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การศึกษายีสตทนรอนเพื่อการผลิตเอทานอลเปนไปอยางแพรหลาย เนื่องจากยีสตทนรอน

สามารถเจริญและทําใหเกิดกระบวนการหมักไดดีในประเทศเขตรอน วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้
เพื่อคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสในการผลิตเอทานอลไดโดยใชอาหาร Yeast-malt 
extract medium ที่อุณหภูมิ 35, 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส สามารถคัดกรองยีสตทนรอน
ไดทั้งหมด 25 ไอโซเลท และมี 7 ไอโซเลทที่สามารถใชไซโลสเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอล 
ยีสตไอโซเลท SKN 2-1 คัดกรองไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บจากโรงงานน้ําตาลครบุรี จังหวัด
นครราชสีมา สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงสุดเม่ือเทียบกับไอโซเลทอ่ืน ยีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส การศึกษา
ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 
5 ลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดเทากับ 0.66 และ 0.87 กรัมตอลิตร คิดเปน 7.67 และ 
10.10 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเ ม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี ที่ อุณหภูมิ 40 และ 45       
องศาเซลเซียสตามลําดับ โดยใชฟางขาวที่ประกอบดวยเซลลูโลส 37.67 ± 0.31เปอรเซ็นต           
เฮมิเซลลูโลส 33.36 ± 1.96 เปอรเซ็นต และลิกนิน 4.12 ± 0.36 เปอรเซ็นตเปนวัตถุดิบ จากการ
วิเคราะหลําดับ  นิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 บน 26s rDNA ของยีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดมีความใกลเคียงกับยีสตสายพันธุ Ogataea polymorpha  99.83% โดยมีลําดับ
นิวคลีโอไทดแตกตางกัน 1 ตําแหนง 
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Ethanol production by thermotolerant yeasts have been extensively studied, 
because thermotolerant yeasts are capable of growth and fermentation during the 
summer months in non-tropical countries as well as under tropical climates. The aim of 
this study was to screen thermotolerant xylose-utilizing yeasts for ethanol production. 
Yeast-malt extract medium was used to isolate thermotolerant yeasts at 35, 37, 40, 45 
and 50 °C. Twenty five isolate of thermotolerant yeasts were isolated and 7 isolate could 
use xylose as substrate to produce ethanol. SKN 2-1 was isolated from sugarcan 
bagasse that was collected from Khonburi Sugar factory in Nakhonratchasima province 
showing producing highest yield of ethanol compared to other isolates. SKN 2-1 could 
grow and produce ethanol at 40 and 45 °C. The thermotolerant yeast isolate SKN 2-1 
produced the highest concentration of ethanol 0.66 and 0.87 g L-1 which was equivalent 
7.67 and 10.10 of the theoretical ethanol yield in 5 L bioreactor at 40 and 45 °C using rice 
straw contained cellulose 37.67 ± 0.31%, hemicelluloses 33.36 ± 1.96% and lignin 4.12 ± 
0.36% as substrate. From analysis of D1/D2 26s rDNA sequence of SKN 2-1, it was found 
that the nucleotide sequence showed high homology with 99.83% identity to Ogataea 
polymorpha and had the different in 1 position when compared with this species. 
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คําอธิบายสญัลกัษณและคํายอ 
 

FPU หนวยหรือยูนิตของเซลลูเลสที่ไดจากการวัดดวยวิธี Filter paper unit assay  
GC แกสโครมาโทกราฟ 
SHF กระบวนการยอยสลายและหมักแบบไมตอเนื่อง 
SSF กระบวนการยอยสลายและหมักแบบตอเนื่อง 
SSCF กระบวนการยอยสลายและหมักรวมกันแบบตอเนื่อง 



1 
 

บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสาํคัญของปญหา 
ปญหาสภาวะโลกรอนและการลดลงอยางตอเนื่องของแหลงน้ํามันดิบในปจจุบันสงผลให

ราคาน้ํามันดิบมีราคาสูงข้ึน ดังนั้นการหาแหลงพลังงานใหมหรือการผลิตเชื้อเพลิงข้ึนมาทดแทนจึง
ไดรับความสนใจมากข้ึน ทําใหพลังงานทางเลือกใหมๆ เชน แกสโซฮอล ดีเซลชีวภาพถูกพัฒนาข้ึน
อยางกวางขวางดังนั้นจึงมีการพัฒนาการผลิตไบโอเอทานอล ซึ่งใชเปนสวนผสมในการผลิตแกส
โซฮอลมากข้ึนตามลําดับดวยเชนกัน กระบวนการผลิตเอทานอลในปจจุบันจะพิจารณาถึงความ
คุมคาทางดานเศรษฐศาสตร ดานส่ิงแวดลอม และดานพลังงาน (Chandel และคณะ, 2007) 
ปจจัยที่มีผลตอราคาของกระบวนการผลิตไบโอเอทานอลนั้น มาจากวัตถุดิบซึ่งมีผลประมาณ 40 
เปอรเซ็นต (Hamelinck และคณะ, 2005) ปจจุบันมีการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลหรือแปงที่ได
จากพืชหลายชนิด เชน ออย ขาวโพด และมันสําปะหลัง อยางไรก็ตาม เอทานอลที่ผลิตไดยังมี
ราคาคอนขางสูงเม่ือเปรียบเทียบกับพลังงานจากแหลงน้ํามันดิบ ดังนั้นจึงเลือกใชผลิตผลพลอยได
จากโรงงานอุตสาหกรรมหรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ซึ่งวัสดุเหลานี้เรียกวาวัตถุดิบประเภท   
ลิกโนเซลลูโลส เชน ชานออย เศษไม ซังขาวโพด ฟางขาว (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ
พลังงาน, 2549) เปนตน  
 วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีอยูอยางเหลือเฟอ        
มีราคาต่ํา ประกอบดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในอัตราสวนที่ตางกันไปตามชนิดของ
วัตถุดิบ เชน ฟางขาว ซึ่งเปนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่นํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิต      
เอทานอล มีองคประกอบที่เปนเซลลูโลส 39 เปอรเซ็นตเฮมิเซลลูโลส 27 เปอรเซ็นตและลิกนิน            
12 เปอรเซ็นต (Kaur และคณะ, 1997) ซึ่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เม่ือผานการยอยสลายดวย
กรดหรือเอนไซมจะไดน้ําตาลที่สามารถนํามาหมักดวยจุลินทรียแลวใหผลผลิตเปนเอทานอลได 
น้ําตาลที่ไดจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสมีสวนประกอบที่สําคัญคือ น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล
ไซโลสซึ่งมีคารบอน 6 และ 5 อะตอมตามลําดับ ซึ่งในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะมีน้ําตาล
กลูโคสประมาณ 30 เปอรเซ็นตและมีน้ําตาลไซโลสประมาณ 17 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง 
(Thomas และ Yong-su, 2000) แตดวยธรรมชาติของยีสตจะสามารถนําน้ําตาลกลูโคสเขาสู
กระบวนการหมักเพื่อไดผลผลิตเปนเอทานอลไดมากกวาการใชน้ําตาลไซโลส ดังนั้นการคัดเลือก
ยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการใชน้ําตาลไซโลสในการผลิตเอทานอลไดนั้นจึงเปนส่ิงสําคัญ  
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 ในยีสตดีไซโลสจะถูกรีดิวซโดย D-xylose reductase ไดเปนไซลิทอลและจะถูกออกซิไดซ
โดย xylitol dehydrogenase ได เปนดีไซลูโลสจากนั้นจะเกิดการเปล่ียนแปลงไปเปน 
glyceraldehyde-3-phosphate และ fructose-6-phosphate เขาสูกระบวนการหมักตามปกติ 
(Hahn-Hägerdal และคณะ, 1994) ยีสตที่สามารถนําน้ําตาลไซโลสเขาสูกระบวนการหมักที่มี
การศึกษาอยางแพรหลายและสามารถหมักน้ําตาลไซโลสแลวไดเอทานอลออกมาเปนผลิตภัณฑ
อยางเดียว คือสายพันธุ Candida shehatea, Pachysolen tannophilus และ Pichia stipitis 

 ข้ันตอนในการผลิตเอทานอลโดยทั่วไปจะประกอบดวยการเตรียมวัตถุดิบการหมัก 
(fermentation) การกล่ัน (distillation) และการกําจัดน้ํา (dehydration) ซึ่งในกรณีที่วัตถุดิบที่เปน
แปงหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส จะตองมีข้ันตอนการยอย (hydrolysis) เพื่อเปล่ียนเปน
น้ําตาลกอนการหมัก (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 2549) ซึ่งการยอยวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสเพื่อเปล่ียนเปนน้ําตาลสามารถทําไดโดยใชกรดหรือเอนไซม การใชกรดนั้น
มีขอเสีย คือ ในการเกิดปฏิกริยาตองใชอุณหภูมิสูงปฏิกริยาเกิดข้ึนรุนแรงและเปนการยอยที่ไม
เฉพาะเจาะจงเกิดผลิตภัณฑที่ไมตองการ ภาชนะที่ใชตองทนทานตอการกัดกรอนของกรดไดซึ่งมี
ราคาแพง และตองมีการกําจัดน้ําทิ้งที่เหลือจากกระบวนการซึ่งมีกรดเจือปนอยู ดังนั้นการใช
เอนไซมจึงเปนวิธีที่นาสนใจ เพราะเอนไซมมีความจําเพาะสูง ปฏิกิริยาเกิดที่สภาวะเปนกลาง      
ไมเกิดผลิตภัณฑที่ไมตองการเหมือนกับการใชกรด ทําใหคาใชจายในการกําจัดของเสียลดลง 
(Wyman, 1994) และกระบวนการผลิตเอทานอลที่นิยมในปจจุบันคือ กระบวนการผลิตแบบ 
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) โดยรวมข้ันตอนการยอยคร้ังสุดทาย 
เพื่อเปล่ียนเปนน้ําตาล พรอมกับการหมักดวยยีสตในข้ันตอนเดียวกัน แตกระบวนการ SSF มีการ
ใชอุณหภูมิสูงซึ่งสามารถทําลายเซลลยีสตได เพราะฉะนั้นยีสตที่ใชในกระบวนการหมักควรมี
ความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูงจะทําใหประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตเอทานอลเพิ่ม
มากข้ึนดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดเพื่อทําการคัดกรองยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนํา
ไซโลสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดิบตั้งตนในการผลิต 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 เพื่อคัดกรองสายพันธุยีสตทนรอนที่พบในประเทศไทยที่มีประสิทธิภาพในการนําน้ําตาล
ไซโลสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อใหไดผลผลิตเอทานอล  และคัดเลือกสายพันธุยีสตทนรอนที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตสูงสุดมาใชในการผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเปน
วัตถุดิบ 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 งานวิจัยนี้มุงเนนที่จะคดักรองสายพันธุยีสตทนรอนทีพ่บในประเทศไทย เพื่อนํามาใชใน
การผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเปนวัตถุดบิ 
 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 ไดสายพันธุยีสตทนรอนที่มีประสิทธภิาพสูงในการนําน้ําตาลไซโลสเขาสูกระบวนการ 
หมักเพื่อใหไดผลผลิตเอทานอล 
 
1.5 วิธีดาํเนินการวิจัย  

 1. เก็บตัวอยางที่ใชในงานวิจัย 
 2. คัดกรองยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิต 
     เอทานอล 
  3. ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 
  4. ศึกษาผลกระทยของอุณหภูมิที่มีตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 
  5. ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักดวยยีสตทนรอนในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5   

ลิตรโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดิบในการผลิต 
  6. บงชี้สายพันธุของยีสตทนรอน 
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บทท่ี 2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 

2.1 เอทานอล 
 เอทานอล (ethanol หรือ ethyl alcohol) เปนแอลกอฮอลชนิดหนึ่ง มีคุณสมบัติติดไฟงาย 
ไมมีสี เปนสารประกอบเคมีที่เปนพิษออนๆ ประกอบดวยคารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน มีสูตร
โมเลกุล คือ CH3CH2OH  หรือ C2H5OH ประโยชนของเอทานอลที่เห็นในชีวิตประจําวันมีดวยกัน
หลายอยาง อาทิเชน ใชในการผลิตเคร่ืองดื่ม ใชในการผลิตยา เปนตัวทําละลาย ใชเปนตัวกลางใน
การถายเทความรอน ใชในการผลิตเคร่ืองสําอาง และในปจจุบันเอทานอลยังสามารถใชเปน
พลังงานทดแทนในเคร่ืองยนต โดยนํามาใชได 3 รูปแบบ ไดแก 
 1. ใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรงเพื่อทดแทนน้ํามันเบนซินและน้ํามันดีเซล 

2. ใชผสมกับน้ํามันเบนซิน เรียกวา แก็สโซฮอล (gasohol) หรือผสมกับน้ํามันดีเซล 
เรียกวาดีโซฮอล (diesohol) 

 3. ใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนของน้ํามันใหกับเคร่ืองยนต 
 การใชเอทานอลบริสุทธิ์เพื่อเปนเชื้อเพลิงพบในหลายประเทศ เชนบราซิลมีการใช           
เอทานอลความเขมขน 99.5 เปอรเซ็นโดยปริมาตร ผสมกับน้ํามันเบนซินในอัตราสวน 20-100 
เปอรเซ็นโดยปริมาตร สหรัฐอเมริกามีการใชเอทานอลผสมกับน้ํามันเบนซินไรสารตะกั่วใน 
อัตราสวน 10 : 90 ออสเตรเลียมีการใชเอทานอลผสมกับน้ํามันเบนซินในอัตราสวน 15 : 85 และใช
เปนเชื้อเพลิงของรถยนตในชื่อผลิตภัณฑ pretranol สวนประเทศไทย เอทานอลถูกนํามาผสมกับ
น้ํามันเบนซินในอัตราสวน 10 : 90 ใชเปนเชื้อเพลิงของรถยนต เรียกวา แก็สโซฮอล และอัตราสวน 
20 : 80 เรียกวา E20 และอัตราสวน 85 : 15 เรียก E85 เปนตน (นคร ทิพยาวงศ, 2553) คุณสมบัติ
ทางกายภาพและเคมีของ เอทานอลแสดงในตารางที่ 2.1 
 
       ตารางที่ 2.1 คุณสมบตัิทางกายภาพและทางเคมีของเอทานอล (นคร ทิพยาวงศ, 2553) 

คุณสมบัต ิ                         เอทานอล 
สถานะ  ของเหลว 
สี  ใส ไมมีสี 
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 ตารางที่ 2.1 คุณสมบตัิทางกายภาพและทางเคมีของเอทานอล (ตอ) 
คุณสมบัต ิ                         เอทานอล 
กล่ิน 

    น้ําหนักโมเลกุล                                                  
    จุดเดือด (องศาเซลเซยีส)                                                       
    จุดหลอมเหลว/จุดเยือกแข็ง  
    (องศาเซลเซียส) 
    ความถวงจําเพาะ 
    ความหนาแนนไอ 
    ความหนืด (MPa.s) 

           เฉพาะตัว 
         46.07 

        78 
       -114 

        
     0.789 
      1.6 
      1.41 

    ความดันไอ (มม.ปรอท) 
    ความสามารถในการละลายน้ํา 
    (กรัม/100 มล.) 

   43 ที่ 20 องศาเซลเซยีส 
  100 

 
2.2 กระบวนการผลิตเอทานอล 
 กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทใหญๆ ดวยกัน คือ 
กระบวนการสังเคราะหทางเคมี (chemical synthesis) และกระบวนการทางชีวภาพ 
(fermentation) 
  
 2.2.1 เอทานอลท่ีผลิตจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี 

        เปนการผลิตจากอนุพันธของสารปโตรเลียม เชน เอทิลีนเอทานอลที่ได เรียกวา     
เอทานอลสังเคราะห (สภาผูแทนราษฎร, คณะกรรมาธิการการพลังงาน, 2545) วิธีที่นิยมใช ไดแก 

 1. การผลิตเอทานอลจากกระบวนการไฮเดรชันของเอทิลีน (Ethylene hydration) โดยตรง
โดยมีกรดฟอสฟอริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่ความดันและอุณหภูมิสูง โดยทั่วไปมักใชที่ 1000 psi 
และ 300 องศาเซลเซียส (Plotkin, 2006) สมการของการเกิดปฏิกิริยาเปนดังนี้ 

 
 

C2H4+ H2O                            C2H5OH 
 

H3PO
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2. การผลิตเอทานอลจากกระบวนการไฮเดรชันของเอทิลีน (Ethylene hydration) โดย
ออม โดยมีกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อใหไดเอทิลซัลเฟตซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปน     
เอทานอล (Demirbas, 2005) สมการของการเกิดปฏิกิริยาเปนดังนี้ 

 
         C2H4 + H2SO4                                 CH3CH2SO4H     
         CH3CH2SO4H + H2O               CH3CH2OH + H2SO4    
 

 ในการเกิดปฏิกิ ริยา Ethylene hydration นี้จะไดผลิตภัณฑเปนเอทิลซัลเฟต 
(CH3CH2SO4H) ข้ันตอมานําเอทิลซัลเฟตไปทําปฏิกิริยากับน้ําจะไดเอทานอลกับกรดซัลฟวริก 
จากนั้นทําการสกัดใหไดเอทานอลออกมา 

 
 
CH3COOCH2CH3 + H2O  CH3COOH + CH3CH2OH 
    เอทิลอะซิเดต     กรดแอซิติก       เอทานอล 
 
วิธีการสังเคราะหเอทานอล ทั้ง 2 วิธีที่กลาวมาแตเดิมนิยมใชกันมากเพราะเปน

กระบวนการที่รวดเร็วและไมยุงยาก กระบวนการผลิตข้ึนอยูกับปจจัยเพียงไมกี่อยาง แตเนื่องจาก
วิธีการสังเคราะหดังกลาวตองใชสารเร่ิมตนที่เปนผลผลิตจากปโตรเลียม ทําใหตนทุนการผลิตของ
ทั้งสองวิธีนี้สูงข้ึนมากจึงทําใหมีการผลิตเอทานอลดวยวิธีทางชีวภาพแทน  

 
2.2.2 เอทานอลท่ีผลิตจากกระบวนการทางชีวภาพ 
เปนการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลโดยอาศัยกระบวนการหมักของเชื้อจุลินทรีย เชน ยีสต 

เขามาเกี่ยวของ ประกอบดวย 2   ข้ันตอน คือ ข้ันตอนแรก ยีสตจะใชน้ําตาลเชิงเดี่ยว 
(monosaccharide) เปนอาหารและเปล่ียนน้ําตาลเปนเอทานอลโดยกระบวนการไกลโคไลซิส 
(glycolysis) ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน มีสมการการเปล่ียนน้ําตาลกลูโคสเปนเอทานอล ดังนี้ 
 

 
 C6H12O6  CH3CH2OH + 2CO2 
     วัตถุดิบ )น้ําตาล(                     เอทานอล     คารบอนไดออกไซด 
 

H2SO4 

yeast 
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ตามทฤษฎีน้ําตาลกลูโคส 100   เปอรเซ็นต จะถูกเปล่ียนเปนคารบอนไดออกไซด         
48.9 เปอรเซ็นตและเอทานอล 51.1  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ตามลําดับ แตในทางปฏิบัติจะเกิดการ
สูญเสียไดเปนสารประกอบอ่ืนๆ หรือใชในการสรางเซลลของยีสตทําใหไดเอทานอลเพียง          
50-90 เปอรเซ็นตทางทฤษฎี เม่ือไดเอทานอลแลว ข้ันตอนที่ 2   จึงเปนการทําใหเอทานอลมีความ
เขมขน และบริสุทธิ์สูงข้ึนโดยการกล่ัน 

ในปจจุบันการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมทั่วโลกมากกวา 90   เปอรเซ็นต จะใช
กระบวนการทางชีวภาพมากกวากระบวนการทางเคมี ซึ่งวัตถุดิบที่สามารถนํามาใชในการผลิต   
เอทานอลจะเปนสารประกอบประเภทคารโบไฮเดรตที่มีน้ําตาลเชิงเดี่ยวอยูในโครงสรางโมเลกุล 
เชน กากน้ําตาล แปง หรือ วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ซึ่งกระบวนการแปลงสภาพวัตถุดิบไป
เปนเอทานอลของวัตถุดิบแตละชนิดจะมีวิธีการในการเตรียมวัตถุดิบและการเปล่ียนแปลงไปเปน
น้ําตาลเชิงเดี่ยวไมเหมือนกัน ตัวอยางการผลิตเอทานอลดวยกระบวนการทางชีวภาพในโรงงาน 
อุตสาหกรรมแสดงดังภาพที่ 2.1  

 

        
ภาพที่ 2.1 แผนภูมิการผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลังในโรงงานอุตสาหกรรม 

(นคร ทิพยาวงศ, 2553) 
 
2.3 ชนิดของวัตถุดบิท่ีใชผลิตเอทานอลดวยกระบวนการทางชีวภาพ 
 วัตถุดิบที่ใชเปนวัตถุตั้งตนสําหรับการผลิตเอทานอลดวยกระบวนการทางชีวภาพมี          
3 ประเภท คือ น้ําตาล แปง และวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยแตละประเภทตองนําไปผาน
กระบวนการปรับปรุงตาง ๆ กอนที่จะนําไปหมักเพื่อใหเปนเอทานอล วัตถุดิบประเภทน้ําตาล
สามารถนําไปหมักไดโดยตรง แตวัตถุดิบประเภทอ่ืน ๆไมสามารถหมักไดโดยตรง เพราะวัตถุดิบ
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บางอยางยังเปนน้ําตาลโมเลกุลใหญหรือมีสวนผสมของสารชนิดอ่ืนอยูมากมาย เชน วัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลส มีองคประกอบเปนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ซึ่งตองผาน
กระบวนการเตรียม (pretreatment) และกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) กอนนําไปหมัก 
สวนแปงตองผานกระบวนการทําใหเปน ของเหลว (liquefaction) และการละลายเปนน้ําตาล 
(saccharification)  กอนจะนําไปหมักโดยผลผลิตเอทานอลตอน้ําหนักของวัตถุดิบชีวมวลตั้งตน
โดยเฉล่ียแสดงดังตารางที่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2 ผลผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบชีวมวลประเภทตางๆ (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและ
อนุรักษพลังงาน, 2549) 
วัตถุดิบชีวมวล ผลผลิตเอทานอล (กิโลกรัมตอเอทานอล 1 ลิตร) 
ออย 
กากน้ําตาล 
ขาวฟางหวาน 
หัวบีท 
มันสําปะหลัง 
มันฝร่ัง 
ขาวสาลี 
ขาวฟาง 
ไม 

12.7-14.3 
4-6 
14 

10.3 
6.50-5.45 

8.50 
2.60 
2.30 
3.85 

  
2.3.1 วัตถุดิบประเภทนํ้าตาล 

 วัตถุดิบหลักๆ ที่นํามาใชในการผลิตเอทานอล คือ ออยซึ่งอยูในรูปของน้ําออยหรือผลผลิต
พลอยไดที่เปนกากน้ําตาล (molasses) (Sánchez และ Cardona, 2008) ประกอบดวยน้ําตาล
ซูโครสเปนหลัก นอกจากนี้ยังมีวัตถุดิบอ่ืนๆ ที่มีน้ําตาลมากซึ่งสามารถนํามาเปนวัตถุดิบไดเชนกัน 
ไดแก หัวบีทหรือหัวผักกาดหวาน (sugar beet) ขาวฟางหวาน (sweet sorghum) และผลไมตางๆ 
(Badger, 2002) สองในสามของการผลิตน้ําตาลทั่วโลกจะมาจากออย และหนึ่งในสามจะมาจาก
หัวบีท (Kumar และคณะ, 2006 อางถึงใน Balat และคณะ, 2008) ซึ่งกระบวนการผลิตน้ําตาล
จากออยมีกระบวนการดังแสดงในภาพ 2.2 
 
 



9 
 

 
   
 

 
 
 

 
 
 
 

 
  
 

 
ภาพที่ 2.2 กระบวนการผลิตน้ําตาลจากออย 

 
 ขอดีของการใชพืชที่มีน้ําตาลในการผลิตเอทานอล คือ สามารถเปล่ียนน้ําตาลซูโครสไป
เปนเอทานอลไดงายกวาเม่ือเปรียบเทียบกับการใชวัตถุดิบที่เปนแปงและลิกโนเซลลูโลส เนื่องจาก
ไมตองมีกระบวนการยอยสลายวัตถุดิบกอน ยีสตสามารถยอยสลายน้ําตาลนี้เพื่อนําไปใชได
โดยตรง (Cardona และ Sánchez, 2007) เชื้อจุลินทรียที่ใชในการหมักสวนใหญ คือ  
Saccharomyces cerevisiae ซึ่งมีความสามารถในการยอยสลายน้ําตาลซูโครสไปเปนน้ําตาล
กลูโคสและฟรุกโตสที่สามารถนําไปใชในการหมักเปนเอทานอลได อยางไรก็ตามขอเสียของการใช
วัตถุดิบเหลานี้ คือ วัตถุดิบบางชนิดมีราคาสูงจึงไมเหมาะที่จะนํามาใชผลิตเปนเชื้อเพลิงเอทานอล  
 
 2.3.2 วัตถุดิบประเภทแปง 
 วัตถุดิบประเภทแปง ไดแก ผลผลิตทางการเกษตรพวกธัญพืช เชน ขาวเจา ขาวสาลี 
ขาวโพด ขาวบารเลย ขาวฟาง และพวกพืชหัว เชน มันสําปะหลัง มันฝร่ัง มันเทศ เปนตน          
(สภาผูแทนราษฎร, คณะกรรมาธิการการพลังงาน, 2545)  
 แปงเปนน้ําตาลโมเลกุลใหญหรือเรียกวา พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) ซึ่งเปน
คารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญ ประกอบดวยน้ําตาลเชิงเดี่ยวมากกวา 10 โมเลกุลข้ึนไป              

ชานออย 

ทําใหใส เคร่ืองกรอง เคร่ืองตัด เคร่ืองต ีออย 

การอบแหง การเหว่ียงแยก ทําใหตกผลึก ระเหย 

น้ําตาล กากน้ําตาล 
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(100-1,000 โมเลกุล) เรียงตอกันเปนสายยาวดวยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) อาจมี
แขนงหรือไมมีก็ได ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่สําคัญ ไดแก แปง เดกซทริน ไกลโคเจน และเซลลูโลส 
ทั้งหมดมีกลูโคสเปนองคประกอบแตมีโครงสรางแตกตางกัน ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่ สําคัญใน
ชีวิตประจําวันแสดงในตารางที่ 2.3 
 
ตารางที่ 2.3 ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่สําคัญ 
พอลิแซ็กคาไรด คุณสมบัต ิ
เซลลูโลส โครงสรางเปนสายยาว ไมแตกแขนง เปนสารโครงสรางของพืช โดยเปน

องคประกอบของผนังเซลล รางกายคนไมมีเอนไซมยอยเซลลูโลส ไมมี
ประโยชนในแงของอาหาร แตเปนกากอาหารกระตุนการขับถาย 

แปง โครงสรางเปนสายยาว หรือมีแตกแขนงเปนสายยาวไมกี่แขนง เปน
แหลงอาหารประเภทคารโบไฮเดรต มีคุณสมบัติไมละลายในน้ําเย็น แต
ละลายในน้ํารอน แปงเม่ือถูกยอยสลายจะกลายเปนสารที่มีโมเลกุล
เล็กลง ดังนี้ 
แปง           เดกซทริน           มอลโทส           กลูโคส 

