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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 การผลิตเอทานอลทางชีวภาพ 

กระบวนการผลิตเอทานอลทางชีวภาพเปนกระบวนการท่ีใชจุลินทรียท่ีสามารถใชคารโบไฮเดรต 
แลวใหเอทานอลเปนผลิตภัณฑ โดยในทางทฤษฎี จากกระบวนการหมักโดยใชจุลินทรีย เม่ือน้ําตาลถูกใช
โดยยีสต น้ําตาลจะถูกนําเขาสูเซลลแลวถูกยอยสลายโดยวิถีไกลโคไลซีส (glycolysis pathway) หรือวิถี 
Embden - Meyerhof – Parnas (EMP) (รูปท่ี 2.1) โดยไมมีการใชอากาศในปฏิกิริยา ไดผลิตภัณฑเปน
กรดไพรูวิก 2 โมเลกุล ซ่ึงกรดไพรูวิกนี้ในสิ่งมีชีวิตจะถูกใชเปนสารตั้งตนในหลายเมแทบอลิซึมภายในเซลล 
ยีสตและแบคทีเรียบางชนิดสามารถจะเปลี่ยนกรดไพรูวิกเปนเอทานอลได ซ่ึงตองมีการคัดเลือกสายพันธุ
และควบคุมสภาวะใหเหมาะสม เพ่ือไมใหเกิดผลิตภัณฑชนิดอ่ืนท่ีไมตองการ ในทางทฤษฎีกลูโคสสามารถ
เปลี่ยนเปนเอทานอลได  51 เปอรเ ซ็นต (กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคสท่ีใช ) และไดแกส
คารบอนไดออกไซด 49 เปอรเซ็นต (กรัมคารบอนไดออกไซดตอกรัมกลูโคสท่ีใช) ดังสมการตอไปนี้ 

 

C6H12O6 (aq)      2C2H5OH (l) + 2CO2 (g), ∆H = -68.92 kJ/mol 
(กลูโคส)       (เอทานอล) (คารบอนไดออกไซด) 

180 g                             92 g           88 g  
100 %                            51 %          49 % 

 
 จุลินทรียท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิด ไดแก S. cerevisiae,  Kluyveromyces 
fragillis, K. marxianus, Candida utilis, Pachysolen tannophilus, Shizosaccharomyces sp. 
และ Zymomonas mobllis เปนตน (Lin และ Tanaka, 2006) 
 วิถีการเปล่ียนน้ําตาลเปนเอทานอลภายในเซลลจุลินทรียสามารถแบงออกได 2 ข้ันตอนหลัก 
ดังนี้ 

1) วิถีไกลโคไลซิส (Glycolysis pathway) หรือ Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) 
pathway 

ในสภาวะท่ีไมใชอากาศและระบบมีความเปนกลางหรือกรดเล็กนอย โดยมีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน กลูโคสซ่ึงเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลจะถูกเปลี่ยนไปเปนกรดไพรูวิก โดยมีข้ันตอนการ
เปลี่ยนดังนี้ (วิลาวัณย, 2539) 
 

(1) Glucose + ATP                                           glucose - 6 - phosphate + ADP   
 

(2) Glucose - 6 - phosphate                                            fructose - 6 - phosphate  

 
(3) Fructose - 6 - phosphate       fructose - 1,6 - diphosphate 

 
 

ยีสต 

hexokinase 

phosphofructokinase 

(adenosine diphosphate ) (adenosine triphosphate) 

phosphoglucoisomerase 
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(4) Fructose - 1,6 - diphosphate        dihydroxyacetone phosphate + glyceraldehydes-3-phosphate 

 
                                                           triosephosphate - 3 - phosphate isomerase 

 
    glyceraldehyde - 3 - phosphate 
 
 

 
(5) Glyceraldehyde - 3 - phosphate + NAD+ + Pi               1,3 - diphosphoglycerate + NADH + H+ 

 
 
(6) 1,3 - Diphosphoglycerate + ADP    3 - phosphoglycerate + ATP 
 
 
(7) 3 - Phosphoglycerate 2 - phosphoglycerate 
 
 
(8) 2 - Phosphoglycerate  phosphoenol pyruvate 
 
 
(9) Phosphoenol pyruvate + ADP    pyruvate + ATP 

 
 
   2) วิถีการเปล่ียนไพรูเวทไปเปนเอทานอล 
  หลังจากท่ีน้ําตาลกลูโคสผานวิถีไกลโคไลซิสแลว ผลิตภัณฑสุดทายจะไดกรดไพรูวิก 
2 โมเลกุล จากนั้นกรดไพรูวิกจะถูกเปลี่ยนเปนสารตางๆ แตกตางกันไปข้ึนอยูกับกลไกการใชกรดไพรูวิก
ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด และสภาวะในการดํารงชีวิตขณะนั้น เชน จุลินทรียท่ีสรางกรดแลคติค จะเปลี่ยน
กรดไพรูวิกไปเปนกรดแลคติคในสภาวะท่ีไมมีอากาศ แตในสภาวะท่ีมีอากาศกรดนี้จะเขาสูกระบวนการ
ผลิตเซลลหรือสรางผลิตภัณฑชนิดอ่ืน หรือถาเปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชอากาศจะเปลี่ยนกรดไพรูวิกเปนอะซิติลโค
เอกอนเขาสูวัฎจักรเคร็บ และเขาสูกระบวนการถายโอนอิเล็กตรอน โดยมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน
ตัวสุดทาย ใหพลังงาน 32 ATP ปริมาณพลังงานจะมากเทาใดข้ึนอยูกับตําแหนงท่ีมีการสลายพลังงาน 
หรือข้ึนอยูกลไกของสิ่งมีชีวิตนั้นในการสลายสารใหพลังงาน (คณิต, 2548) จุลินทรียท่ีผลิตเอทานอลไดใน
สภาวะท่ีไมมีอากาศจะเปลี่ยนกรดไพรูวิกเปนเอทานอล กลไกการเปลี่ยนกรดไพรูวิกของจุลินทรียท่ี
สามารถผลิตเอทานอลได (วิลาวัณย, 2539) มีข้ันตอนดังนี้ 
  
(1) Pyruvic acid                  acetaldehyde + CO2 
 
 
(2) Acetaldehyde + NADH + H+      ethanol + NAD+ 

 

aldolase 

glyceraldehydes - 3 - phosphate 
dehydrogenase 

phosphoglycerate kinase 

phosphoglyceromutase 

enolase 

pyruvate kinase 

pyruvate decarboxylase 

alcohol dehydrogenase 
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 กรดไพรูวิกท่ีไดจะถูกเปลี่ยนเปนเอทานอล ทําใหปริมาณเอทานอลสูงข้ึน อยางไรก็ตามใน
จุลินทรียท่ีผลิตเอทานอลได จะมีกระบวนการใชสารตางๆ แตกตางกันออกไป ทําใหเกิดผลิตภัณฑชนิด
อ่ืนๆ ดวย หรือจุลินทรียนั้นอาจสามารถใชเอทานอลนั้นในการเจริญตอไปไดอีก ทําใหปริมาณเอทานอล
ลดลงเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี (วิลาวัณย, 2539) 

