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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ อุปกรณ

1.  จุลินทรีย
- S. cerevisiae TISTR 5048
- K. marxainus

2.  อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการวิเคราะหทางจุลชีววิทยา (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ก)
- YM medium (Yeast Malt) บริษัท Difco
- Fermentation medium (Barnatt et al., 2000)

    - Acetate agar (Kurtzman et al .,1998)
- Gorodkowa’s agar (Kurtzman et al., 1998)
- Yeast fermentation medium (YFM) (Banat et al., 1992)
- Yeast carbon base บริษัท Difco
- Yeast nitrogen base บริษัท Difco

3.  สารเคมี
- 3,5-Dinitrosalicylic acid จากบริษัท Riedel-deaën
- Ammonium sulfate จากบริษัท Merck
- Diazonium Blue B จากบริษัท Fluka
- KH2PO4 จากบริษัท Merck
- MgSO4.7H2O จากบริษัท Merck
- Phenol จากบริษัท Merck
- Potassium nitrate จากบริษัท Merck
- Potassium tartrate จากบริษัท BDH AnalaR
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- Sodium hydroxide จากบริษัท Merck
- Sulphuric acid จากบริษัท Merck

3. น้ําตาล
- D-Cellobiose จากบริษัท Sigma
- D-Xylose จากบริษัท Fluka
- Erythritol จากบริษัท Fluka
- D-Galactose จากบริษัท Difco
- D-Glucose จากบริษัท Merck
- Inositol จากบริษัท Difco
- Lactose จากบริษัท Fluka
- D-Maltose จากบริษัท Fluka
- D-Mannitol จากบริษัท Fluka
- D-Melibiose จากบริษัท Fluka
- Raffinose จากบริษัท Sigma
- Sucrose จากบริษัท Merck
- D-Trehalose จากบริษัท Fluka

อุปกรณสําหรับวิเคราะหทางจุลชีววิทยา
-  เครื่องเขยา (Vortex Mixer) ของ Sciencefic  Industries. Inc. USA.
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน UV-1201V ของ Shimadsu,

Japan
- เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด super speed (Centrifuge) ของ Centaur2, Sunya
- หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา (Autoclave) ของ Tomy Seilo Co.Ltd, Japan
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ของ Eyela Tokla Rikakikai Co. Ltd, Japan
- ตูบมเชื้อชนิดเขยา (shaking incubator) ของ Gallekamp
- ตูปลอดเชื้อ (larminar airflow cabinet) รุน  BVT  125 ของ ISSCO,  USA
- ตูอบรอน (hot air oven) ของ Heraeus GmbH, Germany

               - Ebulliometer ของ PER VINUM J. SALLERON DUJARDIN, PARIS
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วิธีการทดลอง

1.  การแยกยีสตสายพันธุทนรอนที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง
1.1  การเก็บตัวอยางและแยกเชื้อใหบริสุทธิ์

เก็บตัวอยางพืชและดินที่คาดวาจะมียีสต ตัวอยางดอกไมและใบไมจากตน ผลไมซื้อจาก
ตลาดและรานขายผลไม น้ําตาลโตนดซื้อจากแหลงที่มีการปลูก บรรจุตัวอยางลงในภาชนะที่
สะอาดปลอดเชื้อ พรอมบันทึกสถานที่และวัน เดือน ป ที่เก็บ

1.2  วิธีการแยกเชื้อ
1.2.1 ตัวอยางดอกไมและใบไม ใช sterile cotton swab ปายเชื้อที่ผิวของตัวอยาง  นํา

มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YM พีเอช  5.5  ที่บรรจุอยูในหลอดขนาด 16×150 มิลลิเมตร 
ปริมาตร 5  มิลลิลิตร ที่มี penicillin ความเขมขน 60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ streptomycin 
ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ  40 oซ นาน  48 ชั่วโมง จุมตัวอยางจาก
อาหารเหลว 1 loop streak บนอาหารแข็ง YM ที่มี  antibiotic ดังกลาว บมที่อุณหภูมิ 40 oซ เปน
เวลา 48 ชั่วโมง ยายยีสตที่มีลักษณะโคโลนีแตกตางกันลงในอาหารแข็ง YM ที่ไมมี antibiotic โดย
วิธีการ streak plate เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง

