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บทคัดย่อ 
 

การผลติกรดออกซาโลอะซิติกจากยสีต์ทนร้อน Issatchanchia sp. S1 
 
ยสีตท์นร้อน การหมกั กรดออกซาโลอะซิติก  
  

ในปัจจุบนักรดออกซาโลอะซิติกมีบทบาททางดา้นการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ท่ีหลากหลาย 
และมีราคาท่ีค่อนขา้งสูง การศึกษาเก่ียวกบัการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกและการน าไปประยุกตใ์ชมี้
น้อยมาก ดงันั้นการศึกษาการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกจากเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. สาย
พนัธ์ุ S1 จึงเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจ และน าไปสู่กระบวนการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก โดยในการทดลอง
น้ีมุ่งเน้นท่ีจะหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก โดยยีสต์ Issatchenkia sp. สาย
พนัธ์ุ S1 ท่ีใช้ในการทดลองน้ี สามารถคดัแยกไดจ้ากหญา้หมกั เม่ือศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
สมบติัทางชีวเคมี และการวิเคราะห์ 18S rDNA พบว่ายีสต์ทนร้อนสายพนัธ์ุ S1 มีความใกลเ้คียงกบั    
I. orientalis 99 % จากการศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ Issatchenkia sp. S1 
ในอาหาร enrich medium ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงท าการเปรียบเทียบชนิดของแหล่งคาร์บอน
ในอาหารเล้ียงเช้ือ YM พบว่า Issatchenkia sp. S1 เจริญได้น้อยในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี ซูโครส แลค
โตส กลีเซอรอล แมนนิทอล มอลโตส แป้งมนัส าปะหลงัและแป้งมนัฝร่ัง เป็นแหล่งอาหารคาร์บอน 
พบวา่อาหารท่ีใชน้ ้าตาลกลูโคสหรือฟรุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือ YM ยีสตส์ามารถ
เจริญไดดี้ เม่ือท าการทดสอบการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกเบ้ืองตน้ของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia 
sp. S1 ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ในอาหาร YM ท่ีมีองค์ประกอบของ น ้ าตาลกลูโคส 100 กรัมต่อลิตร 
สารสกดัยีสต ์3 กรัมต่อลิตร สารสกดัมอลต์ 3 กรัมต่อลิตร เปปโตน 5 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียม
ซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร ท าการเล้ียงท่ีอุณภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการกวนท่ี 200 รอบต่อ
นาที ในสภาวะท่ีไม่ให้อากาศ พบวา่ การเจริญสูงสุดอยูท่ี่ 0.297 ± 0.001 ต่อชัว่โมง และสามารถผลิต
กรดออกซาโลอะซิติกได ้3.02 กรัมต่อลิตร หลงัจากท าการหมกัไปเป็นเวลา 24 ชัว่โมง อยา่งไรก็ตาม 
หลงัจาก 24 ชัว่โมง ปริมาณของกรดออกซาโลอะซิติกท่ีอยูใ่นอาหารเหลวจะลดลง 

จากนั้น ได้ทดสอบหาแหล่งอาหารคาร์บอนชนิดต่างๆ ต่อการเจริญโดยน าแหล่งอาหาร
คาร์บอน ไดแ้ก่ น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลฟรุกโตส น ้าตาลซูโครสท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เทส 
และแป้งมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (AMG 300L) และเอนไซมเ์ทอร์มา
มิว (Thermamyl®

 SC) ท่ีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร มาเตรียมเป็นแหล่งอาหารคาร์บอนท่ีใชส้ าหรับ
การหมัก โดยใช้อาหาร YM ท าการหมักในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเติมอาหาร            
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100 มิลลิลิตร ท าการเติมหัวเช้ือท่ี 5% โดยปริมาตร ท าการบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีการ
เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 วนั พบว่า อตัราการเจริญของเช้ือ Issatchenkia sp. S1 สูงสุดท่ี 
0.295±0.025 ต่อชัว่โมง ในอาหารท่ีใช้แป้งมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการย่อยดว้ยเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิ
เดสและเอนไซม์เทอร์มามิวเป็นแหล่งอาหารคาร์บอน แต่กลบัไม่พบการผลิตของกรดออกซาโลอะ
ซิติกในตวัอยา่งท่ีท าการทดลอง  

เน่ืองจากไดมี้การยา้ยหอ้งปฏิบติัการไปยงัอาคารใหม่ในระหวา่งด าเนินโครงการ แต่จากความ
ผดิพลาดในขนยา้ย และกระแสไฟฟ้าไม่เสถียร มีผลท าให้ตูแ้ช่ -70 องศาเซลเซียส ไม่สามารถควบคุม
อุณภูมิได ้เช้ือท่ีท าการเก็บไวเ้กิดความเสียหายและมีการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรีย หลงัจากนั้นไดมี้การ
คดัแยกเช้ือจากหลอดเก็บเช้ือดงักล่าว และท าการตรวจสอบ พบว่าเช้ือสามารถเจริญไดดี้ในอาหาร 
YM ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสและฟรุกโตส รวมทั้งใช้เกลืออะซิเตตในความเข้มข้นต ่าเป็นแหล่งอาหาร
คาร์บอน สามารถทนอุณหภูมิ และผลิตเอทานอลไดท่ี้สภาวะเดิมท่ีใช้ในการทดลอง และมีลกัษณะ
ทางกายภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เช่น ลกัษณะของเซลล ์การเกิด pseudomycelium ความสามารถใน
การใช้น ้ าตาล และความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงให้ผลเช่นเดียวกบั Issatchenkia sp. S1 แต่
ไม่พบการผลิตกรดออกซาโลอะซิกจากโคโลนีท่ีท าการแยกได ้ดว้ยการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคโครมาโต
กราฟฟีของเหลวสมรรถณะสูง (HPLC)  
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ABSTRACT 
 
Oxaloacetic Acid Production by Thermotolerant Issatchenkia sp. S1 
 
Thermotolerant yeast, Fermentation, Oxaloacetic acid 
 

Nowadays, oxaloactic acid has been an important chemical in life science research and its 
price is very expensive. Moreover, the research in oxaloactic acid production and their application 
are not so much. Therefore, the production of oxaloacetic acid by thermotolerant yeast Issatchenkia 
sp. S1 is very impressive topic. Therefore, this study focuses on the optimization condition of 
oxaloactic acid production by thermotolerant yeast Issatchenkia sp. S1. Thermotolerant yeast strain 
I. orientalis S1 was isolated from silage sample. According to the morphological, biochemical 
characterization and 18S rDNA analysis, the results showed the S1 strain has 99% similarity to I. 
orientalis. The optimum conditions for growth of thermotolerant I. orientalis S1 was determined in 
enrich medium at 40oC. The utilization of carbon sources by Issatchenkia sp. S1 was varied with 
sort of carbons supplemented in YM medium.  Issatchenkia sp. S1 showed weakly grown in YM 
medium with sucrose, lactose, glycerol, manitol, maltose, cassava starch or potato starch as carbon 
sources.  When either glucose or fructose was used as carbon source in YM medium, the better 
growth of Issatchenkia sp. S1 was performed. In 2 L fermenter experiment, The agitation speed at 
200 rpm with no aeration in YM medium with 100 g/L and 2 g/L (NH4)2SO4 at 40oC showed the 
highest of growth rate (0.297 ± 0.001 h-1). The highest concentration of oxaloacetic acid production 
was 3.02 g/L at 24 h after fermentation. However, oxaloacetic acid concentration in fermented broth 
was decreased after 24 h of fermentation time.  

Additionally, effect of carbon sources on growth were analyzed in YM medium which 
replaced the carbon source at 100 g/L of glucose, fructose, hydrolyzed sucrose (treated with 
invertase) or hydrolyzed cassava starch (treated with AMG 300L and Termamyl® SC). The cultures 
were fermented in 250-mL Erlenmeyer flasks with 100 mL of reaction volume with 5% v/v of 
inoculum and incubated at 40oC with 200 rpm for 2 days. The highest growth rate was obtained at 
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0.295±0.025 h-1 when cultured in hydrolyzed cassava starch but could not detect oxaloacetic acid 
production in fermented broth.  
 By transferring laboratory to the new building, the fault in transport was occurred. The 
deep freezer (-70 oC) could not controlled the temperature in fluctuated electricity. It was made 
damage and bacterial contamination in stock tube of thermotolerant yeast Issatchenkia sp. S1. Then, 
the contaminated stock tube was isolated. The all isolates were the great growth rate in YM medium 
with glucose and fructose including acetate salt, as carbon source, could tolerated temperature and 
produced the ethanol at the same condition of thermotolerant yeast Issatchenkia sp. S1. Moreover, 
the cell morphology under light microscope was not different the thermotolerant yeast Issatchenkia 
sp. S1 but not found the oxaloacetic acid from all isolated colony using high performant liquid 
chromatography (HPLC) analysis.  
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  บทที ่1 

บทนํา 

 

1.   ความสําคญัของงานวจัิย 

กรดออกซ าโลอะซิ ติก  (oxaloacetic acid; HO2CC(O)CH2CO2H ) เป็ น กรดอิน ท รีย์ท่ี มี

คาร์บอนอะตอม 4 อะตอม ซ่ึงประกอบดว้ยหมู่คาร์บอกซิลิก 2 หมู่ ซ่ึงเป็น substrate ของเอนไซม ์

malate dehydrogenase และ oxaloacetate dehydrogenase เม่ือกรดออกซาโลอะซิติก สามารถพบใน 

mesophyll ของพืชและมีความสาํคญัในกลไกการเพิ่มความเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซดใ์นพืช C4 

และเป็นสาร intermediate ท่ีพบอยู่ในวัฏจักรเครปส์  (Kreb’s cycle) ในไมโตรคอนเดียร์ของ 

Eukaryotes และในกระบวนการ gluconeogenesis และใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการสร้างกรดอะมิโนใน

กลุ่มของ aspartate นอกจากน้ียงัมีความสําคญัในการยบัย ั้ง succinate-coenzyme Q ในไมโตรคอน

เดียร์ และเซลล์ของแบคทีเรียบางชนิด จากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยเช้ือยีสต์ทนร้อน 

Issatchenkia sp. S1 พบว่าเช้ือชนิดน้ีสามารถผลิตกรดออกซาโลอะซิติกและขบัออกจากเซลล์ อยู่ท่ี

ประมาณ 3 กรัมต่อลิตร (Muaejang, 2008) ซ่ึงในปัจจุบันยงัไม่พบข้อมูลเก่ียวกับเช้ือจุลินทรีย์ท่ี

สามารถผลิตกรดออกซาโลอะซิติกออกสู่ภายนอกเซลลแ์ละมีปริมาณท่ีค่อนขา้งสูง  

ในปัจจุบนักรดออกซาโลอะซิติกมีบทบาททางดา้นการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ท่ีหลากหลาย 

เช่น ในด้านการสังเคราะห์กรด benzylamino (Kadyrov et al., 2003) ใช้เป็นสารตั้ งตน้สําหรับการ

วิเคราะห์เอนไซม์ malic dehydrogenase (Davindson et al., 1984) ใช้สําหรับการเพิ่มประสิทธิภาพ

ของอาหารเพาะเล้ียงเซลล์เน้ือเยื่อสัตว ์(Jeremy and Michelle, 2007; Reichling et al., 1995; Peng et 

al., 2007; David et al., 2005) ใช้เป็น  substrate ของเอนไซม์ glutamate oxaloacetate transaminase 

เพื่อใช้ในการทดสอบการทาํงานของตบั (Monte et al., 1976; Shirahase and Watazu, 1992) และใช้

เป็นสารมาตรฐานในการวิเคราะห์ทางเคมี ซ่ึงสารมาตรฐานของกรดออกซาโลอะซิติกมีราคาท่ี

ค่อนขา้งสูง ตอ้งนาํเขา้จากบริษทัต่างชาติ เช่น SIGMA (catalog number 04126-1G ราคา 22.30 ดอล

ล่าร์ต่อกรัม; 2015) ซ่ึงเป็นราคาท่ีค่อนขา้งสูงเม่ือเทียบกับสารเคมีชนิดอ่ืนๆ นอกจากน้ี การศึกษา

เก่ียวกบัการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกและการนํากรดออกซาโลอะซิติกไปประยุกต์ใช้มีน้อยมาก 

ดงันั้นการศึกษาการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกจากเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 จึงเป็นส่ิงท่ี

น่าสนใจ และนาํไปสู่กระบวนการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก รวมถึงการประยกุตใ์ชก้รดออกซาโลอะ
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ซิติกต่อไป ซ่ึงจะก่อให้เกิดประโยชน์หลายดา้น สามารถลดตน้ทุนในการสั่งซ้ือจากต่างประเทศ และ

เน่ืองจากกรดออกซาโลอะซิติกมีหมู่คาร์บอซิลิกถึง 2 หมู่ จึงสามารถเกิดปฏิกิริยา polymerization เป็น 

polymer ได ้หรือนําไปใช้เป็นส่วนประกอบของ polyester อ่ืนๆ (Nyilas, 1984) เพื่อประยุกต์ใช้ใน

กระบวนการสังเคราะห์ biopolymer หรือ bioplastic ต่อไปได้ในอนาคต เป็นอีกหน่ึงทางเลือกท่ี

นาํไปสู่กระบวนการการผลิต bioplastic ชนิดใหม่ท่ีมีคุณสมบติัแตกต่างไปจาก bioplastic ท่ีมีอยู่ใน

ปัจจุบนั (polylactate, polyacetate, polysuccinate เป็นตน้) 

การศึกษาคร้ังน้ีจึงมุ่งเนน้ในการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก 

จากยีสต์สายพนัธ์ุ Issatchenkia sp. S1 และการสกดัท่ีมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากจุดเด่นของยีสต์สาย