 ตัวอยางผลิตภัณฑหลังการหมักท่ีตรวจพบ เม่ือใช S. cerevisiae ในการใชน้ําตาลเฮกโซสเปน
แหลงคารบอน ไดแก เอทานอล 48.4 เปอรเซ็นต คารบอนไดออกไซดรอยละ 46.5 เปอรเซ็นต อะซิตาลดี
ไฮด 0.0 – 0.3 เปอรเซ็นต กรดอะซิติกรอยละ 0.05 – 0.25 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล 2.5 – 3.6 เปอรเซ็นต 
กรดแลคติค 0.0 – 0.2 เปอรเซ็นต กรดซัคซินิค 0.5 – 0.77 เปอรเซ็นต และ Fuel oil 0.025 – 0.5 
เปอรเซ็นต เปนตน (ณัฐศิษฎ และคณะ, 2530) 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 การสลายน้ําตาลกลูโคสโดยวิถีไกลโคไลซิส โดยน้ําตาลกลูโคสเปลี่ยนเปนกรดไพรูวิก  จากนั้น
กรดไพรูวิกเปลี่ยนเปนเอทานอลและแกสคารบอนไดออกไซด (HK: hexokinase, PGI: phosphogluco-
isomerase, PFK: phosphofructokinase, FBPA: fructose bisphosphate aldolase, TPI: triose 
phosphate isomerase, GAPDH: glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase, PGK: phos-
phoglycerate kinase, PGM: phosphoglyceromutase, ENO: enolase, PYK: pyruvate kinase, 
PDC: pyruvate decarboxylase, ADH: alcohol dehydrogenase (Madigan และคณะ 2000). 
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2.2 ยีสต  
2.2.1 ลักษณะท่ัวไปและโครงสรางของยีสต 

ยีสตเปนจุลินทรียพวกยูคาริโอต ยีสตสวนใหญมีรูปรางกลมหรือรี นอกจากนี้อาจมีรูปรางเปน
รูปถ่ัว เลมอน ทรงกระบอก สามเหลี่ยม หรือยาวเปนสาย ขนาดของยีสตแตกตางกันในแตละชนิด 
ลักษณะเดนของยีสตคือ เปนเซลลเดียวและมีหนอ การแตกหนอบางครั้งไมหลุดออกจากกัน แตเกาะกัน
เปนกลุม บางครั้งมีการเปลี่ยนแปลงโดยเซลลตรงกลางยาวตอกันเปนสาย เรียกซูโดไมซีเลียม 
(pseudomycelium) โครงสรางท่ัวไปของยีสตคือ ผนังเซลลหนาประมาณ 25 นาโนเมตร หนัก 25 
เปอรเซ็นต ของน้ําหนักแหงเซลลโดยพบโปรตีนประมาณ 10 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักแหงของผนังเซลล 
โดยอาจอยูในรูปเอนไซมท่ีติดผนังเซลล เซลลเมมเบรนของยีสตสวนใหญเปนพวกลิปดและโปรตีน 
คารโบไฮเดรตมีปริมาณเล็กนอยมีนิวเคลียสเห็นไดชัดเจนเม่ือใชกลองจุลทรรศนแบบเฟสคอนทรัส โดย
นิวเคลียสของยีสตมักอยูระหวาง แวคิวโอลและหนอ ไมโทคอนเดรียมีรูปรางกลมหรือรูปทอน ขนาดเสน
ผานศูนยกลางประมาณ  0.3 – 1 ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ในยีสตท่ีโตเต็มวัย ภายในเซลลจะ
เห็นแวคิวโอลขนาดใหญ หนาท่ีของแวคิวโอลยังไมแนชัดแตพบวาในแวคิวโอลมีไฮโดรไลติกเอนไซม พอลิ
ฟอสเฟต ลิปด สารตัวกลางท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา และโลหะไอออน จึงเชื่อวาอาจทําหนาท่ีเปนแหลงเก็บ
สะสมอาหาร และไฮไลติกเอนไซม สวนโครงสรางอ่ืน ๆ ภายในเซลล ประกอบดวย ไรโบโซมชนิด 80s 
รางแหเอนโดพลาสซึม กอลจิบอดี และเม็ดไขมัน (ลักขณา, 2548) 

 

 
รูปท่ี 2.2 ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของยีสต S. cerevisiae 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae) 
 
2.2.2 ปจจัยท่ีสําคัญตอยีสตในการหมักเอทานอล 

2.2.2.1 ธาตุอาหาร เกลือแร และวิตามิน 
ธาตุอาหารท่ีจําเปนตอการเจริญของยีสตและการหมักเอทานอลสามารถแยก

ออกเปนกลุมไดดังนี้ (วราวุฒิ, 2529) 
2.2.2.1.1 ไนโตรเจน  ยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ 10 เปอรเซ็นตของ

น้ําหนักแหง ดังนั้นไนโตรเจนจึงเปนธาตุอาหารท่ีจําเปน โดยท่ัวไปยีสตสามารถใช ammonium ions  
เปนแหลงไนโตรเจนได แตในยีสตบางชนิดตองการกรดอะมิโนท่ีจําเพาะเทานั้น เพราะกรดอะมิโนดังกลาว
เปนตัวควบคุมการทํางานของ glycolysis pathway อยางไรก็ตาม ในตัวยีสตประกอบดวย purine, 
pyrimidines และกรดอะมิโน  ดังนั้นจึงนาจะใชตัวยีสตเองเปนแหลง amino-nitrogen เชน ในการนําน้ํา
กากสาหรือ Stillage กลับมาใชละลายกากน้ําตาล (ประมาณ 10 - 30 เปอรเซ็นต) เราเรียกกระบวนการ
นี้วา “Stopping back” ซ่ึงนอกจากจะไดธาตุอาหารแลว ยังชวยเพ่ิม buffering capacity และ ลด
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ปริมาณน้ําท่ีตองการใชรวมท้ังเปนการกําจัดน้ํากากสาท้ิงไปในตัวดวย หรือโดยการนําเอาเซลลยีสตท่ีถูก
ยอยสลาย ( lysed yeast cell) กลับมาใชใหม (Jone and Ingledew, 1994) ปจจุบันแหลงไนโตรเจนท่ี
นิยมใชในอุตสาหกรรมการหมักแอลกอฮอลคือ เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

2.2.2.1.2 ฟอสฟอรัส โดยมากใชในรูปเกลือฟอสเฟต ในอัตราประมาณ 0.6 มิลลิโม
ลารตอกรัมเซลล ฟอสเฟต (ในรูป H2PO4) มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของเซลล เพราะเปนตัว
ควบคุมการสังเคราะหไขมัน และคารโบไฮเดรต และรักษาสภาพของผนังเซลล (Walker, 1994) 

2.2.2.1.3 ซัลเฟอร ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบประมาณ 0.3  เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักแหง โดยอยูในรูปของเมไธโอนีน (methionine) แตเนื่องจากเมไธโอนีนมีราคาแพงมาก ดังนั้นใน
อุตสาหกรรมจึงใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแทน (เกลือ inorganic sulphate จะถูกเปลี่ยนเปน 
methionine ภายในเซลลของยีสต แตตองอาศัยพลังงาน 2 moles ATP/mole SO4

2- reduced) 
(Berry et al., 1987) 

