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บทคัดยอ

วัสดุลิกโนเซลลูโลสเปนวัตถุดิบที่มีอยูอยางมากมาย ซึ่งมีเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนสวนประกอบ 
เมื่อยอยสลายจะไดน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลไซโลสตามลําดับ ซึ่งน้ําตาลทั้งสองชนิดเปนสารตั้งตนที่ดีในการ
ผลิต เอทานอล  กระบวนการในการผลิต เอทานอลที่ นิ ยมใช  คื อ  กระบวนการ  Simultaneous 
Saccharification and Fermentation (SSF) แตอยางไรก็ตามกระบวนการนี้ตองใชจุลินทรียที่สามารถหมัก
วัสดุลิกโนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูง ดังนั้นจุดประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อคัดแยกยีสตทนรอนที่มีความสามารถใน
การใชไซโลสในการผลิตเอทานอลได ซึ่งจากการทดลองสามารถคัดแยกยีสตทนรอนไดทั้งหมด 20 ไอโซเลท 
และมี 12 ไอโซเลท (60%) ที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสเปนสารตั้งตนและเปลี่ยนเปนเอทานอล ซึ่งยีสตทนรอน
ไอโซเลท SBK 3-2 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดเมื่อเทียบกับไอโซเลทอื่นๆ (0.43 กรัมตอลิตร)

คําสําคัญ: ลิกโนเซลลูโลส ไซโลส เอทานอล จุลินทรีย
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Abstract

Lignocellulosic biomass represents one of the most abundant renewable energy 
sources. The main components of lignocellulosic biomass are cellulose and hemicellulose 
that are hydrolyzed to glucose and xylose, respectively, for serve as good substrate for 
ethanol production. Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) is generally 
procedure for ethanol production. However, this process requires the utilization of 
microorganisms that capable of working at high temperatures and can be fermented 
lignocellulose. In Comparation, xylose is more difficult to assimilate and ferment by 
microorganisms than that in glucose. Xylose can be converted to be ethanol by a simply 
microorganism such as Pichia stipitis which is a strain that represents the highest yield among 
other yeast for ethanol production from xylose. The objective of this study is to screen 
xylose-utilizing yeasts from soils in Thailand for ethanol production. Twenty and twenty 
eight yeasts were isolated from soil samples that were collected from ChonBuri and 
Kanchanaburi provinces in Thailand, respectively. Twelve of forty-eight isolates (25%) could 
utilize xylose as substrate and converted to ethanol. Isolate WKA 3-36 has potential to 
produce the highest ethanol concentration at 4.67 g L-1 compared with all isolates.

Keywords: Lignocellulosic, xylose, ethanol, microorganisms



ง

สารบัญเรื่อง

หนา
กิตติกรรมประกาศ...................................................................................................................................... ก
บทคัดยอภาษาไทย…………………………………………………………………………………………………………………...... ข
บทคัดยอภาษาอังกฤษ…………………………………………………………………………………………………………………. ค
สารบัญเรื่อง……………………………………………………………………………………………………………………………….. ง
สารบัญตาราง……………………………………………………………………………………………………………………………… จ
สารบัญภาพ................................................................................................................................................ ฉ
บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ..................................................................................................................... 1
วิธีดําเนินการศึกษา……………………………………………………………………………………………………………………… 3
ผลการศึกษา………………………………………………………………………………………………………………………………. 5
สรุปและวิจารณผล...................................................................................................................................... 11
เอกสารอางอิง............................................................................................................................................. 12
ประวัตินักวิจัยและคณะ.............................................................................................................................. 13



จ

สารบัญตาราง

หนา
ตารางที่ 1 จํานวนยีสตทนรอนที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ.………………………………… 10
ตารางที่ 2 ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจากยีสตที่สามารถคัดแยกไดจากที่ตางๆ................................... 10



ฉ

สารบัญภาพ

หนา
ภาพที่ 1 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัด

ชลบุรี บนผิวหนาอาหารแข็ง YMA........................................................................................ 5
ภาพที่ 2 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากดินที่เก็บจากวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี บนผิวหนา

อาหารแข็ง YMA……………………………………………………………………………………………………… 6
ภาพที่ 3 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจาก Lab Biofuel Production by Biocatalyst 

Research Unit จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย บนผิวหนาอาหารแข็ง YMA…………………………. 7
ภาพที่ 4 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจาก โรงงงานน้ําตาลครบรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครรราช

สีมา บนผิวหนาอาหารแข็ง YMA……………………………………………………………………………… 8
ภาพที่ 5 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากน้ําขาวฝางที่เก็บจากไรสุวรรณ จังหวัดสระบุรี บน

ผิวหนาอาหารแข็ง YMA……………………………………………………………………………………………. 9



บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย
ปาธรรมชาติเปนแหลงของความหลากหลายทางพันธุกรรม แตในปจจุบันปาธรรมชาติไดถูกทําลายจน

เสื่อมโทรม จึงตองวางแผนจัดการเพื่อปรับปรุงพื้นที่ปาใหคืนสภาพ ซึ่งการปรับปรุงคุณภาพดินก็มีสวนสําคัญ 
การที่ดินจะมีความสมบูรณได ตองอาศัยจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายซากอินทรียวัตถุที่ทับถม
กันใหเปนสารอินทรียที่เปนองคประกอบสําคัญในการฟนฟูสภาพดินใหมีความสมบูรณ ดังนั้นการศึกษากลุม
ประชากรของจุลินทรียในดินจึงเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการจัดการปรับปรุงพื้นที่ปา เพื่อแกไขสภาพปา
เสื่อมโทรมที่เปนอยูใหมีสภาพดังเดิม จุลินทรียตางๆ ในดินจึงเปนดัชนีที่บงชี้ถึงประสิทธิภาพของการฟนฟู
สภาพดินวามีความสมบูรณ และคงทนยาวนานเพียงใด นอกจากนี้เชื้อราในดินที่มีความสามารถในการยอย
สลายบางชนิดสามารถนําไปใชเปนขอมูลในการศึกษาพันธุศาสตรและอาจนํามาพัฒนาใหเกิดประโยชนกับ
มนุษยได

ดินเปนแหลงที่อยูอาศัยของจุลินทรียมากมายหลายชนิด ประกอบไปดวย แบคทีเรีย รา เชื้อแอคติโน
มัยสีท สาหราย โปรโตซัว และไวรัส นอกจากนี้แลวในดินยังมีสัตวหนาดิน และแมลงหนาดินตางๆ สิ่งมีชีวิต
เหลานี้มีความสัมพันธุกันในระบบนิเวศของดิน สวนใหญแลวดินเกิดจากการสลายตัวและผุพังของแรหินตางๆ 
โดยอิทธิพลจากธรรมชาติ เชน ความรอน ความเย็น กระแสน้ํา และการทับถมของซากสิ่งมีชีวิตที่เนาเปอยผุพัง 
ซึ่งเปนผลมาจากกิจกรรมของจุลินทรียในดิน จุลินทรียเหลานี้จึงมีบทบาทสําคัญในการเกิดความอุดมสมบูรณ
ของดิน จํานวนของจุลินทรียในดินขึ้นอยูกับอาหารที่มีประโยชนในดิน ความชื้น คาความเปนกรด-ดาง และ
อุณหภูมิของสิ่งแวดลอมในดิน

