
การคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

พนิดา สุริยะพันธ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพ        

คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ปการศึกษา  2554 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
บทคัดย่อและแฟ้มข้อมูลฉบับเต็มของวิทยานิพนธ์ต้ังแต่ปีการศึกษา 2554 ท่ีให้บริการในคลังปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

เป็นแฟ้มข้อมูลของนิสิตเจ้าของวิทยานิพนธ์ท่ีส่งผ่านทางบัณฑิตวิทยาลัย 

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository (CUIR) 

are the thesis authors' files submitted through the Graduate School.



SCREENING OF THERMOTOLERANT XYLOSE-UTILIZING YEASTS  
FOR ETHANOL PRODUCTION 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Panida Suriyapan  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Biotechnology 

Faculty of Science 
Chulalongkorn University 

Academic Year 2011 
Copyright of Chulalongkorn University 

 



หัวขอวิทยานิพนธ การคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสเพื่อการผลิต 
เอทานอล 

โดย นางสาวพนิดา สุริยะพนัธ 
สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ 
อาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธหลัก รองศาสตราจารย ดร. วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกูล 
อาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธรวม               ผูชวยศาสตราจารย ดร. สุภางค จุฬาลักษณานุกูล 
 
 
 คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย อนุมัตใิหนับวิทยานิพนธฉบับนีเ้ปนสวน
หนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบณัฑิต 

  ………………………………………….. คณบดีคณะวิทยาศาสตร 
  (ศาสตราจารย ดร. สุพจน หารหนองบัว) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ 
  …………………………………………… ประธานกรรมการ 
  (ผูชวยศาสตราจารย ดร. ชุมพล คุณวาสี) 
 
  …………………………………………...  อาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธหลัก 
                               (รองศาสตราจารย ดร. วรวุฒิ จุฬาลักษณานกุูล) 
 
                               …………………………………………... อาจารยทีป่รึกษาวิทยานพินธรวม 
                               (ผูชวยศาสตราจารย ดร. สุภางค จุฬาลักษณานกุลู) 
 
  …………………………………………… กรรมการ 
  (อาจารย ดร. ชมภูนชุ วิรุณานนท) 
 
  …………………………………………… กรรมการ 
  (รองศาสตราจารย ดร. จนัทรเพ็ญ จันทรเจา) 
 
  …………………………………………… กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 
  (อาจารย ดร. วราภรณ จันทรจํานงค)



ง 
 

            พนิดา สุริยะพันธ : การคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล    
(SCREENING OF THERMOTOLERANT XYLOSE-UTILIZING YEASTS FOR 
ETHANOL PRODUCTION) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: รศ.ดร.วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกูล, 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม: ผศ.ดร.สุภางค จุฬาลักษณานุกูล, 108 หนา. 

 
การศึกษายีสตทนรอนเพื่อการผลิตเอทานอลเปนไปอยางแพรหลาย เนื่องจากยีสตทนรอน

สามารถเจริญและทําใหเกิดกระบวนการหมักไดดีในประเทศเขตรอน วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้
เพื่อคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสในการผลิตเอทานอลไดโดยใชอาหาร Yeast-malt 
extract medium ที่อุณหภูมิ 35, 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส สามารถคัดกรองยีสตทนรอน
ไดทั้งหมด 25 ไอโซเลท และมี 7 ไอโซเลทที่สามารถใชไซโลสเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอล 
ยีสตไอโซเลท SKN 2-1 คัดกรองไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บจากโรงงานน้ําตาลครบุรี จังหวัด
นครราชสีมา สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงสุดเม่ือเทียบกับไอโซเลทอ่ืน ยีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส การศึกษา
ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 
5 ลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดเทากับ 0.66 และ 0.87 กรัมตอลิตร คิดเปน 7.67 และ 
10.10 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเ ม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี ที่ อุณหภูมิ 40 และ 45       
องศาเซลเซียสตามลําดับ โดยใชฟางขาวที่ประกอบดวยเซลลูโลส 37.67 ± 0.31เปอรเซ็นต           
เฮมิเซลลูโลส 33.36 ± 1.96 เปอรเซ็นต และลิกนิน 4.12 ± 0.36 เปอรเซ็นตเปนวัตถุดิบ จากการ
วิเคราะหลําดับ  นิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 บน 26s rDNA ของยีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดมีความใกลเคียงกับยีสตสายพันธุ Ogataea polymorpha  99.83% โดยมีลําดับ
นิวคลีโอไทดแตกตางกัน 1 ตําแหนง 
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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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คําอธิบายสญัลกัษณและคํายอ 
 

FPU หนวยหรือยูนิตของเซลลูเลสที่ไดจากการวัดดวยวิธี Filter paper unit assay  
GC แกสโครมาโทกราฟ 
SHF กระบวนการยอยสลายและหมักแบบไมตอเนื่อง 
SSF กระบวนการยอยสลายและหมักแบบตอเนื่อง 
SSCF กระบวนการยอยสลายและหมักรวมกันแบบตอเนื่อง 



1 
 

บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสาํคัญของปญหา 
ปญหาสภาวะโลกรอนและการลดลงอยางตอเนื่องของแหลงน้ํามันดิบในปจจุบันสงผลให

ราคาน้ํามันดิบมีราคาสูงข้ึน ดังนั้นการหาแหลงพลังงานใหมหรือการผลิตเชื้อเพลิงข้ึนมาทดแทนจึง
ไดรับความสนใจมากข้ึน ทําใหพลังงานทางเลือกใหมๆ เชน แกสโซฮอล ดีเซลชีวภาพถูกพัฒนาข้ึน
อยางกวางขวางดังนั้นจึงมีการพัฒนาการผลิตไบโอเอทานอล ซึ่งใชเปนสวนผสมในการผลิตแกส
โซฮอลมากข้ึนตามลําดับดวยเชนกัน กระบวนการผลิตเอทานอลในปจจุบันจะพิจารณาถึงความ
คุมคาทางดานเศรษฐศาสตร ดานส่ิงแวดลอม และดานพลังงาน (Chandel และคณะ, 2007) 
ปจจัยที่มีผลตอราคาของกระบวนการผลิตไบโอเอทานอลนั้น มาจากวัตถุดิบซึ่งมีผลประมาณ 40 
เปอรเซ็นต (Hamelinck และคณะ, 2005) ปจจุบันมีการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลหรือแปงที่ได
จากพืชหลายชนิด เชน ออย ขาวโพด และมันสําปะหลัง อยางไรก็ตาม เอทานอลที่ผลิตไดยังมี
ราคาคอนขางสูงเม่ือเปรียบเทียบกับพลังงานจากแหลงน้ํามันดิบ ดังนั้นจึงเลือกใชผลิตผลพลอยได
จากโรงงานอุตสาหกรรมหรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ซึ่งวัสดุเหลานี้เรียกวาวัตถุดิบประเภท   
ลิกโนเซลลูโลส เชน ชานออย เศษไม ซังขาวโพด ฟางขาว (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ
พลังงาน, 2549) เปนตน  
 วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีอยูอยางเหลือเฟอ        
มีราคาต่ํา ประกอบดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในอัตราสวนที่ตางกันไปตามชนิดของ
วัตถุดิบ เชน ฟางขาว ซึ่งเปนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่นํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิต      
เอทานอล มีองคประกอบที่เปนเซลลูโลส 39 เปอรเซ็นตเฮมิเซลลูโลส 27 เปอรเซ็นตและลิกนิน            
12 เปอรเซ็นต (Kaur และคณะ, 1997) ซึ่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เม่ือผานการยอยสลายดวย
กรดหรือเอนไซมจะไดน้ําตาลที่สามารถนํามาหมักดวยจุลินทรียแลวใหผลผลิตเปนเอทานอลได 
น้ําตาลที่ไดจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสมีสวนประกอบที่สําคัญคือ น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล
ไซโลสซึ่งมีคารบอน 6 และ 5 อะตอมตามลําดับ ซึ่งในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะมีน้ําตาล
กลูโคสประมาณ 30 เปอรเซ็นตและมีน้ําตาลไซโลสประมาณ 17 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง 
(Thomas และ Yong-su, 2000) แตดวยธรรมชาติของยีสตจะสามารถนําน้ําตาลกลูโคสเขาสู
กระบวนการหมักเพื่อไดผลผลิตเปนเอทานอลไดมากกวาการใชน้ําตาลไซโลส ดังนั้นการคัดเลือก
ยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการใชน้ําตาลไซโลสในการผลิตเอทานอลไดนั้นจึงเปนส่ิงสําคัญ  
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 ในยีสตดีไซโลสจะถูกรีดิวซโดย D-xylose reductase ไดเปนไซลิทอลและจะถูกออกซิไดซ
โดย xylitol dehydrogenase ได เปนดีไซลูโลสจากนั้นจะเกิดการเปล่ียนแปลงไปเปน 
glyceraldehyde-3-phosphate และ fructose-6-phosphate เขาสูกระบวนการหมักตามปกติ 
(Hahn-Hägerdal และคณะ, 1994) ยีสตที่สามารถนําน้ําตาลไซโลสเขาสูกระบวนการหมักที่มี
การศึกษาอยางแพรหลายและสามารถหมักน้ําตาลไซโลสแลวไดเอทานอลออกมาเปนผลิตภัณฑ
อยางเดียว คือสายพันธุ Candida shehatea, Pachysolen tannophilus และ Pichia stipitis 

 ข้ันตอนในการผลิตเอทานอลโดยทั่วไปจะประกอบดวยการเตรียมวัตถุดิบการหมัก 
(fermentation) การกล่ัน (distillation) และการกําจัดน้ํา (dehydration) ซึ่งในกรณีที่วัตถุดิบที่เปน
แปงหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส จะตองมีข้ันตอนการยอย (hydrolysis) เพื่อเปล่ียนเปน
น้ําตาลกอนการหมัก (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 2549) ซึ่งการยอยวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสเพื่อเปล่ียนเปนน้ําตาลสามารถทําไดโดยใชกรดหรือเอนไซม การใชกรดนั้น
มีขอเสีย คือ ในการเกิดปฏิกริยาตองใชอุณหภูมิสูงปฏิกริยาเกิดข้ึนรุนแรงและเปนการยอยที่ไม
เฉพาะเจาะจงเกิดผลิตภัณฑที่ไมตองการ ภาชนะที่ใชตองทนทานตอการกัดกรอนของกรดไดซึ่งมี
ราคาแพง และตองมีการกําจัดน้ําทิ้งที่เหลือจากกระบวนการซึ่งมีกรดเจือปนอยู ดังนั้นการใช
เอนไซมจึงเปนวิธีที่นาสนใจ เพราะเอนไซมมีความจําเพาะสูง ปฏิกิริยาเกิดที่สภาวะเปนกลาง      
ไมเกิดผลิตภัณฑที่ไมตองการเหมือนกับการใชกรด ทําใหคาใชจายในการกําจัดของเสียลดลง 
(Wyman, 1994) และกระบวนการผลิตเอทานอลที่นิยมในปจจุบันคือ กระบวนการผลิตแบบ 
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) โดยรวมข้ันตอนการยอยคร้ังสุดทาย 
เพื่อเปล่ียนเปนน้ําตาล พรอมกับการหมักดวยยีสตในข้ันตอนเดียวกัน แตกระบวนการ SSF มีการ
ใชอุณหภูมิสูงซึ่งสามารถทําลายเซลลยีสตได เพราะฉะนั้นยีสตที่ใชในกระบวนการหมักควรมี
ความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูงจะทําใหประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตเอทานอลเพิ่ม
มากข้ึนดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดเพื่อทําการคัดกรองยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนํา
ไซโลสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดิบตั้งตนในการผลิต 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 เพื่อคัดกรองสายพันธุยีสตทนรอนที่พบในประเทศไทยที่มีประสิทธิภาพในการนําน้ําตาล
ไซโลสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อใหไดผลผลิตเอทานอล  และคัดเลือกสายพันธุยีสตทนรอนที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตสูงสุดมาใชในการผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเปน
วัตถุดิบ 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 งานวิจัยนี้มุงเนนที่จะคดักรองสายพันธุยีสตทนรอนทีพ่บในประเทศไทย เพื่อนํามาใชใน
การผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเปนวัตถุดบิ 
 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 ไดสายพันธุยีสตทนรอนที่มีประสิทธภิาพสูงในการนําน้ําตาลไซโลสเขาสูกระบวนการ 
หมักเพื่อใหไดผลผลิตเอทานอล 
 
1.5 วิธีดาํเนินการวิจัย  

 1. เก็บตัวอยางที่ใชในงานวิจัย 
 2. คัดกรองยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิต 
     เอทานอล 
  3. ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 
  4. ศึกษาผลกระทยของอุณหภูมิที่มีตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 
  5. ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักดวยยีสตทนรอนในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5   

ลิตรโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดิบในการผลิต 
  6. บงชี้สายพันธุของยีสตทนรอน 
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บทท่ี 2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 

2.1 เอทานอล 
 เอทานอล (ethanol หรือ ethyl alcohol) เปนแอลกอฮอลชนิดหนึ่ง มีคุณสมบัติติดไฟงาย 
ไมมีสี เปนสารประกอบเคมีที่เปนพิษออนๆ ประกอบดวยคารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน มีสูตร
โมเลกุล คือ CH3CH2OH  หรือ C2H5OH ประโยชนของเอทานอลที่เห็นในชีวิตประจําวันมีดวยกัน
หลายอยาง อาทิเชน ใชในการผลิตเคร่ืองดื่ม ใชในการผลิตยา เปนตัวทําละลาย ใชเปนตัวกลางใน
การถายเทความรอน ใชในการผลิตเคร่ืองสําอาง และในปจจุบันเอทานอลยังสามารถใชเปน
พลังงานทดแทนในเคร่ืองยนต โดยนํามาใชได 3 รูปแบบ ไดแก 
 1. ใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรงเพื่อทดแทนน้ํามันเบนซินและน้ํามันดีเซล 

2. ใชผสมกับน้ํามันเบนซิน เรียกวา แก็สโซฮอล (gasohol) หรือผสมกับน้ํามันดีเซล 
เรียกวาดีโซฮอล (diesohol) 

 3. ใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนของน้ํามันใหกับเคร่ืองยนต 
 การใชเอทานอลบริสุทธิ์เพื่อเปนเชื้อเพลิงพบในหลายประเทศ เชนบราซิลมีการใช           
เอทานอลความเขมขน 99.5 เปอรเซ็นโดยปริมาตร ผสมกับน้ํามันเบนซินในอัตราสวน 20-100 
เปอรเซ็นโดยปริมาตร สหรัฐอเมริกามีการใชเอทานอลผสมกับน้ํามันเบนซินไรสารตะกั่วใน 
อัตราสวน 10 : 90 ออสเตรเลียมีการใชเอทานอลผสมกับน้ํามันเบนซินในอัตราสวน 15 : 85 และใช
เปนเชื้อเพลิงของรถยนตในชื่อผลิตภัณฑ pretranol สวนประเทศไทย เอทานอลถูกนํามาผสมกับ
น้ํามันเบนซินในอัตราสวน 10 : 90 ใชเปนเชื้อเพลิงของรถยนต เรียกวา แก็สโซฮอล และอัตราสวน 
20 : 80 เรียกวา E20 และอัตราสวน 85 : 15 เรียก E85 เปนตน (นคร ทิพยาวงศ, 2553) คุณสมบัติ
ทางกายภาพและเคมีของ เอทานอลแสดงในตารางที่ 2.1 
 
       ตารางที่ 2.1 คุณสมบตัิทางกายภาพและทางเคมีของเอทานอล (นคร ทิพยาวงศ, 2553) 

คุณสมบัต ิ                         เอทานอล 
สถานะ  ของเหลว 
สี  ใส ไมมีสี 
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 ตารางที่ 2.1 คุณสมบตัิทางกายภาพและทางเคมีของเอทานอล (ตอ) 
คุณสมบัต ิ                         เอทานอล 
กล่ิน 

    น้ําหนักโมเลกุล                                                  
    จุดเดือด (องศาเซลเซยีส)                                                       
    จุดหลอมเหลว/จุดเยือกแข็ง  
    (องศาเซลเซียส) 
    ความถวงจําเพาะ 
    ความหนาแนนไอ 
    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 
 กระบวนการผลิตเอทานอลสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทใหญๆ ดวยกัน คือ 
กระบวนการสังเคราะหทางเคมี (chemical synthesis) และกระบวนการทางชีวภาพ 
(fermentation) 
  
 2.2.1 เอทานอลท่ีผลิตจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี 

        เปนการผลิตจากอนุพันธของสารปโตรเลียม เชน เอทิลีนเอทานอลที่ได เรียกวา     
เอทานอลสังเคราะห (สภาผูแทนราษฎร, คณะกรรมาธิการการพลังงาน, 2545) วิธีที่นิยมใช ไดแก 

 1. การผลิตเอทานอลจากกระบวนการไฮเดรชันของเอทิลีน (Ethylene hydration) โดยตรง
โดยมีกรดฟอสฟอริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่ความดันและอุณหภูมิสูง โดยทั่วไปมักใชที่ 1000 psi 
และ 300 องศาเซลเซียส (Plotkin, 2006) สมการของการเกิดปฏิกิริยาเปนดังนี้ 

 
 

C2H4+ H2O                            C2H5OH 
 

H3PO
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2. การผลิตเอทานอลจากกระบวนการไฮเดรชันของเอทิลีน (Ethylene hydration) โดย
ออม โดยมีกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อใหไดเอทิลซัลเฟตซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปน     
เอทานอล (Demirbas, 2005) สมการของการเกิดปฏิกิริยาเปนดังนี้ 

 
         C2H4 + H2SO4                                 CH3CH2SO4H     
         CH3CH2SO4H + H2O               CH3CH2OH + H2SO4    
 

 ในการเกิดปฏิกิ ริยา Ethylene hydration นี้จะไดผลิตภัณฑเปนเอทิลซัลเฟต 
(CH3CH2SO4H) ข้ันตอมานําเอทิลซัลเฟตไปทําปฏิกิริยากับน้ําจะไดเอทานอลกับกรดซัลฟวริก 
จากนั้นทําการสกัดใหไดเอทานอลออกมา 

 
 
CH3COOCH2CH3 + H2O  CH3COOH + CH3CH2OH 
    เอทิลอะซิเดต     กรดแอซิติก       เอทานอล 
 
วิธีการสังเคราะหเอทานอล ทั้ง 2 วิธีที่กลาวมาแตเดิมนิยมใชกันมากเพราะเปน

กระบวนการที่รวดเร็วและไมยุงยาก กระบวนการผลิตข้ึนอยูกับปจจัยเพียงไมกี่อยาง แตเนื่องจาก
วิธีการสังเคราะหดังกลาวตองใชสารเร่ิมตนที่เปนผลผลิตจากปโตรเลียม ทําใหตนทุนการผลิตของ
ทั้งสองวิธีนี้สูงข้ึนมากจึงทําใหมีการผลิตเอทานอลดวยวิธีทางชีวภาพแทน  

 
2.2.2 เอทานอลท่ีผลิตจากกระบวนการทางชีวภาพ 
เปนการผลิตเอทานอลจากน้ําตาลโดยอาศัยกระบวนการหมักของเชื้อจุลินทรีย เชน ยีสต 

เขามาเกี่ยวของ ประกอบดวย 2   ข้ันตอน คือ ข้ันตอนแรก ยีสตจะใชน้ําตาลเชิงเดี่ยว 
(monosaccharide) เปนอาหารและเปล่ียนน้ําตาลเปนเอทานอลโดยกระบวนการไกลโคไลซิส 
(glycolysis) ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน มีสมการการเปล่ียนน้ําตาลกลูโคสเปนเอทานอล ดังนี้ 
 

 
 C6H12O6  CH3CH2OH + 2CO2 
     วัตถุดิบ )น้ําตาล(                     เอทานอล     คารบอนไดออกไซด 
 

H2SO4 

yeast 
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ตามทฤษฎีน้ําตาลกลูโคส 100   เปอรเซ็นต จะถูกเปล่ียนเปนคารบอนไดออกไซด         
48.9 เปอรเซ็นตและเอทานอล 51.1  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ตามลําดับ แตในทางปฏิบัติจะเกิดการ
สูญเสียไดเปนสารประกอบอ่ืนๆ หรือใชในการสรางเซลลของยีสตทําใหไดเอทานอลเพียง          
50-90 เปอรเซ็นตทางทฤษฎี เม่ือไดเอทานอลแลว ข้ันตอนที่ 2   จึงเปนการทําใหเอทานอลมีความ
เขมขน และบริสุทธิ์สูงข้ึนโดยการกล่ัน 

ในปจจุบันการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมทั่วโลกมากกวา 90   เปอรเซ็นต จะใช
กระบวนการทางชีวภาพมากกวากระบวนการทางเคมี ซึ่งวัตถุดิบที่สามารถนํามาใชในการผลิต   
เอทานอลจะเปนสารประกอบประเภทคารโบไฮเดรตที่มีน้ําตาลเชิงเดี่ยวอยูในโครงสรางโมเลกุล 
เชน กากน้ําตาล แปง หรือ วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ซึ่งกระบวนการแปลงสภาพวัตถุดิบไป
เปนเอทานอลของวัตถุดิบแตละชนิดจะมีวิธีการในการเตรียมวัตถุดิบและการเปล่ียนแปลงไปเปน
น้ําตาลเชิงเดี่ยวไมเหมือนกัน ตัวอยางการผลิตเอทานอลดวยกระบวนการทางชีวภาพในโรงงาน 
อุตสาหกรรมแสดงดังภาพที่ 2.1  

 

        
ภาพที่ 2.1 แผนภูมิการผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลังในโรงงานอุตสาหกรรม 

(นคร ทิพยาวงศ, 2553) 
 
2.3 ชนิดของวัตถุดบิท่ีใชผลิตเอทานอลดวยกระบวนการทางชีวภาพ 
 วัตถุดิบที่ใชเปนวัตถุตั้งตนสําหรับการผลิตเอทานอลดวยกระบวนการทางชีวภาพมี          
3 ประเภท คือ น้ําตาล แปง และวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยแตละประเภทตองนําไปผาน
กระบวนการปรับปรุงตาง ๆ กอนที่จะนําไปหมักเพื่อใหเปนเอทานอล วัตถุดิบประเภทน้ําตาล
สามารถนําไปหมักไดโดยตรง แตวัตถุดิบประเภทอ่ืน ๆไมสามารถหมักไดโดยตรง เพราะวัตถุดิบ
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บางอยางยังเปนน้ําตาลโมเลกุลใหญหรือมีสวนผสมของสารชนิดอ่ืนอยูมากมาย เชน วัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลส มีองคประกอบเปนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ซึ่งตองผาน
กระบวนการเตรียม (pretreatment) และกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) กอนนําไปหมัก 
สวนแปงตองผานกระบวนการทําใหเปน ของเหลว (liquefaction) และการละลายเปนน้ําตาล 
(saccharification)  กอนจะนําไปหมักโดยผลผลิตเอทานอลตอน้ําหนักของวัตถุดิบชีวมวลตั้งตน
โดยเฉล่ียแสดงดังตารางที่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2 ผลผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบชีวมวลประเภทตางๆ (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและ
อนุรักษพลังงาน, 2549) 
วัตถุดิบชีวมวล ผลผลิตเอทานอล (กิโลกรัมตอเอทานอล 1 ลิตร) 
ออย 
กากน้ําตาล 
ขาวฟางหวาน 
หัวบีท 
มันสําปะหลัง 
มันฝร่ัง 
ขาวสาลี 
ขาวฟาง 
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 ที่นํามาใชในการผลิตเอทานอล คือ ออยซึ่งอยูในรูปของน้ําออยหรือผลผลิต
พลอยไดที่เปนกากน้ําตาล (molasses) (Sánchez และ Cardona, 2008) ประกอบดวยน้ําตาล
ซูโครสเปนหลัก นอกจากนี้ยังมีวัตถุดิบอ่ืนๆ ที่มีน้ําตาลมากซึ่งสามารถนํามาเปนวัตถุดิบไดเชนกัน 
ไดแก หัวบีทหรือหัวผักกาดหวาน (sugar beet) ขาวฟางหวาน (sweet sorghum) และผลไมตางๆ 
(Badger, 2002) สองในสามของการผลิตน้ําตาลทั่วโลกจะมาจากออย และหนึ่งในสามจะมาจาก
หัวบีท (Kumar และคณะ, 2006 อางถึงใน Balat และคณะ, 2008) ซึ่งกระบวนการผลิตน้ําตาล
จากออยมีกระบวนการดังแสดงในภาพ 2.2 
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ภาพที่ 2.2 กระบวนการผลิตน้ําตาลจากออย 

