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reunthil Bavmufouausaldleladlumsndnionuenldlagldonns Yeast-malt  extract
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geanileifisuduleluaniu dadmuiouloloian SKN 2-1 aunsniednuazkdniovuealdiionmgd
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flgaumadl 40 way dsesmiwaldua uazlivhaiuluingiu  Mszneulusmeiwaglaa 37.67 + 0.31
Wesiud wliaglad 33.36 + 1.96 Wesiud wagiiniu 4.12 = 0.36 Wosidud wui dadnuseu
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Abstract

The aim of this research is to use cellulosic microorganism in agricultural application.
Ethanol production by thermotolerant yeasts have been extensively studied, because
thermotolerant yeasts are capable of growth and fermentation during the summer months
in non-tropical countries as well as under tropical climates. The result revealed that 7 from
25 isolate show to be thermotolerant xylose-utilizing yeasts for ethanol production from rice
straw. Yeast-malt extract medium was used to isolate thermotolerant yeasts at 35, 37, 40, 45
and 50 °C. SKN 2-1 was showing producing highest yield of ethanol compared to other
isolates. SKN 2-1 could grow and produce ethanol at 40 and 45 °C. The thermotolerant
yeast isolate SKN 2-1 produced the highest concentration of ethanol 0.66 and 0.87 ¢ L
which was equivalent 7.67 and 10.10 of the theoretical ethanol yield r at 40 and 45 °C using
rice straw contained cellulose 37.67 + 0.31%, hemicelluloses 33.36 + 1.96% and lignin 4.12

+ 0.36% as substrate.

Keywords: cellulosic microorganism rice straw ethanol
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Tugadflalagasgnimidlos Dxylose reductase lilulganeauazazgneendladlaeg
xylitol dehydrogenase VL@TLI“]uaieﬁqiaamﬂﬁu%Lﬁmmimgauuﬂmimﬂu glyceraldehyde-3-
phosphate wag fructose-6-phosphate L1dnszuIuNsMinAUUnA SadTianunsatinnalelag
dngnsruaunsusiniifinsfinuogaunivanswaranunsaviininalelaaudalfiomueasonin
Wundnsiueiogianen Aeaneug Candida shehatea, Pachysolen tannophilus wa Pichia
stipitis

FumeulunsndaemuealneiillasUszneudeniswieaingiunsutn (- fermentation)
nsndu ( distillation) wagnsidath (- dehydration) dslunsdifitaniufiduutimieTngh
Ussunvdnlumagloa asfesdidunounisgen (hydrolysis) wieiasuduthmanounisusin ganns
dorfngRuvsznvnlusagloafiowdeuduihmaaansavilglaeldnsavdeteulssd nisldnan
fuiifeidy Ao lunsinufiseveddgamglaafitenintusuusuandunisdentilsl
wInzazsnAnndnsamiflidosns muusilifemumusenisiansouvesnsaldfsiisnauns
wazdoafimarndaihsfimdennnssuiunsisdinsndovuey fdunmisliiouleBaduisd
thawla mszieulesifimndnnzgs Uiisondniannsdunans  liRenansnsinlifeanis
mileufunsldngn shlsialdanelunisidnveaduanas uaznseurumssdnevueaiidesly
ﬁf\]ﬁ]‘uum ﬂiumumimamm‘u Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) lng/57a
Funeumsdenafsgniing Wewdsuduihma wdeutumamindedaflutunoudetu us
nsgvIuNs SSF Anslgungiigelsanunsavanewadianld nzesduBadildlunszuaums
vinAsiinrmasalunmsvusiegumniigsagyilissavsnmlunszuiumsndaioyueaiii
sndudaiulumAdedidunaadiernsdansedaimuouiitanumunsolunsitlelaadg
nszuaunsuiinifiondmeniuealaglinnsdindutngudiulunsuan
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nstevameiaglaaseioulusivildlnelfivagiaauaziefivagiaa lwagiaalueuluii
&Jaaamm%aaiaalmflmfwmaﬂaiﬂa Usenoumetouleyl 3 ¥dauyinausiuiy fe endoglucanase
%39 carboxymethyl cellulase (EC 3.2.1.4), cellobiohydrolase %39 exogtucanase (EC 3.2.1.91)
LAy ,8 -glucosidase (EC 3.2.1.21) (Howard, 2003) LL&J’JW%@JLLU@VIL?‘&JLLazLSUEJiWN’mﬂJWEWlmiJﬁﬂ
waniwaguaals e Trichoderma  reesei waganeug  mutant 1l flesannd]
AnuasalumMIndaagaalafuzdmiunisdesaats  (Ryu wag Mandels, 1980; Wyman,
1994) drusiiwagueaiueulnifdesamoisiivaglasdilouauiussdusznoundnyinliladu
vmalelaa Uszneuseeulesd 2 wia lug)  #o endoxylanase (EC 3.2.1.8) uar 3 xylosidase
(EC 3.2.1.37) (Flores, Pérez waz Huitron, 1997) wARlFaINTe Streptomyces  spp.
(MacKenzie oAy, 1987), Fusarium oxysporum (Panagiotou wagaaeg, 2003) way Aspergillus
spp. (Guimaraes uazaas, 2006) s wagiaauaglvuaiualdfins@nunfuanniian anansonde