2.2.2.1.4 วิตามิน เปนตัวควบคุมเมแทบอลิซึมของยีสต วิตามินเปนโคเอนไซม (co-
enzymes) หรือสารเริ่มตน (precursors) ท่ีทําใหเอนไซมสามารถทํางานไดเต็มท่ี วิตามินท่ียีสตตองการ
สวนใหญเปนไบโอติน และแพนโอธีนิคแอซิด(Alfenore et al., 2002) ความตองการวิตามินชนิดอ่ืน ๆ 
เชน ไธอามีน (B1) ไพริดอกซิน (B6) ไนอาซีน โฟลิกแอซิด (folic acid) และ p-amino benzoic acid 
ข้ึนอยูกับสายพันธุของยีสต บางสายพันธุถามีไธอามีน แตขาดไพริดอกซินจะทําใหการเจริญลดลง ในขณะ
ท่ีบางสายพันธุเจริญไดดีในสภาพท่ีไมมีไธอามีนและไพริดอกซินเทานั้น (วราวุฒิ, 2529) สําหรับในตารางท่ี 
2.1 แสดงวิตามินชนิดตาง ๆ ในรูปท่ีเหมาะสมในการทํางาน หนาท่ีของวิตามินในเมแทบอลิซึม และความ
เขมขนท่ีตองการในกระบวนการหมัก 

2.2.2.1.5 โลหะท่ีมีผลตอการเจริญและการหมักเอทานอล โลหะท่ีมีผลตอการเจริญ
ของยีสตและ/หรือการหมักของเอทานอลมีหลายชนิด ซ่ึงสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม (ศิริมา, 2545) 
ไดแก 

1) Macroelements ไดแก K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn และ Cl เปนตน ซ่ึงยีสต
ตองการในชวง 0.1-1 mM และแรธาตุพวกนี้เขาไปในเซลลยีสตโดยอาศัย facilitated diffusion 

2) Microelements ไดแก Co, B, Cd, Cr, Cu, I, Mo, Ni และ Va, เปนตน ซ่ึงยีสต
ตองการใชในระดับ 0.1-100 µM 

3) Inhibitors ไดแก Ag, As, Bd, Hg, Li, Ni, Os, Pd, Se และ Te เปนตน ถามีใน
ระดับความเขมขนสูงกวา 10-100 µM จะมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตและการหมักของยีสต 
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ตารางที่ 2.1  ผลของวิตามินตอเมแทบอลิซึมของยีสต  (วราวุฒิ, 2529) 

Vitamin   Active form                      Metabolic role                            Optimum 
concentration (mg/l) 

Biotin Biotin  
 

All carboxylation and                                                                               
decarboxylation reactions 

0.005-0.5 
 

Pantothenate 
 

Coenzyme A 
 

Keto acid oxidation reactions                                                  
fatty acid metabolism, amino                                                         
acid, carbohydrate, choline                                                                
metabolism 

0.2-2.0 
 

Thiamin (B1) 
 

Thiamin 
pyrophosphate 
 

Fermentative decarboxylation                      
of pyruvate Oxo-acid oxidation 

and decarboxylation 

0.1-1.0 

Pyridoxine (B6)          Pyridoxal 
phosphate 

Amino acid metabolism, 
deamination, decarboxylation, 
Recemisation reaction 

0.1-1.0 

Folic acid and p-
Amino bebzoic 
acid 

Tetra hydro 
folate 

Transanimation  
Ergosterol synthesis transfer 1 
carbon units 

0.5-5.0 

Niacin  
(Nicotinic acid) 

NAD+, NADP+ Dehydrogenation reaction 0.1-1.0 

Riboflavin (B2) FMN, FAD Same flavoprotein, 
dehydrogenation reactions and 
some amino acid oxidations 

0.1-0.25 

 
ในหัวขอนี้จะกลาวถึงเฉพาะโลหะท่ีใชในงานวิจัยนี้ คือ Zn, Mg และ Mn 
(1) สังกะสี (Zn) จําเปนสําหรับสิ่งมีชีวิตทุกชนิด ซ่ึงสังกะสีมีผลตอการเจริญของเซลล

และเมแทบอลึซิมและมีความสําคัญตอโครงสรางและการทํางานของเอนไซม โดยสังกะสีจะเปนโคแฟคเตอร 
(cofactor) และเปนองคประกอบของเอนไซมเกือบ 300 ชนิดรวมไปถึงเอนไซม alcohol 
dehydrogenase (ADH) ซ่ึง ADH เปนเอนไซมท่ีเก่ียวของการกับผลิตเอทานอลโดยทําหนาท่ีเปลี่ยน 
acetaldehyde ไปเปนเอทานอล (รูปท่ี 2.3) เซลลตองการสังกะสีประมาณ 0.12 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนัก
แหง ในสภาวะท่ีมีสังกะสีในระดับต่ําจะเปนอันตรายตอเมแทบอลิซึมของยีสตทําใหการสังเคราะหโปรตีน
เสียหายและสงผลถึงองคประกอบฟอสโฟลิปดของเมมเบรน (Zhao et al., 2009)  Zinc finger proteins 
เปนตัวควบคุมการแสดงออกของยีน (gene expression) และปองกันดีเอ็นเอจาก oxidative reaction 
ตัวอยางการจับกันระหวางดีเอ็นเอและ Zinc finger protein และการจับกันของสังกะสีและกรดอะมิโนใน
การซอมแซมดีเอ็นเอแสดงดังรูปท่ี 2.4 และ 2.5 ตามลําดับ 
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รูปท่ี 2.3 วิถีการผลิตเอทานอล ADH : alcohol dehydrogenase, LDH : lactate dehydrogenase, 
PDC : pyruvate decarboxylase, PDH, pyruvate dehydrogenase (Acar, n.d.) 

 

 
 

(2) แมกนีเซียม (Mg) เปนโคแฟคเตอรของเอนไซมท่ีเก่ียวของกับเมแทบอลิซึมของ
ยีสตในไกลโคไลซิส เชน ATPase เปนตน นอกจากนี้แมกนีเซียมยังกระตุนการสังเคราะหกรดไขมันจําเปน 
การแบงเซลล เก่ียวของกับโครงสรางและหนาท่ีของไมโตคอนเดรียและรวมไปถึงการนําฟอสเฟตเขาสูเซลล 
(Berry et al., 1987) แมกนีเซียมสวนใหญอยูในรูป MgCl2 และ MgSO4 Cao และคณะ (2006) และ Hu 
และคณะ (2003) พบวาการเติมแมกนีเซียมชวยทําใหเซลลทนตอเอทานอลไดเพ่ิมข้ึน  

 Dombek และ Ingram (1986) รายงานวาการมีแมกนีเซียมเพียงพอในการหมักเพ่ือ
ผลิตเอทานอลจะชวยขยายระยะ exponential growth phase ใหยาวข้ึน และทําใหเพ่ิมอัตราการใช
น้ํ าตาลกลู โคสและการผลิตเอทานอล แมกนี เ ซียมยังช วยปองกันเซลลยีสตภายใตสภาวะท่ี มี 
environmental stress ในระหวางกระบวนการหมัก เชน เอทานอลสูง อุณหภูมิสูง หรือ high osmotic 
pressure (Walker และ Maynard, 1997) นอกจากนี้แมกนีเซียมยังชวยรักษาโครงสรางของ tertiary 

รูปท่ี 2.4 การจับกันระหวาง DNA กับ ZIF268 
protein ซึ่งมีอยู 3 zinc finger motifs 
(http://www.metasynthesis.com/w
ebbook/13_lab-
matrix/LAB_matrix.html) 

 

รูปท่ี 2.5 สังกะสีจับกับ Cyteine ในการซอมแซม DNA 
(http://www.eurekalert.org/features/do
e/2002-11/dbnl-tsb110702.php) 

สังกะส ี

สังกะส ี

สังกะส ี

http://www.metasynthesis.com/webbook/1
http://www.metasynthesis.com/webbook/1
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protein และโครงสรางของเซลลและออรกาเนลล ชวยรักษาประจุของฟสอโฟลิปด จึงทําใหสามารถรักษา
โครงสรางของเมมเบรนได (Walker, 1998) 