 
 ขอดีของการใชพืชที่มีน้ําตาลในการผลิตเอทานอล คือ สามารถเปล่ียนน้ําตาลซูโครสไป
เปนเอทานอลไดงายกวาเม่ือเปรียบเทียบกับการใชวัตถุดิบที่เปนแปงและลิกโนเซลลูโลส เนื่องจาก
ไมตองมีกระบวนการยอยสลายวัตถุดิบกอน ยีสตสามารถยอยสลายน้ําตาลนี้เพื่อนําไปใชได
โดยตรง (Cardona และ Sánchez, 2007) เชื้อจุลินทรียที่ใชในการหมักสวนใหญ คือ  
Saccharomyces cerevisiae ซึ่งมีความสามารถในการยอยสลายน้ําตาลซูโครสไปเปนน้ําตาล
กลูโคสและฟรุกโตสที่สามารถนําไปใชในการหมักเปนเอทานอลได อยางไรก็ตามขอเสียของการใช
วัตถุดิบเหลานี้ คือ วัตถุดิบบางชนิดมีราคาสูงจึงไมเหมาะที่จะนํามาใชผลิตเปนเชื้อเพลิงเอทานอล  
 
 2.3.2 วัตถุดิบประเภทแปง 
 วัตถุดิบประเภทแปง ไดแก ผลผลิตทางการเกษตรพวกธัญพืช เชน ขาวเจา ขาวสาลี 
ขาวโพด ขาวบารเลย ขาวฟาง และพวกพืชหัว เชน มันสําปะหลัง มันฝร่ัง มันเทศ เปนตน          
(สภาผูแทนราษฎร, คณะกรรมาธิการการพลังงาน, 2545)  
 แปงเปนน้ําตาลโมเลกุลใหญหรือเรียกวา พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) ซึ่งเปน
คารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญ ประกอบดวยน้ําตาลเชิงเดี่ยวมากกวา 10 โมเลกุลข้ึนไป              

ชานออย 

ทําใหใส เคร่ืองกรอง เคร่ืองตัด เคร่ืองต ีออย 

การอบแหง การเหว่ียงแยก ทําใหตกผลึก ระเหย 

น้ําตาล กากน้ําตาล 
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(100-1,000 โมเลกุล) เรียงตอกันเปนสายยาวดวยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) อาจมี
แขนงหรือไมมีก็ได ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่สําคัญ ไดแก แปง เดกซทริน ไกลโคเจน และเซลลูโลส 
ทั้งหมดมีกลูโคสเปนองคประกอบแตมีโครงสรางแตกตางกัน ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่ สําคัญใน
ชีวิตประจําวันแสดงในตารางที่ 2.3 
 
ตารางที่ 2.3 ตัวอยางพอลิแซ็กคาไรดที่สําคัญ 
พอลิแซ็กคาไรด คุณสมบัต ิ
เซลลูโลส โครงสรางเปนสายยาว ไมแตกแขนง เปนสารโครงสรางของพืช โดยเปน

องคประกอบของผนังเซลล รางกายคนไมมีเอนไซมยอยเซลลูโลส ไมมี
ประโยชนในแงของอาหาร แตเปนกากอาหารกระตุนการขับถาย 

แปง โครงสรางเปนสายยาว หรือมีแตกแขนงเปนสายยาวไมกี่แขนง เปน
แหลงอาหารประเภทคารโบไฮเดรต มีคุณสมบัติไมละลายในน้ําเย็น แต
ละลายในน้ํารอน แปงเม่ือถูกยอยสลายจะกลายเปนสารที่มีโมเลกุล
เล็กลง ดังนี้ 
แปง           เดกซทริน           มอลโทส           กลูโคส 

ไกลโคเจน โครงสรางเปนสายยาว มีการแตกแขนงเปนสายส้ันจํานวนมาก 
รางกายสัตวสํารองไกลโคเจนไวที่ตับและกลามเนื้อสําหรับใชในยาม
ขาดแคลนอาหาร 

  
 การผลิตเอทานอลในทวีปอเมริกาเหนือและยุโรปมักจะใชขาวโพดและขาวสาลีเปนวัตถดุบิ 
สวนประเทศในเขตรอนมักใชพวกพืชหัวเปนวัตถุดิบ (Cardona และ Sánchez, 2007) แปง
จัดเปนไบโอพอลิเมอรชนิดโฮโมพอลิเมอรซึ่งประกอบดวยโมโนเมอรเพียงชนิดเดียวคือน้ําตาล
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 เปอรเซ็นต) และอะไมโลเพคติน (65 - 85 เปอรเซ็นต) อะไมโลสเปนโพลิเมอรของ          
ดี-กลูโคสในรูปแอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,4-ไกลโคซิดิกเปนโพลิ
เมอรที่มีสายตรงซึ่งจะมีลักษณะขดเปนเกลียว (helix) สวนอะไมโลเพคตินเปนโพลิเมอรที่มีกลูโคส
มาตอกันพันธะแอลฟา-1,4-ไกลโคซิดิกและมีการแตกกิ่งแขนงโดยมีน้ําตาลกลูโคสมาเชื่อมตอตรง
กิ่งดวยพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก (Prasad และคณะ, 2007) ดังแสดงในภาพที่ 2.3 
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ภาพที่ 2.3 โครงสรางของอะไมโลส (บน) และอะไมโลเพคติน (ลาง) (Casey และคณะ, 2006) 
 
 การนําวัตถุดิบประเภทแปงมาใชตองมีการยอยสลายแปงเพื่อใหกลายเปนน้ําตาลกลูโคส 
สําหรับใชในการหมัก กระบวนการเปล่ียนแปงเปนน้ําตาลจะมีข้ันตอนหลัก 2 ข้ันตอน คือ  
 1. การยอยแปงคร้ังที่หนึ่งหรือการทําใหแปงเหลว (liquefaction) ข้ันตอนนี้จะใชเอนไซม
แอลฟา-อะไมเลส ยอยแปงที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียสใชเวลานาน 1-2 ชั่วโมง ทําใหได
ผลิตภัณฑที่เรียกวาเด็กซทริน (Dextrin) 
 2. การยอยแปงคร้ังที่สองหรือการเปล่ียนเปนน้ําตาล (saccharification) ข้ันตอนนี้จะใช
เอนไซม Amyloglucosidase ยอยเดกซทรินที่อุณหภูมิ 55-65 องศาเซลเซียสใหไดน้ําตาลกลูโคส 
ซึ่งยีสตสามารถใชหมักเปนเอทานอลไดโดยกระบวนการหมักเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทแปง
สามารถแสดงไดดังภาพที่ 2.4 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.4 การหมักเอทานอลจากแปง 

H(C6H10O5)OH nC6H12O6 2nC2H5OH +    2nCO2 

amylolytic enzyme yeast 

H2O (แปง) 
162 กรัม (monomer)  

        คิดเปนผลไดของเอทานอลเทียบกับแปง 

(กลูโคส) 
180กรัม  

(เอทานอล) 
2×46 กรัม 2×44 กรัม  
0.5679 กรัมตอกรัม 
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เม่ือไดเปนน้ําตาลแลวจึงเขาสูกระบวนการหมักตอไป 
 ประเทศไทยนิยมใชหัวมันสําปะหลังสดเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลซึ่งมีขอดีคือ       
มีสัดสวนของแปงสูงและเสนใยต่ํา ใหปริมาณเอทานอลตอพื้นที่เพาะปลูกสูง สามารถปลูกไดในดิน
ที่มีความอุดมสมบูรณต่ํา สวนขอเสีย คือ ตองมีข้ันตอนการเปล่ียนแปงใหเปนน้ําตาลกอนนําไป
หมัก 
 การนําวัตถุดิบประเภทน้ําตาลและแปงซึ่งยังคงเปนอาหารของมนุษยมาใชในการผลิต     
เอทานอลอาจสงผลกระทบทําใหวัตถุดิบมีราคาสูงข้ึนได เนื่องจากมีปริมาณไมเพียงพอและในที่สุด
อาจเกิดสภาวะขาดแคลนอาหารข้ึน ดังนั้นการนําวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใชจึงเปนอีก
ทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ 
 
 2.3.3 วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

 วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ไดแก ฟางขาว กากออย ซังขาวโพด และเศษไม 
เป นตน  วัตถุดิบประ เภท นี้ มี องคประก อบที่ เป น  เ ซล ลูโล ส  (cellulose) เ ฮ มิ เ ซล ลูโลส 
(hemicellulose) และลิกนิน (lignin) โดยเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสตอกันเปน   
สายยาวและอยูในรูปผลึก มีลักษณะเปนเสนใยเหนียวและไมละลายน้ํา เฮมิเซลลูโลสเปน         
พอลิเมอรของน้ําตาลเพนโตส (pentose) หลายชนิด เชน ไซโลส (xylose) แมนโนส (mannose) 
และอาราบิโนส (arabinose) เปนตน สวนลิกนินเปนพอลิเมอรของฟนิลโพรเพน (phenylpropane) 
ซึ่งทนตอการยอยสลายอยางมาก 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่ใชสําหรับผลิตเอทานอลสามารถแบงไดเปน 6 กลุม 
(Sánchez และ Cardona, 2008) ดังนี้ 

(1) วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร (crop residue หรือ agricultural waste) ไดแก ฟางขาว
สาลี ฟางขาวบารเลย ฟางขาวเจา แกลบ ชานออยใบขาวโพด ลําตนขาวโพดและซังขาวโพดซึ่งรวม
เรียกสวนตางๆ ของขาวโพดนี้วา คอรนสโตเวอร 

(2) วัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม (industrial residue) ไดแก วัสดุเหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ เชน กากตะกอนเยื่อกระดาษเหลือทิ้ง (recycled paper sludge) และ
วัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานไม เชน เศษไม ข้ีเล่ือย เปนตน 

(3) วัสดุเหลือทิ้งจากอาคารบานเรือน (municipal solid waste: MSW) ไดแก กระดาษ
หนังสือพิมพ กระดาษใชแลวเปนตน  

(4) ไมเนื้อแข็ง (hardwood) ไดแก ตนแอสเพนตนปอพลาร 
(5) ไมเนื้อออน (softwood) ไดแกตนสน  
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(6) พืชลมลุก (herbaceous biomass) ไดแก หญาชนิดตางๆ เชน หญาสวิตชหญารีด
คาแนรีหญาเบอรมิวดาและหญาทิโมธีเปนตน 

ข้ันตอนในการผลิตเอทานอล โดยทั่วไปจะประกอบดวยการเตรียมวัตถุดิบ (raw material 
preparation) การหมัก (fermentation) การกล่ัน (distillation) และการกําจัดน้ํา (dehydration)   
ซึ่งในกรณีที่วัตถุดิบที่เปนแปงหรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะตองมีข้ันตอนการยอยเพื่อ
เปล่ียนเปนน้ําตาลกอนการหมัก (hydrolysis) (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน, 
2549) 

ขอดีของการใชวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส คือ เปนวัตถุดิบที่มีเปนปริมาณมาก        
หาไดงาย ราคาถูก และสามารถเกิดข้ึนมาทดแทนไดอยูเสมอ สวนขอเสียคือ ตนทุนการผลิตเอทา
นอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสยังคอนขางสูงอยูเม่ือใชเทคโนโลยีที่มีอยูในปจจุบัน 
เนื่องจากกระบวนการยอยสลายไดผลผลิตต่ําและใชตนทุนสูง (Sun และCheng, 2002) 

 
2.4 องคประกอบของชีวมวลพืชในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
 ลิกโนเซลลูโลสเปนองคประกอบของชีวมวลที่พบในผนังเซลลของพืช ประกอบดวย
เซลลูโลสซึ่งเปนไมโครไฟบริลฝงอยูในเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ดังแสดงในภาพที่ 2.5 จึงเรียก
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินรวมกันวา ลิกโนเซลลูโลส นอกจากนี้ในวัตถุดิบประเภท          
ลิกโนเซลลูโลสยังพบสารประกอบอ่ืนๆ ที่ เรียกวา สารแทรก (extractive) ซึ่งเปนสารที่ไมใช
องคประกอบของผนังเซลลพืช ไดแก เรซิน ไขมัน กรดไขมัน ฟโนลิก ไฟโตสเตอรอล เกลือ และ      
แรธาตุ เปนตน (Lee และคณะ, 2007) วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสแตละชนิดจะมีสัดสวนของ
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินแตกตางกันไป (Prasad และคณะ, 2007) ดังแสดงใน        
ตารางที่ 2.4 
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ภาพที่ 2.5 โครงสรางของลิกโนเซลลูโลสที่พบในเซลลพชื (Ritter, 2008) 

 
ตารางที่ 2.4 องคประกอบของลิกโนเซลลูโลสในวัตถุดิบชนิดตางๆ (Sun และ Cheng, 2002) 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
เซลลูโลส 

(เปอรเซ็นต) 
เฮมิเซลลูโลส 
(เปอรเซ็นต) 

ลิกนิน 
(เปอรเซ็นต) 

ลําตนไมเนื้อแข็ง 
ลําตนไมเนื้อออน 
เปลือกถั่ว 
ซังขาวโพด 
กระดาษ 
ฟางขาวสาลี 
ฟางขาวเจา 
กระดาษหนังสือพิมพ 
ของเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ 
ชานออย 
หญาเบอรมิวดา 

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 องคประกอบของลิกโนเซลลูโลสในวัตถุดิบชนิดตางๆ (ตอ) 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 
เซลลูโลส 

(เปอรเซ็นต) 
เฮมิเซลลูโลส 
(เปอรเซ็นต) 

ลิกนิน 
(เปอรเซ็นต) 

หญาสวิตช 
หญาออรชารด 
หญา (คาเฉล่ียสําหรับหญาชนิดตางๆ) 

45.0 
32.0 

25 - 40 

31.4 
40.0 

25 - 50 

12.0 
4.7 

10 – 30 
 
2.4.1 เซลลูโลส 
เซลลูโลสมีอยูทั่วไปตามธรรมชาติโดยเฉพาะเปนองคประกอบของผนังเซลลของพืชชั้นสูง 

โดยอาจจะพบในสภาพเซลลูโลสที่บริสุทธิ์ เชน ในฝาย หรืออาจจะเกิดรวมกับสารประกอบอ่ืนๆ 
เชน เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเนื้อเยื่อของพืช เซลลูโลสที่พบในพืชอาจจะมาจากสวนตางๆ ของพืช 
เชนเนื้อแข็ง ฟาง เยื่อ ลําตน เปลือก ฯลฯ เซลลูโลสเปนสารประกอบที่มีมากที่สุดในองคประกอบ
ของพืช (วิทยา มะเสนา, 2530) โดยจะมีปริมาณต่ําประมาณ 15 เปอรเซ็นตในพืชที่มีอายุนอยและ
จะเพิ่มสูงข้ึนประมาณ 5 เปอรเซ็นตในชวงที่มีอายุมากข้ึน โดยเฉล่ียแลวพืชมีเซลลูโลสประมาณ 
40–60 เปอรเซ็นตของน้ําหนักชีวมวลแหง (Hamelinck และคณะ, 2005) นอกจากนั้นยังพบ
เซลลูโลสในสาหราย เสนใยเชื้อราและผนังเซลลของโปรโตซัวบางชนิด (จักรกฤษณ หอมจันทร, 
2529) 

เซลลูโลสเปนคารโบไฮเดรตชนิดพอลิแซคคาไรดที่ประกอบดวยโมโนเมอรเพียงชนิดเดียว 
คือ โมเลกุลของดี-กลูโคสในรูปเบตา-ดี-กลูโคไพราโนสหลายโมเลกุลเรียงตอกันดวยพันธะเบตา-
1,4-ไกลโคซิดิก โดยมีการดึงโมเลกุลของน้ําออกจึงมีสูตรทางเคมีเปน (C6H10O5)n เม่ือ n คือ 
จํานวนของโมเลกุลกลูโคสที่มาเรียงตอกัน โดยกลูโคส 2 โมเลกุลจะเรียงตอกันเปนไดเมอร เรียกวา 
เซลโลไบโอสซึ่งเปนหนวยพื้นฐานของเซลลูโลสในการมาตอซ้ําๆ กันเปนโครงสรางสายยาวคลาย
ลูกโซ ไมมีการแตกกิ่งแขนง ซึ่งแตกตางจากแปงที่กลูโคสจะเชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,4-ไกล
โคซิดิก ทําใหเซลลูโลสมีลักษณะเปนเสนตรงแตแปงจะมีโครงสรางที่เปนโซเกลียว สงผลให
เซลลูโลสมีพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลจํานวนมากจึงมีลักษณะเปนมัดเสนใยที่เปนระเบียบซึ่ง
มีความแข็งแรงและทนตอการยอยสลายไดมากกวาแปง (Ritter, 2008) 

เซลลูโลสที่มาจากแหลงตางๆ มีโครงสรางทางเคมีที่เหมือนกัน กลาวคือ มีสวนที่เปนแอน
ไฮโดรกลูโคสโดยโมเลกุลของเซลลูโลสจะประกอบดวยสาย เบตา-กลูโคไพราโนสที่เชื่อมตอกันดวย
พันธะเบตาที่อะตอมของคารบอนตําแหนงที่ 1 และตําแหนงที่ 4 นอกจากนี้ยังพบวาเซลลูโลส       
1 โมเลกุล จะประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคสมากถึง 1,400 – 10,000 โมเลกุล ที่เชื่อมตอกันเปน
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สายยาวและน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูโลสจะมีตั้งแต 200,000 – 2,000,000 ดาลตัน ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.6 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.6 โครงสรางของเซลลูโลส 
 

ลักษณะการเชื่อมตอกันดวยพันธะเบตาที่เปนสายยาวและไมมีกิ่งกานสาขาทําให
เซลลูโลสมีโครงสรางเปนแบบเบตา-คอนฟกกูเลชั่นสงผลใหเซลลูโลสมีลักษณะเปน rigid และ 
straight เพราะมี intra-inter molecule hydrogen bond จึงทําใหเซลลูโลสไมละลายน้ํา ในขณะที่
พันธะแอลฟา-1-4-ไกลโคซิดิกในอะไมโลสจะละลายน้ําไดดี (กาพยพร กลางสาทร, 2529) 
นอกจากนี้โมเลกุลของเซลลูโลสจะเรียงกันอยูเปนมัดๆ ที่เรียกวาไฟบริล (fibril) เม่ือนําแตละ
ไฟบริลมาขยายพบวาจะประกอบดวยสวนที่อยูรวมกันเปนกระจุกเรียกวา crystalloid และสวนที่
อยูรวมกันแบบหลวมๆ เรียกวา amorphous โดยสวนของไฟบริลตาง ๆ ที่อยูรวมกันเปนโมเลกุล
เซลลูโลส จะพบไดในผนังเซลลพชืที่มีลักษณะเปนแทงเล็กๆ เรียกวา micelles และเม่ือรวมกันเกิด
เปนโครงสรางที่ เรียกวา microfibril นอกจากนั้นยังพบวาในผนังเซลลพืช จะแบงออกเปน             
3 ลักษณะ (Norkrans, 1967 ; Regura และ Leschine, 2001) คือ 

1. Fringe micelles ใน microfibril ประกอบดวยสวน crystalloid และ amorphous โดย
สวนของ crystalloid เปนบริเวณที่มีการจัดเรียงโมเลกุลอยางเปนระเบียบซึ่ง มีอยูประมาณ        
50-90 เปอรเซ็นตสวนบริเวณ amorphous เปนบริเวณที่มีการจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบหรือ
เปนระเบียบนอยกวาบริเวณ crystalloid 
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2. โครงสรางของเซลลูโลสที่มวนหรือพับไปตามแกนของเสนใยเซลลูโลส 
 3. โครงสรางที่มีลักษณะเปนริบบิ้นหนาเกิดจากการมวนไปมา โดยตั้งฉากกับแกนริบบิ้น

และแถบของริบบิ้นที่จะมวนเปนเกลียว 
 นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณเซลลูโลสที่พบในองคประกอบของพืชชนิดตางๆ จะมีมากนอย

แตกตางกันตามชนิด อายุ ฤดูกาลการเก็บเกี่ยวของพืช รวมทั้งเซลลูโลสที่พบในแตละสวนของพืช 
ยกตัวอยางเชน เปลือก ใบ เมล็ด ก็มีปริมาณที่แตกตางกันออกไปดังแสดงในตารางที่ 2.5 

 
ตารางที่ 2.5 สวนของพืชชนิดตางๆ ที่มีเซลลูโลสเปนองคประกอบ (ธงชัย คัมภีร และคณะ, 2532) 

พืช สวนของตนพืช 
ปริมาณเซลลูโลส 

(เปอรเซ็น) 
ขาว แกลบ 42 
ขาว ฟางขาว 32.1 
ขาวโพด ใบ 36.43 
ถั่วเหลือง ใบ 36-43 
ถั่วเหลือง เปลือก 31 
ถั่วลิสง เปลือก 52 
ฝาย 
สม 
ออย 

เปลือกเมล็ดฝาย 
เปลือก 

ชานออย 

49 
60 

48-62 

 
เสนใยของเซลลูโลสมีความแข็งแรงมาก ไมละลายในน้ํา ตัวทําละลายอินทรีย หรือ

สารละลายดางออน แตสามารถละลายไดดีในกรดหรือดางแก ดังนั้นจึงสามารถแบงชนิดของ
เซลลูโลสตามลักษณะการละลายในกรดหรือดางไดเปน 3 ชนิด (American Paper and Pulp 
Association, 1965) คือ 

(1) แอลฟา-เซลลูโลส จัดเปนเซลลูโลสที่แทจริง เปนเซลลูโลสที่ไมสามารถละลายไดใน
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  

(2) เบตา-เซลลูโลส เปนเซลลูโลสทีส่ามารถละลายไดในโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
17.5 เปอรเซ็นตที่ อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสแตสามารถตกตะกอนไดงายใน
สารละลายที่เปนกรด 
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(3) แกมมา-เซลลูโลส เปนเซลลูโลสที่สามารถละลายไดดีทั้งในโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 17.5 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และสารละลายกรดเจือจางแต
สามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 

