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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกและศึกษาลักษณะของยีสต์จากผลไม้ท้องถิ่น 5 ชนิด 
ได้แก่ อินทผาลัม (DP) ส้ม (OR) กล้วย (BN) อ้อยพันธุ์น้ำผึ้ง (SH) และอ้อยสุพรรณ 50 (SS) โดยใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อ YEPDA พบยีสต์ทั้งหมด 14 ไอโซเลต ซึ่งจำแนกเป็น 7 กลุ่มตามลักษณะโคโลนี      
และรูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ การจำแนกสายพันธุ์ดำเนินการด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา โดย
เพิ่มปริมาณยีน 5.8S-ITS rDNA ด้วย PCR Products มีขนาด 370–750 bp และการวิเคราะห์ลำดับ
นิวคลีโอไทด์ของสายพันธุ์ที่เลือก 7 สายพันธุ์ (DP2, OR1, OR2, BN1, SH2, SS1, SS2) พบว่ามีความ
คล้ายคลึงกับข้อมูลใน GenBank โดยสามารถระบุสายพันธุ์ เช่น Saccharomyces cerevisiae และ 
Ogataea kudriavzevii 

การศึกษาการเจริญเติบโตภายใต้สภาวะแวดล้อมต่าง ๆ พบว่ายีสต์ส่วนใหญ่เจริญดีที่สุดที่

อุณหภูมิ 30–35 องศาเซลเซียส โดยสายพันธุ์ BN1 เจริญได้คงที่ในช่วง 25–30  องศาเซลเซียส      
การทดสอบความทนทานต่อเอทานอลพบว่าการเจริญ เติบ โตลดลงเมื่อความ เข้มข้ นของ                  
เอทานอลเพิ่มขึ้น โดย DP2 และ BN1 ยังคงเจริญได้ในระดับปานกลางที่ 5–8% และยังตรวจพบ              
การเจริญ เติบ โตที่  12% แสดงถึง ศักยภาพ ในการใช้ ในกระบวนการหมักที่ ต้องการผลผลิต                
เอทานอลสูง การใช้แหล่งคาร์บอนพบว่า fructose และ sucrose ส่งเสริมการเจริญเติบโตได้ดีที่สุด 
ขณะที่ galactose  และ glycerol มีประสิทธิภาพต่ำในบางสายพันธุ์ สำหรับคุณสมบัติการตกตะกอน
ของเซลล์ พบว่า OR1 (O. kudriavzevii) มีประสิทธิภาพสูงสุด (85–90%) รองลงมาคือ SS2 (58–
60%) ซึ่งเหมาะสมต่อการใช้ในกระบวนการหมักที่ ต้องการการแยกเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ          
ผลการศึกษาน้ีสะท้อนถึงความหลากหลายทางชีวภาพและศักยภาพของยีสต์ท้องถิ่นในการประยุกต์ใช้
ในอุตสาหกรรมหมัก โดยเฉพาะด้านการผลิตเอทานอลและการลดต้นทุนการแยกเซลล์ในกระบวนการผลิต 

 
คำสำคัญ:  ยีสต์, การคัดแยกสายพันธุ์, ผลไม้ท้องถ่ิน, การหมัก, Saccharomyces 

cerevisiae, Ogataea kudriavzevii 
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ABSTRACT 
 

This study aimed to isolate and characterize yeast strains from five types of 
local fruits: Date Plam (DP), Orange (OR), Banana (BN), Namphueng sugarcane (SH), 
and Suphan 50 sugarcane (SS), using YEPDA medium. A total of 14 yeast isolates were 
obtained and classified into seven groups based on colony morphology and 
microscopic cell structure. Species identification was performed using molecular 
techniques by amplifying the 5.8S-ITS rDNA region via PCR. The PCR products ranged 
from 370 to 750 bp. Nucleotide sequence analysis of seven selected strains (DP2, 
OR1, OR2, BN1, SH2, SS1, SS2) revealed high similarity to GenBank database entries, 
identifying species such as Saccharomyces cerevisiae and Ogataea kudriavzevii. 

Growth performance under various environmental conditions showed that 

most strains grew optimally at 30–35 °C, with BN1 maintaining stable growth at 25–

30 °C. Ethanol tolerance tests indicated a significant decrease in growth with 
increasing ethanol concentrations. However, strains DP2 and BN1 exhibited moderate 
growth at 5–8% ethanol and remained viable even at 12%, suggesting their potential 
for high-ethanol fermentation processes. Carbon source utilization varied among 
strains. Fructose and sucrose supported the highest growth rates, while galactose and 
glycerol were less effective in some strains. Flocculation analysis revealed that OR1 
(O. kudriavzevii) had the highest flocculation efficiency (85–90%), followed by SS2 
(58–60%), indicating suitability for fermentation processes requiring efficient cell 
separation. These findings highlight the biodiversity and industrial potential of local 
yeast strains, particularly in ethanol production and cost-effective cell separation in 
fermentation systems. 
Keywords:  Yeast, Strain isolation, Local fruits, Fermentation, Saccharomyces 

cerevisiae, Ogataea kudriavzevii 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
ผลไม้ในท้องถิ่นจังหวัดเพชรบูรณ์ ที่มีการเพาะปลูกและนิยมรับประทานมีมากมายหลายชนิด เช่น 

ส้ม มะขาม อินทผาลัม อ้อย และกล้วย ซึ่งในแต่ละชุมชนมีการเพาะปลูกเป็นจำนวนมากเพื่อนำมาใช้ในการ
บริโภคภายในครัวเรือน และจัดจำหน่ายในเชิงการค้า แต่ในบางฤดูกาลมีผลผลิตเป็นจำนวนมากจึงทำให้เกิด
การเน่าเสียและเป็นขยะให้กับสิ่งแวดล้อม  นอกจากน้ียังเป็นแหล่งเพาะเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่าง  ๆ จาก
แผนปฏิบัติการระยะ 5 ปี (พศ. 2566-2570) เร่งเห็นถึงความสำคัญถึงทรัพยากรทางชีวภาพตามแผนงาน
ทางการพัฒนา แผนงานที่ 2 พัฒนาฐานข้อมูล องค์ความรู้ และนวัตกรรม ด้านความหลากหลายทางชีวภาพ
และภูมิปัญญาท้องถิ่นเพื่อปกป้อง คุ้มครอง เผยแพร่ และใช้ประโยชน์ความหลากหลายทางชีวภาพ 
(สำนักงานพัฒนาเศรษฐกิจจากฐานชีวภาพ, 2565) และตามแผ่นแม่บทกระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและ
สิ่งแวดล้อม ระยะ 20 ปี (พ .ศ. 2561-2580) ยุทธศาสตร์ที่  2 บริหารจัดการทรัพยากรธรรมชาติ และ
สิ่งแวดล้อมให้เกิดประโยชน์อย่างยั่งยืนเพื่อพัฒนาเศรษฐกิจจากฐานความหลากหลายทางชีวภาพ ทรัพยากร
ชีวภาพ และทรัพยากรพันธุกรรมต่อการพัฒนาขีดความสามารถในการแข่งขันในระดับชาติหรือนานาชาติได้  
จึงเป็นกรอบแนวคิดที่สำคัญในการอนุรักษ์ โดยทำการคัดแยกและจัดจำแนกเชื้อยีสต์ที่มีความสำคัญทาง
อุตสาหกรรมจากผลไม้ในท้องถิ่นเพื่อจัดเก็บข้อมูลทรัพยากรชีวภาพของสายพันธุ์เชื้อจุลินทรีย์ของท้องถิ่น 
และสามารถนำเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มาต่อยอดในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ในเชิงอุตสาหกรรมด้านต่าง ๆ เช่น 
การผลิตไบโอดีเซล การผลิตอาหารหมักดอง การผลิตเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์  การผลิตกรดอินทรีย์ การผลิต
โปรตีนเซลล์เด่ียว และการผลิตอุตสาหกรรมเบเกอร์ร่ี เป็นต้น  

ดังน้ัน ผู้วิจัยจึงเกิดแนวคิดในการคัดแยก และจัดจำแนกเชื้อยีสต์สายพันธุ์ที่มีความสำคัญทาง
อุตสาหกรรมจากผลไม้ที่เหลือทิ้งในท้องถิ่น ซึ่งมีสาเหตุมาจากการเน่าเสียของผลไม้ที่เป็นปัญหาและส่งผล
กระทบต่อสิ่งแวดล้อม และสุขอนามัยของคนในชุมชน ด้วยวิธีการจำแนกสายพันธุ์จุลินทรีย์ในผลไม้โดยอาศัย
เทคนิคอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล บริเวณ ITS1/ITS2 ของ rRNA gene โดยศึกษาลักษณะและความคลาย
คลึงในระดับพันธุกรรม (genetic material) พร้อมทั้งทดสอบความทนทานของยีสต์ ศึกษาความสัมพันธ์ของ
ยีสต์จากต้นไม้วิวัฒนาการ (phylogenetic tree)  และศึกษาการนำยีสต์ที่แยกได้มาต่อยอดในการผลิตขนม
ปัง นอกจากน้ียังเป็นแนวทางหน่ึงในการเพิ่มมูลค่าให้กับของเหลือทิ้งให้เป็นแหล่งทรัพยากรทางชีวภาพที่มี
ประโยชน์สู่เศรษฐกิจฐานชีวภาพโดยอาศัยองค์ความรู้ทางด้านจุลชีววิทยาและด้านเทคโนโลยีชีวภาพ จาก
ข้อมูลที่ทำการศึกษาสามารถนำไปสู่การต่อยอดการผลิตผลิตภัณฑ์ทั้งผลิตภัณฑ์อาหาร และผลิตภัณฑ์ที่มิใช่
อาหารโดยใช้ยีสต์เป็นเชื้อต้ังต้นในกระบวนการหมัก เช่น การทำไวน์ผลไม้ การทำขนมปัง และการผลิต
เชื้อเพลิงชีวภาพ เป็นต้น 
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1.2 วัตถุประสงค์ 
1.  ศึกษาการคัดแยก และจัดจำแนกเชื้อยีสต์จากผลไม้ที่เหลือทิ้งในท้องถิ่น 

2.  ศึกษาลักษณะสัณฐาน เก็บรวบรวมสายพันธุ์ของยีสต์และจำแนกสายพันธุ์ ยีสต์ด้วยเทคนิค 

อนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

3.  ศึกษาความสัมพันธ์ของเชื้อยีสต์ด้วยต้นไม้วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

4.  ศึกษาความเป็นไปได้ในการนำยีสต์ทีคัดแยกได้มาพัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ใหม่  

5.  เพื่อจัดทำฐานข้อมูลทางทรัพยากรชีวภาพสู่การพัฒนาเศรษฐกิจฐานชีวภาพของชุมชน 

6.  เพื่อจัดการกับขยะมูลฝอยของท้องถิ่นโดยการหาแหล่งทรัพยากรชีวภาพ (เชื้อจุลินทีย์) ผ่าน

กระบวนการทางชีวโมเลกุล 

 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 
จากทฤษฎีและสมมติฐานดังกล่าวสามารถกำหนดเป็นกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัยได้ดังน้ี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1.1 กรอบแนวความคิดของแผนงานวิจัย 

 
 

เก็บตัวอย่างผลไม้ใน
ท้องถิ่นที่สำคัญในจังหวัด

เพชรบูรณ์ 

- การศึกษาโคโลนี 

- การศึกษาลักษณะเซลล์ 
- การจัดจำแนกทางชีว

โมเลกุล 

- การศึกษาทางชีวเคมี 

Data base ฐาน
ทรัพยากรชีวภาพทาง

จุลินทรีย ์

ทำการศึกษาการคัด
แยกเชื้อยสีต์จากผลไม้
ที่เหลือทิ้งในท้องถิ่น 

บูรณาการกับการเรียน
การสอนในรายวิชาการ

จัดการ
ทรัพยากรธรรมชาติ 

และจุลชีววิทยา  

ถ่ายทอด
เทคโนโลยีสู่

วิสาหกิจ
ชุมชน 

 

ประยุกต์ใช้ยสีต์ที่คัด
แยกจากท้องถิ่นเชิง

การค้า 
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1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
 1.  ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 
 ตัวอย่างผลไม้ท้องถิ่นที่เหลือทิ้งที่นำมาใช้ในการทดลองมี 5 ชนิด ได้แก่ อินทผาลัม ส้ม กล้วย อ้อย
สายพันธุ์น้ำผึ้ง และอ้อยสุพรรณ เก็บรวบรวมในพื้นที่ตำบลในเมือง อำเภอเมือง จังหวัดเพชรบูรณ์ 
 2.  ระยะเวลาท่ีใช้ในการวิจัย  คือ  เดือนกุมภาพันธ์ 2568 – เดือนสิงหาคม 2568 
 3.  ตัวแปรท่ีใช้ในการค้นคว้า  ได้แก่ 
  3.1  ตัวแปรต้น   
   3.1.1 ผลไม้ท้องถิ่นที่เหลือทิ้งที่นำมาใช้ในการทดลองมี 5 ชนิด ได้แก่ อินทผาลัม ส้ม กล้วย 
อ้อยสายพันธุ์น้ำผึ้ง และอ้อยสุพรรณ 
  3.1.2 การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วน DNA ใช้ไพรเมอร์ ITS1 (5'-CAAGGTTTCCGTAGGTGAAC-
3') และ ITS4 (5'-CGGGTACTCCTACCTGATTT-3')  
 3.2  ตัวแปรตาม  ได้แก่   

3.2.1 คัดเลือกชนิดของเชื้อยีสต์ โดยการสังเกตโคโลนี และลักษณะเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์  

3.2.2 จัดจำแนกเชื้อยีสต์โดยเทคนิคชีวโมเลกุลบนฐานข้อมูล NCBI  
3.2.3 ศึกษาความทนทานต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ที่คัดแยกได้  

 3.3 ตัวแปรควบคุม ได้แก่ 
  อาหารเลี้ยงเชื้อ ระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ และเทคนิคการเพิ่มจำนวน DNA  
  

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
จากการวิจัยประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ มีดังน้ี 

1. สามารถจัดทำแหล่งรวบรวมฐานทรัพยากรท้องถิ่นทางชีวภาพจากผลไม้ในชุมชน 
2. สามารถทราบถึงชนิดของยีสต์ที่พบในผลไม้ 
3. อาจใช้ยีสต์ที่คัดแยกได้สำหรับการควบคุมการเกิดโรคเน่าจากเชื้อชนิดอื่นในผลไม้ได้ 
4. อาจนำยีสต์ที่ คัดแยกได้ไปสู่การประยุกต์ใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์อื่น ๆ เช่น เคร่ืองด่ืม

แอลกอฮอล์ ผลิตภัณฑ์เบเกอร์ร่ี และยีสต์ไอไซเลต 
5. สามารถนำไปถ่ายทอดเทคโนโลยีการผลิตสู่ชุมชนเพื่อสร้างรายได้เสริม 
6. สามารถนำมาบูรณาการร่วมกับการเรียนการสอนในรายวิชา จุลชีววิทยา และจุลชีววิทยา

อุตสาหกรรมต่อนักศึกษาหลักสูตรสาขาวิชาชีววิทยา 
7. เป็นแนวทางในการจัดการของผลไม้เหลือทิ้งในชุมชนแล้วต่อยอดในการสร้างมูลค่าเพิ่ม 
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1.6 นิยามศัพท์เฉพาะ 
  1.  การจัดจำแนก  (Identification) หมายถึง การจำแนกประเภทของสิ่งมีชีวิตโดยอาศัย
หลักเกณฑ์ต่างๆ เช่น ลักษณะทางชีววิทยา (การแตกหน่อ การสร้างสปอร์) ความสามารถในการหมักหรือ
สลายน้ำตาล การปรับตัวต่อสภาวะแวดล้อม และลักษณะทางพันธุกรรม (การวิเคราะห์ลำดับเบสดีเอ็นเอ) 
เพื่อระบุชนิดและกลุ่มของสิ่งมีชีวิต  
 2.  ทรัพยากรชีวภาพ (Bioresource) หมายถึง สิ่งมีชีวิต และผลิตภัณฑ์ที่มาจากสิ่งมีชีวิต ซึ่ง
รวมถึงพืช สัตว์ จุลินทรีย์ เซลล์ และยีนต่างๆ ที่มีศักยภาพในการนำมาใช้ประโยชน์เพื่อการดำรงชีวิต การ
วิจัย พัฒนา และสร้างมูลค่าทางเศรษฐกิจ ทรัพยากรเหล่าน้ีเป็นองค์ประกอบสำคัญของความหลากหลายทาง
ชีวภาพ และจำเป็นต่อการพัฒนาเศรษฐกิจฐานชีวภาพ (Bioeconomy) อย่างยั่งยืน 

3. ยีสต์ (Yeast) หมายถึง ราเซลล์เดียว (จุลินทรีย์เซลล์เดียว) ที่จัดอยู่ในอาณาจักรฟังไจ  ซึ่งมี
รูปร่างหลากหลาย เช่น กลม รี หรือรูปไข่ พบได้ทั่วไปตามธรรมชาติ โดยเฉพาะในแหล่งที่มีน้ำตาลสูง เช่น 
น้ำผลไม้  

4.  เทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) หมายถึง เทคนิคทางห้องปฏิบัติการที่ใช้เพิ่ม
ปริมาณ (ขยาย) ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (DNA) เป้าหมายจำนวนน้อย ให้มีปริมาณมากขึ้นมหาศาลอย่างรวดเร็ว เพื่อ
ใช้ ในการศึกษาและวิเคราะห์ดี เอ็นเอในด้านต่างๆ เช่น การวินิจฉัย โรคติดเชื้อ โรคมะเร็ง โรคทาง
พันธุกรรม การตรวจหาหลักฐานทางนิติวิทยาศาสตร์ หรือการวิเคราะห์ทางสิ่งแวดล้อม 
 5. ฐานข้อมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) หมายถึง เป็ น
หน่วยงานที่ก่อต้ังขึ้นเพื่อรวบรวม จัดระเบียบ และเผยแพร่ข้อมูลทางชีววิทยา และเทคโนโลยีชีวภาพที่สำคัญ
สำหรับนักวิจัยทั่วโลก โดยเฉพาะข้อมูลลำดับกรดนิวคลีอิก (DNA และ RNA) และโปรตีน ซึ่งจัดอยู่ใน
ฐานข้อมูลหลัก เช่น Genbank และให้บริการเคร่ืองมือต่างๆ เช่น Blast เพื่อช่วยวิเคราะห์และสืบค้นข้อมูล 
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บทที่ 2 
เอกสารและรายงานวิจยัที่เกีย่วข้อง 

