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ภมิูมาศ สนั�นเสียง : การผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมลด็ข้าวฟ่างโดยใช้เชื #อผสม
ระหวา่ง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae. (ETHANOL 
PRODUCTION AND SINGLE CELL PROTEIN FROM SORGHUM GRAIN USING A 
MIXED CULTURE OF Saccharomycopsis fibuligera AND Saccharomyces cerevisiae) 
อ.ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : อาจารย์ ดร. ศิริลกัษณ์ ธีระดากร, 121 หน้า 
 

 งานวิจัยนี #เป็นการศึกษาการนําเมล็ดข้าวฟ่างมาใช้ในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยว 
ข้าวฟ่างเป็นพืชทางเลือกใหม่ เนื�องจากสามารถให้ผลผลิตได้ต่อเนื�องตลอดทั #งปี อายุการเก็บเกี�ยวสั #น ทน
ต่อสภาพแวดล้อมที�ไม่เหมาะสมได้ดี จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดข้าวฟ่าง  พบว่ามี
คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 80.7 โปรตีนร้อยละ 7.23 ไขมนัร้อยละ 3.36 เถ้าร้อยละ 1.27 เส้นใยร้อยละ 1.69 
และความชื #นร้อยละ 5.75 ต่อนํ #าหนักแห้ง คาร์โบไฮเดรตซึ�งเป็นองค์ประกอบหลกัของเมล็ดข้าวฟ่าง ถูก
นํามาใช้เป็นแหลง่คาร์บอนในกระบวนการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวได้ เมื�อศกึษาการปรับสภาพ
เมลด็ข้าวฟ่างทางกายภาพ พบว่า ภาวะที�เหมาะสมที�สดุ คือ การบดผ่านตะแกรงร่อนขนาด 400 ไมครอน
และให้ความร้อนที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 20 นาที สามารถให้ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมด 
2.04 กรัมตอ่ลิตร และเมื�อนําเมลด็ข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับสภาพแล้วไปหมกัเพื�อผลิตเอทานอลและโปรตีน
เซลล์เดี�ยวโดยใช้เชื #อผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae 
พบว่าภาวะที�เหมาะสมที�สดุ คือ การใช้อตัราส่วนของกล้าเชื #อที� 1 : 1 โดยใช้เมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับ
สภาพ 10 เปอร์เซ็นต์ ยูเรีย 0.3 เปอร์เซ็นต์ โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.1 เปอร์เซ็นต์ แมกนีเซียม
ซลัเฟต 0.1 เปอร์เซน็ต์ แคลเซียมคลอไรด์ 0.01 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียมคลอไรด์  0.01 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกั
ตอ่ปริมาตร)  ทําการหมกัที�อณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส ที�ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที สามารถผลิตเอทา
นอลได้สงูสดุ 10.45 กรัมต่อลิตร ที�ระยะเวลาการหมกัที�ระยะเวลา 36 ชั�วโมง และปริมาณโปรตีนของกาก
เมลด็ข้าวฟ่างที�ผ่านการหมกัแล้ว 38.39 เปอร์เซน็ต์ ที�ระยะเวลา 120 ชั�วโมง การผลิตเอทานอลและโปรตีน
เซลล์เดี�ยวโดยใช้เอนไซม์จากเชื #อ S. fibuligera หมกัร่วมกบัเชื #อโดยตรงของ S. cerevisiae โดยใช้เมล็ด
ข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับสภาพทางกายภาพและ นํามาย่อยด้วยเอนไซม์อะมิโลไลติคที�ผลิตจากเชื #อ S. 

fibuligera ที�อณุหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที จากนั #นนํามาหมกัด้วย S. cerevisiae  โดย
เติมยูเรีย 0.3 เปอร์เซ็นต์ โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.1 เปอร์เซ็นต์ แมกนีเซียมซลัเฟต 0.1 
เปอร์เซน็ต์ แคลเซียมคลอไรด์ 0. 01 เปอร์เซน็ต์ และโซเดียมคลอไรด์  0.01 เปอร์เซน็ต์ (นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร) 
ทําการหมักที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที�ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที สามารถผลิตเอทานอลได้
ปริมาณสงูสดุ คือ 1.12 กรัมตอ่ลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง และปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าว
ฟ่างที�ผ่านการหมกัแล้ว 19.55 เปอร์เซน็ต์ ที�ระยะเวลา 72 ชั�วโมง 
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This research involved a study on production of ethanol and single cell protein. 

Sorghum was considered as an alternative crop because of its availability throughout the year, a 
short-term harvest and resistance to an inappropriate environment. From chemical composition 
analysis, sorghum grain contains 80.7 % carbohydrate, 7.23 % protein, 3.36 % fat, 1.27 % ash, 
1.69 % fiber and 5.75 % moisture of dry weight. Carbohydrate, the main composition of 
sorghum grain, is used as a carbon-source for ethanol and single cell protein production. The 
study of physical pretreatment of sorghum grain showed that the optimal conditions were milling 
and sieving to 400 µm-size and subsequently autoclaving at 121 oC for 20 minutes. Total sugar 
of 2.04 g/l was obtained under this condition. Pretreated sorghum grain was used for ethanol 
and single cell protein production using a mixed culture of Saccharomycopsis fibuligera and 
Saccharomyces cerevisiae. The optimal condition was inoculums ratio 1 : 1, 10 % pretreatment 
sorghum grain, 0.3 % urea, 0.1% potassium dihydrogen phosphate, 0.1 %  magnesium sulfate, 
0.01 % sodium chloride, and 0.01 % calcium chloride (w/v). The fermentation conditions were 
conducted at 30 oC, 150 rpm. Ethanol 10.45 g/l and protein content in sorghum grain residues 
38.39 % were obtained at 36 hr and 120 hr of fermentation, respectively. Productions of ethanol 
and single cell protein using an amylolytic enzyme from S. fibuligera and the cell culture of S. 

cerevisiae were also investigated. The pretreated sorghum grain was saccharified by the 
amylolytic enzyme of S. fibuligera at 90 oC for 30 minutes, subsequently, fermented with S. 

cerevisiae by adding 0.3 % urea, 0.1% potassium dihydrogen phosphate, 0.1 % magnesium 
sulfate, 0.01 % sodium chloride, and 0.01 % calcium chloride (w/v). The fermentation conditions 
were at 30 oC, 150 rpm. Ethanol at 1.12 g/l and protein content in grain sorghum residues at 
19.55 % were obtained after 24 hr and 120 hr of fermentation, respectively. 
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บทที� 1  
 

บทนํา 
 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

 ประเทศไทยต้องนําเข้าพลงังานโดยเฉพาะนํ #ามนัดิบจากตา่งประเทศทกุปีทําให้ต้องสญูเสีย
เงินตราตา่งประเทศจํานวนมาก ขณะเดียวกนัประเทศไทยยงัได้รับผลกระทบจากความผนัผวนของ
ราคานํ #ามันดิบในตลาดโลกที�มีแนวโน้มเพิ�มสูงขึ #น และปัญหาของแหล่งพลังงานสํารองจาก
ธรรมชาติที�กําลงัจะหมดไป และพลงังานทดแทนที�ได้รับความสนใจคือ เอทานอล (ethanol) ซึ�งถือ
วา่เป็นพลงังานทางเลือกที�สามารถใช้ในประเทศให้เกิดประโยชน์ และลดผลกระทบทางสิ�งแวดล้อม 
เพื�อทดแทนการนําเข้านั #นเป็นทางออกที�ดีในการแก้ปัญหาสภาวะนํ #ามนัแพงอย่างยิ�ง เนื�องจากประ
ไทยมีพื #นฐานเป็นประเทศเกษตรกรรม ทําให้มีผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิดเป็นจํานวนมากเกิน
ความต้องการของตลาด ส่งผลให้เกิดปัญหาราคาพืชผลตกตํ�า  จึงหนัมาผลิตเอทานอลจากพืชผล
ทางการเกษตร  ซึ�งมีความเหมาะสมหลายประการ เช่น เป็นการใช้ทรัพยากรอย่างหมนุเวียน การใช้
พืชผลทางการเกษตรที�มีอยู่เป็นจํานวนมากในประเทศให้เกิดประโยชน์ และเป็นการลดผลกระทบ
ทางสิ�งแวดล้อม รัฐบาลจึงได้กําหนดเป้าหมายที�จะรณรงค์การใช้เอทานอลเป็นเชื #อเพลิง เอทานอล
จึงเป็นพลงังานทางเลือกใหม่ที�จะช่วยสร้างเสถียรภาพทั #งทางเศรษฐกิจ สงัคม และสิ�งแวดล้อมของ
ประเทศได้ (อนสุรณ์ แสงนิ�มนวล, 2550) 

การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมกัจะอาศยัเชื #อจลุินทรีย์ในการหมกั ซึ�งโดยทั�วไปนั #น
วตัถดุิบที�นํามาใช้จะเป็นวตัถุดิบประเภทแป้งและนํ #าตาล เชื #อจุลินทรีย์ที�นิยมใช้ก็ได้แก่เชื #อยีสต์ ซึ�ง
สามารถหมกัได้ในภาวะไม่มีออกซิเจน (anaerobic condition) ยีสต์ที�นํามาผลิตเอทานอลมีหลาย
ชนิดด้วยกันที�นิยมใช้กันคือยีสต์ในจีนสั Saccharomyces ทั #งนี #เนื�องจากเจริญได้รวดเร็ว มีความ
คงทนต่อแอลกอฮอล์ได้สูง และให้ปริมาณแอลกอฮอล์ในปริมาณสงู  (วราวุฒิ บุญส่ง และ รุ่งนภา 
พงศ์สวัสดิ8มานิต, 2532) จากข้อดีเหล่านี #จึงเลือกใช้เชื #อ saccharomyces cerevisiae ใน
กระบวนการผลิตเอทานอล 

ข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor) เป็นพืชทางเลือกใหม่ที�มีศกัยภาพที�จะเข้ามาเสริมในระบบ
การผลิตเอทานอล เนื�องจากข้าวฟ่างหวานเป็นพืชที�ใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วน เช่น นํ #าหวานที�คั #นหรือ
หีบจากลําต้น กากที� เหลือจากการหีบนํ #าหวานออก และส่วนเมล็ดข้าวฟ่างหวานพบว่ามี
องค์ประกอบหลกัประกอบไปด้วยโปรตีน 12.4 เปอร์เซ็นต์ ไขมนั 3.6 เปอร์เซ็นต์ และคาร์โบไฮเดรต
ชนิดละลายนํ #าได้ 79.7 เปอร์เซ็นต์ (Hall และคณะ, 1950 ; Schaffert และคณะ, 1982) ซึ�งสามารถ
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ใช้ประโยชน์ทั #งในรูปของอาหาร พลงังาน และเป็นวตัถดุิบในอตุสาหกรรมตา่งๆมากมาย  พืชชนิดนี #
นอกจากจะให้พลงังานสงูแล้ว ยงัเป็นพืชที�ปรับตวัเข้ากบัสภาพแวดล้อมได้ดีมาก ทนทานต่อความ
แห้งแล้ง นํ #าท่วมขงั ดินเค็มและดินด่าง แล้วยงัให้ผลผลิตต่อต้นสูง โดยที�วตัถุดิบประเภทนี #จะต้อง
นํามาผ่านกระบวนการย่อยแป้งด้วยเอนไซม์ให้เป็นนํ #าตาลกลูโคสด้วยการย่อย 2 ขั #นตอน คือ การ
ย่อยแป้งครั #งแรกหรือการทําให้แป้งเหลว (liquefaction) และการย่อยครั #งสุดท้ายหรือการเปลี�ยน
สารละลายแป้งเป็นนํ #าตาล (saccharification) โดยจะใช้เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส และกลูโคอะ
ไมเลส ตามลําดบั โดยจลุินทรีย์ที�มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส และกลโูคอะ
ไมเลสส่วนใหญ่จะใช้เชื #อราในสกุล Aspergillus sp. จากนั #น แตมี่การศกึษาพบว่ามียีสต์บางสาย
พนัธุ์ที�ผลิตเอนไซม์ในกลุ่มของอะมิโลไลติคได้ เช่น เชื #อ Saccharomycopsis fibuligera ให้ผลผลิต
เอนไซม์ที�สงู นําไปทําให้บริสทุธิ8ได้ง่าย ใช้ต้นทนุในการผลิตตํ�า (Futatsugi และคณะ, 1993) จาก

ข้อดีเหลา่นี #จงึเลือกใช้เชื #อ S. fibuligera ชนิดนี #ในขั #นตอนการเปลี�ยนแป้งให้เป็นนํ #าตาล จากนั�นจึงจะ

ทาํการหมกัเพื�อเปลี�ยนนํ� าตาลเป็นเอทานอล แตข่ั #นตอนดงักล่าวเป็นขั #นตอนที�สิ #นเปลืองทั #งเวลาและ
พลงังานความร้อน แตอ่ย่างไรก็ตามเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากแป้งได้มีการพฒันาขึ #นอย่าง
มาก โดยเ ฉพาะในส หรัฐอเม ริกา  โดยพัฒนาใ ห้กระ บวนการ เ ปลี� ยนแป้ง เ ป็น นํ #าตาล 
(saccharification) เกิดขึ #นพร้อมกนักบัการหมกั (fermentation) เรียกกระบวนการนี #ว่า กระบวนการ
ย่อยนํ #าตาลและหมกัพร้อมกนั (Simultaneous saccharification and fermentation; SSF) ซึ�งมี
หลายวิธีการ เช่น การใช้เอนไซม์ที�สามารถทํางานได้ในสภาวะเดียวกบัการหมกั (Lyon, 1999) การ
ดดัแปลงพันธุกรรมของเชื #อจุลินทรีย์ให้มีความสามารถทั #งในการย่อยแป้งและการหมักพร้อมกัน 
(Shigechi และคณะ, 2002) การใช้เชื #อจลุินทรีย์มากกว่าหนึ�งชนิด (Mamma และคณะ,1995 ; 
Verma และคณะ, 1999) เป็นต้น ซึ�งจะทําให้สามารถลดทั #งเวลาและพลงังานที�ใช้ในกระบวนการ
หมักให้ตํ�าที�สุด จึงเป็นการลดค่าใช้จ่ายในการผลิตอันจะเป็นประโยชน์ต่อการผลิตเอทานอลใน
ระดบัอตุสาหกรรม  

โปรตีนเซลล์เดี�ยว (Single Cell Protein; SCP) คือ จุลินทรีย์ที�เจริญได้อย่างรวดเร็ว 
สามารถใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอน และพลงังาน ในการเจริญเติบโตและเปลี�ยนสารประกอบ
ไนโตรเจนอนินทรีย์ ให้เป็นโปรตีนในเซลล์ซึ�งมีคณุค่าทางโภชนาการ เป็นโปรตีนในเซลล์ที�มีคณุค่า
ทางโภชนาการ โดยสามารถนํามาทดแทนโปรตีนจากพืชและสัตว์ที�มีราคาสูง ซึ�งยีสต์จัดเป็น
จลุินทรีย์ที�นิยมใช้ในการผลิตมากที�สุด ยีสต์สามารถเจริญเติบโตเร็ว ใช้เวลาน้อย จึงเป็นที�นิยมนํา
ยีสต์แห้งมาใช้เป็นอาหารสตัว์ ซึ�งยีสต์สามารถสร้างกรดอะมิโนที�จําเป็นต่อการเจริญเติบโตทั #งคน
และสตัว์ (Dostalek, 1986 ; Trien และคณะ, 1994) ซึ�งโปรตีนเซลล์เดี�ยวจะเกิดขึ #นจากกระบวนการ
หมกัเอทานอล 
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ในงานวิจัยนี #จึงมุ่งศึกษาการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่าง ซึ�งจะเป็น
ประโยชน์ โดยใช้พืชทางเลือกใหมที่�มีการนําไปใช้คอ่นข้างจํากดัและราคาถกู เพื�อการผลิตเอทานอล
และโปรตีนเซลล์เดี�ยว ซึ�งนบัว่าเป็นประโยชน์อย่างยิ�งตอ่การลดการพึ�งพาจากตา่งประเทศ และเพิ�ม
คุณค่าทางอาหารของกากเมล็ดข้าวฟ่างจากโปรตีนเซลล์เดี�ยวที�ได้จากกระบวนการหมักให้เกิด
ประโยชน์สงูสดุ 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
 เพื�อศกึษาภาวะที�เหมาะสมในการผลิตเอทานอล และโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่าง 
โดยการใช้เชื #อผสมระหวา่ง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae 
 
1.3  วิธีดาํเนินการวิจัย 
 

1.3.1 วิเคราะห์องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง 
1.3.2 หาภาวะที�เหมาะสมของการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยวิธีทางกายภาพ 
1.3.3 หาภาวะที�เหมาะสมของการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่าง 
โดยใช้เชื #อโดยตรงระหวา่ง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces  

cerevisiae 
 1.3.4 หาภาวะที�เหมาะของการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคจากเชื #อ Saccharomycopsis  

fibuligera   
1.3.5 ศกึษาการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวโดยการหมกัเอนไซม์จากเชื #อ  

Saccharomycopsis fibuligera ร่วมกบัเชื #อ Saccharomyces cerevisiae 
 

1.4 ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 
 

ภาวะที�เหมาะสมในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่าง โดยการใช้
เชื #อผสมระหวา่ง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae



 

 

2.1 เอทานอล (Ethanol
 

 เอทานอล หรือ เอธิลแอลกอฮอล์ 
รูปที� 2.1 นํ #าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 
ทั�วไปเป็นของเหลวใส ไมมี่สี มีกลิ�นเฉพาะตวัของเอทานอล 
 ประโยชน์ของเอทานอลนั #นใช้เป็นสารเคมีที�มีความเกี�ยวข้องกบัชีวิตประจําวนั เช่น ทางด้าน
การแพทย์ เภสชักรรม และสามารถนํามาใช้เป็นแหล่งเชื #อเพลิงทดแทนนํ #ามนัเบนซินได้ นอกจากนี #
ยงัเป็นสว่นประกอบในเครื�องดื�มที�นิยมกนัทั�วไป คือ สรุา เบียร์ และไวน์ เป็นต้น 

                              
 

 
2.2 วัตถุดบิที�ใช้ในการผลิตเอทานอล
 

ในการผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมัก วัตถุดิบที�นํามาใช้มีหลายประเภทด้วยกัน 
วตัถดุิบประเภทนํ #าตาล แป้ง สารประกอบเซลลโูลส และผลพลอยไ
เชน่  whey กากผลไม้จากโรงงานผลไม้กระป๋อง และนํ #าทิ #งจากโรงงานกระดาษ 
ต้น 

วตัถดุิบประเภทนํ #าตาล ได้แก่ นํ #าตาลจากอ้อย 
ซึ�งเป็นวัตถุดิบที�เหมาะสมในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมโดยเฉพาะกากนํ #าตาล 
เนื�องจากสามารถนําเข้าสูก่ระบวนหมกัได้โดยตรง ขั #นตอนการผลิตไมยุ่ง่ยาก และให้ผลผลิตสงู

บทที�  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 
 

Ethanol) 

หรือ เอธิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) มีสตูรโครงสร้างเป็น 
นํ #าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 40.07 จดุเดือดประมาณ 78 องศาเซลเซียส ติดไฟง่าย ลกัษณะ

ทั�วไปเป็นของเหลวใส ไมมี่สี มีกลิ�นเฉพาะตวัของเอทานอล  
ประโยชน์ของเอทานอลนั #นใช้เป็นสารเคมีที�มีความเกี�ยวข้องกบัชีวิตประจําวนั เช่น ทางด้าน

การแพทย์ เภสชักรรม และสามารถนํามาใช้เป็นแหล่งเชื #อเพลิงทดแทนนํ #ามนัเบนซินได้ นอกจากนี #
เป็นสว่นประกอบในเครื�องดื�มที�นิยมกนัทั�วไป คือ สรุา เบียร์ และไวน์ เป็นต้น 

 

                               

รูปที� 2.1 สตูรโครงสร้างของเอทานอล  

วัตถุดบิที�ใช้ในการผลิตเอทานอล 

ในการผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมัก วัตถุดิบที�นํามาใช้มีหลายประเภทด้วยกัน 
วตัถดุิบประเภทนํ #าตาล แป้ง สารประกอบเซลลโูลส และผลพลอยได้จากโรงงานอตุสาหกรรมตา่งๆ 

กากผลไม้จากโรงงานผลไม้กระป๋อง และนํ #าทิ #งจากโรงงานกระดาษ 

วตัถดุิบประเภทนํ #าตาล ได้แก่ นํ #าตาลจากอ้อย sugar beet และกากนํ #าตาล 
ซึ�งเป็นวัตถุดิบที�เหมาะสมในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมโดยเฉพาะกากนํ #าตาล 
เนื�องจากสามารถนําเข้าสูก่ระบวนหมกัได้โดยตรง ขั #นตอนการผลิตไมยุ่ง่ยาก และให้ผลผลิตสงู

 

มีสตูรโครงสร้างเป็น C2H5OH ดงัแสดงใน
องศาเซลเซียส ติดไฟง่าย ลกัษณะ

ประโยชน์ของเอทานอลนั #นใช้เป็นสารเคมีที�มีความเกี�ยวข้องกบัชีวิตประจําวนั เช่น ทางด้าน
การแพทย์ เภสชักรรม และสามารถนํามาใช้เป็นแหล่งเชื #อเพลิงทดแทนนํ #ามนัเบนซินได้ นอกจากนี #

เป็นสว่นประกอบในเครื�องดื�มที�นิยมกนัทั�วไป คือ สรุา เบียร์ และไวน์ เป็นต้น  

ในการผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมัก วัตถุดิบที�นํามาใช้มีหลายประเภทด้วยกัน ได้แก่ 
ด้จากโรงงานอตุสาหกรรมตา่งๆ 

กากผลไม้จากโรงงานผลไม้กระป๋อง และนํ #าทิ #งจากโรงงานกระดาษ (sulfite liquor) เป็น

และกากนํ #าตาล (molasses) 
ซึ�งเป็นวัตถุดิบที�เหมาะสมในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมโดยเฉพาะกากนํ #าตาล 
เนื�องจากสามารถนําเข้าสูก่ระบวนหมกัได้โดยตรง ขั #นตอนการผลิตไมยุ่ง่ยาก และให้ผลผลิตสงู 
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วตัถดุบิประเภทแป้ง ได้แก่ มนัสําปะหลงั ข้าวโพด เมล็ดข้าวฟ่าง และ ธญัพืชตา่งๆเนื�องจาก
โครงสร้างทางเคมีของแป้งประกอบด้วย อะมิโลส และ อะมิโลเปคติน ดงันั #นจึงต้องมีการย่อยสลาย
ด้วยเอนไซม์ อลัฟาอะมิเลส และกลโูคอะมิเลส ให้ได้เป็นนํ #าตาลกลโูคสก่อนแล้วจึงนําไปหมกัเป็นเอ
ทานอลตอ่ไป   

วตัถดุบิประเภทสารประกอบเซลลโูลส ได้แก่ เศษไม้จากอตุสาหกรรมแปรรูปไม้เศษวสัด ุ
ที�เป็นเซลลโูลส เชน่ ฟางข้าว ผกัตบชวา หญ้าแฝก ชานข้าวฟ่าง หรือเยื�อใยจากพืชชนิดตา่งๆ รวมถึง
วัสดุเหลือทิ #งจากโรงเลื�อย โรงงานทํากระดาษ กระดาษหนังสือพิมพ์ และ อื�นๆ ซึ�งของเสียจาก
โรงงานทํากระดาษเหมาะสมมากที�สดุเนื�องจากแยกลิกนินออกหมดแล้ว ดงันั #นการใช้เซลลโูลสเป็น
วตัถดุบิในการผลิตเอทานอลสว่นมากจงึเป็นวสัดเุหลือทิ #งจากโรงงานหรือทางการเกษตร 
(เทพปัญญา เจริญรัตน์, 2545) 
 
2.3 ข้าวฟ่าง 
 
 2.3.1 ความสาํคัญของข้าวฟ่าง 

 วตัถปุระสงค์ในการนําข้าวฟ่างมาปลกูในประเทศไทย  เพื�อใช้ต้นเลี #ยงสตัว์แต่เมื�อปลกูแล้ว
ปรากฏว่าให้ผลผลิตเมล็ดดี  และเมื�อมีตลาดต่างประเทศให้ความสนใจซื #อเมล็ดข้าวฟ่างจาก
ประเทศไทย  จากวตัถปุระสงค์ของการนําข้าวฟ่างมาปลกูเพื�อใช้ต้นเลี #ยงสตัว์จึงเปลี�ยนไปปลกูเพื�อ
ผลิตเมล็ดวางเป็นสินค้าออกคือ ข้าวฟ่างเมล็ดหรือข้าวฟ่างปลกูเพื�อใช้เมล็ด (sorgrum grain) ข้าว
ฟ่างชนิดนี #มีขนาดของเมล็ดใหญ่กว่า  ต้นเตี #ยกว่า  และผลผลิตเมล็ดจะมากกว่าข้าวฟ่างชนิดอื�น 
(จฬีุ ทิพยรักษ์, 2533) ข้าวฟ่างเมล็ดมีความสําคญัมากเป็นหนึ�งในห้าของธัญพืชที�เป็นแหล่งอาหาร
ของมนษุย์และเป็นวตัถุดิบในโรงงานอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ คณุค่าทางอาหารหรือส่วนประกอบ
ทางเคมี รวมทั #งสารแทนนินของเมล็ด ไมส่ามารถบง่บอกได้ชดัเจนจากสีของเมล็ดข้าวฟ่างที�มองเห็น 
จําเป็นต้องทําการวิเคราะห์ทางเคมี คณุคา่ทางอาหารเมื�อคํานึงเฉพาะกรดอะมิโนของเมล็ดข้าวฟ่าง
เทียบกับเมล็ดข้าวโพด มีรายงานไว้ว่าใกล้เคียงกัน ยกเว้นปริมาณของแคโรทีนและแซนโทฟิล ซึ�ง
ข้าวฟ่างจะมีน้อยกว่า แต่ปริมาณที�แตกตา่งขึ #นอยู่กบัพนัธุ์ข้าวฟ่างด้วย ในอตุสาหกรรมนํ #าตาลของ
ประเทศบราซิลได้มีการทดสอบการผลิตเอทานอลจากข้าวฟ่างในระดบั pilot plant สามารถผลิตได้ 
120,000 ลิตรต่อวนั (Schaffert และ Gourley, 1982) ประเทศอินเดียตอนใต้และหลายประเทศ
ในอัฟริกานําเมล็ดข้าวฟ่างมาแปรรูปเป็นอาหารหลักแทนข้าว ข้าวสาลี ที�ผลผลิตได้ผลดีไม่เท่า
กบัข้าวฟ่าง ทั #งนี #เนื�องจากสภาพดินฟ้าอากาศของประเทศเหล่านั #นค่อนข้างแห้งแล้งและร้อน ข้าว
ฟ่างเป็นพืชที�ทนตอ่สภาพแวดล้อมที�ไมเ่หมาะสมได้ดีกว่าธัญพืชหลายชนิด รวมทั #งข้าวโพด ประเทศ
ยุโรปได้ให้ความสนใจและทดลองใช้แป้งจากเมล็ดข้าวฟ่างทดแทนข้าวสาลีเป็นบางส่วนเพื�อลด
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ต้นทนุการผลิตในอตุสาหกรรมตา่งๆ  หากมีการศกึษาการใช้ประโยชน์จากข้าวฟ่างเพิ�มขึ #นจะทําให้
เกิดผลดีหลายด้าน เพื�อใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตพลังงานทางเลือก ขณะเดียวกันช่วยในการ
พฒันาการใช้วตัถดุบิในท้องถิ�นให้เกิดประโยชน์สงูสดุ 
 

2.3.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 ข้าวฟ่าง มีชื�อทางวิทยาศาสตร์ Sorghum bicolor (L) Moench จดัเป็นพืชตระกลูหญ้า ซึ�ง
โดยทั�วไปแล้วจะมีลําต้นเดียว แต่อาจจะแตกกอหรือหน่อได้แล้วแต่ละชนิดและพนัธุ์ของข้าวฟ่าง 
โดยทั�วไปข้าวฟ่างพวกที�ใช้ประโยชน์จากเมล็ดจะไม่มีการแตกหน่อ ยกเว้นกรณีที�ต้นเดิมหรือยอดถกู
ทําลายไปก็จะมีการแตกหนอ่ขึ #นมาใหมข้่าวฟ่างส่วนใหญ่เป็นพืชฤดเูดียวหรือล้มลกุ คือ ออกดอกให้
เมล็ดแล้วก็ตายไป แต่มีข้าวฟ่างหลายประเภทก็สามารถอยู่ข้ามปีได้โดยการแตกกอจากต้นเดิม
สว่นประกอบที�สําคญัของข้าวฟ่างมีดงันี # คือ (vanderlip, 1979) แสดงดงัรูปที� 2.2 
 ราก ข้าวฟ่างมีระบบรากฝอย (fibrous root system) รากที�เกิดจากเมล็ดโดยตรงมีรากเดียว
และจะมีรากเล็กๆ แตกออกมาจากรากนี # เรียกว่ารากแขนง เมื�อต้นอ่อนของข้าวฟ่างใช้อาหาร
จากคพัภะหรือเอ็มบริโอ (embryo) จวนหมด จะเริ�มมีรากเป็นจํานวนมากแตกออกจากข้อของลําต้น
ที�อยูใ่ต้ดนิ ซึ�งจะแผอ่อกไปอยา่งกว้างขว้างทั #งแนวราบและแนวลกึ 
 ลําต้น ลําต้นข้าวฟ่างมีความสูงแตกต่างกันตั #งแต่ 45 เซนติเมตร ถึงกว่า  4  เมตร แต่ข้าว
ฟ่างที�นิยมปลูกกนัทั�วไปจะมีลําต้นสงูประมาณ 1-2 เมตร มีเส้นผ่านศนูย์กลางลําอยู่ระหว่าง 0.5 – 
3.0 เซนตเิมตร ลําต้นจะเจริญโตตั #งตรงเหมือนพืชทั�วไป 
 ใบ ข้าวฟ่างที�ปลูกอยู่ทั�วไปมีใบอยู่ ระหว่าง  7 ถึง  24 ใบ ทั #ง นี #ขึ #นอยู่กับพันธุ์ และ
สภาพแวดล้อม ใบออ่นของข้าวฟ่างที�แก่โค้งลง ใบจะเกิดตามข้อและสลบัด้านกนัไปตลอดลําต้น ใบ
มีลกัษณะเป็นรูปใบหอกหรือใบหอกเรียวๆ และขอบใบมีลกัษณะเรียบตลอด 
 กาบใบ กาบใบจะหุ้มอยู่รอบลําต้นโดยซ้อนวนเริ�มจากขวาทบัซ้ายแล้วซ้ายทบัขวา กาบใบ
จะมีความยาวตั #งแต ่15-35 เซนติเมตร ด้านหน้าของกาบใบอาจมีขี #ผึ #งปกคลุมอยู่ ตรงฐานหรือโดน
ของกาบใบสว่นที�ตดิกบัข้อจะมีแถบขนสั #นๆสีขาวตดิอยู ่
 ช่อดอก ช่อดอกข้าวฟ่างเกิดจากปล้องบนสุดของลําต้น ซึ�งปล้องที�ยาวที�สุด ช่อดอก
ประกอบด้วย ก้านช่อดอก แกนกลางของช่อดอก กิ�งแขนงและกิ�งย่อยของช่อดอก ซึ�งเป็นที�เกิดของ
ดอกและเมล็ด 
 เมล็ด เมล็ดจะเกิดจากการผสมระหว่างเกสรตวัผู้และเกสรตวัเมีย ภายในเวลาประมาณ 2 
ชั�วโมง หลังจากที�เกสรตัวผู้ ตกลงบนยอดเกสรตัวเมีย หลังจากนั #นไข่ที�ได้รับการผสมจะพัฒนา
กลายเป็นเมล็ดแก่ (mature seed) ซึ�งระยะเวลาดอกบานจนถึงเมล็ดแก่ใช้เวลาประมาณ 30 - 32 
วนั เมล็ดข้าวฟ่างอาจมีรูปทรงกลม หรือแบนข้างหนึ�งเหมือนหลงัเตา่ และขนาดของเมล็ดจะแตกตา่ง
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กนัไปขึ #นอยู่กับชนิดและพนัธุ์ สีของเมล็ดข้าวฟ่างที�มองเห็นด้วยตาเปล่าอาจจะมีหลายสี ขาว แดง 
นํ #าตาล เหลือง และครีมเป็นต้น  
 

