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บทคัดยอ

วัสดุลิกโนเซลลูโลสเปนวัตถุดิบที่มีอยูอยางมากมาย ซึ่งมีเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเปนสวนประกอบ 
เมื่อยอยสลายจะไดน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลไซโลสตามลําดับ ซึ่งน้ําตาลทั้งสองชนิดเปนสารตั้งตนที่ดีในการ
ผลิต เอทานอล  กระบวนการในการผลิต เอทานอลที่ นิ ยมใช  คื อ  กระบวนการ  Simultaneous 
Saccharification and Fermentation (SSF) แตอยางไรก็ตามกระบวนการนี้ตองใชจุลินทรียที่สามารถหมัก
วัสดุลิกโนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูง ดังนั้นจุดประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อคัดแยกยีสตทนรอนที่มีความสามารถใน
การใชไซโลสในการผลิตเอทานอลได ซึ่งจากการทดลองสามารถคัดแยกยีสตทนรอนไดทั้งหมด 20 ไอโซเลท 
และมี 12 ไอโซเลท (60%) ที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสเปนสารตั้งตนและเปลี่ยนเปนเอทานอล ซึ่งยีสตทนรอน
ไอโซเลท SBK 3-2 สามารถผลิตเอทานอลไดสูงที่สุดเมื่อเทียบกับไอโซเลทอื่นๆ (0.43 กรัมตอลิตร)

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
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บทนําและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย
ปาธรรมชาติเปนแหลงของความหลากหลายทางพันธุกรรม แตในปจจุบันปาธรรมชาติไดถูกทําลายจน

เสื่อมโทรม จึงตองวางแผนจัดการเพื่อปรับปรุงพื้นที่ปาใหคืนสภาพ ซึ่งการปรับปรุงคุณภาพดินก็มีสวนสําคัญ 
การที่ดินจะมีความสมบูรณได ตองอาศัยจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายซากอินทรียวัตถุที่ทับถม
กันใหเปนสารอินทรียที่เปนองคประกอบสําคัญในการฟนฟูสภาพดินใหมีความสมบูรณ ดังนั้นการศึกษากลุม
ประชากรของจุลินทรียในดินจึงเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการจัดการปรับปรุงพื้นที่ปา เพื่อแกไขสภาพปา
เสื่อมโทรมที่เปนอยูใหมีสภาพดังเดิม จุลินทรียตางๆ ในดินจึงเปนดัชนีที่บงชี้ถึงประสิทธิภาพของการฟนฟู
สภาพดินวามีความสมบูรณ และคงทนยาวนานเพียงใด นอกจากนี้เชื้อราในดินที่มีความสามารถในการยอย
สลายบางชนิดสามารถนําไปใชเปนขอมูลในการศึกษาพันธุศาสตรและอาจนํามาพัฒนาใหเกิดประโยชนกับ
มนุษยได

ดินเปนแหลงที่อยูอาศัยของจุลินทรียมากมายหลายชนิด ประกอบไปดวย แบคทีเรีย รา เชื้อแอคติโน
มัยสีท สาหราย โปรโตซัว และไวรัส นอกจากนี้แลวในดินยังมีสัตวหนาดิน และแมลงหนาดินตางๆ สิ่งมีชีวิต
เหลานี้มีความสัมพันธุกันในระบบนิเวศของดิน สวนใหญแลวดินเกิดจากการสลายตัวและผุพังของแรหินตางๆ 
โดยอิทธิพลจากธรรมชาติ เชน ความรอน ความเย็น กระแสน้ํา และการทับถมของซากสิ่งมีชีวิตที่เนาเปอยผุพัง 
ซึ่งเปนผลมาจากกิจกรรมของจุลินทรียในดิน จุลินทรียเหลานี้จึงมีบทบาทสําคัญในการเกิดความอุดมสมบูรณ
ของดิน จํานวนของจุลินทรียในดินขึ้นอยูกับอาหารที่มีประโยชนในดิน ความชื้น คาความเปนกรด-ดาง และ
อุณหภูมิของสิ่งแวดลอมในดิน