 
 

2.1 ผลไม้ท้องถ่ิน 
 จังหวัดเพชรบูรณ์ ต้ังอยู่ ในเขตภาคเหนือตอนล่างของประเทศไทย มีลักษณะภูมิประเทศที่

หลากหลายทั้งที่ราบสูงและเทือกเขา มีสภาพอากาศที่ค่อนข้างเย็นโดยเฉพาะในฤดูหนาว ซึ่งเอื้ออำนวยต่อ
การปลูกผลไม้เมืองหนาวและผลไม้ท้องถิ่นที่มีคุณภาพเป็นอย่างมาก ทำให้เพชรบูรณ์เป็นจังหวัดที่มีความ
หลากหลายทางชีวภาพทางการเกษตร (Agrobiodiversity) สูงแห่งหน่ึง ซึ่งผลไม้ที่นำมาใช้ในการศึกษา มี
ดังน้ี 

 2.1.1   มะขาม 
มะขาม มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Tamarindus indica L. เป็นไม้พันธุ์ยืนต้นที่มีขนาดกลางจนถึงขนาด

ใหญ่  มีใบเขียวทั้งปี ปลูกง่าย ทนทานต่อลมพายุไม่หักโค่นง่าย ประโยชน์ของมะขามจากผล ผลเป็นฝัก
รูปร่างยาวและโค้ง นิยมใช้ในการปรุงอาหาร โดยฝักอ่อนจะมีสีเขียวอมเทา ส่วนฝักที่แก่แล้วจะกรอบหักง่าย
และมีสีน้ำตาลเข้ม ผลมีรสเปร้ียวหรือหวาน มะขามนิยมปลูกไว้ในบริเวณรอบๆบ้านเพื่อให้ร่มเงาและนำผลที่
ออกมาไปใช้ในการปรุงอาหารได้น้ันเองโดยเฉพาะบริเวณริมถนนราชดำเนินนอก ที่สามารถพบเห็นต้นมะขาม
ปลูกไว้อย่างมากมายในศตวรรษที่ 17 จักรวรรดินิยมสเปนได้นำต้นมะขามเข้าไปปลูกเผลแพร่ในแถบหมู่เกาะ
อินเดียตะวันตก และยังนำเข้าไปยังดินแดนลาตินอเมริกาอย่าง ทวีปอเมริกากลางและอเมริกาใต้ด้วย มะขาม
จึงปลูกแพร่หลายในดินแดน แถบน้ี โดยเฉพาะในประเทศเม็กซิโก และประเทศกัวเตมาลาทำให้เกิด
เมนูอาหารยอดนิยมที่ปรุงด้วยมะขามและเป็นที่ชื่นชอบของคนไทย เช่น น้ำมะขาม เคร่ืองด่ืมรสมะขาม 
ไอศกรีมมะขาม แยมมะขาม และกระทั่งไวน์มะขามส่วนในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  
         ประเภทของมะขาม 
           1. มะขามหวาน ( Sweet Tamarind ) หารับประทานได้ทั่วไป นิยมรับประทานเน้ือมะขาม พบ
มากที่จังหวัดเพชรบูรณ์มะขามหวานมีหลายสายพันธุ์เช่น พันธุ์น้ำผึ้ง พันธุ์สีชมพู พันธุ์อินทผลัม พันธุ์ขันตี 
พันธุ์สีทอง ( นายหยัด ) พันธุ์หมื่นจง พันธุ์เพชรเกษตร เป็นต้น แต่พันธุ์ที่มีชื่อเสียงมากที่สุดคือสายพันธุ์
ประกายทอง หรือ ที่ชาวบ้านเรียกว่าพันธุ์ตาแป๊ะ ซึ่งเป็นมะขามหวานที่มีขนาดฝักตรงและใหญ่กว่าฝัก
มะขามปกติให้เน้ือนุ่มหนาชุ่มฉ่ำและรสชาติหวานมาก 
          2.  มะขามเปร้ียว ( Sour Tamarind ) มะขามเปร้ียว เป็นมะขามที่ให้เน้ือรสเปร้ียว ฝักใหญ่กว่า
มะขามหวาน นิยมนำมาประกอบอาหารและแปรรูป เช่น ใช้ทำน้ำมะขามใส่อาหารจำพวกต้มยำเพื่อให้
รสชาติเปร้ียวเป็นธรรมชาติ บางเมนูใช้แทนมะนาว เน้ือมะขามเปร้ียวยังนำมาแปรรูปเป็นมะขามดองและ
มะขามกวน 
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        ประโยชน์ของมะขาม 
1. อาจช่วยรักษาอาการตาแห้งและเพิ่มความชุ่มชื้นในพื้นผิวกระจกตาได้ 

2. มะขามอาจช่วยส่งผลคล้ายยาระบายที่อาจช่วยในระบบขับถ่าย 

3. อาจมีผลช่วยต้านเชื้อราและแบคทีเรียในร่างกาย 

4. มะขามอาจใช้รักษาอาการป่วยไข้หรือหวัดได้ด้วย 

5. การบริโภคมะขามเพื่อช่วยลดอาการคลื่นไส้ในผู้หญิงที่ต้ังครรภ์   

6. มะขามอาจรักษาพยาธิลำไส้ในเด็ก 

2.1.2  อินทผลัม 
 อินทผลัม มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Phoenix dactylifera L. เป็นพืชตระกูลปาล์ม มีชื่อเรียกท้องถิ่น
แตก ต่างกันไป  อาห รับ  เรียก  ตัม ร มลายู  เรียก  กุรหม่ า มีหลายสายพันธุ์  มีถิ่ นกำเนิด ในแถบ
ตะวันออก สามารถเจริญเติบโตได้ดีในภูมิภาคที่มีอากาศร้อนและแห้งแล้งแบบทะเลทราย  ลำต้นมีความสูง
ประมาณ 30 เมตร มีขนาดลำต้นประมาณ 30–50 เซนติเมตร มีใบติดอยู่บนต้นประมาณ 40–60 ก้าน ทาง
ใบยาว 3–4 เมตร ใบเป็นแบบขนนก ใบย่อยพุ่งออกหลายทิศทาง ช่อดอกจะออกจากโคนใบ ผลทรงกลมรี 
ออกเป็นช่อ ความยาวผล 2-4 เซนติเมตร มีรสหวานฉ่ำ รับประทานได้ทั้งผลดิบและผลสุก โดยผลสดจะมีสี
เหลืองไปจนถึงสีส้ม เมื่อแก่จัดจะเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลถึงน้ำตาลเข้มขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ ทั้งน้ี พัฒนาการของผล 
แบ่งเป็น 4 ระยะ ได้แก่ ระยะผลดิบ ระยะสมบูรณ์ ระยะสุกแก่ ระยะผลแห้ง โดยผลสุกสามารถนำไปตาก
แห้งเก็บไว้รับประทานได้หลายปี และจะมีรสชาติหวานจัดเหมือนกับนำไปเชื่อมด้วยน้ำตาล  จัดเป็นผลไม้ที่มี
องค์ประกอบทางโภชนาการที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ โดยเฉพาะในกระบวนการหมัก ซึ่ง
ต้องอาศัยแหล่งคาร์บอนและสารอาหารที่สามารถย่อยสลายได้ง่าย โดยรายงานวิจัยของ Jayamma และ
คณะ (2022) ได้ทำการแยกและจำแนกสายพันธุ์ยีสต์ที่ทนต่ออุณหภูมิจากเศษผลไม้หลายชนิด พบว่ายีสต์
บางสายพันธุ์มีความสามารถในการเจริญเติบโตภายใต้สภาวะที่มีความร้อนสูง ซึ่งสะท้อนถึงศักยภาพในการ
นำไปใช้ในกระบวนการหมักและการผลิตเอนไซม์ที่ต้องการความทนทานต่ออุณหภูมิ 
 ข้อมูลจากการศึกษาทางโภชนาการเพิ่มเติมพบว่า อินทผลัมมีคาร์โบไฮเดรตคิดเป็นสัดส่วนประมาณ 
66–88% ของน้ำหนักแห้ง โดยมีฟรุกโตสและกลูโคสรวมกันมากกว่า 60% ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานหลักสำหรับ
จุลินทรีย์ในกระบวนการหมัก นอกจากน้ียังมีโปรตีนในระดับต่ำ (ประมาณ 2–5%) และไขมันต่ำมาก (0.2–
0.5%) ซึ่งช่วยลดความเสี่ยงในการเกิดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ที่ไม่พึงประสงค์ อินทผลัมยังมีไฟเบอร์ใน
ปริมาณสูง ซึ่งแม้จะไม่ถูกใช้โดยจุลินทรีย์โดยตรง แต่สามารถช่วยปรับสภาพแวดล้อมของการหมักให้
เหมาะสม เช่น การควบคุมความหนืดของสารละลาย และการดูดซับสารพิษที่อาจเกิดขึ้นระหว่าง
กระบวนการหมัก นอกจากน้ียังพบสารประกอบฟีนอลิกและสารต้านอนุมูลอิสระในอินทผลัม ซึ่งมีฤทธิ์ต้าน
จุลินทรีย์บางชนิด แต่ในระดับที่ไม่ส่งผลต่อยีสต์ที่ใช้ในกระบวนการหมัก (Maqsood et al., 2020; Akhter 
et al., 2025) 

https://www.pobpad.com/%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89
https://www.pobpad.com/%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89
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       ประโยชน์ของอินทผลัม 
1. อินทผลัมมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ลดความเสี่ยงของการเกิดโรคมะเร็งในช่องท้อง  

2. ช่วยให้อิ่มท้องได้นาน เหมาะกับคนที่ลดความอ้วน (ทานในปริมาณที่เหมาะสม) 

3. เป็นผลไม้ที่ให้พลังงานสูง ช่วยลดอาการอ่อนเพลีย 

4. ลดอาการของโรควิงเวียนศีรษะ 

5. อุดมไปด้วยวิตามินและแร่ธาตุที่สำคัญต่อร่างกาย 

6. ต้านการอักเสบ ช่วยลดเสมหะภายในลำคอ 

7. ช่วยบำรุง รักษาสายตา ชะลอความเสื่อมของดวงตา 

8. ควบคุมระดับคอเลสเตอรอลในเลือด ลดไขมันในเส้นเลือด ลดระดับไตรกลีเซอไรด์ 

ช่วยควบคุม และระดับน้ำตาลในเลือด 
2.1.3  อ้อย 

 อ้อย มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Saccharum officinarum L. เป็นพืชเศรษฐกิจของไทยโดยเฉพาะใน
ภาคกลางและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ นิยมใช้เป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมอ้อย น้ำตาล และเอทานอลใน
ระดับอุตสาหกรรม อ้อยมีปริมาณน้ำตาลสูง โดยเฉพาะซูโครส กลูโคส และฟรุกโตส ซึ่งเป็นน้ำตาลโมเลกุล
เด่ียวและคู่ที่สามารถนำไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในงานวิจัยด้านจุลชีววิทยาได้อย่างมีประสิทธิภาพ  มี
แหล่งกำเนิดที่เกาะนิวกินีในมหาสมุทรแปซิฟิก เป็นพืชที่เจริญเติบโตได้ดีในเขตร้อนและกึ่งร้อน มีปริมาณ
น้ำฝนและแสงแดดเพียงพอ 
        ประโยชน์ของอ้อย 

คุณค่าทางโภชนาการ อ้อย มีน้ำตาลซูโครสสูงมาก มีธาตุแคลเซียม ฟอสฟอรัสเล็กน้อย และมีสาร
อื่นๆใช้เป็นยา น้ำเชื่อม ที่มีความเข้มข้นคามขนาดที่ฟาร์มาโคเปียกำหนดไว้ สามารถใช้เป็นสารกันบูด และ
ฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ ใส่แผลเรื้อรัง ทั้งต้น ใช้รักษาปัสสาวะพิการ รักษาขัดเบา แก้อาการช้ำ รักษาโรคน่ิว 
อาการไอ ต้น แก้ไข้ แก้คอแห้งกระหายน้ำ รักษาอาการโรคไซนัส เป็นยาบำรุงหัวใจ  

2.1.4  ส้ม 
ส้ม มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Citrus spp. เป็นไม้พุ่มหรือไม้ต้นขนาดเล็กหลายชนิด เป็นพืชใบเลี้ยงคู่ 

เติบโตกระจายอยู่ทั่วโลก โดยมากจะมีน้ำมันหอมระเหยในใบ ดอก และผล และมีกลิ่นฉุน หากนำใบขึ้นส่อง
กับแสงแดด จะเห็นจุดเล็กๆ เต็มไปหมด ซึ่งจุดเหล่าน้ันก็คือแหล่งน้ำมันน่ันเอง ส้มหลายชนิดรับประทานได้ 
ผลมีรสเปร้ียวหรือหวาน มักจะมีแคลเซียม โพแทสเซียม วิตามินเอ และ วิตามินซี มากเป็นพิเศษ  ซึ่งช่วย
เสริมสร้างความแข็งแรงของเซลล์จุลินทรีย์ และมีบทบาทในการป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่อาจ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ มีกรดอินทรีย์ เช่น กรดซิตริก ซึ่งสามารถปรับ pH ของสภาพแวดล้อมให้
เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์บางชนิด โดยเฉพาะในกระบวนการหมักแบบแลคติก รวมถึงไฟเบอร์ใน
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ส้ม เช่น เพคติน มีบทบาทในการควบคุมความหนืดของสารละลายหมัก และอาจช่วยในการดูดซับสารพิษที่
เกิดขึ้นระหว่างกระบวนการหมัก 

ในรายงานวิจัยปี 2024 รายงานการแยกและจำแนกยีสต์จากตัวอย่างผลไม้หลายชนิด รวมถึงส้ม 
โดยพบสายพันธุ์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกหลายชนิด เช่น เซลลูเลส และเพกทิเนส ซึ่งมีประโยชน์ต่อ
การสลายโครงสร้างผลไม้และการหมัก โดยยีสต์จากส้มมักมีความทนกรดสูง เน่ืองจากสภาพแวดล้อมของ
ผลไม้มี pH ต่ำ 
      ประโยชน์ของส้ม 

1. บำรุงผิวพรรณให้ดูสดใส ไม่แห้งกร้าน 

2. กระตุ้นภูมิคุ้มกัน ลดความเจ็บป่วย เมื่อเชื้อหวัดเข้าสู่ร่างกาย 

3. ช่วยให้ขับถ่ายสะดวก 

4. ปรับสมดุลระดับน้ำตาลในเลือด 

5. ควบคุมความดันโลหิต 

6. สารสกัดในเปลือกส้ม แก้อาการวิงเวียนศีรษะ เป็นยากันยุงจากธรรมชาติ 

2.1.5  กล้วย 
กล้วย มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Musa sapientum L. เป็นพรรณไม้ล้มลุก มีหลายชนิดในสกุล บางชนิด