 
  

รูปที� 2.2 สว่นประกอบตา่งๆของข้าวฟ่าง  

A = ชอ่ดอก  B = ใบ   C = ลําต้น   D = ดอก   E = ราก   F = เมล็ดข้าวฟ่าง 
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2.3.3 องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง 

 องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่างคล้ายกนักบัข้าวโพดหลายประการ ความคล้ายคลึงกนันี #รวม
ไปถึงลกัษณะของแป้งและโปรตีน เชน่เดียวกบัส่วนประกอบอื�นๆ ตา่งกนัที�มีปริมาณไขมนัตํ�ากว่าแต่
มีปริมาณโปรตีนและปริมาณแป้งสูงกว่า ค่าการวิเคราะห์องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่างแสดงดงั
ตารางที� 2.1, 2.2 และองค์ประกอบของเมล็ดข้าวโพดแสดงดงัตารางที�  2.3 
 

ตารางที� 2.1 องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง 
  

  Range (% dry basis) average (% dry basis) 
Water (% wet basis) 8 - 20 15.5 
Starch 60 - 77 74.1 
Protein (N x 6.25) 6.6 - 16 11.2 
Fat (CCl4 extrract) 1.4 - 6.1 3.7 
Ash 1.2 -7.1 1.5 
Fibre (crude) 0.4 - 13.4 2.6 
Pentoglycans 1.8 - 4.9 2.5 
Sugar (as dextrose) 0.5 - 2.5 1.8 
Tannin 0.003 - 0.17 0.1 
Wax 0.2 - 0.5 0.3 
ที�มา : (Watson, 1967) 
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ตารางที� 2.2 องค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดข้าวฟ่างทั #งเมล็ดของแตล่ะสว่น 
 

Component Part of 
Kernel 

Whole Grain Bran Horny 
Endosperm 

Starch 
Endosperm 

Germ 
%Proportion of Kernel 100 5.5 54.7 28.7 11.1 
%Starch 68.52 1.6 72.24 82.5 1.53 
% Protein 13.99 7.08 15.11 8.91 20.84 
%Nitrogen free Extract 78.72 70.16 83.49 89.29 40.67 
% Ash 1.89 3.07 0.56 0.71 9.46 
% Fiber (crude) 1.93 15.36 0.69 0.81 9.11 
% Ether Extract 3.47 4.33 0.15 0.28 19.92 
ที�มา : (Hubbard และคณะ, 1950) 

 
ตารางที� 2.3 องค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดข้าวโพดทั #งเมล็ดของแตล่ะสว่น 
 

Component Part of 
Kernel  

Whole 
Kernel 

Bran  Tip Cap 
Endosperm 

Starch 
Endosperm 

Germ 
%Proportion of Kernel 100 5.3 0.8 82.9 11 
%Starch 75 7.3 5.3 88.4 11.9 
% Protein 8.9 3.7 9.1 8 18.4 
%Oil 4 1 3.8 0.8 29.6 
% Ash 1.5 0.8 1.6 0.3 10.5 
%Sugars 1.7 0.3 1.6 0.6 10.8 
% Fiber (crude) 8.9 86.9 78.6 1.9 18.8 

  ที�มา : (Philppe, 2004) 
  
 
 
 
 



 

 

ปริมาณผลผลิตและองค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดข้าวฟ่างขึ #นอยู่กับปัจจัยอื�นๆ ได้แก่ 
สภาพดนิและอากาศ ในปีที�ฝนแล้งและอณุหภูมิสงูผลผลิตของข้าวฟ่างจะลดลงและปริมาณโปรตีน
จะเพิ�มขึ #น แต่ปริมาณแป้งและไขมนัลดลง นอกจากนี #สถานที�เพาะปลกูก็มีผลต่อความผนัแปรของ
องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่างเชน่กนั 
 
 2.3.4 แป้งในเมล็ดข้าวฟ่าง

 เมล็ดข้าวฟ่างมีอง
รายงานว่า เมล็ดข้าวฟ่างจาก 
และมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 
ผา่นขั #นตอนการเปลี�ยนแป้งให้เป็นนํ #าตาล
 แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตที�ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮเดรเจน และออกซิเจนในอัตราส่วน 
6:10:5 มีสูตรเคมีโดยทั�วไป คือ 
anhydroglucose unit เชื�อมด้วยตอ่กนัด้วยพนัธะ 
หน่วยกลโูคส (glucose unit
เรียกวา่ reducing end group 
เมอร์เชิงเส้น (amylose) และพอลิเมอร์เชิงกิ�ง 
ของอะมิโลสและอะมิโลเพกตนิแตกตา่งกนัซึ�งจะทําให้คณุสมบตัขิองแป้งแตล่ะชนิดแตกตา่งกนั 
   

อะมิโลส
 อะมิโลสเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นที�ประกอบด้วยกลโูคสประมาณ 

พนัธะ α –1,4-glucosidic linkag
 

 
รูปที� 

ปริมาณผลผลิตและองค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดข้าวฟ่างขึ #นอยู่กับปัจจัยอื�นๆ ได้แก่ 
ในปีที�ฝนแล้งและอณุหภูมิสงูผลผลิตของข้าวฟ่างจะลดลงและปริมาณโปรตีน

จะเพิ�มขึ #น แต่ปริมาณแป้งและไขมนัลดลง นอกจากนี #สถานที�เพาะปลกูก็มีผลต่อความผนัแปรของ
องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่างเชน่กนั (Joseph และ Jerrold, 1978) 

แป้งในเมล็ดข้าวฟ่าง 

เมล็ดข้าวฟ่างมีองค์ประกอบเป็นแป้ง โดยที� Subramanian และ Jambunathan (1986) 
รายงานว่า เมล็ดข้าวฟ่างจาก 45 สายพนัธุ์มีแป้งเป็นองค์ประกอบอยู่ในช่วง 
และมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 8-14 เปอร์เซ็นต์ ดงันั #นการนําเมล็ดข้าวฟ่างมาใช้เป็นวตัถดุิบจึงต้อง

นการเปลี�ยนแป้งให้เป็นนํ #าตาล 
แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตที�ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮเดรเจน และออกซิเจนในอัตราส่วน 

มีสูตรเคมีโดยทั�วไป คือ (C6H10O5)n แป้งเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสซึ�งประกอบด้วย 
เชื�อมด้วยตอ่กนัด้วยพนัธะ glucosidic linkage ที�คาร์บอนตําแหน่งที� 

glucose unit) ทางด้านตอนปลายสายพอลิเมอร์มีหมู่แอลดีไฮด์ 
reducing end group แป้งประกอบด้วยพอลิเมอร์ของกลโูคสที�มีโครงสร้าง 

และพอลิเมอร์เชิงกิ�ง (amylopectin) แป้งจากแหล่งที�ตา่งกนัจะมีอตัราส่วน
ของอะมิโลสและอะมิโลเพกตนิแตกตา่งกนัซึ�งจะทําให้คณุสมบตัขิองแป้งแตล่ะชนิดแตกตา่งกนั 

อะมิโลส (Amylose) 
อะมิโลสเป็นพอลิเมอร์เชิงเส้นที�ประกอบด้วยกลโูคสประมาณ 2,000 

glucosidic linkage แสดงดงัรูปที� 2.3 

รูปที� 2.3 โครงสร้างของอะมิโลส (Whistler, 1965) 
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ปริมาณผลผลิตและองค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดข้าวฟ่างขึ #นอยู่กับปัจจัยอื�นๆ ได้แก่ 
ในปีที�ฝนแล้งและอณุหภูมิสงูผลผลิตของข้าวฟ่างจะลดลงและปริมาณโปรตีน

จะเพิ�มขึ #น แต่ปริมาณแป้งและไขมนัลดลง นอกจากนี #สถานที�เพาะปลกูก็มีผลต่อความผนัแปรของ

Jambunathan (1986) ได้
สายพนัธุ์มีแป้งเป็นองค์ประกอบอยู่ในช่วง 62.6-73.3 เปอร์เซ็นต์ 

ดงันั #นการนําเมล็ดข้าวฟ่างมาใช้เป็นวตัถดุิบจึงต้อง

แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตที�ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮเดรเจน และออกซิเจนในอัตราส่วน 
แป้งเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคสซึ�งประกอบด้วย 

ที�คาร์บอนตําแหน่งที� 1 ของ
ทางด้านตอนปลายสายพอลิเมอร์มีหมู่แอลดีไฮด์ (aldehyde group) 
แป้งประกอบด้วยพอลิเมอร์ของกลโูคสที�มีโครงสร้าง 2 แบบ คือ พอลิ

แป้งจากแหล่งที�ตา่งกนัจะมีอตัราส่วน
ของอะมิโลสและอะมิโลเพกตนิแตกตา่งกนัซึ�งจะทําให้คณุสมบตัขิองแป้งแตล่ะชนิดแตกตา่งกนั  

000 หนว่ยเชื�อมตอ่กนั ด้วย
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นํ #าหนกัโมเลกลุของอะมิโลสอยูใ่นชว่ง 105 ถึง 106 ดาลตนั ซึ�งอะมิโลสในแป้งแตล่ะชนิดจะมี
นํ #าหนกัโมเลกลุที�แตกตา่งไป แป้งที�มีโมเลกลุของอะมิโลสยาวขึ #นจะมีแนวโน้มในการเกิดรีโทรเกรเด
ชนั (retrogradation) ลดลงคณุสมบตัิทางโครงสร้างของอะมิโลสในแป้งบางชนิด  อะมิโลสสามารถ
รวมตวัเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับไอโอดีนได้เป็นสารสีนํ #าเงิน นอกจากนี #อะมิโลสยังรวมตวักับ
สารประกอบอินทรีย์อื�นๆ เช่น บิวทานอล กรดไขมัน สารลดแรงตึงผิว (surfactant) ฟีนอล และ
ไฮโดรคาร์บอน สารประกอบเชิงซ้อนเหล่านี #จะไม่ละลายในนํ #า โดยอะมิโลสจะพ้นเป็นเกลียว
ล้อมรอบสารประกอบอินทรีย์ (Galliard และคณะ, 1987)  

อะมิโลสบางสว่นอยูใ่นกลุม่ของอะมิโลเพกตนิ บางสว่นกระจายอยูท่ั #งในรูปอสณัฐาน  
(amorphous) และผลกึ (crystalline) อะมิโลสที�มีขนาดโมเลกลุใหญ่จะมีลกัษณะเป็นเกลียวคูก่บัอะ
มิโลเพกทินอยู่ใจกลางเม็ดแป้ง สําหรับอะมิโลสขนาดโมเลกุลเล็กจะพบอยู่ตามขอบเม็ดแป้ง
โครงสร้างของอะมิโลสเมื�ออยู่ในสารละลายจะมีหลายรูปแบบ คือ ลกัษณะเป็นเกลียวม้วน (helix) 
เกลียวที�คลายตวั (interrupted helix) หรือ ม้วนอิสระ (random coil) แสดงดงัรูปที� 2.4 ใน
สารละลายที�อณุหภูมิห้อง อะมิโลสที�มีนํ #าหนกัโมเลกลุตั #งแต ่6,500 ถึง 160,000 มีโมเลกลุเป็นแบบ
ม้วนอิสระและจะไมล่ะลายในสารละลาย สําหรับอะมิโลสที�มีนํ #าหนกัโมเลกลุน้อยกว่า 6,500 อาจจะ
มีบางสว่นละลายได้ โมเลกลุจะอยูใ่นลกัษณะเกลียวคูที่�แข็ง (Whistler, 1984) 
 

 

 
รูปที� 2.4 ลกัษณะเกลียวของอะมิโลส 

 

 



 

 

อะมิโลเพกทิน
อะมิโลเพกทินเป็นพอลิเมอร์เชิงกิ�งของกลูโคส ส่วนที�เป็นเส้นตรงของกลูโคสเชื�อมต่อกัน 

ด้วยพนัธะ α-1,4-glucosidase linkage 

สั #น DP อยู่ในช่วง 10 ถึง 

เชื�อมตอ่กบัสว่นที�เป็นเส้นตรงหลกัด้วยพนัธะ 
 

 
รูปที� 

 

 ซึ�งหน่วยกลูโคสที�มี พนัธะ 

กลโูคสที�มีพนัธะ α -1,6-
กลูโคสในอะมิโลเพกทินทั #งหมด 
หน่วย อะมิโลเพกทินมีนํ #าหนกัโมเลกุลประมาณ 
ดาลตนั และมีอตัราในการคืนตวัตํ�า
จากแหลง่ตา่งกนัจะมีอตัราส่วนของอะมิ
แตกตา่งกนัดงัในตารางที� 

 
 
 
 
 

 
 
 

อะมิโลเพกทิน (Amylopectin) 
อะมิโลเพกทินเป็นพอลิเมอร์เชิงกิ�งของกลูโคส ส่วนที�เป็นเส้นตรงของกลูโคสเชื�อมต่อกัน 

glucosidase linkage และสว่นที�เป็นกิ�งก้านสาขาที�เป็นพอลิเมอร์ของกลโูคสสาย

ถึง 60 หน่วย เชื�อมต่อกันด้วยพันธะ α-1,4-glucosidase linkage

เชื�อมตอ่กบัสว่นที�เป็นเส้นตรงหลกัด้วยพนัธะ α -1,6-glucosidase linkage แสดง

รูปที� 2.5 โครงสร้างของอะมิโลเพกตนิ (Amylopectin)

ซึ�งหน่วยกลูโคสที�มี พนัธะ α -1,6-glucosidase linkage แสดงดงัรูปที� 

-glucosidase linkage มีอยู่ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณหน่วย
อะมิโลเพกทินทั #งหมด DP ของอะมิโลเพกทินในแป้งแตล่ะชนิดจะมีคา่ประมาณ 

หน่วย อะมิโลเพกทินมีนํ #าหนกัโมเลกุลประมาณ 1,000 เท่าของอะมิโลส คือ ประมาณ 
ดาลตนั และมีอตัราในการคืนตวัตํ�า เนื�องจากอะมิโลเพกทินมีลกัษณะโครงสร้างเป็นกิ�ง  โดยแป้ง
จากแหลง่ตา่งกนัจะมีอตัราส่วนของอะมิโลสและอะมิโลเพกตินแตกตา่งกนัทําให้คณุสมบตัิของแป้ง

ดงัในตารางที� 2.4 
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อะมิโลเพกทินเป็นพอลิเมอร์เชิงกิ�งของกลูโคส ส่วนที�เป็นเส้นตรงของกลูโคสเชื�อมต่อกัน 

และสว่นที�เป็นกิ�งก้านสาขาที�เป็นพอลิเมอร์ของกลโูคสสาย

glucosidase linkage และ

แสดงดงัรูปที� 2.5 

 

) 

ดงัรูปที� 1.4 ซึ�งหน่วยของ

เปอร์เซ็นต์ของปริมาณหน่วยของ
ของอะมิโลเพกทินในแป้งแตล่ะชนิดจะมีคา่ประมาณ 2 ล้าน

เท่าของอะมิโลส คือ ประมาณ 107 ถึง 109 
เนื�องจากอะมิโลเพกทินมีลกัษณะโครงสร้างเป็นกิ�ง  โดยแป้ง

โลสและอะมิโลเพกตินแตกตา่งกนัทําให้คณุสมบตัิของแป้ง
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ตารางที� 2.4 สมบตัทีิ�สําคญัของอะมิโลสและอะมิโลเพกตนิ 
 

คณุสมบตัิ อะมิโลส อะมิโลเพกตนิ 

ลกัษณะโครงสร้าง 
สารประกอบของนํ #าตาลกลโูคส
เกาะกนัเป็นเส้นตรง 

สารประกอบของนํ #าตาลกลโูคส
เกาะกนัเป็นกิ�งก้าน 

พนัธะที�จบั α-1,4 α-1,4 และα-1,6 
ขนาด 200-2000 หนว่ยกลโูคส มากกวา่ 10,000 หนว่ยกลโูคส 
การละลาย ละลายนํ #าได้น้อยกวา่ ละลายนํ #าได้ดีกว่า 
การทําปฏิกิริยากบั
ไอโอดีน สีนํ #าเงิน สีแดงมว่ง 

การจบัตวั 
เมื�อให้ความร้อนและทิ #งไว้จะจบัตวั
เป็นวุ้นและแผน่แข็ง ไมจ่บัตวัเป็นแผน่แข็ง 

ที�มา : Beynum และ Roels (1985) 
 

2.3.5 กระบวนการเปลี�ยนแป้งให้เป็นนํ Aาตาลโดยใช้เอนไซม์ 

 ในการย่อยแป้งเพื�อเปลี�ยนเป็นนํ #าตาลจะต้องผา่นกระบวนการย่อย 2 ขั #นตอน คือการยอ่ย
แป้งครั #งแรกหรือการทําให้แป้งเหลว (Liquefaction) และขั #นตอนที� 2 คือ การย่อยแป้งครั #งสดุท้าย
เพื�อเปลี�ยนแป้งโมเลกลุเล็กเป็นนํ #าตาลหรือการทําให้หวาน (Saccharification) 
 

 การทําให้แป้งเหลว (Liquefaction) 
 การทําให้แป้ง เหลวด้วยเอนไซม์จะทําโดยการต้มให้ ร้อนจนแป้งเ กิดเจลาติไนซ์ 
(Gelatinization) กล่าวคือ เม็ดแป้งจะเกิดการพองตวัและสามารถจบันํ #าได้ดีมากขึ #น โครงสร้างแป้ง
จะมีความแข็งแรงลดลง ทําให้แห้งมีความหนืดสงูขึ #นจากนั #นโมเลกลุของแป้งจะถกูย่อยด้วยเอนไซม์

ในกลุ่มแอลฟาอะมิเลส (α-amylase) ซึ�งจะทําหน้าที�ในการย่อยพันธะ α-1,4-glucosidase 
linkage ภายในโมเลกลุของแป้งแบบสุ่ม (endo-acting enzyme) ทําให้โมเลกลุของแป้งสั #นลงส่งผล
ให้ความหนืดของสารละลายลดลงอย่างรวดเร็ว การเติมเอนไซม์ลงในกระบวนการจะต้องมีความ
เข้มข้นที�เหมาะสม ถ้าไม่เพียงพอจะทําให้การย่อยไม่สมบรูณ์และใช้เวลานาน โดยทั�วไปในการเติม
เอนไซม์ชนิดนี #  จะเติมลงไปก่อนที�อุณหภูมิจะสงูขึ #นจนเกิดเจลาติไนซ์ (geratinize) เพื�อให้เกิดการ
ผสมที�ดีระหว่างแป้งกบัเอนไซม์ โดยอุณหภูมิอยู่ที�ประมาณ 60 องศาเซลเซียส (ขึ #นอยู่กับชนิดและ
ความเข้มข้นของแป้ง) ชว่งอณุหภมูิที�ใช้จะต้องอยู่ในช่วงที�เหมาะสม (ที�นี #ขึ #นอยู่กบัชนิดของเอนไซม์) 
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เพื�อให้เกิดการย่อยอย่างมีประสิทธิภาพและสมบูรณ์ เมื�อสิ #นสุดกระบวนการนี #จะได้แป้งโมเลกุล
ขนาดเล็กและเด็กซ์ตริน ผลิตภณัฑ์ที�ได้จากการย่อยในครั #งแรกจะมีค่าสมมูลเด็กซ์โทรส (Dextrose 
Equivalent ; DE ซึ�งเป็นคา่สดัส่วนของปริมาณนํ #าตาลรีดิวซ์ที�เกิดขึ #นเมื�อเทียบกบันํ #าตาลกลโูคสตอ่
ปริมาณของแข็งที�ละลายนํ #าได้ทั #งหมด) ประมาณ 20 
 กลุ่มเอนไซม์เพื�อการย่อยครั #งแรกเป็นเอนไซม์ประเภท endo-enzyme คือ เป็นเอนไซม์ที�
ทํางานหรือเกิดจากกิจกรรมภายในโมเลกลุของแป้ง ทําให้แป้งถกูย่อยเป็นโมเลกลุขนาดย่อมๆ หรือ
เล็กๆ เทา่ๆกนัในระยะเวลาอนัรวดเร็ว เกิดเป็นของเหลวที�มีความหนืดตํ�า และมีคา่สมมลูเด็กซ์โทรส 
(Dextrose Equivalent; DE) ประมาณ 20 โอกาสที�แป้งจะจบัตวั  เนื�องจากเกิดการจดัเรียงตวัใหม่

เมื�ออุณหภูมิลดตํ�าลง (retrogradation) เป็นไปได้ตํ�า เอนไซม์ในกลุ่มนี #คือ α-amylase ตวัอย่าง

เอนไซม์ทางการค้าของกลุม่ α-amylase แสดงดงัตารางที� 2.5 
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ตารางที� 2.5 รายชื�อและบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์สําหรับการย่อยครั #งแรก (liquefaction) 
 

เชื #อที�ผลิต ชื�อเอนไซม์ บริษัทผู้ผลิต 

Bacillus amyloliquefaciens 
 
BACTERIAL AMYLASE 

 
Amano International 
Enzyme 

(Bacillus subtilis liquefying) CANALPHA Biocon/Quest 

 
HITEMPASE Biocon/Quest 

 
KLEISTASSE Daiwa kasei 

 
ENZECO BACTERIAL Enzyme Development 

 
ALPHA-AMYLASE 

 
 

DEX-LO IBIS(Gist-Brocades) 
Bacillus Licheniformis SPEZYME AA 20 Genecor (Finnsugar) 

 
MAXAXYL IBIS(Gist-Brocades) 

 
TERMAMYL120L Novo Nordisk 

 
TAKA-TERM Solvay (Miles) 

 
OPTIAMYL-L Solvay (MKC) 

Bacillus stearothermophilus G-ZYME G995 
Enzyme Bio-systems 
Ltd. 

 
THERMOLASE Enzyme Development 

  NERVANASE BT Phone-Poulene 
ที�มา : Teague และ Brumm (1992) 

 
การย่อยแป้งครั #งสดุท้ายเป็นนํ #าตาลหรือการทําให้หวาน (Saccharification) 

 กระบวนการย่อยแป้งให้หวานนี #จะเป็นขั #นตอนในการเปลี�ยนแป้งโมเลกลุเล็กหรือเด็กซ์ทริน
ให้เป็นนํ #าตาลกลูโคสโดยจะทําการลดอุณหภูมิจาก 90 องศาเซลเซียส เหลือประมาณ 60 องศา
เซลเซียส ซึ�งในขั #นตอนนี #จะอาศยัเอนไซม์ในกลุ่มกลูโคอะมิเลสเพื�อย่อยแป้งโมเลกุลเล็กและเด็กซ์
ทรินให้เป็นนํ #าตาลที�หมกัได้ แสดงดงัรูปที� 2.6 เวลาในการย่อยจะนานกว่ากระบวนย่อยในครั #งแรก 
ทั #งนี #ขึ #นอยูก่บัชนิดและปริมาณของเอนไซม์ที�ใช้ รวมทั #งสภาวะในการยอ่ย 
 เอนไซมที�ใช้ในการย่อยแป้งครั #งสุดท้ายในการผลิตนํ #าตาลกลูโคสเพื�อที�จะทําเป็นวตัถุดิบ
ของการผลิตผลิตภณัฑ์ต่อเนื�องตอ่ไป เช่น นํ #าตาลฟรุคโตส นํ #าตาลซอร์บิทอล จําเป็นต้องใช้นํ #าตาล
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กลูโคสในปริมาณที�สูงการย่อยจําเป็นต้องใช้เอนไซม์ประเภท Exo-enzyme ที�ย่อยพันธะจาก

ภายนอกเข้ามาและสามารถย่อยพันธะได้ทั #ง α-1,4-glucosidase และ α-1,6-glucosidase 
เอนไซม์ดงักล่าว คือ กลูโคอะมิเลสหรืออะมิโลกลูโคซิเดสที�ได้จากจากเชื #อรา Aspergillus niger 

หรือ Rhizopus sp. ตวัอย่าง เอนไซม์ทางการค้าของกลุ่มนี # แสดงดงัตารางที� 2.6 ลกัษณะของ
เอนไซม์กลุ่มนี #คือ มีความสามารถทํางานได้ดีที�อุณหภูมิตํ�ากว่า 60 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิที�
เหมาะสม คือ 55 องศาเซสเซียส ทั #งนี #ขึ #นอยูก่บัชนิดของเอนไซม์) คา่ความเป็นกรดดา่งประมาณ 4-9 
(คา่ความเป็นกรดดา่งเหมาะสมคือ 4.5 ทั #งนี #ขึ #นอยู่กบัชนิดของเอนไซม์) ไม่ต้องการแคลเซียมในการ

ทํากิจกรรมโดยทั�วไปเอนไซม์ชนิดนี #สามารถย่อยได้ทั #งพนัธะ α-1,4 และพนัธะ α-1,6 แตก่ารเกิด

กิจกรรมการย่อยที�พนัธะ α-1,6จะเกิดได้ช้ากว่าพนัธะ α-1,4 ดงันั #นในการย่อยอาจจะมีการเติม
เอนไซม์อีกจําพวกคือ เอนไซม์ยอ่ยพนัธะกิ�ง (Debranching Enzyme) ซึ�งสามารถย่อยพนัธะแอลฟา 
(1,6) ได้เอนไซม์จําพวกนี #ได้แก่ Pullulanase และ Iso-amylase 
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รูปที� 2.6 กิจกรรมเอนไซม์ในกลุม่อะมิเลสในการยอ่ยแป้ง 
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ตารางที� 2.6 รายชื�อและบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์สําหรับการย่อยครั #งสดุท้าย (saccharification) 
 
เชื #อที�ผลิต ชื�อเอนไซม์ บริษัทผู้ผลิต 

Aspergillus niger GNL Amano International Enzyme 
AMYLO 300L Biocon/Quest 
G-ZYME G990 Enzyme Bio-System Ltd. 
ENZECO GLUCOAMYLASE Enzyme Development 
SPEZYME GA Genecor (Finnsugar) 
AMIGASE IBIS(Gist-Brocades) 
AMIGASE HD2 IBIS(Gist-Brocades) 
XL-4 Nagase 
AMYLO 300L Novo Nordisk 
AMBAZYME Phone-Poulenc (ABM) 
ROHALASE HT Rohm 
DIAZYME Solvay (Miles) 
OPTIDEX Solvay (MKC) 
ALDOMAX (immob.) UOP 

Rhizopus niveus GLUTASE Ueda 
Rhizopus oryzae ENZECO GLUCOAMYLASE Enzyme Development 
Rhizopus sp. GLUCOZYME 12 Amano International Enzyme 

GLUCOZYME 12 Nagase 
  SUMIZYME Shin Nihon Chemical 
ที�มา : Teague และ Brumm (1992) 
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2.4 กระบวนการผลิตเอทานอลโดยเชื Aอยีสต์ 
 
 ในภาวะที�มีอากาศเชื #อยีสต์จะใช้นํ #าตาลกลโูคสในการหายใจเพื�อการเจริญเตบิโตและเพิ�ม
จํานวนเซลล์ นํ #าคาร์บอนไดออกไซด์ และพลงังานในรูป ATP ดงัแสดงในสมการที� 1          
 
 C6H12O6 + 6CO2                           6H2O + 6CO2 + 38 ATP       (1) 
 
 การผลิตเอทานอลเป็นกระบวนการที�เกิดขึ #นภายในเซลล์ โดยอาศัยเอนไซม์เป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาในการเปลี�ยนกลโูคสเป็นเอทานอลในภาวะที�ไร้อากาศ ซึ�งเชื #อยีสต์ทําการหมกัเอทานอลโดย
ผา่นวิถี Glycolysis หรือ Embden-Meyerhof-Parnas ซึ�งในการหมกันํ #าตาลโดยเชื #อยีสต์จะได้ผลได้
ของผลิตภณัฑ์เอทานอลตามทฤษฎีเป็น 0.51 กรัมตอ่กรัมนํ #าตาลที�ใช้ นอกจากเอทานอลแล้วยงัได้
คาร์บอนไดออกไซด์และพลงังานในรูป ATP จากวิถีดงักลา่วเล็กน้อย ดงัแสดงในสมการที� 2 
 
     C6H12O6                                   2C2H5OH  +  2CO2 + 2 ATP                     (2) 
 
ในขั #นตอนของวิถี Glycolysis เพื�อให้ได้เป็นเอทานอล แบง่เป็น 3 ขั #นตอน คือ 

1. การสลายกลโูคสให้เป็น 2 ไทรโอสฟอสเฟท (trios phosphate) 
2. การเปลี�ยนไทรโอสฟอสเฟทให้เป็นไพรูเวท (pyruvate) 
3. เป็นการเปลี�ยนไพรูเวทให้เป็น 2 คาร์บอน เชน่ เอทานอล หรือ 3 คาร์บอน  

ดงัแสดงในรูปที� 2.7 

 ขั #นตอนที�หนึ�งประกอบด้วย 4 ปฏิกิริยา ปฏิกิริยาของ hexokinase หรือ glucokinase ใช้ 
ATP เพื�อเปลี�ยนกลูโคสให้เป็น glucose-6-phosphate (G6P) ซึ�งเปลี�ยนเป็น fructose-6-
phosphate (F6P) ด้วย phosphohexoisomerase จากนั #น phosphofructokinase จะเปลี�ยน 
(F6P) ให้เป็น fructose 1,6-diphosphate (FDP) ซึ�งแตกตวัเป็นสารที�มีสามคาร์บอน 2 ชนิด คือ 
glyceraldehydes-3-phosphate (G3P) และ dihydroxyacetonephosphate (DHAP) โดยอาศยั
การเร่งของเอนไซม์ aldolase จากนั #น DHAP จะเปลี�ยนเป็น glycerol phosphate และได้ glyceral 
(Paturau, 1989) 
 ขั #นตอนที�สองมี 6 ปฏิกิริยาเริ�มด้วย DHAP เปลี�ยนเป็น G3P โดยเอนไซม์ triosephosphate 
isomerase ต่อจากนั #น G3P จะทําปฏิกิริยากบัฟอสเฟตให้ได้ 1,3-diphosphoglycerate (DPG) 
ขณะเดียวกันก็ปล่อยอิเล็กตรอนให้ NAD+ปฏิกิริยานี #ถูกเร่งด้วย glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase ซึ�ง DPG จะทําปฏิกิริยากบั ADP ได้ 3-phosphoglycerate (3PG) และ ATP ใน
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ปฏิกิริยาของเอนไซม์ phosephoglycerate kinase ปฏิกิริยานี #สร้าง ATP โดยวิธี substarte level 
phosphorylation โดย 3PG จะเปลี�ยนแปลงเป็น phosphoenol-pyruvate (PEP) ซึ�งจะให้ ATP อีก
หนึ�งโดยวิธี substarte level phosphorylation เช่นเดียวกนั รวมทั #งให้ไพรูเวทด้วย ปฏิกิริยานี #ถกูเร่ง
โดย pyruvate kinase  
 ขั #นตอนที�สามจะเป็นการเปลี�ยนไพรูเวทให้เป็นสารประกอบที�มี 2 หรือ 3 คาร์บอน ทั #งนี #
ขึ #นอยู่กับเอนไซม์ที�เหมาะสมต่อการเปลี�ยนแปลงนั #นๆ ในกรณีที�ขาดออกซิเจนหรือไม่สามารถใช้
ออกซิเจนไพรูเวทจะเปลี�ยนแลคเตท (lactate) โดยใช้ NADH เป็นตวัให้อิเล็กตรอนในปฏิกิริยาของ 
lactate dehydrogenase เมื�อมีออกซิเจนไพรูเวทอาจเปลี�ยนเป็น acetyl CoA โดยเอนไซม์ 
pyruvate dehydrogenase complex ซึ�ง acetyl CoA จะเข้าสู่วฏัจกัรเครบตอ่ไป เอนไซม์ เอนไซม์นี #
อยู่ในไมโตคอนเดรียและเป็น enzyme complex  ในสิ�งมีชีวิตบางชนิดไพรูเวทอาจสูญเสีย
คาร์บอนไดออกไซด์กลายเป็น acetaldehyde โดยการเร่งของ pyruvate decarboxylase 
ตอ่จากนั #น acetaldehyde จะถกูออกซิไดซ์ด้วย NAD+ กลายเป็นอะซิเตท (acetate) หรือถูกรีดิวซ์
ด้วย NADH โดยเอนไซม์ alcohol  dehydrogenase ได้เป็นเอทานอล (มนตรี จฬุาวฒันทล, 2542) 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ก.)                                                                            

 
ค.)   

