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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 การผลิตเอทานอลทางชีวภาพ 

กระบวนการผลิตเอทานอลทางชีวภาพเปนกระบวนการท่ีใชจุลินทรียท่ีสามารถใชคารโบไฮเดรต 
แลวใหเอทานอลเปนผลิตภัณฑ โดยในทางทฤษฎี จากกระบวนการหมักโดยใชจุลินทรีย เม่ือน้ําตาลถูกใช
โดยยีสต น้ําตาลจะถูกนําเขาสูเซลลแลวถูกยอยสลายโดยวิถีไกลโคไลซีส (glycolysis pathway) หรือวิถี 
Embden - Meyerhof – Parnas (EMP) (รูปท่ี 2.1) โดยไมมีการใชอากาศในปฏิกิริยา ไดผลิตภัณฑเปน
กรดไพรูวิก 2 โมเลกุล ซ่ึงกรดไพรูวิกนี้ในสิ่งมีชีวิตจะถูกใชเปนสารตั้งตนในหลายเมแทบอลิซึมภายในเซลล 
ยีสตและแบคทีเรียบางชนิดสามารถจะเปลี่ยนกรดไพรูวิกเปนเอทานอลได ซ่ึงตองมีการคัดเลือกสายพันธุ
และควบคุมสภาวะใหเหมาะสม เพ่ือไมใหเกิดผลิตภัณฑชนิดอ่ืนท่ีไมตองการ ในทางทฤษฎีกลูโคสสามารถ
เปลี่ยนเปนเอทานอลได  51 เปอรเ ซ็นต (กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคสท่ีใช ) และไดแกส
คารบอนไดออกไซด 49 เปอรเซ็นต (กรัมคารบอนไดออกไซดตอกรัมกลูโคสท่ีใช) ดังสมการตอไปนี้ 

 

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

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

 
 จุลินทรียท่ีสามารถผลิตเอทานอลไดมีหลายชนิด ไดแก S. cerevisiae,  Kluyveromyces 
fragillis, K. marxianus, Candida utilis, Pachysolen tannophilus, Shizosaccharomyces sp. 
และ Zymomonas mobllis เปนตน (Lin และ Tanaka, 2006) 
 วิถีการเปล่ียนน้ําตาลเปนเอทานอลภายในเซลลจุลินทรียสามารถแบงออกได 2 ข้ันตอนหลัก 
ดังนี้ 

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

ในสภาวะท่ีไมใชอากาศและระบบมีความเปนกลางหรือกรดเล็กนอย โดยมีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน กลูโคสซ่ึงเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลจะถูกเปลี่ยนไปเปนกรดไพรูวิก 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) วิถีการเปล่ียนไพรูเวทไปเปนเอทานอล 
  หลังจากท่ีน้ําตาลกลูโคสผานวิถีไกลโคไลซิสแลว ผลิตภัณฑสุดทายจะไดกรดไพรูวิก 
2 โมเลกุล จากนั้นกรดไพรูวิกจะถูกเปลี่ยนเปนสารตางๆ แตกตางกันไปข้ึนอยูกับกลไกการใชกรดไพรูวิก
ในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด และสภาวะในการดํารงชีวิตขณะนั้น เชน จุลินทรียท่ีสรางกรดแลคติค จะเปลี่ยน
กรดไพรูวิกไปเปนกรดแลคติคในสภาวะท่ีไมมีอากาศ แตในสภาวะท่ีมีอากาศกรดนี้จะเขาสูกระบวนการ
ผลิตเซลลหรือสรางผลิตภัณฑชนิดอ่ืน หรือถาเปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชอากาศจะเปลี่ยนกรดไพรูวิกเปนอะซิติลโค
เอกอนเขาสูวัฎจักรเคร็บ และเขาสูกระบวนการถายโอนอิเล็กตรอน โดยมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน
ตัวสุดทาย ใหพลังงาน 32 ATP ปริมาณพลังงานจะมากเทาใดข้ึนอยูกับตําแหนงท่ีมีการสลายพลังงาน 
หรือข้ึนอยูกลไกของสิ่งมีชีวิตนั้นในการสลายสารใหพลังงาน (คณิต, 2548) จุลินทรียท่ีผลิตเอทานอลไดใน
สภาวะท่ีไมมีอากาศจะเปลี่ยนกรดไพรูวิกเปนเอทานอล กลไกการเปลี่ยนกรดไพรูวิกของจุลินทรียท่ี
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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 กรดไพรูวิกท่ีไดจะถูกเปลี่ยนเปนเอทานอล ทําใหปริมาณเอทานอลสูงข้ึน อยางไรก็ตามใน
จุลินทรียท่ีผลิตเอทานอลได จะมีกระบวนการใชสารตางๆ แตกตางกันออกไป ทําใหเกิดผลิตภัณฑชนิด
อ่ืนๆ ดวย หรือจุลินทรียนั้นอาจสามารถใชเอทานอลนั้นในการเจริญตอไปไดอีก ทําใหปริมาณเอทานอล
ลดลงเม่ือเทียบกับคาทางทฤษฎี (วิลาวัณย, 2539) 

 ตัวอยางผลิตภัณฑหลังการหมักท่ีตรวจพบ เม่ือใช S. cerevisiae ในการใชน้ําตาลเฮกโซสเปน
แหลงคารบอน ไดแก เอทานอล 48.4 เปอรเซ็นต คารบอนไดออกไซดรอยละ 46.5 เปอรเซ็นต อะซิตาลดี
ไฮด 0.0 – 0.3 เปอรเซ็นต กรดอะซิติกรอยละ 0.05 – 0.25 เปอรเซ็นต กลีเซอรอล 2.5 – 3.6 เปอรเซ็นต 
กรดแลคติค 0.0 – 0.2 เปอรเซ็นต กรดซัคซินิค 0.5 – 0.77 เปอรเซ็นต และ Fuel oil 0.025 – 0.5 
เปอรเซ็นต เปนตน (ณัฐศิษฎ และคณะ, 2530) 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 การสลายน้ําตาลกลูโคสโดยวิถีไกลโคไลซิส โดยน้ําตาลกลูโคสเปลี่ยนเปนกรดไพรูวิก  จากนั้น
กรดไพรูวิกเปลี่ยนเปนเอทานอลและแกสคารบอนไดออกไซด (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 ลักษณะท่ัวไปและโครงสรางของยีสต 