จุลินทรียในดิน เชน แบคทีเรียจัดเปนจุลินทรียกลุมใหญพบจํานวนมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ
จุลินทรียชนิดอื่นๆ ในหนึ่งกรัมของดินที่อุดมสมบูรณมีแบคทีเรียมากถึง หนึ่งแสนถึงพันลานโคโลนีตอกรัมดิน 
มีหนาที่ในการยอยสลายซากพืชซากสัตว ผลิตฮิวมัส เปลี่ยนแปลงแรธาตุในดินใหเปนประโยชนตอสิ่งมีชีวิตทั้ง
จุลินทรียเองและพืช แบคทีเรียบางชนิดเปนโรคพืช แบคทีเรียที่พบในดินโดยทั่วไป มีรูปราง 3 แบบคือ แบบ
กลม แบบแทง และแบบเกลียว แบคทีเรียเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในดินที่มีอินทรียวัตถุ มี
ความชื้นพอสมควร และคาความเปนกรดดางอยูระหวาง 5.5-9 ในบริเวณรากพืชจะพบแบคทีเรียมากกวาใน
บริเวณที่ไกลออกไป กิจกรรมของแบคทีเรียในดินมีมากมายแตที่มีความสําคัญตอระบบนิเวศ คือ การเปนผู
ยอยสลายอินทรียวัตถุในดินทําใหอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนได ราเปนจุลินทรียที่มีจํานวน
รองลงมาจากแบคทีเรีย เสนใยของเชื้อรายาวเปนสิบถึงรอยเมตรตอกรัมของดินที่อุดมสมบูรณ มีบทบาทใน
การยอยสลายซากพืชซากสัตวรวมถึงฮิวมัสในดิน บางชนิดเปนสาเหตุของโรคในสิ่งมีชีวิต บางชนิดทําลาย 
nematode ซึ่งเปนศัตรูพืช ดํารงชีวิตไดโดยการดูดซึมสารอินทรียจากการยอยภายนอกเซลล มีรูปรางเปนเสน
ใย หรือเปนเซลลเดี่ยว จําเปนตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต เชื้อราสวนใหญเจริญเติบโตไดดีในดินที่เปน
กรด เชื้อแอคติโนมัยสีทเปนจุลินทรียที่มีลักษณะสารพันธุกรรมคลายแบคทีเรียและมีลักษณะสารพันธุกรรม
คลายแบคทีเรียและมีลักษณะของผนังเซลลเชื้อรา ในการจัดจําแนกยังคงจัดเปนแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจน
ในการดํารงชีวิต ไมสามารถเคลื่อนที่ได มักอยูรวมกันเปนเสนสาย สามารถเจริญเติบโตไดในดินที่เปนกรดถึง
เปนดาง ประมาณ 5.5-10.0 ยอยสลายสารที่แบคทีเรียและเชื้อรายอยสลายไดยาก เชน ไขมัน ไคติน วัสดุ
ประเภทลิกโนเซลลูโลส เชน ซังขาวโพด หญา ขี้เลื่อย เศษไมและชานออย ลิกโนเซลลูโลสประกอบดวย
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่งพืชแตละชนิดจะมีปริมาณแตกตางกันไป โดยทั่วไปเซลลูโลสซึ่งเปนพอลิ
เมอรของกลูโคสจะมีปริมาณมากที่สุด คือ 35-50% รองลงมา คือ เฮมิเซลลูโลส มี 20-35% ซึ่งเฮมิเซลลูโลส
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เปนพอลิเมอรของน้ําตาลหลายชนิดโดยไซโลสที่เปนน้ําตาลคารบอนหาอะตอมจะเปนองคประกอบที่พบมาก
ที่สุด และลิกนินมี 15-25% ไมสามารถยอยใหเปนน้ําตาลได

