความเขมขนละ 3 ซํ้า บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
48 ชั่วโมง ในท่ีมืด นับจํานวนโคโลนีท่ีเจริญเพ่ือหาชวงเวลาท่ีทําใหอัตราการรอดชีวิตอยูในชวง
ประมาณรอยละ 5 (มีนตรา และคณะ, 2554) 

ซ่ึงอัตราการรอดชีวิตสามารถคํานวณไดดังนี้ 

อัตราการรอดชีวิต (%) =  CFU/ml ท่ีเวลาใดๆ  × 100 

    CFU/ml ท่ีเวลา 0 วินาที 
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3.5.7 การคัดแยกสายพันธุกลายใหบริสุทธิ์ 
ทําการสุมเก็บโคโลนีเดี่ยวท่ีเจริญบนอาหารแข็ง YPD ซ่ึงไดจากข้ันตอนการกลายพันธุ 

โดยการใชรังสียูวี และ EMS ในชวงเวลาท่ีทําใหอัตราการรอดชีวิตอยูในชวงประมาณรอยละ 5 อยางละ 
50 ไอโชเลท มาทําการแยกใหบริสุทธิ์โดยการ Streak บนอาหารแข็ง YPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในท่ีมืด จากนั้นจึงนําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด (พนิดา 
และคณะ, 2554 ) 

3.5.8 การคัดเลือกสายพันธุกลายท่ีหมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง 
นําสายพันธุกลายบริสุทธิ์ท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสมา Streak บนอาหารแข็ง 

YPD บมท่ี 30 40 42 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในท่ีมืด คัดเลือกเฉพาะไอโชเลทท่ี
สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เพ่ือใชในการหมักเอทานอลดวยอาหารหมักตอไป 

3.5.9 การหมักเอทานอลดวยอาหารหมัก Yeast fermentation medium (YFM) ท่ี
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

คัดเลือกสายพันธุกลายท่ีทนอุณหภูมิสูงมา Streak บนอาหาร YPD Agar slant บมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เข่ียเชื้อยีสต 1 ลูป ใสลงในอาหาร YPD broth 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เขยาท่ีความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอนาที ในท่ีมืด จากนั้นนําสารละลายเชื้อยีสตไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660    นาโน
เมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสงประมาณ 0.5 แลวดูดมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารหมัก Yeast 
fermentation medium (YFM) ปริมาตรอาหาร 10 มิลลิลิตร ท่ีมีหลอดดักกาช (คมสัน, 2534)
ตัวอยางละ 3 ซํ้า นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง ในท่ีมืด เลือก
ไอโชเลตสายพันธุกลายท่ีใหปริมาณฟองกาชมากกวาหรือเทากับสายพันธุควบคุม (S. cerevisiae YRK 
017) มาทําการหมักดวยอาหาร YFM อีกครั้ง โดยครั้งนี้ไมไดใสหลอดดักกาช ปริมาตรอาหาร 10 
มิลลิลิตร ตัวอยางละ 3 ซํ้า บมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง ในท่ีมืด 
เก็บสวนใสหลอดละ 5 มิลลิลิตร มารวมกันเพ่ือนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที และหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีเหลือดวยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1960) 
และตรวจหาปริมาณเอทานอลดวย  Gas Chromatography (Shimadzu, Japan) คัดเลือกไอโชเลตท่ี
ใหปริมาณเอทานอลสูงมาใชในการศึกษาตอไป 

3.5.10 เปรียบเทียบการหมักเอทานอลจากยีสตสายพันธุกลายกับสายพันธุดั้งเดิมโดยใชผง
มันเทศเปนวัตถุดิบโดยใชกระบวนการหมักเอทานอลแบบยอยพรอมกระบวนการหมัก 
(Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF) (สุวภัทร และคณะ, 2555) 

3.5.10.1 การเตรียมสารละลายผงมันเทศท่ีผานการยอยดวยเอนไซม 
เตรียมสารละลายผงมันเทศโดยชั่งผงมันเทศท่ีผานการอบแหงแลว 480 กรัม ใสลงใน

บีกเกอรแลวเติมน้ํากลั่นปริมาตร 6000 มิลลิลิตร คนใหผงมันเทศละลายแลวนําไปใหความรอนท่ี
อุณหภูมิ 90–100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยในระหวางการใหความรอนจะคนสารละลาย
ผงมันเทศตลอดเวลาเพ่ือไมใหเกิดการไหม นําสารละลายผงมันเทศใสลงในฟลาสกๆละ 300 มิลลิลิตร 
จํานวน 18 ฟลาสก แลวไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนํามา
ยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสความเขมขนรอยละ 0.05 (น้ําหนักโดยปริมาตร) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จะไดเปนสารละลายผงมันเทศท่ีผานการ
ยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลส (สุวภัทร และคณะ, 2555) 
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3.5.10.2 กระบวนการหมัก 
 นําสารละลายผงมันเทศท่ีผานการยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสมาใหความรอนท่ี

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพ่ือหยุดการทํางานของเอนไซม เม่ืออุณหภูมิลดลงถึง
ประมาณ 40 องศาเซลเซียส จึงเติมเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดสความเขมขนรอยละ 0.015 (น้ําหนักโดย
ปริมาตร) ลงไปปริมาตร 40 มิลลิลิตร และเติมหัวเชื้อยีสตสายพันธุกลายท่ีไดจากการคัดเลือกเตรียม
เปน Suspension ซ่ึงมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.5 ลงไปรอยละ 10 โดยปริมาตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 
และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง ในท่ีมืด เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม เก็บ
ตัวอยางน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทุกๆ 12 ชั่วโมง เพ่ือนําไปวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ี
เหลือดวยวิธี DNS หาปริมาณเอทานอลดวย Gas Chromatography (สุวภัทร และคณะ, 2555) 
 3.5.11 วิเคราะหทางสถิติ 
 นําขอมูลท่ีไดจากการทดลองมาวิเคราะหทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 
(Completely Randomized Design ; CRD) ซ่ึงมีจํานวน 3 ซํ้า เพ่ือวิเคราะหหาคาความแปรปรวน 
(ANOVA) และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 (p < 0.05) โดยวิธี 
Duncan’new multiple range test (DMRT) โดยใชโปรแกรม SPSS Statistics version 17.0 ใน
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ   
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ผลการคัดเลือกสายพันธุของเช้ือ Saccharomyces cerevisiae ท่ีหมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิสูง 

4.1.1 ผลการศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ S. cerevisiae 6 สายพันธุท่ีอุณหภูมิตางๆ 

หลังการบม 48 ช่ัวโมง 
จากการนําเชื้อยีสต S. cerevisiae 6 สายพันธุ คือ YRK 017 TISTR 5196 TISTR 

5202 TISTR 5339 TISTR 5088 และ TISTR 5596 มาลากเชื้อลงบนอาหารแข็ง YPD นําไป บมท่ี
อุณหภูมิ 30 37 40 42 และ45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงเพ่ือตรวจสอบการ เจริญเติบโตของ
เชื้อยีสตท้ัง 6 สายพันธุ จากการทดลองพบวาท่ีอุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส เชื้อยีสตท้ัง 6 สาย
พันธุสามารถเจริญดีถึงดีมาก ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เชื้อยีสตสายพันธุ YRK 017 TISTR 5088 
และ TISTR 5339 ยังสามารถเจริญไดดีมาก สายพันธุ TISTR 5202 และ TISTR 5596 เจริญ'ไดดี สวน
สายพันธุ TISTR 5196 เจริญไดเพียงเล็กนอยเทานั้น สําหรับท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเชื้อยีสตท้ัง 6 
สายพันธุเจริญไดเพียงเล็กนอย และไมสามารถเจริญไดเลยท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แสดงดังตาราง
ท่ี 4.1 

ตารางท่ี 4.1 แสดงการเจริญเติบโตของเชื้อ S. cerevisiae 6 สายพันธุท่ีอุณหภูมิตางๆ หลังการบม 48 

ชั่วโมงบนอาหารแข็ง YPD 

Sree และคณะ (2000) ศึกษาเชื้อยีสต S. cerevisiae ในการทนอุณหภูมิสูงท้ังหมด 4 
สายพันธุ โดยนําเชื้อยีสต S. cerevisiae ท้ัง 4 สายพันธุคือ VS1 VS2 VS3 และ VS4 มาเลี้ยงบน 
อาหารแข็ง YEPD (yeast peptone dextrose) จากนั้นนําโคโลนีท่ีไดมาเลี้ยงในอาหารเหลว YEPD 
บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําหัวเชื้อจากอาหารเหลวมาลากเชื้อลงบน 

สายพันธุของ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

S. cerevisiae 
730 737 740 742 745 

YRK 017 +++ +++ +++ + 16- 

TISTR 5196 +++ ++ + + 16- 

TISTR 5202 
7+++ 7+++ 7++ + 16- 

TISTR 5339 +++ +++ +++ + 16- 

TISTR 5088 +++ +++ +++ + 16- 

TISTR 5596 +++ +++ ++ + 16- 

หมายเหตุ: เทียบกับขุดควบคุมคือท่ีอุณหภูมิ 30 องสาเซลเซียสและมีการเจริญเปน +++ +++  

+++  = เจริญดีมาก 

++ = เจริญดี 

+ = เจริญเล็กนอย 

- = ไมเจริญ 
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อาหารแข็ง YEPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 35 40 42 44 46 และ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
เพ่ือใหเกิดโคโลนีดูการเจริญของเชื้อ ผลการทดลองพบวา VS1 และ VS3 สามารถเจริญไดถึงท่ี 
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส ท้ังบนอาหารแข็งและในอาหารเหลว ขณะท่ี VS2 และ VS4 สามารถ 
เจริญไดถึงท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว แตเจริญไดนอยมากบนอาหารแข็ง ซ่ึง Sridhar 
และคณะ (2001) ไดรายงานวาจุลินทรียท่ีสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสข้ึน ไป จัดเปน
จุลินทรียท่ีทนอุณหภูมิสูง (osmototerance) จากการทดลองพบวาเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 
017 TISTR 5339 และ TISTR 5088 จัดเปนสายพันธุยีสตท่ีทนอุณหภูมิสูง 

4.1.2 ผลการศึกษาการหมักเอทานอลของเช้ือยีสต Saccharomyces cerevisioe 6 สาย

พันธุท่ีอุณหภูมิตางๆหลังการบม 48 ช่ัวโมง 
จากการหมักเอทานอลของเชื้อยีสตท้ัง 6 สายพันธุดวยอาหารหมัก YFM ท่ีมีน้ําตาล 

กลูโคสเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร โดยทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 30 37 40 และ 42 องศาเซลเซียส เปน 
เวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาทําการวิเคราะหหามวลชีวภาพ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณ  
เอทานอล จากการทดลองวิเคราะหหามวลชีวภาพโดยการเก็บตัวอยางน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
มาปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนตะกอนของเซลลํไป 
อบแหง แลวนําไปคํานวณหาคามวลชีวภาพ พบวามวลชีวภาพของเชื้อยีสตท้ัง 6 สายพันธุลดลงเม่ือ 
อุณหภูมิ ท่ีใชในการหมักสูงข้ึน และท่ีอุณหภูมิการหมัก 40 องศาเซลเซียส มวลชีวภาพของ               
S. cerevisiae สายพันธุ TISTR 5339 มีปริมาณสูงสุดคือ 1.23 กรัมตอลิตร รองลงมาคือสายพันธุ 
YRK017 และ TISTR 5088 มีมวลชีวภาพ 1.14 และ 0.99 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ขณะท่ีอุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส มวลชีวภาพของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 มีปริมาณสูงสุดคือ 1.06 กรัม
ตอลิตร รองลงมาคือสายพันธุ TISTR 5339 และ TISTR 5088 มีมวลชีวภาพ0.97 และ 0.87 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ แสดงดังตารางท่ีรูป 4.2 และรูปท่ี 4.1 ซ่ึงจากการทดลองพบวา S. cerevisiae 3 สาย
พันธุคือ YRK 017 TISTR 5339 และ TISTR 5088 เปนสายพันธุท่ีสามารถ เจริญไดท่ีอุณหภูมิ 40 และ 
42 องศาเซลเซียส ซ่ึงจัดเปนสายพันธุของยีสตท่ีทนอุณหภูมิสูง 
 
7ตารางท่ี 4.2 7 แสดงมวลชีวภาพของเชื้อ S. cerevisiae 6 สายพันธุท่ีอุณหภูมิตางๆ หลังการบม 48 

ชั่วโมงในอาหารหมัก YFM ท่ีมีกลูโคส 150 กรัมตอลิตร 

สายพันธุของ 
S.cerevisiae 

มวลชีวภาพ (กรัมตอลิตร) ท่ีอุณหภูมิตางๆ 

30°C 37°C 40°C 42°C 
YRK 017 2.55b ± 0.41 1.51ab ± 0.17 1.14a ± 0.20 1.06a± 0.13 
TISTR 5196 1.47c ± 0.20 1.10b ± 0.06 0.97a ± 0.57 0.42c ± 0.08 
TISTR 5202 2.39b ± 0.48 2.92a ± 0.86 1.36a± 0.13 0.39c ± 0.36 
TISTR 5339 2.54b ± 70.25 1.49ab ± 70.15 1.23a ± 0.00 0.97ab ± 70.42 
TISTR 5088 3.54a ± 70.31 1.55ab ± 70.24 0.99a ± 70.02 0.87b ± 0.30 
TISTR 5596 2.92ab ± 70.41 1.54ab ± 70.25 1.03a ± 0.22 0.57c ± 0.16 
หมายเหตุ : เม่ือพิจารณาในแถวแนวตั้ง 

- ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงวาไมมีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
- ตัวอักษรตางกัน แสดงวามีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 
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รูปท่ี 4.1 แสดงการเปรียบเทียบมวลชีวภาพ จากการหมักเอทานอลในอาหาร YFM ท่ีมีนํ้าตาลกลูโคสเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง ของเชื้อ S. cerevisiae 6 สาย
พันธุ คือ YRK 017 TISTR 5196 TISTR 5202 TISTR 5339 TISTR 5088 และ TISTR 5596 เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 3012°C (a) 3712°C (b) 40°C (c) และ 42°C (d) 

 

สายพันธุของเชื้อ S. cerevisiae 

 

สายพันธุของเชื้อ S. cerevisiae 
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หลังจากการปนเหวี่ยง นําตะกอนเซลลวิเคราะหหามวลชีวภาพ สวนใสท่ีไดจากการ ปน
เหวี่ยงนํ้าหมักของอาหาร 7YFM 7นํามาวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ และปริมาณเอานอล พบวา 
ภายหลังการหมัก 48 ชั่วโมง ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีเหลือในอาหารหมักของเชื้อ S. cerevisiae ทุกสาย
พันธุ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จะมีปริมาณนํ้าตาลรีดิวซเหลือนอยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับ อุณหภูมิ 
37 40 และ 42 องศาเซลเซียส โดยพบวาท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส S. cerevisiae YRK 7017         
S. cerevisiae TISTR 75339 S. cerevisiae TISTR 75088 และ S. cerevisiae TISTR 75596 มี ปริมาณ  
นํ้าตาลรีดิวซภายหลังการหมัก 48 ชั่วโมง คือ 3.32 3.82 3.50 และ 3.84 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สําหรับ
เชื้อ S. cerevisiae TISTR 75196 และ S. cerevisiae TISTR 75202 มีนํ้าตาลรีดิวซ เหลือคอนขางสูงคือ 
23.39 และ 12.41 กรัมตอลิตร แสดงดังตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.2 เม่ืออุณหภูมิ การหมักสูงข้ึนเปน 37 
40 และ 42 องศาเซลเซียส ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซจะเหลือมากข้ึน นั่นคือเชื้อ S. cerevisiae สามารถใชนํ้า
ตาลไดนอยลงเ ม่ืออุณหภูมิในการหมักสูงข้ึน โดยจะพบวา ท่ี อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เชื้อ               
1 3S. cerevisiae YRK 7017 1 3S. cerevisiae TISTR 75339 และ S. cerevisiae TISTR 75088 มีปริมาณนํ้า
ตาลรีดิวซ 101.86 78.14 และ 97.71 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ภายหลังการ หมัก 48 ซ่ัวโมง ขณะท่ี 1 3     
S. cerevisiae TISTR 75196 1 3S. cerevisiae TISTR 75202 และ S. cerevisiae TISTR 75596 มีปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวซ 134.86 117.36 และ 111.19 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เม่ือหมักท่ีอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซจะเหลือในอาหารหมักคอนขางสูง 
 
7ตารางท่ี 4.3 7แสดงคาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ หลังการหมัก 48 ชั่วโมง ในอาหารหมัก YFM ท่ีมี 

กลูโคส 150 กรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิตางๆ 
 

สายพันธุของ 
S.cerevisiae 

7ปริมาณนํ้าตาลริดิวซ (กรัมตอลิตร) ท่ีอุณหภูมิตางๆ 

30°C 37°C 40°C 42°C 
YRK 017 3.32c ± 0.52 29.79b ± 2.65 101.86bc ± 5.32 115.29a ± 8.07 
TISTR 5196 23.39a± 3.17 73.67a ± 8.10 134.86a ± 6.96 142.57a ± 9.04 
TISTR 5202 12.41b ± 0.62 66.78a ± 5.28 117.36ab ± 721.39 144.79a ± 77.82 
TISTR 5339 3.82c ± 70.72 29.69b± 4.95 78.14d ± 4.95 114.29a ± 71.31 
TISTR 5088 3.50c ± 70.79 31.29b ± 72.12 97.71c ± 73.13 116.21a ± 7.99 
TISTR 5596 3.84c ± 70.55 37.76b ± 72.51 111.19bc ± 75.73 141.64a ± 721.77 
 
หมายเหตุ : เม่ือพิจารณาในแถวแนวตั้ง 

- ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงวาไมมีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
- ตัวอักษรตางกัน แสดงวามีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 
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รูปท่ี 4.2  แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซ(D ) และปริมาณเอทานอล(D) (กรัมตอลิตร) จากการหมักเอทานอลในอาหาร YFM ท่ีมีนํ้าตาลกลูโคสเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร เปน เวลา 