     รูปที� 2.7 การกระบวนการเมตาบอลิซึ�มการเปลี�ยนนํ #าตาลกลโูคสเป็น 
     (Okamura-Mutsui และคณะ

ก.) Enter-Doudoroff pathway (ED)
ข.) Phosphoketolase pathway
ค.) Enbden-Meyerhof
ง.) Hexose monophosphate pathway 

 

.)                                                                            ข.) 

              
        ง.) 

             
 

การกระบวนการเมตาบอลิซึ�มการเปลี�ยนนํ #าตาลกลโูคสเป็น pyruvate 
และคณะ, 2003) 

Doudoroff pathway (ED) 
Phosphoketolase pathway 

Meyerhof-Panas pathway (EMP) 
Hexose monophosphate pathway (HMP) 
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pyruvate และเอทานอล   
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2.5 โปรตีนเซลล์เดี�ยว (Single cell protein ; SCP)  
 
 2.5.1 โปรตีนเซลล์เดี�ยว  
 

โปรตีนเซลล์เดี�ยว หมายถึง จุลินทรีย์ที�ใช้เป็นแหล่งโปรตีนในอาหารมนุษย์หรือสตัว์    
ซึ�งอาจอยู่ในรูปโปรตีนที�สกัดออกมาจากเซลล์แล้ว  หรืออาจอยู่ในรูปเซลล์จุลินทรีย์ทั #งเซลล์ก็ได้  
อย่างไรก็ตามในปัจจบุนัเริ�มมีการใช้คําว่า microbial  biomass protein (MBP) เข้ามาแทนที� SCP 
เพื�อให้ครอบคลมุฟังไจซึ�งเป็นจลุินทรีย์หลายเซลล์ด้วย 

 
 2.5.2 ประวัตกิารผลิตโปรตีนเซลล์เดี�ยว 

 
การผลิตโปรตีนเซลล์เดี�ยวครั #งแรกเริ�มขึ #นในสมยัสงครามโลกครั #งที� 1 ที�ประเทศเยอรมนี  

เนื�องจากภาวะสงครามทําให้เกิดการขาดแคลนอาหาร  จึงได้มีการผลิตเซลล์ยีสต์ขนมปัง 
(Saccharomyces  cerevisiae) เพื�อใช้เป็นแหล่งโปรตีนในอาหารสําหรับมนุษย์  โดยใช้กากนํ #าตาล
เป็นสบัสเตรทหลกั  ตอ่มาในสมยัสงครามโลกครั #งที� 2 ก็ได้มีการพฒันาการผลิตโดยใช้เชื #อ Candida  

utilis หมกัใน sulfite waste liquor ที�ได้จากอตุสาหกรรมการผลิตกระดาษ  และนํ #าตาลที�ได้จากการ
ย่อยสลายไม้มาเป็นสบัสเตรท  หลงัจากนั #นจึงมีการศกึษาเกี�ยวกบัการผลิตโปรตีนเซลล์เดี�ยวกันอย่าง
กว้างขวางและจริงจงั  จนกระทั�งในปี ค.ศ. 1968 ได้มีการก่อตั #งโรงงานผลิตโปรตีนเซลล์เดี�ยวขึ #นเป็น
จํานวนมากในหลายประเทศ เช่น สหรัฐอเมริกา  สวิสเซอร์แลนด์  ไต้หวัน สหภาพโซเวียต ญี�ปุ่ น 
ฟินแลนด์  ฝรั�งเศส  องักฤษและไทย เป็นต้น 
 
 2.5.3 จุลินทรีย์ที�ใช้ในการผลิตโปรตีนเซลล์เดี�ยว  
   
 จลุินทรีย์ที�ใช้ในการผลิตโปรตีนเซลล์เดี�ยวมีหลายชนิด  ทั #งแบคทีเรีย ยีสต์ รา สาหร่าย   แต่
เมื�อพิจารณาเปรียบเทียบปัจจยัประกอบทั #งหลายทั #งในด้านคณุคา่ทางอาหาร  ทางด้านการผลิต 
และความคุ้นเคยของผู้บริโภคแล้ว  จะพบวา่ยีสต์มีคณุสมบตัทีิ�เหมาะสมที�สดุที�จะใช้เป็นแหลง่
อาหารโปรตีนที�ดี  โดยมีคณุสมบตัทีิ�ดีกว่าจลุินทรีย์อื�นๆดงันี #คือ 

1. ยีสต์มีอตัราเติบโตเร็ว สามารถเติบโตได้ในอาหารเพาะเลี #ยงเชื #อที�มีส่วนประกอบ
ง่ายๆ ทั #งยงัมีความต้องการวิตามิน หรือธาตอุาหารตา่งๆน้อย 

2. เซลล์ยีสต์สามารถคลกุเคล้ากบัอาหารเพาะเลี #ยงได้ดี และสามารถแยกเซลล์ยีสต์
ออกจากอาหารเพาะเลี #ยงได้ง่าย เนื�องจากเซลล์ยีสต์มีขนาดใหญ่แยกออกจากนํ #าหมกัได้โดยง่าย  
จงึเป็นการชว่ยลดคา่ใช้จา่ยในการผลิตได้เป็นอยา่งดี 
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3. ยีสต์สามารถต้านทานต่อการทําลายของไวรัส และเชื #อชนิดอื�นที�ปนเปื#อน  
เนื�องจากยีสต์สามารถเติบโตได้ในภาวะที�เป็นกรด คือ พีเอชประมาณ 3.5-5.0 จึงเป็นการป้องกัน
การปนเปื#อนจากเชื #ออื�นได้ดี  ทําให้สามารถเพาะเลี #ยงยีสต์ได้ทั #งในระบบปลอดเชื #อและระบบที�ไม่
ปลอดเชื #อ 

4. ยีสต์มีความคงตวัสูงต่อการหมกัเป็นจุลินทรีย์ที�สามารถใช้แหล่งพลังงานจาก
สารอาหารที�เพาะเลี #ยงได้อยา่งมีประสิทธิภาพ ทําให้เราสามารถใช้ยีสต์ในกระบวนการผลิตในระดบั
อตุสาหกรรม 

5. ยีสต์มีคณุลกัษณะของกลิ�นรสที�ดี ไมเ่ป็นพิษ และสามารถถกูยอ่ยได้ง่าย 
6. เซลล์ยีสต์มีองค์ประกอบของโปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมนั และเกลือแร่ในปริมาณที�

สงู และยงัประกอบด้วยวิตามินและกรดอะมิโนที�สําคญัอีกหลายชนิด 
7. ยีสต์สามารถถกูปรับปรุงสายพนัธุ์ให้มีคณุสมบตัทีิ�ดีตามต้องการได้โดยง่าย 
8. หลงัจากผ่านกระบวนการผลิตที�ใช้ยีสต์แล้ว จะมีวสัดเุหลือทิ #งจากกระบวนการ

ผลิตน้อยมากหรือแทบจะไมมี่เลย (สาวิตรี ลิ�มทอง, 2549) 
 
2.6 ยีสต์ (Yeast) 
 

ยีสต์จดัเป็นจลุินทรีย์ในกลุ่มของรากลุ่มหนึ�งที�มีการดํารงชีวิตเป็นแบบเซลล์เดี�ยว  มีรูปร่าง
หลายแบบ เชน่รูปร่างกลม ทรงรี สามเหลี�ยม รูปร่างคล้ายผลมะนาวแถบประเทศตะวนัตก (Lemon) 
หรือรูปร่างยาว เป็นต้น ยีสต์จะมีการสืบพันธุ์ทั #งแบบไม่อาศยัเพศโดยวิธีการแตกหน่อ (budding) 
หรือแบบอาศัยเพศโดยวิธีการสร้างสปอร์ชนิดแอสโคสปอร์ (ascospore) หรือเบสิดิโอสปอร์
(basidiospore) ยีสต์ส่วนใหญ่จะมีการใช้สารอินทรีย์ (organic) เป็นแหล่งพลังงานและแหล่ง
คาร์บอน (Reed, 1991) 

ปัจจบุนัยีสต์ถูกใช้เพื�อเป็นส่วนหนึ�งของอาหารสตัว์ที�เรียกว่า ฟีดยีสต์ (feed  yeast)  หรือ
โฟดเดอร์ยีสต์ (fodder  yeast)  และอาจใช้เป็นแหล่งอาหารเสริม (nutritional  supplement)  หรือ
สิ�งเพิ�มรสชาติ (flavor  additive)  ในอาหารสําหรับคน  เซลล์ของยีสต์มีองค์ประกอบทางเคมีที�เป็น
ประโยชน์หลายอยา่ง  คือ มีโปรตีน 47-50 % ของนํ #าหนกัเซลล์แห้ง  โดยมีปริมาณโปรตีนที�แท้จริงซึ�ง
คํานวณจากกรดอะมิโนทั #งหมดเทา่กบั 36.4-43.6 % และโปรตีนในยีสต์มีส่วนประกอบของกรดอะมิ
โนที�สําคญัหลายชนิด  ซึ�งจะเห็นวา่มีปริมาณไลซีนสงู  นอกจากนั #นยงัมีอาร์จินีนและ 
ฮิสติดีนซึ�งจําเป็นตอ่การเจริญเติบโตของเด็ก  มีคาร์โบไฮเดรตประมาณ 30-35 %  ซึ�งประกอบด้วย
ไกลโคเจนซึ�งเป็นพลังงานของคน  มีกลูแคนและแมนแนนซึ�งเป็นแหล่งที�สําคญัของสารเยื�อใยที�
ละลายได้ (soluble  fiber)  สําหรับคน  มีไนโตรเจน 7.5-9 %  กรดนิวคลีอิก 6-12 %  เถ้า 5-9.5 %  
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มีไขมันตํ�า คือ 2-6 %  และมีเถ้ามาก  นอกจากนั #นยีสต์ประกอบไปด้วยโปรตีนหลายชนิด เช่น 
วิตามินบีรวม  ยิ�งกว่านั #นเซลล์ของยีสต์ยงัประกอบด้วยเกลือแร่หลายชนิดที�เป็น trace  element 
สําหรับคนและสัตว์ เช่น โครเมียม (chromium) ซีลีเนียม (selenium) โมลิบดีนัม (molybdenum) 
และสงักะสี (zinc) (Reed, 1991)  นอกจากนั #นยีสต์ยงัมีรสชาติดีช่วยเพิ�มความน่ารับประทานของ
อาหาร  ดังนั #นยีสต์จึงถูกใช้เป็นส่วนหนึ�งของหารสัตว์และใช้เป็นแหล่งธาตุอาหารเสริมหรือเพิ�ม
รสชาตขิองอาหารคนและสตัว์เป็นเวลานาน   โดยสามารถนําไปใช้ในรูปแบบตา่งๆ ดงันี # 
 

 
 

รูปที� 2.8 ตวัอยา่งยีสต์สกดั  
 
 ยีสต์สกดั (Yeast extract) เป็นสารสกดัซึ�งเป็นส่วนของของเหลวภายในเซลล์ หรือ 

ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) มีลกัษณะเป็นของเหลวสีนํ #าตาลอ่อนถึงเข้มหรือเป็นผงละเอียด  ซึ�ง
อุดมไปด้วยสารอาหารต่างๆ ได้แก่ โปรตีน  ไขมนั  วิตามิน  และแร่ธาตุหลายชนิด  โดยสามารถ
นําไปใช้ได้อยา่งหลากหลาย เชน่ ใช้เป็นอาหารเลี #ยงเชื #อจลุินทรีย์  ใช้เป็นสารตั #งต้นในการผลิตสารเม
ตาบอไลท์ (metabolite) ชนิดอื�นๆ  ใช้เป็นสารเพิ�มกลิ�นรสในการผลิตขนมขบเคี #ยว  ใช้เป็นสารเพิ�ม
กลิ�นรสในอุตสาหกรรมการแปรรูปเนื #อสตัว์และอาหารสําเร็จรูป  รวมทั #งใช้เป็นอาหารเสริมสขุภาพ  
ซึ�งตวัอยา่งของยีสต์สกดั  ดงัแสดงในรูปที� 2.8  

 เซลล์ยีสต์ (Yeast  Cell) โดยใช้ได้ทั #งในรูปแบบที�มีชีวิต (Live  Yeasts  or  Active  Yeast) 
ซึ�งจะมีประโยชน์ตอ่การเจริญเติบโตของสตัว์  ส่งผลให้สตัว์มีการกินอาหารได้มากขึ #น  อีกทั #งยงัเป็น
แหลง่ของวิตามินบีรวม  หรืออาจใช้ในรูปแบบเซลล์ยีสต์ที�ตายแล้ว (Inactive  Yeast) ซึ�งอาจจะไม่มี
คุณสมบัติเป็นสารเสริมปฏิชีวนะ  แต่สามารถนํามาใช้ประโยชน์ในแง่ของการเป็นแหล่งของ
สารอาหารเสริม  โดยมักใช้เป็นแหล่งของอาหารเสริมโปรตีนที�มีคุณภาพดีเนื�องจาก  มีปริมาณ
โปรตีนสูง (ร้อยละ 45-50) อีกทั #งยงัประกอบไปด้วยกรดอะมิโนอิสระ  วิตามินบีรวม  แร่ธาต ุ และ
กรดไขมนัซึ�งเป็นประโยชน์ตอ่สตัว์หลายชนิด 
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  สารสีจากเซลล์ยีสต์ (Colorants derived from yeast) โดยเฉพาะกลุ่มแคโรทีนอยด์ 
(carotenoids) ซึ�งมกันิยมนํามาผสมในอาหารสัตว์เพื�อเพิ�มคุณภาพให้สัตว์  เช่น   การใช้ผสมใน
อาหารปลาเพื�อเพิ�มปริมาณเม็ดสีในปลา เป็นต้น 

 ผนงัเซลล์ยีสต์ (Yeast cell wall) ซึ�งประกอบไปด้วยองค์ประกอบที�สําคญัหลายอย่าง ซึ�งมี
คณุสมบตัชิว่ยสง่เสริมการเจริญของสตัว์ โดยมกันิยมใช้เป็นสารพรีไบโอติค (prebiotic) เพื�อป้องกนั
การเจริญของจลุินทรีย์ที�ก่อให้เกิดโรคโดยใช้ในการลดพิษจากเชื #อรา และใช้เป็นสารเสริมภูมิคุ้มกัน 
(เบต้ากลแูคน) 

 
 2.6.1 ปัจจัยที�จาํเป็นต่อการทาํงานของยีสต์ในกระบวนการหมักเอทานอล 
 
 เพื�อให้มีประสิทธิภาพการหมกัสงูสดุ และได้ปริมาณเอทานอลสงูนั #น ขึ #นอยู่กบัปัจจยัตา่งๆ 
ที�เหมาะสมตอ่การทํางานของยีสต์ในการหมกัเอทานอล ได้แก่ อณุหภมูิ pH ความเข้มข้นนํ #าตาล 
คาร์บอนไดออกไซด์ ออกซิเจน ความเข้มข้นเอทานอล และสารอาหารตา่งๆ เป็นต้น (พรเทพ และ
คณะ, 2541) 

2.6.1.1 แหลง่คาร์บอน ภายในเซลล์ยีสต์มีคาร์บอนประมาณ 50 %ของนํ #าหนกั 
เซลล์แห้ง  ยีสต์เป็นคีโมออร์กาโนโทรฟ  (chemoorganotroph)  ซึ�งต้องใช้สารประกอบอินทรีย์เป็น
แหลง่คาร์บอนและพลงังาน  สว่นใหญ่สารอินทรีย์ที�ใช้คือนํ #าตาล  ในสภาพการหมกัที�มีความเข้มข้น
ของนํ #าตาลสงูจะชว่ยลดการปนเปื#อนเชื #ออื�นได้ดี แต ่นํ #าตาลสงูจะยบัยั #งการเจริญและการหมกัเอทา
นอล และคณุสมบตัินี #เป็นลกัษณะประจําสายพนัธุ์ของยีสต์ เมื�อเทียบกนักบักรณีความเข้มข้นเอทา
นอลจะมีผลยบัยั #งการหมกัรุนแรงกว่า แตห่ากมีสภาวะทั #งนํ #าตาลเข้มข้นและเอทานอลสงูจะยิ�งเสริม
กนัให้มีลกัษณะยบัยั #งการหมกัรุนแรงขึ #น ในกรณีสารละลายของนํ #าตาลสูงเกินไป จะทําให้ยีสต์
เจริญเติบโตได้ยาก การหมกัเป็นไปอย่างช้าและไม่สมบรูณ์ทําให้เกิดกรดแลคติก กรดนํ #าส้ม และ
สารอินทรีย์ตา่งๆเกิดขึ #นได้ โดยปกติกระบวนการหมกัจะใช้ความเข้มข้นนํ #าตาลไม่เกิน 18% โดย
นํ #าหนักต่อปริมาตรสารละลาย เพื�อให้เกิดการเจริญเติบโตของยีสต์เป็นไปได้ปกติ และให้
แอลกอฮอล์ในปริมาณสงูเหมาะแก่การนําไปกลั�น คือ ประมาณ 10% โดยปริมาตร ถ้านํ #าตาลเป็น
แบบโมเลกลุเล็กๆ เช่น กลโูคส ฟรุคโตส อตัราการหมกัจะเกิดได้เร็วกว่าพวกที�มีโมเลกลุใหญ่ๆ เช่น
นํ #าตาลซูโครส นํ #าตาลมอลโตส ทั #งนี #เพราะวา่ยีสต์สามารถนํานํ #าตาลโมเลกลุเล็กไปใช้ได้ทนัที  
(รัฐพงศ์ ปกแก้ว, 2545) 
  2.6.1.2 ไนโตรเจน ยีสต์มีไนโตรเจนภายในเซลล์ประมาณ 10 % ของนํ #าหนกัเซลล์
แห้ง  ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบของอาหารสําหรับการเพาะเลี #ยงยีสต์ที�มีปริมาณมากรองลงมาจาก
คาร์บอน  สารหลายชนิดสามารถใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ เช่น แอมโมเนียม ไนโตรเจนในรูปของ
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แอมโมเนียมไนเตรต  แอมโมเนียมคลอไรด์ และแอมโมเนียมซลัเฟต  โดยแหล่งไนโตรเจนเหล่านี #มี
โมเลกุลขนาดเล็กและใช้ได้ง่าย มักใช้ในอุตสาหกรรมการหมกัโดยยีสต์  โดยเฉพาะแอมโมเนียม
ซลัเฟตมกัใช้เป็นแหลง่ไนโตรเจนในอาหารเลี #ยงยีสต์  เพราะนอกจากให้ไนโตรเจนแล้วยงัให้ซลัเฟอร์
ด้วย  ยีสต์บางชนิดใช้ไนเตรต เช่น Citeromyces และบางสายพันธุ์ของ Pichia และ Candida 
ในขณะที�บางชนิดไม่ใช้ไนเตรต เช่น Derbaryomyces, Kluyveromyces, Saccharomyces และ
บางสายพนัธุ์ของ Pichia และ Candida ยีสต์ที�ใช้ไนเตรตได้อาจใช้ไนไตรต์ที�ความเข้มข้นตํ�ากว่า
ความเข้มข้นที�เป็นพิษกับยีสต์ได้   นอกจากอนินทรีย์ไนโตรเจนแล้ว  อินทรีย์ไนโตรเจนหลายชนิด 
เช่น กรดอะมิโน เพปไทด์ พิวรีน และเอมีน (amine) ส่วนใหญ่สามารถใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนของ
ยีสต์ได้ (Cooper, 1982) 

ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดี  แต่เมื�อใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนนั #นจําเป็นต้องมี
การเตมิไบโอตนิลงในอาหารด้วย   นอกจากนั #นการใช้ยเูรียของยีสต์ลดลงเมื�อมีแหล่งไนโตรเจนอื�นที�
ยีสต์ใช้ได้ดีกวา่เนื�องจากการกดดนัของไนโตรเจน (nitrogen  suppression) ในอาหารเลี #ยงยีสต์ที�ใช้
ในอุตสาหกรรม  ถ้ามีแหล่งไนโตรเจนมากกว่า 1 ชนิดอย่างที�ปรากฏเสมอๆ  ไนโตรเจนเหล่านั #นจะ
ถกูใช้ในอตัราที�ตา่งกนั  ยีสต์จะเลือกใช้แหล่งไนโตรเจนที�ดีที�สดุก่อนเป็นอนัดบัแรก  ซึ�งเข้าใจว่าเกิด
โดยการกดดนัและการแบง่ส่วนของเมแทบอไลต์ (metabolite  compartmentation)  ดงันั #นการที�มี
แหล่งไนโตรเจนที�ดี เช่น กลทูาเมต  ในอาหาร  เป็นผลให้มีการกําจดัแหล่งไนโตรเจนที�ไม่ดี (เช่น โพ
รลีน)  จากเซลล์  โดยมีผู้ เสนอวา่การที�จะใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดี  สารประกอบนั #น  จะต้องนําเข้า
สู่เซลล์อย่างรวดเร็ว  เกิดการเปลี�ยนแปลงภายในเซลล์ด้วยขั #นตอนที�น้อยที�สุด  และต้องไม่มี
ผลข้างเคียงที�เป็นพิษ (Berry, 1987) 
  2.6.1.3 อณุหภูมิ มีผลโดยตรงตอ่การทํางานของยีสต์ แตมี่ผลทางอ้อมตอ่ปริมาณ
แอลกอฮอล์ และAromatic compounds ตา่ง ๆ ซึ�งถ้าอณุหภมูิสงูมาก ๆ จะทําให้เอนไซม์ในยีสต์เกิด
การเสียสภาพอตัราการเจริญเติบโตของยีสต์จะลดลงในระหว่างที�อณุหภูมิอยู่ในช่วง 55 – 58 ◌ํC 
และอาจทําให้ยีสต์ตายได้ ในการหมกัยีสต์สายพนัธุ์ Saccharomyces cerevisiae สามารเจริญได้ที�
อณุหภมูิปานกลางในชว่ง 25 – 35 oC และอณุหภมูิตํ�าสดุที�จะทนได้คือ 5 – 10 oC  (Halasz, 1991)  
  2.6.1.4 คา่พีเอช คา่ความเป็นกรด – ดา่ง ของนํ #าหมกัมีผลตอ่อตัราการหมกั การ
สร้างผลผลิตได้ ตลอดจนการควบคุมเชื #อปนเปื#อนซึ�งล้วนแล้วแต่มีผลต่อการเจริญของยีสต์ 
โดยทั�วไปยีสต์ชอบเจริญในสภาพความเป็นกรด - ดา่ง ในระดบั 3.5 -  5.5 ถ้าตํ�ากว่า 3.5 ยีสต์จะมี
อตัราการเจริญลดลง ถ้าตํ�ากวา่ 3.0 เชื #อยีสต์ไมส่ามารถเจริญได้ แตยี่สต์สายพนัธุ์ Saccharomyces 

cerevisiae สามารถเจริญได้ดีในสภาพการหมกัเอทานอลจากนํ #าตาลที�คา่พีเอช อยู่ในช่วง 2.4 - 8.6 
โดยมีค่าที�เหมาะสมอยู่ในช่วง  4.5 ซึ�งในสภาพเป็นกรดอ่อนนี #สามารถช่วยควบคมุการปนเปื#อน
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แบคทีเรียได้ดี การหมกัเอทานอลจากซูโคสมีความไวตอ่การเปลี�ยนแปลงค่าพีเอชมากกว่าการใช้
กลโูคส (ชรินทร์ นนัทนาคร, 2546) 
  2.6.1.5 ความเข้มข้นของเอทานอล ในสภาพที�มีเอทานอลสงู การเจริญของยีสต์ 
และการหมกัยีสต์ จะถกูยบัยั #ง เพราะเอทานอลมีผลต่อเอนไซม์ และสรีระวิทยาของเซลล์ เมื�อ
เปอร์เซ็นต์เอทานอลมากกว่า 1 โดยนํ #าหนกั มีผลทําให้การเจริญลดลง และจะหยดุลงเมื�อมีเอทา
นอล 4.7 – 7.8 เปอร์เซ็นต์โดยนํ #าหนกั โดยตอ่จากนั #นจะเป็นการหมกัเอทานอล จนถึงเอทานอล
ความเข้มข้น 14 เปอร์เซ็นต์โดยนํ #าหนกั การที�ยีสต์ไม่  27 เจริญทําให้อตัราการหมกัลดลงด้วย แตมี่
ยีสต์บางสายพนัธุ์ที�สามารถทนตอ่ความเข้มข้นเอทานอล ประมาณร้อยละ 18 โดยปริมาตร เอ
ทานอลเป็นผลิตภณัฑ์หลกัของการหมกั และเมื�อเอทานอลมีการสะสมในระหว่างการหมกัมากขึ #น 
ยีสต์จะเกิดความเครียดมากขึ #น เนื�องจากเอทานอลเป็นสารยบัยั #งการเจริญของเชื #อ การเพิ�มความ
เข้มข้นของเอทานอลจะเริ�มจากการยบัยั #งยีสต์จนกระทั�งฆา่ยีสต์ 

 2.6.1.6 ออกซิเจนละลาย ออกซิเจนทําหน้าที�เป็นตวัรับอิเลคตรอนตวัสุดท้ายใน
ลกูโซข่นสง่อิเล็กตรอน  และทําหน้าที�เป็น growth factor ของยีสต์  โดยร่วมในการสงัเคราะห์กรดโอ
ลีอิก (oleic acid) เออร์กอสเตอรอล และกรดนิโคตนิิก  ซึ�งสง่เสริมการเจริญของยีสต์ภายใต้สภาวะที�
ไมมี่ออกซิเจน  
  2.6.1.7 ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ คาร์บอนไดออกไซด์มีผลยับยั #งการ
เจริญเติบโตของยีสต์ทั #งในสภาวะที�มีและไม่มีออกซิเจนที�ความดันบรรยากาศปกติ หากมี
คาร์บอนไดออกไซด์สงูจะเกิดการยบัยั #งการเจริญและการหมกัอย่างรุนแรง ทําให้อตัราเร็วการหมกั
ลดลง โดยทฤษฎีการผลิตเอทานอลด้วยยีสต์ จะพบปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 33.33% ซึ�งมี
ปริมาณรองลงมาจากเอทานอล และพบว่าการหมักระบบที�ใหญ่จะมีคาร์บอนไดออกไซด์มาก 
แรงดนัในระบบจะเพิ�มตามปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ในการเพาะเลี #ยงจําเป็นจะต้องให้ระบบ
มีการระเหยก๊าซเพื�อป้องกันการระเบิด เนื�องจากแรงดนัก๊าซเพิ�มขึ #นและยงัต้องจดัระบบที�นําก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ไปใช้ในเกิดประโยชน์ตอ่ไป  

2.6.1.8 เกลือแร่  ยีสต์ต้องการเกลือแร่ (mineral elements) เหมือนกบัจลุินทรีย์อื�น  
เกลือแร่ที�ยีสต์ต้องการประกอบด้วยโพแทสเซียม แมกนีเซียม และธาตทีุ�ต้องการในปริมาณตํ�าหลาย
ชนิด สําหรับ โพแทสเซียมและแมกนีเซียมเป็นธาตอุาหาร macroelement ที�ยีสต์ต้องการที�ความ
เข้มข้นเป็นมิลลิโมลาร์เพื�อทําให้เกิดสภาวะที�มีประจบุวกภายในเซลล์ยีสต์ 

2.6.1.9 Growth factor เป็นสารอินทรีย์ซึ�งยีสต์ต้องการที�ความเข้มข้นตํ�ามาก  มี
บทบาทในการเร่งหรือเป็นสว่นในโครงสร้าง  สารที�เป็น growth factor สําหรับยีสต์คือ วิตามิน พิวรีน 
ไพริมิดีน นิวคลีโอไทด์ นิวคลีโอไซด์ (nucleoside) กรดอะมิโน กรดไขมนั และอื�นๆ เช่น พอลิเอมีน 
(polyamine) โคลีน และมีโซอินอซิทอล (meso-inositol) การที�ยีสต์ต้องการ growth factor 
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หมายความว่า ยีสต์นั #นไม่สามารถสังเคราะห์ได้เอง  ในบางครั #งความต้องการอาจไม่ใช้ความ
ต้องการที�แท้จริง  แตเ่มื�อเติม growth factor ลงไปยีสต์จะมีอตัราการเจริญเพิ�มขึ #น  สําหรับ growth 
factor แบบนี #เรียกวา่ relative growth factor 

ยีสต์มกัต้องการวิตามินที�ระดบัความเข้มข้นไมโครโมล เช่น ไบโอตินซึ�งเป็นโคแฟกเตอร์ใน
ปฏิกิริยาที�เร่งโดยคาร์บอกซีเลส (carboxylase) กรดแพนโททีนิกซึ�งรูปที�ทําหน้าที�คือโคเอนไซม์เอ 
(coenzyme A) ที�ร่วมในปฏิกิริยารีดอกซ์ และไทเอมีน (thiamine) หรือวิตามินบี 1 ในรูปของ ไทเอ
มีนไพโรฟอสเฟต ( thiamine pyrophosphate)  ซึ� ง ร่ วมในปฏิกิ ริยาดีคา ร์บอกซี เลชัน 
(decarboxylation) (Walker, 1998) 

2.6.2 Saccharomyces cerevisiae 

 ยีสต์สายพนัธุ์ Saccharomyces cerevisiae เป็นจลุินทรีย์พวก eukaryote ในกลุ่ม fungi 
ดํารงชีวิตในลกัษณะเซลล์เดี�ยว (unicellular organism) สืบพนัธุ์ได้ทั #งแบบอาศยัเพศและไม่อาศยั
เพศ การสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศโดยการแตกหน่อ (budding) หรือการแบ่งตวั (binary fission) 
และมีการสร้าง แอสโคสปอร์ในการสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศ (Trivedi และคณะ, 1986)  

   อนกุรมวิธานของ Saccharomyces cerevisiae 
   Phylum  : Ascomycota 
   Order  : Saccharomycetales 
   Family  : Saccharomycetaceae 
   Subfamily : Saccharomycetoideae 
   Genus  : Saccharomyces 
   Species : cerevisiae 
    

 
 

รูปที� 2.9 ลกัษณะเซลล์ของยีสต์ในจีนสั Saccharomyces ที�เลี #ยงในกลโูคส  
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    2.6.2.1 ลกัษณะทางกายภาพและสรีรวิทยาของยีสต์สายพนัธุ์ S. cerevisiae  