ดังนั้นการคัดแยกเชื้อจุลินทรียที่มีศักยภาพสูงในความสามารถการยอยสลายโดยเฉพาะเศษวัสดุใน
ระบบปาไม สามารถนํามาใชประโยชนไดกับมวลมนุษยในหลายๆดาน เชน การนํามาทําเปนหัวเชื้อปุยอินทรีย 
หรือ ประโยชนในดานการผลิตพลังงานชีวมวลจากกิจกรรมของจุลินทรียเหลานี้ตอไป

บทความวิจัยที่เกี่ยวของ
การยอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมทําไดโดยใชเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส เซลลูเลสเปนเอนไซมที่

ยอยสลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส ประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิดมาทํางานรวมกัน 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) แมวาจะมีแบคทีเรียและเชื้อรามากมายที่สามารถผลิต
เซลลูเลสได แตมักนําเชื้อรา Trichoderma reesei และสายพันธุ mutant มาใช เนื่องจากมีความสามารถใน
การผลิตเซลลูเลสไดดีเหมาะสําหรับการยอยสลาย (Ryu และ Mandels, 1980; Wyman, 1994) สวนเฮมิ
เซลลูเลสเปนเอนไซมที่ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่งมีไซแลนเปนองคประกอบหลักทําใหไดเปนน้ําตาลไซโลส 
ประกอบดวยเอนไซม 2 ชนิดใหญๆ คือ endoxylanase (EC 3.2.1.8) และ ß-xylosidase (EC 3.2.1.37) 
(Flores, Pé rez และ Huitrón, 1997) ผลิตไดจากเชื้อ เชน Streptomyces spp. (MacKenzie และคณะ, 
1987), Fusarium oxysporum (Panagiotou และคณะ, 2003) และ Aspergillus spp. (Guimarã es และ
คณะ, 2006) เปนตน เซลลูเลสและไซแลเนสไดมีการศึกษากันมากที่สุด สามารถผลิตไดจากเชื้อราที่ยอยสลาย
ลิกโนเซลลูโลสไดดี โดยเฉพาะอยางยิ่ง Trichoderma spp. (MacKenzie และคณะ, 1987) T. reesei 
สามารถผลิตไดทั้งเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส (Juhász และคณะ, 2005) จึงเหมาะที่จะนํามาใชยอยสลายลิกโน
เซลลูโลส เพราะทําใหไมตองใชเชื้อหลายตัวในการผลิตเอนไซม การใชเอนไซมมีขอดีหลายประการเพราะ
เอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงสูง (Wyman, 1994)

พื้นที่สํารวจและเก็บตัวอยาง
ทําการวิจัยในหนวยปฏิบัติการวิจัยเชื้อเพลิงชีวภาพดวยตัวเรงชีวภาพจากตัวอยางจุลินทรียที่คัดแยก

ไดจากดินในพื้นที่วังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี เกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี

วัตถุประสงคของโครงการ
คัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายเซลลูโลส

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
ไดจุลินทรียที่สามารถใชไซโลสเพื่อการผลิตเอทานอล
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วิธีดําเนินการศึกษา

1) คัดกรองยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการผลิตเอทานอล
1.1) คัดกรองยีสตทั้งหมด
คัดกรองยีสตโดยชั่งตัวอยางแตละตัวอยางมา 10 กรัม แลวเจือจาง ดวย 0.85% (w/v) NaCl 

ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขยาผสมใหเขากัน ทํา serial dilutions จากนั้นปเปตความเจือจางที่เหมาะสมมา 0.1 
มิลลิลิตร เกลี่ยทั่วผิวหนาอาหาร yeast extract-malt extract (YM) agar (Laplace et al., 1993) แลว
นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการคัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหาร มาเขี่ยบน
อาหารชนิดเดิม เพื่อแยก pure colony

1.2) คัดกรองยีสตที่มีความสามารถในการใชไซโลส
นํายีสตที่คัดกรองไดเลี้ยงใน YM medium ไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และวัดการเจริญของจุลินทรียในอาหารเหลวที่คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตรดวยเครื่อง Zenyth 200rt spectrophotometer ใหมีคาเทากับ 0.4 นํายีสตที่เจริญใน YM medium 
ความเขมขน 5% เลี้ยงใน xylose medium บมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อนําไปหาปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี Dinitrosalicylic 
acid (DNS) (Miller et al., 1960) และตรวจหาปริมาณเอทานอลดวย Gas Chromatography รุน GC-
2010A (Shimadzu, Japan)