ยีสตเปนจุลินทรียพวกยูคาริโอต ยีสตสวนใหญมีรูปรางกลมหรือรี นอกจากนี้อาจมีรูปรางเปน
รูปถ่ัว เลมอน ทรงกระบอก สามเหลี่ยม หรือยาวเปนสาย ขนาดของยีสตแตกตางกันในแตละชนิด 
ลักษณะเดนของยีสตคือ เปนเซลลเดียวและมีหนอ การแตกหนอบางครั้งไมหลุดออกจากกัน แตเกาะกัน
เปนกลุม บางครั้งมีการเปลี่ยนแปลงโดยเซลลตรงกลางยาวตอกันเปนสาย เรียกซูโดไมซีเลียม 
(pseudomycelium) โครงสรางท่ัวไปของยีสตคือ ผนังเซลลหนาประมาณ 25 นาโนเมตร หนัก 25 
เปอรเซ็นต ของน้ําหนักแหงเซลลโดยพบโปรตีนประมาณ 10 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักแหงของผนังเซลล 
โดยอาจอยูในรูปเอนไซมท่ีติดผนังเซลล เซลลเมมเบรนของยีสตสวนใหญเปนพวกลิปดและโปรตีน 
คารโบไฮเดรตมีปริมาณเล็กนอยมีนิวเคลียสเห็นไดชัดเจนเม่ือใชกลองจุลทรรศนแบบเฟสคอนทรัส โดย
นิวเคลียสของยีสตมักอยูระหวาง แวคิวโอลและหนอ ไมโทคอนเดรียมีรูปรางกลมหรือรูปทอน ขนาดเสน
ผานศูนยกลางประมาณ  0.3 – 1 ไมโครเมตร ยาว 3 ไมโครเมตร ในยีสตท่ีโตเต็มวัย ภายในเซลลจะ
เห็นแวคิวโอลขนาดใหญ หนาท่ีของแวคิวโอลยังไมแนชัดแตพบวาในแวคิวโอลมีไฮโดรไลติกเอนไซม พอลิ
ฟอสเฟต ลิปด สารตัวกลางท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา และโลหะไอออน จึงเชื่อวาอาจทําหนาท่ีเปนแหลงเก็บ
สะสมอาหาร และไฮไลติกเอนไซม สวนโครงสรางอ่ืน ๆ ภายในเซลล ประกอบดวย ไรโบโซมชนิด 80s 
รางแหเอนโดพลาสซึม กอลจิบอดี และเม็ดไขมัน (ลักขณา, 2548) 

 

 
รูปท่ี 2.2 ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของยีสต S. cerevisiae 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae) 
 
2.2.2 ปจจัยท่ีสําคัญตอยีสตในการหมักเอทานอล 

2.2.2.1 ธาตุอาหาร เกลือแร และวิตามิน 
ธาตุอาหารท่ีจําเปนตอการเจริญของยีสตและการหมักเอทานอลสามารถแยก

ออกเปนกลุมไดดังนี้ (วราวุฒิ, 2529) 
2.2.2.1.1 ไนโตรเจน  ยีสตมีไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ 10 เปอรเซ็นตของ

น้ําหนักแหง ดังนั้นไนโตรเจนจึงเปนธาตุอาหารท่ีจําเปน โดยท่ัวไปยีสตสามารถใช ammonium ions  
เปนแหลงไนโตรเจนได แตในยีสตบางชนิดตองการกรดอะมิโนท่ีจําเพาะเทานั้น เพราะกรดอะมิโนดังกลาว
เปนตัวควบคุมการทํางานของ glycolysis pathway อยางไรก็ตาม ในตัวยีสตประกอบดวย purine, 
pyrimidines และกรดอะมิโน  ดังนั้นจึงนาจะใชตัวยีสตเองเปนแหลง amino-nitrogen เชน ในการนําน้ํา
กากสาหรือ Stillage กลับมาใชละลายกากน้ําตาล (ประมาณ 10 - 30 เปอรเซ็นต) เราเรียกกระบวนการ
นี้วา “Stopping back” ซ่ึงนอกจากจะไดธาตุอาหารแลว ยังชวยเพ่ิม buffering capacity และ ลด
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ปริมาณน้ําท่ีตองการใชรวมท้ังเปนการกําจัดน้ํากากสาท้ิงไปในตัวดวย หรือโดยการนําเอาเซลลยีสตท่ีถูก
ยอยสลาย ( lysed yeast cell) กลับมาใชใหม (Jone and Ingledew, 1994) ปจจุบันแหลงไนโตรเจนท่ี
นิยมใชในอุตสาหกรรมการหมักแอลกอฮอลคือ เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

2.2.2.1.2 ฟอสฟอรัส โดยมากใชในรูปเกลือฟอสเฟต ในอัตราประมาณ 0.6 มิลลิโม
ลารตอกรัมเซลล ฟอสเฟต (ในรูป H2PO4) มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของเซลล เพราะเปนตัว
ควบคุมการสังเคราะหไขมัน และคารโบไฮเดรต และรักษาสภาพของผนังเซลล (Walker, 1994) 

2.2.2.1.3 ซัลเฟอร ยีสตมีซัลเฟอรเปนองคประกอบประมาณ 0.3  เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักแหง โดยอยูในรูปของเมไธโอนีน (methionine) แตเนื่องจากเมไธโอนีนมีราคาแพงมาก ดังนั้นใน
อุตสาหกรรมจึงใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแทน (เกลือ inorganic sulphate จะถูกเปลี่ยนเปน 
methionine ภายในเซลลของยีสต แตตองอาศัยพลังงาน 2 moles ATP/mole SO4

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

2.2.2.1.4 วิตามิน เปนตัวควบคุมเมแทบอลิซึมของยีสต วิตามินเปนโคเอนไซม (co-
enzymes) หรือสารเริ่มตน (precursors) ท่ีทําใหเอนไซมสามารถทํางานไดเต็มท่ี วิตามินท่ียีสตตองการ
สวนใหญเปนไบโอติน และแพนโอธีนิคแอซิด(Alfenore et al., 2002) ความตองการวิตามินชนิดอ่ืน ๆ 
เชน ไธอามีน (B1) ไพริดอกซิน (B6) ไนอาซีน โฟลิกแอซิด (folic acid) และ p-amino benzoic acid 
ข้ึนอยูกับสายพันธุของยีสต บางสายพันธุถามีไธอามีน แตขาดไพริดอกซินจะทําใหการเจริญลดลง ในขณะ
ท่ีบางสายพันธุเจริญไดดีในสภาพท่ีไมมีไธอามีนและไพริดอกซินเทานั้น (วราวุฒิ, 2529) สําหรับในตารางท่ี 
2.1 แสดงวิตามินชนิดตาง ๆ ในรูปท่ีเหมาะสมในการทํางาน หนาท่ีของวิตามินในเมแทบอลิซึม และความ
เขมขนท่ีตองการในกระบวนการหมัก 

2.2.2.1.5 โลหะท่ีมีผลตอการเจริญและการหมักเอทานอล โลหะท่ีมีผลตอการเจริญ
ของยีสตและ/หรือการหมักของเอทานอลมีหลายชนิด ซ่ึงสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม (ศิริมา, 2545) 
ไดแก 

1) Macroelements ไดแก K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn และ Cl เปนตน ซ่ึงยีสต
ตองการในชวง 0.1-1 mM และแรธาตุพวกนี้เขาไปในเซลลยีสตโดยอาศัย facilitated diffusion 