ไกลโคเจน โครงสรางเปนสายยาว มีการแตกแขนงเปนสายส้ันจํานวนมาก 
รางกายสัตวสํารองไกลโคเจนไวที่ตับและกลามเนื้อสําหรับใชในยาม
ขาดแคลนอาหาร 

  
 การผลิตเอทานอลในทวีปอเมริกาเหนือและยุโรปมักจะใชขาวโพดและขาวสาลีเปนวัตถดุบิ 
สวนประเทศในเขตรอนมักใชพวกพืชหัวเปนวัตถุดิบ (Cardona และ Sánchez, 2007) แปง
จัดเปนไบโอพอลิเมอรชนิดโฮโมพอลิเมอรซึ่งประกอบดวยโมโนเมอรเพียงชนิดเดียวคือน้ําตาล
ก ลู โ คส แป ง ปร ะก อ บด วย พ อลิ เ มอ ร  2  ช นิด ที่ มี สั ดส วน แ ตก ต าง กัน  คื อ  อ ะไม โล ส                         
(16 - 30 เปอรเซ็นต) และอะไมโลเพคติน (65 - 85 เปอรเซ็นต) อะไมโลสเปนโพลิเมอรของ          
ดี-กลูโคสในรูปแอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,4-ไกลโคซิดิกเปนโพลิ
เมอรที่มีสายตรงซึ่งจะมีลักษณะขดเปนเกลียว (helix) สวนอะไมโลเพคตินเปนโพลิเมอรที่มีกลูโคส
มาตอกันพันธะแอลฟา-1,4-ไกลโคซิดิกและมีการแตกกิ่งแขนงโดยมีน้ําตาลกลูโคสมาเชื่อมตอตรง
กิ่งดวยพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก (Prasad และคณะ, 2007) ดังแสดงในภาพที่ 2.3 
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ภาพที่ 2.3 โครงสรางของอะไมโลส (บน) และอะไมโลเพคติน (ลาง) (Casey และคณะ, 2006) 
 
 การนําวัตถุดิบประเภทแปงมาใชตองมีการยอยสลายแปงเพื่อใหกลายเปนน้ําตาลกลูโคส 
สําหรับใชในการหมัก กระบวนการเปล่ียนแปงเปนน้ําตาลจะมีข้ันตอนหลัก 2 ข้ันตอน คือ  
 1. การยอยแปงคร้ังที่หนึ่งหรือการทําใหแปงเหลว (liquefaction) ข้ันตอนนี้จะใชเอนไซม
แอลฟา-อะไมเลส ยอยแปงที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียสใชเวลานาน 1-2 ชั่วโมง ทําใหได
ผลิตภัณฑที่เรียกวาเด็กซทริน (Dextrin) 
 2. การยอยแปงคร้ังที่สองหรือการเปล่ียนเปนน้ําตาล (saccharification) ข้ันตอนนี้จะใช
เอนไซม Amyloglucosidase ยอยเดกซทรินที่อุณหภูมิ 55-65 องศาเซลเซียสใหไดน้ําตาลกลูโคส 
ซึ่งยีสตสามารถใชหมักเปนเอทานอลไดโดยกระบวนการหมักเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแปง
สามารถแสดงไดดังภาพที่ 2.4 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.4 การหมักเอทานอลจากแปง 

H(C6H10O5)OH nC6H12O6 2nC2H5OH +    2nCO2 

amylolytic enzyme yeast 

H2O (แปง) 
162 กรัม (monomer)  

        คิดเปนผลไดของเอทานอลเทียบกับแปง 

(กลูโคส) 
180กรัม  

(เอทานอล) 
2×46 กรัม 2×44 กรัม  
0.5679 กรัมตอกรัม 
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เม่ือไดเปนน้ําตาลแลวจึงเขาสูกระบวนการหมักตอไป 
 ประเทศไทยนิยมใชหัวมันสําปะหลังสดเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลซึ่งมีขอดีคือ       
มีสัดสวนของแปงสูงและเสนใยต่ํา ใหปริมาณเอทานอลตอพื้นที่เพาะปลูกสูง สามารถปลูกไดในดิน
ที่มีความอุดมสมบูรณต่ํา สวนขอเสีย คือ ตองมีข้ันตอนการเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาลกอนนําไป
หมัก 
 การนําวัตถุดิบประเภทน้ําตาลและแปงซึ่งยังคงเปนอาหารของมนุษยมาใชในการผลิต     
เอทานอลอาจสงผลกระทบทําใหวัตถุดิบมีราคาสูงข้ึนได เนื่องจากมีปริมาณไมเพียงพอและในที่สุด
อาจเกิดสภาวะขาดแคลนอาหารข้ึน ดังนั้นการนําวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใชจึงเปนอีก
ทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ 
 
 2.3.3 วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

 วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ไดแก ฟางขาว กากออย ซังขาวโพด และเศษไม 
เป นตน  วัตถุดิบประ เภท นี้ มี องคประก อบที่ เป น  เ ซล ลูโล ส  (cellulose) เ ฮ มิ เ ซล ลูโลส 
(hemicellulose) และลิกนิน (lignin) โดยเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสตอกันเปน   
สายยาวและอยูในรูปผลึก มีลักษณะเปนเสนใยเหนียวและไมละลายน้ํา เฮมิเซลลูโลสเปน         
พอลิเมอรของน้ําตาลเพนโตส (pentose) หลายชนิด เชน ไซโลส (xylose) แมนโนส (mannose) 
และอาราบิโนส (arabinose) เปนตน สวนลิกนินเปนพอลิเมอรของฟนิลโพรเพน (phenylpropane) 
ซึ่งทนตอการยอยสลายอยางมาก 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่ใชสําหรับผลิตเอทานอลสามารถแบงไดเปน 6 กลุม 
(Sánchez และ Cardona, 2008) ดังนี้ 

(1) วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร (crop residue หรือ agricultural waste) ไดแก ฟางขาว
สาลี ฟางขาวบารเลย ฟางขาวเจา แกลบ ชานออยใบขาวโพด ลําตนขาวโพดและซังขาวโพดซึ่งรวม
เรียกสวนตางๆ ของขาวโพดนี้วา คอรนสโตเวอร 

(2) วัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม (industrial residue) ไดแก วัสดุเหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ เชน กากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้ง (recycled paper sludge) และ
วัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานไม เชน เศษไม ข้ีเล่ือย เปนตน 

(3) วัสดุเหลือทิ้งจากอาคารบานเรือน (municipal solid waste: MSW) ไดแก กระดาษ
หนังสือพิมพ กระดาษใชแลวเปนตน  

(4) ไมเนื้อแข็ง (hardwood) ไดแก ตนแอสเพนตนปอพลาร 
(5) ไมเนื้อออน (softwood) ไดแกตนสน  
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(6) พืชลมลุก (herbaceous biomass) ไดแก หญาชนิดตางๆ เชน หญาสวิตชหญารีด
คาแนรีหญาเบอรมิวดาและหญาทิโมธีเปนตน 

ข้ันตอนในการผลิตเอทานอล โดยทั่วไปจะประกอบดวยการเตรียมวัตถุดิบ (raw material 
preparation) การหมัก (fermentation) การกล่ัน (distillation) และการกําจัดน้ํา (dehydration)   
ซึ่งในกรณีที่วัตถุดิบที่เปนแปงหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะตองมีข้ันตอนการยอยเพื่อ
เปล่ียนเปนน้ําตาลกอนการหมัก (hydrolysis) (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 
2549) 

ขอดีของการใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส คือ เปนวัตถุดิบที่มีเปนปริมาณมาก        
หาไดงาย ราคาถูก และสามารถเกิดข้ึนมาทดแทนไดอยูเสมอ สวนขอเสียคือ ตนทุนการผลิตเอทา
นอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสยังคอนขางสูงอยูเม่ือใชเทคโนโลยีที่มีอยูในปจจุบัน 
เนื่องจากกระบวนการยอยสลายไดผลผลิตต่ําและใชตนทุนสูง (Sun และCheng, 2002) 

 
2.4 องคประกอบของชีวมวลพืชในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
 ลิกโนเซลลูโลสเปนองคประกอบของชีวมวลที่พบในผนังเซลลของพืช ประกอบดวย
เซลลูโลสซึ่งเปนไมโครไฟบริลฝงอยูในเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ดังแสดงในภาพที่ 2.5 จึงเรียก
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินรวมกันวา ลิกโนเซลลูโลส นอกจากนี้ในวัตถุดิบประเภท          
ลิกโนเซลลูโลสยังพบสารประกอบอ่ืนๆ ที่ เรียกวา สารแทรก (extractive) ซึ่งเปนสารที่ไมใช
องคประกอบของผนังเซลลพืช ไดแก เรซิน ไขมัน กรดไขมัน ฟโนลิก ไฟโตสเตอรอล เกลือ และ      
แรธาตุ เปนตน (Lee และคณะ, 2007) วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสแตละชนิดจะมีสัดสวนของ
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินแตกตางกันไป (Prasad และคณะ, 2007) ดังแสดงใน        
ตารางที่ 2.4 
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ภาพที่ 2.5 โครงสรางของลิกโนเซลลูโลสที่พบในเซลลพชื (Ritter, 2008) 

 
ตารางที่ 2.4 องคประกอบของลิกโนเซลลูโลสในวัตถุดิบชนิดตางๆ (Sun และ Cheng, 2002) 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
เซลลูโลส 

(เปอรเซ็นต) 
เฮมิเซลลูโลส 
(เปอรเซ็นต) 

ลิกนิน 
(เปอรเซ็นต) 

ลําตนไมเนื้อแข็ง 
ลําตนไมเนื้อออน 
เปลือกถั่ว 
ซังขาวโพด 
กระดาษ 
ฟางขาวสาลี 
ฟางขาวเจา 
กระดาษหนังสือพิมพ 
ของเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ 
ชานออย 
หญาเบอรมิวดา 

40 - 55 
45 - 50 
25 - 30 

45 
85 - 99 

30 
32.1 

40 - 55 
60 - 70 

33.4 
25.0 

24 - 40 
25 - 35 
25 - 30 

35 
0 

50 
24.0 

25 - 40 
10 - 20 

30.0 
35.7 

18 - 25 
25 - 35 
30 - 40 

15 
0 - 15 

15 
18.0 

18 - 30 
5 - 10 
18.9 
6.4 

เซลลูโลส 

ลิกนิน 
เฮมิเซลลูโลส 
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ตารางที่ 2.4 องคประกอบของลิกโนเซลลูโลสในวัตถุดิบชนิดตางๆ (ตอ) 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
เซลลูโลส 

(เปอรเซ็นต) 
เฮมิเซลลูโลส 
(เปอรเซ็นต) 

ลิกนิน 
(เปอรเซ็นต) 

หญาสวิตช 
หญาออรชารด 
หญา (คาเฉล่ียสําหรับหญาชนิดตางๆ) 

45.0 
32.0 

25 - 40 

31.4 
40.0 

25 - 50 

12.0 
4.7 

10 – 30 
 
2.4.1 เซลลูโลส 
เซลลูโลสมีอยูทั่วไปตามธรรมชาติโดยเฉพาะเปนองคประกอบของผนังเซลลของพืชชั้นสูง 

โดยอาจจะพบในสภาพเซลลูโลสที่บริสุทธิ์ เชน ในฝาย หรืออาจจะเกิดรวมกับสารประกอบอ่ืนๆ 
เชน เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเนื้อเยื่อของพืช เซลลูโลสที่พบในพืชอาจจะมาจากสวนตางๆ ของพืช 
เชนเนื้อแข็ง ฟาง เยื่อ ลําตน เปลือก ฯลฯ เซลลูโลสเปนสารประกอบที่มีมากที่สุดในองคประกอบ
ของพืช (วิทยา มะเสนา, 2530) โดยจะมีปริมาณต่ําประมาณ 15 เปอรเซ็นตในพืชที่มีอายุนอยและ
จะเพิ่มสูงข้ึนประมาณ 5 เปอรเซ็นตในชวงที่มีอายุมากข้ึน โดยเฉล่ียแลวพืชมีเซลลูโลสประมาณ 
40–60 เปอรเซ็นตของน้ําหนักชีวมวลแหง (Hamelinck และคณะ, 2005) นอกจากนั้นยังพบ
เซลลูโลสในสาหราย เสนใยเชื้อราและผนังเซลลของโปรโตซัวบางชนิด (จักรกฤษณ หอมจันทร, 
2529) 

เซลลูโลสเปนคารโบไฮเดรตชนิดพอลิแซคคาไรดที่ประกอบดวยโมโนเมอรเพียงชนิดเดียว 
คือ โมเลกุลของดี-กลูโคสในรูปเบตา-ดี-กลูโคไพราโนสหลายโมเลกุลเรียงตอกันดวยพันธะเบตา-
1,4-ไกลโคซิดิก โดยมีการดึงโมเลกุลของน้ําออกจึงมีสูตรทางเคมีเปน (C6H10O5)n เม่ือ n คือ 
จํานวนของโมเลกุลกลูโคสที่มาเรียงตอกัน โดยกลูโคส 2 โมเลกุลจะเรียงตอกันเปนไดเมอร เรียกวา 
เซลโลไบโอสซึ่งเปนหนวยพื้นฐานของเซลลูโลสในการมาตอซ้ําๆ กันเปนโครงสรางสายยาวคลาย
ลูกโซ ไมมีการแตกกิ่งแขนง ซึ่งแตกตางจากแปงที่กลูโคสจะเชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,4-ไกล
โคซิดิก ทําใหเซลลูโลสมีลักษณะเปนเสนตรงแตแปงจะมีโครงสรางที่เปนโซเกลียว สงผลให
เซลลูโลสมีพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลจํานวนมากจึงมีลักษณะเปนมัดเสนใยที่เปนระเบียบซึ่ง
มีความแข็งแรงและทนตอการยอยสลายไดมากกวาแปง (Ritter, 2008) 

เซลลูโลสที่มาจากแหลงตางๆ มีโครงสรางทางเคมีที่เหมือนกัน กลาวคือ มีสวนที่เปนแอน
ไฮโดรกลูโคสโดยโมเลกุลของเซลลูโลสจะประกอบดวยสาย เบตา-กลูโคไพราโนสที่เชื่อมตอกันดวย
พันธะเบตาที่อะตอมของคารบอนตําแหนงที่ 1 และตําแหนงที่ 4 นอกจากนี้ยังพบวาเซลลูโลส       
1 โมเลกุล จะประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคสมากถึง 1,400 – 10,000 โมเลกุล ที่เชื่อมตอกันเปน
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สายยาวและน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูโลสจะมีตั้งแต 200,000 – 2,000,000 ดาลตัน ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.6 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.6 โครงสรางของเซลลูโลส 
 

ลักษณะการเชื่อมตอกันดวยพันธะเบตาที่เปนสายยาวและไมมีกิ่งกานสาขาทําให
เซลลูโลสมีโครงสรางเปนแบบเบตา-คอนฟกกูเลชั่นสงผลใหเซลลูโลสมีลักษณะเปน rigid และ 
straight เพราะมี intra-inter molecule hydrogen bond จึงทําใหเซลลูโลสไมละลายน้ํา ในขณะที่
พันธะแอลฟา-1-4-ไกลโคซิดิกในอะไมโลสจะละลายน้ําไดดี (กาพยพร กลางสาทร, 2529) 
นอกจากนี้โมเลกุลของเซลลูโลสจะเรียงกันอยูเปนมัดๆ ที่เรียกวาไฟบริล (fibril) เม่ือนําแตละ
ไฟบริลมาขยายพบวาจะประกอบดวยสวนที่อยูรวมกันเปนกระจุกเรียกวา crystalloid และสวนที่
อยูรวมกันแบบหลวมๆ เรียกวา amorphous โดยสวนของไฟบริลตาง ๆ ที่อยูรวมกันเปนโมเลกุล
เซลลูโลส จะพบไดในผนังเซลลพชืที่มีลักษณะเปนแทงเล็กๆ เรียกวา micelles และเม่ือรวมกันเกิด
เปนโครงสรางที่ เรียกวา microfibril นอกจากนั้นยังพบวาในผนังเซลลพืช จะแบงออกเปน             
3 ลักษณะ (Norkrans, 1967 ; Regura และ Leschine, 2001) คือ 

1. Fringe micelles ใน microfibril ประกอบดวยสวน crystalloid และ amorphous โดย
สวนของ crystalloid เปนบริเวณที่มีการจัดเรียงโมเลกุลอยางเปนระเบียบซึ่ง มีอยูประมาณ        
50-90 เปอรเซ็นตสวนบริเวณ amorphous เปนบริเวณที่มีการจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบหรือ
เปนระเบียบนอยกวาบริเวณ crystalloid 
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2. โครงสรางของเซลลูโลสที่มวนหรือพับไปตามแกนของเสนใยเซลลูโลส 
 3. โครงสรางที่มีลักษณะเปนริบบิ้นหนาเกิดจากการมวนไปมา โดยตั้งฉากกับแกนริบบิ้น

และแถบของริบบิ้นที่จะมวนเปนเกลียว 
 นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณเซลลูโลสที่พบในองคประกอบของพืชชนิดตางๆ จะมีมากนอย

แตกตางกันตามชนิด อายุ ฤดูกาลการเก็บเกี่ยวของพืช รวมทั้งเซลลูโลสที่พบในแตละสวนของพืช 
ยกตัวอยางเชน เปลือก ใบ เมล็ด ก็มีปริมาณที่แตกตางกันออกไปดังแสดงในตารางที่ 2.5 

 
ตารางที่ 2.5 สวนของพืชชนิดตางๆ ที่มีเซลลูโลสเปนองคประกอบ (ธงชัย คัมภีร และคณะ, 2532) 

พืช สวนของตนพืช 
ปริมาณเซลลูโลส 

(เปอรเซ็น) 
ขาว แกลบ 42 
ขาว ฟางขาว 32.1 
ขาวโพด ใบ 36.43 
ถั่วเหลือง ใบ 36-43 
ถั่วเหลือง เปลือก 31 
ถั่วลิสง เปลือก 52 
ฝาย 
สม 
ออย 

เปลือกเมล็ดฝาย 
เปลือก 

ชานออย 

49 
60 

48-62 

 
เสนใยของเซลลูโลสมีความแข็งแรงมาก ไมละลายในน้ํา ตัวทําละลายอินทรีย หรือ

สารละลายดางออน แตสามารถละลายไดดีในกรดหรือดางแก ดังนั้นจึงสามารถแบงชนิดของ
เซลลูโลสตามลักษณะการละลายในกรดหรือดางไดเปน 3 ชนิด (American Paper and Pulp 
Association, 1965) คือ 

(1) แอลฟา-เซลลูโลส จัดเปนเซลลูโลสที่แทจริง เปนเซลลูโลสที่ไมสามารถละลายไดใน
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  

(2) เบตา-เซลลูโลส เปนเซลลูโลสทีส่ามารถละลายไดในโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
17.5 เปอรเซ็นตที่ อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสแตสามารถตกตะกอนไดงายใน
สารละลายที่เปนกรด 
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(3) แกมมา-เซลลูโลส เปนเซลลูโลสที่สามารถละลายไดดีทั้งในโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และสารละลายกรดเจือจางแต
สามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 

 
จุลินทรียท่ียอยสลายเซลลูโลส 
จุลินทรียที่ มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดถูกเรียกวา  cellulolytic 

microorganism ซึ่งสวนมากอยูในกลุมของเชื้อรา แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซิทิส โดยพบทั่วไปใน
ดิน เนื่องจากจะมีสารประกอบพวกเซลลูโลสในดินจึงเปนการกระตุนการเจริญของจุลินทรียพวกที่
ยอยสลายของเซลลูโลส (แสวง รวยสูงเนิน,  2523; กนก รัตนกนกชัย, 2528) จุลินทรียที่เกี่ยวของ
กับการยอยสลายเซลลูโลสแบงออกเปน 3 กลุมใหญๆ คือ 
 1. Aerobic mesophilic microflora เปนกลุมจุลินทรียจําพวกที่ตองการ
ออกซิเจนสามารถเจริญไดในอุณหภูมิระหวาง 15-45 องศาเซลเซียสและเจริญไดดีในอุณหภูมิ    
25-35 องศาเซลเซียส 
 2. Anaerobic mesophilic microflora เปนกลุมจุลินทรียจําพวกที่             
ไมตองการออกซิเจน สามารถเจริญไดดีในขอบเขตของอุณหภูมิเชนเดียวกับกลุม aerobic 
mesophilic microflora 
 3. Thermophilic microflora เปนกลุมจุลินทรียจําพวกที่เจริญไดดี            
ในอุณหภูมิระหวาง 45-65 องศาเซลเซียสโดยกลุมจุลินทรียที่แบงไดดังกลาว สามารถจําแนกเปน
ชนิดตางๆ ไดดังตารางที่ 2.6 
 
ตารางที่ 2.6 จุลินทรียที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส (Alexander, 1976; Alexander, 1977; 
Reicheil, 1983) 
รา แบคทีเรีย แอคติโนมัยซทิิส 
Alternaria Phoma (1) 
Aspergilus (1) Polyporus 
Cheetomium (1) Rhizoctonia 
Coprinus Rhizopus Curvlaria(1) 
Sporotrichum Foames (2) 
Thielavia (1) Fusarium (1) 
Trametes 

Achromobacter (1) 
Angiococcus (1)  
Bacillus (1) 
Cellfacicula (1) 
Cellulomonas (1)  
Cellvibrio (1) 
Clostridum (2,3)  

Micromonospore (1,2) 
Nocardia (1) 
Streptomyces (1) 
Streptasporangium (1) 
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ตารางที่ 2.6 จุลินทรียที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส (ตอ) 
รา แบคทีเรีย แอคติโนมัยซทิิส 
Memnoniella (1)  
Trichoderma (1) 
Merulius (2) 
Trichoderthecium 
MyrotheciumbVerticillium 
Penicillium Zygorhynchus 
 

Cytophage (1) 
Polyangium (1) 
Pseudomonas (1) 
Sorangium  
Sporocytophage (1) 
Vibrio (1) 
 

 

 
หมายเหตุ : 1, 2, 3 หมายถึง 
 1 แสดงถึง Aerobic mesophilic microflora 
 2 แสดงถึง Anaerobic mesophilic microflora 
 3 แสดงถึง Thermophilic microflora 
 

2.4.2 เฮมิเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลสพบประมาณ 20-40 เปอรเซ็นตของน้ําหนักชีวมวลแหง (Hamelinck และ

คณะ, 2005) เปนพอลิแซคคาไรดที่พบมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลสทําหนาที่เสริมสราง
ผนังเซลลพืชใหแข็งแรงมีลักษณะเปนเฮทเทอโรพอลิเมอรซึ่งแตกตางจากเซลลูโลสที่เปน             
โฮโมพอลิเมอรประกอบดวยน้ําตาลหลายชนิดเชน น้ําตาลคารบอนหาอะตอม (ดี-ไซโลส แอล-แรม
โนส และแอล-อะราบิโนส) น้ําตาลคารบอนหกอะตอม (ดี-กลูโคส ด-ีแมนโนส และ  ดี-กาแลกโตส) 
และกรดยูโรนิก (4-โอ-เมทิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดดี-กลูคูโรนิกแอซิดและ ดี-กาแลกทูโรนิกแอซิด)   
สายหลักของเฮมิเซลลูโลสอาจเปนโฮโมพอลิเมอร หรือเฮทเทอโรพอลิเมอรที่มีกิ่งส้ันๆ ที่ตําแหนง
พันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิกหรือบางคร้ังอาจเปนพันธะเบตา-1,3-ไกลโคซิดิก นอกจากนี้ยังอาจมี
หมูอะซิติลมาเกาะอีกดวย (Purwadi, 2006) โครงสรางของเฮมิเซลลูโลสแสดงดังภาพที่ 2.7 

 
 
 
 
 



20 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 ภาพที่ 2.7 โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส (Fort, 2006) 
 
เฮมิเซลลูโลสมีคา DP ต่ํากวาเซลลูโลสมาก โดยมีคาประมาณ 50- 300 จากการที่      

เฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางที่มีกิ่งจึงทําใหถูกยอยสลายไดงายกวาเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสที่พบในไม
เนื้อออนสวนใหญจะเปนโพลิเมอรชนิดกาแลกโตกลูโคแมนแนน (ภาพที่ 2.8) และอะราบิโนกลูคูโร
โนไซแลน (ภาพที่ 2.9) ในขณะที่ไมเนื้อแข็งจะเปนกลูคูโรโนไซแลน (ภาพที่ 2.10) (Ragauskas,  
2008) 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.8 โครงสรางของกาแลกโตกลูโคแมนแนนในไมเนือ้ออน (Ragauskas, 2008) 
 

เม่ือ Glcp คือเบตา-ดี-กลูโคไพราโนส Manp คือเบตา-ดี-แมนโนไพราโนส Galp คือ  
เบตา-ด-ีกาแลกโตไพราโนส และ R คือCH3CO หรือ H 
 
 
 

α-D-glucuronic acid 
acid 

acetyl group 

α-L-arabinofuranose 

β-D-xylopyranose 



21 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.9 โครงสรางของอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลนในไมเนื้อออน (Ragauskas, 2008) 

 
เม่ือ Xylp คือเบตา-ด-ีไซโลไพราโนส Glcp A คือ 4-โอ-เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโน

ไซลูโรนิกแอซิดและ Araf คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟรูาโนส 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.10 โครงสรางของกลูคูโรโนไซแลนในไมเนื้อแข็ง (Ragauskas, 2008) 
 
เม่ือ Xylp คือเบตา-ด-ีไซโลไพราโนส Glcp A คือ 4-โอ-เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโน

ไซลูโรนิกแอซิด และ R คือหมูอะซิติล (CH3CO) 
 
2.4.3 ลิกนิน 
ลิกนินมีประมาณ 10 - 25 เปอรเซ็นตของน้ําหนักชีวมวลแหง (Hamelinck และคณะ, 

2005) พบอยูในชองวางของผนังเซลลระหวางเซลลูโลสเฮมิเซลลูโลสและเพคติน โดยจะเชื่อมกับ  
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เฮมิเซลลูโลสดวยพันธะโควาเลนต ลิกนินจะทําหนาที่คลายกาวในการยึดองคประกอบตางๆ ของ
ลิกโนเซลลูโลสเขาดวยกัน จึงชวยเพิ่มความแข็งแรงใหกับผนังเซลลและตานทานการบุกรุกของ
แมลงและเชื้อโรคตางๆ (Ritter, 2008) มีโครงสรางแสดงดังภาพที่ 2.11 

 

 
 

ภาพที่ 2.11 ลักษณะโครงสรางของลิกนิน (นคร ทิพยาวงศ, 2553) 