1.2.2  ตัวอยางผลไมและน้ําตาลโตนด ใช loop ลนไฟฆาเชื้อทิ้งใหเย็นจุมตัวอยางผลไม
และน้ําตาลโตนด 1 loop streak บนอาหารแข็ง YM พีเอชเปน  5.5  ที่มี penicillin ความเขมขน 
60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ streptomycin ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 
40 oซ เปนเวลา  48 ชั่วโมง ยายยีสตที่มีลักษณะโคโลนีแตกตางกันลงในอาหารแข็ง YM ที่ไมมี 
antibiotic โดยวิธีการ streak plate เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 48 
ชั่วโมง

1.2.3  ตัวอยางดินและผลปาลม ชั่งตัวอยางดิน 5 กรัม หรือผลปาลม ใชที่คีบปราศจาก
เชื้อคีบเสนใยผลปาลม ใสลงในอาหารเหลว YM พีเอช  5.5  บรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ที่ผสมกับ  penicillin  ความเขมขน  60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 
streptomycin ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 
150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อเพิ่มจํานวนเชื้อใหมีปริมาณมาก ๆ

ถายเชื้อปริมาตร  2 มิลลิลิตร ลงในอาหารชนิดเดิม ปริมาตร  20 มิลลิลิตร เลี้ยงในตูบม
เชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํายีสตที่ไดจากการ
เลี้ยงมาเจือจางดวยเปปโตน 0.1 % ในระดับ 10-1-10-5 ใชปเปตดูดเชื้อที่เจือจางแลวที่ระดับความ
เขมขนตาง ๆ ความเขมขนละ  0.1 มิลลิลิตร ใสลงบนอาหารแข็ง  YM ใชแทงแกว (spreader) 
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เกลี่ยเชื้อใหทั่วอาหาร บมที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง ยายยีสตที่มีลักษณะโคโลนีแตก
ตางกันลงในอาหารแข็ง YM ที่ไมมี antibiotic โดยวิธีการ  streak plate เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ นําไป
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง

นํายีสตที่ไดจากขอ 1.2.1  1.2.2 และ 1.2.3 มาทําเปนเชื้อบริสุทธิ์เพื่อศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของโคโลนี  ไดแก ขนาด สี  ขอบ ผิว และลักษณะของเซลลยีสตภายใตกลอง
จุลทรรศนเพื่อใชในการแยกยีสตที่มีลักษณะตางกัน เก็บตัวอยางยีสตที่แยกไดในอาหารวุนเอียง
YM (stock medium) โดยเลี้ยงยีสตสายพันธุละ 2 ซ้ํา ที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อ
ใหเชื้อเจริญเต็มที่ เก็บหลอดเชื้อยีสตที่แยกไดไวที่อุณหภูมิ 4 oซ ทําการถายเชื้อเดือนละครั้ง

            
2.  การคัดเลือกเชื้อยีสตที่ผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิสูง

การทดลองใน ขอ 2.1-2.3 ซึ่งเปนอาหารเหลว มีวิธีการเตรียมเชื้อโดยเขี่ยเชื้อยีสตที่มีการ
เจริญดีอายุ 48 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง  YM ที่เจริญที่อุณหภูมิ  40 oซ ลงในอาหารเหลว YM     
พีเอช 5.5 ที่บรรจุอยูในหลอดขนาด 16×150 มิลลิเมตร ปริมาตร 5  มิลลิลิตร โดยปรับระดับความ
ขุนของเชื้อใหมีคาความขุนเทากับ 0.5 ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ในขอ  2.1 และ ขอ 2.3 
สวนในขอ 2.2 ปรับคาความขุนเปน 1.0

2.1  ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิ 40 oซ
นํายีสตที่แยกไดทุกไอโซเลตจากขอ  1 และยีสตที่ใชเปรียบเทียบ 2 สายพันธุ คือ  S.

cerevisiae TISTR 5048 และ K. marxianus มาเตรียมเชื้อเร่ิมตน ถายเชื้อเร่ิมตนที่ตองการ
ทดสอบ 1 หยด ดวย sterile pasteur pipette ลงในอาหารเหลว YM พีเอช  5.5  ที่บรรจุอยูใน
หลอดขนาด 16×150 มิลลิเมตร ปริมาตร  5 มิลลิลิตร ไอโซเลตละ 2 หลอด นําไปบมที่อุณหภูมิ 
40 oซ นาน  48 ชั่วโมง วัดการเจริญของเชื้อจากความขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร โดยให
ระดับการเจริญเปน 3 ระดับ คือ ความขุน 0.3-0.5 หมายถึง เจริญนอย   0.5-1 หมายถึง เจริญดี 
และความขุนมากวา  1  หมายถึง เจริญดีมาก