2) Microelements ไดแก Co, B, Cd, Cr, Cu, I, Mo, Ni และ Va, เปนตน ซ่ึงยีสต
ตองการใชในระดับ 0.1-100 µM 

3) Inhibitors ไดแก Ag, As, Bd, Hg, Li, Ni, Os, Pd, Se และ Te เปนตน ถามีใน
ระดับความเขมขนสูงกวา 10-100 µM จะมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตและการหมักของยีสต 
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ตารางที่ 2.1  ผลของวิตามินตอเมแทบอลิซึมของยีสต  (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 

 
ในหัวขอนี้จะกลาวถึงเฉพาะโลหะท่ีใชในงานวิจัยนี้ คือ Zn, Mg และ Mn 
(1) สังกะสี (Zn) จําเปนสําหรับสิ่งมีชีวิตทุกชนิด ซ่ึงสังกะสีมีผลตอการเจริญของเซลล

และเมแทบอลึซิมและมีความสําคัญตอโครงสรางและการทํางานของเอนไซม โดยสังกะสีจะเปนโคแฟคเตอร 
(cofactor) และเปนองคประกอบของเอนไซมเกือบ 300 ชนิดรวมไปถึงเอนไซม alcohol 
dehydrogenase (ADH) ซ่ึง ADH เปนเอนไซมท่ีเก่ียวของการกับผลิตเอทานอลโดยทําหนาท่ีเปลี่ยน 
acetaldehyde ไปเปนเอทานอล (รูปท่ี 2.3) เซลลตองการสังกะสีประมาณ 0.12 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนัก
แหง ในสภาวะท่ีมีสังกะสีในระดับต่ําจะเปนอันตรายตอเมแทบอลิซึมของยีสตทําใหการสังเคราะหโปรตีน
เสียหายและสงผลถึงองคประกอบฟอสโฟลิปดของเมมเบรน (Zhao et al., 2009)  Zinc finger proteins 
เปนตัวควบคุมการแสดงออกของยีน (gene expression) และปองกันดีเอ็นเอจาก oxidative reaction 
ตัวอยางการจับกันระหวางดีเอ็นเอและ Zinc finger protein และการจับกันของสังกะสีและกรดอะมิโนใน
การซอมแซมดีเอ็นเอแสดงดังรูปท่ี 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) เปนโคแฟคเตอรของเอนไซมท่ีเก่ียวของกับเมแทบอลิซึมของ
ยีสตในไกลโคไลซิส เชน ATPase เปนตน นอกจากนี้แมกนีเซียมยังกระตุนการสังเคราะหกรดไขมันจําเปน 
การแบงเซลล เก่ียวของกับโครงสรางและหนาท่ีของไมโตคอนเดรียและรวมไปถึงการนําฟอสเฟตเขาสูเซลล 
(Berry et al., 1987) แมกนีเซียมสวนใหญอยูในรูป MgCl2 และ MgSO4 Cao และคณะ (2006) และ Hu 
และคณะ (2003) พบวาการเติมแมกนีเซียมชวยทําใหเซลลทนตอเอทานอลไดเพ่ิมข้ึน  

 Dombek และ Ingram (1986) รายงานวาการมีแมกนีเซียมเพียงพอในการหมักเพ่ือ
ผลิตเอทานอลจะชวยขยายระยะ exponential growth phase ใหยาวข้ึน และทําใหเพ่ิมอัตราการใช
น้ํ าตาลกลู โคสและการผลิตเอทานอล แมกนี เ ซียมยังช วยปองกันเซลลยีสตภายใตสภาวะท่ี มี 
environmental stress ในระหวางกระบวนการหมัก เชน เอทานอลสูง อุณหภูมิสูง หรือ high osmotic 
pressure (Walker และ Maynard, 1997) นอกจากนี้แมกนีเซียมยังชวยรักษาโครงสรางของ tertiary 

รูปท่ี 2.4 การจับกันระหวาง 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 ในการซอมแซม 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 และโครงสรางของเซลลและออรกาเนลล ชวยรักษาประจุของฟสอโฟลิปด จึงทําใหสามารถรักษา
โครงสรางของเมมเบรนได (Walker, 1998) 

 

 
 
รูปท่ี 2.6 Mg2+ เปน ligand interaction ในโครงสรางของเอนไซม phosphoenolpyruvate 

(Teplyakov และคณะ, 2006) 
 

(3) แมงกานีส (Mn) เปนโลหะอีกชนิดหนึ่งท่ีจําเปนตอการเจริญและเมแทบอลิซึมของ
ยีสต โดยจะถูกสะสมไวในแวคิวโอล แมงกานีสเปนโคแฟคเตอรในเอนไซมหลายๆ ชนิด รวมไปถึงเอนไซม 
mitochondrial superoxide dismutase, arginase และ pyruvate carboxylase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีเรง
ปฏิกิริยา carboxylation ของ pyruvate ไปเปน oxaloacetate (รูปท่ี 2.7) มีรายงานพบวา ถาในอาหาร
มีปริมาณของแมงกานีสท่ีเหมาะสมจะทําใหอัตราการเจริญจําเพาะของ 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 ปจจัยอ่ืนๆ ท่ีสงเสริมการเจริญ (Growth promoting factors) ไดแก 
กรดอะมิโน กรดนิวคลีอิค กรดไขมันและสเตอรอยด (steroid) สารเหลานี้ ถูกใชไปในกระบวนการ
สังเคราะหและเพ่ิมผลไดเอทานอล (ethanol yield) ในบางกรณีความตองการ growth  factor ของยีสต
ข้ึนกับสภาพแวดลอม เชน ในกรณีท่ียีสตเจริญในสภาพไรอากาศ จะตองการ ergosterol และกรดไขมันท่ี
ไมอ่ิมตัว และในกรณีของ thermophilic yeast ตองการ choline, carnitine หรือ leucine growth 
factor ท่ีสําคัญสําหรับยีสตหลายชนิดไดแก inositol โดย inositol ในรูปของ phosphatidyl inositol ทํา
หนาท่ีสําคัญในการรักษาสภาพของเมมเบรนของยีสต ซ่ึงจะมีผลตอการอัตราการหมัก 
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2.2.2.2 อุณหภูมิของการหมัก 
อุณหภูมิมีความสําคัญมากในการหมักเอทานอล สําหรับยีสตท่ีใชกันในโรงงาน