2.5 กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส  
 ข้ันตอนในการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส จะประกอบดวย 3 
ข้ันตอน ดังนี้ 
 ข้ันตอนที่ 1 การเตรียมวัตถุดิบ (pretreatment) เปนการทําลายโครงสรางที่แข็งแรงของ
เซลลูโลส เพื่อใหเอนไซมเซลลูเลสสามารถเขาถึงและยอยเซลลูโลสไดงายข้ึน สามารถทําไดทั้ง    
วิธีทางเคมี ไดแก การยอยดวยกรดเจือจาง การยอยดวยกรดเขมขน และการยอยดวยดาง และ    
วิธีทางกายภาพ ไดแก การระเบิดดวยไอน้ํา เปนตน 
 ข้ันตอนที่ 2 การทําปฏิกิริยายอย (hydrolysis) มี 2 วิธี คือ การใชกรดหรือการใชเอนไซม 
ปจจุบันไดมีการนําเทคโนโลยีมาใชมากมาย ทั้งทางกายภาพและทางเคมีเพื่อเพิ่มความพรุนของ
เนื้อวัตถุลดปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน การยอยดวยกรดจะมี 2 ชวง ชวงแรกจะเปนการยอย 
เฮมิเซลลูโลสใหไดน้ําตาลเพนโตส จากนั้นชวงที่สองจะเปนการยอยเซลลูโลสใหไดน้ําตาลลูโคส 
สวนการยอยดวยเอนไซม จะใชเอนไซมเซลลูเลสเพื่อเปล่ียนเซลลูโลสเปนน้ําตาลกลูโคส ซึ่งเปน
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เล็กที่สุด 
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 ข้ันตอนที่ 3 การหมัก (fermantation) ใหเปนเอทานอลเม่ือวัตถุดิบกลายเปนน้ําตาล
กลูโคสแลว สามารถทําการหมักใหเปนเอทานอลไดดวยการใชจุลินทรีย ไดแก ยีสตหรือแบคทีเรีย
ตอไป 
 
 2.5.1 การปรับสภาพวัตถุดิบ 
  การปรับสภาพวัตถุดิบเปนการแยกสวนประกอบของลิกโนเซลลูโลสออกจากกัน
เปนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (Silverstein, 2004) ดังแสดงในภาพที่ 2.12 วัตถุประสงค
ของการปรับสภาพ คือ เพื่อที่จะกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของ
เซลลูโลส เพิ่มรูพรุนและพื้นที่ผิวใหกับวัตถุดิบ ทําใหวัตถุดิบถูกยอยสลายไดดีข้ึน (Sun และ 
Cheng, 2002; Silverstein, 2004)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.12 ลักษณะของลิกโนเซลลูโลสภายหลังจากการปรับสภาพ (Hector และคณะ, 2008) 
 การปรับสภาพที่ดีตองมีลักษณะดังตอไปนี ้(Sun และ Cheng, 2002) 

(1) เพิ่มความสามารถในการยอยสลายของเอนไซมที่จะนํามาใชในกระบวนการตอไป
ได 

(2) หลีกเล่ียงการทําลายคารโบไฮเดรต 
(3) หลีกเล่ียงการเกิดผลิตภัณฑทีจ่ะเปนตัวยบัยั้งกระบวนการยอยสลายและ

กระบวนการหมักในภายหลัง 
(4) มีคาใชจายที่ไมสูงจนเกินไป 
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การปรับสภาพวัตถุดิบสามารถแบงได 4 วิธีหลักๆ ดังนี ้
 1. การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพ (physical pretreatment) เปนการลดขนาดและ
เพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบเพื่อใหเอนไซมสามารถเขายอยสลายไดดีข้ึน วัตถุดิบสามารถถูกบดให
ละเอียดไดโดยการใชหลายวิธีรวมกัน คือ การตัด การบด และการโมโดยปกติภายหลังจากการตัด
แลววัตถุดิบจะมีขนาด 10 - 30 มิลลิเมตร และหลังจากการบดหรือโมแลววัตถุดิบจะมีขนาด       
0.2 - 2 มิลลิเมตร (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้การแยกสลายดวยความรอน (pyrolysis) 
ยังเปนการปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพอีกวิธีหนึ่งที่สามารถแยกสลายเซลลูโลสไดอยางรวดเร็ว
โดยใชอุณหภูมิสูง (Sánchez และ Cardona, 2008) ในการยอยสลายโดยใชเอนไซม หากมีการลด
ขนาดของวัตถุดิบแลวตามดวยการปรับสภาพดวยวิธีอ่ืนๆ จะทําใหเกิดการยอยสลายไดดีข้ึน ดังนั้น
ถาไมมีการปรับสภาพกอนจะสงผลใหปริมาณน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมลดลง   
20 เปอรเซ็นตของคาที่ไดตามทฤษฎี ในขณะที่หากมีการปรับสภาพกอนจะทําใหไดปริมาณน้ําตาล
สูงข้ึน 90 เปอรเซ็นตหรือมากกวา (Brown, 2003) 
 2. การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีฟสิกส (physico-chemical pretreatment) เปนวิธีที่มี
ประสิทธิภาพมากกวาวิธีทางกายภาพโดยวิธี steam explosion หรือ autohydrolysis เปนวิธีที่มี
การศึกษามากที่สุด ในกระบวนการนี้จะใชไอน้ําที่ความดันสูงทําใหเกิดปฏิกิริยา autohydrolysis 
(Sánchez และ Cardona, 2008) วิธีนี้จะใชอุณหภูมิ 160 - 260 องศาเซลเซียส ความดัน        
0.69 - 4.83 MPa เปนเวลาไมกี่วินาทีจนถึง 2 - 3 นาที กอนที่วัตถุดิบจะกลับสูความดันบรรยากาศ 
เม่ือความดันลดลงอยางรวดเร็วจะทําใหวัตถุดิบนั้นแตกออกเปนชิ้นเล็กๆ (Sun และ Cheng, 
2002) ทําใหเฮมิเซลลูโลสเกิดการยอยสลาย สามารถแยกเซลลูโลสออกจากเฮมิเซลลูโลสและ
ลิกนินได ดังนั้นจึงเปนการเพิ่มประสิทธิภาพของการยอยสลายเซลลูโลส ปจจัยที่สงผลตอการปรับ
สภาพดวยวิธี steam explosion คือ ระยะเวลาที่ใช อุณหภูมิ ขนาดของวัตถุดิบ และปริมาณ
ความชื้น วิธีนี้เปนหนึ่งในวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดสําหรับใชในการปรับสภาพไมเนื้อแข็งและ
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร แตมีประสิทธิภาพนอยในไมเนื้อออน (Sánchez และ Cardona, 
2008) การเติมกรดซัลฟวริก (อาจเปนซัลเฟอรไดออกไซด) หรือคารบอนไดออกไซด ลงใน steam 
explosion สามารถเพิ่มการยอยสลายดวยเอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ ลดการเกิดสารยับยั้ง 
และสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดอยางสมบูรณมากข้ึน (Morjanoff และ Gray, 1987) นอกจากนี้ 
ammonia fiber explosion (AFEX) จัดเปนการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีฟสิกสอีกวิธีหนึ่งซึ่ง
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะอยูในแอมโนเนียเหลวที่อุณหภูมิและความดันสูงเปนระยะเวลา
หนึ่งกอนที่ความดันจะลดลงอยางรวดเร็ว (Sun และ Cheng, 2002) 
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 3. การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (chemical pretreatment) มีการใชสารเคมีตางๆ ในการ
ปรับสภาพวัตถุดิบ Sun และ Cheng (2002) ไดแบงการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีออกเปน 5 วิธี 
คือ 
  3.1 การปรับสภาพดวยกรด แบงออกเปน 
  3.1.1 การใชกรดเขมขนเชน กรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอริก แมวาจะเปนสาร
ที่ทําใหเกิดการยอยสลายเซลลูโลสไดดี แตกรดที่มีความเขมขนสูงจะมีความเปนพิษ มีฤทธิ์กัด
กรอนรุนแรง จึงตองการภาชนะที่ทนตอการกัดกรอนได นอกจากนี้ยังตองมีกระบวนการนํากรด
เขมขนกลับมาใชใหมภายหลังจากการยอยสลายแลวเพื่อใหมีความคุมคาทางเศรษฐศาสตร 
(Sivers และ Zacchi, 1995) 
  3.1.2 การใชกรดเจือจาง เปนหนึ่งในวิธีการปรับสภาพที่มีการศึกษามากที่สุด 
เกิดข้ึนที่อุณหภูมิปานกลางโดยมีการใชกรดเจือจาง เชน กรดซัลฟวริก กรดฟอสฟอริกและกรดไน
ตริก แตสวนใหญนิยมใชกรดซัลฟวริกเจือจาง หนาที่ของกรดออน คือ จะไปยอยสลายเฮมิเซลลูโลส
ใหกลายเปนน้ําตาล หรืออาจจะกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนินบางสวนออกไปเพื่อใหเซลลูโลส
สามารถถูกยอยสลายไดดีข้ึน แมวาการใชกรดออนในการปรับสภาพจะสามารถเพิ่มการยอยสลาย
เซลลูโลสไดดี แตการใชวิธีนี้จะมีตนทุนสูงกวาการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีฟสิกสบางวิธี เชน 
steam explosion หรือ AFEX เนื่องจากตองมีการทําให pH เปนกลางซึ่งมีความจําเปนสําหรับ
กระบวนการยอยสลายดวยเอนไซมและกระบวนการหมัก (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้
การใชกรดออนยังกอใหเกิดการสรางสารประกอบบางชนิด เชน กรดอะซิติกและเฟอรฟูรัลข้ึนใน
ไฮโดรไลเสตซึ่งมีความเปนพิษตอเชื้อที่ใชในกระบวนการหมัก 
  3.2 การปรับสภาพดวยดางวิธีนี้ใชอุณหภูมิและความดันต่ํากวาการปรับสภาพ
ดวยวิธีอ่ืนๆ สามารถเกิดข้ึนไดทีอุ่ณหภูมิหองแตใชระยะเวลานานเปนชั่วโมงหรือเปนวัน การปรับ
สภาพดวยดางเปนการเพิ่มพื้นที่ผิว ลดปริมาณของลิกนินและเฮมิเซลลูโลสในชีวมวลโดยทําลาย
พันธะระหวางเฮมิเซลลูโลสและพันธะระหวางลิกนินที่เชื่อมกับคารโบไฮเดรต (Balat และคณะ, 
2008) สามารถกําจัดลิกนินไดโดยไมสงผลกระทบตอองคประกอบอ่ืนๆ (McMillan, 1997) การ
ปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจางจะทําใหวัตถุดิบเกิดการ
บวมพองสงผลใหพื้นที่ผิวภายในเพิ่มข้ึน เกิดการลดลงของ degree of polymerization สามารถ
แยกลิกนินออกจากคารโบไฮเดรตอ่ืนๆ เปนการทําลายโครงสรางของลิกนิน (Sun และ Cheng, 
2002) นอกจากนี้การปรับสภาพดวยดางอาจใชแอมโนเนียหรือแคลเซียมไฮดรอกไซดไดเชนกัน  
  3.3 การกําจัดลิกนินดวยการออกซิไดซ (oxidative delignification) นิยมใชเปน
ไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่มีความเปนดาง (pH 11.5) หรือเรียกวาอัลคาไลนเพอรออกไซด เปนวิธีที่
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สามารถละลายสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสได และ
สามารถลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลสลง จากการศึกษาของ Saha และ Cotta (2006, 
2007) พบวา ฟางขาวสาลีและแกลบที่ไดรับการปรับสภาพดวยอัลคาไลนเพอรออกไซด เม่ือถูก
ยอยสลายดวยเอนไซมสามารถเปล่ียนเปนน้ําตาลที่ใชในการหมักไดถึง 97 และ 96 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ และไมเกิดสารยับยั้งที่เปนเฟอรฟูรัลและไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล   
  3.4 การใชโอโซน (ozonolysis) โอโซนสามารถยอยลิกนินและเฮมิเซลลูโลสใน
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสได การปรับสภาพดวยวิธีนี้มีขอดีคือ สามารถกําจัดลิกนินไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ไมกอใหเกิดสารพิษในกระบวนการ และสามารถเกิดปฏิกิริยาไดที่ความดันและ
อุณหภูมิหอง (Vidal และ Molinier, 1988) แตขอเสียคือ ตองใชโอโซนปริมาณมากทําให
กระบวนการนี้มีตนทุนสูง 
  3.5 กระบวนการ organosolv เปนวิธีที่มีการผสมตัวทําละลายอินทรียกับตัวเรง
ปฏิกิริยาที่เปนกรดอนินทรีย เชน กรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอกริก เพื่อทําลายลิกนินและพันธะ
ระหวางเฮมิเซลลูโลส ตัวทําละลายอินทรียที่ใชในกระบวนการนี้ ไดแก เมทานอล เอทานอล อะซิ
โตน เอทิลีนไกลคอล ไตรเอทิลีนไกลคอล และเตตระไฮโดรเฟอรฟูริลแอลกอฮอล นอกจากนี้กรด
อินทรีย เชน กรดออกซาลิก กรดอะซิติลซาลิไซลิก และกรดซาลิไซลิก สามารถใชเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาในกระบวนการ organosolv ไดเชนกัน ตัวทําละลายที่ใชในกระบวนการนี้ตองมีการกําจัด
ออก อาจเปนการระเหยและควบแนนเพื่อหมุนเวียนกลับมาใชใหมซึ่งการลดตนทุนได การกําจัดตัว
ทําละลายออกจากระบบเปนส่ิงที่จําเปน เนื่องจากตัวทําละลายเปนสารยับยั้งกระบวนการยอย
สลายดวยเอนไซมและยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียที่ใชในการหมัก (Sun และ Cheng, 
2002) 
 4. การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ (biological pretreatment) เปนการใชเชื้อจุลินทรีย 
เชน brown-rot fungi, white-rot fungi และ soft-rot fungi ในการยอยสลายลิกนินและ               
เฮมิเซลลูโลสสวนใหญ brown-rot fungi จะยอยเซลลูโลส ในขณะที่ white-rot fungi และ soft-rot 
fungi จะยอยทั้งเซลลูโลสและลิกนนิ white-rot fungi เปนเชื้อที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการปรับ
สภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยวิธีทางชีวภาพ (Sun และ Cheng, 2002) การยอยสลาย
ลิกนินดวย white-rot fungi มักจะใชเชื้อซึ่งไดแก Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus 
ostreatus และTrametes versicolor เปนตน โดยราเหลานี้สามารถผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนิน 
(ligninase) ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคส ขอดีของการปรับ
สภาพดวยวิธีทางชีวภาพ คือ ใชพลังงานนอย และสามารถเกิดไดในสภาวะที่ไมรุนแรง แตขอเสีย 
คือ ตองใชระยะเวลานานในการยอยสลายลิกนิน (Silverstein, 2004) 
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2.5.2 การยอยสลาย  
การยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเพื่อใหไดน้ําตาลสําหรับใชในกระบวนการหมัก

นั้นสามารถทําได 2 วิธี คือ วิธีทางเคมีโดยการใชกรด และวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม 
 1. การยอยสลายดวยวิธีทางเคมี (chemical hydrolysis) วิธีที่นิยมใช คือ การยอยสลาย
ดวยกรด (acid hydrolysis) สามารถใชไดทั้งกรดเขมขนและกรดเจือจางในการยอยสลายกรดที่
นิยมใช ไดแก กรดไฮโดรคลอริกและกรดซัลฟวริก การใชกรดเขมขน เชน กรดซัลฟวริกความเขมขน 
72 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหองจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลที่สูงมากถึงเกือบ 100 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณน้ําตาลที่ไดตามทฤษฎี แตการใชกรดในปริมาณมากนี้จําเปนที่จะตองมีกระบวนการนํา
กรดกลับมาใชใหม สวนการใชกรดเจือจาง เชน ที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนการใชปริมาณของ
กรดนอยกวาแตใชอุณหภูมิสูง ซึ่งทําใหไดปริมาณน้ําตาลเพียง 55 - 60 เปอรเซ็นตของปริมาณ
น้ําตาลที่ไดตามทฤษฎีเทานั้น (Silverstein, 2004) Hamelinck และคณะ (2005) ไดรายงานการ
เปรียบเทียบการใชกรดเจือจางและกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลส ดังตารางที่ 2.7 จะเห็นได
วาการใชกรดเจือจางจะใชอุณหภูมิสูงกวาและใชเวลานอยกวาการใชกรดเขมขน แตปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสที่ไดจากการใชกรดเขมขนจะมีคาสูงกวา 
 
ตารางที่ 2.7 เปรียบเทียบการใชกรดเจือจางและกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลส 

กรด
ซัลฟวริก ความเขมขน 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 
เวลาที่ใช ปริมาณน้ําตาลกลูโคส 

(เปอรเซ็นต) 

  เจือจาง นอยกวา 1 เปอรเซ็นต 215 3 นาที 50 - 70 
   เขมขน 30 - 70 เปอรเซ็นต 40 2 - 6 ชั่วโมง 90 

 
ในระหวางการยอยสลายดวยกรด เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินจะถูกยอยสลาย

กลายเปนน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลแมนโนสหรือน้ําตาลไซโลส และสารประกอบฟโนลิก ตามลําดับ
ในขณะที่เกิดโมโนเมอรชนิดตางๆ ข้ึนนี้ จะมีการยอยสลายเกิดข้ึนตอไปทําใหไดสารตางๆ เชน           
5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล (HMF) จากน้ําตาลคารบอนหกอะตอม และเฟอรฟูรัลจากน้ําตาล
คารบอนหาอะตอม ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้จะถูกยอยสลายกลายเปนกรดลีวูลินิกและกรดฟอรมิกตอ
ไป นอกจากนี้กรดอะซิติกยังสามารถถูกปลอยออกมาจากหมูอะซิติลที่อยูในเฮมิเซลลูโลสไดอีก
ดวย ในขณะที่ลิกนินจะถูกยอยสลายและปลอยสารประกอบฟโนลิกออกมา (Purwadi, 2006)    
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ดังแสดงในภาพที่ 2.13 ผลพลอยไดตางๆ ที่เกิดข้ึนมาในระหวางการยอยสลายดวยกรดนี้สงผลตอ
กระบวนการหมักเนื่องจากเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ใชในการหมัก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.13 ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในระหวางการยอยสลายลิกโนเซลลูโลสดวยกรด (Purwadi, 2006) 
 
 2. การยอยสลายดวยวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม (enzymatic hydrolysis) เอนไซมที่
ใชในการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสสามารถผลิตไดจากเชื้อจุลินทรียหลายชนิด สวน
ใหญมักเปนเชื้อราและแบคทีเรีย การยอยสลายดวยเอนไซมเปนวิธีที่ มีความเปนมิตรตอ
ส่ิงแวดลอม ปฏิกิริยาเกิดข้ึนไมรุนแรง เปนการยอยสลายแบบเฉพาะเจาะจงระหวางเอนไซมกับ
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรดกับการยอยสลายดวย
เอนไซมแสดงดังตารางที่ 2.8 และ 2.9 
 
ตารางที่ 2.8 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรด (Woodward, 1987; Parisi, 1989; Lu 
และ Mosier, 2004) 
ขอด ี ขอเสีย 
1.  สารเคมีที่ใชมีราคาถูก 
2.  เปนกระบวนการที่ทําไดงาย  
3.  วัตถุดิบไมตองผานการปรับสภาพ 
4.  ปฏิกิริยาเกิดเร็ว ใชเวลาส้ัน 
 

1.  ตองมีการปรับสภาพน้ําตาลใหเปนกลาง
กอนนําไปหมัก (neutralization) 
2. ตองมีกระบวนการนํากรดกลับมา
หมุนเวียนใชใหม 
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ตารางที่ 2.8 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรด (ตอ) 
ขอด ี ขอเสีย 
5.  ปฏิกิริยาเกิดไดที่อุณหภูมิต่ํา (กรณีใชกรด
เขมขน) 
6.  ใหปริมาณน้ําตาลสูง (กรณีใชกรดเขมขน) 

3.  ใชอุณหภูมิสูง (กรณีใชกรดออน) 
4.  ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนไมเฉพาะเจาะจง ทําให
ผลิตภัณฑที่ไดไมบริสุทธิ ์
5. น้ําตาลที่ไดจะเปล่ียนเปนสารอ่ืน เชน   
เฟอรฟูรัล ซึ่งมีความเปนพษิตอเชื้อที่ใชใน
กระบวนการหมัก 
6. กรดที่ถูกทิง้ออกมากอใหเกิดมลพิษตอ
ส่ิงแวดลอม 
7.  ตองใชเคร่ืองมือทีท่นตอการกดักรอนของ 
กรดไดซึ่งมีราคาแพง 

 
ตารางที่ 2.9 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยเอนไซม (Woodward, 1987; Parisi, 1989; Lu 
และ Mosier, 2004) 
ขอด ี ขอเสีย 
1.  สภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด
ดางไมรุนแรง 
2. ปฏิกิริยามีความเฉพาะเจาะจงทําให
ผลิตภัณฑที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง 
3.  ผลิตภัณฑที่เกดิข้ึนไมเปล่ียนเปนสารอ่ืน 
4.  สามารถหมักน้ําตาลทีเ่กิดข้ึนไปพรอมกับ
การยอยได 
5.  ไมจําเปนตองใชอุปกรณที่ทนตอการกัด
กรอน 

1.  เอนไซมมีราคาสูง 
2.  นําเอนไซมกลับมาใชใหมยาก 
3.  ตองมีการปรับสภาพวัตถุดิบกอน 
4.  ผลิตภัณฑที่ไดสามารถยับยัง้ปฏิกิริยาที่
เกิดข้ึน (product inhibition) 
5. อาจเกดิการสูญเสียเอนไซมไป เนื่องจาก 
ถูกดูดซับบนวัสดุที่ไมยอย 
6.เกิดความเส่ียงตอการปนเปอน
(contamination) ของเชื้อจุลินทรีย 
7. ถาระบบมีสารที่ขัดขวางปฏิกิริยา เชน      
เฮมิเซลลูโลส หรือลิกนิน จะทําใหอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาชาลง 

เอนไซมทีใ่ชในการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส คอื เอนไซมในกลุมของเซลลูเลสและเฮมิ
เซลลูเลส 
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1. เซลลูเลส 
 เอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลส เรียกวาเซลลูเลส พบวาเอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซม

เชิงซอน (Complex enzyme) ที่ประกอบดวยเอนไซมอยางนอย 3 ชนิด ทํางานรวมกันคือ Cx    
[เอนโดกลูคาเนส (EG หรือ เอนโด-1,4-เบตา-กลูคาเนส หรือ คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส:             
EC 3.2.1.4)], C1 [เอกโซกลูคาเนส (CBH หรือ เอกโซ-1,4-เบตา-กลูคาเนส หรือ เซลโลไบโอ  
ไฮโดรเลส: EC 3.2.1.91)] และ เบตา-กลูโคซิเดส(BGL หรือ เซลโลไบเอส: EC 3.2.1.21) ดังแสดง
ในภาพที่ 2.14 และ 2.15 

 เอกโซกลูคาเนส (C1) จะยอยสลายเซลลูโลสและโอลิโกแซคคาไรดไปเปน
เซลโลไบโอส โดยจะยอยดานปลายของสายเซลลูโลส 

 เอนโดกลูคาเนส (Cx) จะยอยสลายเซลลูโลสไปเปนกลูโคส เซลโลไบโอส
และโอลิโกแซคคาไรด โดยจะยอยสลายดานในของสายเซลลูโลสแบบสุม 
(Random) 

 เบตา-กลูโคซิเดสจะยอยสลายเซลโลไบโอสเปนกลูโคส 
 
 
 

ภาพที่ 2.14 ข้ันตอนการยอยสลายเซลลูโลส (ดวงกมล ปรุงวิทยา, 2549) 
 
 
 
 
 
 

Native cellulose Linear cellulose Oligosaccharide Cellobiose Glucose 
pretreatment C1 β-glucosidase Cx 
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ภาพที่ 2.15 การทํางานของเอนไซมเชงิซอน (complex enzyme) ในการยอยสลายเซลลูโลสที่พบ
ในผนังเซลลของพชื โดยจะทํางานรวมกันในรูปแบบทีเ่รียกวา synergistic action (Zhang และ
คณะ, 2006)  

การทํางานของเซลลูเลสจะถูกยับยั้งดวยปริมาณของผลิตภัณฑที่ เกิดข้ึนโดยปริมาณ
กลูโคสที่เพิ่มข้ึนจะยับยั้งเบตา-กลูโคซิเดสสงผลใหในระบบมีการสะสมของเซลโลไบโอสเพิ่มข้ึนซึ่ง
จะยับยั้งการทํางานของเอนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส ทําใหปฏิกิริยาการยอยสลายเกิดชา
ลงและยุติในที่สุด ไดมีการศึกษาวิธีที่จะลดผลการยับยั้งเอนไซมดังกลาว เชน การใชความเขมขน
ของเอนไซมสูงข้ึน การเติมเบตา-กลูโคซิเดสในระหวางการยอยสลาย และการนําน้ําตาลออกใน
ขณะที่มีการยอยสลายดวยวิธีอัลตราฟลเตรชันหรือใชกระบวนการยอยสลายและหมักแบบตอเนือ่ง 
(SSF) เปนตน (Sun และ Cheng, 2002) 

เซลลูเลสสามารถผลิตไดจากแบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิด อาจเปนเชื้อที่สามารถ
เจริญเติบโตไดในสภาวะที่ใชออกซิเจนหรือไมใชออกซิเจน (Sun และ Cheng, 2002) ตัวอยาง
จุลินทรียที่สามารถสรางเซลลูเสลไดแสดงในตารางที่ 2.10 

 
ตารางที่ 2.10 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางเซลลูเสลได (Sun และ Cheng, 2002) 

จุลินทรีย อางอิง 
เช้ือรา  

Aspergillus spp. Sternberg(1976); Fan และคณะ (1987); Duff และ Murray (1996) 
Penicillium spp. Sternberg(1976); Fan และคณะ (1987); Duff และ Murray (1996) 
Phanerochaete chrysosporium Sternberg(1976); Fan และคณะ (1987); Duff และ Murray (1996) 
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ตารางที่ 2.10 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางเซลลูเสลได (ตอ) 
จุลินทรีย อางอิง 

เช้ือรา  
Schizophyllum spp. Sternberg(1976); Fan และคณะ (1987); Duff และ Murray (1996) 
Sclerotium  rolfsii Sternberg(1976); Fan และคณะ (1987); Duff และ Murray (1996) 
Trichoderma spp. Sternberg(1976); Fan และคณะ (1987); Duff และ Murray (1996) 

แบคทีเรีย  
Acetovibrio Bisaria (1991) 
Bacillus spp. Bisaria (1991) 
Bacteriodes cellulosolvens Duff และ Murray (1996) 
Cellulomonas fimi Sun และ Cheng (2002) 
Clostridium thermocellum Duff และ Murray (1996) 
Erwinia  Bisaria (1991) 
Microbispora Bisaria (1991) 
Ruminococcus Bisaria (1991) 

แอคติโนมัยซีส  
Streptomyces  spp. Bisaria (1991) 
Thermomonospora fusca Sun และ Cheng (2002) 

 
เม่ือเปรียบเทียบการผลิตเซลลูเลสของแบคทีเรียกับเชื้อรา พบวาแบคทีเรียผลิตเซลลู

เลสไดในปริมาณที่ต่ํากวา (Persson และคณะ, 1991) แบคทีเรียชนิดไมใชออกซิเจนมีอัตราการ
เจริญเติบโตต่ําและตองการสภาวะในการเจริญเติบโตแบบไมใชออกซิเจน ดังนั้นงานวิจัยสวนใหญ
ที่ศึกษาการผลิตเซลลูเลสในทางการคาจะมุงเนนไปที่เชื้อรา (Duff และ Murray, 1996) เชื้อรา 
Trichoderma สายพันธุตางๆ โดยเฉพาะอยางยิ่ง T. reesei และสายพันธุที่เปนมิวแทนต เปนเชื้อที่
นิยมนํามาใชในการผลิตเซลลูเลส เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสไดดีเหมาะสําหรับ
ใชในการยอยสลาย (Balat และคณะ, 2008) 