พนัธ์ุ Issatchenkia sp. S1 สามารถผลิตกรดออกซาโลอะซิติกและขบัออกสู่ภายนอกเซลล์ ซ่ึงลด

ขั้นตอนในการสกดัแยกกรดออกซาโลอะซิติกได ้ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีจะเป็นประโยชน์ใน

การประยกุตใ์ชก้รดออกซาโลอะซิติกใหเ้กิดประโยชน์หลากหลายดา้นไม่มากกน็อ้ยต่อไปในอนาคต 

 

2. วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

2.1 เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกของยสีตท์นร้อน        

Issatchenkia sp. S1 

2.2 เพื่อศึกษากลไกการทาํงานและหาค่าจลพลศาสตร์ของการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกดว้ย

เช้ือยสีตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในสภาวะต่างๆ 

2.3 เพื่อทดสอบหาความสามารถในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกในถงัหมกั 

2.4 เพื่อหาวิธีการสกดักรดออกซาโลอะซิติกท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ 

 

3.   สมมุติฐานของการทดลอง 

ยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 จะมีความสามารถในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกไดใ้น

ปริมาณสูง และมีความเสถียรในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก 
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4.  ขอบเขตของโครงการวจัิย 

4.1 ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกในกระบวนการหมกัโดยใช้แป้งมนั

สาํปะหลงัหรือกากนํ้าตาลท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ป็นอาหารของยสีตใ์นการหมกั 

4.2 ศึกษากลไกการทาํงานและหาค่าจลพลศาสตร์ของการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกดว้ยเช้ือ

ยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในสภาวะต่างๆ เช่น ประเภทของนํ้ าตาล (แป้งมัน

สําปะหลังและนํ้ าตาลทรายท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์) ท่ี เหมาะสมในการหมัก 

ความสามารถทนทานต่อความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล ช่วงของ pH ปริมาณออกซิเจนท่ีละลาย

นํ้ า ปริมาณกรดออกซาโลอะซิติกท่ีผลิต ค่าจาํเพาะต่างๆ ตามหลกัจลพลศาสตร์ของการ

หมกั เป็นตน้ 

4.3 ศึกษาประสิทธิภาพของการสกดักรดออกซาโลอะซิติกดว้ยวิธีการสกดัต่างๆ เพื่อหาวิธีท่ีมี

ประสิทธิภาพสูง 

 

5.   ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 

การศึกษาวิจยัคร้ังน้ีควรจะคดัเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 

ในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก ซ่ึงจะมีประโยชน์อยา่งมากสาํหรับการประยกุตใ์ชก้รดออกซาโลอะ

ซิติกใหเ้กิดประโยชน ์

 

 



บทที ่2 

ทบทวนงานวจิยั 

 

ยสีต์และยสีต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 

ยสีตจ์ดัอยูใ่นอาณาจกัรฟังไจ (fungi) ในกลุ่มแอสโคมยัซีตสั (ascomycetous) หรือเบสิดิโอมยั

ซีตสั (basidiomycetous) ซ่ึงมีการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศโดยการแตกหน่อ (budding) หรือการแบ่ง

เซลล์จากหน่ึงเป็นสองเซลล์ (fission) และหากมีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศจะไม่พบฟรุตต้ี บอด้ี 

(fruiting body) (Boekhout และ Kurtzman, 1996) 

ยีสตมี์ประโยชน์อยา่งมากในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมการผลิตแอลกอฮอล ์การ

ผลิตเป็น biomass และผลผลิตต่างๆ ท่ีไดจ้ากกระบวนการเมแทบอลิซึม ไดแ้ก่ เอนไซม ์วิตามิน พอลิ

แซ็กคาไรด์ แคโรทีนอยด์ แอลกอฮอลใ์นกลุ่มพอลิไฮดริค (polyhydric alcohols) ไขมนั ไกลโคลิปิด 

กรดซิตริก เอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ และสารประกอบอ่ืนๆ ท่ีเกิดจากการนาํดีเอ็นเอสายผสม

เขา้สู่เซลลย์ีสต ์ตารางท่ี 8.1 แสดงสายพนัธ์ุของยีสตแ์ละประโยชน์ในการนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรม

ต่างๆ  

ตารางที่ 1  ตวัอย่างของสายพนัธ์ุยีสตท่ี์ใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกั อาหาร และเคร่ืองด่ืม (Jacobson 

and Jolly, 1989) 

ประเภทของอุตสาหกรรม สายพนัธ์ุยสีต์ 

สุรา 

ขนมปัง 

สารใหค้วามหวานแทนนํ้าตาล 

อิมลัซิไฟเออร์ 

เอทานอล 

อาหารสตัว ์

โปรตีนเซลลเ์ดียว 

การหมกัแลคโตสและผลิตภณัฑน์ม 

Saccharomyces cerevisiae 

S. cerevisiae, S. exiguus, S. rosei 

Candida diddensiae 

C. lipolytica 

S. cerevisiae 

Phaffia rhodozyma 

C. utilis 

C. pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis,           

K. lactis 
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อุณหภูมิเป็นปัจจยัแวดลอ้มท่ีสาํคญัอยา่งหน่ึงซ่ึงส่งผลต่อกิจกรรมต่างๆ ของจุลินทรียเ์ม่ือ ใช้

ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิต่างๆ สามารถแบ่งยีสต์ออกเป็น 3 กลุ่ม (Arthur และ Watson, 

1976) ดงัน้ี 

- ยีสต์ท่ีชอบเจริญท่ีอุณหภูมิตํ่า (psychrophilic yeast) มีช่วงอุณหภูมิในการเจริญตั้งแต่ 2 

ถึง 20 องศาเซลเซียส 

- ยสีตท่ี์ชอบเจริญท่ีอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic yeast) มีช่วงอุณหภูมิในการเจริญตั้งแต่ 

5 ถึง 35 องศาเซลเซียส 

- ยีสตท่ี์ชอบเจริญท่ีอุณหภูมิสูง (thermophilic yeast) มีช่วงอุณหภูมิในการเจริญตั้งแต่ 28 

ถึง 45 องศาเซลเซียส 

ในแต่ละช่วงอุณหภูมิของการเจริญจะแบ่งแยกไดเ้ป็น อุณหภูมิตํ่าสุดท่ียีสตส์ามารถเจริญได ้

เรียกว่า minimum growth temperature (Tmin) อุณหภูมิท่ี เหมาะสมในการเจริญ  เรียกว่า optimum 

growth temperature (Topt) อุ ณ ห ภู มิ สู ง สุ ด ท่ี ยีส ต์ส าม ารถ เจ ริญ ไ ด้  เรี ย ก ว่ า  maximum growth 

temperature (Tmax) 

สาํหรับยสีตท์นร้อน (thermotolerant yeast) จะมีช่วงอุณหภูมิในการเจริญตั้งแต่ 8 ถึง 42 องศา

เซลเซียส โดยมีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ (Topt) สูงกว่ายสีตท่ี์ชอบเจริญท่ีอุณหภูมิปานกลาง

แต่ตํ่ากว่ายีสตท่ี์ชอบเจริญท่ีอุณหภูมิสูง อย่างไรก็ตามกฎเกณฑ์น้ีอาจมีขอ้ยกเวน้ในยีสตบ์างสายพนัธ์ุ 

เช่น Candida macedoniensis (Tmin 5 องศาเซลเซียส และ Tmax 45 องศาเซลเซียส) S. guttulata (Tmin 34 

องศาเซลเซียส และ Tmax 42 องศาเซลเซียส) ดงันั้นยีสตท์นร้อนท่ีใชใ้นการผลิตเอทานอลจึงหมายถึง

ยสีตท่ี์สามารถผลิตเอทานอลไดท่ี้อุณหภูมิมากกว่าหรือเท่ากบั 40 องศาเซลเซียส และ/หรือ ท่ีอุณหภูมิ

มากกวา่หรือเท่ากบั 45 องศาเซลเซียส (Hacking และคณะ, 1984) 

คณะวิจยั ไดท้าํการศึกษาคดัแยกยสีตท์นร้อนเพื่อผลิตเอทานอลและจดัจาํแนกชนิดของยสีตท่ี์

คดัแยกได ้(Sripiromrak, A., 2006) โดยสามารถคดัแยกยสีตท์นร้อนสายพนัธ์ุ S1 ไดจ้ากหญา้หมกัจาก

ฟาร์มมหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี เม่ือศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบติัทางชีวเคมี พบว่า

เซลลมี์รูปร่างเป็นรูปไข่จนถึงรูปท่อนปลายมน ขนาดเซลลป์ระมาณ 2.7-4.2 x 5.6-10.1 ไมโครเมตร 

การเรียงตวัของเซลล์ทั้ งเด่ียวและคู่ พบการแตกหน่อของเซลล์ และมีการพฒันาของเส้นใยเทียม 

สําหรับลกัษณะการเจริญในอาหารเหลว เป็นแผ่นแห้งและหนาสีขาวเกาะอยู่บนบริเวณผิวหน้าของ
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อาหารเหลว การเจริญบนอาหารแข็งโคโลนีมีความหนืดคลา้ยเนยเหลว และมีสีครีม ยีสตท์นร้อนท่ี

คดัเลือกได้น้ีไม่สามารถสร้างสารพิษตา้นทานต่อยีสต์สายพนัธ์ุ S. cerevisiae EC 1118 แบคทีเรีย 

Escherichia coli ATCC 25922 และ Bacillus subtilis ATCC 6633 จากการวิเคราะห์สารพันธุกรรม 

โดยศึกษา 18S rDNA พบว่ายีสตท์นร้อนสายพนัธ์ุ S1 มีความใกลเ้คียงกบั Issatchenkia sp. 99% จาก

การศึกษาแหล่งไนโตรเจน แหล่งคาร์บอน (นํ้ าตาลกลูโคส) และค่าพีเอช (pH) ท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

เอทานอลท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในอาหาร M9 minimal medium พบว่ายีสตท์นร้อนสายพนัธ์ุ 

S1 ให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 74.58% โดยทฤษฎี ท่ีค่าพีเอช 4.0 เม่ือใช้แอมโมเนียม ซัลเฟต และ 

นํ้าตาลกลูโคส ความเขม้ขน้ 5% โดยปริมาตร เป็นแหล่งไนโตรเจน และ แหล่งคาร์บอน ตามลาํดบั  

คณะวิจัย ได้ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสต ์

Issatchenkia sp. S1 ในอาหาร enrich medium พบว่าความเข้มข้นของกลูโคสท่ี 100 กรัมต่อลิตร

แอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร และบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จากนั้นศึกษาการผลิต    

เอทานอล ในถังหมักขนาด 10 ลิตร ซ่ึงพบว่า ค่าการเจริญจาํเพาะท่ี 0.355 ± 0.012 ต่อชั่วโมง ค่า 

ethanol productivity ท่ี1.335 ± 0.104 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และให้ค่า yield ท่ี 0.431 ± 0.005 กรัมต่อ

กรัม และความเขม้ขน้ของเอทานอลสูงสุด 42.434 ± 1.699 กรัมต่อลิตร (Muaenjang, 2008) นอกจากน้ี 

ไดท้าํการพฒันาการผลิตเอทานอลในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร โดยใชร้ะบบแบบ fed-batch โดยทาํการ

เติมนํ้ าตาลกลูโคสเพื่อเพิ่มการผลิตเอทานอล พบว่าการเติมนํ้ าเช่ือมท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส 350 กรัม 

ปริมาตร 1 ลิตร ท่ีเวลา 12 ชัว่โมงและ 400 กรัม ปริมาตร 1 ลิตร ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัจากเร่ิมตน้การ

หมกั ให้ผลสูงสุดของการผลิตเอทานอล พบว่าค่า specific growth rate มีค่า 1.716 ± 0.150 กรัมต่อ

ลิตรต่อชั่วโมง ให้ค่า yield ท่ี 0.506 ± 0.011 กรัมต่อกรัม และความเขม้ขน้ของเอทานอลสูงสุดท่ี 

77.810 ± 1.879 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ี ไดท้าํการวิเคราะห์หาการผลิตกรดอินทรียใ์นถงัหมกั 10 ลิตร 

พบว่าเป็นกรดออกซาโลอะซิติก (oxaloacetic acid) ซ่ึงจะผลิตในช่วงท่ีมีการเจริญของยีสตแ์ละลดลง

เม่ือนํ้ าตาลกลูโคสถูกใชจ้นหมด ความเขม้ขน้สูงสุดของกรดออกซาโลอะซิติกคือ 3.035 ± 0.252 กรัม

ต่อลิตรท่ี 30 ชัว่โมงหลงัจากเร่ิมตน้การหมกั ดงัในรูปท่ี 1 
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รูปที่ 1. การเจริญของเซลล ์ความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลกลูโคส และการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก โดย

เช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ท่ีทาํการเล้ียงในอาหาร YM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลกลูโคส 

100 g/L และ (NH4)2SO4 ท่ี 2 g/L ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร ท่ีทาํการควบคุม pH ท่ี 4.0 ความเร็วรอบใน

การกวนท่ี 500 รอบต่อนาที และอุณหภูมิท่ี 40 องศาเซลเซียส;  ความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลกลูโคส 

(g/L),  ความเขม้ขน้ของกรดออกซาโลอะซิติก (g/L) และ  นํ้ าหนักเซลลแ์ห้ง (Dry Cell Mass; 

DCM) (g/L). 