จุลินทรียในดิน เชน แบคทีเรียจัดเปนจุลินทรียกลุมใหญพบจํานวนมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ
จุลินทรียชนิดอื่นๆ ในหนึ่งกรัมของดินที่อุดมสมบูรณมีแบคทีเรียมากถึง หนึ่งแสนถึงพันลานโคโลนีตอกรัมดิน 
มีหนาที่ในการยอยสลายซากพืชซากสัตว ผลิตฮิวมัส เปลี่ยนแปลงแรธาตุในดินใหเปนประโยชนตอสิ่งมีชีวิตทั้ง
จุลินทรียเองและพืช แบคทีเรียบางชนิดเปนโรคพืช แบคทีเรียที่พบในดินโดยทั่วไป มีรูปราง 3 แบบคือ แบบ
กลม แบบแทง และแบบเกลียว แบคทีเรียเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในดินที่มีอินทรียวัตถุ มี
ความชื้นพอสมควร และคาความเปนกรดดางอยูระหวาง 5.5-9 ในบริเวณรากพืชจะพบแบคทีเรียมากกวาใน
บริเวณที่ไกลออกไป กิจกรรมของแบคทีเรียในดินมีมากมายแตที่มีความสําคัญตอระบบนิเวศ คือ การเปนผู
ยอยสลายอินทรียวัตถุในดินทําใหอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนได ราเปนจุลินทรียที่มีจํานวน
รองลงมาจากแบคทีเรีย เสนใยของเชื้อรายาวเปนสิบถึงรอยเมตรตอกรัมของดินที่อุดมสมบูรณ มีบทบาทใน
การยอยสลายซากพืชซากสัตวรวมถึงฮิวมัสในดิน บางชนิดเปนสาเหตุของโรคในสิ่งมีชีวิต บางชนิดทําลาย 
nematode ซึ่งเปนศัตรูพืช ดํารงชีวิตไดโดยการดูดซึมสารอินทรียจากการยอยภายนอกเซลล มีรูปรางเปนเสน
ใย หรือเปนเซลลเดี่ยว จําเปนตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต เชื้อราสวนใหญเจริญเติบโตไดดีในดินที่เปน
กรด เชื้อแอคติโนมัยสีทเปนจุลินทรียที่มีลักษณะสารพันธุกรรมคลายแบคทีเรียและมีลักษณะสารพันธุกรรม
คลายแบคทีเรียและมีลักษณะของผนังเซลลเชื้อรา ในการจัดจําแนกยังคงจัดเปนแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจน
ในการดํารงชีวิต ไมสามารถเคลื่อนที่ได มักอยูรวมกันเปนเสนสาย สามารถเจริญเติบโตไดในดินที่เปนกรดถึง
เปนดาง ประมาณ 5.5-10.0 ยอยสลายสารที่แบคทีเรียและเชื้อรายอยสลายไดยาก เชน ไขมัน ไคติน วัสดุ
ประเภทลิกโนเซลลูโลส เชน ซังขาวโพด หญา ขี้เลื่อย เศษไมและชานออย ลิกโนเซลลูโลสประกอบดวย
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่งพืชแตละชนิดจะมีปริมาณแตกตางกันไป โดยทั่วไปเซลลูโลสซึ่งเปนพอลิ
เมอรของกลูโคสจะมีปริมาณมากที่สุด คือ 35-50% รองลงมา คือ เฮมิเซลลูโลส มี 20-35% ซึ่งเฮมิเซลลูโลส
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เปนพอลิเมอรของน้ําตาลหลายชนิดโดยไซโลสที่เปนน้ําตาลคารบอนหาอะตอมจะเปนองคประกอบที่พบมาก
ที่สุด และลิกนินมี 15-25% ไมสามารถยอยใหเปนน้ําตาลได

ดังนั้นการคัดแยกเชื้อจุลินทรียที่มีศักยภาพสูงในความสามารถการยอยสลายโดยเฉพาะเศษวัสดุใน
ระบบปาไม สามารถนํามาใชประโยชนไดกับมวลมนุษยในหลายๆดาน เชน การนํามาทําเปนหัวเชื้อปุยอินทรีย 
หรือ ประโยชนในดานการผลิตพลังงานชีวมวลจากกิจกรรมของจุลินทรียเหลานี้ตอไป

บทความวิจัยที่เกี่ยวของ
การยอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมทําไดโดยใชเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส เซลลูเลสเปนเอนไซมที่

ยอยสลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส ประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิดมาทํางานรวมกัน คือ endoglucanase 
หรือ carboxymethyl cellulase (EC 3.2.1.4), cellobiohydrolase หรือ exoglucanase (EC 3.2.1.91) 
และ ß-glucosidase (EC 3.2.1.21) (Howard, 2003) แมวาจะมีแบคทีเรียและเชื้อรามากมายที่สามารถผลิต
เซลลูเลสได แตมักนําเชื้อรา Trichoderma reesei และสายพันธุ mutant มาใช เนื่องจากมีความสามารถใน
การผลิตเซลลูเลสไดดีเหมาะสําหรับการยอยสลาย (Ryu และ Mandels, 1980; Wyman, 1994) สวนเฮมิ
เซลลูเลสเปนเอนไซมที่ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่งมีไซแลนเปนองคประกอบหลักทําใหไดเปนน้ําตาลไซโลส 
ประกอบดวยเอนไซม 2 ชนิดใหญๆ คือ endoxylanase (EC 3.2.1.8) และ ß-xylosidase (EC 3.2.1.37) 
(Flores, Pé rez และ Huitrón, 1997) ผลิตไดจากเชื้อ เชน Streptomyces spp. (MacKenzie และคณะ, 
1987), Fusarium oxysporum (Panagiotou และคณะ, 2003) และ Aspergillus spp. (Guimarã es และ
คณะ, 2006) เปนตน เซลลูเลสและไซแลเนสไดมีการศึกษากันมากที่สุด สามารถผลิตไดจากเชื้อราที่ยอยสลาย
ลิกโนเซลลูโลสไดดี โดยเฉพาะอยางยิ่ง Trichoderma spp. (MacKenzie และคณะ, 1987) T. reesei 
สามารถผลิตไดทั้งเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส (Juhász และคณะ, 2005) จึงเหมาะที่จะนํามาใชยอยสลายลิกโน
เซลลูโลส เพราะทําใหไมตองใชเชื้อหลายตัวในการผลิตเอนไซม การใชเอนไซมมีขอดีหลายประการเพราะ
เอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงสูง (Wyman, 1994)