2.2  เปรียบเทียบการหมักน้ําตาลกลูโคสและซูโครสที่อุณหภูมิสูง
นํายีสตที่เจริญดีที่สุดจากขอ  2.1 และยีสตที่ใชเปรียบเทียบ 2 สายพันธุ ไดแก S.

cerevisiae TISTR 5048 และ K. marxianus มาการเตรียมเชื้อเร่ิมตน ถายเชื้อเร่ิมตนที่ตองการ
ทดสอบ 1 หยด ดวย sterile pasteur pipette ลงในอาหารเหลว  Fermentation medium ที่บรรจุ
อยูในหลอดขนาด 16×150 มิลลิเมตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีน้ําตาลกลูโคสหรือซูโครสชนิดละ 2 
% เปนสับสเตรท  สายพันธุละ  2 ซ้ํา ในน้ําตาลแตละชนิด บมที่อุณหภูมิ  40 oซ บันทึกผลปริมาณ
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กาซที่เกิดขึ้นในหลอดดักกาซโดยมีหนวยเปนมิลลิเมตรจนกระทั่งครบ  24 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อที่
คัดไดจากการทดลองนี้มาใชทดสอบตอในขอ 2.3

2.3  ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ
เตรียมเชื้อเร่ิมตนจากสายพันธุที่คัดไดจากขอ 2.2 และยีสตที่ใชเปรียบเทียบ 2 สายพันธุ

ไดแก S. cerevisiae TISTR 5048 และ K. marxianus ถายเชื้อเร่ิมตน 10 %  (คาความขุน 0.5 ที่
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร) ดวยปเปตที่ปราศจากเชื้อลงในอาหารเหลว YM พีเอช 5.5 ที่บรรจุ
อยูในหลอดขนาด 16×150 มิลลิเมตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร สายพันธุละ 15 หลอด แบงไปบมที่
อุณหภูมิ  30  35   40  42 และ 44 oซ ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water  bath) อุณหภูมิละ 3 
หลอดตอสายพันธุ นาน 48 ชั่วโมง วัดการเจริญจากคาความดูดกลืนแสงความยาวคลื่น  660    
นาโนเมตร นํามาหาคาเฉลี่ย หลังจากนั้นนําเชื้อยีสตที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูงกวา 40 oซ มา
ใชทดสอบในการทดลองขอ 2.4

2.4  เปรียบเทียบการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 40 oซ
การทดลองตั้งแต ขอ 2.4-3.5 ใชวิธีการเตรียมเชื้อเร่ิมตนดังนี้
ถายเชื้อยีสตที่มีการเจริญดีอายุ 48 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง YM ที่เจริญที่อุณหภูมิ  

40 oซ 1 loop ลงในอาหารเหลว YM พีเอช 5.5 ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร เลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 oซ เปนเวลา 12 
ชั่วโมง ปรับปริมาณเชื้อเร่ิมตนใหมีความขุนเทากับ 0.5 ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร

เตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยถายเชื้อที่คัดไดจากขอ 2.3 และยีสตที่ใชเปรียบเทียบ 2 สายพันธุ 
ถายเชื้อเร่ิมตน 10 % ลงในอาหารเหลว Yeast fermentation medium (YFM) (Banat et al., 
1992) (ภาคผนวก ก) พีเอช 5.5 ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
ซึ่งมีน้ําตาลกลูโคส 15 % สายพันธุละ  2 ฟลาสก เลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 150     
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 oซ นาน 72 ชั่วโมง บันทึกผลการผลิตเอทานอลและน้ําตาลรีดิวซ นําเชื้อ
ยีสตที่ผลิตเอทานอลไดดี มาทดสอบในการทดลองขอ 2.5

2.5  การเจริญและผลิตเอทานอลของยีสตสายพันธุทนรอนที่อุณหภูมิ 40 oซ
เตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยถายเชื้อที่คัดไดจากขอ   2.4 และยีสตที่ใชเปรียบเทียบ               