ขอดีของเซลลูเลสที่ไดจาก T. reesei คือ สามารถผลิตเอนไซมครบทั้งสามชนิด เอนไซม
มีความทนตอสารยับยั้ง และมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งสูงกวาเซลลูเลสที่ได
จากเชื้อราชนิดอ่ืนๆ (Silverstein, 2004) แมวา T. reesei จะผลิตเบตา-กลูโคซิเดสได แตแอกทิวิตี
มีคาไมสูงมากนัก ดังนั้นจึงอาจจะตองมีการเติมเบตา-กลูโคซิเดสจากแหลงอ่ืนเขาไปเพื่อให     
เซลลูเลสของเชื้อราชนิดนี้ทํางานไดอยางสมบูรณ (Sánchez และ Cardona, 2008) 
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2. เฮมิเซลลูเลส 
เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางเปนกิ่งกานสาขาและประกอบดวยนํ้าตาลหลาย ๆ 

ชนิด  ดังนั้น เอนไซมที่ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสใหสมบูรณจึงมีมากกวาเอนไซมที่ยอยสลาย
เซลลูโลส เอนไซมที่ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจะเรียกวา เฮมิเซลลูเลส ซึ่งไดแก แอล-อะลาบินาเนส,  
ดี-กลูแลกตาเนส, ดี-แมนนาเนส, ดี-ไซลาเนสและอ่ืนๆ เปนตน โดยทั่วไปเฮมิเซลลูโลสในพืชจะมี
โครงสรางหลักเปนโพลีเมอรของน้ําตาลไซโลสที่เชื่อมตอกันดวย 1, 4-เบตา-ลิงคเกจโดยมี Branch 
chainเปนน้ําตาลเพนโทส, เฮกโซสหรือกรดยูโลนิคการยอยสลายโครงสรางหลักที่เปนพอลีเมอร
ของน้ําตาลไซโลสที่เชื่อมตอกันจะตองอาศัยการทํางานของเอนไซมไซลาเนสพบวาเอนไซม 
ไซลาเนสประกอบดวยเอนไซม 3ชนิด ทํางานรวมกันคือ   

- เอนโดไซลาเนส (1, 4-เบตา-ดี-ไซแลน ไซโลโนไฮโดรเลส: EC 3.2.1.8) การเขาทําการ
ยอยสลายพันธะเบตา-1, 4-ไกลโคซิดิกในไซแลนของ เบตา-ดี-ไซโลพิลาโนไซดบริเวณดานในของ
สายไซเลนปฏิกิริยาของเอนไซมตอสับสเตรทจะข้ึนอยูกับความยาวของสายพอลีเมอรน้ําตาล
ไซโลสผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมชนิดนี้คือ ไซโลไบโอส, ไซโลทริโอสและ    
ไซโลโอลิโกแซคคารไรด 

- เอกโซไซลาเนส (1, 4-เบตา-ดี-ไซแลน ไซโลโนไฮโดรเลส; EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้
จะยอยสลายไซเลนและไซโลโอลิโกแซคคารไรดที่มีสายยาวไปเปนไซโลสไดด ีแตจะยอยสลายไซโล
โอลิโกแซคคารไรดที่เปนสายส้ัน ๆไดนอย 

-เบตาไซโลซิเดส (1, 4-เบตา-ดี-ไซแลน ไซโลไฮโดรเลส: EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้จะ
ยอยสลายไซโลโอลิโกแซคคารไรดที่มีสายส้ัน ๆ ไปเปนไซโลส   

นอกจากนี้ยังมีเอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลสชนิดอ่ืนๆ ที่ทําหนาที่ยอยสลายองคประกอบ
ในเฮมิเซลลูโลส (Shallom และ Shoham, 2003) ไดแก 

(1) แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟูราโนซิเดส (EC 3.21.55) ทําหนาที่ยอยสลายหมูอะราบิโน
ฟวราโนซิลในเฮมิเซลลูโลส ไดน้ําตาลอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(2) แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (EC 3.2.1.139) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะแอลฟา-1, 2-ไกล
โคซิดิก ใน 4-โอ-เมทิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดซึ่งเปนโซขาง (sidechain) ของไซแลน ทําใหได 4-โอ-
เมทิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(3) อะซิติลไซแลนเอสเทอเรส (EC 3.1.1.72) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะเอสเทอรที่
ตําแหนงโอ-2 และโอ-3 ที่เชื่อมหมูอะซิติลกับไซแลน ไดกรดอะซิติกเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(4) เฟอรูโลอิลเอสเทอเรส (EC 3.1.1.73) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะเอสเทอรระหวาง   
อะราบิโนสกับกรดเฟอรูลิก ทําใหเฮมิเซลลูโลสกับลิกนินแยกออกจากกันได 
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การทํางานของเอนไซมแสดงดังภาพที่ 2.16 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.16 การทํางานของเอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลสทีต่ําแหนงตางๆ ของ            

เฮมิเซลลูโลส (Shallomและ Shoham, 2003) 
 
ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางไซลาเนสไดแสดงในตารางที่ 2.11 
 

ตารางที่ 2.11 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางไซลาเนสได 
จุลินทรีย อางอิง 

เชื้อรา  
Aspergillus caespitosus Guimarães และคณะ (2006) 
A. niger Guimarães และคณะ (2006) 
A. phoenicis Guimarães และคณะ (2006) 
Aureobasidium pullulans Tanaka, Muguruma และ Ohta (2006) 
Fusarium oxysporum  Christakopoulos และคณะ (1996) 
Neurospora. crassa Guimarães และคณะ (2006) 
Paecilomyces variotii Guimarães และคณะ (2006) 
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ตารางที่ 2.11 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางไซลาเนสได (ตอ) 
จุลินทรีย อางอิง 

เชื้อรา  
Penicillium purpurogenum  Belancic และคณะ  (1995) 
T. reesei Guimarães และคณะ (2006) 

แบคทีเรีย  
Bacillus circulans D1 Bocchini  และคณะ (2005) 
Bacillus sp. strain K-1, Ratanakhanokchai, Kyu และ Tanticharoen (1999) 

แอคติโนมัยซีส  
Streptomyces caelestis SN83 Ninawe และ Kuhad (2005) 
S.cyaneus SN32 Ninawe และ Kuhad (2005) 
S. tendaeSN77 Ninawe และ Kuhad (2005) 
Thermomonospora curvata Stutzenberger (1994) 

 
T. reesei สามารถผลิตไดทั้งเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส (Juhász และคณะ, 2005) จึง

เหมาะทีจ่ะนํามาใชในการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสลายวัตถดุิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เพราะทําให
ไมตองใชเชื้อหลายตัวในการผลิตเอนไซม 

 
2.5.3 กระบวนการหมกั 
การหมัก คือ การใชเชื้อจลิุนทรียในการเปล่ียนน้ําตาลไปเปนเอทานอลภายใตสภาวะที่

ไรออกซิเจนหรือมีออกซิเจนเพียงเล็กนอย จุลินทรียที่สามารถเปล่ียนน้ําตาลกลูโคสไปเปน           
เอทานอล ไดแก S. cerevisiae, Shizosaccharomyces pombe, K. marxianus, K. fragilis, 
Zymomonas mobilis และ C. thermocellum เปนตน สําหรับ S. cerevisiae นั้นเปนยีสตที่
สามารถผลิตเอทานอลไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุดชนิดหนึ่ง ขอดี คือ สามารถผลิตเอทานอล
ไดสูง ทนตอสภาวะแวดลอมตางๆ ที่ไมเหมาะสมไดดีกวายีสตชนิดอ่ืนๆ และมีความทนตอ          
เอทานอลสูงกวาแบคทีเรีย ดังนั้นการผลิตเอทานอลสวนใหญจึงใชยีสต S. cerevisiae สวน
จุลินทรียที่สามารถเปล่ียนน้ําตาลไซโลสไปเปนเอทานอล ไดแก P. stipitis, Candida shehatae 
และ Pachysolen tannophilus เปนตน (Hahn-Hägerdal และคณะ, 1994) โดย P. stipitis ไดมี
การนํามาใชในอุตสาหกรรมมากเพราะสามารถหมักน้ําตาลไซโลสไดอยางรวดเร็ว ทําใหไดปริมาณ
เอทานอลสูงและไมเกิดเปนไซลิทอล (Dominguez, 1993) 
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ในทางทฤษฎียีสตสามารถเปล่ียนน้ําตาลกลูโคสและไซโลสไปเปนเอทานอลได 51.1 
เปอรเซ็นต และคารบอนไดออกไซด 48.9 เปอรเซ็นต ดงัสมการ 

 
C6H12O6                                         2 C2H5OH    +    2 CO2 
180 กรัม                                           2 × 46 กรัม     2 × 44 กรัม 
                                      (51.1 เปอรเซ็นต)  (48.9 เปอรเซ็นต) 
 
3 C5H10O5                                      5 C2H5OH      +        5 CO2 
3×150 กรัม                              5 × 46 กรัม         5 × 44 กรัม 
                                      (51.1 เปอรเซ็นต)     (48.9 เปอรเซ็นต) 
 
แตในทางปฏิบัตินั้นจะไดเอทานอลอยูในชวงไมเกิน 90 - 95 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่

ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี เนื่องจากยีสตจะนําน้ําตาลบางสวนไปใชเพื่อการเจริญเติบโต
และเปล่ียนเปนผลผลิตพลอยไดอ่ืนๆทําใหเอทานอลที่ไดมีคาต่ํากวาผลผลิตทางทฤษฎีเสมอ โดย
ในการหมักน้ํ าตาลดวยยีสตจะไดผลิตภัณฑตางๆ ดั งนี้  เอทานอล 48.4 เปอร เซ็น ต
คารบอนไดออกไซด 46.5 เปอรเซ็นต อะซิทัลดีไฮด 0 - 0.03 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก 0.05 - 0.25 
เปอรเซ็นต กลีเซอรอล 2.5 - 3.6 เปอรเซ็นต กรดแลกติก 0 - 0.2 เปอรเซ็นต กรดซักซินิก 0.5 - 0.77 
เปอรเซ็นต ฟูเซลออยล 0.25 - 0.5 เปอรเซ็นต และเฟอรฟูรัลจํานวนเล็กนอย (Paturau, 1969)  

ในกระบวนการผลิตเอทานอลโดยใชเอนไซมสามารถทําไดหลายวิธีไดแก 
(1) กระบวนการยอยสลายและหมักแบบไมตอเนื่อง (separate hydrolysis and 

fermentation: SHF) เปนกระบวนการที่มีการแยกข้ันตอนการยอยสลายดวยเอนไซมและการหมัก
ออกจากกัน เปนการยอยสลายเซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมเพื่อใหไดน้ําตาลเฮกโซส
และน้ําตาลเพนโตสตามลําดับ แลวคอยนําเขาสูกระบวนการหมักตอไป ซึ่งอาจเปนการหมักแบบ
แยกกันหรือหมักแบบรวมกันก็ได ดังตัวอยางข้ันตอนที่แสดงในภาพที่ 2.17 ขอดีของกระบวนการนี้ 
คือ การยอยสลายและการหมักสามารถเกิดไดในสภาวะที่เหมาะสมของแตละกระบวนการ         
แตขอเสีย คือ เซลลูเลสจะถูกยับยั้งไดดวยกลูโคสและเซลโลไบโลสซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เกิดข้ึน 
(Hahn-Hägerdal และคณะ, 2006) 
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วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

การปรับสภาพ 
)การยอยสลายเฮมิเซลลูโลส(  

เซลลูโลส 

น้ําตาลเพนโตส 

การหมัก 

น้ําตาลเฮกโซส 

การยอยสลายดวยเอนไซม 

เอทานอล 

การผลิตเซลลูเลส 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
ภาพที่ 2.17 กระบวนการ SHF 

 
Gupta และคณะ (2009) ไดศึกษาการใช Prosopis juliflora หรือ Mesquite ซึ่งเปนไม

พุมผลัดใบ มีหนาม อายุหลายป มาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลดวยกระบวนการ SHF โดยมี
ก ารป รับ สภาพด ว ย ก รดซั ลฟ ว ริก เ จื อจ าง  3 .0  เ ปอร เ ซ็ น ต โดย ป ริมาตร  ที่ อุณ ห ภู มิ                       
120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที แลวกําจัดสารพิษที่เกิดข้ึนในสวนไฮโดรไลเสตดวย
แคลเซียมไฮดรอกไซด สวนของแข็งที่เหลือซึ่งเปนเซลลูโลสจะนําไปกําจัดลิกนินดวยโซเดียมซลัไฟต
และโซเดียมคลอไรต แลวนําไปยอยสลายดวยเอนไซมทางการคา 2 ชนิด คือ เซลลูเลสที่ผลิตจาก
เชื้อรา T. reesei (ATCC26921) ซึ่งมีแอกทิวิตีเปน 6.5 FPU/มิลลิกรัมของเอนไซม และเบตา-กลูโค
ซิเดส (Novozyme188) ที่ผลิตจาก A. niger ซึ่งมีแอกทิวิตีเปน 250 ยูนิต/กรัมของเอนไซม จากนั้น
นําไฮโดรไลเสตที่ไดจากการยอยดวยกรดซึ่งมีปริมาณน้ําตาลเปน 18.24 กรัม/ลิตร ไปหมักโดยใช     
P. stipitis เปนเวลา 24 ชั่วโมง และไฮโดรไลเสตที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมซึ่งมีปริมาณน้ําตาล
เปน 37.47 กรัม/ลิตร ไปหมักโดยใช S. cerevisiae เปนเวลา 16 ชั่วโมง พบวาสามารถผลิต        
เอทานอลได 7.13 และ 18.52 กรัม/ลิตรหรือคิดเปน 0.39 และ 0.49 กรัม/กรัมของน้ําตาล 
ตามลําดับ 
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วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

การปรับสภาพ 
)การยอยสลายเฮมิเซลลูโลส(  

เซลลูโลส 

น้ําตาลเพนโตส การหมัก 

การยอยสลายดวยเอนไซม 
และการหมักน้ําตาลเฮกโซส 

เอทานอล 

การผลิตเซลลูเลส 

(2) กระบวนการยอยสลายและหมักแบบตอเนื่อง (simultaneous saccharification 
and fermentation: SSF) ซึ่งเปนกระบวนการที่รวมเอาการยอยสลายดวยเอนไซมกับการหมัก
น้ําตาลกลูโคสเขาไวดวยกัน สามารถเปล่ียนน้ําตาลไปเปนเอทานอลไดอยางตอเนื่อง ทําใหลดการ
สะสมของน้ําตาลซึ่งยบัยั้งการทํางานของเอนไซมไดจึงมีผลผลิตของเอทานอลสูงกวากระบวนการ
SHF (Wyman และคณะ, 1992) ตัวอยางกระบวนการ SSF แสดงในภาพที่ 2.18 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.18 กระบวนการ SSF 

 
 Chang และคณะ (2001) ไดนําหญาสวิตชคอรนสโตเวอรและไมปอพลารที่ผานการปรับ
สภาพดวยปูนขาวมาใชในกระบวนการ SSF ที่มีการยอยสลายดวยเซลลูเลสทางการคา 
(Spezyme-CP) ซึ่งมีแอคติวิตี 59 FPU/มิลลิลิตร รวมกับการหมักโดยใช S. cerevisiae พบวาได
ปริมาณเอทานอลเปน 72, 62 และ 73 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี
ตามลําดับ  

Linde และคณะ (2008) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาวสาลีที่ผานการปรับ
สภาพดวยวิธี steam explosion โดยมีการเติมกรดซัลฟวริกเจือจางลงไป ในการหมักดวย
กระบวนการ SSF จะใช เอนไซมทางการคาคือ Cellucalst 1.5 ลิตร ( เซลลูเลส) และ 
Novozyme188 (เบตา-กลูโคซิเดส) ในการยอยสลายรวมกับการหมักโดยใช S. cerevisiae พบวา
ไดผลผลิตเปน เอทานอล 13.2 กรัมตอฟางขาวสาลี 100 กรัม หรือคิดเปน 67 เปอรเซ็นตของ       
เอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 
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วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

การปรับสภาพ 

การยอยสลายดวยเอนไซมและ 
การหมักน้ําตาลเพนโตสและเฮกโซสรวมกัน 

เอทานอล 

การผลิตเอนไซม 

( 3 )  ก ร ะ บ ว น ก า ร ย อ ย ส ล า ย แ ล ะ ห มั ก ร ว ม กั น แ บ บ ต อ เ นื่ อ ง (simultaneous 
saccharification and co-fermentation: SSCF) เปนกระบวนการที่พัฒนามาจาก SSF แต
แตกตางกันตรงที่ไดรวมเอาการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมกับการหมัก
น้ําตาลเฮกโซสและเพนโตสเขาไวดวยกัน ดังแสดงในภาพที่ 2.19 

 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.19 กระบวนการ SSCF 

 
 Wayman และคณะ (1987) ไดศึกษาการหมักเอทานอลดวยกระบวนการ SSCF ที่
อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากไมเนื้อแข็ง คือ ตน aspen และไมเนื้อออน
จําพวกสน โดยใชเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสในการยอยสลายรวมกับการใช  P. stipitis และ
Brettanomyces clausennii ซึ่งเปนยีสตที่สามารถใชน้ําตาลกลูโคสและเซลโลไบโอสได พบวา ได
ปริมาณเอทานอลเปน 369 และ 360 ลิตรตอตันของวัตถุดิบที่ใชหรือคิดเปน 76 และ 75 เปอรเซ็นต
ของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 

Kim และ Lee (2005) ไดศึกษาการหมักเอทานอลจากคอรนสโตเวอร โดยใชการปรับ
สภาพดวยวิธี soaking in aqueous ammonia (SAA) แลวนําไปเขาสูกระบวนการ SSCF โดยใช
เอนไซมทางการคาในการยอยสลายกลูแคนและไซแลน คือ เซลลูเลส (Spezyme-CP) ซึ่งมีแอกทิวิ
ตีของไซลาเนสอยูดวย และเบตา-กลูโคซิเดส (Novozyme188) รวมกับการใช recombinant      



40 
 

วัตถุดิบประเภทลิกโน

การปรับสภาพ 

การผลิตเอนไซม การยอยสลาย และ

เอทานอล 

E. coli (KO11) ที่มีความสามารถในการหมักทั้งน้ําตาลกลูโคสและไซโลสผลที่ไดพบวา ไดปริมาณ   
เอทานอลเปน 77 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 

 
(4) กระบวนการเปล่ียนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสไปเปนเอทานอลดวยจุลินทรีย

โดยตรง (consolidated bioprocessing: CBP หรือเรียกวา direct microbial conversion: DMC) 
เชน การใช C. thermocellum ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถทั้งในการผลิตเอนไซมเพื่อยอย
สลายวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลและนําน้ําตาลไปหมักเปนเอทานอลได ดังแสดง
ข้ันตอนในภาพที่ 2.20 

 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
  
  ภาพที่ 2.20 กระบวนการ CBP หรือ DMC 
 
 เม่ือเปรียบเทียบขอดีและขอเสียของกระบวนการผลิตเอทานอลทั้ง 4 วิธ ีจะสรุปไดดัง
แสดงในตารางที่ 2.12 
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ตารางที่ 2.12 ขอดีและขอเสียของกระบวนการ SHF, SSF และ CBP 
กระบวนการ ขอด ี ขอเสีย 
     SHF 

 
 
 
 
 
 

SSF 
 
 
 
 
 
 
 
 

CBP 

1.  การยอยสลายและการหมักเกิดข้ึน
แยกกันจึงสามารถทําใหเกิดสภาวะที่
เหมาะสมของแตละกระบวนการได 
โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
ยอยสลายดวยเอนไซม คือ 40-50 
องศาเซลเซียส แตการหมัก คือ 30 
องศาเซลเซียส 

1.  การยอยสลายและการหมักเกิดข้ึนได
อยางตอเนื่องในถังปฏิกรณเดียวกัน 

2. ไมเกิด product inhibition ทําให
อัตราการยอยสลายเพิ่มข้ึน เนื่องจาก
เชื้อที่ใชในการหมักนําน้ําตาลที่ได
จากการยอยสลายไปใชไดทันที 

3.  ใชเอนไซมปริมาณนอยกวา SHF 
4.  ไดปริมาณเอทานอลสูง 
5.  ใชระยะเวลาส้ันกวา SHF 
1.  ใชถังปฏิกรณเพียงใบเดียว 
2.  ไมตองมีข้ันตอนการผลิตเอนไซม 

เนื่ อ งจ าก เชื้ อที่ ใ ช สามารถ ผลิต
เอนไซมไดอยูแลว 

1. เม่ือมีกลูโคสและเซลโลไบโอสสะสม
อยูในระบบ จะไปยับยั้งการทํางาน
เซลลูเลส (product inhibition) ทํา
ใหอัตราการยอยสลายลดลง 

2.  กระบวนการใชระยะเวลานาน 
3.  ใชถังปฏิกรณหลายใบ 
 
1. สภาวะที่ เหมาะสมของการยอย

สลายและการหมักมีความแตกตาง
กัน 

2.  เอทานอลอาจยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมได 

 
 
 
 
1.  ไดปริมาณเอทานอลต่ํา เนื่องจาก

เกิดผลพลอยไดชนิดอ่ืนมากกวา
เชน กรดอะซิติก และกรดแลกติก 

2.  เชื้อที่ใชมีความทนตอเอทานอลต่ํา 
 
2.5.4 การผลิตเอทานอลจากฟางขาว 
ฟางขาวเปนผลิตผลพลอยไดทางการเกษตรที่มีมากในประเทศไทยซึ่งองคประกอบของ

ฟางขาวจะมีองคประกอบที่เปนเซลลูโลส 39 เปอรเซ็น เฮมิเซลลูโลส 27 เปอรเซ็นและลิกนิน12 
เปอรเซ็น  (Kaurและคณะ, 1997) ซึ่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเม่ือผานการยอยสลายดวยดาง
หรือเอนไซมแลวจะไดน้ําตาลที่สามารถนํามาหมักดวยจุลินทรียแลวใหผลผลิตเปนเอทานอลได 

Yoswathana และคณะ (2010) ไดทําการศึกษากระบวนการหมักเอทานอล โดยใช
วิธีการปรับสภาพวัตถุดิบดวยกรดที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาทีและยอยสลาย



42 
 

ดวยเอนไซมรวมกับการหมักดวย S. cerevisiae ซึ่งผลการทดลองพบวา สามารถเปล่ียนวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสเปนน้ําตาลได 55-65 เปอรเซ็นต และมีเอทานอลเกิดข้ึนในวันที่ 3 ของการ
หมัก สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงสุดเทากับ 1.69 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ที่ระยะเวลาการ
หมัก 6 วัน นอกจากนี้ยังมีนักวิจัยหลายทานที่ศึกษาวิธีการปรับสภาพฟางขาวที่เหมาะสมเพื่อใหได
ปริมาณน้ําตาลมากข้ึน 

Chadha และคณะ (1995) ไดศึกษาวิธีการปรับสภาพฟางขาวโดยใชวิธีการ 
physicochemical pretreatment ซึ่งใชสารประกอบ oxidizing agent, peracetic acid, alkali-
peroxide และ manganese-peroxide ในการทดลอง พบวา วิธีการปรับสภาพโดยใช alkali-
peroxide มีประสิทธิภาพสูงในการเปล่ียนองคประกอบของฟางขาวไปเปนน้ําตาล เม่ือใชรวมกับ
การยอยสลายดวยเอนไซม โดยการศึกษาคร้ังนี้สามารถผลิตเอทานอลไดสูงที่ สุดเทากับ            
2.9 เปอรเซ็นต (w/v) หลังจากทําการหมักเปนเวลา 72 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 
2.5.5 ยีสตทนรอน  

    การใชยีสตทนรอนในกระบวนการผลิตเอทานอลกําลังไดรับการศึกษาอยางกวางขวาง
เพราะยีสตทนรอนสามารถเจริญไดดีในกระบวนการหมักของประเทศในเขตรอน (Ueno และคณะ, 
2002) และการใชยีสตทนรอนในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลนั้นจะสงผลถึงตนทุนการผลิต
เนื่องจากกระบวนการผลิตเอทานอลในปจจุบันจําเปนตองใชกระบวนการหลอเย็นเพื่อใหยีสต
สามารถเจริญเติบโตได ซึ่งคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นมีตนทุนสูง ดังนั้นการใชยีสตทนรอน
ในกระบวนการผลิตสามารถลดคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นและกระบวนการกล่ันลงได   
(Sree และคณะ, 1999) การนํายีสตที่ไมมีความสามารถในการทนรอนมาใชในกระบวนการหมัก
ซึ่งมีอุณหภูมิสูงนั้นเปนเร่ืองที่ทําไดยาก เพราะอุณหภูมิสูงจะมีผลไปยับยั้งการเจริญของยีสต 
(Anderson และคณะ, 1986) เนื่องจากยีสตสวนใหญจะเจริญไดดีที่ อุณหภูมิระหวาง                
28-38 องศาเซลเซียส ดังนั้นกระบวนการผลิตเอทานอลในถังหมักสวนใหญจะใชอุณหภูมิระหวาง 
30-35 องศาเซลเซียส ซึ่งจากการศึกษาของ Anderson  และคณะ (1986) พบวายีสตทนรอน
สามารถเพิ่มผลผลิตของเอทานอลไดมากกวา 6 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
 ยีสตทนรอนที่มีการศกึษาอยางกวางขวางคือ Kluyreromyces โดย Kurtzman และ Fell 
(1997) ไดศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Kluyreromyces spp.พบวามีลักษณะเซลลเปน 
รูปไข ทรงรี และทรงกระบอก ซึ่งแสดงดังภาพที่ 2.21 
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(ก)                                              (ข) 

            ภาพที่ 2.21 ลักษณะเซลลของยีสต (ก) Kluyveromyces marxianus (ข) K. lactis 
 
 จากการศึกษาของ Hacking และคณะ (1984) พบวา Kluyveromyces สามารถ
เจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิมากกวา 40 องศาเซลเซียส Banat และคณะ (1992) ทําการคัดกรองยีสต
สายพันธุ Kluyveromyces sp. และ K. Marxianus จากตัวอยางดินซึ่งเจริญเติบโตและเกิด
กระบวนการหมักไดที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส มีการรายงานวายีสตสายพันธุ K. marxianus 
IMB3 สามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสในอาหารที่มีกลูโคส เซลโลไบโอส 
(Barron และคณะ, 1994) ซูโครส (Flamingและคณะ, 1993) และ แลกโทส (Brady และคณะ, 
1994) และจากการศึกษาของ Brady และคณะในป 1994 พบวาเม่ือ K. marxianus IMB3 เจริญ
ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดที่ 
8.5 กรัมตอลิตร ซึ่งคิดเปน 83 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 
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บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ 
 