ก็ออกหน่อแต่ว่าบางชนิดก็ไม่ออกหน่อ ใบแบนยาวใหญ่ ก้านใบตอนล่างเป็นกาบยาวหุ้มห่อซ้อนกันเป็นลำต้น 
ออกดอกที่ปลายลำต้นเป็น ปลี และมักยาวเป็นงวง มีลูกเป็นหวี ๆ รวมเรียกว่า เครือ พืชบางชนิดมีลำต้น
คล้ายปาล์ม ออกใบเรียงกันเป็นแถวทำนองพัดคลี่ คล้ายใบกล้วย เช่น กล้วยพัด  
         ประโยชน์ของกล้วย 
กล้วยเป็นอาหารช่วยลดความอ้วนที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง อุดมด้วยโพแทสเซียม ซึ่งเมื่อรับประทานอย่าง
พอดีจะช่วยลดความเสี่ยงของโรคเกี่ยวกับความดันโลหิต รวมทั้งช่วยควบคุมระดับน้ำตาลในเลือด ลดการเกิด
มะเร็งลำไส้ ช่วยควบคุมน้ำหนัก บำรุงหัวใจ บำรุงไต ต้านอนุมูลอิสระ  มีน้ำตาลธรรมชาติสูง เช่น กลูโคส 
ฟรุกโตส และซูโครส ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนที่จุลินทรีย์สามารถนำไปใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึมได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ มีไฟเบอร์ชนิดละลายน้ำ เช่น อินนูลิน และฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (FOS) ซึ่งมีคุณสมบัติ
เป็ นพ รีไบ โอ ติ ก  ช่ ว ย กระ ตุ้นการ เจ ริญ ขอ งจุลิ นท รีย์ ที่ มี ป ระ โยช น์  เช่ น  Lactobacillus แล ะ 
Saccharomyces นอกจากน้ีกล้วยยังอุดมไปด้วย วิตามิน B6 และวิตามิน C ในกล้วยมีบทบาทใน            
การสนับสนุนการทำงานของเอนไซม์ในจุลินทรีย์ และช่วยลดความเครียดออกซิเดชันในสภาพแวดล้อมของ
การหมัก 
         การเน่าเสียของผลไม้จะทำให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมาก ถึงแม้ว่า องค์ประกอบของ
ผลไม้จะแตกต่างกันไปตามชนิดและสายพันธุ์ พื้นที่ที่ปลูก และฤดูกาลในการเก็บเกี่ยว การเน่าเสียของผลไม้
ในแต่ละชนิดแต่ละสายพันธุ์น้ันก็มีแนวโน้มว่าจะเกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดเดียวกันด้วย เน่ืองจากโครงสร้าง
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ของผนังเซลล์พืชถึงแม้จะต่างสายพันธุ์กัน แต่มีลักษณะและองค์ประกอบ เหมือนกันคือ ประกอบด้วย 
เซลลูโลสและ เพคติน (Salunkhe และ Deshpande, 1991) จุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุของการเน่าเสียของผลไม้
ส่วนใหญ่ จึงต้องเป็นจุลินทรีย์ที่มีสมบัติในการย่อยสลาย เซลลูโลส และเพดดินได้ ซึ่งส่วนใหญ่ก็คือ เชื้อรา
และเชื้อยีสต์ ส่วนใหญ่แล้วโรคมักจะเกิด จากเชื้อรา เช่น Peronophythora litchii เป็นสาเหตุของโรคผล
เน่า   (fruit rot) Oidium sp. ทำให้เกิด โรคราแป้ง (powdery mildew) และสาเหตุโรคของผลลิ้นจ่ีใน
ระยะหลังการเก็บเกี่ยวเกิดจากเชื้อรา หลายชนิด ได้แก่ Aspergillus flavus ตัวอย่างเช่น  A. niger, 
Lasiodiplodia theobromae เป็นต้น (นิพนธ์, 2554)  
  การลดการเน่าเสียของผลไม้ต่างๆน้ันสามารถทำได้หลายวิธีได้แก่ การห่อผล ต้ังแต่หลังการผสมเกสร        
การใช้สารเคมีฉีดพ่นผลไม้อย่างต่อเน่ือง การควบคุมดูแลผลไม้ ภายหลังการเก็บเกี่ยวให้อยู่ในสภาพที่
เหมาะสม เช่น การห่อผลไม้เพื่อลดปริมาณเชื้อก่อโรคที่เข้าทำลายผลไม้ภายหลังการเก็บเกี่ยว  (สุรชาติ และ
วิชชา, 2543) แต่วิธีที่ควบคุมการเน่าเสียของ ผลไม้ได้ดีที่สุด และนิยมใช้กันมากที่สุด  คือ การใช้สารเคมีฉีด
พ่นผลไม้อย่างต่อเน่ือง ต้ังแต่ ออกดอกจนกระทั่งผลแก่พร้อมเก็บเกี่ยวไปจำหน่าย แต่วิธีการดังกล่าวจะทำให้
สารพิษตกค้างบน ผิวผลไม้ ทำลายระบบนิเวศวิทยา ซึ่งรวมไปถึงแมลงที่เป็นประโยชน์ เช่น ตัวเบียน เกิด
ปัญหากับ ผู้ใช้ฉับพลันเมื่อสัมผัสกับสารพิษ (acute effect)หรือเกิดการสะสมสารพิษในร่างกายและทำให้
เกิด เป็นโรคในภายหลัง (chronic effect) และเมื่อสารพิษตกค้างในผลไม้จะส่งผลให้เกิดอันตรายต่อ 
ผู้บริโภคได้ นอกจากน้ียังทำให้เกิดมลพิษในอากาศ ดิน และน้ำบริเวณรอบแปลงอีกด้วย ทำให้มี นักวิจัย
หลายท่านพยายามคิดค้นหาวิธีการทางกายภาพ และทางชีวภาพ หรือวิธีร่วมระหว่าง กายภาพและชีวภาพ 
สำหรับเพื่อกำจัดหรือลดปัญหาดังกล่าวซึ่งหน่ึงในบรรดาวิธี น้ี คือ การใช้ จุลินทรีย์ทั้ง ยีสต์  รา หรือ 
แบคทีเรีย ที่ไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ที่พบในธรรมชาติสำหรับใช้ ควบคุมจุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุของการเน่า
เสีย ซึ่งวิธีดังกล่าวเรียกว่า การควบคุมจุลินทรีย์สาเหตุ การเน่าเสียโดยใช้ชีววิธี (biocontrol) ซึ่งผลที่ได้จาก
งานวิจัยน้ีมีศักยภาพอย่างมากที่จะนำไปใช้ ประโยชน์ในด้านการควบคุมการเน่าเสียของผลไม้ โดยอาจนำ
จุลินทรีย์ดังกล่าวฉีดพ่นในปริมาณมากๆ (mass) เพื่อให้ไปกับยั้งการเข้าทำลายของจุลินทรีย์ก่อโรคของผลไม้
ได้ เป็นต้น 
 ในงานวิจัยปี 2025 (PLOS One) รายงานการแยกยีสต์จากผลไม้ตลาดท้องถิ่น รวมถึงกล้วย เพื่อ

ตรวจสอบความสามารถในการทำให้แป้งขนมปังฟู พบสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการสร้าง CO₂ และเอทา
นอล จึงมีศักยภาพทั้งในอาหารและเคร่ืองด่ืม กล้วยสุกเป็นแหล่งยีสต์ที่เจริญได้ดี เน่ืองจากมีน้ำตาลสูงและ
สภาวะกรดอ่อน 
 
2.2 ยีสต์ (Yeast) 

ยีสต์เป็นสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต อยู่ในอาณาจักรฟังไจ ซึ่งจัดเป็นราชนิดหน่ึงที่มีการดำเนินชีวิต
เป็นแบบเซลล์เด่ียว (unicellular form) เมื่อนำไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ยีสต์จะมีลักษณะเป็นเซลล์
เด่ียวที่มีรูปร่างได้หลากหลายแบบ เช่น กลม (round) รี (ellipsoidal) รูปไข่ (oval ovoidal) สามเหลี่ยม 
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(triangular) ทรงกระบอก (cylindrical) ทรงปลายมนแบบเลมอน (apiculate) คนโฑหรือฟลาสก์ (flask)  
หรือเป็นเส้นสาย (filament) เป็นต้น ยีสต์บางชนิดมีการสร้างเส้นใยเทียม (pseudo-mycelium) เช่น 
Candida albicans และ C. boidinii บางชนิดสร้างเส้นใยแท้  (true mycelium) เช่น ทุกสปีชีส์ของ 
Trichosporon สร้างเส้นใยที่มีผนังกั้น สำหรับเส้นใยเทียมอาจเกิดเมื่อมีการเพิ่มจำนวนโดยการแตกหน่อ
แล้วหน่อที่เกิดขึ้นไม่หลุดจากเซลล์แม่ทำให้มีการเรียงต่อของเซลล์เป็นสาย เส้นใยเทียมที่เกิดจากเซลล์ซึ่งมี
รูปร่างคล้ายกันเป็นสายสั้น ๆ จัดเป็นเส้นใยเทียมที่มีการพัฒนาน้อย (rudimentary pseudo-mycelium) 
ในบางชนิดเซลล์ที่เป็นแกนกลางยาวกว่าเซลล์อื่นและระหว่างรอยต่อของเซลล์มีกลุ่มของหน่อแตกออกมา
เส้นใยเทียมประเภทน้ีจัดว่าเป็นเส้นใยเทียมที่พัฒนาเป็นอย่างดี (สาวิตรีลิ่มทอง, 2549)  

2.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีของเชื้อยีสต์จะมีลักษณะแตกต่างกันไปตามสปีชีส์     
(ภาพที่ 2) และลักษณะโคโลนีของยีสต์บางสายพันธุ์บนอาหารแข็ง YPD (ภาพที่ 3) โดยสังเกตตามปัจจัย   
ต่าง ๆ ดังน้ี 
  รูปร่าง : กลม หรือไม่สม่ำเสมอ 
  ขนาด : ใหญ่ (5 mm), กลาง (2-5 mm) หรือเล็ก (2 mm) 
  ผิวหน้า : แวววาว, ขุ่นทึบ, นูน, ซ้อนเป็นชั้น หรือเป็นเม็ดเล็ก ๆ 
  ขอบ : เรียบ, หยักเป็นเส้น, หยักเป็นคลื่น, หยักเป็นแฉก หรือเป็นเส้นสาย 
  มุมมองด้านข้าง : นูน, ทรงปุ่ม, ทรงหลุม, ทรงหลุมพับตรงกลาง, มีเส้นสาย, ทรงเว้า, ทรง
แบน หรือยกขึ้น 
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   ภาพท่ี 2.1 ลักษณะโคโลนีของเชื้อยีสต์แบบต่าง ๆ  
   ท่ีมา : (De Souza et al., 2021) 
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ภาพท่ี 2.2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อยีสต์บางสายพันธุ์บนอาหารแข็ง YPD (a) Wickerhamomyces 
anomalus; (b) Kazachstania exigua; (c) Kodamaea ohmeri; (d) Yarrowia lipolytica; (e) 
Candida rugosa; (f) Schwanniomyces vanrijiae; (g) Candida ethanolica; (h) Pichia 
guilliermondii; (i) Saturnispora sp.; (j) Cyberlindnera saturnus; (k) Candida tropicalis; (l) 
Candida parapsilosis; (m) Schizosaccharomyces pombe; (n) Torulaspora delbrueckii; 
(o) Saccharomyces cerevisiae; (p) Hanseniaspora uvarum 
ท่ีมา : (De Souza et al., 2021) 

 
ยีสต์เป็นสิ่งมีชีวิตที่สามารถดำรงชีวิตแบบใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอน และแหล่งพลังงาน 

จัดเป็นพวกเฮเทอโรทรอพ (heterotroph) นอกจากน้ียังทำหน้าที่เป็นผู้ช่วยสลา (decomposer) และแบบ
ปรสิต (parasite)  
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2.2.2 ภายในเซลล์ของยีสต์ประกอบด้วยโครงสร้างต่าง ๆ ดังน้ี  
1) ผนังเซลล์(cell wall) ของยีสต์เป็นโครงสร้างที่มีความแข็งแรงเช่นเดียวกับผนังเซลล์ของสิ่งมีชีวิต

อื่น ค่อนข้างหนาโดยมีความหนาประมาณ 100-200 นาโนเมตร และมีน้ำหนัก 10-25 เปอร์เซ็นต์ของ
น้ำหนักเซลล์แห้ง ประกอบด้วยพอลิแซ็กคาไรด์ประมาณ 80-90เปอร์เซ็นต์ ของผนังเซลล์โดยส่วนใหญ่เป็น
กลูแคน (glucan) และแมนแนน (mannan) หน้าที่ของผนังเซลล์ที่สำคัญคือป้องกันโปรโตพลาสต์และทำให้
เซลล์คงรูปร่าง 

2) เยื่อหุ้มเซลล์(cell membrane หรือ plasma membrane) ของยีสต์มีความหนาประมาณ 7.5 
นาโนเมตร มีบางส่วนของเยื่อหุ้มเซลล์ยื่นเข้าไป ( invagination) ในไซโตพลาสซึม ซึ่งทำให้ต่างจากเยื่อหุ้ม
เซลล์ของแบคทีเรีย ส่วนที่ยื่นเข้าไปน้ีมีความยาวแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิด อายุ และระยะการเจริญของเซลล์  

3) เพอริพลาสซึม (periplasm) เป็นบริเวณแคบ ๆ มีความกว้าง 35-45 อังสตรอม อยู่ระหว่างผนัง
เซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์  

4) นิวเคลียส (nucleus) มีรูปร่างกลมรีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ  1.5 ไมโครเมตรเป็น
โครงสร้างของยีสต์ที่เห็นได้ชัดด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบเฟสคอนทราสต์ (phase  contrast microsocope) 
โดยเฉพาะในเซลล์ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีเจลาติน 18-21 เปอร์เซ็นต์  

5) ไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ของยีสต์เป็นโครงสร้างที่ล้อมรอบด้วยเยื่อ 2 ชั้น เยื่อชั้นนอก
ประกอบด้วยเอนไซม์ที่ เกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมกรดไขมัน และเยื่อชั้นใน ประกอบด้วยไซโทโครม 
(cytochrome) ของลูกโซ่หายใจ ATP ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนส (succinate  dehydrogenase) และ H+ -
ATPase โดยเยื่อชั้นในมีส่วนที่เรียกว่าคริสตา (crista) ซึ่งเกิดจากการยื่นของผนังชั้นในเข้าไปในไมโทคอนเด
รียที่เรียกว่าสโตรมา (stroma) ในสโตรมามีเอนไซม์สำหรับออกซิเดชันไขมัน และเอนไซม์ในวงจรกรดซิตริก 
(citric acid cycle) รวมทั้ งส่วนประกอบสำหรับการสังเคราะห์ โปรตีน ไรโบโซมของไมโทคอนเดรีย 
(mitochondrial ribosome) และดีเอ็นเอของไมโทคอนเดรีย (mitochondrial DNA) โดยทั่วไปเซลล์มีไมโท
คอนเดรียขนาดใหญ่และในแต่ละเซลล์มี 1-3 ไมโทคอนเดรีย  

6) เอนโดพลาสมิกเรติคิวลัมและโครงสร้างที่เกี่ยวข้อง (endoplasmic reticulum) เป็นโครงสร้าง
ภายในไซโทพลาสซึมที่ล้อมรอบด้วยเยื่อสองชั้น ช่องว่างระหว่างเยื่อทั้งสองเรียกว่าลูเมน (lumen) มีขนาด
กว้างประมาณ 20 นาโนเมตร ภายในบรรจุด้วยถุงน้ าซึ่งเรียกว่าเอนไคลีมา (enchylema) ที่ผิวของเยื่อมี
ลักษณะเป็นอนุภาคจำนวนมาก ประกอบด้วยด้วยเม็ดเล็ก ๆ ซึ่งอาจอยู่เด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม มีขนาด
ประมาณ 10-15 นาโนเมตร เข้าใจว่ากลุ่มใหญ่ที่สุดของอนุภาคบนเยื่อเป็นกลุ่มของไรโบโซมที่เรียกว่า พอลิ
โซม (polysome) ห รือพอลิ ไรโบโซม (polyribosome) ซึ่ ง เป็ นตำแหน่งที่มี การสัง เคราะห์ โปรตีน
ความสัมพันธ์ของเอนโดพลาสมิกเรทิคิวลัมกับออร์แกเนลล์อื่น ไม่ชัดเจนแต่พบว่าบางคร้ังเชื่อมกับเยื่อหุ้ม
นิวเคลียสชั้นนอกหรือเยื่อหุ้มเซลล์  

7) แวคิวโอล (vacuole) ไม่ใช่โครงสร้างอิสระแต่เป็นส่วนประกอบที่เกิดจากการรวมกันของ
โครงสร้างที่ล้อมรอบด้วยเยื่อซึ่งอยู่ภายในเซลล์ คือ เอนโดพลาสมิกเรทิคิวลัม กอลจิบอดี และเวซิเคิล แวคิว
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โอลเป็นโครงสร้างที่เปลี่ยนแปลงได้โดยอาจอยู่เป็นแวคิวโอลขนาดใหญ่เพียง 1 แวคิวโอล หรือยู่เป็นแวคิวโอล
เล็ก ๆ ที่เรียกว่าพรีแวคิวโอล (prevacuole) จำนวนมาก นอกจากน้ัน ขนาดของแวคิวโอลเปลี่ยนแปลงตาม
การเจริญของเซลล์ 

8) ไซโตพลาสซึม เป็นของเหลวที่มีลักษณะคล้ายวุ้นและมีความเป็นกรด ไซโตพลาสซึมมี
ส่วนประกอบที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำ ปานกลาง และใหญ่ที่ละลายได้ รวมทั้งมีโปรตีนที่สามารถละลายได้และ
ไกลคอเจนละลายอยู่ ส่วนที่พบแขวนลอยอยู่ในไซโตพลาสซึม คือ ไมโครบอดี ซึ่งเป็นโมเลกุลขนาดใหญ่ที่เกิด
จากการรวมกลุ่มกัน เช่น ไรโบโซม โปรทีโซม และอนุภาคลิพิด นอกจากน้ันในไซโตพลาสซึมยังประกอบไม
โครทิวบูล และไมโครฟิลาเมน ซึ่งเป็นโครงสร้างของเซลล์ยีสต์ (สาวิตรี ลิ่มทอง , 2549) 

2.2.3 การสืบพันธุ์ การเจริญ และไดมอร์ฟิซึม 
การสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศด้วยการแตกหน่อ (budding) เป็นกลไกหลักของยีสต์ ขณะที่บางชนิด

สามารถเข้าสู่วงจรอาศัยเพศเพื่อสร้างสปอร์เมื่อเผชิญความเครียดทางสภาพแวดล้อม ความสามารถในการ
เปลี่ยนรูปร่างเป็น pseudo-hyphae หรือเส้นใยสั้นเป็นส่วนหน่ึงของไดมอร์ฟิซึมที่ช่วยให้ยีสต์ยึดเกาะ 
เคลื่อนที่ หรือแทรกซึมในเมทริกซ์อาหาร ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตและคุณภาพกระบวนการหมักในสภาวะ
ต่าง ๆ (Biology Insights, 2025) 

2.2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ 
การเจริญเติบโตของยีสต์ภายใต้สภาวะแวดล้อมที่แตกต่างกันเป็นปัจจัยสำคัญในงานวิจัยด้านจุล

ชีววิทยาและเทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะในบริบทของการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีศักยภาพในการหมักในระดับ
อุตสาหกรรม งานวิจัยของ Xuan Tuy et al. (2023) ได้รายงานการศึกษาการตอบสนองของสายพันธุ์ยีสต์
ต่อปัจจัยแวดล้อมหลัก ได้แก่ ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ อุณหภูมิ และชนิดของแหล่งคาร์บอน ซึ่งมีผล
โดยตรงต่ออัตราการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการหมักของสายพันธุ์ที่ ศึกษา ปัจจัยที่มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของยีสต์ ได้แก่ 

(1) ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ 
    พบว่ายีสต์ส่วนใหญ่มีการเจริญเติบโตลดลงอย่างมีนัยสำคัญเมื่อความเข้มข้นของแอลกอฮอล์