S. cerevisiae TISTR5048 ถายเชื้อเร่ิมตน 10 %  ลงในอาหาร  YFM พีเอช 5.5 ที่บรรจุอยูใน 
ฟลาสกขนาด  250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีน้ําตาลกลูโคส 15 % สายพันธุละ 10 
ฟลาสก เลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 oซ ที่เวลา 12   24  48  
60 และ 72 ชั่วโมง นํายีสตมาวัดเจริญที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร วัดปริมาณเอทานอลและ
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น้ําตาลรีดิวซ คร้ังละ 2 ฟลาสก ยีสตที่สามารถผลิตเอทานอลไดสูงจากการทดลองนี้นํามาศึกษา
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการผลิตเอทานอลตอไป

3.  ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตที่คัดเลือกได
3.1 ความเขมขนที่เหมาะสมของน้ําตาลกลูโคส  กากน้ําตาล และยีสตสกัด

3.1.1 ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส และกากน้ําตาล
               ถายเชื้อเร่ิมตน (วิธีการเชนเดียวกับขอ 2.4)  10 % ลงในอาหาร YFM ที่บรรจุอยู

ใน ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ปรับพีเอชเริ่มตนเปน 5.5  โดยปรับใหมี
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนทั้งหมดของน้ําตาลกลูโคสและกากน้ําตาลเทากับ 10  15 และ 20 % ความ
เขมขนละ 2 ฟลาสก เลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 oซ วัดการ
เจริญทุก  6 ชั่วโมง โดยวัดน้ําหนักเซลลแหงตามวิธีของ สาโรจน และคณะ (2544) เมื่อครบเวลา 
48 ชั่วโมง นํามาวัดปริมาณเอทานอล และน้ําตาลทั้งหมด (Dobois et al., 1956) (ภาคผนวก ข)

3.1.2  ปริมาณของยีสตสกัด
           ถายเชื้อเร่ิมตน (เชนเดียวกับขอ 2.4)  10 % ลงในอาหาร YFM ที่บรรจุอยูใน ฟลาสก

ขนาด  250 มิลลิลิตร ปริมาตร  100 มิลลิลิตร ที่มีชนิดและปริมาณแหลงคารบอนที่เหมาะสมตาม
การทดลองขอ 3.1.1 โดยเติมปริมาณยีสตสกัด 3 ระดับ ไดแก 0.3  0.6 และ 1.0 % พีเอชเริ่มตน 
5.5 ความเขมขนละ  2 ฟลาสก นํามาเลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/นาที ที่
อุณหภูมิ 40 oซ วัดการเจริญทุก 6 ชั่วโมง ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร แลวเทียบเปนน้ําหนัก
เซลลแหงตามวิธีของ สาโรจน และคณะ (2544) เมื่อครบเวลา  48 ชั่วโมง นํามาวัดปริมาณ         
เอทานอล และน้ําตาลรีดิวซ (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข)

3.2  พีเอชเริ่มตนของอาหารที่เหมาะสม
ถายเชื้อเร่ิมตน (เชนเดียวกับขอ 2.4)  10 %  ลงในอาหาร  YFM ที่บรรจุอยูใน

ฟลาสกขนาด  250 มิลลิลิตร ปริมาตร  100 มิลลิลิตร ที่มีชนิด ปริมาณแหลงคารบอนและยีสต
สกัดที่เหมาะสมตามการทดลองขอ  3.1 โดยปรับใหมีปรับพีเอชเริ่มตนของอาหารเทากับ 4.5  5.5 
และ 6.5 ตามลําดับ  พีเอชละ 2 ฟลาสก  นําไปเลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/
นาที อุณหภูมิ 40 oซ วัดการเจริญทุก 6 ชั่วโมง ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร แลวเทียบเปนน้ํา
หนักเซลลแหงตามวิธีของ สาโรจน และคณะ (2544) เมื่อครบเวลา  48 ชั่วโมง นํามาวัดปริมาณ         
เอทานอล และน้ําตาลรีดิวซ (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข)
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3.3  ปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสม
ศึกษาปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่เหมาะสม โดยถายเชื้อเร่ิมตน (เชนเดียวกับขอ 2.4) ปริมาณ 5 

