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บทคัดย่อ

การผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมต้องการผลิตเอทานอลให้ได้ผลผลิตสูงโดยใช้ต้นทุน
ทนเอทานอล

เข้มข้นสงู
กและทนเอ

ethyl methane
sulfonate (EMS) 114 ไอ

25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v)
ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae OA33

25% (w/v) 37 C พบว่า
สามารถผลิตเอทานอลได้สงู 12.3% (v/v) จึงได้นํา S. cerevisiae OA33 มาใช้เป็นสายพนัธุ์พ่อแม่ใน

ด้วยสารเคมี EMS พบว่ายีสต์สายพนัธุ์กลาย S. cerevisiae M43OA33
25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v) ได้สูงกว่าสายพนัธุ์

30% (w/v)
37 C 8.6% และ 8.4%
ตามลําดบั
คําสาํคญั: การทําการกลายพนัธุ์โดยรังสอีุ ethyl methane
sulfonate ยีสต์ทนแรงดนัออสโมติก  ยีสต์ทนเอทานอล  การผลติเอทานอล .
1 จงัหวดั
นครปฐม ประเทศไทย 1Department Founding Project of Microbiology, Faculty of Liberal Arts and Science, Kasetsart
University, Kamphaeng Sean Campus, Nakorn Pathom, Thailand
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ABSTRACT

The major requirements of industrial fuel ethanol production are high ethanol yield
and low-cost production. The ability to tolerate osmotic stress and ethanol stress is
considering to be a key factor in achieving high ethanol concentration. In this study, UV-
mutagenesis and ethyl methane sulfonate (EMS)-induced mutagenesis were performed to
improve osmotolerance, ethanol tolerance and ethanol production from high concentration
of sugar. Among 114 osmotolerant and ethanol-tolerant yeasts, Saccharomyces cerevisiae
OA33 showed the best ability to grow in the presence of 25% (w/v) glucose and 15% (v/v)
ethanol and produced high concentration of ethanol (12.3% v/v) at 37 C from 25% (w/v)
glucose. This osmotolerant and ethanol-tolerant yeast was subjected to UV-mutagenesis
and the selected mutants were then treated with EMS. One mutant, M43OA33, displayed a
significantly improved growth tolerance in the presence of 25% (w/v) glucose and 15% (v/v)
ethanol comparing to the wild-type. The maximum ethanol concentration and theoretical
yield by S. cerevisiae M43OA33 mutant from 30% (w/v) glucose at 37 C was 8.6% and
8.4% higher than the wild-type, respectively.

Key words: UV-mutagenesis, ethyl methane sulfonate-induced mutagenesis, osmotolerant yeast, ethanol-
tolerant yeast, ethanol production



IV

สารบัญ

หน้า
กิตตกิรรมประกาศ I
บทคดัย่อ II
Abstract III
สารบญั IV
สารบญัตาราง V
สารบญัภาพ VI

1
วตัถปุระสงค์ของโครงการวิจยั 3
ขอบเขตของโครงการวิจยั 3
การตรวจเอกสาร 4
วิธีวิจยั 8
ผลและวิจารณ์ 12
สรุปและข้อเสนอแนะ 29
เอกสารอ้างอิง 30



V

สารบัญตาราง

หน้า
1 แสดงความสามารถในการหมกัเอทานอลของยีสต์ 79 ไอโซเลท  ใน

อาหารเหลว YPD 22% (w/v) และเอ
ทานอลความเข้มข้น 12% (v/v) 30oC

24 48 72

13

2 ความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์ของ D1/D2 domain ของหนว่ย
ยอ่ยขนาดใหญ่ของ ribosomal DNA ของยีสต์ OA10, OA33, OA52,
OA89 และ OA106 กบัลําดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ D1/D2 domain
จากฐานข้อมลู GenBank

19

3
ยีสต์ทนแรงดนัออสโมตกิและทนเอทานอลสงู

20

4 ผลการหมกัเอทานอลโดยยีสต์ทนแรงดนัออสโมตกิสงูและทนเอทานอล
สงูจํานวน 5
เข้มข้น 25% (w/v) 37C นาน 48

21

5 แสดงความสามารถในการหมกัเอทานอลของยีสต์สายพนัธุ์กลาย 70
ไอโซเลท ในอาหารเหลว YPD

25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v)
อณุหภมูิ 30 oC เป็นเวลา 72

23

6
25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v) 30C
เป็นเวลา 30

27

7 ผลการหมกัเอทานอลโดยยีสต์สายพนัธุ์กลาย M43OA33 และยีสต์สาย
OA33 สความเข้มข้น

30% (w/v) 37C

28



VI

สารบัญภาพ

หน้า
1 (CFU/ml) ของยีสต์ 5 ไอโซเลท คือ OA10, OA33,

OA52, OA89 และ OA106
25% (w/v) และ เอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v) 30C
เป็นเวลา 30

17

2 PCR product ของบริเวณ D1/D2 domain ของหนว่ยยอ่ยขนาดใหญ่
ของไรโบโซมดีเอ็นเอของยีสต์ 5 ไอโซเลท คือ OA10, OA33, OA52,
OA89 และ OA106 เลนส์ M: M11 DNA ladder marker, เลนส์ 1-5:
PCR product ของยีสต์สายพนัธุ์ OA10, OA33, OA52, OA89 และ
OA106 ตามลําดบั

18

3 YPD gradient plate
15% (v/v)

22



1

แหล่งทรัพยากรธรรมชาติด้านพลังงานอยู่น้อย

พลิงและพลงังานจากตา่งประเทศ ในปัจจบุนักําลงัเกิด

จึงจําเป็นต้องหาพลั
พลงังานหลั

บเป็น

และมีต้นทุนการผลิตถูกลง  นอกจากจะต้องคํานึงถึงวตัถุดิบ  ปัจจัยแวดล้อมในถังหมกัแล้ว การใช้ยีสต์
ผลิตเอทานอลได้สงูและทนตอ่สภาวะความเครียดตา่ง ๆ ในการหมกันบั

[1]