lpannigesfidesameaniuwagladlan lneangee198q Trichoderma spp. (MacKenzie wagansy,
1987) T. reesei anynsonanlaviagaginauazielivagiad ( Juhasz wavay, 2005) I4ineiae
wnnldgesaaednluwagloa wszvililideddwenaedlunmndaeuled nsldeulediden
wangUsen1smszoulesiiinnudiniziangasgs (Wyman, 1994)
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1.1 MaAuAI9E
Auseeevhstnandminguns thdegnanadn Aldundsliazein wazihludsu
anneneIsnanmeninsely
1.2 n5USUaNIWINgAUAIITNINIEAIN
tmnsdlueulsiuisfigamai 60 ssmwadua Wuna 3 Yu mndusalifioun
\Einas uadheintestiuuasintesunaziBennudiiu udahluseuiunzunsssouiiisvunn 0.4
fadiuns wlddunseenindsazihluld lumsveaeswsioly dmsuduieguunzunsasouas
ihlulflumsiinsgsimesduseneuvesiinaiivdnuuzvossdniriunsnsuivanningiv
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13 msUSuanmIngauAIsNNUAL
Yvedfinunisuuanmeisnaniennldiduns uusunm 0.6 nsu Taasluluw
ananuua 200 Tadans inn1susuaniwingaumelsmamiilagldis alkaline peroxide
pretreatment lnaliugamlatdiwesoonlen pH 11.5 aslUlunanannisieseududanilatnes
panlandmsuinlu 1 waranazldlalasiumesoanlan 7.5 WesiudlnguSuing Usum 4
fiaddns (15 Weddudlneuavesiindld/ Usunsveslalasaunesoenles) udwsu  pH ndu
115678 Twdeslensenled emdudu 05 Tums pnduiludsluedossgmuumuaugungd
7i 35 srwaiua s 250 seusoundt \unan 24 Faluaudsu pH Wy 5.0 densalalng
AavsniutunautihlUgovaatsmetouluinely

1.4 mMsdagaanealaiaulel
Wnagatiuay 18 giin Aadu 30 glle/niuvesingiv) lsauadiuin 10.8 ¢
s (Aelu 18 glls/niuvesingdiu) wazansazanelabendmsntnmles anududy  0.05 luas
pH 4.8 Usuas 5 Tadans aslulurananisl nguazwaraniilu yamiuaudariunisusuann
Y aa g v ° I = I ad = <
meTsmaailude 3.5.1.3 dluudlueSeuvguuuniunugumii 50 osAeaIded AL
150 sousioundl {Wuvian 72 Falus

1.5 M15ATIZNUSUAUBIAUIZNDUVDITINIANY

ihnsdniivanazsemendinanidunoenluudmnmuiinaesiusenaues
1aNYANITU0Y Goering Hag  Van Soest (1970) AAs1zsnIAInIgg Ais Usunal  neutral
detergent fiber (NDF) U316 acid detergent fiber (ADF) U3u1ad permanganate lignin (PML)
wazUnand wethluduim Usinuwaglaa  1efiwagloa wavaniu adussduszneues
Famaiy lnendhusazeiaasiinswinomn 3 81 uneunslnszilasgeuanslunin
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2 ANSHAALINIUDA
2.1 Yaunsdldlunsnin
duvsnlluaideiidad 2 vila Ao
(n) P. stipitis CBS 5773 l@5uu121n Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS) Usginiuisasuaun
(¥) Basmudeuiildannisiansedlunided