พื้นที่สํารวจและเก็บตัวอยาง
ทําการวิจัยในหนวยปฏิบัติการวิจัยเชื้อเพลิงชีวภาพดวยตัวเรงชีวภาพจากตัวอยางจุลินทรียที่คัดแยก

ไดจากดินในพื้นที่วังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี เกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี

วัตถุประสงคของโครงการ
คัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายเซลลูโลส

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
ไดจุลินทรียที่สามารถใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล
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วิธีดําเนินการศึกษา

1) คัดกรองยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอล
1.1) คัดกรองยีสตทั้งหมด
คัดกรองยีสตโดยชั่งตัวอยางแตละตัวอยางมา 10 กรัม แลวเจือจาง ดวย 0.85% (w/v) NaCl 

ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขยาผสมใหเขากัน ทํา serial dilutions จากนั้นปเปตความเจือจางที่เหมาะสมมา 0.1 
มิลลิลิตร เกลี่ยทั่วผิวหนาอาหาร yeast extract-malt extract (YM) agar (Laplace et al., 1993) แลว
นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการคัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหาร มาเขี่ยบน
อาหารชนิดเดิม เพื่อแยก pure colony

1.2) คัดกรองยีสตที่มีความสามารถในการใชไซโลส
นํายีสตที่คัดกรองไดเลี้ยงใน YM medium ไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และวัดการเจริญของจุลินทรียในอาหารเหลวที่คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตรดวยเครื่อง Zenyth 200rt spectrophotometer ใหมีคาเทากับ 0.4 นํายีสตที่เจริญใน YM medium 
ความเขมขน 5% เลี้ยงใน xylose medium บมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อนําไปหาปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี Dinitrosalicylic 
acid (DNS) (Miller et al., 1960) และตรวจหาปริมาณเอทานอลดวย Gas Chromatography รุน GC-
2010A (Shimadzu, Japan)

1.3) คัดกรองสายพันธุยีสตทนรอน
นํายีสตที่สามารถใชไซโลสไดเลี้ยงใน YM medium ไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ

นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และวัดการเจริญของจุลินทรียในอาหารเหลวที่คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นา
โนเมตรดวยเครื่อง Zenyth 200rt spectrophotometer ใหมีคาเทากับ 0.4 นํายีสตที่เจริญใน YM medium 
ความเขมขน 5% เลี้ยงใน xylose medium นําไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อนําไปหาปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี 
Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller et al., 1960) และตรวจหาปริมาณเอทานอลดวย Gas 
Chromatography รุน GC-2010A (Shimadzu, Japan)

2) ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน
ใช yeast extract peptone dextrose (YPD) liquid medium ที่ดัดแปลงมาจาก Osho (2005) 

ซึ่งปรับ พีเอชของอาหารใหเทากับ 5.5 ในการทดสอบความสามารถการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน โดย
เลี้ยงยีสตปริมาตร 100 ไมโครลิตรในอาหาร 7 มิลลิลิตร บมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีเปน
เวลา 5 วัน ผลผลิตของเอทานอลที่เกิดขึ้นจะถูกนํามาวิเคราะหดวย Gas Chromatography รุน GC-2010A 
(Shimadzu, Japan) โดยผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑคํานวนออกมาเปน กรัมตอลิตร

3) ทดสอบความสามารถในการทนตอเอทานอลของยีสตทนรอน   
อาหารที่ใชสําหรับทดสอบความสามารถในการทนตอเอทานอลไดดัดแปลงมาจาก Osho (2005) ซึ่ง