48 ชั่วโมง ของเชื้อยีสต S. cerevisiae 6 สายพันธุ คือ YRK 017 TISTR 5196 TISTR 5202 TISTR 5339 TISTR 5088 และ TISTR 5596 เม่ือบมท่ี อุณหภูมิ 30 

°c (a) 37 °c (b) 40 °c (c) และ 42 °c (d) 
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สําหรับปริมาณเอทานอล พบวาภายหลังการหมัก 48 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 30 องศา 
เซลเซียส เชื้อ S. cerevisiae ทุกสายพันธุใหปริมาณเอทานอลสูงสุดโดยเฉพาะเชื้อ S. cerevisiae 
YRK 017 และ S. cerevisiae TISTR 5088 ซ่ึงใหปริมาณเอทานอล 30.21 และ 30.19 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ เม่ืออุณหภูมิในการหมักเพ่ิมข้ึน ปริมาณเอทานอลท่ีไดจะลดลงทุกสายพันธุ แสดง
ดังตาราง ท่ี 4.4 โดยเฉพาะท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับปริมาณนํ้า
ตาลรีดิวซท่ี ลดลง แสดงดังรูปท่ี 4.2 

 
7ตารางท่ี 4.4 7แสดงคาปริมาณเอทานอล หลังการหมัก 48 ชั่วโมง ในอาหารหมัก YFM ท่ีมีกลูโคส 150  
7               กรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิตางๆ  

 
หมายเหตุ : เม่ือพิจารณาในแถวแนวตั้ง 

- ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงวาไมมีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
- ตัวอักษรตางกัน แสดงวามีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 

 
เม่ือพิจารณาเอทานอลในชั่วโมงท่ี 48 ซ่ึงใหปริมาณเอทานอลสูงสุด ของเชื้อ S. 

cerevisiae ท้ัง 6 สายพันธุ ท่ีอุณหภูมิสูง 40 และ 42 องศาเซลเซียส นําปริมาณเอทานอลมา 
วิเคราะหทางสถิติ พบวาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สายพันธุ TISTR 5339 ใหปริมาณเอทานอล 
สูงสุดคือ 17.60 กรัมตอลิตร ซ่ึงไมมีความแตกตางทางสถิติกับสายพันธุ YRK017 ซ่ึงใหปริมาณเอทา 
นอล 15.92 กรัมตอลิตร สําหรับสายพันธุ TISTR 5088 ปริมาณเอทานอลท่ีไดมีความแตกตางกันทาง 
สถิติกับ TISTR 5339 แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับ YRK 017 ซ่ึงปริมาณเอทานอลท่ีไดคือ 
14.99 กรัมตอลิตร และสําหรับ TISTR 5202 TISTR 5596 และ TISTR 5196 ใหปริมาณเอทานอล 
9.48 8.50 และ 5.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณเอทานอลจาก 3 สายพันธุนี้มีความแตกตาง 
กันทางสถิติกับสายพันธุ TISTR 5339 YRK 017 และ TISTR 5088 เม่ือทําการวิเคราะหท่ีระดับความ 
เชื่อม่ันรอยละ 95 ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 สําหรับท่ีอุณหภูมิสูง 42 องศาเซลเซียส เชื้อ S. cerevisiae 
สายพันธุ YRK 017 TISTR 5339 และ TISTR 5088 ปริมาณเอทานอลท่ีไดไมมีความแตกตางกันทาง 
สถิติเม่ือทําการวิเคราะหท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 แตแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับสายพันธุ 
TISTR 5196 และ TISTR 5202 ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 
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รูปท่ี 4.3 แสดงปริมาณเอทานอลท่ีผลิตจากเชื้อ S. cerevisiae 6 สายพันธุ ท่ีอุณหภูมิสูง 40 องศา 

เซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง 

 
รูปท่ี 4.4 แสดงปริมาณเอทานอลท่ีผลิตจากเชื้อ S. cerevisiae 6 สายพันธุ ท่ีอุณหภูมิสูง 42 องศา 

เซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง 

 

ดังนั้นจากการศึกษาการหมักเอทานอลของเชื้อ S. cerevisiae ท่ีอุณหภูมิสูงแสดงให เห็นวา
เชื้อ S. cerevisiae สายพันธุท่ีสามารถเจริญและใหผลผลิตเอทานอล ไดดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิสูง 40 และ 
42 องศาเซลเซียส คือ S. cerevisiae TISTR 5339 รองลงมาคือ S. cerevisiae YRK 017 และ 1 3S. 
cerevisiae13 TISTR 5088 ตามลําดับ 

Sree และคณะ (2000) ศึกษาการเจริญและการผลิตเอทานอลของเชื้อ S. cerevisiae VS1 
VS2 VS3 และ VS4 ท่ีอุณหภูมิ 30 35 40 42 และ 44 องศาเซลเซียส ซ่ึงยีสตท้ัง 4 สายพันธุ มี
ปริมาณมวลชีวภาพท่ีอุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียสสูงกวาท่ีอุณหภูมิอ่ืน คือมีมวลชีวภาพ 3.0 
2.5 3.2 และ 2.6 กรัมตอลิตร เทากันท้ัง 2 อุณหภูมิ และ มีมวลเชลลตํ่าสุดท่ีอุณหภูมิ 44 องศา 
เซลเซียสของ VS1 VS2 VS3 และ VS4 คือ 0.8 0.4 0.9 และ 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงการ 
ผลิตเอทานอลก็เปนไปในทางเดียวกัน คือ ผลิตไดสูงสุดท่ี 30 องศาเซลเซียส คือ 66 48 75 และ 52 
กรัมตอลิตร และ ท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียสผลิตไดเพียง 40 20 58 และ 23 กรัมตอลิตร จาก 
น้ําตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร 
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มีการศึกษาจํานวนมากโดยมีวัตถุประสงคเพ่ือปรับปรุงสายพันธุยีสต S. cerevisiae ใหสามารถ
ผลิตเอทานอลไดท่ีอุณหภูมิสูง ตัวอยางเซน D’Amore และคณะ(1989) ใชสายพันธุทนรอนของเชื้อท่ี
สามารถหมักท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และผลิตเอทานอลไดรอยละ 6.2 จากกลูโคสรอยละ 15 แต
อยางไรก็ตามหลังจาก 24 ชั่วโมงการมีชีวิตของสายพันธุนี้ลดลงอยางเห็นไดซัดถึงรอยละ 57 
 

4.2 ผลการศึกษาการทนทานตอความเขมขนเอทานอลของเช้ือยีสต Saccharomyces 
cerevisiae 6 สายพันธุ 

จากการศึกษาการทนทานตอความเขมขนของเอทานอลของเชื้อยีสต S. cerevisiae 6 สาย 
พันธุ โดยการเตรียมอาหารเหลว YPD ลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอทานอล
ใหมีความเขมขนตางๆดังนี้รอยละ 0 5 10 15 18 และ 20 (ปริมาตรโดยปริมาตร) ลงในอาหาร เหลว 
YPD จากนั้นเติมหัวเชื้อยีสตเริ่มตนปริมาตรรอยละ 10 (ปริมาตรโดยปริมาตร) แลวนําไปบมท่ี อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจนับเชลลยีสตท่ีมีชีวิต โดยนํามา ทําการเจือ
จาง (serial dilution) ท่ีระดับความเจือจาง 10-1 - 10-8 นํามาทําการ pour plate ลงบน อาหารแข็ง 
YPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง นับโคโลนีและคํานวณในรูป CFU ตอ
มิลลิลิตร พบวาการเจริญเติบโตของเชื้อยีสตท้ัง 6 สายพันธุลดลงเม่ือรอยละความเขมขน เอทานอลเพ่ิม
มากข้ึน โดยเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ TISTR 5196 สามารถทนเอทานอลไดเพียง รอยละ 10 
สําหรับ S. cerevisiae TISTR 5202 ทนตอความเขมขนเอทานอลไดถึงรอยละ 18 และเชื้อ             
S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 TISTR 5339 TISTR 5088 และ TISTR 5596 สามารถทนตอความ
เขมขนเอทานอลรอยละ 15 จนถึงรอยละ 20 แสดงดังตารางท่ี 4.5 

7ตารางท่ี 4.5 7 แสดงปริมาณของเชื้อ S. cerevisiae 6 สายพันธุ ท่ีรอดชีวิตบนอาหารแข็ง YPD  

 ท่ีเอทานอลความเขมขนตางๆ หลังการบม 48 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
จากการศึกษาการทนตออุณหภูมิสูง และทนเอทานอลความเขมขนสูงของยีสต 1 3 S. cerevisiae 

สายพันธุตางๆพบวา 1 3S. cerevisiae YRK 017 1 3S. cerevisiae TISTR 5339 และS. cerevisiae TISTR 
5088 เปนสายพันธุท่ีทนตออุณหภูมิในการหมักไดสูง คือสามารถเจริญไดท่ี อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส
หรือสูงกวา และ S. cerevisiae 3 สายพันธุนี้ยังสามารถทนตอเอทานอล ความเขมสูงกวารอยละ 15 ได
อีกดวย ดังนั้นจึงทําการคัดเลือก S. cerevisiae 3 สายพันธุนี้ไป ทําการศึกษาการหมักเอทานอลจาก
แปงมันเทศตอไป 
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2 2Kumar 2 2และคณะ (2011) ศึกษาความทนตอเอทานอลของเชื้อยีสต S. cerevisiae โดยนํา 
เชื้อยีสตมาเลี้ยงบนอาหารเอียง 2 4YPG บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อ
ยีสต จากอาหารเอียงมาเลี้ยงในอาหารเหลว 2 4YPG ท่ีมีความเขมขนของเอทานอลแตกตางกันดังนี้รอย
ละ 0 2.5 5 7.5 10 12.5 และ 15 บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากบมทําการ 
เจือจางเชื้อ และเลี้ยงในอาหารแข็ง 24YPG บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง คํานวณโคโลนี 
เปน 22CFU/ml 22จากการทดลองจํานวนเชื้อยีสตลดลงเม่ือความเขมขนของเอทานอลเพ่ิมข้ึน ซ่ึงเชื้อยีสต 
S. cerevisiae สามารลทนความเขมขน,ของเอทานอล'ในอาหารเลี้ยงเชื้อ2 2ได 2 2ถึงรอยละ 15 สอดคลอง 
กับการทดลองท่ีไดซ่ึงจากการทดลองท่ีไมเติมเอทานอลปริมาณจุลินทรียทรียท่ีรอดชีวิตมี 4.5 2 6X 2 6108 
2 2CFU/ml 2 2และ2 6ท่ี 2 6ความเขมขนเอทานอล รอยละ 15 ปริมาณ 2 6จุลินทรีย 2 6ทรีย 2 6ท่ี 2 6รอดชีวิต 2 6มี 2 66.0 2 6X 2 6106 
22CFU/ml 

Khaing และคณะ (2008) รายงานวา เชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ KY1 และ KY3 ทน
ความ เขมขนเอทานอลไดถึงรอยละ 15 และเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ KY2 ทนความเขมขนเอทา
นอลได ถึงรอยละ 20 

4.3 ผลการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของยีสต S. cerevisiae YRK 017 โดยใชรังสียูวีและการ
ใชสารเคมี 
 4.3.1 ผลการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของยีสต S.cerevisiae YRK 017 โดยใชรังสียูวี 
        จากผลการทดลองการนําเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 มาทําการ Spread 
ลงในจานเพาะเชื้อท่ีมีอาหาร YPD agar ทําการฉายรังสียูวีเปนเวลา 0 10 20 30 40 50 60 70 80 
และ 90 วินาที ในตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow) โดยหลอดยูวีมีคาความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
30 วัตต บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนํามาคํานวณหาอัตราการรอด
ชีวิต (รอยละ) พบวาอัตราการรอดชีวิตของเชื้อลดลงเม่ือเวลาในการฉายรังสียูวีมากข้ึน โดยท่ีเวลา 40 
วินาที มีอัตราการรอดชีวิตท่ีรอยละ 5.35 ซ่ึงใกลเคียงกับรอยละของอัตราการรอดชีวิตท่ีตองการ คือ 
ประมาณรอยละ 5 (Mehdikhani และคณะ, 2011) แสดงดังตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี  4.5 
 
ตารางท่ี 4.6  อัตราการรอดชีวิตของ S. cerevisiae สายพันธุกลายท่ีไดจากการฉายรังสียูวีท่ีความ 
       ยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 30 วัตต ท่ีเวลาตางๆ 

เวลา (วินาที) จํานวนโคโลนีของเช้ือตอมิลลิลิตร อัตราการรอดชีวิต (รอยละ) 

0 8.6 × 106 100 
10 4.4 × 106 51.16 
20 1.3 × 106 15.11 
30 1.0 × 106 11.63 
40 4.6 × 105 5.35 
50 4.1 × 105 4.77 
60 3.0 × 105 3.48 
70 1.7 × 105 1.98 
80 1.5 × 105 1.74 
90 4.5 × 104 0.52 
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รูปท่ี 4.5 อัตราการรอดชีวิตของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 ภายหลังจากการฉายรังสียูวี 

   ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 30 วัตต ท่ีระยะเวลาตางๆ  
 
ดังนั้น การกลายพันธุดวยรังสียูวีตอเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 เวลาท่ีเหมาะสม

ในการกลายพันธุและทําใหเชื้อมีอัตราการรอดชีวิตประมาณรอยละ 5 อยูท่ี 40 วินาที 
Mehdikhani และคณะ (2011) ไดทําการปรับปรุงสายพันธุของ S. cerevisiae ท้ังหมด 3 

สายพันธุ ไดแก PTCC5269, TTCC1323 และสายพันธุท่ีแยกไดจากการหมักไวนในประเทศอารเมเนีย 
โดยใชรังสีแกมมาในปริมาณท่ีแตกตางกัน พบวาเม่ือปริมาณของรังสีแกมมาเพ่ิมมากข้ึน จะสงผลให
เชื้อลดจํานวนลง โดยท่ีปริมาณรังสีแกมมา 10 KGy ไมพบการเจริญใดๆของเชื้อ ซ่ึงอัตราการรอดชีวิต
ท่ีตองการคือ ต่ํากวารอยละ 10 สายพันธุ PTCC5296 และ Areni ท่ีไมไดรับการฉายรังสีสามารถผลิต 
เอทานอลในชั่วโมงท่ี 72 ไดเพียงรอยละ 11.54 โดยปริมาตร และ 10.55 โดยปริมาตร ซ่ึงการใชรังสี
แกมมาทําใหพบสายพันธุกลาย 2 สายพันธุ คือ PTCC5296 M3 และ Areni M7 ซ่ึงสามารถผลิต        
เอทานอลสูงสุดไดท่ีอุณหภูมิสูงมากกวาสายพันธุควบคุม โดยผลิตเอทานอลในชั่วโมงท่ี 72 ไดรอยละ 
23.50 โดยปริมาตร และ 22.60 โดยปริมาตร ตามลําดับ 

สุพจน และคณะ (2554) ได ทําการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรีย Corynebacterium 
glutamicum สายพันธุ DS50 ดวยรังสียูวีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตกรดกลูตามีค พบวาอัตรา
การรอดชีวิตลดนอยลงเม่ือเวลาผานไป ในสภาวะท่ีอัตราการรอดเทากับรอยละ 0.01 จํานวน 100  
ไอโชเลท (คิดเปนรอยละ 20 จากจํานวนท้ังหมด 500 โคโลนี) พบวามีการสรางกรดกลูตามีคท่ีไม
แตกตางจากสายพันธุดั้งเดิม แตเม่ือคัดเลือกสายพันธุกลายจากสภาวะท่ีใหอัตราการรอดชีวิตเทากับ
รอยละ 16 จํานวน 180 ไอโชเลท (คิดเปนรอยละ 36 จากจํานวนท้ังหมด 500 โคโลนี) พบสายพันธุ
กลายจํานวน 5 ไอโชเลท ท่ีสรางกรดกลูตามีคไดสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม ดังนั้นสภาวะการเหนี่ยวนําท่ี
ใหอัตราการรอดชีวิตต่ําๆ อาจไมเหมาะสมตอการปรับปรุงสายพันธุของ DS50 

Abosereh และคณะ (2006) ไดศึกษาเก่ียวกับการชักนําใหเกิดการกลายพันธุใน              
S. boulardii โดยใชรังสีแกมมาเพ่ือใชเปนยีสตโพรไบโอติก จากนั้นนําเชื้อยีสตมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง
เอียง YEPG (Yeast Extract Peptone Glucose agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
48 ชั่วโมง จากนั้นจึงนําไปชักนําใหเกิดการกลายพันธุ ปริมาณรังสีแกมมาท่ีใช คือ 1 2 3 4 และ 5 
KGy พบวาอัตราการรอดชีวิตลดลงเม่ือใชปริมาณรังสีแกมมาเพ่ิมข้ึน โดยท่ีอัตราการรอดชีวิตเม่ือใช
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รังสีแกมมาท่ี 5 KGy อยูท่ีรอยละ 2.67 ในขณะท่ีเปอรเซ็นตการกลายพันธุเพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมความ
เขมขนของรังสี จํานวนสูงสุดของสายพันธุกลายซ่ึงถูกชักนําโดยรังสีแกมมาท่ีความเขมขน 4 KGy ทํา
ใหไดเปอรเซ็นตการกลายพันธุสูงท่ีสุด (รอยละ 14.29) 

4.3.2 ผลการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของ S. cerevisiae YRK 017 โดยใช EMS 
จากการนําเชื้อ S. cerevisiae YRK 017 มาชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยเติมสาร EMS 