 

 
 
รูปท่ี 2.6 Mg2+ เปน ligand interaction ในโครงสรางของเอนไซม phosphoenolpyruvate 

(Teplyakov และคณะ, 2006) 
 

(3) แมงกานีส (Mn) เปนโลหะอีกชนิดหนึ่งท่ีจําเปนตอการเจริญและเมแทบอลิซึมของ
ยีสต โดยจะถูกสะสมไวในแวคิวโอล แมงกานีสเปนโคแฟคเตอรในเอนไซมหลายๆ ชนิด รวมไปถึงเอนไซม 
mitochondrial superoxide dismutase, arginase และ pyruvate carboxylase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีเรง
ปฏิกิริยา carboxylation ของ pyruvate ไปเปน oxaloacetate (รูปท่ี 2.7) มีรายงานพบวา ถาในอาหาร
มีปริมาณของแมงกานีสท่ีเหมาะสมจะทําใหอัตราการเจริญจําเพาะของ S. cerevisiae สูงข้ึน (von 
Meyenburg, 1969) 

 

 
 

รูปท่ี 2.7 ปฏิกิริยา carboxylation ของ pyruvate carboxylate (http://www_deltatrac_net-
images-CHARTS-Gluconeogenesis-image015_png.mh) 

 

2.2.2.1.6 ปจจัยอ่ืนๆ ท่ีสงเสริมการเจริญ (Growth promoting factors) ไดแก 
กรดอะมิโน กรดนิวคลีอิค กรดไขมันและสเตอรอยด (steroid) สารเหลานี้ ถูกใชไปในกระบวนการ
สังเคราะหและเพ่ิมผลไดเอทานอล (ethanol yield) ในบางกรณีความตองการ growth  factor ของยีสต
ข้ึนกับสภาพแวดลอม เชน ในกรณีท่ียีสตเจริญในสภาพไรอากาศ จะตองการ ergosterol และกรดไขมันท่ี
ไมอ่ิมตัว และในกรณีของ thermophilic yeast ตองการ choline, carnitine หรือ leucine growth 
factor ท่ีสําคัญสําหรับยีสตหลายชนิดไดแก inositol โดย inositol ในรูปของ phosphatidyl inositol ทํา
หนาท่ีสําคัญในการรักษาสภาพของเมมเบรนของยีสต ซ่ึงจะมีผลตอการอัตราการหมัก 
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2.2.2.2 อุณหภูมิของการหมัก 
อุณหภูมิมีความสําคัญมากในการหมักเอทานอล สําหรับยีสตท่ีใชกันในโรงงาน

อุตสาหกรรมผลิตเอทานอลท่ัวไปนั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลอยูในชวง 30-35 องศา
เซลเซียส และยีสตจะทนไปไดถึง 37 องศาเซลเซียส ถาสูงข้ึนไปถึง 40 องศาเซลเซียส สวนใหญการเจริญ
จะหยุดชะงัก ดังนั้นในชวงหลังจากผาสาไปแลว 1-10 ชั่วโมง ควรควบคุมอุณหภูมิใหไมเกิน 35 องศา
เซลเซียส หลังจาก 10 ชั่วโมงไปแลว การควบคุมอุณหภูมิไมใหเกิน 37 องศาเซลเซียส การหมักจะดําเนินไป
ดวยดี ถาอุณหภูมิในชวง 10 ชั่วโมงแรกการสูงกวา 37 องศาเซลเซียสแลวอาจจะเกิดปญหาแบคทีเรียเจริญ
ข้ึนมามากเกินไปและจะเปนผลใหยีสตไมสามารถเจริญตอไปได การควบคุมอุณหภูมิจึงจําเปนและเปน
ปจจัยสําคัญตอผลผลิตท่ีได สําหรับการหมักเพ่ือใหไดเอทานอลสูงประมาณ 15-20 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
และใหไดกลิ่นรสดี เชน การหมักไวนและสาเกจะหมักไมเกิน 15 องศาเซลเซียส การหมักท่ีอุณหภูมิสูงจะทํา
ใหเกิดแอลกอฮอลหนัก (fusel oil) มากข้ึน ซ่ึงจะมีผลตออาการมึนและปวดหัวของผูบริโภค อยางไรก็ตาม
การลดอุณหภูมิของถังหมักลงเปนการเพ่ิมคาใชจายในการผลิต  
 สาเหตุท่ีอุณหภูมิในระหวางการหมักเพ่ิมข้ึนเนื่องมาจากกิจกรรมของยีสตโดย ในการ
หมักเอทานอลจากน้ําตาลซูโครสจะเกิดความรอน 149.5 แคลลอรี่ตอกรัมซูโครส ในกรณีน้ําตาลกลูโคสจะ
เกิดพลังงานความรอนจากการหมัก 140.2 แคลลอรี่ตอกรัมกลูโคส ความรอนท่ีเกิดข้ึนเปนพวก 
exothermic energy ดังนั้นความรอนจึงถายเทลงสูน้ําหมักทําใหน้ําหมักมีอุณหภูมิสูงข้ึน (Burrows, 
1970) 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการหมักแอลกอฮอลของยีสต โดยปกติอยูในชวง 30-35 องศา
เซลเซียส แตในชวงท่ีมีเอทานอลผลิตออกมาแลวจะมีผลทําใหอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการหมัก
เปลี่ยนไป ท้ังนี้ข้ึนกับปริมาณเอทานอลเปนสําคัญรวมถึงสายพันธุของยีสตดวย โดยใน rapid batch 
fermentation ท่ีไดเอทานอล 9.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร จะทําใหยีสตมีอัตราในการรอดชีวิตลดลงอยางมี
นัยสําคัญท่ีอุณหภูมิสูงกวา  20-25 องศาเซลเซียส  

2.2.2.3 pH ในระหวางการหมัก 
ยีสตชอบเจริญในสภาพท่ีเปนกรดโดยมีคา pH อยูในชวง 3.8 - 5.5 ถา pH ต่ํากวา 3.5 

การเจริญจะลดลง ถา pH ต่ําถึง 3.0 ยีสตจะไมเจริญ ดังนั้นในการหมักจึงนิยมปรับใหมี pH อยูในชวง 4.0 - 
4.5 pH ท่ีต่ําจะชวยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสวนใหญได เพราะแบคทีเรียท่ัวไปชอบเจริญในสภาพท่ี 
pH เปนกลาง แตมีแบคทีเรียบางชนิดโดยเฉพาะแบคทีเรียท่ีสรางกรดแลคติก เจริญไดดีในระดับ pH ท่ียีสต
เจริญไดและมักจะสรางปญหา เม่ือแบคทีเรียพวกนี้สรางกรดข้ึนมามากเกินไปจนยีสตทนไมได  
 การติดตามวัดคา pH ในชวงการหมักนับวามีความจําเปน บอยครั้งปญหาท่ีเกิดข้ึน
สามารถคาดคะเนไดวาการหมักผิดปกติโดยการสังเกตอุณหภูมิของถังหมักคูกับการท่ี pH ลดลงอยาง
รวดเร็วผิดปกติ โดยท่ีเอทานอลไมเพ่ิมข้ึน เม่ือเกิดเหตุการณเชนนั้นข้ึน บางโรงงานแกปญหาดวยการสูบ
ถายน้ําหมักไปปนกับถังอ่ืนท่ีหมักไดดีมีเอทานอลสูงเกินกวา 5 เปอรเซ็นต และเติมกลายีสตเพ่ิมควบคูกันไป
อีกทางหนึ่ง 