 

กระบวนการสังเคราะห์กรดออกซาโลอะซิติก 

 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน กรดออกซาโลอะซิติกจะเขา้จบักบัไพรูเวท เปล่ียนไปเป็นกรดซิตริก

เพื่อเขา้สู่วฎัจกัรเครป ซ่ึงเกิดข้ึนในไมโตรคอนเดรีย แต่ก็ยงัพบเอนไซมท่ี์ทาํงานในไมโตรคอนเดรียร์ 

อยู่ในไซโทรพลาสซึม เอนไซม ์pyruvate carboxylase (PC) จะทาํให้เกิดกระบวนการ Carboxylation 

ของไพรูเวท เพื่อเปล่ียนไปเป็นออกซาโลอะซิเตต หมู่ของ prosthetic ของเอนไซม์น้ีคือไบโอติน 

(biotin) ซ่ึงจะทาํหน้าท่ีในการส่งผ่าน CO2 ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนน้ีจะใช้พลงังานจาก ATP (Ribéreau-

Gayon et al, 2000) ดงัสมการ:  
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 biotin-PC + ATP + CO2      CO2-biotin-PC + ADP + [Pi]     (a) 

 

 CO2-biotin-PC + pyruvate  biotin-PC + oxaloacetate            (b) 

 

หรือ (Mukhopadhyay et al, 2001; Devlin, 2006): 

 

 Pyruvate + HCO3¯ + ATP  oxaloacetate + ADP + Pi            (c) 

  

น อ ก จ าก น้ี  ป ฏิ กิ ริยาก ารสั ง เค ราะห์ อ อ ก ซ าโล อ ะซิ เต ต  ส าม ารถ สั ง เค ราะห์ จาก 

phosphoenolpyruvate โดยเอนไซม์ phosphoenolpyruvate carboxylase (PPC) (Mukhopadhyay et al, 

2001): 

 

Phosphoenolpyruvate + HCO3¯  Oxaloacetate + Pi            (d) 

 

กระบวนการผลติเอทานอล 

ยสีตมี์ความสามารถในการหมกันํ้ าตาลเพื่อให้ไดเ้ป็นเอทานอลซ่ึงนบัว่ามีความสาํคญัมากใน

อุตสาหกรรม ยีสต์ท่ีนิยมใช้ในการหมักนํ้ าตาล ได้แก่ S. cerevisiae, S. uvarum (carlsbergensis),    

Sch. pombe, และ Kluyveromyces sp.  ยีสตส์ามารถยอ่ยสลายกลูโคสให้เป็นเอทานอลโดยผา่นทางวิถี

ไกลโคไลซิส (glycolysis) แสดงไดจ้ากรูปท่ี 2 ปฏิกิริยารวมจากการย่อยสลายกลูโคส 1 โมเลกุลจะ

ไดผ้ลผลิตเป็นเอทานอล, คาร์บอนไดออกไซด์ และ พลงังานในรูป ATP อย่างละ 2 โมเลกุล ในทาง

ทฤษฎีแลว้การหมกักลูโคส 1 กรัมจะไดเ้อทานอลประมาณ 51% โดยนํ้ าหนกั แต่ในทางปฏิบติัมกัจะ

ไดเ้อทานอลไม่เกิน 90 – 95 % เม่ือเทียบกบัค่าท่ีคาํนวณไดจ้ากทฤษฎี (Roehr, 2001) แสดงว่าในการ

กระบวนการหมกัจะตอ้งมีการเติมสารอาหารบางอย่างเพื่อส่งเสริมกระบวนการหมกัของยีสต์ จาก

รายงานของ Roehr (2001) พบว่า ผลผลิตขา้งเคียงจากวิถีไกลโคไลซิสมกัเป็นกลีเซอรอลซ่ึงจะใชส้าร

ตั้งตน้ในปริมาณ 4-5% ถา้สามารถกาํจดัปฏิกิริยาน้ีออกไปจะทาํให้ปริมาณเอทานอลเพิ่มข้ึนถึง 2.7 % 

โดยนํ้าหนกั 

 

PPC 

PC 
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รูปที ่2  การยอ่ยสลายกลูโคสโดยวิถีไกลโคไลซิสไดผ้ลผลิตเป็นเอทานอลและคาร์บอนไดออกไซด ์

(Norr et al., 2003) 

 

การเมแทบอลซึิมของสารอนิเทอร์มีเดียต 

  สาร acetyl-CoA เป็นสารอินเทิอร์มีเดียต (intermediates) ท่ีสาํคญัและเป็นสารหลกัท่ีสาํคญัใน

การควบคุมการมีชีวิต (longevity) ซ่ึงสารเมแทบอไลทน้ี์ จะถูกกระตุน้จากอะซิเตต (acetate) 

(Eisenberg et al, 2014; Friis et al, 2014; Mariño et al, 2014) โดยจะทาํปฏิกิริยาสร้างพนัธะ thioester 

กบัโคเอนไซม ์ A ซ่ึงเซลลจ์ะนาํไปใชส้าํหรับกระบวนการสงัเคราะห์สารชีวภาพท่ีมีโมเลกลุขนาด

ใหญ่ (macromolecule biosynthesis) และในไมโตคอนเดรีย สาร acetyl-CoA เป็นสารตั้งตน้ท่ีสาํคญั

อยา่งมากในกระบวนการผลิตพลงังานในวฏัจกัรเครป (Krebs' cycle; TCA cycle) โดยจะผลิตพลงังาน

จากปฏิกิริยาการรีดิวส์และการส่งผา่นอิเลก็ตรอน และการเกิดปฏิกิริยา oxidative phosphorylation 

นอกจากน้ี สาร acetyl-CoA จะเป็นแหล่งของหมู่ acetyl สาํหรับการเกิด acetylation ของโปรตีน และ

กระบวนการ posttranslational modification ซ่ึงสามารถเกิดกบัสารตั้งตน้ไดห้ลากหลาย เช่น ฮีสโตน 

(histone) และเอนไซมใ์นกระบวนการเมทาบอลิซึมต่างๆ ทาํใหเ้กิดการเช่ือมโยงของกระบวนการเม

ทาบอลิซึม กระบวนการ epigenetics และกระบวนการควบคุมการถอดรหสัพนัธุกรรม 

(transcriptional regulation) (Henriksen et al, 2012; Kaelin and McKnight, 2013; Lu and Thompson, 

2012)  

ในยสีตส์ายพนัธ์ุ S. cerevisiae สาร acetyl-CoA ใน nucleocytosolic pool จะถูกสงัเคราะห์

โดยเอนไซม ์ acetyl-CoA synthetase 2 (Acs2) โดยการกระตุน้ของอะซิเตตในปฏิกิริยาท่ีเก่ียวขอ้งกบั 

ATP (ATP-dependent reaction) ซ่ึงเอนไซม ์ Acs2 จะเป็น glycolytic isoform และมีบทบาทใน

กระบวนการเมแทบอลิซึมของคาร์บอนและมีความจาํเป็นต่อการเกิด histone acetylation  (Takahashi 

2ATP

2 Pyruvate 2 Acetaldehyde

2 Ethanol

Pyruvate decarboxylase

Alcohol-

dehydrogenase

2 CO2

2 NADH + 2 H+

2NAD+

Glucose

2ADP
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et al, 2006) ส่วนใน mitochondrial pool สาร acetyl-CoA จะถูกสงัเคราะห์โดยเอนไซม ์ Acs1 (the 

gluconeogenic isoform) และเอนไซม ์ acetyl-CoA hydrolase 1 (Ach1) ซ่ึงบางส่วนจะเกิดการแคท

ตาไลส์ของ CoASH จากสาร succinyl-CoA ไปเป็น acetate (Fleck and Brock, 2009) นอกจากน้ีสาร 

acetyl-CoA สามารถทาํปฏิกิริยาและถูกใชใ้นกระบวนการต่างๆ ไดห้ลากหลายแตกต่างกนัไป ข้ึนอยู่

กบัสภาวะท่ีใชก้ารการเพาะเล้ียง ในระหวา่งการเจริญในอาหารท่ีมีนํ้าตาลหรือแหล่างอาหารคาร์บอน

อ่ืนๆ ยสีตจ์ะสร้างไพรูเวท ซ่ึงจะเป็นสารสุดทา้ยในกระบวนการไกลโคไลซิสและเป็นตวัเช่ือมต่อ

ระหวา่งกระบวนการ respiratory metabolism และ alcoholic fermentation (Pronk et al, 1996) ซ่ึงไพรู

เวทสามารถเกิดเป็นสามารถอินเตอร์มีเดียตได ้ 3 ทาง ดงัแสดงในรูปท่ี 3; (i) การเกิดปฏิกิริยา 

decarboxylation ไปเป็น acetaldehyde และได ้ acetyl-CoA โดยเอนไซม ์ pyruvate dehydrogenase 

(PDH) bypass; (ii) การเกิด anaplerotic carboxylation ไปเป็น oxaloacetate และ (iii) การเกิด direct 

oxidative decarboxylation ไปเป็น acetyl-CoA โดยเอนไซม ์ PDH complex ซ่ึงเกิดในช่องวา่งภายใน

ของไมโตคอนเดรีย สารไพรูเวทสามารถผา่นผนงัชั้นนอกของไมโดคอนเดรียได ้ ขณะท่ีการผา่นผนงั

ชั้นในของไมโตคอนเดรียจะตอ้งอาศยัตวัพา (mitochondrial pyruvate carrier; MPC) (Bricker et al. 

2012; Herzig et al., 2012) ซ่ึงตวัพาท่ีมีประสิทธิภาพจะทาํหนา้ท่ีเช่ือมระหวา่ง cytosolic pyruvate 

metabolism และ TCA cycle 
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รูปที ่ 3. แสดง metabolic pathways ของการใชไ้พรูเวท โดยมี 3 ทาง คือ (i) การเกิดปฏิกิริยา 

decarboxylation ไปเป็น acetaldehyde, (ii) การเกิดปฏิกิริยา carboxylation ไปเป็น oxaloacetate และ 

(iii) การเกิด oxidative decarboxylation ไปเป็น acetyl-CoA; Acs = acetyl-CoA synthase; Adh = 

alcohol dehydrogenase; Ald = aldehyde dehydrogenase; MPC = mitochondrial pyruvate carrier; Pdc 

= pyruvate decarboxylase; PDH = pyruvate dehydrogenase; Pyc =  pyruvate carboxylase (Orlandi et 

al. 2014) 

 

 



บทที ่3 

วธีิการศึกษา 

 

วสัดุอุปกรณ์ 

- จานเล้ียงเช้ือแกว้ขนาด 15 x 90 มิลลิเมตร 

- ขวดแกว้ฝาเกลียว (Duran) ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร 

- ขวดรูปชมพู ่ขนาด 50, 150 และ 250 มิลลิลิตร 

- หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร 

- กระบอกตวงขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 

- หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด 1.7 มิลลิลิตร (BioScience, USA) 

- หลอดพลาสติก (falcon tube) ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (SPL Life Science, Korea) 

- ตวักรองแมมเบรน ชนิดไนลอน (syringe filter) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Sartorius, 

Germany) 

- ตวักรองอากาศ ชนิด polytetrafluoroethylene (PTFE) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Sartorius, 

Germany) 

- กระดาษกรอง ชนิด cellulose acetate (CA) ขนาด 13 mm ความละเอียด 0.45 µm 

(Whatman, England) 

- เขม็เข่ียเช้ือ (loop) 

- แท่งแกว้เข่ียเช้ือ (glass spreader) 

- ตะเกียงแอลกอฮอล ์

 

เคร่ืองมือ 

- กลอ้งจุลทรรศ ์(Light Microscope; Primo Star, ZEISS, Germany) 

- เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer; Ultraspec 2000 UV/Visible 

Spectrophotometer, Pharmacia Biotech, England) 
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- เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography: GC; AutoSystem XL, Perkin Elmer, 

USA) 

- เคร่ืองโครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถณะสูง (High Performance Liquid 

Chromatographic: HPLC; Thermo Separation Product, USA) 

- ชุดควบคุมถงัหมกัและถงัหมกัแกว้ ขนาด 2 และ 10 ลิตร (Biostat B, B. Braun, 

Germany) 

- เคร่ืองวดัค่ากรด-ด่าง (pH Meter ; pH/Ion 510, EUTECH Instruments, USA) 

- เคร่ืองฆ่าเช้ือดว้ยแรงดนัไอนํ้า (Autoclave; HICLAVE HV-100, Hirayama, Japan) 

- ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar Flow Cabinet; Holten LaminAir HBB 2448, Denmark) 

- เคร่ืองชัง่ 2 ตาํแหน่ง (Balance; ED42025-CW, Sartorius, Germany) 

- เคร่ืองชัง่ 4 ตาํแหน่ง (Balance; ATX224, Shimadzu, Japan) 

- ตูบ่้มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Incubator; innovaTM 4330, New Brunswick Scientific, N.J., 

USA) 

- ตูบ่้มเพาะเช้ือพร้อมเขยา่ (Shaking Incubator; Innova 2300 platform shaker, New 

Brunswick Scientific, UK) 

- ตูอ้บร้อน (Oven; Memmert UNB 500, WTB Binder BD115, USA) 

 

สารเคมี 

- นํ้าตาลกลูโคส (Ajax Finechem, Australia) 

- นํ้าตาลฟรุกโตส (Ajax Finechem, Australia) 

- นํ้าตาลทราย (Ajax Finechem, Australia) 

- แป้งมนัสาํปะหลงั (ตราใบหยก ขนาดถุง 400 กรัม, บริษทั บางกอกอินเตอร์ฟูด จาํกดั, 

ประเทศไทย) 

- เอนไซมอิ์นเวอร์เทส (Invertase; EC 3.2.1.26, Sigma Aldrich, St. Louis, Mo) 

- เอนไซมอ์ะไมเลส (Termamyl SC, Novozymes, Denmark) 

- เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (AMG 300 L, Novozymes, Denmark) 

- เกลือโซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate; MERCK, Germany) 
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- โซดาไฟ (Sodium hydroxide; MERCK, Germany) 

- กรดเกลือ (Hydrochloric acid; Carlo Erba Reagent, USA) 

- กรดออกซาโลอะซิติก (Oxaloacetic acid, Sigma Aldrich, St. Louis, Mo) 

- กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid; Carlo Erba Reagent, USA) 

- เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulfate; MERCK, Germany) 

 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

- สารสกดัยสีต ์(Yeast extract; Himedia, India) 

- สารสกดัมอลต ์(Malt extract; Himedia, India) 