  เซลล์ของยีสต์ S. cerevisiae มีลกัษณะกลมไปถึงรูปไข่ (round or ovule shape) 
อยู่ในลกัษณะเซลล์เดี�ยว ขนาดทั�วไปของยีสต์ขนมปัง มีความกว้างประมาณ 2.5 – 10.5 ไมครอน 
ยาวประมาณ 4.5 – 2.1 ไมครอน ยาวประมาณ 4.5-2.1 ไมครอน ยีสต์ขนมปัง 1 เซลล์มีปริมาตร
ประมาณ 40 ลูกบาศก์ไมครอน และนํ #าหนกัแห้งของยีสต์ขนมปัง 1 เซลล์หนกัประมาณ 10-11 กรัม 
(Reed และ Peppler, 1973) 
  เมื�อศึกษาลักษณะของยีสต์ S. cerevisiae ผ่านกล้องจุลทรรศน์จะพบ
ส่วนประกอบของเซลล์แบ่งเป็นส่วนๆ ดงันี #คือ ผนงัเซลล์ ไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส ในไซโตพลา
สซมึพบออร์กาเนลอื�นๆ เชน่ ไมโตครอนเดรียและแวคิวโอ (Halasz และ Lasztity, 1991) แสดงดงัรูป 
2.9 
  ผนัง เซลล์ของยีส ต์  S. cerevisiae เ ป็นสาร ชีวภาพพวกโพลีแซคคาไรต์ ที�
ประกอบด้วยกลูแคน แมนแนนและไคติน (Walker, 1998) ผนงัเซลล์มีลกัษณะเป็นชั #นๆ (layer 
structure) ไคตินที�พบในผนังเซลล์มีในปริมาณเล็กน้อยเท่านั #น อาจพบในรูปของ killer toxin 
receptor และมีหน้าที�รักษาแรงดนัออสโมติคของเซลล์ นอกจากนั #นพบไคตินมากบริเวณ bud scar 
ซึ�งเป็นรอยที�เกิดจากการแตกหนอ่ของเซลล์ 
  เยื�อหุ้มเซลล์ของยีสต์ขนมปังมีลกัษณะเหมือนเยื�อชีวภาพทั�วไปคือมีลกัษณะเป็น 
lipid bilayer ที�มี globular protein เป็นส่วนประกอบในโครงสร้างทําให้มีลกัษณะเป็น fluid mosaic 
นอกจากนั #นเมื�อศกึษาทางองค์ประกอบในเยื�อหุ้มเซลล์ของยีสต์ขนมปังแตล่ะสายพนัธุ์พบว่ามีความ
แตกตา่งกนัในยีสต์แตล่ะสายพนัธุ์ เช่น จะพบ phosphodicholine ใน brewing yeast มากกว่าใน 
baking yeast (Walker, 1998) ซึ�งสามารถแตกหนอ่ได้รอบเซลล์ 
  ในบางสภาวะที�มีการควบคมุการให้สารอาหารในการเพาะเลี #ยง  พบว่ายีสต์มีการ
แตกหน่อแบบ synchronous budding คือ การที�เซลล์ทุกเซลล์ในการเพาะเลี #ยงมีอายใุนการแตก
หน่อพร้อมกัน การสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศของยีสต์จะพบในสภาวะที�ไม่เหมาะสมในการเจริญ เช่น 
ในสภาวะขาดแคลนอาหาร โดยที�ยีสต์ที�มีนิวเคลียสเป็นดิพพลอยจะเข้าคู่กันโดยการชักนําของ 
mating  pheromone เรียกวา่การ conjugation ของเซลล์ที�มี mating type แตกตา่งกนัคือนิวเคลียส
ชนิด a และชนิด α เซลล์ที�เข้าคูก่นันี #จะมีสร้างแอสโคสปอร์ 4 แอสโคสปอร์ที�ได้ก็จะสามารถเจริญไป
เป็นเซลล์ใหมไ่ด้ (Walker, 1998 ; Trivedi และคณะ, 1986) 
  2.6.2.2 ลกัษณะทางชีวเคมีและคณุสมบตัขิองยีสต์ S. cerevisiae 

 S. cerevisiae เป็นยีสต์ที�สามารถเจริญได้ทั #งในสภาวะที�มีและไม่มีอากาศ ซึ�งกระบวนการ
ผลิตพลงังานและผลผลิตที�ได้ทั #งสองก็แตกตา่งกนั ตวัแปรสําคญัในการที�ยีสต์จะใช้กระบวนการใด
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ในการใช้สารอาหารในการผลิตพลงังานและได้ผลผลิตออกมานั #นขึ #นอยู่กับปริมาณออกซิเจนและ
ความเข้มข้นของนํ #าตาลในสภาวะแวดล้อมที�ยีสต์เจริญอยู ่(Neway, 1989) 
 การใช้นํ #าตาลกลูโคสผ่านกระบวนการสร้างพลังงานของยีสต์ในสภาวะไม่มีอากาศ 
(anaerobic condition) โดยทั�วไปเรียกว่าการหมกั (fermentation) พลงังานในรูป ATP ได้มาจาก
การใช้สบัสเตรทผา่นกระบวนการ Embden-Meyerhof-Parnas pathway (EMP pathway) 
 การเพาะเลี #ยงยีสต์ในระบบกะธรรมดาพบว่าในช่วงแรกของการเจริญปริมาณเซลล์ 
(biomass) และแอลกอฮอล์จะเพิ�มขึ #นพร้อมๆกนัแบบ exponential แตเ่มื�อการเจริญมาจนถึงจดัที�มี
การกําจดัของออกซิเจนและไนโตรเจนการเปลี�ยนนํ #าตาลไปเป็นเซลล์จะหยุด  ส่วนการผลิตแอลอ
ฮอล์จะดําเนินตอ่ไปและเพิ�มแบบเส้นตรง (linear) (Neway, 1989) พบว่าในกระบวนการสงัเคราะห์
ส่วนประกอบของเซลล์นั #นจะมีความสัมพันธ์เกี�ยวข้องกับสารตวักลาง intermediate ที�เกิดขึ #น
ระหว่างปฏิกิริยา และ intermediate ที�เกิดจะเข้าไปใน tricarboxylic acid cycle และ glyoxylate 
cycle นอกจากนั #นพบว่าในระหว่างการเจริญของยีสต์ขนมปังในสภาวะไม่มีอากาศ การทํางานของ
ไมโตครอนเดรียถกูกดเอาไว้ทําให้ไมเ่กิดปฏิกิริยา aerobic respiration 
 ในกระบวนการหมักแบบไม่มีอากาศโดย S. cerevisiae มีการใช้นํ #าตาลกลูโคสผ่าน
กระบวนการ aerobic respiration มีการผลิตพลงังานในรูปของ ATP และผลผลิตที�ได้ คือปริมาณ
เซลล์ (biomass) ในขั #นตอนแรกเซลล์จะใช้กลโูคสผ่านกระบวน glycolysis หลงัจากนั #น ไพรูเวตที�ได้
จะถกูเปลี�ยนไปเป็นอะซิติลโคเอ (acetyle CoA) และผ่านไปใน tricarboxylic acid cycle (TCA) ได้ 
NADH และ FADH2 ซึ�งสารให้พลงังานทั #งสองชนิดนี #จะผ่านเข้าไปในลกูโซ่การถ่ายทอดอิเลคตรอน
และได้พลงังานออกมามากมาย (Neway, 1989 ; Halasz และ Lasztity, 1991) 
 ในสภาวะที�มีอากาศ Louis Pasteur พบว่าออกซิเจนมีผลทําให้ไม่เกิดกระบวนการหมกัทํา
ให้การผลิตแอลกอฮอล์ลดลงเรียกสภาพเช่นนี #ว่า Pasteur effect (Walker, 1998) โดยในสภาวะที�มี
ออกซิเจนเอนไซม์ ในกระบวนการ aerobic respiration จะมีประสิทธิภาพสูงกว่าเอนไซม์ที�ใช้ใน
กระบวนการ fermentation คือ pyruvate decarboxylase 
 ในกรณีที�มีความเข้มข้นของนํ #าตาลกลโูคสในอาหารเลี #ยงเชื #อสงูจะได้ผลผลิตปริมาณเซลล์ 
(biomass yield) ตํ�าและมีแอลกอฮอล์เกิดขึ #นมากซึ�งเป็นผลมาจากปฏิกิริยา aerobic respiration 
ถกูกดการทํางาน แอลกอฮอล์ที�ได้มาจากกระบวนการ fermentation ถึงแม้จะเลี #ยงยีสต์ในสภาวะ
นั #นมีออกซิเจนก็ตาม ซึ�งเกิดจากการที�กลโูคสที�เข้มข้นมากเกินไปในอาหารจะมีผลลดการสงัเคราะห์
เอนไซม์ในการ respiration และการขนสง่นํ #าตาลเข้าเซลล์ เรียกการที�ความเข้มข้นของนํ #าตาลที�มาก
ไปกดการทํางานของ aerobic respiration นี #ว่า crabtree effect หรือ catabolite repression หรือ 
glucose repession (Neway, 1989)  
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2.6.3 Saccharomycopsis  fibuligera 
 

Saccharomycopsis f ibul igera เ ป็นหนึ�งในสปีชีเทเลโอมอร์ฟิกแอสโคไมซีติส
(teleomorphic ascomycetes)  ซึ�งเป็นชนิดที�สร้างสปอร์ และเป็นสายพนัธุ์ดีที�สุดสายพนัธ์หนึ�งที�
ผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้  บางสายพันธุ์สามารถผลิตได้ทั #งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์
กลโูคอะไมเลส ใช้ย่อยแป้ง (starch saccharification) ในกระบวนการหมกัอาหาร และผลิตเอทา
นอลจากวตัถดุบิที�เป็นแป้ง หรือใช้ในการผลิตโปรตีนเซลล์เดี�ยว (Eva, 2000) 
   อนกุรมวิธานของ Saccharomycopsis fibuligera 

   Phylum  : Ascomycota 
   Class  : Hemiascomycetes 
   Order  : Saccharomycetales 
   Family  : Saccharomycopsidaceae 
   Genus  : Saccharomycopsis 
   Species : Fibuligera 

 (Barnett และคณะ, 2000) 
  

 
 

 รูปที� 2.10  รูปร่างลกัษณะของยีสต์  Saccharomycopsis fibuligera  

          
2.6.3.1 ลกัษณะทางกายภาพและสรีรวิทยาของยีสต์สายพนัธุ์ S. fibuligera  

  ยีสต์ S. fibuligera พบในขนมปัง มกักะโรนี ราจิ (ragi) ฟางข้าว หรือ หญ้าแห้ง 
ลกัษณะของเชื #อยีสต์ S. fibuligera และโคโลนี แสดงดงัรูปที� 2.10 มีลกัษณะเป็นแผ่นสีขาวครีม มี
การสืบพนัธุ์แบบแตกหน่อ (budding) การสร้างเส้นใยที�มีผนงักั #น (septate hyphae) หรือสร้าง
แอสคยั (asci) ประกอบด้วย 4 แอสโคสปอร์(ascospores) ที�มีรูปร่างคล้ายหมวก เมื�อเพาะเลี #ยงใน
อาหารมอลต์ ร้อยละ 5  (Difco malt agar) ที�อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Barnett และคณะ, 
2000) 
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  เชื #อยีสต์ในตระกูลนี #มีคุณสมบตัิสําคญัคือสร้างทัลลสั (thallus) ที�เป็นแบบเซลล์
เดี�ยว (unicellular) แตบ่างครั #งก็พบวา่มีการสร้างซูโดมยัซีเลียม (pseudomycelium) ได้ด้วย ซึ�งก็คือ
เซลล์ของยีสต์ที�มีลกัษณะยาวต่อเรียงกันเป็นแถว เกิดจากการแตกหน่อของเซลล์นั #นเอง ทําให้ดู
คล้ายกบัว่าเป็นเส้นใย โดยปกติแล้วหลงัการแตกหน่อเซลล์ที�เกิดใหม่ มกัแยกหลุดออกจากเซลล์ที�
ให้กําเนิด แต่ในบางครั #งก็พบว่าเซลล์ที�แตกออกมายังคงติดอยู่ไม่แยกออกจากกัน และแตกหน่อ
ต่อๆไปอีก จึงทําให้ได้ลักษณะที�เป็น ซูโดมยัซีเลียม ข้อแตกต่างระหว่าง ซูโด-มยัซีเลียม และ ไมซี
เลียม ที�แท้จริงคือ เซลล์ปลายสดุของซูโดมยัซีเลียม เป็นเซลล์ที�สั #นกว่าเซลล์อื�น ในขณะที�เซลล์ปลาย
สดุของไมซีเลียม ที�แท้จริงนั #นจะยาวกวา่เซลล์อื�นๆ  

2.6.3.2 ลกัษณะทางชีวเคมีและคณุสมบตัขิองยีสต์ S. fibuligera  

  ในปี ค.ศ. 1944 Wickerham ทําการทดสอบให้เห็นว่า S. fibuligera สามารถผลิต
เอนไซม์อะมิเลสได้ โดยการนําไปเลี #ยงในอาหารวุ้นที�มีแป้งร้อยละ 1 และทดสอบเคลียร์โซน (clear 
zone) โดยทดสอบกบัสารละลายไอโอดีน  
  สําหรับช่วงการสร้างเอนไซม์อะมิเลสของ S. fibuligera จะเริ�มสร้างเมื�อเซลล์เข้าสู่
ระยะตอนปลายของช่วงการเจริญ (log  phase) แตย่งัสร้างในปริมาณที�น้อยมาก การสร้างเอนไซม์
จะเกิดสงูสดุเมื�อเซลล์อยูใ่นระยะการเจริญคงที� (stationary phase) (Gogoi และคณะ, 1987) 
  มีรายงานว่า มียีสต์หลายชนิดสามารถปลดปล่อยเอนไชม์ α -amylase ที�มีแอคติวิ
ตีสูงในการย่อยแป้ง ออกมาภายนอกเซลล์รวมทั #งยีสต์ S. fibuligera ปลดปล่อยเอนไชม์ α -
amylase ย่อยแป้งโดยตดัตรงพันธะ 1,4-α-glycosidic bondsได้เป็นเด๊กทริน โอลิโกแซกคาไรด์  
มอลโทส และนํ #าตาลกลโูคส โดยในกระบวนการย่อยแป้งนั #น เอนไชม์ α -amylase จะถกูเติมเข้าไป
ในขั #นตอนการทําแป้งให้เหลว (liquefaction) (Knox และคณะ, 2004 )  
  นอกจากเอนไชม์ α -amylase แล้ว S. fibuligera ยังปลดปล่อยเอนไซม์ 
glucoamylase ออกมาภายนอกเซลล์ ซึ�งมีแอคตวิิตีสงูในการย่อยโมเลกลุแป้งตรงส่วนปลายบริเวณ
นอนรีดวิซ์ (non-reducing ends) ได้เป็นนํ #าตาลกลโูคสออกมา (Chi และคณะ, 1993) 
  S. fibuligera มียีน BGL1 และ BGL2 ในการผลิต เอนไชม์ เบต้า กลโูคซิเดส ซึ�ง
เป็นยีนที�แยกได้จากการทําห้องสมดุจีโนม (genomic library) ของ S. fibuligera (Machida และ
คณะ, 1988) โดยเบต้ากลูโคซิเดสเป็นเอนไซม์ที�หลั�งออกมาภายนอกเซลล์ มีคณุสมบตัิในการย่อย
แซกคาไรด์ประเภทเซลโล-ไบโอส และเซลโลโอลิโกแซกคาไรด์ ให้เป็นนํ #าตาลกลูโคส เอนไชม์
เบต้ากลูโคซิเดส มีความสําคญัที�สุดในขั #นตอนการย่อยเซลลูโลสเนื�องจากผลิตภัณฑ์ที�ได้จากการ
ย่อยเซลลูโลสโดยเอนไซม์ เอ็นโดกลูคาเนส และเอ็กโซกลูคาเนส ซึ�งก็คือเซลโลไบโอส จะเกิดการ
ยบัยั #งแบบย้อนกลับของตวัผลิตภัณฑ์ การมีอยู่ของเอนไชม์เบต้ากลูโคซิเดสจึงช่วยเปลี�ยนเซลโล
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ไบโอส ให้เป็นกลูโคสประสิทธิภาพในการย่อยของเซลลูเลสจึงดีกว่า (Zhenming Chi และคณะ, 
2009) 
 
2.7 กระบวนการผลิตเอทานอลโดยการย่อยสลายแป้งร่วมกับกระบวนการหมัก 
(Simultaneous saccharification and fermentation process; SSF)  
 
 กระบวนการย่อยสลายแป้งร่วมกบักระบวนการหมกั คือ กระบวนการย่อยสลายพอลิเมอร์
ทางธรรมชาติ เช่น เซลลูโลส แป้ง ให้เป็นนํ #าตาลกลูโคสโดยใช้เอนไซม์ และในขณะเดียวกันก็เกิด
กระบวนการหมกันํ #าตาลกลโูคสที�เกิดขึ #นให้เป็นเอทานอลโดยใช้เชื #อยีสต์ หรือแบคทีเรียร่วมด้วย ซึ�ง
กระบวนการดงักลา่วทั #งคูจ่ะเกิดภายใต้สภาวะ หรือถงัหมกัเดียวกนั (Venkatesh, 1997) 
 กระบวนการย่อยสลายแป้งร่วมกับกระบวนการหมักดังกล่าวจะมีข้อได้เปรียบกว่า
กระบวนการหมกัที�แยกกนักบักระบวนการย่อย (Separate hydrolysis and fermentation; SHF) ซึ�ง
กระบวนการหมกัและกระบวนการย่อยสลายแป้งที�เกิดขึ #นพร้อมกันภายในถงัหมกัเดียวกนัจะทําให้
สามารถลดต้นทุนการผลิตได้ ส่วนข้อดีและข้อได้เปรียบอื�นๆ คือ ทําให้ประสิทธิภาพของการหมัก
เกิดขึ #นได้สงู อนัเป็นผลสืบเนื�องมาจากการที�สารผลิตภณัฑ์จะถกูใช้ไป หรือลดปริมาณลง ซึ�งจะเป็น
การลดโอกาสที�เกิดการยับยั #งของกระบวนการย่อยสลายโดยสารผลิตภัณฑ์ เช่น การทํางานของ
เอนไซม์เซลลูเลสอาจถูกยับยั #งการทํางานโดยนํ #าตาลกลูโคสและนํ #าตาลเซลลูไบโอสซึ�งเป็นสาร
ผลิตภัณฑ์ที�เกิดขึ #นจากกระบวนการย่อยสลาย แต่สําหรับสารผลิตภัณฑ์(กลูโคส)ที�เกิดขึ #นจาก
กระบวนการหมกัร่วมกบักระบวนการย่อยสลายจะถกูเปลี�ยนให้เป็นเอทานอลโดยยีสต์อย่างรวดเร็ว
จงึไมทํ่าให้เกิดการสะสมของสารผลิตภณัฑ์(กลโูคส)ขึ #น  
 สําหรับข้อได้เปรียบอื�น คือ กระบวนการหมกัร่วมกับการย่อยสลาย นอกจากนี #ยงัสามารถ
ลดต้นทุนการผลิตได้เนื�องจากสามารถที�จะลดจํานวนของถงัหมกัที�จะใช้ในการย่อยสลายและการ
หมกัลงให้เหลือเฉพาะที�จําเป็นเทา่นั #น และสามารถเพิ�มปริมาณผลผลิตของเอทานอลได้ 
 อย่างไรก็ตามกระบวนการย่อยสลายแป้งร่วมกบักระบวนการหมกัยงัมีข้อเสีย คือ สภาวะที�
เหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซม์ที�ใช้ในกระบวนการย่อยสลาย และจลุินทรีย์ที�ใช้หมกัจะมี
ขอบเขตแตกต่างกัน นอกจากนั #นอุณหภูมิที� เหมาะสมสําหรับกระบวนการย่อยสลาย และ
กระบวนการหมกัจะมีความแตกตา่งกัน ซึ�งอณุหภูมิที�เหมาะสมสําหรับจลุินทรีย์ เช่น S.cerevisiae, 
Z. mobilis และ E. coli ที�นํามาใช้ในการหมกัเอทานอลจะเจริญได้ดีที�สภาวะอณุหภูมิตํ�ากว่า 40 
องศาเซลเซียส คือ ประมาณ 30 องศาเซลเซียส ในขณะที�อณุหภูมิสําหรับการย่อยสลายโดยเอนไซม์
จะสงูถึงประมาณ 50 องศาเซลเซียส โดยจะเกิดผลในแง่ลบตอ่ประสิทธิภาพการผลิตซึ�งพบว่าถ้าใช้
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อณุหภูมิในการหมกั 40 องศาเซลเซียส จะทําให้เกิดอตัราการผลิตเอทานอลจะสูงขึ #นแต่การเจริญ
ของเซลล์ยีสต์กลบัลดลงสง่ผลให้ปริมาณผลผลิตเอทานอลอยูใ่นระดบัตํ�า  
 สําหรับข้อเสียอีกประการหนึ�งที�สําคญั คือ ปัญหาในการแยกเซลล์ยีสต์ออกจากพวก solid 
residue ภายหลงัเสร็จสิ #นกระบวนการโดยจะเป็นปัญหาตอ่กระบวนการเก็บเกี�ยว และการนําเซลล์
ยีสต์กลบัมาใช้ใหมใ่นอตุสาหกรรม จากความแตกตา่งระหว่างอณุหภูมิที�เหมาะสมของกระบวนการ
ย่อยสลาย และกระบวนการหมักนี #จึงมีความจําเป็นที�จะต้องปรับให้มีความเหมาะสมเพื�อใช้ใน
กระบวนการหมกัร่วมกบัวตัถดุบิตั #งต้นตอ่ไป 
 Mamma และคณะ (1995) ได้ทําการศึกษาการผลิตเอทานอลจากข้าวฟ่างหวานโดยโดย
วิธีการย่อยเป็นนํ #าตาลและการหมกัพร้อมกนั (Simultaneous saccharification and fermentation 
process; SSF) โดยการใช้กล้าเชื #อผสมระหว่าง Fusarium oxysporum และ Saccharomyces 

cerevisiae โดยใช้เชื #อ Fusarium oxysporum เป็นเชื #อที�มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ที�
จําเป็นในการย่อยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเพื�อเปลี�ยนเป็นนํ #าตาล ส่วน Saccharomyces 

cerevisiae ใช้นํ #าตาลในกระบวนการหมกัเอทานอลซึ�งเป็นการทํางานร่วมกัน ได้ผลผลิต 5.2-8.4 
กรัมเอทานอล ตอ่ 100 กรัมข้าวฟ่างสด 
 Suresh และคณะ (1999) ได้ทําการศกึษาการผลิตเอทานอลจากเปลือกข้าวฟ่างหวานและ
เปลือกข้าวโดยใช้วิธีการย่อยเป็นนํ #าตาลและหมกัพร้อมกนั (simultaneous saccharification and 
fermentation ; SSF) โดยใช้กล้าเชื #อผสมระหว่าง Aspergillus niger (NCIM 1248) และ
Saccharomyces cerevisiae VSJ1 เชื #อ A. niger มีคณุสมบตัิในการผลิต amylolytic enzyme ซึ�ง
ทําหน้าที�ในการเปลี�ยนแป้งเป็นนํ #าตาลและยีสต์เปลี�ยนนํ #าตาลเป็นเอทานอลทั #งนี #พบว่าเปลือกข้าว
ฟ่างหวาน (ร้อยละ 2.90 โดยปริมาตร)ให้ผลผลิตที�มากกว่าเปลือกข้าว (ร้อยละ 2.09 โดยปริมาตร)
ภายใต้สภาวะการหมกัที�เหมาะสม 
 Montesinos และคณะ (2000) ได้ศกึษาการผลิตเอทานอลจากแป้งข้าวสาลี (raw wheat 
flour) โดยใช้วิธีการย่อยเป็นนํ #าตาลและหมักพร้อมกัน (simultaneous saccharification and 
fermentation ; SSF) โดยใช้เอนไซม์ amyloglucosidase และเชื #อยีสต์ (Saccharomyces 

cerevisiae) ในกระบวนการหมกัแบบปกตินั #นเมื�อผ่านการย่อยแป้งขั #นแรก (Liquefaction) จะได้
นํ #าตาลมอลโตสจากนั #นนําไปผ่านกระบวนการย่อยครั #งสุดท้ายในเวลาการย่อย 6 ชั�วโมง 
(Presaccharification) ด้วยเอนไซม์กลูโคอะมิเลส (AMG300L) ที�ความเข้มข้น 270 AGU ต่อ
กิโลกรัมแป้ง จากนั #นใช้เวลาในการหมกัทั #งหมด 60 ชั�วโมง แตเ่มื�อใช้กระบวนการหมกัแบบ SSF นั #น
จะใช้เวลาในการหมกัเพียง 31 ชั�วโมง โดยในกระบวนการนี #จะใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์เพิ�มขึ #น
เป็น 2 เทา่ คือ 540 
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 Ramasamy และ Paramasamy (2001) ได้ทําการศกึษากระบวนการหมกัเอทานอลจาก
แป้งมนัสําปะหลงัโดยการใช้จลุินทรีย์ 2 ชนิดนํามาตรึงเซลล์รวมกนั (co-immobilized cells)ระหว่าง 
Saccharomyces diastaticus และ Zymomonas mobilis จากนั #นนําไปหมกัแป้งมนัสําปะหลงัที�
ผ่านการย่อยครั #งแรก (Liquefied starch) ในการหมกัแบบเบ็ดเสร็จ (batch fermenation) โดย
ทําการศกึษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมกัระหว่างเซลล์ที�ถกูตรึงชนิดเดียวเซลล์ที�ถูกตรึงแบบ
ผสม 2 ชนิด ซึ�งพบวา่เซลล์ที�ถกูตรึงแบบผสม 2 ชนิดมีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลสงูกว่าการ
ใช้เซลล์ที�ถกูตรึงแบบเซลล์ชนิดเดียวคือ 46.7 กรัมตอ่ลิตร และ 37.5กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั และยงั
พบว่าความเข้มข้นของเอทานอลจากการผลิตด้วยเซลล์ที�ถูกตรึง(immobilized cells) มีคา่สูงกว่า
เซลล์ที�ไม่ผ่านการตรึง (free cells) ของเชื #อทั #ง S. diastaticus และZ. mobilis ซึ�งพบว่าเซลล์ที�ผ่าน
การตรึงสามารถที�จะผลิตเอทานอลได้ถึง 53.5 กรัมตอ่ลิตร และพบว่าสามารถที�จะหมนุเวียนเซลล์
เพื�อที�จะนํากลบัมาใช้ใหม่ในกระบวนการหมกัแบบตอ่เนื�อง(continuous fermentation) ได้ถึง 7 
รอบ 
 Shigechi และคณะ (2002) ได้ศึกษาการผลิตเอทานอลจากการใช้วิธีการสร้างรีคอม
บิแนนท์ยีสต์ (recombinant yeast strain) เพื�อให้ยีสต์มีคณุสมบตัิในการย่อยแป้งเป็นนํ #าตาล
กลโูคสได้ (SSF process) โดยใช้พลาสมิดที�มีคณุสมบตัิในการสร้างเอนไซม์แอลฟาอะมิเลสและ
กลโูคอะมิเลสตอ่เข้าไปในยีสต์ซึ�งการศกึษาครั #งนี #ใช้กระบวนการแบบ fed-batch fermentation ทํา
ให้สามารถลดขั #นตอนของกระบวนการหมกัได้และสามารถผลิตเอทานอลได้ถึง 60 กรัมตอ่ลิตร 
 ดงันั #นในการงานวิจยันี #เป็นการศกึษาความเป็นไปได้ในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์
เดี�ยวจากจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้เชื #อผสมระหวา่ง Saccharomycopsis fibuligera และ 
Saccharomyces cerevisia ซึ�งจะเป็นประโยชน์ โดยใช้พืชทางเลือกมาใหมที่�มีการนําไปใช้คอ่นข้าง
จํากดัและราคาถกู เพื�อการผลิตเอทานอล และโปรตีนเซลล์เดี�ยว ซึ�งนบัวา่เป็นประโยชน์อยา่งยิ�งตอ่
การลดการพึ�งพาจากตา่งประเทศ และเพิ�มคณุคา่ทางอาหารของกากเมล็ดข้าวฟ่างจากโปรตีนเซลล์
เดี�ยวที�ได้จากกระบวนการหมกั ให้เกิดประโยชน์สงูสดุ



 
 

 

บทที�  3      
          

วัสดุอุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดาํเนินการวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ 
 
 1. เครื�องชั�ง 2 ตําแหนง่ (Electronic balance) รุ่น AR 2140 ของบริษัท Ohaus 
Corporation ประเทศอเมริกา 
 2. เครื�องชั�ง 4 ตําแหนง่ (Electronic balance) รุ่น AR 2140 ของบริษัท Ohaus 
Corporation ประเทศอเมริกา 
 3. เครื�องเขยา่ผสม (Vortex mixer) รุ่น Vortex-Genie 560E ของบริษัท Scientific 
Industries, Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 4.  เครื�องปั�นเหวี�ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ (Centrifuge) รุ่น KR-20000T ของบริษัท Kubota 
Corporation ประเทศญี�ปุ่ น 
 5. เครื�องปั�นเหวี�ยง (Microcentrifuge) รุ่น TOMY MC-15A ของบริษัท TOMY SEIKO 
ประเทศญี�ปุ่ น 
 6. เครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น MV Spectronic 21 ของบริษัท 
BAUSCH&LOMB ประเทศญี�ปุ่ น 
 7.  ตู้บม่เชื #อแบบควบคมุอณุหภมูิ (Incubator) ของบริษัท Sanyo ประเทศญี�ปุ่ น 
 8. เครื�องควบคมุอณุหภมูิแบบหมนุ (Rotary incubator shaker) รุ่น G-25 ของบริษัท New 
Brunswick Scientific Co., Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 9. หม้อนึ�งความดนัไอ (Autoclave) รุ่น HV-50 ของบริษัท Hirayama Manufacturing 
Corporation ประเทศญี�ปุ่ น 
 10. ตู้ ถ่ายเชื #อ (Laminar flow) ของบริษัท International Scientific Supply ประเทศไทย 
 11. อา่งนํ #าควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) รุ่น TE-8D ยี�ห้อ Tempette ของบริษัท Techne 
ประเทศองักฤษ 
 12. เครื�อง Ultrasonic disruption รุ่น UD-201 ของบริษัท Tomy Seiko Co., Ltd. ประเทศ
ญี�ปุ่ น 
 13. เตาอบไมโครเวฟ (Microwave oven) รุ่น NE-767C ของบริษัท Matsushita Electric 
Industrial ประเทศญี�ปุ่ น
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 14. ปั�ม (Pump) รุ่น MPN125 ของบริษัท  Thakita Electric Works., Ltd. ประเทศญี�ปุ่ น
 15. เครื�องวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน รุ่น Buchi 345 Distillation unit และ รุ่น Buchi 345 
Digestor ของบริษัท Buchi Labortory Techniques Ltd., ประเทศสวิตเซอร์แลน 
 16.  กล้องจลุทรรศน์ (Microscope) รุ่น CHS ของบริษัท Olympus Optical ประเทศญี�ปุ่ น 

17.  เครื�อง gas chromatography (Model 163, Hitachi, Ltd. Tokyo Japan) 
18. เครื�อง HPLC (High performance Liquid Chromatography) ของบริษัท Shimadzu 

Corporation ประเทศญี�ปุ่ น ที�ประกอบด้วย HPLC column: Aminex HPX-42A ของบริษัท Bio-
Rad Laboratories.Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 19. เครื�องกรอง PTFE Micro filter ขนาดรูพรุน 0.45 µm ของบริษัท Sartorius ประเทศ
เยอรมนั 
 20. เครื�องกวนควบคมุอณุหภูมิ (hot plate stirrer) รุ่น PC-101 บริษัท Corning ประเทศ
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 21. เครื�องระเหยแห้ง (Rotary evaporator) รุ่น N-1000 ของบริษัท EYELA ประเทศญี�ปุ่ น 
 22. เครื�องปั�นเหวี�ยงความเร็วสงูแบบควบคมุอณุหภูมิ (High Speed Micro Refrigerated 
Centrifuge รุ่น MTX-150 บริษัท Tomy ประเทศญี�ปุ่ น  
 
3.2 เคมีภัณฑ์                                            บริษัท                                ประเทศ 

Acetronitrile, HPLC grade                                   Merck                                       Germany 
Agar (วุ้นผงตรานางเงือก)                                     พฒันสินเอนเตอร์ไพรส์                ไทย 
Albumin from bovine serum (BSA)                     Sigma                                       Germany 
Ammonium chloride (NH4Cl)                              Fluka                                         Switzerland 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4)    Carlo Erba                Italy 
Boric acid (H3BO3)                                             Merck                                        Germany 
Calcium chloride dehydrate (CaCl2.2H2O)         Fluka                 Switzerland 
Citric acid (C6H8O7)     Merck                                        Germany 
Copper sulfate (CuSO4.5H2O)                            Fluka                                         Switzerland 
Dinitrosalicylic acid                                            Sigma                                        U.S.A 
Ethanol                                                               กรมสรรพสามิต                           ไทย 
Ethanol absolute 99.5%                                     Merck                                        Germany 
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เคมีภัณฑ์                                                   บริษัท                                ประเทศ 

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent                       Fluka                                      Switzerland 
Glucose (Dextrose)                                            สยามชยั เคมิคอล                    ไทย 
Hydrochloric acid (HCl)                                      Merck                                    Germany 
Magnesium sulfate heptahydrate                        Fluka                                    Switzerland 
Malt extract        Difco              U.S.A 
Milli Q  water       มหาวิทยาลยัมหิดล            ไทย 
Methanol, HPLC grade                                        Merck                                   Germany 
Peptone         Difco              U.S.A 
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)    Merck                                   Germany 

Potassium sodium tartrate                                   Carlo Erba                            Italy 
Propanol (C3H8O)       Merck                                   Germany 

Sodium chloride (NaCl)                                       Merck                                   Germany 
Sodium hydroxide (NaOH)       Merck              Germany 
Sulfuric acid (H2SO4)       Merck             Germany 
Termamyl 120L                             Novozymes             Denmark 
Urea (NH2)2CO        Merck                                 Germany 
Yeast extract         Difco                         U.S.A 
3,5 –Dinitrosalicylic acid (C7H4N2O7)                Sigma                                   U.S.A 
 
3.3 วิธีดาํเนินการทดลอง 
 

3.3.1. วิเคราะห์องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง 
 เมล็ดข้าวฟ่างที�ใช้ในงานวิจยันี #ได้รับความอนเุคราะห์จากศนูย์วิจยัและพฒันาการ 

เกษตรสพุรรณบรีุ สํานกัวิจยัและพฒันาการเกษตรเขตที� 5 กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์ โดยนํามาวิเคราะห์องค์ประกอบตามวิธีดงันี # 

3.3.1.1 การวิเคราะห์ปริมาณความชื #นตามวิธี Association of Official Analytical  
Chemist (A. O. A. C.). 1990.  