2.2.2.4 ความเขมขนของสารตั้งตน 
 การหมักเอทานอลโดยใชน้ําตาลความเขมขนสูง เปนการหมักท่ีใชความเขมขนของ
น้ําตาลมากกวา 27 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ข้ึนไปและใหไดความเขมขนเอทานอลมากกวา 15 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (Jones และคณะ, 1994, Thomas และคณะ, 1996) การหมักแบบ VHG ทําใหได
ความเขมขนเอทานอลเพ่ิมข้ึนซ่ึงทําใหสามารถลดตนทุนการผลิตได การใชน้ําตาลความเขมขนสูงในการ
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หมักเอทานอลจะสงผลทําใหการเจริญของจุลินทรียชาลงและทําใหเกิด osmotic stress ตอเซลล อยางไรก็
ตามการแปรผันปจจัยอ่ืน เชน การใชอุณหภูมิท่ีเหมาะสม การใหอากาศ การเติมสารอาหารท่ีเหมาะสม 
เปนตน (Jones และคณะ, 1994) สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลภายใตสภาวะน้ําตาลสูงได 

2.2.2.5 ความเขมขนของเอทานอล 
เอทานอลท่ีไดจากการหมักสามารถยับยั้งการเจริญและการหมักของยีสตได ถาเอทา

นอลท่ีไดมีความเขมขนสูงข้ึน อัตราการเจริญเติบโตของยีสตจะลดลง ซ่ึงทําใหอัตราการหมักลดลงไปดวย 
เนื่องจากเอทานอลมีผลตอเอนไซมและสรีระวิทยาของเซลล ในกรณีแรกเอทานอลจะไปมีผลตอการ
ทํางานของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และ เฮกโซไคเนส 
(hexokinase) ในกรณีหลังมีผลตอเมมเบรนของเซลลยีสต กลาวคืออาจมีการทําลาย หรือทําใหคุณสมบัติ
ของเมมเบรนเปลี่ยนแปลงไป (วราวุฒิ, 2529) 
 
2.3 ขาวฟางหวาน 

ขาวฟางหวาน (Sweet Sorghum; Sorghum bicihor (Linn.) Moench) มีถ่ินกําเนิดในประเทศ
แถบตะวันออกของอัฟริกา เปนพืชเศรษฐกิจอยางหนึ่งของประเทศสหรัฐอเมริกาเม่ือ 50 ปท่ีผานมา โดย
ปลูกเพ่ือใชทําน้ําเชื่อม (syrup) และน้ําตาลเกล็ด สําหรับประเทศไทยขาวฟางหวานนับเปนพืชใหมท่ียังไมมี
การปลูกเปนการคาแตมีการทดลองเก่ียวกับพืชชนิดนี้อยูบาง 
          ขาวฟางหวาน มีลักษณะเชนเดียวกับขาวฟางท่ีใชประโยชนจากเมล็ดท่ีปลูกกันท่ัว ๆ ไป ตางกันใน
ตรงท่ีมีน้ําตาลในลําตนมากกวา จึงสามารถนําไปผลิตเปนน้ําตาลเพ่ือบริโภคได และขาวฟางหวานมีขอดี
เหนือกวาออย คือ สามารถปลูกและเจริญเติบโตไดในดินแทบทุกชนิด และความทนทานตอสภาพภูมิอากาศ
แหงแลง ขยายพันธุดวยเมล็ดและมีอายุเก็บเก่ียวสั้นประมาณ 90 - 120 วันเทานั้น อีกท้ังยังสามารถใช
ประโยชนไดในลักษณะเดียวกับออย เพราะนอกเหนือจากการผลิตเปนน้ําเชื่อมหรือน้ําตาลแลว ขาวฟาง
หวานยังสามารถผลิตเปนอาหารสัตว กระดาษไมอัดและน้ํามันเชื้อเพลิงไดอีกดวย การแยกลําตนขาวฟาง
หวานเพ่ือไปใชเปนประโยชน ใชวิธี “Tilby Seperator Process” รูปท่ี 2.8 ซ่ึงประกอบดวยเครื่องมือท่ี
แยกลําตนขาวฟางหวานออกเปน 2 สวน คือ สวนผิวนอกของลําตนขาวฟางหวานท่ีเรียกวา “outer rind 
fiber” สามารถนําไปใชประโยชนในการผลิตกระดาษ สวนแกนในเปนสวนประกอบของน้ําหวาน ซ่ึงมี
น้ําตาลอยูมาก จึงสามารถนําไปใชเปนวัตถุดิบเพ่ือผลิตเอทานอล สําหรับใชเปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนต
เบนซินและดีเซลได  ใบและเมล็ดสามารถทําเปนอาหารหมักใชเลี้ยงสัตว นอกจากนี้สวนของกานชอดอกยัง
ใชทําปุยหรือเปนเชื้อเพลิงได (นอม, 2523) 
        ขาวฟางหวานท่ีปลูกเพ่ือผลิตน้ําตาลหรือเพ่ือผลิตแอลกอฮอลนั้นควรมีลําตนโต เพ่ือสะดวกตอการ
หีบน้ําตาล มีลําตนแข็งแรง ไมหักลมงาย ลําตนฉํ่าน้ํา และมีปริมาณน้ําตาลสูง มีความตานทานตอโรคสูง มี
อายใุนการเก็บเก่ียวไมยาวเกินไป เพ่ือใหทันกับชวงฝน ทนทานตอความแหงแลงไดดีในสภาพฝนไมแนนอน
และมีความตานทานตอสภาพน้ําขังแฉะ ในกรณีท่ีมีฝนตกชุก ถามีวัตถุประสงคเพ่ือใชทําน้ําเชื่อม ควรให
กลิ่น สี ของน้ําเชื่อมท่ีดี แตถามีวัตถุประสงคเพ่ือผลิตแอลกอฮอล คุณภาพดังกลาวไมจําเปน(กฤษฎา, 
2525) 
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รูปท่ี 2.8 กระบวนการแยกสวนตางๆ ของขาวฟางหวานแบบ Tilby (Tilby separation process) (นอม, 

2523) 
 

จากคุณสมบัติของขาวฟางหวานท่ีกลาวมา จะเห็นไดวาขาวฟางหวานเปนพืชเศรษฐกิจชนิดใหม
ของเกษตรกรไดในอนาคต โดยเฉพาะการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานนั้นมีความเปนไปได
สูงมาก ดังนั้นการศึกษาปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอผลผลิตและคุณภาพของขาวฟางหวานโดยรวมไปถึง
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน จึงเปนสิ่งจําเปนเพ่ือใช
เปนขอมูลพ้ืนฐาน เพ่ือใหไดประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลสูงสุด 

 
2.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการผลิตเอทานอลภายใตสภาวะ VHG สรุปไดดังนี้ 
Bafrncova และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะภายใตสภาวะ VHG ท่ีมีน้ําตาล

กลูโคสเริ่มตน 300 กรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช S. cerevisiae Pz90 และแปรผัน
แหลงไนโตรเจน โดยใหมีความเขมขนไนโตรเจนเริ่มตน 0.141 โมลตอลิตร ซ่ึงแหลงไนโตรเจนท่ีนํามา
ศึกษาไดแก ยีสตเอ็กซแทรค 9.0 กรัมตอลิตร Casamino acid 5.8 กรัมตอลิตร fresh yeast 
autolysate 7.2 กรัมตอลิตร และ urea 1.5 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวา เม่ือเติมไนโตรเจนลงใน
อาหารทําใหความเขมขนของเอทานอลเพ่ิมข้ึนจากเดิม 17 เปอรเซ็นต และมีอัตราการใชกลูโคสเพ่ิมข้ึน
ดวย 