- เปปโตน (Peptone; Himedia, India) 

 

วธีิการดําเนินงานวจัิย 

1) การเลีย้งเช้ือยสีต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 

 นาํยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ท่ีทาํการเก็บรักษาท่ี -70 องศาเซลเซียส มาทาํการเล้ียง

ในอาหารเหลว YM broth (Difco 0712) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นนาํเช้ือท่ีไดม้าเล้ียงบน YM agar ท่ี

มีองคป์ระกอบของ 20 กรัมต่อลิตรของนํ้ าตาลกลูโคส, 3 กรัมต่อลิตรของ yeast extract, 3 กรัมต่อลิตร

ของ malt extract, 5 กรัมต่อลิตรของ peptone และ 20 กรัมต่อลิตรของ agar (Kurtzman and Fell, 1998) 

และทาํการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Muaenjang, 2008) เพื่อเกบ็ไวใ้ชใ้นการทาํการทดลอง 

 

2) ทดสอบการผลติกรดออกซาโลอะซิติก ในสภาวะทีมี่ออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ modified YM ตามสูตรอาหารท่ีมีองคป์ระกอบของ  20 กรัมต่อลิตร

ของนํ้ าตาลกลูโคส, 3 กรัมต่อลิตรของ yeast extract, 3 กรัมต่อลิตรของ malt extract, 5 กรัมต่อลิตร

ของ peptone และเติม ของ  2 กรัมต่อลิตรของ diammonium sulfate (Muaenjang, 2008) โดยใชอ้าหาร

ปริมาตร 0.95 ลิตร เติมลงในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ทาํการฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอนํ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที (Rezić et al., 2013) ท้ิงไวใ้ห้เยน็ท่ีอุณภูมิห้อง จากนั้นเติมหัวเช้ือยีสตท์น

ร้อนท่ีเตรียมโดยเล้ียงเซลลย์สีตใ์นอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยหัวเช้ือยสีตจ์ะ
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มีความเขม้ขน้ของเซลลแ์ห้ง อยู่ท่ี 2.27 ± 0.13 กรัมต่อลิตร หรือมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

660 นาโนเมตร อยู่ท่ี 0.52 ± 0.03 เม่ือทาํการเจือจางท่ี 10 เท่าของความเขน้ขน้ของหัวเช้ือเร่ิมต้น 

(Muaenjang, 2008) จากนั้น ทาํการหมกัในสภาวะท่ีมีอากาศ (1.0 และ 0.2 vvm) และเปรียบเทียบกบั

สภาวะไม่ให้อากาศ (0.0 vvm) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ควบคุมค่าความเป็น

กรดด่างท่ี 4.00 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 2 N และโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 2 N 

โดยใชค้วามเร็วในการกวนท่ี 200 ต่อนาที ทาํการเก็บตวัอยา่งนํ้ าหมกัเพ่ือวิเคราะห์การเจริญของยีสต ์

การใชน้ํ้ าตาลกลูโคส การผลิตเอทานอล และการผลิตกรดอินทรีย ์ 

 

3) ทดสอบผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลติกรดออกซาโลอะซิติก 

3.1 การย่อยนํา้ตาลทราย  

นํานํ้ าตาลทรายปริมาณ 10 กรัม เติมนํ้ า 90 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 1 มิลลิลิตรของเอนไซม ์   

อินเวอเทส (Invertase from bakers’ yeasts ; Sigma, St Louis, MO, USA) ปรับ pH ท่ี 4.5 และทาํการ

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (Rebros et al., 2007) จากนั้นนาํของเหลวท่ียอ่ยได ้

มาเติม 0.3 กรัม yeast extract, 0.3 กรัม yeast extract และ 0.5 กรัม peptone ปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร ปรับ pH 4.0 ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร และนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

3.2 การย่อยแป้งมันสําปะหลงั 

นําแป้งมันสําปะหลังปริมาณ 10 กรัม เติมนํ้ า 90 มิลลิลิตร จากนั้ นเติม 0.1 มิลลิลิตรของ

เอนไซมอ์ะไมเลส (Termamyl SC) ทาํการบ่มท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้น

ลดอุณหภูมิลงมาท่ี 60 องศาเซลเซียส แลว้เติม 0.1 มิลลิลิตรของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (AMG 300 

L) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้ นนําของเหลวท่ีย่อยได้ มาเติม 0.3 กรัม yeast extract, 0.3 กรัม yeast 

extract และ 0.5 กรัม peptone ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ปรับ pH 4.0 ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 

มิลลิลิตร และนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3.3 การหมัก 

นําแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่ นํ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส นํ้ าตาลทรายท่ีทาํการย่อยด้วย

เอนไซม์ อินเวอเทส และแป้งมันสําปะหลังท่ีผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์อะไมเลสและ          

กลูโคอะไมเลส มาเป็นแหล่งอาหารคาร์บอนในอาหาร YM โดยใช้ความเขม้ขน้ของแหล่งอาหาร
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คาร์บอนท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ี 10 %โดยนํ้ าหนัก และเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร 

(Muaenjang, 2008) จากนั้นทาํการปรับค่า pH ให้ได ้4.0 ก่อนนําไปน่ึงฆ่าเช่ือท่ี 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นทาํการเติมหัวเช้ือยีสตท่ี์ 5% v/v โดยหัวเช้ือยีสตจ์ะมีความเขม้ขน้ของเซลล์

แห้ง อยู่ท่ี 2.27 ± 0.13 กรัมต่อลิตร หรือมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร อยู่ท่ี 

0.52 ± 0.03 เม่ือทําการเจือจางท่ี 10 เท่าของความเข้นข้นของหัวเช้ือเร่ิมต้น (Muaenjang, 2008) 

จากนั้น ทาํการหมกัท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั  

 

4) การคดัแยกเช้ือยสีต์ Issatchenkia sp. S1 ใหม่จากหลอดทีป่นเป้ือน 

นําเช้ือในหลอด stock ท่ีเก็บไวใ้นตู้แช่ -70 องศาเซลเซียส เติมในอาหาร YM ท่ีมีนํ้ าตาล

กลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 2% w/v และมีค่า pH เร่ิมตน้ท่ี 4.0 ทาํการเล้ียงเช้ือในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 

มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ทาํการบ่มท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

หลงัจากนั้น นาํเช้ือท่ีอยูใ่นอาหารเหลว  มาทาํการเจือจาง 1000 เท่า ดว้ยนํ้าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ และนาํไป 

spread บนอาหารแขง็ YM และนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37, 40, 42 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั 

(Sripiromrak, 2006) 

นาํเช้ือท่ีเป็นโคโลนีเด่ียวจากจานอาหารแข็งท่ีอุณหภูมิต่างๆ มา streak บนอาหารแข็ง YM 

โดยทาํการเลือกโคโลนีเด่ียวท่ีอุณหภูมิละ 15 โคโลนี นาํจานอาหาร YM ทั้งหมดมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั  

นาํเช้ือยสีตท่ี์ streak บนจานอาหารแขง็ YM มาทดสอบการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก โดยทาํ

การเล้ียงเช้ือในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร มีปริมาตรอาหาร YM (10% w/v นํ้ าตาลกลูโคส) 10 

มิลลิลิตร บ่มท่ี 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 วนั 

 

5) ทดสอบผลของการเติมเกลืออะซิเตตต่อการผลติกรดออกซาโลอะซิติก 

นําแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่ นํ้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส นํ้ าตาลทรายท่ีทาํการย่อยด้วย

เอนไซม์ อินเวอเทส และแป้งมันสําปะหลังท่ีผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์อะไมเลสและ          

กลูโคอะไมเลส มาเป็นแหล่งอาหารคาร์บอนในอาหาร YM โดยใช้ความเขม้ขน้ของแหล่งอาหาร

คาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ 10 %โดยนํ้ าหนกั เติมเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร และทาํการเติม
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เกลืออะซิเตตท่ีความเขม้ขน้ 0.0 ถึง 1.0 % w/v จากนั้นทาํการปรับค่า pH ท่ี 4.0 ก่อนนาํไปฆ่าเช้ือท่ี  

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นทาํการเติมหัวเช้ือยีสต ์ และทาํการหมกัท่ีอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส นาน 2 วนั  

 

6) การวเิคราะห์ 

6.1 การวเิคราะห์การเจริญและมวลเซลล์ 

การวดัการเจริญของเซลลย์ีสต ์วดัโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโน

เมตร โดยใชอ้าหาร YM เป็น blank 

การวดัมวลเซลล ์ วดัโดยนาํอาหารท่ีมีเซลลย์สีตเ์จริญอยูป่ริมาตร 10 มิลลิลิตร กรองผา่นแผน่

กรอง cellulose acetate แลว้ลา้งเซลลด์ว้ยนํ้ า deionized (DI) แลว้นาํไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  การวิเคราะห์มวลเซลลจ์ะคาํนวณจากนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัม/ลิตร) 

6.2 ปริมาณกรดอนิทรีย์  

การวิเคราะห์หาปริมาณของกรดอินทรียจ์ะทาํการทดสอบโดยวิธี high performance liquid 

chromatographic (HPLC) ผ่านคอลัมน์  Phenomenex® Rezex ROA organic acid column (300 x 7.8 

nm) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ใช ้UV ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตรเป็นตวัตรวจจบั (detector) 

โดยมี H2SO4 ความเขม้ขน้ 0.01 N ในการพาสารตวัอยา่งให้เคล่ือนท่ีผา่นคอลมัน์ (mobile phase) โดย

มีอตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที  

6.3 ปริมาณนํา้ตาล  

การวิเคราะห์หาปริมาณของนํ้ าตาลจะทาํการทดสอบโดยวิธี HPLC ผ่านคอลัมน์ RHM-

Monosaccharide column (300 x 7.8 nm) ท่ี อุณ ห ภู มิ  75 องศาเซลเซี ยส  ใช้  RI เป็ น ตัวตรวจวัด 

(detector) โดยมี นํ้ า DI ในการพาสารตวัอยา่งให้เคล่ือนท่ีผา่นคอลมัน์ (mobile phase) โดยมีอตัราการ

ไหล 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที  

6.4 ปริมาณเอทานอล  

การวิเคราะห์หาปริมาณของเอทานอลจะทาํการทดสอบโดยวิธี gas chromatograph (GC) 

(AutoSystem XL, Perkin Elmer, U.S.A.) ผา่น capillary คอลมัน์ชนิด PE-1 column (30 m X 0.32 mm 

i.d., 0.25 µm film thickness)โดยใช้  flame-ionization detector ใน การตรวจวัด  ใช้อุณ ห ภู มิของ 
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injector ท่ี 250 องศาเซลเซียส และใช้อุณหภูมิของ detector ท่ี 300 °C โปรแกรมของอุณหภูมิของ 

Oven จะใชอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น ทาํการเพิ่มอุณหภูมิจาก 37 ไปยงั 245 

องศาเซลเซียส โดยใชอ้ตัราการเพิ่มของอุณหภูมิท่ี 10 องศาเซลเซียสต่อนาที  

 

7) วเิคราะห์ค่าจลพลศาสตร์ของการหมัก 

ศึกษาหาค่าจลพลศาสตร์ต่างๆ ไดแ้ก่ อตัราการเจริญจาํเพาะ (specific growth rate), อตัราการ

ใชน้ํ้ าตาล (consumption rate), อตัราการผลิตผลิตภณัฑ ์(productivity) และค่า yield เป็นตน้ 

 

อตัราการเจริญจาํเพาะ  =  (In X2 – In X1) / (t2 – t1) 

  X1, X2 เป็นปริมาณของเซลล ์ณ เวลาท่ี t1 และ t2 

 

อตัราการใชน้ํ้ าตาล = (C2 – C1) / (t2 – t1) 

  C1, C2 เป็นความเขม้ขน้ของนํ้าตาล ณ เวลาท่ี t1 และ t2 

 

อตัราการผลิตผลิตภณัฑ ์= (P2 – P1) / (t2 – t1) 

P1, P2 เป็นของผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน ณ เวลาท่ี t1 และ t2 

 

ค่า Yield = (Ci – Cf) / (Pf – Pi) 

  Ci เป็นความเขม้ขน้ของนํ้าตาลเร่ิมตน้ 

  Cf ความเขม้ขน้ของนํ้าตาลหลงัจากการหมกั 

  Pi เป็นความเขม้ขน้ผลิตภณัฑก่์อนการหมกั 

  Pf เป็นความเขม้ขน้ผลิตภณัฑห์ลงัการหมกั 



บทที ่4 
ผลการศึกษา 

 
1. ทดสอบการผลติกรดออกซาโลอะซิติก ในสภาวะทีม่ีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน 

เม่ือท ำกำรให้อำกำศลงไปในถงัหมกัขนำด 2 ลิตร ท่ีอตัรำกำรให้อำกำศท่ี 1.0 vvm พบวำ่เช้ือ

ยสีตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 จะสำมำรถเจริญและให้ค่ำควำมขุ่นของเซลล์ท่ีสูงสุด ดงัแสดงในรูป

ท่ี 4 และให้ค่ำกำรเจริญจ ำเพำะสูงสุดท่ี 0.482 ± 0.002 ต่อชัว่โมง ดงัแสดงในตำรำงท่ี 2 กำรเติมอำกำศ

เขำ้ไปในถงัหมกัจะกระตุน้กำรเจริญของยีสต์ แต่ในทำงตรงกนัขำ้ม ควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำ

นอลและควำมสำมำรถในกำรผลิตของกรดออกซำโลอะซิติกก็ลดลงตำมไปดว้ย ดงัแสดงในรูปท่ี 6 

และ 7 ตำมล ำดบั อยำ่งไรก็ตำม ปริมำณของของเอทำนอลและควำมสำมำรถในกำรผลิตกรดจะเพิ่มสูง