กระดาษกรองเบอร 1                (Whatman, England)  
กระบอกฉีดยา (Syringe, 3 มิลลิลิตร และ 5 มิลลิลิตร)                  (Nipro, Thailand) 
กลองจุลทรรศน (microscope) รุน CH30RF200                              (Olympus, Japan) 
เข็มฉีดยา (Needle, 18Gx1)         (Nipro, Thailand) 
ครูซิเบิลชนดิ sintered glass crucible                                            (ROBU, Germany) 
เคร่ือง Gas chromatography รุน GC-2010A                                (Shimadzu, Japan) 
เคร่ืองกวนสารใหความรอนแบบแทงแมเหล็ก (hotplate stirrer) 

รุน PC-420             (Corning, USA) 
เคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator)  

รุน VS-8480SFN                (Vision Sciencetific, Korea) 
เคร่ืองเขยาผสมสาร (vortex mixer)  

รุน KMC-1300V                            (Vision Sciencetific, Korea)  
เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง รุน BJ 1000C            (Precisa, Switzerland) 
เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนงรุน AG285                (Met t ler  Toledo,  USA) 
เคร่ืองดูดสุญญากาศ (suction pump) รุน DOA-V502-BN                       (GAST, USA)  
เคร่ืองปน (blender)                                                                      (Moulinex, France) 
เคร่ืองปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  

รุน Universal 32R       (Hettich, Germany) 
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิน้ํา (Waterbath)            (Memmert, Germany) 
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
(Microplate Spectrophotometer)                                  (ANTHOS Zenyth 200, USA) 
เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน PP-50                   (Sartorius, Germany) 
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เคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (microplate reader) 
รุน Zenyth 200 rt           (Anthos Labtec Instruments GmbH, Austria)  

เคร่ืองแกสโครมาโทกราฟฟ (Gas chromatography)     (GC-2010A Shimadzu, Japan) 
ตะแกรงรอน (test sieve) ขนาดรู 0.4 มิลลิเมตร         (โงวฮวดหยู, ประเทศไทย) 
ตูถายเชื้อ (laminar flow) รุน Clean model: BC                 (แลบเซอรวิส, ประเทศไทย) 
ตูบมเชื้อ (incubater)                                                                    (EHRET, Germany) 
ตูอบลมรอน (hot air oven)             (Memmert, Germany) 
เตาเผาเถา (muffle furnace)            (Fisher scientific, USA) 
ถังปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor)                              (Gibthai,Thailand) 
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) รุน SA-500K                (Sturdy industrial, Taiwan) 
อางน้ําควบคุมความเย็น (cooling bath)                  (ชัชรียโฮลดิ้ง, ประเทศไทย) 

 อุปกรณรีฟลักซ              (เอ็น เค ซัพพลาย, ประเทศไทย) 
 
เคมีภัณฑ 
 

กรดซัลฟวริก (H2SO4)                                 (Labscan, Ireland) 
กรดไฮโดรคลอริก (HCl)        (Merck, Germany) 
กลาเชยีลอะซิตกิแอซิด (CH3COOH)          (BDH, England) 
กลูโคส (C6H12O6)                                     (Fisher scientific, UK)  
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)                            (Univar, Australia) 
แคลเซยีมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)     (Merck, Germany) 
โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O)      (Univar, Australia) 
ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)        (Scharlau, Spain)  
ซิตริกแอซิดโมโนไฮเดรต (C6H8O7.H2O)       (Univer, Australia) 
ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4)                   (Merck, Germany) 
ซิลเวอรไนเตรต (AgNO3)            (BDH, England)
เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด (CTAB)  

(C19H42BrN)                (Acros, USA) 
 เซลลูเลส            (Sigma Chemical, USA) 
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โซเดียมคลอไรด (NaCl)         (Univar, Australia) 
โซเดียมคารบอเนต )Na2CO3(                     (Scharlau, Spain) 
โซเดียมซัลไฟต (Na2SO3)        (Merck, Germany) 
โซเดียมเตตระบอเรตเดคะไฮเดรต (Na2B4O7.10H2O)     (Univar, Australia) 
โซเดียมเมตาไบซัลไฟต (Na2S2O5)        (Univar, Australia) 
โซเดียมลัวริลซัลเฟต (CH3(CH2)11OSO3Na)       (Carlo Erba, Italy) 
โซเดียมไฮดรอกไซด  ) NaOH)                   (Univar, Australia) 
ไซลาเนส                   (Fluka, Switzerland) 
ไซแลน (birchwood xylan)           (Sigma Chemical, USA) 
ไซโลส (C5H10O5)                            (Fluka, Switzerland) 
เดคะไฮโดรแนพทาลีน (C10H18)        (Carlo Erba, Italy) 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแอนไฮดรัส (Na2HPO4)                 (Carlo Erba, Italy) 
3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซิด (C7H4N2O7)               (Fluka, Switzerland) 
ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)       (Scharlau, Spain) 
ไตรโซเดียมซิเทรตไดไฮเดรต (Na3C6H5O7.2H2O)       (Univar,Australia) 
เทอรเชียรีบิวทิลแอลกอฮอล ((CH3)3COH)      (Carlo Erba, Italy)  
เปปโตน (peptone from casein)         (Scharlau, Spain) 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)       (Merck, Germany)
โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (C4H4KNaO6.4 H2O )                (Univar, Australia) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                 (Univar, Australia)
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต (KMnO4)       (Univar, Australia) 
โพแทสเซียมอะซิเทต (CH3COOK)       (Univar, Australia)  

 1-โพรพานอล (C3H7OH)                                (Carlo Erba, Italy) 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)      (Univar, Australia) 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)      (Univar, Australia) 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4.H2O)       (Univar, Australia) 
วุนผง (agar)             (วุนบริสุทธิ์, ประเทศไทย) 
สารสกัดจากมอลต (malt extract)         (Hi media, India) 
สารสกัดจากยสีต (yeast extract)                   (Bio Basic Inc., Canada) 
ออกซาลิกแอซิดไดไฮเดรต ((COOH)2.2H2O)      (Carlo Erba, Italy) 
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อะซิโตน (C3H6O)                (Burdick & Jackson, Korea) 
2- เอทอกซเีอทานอล (C4H10O2)         (Carlo Erba, Italy) 
เอทานอล 95 เปอรเซน็ต (C2H5OH)              (องคการสุรา กรมสรรพสามิต, ประเทศไทย) 
เอทานอล 99.9 เปอรเซ็นต (absolute ethanol)                             (Merck, Germany) 
เอทิลีนไดอะมีนเตตระอะซิติกแอซดิไดโซเดยีมไดไฮเดรต 

(C10H14N2O8Na2.2H2O)          (Amresco, USA) 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4) 2SO4)         (Scharlau, Spain)
แอลฟา-เซลลูโลส           (Sigma Chemical, USA)
ไอออนไนเตรตโนนะไฮเดรต (Fe(NO3)2.9H2O)      (Univar, Australia) 
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2)              (Fisher scientific, UK) 
  

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 ตัวอยางท่ีใชในงานวิจัย 
 เก็บตัวอยางทราย ตัวอยางดนิ ตัวอยางกากออย และตัวอยางน้ําขาวฟาง จากจังหวัด
ชลบุรี กาญจนบุรี และนครราชสีมา ตามลําดบั จํานวนทั้งส้ิน 15 ตัวอยาง โดยเก็บตัวอยางใส
ถุงพลาสติกที่สะอาด ดังนี ้

1. ตัวอยางทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี ทําการเก็บตัวอยางจากชายหาดของ
เกาะซึ่งขุดลึกลงไป 10 เซนติเมตรในบริเวณที่ตางกัน 8 จุด 

2. ตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี ทําการเก็บตัวอยางดินซึ่งขุดลึกลงไป 
10 เซนติเมตรในบริเวณที่ตางกัน 3 จุด 

3. กากออยจากโรงงานน้ําตาลครบุรี จังหวัดนครราชสีมา โดยทําการเก็บตัวอยางจาก
กองกากออยที่เหลือจากการหีบน้ําออกและเก็บไวเปน เวลานานไมเกิน 3 เดือนทําการ
เก็บตัวอยางกากออยซึ่งขุดลึกลงไป 10 เซนติเมตรจํานวนทั้งส้ิน 3 ตัวอยาง 

4. น้ําขาวฟางหวานสายพันธุ KKU40 จากศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาต ิ
(ไรสุวรรณ) จังหวัดนครราชสีมาโดยทําการเก็บตัวอยางน้ําขาวฟางคั้นสด 

เก็บตัวอยางที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสทั้งนี้เพื่อรักษาคุณภาพของตัวอยาง 
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3.2 คัดกรองยีสตทนรอนท่ีมีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิต  
เอทานอล 

  3.2.1 คัดกรองยีสตท้ังหมด 
  คัดกรองยีสตโดยชั่งตัวอยางแตละตัวอยางมา 10 กรัม ใสลงในสารละลาย
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 เปอร เซ็นตโดยมวล/ปริมาตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร               
90 มิลลิลิตร เขยาผสมใหเขากัน ทํา serial dilutions จากนั้นปเปตความเจือจางที่เหมาะสมมา        
0.1 มิลลิลิตร เกล่ียทั่วผิวหนาอาหาร  yeast extract-malt extract (YM) agar (Laplace และคณะ
, 1993) (ภาคผนวก ก) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการ
คัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหาร มาเข่ียบนอาหารชนิดเดิม เพื่อแยกใหเปนเชื้อบริสุทธิ์ 
 

3.2.2 คัดกรองยีสตท่ีมีความสามารถในการใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล         
3.2.2.1 การเตรียมหัวเช้ือ (inoculum) สําหรับเลี้ยงกลาเช้ือ (starter culture) 
นํายีสตที่คัดกรองไดจากขอ 3.2.1 เล้ียงใน YM mediumนําไปบมในสภาวะเขยาที่

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ถายเชื้อลงใน
สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 เปอรเซ็นตโดยมวล/ปริมาตร นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.4  

 
  3.2.2.2 การคัดกรองยีสตท่ีมีความสามารถในการใชไซโลส 

ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส 
(xylose medium) (ภาคผนวก ก) บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ    
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อวัดการ
เจริญเติบโตดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร  
 3.2.3 คัดกรองยีสตทนรอน 

ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลสนําไป
บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50 และ 55 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อวัดการ
เจริญเติบโต ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
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3.3  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 
ใชอาหารไซโลสซึ่งปรับคาความเปนกรดดางของอาหารใหเทากับ 5.5 ในการทดสอบ

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน โดยถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความ
เขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส นําไปบมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางปริมาตร            
5 มิลลิลิตร นําไปปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  
ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อ
นําไปหาปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1960) และตรวจหา
ปริมาณเอทานอลดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟฟ (Gas chromatography) รุน GC-2010A 
(Shimadzu, Japan) 

 
3.4 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 

ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลสนําไปบมใน
สภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางที่ไดปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อวัดการเจริญเติบโต ดวย
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เก็บตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
นําไปปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ที่ความเร็ว
รอบ 9,000 รอบตอนาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อนําไปหา
ปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) และตรวจหาปริมาณเอทานอลดวย
เคร่ืองแกสโครมาโทกราฟฟ (Gas chromatography)  
 
3.5 ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักดวยยีสตทนรอนท่ีคัดกรองไดในถังปฏิกรณ
ชีวภาพขนาด 5 ลิตรโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดบิในการผลิต 
 3.5.1 ตัวอยางฟางขาวท่ีใชในงานวิจัย 
   3.5.1.1 การเก็บตัวอยาง 

  เก็บตัวอยางฟางขาวจากจังหวัดสุรินทร นําตัวอยางฟางขาว ที่ไดมาลางใหสะอาด และ
นําไปปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพตอไป 
 

   3.5.1.2 การปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพ  
นําฟางขาวไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน จากนั้นตัด

ใหมีขนาดเล็กลง บดดวยเคร่ืองปนและเคร่ืองบดละเอียดตามลําดับ แลวนําไปรอนผานตะแกรง
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รอนที่มีรูขนาด 0.4 มิลลิเมตร จนไดเปนผงออกมาซึ่งจะนําไปใช ในการทดลองตอไป สําหรับสวนที่
อยูบนตะแกรงรอนจะนําไปใชในการวิเคราะหหาองคประกอบของชีวมวลพืชลักษณะของฟางขาวที่
ผานการการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพแลวแสดงดังภาพที่ 3.1 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                      (ข) 

 ภาพที่ 3.1 ลักษณะฟางขาวที่ผานการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพ 
(ก) ฟางขาวที่นําไปใชในกระบวนการหมัก 
(ข) ฟางขาวนําไปใชในการวิเคราะหหาองคประกอบของชีวมวลพชื 

      3.5.1.3 การปรับสภาพวตัถุดิบดวยวธิีทางเคมี  
นําฟางขาวที่ผานการปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพในขอ 3.5.1.2 จนไดเปนผง 

มาปริมาณ 0.6 กรัม ใสลงไปในฟลาสกขนาด 200 มิลลิลิตร ทําการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทาง
เคมีโดยใชวิธี alkaline peroxide pretreatment (Saha และ Cotta, 2007) โดยเติมอัลคาไลนเพอร
ออกไซด pH 11.5 ลงไปในฟลาสกการเตรียมเติมอัลคาไลนเพอรออกไซดสําหรับเติมใน 1 ฟลาสก
จะใชไฮโดรเจนเพอรออกไซด 7.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (ภาคผนวก ข) ปริมาณ 4 มิลลิลิตร      
(15 เปอรเซ็นตโดยมวลของพืชที่ใช/ปริมาตรของไฮโดรเจนเพอรออกไซด) แลวปรับ pH ใหเปน 
11.5ดวย โซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.5 โมลาร (ภาคผนวก ข) จากนั้นนําไปบมในเคร่ือง
เขยาแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 35 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลว
ปรับ pH เปน 5.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนกอนนําไปยอยสลายดวยเอนไซมตอไป  

   3.5.1.4 การยอยสลายดวยเอนไซม  
เติมเซลลู เลสจํานวน 18 ยูนิต  (คิด เปน  30 ยูนิต /ก รัมของวัตถุดิบ )                       

ไซลาเนสจํานวน 10.8 ยูนิต (คิดเปน 18 ยูนิต/กรัมของวัตถุดิบ) (ดัดแปลงมาจาก Saha และ 
Cotta, 2007) และสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 4.8 
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(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปในฟลาสกที่มี หญาและฟลาสกที่เปน ชุดควบคุมซึ่งผาน
การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีในขอ 3.5.1.3 นําไปบมในเคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 50 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง    

 
3.5.1.5 การวิเคราะหปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
  นําฟางขาวที่บดและรอนเอาสวนละเอียดออกไปแลวมาหาปริมาณองคประกอบ

ของ  ชีวมวลพืชตามวิธีของ Goering และ Van Soest (1970) ดังแสดงในภาคผนวก ค วิเคราะห
หาคาตางๆ คือ ปริมาณ neutral detergent fiber  (NDF) ปริมาณ acid detergent fiber  (ADF) 
ปริมาณ permanganate lignin (PML) และปริมาณเถา เพื่อนําไปคํานวณหา  ปริมาณเซลลูโลส    
เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่งเปนองคประกอบของชีวมวลพืช โดยหญาแตละชนิดจะวิเคราะห
ทั้งหมด 3 ซ้ํา ข้ันตอนการวิเคราะหโดยยอแสดงในภาพที่ 3.2 

 
ตัวอยางหญา 

 
 

สกัดดวยสารละลาย neutral detergent 
โปรตีนและส่ิงเจือปน 

สกัดดวยสารละลาย acid detergent 
                  เฮมิเซลลูโลส 

สกัดดวยสารละลาย combined permanganate 

ลิกนิน 
เผาเถา 

                  เซลลูโลส 
เถา 

 

   ภาพที่ 3.2 ข้ันตอนการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
 
    3.5.2  การผลิตเอทานอลในถังปฏกิรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

               3.5.2.1 จุลินทรียท่ีใชในการหมัก 
           จุลินทรียที่ใชในงานวิจัยมียีสต 2 ชนิด คือ  
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         (1) P. stipitis CBS 5773 ไดรับมาจาก Centraalbureau voor     
               Schimmelcultures (CBS) ประเทศเนเธอรแลนด 
          (2) ยีสตทนรอนที่ไดจากการคัดกรองในงานวิจัยนี้ 

  
3.5.2.2 การเก็บรักษาเช้ือ 

ถายเชื้อโดยใชลูปเข่ียเชื้อมาลากลงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant) สูตร YMA    
(Laplace และคณะ, 1993) ดังแสดงในภาคผนวก ก นําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 วัน แลวนําไปเก็บไวที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยถายเชื้อลงบนอาหารใหม 
(subculture) ทุก 3 เดือน 

 
 3.5.2.3 การศึกษาอายุของกล า เ ช้ือ ท่ีเหมาะสมเพื่อใหได เ ช้ือท่ีมี

ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 
                    1. การศึกษาการเจริญของเช้ือ P. stipitis 
  ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส 
บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเก็บตัวอยางทุกๆ
หนึ่งชั่วโมง เพื่อวัดการเจริญเติบโต ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)         
ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
  2. การศึกษาการเจริญของยีสตทนรอน 
  ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส 
บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเก็บตัวอยางทุกๆ
หนึ่งชั่วโมง เพื่อวัดการเจริญเติบโต 
 

 3.5.2.4 การปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีกอนใชในกระบวนการ SSF 
นําฟางขาวที่บดเปนผงแลวมา 21 กรัม ใสลงในฟลาสกขนาด 2 ลิตรทําการปรับ

สภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีตามขอ 3.5.1.3 ปรับ pH เปน 5.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนกอน
นําไปใชในการหมักตอไป 
 

3.5.2.5 การเตมิสารอาหารท่ีจําเปนสาํหรับการเจริญเตบิโตของยีสต 
 เทฟางขาวที่ผานการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีในขอ 3.5.1.3 ลงในถัง

ปฏิกรณชีวภาพ เติมสารอาหารลงไปโดยเติมสารสกัดจากยีสตปริมาณ 6 กรัมสารสกัดจากมอลต
ปริมาณ 6 กรัมและแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 10 กรัม โดยละลายในสารละลายโซเดียมซิเทรต
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บัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 5.0 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (คิดเปน            
5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,800 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน ปดฝาถังปฏิกรณ
ชีวภาพใหสนิท นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15นาที 
 

3.5.2.6 การเตรียมเอนไซม 
   ใชเซลลูเลสและไซลาเนสทางการคา คือ Sigma C2730 และFluca 95595 

ตามลําดับโดยเซลลูเลสมีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 82 ยูนิตตอมิลลิลิตร และไซลาแนสมีกิจกรรม
ของเอนไซมเทากับ 296.36 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งวิธกีารหากิจกรรมของเอนไซมแสดงดังภาคผนวก 
ง นําเอนไซมแตละชนิดที่ไดมากรองผานชุดกรองสารเพื่อใหปลอดเชื้อ โดยใชเซลลูโลสอะซิเทตเมม
เบรนที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมครอน เปนตัวกรอง 
 

  3.5.2.7 การผลิตเอทานอลจากฟางขาวดวยกระบวนการ SSF 
   3.5.2.7.1 การเลี้ยงกลาเช้ือ  

เล้ียงกลาเชื้อ P. stipites และยีสตทนรอน โดยเล้ียงเชื้อตามอายุที่
เหมาะสมซึ่งไดจากขอ 3.5.2.3 จากนั้นถายกลาเชื้อชนิดละ 200 มิลลิลิตร (คิดเปน 10 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร) ลงในถังปฏิกรณชีวภาพที่ไดจากขอ 3.5.2.5 

   3.5.2.7.2 การเติมเอนไซม  
เติมเซลลูเลสและไซลาเนสที่ผานการกรองแลวปริมาณ 630 และ       

378 ยูนิต ตามลําดับ ลงไปในถังปฏิกรณชีวภาพ จากนั้นนําถังปฏิกรณชีวภาพไปตอกับจอควบคุม 
โดยตั้งคาใบพัดใหมีความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที ตั้งอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสสําหรับ      
P. stipitis และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสสําหรับยีสตทนรอน เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมงเปน
เวลา 8 วัน โดยถังปฏิกรณชีวภาพแสดงดังภาพที่ 3.3 
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ภาพที่ 3.3 ถังปฎิกรณชีวภาพที่ใชในการผลิตเอทานอล 
 

3.5.2.8 การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
  เก็บตัวอยางในขอ 3.5.2.7.2 มาวิเคราะห โดยปนเหว่ียงดวยความเร็ว 

9,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําสวนใสมาวัดปริมาณน้ําตาล
รีดิวซทั้งหมดโดยใชวิธี DNS method (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) นําตัวอยางที่ตองการหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสลงในแตละหลุมของไมโครเพลท เติม
สารละลาย DNS reagent ที่ใชสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร    
100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน สําหรับแบลงค คือ ใชน้ํากล่ันแทนสารตัวอยาง จากนั้นปดฝาไมโคร
เพลทแลวนําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่มีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาทําการเจือจางสารในไมโครเพลทดังกลาวกอนที่จะนําไปวัด โดยดูด
สารนั้นข้ึนมา 50 ไมโครลิตร นําไปใสไมโครเพลทอีกอัน เติมน้ํากล่ันปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไป
แลวผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยา
บนไมโครเพลทเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความ
เขมขนในชวง 0 - 2.0 กรัมตอลิตร ดังแสดงในภาคผนวก จ 

 
 
 
 



55 
 

 3.6 การวิเคราะหผลิตภัณฑท่ีเกดิจากกระบวนการหมัก 
ในกระบวนการหมัก ตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร จะถูกเก็บที่แตละชวงเวลาของการหมัก

เพื่อนํามาทําการวิเคราะหหาปริมาณผลผลิตของเอทานอลที่เกิดข้ึนจากการหมักดวยเคร่ืองแกส
โครมาโทกราฟฟ  (GC-2010A Shimadzu, Japan) ดวยคอลัมน DB-WAX (Agilent 
Technologies, USA) อุณหภูมิคอลัมน หัวฉีด (Injector) และตัวตรวจจับ (Detector) เทากับ     
45, 250 และ 260 องศาเซลเซียส ตามลําดับ และใชแกสฮีเลียมเปนแกสตัวนํา (carrier gas) 
ผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑคํานวณออกมาเปนกรัมตอลิตร  

 
3.7 การบงช้ีสายพันธุยีสตทนรอน 
นํายีสตทนรอนที่สามารถคัดกรองไดทําการบงชี้สายพันธุตามหลักอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ D1/D2 ของ Large subunit (LSU) rDNA gene และ
นําไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank โดย Blast Homology Search 
Program for Nucleotide (BLASTn) และลําดับนิวคลีโอไทดของสายพันธุยีสตทนรอนมา
วิเคราะหคสามสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
GenBank โดย multiple alignment-program CLUSTAL_X version 1.81 (Thompson และคณะ
, 1997) สราง phylogenetic tree จาก evolutionary distance data ดวย Kimura’s two-
parameter correction (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou และ Nei, 
1987) ควมเชื่อม่ันประเมินจาก bootsrap analysis 1000 ซ้ํา 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 
 

4.1 ตัวอยางท่ีใชในงานวิจัย 
 ทําการเก็บตัวอยางจากบริเวณตางๆ จํานวนทั้งส้ิน 15 ตัวอยาง โดยทําการเก็บตัวอยาง
ทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี จํานวน 8 ตัวอยาง ตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัด
กาญจนบุรี จํานวน 3 ตัวอยาง ตัวอยางกากออยจาก โรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัด
นครราชสีมา จํานวน 3 ตัวอยาง และตัวอยางน้ําขาวฟางหวานจากไรสุวรรณ อําเภอปากชอง 
จังหวัดนครราชสีมา จํานวน 1 ตัวอยาง โดยลักษณะของตัวอยางแตละชนิดแสดงดังภาพที่ 4.1 
 

 
 ภาพที่  4.1 ตัวอยางจากแหลงตางๆ  
 ก-ซ   : ตัวอยางทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบรีุ 
 ญ-ฐ  : ตัวอยางดินทีเ่ก็บมาจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 
 ฑ-ณ : ตัวอยางกากออยที่เก็บมาจากโรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัด 
            นครราชสีมา 
 ด      : ตัวอยางน้ําขาวฟางที่เก็บมาจากไรสุวรรณ อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา 
 

ก ข ค ง จ 

ฉ ช ซ ญ ฎ

ฐ
ก 

ฑ ฒ ณ
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 ตัวอยางที่ใชในงานวิจยันี้ จะเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชในการคัด
กรองยีสตตอไป 
 
4.2 การคัดกรองยสีตทนรอนท่ีมีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิต 
เอทานอล 
 การคัดกรองยีตสทนรอนจากตัวอยางทั้งหมด 15 ตัวอยาง โดยใชอาหารไซโลส ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด 73 ไอโซเลท โดยจํานวนของยีสตที่คัดกรองได
ทั้งหมดแสดงดังตารางที่ 4.1 ซึ่งลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผาน
ศูนยกลางของโคโลนีของยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 
จํานวน 8 ตัวอยางแสดงดังตารางที่ 4.2  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดังภาพที่ 4.2 
สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด 20 ไอโซเลท มี 12 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 
 
ตารางที่ 4.1 จํานวนยีสตทัง้ที่สามารถคดักรองไดจากตัวอยาง 

แหลงที่มา จํานวนยีสตทั้งหมด 

เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 20 
เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 28 

โรงงานน้ําตาลครบุรี จงัหวัดนครราชสีมา 20 
ไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา 5 

รวม 73 
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ตารางที่ 4.2 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 

ไอโซเลท ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

KCH 1-42  
KCH 086-41-1 
KCH 086-41-2 
KCH 086-3-1 
KCH 086-8-1 
KCH 086-6-2 
KCH 086-2-1 
KCH 086-41 
KCH 086-40-1 
KCH 086-40-2 
SRY 19-3-2 
SRY 19-3-3 
SRY 4-3  
SRY 6-2 
 SRY 3-2  
SRY 3-3 
 SRY 6-3  
SRY 14-3 
SRY 19-3  
SRY 19-3-3 

0.5 
0.8 
0.3 
0.1 
0.2 
1.0 
0.2 
0.9 
0.3 
0.6 
0.6 
0.9 
0.5 
1.0 
0.4 
0.3 
0.1 
0.3 
0.2 
0.4 

circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 

convex 
convex  

flat  
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex  

flat  
flat  
flat  
flat  
flat  
flat  
flat  
flat  
flat 

smooth  
rough  

smooth 
smooth 
smooth  
rough  

smooth  
rough  

smooth 
smooth 
smooth  
rough  

smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 

entire 
entire 
entire 
entire 
entire 

undulate 
entire 

undulate 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 

white 
white 
yellow 
orange 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
ping 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 

เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
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ภาพที่ 4.2 ลักษณะของยีสตทั้ง 20 ไอโซเลททีค่ัดกรองไดจากตัวอยางทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร 
จังหวัดชลบุรี 

 
ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของยีสต

ที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 3 ตัวอยางแสดงดังตารางที่ 
4.3  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดังภาพที่ 4.3 สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด         
28 ไอโซเลท มี 13 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 

 
ตารางที่ 4.3 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

WKA 3-1 
WKA 3-2 
WKA 2-5  

0.3 
0.3 
0.5 

circular 
circular 
circular  

convex 
convex 
convex  

smooth 
rough 

smooth  

entire 
entire 
entire  

white 
orange 
white  

เจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี (ตอ) 