จะใช YPD liquid medium โดยอาหาร YPD ซึ่งเติมเอทานอลลงในอาหารจะแปรผันความเขมขนของเอทา
นอลเปน 5%, 10%, 15%, 20% และ 25% นําไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 



4

5 วัน ซึ่งวัดการเจริญเติบโตของเชื้อที่คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรดวยเครื่อง Zenyth 200rt 
spectrophotometer

4) ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักดวยยีสตทนรอนที่คัดแยกไดโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดิบในการผลิต
4.1) ปรับสภาพวัตถุดิบดวยวีธีทางกายภาพ
นําฟางขาวไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน จากนั้นตัดใหมีขนาดเล็กลง บด

ดวยเครื่องปนและเครื่องบดละเอียดตามลําดับ แลวนําไปรอนผานตะแกรงกรองจนไดเปนผง
4.2) กําจัดลิกนินในฟางขาว
เติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ความเขมขน 15% โดยปริมาตรลงในฟางขาวที่ไดจากขั้นตอน

การเตรียมวัตถุดิบบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร ใชอัตราสวนฟางขาวตอสารละลายแอมโมเนียม ไฮด
รอกไซด 1 ตอ 30 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีการเขยาทุกๆ 2 
ชั่วโมง จากนั้นปรับพีเอชใหเปนกลางดวยกรดไฮโดรคลอริก และนํามากรองโดยใชกระดาษกรอง สวนที่เปน
ของแข็งจะนําไปลางดวยน้ํากรอง 3 ครั้ง (อัชฌา, 2550)

4.3) ผลิตเอนไซมไซแลเนสและวัดการทํางานของเอนไซมไซแลเนส
นําปลายเสนใยของเชื้อรา Trichoderma reesei TISTR 3081 บนอาหารกึ่งแข็ง PDA ใสลงใน

อาหารเหลวสําหรับผลิตไซแลเนส (สุมาลี, 2539) บมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง นําของเหลวที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เก็บสวนใสที่เปน crude enzyme มา
วิเคราะหการทํางานของเอนไซมโดยวัดแอกทิวิตีดวยวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Ghose (1987)

4.4) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและวัดการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส
นําปลายเสนใยของเชื้อรา T. reesei TISTR 3081 บนอาหารกึ่งแข็ง PDA ใสลงในอาหารเหลวสําหรับ

ผลิตเซลลูเลส ซึ่งดัดแปลงมาจากสูตรของ Mandels และ Weber (1969)
4.5) ผลิตเอทานอล
นําฟางขาวที่บดเปนผงและทําการกําจัดลิกนินแลวปริมาณ 1.2 กรัม และใชไซแลนปริมาณ 0.6 กรัม 

เปนตัวเปรียบเทียบ ทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา เติมสารสกัดจากยีสตปริมาณ 0.45 กรัม สารสกัดจากมอลลปริมาณ
0.45 กรัม และแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 0.75 กรัม โดยละลายในสารละลายโซเดียมซิเทรต บัฟเฟอรความ
เขมขน 0.05 โมลาร pH 5.0 ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นถายเชื้อ 5% ใสลงในฟลาสก เติมเซลลูเลส
และไซแลเนสที่กรองแลวปริมาณ 72 และ 1,440 ยูนิต แลวปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 150 มิลลิลิตร ดวยน้ํา
กลั่นที่ผานการฆาเชื้อ จากนั้นนําไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีเปนเวลา 7 วัน โดย
ศึกษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลดวย Saccharomyces cerevisiae ที่มาจากทีมวิจัยในกลุมเดียวกัน,
ยีสตที่คัดแยกได และเชื้อผสมระหวาง S. cerevisiae กับยีสตที่คัดแยกได

4.6) วิเคราะหเอทานอลที่ไดจากการหมัก
เอทานอลที่เกิดขึ้นจากการหมัก จะถูกนํามาวิเคราะหดวย Gas Chromatography รุน GC-2010A 

(Shimadzu, Japan) โดยใชคอลัมน DB-WAX (Agilent Technologies, USA) และ Flame Ionization 
Detector ผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑคํานวณออกมาเปนกรัมตอลิตร
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ผลการศึกษา

1) ยีสตทั้งหมดและทําใหบริสุทธิ์
1.1) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี 

จํานวน 20 สายพันธุ แสดงดังรูปที่ 1

ภาพที่ 1 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี บน
ผิวหนาอาหารแข็ง YMA