1.3) คัดกรองสายพันธุยีสตทนรอน
นํายีสตที่สามารถใชไซโลสไดเลี้ยงใน YM medium ไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ

นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และวัดการเจริญของจุลินทรียในอาหารเหลวที่คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นา
โนเมตรดวยเครื่อง Zenyth 200rt spectrophotometer ใหมีคาเทากับ 0.4 นํายีสตที่เจริญใน YM medium 
ความเขมขน 5% เลี้ยงใน xylose medium นําไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสเพื่อนําไปหาปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี 
Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller et al., 1960) และตรวจหาปริมาณเอทานอลดวย Gas 
Chromatography รุน GC-2010A (Shimadzu, Japan)

2) ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน
ใช yeast extract peptone dextrose (YPD) liquid medium ที่ดัดแปลงมาจาก Osho (2005) 

ซึ่งปรับ พีเอชของอาหารใหเทากับ 5.5 ในการทดสอบความสามารถการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน โดย
เลี้ยงยีสตปริมาตร 100 ไมโครลิตรในอาหาร 7 มิลลิลิตร บมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีเปน
เวลา 5 วัน ผลผลิตของเอทานอลที่เกิดขึ้นจะถูกนํามาวิเคราะหดวย Gas Chromatography รุน GC-2010A 
(Shimadzu, Japan) โดยผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑคํานวนออกมาเปน กรัมตอลิตร

3) ทดสอบความสามารถในการทนตอเอทานอลของยีสตทนรอน   
อาหารที่ใชสําหรับทดสอบความสามารถในการทนตอเอทานอลไดดัดแปลงมาจาก Osho (2005) ซึ่ง

จะใช YPD liquid medium โดยอาหาร YPD ซึ่งเติมเอทานอลลงในอาหารจะแปรผันความเขมขนของเอทา
นอลเปน 5%, 10%, 15%, 20% และ 25% นําไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 
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5 วัน ซึ่งวัดการเจริญเติบโตของเชื้อที่คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรดวยเครื่อง Zenyth 200rt 
spectrophotometer

4) ผลิตเอทานอลจากกระบวนการหมักดวยยีสตทนรอนที่คัดแยกไดโดยใชฟางขาวเปนวัตถุดิบในการผลิต
4.1) ปรับสภาพวัตถุดิบดวยวีธีทางกายภาพ
นําฟางขาวไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน จากนั้นตัดใหมีขนาดเล็กลง บด

ดวยเครื่องปนและเครื่องบดละเอียดตามลําดับ แลวนําไปรอนผานตะแกรงกรองจนไดเปนผง
4.2) กําจัดลิกนินในฟางขาว
เติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ความเขมขน 15% โดยปริมาตรลงในฟางขาวที่ไดจากขั้นตอน

การเตรียมวัตถุดิบบรรจุในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร ใชอัตราสวนฟางขาวตอสารละลายแอมโมเนียม ไฮด
รอกไซด 1 ตอ 30 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีการเขยาทุกๆ 2 
ชั่วโมง จากนั้นปรับพีเอชใหเปนกลางดวยกรดไฮโดรคลอริก และนํามากรองโดยใชกระดาษกรอง สวนที่เปน
ของแข็งจะนําไปลางดวยน้ํากรอง 3 ครั้ง (อัชฌา, 2550)

4.3) ผลิตเอนไซมไซแลเนสและวัดการทํางานของเอนไซมไซแลเนส
นําปลายเสนใยของเชื้อรา Trichoderma reesei TISTR 3081 บนอาหารกึ่งแข็ง PDA ใสลงใน