และ 10 % ลงในอาหาร YFM ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่
มีชนิด ปริมาณแหลงคารบอนและยีสตสกัดที่เหมาะสมตามการทดลองขอ  3.1 พีเอชเริ่มตนที่
เหมาะสมตามขอ 3.2 ความเขมขนละ 2 ฟลาสก เลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบ/
นาที อุณหภูมิ  40 oซ วัดการเจริญทุก  6 ชั่วโมง ที่ความยาวคลื่น  660 นาโนเมตร แลวเทียบเปน
น้ําหนักเซลลแหงตามวิธีของ สาโรจน และคณะ (2544) เมื่อครบเวลา  48 ชั่วโมง นํามาวัดปริมาณ         
เอทานอล และน้ําตาลรีดิวซ (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข)

3.4  ความเร็วรอบของการเขยาที่เหมาะสม
ถายเชื้อเร่ิมตน (เชนเดียวกับขอ 2.4) ปริมาณที่เหมาะสมตามขอ 3.3 ลงในอาหาร YFM  

ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีชนิด ปริมาณแหลงคารบอน
และยีสตสกัดตามการทดลองขอ 3.1 ปรับพีเอชเริ่มตนตามขอ  3.2 เลี้ยงในตูบมเชื้อที่เขยาดวย
ความเร็วรอบ 100  150 และ 200 รอบ/นาที ความเร็วรอบละ  2  ฟลาสก อุณหภูมิ  40 oซ วัดการ
เจริญทุก 6 ชั่วโมง ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร แลวเทียบเปนน้ําหนักเซลลแหงตามวิธีของ สา
โรจน และคณะ (2544) เมื่อครบเวลา  48 ชั่วโมง นํามาวัดปริมาณเอทานอล และน้ําตาลรีดิวซ
(Miller, 1959) (ภาคผนวก ข)

3.5  การเจริญและการผลิตเอทานอลจากสภาวะที่เหมาะสม
ถายเชื้อเร่ิมตน (เชนเดียวกับขอ 2.4) ปริมาณที่เหมาะสมตามขอ 3.3 ลงในอาหาร YFM  

ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีชนิด ปริมาณแหลงคารบอน
และยีสตสกัดที่เหมาะสมตามการทดลองขอ 3.1 ปรับพีเอชเริ่มตนที่เหมาะสมตามขอ 3.2 เลี้ยงใน
ตูบมเชื้อที่เขยาความเร็วรอบที่เหมาะสมตามขอ 3.4 อุณหภูมิ  40 oซ วัดการเจริญทุก 6 ชั่วโมง ที่
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร แลวเทียบเปนน้ําหนักเซลลแหงตามวิธีของ สาโรจน และคณะ 
(2544) เมื่อครบเวลา  48 ชั่วโมง นํามาวัดปริมาณเอทานอล และน้ําตาลรีดิวซ (Miller, 1959)  
(ภาคผนวก ข)
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4.  ศึกษาลักษณะบางประการของเชื้อ MIY1 และ MIY57 เพื่อใชในการบงชี้ชนิดของยีสต
4.1.  ศึกษาลักษณะทาง microscopic และ macroscopic morphology

4.1.1  ศึกษาลักษณะการเจริญ (Cultural characteristic)
 4.1.1.1  ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง (YM agar) โดยการเขี่ยเชื้อลงบน

อาหารแข็ง YM  บมที่อุณหภูมิ  30  oซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตลักษณะโคโลนี ไดแก สี  ขอบ รูป
ราง  ความมัน  ความดาน  ผิว และลักษณะเปนเมือก

4.1.1.2  ศึกษาลักษณะการเจริญในอาหารเหลว (YM broth) โดยการถายเชื้อเร่ิมตน
ความขุน +1 (+1 คือ เมื่อเทียบความขุนกับกระดาษที่ขีดเสนสีดําสามเสนแตละเสนหนาประมาณ 
1 มิลลิเมตร แลวมองเห็นเสนชัด) ลงในอาหารเหลว YM บมที่อุณหภูมิ  30 oซ สังเกตลักษณะการ
เจริญของเชื้อในอาหารวาลอยเปนฝา (pellicle) หรือเจริญทั่วทั้งหลอด หรือตกตะกอน 
(flocculation) อยูที่กนหลอด เมื่อครบเวลา 3   7 และ 21 วัน

