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บทคัดย่อ 

 ยีสต์ถูกน าไปใช้ในกระบวนการผลิตเอทานอลอย่างแพร่หลายเพราะสามารถเจริญเติบโตได้เร็ว
ซึ่งกระบวนการในการผลิตเอทานอลยังคงมีต้นทุนในการผลิตสูงและสิ้นเปลืองพลังงานเพราะต้องท าการ
หล่อเย็นในถังหมักในกระบวนการผลิตตลอดเวลา ดังนั้นยีสต์ที่มีคุณสมบัติที่สามารถเติบโตได้ดีใน
อุณหภูมิสูงจะท าให้ลดต้นทุนการใช้พลังงานในระบบหล่อเย็นของถังหมักในกระบวนการผลิตลงได้     
งานวิจัยน้ีได้น ายีสต์ที่ได้รับการคัดกรองมาแล้วในโครงการวิจัยก่อนหน้านี้ มาทดสอบความสามารถการ
ใช้ไซโลสในการผลิตเอทานอลโดยใช้อาหาร Yeast-malt extract medium ที่อุณหภูมิ 35, 37, 40, 45 
และ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งพบว่ามี 7 ไอโซเลท จาก 25 ไอโซเลท ที่สามารถใช้ไซโลสเป็นสารต้ังต้นในการ
ผลิตเอทานอล ยีสต์ไอโซเลท SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลได้ปริมาณสูงสุดเมื่อเทียบกับไอโซเลทอ่ืน 
ยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 สามารถเจริญและผลิตเอทานอลได้ที่อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส 
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 สามารถ
ผลิตเอทานอลได้สูงสุดปริมาณ 0.66 กรัมต่อลิตร (31.71 เปอร์เซ็นของเอทานอลที่ผลิตได้เมื่อเทียบกับค่า
ทางทฤษฎี) ที่ 196 ชั่วโมงของการหมัก  การวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณ D1-D2 region ใน 26S rDNA 
พบว่า SKN2-1 มีล าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงกับ Ogataea polymorpha 
 
 
 
 
ค าส าคัญ: จุลินทรีย์เซลลูโลสิก ยีสต์หมักเอทานอลทนร้อน เอทานอล 
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Abstract 

Yeast is used widely in ethanol fermentation because it can grow rapidly. Not only the 
procedure of ethanol cost highly but also wasteful energy as the fermenting process must be 
cooled all the time by the coolant tank. Therefore in term of the procedure, the more yeast can 
grow in the high temperature, the lower cost of using energy in the cooling system. The result 
revealed that 7 from 25 isolate show to be 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. SKN 2-1 was showing producing highest yield of ethanol compared to other 
isolates. SKN 2-1 could grow and produce ethanol at 40 and 45 °C. SKN2-1 was fermented in 
5 litre reactor at 40 °C, ethanol were produced 0.66 g/L (31.71% of the theoretical yield) at 
196 h. SKN2-1 was similarly to Ogataea polymorpha using evaluation of  nucleic acid 
sequencing of the D1/D2 region of the large subunit of the 26S rDNA. 
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บทน าและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ปัญหาสภาวะโลกร้อนและการลดลงอย่างต่อเนื่องของแหล่งน้ ามันดิบในปัจจุบันส่งผลให้ราคา
น้ ามันดิบมีราคาสูงขึ้น ดังนั้นการหาแหล่งพลังงานใหม่หรือการผลิตเชื้อเพลิงขึ้นมาทดแทนจึงได้รับความ
สนใจมากขึ้น ท าให้พลังงานทางเลือกใหม่ๆ เช่น แก๊สโซฮอล์ ดีเซลชีวภาพถูกพัฒนาขึ้นอย่างกว้างขวาง
ดังนั้นจึงมีการพัฒนาการผลิตไบโอเอทานอล ซึ่งใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตแก๊สโซฮอล์มากขึ้น
ตามล าดับด้วยเช่นกัน กระบวนการผลิตเอทานอลในปัจจุบันจะพิจารณาถึงความคุ้มค่าทางด้าน
เศรษฐศาสตร์ ด้านสิ่งแวดล้อม และด้านพลังงาน ปัจจัยที่มีผลต่อราคาของกระบวนการผลิตไบโอเอทา
นอลนั้น มาจากวัตถุดิบซึ่งมีผลประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ ปัจจุบันมีการผลิตเอทานอลจากน้ าตาลหรือแป้ง
ที่ได้จากพืชหลายชนิด เช่น อ้อย ข้าวโพด และมันส าปะหลัง อย่างไรก็ตาม เอทานอลที่ผลิตได้ยังมีราคา
ค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับพลังงานจากแหล่งน้ ามันดิบ ดังนั้นจึงเลือกใช้ผลิตผลพลอยได้จากโรงงาน
อุตสาหกรรมหรือวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ซึ่งวัสดุเหล่านี้เรียกว่าวัตถุดิบประเภท   ลิกโนเซลลูโลส เช่น 
ชานอ้อย เศษไม้ ซังข้าวโพด ฟางข้าว เป็นต้น  

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีอยู่อย่างเหลือเฟือ        มีราคา
ต่ า ประกอบด้วย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในอัตราส่วนที่ต่างกันไปตามชนิดของวัตถุดิบ เช่น 
ฟางข้าว ซึ่งเป็นวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่น ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิต      เอทานอล มี
องค์ประกอบที่เป็นเซลลูโลส 39 เปอร์เซ็นต์เฮมิเซลลูโลส 27 เปอร์เซ็นต์และลิกนิน 12 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เมื่อผ่านการย่อยสลายด้วยกรดหรือเอนไซม์จะได้น้ าตาลที่สามารถน ามาหมัก