อุตสาหกรรมผลิตเอทานอลท่ัวไปนั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลอยูในชวง 30-35 องศา
เซลเซียส และยีสตจะทนไปไดถึง 37 องศาเซลเซียส ถาสูงข้ึนไปถึง 40 องศาเซลเซียส สวนใหญการเจริญ
จะหยุดชะงัก ดังนั้นในชวงหลังจากผาสาไปแลว 1-10 ชั่วโมง ควรควบคุมอุณหภูมิใหไมเกิน 35 องศา
เซลเซียส หลังจาก 10 ชั่วโมงไปแลว การควบคุมอุณหภูมิไมใหเกิน 37 องศาเซลเซียส การหมักจะดําเนินไป
ดวยดี ถาอุณหภูมิในชวง 10 ชั่วโมงแรกการสูงกวา 37 องศาเซลเซียสแลวอาจจะเกิดปญหาแบคทีเรียเจริญ
ข้ึนมามากเกินไปและจะเปนผลใหยีสตไมสามารถเจริญตอไปได การควบคุมอุณหภูมิจึงจําเปนและเปน
ปจจัยสําคัญตอผลผลิตท่ีได สําหรับการหมักเพ่ือใหไดเอทานอลสูงประมาณ 15-20 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
และใหไดกลิ่นรสดี เชน การหมักไวนและสาเกจะหมักไมเกิน 15 องศาเซลเซียส การหมักท่ีอุณหภูมิสูงจะทํา
ใหเกิดแอลกอฮอลหนัก (fusel oil) มากข้ึน ซ่ึงจะมีผลตออาการมึนและปวดหัวของผูบริโภค อยางไรก็ตาม
การลดอุณหภูมิของถังหมักลงเปนการเพ่ิมคาใชจายในการผลิต  
 สาเหตุท่ีอุณหภูมิในระหวางการหมักเพ่ิมข้ึนเนื่องมาจากกิจกรรมของยีสตโดย ในการ
หมักเอทานอลจากน้ําตาลซูโครสจะเกิดความรอน 149.5 แคลลอรี่ตอกรัมซูโครส ในกรณีน้ําตาลกลูโคสจะ
เกิดพลังงานความรอนจากการหมัก 140.2 แคลลอรี่ตอกรัมกลูโคส ความรอนท่ีเกิดข้ึนเปนพวก 
exothermic energy ดังนั้นความรอนจึงถายเทลงสูน้ําหมักทําใหน้ําหมักมีอุณหภูมิสูงข้ึน (Burrows, 
1970) 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการหมักแอลกอฮอลของยีสต โดยปกติอยูในชวง 30-35 องศา
เซลเซียส แตในชวงท่ีมีเอทานอลผลิตออกมาแลวจะมีผลทําใหอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการหมัก
เปลี่ยนไป ท้ังนี้ข้ึนกับปริมาณเอทานอลเปนสําคัญรวมถึงสายพันธุของยีสตดวย โดยใน rapid batch 
fermentation ท่ีไดเอทานอล 9.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร จะทําใหยีสตมีอัตราในการรอดชีวิตลดลงอยางมี
นัยสําคัญท่ีอุณหภูมิสูงกวา  20-25 องศาเซลเซียส  

2.2.2.3 pH ในระหวางการหมัก 
ยีสตชอบเจริญในสภาพท่ีเปนกรดโดยมีคา pH อยูในชวง 3.8 - 5.5 ถา pH ต่ํากวา 3.5 

การเจริญจะลดลง ถา pH ต่ําถึง 3.0 ยีสตจะไมเจริญ ดังนั้นในการหมักจึงนิยมปรับใหมี pH อยูในชวง 4.0 - 
4.5 pH ท่ีต่ําจะชวยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสวนใหญได เพราะแบคทีเรียท่ัวไปชอบเจริญในสภาพท่ี 
pH เปนกลาง แตมีแบคทีเรียบางชนิดโดยเฉพาะแบคทีเรียท่ีสรางกรดแลคติก เจริญไดดีในระดับ pH ท่ียีสต
เจริญไดและมักจะสรางปญหา เม่ือแบคทีเรียพวกนี้สรางกรดข้ึนมามากเกินไปจนยีสตทนไมได  
 การติดตามวัดคา pH ในชวงการหมักนับวามีความจําเปน บอยครั้งปญหาท่ีเกิดข้ึน
สามารถคาดคะเนไดวาการหมักผิดปกติโดยการสังเกตอุณหภูมิของถังหมักคูกับการท่ี pH ลดลงอยาง
รวดเร็วผิดปกติ โดยท่ีเอทานอลไมเพ่ิมข้ึน เม่ือเกิดเหตุการณเชนนั้นข้ึน บางโรงงานแกปญหาดวยการสูบ
ถายน้ําหมักไปปนกับถังอ่ืนท่ีหมักไดดีมีเอทานอลสูงเกินกวา 5 เปอรเซ็นต และเติมกลายีสตเพ่ิมควบคูกันไป
อีกทางหนึ่ง 

2.2.2.4 ความเขมขนของสารตั้งตน 
 การหมักเอทานอลโดยใชน้ําตาลความเขมขนสูง เปนการหมักท่ีใชความเขมขนของ
น้ําตาลมากกวา 27 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ข้ึนไปและใหไดความเขมขนเอทานอลมากกวา 15 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (Jones และคณะ, 1994, Thomas และคณะ, 1996) การหมักแบบ VHG ทําใหได
ความเขมขนเอทานอลเพ่ิมข้ึนซ่ึงทําใหสามารถลดตนทุนการผลิตได การใชน้ําตาลความเขมขนสูงในการ
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หมักเอทานอลจะสงผลทําใหการเจริญของจุลินทรียชาลงและทําใหเกิด osmotic stress ตอเซลล อยางไรก็
ตามการแปรผันปจจัยอ่ืน เชน การใชอุณหภูมิท่ีเหมาะสม การใหอากาศ การเติมสารอาหารท่ีเหมาะสม 
เปนตน (Jones และคณะ, 1994) สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลภายใตสภาวะน้ําตาลสูงได 

2.2.2.5 ความเขมขนของเอทานอล 
เอทานอลท่ีไดจากการหมักสามารถยับยั้งการเจริญและการหมักของยีสตได ถาเอทา

นอลท่ีไดมีความเขมขนสูงข้ึน อัตราการเจริญเติบโตของยีสตจะลดลง ซ่ึงทําใหอัตราการหมักลดลงไปดวย 
เนื่องจากเอทานอลมีผลตอเอนไซมและสรีระวิทยาของเซลล ในกรณีแรกเอทานอลจะไปมีผลตอการ
ทํางานของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และ เฮกโซไคเนส 
(hexokinase) ในกรณีหลังมีผลตอเมมเบรนของเซลลยีสต กลาวคืออาจมีการทําลาย หรือทําใหคุณสมบัติ
ของเมมเบรนเปลี่ยนแปลงไป (วราวุฒิ, 2529) 
 