ความเขมขนรอยละ 3 โดยปริมาตรของสารละลายท้ังหมด บมในอาหารเหลว YPD ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาที บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ในท่ีมืด โดยเก็บ
เชลลแขวนลอยของยีสตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทุกๆ 10 นาที แลวนํามาเติม Sodium thiosulphate 
ความเขมขนรอยละ 5 โดยมวลตอปริมาตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของ EMS นํามาเจือจางท่ีความเขมขน 
10-1–10-5 แลว Spread ลงในจานเพาะเชื้อท่ีมีอาหาร YPD agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในท่ีมืด ดังแสดงในตารางท่ี 4.7 และรูปท่ี 4.6 

 
 

ตารางท่ี  4.7  อัตราการรอดชีวิตของ S. cerevisiae สายพันธุกลายท่ีไดจากการเติม EMS ความเขมขน 
        รอยละ 3 โดยปริมาตร ท่ีเวลาตางๆ 

เวลา (นาที) จํานวนโคโลนีของเช้ือตอ
มิลลิลิตร 

อัตราการรอดชีวิต (รอยละ) 

0 1.4 × 107 100.00 

10 1.2 × 107 85.71 

20 1.1 × 107 78.57 

30 9.8 × 106 70.00 

40 9.6 × 106 68.57 

50 9.4 × 106 66.78 

60 9.0 × 106 64.29 

70 8.2 × 106 58.57 

80 7.4 × 106 52.86 

90 6.7 × 106 47.86 

100 5.2 × 106 37.14 

110 7.2 × 105 5.14 

120 2.9 × 105 2.07 
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รูปท่ี 4.6  อัตราการรอดชีวิตของ S. cerevisiae ภายหลังการเติม EMS ท่ีระยะเวลาตางๆ 

 

จากรูปท่ี 4.6 พบวาอัตราการรอดชีวิตของ S. cerevisiae YRK 017 จะลดลงเม่ือเพ่ิม
ระยะเวลาในการใชสารเคมีมากข้ึนและพบวาท่ีเวลา 110 นาที เชื้อยีสตมีอัตราการรอดชีวิตอยูในชวง
ประมาณรอยละ 5.14 ซ่ึงใกลเคียงกับอัตราการรอดชีวิตท่ีตองการคือ ประมาณรอยละ 5 ซ่ึง
สอดคลองกับผลการทดลองของมีนตรา และคณะ (2554) ท่ีไดทําการศึกษาเรื่องอัตราการอยูรอดของ
ยีสตสายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดยสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS) โดยยีสตมีจํานวนเชลล
เริ่มตน 3.75×10-6 เชลลตอมิลลิลิตร เติม EMS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที ในอาหาร YM broth เก็บเชลล
แขวนลอยของยีสตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 80 100 และ 120 นาที เจือจางท่ี 10-3 – 10-6  แลว
นํามา Spread บนอาหาร YM agar บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง พบวาท่ี
เวลา 120 นาที สายพันธุกลายมีอัตราการรอดชีวิตเทากับรอยละ 5.14 

ดังนั้นการกลายพันธุเชื้อ S. cerevisiae YRK 017 โดยใชสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนตเปนเวลา 
110 นาที และทําใหเชื้อมีอัตราการรอดชีวิตรอยละ 5.14 

หทัยรัตน และคณะ (2553) ศึกษาการนําสารเอทธิลมีเทนซัลโฟเนตไปใชเพ่ือเหนี่ยวนํายีสต            
S. cerevisiae ใหเกิดการกลายพันธุ และมีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดสูงข้ึน โดยเพาะเลี้ยง
เชลลยีสตในอาหารเหลว YEPG ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที 
จนกระท่ังมีความเขมขนของเชลลประมาณ 10-8 เชลลตอมิลลิลิตร เก็บเก่ียวเชลลโดยการปนเหวี่ยง
และลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ละลายตะกอนเชลลท่ีไดในสารละลายโชเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 
7.0 จากนั้นเติมสารเอทธิลมีเทนซัลโฟเนตความเขมขนรอย 3 โดยปริมาตร ลงไปและบมเชลลท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที เขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที จากนั้น 
Spread บนอาหารแข็ง ALP ท่ีเติมเอทานอลลงไปในอาหารเพาะเลี้ยงใหมความเขมขนตามท่ีตองการ 
บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาสามารถคัดแยกยีสต S. cerevisiae ท่ีสามารถผลิตเอทา
นอลไดสูงกวายีสตสายพันธุดั้งเดิม (Wild type) ประมาณรอยละ 17.3  หรือประมาณ 13.74  กรัม
ตอลิตร โดยการคัดเลือกใชอาหารท่ีมีเอทานอลความเขมขนรอยละ 12 เปนองคประกอบ 
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4.4 ผลการคัดเลือกสายพันธุกลายที่หมักเอทานอลที่อุณหภูมิสูง 
4.4.1 ผลการศึกษาการเจริญของสายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดยรังสียูวี และ EMS 

บนจานอาหาร YPD agar ท่ีอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 หลังจากสุมตัวอยางสายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดยรังสียูวีท่ีมีอัตราการรอดชีวิตรอย
ละ 5.35 มา 50 ไอโชเลต และ EMS ท่ีมีอัตราการรอดชีวิตรอยละ 5.14 มา 50 ไอโชเลต มาทําให
บริสุทธิ์แลวนํามา Streak บนอาหารแข็ง YPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 40 42 และ 45 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 48 ชั่วโมง ในท่ีมืด ทดสอบความสามารถในการเจริญ พบวาท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40 องศา
เซลเซียส ทุกๆไอโชเลตท่ีแยกไดจากการกลายพันธุโดยใชรังสียูวี และEMS รวมท้ังสายพันธุดั้งเดิม
สามารถเจริญไดดี เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนการเจริญจะลดลง ตามลําดับ โดยพบวาท่ีอุณหภูมิ 45        
องศาเซลเซียส สายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดยรังสียูวีสามารถเจริญไดท้ังหมด 50 ไอโชเลต แต
สายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดย EMS สามารถเจริญไดเพียง 23 ไอโชเลตเทานั้น สวนสายพันธุ
ดั้งเดิมสามารถเจริญไดนอย ซ่ึงแสดงดังตารางท่ี 4.8 และ 4.9 ตามลําดับ 

จากการทดลองจะเห็นไดวาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสียูวี สายพันธุกลายของ           
S. cerevisiae YRK 017 มีความสามารถในการเจริญลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน ใหผลการทดลอง
ทํานองเดียวกับสายพันธุดั้งเดิม โดยท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เชื้อทุกไอโชเลทมีความสามารถใน
การเจริญใกลเคียงกับการเจริญท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (+++) ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
ทุกไอโชเลทมีความสามารถในการเจริญปานกลาง (++) และท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ทุกไอโช
เลทมีความสามารถในการเจริญนอย (+) ขณะท่ีการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดย EMS สายพันธุ
กลายของ S. cerevisiae YRK 017 มีความสามารถในการเจริญลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนเชนเดียวกัน 
โดยท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส บางไอโชเลทเริ่มมีการเจริญปานกลาง (++) เม่ือเทียบกับท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ทุกไอโชเลทมีความสามารถในการเจริญปานกลาง 
(++) และท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บางไอโชเลทไมมีการเจริญ (-) ซ่ึงการทดลองจะเห็นไดวาการ
ชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยสาร EMS ทําให S. cerevisiae YRK 017 มีการเจริญลดลงซ่ึงเห็นได
ชัดกวาการชักนําโดยรังสียูวี 
 
ตารางท่ี  4.8  ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิตางๆ ของสายพันธุกลายท่ีไดจากการกลายพันธุ 
          ดวยรังสียูวีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD หลังการบมเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

อุณหภมิู (องศาเซลเซียส) 
30 40 42 45 

YRK 017 +++ +++ + + 
421 +++ +++ + + 
422 +++ +++ ++ + 
423 +++ +++ ++ + 
424 +++ +++ ++ + 
425 +++ +++ ++ + 
426 +++ +++ ++ + 
427 +++ +++ ++ + 
428 +++ +++ ++ + 
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ตารางท่ี  4.8 (ตอ)  ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิตางๆ ของสายพันธุกลายท่ีไดจากการกลาย 
                พันธุดวยรังสียูวีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD หลังการบมเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
30 40 42 45 

429 +++ ++ + + 
4210 +++ +++ ++ + 
4211 +++ +++ ++ + 
4212 +++ +++ ++ + 
4213 +++ +++ ++ + 
4214 +++ +++ ++ + 
4215 +++ +++ ++ + 
4216 +++ +++ ++ + 
4217 +++ +++ ++ + 
4218 +++ +++ ++ + 
4219 +++ +++ ++ + 
4220 +++ +++ ++ + 
4221 +++ +++ ++ + 
4222 +++ +++ ++ + 
4223 +++ +++ ++ + 
4224 +++ +++ ++ + 
4225 +++ +++ ++ + 
431 +++ +++ ++ + 
432 +++ +++ ++ + 
433 +++ +++ ++ + 
434 +++ +++ ++ + 
435 +++ +++ ++ + 
436 +++ +++ ++ + 
437 +++ +++ ++ + 
438 +++ +++ ++ + 
439 +++ +++ ++ + 
4310 +++ +++ ++ + 
4311 +++ +++ ++ + 
4312 +++ +++ ++ + 
4313 +++ +++ ++ + 
4314 +++ +++ ++ + 
4315 +++ +++ ++ + 
4316 +++ +++ ++ + 
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ตารางท่ี  4.8 (ตอ)  ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิตางๆ ของสายพันธุกลายท่ีไดจากการกลาย 
               พันธุดวยรังสียูวีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD หลังการบมเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
30 40 42 45 

4317 +++ +++ ++ + 
4318 +++ +++ ++ + 
4319 +++ +++ ++ + 
4320 +++ +++ ++ + 
441 +++ +++ ++ + 
442 +++ +++ ++ + 
443 +++ +++ ++ + 
444 +++ +++ ++ + 
445 +++ +++ ++ + 

หมายเหตุ : ทดสอบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเปน S. cerevisiae YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) ท่ีอุณหภูมิตางๆ 
      +++ = เจริญมาก , ++ = เจริญปานกลาง , + = เจริญนอย , - = ไมมีการเจริญ 
 
ตารางท่ี  4.9  ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิตางๆของสายพันธุกลายท่ีไดจากการกลายพันธุ
         ดวย EMS บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD หลังการบมเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
30 40 42 45 

YRK 017 +++ +++ + + 
11031 +++ ++ ++ + 
11032 +++ +++ ++ – 
11033 +++ ++ + – 
11034 +++ +++ + – 
11035 +++ +++ ++ + 
11036 +++ ++ ++ – 
11037 +++ ++ ++ – 
11038 +++ ++ ++ – 
11039 +++ +++ ++ + 

110310 +++ +++ ++ + 

110311 +++ ++ ++ – 
110312 +++ ++ + – 
110313 +++ +++ ++ – 
110314 +++ ++ ++ + 
110315 +++ +++ ++ – 
110316 +++ +++ ++ + 
110317 +++ ++ ++ – 
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ตารางท่ี  4.9 (ตอ)  ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิตางๆของสายพันธุกลายท่ีไดจากการกลาย
        พันธุดวย EMS บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD หลังการบมเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

30 40 42 45 

110318 +++ +++ ++ + 
110319 +++ +++ ++ + 
110320 +++ +++ ++ – 
110321 +++ +++ ++ – 
110322 +++ +++ ++ – 
110323 +++ +++ ++ – 
110324 +++ +++ ++ – 
110325 +++ +++ + + 
110326 +++ +++ + + 

110327 +++ ++ ++ + 

110328 +++ +++ ++ + 

110329 +++ +++ ++ + 

110330 +++ +++ ++ + 

110331 +++ +++ ++ – 
110332 +++ +++ – – 
110333 +++ +++ ++ – 
110334 +++ +++ + – 
110335 +++ +++ ++ – 
110336 +++ +++ ++ – 
110337 +++ +++ ++ – 
110338 +++ +++ ++ – 
110339 +++ +++ ++ – 
110340 +++ +++ ++ – 
11041 +++ +++ + + 
11042 +++ +++ + – 
11043 +++ +++ + + 

11044 +++ +++ + + 

11045 +++ +++ ++ + 

11046 +++ +++ ++ + 

11047 +++ +++ + + 

11048 +++ +++ + + 

11049 +++ ++ ++ + 

110410 +++ +++ + + 

หมายเหตุ : ทดสอบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเปน S. cerevisiae YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) ท่ีอุณหภูมิตางๆ 
      +++ = เจริญมาก , ++ = เจริญปานกลาง , + = เจริญนอย , - = ไมมีการเจริญ 
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 Choowong และคณะ (2012) ศึกษาลักษณะและการแสดงออกของยีนของ S. cerevisiae 
ทนรอนท่ีแยกไดจากผลไมไทย ไดแก กลวย มะพราว นอยหนา องุน พุทรา ขนุน ลางสาด ลําไย 
ลองกอง มะมวง เมลอน สับปะรด เงาะ ละมุด และแตงโมท่ีไดจาก 14 จังหวัดของไทย มาทําการหา
เชื้อ S. cerevisiae ซ่ึงสายพันธุท่ีแยกไดจะถูกนํามาวิเคราะหทางดานชีวเคมีและวิเคราะหดีเอ็นเอโดย
ใชเทคนิคพีซีอารเพ่ือยืนยันวาเปนเชื้อ S. cerevisiae จากนั้นนําเชื้อท่ีไดมาทําการทดสอบการทน
อุณหภูมิโดยนําเชื้อมาเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว YPD จนเชื้อเขาสูระยะ 
Stationary ไดเปนหัวเชื้อ นําหัวเชื้อท่ีไดไปเลี้ยงตอในอาหารเหลว YPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 และ 42 
องศาเซลเซียส สังเกตความขุนท่ีเกิดข้ึนพรอมท้ังใหเกณฑความขุนท่ีเกิดข้ึนหลังจากผานไป 24 ชั่วโมง 
จากนั้นในข้ันท่ี 2 ซ่ึงเปนการคัดเลือกเบื้องตน สายพันธุ S. cerevisiae แสดงใหเห็นวาสามารถเจริญ
ไดท่ีอุณหภูมิสูง โดยเลี้ยงเชื้อจนเขาสูระยะ Exponential ในอาหารเหลว YPD บมท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ไดเปนหัวเชื้อ นําหัวเชื้อท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
ไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.1 แลวไปเลี้ยงในอาหารเหลว YPD ในสภาวะเขยาท่ีอุณหภูมิ 30 37 
และ 41 องศาเซลเซียส ทําการวัดคา OD ตั้งแตชั่วโมงท่ี 24 ข้ึนไป นํามาทํา Serial dilution เพ่ือดู
อัตราการเจริญเติบโต จากการทดลองพบวาหลังจากการทดสอบการเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิ 30 37 
และ 41 องศาเซลเซียส มีเพียง 3 สายพันธุเทานั้น คือ C3723 C3751 และ C3867 ท่ีเจริญไดท่ี
อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส 

Sridhar และคณะ (2002) ศึกษาผลของรังสียูวีตอสายพันธุของ S. cerevisiae และการทน
ตออุณหภูมิสูง ทนเอทานอลและทนตอแรงดันออสโมซิส จากการศึกษาพบวาการใชรังสียูวีในการ
กลายพันธุ S. cerevisiae ทําใหยีสตสายพันธุกลายผลิตมวลเชลลจุลินทรียและเอทานอลสูงกวาสาย
พันธุดั้งเดิมท่ีอุณหภูมิสูงและความเขมขนกลูโคสสูง โดยมวลเชลลจุลินทรียของ S. cerevisiae สาย
พันธุกลาย VS1 และ VS3 คือ 0.25 และ 0.20 กรัมตอลิตร มีปริมาณมากกวาสายพันธุดั้งเดิม ซ่ึงหมัก
โดยใชน้ําตาลกลูโคสความเขมขนรอยละ 2 ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส และท่ีความเขมขนของ
น้ําตาลกลูโคสสูงสายพันธุกลาย VS1 และ VS3 สามารถผลิตมวลเชลลจุลินทรียได 0.1 และ 0.2 กรัม
ตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงมากกวาสายพันธุดั้งเดิม ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตจากสายพันธุกลาย VS1และ 
VS3 ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ใชความเขมขนน้ําตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร คือ 8.20 และ 
1.20 กรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม ปริมาณเอทานอลท่ีเพ่ิมข้ึนสามารถผลิตไดจากยีสตสาย
พันธุกลาย VS1และ VS3 เม่ือใชความเขมขนของกลูโคสสูง หมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จะให
ปริมาณเอทานอล 5.0 และ 6.0 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวาสายพันธุดั้งเดิมและเม่ือหมักท่ี
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ใหปริมาณเอทานอล 13.0 และ 3.0 กรัมตอลิตร ตามลําดับ จากการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาการกลายพันธุจุลินทรียโดยใชรังสียูวีสามารถนํามาใชปรับปรุงสายพันธุยีสตใหมี
ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง ทนเอทานอล และทนแรงดันออสโมซิสหรือความเขมขนน้ําตาลสูง 

4.4.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการหมักในอาหารหมัก Yeast fermentation 
medium (YFM) ของสายพันธุกลายท่ีคัดเลือก 

จากการนําสายพันธุกลายท่ีไดจากการชักนําโดยรังสียูวีและ EMS ท่ีผานการทดสอบการ
เจริญท่ีอุณหภูมิสูง คัดเลือกเฉพาะไอโชเลทท่ีสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มาทําการ
หมักในอาหาร YFM ท่ี มีปริมาณกลู โคสเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร นําไปบม ท่ี อุณหภู มิ  45           
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง ในท่ีมืด ทําการทดลองสายพันธุละ 3 ซํ้า ตรวจดู
ปริมาณฟองกาชคารบอนไดออกไซดท่ีเกิดข้ึนในหลอดดักกาช (Durham tube) ดังแสดงในตารางท่ี 
4.10 และ 4.11 
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หมายเหตุ : ทดสอบเทียบกับชุดควบคุม (S. cerevisiae YRK 017) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  
                 +++ = สรางกาซสามหลอด,   ++  = สรางกาซสองหลอด,   +  = สรางกาซหนึ่งหลอด, 
                 –    = ไมสรางกาซ 