อาหารเหลวสําหรับผลิตไซแลเนส (สุมาลี, 2539) บมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง นําของเหลวที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เก็บสวนใสที่เปน crude enzyme มา
วิเคราะหการทํางานของเอนไซมโดยวัดแอกทิวิตีดวยวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Ghose (1987)

4.4) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและวัดการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส
นําปลายเสนใยของเชื้อรา T. reesei TISTR 3081 บนอาหารกึ่งแข็ง PDA ใสลงในอาหารเหลวสําหรับ

ผลิตเซลลูเลส ซึ่งดัดแปลงมาจากสูตรของ Mandels และ Weber (1969)
4.5) ผลิตเอทานอล
นําฟางขาวที่บดเปนผงและทําการกําจัดลิกนินแลวปริมาณ 1.2 กรัม และใชไซแลนปริมาณ 0.6 กรัม 

เปนตัวเปรียบเทียบ ทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา เติมสารสกัดจากยีสตปริมาณ 0.45 กรัม สารสกัดจากมอลลปริมาณ
0.45 กรัม และแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 0.75 กรัม โดยละลายในสารละลายโซเดียมซิเทรต บัฟเฟอรความ
เขมขน 0.05 โมลาร pH 5.0 ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นถายเชื้อ 5% ใสลงในฟลาสก เติมเซลลูเลส
และไซแลเนสที่กรองแลวปริมาณ 72 และ 1,440 ยูนิต แลวปรับใหปริมาตรสุดทายเปน 150 มิลลิลิตร ดวยน้ํา
กลั่นที่ผานการฆาเชื้อ จากนั้นนําไปบมในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีเปนเวลา 7 วัน โดย
ศึกษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลดวย Saccharomyces cerevisiae ที่มาจากทีมวิจัยในกลุมเดียวกัน,
ยีสตที่คัดแยกได และเชื้อผสมระหวาง S. cerevisiae กับยีสตที่คัดแยกได

4.6) วิเคราะหเอทานอลที่ไดจากการหมัก
เอทานอลที่เกิดขึ้นจากการหมัก จะถูกนํามาวิเคราะหดวย Gas Chromatography รุน GC-2010A 

(Shimadzu, Japan) โดยใชคอลัมน DB-WAX (Agilent Technologies, USA) และ Flame Ionization 
Detector ผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑคํานวณออกมาเปนกรัมตอลิตร
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ผลการศึกษา

1) ยีสตทั้งหมดและทําใหบริสุทธิ์
1.1) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี 

จํานวน 20 สายพันธุ แสดงดังรูปที่ 1

ภาพที่ 1 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากทรายที่เก็บจากเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี บน
ผิวหนาอาหารแข็ง 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) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากดินที่เก็บจากวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี จํานวน 28 สาย
พันธุ แสดงดังรูปที่ 2

ภาพที่ 2 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากดินที่เก็บจากวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี บนผิวหนาอาหารแข็ง 
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) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจาก Lab Biofuel Production by Biocatalyst Research 
Unit จํานวน 6 สายพันธุ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 3

ภาพที่ 3 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจาก Lab Biofuel Production by Biocatalyst Research Unit 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย บนผิวหนาอาหารแข็ง 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) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากกากออยที่เก็บจากโรงงงานน้ําตาลครบรี อําเภอครบุรี 
จังหวัดนครรราชสีมา จํานวน 20 สายพันธุ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 4

A B C

D E F
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ภาพที่ 4 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจาก โรงงงานน้ําตาลครบรี อําเภอครบุรี จังหวัดนครรราชสีมา บน
ผิวหนาอาหารแข็ง 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) ยีสตทั้งหมดที่สามารถคัดกรองไดจากน้ําขาวฝางที่เก็บจากไรสุวรรณ จังหวัดสระบุรี จํานวน 10 
สายพันธุ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 5

ภาพที่ 5 ลักษณะยีสตทนรอนที่คัดแยกไดจากน้ําขาวฝางที่เก็บจากไรสุวรรณ จังหวัดสระบุรี บนผิวหนาอาหาร
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) การคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสได
สามารถคัดกรองยีสตทนรอนที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสได ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 จํานวนยีสตทนรอนที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสไดที่อุณหภูมิตางๆ