Bvochora และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากการผสมกันระหวางน้ําค้ันขาวฟาง
หวานและเมล็ดขาวฟางภายใตการหมักแบบ VHG โดยใช S. cerevisiae strain N96 ท่ีอุณหภูมิ30 องศา
เซลเซียส ในการทดลองไดเติมน้ําตาลซูโครสลงในน้ําค้ันขาวฟางหวานเพ่ือใหไดปริมาณของแข็งท่ีละลายได
ท้ังหมด 340 กรัมตอลิตร และใชระยะเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวา การหมักน้ําค้ัน
ขาวฟางหวานรวมกับเมล็ดขาวฟางหวานท่ีบดใหเอทานอลสูงสุด 16.8 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร สวนการ
หมักน้ําค้ันขาวฟางหวานรวมกับเมล็ดขาวฟางไมบดใหเอทานอลสูงสุด 11 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  
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Alfenore และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยใช S. cerevisiae 
CBS8066 ในถังหมักขนาด 20 ลิตร โดยใชเทคโนโลยี VHG ท่ีมีน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 700 กรัมตอลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 4.0 และแปรผันการใหอากาศท่ีสภาวะ full aeration ความเร็วในการ
กวน 400 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 0.2 vvm และสภาวะ micro-aeration ท่ีมีการกวน 300 รอบ
ตอนาที ผลการทดลองพบวา เม่ือสิ้นสุดกระบวนการหมักในชั่วโมงท่ี 45 ในสภาวะท่ีเปน full aeration 
ไดความเขมขนเอทานอล 147 กรัมตอลิตร มีอัตราผลผลิตเอทานอลสูงสุด 9.4 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และ
ไดความเขมขนกลีเซอรอล 4.0 กรัมตอลิตร สวนสภาวะ micro-aeration ไดความเขมขนเอทานอล 131 
กรัมตอลิตร มีอัตราผลผลิตเอทานอลสูงสุด 7.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และไดความเขมขนกลีเซอรอล 
12.2 กรัมตอลิตร  

Bai และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบตอเนื่องภายใตสภาวะ VHG ท่ีมีน้ําตาล
กลูโคสเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร ใชถังปฏิกรณชีวภาพ 2 ชนิดตอกัน คือ stirred tank bioreactor ตอกับ 
three-stage tubular และมีปริมาตรทํางาน 1500, 620, 610 และ 530 ตามลําดับ ควบคุม pH ท่ี 4.5 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีการใหอากาศใน stirred tank bioreactor ท่ี 0.05 vvm และใน tubular 
2 ถังสุดทายท่ี 0.005 vvm และใชอัตราการเจือจาง 0.012 ตอชั่วโมง ผลการทดลองพบวา ไดความ
เขมขนเอทานอลเฉลี่ย 15.9 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร หรือ 124.6 กรัมตอลิตร และไดผลได 0.484 หรือ 
94.7 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับผลไดทางทฤษฎี 0.511 

Laopaiboon และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันขาวฟางหวาน โดย S. 

cerevisiae NP01 ท่ีความเขมขนยีสตเริ่มตน 1×108 เซลลตอมิลลิตร โดยหมักใน air-locked flask 
ขนาด 500 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หมักแบบสภาวะนิ่ง แปรผันแหลงคารบอนเสริมไดแก 
ซูโครสและโมลาส เพ่ือใหไดความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 240, 280 และ 320 กรัมตอลิตร และแปรผัน
แหลงไนโตรเจนเสริมไดแก ยีสตเอ็กซแทรครวมกับเปปโตน (YEP) และแอมโมเนียมซัลเฟต ผลการทดลอง
พบวา เม่ือใชแหลงคารบอนเสริมเปนซูโครส และใช YEP เปนแหลงไนโตรเจนไดความเขมขนเอทานอล
สูงสุดคือ 120.68 กรัมตอลิตร ท่ีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร นอกจากนี้พบวา การทดลอง
ท่ีมีการเติมแหลงไนโตรเจนเสริม ยีสตจะใชไนโตรเจนมากกวาท่ีไมเติม และพบวาแอมโมเนียมซัลเฟตไม
เหมาะท่ีจะนํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนเนื่องจากไดเอทานอลต่ํากวาชุดควบคุม (ไมมีการเติมไนโตรเจน
เสริม) อยางไรก็ตามถึงแมวาการใช YEP จะไดความเขมขนเอทานอลสูงข้ึนแตจะใชระยะการหมัก
เวลานานข้ึนเม่ือเทียบกับชุดควบคุม 

Sridee และคณะ (2009a) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานภายใต
สภาวะ VHG ท่ีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในถังหมักขนาด 

5 ลิตร อัตราการกวน 100 รอบตอนาที โดยใช S. cerevisiae NP01 ท่ีความเขมขนยีสตเริ่มตน 1×108 
เซลลตอมิลลิลิตร แปรผันแหลงไนโตรเจนไดแก (1) ยีสตเอ็กซแทรคและเปป โตน 3 และ 5 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ (YEP) (2) ยีสตเอ็กซแทรค (YE) 8 กรัมตอลิตร และ (3) dried spent yeast (DSY) หรือกาก
เซลลยีสต 8 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวา ความเขมขนเอทานอลจากการทดลองชุดควบคุม (ไมมีการ
เติมแหลงอาหารเสริม) การเติม YEP, YE และ DSY คือ 98.90, 104.60, 107.12 และ 104.54 กรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ นอกจากนี้ไดแปรผันความเขมขนยีสตเริ่มตนเปน 1×107, 5×107 และ 1×108 เซลลตอ
มิลลิลิตร โดยมีการเติม DSY เปนแหลงไนโตรเจน ผลการทดลองพบวา ความเขมขนยีสตเริ่มตนไมมีผลตอ
ความเขมขนเอทานอลสุดทายอยางมีนัยสําคัญ แตมีผลตออัตราผลผลิตเอทานอล ซ่ึงระยะเวลาการหมักท่ี
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ใหความเขมขนเอทานอลสูงสุดเม่ือใชความเขมขนยีสตเริ่มตน 1×107, 5×107 และ 1×108 เซลลตอ
มิลลิลิตร คือ 72, 56 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ 

Sridee และคณะ (2009b) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานภายใต
สภาวะ VHG ท่ีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร โดยใช S. cerevisiae NP01 ท่ีความเขมขน

ยีสตเริ่มตน 1×108 เซลลตอมิลลิลิตร แปรผันแหลงไนโตรเจนโดยเติม ยีสตเอ็กซแทรค รวมกับเปปโตน 
(YEP) ท่ี 3 และ 5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และ กากเซลลยีสต (DSY) ท่ี 0, 8 และ 16 กรัมตอลิตร โดย
หมักในถังหมักขนาด 5 ลิตร ปริมาตรทํางาน 3.5 ลิตร และถังหมักขนาด 50 ลิตร ปริมาตรทํางาน 40 
ลิตร ผลการทดลองพบวา ความเขมขนเอทานอลท่ีไดจากการทดลองท่ีเติม YEP (104.60 กรัมตอลิตร) 
และ DSY (104.56 กรัมตอลิตร) ไมแตกตางกัน ดังนั้น DSY จึงเหมาะสมท่ีจะนํามาเปนแหลงไนโตรเจน
เสริมแทนการใช YEP ท่ีมีราคาแพง และพบวา ความเขมขนของเอทานอลท่ีไดเม่ือใช DSY 8 และ 16 
กรัมตอลิตร ไมแตกตางกัน และขนาดของถังหมักนั้นไมมีผลตอผลไดเอทานอล (yield) แตมีผลตอความ
เขมขนเอทานอลและอัตราผลผลิตเอทานอล (productivity) 