หมายเหตุ : ทดสอบเทียบกับชุดควบคุม (S. cerevisiae YRK 017) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  
                 +++ = สรางกาซสามหลอด,   ++  = สรางกาซสองหลอด,   +  = สรางกาซหนึ่งหลอด, 
                 –    = ไมสรางกาซ 

ตารางท่ี 4.10  ประสิทธิภาพการสรางกาชของสายพันธุกลาย S. cerevisiae YRK 017 โดยรังสียูวีในอาหาร 
        YFM ท่ีมีหลอดดักกาช หลังการบมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

สายพันธุของ  
S. cerevisiae 

ปริมาณกาช 

(หลอด) 
สายพันธุของ   
S. cerevisiae 

ปริมาณกาช 

(หลอด) 
สายพันธุของ   
S. cerevisiae 

ปริมาณกาช 

(หลอด) 

YRK 017 ++ 4217 + 439 +++ 

421 +++ 4218 +++ 4310 +++ 

422 +++ 4219 +++ 4311 +++ 

423 +++ 4220 +++ 4312 +++ 

424 +++ 4221 +++ 4313 +++ 

425 +++ 4222 +++ 4314 +++ 

426 +++ 4223 ++ 4315 +++ 

427 ++ 4224 +++ 4316 +++ 

428 +++ 4225 +++ 4317 +++ 

429 + 431 ++ 4318 +++ 

4210 +++ 432 +++ 4319 +++ 

4211 +++ 433 ++ 4320 +++ 

4212 +++ 434 +++ 441 +++ 

4213 +++ 435 +++ 442 + 

4214 +++ 436 +++ 443 +++ 

4215 +++ 437 ++ 444 +++ 

4216 +++ 438 +++ 445 + 

 
 
 
 

ตารางท่ี  4.11  ประสิทธิภาพการสรางกาชของสายพันธุกลาย S. cerevisiae YRK 017 โดยสารเอทิลมีเทน     
                   ซัลโฟเนตในอาหาร YFM ท่ีมีหลอดดักกาช หลังการบมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปน     
                   เวลา 48 ชั่วโมง  
สายพันธุของ  
 S. cerevisiae 

ปริมาณกาช 

(หลอด) 
สายพันธุของ   
 S. cerevisiae 

ปริมาณกาช 

(หลอด) 
สายพันธุของ   
S. cerevisiae 

ปริมาณกาช 

(หลอด) 

YRK 017 ++ 110325 +++ 11044 + 
11031 +++ 110326 +++ 11045 +++ 
11035 +++ 110327 +++ 11046 +++ 
11039 +++ 110328 ++ 11047 + 
110310 ++ 110329 +++ 11048 +++ 
110314 +++ 110330 +++ 11049 +++ 
110316 +++ 11041 ++ 110410 + 
110318 +++ 11043 +++   
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หลังจากการคัดเลือกสายพันธุกลายท่ีสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แลว
นํามาทดสอบการหมักเอทานอลดวยอาหารหมัก Yeast fermentation medium (YFM) ท่ีมีหลอด
ดักกาช เพ่ือตรวจดูฟองกาชท่ีเกิดจากกระบวนการหมักเอทานอลในสภาพท่ีไมมีออกซิเจนซ่ึงจะได
ผลิตภัณฑหลักคือ เอทานอล และกาชคารบอนไดออกไซด โดยมีปริมาณน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 150 
กรัมตอลิตร ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง ในท่ีมืด 
เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม พบวาไอโชเลตท่ีไดจากการชักนําโดยรังสียูวีมีการหมักและสรางกาช
ใกลเคียง (++) หรือมากกวา (+++) สายพันธุดั้งเดิม 46 ไอโชเลต สําหรับสายพันธุกลายท่ีเกิดจากการ
ชักนําโดย EMS มีการหมักและสรางกาชใกลเคียง (++) หรือมากกวา (+++) สายพันธุดั้งเดิม 19     
ไอโชเลตซ่ึงคัดเลือกจากหลอดท่ีเกิดกาชอยางนอยรอยละ 10 ของหลอดดักกาชถือวาใหผลบวก (สุรีย, 
2553) 

คมสัน (2534) ไดศึกษาผลการตรวจสอบปริมาณกาชในหลอดดักกาชพบวา ยีสตท่ีผลิต     
เอทานอลสวนใหญจะสรางกาชเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ จนเต็มหลอดในวันท่ี 11 และ 18 แตปริมาณกาชท่ีไดไม
สัมพันธกับปริมาณเอทานอลสูงสุดท่ีตรวจวัดได อยางไรก็ตามปริมาณกาชในหลอดดักกาชยังสามารถ
ใชเปนดัชนีในการแยกเชื้อท่ีผลิตเอทานอลสูงออกจากเชื้อท่ีผลิตเอทานอลต่ําได โดยคัดเลือกเฉพาะ
เชื้อท่ีใหปริมาณฟองกาชมาก เพราะจะใหเอทานอลมากตามไปดวย แตวิธีนี้ก็ยังมีขอจํากัด คือ หากใน
กรณีท่ีมีฟองกาชมากจะไมสามารถแยกความแตกตางไดอยางชัดเจน 

4.4.3 การคัดเลือกสายพันธุกลายจากการหมักเอทานอลดวยอาหารหมัก Yeast 
fermentation medium (YFM) ท่ีมีหลอดดักกาช บมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง สภาวะนิ่ง ในท่ีมืด 

หลังจากทดสอบการทดสอบการหมักเอทานอลดวยอาหารหมัก (YFM) โดยมีปริมาณน้ําตาล
กลูโคสเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร ปริมาตรอาหาร 10 มิลลิลิตร ท่ีมีหลอดดักกาช ตัวอยางละ 3 ซํ้า 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะนิ่ง ในท่ีมืด จากนั้นเลือก
ตัวอยางท่ีใหปริมาณฟองกาชมากกวา (+++) หรือเทากับสายพันธุควบคุม (++) ซ่ึงก็คือ S. 
cerevisiae YRK 017 มาทําการหมักดวยอาหาร YFM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีไมมีหลอดดักกาช 
ตัวอยางละ 3 ซํ้า บมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง ในท่ีมืด ทําการ
เก็บสวนใสหลอดละ 5 มิลลิลิตร มารวมกันเพ่ือนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสท่ีไดนําไปวิเคราะหหาคาปริมาณเอทานอลโดยการใชเครื่อง Gas 
Chromatography และหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการหมักโดยใชวิธี DNS พบวาสายพันธุกลายท่ี
เกิดจากการชักนําโดยรังสียูวีสายพันธุ 421 ผลิตเอทานอลสูงสุด 12.70 กรัมตอลิตร และมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 113.52 กรัมตอลิตร สําหรับสายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดยสาร                
เอทิลมีเทนซัลโฟเนต สายพันธุ 11035 มีปริมาณเอทานอลสูงสุด 14.67 กรัมตอลิตร และมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 117.20 กรัมตอลิตร ซ่ึงท้ังสองสายพันธุมีความสามารถในการผลิตเอทานอลสูงกวาสาย
พันธุดั้งเดิม โดยสายพันธุดั้งเดิมสามารถผลิตเอทานอลไดเพียง 10.38 กรัมตอลิตร และมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 130.56 กรัมตอลิตร ดังตารางท่ี 4.12 และ 4.13 ในรูปท่ี 4.7 
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ตารางท่ี  4.12  ปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ําตาลรีดิวซของ S. cerevisiae YRK 017 สายพันธุกลาย 
  ท่ีไดจากการกลายพันธุโดยรังสียูวี เม่ือหมักในอาหาร YFM ท่ีอุณหภูมิ 45 องศเซลเซียส  
  เปนเวลา 48 ชั่วโมง ท่ีสภาวะนิ่ง 

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

YRK 017 10.38 130.56 4225 9.83 102.00 
421 12.70 113.52 431 8.88 139.80 
422 10.47 117.12 432 9.67 106.56 
423 10.78 75.40 433 8.93 145.80 
424 11.44 113.28 434 9.19 120.00 
425 11.17 118.08 435 8.63 136.80 
426 11.97 99.12 436 9.55 90.00 
427 9.95 106.80 437 9.45 105.60 
428 7.89 134.70 438 9.03 110.40 
4210 10.03 104.88 439 8.71 134.70 
4211 11.30 110.64 4310 8.65 136.50 
4212 7.89 125.10 4311 9.76 114.96 
4213 11.11 105.12 4312 10.09 105.60 
4214 10.02 119.28 4313 8.40 127.80 
4215 10.18 117.84 4314 9.68 115.68 
4216 9.73 108.48 4315 9.64 119.28 
4217 10.88 126.40 4316 12.09 88.08 
4218 10.57 79.92 4317 10.09 108.96 
4219 9.63 97.68 4318 9.67 130.56 
4220 9.77 96.48 4319 9.26 131.52 
4221 9.36 98.64 4320 8.10 127.80 
4222 10.93 136.80 441 8.85 116.10 
4223 9.57 99.36 443 9.59 102.72 
4224 7.89 123.60 444 10.06 105.12 
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ตารางท่ี  4.13 ปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ําตาลรีดิวซของ S. cerevisiae YRK 017 สายพันธุ 
                 กลายท่ีไดจากการกลายพันธุโดยเอทิลมีเทนซัลโฟเนต เม่ือหมักในอาหาร YFM ท่ี  

       อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง  
สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

สายพันธุของ 
S. cerevisiae 

ปริมาณเอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

YRK 017 10.38 130.56 110327 12.72 93.12 
11031 12.45 105.12 110328 9.24 106.56 
11035 14.67 117.20 110329 12.33 99.12 
11039 9.91 113.04 110330 12.12 106.32 
110310 9.04 106.55 11041 9.66 106.56 
110314 11.94 73.20 11043 9.92 103.20 
110316 12.28 102.72 11045 11.39 88.56 
110318 10.23 125.04 11046 13.27 93.60 
110325 12.27 113.76 11048 9.23 112.80 
110326 10.33 118.32 11049 10.00 125.00 

 
 
 

 
 
รูปท่ี  4.7  เปรียบเทียบปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ําตาลรีดิวซของ S. cerevisiae ระหวางสาย  
 พันธุดั้งเดิม YRK 017 สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 เม่ือหมักในอาหาร  
 YFM ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะนิ่ง 
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           Takashi และคณะ (2010) ไดทําการศึกษาเรื่องการชักนํา Pichia stipitis NBRC 1687 ให
เกิดการกลายพันธุโดยรังสียูวี เพ่ือใหผลิตเอทานอลไดเพ่ิมข้ึน และนํามาคัดเลือกตามธรรมชาติเพ่ือให
ทนตอปริมาณเอทานอลไดเพ่ิมข้ึน จากการศึกษาพบวาเม่ือทดสอบการหมักลิกโนเชลลูโลส สายพันธุ
กลาย PXF58 สามารถผลิตเอทานอลไดเพ่ิมข้ึนรอยละ 4.3 จากน้ําตาลไชโลสรอยละ 11.4 เม่ือเทียบ
กับสายพันธุดั้งเดิมท่ีผลิตไดรอยละ 3.1 เทานั้น นอกจากนี้ยังสามารถใชน้ําตาลกลูโคสและฟรักโตสได
มากกวาสายพันธุดั้งเดิม  
           Teerapatr และคณะ (2007) ศึกษาการปรับปรุงสายพันธุยีสตท่ีใชในการหมักเอทานอลโดย
ใชเทคนิคการสุมการกลายพันธุ โดยนํา S. cerevisiae TISTR 5596 และ TISTR 5606 มาชักนําให
เกิดการกลายพันธุโดยใชรังสียูวี และ EMS นํามาทดสอบความสามารถในการทนตอกลูโคสท่ีมีความ
เขมขนรอยละ 15 20 25 และ 30 โดยมวลตอปริมาตร บมท่ีอุณหภูมิ 25 30 35 40 และ 45 องศา
เซลเซียส จากการทดสอบพบวาสายพันธุกลายท่ีไดจากการกลายพันธุโดยรังสียูวี คือ สายพันธุ MT44 
สามารถผลิตเอทานอลไดมากกวาสายพันธุ TISTR 5596 ซ่ึงเปนสายพันธุดั้งเดิม โดยไดผลผลิตสูงสุด
ถึงรอยละ 7.75 เม่ือใชกลูโคสท่ีความเขมขนรอยละ 25 โดยมวลตอปริมาตร สําหรับสายพันธุกลายท่ี
เกิดจากการชักนําโดยสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต มีอัตราการเจริญท่ีต่ํากวาสายพันธุดั้งเดิม แตเม่ือทํา
การทดสอบการทนตออุณหภูมิสูงพบวาสายพันธุกลายท้ังสองวิธีไมมีคาท่ีแตกตางจากสายพันธุดั้งเดิม 

Rajni และ Krishna (2012) ไดทําการศึกษาการปรับปรุงสายพันธุของยีสตท่ีเปนลูกผสมใหมี
ความทนตอสภาวะเครียด ท้ังการทนตอเอทานอล การทนตออุณหภูมิสูง และการทนตอสารยับยั้งใน
การหมักเอทานอล โดยใชเชื้อยีสตจํานวน 2 สายพันธุ คือ S. cerevisiae NCIM-3090 และ P. 
tannophilus NCIM-3502 มาเลี้ยงรวมกันและทําการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยการใช EMS 
MNNG และการฉายรังสียูวีท้ังในระยะใกลและไกลไดสายพันธุกลาย RPRT90 ท่ีแสดงใหเห็นวามีการ
ทนตอความเขมขนของเอทานอลไดสูงถึงรอยละ 10 สายพันธุกลายนี้ยังแสดงใหเห็นวาสามารถเจริญ
ไดดีท่ีอุณหภูมิสูง 39-40 องศาเซลเซียส เม่ือนํามาหมักในอาหารท่ีมีสวนผสมของน้ําตาลกลูโคสและ
น้ําตาลไชโลส ในสภาวะท่ีอุณหภูมิสูงและมีการเติมสารยับยั้งเขาไป พบวาสายพันธุนี้ไดผลิตเอทานอล
ไดสูงสุดถึง 7.93 กรัมตอลิตร จากน้ําตาลกลูโคสท่ีผสมไชโลส ใชน้ําตาลไป 162.42 กรัมตอลิตร จาก
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 250 กรัมตอลิตร ทําการวัดน้ําตาลท่ีไดในระหวางการหมักโดยใชวิธี DNS  

 

4.5 ผลการศึกษาการหมักเอทานอลจากผงแปงมันเทศโดยกระบวนการยอยพรอมกับ
กระบวนการหมัก (SSF) 
 การศึกษาการหมักเอทานอลจากแปงมันเทศดวยวิธีการหมักแบบยอยพรอมกับการหมัก 
(SSF) จากเชื้อ S. cerevisiae 3 สายพันธุ คือ สายพันธุกลาย 421 และ 11035 เปรียบเทียบกับสาย
พันธุดั้งเดิม คือ S. cerevisiae YRK 017 จากการทดลองนําสารละลายผงมันเทศ มายอยดวย
สารละลายเอนไซมแอลฟาอะไมเลสท่ีมีความเขมขนรอยละ 0.05  น้ําหนักโดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
5 นาที รอใหอุณหภูมิลงจนถึงประมาณ 40 องศาเซลเซียส เติมสารละลายเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเด
สท่ีมีความเขมขนรอยละ 0.015 น้ําหนักโดยปริมาตร ลงไปพรอมหัวเชื้อยีสตท่ีมีคาการดูดกลืนแสง
เทากับ 0.5 แลวนํามาหมักท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง ในท่ี
มืด โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงและเก็บสวนใสมาวิเคราะหหาปริมาณเอ
ทานอลท่ีผลิตไดและหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซของสายพันธุกลาย เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
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พบวาการหมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส S. cerevisiae YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุ
กลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 สามารถเอทานอลในชั่วโมงท่ี 72 ได 15.46 15.15 และ15.37 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ ขณะท่ีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสายพันธุดั้งเดิม สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุ
กลาย 11035 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซภายหลังการหมัก 72 ชั่วโมง 4.99 5.71 และ 5.39 กรัมตอลิตร 
เม่ือวิเคราะหทางสถิติพบวาท้ังสามสายพันธุไมมีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
ซ่ึงจะเห็นไดวาสายพันธุกลายผลิตเอทานอลไดใกลเคียงกับสายพันธุดั้งเดิม แสดงดังตารางท่ี 4.14 
และรูปท่ี 4.8 และ 4.9 
 
ตารางท่ี  4.14   ปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดย    
                    กระบวนการหมักแบบกระบวนการยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 
   องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร) 

YRK 017 421 11035 YRK 017 421 11035 
0 0.00 a ± 0.00 0.00 a ± 0.00 0.00 a ± 0.00 45.80 a ± 0.36 45.37 a ± 0.55 45.47 a ± 0.80 

12 11.12 a ± 0.09 10.52 a ± 0.64 11.06 a ± 0.35 24.74 a ± 0.59 25.04 a ± 0.21 25.14 a ± 1.17 

24 14.37 a ± 0.04 14.39 a ± 0.13 14.53 a ± 0.05 13.42 a ± 0.42 13.49 a ± 0.11 14.31b ± 0.43 

36 14.62 a ± 0.08 14.52 a ± 0.80 14.66 a ± 1.24 9.58 c  ± 0.05 10.84 a ± 0.06 10.40 b ± 0.27 

48 14.91 a ± 0.11 14.82 a ± 0.06 14.87 a ± 0.11 8.29 b  ± 0.09 8.83 a ± 0.02 8.81 a ± 0.15 

60 15.14 a ± 0.07 15.09 a ± 0.04 15.19 a ± 0.12 6.23 b  ± 0.25 6.83 a ± 0.10 6.51 b ± 0.05 

72 15.46 a ± 0.21 15.15 a ± 0.20 15.37 a ± 0.37 4.99 b  ± 0.16 5.71 a  ± 0.11 5.39 a ± 0.23 