3.3.1.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (kjeldahl method) ตามวิธีของ AOAC, 1990 
3.3.1.3 การวิเคราะห์ปริมาณไขมนั (ether extraction) ตามวิธีของ AOAC, 1990 
3.3.1.4 การวิเคราะห์ปริมาณเส้นใย ตามวิธีของ (AOAC, 1990) 
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3.3.1.5 การวิเคราะห์ปริมาณเถ้าตามวิธีของ  American Association of Cereal  
Chemist (A. A. C. C.). 1995. 

 3.3.1.6 วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต คํานวณจากผลตา่ง คือ 
เปอร์เซ็นต์คาร์โบไฮเดรต = 100 - เปอร์เซ็นต์โปรตีน - เปอร์เซ็นต์ไขมัน - เปอร์เซ็นต์เส้นใย - 
เปอร์เซ็นต์เถ้า – เปอร์เซ็นต์ความชื #น 

3.3.2 หาภาวะที�เหมาะของการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยวิธีทางกายภาพ 

                      ปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยวิธี Physiochemical pretreatment โดยแปรขนาดของ
เมล็ดข้าวฟ่างเป็น 2 แบบคือ เมล็ดข้าวฟ่างไม่ผ่านการบด และเมล็ดข้าวฟ่างบด โดยใช้เครื�องปั�น 
moulinex  รุ่น AW9 จากนั #นนํามาผ่านเครื�องร่อน ขนาด 400 ไมครอน นําเมล็ดข้าวฟ่างที�ได้ทั #ง 2 
แบบ มาปรับปริมาตรด้วยนํ #ากลั�น 30 มิลลิลิตร โดยทําการศกึษาตวัแปรตา่งๆดงันี # 

3.3.2.1 ความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่าง 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร) 
3.3.2.2 ระยะเวลาในการแชส่ารละลายเมล็ดข้าวฟ่างที� 0 และ 2 ชั�วโมง ก่อนนําไป 

ปรับสภาพด้วยความร้อนที� 121 องศาเซลเซียส 
3.3.2.3 ระยะเวลา 10, 20 และ 30 นาที ปรับสภาพด้วยความร้อน 121 องศา 

เซลเซียส  
นําตวัอยา่งที�ได้หลงัจากการปรับสภาพแล้วนํามากรองแยกสว่นใสและสว่นที�เป็น 

ของแข็งด้วยเครื�องปั�นเหวี�ยงความเร็วสงู และนําสว่นใสที�ได้มาวิเคราะห์องค์ประกอบของนํ #าตาล
ทั #งหมด โดยวิธีฟีนอล-ซลัฟริูค 
 

3.3.3. การเตรียมกล้าเชื Aอและอาหารเลี Aยงเชื Aอ 

3.3.3.1. การเก็บรักษาเชื #อจลุินทรีย์ที�ใช้ในการทดลองคือ ยีสต์ 2 สายพนัธุ์ได้แก่  
เชื #อ Saccharomycopsis fibuligera จากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
และเชื #อ Saccharomyces cerevisiae จากสถาบนัเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพนัธุศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อาหารที�ใช้ในการเลี #ยงเชื #อ คือ อาหารแข็ง YPD AGAR ประกอบด้วย 
Yeast extract 1 เปอร์เซ็นต์, เปปโตน 1 เปอร์เซ็นต์, กลโูคส 2 เปอร์เซ็นต์, วุ้นผง 2 เปอร์เซ็นต์ในนํ #า
กลั�น 1 ลิตร ปรับ pH 5.5 นําอาหารเลี #ยงเชื #อไปนึ�งฆ่าเชื #อโดยใช้หม้อนึ�งความดนัที�อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ #วเป็นเวลา 15 นาที บ่มเชื #อที�อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 ชั�วโมงและเก็บรักษาเชื #อที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  

3.3.3.2 การเตรียมกล้าเชื #อทําโดยถ่ายเชื #อยีสต์จากอาหารแข็งในข้อ 3.3.3.1 ลงใน 
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อาหารเหลว YPD มีสตูรอาหารเหมือนกบัสตูรอาหารแข็ง แตไ่ม่มีส่วนประกอบของวุ้นผง ทําการถ่าย
เชื #อจลุินทรีย์ลงในอาหารแข็งเหลวและนําไปบ่มในเครื�องเขย่าควบคมุอุณหภูมิที�อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั�วโมง อตัราการกวน 150 รอบตอ่นาที จากนั #นนําไปเป็นหวัเชื #อเริ�มต้นใน
การทดลองตอ่ไป 

3.3.3.3 สตูรอาหารที�ใช้ในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวนําเมล็ดข้าว 
ฟ่างที�ผ่านการปรับสภาพแล้วจากข้อ 3.3.2 เติมสารอาหารซึ�งประกอบไปด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 
((NH4)2SO4) 0.5 เปอร์เซ็นต์, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.1 เปอร์เซ็นต์, 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) 0.1 เปอร์เซ็นต์, แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 0.01 เปอร์เซ็นต์, 
และ โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  0.01 เปอร์เซ็นต์ จากนั #นเติมกล้าเชื #อ Saccharomycopsis fibuligera 
และ Saccharomyces cerevisiae  ที�เตรียมได้ในข้อ 3.3.3.2 โดยใช้ปริมาตรเชื #อเริ�มต้น 10 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) และทําการหมักบนเครื�องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที� 30 องศา
เซลเซียส 150 รอบตอ่นาที ระยะเวลา 120 ชั�วโมง โดยเก็บตวัอย่างทกุๆ 6 ชั�วโมง เพื�อศกึษาผลผลิต
ที�ได้จากการหมกั ทําการแยกสว่นของแข็งและของเหลวด้วยเครื�องหมนุเหวี�ยง นําส่วนที�เป็นของแข็ง
นําไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน สว่นเหลวนําไปวิเคราะห์หาปริมาณนํ #าตาลและปริมาณเอทานอล  
 
 3.3.4 หาภาวะที� เหมาะสมของการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ด
ข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับสภาพแล้วโดยใช้เชื Aอโดยตรงระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera 
และ Saccharomyces cerevisiae 
 

 โดยศกึษาปัจจยัดงัตอ่ไปนี # 
3.3.4.1 ใช้เชื #อเดี�ยวและเชื #อผสมโดยเชื #อเดี�ยวในกระบวนการหมกั คือ เชื #อ 

Saccharomycopsis fibuligera หรือเชื #อ Saccharomyces cerevisiae และใช้เชื #อผสมหมกัร่วมกนั
ระหวา่งเชื #อ Saccharomycopsis fibuligera และเชื #อ Saccharomyces cerevisiae  

3.3.4.2 อตัราสว่นของกล้าเชื #อโดยแปรผนัอตัราส่วนของกล้าเชื #อ 

Saccharomycopsis fibuligera และเชื #อ Saccharomyces cerevisiae ในอตัราสว่น 1:1, 1:2 และ 
2:1  

3.3.4.3 ชว่งระยะเวลาในการลงเชื #อ Saccharomyces cerevisiae โดยแปรผนั 
ชว่งระยะเวลาในการลงเชื #อ Saccharomyces cerevisiae ที�ระยะเวลา 0, 6, 12 ชั�วโมง  

3.3.4.4 ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนโดยแปรผนัความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่าง
ที�ผา่นการปรับสภาพแล้วที� 5, 10,15 และ 20 เปอร์เซ็นต์  
3.3.4.5 แหลง่ไนโตรเจนโดยแปรผนัแหลง่ไนโตรเจนที�ใช้ คือ แอมโมเนียมคลอ 
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ไรด์, แอมโมเนียมซลัเฟต, ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และยเูรีย  
3.3.4.6 ความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนโดยแปรผนัความเข้มข้นของแหลง่ 

ไนโตรเจนที�เหมาะสมจากข้อ 3.3.3.5 ที�ความเข้มข้น 0.1, 0.3, 0.5 และ 0.7 เปอร์เซ็นต์  
   

3.3.5 หาภาวะที�เหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิจากเชื Aอ  
Saccharomycopsis fibuligera   

ทําการเลี #ยงเชื #อยีสต์  Saccharomycopsis fibuligera โดยใช้ปริมาณเชื #อเริ�มต้น 10 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในอาหารเลี #ยงเชื #อแต่ละสูตรอาหาร(สูตรอาหารที�1 – 4 ใน
ภาคผนวก ก) เพื�อผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิ ทําการหมกัที�อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 
รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 120 ชั�วโมง เก็บตวัอย่างทกุๆ 12 ชั�วโมง เพื�อศกึษาผลผลิตที�ได้จากการ
หมัก โดยทําการแยกส่วนของแข็งและของเหลวด้วยเครื�องหมุนเหวี�ยง และนําไปวิเคราะห์หาค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ (ภาคผนวก ข) 

จากสตูรอาหารที�เหมาะสมข้างต้นนํามาศกึษาปัจจยัตา่งๆดงันี #   
3.3.5.1 ความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนโดยแปรผนัความเข้มข้นของแป้งที�ละลาย  

1, 3, 5 และ 7 เปอร์เซ็นต์นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร  
  3.3.5.2 แหลง่ไนโตรเจนโดยแปรผนัแหลง่ไนโตรเจนที�ใช้ คือ แอมโมเนียมซลัเฟต ยู
เรีย เปปโตน และ Yeast extract  

3.3.5.3 ความเข้มข้นแหลง่ไนโตรเจนโดยแปรผนัความเข้มข้นของแหลง่ 
ไนโตรเจนที�เหมาะสมจากข้อ 3.3.5.2 ที�ความเข้มข้น 0.1, 0.3, 0.5 และ 0.7 เปอร์เซ็นต์  

3.3.5.4 การเก็บรักษาเอนไซม์อะมิโลไลตคิโดยเลี #ยงเชื #อ Saccharomycopsis  

fibuligera โดยใช้ปริมาณเชื #อเริ�มต้น 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร ในอาหารเลี #ยงเชื #อที�
เหมาะสมที�ได้จากข้อ 3.3.5.3 จากนั #นนํามาทําแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization) โดยนํา
สารละลายเอนไซม์ปริมาณ 30 มิลลิลิตร บรรจุลงในขวดแก้วก้นกลมขนาด 250 มิลลิลิตร ทําเยือก
แข็งที�อณุหภูมิ – 50 องศาเซลเซียส นานประมาณ 30 นาที นําตวัอย่างที�ได้ไปทําการระเหิดภายใต้
สภาวะสญุญากาศ นานประมาณ 8 ชั�วโมง จะได้เอนไซม์อยูใ่นรูปผงแห้งเพื�อ ไว้ใช้ในการวิจยัตอ่ไป 
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3.3.6 ศึกษาการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี� ยวโดยใช้เอนไซม์จากเชื Aอ 
Saccharomycopsis fibuligera เปรียบเทียบกับเอนไซม์ทางการค้าหมักร่วมกับเชื Aอ 
Saccharomyces cerevisiae 

 
โดยนําเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับสภาพแล้วจากข้อ 3.3.2 นํามาเติมเอนไซม์อะมิโล

ไลติคที�มีความเข้มข้น 0.516 หน่วยตอ่กรัมสบัเสรท ทําการย่อยที�อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 30 นาที จากนั #นมาเติมเชื #อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ในข้อ 3.3.3.2 นํามาหมกั
เพื�อผลิตผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยว เก็บตวัอย่างทกุ 6 ชั�วโมง เพื�อศกึษาผลผลิตที�ได้จาก
การหมกั ทําการแยกส่วนของแข็งและของเหลวด้วยเครื�องหมุนเหวี�ยง นําส่วนที�เป็นของแข็งนําไป
วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน สว่นเหลวนําไปวิเคราะห์หาปริมาณนํ #าตาลและปริมาณเอทานอล 

 
3.4 วิธีวิเคราะห์ต่างๆ 

 3.4.1 การวิเคราะห์ปริมาณนํ Aาตาลทั Aงหมดด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริค  
(ภาคผนวก ข ข้อ1)  

โดยใช้วิธีฟีนอล-ซลัฟริูค (Dobois, 1956) 

3.4.2 การวัดปริมาณนํ Aาตาล (ภาคผนวก ข ข้อ2) 
โดยใช้วิธี DNSA (Miller, 1959)   

 3.4.3 การวัดปริมาณนํ Aาตาลกลูโคสด้วยเครื�องไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทก
ราฟี (HPLC) 

นําตวัอย่างส่วนใสที�ได้จากการปั�นเหวี�ยงมาปั�นเหวี�ยงที� 10000 รอบต่อนาที นาน 20 
นาที ดูดส่วนใสมากรองผ่านกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตทฉีดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 20 
ไมโครลิตร จากนั #นวิเคราะห์ด้วยเครื�องเครื�องไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) เพื�อหา
ปริมาณนํ #าตาลกลโูคส 

คอลมัน์   : Biorad Aminex HPX-42A  
column ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร 

 สารละลายตวัพา : DDI water 
 อณุหภมูิ  : 85 องศาเซลเซียส 
 อตัราการไหล   : 0.6 มิลลิลิตรตอ่นาที 
 เครื�องตรวจวดั   : RI detector (Shimadzu รุ่น RID-6A) 
 เวลาที�อยูใ่นคอลมัน์  : 25 นาที 
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คํานวณเทียบกราฟมาตรฐานของนํ #าตาลกลโูคสที�ความเข้มข้น 2 กรัมตอ่ลิตร 
 

3.4.4 การวิเคราะห์เอทานอล (ภาคผนวก ข ข้อ 9) 

นําตวัอย่างส่วนใสที�ได้จากการปั�นเหวี�ยงมาปั�นเหวี�ยงที� 10000 รอบต่อนาที นาน 20
นาที ดดูส่วนใสมากรองผ่านกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตทฉีดสารละลายตวัอย่างปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ทําการผสมกบั propanol มาตรฐานที�เตรียมไว้ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

คอลมัน์   : Porapak Q capillary column 
 ก๊าซตวัพา  : ไนโตรเจน, ไฮเดรเจน และออกซิเจน 

 อณุหภมูิคอลมัน์  : 190 องศาเซลเซียส 
 อณุหภมูิฉีด  : 210 องศาเซลเซียส 
 อตัราการไหล   : 0.6 มิลลิลิตรตอ่นาที 
 เครื�องตรวจวดั   : flame ionization detector (FID) 
 เวลาที�อยูใ่นคอลมัน์  : 10 นาที 

คํานวณเทียบกราฟมาตรฐานของเอทานอลที�ความเข้มข้น 2 กรัมตอ่ลิตร 

3.4.5 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (ภาคผนวก ข ข้อ 3) 
โดยวิเคราะห์ตามวิธีเจลดาห์ (Kjeldahl protein, A.O.A.C., 1975) 

3.4.6 การวัดแอคตวิิตีของเอนไซม์อะมิโลไลตคิ (ภาคผนวก ข ข้อ 10) 
นํา reaction mixture ที�ประกอบด้วยสบัเสรทและเอนไซม์ไปวดัคา่การดดูกลืนแสง 

โดยใช้ spectroohotometer ที�ความยาวคลื�น 540 นาโนเมตร แล้วผลของอตัราการเกิดปฏิกิริยาไป
คํานวณคา่หนว่ยของเอนไซม์ (หนว่ยตอ่มิลลิลิตร)  

3.4.7 วางแผนการทดลองและวิเคราะห์ทางสถติ ิ
วางแผนการทดลองแบบ RBD (Randomized Block Design) และตรวจสอบ 

ความแตกตา่งของคา่เฉลี�ยแบบ Tukey และ Duncan แบบ multiple comparision  
ทําการทดลอง 3 ซํ #า



 
 

 

บทที�  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง 

เมล็ดข้าวฟ่างที�ใช้ในงานวิจยันี #ได้รับการอนเุคราะห์จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตร
สุพรรณบุรี สํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที� 5 กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์ จากการศกึษาองค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง พบว่ามีคาร์โบไฮเดรตอยู่สงูถึงประมาณ ร้อย
ละ 80 โดยนํ #าหนักแห้ง และมีองค์ประกอบอื�นๆ ได้แก่ โปรตีน ไขมัน เถ้า เส้นใย และความชื #นดงั
ตารางที� 4.1 เมื�อเปรียบเทียบปริมาณแป้งที�มีอยู่ในเมล็ดข้าวฟ่างในงานวิจัยนี #มีองค์ประกอบ
ใกล้เคียงกบัเมล็ดข้าวฟ่างแหลง่อื�นๆ ซึ�งองค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่างนี #จะมีความแปรผนัขึ #นอยู่กบั
สภาพดินที�ใช้เพาะปลกูและอากาศ (Joseph และ Jerrold, 1978) ลกัษณะภายนอกของเมล็ดข้าว
ฟ่างที�ใช้ในงานวิจยันี #จะมีสิ�งเจือปนของดิน และเปลือกที�ห่อหุ้มเมล็ด จะเกาะติดกับเมล็ดข้าวฟ่าง
บางเมล็ด จึงต้องทําการล้างเพื�อให้สิ�งเจือปนออกจากเมล็ดข้าวฟ่าง และนําไปอบให้แห้งที�อณุหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั ก่อนนําไปใช้เป็นแหล่งวตัถดุิบในกระบวนการผลิตเอทานอลและ
โปรตีนเซลล์เดี�ยวตอ่ไป 

 
ตารางที� 4.1 องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่างที�ใช้ในงานวิจยั 
 

องค์ประกอบเมล็ดข้าวฟ่าง คา่ปริมาณ (ร้อยละโดยนํ #าหนกัแห้ง)  

คาร์โบไฮเดรต     80.70±0.10 

โปรตีน       7.23±0.07 

ไขมนั        3.36±0.06 

เถ้า        1.27±0.03 

เส้นใย   1.69±0 

หมายเหต ุ*ความชื #นร้อยละ 5.75±0.11   
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4.2 ภาวะที�เหมาะสมของการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยวิธีทางกายภาพ 

ทําการศึกษาหาวิธีการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างทางกายภาพให้เหมาะสมก่อนการ
นําไปใช้เป็นแหล่งวตัถดุิบในกระบวนการหมกัได้แก่  1. ความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่างที� 5 และ 10 
เปอร์เซ็นต์นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร 2. ขนาดของเมล็ดข้าวฟ่างโดยเมล็ดข้าวฟ่างไม่บดและเมล็ดข้าวฟ่าง
บดผ่านตะแกรงขนาด 400 ไมครอน 3.ความนุ่มของเปลือกเมล็ด โดยนําไปแช่นํ #า(Soaked) 
ระยะเวลา 0 และ 2 ชั�วโมง 4. ระยะเวลาในการปรับสภาพด้วยความร้อนที�อุณหภูมิ 121 องศสา
เซลเซียส โดยแปรผนัระยะเวลาที� 10, 20 และ 30 นาที เพื�อให้ได้ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมด (Total 
sugar) ที�มากเพียงพอตอ่ความต้องการของเชื #อจลุินทรีย์ เพื�อใช้ในการเจริญเติบโตและใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนในการผลิตผลิตภณัฑ์ 
 
 

 
 

รูปที� 4.1  เมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่นการทําความสะอาด 

 
 

 
 

รูปที� 4.2  เมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่นการทําความสะอาด อบแห้ง และบดผา่น 
      ตะแกรงร่อน 400 ไมครอน 



 
 

 

ตารางที� 4.2  คา่ของปริมาณนํ #าตาลทั #งหมดที�ได้จากการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยวิธีทางกายภาพ 

Pretreatment 

นํ #าตาลทั #งหมด (กรัมตอ่ลิตร) 
ไมบ่ด บด 

ปริมาณเมล็ด
ข้าวฟ่าง  

5 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาณเมล็ด
ข้าวฟ่าง  

10 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาณเมล็ด
ข้าวฟ่าง  

5 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาณเมล็ด
ข้าวฟ่าง  

10 เปอร์เซ็นต์ 
เมล็ดข้าวฟ่าง (R) 0.04±0.01 0.31±0.07 0.06±0.01 0.79±0.13 
ความร้อน 121oC 10 นาที (A 10 min) 0.10±0.00 0.61±0.14 0.37±0.09 1.22±0.27 
ความร้อน 121oC 20 นาที (A 20 min) 0.26±0.06 0.78±0.05 0.80±0.05 2.04±0.10 
ความร้อน 121oC 30 นาที (A 30 min) 0.43±0.07 0.85±0.27 1.45±0.07 2.06±0.54 
แชน่ํ #า 2 ชั�วโมง และความร้อน 121oC 10 นาที (SA 10 min) 0.49±0.08 0.71±0.03 0.48±0.03 1.51±0.21 
แชน่ํ #า 2 ชั�วโมง และความร้อน 121oC 20 นาที (SA 20 min) 0.63±0.07 0.75±0.07 0.99±0.07 2.07±0.63 
แชน่ํ #า 2 ชั�วโมง และความร้อน 121oC 30 นาที (SA 30 min) 0.99±0.10 0.77±0.11 1.25±0.02 1.92±0.67 
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จากผลการทดลองตารางที� 4.2 และรูปที� 4.3 ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมด ซึ�งวิเคราะห์โดย
วิธีฟีนอล-ซัลฟูริค ที�ได้จากการปรับสภาพทางกายภาพด้วยวิธีต่างๆ พบว่าการปรับสภาพด้วยวิธี 
SA20, SA30 , A20 และ A30 ให้ผลใกล้เคียงกันคือ ได้ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมดอยู่ในช่วง 1.92 - 
2.07 กรัมต่อลิตร เนื�องจากเมล็ดข้าวฟ่างจะมีเปลือกที�ห่อหุ้มด้านนอก (เพอริคาร์พ) ของเนื #อเมล็ด
หรือส่วนที�มีแป้งเป็นองค์ประกอบสูง ซึ�งเปลือกจะมีโครงสร้างที�แข็งแรง ต้องมีการปรับสภาพทาง
กายภาพ เพื�อทําลายโครงสร้างที�แข็งแรงนั #น ให้เอนไซม์สามารถเข้าทําปฏิกิริยาได้ โดยการบดเมล็ด
ข้าวฟ่างจะช่วยเพิ�มพื #นที�ผิวในการเข้าทําปฏิกิริยาของเอนไซม์อะมิเลส (Wilke, 1975) มีผลทําให้
ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมดที�ปลดปลอ่ยออกมาจากเมล็ดข้าวฟ่างบดมากกว่าเมล็ดข้าวฟ่างที�ไม่ผ่านการ
บด การแช่เมล็ดข้าวฟ่างด้วยนํ #าก่อนการปรับสภาพจะทําให้ส่วนของเปลือกที�ห่อหุ้มเนื #อเมล็ดมี
ความอ่อนนุ่มง่ายต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ (Hoseney, 1994) จากผลการทดลองทําให้
ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมดที�ได้จากเมล็ดข้าวฟ่างบดเมื�อเทียบกับเมล็ดข้าวฟ่างที�ไม่บด เมล็ดข้าวฟ่าง
บดจะให้ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมดสูงกว่า  เมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการบดจะเป็นการทําลายส่วนของ
เปลือกที�ห่อหุ้มเมล็ดโดยตรง ซึ�งจะช่วยเพิ�มพื #นที�ผิวและทําให้ส่วนที�เป็นเนื #อเมล็ดที�มีองค์ประกอบ
เป็นแป้ง ง่ายตอ่การทําปฏิกิริยาของเอนไซม์จึงช่วยให้เกิดประสิทธิภาพเพิ�มมากขึ #น และระยะเวลา
ของการปรับสภาพด้วยความร้อน ก็จะทําให้แป้งเกิดการพองตัวและสามารถจับนํ #ามากขึ #น 
โครงสร้างแป้งจะมีความแข็งแรงลดลง ทําให้แป้งมีความหนืดสูงขึ #นจากนั #นโมเลกุลของแป้งจะถูก
ยอ่ยด้วยเอนไซม์ได้มากขึ #นด้วย 

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งที�ระดบัความเชื�อมั�น  95 เปอร์เซ็นต์ โดย
ทดสอบความแตกตา่งแบบ Multiple comparison พบว่า วิธี SA20, SA30 , A20 และ A30 อยู่ใน
กลุม่ที�ดีที�สดุที�ไมมี่ความแตกตา่งกนั ดงัตารางที� 1 แสดงคา่ทางสถิต ิ(ภาคผนวช ค) 

จากการศกึษาการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างทางกายภาพจะเลือกใช้วิธีให้ความร้อนที� 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เนื�องจากเมื�อเพิ�มกระบวนการแช่ก่อนการปรับสภาพและเพิ�ม
ระยะเวลาเป็น 30 นาที ผลของนํ #าตาลทั #งหมดที�ได้ก็ไม่แตกต่างกันในทางสถิติ จึงใช้วิธีนี #ในการ
ทดลองตอ่ไป 

 

 

 

 



49 

 

 

 
 
รูปที� 4.3 ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมดที�ได้จากการปรับสภาพทางกายภาพของเมล็ดข้าว 
           ฟ่างที�ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร)  

 R       = ไมมี่การปรับสภาพ 
 A10   = ให้ความร้อน 121oC 10 นาที 
 A20   = ให้ความร้อน 121oC 20 นาที 
 A30   = ให้ความร้อน 121oC 20 นาที 

          SA10 = แชนํ่ #า 2 ชั�วโมง และความร้อน 121oC 10 นาที 
          SA20 = แชนํ่ #า 2 ชั�วโมง และความร้อน 121oC 20 นาที 
          SA30 = แชนํ่ #า 2 ชั�วโมง และความร้อน 121oC 30 นาที 
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4.3 ภาวะที�เหมาะสมของการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่าง
โดยใช้เชื Aอ Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae 

  

4.3.1 การใช้เชื Aอเดี�ยวโดย Saccharomycopsis fibuligera หรือ Saccharomyces  
cerevisiae และใช้เชื Aอผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ 
Saccharomyces cerevisiae   

การผลิตเอทานอลโดยใช้เชื #อเดี�ยวและใช้เชื #อผสมระหว่าง S. fibuligera และ S. 

cerevisiae โดยมีรายงานวา่เชื #อ S.fibuligera สามารถผลิตเอนไซม์แอลฟาอะมิเลส และปลดปล่อย
ออกนอกเซลล์ในการย่อยสลายแป้งโดยตดัตรงพันธะ 1,4-α-glycosidic ได้เป็นเด็กซ์ทริน โอลิ
โกแซกคาไรด์  มอลโทส และนํ #าตาลกลโูคส (Knox และคณะ, 2004 ) นอกจาก α-amylase แล้ว S. 

fibuligera ยังปลดปล่อย glucoamylase ออกมาภายนอกเซลล์ ซึ�งสามารถย่อยโมเลกุลแป้ง ตรง
ส่วนปลายบริเวณนอนรีดิวซ์  (non-reducing ends) ได้เป็นนํ #าตาลกลโูคสออกมา (Chi และคณะ, 
1993) สว่นเชื #อ S. cerevisiae เป็นยีสต์ที�สามารถเจริญได้ทั #งในสภาวะที�มีอากาศและไม่มีอากาศ มี
คณุสมบตัิในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยว ซึ�งผลผลิตขึ #นอยู่กบัความเข้มข้นของนํ #าตาล
เริ�มต้นและปริมาณออกซิเจนในภาวะแวดล้อมที�เชื #อเจริญอยู ่(Neway, 1989) ปริมาณเอทานอลและ
นํ #าตาลกลโูคสที�เกิดขึ #น จากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับสภาพทางกายภาพแล้ว
โดยใช้เชื #อชนิดเดียวและใช้เชื #อผสมระหว่าง S. fibuligera และ S. cerevisiae แสดงดงัรูปที�4.4 และ
รูปที� 4.5 ตามลําดบั 
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รูปที� 4.4 ปริมาณเอทานอลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่นการปรับ 
          สภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆโดยใช้เชื #อ S. fibuligera หรือ S. cerevisiae และ 
          ใช้เชื #อผสมระหวา่ง S. fibuligera และ S. cerevisiae   

 

 
 

 
รูปที� 4.5 ปริมาณนํ #าตาลกลโูคสที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการ 
         ปรับสภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยใช้เชื #อ S. fibuligera หรือ S. cerevisiae  
         และใช้เชื #อผสมระหว่าง S. fibuligera และ S. cerevisiae (1:1) 
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ตารางที� 4.3 ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอลที�ระยะเวลา 
120 ชั�วโมง โดยใช้เชื #อ S. fibuligera หรือ S. cerevisiae และใช้เชื #อผสมระหวา่ง S. fibuligera และ 

S. cerevisiae   
   

เชื Aอยีสต์ 
ปริมาณโปรตีน (%) 

0 h 120 h เพิ�มขึ Aน (เท่า) 

S. fibuligera 9.82 19.72 1.01 

S. cerevisiae 8.82 11.22 0.27 

S. fibuligera + S. cerevisiae 9.25 25.11 1.72 

 
จากผลการทดลองรูปที� 4.4 พบว่าการใช้เชื #อผสมระหว่าง S. fibuligera และ S. 

cerevisiae  ในการกระบวนการหมกัสามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสูงสุด คือ 12.22 กรัมต่อ
ลิตร ที�ระยะเวลา 48 ชั�วโมง เชื #อ S. fibuligera หรือ S. cerevisiae  สามารถผลิตเอทานอลได้ใน
ปริมาณสงูสดุที� 7.27 และ 0.93 กรัมตอ่ลิตร ที�ระยะเวลา  72  และ 120 ชั�วโมงตามลําดบั และกาก
เมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอลนําไปวิเคราะห์ค่าปริมาณโปรตีน พบว่า การใช้เชื #อ
ผสมระหว่าง  S. fibuligera ร่วมกบั S. cerevisiae ในการกระบวนการหมกัสามารถผลิตโปรตีนได้
ในปริมาณ 25.11 เปอร์เซ็นต์ตอ่นํ #าหนกัแห้ง  ที�ระยะเวลา 120 ชั�วโมง ส่วนการหมกัโดยใช้เชื #อเดี�ยว 
โดยเชื #อ S. fibuligera สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณสงูสดุที� 19.72 และ 11.22  เปอร์เซ็นต์ต่อ
นํ #าหนกัแห้ง ที�ระยะเวลา 120 ชั�วโมงตามลําดบั แสดงดงัตารางที� 4.3 