2.3 ขาวฟางหวาน 

ขาวฟางหวาน (Sweet Sorghum; Sorghum bicihor (Linn.) Moench) มีถ่ินกําเนิดในประเทศ
แถบตะวันออกของอัฟริกา เปนพืชเศรษฐกิจอยางหนึ่งของประเทศสหรัฐอเมริกาเม่ือ 50 ปท่ีผานมา โดย
ปลูกเพ่ือใชทําน้ําเชื่อม (syrup) และน้ําตาลเกล็ด สําหรับประเทศไทยขาวฟางหวานนับเปนพืชใหมท่ียังไมมี
การปลูกเปนการคาแตมีการทดลองเก่ียวกับพืชชนิดนี้อยูบาง 
          ขาวฟางหวาน มีลักษณะเชนเดียวกับขาวฟางท่ีใชประโยชนจากเมล็ดท่ีปลูกกันท่ัว ๆ ไป ตางกันใน
ตรงท่ีมีน้ําตาลในลําตนมากกวา จึงสามารถนําไปผลิตเปนน้ําตาลเพ่ือบริโภคได และขาวฟางหวานมีขอดี
เหนือกวาออย คือ สามารถปลูกและเจริญเติบโตไดในดินแทบทุกชนิด และความทนทานตอสภาพภูมิอากาศ
แหงแลง ขยายพันธุดวยเมล็ดและมีอายุเก็บเก่ียวสั้นประมาณ 90 - 120 วันเทานั้น อีกท้ังยังสามารถใช
ประโยชนไดในลักษณะเดียวกับออย เพราะนอกเหนือจากการผลิตเปนน้ําเชื่อมหรือน้ําตาลแลว ขาวฟาง
หวานยังสามารถผลิตเปนอาหารสัตว กระดาษไมอัดและน้ํามันเชื้อเพลิงไดอีกดวย การแยกลําตนขาวฟาง
หวานเพ่ือไปใชเปนประโยชน ใชวิธี “Tilby Seperator Process” รูปท่ี 2.8 ซ่ึงประกอบดวยเครื่องมือท่ี
แยกลําตนขาวฟางหวานออกเปน 2 สวน คือ สวนผิวนอกของลําตนขาวฟางหวานท่ีเรียกวา “outer rind 
fiber” สามารถนําไปใชประโยชนในการผลิตกระดาษ สวนแกนในเปนสวนประกอบของน้ําหวาน ซ่ึงมี
น้ําตาลอยูมาก จึงสามารถนําไปใชเปนวัตถุดิบเพ่ือผลิตเอทานอล สําหรับใชเปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนต
เบนซินและดีเซลได  ใบและเมล็ดสามารถทําเปนอาหารหมักใชเลี้ยงสัตว นอกจากนี้สวนของกานชอดอกยัง
ใชทําปุยหรือเปนเชื้อเพลิงได (นอม, 2523) 
        ขาวฟางหวานท่ีปลูกเพ่ือผลิตน้ําตาลหรือเพ่ือผลิตแอลกอฮอลนั้นควรมีลําตนโต เพ่ือสะดวกตอการ
หีบน้ําตาล มีลําตนแข็งแรง ไมหักลมงาย ลําตนฉํ่าน้ํา และมีปริมาณน้ําตาลสูง มีความตานทานตอโรคสูง มี
อายใุนการเก็บเก่ียวไมยาวเกินไป เพ่ือใหทันกับชวงฝน ทนทานตอความแหงแลงไดดีในสภาพฝนไมแนนอน
และมีความตานทานตอสภาพน้ําขังแฉะ ในกรณีท่ีมีฝนตกชุก ถามีวัตถุประสงคเพ่ือใชทําน้ําเชื่อม ควรให
กลิ่น สี ของน้ําเชื่อมท่ีดี แตถามีวัตถุประสงคเพ่ือผลิตแอลกอฮอล คุณภาพดังกลาวไมจําเปน(กฤษฎา, 
2525) 
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รูปท่ี 2.8 กระบวนการแยกสวนตางๆ ของขาวฟางหวานแบบ Tilby (Tilby separation process) (นอม, 

2523) 
 

จากคุณสมบัติของขาวฟางหวานท่ีกลาวมา จะเห็นไดวาขาวฟางหวานเปนพืชเศรษฐกิจชนิดใหม
ของเกษตรกรไดในอนาคต โดยเฉพาะการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานนั้นมีความเปนไปได
สูงมาก ดังนั้นการศึกษาปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอผลผลิตและคุณภาพของขาวฟางหวานโดยรวมไปถึง
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวาน จึงเปนสิ่งจําเปนเพ่ือใช
เปนขอมูลพ้ืนฐาน เพ่ือใหไดประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลสูงสุด 

 
2.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการผลิตเอทานอลภายใตสภาวะ VHG สรุปไดดังนี้ 
Bafrncova และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะภายใตสภาวะ VHG ท่ีมีน้ําตาล

กลูโคสเริ่มตน 300 กรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช S. cerevisiae Pz90 และแปรผัน
แหลงไนโตรเจน โดยใหมีความเขมขนไนโตรเจนเริ่มตน 0.141 โมลตอลิตร ซ่ึงแหลงไนโตรเจนท่ีนํามา
ศึกษาไดแก ยีสตเอ็กซแทรค 9.0 กรัมตอลิตร Casamino acid 5.8 กรัมตอลิตร fresh yeast 
autolysate 7.2 กรัมตอลิตร และ urea 1.5 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวา เม่ือเติมไนโตรเจนลงใน
อาหารทําใหความเขมขนของเอทานอลเพ่ิมข้ึนจากเดิม 17 เปอรเซ็นต และมีอัตราการใชกลูโคสเพ่ิมข้ึน
ดวย 

Bvochora และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากการผสมกันระหวางน้ําค้ันขาวฟาง
หวานและเมล็ดขาวฟางภายใตการหมักแบบ VHG โดยใช S. cerevisiae strain N96 ท่ีอุณหภูมิ30 องศา
เซลเซียส ในการทดลองไดเติมน้ําตาลซูโครสลงในน้ําค้ันขาวฟางหวานเพ่ือใหไดปริมาณของแข็งท่ีละลายได
ท้ังหมด 340 กรัมตอลิตร และใชระยะเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวา การหมักน้ําค้ัน
ขาวฟางหวานรวมกับเมล็ดขาวฟางหวานท่ีบดใหเอทานอลสูงสุด 16.8 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร สวนการ
หมักน้ําค้ันขาวฟางหวานรวมกับเมล็ดขาวฟางไมบดใหเอทานอลสูงสุด 11 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  
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Alfenore และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยใช S. cerevisiae 
CBS8066 ในถังหมักขนาด 20 ลิตร โดยใชเทคโนโลยี VHG ท่ีมีน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 700 กรัมตอลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 4.0 และแปรผันการใหอากาศท่ีสภาวะ full aeration ความเร็วในการ
กวน 400 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 0.2 vvm และสภาวะ micro-aeration ท่ีมีการกวน 300 รอบ
ตอนาที ผลการทดลองพบวา เม่ือสิ้นสุดกระบวนการหมักในชั่วโมงท่ี 45 ในสภาวะท่ีเปน full aeration 
ไดความเขมขนเอทานอล 147 กรัมตอลิตร มีอัตราผลผลิตเอทานอลสูงสุด 9.4 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และ
ไดความเขมขนกลีเซอรอล 4.0 กรัมตอลิตร สวนสภาวะ micro-aeration ไดความเขมขนเอทานอล 131 
กรัมตอลิตร มีอัตราผลผลิตเอทานอลสูงสุด 7.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และไดความเขมขนกลีเซอรอล 
12.2 กรัมตอลิตร  