A: KCH 1-42, B: KCH 086-41-1, C: KCH 086-41-2, D: KCH 086-3-1, E: KCH 086-8-1, F: KCH 
086-6-2, G: KCH 086-2-1, H: KCH 086-41, I: KCH 086-40-1, J: KCH 086-40-2, K: SRY 19-3-2, L: 
SRY 19-3-3P, M: SRY 4-3, N: SRY 6-2, O: SRY 3-2, P: SRY 3-3, Q: SRY 6-3, R: SRY 14-3, S: SRY 19-
3, T: SRY 19-3-3W

DB CA

E F G H

I J K L

M N O P

TSRQ
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2.2) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากดินที่เก็บจากวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 28 สาย
พันธุ แสดงดังรูปที่ 2

ภาพที่ 2 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากดินที่เก็บจากวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี บนผิวหนาอาหารแข็ง 
YMA

1: WKA 3-1, 2: WKA 3-2, 3: WKA 2-5, 4: WKA 2-6, 5: WKA 2-7, 6: WKA 2-9, 7: WKA 2-10, 
8: WKA 2-11, 9: WKA 3-13, 10: WKA 3-14, 11: WKA 3-15, 12: WKA 3-18, 13: WKA 3-19, 14: WKA 
3-20, 15: WKA 1-21, 16: WKA 1-23, 1 : WKA 1-24, 18: WKA 1-21, 19: WKA 3-25-2, 20: WKA 1-27, 
21: WKA 1-28, 22: WKA 3-29-1, 23: WKA 3-29-2, 24: WKA 3-32, 25: WKA 3-34, 26: WKA 3-36, 
27: WKA 3-37, 28: WKA 3-38

1 2 3 4 5

6 7 8 9 1

1 12 13 1 15

16 1 18 19 20

2 22 23

2 27 28

24 25
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2.3) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจาก Lab Biofuel Production by Biocatalyst Research 
Unit จํานวน 6 สายพันธุ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 3

ภาพที่ 3 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจาก Lab Biofuel Production by Biocatalyst Research Unit 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย บนผิวหนาอาหารแข็ง YMA A: CHU 3-1-2, B: CHU 3-2, C: CHU 3-3, D: CHU 
1-1, E: CHU 1-2, F: CHU 3-1

2.4) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากกากออยที่เก็บจากโรงงงานน้ําตาลครบรี อําเภอครบุรี 
จังหวัดนครรราชสีมา จํานวน 20 สายพันธุ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 4

A B C

D E F
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ภาพที่ 4 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจาก โรงงงานน้ําตาลครบรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครรราชสีมา บน
ผิวหนาอาหารแข็ง YMA

A: SBN 3-1, B: SBN 3-2, C: SBN 3-3, D: SBN 3-4, E: SBN 3-5, F: SBN 2-6, G: SBN 2-7, H: 
SBN 2-8, I: SBN 2-9, J: SBN 2-10, K: SBN 2-11, L: SBN 1-17, M: SBN 1-18, N: SBN 1-19, O: SBN 1-
20, P: SBN 1-21, Q: SBN 1-22, R: SBN 1-29, S: SBN 1-30, T: SBN 1-31 

DB CA

HF GE

LJ KI

PN OM

TR SQ
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2.5) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากน้ําขาวฝางที่เก็บจากไรสุวรรณ จังหวัดสระบุรี จํานวน 10 
สายพันธุ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 5

ภาพที่ 5 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากน้ําขาวฝางที่เก็บจากไรสุวรรณ จังหวัดสระบุรี บนผิวหนาอาหาร
แข็ง YMA

A: RWS 1-12, B: RWS 1-13, C: RWS 1-14, D: RWS 1-15, E: RWS 1-16, F: RWS 1-23, G: 
RWS 1-24, H: RWS 1-25, I: RWS 1-26, J: RWS 1-27

DB CA

HF GE

JI
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2.6) การคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสได
สามารถคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสได ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 จํานวนยีสตทนรอนที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ

Source Isolate
Xylose-

utilization
Thermotolerant

30° C 37° C 40° C 45° C 50° C
Koh Samesan, Chon Buri 20 18 18 7 7 1 0 
Kanchanaburi 28 13 13 6 5 0 0 
Lab Biofuel Production 
by Biocatalyst Research 
Unit 