2 

ด้วยจุลินทรีย์แล้วให้ผลผลิตเป็นเอทานอลได้ น้ าตาลที่ได้จากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสมีส่วนประกอบที่
ส าคัญคือ น้ าตาลกลูโคสและน้ าตาลไซโลสซึ่งมีคาร์บอน 6 และ 5 อะตอมตามล าดับ ซึ่งในวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสจะมีน้ าตาลกลูโคสประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์และมีน้ าตาลไซโลสประมาณ 17 
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง แต่ด้วยธรรมชาติของยีสต์จะสามารถน าน้ าตาลกลูโคสเข้าสู่กระบวนการหมัก
เพื่อได้ผลผลิตเป็นเอทานอลได้มากกว่าการใช้น้ าตาลไซโลส ดังนั้นการคัดเลือกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพสูง
ในการใช้น้ าตาลไซโลสในการผลิตเอทานอลได้นั้นจึงเป็นสิ่งส าคัญ  

 ในยีสต์ดีไซโลสจะถูกรีดิวซ์โดย D-xylose reductase ได้เป็นไซลิทอลและจะถูกออกซิไดซ์โดย 
xylitol dehydrogenase ได้เป็นดีไซลูโลสจากนั้นจะเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็น glyceraldehyde-3-
phosphate และ fructose-6-phosphate เข้าสู่กระบวนการหมักตามปกติ ยีสต์ที่สามารถน าน้ าตาล
ไซโลสเข้าสู่กระบวนการหมักที่มีการศึกษาอย่างแพร่หลายและสามารถหมักน้ าตาลไซโลสแล้วได้เอทานอ
ลออกมาเป็นผลิตภัณฑ์อย่างเดียว คือสายพันธุ์ Candida shehatea, Pachysolen tannophilus และ 
Pichia stipitis 

 ขั้นตอนในการผลิตเอทานอลโดยทั่ว ไปจะประกอบด้วยการเตรียมวัตถุ ดิบการหมัก 
(fermentation) การกลั่น (distillation) และการก าจัดน้ า (dehydration) ซึ่งในกรณีที่วัตถุดิบที่เป็นแป้ง
หรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส จะต้องมีขั้นตอนการย่อย (hydrolysis) เพื่อเปลี่ยนเป็นน้ าตาลก่อน
การหมัก ซึ่งการย่อยวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสเพื่อเปลี่ยนเป็นน้ าตาลสามารถท าได้โดยใช้กรดหรือ
เอนไซม์ การใช้กรดนั้นมีข้อเสีย คือ ในการเกิดปฏิกริยาต้องใช้อุณหภูมิสูงปฏิกริยาเกิดขึ้นรุนแรงและเป็น
การย่อยที่ไม่เฉพาะเจาะจงเกิดผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องการ ภาชนะที่ใช้ต้องทนทานต่อการกัดกร่อนของกรด
ได้ซึ่งมีราคาแพง และต้องมีการก าจัดน้ าทิ้งที่เหลือจากกระบวนการซึ่งมีกรดเจือปนอยู่ ดังนั้นการใช้
เอนไซม์จึงเป็นวิธีที่น่าสนใจ เพราะเอนไซม์มีความจ าเพาะสูง ปฏิกิริยาเกิดที่สภาวะเป็นกลาง      ไม่เกิด
ผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องการเหมือนกับการใช้กรด ท าให้ค่าใช้จ่ายในการก าจัดของเสียลดลง และกระบวนการ
ผลิตเอทานอลที่นิยมในปัจจุบันคือ กระบวนการผลิตแบบ Simultaneous Saccharification and 
Fermentation (SSF) โดยรวมขั้นตอนการย่อยครั้งสุดท้าย เพื่อเปลี่ยนเป็นน้ าตาล พร้อมกับการหมักด้วย
ยีสต์ในขั้นตอนเดียวกัน แต่กระบวนการ SSF มีการใช้อุณหภูมิสูงซึ่งสามารถท าลายเซลล์ยีสต์ได้ 
เพราะฉะนั้นยีสต์ที่ใช้ในกระบวนการหมักควรมีความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิสูงจะท าให้
ประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตเอทานอลเพิ่มมากขึ้นดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดเพื่อท าการคัด
กรองยีสต์ทนร้อนที่มีความสามารถในการน าไซโลสเข้าสู่กระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยใช้ฟาง
ข้าวเป็นวัตถุดิบต้ังต้นในการผลิต 
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เอกสารที่เกี่ยวข้อง 

 การย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ท าได้โดยใช้เซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส เซลลูเลสเป็นเอนไซม์ที่
ย่อยสลายเซลลูโลสไปเป็นน้ าตาลกลู โคส ประกอบด้วยเอนไซม์  3 ชนิดมาท างานร่วมกัน คือ 
endoglucanase หรือ carboxymethyl cellulase (EC 3.2.1.4), cellobiohydrolase หรือ exoglucanase 
(EC 3.2.1.91) และ β-glucosidase (EC 3.2.1.21) (Howard, 2003) แม้ว่าจะมีแบคทีเรียและเชื้อรา
มากมายที่สามารถผลิตเซลลูเลสได้ แต่มักน าเชื้อรา Trichoderma reesei และสายพันธุ์ mutant มาใช้ 
เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสได้ดีเหมาะส าหรับการย่อยสลาย (Ryu และ Mandels, 
1980; Wyman, 1994) ส่วนเฮมิเซลลูเลสเป็นเอนไซม์ที่ย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่งมีไซแลนเป็น
องค์ประกอบหลักท าให้ได้เป็นน้ าตาลไซโลส ประกอบด้วยเอนไซม์ 2 ชนิด ใหญ่ ๆ คือ endoxylanase (EC 
3.2.1.8) และ β-xylosidase (EC 3.2.1.37) (Flores, Pérez และ Huitrón, 1997) ผลิตได้จากเชื้อ เช่น 
Streptomyces spp. (MacKenzie และคณะ, 1987), Fusarium oxysporum (Panagiotou และคณะ, 
2003) และ Aspergillus spp. (Guimarães และคณะ, 2006) เป็นต้น เซลลูเลสและไซแลเนสได้มี
การศึกษากันมากที่สุด สามารถผลิตได้จากเชื้อราที่ย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสได้ดี โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
Trichoderma spp. (MacKenzie และคณะ, 1987) T. reesei  สามารถผลิตได้ทั้งเซลลูเลสและเฮมิเซลลู
เลส (Juhász และคณะ, 2005) จึงเหมาะที่จะน ามาใช้ย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส เพราะท าให้ไม่ต้องใช้เชื้อ
หลายตัวในการผลิตเอนไซม์ การใช้เอนไซม์มีข้อดีหลายประการเพราะเอนไซม์มีความจ าเพาะเจาะจงสูง 
(Wyman, 1994) ท าให้ได้น้ าตาลที่ต้องการ 