Suwanapong และคณะ (2010) ศึกษาผลของการเติมกากเซลลยีสตและกากเซลลยีสตท่ีถูกยอย
ดวยกรด H2SO4 (3 M) ตอการหมักเอทานอลแบบกะจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานภายใตสภาวะการ
หมักแบบ VHG ท่ีมีน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร โดย S. cerevisiae NP01 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในขวดปองกันอากาศขนาด 1 ลิตร ความเขมขนของกากเซลลยีสตและกากเซลลยีสตท่ีถูกยอย
แปรผันท่ี 11, 16 และ 21 กรัมตอลิตร ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนเทากับยีสตเอ็กซแทรค 6, 9 และ 12 กรัม
ตอลิตร ผลการทดลองพบวา การเติมกากเซลลยีสต 21 กรัมตอลิตรใหความเขมขนเอทานอล 107.33 ± 
0.22 กรัมตอลิตร และผลไดสูงสุด 0.47 ± 0.00 นอกจากนี้การเติมกากเซลลยีสตท่ีถูกยอยท่ีความเขมขน
เทากับกากเซลลยีสตไมถูกยอยไมไดปรับปรุงความเขมขนเอทานอลและผลไดเลย แตชวยปรับปรุงอัตรา
ผลผลิตเอทานอล และพบวาประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลท่ีเติมกากเซลลยีสตและกากเซลลยีสตท่ี
ยอยสูงกวาชุดควบคุมทําใหมีการเติมสารอาหารเสริม ซ่ึงชุดควบคุมไดความเขมขนเอทานอล 87.54 ± 
0.21 กรัมตอลิตร ผลได 0.44 ±0.00 และอัตราผลผลิตเอทานอล 1.58 ± 0.00 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  

งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับผลของสังกะสี แมกนีเซียม และแมงกานีสตอการผลิตเอทานอลสรุปไดดังนี้ 
Auld และคณะ (1976) และ Gottschalk (1986) รายงานวา สังกะสีเปน trace elements ท่ีมี

ความสําคัญมากตอการเจริญและการผลิตเอทานอล โดยสังกะสีจําเปนตอกิจกรรมของเอนไซมหลายชนิด
ท่ีเก่ียวของกับการเจริญและการผลิตเอทานอล เชน ethanolic dehydrogenase, aldolase alkaline 
phosphatase และ DNA และ RNA polymerase 

การท่ีมีสารอาหารจํากัด (nutrient limitation) คือปจจัยหลักท่ีมีผลกระทบตอการผลิตเอทา
นอลในระหวางการหมักแบบ VHG (Casey et al., 1984) Dombek และ Ingram (1986) รายงานวา 
การมีแมกนีเซียมเพียงพอในการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลจะชวยขยายระยะ exponential ใหยาวข้ึน และ
ทําใหเพ่ิมอัตราการใชน้ําตาลกลูโคสและการผลิตเอทานอลดวย  

Gutierrez (1993) รายงานวา ในอาหารท่ีขาดสังกะสี การเจริญของ S. cerevisiae M-300-A 
ลดลงจาก 342 มิลลิกรัมเซลล ตอ 100 มิลลิลิตร เหลือเพียง 278 มิลลิกรัมเซลล ตอ 100 มิลลิลิตร 

Hu และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะและการทนตอเอทานอล โดยใชน้ําตาล
กลูโคสเริ่มตน 200 กรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และทํา ethanol shock ท่ีความเขมขนเอ
ทานอล 20 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีการเติมแมกนีเซียม 
(แมกนีเซียมซัลเฟต) 3.5 มิลลิโมลาร ยีสตท่ีใชในการทดลองคือ self-flocculating yeast ท่ีไดจากการ
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หลอมรวมโปรโตพลาสระหวาง Schizosaccharomyces pombe และ S. cerevisiae ผลการทดลอง
พบวา การทดลองท่ีเติมแมกนีเซียมนั้นสามารถผลิตเอทานอลและทนตอเอทานอลไดมากกวา (มีการรอด
ชีวิต 50 เปอรเซ็นต) การทดลองท่ีไมเติมแมกนีเซียม (ไมมีการรอดชีวิต) และมีความเขนขนของนิวคลีโอ
ไทดภายนอกเซลล (2 ไมโครกรัมฟอสเฟสตอมิลลิลิตร) นอยกวาการทดลองท่ีไมไดเติมแมกนีเซียม (8 
ไมโครกรัมฟอสเฟสตอมิลลิตร) 

Stehlik-Tomus และคณะ (2004) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล และผลของ
สังกะสี คอปเปอร และแมงกานีส ตอการผลิตเอทานอล โดย S. cerevisiae TVG4 ในอาหารโมลาส 90 
กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แปรผันพีเอชของอาหาร 3.5 – 6.0 และเติมสังกะสีซัลเฟส คอป
เปอรซัลเฟส และแมงกานีสซัสเฟสท่ีความเขมขน 0.1 กรัมตอลิตร แปรผันสภาวะการใหอากาศท่ีสภาวะ 
semiaerobic conditions และ anaerobic condition  ผลการทดลองพบวา การเติมสังกะสีซัลเฟส 
คอปเปอรซัลเฟส และแมงกานีสซัสเฟส ภายใตสภาวะ semiaerobic conditions และพีเอช 5.0 ทําให
คาผลไดชีวมวลและผลไดเอทานอลมากกวาสภาวะ anaerobic condition และพบวาอัตราการเจริญ
จําเพาะของเซลลเพ่ิมข้ึนท้ังในสภาวะ semiaerobic conditions (เพ่ิมข้ึน 7-10 เปอรเซ็นต) และ 
anaerobic condition (เพ่ิมข้ึน 6 เปอรเซ็นต)   

Avci และ Dönmez (2005) ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรียสายพันธุ 
Thermoanaerobacter  พบวา สังกะสีในรูปสังกะสีซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) มีผลตอการผลิตเอทานอล 
โดยการผลิตเอทานอลจะเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือเติมสังกะสีซัลเฟต เม่ือใชแบคทีเรียสายพันธุ T. ethanolicus 
(JW200) พบวาการเติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขน 0.17 กรัมตอลิตร จะเพ่ิมการผลิตเอทานอลเปน 
4.19 กรัมตอลิตร ในขณะท่ีเม่ือไมไดเติมสังกะสีซัลเฟตมีการผลิตเอทานอล 2.71 กรัมตอลิตร ภายใต
สภาวะท่ีเติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขนเดียวกันเม่ือใชแบคทีเรียสายพันธุ Thermoanaerobacter 
(65-2) พบวาสามารถผลิตเอทานอลได  3.52 กรัมตอลิตร เม่ือศึกษาการผลิตเอทานอลโดย T. 
thermohydrosulfuricus (70-1) พบวาความเขมขนของสังกะสีในอาหารมีผลตอการผลิตเอทานอล โดย
การเติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขน 0.22 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงถึง 5.8 กรัมตอลิตร 
และเม่ือใชสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขนสูงข้ึนจะทําใหการผลิตเอทานอลลดลง 