Bai และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบตอเนื่องภายใตสภาวะ VHG ท่ีมีน้ําตาล
กลูโคสเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร ใชถังปฏิกรณชีวภาพ 2 ชนิดตอกัน คือ stirred tank bioreactor ตอกับ 
three-stage tubular และมีปริมาตรทํางาน 1500, 620, 610 และ 530 ตามลําดับ ควบคุม pH ท่ี 4.5 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีการใหอากาศใน stirred tank bioreactor ท่ี 0.05 vvm และใน tubular 
2 ถังสุดทายท่ี 0.005 vvm และใชอัตราการเจือจาง 0.012 ตอชั่วโมง ผลการทดลองพบวา ไดความ
เขมขนเอทานอลเฉลี่ย 15.9 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร หรือ 124.6 กรัมตอลิตร และไดผลได 0.484 หรือ 
94.7 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับผลไดทางทฤษฎี 0.511 

Laopaiboon และคณะ (2009) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันขาวฟางหวาน โดย S. 

cerevisiae NP01 ท่ีความเขมขนยีสตเริ่มตน 1×108 เซลลตอมิลลิตร โดยหมักใน air-locked flask 
ขนาด 500 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หมักแบบสภาวะนิ่ง แปรผันแหลงคารบอนเสริมไดแก 
ซูโครสและโมลาส เพ่ือใหไดความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 240, 280 และ 320 กรัมตอลิตร และแปรผัน
แหลงไนโตรเจนเสริมไดแก ยีสตเอ็กซแทรครวมกับเปปโตน (YEP) และแอมโมเนียมซัลเฟต ผลการทดลอง
พบวา เม่ือใชแหลงคารบอนเสริมเปนซูโครส และใช YEP เปนแหลงไนโตรเจนไดความเขมขนเอทานอล
สูงสุดคือ 120.68 กรัมตอลิตร ท่ีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร นอกจากนี้พบวา การทดลอง
ท่ีมีการเติมแหลงไนโตรเจนเสริม ยีสตจะใชไนโตรเจนมากกวาท่ีไมเติม และพบวาแอมโมเนียมซัลเฟตไม
เหมาะท่ีจะนํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนเนื่องจากไดเอทานอลต่ํากวาชุดควบคุม (ไมมีการเติมไนโตรเจน
เสริม) อยางไรก็ตามถึงแมวาการใช YEP จะไดความเขมขนเอทานอลสูงข้ึนแตจะใชระยะการหมัก
เวลานานข้ึนเม่ือเทียบกับชุดควบคุม 

Sridee และคณะ (2009a) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานภายใต
สภาวะ VHG ท่ีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในถังหมักขนาด 

5 ลิตร อัตราการกวน 100 รอบตอนาที โดยใช S. cerevisiae NP01 ท่ีความเขมขนยีสตเริ่มตน 1×108 
เซลลตอมิลลิลิตร แปรผันแหลงไนโตรเจนไดแก (1) ยีสตเอ็กซแทรคและเปป โตน 3 และ 5 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ (YEP) (2) ยีสตเอ็กซแทรค (YE) 8 กรัมตอลิตร และ (3) dried spent yeast (DSY) หรือกาก
เซลลยีสต 8 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวา ความเขมขนเอทานอลจากการทดลองชุดควบคุม (ไมมีการ
เติมแหลงอาหารเสริม) การเติม YEP, YE และ DSY คือ 98.90, 104.60, 107.12 และ 104.54 กรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ นอกจากนี้ไดแปรผันความเขมขนยีสตเริ่มตนเปน 1×107, 5×107 และ 1×108 เซลลตอ
มิลลิลิตร โดยมีการเติม DSY เปนแหลงไนโตรเจน ผลการทดลองพบวา ความเขมขนยีสตเริ่มตนไมมีผลตอ
ความเขมขนเอทานอลสุดทายอยางมีนัยสําคัญ แตมีผลตออัตราผลผลิตเอทานอล ซ่ึงระยะเวลาการหมักท่ี
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ใหความเขมขนเอทานอลสูงสุดเม่ือใชความเขมขนยีสตเริ่มตน 1×107, 5×107 และ 1×108 เซลลตอ
มิลลิลิตร คือ 72, 56 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ 

Sridee และคณะ (2009b) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานภายใต
สภาวะ VHG ท่ีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร โดยใช S. cerevisiae NP01 ท่ีความเขมขน

ยีสตเริ่มตน 1×108 เซลลตอมิลลิลิตร แปรผันแหลงไนโตรเจนโดยเติม ยีสตเอ็กซแทรค รวมกับเปปโตน 
(YEP) ท่ี 3 และ 5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และ กากเซลลยีสต (DSY) ท่ี 0, 8 และ 16 กรัมตอลิตร โดย
หมักในถังหมักขนาด 5 ลิตร ปริมาตรทํางาน 3.5 ลิตร และถังหมักขนาด 50 ลิตร ปริมาตรทํางาน 40 
ลิตร ผลการทดลองพบวา ความเขมขนเอทานอลท่ีไดจากการทดลองท่ีเติม YEP (104.60 กรัมตอลิตร) 
และ DSY (104.56 กรัมตอลิตร) ไมแตกตางกัน ดังนั้น DSY จึงเหมาะสมท่ีจะนํามาเปนแหลงไนโตรเจน
เสริมแทนการใช YEP ท่ีมีราคาแพง และพบวา ความเขมขนของเอทานอลท่ีไดเม่ือใช DSY 8 และ 16 
กรัมตอลิตร ไมแตกตางกัน และขนาดของถังหมักนั้นไมมีผลตอผลไดเอทานอล (yield) แตมีผลตอความ
เขมขนเอทานอลและอัตราผลผลิตเอทานอล (productivity) 

Suwanapong และคณะ (2010) ศึกษาผลของการเติมกากเซลลยีสตและกากเซลลยีสตท่ีถูกยอย
ดวยกรด H2SO4 (3 M) ตอการหมักเอทานอลแบบกะจากน้ําค้ันลําตนขาวฟางหวานภายใตสภาวะการ
หมักแบบ VHG ท่ีมีน้ําตาลเริ่มตน 280 กรัมตอลิตร โดย S. cerevisiae NP01 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในขวดปองกันอากาศขนาด 1 ลิตร ความเขมขนของกากเซลลยีสตและกากเซลลยีสตท่ีถูกยอย
แปรผันท่ี 11, 16 และ 21 กรัมตอลิตร ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนเทากับยีสตเอ็กซแทรค 6, 9 และ 12 กรัม
ตอลิตร ผลการทดลองพบวา การเติมกากเซลลยีสต 21 กรัมตอลิตรใหความเขมขนเอทานอล 107.33 ± 
0.22 กรัมตอลิตร และผลไดสูงสุด 0.47 ± 0.00 นอกจากนี้การเติมกากเซลลยีสตท่ีถูกยอยท่ีความเขมขน
เทากับกากเซลลยีสตไมถูกยอยไมไดปรับปรุงความเขมขนเอทานอลและผลไดเลย แตชวยปรับปรุงอัตรา
ผลผลิตเอทานอล และพบวาประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลท่ีเติมกากเซลลยีสตและกากเซลลยีสตท่ี
ยอยสูงกวาชุดควบคุมทําใหมีการเติมสารอาหารเสริม ซ่ึงชุดควบคุมไดความเขมขนเอทานอล 87.54 ± 
0.21 กรัมตอลิตร ผลได 0.44 ±0.00 และอัตราผลผลิตเอทานอล 1.58 ± 0.00 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  

งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับผลของสังกะสี แมกนีเซียม และแมงกานีสตอการผลิตเอทานอลสรุปไดดังนี้ 
Auld และคณะ (1976) และ Gottschalk (1986) รายงานวา สังกะสีเปน trace elements ท่ีมี

ความสําคัญมากตอการเจริญและการผลิตเอทานอล โดยสังกะสีจําเปนตอกิจกรรมของเอนไซมหลายชนิด
ท่ีเก่ียวของกับการเจริญและการผลิตเอทานอล เชน ethanolic dehydrogenase, aldolase alkaline 
phosphatase และ DNA และ RNA polymerase 

การท่ีมีสารอาหารจํากัด (nutrient limitation) คือปจจัยหลักท่ีมีผลกระทบตอการผลิตเอทา
นอลในระหวางการหมักแบบ VHG (Casey et al., 1984) Dombek และ Ingram (1986) รายงานวา 
การมีแมกนีเซียมเพียงพอในการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลจะชวยขยายระยะ exponential ใหยาวข้ึน และ
ทําใหเพ่ิมอัตราการใชน้ําตาลกลูโคสและการผลิตเอทานอลดวย  

Gutierrez (1993) รายงานวา ในอาหารท่ีขาดสังกะสี การเจริญของ S. cerevisiae M-300-A 
ลดลงจาก 342 มิลลิกรัมเซลล ตอ 100 มิลลิลิตร เหลือเพียง 278 มิลลิกรัมเซลล ตอ 100 มิลลิลิตร 

Hu และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตเอทานอลแบบกะและการทนตอเอทานอล โดยใชน้ําตาล
กลูโคสเริ่มตน 200 กรัมตอลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และทํา ethanol shock ท่ีความเขมขนเอ
ทานอล 20 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีการเติมแมกนีเซียม 
(แมกนีเซียมซัลเฟต) 3.5 มิลลิโมลาร ยีสตท่ีใชในการทดลองคือ self-flocculating yeast ท่ีไดจากการ
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หลอมรวมโปรโตพลาสระหวาง Schizosaccharomyces pombe และ S. cerevisiae ผลการทดลอง
พบวา การทดลองท่ีเติมแมกนีเซียมนั้นสามารถผลิตเอทานอลและทนตอเอทานอลไดมากกวา (มีการรอด
ชีวิต 50 เปอรเซ็นต) การทดลองท่ีไมเติมแมกนีเซียม (ไมมีการรอดชีวิต) และมีความเขนขนของนิวคลีโอ
ไทดภายนอกเซลล (2 ไมโครกรัมฟอสเฟสตอมิลลิลิตร) นอยกวาการทดลองท่ีไมไดเติมแมกนีเซียม (8 
ไมโครกรัมฟอสเฟสตอมิลลิตร) 

Stehlik-Tomus และคณะ (2004) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล และผลของ
สังกะสี คอปเปอร และแมงกานีส ตอการผลิตเอทานอล โดย S. cerevisiae TVG4 ในอาหารโมลาส 90 
กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แปรผันพีเอชของอาหาร 3.5 – 6.0 และเติมสังกะสีซัลเฟส คอป
เปอรซัลเฟส และแมงกานีสซัสเฟสท่ีความเขมขน 0.1 กรัมตอลิตร แปรผันสภาวะการใหอากาศท่ีสภาวะ 
semiaerobic conditions และ anaerobic condition  ผลการทดลองพบวา การเติมสังกะสีซัลเฟส 
คอปเปอรซัลเฟส และแมงกานีสซัสเฟส ภายใตสภาวะ semiaerobic conditions และพีเอช 5.0 ทําให
คาผลไดชีวมวลและผลไดเอทานอลมากกวาสภาวะ anaerobic condition และพบวาอัตราการเจริญ
จําเพาะของเซลลเพ่ิมข้ึนท้ังในสภาวะ semiaerobic conditions (เพ่ิมข้ึน 7-10 เปอรเซ็นต) และ 
anaerobic condition (เพ่ิมข้ึน 6 เปอรเซ็นต)   

Avci และ Dönmez (2005) ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรียสายพันธุ 
Thermoanaerobacter  พบวา สังกะสีในรูปสังกะสีซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) มีผลตอการผลิตเอทานอล 
โดยการผลิตเอทานอลจะเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือเติมสังกะสีซัลเฟต เม่ือใชแบคทีเรียสายพันธุ T. ethanolicus 
(JW200) พบวาการเติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขน 0.17 กรัมตอลิตร จะเพ่ิมการผลิตเอทานอลเปน 
4.19 กรัมตอลิตร ในขณะท่ีเม่ือไมไดเติมสังกะสีซัลเฟตมีการผลิตเอทานอล 2.71 กรัมตอลิตร ภายใต
สภาวะท่ีเติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขนเดียวกันเม่ือใชแบคทีเรียสายพันธุ Thermoanaerobacter 
(65-2) พบวาสามารถผลิตเอทานอลได  3.52 กรัมตอลิตร เม่ือศึกษาการผลิตเอทานอลโดย T. 
thermohydrosulfuricus (70-1) พบวาความเขมขนของสังกะสีในอาหารมีผลตอการผลิตเอทานอล โดย
การเติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขน 0.22 กรัมตอลิตร สามารถผลิตเอทานอลไดสูงถึง 5.8 กรัมตอลิตร 
และเม่ือใชสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขนสูงข้ึนจะทําใหการผลิตเอทานอลลดลง 

Wang และคณะ (2007) ศึกษาอาหารท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลในสภาวะ VHG โดยใช
แปงขาวโพดท่ียอยดวยเอนไซมอะไมเลสปริมาณ 250 มิลลิลิตร และยีสต S. cerevisiae โดยมีการเติม
แมกนีเซียม ยีสตเอ็กซแทรค ไกลซีน (glycine) ไบโอติน (biotin) เปปโตน (peptone) และอะซีทัลดีไฮด 
(acetaldehyde) ผลการทดลองพบวา แมกนีเซียมและเปปโตนท่ีความเขมขน 50 มิลลิโมลาร และ 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตามลําดับ มีผลอยางมีนัยสําคัญตอการผลิตเอทานอล โดยเอทานอล
เพ่ิมข้ึนจาก 14 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เปน 17 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) เม่ือเทียบกับการทดลองท่ีไม
เติมแมกนีเซียมและเปปโตน 