วัตถุประสงค์ 
ทดสอบการใช้จุลินทรีย์ทนร้อนที่สามารถผลิตเอทานอลจากฟางข้าวในถังหมักขนาด 5 ลิตร

วิธีด าเนินการวิจัย 

การผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักด้วยยีสต์ทนร้อนที่มีความสามารถในการย่อยสลาย
ไซโลส  
1. เตรียมหัวเชื้อยีสต์ทนร้อน 

น ายีสตท์นร้อนที่คัดกรองได้เลี้ยงใน YM medium น าไปบ่มในภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 

200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อลงในสารละลายโซเดียมคลอ

ไรด์ความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นโดยมวล/ปริมาตร น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.4  
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2. การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลจากฟางข้าวของยีสต์ทนร้อนที่คัดเลือก 
ใช้อาหารไซโลสซึ่งปรับค่าความเป็นกรดด่างของอาหารให้เท่ากับ 5.5 ในการทดสอบ

ความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์ทนร้อน โดยถ่ายหัวเชื้อยีสต์ที่ได้จากข้อ 1 ความเข้มข้น 5 
เปอร์เซ็นลงในอาหารไซโลส น าไปบ่มในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เมื่อครบเวลาเก็บตัวอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่น
เหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสเพื่อน าไปหาปริมาณน้ าตาลที่เหลือด้วยวิธี Dinitrosalicylic 
acid (DNS) (Miller และคณะ, 1959) และตรวจหาปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี 
(Gas chromatography) รุ่น GC-2010A (Shimadzu, Japan) 
  
3. การศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิต่อเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสต์ทนร้อน 

ถ่ายหัวเชื้อยีสต์ที่ได้จากข้อ 1 ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นลงในอาหารไซโลสน าไปบ่มในสภาวะเขย่า
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง
เมื่อครบเวลาเก็บตัวอย่างที่ได้ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เพื่อวัดการเจริญเติบโต ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เก็บตัวอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่น
เหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาทีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสเพื่อน าไปหาปริมาณน้ าตาลที่เหลือด้วยวิธี Dinitrosalicylic 
acid (DNS) และตรวจหาปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี (Gas chromatography)  

 
4. ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักด้วยยีสต์ทนร้อนที่คัดกรองได้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาด 5 ลิตรโดยใช้ฟางข้าวเป็นวัตถุดิบในการผลิต 
     4.1 ตัวอย่างฟางข้าวที่ใช้ในงานวิจัย 
           4.1.1 การเก็บตัวอย่าง 
            เก็บตัวอย่างฟางข้าวจากจังหวัดสุรินทร์ น าตัวอย่างฟางข้าว ที่ได้มาล้างให้       
สะอาด และน าไปปรับสภาพด้วยวิธีทางกายภาพต่อไป 

   4.1.2 การปรับสภาพวัตถุดิบด้วยวิธีทางกายภาพ  
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4.1.4 การย่อยสลายด้วยเอนไซม์  
เติมเซลลูเลสจ านวน 18 ยูนิต (คิดเป็น 30 ยูนิต/กรัมของวัตถุดิบ) ไซแลเนสจ านวน 10.8 

ยูนิต (คิดเป็น 18 ยูนิต/กรัมของวัตถุดิบ) (ดัดแปลงมาจาก Saha และ Cotta,2007) และสารละลาย
โซเดียมซิเทรตบัพเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ pH 4.8 ปริมาตร 5มิลลิลิตร ลงไปในฟลาสก์ที่มี หญ้า
และฟลาสก์ที่เป็น ชุดควบคุมซึ่งผ่านการปรับสภาพด้วยวิธีทางเคมีในข้อ 4.1.3 น าไปบ่มในเครื่องเขย่า
แบบควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง       

4.1.5 การวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของชีวมวลพืช 
  น าหญ้าที่บดและร่อนเอาส่วนละเอียดออกไปแล้วมาหาปริมาณองค์ประกอบของ 

ชีวมวลพืชตามวิธีของ Goering และ Van Soest (1970) วิเคราะห์หาค่าต่างๆ คือ ปริมาณ neutral 
detergent fiber (NDF) ปริมาณ acid detergent fiber (ADF) ปริมาณ permanganate lignin (PML) 
และปริมาณเถ้า เพื่อน าไปค านวณหา ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินซึ่งเป็นองค์ประกอบของ
ชีวมวลพืช โดยหญ้าแต่ละชนิดจะวิเคราะห์ทั้งหมด 3 ซ้ า ขั้นตอนการวิเคราะห์โดยย่อแสดงในภาพที่ 2 

ตัวอยา่งหญา้ 

 

 

สกัดด้วยสารละลาย neutral detergent 

โปรตีนและส่ิงเจือปน 

สกัดด้วยสารละลาย acid detergent 

                เฮมเิซลลูโลส 

สกัดด้วยสารละลาย combined permanganate  

ลิกนิน 

เผาเถา้ 

                เซลลูโลส 

เถ้า 

 