2.2 mafiudnuiie
dedelagldguideidomanamuemiuiades (agar slant) gns YMA iy
Juflgamgd 40 esmeaidea Wunan 2 Fu wdihlufulifigamnd 4 ssnwaidoa lasdeude
asuweNsvY (subculture) VN 3 1wy
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2.3 MsfAnwagrandndenunzauina Wldwe niussansawlumsudnend
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2.3.1. NISANYINTLIIYVINWYD P. stipitis



srevhdedasmnuduiu 5 Weddusaduomslalaa Unluannswefimnung
59U 200 50UsBUNT Ml 30 ssmwaldEaLiUTeE N ilstalus e TansiasyFule fe
m‘%'aﬁmmmi@mﬂﬁmm (spectrophotometer) finuemAdy 600 U luuns

2.3.2. NM3ANYINTATYVasBaANUSIY

shetadedarilamududn 5 Wedidu dadluemslelaa Unluannizingil
ANNLTITEU 200 sOURBUNT gamnil 40 ssmwailaAusiedimnauiedalie Wedanis
L3gLAUle

2.4 MmsUuanmingiuaedaniaaiineuldlunszuiums SSF

thhadniuadussudnn 21 n$u ldadluranadewa 2 Bnsvinisufuanm
FgAumeismuaiiniude 3 Usu  pH 1lu 5.0 mensalalasrassniduduneuiluldlunismdn
foly

2.5 nsidansemsisndudmiunisiasuiviavesdad

wivhednirunsUsuanmingiuseismaniasludosin iuansemsasld
Tnefivansannandanusunn 6 nsuasannanueanUsuin 6 ndulazuonludeudamnuiuiu
10 n3u lavazangluasazanalafvu@imsny wies anudutu 0.05 luans pH 5.0 Usuins 100
fiedans By 5 Wesiduflasyiuinms) USuuasanineidu 1,800 Sadanssetindu Tndh
faufnsaianwlviain dilufsidofigungl 121 ssenwaduamiudu 15 audronisnsin
Wurian 15 undl

2.6 Manseuaulesl
Tdwagiaauasloauanienism fe  Sigma C2730 wazFluca 95595 ANa1RAU
lngwaguaaiinanssuveseulasivindu 82 elinseliadans wavleawuaifnssuveaeuledviiv
296.36 yilnsediadans deisnismianssuvesouley ieuleiwiazyiailauinsaaiuyanses
A 9w & > a A =Y
asiielvivasniie Ingldwaglagesdimamsiusuiisniuruin 0.2 luasew 1Wufinses

2.7 MIuaMENIUEAINNINT1IRIBNTZUIUMS SSF
2.7.1 Maiasand e
Aesndide P, stipites uariainudou Tnedsadonuorgfvanzay
Mniurendtiovinay 200 fadans Eadu 10 Wesidudlasyiunes) aduffnsaiianm
2.7.2 maduaulag
AuwagiaauaglvaniuaiiiunisnsesudrUina 630 wag 378 giin
puddu asldlufafnsalfanm anduidinsaifanmlsesusenuny Tnedaluialis



AILEITBUWINAY 200 Sousiawndl Asamall 35 sarwaluad sy P stipitis Wargaugi 40
= o v A ¢ v & o ' 1Y) & Y v A ey
asmwaeadmivdadvuieu inuiedimng 24 Pilualunan 8 T lngdeunsaldinm

2.8 MSBATITANBASUTITIRAIINNTZUILNI AN

Tunsgurunsudn Megreusuns 3 Jadans %gﬂLﬁuﬁLwiazszmL’Jmsuaqmiwﬁmﬁaﬁwm
¥msiasedimUSnanananuesemusaiiintuanmsuingaeedes uialasunns il (GC-
2010A Shimadzu, Japan) ¢igmeauil DB-WAX (Agilent Technologies, USA) aaumgiinasuil
W2 (Injector) LazfIngI93U ( Detector) Windu 4 5, 250 waz 260 aeegalfivd aua1fu
wazlduneasideaduniasiui ( carer gas) wandnunasuveswansneiduIneanuLdunsuse
ans

NAN1SANYI

1. ManagauANNamnsalunkanleuaavasdaauiou
fadmudouiianunsaasydulalefigamgl 10 esmisadeatulugnidenumeaoy
aruannsalunisudneniuoa Tnedendadmuiourianun 25 lelean umaaeuluawnslelaa
feflarnududuvenimalalaa 20 niusedns Wevuilgumfl 40, 45 uag 50 osenwaLioa Hu
e 7 YudieliAnnisvinuaznanieniuea nuitandasmufeuianua 25 lelean fifiss 7 lo
Toiavanansaltlelaauazrdnomuealsfigamgi 1 3 lelsiavilasnsandnovuoaldiigamngi
45 asmuwaduauayBasanunlilaunsnndnionuealdfigumgd 50 sswnwadoa lasdadny
Youmunsananevusaldinniignfigamall 40 ssrwaidea