เพิ่มขึ้น โดยเฉพาะที่ระดับ 8% และ 12% (v/v) อย่างไรก็ตาม สายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae 
และ Meyerozyma guilliermondii บางสายพันธุ์สามารถทนต่อแอลกอฮอล์ได้สูงถึง 12% และยังคงมีการ
เจริญเติบโตในระดับปานกลาง ความสามารถในการทนต่อแอลกอฮอล์มีความสัมพันธ์กับการสร้างเยื่อหุ้ม
เซลล์ที่แข็งแรงและการปรับตัวของระบบเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ 

(2) อุณหภูมิ 

     สายพันธุ์ที่ศึกษาแสดงการเจริญเติบโตดีที่สุดในช่วงอุณหภูมิ 30–35 °C โดยเฉพาะสายพันธุ์ที่มี

ความทนร้อน เช่น Pichia kudriavzevii และ Candida tropicalis ที่อุณหภูมิสูงถึง 40–45 °C พบว่าสาย
พันธุ์ที่มีความทนร้อนสามารถเจริญเติบโตได้ต่อเน่ือง และยังคงผลิตเอทานอลในระดับสูง การทนต่ออุณหภูมิ
สูงมีความสำคัญต่อการหมักในเขตร้อน และช่วยลดต้นทุนการควบคุมอุณหภูมิในกระบวนการผลิต 
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(3) แหล่งคาร์บอน 
     การใช้แหล่งคาร์บอนมีผลต่ออัตราการเจริญเติบโตและผลผลิตของยีสต์อย่างชัดเจน โดยพบว่า  

Fructose และ Sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในหลายสายพันธุ์ โดยเฉพาะ 
S. cerevisiae และ P. kudriavzevii ส่วน Galactose มีการเจริญเติบโตในระดับปานกลาง โดยขึ้นอยู่กับ
การแสดงออกของยีน GAL ในสายพันธุ์น้ัน ๆ นอกจากน้ี Glycerol เป็นแหล่งคาร์บอนที่มีประสิทธิภาพต่ำใน
สายพันธุ์ส่วนใหญ่  แต่บางสายพันธุ์ เช่น Yarrowia lipolytica และ M. guilliermondii สามารถใช้  
glycerol ได้ดี โดยต้องอาศัยการเสริมกรดอะมิโนและสารต้ังต้นร่วม 

2.2.5 อนุกรมวิธานของเชื้อยีสต์ (Taxonomy of Yeast) 
 อนุกรมวิธานของเชื้อยีสต์ สามารถจัดจำแนกสายวิวัฒนาการออกเป็นหมวดหมู่ตามหลักการของคา
โรลัส ลินเนียน (ปฏ ิพล ชัยเทพ และคณะ, 2555) ดังน้ี 
  Kingdom  Fungi 
   Phylum  Ascomycota 
    Subphylum  Saccharomycotina (true yeast) 
     Class   Ascomycetes 
      Order   Saccheomycetaceae 
       Genus   Saccharomyces 
 
 2.2.6 อนุกรมวิธานระดับโมเลกุลของเชื้อยีสต์ (Molecular taxonomy of Yeast) 

การจัดจำแนกชนิดของสายพันธุ์ยีสต์ระดับโมเลกุลเป็นวิธีที่นิยมนำมาใช้ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม
ของแอสโคไมซีเตสยีสต์โดยศึกษาองค์ประกอบของเบสใน DNA หรือปริมาณของ CG ซึ่งจะบอกความ
แตกต่างกันของสิ่งมีชีวิต แต่ไม่สามารถบอกความคล้ายคลึงกันทางสายวิวัฒนาการ โดยทำการศึกษาบริเวณ 
ribosomal ของยีสต์ได้หลากหลายบริเวณ แต่ที่ นิยม คือ บริเวณของ 26S ribosomal RNA (26S rRNA 
หรือ 26S/28S LSU) ได้แก่ บริเวณ D1/D2 และ ITSI/ITS2 (ภาพที่ 4) โดยบริเวณ ITS เป็นบริเวณที่นำมาใช้
ในการจัดจำแนกและสร้างสายวิวัฒนาการของเชื้อราและยีสต์ได้ดี โดยเฉพาะเชื้อที่ยังไม่เคยจัดจำแนกได้  
(Hernandez-Garcia, et. al., 2022). 
         การคัดแยก ตรวจนับ และจัดจำแนกเชื้อยีสต์จากอาหาร และน้ำอาศัยขั้นตอนพื้นฐานในการตรวจ
ลักษณะเหมือนเชื้อจุลินทรีย์ทั่วๆ ไป การเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต์บนอาหารวุ้นเป็นวิธีการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ และ
จำแนกชนิดของสายพันธุ์เชื้อยีสต์ในระดับยีน สปีชีส์ หรือสายพันธุ์ เป็นต้น (De Souza et al., 2021) 
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ภาพท่ี 2.3 Phylogeny บริเวณ ITS ของสายพันธุ์ยีสต์ที่มีความสำคัญทางเทคโนโลยีชีวภาพ 
ท่ีมา : (Hernandez-Garcia, et. al., 2022). 

 
2.2.7 ยีสต์และการใช้ประโยชน์ 

          จากที่กล่าวข้างต้นจะเห็นได้ว่ายีสต์เป็น fungi ชนิดหน่ึงที่เจริญได้เป็นเซลล์เด่ียวๆ และ สร้างเซลล์
ใหม่ (daughter cells) ได้โดยการแตกหน่อ (budding yeasts) หรือการแบ่งตัวเป็นสอง (binary fission) ที่
เรียกว่า fission yeast ต่างจาก fungi ส่วนใหญ่ คือ ไม่สามารถสร้างเส้นใยได้ แต่ บางสายพันธุ์ของ fungi 
อาจมีสภาพเป็นได้ทั้ง 2 เฟส คือ ทั้งสภาพเส้นใย และเป็นเซลล์เดียวกันกับ สภาพแวดล้อม ที่ เรียกว่า 
dimorphic shape ยีสต์มักจะเจริญได้ในสภาพที่มีความชื้นที่มีแหล่งของ สารอาหารที่มีโครงสร้างง่ายๆ 
ละลายได้ เช่น น้ำตาลโมเลกุลเด่ียว และกรดอะมิโน ด้วยเหตุน้ีจึง พบเชื้อยีสต์อยู่ได้ทั้งบนผิวใบ และผลไม้ 
บนรากไม้ และอาหารหลายชนิดที่มีสารอาหารดังกล่าว เป็นองค์ประกอบ ยีสต์ส่วนใหญ่ไม่สามารถสลายสาร
โมเลกุลใหญ่ ๆ หรือพอลิเมอร์ได้ เช่น สตาร์ช เซลลูโลส เป็นต้น แตกต่างจากเชื้อราที่มีเส้นใยซึ่งสามารถย่อย
สารประกอบที่เป็นโมเลกุล ใหญ่ ๆ และยีสต์คือจุลินทรีย์ อีกชนิดหน่ึงที่พบได้ทั่วไป โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผัก
และผลไม้ ที่มีสภาพพีเอชเหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ ต้ังแต่สมัยโบราณได้นำยีสต์ไปใช้ประโยชน์หลายๆ
ด้าน เช่น เป็นจุลินทรีย์สำหรับการผลิตไวน์ ซึ่งเดิมเป็นยีสต์จากธรรมชาติ ต่อมาภายหลังได้คัดแยกยีสต์จาก
ธรรมชาติและนำมาทำให้บริสุทธิ์ ซึ่งเชื้อยีสต์บริสุทธิ์ดังกล่าวสามารถนำมาผลิตไวน์ได้ไวน์ที่มีความคงตัว มี
กลิ่น และ รสเฉพาะตัวสำหรับยีสต์แต่ละสายพันธุ์ 

       นอกจากน้ียีสต์ยังเป็นจุลินทรีย์ที่สำคัญที่ทำให้เกิดโครงสร้างในขนมปัง โดยจะใช้น้ำตาล และ
ส่วนประกอบอื่นๆ ในส่วนผสมของขนมปังและนำไปสร้างเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ดันโครงสร้างของ
โปรตีนให้ขยายตัวขึ้น ซึ่งจะคงสภาพเช่นน้ันเป็นโครงสร้างแข็งหลังจากผ่านกระบวนการอบแล้วและในด้าน
โภชนาการถือว่ายีสต์มีประโยชน์นอกจากประโยชน์ทั้งสองข้อ ดังกล่าวแล้ว คือตัวยีสต์เองมีประโยชน์ต่อ
ร่างกายมนุษย์และสัตว์ ในปัจจุบันได้นำยีสต์มาเป็นส่วนผสมของอาหารสัตว์เพื่อประโยชน์ 2 ทางด้วยกัน คือ 
เป็นแหล่งโปรตีนในรูปของโปรตีนเซลล์เดียว (single cell protein) และอีกแง่หน่ึงคือเป็นตัวช่วยเสริม
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สุขภาพสัตว์ที่เรียกว่า โพรไบโอติก (probiotic) ซึ่งทำให้สัตว์แข็งแรงและมีภูมิต้านทานโรคที่สูงขึ้น เชื้อยีสต์
ดังกล่าวอาจ มีประโยชน์กับอุตสาหกรรมอาหาร เช่น นำมาใช้ในผลิตภัณฑ์ไวน์จากผลไม้ดังกล่าว ซึ่งมีข้อดี 
คือ สามารถทนสภาพแวดล้อมในประเทศไทยได้และอาจมีความสำคัญต่อกระบวนการหมักไวน์ (ประดิษฐ์, 
2543)  โดยมักจะพบยีสต์บางชนิดที่พบในผลไม้ ในลำดับแรกของการหมักให้เกิดแอลกอฮอล์   และอาจจะ
เป็นสายพันธุ์ที่ให้กลิ่นรสที่ดีกว่าเชื้อยีสต์ที่มีสายพันธุ์จากต่างประเทศได้  ยีสต์ถูกใช้ประโยชน์ในการหมัก
อาหารและเคร่ืองด่ืมมาตั้งแต่โบราณ และในปัจจุบันถูกยกระดับให้เป็น “microbial cell factory” สำหรับ
ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ กรดอินทรีย์ เทอร์พีนอยด์ และสารเคมีเฉพาะทาง โดยความก้าวหน้าของเคร่ืองมือพันธุ
วิศวกรรม เช่น CRISPR–Cas และ modular cloning ได้ขยายศักยภาพทั้งในยีสต์สายพันธุ์ ด้ังเดิมอย่าง 
Saccharomyces cerevisiae และสายพันธุ์ ไม่ ด้ังเดิม เช่น Yarrowia lipolytica และ Rhodotorula 
toruloides (Yook และ Alper, 2025) 

 
2.3 การศึกษาทางชีวโมเลกุล (Molecular study) 

การศึกษาชีวโมเลกุลของเชื้อจุลินทรีย์ได้ปฏิวัติวงการจุลชีววิทยา โดยเลื่อนจากการศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี (Phenotypic approach) ไปสู่การวิเคราะห์สารพันธุกรรม (Genotypic 
approach) ซึ่งให้ความละเอียด แม่นยำ และความสามารถในการแยกแยะสายพันธุ์ในระดับที่ลึกกว่ามาก 

 
การวิเคราะห์ทางชีวโมเลกุลเพื่อนำมาศึกษาในด้านต่าง ๆ ดังน้ี 

(1) การระบุชนิด (Identification): การจำแนกเชื้อจุลินทรีย์ไปจนถึงระดับสายพันธุ์ (species) หรือ
แม้แต่ระดับสายพันธุ์ย่อย (strain) 

(2) การหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetics): การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการเพื่อทำความ
เข้าใจที่มาและความเชื่อมโยงระหว่างเชื้อต่างๆ 

(3) การทำนายลักษณะทางหน้าที่  (Functional Prediction): การทำนาย metabolic potential, 
virulence factors, และ antibiotic resistance genes จากข้อมูลจีโนม 

(4) การศึกษาจุลชีววิทยาสิ่งแวดล้อม (Microbial Ecology): การศึกษาความหลากหลายและโครงสร้าง
ของชุ มชนจุลิ นท รีย์  (Microbiome) ในสิ่ งแวดล้อม ต่างๆ โดย ไม่ ต้อ งเลี้ ย งเชื้อ  (Culture-
independent approach) 
 
การจัดจำแนกสายพันธุ์ยีสต์จากแหล่งธรรมชาติด้วยเทคนิคระดับโมเลกุลได้รับความนิยมกันอย่าง

แพร่หลาย เน่องจากสามารถให้ผลที่แม่นยำ และรวดเร็วเมื่อเทียบกับการจำแนกยีสต์ด้วยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาแบบด้ังเดิม การใช้เทคนิค PCR (Polymerease Chain Reaction) ร่วมกับการใช้บริเวณยีนที่
มีความจำเพาะเจาะจงสูงในการเพิ่มจำนวนซึ่งจะนิยมใช้บริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) ได้แก่ 
ITS1 และ ITS4 ซึ่งเป็นไพรเมอร์สากลที่นิยมใช้ในการเพิ่มปริมาณของ rDNA ที่มีความแปรปรวนสูงเหมาะ
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สำหรับการจัดจำแนกชนิดของเชื้อรา และยีสต์ จากงานวิจัยของ Ho et al. (2023) และ Otani et al. 
(2024) ได้ประยุกต์ใช้ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างยีสต์ที่แยกได้จาก
แหล่งธรรมชาติ เช่น ดิน ป่าไม้ ผลไม้หมัก และแหล่งน้ำ โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อจำแนกชนิดของยีสต์ที่มีอยู่ใน
ระบบนิเวศต่าง ๆ ผ่านการวิเคราะห์ลำดับเบสของบริเวณ ITS 

 
2.3.1  การสกัด DNA 
การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) เป็นกระบวนการพื้นฐานที่สำคัญที่สุดกระบวนการหน่ึงในอณู

ชีววิทยา พันธุศาสตร์ และชีววิทยาด้านโอมิกส์ (Omics) เป้าหมายสูงสุดของการสกัดดีเอ็นเอคือการได้มาซึ่ง
ดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ (purity) และความสมบูรณ์ (integrity) ในปริมาณที่เพียงพอสำหรับการวิเคราะห์ 
downstream ต่างๆ เช่น ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (PCR) การหาลำดับเบส (DNA Sequencing) และ   
การโคลนน่ิง (Cloning) ประสิทธิภาพและคุณภาพของการวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อมาล้วนขึ้นอยู่กับคุณภาพ
ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ในขั้นตอนแรกเริ่มน้ี (Ali et al., 2017) 

หลักการสำคัญของการสกัดดีเอ็นเอประกอบด้วยสามขั้นตอนหลัก ดังน้ี 
1.  การทำลายเซลล์ (Cell Lysis): การทำลายโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) และ

เยื่อหุ้มนิวเคลียส (nuclear membrane) เพื่อปลดปล่อยดีเอ็นเอที่อยู่ภายใน โดยทั่วไปใช้วิธีการทาง
กายภาพ นิยมใช้ ultrasonic homogenization หรือ grinding ด้วย ส่วนทางเคมี  นิยมใช้ detergent 
อย่างเช่น Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) เพื่อละลาย lipid ในเยื่อหุ้มเซลล์ และทางชีวภาพ นิยมใช้
เอนไซม์ proteinase K และ lysozyme เพื่อย่อยโปรตีนและผนังเซลล์) (Green & Sambrook, 2017) 

2. การแยกและทำให้บริสุทธิ์ (Separation and Purification): หลังจากดีเอ็นเอถูกปล่อยออก
มาแล้ว  จะต้องแยกมันออกจากส่วนประกอบอื่นๆ ของเซลล์ เช่น โปรตีน  อาร์เอ็นเอ ไขมัน และ
คาร์โบไฮเดรต วิธีการด้ังเดิมใช้ สารสกัดฟีนอล-คลอโรฟอร์ม (phenol-chloroform extraction) โดยดีเอ็น
เอจะละลายในเฟสน้ำ (aqueous phase) ในขณะที่โปรตีนและ lipids ถูกแยกออกไปในเฟสอินทรีย์  
(organic phase) (Green & Sambrook, 2017) ในขณะที่ วิ ธีสมั ย ใหม่ นิยมใช้  คอลั ม น์  silica-based 
column chromatography) หลักการ คือ ใน buffer chaotropic concentration สูง (guanidinium 
thiocyanate) ดีเอ็นเอจะจับกับเมทริกซ์ซิลิก้า ขณะที่สิ่งปนเปื้อนถูกล้างออกไป จากน้ันดีเอ็นเอจึงถูกชะ
ออกมาด้วย buffer ที่เป็น ionic strength เช่น น้ำ TE buffer (Tan & Yiap, 2009) 

3. การตกตะกอนและการคืนตัว (Precipitation and Rehydration): สำหรับวิธีการใช้ฟีนอล -
คลอโรฟอร์ม เมื่อต้องการ concentrate ดีเอ็นเอ มักใช้ ethanol หรือ isopropanol ในการตกตะกอนดี
เอ็นเอ ดีเอ็นเอที่ตกตะกอนแล้วจะถูกล้างด้วย ethanol 70% เพื่อเอาเกลือที่ตกค้างออกไป จากน้ันจึงนำไป
ละลายใน buffer ที่เหมาะสม เช่น Tris-EDTA (TE) buffer หรือน้ำไร้ ions (nuclease-free water) 
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2.3.2   การเพ่ิมช้ินส่วน DNA 
1. ไพรเมอร์ ITS (ITS primer) 