ท จึงช่วยลดเวลาในการผลิตเอทานอล
น ไรก็ตามมีรายงานว่าแรงดนัออสโมติกและความ

ของยีสต์ [2] ติก
เซลล์ของยีสต์มีลกัษณะแข็ง (rigid) ทําให้การนําสารอาหารผ่านเข้าออกจากเซลล์ผิดปกติ   ยีสต์จึงขาด

ล์ได้จึงเกิดการ
สะสมเอทานอลภายในเซลล์และส่งผลกระทบต่อเซลล์ยีสต์ [3]

[4] สําหรับผล
ของเอทานอลตอ่เซลล์ยีสต์มีรายงานว่าเอทานอลความเข้มข้น 1-2%

4.7-7.8% [3]
ลต่อ

proton motive force
[5] endocytosis และลด

protein kinase A และ alcohol dehydrogenase (ADH) [6]
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ติกและความเข้มข้นเอทานอลในถังหมกัมีความสมัพนัธ์กันในการ
นตอ่

สภาวะความเครียดดงักล่าวได้ (fermentation yield) มความสามารถในการ
หมัก (productivity) และช่วยลดต้นทุนการผลิตเอทานอลได้  มีรายงานว่าความสามารถในการทนต่อ
สภาวะความเครียดของยีสต์ถูกแสดงออกภายใต้การทํางานของยีนหลายยีนร่วมกันในหลายตําแหน่งบน
โครโมโซมของจีโนม (genome)
ในเซลล์ยีสต์ตอ่การทนสภาวะความเครียดยงัมีอยู่อย่างจํากดั [7, 8] จึงทําให้การปรับปรุงสายพนัธุ์ยีสต์ให้
ผลิตเอทานอลได้สงูพร้ โดยใช้เทคนิควิศวกรรมกระบวนการสร้างและ
การสลาย (metabolic engineering) ร่วมกบัเทคนิคพนัธุวิศวกรรม (genetic engineering) ทําได้คอ่นข้าง

คดัเลือกยีสต์ผลิตเอทานอล
ทนตอ่แรงดนัออสโมตกิและเอทานอลความเข้มข้น
การกลายพนัธุ์ (induce mutation) โดยรังสีอลุตราไวโอเลตและ (chemical mutagen)

งสายพนัธุ์ยีสต์
ติก และ การรอดชีวิต

สะสมในถงัหมกั

กบัการทนต่อสภาวะกดดนั (stress tolerance)
พันธุวิศวกรรม (genetic engineering) และวิศวกรรมกระบวนการสร้างและการสลาย (metabolic
engineering) งสายพนัธุ์ยีสต์ให้มีศกัยภาพสงูในการผลิตเอทานอลตอ่ไป



3

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย
1.
สงู
2. ดนัออสโมติกและเอทานอลความ

ขอบเขตของโครงการวิจัย
1. ออสโมตกิสงูและเอทา
นอลความเข้มข้นสงู
2. จดัจําแนกสายพั
3. (induce mutation) โดยรังสีอลุตราไวโอ
เลตและ (chemical mutagen)
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การตรวจเอกสาร

องค์ประ-

CO2 โดยคา่ผลผลิตทางทฤษฎี (theoretical yield หรือ Gay-
Lussac yield) ของเอทานอลจากกลโูคส 1 กรัม คือให้เอทานอล 0.511 กรัม และแก๊ส CO2 0.489 กรัม คิด
เป็นการผลิตเอทานอลเทา่กบั 51.1% แตใ่นทางปฏิบตัิจริง
80-90% ของคา่ผลผลิตทางทฤษฎี [3]

วนการหมกัเอทานอล มียีสต์หลาย
หมกัเอทานอลได้ เช่น Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Kluyverromyces
fragilis, Kluyverromyces marxianas เป็นต้น [3, 9] โดยเฉพาะ S. cerevisiae
กว้างขวางในอตุสาหกรรมผลิตเอทานอล อยา่งไรก็ตาม S. cerevisiae มีข้อจํากดัในการหมกัเอทานอลจาก

อบและการทนสภาวะกดดนัในถงัหมกัเอทา
นอล

[3, 10]
1. ให้ผลผลิตเอทานอลสงูและมีอตัราการหมกัเอทานอลเร็ว
2. ทนตอ่เอทานอล (etanol tolerance)
3. ทนตอ่แรงดนัออสโมติก (osmotolerance)
4. (acid tolerance) ในระหว่างกระบวนการหมกัยีสต์จะมีการผลิตผลผลิต

พลอยได้ประเภทกรดออกมา เช่น acetic acid, lactic acid และ succinic acid นอกจากอาจมีการตกค้าง

5. ทนอณุหภมูิสงู (thermotolerance)
6. (propagation) ได้ง่าย
7.

หมนุเวียนเซลล์ยีสต์กลบัไปใช้อีก
8.
9.สามารถใช้ substrate ได้หลากหลาย
10.มีความทนตอ่สารพิษตา่งๆ
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ยีสต์ทนเอทานอล
[11, 12]

ผลกระทบของเอทานอลตอ่ยีสต์ได้ 3 กลุ่ม คือ 1). เอทานอลส่งผลตอ่การเจริญและการมีชีวิตรอดของยีสต์

ความร้อนของยีสต์ลดลง [10, 13, 14] 2). เอทานอลส่งผลต่อ intermediate metabolism และการ
สงัเคราะห์สารชีวโมเลกุลของยีสต์ เช่น เอทานอลทําให้ยีสต์มีอัตราการสังเคราะห์โปรตีนและอาร์เอ็นเอ
ลดลง [15] ลดกิจกรรมของ glycolytic enzymes oxygen free radicals [10, 16] 3). เอทานอลส่งผล
ตอ่โครงสร้างและหน้
นอล คือ plasma membrane เอทานอลจะละลาย phospholipid
เซลล์ (membrane fluidity) และ membrane integrity ลดลง ส่งผลให้การคดัเลือกสารผ่านเข้าออก

ความตา่งของระดบัโปรตอน (proton gradient) [17,
18] ได้รับผลกระทบจากเอทานอล เช่น hydrophobic
proteins, mitochondrial membranes, nuclear membrane, vascular membrane, endoplasmic
reticulum และ hydrophilic proteins ของ cytoplasm [10]