a ol

15799 1 Swudadnuiounaunsondaiemuealanaumngiineg

3

geunNd U U
(BermLvaLTYH) lolaiam ANNSONAAENIUEE lANTaNAReYIUDA
a0 27 7 20
45 13 3 10
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a a Aa ¢ P a val a ]
AITNN 2 ‘Uill']mLE]VHU'E]ﬁ‘Vlﬁamﬂusauwa@‘lﬂwqmﬁﬂuﬂ 40 23ANGaLYA

lolaian LBNIUDA 51617@%‘@368 ﬁgwmaﬁi%”lﬂ NSUYDUENIUDA  ethanol yield
(NTumDEnNS) (NSumpdns)  (NSUFRERS)  MPNsuYBIUInNIg (Weasidu)
SKN 1-2 0.05+0.01 1.26+0.00 18.74 0.003 0.58
SKN 2-1 0.28+0.00 1.20+0.01 18.80 0.015 2.94
SKN 2-2 0.04+0.01 1.20+0.01 18.80 0.004 0.20
SKN 2-3 0.04+0.00 1.14+0.00 18.86 0.002 0.10
SKN 2-7 0.04+0.01 1.15+0.01 18.85 0.002 0.39
SKN 3-1 0.05+0.00 1.28+0.01 18.72 0.003 0.59
SKN 3-2 0.04+0.00 1.22+0.02 18.78 0.002 0.39
0.3
0.25
f% 0.2
£
’é 0.15
e
2 01
&
0.05
M EEEEEN)

SKMN1-2  SKN2-1 SKNMNZ2-2  SKMNZ2-3  SKN2-7  SKN3-1  SKN3-2

Yalsiian

a

A9 3 YSunanenueandadinuioundnlaigamgil 40 asegades

Y

1NUSUIULDNUAMANTUINNASVINVDING 7 talatanuiiatUSsuiisunuseninausuna

enuealuesidudnuintlolaian  SKN 2-1 anunsandseniuealduiniignainunasnsueud
Duhenalelaa 20 nSusiedns Snvazvesdadvusauleleian SKN 2-1



(n) ()

il 4. Shwazvesdasnuieulelaan SKN 2-1
(n) VR MISUTS YM
(v) aelandesqanssAuindevene 100 Wh
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2. NMSANYINANTENUVDIUNYANTNARDNITAIYUAZNTHEALDN LAV EHANUTaUY

nsfinwmansenuYesgamifitinaiensisinuedaimuioumenus  SKN 2-1 ¥ins
yaaedlutag gamgiisening 35 - 55 earniwallua nan1sAnwINUIgAmMYTBadvuSeuiing
Wwaulenndiga Ae gaumnd 40 ssmwaldualasgIINAANLYUTIANEIAAY 600 WTuLLAS
uarnaisyiulnvesBadimuiou aranasiioonmniaatu dafulunuidetasyinisdne
AEnIsalunsHAReUeavesTadvuSeuTionmgll 4 0 ssmwaldea Lilesaniagiunsld
fadlugnanmnssunsnanemusaszligumniiussua 30-35 esrmwadea  Fadugumaiidil
wneaufunssyiulavesBad Juilinandaveceniuea AldUSinantes warnnsldBadin
Souluganmnssunissdnemueatiuardswaisdununsuaniiesinnssuiunissdaenuealy
tagtudidudedinssuriummdaduiielvdadannsanigdulald fealddelunssuiunis
seoufuiiiunugs dafunsliBaimuoulunssuiumanananunsoandildinglunszuiunsvde
WWunaznsyurunsnaulsl
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DOUVINH (BVANTALTHA)

AT 5 HANTENUTRIRMQUTTHAtaNSTyvasdarvuTeulolaan SKN 2-1 Fuhmmeaesly
anslelaa Wunan 24 Hlug

nsfnwnansEnuTesgmgiifidnasionsHAnovuoavesdainuieulelaan  SKN 2-1
TnevageumuaansalunsaneUea fienmgdl 30, 35, 40, 45 way 50 BsrLvATYE WU
fadmusouloluian 2-1 sansondnevuoaliUiinugsgaigumnd 40 ssmwaldsaLazaNTD
wAneuealsfignmgdl 45 ssmidua dauflgamgll 30, 35 uar 50 ssrwalea Tadmuioulels
e 2-1 llanunsondaeniueals
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DOUVINH (BFNIHALTEE)