Lui และคณะ (2008) ศึกษาสารอาหารท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทานอลจากน้ําค้ันลําตนขาวฟาง
หวานท่ีมีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 11.15 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยเซลลตรึง S. cerevisiae 
โดยใชการออกแบบการทดลอง Orthogonal สารอาหารท่ีนํามาศึกษาไดแก (NH4)2SO4 (0, 0.05 และ 
0.2 เปอรเซ็นต), K2HPO4 (0, 0.125 และ 0.5 เปอรเซ็นต) and MgSO4 (0, 0.01 และ 0.05 เปอรเซ็นต) 
ใชกระบวนการหมักแบบกะในฟลาสกเขยาท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส pH 4.0 particle stuffing rate 
30-33 เปอรเซ็นต และใชการกวนท่ี 150 รอบตอนาที ผลการทดลองพบวาลําดับอิทธิพลของสารอาหาร 
คือ (NH4)2SO4 > MgSO4 > K2HPO4 และความเขมขนท่ีเหมาะสม คือ K2HPO4, 0 เปอรเซ็นต; 
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(NH4)2SO4, 0.20 เปอรเซ็นต และ MgSO4, 0.05 เปอรเซ็นต โดยไดความเขมขนเอทานอล 6.2 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในขณะท่ีชุดควบคุม (ไมเติมสารอาหาร) ไดเพียง 4.85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 

Xue และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตและการทนตอเอทานอลของ self-flocculating yeast 
สายพันธุ SPSC01 โดยใชกระบวนการหมักแบบกะในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ไดเติมวิตามิน (NH4)2SO2 และโลหะตางๆ ไดแก K2HPO4, MnCl2.4H2O, MgSO4.7H2O, 
CaCl2.2H2O, FeSO4.7H2O, ZnSO4.7H2O และ CoCl.6H2O ลงในน้ําหมัก ผลการทดลองพบวา สังกะสี
และแมกนีเซียมชวยปองกันความเปนพิษของเอทานอล (ethanol toxicity) ตอเซลลจุลินทรีย โดยการ
เติมสังกะสีซัลเฟตท่ีความเขมขน 0.02 กรัมตอลิตร (คิดเปนสังกะสี 4.5 มิลลิกรัมตอลิตร) สามารถเพ่ิมการ
รอดชีวิตของยีสตในสภาวะท่ีมีเอทานอล 18 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ได 40 เปอรเซ็นต และสามารถ
เพ่ิมการผลิตเอทานอลไดจาก 34.1 เปน 43.7 กรัมตอลิตร เม่ือเทียบกับชุดควบคุมหรือสภาวะท่ีไมเติม
สังกะสีซัลเฟตในอาหาร อยางไรก็ตามพบวาสังกะสีไมมีผลตอการเจริญเติบโตของยีสต ในขณะท่ีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟต 0.8 กรัมตอลิตร (คิดเปนแมกนีเซียม 0.078 กรัมตอลิตร) ทําใหการเจริญของยีสต
เพ่ิมข้ึนจาก 1.88 เปน 4.06 กรัมตอลิตร และ การผลิตเอทานอลเพ่ิมข้ึนจาก 9.5 เปน 38.2 กรัมตอลิตร 
และแมงกานีสคลอไรดทําใหการรอดชีวิตของยีสตเพ่ิมข้ึนจาก 36.9 เปน 41.8 เปอรเซ็นต  และการผลิต
เอทานอลเพ่ิมข้ึนเล็กนอยจาก 27.0 เปน 29.0 กรัมตอลิตร 
 Zhao และคณะ (2009) ศึกษาผลของการเติมสังกะสีตอการทนและการผลิตเอทานอลในการ
หมักแบบตอเนื่องของ self-flocculating yeast ายพันธุ SPSC01 ในอาหารท่ีมีน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 245 
กรัมตอลิตร ท่ีอัตราการเจือจาง 0.025 ตอชั่วโมง และเติมสังกะสีท่ีความเขมขน 0.01, 0.05 และ 0.1 กรัม
ตอลิตร ทํา ethanol shock ท่ีความเขมขนเอทานอล 20 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) บมแบบเขยาท่ี 30 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอนาที และ heat shock ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บมแบบเขยา
ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที ผลการทดลองพบวา การเติมสังกะสีซัลเฟตในอาหารความเขมขน 0.01 ถึง 
0.1 กรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมความสามารถในการทนตอเอทานอลและการทนตอความรอนไดเพ่ิมข้ึน ซ่ึง
อาจเนื่องมาจากผนังเซลลมีองคประกอบของ ergosterol และ trehalose เพ่ิมข้ึน โดยความเขมขนของ
สังกะสีซัลเฟตท่ีเหมาะสมคือ 0.05 กรัมตอลิตร โดยท่ีความเขมขนนี้ไดเอทานอลเพ่ิมข้ึนจาก 104.1 (ไม
เติมสังกะสีซัลเฟต) เปน 114.5 กรัมตอลิตร 
 Nicolić และคณะ (2009) ศึกษาผลของการเติมสารอาหารตอการผลิตเทานอลแบบกะโดยเซลล
ตรึง S. cerevisiae var. ellipsoideus จากแปงขาวโพดท่ีถูกยอยท่ีมีน้ําตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร 
หมักในฟลาสกท่ี pH 5.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบตอนาที และใชกลาเชื้อเริ่มตน 

2.5×107 เซลลตอมิลลิลิตร โดยสารอาหารท่ีนํามาใชไดแก thiamine (2 มิลลิกรัมตอลิตร) pyridoxine 
(2 มิลลิกรัมตอลิตร) inositol (1 กรัมตอลิตร) Ca-panthotenate (2 กรัมตอลิตร) CaCl2 (40 ถึง 120 
มิลลิกรัมตอลิตร) CuCl2  (1 ถึง 3 มิลลิกรัมตอลิตร) MgSO4 (2 กรัมตอลิตร) ZnSO4 (0.3 กรัมตอลิตร) 
ผลการทดลองพบวา การเติม MgSO4 และ ZnSO4 ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลสูงสุดโดยได 
83.93 เปอรเซ็นต (โดยมวล) ในขณะท่ีชุดควบคุมไดเพียง 76.79 เปอรเซ็นต และการเติมวิตามินและแร
ธาตุ MgSO4 (2 กรัมตอลิตร) ZnSO4 (0.3 กรัมตอลิตร) CuCl2 (1 มิลลิกรัมตอลิตร) Ca-panthotenate 
(1 กรัมตอลิตร) และ inositol (1 กรัมตอลิตร) รวมกันสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักได 20 
เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับชุดควบคุม 