1-2
4.7-7.8 [3] แต่อย่างไรก็ตามมียีสต์

S. cerevisiae งเป็น
non-Saccharomyces [19] ได้มี
ทานอลจะมีปริมาณของกรดไขมนั

สงูจึงทําให้ (fluidity) จึงสามารถขบัเอทานอลจาก

อหุ้มเซลล์มีความแข็งแกร่ง (rigid) ความสามารถในการขบั
[3]

trehalose ในเซลล์ของยีสต์ทนเอทานอลจะ และยีสต์
superoxide dismutase cytochrome

P450 [3]



6

ยีสต์ทนแรงดันออสโมตกิ
สภาวะกดดนัจากแรงดนัออสโมติก (osmotic stress) มีความสมัพันธ์กับสภาวะกดดนั

(water stress) โดยคว water potential
ในอาหาร ว่า
hyperosmotic shock จะเห็นว่า ความ

hyperosmotic shock
เข้าออกของสารเข้าเซลล์ผิดปกติไปยีสต์จึงขาดสารอาหารในการเจริญและ

การรักษาเซลล์ และ ยงั
ส่งผลต่อการเจริญและการผลิตเอทานอลดงัได้กล่าวแล้วข้างต้นในหวัข้อยีสต์ทนเอทานอล

Panchal และคณะ (1990) [3] ได้ศกึษาผล

20% (w/v) จะทําให้อตัราการเจริญและผลผลิตเอทานอลทางทฤษฎีลดลง
20% (w/v) สภาวะกดดนัดงักลา่ว [20]

ยีสต์ทนแรงดนัออสโมติกและทนเอทานอลมีประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล เพราะ

ยีสต์ทนแรงดนัออสโมติกจะสามารถเจริญและมีชีวิตรอด
พนัธุ์ของยีสต์

รังสีอุลตราไวโอเลตและ
สารเคมี ethyl methane sulfonate (EMS)

รังสี UV เป็นรังสีประเภทไม่แตกตวัเป็นอิออน (non-ionizing radiation) สามาร
กลายกายภาพ (physical mutagen) UV สามารถ
แบง่ได้ 3 รังสี UV A (320-400 nm) รังสี UV B (290-320 nm) และรังสี UV C
(180-290 nm) UV DNA 254 nm

254 nm UV จะทํา
ให้เกิด pyrimidine dimer pyrimidine dimer จะไปรบกวนโครงสร้างของ DNA และรบกวนการจําลอง
ตวัเองของ DNA ส่งผลให้ DNA pyrimidine dimer ยงัมีผลให้
เกิดความผิดพลาดของ DNA DNA ได้อีกด้วย รังสี UV
กลายพนัธุ์ได้เกือบทุกชนิด เช่น frameshift mutation, substitution และ deletion UV
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สามารถนําไปใช้ได้ง่าย ไม่อันตรายต่อผู้ปฏิบตัิมากนัก UV จึงได้รับความนิยมในการนําไป

UV ในการปรับปรุงสายพนัธุ์ยีสต์ให้มี
ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล เช่น Sridhar และคณะ (2002) [21] ได้นํายีสต์ทนอุณหภูมิสูง S.
cerevisiae VS1 และ S. cerevisiae VS3 มาปรับปรุงสายพนัธุ์โดยการฉายรังสี UV พบว่าได้ยีสต์สายพนัธุ์

42C
และแรงดนัออสโมซิสสงู  มีรายงานว่ามีการใช้แสง UV
ความเข้มข้นของเอทานอลได้สูงถึง 12% (v/v) [22] Uma และคณะ (1990) [23] ได้ใช้แสงUV ในการ
ปรับปรุงให้ S. cerevisiae Watanabe และคณะ (2011) [24]
รายงานว่า สามารถสร้างยีสต์สายพนัธุ์กลาย P. stipitis PXF58 จากการฉายรังสี UV โดยยีสต์ดงักล่าว

1.4 เท่า และยีสต์สาย
พันธุ์กลาย PET41
รายงานถึงการปรับปรุงพนัธุ์โดยรังสี UV ของ C. tropicalis พบว่ายีสต์สายพนัธุ์กลาย C. tropicalis ผลิต
xylitol 5% [25]

สารเคมี Ethyl Methane Sulfonate (EMS) เป็นสารก่อการกลายเคมี (chemical mutagen)
เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่ม สารเคมี EMS เป็นสารก่อการกลายเคมีประเภทสารอัลคิเลติง (alkylating
agent) เตมิหมู่ ethyl guanine O6 ของเบส guanine ทําให้เกิดการทรานซิชนัของ
G:C ไปเป็น A:T สารเคมี EMS point mutation ในอตัราส่วน 510-4- 510-2 ตอ่
ยีน สารเคมี EMS
ประสิทธิภาพในการก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์  แต่การใช้ต้องมีความระมดัระวงัเพราะเป็นสารก่อมะเร็ง มี
รายงานถึงประสิทธิภาพของสารเคมี EMS ในการปรับปรุงพนัธุ์ยีสต์ เช่น Dehkodi และคณะ (2008) [26]

S. cerevisiae เกิดการกลายพนัธุ์โดยใช้สารเคมี EMS พบว่ายีสต์สายพนัธุ์กลายสามารถ
17.3% ได้มีการใช้สารเคมี EMS

ทําการกลายพั
genome shuffling เทคนิค recombinant DNA หรือมีการใช้สารเคมี EMS ร่วมกบัการใช้รังสี UV ในการ
ปรับปรุงสายพนัธุ์ยีสต์ [27-30]
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วิธีวิจัย

1. ทนแรงดันออสโมตกิและทนเอทานอล

แข็ง YPD ความเข้มข้น 20% (w/v) (1% yeast extract, 2% peptone, 20% D-glucose)
และมีเอทานอลความเข้มข้น 10% (v/v) โดยบม่ตวัอยา่ง 30C เป็นเวลา 48-72

10-1 10-2 10-3 ปิเปตมา 1 ml และนํามาเพาะ YPD
มี กลโูคสความเข้มข้น 20% (w/v) และมีเอทานอลความเข้มข้น 10% (v/v) โดยเทคนิค spread
plate อณุหภมูิ 30C เป็นเวลา 48-72

streak บนอาหารแข็ง YPD 3-5 อ
YPD วุ้นเอียง

2. การคัดเลือกยีสต์ ทนแรงดันออสโมตกิและทนเอทานอล หมักเอทานอลได้
นํายีสต์บริสทุธ์ YPD อายุ 12-16 มา 1 loop และเพาะในอาหาร