dl Qd‘d 1 a = 3 ¥
A9 6 HANTENUTRIRITNNARENINENEVNURATesBaduTaulalaian SKN 2-1
NsANYINANIENUVRIRMATIRENTSRT kAN SHANEN UeavRTadnuToulelyan 2-1
wuhgadnuiouleluian 2-1 anansaiasauasndnemuealavigngil 40 uag 45 pemwalded B
Jugamglnunzaudunsndaenuealugieniavesdszmaluniou lnedwlvanisndae
ya ¢ Y L. a a ¢ o ¢ L. 2 o ea
muealdBafanenug S. cerevisiae Tunszuiunisudn Inedadaneiug S. cerevisiae Wudadinnu
foanmzwIngennaqlan uiluaeiugiveugamgiiviunas fadihunaeiugannsaadey
lofngaumail 40-42 sariwaldea uin1suinenueainlafangumiliiies 33-35 o9 waidea
Felunedmsunsuiiniemuealulsewelneigamgiiainaent lnerusouigaiuuenainae
1NN IivesENNINIAToULT UV neMUealalidnTINsniinasziiauTouiny
Tudnsfigesng nswdsaenueamedadameiugmlugaindudadnvevgamaiiuiunans e

£ (%
=

gaunilastumnuaunsalun1sHanenueaIzanal aulunslidadiianunsalasyuasndnem
wealnANeamaligastiaiinuszansamlunisudaemueagiy uasUselovivoinislidand

9 Y
a o

yugumgligedmiunisnanenuealugaamnisy Ao aansldszuuvaefu Jevilaldeelu
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	นำฟางข้าวไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นตัดให้มีขนาดเล็กลง บดด้วยเครื่องปั่นและเครื่องบดละเอียดตามลำดับ แล้วนำไปร่อนผ่านตะแกรงร่อนที่มีรูขนาด 0.4 มิลลิเมตร จนได้เป็นผงออกมาซึ่งจะนำไปใช้ ในการทดลองต่อไป สำหรับส่วนที่อยู่บน...
	1.4 การย่อยสลายด้วยเอนไซม์
	2.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมัก
	2.2 การเก็บรักษาเชื้อ

	2.4 การปรับสภาพวัตถุดิบด้วยวิธีทางเคมีก่อนใช้ในกระบวนการ SSF
	นำฟางข้าวที่บดเป็นผงแล้วมา 21 กรัม ใส่ลงในฟลาสก์ขนาด 2 ลิตรทำการปรับสภาพวัตถุดิบด้วยวิธีทางเคมีตามข้อ 3 ปรับ pH เป็น 5.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นก่อนนำไปใช้ในการหมักต่อไป
	2.5 การเติมสารอาหารที่จำเป็นสำหรับการเจริญเติบโตของยีสต์
	เทฟางข้าวที่ผ่านการปรับสภาพวัตถุดิบด้วยวิธีทางเคมีลงในถังหมัก เติมสารอาหารลงไปโดยเติมสารสกัดจากยีสต์ปริมาณ 6 กรัมสารสกัดจากมอลต์ปริมาณ 6 กรัมและแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 10 กรัม โดยละลายในสารละลายโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ pH 5.0 ปริม...
	2.6 การเตรียมเอนไซม์
	ใช้เซลลูเลสและไซลาเนสทางการค้า คือ Sigma C2730 และFluca 95595 ตามลำดับโดยเซลลูเลสมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 82 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และไซลาแนสมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 296.36 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งวิธีการหากิจกรรมของเอนไซม์ นำเอนไซม์แต่ละชนิดที่ได้มา...
	2.7 การผลิตเอทานอลจากฟางข้าวด้วยกระบวนการ SSF
	2.7.1 การเลี้ยงกล้าเชื้อ
	เลี้ยงกล้าเชื้อ P. stipites และยีสต์ทนร้อน โดยเลี้ยงเชื้อตามอายุที่เหมาะสม จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อชนิดละ 200 มิลลิลิตร (คิดเป็น 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร) ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
	2.7.2 การเติมเอนไซม์
	เติมเซลลูเลสและไซลาเนสที่ผ่านการกรองแล้วปริมาณ 630 และ 378 ยูนิต ตามลำดับ ลงไปในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ จากนั้นนำถังปฏิกรณ์ชีวภาพไปต่อกับจอควบคุม โดยตั้งค่าใบพัดให้มีความเร็วรอบเท่ากับ 200 รอบต่อนาที ตั้งอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสสำหรับ P. stipitis และอุณหภูมิ...
	ประวัติคณะวิจัย
	ประวัติการศึกษา (ปริญญาตรี – เอก; สาขา และสถาบัน)
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