มำกข้ึน เม่ือท ำกำรหมกัในสภำวะท่ีไม่มีอำกำศ แต่เม่ือปริมำณของน ้ ำตำลกลูโคสลดลงจนไม่เพียงพอ

ต่อควำมตอ้งกำรส ำหรับกำรใชง้ำนในกิจกรรมของเซลล์ ดงัแสดงในรูปท่ี 5 และจะเห็นไดว้ำ่ ปริมำณ

ของเอทำนอลและกรดออกซำโลอะซิกนั้น จะเร่ิมลดลง (รูปท่ี 6 และ 7) หลงัจำกชัว่โมงท่ี 24 ซ่ึงเม่ือ

พิจำรณำถึงปริมำณของน ้ ำตำล ก็เป็นช่วงเวลำท่ีมีปริมำณของน ้ ำตำลลดลงจนใกล้หมดจำกอำหำร

เหลว ซ่ึงผลิตภณัฑ์ท่ีได้จำกกระบวนกำรหมกัจะถูกน ำกลับมำใช้เป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน เม่ือมี

ปริมำณของน ้ ำตำลท่ีใช้เป็นแหล่งอำหำรคำร์บอนนั้ นไม่เพียงพอต่อกิจกรรมของเซลล์ ซ่ึงเป็น

ปรำกฏกำรณ์ท่ี เรียกว่ำ diauxic shift ซ่ึงเป็นปรำกฏกำรณ์จะเกิดข้ึนเม่ือเซลล์ขำดแหล่งอำหำร 

ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ำกกระบวนกำรหมกัจะถูกดึงกลบัมำใช้เพื่อสร้ำงพลงังำนให้กบัเซลล์ (Pronk et al., 

1996) ซ่ึงมีผลท ำให้จำกรำยงำนของ Wayman and Parekh (1990) กระบวนกำรผลิตเอทำนอลนั้ น 

ไม่ได้เกิดเฉพำะในกระบวนกำรหมักแบบไม่ให้อำกำศ แต่ยงัสำมำรถผลิตได้ภำยใต้สภำวะท่ีมี

ออกซิเจน ออกซิเจนมีบทบำทเป็นตวัรับอิเล็กตรอนในกระบวนกำรหำยใจ (respiratory chain) ซ่ึงจะ

สำมำรถสร้ำงพลงังำนไดม้ำก จึงกระตุน้กำรเจริญของเซลล์  (Markham, 1969; Andreasen and Stier, 

1954) 

ในกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิติกของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 พบว่ำ กำรผลิต

ของกรดออกซำโลอะซิติกสำมำรถผลิตไดดี้ในสภำวะท่ีไม่ให้อำกำศ และเม่ือให้อำกำศปริมำณกำร

ผลิตกรดออกซำโลอะซิติกจะลดลง ดงัแสดงในรูปท่ี 7 และมีผลท ำให้ค่ำกำรผลิตกรดออกซำโลอะ

ซิติกและค่ำ Yield ของกรดออกซำโลอะซิติกลดลงดงัแสดงในตำรำงท่ี 2 ทั้งน้ีอำจจะเน่ืองมำจำกใน
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กระบวนกำรเมแทโบลิซึมของเซลล์ในขั้นตอนของกระบวนกำรไกลโคไลซิสนั้น สำมำรถผลิตไพรู

เวทไดอ้ยำ่งรวดเร็ว แต่ในขั้นตอนของกระบวนหมกัท่ีท ำกำรเปล่ียนไพรูเวทให้เป็นเอทำนอลนั้นเกิด

ได้ช้ำกว่ำ จึงมีกำรสะสมของไพรูเวทเป็นจ ำนวนมำกภำยในเซลล์ ซ่ึงเม่ือมีปริมำณของไพรูเวทสูง 

ปฎิกิริยำกำรสังเครำะห์กรดออกซำโลอะซิติก ดงัในสมกำร c และ d (บทท่ี 2 หนำ้ท่ี 8) สำมำรถเกิดได้

ง่ำยข้ึน จึงพบกำรสะสมของกรดออกซำโลอะซิกมำกข้ึน แต่ในสภำวะท่ีใหอ้ำกำศ ไพรูเวทสำมำรถเขำ้

สู่วฏัจกัรเครป เพื่อสร้ำงพลงังำนไดอ้ยำ่งรวดเร็ว จึงท ำใหป้ริมำณของกรดออกซำโลอะซิกท่ีสะสมนั้น

มีนอ้ย 

 

 
 

รูปที่ 4 แสดงกำรเจริญของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้100 กรัมต่อลิตร

ของน ้ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน และเติมเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร หมกัใน

ถังหมกัขนำด 2.0 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ควบคุมค่ำ pH ท่ี 4.0 และท ำกำรให้อำกำศท่ี      

1.0 vvm และ 0.2 vvm เทียบกบัท่ีไม่เติมอำกำศ 
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รูปที่ 5 แสดงกำรใช้น ้ ำตำลกลูโคสของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้    

100 กรัมต่อลิตรของน ้ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน และเติมเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 2 กรัม

ต่อลิตร หมกัในถงัหมกัขนำด 2.0 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ควบคุมค่ำ pH ท่ี 4.0 และท ำกำร

ใหอ้ำกำศท่ี 1.0 vvm และ 0.2 vvm เทียบกบัท่ีไม่เติมอำกำศ 
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รูปที่ 6 แสดงกำรผลิตเอทำนอลของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้100 กรัม

ต่อลิตรของน ้ ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน และเติมเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร 

หมกัในถงัหมกัขนำด 2.0 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ควบคุมค่ำ pH ท่ี 4.0 และท ำกำรใหอ้ำกำศ

ท่ี 1.0 vvm และ 0.2 vvm เทียบกบัท่ีไม่เติมอำกำศ 
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รูปที ่7 แสดงกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิติกของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ี

ใช้ 100 กรัมต่อลิตรของน ้ ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน และเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต    

2 กรัมต่อลิตร หมกัในถงัหมกัขนำด 2.0 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส ควบคุมค่ำ pH ท่ี 4.0 และ

ท ำกำรใหอ้ำกำศท่ี 1.0 vvm และ 0.2 vvm เทียบกบัท่ีไม่เติมอำกำศ 
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ตารางที ่2 แสดงค่ำกำรเจริญจ ำเพำะ ค่ำควำมสำมำรถในกำรผลิต และค่ำ yield ของเอทำนอลและกรด

ออกซำโลอะซิติกของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช้ 100 กรัมต่อลิตรของ

น ้ ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน และเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร หมกัในถงั

หมกัขนำด 2.0 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซียลเซส และท ำกำรให้อำกำศท่ี 1.0 vvm และ 0.2 vvm เทียบ

กบัท่ีไม่เติมอำกำศ 

อตัราการ

ให้อากาศ 

(vvm) 

ค่าการเจริญ

จ าเพาะ 

(ต่อช่ัวโมง) 

ค่าอตัรการผลติ     

เอทานอล 

(กรัมต่อลติรต่อ

ช่ัวโมง) 

ค่า  yield ของ 

เอทานอล 

(กรัมต่อกรัม) 

ค่าอตัราการผลติ 

กรดออกซาโลอะซิตกิ 

(กรัมต่อลติรต่อ

ช่ัวโมง) 

ค่า  yield ของ 

กรดออกซาโลอะซิตกิ 

(กรัมต่อกรัม) 

0 0.297 ± 0.001a 1.194 ± 0.058b 0.437 ± 0.007c 0.127±0.002c 0.0310±0.0006c 

0.2 0.430 ± 0.004b 1.476 ± 0.034c 0.368 ± 0.016b 0.047±0.002b 0.0121±0.0002b 

1.0 0.482 ± 0.002c 1.065 ± 0.025a 0.225 ± 0.002a 0.023±0.001a 0.0059±0.0001a 

Values followed by the same letter are not significantly different at P ≤ 0.05. 

 

2. การทดสอบหาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและผลติกรดออกซาโลอะซิติก 

กำรท ำสอบแหล่งอำหำรคำร์บอนชนิดต่ำงๆ ต่อกำรเจริญโดยน ำแหล่งอำหำรคำร์บอน ไดแ้ก่ 

น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลฟรุกโตส น ้ ำตำลซูโครสท่ีผ่ำนกำรย่อยดว้ยเอนไซม์อินเวอร์เทส และแป้งมนั

ส ำปะหลังท่ีผ่ำนกำรย่อยด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส  (AMG 300 L) และเอนไซม์อะไมเลส 

(Thermamyl® SC) ท่ีควำมเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร มำเตรียมเป็นอำหำรท่ีใช้ส ำหรับกำรหมกั โดยใช้

อำหำร YM ท่ีประกอบด้วย peptone 5 กรัม malt extract 3 กรัม และ yeast extract 3 กรัม ต่ออำหำร    

1 ลิตร ท ำกำรหมกัในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 มิลลิลิตร โดยเติมอำหำร 100 มิลลิลิตร ท ำกำรเติมหวัเช้ือ

ยีสต์ท่ี  5% v/v อุดปำกขวดด้วยจุกส ำลี ท ำกำรบ่มท่ี 40 องศำเซลเซียส ในสภำวะท่ีมีกำรเขย่ำท่ี         

200 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 2 วนั พบว่ำ กำรเจริญของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในแหล่ง

อำหำรคำร์บอนชนิดต่ำงๆ ดงัแสดงในรูปท่ี 8 โดยกำรเจริญของเช้ือยสีตใ์นช่วง 12 ชัว่โมงแรกของกำร

หมกันั้น มีควำมสำมำรถในกำรเจริญไม่แตกต่ำงกนั แต่เม่ือเขำ้สู่ชัว่โมงท่ี 18 จะเห็นไดว้่ำเส้นกรำฟ

ของกำรเจริญมีกำรลดลง โดยเฉพำะในชุดกำรทดลองท่ีใช้น ้ ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน 
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ทั้งน้ีอำจจะเป็นผลมำจำกปริมำณของน ้ ำตำลท่ีลดต ่ำลง เน่ืองจำกมีกำรใชอ้ยำ่งรวดเร็ว ดงัแสดงในรูป

ท่ี 9 เป็นผลท ำให้เซลล์ของยีสตอ์ยูใ่นสภำวะท่ีขำดแคลนแหล่งอำหำร จึงท ำให้เซลล์น ำสำรอินทรียท่ี์

อยูภ่ำยในเซลล์มำให้ทดแทนแหล่งอำหำรท่ีขำดแคลน เป็นผลท ำให้น ้ ำหนกัแห้งของเซลล์ลดลง เป็น

ปรำกฏกำรณ์ท่ี เรียกว่ำ diauxic shift ซ่ึงเป็นปรำกฏกำรณ์จะเกิดข้ึนเม่ือเซลล์ขำดแหล่งอำหำร 

ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ำกกระบวนกำรหมกัจะถูกดึงกลบัมำใช้เพื่อสร้ำงพลงังำนให้กบัเซลล์ (Pronk et al., 

1996)  

เม่ือพิจำรณำกำรใชน้ ้ ำตำล (รูปท่ี 9) พบวำ่ ปริมำณน ้ ำตำลเร่ิมตน้ของน ้ ำตำลท่ีไดจ้ำกกำรยอ่ย

แป้งมนัส ำปะหลงั สำมำรถย่อยได้เพียง 66.9 % จำกแป้งมนัส ำปะหลังเร่ิมตน้ 100 กรัมต่อลิตร ซ่ึง

อำจจะเกิดมำจำกกระบวนกำรย่อยของเอนไซม์ยงัเกิดไม่สมบูรณ์ เน่ืองมำจำกระยะเวลำท่ีใช้ในกำร

ยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส เป็นเวลำ 1 ชัว่โมงและตำมดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง 

อำจจะยงัไม่เพียงพอท่ีจะท ำให้กระบวนกำรในกำรยอ่ยแป้งมนัเกิดข้ึนไดอ้ยำ่งสมบูรณ์ ซ่ึงอำจจะตอ้ง

เพิ่มระยะเวลำท่ีใช้ในกำรย่อยให้นำนมำกข้ึน แต่ก็สำมำรถใช้เป็นแหล่งอำหำรคำร์บอนส ำหรับกำร

เจริญของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ได้ ส่วนกำรใช้น ้ ำตำลกลูโคสและฟรุกโตสท่ีได้จำก

กำรยอ่ยน ้ำตำลทรำยดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เทส พบวำ่กำรใชน้ ้ำตำลลดลงอยำ่งชำ้ๆ เม่ือเทียบกบัตวัอยำ่ง

ท ำกำรหมกัในอำหำรท่ีมีน ้ำตำลกลูโคสหรือน ้ำตำลฟรุกโตสเพียงอยำ่งเดียว (รูปท่ี 9)  

ในกำรผลิตเอทำนอลของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 แสดงดงัในรูปท่ี 10 พบว่ำมี

กำรผลิตเอทำนอลสูงสุดในอำหำร YM ท่ีใชค้วำมกลูโคส 100 กรัม/ลิตร เป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน แต่

กำรผลิตเอทำนอลจำก แป้งมนัและน ้ ำตำลทรำยท่ีผำ่นกำรย่อยดว้ยเอนไซมน์ั้น พบว่ำกำรผลิตของเอ

ทำนอลต ่ำกวำ่กำรผลิตเอทำนอลจำกน ้ ำตำลกลูโคสและฟรุกโตส ทั้งน้ีเน่ืองมำจำกปริมำณของน ้ ำตำล

ท่ีใดจ้ำกระบวนกำรย่อยของแป้งมนั ให้ปริมำณของน ้ ำตำลเร่ิมตน้ท่ีใช้ในกำรหมกัท่ีน้อยกว่ำชุดกำร

ทดลองท่ีใหน้ ้ำตำลกลูโคส ฟรุกโตส และน ้ำตำลทรำยท่ีผำ่นกำรยอ่ยโดยเอนไซม ์ 

เม่ือเปรียบเทียบอตัราการหมกัระหว่างน ้ าตาลกลูโคสและน ้ าตาลฟรุกโตส พบวา่อตัราหมกั