เหลว YPD มี ตาลกลโูคสความเข้มข้น 20% (w/v) และมีเอทานอลความเข้มข้น 10% (v/v) และมีหลอด
30C เป็นเวลา 72 24 นํา

ความสามารถในการหมกัเอทานอลในอาหารเหลว
YPD มี ความเข้มข้น 12% (w/v) และมีเอทานอลความเข้มข้น 20% (v/v) และมีหลอดดกั
แก๊ส 30C เป็นเวลา 72 24

3. แรงดันออสโมตกิและความเข้มข้นเอทา
นอลสูง

YPD ความเข้มข้น 25% (w/v) และเอทา
นอลความเข้มข้น 15% (v/v) โดยใช้ความเข้มข้นของเ 1107 cells/ml 30C
แบบเขย่า 100 rpm เป็นเวลา 30 เก็บตวัอยา่ง
จาง 10-1 10-2 10-3 และไมทํ่าการเจือจาง ปิเปตมา 1 ml และนํามา YPD โดย
เทคนิค spread plate อณุหภมูิ 30C เป็นเวลา 36-72
จํานวนโคโลนี ริญบนอาหารแข็ง (CFU/ml)
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4. ติกสูง
Fermentative

(FM) medium 25% (w/v) และ 30% (w/v) (1% yeast extract, 2%
peptone, 25-30% D-glucose, 0.6% (NH4)2SO4, 0.15% KH2PO4, pH 5.5) (Shi, 2009 #105) โดยเพาะ

ต้น 1×105 cells/ml 100 rpm
37 oC เป็นเวลา 48 ทําการเก็บตวัอยา่งและนํามาวิ
Gas Chromatography

5. การจัดจาํแนกสายพันธ์ุยีสต์
นํายีสต์ทนแรงดนัออสโมตกิและทน

ระดบัโมเลกลุโดยวิเคราะห์ความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของหนว่ยยอ่ย
ขนาดใหญ่ของ ribosomal DNA

5.1 การสกัด genomic DNA (ดัดแปลงจากวิธีของ Suh) [31]
YPD อายุ 12-24

50 l 5 นาที และนําไปใสใ่น water bath 100C
นาน 5-10 5 10,000 rpm นาน 1-2 นาที นํา

DNA template นิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain
5.2 D1/D2 domain ของหน่วยย่อยขนาดใหญ่ของ

ribosomal DNA
D1/D2 domain ของหนว่ยย่อยขนาดใหญ่ของ ribosomal

DNA Polymerase chain reaction [32] โดยใช้ primer NL1 (5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) เป็น forward primer และ NL4 (5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) เป็น reverse primer สภาวะในการทํา PCR ปริมาตร 50 l
ประกอบด้วย 2.5 mM dNTPs, 1 PCR buffer, 20 pmol ของ forward primer, 20 pmol ของ reverse
primer, 2 mM MgCl2, 1 Units ของ Taq DNA polymerase และ 5-10 l ของ DNA template
ข้อ 4.1 PCR คือ 94C นาน 3 นาที (1 cycle) และ 94C นาน 40 วินาที,
55C นาน 40 วินาที, 72C นาน 2 นาที (30 cycles) โดย PCR product
Nucleospin ExtractII kit (Macherey-Nagel, Germany) PCR product
วคลีโอไทด์ และนําลําดบันิวคลีโอไทด์ D1/D2
domain ของหนว่ยย่อยขนาดใหญ่ของ ribosomal DNA GenBank ด้วย
โปรแกรม Blastn (NCBI, USA) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)



10

6. กา
การทดสอบความสามารถในการหมกัเอทานอล ๆ และ ทํา

โดยเพาะยีสต์ YPD อายุ 12-24 1 loop
คือ glucose, lactose, maltose, xylose, mannose, sucrose, fructose และ

galactose และ soluble strach 30C เป็นเวลา 15 วนั ตรวจสอบ

7. การปรับปรุงสายพันธ์ุยีสต์
7.1 การปรับปรุงสายพันธ์ุยีสต์ด้วยรังสีอุลตราไวโอเลต

เ ในอาหารเหลว YPD 30C เป็น
เวลา 12-24 spread plate บนจานอาหารแข็ง YPD gradient
plate 15% (v/v) โดยใช้ความเข้มข้นเซลล์ 1×107 cells/ml และนําไปฉาย
รังสีอลุตราไวโอเลตชนิด C เป็นเวลา 0 และ 15 30°C เป็นเวลา 24-48

ารบริเวณ ความเข้มข้นสงู
ไปทําการศกึษาตอ่ไป

7.2 การปรับปรุงสายพันธ์ุยีสต์ด้วย Ethyl Methane Sulfonate (EMS)
gradient plate 7.1 มาทําการ

ปรับปรุงสายพนัธุ์โดยใช้สารเคมี EMS สต์ในอาหารเหลว YPD 12-24
0.1 M potassium phosphate buffer ผสมให้เข้ากนัด้วย votex

microcentrifuge 0.1 M potassium
phosphate buffer ผสมให้เข้ากนัแล้วเตมิ EMS (3% v/v) 30oC เป็นเวลา 15, 30, 45

5% sodiumthiosulphate
6,000 rpm นาน 3 นาที spread plate
บน gradient plate 15% (v/v) 30 oC เป็นเวลา 24-48

8. การวิเคราะห์ความเข้มข้นเอทานอล
Gas Chromatography (GC) (Chrompack

CP9001, Chrompack, The Netherlands) ใช้คอลมัน์ชนิด CP WAX 52 CB (Chrompack, The
Netherlands) อณุหภมูิของคอลมัน์ 250oC อณุหภมูิของ detector 250oC อณุหภูมิของ injection 250C
ใช้แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สตวัพาโดยใช้อตัราการไหล 1 ml/min
จะนํามาเจือจางด้วย n-propanol และใช้ปริมาตร 1 l GC
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9. Dinitrosalicylic Acid Method (DNS )
ดดูตวัอย องการวิเคราะหปริมาตร 1 ml ใสในหลอดทดลองและเตมิสารละลาย DNS 1 ml