 
 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

WKA 2-6 
WKA 2-7 
WKA 2-9 
WKA 2-10 
WKA 2-11 
WKA 3-13 
WKA 3-14 
WKA 3-15 
WKA 3-18 
WKA 3-19 
WKA 3-20 
WKA 1-21 
WKA 1-23 
WKA 1-24 
WKA 1-21 
WKA 3-25-2 
WKA 1-27 
WKA 1-28 
WKA 3-29-1 
WKA 3-29-2  
WKA 3-32 
WKA 3-34 
WKA 3-36 
WKA 3-37 

0.5 
0.3 
0.1 
0.9 
0.1 
0.8 
0.5 
0.3 
0.2 
0.2 
0.2 
0.3 
0.2 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.3 
0.3 
0.1 
0.4 
0.1 
0.3 
0.4 

circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular  

convex 
convex 
convex  

flat  
convex  

flat  
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex  

flat  
convex  

flat  
flat  
flat  

rough 
smooth 
rough 

smooth 
rough 

smooth 
smooth 
rough 

smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
smooth 
rough 

smooth  

entire 
entire 
entire 

undulate 
entire 

undulate 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire  

white 
yellow 
white 
white 
white 
white 
white 
white 

orange 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
yellow 
orange 
white 
white 
white 
white  

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี (ตอ) 

 
 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

WKA 3-38 0.2 circular flat smooth entire white ไมเจริญ 
 

 
ภาพที่ 4.3 ลักษณะของยีสตทั้ง 28 ไอโซเลททีค่ัดกรองไดจากตัวอยางดนิที่เก็บจากเขาวังเขมร 
จังหวัดกาญจนบุรี 
 

ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของยีสต
ที่คัดกรองไดจากตัวอยางกากออยจากโรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 
จํานวน 3 ตัวอยางแสดงดังตารางที่ 4.4  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดังภาพที่ 4.4 
สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด 20 ไอโซเลท มี 18 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 
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ตารางที่ 4.4 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางออยจากโรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 

 
 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

SKN 1-2 
SKN 1-3 
SKN 1-5 
SKN 1-8 
SKN 1-17 
SKN 1-18 
SKN 1-21 
SKN 1-29 
SKN 1-30 
SKN 2-1 

SKN 2-2 
SKN 2-3 
SKN 2-7 
SKN 2-10 

SKN 2-11 

SKN 3-1 

SKN 3-2 
SKN 3-3 
SKN 3-4 

SKN 3-5 

0.2 
0.4 
0.3 
0.1 
0.2 
0.2 
0.3 
0.3 
0.4 
0.4 
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.2 
0.2 
0.2 
0.2 
0.1 
0.3 

circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 
circular 

convex 
convex 
convex 
convex 

flat 
flat 
flat 

convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex 
convex  

flat 
convex 
convex 

flat 
flat 

convex 

smooth 
rough 
rough 
rough 

smooth 
smooth 
rough 
rough 
rough 
rough 
rough 
rough 
rough 

smooth 
rough 
rough 

smooth 
smooth 
smooth 
rough 

entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire 
entire  

white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 
white 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
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ภาพที่ 4.4 ลักษณะของยีสตทั้ง 20 ไอโซเลททีค่ัดกรองไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บจากโรงงาน
น้ําตาลครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 
 

ลักษณะรูปราง ระดบัความนนู ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของยีสต
ที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางจากไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา จํานวน 1 ตัวอยางแสดง
ดังตารางที่ 4.5  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดงัภาพที่ 4.5 สามารถคัดกรองยีสตได
ทั้งหมด 5 ไอโซเลท มี 2 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 
 
ตารางที่ 4.5 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางจากไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

RWS 1-12  
RWS 1-13  
RWS 1-14  

0.3 
0.1 
0.2 

circular 
circular 
circular  

convex 
convex  

flat 

smooth 
smooth 
smooth  

entire 
entire 
entire  

white 
white 
white  

เจริญ 

เจริญ 

ไมเจริญ 
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ตารางที่ 4.5 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางจากไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา (ตอ) 

 
ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

RWS 1-23 
RWS 1-27  

0.2 
0.1 

circular 
circular  

Flat 
convex  

rough 
 smooth  

entire 
entire  

white 
white  

ไมเจริญ 
เจริญ 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.5 ลักษณะของยีสตทั้ง 5 ไอโซเลทที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางหวานทีเ่กบ็จากไร
สุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา 
 

จากตัวอยางยีสตที่คัดกรองไดสามารถใชน้ําตาลไซโลสไดทั้งหมด 45 ไอโซเลท ลักษณะ
การเจริญของยีสตในอาหารไซโลสแสดงดังภาพที่ 4.6  และเม่ือทําการทดลองเพื่อคัดกรองยีตสที่
สามารถเจริญไดที่ อุณภูมิสูง พบวามียีสตทั้งหมด 25 ไอโซเลทที่สามารถเจริญไดอุณหภูมิ            
40 องศาเซลเซียส เปนยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทราย 7 ไอโซเลท และเปนยีสตที่คัดกรองได
จากตัวอยางกากออย 20 ไอโซเลท เม่ือทําการเล้ียงที่อุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส มียีสต
เจริญได 13 และ 9 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตารางที่ 4.6) 

 
ตารางที่ 4.6 การเจริญของยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ 

แหลงที่มา ไอโซเลท อุณหภูมิ 
35° C 40° C 45° C 50° C 

เกาะแสมสาร 
จังหวัดชลบุรี 

KCH 1-42  
KCH 086-41-1 
KCH 086-6-2 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 



65 
 

ตารางที่ 4.6 การเจริญของยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ (ตอ) 
แหลงที่มา 

ไอโซเลท 
อุณหภูมิ 

35° C 40° C 45° C 50° C 
เกาะแสมสาร 
จังหวัดชลบุรี 

KCH 086-41 
KCH 086-40-2 
SRY 19-3-2 
SRY 19-3-3 
SRY 4-3 
SRY 6-2 
SRY 3-2  
SRY 3-3 
SRY 19-3  

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

เขาวังเขมร  
จังหวัดกาญจนบุรี 

WKA 3-1 
WKA 2-5 
WKA 2-6 
WKA 2-10 
WKA 3-13 
WKA 3-14 
WKA 3-20 
WKA 1-21 
WKA 1-21 
WKA 3-25-2 
WKA 1-27 
WKA 1-28 
WKA 3-34 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

โรงงานน้ําตาลครบุรี 
จังหวัดนครราชสีมา 

SKN 1-2 
SKN 1-3 
SKN 1-5 
SKN 1-17 
SKN 1-18 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
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ตารางที่ 4.6 การเจริญของยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ (ตอ) 
แหลงที่มา 

ไอโซเลท 
อุณหภูมิ 

35° C 40° C 45° C 50° C 
โรงงานน้ําตาลครบุรี 
จังหวัดนครราชสีมา 

SKN 1-21  
SKN 1-29  
SKN 1-30 
SKN 2-1 

SKN 2-2 
SKN 2-3 
SKN 2-7 
SKN 2-10 

SKN 2-11 

SKN 3-1 

SKN 3-2 
SKN 3-3 
SKN 3-5  

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไรสุวรรณ  
จังหวัดนครราชสีมา 

RWS 1-13  
RWS 1-27 

เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

 
 
 
 
 
 

(ก)          (ข)           (ค)                            (ง) 
   ภาพที่ 4.6 การเจริญของเชื้อที่เจริญในอาหารเหลวไซโลส  
   (ก) : ชุดควบคุม 
   (ข) : ตัวควบคุมบวก (positive control) (P. stipitis) 
   (ค) : ตัวอยาง 
   (ง) : ตัวควบคุมลบ (negative control) (S. cerevisiae) 
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การคัดกรองยีสตทนรอนจากตัวอยางทั้งหมด 15 ตัวอยาง พบวา ยีสตที่คัดกรองไดจาก
ตัวอยางทรายและตัวอยางกากออยสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง เนื่องจากอุณหภูมิของตัวอยาง
เปนปจจัยสําคัญที่ทําใหยีสตมีความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง ตัวอยางทรายที่ความลึก       
10 เซนติเมตรจะมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 25-34 องศาเซลเซียส ตัวอยางดินที่ความลึก 10 
เซนติเมตรจะมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 25-35 องศาเซลเซียส (ยุพาพร ทิพยจริยาอุดม, 2547) 
ตัวอยางกากออยที่ความลึก 10 เซนติเมตรจะมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส และ
ตัวอยางน้ําขาวฟางหวานที่หีบใหมจะมีอุณหภูมิเฉล่ีย 28-30 องศาเซลเซียส สอดคลองกับงานวิจัย
ของ อภิรดีศรีภิรมยรักษ (2549) ซึ่งทําการคัดกรองยีสตทนรอนจากตัวอยางหญาหมัก ตัวอยางแปง
จากโรงงานอุตสาหกรรม และตัวอยางจากบอน้ําพุรอน สามารถคัดกรองยีสตทนรอนได 1, 3 และ 
9 ไอโซเลท ตามลําดับ 
  
4.3 การทดสอบความสามารถในการผลติเอทานอลของยีสตทนรอน 
  
 ยีสตทนรอนที่สามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสข้ึนไปถูกเลือกมา
ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอล โดยเลือกยีสตทนรอนทั้งหมด 25 ไอโซเลท มาทดสอบ
ในอาหารไซโลสซึ่งมีความเขมขนของน้ําตาลไซโลส  20 กรัมตอลิตร เม่ือบมที่อุณหภูมิ 40, 45 และ 
50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วันเพื่อใหเกิดการหมักและผลิตเอทานอล พบวาจากยีสตทนรอน
ทั้งหมด 25 ไอโซเลท มีเพียง 7  ไอโซเลทสามารถใชไซโลสและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ           
มี 3 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียสและยีสตทั้งหมดไมสามารถ
ผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสแสดงดังตารางที่ 4.7 ยีสตทนรอนทั้ง 7 ไอโซเลทเปน
ยีสตที่สามารถแยกไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บมาจากโรงงานน้ําตาลครบุรี จังหวัดนครราชสีมา
ซึ่งแสดงดังตารางที่ 4.8 และภาพที่ 4.7 โดยยีสตทนรอนสามารถผลิตเอทานอลไดมากที่สุดที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 4.7 จํานวนยีสตทนรอนที่สามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิตางๆ 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

จํานวน 
ไอโซเลท 

จํานวน 
สามารถผลิตเอทานอล ไมสามารถผลิตเอทานอล 

40 
45 
50 

27 
13 
9  

7 
3 
0  

20 
10 
9  
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ตารางที่ 4.8 ปริมาณเอทานอลทีย่ีสตทนรอนผลิตไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส 

ไอโซเลท เอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลที่ใชไป 
(กรัมตอลิตร) 

กรัมของเอทานอล 
ตอกรัมของน้ําตาล 

ethanol yield  
(เปอรเซ็น) 

SKN 1-2 
SKN 2-1 
SKN 2-2 
SKN 2-3 
SKN 2-7 
SKN 3-1 
SKN 3-2 

0.05±0.01 
0.28±0.00 
0.04±0.01 
0.04±0.00 
0.04±0.01 
0.05±0.00 
0.04±0.00 

1.26±0.00 
1.20±0.01 
1.20±0.01 
1.14±0.00 
1.15±0.01 
1.28±0.01 
1.22±0.02 

18.74 
18.80 
18.80 
18.86 
18.85 
18.72 
18.78 

0.003 
0.015 
0.004 
0.002 
0.002 
0.003 
0.002 

0.58 
2.94 
0.20 
0.10 
0.39 
0.59 
0.39 

 

 
ภาพที่ 4.7 ปริมาณเอทานอลที่ยีสตทนรอนผลิตไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 
จากปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึนจากการหมักของทั้ง 7 ไอโซเลทเม่ือเปรียบเทียบกันระหวาง

ปริมาณเอทานอลเปนเปอรเซ็นตพบวาไอโซเลท SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดมากที่สุดจาก
แหลงคารบอนที่เปนน้ําตาลไซโลส 20 กรัมตอลิตร ลักษณะของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 
แสดงดังภาพที่ 4.8 
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(ก)                               (ข)          

  ภาพที่ 4.8 ลักษณะของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1  
(ก) บนผิวหนาอาหารแข็ง YM 
(ข) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
4.4 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยสีต
ทนรอน 
  การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิที่มีผลตอการเจริญของยีสตทนรอนสายพันธุ SKN 2-1 
ทําการทดลองในชวง อุณหภูมิระหวาง  35 – 55 องศาเซลเซียส ซึ่งผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 
4.9 ผลการศึกษาพบวาอุณหภูมิที่ยีสตทนรอนมีการเจริญเติบโตมากที่ สุด คือ อุณหภูมิ               
40 องศาเซลเซียสโดยดูจากคาความขุนที่ความยาวคล่ืน 600  นาโนเมตร และการเจริญเติบโตของ
ยีสตทนรอน จะลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะทําการศึกษาความสามารถในการ
ผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากปจจุบันการใชยีสตใน
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจะใชอุณหภูมิประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส (Laluce และคณะ, 
1987) ซึ่งเปนอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของยีสต จึงทําใหผลผลิตของเอทานอลที่
ไดมีปริมาณนอย และการใชยีสตทนรอนในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลนั้นจะสงผลถึงตนทุน
การผลิตเนื่องจากกระบวนการผลิตเอทานอลในปจจุบันจําเปนตองใชกระบวนการหลอเย็นเพื่อให
ยีสตสามารถเจริญเติบโตได ซึ่งคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นมีตนทุนสูง ดังนั้นการใชยีสตทน
รอนในกระบวนการผลิตสามารถลดคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นและกระบวนการกล่ันได 
(Sree และคณะ, 1999) จากการศึกษาของ Anderson  และคณะ (1986) พบวายีสตทนรอน
สามารถเพิ่มผลผลิตของเอทานอลไดมากกวา 6 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
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ภาพที่ 4.9 ผลกระทบของอุณหภูมที่มีผลตอการเจริญของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ซึ่งทําการ
ทดลองในอาหารไซโลส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 โดยทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 30, 35, 40, 45 และ            
50 องศาเซลเซียส พบวายีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงสุดที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและสามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซียส สวนที่อุณหภูมิ 
30, 35 และ 50 องศาเซลเซียส ยีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 ไมสามารถผลิตเอทานอลได ซึ่งผลการ
ทดลองแสดงดังภาพที่ 4.10 
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ภาพที่ 4.10 ผลกระทบของอุณหภูมที่มีผลตอการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1  
 
 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซ
เลท SKN 2-1 พบวายีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 
40 และ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการผลิตเอทานอลในภูมิอากาศของ
ประเทศในเขตรอน โดยสวนใหญการผลิตเอทานอลใชยีสตสายพันธุ  S. cerevisiae ใน
กระบวนการผลิต โดยยีสตสายพันธุ S. cerevisiae เปนยีสตที่ทนตอสภาวะแวดลอมตางๆไดดี แต
เปนสายพันธุที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง ถึงแมวาบางสายพันธุสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 40-42 
องศาเวลเซียส แตการหมักเอทานอลเกิดไดดีที่อุณหภูมิเพียง 33-35 องศสเซลเซียส (สาวิตรี       
ล่ิมทอง และคณะ, 2545) ซึ่งไมดีพอสําหรับการหมักเอทานอลในประเทศไทยที่อุณหภูมิสูงตลอดป 
โดยความรอนที่สูงนั้นนอกจากจะมาจากอุณหภูมิของสภาพอากาศรอนแลวในการหมักเอทานอล
เม่ือมีอัตราการหมักสูงจะมีความรอนเกิดข้ึนในอัตราที่สูงดวย การผลิตเอทานอลดวยยีสตสายพันธุ
ทั่วไปซึ่งมักเปนยีสตที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนความสามารถในการผลิตเอทา
นอลจะลดลง ดังนั้นการใชยีสตที่สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดดีที่อุณหภูมิสูงจะชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลสูงข้ึน และประโยชนของการใชยีสตที่ทนอุณหภูมิสูงสําหรับการ
ผลิตเอทานอลในอุตสาหกรรม คือ ลดการใชระบบหลอเย็น ซึ่งทําใหคาใชจายในสวนนี้ลดลงเปน
ผลใหตนทุนการผลิตโดยรวมลดลงดวย นอกจากนั้นการหมักในที่อุณหภูมิสูงยีสตจะมีอัตราการ
หมักสูง ทําใหสามารถผลิตเอทานอลไดเร็ว ยิ่งไปกวานั้นยังชวยลดปญหาการปะปนของจุลินทรีย
อ่ืนในระหวางการผลิตเอทานอล (Seki และคณะ, 1983; Limtong, 1987; Sree และคณะ, 1999) 
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4.5 การทดสอบความสามารถในการผลติเอทานอลของยีสตทนรอนในถังปฏิกรณชีวภาพ 
ขนาด 5 ลิตร  
 4.5.1 ตัวอยางฟางขาวท่ีใชในการทดลอง 
 ตัวอยางฟางขาวที่ใชในการทดลองจะผานการปรับสภาพวัตถุดวยวิธีทางกายภาพ และวิธี
ทางเคมีโดยใชอัลคาไลนเพอรออกไซดแลวยอยสลายดวยเซลลูเลสและไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อรา
T. reesei TISTR 3081 และหาองคประกอบของฟางขาวดวยวิธีของ Goering และ Van Soest 
(1970) ซึ่งองคประกอบของฟางขาวแสดงดังตารางที่ 4.9 และฟางขาวที่ผานการปรับสภาพ
วัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีและยอยสลายดวยเอนไซมแลวแสดงดังภาพที่ 4.11 
 
ตารางที่ 4.9 ปริมาณองคประกอบของฟางขาว (เปอรเซน็ต) 

 ปริมาณองคประกอบของฟางขาว (เปอรเซ็นต) 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา อ่ืนๆ 

ฟางขาว 37.67 ± 0.31 33.36 ± 1.96 4.12 ± 0.36 0.02 ± 0.01 25.40 ± 2.35 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
ภาพที่ 4.11 ลักษณะฟางขาวที่การปรับสภาพวัตถุดบิดวยวิธีทางเคมีและยอยสลายดวยเอนไซม
แลว 
 

การปรับสภาพฟางขาวดวยวิธทีางกาพภาพโดยการตัดและบดใหละเอียดจะทําใหฟางขาว
มีขนาดเล็กลงเปนการชวยเพิ่มพื้นที่ผิวในการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมตอไป ในงานวิจัยนี้ไดนํา
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ฟางขาวที่ผานการบดจากเคร่ืองบดละเอียดซึ่งยังมีทั้งสวนที่ละเอียดและหยาบปะปนกันมารอน
ผานตะแกรงรอนที่มีรูพรุนขนาด 0.4 มิลลิเมตร เพื่อใหไดผงฟางขาวที่มีขนาดเล็กและมีขนาด
สมํ่าเสมอกันเพื่อนําไปใชในการยอยสลายดวยเอนไซมตอไป สําหรับสวนที่คางอยูบนตะแกรงรอน
จะมีขนาดใหญกวาจึงนําไปใชในการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของฟางขาวตอไป 

การนําวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใชในกระบวนการที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
ดวยเอนไซมจะตองมีการปรับสภาพวัตถุดิบกอน (Cara และคณะ, 2006) วัตถุประสงคของการ
ปรับสภาพ คือ เพื่อที่จะเปล่ียนแปลงหรือกําจัดองคประกอบของโครงสรางพืชเพื่อเพิ่ม
ความสามารถในการยอยสลายดวยเอนไซมและเพิ่มผลผลิตของน้ําตาลที่ใชในการหมักซึ่งไดจาก
การยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสใหสูงข้ึน (Mosier และคณะ, 2005) งานวิจัยนี้ไดใช
วิธีการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกาพภาพตามดวยวิธีทางเคมี คือ บดใหฟางขาวกลายเปนผง
กอนแลวตามดวยการใชอัลคาไลนเพอรออกไซดวิธีนี้ไมทําใหเกิดเฟอรฟูรัลและไฮดรอกซีเมทิล
เฟอรฟูรัลข้ึนในระหวางการปรับสภาพ (Saha และ Cotta, 2007) ซึ่งสารทั้งสองตัวนี้มักเกิดข้ึนใน
กระบวนการที่มีการใชกรดปรับสภาพหรือใชกรดในการยอยสลาย จัดเปนตัวยับยั้งการเจริญเติบโต
ของยีสตที่ใชในการหมักเอทานอล (Purwadi, 2006) 

การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืชสามารถวิเคราะหไดหลายวิธีไดแกproximate 
analysis แตเนื่องจากในข้ันตอนของการวิเคราะหทําใหไดคาเยื่อใย (crude fiber) ผิดความเปน
จริงนอกจากนี้ยังไมสามารถแยกชนิดของเยื่อใยหรือองคประกอบของชีวมวลพืชไดจึงทําใหวิธีนี้ใช
ประโยชนไดนอยลง (สายัณหทัดศรี, 2540) ดังนั้นจึงไดใชวิธี detergent fiber analysis หรือ
forage fiber analysis แทนซึ่งพัฒนาโดย Goering และ Van Soest (1970) เพื่อใหสามารถแยก
ปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืชไดวิธีการวิเคราะหแบบนี้สามารถแบงองคประกอบของพืชได
เปน 2 สวนใหญๆคือสวนที่อยูภายในเซลล (cell content หรือneutral detergent soluble หรือ
NDS) เปนสวนสามารถละลายไดในสารละลายที่เปนกลาง (neutral detergent) ประกอบดวย
โปรตีนคารไฮเดรตเชนแปงและน้ําตาลไขมันกรดอินทรียตางๆสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน
วิตามินเพคตินและสารที่ละลายน้ําไดเปนตน (วารุณี พานิชผลและคณะ, 2537) อีกสวนหนึ่งคือ
สวนประกอบของผนังเซลล (cell wall constituents หรือneutral detergent fiber หรือ NDF) เปน
สวนที่ไมสามารถละลายไดในสารละลายneutral detergent ประกอบดวยเฮมิเซลลูโลสเซลลูโลส
ลิกนินและเถา (Lee และคณะ, 2007) โดย NDF ยังสามารถแบงออกไดเปนสวนที่ละลายไดใน
สารละลายที่เปนกรด (acid detergent) เรียกวาacid detergent soluble (ADS) คือเฮมิเซลลูโลส
และสวนที่ไมสามารถละลายไดในสารละลายacid detergent เรียกวา acid detergent fiber 
(ADF) ไดแกเซลลูโลสลิกนินและเถาดังนั้นในการวิเคราะหองคประกอบของชีวมวลพืชจึงไดใช
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สารละลายneutral detergent ในการสกัดกอนเพื่อสกัดเอาสวน NDS จากพืชออกไปจึงเหลือสวน
ที่เปน NDF (เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนินและเถา) เอาไวในการสกัดคร้ังตอมาจึงใชสารละลาย
acid detergent เพื่อสกัดเอาเฮมิเซลลูโลสออกไปจึงเหลือสวนที่เปน ADF (เซลลูโลส ลิกนินและ
เถา) เอาไวดังนั้นจึงหาปริมาณของเฮมิเซลลูโลสไดจากผลตางของปริมาณ NDF และ ADF จากนั้น
จึงใชสารละลาย combined permanganate ในการสกัดเอาลิกนินออกไปจึงเหลือสวนที่เปน PML 
(permanganate lignin) ที่ประกอบดวยเซลลูโลสและเถาดังนั้นจึงหาปริมาณของลิกนินไดจาก
ผลตางของปริมาณ ADF และ PML ข้ันตอนสุดทายเม่ือนําไปเผาจึงเหลือเฉพาะสวนของเถาทําให
หาปริมาณของเซลลูโลสไดจากผลตางของปริมาณ PML และเถาสวนของเถาที่เหลือนั้นจะเปน
พวกสารประกอบอนินทรียและแรธาตุตางๆ ไดแกซิลิกาอะลูมิเนียมแคลเซียมแมกนีเซียม
โพแทสเซียมและโซเดียมเปนตน (Lee และคณะ, 2007) และปริมาณของสารอ่ืนๆที่พบ
นอกเหนือจากเซลลูโลสเฮมิเซลลูโลสลิกนินและเถาก็คือปริมาณ NDS นั่นเอง 
 จากการวิเคราะหปริมาณองคประกอบของฟางขาว พบวา มีปริมาณเซลลูโลสโดยเฉล่ีย 
37.67 เปอรเซ็นตมีปริมาณเฮมิเซลลูโลส 33.36 เปอรเซ็นตและมีปริมาณลิกนินโดยเฉล่ียในชวง
4.12 เปอรเซ็นต ซึ่งฟางขาวมีปริมาณรวมของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสคอนขางสูงดังนั้นในการ
หาคาปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดทางทฤษฎีจึงคิดจากปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่มีอยูใน
ฟางขาว เพื่อคํานวณปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึนจากการหมักฟางขาวหากมีการยอยสลาย
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสอยางสมบูรณและน้ําตาลที่ไดสามารถเปล่ียนเปนเอทานอลไดทั้งหมด 
สามารถคํานวณหาประมาณกลูโคสและไซโลส (ภาคผนวก ฉ) ได เทากับ 41.85 และ             
37.90 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังนั้นปริมาณเอทานอลที่ไดจากการคํานวณทางทฤษฏีเทากับ      
0.41 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล (ภาคผนวก ฉ) 
 
 4.5.2 การผลิตเอทานอลในถังปฏิกรณชีวภาพ 

 จากการศึกษาอายุของกลาเชื้อที่เหมาะสมเพื่อใหไดเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการ
ผลิตเอทานอล พบวาเม่ือเล้ียง P. stipitis ในอาหารที่มีน้ําตาลไซโลสเปนแหลงคารบอนจะมีการ
เจริญดังภาพที่  4.12  โดยมีระยะแล็กที่เวลา 0 - 5 ชั่วโมง ระยะเอกซโพเนนเชียลที่เวลา                
5 - 12 ชั่วโมง และเขาสูระยะสเตชันนารีที่เวลา 12 ชั่วโมงเปนตนไป ซึ่งชวงเวลาที่เชื้อเขาสูระยะ
สเตชัน เชื้อจะมีการเจริญเติบโตนอย สวนยีสตทนรอนที่เล้ียงในอาหารที่มีน้ําตาลไซโลสเปนแหลง
คารบอนจะมีการเจริญดังภาพที่ 4.13  โดยไมเกิดระยะแล็กจึงเร่ิมระยะเอกซโพเนนเชียลที่เวลา    
0 - 24 ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงเชื้อมีการเจริญลดลง ดังนั้นอายุของกลาเชื้อ P. stipitis และ
ยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1  ที่เหมาะสม คือ ที่ระยะเวลา 12 และ 28 ชั่วโมง ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4.12 การเจริญเติบโตของ P. stipitis ที่เวลา 0 - 48 ชั่วโมง ในอาหารเล้ียงเชื้อสูตร YMB 
โดยมีแหลงคารบอนเปนน้ําตาลไซโลส 
 

 
ภาพที่ 4.13 การเจริญเติบโตของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ที่เวลา 0 - 65 ชั่วโมง ในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร YMB โดยมีแหลงคารบอนเปนน้ําตาลไซโลส 
 