 การใช้เชื #อร่วมกันสามารถผลิตเอทานอลได้ดีกว่าการหมักโดยใช้เชื #อเดี�ยว และใช้
ระยะเวลาในการกระบวนการหมกัสั #นกว่า เนื�องจากกระบวนการย่อยสลายแป้งร่วมกบักระบวนการ
หมกัเอทานอลเชื #อ S. fibuligera  มีความสามารถยอ่ยสลายแป้งในเมล็ดข้าวฟ่างเป็นนํ #าตาลกลโูคส 
และเชื #อ S. cerevisiae ที�มีคุณสมบตัิในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยว ทําให้
ประสิทธิภาพของการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างเกิดขึ #นได้สงู อนัเป็นผลสืบเนื�องมาจากการที�สารผลิตภณัฑ์
(กลูโคส)จะถูกใช้ไป หรือลดปริมาณลงเนื�องจากถูกนําไปใช้ในการเจริญเติบโต ซึ�งจะเป็นการลด
โอกาสที�จะเกิดการยบัยั #งของกระบวนการย่อยสลายโดยสารผลิตภณัฑ์ โดยการทํางานของอะมิเลส
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จะถูกยบัยั #งการทํางานโดยนํ #าตาลกลูโคส และนํ #าตาลเซลลูไบโอส ซึ�งเป็นสารผลิตภัณฑ์ที�เกิดขึ #น
จากกระบวนหมักร่วมกับกระบวนการย่อยสลายจะถูกเปลี�ยนให้เป็นเอทานอล โดยเชื #อยีสต์ผสม
ดงักล่าวอย่างรวดเร็วจึงไม่ทําให้เกิดการสะสมของสารผลิตภณัฑ์เกิดขึ #นและระยะเวลาในการหมกั
สั #นลงเมื�อเทียบกบัการใช้เชื #อเพียงชนิดเดียว (Neway, 1989 และ Ghose, 1979)  

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ Multiple comparison พบว่า การหมกัแบบเชื #อผสมมี
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัจากการหมกัแบบเชื #อเดี�ยวทั #งสองแบบ  

จากการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใช้เชื #อเดี�ยวและใช้เชื #อผสม โดยจากผลการ
ทดลองจะเลือกใช้เชื #อผสมระหว่าง S. fibuligera และ S. cerevisiae  จึงใช้ภาวะนี #ทําการทดลอง
ตอ่ไป 

 
4.3.2  ศึกษาอัตราส่วนของกล้าเชื Aอ 

 จากการทดลองศกึษาอตัราสว่นของกล้าเชื #อในการผลิตเอทานอลโดยเชื #อผสมระหว่าง 
S. fibuligera (S.F.) และ S. cerevisiae (S.C) ในอตัราสว่น 1 : 1, 1 : 2  และ 2 : 1  
 

 
 

รูปที� 4.6  ปริมาณเอทานอลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับ  
           สภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยใชเ้ชื�อผสมระหวา่ง S. fibuligera และ S.      

            cerevisiae ในแต่ละอตัราส่วนของกลา้เชื�อ 1 : 1, 2 : 1 และ1: 2        
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รูปที� 4.7 ปริมาณนํ #าตาลกลโูคสที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการ  

           ปรับสภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยใชเ้ชื�อ ผสมระหวา่ง S. fibuligera และ S.         

            cerevisiae ในแต่ละอตัราส่วนของกลา้เชื�อ 1 : 1,  2: 1 และ1 : 2 
 
ตารางที� 4.4 ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอลที�ระยะเวลา  
120 ชั�วโมง ในอตัราส่วนของกล้าเชื #อ 1 : 1, 1 : 2  และ 2 : 1  
 

อัตราส่วนของกล้าเชื Aอ 
ปริมาณโปรตีน (%) 

0h 120h เพิ�มขึ Aน (เท่า) 

S. fibuligera + S. cerevisiae (1:1) 9.25 25.11 1.72 

S. fibuligera + S. cerevisiae (1:2) 8.58 23.74 1.77 

S. fibuligera + S. cerevisiae (2:1) 9.28 21.99 1.37 

 
จากผลการทดลองรูปที� 4.6 พบวา่ อตัราสว่นของกล้าเชื #อ 1 : 1 สามารถผลิตเอทานอล 

ได้ในปริมาณสงูสดุ คือ 10.15  กรัมตอ่ลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั  48 ชั�วโมง อตัราส่วนของกล้าเชื #อ 
1 : 2 และ 2 : 1 มีคา่ปริมาณเอทานอลใกล้เคียงกนั คือ สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสงูสดุที� 
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7.68 และ 7.52 กรัมตอ่ลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 48 ชั�วโมงตามลําดบั และกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่าน
กระบวนการหมกัเอทานอลนําไปวิเคราะห์คา่ปริมาณโปรตีน พบว่า อตัราส่วนของกล้าเชื #อ 1 : 1, 1 : 
2  และ 2 : 1  ในการกระบวนการหมกั สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณใกล้เคียงกนั คือ 25.11, 
23.74 และ 21.99 เปอร์เซ็นต์ตอ่นํ #าหนกัแห้ง ที�ระยะเวลา  120 ชั�วโมงตามลําดบัแสดงดงัตารางที� 
4.4 

 มีรายงานการศึกษาของอริสรา (2546)  อตัราส่วนของเชื #อยีสต์ผสมในการเจริญและ
การผลิตเอทานอลในนํ #าตาลผสมระหว่างไซโลสและกลโูคสระหว่างเชื #อ Candida tropicals และ 
Saccharomyces cerevisiae ที�อตัราส่วนของเชื #อ 1 : 1, 2 : 1 และ 1 : 2 สามารถผลิตเอทานอลได้
ปริมาณ 7.06, 6.19 และ 6.69 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั  

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ Multiple comparison พบว่า ไม่แตกตา่งกนัอย่างมี
นยัสําคญั ซึ�งมีผลคล้ายคลงึกนั  

จากการศกึษาการผลิตเอทานอลจากอตัราสว่นของเชื #อ 1 : 1, 1 : 2 และ 2 : 1  จากผล 
การทดลอง จงึเลือกใช้อตัราสว่นของเชื #อ 1 : 1 เนื�องจากสามารถผลิตเอทานอลได้ดีที�สดุ จึงใช้ภาวะ
นี #ทําการทดลองตอ่ไป 
 

4.3.3 ศึกษาช่วงระยะเวลาในการลงเชื Aอ S. cerevisiae  

สาวิตรี ลิ�มทอง (2536) รายงานว่าประสิทธิภาพในการหมกัเอทานอลขึ #นอยู่กับความ
เข้มข้นของนํ #าตาลเริ�มต้นและปริมาณของผลผลิต โดยปริมาณนํ #าตาลสงูมากกว่า 14 เปอร์เซ็นต์โดย
นํ #าหนกั จะมีผลทําให้เกิดการยบัยั #งการเติบโตและการหมกัเอทานอล ดงันั #นช่วงระยะเวลาในการลง
เชื #อ S. cerevisiae จึงมีผลตอ่การผลิตเอทานอลในกระบวนการหมกัการลงเชื #อ S. fibuligera ที�
เวลา 0 ชั�วโมง และ ศึกษาการลงเชื #อ S. cerevisiae ที�ช่วงระยะเวลา 0, 6 และ 12 ชั�วโมง ผลการ
ทดลองดงัแสดงในรูปที� 4.8 และรูปที� 4.9 
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รูปที� 4.8 ปริมาณเอทานอลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่นการปรับ  
         สภาพแล้ว ที�ระยะเวลาโดยการลงเชื #อ S. fibuligera ที�เวลา 0 ชั�วโมง และศกึษา  
         การลงเชื #อ S. cerevisiae ที�ชว่งระยะเวลา 0, 6 และ 12 ชั�วโมง 

 

 
 

รูปที� 4.9 ปริมาณนํ #าตาลกลโูคสที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการ 
ปรับสภาพแล้วที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยการลงเชื #อ S. fibuligera ที�เวลา 0 ชั�วโมง    
และศกึษาการลงเชื #อ S. cerevisiae ที�ชว่งระยะเวลา 0, 6 และ 12 ชั�วโมง 
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ตารางที� 4.5 ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอลที�ระยะเวลา 
120 ชั�วโมง โดยการลงเชื #อ S. fibuligera ที�เวลา 0 ชั�วโมง และ ศกึษาการลงเชื #อ S. cerevisiae ที�
ชว่งระยะเวลา 0, 6 และ 12 ชั�วโมง 

 

ช่วงระยะเวลาในการลงเชื Aอ 
ปริมาณโปรตีน (%) 

0h 120h เพิ�มขึ Aน (เท่า) 

S. fibuligera 0 h + S. cerevisiae 0 h 8.29 19.72 1.38 

S. fibuligera 0 h + S. cerevisiae 6 h 8.41 18.53 1.20 

S. fibuligera 0 h + S. cerevisiae 12 h 8.53 17.44 1.05 

 

จากผลการทดลองพบว่าช่วงเวลาในการลงเชื #อ S. cerevisiae ที�ระยะเวลา 0, 6 และ
12 ชั�วโมง และภาวะที�ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจนนั #น การลงเชื #อ S. cerevisiae และเชื #อ S. 

fibuligera  ที�ช่วงเวลา 0 ชั�วโมงพร้อมกนั สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสูงสุด คือ 9.15 กรัม
ตอ่ลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 48 ชั�วโมง ส่วนการลงเชื #อ S. cerevisiae ระหว่างกระบวนการหมกั
ผ่านไปแล้ว 6 และ 12 ชั�วโมง สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสงูสดุที� 8.53 และ 8.06 กรัมต่อ
ลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั  48 และ 60 ชั�วโมงและ กากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทา
นอลนําไปวิเคราะห์ค่าปริมาณโปรตีน พบว่า ช่วงเวลาในการลงเชื #อ S. cerevisiae ระหว่าง
กระบวนการผลิตเอทานอลที�ช่วงเวลา 0, 6 และ12 ชั�วโมง ในการกระบวนการหมกัสามารถผลิต
โปรตีนสงูสดุที�ปริมาณ 19.72, 18.53 และ17.44 เปอร์เซ็นต์ตอ่นํ #าหนกัแห้ง ที�ระยะเวลา 120 ชั�วโมง 
แสดงดงัตารางที� 4.5  

ในกระบวนการหมกัโดยลงเชื #อ S. cerevisiae ที�ระยะเวลาตา่งๆ สามารถผลิตเอทานอลได้
ในปริมาณใกล้เคียงกัน จากรายงานการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้เชื #อผสมระหว่าง 
Schwanniomyces occidentalis ร่วมกับ S. cerevisiae โดยศึกษาช่วงเวลาในการลงเชื #อ S. 

cerevisiae ระหว่างกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่าง 8 เปอร์เซ็นต์ พบว่าช่วงเวลาในการลงเชื #อ S. 

cerevisiae ที� 0 และ 6 ชั�วโมง ระหว่างกระบวนการหมกัมีปริมาณเอทานอลที�ได้ไม่แตกตา่งกนั แต่
ระยะเวลาการหมกัโดยการลงเชื #อ 2 สายพนัธุ์พร้อมกนัที� 0 ชั�วโมง ทําให้ระยะเวลาในการหมกัที�สั #น
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กว่า โดยนํ #าตาลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการย่อยสลายจากเชื #อยีสต์ S. occidentalis จะถกูเปลี�ยนให้
เป็นเอทานอลโดยเชื #อยีสต์ S. cerevisiae จากกระบวนหมกัพร้อมกนัอย่างรวดเร็ว จึงไม่ทําให้เกิด
การสะสมของนํ #าตาลเกิดขึ #นและทําให้ระยะเวลาในการหมกัสั #นลง (C. H. Horn, 1992)  

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ Multiple comparison พบว่า ช่วงเวลาในการลงเชื #อ 
0, 6, และ 12 ชั�วโมง ซึ�งเมื�อเปรียบเทียบภายในกลุม่ของชว่งเวลาในการลงเชื #อพบว่าทั #ง 3 ภาวะไม่มี
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัซึ�งมีผลคล้ายคลงึกนั 

 จากการศึกษาการผลิตเอทานอลช่วงระยะเวลาในการลงเชื #อ S. cerevisiae โดยจะ
เลือกใช้ที�ระยะเวลาในการลงเชื #อ S. cerevisiae ที� 0 ชั�วโมง ทําการทดลองตอ่ไป 

 
4.3.4  ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์

เดี�ยวโดยใช้เชื Aอผสมระหว่าง S. fibuligera และ S. cerevisiae 

Miller (1983) มีรายงานว่าในการเจริญของเชื #อยีสต์ทกุชนิดสามารถใช้นํ #าตาลกลโูคส
ได้ ยีสต์บางชนิดอาจใช้แหล่งคาร์บอนอื�นๆ  โดยต้องอาศัยเอนไซม์ที�ใช้ในการย่อยสลายแหล่ง
คาร์บอนนั #นๆให้เป็นนํ #าตาลก่อน โดยเอนไซม์ที�ย่อยสลายนั #นจะมีการทํางานอยู่ภายนอกเซลล์ ซึ�ง
นํ #าตาลที�ได้จากกระบวนการย่อยจะถูกส่งผ่านเข้ามาในเซลล์และถูกนําไปใช้ในการสร้างพลงังาน
และผลผลิตอื�น โดยปริมาณแหล่งคาร์บอนในอาหารมีความสําคญัมาก ถ้าระดบัความเข้มข้นของ
นํ #าตาลสูงหรือตํ�าเกินไปก็ส่งผลตอ่การเติบโตและการผลิตเอทานอล จากผลการทดลองแสดงดงัรูป 
4.10 และ รูป 4.11 
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รูปที� 4.10 ปริมาณเอทานอลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการ 
          ปรับสภาพแล้ว ที�ระยะเวลา ตา่งๆ โดยแปรผนัความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่างที�   
           5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
 

รูปที� 4.11 ปริมาณนํ #าตาลกลโูคสที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่น  
            การปรับสภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยแปรผนัความเข้มข้นของเมล็ดข้าว 
            ฟ่างที� 5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที� 4.6 ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมักเอทานอล ที�ระยะเวลา  
120 ชั�วโมง โดยแปรผนัความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่างที� 5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ 
 

 เมล็ดข้าวฟ่าง (%)  
ปริมาณโปรตีน (%) 

0h 120 h เพิ�มขึ Aน (เท่า) 

5 9.75 22.79 1.34 

10 9.42 21.88 1.32 

15 9.37 15.22 0.63 

20 9.38 12.25 0.31 

 
จากการทดลองรูปที�  4.10  พบว่าความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 5 เปอร์เซ็นต์ 

สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณ คือ 2.63 กรัมต่อลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง ความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 10, 15, 20 เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิตเอทานอลสูงสุดได้ในปริมาณที�
ใกล้เคียงกนัที� 9.21, 10.34 และ 8.53 กรัมต่อลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 48, 96 และ 72 ชั�วโมง
ตามลําดบั และกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่นกระบวนการหมกัเอทานอลนําไปวิเคราะห์คา่ปริมาณโปรตีน 
พบวา่ความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนที� 5, 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ ในการผลิตเอทานอลโดยเชื #อผสม
ระหว่าง S. fibuligera และ S. cerevisiae และกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอล
นําไปวิเคราะห์ค่าปริมาณโปรตีน พบว่าความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่างที� 5, 10, 15 และ 20  
เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณ 22.97, 21.88, 15.88 และ 12.25 เปอร์เซ็นต์ ที�
ระยะเวลา 120 ชั�วโมง แสดงดงัตารางที� 4.6 

จากกระบวนการหมกัเมื�อมีปริมาณความเข้มข้นของคาร์บอน 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ 
จะเกิดเจลาติไนซ์ และมีความหนืดสูง เชื #อจึงไม่สามารถย่อยแป้งได้หมด โดยพบว่าเชื #อจะใช้แป้ง 
และเจริญได้เพียงส่วนผิวหน้าของแป้งที�เกิดเจลเท่านั #น (รัฐพงศ์ ปกแก้ว, 2545) ส่งผลให้ปริมาณ
นํ #าตาลรีดิวซ์และเอทานอลที�ได้มีปริมาณตํ�า ต้องใช้ระยะเวลานานในการย่อยสลายโมเลกลุแป้งให้
เป็นนํ #าตาล มีรายงานว่าการใช้นํ #าตาลมอลโทสของ baker’s yeast และ brewer’s yeast ระยะเวลา
การหมักนํ #าตาลมอลโทสสั #นกว่าการหมักนํ #าตาลกลูโคส ดงันั #นปริมาณของแหล่งคาร์บอน (แป้ง) 
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ต้องมีความเหมาะสมต่อปริมาณเอนไซม์ที�เชื #อยีสต์ผลิตขึ #นมา เพื�อสามารถย่อยสลายให้ได้นํ #าตาล 
ทําให้เกิดประสิทธิภาพในการเตบิโตและการผลิตเอทานอล  

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิตทีิ�ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที�  
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกต่างแบบ Multiple comparison พบว่ามีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยสําคญั โดยสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือกลุ่มที� 1 คือ ความเข้มข้นของคาร์บอน 10 
เปอร์เซ็นต์ ซึ�งจะมีการผลิตการเอทานอลดีที�สุด รองลงมา กลุ่มที� 2 ของปริมาณความเข้มข้นของ
คาร์บอน 15 เปอร์เซ็นต์ และกลุม่ที� 3 ของปริมาณความเข้มข้นคาร์บอน 5 และ 20 เปอร์เซ็นต์  

จากการศกึษาการผลิตเอทานอลจากความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่างที� 5, 10, 15 และ 
20 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลอง จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของเมล็ดข้าวฟ่างที� 10 เปอร์เซ็นต์ 
เนื�องจากสามารถผลิตเอทานอลได้ดีที�สดุ จงึใช้ภาวะนี #ทําการทดลองตอ่ไป 
  

4.3.5  ศึกษาแหล่งไนโตรเจนในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวโดยใช้เชื Aอ
ผสม ระหว่าง S. fibuligera และ S. cerevisiae  

ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบของอาหารที�สําคัญรองลงมาจากแหล่งคาร์บอนในการ
เพาะเลี #ยงยีสต์ สารหลายชนิดสามารถใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยยีสต์ส่วนใหญ่สามารถใช้
แอมโมเนียและไนเตรท เพื�อสงัเคราะห์สารที�มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบเช่น กรดอะมิโน, พิวรีน 
และไพริมิดนิ (Geasham, 1993) ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นที�เหมาะสมจึงมี
ผลต่อการผลิตเอทานอลสารแหล่งไนโตรเจนที�ศึกษาในงานวิจัยนี # ได้แก่ แอมโมเนียมคลอไรด์ 
แอมโมเนียมซลัเฟต ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และยเูรีย  
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รูปที� 4.12 ปริมาณเอทานอลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการ 
          ปรับสภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยแหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่งๆ คือ   

                              แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมซลัเฟต ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟส 
                              และยเูรีย  
 

 
 

รูปที� 4.13 ปริมาณนํ #าตาลกลโูคสที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่น 
          การปรับสภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยแหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่งๆ คือ 
          แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมซลัเฟต ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
          และยเูรีย  
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แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ยูเรีย
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แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ยูเรีย
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ตารางที� 4.7 ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอล ที�ระยะเวลา  
120 ชั�วโมง โดยแปรผนัแหล่งไนโตรเจนชนิดตา่งๆ คือ แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมซลัเฟต ได
แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและยเูรีย  
 

แหล่งไนโตรเจน  
ปริมาณโปรตีน (%) 

0h 120h เพิ�มขึ Aน (เท่า) 

แอมโมเนียมซัลเฟต 9.13 22.85 1.50 

แอมโมเนียมคลอไรด์ 15.67 21.51 0.37 

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 12.10 19.56 0.62 

ยูเรีย 20.26 37.82 0.87 

 
จากผลการทดลองรูปที� 4.12 พบว่า เมื�อใช้ยเูรียหรือแอมโมเนียม เป็นแหล่งไนโตรเจน 

เชื #อผสม 2 สายพนัธุ์ สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสงูสดุ ที� 11.69 และ 8.79  กรัมต่อลิตร ที�
ระยะเวลาการหมกั 24 และ 48 ชั�วโมงตามลําดบั ขณะที�เมื�อใช้ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต
หรือแอมโมเนียมคลอไรด์ เป็นแหลง่ไนโตรเจน ปริมาณเอทานอลที�ได้คอ่นข้างตํ�า คือ 4.53 และ 2.59 
กรัมตอ่ลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 36 และ 48 ชั�วโมงและกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกั
เอทานอลนําไปวิเคราะห์ค่าปริมาณโปรตีน พบว่า แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมคลอไรด์,ได
แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณใกล้เคียงกัน 19.56 - 22.85 
เปอร์เซ็นต์ต่อนํ #าหนกัแห้ง  แต่ยูเรียสามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณสูงสุดที� 37.82 เปอร์เซ็นต์ ที�
ระยะเวลา 120 ชั�วโมง แสดงดงัรูปที� 4.7 

 โดยแอมโมเนียมซลัเฟตนิยมใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน เพราะนอกจากให้ไนโตรเจนแล้ว
ยงัให้ซลัเฟอร์อีกด้วย  ยีสต์บางชนิดสามารถใช้ไนเตรตได้ เช่น Citeromyces sp., Pichia sp. และ 
Candida sp. ในขณะที�ยีสต์บางสายพนัธุ์ไม่ใช้ไนเตรต เช่น Derbaryomyces sp., Kluyveromyces 

sp. และ Saccharomyces sp.  จึงทําให้มีการเจริญเติบโตได้น้อยและผลิตเอทานอลในปริมาณ 
เมื�อใช้ยเูรียเป็นแหลง่ไนโตรเจน พบวา่ เชื #อยีสต์ชนิด Basidiomycetous sp.  สว่นใหญ่จะมีการสร้าง
เอ็นไซม์ยรีูเอส (Urease) และ Ascomycetous sp. จะอยูใ่นพวกที�ไมส่ร้างเอ็นไซม์ยเูรียเอส เชื #อยีสต์ 
Saccharomyces sp. จะใช้ยเูรียได้เท่ากับแอมโมเนียมซลัเฟต จึงทําให้ผลของการผลิตเอทานอล
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สงูขึ #นและระยะเวลาในการหมกัสั #นลงกว่าแอมโมเนียมซลัเฟต สําหรับสารแหล่งไนโตรเจน ไนไทร์ต 
(nitrite) และไนเตรท (nitrate) เชื #อ S. cerevisiae ไม่สามารถใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ (Rose และ 
Harrison, 1971)  

 เมื�อนํามาทดสอบค่าทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกต่างแบบ Multiple comparison พบว่ามีความแตกต่างกัน
อย่างมีนยัสําคญั โดยสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มที�แตกต่างกัน กลุ่มที�ดีที�สุด คือกลุ่มของยูเรียและ
แอมโมเนียมซลัเฟต โดยคา่ทางสถิตไิมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั  

จากการศกึษาการผลิตเอทานอลจากแหลง่ไนโตรเจนตา่งๆ คือ แอมโมเนียมคลอ 
ไรด์, แอมโมเนียมซลัเฟต, ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและยเูรีย จากผลการทดลอง จึงเลือกใช้
ยูเรีย เนื�องจากสามารถผลิตเอทานอลได้ดีในระยะเวลาการหมักที�สั #น จึงใช้ภาวะนี #ทําการทดลอง
ตอ่ไป 
 

4.3.6 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยว
โดยใช้เชื #อผสมระหวา่ง S. fibuligera และ S. cerevisiae 

จากการผลทดลองที� 4.3.5 ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดี  แต่การใช้นั #นต้องคํานึงถึง
ปริมาณความเข้มข้นของยเูรียที�ใช้ด้วย เนื�องจากสารประกอบจะต้องนําเข้าสู่เซลล์อย่างรวดเร็วและ
เกิดการเปลี�ยนแปลงภายในเซลล์ด้วยขั #นตอนที�น้อยที�สุด  และต้องไม่มีผลข้างเคียงที�เป็นพิษต่อ
เซลล์  ความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนจงึมีผลตอ่การผลิตเอทานอล 
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รูปที� 4.14  ปริมาณเอทานอลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่นการ 
          ปรับสภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยแปรผนัความเข้มข้นของยเูรียที� 0.1, 0.3,  
          0.5 และ 0.7 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร) 

 

 
 

รูปที� 4.15 ปริมาณนํ #าตาลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผา่นการปรับ 
     สภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยแปรผนัความเข้มข้นของยเูรียที� 0.1, 0.3, 0.5 
     และ 0.7 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร) 
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ตารางที� 4.8 ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอลที�ระยะเวลา 
120 ชั�วโมงโดยแปรผนัความเข้มข้นของยเูรียที� 0.1, 0.3, 0.5 และ 0.7 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกัตอ่ 
ปริมาตร) 
 

ความเข้มข้นของ 
ยูเรีย (%) 

ปริมาณโปรตีน (%) 

0h 120h เพิ�มขึ Aน (เท่า) 

0.1 11.26 26.83 1.38 

0.3 13.72 38.40 1.80 

0.5 16.85 38.77 1.30 

0.7 22.05 38.99 0.77 

 
จากการผลทดลองรูปที� 4.14 พบว่า ที�ความเข้มข้นของยูเรีย 0.3, 0.5 และ 0.7 

เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณใกล้เคียงกัน คือ 10.45, 11.55 และ 9.99กรัมต่อ
ลิตรตามลําดบั ที�ระยะเวลาการหมกั 36 ชั�วโมง ที�ความเข้มข้นของยูเรีย 0.1 เปอร์เซ็นต์ สามารถ
ผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสูงสุด 7.26 กรัมตอ่ลิตรที�ระยะเวลาการหมกั 48 ชั�วโมง พบว่าที�ความ
เข้มข้นของยเูรีย  0.1 เปอร์เซ็นต์ มีการผลิตเอทานอลน้อยที�สดุ  แตเ่มื�อทําการเพิ�มความเข้มข้นของ
ยเูรียเป็น 0.3, 0.5 และ 0.7 เปอร์เซ็นต์ ทําให้การผลิตเอทานอลเพิ�มมากขึ #น และจากการทดลองนี #
กากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอลนําไปวิเคราะห์ค่าปริมาณโปรตีน พบว่าความ
เข้มข้นของยูเรียที� 0.3 - 0.7 เปอร์เซ็นต์ ในการผลิตเอทานอลสามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณ
ใกล้เคียงกนัที�  38.40 - 38.98 เปอร์เซ็นต์ตอ่นํ #าหนกัแห้ง ที�ระยะเวลา  120 ชั�วโมง ขณะที�ใช้ความ
เข้มข้นของยเูรีย 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณโปรตีนที�ได้จะตํ�ากว่าเล็กน้อย คือ 26.83 เปอร์เซ็นต์ แสดง
ดงัตารางที� 4.8 

 เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิตทีิ�ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที�  
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ Multiple comparison พบว่า มีความแตกตา่งอย่างมี
นยัสําคญัของทั #ง 4 สภาวะ โดยสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที� 1 คือ ความเข้มข้นยเูรีย 0.1 
เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มที� 2 จดัเป็นกลุ่มที�สามารถผลิตเอทานอลได้ดี ที�ปริมาณความเข้มข้นของยเูรีย 
0.3, 0.5 และ 0.7 เปอร์เซ็นต์ซึ�งกลุม่ที� 2 ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ  
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จากการทดลองจงึใช้ปริมาณความเข้มข้นของยเูรียที� 0.3 เปอร์เซ็นต์ เนื�องจากปริมาณ
เอทานอลใกล้เคียงกับความเข้มข้นของยูเรีย 0.5 และ 0.7เปอร์เซ็นต์ จึงเลือกใช้ยูเรียที�  0.3 
เปอร์เซ็นต์ เพื�อเป็นการประหยดัต้นทนุมากที�สดุ  
 
4.4  ภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิโดยเชื Aอยีสต์ Saccharomycopsis   
fibuligera   

4.4.1 คัดเลือกสูตรอาหารที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิ  

การคดัเลือกสตูรอาหารแตล่ะสตูรเป็นขั #นตอนที�สําคญัมากในกระบวนการหมกั ต้องมี
องค์ประกอบตา่งๆที�เหมาะสมตอ่การเจริญ การสร้างผลผลิต และการเก็บรักษาสภาพของเซลล์ โดย
แต่ละสูตรของอาหารเลี #ยงเชื #อต้องมีองค์ประกอบของ แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน และ
สารอาหารอื�นๆ เนื�องจากจลุินทรีย์บางชนิดต้องการธาตอุาหารที�แตกตา่งกนั เพื�อชกันําให้ได้ผลผลิต
ที�ต้องการจึงต้องกําหนดสูตรอาหารที�ใช้ในการเลี #ยงเซลล์ให้เหมาะสม (สมใจ ศิริโภค, 2001) 
งานวิจัยนี #ได้ศึกษาสูตรอาหารทั #งหมด 4 สูตรที�เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคของเชื #อ
ยีสต์ S. fibuligera    
 

 
 

รูปที� 4.16 ผลการเปรียบเทียบสตูรอาหารทั #ง 4 ชนิด ที�เหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์อะ 
                                มิโลไลตคิ ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยเชื #อยีสต์ S. fibuligera   
 

 
 

0

0.4

0.8

1.2

1.6

0 24 48 72 120

ค่า
กจิ

กร
รม

ขอ
งเอ

นไ
ซม์

อะ
มิโ

ลไ
ลต

ิค 

(ยู
นิต

ต่อ
มิล

ลลิ
ติร

)

ระยะเวลาในการหมัก (ชั$วโมง)

สูตรอาหารที� 1 สูตรอาหารที� 2
สูตรอาหารที� 3 สูตรที�อาหาร 4



68 

 

 

การทดลองรูปที� 4.16 พบวา่ สตูรอาหารที� 1, 3,และ 4  สามารถผลิตเอนไซม์อะมิโล 
ไลติคได้สงูสดุใกล้เคียงกนัที� 0.694, 0.653 และ 0.672 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ที�ระยะเวลา 72, 24 และ 
48 ชั�วโมง ตามลําดบั และสตูรอาหารที� 2  สามารถผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคได้สงูสดุ 0.830 ยนูิตตอ่
มิลลิลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง เนื�องจากส่วนประกอบของอาหารที�ใช้เพาะเชื #อยีสต์เลี #ยง 
เพื�อผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค  จะมีผลตอ่ปริมาณเอนไซม์ที�ได้ เนื�องจากอาหารเพาะเลี #ยงอาจทําให้
เชื #อจลุินทรีย์มีการเจริญสงูสดุ แต่ไม่ได้หมายความว่าจะได้ปริมาณของเอนไซม์สงูสุด โดยที�อาหาร
เพาะเลี #ยงจะต้องมีความสมดลุของธาตอุาหาร มีสารเหนี�ยวนําให้เกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์เกิดขึ #นได้ 
โดยแหลง่อาหารชนิดตา่งๆจะสามารถเกิดการกดดนั (repression) ตอ่การสร้างเอนไซม์ได้ (De Mot, 
1990)   

 เมื�อนํามาทดสอบค่าทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ Multiple comparision พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนั
อย่างมีนยัสําคญัของสูตรอาหารทั #ง 4 ชนิด แต่เมื�อนํามาเปรียบเทียบของระยะเวลาในการหมกั มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญั โดยสามารถแบ่งได้ 2 กลุ่ม คือกลุ่มที�1ที�ระยะเวลาที� 0 ชั�วโมง 
และกลุ่มที� 2 ที�ระยะเวลาที� 24, 48, 72, 120 ชั�วโมง กลุ่มที�2 เป็นกลุ่มที�สามารถผลิตเอนไซม์อะมิโล
ไลตคิได้ดีไมแ่ตกตา่งกนั  

จากการทดลองเมื�อคํานึงถึงการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค จึงเลือกสูตรอาหารที� 2 
เนื�องจากสามารถผลิตเอนไซม์ได้มีปริมาณมากที�สดุและใช้ระยะเวลาในการหมกัสั #นกวา่ 
 

4.4.2 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิ  

ความเข้มข้นสงูของแหลง่คาร์บอนที�จลุินทรีย์สามารถเมทาบอไลท์ได้ จะทําให้จลุินทรีย์
สามารถเจริญเติบโตการเจริญได้อย่างรวดเร็ว แต่เมื�อนํ #าตาลกลโูคสมีความเข้มข้นมากอาจเป็นตวั
ยบัยั #งการสร้างของเชื #อจุลินทรีย์ (สมใจ, 2001) จึงทําการศึกษาความเข้มข้นของแป้งที�ละลาย 
(soluble starch) ในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิในกระบวนการหมกัโดยเชื #อยีสต์ S. fibuligera   
 



 

 

 
รูปที� 4.17 แสดงผลการศกึษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของ
             ตอ่การผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค ที�ระยะเวลา

       S. 