 ไพรเมอร์ ITS เป็นบริเวณยีนที่นำมาใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (amplification) ใน
ปฏิกิริยา polymerase Chain Reaction (PCR) โดยเฉพาะการทำจีโนมของตัวอย่าง เมื่อไม่นานมาน้ีมีการ
ใช้ไพรเมอร์ ITS ในการกำหนดขอบเขตของการจัดจำแนกสายพันธุ์ความหลากหลายของเชื้อราในสิ่งแวดล้อม 
โดยทั่วไปบริเวณ ITS (ITS1, ITS4, 5S tRNA และ ITS) จะมีความคล้ายคลึงกันเฉพาะในสกุลเดียวกันเท่าน้ัน 
ความยาวของบ ริเวณ ยีน  ITS จะมี ขนาดของยีนที่ แตก ต่างกัน ต้ังแ ต่ระดับวงศ์ขึ้ นไป  เช่ น ยี ส ต์  
Saacharomycotina จะมีความแตกต่างของบริเวณ ITS อยู่ระหว่าง 250-980 นิวคลีโอไทด์ ความแตกต่าง
กันเหล่าน้ีไม่ส่งผลต่อการจัดจำแนกชนิดของยีสต์ในระดับ genus หรือ species โดยอาศัยความคลายคลึงกัน
ระหว่างสิ่งมีชีวิต 
 การใช้ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 เป็นบริเวณเป้าหมาย ITS1-5.8S-ITS2 ซึ่งเป็นบริเวณที่อยู่ระหว่าง
ยีน 18s และ 28s rDNA ซึ่งขนาดของชิ้นส่วน PCR product มีขนาด 600-700 bp การเลือกใช้ไพรเมอร์บริ
เวณน้ีเน่ืองจากมีความแปรปรวนระหว่างสายพันธุ์ทำให้สามารถจัดจำแนกสายพันธุ์ของยีสต์ได้อย่างแม่นยำ 
นอกจากน้ียังมีลำดับเบสที่อนุรักษ์ในบางตำแหน่งทำให้สามารถนำมาออกแบบเป็นไพรเมอร์สากลที่ใช้ในการ
ด้านการจัดจำแนกชนิดของยีสต์ 
 อย่างไรก็ตาม การจัดหมวดหมู่ของสิ่งมีชีวิตในสายวิวัฒนาการน้ันหมายถึงรวมสิ่งมีชีวิตหลาย ๆ วงศ์ 
หรือหลาย ๆ กลุ่มเข้าด้วยกัน อีกปัญหาหน่ึงในการกำหนดจีโนไทป์ของสายพันธุ์แต่ละสายพันธุ์ก็ค่อยข้าง
ซับซ้อนโดยการใช้ยีนบริเวณ D1/D2 และ ITS เน่ืองจากลำดับไรโบโซมมีการอนุรักษ์ในระดับสูงในการจัด
จำแนกลักษณะของสายพันธุ์ภายในสปีชีส์เดียวกัน ดังน้ันลักษณะจีโนไทป์ของสายพันธุ์อาจจะไม่สามารถ
อ้างอิงเคร่ืองหมายโมเลกุลเหล่าน้ีได้ ในทำนองเดียวกัน บางสายพันธุ์สามารถจำแนกได้ด้วยระดับความ
คล้ายคลึงกันมากกว่า 99% ที่แสดงให้เห็นว่าลักษณะฟีโนไทป์มีความแตกต่างกัน และมีเปอร์เซ็นการไฮบริด
ไดเซชั่นระหว่างชิ้นส่วน DNA ต่ำ (Hernandez-Garcia, et. al., 2022) ในงานวิจัยเรื่องน้ีสนใจในการนำเอา
บริเวณ ITS1/ITS2 มาใช้ในการจัดจำแนกสายพันธุ์ยีสต์จากผลไม้ (ภาพที่ 5) 

 
ภาพท่ี 2.4 ตำแหน่งของไพรเมอร์บริเวณ ITS1 และ ITS2 และความยาวของลำดับเบสใน 

ITS-LSU 
ท่ีมา : (Porras-Alfaro, et. al., 2013). 
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ในการออกซิไดส์เอทานอลไปเป็นกรดอะซิตริกจะทำให้เกิด NADPH2 ขึ้น 2 โมเลกุล ซึ่งจะ
ถูกนำไปออกซิไดส์กับออกซิเจนในกระบวนการหายใจ ทำให้ได้พลังงานทั้งหมด 6 ATP สำหรับการออกซิไดส์         
เอทานอลจำนวน 1 โมลจะทำให้เกิดผลผลิตเป็นกรดอะซิตริกจำนวน 1 โมล (ภาพที่ 2.7) ดังน้ันถ้าใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 1 ลิตรที่มีปริมาณเอทานอลร้อยละ 12 (v/v) จะทำให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ำส้มสายชูปริมาตร 1 ลิตร
ที่มีปริมาณกรดอะซิตริกร้อยละ 12.4 (w/v) 

 
2.3.3   การตรวจช้ินส่วน DNA 

เมื่อมีการสกัด DNA และทำการเพิ่มจำนวนชิ้นส่วน DNA เป็นที่เรียบร้อยแล้ว ก่อนที่จะนำ
ชิ้นส่วน DNA ไปวิเคราะห์ลำดับเบสของสิ่งมีชีวิต ต้องมีการนำเอาชิ้นส่วน DNA มาตรวจสอบคุณภาพของ
การสกัด DNA โดยนำมาวิเคราะห์ด้วยการรันเจลในเคร่ือง electrophoresis เพื่อแยกชิ้นส่วนของ DNA ของ
เชื้อยีสต์ที่สกัดได้ว่ามีขนาดชิ้นส่วนปริมาณเท่าใด และมีความบริสุทธิ์เพียงใด 

การประเมินคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 
หลังการสกัด DNA และการเพิ่มจำนวนชิ้นส่วน DNA จำเป็นต้องประเมินคุณภาพและปริมาณของ

ชิ้นส่วน DNA  
(1) การวัดปริมาณ (Quantification) โดยใช้เคร่ือง spectrophotometry (หรือ Nanodrop) วัดค่า

การดูดกลืนแสงที่  260 nm เพื่ อคำนวณความเข้มข้น  และดูอัตราส่วน A260/A280 และ 
A260/A230 เพื่อประเมินความบริสุทธิ์ (ค่าที่ เหมาะสมควรอยู่ที่  ~1.8 และ >2.0 ตามลำดับ) 
สำหรับการวิเคราะห์ที่ละเอียดอ่อนอาจจะใช้วิธี NGS, fluorescence-based methods (Qubit 
assay) ซึ่งมีความจำเพาะต่อดีเอ็นเอสูงกว่าและแม่นยำกว่า 

(2) การประเมินความสมบูรณ์ (Integrity Assessment) จะใช้เทคนิคการตรวจด้วย agarose gel เพื่อ
ทำการตรวจสอบว่าดีเอ็นเอเสื่อมสภาพหรือไม่ โดยดูจาก band ที่ชัดเจนของ genomic DNA 
(สำหรับตัวอย่างคุณภาพดี) หรือใช้ เค ร่ืองมือที่ เรียกว่า Agilent Bioanalyzer/Tape-Station 
สำหรับการวิเคราะห์ที่ให้ข้อมูลเป็น digital (DNA Integrity Number - DIN) ซึ่งสำคัญมากสำหรับ
การเตรียม library ของ NGS 

(3) การวิเคราะห์ผล PCR product ที่ได้จะถูกนำไปวิเคราะห์หาลำดับเบส (base sequencing) จาก
บริษัทที่ได้รับความน่าเชื่อถือ เช่น สหรัฐอเมริกา ยุโรป ญี่ปุ่น และเกาหลี  

(4) นำข้อมูลลำดับเบสที่วิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบลำดับเบสในฐานข้อมูลที่มีการเก็บรวบรวมแล้วทั่ว
โลก เช่น UNITE หรือ NCBI หรือ Gen Bank เพื่อระบุหาชนิดของสายพันธุ์ยีสต์ที่คัดแยกได้ 
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2.4 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
นิรมล  ปัญญ์บุศยกุล (2544) ได้ทำการศึกษาการคัดแยกเชื้อจากยีสต์บนผิวเปลือกลิ้นจ่ีพันธุ์ฮงฮวย 

ในพื้นที่เขตจังหวัด เชียงราย โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อจะทำเอาเชื้อยีสต์ดังกล่าวไปใช้ในการศึกษากระบวนการ
ควบคุม โรคพืชโดยวิธีต่อไป ในการทดลองพบว่าสามารถคัดแยกเชื้อยีสต์ได้เพียง 12 สายพันธุ์ ซึ่งมี ลักษณะ
ของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่คล้ายคลึงกัน คือ มีลักษณะรี กลม หรือ ยาวรี ที่มีขนาด ต่าง ๆ กัน และมี
การเจริญพันธุ์แบบแตกหน่อและแบ่งเซลล์เป็นสอง เมื่อเจริญบนอาหารแข็ง YM เชื้อยีสต์ที่ได้มีการสร้างรงค
วัตถุให้แตกต่างกันไป 

  ชุติกาญจน์ สิริวัฒนวิมลชัย และคณะ (2556) ศึกษาโดยนำผลไม้ชนิดเปลือกบาง เช่น องุ่น ฝร่ัง 
ชมพู่ และอื่นๆ ได้นำมาบดทั้งเปลือกเพื่อคัดแยกยีสต์โดยเลี้ยงบนอาหารสูตร Yeast Peptone Dextrose 
(YPD) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส การเกิดยีสต์โคโลนีเดียวได้ถูกคัดเลือกเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน
การผลิตเอทานอล การผลิตสารหอมระเหยและการทำขนมปัง เมื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์ที่คัดเลือก
ด้วยไพร์เมอร์ (TS4 และ (TS5 พบว่ายีสต์ที่ คัดแยกได้จากผลองุ่นเขียวคือ Hanseniaspors uvarum, 
Metschikowia pulcherrima และ Candida sp. และยีสต์จากผลฝร่ัง คือ Cryptococcus flavescens 
นอกจากน้ี พบยีสต์ที่ยังไม่ทราบชนิดอีกจำนวน 7 สายพันธุ์ จากคุณลักษณะ ของยีสต์ที่คัดแยกได้ พบว่า H. 
uvarum สามารถผลิตสารหอมระเหยประเภทกลิ่นผลไม้ได้ดีกว่ายีสต์ชนิดอื่น M. pulcherrima สามารถผลิ
ตรงควัตถุสีแดงเมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร YPD และ H. uvarum เมื่อทดสอบในการผลิตขนมปัง พบว่าสามารถ
ทำให้ขนมปังมีสีขาว ส่วนการผลิตเอทานอลของยีสต์ทั้ง 4 ชนิด ในอาหารที่มีน้ำตาล 5 เปอร์เซ็นต์กรัมสารต้ัง
ต้น พบว่า H. uvarum ให้ปริมาณเอทานอล 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร แต่ไม่ทนต่อความเข้มข้นเอทานอลใน
ระหว่างการหมักไม่เกิน 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และยีสต์ทุกสายพันธุ์ที่คัดแยกในงานวิจัยน้ีไม่สามารถจริญ
ได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 37 องศาเซลเซียส บนอาหารสูตร YPD 

Ho, T.X.T และคณะ (2023) ได้ทำการศึกษานำยีสต์ที่แยกได้ทั้งหมด 30 ไอโซเลตจากผลไม้ท้องถิ่น
ในจังหวัดเถื่อ เทียนเหว้ ลักษณะทางพันธุกรรมตามลำดับ ITS ที่ ระบุ ไอโซเลตของ 3 สปีชีส์ ได้แก่  
Saccharomyces cerevisiae, Lachancea fermentati และ Clavispora fructus โดยมีลำดับคล้ายคลึง
กันสูง (มากกว่า 99%) เมื่อ เปรียบเทียบกับลำดับที่เผยแพร่ใน GenBank เชื้อ S. cerevisiae ที่แยกได้
ทั้งหมดสามารถเจริญเติบโต ได้ดีที่อุณหภูมิ 30°C และหมักน้ำตาลหลายชนิด รวมถึงฟรุกโตส, กาแลคโตส, 
ซูโครส, แมนโนส, มอลโตส และราฟฟิโนสด้วยประสิทธิภาพที่แตกต่างกัน แต่ถูกยับยั้งที่อุณหภูมิสูงกว่า 
35°C สายพันธุ์ ยังเจริญเติบโตได้ดีในตัวกลางที่ประกอบด้วยเอทานอล 5% (ปริมาตร/ปริมาตร) และกลูโคส 
200 กรัม/ลิตร แต่ความสามารถในการเจริญเติบโตลดลงทีละน้อยเมื่อความเข้มข้นของเอทานอล และกลูโคส
เพิ่มขึ้น สิ่งที่น่าสนใจคือ สายพันธุ์ D14 สามารถเจริญเติบโตในตัวกลางที่เสริม ด้วยเอทานอล 12% และ
กลูโคส 500 กรัม/ลิตรที่ 45°C ในขณะที่สายพันธุ์ D7 สามารถใช้ทั้งแมนนิทอลและกลีเซอรอลได้ในระดับต่ำ 
ผลลัพธ์ของเรายังระบุด้วยว่าบางสายพันธุ์มีประสิทธิภาพในการตกตะกอน ค่อนข้างสูง ซึ่งเป็นเงื่อนไขที่
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เอื้ออำนวยต่อการหมักเบียร์และการนำชีวมวลกลับมาใช้ใหม่ ยีสต์สายพันธุ์ที่ แยกได้ซึ่งมีคุณสมบัติความ
ทนทานที่ดีอาจเป็นแหล่งวัตถุดิบที่มีคุณค่าสำหรับ การใช้งานในการผลิตเคร่ืองด่ืมและการแปรรูปอาหาร 

วรรณิสา ปั้นสุข และคณะ (2024) ศึกษาการแยกเชื้อและคัดเลือกเชื้อยีสต์จากตัวอย่างดิน และวัสดุ
ชนิดต่าง ๆ ในพื้นที่โรงงานอุตสาหกรรมน้ำมันปาล์ม พบว่าเชื้อสายพันธุ์ SLP27 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
ได้มากที่สุด โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 0.28 ยูนิต/มล. ซึ่ง 1 ยูนิตของเอนไซม์ คือ ปริมาณ
เอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพาราไนโตรฟีนิลปามิเตตให้เป็นพาราไนโตรฟีนอล 1 ไมโครโมลต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากน้ันนำมากลายพันธุ์ด้วยการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต เป็นเวลา 38 วินาที 
ตามด้วยสารเอทิลมีเทนซัลฟอเนต เป็นเวลา 58 นาที และการกลายพันธุ์ด้วยรังสีแกมมาด้วยความเข้มข้น 2 
กิโลเกรย์ ได้เชื้อสายพันธุ์ UV79, EM107 และ GAM47 มีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสูงสุดเท่ากับ 0.30, 0.36 
และ 0.70 ยูนิต/มล. ตามลำดับ เมื่อนำเอนไซม์ไลเปสจากเชื้อสายพันธุ์ GAM47 มาทดสอบการเร่งปฏิกิริยาท
รานส์เอสเทอริฟิเคชั่นเพื่อผลิตไบโอดีเซล พบว่าสามารถเร่งปฏิกิริยาเพื่อการผลิตไบโอดีเซลได้ และผลการจัด
จำแนกชนิดเชื้อยีส์สายพันธุ์ที่ คัดเลือกในระดับสปีชีส์ด้วยวิธี D1/D2 domain of 26S ribosomal RNA 
sequence ซึ่งสามารถระบุชนิดของยัสต์ชนิดน้ีได้ คือ Candida orthopsilosis 

Komatsuzaki, และคณะ (2016) ศึกษาการลักษณะของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae หรือ 
wild yeast ที่แยกได้จากผลไม้และฮิวมัส และนำมาใช้ในการผลิตขนมปัง โดยใช้โคโลนีของเซลล์ยีสต์มาทำ 
PCR ความสามารถในการย่อยคาร์โบไฮเดรต และลำดับ 18S rRNA จากตัวอย่าง 70 ตัวอย่าง มีอยู่ 7 สาย
พั น ธุ์  ระบุ ว่ า เป็ น  Saccharomyces cerevisiae ความ สามารถ ในการผลิ ต เอท านอล  แ ละก๊ าซ
คาร์บอนไดออกไซด์จากสายพันธุ์ยีสต์ 10-2 จะให้ผลผลิตมากที่สุดเมื่อเทียบกับสายพันธุ์อื่น ๆ ค่าความเป็น
กรด-ด่าง และการใช้น้ำตาลกลูโคสของสายพันธุ์ทั้งหมด มีค่าเท่ากับ 3.00-3.60 และ 99.99% ตามลำดับ 
ปริมาณกรดทั้งหมดของสายพันธุ์ 9-3 มีค่ามากที่สุด (82.7 mg/100 mL) เมื่อเทียบกับอีก 7 สายพันธุ์ 
ปริมาณกรดอะซิตริกของสายพันธุ์ 9-3 และ 10-2 มี 56.8 mg/100 mL และ 56.3 mg/100 mL ตามลำดับ 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ 9-3 และ 10-2 ที่แยกได้มาจากผลไม้มีความเหมาะสมในการนำมาใช้ใน
กระบวนการหมักขนมปัง 

 Otani และคณะ (2024) ศึกษาการระบุชนิด และคุณลักษณะของสปีชีส์ยีสต์ที่คัดแยกมาจากผลไม้ 
Cornus kousa ในประเทศญี่ปุ่น ผลไม้ที่มีลักษณะสุก และเน่าเสียที่ร่วงตกลงพื้นตามธรรมชาติ ถูกเก็บนำมา
บ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วนำมา spread plate เพื่อให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตเป็นโคโลนี การตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาแสดงให้เห็นว่าโคโลนีมีลักษณะแตกต่างกัน 3 แบบ โดย 2 โคโลนีมาจากผลไม้สุก 
และอีก 1 โคโลนีได้จากผลไม้เน่า เมื่อนำมาวิเคราะห์ ด้วยวิธี internal transcribed spacer 1 บริเวณ 
สามารถบ่งชี้ชนิดของยีสต์จากโคโลนีทั้ง 3 แบบ เป็นเชื้อยีสต์ Torulaspora delbrueckii และ Pichia 
kluyoeri  จากผลไม้สุก และ Saccharomyces cerevisiae จากผลไม้เน่า คุณลักษณะทางเมแทบอลิซึม
ของยีสต์ทั้ง 3 ชนิด พบว่ามีประสิทธิภาพในการใช้น้ำตาลกลูดคส และมีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์
ได้ S. cerevisiae มีความทนทานต่อกระบวนการหมัก และมีอัตราการเจริญเติบโตสูง 
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Abd Al Halim, Hemeda และ Serag (2024) ได้ทำการศึกษาความหลากหลายของยีสต์จากแหล่ง
ธรรมชาติ โดยเก็บตัวอย่างจากผลไม้และสิ่งแวดล้อมที่มีความหลากหลายทางชีวภาพ โดยศึกษาการคัดแยก 
การจัดจำแนก การวิเคราะห์ทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมีร่วมกับการทดสอบความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ พบว่าสายพันธุ์ยีสต์ที่สามารถผลิตเอนไซม์หลายชนิด เช่น อะไมเลส โปรตีเอส และเซลลูเลส ซึ่งมี
บทบาทสำคัญในการย่อยสลายสารชีวโมเลกุล 