Wang และคณะ (2007) ศึกษาอาหารท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลในสภาวะ VHG โดยใช
แปงขาวโพดท่ียอยดวยเอนไซมอะไมเลสปริมาณ 250 มิลลิลิตร และยีสต S. cerevisiae โดยมีการเติม
แมกนีเซียม ยีสตเอ็กซแทรค ไกลซีน (glycine) ไบโอติน (biotin) เปปโตน (peptone) และอะซีทัลดีไฮด 
(acetaldehyde) ผลการทดลองพบวา แมกนีเซียมและเปปโตนท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร และ 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตามลําดับ มีผลอยางมีนัยสําคัญตอการผลิตเอทานอล โดยเอทานอล
เพ่ิมข้ึนจาก 14 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เปน 17 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เม่ือเทียบกับการทดลองท่ีไม
เติมแมกนีเซียมและเปปโตน 

Lui และคณะ (2008) ศึกษาสารอาหารท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานท่ีมีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 11.15 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยเซลลตรึง S. cerevisiae 
โดยใชการออกแบบการทดลอง Orthogonal สารอาหารท่ีนํามาศึกษาไดแก (NH4)2SO4 (0, 0.05 และ 
0.2 เปอรเซ็นต), K2HPO4 (0, 0.125 และ 0.5 เปอรเซ็นต) and MgSO4 (0, 0.01 และ 0.05 เปอรเซ็นต) 
ใชกระบวนการหมักแบบกะในฟลาสกเขยาท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส pH 4.0 particle stuffing rate 
30-33 เปอรเซ็นต และใชการกวนท่ี 150 รอบตอนาที ผลการทดลองพบวาลําดับอิทธิพลของสารอาหาร 
คือ (NH4)2SO4 > MgSO4 > K2HPO4 และความเขมขนท่ีเหมาะสม คือ K2HPO4, 0 เปอรเซ็นต; 
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(NH4)2SO4, 0.20 เปอรเซ็นต และ MgSO4, 0.05 เปอรเซ็นต โดยไดความเขมขนเอทานอล 6.2 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในขณะท่ีชุดควบคุม (ไมเติมสารอาหาร) ไดเพียง 4.85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 

Xue และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตและการทนตอเอทานอลของ self-flocculating yeast 
สายพันธุ SPSC01 โดยใชกระบวนการหมักแบบกะในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ไดเติมวิตามิน (NH4)2SO2 และโลหะตางๆ ไดแก K2HPO4, MnCl2.4H2O, MgSO4.7H2O, 
CaCl2.2H2O, FeSO4.7H2O, ZnSO4.7H2O และ CoCl.6H2O ลงในน้ําหมัก ผลการทดลองพบวา สังกะสี
และแมกนีเซียมชวยปองกันความเปนพิษของเอทานอล (ethanol toxicity) ตอเซลลจุลินทรีย โดยการ
เติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขน 0.02 กรัมตอลิตร (คิดเปนสังกะสี 4.5 มิลลิกรัมตอลิตร) สามารถเพ่ิมการ
รอดชีวิตของยีสตในสภาวะท่ีมีเอทานอล 18 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ได 40 เปอรเซ็นต และสามารถ
เพ่ิมการผลิตเอทานอลไดจาก 34.1 เปน 43.7 กรัมตอลิตร เม่ือเทียบกับชุดควบคุมหรือสภาวะท่ีไมเติม
สังกะสีซัลเฟตในอาหาร อยางไรก็ตามพบวาสังกะสีไมมีผลตอการเจริญเติบโตของยีสต ในขณะท่ีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟต 0.8 กรัมตอลิตร (คิดเปนแมกนีเซียม 0.078 กรัมตอลิตร) ทําใหการเจริญของยีสต
เพ่ิมข้ึนจาก 1.88 เปน 4.06 กรัมตอลิตร และ การผลิตเอทานอลเพ่ิมข้ึนจาก 9.5 เปน 38.2 กรัมตอลิตร 
และแมงกานีสคลอไรดทําใหการรอดชีวิตของยีสตเพ่ิมข้ึนจาก 36.9 เปน 41.8 เปอรเซ็นต  และการผลิต
เอทานอลเพ่ิมข้ึนเล็กนอยจาก 27.0 เปน 29.0 กรัมตอลิตร 
 Zhao และคณะ (2009) ศึกษาผลของการเติมสังกะสีตอการทนและการผลิตเอทานอลในการ
หมักแบบตอเนื่องของ self-flocculating yeast ายพันธุ SPSC01 ในอาหารท่ีมีน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 245 
กรัมตอลิตร ท่ีอัตราการเจือจาง 0.025 ตอชั่วโมง และเติมสังกะสีท่ีความเขมขน 0.01, 0.05 และ 0.1 กรัม
ตอลิตร ทํา ethanol shock ท่ีความเขมขนเอทานอล 20 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) บมแบบเขยาท่ี 30 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอนาที และ heat shock ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บมแบบเขยา
ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที ผลการทดลองพบวา การเติมสังกะสีซัลเฟตในอาหารความเขมขน 0.01 ถึง 
0.1 กรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมความสามารถในการทนตอเอทานอลและการทนตอความรอนไดเพ่ิมข้ึน ซ่ึง
อาจเนื่องมาจากผนังเซลลมีองคประกอบของ ergosterol และ trehalose เพ่ิมข้ึน โดยความเขมขนของ
สังกะสีซัลเฟตท่ีเหมาะสมคือ 0.05 กรัมตอลิตร โดยท่ีความเขมขนนี้ไดเอทานอลเพ่ิมข้ึนจาก 104.1 (ไม
เติมสังกะสีซัลเฟต) เปน 114.5 กรัมตอลิตร 
 Nicolić และคณะ (2009) ศึกษาผลของการเติมสารอาหารตอการผลิตเทานอลแบบกะโดยเซลล
ตรึง S. cerevisiae var. ellipsoideus จากแปงขาวโพดท่ีถูกยอยท่ีมีน้ําตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร 
หมักในฟลาสกท่ี pH 5.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบตอนาที และใชกลาเชื้อเริ่มตน 

2.5×107 เซลลตอมิลลิลิตร โดยสารอาหารท่ีนํามาใชไดแก thiamine (2 มิลลิกรัมตอลิตร) pyridoxine 
(2 มิลลิกรัมตอลิตร) inositol (1 กรัมตอลิตร) Ca-panthotenate (2 กรัมตอลิตร) CaCl2 (40 ถึง 120 
มิลลิกรัมตอลิตร) CuCl2  (1 ถึง 3 มิลลิกรัมตอลิตร) MgSO4 (2 กรัมตอลิตร) ZnSO4 (0.3 กรัมตอลิตร) 
ผลการทดลองพบวา การเติม MgSO4 และ ZnSO4 ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลสูงสุดโดยได 
83.93 เปอรเซ็นต (โดยมวล) ในขณะท่ีชุดควบคุมไดเพียง 76.79 เปอรเซ็นต และการเติมวิตามินและแร
ธาตุ MgSO4 (2 กรัมตอลิตร) ZnSO4 (0.3 กรัมตอลิตร) CuCl2 (1 มิลลิกรัมตอลิตร) Ca-panthotenate 
(1 กรัมตอลิตร) และ inositol (1 กรัมตอลิตร) รวมกันสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักได 20 
เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับชุดควบคุม 