ของน ้ าตาลทั้งสองชนิดแตกต่างกนั ความแตกต่างของอตัราการหมกัน้ียงัไม่สามารถอธิบายไดอ้ยา่ง

ชัดเจน แต่อาจจะเป็นเพราะกระบวนการในการน าน ้ าตาลผ่านผนังเซลล์ ซ่ึงเป็นขั้นตอนแรกใน

กระบวนการเมทาโบลิซึมของน ้ าตาลเฮกโซส เม่ือผ่านผนังเซลล์เขา้มาแล้ว น ้ าตาลจะถูกน าเข้าสู่

กระบวนการฟอสโฟลิเลชนัโดยน ้ าตาลแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการฟอสโฟลิเลสท่ีแตกต่างกนั 

เช่น hexokinases Hxk1 และ Hxk2 สามารถฟอสโฟลิเลสกลูโคสและฟรุกโตสได ้แต่มีประสิทธิภาพ
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ในการฟอสโฟลิเลสท่ีแตกต่างกนัและ glucokinase Glk1 สามารถฟอสโฟลิเลสไดเ้พียงกลูโคสเท่านั้น 

ไม่สามารถฟอสโฟลิเลสฟรุกโตสได ้ (Entian, 1997) 

ส ำหรับในกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิติกของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ดงัแสดง

ในรูปท่ี 11 พบวำ่ ไม่พบกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิติกในตวัอย่ำงท่ีท ำกำรวิเครำะห์ทั้งหมดในกำร

ทดลอง โดยวิธี HPLC ทั้งน้ี เช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ท่ีท  ำกำรคดัแยกมำใหม่ อำจสูญเสีย

ควำมสำมำรถในกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิก ซ่ึงควำมสำมำรถในกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิกของ

ยสีตท่ี์พบในตอนแรกนั้น อำจจะมำจำกควำมพกพร่องทำงพนัธุกรรมของตวัยสีตเ์อง ซ่ึงเป็นผลให้เกิด

กำรท ำงำนท่ีผดิปกติ เป็นผลใหเ้กิดกำรสะสมและขบักรดชนิดน้ีออกมำภำยนอกเซลล ์ 

 

 
 

รูปที่ 8 แสดงกำรเจริญของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้100 กรัมต่อลิตร

ของแหล่งอำหำรคำร์บอนจำกน ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลฟรุกโตส น ้ ำตำลทรำยท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์

และแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
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รูปที่ 9 แสดงใช้น ้ ำตำลของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้100 กรัมต่อลิตร

ของแหล่งอำหำรคำร์บอนจำกน ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลฟรุกโตส น ้ ำตำลทรำยท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์

และแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
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รูปที่  10 แสดงกำรผลิตเอทำนอลของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้       

100 กรัมต่อลิตรของแหล่งอำหำรคำร์บอนจำกน ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลฟรุกโตส น ้ ำตำลทรำยท่ีผำ่นกำร

ยอ่ยดว้ยเอนไซม ์และแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
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รูปที่ 11 แสดงกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิติกของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM 

ท่ีใช ้100 กรัมต่อลิตรของแหล่งอำหำรคำร์บอนจำกน ้ำตำลกลูโคส น ้ำตำลฟรุกโตส น ้ำตำลทรำยท่ีผำ่น

กำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์และแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซม ์

 

3. การคัดแยกเช้ือยสีต์ Issatchenkia sp. S1 ใหม่จากหลอดทีป่นเป้ือน 

เน่ืองจำกเช้ือสดท่ีเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 4 องศำเซลเซียส ซ่ึงเตรียมใวเ้พื่อใชใ้นกำรทดลอง เก็บไวใ้น

อำหำรแข็งเป็นเวลำนำน มีกำรปนเป้ือนเช้ือรำและแบคทีเรีย ซ่ึงอำจเกิดข้ึนระหวำ่งกำรจดัเก็บ ขนยำ้ย 

และติดตั้งอุปกรณ์ต่ำง ๆ ของห้องปฏิบติักำรจำกอำคำรเคร่ืองมือ 3 ไปยงัอำคำรเคร่ืองมือ 10 และได้

พยำยำมท ำกำรคัดแยกเช้ือ Issatchenkia sp. S1 จำกโคโลนีเด่ียวบนอำหำรแข็งจำกจำนท่ีมีกำร

ปนเป้ือน แต่ไม่มีกำรเจริญ จึงน ำหลอด stock ท่ีท  ำกำรเก็บไวใ้นตู ้-70 องศำเซลเซียส มำท ำกำรคดัแยก 

แต่เน่ืองจำกอำคำรใหม่ มีปัญหำกระแสไฟฟ้ำไม่เสถียรในช่วงหลงัจำกท่ีมีกำรท่ีท ำกำรติดตั้งตูเ้ยน็ มี
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ผลท ำให้ ตู้แช่  -70 องศำเซลเซียส ไม่สำมำรถควบคุมอุณหภูมิได้ โดยอุณหภูมิภำยในตู้อยู่ ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง หรือประมำณ 30 องศำเซลเซียส 

 องศำเซลเซียส ซ่ึงมีผลท ำให้เช้ือท่ีท ำกำรเก็บไวเ้กิดควำมเสียหำยและมีกำรปนเป้ือนเช้ือ

แบคทีเรียในหลอด stock จึงไดก้ำรคดัแยกใหม่ โดยพบวำ่ เช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ท่ีคดั

แยกไดมี้ควำมสำมำรถในกำรเจริญไดใ้นท่ีอุณหภูมิสูง โดยสำมำรถพบโคโลนีในจำนท่ีท ำกำรบ่มท่ี

อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส แต่โคโลนีจะมีขนำดเล็กและจ ำนวนของโคโลนีท่ีเจริญบนอำหำรแข็งจะ

นอ้ยกวำ่จำนบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิต ่ำกวำ่ แต่เม่ือน ำเช้ือท่ีคดัแยกไดจ้ำกจำนอำหำรท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ มำ

ท ำกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรผลิตกรดออกซำโลอะซิติก พบวำ่เช้ือท่ีท ำกำรแยกไดน้ั้น ไม่พบ

กำรผลิตกรดออกซำโลอะซิติก ดงัแสดงในตำรำงท่ี 3 เม่ือน ำเช้ือมำดูลกัษณะสัณฐำนทำงกำยภำย 

ภำยใต้กล้องจุลทรรศ์ ดังแสดงในรูปท่ี 12B พบว่ำ ลักษณะของเช้ือมีลักษณะไม่แตกต่ำงจำกเช้ือ 

Issatchenkia sp. S1 ท่ี ท  ำก ำรแยกได้ในตอน เร่ิมต้นของกำรท ำงำนวิจัย  (รูป ท่ี  12A) และมี

ควำมสำมำรถในกำรเจริญท่ีอุณหภูมิสูงและสำมำรถผลิตเอทำนอลไดดี้ท่ีอุณหภูมิสูง 

 

 
 

รูปที ่12  ลกัษณะภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศท่ี์ก ำลงัขยำย 400 เท่ำของเซลลย์สีตท์นร้อน 

Issatchenkia sp. S1; (A) ในอำหำรเล้ียงเช้ือเหลว YPD บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 วนั 

(Sripiromrak, 2006), (B) ในอำหำร YM บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 วนั 
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ตารางที่ 3 แสดงผลกำรวิเครำะห์กรดออกซำโลอะซิติกของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 จำก

กำรคดัแยกเช้ือยสีต ์Issatchenkia sp. S1 ใหม่จำกหลอดท่ีปนเป้ือนในหลอดทดลอง โดยใชอ้ำหำร YM 

ท่ีใช ้100 กรัมต่อลิตรของน ้ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน  

ชุดกำรทดลอง ปริมำณของกรดออกซำโลอะซิติก (กรัมต่อลิตร) ท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ 

37 oC 40 oC 42 oC 45 oC 

1 ND ND ND ND 

2 ND ND ND ND 

3 ND ND ND ND 

4 ND ND ND ND 

5 ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND 

7 ND ND ND ND 

8 ND ND ND ND 

9 ND ND ND ND 

10 ND ND ND ND 

11 ND ND ND ND 

12 ND ND ND ND 

13 ND ND ND ND 

14 ND ND ND ND 

15 ND ND ND ND 

ND = Not Detected 
 

4. การทดสอบหาผลของเกลืออะซิเตตต่อยสีต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 

กำรทดสอบกำรเติมเกลืออะซิเตต ท่ีควำมเข้มข้น 0.0 ถึง 1.0 % โดยน ้ ำหนัก ท่ีมีผลต่อ

ควำมสำมำรถในกำรเจริญ กำรใชน้ ้ำตำล กำรผลิตเอทำนอลและกรดออกซำโลอะซิติกของเช้ือยีสตท์น

ร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใชแ้หล่งอำหำรคำร์บอน ไดแ้ก่ น ้ ำตำลกลูโคส น ้ ำตำลฟรุก



 31 

โตส น ้ ำตำลซูโครสท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เทส และแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ย

เอนไซม์กลูโคอะไมเลส  (Glucoamylase) และเอนไซม์เทอร์มำมิว (Thermamyl®SC) ท่ีควำมเขม้ขน้ 

100 กรัมต่อลิตร มำเตรียมเป็นอำหำรท่ีใช้ส ำหรับกำรหมกั โดยเม่ือท ำกำรเติมเกลือโซเดียมอะซิเตต 

(sodium acetate) ลงไปในอำหำร และปรับค่ำ pH เร่ิมต้นก่อนกำรหมักท่ี 4.0 โดยมีวตัถุประสงค์

เพื่อให้ยีสต์สำมำรถถูกกระตุ้นกระบวนกำรสร้ำงออกซำโลอะซิเตตได้ด้วยเกลืออะซิเตตท่ีเป็น       

สำรตั้งตน้ 

 

4.1 ผลของเกลืออะซิเตตต่อเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอาหาร YM ที่ใช้น ้าตาล

กลูโคสเป็นแหล่งอาหารคาร์บอน 

เม่ือท ำกำรเติมเกลืออะซิเตตลงในอำหำรเล้ียงเช้ือ พบวำ่ เกลืออะซิเตตมีผลยบัย ั้งกำรเจริญ เม่ือ

ท ำกำรเปรียบเทียบกำรลดลงของควำมเขม้ขน้ของเซลล์ยีสต์ พบวำ่ เม่ือเติม 0.25 % โดยน ้ ำหนกัของ

เกลืออะซิเตต ลงไปในอำหำร ปริมำณของเซลล์ยีสตสู์งสุดท่ี 12 ชัว่โมง ลดลงถึง 164 % เม่ือเทียบกบั

ตวัอย่ำงควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต ดงัแสดงในรูปท่ี 13 และเม่ือพิจำรณำถึงอตัรำกำรเจริญ

จ ำเพำะ จะเห็นว่ำควำมสำมำรถในกำรเจริญของยีสต์จะลดลงจำก 0.295 ± 0.025 ต่อชั่วโมง เป็น   

0.196 ± 0.001 ต่อชั่วโมง เม่ือท ำกำรเติมเกลืออะซิเตตลงไปในอำหำรเล้ียงเช้ือปริมำณ 0.25 % โดย

น ้ำหนกั ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4 นอกจำกน้ี เกลืออะซิเตตยงัมีผลต่ออตัรำกำรใชน้ ้ ำตำล ดงัแสดงในรูปท่ี 

14 และตำรำงท่ี 5 โดยพบวำ่กำรเติมเกลืออะซิเตต ปริมำณ 0.25% โดยน ้ ำหนกั จะช่วยเพิ่มอตัรำกำรใช้

น ้ ำตำลโดยเพิ่มข้ึน 26.4 % เม่ือเทียบกับชุดกำรทดลองท่ีไม่เกลืออะซิเตต แต่ท่ีควำมเข้มข้นของ

เกลืออะซิเตตท่ีมำกกวำ่ 0.25 % โดยน ้ำหนกั จะมีผลท ำใหก้ำรบริโภคน ้ำตำลของเช้ือยสีตล์ดลง  

จำกผลขอ้มูลของกำรผลิตเอทำนอล ในรูปท่ี 15 พบว่ำ กำรผลิตเอทำนอลจะสูงสุดท่ีเวลำ     

24 ชั่วโมง หลงัจำกเร่ิมตน้กำรหมกั โดยชุดกำรทดลองท่ีท ำกำรเติมเกลืออะซิเตต ปริมำณ 0.25 และ 

0.5% โดยน ้ ำหนกั มีผลในกำรเพิ่มควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลจำก 1.81 ± 0.03 กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง ในชุดควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต เป็น  2.05 ± 0.04 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ       

1.93 ± 0.04 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตำมล ำดบั โดยในชุดกำรทดลองท่ีท ำกำรเติมเกลืออะซิเตต ปริมำณ 

0.25 % โดยน ้ ำหนัก จะให้ควำมเขม้ขน้ของเอทำนอลท่ีผลิตได้สูงสุดท่ี 49.32 ± 1.07 กรัมต่อลิตร ท่ี

เวลำ 24 ชั่วโมง ซ่ึงให้ปริมำณของเอทำนอลมำกกว่ำชุดกำรทดลองท่ีไม่กำรเติมเกลืออะซิเตตถึง    

13.8 % 
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จำกผลของกำรเจริญในรูปท่ี 13 ในชุดกำรทดลองท่ีไม่ท ำกำรเติมเกลืออะซิเตต จะเห็นไดว้่ำ 

หลงัจำกชัว่โมงท่ี 12 เส้นกรำฟของกำรเจริญลดลงอยำ่งรวดเร็ว ลดลงอยำ่งชำ้ๆ ในช่วงเวลำชัว่โมงท่ี 

18 – 24 และมีกำรเพิ่มข้ึนเล็กน้อยในช่วงชั่วโมงท่ี 24-48 ซ่ึงเม่ือพิจำรณำควบคู่กบักรำฟของกำรใช้