 
จุลินทรียท่ียอยสลายเซลลูโลส 
จุลินทรียที่ มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดถูกเรียกวา  cellulolytic 

microorganism ซึ่งสวนมากอยูในกลุมของเชื้อรา แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซิทิส โดยพบทั่วไปใน
ดิน เนื่องจากจะมีสารประกอบพวกเซลลูโลสในดินจึงเปนการกระตุนการเจริญของจุลินทรียพวกที่
ยอยสลายของเซลลูโลส (แสวง รวยสูงเนิน,  2523; กนก รัตนกนกชัย, 2528) จุลินทรียที่เกี่ยวของ
กับการยอยสลายเซลลูโลสแบงออกเปน 3 กลุมใหญๆ คือ 
 1. Aerobic mesophilic microflora เปนกลุมจุลินทรียจําพวกที่ตองการ
ออกซิเจนสามารถเจริญไดในอุณหภูมิระหวาง 15-45 องศาเซลเซียสและเจริญไดดีในอุณหภูมิ    
25-35 องศาเซลเซียส 
 2. Anaerobic mesophilic microflora เปนกลุมจุลินทรียจําพวกที่             
ไมตองการออกซิเจน สามารถเจริญไดดีในขอบเขตของอุณหภูมิเชนเดียวกับกลุม aerobic 
mesophilic microflora 
 3. Thermophilic microflora เปนกลุมจุลินทรียจําพวกที่เจริญไดดี            
ในอุณหภูมิระหวาง 45-65 องศาเซลเซียสโดยกลุมจุลินทรียที่แบงไดดังกลาว สามารถจําแนกเปน
ชนิดตางๆ ไดดังตารางที่ 2.6 
 
ตารางที่ 2.6 จุลินทรียที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส (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 จุลินทรียที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส (ตอ) 
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 เปอรเซ็นตของน้ําหนักชีวมวลแหง (Hamelinck และ

คณะ, 2005) เปนพอลิแซคคาไรดที่พบมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลสทําหนาที่เสริมสราง
ผนังเซลลพืชใหแข็งแรงมีลักษณะเปนเฮทเทอโรพอลิเมอรซึ่งแตกตางจากเซลลูโลสที่เปน             
โฮโมพอลิเมอรประกอบดวยน้ําตาลหลายชนิดเชน น้ําตาลคารบอนหาอะตอม (ดี-ไซโลส แอล-แรม
โนส และแอล-อะราบิโนส) น้ําตาลคารบอนหกอะตอม (ดี-กลูโคส ด-ีแมนโนส และ  ดี-กาแลกโตส) 
และกรดยูโรนิก (4-โอ-เมทิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดดี-กลูคูโรนิกแอซิดและ ดี-กาแลกทูโรนิกแอซิด)   
สายหลักของเฮมิเซลลูโลสอาจเปนโฮโมพอลิเมอร หรือเฮทเทอโรพอลิเมอรที่มีกิ่งส้ันๆ ที่ตําแหนง
พันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิกหรือบางคร้ังอาจเปนพันธะเบตา-1,3-ไกลโคซิดิก นอกจากนี้ยังอาจมี
หมูอะซิติลมาเกาะอีกดวย (Purwadi, 2006) โครงสรางของเฮมิเซลลูโลสแสดงดังภาพที่ 2.7 
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 ภาพที่ 2.7 โครงสรางของเฮมิเซลลูโลส (Fort, 2006) 
 
เฮมิเซลลูโลสมีคา DP ต่ํากวาเซลลูโลสมาก โดยมีคาประมาณ 50- 300 จากการที่      

เฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางที่มีกิ่งจึงทําใหถูกยอยสลายไดงายกวาเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสที่พบในไม
เนื้อออนสวนใหญจะเปนโพลิเมอรชนิดกาแลกโตกลูโคแมนแนน (ภาพที่ 2.8) และอะราบิโนกลูคูโร
โนไซแลน (ภาพที่ 2.9) ในขณะที่ไมเนื้อแข็งจะเปนกลูคูโรโนไซแลน (ภาพที่ 2.10) (Ragauskas,  
2008) 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.8 โครงสรางของกาแลกโตกลูโคแมนแนนในไมเนือ้ออน (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 
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ภาพที่ 2.9 โครงสรางของอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลนในไมเนื้อออน (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 โครงสรางของกลูคูโรโนไซแลนในไมเนื้อแข็ง (Ragauskas, 2008) 
 
เม่ือ Xylp คือเบตา-ด-ีไซโลไพราโนส Glcp A คือ 4-โอ-เมทิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโน

ไซลูโรนิกแอซิด และ R คือหมูอะซิติล (CH3CO) 
 
2.4.3 ลิกนิน 
ลิกนินมีประมาณ 10 - 25 เปอรเซ็นตของน้ําหนักชีวมวลแหง (Hamelinck และคณะ, 

2005) พบอยูในชองวางของผนังเซลลระหวางเซลลูโลสเฮมิเซลลูโลสและเพคติน โดยจะเชื่อมกับ  
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เฮมิเซลลูโลสดวยพันธะโควาเลนต ลิกนินจะทําหนาที่คลายกาวในการยึดองคประกอบตางๆ ของ
ลิกโนเซลลูโลสเขาดวยกัน จึงชวยเพิ่มความแข็งแรงใหกับผนังเซลลและตานทานการบุกรุกของ
แมลงและเชื้อโรคตางๆ (Ritter, 2008) มีโครงสรางแสดงดังภาพที่ 2.11 

 

 
 

ภาพที่ 2.11 ลักษณะโครงสรางของลิกนิน (นคร ทิพยาวงศ, 2553) 

2.5 กระบวนการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส  
 ข้ันตอนในการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส จะประกอบดวย 3 
ข้ันตอน ดังนี้ 
 ข้ันตอนที่ 1 การเตรียมวัตถุดิบ (pretreatment) เปนการทําลายโครงสรางที่แข็งแรงของ
เซลลูโลส เพื่อใหเอนไซมเซลลูเลสสามารถเขาถึงและยอยเซลลูโลสไดงายข้ึน สามารถทําไดทั้ง    
วิธีทางเคมี ไดแก การยอยดวยกรดเจือจาง การยอยดวยกรดเขมขน และการยอยดวยดาง และ    
วิธีทางกายภาพ ไดแก การระเบิดดวยไอน้ํา เปนตน 
 ข้ันตอนที่ 2 การทําปฏิกิริยายอย (hydrolysis) มี 2 วิธี คือ การใชกรดหรือการใชเอนไซม 
ปจจุบันไดมีการนําเทคโนโลยีมาใชมากมาย ทั้งทางกายภาพและทางเคมีเพื่อเพิ่มความพรุนของ
เนื้อวัตถุลดปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน การยอยดวยกรดจะมี 2 ชวง ชวงแรกจะเปนการยอย 
เฮมิเซลลูโลสใหไดน้ําตาลเพนโตส จากนั้นชวงที่สองจะเปนการยอยเซลลูโลสใหไดน้ําตาลลูโคส 
สวนการยอยดวยเอนไซม จะใชเอนไซมเซลลูเลสเพื่อเปล่ียนเซลลูโลสเปนน้ําตาลกลูโคส ซึ่งเปน
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เล็กที่สุด 
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 ข้ันตอนที่ 3 การหมัก (fermantation) ใหเปนเอทานอลเม่ือวัตถุดิบกลายเปนน้ําตาล
กลูโคสแลว สามารถทําการหมักใหเปนเอทานอลไดดวยการใชจุลินทรีย ไดแก ยีสตหรือแบคทีเรีย
ตอไป 
 
 2.5.1 การปรับสภาพวัตถุดิบ 
  การปรับสภาพวัตถุดิบเปนการแยกสวนประกอบของลิกโนเซลลูโลสออกจากกัน
เปนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (Silverstein, 2004) ดังแสดงในภาพที่ 2.12 วัตถุประสงค
ของการปรับสภาพ คือ เพื่อที่จะกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของ
เซลลูโลส เพิ่มรูพรุนและพื้นที่ผิวใหกับวัตถุดิบ ทําใหวัตถุดิบถูกยอยสลายไดดีข้ึน (Sun และ 
Cheng, 2002; Silverstein, 2004)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.12 ลักษณะของลิกโนเซลลูโลสภายหลังจากการปรับสภาพ (Hector และคณะ, 2008) 
 การปรับสภาพที่ดีตองมีลักษณะดังตอไปนี ้(Sun และ Cheng, 2002) 

(1) เพิ่มความสามารถในการยอยสลายของเอนไซมที่จะนํามาใชในกระบวนการตอไป
ได 

(2) หลีกเล่ียงการทําลายคารโบไฮเดรต 
(3) หลีกเล่ียงการเกิดผลิตภัณฑทีจ่ะเปนตัวยบัยั้งกระบวนการยอยสลายและ

กระบวนการหมักในภายหลัง 
(4) มีคาใชจายที่ไมสูงจนเกินไป 
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การปรับสภาพวัตถุดิบสามารถแบงได 4 วิธีหลักๆ ดังนี ้
 1. การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพ (physical pretreatment) เปนการลดขนาดและ
เพิ่มพื้นที่ผิวของวัตถุดิบเพื่อใหเอนไซมสามารถเขายอยสลายไดดีข้ึน วัตถุดิบสามารถถูกบดให
ละเอียดไดโดยการใชหลายวิธีรวมกัน คือ การตัด การบด และการโมโดยปกติภายหลังจากการตัด
แลววัตถุดิบจะมีขนาด 10 - 30 มิลลิเมตร และหลังจากการบดหรือโมแลววัตถุดิบจะมีขนาด       
0.2 - 2 มิลลิเมตร (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้การแยกสลายดวยความรอน (pyrolysis) 
ยังเปนการปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพอีกวิธีหนึ่งที่สามารถแยกสลายเซลลูโลสไดอยางรวดเร็ว
โดยใชอุณหภูมิสูง (Sánchez และ Cardona, 2008) ในการยอยสลายโดยใชเอนไซม หากมีการลด
ขนาดของวัตถุดิบแลวตามดวยการปรับสภาพดวยวิธีอ่ืนๆ จะทําใหเกิดการยอยสลายไดดีข้ึน ดังนั้น
ถาไมมีการปรับสภาพกอนจะสงผลใหปริมาณน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมลดลง   
20 เปอรเซ็นตของคาที่ไดตามทฤษฎี ในขณะที่หากมีการปรับสภาพกอนจะทําใหไดปริมาณน้ําตาล
สูงข้ึน 90 เปอรเซ็นตหรือมากกวา (Brown, 2003) 
 2. การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีฟสิกส (physico-chemical pretreatment) เปนวิธีที่มี
ประสิทธิภาพมากกวาวิธีทางกายภาพโดยวิธี steam explosion หรือ autohydrolysis เปนวิธีที่มี
การศึกษามากที่สุด ในกระบวนการนี้จะใชไอน้ําที่ความดันสูงทําใหเกิดปฏิกิริยา autohydrolysis 
(Sánchez และ Cardona, 2008) วิธีนี้จะใชอุณหภูมิ 160 - 260 องศาเซลเซียส ความดัน        
0.69 - 4.83 MPa เปนเวลาไมกี่วินาทีจนถึง 2 - 3 นาที กอนที่วัตถุดิบจะกลับสูความดันบรรยากาศ 
เม่ือความดันลดลงอยางรวดเร็วจะทําใหวัตถุดิบนั้นแตกออกเปนชิ้นเล็กๆ (Sun และ Cheng, 
2002) ทําใหเฮมิเซลลูโลสเกิดการยอยสลาย สามารถแยกเซลลูโลสออกจากเฮมิเซลลูโลสและ
ลิกนินได ดังนั้นจึงเปนการเพิ่มประสิทธิภาพของการยอยสลายเซลลูโลส ปจจัยที่สงผลตอการปรับ
สภาพดวยวิธี steam explosion คือ ระยะเวลาที่ใช อุณหภูมิ ขนาดของวัตถุดิบ และปริมาณ
ความชื้น วิธีนี้เปนหนึ่งในวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดสําหรับใชในการปรับสภาพไมเนื้อแข็งและ
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร แตมีประสิทธิภาพนอยในไมเนื้อออน (Sánchez และ Cardona, 
2008) การเติมกรดซัลฟวริก (อาจเปนซัลเฟอรไดออกไซด) หรือคารบอนไดออกไซด ลงใน steam 
explosion สามารถเพิ่มการยอยสลายดวยเอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ ลดการเกิดสารยับยั้ง 
และสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดอยางสมบูรณมากข้ึน (Morjanoff และ Gray, 1987) นอกจากนี้ 
ammonia fiber explosion (AFEX) จัดเปนการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีฟสิกสอีกวิธีหนึ่งซึ่ง
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะอยูในแอมโนเนียเหลวที่อุณหภูมิและความดันสูงเปนระยะเวลา
หนึ่งกอนที่ความดันจะลดลงอยางรวดเร็ว (Sun และ Cheng, 2002) 
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 3. การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (chemical pretreatment) มีการใชสารเคมีตางๆ ในการ
ปรับสภาพวัตถุดิบ Sun และ Cheng (2002) ไดแบงการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีออกเปน 5 วิธี 
คือ 
  3.1 การปรับสภาพดวยกรด แบงออกเปน 
  3.1.1 การใชกรดเขมขนเชน กรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอริก แมวาจะเปนสาร
ที่ทําใหเกิดการยอยสลายเซลลูโลสไดดี แตกรดที่มีความเขมขนสูงจะมีความเปนพิษ มีฤทธิ์กัด
กรอนรุนแรง จึงตองการภาชนะที่ทนตอการกัดกรอนได นอกจากนี้ยังตองมีกระบวนการนํากรด
เขมขนกลับมาใชใหมภายหลังจากการยอยสลายแลวเพื่อใหมีความคุมคาทางเศรษฐศาสตร 
(Sivers และ Zacchi, 1995) 
  3.1.2 การใชกรดเจือจาง เปนหนึ่งในวิธีการปรับสภาพที่มีการศึกษามากที่สุด 
เกิดข้ึนที่อุณหภูมิปานกลางโดยมีการใชกรดเจือจาง เชน กรดซัลฟวริก กรดฟอสฟอริกและกรดไน
ตริก แตสวนใหญนิยมใชกรดซัลฟวริกเจือจาง หนาที่ของกรดออน คือ จะไปยอยสลายเฮมิเซลลูโลส
ใหกลายเปนน้ําตาล หรืออาจจะกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนินบางสวนออกไปเพื่อใหเซลลูโลส
สามารถถูกยอยสลายไดดีข้ึน แมวาการใชกรดออนในการปรับสภาพจะสามารถเพิ่มการยอยสลาย
เซลลูโลสไดดี แตการใชวิธีนี้จะมีตนทุนสูงกวาการปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีฟสิกสบางวิธี เชน 
steam explosion หรือ AFEX เนื่องจากตองมีการทําให pH เปนกลางซึ่งมีความจําเปนสําหรับ
กระบวนการยอยสลายดวยเอนไซมและกระบวนการหมัก (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้
การใชกรดออนยังกอใหเกิดการสรางสารประกอบบางชนิด เชน กรดอะซิติกและเฟอรฟูรัลข้ึนใน
ไฮโดรไลเสตซึ่งมีความเปนพิษตอเชื้อที่ใชในกระบวนการหมัก 
  3.2 การปรับสภาพดวยดางวิธีนี้ใชอุณหภูมิและความดันต่ํากวาการปรับสภาพ
ดวยวิธีอ่ืนๆ สามารถเกิดข้ึนไดทีอุ่ณหภูมิหองแตใชระยะเวลานานเปนชั่วโมงหรือเปนวัน การปรับ
สภาพดวยดางเปนการเพิ่มพื้นที่ผิว ลดปริมาณของลิกนินและเฮมิเซลลูโลสในชีวมวลโดยทําลาย
พันธะระหวางเฮมิเซลลูโลสและพันธะระหวางลิกนินที่เชื่อมกับคารโบไฮเดรต (Balat และคณะ, 
2008) สามารถกําจัดลิกนินไดโดยไมสงผลกระทบตอองคประกอบอ่ืนๆ (McMillan, 1997) การ
ปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจางจะทําใหวัตถุดิบเกิดการ
บวมพองสงผลใหพื้นที่ผิวภายในเพิ่มข้ึน เกิดการลดลงของ degree of polymerization สามารถ
แยกลิกนินออกจากคารโบไฮเดรตอ่ืนๆ เปนการทําลายโครงสรางของลิกนิน (Sun และ Cheng, 
2002) นอกจากนี้การปรับสภาพดวยดางอาจใชแอมโนเนียหรือแคลเซียมไฮดรอกไซดไดเชนกัน  
  3.3 การกําจัดลิกนินดวยการออกซิไดซ (oxidative delignification) นิยมใชเปน
ไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่มีความเปนดาง (pH 11.5) หรือเรียกวาอัลคาไลนเพอรออกไซด เปนวิธีที่
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สามารถละลายสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจากวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสได และ
สามารถลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลสลง จากการศึกษาของ Saha และ Cotta (2006, 
2007) พบวา ฟางขาวสาลีและแกลบที่ไดรับการปรับสภาพดวยอัลคาไลนเพอรออกไซด เม่ือถูก
ยอยสลายดวยเอนไซมสามารถเปล่ียนเปนน้ําตาลที่ใชในการหมักไดถึง 97 และ 96 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ และไมเกิดสารยับยั้งที่เปนเฟอรฟูรัลและไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล   
  3.4 การใชโอโซน (ozonolysis) โอโซนสามารถยอยลิกนินและเฮมิเซลลูโลสใน
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสได การปรับสภาพดวยวิธีนี้มีขอดีคือ สามารถกําจัดลิกนินไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ไมกอใหเกิดสารพิษในกระบวนการ และสามารถเกิดปฏิกิริยาไดที่ความดันและ
อุณหภูมิหอง (Vidal และ Molinier, 1988) แตขอเสียคือ ตองใชโอโซนปริมาณมากทําให
กระบวนการนี้มีตนทุนสูง 
  3.5 กระบวนการ organosolv เปนวิธีที่มีการผสมตัวทําละลายอินทรียกับตัวเรง
ปฏิกิริยาที่เปนกรดอนินทรีย เชน กรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอกริก เพื่อทําลายลิกนินและพันธะ
ระหวางเฮมิเซลลูโลส ตัวทําละลายอินทรียที่ใชในกระบวนการนี้ ไดแก เมทานอล เอทานอล อะซิ
โตน เอทิลีนไกลคอล ไตรเอทิลีนไกลคอล และเตตระไฮโดรเฟอรฟูริลแอลกอฮอล นอกจากนี้กรด
อินทรีย เชน กรดออกซาลิก กรดอะซิติลซาลิไซลิก และกรดซาลิไซลิก สามารถใชเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาในกระบวนการ organosolv ไดเชนกัน ตัวทําละลายที่ใชในกระบวนการนี้ตองมีการกําจัด
ออก อาจเปนการระเหยและควบแนนเพื่อหมุนเวียนกลับมาใชใหมซึ่งการลดตนทุนได การกําจัดตัว
ทําละลายออกจากระบบเปนส่ิงที่จําเปน เนื่องจากตัวทําละลายเปนสารยับยั้งกระบวนการยอย
สลายดวยเอนไซมและยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียที่ใชในการหมัก (Sun และ Cheng, 
2002) 
 4. การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ (biological pretreatment) เปนการใชเชื้อจุลินทรีย 
เชน brown-rot fungi, white-rot fungi และ soft-rot fungi ในการยอยสลายลิกนินและ               
เฮมิเซลลูโลสสวนใหญ brown-rot fungi จะยอยเซลลูโลส ในขณะที่ white-rot fungi และ soft-rot 
fungi จะยอยทั้งเซลลูโลสและลิกนนิ white-rot fungi เปนเชื้อที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการปรับ
สภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยวิธีทางชีวภาพ (Sun และ Cheng, 2002) การยอยสลาย
ลิกนินดวย white-rot fungi มักจะใชเชื้อซึ่งไดแก Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus 
ostreatus และTrametes versicolor เปนตน โดยราเหลานี้สามารถผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนิน 
(ligninase) ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคส ขอดีของการปรับ
สภาพดวยวิธีทางชีวภาพ คือ ใชพลังงานนอย และสามารถเกิดไดในสภาวะที่ไมรุนแรง แตขอเสีย 
คือ ตองใชระยะเวลานานในการยอยสลายลิกนิน (Silverstein, 2004) 
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2.5.2 การยอยสลาย  
การยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเพื่อใหไดน้ําตาลสําหรับใชในกระบวนการหมัก

นั้นสามารถทําได 2 วิธี คือ วิธีทางเคมีโดยการใชกรด และวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม 
 1. การยอยสลายดวยวิธีทางเคมี (chemical hydrolysis) วิธีที่นิยมใช คือ การยอยสลาย
ดวยกรด (acid hydrolysis) สามารถใชไดทั้งกรดเขมขนและกรดเจือจางในการยอยสลายกรดที่
นิยมใช ไดแก กรดไฮโดรคลอริกและกรดซัลฟวริก การใชกรดเขมขน เชน กรดซัลฟวริกความเขมขน 
72 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิหองจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลที่สูงมากถึงเกือบ 100 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณน้ําตาลที่ไดตามทฤษฎี แตการใชกรดในปริมาณมากนี้จําเปนที่จะตองมีกระบวนการนํา
กรดกลับมาใชใหม สวนการใชกรดเจือจาง เชน ที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนการใชปริมาณของ
กรดนอยกวาแตใชอุณหภูมิสูง ซึ่งทําใหไดปริมาณน้ําตาลเพียง 55 - 60 เปอรเซ็นตของปริมาณ
น้ําตาลที่ไดตามทฤษฎีเทานั้น (Silverstein, 2004) Hamelinck และคณะ (2005) ไดรายงานการ
เปรียบเทียบการใชกรดเจือจางและกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลส ดังตารางที่ 2.7 จะเห็นได
วาการใชกรดเจือจางจะใชอุณหภูมิสูงกวาและใชเวลานอยกวาการใชกรดเขมขน แตปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสที่ไดจากการใชกรดเขมขนจะมีคาสูงกวา 
 
ตารางที่ 2.7 เปรียบเทียบการใชกรดเจือจางและกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลส 

กรด
ซัลฟวริก ความเขมขน 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 
เวลาที่ใช ปริมาณน้ําตาลกลูโคส 

(เปอรเซ็นต) 

  เจือจาง นอยกวา 1 เปอรเซ็นต 215 3 นาที 50 - 70 
   เขมขน 30 - 70 เปอรเซ็นต 40 2 - 6 ชั่วโมง 90 

 
ในระหวางการยอยสลายดวยกรด เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินจะถูกยอยสลาย

กลายเปนน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลแมนโนสหรือน้ําตาลไซโลส และสารประกอบฟโนลิก ตามลําดับ
ในขณะที่เกิดโมโนเมอรชนิดตางๆ ข้ึนนี้ จะมีการยอยสลายเกิดข้ึนตอไปทําใหไดสารตางๆ เชน           
5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล (HMF) จากน้ําตาลคารบอนหกอะตอม และเฟอรฟูรัลจากน้ําตาล
คารบอนหาอะตอม ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้จะถูกยอยสลายกลายเปนกรดลีวูลินิกและกรดฟอรมิกตอ
ไป นอกจากนี้กรดอะซิติกยังสามารถถูกปลอยออกมาจากหมูอะซิติลที่อยูในเฮมิเซลลูโลสไดอีก
ดวย ในขณะที่ลิกนินจะถูกยอยสลายและปลอยสารประกอบฟโนลิกออกมา (Purwadi, 2006)    
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ดังแสดงในภาพที่ 2.13 ผลพลอยไดตางๆ ที่เกิดข้ึนมาในระหวางการยอยสลายดวยกรดนี้สงผลตอ
กระบวนการหมักเนื่องจากเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ใชในการหมัก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.13 ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในระหวางการยอยสลายลิกโนเซลลูโลสดวยกรด (Purwadi, 2006) 
 
 2. การยอยสลายดวยวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม (enzymatic hydrolysis) เอนไซมที่
ใชในการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสสามารถผลิตไดจากเชื้อจุลินทรียหลายชนิด สวน
ใหญมักเปนเชื้อราและแบคทีเรีย การยอยสลายดวยเอนไซมเปนวิธีที่ มีความเปนมิตรตอ
ส่ิงแวดลอม ปฏิกิริยาเกิดข้ึนไมรุนแรง เปนการยอยสลายแบบเฉพาะเจาะจงระหวางเอนไซมกับ
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรดกับการยอยสลายดวย
เอนไซมแสดงดังตารางที่ 2.8 และ 2.9 
 
ตารางที่ 2.8 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรด (Woodward, 1987; Parisi, 1989; Lu 
และ Mosier, 2004) 
ขอด ี ขอเสีย 
1.  สารเคมีที่ใชมีราคาถูก 
2.  เปนกระบวนการที่ทําไดงาย  
3.  วัตถุดิบไมตองผานการปรับสภาพ 
4.  ปฏิกิริยาเกิดเร็ว ใชเวลาส้ัน 
 

1.  ตองมีการปรับสภาพน้ําตาลใหเปนกลาง
กอนนําไปหมัก (neutralization) 
2. ตองมีกระบวนการนํากรดกลับมา
หมุนเวียนใชใหม 
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ตารางที่ 2.8 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรด (ตอ) 
ขอด ี ขอเสีย 
5.  ปฏิกิริยาเกิดไดที่อุณหภูมิต่ํา (กรณีใชกรด
เขมขน) 
6.  ใหปริมาณน้ําตาลสูง (กรณีใชกรดเขมขน) 

3.  ใชอุณหภูมิสูง (กรณีใชกรดออน) 
4.  ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนไมเฉพาะเจาะจง ทําให
ผลิตภัณฑที่ไดไมบริสุทธิ ์
5. น้ําตาลที่ไดจะเปล่ียนเปนสารอ่ืน เชน   
เฟอรฟูรัล ซึ่งมีความเปนพษิตอเชื้อที่ใชใน
กระบวนการหมัก 
6. กรดที่ถูกทิง้ออกมากอใหเกิดมลพิษตอ
ส่ิงแวดลอม 
7.  ตองใชเคร่ืองมือทีท่นตอการกดักรอนของ 
กรดไดซึ่งมีราคาแพง 

 
ตารางที่ 2.9 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยเอนไซม (Woodward, 1987; Parisi, 1989; Lu 
และ Mosier, 2004) 
ขอด ี ขอเสีย 
1.  สภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด
ดางไมรุนแรง 
2. ปฏิกิริยามีความเฉพาะเจาะจงทําให
ผลิตภัณฑที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง 
3.  ผลิตภัณฑที่เกดิข้ึนไมเปล่ียนเปนสารอ่ืน 
4.  สามารถหมักน้ําตาลทีเ่กิดข้ึนไปพรอมกับ
การยอยได 
5.  ไมจําเปนตองใชอุปกรณที่ทนตอการกัด
กรอน 

1.  เอนไซมมีราคาสูง 
2.  นําเอนไซมกลับมาใชใหมยาก 
3.  ตองมีการปรับสภาพวัตถุดิบกอน 
4.  ผลิตภัณฑที่ไดสามารถยับยัง้ปฏิกิริยาที่
เกิดข้ึน (product inhibition) 
5. อาจเกดิการสูญเสียเอนไซมไป เนื่องจาก 
ถูกดูดซับบนวัสดุที่ไมยอย 
6.เกิดความเส่ียงตอการปนเปอน
(contamination) ของเชื้อจุลินทรีย 
7. ถาระบบมีสารที่ขัดขวางปฏิกิริยา เชน      
เฮมิเซลลูโลส หรือลิกนิน จะทําใหอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาชาลง 

เอนไซมทีใ่ชในการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส คอื เอนไซมในกลุมของเซลลูเลสและเฮมิ
เซลลูเลส 
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1. เซลลูเลส 
 เอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลส เรียกวาเซลลูเลส พบวาเอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซม

เชิงซอน (Complex enzyme) ที่ประกอบดวยเอนไซมอยางนอย 3 ชนิด ทํางานรวมกันคือ Cx    
[เอนโดกลูคาเนส (EG หรือ เอนโด-1,4-เบตา-กลูคาเนส หรือ คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส:             
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) จะยอยสลายเซลลูโลสและโอลิโกแซคคาไรดไปเปน
เซลโลไบโอส โดยจะยอยดานปลายของสายเซลลูโลส 

 เอนโดกลูคาเนส (Cx) จะยอยสลายเซลลูโลสไปเปนกลูโคส เซลโลไบโอส
และโอลิโกแซคคาไรด โดยจะยอยสลายดานในของสายเซลลูโลสแบบสุม 
(Random) 

 เบตา-กลูโคซิเดสจะยอยสลายเซลโลไบโอสเปนกลูโคส 
 
 
 

ภาพที่ 2.14 ข้ันตอนการยอยสลายเซลลูโลส (ดวงกมล ปรุงวิทยา, 2549) 
 
 
 
 
 
 

Native cellulose Linear cellulose Oligosaccharide Cellobiose Glucose 
pretreatment C1 β-glucosidase Cx 
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ภาพที่ 2.15 การทํางานของเอนไซมเชงิซอน (complex enzyme) ในการยอยสลายเซลลูโลสที่พบ
ในผนังเซลลของพชื โดยจะทํางานรวมกันในรูปแบบทีเ่รียกวา synergistic action (Zhang และ
คณะ, 2006)  

การทํางานของเซลลูเลสจะถูกยับยั้งดวยปริมาณของผลิตภัณฑที่ เกิดข้ึนโดยปริมาณ
กลูโคสที่เพิ่มข้ึนจะยับยั้งเบตา-กลูโคซิเดสสงผลใหในระบบมีการสะสมของเซลโลไบโอสเพิ่มข้ึนซึ่ง
จะยับยั้งการทํางานของเอนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส ทําใหปฏิกิริยาการยอยสลายเกิดชา
ลงและยุติในที่สุด ไดมีการศึกษาวิธีที่จะลดผลการยับยั้งเอนไซมดังกลาว เชน การใชความเขมขน
ของเอนไซมสูงข้ึน การเติมเบตา-กลูโคซิเดสในระหวางการยอยสลาย และการนําน้ําตาลออกใน
ขณะที่มีการยอยสลายดวยวิธีอัลตราฟลเตรชันหรือใชกระบวนการยอยสลายและหมักแบบตอเนือ่ง 
(SSF) เปนตน (Sun และ Cheng, 2002) 

เซลลูเลสสามารถผลิตไดจากแบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิด อาจเปนเชื้อที่สามารถ
เจริญเติบโตไดในสภาวะที่ใชออกซิเจนหรือไมใชออกซิเจน (Sun และ Cheng, 2002) ตัวอยาง
จุลินทรียที่สามารถสรางเซลลูเสลไดแสดงในตารางที่ 2.10 

 
ตารางที่ 2.10 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางเซลลูเสลได (Sun และ Cheng, 2002) 

จุลินทรีย อางอิง 
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 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางเซลลูเสลได (ตอ) 
จุลินทรีย อางอิง 

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 พบวาแบคทีเรียผลิตเซลลู

เลสไดในปริมาณที่ต่ํากวา (Persson และคณะ, 1991) แบคทีเรียชนิดไมใชออกซิเจนมีอัตราการ
เจริญเติบโตต่ําและตองการสภาวะในการเจริญเติบโตแบบไมใชออกซิเจน ดังนั้นงานวิจัยสวนใหญ
ที่ศึกษาการผลิตเซลลูเลสในทางการคาจะมุงเนนไปที่เชื้อรา (Duff และ Murray, 1996) เชื้อรา 
Trichoderma สายพันธุตางๆ โดยเฉพาะอยางยิ่ง T. reesei และสายพันธุที่เปนมิวแทนต เปนเชื้อที่
นิยมนํามาใชในการผลิตเซลลูเลส เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสไดดีเหมาะสําหรับ
ใชในการยอยสลาย (Balat และคณะ, 2008) 

ขอดีของเซลลูเลสที่ไดจาก T. reesei คือ สามารถผลิตเอนไซมครบทั้งสามชนิด เอนไซม
มีความทนตอสารยับยั้ง และมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งสูงกวาเซลลูเลสที่ได
จากเชื้อราชนิดอ่ืนๆ (Silverstein, 2004) แมวา T. reesei จะผลิตเบตา-กลูโคซิเดสได แตแอกทิวิตี
มีคาไมสูงมากนัก ดังนั้นจึงอาจจะตองมีการเติมเบตา-กลูโคซิเดสจากแหลงอ่ืนเขาไปเพื่อให     
เซลลูเลสของเชื้อราชนิดนี้ทํางานไดอยางสมบูรณ (Sánchez และ Cardona, 2008) 
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2. เฮมิเซลลูเลส 
เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางเปนกิ่งกานสาขาและประกอบดวยนํ้าตาลหลาย ๆ 

ชนิด  ดังนั้น เอนไซมที่ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสใหสมบูรณจึงมีมากกวาเอนไซมที่ยอยสลาย
เซลลูโลส เอนไซมที่ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสจะเรียกวา เฮมิเซลลูเลส ซึ่งไดแก แอล-อะลาบินาเนส,  
ดี-กลูแลกตาเนส, ดี-แมนนาเนส, ดี-ไซลาเนสและอ่ืนๆ เปนตน โดยทั่วไปเฮมิเซลลูโลสในพืชจะมี
โครงสรางหลักเปนโพลีเมอรของน้ําตาลไซโลสที่เชื่อมตอกันดวย 1, 4-เบตา-ลิงคเกจโดยมี Branch 
chainเปนน้ําตาลเพนโทส, เฮกโซสหรือกรดยูโลนิคการยอยสลายโครงสรางหลักที่เปนพอลีเมอร
ของน้ําตาลไซโลสที่เชื่อมตอกันจะตองอาศัยการทํางานของเอนไซมไซลาเนสพบวาเอนไซม 
ไซลาเนสประกอบดวยเอนไซม 3ชนิด ทํางานรวมกันคือ   

- เอนโดไซลาเนส (1, 4-เบตา-ดี-ไซแลน ไซโลโนไฮโดรเลส: EC 3.2.1.8) การเขาทําการ
ยอยสลายพันธะเบตา-1, 4-ไกลโคซิดิกในไซแลนของ เบตา-ดี-ไซโลพิลาโนไซดบริเวณดานในของ
สายไซเลนปฏิกิริยาของเอนไซมตอสับสเตรทจะข้ึนอยูกับความยาวของสายพอลีเมอรน้ําตาล
ไซโลสผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมชนิดนี้คือ ไซโลไบโอส, ไซโลทริโอสและ    
ไซโลโอลิโกแซคคารไรด 

- เอกโซไซลาเนส (1, 4-เบตา-ดี-ไซแลน ไซโลโนไฮโดรเลส; EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้
จะยอยสลายไซเลนและไซโลโอลิโกแซคคารไรดที่มีสายยาวไปเปนไซโลสไดด ีแตจะยอยสลายไซโล
โอลิโกแซคคารไรดที่เปนสายส้ัน ๆไดนอย 

-เบตาไซโลซิเดส (1, 4-เบตา-ดี-ไซแลน ไซโลไฮโดรเลส: EC 3.2.1.37) เอนไซมชนิดนี้จะ
ยอยสลายไซโลโอลิโกแซคคารไรดที่มีสายส้ัน ๆ ไปเปนไซโลส   

นอกจากนี้ยังมีเอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลสชนิดอ่ืนๆ ที่ทําหนาที่ยอยสลายองคประกอบ
ในเฮมิเซลลูโลส (Shallom และ Shoham, 2003) ไดแก 

(1) แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟูราโนซิเดส (EC 3.21.55) ทําหนาที่ยอยสลายหมูอะราบิโน
ฟวราโนซิลในเฮมิเซลลูโลส ไดน้ําตาลอะราบิโนสเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(2) แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (EC 3.2.1.139) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะแอลฟา-1, 2-ไกล
โคซิดิก ใน 4-โอ-เมทิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดซึ่งเปนโซขาง (sidechain) ของไซแลน ทําใหได 4-โอ-
เมทิล-ดี-กลูคูโรนิกแอซิดเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(3) อะซิติลไซแลนเอสเทอเรส (EC 3.1.1.72) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะเอสเทอรที่
ตําแหนงโอ-2 และโอ-3 ที่เชื่อมหมูอะซิติลกับไซแลน ไดกรดอะซิติกเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

(4) เฟอรูโลอิลเอสเทอเรส (EC 3.1.1.73) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะเอสเทอรระหวาง   
อะราบิโนสกับกรดเฟอรูลิก ทําใหเฮมิเซลลูโลสกับลิกนินแยกออกจากกันได 
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การทํางานของเอนไซมแสดงดังภาพที่ 2.16 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.16 การทํางานของเอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลสทีต่ําแหนงตางๆ ของ            

เฮมิเซลลูโลส (Shallomและ Shoham, 2003) 
 
ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางไซลาเนสไดแสดงในตารางที่ 2.11 
 

ตารางที่ 2.11 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางไซลาเนสได 
จุลินทรีย อางอิง 

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 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถสรางไซลาเนสได (ตอ) 
จุลินทรีย อางอิง 

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 สามารถผลิตไดทั้งเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส (Juhász และคณะ, 2005) จึง

เหมาะทีจ่ะนํามาใชในการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสลายวัตถดุิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เพราะทําให
ไมตองใชเชื้อหลายตัวในการผลิตเอนไซม 

 
2.5.3 กระบวนการหมกั 
การหมัก คือ การใชเชื้อจลิุนทรียในการเปล่ียนน้ําตาลไปเปนเอทานอลภายใตสภาวะที่

ไรออกซิเจนหรือมีออกซิเจนเพียงเล็กนอย จุลินทรียที่สามารถเปล่ียนน้ําตาลกลูโคสไปเปน           
เอทานอล ไดแก S. cerevisiae, Shizosaccharomyces pombe, K. marxianus, K. fragilis, 
Zymomonas mobilis และ C. thermocellum เปนตน สําหรับ S. cerevisiae นั้นเปนยีสตที่
สามารถผลิตเอทานอลไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุดชนิดหนึ่ง ขอดี คือ สามารถผลิตเอทานอล
ไดสูง ทนตอสภาวะแวดลอมตางๆ ที่ไมเหมาะสมไดดีกวายีสตชนิดอ่ืนๆ และมีความทนตอ          
เอทานอลสูงกวาแบคทีเรีย ดังนั้นการผลิตเอทานอลสวนใหญจึงใชยีสต S. cerevisiae สวน
จุลินทรียที่สามารถเปล่ียนน้ําตาลไซโลสไปเปนเอทานอล ไดแก P. stipitis, Candida shehatae 
และ Pachysolen tannophilus เปนตน (Hahn-Hägerdal และคณะ, 1994) โดย P. stipitis ไดมี
การนํามาใชในอุตสาหกรรมมากเพราะสามารถหมักน้ําตาลไซโลสไดอยางรวดเร็ว ทําใหไดปริมาณ
เอทานอลสูงและไมเกิดเปนไซลิทอล (Dominguez, 1993) 
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ในทางทฤษฎียีสตสามารถเปล่ียนน้ําตาลกลูโคสและไซโลสไปเปนเอทานอลได 51.1 
เปอรเซ็นต และคารบอนไดออกไซด 48.9 เปอรเซ็นต ดงัสมการ 

 
C6H12O6                                         2 C2H5OH    +    2 CO2 
180 กรัม                                           2 × 46 กรัม     2 × 44 กรัม 
                                      (51.1 เปอรเซ็นต)  (48.9 เปอรเซ็นต) 
 
3 C5H10O5                                      5 C2H5OH      +        5 CO2 
3×150 กรัม                              5 × 46 กรัม         5 × 44 กรัม 
                                      (51.1 เปอรเซ็นต)     (48.9 เปอรเซ็นต) 
 
แตในทางปฏิบัตินั้นจะไดเอทานอลอยูในชวงไมเกิน 90 - 95 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่

ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี เนื่องจากยีสตจะนําน้ําตาลบางสวนไปใชเพื่อการเจริญเติบโต
และเปล่ียนเปนผลผลิตพลอยไดอ่ืนๆทําใหเอทานอลที่ไดมีคาต่ํากวาผลผลิตทางทฤษฎีเสมอ โดย
ในการหมักน้ํ าตาลดวยยีสตจะไดผลิตภัณฑตางๆ ดั งนี้  เอทานอล 48.4 เปอร เซ็น ต
คารบอนไดออกไซด 46.5 เปอรเซ็นต อะซิทัลดีไฮด 0 - 0.03 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก 0.05 - 0.25 
เปอรเซ็นต กลีเซอรอล 2.5 - 3.6 เปอรเซ็นต กรดแลกติก 0 - 0.2 เปอรเซ็นต กรดซักซินิก 0.5 - 0.77 
เปอรเซ็นต ฟูเซลออยล 0.25 - 0.5 เปอรเซ็นต และเฟอรฟูรัลจํานวนเล็กนอย (Paturau, 1969)  

ในกระบวนการผลิตเอทานอลโดยใชเอนไซมสามารถทําไดหลายวิธีไดแก 
(1) กระบวนการยอยสลายและหมักแบบไมตอเนื่อง (separate hydrolysis and 

fermentation: SHF) เปนกระบวนการที่มีการแยกข้ันตอนการยอยสลายดวยเอนไซมและการหมัก
ออกจากกัน เปนการยอยสลายเซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมเพื่อใหไดน้ําตาลเฮกโซส
และน้ําตาลเพนโตสตามลําดับ แลวคอยนําเขาสูกระบวนการหมักตอไป ซึ่งอาจเปนการหมักแบบ
แยกกันหรือหมักแบบรวมกันก็ได ดังตัวอยางข้ันตอนที่แสดงในภาพที่ 2.17 ขอดีของกระบวนการนี้ 
คือ การยอยสลายและการหมักสามารถเกิดไดในสภาวะที่เหมาะสมของแตละกระบวนการ         
แตขอเสีย คือ เซลลูเลสจะถูกยับยั้งไดดวยกลูโคสและเซลโลไบโลสซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เกิดข้ึน 
(Hahn-Hägerdal และคณะ, 2006) 
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วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

การปรับสภาพ 
)การยอยสลายเฮมิเซลลูโลส(  

เซลลูโลส 

น้ําตาลเพนโตส 

การหมัก 

น้ําตาลเฮกโซส 

การยอยสลายดวยเอนไซม 

เอทานอล 

การผลิตเซลลูเลส 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
ภาพที่ 2.17 กระบวนการ SHF 

 
Gupta และคณะ (2009) ไดศึกษาการใช Prosopis juliflora หรือ Mesquite ซึ่งเปนไม

พุมผลัดใบ มีหนาม อายุหลายป มาเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลดวยกระบวนการ 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 เปนเวลา 60 นาที แลวกําจัดสารพิษที่เกิดข้ึนในสวนไฮโดรไลเสตดวย
แคลเซียมไฮดรอกไซด สวนของแข็งที่เหลือซึ่งเปนเซลลูโลสจะนําไปกําจัดลิกนินดวยโซเดียมซลัไฟต
และโซเดียมคลอไรต แลวนําไปยอยสลายดวยเอนไซมทางการคา 2 ชนิด คือ เซลลูเลสที่ผลิตจาก
เชื้อรา T. reesei (ATCC26921) ซึ่งมีแอกทิวิตีเปน 6.5 FPU/มิลลิกรัมของเอนไซม และเบตา-กลูโค
ซิเดส (Novozyme188) ที่ผลิตจาก A. niger ซึ่งมีแอกทิวิตีเปน 250 ยูนิต/กรัมของเอนไซม จากนั้น
นําไฮโดรไลเสตที่ไดจากการยอยดวยกรดซึ่งมีปริมาณน้ําตาลเปน 18.24 กรัม/ลิตร ไปหมักโดยใช     
P. stipitis เปนเวลา 24 ชั่วโมง และไฮโดรไลเสตที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมซึ่งมีปริมาณน้ําตาล
เปน 37.47 กรัม/ลิตร ไปหมักโดยใช S. cerevisiae เปนเวลา 16 ชั่วโมง พบวาสามารถผลิต        
เอทานอลได 7.13 และ 18.52 กรัม/ลิตรหรือคิดเปน 0.39 และ 0.49 กรัม/กรัมของน้ําตาล 
ตามลําดับ 
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วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส 

การปรับสภาพ 
)การยอยสลายเฮมิเซลลูโลส(  

เซลลูโลส 

น้ําตาลเพนโตส การหมัก 

การยอยสลายดวยเอนไซม 
และการหมักน้ําตาลเฮกโซส 

เอทานอล 

การผลิตเซลลูเลส 

(2) กระบวนการยอยสลายและหมักแบบตอเนื่อง (simultaneous saccharification 
and fermentation: SSF) ซึ่งเปนกระบวนการที่รวมเอาการยอยสลายดวยเอนไซมกับการหมัก
น้ําตาลกลูโคสเขาไวดวยกัน สามารถเปล่ียนน้ําตาลไปเปนเอทานอลไดอยางตอเนื่อง ทําใหลดการ
สะสมของน้ําตาลซึ่งยบัยั้งการทํางานของเอนไซมไดจึงมีผลผลิตของเอทานอลสูงกวากระบวนการ
SHF (Wyman และคณะ, 1992) ตัวอยางกระบวนการ SSF แสดงในภาพที่ 2.18 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.18 กระบวนการ SSF 

 
 Chang และคณะ (2001) ไดนําหญาสวิตชคอรนสโตเวอรและไมปอพลารที่ผานการปรับ
สภาพดวยปูนขาวมาใชในกระบวนการ SSF ที่มีการยอยสลายดวยเซลลูเลสทางการคา 
(Spezyme-CP) ซึ่งมีแอคติวิตี 59 FPU/มิลลิลิตร รวมกับการหมักโดยใช S. cerevisiae พบวาได
ปริมาณเอทานอลเปน 72, 62 และ 73 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี
ตามลําดับ  