Jayamma แ ละคณ ะ  (2022) ไ ด้ ท ำก ารแย กแ ละจำแ นก สายพั น ธุ์ ยี ส ต์ที่ ท น ต่อ ความ ร้อ น 
(thermotolerant yeasts) จากเศษผลไม้หลากหลายชนิดตามธรรมชาติ ศึกษาการเพาะเลี้ยงและจำแนก
สายพันธุ์ยีสต์ด้วยการทดสอบสัณฐานวิทยาและชีวเคมี รวมถึงการทดสอบความทนทานต่ออุณหภูมิสูง พบ
สายพันธุ์ยีสต์หลายชนิดที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาวะอุณหภูมิสูง และยังคงรักษาความสามารถในการ
หมักน้ำตาล 

Kurtzman และ Boekhout (2020) ศึกษาความหลากหลายและอนุกรมวิธานของยีสต์ ศึกษาการจัด
จำแนกสายพันธุ์ การปรับปรุงระบบอนุกรมวิธานสมัยใหม่ และการเชื่อมโยงข้อมูลทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี 
และจีโนมิกส์เพื่อสร้างความเข้าใจที่แม่นยำยิ่งขึ้นเกี่ยวกับความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีสต์ งานวิจัยน้ียัง
ได้ชี้ให้เห็นถึงบทบาทสำคัญของยีสต์ในระบบนิเวศและการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เคร่ืองด่ืม และ
ชีวเทคโนโลยี 

Nathaniel และคณะ (2025) ได้ทำการแยกและวิเคราะห์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae จากผลไม้
ท้องถิ่นในภูมิภาคต่าง ๆ ของไนจีเรียที่คัดเลือกมา โดยศึกษาการเพาะเลี้ยงและจำแนกสายพันธุ์ยีสต์ พร้อม
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนาการ เช่น โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และแร่ธาตุ พบว่ายีสต์ที่แยกได้
มีองค์ประกอบทางโภชนาการที่หลากหลาย โดยเฉพาะโปรตีนและวิตามินที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ ซึ่งสะท้อน
ถึงศักยภาพในการใช้เป็นอาหารเสริมและการประยุกต์ในอุตสาหกรรมอาหาร 

Nielsen และ Keasling (2021) ได้ศึกษาการใช้ยีสต์เป็น microbial cell factory สำหรับการผลิต
สารเคมีที่มีมูลค่าสูง โดยเฉพาะกลุ่ม โอเลโอเคมิคัล (oleochemicals) โดยศึกษาการปรับแต่งเส้นทางเมตา
บอลิซึม (metabolic engineering), synthetic biology และการใช้เคร่ืองมือพันธุวิศวกรรมสมัยใหม่ พบว่า
ยีสต์สามารถผลิตสารเคมี เช่น กรดไขมัน แอลกอฮอล์ และสารประกอบชีวโมเลกุลอื่น ๆ ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพมากขึ้นเมื่อใช้การออกแบบเส้นทางชีวสังเคราะห์ที่เหมาะสมและงานวิจัยน้ีเน้นการออกแบบ
และปรับปรุงเส้นทางเมตาบอลิซึมของ Saccharomyces cerevisiae และยีส ต์ชนิดอื่น ๆ เพื่อ เพิ่ ม
ประสิทธิภาพการผลิตสารชีวโมเลกุลจากวัตถุดิบชีวภาพ 

Tesfaye, Tefera และ Muleta (2025) ได้ทำการศึกษาการแยกและประเมินความสามารถของยีสต์สาย
พันธุ์ธรรมชาติที่สกัดจากผลไม้ซึ่งเก็บจากตลาดท้องถิ่น โดยมุ่งเน้นการตรวจสอบศักยภาพของยีสต์เหล่าน้ีใน
การทำให้แป้งฟู (bread-leavening ability) อันเป็นคุณสมบัติสำคัญในอุตสาหกรรมเบเกอรี ผลการวิจัย
พบว่า ยีสต์ที่แยกได้มีความหลากหลายทั้งทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี โดยบางสายพันธุ์สามารถทำให้แป้งฟู
ได้ใกล้เคียงกับ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งเป็นสายพันธุ์มาตรฐานที่ใช้ในเชิงอุตสาหกรรม การค้นพบน้ี
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สะท้อนถึงศักยภาพของยีสต์จากผลไม้ท้องถิ่นในการนำไปใช้เป็นทางเลือกใหม่ในกระบวนการผลิตอาหาร
หมัก โดยเฉพาะในผลิตภัณฑ์เบเกอรีและอาหารที่ต้องการการเจริญเติบโตของยีสต์เพื่อสร้างเน้ือสัมผัสและ
รสชาติที่เหมาะสม 

Yook และ Alper (2025) ศึกษาการพัฒนาวิธีการทางพันธุวิศวกรรมเพื่อปรับปรุงสายพันธุ์ยีสต์ โดยการ
แก้ไขยีนด้วย CRISPR-Cas, การออกแบบ metabolic pathways และการใช้ synthetic biology พบว่า
ยีสต์หลายสายพันธุ์สามารถถูกปรับแต่งให้ผลิตสารเคมีได้ในปริมาณสูงขึ้นและมีความเสถียรมากขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการด้ังเดิม 



บทที่ 3 
วิธีการดำเนินการวิจยั 

 
3.1 วัตถุดิบ 

 ผลไม้ท้องถิ่น 5 ชนิด ได้แก่ กล้วย อ้อย 2 สายพันธุ์ ส้ม และอินผาลัม 
   
3.2 อาหารเลี้ยงเช้ือจุลินทริย์ 
 3.5.1  สูตรอาหาร Potato dextrose agar (PDA) 
 3.5.2  สูตรอาหาร Plate count agar (PCA) 
 3.5.3  สูตรอาหาร Nutrient agar (NA) 
 
3.3 ไพรเมอร์ 

 3.6.1 ITS1 (5'-CAAGGTTTCCGTAGGTGAAC-3')  
 3.6.2 ITS4 (5'-CGGGTACTCCTACCTGATTT-3') 
 

3.4 วิธีการทดลอง 
 ในการทดลองการแยกและจัดจำแนกยีสต์จากผลไม้ที่ เหลือทิ้งในท้องถิ่นเพื่อเป็นฐานข้อมูลทาง

ทรัพยากรชีวภาพสู่การพัฒนาเศรษฐกิจฐานชีวภาพของชุมชน และแนวทางการนำมาใช้ประโยชน์  ใน
การศึกษาคร้ังน้ีจะดำเนินการวิจัยเป็น 8 ขั้นตอน คือ 

 ตอนที่ 1 การเตรียมตัวอย่าง 
 ตอนที่ 2 การแยกสายพันธุ์ยีสต์จากผลไม้เหลือทิ้ง 
 ตอนที่ 3 ศึกษาลักษณะรูปร่างทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีเชื้อยีสต์ที่คัดแยกได้ 
 ตอนที่ 4 การสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 ตอนที่ 5 การจัดจำแนกสายพันธุ์ยีสต์ด้วยเทคนิคอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล  
 ตอนที่ 6 ศึกษาความสามารถในการทนร้อนของเชื้อที่คัดเลือกได้ที่สภาวะต่าง ๆ 
 ตอนที่ 7 การวิเคราะห์ข้อมูล 

 
ตอนท่ี 1 การเตรียมตัวอย่างผลไม้  
ทำการเก็บตัวอย่างผลไม้ที่ตกเกรดจากตลาดในท้องถิ่น จังหวัดเพชรบูรณ์ โดยตัวอย่างที่

นำมาใช้ในการทดลองมี 5 ชนิด ได้แก่ ส้ม มะขาม อินทผาลัม อ้อย และกล้วย นำตัวอย่างผลไม้มาล้างทำ
ความสะอาด ปลอกเปลือกออก และเก็บไว้ในถุงพลาสติกหมักไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30-35 องศาเซลเซียส) เป็น
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เวลา 36 ชั่วโมง เมื่อผลไม้เน่าจะมีลักษณะเละ เยิ้ม และมีกลิ่นหมัก รอนำมาทำการเลี้ยงเชื้อเพื่อคัดเลือกเชื้อ
ยีสต์ต่อไป 

ตอนท่ี 2 การแยกสายพันธุ์ยีสต์จากผลไม้ท่ีเหลือท้ิง (Yeast isolation from residue 
fruits) 

การคัดเลือกเชื้อยีสต์ทำตามวิธีของ Nguyen et al., (2020) ชั่งตัวอย่างผลไม้ที่หมักแล้วมา 40 
กรัม ผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.85% ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน แล้วนำมาปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที และเทส่วนของสารละลายส่วนใส (supernatant) 
ทิ้ง นำตะกอนมาละลายในอาหารเหลว YEPD (1% yeast extract, 1% peptone และ 2% dextrose) 
แล้วทำการเจือจางตัวอย่าง หลังจากน้ันนำสารแขวนลอย 100 ไมโครลิตร ใส่บนผิวหน้าของอาหารแข็ง 
YEPDA (YEPD เติม 1.5% agar, 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ampicillin และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
chloramphenicol) ด้วยเทคนิค spread plate นำจานเพาะเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 24-48 
ชั่วโมง  

ตอนท่ี 3 ศึกษาลักษณะรูปร่างทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีเช้ือยีสต์ท่ีคัดแยกได้ 
 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของเชื้อยีสต์อ้างอิงถึงวิธีของ ชุติมา แก้วกระจาย และ

อานนท์ ทวีทรัพย์ (2560) และการจัดหมวดหมู่ตามวิธีของ Kurtzman et al., (2011) โดยคัดเลือกเชื้อยีสต์
ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง YEPDA มาศึกษาลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง รูปร่าง ขนาด สี ขอบ ความนูน
ของโคโลนี และดูรูปร่างของเซลล์ (ภาคผนวก ) และทำการบันทึกภาพ 

หลังจากน้ันนำโคโลนีที่คัดเลือกมาเลี้ยงในอาหารเหลว YEPD แล้วรอนำมาจัดจำแนกสายพันธุ์
ยีสต์ด้วยเทคนิคอนุกรมวิธานระดับโมเลกุลในขั้นตอนต่อไป 

ตอนท่ี 4 การสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
การศึกษาลักษณะ และการจัดเรียงตัวของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ อ้างอิงวิธีของ Mamun. 

et. al., (2022) และ Umeh, et. al., (2019) โดยทำการเขี่ยโคโลนียีสต์ที่แยกได้บนอาหารแข็ง YEDPA 1 
ลูป ลงบนสไลด์ หยดน้ำกลั่นบนตัวอย่าง แล้วสเมียร์ตัวอย่างจนแห้ง นำไปย้อมสีด้วยสีย้อมเมธีลีน บลู 
(methylene blue) ทำให้แห้ง แล้วนำไส่องดูลักษณะของเซลล์ยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่
กำลังขยาย 100 เท่า 

ตอนท่ี 5 การจัดจำแนกสายพันธุ์ยีสต์ด้วยเทคนิคอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
ก. การสกัด DNA (DNA extraction) 

การจำแนกสายพันธุ์ยีสต์ด้วยเทคนิคระดับดับโมเลกุลโดยการสกัด DNA ดัดแปลงวิธีของ 
Ho, et al., 2023 เลือกโคโลนีเด่ียวที่มีลักษณะคล้ายยีสต์จากอาหารแข็ง YEPDA ปริมาณ 1 ลูป มาเลี้ยงใน
อาหารเหลว YEPD ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นำมาเขย่าที่ความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 ชั่วโมง เก็บเซลล์โดยนำสารละลายแขวนลอยมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิ้ง นำตะกอนเซลล์มาละลายกลับ (resuspension) ใน
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สารละลายบัฟเฟอร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ที่ประกอบด้วย 2% Tritron x-100, 1% SDS, 100 mM 
NaCl, 10 mM Tris-HCl และ 1 mM EDTA นำสารละลายเซลล์แขวนลอยมาแช่ตู้ -20 องศาเซลล์เซียส เป็น
เวลา 5 นาที จากน้ันนำมาต้มใน water bath ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันนำมา
เขย่าให้สารละลายเซลล์แขวนลอยเข้ากันเป็นเวลา 30 วินาที ทำซ้ำในขั้นตอนน้ี เติมสารละลายฟีนอล
คลอโรฟอร์มลงในสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และนำสารละลายเซลล์มาปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายใสด้านบนลงในหลอด enppendorf และทิ้ง
ตะกอนเซลล์ส่วนด้านล่าง เติมเอธานอล 95% ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้วนำสารละลายเซลล์มาแช่ตู้ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลังจาน้ันนำสารละลายเซลล์มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล้างตะกอนเซลล์ตัวอย่างด้วยเอธานอล 70% ที่แช่เย็นจัด 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จำนวน 2 คร้ัง และตากตะกอนเซลล์ตัวอย่างให้แห้ง (สังเกตเห็นจะกอนเป็นเงา ๆ) 
แล้วจึงทำการเติม Ultra-pure water และทำการเก็บสารละลายเซลล์ตัวอย่างในตู้ -20 องศาเซลเซียส 
 

 
 

ภาพท่ี 3.1 ลำดับเบสของส่วน Internal Transcribed Spacer (ITS) ได้แก่ ITS1 และ ITS2 
 ท่ีมา: Xuan Tuy, et al., 2023 

 
ข. การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (DNA amplification) 

การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วน DNA ด้วยเทคนิค PCR โดยทำตามขั้นตอนของวิธี Ho, et al., 
(2023) และ Otani, et. al., (2024) 

ดีเอ็นเอจีโนมที่สกัดได้จากสายพันธุ์ยีสต์ถูกนำมาเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนบริเวณ Internal 
Transcribed Spacer (ITS) ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยปรับใช้ตามวิธีของ Ho 
และคณะ (2023) และ Otani และคณะ (2024) ซึ่งบริเวณ ITS เป็นบริเวณที่มีความแปรปรวนสูง เหมาะ
สำหรับการจำแนกชนิดของเชื้อราและยีสต์ในระดับสายพันธุ์ 
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การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช้ไพรเมอร์ ITS1 (5'-CAAGGTTTCCGTAGGTGAAC-3') และ 
ITS4 (5'-CGGGTACTCCTACCTGATTT-3') ซึ่งครอบคลุมบริเวณ 5.8S rDNA โดยส่วนผสมของปฏิกิริยา 
PCR  ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 

(1) บัฟเฟอร์ PCR ความเข้มข้น 1×   

(2) แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl₂) ความเข้มข้น 2.0 mM   
(3) dNTPs ความเข้มข้น 0.2 mM   
(4) ไพรเมอร์แต่ละตัวความเข้มข้น 0.5 µM   
(5) เอนไซม์ Taq DNA polymerase ปริมาณ 1.25 ยูนิต   
(6) ดีเอ็นเอแม่แบบ ปริมาณ 50 นาโนกรัม   
 
การทำปฏิกิริยาในเคร่ือง Thermal Cycler ประกอบด้วย 
(1) การแยกสายดีเอ็นเอเริ่มต้นที่อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 5 นาที   
(2) ตามด้วย 35 รอบของการทำปฏิกิริยา โดยแต่ละรอบประกอบด้วย   
(3) การแยกสายที่ 95°C เป็นเวลา 30 วินาที   
(4) การจับคู่ไพรเมอร์ที่ 55°C เป็นเวลา 30 วินาที   
(5) การยืดสายดีเอ็นเอที่ 72°C เป็นเวลา 1 นาที   
(6) การยืดสายสุดท้ายที่ 72°C เป็นเวลา 7 นาที   
PCR Product จะถูกตรวจสอบด้วยการรันบนเจลอะกาโรส 1.5% ที่ย้อมด้วย ethidium 

bromide และดูภาพภายใต้แสง UV โดยชิ้นส่วนที่ได้มีขนาดประมาณ 600–750 bp จากน้ันนำไปทำการทำ
บริสุทธิ์และส่งตรวจลำดับเบสเพื่อใช้ในการจำแนกสายพันธุ์ 

 
ค. การทำให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ (DNA purification) 

(1) การตกตะกอนดีเอ็นเอ 
1.1) เติม FADF Buffer ผสมกับตัวอย่าง DNA อัตราส่วน 1:5 
1.2) เทส่วนผสมลงใน FavorPrepTM Column และปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 1 นาที 
1.3) เทสารละลายส่วนบนออกและนำคอลัมน์ไปวางในหลอดใหม่ 

(2) การล้างดีเอ็นเอ 
2.1) เติม wash Buffer 750 ไมโครลิตรลงไปในคอลัมน์ และปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
2.2) เทสารละลายส่วนบนออกและนำคอลัมน์ไปวางในหลอดใหม่ 

(3) การทำให้ดีเอ็นเอแห้ง 
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3.1) ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3.5 นาที เพื่อกำจัดสารตกค้าง 
3.2) นำคอลัมน์ออกและปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
3.3) ย้าย Column ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

(4) การละลายและเก็บดีเอ็นเอบริสุทธิ์ 
4.1) เติมน้ำ Elution ลงตรงกลาง Column ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ลงไปที่

เยื่อกรอง 
4.2) บ่มที่อุณหภูมิห้อง 2-5 นาที เพื่อให้ดีเอ็นเอหลุดจากเยื่อกรอง 
4.3) ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3.5 นาที 
4.4) เก็บสารละลายดีเอ็นเอบริสุทธิ์ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