   ภาพที่ 2 ขั้นตอนการวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของชีวมวลพืช 

4.2 การผลิตเอทานอลจากฟางข้าวด้วยกระบวนการ SSF 
   4.2.1 การเลี้ยงกล้าเชื้อ  
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เลี้ยงกล้าเชื้อ P. stipitis และยีสต์ทนร้อน โดยเลี้ยงเชื้อตามอายุที่เหมาะสม 
จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อชนิดละ 200 มิลลิลิตร (คิดเป็น 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร) ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  

   4.2.2 การเติมเอนไซม์  
เติมเซลลูเลสและไซแลเนสที่ผ่านการกรองแล้วปริมาณ 630 และ 378  

ยูนิต ตามล าดับ ลงไปในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ จากนั้นน าถังปฏิกรณืชีวภาพไปต่อกับจอควบคุม โดยต้ังค่า
ใบพัดให้มีความเร็วรอบเท่ากับ 200 รอบต่อนาที ต้ังอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสส าหรับ P. stipitis และ
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสส าหรับยีสต์ทนร้อน เก็บตัวอย่างทุกๆ 24 ชั่วโมงเป็นเวลา 7 วัน โดยถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแสดงดังภาพที่ 3 

 
ภาพที่ 3 ถังปฎิกรณ์ชีวภาพที่ใช้ในการผลิตเอทานอล 
 
4.3 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

  เก็บตัวอย่างในข้อ 4.2.2 มาวิเคราะห์ โดยปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 9,000 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าส่วนใสมาวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ทั้งหมดโดย
ใช้วิธี DNS method (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) น าตัวอย่างที่ต้องการหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มา
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในแต่ละหลุมของไมโครเพลท เติมสารละลาย DNS reagent ที่ใช้ส าหรับ
วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ส าหรับแบลงค์ คือ ใช้น้ ากลั่น
แทนสารตัวอย่าง จากน้ันปิดฝาไมโครเพลทแล้วน าไปบ่มในอ่างน้ าแบบควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ี
มีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาท าการเจือจางสารในไมโครเพลทดังกล่าว
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ก่อนที่จะน าไปวัด โดยดูดสารนั้นขึ้นมา 50 ไมโครลิตร น าไปใส่ไมโครเพลทอีกอัน เติมน้ ากลั่นปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ลงไปแล้วผสมให้เข้ากัน วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วย
เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลทเปรียบเทียบค่าที่ได้กับกราฟมาตรฐานของสารละลายน้ าตาลกลูโคสที่
มีความเข้มข้นในช่วง 0 - 2.0 กรัมต่อลิตร ดังแสดงในภาคผนวก จ 

 
 5. การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากกระบวนการหมัก 

ในกระบวนการหมัก ตัวอย่างปริมาตร 3 มิลลิลิตร จะถูกเก็บที่แต่ละช่วงเวลาของการหมักเพื่อ
น ามาท าการวิเคราะห์หาปริมาณผลผลิตของบิวทานอลที่เกิดขึ้นจากการหมักด้วยเครื่องแก๊สโครมาโท
กราฟฟี (GC-2010A Shimadzu, Japan) ด้วยคอลัมน์ DB-WAX (Agilent Technologies, USA) 
อุณหภูมิคอลัมน์ หัวฉีด (Injector) และตัวตรวจจับ (Detector) เท่ากับ 45, 250 และ 260 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ และใช้แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สตัวน า (Carrier gas) ผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑ์ ค านวณ
ออกมาเป็นกรัมต่อลิตร  

 
 6. การบ่งชี้สายพันธุ์ยีสต์ทนร้อน 
 
  6.1 การตรวจสอบบริเวณ D1 และ D2 region ใน 26rDNA ของจุลินทรีย์ 
 เลี้ยงเชื้อไอโซเลต SKN2-1ในอาหาร YM agar ที่มีน้ าตาลไซโลส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่งเชื้อไป
ตรวจสอบบริเวณ  D1 และ D2 region ใน 26S rDNA ของจุลินทรีย์ ที่สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.)  
 
  7. การเก็บรักษาเชื้อ 

ถ่ายเชื้อโดยใช้ลูปเขี่ยเชื้อมาลากลงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant) สูตร YMA    
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน แล้วน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดย
ถ่ายเชื้อลงบนอาหารใหม่ (subculture) ทุก 3 เดือน 

 
 

ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
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1. การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์ทนร้อน 
 ยีสต์ทนร้อนที่สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 40 องศาขึ้นไปถูกเลือกมาทดสอบ ความ 
สามารในการผลิตเอทานอล โดยเลือกยีสต์ทนร้อนทั้งหมด 35 ไอโซเลท มาทดสอบในอาหารไซโลสซึ่งมี
ความเข้มข้นของน้ าตาลไซโลส  20 กรัมต่อลิตร เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน
เพื่อให้เกิดการหมักและผลิตเอทานอล พบว่าจากยีสต์ทนร้อนทั้งหมด 42 ไอโซเลท มีเพียง 7  ไอโซเลท 
สามารถใช้ไซโลสและผลิตเอทานอลได้ ยีสต์ทนร้อนทั้ง 7 ไอโซเลทเป็นยีสต์ที่สามารถแยกได้จากตัวอย่าง
กากอ้อยที่เก็บมาจากโรงงานน้ าตาลครบุรี จังหวัดนครราชสีมา ซึ่งแสดงดังตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 ปริมาณเอทานอลที่ยีสต์ทนร้อนผลิตได้ 

ไอโซเลท 
เอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) 
น้ าตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

น้ าตาลที่ใช้ไป 
(กรัมต่อลิตร) 

กรัมของเอทานอล 
ต่อกรัมของน้ าตาล 

Ethanol yield  
(%) 