6 2 2 1 0 0 0

Nakhonratchasima 20 12 20 20 20 13 9
Saraburi 10 6 10 10 10 8 8

Total 84 51 63 44 41 22 17

2.7) ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน
การทดสอบความสามารในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน พบวา ยีสตสายพันธุ WKA 3-36 ซึ่ง

สามารถคัดกรองไดจากวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงที่สุด คือ 4.67 กรัมตอ
ลิตร โดยมีเปอรเซ็นเอทานอลเทากับ 55.20

ตารางที่ 2 ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจากยีสตที่สามารถคัดแยกไดจากที่ตางๆ

Stains Ethanol (g/L) 
Reducing 
sugar (g/L) 

Used sugar 
(g/L) 

g ethanol/
g sugar 

Ethanol 
yield*
(%)

P. stipitis 5.27 1.28 18.72 0.28 55.20 
S. cerevisiae 0 17.14 2.86 0 0 
WKA 3-36 4.67 1.86 18.14 0.26 50.48 
WKA 3-28 2.01 6.60 13.40 0.15 29.41 
WKA 3-20 1.80 1.96 18.04 0.10 19.56 
WKA 1-34 0.83 5.76 14.24 0.06 11.76 
WKA 3-15 0.44 11.20 8.80 0.05 9.62
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สรุปและวิจารณผล

การผลิตเอทานอลทั่วโลกในปจุบันนี้ใชวัตถุดิบประเภทแปงและน้ําตาลเปนสวนใหญ ซึ่งวัตถุดิบเหลานี้
มีราคาสูงทําใหตนทุนในการผลิตเอทานอลมีราคาสูงตามไปดวย ดังนั้นการผลิต เอทานอลจากแหลงพลังงาน
ทางเลือก (Alternative energy sources) แหลงใหมเชน ชานออย เศษไม ซังขาวโพด ฟางขาว เปนสิ่งที่
นาสนใจเพราะวัสดุ เหลานี้ เปนวัสดุ เหลือใชทางการเกษตรและมีราคาถูก ซึ่ งวัสดุ เหลานี้ เรียกวา 
Lignocellulosic material วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่นํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล มี
องคประกอบที่เปนเซลลูโลส 39%, เฮมิเซลลูโลส 27% และลิกนิน 12% ซึ่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เมื่อ
ผานการยอยสลายดวยกรดหรือเอนไซมจะไดน้ําตาลที่สามารถนํามาหมักดวยจุลินทรียแลวใหผลผลิตเปน เอ
ทานอลได น้ําตาลที่ไดจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสมีสวนประกอบที่สําคัญคือ น้ําตาลกลูโคส และน้ําตาล
ไซโลสซึ่งมีคารบอน 6 และ 5 อะตอมตามลําดับ ซึ่งในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะมีน้ําตาลกลูโคส
ประมาณ 30% และมีน้ําตาลไซโลสประมาณ 17% ของน้ําหนักแหง แตดวยธรรมชาติของยีสตจะสามารถนํา
น้ําตาลกลูโคสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อไดผลผลิตเปนเอทานอลไดมากกวาการใชน้ําตาลไซโลส ดังนั้นการ
คัดเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการใชน้ําตาลไซโลสในการผลิตเอทานอลไดนั้นจึงเปนสิ่งสําคัญ 
กระบวนการผลิตเอทานอลที่นิยมในปจจุบันคือ กระบวนการผลิตแบบ Simultaneous Saccharification 
and Fermentation (SSF) โดยรวมขั้นตอนการยอยครั้งสุดทาย เพื่อเปลี่ยนเปนน้ําตาล พรอมกับการหมัก
ดวยยีสตในขั้นตอนเดียวกัน แตกระบวนการ SSF มีการใชอุณหภูมิสูงซึ่งสามารถทําลายเซลลยีสตได 
เพราะฉะนั้นยีสตที่ใชในกระบวนการหมักควรมีความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูงจะทําใหประสิทธิภาพใน
กระบวนการผลิตเอทานอลเพิ่มมากขึ้น จากงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการใช
ไซโลสจากตัวอยางกากออยซึ่งเจริญไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสไดทั้งหมด 12 ไอโซเลท ซึ่งมี 12 ไอโซเล
ทสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และมี 8 ไอโซเลทสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส และยีสตทนรอนสายพันธุ SBK 3-2 สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงที่สุด ซึ่งงานวิจัยนี้จึง
สามารถคัดแยกยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลจาก
มวลชีวภาพไซโลสตอไป
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