Linde และคณะ (2008) ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากฟางขาวสาลีที่ผานการปรับ
สภาพดวยวิธี steam explosion โดยมีการเติมกรดซัลฟวริกเจือจางลงไป ในการหมักดวย
กระบวนการ SSF จะใช เอนไซมทางการคาคือ Cellucalst 1.5 ลิตร ( เซลลูเลส) และ 
Novozyme188 (เบตา-กลูโคซิเดส) ในการยอยสลายรวมกับการหมักโดยใช S. cerevisiae พบวา
ไดผลผลิตเปน เอทานอล 13.2 กรัมตอฟางขาวสาลี 100 กรัม หรือคิดเปน 67 เปอรเซ็นตของ       
เอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 
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( 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) เปนกระบวนการที่พัฒนามาจาก SSF แต
แตกตางกันตรงที่ไดรวมเอาการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดวยเอนไซมกับการหมัก
น้ําตาลเฮกโซสและเพนโตสเขาไวดวยกัน ดังแสดงในภาพที่ 2.19 

 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.19 กระบวนการ SSCF 

 
 Wayman และคณะ (1987) ไดศึกษาการหมักเอทานอลดวยกระบวนการ SSCF ที่
อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากไมเนื้อแข็ง คือ ตน aspen และไมเนื้อออน
จําพวกสน โดยใชเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสในการยอยสลายรวมกับการใช  P. stipitis และ
Brettanomyces clausennii ซึ่งเปนยีสตที่สามารถใชน้ําตาลกลูโคสและเซลโลไบโอสได พบวา ได
ปริมาณเอทานอลเปน 369 และ 360 ลิตรตอตันของวัตถุดิบที่ใชหรือคิดเปน 76 และ 75 เปอรเซ็นต
ของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 

Kim และ Lee (2005) ไดศึกษาการหมักเอทานอลจากคอรนสโตเวอร โดยใชการปรับ
สภาพดวยวิธี soaking in aqueous ammonia (SAA) แลวนําไปเขาสูกระบวนการ SSCF โดยใช
เอนไซมทางการคาในการยอยสลายกลูแคนและไซแลน คือ เซลลูเลส (Spezyme-CP) ซึ่งมีแอกทิวิ
ตีของไซลาเนสอยูดวย และเบตา-กลูโคซิเดส (Novozyme188) รวมกับการใช recombinant      
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E. coli (KO11) ที่มีความสามารถในการหมักทั้งน้ําตาลกลูโคสและไซโลสผลที่ไดพบวา ไดปริมาณ   
เอทานอลเปน 77 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 

 
(4) กระบวนการเปล่ียนวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสไปเปนเอทานอลดวยจุลินทรีย

โดยตรง (consolidated bioprocessing: CBP หรือเรียกวา direct microbial conversion: DMC) 
เชน การใช C. thermocellum ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถทั้งในการผลิตเอนไซมเพื่อยอย
สลายวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลและนําน้ําตาลไปหมักเปนเอทานอลได ดังแสดง
ข้ันตอนในภาพที่ 2.20 

 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
  
  ภาพที่ 2.20 กระบวนการ CBP หรือ DMC 
 
 เม่ือเปรียบเทียบขอดีและขอเสียของกระบวนการผลิตเอทานอลทั้ง 4 วิธ ีจะสรุปไดดัง
แสดงในตารางที่ 2.12 
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ตารางที่ 2.12 ขอดีและขอเสียของกระบวนการ SHF, SSF และ CBP 
กระบวนการ ขอด ี ขอเสีย 
     SHF 

 
 
 
 
 
 

SSF 
 
 
 
 
 
 
 
 

CBP 

1.  การยอยสลายและการหมักเกิดข้ึน
แยกกันจึงสามารถทําใหเกิดสภาวะที่
เหมาะสมของแตละกระบวนการได 
โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ
ยอยสลายดวยเอนไซม คือ 40-50 
องศาเซลเซียส แตการหมัก คือ 30 
องศาเซลเซียส 

1.  การยอยสลายและการหมักเกิดข้ึนได
อยางตอเนื่องในถังปฏิกรณเดียวกัน 

2. ไมเกิด product inhibition ทําให
อัตราการยอยสลายเพิ่มข้ึน เนื่องจาก
เชื้อที่ใชในการหมักนําน้ําตาลที่ได
จากการยอยสลายไปใชไดทันที 

3.  ใชเอนไซมปริมาณนอยกวา SHF 
4.  ไดปริมาณเอทานอลสูง 
5.  ใชระยะเวลาส้ันกวา SHF 
1.  ใชถังปฏิกรณเพียงใบเดียว 
2.  ไมตองมีข้ันตอนการผลิตเอนไซม 

เนื่ อ งจ าก เชื้ อที่ ใ ช สามารถ ผลิต
เอนไซมไดอยูแลว 

1. เม่ือมีกลูโคสและเซลโลไบโอสสะสม
อยูในระบบ จะไปยับยั้งการทํางาน
เซลลูเลส (product inhibition) ทํา
ใหอัตราการยอยสลายลดลง 

2.  กระบวนการใชระยะเวลานาน 
3.  ใชถังปฏิกรณหลายใบ 
 
1. สภาวะที่ เหมาะสมของการยอย

สลายและการหมักมีความแตกตาง
กัน 

2.  เอทานอลอาจยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมได 

 
 
 
 
1.  ไดปริมาณเอทานอลต่ํา เนื่องจาก

เกิดผลพลอยไดชนิดอ่ืนมากกวา
เชน กรดอะซิติก และกรดแลกติก 

2.  เชื้อที่ใชมีความทนตอเอทานอลต่ํา 
 
2.5.4 การผลิตเอทานอลจากฟางขาว 
ฟางขาวเปนผลิตผลพลอยไดทางการเกษตรที่มีมากในประเทศไทยซึ่งองคประกอบของ

ฟางขาวจะมีองคประกอบที่เปนเซลลูโลส 39 เปอรเซ็น เฮมิเซลลูโลส 27 เปอรเซ็นและลิกนิน12 
เปอรเซ็น  (Kaurและคณะ, 1997) ซึ่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเม่ือผานการยอยสลายดวยดาง
หรือเอนไซมแลวจะไดน้ําตาลที่สามารถนํามาหมักดวยจุลินทรียแลวใหผลผลิตเปนเอทานอลได 

Yoswathana และคณะ (2010) ไดทําการศึกษากระบวนการหมักเอทานอล โดยใช
วิธีการปรับสภาพวัตถุดิบดวยกรดที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาทีและยอยสลาย
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ดวยเอนไซมรวมกับการหมักดวย S. cerevisiae ซึ่งผลการทดลองพบวา สามารถเปล่ียนวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสเปนน้ําตาลได 55-65 เปอรเซ็นต และมีเอทานอลเกิดข้ึนในวันที่ 3 ของการ
หมัก สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงสุดเทากับ 1.69 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ที่ระยะเวลาการ
หมัก 6 วัน นอกจากนี้ยังมีนักวิจัยหลายทานที่ศึกษาวิธีการปรับสภาพฟางขาวที่เหมาะสมเพื่อใหได
ปริมาณน้ําตาลมากข้ึน 

Chadha และคณะ (1995) ไดศึกษาวิธีการปรับสภาพฟางขาวโดยใชวิธีการ 
physicochemical pretreatment ซึ่งใชสารประกอบ oxidizing agent, peracetic acid, alkali-
peroxide และ manganese-peroxide ในการทดลอง พบวา วิธีการปรับสภาพโดยใช alkali-
peroxide มีประสิทธิภาพสูงในการเปล่ียนองคประกอบของฟางขาวไปเปนน้ําตาล เม่ือใชรวมกับ
การยอยสลายดวยเอนไซม โดยการศึกษาคร้ังนี้สามารถผลิตเอทานอลไดสูงที่ สุดเทากับ            
2.9 เปอรเซ็นต (w/v) หลังจากทําการหมักเปนเวลา 72 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 
2.5.5 ยีสตทนรอน  

    การใชยีสตทนรอนในกระบวนการผลิตเอทานอลกําลังไดรับการศึกษาอยางกวางขวาง
เพราะยีสตทนรอนสามารถเจริญไดดีในกระบวนการหมักของประเทศในเขตรอน (Ueno และคณะ, 
2002) และการใชยีสตทนรอนในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลนั้นจะสงผลถึงตนทุนการผลิต
เนื่องจากกระบวนการผลิตเอทานอลในปจจุบันจําเปนตองใชกระบวนการหลอเย็นเพื่อใหยีสต
สามารถเจริญเติบโตได ซึ่งคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นมีตนทุนสูง ดังนั้นการใชยีสตทนรอน
ในกระบวนการผลิตสามารถลดคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นและกระบวนการกล่ันลงได   
(Sree และคณะ, 1999) การนํายีสตที่ไมมีความสามารถในการทนรอนมาใชในกระบวนการหมัก
ซึ่งมีอุณหภูมิสูงนั้นเปนเร่ืองที่ทําไดยาก เพราะอุณหภูมิสูงจะมีผลไปยับยั้งการเจริญของยีสต 
(Anderson และคณะ, 1986) เนื่องจากยีสตสวนใหญจะเจริญไดดีที่ อุณหภูมิระหวาง                
28-38 องศาเซลเซียส ดังนั้นกระบวนการผลิตเอทานอลในถังหมักสวนใหญจะใชอุณหภูมิระหวาง 
30-35 องศาเซลเซียส ซึ่งจากการศึกษาของ Anderson  และคณะ (1986) พบวายีสตทนรอน
สามารถเพิ่มผลผลิตของเอทานอลไดมากกวา 6 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
 ยีสตทนรอนที่มีการศกึษาอยางกวางขวางคือ Kluyreromyces โดย Kurtzman และ Fell 
(1997) ไดศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Kluyreromyces spp.พบวามีลักษณะเซลลเปน 
รูปไข ทรงรี และทรงกระบอก ซึ่งแสดงดังภาพที่ 2.21 
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(ก)                                              (ข) 

            ภาพที่ 2.21 ลักษณะเซลลของยีสต (ก) Kluyveromyces marxianus (ข) K. lactis 
 
 จากการศึกษาของ Hacking และคณะ (1984) พบวา Kluyveromyces สามารถ
เจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิมากกวา 40 องศาเซลเซียส Banat และคณะ (1992) ทําการคัดกรองยีสต
สายพันธุ Kluyveromyces sp. และ K. Marxianus จากตัวอยางดินซึ่งเจริญเติบโตและเกิด
กระบวนการหมักไดที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส มีการรายงานวายีสตสายพันธุ K. marxianus 
IMB3 สามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสในอาหารที่มีกลูโคส เซลโลไบโอส 
(Barron และคณะ, 1994) ซูโครส (Flamingและคณะ, 1993) และ แลกโทส (Brady และคณะ, 
1994) และจากการศึกษาของ Brady และคณะในป 1994 พบวาเม่ือ K. marxianus IMB3 เจริญ
ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดที่ 
8.5 กรัมตอลิตร ซึ่งคิดเปน 83 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี 
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บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ 
 

กระดาษกรองเบอร 1                (Whatman, England)  
กระบอกฉีดยา (Syringe, 3 มิลลิลิตร และ 5 มิลลิลิตร)                  (Nipro, Thailand) 
กลองจุลทรรศน (microscope) รุน CH30RF200                              (Olympus, Japan) 
เข็มฉีดยา (Needle, 18Gx1)         (Nipro, Thailand) 
ครูซิเบิลชนดิ sintered glass crucible                                            (ROBU, Germany) 
เคร่ือง Gas chromatography รุน GC-2010A                                (Shimadzu, Japan) 
เคร่ืองกวนสารใหความรอนแบบแทงแมเหล็ก (hotplate stirrer) 

รุน PC-420             (Corning, USA) 
เคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator)  

รุน VS-8480SFN                (Vision Sciencetific, Korea) 
เคร่ืองเขยาผสมสาร (vortex mixer)  

รุน KMC-1300V                            (Vision Sciencetific, Korea)  
เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง รุน BJ 1000C            (Precisa, Switzerland) 
เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนงรุน AG285                (Met t ler  Toledo,  USA) 
เคร่ืองดูดสุญญากาศ (suction pump) รุน DOA-V502-BN                       (GAST, USA)  
เคร่ืองปน (blender)                                                                      (Moulinex, France) 
เคร่ืองปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  

รุน Universal 32R       (Hettich, Germany) 
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิน้ํา (Waterbath)            (Memmert, Germany) 
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง 
(Microplate Spectrophotometer)                                  (ANTHOS Zenyth 200, USA) 
เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน PP-50                   (Sartorius, Germany) 
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เคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (microplate reader) 
รุน Zenyth 200 rt           (Anthos Labtec Instruments GmbH, Austria)  

เคร่ืองแกสโครมาโทกราฟฟ (Gas chromatography)     (GC-2010A Shimadzu, Japan) 
ตะแกรงรอน (test sieve) ขนาดรู 0.4 มิลลิเมตร         (โงวฮวดหยู, ประเทศไทย) 
ตูถายเชื้อ (laminar flow) รุน Clean model: BC                 (แลบเซอรวิส, ประเทศไทย) 
ตูบมเชื้อ (incubater)                                                                    (EHRET, Germany) 
ตูอบลมรอน (hot air oven)             (Memmert, Germany) 
เตาเผาเถา (muffle furnace)            (Fisher scientific, USA) 
ถังปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor)                              (Gibthai,Thailand) 
หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) รุน SA-500K                (Sturdy industrial, Taiwan) 
อางน้ําควบคุมความเย็น (cooling bath)                  (ชัชรียโฮลดิ้ง, ประเทศไทย) 

 อุปกรณรีฟลักซ              (เอ็น เค ซัพพลาย, ประเทศไทย) 
 
เคมีภัณฑ 
 

กรดซัลฟวริก (H2SO4)                                 (Labscan, Ireland) 
กรดไฮโดรคลอริก (HCl)        (Merck, Germany) 
กลาเชยีลอะซิตกิแอซิด (CH3COOH)          (BDH, England) 
กลูโคส (C6H12O6)                                     (Fisher scientific, UK)  
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)                            (Univar, Australia) 
แคลเซยีมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)     (Merck, Germany) 
โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O)      (Univar, Australia) 
ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)        (Scharlau, Spain)  
ซิตริกแอซิดโมโนไฮเดรต (C6H8O7.H2O)       (Univer, Australia) 
ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4)                   (Merck, Germany) 
ซิลเวอรไนเตรต (AgNO3)            (BDH, England)
เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด (CTAB)  

(C19H42BrN)                (Acros, USA) 
 เซลลูเลส            (Sigma Chemical, USA) 
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โซเดียมคลอไรด (NaCl)         (Univar, Australia) 
โซเดียมคารบอเนต )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) 
เทอรเชียรีบิวทิลแอลกอฮอล ((CH3)3COH)      (Carlo Erba, Italy)  
เปปโตน (peptone from casein)         (Scharlau, Spain) 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)       (Merck, Germany)
โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (C4H4KNaO6.4 H2O )                (Univar, Australia) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                 (Univar, Australia)
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต (KMnO4)       (Univar, Australia) 
โพแทสเซียมอะซิเทต (CH3COOK)       (Univar, Australia)  

 1-โพรพานอล (C3H7OH)                                (Carlo Erba, Italy) 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)      (Univar, Australia) 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)      (Univar, Australia) 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4.H2O)       (Univar, Australia) 
วุนผง (agar)             (วุนบริสุทธิ์, 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 เปอรเซน็ต (C2H5OH)              (องคการสุรา กรมสรรพสามิต, ประเทศไทย) 
เอทานอล 99.9 เปอรเซ็นต (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) 
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2)              (Fisher scientific, UK) 
  

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 ตัวอยางท่ีใชในงานวิจัย 
 เก็บตัวอยางทราย ตัวอยางดนิ ตัวอยางกากออย และตัวอยางน้ําขาวฟาง จากจังหวัด
ชลบุรี กาญจนบุรี และนครราชสีมา ตามลําดบั จํานวนทั้งส้ิน 15 ตัวอยาง โดยเก็บตัวอยางใส
ถุงพลาสติกที่สะอาด ดังนี ้

1. ตัวอยางทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี ทําการเก็บตัวอยางจากชายหาดของ
เกาะซึ่งขุดลึกลงไป 10 เซนติเมตรในบริเวณที่ตางกัน 8 จุด 

2. ตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี ทําการเก็บตัวอยางดินซึ่งขุดลึกลงไป 
10 เซนติเมตรในบริเวณที่ตางกัน 3 จุด 

3. กากออยจากโรงงานน้ําตาลครบุรี จังหวัดนครราชสีมา โดยทําการเก็บตัวอยางจาก
กองกากออยที่เหลือจากการหีบน้ําออกและเก็บไวเปน เวลานานไมเกิน 3 เดือนทําการ
เก็บตัวอยางกากออยซึ่งขุดลึกลงไป 10 เซนติเมตรจํานวนทั้งส้ิน 3 ตัวอยาง 

4. น้ําขาวฟางหวานสายพันธุ KKU40 จากศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาต ิ
(ไรสุวรรณ) จังหวัดนครราชสีมาโดยทําการเก็บตัวอยางน้ําขาวฟางคั้นสด 

เก็บตัวอยางที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสทั้งนี้เพื่อรักษาคุณภาพของตัวอยาง 
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3.2 คัดกรองยีสตทนรอนท่ีมีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิต  
เอทานอล 

  3.2.1 คัดกรองยีสตท้ังหมด 
  คัดกรองยีสตโดยชั่งตัวอยางแตละตัวอยางมา 10 กรัม ใสลงในสารละลาย
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 เปอร เซ็นตโดยมวล/ปริมาตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร               
90 มิลลิลิตร เขยาผสมใหเขากัน ทํา serial dilutions จากนั้นปเปตความเจือจางที่เหมาะสมมา        
0.1 มิลลิลิตร เกล่ียทั่วผิวหนาอาหาร  yeast extract-malt extract (YM) agar (Laplace และคณะ
, 1993) (ภาคผนวก ก) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการ
คัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหาร มาเข่ียบนอาหารชนิดเดิม เพื่อแยกใหเปนเชื้อบริสุทธิ์ 
 

3.2.2 คัดกรองยีสตท่ีมีความสามารถในการใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล         
3.2.2.1 การเตรียมหัวเช้ือ (inoculum) สําหรับเลี้ยงกลาเช้ือ (starter culture) 
นํายีสตที่คัดกรองไดจากขอ 3.2.1 เล้ียงใน YM mediumนําไปบมในสภาวะเขยาที่

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ถายเชื้อลงใน
สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 เปอรเซ็นตโดยมวล/ปริมาตร นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.4  

 
  3.2.2.2 การคัดกรองยีสตท่ีมีความสามารถในการใชไซโลส 

ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส 
(xylose medium) (ภาคผนวก ก) บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ    
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อวัดการ
เจริญเติบโตดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร  
 3.2.3 คัดกรองยีสตทนรอน 

ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลสนําไป
บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50 และ 55 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อวัดการ
เจริญเติบโต ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
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3.3  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 
ใชอาหารไซโลสซึ่งปรับคาความเปนกรดดางของอาหารใหเทากับ 5.5 ในการทดสอบ

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน โดยถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความ
เขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส นําไปบมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางปริมาตร            
5 มิลลิลิตร นําไปปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  
ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อ
นําไปหาปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1960) และตรวจหา
ปริมาณเอทานอลดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟฟ (Gas chromatography) รุน GC-2010A 
(Shimadzu, Japan) 

 
3.4 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน 

ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลสนําไปบมใน
สภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาเก็บตัวอยางที่ไดปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อวัดการเจริญเติบโต ดวย
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เก็บตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
นําไปปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ที่ความเร็ว
รอบ 9,000 รอบตอนาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อนําไปหา
ปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) และตรวจหาปริมาณเอทานอลดวย
เคร่ืองแกสโครมาโทกราฟฟ (Gas chromatography)  
 
3.5 ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักดวยยีสตทนรอนท่ีคัดกรองไดในถังปฏิกรณ
ชีวภาพขนาด 5 ลิตรโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดบิในการผลิต 
 3.5.1 ตัวอยางฟางขาวท่ีใชในงานวิจัย 
   3.5.1.1 การเก็บตัวอยาง 

  เก็บตัวอยางฟางขาวจากจังหวัดสุรินทร นําตัวอยางฟางขาว ที่ไดมาลางใหสะอาด และ
นําไปปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพตอไป 
 

   3.5.1.2 การปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพ  
นําฟางขาวไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน จากนั้นตัด

ใหมีขนาดเล็กลง บดดวยเคร่ืองปนและเคร่ืองบดละเอียดตามลําดับ แลวนําไปรอนผานตะแกรง
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รอนที่มีรูขนาด 0.4 มิลลิเมตร จนไดเปนผงออกมาซึ่งจะนําไปใช ในการทดลองตอไป สําหรับสวนที่
อยูบนตะแกรงรอนจะนําไปใชในการวิเคราะหหาองคประกอบของชีวมวลพืชลักษณะของฟางขาวที่
ผานการการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพแลวแสดงดังภาพที่ 3.1 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                      (ข) 

 ภาพที่ 3.1 ลักษณะฟางขาวที่ผานการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพ 
(ก) ฟางขาวที่นําไปใชในกระบวนการหมัก 
(ข) ฟางขาวนําไปใชในการวิเคราะหหาองคประกอบของชีวมวลพชื 

      3.5.1.3 การปรับสภาพวตัถุดิบดวยวธิีทางเคมี  
นําฟางขาวที่ผานการปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพในขอ 3.5.1.2 จนไดเปนผง 

มาปริมาณ 0.6 กรัม ใสลงไปในฟลาสกขนาด 200 มิลลิลิตร ทําการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทาง
เคมีโดยใชวิธี alkaline peroxide pretreatment (Saha และ Cotta, 2007) โดยเติมอัลคาไลนเพอร
ออกไซด pH 11.5 ลงไปในฟลาสกการเตรียมเติมอัลคาไลนเพอรออกไซดสําหรับเติมใน 1 ฟลาสก
จะใชไฮโดรเจนเพอรออกไซด 7.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (ภาคผนวก ข) ปริมาณ 4 มิลลิลิตร      
(15 เปอรเซ็นตโดยมวลของพืชที่ใช/ปริมาตรของไฮโดรเจนเพอรออกไซด) แลวปรับ pH ใหเปน 
11.5ดวย โซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.5 โมลาร (ภาคผนวก ข) จากนั้นนําไปบมในเคร่ือง
เขยาแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 35 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลว
ปรับ pH เปน 5.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนกอนนําไปยอยสลายดวยเอนไซมตอไป  

   3.5.1.4 การยอยสลายดวยเอนไซม  
เติมเซลลู เลสจํานวน 18 ยูนิต  (คิด เปน  30 ยูนิต /ก รัมของวัตถุดิบ )                       

ไซลาเนสจํานวน 10.8 ยูนิต (คิดเปน 18 ยูนิต/กรัมของวัตถุดิบ) (ดัดแปลงมาจาก Saha และ 
Cotta, 2007) และสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 4.8 
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(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปในฟลาสกที่มี หญาและฟลาสกที่เปน ชุดควบคุมซึ่งผาน
การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีในขอ 3.5.1.3 นําไปบมในเคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 50 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง    

 
3.5.1.5 การวิเคราะหปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
  นําฟางขาวที่บดและรอนเอาสวนละเอียดออกไปแลวมาหาปริมาณองคประกอบ