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) ทดสอบความสามารถในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน
การทดสอบความสามารในการผลิตเอทานอลของยีสตทนรอน พบวา ยีสตสายพันธุ WKA 3-36 ซึ่ง

สามารถคัดกรองไดจากวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงที่สุด คือ 4.67 กรัมตอ
ลิตร โดยมีเปอรเซ็นเอทานอลเทากับ 55.20

ตารางที่ 2 ปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดจากยีสตที่สามารถคัดแยกไดจากที่ตางๆ

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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สรุปและวิจารณผล

การผลิตเอทานอลทั่วโลกในปจุบันนี้ใชวัตถุดิบประเภทแปงและน้ําตาลเปนสวนใหญ ซึ่งวัตถุดิบเหลานี้
มีราคาสูงทําใหตนทุนในการผลิตเอทานอลมีราคาสูงตามไปดวย ดังนั้นการผลิต เอทานอลจากแหลงพลังงาน
ทางเลือก (Alternative energy sources) แหลงใหมเชน ชานออย เศษไม ซังขาวโพด ฟางขาว เปนสิ่งที่
นาสนใจเพราะวัสดุ เหลานี้ เปนวัสดุ เหลือใชทางการเกษตรและมีราคาถูก ซึ่ งวัสดุ เหลานี้ เรียกวา 
Lignocellulosic material วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสที่นํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล มี
องคประกอบที่เปนเซลลูโลส 39%, เฮมิเซลลูโลส 27% และลิกนิน 12% ซึ่งเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เมื่อ
ผานการยอยสลายดวยกรดหรือเอนไซมจะไดน้ําตาลที่สามารถนํามาหมักดวยจุลินทรียแลวใหผลผลิตเปน เอ
ทานอลได น้ําตาลที่ไดจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสมีสวนประกอบที่สําคัญคือ น้ําตาลกลูโคส และน้ําตาล
ไซโลสซึ่งมีคารบอน 6 และ 5 อะตอมตามลําดับ ซึ่งในวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสจะมีน้ําตาลกลูโคส
ประมาณ 30% และมีน้ําตาลไซโลสประมาณ 17% ของน้ําหนักแหง แตดวยธรรมชาติของยีสตจะสามารถนํา
น้ําตาลกลูโคสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อไดผลผลิตเปนเอทานอลไดมากกวาการใชน้ําตาลไซโลส ดังนั้นการ
คัดเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการใชน้ําตาลไซโลสในการผลิตเอทานอลไดนั้นจึงเปนสิ่งสําคัญ 
กระบวนการผลิตเอทานอลที่นิยมในปจจุบันคือ กระบวนการผลิตแบบ Simultaneous Saccharification 
and Fermentation (SSF) โดยรวมขั้นตอนการยอยครั้งสุดทาย เพื่อเปลี่ยนเปนน้ําตาล พรอมกับการหมัก
ดวยยีสตในขั้นตอนเดียวกัน แตกระบวนการ SSF มีการใชอุณหภูมิสูงซึ่งสามารถทําลายเซลลยีสตได 
เพราะฉะนั้นยีสตที่ใชในกระบวนการหมักควรมีความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูงจะทําใหประสิทธิภาพใน
กระบวนการผลิตเอทานอลเพิ่มมากขึ้น จากงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการใช
ไซโลสจากตัวอยางกากออยซึ่งเจริญไดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสไดทั้งหมด 12 ไอโซเลท ซึ่งมี 12 ไอโซเล
ทสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และมี 8 ไอโซเลทสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส และยีสตทนรอนสายพันธุ SBK 3-2 สามารถผลิตเอทานอลไดปริมาณสูงที่สุด ซึ่งงานวิจัยนี้จึง
สามารถคัดแยกยีสตทนรอนที่มีความสามารถในการนําไซโลสเขาสูกระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอลจาก
มวลชีวภาพไซโลสตอไป
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