หมายเหตุ    เม่ือพิจารณาในแถวแนวนอนของแตละปจจัย 
 - ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงวาไมมีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
 - ตัวอักษรตางกัน แสดงวามีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
 

 
 

รูปท่ี 4.8   การหมักเอทานอลโดยใชสารละลายผงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกระบวนการ 
             หมัก (SSF) โดย S. cerevisiae YRK 017  (   ,   ) 421(   ,   ) และ 11035 (   ,   ) ท่ีอุณหภูมิ 
 30 องศาเซลเซียส โดยใหสัญลักษณสีขาวแทนปริมาณน้ําตาลรีดิวซและสัญลักษณสีดําแทน
 ปริมาณเอทานอล 
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รูปท่ี  4.9  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศ โดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ 
 ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
 
 การหมักเอทานอลจากผงมันเทศ ดวยกระบวนการยอยพรอมกระบวนการหมักโดยเชื้อ                
S. cerevisiae YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 หมักท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวา สายพันธุดั้งเดิม YRK 017 สายพันธุกลาย 
421 และสายพันธุกลาย 11035 สามารถผลิตเอทานอล ได 15.39 15.35 และ 15.55 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ขณะท่ีปริมาณน้ําตาลรีดิวซของสายพันธุดั้งเดิม YRK 017 สายพันธุกลาย 421 และสาย
พันธุกลาย 11035 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซภายหลังการหมักในชั่วโมงท่ี 72 เปน 4.73 5.63 และ 4.85      
กรัมตอลิตร เม่ือวิเคราะหทางสถิติพบวาปริมาณเอทานอลของท้ังสามสายพันธุไมมีความแตกตางทาง
สถิติท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 แสดงดังตารางท่ี 4.15 และรูปท่ี 4.10 และ 4.11 
 
ตารางท่ี  4.15  ปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศ 
  โดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ  
  40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

ปริมาณเอทานอล (กรัมตอลิตร) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร) 
YRK 017 421 11035 YRK 017 421 11035 

0 0.00 a ± 0.00 0.00 a ± 0.00 0.00 a ± 0.00 44.57 a ± 2.00 46.06 a ± 1.65 46.91 a ± 2.25 

12 9.75 a ± 0.07 9.78 a ± 0.10 8.11 a ± 2.84 34.86 a ± 1.05 35.74 a ± 0.24 35.19 a ± 0.30 

24 13.05 a ± 0.18 11.76 a ± 0.06 11.69 a ± 1.92 23.48 a ± 0.29 19.86 a ± 0.30 19.89 a ± 6.94 

36 13.97 a ± 0.87 13.17 a ± 0.17 12.89 a ± 1.18 13.46 a ± 0.27 17.69 a ± 0.38 17.30a ± 5.56 

48 14.37 a ± 0.04 14.34 a ± 0.04 14.40 a ±0.03 9.54 b ± 0.11 11.89 a ± 0.02 9.39 c ± 0.06 

60 15.13 a ± 0.12 15.05 a ± 0.02 15.30 a ±0.44 6.33 a ± 0.60 7.90 a  ± 0.03 7.64 a ± 1.51 

72 15.39 a ± 0.09 15.35 a ± 0.55 15.55 a± 0.08 4.73 b ± 0.10 5.63 a  ± 0.17 4.85 b ± 0.09 

หมายเหตุ    เม่ือพิจารณาในแถวแนวนอนของแตละปจจัย 
 - ตัวอักษรเหมือนกัน แสดงวาไมมีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
 - ตัวอักษรตางกัน แสดงวามีความแตกตางทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95  
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รูปท่ี 4.10  การหมักเอทานอลโดยใชสารละลายผงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกระบวนการ  
 หมัก (SSF) โดย S. cerevisiae YRK 017 (   ,   ) 421 (   ,   ) และ 11035 (   ,   ) ท่ีอุณหภูมิ 
 30 องศาเซลเซียส โดยใหสัญลักษณสีขาวแทนปริมาณน้ําตาลรีดิวซและสัญลักษณสีดําแทน
 ปริมาณเอทานอล 

 
รูปท่ี 4.11  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศ โดยกระบวนการหมักแบบ 

             กระบวนการยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
             72 ชั่วโมง 
 
    เม่ือเปรียบเทียบการหมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส ของเชื้อ        
S. cerevisiae YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 พบวา
การหมักเอทานอลของสายพันธุกลายท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สายพันธุกลาย 421 และ 11035 
ใหปริมาณเอทานอลสูงกวาการหมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ขณะท่ีสายพันธุ S. cerevisiae 
YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) ใหปริมาณเอทานอลต่ํากวาท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

   เกวลิน และคณะ (2554) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากแปงมันเทศโดยใชกระบวนการยอย
พรอมกระบวนการหมัก โดยใชเชลลตรึงรูปของ S. cerevisiae YRK 017 ทําการหมักเปนเวลา 72 
ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที พบวาการใช
สารละลายมันเทศท่ีมีความเขมขนรอยละ 8 (น้ําหนักโดยปริมาตร) ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะลดลง
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เรื่อยๆตลอดระยะเวลาของการหมัก สวนปริมาณเอทานอลจะเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ โดยท่ีระยะเวลา 48 
ชั่วโมง จะใหปริมาณเอทานอลสูงสุด 16.73 กรัมตอลิตร และมีคาผลไดของเอทานอลตอน้ําตาล
ท้ังหมดเปน 0.28 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลท้ังหมด  จากนั้นเม่ือเวลาผานไปปริมาณเอทานอลจะ
คอนชางคงท่ีหรือลดลงเล็กนอย และท่ีระยะเวลา 72 ชั่วโมง จะใหปริมาณเอทานอล 16.22 กรัมตอ
ลิตร โดยมีคาผลไดของเอทานอลตอน้ําตาลท้ังหมดเปน 0.41 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาลท้ังหมด   

 คมสัน (2534) ศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสีอัตราไวโอเลตในยีสต                  
Pa. tannophilus NRRL Y-2460 พบวารังสีอัตราไวโอเลตมีผลตออัตราการใชเอทานอลในยีสต 
กลาวคือ จากท่ียีสตสายพันธุดั้งเดิมท่ีเคยใชเอทานอลไดกลายเปนใชไมได แตอยางไรก็ตามเชื้อสาย
พันธุกลายท่ีไดยังคงมีอัตราการเจริญใกลเคียงกับสายพันธุดั้งเดิม บนอาหาร NO3-Xylitol agar ซ่ึง
อาจเกิดจากจํานวนเชื้อสายพันธุกลายท่ีนํามาทดสอบมีนอย ดังนั้นโอกาสท่ีจะพบลักษณะการกลาย
พันธุท่ีเจริญไดเร็วบนอาหารเลี้ยงเชื้อจึงนอย และเม่ือนําเชื้อกลายพันธุ T-L-25 มาหมักในอาหาร     
X-YMP broth ท่ีอุณหภูมิ ตางๆพบวาเชื้อสายพันธุกลาย สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดเปน 6.8 
กรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิ 25 28 32 35 และ 37 องศาเซลเซียส ผลิต
เอทานอลได 6.25 6.43 5.88 5.40 และ 5.04 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

Teerapatr และคณะ (2007) ไดทําการศึกษาการปรับปรุงสายพันธุยีสตท่ีใชในการหมัก     
เอทานอลโดยใชเทคนิคการสุมการกลายพันธุ โดยนํา S. cerevisiae TISTR 5596 และ TISTR 5606 
มาชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสียูวี และ EMS ทดสอบความสามารถในการทนตอกลูโคสท่ีมี
ความเขมขนรอยละ 15 20 25 และ 30 โดยมวลตอปริมาตร บมท่ีอุณหภูมิ 25 30 35 40 และ 45 
องศาเซลเซียส จากการทดสอบพบวาสายพันธุกลายท่ีไดจากการกลายพันธุโดยรังสียูวี คือ สายพันธุ 
MT44 สามารถผลิตเอทานอลไดมากกวาสายพันธุ TISTR 5596 ซ่ึงเปนสายพันธุดั้งเดิม โดยไดผลผลิต
สูงสุดถึงรอยละ 7.75 เม่ือใชกลูโคสท่ีความเขมขนรอยละ 25 โดยมวลตอปริมาตร สวนสายพันธุกลาย
ท่ีเกิดจาการชักนําโดย EMS มีอัตราการเจริญท่ีต่ํากวาสายพันธุดั้งเดิม แตเม่ือทําการทดสอบการทน
ตออุณหภูมิสูงพบวาสายพันธุกลายท้ังสองวิธีมีคาไมแตกตางจากสายพันธุดั้งเดิม 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาเซ้ือ 2 2Saccharomyces cerevisiae 2 26 สายพันธุ คือ YRK 017 TISTR 5196 
TISTR 5202 TISTR 5339 TISTR 5088 และ TISTR 5596 เพ่ือคัดเลือกสายพันธุท่ีทนตออุณหภูมิสูง 
เม่ือทําการศึกษาท่ีอุณหภูมิตางๆ โดยใชอาหาร YFM ท่ีมีนํ้าตาลกลูโคสเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร 
พบวาภายหลังการหมัก 48 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เชื้อ 2 2S. cerevisiae 2 2ทุกสายพันธุให 
ปริมาณเอทานอลสูงสุด เม่ืออุณหภูมิในการหมักเพ่ิมข้ึน ปริมาณท่ีเอทานอลท่ีไดจะลดลงทุกสายพันธุ 
ท่ีอุณหภูมิสูง 40 องศาเซลเซียส พบวา 2 2S. cerevisiae 2 2TISTR 5339 ใหปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 
17.60 กรัมตอลิตร รองลงมาคือ 22S. cerevisiae 22YRK 017 และ TISTR 5088 ตามลําดับ เซนเดียวกับ
ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 2 2S. cerevisiae 2 2TISTR 5339 ใหปริมาณเอทานอลสูงสุด 8.76 กรัมตอ
ลิตร จากนั้นไดทําการศึกษาการทนตอความเขมขนเอทานอลของเชื้อ 2 2S. cerevisiae 2 2ท้ัง 6 สายพันธุ 
โดยศึกษาการมีชีวิตรอดของเชื้อท่ีความเขมขนเอทานอลตางๆ พบวา 2 2S. cerevisiae 2 2สายพันธุ YRK 
017 TISTR 5339 TISTR 5088 และ TISTR 5596 สามารถทนเอทานอลไดถึงรอยละ 20 ปริมาตร
โดยปริมาตร  

จากการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุใน Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ 
YRK 017 โดยวิธีใชรังสียูวีและวิธีใชสารเอทิลมีเทนซัลโฟเนต (EMS) เพ่ือใหไดสายพันธุกลายท่ี
สามารถทนอุณหภูมิสูงและสามารถผลิตเอทานอลไดมากกวาสายพันธุดั้งเดิม จากการศึกษาการหา
ระยะเวลาในการฉายรังสียูวีท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 30 วัตต เพ่ือชักนําใหเกิดการกลายพันธุ
ใน S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 พบวาท่ีระยะเวลา 40 วินาที มีอัตราการรอดชีวิตอยูท่ีรอยละ 
5.35 (ซ่ึงอยูในชวงประมาณรอยละ 5) และจากการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดย EMS ท่ีมีความ
เขมขนรอยละ 3 โดยปริมาตร พบวาท่ีเวลา 110 นาที เชื้อสายพันธุกลายมีอัตราการรอดชีวิตอยูท่ีรอย
ละ 5.14 (ซ่ึงอยูในชวงประมาณรอยละ 5) จึงเลือกชวงระยะเวลาดังกลาวมาใชในการศึกษา 
 จากนั้นทําการคัดเลือกสายพันธุกลายท่ีไดจากรังสียูวี 50 ไอโชเลท และ EMS 50 ไอโชเลท 
มาทดสอบความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิสูง พบวาท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สายพันธุกลาย
ท่ีเกิดจากการชักนําโดยการฉายรังสียูวีสามารถทนอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ไดทุกไอโชเลท สวน
สายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดย EMS สามารถเจริญไดเพียง 23 ไอโชเลตเทานั้น และสายพันธุ
ดั้งเดิม YRK 017 สามารถเจริญไดนอยท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เม่ือนําไปทําการทดสอบหมักเอ
ทานอลเพ่ือทําการคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายท่ีใหผลผลิตเอทานอลท่ีมากกวาสายพันธุดั้งเดิมท่ี
อุณหภูมิสูง ซ่ึงทําการหมักในอาหาร YFM ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยใน
อาหารหมักมีน้ําตาลเริ่มตน 150 กรัมตอลิตร พบวาสายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดยรังสียูวี สาย
พันธุ 421 และสายพันธุกลายท่ีเกิดจากการชักนําโดย EMS สายพันธุ 11035 ใหผลผลิตเอทานอล
เทากับ 12.70 และ 14.67 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 113.52 และ 117.20 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสายพันธุด้ังเดิม YRK 017 สามารถผลิตเอทานอลไดเพียง 10.38 กรัมตอ
ลิตร และมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเปน 130.56 กรัมตอลิตร      
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 จากการนําสายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 มาทําการหมักเอทานอลจากผง
มันเทศแบบการยอยพรอมกระบวนการหมัก เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม S. cerevisiae YRK 
017 โดยหมักเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ 40 องศาเซลเซียส พบวา
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส S. cerevisiae สายพันธุดั้งเดิม YRK 017 สายพันธุกลาย 421 และสาย
พันธุกลาย 11035 ใหปริมาณเอทานอลเปน 15.46 15.15 และ 15.37 กรัมตอลิตร ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซเปน 4.99 5.71 และ 5.39 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีการผลิต
เอทานอลเปน 15.39 15.35 และ 15.55 กรัมตอลิตร มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  4.73  5.63 และ 4.85 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ เม่ือนําปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดมาวิเคราะหทางสถิติพบวาท้ังท่ีอุณหภูมิ 30 
และ 40 องศาเซลเซียส S. cerevisiae สายพันธุดั้งเดิม YRK 017 สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุ
กลาย 11035 ไมมีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 และเม่ือเปรียบเทียบการ
หมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส พบวาการใชสายพันธุกลาย 421 และสายพันธุ
กลาย 11035 หมักเอทานอลท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดสูงกวาการหมัก
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ขณะท่ีสายพันธุดั้งเดิม คือ S. cerevisiae YRK 017 ปริมาณเอทานอล
ท่ีผลิตไดจะนอยกวาการหมักท่ี 30 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือ YFM Broth  
ประกอบดวย  

-  กลูโคส  150  กรัม  

-  เปปโตน    5  กรัม  

-  ยีสตสกัด    6  กรัม  

-  KH2PO4    4  กรัม  

-  (NH4)2SO4     2  กรัม  

-  MgSO4.7H2O    1  กรัม  
 
วิธีการเตรียม  
1. ละลายสารท้ังหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใหเขากัน  

2. จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 121 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
15 นาที  
 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือ YPD Broth  
ประกอบดวย  

-  กลูโคส  20  กรัม  

-  เปปโตน  20  กรัม  

-  ยีสตสกัด  10  กรัม  
 
วิธีการเตรียม  
1. ละลายสารท้ังหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใหเขากัน  

2. จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 121 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
15 นาที  
 
 
 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือ YPD Agar  
ประกอบดวย  

- กลูโคส  20  กรัม  
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- เปปโตน  20  กรัม  

- ยีสตสกัด  10  กรัม  

- วุน   15  กรัม  
 
วิธีการเตรียม  
1. ละลายสารท้ังหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใหเขากัน  

2. นําไปใหความรอนเพ่ือใหวุนละลายจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส  

3. จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 121 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
15 นาที  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหทางเคมีและเครื่องมีอวิเคราะห 
1.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีดีเอ็นเอส (Dinitrosalicylic Method)  
สารเคมี 
 1. สารละลาย 3,5-dinitrosalicylic (DNS) รอยละ 1  
 2. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน  
วิธีการเตรียมสารละลาย  
 1.  สารละลาย 3,5-dinitrosalicylic (DNS) รอยละ 1  
  – ชั่งสาร 3,5-dinitrosalicylic 10 กรัม ในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร 
  – เติมสารละลายดางท่ีละนอย (โชเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร เตรียมโดยชั่งโชเดียม    
     ไฮดรอกไซด 16 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร)  
  – คนใหสารละลายเขากันจนหมด จนกระท่ังไดสารละลายใส  
  – เติมโพแทสเซียมโชเดียมทาเททลงไปท่ีละนอยจนครบ 300 กรัม ปรับปริมาตร 
     สุดทายใหได 1000 มิลลิลิตร  
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 2. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน  
  – อบกลูโคสท่ีตูอบ 70 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ท้ิงใหเย็นในเดซิเคเตอร  
  – ชั่งกลูโคสท่ีผานการอบ 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร  
     เปน 100 มิลลิลิตร ไดสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 1000 ไมโครกรัม 
     ตอมิลลิลิตร  
  – เจือจางสารละลายกลูโคสท่ีไดโดยใชน้ํากลั่นตามตาราง 

ความเขมขนกลูโคส 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ปริมาตรกลูโคส 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรน้ํากล่ัน 
(มิลลิลิตร) 

0 - 5 

100 0.5 4.5 

200 1 4 

400 2 3 

600 3 2 

800 4 1 

1000 5 - 

วิธีการวิเคราะห       
   1.  การทํากราฟมาตรฐาน  
 1.1 นําสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มาทําการเจือ
จางใหไดความเขมขน 0 100 200 400 600 800 และ 1000 ไมโครกรัมตอลิตร  
 1.2 ปเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐานแตละความเจือจางใสในหลอดทดลองปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ความเขมขนละ 2 ซํ้า  
 1.3 ปเปต DNS reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองท่ีมีสารละลายกลูโคส
มาตรฐานแตละความเจือจาง ผสมใหเขากัน  
 1.4 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที แลวรอใหเย็น  
 1.5 ปเปตน้ํากลั่นปริมาตร 6 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีผานการตมแลว ผสมใหเขากัน  