 4.1.2  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic) ศึกษารูปราง
และขนาดของเซลล โดยนําเชื้ออายุ  48 ชั่วโมง จากอาหารเหลว  YM มาทํา  wet mount  ดวย 
methylene blue ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน การวัดขนาดความกวางทําไดโดยใช micrometer 
วัดเซลลไมนอยกวา 20 เซลลเพื่อหาคาเฉลี่ย

 4.1.3  ศึกษาลักษณะการสืบพันธุ (Characteristic of reproduction)
4.1.3.1  ศึกษาการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยนําเชื้ออายุ  48 ชั่วโมง จากอาหาร

เหลว YM สังเกตการสืบพันธุแบบตาง ๆ  เชน การแบงตัวแบบ Fission  การแตกหนอแบบ 
unipolar  bipolar หรือ multipolar budding โดยการทํา wet mount ดวย methylene blue ตรวจ
ดูดวยกลองจุลทรรศน

4.1.3.2  ศึกษาการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ คือการสราง ascospore โดยเลี้ยงเชื้อใน
อาหารวุนเอียง  YM agar   Acetate agar และ Gorodkowa’s agar บมที่ 30 oซ ศึกษาดูรูปราง
และจํานวนของแอสโคสปอร/เซลล หลังจากวันที่ 3 และทุกสัปดาห จนครบ 6 สัปดาห

4.2  ศึกษาคุณสมบัติทางสรีรวิทยา
4.2.1  ศึกษาความสามารถในการหมักน้ําตาล (Fermentation of carbon compound) 

ตามวิธีของ Kurtzman และคณะ (1998) เตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยเขี่ยเชื้อ young active culture ของ
ยีสตอายุ 48 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียงที่เจริญที่อุณหภูมิ 30 oซ ลงในอาหารเหลว YM ใหมีความ
ขุนของเชื้อเทากับ +2 (+2 คือ เมื่อเทียบความขุนกับกระดาษที่ขีดเสนสีดําสามเสนแตละเสนหนา
ประมาณ 1 มิลลิเมตร แลวมองเห็นเสนไมชัด)
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ถายเชื้อเร่ิมตนที่ตองการทดสอบ 1 หยด ดวย sterile pasteur pipette ลงใน
อาหารเหลว  Fermentation medium ที่มีน้ําตาลชนิดตาง ๆ บมที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 21 วัน 
บันทึกผลการเปลี่ยนน้ําตาลเปนกรด โดยสังเกตการปลี่ยนสี bromothymol blue จากเขียวเขมเปน
สีเหลือง และวัดปริมาณกาซที่เกิดขึ้นในหลอดดักกาซโดยมีหนวยเปนมิลลิเมตร บันทึกผลปริมาณ
กาซที่เกิดขึ้นในหลอดดักกาซทุกวัน จนกระทั่งครบ  21 วัน การรายงานผล โดย (+) คือ หมักน้ํา
ตาล ไดกาซเต็มหลอดภายใน 7 วัน (s) : slow positive คือ หมักน้ําตาลไดกาซเต็มหลอดหลังจาก 
7 วัน  (v) คือ ใหผลไมแนนอนขึ้นอยูกับสายพันธุ และ (–) คือไมหมักน้ําตาล (Kurtzman et al., 
1998) น้ําตาลที่ทดสอบ คือ D-Glucose  D-Galactose  Sucrose  D-maltose  Lactose  D-
Trehalose  Raffinose  D-Melibiose  D-Cellobiose และ D-Xylose