เ ม่ือนําฟางขาวที่ผานการปรับสภาพดวยอัลคาไลนเพอรออกไซดแลวหมักดวย
กระบวนการ SSF โดยใชยีสต 2 ชนิดคือ P. stipitis และยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 โดยเล้ียง
กลาเชื้อที่ระยะเวลาที่เหมาะสมดังกลาวเติมเอนไซม 2 ชนิดที่ผลิตจาก T. reesei TISTR 3081 คือ
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เซลลูเลสและไซลาเนสลงไปแลวหมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสสําหรับ P.stipitis และอุณหภูมิ 
40 และ 45 องศาเซลเซียส สําหรับยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 เปนเวลา 7 วันจะไดปริมาณ    
เอทานอลแสดงดังตารางที่ 4.10 ปริมาณการเกิดเอทานอลที่เวลาตางของ P.stipitis และ ยีสตทน
รอนไอโซเลท SKN 2-1 แสดงดังภาพที่ 4.14  
 
ตารางที่ 4.10 ปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึนในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

SKN 2-1 P. stipitis 
ปริมาณ 

เอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

กรัมเอทานอล
ตอกรัม
วัตถุดิบ 

Ethanol 
yield  

(เปอรเซ็น) 

ปริมาณ 
เอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 

กรัมเอทา
นอลตอกรัม

วัตถุดิบ 

Ethanol 
yield  

(เปอรเซ็น) 
35 
40 
45 

- 
0.66 
0.87 

- 
0.031 
0.041 

- 
7.67 
10.10 

0.44 
- 
- 

0.021 
- 
- 

5.11 
- 
- 

 
 

 
ภาพที่ 4.14 ปริมาณปริมาณเอทานอลทีเ่วลาตางๆ ของ P.stipitis และยีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 
 

การผลิตเอทานอลจากฟางขาวที่มีองคประกอบหลักเปนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส
จําเปนตองมีการยอยสลายองคประกอบดังกลาวเพื่อใหกลายเปนน้ําตาลกลูโคสและไซโลสซึ่งเปน
น้ําตาลที่จะไดจากการยอยสลายเปนสวนใหญ เพื่อที่จะนําน้ําตาลทั้งสองชนิดนี้มาหมักเปน        

SKN 2-1 ท่ี 45°C 
SKN 2-1 ท่ี 40°C 

P. stipitis ท่ี 35°C  
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เอทานอลและใชยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1  หมักที่อุณหภูมิ  40 และ 45 องศาเซลเซียส และ
ใช P.stipitis หมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซสเซียสเพื่อเปนตัวเปรียบเทียบ พบวาปริมาณเอทานอลสูง
ที่สุดที่ผลิตไดโดยยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 เทากับ 0.66 และ 0.87 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ  
40 และ 45 องศาเซลเซียส คิดเปน 7.67 และ 10.10 เปอรเซ็นตเอทานอลเม่ือเทียบกับกาคํานวณ
ทางทฤษฎี และปริมาณเอทานอลสูงที่สุดที่ผลิตไดโดย P. stipitis เทากับ 0.44 กรัมตอลิตร คิดเปน 
5.11 เปอรเซ็นตเอทานอลเม่ือเทียบกับกาคํานวณทางทฤษฎี เม่ือนําปริมาณเอทานอลที่ยีสตทน
รอนไอโซเลท 2-1 สามารถผลิตไดมาเปรียบเทียบกับปริมาณเอทานอลที่ P. stipitis พบวายีสตทน
รอนไอโซเลท SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดมากกวา P. stipitis คิดเปน 50.59 เปอรเซ็น       
ซึ่งสอดคลองกับจากการศึกษาของ Anderson และคณะ (1986) ไดทําการศึกษาผลกระทบของ
อุณหภูมิตอกระบวนการหมักเอทานอล โดยอุณหภูมที่ใชคือ 25, 39 และ 47 องศาเซลเซียส พบวา
การหมักที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส ยีสตจะมีการผลิตเอทานอลประมาณ 6 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนัก หลังจากทําการหมัก 24 ชั่วโมง และที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ยีสตจะผลิตเอทานอล
ประมาณ 7 เปอรเซ็นต หลังจากทําการหมัก 20 ชั่วโมง และที่ 25 องศาเซลเซียสเอทานอลจะถูก
ผลิตหลังจากทําการหมักไปแลว 60 ชั่วโมง  
 ในงานวิจัยที่มีการศึกษาการนํายีสตทนรอนมาใชในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยกระบวนการ SSF พบวา Boyle และคณะ (1997) ได
ทําการศึกษาการหมักฟางขาวบารเลยโดยใชยีสต K. marxinus IMB3 ในกระบวนการหมักแบบ 
SSF ซึ่งทําการหมักที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารที่มีฟางขาวบารเลยที่ปรับสภาพดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2, 4 และ 6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สามารถผลิตเอทานอลได
สูงสุด 2, 3 และ 3.6 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งสามารถผลิตเอทานอลมีความเขมขน 20 กรัมตอ 
100 กรัมของวัตถุดิบ  
 การลดตนทุนการผลิตเอทานอลสามารถทําไดโดยการลดตนทุนของวัตถุดิบหรือเอนไซมที่
นํามาใช การใชวัตถุดิบที่มีการปรับปรุงทางพันธุกรรมเพื่อใหมีปริมาณคารโบไฮเดรตสูงรวมกับการ
พัฒนาในเร่ืองของการเปล่ียนวัตถุดิบใหเปนน้ําตาลจะสามารถลดตนทุนการผลิตเอทานอลได 
(Wooley และคณะ,1999) สวนการลดตนทุนของการผลิตเอนไซมนับไดวาเปนปจจัยที่สําคัญของ
การยอยสลายวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส การใชเทคนิคทางพันธุศาสตรในการโคลนยีน       
เซลลูเลสเขาสูแบคทีเรีย ยีสต และรา จะทําใหสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมและ
แอกทิวิตีไดสูงข้ึน (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้การพัฒนาสายพันธุยีสตใหมีประสิทธิภาพ
ดีข้ึน ไมวาจะเปนในเร่ืองของความสามารถในการใชน้ําตาลไดหลายชนิด การทนตอเอทานอลที่มี
ความเขมขนสูงๆ หรือความสามารถในการยอยสลายและหมักวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสไดใน
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คราวเดียวกัน ถือไดวาเปนส่ิงที่ควรจะทําตอไปในอนาคตหากตองการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมตอไป 
 
4.6 บงช้ีสายพันธุยีสตทนรอน 
 นํายีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ทําการบงชี้สายพันธุตามหลักอนุกรมวิธานระดับ
โมเลกุลดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ D1/D2 ของ Large subunit (LSU) rDNA gene และ
นําไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank โดย Blast Homology Search 
Program for Nucleotide (BLASTn) และลําดับนิวคลีโอไทดของสายพันธุยีสตทนรอนมา
วิเคราะหคสามสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
GenBank โดย multiple alignment-program CLUSTAL_X version 1.81 (Thompson และคณะ
, 1997) สราง phylogenetic tree จาก evolutionary distance data ดวย Kimura’s two-
parameter correction (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou และ Nei, 
1987) ควมเชื่อม่ันประเมินจาก bootsrap analysis 1000 ซ้ํา พบวายีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 
เหมือนกับยีสตสายพันธุ Ogataea polymorpha 99.83 เปอรเซ็นโดยมีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตาง
กันเพียง 1 ตําแหนง (ภาพที่ 4.15) 



79 
 

     
 

ภาพที่ 4.15 Phylogenetic tree สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดของ D1/D2 ของ large subunit 
rDNA gene แสดงตําแหนงของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนหรือใกลเคียงที่สุด 
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
การคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสจากตัวอยางทราย ตัวอยางดิน ตัวอยางกาก

ออย และตัวอยางน้ําขาวฟางจาก 3 จังหวัดในประเทศไทย จํานวนทั้งส้ิน 15 ตัวอยาง สามารถคัด
กรองยีสตทนรอนไดทั้งส้ิน 73 ไอโซเลท โดยมี 45 ไอโซเลท สามารถเจริญไดในอาหารไซโลส      
และ 25 ไอโซเลท เจริญไดที่อุณหภูมิสูง ซึ่งเปนยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทรายที่เก็บจากเกาะ
แสมสาร จังหวัดชลบุรี 7 ไอโซเลท และคัดกรองไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บจากโรงงาน        
น้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 18 ไอโซเลท นําทั้ง 25 ไอโซเลทไปทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอทานอลในอาหารไซโลส พบวา มี 7 ตัวอยางที่สามารถใชไซโลสใน
กระบวนการหมักเอทานอลได โดยไอโซเลท SKN 2-1 ที่คัดกรองไดจากตัวอยางกากออย สามารถ
ผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดเม่ือเทียบกับไอโซเลทอ่ืน 

การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน     
ไอโซเลท SKN 2-1 ที่อุณหภูมิ 35, 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบวายีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 เจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส 

การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ใน   
ถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ที่ อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส โดยใชฟางขาวที่มี
องคประกอบเปนเซลลูโลส 37.67 เปอร เซ็นต  เฮมิเซลลูโลส 33.63 เปอร เซ็นต  ลิกนิน                
4.12 เปอรเซ็นต ซึ่งผานการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมีดวย alkaline 
peroxide และยอยสลายโดยใชเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสแลว พบวา ยีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดปริมาณ 0.66 และ 0.87 กรัมตอลิตร คิดเปน 7.67 และ 
10.10 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี ตามลําดับ 
 ทําการบงชี้สายพันธุยีสตโดยวิธีการเปรียบเทียบดวยลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 
บน 26s Ribosomal DNA กับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใน Genbank พบวา ยีสตทนรอนไอโซ
เลท 2-1 เหมือนกับยีสตสายพันธุ Ogataea polymorpha 99.83 เปอรเซ็นโดยมีลําดับนิวคลีโอไทด
แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง 
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5.2 ขอเสนอแนะ 
1. ควรศึกษาแหลงคัดกรองใหมๆที่มีความหลากหลายเพิม่ข้ึนเพื่อคนหาเชื้อใหมๆที่

สามารถและผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงๆ 
2. ควรศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการหมักในถังปฏิกรณชีวภาพเพื่อใหเชื้อที่คัดกรอง

ไดผลิตเอทานอลไดเต็มประสิทธิภาพ 
3. ควรศึกษาแหลงทีจ่ะนํามาใชเปนสารตั้งตนทีเ่หมาะสมเพื่อใหการผลิตเกิด

ประสิทธิภาพสูงสุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



82 
 

เอกสารอางอิง 
 

ภาษาไทย 
กนก รัตนกนกชัย. 2528. การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสจากวัสดุเหลือทิ้งทาง
 การเกษตร. ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี.  
กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน. 2549. การนําของเสียจากการผลิตเอทานอลมา
 ใชประโยชนเพื่อเพิ่มมูลคา. สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและ
 อุตสาหกรรมการเกษตรมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, หนา 1-5. 
กาพยพร  กลางสาทร. 2529. การแยกเสนใยเซลลูโลสออกจากเนื้อไมเพื่อใชในอุตสาหกรรม. 

รายงาน ประจําปการศึกษา 2529 ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน. 
จักรกฤษณ หอมจันทร. 2529. จุลชีววิทยาของดิน (ฉบับจุลภาค- รวมแกนวิชา).  
 ภาควิชาปฐพีศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน.  
ดวงกมล ปรุงวิทยา. 2549. การคัดเลือกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเบตากลูโคซิเดสสําหรับกระบวนการ

เปล่ียนสารชีวมวลใหเปนน้ําตาลกลูโคส. โครงการปญหาพิเศษ, หนา 1-5.  
ธงชัย คัมภีร, นอย  เกษมสุขสกุล และพูนพิไล  สุวรรณฤทธิ.์ 2532. การคัดเลือกเชื้อราที่ผลิต 
 เซลลูเลสเพื่อเปนตัวเรงในการทําปุยหมัก. ว.ดินและปุย, หนา 111-118.  
นคร ทิพยาวงค. 2553. การผลิตเอทานอล. เทคโนโลยีการแปลงสภาพชีวมวล, หนา 121-149 
ยุพาพร ทิพยจริยาอุดม. 2547. การวัดอุณหภูมิดิน. วารสารการศึกษาวิทยาศาสตร คณิตศาสตร

และเทคโนโลยี, หนา 23-26. 
วารุณี พานิชผล, สมพล ไวปญญา, เมธิน ศิริวงศ และเฉลียว ศรีชู. 2537. การศึกษาคุณคาทาง

อาหารของหญาแฝก (Vetiveria zizanioides Nash.) เพื่อใชเปนพืชอาหารสัตว.  ใน 
รายงานผลงานวิจัยและรายงานประจําป 2537, หนา 158-182. (ม.ป.ท.). 

วิทยา มะเสนา.  2530. จุลชีววิทยาทางดิน .  ภาควิชาปฐพีศาสตร  คณะเกษตรศาสตร
 มหาวิทยาลัยขอนแกน. 
สภาผูแทนราษฎร. คณะกรรมาธิการการพลังงาน. 2545. พลังงานทดแทน เอทานอล และ 
  ไบโอดีเซล. กรุงเทพมหานคร: แปลนพร้ินทติ้ง. 
สายัณห ทัดศรี.  2540.  พืชอาหารสัตวเขตรอน: การผลิตและการจัดการ. กรุงเทพมหานคร: ร้ัว

เขียว. 
 



83 
 

สาวิตรี ล่ิมทอง, วิเชียร ยงมานิตชัย, ศศิวิมล ชื่นอ่ิม, เหมือนเดือน พิศาสพงษ, นันทนา สีสุข, 
สมคิด ธรรมรัตน, สิริพร สธนเสาวภาคย และ อะเคื้อ บุญญสิริ. 2545. การปรับปรุงการผลิต
แอลกอฮอลของโครงการสวนพระองคสวนจิตรลดา. รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณเสนอตอ
สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว). 

แสวง รวยสูงเนิน. 2523. จุลชีววิทยาของดิน. ภาควิชาปฐพีศาสตร. คณะเกษตรศาสตร
 มหาวิทยาลัยขอนแกน.  

อภิรดี ศรีภิรมยรักษ . 2549 .การคัดแยกและแสดงลักษณะเฉพาะของยีสตทนรอนเพื่อผลิต 
 เอทานอล  .สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 
ภาษาอังกฤษ 
Alexander  M. 1976. Introduction to soil microbiology. New York: John Wiley & Sons. Inc. 
Alexander  M. 1977. Introduction to soil microbiology. 2nd ed. New York: John Wiley &
 Sons. Inc. 
American Paper and Pulp Association. 1965. The dictionary of paper, including pulp, 

paperboard, paper properties and related papermaking terms. 3 rd ed. New 
York: American Paper and Pulp Association 

Anderson, P. J., McNeil, K., and Watson, K. 1986. High-efficiency carbohydrate 
fermentation to ethanol at the temperature above 40°C by Kluyveromyces 

 marxianus var. marxianus isolated from sugar mills. Journal of Applied and  
 Environmental Microbiology 51(6): 1314-1320. 
Badger, P. C. 2002. Ethanol from cellulose: A general review .InJ. Janickand A.  Whipkey 

(eds.). Trends in new crops and new uses, pp. 17-21.  Alexandria, VA: ASHS 
Press. 

Balat, M., Balat, H., and Öz, C. 2008. Progress in bioethanol processing. Progress in 
Energy and Combustion Science 34: 551-573. 

Banat, I. M., Nigam, P., and Marchat, R. 1992. Isolation of thermotolerant, fermentative 
yeasts growing at 52°C and producing ethanol at 45°C and 50°C. World Journal 
of Microbiology and Biotechnology 8: 259-263. 



84 
 

Barron, N., Marchant, R. McHale, L., and McHale, A. P. 1994. Growth of a thermotolerant       
ethanol-producing strain of Kluyveromyces marxianus on cellobiose-containing 
media. Biotechnology Letter 16: 625-630. 

Boyle, M., Barron, N., and McHale, A. P. 1997. Simultaneous saccharificatio and 
fermentation of straw to ethanol using the thermotolerant yeast strain 
Kluyveromyces marxianus IMB 3. Biotechnology Letter 19: 49–51. 

Brady, D., Marchant, R., McHale, L., and McHale, A. P. 1994. Production of ethanol by 
the thermotolerant yeast, Kluyveromyces marxianus IMB3 during growth on  

 lactose-containing media. Biotechnology Letter 16: 737-740. 
Brown, R. 2003.Biorenewable resources: Engineering new products from  agriculture.  

Ames, IA: Iowa State Press.  
Cara, C., Ruiz, E., Ballesteros, I., Negro, M., and Castro, E. 2006. Enhanced enzymatic 

hydrolysis of olive tree wood by steam explosion and alkaline peroxide 
delignification. Process Biochemistry 41: 423-429. 

Cardona, C. A., and Sánchez, O. J. 2007. Fuel ethanol production: Process design 
trends and integration opportunities. Bioresource Technology 98: 2415-2457. 

Casey, et al. 2006. Starch structure [Online]. Available from: http://www. 
jic.ac.uk/STAFF/cliff-hedley/Starch.html [2012, March 27] 

Chadha, B. S., Kanwar, S. S., and Garcha, H. S. 1995. Simultaneous saccharification 
and fermentation of rice straw into ethanol. Acta Microbiology Immunology 
Hungary 42(1): 71-76. 

Chandel, A. K., Chan, E. S., Rudravaram, R., Narasu, M. L., Rao, L. V., and Ravindra, P. 
2007. Economicsand environmental impact of bioethanol production 
technologies: an appraisal. Biotechnologyand MolecularBiology Review 2(1): 14-
32. 

Chang, V. S., Kaar, W. E., Burr, B., and Holtzapple, M. T. 2001. Simultaneous 
saccharification and fermentation of lime-treated biomass. Biotechnology Letters 
23: 1327-1333. 

Demirbas, A. 2005. Bioethanol from cellulosic materials: A renewable motor fuel from 
biomass. Energy Sources21:327-337. 



85 
 

Dominguez, H., Nunez, M.  J., Chamy, R., and Lema, J. 1993. Determination of kinetic 
parameters of fermentation processes by a continuous unsteady-state method: 
Application to the alcoholic fermentation of D-xylose by Pichia stipitis.  
Biotechnology and Bioengineering 41: 1129-1132. 

Duff, S. J. B., and Murray, W. D. 1996. Bioconversion of forest products industry waste 
cellulosics to fuel ethanol: A review.  Bioresource Technology 55: 1-33.  

Fleming, M., Barron, N., Marchant, R., McHale, L., and McHale, A. P. 1993. Studie on the 
growth of a thermotolerant yeast, Kluyveromyces marxiaus IMB3 during growth 
on lactose-containing media. Biotechnology Letter 16: 1195-1198. 

Fort, R. 2006. Xylanases [Online].  Available from: http://chemistry.umeche.maine. 
edu/CHY431/Wood14.html [2012, March 27] 

Ghose, T. K. 1987. Measurement of cellulose activities. International Union of Pure and 
Applied Chemistry 59: 257-268. 

Goering, H. K. and Van Soest, P. J. 1970. Forage fiber analysis (Apparatus, reagents,  
procedures,  and some  applications). In Agricultural Handbook No. 379, pp.  1-
20. Washington, DC: US Government Printing Office. 

Gupta, R., Sharma, K.  K., and Kuhad, R.  C. 2009. Separate hydrolysis and fermentation 
(SHF) of Prosopis juliflora, a woody substrate, for the production of cellulosic 
ethanol by Saccharomyces cerevisiae and Pichia stipitis-NCIM 3498.  
Bioresource Technology 100: 1214-1220. 

Hacking, A. J., Taylor, I. W. F., and Hanas, C. M. 1984. Selection of yeast able to 
produce ethanol from glucose at 40°C. Applied Microbiology and  Biotechnology 
19: 361. 

Hahn-Hägerdal, B., Galbe, M., Gorwa-Grauslund, M. F., Lidén, G., and Zacchi, G. 2006.  
Bio-ethanol - the fuel of tomorrow from the residues of today. Trends in 
Biotechnology 24: 549-556. 

Hahn-Hägerdal, B., Jeppsson, H., Skoog, K., and Prior, B. A. 1994. Biochemistry and 
physiology of xylose fermentation by yeasts. Enzyme and Microbial Technology 
16: 933-943. 



86 
 

Hamelinck, C. N., Van Hooijdonk, G., and Faaij, A. P. C. 2005. Ethanol from 
lignocellulosic  biomass: Techno-economic performance in short-, middle-, and 
long-term. Biomass Bioenergy 22: 384-410. 

Hector, R., Hughes, S., and Liang-Li, X.  2008.  Developing yeast strains for biomass-to-
ethanol production [Online].  Available from: http://www.biomassmagazine.com/ 
article.jsp?article_id=1533&q=&page=2 [2012, March 29] 

Juhász, T., Szengyel, Z., Réczey, K., Siika-Aho, M., and Viikari, L. 2005. Characterization 
of cellulases and hemicellulases produced by Trichoderma reesei on various 
carbon sources. Process Biochemistry 40: 3519-3525. 

Kaur, P. P., Arneja, J. S., and Singh, J. 1997. Enzymatic hydrolysis of rice straw by crude 
cellulase from Trichoderma reesei. Bioresorce Technology 66: 267-269. 

Kim, T. H., and Lee, Y. Y. 2005. Pretreatment of corn stover by soaking in aqueous 
ammonia. Applied Biochemistry and Biotechnology 124: 1119-1131. 

Kimura, M. 1980. A simple method for estimating evolutionary rate of base substitutions 
through comparative studies of nucleotide sequences. Journal of Molecular 
Evolution. 16: 111-120. 

Kumar, N. V., Linoj Dhavala, P., Goswami, A., and Maithel, S. 2006. Liquid biofuels in 
South Asia: Resources and technologies. Asian Biotechnology and Development 
Review 8: 31-49. 

Kurtzman, C. P. and Fell, J. W. 1997. The Yeasts, a Taxonomic Study. 4 th ed.   
Amsterdam: Elsevier Science Publishing Company. 

Laluce, C., Bertolini, M. C., Hernandes, J., Martini, A., and Vaughan Martini, A. E. 1987. 
Screening survey for yeasts that ferment sucrose at relatively high temperature. 
Annals of Microbiology 37: 151-159. 

Laplace, J. M., Delgenes, J. P., Molettal, R., and Navarro, J. M. 1993. Cofermentation of 
glucose and xylose to ethanol by a respiratory-deficient mutant of 
Saccharomyces cerevisiae co-cultivated with a xylose-fermenting yeast.  Journal 
of Fermentation and Bioengineering 75: 207-212. 

 



87 
 

Lee, D., Owens, V.  N., Boe, A., and Jeranyama, P.  2007. Composition of herbaceous 
biomass feedstocks [Online].  Available from: http://ncsungrant.sdstate.org/ 
uploads/publications/SGINC1-07.pdf [2012, January 8] 

Limtong, S. 1987. Ethanol fermentation by flocculant yeast. Ph. D. Thesis Osaka 
University. Japan. 

Linde, M., Jakobsson, E. L., Galbe, M., and Zacchi, G. 2008. Steam pretreatment of 
dilute H2SO4-impregnated wheat straw and SSF with low yeast and enzyme 
loadings for bioethanol production.  Biomass and Bioenergy 32: 326-332. 

Lu, Y., and Mosier, N. S. 2004. Enzyme mimetics for bioprocessing agricultural residues 
[Online].  Available from: http://cobweb.ecn.purdue.edu/~lorre/16/ presentations/ 
doc/ enzyme%20mimetic-mosier%20(ACS%202004).pdf [2012, March 10] 

McMillan, J. D. 1997. Bioethanol production: status and prospects. Renewable Energy 
10: 295–302. 

Miller, G. L. 1959.Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing 
sugars. Analytical Chemistry 31: 426-428. 

Morjanoff, P. J., and Gray, P. P. 1987. Optimization of steam explosion as method for 
increasing susceptibility of sugarcane bagasse to enzymatic saccharfication. 
Biotechnology and Bioengineering29: 733-741.  

Mosier, N., Wyman, C., Dale, B., Elander, R., Lee, Y. Y., Holtzapple, M., and Ladisch, M. 
2005. Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic 
biomass. Bioresource Technology 96: 673-686. 

Norkrans, B. 1967.Cellulose and cellulosis. Advances in Applied Microbiology 9: 91- 130. 
Parisi, F. 1989. Advances in lignocellulosics hydrolysis and in the utilization of the 

hydrolyzates.  Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology 38: 53-87. 
Paturau, J. M. 1969. By-products of the cane sugar industry: An introduction to their 

industrial utilization.  Amsterdam: Elsevier. 
Persson, I., Tjerneld, F., and Hahn-Hägerdal, B. 1991. Fungal cellulolytic enzyme 

production: A review. Process Biochemistry 26: 65-74. 
 
 



88 
 

Plotkin, J. F. 2006. PERF program-ethanol new report alert [Online]. Available from: 
http://www.chemsystems.com/reports/search/docs/abstracts/0405-8-abs.pdf 
[2009, January 9] 

Prasad, S., Singh, A., and Joshi, H. C. 2007.Ethanol as an alternative fuel from 
agricultural industrial and urban residues. Resources, Conservation and 
Recycling 50: 1-39. 

Purwadi, R. 2006. Continuous Ethanol Production from Dilute-acid Hydrolyzates: 
Detoxification and Fermentation Strategy. Doctoral dissertation.  Department of 
Chemical and Biological Engineering, Chalmers University of Technology. 

Ragauskas, A. J. 2008. Chemical Composition of Wood [Online]. Available from: 
http://www.ipst.gatech.edu/faculty_new/faculty_bios/ragauskas/technical_revies/
Chemical%20Overview%20of%20Wood.pdf [2012, March 20] 

Reguera, G., and Leschine, S. B., 2001. Chitin degradation by cellulolytic anaerobes 
and facultative aerobes from soils and sediments. FEMS Microbiol Letters 204: 
367–74 

Reicheil, J. 1983. Toxicology: Industrial enzymology. The Application of Enzymatic in 
 Industry. New York: The nature Press.  

Ritter, S.  K. 2008.  Lignocellulose: A complex biomaterial.  Plant Biochemistry 86: 15. 
Saha, B. C., and Cotta, M. A. 2006. Ethanol production from alkaline peroxide pretreated 

enzymatically saccharified wheat straw.  Biotechnology Progress 22: 449-453. 
Saha, B. C., and Cotta, M. A. 2007. Enzymatic saccharification and fermentation of 

alkaline peroxide pretreated rice hulls to ethanol. Enzyme and Microbial 
Technology 41: 528-532. 

Sánchez, O. J., and Cardona, C.  A. 2008. Trends in biotechnological production of fuel 
ethanol from different feedstock. Bioresource Technology 99: 5270-5295. 

Seki, T., Myoga, S., Limtong, S., Uedono, Kummnuata, J., and Taguchi, H. 1983. Genetic 
construction of yeast stain for high ethanol production. Biotechnology Letter 5: 
351-356  

Shallom, D., and Shoham, Y. 2003. Microbial hemicellulases. Current Opinion in 
Microbiology 6: 219-228. 



89 
 

Silverstein, R.  A. 2004. A comparison of chemical pretreatment methods for converting 
cotton stalks to ethanol. Master’s Thesis.Biological and Agricultural Engineering, 
North Carolina State University. 

Sivers, M. V., and Zacchi, G. 1995. A techno-economical comparison of three processes 
for the production of ethanol from pine.Bioresource Technology 51: 43-52. 