1.6 นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร พรอมนําขอมูลท่ีไดมาสราง
กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร กับความเขมขนของ
น้ําตาลกลูโคส  
   
   2.  หาปริมาณน้ําตาลรีดิวซในตัวอยาง  
 2.1 นําตัวอยางมาทําการเจือจางใหเหมาะสม  
 2.2 ทําการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซเชนเดียวกับการทํากราฟมาตรฐาน 
 
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร) = (คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร) ×อัตราการเจือจาง 
      ความชันของกราฟมาตรฐาน × 1000 
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รูปท่ี ข-1 กราฟมาตรฐานกลูโคสวัดโดยวิธีดีเอ็นเอสท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

y = 0.0007x + 0.0368 
R² = 0.9908 
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2. การวิเคราะหปริมาณเอทานอลโดยวิธีการใชเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ (สุวภัทรและ
คณะ, 2555) 
 1. วิธีเตรียมกราฟมาตรฐานเอทานอล 

1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานโพรพานอล (N-propanol) ความเขมขนรอยละ 10 
โดยปริมาตร เปนสารละลายมาตรฐาน 

1.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลใหมีความเขมขนรอยละ 4 6 8 10 และ 
12 โดยปริมาตร ซ่ึงสามารถเตรียมไดดังนี้ 

   1.2.1 N-propanol รอยละ 10 โดยปริมาตร + Ethanol รอยละ 8 โดย  
       ปริมาตร จะไดเปนสารละลายมาตรฐานรอยละ 4 
1.2.2 N-propanol รอยละ 10 โดยปริมาตร + Ethanol รอยละ 12 โดย  
       ปริมาตร จะไดเปนสารละลายมาตรฐานรอยละ 6 
1.2.3 N-propanol รอยละ 10 โดยปริมาตร + Ethanol รอยละ 16 โดย  
       ปริมาตร จะไดเปนสารละลายมาตรฐานรอยละ 8 
1.2.4 N-propanol รอยละ 10 โดยปริมาตร + Ethanol รอยละ 20 โดย  
       ปริมาตร จะไดเปนสารละลายมาตรฐานรอยละ 10 
1.2.5 N-propanol รอยละ 10 โดยปริมาตร + Ethanol รอยละ 24 โดย  
       ปริมาตร จะไดเปนสารละลายมาตรฐานรอยละ 12 

1.3 ใสสารละลายมาตรฐานแตละความเขมขนในขวดแกวขนาด 20 มิลลิลิตร พรอม
ปดฝาขวดดวยเชปตัม (Septum)  

1.4 การวิเคราะหปริมาณเอทานอลใชเทคนิคเฮตสเปช – แกสโครมาโตกราฟ    
(HS-GC) โดยใชเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ (GC-17A Chromatogram, Shimadzu) ตอกับ
เครื่อง HSS - 4A (Shimadzu) ซ่ึงเปนสวนท่ีตัวอยางจะถูกบมท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที สารตัวอยางในขวดแกวจะระเหยกลายเปนไอจนกระท่ังอยูในสมดุล      
ไดนามีก จากนั้นเครื่องจะดูดไอปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือเขาสูคอลัมนตอไป  

1.5 ใชคอลัมน DB-WAX (Agilent J&W GC Column) ความยาว 30 เมตร เสน
ผานศูนยกลาง 0.53 มิลลิเมตร ความหนาของฟลม 1 ไมครอน อุณหภูมิคอลัมน 60      
องศาเซลเซียส ใชตัวตรวจวัด (Detector) ชนิด FID โดยปรับอุณหภูมิเทากับ 150         
องศาเซลเซียส อุณหภูมิของตําแหนงฉีดสาร (Injector) เทากับ 150 องศาเซลเซียส ใชกาช
ฮีเลียมเปนกาชตัวพา โดยมีความดันคอลัมนเทากับ 30 กิโลพาสคาล  

    1.6 สภาวะในการวิเคราะหเริ่มจากอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
จากนั้นอุณหภูมิจะเพ่ิมในอัตรา 15 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึง 180 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 นาที รวมเวลาในการวิเคราะหท้ังหมด 25 นาทีตอตัวอยาง โครมาโตแกรมจะแสดง
เวลาท่ีเอทานอลและโพรพานอลถูกชะออกจากคอลัมน 

    1.7 นําพ้ืนท่ีใตกราฟ (Peak Area) ของสารมาตรฐานแตละความเขมขนมาสราง 
กราฟมาตรฐาน โดยคํานวณอัตราสวนพ้ืนท่ีใตกราฟของเอทานอลตอโพรพานอลในแตละ 
ความเขมขนซ่ึงกําหนดใหเปนแกน y และความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเอทานอล
เปนแกน x   
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  2.  วิธีการวิเคราะหเอทานอลในตัวอยาง  
    2.1 วิเคราะหปริมาณเอทานอลในตัวอยางโดยผสม NaCl 0.5 กรัม สารละลาย 

โพรพานอลรอยละ 10 โดยปริมาตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตัวอยาง 500 ไมโครลิตร  
    2.2 วิเคราะหดังสภาวะชางตน จากนั้นนําเอาอัตราสวนพ้ืนท่ีใตกราฟของเอทานอล 

ในสารตัวอยางตอโพรพานอลมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือหาความเขมขนของเอทานอล  
  

สูตรคํานวณปริมาณเอทานอล ไดจากกราฟสารละลายมาตรฐานเอทานอล  
    สมการ   y = 0.1084x – 0.0665  
    ให       y = อัตราสวนพ้ืนท่ีใตกราฟเอทานอลตอโพรพานอล  
              X = ความเขมขนของเอทานอล (รอยละ)  
           โดย  ความหนาแนนของเอทานอล   =  0.789 กรัมตอมิลลิลิตร  
          ดังนั้น  ปริมาณเอทานอล     =  (x) (0.789) (10) กรัมตอลิตร  
 

 
รูป ท่ี  ข -2 กราฟสารละลายมาตรฐานเอทานอลวัดโดยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ

y = 0.0493x - 0.024 
R² = 0.9969 
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3.  วิธีการวิเคราะหเอทานอลในตัวอยาง 
3.1 เปดปม และคลายเกลียวใตปมเพ่ือไลน้ําออกจากปมใหหมด แลวจึงบิดเกลียวให
แนนดังเดิม 
3.2 เปด Power supply และ Zero air  
3.3 เปดเครื่องคอมพิวเตอร และทําการตั้งคาการใชงาน 
3.4 เปดเครื่องแกสโครมาโตกราฟ เครื่อง CBM และตั้งคาบนคอมพิวเตอรอีกครั้ง  

3.4.1 คลิกท่ี CLASS-GC ซ่ึงคอลัมนตองเปน GC-17A แลวคลิก Real 
Time Analysis 
3.4.2 คลิก Method File แลวกด Load หาชื่อไฟล JEHSS.MET แลวจึง
กด Load  
3.4.3 คลิก Set Up โดยเปลี่ยนอุณหภูมิท่ี Colum oven ใหเปน 120 
องศาเซลเซียส คลิก Set เพ่ือระเหยสารท่ีอาจตกคางในระบบออกใหหมด  
3.4.4 คลิก System on คลิก GC Monitor หากอุณหภูมิ Colum oven 
เปน 120/120 แลวจึงเปดถังกาชฮีเลียม ไฮโดรเจน และไนโตรเจน  
3.4.5 คลิก Flame Ignition แลวทําการจุดไฟบนตําแหนงของเครื่องแกส
โครมาโตกราฟ สังเกตุท่ีหนาจอรอจนกวาเสน Base line จะตรง  
3.4.6 คลิก GC Monitor อีกครั้งเพ่ือเปลี่ยนอุณหภูมิของ Colum oven 
ใหกลับไปเปน 60 องศาเซลเซียส ตรวจ Flow เลือกใหเปน 30 kPa และ
ตัวตรวจวัดตองเปนชนิด FID หากอุณหภูมิ Colum oven เปน 60/60 
แสดงวาเครื่องพรอมทํางาน 

3.5 ตั้งชื่อตัวอยางท่ีตองการวิเคราะห 
3.5.1 คลิก Sample Schedule ตั้งชื่อตัวอยาง โดยชื่อไฟลจะลงทายดวย 
.STB แลว Save 
3.5.2 คลิกท่ี Edit parameters กรอกชื่อตัวอยางท่ีตองการวิเคราะหใน
ชอง Sample name และ Data file สวนในชอง Method file ใหระบุ
เปน JHESS.MET คลิก Next เพ่ือกรอกชื่อตัวอยางถัดไป เม่ือกรอกขอมูล
ครบถวนแลว คลิก OK 
3.5.3 คลิก Sample Schedule เลือก File ท่ีเราตองการวิเคราะห แลวกด 
Load (หากตองการวิเคราะหขอมูลในเอกสารเดิมเลือกทําขอ 3.5.3 เพียง
ขอเดียว) 

3.6 วิเคราะห 
 
4. วิธีปดเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 

4.1 คลิก Method file เพ่ือ Load โปรแกรม Cooldown (COOLKATI.MET) 
4.2 รอใหอุณหภูมิของระบบลดลงเหลือ 50 องศาเซลเซียส แลวจึงคลิก System   
off  

                     4.3 ปดโปรแกรมและ กด Shut down เครื่องคอมพิวเตอร จากนั้นปดเครื่องตางๆ 
                     ยอนกลับ 
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ภาคผนวก ค 
การนับจํานวนโคโลนีและการคํานวณหาจํานวนจุลินทรียท้ังหมดในตัวอยาง 
1. การนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่วิเคราะหโดยเทคนิค Spread plate 
(Swanson และคณะ, 1992)  

1. กรณีท่ีมีเชื้อเจริญปกติและมีจํานวนโคโลนีในชวง 25 - 250 โคโลนี การตรวจนับจํานวน
จุลินทรียท้ังหมดบน Nonselective media เชน PCA ใหนับทุกโคโลนี รวมท้ังโคโลนีขนาด
เล็ก (Pinpointsize) ท้ังหมด บันทึกระดับความเจือจางและจํานวนโคโลนีท่ีนับได แตถา
ตรวจนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียชนิดใดชนิดหนึ่งบน Selective media หรือ 
Differential media ใหนับโคโลนีท่ีข้ึนบนจานท่ีมีจํานวนโคโลนีในชวง 15 - 150 โคโลนี  

2. กรณีท่ีมีเชื้อเจริญหนาแนน จํานวนมากกวา 250 โคโลนี  
2.1 ถามีจํานวนมากกวา 10 โคโลนีตอตารางเชนติเมตร ไมตองนับใหบันทึก 

“TNTC” หมายถึง มากเกินกวาท่ีจะนับได (Too Numerous To Count)  

2.2 ถามีจํานวนโคโลนี 4-10 โคโลนีตอตารางเชนติเมตร ใหนับ 12 ตารางเชนติเมตร 
(12 ชองสี่เหลี่ยม) โดยนับติดตอกัน 6 ชองในแนวนอนและ 6 ชองในแนวตั้ง จากนั้น
คํานวณหาคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนีตอ 1 ตารางเชนติเมตร แลวคูณดวยพ้ืนท่ีของจานเพาะ
เชื้อ  

2.3 ถามีจํานวนโคโลนีมากกวา 10 โคโลนีตอตารางเชนติเมตร แตดูไมหนาแนน
จนเกินไป สามารถนับได ใหนับเพียง 4 ตารางเชนติเมตร คํานวณหาคาเฉลี่ยของจํานวน
โคโลนี ตอ 1 ตารางเชนติเมตรแลวคูณดวยพ้ืนท่ีของจานเพาะเชื้อ  
3. กรณีท่ีมีเชื้อข้ึนแตมีลักษณะแผไปท่ัวผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ ไมแยกเปนโคโลนีเดี่ยว ให
บันทึกวา “SPR” (Spreader) ลักษณะของโคโลนีท่ีไมแยกนี้แบงเปน 3 ลักษณะ คือ  

1)  ลักษณะโคโลนีท่ีเรียงติดกันเปนสายไมแยกกันอยางเดนชัด ซ่ึงเปน
ลักษณะท่ีเกิดจากการแตกออก ของกลุมแบคทีเรียท่ีเกาะกัน  

2)  ลักษณะท่ีเปนฟลมระหวางวุนและกนจาน  

3)  ลักษณะท่ีเปนฟลมท่ีขอบและท่ีผิวของวุน  
ถาหากมีลักษณะของการแผติดกันมากกวารอยละ 50 ของพ้ืนท่ีบนจานอาหารใหบันทึกวา 

“SPR” สําหรับลักษณะของโคโลนีท่ีเรียงติดกันเปนสาย (ลักษณะท่ี 1) ถามีเพียง 1 สาย ใหนับเปน 1 
โคโลนี แตถาโคโลนีมี 1 สายหรือมากกวา 1 สายมีกําเนิดมาจากหลายแหลง ใหนับแตละสายจากแต
ละแหลงเปน 1 โคโลนี อยานับแตละโคโลนีท่ีติดกันนั้นเหมือนกับเปนโคโลนีเดี่ยวๆ ถาเกิดการเจริญ
แผของโคโลนีเพียงจานเดียวจากจํานวน 2 จานของตัวอยางเดียวกัน ใหนําผลการนับจํานวนโคโลนี
เฉพาะของจานท่ีนับไดมําคํานวณ แตถาเกิดการเจริญแผเพียงสวนเดียวของผิวหนาอาหาร เชน เพียง
ครึ่งหนึ่งหรือ 1 ใน 4 ของผิวหนาอาหาร ใหนับเฉพาะสวนท่ีนับไดแลวคูณดวยตัวเลขสัดสวนท่ี
เหมาะสมของพ้ืนท่ีบนจานเชน คูณดวย 2 ถานับจํานวนโคโลนีไดเพียงครึ่งจานและคูณดวย 4 ถานับ
ไดเพียง 1 ใน 4 ของผิวหนาอาหาร  
4. ถาจานอาหารนั้นปนเปอนดวยจุลินทรียชนิดอ่ืน ใหบันทึกวา “LA” (Laboratory Accident) 

2. การคํานวณหาจุลินทรียทั้งหมด (CFU ตอกรัม หรือ CFU ตอมิลลิลิตร ของอาหาร)  
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ในการคํานวณหา CFU ตอกรัม หรือ CFU ตอมิลลิลิตร ใหคูณจํานวนโคโลนีท้ังหมดท่ีนับได
หรือจํานวนโคโลนีเฉลี่ย (ถาทําซํ้า 2 จาน) ในสวนกลับของ Dilution factor  

Dilution Factor = ระดับความเจือจางเริ่มตน x ระดับความเจือจางตอมา x ปริมาณตัวอยาง
ท่ีเติมในจาน  

CFU ตอกรัม หรือ CFU ตอมิลลิลิตร = สวนกลับของ Dilution Factor x จํานวนโคโลนีท่ี
นับได  
 
การรายงานผล  

ในการรายงานคา CFU ตอกรัม หรือ CFU ตอมิลลิลิตร นิยมรายงานโดยเขียนเปนเลข
ทศนิยม 1 ตําแหนง โดยเขียนเฉพาะตัวเลข 2 ตัวเลข สวนตัวเลขตัวท่ี 3 ใหปดข้ึนหรือปดลง ถา
ตัวเลขตัวท่ี 3 เปน 6 7 8 หรือ 9 ใหปดข้ึน และถาตัวเลขตัวท่ี 3 เปน 1 2 3 หรือ 4 ใหปดลง แตถา
ตัวเลขตัวท่ี 3 เปน เลข 5 ใหปดข้ึน ถาตัวเลขตัวท่ี 2 เปนเลขค่ี แตถาตัวเลขตัวท่ี 2 เปนเลขคูใหปดลง  

หมายเหตุ  
1. ถาไมพบโคโลนีข้ึนในทุกระดับความเจือจาง รายงานผลการตรวจนับจํานวนจุลินทรียท้ังหมดวา

นอยกวา 1 เทาของคาความเจือจางต่ําสุด เชน ถาระดับความเจือจางต่ําสุดเปน 1:100 ให
รายงานวามีจํานวนจุลินทรียท้ังหมดนอยกวา 100 CFU ตอมิลลิลิตรหรือตอกรัม  

2. ถาจานท่ีท้ังสองระดับความเจือจางมีโคโลนีข้ึนนอยกวา 25 โคโลนี ใหบันทึกผลจํานวนท่ีนับได
ตามความจริง แตใหรายงานวา นอยกวา 25 x 1/d เม่ือ d คือ Dilution factor ของจานเพาะ
เชื้อท่ีระดับความเจือจางต่ําสุดท่ีมีโคโลนีข้ึน  

3. ถาทุกจานอาหารเลี้ยงเชื้อจากท้ัง 2 ระดับความเจือจาง มีโคโลนีข้ึนมากกวา 250 โคโลนี แตใน
พ้ืนท่ี 1 ตารางเชนติเมตร มีจํานวนโคโลนีนอยกวา 100 โคโลนี ใหประมาณจํานวนจุลินทรีย
ท้ังหมดจากจานท่ีมีจํานวนโคโลนีข้ึนใกลเคียง 250 มากท่ีสุดแลวคูณดวยสวนกลับของ 
Dilution factor (1/10-3

 = 1000) และเขียน “ESPC” (Estimate Standard Plate Count) 
หรือ “EAPC” (Estimate Aerobic Plate Count) กํากับไวดวย  

ถาทุกจานอาหารเลี้ยงเชื้อ มีโคโลนีข้ึนมากกวา 100 โคโลนีในพ้ืนท่ี 1 ตารางเชนติเมตร ให
ประมาณจํานวนจุลินทรียท้ังหมดวา มีมากกวา 100 เทาของสวนกลับของ Dilution factor ท่ีระดับ
ความเจือจางสูงสุด (1/10-3 = 1000) คูณดวยพ้ืนท่ีของจานเพาะเชื้อ 
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ภาคผนวก ง 
ขอมูลดิบ 
ตารางท่ี  ง-1  การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซ ของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
             11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมหมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง 

ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 
(ช่ัวโมง) 

ซํ้าท่ี 

สายพันธุ S. cerevisiae 

YRK017 421 11035 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

 
1 46.20 

45.80 

0 

0 

46.00 

45.37 

0 

0 

44.70 

45.47 

0 

0 0 2 45.50 0 45.00 0 46.30 0 

 
3 45.70 0 45.10 0 45.40 0 

 
1 24.06 

24.74 

11.13 

11.12 

24.96 

25.04 

10.82 
 

25.08 

25.14 

11.31 

11.06 12 2 25.02 11.20 25.27 9.78 
10.52 

24.00 11.21 

 
3 25.13 11.02 24.88 10.96 26.34 10.66 

ตารางท่ี  ง-1 (ตอ)    การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
                  11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกับการหมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
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         สภาวะนิ่ง 

 

ซํ้าท่ี 

สายพันธุ S. cerevisiae 

ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 
(ช่ัวโมง) 

YRK 017 421 11035 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

24 
 

1 13.89 

13.42 

14.32 

14.36 

13.44 

13.49 

14.38 

14.39 

14.43 

14.31 

14.49 

14.53 2 13.08 14.39 13.41 14.53 13.83 14.51 

3 13.29 14.40 13.62 14.27 14.67 14.59 

36 

1 9.63 

9.58 

14.53 

14.62 

10.86 

10.84 

15.01 

14.52 

10.71 

10.40 

15.01 

14.66 2 9.54 14.64 10.77 14.95 10.26 13.28 

3 9.57 14.68 10.89 13.59 10.23 15.69 

 
 
ตารางท่ี  ง-1 (ตอ)      การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซ ของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
                   11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกับการหมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
                             สภาวะนิ่ง 
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ซํ้าท่ี 

สายพันธุ S. cerevisiae 

ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 
(ช่ัวโมง) 

YRK 017 421 11035 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

 
1 8.25 

8.29 

14.90 

14.91 

8.82 

8.83 

14.78 

14.82 

8.67 

8.81 

14.99 

14.87 48 2 8.23 14.81 8.85 14.89 8.79 14.83 

 
3 8.39 15.03 8.82 14.78 8.97 14.79 

 
1 6.03 

6.23 

15.16 

15.14 

6.78 

6.83 

15.11 

15.09 

6.54 

6.51 

15.12 

15.19 60 2 6.14 15.07 6.77 15.12 6.54 15.12 

 
3 6.51 15.20 6.95 15.05 6.45 15.32 

 
 

ตารางท่ี  ง-1 (ตอ)    การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซ ของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
                  11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกับการหมักท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
                            สภาวะนิ่ง 

 
ซํ้าท่ี สายพันธุ S. cerevisiae 
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ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 
(ช่ัวโมง) 

YRK 017 421 11035 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

 
1 4.81 

5.99 

15.69 

15.46 

5.71 

5.71 

15.08 

15.15 

5.32 

5.39 

15.57 

15.37 72 2 5.12 15.27 5.60 15.38 5.64 14.95 

 
3 5.03 15.42 5.81 14.99 5.20 15.60 

 
 
 
 
 

ตารางท่ี  ง-2    การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
           11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกับการหมักท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง สภาวะนิ่ง 

ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 

ซํ้าท่ี 
สายพันธุ S. cerevisiae 

YRK 017 421 11035 
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(ช่ัวโมง) 
น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

 
1 46.76 

44.57 

0  
0 
  

45.23   
46.06 
  

0   
0 
  

49.01  
46.91 
   

0  
0 
   0 2 42.83 0 45.00 0 47.19 0 

 
3 44.12 0 47.96 0 44.53 0 

 
1 36.06 

24.74 

9.80  
9.75 
   

36.00   
35.74 
  

9.68   34.98  
35.42 
   

9.71  
9.73 
   12 2 34.14 9.67 35.70 9.77 9.77 

  
35.40 9.80 

 
3 34.38 9.78 35.52 9.88 35.89 9.69 
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 ตารางท่ี  ง-2 (ตอ) การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซ ของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
                  11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกับการหมักท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
                            สภาวะนิ่ง 

ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 
(ช่ัวโมง) 

 สายพันธุ S. cerevisiae 

ซํ้าท่ี 

YRK 017 421 11035 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

24 
 

1 23.16 

23.48 

12.88  
13.05 
   

19.56   
19.81 
  

11.82   
11.76 
  

23.40  
23.84 
   

11.87  
12.31 
   2 23.55 13.05 19.86 11.75 24.39 13.52 

3 23.73 13.23 20.16 11.71 23.72 11.53 

36 

1 13.29 

13.46 

14.96  
14.38 

18.03   
17.69 
 

13.01  
13.17 
  

14.01  
14.07 

13.62  
13.57 

2 13.77 13.34 17.28 13.16 14.16 13.51 

3 13.32 13.60 17.77 13.35 14.04 13.57 

 
 

ตารางท่ี  ง-2 (ตอ)    การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซ ของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
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                  11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกับการหมักท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
                            สภาวะนิ่ง 

 

ซํ้าท่ี 

สายพันธุ S. cerevisiae 

ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 
(ช่ัวโมง) 

YRK 017 421 11035 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

 
1 9.63 

9.54 

14.33   
14.36 
  

11.88   
11.88 
  

14.35  
 14.34 
  

9.45  
 9.39 
  

14.38 

14.40 48 2 9.42 14.40 11.91 14.30 9.33 14.43 

 
3 9.58 14.37 11.85 14.37 9.39 14.39 

 
1 6.01 

6.33 

15.15   
15.12 
  

7.90   
7.90 
  

15.03  
15.05 
   

6.85  
6.52 
  

15.49 

15.19 60 2 5.97 15.23 7.87 15.07 6.69 15.61 

 
3 7.02 15.00 7.93 15.05 6.02 14.17 

 
 

ตารางท่ี  ง-2 (ตอ)    การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลรีดิวซ ของ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย  
                  11035 หมักในอาหารหมักผงแปงมันเทศดวยกระบวนการหมักแบบยอยพรอมกับการหมักท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง  
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                            สภาวะนิ่ง 

ระยะเวลาใน
ก า ร ห มั ก 
(ช่ัวโมง) 

ซํ้าท่ี 

สายพันธุ S. cerevisiae 

YRK 017 421 11035 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

น้ํ า ต า ล
รี ดิ ว ซ
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

ป ริ ม า ณ
เอทานอล
( ก รั ม /
ลิตร) 

คาเฉล่ีย 

 
1 4.62 

4.73 

15.47 

15.35 

5.77 

5.63 

14.79 

15.35 

15.47 

5.39 

15.47 

15.55 72 2 4.81 15.41 5.44 15.89 15.63 15.63 

 
3 4.85 15.30 5.67 15.38 15.55 15.55 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหทางสถิติ  
1. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 0 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

2 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

3 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

Total 9 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 12 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 11.1167 .09074 .05239 10.8913 11.3421 11.02 11.20 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .000 2 .000 . . 

Within Groups .000 6 .000   

Total .000 8    



87 
 

 
 

2 3 10.5200 .64467 .37220 8.9185 12.1215 9.78 10.96 

3 3 11.0600 .35000 .20207 10.1906 11.9294 10.66 11.31 

Total 9 10.8989 .46684 .15561 10.5400 11.2577 9.78 11.31 

 
 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .651 2 .325 1.787 .246 

Within Groups 1.093 6 .182   

Total 1.743 8    

 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 10.5200 

3 3 11.0600 

1 3 11.1167 

Sig.  .149 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

 

 

3.  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 24 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 14.3700 .04359 .02517 14.2617 14.4783 14.32 14.40 

2 3 14.3933 .13051 .07535 14.0691 14.7175 14.27 14.53 
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3 3 14.5300 .05292 .03055 14.3986 14.6614 14.49 14.59 

Total 9 14.4311 .10505 .03502 14.3504 14.5119 14.27 14.59 

 
 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .045 2 .022 3.094 .119 

Within Groups .043 6 .007   

Total .088 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

1 3 14.3700 

2 3 14.3933 

3 3 14.5300 

Sig.  .068 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

 
 

4.  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 36 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 14.6167 .07767 .04485 14.4237 14.8096 14.53 14.68 

2 3 14.5167 .80308 .46366 12.5217 16.5116 13.59 15.01 
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3 3 14.6600 1.24254 .71738 11.5734 17.7466 13.28 15.69 

Total 9 14.5978 .74348 .24783 14.0263 15.1693 13.28 15.69 

 
 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .032 2 .016 .022 .978 

Within Groups 4.390 6 .732   

Total 4.422 8    

 

 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 14.5167 

1 3 14.6167 

3 3 14.6600 

Sig.  .849 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

 

 

 

5.  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 14.9133 .11060 .06386 14.6386 15.1881 14.81 15.03 
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2 3 14.8167 .06351 .03667 14.6589 14.9744 14.78 14.89 

3 3 14.8700 .10583 .06110 14.6071 15.1329 14.79 14.99 

Total 9 14.8667 .09287 .03096 14.7953 14.9381 14.78 15.03 

 
 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .014 2 .007 .768 .505 

Within Groups .055 6 .009   

Total .069 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 14.8167 

3 3 14.8700 

1 3 14.9133 

Sig.  .276 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

 

6.  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 60 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 15.1433 .06658 .03844 14.9779 15.3087 15.07 15.20 

2 3 15.0933 .03786 .02186 14.9993 15.1874 15.05 15.12 
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3 3 15.1867 .11547 .06667 14.8998 15.4735 15.12 15.32 

Total 9 15.1411 .08023 .02674 15.0794 15.2028 15.05 15.32 

 
 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .013 2 .007 1.023 .415 

Within Groups .038 6 .006   

Total .051 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 15.0933 

1 3 15.1433 

3 3 15.1867 

Sig.  .216 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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7.  ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย
พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง ของเชื้อ 
S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 15.4600 .21284 .12288 14.9313 15.9887 15.27 15.69 

2 3 15.1500 .20421 .11790 14.6427 15.6573 14.99 15.38 

3 3 15.3733 .36692 .21184 14.4618 16.2848 14.95 15.60 

Total 9 15.3278 .27312 .09104 15.1178 15.5377 14.95 15.69 

 
 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .153 2 .077 1.039 .410 

Within Groups .443 6 .074   

Total .597 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 15.1500 

3 3 15.3733 

1 3 15.4600 

Sig.  .225 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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8.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ
ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 0 ชั่วโมง ของ
เชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 
11035 

Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 45.8000 .36056 .20817 44.9043 46.6957 45.50 46.20 

2 3 45.3667 .55076 .31798 43.9985 46.7348 45.00 46.00 

3 3 45.4667 .80208 .46308 43.4742 47.4591 44.70 46.30 

Total 9 45.5444 .55478 .18493 45.1180 45.9709 44.70 46.30 

 
 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .309 2 .154 .430 .669 

Within Groups 2.153 6 .359   

Total 2.462 8    

 
 

RS 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 45.3667 

3 3 45.4667 

1 3 45.8000 

Sig.  .424 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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9.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ
ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 12 ชั่วโมง 
ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 
11035 

Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 24.7367 .58859 .33982 23.2745 26.1988 24.06 25.13 

2 3 25.0367 .20599 .11893 24.5250 25.5484 24.88 25.27 

3 3 25.1400 1.17115 .67617 22.2307 28.0493 24.00 26.34 

Total 9 24.9711 .68778 .22926 24.4424 25.4998 24.00 26.34 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .263 2 .132 .224 .805 

Within Groups 3.521 6 .587   

Total 3.784 8    

 
 

RS 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

1 3 24.7367 

2 3 25.0367 

3 3 25.1400 

Sig.  .555 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed 

. 
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10. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ
ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 24 ชั่วโมง 
ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 
11035 

Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 13.4200 .42036 .24269 12.3758 14.4642 13.08 13.89 

2 3 13.4900 .11358 .06557 13.2079 13.7721 13.41 13.62 

3 3 14.3100 .43267 .24980 13.2352 15.3848 13.83 14.67 

Total 9 13.7400 .52714 .17571 13.3348 14.1452 13.08 14.67 

 
 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1.469 2 .735 5.850 .039 

Within Groups .754 6 .126   

Total 2.223 8    

 
 

RS 

Duncan   

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

1 3 13.4200  

2 3 13.4900  

3 3  14.3100 

Sig.  .817 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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11. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ
ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 36 ชั่วโมง 
ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 
11035 

Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 9.5800 .04583 .02646 9.4662 9.6938 9.54 9.63 

2 3 10.8400 .06245 .03606 10.6849 10.9951 10.77 10.89 

3 3 10.4000 .26889 .15524 9.7320 11.0680 10.23 10.71 

Total 9 10.2733 .57120 .19040 9.8343 10.7124 9.54 10.89 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2.454 2 1.227 47.004 .000 

Within Groups .157 6 .026   

Total 2.610 8    

 

RS 

Duncan    

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 3 9.5800   

3 3  10.4000  

2 3   10.8400 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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12. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ
ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง 
ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 
11035 

Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 8.2900 .08718 .05033 8.0734 8.5066 8.23 8.39 

2 3 8.8300 .01732 .01000 8.7870 8.8730 8.82 8.85 

3 3 8.8100 .15100 .08718 8.4349 9.1851 8.67 8.97 

Total 9 8.6433 .27924 .09308 8.4287 8.8580 8.23 8.97 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .562 2 .281 27.479 .001 

Within Groups .061 6 .010   

Total .624 8    

 

RS 

Duncan   

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

1 3 8.2900  

3 3  8.8100 

2 3  8.8300 

Sig.  1.000 .817 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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13. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ
ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 60 ชั่วโมง 
ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 
11035 

Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 6.2267 .25146 .14518 5.6020 6.8513 6.03 6.51 

2 3 6.8333 .10116 .05840 6.5820 7.0846 6.77 6.95 

3 3 6.5100 .05196 .03000 6.3809 6.6391 6.45 6.54 

Total 9 6.5233 .29690 .09897 6.2951 6.7516 6.03 6.95 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .553 2 .276 10.888 .010 

Within Groups .152 6 .025   

Total .705 8    

 
 

RS 

Duncan   

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

1 3 6.2267  

3 3 6.5100  

2 3  6.8333 

Sig.  .072 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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14. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ
ยอยพรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง 
ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 
11035 

Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 4.9867 .15948 .09207 4.5905 5.3828 4.81 5.12 

2 3 5.7067 .10504 .06064 5.4457 5.9676 5.60 5.81 

3 3 5.3867 .22745 .13132 4.8217 5.9517 5.20 5.64 

Total 9 5.3600 .34590 .11530 5.0941 5.6259 4.81 5.81 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .781 2 .390 13.279 .006 

Within Groups .176 6 .029   

Total .957 8    

 
 

RS 

Duncan   

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

1 3 4.9867  

3 3  5.3867 

2 3  5.7067 

Sig.  1.000 .062 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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15. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 0 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

2 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

3 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

Total 9 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

 

 
 
 

 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .000 2 .000 . . 

Within Groups .000 6 .000   

Total .000 8    
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16. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 12 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 9.7500 .07000 .04041 9.5761 9.9239 9.67 9.80 

2 3 9.7767 .10017 .05783 9.5278 10.0255 9.68 9.88 

3 3 8.1133 2.84381 1.64187 1.0489 15.1777 4.83 9.80 

Total 9 9.2133 1.64508 .54836 7.9488 10.4779 4.83 9.88 

 

 

ANOVA 

ETH 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5.446 2 2.723 1.008 .419 

Within Groups 16.204 6 2.701   

Total 21.650 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

3 3 8.1133 

1 3 9.7500 

2 3 9.7767 

Sig.  .276 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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17. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 24 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

 

                Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 13.0533 .17502 .10105 12.6186 13.4881 12.88 13.23 

2 3 11.7600 .05568 .03215 11.6217 11.8983 11.71 11.82 

3 3 11.6933 1.92110 1.10915 6.9211 16.4656 9.69 13.52 

Total 9 12.1689 1.17130 .39043 11.2686 13.0692 9.69 13.52 

 

 

ANOVA 

 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3.527 2 1.763 1.420 .313 

Within Groups 7.449 6 1.241   

Total 10.975 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

3 3 11.6933 

2 3 11.7600 

1 3 13.0533 

Sig.  .198 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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18. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 36 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 13.9667 .87002 .50231 11.8054 16.1279 13.34 14.96 

2 3 13.1733 .17039 .09838 12.7501 13.5966 13.01 13.35 

3 3 12.8867 1.17619 .67908 9.9648 15.8085 11.53 13.62 

Total 9 13.3422 .88153 .29384 12.6646 14.0198 11.53 14.96 

 

 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1.878 2 .939 1.298 .340 

Within Groups 4.339 6 .723   

Total 6.217 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

3 3 12.8867 

2 3 13.1733 

1 3 13.9667 

Sig.  .183 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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19. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 14.3667 .03512 .02028 14.2794 14.4539 14.33 14.40 

2 3 14.3400 .03606 .02082 14.2504 14.4296 14.30 14.37 

3 3 14.4000 .02646 .01528 14.3343 14.4657 14.38 14.43 

Total 9 14.3989 .03855 .01285 14.3393 14.3985 14.30 14.43 

 

 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .005 2 .003 2.515 .161 

Within Groups .006 6 .001   

Total .012 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 14.3400 

1 3 14.3667 

3 3 14.4000 

Sig.  .074 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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20. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 60 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                 Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 15.1267 .11676 .06741 14.8366 15.4167 15.00 15.23 

2 3 15.0500 .02000 .01155 15.0003 15.0997 15.03 15.07 

3 3 15.2967 .44287 .25569 14.1965 16.3968 14.79 15.61 

Total 9 15.1578 .25396 .08465 14.9626 15.3530 14.79 15.61 

 

 

ANOVA 

ETH      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .096 2 .048 .682 .541 

Within Groups .420 6 .070   

Total .516 8    

 
 

ETH 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 15.0500 

1 3 15.1267 

3 3 15.2967 

Sig.  .312 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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21. ปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

               Descriptives 

ETH         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 15.3933 .08622 .04978 15.1792 15.6075 15.30 15.47 