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 

 
 จากปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นจากการหมักของทั้ง 7 ไอโซเลทเมื่อเปรียบเทียบกัน

ระหว่างปริมาณเอทานอลเมื่อเทียบเป็นเปอร์เซ็นพบว่าไอโซเลท SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลได้มาก
ที่สุดจากแหล่งคาร์บอนที่เป็นน้ าตาลไซโลส  20 กรัมต่อลิตร ลักษณะของยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 
เป็นดังภาพที่ 4 
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(ก)                                                          (ข)          

  ภาพที่ 4 ลักษณะของยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1  
(ก) : บนผิวหน้าอาหารแข็ง YM 
(ข) : ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100 เท่า 

 
2. การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ทนร้อน 

  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ทนร้อนสายพันธุ์ SKN 2-1 ท าการทดลอง
ในช่วง อุณหภูมิระหว่าง  35 – 55 องศาเซลเซียส ซึ่งผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 3 ผลการศึกษาพบว่า
อุณหภูมิที่ยีสต์ทนมีการเจริญเติบโตมากที่สุด คือ อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียสโดยดูจากค่าความขุ่นที่
ความยาวคลื่น 600  นาโนเมตร และการเจริญเติบโตของยีสต์ทนร้อน จะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น ดังนั้น
ในงานวิจัยนี้จะท าการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์ทนร้อนที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เนื่องจากปัจจุบันการใช้ยีสต์ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลจะใช้อุณหภูมิประมาณ 30-35 
องศาเซลเซียส (Laluce และคณะ, 1987) ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของยีสต์ จึง
ท าให้ผลผลิตของเอทานอลได้มีปริมาณน้อย และการใช้ยีสต์ทนร้อนในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล
นั้นจะส่งผลถึงต้นทุนการผลิตเนื่องจากกระบวนการผลิตเอทานอลในปัจจุบันจ าเป็นต้องใช้กระบวนการ
หล่อเย็นเพื่อให้ยีสต์สามารถเจริญเตบโตได้ ซึ่งค่าใช้จ่ายในกระบวนการหล่อเย็นมีต้นทุนสูง ดังนั้นการใช้
ยีสต์ทนร้อนในกระบวนการผลิตสามารถลดค่าใช้จ่ายในกระบวนการหล่อเย็นและกระบวนการกลั่นลงได้ 
(Sree และคณะ, 1999) จากการศึกษาของ Anderson  และคณะ (1986) พบว่ายีสต์ทนร้อนสามารถ
เพิ่มผลผลิตของเอทานอลได้มากว่า 6 เปอร์เซ็นที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
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ภาพท่ี 5 อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 ซึ่งท าการทดลองใน
อาหารไซโลส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
3. การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์ทนร้อนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ขนาด 5 ลิตร  
 3.1 ตัวอย่างฟางข้าวที่ใช้ในการทดลอง 
 ตัวอย่างฟางข้าวที่ใช้ในการทดลองจะผ่านการปรับสภาพวัตถุด้วยวิธีทางกายภาพ ปรับสภาพ
วัตถุดิบด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้อัลคาไลน์เพอร์ออกไซด์แล้วย่อยสลายด้วยเซลลูเลสและไซแลเนสที่ผลิต
จากเชื้อรา T. reesei TISTR 3081 และหาองค์ประกอบของฟางข้าวด้วยวิธีของ Goering และ Van 
Soest (1970) ซึ่งองค์ประกอบของฟางข้าวแสดงดังตารางที่ 2 และฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพวัตถุดิบ
ด้วยวิธีทางเคมีและย่อยสลายด้วยเอนไซม์แล้วแสดงดังภาพที่ 6 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณองค์ประกอบของฟางข้าว (เปอร์เซ็นต์) 