Sree, N.K., Sridhar, M., Rao, L. V., and Pandey, A. 1999. Ethanol production in solid 
substrate fermentation using thermotolerant yeast. Process Biochemistry.  

 34: 115-119. 
Sun, Y., and Cheng, J. 2002. Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol 

production: A review. Bioresource Technology 83: 1-11. 
Thomas, W. J., and Yong-su, J. 2000. Ethanol and thermotolerance in the bioconvertion 

of xylose by yeasts. Advance in Applied Microbiology. 47: 221-268. 
Thomson, J. D., Gibson, T. J., Plewniak, F., Jeanmougin, F., and Higgins, D. C. 1997. 

The clustal_x windows interface: flexible strategies for multiple sequence 
alignment aided by quality analysis tool. Nucleic acids research 24: 4876-4882 

Ueno, R., Urano, N., and Kimura, S. 2002. Effect of temperature and cell density on  
ethanol fermentation by a thermotolerant aquatic yeast strain isolated from hot  
spring environment.  Fisheries Science. 68: 571-578. 

Vidal, P.F., and Molinier, J. 1988. Ozonolysis of lignin–improvement of in vitro digestibility 
of poplar sawdust. Biomass16: 1-17. 

Wayman, M., Parekh, R. S., and Parekh, S. R. 1987. Simultaneous saccharification and 
fermentation by mixed cultures of Brettanomyces clausenii and Pichia stipitis R 
of SO2-prehydrolysed wood. Biotechnology  Letters 9: 435-440. 

Woodward, J. 1987. Utilization of cellulose as a fermentation substrate: Problems and 
potential.  Special Publications of the Society for General Microbiology 21: 45-46. 

Wooley, R., Ruth, M., Glassner, D.,and Sheehan, J., 1999. Process design and costing of 
bioethanol technology: A tool for determining the status and direction of research 
and development. Biotechnology Progress 15: 794-803. 



90 
 

Wyman, C. E., Spindler, D. D., and Grohmann, K. 1992. Simultaneous saccharification 
and fermentation of several lignocellulosic feedstocks to fuel ethanol. Biomass 
and Bioenergy 3: 301-307. 

Yoswathana, N., Phuriphipat, P., Treyawutthiwat, P., and Eshtiaghi, N. 2010. Bioethanol 
production from rice straw. Energy Resource. J 1: 26-31. 

Zhang, Y. HP., Himmel, M. E., Mielenz, J. R. 2006. Outlook for cellulose improvement : 
Screening and selection strategies. Biotechnology Advances 24: 452-481. 

 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



91 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



92 
 

ภาคผนวก ก 
 

อาหารเล้ียงเชื้อและวิธีการเตรียม 
 

1. yeast malt agar (YMA) (Laplaceและคณะ, 1993) 
สารสกัดจากยีสต                 3.0 กรัม 
สารสกัดจากมอลต                 3.0 กรัม 
เปบโตน        5.0 กรัม 
น้ําตาลกลูโคส      10.0 กรัม 

    วุนผง       20.0 กรัม 
    น้ํากล่ัน         1.0 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดยกเวนผงวุนในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตรปรับ pH เปน 5.0 
แลวคอยเติมวุนผงลงไป จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรตมใหวุนละลายนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
 
2. yeast malt broth (YMB) (Laplaceและคณะ, 1993) 

สารสกัดจากยีสต     3.0 กรัม 
สารสกัดจากมอลต     3.0 กรัม 
แอมโมเนียมซัลเฟต     5.0 กรัม 
น้ําตาลไซโลส                                      20.0 กรัม 

  น้ํากล่ัน       1.0 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตรปรับ pH เปน 5.0 แลว
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15นาที  
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3. อาหารไซโลส (xylose medium)  
สารสกัดจากยีสต                 3.0 กรัม 
สารสกัดจากมอลต                 3.0 กรัม 
เปปโตน       5.0 กรัม 
น้ําตาลไซโลส      20.0 กรัม 

     น้ํากล่ัน       1.0 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตรปรับ pH เปน 5.0 แลว
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. สารละลายสําหรับวิเคราะหองคประกอบของชีวมวลพืช 
 1.1 สารละลาย neutral detergent 
 (1) ชั่งเอทิลีนไดอะมีนเตตระอะซิติกแอซิดไดโซเดียมไดไฮเดรต ปริมาณ 16.18 กรัมและ
โซเดียมเตตระบอเรตเดคะไฮเดรต ปริมาณ 6.81 กรัม ละลายในน้ํากล่ันประมาณ 400 มิลลิลิตร 
นําไปตมจนละลายหมด 
 (2) ชั่งโซเดียมลัวริลซัลเฟต ปริมาณ 30 กรัม ละลายในน้ํากล่ันประมาณ 400 มิลลิลิตร 
แลวเติม 2-เอทอกซีเอทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงไป 
 (3) ผสมสารละลายในขอ (1) และ (2) เขาดวยกัน 
 (4) ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแอนไฮดรัส ปริมาณ 4.56 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน
ประมาณ 100 มิลลิลิตร นําไปตมจนละลายหมดแลวนําไปผสมกับสารละลายในขอ (4) ปรับpHให
อยูในชวง 6.9 - 7.1 แลวปริมาตรสุทธใิหเปน 1ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 
 1.2 สารละลาย acid detergent 
 (1) เตรียมกรดซัลฟวริกความเขมขน 1 นอรมัล โดยตวงจากกรดซัลฟวริกเขมขน (98 
เปอรเซ็นตโดยมวล)ปริมาตร 27.2 มิลลิลิตร คอยๆ เติมกรดลงในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตร
แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 (2) ชั่งเซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด ปริมาณ 20 กรัม ละลายในกรดซัลฟวริกความ
เขมขน 1 นอรมัลแลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยกรดนี้ 
 
 1.3 สารละลาย saturated potassium permanganate 
 ชั่งโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต ปริมาณ 50 กรัม และซิลเวอรซัลเฟต ปริมาณ 0.05 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน1ลิตร นําสารละลายที่ไดใสในขวดแกวสีชา แลวเก็บไวใน
ตูเย็น  
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1.4 สารละลาย lignin buffer 
 ชั่งไอออนไนเตรตโนนะไฮเดรต ปริมาณ 6 กรัมและซิลเวอรไนเตรตปริมาณ0.15กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน ปริมาตร 100 มิลลิลิตรจากนั้นเติมกรดอะซิติก ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
โพแทสเซียมอะซิเทต ปริมาณ 5 กรัมและเทอรเชียรีบิวทิลแอลกอฮอล ปริมาตร 400 มิลลิลิตร แลว
ผสมใหเขากัน 
 
 1.5 สารละลาย combined permanganate  
 ผสมสารละลายsaturated potassium permanganateกับ lignin bufferในอัตราสวน 
2:1(ปริมาตรตอปริมาตร)นําสารละลายที่ไดใสในขวดแกวสีชา แลวเก็บไวในตูเย็นถาสารละลาย
กลายเปนสีแดงจะไมสามารถใชได 
 
 1.6 สารละลายdemineralizing  
 ชั่งออกซาลิกแอซิดไดไฮเดรต ปริมาณ 50 กรัมละลายในเอทานอลความเขมขน 95 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 700 มิลลิลิตร แลวเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงไป 
ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตรสุทธิเปน1ลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 
2. สารละลาย DNS reagentสําหรับวัดแอกทิวิตี (Ghose, 1987) 
 น้ํากล่ัน        1416.0 มิลลิลิตร 
 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซิด    10.6 กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด     19.8 กรัม 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน แลวเติม 
 โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต    306.0 กรัม 
 โซเดียมเมตาไบซัลไฟต     8.3 กรัม 
 เม่ือผสมเขากันดีแลว นําสารละลาย DNS reagentที่ไดใสในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็น 
 
3. สารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 หรือ 5.0 
 ชั่งไตรโซเดียมซิเทรตไดไฮเดรตปริมาณ 14.72กรัม ละลายในน้ํากล่ันประมาณ 800
มิลลิลิตรปรับ pH เปน 4.8 หรือ 5.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก3 โมลาร ปริมาตรสุทธิใหเปน 1 ลิตร
ดวยน้ํากล่ัน  
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4. สารละลายไซแลน ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยมวล/ปริมาตร 
 ชั่งไซแลน (birchwood xylan) ปริมาณ 1 กรัม ละลายในสารละลายโซเดยีมซเิทรต
บัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 ปริมาตร 80 มิลลิลิตร นําไปตั้งบนเคร่ืองกวนสารให
ความรอนแบบแทงแมเหล็ก ใหความรอนจนเดือด แลวปลอยใหเย็นลงโดยใชแทงแมเหล็กกวนสาร
อยูตลอดเวลา เปนเวลา 1 คืน ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยสารละลายโซเดียมซิเทรต
บัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 4.8 
 
5. สารละลายสําหรับการปรับสภาพวัตถุดิบ 
 5.1  สารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด ความเขมขน 7.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
ตวงสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซดความเขมขน 30 เปอรเซ็นตโดยมวลปริมาตร 313.14 
มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 5.2  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.5 โมลาร 
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาณ 20 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน1ลิตร 
 5.3  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 4 โมลาร(ใชสําหรับปรับ pH) 
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาณ 160 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน1ลิตร 
 
6. สารละลาย DNS reagent สําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ดัดแปลงมาจาก Miller,1959) 
 น้ํากล่ัน       1 ลิตร 
 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซิด   10 กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด    16 กรัม 
 โพแทสเซยีมโซเดียมทารเทรต   300 กรัม 
 เม่ือผสมเขากนัดีแลว นําสารละลาย DNS reagent ที่ไดใสในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็น 
 
7. สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 เปอรเซน็ตโดยมวล/ปริมาตรชั่งโซเดยีมคลอไรด
ปริมาณ 9 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรสุทธใิหเปน 1 ลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลของพืช 
 
การวเิคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลของพืช (Goering และ Van Soest, 1970) 
 

1. การวเิคราะหหา neutral detergent fiber (NDF) 
1.1นําครูซิเบิล (sintered glass crucible) เบอร 1 ขนาด 50 มิลลิลิตร ไปลางใหสะอาด

แลวอบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาใสใน
โถดูดความชื้น (desiccator) ตั้งทิ้งไวใหเย็นแลวชั่งน้ําหนักครูซิเบิลดวยเคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง 

 1.2 ชั่งน้ําหนักตัวอยางพืชที่ตองการวิเคราะหประมาณ 1 กรัม ใสในฟลาสกกนกลมขนาด 
500 มิลลิลิตร 

 1.3 เติมสารละลาย neutral detergent ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ดังแสดงใน (ภาคผนวก ง) 
โซเดียมซัลไฟต (Na2SO3) ปริมาณ 0.5 กรัม และเดคะไฮโดรแนพทาลีน (C10H18) ปริมาตร 2
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปรีฟลักซดวยชุดอุปกรณรีฟลักซเปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยเร่ิมจับเวลาตั้งแตเร่ิม
เดือด 

 1.4 ถายสวนผสมที่รีฟลักซเสร็จแลวลงในครูซิเบิลที่วางอยูบนที่ยึด (crucible holder) ลาง
ตัวอยางพืชที่อยูในครูซิเบิลดวยน้ํารอน (อุณหภูมิ90 - 100 องศาเซลเซียส) ประมาณ 1,000 
มิลลิลิตร หรือจนกวาจะไลสารละลายที่ ใชออกจนหมด โดยการดูดน้ําออกดวยเคร่ืองดูด
สุญญากาศ (suction pump) 

 1.5 ลางตัวอยางพืชทีอ่ยูในครูซิเบิลดวยอะซิโตนประมาณ 50 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ังหรือ
จนกระทั่งสารละลายที่ไหลออกจากครูซิเบิลไมมีสี โดยการดูดสารละลายออกดวยเคร่ืองดูด
สุญญากาศจนแหงจากนั้นนําครูซิเบิลไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12
ชั่วโมง 

 1.6 นําครูซิเบิลออกมาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนัก      
ครูซิเบิลที่รวมกับน้ําหนัก NDF ดังนั้นจึงคํานวณหาปริมาณ neutral detergent fiber (NDF) ไดดัง
สมการ 
 
 
 
 

ปริมาณ NDF (เปอรเซ็น) = [( น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก NDF) – น้ําหนักครูซิเบิล] × 100 
                           น้ําหนักตัวอยางพชื 
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2. การวิเคราะหหา acid detergent fiber (ADF)  
2.1นําตัวอยางพืชที่ผานการสกัดดวยสารละลาย neutral detergent มาใสในฟลาสกกน

กลมเพื่อทําการรีฟลักซดวยสารละลายacid detergent (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ
เดคะไฮโดรแนพทาลีนปริมาตร 2 มิลลิลิตรเปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยเร่ิมนับเวลาตั้งแตเร่ิมเดือด 

2.2 กรองตัวอยางพืชในครูซิเบิลใบเดิมลางตัวอยางพืชที่อยูในครูซิเบิลดวยน้ํารอน (90 - 
100องศาเซลเซียส)ประมาณ 1,000 มิลลิลิตร หรือจนกวาจะไลสารละลายที่ใชออกจนหมด 

2.3 ลางตัวอยางพืชที่อยูในครูซิเบิลดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ประมาณ 
50 มิลลิลิตรจํานวน 2 คร้ังหรือจนกระทั่งสารละลายที่ไหลออกจากครูซิเบิลไมมีสี โดยการดูด
สารละลายออกดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศจนแหงจากนั้นนําครูซิเบิลไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 

2.4 นําครูซิเบิลออกมาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนักครูซิ
เบิลที่รวมกับน้ําหนัก  ADF ดังนั้นจึงคํานวณหาปริมาณ acid detergent fiber (ADF) และปริมาณ
เฮมิเซลลูโลสไดดังสมการ 
 
 
 
 
 ปริมาณเฮมิเซลลูโลส(เปอรเซ็นต)  = ปริมาณ NDF - ปริมาณ ADF 
 
 3. การวิเคราะหหา permanganate lignin (PML) 
 3.1 เติมสารละลาย combined permanganate (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลง
ในครูซิเบิลที่มีตัวอยางพืชที่ผานการสกัดดวยสารละลายaciddetergent แชครูซิเบิลลงในถาดที่มี
น้ําเย็นบรรจุอยูสูงประมาณ 2 เซนติเมตร ใชแทงแกวคนตัวอยางเพื่อไมใหจับตัวเปนกอนตั้งทิ้งไว 
45 นาที คนเปนบางคร้ัง จากนั้นดูดสารละลายออกดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศแลวเติมสารละลาย 
combined permanganate ปริมาตร 25 มิลลิลิตรลงในครูซิเบิลอีกคร้ัง ตั้งทิ้งไวอีก 45 นาที 
จากนั้นดูดสารละลายออกใหหมดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ 

 
3.2 เติมสารละลาย demineralizing (ภาคผนวก ง) ลงในครูซิเบิลใหทวมตัวอยางพืชที่อยู

ในครูซิเบิล ตั้งทิ้งไว 5 นาที แลวดูดสารละลายออกทําซ้ําจนตัวอยางพืชเปนสีขาวภายในเวลา 20
นาที แลวดูดสารละลายออกใหหมดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ 

ปริมาณ ADF (เปอรเซ็น) = [( น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก ADF) – น้ําหนักครูซิเบิล] × 100 
                           น้ําหนักตัวอยางพชื 
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3.3 ลางตัวอยางพืชดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ประมาณ 50 มิลลิลิตร
จํานวน2 คร้ังและตามดวยอะซิโตนประมาณ 50 มิลลิลิตรจํานวน 2 คร้ัง แลวดูดสารละลายออกให
หมดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศจากนั้นนําครูซิเบิลไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12 ชั่วโมง  

3.4 นําครูซิเบิลออกมาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนักครูซิ
เบิลที่รวมกับน้ําหนักของตัวอยางพืชที่ผานการสกัดเอาลิกนินออกแลว (PML) ดังนั้นจึงคํานวณหา
ปริมาณลิกนิน (เปอรเซ็นต) ไดดังสมการ 
 
  
 
 
4. การวิเคราะหหาปริมาณเซลลูโลสดวยการเผาเถา 
 นําครูซิเบิลที่มีตัวอยางพืชซึ่งผานการสกัดลิกนินออกแลวในขอไปเผาในเตาเผาเถาที่
อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนํามาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลว
ชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนักครูซิเบิลรวมกับน้ําหนักเถาที่เหลือจากการเผา ดังนั้นจึงคํานวณหาปริมาณ
เซลลูโลส (เปอรเซ็นต) ไดดังสมการ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริมาณลิกนิน = [(น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก ADF) – (น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก PML)] × 100 
    น้ําหนักตัวอยางพืช 

ปริมาณเซลลูโลส = [(น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก PML) – (น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนักเถา)] × 100 
    น้ําหนักตัวอยางพืช 
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ภาคผนวก ง 
 

การวัดแอกทิวิตีของเซลลูเลสและไซลาเนส 
 

1. การวดัแอกทิวิตีของเซลลเูลส (FPU assay) 
1.1 วิธีการวัด 

(1) นําเอนไซมที่ตองการทดสอบปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
(2) เติมสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 (ภาคผนวก 

ง) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และกระดาษกรองเบอร 1 ขนาด 1 x 6 เซนติเมตร เขยาใหเขากัน 
(3) นําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
(4) เติมสารละลาย DNS reagent สําหรับวัดแอกทิวิตี (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
(5) ดูดสารในหลอดทดลองขอ (4) มาปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสลงในไมโครเพลท เติม

น้ํากล่ันปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงไปผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลทโดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร 
ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 4.8 แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสที่ความ
เขมขน 0.8 - 2.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพื่อนําไปคํานวณหาคาแอกทิวิตีของเอนไซม 
 

1.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสสําหรับวิเคราะหแอกทิวิตีของเซลลูเลส 
เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน ดังนี้ 0, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0และ 2.4 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยเจือจางจากสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน 10  มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร โดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 เปนตัวทํา
ละลาย วิเคราะหหาคาการดูดกลืนแสงตามวิธีขอ 1.1 โดยใชสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่ความ
เขมขนตางๆ แทนเอนไซม แตไมตองใสกระดาษกรองและไมตองนําไปบม เติมสารละลาย DNS 
reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไปผสมใหเขากันแลวนําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวให
เย็นที่อุณหภูมิหอง แลวทําตามข้ันตอนในขอ (5) นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลาย
น้ําตาลกลูโคส 
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y = 0.4306x - 0.0094
R2 = 0.9987
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กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคส 

1.3 การคํานวณหาคาแอกทิวิตีของเซลลูเลส 
 กําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม คือ ปริมาณของเอนไซมที่ยอยสลายสารตั้งตนใหเปน
กลูโคส1 ไมโครโมลภายในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นั่นคือ 

1 ยูนิตของเอนไซม =  1 ไมโครโมลของกลูโคสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 
    =  0.180 มิลลิกรัมของกลูโคสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 

กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม มีคาเทากับ      1   ไมโครโมล 
ถาเอนไซมยอยสลายไดกลูโคส X มิลลิกรัม จะมีคาเทากับ   X       หรือ   5.556X ไมโครโมล 

              0.180  
นั่นคือระยะเวลา 60 นาที จะมีกลูโคสถูกปลอยออกมาเทากับ5.556X     ไมโครโมล  
ระยะเวลา  1  นาที จะมีกลูโคสถูกปลอยออกมาเทากับ 5.556X  หรือ  0.0926X ไมโครโมล/นาที  
                60 
เม่ือใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเทากับ 0.0926X            ไมโครโมล/นาที 
เม่ือใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเทากับ  0.0926X  หรือ 0.185X ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 
     0.5 
                                                                    ซึ่งเทากบั  0.185X  ยูนิต/มิลลิลิตร (FPU/มิลลิลิตร) 
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2. การวดัแอกทิวิตีของไซลาเนส 
2.1 วิธีการวัด 

(1) นําเอนไซมที่ตองการทดสอบปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
(2) เติมสารละลายไซแลน ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยมวล/ปริมาตร (ภาคผนวก ง) 

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
(3) นําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
(4) เติมสารละลาย DNS reagent สําหรับวัดแอกทิวิตีปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
(5) ดูดสารในหลอดทดลองขอ (4) มาปริมาตร 75 ไมโครลิตร ใสลงในไมโครเพลท เติมน้ํา

กล่ันปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงไปผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 
นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลทโดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความ
เขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขน 0.6 - 
2.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพื่อนําไปคํานวณหาคาแอกทิวิตีของเอนไซม 

 
2.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลไซโลสสําหรับวิเคราะหแอกทิวิตีของไซลาเนส 

เตรียมสารละลายน้ําตาลไซโลสที่มีความเขมขน ดังนี้ 0, 0.6, 1.0, 1.4, 1.8และ 2.2 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยเจือจางจากสารละลายน้ําตาลไซโลสที่มีความเขมขน 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร โดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 เปนตัวทํา
ละลาย วิเคราะหหาคาการดูดกลืนแสงโดยใชสารละลายน้ําตาลไซโลสที่ความเขมขนตางๆ แทน
เอนไซม แลวทําตามข้ันตอนในขอ 2.1 นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาล
ไซโลส 
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y = 0.5285x - 0.016
R2 = 0.9989
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กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลไซโลส 

2.3 การคํานวณหาคาแอกทิวิตีของไซลาเนส 
กําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม คือ ปริมาณของเอนไซมที่ยอยสลายสารตั้งตนใหเปนไซโลส

1 ไมโครโมลภายในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นั่นคือ 
1 ยูนิตของเอนไซม =  1 ไมโครโมลของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 
    =  0.150 มิลลิกรัมของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 

ไซโลส 0.150 มิลลิกรัม มีคาเทากับ      1   ไมโครโมล 
ถาเอนไซมยอยสลายไดไซโลส Y มิลลิกรัม จะมีคาเทากับ  Y หรือ   6.667Y ไมโครโมล 

             0.150  
นั่นคือระยะเวลา 30 นาที จะมีไซโลสถูกปลอยออกมาเทากับ6.667Y     ไมโครโมล  
ระยะเวลา  1  นาที จะมีไซโลสถูกปลอยออกมาเทากับ 6.667Y  หรือ  0.222Y   ไมโครโมล/นาที  
               30 
เม่ือใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร จะมีไซโลสเทากับ 0.222Y                      ไมโครโมล/นาที 
เม่ือใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร จะมีไซโลสเทากับ  0.222Y  หรือ 0.444Y   ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 
               0.5 

                                                                          ซึ่งเทากับ  0.444Y   ยูนิต/มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก จ 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของสารละลายนํ้าตาลกลูโคสสาํหรับวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
วิธีการทํากราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) 
(1) เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน ดังนี้ 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัม

ตอลิตร โดยเจือจางจากสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน 2.0 กรัมตอลิตร โดยใชน้ํากล่ัน
เปนตัวทําละลาย 

(2) เติมสารละลายน้ําตาลกลูโคสแตละความเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแตละ
หลุมของไมโครเพลท  

(3) เติมสารละลาย DNS reagent ที่ใชสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก 
ข)ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน สําหรับแบลงค คือ ใชน้ํากล่ันแทนสารละลายน้ําตาล
กลูโคส 

(4) ปดฝาไมโครเพลทแลวนําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาทําการเจือจางสารในไมโครเพลทดังกลาวกอนที่จะนําไปวัด โดยดูด
สารนั้นข้ึนมา 50 ไมโครลิตร นําไปใสไมโครเพลทอีกอัน เติมน้ํากล่ันปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไป
แลวผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยา
บนไมโครเพลทนําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลาย น้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน
ในชวง 0-2.0 กรัมตอลิตร 
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กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซ 

 
2. กราฟมาตรฐานเอทานอล 

วิธีการทํากราฟมาตรฐานเอทานอล 
(1) เตรียมสารละลายเอทานอลที่ความเขมขน 1 กรัม/ลิตร จากเอทานอลความเขมขน 

99.9 เปอรเซ็นตแลวเจือจางใหเปนความเขมขนตางๆ กัน ดังนี้ 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 
กรัม/ลิตร 

(2) นําสารละลายเอทานอลที่ความเขมขนตางๆ มาปริมาตร 420 ไมโครลิตร เติม internal 
standard ปริมาตร 280 ไมโครลิตร ซึ่งเปนสารละลาย 1-โพรพานอล ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร 
(ภาคผนวก ง) ลงไปผสมใหเขากัน  

(3) วิเคราะหหาปริมาณเอทานอลดวยเคร่ือง GCนําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน
ระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟ(เอทานอล/1-โพรพานอล) กับความเขมขนของเอทานอล (กรัม/
ลิตร) 
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y = 3.7731x - 0.0113
R2 = 0.9995
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 กราฟมาตรฐานเอทานอล 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
ตัวอยางโครมาโทแกรมของเอทานอลและ 1-โพรพานอล 

พีค ชื่อสาร ระยะเวลาที่สารอยูในคอลัมน 
(retention time) 

พื้นที ่ ความสูง 

1 เอทานอล 2.689 55659.6 18895.3 
2 1-โพรพานอล 3.553 39130.5 7439.8 

 
 
 

1- โพรพานอล 

เอทานอล 
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ภาคผนวก ฉ 

การวิเคราะหปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดทางทฤษฎีเม่ือคํานวณจากปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวซท่ีไดจากการยอยสลายดวยเอนไซม 

การวเิคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
 

เปอรเซ็นตของการเปล่ียนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนน้ําตาล  = E  ×  100  
                                D 
 
  กําหนดให D คือปริมาณรวมของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่มีกอนการยอยสลาย (กรัม/

กรัมของฟางขาวแหง) 
         E คือปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เกิดข้ึนหลังการยอยสลาย (กรัม/กรัมของ

ฟางขาวแหง) 
     
การวิเคราะหปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดทางทฤษฎีเมื่อคํานวณจากปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
 

นําปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เกิดข้ึนหลังการยอยสลายของฟางขาวมาคํานวณหา
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดทางทฤษฎีดังสมการ  

 
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดทางทฤษฎี   = F ×0.511 
                0.789 
กําหนดให  F คือ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนหลังการยอยสลาย 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวพนิดา สุริยะพันธ เกิดวันที่ 14 มกราคม พ.ศ. 2529 ที่โรงพยาบาลมหาราช
นครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา ระดับปริญญาตรีสําเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขา     
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน เม่ือปการศึกษา 2550 จากนั้นไดเขาศึกษา
ตอระดับปริญญาโทในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยและสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2554 ไดเผยแพร
ผลงานวิจัยบางสวนในงานประชุมทางวิชาการ คร้ังที่ 49 ณ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จังหวัด
กรุงเทพมหานคร ระหวางวันที่ 1-4 กุมภาพันธ พ.ศ. 2554 โดยนําเสนอแบบโปสเตอรในหัวขอเร่ือง 
การคัดแยกยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล และไดตีพิมพฉบับสมบูรณใน
รายงานการประชุม นอกจากนี้ไดนําเสนอดวยโปสเตอรในงาน 15 thBiological Sciences 
Graduate Congress ณ Universityof Malaya ประเทศมาเลเซีย ระหวางวันที่ 15-17 ธันวาคม 
พ.ศ. 2551 ในหัวขอเร่ือง Screening of Xylose-Utilizing Yeasts from Soils in Thailand for 
Ethanol Production 
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