ผสมใหเขากนั นําฟรอยดมาป นําไปต นเวลา 5
นาที หยดุปฏิกิริยาการเกิดสีดวยการแช นเวลา 5 นาที 10 ml ผสมใหเข
ากนั นําไปวดัค 520 nm ด spectrophotometer นําคา OD
เทียบหาค วซ
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ผลและวิจารณ์

1. แรงดันออสโมตกิและทนเอทานอล
จึง

รงดนัออสโมติกและทนเอทานอลได้ โดยได้นําตวัอย่างธรรมชาติมาแยก
ยีสต์โดยเทคนิค enrichment (enrichment technique)

18-20% 20% (w/v) เป็นสภาวะใน
10% (v/v) จากการทดลองสามารถแยกยีสต์จากแหล่ง

YPD ณ สภาวะกดดนัดงักล่าว 114 ไอโซเลท  โดยการ
คดัเลือกยีสต์ได้คดัเลือกจากลกัษณะโคโลนีของยีสต์ เช่น ขนาดโคโลนี  ขอบโคโลนี  สี  ความโปร่งแสง ทึบ
แสง เป็นต้น

2. ทนแรงดันออสโมตกิและ เอทานอล
114 ไอโซเลท มาทดสอบการเจริญและการหมกั

เอทานอลในอาหารเหลว YPD ยกยีสต์ คือ
ความเข้มข้น 20% (w/v) และความเข้มข้นของเอทานอล 10% (v/v) และมีหลอดดกัแก๊ส

อณุหภมูิ 30oC เป็นเวลา 72
ภายในหลอดดกัแก๊ส fermentative metabolism จะให้เอทานอลและแก๊ส CO2

จงึได้ใช้แก๊ส CO2 งต้นถึงการหมกัเอทานอลของยีสต์ จากการศกึษาพบว่ามี
ยีสต์ 79 ไอโซเลท 79 ไอโซเลท ไปศกึษาการสร้างแก๊สใน
อาหารเหลว YPD นของ ความเข้มข้น 22%
(w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 12% (v/v) พบวา่มียีสต์ 37 ไอโซเลท
อาหารเหลว YPD ดงักลา่ว  โดยสามารถสร้างแก๊สได้เตม็หลอดดกัแก๊สภายใน 48-72

1 จงึ 37 ไอโซเลท ไปศกึษาการเจริญ แรงดนัออสโมตกิสงูและความ
เข้มข้นเอทานอลสงูและตอ่ไป
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1 แสดงความสามารถในการหมกัเอทานอลของยีสต์ 79 ไอโซเลท  ในอาหารเหลว YPD
22% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 12% (v/v)

อณุหภมูิ 30oC 24 48 72

ความสามารถในการสร้างแก๊ส ณ สภาวะอาหาร ความเข้มข้น
22% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 12% (v/v)

24 ชม. 48 ชม. 72 ชม.
OA1 - - -
OA2 - - -
OA3 - + +
OA4 + +++ +++
OA5 - - -
OA6 - - -
OA7 - +++ +++
OA8 ++ ++ +++
OA10 ++ +++ +++
OA12 + +++ +++
OA14 - + +
OA15 - - +
OA16 + +++ +++
OA17 + +++ +++
OA20 - +++ +++
OA21 - - -
OA22 - - -
OA23 - - -
OA25 - - -
OA30 - - +
OA31 ++ ++ +++
OA32 - +++ +++
OA33 ++ +++ +++
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1 (ต่อ)
ความสามารถในการสร้างแก๊ส ณ สภาวะอาหาร ความเข้มข้น

22% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 12% (v/v)
24 ชม. 48 ชม. 72 ชม.

OA34 - - -
OA35 + +++ +++
OA38 - - -
OA39 ++ ++ +++
OA43 - + +
OA44 ++ +++ +++
OA45 - - -
OA46 - - -
OA48 + +++ +++
OA50 ++ +++ +++
OA51 + +++ +++
OA52 ++ ++ +++
OA53 - + +
OA54 - - +
OA59 - - +
OA61 ++ +++ +++
OA62 + +++ +++
OA63
OA64 - - -
OA65
OA66 + +++ +++
OA67 - - +
OA68 - - -
OA69 - - -
OA70 + +++ +++
OA75 - - +
OA77 + +++ +++
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1 (ต่อ)
ความสามารถในการสร้างแก๊ส ณ สภาวะอาหาร ความเข้มข้น

22% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 12% (v/v)
24 ชม. 48 ชม. 72 ชม.

OA80 ++ ++ +++
OA83 - +++ +++
OA84 - - -
OA85 - - -
OA87 - - -
OA88 - - +
OA89 ++ +++ +++
OA90 ++ ++ +++
OA95 ++ +++ +++
OA96 - +++ +++
OA97 ++ +++ +++
OA98 - - +
OA99 ++ +++ +++
OA100 - + +
OA101 + +++ +++
OA102 - - -
OA103 - - -
OA104 - - -
OA105 + +++ +++
OA106 ++ +++ +++
OA107 - +++ +++
OA108 - - +
OA109 ++ +++ +++
OA110 - - +
OA111 + +++ +++
OA112 - - -
OA114 - - -
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หมายเหตุ +++ มีแก๊สเต็มหลอดดกัแก๊ส
++

+ ส
-

3. แรงดันออสโมตกิสูงและความเข้มข้นเอ
ทานอลสูง

การทนตอ่แรงดนัออสโมตกิเป็นคณุสมบตัเิฉพาะของยีสต์แตล่ะสายพนัธุ์ Panchal และคณะ
(1990) [3] ได้ศกึษาผลของแรงดนัออสโมตกิตอ่การเจริญและการหมกัเอทานอลของยีสต์โดยพบวา่ความ

20% (w/v) จะทําให้อตัราการเจริญและผลผลิตเอทานอลทางทฤษฎีลดลง
Limtong และคณะ (2007) [9] 22% (w/v) จะทําให้ยีสต์ผลิต
เอทานอลได้ลดลง กการหมกัในระดบัอตุสาหกรรมจะอยูใ่นช่วง 12-
15% 25% (w/v)
และ เอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v) 30C เป็นเวลา 30
ดงักลา่ว หารแข็ง YPD พบวา่สามารถคดัเลือกยีสต์ 5 ไอโซเลท คือ OA10, OA33, OA52,
OA89 และ OA106
8.8102-5.5103 CFU/ml โดยยีสต์ไอโซเลท OA33 5.5103 CFU/ml