2 3 15.3533 .55048 .31782 13.9859 16.7208 14.79 15.89 

3 3 15.5500 .08000 .04619 15.3513 15.7487 15.47 15.63 

Total 9 15.4322 .29550 .09850 15.2051 15.6594 14.79 15.89 

 

 

ANOVA 

ETH 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .065 2 .032 .307 .747 

Within Groups .634 6 .106   

Total .699 8    

 

ETH 

Duncan
a
 

Stain N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

421.00 3 15.3533 

17.00 3 15.3933 

11035.00 3 15.5500 

Sig.  .500 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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22. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 0 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                    Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 44.5700 2.00327 1.15659 39.5936 49.5464 42.83 46.76 

2 3 46.0633 1.64658 .95065 41.9730 50.1537 45.00 47.96 

3 3 46.9100 2.25309 1.30082 41.3130 52.5070 44.53 49.01 

Total 9 45.8478 2.00075 .66692 44.3099 47.3857 42.83 49.01 

 

 

ANOVA 

RS 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 8.422 2 4.211 1.071 .400 

Within Groups 23.601 6 3.934   

Total 32.024 8    

 
 

RS 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

1 3 44.5700 

2 3 46.0633 

3 3 46.9100 

Sig.  .212 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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23. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 12 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 34.8600 1.04614 .60399 32.2613 37.4587 34.14 36.06 

2 3 35.7400 .24249 .14000 35.1376 36.3424 35.52 36.00 

3 3 35.1900 .29698 .21000 32.5217 37.8583 34.98 35.40 

Total 9 35.2725 .71458 .25264 34.6751 35.8699 34.14 36.06 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1.180 2 .590 1.232 .367 

Within Groups 2.395 5 .479   

Total 3.574 7    

 
 

RS 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

1 3 34.8600 

3 2 35.1900 

2 3 35.7400 

Sig.  .219 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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24. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 24 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 23.4800 .29138 .16823 22.7562 24.2038 23.16 23.73 

2 3 19.8600 .30000 .17321 19.1148 20.6052 19.56 20.16 

3 3 19.8933 6.94298 4.00853 10.6460 45.1407 23.40 35.89 

Total 9 21.0767 4.92286 1.64095 19.9604 27.5285 19.56 35.89 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 97.116 2 48.558 3.011 .124 

Within Groups 96.760 6 16.127   

Total 193.876 8    

 
 

RS 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

2 3 19.8600 

1 3 23.4800 

3 3 19.8933 

Sig.  .056 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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25. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 36 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 13.4600 .26889 .15524 12.7920 14.1280 13.29 13.77 

2 3 17.6933 .38083 .21987 16.7473 18.6394 17.28 18.03 

3 3 17.2967 5.56328 3.21196 3.4767 31.1166 14.01 23.72 

Total 9 16.1500 3.44843 1.14948 13.4993 18.8007 13.29 23.72 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 32.798 2 16.399 1.579 .281 

Within Groups 62.335 6 10.389   

Total 95.133 8    

 
 

RS 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

1 3 13.4600 

3 3 17.2967 

2 3 17.6933 

Sig.  .171 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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26. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

                Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 9.5433 .10970 .06333 9.2708 9.8158 9.42 9.63 

2 3 11.8900 .01732 .01000 11.8470 11.9330 11.88 11.91 

3 3 9.3900 .06000 .03464 9.2410 9.5390 9.33 9.45 

Total 9 10.2744 1.21512 .40504 9.3404 11.2085 9.33 11.91 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 11.780 2 5.890 1.109E3 .000 

Within Groups .032 6 .005   

Total 11.812 8    

 
 

RS 

Duncan    

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

3 3 9.3900   

1 3  9.5433  

2 3   11.8900 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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27.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการ

ยอย   พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 60 ชั่วโมง 

ของเชื้อ S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 

11035 

             Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 6.3333 .59501 .34353 4.8553 7.8114 5.97 7.02 

2 3 7.9000 .03000 .01732 7.8255 7.9745 7.87 7.93 

3 3 7.6433 1.51477 .87455 3.8804 11.4062 6.69 9.39 

Total 9 7.2922 1.09175 .36392 6.4530 8.1314 5.97 9.39 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4.236 2 2.118 2.398 .172 

Within Groups 5.299 6 .883   

Total 9.535 8    

 
 

RS 

Duncan  

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 

1 3 6.3333 

3 3 7.6433 

2 3 7.9000 

Sig.  .096 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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28. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีไดจากการหมักสารละลายผงมันเทศโดยกระบวนการหมักแบบกระบวนการยอย

พรอมกระบวนการหมัก (SSF) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง ของเชื้อ 

S. cerevisiae สายพันธุ YRK 017 (สายพันธุดั้งเดิม) สายพันธุกลาย 421 และสายพันธุกลาย 11035 

               Descriptives 

RS         

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

1 3 4.7300 .09849 .05686 4.4853 4.9747 4.62 4.81 

2 3 5.6267 .16921 .09770 5.2063 6.0470 5.44 5.77 

3 3 4.8533 .08737 .05044 4.6363 5.0704 4.78 4.95 

Total 9 5.0700 .43434 .14478 4.7361 5.4039 4.62 5.77 

 

 

ANOVA 

RS      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1.417 2 .709 46.249 .000 

Within Groups .092 6 .015   

Total 1.509 8    

 
 

RS 

Duncan   

No N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

1 3 4.7300  

3 3 4.8533  

2 3  5.6267 

Sig.  .268 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

 



114 
 

ขอมูลประวัติคณะผูวิจัย 
 

ประวัติสวนตัว 
ช่ือ – สกุล   นางดวงใจ  โอชัยกุล 
 
ตําแหนงปจจุบัน  รองศาสตราจารย ระดับ 9   ประธานสาขาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 
 
ประวัติการศึกษา 
ปท่ีจบ 
การศึกษา 

ร ะ ดั บ
ปริญญา 

อั ก ษ ร ย อ ป ริ ญ ญ า
และชื่อเต็ม 

สาขาวิชา วิชาเอก ชื่อสถาบัน ประเทศ 

2529 
 
 
2532 

ตรี 
 
 
โท 

ว ท .บ  
(เกษตรศาสตร) 
 
วท.ม. (เทคโนโลย ี
           ชีวภาพ) 

เกษตรศาสตร 
 
 
เทคโนโลย ี
ชีวภาพ 

การจัดการศัตรูพืช 
 
 
- 

ม .ส ง ข ล า
นครินทร 
 
ม .ส ง ข ล า
นครินทร 

ไทย 
 
 
ไทย 

   
สาขาวิจัยท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) 
 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงท้ังชนิดและปริมาณของจุลินทรียชนิดตางๆ  ในอาหารหมัก การนํา
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรและอุตสาหกรรมมาผลิตเปนผลิตภัณฑท่ีมีมูลคาเพ่ิมข้ึน 
 
รางวัลดานวิชาการ/ดานวิจัย/งานสรางสรรค (ดานศิลปะหรืออ่ืนๆ) ท่ีไดรับ 
ป พ.ศ. ชื่อรางวัล สถาบันท่ีให 
2549 งานวิจัยท่ีออกรายการ Inside Technology 

ออกอากาศทาง สทท 11 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหาร
ลาดกระบัง 

2550 โครงการประกวดผลงานสิทธิบัตรการประดิษฐ 
สาขาสิ่งแวดลอม 

กรมทรัพยสินทางปญญา กระทรวงพาณิชย 

 
ทุนการศึกษาและทุนวิจัยท่ีเคยไดรับ 
ป พ.ศ. ทุนการศึกษาและทุนวิจัย สถาบันท่ีให 
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ผลงานวิจัย/งานสรางสรรค 
 ผลงานวิจัย/งานสรางสรรคท่ีตีพิมพเผยแพร (ระดับชาติและนานาชาติ) 
 

 - ดวงใจ  โอชัยกุล  และ  อรวรรณ  ชัยลภากุล.  2540.  การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี
  ในระหวางการหมักเมล็ดโกโกดวยเชื้อ Saccharomyces cerevisiae. วารสาร 
  วิทยาศาสตร มข.  25(1) : 56-64. 
  สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงงานวิจัย 
 

 - ดวงใจ  โอชัยกุล และ วันชัย  สุทธินุน. 2541. การศึกษาการผลิตเยลลีจากน้ําสกัด
  เยื่อหุมเมล็ดโกโก. วารสารวิทยาศาสตรลาดกระบัง 8(1) : 8-15  
  สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงงานวิจัย 
 

 - ดวงใจ  โอชัยกุล. 2541. การเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียระหวางการหมักเมล็ดโกโก. 
  วารสารพระจอมเกลาลาดกระบัง  ปท่ี 6  ฉบับท่ี 1 มีนาคม 2541. 34-40  
  สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงงานวิจัย 
 

- ดวงใจ  โอชัยกุล.  2541.  การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเมล็ดโกโกท่ีไดจากการหมัก
ดวยเชื้อท่ีแยกไดจากกองหมัก.  วารสารเกษตรกาวหนา.  ปท่ี 13   ฉบับท่ี 2    
เดือนเมษายน –  มีถุนายน 2541.  59 - 69. 

  สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงงานวิจัย   
 

- ดวงใจ  โอชัยกุล  และ มาริสา  จาตุพรพิพัฒน.  2541.  การผลิตโปรตีนเชลลเดียว
จากน้ําท้ิงโรงงานแปรรูปมันฝรั่ง โดย Candida tropicalis TISTR 5136.  วารสาร
วิทยาศาสตร มข. 26(3) : 181 – 185. 

  สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

   -   ดวงใจ  โอชัยกุล.  2543.  ผลของอัตราการเจือจางและพีเอชของน้ําท้ิงโรงงานแปร
รูปไกท่ีมีตอการผลิตโปรตีนเชลลเดียวโดยเชื้อ Candida tropicalis TISTR 5136.     

      วารสารพระจอมเกลาลาดกระบัง.  8(1) : 31 – 36. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

- ดวงใจ  โอชัยกุล  และกุลวดี  ทองภูเบศร.  2542.  การผลิตกรดซิตริกจากน้ําสกัด
 เยื่อหุมเมล็ดโกโก.  วารสารเทคโนโลยีสุรนารี.  6(3) : 175 – 180. 

สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

  -   ดวงใจ  โอชัยกุล, ประกายวัน  สุรินทรศิริรัฐ, ปญจพร สฤษดิชัยนันทาและรัชนีวัลย     
                    กลิ่นกลบ.  2545.   สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนเชลลเดียวจากน้ําท้ิง

โรงงานแปรรูปไกโดย Candida tropicalis TISTR 5136.  วารสารวิทยาศาสตร
ลาดกระบัง ปท่ี 11  ฉบับท่ี 1  มกราคม – มีถุนายน.  14 – 22. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

 

               -   ดวงใจ  โอชัยกุล  กุลวดี  ทองภูเบศร  สุปรีชา  ฉัตรทอง และปริมประภา  คณารักษณ.  
2545.  สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดซิตริกจากน้ําสกัดเยื่อหุมเมล็ดโกโกโดย
เชื้อ Aspergillus niger TISTR 3089.  วารสารพระจอมเกลาลาดกระบัง. 10(1) : 
333 – 38. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
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 -  ดวงใจ  โอชัยกุล  กุลวดี  ทองภูเบศร  ดํารงศักดิ์  พิริยะภัทรกิจ และดาวรุง  ทับ
แสง.  2546.  ผลของเมทานอลและแรธาตุบางชนิดตอการผลิตกรดซิตริกจากน้ํา
สกัดเยื่อหุมเมล็ดโกโกโดยเชื้อ  Aspergillus niger.  วารสารมหาวิทยาลัยนเรศวร.  
11(1) : 31 – 39. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

 

       - ดวงใจ  โอชัยกุล  ไพศาล  ประสิว  รัชฎาภรณ  บุตรสนม  และสกุลรัตน  พุกกะ
  วรรณะ.  2547.  การผลิตกรดซิตริกจากน้ําสกัดเยื่อหุมเมล็ดโกโกโดยเชื้อยีสต.  
  วารสารวิทยาศาสตรลาดกระบัง.  12(2) : 67 – 74. 

สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

- ดวงใจ  โอชัยกุล  นิสา  เหมมาลา  สรัญ  บินมีตตอร  และสาฑิต พิเสฎธศลาศัย.
 2547.   การศึกษาเชื้อราสําหรับผลิตโปรตีนเชลลเดียวจากน้ําท้ิงโรงงานแปงมัน
 สําปะหลังในสภาวะไมปลอดเชื้อ.  วารสารพระจอมเกลาลาดกระบัง. 12 (1) : 30 – 36. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

 

- Duangjai Ochaikul, Nisakorn Noiprasert, Wipawade Iaoprasert and Sasima 
Pookpun. 2011. Ethanol production from jackfruits seeds by selected 
fungi and yeast from loog-pang. KMITL Sci. Tech. J. 12(1), 1 – 6. 

          สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

- Suwanposri, A., Yukphan, P., Yamada, Y and Ochaikul, D. 2013.  
Identification and biocellulose production of Gluconacetobacter strains 
isolated from tropical fruits in Thailand.  Maejo Int. J. Sci. Techno. 7(01), 
70-82. 

 สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

- Yamada, Y., Yukphan, P., Huong Thi Lan Vu., Muramatsu, Y., Ochaikul, D 
and Nakagawa, Y. 2012. Subdivision of the genus Gluconacetobacter 
Yamada, Hoshino and Ishikawa 1998: the proposal of Komagatabacter 
gen. nov., for strains accommodated  to  the  Gluconacetobacter  

xylinus  group in the α-Proteobacteria. Ann Microbiol, 62: 849-859  
   สถานภาพในการทําวิจัย : ผูรวมวิจัย 
 

การเสนอผลงานวิชาการ 
- Ochaikul, D., Chinawoot,  P and Wiwatsripaiboon, P.  2002.  Effect  of  

Trace Element on Citric Acid Fermentation from Cocoa Pulp Extract by 
Aspergillus niger TISTR 3089.  The 14th Annual Meeting  of  the  Thai  
Society  for Biotechnology “Biotechnology for Better Living in the New 
Economy” November 12 – 15, 2002.  Hotel Sofitel Raja Orchaid, Khon 
Kaen, Thailand. 

                    สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
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- Ochaikul, D., Kongkiattisak, P and Tadthongleung, W.  2003.   Single 
Cell Protein from Cheese whey by Kluyveromyces marxianus TISTR 
5057.  Proceeding of  Biological Control and Biotechnology, Harbin, 
China, 64 – 70. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

 
 

 - ดวงใจ  โอชัยกุล  และพรรณวิภา แพงศรี.  2547.  การผลิตโปรตีนจากน้ําท้ิง
โรงงานแปงมันสําปะหลังโดยเลี้ยงเชื้อผสม  Endomycopsis fibuligera  TISTR 
5097  และ Candida utilis TISTR 5046.  การประชุมทางวิชาการ ครั้งท่ี 42 
“เกษตรศาสตรเพ่ือการพัฒนาคุณภาพชีวิต” 3 – 6 กุมภาพันธ ณ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กรุงเทพฯ. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

 
 - Duangjai  Ochaikul, Karuna Chotirittikrai, Jiraporn Chantra and Sinith 

Wutigornsombatkul. 2005.  Studies on Fermentation of Monascus 
purpureus TISTR 3090 on Bacterial Cellulose : Acetobacter xylinum 
TISTR 967.  Proceeding of Biological Control and Biotechnology, 
Wuzhong, China, 122 – 129. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

 
 

 - Ochaikul, D., Charoenying, P and Ratanajaraya, C. 2006.  Effect of the 
extract from Zingiber montanum on antimicrobial activites. 10th 
International Symposium on the Genetics of Industrial Microorganisms 
(GIM), Prague, Czech Republic, June 24 – 28, 2006. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 

 
 

 - Duangjai Ochaikul, Linchong Suklampoo and Piyada Leelapiyanart.  2007.   
  Ginger Wine Production  by  Various Strains of Saccharomyces cerevisiae.  
  Proceedings of The 5th International Symposium on Biocontrol and  
  Biotechnology, November 1 – 3, 2007 at KhonKaen Univeristy, Nong Khai  
  Campus, Nong Khai, Thailand. 

สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

 - Ochaikul, D., Rukchonlatee, S., Naranong, N and Pongsakul, P. 2008.  
Effect of Chitosan on Paper Production from Bacterial Cellulose and its 
Properties.  The 6th International Symposium on Biocontrol and 
Biotechnology, November 26 – 28, 2008.  Central Luzon State Universiry, 
Science City of Munoz, Nueva Ecija, Philippines. 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
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 - ดวงใจ  โอชัยกุล  ลินจง  สุขลําภู  และปยะดา  ลีลาปยนาถ.  2552.  การศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักไวนขิงโดยเชื้อ Saccharomyces cerevisiae TISTR 
5018.  การประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ครั้งท่ี 47  สาขา
อุตสาหกรรมเกษตร.  241 – 250 หนา 
สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

 -   Ochaikul, D., Poungmalee, B., Yimyai, T and Keawkaew, S. 2010.  
Production of Ethanol from Jackfruit Seeds starch by Enzymatic 
hydrolyzation and Saccharomyces cerevisiae Fermentation NZMS & 
BZSBMB Meeting, 30 November – 3 Decemmmber 2010,  The University 
of Auckland, New Zealand. 

  สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

- กมลวรรณ  ตัณโสภณ  และดวงใจ  โอชัยกุล. 2554.  การผลิตสารสีของเชื้อรา 
Monascus purpureus TISTR 3090.  บนลูกเดือยในสภาวะอาหารแข็ง.  เรื่องเต็ม
การประชุมทางวิชาการ ครั้งท่ี 49  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  สาขาวิทยาศาสตร. 
หนา 330 – 339. 

   สถานภาพในการทําวิจัย : หัวหนาโครงการวิจัย 
 

- Duangjai Ochaikul, Linchong Suklampoo and Piyada Leelapiyanart.  
2009.  Ginger wine production by various starins of Saccharomyces 
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