4.2.2  ศึกษาความสามารถในการใชน้ําตาล (Assimilation of carbon compound) 
ตามวิธีของ Kurtzman และคณะ (1998) เตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยเขี่ยเชื้อ  young active culture 
ของยีสตอายุ  48 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง YM ที่อุณหภูมิ  30 oซ ลงในอาหารเหลว YM ปรับ
ความขุนของเชื้อเทากับ +1 ถายเชื้อที่ตองการลงในอาหารเหลว yeast nitrogen base ที่มีแหลง
คารบอนตาง ๆ บมที่อุณหภูมิ 30 oซ อานผลโดยดูความขุนของอาหาร โดยการนํากระดาษที่ขีด
เปนเสนสีดําหนาประมาณ 1 มิลลิเมตร มาทาบดานหลังของหลอดทดลอง กรณีที่สังเกตแลวเห็น
เสนสีดําชัดเจนและอาหารไมขุนแสดงวาเชื้อไมสามารถใชน้ําตาลไดใหเปน (-)   อาหารขุนแตเห็น
เสนชัดแสดงวามีการเจริญนอยใหเปน  +1  ถาสังเกตเห็นเสนราง ๆ แสดงวาเชื้อเจริญไดดีใหเปน 
+2 และถามองไมเห็นเสนแสดงวาเชื้อเจริญไดดีมากใหเปน  +3 เปรียบเทียบความขุนของเชื้อ
เทียบกับหลอดควบคุม (ไมใสแหลงคารบอน) บันทึกความสามารถในการใชน้ําตาลจนครบ 21 วัน 
รายงานผล โดย (+) คือ ใชน้ําตาลได ใหคาความขุน +2 หรือ +3 ภายใน 7 วัน  (s) : slow 
positive คือ ใชน้ําตาลชา ใหคาความขุน +2 หรือ +3 หลังจาก 7 วัน  (v) คือ ใหผลไมแนนอนข้ึน
อยูกับสายพันธุ และ (–) คือไมใชน้ําตาล (Kurtzman et al., 1998) น้ําตาลที่ใชทดสอบคือ     D-
Glucose  D-Galactose  Sucrose  D-maltose  Lactose  D-Trehalose  Raffinose             D-
Melibiose   Inositol   D-Cellobiose และ D-Xylose

4.2.3  ศึกษาความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน (Assimilation of nitrogen  
compound) ตามวิธีของ Kurtzman และคณะ (1998) เตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยเขี่ยเชื้อ young 
active culture ของยีสตอายุ 48 ชั่วโมง จากอาหารวุนเอียง YM ลงในอาหารเหลว yeast carbon 
base ที่ไมมีแหลงไนโตรเจน ปรับความขุนของเชื้อเทากับ +1 บมที่อุณหภูมิ 30 oซ นาน 7 วัน เพื่อ
ใหเซลลใชไนโตรเจนในเซลลหมด ถายเชื้อที่ตองการทดสอบลงในอาหาร yeast carbon base ที่มี



29

แหลงไนโตรเจนที่ตองการทดสอบ สังเกตการเจริญทุก 2 วัน บันทึกระดับการเจริญเปน +3  +2  
1+ และ (–) เทียบกับ positive control (อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจน) และ negative control (อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเฉพาะ yeast carbon base) นาน 21 วัน 
รายงานผลโดย (+) คือ ใชเปนแหลงไนโตรเจนได ใหคาความขุน +2 หรือ +3 ภายใน 7 วัน และ (–) 
คือไมใชเปนแหลงไนโตรเจน (Kurtzman et al., 1998) แหลงไนโตรเจนที่ใชทดสอบ คือ 
potassium nitrate และ sodium nitrite

4.2.4  ศึกษาความสามารถในการยอมติดสี Diazonium Blue B (Diazonium Blue B
reaction) ตามวิธีของ Barnett และคณะ (2000) เตรียมสี Diazonium Blue B โดยชั่ง
Diazonium Blue B ในอัตราสวน 1 มิลลิกรัม มาละลายใน 0.1 M Tris-HCl buffer pH 7.5
ปริมาตร  1  มิลลิลิตร ขณะเย็นจัด นํายีสตที่เจริญที่อุณหภูมิหองบนอาหารวุนเอียง YM อายุ 10
วัน มาบมที่อุณหภูมิ 55 oซ นาน 16 ชั่วโมง นําสี Diazonium Blue B ที่เตรียมไว (เตรียมใหมทุก
คร้ังกอนการทดลอง) มาเททับบนเชื้อที่อุณหภูมิหอง ถาเชื้อที่ทดสอบเปลี่ยนเปนสีแดงดําภายใน
เวลา 2 นาที อานผลเปน (+) ยีสตดังกลาวจัดเปนพวก Basidiomyces แตถาเชื้อที่ทดสอบไม
เปลี่ยนเปนสีแดงดําภายในเวลา 2 นาที อานผลเปน (-) ยีสตดังกลาวจัดเปนพวก Ascomyces

4.2.5. ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาดวยชุดทดสอบ API 20C AUX และ conventional
method โดยสงตัวอยางตรวจที่กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข

4.3  ศึกษาลักษณะทางอณูชีววิทยาดวยวิธี DNA sequencing electropherogram โดยการสง
ตัวอยางตรวจที่ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล
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