ง. การระบุชนิดของสายพันธ์ยีสต์ (Yeast identification) 

เมื่อทำการเพิ่มจำนวนชิ้นส่วน DNA แล้ว ตรวจสอบคุณภาพของชิ้นส่วน DNA จะ

นำชิ้นส่วน DNA ไปวิเคราะห์หาลำดับเบส แล้วนำข้อมูลที่วิเคราะห์ได้ไปเปรียบเทียบหา

ชนิดของสายพันธุ์ยีสต์จากฐานข้อมูล NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 
ภาพท่ี 3.2 ฐานข้อมูล NCBI ในการระบุชนิดของสายพันธุ์ยีสต์ 

  ท่ีมา: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 

ตอนท่ี 6 ศึกษาความสามารถในการทนร้อนของเช้ือท่ีคัดเลือกได้ท่ีสภาวะต่าง ๆ  
(1) การศึกษาความทนต่อความเข้มข้นของแอลกอออล์ 3 ความเข้มข้น ได้แก่ 1%, 3% และ 

5% ตามวิธีของ Xuan Tuy, et al., 2023 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(2) การศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตที่อุณหภูมิต่าง ๆ 3 อุณหภูมิ ได้แก่ 30, 37 และ 
40 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ Xuan Tuy, et al., 2023 

(3) การศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตในแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ 3 แหล่ง ได้แก่  
glycerol, fructose และ maltose ตามวิธีของ Xuan Tuy, et al., 2023 และ Otani, et al., 2024 
         

 ตอนท่ี 7 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (completely randomized design,CRD) ทรีทเมนต์ละ 3 ซ้ำ นำค่า

ทีได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ข้อมูล และวิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้สถิติทดสอบเปรียบเทียบความแปรปรวน
ทางเดียว (One Way Anova) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยโปรแกรม SPSS ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (P < 0.05) 

 
3.5 ระยะเวลา และสถานท่ีทำการวิจัย 

3.8.1 ระยะเวลาในการทำวิจัย คือ 7 เดือน ต้ังแต่เดือนกุมภาพันธ์ 2568 ถึงสิงหาคม 2568 
3.8.2 สถานที่ทำการทดลองและเก็บข้อมูลสำหรับการทดลองน้ี คือ ห้องปฏิบัติการสาขาวิชา

ชีววิทยา อาคารสิรินธร คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฎเพชรบูรณ์ 



บทที่  4 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ 

  

 จากการทดลองการแยกและจัดจำแนกยีสต์จากผลไม้ที่เหลือทิ้งในท้องถิ่นเพื่อเป็นฐานข้อมูล
ทางทรัพยากรชีวภาพสู่การพัฒนาเศรษฐกิจฐานชีวภาพของชุมชน และแนวทางการนำมาใช้ประโยชน์  
ซึ่งมีการวิเคราะห์ผล ดังน้ี 
 
 4.1 การศึกษาลักษณะรูปร่างทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี 

จากการศึกษาการแยกไอโซเลตของยีสต์จากผลไม้ชนิดต่าง ๆ พบว่าสามารถแยกไอโซเลตได้
ทั้งหมด 14 ตัวอย่าง จากผลไม้ 5 ชนิด ได้แก่ อินทผาลัม ส้ม กล้วย อ้อยสายพันธุ์น้ำผึ้ง และอ้อย
สุพรรณ 50 โดย ซึ่งจะแสดงชนิดของผลไม้และจำนวนไอโซเลตที่แยกได้  ข้อมูลแสดงในตารางที่ 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 แสดงชนิดของผลไม้และจำนวนไอโซเลตที่แยกได้ 

ชนิดผลไม้ จำนวนไอโซเลต รหัสตัวอย่าง 
อินทผาลัม 2 DP1, DP2 

ส้ม 3 OR1, OR2 และ OR3 
กล้วย 3 BN1, BN2 และ BN3 

อ้อย สายน้ำผึ้ง 3 SH1, SH2 และ SH3 
อ้อย สุพรรณ 50 3 SS1, SS2 และ SS3 

 
จากตารางที่ 4.1 แสดงให้เห็นว่า ผลไม้จากอินทผาลัม (DP) สามารถคัดแยกเชื้อได้ 2 ไอไซเลต 

ส่วนตัวอย่างส้ม (OR) กล้วย (BN) อ้อยสายพันธุ์น้ำผึ้ง (SH) และอ้อยสายพันธุ์สุพรรณ 50 (SS) สามารถ
คัดแยกเชื้อได้ตัวอย่างละ 3 ไอโซเลต จากการนำเอาผลไม้ที่เหลือทิ้งมาคัดแยกโดยการเลี้ยงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ YEPDA ด้วยเทคนิค spread plate นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 24-48 ชั่วโมง  

หลังจากที่ทำการบ่มเชื้อตามระยะเวลาที่กำหนด จะมีโคโลนีเชื้อเกิดขึ้นที่บริเวณผิวหน้าอาหาร
เลี้ยงเชื้อจากตัวอย่างผลไม้ทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ อินทผาลัม ส้ม กล้วย อ้อยสายพันธุ์น้ำผึ้ง และอ้อยสุพรรณ 
50  มาคัดแยกสายพันธุ์ บนอาหาร YEPDA จากการคัดแยกเชื้อยีสต์ได้จำนวน 14 ไอโซเลต แล้ว
ทำการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากโคโลนีของเชื้อยีสต์ซึ่งสามารถแบ่งกลุ่มลักษณะโคโลนีที่มี
ความจำเพาะได้ 7 กลุ่ม แสดงผลดังตารางที่ 4.2 
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ตารางท่ี 4.2 ลักษณะทางกายภาพที่มีความจำเพาะของไอโซเลตเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกมาจากผลไม้ 

 
ผลการสังเกตน้ีสอดคล้องกับรายงานของ Kurtzman et al. (2011) ที่ระบุว่ายีสต์สามารถ

แสดงลักษณะสีที่หลากหลายต้ังแต่สีขาวครีมไปจนถึงสีแทน รวมถึงลักษณะพื้นผิวและขอบโคโลนีที่
แตกต่างกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
ภาพท่ี 4.1 สัณฐานวิทยาลักษณะโคโลนีของยีสต์ที่แยกได้แต่ละสายพันธุ์ที่แยกได้ที่มีลักษณะแตกต่างกัน
  7 ไอโซเลต (DP2, OR1, OR2, BN1, SH2, SS1, และ SS2) 
หมายเหตุ; DP = อินทผาลัม OR = ส้ม  BN = กล้วย SH = อ้อยสายพันธุ์น้ำผึ้ง  SS = อ้อยสายพันธุ์สุพรรณ 50 
 

 การศึกษาทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลล์ยีสต์ที่แยกได้ แสดงให้เห็นถึงความหลากหลาย
ของลักษณะพื้นผิวและขอบโคโลนี แม้ว่าส่วนใหญ่จะมีสีขาวหรือครีมและรูปร่างกลม ซึ่งสอดคล้องกับ
คุณสมบัติของยีสต์โดยทั่วไป ความแตกต่างทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นน้ีเป็นพื้นฐานในการจำแนกกลุ่ม
ยีสต์ที่แตกต่างกัน 

กลุ่ม 1 กลุ่ม 2 กลุ่ม 3 กลุ่ม 4 กลุ่ม 5 กลุ่ม 6 กลุ่ม 7 
ลักษณะสี
ขาว, กลม
และพ้ืนผิว

เรียบ 

ลักษณะสี
ขาวขุ่น, 

กลมและนูน 

ลักษณะสีขุ่น
ทึบ, กลม
และพ้ืนผิว

เรียบ 

ลักษณะสี
ขาวขุ่นทึบ, 
กลมและ

พ้ืนผิวเรียบ 

ลักษณะสี
ขาวขุ่นทึบ, 
หยักเป็นเส้น

, ทรงปุ่ม 

ลักษณะสี
ขาวขุ่นทึบ, 
หยักเป็นเส้น

, ทรงปุ่ม 

ลักษณะสี
ขาวขุ่นทึบ, 
เป็นเม็ด
เล็กๆ 

Isolates:    
DP2 

 
TM1, TM2, 
TM3,  OR1, 

SH1, 

 
OR2 

 
BN1 

 
SH2 

 
SS1 

 
DP1, Or3, 
BN2, BN3, 
SH3, SS2, 

SS3 
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นอกจากลักษณะของโคโลนีแล้ว ยังมีการศึกษาทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ยีสต์แต่ละสายพันธุ์ที่
แยกได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Olympus, กำลังขยาย 100X) เพื่อวิเคราะห์รูปร่างของเซลล์ ซึ่งเป็น
ข้อมูลเพิ่มเติมที่ช่วยในการจำแนกเบื้องต้นและบ่งชี้ถึงความแตกต่างทางชีวภาพของยีสต์ที่คัดแยกได้ 
 

  

  

  

 
 

ภาพท่ี 4.2 สัณฐานวิทยาลักษณะรูปร่างเซลล์ยีสต์ที่แยกได้แต่ละสายพันธุ์ที่แยกได้ที่มีลักษณะแตกต่าง
กัน 7 ไอโซเลต 

หมายเหตุ; DP = อินทผาลัม OR = ส้ม  BN = กล้วย SH = อ้อยสายพันธุ์น้ำผึ้ง  SS = อ้อยสายพันธุ์สุพรรณ 50 
 
 
 
 
 

SH

2 

DP

2   

OR

1 

OR

2 

BN

1 

SS2 

SS

1 
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4.2 การศึกษาการจำแนกชนิดของสายพันธุ์ยีสต์ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
การจำแนกชนิดของยีสต์ที่ แยกได้ดำเนินการโดยอาศัย เทคนิคทางอณู ชีววิทยา ด้วย             

การ amplification บริเวณ 5.8S-ITS rDNA ของยีส ต์จำนวน 17 ไอโซเลต ผลการทำ PCR และ        
การตรวจสอบด้วย electrophoresis บน 1.2% agarose gel (ภาพที่ 4.3) ยืนยันว่าได้ PCR product 
ที่มีขนาดอยู่ระหว่าง 370-750 bp ซึ่งเป็นขนาดที่คาดไว้สำหรับยีน 5.8S-ITS rDNA ของยีสต์ 

 
ภาพท่ี 4.3 ลักษณะ DNA profile ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีสต์ 7 สายพันธุ์บน    

เจลอะกาโรส 1.2% ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟไลซิส 
 

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 5.8S-ITS จากยีสต์ที่ คัดเลือกมา 7 สายพันธุ์ (DP2, OR1, OR2, 
BN1, SH2, SS1, SS2) ถูกนำไปวิเคราะห์หาความคล้ายคลึง (sequence homology) กับข้อมูลใน
ฐานข้อมูล GenBank (ตารางที่ 4.3) 

 

ตารางท่ี 4.3 ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีลักษระความคล้ายคลึงกับเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank  
 

รหัสตัวอย่าง 
Sequence homology 

Identity GenBank ID Strain description 
DP2 87.88 NR_132207 S. cerevisiae 
OR1 97.39% XR_003834618 P. kudriavzevii 
OR2 100% XR_010715658 C.lusitaniae 
BN1 99.75 NR_132207 S. cerevisiae  
SH2 90.73% XR_005013741 C. parapsilosis 
SS1 90.73% XR_005013741 C. parapsilosis 
SS2 91.42% XR_001314120 O.parapolymorpha  

500 bp 

750 bp 
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ผลการจำแนกชนิดด้วยการวิเคราะห์ยีน 5.8S-ITS rDNA (ตารางที่ 4.3) ยืนยันว่าผลไม้เป็น

แหล่งอาศัยของยีสต์หลากหลายสปีชีส์ ทั้ง Saccharomyces cerevisiae (DP2, BN1) ซึ่งเป็นยีสต์ที่ใช้
กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมการหมัก และยีสต์ชนิดอื่น ๆ ที่ ไม่ใช่ Saccharomyces เช่น 
Candida และ Ogataea ซึ่งบ่งชี้ถึงความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต์ที่ยังไม่ถูกนำมาใช้ประโยชน์
อย่างเต็มที่ การพบ S. cerevisiae ในแหล่งธรรมชาติสอดคล้องกับบทบาทของยีสต์ชนิดน้ีในระบบนิเวศ
ของผลไม้และการหมักตามธรรมชาติ 
 
4.3 การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของยีสต์แต่ละสายพันธุ์ ในสภาวะที่แตกต่างกัน 
 (1) ผลการศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตที่อุณหภูมิต่าง ๆ 4 อุณหภูมิ ได้แก่ 25, 30, 
35  และ 40 องศาเซลเซียส 
 

 
  ภาพท่ี 4.4 ค่าการดูดกลืนคลื่นแสงสำหรับการรอดชีวิตของยีสต์ของไอโซเลตที่แยกได้ ณ อุณหภูมิต่าง ๆ 

 
ยีสต์ที่คัดแยกได้จากผลไม้ทั้ง 5 ชนิด สามารถเจริญเติบโตได้ในช่วงอุณหภูมิ 30-35 องศา

เซลเซียส โดยมีค่า Optical density (OD600) สูงสุดในกลุ่มน้ี เช่น DP2, Or2, BN1, SH2 และ SS1 
ในขณะที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ 40 องศาเซลเซียส ส่งผลให้การเจริญเติบโตลดลงสำหรับยีสต์
ส่วนใหญ่ โดยเฉพาะที่ 40 องศาเซลเซียส ที่พบการยับยั้งการเจริญเติบโตอย่างมีนัยสำคัญในทุกสายพันธุ์ 
อย่างไรก็ตาม BN1 แสดงการเจริญเติบโตที่ดีค่อนข้างคงที่ในช่วง 25-30 องศาเซลเซียส แสดงถึงช่วง
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่แตกต่างกันของแต่ละสายพันธุ์ 

ผลการศึกษาการเจริญเติบโตภายใต้อุณหภูมิที่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่ายีสต์ส่วนใหญ่มี      
การเจริญ เติบ โตที่ ดีที่ สุดที่  30–35  องศาเซลเซีย ส ซึ่ ง เป็นอุณ หภูมิ ที่ เหมาะสม  (optimum 
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temperature) สำหรับยีสต์หลายชนิด อย่างไรก็ตาม การที่ยีสต์ BN1 มีการเจริญเติบโตที่ดีเยี่ยมที่ 25 
องศาเซลเซียส บ่งชี้ว่าสายพันธุ์น้ีอาจเหมาะสำหรับกระบวนการหมักในอุณหภูมิต่ำ ซึ่งเป็นที่ต้องการใน
อุตสาหกรรมบางประเภท (Gibson et al., 2007) การที่การเจริญเติบโตของยีสต์ทุกชนิดลดลงอย่าง
รุนแรงที่ 40 องศาเซลเซียส เป็นการยืนยันว่าอุณหภูมิที่สูงเกินไปมีผลยับยั้งการทำงานของเซลล์ยีสต์
อย่างมีนัยสำคัญ 

 
(2) ผลการศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตที่ความเข้มข้นของเอทานอลระดับต่าง ๆ    
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ภาพท่ี 4.5 ความทนทานของยีสต์ในแต่ละไอโซเลตที่แยกได้ต่อความเข้มข้นของเอทานอลต่าง ๆ 
 

การเจริญเติบโตของยีสต์ทุกสายพันธุ์ลดลงอย่างมีนัยสำคัญเมื่อความเข้มข้นของเอทานอล
เพิ่มขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่ความเข้มข้น 8% และ 12% เอทานอล อย่างไรก็ตาม บางสายพันธุ์แสดง
ความทนทานต่อเอทานอลได้ดีกว่ากลุ่มอื่น โดยเฉพาะ DP2 และ BN1 (S. cerevisiae) ที่ยังคงมี       
การเจริญเติบโตได้ในระดับปานกลางที่ความเข้มข้น 5% และ 8% เอทานอล และยังสามารถตรวจพบ
การเจริญเติบโตได้แม้ที่ 12% เอทานอล ซึ่งบ่งชี้ถึงศักยภาพในการนำไปใช้ในกระบวนการหมักที่ให้ผล
ผลิตเอทานอลสูง 

จากการศึกษาความทนทานต่อเอทานอล  มีความสำคัญอย่างยิ่งในการประเมินศักยภาพของ
ยีสต์สำหรับการผลิตเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์และเอทานอลในปริมาณมาก ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า   
เอทานอลมีผลยับยั้งการเจริญ เติบโตของยีส ต์ทุกสายพันธุ์ อย่างไรก็ตาม ยีสต์ DP2 และ BN1             
(S. cerevisiae) แสดงความทนทานต่อเอทานอลสูงกว่าสายพันธุ์อื่น และยังคงมีการเจริญเติบโตได้แม้ใน
ความเข้มข้น 12% ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่สำคัญของยีสต์หมักที่ดี การคัดเลือกยีสต์ที่ทนทานต่อเอทานอลสูง
จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพและผลผลิตในกระบวนการหมัก (Casey and Ingledew, 1986) 
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(3) ผลการศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตที่ในแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ   
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ภาพท่ี 4.6 การเจริญเติบโตของยีสต์ในแต่ละไอโซเลตที่แยกได้ต่อแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ 
 
ยีสต์แต่ละสายพันธุ์มีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน ซึ่งสะท้อนถึงความ

หลากหลายทางเมแทบอลิซึม โดยรวมแล้ว Fructose และ Sucrose จะเป็นแหล่งคาร์บอนที่ส่งเสริม
การเจริญเติบโตได้ดีที่สุดสำหรับยีสต์หลายสายพันธุ์ เช่น DP2, Or2, BN1, SH2, SS1 และ SS2 ในขณะ
ที่ Galactose และ Glycerol เป็นแหล่งคาร์บอนที่ถูกใช้ได้น้อยกว่าสำหรับบางสายพันธุ์  
 ดังน้ันแหล่งคาร์บอนที่เชื้อยีสต์ส่วนใหญ่ใช้เพื่อใช้เป็นแหล่งอาหารสำหรับการเจริญเติบโต 
พบว่า Fructose และ Sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนที่ยีสต์สามารถใช้ได้ดี แสดงให้เห็นถึงความสามารถ
ของยีสต์ในการหมักน้ำตาลหลักที่พบในผลไม้ 
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 (4) ผลการศึกษาคุณสมบัติการตกตะกอนของเซลล์ (Flocculation)   
 