17

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

OA10 OA33 OA52 OA89 OA106

สายพนัธุ ์

Lo
g 

C
FU

/m
l

1 จํานวนยีสต์ (CFU/ml) ของยีสต์ 5 ไอโซเลท คือ OA10, OA33, OA52, OA89 และ
OA106 25% (w/v) และ เอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v)
อณุหภมูิ 30C เป็นเวลา 30

4. การจัดจาํแนกสายพันธ์ุยีสต์
นํายีสต์ ทนเอทานอล

ได้ 5 ไอโซเลท คือ OA10, OA33, OA52, OA89 และ OA106 มาสกดั DNA มจํานวนนิวคลี
โอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของหน่วยย่อยขนาดใหญ่ของไรโบโซมดีเอ็นเอของยีสต์โดยใช้เทคนิค
Polymerase chain reaction [32] ด้วย primer NL1 และ NL4 โดยปกติบริเวณ D1/D2 domain ของหน่วย
ย่อยขนาดใหญ่ของไรโบโซมดีเอ็นเอของยีสต์มีขนาดประมาณ 0.6-0.7 kb PCR product

0.6 kb 2 นํา PCR products
หาลําดับนิวคลีโอไทด์และ
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใช้โปรแกรม Blastn 5
ไอโซเลท เป็นยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ดงัแสดงในตารา 2
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M        1 2 3 4           5

2 PCR product ของบริเวณ D1/D2 domain ของหนว่ยยอ่ยขนาดใหญ่ของไรโบโซมดีเอ็นเอของ
ยีสต์ 5 ไอโซเลท คือ OA10, OA33, OA52, OA89 และ OA106 เลนส์ M: M11 DNA ladder marker, เลนส์
1-5: PCR product ของยีสต์สายพนัธุ์ OA10, OA33, OA52, OA89 และ OA106 ตามลําดบั

0.75 kb-
0.50 kb-
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2 ความเหมอืนของลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง D1/D2 domain ของหน่วยยอ่ยขนาดใหญ่ของ
ribosomal DNA ของยสีต์ OA10, OA33, OA52, OA89 และ OA106 กบัลาํดบันิวคลโีอไทดข์องบรเิวณ
D1/D2 domain จากฐานขอ้มลู GenBank

สายพนัธุ์
ใกล้ชิดทางพนัธุกรรม

หมายเลขของลําดบั
D1/D2 ใน GenBanka

คา่ความ
เหมือน(%)b

OA10 Saccharomyces
cerevisiae

JQ219350 100

OA33 Saccharomyces
cerevisiae

HQ262379 100

OA52 Saccharomyces
cerevisiae

HQ262387 100

OA89 Saccharomyces
cerevisiae

JN938921 100

OA106 Saccharomyces
cerevisiae

HM988705 100
aAcession numbers ของลําดบันิวคลีโอไทด์ D1/ D2 ของ LSU rRNA gene NCBI.
bค่าความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์ของ D1/D2 GenBank

5. การศึกษาความสามารถในการหมกัเอทานอลจาก ชนิดต่างๆ
นํายสีต์ S. cerevisiae ทนแรงดนัออสโมตกิและทนเอทานอล 5 สายพนัธุ์ คอื OA10,

OA33, OA52, OA89 และ OA106
6 อะตอม (hexose) (disaccharide)

คารบ์อน 5 อะตอม (pentose) S. cerevisiae 5 สายพนัธุ ์สามารถ
glucose galactose fructose mannose และ sucrose ได้ ( 3) จาก

S. cerevisiae 5 สายพนัธุ์ glucose, fructose และ
sucrose ได้ นับว่ามปีระโยชน์ในการนําไปใช้ในการหมกัเอทานอลจากวัตถุดิบประเภท

sucrose fructose และ glucose
เป็นองคป์ระกอบหลกั
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3 แรงดนัออสโมติก
และทนเอทานอลสงู

สายพนัธุ์
OA10 OA33 OA33 OA89 OA106

Glucose + + + + +

Galactose + + + + +

Fructose + + + + +

Maltose +/- +/- +/- +/- +/-

Sucrose + + + + +

Lactose - - - - -

Mannose + + + + +

Xylose - - - - -

Soluble starch - - - - -

หมายเหตุ
+ คอื มกีารหมกัเอทานอล - คอื ไมม่กีารหมกัเอทานอล +/- คอื ความสามารถในการหมกัเอทานอลไม่

6. การศึกษาความสามารถในการหมักเอทานอล ตกิสูง
คัดเลือกได้

S. cerevisiae 5 สายพนัธุ์
ในอาหารเหลว FM 25% (w/v) 100
rpm นาน 48 37C พบวา่ยีสต์ไอโซเลท OA33 ผลิตเอทานอลได้ความเข้มข้นสงูสดุอยา่ง
มีนยัสําคญัโดยผลิตได้ 12.33% (v/v) และให้คา่ผลผลิตทางทฤษฎี 77.23% ยีสต์ S. cerevisiae OA10
และ OA106 ผลิตเอานอลได้ความเข้มข้นสงูรองลงมา โดยผลิตได้ 12.08-12.12% (v/v) และให้คา่ผลผลิต
ทางทฤษฎี 75.64-75.91% สําหรับยีสต์ OA52 และ OA89 ผลิตเอทานอลอยูใ่นชว่ง 11.70-11.85% (w/v)
และให้คา่ผลผลิตทางทฤษฎีอยใูนชว่ง 73.35-74.23% ( 4)
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4 ผลการหมกัเอทานอลโดยยีสต์ทนแรงดนัออสโมตกิสงูและทนเอทานอลสงูจํานวน 5 สายพนัธุ์ ณ
25% (w/v) 37C นาน 48

(p<0.05)

7. การกลายพันธ์ุยีสต์โดยการฉายด้วยรังสีอุลตราไวโอเลตและสารเคมี EMS
S. cerevesiae OA33 แรงดนัออสโมติกและความเข้มข้น