 ปริมาณองค์ประกอบของฟางข้าว (เปอร์เซ็นต์) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถ้า อ่ืนๆ 
ฟางข้าว 37.67 ± 0.31 33.36 ± 1.96 4.12 ± 0.36 0.02 ± 0.01 25.40 ± 2.35 
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การหาปริมาณองค์ประกอบของชีวมวลพืชสามารถวิเคราะห์ได้หลายวิธี  ได้แก่ proximate 
analysis แต่เนื่องจากในขั้นตอนของการวิเคราะห์ท าให้ได้ค่าเยื่อใย (crude fiber) ผิดความเป็นจริง 
นอกจากน้ียังไม่สามารถแยกชนิดของเยื่อใยหรือองค์ประกอบของชีวมวลพืชได้ จึงท าให้วิธีนี้ใช้ประโยชน์
ได้น้อยลง (สายัณห์ ทัดศรี, 2540) ดังนั้นจึงได้ใช้วิธี detergent fiber analysis หรือ forage fiber 
analysis แทน ซึ่งพัฒนาโดย Goering และ Van Soest (1970) เพื่อให้สามารถแยกแยะปริมาณ
องค์ประกอบของชีวมวลพืชได้ วิธีการวิเคราะห์แบบนี้สามารถแบ่งองค์ประกอบของพืชได้เป็น 2 ส่วน
ใหญ่ๆ คือ ส่วนที่อยู่ภายในเซลล์ (cell content หรือ neutral detergent soluble หรือ NDS) เป็นส่วน
สามารถละลายได้ในสารละลายที่เป็นกลาง (neutral detergent) ประกอบด้วย โปรตีน คาร์ไฮเดรต เช่น 
แป้งและน้ าตาล ไขมัน กรดอินทรีย์ต่างๆ สารประกอบไนโตรเจนที่ไม่ใช่โปรตีน วิตามิน เพคติน และสารที่
ละลายน้ าได้ เป็นต้น (วารุณี พานิชผล และคณะ, 2537) อีกส่วนหนึ่ง คือ ส่วนประกอบของผนังเซลล์ 
(cell wall constituents หรือ neutral detergent fiber หรือ NDF) เป็นส่วนที่ไม่สามารถละลายได้ใน
สารละลาย neutral detergent ประกอบด้วยเฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน และเถ้า (Lee และคณะ, 
2007) โดย NDF ยังสามารถแบ่งออกได้เป็นส่วนที่ละลายได้ในสารละลายที่เป็นกรด (acid detergent) 
เรียกว่า acid detergent soluble (ADS) คือ เฮมิเซลลูโลส และส่วนที่ไม่สามารถละลายได้ในสารละลาย 
acid detergent เรียกว่า acid detergent fiber (ADF) ได้แก่ เซลลูโลส ลิกนิน และเถ้า ดังนั้นในการ
วิเคราะห์องค์ประกอบของชีวมวลพืชจึงได้ใช้สารละลาย neutral detergent ในการสกัดก่อนเพื่อสกัดเอา
ส่วน NDS จากพืชออกไป จึงเหลือส่วนที่เป็น NDF (เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน และเถ้า) เอาไว้ ใน
การสกัดครั้งต่อมาจึงใช้สารละลาย acid detergent เพื่อสกัดเอาเฮมิเซลลูโลสออกไป จึงเหลือส่วนที่เป็น  
ADF (เซลลูโลส ลิกนิน และเถ้า) เอาไว้ ดังนั้นจึงหาปริมาณของ 
เฮมิเซลลูโลสได้จากผลต่างของปริมาณ NDF และ ADF จากนั้นจึงใช้สารละลาย combined 
permanganate ในการสกัดเอาลิกนินออกไป จึงเหลือส่วนที่เป็น PML (permanganate lignin) ท่ี
ประกอบด้วย เซลลูโลสและเถ้า ดังนั้นจึงหาปริมาณของลิกนินได้จากผลต่างของปริมาณ ADF และ PML 
ขั้นตอนสุดท้ายเมื่อน าไปเผาจึงเหลือเฉพาะส่วนของเถ้าท าให้หาปริมาณของเซลลูโลสได้จากผลต่างของ
ปริมาณ PML และเถ้า ส่วนของเถ้าท่ีเหลือนั้นจะเป็นพวกสารประกอบอนินทรีย์และแร่ธาตุต่างๆ ได้แก่ ซิ
ลิกา อะลูมิเนียม แคลเซียม แมกนีเซียม โพแทสเซียม และโซเดียม เป็นต้น (Lee และคณะ, 2007) และ
ปริมาณของสารอ่ืนๆ ที่พบนอกเหนือจากเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเถ้า ก็คือ ปริมาณ NDS 
นั่นเอง 
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 จากการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของฟางข้าว พบว่า มีปริมาณเซลลูโลสโดยเฉลี่ยอยู่37.67  
เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณเฮมิเซลลูโลส 33.36 เปอร์เซ็นต์ และมีปริมาณลิกนินโดยเฉลี่ยอยู่ในช่วง 4.12  
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งฟางข้าวมีปริมาณรวมของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสค่อนข้างสูง  ดังนั้นในการหาค่า
ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้ทางทฤษฎี จึงคิดจากปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่มีอยู่ในฟางข้าว 
เพื่อค านวณหาว่าฟางข้าวจะสามารถผลิตเอทานอลได้เท่าไหร่หากมีการย่อยสลายเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสอย่างสมบูรณ์และน้ าตาลที่ได้สามารถเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้ทั้งหมด สามารถค านวณหา
ประมาณกลูโคสและไซโลส ได้เท่ากับ 41.85 และ 37.90 เปอร์เซ็นตามล าดับ ดังนั้นปริมาณเอทานอลที่
ได้จากการค านวณทางทฤษฏีเท่ากับ 0.41 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ าตาล  
 
 4.5.2 การผลิตเอทานอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 จากการศึกษาอายุของกล้าเชื้อที่เหมาะสมเพื่อให้ได้เชื้อที่มีประสิทธิภาพในการผลิต      
เอทานอล พบว่าเมื่อเลี้ยง P.stipitis ในอาหารที่มีน้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนจะมีการเจริญดังภาพ
ท่ี 7  โดยมีระยะแล็กที่เวลา 0 - 5 ชั่วโมง ระยะเอกซ์โพเนนเชียลที่เวลา 5 - 12 ชั่วโมง และเข้าสู่ระยะสเต
ชันนารีที่เวลา 12 ชั่วโมงเป็นต้นไป ซึ่งช่วงเวลาที่เชื้อเข้าสู่ระยะสเตชัน เชื้อจะมีการเจริญเติบโตน้อย ส่วน
ยีสต์ทนร้อนที่เลี้ยงในอาหารที่มีน้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนจะมีการเจริญดังภาพที่ 8  โดยไม่เกิด
ระยะแล็กจึงเริ่มระยะเอกซ์โพเนนเชียลที่เวลา 0 - 24 ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงเชื้อมีการเจริญลดลง 
ดังนั้นอายุของกล้าเชื้อ P. stipitis และยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1  ที่เหมาะสม คือ ที่ระยะเวลา 12 
และ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ 
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ภาพที่ 7 การเจริญเติบโตของ P. stipitis ที่เวลา 0 - 48 ชั่วโมง ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร YMB โดยมีแหล่ง
คาร์บอนเป็นน้ าตาลไซโลส 
 