น ้ ำตำลในรูปท่ี 14 และกรำฟของกำรผลิตเอทำนอลในรูปท่ี 15 จะเห็นไดว้่ำ ในชัว่โมงท่ี 12 ปริมำณ

ของน ้ ำตำลในอำหำรเหลวลดลงกวำ่ 51 % เม่ือเทียบกบัควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลเร่ิมตน้ แต่มีปริมำณ

ของเซลล์สูงถึง 5.85 ±0.09 กรัมต่อลิตร เป็นผลท ำให้เกิดควำมไม่สมดุลระหวำ่งปริมำณของน ้ ำตำลท่ี

ใชใ้นกิจกรรมของเซลลก์บัปริมำณของน ้ำตำลท่ีเซลลไ์ดรั้บ เป็นผลท ำใหเ้ซลลเ์ร่ิมใชส้ำรอินทรียท่ี์เก็บ

สะสมใวภ้ำยในเซลล์ทดแทนแหล่งอำหำรคำร์บอนจำกภำยนอกเซลล์ ซ่ึงเป็นผลท ำให้กรำฟของ

น ้ ำหนักเซลล์แห้งมีค่ำลดลงเป็น 4.13 ± 0.03 กรัมต่อลิตรในชั่วโมงท่ี 18 และหลังจำกชั่วโมงท่ี 24 

ปริมำณของน ้ ำตำลท่ีพบในอำหำรเหลือเพียง 9.33 ±0.79 กรัมต่อลิตร ซ่ึงไม่เพียงพอต่อควำมตอ้งกำร

ของยสีตท่ี์มีอยูใ่นอำหำรเหลว จึงมีกำรปรับกิจกรรมของเซลล์อีกคร้ัง เพื่อใหส้ำมำรถใชเ้อทำนอลเป็น

แหล่งอำหำรคำร์บอน จึงเป็นผลท ำให้ควำมเขน้ของขอเอทำนอลในอำหำรเหลวลดลงหลงัชัว่โมงท่ี 24 

ดงัแสดงในรูปท่ี 15 ซ่ึงลกัษณะดงักล่ำวเป็นลกัษณะของปรำกฏกำรณ์ท่ีเรียกวำ่ Diauxic growth ตำม

รำยงำนของ Chu and Barnes (2016) ได้อธิบำยไวว้่ำเป็นลกัษณะของกำรเจริญของเช้ือจุลลินทรียใ์น

อำหำรท่ีมีแหล่งของน ้ ำตำลท่ีต่ำงกนัสองชนิด หรืออยู่ในสภำวะแวดลอ้มท่ีมีสำรอำหำรหลำกหลำย 

ซ่ึงเม่ือเช้ือไดใ้ชแ้หล่งอำหำรคำร์บอนชนิดแรกหมด จะเกิด lag-phase หรือช่วงของกำรพกัตวั ท ำให้

ลกัษณะของเส้นกรำฟกำรเจริญมีเป็นรูปตวั S ซ่ึงในช่วงของกำรพกัตวัจะมีกำรพฒันำตวัเอง ปรับ

กระบวนกำรเมแทโบลิซึมภำยในเซลลใ์หเ้หมำะสมส ำหรับกำรใช้แหล่งอำหำรคำร์บอนชนิดอ่ืนท่ีมีอยู่

ในอำหำรหรือส่ิงแวดลอ้มนั้นๆ 

จำกผลกำรทดลอง เกลืออะซิเตตมีผลยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 

ซ่ึงจำกรำยงำนของ Giannattasio และคณะ (2013) รำยงำนว่ำ ยีสต์ S. cerevisiae สำมำรถใช้อะซิเตต

และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ในบำงสภำวะ ซ่ึงเซลล์ยีสตจ์ะสำมำรถใชอ้ะซิเตตในกำรเจริญได ้ซ่ึงอะซิเตต

ส ำ ม ำ ร ถ ส่ ง ผ่ ำ น ผ นั ง เซ ล ล์  โ ด ย  electroneutral proton symport transporter (ADY2) ห รื อ 

monocarboxylate transporter (JEN1) จำกนั้ น  อะซิ เตตจะถูก เมแทโบไลท์ เป็น  acetyl-CoA โดย 

peroxisomal หรือ cytosolic acetyl-CoA synthetases ซ่ึงจะถูกใช้ในวฏัจกัรไกลออกซีเลต หรือจะถูก

ออกซิไดส์ในไมโตคอนเดรียในวฏัจกัรเครป อย่ำงไรก็ตำม ในสภำวะท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งอำหำร

คำร์บอน เช้ือยีสต์ S. cerevisiae จะไม่สำมำรถแมแทโบไลท์อะซิเตตได้ เน่ืองจำกกำรกระตุ้นของ 
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glucose repression pathways เป็นผลท ำใหย้ีสตอ์ยูใ่นสภำวะควำมเครียดเม่ือมีกลูโคส ซ่ึงจะไปกระตุน้ 

adaptive response และน ำไปสู่กระบวนกำรขบัอะซิเตตออกจำกเซลล์ ซ่ึงกระบวนกำรเหล่ำน้ี เป็น

กระบวนกำรท่ีตอ้งใชพ้ลงังำนในกำรตอบสนองของผลกระตุน้ เป็นผลให้ยีสต์ใช้พลงังำนส่วนหน่ึง

ไปกบักำรขบัอะซิเตต ออกจำกเซลล์ เป็นผลใหก้ำรเจริญของยีสตล์ดลง  ดงัแสดงในรูปท่ี 16 ซ่ึงให้ผล

คล้ำยกบัผลกำรทดลองของชุดกำรทดลองท่ีใช้น ้ ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน ในหัวข้อ      

ท่ี 4.1  

 

 
 

รูปที่ 13 แสดงกำรเจริญของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช้ 100 กรัมต่อลิตร

ของน ้ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำร YM โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที่ 14 แสดงกำรใชน้ ้ ำตำลกลูโคสของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใชน้ ้ ำตำล

กลูโคสท่ีควำมเข้มข้น  100 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดย

น ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที่ 15 แสดงผลิตเอทำนอลของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช้ 100 กรัมต่อ

ลิตรของน ้ำตำลกลูโคสเป็นแหล่งอำหำร YM โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 

 

4.2 ผลของเกลืออะซิ เตตต่อเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอาหาร YM ที่ ใช้

น า้ตาลฟลุกโตสเป็นแหล่งอาหารคาร์บอน 

เม่ือท ำกำรเติมเกลืออะซิเตตลงในอำหำรเล้ียงเช้ือ พบวำ่ เกลืออะซิเตตมีผลยบัย ั้งกำรเจริญ เม่ือ

ท ำกำรเปรียบเทียบกำรลดลงของควำมเขม้ขน้ของเซลล์ยีสต์ พบวำ่ เม่ือเติม 0.25 % โดยน ้ ำหนกัของ

เกลืออะซิเตต ลงไปในอำหำร ปริมำณของเซลล์ยีสตสู์งสุดท่ี 12 ชัว่โมง ลดลงถึง 87 % เม่ือเทียบกบั

ตวัอย่ำงควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต ดงัแสดงในรูปท่ี 13 และเม่ือพิจำรณำถึงอตัรำกำรเจริญ

จ ำเพำะ จะเห็นว่ำควำมสำมำรถในกำรเจริญของยีสต์จะลดลงจำก 0.272 ± 0.001 ต่อชั่วโมง เป็น   

0.224 ± 0.008 ต่อชั่วโมง เม่ือท ำกำรเติมเกลืออะซิเตตลงไปในอำหำรเล้ียงเช้ือปริมำณ 0.25 % โดย

น ้ำหนกั ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4 นอกจำกน้ี เกลืออะซิเตตยงัมีผลต่ออตัรำกำรใชน้ ้ ำตำล ดงัแสดงในรูปท่ี 

17 และตำรำงท่ี 5 โดยพบวำ่กำรเติมเกลืออะซิเตต ปริมำณ 0.25% โดยน ้ ำหนกั จะช่วยเพิ่มอตัรำกำรใช้
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น ้ ำตำลโดยเพิ่มข้ึน 6.63 % เม่ือเทียบกับชุดกำรทดลองท่ีไม่เกลืออะซิเตต แต่ท่ีควำมเข้มข้นของ

เกลืออะซิเตตท่ีมำกกวำ่ 0.25 % โดยน ้ำหนกั จะมีผลท ำใหก้ำรบริโภคน ้ำตำลของเช้ือยสีตล์ดลง  

จำกผลขอ้มูลของกำรผลิตเอทำนอล ในรูปท่ี 18 พบวำ่ กำรผลิตเอทำนอลจะสูงสุดท่ีเวลำ 24 

ชัว่โมง หลงัจำกเร่ิมตน้กำรหมกั โดยชุดกำรทดลองท่ีท ำกำรเติมเกลืออะซิเตต ปริมำณ 0.25 และ 0.5% 

โดยน ้ ำหนัก มีผลในกำรเพิ่มควำมสำมำรถในกำรผลิตเอทำนอลจำก 1.61 ± 0.02 กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง ในชุดควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต เป็น  1.93 ± 0.02 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ       

1.81 ± 0.02 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตำมล ำดบั โดยในชุดกำรทดลองท่ีท ำกำรเติมเกลืออะซิเตต ปริมำณ 

0.25 % โดยน ้ ำหนัก จะให้ควำมเขม้ขน้ของเอทำนอลท่ีผลิตได้สูงสุดท่ี 46.27 ± 0.55 กรัมต่อลิตร ท่ี

เวลำ 24 ชั่วโมง ซ่ึงให้ปริมำณของเอทำนอลมำกกว่ำชุดกำรทดลองท่ีไม่กำรเติมเกลืออะซิเตตถึง  

19.96 % 

 

 
 

รูปที ่16 แสดงกำรเจริญของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช1้00 กรัมต่อลิตรของ

น ้ำตำลฟรุกโตสเป็นแหล่งอำหำร YM โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที่ 17 แสดงกำรใช้น ้ ำตำลฟรุกโตสของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช้

น ้ ำตำลฟรุกโตสท่ีควำมเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % 

โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที่ 18 แสดงกำรผลิตเอทำนอลของยสีตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช1้00 กรัมต่อ

ลิตรของน ้ ำตำลฟรุกโตสเป็นแหล่งอำหำร YM โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ ำหนักของเกลือ         

อะซิเตต 

 

4.3 ผลของเกลืออะซิเตตต่อเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอาหาร YM ที่ใช้น ้าตาล

ทีไ่ด้จากย่อยน า้ตาลทรายด้วยเอนไซม์อนิเวอร์เทสเป็นแหล่งอาหารคาร์บอน 

เม่ือท ำกำรเติมเกลืออะซิเตตลงในอำหำรเล้ียงเช้ือ พบวำ่ เกลืออะซิเตตมีผลยบัย ั้งกำรเจริญ เม่ือ

ท ำกำรเปรียบเทียบกำรลดลงของควำมเขม้ขน้ของเซลล์ยีสต์ เช่นเดียวกบักำรทดลองทั้งสองชุดกำร

ทดลองก่อน โดยพบว่ำ เม่ือเติม 0.25 % โดยน ้ ำหนักของเกลืออะซิเตต ลงไปในอำหำร ปริมำณของ

เซลล์ยีสต์สูงสุดท่ี 12 ชัว่โมง ลดลงถึง 38 % เม่ือเทียบกบัตวัอยำ่งควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต 

ดงัแสดงในรูปท่ี 19 และเม่ือพิจำรณำถึงอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ จะเห็นว่ำควำมสำมำรถในกำรเจริญ

ของยสีตจ์ะลดลงจำก 0.241 ± 0.002 ต่อชัว่โมง เป็น 0.210 ± 0.008 ต่อชัว่โมง เม่ือท ำกำรเติมเกลืออะซิ

เตตลงไปในอำหำรเล้ียงเช้ือปริมำณ 0.25 % โดยน ้ ำหนกั ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4 นอกจำกน้ี เกลืออะซิ

เตตยงัมีผลต่ออตัรำกำรใชน้ ้ ำตำล ดงัแสดงในรูปท่ี 20 และตำรำงท่ี 5 โดยพบวำ่กำรเติมเกลืออะซิเตต 
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ปริมำณ 0.25% โดยน ้ ำหนัก จะช่วยเพิ่มอตัรำกำรใช้น ้ ำตำลโดยเพิ่มข้ึน 15.1 % เม่ือเทียบกบัชุดกำร

ทดลองท่ีไม่เกลืออะซิเตต แต่ท่ีควำมเขม้ขน้ของเกลืออะซิเตตท่ีมำกกวำ่ 0.25 % โดยน ้ ำหนกั จะมีผล

ท ำใหก้ำรบริโภคน ้ำตำลของเช้ือยสีตล์ดลง  

จำกผลขอ้มูลของกำรผลิตเอทำนอล ในรูปท่ี 21 พบว่ำ กำรเติมเกลืออะซิเตตมีผลท ำให้กำร

ผลิตเอทำนอลลดลง โดยชุดตวัอยำ่งท่ีมีกำรเติม 0.25 % โดยน ้ ำหนกัของเกลืออะซิเตต ท ำให้ปริมำณ

ของเอทำนอลท่ีผลิตได้ท่ีชั่วโมงท่ี 12 ลดลง 23.7 % โดยลดลงจำก 23.17 ± 0.04 กรัมต่อลิตรในชุด

ควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต เป็น 17.69 ± 0.83 กรัมต่อลิตร และควำมปริมำณของเอทำนอลท่ี

ผลิตไดล้ะลดลงอีก เม่ือเพิ่มควำมเขน้ขน้ของเกลืออะซิเตตในอำหำรเหลวมำกข้ึน 

 นอกจำกน้ี เม่ือพิจำรณำกรำฟใช้น ้ ำตำลของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM 