เอทานอลไ ยีสต์ สูงสุด และยังสามารถผลิตเอทานอลได้
สงูสดุมาทําการกลายพนัธุ์ด้วยรังสีอุลตราไวโอเลตชนิด C
คดัเลือกยีสต์สายพนัธุ์กลายโดยทําการคดัเลือก
YPD gradient plate นอล 15% (v/v) โดยการคดัเลือกจะเลือกโคโลนีขนาดใหญ่

เอทานอล สามารถเจริญ
บนอาหารบริเวณดงักลา่วได้

S. cerevisiae
OA33 เ ( 3ก) การฉายรังสีอลุ
ตราไวโอเลตเป็นเวลา 15
สงู ( 3ข)
โดยใช้สารเคมี EMS ตอ่ไป

จากผลการทดลองของการกลายพนัธุ์โดยใช้สารเคมี EMS ย
สารเคมี EMS สามารถเจริญบนจานอาหารแข็ง YPD gradient plate 15%
(v/v) ใน เอทานอลได้สงู OA33
พนัธุ์โดยรังสีอลุตราไวโอเลต ( 3ค)

สายพนัธุ์ Ethanol % (v/v) Theoretical
Yield (%)

OA10 12.12±0.35b 75.91
OA33 12.33±0.21a 77.23
OA52 11.70±0.18d 73.35
OA89 11.85±0.11c 74.23
OA106 12.08±0.07b 75.64
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ก                                ข ค
3 แสดงลกัษณะ YPD gradient plate

ของเอทานอล 15% (v/v)
ก.
ข. ปรับปรุงพนัธุ์โดยรังสีอลุตราไวโอเลต
ค. ผา่นการปรับปรุงพนัธุ์โดยสารเคมี EMS

8. การทดสอบคุณสมบัติในการหมักเอทานอลของยีสต์สายพันธ์ุกลาย
อุลตราไวโอเลตและสารเคมี EMS

กลายพนัธุ์แบบสุม่อาจทําให้ยีสต์มีคณุสมบตัิในการทนแรงดนัออสโมติกและทนเอทานอลได้ดีกว่าสายพนัธุ์
ทดสอบความสามารถในการ

หมกัเอทานอลโดยนํายีสต์สายพนัธุ์กลาย จํานวน 70 ไอโซเลท มาทดสอบการหมกัเอทานอลใน
อาหารเหลว YPD 25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v)
และมีหลอดดกัแก๊ส 30 oC

มีแรงดนัออสโมตกิและเอทานอลความเข้มข้นสงู
จากผลการทดสอบคณุสมบตัใินการหมกัเอทานอลของยีสต์สายพนัธุ์กลายเปรียบเทียบกบัยีสต์สาย

S. cereviciae OA33 ( 5) พบวา่มียีสต์สายพนัธุ์กลายจํานวน 9 ไอโซเลท
แสดงวา่ยีสต์สายพนัธุ์กลายดงักลา่ว สญูเสียความสามารถในการหมกั
เอทานอล มียีสต์สายพนัธุ์กลายจํานวน 33 ไอโซเลท แตมี่
ความสามารถในการหมกัเอทานอลได้ลดลง สําหรับยีสต์สายพนัธุ์กลายอีก 28 ไอโซเลท มีความสามารถใน
การทนเอทานอล และยงัคงความสามารถในการหมกัเอทานอลโดยสามารถผลิตแก๊สได้เตม็หลอด
ดกัแก๊สได้ภายใน 24-48 28 ไอโซเลท ดงักลา่ว
อาหารแข็ง YPD จํานวน 10 รอบ และนํามาทดสอบการเจริญและการสร้างแก๊ส ณ สภาวะกดดนัข้างต้น

เอทานอลสงู เอทานอลสงู เอทานอลสงู
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พบวา่มียีสต์สายพนัธุ์กลาย 21 ไอโซเลท แก๊สได้ในอาหารเหลว YPD ความ
25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v) แสดงวา่ยีสต์สายพนัธุ์กลาย

21

5 แสดงความสามารถในการหมกัเอทานอลของยีสต์สายพนัธุ์กลาย 70 ไอโซเลท ในอาหารเหลว
YPD 25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15%
(v/v) 30 oC เป็นเวลา 72

ความสามารถในการสร้างแก๊สของยีสต์สายพนัธุ์กลาย
24 48 72

OA33
M1OA33*

++
++

+++
+++

+++
+++

M2OA33* +++ +++ +++
M3OA33* +++ +++ +++
M4OA33 - - -
M5OA33 + + ++
M6OA33* +++ +++ +++
M7OA33 - + ++
M8OA33* +++ +++ +++
M9OA33* +++ +++ +++
M10OA33 - - +
M11OA33* +++ +++ +++
M12OA33 + + ++
M13OA33 - - -
M14OA33* +++ +++ +++
M15OA33* +++ +++ +++
M16OA33 - - -
M17OA33* + ++ +++
M18OA33 +++ +++ +++
M19OA33 + + ++
M20OA33* +++ +++ +++
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5 (ต่อ)
ความสามารถในการสร้างแก๊สของยีสต์สายพนัธุ์กลาย

24 48 วโมง 72
M21OA33 + + +
M22OA33 +++ +++ +++
M23OA33* +++ +++ +++
M24OA33 +++ +++ +++
M25OA33 + + +++
M26OA33 ++ +++ +++
M27OA33 - ++ +++
M28OA33 +++ +++ +++
M29OA33* +++ +++ +++
M30OA33 - - -
M31OA33 +++ +++ +++
M32OA33 ++ ++ ++
M33OA33 +++ +++ +++
M34OA33* +++ +++ +++
M35OA33 - - +
M36OA33* +++ +++ +++
M37OA33 - - -
M38OA33* +++ +++ +++
M39OA33* +++ +++ +++
M40OA33 - - +
M41OA33 - - +
M42OA33* +++ +++ +++

+++ +++

+++ +++
+++
+++

+++ +++
+++
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5 (ต่อ)
ความสามารถในการสร้างแก๊สของยีสต์สายพนัธุ์กลาย