 
ภาพที่ 8 การเจริญเติบโตของยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 ที่เวลา 0 - 65 ชั่วโมง ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตร YMB โดยมีแหล่งคาร์บอนเป็นน้ าตาลไซโลส 
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เมื่อน าฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพด้วยอัลคาไลน์เพอร์ออกไซด์แล้วหมักด้วยกระบวนการ 
SSCF โดยใช้ยีสต์ 2 ชนิด คือ P. stipitis และยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 โดยเลี้ยงกล้าเชื้อที่
ระยะเวลาที่เหมาะสมดังกล่าว เติมเอนไซม์ 2 ชนิดที่ผลิตจาก T. reesei TISTR 3081 คือ เซลลูเลสและ
ไซแลเนสลงไป แล้วหมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสส าหรับ P.stipitis และ 40 องศาเซลเซียส ส าหรับ
ยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 เป็นเวลา 7 วัน จะได้ปริมาณเอทานอลแสดงดังตารางที่ 3 
ปริมาณการเกิดเอทานอลและปริมาณน้ าตาลรีดิวส์ที่เวลาต่างของ P.stipitis และ ยีสต์ทนร้อนไอโซเลท 
SKN 2-1 แสดงดังภาพที่ 9 และ 10 ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 3 ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

เชื้อ 

ปริมาณ 
เอทานอล 
(กรัมต่อ
ลิตร) 

ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวส์

เริ่มต้น 
(กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวส์
สุดท้าย 

(กรัมต่อลิตร) 

น้ าตาลที่ถูก
ใช้ 

(กรัมต่อลิตร) 

กรัมเอทานอล
ต่อกรัม
น้ าตาล 

Ethanol 
yield (%) 

P.stipitis 
SKN 2-1 

0.44 
0.66 

7.44 
6.26 

1.02 
1.54 

6.42 
4.72 

0.07 
0.13 

17.07 
31.71 
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ในการผลิตเอทานอลจากหญ้าที่มีองค์ประกอบหลักเป็นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสจ าเป็นต้องมี
การย่อยสลายองค์ประกอบดังกล่าวเพื่อให้กลายเป็นน้ าตาลกลูโคสและไซโลสซึ่งเป็นน้ าตาลที่จะได้จาก
การย่อยสลายเป็นส่วนใหญ่ เพื่อที่จะน าน้ าตาลทั้งสองชนิดนี้มาหมักเป็นเอทานอล  และใช้ยีสต์ทนร้อน
ไอโซเลท SKN 2-1  หมักที่อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส และใช้ P.stipitis หมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซส
เซียสเพื่อเป็นตัวเปรียบเทียบ พบว่า ปริมาณน้ าตาลที่ถูกย่อยออกมาจากฟางข้าวมีปริมาณสูงที่สุดที่ 
เวลา 3 ชั่วโมง โดยการหมักด้วยยีสต์ทนร้อนมีประมาณน้ าตาลสูงสุดเท่ากับ 6.26 กรัมต่อลิตร และ
ปริมาณน้ าตาลสูงในการหมักโดยใช้  P.stipitis เท่ากับ 7.44 กรัมต่อลิตร ปริมาณเอทานอลสูงที่สุดที่ผลิต
ได้โดยยีสต์ทนร้อนและ P.stipitis เท่ากับ 0.44 และ 0.66 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ คิดเป็น 17.07 และ 
31.71 เปอร์เซ็นเอทานอลเมื่อเทียบกับกาค านวณทางทฤษฎี จากการทดลองจะเห็นว่า เมื่อท าการผลิตเอ
ทานอลที่อุณหภูมิสูงจะสามารถเพิ่มผลผลิตของเอทานอลได้มากกว่า 6 เปอร์เซ็น ซึ่งสอดคล้องกับจาก
การศึกษาของ Anderson และคณะ (1986) ได้ท าการศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิต่อกระบวนการหมัก
เอทานอล โดยอุณหภูมที่ใช้คือ 25, 39 และ 47 องศาเซลเซียส พบว่าการหมักที่อุณหภูมิ 47 องศา
เซลเซียส ยีสต์จะมีการผลิตเอทานอลประมาณ 6 เปอร์เซ็นโดยน้ าหนัก หลังจากท าการหมัก 24 ชั่วโมง 
และที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ยีสต์จะผลิตเอทานอลประมาณ 7 เปอร์เซ็น หลังจากท าการหมัก 20 
ชั่วโมง และที่ 25 องศาเซลเซียสเอทานอลจะถูกผลิตหลังจากท าการหมักไปแล้ว 60 ชั่วโมง  
 ในงานวิจัยที่มีการศึกษาการน ายีสต์ทนร้อนมาใช้ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากวัสดุลิกโน
เซลลูโลสด้วยกระบวนการ SSF พบว่า Boyle และคณะ (1997) ได้ท าการศึกษาการหมักฟางข้าวบาร์เล่
โดยใช้ยีสต์ Kluyveromyces marxinus IMB3 ในกระบวนการหมักแบบ SSF ซึ่งท าการหมักที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส ในอาหารที่มีฟางข้าวบาร์เล่ที่ปรับสถาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2, 4 
และ 6 เปอร์เซ็นโดยน้ าหนัก สามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุด 2, 3 และ 3.6  กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่ง
สามารถผลิตเอทานอลมีความเข้มข้น 20 กรัมต่อ 100 กรัมของวัตถุดิบ  
 การลดต้นทุนการผลิตเอทานอลสามารถท าได้โดยการลดต้นทุนของวัตถุดิบหรือเอนไซม์ที่
น ามาใช้ การใช้วัตถุดิบที่มีการปรับปรุงทางพันธุกรรมเพื่อให้มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงร่วมกับการ
พัฒนาในเรื่องของการเปลี่ยนวัตถุดิบให้เป็นน้ าตาลจะสามารถลดต้นทุนการผลิตเอทานอลได้ (Wooley 
และคณะ,1999) ส่วนการลดต้นทุนของการผลิตเอนไซม์นับได้ว่าเป็นปัจจัยที่ส าคัญของการย่อยสลาย
วัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส การใช้เทคนิคทางพันธุศาสตร์ในการโคลนยีนเซลลูเลสเข้าสู่แบคที เรีย ยีสต์ 
และรา จะท าให้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์และแอกทิวิตีได้สูงขึ้น (Sun และ Cheng, 
2002) นอกจากน้ีการพัฒนาสายพันธุ์ยีสต์ให้มีประสิทธิภาพดีขึ้น ไม่ว่าจะเป็นในเรื่องของความสามารถ
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ในการใช้น้ าตาลได้หลายชนิด การทนต่อเอทานอลที่มีความเข้มข้นสูงๆ หรือความสามารถในการย่อย
สลายและหมักวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสได้ในคราวเดียวกัน ถือได้ว่าเป็นสิ่งที่ควรจะท าต่อไปในอนาคต
หากต้องการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 
5. การบ่งชี้สายพันธุ์ยีสต์ทนร้อน 