ท่ีใชน้ ้ำตำลทรำยท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เทส จะเห็นไดว้ำ่เส้นกรำฟของน ้ำตำลกลูโคสจะมี

กำรลดลงอยำ่งรวดเร็วใน 6 ชัว่โมงแรกของกำรหมกักำร ส่วนเส้นกรำฟของน ้ ำตำลฟรุกโตสจะมีกำร

ลดลงอยำ่งรวดเร็วในช่วงชัว่โมงท่ี 6 -12 ของกำรหมกั ซ่ึงอำจเกิดจำกควำมสำมำรถของกำรฟอสโฟ

ลิเลสท่ีแตกต่างกนั ดงัท่ีอธิบายใวใ้นหวัขอ้ท่ี 2 (บทท่ี 4) 
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รูปที่ 19 แสดงกำรเจริญของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช1้00 กรัมต่อลิตรของ

น ้ ำตำลซูโครสท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เทสเป็นแหล่งอำหำร YM โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % 

โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที ่20 แสดงกำรใชน้ ้ำตำลกลูโคส (A) และฟรุกโตส (B)ของยสีตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ใน

อำหำร YM ท่ีใชน้ ้ำตำลทรำยท่ีควำมเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร และยอ่ยดว้ยอินเวอร์เทส เป็นแหล่ง

อำหำรคำร์บอน โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที ่21 แสดงกำรเอทำนอลของยสีตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช1้00 กรัมต่อลิตร

ของน ้ำตำลซูโครสท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เทสเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน และท ำกำรเติม   

0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 

 

4.4 ผลของเกลืออะซิเตตต่อเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอาหาร YM ที่ใช้น ้าตาล

ทีไ่ด้จากย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วยเอนไซม์ เป็นแหล่งอาหารคาร์บอน 

เม่ือท ำกำรเติมเกลืออะซิเตตลงในอำหำรเล้ียงเช้ือ พบวำ่ เกลืออะซิเตตมีผลยบัย ั้งกำรเจริญ เม่ือ

ท ำกำรเปรียบเทียบกำรลดลงของควำมเข้มข้นของเซลล์ยีสต์ เช่นเดียวกับกำรทดลองท่ีใช้น ้ ำตำล

กลูโคส น ้ ำตำลฟรุกโตส และน ้ ำตำลทรำยท่ีผ่ำนกำรย่อยด้วยเอนไซม์อินเวอร์เทสเป็นแหล่งอำหำร

คำร์บอน โดยพบวำ่ เม่ือเติม 0.25 % โดยน ้ ำหนกัของเกลืออะซิเตต ลงไปในอำหำร ปริมำณของเซลล์

ยีสตสู์งสุดท่ี 12 ชัว่โมง ลดลงถึง 14.9 % เม่ือเทียบกบัตวัอยำ่งควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต ดงั

แสดงในรูปท่ี 22 นอกจำกน้ี เกลืออะซิเตตยงัมีผลต่ออตัรำกำรใช้น ้ ำตำล ดงัแสดงในรูปท่ี 23 และ

ตำรำงท่ี 5 โดยพบว่ำกำรเติมเกลืออะซิเตตมีผลท ำให้อตัรำกำรใช้น ้ ำตำลลดลงในทุกชุดกำรทดลอง 

เม่ือเทียบกบัชุดกำรทดลองท่ีไม่เกลืออะซิเตต  
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จำกผลขอ้มูลของกำรผลิตเอทำนอล ในรูปท่ี 24 พบว่ำ กำรเติมเกลืออะซิเตตมีผลท ำให้กำร

ผลิตเอทำนอลลดลง โดยชุดตวัอย่ำงท่ีมีกำรเติม 0.5 % โดยน ้ ำหนกัของเกลืออะซิเตต ท ำให้ปริมำณ

ของเอทำนอลท่ีผลิตได้ท่ีชั่วโมงท่ี 24 ลดลง 16.8 % โดยลดลงจำก 30.01 ± 0.41 กรัมต่อลิตรในชุด

ควบคุมท่ีไม่มีกำรเติมเกลืออะซิเตต เป็น 24.97 ± 0.02 กรัมต่อลิตร และควำมปริมำณของเอทำนอลท่ี

ผลิตไดล้ะลดลงอีก เม่ือเพิ่มควำมเขน้ขน้ของเกลืออะซิเตตในอำหำรเหลวมำกข้ึน 

 

 
 

รูปที่ 22 แสดงกำรเจริญของยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใชแ้ป้งมนัส ำปะหลงัท่ี

ควำมเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ท่ีผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซมเ์ทอร์มำมิว

เป็นแหล่งอำหำรคำร์บอน โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที่ 23 แสดงกำรใชน้ ้ ำตำลกลูโคสจำกแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีควำมเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ท่ีผ่ำนกำร

ยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซมเ์ทอร์มำมิวเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอนในอำหำร YM 

โดยท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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รูปที ่24 แสดงกำรผลิตเอทำนอลจำกแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีควำมเขน้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ท่ีผำ่นกำรยอ่ย

ดว้ยเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซมเ์ทอร์มำมิวเป็นแหล่งอำหำรคำร์บอนในอำหำร YM โดย

ท ำกำรเติม 0 - 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 
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ตารางที่ 4 แสดงค่ำกำรเจริญจ ำเพำะของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้100 

กรัมต่อลิตรท่ีใช้แหล่งอำหำรคำร์บอนต่ำงๆ และเติม 2 กรัมต่อลิตรของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

ร่วมกบักำรเติม 0.0 – 1.0 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต  

ควำมเขม้ขน้ของ 

เกลืออะซิเตต 

(% โดยน ้ำหนกั) 

อตัรำกำรเจริญจ ำเพำะ (ต่อชัว่โมง) ในอำหำร YM ท่ีใชแ้หล่งอำหำรคำร์บอน 

กลูโคส ฟรุกโตส น ้ำตำลทรำยท่ี

ผำ่นกำรยอ่ย 

แป้งมนัท่ีผำ่นกำร

ยอ่ย 

0.00 0.295±0.025 0.272±0.001 0.241±0.002 0.216±0.005 
0.25 0.196±.001 0.224±0.008 0.210±0.004 0.211±0.001 
0.50 0.178±0.013 0.183±0.007 0.185±0.004 0.196±0.001 
0.75 0.185±0.002 0.172±0.003 0.166±0.009 0.187±0.008 
1.00 0.132±0.016 0.179±0.001 0.152±0.002 0.155±0.002 

 

ตารางที่ 5 แสดงค่ำอตัรำกำรใช้น ้ ำตำลของเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ในอำหำร YM ท่ีใช ้

100 กรัมต่อลิตรท่ีใช้แหล่งอำหำรคำร์บอนต่ำงๆ และเติม 2 กรัมต่อลิตรของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 

ร่วมกบักำรเติม 0.00 – 1.00 % w/v ของเกลืออะซิเตต  

ควำมเขม้ขน้ของ 

เกลืออะซิเตต 

(% โดยน ้ำหนกั) 

อตัรำกำรบริโภคน ้ำตำล (g/L/h)ในอำหำร YM ท่ีใชแ้หล่งอำหำรคำร์บอน 

กลูโคส ฟรุกโตส น ้ำตำลทรำยท่ี

ผำ่นกำรยอ่ย 

แป้งมนัท่ีผำ่นกำร

ยอ่ย 

0.00 4.36±0.21 4.83±0.11 4.37±0.18 4.16±0.30 
0.25 5.51±0.06 5.15±0.36 5.03±0.33 2.99±0.06 
0.50 4.13±0.11 4.20±0.47 4.53±0.63 2.02±0.04 
0.75 3.93±0.02 2.75±0.08 3.79±0.39 1.67±0.25 
1.00 3.54±0.18 1.94±0.40 1.88±0.05 1.71±0.21 
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ตารางที่ 6 แสดงค่ำอตัรำกำรผลิตเอทำนอล (productivity) ของเช้ือยีสตท์นอ้น Issatchenkia sp. S1 ใน

อำหำร YM ท่ีใช้ 100 กรัมต่อลิตรท่ีใช้แหล่งอำหำรคำร์บอนต่ำงๆ และเติม 2 กรัมต่อลิตรของเกลือ

แอมโมเนียมซลัเฟต ร่วมกบักำรเติม 0.00 – 1.00 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต 

ควำมเขม้ขน้ของ 

เกลืออะซิเตต 

(% โดยน ้ำหนกั) 

อตัรำกำรผลิตเอทำนอล (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง)  

ในอำหำร YM ท่ีใชแ้หล่งอำหำรคำร์บอนชนิดต่ำงๆ 

กลูโคส ฟรุกโตส น ้ำตำลทรำยท่ี

ผำ่นกำรยอ่ย 

แป้งมนัท่ีผำ่นกำร

ยอ่ย 

0.00 1.81 ± 0.03 1.61 ± 0.02 0.87 ± 0.02 1.25 ± 0.02 
0.25 2.05 ± 0.04 1.93 ± 0.02 0.74 ± 0.03 1.18 ± 0.01 
0.50 1.93 ± 0.04 1.81 ± 0.02 0.84 ± 0.03 1.04 ± 0.01 
0.75 1.62 ± 0.01 1.37 ± 0.05 0.77 ± 0.04 0.91 ± 0.01 
1.00 1.16 ± 0.06 0.22 ± 0.05 0.43 ± 0.01 0.58 ± 0.03 

 

ตารางที่ 7 แสดงกำรผลิตของกรดออกซำโลอะซิติกโดยเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ใน

อำหำร YM ท่ีใช้ 100 กรัมต่อลิตรท่ีใช้แหล่งอำหำรคำร์บอนต่ำงๆ และเติม 2 กรัมต่อลิตรของเกลือ

แอมโมเนียมซลัเฟต ร่วมกบักำรเติม 0.00 – 1.00 % โดยน ้ำหนกัของเกลืออะซิเตต  

ควำมเขม้ขน้ของ 

เกลืออะซิเตต 

(% โดยน ้ำหนกั) 

ปริมำณของกรดออกซำโลอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 

กลูโคส ฟรุกโตส น ้ำตำลทรำยท่ี

ผำ่นกำรยอ่ย 

แป้งมนัท่ีผำ่นกำร

ยอ่ย 

0.00 ND ND ND ND 

0.25 ND ND ND ND 

0.50 ND ND ND ND 

0.75 ND ND ND ND 

1.00 ND ND ND ND 

ND = Not Detected 

 



บทที ่5 
สรุปผลการศึกษา 

 
เช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 สามารถเจริญได้ดีในอาหาร YM ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 

หรือน ้ าตาลฟรุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอน และสามารถใชน้ ้ าตาลซูโครสท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์น
เวอร์เทส และแป้งมนัส าปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) และ
เอนไซม์เทอร์มามิว (Thermamyl®SC) ได ้แต่ประสิทธิภาพของการเจริญ และการผลิตเอทานอลน้อย
กวา่การใชน้ ้ าตาลกลูโคสหรือฟรุกโตสเป็นแหล่งอาหาร นอกจากน้ี เช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia sp. 
S1 สามารถผลิตกรดออกซาโลอะซิติกได้ 3.02 กรัมต่อลิตร หลังจากท าการหมักไปเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ในสภาวะท่ีไม่ใหอ้ากาศ 

ในระหวา่งการด าเนินการทดลอง ไดมี้ค าสั่งให้มีการยา้ยห้องปฏิบติัการจากอาคารเคร่ืองมือ 3 
ยงัอาคารเคร่ืองมือ 10 ซ่ึงเป็นเหตุให้ไม่มีความพร้อมในการด าเนินงาน รวมทั้ งมีการเคล่ือนยา้ย
เคร่ืองมือ อุปกรณ์ต่างๆ ไปยงัห้องปฏิบติัการใหม่ ซ่ึงในช่วงของการขนยา้ย และด าเนินการจดัเตรียม
ความพร้อมต่างๆ ของหอ้งปฏิบติัการใหม่ ตูเ้ก็บเช้ือแช่แขง็ -70 องศาเซลเซียส ท่ีใชส้ าหรับเก็บเช้ือ ไม่
สามารถควบคุมอุณภูมิได ้โดยพบวา่อุณหภูมิภายในตูป้ระมาณ 30 องศาเซลเซียส โดยคาดวา่ เช้ือท่ีท า
การเก็บไวใ้นตู ้น่าจะอยูท่ี่อุณหภูมิห้องมากกว่า 2 สัปดาห์ เป็นผลให้เช้ือท่ีเก็บไวส่้วนใหญ่ไม่มีการ
เจริญ และพบการปนเป้ือนของเช้ืออ่ืนในหลอดเก็บเช้ือบางหลอด โดยน าเช้ือยีสตท่ี์ท าการแยกไดม้า
จากหลอดเก็บเช้ือท่ีน าการทดสอบ ซ่ึงไม่พบการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกในอาหารเหลวท่ีใชใ้นการ
เล้ียงเช้ือ จึงเป็นไปไดว้า่เช้ือสูญเสียความสามารถในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก  

การกระตุน้การผลิตกรดอินทรีย ์โดยการเติมเกลืออะซิเตตลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่ การ
เติมเกลืออะซิเตต ไม่มีผลต่อการสังเคราะห์ออกซาโลอะซิเตต แต่กลบัพบว่า มีผลในการยบัย ั้งการ
เจริญ อตัราการใช้น ้ าตาล อตัราการผลิตเอทานอล และค่า yield ของเอทานอล แต่ในการทดลองน้ี 
พบวา่เช้ือยสีตท์นร้อน ไม่มีผลิตกรดออกซาโลอะซิติก   

แมว้่าจะมีการคดัแยกเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. S1 ยงัคงพบว่า เช้ือยีสต์ไม่สามารถ
ผลิตกรดออกซาโลอะซิติกได ้แต่ยงัคงสามารถผลิตเอทานอล ในอาหาร YM ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสหรือ 
ฟรุกโตสไดดี้ 
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