ของ  ชีวมวลพืชตามวิธีของ Goering และ Van Soest (1970) ดังแสดงในภาคผนวก ค วิเคราะห
หาคาตางๆ คือ ปริมาณ neutral detergent fiber  (NDF) ปริมาณ acid detergent fiber  (ADF) 
ปริมาณ permanganate lignin (PML) และปริมาณเถา เพื่อนําไปคํานวณหา  ปริมาณเซลลูโลส    
เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่งเปนองคประกอบของชีวมวลพืช โดยหญาแตละชนิดจะวิเคราะห
ทั้งหมด 3 ซ้ํา ข้ันตอนการวิเคราะหโดยยอแสดงในภาพที่ 3.2 

 
ตัวอยางหญา 

 
 

สกัดดวยสารละลาย neutral detergent 
โปรตีนและส่ิงเจือปน 

สกัดดวยสารละลาย acid detergent 
                  เฮมิเซลลูโลส 

สกัดดวยสารละลาย combined permanganate 

ลิกนิน 
เผาเถา 

                  เซลลูโลส 
เถา 

 

   ภาพที่ 3.2 ข้ันตอนการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
 
    3.5.2  การผลิตเอทานอลในถังปฏกิรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

               3.5.2.1 จุลินทรียท่ีใชในการหมัก 
           จุลินทรียที่ใชในงานวิจัยมียีสต 2 ชนิด คือ  
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         (1) P. stipitis CBS 5773 ไดรับมาจาก Centraalbureau voor     
               Schimmelcultures (CBS) ประเทศเนเธอรแลนด 
          (2) ยีสตทนรอนที่ไดจากการคัดกรองในงานวิจัยนี้ 

  
3.5.2.2 การเก็บรักษาเช้ือ 

ถายเชื้อโดยใชลูปเข่ียเชื้อมาลากลงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant) สูตร YMA    
(Laplace และคณะ, 1993) ดังแสดงในภาคผนวก ก นําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 วัน แลวนําไปเก็บไวที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยถายเชื้อลงบนอาหารใหม 
(subculture) ทุก 3 เดือน 

 
 3.5.2.3 การศึกษาอายุของกล า เ ช้ือ ท่ีเหมาะสมเพื่อใหได เ ช้ือท่ีมี

ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล 
                    1. การศึกษาการเจริญของเช้ือ P. stipitis 
  ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส 
บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเก็บตัวอยางทุกๆ
หนึ่งชั่วโมง เพื่อวัดการเจริญเติบโต ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)         
ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
  2. การศึกษาการเจริญของยีสตทนรอน 
  ถายหัวเชื้อยีสตที่ไดจากขอ 3.2.2.1ความเขมขน 5 เปอรเซ็นลงในอาหารไซโลส 
บมในสภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเก็บตัวอยางทุกๆ
หนึ่งชั่วโมง เพื่อวัดการเจริญเติบโต 
 

 3.5.2.4 การปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีกอนใชในกระบวนการ SSF 
นําฟางขาวที่บดเปนผงแลวมา 21 กรัม ใสลงในฟลาสกขนาด 2 ลิตรทําการปรับ

สภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีตามขอ 3.5.1.3 ปรับ pH เปน 5.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนกอน
นําไปใชในการหมักตอไป 
 

3.5.2.5 การเตมิสารอาหารท่ีจําเปนสาํหรับการเจริญเตบิโตของยีสต 
 เทฟางขาวที่ผานการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีในขอ 3.5.1.3 ลงในถัง

ปฏิกรณชีวภาพ เติมสารอาหารลงไปโดยเติมสารสกัดจากยีสตปริมาณ 6 กรัมสารสกัดจากมอลต
ปริมาณ 6 กรัมและแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 10 กรัม โดยละลายในสารละลายโซเดียมซิเทรต
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บัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 5.0 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (คิดเปน            
5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,800 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน ปดฝาถังปฏิกรณ
ชีวภาพใหสนิท นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15นาที 
 

3.5.2.6 การเตรียมเอนไซม 
   ใชเซลลูเลสและไซลาเนสทางการคา คือ Sigma C2730 และFluca 95595 

ตามลําดับโดยเซลลูเลสมีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 82 ยูนิตตอมิลลิลิตร และไซลาแนสมีกิจกรรม
ของเอนไซมเทากับ 296.36 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งวิธกีารหากิจกรรมของเอนไซมแสดงดังภาคผนวก 
ง นําเอนไซมแตละชนิดที่ไดมากรองผานชุดกรองสารเพื่อใหปลอดเชื้อ โดยใชเซลลูโลสอะซิเทตเมม
เบรนที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมครอน เปนตัวกรอง 
 

  3.5.2.7 การผลิตเอทานอลจากฟางขาวดวยกระบวนการ SSF 
   3.5.2.7.1 การเลี้ยงกลาเช้ือ  

เล้ียงกลาเชื้อ P. stipites และยีสตทนรอน โดยเล้ียงเชื้อตามอายุที่
เหมาะสมซึ่งไดจากขอ 3.5.2.3 จากนั้นถายกลาเชื้อชนิดละ 200 มิลลิลิตร (คิดเปน 10 เปอรเซ็นต
โดยปริมาตร) ลงในถังปฏิกรณชีวภาพที่ไดจากขอ 3.5.2.5 

   3.5.2.7.2 การเติมเอนไซม  
เติมเซลลูเลสและไซลาเนสที่ผานการกรองแลวปริมาณ 630 และ       

378 ยูนิต ตามลําดับ ลงไปในถังปฏิกรณชีวภาพ จากนั้นนําถังปฏิกรณชีวภาพไปตอกับจอควบคุม 
โดยตั้งคาใบพัดใหมีความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที ตั้งอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสสําหรับ      
P. stipitis และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสสําหรับยีสตทนรอน เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมงเปน
เวลา 8 วัน โดยถังปฏิกรณชีวภาพแสดงดังภาพที่ 3.3 
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ภาพที่ 3.3 ถังปฎิกรณชีวภาพที่ใชในการผลิตเอทานอล 
 

3.5.2.8 การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
  เก็บตัวอยางในขอ 3.5.2.7.2 มาวิเคราะห โดยปนเหว่ียงดวยความเร็ว 

9,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําสวนใสมาวัดปริมาณน้ําตาล
รีดิวซทั้งหมดโดยใชวิธี DNS method (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) นําตัวอยางที่ตองการหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสลงในแตละหลุมของไมโครเพลท เติม
สารละลาย DNS reagent ที่ใชสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร    
100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน สําหรับแบลงค คือ ใชน้ํากล่ันแทนสารตัวอยาง จากนั้นปดฝาไมโคร
เพลทแลวนําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่มีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาทําการเจือจางสารในไมโครเพลทดังกลาวกอนที่จะนําไปวัด โดยดูด
สารนั้นข้ึนมา 50 ไมโครลิตร นําไปใสไมโครเพลทอีกอัน เติมน้ํากล่ันปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไป
แลวผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยา
บนไมโครเพลทเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความ
เขมขนในชวง 0 - 2.0 กรัมตอลิตร ดังแสดงในภาคผนวก จ 
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 3.6 การวิเคราะหผลิตภัณฑท่ีเกดิจากกระบวนการหมัก 
ในกระบวนการหมัก ตัวอยางปริมาตร 3 มิลลิลิตร จะถูกเก็บที่แตละชวงเวลาของการหมัก

เพื่อนํามาทําการวิเคราะหหาปริมาณผลผลิตของเอทานอลที่เกิดข้ึนจากการหมักดวยเคร่ืองแกส
โครมาโทกราฟฟ  (GC-2010A Shimadzu, Japan) ดวยคอลัมน DB-WAX (Agilent 
Technologies, USA) อุณหภูมิคอลัมน หัวฉีด (Injector) และตัวตรวจจับ (Detector) เทากับ     
45, 250 และ 260 องศาเซลเซียส ตามลําดับ และใชแกสฮีเลียมเปนแกสตัวนํา (carrier gas) 
ผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑคํานวณออกมาเปนกรัมตอลิตร  

 
3.7 การบงช้ีสายพันธุยีสตทนรอน 
นํายีสตทนรอนที่สามารถคัดกรองไดทําการบงชี้สายพันธุตามหลักอนุกรมวิธานระดับ

โมเลกุลดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ D1/D2 ของ Large subunit (LSU) rDNA gene และ
นําไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank โดย Blast Homology Search 
Program for Nucleotide (BLASTn) และลําดับนิวคลีโอไทดของสายพันธุยีสตทนรอนมา
วิเคราะหคสามสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
GenBank โดย multiple alignment-program CLUSTAL_X version 1.81 (Thompson และคณะ
, 1997) สราง phylogenetic tree จาก evolutionary distance data ดวย 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 ตัวอยางท่ีใชในงานวิจัย 
 ทําการเก็บตัวอยางจากบริเวณตางๆ จํานวนทั้งส้ิน 15 ตัวอยาง โดยทําการเก็บตัวอยาง
ทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี จํานวน 8 ตัวอยาง ตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัด
กาญจนบุรี จํานวน 3 ตัวอยาง ตัวอยางกากออยจาก โรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัด
นครราชสีมา จํานวน 3 ตัวอยาง และตัวอยางน้ําขาวฟางหวานจากไรสุวรรณ อําเภอปากชอง 
จังหวัดนครราชสีมา จํานวน 1 ตัวอยาง โดยลักษณะของตัวอยางแตละชนิดแสดงดังภาพที่ 4.1 
 

 
 ภาพที่  4.1 ตัวอยางจากแหลงตางๆ  
 ก-ซ   : ตัวอยางทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบรีุ 
 ญ-ฐ  : ตัวอยางดินทีเ่ก็บมาจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 
 ฑ-ณ : ตัวอยางกากออยที่เก็บมาจากโรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัด 
            นครราชสีมา 
 ด      : ตัวอยางน้ําขาวฟางที่เก็บมาจากไรสุวรรณ อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา 
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 ตัวอยางที่ใชในงานวิจยันี้ จะเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชในการคัด
กรองยีสตตอไป 
 
4.2 การคัดกรองยสีตทนรอนท่ีมีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิต 
เอทานอล 
 การคัดกรองยีตสทนรอนจากตัวอยางทั้งหมด 15 ตัวอยาง โดยใชอาหารไซโลส ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด 73 ไอโซเลท โดยจํานวนของยีสตที่คัดกรองได
ทั้งหมดแสดงดังตารางที่ 4.1 ซึ่งลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผาน
ศูนยกลางของโคโลนีของยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 
จํานวน 8 ตัวอยางแสดงดังตารางที่ 4.2  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดังภาพที่ 4.2 
สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด 20 ไอโซเลท มี 12 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 
 
ตารางที่ 4.1 จํานวนยีสตทัง้ที่สามารถคดักรองไดจากตัวอยาง 

แหลงที่มา จํานวนยีสตทั้งหมด 

เกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 20 
เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 28 

โรงงานน้ําตาลครบุรี จงัหวัดนครราชสีมา 20 
ไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา 5 

รวม 73 
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ตารางที่ 4.2 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทรายจากเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี 

ไอโซเลท ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(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 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
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ภาพที่ 4.2 ลักษณะของยีสตทั้ง 20 ไอโซเลททีค่ัดกรองไดจากตัวอยางทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร 
จังหวัดชลบุรี 

 
ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของยีสต

ที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 3 ตัวอยางแสดงดังตารางที่ 
4.3  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดังภาพที่ 4.3 สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด         
28 ไอโซเลท มี 13 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 

 
ตารางที่ 4.3 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(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 
ไมเจริญ 
เจริญ 
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี (ตอ) 

 
 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(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 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางดินจากเขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี (ตอ) 

 
 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

WKA 3-38 0.2 circular flat smooth entire white ไมเจริญ 
 

 
ภาพที่ 4.3 ลักษณะของยีสตทั้ง 28 ไอโซเลททีค่ัดกรองไดจากตัวอยางดนิที่เก็บจากเขาวังเขมร 
จังหวัดกาญจนบุรี 
 

ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของยีสต
ที่คัดกรองไดจากตัวอยางกากออยจากโรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 
จํานวน 3 ตัวอยางแสดงดังตารางที่ 4.4  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดังภาพที่ 4.4 
สามารถคัดกรองยีสตไดทั้งหมด 20 ไอโซเลท มี 18 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 
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ตารางที่ 4.4 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางออยจากโรงงานน้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 

 
 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(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 

ไมเจริญ
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 

 
 
 
 



63 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.4 ลักษณะของยีสตทั้ง 20 ไอโซเลททีค่ัดกรองไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บจากโรงงาน
น้ําตาลครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 
 

ลักษณะรูปราง ระดบัความนนู ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของยีสต
ที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางจากไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา จํานวน 1 ตัวอยางแสดง
ดังตารางที่ 4.5  และลักษณะของยีสตที่คัดกรองไดแสดงดงัภาพที่ 4.5 สามารถคัดกรองยีสตได
ทั้งหมด 5 ไอโซเลท มี 2 ไอโซเลทสามารถเจริญไดในอาหารไซโลส 
 
ตารางที่ 4.5 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางจากไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา 

ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(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 

ไมเจริญ 
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ตารางที่ 4.5 ลักษณะรูปราง ระดับความนูน ผิวหนา ขอบ สีและเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของ
ยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางจากไรสุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา (ตอ) 

 
ไอโซเลท 

ลักษณะสัณฐานวิทยา การ
เจริญใน
อาหาร
ไซโลส 

เสนผาน
ศูนยกลาง 

รูปราง 
(Form) 

ระดับ 
ความนูน 

(Elevation) 

ลักษณะ
ผิวหนา 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

RWS 1-23 
RWS 1-27  

0.2 
0.1 

circular 
circular  

Flat 
convex  

rough 
 smooth  

entire 
entire  

white 
white  

ไมเจริญ 
เจริญ 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.5 ลักษณะของยีสตทั้ง 5 ไอโซเลทที่คัดกรองไดจากตัวอยางน้ําขาวฟางหวานทีเ่กบ็จากไร
สุวรรณ จังหวัดนครราชสีมา 
 

จากตัวอยางยีสตที่คัดกรองไดสามารถใชน้ําตาลไซโลสไดทั้งหมด 45 ไอโซเลท ลักษณะ
การเจริญของยีสตในอาหารไซโลสแสดงดังภาพที่ 4.6  และเม่ือทําการทดลองเพื่อคัดกรองยีตสที่
สามารถเจริญไดที่ อุณภูมิสูง พบวามียีสตทั้งหมด 25 ไอโซเลทที่สามารถเจริญไดอุณหภูมิ            
40 องศาเซลเซียส เปนยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทราย 7 ไอโซเลท และเปนยีสตที่คัดกรองได
จากตัวอยางกากออย 20 ไอโซเลท เม่ือทําการเล้ียงที่อุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส มียีสต
เจริญได 13 และ 9 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตารางที่ 4.6) 

 
ตารางที่ 4.6 การเจริญของยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ 

แหลงที่มา 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 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
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ตารางที่ 4.6 การเจริญของยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ (ตอ) 
แหลงที่มา 

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 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

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 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

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 

ไมเจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
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ตารางที่ 4.6 การเจริญของยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ (ตอ) 
แหลงที่มา 

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 

ไมเจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
เจริญ 

เจริญ 
ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 
เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไรสุวรรณ  
จังหวัดนครราชสีมา 

RWS 1-13  
RWS 1-27 

เจริญ 
เจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

ไมเจริญ 
ไมเจริญ 

 
 
 
 
 
 

(ก)          (ข)           (ค)                            (ง) 
   ภาพที่ 4.6 การเจริญของเชื้อที่เจริญในอาหารเหลวไซโลส  
   (ก) : ชุดควบคุม 
   (ข) : ตัวควบคุมบวก (positive control) (P. stipitis) 
   (ค) : ตัวอยาง 
   (ง) : ตัวควบคุมลบ (negative control) (S. cerevisiae) 
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การคัดกรองยีสตทนรอนจากตัวอยางทั้งหมด 15 ตัวอยาง พบวา ยีสตที่คัดกรองไดจาก
ตัวอยางทรายและตัวอยางกากออยสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง เนื่องจากอุณหภูมิของตัวอยาง
เปนปจจัยสําคัญที่ทําใหยีสตมีความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง ตัวอยางทรายที่ความลึก       
10 เซนติเมตรจะมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 25-34 องศาเซลเซียส ตัวอยางดินที่ความลึก 10 
เซนติเมตรจะมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 25-35 องศาเซลเซียส (ยุพาพร ทิพยจริยาอุดม, 2547) 
ตัวอยางกากออยที่ความลึก 10 เซนติเมตรจะมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส และ
ตัวอยางน้ําขาวฟางหวานที่หีบใหมจะมีอุณหภูมิเฉล่ีย 28-30 องศาเซลเซียส สอดคลองกับงานวิจัย
ของ อภิรดีศรีภิรมยรักษ (2549) ซึ่งทําการคัดกรองยีสตทนรอนจากตัวอยางหญาหมัก ตัวอยางแปง
จากโรงงานอุตสาหกรรม และตัวอยางจากบอน้ําพุรอน สามารถคัดกรองยีสตทนรอนได 1, 3 และ 
9 ไอโซเลท ตามลําดับ 
  
4.3 การทดสอบความสามารถในการผลติเอทานอลของยีสตทนรอน 
  
 ยีสตทนรอนที่สามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสข้ึนไปถูกเลือกมา
ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอล โดยเลือกยีสตทนรอนทั้งหมด 25 ไอโซเลท มาทดสอบ
ในอาหารไซโลสซึ่งมีความเขมขนของน้ําตาลไซโลส  20 กรัมตอลิตร เม่ือบมที่อุณหภูมิ 40, 45 และ 
50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วันเพื่อใหเกิดการหมักและผลิตเอทานอล พบวาจากยีสตทนรอน
ทั้งหมด 25 ไอโซเลท มีเพียง 7  ไอโซเลทสามารถใชไซโลสและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ           
มี 3 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียสและยีสตทั้งหมดไมสามารถ
ผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสแสดงดังตารางที่ 4.7 ยีสตทนรอนทั้ง 7 ไอโซเลทเปน
ยีสตที่สามารถแยกไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บมาจากโรงงานน้ําตาลครบุรี จังหวัดนครราชสีมา
ซึ่งแสดงดังตารางที่ 4.8 และภาพที่ 4.7 โดยยีสตทนรอนสามารถผลิตเอทานอลไดมากที่สุดที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 4.7 จํานวนยีสตทนรอนที่สามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิตางๆ 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

จํานวน 
ไอโซเลท 

จํานวน 
สามารถผลิตเอทานอล ไมสามารถผลิตเอทานอล 

40 
45 
50 

27 
13 
9  

7 
3 
0  

20 
10 
9  



68 
 

ตารางที่ 4.8 ปริมาณเอทานอลทีย่ีสตทนรอนผลิตไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส 

ไอโซเลท เอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลรีดิวซ 
(กรัมตอลิตร) 

น้ําตาลที่ใชไป 
(กรัมตอลิตร) 

กรัมของเอทานอล 
ตอกรัมของน้ําตาล 

ethanol yield  
(เปอรเซ็น) 

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 ปริมาณเอทานอลที่ยีสตทนรอนผลิตไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 
จากปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึนจากการหมักของทั้ง 7 ไอโซเลทเม่ือเปรียบเทียบกันระหวาง

ปริมาณเอทานอลเปนเปอรเซ็นตพบวาไอโซเลท SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดมากที่สุดจาก
แหลงคารบอนที่เปนน้ําตาลไซโลส 20 กรัมตอลิตร ลักษณะของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 
แสดงดังภาพที่ 4.8 
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(ก)                               (ข)          

  ภาพที่ 4.8 ลักษณะของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1  
(ก) บนผิวหนาอาหารแข็ง YM 
(ข) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา 

 
4.4 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยสีต
ทนรอน 
  การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิที่มีผลตอการเจริญของยีสตทนรอนสายพันธุ SKN 2-1 
ทําการทดลองในชวง อุณหภูมิระหวาง  35 – 55 องศาเซลเซียส ซึ่งผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 
4.9 ผลการศึกษาพบวาอุณหภูมิที่ยีสตทนรอนมีการเจริญเติบโตมากที่ สุด คือ อุณหภูมิ               
40 องศาเซลเซียสโดยดูจากคาความขุนที่ความยาวคล่ืน 600  นาโนเมตร และการเจริญเติบโตของ
ยีสตทนรอน จะลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะทําการศึกษาความสามารถในการ
ผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากปจจุบันการใชยีสตใน
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจะใชอุณหภูมิประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส (Laluce และคณะ, 
1987) ซึ่งเปนอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของยีสต จึงทําใหผลผลิตของเอทานอลที่
ไดมีปริมาณนอย และการใชยีสตทนรอนในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลนั้นจะสงผลถึงตนทุน
การผลิตเนื่องจากกระบวนการผลิตเอทานอลในปจจุบันจําเปนตองใชกระบวนการหลอเย็นเพื่อให
ยีสตสามารถเจริญเติบโตได ซึ่งคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นมีตนทุนสูง ดังนั้นการใชยีสตทน
รอนในกระบวนการผลิตสามารถลดคาใชจายในกระบวนการหลอเย็นและกระบวนการกล่ันได 
(Sree และคณะ, 1999) จากการศึกษาของ Anderson  และคณะ (1986) พบวายีสตทนรอน
สามารถเพิ่มผลผลิตของเอทานอลไดมากกวา 6 เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
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ภาพที่ 4.9 ผลกระทบของอุณหภูมที่มีผลตอการเจริญของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ซึ่งทําการ
ทดลองในอาหารไซโลส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 โดยทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลที่อุณหภูมิ 30, 35, 40, 45 และ            
50 องศาเซลเซียส พบวายีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงสุดที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและสามารถผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซียส สวนที่อุณหภูมิ 
30, 35 และ 50 องศาเซลเซียส ยีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 ไมสามารถผลิตเอทานอลได ซึ่งผลการ
ทดลองแสดงดังภาพที่ 4.10 
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ภาพที่ 4.10 ผลกระทบของอุณหภูมที่มีผลตอการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1  
 
 การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซ
เลท SKN 2-1 พบวายีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 
40 และ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการผลิตเอทานอลในภูมิอากาศของ
ประเทศในเขตรอน โดยสวนใหญการผลิตเอทานอลใชยีสตสายพันธุ  S. cerevisiae ใน
กระบวนการผลิต โดยยีสตสายพันธุ S. cerevisiae เปนยีสตที่ทนตอสภาวะแวดลอมตางๆไดดี แต
เปนสายพันธุที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง ถึงแมวาบางสายพันธุสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 40-42 
องศาเวลเซียส แตการหมักเอทานอลเกิดไดดีที่อุณหภูมิเพียง 33-35 องศสเซลเซียส (สาวิตรี       
ล่ิมทอง และคณะ, 2545) ซึ่งไมดีพอสําหรับการหมักเอทานอลในประเทศไทยที่อุณหภูมิสูงตลอดป 
โดยความรอนที่สูงนั้นนอกจากจะมาจากอุณหภูมิของสภาพอากาศรอนแลวในการหมักเอทานอล
เม่ือมีอัตราการหมักสูงจะมีความรอนเกิดข้ึนในอัตราที่สูงดวย การผลิตเอทานอลดวยยีสตสายพันธุ
ทั่วไปซึ่งมักเปนยีสตที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนความสามารถในการผลิตเอทา
นอลจะลดลง ดังนั้นการใชยีสตที่สามารถเจริญและผลิตเอทานอลไดดีที่อุณหภูมิสูงจะชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลสูงข้ึน และประโยชนของการใชยีสตที่ทนอุณหภูมิสูงสําหรับการ
ผลิตเอทานอลในอุตสาหกรรม คือ ลดการใชระบบหลอเย็น ซึ่งทําใหคาใชจายในสวนนี้ลดลงเปน
ผลใหตนทุนการผลิตโดยรวมลดลงดวย นอกจากนั้นการหมักในที่อุณหภูมิสูงยีสตจะมีอัตราการ
หมักสูง ทําใหสามารถผลิตเอทานอลไดเร็ว ยิ่งไปกวานั้นยังชวยลดปญหาการปะปนของจุลินทรีย
อ่ืนในระหวางการผลิตเอทานอล (Seki และคณะ, 1983; Limtong, 1987; Sree และคณะ, 1999) 
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4.5 การทดสอบความสามารถในการผลติเอทานอลของยีสตทนรอนในถังปฏิกรณชีวภาพ 
ขนาด 5 ลิตร  
 4.5.1 ตัวอยางฟางขาวท่ีใชในการทดลอง 
 ตัวอยางฟางขาวที่ใชในการทดลองจะผานการปรับสภาพวัตถุดวยวิธีทางกายภาพ และวิธี
ทางเคมีโดยใชอัลคาไลนเพอรออกไซดแลวยอยสลายดวยเซลลูเลสและไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อรา
T. reesei TISTR 3081 และหาองคประกอบของฟางขาวดวยวิธีของ Goering และ Van Soest 
(1970) ซึ่งองคประกอบของฟางขาวแสดงดังตารางที่ 4.9 และฟางขาวที่ผานการปรับสภาพ
วัตถุดิบดวยวิธีทางเคมีและยอยสลายดวยเอนไซมแลวแสดงดังภาพที่ 4.11 
 
ตารางที่ 4.9 ปริมาณองคประกอบของฟางขาว (เปอรเซน็ต) 

 ปริมาณองคประกอบของฟางขาว (เปอรเซ็นต) 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถา อ่ืนๆ 

ฟางขาว 37.67 ± 0.31 33.36 ± 1.96 4.12 ± 0.36 0.02 ± 0.01 25.40 ± 2.35 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
ภาพที่ 4.11 ลักษณะฟางขาวที่การปรับสภาพวัตถุดบิดวยวิธีทางเคมีและยอยสลายดวยเอนไซม
แลว 
 

การปรับสภาพฟางขาวดวยวิธทีางกาพภาพโดยการตัดและบดใหละเอียดจะทําใหฟางขาว
มีขนาดเล็กลงเปนการชวยเพิ่มพื้นที่ผิวในการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมตอไป ในงานวิจัยนี้ไดนํา
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ฟางขาวที่ผานการบดจากเคร่ืองบดละเอียดซึ่งยังมีทั้งสวนที่ละเอียดและหยาบปะปนกันมารอน
ผานตะแกรงรอนที่มีรูพรุนขนาด 0.4 มิลลิเมตร เพื่อใหไดผงฟางขาวที่มีขนาดเล็กและมีขนาด
สมํ่าเสมอกันเพื่อนําไปใชในการยอยสลายดวยเอนไซมตอไป สําหรับสวนที่คางอยูบนตะแกรงรอน
จะมีขนาดใหญกวาจึงนําไปใชในการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของฟางขาวตอไป 

การนําวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใชในกระบวนการที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
ดวยเอนไซมจะตองมีการปรับสภาพวัตถุดิบกอน (Cara และคณะ, 2006) วัตถุประสงคของการ
ปรับสภาพ คือ เพื่อที่จะเปล่ียนแปลงหรือกําจัดองคประกอบของโครงสรางพืชเพื่อเพิ่ม
ความสามารถในการยอยสลายดวยเอนไซมและเพิ่มผลผลิตของน้ําตาลที่ใชในการหมักซึ่งไดจาก
การยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสใหสูงข้ึน (Mosier และคณะ, 2005) งานวิจัยนี้ไดใช
วิธีการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกาพภาพตามดวยวิธีทางเคมี คือ บดใหฟางขาวกลายเปนผง
กอนแลวตามดวยการใชอัลคาไลนเพอรออกไซดวิธีนี้ไมทําใหเกิดเฟอรฟูรัลและไฮดรอกซีเมทิล
เฟอรฟูรัลข้ึนในระหวางการปรับสภาพ (Saha และ Cotta, 2007) ซึ่งสารทั้งสองตัวนี้มักเกิดข้ึนใน
กระบวนการที่มีการใชกรดปรับสภาพหรือใชกรดในการยอยสลาย จัดเปนตัวยับยั้งการเจริญเติบโต
ของยีสตที่ใชในการหมักเอทานอล (Purwadi, 2006) 

การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืชสามารถวิเคราะหไดหลายวิธีไดแกproximate 
analysis แตเนื่องจากในข้ันตอนของการวิเคราะหทําใหไดคาเยื่อใย (crude fiber) ผิดความเปน
จริงนอกจากนี้ยังไมสามารถแยกชนิดของเยื่อใยหรือองคประกอบของชีวมวลพืชไดจึงทําใหวิธีนี้ใช
ประโยชนไดนอยลง (สายัณหทัดศรี, 2540) ดังนั้นจึงไดใชวิธี detergent fiber analysis หรือ
forage fiber analysis แทนซึ่งพัฒนาโดย Goering และ Van Soest (1970) เพื่อใหสามารถแยก
ปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืชไดวิธีการวิเคราะหแบบนี้สามารถแบงองคประกอบของพืชได
เปน 2 สวนใหญๆคือสวนที่อยูภายในเซลล (cell content หรือneutral detergent soluble หรือ
NDS) เปนสวนสามารถละลายไดในสารละลายที่เปนกลาง (neutral detergent) ประกอบดวย
โปรตีนคารไฮเดรตเชนแปงและน้ําตาลไขมันกรดอินทรียตางๆสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน
วิตามินเพคตินและสารที่ละลายน้ําไดเปนตน (วารุณี พานิชผลและคณะ, 2537) อีกสวนหนึ่งคือ
สวนประกอบของผนังเซลล (cell wall constituents หรือneutral detergent fiber หรือ NDF) เปน
สวนที่ไมสามารถละลายไดในสารละลายneutral detergent ประกอบดวยเฮมิเซลลูโลสเซลลูโลส
ลิกนินและเถา (Lee และคณะ, 2007) โดย NDF ยังสามารถแบงออกไดเปนสวนที่ละลายไดใน
สารละลายที่เปนกรด (acid detergent) เรียกวาacid detergent soluble (ADS) คือเฮมิเซลลูโลส
และสวนที่ไมสามารถละลายไดในสารละลายacid detergent เรียกวา acid detergent fiber 
(ADF) ไดแกเซลลูโลสลิกนินและเถาดังนั้นในการวิเคราะหองคประกอบของชีวมวลพืชจึงไดใช
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สารละลายneutral detergent ในการสกัดกอนเพื่อสกัดเอาสวน NDS จากพืชออกไปจึงเหลือสวน
ที่เปน NDF (เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนินและเถา) เอาไวในการสกัดคร้ังตอมาจึงใชสารละลาย
acid detergent เพื่อสกัดเอาเฮมิเซลลูโลสออกไปจึงเหลือสวนที่เปน ADF (เซลลูโลส ลิกนินและ
เถา) เอาไวดังนั้นจึงหาปริมาณของเฮมิเซลลูโลสไดจากผลตางของปริมาณ NDF และ ADF จากนั้น
จึงใชสารละลาย combined permanganate ในการสกัดเอาลิกนินออกไปจึงเหลือสวนที่เปน PML 
(permanganate lignin) ที่ประกอบดวยเซลลูโลสและเถาดังนั้นจึงหาปริมาณของลิกนินไดจาก
ผลตางของปริมาณ ADF และ PML ข้ันตอนสุดทายเม่ือนําไปเผาจึงเหลือเฉพาะสวนของเถาทําให
หาปริมาณของเซลลูโลสไดจากผลตางของปริมาณ PML และเถาสวนของเถาที่เหลือนั้นจะเปน
พวกสารประกอบอนินทรียและแรธาตุตางๆ ไดแกซิลิกาอะลูมิเนียมแคลเซียมแมกนีเซียม
โพแทสเซียมและโซเดียมเปนตน (Lee และคณะ, 2007) และปริมาณของสารอ่ืนๆที่พบ
นอกเหนือจากเซลลูโลสเฮมิเซลลูโลสลิกนินและเถาก็คือปริมาณ NDS นั่นเอง 
 จากการวิเคราะหปริมาณองคประกอบของฟางขาว พบวา มีปริมาณเซลลูโลสโดยเฉล่ีย 
37.67 เปอรเซ็นตมีปริมาณเฮมิเซลลูโลส 33.36 เปอรเซ็นตและมีปริมาณลิกนินโดยเฉล่ียในชวง
4.12 เปอรเซ็นต ซึ่งฟางขาวมีปริมาณรวมของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสคอนขางสูงดังนั้นในการ
หาคาปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดทางทฤษฎีจึงคิดจากปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่มีอยูใน
ฟางขาว เพื่อคํานวณปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึนจากการหมักฟางขาวหากมีการยอยสลาย
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสอยางสมบูรณและน้ําตาลที่ไดสามารถเปล่ียนเปนเอทานอลไดทั้งหมด 
สามารถคํานวณหาประมาณกลูโคสและไซโลส (ภาคผนวก ฉ) ได เทากับ 41.85 และ             
37.90 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังนั้นปริมาณเอทานอลที่ไดจากการคํานวณทางทฤษฏีเทากับ      
0.41 กรัมเอทานอลตอกรัมน้ําตาล (ภาคผนวก ฉ) 
 
 4.5.2 การผลิตเอทานอลในถังปฏิกรณชีวภาพ 

 จากการศึกษาอายุของกลาเชื้อที่เหมาะสมเพื่อใหไดเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการ
ผลิตเอทานอล พบวาเม่ือเล้ียง P. stipitis ในอาหารที่มีน้ําตาลไซโลสเปนแหลงคารบอนจะมีการ
เจริญดังภาพที่  4.12  โดยมีระยะแล็กที่เวลา 0 - 5 ชั่วโมง ระยะเอกซโพเนนเชียลที่เวลา                
5 - 12 ชั่วโมง และเขาสูระยะสเตชันนารีที่เวลา 12 ชั่วโมงเปนตนไป ซึ่งชวงเวลาที่เชื้อเขาสูระยะ
สเตชัน เชื้อจะมีการเจริญเติบโตนอย สวนยีสตทนรอนที่เล้ียงในอาหารที่มีน้ําตาลไซโลสเปนแหลง
คารบอนจะมีการเจริญดังภาพที่ 4.13  โดยไมเกิดระยะแล็กจึงเร่ิมระยะเอกซโพเนนเชียลที่เวลา    
0 - 24 ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงเชื้อมีการเจริญลดลง ดังนั้นอายุของกลาเชื้อ P. stipitis และ
ยีสตทนรอนไอโซเลท 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 
โดยมีแหลงคารบอนเปนน้ําตาลไซโลส 
 

 
ภาพที่ 4.13 การเจริญเติบโตของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ที่เวลา 0 - 65 ชั่วโมง ในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตร YMB โดยมีแหลงคารบอนเปนน้ําตาลไซโลส 
 

เ ม่ือนําฟางขาวที่ผานการปรับสภาพดวยอัลคาไลนเพอรออกไซดแลวหมักดวย
กระบวนการ SSF โดยใชยีสต 2 ชนิดคือ P. stipitis และยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 โดยเล้ียง
กลาเชื้อที่ระยะเวลาที่เหมาะสมดังกลาวเติมเอนไซม 2 ชนิดที่ผลิตจาก T. reesei TISTR 3081 คือ



76 
 

เซลลูเลสและไซลาเนสลงไปแลวหมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสสําหรับ P.stipitis และอุณหภูมิ 
40 และ 45 องศาเซลเซียส สําหรับยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 เปนเวลา 7 วันจะไดปริมาณ    
เอทานอลแสดงดังตารางที่ 4.10 ปริมาณการเกิดเอทานอลที่เวลาตางของ P.stipitis และ ยีสตทน
รอนไอโซเลท SKN 2-1 แสดงดังภาพที่ 4.14  
 
ตารางที่ 4.10 ปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึนในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

SKN 2-1 P. stipitis 
ปริมาณ 

เอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

กรัมเอทานอล
ตอกรัม
วัตถุดิบ 

Ethanol 
yield  

(เปอรเซ็น) 

ปริมาณ 
เอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 

กรัมเอทา
นอลตอกรัม

วัตถุดิบ 

Ethanol 
yield  

(เปอรเซ็น) 
35 
40 
45 

- 
0.66 
0.87 

- 
0.031 
0.041 

- 
7.67 
10.10 

0.44 
- 
- 

0.021 
- 
- 

5.11 
- 
- 

 
 

 
ภาพที่ 4.14 ปริมาณปริมาณเอทานอลทีเ่วลาตางๆ ของ P.stipitis และยีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 
 

การผลิตเอทานอลจากฟางขาวที่มีองคประกอบหลักเปนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส
จําเปนตองมีการยอยสลายองคประกอบดังกลาวเพื่อใหกลายเปนน้ําตาลกลูโคสและไซโลสซึ่งเปน
น้ําตาลที่จะไดจากการยอยสลายเปนสวนใหญ เพื่อที่จะนําน้ําตาลทั้งสองชนิดนี้มาหมักเปน        

SKN 2-1 ท่ี 45°C 
SKN 2-1 ท่ี 40°C 

P. stipitis ท่ี 35°C  
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เอทานอลและใชยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1  หมักที่อุณหภูมิ  40 และ 45 องศาเซลเซียส และ
ใช P.stipitis หมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซสเซียสเพื่อเปนตัวเปรียบเทียบ พบวาปริมาณเอทานอลสูง
ที่สุดที่ผลิตไดโดยยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 เทากับ 0.66 และ 0.87 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ  
40 และ 45 องศาเซลเซียส คิดเปน 7.67 และ 10.10 เปอรเซ็นตเอทานอลเม่ือเทียบกับกาคํานวณ
ทางทฤษฎี และปริมาณเอทานอลสูงที่สุดที่ผลิตไดโดย P. stipitis เทากับ 0.44 กรัมตอลิตร คิดเปน 
5.11 เปอรเซ็นตเอทานอลเม่ือเทียบกับกาคํานวณทางทฤษฎี เม่ือนําปริมาณเอทานอลที่ยีสตทน
รอนไอโซเลท 2-1 สามารถผลิตไดมาเปรียบเทียบกับปริมาณเอทานอลที่ P. stipitis พบวายีสตทน
รอนไอโซเลท SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดมากกวา P. stipitis คิดเปน 50.59 เปอรเซ็น       
ซึ่งสอดคลองกับจากการศึกษาของ Anderson และคณะ (1986) ไดทําการศึกษาผลกระทบของ
อุณหภูมิตอกระบวนการหมักเอทานอล โดยอุณหภูมที่ใชคือ 25, 39 และ 47 องศาเซลเซียส พบวา
การหมักที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส ยีสตจะมีการผลิตเอทานอลประมาณ 6 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนัก หลังจากทําการหมัก 24 ชั่วโมง และที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ยีสตจะผลิตเอทานอล
ประมาณ 7 เปอรเซ็นต หลังจากทําการหมัก 20 ชั่วโมง และที่ 25 องศาเซลเซียสเอทานอลจะถูก
ผลิตหลังจากทําการหมักไปแลว 60 ชั่วโมง  
 ในงานวิจัยที่มีการศึกษาการนํายีสตทนรอนมาใชในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยกระบวนการ SSF พบวา Boyle และคณะ (1997) ได
ทําการศึกษาการหมักฟางขาวบารเลยโดยใชยีสต K. marxinus IMB3 ในกระบวนการหมักแบบ 
SSF ซึ่งทําการหมักที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารที่มีฟางขาวบารเลยที่ปรับสภาพดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2, 4 และ 6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก สามารถผลิตเอทานอลได
สูงสุด 2, 3 และ 3.6 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งสามารถผลิตเอทานอลมีความเขมขน 20 กรัมตอ 
100 กรัมของวัตถุดิบ  
 การลดตนทุนการผลิตเอทานอลสามารถทําไดโดยการลดตนทุนของวัตถุดิบหรือเอนไซมที่
นํามาใช การใชวัตถุดิบที่มีการปรับปรุงทางพันธุกรรมเพื่อใหมีปริมาณคารโบไฮเดรตสูงรวมกับการ
พัฒนาในเร่ืองของการเปล่ียนวัตถุดิบใหเปนน้ําตาลจะสามารถลดตนทุนการผลิตเอทานอลได 
(Wooley และคณะ,1999) สวนการลดตนทุนของการผลิตเอนไซมนับไดวาเปนปจจัยที่สําคัญของ
การยอยสลายวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส การใชเทคนิคทางพันธุศาสตรในการโคลนยีน       
เซลลูเลสเขาสูแบคทีเรีย ยีสต และรา จะทําใหสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมและ
แอกทิวิตีไดสูงข้ึน (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้การพัฒนาสายพันธุยีสตใหมีประสิทธิภาพ
ดีข้ึน ไมวาจะเปนในเร่ืองของความสามารถในการใชน้ําตาลไดหลายชนิด การทนตอเอทานอลที่มี
ความเขมขนสูงๆ หรือความสามารถในการยอยสลายและหมักวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสไดใน
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คราวเดียวกัน ถือไดวาเปนส่ิงที่ควรจะทําตอไปในอนาคตหากตองการผลิตเอทานอลในระดับ
อุตสาหกรรมตอไป 
 
4.6 บงช้ีสายพันธุยีสตทนรอน 
 นํายีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ทําการบงชี้สายพันธุตามหลักอนุกรมวิธานระดับ
โมเลกุลดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ D1/D2 ของ Large subunit (LSU) rDNA gene และ
นําไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank โดย Blast Homology Search 
Program for Nucleotide (BLASTn) และลําดับนิวคลีโอไทดของสายพันธุยีสตทนรอนมา
วิเคราะหคสามสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
GenBank โดย multiple alignment-program CLUSTAL_X version 1.81 (Thompson และคณะ
, 1997) สราง phylogenetic tree จาก evolutionary distance data ดวย Kimura’s two-
parameter correction (Kimura, 1980) โดยใช neighbor-joining method (Saitou และ Nei, 
1987) ควมเชื่อม่ันประเมินจาก bootsrap analysis 1000 ซ้ํา พบวายีสตทนรอนไอโซเลท 2-1 
เหมือนกับยีสตสายพันธุ Ogataea polymorpha 99.83 เปอรเซ็นโดยมีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตาง
กันเพียง 1 ตําแหนง (ภาพที่ 4.15) 
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ภาพที่ 4.15 Phylogenetic tree สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดของ D1/D2 ของ large subunit 
rDNA gene แสดงตําแหนงของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 และสปชีสที่มีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนหรือใกลเคียงที่สุด 
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
การคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสจากตัวอยางทราย ตัวอยางดิน ตัวอยางกาก

ออย และตัวอยางน้ําขาวฟางจาก 3 จังหวัดในประเทศไทย จํานวนทั้งส้ิน 15 ตัวอยาง สามารถคัด
กรองยีสตทนรอนไดทั้งส้ิน 73 ไอโซเลท โดยมี 45 ไอโซเลท สามารถเจริญไดในอาหารไซโลส      
และ 25 ไอโซเลท เจริญไดที่อุณหภูมิสูง ซึ่งเปนยีสตที่คัดกรองไดจากตัวอยางทรายที่เก็บจากเกาะ
แสมสาร จังหวัดชลบุรี 7 ไอโซเลท และคัดกรองไดจากตัวอยางกากออยที่เก็บจากโรงงาน        
น้ําตาลครบุรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 18 ไอโซเลท นําทั้ง 25 ไอโซเลทไปทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอทานอลในอาหารไซโลส พบวา มี 7 ตัวอยางที่สามารถใชไซโลสใน
กระบวนการหมักเอทานอลได โดยไอโซเลท SKN 2-1 ที่คัดกรองไดจากตัวอยางกากออย สามารถ
ผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดเม่ือเทียบกับไอโซเลทอ่ืน 

การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน     
ไอโซเลท SKN 2-1 ที่อุณหภูมิ 35, 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบวายีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 เจริญและผลิตเอทานอลไดที่อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส 

การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอนไอโซเลท SKN 2-1 ใน   
ถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ที่ อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส โดยใชฟางขาวที่มี
องคประกอบเปนเซลลูโลส 37.67 เปอร เซ็นต  เฮมิเซลลูโลส 33.63 เปอร เซ็นต  ลิกนิน                
4.12 เปอรเซ็นต ซึ่งผานการปรับสภาพวัตถุดิบดวยวิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมีดวย alkaline 
peroxide และยอยสลายโดยใชเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสแลว พบวา ยีสตทนรอนไอโซเลท 
SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงสุดปริมาณ 0.66 และ 0.87 กรัมตอลิตร คิดเปน 7.67 และ 
10.10 เปอรเซ็นตของเอทานอลที่ผลิตไดเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี ตามลําดับ 
 ทําการบงชี้สายพันธุยีสตโดยวิธีการเปรียบเทียบดวยลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ D1/D2 
บน 26s Ribosomal DNA กับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใน Genbank พบวา ยีสตทนรอนไอโซ
เลท 2-1 เหมือนกับยีสตสายพันธุ Ogataea polymorpha 99.83 เปอรเซ็นโดยมีลําดับนิวคลีโอไทด
แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง 



81 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 
1. ควรศึกษาแหลงคัดกรองใหมๆที่มีความหลากหลายเพิม่ข้ึนเพื่อคนหาเชื้อใหมๆที่

สามารถและผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงๆ 
2. ควรศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการหมักในถังปฏิกรณชีวภาพเพื่อใหเชื้อที่คัดกรอง

ไดผลิตเอทานอลไดเต็มประสิทธิภาพ 
3. ควรศึกษาแหลงทีจ่ะนํามาใชเปนสารตั้งตนทีเ่หมาะสมเพื่อใหการผลิตเกิด

ประสิทธิภาพสูงสุด 
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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 

    วุนผง       20.0 กรัม 
    น้ํากล่ัน         1.0 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดยกเวนผงวุนในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตรปรับ pH เปน 5.0 
แลวคอยเติมวุนผงลงไป จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรตมใหวุนละลายนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 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 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตรปรับ pH เปน 5.0 แลว
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 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 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตรปรับ pH เปน 5.0 แลว
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. สารละลายสําหรับวิเคราะหองคประกอบของชีวมวลพืช 
 1.1 สารละลาย neutral detergent 
 (1) ชั่งเอทิลีนไดอะมีนเตตระอะซิติกแอซิดไดโซเดียมไดไฮเดรต ปริมาณ 16.18 กรัมและ
โซเดียมเตตระบอเรตเดคะไฮเดรต ปริมาณ 6.81 กรัม ละลายในน้ํากล่ันประมาณ 400 มิลลิลิตร 
นําไปตมจนละลายหมด 
 (2) ชั่งโซเดียมลัวริลซัลเฟต ปริมาณ 30 กรัม ละลายในน้ํากล่ันประมาณ 400 มิลลิลิตร 
แลวเติม 2-เอทอกซีเอทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงไป 
 (3) ผสมสารละลายในขอ (1) และ (2) เขาดวยกัน 
 (4) ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแอนไฮดรัส ปริมาณ 4.56 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน
ประมาณ 100 มิลลิลิตร นําไปตมจนละลายหมดแลวนําไปผสมกับสารละลายในขอ (4) ปรับpHให
อยูในชวง 6.9 - 7.1 แลวปริมาตรสุทธใิหเปน 1ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 
 1.2 สารละลาย acid detergent 
 (1) เตรียมกรดซัลฟวริกความเขมขน 1 นอรมัล โดยตวงจากกรดซัลฟวริกเขมขน (98 
เปอรเซ็นตโดยมวล)ปริมาตร 27.2 มิลลิลิตร คอยๆ เติมกรดลงในน้ํากล่ันประมาณ 900 มิลลิลิตร
แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 (2) ชั่งเซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด ปริมาณ 20 กรัม ละลายในกรดซัลฟวริกความ
เขมขน 1 นอรมัลแลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยกรดนี้ 
 