5.1 การตรวจสอบบริเวณ D1 และ D2 region ใน 26rDNA ของจุลินทรีย์ 
 ผลจากการส่งเชื้อไปตรวจสอบบริเวณ D1 และ D2 region ใน 26rDNA ที่สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) (ตารางที่ 4 และ 5) 
ตารางที่ 4 ผลการตรวจสอบบริเวณ D1 และ D2 region ใน 26rDNA 

 
ตรวจสอบบริเวณ D1 และ D2 region ใน 26S rDNA  Nucleotide identity (%)  

Ogataea polymorpha 100  

 
ตารางที่ 5 ล าดับเบสบริเวณ D1 และ D2 region ใน 26S rDNA ของยีสต์ SKN2-1 

 
  

ไอโซเลต ล าดับเบสบริเวณ D1 และ D2 region ใน 26S rDNA 
 

 
SKN2-1 

 
GGATCATTACGCCAGCATCCTAGGCAAAAGCCGCAGACCTCAGTCTCGGTAGGCAACATCAACAGAAGCTATAACACTCCGAGGAGCC
ACATTCAACTGTCATTATCTTGCCACCAAAACTGATGCTGGCCCAGTAAAAAGCTAGAGCACCACCCACAAGGAGCGATGATAGCTAAA
TACCAAGTCTGATCAAATACCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCTTCACAGTACT
TGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCACTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAA
AGCATCTTACACGGAAATGGACACCTCATCACACGGGATTCTCACCCTCCATGACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAAGGCCACCT
CCAAGATAGCTTTCTTCAAATTACAACTCGGGCACCGAAGGTACCAGATTTCAAATTTGAGCTCTTGCCGCTTCACTCGCCGCTACTAAG
GCAATCCCTGTTGGTTTC 
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สรุปผลการทดลอง 
 

 การคัดกรองยีสต์ทนร้อนที่สามารถใช้ไซโลสจากตัวอย่างทราย ตัวอย่างดิน ตัวอย่างกากอ้อย 
และตัวอย่างน้ าข้าวฟ่างจาก 3 จังหวัดในประเทศไทย จ านวนทั้งสิ้น 15 ตัวอย่าง สามารถคัดกรองยีสต์
ทนร้อนได้ทั้งสิ้น 73 ไอโซเลท โดยมี 45 ไอโซเลท สามารถเจริญได้ในอาหารไซโลส และ 27 ไอโซเลท 
เจริญได้ที่อุณหภูมิสูง น าทั้ง 27 ไอโซเลทไปทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลในอาหารไซโลส 
พบว่า มี 7 ตัวอย่างที่สามารถใช้ไซโลสในกระบวนการหมักเอทานอลได้ โดยไอโซเลท SKN 2-1 ที่คัดแยก
ได้จากตัวอย่างกากอ้อย สามารถผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดเมื่อเทียบกับไอโซเลทอื่น 
 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 ที่อุณหภูมิ 35,  
40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบว่ายีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส 

การทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ทีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้ฟางข้าวที่มีองค์ประกอบเป็นเซลูโลส 
37.67 เปอร์เซ็น เฮมิเซลลูโลส 33.63 เปอร์เซ็น ลิกนิน 4.12 เปอร์เซ็น ซึ่งผ่านการปรับสภาพวัตถุดิบด้วย
วิธีทางการภาพ วิธีทางเคมีด้วย alkaline peroxide และย่อยสลายโดยใช้เอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนส
แล้ว พบว่า ยีสต์ทนร้อนไอโซเลท SKN 2-1 สามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุดปริมาณ 0.66 กรัมต่อลิตรที่ 
196 ชั่วโมงของการหมัก คิดเป็น 31.71 เปอร์เซ็นของเอทานอลที่ผลิตได้เมื่อเทียบกับค่าทางทฤษฎี 

การวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณ D1-D2 region ใน 26S rDNA พบว่า SKN2-1 มีล าดับนิวคลีโอ
ไทด์คล้ายคลึงกับ Ogataea polymorpha 
 
 
  
  



21 

ข้อเสนอแนะ 
1. ควรศึกษาแหล่งคัดกรองใหม่ๆที่มีความหลากหลายเพิ่มขึ้นเพื่อค้นหาเชื้อใหม่ๆที่สามารถ

และผลิตเอทานอลได้ปริมาณสูงๆ 

2. ควรศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการหมักในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพื่อให้เชื้อที่คัดกรองได้

ผลิตเอทานอลได้เต็มประสิทธิภาพ 

3. ควรศึกษาแหล่งที่จะน ามาใช้เป็นสารต้ังต้นที่เหมาะสมเพื่อให้การผลิตเกิดประสิทธิภาพ

สูงสุด 
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เอกสารอ้างอิง 

1. วารุณี พานิชผล, สมพล ไวปัญญา, เมธิน ศิริวงศ์ และเฉลียว ศรีชู  .2537  .  การศึกษาคุณค่าทางอาหาร
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16 ประจ าปี 2551 ประเภทบรรยาย Symposium: PTT Research Session ระหว่างวันที่ 13-14 
มีนาคม 2551 คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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