 
จากผลการทดลองรูปที� 

เปอร์เซ็นต์สามารถผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคได้ใกล้เคียงกันที� 
มิลลิลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 
ผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิได้สงูสดุ 

โดยมีรายงานว่าการผลิตเอนไซม์กลูโคอะไมเลส เมื�อใช้แหล่งคาร์บอน คือ นํ #าตาล
มอลโทส และ soluble starch 
การใช้มอลโทส สามารถผลิตเอนไซม์กลโูคอะไมเลสได้ 
1975)  

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ 
นัยสําคัญ สามารถแบ่งได้เป็น 
คาร์บอน 1 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มที� 
เปอร์เซ็นต์ ซึ�งเป็นกลุม่ที�มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์อ

จากผลการทดลองเมื�อพิจารณาถึงการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค จึงเลือกความเข้มข้น
ของแป้งที�ละลาย ที� 3 เปอร์เซ็นต์ เนื�องจากสามารถผลิตเอนไซม์ได้มีปริมาณมากที�สุด โดยใช้
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แสดงผลการศกึษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของแป้งที�ละลาย
ตอ่การผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค ที�ระยะเวลา 24 ชั�วโมง

 fibuligera   

จากผลการทดลองรูปที� 4.17 พบวา่ ความเข้มข้นของแป้งที�ละลาย
เปอร์เซ็นต์สามารถผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคได้ใกล้เคียงกันที� 0.681, 0.887
มิลลิลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง ความเข้มข้นของ soluble starch ที� 
ผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิได้สงูสดุ 1.102  ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 

โดยมีรายงานว่าการผลิตเอนไซม์กลูโคอะไมเลส เมื�อใช้แหล่งคาร์บอน คือ นํ #าตาล
soluble starch ซึ�ง soluble starch สามารถเหนี�ยวนําให้มีการสร้

การใช้มอลโทส สามารถผลิตเอนไซม์กลโูคอะไมเลสได้ 1.5 – 2.0 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร 

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ Multiple comparison พบวา่ มีความแตกตา่งที�ระดบั

นัยสําคัญ สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที�  1 คือ กลุ่มของระดับความเข้มข้นของแหล่ง
เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มที� 2 คือ กลุ่มของระดบัความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

เปอร์เซ็นต์ ซึ�งเป็นกลุม่ที�มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิได้ดีไมแ่ตกตา่งกนั 
จากผลการทดลองเมื�อพิจารณาถึงการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค จึงเลือกความเข้มข้น

เปอร์เซ็นต์ เนื�องจากสามารถผลิตเอนไซม์ได้มีปริมาณมากที�สุด โดยใช้

แป้งที�ละลาย 
1 เปอร์เซน็ต์

แป้งที�ละลาย 
3 เปอร์เซน็ต์

แป้งที�ละลาย 
5 เปอร์เซน็ต์

แป้งที�ละลาย 
7 เปอร์เซน็ต์
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แป้งที�ละลายที�เหมาะสม 
ชั�วโมง โดยเชื #อยีสต์  

แป้งที�ละลายที� 1, 5  และ 7   
887และ 0.914 ยูนิตต่อ
ที� 3 เปอร์เซ็นต์ สามารถ

ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง  
โดยมีรายงานว่าการผลิตเอนไซม์กลูโคอะไมเลส เมื�อใช้แหล่งคาร์บอน คือ นํ #าตาล

สามารถเหนี�ยวนําให้มีการสร้างเอนไซม์ได้สงูกว่า
ยนูิตตอ่มิลลิลิตร (Sukhumavasi, 

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
า มีความแตกตา่งที�ระดบั

คือ กลุ่มของระดับความเข้มข้นของแหล่ง
คือ กลุ่มของระดบัความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 3, 5 และ 7 

ะมิโลไลตคิได้ดีไมแ่ตกตา่งกนั  
จากผลการทดลองเมื�อพิจารณาถึงการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค จึงเลือกความเข้มข้น

เปอร์เซ็นต์ เนื�องจากสามารถผลิตเอนไซม์ได้มีปริมาณมากที�สุด โดยใช้

แป้งที�ละลาย 
เปอร์เซน็ต์



70 

 

 

ปริมาณ soluble starch ปริมาณน้อยที�สุดแต่สามารถผลิตได้มากกว่าทั #ง 3 ภาวะ จึงใช้ในการ
ทดลองตอ่ไป 
  
 4.4.3  ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิ  

เชื #อยีสต์ได้รับไนโตรเจนจากสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ เพื�อนําไปสร้างโปรตีน และ
เชื #อยีสต์สว่นใหญ่สามารถใช้แอมโมเนียมไออนได้ ความสามารถในการใช้ไนเตรทและไนไตรต์ขึ #นอยู่
กบัสายพนัธุ์ของเชื #อยีสต์แตล่ะสายพนัธุ์ (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2547) จึงทําการศกึษาแหล่ง
ไนโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิในกระบวนการหมกัโดยเชื #อยีสต์ S. fibuligera   
 

 
 

รูปที� 4.18 แสดงผลการศกึษาเปรียบเทียบแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสมตอ่การผลิต 
       เอนไซม์อะมิโลไลติค ในกระบวนการหมกั ที�ระยะเวลา 24 ชั�วโมง โดยเชื #อยีสต์  
    S. fibuligera    

 
จากผลการทดลองรูปที� 4.18 พบวา่ แหลง่ไนโตรเจนได้แก่ ยเูรีย, แอมโมเนียม 

ซลัเฟต, Yeast extract และ เปปโตน สามารถผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคได้สูงสุด 0.966, 0.786, 
0.739 และ 0.658 ยูนิตต่อมิลลิลิตรตามลําดับ ที�ระยะเวลาการหมัก 24 ชั�วโมง มีรายงานว่า
จุลินทรีย์จะเจริญในอาหารที�มีอินทรีย์ไนโตรเจนได้เร็วกว่าอาหารที�มีอนินทรีย์ไนโตรเจน (สมใจ, 
2001) ดังนั #นเชื #อยีสต์อาจนํายูเรียซึ�งเป็นอินทรีย์ไนโตรเจนไปใช้ได้เร็วกว่าและชักนําให้ผลิต
เอนไซม์อะมิโลไลติคได้เร็ว เมื�อเปรียบเทียบกับการใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดอื�นๆ ในการใช้แหล่ง
ไนโตรเจนจากอนินทรีย์ไนโตรเจน เช่น แอมโมเนียมซัลเฟต อาจทําให้เกิดการสะสมของซัลเฟต
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ชนิดของแหล่งไนโตรเจน

ยูเรีย แอมโมเนียมซัลเฟต

เปปโตน ยีสต์สกัด



 

 

ไอออนที�เหลือจากการใช้แอมโมเนีย
ของอาหารลดตํ�าลงมากจนทําให้เอนไซม์ที�ผลิตเกิดการเสียสภาพ ซึ�งการลดลงของพีเอชสามารถ
ป้องกนัได้โดยใช้ยเูรียเป็นแหลง่ไนโตรเจน 

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ 
นัยสําคัญ สามารถแบ่งได้เป็น 
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิได้ดีกวา่กลุม่ที� 

จากผลการทดลองและต้นทุนราคาของสารแหล่งไนโตรเจน จึงเลือกยูเรียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตกิ 
 

4.4.3  ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะ
มิโลไลตคิ  

ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดี  แต่เมื�อใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนจะต้องคํานึงถึง
ปริมาณความเข้มข้นของยูเรียที�ใช้ ซึ�งสารประกอบจะต้องนําเข้าสู่เซลล์อย่างรวดเร็วเกิดการ
เปลี�ยนแปลงภายในเซลล์ด้วยขั #นตอนที�น้อยที�สดุ  และต้องไมมี่ผลข้างเคียงที�เป็นพิษตอ่เซลล์
 
 

 
รูปที� 4.19 แสดงผลการศกึษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสม

         ตอ่การผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิ ในกระบวนการหมกั ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดย
         เชื #อยีสต์ 
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ไอออนที�เหลือจากการใช้แอมโมเนียมซัลเฟตของเซลล์ร่วมกับกรดอินทรีย์ที�เกิดขึ #น ทําให้ค่าพีเอช
ของอาหารลดตํ�าลงมากจนทําให้เอนไซม์ที�ผลิตเกิดการเสียสภาพ ซึ�งการลดลงของพีเอชสามารถ
ป้องกนัได้โดยใช้ยเูรียเป็นแหลง่ไนโตรเจน (Yang และ Wang, 1999) 

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ multiple comparison พบว่า มีความแตกตา่งที�ระดบั

นัยสําคัญ สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที�  1 คือ ยูเ รียและแอมโมเนียมซัลเฟต มี
นการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิได้ดีกวา่กลุม่ที� 2 คือ Yeast extract

จากผลการทดลองและต้นทุนราคาของสารแหล่งไนโตรเจน จึงเลือกยูเรียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตกิ  

ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะ

ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดี  แต่เมื�อใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนจะต้องคํานึงถึง
ปริมาณความเข้มข้นของยูเรียที�ใช้ ซึ�งสารประกอบจะต้องนําเข้าสู่เซลล์อย่างรวดเร็วเกิดการ
เปลี�ยนแปลงภายในเซลล์ด้วยขั #นตอนที�น้อยที�สดุ  และต้องไมมี่ผลข้างเคียงที�เป็นพิษตอ่เซลล์

แสดงผลการศกึษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสม
ตอ่การผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิ ในกระบวนการหมกั ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดย
เชื #อยีสต์ S. fibuligera   

ยเูรีย 0.1 
เปอร์เซ็นต์

ยเูรีย 0.3 
เปอร์เซ็นต์

ยเูรีย 0.5 
เปอร์เซ็นต์

ยเูรีย 
เปอร์เซ็นต์
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มซัลเฟตของเซลล์ร่วมกับกรดอินทรีย์ที�เกิดขึ #น ทําให้ค่าพีเอช
ของอาหารลดตํ�าลงมากจนทําให้เอนไซม์ที�ผลิตเกิดการเสียสภาพ ซึ�งการลดลงของพีเอชสามารถ

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
พบว่า มีความแตกตา่งที�ระดบั

คือ ยูเ รียและแอมโมเนียมซัลเฟต มี
Yeast extract และ เปปโตน 

จากผลการทดลองและต้นทุนราคาของสารแหล่งไนโตรเจน จึงเลือกยูเรียเป็นแหล่ง

ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะ

ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดี  แต่เมื�อใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนจะต้องคํานึงถึง
ปริมาณความเข้มข้นของยูเรียที�ใช้ ซึ�งสารประกอบจะต้องนําเข้าสู่เซลล์อย่างรวดเร็วเกิดการ
เปลี�ยนแปลงภายในเซลล์ด้วยขั #นตอนที�น้อยที�สดุ  และต้องไมมี่ผลข้างเคียงที�เป็นพิษตอ่เซลล์   

 

แสดงผลการศกึษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสม 
ตอ่การผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิ ในกระบวนการหมกั ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดย 

ยเูรีย 0.7 
เปอร์เซ็นต์
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จากผลการทดลองรูปที� 4.19 พบว่า ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 0.1, 0.3, 0.5 

และ 0.7 เปอร์เซ็นต์นํ #าหนกัต่อปริมาตร สามารถผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคได้สงูสดุ 0.814, 1.073, 
0.924 และ 1.082 ยนูิตต่อมิลลิลิตรตามลําดบั ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง มีรายงานว่า การใช้
ยเูรียปริมาณ 0.1 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกัตอ่นํ #าหนกัรําข้าวสาลี) เป็นความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที�
เหมาะสมที�สดุ (Ellaiah, 2002) แต่เนื�องจากวตัถุดิบและสภาวะในกระบวนการหมกัที�แตกต่างกัน 
ทําให้การใช้ปริมาณไนโตรเจนของเชื #อแตล่ะชนิดไมเ่หมือนกนั  

เมื�อนํามาทดสอบคา่ทางสถิติที�ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�นที� 
95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ multiple comparison พบว่า มีความแตกตา่งที�ระดบั
นัยสําคัญ สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที�  1 คือ กลุ่มความเข้มข้นของไนโตรเจน 0.1 
เปอร์เซ็นต์ และกลุม่ที� 2 คือ กลุ่มความเข้มข้นของไนโตรเจน 0.3, 0.5, และ 0.7 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มที� 2 
มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิได้ดีกวา่กลุม่ที� 1  

จากผลการทดลองเมื�อคํานึงถึงการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค จึงเลือกความเข้มข้นของ
ยเูรีย 0.3 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหลง่ไนโตรเจน เนื�องจากสามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีและประหยดัที�สดุ 
 
4.5  การผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี� ยวโดยใช้เอนไซม์อะไมโลไลติคจากเชื Aอ  
Saccharomycopsis fibuligera หรือเอนไซม์ทางการค้า(Termamyl 120L) หมักร่วมกับเชื Aอ     
Saccharomyces cerevisiae  

ภาวะที�เหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซม์ที�ใช้ในกระบวนการย่อยสลาย และ
จลุินทรีย์ที�ใช้หมกัจะมีขอบเขตแตกตา่งกนั นอกจากนั #นอณุหภมูิที�เหมาะสมสําหรับกระบวนการย่อย
สลาย และกระบวนการหมกัก็มีความแตกตา่งกนั จึงได้ทําการทดลอเปรียบเทียบการผลิตเอทานอล
โดยใช้เอนไซม์จากเชื #อ S. fibuligera หรือเอนไซม์ทางการค้า (Termamyl 120L) หมกัร่วมกบัเชื #อ S. 

cerevisiae ผลการทดลองแสดงดงัรูป 4.20 
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รูปที� 4.20 ปริมาณเอทานอลที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกัเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการ  
           สภาพแล้ว ที�ระยะเวลาตา่งๆ โดยใช้เอนไซม์อะมิโลไลตคิจากเชื #อ S.  

         fibuligera   หรือเอนไซม์ทางการค้า (Termamyl 120) หมกัร่วมกบัเชื #อ   
         S. cerevisiae 

 
 
ตารางที� 4.9 ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอล ที�ระยะเวลา 72  
ชั�วโมง โดยใช้เอนไซม์อะมิโลไลตคิจากเชื #อ S. fibuligera หรือเอนไซม์ทางการค้า (Termamyl 120) 
หมกัร่วมกบัเชื #อ S. cerevisiae 
 

ประเภทของการหมัก 
ปริมาณโปรตีน (%) 

0h 72h เพิ�มขึ Aน (เท่า) 

เอนไซม์ทางการค้า + S. cerevisiae 10.34 20.23 0.96 

เอนไซม์อะมิโลไลตคิจากเชื Aอ  
S. fibuligera + S. cerevisiae 

10.82 19.55 0.81 
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จากผลการทดลองรูปที� 4.20 พบวา่เอนไซม์อะมิโลไลติคจากเชื #อ S. fibuligera หมกั
ร่วมกบัเชื #อ S. cerevisiae  สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสงูสดุ คือ 1.12 กรัมตอ่ลิตร ที�
ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง และเมื�อใช้เอนไซม์ทางการค้า หมกัร่วมกบัเชื #อ S. cerevisiae พบวา่ 
สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสงูสดุ คือ 3.63 กรัมตอ่ลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง มี
รายงานวา่ อณุหภมูิที�เหมาะสมสําหรับจลุินทรีย์ ที�ใช้ในการหมกัเอทานอลจะเจริญเติบโตได้ดีที�
อณุหภมูิ ประมาณ 30 องศาเซลเซียส ขณะที�อณุหภมูิที�เหมาะสมสําหรับการย่อยสลายโดย
เอนไซม์อะมิโลไลติคจะสงูถึงประมาณ 50 องศาเซลเซียส โดยอณุหภมูิที�ตํ�าเกินไปทําให้การย่อย
สลายแป้งให้เปลี�ยนเป็นนํ #าตาลไมดี่ ทําให้ปริมาณนํ #าตาลในระบบมีน้อย ไมเ่พียงพอตอ่ความ
ต้องการของเชื #อยีสต์ S. cerevisiae จงึทําให้การผลิตเอทานอลไมมี่ประสิทธิภาพ เมื�อนํากากเมล็ด
ข้าวฟ่างจากทั #งสองสภาวะมีปริมาณโปรตีนใกล้เคียงกนั คือ  20 เปอร์เซ็นต์ตอ่นํ #าหนกัแห้งที�
ระยะเวลา 72 ชั�วโมง แสดงดงัตารางที� 4.9 



 
 

 

บทที� 5 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
องค์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง 

จากการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบตา่งๆ ในเมล็ดข้าวฟ่าง ซึ�งใช้เป็นวตัถดุิบในการผลิต
เอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยว พบว่า มีปริมาณแป้งร้อยละ 80.7 โปรตีนร้อยละ 7.23 ไขมนัร้อยละ 
3.36 เถ้าร้อยละ 1.27 เส้นใยร้อยละ 1.69 และความชื #นเริ�มต้นร้อยละ 5.75 

ภาวะที�เหมาะสมของการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยวิธีทางกายภาพ 

จากผลการทดลองการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างโดยศกึษาปัจจยัต่างๆ ได้แก่ ความเข้มข้น
ของเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการปรับสภาพแล้ว ขนาดของเมล็ดข้าวฟ่าง คือ เมล็ดข้าวฟ่างไม่บดและ
เมล็ดข้าวฟ่างบด ความนุ่มของเมล็ดข้าวฟ่างโดยการแช่นํ #า (Soaked) เป็นระยะเวลา 10, 20 และ 
30 นาที และการให้ความร้อนที�อุณหภูมิ 121 องศสาเซลเซียส โดยวดัปริมาณนํ #าตาลทั #งหมดที�ได้
ด้วยวิธีฟีนอล-ซลัฟูริค พบว่า ภาวะที�เหมาะสมในการปรับสภาพทางกายภาพ คือ เมล็ดข้าวฟ่างบด
แช่นํ #าเป็นระยะเวลา 2 ชั�วโมงและให้ความร้อนที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 
นาที (SA20) สามารถให้ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมด 2.07 กรัมต่อลิตร และเมื�อเปรียบเทียบกับวิธีการ
ปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างบดที�แช่นํ #าเป็นระยะเวลา 2 ชั�วโมง โดยให้ความร้อนที�อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที (SA30) และเมล็ดข้าวฟ่างบดโดยให้ความร้อนที�อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 และ 30 นาที (A20, A30) ดงัแสดงดงัตารางที� 4.2 พบว่าสามารถ
ให้ปริมาณนํ #าตาลทั #งหมด คือ 1.92, 2.04, 2.06 กรัมตอ่ลิตรใกล้เคียงกนั เมื�อนํามาทดสอบความ
แตกต่างอย่างมีระดบันยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยทดสอบความแตกตา่งแบบ 
Multiple comparison พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญั จึงเลือกใช้เมล็ดข้าวฟ่างบดให้
ความร้อนที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที�ระยะเวลา 20 นาที โดยพิจารณาถึงค่าใช้จ่ายและ
ระยะเวลาการให้ความร้อนในการปรับสภาพ จึงเลือกใช้ภาวะนี #ในการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างใน
งานวิจยั 

 

 



 
 

 

ภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้เชื Aอ
โดยตรงระหว่างเชื Aอ Saccharomycopsis fibuligera และเชื Aอ Saccharomyces cerevisiae 

 จากผลการทดลองการศกึษาภาวะตา่งๆ ได้แก่ อตัราส่วนของเชื #อทั #งสองสายพนัธุ์ ช่วงเวลา
ในการลงเชื #อ S. cerevisiae แหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน ที�เหมาะสมตอ่การผลิตเอทานอล
และโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้เชื #อผสมระหว่าง S. fibuligera และ S. cerevisiae  
พบว่า การใช้อตัราส่วนของกล้าเชื #อที�อตัราส่วนของเชื #อ 1 : 1 โดยการลงเชื #อ S. fibuligera และ S. 

cerevisiae ที�ช่วงระยะเวลา 0 ชั�วโมง โดยใช้เมล็ดข้าวฟ่างที�ปรับสภาพแล้ว 10 เปอร์เซ็นต์นํ #าหนกั
ตอ่ปริมาตร และใช้ยเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจนที�ความเข้มข้น 0.3 กรัมตอ่ลิตร ทําการหมกัที�อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ที�ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที สามารถผลิตเอทานอลได้ 10.45 กรัมตอ่ลิตรที�
ระยะเวลาการหมัก 36 ชั�วโมง  และกากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมักเอทานอลแล้ว มี
ปริมาณโปรตีน 38.40 เปอร์เซ็นต์นํ #าหนกัแห้ง 

ภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลตคิจากเชื Aอ Saccharomycopsis fibuligera   

จากผลการทดลองการศึกษาภาวะต่างๆ ได้แก่ สูตรอาหารเลี #ยงเชื #อ แหล่งคาร์บอน 
และแหล่งไนโตรเจน ที�เหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคโดยเชื #อยีสต์ S. fibuligera พบว่า 
การใช้สตูรอาหารเลี #ยงเชื #อที� 2 ซึ�งประกอบด้วยแป้งที�ละลาย 30 กรัมตอ่ลิตร และใช้ยเูรียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนที�ความเข้มข้น 0.3 กรัมต่อลิตร ทําการหมกัที�อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที�ความเร็วรอบ 
150 รอบตอ่นาที เป็นภาวะที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค โดยเชื #อ S. fibuligera ให้คา่
กิจกรรมของเอนไซม์เทา่กบั 1.073 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง 

การผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี� ยวโดยใช้เอนไซม์อะไมโลไลติคจากเชื Aอ 
Saccharomycopsis fibuligera เปรียบเทียบกับเอนไซม์ทางการค้า (Termamyl 120L) หมัก
ร่วมกับเชื Aอ  Saccharomyces cerevisiae  

จากผลการทดลองการศึกษาการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าว
ฟ่างโดยใช้เอนไซม์อะไมโลไลติคที�ผลิตโดยเชื #อ S. fibuligera หมกัร่วมกบัเชื #อ S. cerevisiae พบว่า 
สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสูงสุด คือ 1.12 กรัมต่อลิตร ที�ระยะเวลาการหมัก 24 ชั�วโมง 
และเมื�อใช้เอนไซม์ทางการค้า(Termamyl 120L) หมกัร่วมกบัเชื #อ S. cerevisiae สามารถผลิตเอทา
นอลได้ในปริมาณสูงสุด คือ 3.63 กรัมต่อลิตร ที�ระยะเวลาการหมกั 24 ชั�วโมง จากการทดลองนี # 
กากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านกระบวนการหมกัเอทานอลโดยใช้เอนไซม์จากเชื #อ S. fibuligera  หมกั
ร่วมกับเชื #อ S. cerevisiae  สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณ 19.55 เปอร์เซ็นต์ต่อนํ #าหนกัแห้ง ที�
ระยะเวลา 72 ชั�วโมง และเมื�อหมักเมล็ดข้าวฟ่างด้วยเอนไซม์ทางการค้าหมักร่วมกับเชื #อ S. 



 
 

 

cerevisiae สามารถผลิตโปรตีนได้ในปริมาณ 20.23 เปอร์เซ็นต์ต่อนํ #าหนักแห้ง ที�ระยะเวลา 72 
ชั�วโมง 

 
ข้อเสนอแนะ  

1. เนื�องจากอณุหภมูิที�เหมาะสมของเชื #อยีสต์ที� นํามาใช้ในการหมกัเอทานอลจะเจริญได้ดี 
ที�อณุหภมูิ ประมาณ 30 องศาเซลเซียส ในขณะที�อณุหภูมิที�เหมาะสมสําหรับการย่อยสลายวตัถดุิบ 
คือ เมล็ดข้าวฟ่างโดยเอนไซม์อะมิโลไลติคคอ่นข้างสงูถึง 90 องศาเซลเซียส แตง่านวิจยันี # เราศกึษา
การผลิตเอทานอลแบบ Simultaneous saccharification and fermentation process (SSF) โดย
ใสเ่อนไซม์ที�ยอ่ยแป้งในเมล็ดข้าวฟ่างเป็นนํ #าตาล และใส่เชื #อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  ให้
เปลี�ยนนํ #าตาลเป็นเอทานอลเลย ซึ�ง ทําการหมักที�อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส อาจทําให้
ประสิทธิภาพการทํางานเอนไซม์ไมเ่หมาะสม มีผลทําให้นํ #าตาลในระบบไมเ่พียงพอตอ่ความต้องการ
ของเชื #อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ในการผลิตเอทานอล จึงควรมีการศึกษาปรับปรุง
คณุสมบตัขิองเชื #อยีสต์ที�ใช้ในการผลิตเอทานอลให้สามารถในการเจริญได้ดีที�อณุหภมูิสงู 

2. เอนไซม์อะมิโลไลตคิที�ผลิตได้จากเชื #อ Saccharomycopsis fibuligera ในงานวิจยันี #ยงั 
ไม่ได้ผ่านการทําให้เอนไซม์บริสุทธิ8  ควรนําเอนไซม์ไปผ่านขั #นตอนการทําให้บริสุทธิ8  เช่น นําไป
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ผ่านคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี และศึกษาคุณสมบัติของ
เอนไซม์อะมิโลไลติคที�ผลิตได้ การนําเอนไซม์ไปใช้งานต้องคํานึงความเหมาะสมของคณุสมบตัิของ
เอนไซม์กบัภาวะที�เหมาะสมของการหมกัด้วย 

3. ปริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้าวฟ่าง ที�ผา่นกระบวนการหมกัเอทานอลในงานวิจยันี #มี 
ค่าค่อนข้างสูง ดงันั #นควรมีการนําผลผลิตพลอยได้ ไปศึกษาต่อเพื�อให้เกิดมูลค่าเพิ�ม 

เนื�องจากวตัถดุบิอาหารหลกัที�ใช้มาจากพืช โดยวตัถดุิบเหล่านี #อยู่ในรูปของสารไฟเตท (phytate) ซึ�ง
ไม่สามารถเป็นประโยชน์ต่อสัตว์ได้ เพราะสัตว์กระเพาะเดี�ยวไม่มีนํ #าย่อยหรือเอนไซม์ไฟเตส 
(phytase) เพื�อยอ่ยสลายสารดงักล่าว ซึ�งต้องอาศยัจลุินทรีย์ จะทําให้ประสิทธิภาพการย่อยและดดู
ซึมสารอาหารของสัตว์ดีขึ #น จึงทําให้สัตว์กินอาหารเท่าเดิมแต่สามารถได้คุณค่าทางโภชนาการ
เพิ�มขึ #น รวมถึงกรดอะมิโนที�จําเป็นที�ต้องอาศยัจากจลุินทรีย์ ซึ�งไมส่ามารถผลิตได้จากธรรมชาต ิอนั 
จะชว่ยให้เกษตรกรลดต้นทนุในการผลิตสตัว์ได้
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี Aยงเชื Aอและวิธีการเตรียม 
 
1. yeast extract peptone dextrose (YPD) medium 

 yeast extract      1.0  เปอร์เซ็นต์   
 peptone                                                                1.0  เปอร์เซ็นต์ 
 D-glucose   หรือ dextrose                                              2.0  เปอร์เซ็นต์ 
 อบฆา่เชื #อแบบมาตรฐาน (ที� 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 ปอนด์ตอ่ตารางนิ #ว 15  
นาที) 

 2. อาหารเลี #ยงเชื #อเหลวสตูร 1 
 Soluble starch                                                     2.0 เปอร์เซ็นต์ 
 peptone                                                                 1.0  เปอร์เซ็นต์ 

yeast extract        0.5  เปอร์เซ็นต์ 
 (NH4)2SO4        0.1 เปอร์เซ็นต์ 
 MgSO4 .7H2O        0.01  เปอร์เซ็นต์   
 อบฆา่เชื #อแบบมาตรฐาน 
    
 3. อาหารเลี #ยงเชื #อเหลวสตูร 2 (Jatinder, 2006) 
 Soluble starch                                                          3  เปอร์เซ็นต์ 
  (NH4)2SO4           0.5  เปอร์เซ็นต์ 
 KH2PO4            0.1    เปอร์เซ็นต์ 
 MgSO4 .7H2O            0.1   เปอร์เซ็นต์  
 NaCl             0.01 เปอร์เซ็นต์ 
  CaCl2            0.01 เปอร์เซ็นต์ 
 อบฆา่เชื #อแบบมาตรฐาน 
 
4. อาหารเลี #ยงเชื #อเหลวสตูรที� 3 (Mohames, 2007) 
 Soluble starch                                                         0.5  เปอร์เซ็นต์ 

yeast extract            0.4  เปอร์เซ็นต์ 
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 KH2PO4             0.3   เปอร์เซ็นต์ 
 MgSO4 .7H2O            0.05  เปอร์เซ็นต์    
 อบฆา่เชื #อแบบมาตรฐาน 
 
5. อาหารเลี #ยงเชื #อเหลวสตูรที� 4 (Suresh, 1999) 
 Soluble starch                                                            2  เปอร์เซ็นต์ 
 peptone                                                                        2   เปอร์เซ็นต์ 

yeast extract              1   เปอร์เซ็นต์ 
อบฆา่เชื #อแบบมาตรฐาน 

 
6. อาหารใช้สําหรับผลิตเอทานอลสตูรดดัแปลง 
 เมล็ดข้าวฟ่าง                                                          10   เปอร์เซ็นต์ 
  (NH4)2SO4            0.5   เปอร์เซ็นต์ 
 KH2PO4             0.1   เปอร์เซ็นต์ 
 MgSO4 .7H2O              0.1  เปอร์เซ็นต์   
 NaCl             0.01 เปอร์เซ็นต์ 
  CaCl2            0.01 เปอร์เซ็นต์ 
 อบฆา่เชื #อแบบมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

1. การวิเคราะห์หาปริมาณนํ Aาตาลทั Aงหมด  

นําตวัอย่าง 0.5 มิลลิลิตร เติม 1.2 N H2SO4 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั นําไปให้ความ
ร้อนที� 121 องศาเซลเซียส 15 นาที รอให้เย็น นําไปวิเคราะห์ปริมาณนํ #าตาล (reducing sugar) โดย
วิธี DNSA (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

2.   วิเคราะห์ปริมาณนํ Aาตาล (reducing sugar) โดยวิธี DNSA (Bernfeld, 1955)   

สารเคมี 
1. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 
   ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 2 โมลาร์ 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั #นเติมนํ #าขจัดไอออน 50 มิลลิลิตร และเติมโพแทสเซียมทาร์เทรต 30  
กรัม  ปรับปริมาตรสดุท้ายให้เป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยนํ #าขจดัไอออน เก็บในขวดสีชา 

วิธีการทดลอง 
1. ปิเปตสารละลายตวัอย่างที�เจือจางให้มีความเข้มข้นที�เหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลง

ในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตวัอย่าง ผสมให้เข้า

กนั ปิดปากหลอดทดลอง นําไปต้มในอา่งนํ #าเดือด เป็นเวลา 10 นาที จากนั #นนําไปแชใ่นอา่งนํ #าเย็น 
3. เตมินํ #าขจดัไอออน 10 มิลลิลิตร ลงในสารละลายผสมในข้อ 2 ผสมให้เข้ากนั นําไปวดัคา่

การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 540 นาโนเมตร  
4. ทํา blank โดยใช้นํ #าขจัดไอออนแทนสารละลายตัวอย่าง แล้วนําไปทําการทดลอง

เชน่เดียวกนักบัสารละลายตวัอยา่ง 
5. เทียบคา่การดดูกลืนแสงที�ได้กบักราฟมาตรฐานกลโูคสความเข้มข้น 0 -0.1 กรัมตอ่ลิตร 