 1.3 สารละลาย saturated potassium permanganate 
 ชั่งโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต ปริมาณ 50 กรัม และซิลเวอรซัลเฟต ปริมาณ 0.05 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรเปน1ลิตร นําสารละลายที่ไดใสในขวดแกวสีชา แลวเก็บไวใน
ตูเย็น  
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1.4 สารละลาย lignin buffer 
 ชั่งไอออนไนเตรตโนนะไฮเดรต ปริมาณ 6 กรัมและซิลเวอรไนเตรตปริมาณ0.15กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน ปริมาตร 100 มิลลิลิตรจากนั้นเติมกรดอะซิติก ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
โพแทสเซียมอะซิเทต ปริมาณ 5 กรัมและเทอรเชียรีบิวทิลแอลกอฮอล ปริมาตร 400 มิลลิลิตร แลว
ผสมใหเขากัน 
 
 1.5 สารละลาย combined permanganate  
 ผสมสารละลายsaturated potassium permanganateกับ lignin bufferในอัตราสวน 
2:1(ปริมาตรตอปริมาตร)นําสารละลายที่ไดใสในขวดแกวสีชา แลวเก็บไวในตูเย็นถาสารละลาย
กลายเปนสีแดงจะไมสามารถใชได 
 
 1.6 สารละลายdemineralizing  
 ชั่งออกซาลิกแอซิดไดไฮเดรต ปริมาณ 50 กรัมละลายในเอทานอลความเขมขน 95 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 700 มิลลิลิตร แลวเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงไป 
ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตรสุทธิเปน1ลิตรดวยน้ํากล่ัน 
 
2. สารละลาย DNS reagentสําหรับวัดแอกทิวิตี (Ghose, 1987) 
 น้ํากล่ัน        1416.0 มิลลิลิตร 
 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซิด    10.6 กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด     19.8 กรัม 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน แลวเติม 
 โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต    306.0 กรัม 
 โซเดียมเมตาไบซัลไฟต     8.3 กรัม 
 เม่ือผสมเขากันดีแลว นําสารละลาย DNS reagentที่ไดใสในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็น 
 
3. สารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 หรือ 5.0 
 ชั่งไตรโซเดียมซิเทรตไดไฮเดรตปริมาณ 14.72กรัม ละลายในน้ํากล่ันประมาณ 800
มิลลิลิตรปรับ pH เปน 4.8 หรือ 5.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก3 โมลาร ปริมาตรสุทธิใหเปน 1 ลิตร
ดวยน้ํากล่ัน  
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4. สารละลายไซแลน ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยมวล/ปริมาตร 
 ชั่งไซแลน (birchwood xylan) ปริมาณ 1 กรัม ละลายในสารละลายโซเดยีมซเิทรต
บัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 ปริมาตร 80 มิลลิลิตร นําไปตั้งบนเคร่ืองกวนสารให
ความรอนแบบแทงแมเหล็ก ใหความรอนจนเดือด แลวปลอยใหเย็นลงโดยใชแทงแมเหล็กกวนสาร
อยูตลอดเวลา เปนเวลา 1 คืน ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยสารละลายโซเดียมซิเทรต
บัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 4.8 
 
5. สารละลายสําหรับการปรับสภาพวัตถุดิบ 
 5.1  สารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด ความเขมขน 7.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
ตวงสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซดความเขมขน 30 เปอรเซ็นตโดยมวลปริมาตร 313.14 
มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
 5.2  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.5 โมลาร 
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาณ 20 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน1ลิตร 
 5.3  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 4 โมลาร(ใชสําหรับปรับ pH) 
ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาณ 160 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรสุทธิใหเปน1ลิตร 
 
6. สารละลาย DNS reagent สําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ดัดแปลงมาจาก Miller,1959) 
 น้ํากล่ัน       1 ลิตร 
 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซิด   10 กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด    16 กรัม 
 โพแทสเซยีมโซเดียมทารเทรต   300 กรัม 
 เม่ือผสมเขากนัดีแลว นําสารละลาย DNS reagent ที่ไดใสในขวดสีชา เก็บไวในตูเย็น 
 
7. สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.9 เปอรเซน็ตโดยมวล/ปริมาตรชั่งโซเดยีมคลอไรด
ปริมาณ 9 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตรสุทธใิหเปน 1 ลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลของพืช 
 
การวเิคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลของพืช (Goering และ Van Soest, 1970) 
 

1. การวเิคราะหหา neutral detergent fiber (NDF) 
1.1นําครูซิเบิล (sintered glass crucible) เบอร 1 ขนาด 50 มิลลิลิตร ไปลางใหสะอาด

แลวอบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาใสใน
โถดูดความชื้น (desiccator) ตั้งทิ้งไวใหเย็นแลวชั่งน้ําหนักครูซิเบิลดวยเคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง 

 1.2 ชั่งน้ําหนักตัวอยางพืชที่ตองการวิเคราะหประมาณ 1 กรัม ใสในฟลาสกกนกลมขนาด 
500 มิลลิลิตร 

 1.3 เติมสารละลาย neutral detergent ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ดังแสดงใน (ภาคผนวก ง) 
โซเดียมซัลไฟต (Na2SO3) ปริมาณ 0.5 กรัม และเดคะไฮโดรแนพทาลีน (C10H18) ปริมาตร 2
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปรีฟลักซดวยชุดอุปกรณรีฟลักซเปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยเร่ิมจับเวลาตั้งแตเร่ิม
เดือด 

 1.4 ถายสวนผสมที่รีฟลักซเสร็จแลวลงในครูซิเบิลที่วางอยูบนที่ยึด (crucible holder) ลาง
ตัวอยางพืชที่อยูในครูซิเบิลดวยน้ํารอน (อุณหภูมิ90 - 100 องศาเซลเซียส) ประมาณ 1,000 
มิลลิลิตร หรือจนกวาจะไลสารละลายที่ ใชออกจนหมด โดยการดูดน้ําออกดวยเคร่ืองดูด
สุญญากาศ (suction pump) 

 1.5 ลางตัวอยางพืชทีอ่ยูในครูซิเบิลดวยอะซิโตนประมาณ 50 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ังหรือ
จนกระทั่งสารละลายที่ไหลออกจากครูซิเบิลไมมีสี โดยการดูดสารละลายออกดวยเคร่ืองดูด
สุญญากาศจนแหงจากนั้นนําครูซิเบิลไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12
ชั่วโมง 

 1.6 นําครูซิเบิลออกมาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนัก      
ครูซิเบิลที่รวมกับน้ําหนัก NDF ดังนั้นจึงคํานวณหาปริมาณ neutral detergent fiber (NDF) ไดดัง
สมการ 
 
 
 
 

ปริมาณ NDF (เปอรเซ็น) = [( น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก NDF) – น้ําหนักครูซิเบิล] × 100 
                           น้ําหนักตัวอยางพชื 
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2. การวิเคราะหหา acid detergent fiber (ADF)  
2.1นําตัวอยางพืชที่ผานการสกัดดวยสารละลาย neutral detergent มาใสในฟลาสกกน

กลมเพื่อทําการรีฟลักซดวยสารละลายacid detergent (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ
เดคะไฮโดรแนพทาลีนปริมาตร 2 มิลลิลิตรเปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยเร่ิมนับเวลาตั้งแตเร่ิมเดือด 

2.2 กรองตัวอยางพืชในครูซิเบิลใบเดิมลางตัวอยางพืชที่อยูในครูซิเบิลดวยน้ํารอน (90 - 
100องศาเซลเซียส)ประมาณ 1,000 มิลลิลิตร หรือจนกวาจะไลสารละลายที่ใชออกจนหมด 

2.3 ลางตัวอยางพืชที่อยูในครูซิเบิลดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ประมาณ 
50 มิลลิลิตรจํานวน 2 คร้ังหรือจนกระทั่งสารละลายที่ไหลออกจากครูซิเบิลไมมีสี โดยการดูด
สารละลายออกดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศจนแหงจากนั้นนําครูซิเบิลไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 

2.4 นําครูซิเบิลออกมาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนักครูซิ
เบิลที่รวมกับน้ําหนัก  ADF ดังนั้นจึงคํานวณหาปริมาณ acid detergent fiber (ADF) และปริมาณ
เฮมิเซลลูโลสไดดังสมการ 
 
 
 
 
 ปริมาณเฮมิเซลลูโลส(เปอรเซ็นต)  = ปริมาณ NDF - ปริมาณ ADF 
 
 3. การวิเคราะหหา permanganate lignin (PML) 
 3.1 เติมสารละลาย combined permanganate (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลง
ในครูซิเบิลที่มีตัวอยางพืชที่ผานการสกัดดวยสารละลายaciddetergent แชครูซิเบิลลงในถาดที่มี
น้ําเย็นบรรจุอยูสูงประมาณ 2 เซนติเมตร ใชแทงแกวคนตัวอยางเพื่อไมใหจับตัวเปนกอนตั้งทิ้งไว 
45 นาที คนเปนบางคร้ัง จากนั้นดูดสารละลายออกดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศแลวเติมสารละลาย 
combined permanganate ปริมาตร 25 มิลลิลิตรลงในครูซิเบิลอีกคร้ัง ตั้งทิ้งไวอีก 45 นาที 
จากนั้นดูดสารละลายออกใหหมดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ 

 
3.2 เติมสารละลาย demineralizing (ภาคผนวก ง) ลงในครูซิเบิลใหทวมตัวอยางพืชที่อยู

ในครูซิเบิล ตั้งทิ้งไว 5 นาที แลวดูดสารละลายออกทําซ้ําจนตัวอยางพืชเปนสีขาวภายในเวลา 20
นาที แลวดูดสารละลายออกใหหมดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ 

ปริมาณ ADF (เปอรเซ็น) = [( น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก ADF) – น้ําหนักครูซิเบิล] × 100 
                           น้ําหนักตัวอยางพชื 
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3.3 ลางตัวอยางพืชดวยเอทานอลความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ประมาณ 50 มิลลิลิตร
จํานวน2 คร้ังและตามดวยอะซิโตนประมาณ 50 มิลลิลิตรจํานวน 2 คร้ัง แลวดูดสารละลายออกให
หมดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศจากนั้นนําครูซิเบิลไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12 ชั่วโมง  

3.4 นําครูซิเบิลออกมาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนักครูซิ
เบิลที่รวมกับน้ําหนักของตัวอยางพืชที่ผานการสกัดเอาลิกนินออกแลว (PML) ดังนั้นจึงคํานวณหา
ปริมาณลิกนิน (เปอรเซ็นต) ไดดังสมการ 
 
  
 
 
4. การวิเคราะหหาปริมาณเซลลูโลสดวยการเผาเถา 
 นําครูซิเบิลที่มีตัวอยางพืชซึ่งผานการสกัดลิกนินออกแลวในขอไปเผาในเตาเผาเถาที่
อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนํามาตั้งทิ้งใหไวเย็นในโถดูดความชื้น แลว
ชั่งน้ําหนัก จะไดน้ําหนักครูซิเบิลรวมกับน้ําหนักเถาที่เหลือจากการเผา ดังนั้นจึงคํานวณหาปริมาณ
เซลลูโลส (เปอรเซ็นต) ไดดังสมการ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริมาณลิกนิน = [(น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก ADF) – (น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก PML)] × 100 
    น้ําหนักตัวอยางพืช 

ปริมาณเซลลูโลส = [(น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนัก PML) – (น้ําหนักครูซิเบิล + น้ําหนักเถา)] × 100 
    น้ําหนักตัวอยางพืช 
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ภาคผนวก ง 
 

การวัดแอกทิวิตีของเซลลูเลสและไซลาเนส 
 

1. การวดัแอกทิวิตีของเซลลเูลส (FPU assay) 
1.1 วิธีการวัด 

(1) นําเอนไซมที่ตองการทดสอบปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
(2) เติมสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 (ภาคผนวก 

ง) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และกระดาษกรองเบอร 1 ขนาด 1 x 6 เซนติเมตร เขยาใหเขากัน 
(3) นําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
(4) เติมสารละลาย DNS reagent สําหรับวัดแอกทิวิตี (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
(5) ดูดสารในหลอดทดลองขอ (4) มาปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสลงในไมโครเพลท เติม

น้ํากล่ันปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงไปผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลทโดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร 
ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 4.8 แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสที่ความ
เขมขน 0.8 - 2.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพื่อนําไปคํานวณหาคาแอกทิวิตีของเอนไซม 
 

1.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสสําหรับวิเคราะหแอกทิวิตีของเซลลูเลส 
เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน ดังนี้ 0, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0และ 2.4 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยเจือจางจากสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน 10  มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร โดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 เปนตัวทํา
ละลาย วิเคราะหหาคาการดูดกลืนแสงตามวิธีขอ 1.1 โดยใชสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่ความ
เขมขนตางๆ แทนเอนไซม แตไมตองใสกระดาษกรองและไมตองนําไปบม เติมสารละลาย DNS 
reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงไปผสมใหเขากันแลวนําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวให
เย็นที่อุณหภูมิหอง แลวทําตามข้ันตอนในขอ (5) นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลาย
น้ําตาลกลูโคส 

 
 



101 
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กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคส 

1.3 การคํานวณหาคาแอกทิวิตีของเซลลูเลส 
 กําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม คือ ปริมาณของเอนไซมที่ยอยสลายสารตั้งตนใหเปน
กลูโคส1 ไมโครโมลภายในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นั่นคือ 

1 ยูนิตของเอนไซม =  1 ไมโครโมลของกลูโคสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 
    =  0.180 มิลลิกรัมของกลูโคสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 

กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม มีคาเทากับ      1   ไมโครโมล 
ถาเอนไซมยอยสลายไดกลูโคส X มิลลิกรัม จะมีคาเทากับ   X       หรือ   5.556X ไมโครโมล 

              0.180  
นั่นคือระยะเวลา 60 นาที จะมีกลูโคสถูกปลอยออกมาเทากับ5.556X     ไมโครโมล  
ระยะเวลา  1  นาที จะมีกลูโคสถูกปลอยออกมาเทากับ 5.556X  หรือ  0.0926X ไมโครโมล/นาที  
                60 
เม่ือใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเทากับ 0.0926X            ไมโครโมล/นาที 
เม่ือใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเทากับ  0.0926X  หรือ 0.185X ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 
     0.5 
                                                                    ซึ่งเทากบั  0.185X  ยูนิต/มิลลิลิตร (FPU/มิลลิลิตร) 
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2. การวดัแอกทิวิตีของไซลาเนส 
2.1 วิธีการวัด 

(1) นําเอนไซมที่ตองการทดสอบปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
(2) เติมสารละลายไซแลน ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยมวล/ปริมาตร (ภาคผนวก ง) 

ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
(3) นําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
(4) เติมสารละลาย DNS reagent สําหรับวัดแอกทิวิตีปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
(5) ดูดสารในหลอดทดลองขอ (4) มาปริมาตร 75 ไมโครลิตร ใสลงในไมโครเพลท เติมน้ํา

กล่ันปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงไปผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 
นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลทโดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความ
เขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 แทนเอนไซมเปนหลอดควบคุม (blank) จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่
ไดไปเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขน 0.6 - 
2.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพื่อนําไปคํานวณหาคาแอกทิวิตีของเอนไซม 

 
2.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลไซโลสสําหรับวิเคราะหแอกทิวิตีของไซลาเนส 

เตรียมสารละลายน้ําตาลไซโลสที่มีความเขมขน ดังนี้ 0, 0.6, 1.0, 1.4, 1.8และ 2.2 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยเจือจางจากสารละลายน้ําตาลไซโลสที่มีความเขมขน 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร โดยใชสารละลายโซเดียมซิเทรตบัพเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร pH4.8 เปนตัวทํา
ละลาย วิเคราะหหาคาการดูดกลืนแสงโดยใชสารละลายน้ําตาลไซโลสที่ความเขมขนตางๆ แทน
เอนไซม แลวทําตามข้ันตอนในขอ 2.1 นําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาล
ไซโลส 
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y = 0.5285x - 0.016
R2 = 0.9989

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4

ไซโลส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

คา
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งที่
 54

0 น
าโน

เมต
ร 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลไซโลส 

2.3 การคํานวณหาคาแอกทิวิตีของไซลาเนส 
กําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม คือ ปริมาณของเอนไซมที่ยอยสลายสารตั้งตนใหเปนไซโลส

1 ไมโครโมลภายในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ใชทดสอบ นั่นคือ 
1 ยูนิตของเอนไซม =  1 ไมโครโมลของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 
    =  0.150 มิลลิกรัมของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 

ไซโลส 0.150 มิลลิกรัม มีคาเทากับ      1   ไมโครโมล 
ถาเอนไซมยอยสลายไดไซโลส Y มิลลิกรัม จะมีคาเทากับ  Y หรือ   6.667Y ไมโครโมล 

             0.150  
นั่นคือระยะเวลา 30 นาที จะมีไซโลสถูกปลอยออกมาเทากับ6.667Y     ไมโครโมล  
ระยะเวลา  1  นาที จะมีไซโลสถูกปลอยออกมาเทากับ 6.667Y  หรือ  0.222Y   ไมโครโมล/นาที  
               30 
เม่ือใชเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร จะมีไซโลสเทากับ 0.222Y                      ไมโครโมล/นาที 
เม่ือใชเอนไซม 1.0 มิลลิลิตร จะมีไซโลสเทากับ  0.222Y  หรือ 0.444Y   ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 
               0.5 

                                                                          ซึ่งเทากับ  0.444Y   ยูนิต/มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก จ 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของสารละลายนํ้าตาลกลูโคสสาํหรับวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
วิธีการทํากราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) 
(1) เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน ดังนี้ 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัม

ตอลิตร โดยเจือจางจากสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน 2.0 กรัมตอลิตร โดยใชน้ํากล่ัน
เปนตัวทําละลาย 

(2) เติมสารละลายน้ําตาลกลูโคสแตละความเขมขน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแตละ
หลุมของไมโครเพลท  

(3) เติมสารละลาย DNS reagent ที่ใชสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (ภาคผนวก 
ข)ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน สําหรับแบลงค คือ ใชน้ํากล่ันแทนสารละลายน้ําตาล
กลูโคส 

(4) ปดฝาไมโครเพลทแลวนําไปบมในอางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาทําการเจือจางสารในไมโครเพลทดังกลาวกอนที่จะนําไปวัด โดยดูด
สารนั้นข้ึนมา 50 ไมโครลิตร นําไปใสไมโครเพลทอีกอัน เติมน้ํากล่ันปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไป
แลวผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองอานปฏิกิริยา
บนไมโครเพลทนําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐานของสารละลาย น้ําตาลกลูโคสที่มีความเขมขน
ในชวง 0-2.0 กรัมตอลิตร 
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กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ําตาลกลูโคสสําหรับวิเคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซ 

 
2. กราฟมาตรฐานเอทานอล 

วิธีการทํากราฟมาตรฐานเอทานอล 
(1) เตรียมสารละลายเอทานอลที่ความเขมขน 1 กรัม/ลิตร จากเอทานอลความเขมขน 

99.9 เปอรเซ็นตแลวเจือจางใหเปนความเขมขนตางๆ กัน ดังนี้ 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 
กรัม/ลิตร 

(2) นําสารละลายเอทานอลที่ความเขมขนตางๆ มาปริมาตร 420 ไมโครลิตร เติม internal 
standard ปริมาตร 280 ไมโครลิตร ซึ่งเปนสารละลาย 1-โพรพานอล ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร 
(ภาคผนวก ง) ลงไปผสมใหเขากัน  

(3) วิเคราะหหาปริมาณเอทานอลดวยเคร่ือง GCนําคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน
ระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟ(เอทานอล/1-โพรพานอล) กับความเขมขนของเอทานอล (กรัม/
ลิตร) 
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y = 3.7731x - 0.0113
R2 = 0.9995
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 กราฟมาตรฐานเอทานอล 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
ตัวอยางโครมาโทแกรมของเอทานอลและ 1-โพรพานอล 

พีค ชื่อสาร ระยะเวลาที่สารอยูในคอลัมน 
(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 

การวิเคราะหปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดทางทฤษฎีเม่ือคํานวณจากปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวซท่ีไดจากการยอยสลายดวยเอนไซม 

การวเิคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
 

เปอรเซ็นตของการเปล่ียนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนน้ําตาล  = E  ×  100  
                                D 
 
  กําหนดให D คือปริมาณรวมของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่มีกอนการยอยสลาย (กรัม/

กรัมของฟางขาวแหง) 
         E คือปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เกิดข้ึนหลังการยอยสลาย (กรัม/กรัมของ

ฟางขาวแหง) 
     
การวิเคราะหปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดทางทฤษฎีเมื่อคํานวณจากปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ 
 

นําปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดที่เกิดข้ึนหลังการยอยสลายของฟางขาวมาคํานวณหา
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดทางทฤษฎีดังสมการ  

 
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดทางทฤษฎี   = F ×0.511 
                0.789 
กําหนดให  F คือ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนหลังการยอยสลาย 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวพนิดา สุริยะพันธ เกิดวันที่ 14 มกราคม พ.ศ. 2529 ที่โรงพยาบาลมหาราช
นครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา ระดับปริญญาตรีสําเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขา     
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน เม่ือปการศึกษา 2550 จากนั้นไดเขาศึกษา
ตอระดับปริญญาโทในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยและสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2554 ไดเผยแพร
ผลงานวิจัยบางสวนในงานประชุมทางวิชาการ คร้ังที่ 49 ณ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จังหวัด
กรุงเทพมหานคร ระหวางวันที่ 1-4 กุมภาพันธ พ.ศ. 2554 โดยนําเสนอแบบโปสเตอรในหัวขอเร่ือง 
การคัดแยกยีสตทนรอนที่สามารถใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล และไดตีพิมพฉบับสมบูรณใน
รายงานการประชุม นอกจากนี้ไดนําเสนอดวยโปสเตอรในงาน 15 thBiological Sciences 
Graduate Congress ณ Universityof Malaya ประเทศมาเลเซีย ระหวางวันที่ 15-17 ธันวาคม 
พ.ศ. 2551 ในหัวขอเร่ือง Screening of Xylose-Utilizing Yeasts from Soils in Thailand for 
Ethanol Production 
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