24 48 72
M43OA33*
M44OA33*
M45OA33

+++
+
+

+++
++
++

+++
+++
++

M46OA33 - - +
M47OA33 - - -
M48OA33 ++ ++ ++
M49OA33 + ++ ++
M50OA33 + + +
M51OA33 + + ++
M52OA33* +++ +++ +++
M53OA33 - - -
M54OA33 + ++ ++
M55OA33 +++ +++ +++
M56OA33 - - -
M57OA33 +++ +++ +++
M58OA33 + + ++
M59OA33 + ++ ++
M60OA33 + ++ ++
M61OA33 ++ ++ ++
M62OA33 + ++ ++
M63OA33 +++ +++ +++
M64 OA33 - - -
M65 OA33 + ++ ++
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5 (ต่อ)
ความสามารถในการสร้างแก๊สของยีสต์สายพนัธุ์กลาย

24 48 72
M66OA33
M67OA33
M68OA33

++
+
+

++
+

++

++
++
++

M69OA33 - - +
M70OA33 - + +

หมายเหตุ +++ แก๊สเตม็หลอด
++
+
-
*

9. และความเข้มข้นเอ
ทานอลสูง

21 ไอโซเลท มา
แรงดนัออสโมตกิและความเข้ S. cerevisiae OA33

25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v)
3 จากการทดลองพบวา่ยีสต์สาย

พนัธุ์กลา
S. cerevisiae OA33 ( 6) โดยเฉพาะยีสต์สายพนัธุ์กลาย S.

cerevisiae M43OA33 1.5105 CFU/ml โดยสงูก 37 เทา่
จงึได้เลือกยีสต์สายพนัธุ์กลาย S. cerevisiae M43OA33 มาศกึษา
ออสโมตกิสงูตอ่ไป

จากการทดลองพบวา่การปรับปรุงสายพนัธุ์ยีสต์โดยใช้รังสีอลุตราไวโอเลตร่วมกบัสารเคมี EMS
โมติกและความเข้มข้นเอ

ทานอ S. cerevisiae OA33
นอลความเข้มข้นสงู (fermentation yield) ลดระยะเวลาการหมกั และชว่ยลด
ต้นทนุการผลิตเอทานอลได้
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6 25% (w/v) และเอทานอล
ความเข้มข้น 15% (v/v) 30C เป็นเวลา 30

ยีสต์สายพนัธุ์กลาย (CFU/ml)
OA33 4.0103

M1OA33 7.5103

M2OA33 7.0104

M3OA33 2.8104

M6OA33 4.9103

M8OA33 9.5104

M9OA33 5.6104

M11OA33 7.2103

M14OA33 2.5104

M15OA33 7.0103

M17OA33 8.4104

M20OA33 1.8104

M23OA33 1.2104

M29OA33 2.7104

M34OA33 4.4104

M36OA33 8.5104

M38OA33 3.2104

M39OA33 7.7103

M42OA33 8.2103

M43OA33 1.5105

M44OA33 3.2104

M52OA33 3.0104
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10. การศึกษาความสามารถในการหมักเอทานอล แรงดันออสโมติกสูงโดยยีสต์สาย
พันธ์ุกลาย

สายพนัธุ์กลาย S. cerevisiae M43OA33 มาศกึษาความสามารถในการหมกัเอทา
นอลในอาหารเหลว FM 25% (w/v)
100 rpm 37C นาน 72 และทําการเก็บตวัอยา่งมาวิเคราะห์ทกุ 12 จากการศกึษา
พบวา่ยีสต์สายพนัธุ์กลาย S. cerevisiae M43OA33 ผลิตเอทานอลได้ความเข้มข้นสงูกวา่ยีสต์สายพนัธุ์

อยา่งมีนยัสําคญัโดยผลิตได้ 14.60% (v/v) คา่ productivity 1.95 g/l/h และคา่ผลผลิตทางทฤษฎี
76.21% ยีสต์ S. cerevisiae OA33 ผลิตเอทานอลได้ 13.45% คา่ productivity
1.49 g/l/h และคา่ผลผลิตทางทฤษฎี 70.29% ( 7)

8.6% มีรายงานว่าความ
สูง [33]

batch
ไนโตรเจนอาจไมเ่หมาะสมในการหมกัเอทานอลส่งผลให้ความเข้มข้นเอทานอลและคา่ผลผลิตทางทฤษฎี
ได้ไมส่งูมากนกั

7 ผลการหมกัเอทานอลโดยยีสต์สายพนัธุ์กลาย M43OA33 OA33 ณ
30% (w/v) 37C

สายพนัธุ์ Ethanol
% (v/v)

Productivity
(g/l/h)

Theoretical
Yield (%)

OA33 13.45±0.16a

(72 h)
1.49±0.02a 70.29

M43OA33 14.60±0.21b

(60 h)
1.95±0.04b 76.21

(p<0.05)
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สรุปผลและข้อเสนอแนะ

สรุปผล
แรงดนัออสโมตกิและทนเอทานอลได้ 5

25% (w/v)
และมีเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v) โดยวิเคราะห์ความ
เหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 domain ของหนว่ยย่อยขนาดใหญ่ของ ribosomal DNA

5 สายพนัธุ์ คือ S. cerevisiae โดยยีสต์ S. cerevisiae OA33 ทนแรงดนั

เข้มข้น 25% (w/v) 37C โดยผลิตเอทานอลได้ 12.33% (v/v) จงึได้นํา S. cerevisiae OA33
มาเป็นสายพนัธุ์พอ่แมใ่นการทําการกลายพนัธุ์โดยรังสีอลุตราไวโอเลตและสารเคมี ethyl methane
sulfonate (EMS)

เข้มข้น 15% (w/v) S. cerevisiae M43OA33
มเข้มข้น 25% (w/v) และเอทานอลความเข้มข้น 15% (v/v) ได้

30% (w/v)
อุณหภูมิ 37C 8.6% และ
8.4% ตามลําดบั

ข้อเสนอแนะ
ควรทําการศึกษาการหมกัเอทานอลของยีสต์สายพนัธุ์กลาย S. cerevisiae M43OA33 แบบ fed-

batch หรือ แบบ continuous
ความเข้มข้นสงู เชน่ ปริมาณของแหล่งไนโตรเจน  วิตามิน  อณุหภูมิ  เป็นต้น และควรทําการศกึษาการรอด

12  24 36 48 60 72
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