 
 

ภาพท่ี 4.7 ลักษณะของการตกตะกอนของยีสต์ในแต่ละไอโซเลตที่แยกได้ 

 
 

ภาพท่ี 4.8 ประสิทธิภาพของการตกตะกอนของยีสต์ในแต่ละไอโซเลตที่แยกได้ 
 
ประสิทธิภาพการตกตะกอนของยีสต์มีความแตกต่างกันอย่างมากในแต่ละสายพันธุ์ โดย Or1 

(Ogataea kudriavzevii) แสดงประสิทธิภาพการตกตะกอนที่โดดเด่นที่สุดสูงถึงประมาณ 85-90% ซึ่ง
สูงกว่าสายพันธุ์อื่น ๆ อย่างมีนัยสำคัญ รองลงมาคือ SS2 (ประมาณ 58-60%) ในขณะที่ DP2, BN1, 
SH2, SS1 และ OR2 มีประสิทธิภาพการตกตะกอนอยู่ ในระดับต่ำถึงปานกลาง การที่  OR1 มี
ประสิทธิภาพการตกตะกอนสูงบ่งชี้ถึงศักยภาพในการนำไปใช้ในกระบวนการหมักที่ต้องการการแยก
เซลล์ออกได้ง่าย และลดความจำเป็นในการใช้เทคนิคการแยกที่มีราคาแพง 
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จากการศึกษาคุณสมบัติการตกตะกอนของเซลล์ เป็นปัจจัยสำคัญในการเก็บเกี่ยวเซลล์ยีสต์หลัง
การหมัก การที่ยีสต์ OR1 (O. kudriavzevii) แสดงประสิทธิภาพการตกตะกอนที่สูงที่สุด (85–90%) 
เป็นคุณสมบัติที่น่าสนใจอย่างยิ่งสำหรับอุตสาหกรรมที่ต้องการการแยกเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น 
การผลิตไวน์หรือเบียร์ เน่ืองจากช่วยลดต้นทุนและเวลาในการกรองผลิตภัณฑ์ (Verstrepen et al., 
2003) ในทางตรงกันข้าม ยีสต์ที่มีประสิทธิภาพการตกตะกอนต่ำอาจเหมาะสมสำหรับการหมักที่
ต้องการการกระจายของเซลล์ในสารละลายหรือผลิตภัณฑ์ที่ต้องการยีสต์แขวนลอย 



บทที่  5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
 จากการศึกษาการแยกและจัดจำแนกยีสต์จากผลไม้ที่เหลือทิ้งในท้องถิ่นเพื่อเป็นฐานข้อมูลทาง
ทรัพยากรชีวภาพสู่การพัฒนาเศรษฐกิจฐานชีวภาพของชุมชน และแนวทางการนำมาใช้ประโยชน์ โดยทำการ
เก็บตัวอย่างผลไม้ที่ตกเกรดจากตลาดในท้องถิ่น จังหวัดเพชรบูรณ์ โดยตัวอย่างที่นำมาใช้ในการทดลองมี 5 
ชนิด ได้แก่ อินทผาลัม ส้ม กล้วย อ้อยสายพันธุ์น้ำผึ้ง และอ้อยสุพรรณ 50 เพื่อนำมาศึกษาคัดแยกเชื้อยีสต์
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วทำการจัดจำแนกชนิดของเชื้อยีสต์ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล แล้วนำมาระบุ
ชนิดของสายพันธุ์ยีสต์ที่ทำการคัดแยกมาจากผลไม้ที่เหลือทิ้งด้วยฐานข้อมูล NCBI นอกจากน้ียังศึกษา
ความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมของสายพันธุ์ที่คัดแยกได้ ดังน้ี    
 
5.1 การจำแนก และระบุชนิดของยีสต์ (Identification of yeast) 
   ทำการแยกและจำแนกยีสต์จำนวน 14 ไอโซเลต โดยใช้เทคนิคทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลล์ 
และยืนยันด้วยการวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยาผ่านการหาลำดับเบสของยีน 5.8S-ITS rDNA ผลการจำแนก
ยืนยันความหลากหลายของยีสต์ที่พบในผลไม้ โดยยีสต์หลัก 7 สายพันธุ์ที่นำมาศึกษาต่อ ได้แก่ DP2, BN1 
(Saccharomyces cerevisiae), OR1 (Ogataea kudriavzevii), OR2 (Candida lusitaniae), SH2, SS1 
(Candida parapsilosis), และ SS2 (Ogataea parapolymorpha) 
 
5.2 การศึกษาความทนทานของยีสต์ (Yeast tolerance) 
 5.2.1 การเจริญเติบโตภายใต้สภาวะอุณหภูมิต่าง ๆ 

ยีสต์ส่วนใหญ่มีการเจริญเติบโตสูงสุดในช่วง 30–35 องศาเซลเซียส โดยยีสต์ BN1 แสดงการ
เจริญเติบโตได้ดีในช่วง 25–30 องศาเซลเซียส ซึ่งชี้ให้เห็นถึงความสามารถในการปรับตัวต่ออุณหภูมิที่
แตกต่างกันของแต่ละสายพันธุ์ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของยีสต์ทุกชนิด 

5.2.2 ความทนทานต่อเอทานอล 
การเจริญเติบโตของยีสต์ลดลงอย่างชัดเจนเมื่อความเข้มข้นของเอทานอลเพิ่มขึ้น สายพันธุ์ DP2 และ BN1 
(S. cerevisiae) มีความทนทานต่อเอทานอลสูงกว่าสายพันธุ์อื่น และยังสามารถเจริญเติบโตได้แม้ในความ
เข้มข้นเอทานอล 12% ซึ่งแสดงถึงศักยภาพในการใช้สำหรับการหมักที่ให้ผลผลิตเอทานอลสูง 

5.2.3 ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอน 
Fructose และ Sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของยีสต์ส่วนใหญ่ได้ดีกว่า 

Galactose และ Glycerol ซึ่งบ่งชี้ถึงความหลากหลายของกระบวนการเมแทบอลิซึมในการนำน้ำตาลไปใช้ 
ประสิทธิภาพการตกตะกอนของเซลล์ (Flocculation) 
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5.2.4 ความสามารถในการตกตะกอนของเซลล์ยีสต์ 
ยีสต์ OR1 (O. kudriavzevii) มีประสิทธิภาพการตกตะกอนสูงที่สุด (85–90%) ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่

สำคัญอย่างยิ่งในการแยกเซลล์ออกจากผลิตภัณฑ์ในกระบวนการหมัก  โดยการแยกและจำแนกยีสต์
หลากหลายสายพันธุ์จากผลไม้ มีคุณสมบัติทางสรีรวิทยาที่สำคัญของยีสต์แต่ละชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งสาย
พันธุ์ที่มีคุณสมบัติโดดเด่น เช่น S. cerevisiae (DP2, BN1) ที่มีความทนทานต่อเอทานอลสูง และ O. 
kudriavzevii (OR1) ที่มีประสิทธิภาพการตกตะกอนดีเยี่ยม  
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 

5.3.1  ยีสต์ที่ทนทานต่อเอทานอลสูง (DP2 และ BN1) ควรมีการศึกษาคุณสมบัติการหมัก 
(Fermentation kinetics) ของยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ DP2 และ BN1 อย่างละเอียด
ในระดับห้องปฏิบัติการและระดับนำร่อง เพื่อประเมินประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลในปริมาณและอัตรา
ที่สูง ภายใต้สภาวะการหมักที่เลียนแบบอุตสาหกรรม 

5.3.2 ยีสต์ที่มีประสิทธิภาพการตกตะกอนสูง (OR1) ควรมีการศึกษาปัจจัยทางพันธุกรรมหรือกลไก
ที่ควบคุมการตกตะกอนของ Ogataea kudriavzevii สายพันธุ์ OR1 เพื่อทำความเข้าใจคุณสมบัติดังกล่าว 
และพิจารณาการนำไปใช้ในกระบวนการหมักที่ต้องการการเก็บเกี่ยวเซลล์อย่างง่าย เช่น การผลิตเบียร์หรือ
ไวน์ 

5.3.3 การหมักในอุณหภูมิต่ำ ยีสต์ BN1 ซึ่งมีการเจริญเติบโตที่ดีที่ 25 องศาเซลเซียส มีศักยภาพใน
การนำไปใช้ในการผลิตเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ที่ต้องการการหมักในอุณหภูมิต่ำ ซึ่งช่วยรักษากลิ่นรสและ
คุณภาพของผลิตภัณฑ์ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือ และสารเคมี (Media and chemical) 

 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1.1 Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) broth 1 ลิตร 
Yeast extract 10.0 กรัม 
Peptone 10.0 กรัม 
Dextrose 10.0 กรัม 

ผสมให้เข้ากันปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นจนได้ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
     1.2 Yeast extract Peptone Dextrose Agar (YPDA) 1 ลิตร 
Yeast extract 10.0 กรัม 
Peptone 10.0 กรัม 
Dextrose 20.0 กรัม 
Agar 15.0 กรัม 
Ampicillin 50µl/ml 10 มิลลิลิตร 
Amoxicillin 50µl/ml 10 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นจนได้ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2. การเตรียมสารเคมีสำหรับสกัดดีเอ็นเอ 

2.1 การเตรียม Stock Triton x-100  
Triton x-100 ความเขม้ข้น 2% 2 มิลลิลิตร 
Phosphate buffer 100 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันปรับปริมาตรด้วย Phosphate buffer ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส 

 
2.2 PBS pH 8.0  

NaCl 0.799 กรัม 
KCl 0.020 กรัม 
Na2HPO4 0.142 กรัม 
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KH2PO4 0.025 กรัม 
DI water 100 มิลลิลิตร 
 ผสม ให้ เข้ ากั นละลาย ด้วย  DI water ป ริม าตร 80 มิ ลลิ ลิ ตร  ป รับ  pH  โดยการใช้ เบ ส 
concentrated NaOH จนกระทั่งได้ pH 8.0 แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 

2.3 Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
EDTA 29.20 มิลลิกรัม 
DI water 100 มิลลิลิตร 

ผสมด้วย DI  water ปริมาตร 80 มิลลิลิตร กวนจนละลายด้วย Magnetic stirrer เติมเกล็ด 
NaOH ลงไปจนกระทั่งได้ pH 8.0 ซึ่งเป็น pH ที่ EDTA ละลายหมดพอดี ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
น่ึงฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.4 Sodium dodecyl sulfate (SDS) ความเข้มข้น 1% 

SDS 1 กรัม 
DI water 100 มิลลิลิตร 
 ผสมด้วย DI water ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
 

2.5 Sodium chloride (NaCl) ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 
NaCl 0.584 กรัม 
DI water 100 มิลลิลิตร 
 ผสมด้วย DI water ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 

2.6 Tris-HCl pH 8.0 ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
Tris base 0.158 กรัม 
DI water 100 มิลลิลตร 
 ผสมด้วย  DI  water ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH  โดยการใช้กรด concentrated HCl 
จนกระทั่งได้ pH 8.0 แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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2.7 1X TBE buffer  
TBE 10X 16.5 กรัม 
DI water  100 มิลลิลิตร 
 ผสมด้วย  DI water ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากน้ันละลายใน DI water ปริมาตร 800 
มิลลิลิตร และปรับ pH จนกระทั่งได้ pH 8.0 แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  2-8 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือแต่ละไอโซเลต (Nucleotide of Yeast Isolate) 

 
 

1. ลำดับเบสของบริเวณ D1/D2 ของยีน 26s rRNA ของไอโซเลต DP2 
 
TCAATCAGAAGACGGCATACGAGATGACCAGGTGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGC
TCCTACCTGATTTGAGGTCAAACTTGATGAATATTAAAAGCAACCCTTTGCCTAAGGTACATTACCATT
TCCCTTGTAAAGTAAAACGAATAAATTCATAAATACATCACAGCGAGAACAGCGTCTCCAAAGAAGCTA
AGTGTTGAATTAAAAAAGATTGAAACAATCTTCAATTTCAAGCTAACCCTGAGTATCGCCCACAACCAA
AAAATAAAAAATTATCTTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTTGAGAATGCTCAAGGG
CGCAATGTGCGTTCAAAAATTCAATGATTCACGAGTATCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCT
ACGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATTATTTTAAAATTTCCGT
TAGGAATTTTGGTTTAGTTTAAAAAATTATAATAAAATAAAATTGTTTGTGTTTGTTTTTTGCCTTGAAC
CTTTCGATTCAAAGCAGAAAGAATTAAGTTAAAGTAAAAAACTCCAATGTGTGTAAACGTTGACTGAGA
TTCAAGCAAGATTACTTCTACTGCGACACTTTAAAGAAGCAGCGCAATTAAGCGCACATCTTCAATAAA
GATACACATTATTGTAAAAGATCTAAAACTAGAACTCGAGCAACAATGATAATTCAATCTAATGATCCT
TCCGCAGGTTCACCACTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACACCTGGTCATCTCGTATGCC
GTCTTCTGATTGA 
 
2. ลำดับเบสของบริเวณ D1/D2 ของยีน 26s rRNA ของไอโซเลต BN1 
 
TCAATCAGAAGACGGCATACGAGATGCGATGTGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGG
GTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGA
GCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCG
CGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTA
TAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGG
CATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAA
AAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAC
ATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTT
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TTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAA
CTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAAC
AATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGA
CCACATCGCATCTCGTATGCCGTCTTCTGATTGA 
3. ลำดับเบสของบริเวณ D1/D2 ของยีน 26s rRNA ของไอโซเลต or1 
 
TCATTCAGAAGACGGCATACGAGATCCGGATCAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGC
TCTACCTGATTTGAGGTCGAGCTCAATGATATATATTTTCGCTCGGCGGCAAAAGCGTCCCGATGTAGT
TCGCTTCGTCCGCAACGTTTCTTTTCGGCCGGGCCAGTGGCACGGCCAGCTCTGGATCTTTCTTTAACA
AAAGTTCCAAGAAGGAAACGACGCTCAGACAGGCATGCCCGCCGGAATACCGACGGGCGCAATGTGCG
TTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATC
GATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTATTTTTTTTTTTTCAAGTTTCGACTAGAAATA
CTCACGGTTTATGTGTTTTGTGCGCTCACGCATGTGTGGAAGTTATATTCACAGTAATGATCCTGTCTC
TTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACTGATCCGGATCTCGTATGCCGTCTTCTGATTGA 
 
4. ลำดับเบสของบริเวณ D1/D2 ของยีน 26s rRNA ของไอโซเลต Or2 
 
GACAGTAATAGGCTGCAGCATCCTCCTCCTCTTTTTTTTTTTCAATCAGAAGACGGCATACGAGATGCC
GAGCTGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCCTACCTGATTTGAGGGCGAAATGTCG
TGCTGTAAACGTGTTTGACAGCGCGGTTGATATTTCGGAGCAACGCCTAACCGGGGGTTAGAGGGGAT
GCGACGCTCAAACAGGCATGCCTCGAGGAATGCCTCGAGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGAT
TCACGTCTGCAAGTCATACTACGTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTTTGATATTAAGAAATTCGAATAAAAAAATTTATTTTTTTGTTCGCAAATGCAAAGT
GTATAATGTTTTTTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAACTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCAC
GAGACAGCTCGGCATCTCGTATGCCGTCTTCTGATTGA 
 
6. ลำดับเบสของบริเวณ D1/D2 ของยีน 26s rRNA ของไอโซเลต SH2 
 
GCGTAGAACAATGGATCTCTGCCTGCAGAATAGAAATTCCCCATGTCTTCTGAATGTGGCTGTCTTTTG
TCTCCACACCATCTATGAATCGGGGTATGAGGAATGTTCTCAATGGCACCCATTCCAGGACTGGGATTA
TCACCAGCACGGTAGGCCGCTCCATGGAAAAGAGTAGGGGTCTTGTTCGACACCATCTGCCTGTACAT
AACTTTGAGATTACTTTTTATTTGATCTCTCTTTGTTGATTCTTCCTCAGTGCCATTGTAATCAAGATCA
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ACCAATACTGGTGGCTGGTGGTTCACATTGCGCTTTTCGTCGTAGAGTGGAGAGATAGGGTTAACATAT
ATGGCAGGTATAGGCATGCCCAGAGGAGCATCCCAATTCCAAAATGGCATGGCAAATTCTGGATCACC
AATCAACTTGCCCAAAATCCTTTCATAGAAATAAAGATATAATCTATGGGCTGTCTCTTATACACATCTC
CGAGCCCACGAACGCACC 
 
7. ลำดับเบสของบริเวณ D1/D2 ของยีน 26s rRNA ของไอโซเลต SS1 
 
TTTTTTACAACAAAACAAATCTATCTAAAAACAATTCTTTACAAGAAATTCTTAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATACGAATCGCAGCTCTCGG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACA 
 
8. ลำดับเบสของบริเวณ D1/D2 ของยีน 26s rRNA ของไอโซเลต SS2 
 
AATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAATCAGAAGACGGCATACGAGATTCCTCTACGTCTCGTGGGCT
CGGAGATGTGTATAAGAGACAGTACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTGCCAGCGCTTAACTG
CGCGGCGAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTAGAGATA
GGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTATTGATAGTCAAATTTTGAATTAATCTT
CAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
ATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGG
CATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAA
CTAGGCGTTTGCTTGAAAAGTATTGGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTA
GGTTTATCCAACTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACC
AAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGCTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGACGTAGA
GGAATCTCGTATGCCGTCTTCTGATTGAAAAAAAAAAAACACCATCGCCAGCC 
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