 
การทํากราฟมาตรฐานนํ #าตาลกลโูคส 
 1. เตรียมสารละลายมาตรฐานนํ #าตาลกลโูคส 1 กรัมตอ่ลิตร 
 2. เจือจางให้ได้ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 กรัมตอ่ลิตร 
 3. นําไปทําการทดลองเชน่เดียวกบัสารละลายตวัอยา่ง แล้วนําไปเขียนกราฟมาตรฐาน
นํ #าตาลกลโูคส แสดงในรูปที� ก.1 



 

 

 

                                                

 
3.   การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีเจลดาห์ล 

 ชั�งตวัอย่าง 0.5 กรัม สําหรับเซลล์ หรือดดูปริมาตร
ในขวดกลั�นขนาด 300 มิลลิลิตร เติมเกลือผสมช่วยเร่งปฏิกิริยา ซึ�งประกอบด้วยโปรแตสเซียม
ซลัเฟตและคอปเปอร์ซลัเฟตอตัราส่วน 
15 มิลลิลิตร นําไปย่อยบนเตาหลุมจนสารละลายใส เป็นเวลา 
แล้วเติมนํ #ากลั�น 50 มิลลิลิตร  จากนั #นนําไปประกอบเข้ากับเครื� องกลั�นไนโตรเจน และเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเป็นสีดํา แล้วกลั�นจบัก๊าซแอมโมเนียที�เกิดขึ #นโดยใช้สารละลายบอริก
เข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร
เมทิลเรดเมทิลลีนบลู (methyl red methylen
มิลลิลิตร แล้วนําสารละลายที�กลั�นได้มาไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที�ทราบ
ความเข้มข้นที�แน่นอน บันทึกปริมาตรกรดที�ใช้ไทเทรตแล้วคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน หรือ
ปริมาณโปรตีน 

 
                                                รูปที� ก.1 กราฟมาตรฐานนํ #าตาลกลโูคส 

ะห์ปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีเจลดาห์ล (Kjeldahl protein, A.O.A.C., 1975)

กรัม สําหรับเซลล์ หรือดดูปริมาตร 1 มิลลิลิตร สําหรับตวัอย่างนํ #าหมกั ใส่
มิลลิลิตร เติมเกลือผสมช่วยเร่งปฏิกิริยา ซึ�งประกอบด้วยโปรแตสเซียม

ซลัเฟตอตัราส่วน 95:5  ลงไปจํานวน 7 กรัม จากนั #นเติมกรดซลัฟิวริกเข้มข้น 
มิลลิลิตร นําไปย่อยบนเตาหลุมจนสารละลายใส เป็นเวลา 45 นาที ทิ #ไว้ให้เย็นที�อุณหภูมิห้อง 

มิลลิลิตร  จากนั #นนําไปประกอบเข้ากับเครื� องกลั�นไนโตรเจน และเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ (นํ #าหนักต่อปริมาตร
มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเป็นสีดํา แล้วกลั�นจบัก๊าซแอมโมเนียที�เกิดขึ #นโดยใช้สารละลายบอริก

นํ #าหนกัตอ่ปริมาตร) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที�เติมอินดิเคเตอร์ 
(methyl red methylene blue) กลั�นจนสารละลายบอริกมีปริมาตร 

มิลลิลิตร แล้วนําสารละลายที�กลั�นได้มาไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที�ทราบ
ความเข้มข้นที�แน่นอน บันทึกปริมาตรกรดที�ใช้ไทเทรตแล้วคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน หรือ
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(Kjeldahl protein, A.O.A.C., 1975) 

สําหรับตวัอย่างนํ #าหมกั ใส่
มิลลิลิตร เติมเกลือผสมช่วยเร่งปฏิกิริยา ซึ�งประกอบด้วยโปรแตสเซียม

จากนั #นเติมกรดซลัฟิวริกเข้มข้น 
นาที ทิ #ไว้ให้เย็นที�อุณหภูมิห้อง 

มิลลิลิตร  จากนั #นนําไปประกอบเข้ากับเครื� องกลั�นไนโตรเจน และเติม
หนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 50-60 

มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเป็นสีดํา แล้วกลั�นจบัก๊าซแอมโมเนียที�เกิดขึ #นโดยใช้สารละลายบอริก
มิลลิลิตร ที�เติมอินดิเคเตอร์ 3 หยด ซึ�งเป็น

กลั�นจนสารละลายบอริกมีปริมาตร 250 
มิลลิลิตร แล้วนําสารละลายที�กลั�นได้มาไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที�ทราบ
ความเข้มข้นที�แน่นอน บันทึกปริมาตรกรดที�ใช้ไทเทรตแล้วคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน หรือ
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เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน = (ปริมาตรกรดเกลือ x ความเข้มข้นกรดเกลือ x 1.4)/ นํ #าหนกัแห้ง 
เปอร์เซ็นโปรตีน = เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน x 6.25 
 
4. การหาปริมาณร้อยละของความชื Aน  (% Moisture) 

วิธีการทดลอง 

1.  นํา Aluminium dish ไปอบในตู้อบ (Hot air oven) ที� 100+5oC  แล้วนําไปใส ่
Desiccator 

เพื�อทิ #งไว้ให้เย็น นําไปชั�งจนนํ #าหนกัคงที� จดบนัทกึนํ #าหนกั 
2.  ชั�งตวัอยา่ง 2 – 5 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง่) ใสใ่น Aluminium dish 
3.  นําไปอบในตู้อบที�อณุหภมูิ 100+5oC  เป็นเวลา 2 ชั�วโมง 
4.  นํา Aluminium dish กบัตวัอยา่งที�ผา่นการอบไปใส ่Desiccator เพื�อทิ #งไว้ให้เย็น นําไป 

ชั�ง แล้วนําไปอบจนได้นํ #าหนกัคงที� จดบนัทกึนํ #าหนกั 
 

วิธีการคาํนวณ 
 

% 
Moisture 

= 
(Wt. sample – Wt. sample หลงั

อบ) X 100 
Wt. sample 

 
5. การหาปริมาณร้อยละของไขมัน  (% Fat) 

สารเคมี 
Petroleum ether 

วิธีการทดลอง 
1.  ชั�งตวัอย่างที�แห้ง 2 – 3 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหน่ง) ใส่ในกระดาษกรอง แล้วนําไปใส่ใน 

Thimble ใน Extraction tube ของ Soxhlet apparatus 
2.  ใส ่250 มล. Petroleum ether ลงในขวดก้นกลมที�ทราบนํ #าหนกัแนน่อน 
3.  นําไป Reflux บน Heating mantle (โดยใช้ Water bath แทน) ใช้อุณหภูมิปานกลาง 

โดยให้อตัราการกลั�นตวัของ Petroleum ether 2 – 3 หยด / วินาที ใช้เวลาในการ Reflux  ~ 10 
ชั�วโมง 

4.  ระเหยเอา Petroleum ether ออกจากขวดก้นกลม  (Round bottom flask) ที�สกดัไขมนั 
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5.  จากนั #นนําไปอบในตู้อบ (Hot air oven) ที� 100+5oC  แล้วนําไปใส่ Desiccator เพื�อทิ #ง
ไว้ให้เย็น นําไปชั�งจนนํ #าหนกัคงที� จดบนัทกึนํ #าหนกั 
 

วิธีการคาํนวณ 
 

% Fat = 
(Wt. ขวดก้นกลมกบันํ #ามนั  – Wt. ขวดก้นกลม) 

X 100 
Wt. sample 

 
6. การหาปริมาณร้อยละของเส้นใยหยาบ  (% Fiber) 

สารเคมี 
1.  Sulfuric acid 
2.  Sodium hydroxide 
3.  DI Water 
4.  Ethyl alcohol 

วิธีการทดลอง 

1.  ชั�งตวัอย่างแห้งที�สกัดไขมันออกแล้ว (ยกเว้นกรณีที�ไขมันน้อยกว่า 1%) 2 กรัม ใส่ใน 
Erlenmeyer flask 500 มล. 

2.  เตมิ 50 มล. 5% H2SO4  และเตมิ 200 มล. DI Water 
3.  ต้มให้เดือดนาน 30 นาที บน Hot plate (ขณะต้มให้หมนุ Erlenmeyer flask เป็นครั #ง

คราวเพื�อไมใ่ห้มีสว่นแข็งตดิ) 
4.  นํามากรองในชุดกรองผ่านกระดาษกรองที�ทราบนํ #าหนกัแน่นอน (ทศนิยม 4 ตําแหน่ง) 

โดยใช้ Suction pump ล้าง Erlenmeyer flask ด้วยนํ #าร้อน 50 – 70 มล. แล้วเทลงผ่านกระดาษ
กรอง 

5.  ใช้นํ #าร้อน 50 มล. ล้างซํ #าอีก 2 – 3 ครั #ง 
6.  นํากากที�ได้ใสใ่น Erlenmeyer flask เตมิ 50 มล. 5% NaOH  เตมิ 200 มล. DI Water 
7.  ต้มให้เดือดนาน 30 นาที บน Hot plate (ขณะต้มให้หมนุ Erlenmeyer flask เป็นครั #ง

คราวเพื�อไมใ่ห้มีสว่นแข็งตดิ) 
8.  กรองโดยใช้วิธีเดียวกบัข้อ 4 และ 5 
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9.  ล้างด้วย 25 มล. 1.25% H2SO4  ล้างตามด้วยนํ #าร้อน 50 มล. และ 25 มล. Alcohol 
ตามลําดบั นํากระดาษกรองพร้อมกากเส้นใยใส่ใน Crucible ที�ทราบนํ #าหนักแน่นอน (ทศนิยม 4 
ตําแหนง่) 

10.  นําไปอบในตู้อบ (Hot air oven) ที� 100+5oC  แล้วนําไปใส่ Desiccator เพื�อทิ #งไว้ให้
เย็น นําไปชั�งจนนํ #าหนกัคงที� จดบนัทกึนํ #าหนกั 

11  นําไปเผาที�อุณหภูมิ 600+5oC เป็นเวลานาน 30 นาที ทําให้เย็นใน Desiccator ชั�ง
นํ #าหนกัอีกครั #ง และนําไปเผาจนนํ #าหนกัคงที� จดบนัทกึนํ #าหนกั  

วิธีการคาํนวณ 
 

% Fiber = 
(Wt. sample หลงัอบ – Wt.กระดาษกรอง) – Wt. sample หลงั

เผา X 100 
Wt. sample 

 
7. การหาปริมาณร้อยละของเถ้า  (% Ash) 

วิธีการทดลอง 

1.  นํา Crucible ไปเผาที�เตาเผา ที� 550+5oC  แล้วนําไปใส่ Desiccator เพื�อทิ #งไว้ให้เย็น 
นําไปชั�งจนนํ #าหนกัคงที� จดบนัทกึนํ #าหนกั 

2.  ชั�งตวัอยา่ง 2 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง่) ใสใ่น Crucible 
3.  นําไปเผาบน Hot plate ในตู้ดดูควนั (Hood) จนหมดควนัสีดํา 
4.  นําไปเผาในเตาเผาที� 550+5oC  แล้วนําไปใส่ Desiccator เพื�อทิ #งไว้ให้เย็น นําไปชั�ง

นํ #าหนกั และนําไปเผาจนนํ #าหนกัคงที� จดบนัทกึนํ #าหนกั 
 

วิธีการคาํนวณ 
 

% Ash = 
Wt. sample หลงัเผา 

X 100 
Wt. sample 

 
 
 
 



 

 

8. การหาปริมาณร้อยละของคาร์โบไฮเดรต  
 

% Carbohydrate  =  100 

(A.O.A.C. 1995. Official Methods of Analysis of AOAC International 16

Association of Official. Analytical Chemists Internation
 
9. การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล
   วิธีการ 

1. ทํา standard curve 
2. ผสมตวัอยา่ง 

Std) 
3. ฉีด GC 1ไมโครลิตร ตวัอย่างที�ใช้ฉีด 

กรองแยกสว่นใสและสว่นแข็ง จากนั #นทําแบบเดียวกบัข้อ 

วิธีการคาํนวณ 
 คา่ Peak area ได้จากการวดัด้วยเครื�อง 
คา่ Peak area ของเอทานอลมาตรฐานหารด้วย 
กราฟมาตรฐานของเอทานอล จากนั #นคา่ 
จากนั #นนําไปหาคา่ปริมาณเอทานอลจากกราฟมาตรฐาน คา่ที�ได้มีหนว่ยเป็น กรัมตอ่ลิตร 
 
 

 

 

0.00

0.50
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2.50
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0

Standard Ethanol (

การหาปริมาณร้อยละของคาร์โบไฮเดรต  (% Carbohydrate) 

Carbohydrate  =  100 – %Protein – %Fat – %Fiber - %Ash 

Official Methods of Analysis of AOAC International 16

Association of Official. Analytical Chemists International.) 

การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล 

standard curve ของ ethanol โดยเตรียม 0 – 10.0 mg/ml  
ผสมตวัอยา่ง std ethanol 1 มิลลิลิตร กบั 3 g/l propanol ปริมาตร 

ไมโครลิตร ตวัอย่างที�ใช้ฉีด GC ต้อง centrifuge ก่อนที� 
กรองแยกสว่นใสและสว่นแข็ง จากนั #นทําแบบเดียวกบัข้อ 2และ3

ได้จากการวดัด้วยเครื�อง Gas Liquid Chromatography 
ของเอทานอลมาตรฐานหารด้วย area ของ propanol จะได้คา่เป็น 

าตรฐานของเอทานอล จากนั #นคา่ area ของตวัอย่างหารด้วย area ของ 
จากนั #นนําไปหาคา่ปริมาณเอทานอลจากกราฟมาตรฐาน คา่ที�ได้มีหนว่ยเป็น กรัมตอ่ลิตร 

 รูปที� ก.2 กราฟมาตรฐานเอทานอล 

y = 0.2787x + 0.0636

R² = 0.9969

2 4 6 8 10

Standard Ethanol (0-10mg/ml)

Peak ratio

เชิงเส้น (Peak ratio)
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Official Methods of Analysis of AOAC International 16th ed., Virginia : 

  
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (inter 

ก่อนที� 10000 rpm นําไป
3 

Gas Liquid Chromatography ในการคํานวณนํา
จะได้คา่เป็น ratio ไป plot 

ของ propanol ได้ ratio 
จากนั #นนําไปหาคา่ปริมาณเอทานอลจากกราฟมาตรฐาน คา่ที�ได้มีหนว่ยเป็น กรัมตอ่ลิตร (g/l)  

 12

mg/ml)

Peak ratio

Peak ratio)

(mg/ml)
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10. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลส 

สารเคมีที�ใช้ในการวิเคราะห์ 
1. สารละลายนํ #าแป้งสกุ 1 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย acetate buffer 0.1 M pH 5.8 
2. สารละลาย 0.1 M acetate buffer pH 5.8 
3. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) 

วิธีในการวิเคราะห์ 
1. เตรียมสบัสเตรท โดยใช้สารละลายนํ #าแป้งสกุปริมาตร 2 มิลลิลิตร สารละลาย acetate 

buffer 0.1 M pH 5.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 
2. เตมิเอนไซม์ความเข้มข้นเหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงไปในข้อ 1 นําไปบม่ที� 35 

องศาเซลเซียส ในเครื�องควบคมุอณุหภมูิ เป็นระยะเวลา 10 นาที  
3. เตมิ DNS resgent 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เข้ากนัแล้วนําไปต้มในนํ #าเดือด 10 นาทีและทิ #ง

ไว้ให้เย็น 
4. เตมินํ #ากลั #นหลอดละ 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนั 
5. วดัคา่การดดูกลืนแสงที� 540 นาโนเมตร โดยใช้ 0.1 M acetate buffer แทนเอนไซม์เป็น 

blank 

วิธีการคาํนวณค่า  Unit of enzyme  

1 หน่วยเอนไซม์  = 1 µmole ของ substrate ที�ถกูยอ่ยใน 1 นาที 
   = 1 µmole ของ glucose ที�ถกูปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 
   = 0.18 มิลลิกรัม ของ glucose ที�ถกูปลดปลอ่ยออกมาใน 1 นาที 

 

ถ้า 0.18 mg glucose ที�ถกูปลดปล่อยออกมาใน 1   นาที มีคา่ 1 หนว่ย 

1  mg glucose ที�ถกูปลดปลอ่ยออกมาใน 10 นาที มีคา่   1   หนว่ย 

0.18 x 10  

=           0.556                นาที 

เมื�อใช้เอนไซม์ 0.5 ml สามารถปลอ่ย glucose  B mg ใน 10 นาที มีคา่ 

                                                                                                                    =            B x 0.556         หนว่ย 

เมื�อใช้เอนไซม์ 1 ml สามารถปลอ่ย glucose  B mg ใน 10 นาที มีคา่  

  =      ( B x 0.556 )/0.5     หนว่ย       
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางสถติิ 
 

1. การปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยวิธีทางกายภาพ 
                      
  Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: total_sugar  

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected Model 1266.270(a) 27 46.899 17.477 .000 
Intercept 2892.753 1 2892.753 1078.001 .000 
condition 400.815 6 66.803 24.894 .000 
Style 265.764 1 265.764 99.038 .000 
weight 359.276 1 359.276 133.886 .000 
condition * Style 33.565 6 5.594 2.085 .087 
condition * weight 70.285 6 11.714 4.365 .003 
Style * weight 104.442 1 104.442 38.921 .000 
condition * Style * 
weight 

32.123 6 5.354 1.995 .100 

Error 75.136 28 2.683     
Total 4234.160 56       
Corrected Total 1341.407 55       

a. R Squared = .944 (Adjusted R Squared = .890) 
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Homogeneous Subsets 
 total_sugar 

  condition 

N Subset 

1 2 3 4 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

Raw 8 2.3931       
Autoclaved 121oc 10 
Min 

8 4.6100 4.6100     

Soaked 2 Hr and 
Autoclaved 121oc 10 
Min 

8   6.3638 6.3638   

Autoclaved 121oc 20 
Min 

8     8.5238 8.5238 

Autoclaved 121oc 30 
Min 

8       9.5650 

Soaked 2 Hr and 
Autoclaved 121oc 20 
Min 

8       9.7513 

Soaked 2 Hr and 
Autoclaved 121oc 30 
Min 

8       9.8813 

Sig.   .249 .514 .276 .771 

Duncan(a,
b) 

Raw 8 2.3931       
Autoclaved 121oc 10 
Min 

8   4.6100     

Soaked 2 Hr and 
Autoclaved 121oc 10 
Min 

8   6.3638     

Autoclaved 121oc 20 
Min 

8     8.5238   

Autoclaved 121oc 30 
Min 

8     9.5650   
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Soaked 2 Hr and 
Autoclaved 121oc 20 
Min 

8     9.7513   

Soaked 2 Hr and 
Autoclaved 121oc 30 
Min 

8     9.8813   

Sig.   1.000 .072 .196   

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = 3.508. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.000. 
b. Alpha = .05. 
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2. ภาวะที�เหมาะสมในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวจากเมล็ดข้าวฟ่างที�ผ่านการ
ปรับสภาพแล้วโดยใช้เชื Aอโดยตรงระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ 
Saccharomyces cerevisiae 

 

2.1 ศึกษาการกระบวนการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวโดยใช้เชื Aอชนิด
เดียวและใช้เชื Aอผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae 
  

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: EtOH  

Source 
Type III 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 
Square 

F Sig. 

Corrected Model 228.545(a) 5 45.709 25.239 .000 
Intercept 205.234 1 205.234 113.322 .000 
sample 168.168 2 84.084 46.428 .000 
cultivation_time 39.546 1 39.546 21.836 .001 
sample * 
cultivation_time 

20.831 2 10.416 5.751 .018 

Error 21.733 12 1.811   
Total 455.512 18    
Corrected Total 250.278 17    

a. R Squared = .913 (Adjusted R Squared = .877) 
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Homogeneous Subsets 
 EtOH 

 sample 
N Subset 

1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

Saccharomyces 

cerevisiae 
6 .1067   

Saccharomyrocopsi

s fibuligera 
6  2.5633  

S.F+S.C 6   7.4600 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Duncan(a,
b) 

Saccharomyces 

cerevisiae 
6 .1067   

Saccharomyrocopsi

s fibuligera 
6  2.5633  

S.F+S.C 6   7.4600 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = 1.811. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
b. Alpha = .05. 
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2.2  ศึกษาอัตราส่วนของกล้าเชื Aอในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวโดยใช้
เชื Aอผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae 
 
 Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: EtOH  

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected 
Model 

243.104(a) 7 34.729 18.749 .000 

Intercept 615.701 1 615.701 332.397 .000 
Inoculum_time 148.105 3 49.368 26.652 .000 
cultivation_time 83.179 1 83.179 44.906 .000 
Inoculum_time 
* 
cultivation_time 

11.820 3 3.940 2.127 .137 

Error 29.637 16 1.852     
Total 888.443 24       
Corrected 
Total 

272.741 23       

a. R Squared = .891 (Adjusted R Squared = .844) 
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Homogeneous Subsets 
 EtOH 

  Inoculum_time 

N Subset 

1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

S.F0+S.C0_non 6 .9117     
S.F0+S.C6 6   5.6683   
S.F0+S.C12 6   6.2200   
S.F0+S.C0 6   7.4600   
Sig.   1.000 .144   

Duncan(a,b
) 

S.F0+S.C0_non 6 .9117     
S.F0+S.C6 6   5.6683   
S.F0+S.C12 6   6.2200 6.2200 
S.F0+S.C0 6     7.4600 
Sig.   1.000 .493 .134 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = 1.852. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
b. Alpha = .05. 
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2.3 ศึกษาเวลาในการลงเชื Aอ Saccharomyces cerevisiae ระหว่างกระบวนการผลิต
เอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวโดยใช้เชื Aอผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ 
Saccharomyces cerevisiae 

 
 Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: EtOH  

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected 
Model 

243.104(a) 7 34.729 18.749 .000 

Intercept 615.701 1 615.701 332.397 .000 
Inoculum_time 148.105 3 49.368 26.652 .000 
cultivation_time 83.179 1 83.179 44.906 .000 
Inoculum_time 
* 
cultivation_time 

11.820 3 3.940 2.127 .137 

Error 29.637 16 1.852     
Total 888.443 24       
Corrected 
Total 

272.741 23       

a. R Squared = .891 (Adjusted R Squared = .844) 
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Homogeneous Subsets 
 EtOH 

  Inoculum_time 

N Subset 

1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

S.F0+S.C0_no
n 

6 .9117     

S.F0+S.C6 6   5.6683   
S.F0+S.C12 6   6.2200   
S.F0+S.C0 6   7.4600   
Sig.   1.000 .144   

Duncan(a,
b) 

S.F0+S.C0_no
n 

6 .9117     

S.F0+S.C6 6   5.6683   
S.F0+S.C12 6   6.2200 6.2200 
S.F0+S.C0 6     7.4600 
Sig.   1.000 .493 .134 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = 1.852. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
b. Alpha = .05. 
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2.4 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์
เดี�ยวโดยใช้เชื Aอผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae 

 
 Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: EtOH  

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected 
Model 

209.733(a) 7 29.962 36.546 .000 

Intercept 303.953 1 303.953 370.746 .000 
nitrogen_source 102.979 3 34.326 41.869 .000 
cultivation_time 48.025 1 48.025 58.579 .000 
nitrogen_source 
* 
cultivation_time 

58.729 3 19.576 23.878 .000 

Error 13.117 16 .820     
Total 526.803 24       
Corrected Total 222.850 23       

a.  R Squared = .941 (Adjusted R Squared = .915) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



106 
 

 

Homogeneous Subsets 
 EtOH 

  
nitrogen_sourc
e 

N Subset 

1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

20% carbon 6 1.6133     
5% carbon 6 1.7950     
15% carbon 6   4.1117   
10% carbon 6     6.7150 
Sig.   .985 1.000 1.000 

Duncan(a,
b) 

20% carbon 6 1.6133     
5% carbon 6 1.7950     
15% carbon 6   4.1117   
10% carbon 6     6.7150 
Sig.   .733 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = .820. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
b. Alpha = .05. 
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2.5 ศึกษาแหล่งไนโตรเจนในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์เดี�ยวโดยใช้เชื Aอ
ผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae  
 

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: EtOH  

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected Model 301.460(a) 7 43.066 15.236 .000 
Intercept 715.697 1 715.697 253.208 .000 
nitrogen_source 103.788 3 34.596 12.240 .000 
cultivation_time 59.535 1 59.535 21.063 .000 
nitrogen_source 
* cultivation_time 

138.136 3 46.045 16.290 .000 

Error 45.224 16 2.827     
Total 1062.381 24       
Corrected Total 346.684 23       

  a. R Squared = .870 (Adjusted R Squared = .812) 
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Homogeneous Subsets 
 EtOH 

  nitrogen_source 

N Subset 

1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

ammonium di 
hydrogen 
phosphate 

6 2.4483     

ammonium choride 6 4.6050 4.6050   
urea 6   7.3300 7.3300 
ammonium 
sulphase 

6     7.4600 

Sig.   .159 .055 .999 

Duncan(a,
b) 

ammonium di 
hydrogen 
phosphate 

6 2.4483     

ammonium choride 6   4.6050   
urea 6     7.3300 
ammonium 
sulphase 

6     7.4600 

Sig.   1.000 1.000 .895 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = 2.827. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
b. Alpha = .05. 
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2.6 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนในการผลิตเอทานอลและโปรตีนเซลล์
เดี�ยวโดยใช้เชื Aอผสมระหว่าง Saccharomycopsis fibuligera และ Saccharomyces cerevisiae 

 
Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: EtOH 

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected 
Model 

76.744(a) 7 10.963 1.641 .195 

Intercept 995.289 1 995.289 148.958 .000 
nitrogen_source 71.942 3 23.981 3.589 .037 
cultivation_time .018 1 .018 .003 .959 
nitrogen_source 

* 
cultivation_time 

4.783 3 1.594 .239 .868 

Error 106.907 16 6.682   
Total 1178.940 24    

Corrected Total 183.651 23    

a. R Squared = .418 (Adjusted R Squared = .163) 
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Homogeneous Subsets 
EtOH 

  
nitrogen_sourc
e 

N Subset 

1 2 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

0.1% Urea 6 3.6617   
0.3% Urea 6 6.3907 6.3907 
0.7% Urea 6 7.4833 7.4833 
0.5% Urea 6   8.2233 
Sig.   .088 .619 

Duncan(a,
b) 

0.1% Urea 6 3.6617   
0.3% Urea 6 6.3907 6.3907 
0.7% Urea 6   7.4833 
0.5% Urea 6   8.2233 
Sig.   .086 .261 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = 6.682. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
b. Alpha = .05. 
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3. หาสภาวะที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิไลตคิ 
 

3.1 คดัเลือกสตูรอาหารที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคในกระบวนการหมกัโดย
เชื #อยีสต์ Saccharomycopsis fibuligera   

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:Activity     

Source 
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 2.156a 19 .113 3.069 .001 

Intercept 14.178 1 14.178 383.381 .000 

source .240 3 .080 2.160 .108 

cultivation_time 1.494 4 .373 10.098 .000 

source * cultivation_time .423 12 .035 .953 .507 

Error 1.479 40 .037   

Total 17.813 60    

Corrected Total 3.636 59    

a. R Squared = .593 (Adjusted R Squared = .400)    
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Homogeneous Subsets 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Activity 

 

source N 

Subset 

 1 2 

Tukey HSDa สตูรที� 3 15 .4141  

สตูรที� 4 15 .4547  

สตูรที� 1 15 .4906  

สตูรที� 2 15 .5850  

Sig.  .087  

Duncana สตูรที� 3 15 .4141  

สตูรที� 4 15 .4547 .4547 

สตูรที� 1 15 .4906 .4906 

สตูรที� 2 15  .5850 

Sig.  .312 .086 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = .037. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000. 
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cultivation_time 
Homogeneous Subsets 

Activity 

 cultivati
on_tim
e N 

Subset 

 
1 2 3 

Tukey HSDa 0 h 12 .2044   

120 h 12  .4409  

72 h 12  .5274  

48 h 12  .6116  

24 h 12  .6461  

Sig.  1.000 .087  

Duncana 0 h 12 .2044   

120 h 12  .4409  

72 h 12  .5274 .5274 

48 h 12   .6116 

24 h 12   .6461 

Sig.  1.000 .277 .161 
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3.2 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไล
ตคิในกระบวนการหมักโดยเชื Aอยีสต์ Saccharomycopsis fibuligera   

 
Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:Activity     

Source 
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 5.661a 19 .298 9.495 .000 

Intercept 34.274 1 34.274 1092.240 .000 

source .803 3 .268 8.528 .000 

cultivation_time 4.371 4 1.093 34.825 .000 

source * cultivation_time .487 12 .041 1.294 .260 

Error 1.255 40 .031   

Total 41.190 60    

Corrected Total 6.916 59    

a. R Squared = .819 (Adjusted R Squared = .732)    
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Homogeneous Subsets 

Activity 

 

source N 

Subset 

 1 2 

Tukey HSDa 1%carbon 15 .5618  

5%carbon 15  .7784 

3%carbon 15  .8233 

7%carbon 15  .8597 

Sig.  1.000 .595 

Duncana 1%carbon 15 .5618  

5%carbon 15  .7784 

3%carbon 15  .8233 

7%carbon 15  .8597 

Sig.  1.000 .243 
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cultivation_time 

Activity 

 cultivati
on_tim
e N 

Subset 

 
1 2 

Tukey HSDa 0 h 12 .2178  

48 h 12  .8567 

120 h 12  .8839 

24 h 12  .8955 

72 h 12  .9251 

Sig.  1.000 .877 

Duncana 0 h 12 .2178  

48 h 12  .8567 

120 h 12  .8839 

24 h 12  .8955 

72 h 12  .9251 

Sig.  1.000 .396 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = .031. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 12.000. 
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3.3 ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที� เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติคใน
กระบวนการหมักโดยเชื Aอยีสต์ Saccharomycopsis fibuligera   
 

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: Activity  

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected Model .153(a) 3 .051 8.320 .008 
Intercept 7.435 1 7.435 1215.252 .000 
source .153 3 .051 8.320 .008 
cultivation_time .000 0 . . . 
source * 
cultivation_time 

.000 0 . . . 

Error .049 8 .006     
Total 7.637 12       
Corrected Total .202 11       

  a. R Squared = .757 (Adjusted R Squared = .666) 
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Homogeneous Subsets 
                          Activity 

  source 

N Subset 

1 2 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

peptone 3 .6579   
yeast extracrt 3 .7393   
Ammonium 
sulfate 

3 .7856 .7856 

Urea 3   .9658 
Sig.   .264 .086 

Duncan(a,
b) 

peptone 3 .6579   
yeast extracrt 3 .7393   
Ammonium 
sulfate 

3 .7856   

Urea 3   .9658 
Sig.   .091 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = .006. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
b. Alpha = .05. 
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3.4 ศึกษาความเข้มข้นแหล่งไนโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะมิโลไลติค
ในกระบวนการหมักโดยเชื Aอยีสต์ Saccharomycopsis fibuligera   

 
Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: Activity  

Source 

Type III 
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Corrected Model .149(a) 3 .050 10.959 .003 
Intercept 11.361 1 11.361 2500.157 .000 
source .149 3 .050 10.959 .003 
cultivation_time .000 0 . . . 
source * 
cultivation_time 

.000 0 . . . 

Error .036 8 .005     
Total 11.546 12       
Corrected Total .186 11       

  a. R Squared = .804 (Adjusted R Squared = .731) 
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Homogeneous Subsets 
Activity 

  source 

N Subset 

1 2 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

0.1%Ure
a 

3 .8134   

0.5%Ure
a 

3 .9236 .9236 

0.3%Ure
a 

3   1.0729 

0.7%Ure
a 

3   1.0821 

Sig.   .263 .079 

Duncan(a,
b) 

0.1%Ure
a 

3 .8134   

0.5%Ure
a 

3 .9236   

0.3%Ure
a 

3   1.0729 

0.7%Ure
a 

3   1.0821 

Sig.   .080 .870 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 Based on Type III Sum of Squares 
 The error term is Mean Square(Error) = .005. 
a.  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
b.  Alpha = .05. 
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